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WSTEP

W dniach 9-14 maja 1995 roku odbyto sie w Zakopanem XXIV Seminarium
Instytutu Biologii Molekularnej UJ jako jedna z imprez zwigzanych z obchodami
25-lecia istnienia Instytutu. Seminaria naukowe IBM odbywajg sie corocznie od
powstania Instytutu w roku 1970 do dzi$ z wyjatkiem roku 1981 (stan wojenny).
Z reguty majg charakter monotematyczny, profil naukowy okresla organizator i ak-
ceptuje Rada Naukowa. Celem ostatniego spotkania byta prezentacja osiggnie¢ nau-
kowych poszczeg6lnych zespotow badawczych Instytutu, stad duze zréznicowanie
tematyczne i rézna skala trudnosci prezentowanych referatéw. W dniu otwarcia
Seminarium odbyta sie organizowana przez zespoty prof. A. Koja i doc. A. Dubina
sesja miedzynarodowa pt ,,Selected topics in molecular biology: cytokines and prote-
ase inhibitors”, w ktérej wzieli udziat zaproszeni goscie z: Danii, Francji, Kanady,
Niemiec, USA i Wielkiej Brytanii. Nastepne sesje poswiecone byly wybranym
zagadnieniom z biochemii, biofizyki, biologii komaorki, mikrobiologii i immunologii
referowanym przez pracownikéw Instytutu. W Seminarium uczestniczyto es 0s6b, w
tym dziewiecioro zaproszonych gosci z kraju i z zagranicy. Podczas spotkania
wygtoszono 63 referaty (13 w sesji miedzynarodowej).

Przez wiele lat referaty wygtaszane podczas seminariow instytutowych publikowane
byly w Zeszytach Naukowych Uniwersytetu Jagielloriskiego w serii Biologia Moleku-
larna. Od roku 1993 wybrane referaty seminaryjne publikowane sg dzieki wydatnej
pomocy i wsparciu finansowemu Fundacji Biologii Komorki i Biologii Molekularnej w
formie artykutow przegladowych w suplementach ,,Postepdw Biologii Komérki”. Publi-
kacje prezentowane w niniejszym suplemencie tylko czeSciowo odzwierciedlajg zainte-
resowania naukowe i tematyke badawczg Instytutu. Przedstawienie petnego zakresu
zagadnien referowanych na Seminarium w Zakopanem byto niemozliwe zaréwno z po-
wodu okreslonej objetosci suplementu jak i ograniczonych mozliwosci czasowych kie-
rownikdw poszczeg6lnych zespotéw badawczych.

Organizatorzy Seminarium sktadajg serdeczne podziekowania za umozliwienie
publikacji materiatéw seminaryjnych w czasopiSmie ,,Postepy Biologii Komarki”
oraz doc. A. Kordowiak i prof. prof. W. Korohodzie, J. Pryjmie, T. Sarnie, S. Wiec-
kowskiemu za bezptatne zrecenzowanie publikowanych artykutow.

Za Komitet Organizacyjny XXIV Seminarium IBM UJ

Andrzej Klein
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BIOSYNTEZA FLAWIN
| BIALKA WIAZACE RYBOFLAWINE

FLAVINS BIOSYNTHESIS AND RIBOFLAVIN-BINDING PROTEINS

Zdzistaw ZAK

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Cztowiek i wyzsze zwierzeta nie majg zdolnosci do syntezy izoaloksazyny, ktéra jest
komponentg flawin. Ta substancja jest dostarczana w diecie w postaci ryboflawiny. Substratem do
syntezy ryboflawiny w mikroorganizmach jest GTP. Ryboflawinajest prekursorem nukleotydéw flawi-
nowych, ktére sa koenzymami w duzej liczbie oksydoreduktaz. Reakcje tworzenia sie mononukleotydu
flawinowego (FMN) katalizuje flawokinaza przenoszac grupe fosforanowa z ATP na ryboflawine.
Natomiast syntetaza FAD tworzy dwunukleotyd flawinoadeninowy (FAD).

Ryboflawina jest tatwo wydalana z organizméw zwierzecych. Jest zatrzymywana w tkankach,
w surowicy krwi i w jajach ptakéw w postaci kompleksu z biatkiem wigzacym ryboflawine (RBP).
Opisano wiasnosci strukturalne i chemiczne RBP z jaja kury.

Stowa kluczowe: biatko wigzace ryboflawing, 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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l. WSTEP

Flawiny sg w procesach biologicznych kluczowymi zwigzkami o funkcji koenzy-
mow w aktywnosci katalitycznej oksydoreduktaz. Wystepujacy w czasteczce flawiny
trojpierscieniowy uktad izoaloksazyny i jego wiasnosci oksydacyjno-redukcyjne
umozliwity ewolucje molekularng organizmoéw w okresie prebiotycznym. Stato sie to
mozliwe gdy przemiana nukleotydéw purynowych doprowadzita do powstania czg-
steczek ryboflawiny i nukleotyddéw flawinowych. Sprzezenie przemiany nukleotydu
guanidynowego z synteza flawin utrzymato sie w organizmach autotroficznych
a wérdd heterotroféw zanikto idlatego dla zwierzat ryboflawina (witamina B2) jako
prekursor nukleotydéw flawinowych jest czynnikiem egzogennym.

Utrata zdolnosci do syntezy ryboflawiny i innych rozpuszczalnych w wodzie wi-
tamin przez kregowce spowodowatla, ze organizmy te musiaty zabezpieczy¢ sie przed
utratg tych drobnoczasteczkowych egzogennych czynnikéw. W przypadku rybofla-
winy utrzymywanie jej w odpowiednim stezeniu jest uzaleznione u kregowcow za-
réwno w rozwoju zarodkowym jak i u dorostych organizmow od obecnos$ci swoiscie
wigzacych ryboflawine biatek, petniacych funkcje magazynujaca i transportujaca.
Zwierzeta jajorodne biatka wigzace ryboflawinge gromadzg w strukturze zapasowej
jaja w najblizszym otoczeniu w stosunku do zarodka. Samice ssakOw w okresie cigzy
majg w osoczu krwi zwiekszong zawartos$¢ biatek swoiscie wigzacych ryboflawine.

Il. DEFICYT RYBOFLAWINY

Badania szczuréw bedacych na diecie bez ryboflawiny wykazywaty szybki ubytek
nukleotydéw flawinowych w watrobie [35] . W ciggu 5 -6 tygodni bezryboflawino-
wej diety w watrobie szczura spada zawarto$¢ FAD do 29% a FMN do 5% stezenia
normalnego. W konsekwencji w mitochondriach komoérek watroby zachodzi znaczne
obnizenie utleniania NADH iz tym aktywnosci taficucha oddechowego a w szczegdl-
nosci kompleksu | czyli dehydrogenazy NADH i Il-dehydrogenazy bursztynianowej
oraz fosforylacji oksydacyjnej. Metabolizm acylo-CoA kwaséw ttuszczowych obni-
za sie [9, 10]. Ten problem wigze sie z wydalaniem nie metabolizowanych kwaséw
dwukarboksylowych i koniugatéw z glicyng. Ponadto obniza sie aktywnos¢ peroksy-
zomalnych oksydaz flawinowych jak oksydazy L-aminokwasow i D-aminokwasow
[10], przy zwiekszonej aktywnosci peroksyzomalnej R-oksydacji. Wiasnie utrata
zdolnosci R-oksydacyjnej w mitochondriach prowadzi do wydalania 4, 6 i s-weglo-
wych kwaséw jednokarboksylowych oraz dwukarboksylowych, w nastepstwie nie-
wystarczajacej oksydacji kwasow ttuszczowych o $redniej dtugosci tancucha weglo-
wodorowego i metabolizmu wielu aminokwasoéw apolamych [9, 10]. Przy tym osta-
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bieniu aktywnosci mitochondrialnego utleniania kwaséw ttuszczowych pewnym wy-
rownywaniem metabolizmu jest zwiekszona aktywnos$¢ enzymdw peroksyzomal-
nych.

U ludzi z miopatig, chorobe powoduje obnizenie metabolizmu ttuszczéw. Rybo-
flawina jest niezbedna jako prekursor dwunukleotydu flawinoadeninowego bedac
koenzymem dehydrogenazy acylo-CoA, flawoproteidu transportujgcego elektrony
(ETF) i dehydrogenazy ETF. Brak FAD powoduje zmniejszenie utleniania kwasow
thuszczowych w procesie R-oksydacji [5, 28], Z ostatnich badan [2, 5] wynika, ze
zarbwno w aspekcie klinicznym jak i biochemicznym uzyskuje sie znaczng poprawe
po zastosowaniu terapii wysokimi dawkami ryboflawiny[z2, 28].

I1l. BIOSYNTEZA FLAWIN

Ryboflawina jako prekursor flawinowych koenzymoéw jest syntetyzowana przez
organizmy autotroficzne i niektére mikroorganizmy. Natomiast dla wiekszo$ci orga-
nizmdw heterotroficznych jest substancjg egzogenna. Substratem z ktérego powstaje
ryboflawinajest GTP. Po wstepnej degradacji nukleotydu guanidynowego powstaty
5-amino-6-ribitolamino-2,4-pirimidindion staje sie prekursorem do syntezy rybitolo-
lumazyny. Zwigzek ten jest prekursorem w biosyntezie ryboflawiny, a takze przeka-
znikiem energii w procesie bioluminescencji [23]. Enzymatyczne przeksztatcanie
ryboflawiny w nukleotydy jest uniwersalnym procesem biochemicznym.

I11-1 SYNTEZA RYBOFLAWINY

Wsrod organizmow zyjacych w symbiozie sg gatunki, ktérych przemiana umozli-
wia synteze wiekszych stezen ryboflawiny. Do nich zaliczamy grzyby z rodzaju
Eremothecium (np. Eremothecium asbyii). Produkujg one ryboflawine podnoszac
stezenie jej w $srodowisku wodnym powyzej rozpuszczalnosci, co prowadzi do wy-
trgcania sie w postaci krystalicznej.

U Bacillus subtilis istnieje kompleks majacy aktywnos$¢ katalityczng syntazy
lumazyny i syntazy ryboflawiny. Wykazano regularng strukture geometryczng dwu-
dziestoscianu kompleksu o wzorze c*R60 [3,4,6, 20, 21]. Kapsyde dwudziestoscianu

budujg podjednostki B, ktére otaczajg tryplet biatkowy podjednostek a [3]. Podjed-
nostki B [7, s, 20, 21, 22] wyizolowane z kompleksu syntazy lumazyny/syntazy
ryboflawiny majg aktywnos$¢ katalityczng syntazy lumazyny. Sekwencja reszt amino-
kwasowych centrum katalitycznego wykazata bardzo duzg homologie z syntazg lu-
mazyny w Escherichia coli i Photobacterium leiognathi, w ktérych lumazyna ucze-
stniczy w procesie bioluminescencji [23]. Wykazano rowniez homologie w genach
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syntazy lumazyny tych bakterii. Natomiast podjednostki a [3, 6, 7] majg aktywnos$é
katalityczng syntazy ryboflawiny. Reakcje katalizowane przez kompleks syntaza
lumazyny/syntaza ryboflawiny z Bacillus subtilis [21] sg przedstawione na rys. 1
Synteza lumazyny w mikroorganizmach rozpoczyna sie od degradacji GTP, ktdra
prowadzi do powstania 5-amino-6-ribitolamino-2,4-pirymidynodionu. Ten produkt
degradacji GTP pod wptywem katalitycznej aktywnosci R-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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syntazy lumazyny/syntazy ryboflawiny jest przeksztatcany w 6,7-dimetyl,8-rybityl-
lumazyne przez potgczenie cztero-weglowego fragmentu 3,4-dihydroksy-2-butanon-
4-fosforanu [37]. Volk i Bacher [36] zaproponowali nastepujgcy mechanizm bioche-
miczny tego procesu, ktéry 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 grupg aminowg 5-amino-6-rybitylamino-2,4-pirymidynodionu. Defosforylacja tego
potaczenia przygotowuje synteze pierscienia pyrazynowego. Zachodzi protonacja
grupy karbonylowej doprowadzajgc do addycji zamykajacej pierSciefi z powstaniem
ugrupowania hydroksylowego. W nastepstwie przegrupowan w utworzonym pier-
$cieniu zachodzi odciggniecie czasteczki wody iaromatyzacja pierscienia pterynowe-
go w rybityl-lumazynie.

Syntaza ryboflawiny (EC.2.5.1.9) z Bacillus subtilis [e, 7, 8, 22, 32] katalizuje
bardzo ciekawa reakcje dysmutacji, w ktorej dwie czasteczki 6,7-dimetylo-8-(D-ry-
bityl)-lumazyny tworzg czgsteczke ryboflawiny i pirymidynodionu. Proces dysmuta-
cji miedzy dwoma czgsteczkami rybityl-lumazyny odbywa sie w miejscu katalitycz-
nym syntazy ryboflawiny. W miejscu katalitycznym syntazy ryboflawiny, jedna
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czgsteczka lumazyny lokuje sie w miejscu donorowym enzymu i bedzie donorem
czteroweglowego fragmentu (butenu) na korzys$¢ drugiej czgsteczki rybity:-lumazyny
zlokalizowanej w miejscu akceptorowym enzymu. Mechanizm tej reakcji [s8] przebie-
ga w nastepujacych etapach:

1 Czasteczka dimetylo ribitolo-lumazyny znajdujgca sie w miejscu akceptorowym
syntazy ulega deprotonacji w grupie metylowej w potozeniu 7 i w tym miejscu
powstaje karboanion. Proton jest przenoszony do N-5 czgsteczki lumazyny w miejscu
donorowym. Szczeg6towe badania sugerujg udziat nukleofilnej grupy w enzymie
i przypuszczalnie jest nig czgsteczka wody, grupa OH (2’ lub 3°) rybitolu rybityl-lu-
mazyny znajdujacej sie w miejscu donorowym lub grupa OH enzymu (reszty Ser lub
Thr). Przemiany tego etapu przedstawia rys. 3.

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

2. W lumazynowym pierScieniu ulokowanym w miejscu donorowym enzymu po
rozerwaniu wigzania miedzy N-5 i C-e6 zachodzi przekazanie reszty alkenowej, a utra-
ta protonu z C-s grupy metylowej lumazyny miejsca akceptorowego prowadzi do
utworzenia przejsciowego koniugatu potgczonego strukturg trienowag (rys. 4).

3. Zachodzi 3,3-sigma tropowe przegrupowanie uktadu trienowego w efekcie
tworzy sie szeScioweglowy pierscien (rys. 5). Aromatyzacja przez P-eliminacje pro-
tonu grupy metylowej prowadzi do rozerwania wigzania C-7-N-8 i odigczenia sie
ryboflawiny z kompleksu trienowego miejsca akceptorowego, a miejsce donorowe
opuszcza 2,4-pirymidynodionu (rys. 6).

Cushman i wspoét. [7] dowodzg istnienia dwu stanéw konformacyjnych syntazy
ryboflawiny zbudowanej z trzech podjednostek. W kazdej z tych trzech podjednostek
sgdwa miejsca wigzania lumazyny zwane akceptorowym idonorowym. Podjednostka
enzymu ze zdolno$cig wigzania dwdch czgsteczek ribitol-lumazyny jest w konforma-
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Rys. 4. Utworzenie przejsciowego konjugatu Rys. 5 Proces aromatyzacji pierscienia tolueno-

z dwoch czasteczek rybityl-lumazyny potagczonych — wego tworzacej sie ryboflawiny i przygotowanie

strukturg trienowa [8], do rozerwania wigzania C-7-N-8 przed utworze-
niem koncowych produktéw[8].

Miejsce donorowe Miejsce akceptorowe

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

cji substratowej. Druga posta¢ konformacji zwana produktowa wykazuje mate powi-
nowactwo do substratu a wieksze do produktu. Przejscia tych postaci odbywajg sie
w trzech identycznych podjednostkach. Po uwolnieniu produktéw nastepuje przejscie
danej podjednostki w konformacje substratowg, ktéra wigze dwie czasteczki rybitol-
lumazyny rozpoczynajgc nastepny cykl syntezy ryboflawiny.

U niektdérych organizméw (np. grzybek Schizophyllum commune) [13] zachodzi
enzymatyczne utlenianie tancucha bocznego ryboflawiny i prowadzi do powstania
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pochodnej zwanej schizoflawing. Jest to aldehyd witaminy Bz o strukturze: 7,8-dime-
tyl-10(2,3,4-trihydroksy-4-formylobutyl)-izoaloksazyna, ktory dalej moze by¢ utle-
niony do nieznanego do tej pory kwasu witaminy B2. Enzym tworzacy aldehyd
witaminy B2 katalizuje utlenianie 5’-hydroksylmetylu w ryboflawinie. Autorzy [13]
sugeruja, ze jest to system regulacji syntezy nukleotydéw flawinowych na zasadzie
sprzezenia zwrotnego.

Witamina B2 istnieje w komodrkach organizméw zywych w postaci koenzymoéw
0 budowie nukleotydéw FMN i FAD, ktore uczestnicza w procesach oksydacyjno-re-
dukcyjnych w metabolizmie cukréw, aminokwaséw, kwasow ttuszczowych i nukle-
otydow. Przeksztatcenie ryboflawiny w flawo-koenzymy jest procesem uniwersal-
nym iprzebiega w komorkach wszystkich organizmoéw przy udziale swoistych cyto-
zolowych enzymow.

HI-2. FOSFORYLACJA RYBOFLAWINY

Pierwszym etapem w biosyntezie flawokoenzymow jest fosforylacja ryboflawiny
do mononukleotydu flawinowego (FMN). Reakcje tg katalizuje flawokinaza, ktéra
jest 5’-fosfotransferaza ATP: ryboflawina (EC 2.7.1.26). Obecno$¢ flawokinazy
wykazano w wigkszos$ci organizméw [24, 25] i enzym ten byt izolowany z mikroor-
ganizmow [26, 38], roslin [24] oraz z tkankach embrionéw kurzych [39]. Ten cyto-
zolowy enzym byt oczyszczony z watroby szczura [26] i watroby zarodka kury[39]
przy zastosowaniu chromatografii powinowactwa z unieruchomiong pochodng rybo-
flawiny w postaci N-10-flawinyl-agarozy.

W badaniach kinetycznych flawokinazy [42] zastosowano metode hamowania
kompetycyjnego wigzania substratow produktami reakcji. Wykazano, ze FMN mocno
hamuje tworzenie sie kompleksu flawokinaza-ryboflawina a w dalszej konsekwencji
utrudnia przytgczanie sie drugiego substratu czyli Zn++ATP. To sugeruje, ze FMN
hamuje wigzanie ryboflawiny do enzymu, a tym samym jest ona wiodgcym substra-
tem w reakcji katalizowanej przez flawokinaze z watroby szczura. Kompetycyjne
hamowanie wigzania ryboflawiny przez FMN i mieszane hamowanie wigzania
Zn++ATP przez Zn++ADP wskazuje na mechanizm reakcji uporzadkowanej bi bi
(iordered bi bi), ktora przebiega nastepujaco:

Rfl Zn+HATP Zn+HADP FMN
4 4 T T

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

Pierwsza wigze sie ryboflawina do centrum katalitycznego flawokinazy [42] a na-
stepnie czgsteczka ATP zjonem Zn++. Odtaczanie sie produktow reakcji rozpoczyna
ADP, a na koincu uwalnia sie FMN. Kompleks flawokinazy z Zn++ATP jest bardziej
stabilny w pH = 8,0 [42]. Ponadto stosunek molowy 1:1 jonéw Zn++do ATP zapewnia
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tworzenie sie kompleksu flawokinazy z drugim substratem. Poréwnanie stezen mo-
lowych w cytoplazmie sugeruje, ze stezenie FMN nie jest czynnikiem wywotujgcym
regulacje na zasadzie sprzezenia zwrotnego.

W rozwoju zarodka kury wykazano [39] réwnolegty z wzrostem zarodka wzrost
aktywnosci flawokinazy w watrobie, miesniu sercowym, jelicie i w $cianie woreczka
z6ktkowego, natomiast brak aktywnos$ci tego enzymu w bionie owodniowej oraz
w ptynie owodniowym i zétku.

Flawokinaza [39] wyizolowana w stanie homogennym z watréb 18 dniowych
zarodkow kurzych ma podobne wiasnosci do flawokinazy organizmoéw dorostych.
Optymalna aktywno$¢ przypada na pH alkaliczne roztworu w obecnosci jonéw Zn++.
Aktywnos$¢ katalityczna jest stabilizowana przez RBP z jaja kurzego [31]. Ponadto
udowodniono, ze ma miejsce swoiste oddziatywanie miedzy flawokinazg zarodka
kury a RBP z jaja kurzego, co przyczynia sie do wzrostu aktywnoS$ci katalitycznej
enzymu i jego stabilnosci. Autorzy [31] sugerujg, ze omawiana interakcja miedzy
dwoma biatkami moze by¢ jednym z ogniw w mechanizmie regulacji syntezy nukle-
otydow flawinowych.

I1-3. SYNTEZA DWUNUKLEOTYDU FLAWINOADENINOWEGO.

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

Syntetaze-FAD otrzymano z wielu zrédet, a ostatnio w postaci homogennej z cy-
tozolowej frakcji komérek watroby szczura. Ponadto otrzymano z Brevibacterium
ammoniagenes [27,42] dwufunkcyjny enzym o masie 38 kDa, ktory katalizuje reakcje
flawokinazowg i synteze FAD. Kazdy z tych etapéw aktywowany jest przez inny
kofaktor o charakterze jonu metalu. Jon Zn++ aktywuje reakcje flawokinazy, ajon
Mg++ aktywuje syntetaze FAD.

Zalezno$¢ aktywnosci katalitycznej syntetazy FAD od stezen substratow wskazuje,
ze reakcja nie przebiega wg. mechanizmu ping-pong. Stosujgc metode [42] hamowa-
nia kompetycyjnego produktami reakcji wigzanie substratow do syntetazy FAD,
wykazano ze reakcjajest katalizowana jako wymiana uporzgdkowana dwusubstrato-
wa (ordered bi bi) Z kinetycznych badan syntetazy FAD wynika, ze przeniesienia
nukleotydu adeninowego z ATP na FMN przedstawia sie nastepujgco:

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

E —E*Mg+HATP — E*Mg+HATP *FMN -a E*Mg+HPP*FAD -4 E*FAD —E
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Rys. 7. Enzymatyczna synteza FAD. Pod wptywem ATP: FMN adenozylo-transferazy zachodzi prze-
niesienie reszty fosfoadenozylowej z ATP na czasteczke FMN.

Wiodgcym substratem jest ATP, ktory pierwszy wigze sie z centrum katalitycznym
a drugim jest FMN. Powstaty w reakcji katalitycznej obok FAD pirofosforan oddy-
socjowuje pierwszy a na koncu odtgcza sie czgsteczka FAD. Porownanie stezen FAD
w stosunku do wartosci statej hamowania Ki syntetazy stezeniem FAD wskazuje, ze
FAD jest modulatorem ujemnym w regulacji allosterycznej syntetazy FAD na zasa-
dzie sprzezenia zwrotnego.
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IV. BIALKA WIAZACE RYBOFLAWINE (RBP)

W biatku jaja kurzego [29] oraz w z6ttku jaja [40] znajduje sie z6ta glikoproteina,
ktora swoiscie wigze ryboflawine (RBP). Z obu sktadnikéw jaja wyosobniono RBP,
ktdre ma mase 32 kDa i wigze ryboflawine w stosunku molowym, 1:1. Ryboflawina
z potgczenia RBP-ryboflawina uwalniana jest w roztworze o pH ponizej 4,00. Wie-
lokrotnie stabiej RBP wiagze nukleotydy flawinowe [40, 41]. FMN jest wiazane 30 -
60 razy stabiej niz ryboflawina i zalezy to zaréwno od pH roztworu jak ijego sity
jonowej [16, 34]

Z6ttkowy RBP jest syntetyzowany przez watrobe [38] i transportowany droga krwi
gdzie tworzy sie kompleks z ryboflawing, ktéra w tej postaci jest deponowana w z64t-
ku podczas rozwoju oocytu. Ten proces gromadzenia kompleksu RBP-ryboflawina
w z0Hku jaj ptakow oraz innych zwierzat jajorodnych jest uzalezniony od wzrostu
wydzielania estrogendw. Natomiast RBP wysycony ryboflawing ponizej 50% i depo-
nowany w biatku jaja jest syntetyzowany w jajowodach. Badania strukturalne tych
RBP sg istotne w wyjasnianiu mechanizmu pobierania biatek z6ttka z krwi do rozwi-
jajacego sie oocytu. Biatkowy i z6ttkowy RBP jaja kurzego otrzymano w stanie
homogennym i scharakteryzowano ich witasnosci fizyko-chemiczne. Wyniki badan
sktadu aminokwasowego [40] i sekwencji aminokwasoéw [12] wykazaty bardzo duze
podobienstwo tych dwu RBP. Sekwencja obu tych biatek [12] jest taka sama z wyjat-
kiem C-konca i sktadu komponent cukrowych [12, 40]. Biatkowy RBP majacy 219
reszt aminokwasowych jest pojedynczym taficuchem polipeptydowym, grupe C-kon-
cowag stanowi kwas piroglutaminowy (kwas pyrolidyno-karboksylowy). Komponenty
oligosacharydowe sg potgczone z resztami asparaginowymi w potozeniu 36 i 147.

Z sekwencji nukleotydéw cDNA wykazano [19,38] istnienie peptydu sygnalnego
od N-kofica o nastepujgcej kolejnosci reszt aminokwasowych:

Met-Leu-Arg-Phe-Ala-lle-Thr-Leu-Phe-Ala-Val-lle-Thr-Phe-Ser-Thr-Cys-

C-koniec jest zakonczony dwoma resztami argininy, ktore sg odrywane w procesie
posttranslacyjnej obrobki. Dojrzaty RBP ma 9 mostkdw dwusiarczkowych co powo-
duje bardzo duza odporno$é na denaturacje [14].

L gczenie sie ryboflawiny z RBP wywotuje wygaszanie fluorescencji ryboflawiny
i reszt aromatycznych RBP. Stata wigzania ryboflawiny przez RBP wynosi 1,3 mM.
Uwalnianie ryboflawiny z kompleksu RBP-ryboflawina zachodzi po zakwaszeniu
roztworu ponizej punktu izoelektrycznego biatka. W oparciu o wiasnosci spektralne
i badania wptywu modyfikacji chemicznej reszt aminokwasowych w RBP wykazano,
ze jest istotna jedna z 9 reszt tyrozynowych ijeden z s tryptofandw. W utrzymaniu
struktury miejsca wigzania ma znaczenie interakcja reszty argininy z grupami kwaso-
wymi [1,14,15,18]. W badaniach spektropolarymetrycznych [41] wykazano niewiel-
kie zmiany w konformacji w RBP w zakresie wigzan peptydowych, reszt aromatycz-
nych iotoczenia wigzania flawiny.
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Badania fluorescencyjne z zastosowaniem wygaszaczy obojetnych i jonowych
[11] wykazaty, ze niewiele reszt tryptofanu jest wyeksponowanych w kompleksie
RBP-ryboflawina. Wieksza czes$¢ reszt tryptofanu jest ukryta wewngtrz struktury
czasteczki biatka. Wséréd tych ukrytych glebiej reszt tryptofanu jedna jest zlokalizo-
wana w miejscu wigzania ryboflawiny a inne prawdopodobnie uczestniczg w utrzy-
maniu struktury otoczenia[41]. Z badan wygaszania fluorescencji wynika sugestia
0 istnieniu istotnej reszty tryptofanu Trp54, ktdra znajduje sie w otoczeniu czterech
mostkéw dwusiarczkowych: Cys5-Cys30 ; Cys24-Cys73 ; Cys33-Cys77 ; Cys57-
Cysl38. Te sugestie wymagajg potwierdzenia w badaniach krystalograficznych RBP.
Oba RBP sg ufosforylowane. W biatkowym RBP sze$¢ lub siedem z posréd dziewie-
ciu reszt seryny sg zestryfikowane kwasem fosforowym.

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

Unieruchomione napodtozu chromatograficznym RBPjaja kurzego stosowane jest
do rozdziatu flawin [18]. Podobnie inne biatka swoiscie wigzgc witaminy grupy B s3
wykorzystywane w chromatografii powinowactwa dla badan analitycznych koenzy-
moéw iinnych pochodnych witamin grupy B oraz w izolowaniu z materiatu biologicz-
nego ich metabolitow.
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CUKRZYCA MODELOWA
JAKO NARZEDZIE BADANIA ZMIAN
WYSTEPUJACYCH W CUKRZYCY KLINICZNEJ.
PROSTAGLANDYNY | ZWIAZKI WANADU
W NORMALIZACII ZMIAN CUKRZYCOWYCH12

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 DZIEWONSKA

Zaktad Biochemii Zwierzat, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: W trzech rozdziatach przedstawiono krotka charakterystyke cukrzycy wystepujacej u ludzi
i badania wykonywane u zwierzat po wywotaniu tej choroby przez podanie streptozotocyny (SZ) lub
aloksanu (A).Omoéwiono cytoprotekcyjne wiasnosci prostaglandyn i ich ochronny charakter wobec
stwierdzonych uprzednio zmian aparatu Golgiego watroby szczura w cukrzycy indukowanej streptozo-
tocyng. Przedstawiono przeglad szkodliwego i pozytecznego dziatania wanadu na zywe organizmy wraz
z wiasnymi wynikami dotyczacymi insulino-podobnego dziatania nowej pochodnej
Na2[VO(OX)z2]xH20 na aktywno$¢ transferazy galaktozylowej watroby szczura.

Stowa 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 Cze$¢ doswiadczalna pracy dotyczaca wigzania PGE2 z hepatocytami finansowana czesciowo przez KBN
w ramach PB/0580/P2/94 w 1994 r. oraz PB 4.P05A. 110.08 na rok 1995/97.

2 Cze$¢ doswiadczalna pracy dotyczaca oddziatywania nowej pochodnej wanadu na aparat Golgiego watroby
szczuréw finansowana cze$ciowo przez KBN PB/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. WSTEP

Cukrzyca nalezy do chor6b spotecznych, ktére wykazujg tendencje wzrostowg
w populacji ludzkiej. Wzrasta réwniez liczba zgonéw spowodowanych ta choroba
w przeliczeniu na 100000 mieszkaricow, w ciggu ostatnich 30 lat wskaznik ten wzrést
czterokrotnie. Jakkolwiek pojeciem ,,cukrzyca” obejmuje sie rézne pod wzgledem
etiologii i klinicznego przebiegu choroby, mozna wyré6zni¢ pewne wspoélne ich cechy
jak: wzrost poziomu cukru we krwi i w moczu, zaburzenia przemiany cukrowcdw
i lipidéw oraz metaboliczne skutki tych zaburzen [s8].

Najogdlniej cukrzyce wystepujaca u ludzi dzielimy na tzw cukrzyce pierwotng
typu I (insulinozalezna, IDDM = insulin dependent diabetes mellitus, z niedoborem
insuliny, dawniej zwang tez cukrzycg typu miodzienczego) cechujgca sie zupeing lub
prawie zupetng utratg zdolno$ci wydzielania insuliny przez komérki B trzustki. W tego
typu cukrzycy stwierdza sie genetyczng predyspozycje dojej rozwoju. Drugim typem
cukrzycy pierwotnej jest cukrzyca typu Il (cukrzyca insulinoniezalezna, NIDDM =
non insulin dependent diabetes melitus), bardzo zr6znicowana etiologicznie iklinicz-
nie, moze by¢ uwarunkowana genetycznie, zywieniem lub zaburzeniami komorkowej
reaktywnosci na insuline. Dalej przeprowadza sie podziat w obrebie typu ze wzgledu
na konstytucje fizyczng chorego (z otytoscig lub bez), skutki stosowania diety lub
$rodkéw hipoglikemizujgcych oraz ze wzgledu na powiktania w obrebie innych
tkanek, ktore powstajg w okresie trwania cukrzycy (np.choroby tetnic, endokrynopa-
de, angiopatie, neuropatie, zespoty objawoéw dermatologicznych).

W zaleznos$ci od typu cukrzycy stosuje sie r6zne formy leczenia. W cukrzycy typu
| stosuje sie injekcje odpowiedniego preparatu insuliny, w cukrzycy typu Il leczenie
insuling moze by¢ konieczne tylko przejsciowo (np.w przypadku operacji, cigzygo -
raczki nietolerancji doustnych $rodkéw hipoglikemizujacych) a zwykle stosuje sie
$rodki doustne obnizajace poziom glukozy we krwi. W przypadku leczenia insuling
warunkiem skutecznosci dziataniajest podanie jej dwa razy dziennie, przestrzeganie
diety i higieniczny tryb zycia (ruch, normalizacja masy ciata). Absolutnym przeciw-
wskazaniem leczenia insuling jest uczulenie na ten hormon. Pojedyncza dawka
insuliny o wydtuzonym dziataniu nie powinna przekracza¢ 40-48 U. W Polsce do
lecznictwa dopuszczono 7 krajowych preparatéw pochodzenia wotowego lub wie-
przowego. Firmy zachodnie oferuja szerokg game preparatow insuliny, w tym insuline
ludzkg otrzymang poprzez wymiane niektérych aminokwasow insuliny wieprzowej
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na swoiste dla hormonu ludzkiego lub przez synteze w Escherichia coli. Wszystkie
stosowane do injekcji preparaty insuliny tak pochodzenia krajowego jak zagraniczne-
go winna cechowac $cisle okre$lona, mozliwie najnizsza zawarto$¢ takich zwigzkow
jak proinsulina, glukagon, polipeptyd trzustkowy, somatostatyna czy naczyniowy
peptyd jelitowy ze wzgledu na ich alergizujgcg aktywnos$c i/lub dziatanie uboczne.
Podawanie wszystkich preparatéw insuliny wymaga ogromnej starannosci i umiejet-
nosci ze strony chorego, gdyz zastrzyki wykonuje on sam. Konieczne jest precyzyjne
ustalenie dawki, zasady tgczenia preparatéw insuliny, zmniejszenie urazowosci
wstrzyknie¢, jatowosci narzedzi itp. [es]. Mimo to po 74 latach stosowania insuliny
konieczne jest doskonalenie tej metody leczenia, ze wzgledu na czesto powstajgce
skutki uboczne i przewlekte powiktania.

W cukrzycy typu Il celowe jest stosowanie doustnych lekow hipoglikemizujacych,
pochodnych trzech gtéwnych grup zwigzkoéw: 1) biguanidéw (buformina, fenformina
metformina), 2 ) sulfonylomocznika (sulfonamid, tolbutamid, chloropropamid, karbu-
tamid ikilkanascie pochodnych tych zwigzkéw), 3) pochodne pirymidyny, inhibitory
a-glukozydaz w jelicie cienkim, mieszanki ziotowe. Stosowanie pochodnych grupy
1 moze wywotywaé nowe zaburzenia metabolizmu przy korzystnej regulacji poziomu
cukru we krwi, totez w niektérych krajach Europy iw USA wycofano je z aptek. Przy
stosowaniu pochodnych grupy 2 mozliwe jest wystapienie $pigczki ketonowej lub
niewrazliwo$¢ na pochodne sulfonylomocznika [68]. Aby zrozumieé podstawy dzia-
tania w/w lekéw a takze utatwi¢ poszukiwanie nowych zwigzkéw przeciwdziataja-
cych tej chorobie, przede wszystkim hiperglikemii i glikozurii, nalezy poznaé mecha-
nizmy ich molekularnego oddziatywania.

Badania tego typu dotyczace metabolizmu na poziomie komérki i mozliwosci
oddziatywania nan sg mozliwe wylgcznie na zwierzetach, u ktérych wywotuje sie
cukrzyce modelowag a nastepnie testuje skuteczno$¢ zwigzkéw o charakterze ochron-
nym badz normalizujacym wywotane zmiany o charakterze cukrzycowym.

2. MODELE CUKRZYCY DOSWIADCZALNEJ

Do wywotania u zwierzat zmian, ktore sa charakterystyczne dla cukrzycy insuli-
nozaleznej, insulinoniezaleznej lub wynikajacej z obcigzern genetycznych u ludzi,
czyli do wywotania ,,cukrzycy modelowej”, stuzg dwa zwigzki: aloksan (A) i strep-
tozotocyna (SZ).Wzory chemiczne obu pochodnych przedstawia rys 1. W wiekszosci
badan biochemicznych uzywa sie przede wszystkim streptozotocyne ze wzgledu na
jej mniejszg toksycznos¢, a zatem wyzszg przezywalnos$é zwierzat po zabiegu, oraz
lepszg zbiezno$¢ z patologicznymi zmianami stwierdzanymi u pacjentéw z cukrzyca
typu | oraz cukrzyca pochodzenia genetycznego [2, 3, 5, 18, 19, 30, 6s8]. Od czasu
odkrycia streptozotocyny (1959 r.), jako antybiotyku o szerokim spektrum dziatania
oraz aktywnos$ci przeciwnowotworowej, juz 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 zwigzki stuza do wywotywania cukrzycy doswiad-
czalnej u zwierzat.

diabetogenny. Streptozotocyna indukuje zmiany morfologiczne, biochemiczne i fi-
zjologiczne w réznych tkankach i narzadach np.w watrobie, nerkach, naczyniach
krwiono$nych, miesniach, jelicie cienkim, dziata immunosupresyjnie, jako czynnik
endotoksyczny, wptywa na metabolizm hormondw sterydowych. Wywotuje zmiane
aktywnosci niektérych enzyméw zwigzanych i niezwigzanych z przemiang cukrow-
cow i lipidow w watrobie i mig$niach, wykazuje aktywnos$¢ proteolityczng w mie-
$nich, wptywa na hipertriglicerydemie, metabolizm kolagenu [2, 3] a przede wszyst-
kim drastyczne obnizenie poziomu insuliny dziatajgc toksycznie na komorki B
trzustki, co przypomina cukrzyce typu | [50] oraz cukrzyce pochodzenia genetyczne-
go [74], Streptozotocyne uzywa sie do uzyskania cukrzycy modelowej u pséw,
krélikow, ryb, jagniat, kotow, matp, szczurdw, myszy, swinek morskich i chomikéw
syryjskich [2]. Nalezy podkresli¢, ze szczury, myszy czy chomiki sg b.dobrym
modelem do uzyskania hiperglikemii po podaniu SZ, natomiast inne gatunki zwierzat
np. Swinki morskie czy kréliki sa bardziej odporne najej dziatanie [2, 30],

Do badan normalizacji zmian wywotanych SZ uzyto przede wszystkim insuline.
W pewnych przypadkach hormon ten dziata normalizujgco np.regulujgc aktywnos¢
pewnych enzymow w watrobie [2] np. glukokinazy, heksokinazy, fosfofruktokinazy
czy kinazy pirogronianowej (enzymy glikolityczne) oraz dehydrogenazy glukozo-s-
fosforanu czy dehydrogenazy fosfoglukonianu (enzymy kluczowe cyklu pentozowe-
go). Insulina jest rowniez skuteczna w przywroceniu aktywnosci enzymow uczestni-
czacych w przemianie tluszczy takich jak liaza ATP-cytrynian, dehydrogenaza
NADP-izocytrynian, lipaza triglicerydowa [2]. W innych przypadkach jej wptyw jest
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znikomy [2, 34, 46]. Dlatego poszukiwania zwigzkéw dziatajagcych ochronnie lub
leczniczo na zmiany powstajgce po SZ sg prowadzone nadal.

Jakkolwiek obnizenie poziomu cukru we krwi i moczu stosowane jest najczesciej
jako test dziatania badanego ,,leku”, nie wszystkie zwigzki oddziatujg w ten sposéb.
Cze$¢ dziata na takie objawy kliniczne jak poliuria i proteinuria , prawidtowe wyda-
lanie z moczem sodu i potasu oraz ochrania hiperfiltracje w kitebuszkach nerkowych.
Tak dziata np dipirydamol [73]. Ze wzgledu na powszechno$¢ testu oznaczania
poziomu cukru we krwi, a takze zawartosci triglicerydéw, insuliny immunoreakty w-
nej oraz cholesterolu najszersze zastosowanie znalazty pochodne wanadu podawane
doustnie w formie ptynnej [72].

Nasz udziat w badaniach dotyczacych oddziatywania SZ na komérki i organelle
komo6rkowe wyniknat z badan zespotu Sameckiej-Keller, ktéra w latach 1970-tych
stwierdzita bardzo znaczne obnizenie ilosci galaktozy we frakcji glikopeptydow
i glikoprotein osocza ludzi chorych na cukrzyce insulinozalezng oraz zwierzat z cu-
krzycg modelowa. Teza, iz wynika to z obnizenia aktywnosci transferazy galaktozy-
lowej, enzymu-znacznika aparatu Golgiego, gdzie zachodzi potranslacyjna modyfi-
kacja czesci cukrowej glikoprotein i glikopeptydow osocza znalazta petne potwier-
dzenie w naszych dalszych pracach [37, 59, 60]. Spadek aktywnos$ci tego enzymu
u zwierzat z cukrzyca byt wysoce istotny statystycznie w odniesieniu do zwierzat
kontrolnych, podobnie jak wydajno$¢ izolowania frakcji bton Golgiego oraz zmiana
morfologii tej organelli sugerujgca uposledzenie sekrecji. Prace te stanowity niewiel-
ki, ale istotny wktad do badan nad cukrzycag modelowg, co wiecej badania innych
autoréw potwierdzity swoistos¢ stwierdzonych zmian dla transferazy galaktozylowej,
czego nie zaobserwowano dla innych transferaz glikozylowych [11, 47, 69]. W dal-
szych badaniach stwierdziliSmy dodatkowo zmiany sktadu biatkowego izolowanej
frakcji bton Golgiego [40], zmiane sktadu fosfolipidow tej frakcji [32], (co réwniez
potwierdzity badania innych autoréw [5,24,47,69]). Ponadto zmiany tak sktadu bton
jak opornosci osmotycznej stwierdziliSmy w erytrocytach zwierzecych i ludzkich
pochodzacych od pacjentéw chorych na cukrzyce [39, 61-63]. Uzyskane przez nas
w grupie zwierzat doswiadczalnych wyniki dotyczace spadku aktywnosci transferazy
galaktozylowej oraz uposledzenia morfologii aparatu Golgiego byty dodatnio skore-
lowane z poziomem i sktadem cukrowej czesci glikoprotein osocza [46] inie ulegaty
normalizacji przy podawaniu insuliny [34, 46]. StwierdziliSmy ponadto, ze zmiana
funkcji i morfologii aparatu Golgiego w cukrzycy doswiadczalnej jest swoista dla
cukrzycy wywotanej podaniem streptozotocyny i nie wystepuje po podaniu aloksanu
[41]. Szczegbty i odpowiednie poréwnania przedstawiono w artykutach przeglado-
wych [31, 35]. Przytoczone wyniki sktonity nas do poszukiwania zwigzku, ktéry
wykazywatby zapobiegajace lub lecznicze dziatanie wobec wspomnianych wyzej
zmian, gdyz jak wspomniano insulina, stosowana w leczeniu ludzi nie byfa skutecz-
na [46]. ,
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3. WPLYW PROSTAGLANDYN JAKO ZWIAZKOW
O DZIALANIU CYTOPROTEKCYINYM

Prostaglandyny (PGs) jako jedne z pochodnych kwasu arachidonowego (AA)
powstajgce pod wptywem dziatania cyklooksygenazy wykazujg bardzo silne i r6zno-
rodne dziatanie biologiczne Trudno obecnie znalezé jednostke chorobowa, w ktérej
pozytywnie czy negatywnie nie dziatajg te zwiazki [5, 26, 44, 76]. Ich rola, fizjolo-
giczno-biochemiczne i farmakologiczne dziatanie prostaglandyn (PGs) jest tematem
wszechstronnie badanym przez specjalistéw catego Swiata od okoto 70 lat i w czesci
nalezy juz do wiadomos$ci podrecznikowych [np. 15, 26, 76]. Inne, nie do korica
poznane aspekty dziatania PGs sg publikowane w ilosci kilkudziesieciu prac tygo-
dniowo. Jedng z cech prostaglandyn sg tzw. wiasnos$ci cytoprotekcyjne przy czym
zalezg one procz typu PGs od rodzaju tkanki docelowej a nawet od og6lnej kondycji
catego ustroju (wiek, pte¢, norma lub patologia). Mechanizm cytoprotekcyjnego
dziataniatych zwigzkoéw niejest do kofca poznany. Dziataja one napoziomie narzadu,
komarki, organelli komorkowych a nawet w uktadach in vitro. Przeglad literatury
dotyczacej tego zagadnienia zebrano w oddzielnych artykutach [38, 44], Pionierem
badan nad cytoprotekcja byt A.Robert ajego badania sg nadal kontynuowane. Nalezy
podkresli¢, ze wiasnosci cytoprotekcyjne wykazujg przede wszystkim pochodne
PGEj, PGE2, jej dimetylowa pochodna 16,16° dmPGE2, PGF2a, PGA]j, i PGI2.
Z wyjatkiem tej ostatniej, pochodne te naleza do tzw trwatych pochodnych eikozano-
idow z diugim okresem poéttrwania, podczas gdy prostacyklina (PGI12), nadtlenki
prostaglandynowe PGG2/PGH:2 oraz inna pochodna kwasu arachidonowego trombo-
ksan A] (TXA2) majg bardzo krétki okres péttrwania [76]. Tabela 1jest zestawieniem
wybranych z pismiennictwa danych nt. trwatosci najbardziej typowych PGs oraz dla
poréwnania TXA2.

Nasze dosSwiadczenia dotyczyty waskiego wycinka badar cytoprotekcyjnego dzia-
tania prostaglandyn, niemniej uzyskane wyniki byty bardzo obiecujgce i sugerowaty
podjecie dalszych badan. Wstepne wyniki wykazaly, ze trzykrotne podanie 16,16’
dmPGE:2 (przed, réwnoczes$nie i po dawce streptozotocyny wywotujacej cukrzyce
modelowa, skutecznie chroni przed wystgpieniem zmian patologicznych opisanych
uprzednio [33, 34, 36]. Co wiecej, stwierdziliSmy, ze dwie pochodne PGs (16,16’
dmPGE2 oraz PGEj) stymulujg in vitro w stosunkowo dtugim czasie (do s lub 20
godz.) aktywno$¢ enzymu-znacznika aparatu Golgiego, tj. transferazy galaktozylo-
wej, po wyizolowaniu frakcji tych bion [42,43] .Wydawato si¢ interesujace sprawdzic,
jak beda wigzac jedng z pochodnych PGs tj PGE2 hepatocyty kontrolne i pochodzace
od zwierzat z cukrzyca. Przeglad wiasnosci receptoréw PGs w réznych komérkach,
ze szczegOlnym uwzglednieniem hepatocytdéw przygotowany na podstawie publiko-
wanych prac innych autoréw [29, 38]wykazat nam, ze jak dotad brak poréwnania
wiasciwosci tych miejsc wigzacych w hepatocytach kontrolnych i ,,cukrzycowych”.
Wstepne badanianieswoistego wigzania PGE2 przez hepatocyty wykazaty nizsza
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warto$¢ dla hepatocytéw pochodzacych od zwierzat cukrzycowych, jakkolwiek r6z-
nice te nie byly statystycznie istotne. Dalsze oznaczeniaswoistego wigzaniaPGE?2,
wykazaty wysoce istotne statystycznie obnizenie w poréwnaniu z kontrolg wigzania
PGE:2 przez hepatocyty pochodzgce od zwierzat z cukrzycg, zarbwno w 4°C jak 37°C.
Wyniki te sg opracowywane i beda przedmiotem odrebnej publikacji. Dalsze badania
beda dotyczyty mozliwych do okreslenia w naszych warunkach parametrow kinetycz-
nych oddziatywania PGE 2 - miejsce wigzgce, a takze wptywu PGs na metabolizm
wewnatrzkomorkowy w cukrzycy modelowej i kontroli.

4. WANAD JAKO CZYNNIK NORMALIZUJACY KLINICZNE
OBJAWY CUKRZYCY

Wanad wystepuje powszechnie w $rodowisku (w glebie i w wodzie), jego zawar-
tos¢ w réznych tkankach roslinnych izwierzecych wynosi od kilkunastu do kilkudzie-
sieciu mikrograméw. Jest uwazany za niezbedny pierwiastek $ladowy w prawidfo-
wym wzroscie i rozwoju zwierzat i ludzi. Liczne prace doSwiadczalne ujmujg rézne
aspekty jego wptywu na metabolizm komoérkowy i oddziatywanie na r6znym pozio-
mie z aminokwasami, peptydami i biatkami, w tym réwniez z wielu enzymami oraz
z pierwotnymi i wtérnymi przekaznikami w komérce. Zestawieniem opisanych w li-
teraturze w ciggu ostatnich lat pozytywnych i negatywnych oddziatywan wanadu na
zywy organizm sg tabele 2 i 3. Przedstawiajg one rdwniez pochodne wanadu stoso-
wane najczes$ciej w badaniu jego hiologicznej aktywnosci. Akumulacja wanadu
w organizmie zachodzi w nerkach, kos$ciach i watrobie [23], zbyt wysokie wychwy-
tywanie wanadu przez organizm ludzki powoduje ostre i/lub chroniczne zatrucia
zmuszajgce do stosowania zwigzkow chelatujgcych jako ostony antytoksycznej. Ba-
dania Hamady [22, 23] wykazaly, ze podanie pewnych zwiazkéw chelatujgcych
zVCl3,VOSOa4, czy NaVOR przeciwdziata zar6wno nadmiernemu wychwytywaniu
tego pierwiastka, jak jego toksycznym efektom. Najbardziej skutecznym zwigzkiem
jest deferoksyamina, nieco gorzej dziatajg EDTA, Tiron, oranz ksylenolowa lub
fenantrolina zasadowa. Efekt dziatania tych zwigzkéw badano u szczuréw, myszy
i zarodkow kurczat. W organizmie wanad jest wigzany przez te same biatka, ktore
wigzg zelazo tj: ferrytyne, transferryne i laktoferryne [23]. We krwi i ptynach ustro-
jowych wanad wystepuje gtéwnie jako VO3' Po przejéciu do komorki ulega nieenzy-
matycznej redukcji przez zredukowany glutation do V 02+ [22, 23, 50, 70]. Schemat
tego procesu przedstawia rys. 2.

Pochodne wanadu mogg miedzy innymi dziata¢ podobnie jak insulina na komérki
i tkanki zwierzat in vivo i in vitro. Jednym z pierwszych efektéw dziatania jest
normalizacja poziomu cukru we krwi, wg czesci autoréw dawka wanadu potrzebna
do uzyskania euglikemii zalezy od poczatkowego poziomu cukru we krwi [s, 70].
Podobienstwo dziatan wanadu i insuliny nadal potwierdzajg ukazujgce sie prace
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Rys 2. Schemat wystepowania wanadu na réznych stopniach utlenienia we krwi i ptynach ustrojowych
oraz po przejsciu do wnetrza komorki za posrednictwem przeno$nikéw anionéw i redukcje nieenzyma-
tyczng przy udziale zredukowanej czasteczki glutationu (GSH). Toksyczno$¢ wanadu zalezy od stoso-
wanej pochodnej tego metalu. Schemat przygotowano na podstawie pisSmiennictwa [22, 23, 50, 52].

doswiadczalne np. obie substancje zwiekszajg aktywnos$¢ lipazy lipoproteinowej
w gruczotach mlecznych [17], majg podobne dziatanie w regulacji genu 33 [75].
W adipocytach i mie$niu szkieletowym dziatanie wanadu przypomina aktywnos$¢
insuliny pod wzgledem wptywu na utlenianie glukozy, syntezy glikogenu, stymulacji
wychwytywania heksoz, lipogenezy i hamowanie lipolizy [16, 17, 67, 72]. Wanad
dziata na gospodarke weglowodanowo-lipidowa a zatem na synteze i aktywnos$¢
niektérych enzymoéw [13, 27, 53, 64, 66, 67]. Opracowany przez nas na podstawie
piSmiennictwa schemat roznych drog dziatania wanadu w komorce jest nadal aktualny
[72], jakkolwiek pojawiajg sie nowe aspekty wptywu wanadu np. przeciwny do
insuliny efektjego dziatania (szczeg6lnie wyrazny w komoérkach prawidtowych), lub
tez coraz powszechniej opisywane jego efekty toksyczne [6, 14,45, 57]. Zestawienie
stosowanych najczesciej w badaniach pochodnych wanadu umieszczono w tabelach
21i3[s,27,45,70, 72],

W dziataniu na niektére enzymy np ATP-azy wanad V+s5 jest silniejszym inhibito-
rem niz V+4, lecz musi by¢ stosowany w wyzszych stezeniach (50-100 mM). Wanad
V+4 dziata stabiej, lecz w szerszym zakresie stezen, w tym takze w stezeniach fizjo-
logicznych [27]. Jak przedstawiono na rys. 2, wanad jest redukowany po przejsciu do
wnetrza komorki [23,50,70], jednak inne doSwiadczenia nad potgczonym dziataniem
wanadu i nadtlenku wodoru wykazujg konieczno$¢ utlenienia wanadu na innych
stopniach utlenienia do V+5 prowadzacego w efekcie kilku reakcji do zwigkszenia
aktywnosci kinazy tyrozynowej receptora insuliny poprzez hamowanie fosfatazy
fosfotyrozynowej biatek [ 64, 65].

Na pewno nie zawsze dziatanie wanadu przebiega drogg podobng do insuliny. Od
dawna wiadomo, ze insulina powoduje miedzy innymi przemieszczenie z wnetrza
komorki glikoprotein transportujgcych glukoze przez btone komdérkowg [16]. Wana-
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dany nie sa w stanie przywrdécié¢ normalnej aktywnosci transporteréw glukozy (jednej
z subpopulacji GLUT-4) ani powodowac¢ ich defosforylacji w komérkach ttuszczo-
wych szczuréw z cukrzycg SZ [4]. Sugeruje to istnienie alternatywnych drég trans-
portu cukréw do wnetrza komorki, ktére mogtyby by¢ uruchamiane przez wanad.
W prawidtowych limfocytach i monocytach szczurzych, pochodzgcych od zwierzat
kontrolnych, wanad obniza zdolno$¢ wigzania insuliny przezjej receptor, raczej przez
zmniejszenie iloSci receptor6w niz przez obnizenie powinowactwa do tego hormonu
[49]. Znane jest oddziatywanie wanadanéw na receptory asjaloglikoprotein w hepa-
tocytach i ,wymiane” ich formy aktywnej na nieaktywna w btonie plazmatycznej
[54]. Jest mozliwe, ze indukowane przez wanad insulino-podobne efekty dziatania nie
zawsze wigzg sie lub zalezg od receptoréw insuliny. Droga oddziatywania wanadu
moze tgczyc¢ sie z dziataniem insuliny, z niektdrymi szlakami metabolicznymi oddzia-
tywaniatego hormonu lub biec niezaleznie od tych drdg metabolicznych. Sugeruje sig,
ze wanad moze oddziatywac na wtérne przekazniki, czasem za$ sam by¢ wtoérnym
przekaznikiem sygnatu hormonalnego [25].

Sadzi sie réwniez, ze pewne efekty dziatania wanadu moga by¢ niezalezne od
siebie np. w adipocytach szczurzych lipogeneza i utlenianie glukozy zalezg od cyto-
zolowej kinazy tyrozynowej, czego nie potwierdzono w przypadku transportu gluko-
zy i antylipolitycznego dziatania wanadu [67]. Wielu autoréw stwierdza, ze wanad
stymuluje fosforylacje reszt Tyr r6znych biatek komorkowych [6,12]. Brak jednak
zgodno$ci czy dziatanie to wigze sie wprost z stymulacja aktywnosci kinaz tyrozyno-
wych [66, 67] czy tez przez hamowanie aktywnos$ci fosfataz fosfotyrozyny [56].
Z aktywnoScig kinaz bgdz z dodatkowym sposobem oddziatywania wanadu moze byc¢
zwigzane hamowanie przez ten pierwiastek aktywnos$ci Na+, K+ -ATP-azy [22, 23,
47, 67], Caz+-ATP-azy [27] czy tez H+ ATP-azy [13], a takze zalezno$¢ od wapnia
niektérych przynajmniej efektow dziatania wanadu [6,10, 53,57] Poza tym coraz
wiecej danych wskazuje,ze dziatanie wanadu jest r6zne w réznych rodzajach komo-
rek, co wiecej w tych samych komérkach w zaleznosci od ich stanu fizjologicznego
dziatanie wanadu moze by¢ odmienne. Przykiadowo niektérzy autorzy [s, 57 ]
stwierdzajg, ze w hepatocytach kontrolnych efekty dziatania wanadu sg inne niz
dziatanie insuliny, zblizone raczej do dziatania glukagonu czy wazopresyny. Ponadto,
w dalszych badaniach nad wanadem konieczne jest sprawdzenie jego ubocznych,
negatywnych skutkéw dziatania w organizmie, o czym pisze sie coraz powszechnie;j.

Nasze zainteresowania wanadem wynikato ze zdolnoSci tego pierwiastka do nor-
malizowania klinicznych objawow cukrzycy doswiadczalnej (wywotanej tak SZ jak
aloksanem u myszy i szczuréw) w bardzo krétkim czasie, tj. juz po trzech dniach
podawania w postaci roztworu do picia. Liczne prace dotyczace tego problemu
pojawity sie w konicu lat siedemdziesiagtych; prébg uporzadkowania réznych, czasem
sprzecznych z sobg doniesieft na podstawie piSmiennictwa dotyczacego tego proble-
mu jest jedna z naszych ostatnich prac przegladowych [72], PodjeliSmy réwniez we
wspotpracy z R. Grybosiem badania nad nowa, syntetyzowang przez niego, nie
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stosowangjeszcze w badaniach tego typu pochodng wanadu tj. Na2 [VO(0OX)2] x H20
ze wzgledu najej dobra rozpuszczalnosé i duza trwato$é w roztworach wodnych soli
oraz buforach. SprawdziliSmy wptyw tego zwigzku na aktywnos$¢ transferazy galak-
tozylowej enzymu-znacznika aparatu Golgiego watroby szczura, jak réwniez na
najczesciej badane kliniczne parametry cukrzycy. Wyniki bedg przedmiotem oddziel-
nej publikacji oryginalnej [45], mozna jednak stwierdzi¢, ze nowo syntetyzowana
pochodna, podobnie jak insulina w standardowych warunkach doswiadczenia nie
normalizowata aktywnos$ci badanego przez nas enzymu [28, 31, 40, 46].
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ODDZIALYWANIA KOMOREK
W SUBSTANCJI MIEDZYKOMORKOWEJ

INTERACTIONS IN EXTRACELLULAR CELL MATRIX

Zofia PORWIT-BOBR

Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Przedstawiono podstawowe informacje na temat rozpoznawania molekularnego w proce-
sach, ktore prowadza do odczynu zapalnego. W przypadku adhezji zapalnej struktury powierzchniowe,
ktorych ekspresja towarzyszy stanom zapalnym uczestniczg w interakcjach miedzykomérkowych ko-
morek uktadu obronnego. Poznanie rodziny cytokin, selektyn, integryn i ich ligandéw pozwolito na
lepsze zrozumienie tych oddziatywan.

W ostatnim piecioleciu opublikowano w naszym zespole konsekwencje dziatania wydzielanych poza-
komoérkowo enzymatycznych biatek bakteryjnych Staphylococcus aureus i Porphyromonas gingivalis\
proteinazy serynowej w atopowym zapaleniu skéry oraz gingipainy w paradentozie.

Sktadnik powierzchniowy mikroorganizméw rozpoznajacy adhezyjne czasteczki substancji miedzy-
komérkowej MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)
u Staphylococcus aureus uczestniczy w inwazji, kolonizacji tkanek gospodarza przez drobnoustrdj,
a takze w odpowiedzi odpornosciowej. Otrzymano dane, ze bakteryjne czasteczki adhezyjne, gronkow-
cowa serynowa proteinaza V8, a takze Arg-gingipaina i Lys-gingipaina moga odgrywa¢ wazng role
w interakcjach komoérkowych w procesach zapalnych.

Stowa kluczowe: substancja miedzykomoérkowa, adhezja zapalna, pozakomaérkowe 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 miedzy komdrkami w substancji miedzykomorkowej (SM) wynikaja
z rozpoznawania ligand-receptor. Rozpoznawanie to wymaga ogromnej selektywno-
§ci i specyficznosci, polegajacej na komplementamos$ci weglowodanéw i peptydéw
[14].

Na podstawie licznych badan stato sie oczywiste, ze SM jest wielosktadnikowym
substratem dla powierzchniowych biatek komorek uktadu odpornos$ciowego organi-
zmu. W przypadku adhezji zapalnej produkty genow uczestniczace w interakcjach
miedzykomorkowych: selektyny, intergryny i inne czasteczki zostaty w znacznym
stopniu poznane. Otrzymano preparaty syntetyczne i inhibitory blokujace ich dziata-
nie, ale do wyjasnienia pozostaje poznanie obszaru wigzacego czasteczek adhezyj-
nych [4].

W adhezji zapalnej uczestnicza zalezne od wapnia lektyny o wiasnos$ciach selektyn
typu C (Ca2+) i strukturze domenowej [3]. W adhezji zwigzanej z przenikaniem do
$rédbtonka naczyn wlosowatych komarek, spetniajagcym okreslone funkcje w odpo-
wiedzi odpornosciowej mogg bra¢ rdwniez selektyny L/Lam-1 [5].

Interakcja selektyn z ich ligandami na powierzchni leukocytow powoduje adhezje
leukocytow do komdrek srodbtonka i poprzedza ich przenikanie z i do wnetrza naczyn
krwionos$nych. E-selektyny/ELAM-1posredniczg w przemieszczaniu sie neutrofilow
i monocytow oraz niektorych limfocytow (pamieci). W przypadkach przechodzenia
komdrek przez Sciane naczynia rozpuszczalne selektyny E uzyskatly nazwe krazacych
czasteczek adhezyjnych, ktdre majg podstawowe znaczenie w kierowaniu komarek
do okres$lonych miejsc zasiedlania (homing). Selektyny E wystepuja w réznych
formach glikozylowanych irdznig sie¢ m.cz. 107 - 115 kDa.

W poczatkowym stadium adhezji selektyny L zapoczatkowujg opuszczanie naczyn
przez neutrofile i monocyty [5]. Odpowiednie ligandy umozliwiajg przejscie przez
wysoki $rédbtonek naczyn, poniewaz majg na powierzchni czastki z rodziny selektyn
LEC-CAM. W adhezji zapalnej mobilizowane przez interleuking 1iczynnik nekrozy
nowotworéw selektyny E/ELAM 1 (115kD) czyli czasteczki adhezyjne CAM-1
ulegaja ekspresji na komérkach srédbtonka pod wptywem cytokin. Ligand E-selek-
tyny wystepuje przejsciowo na tych komorkach srodbtonkowych od 2-8 godz. po
aktywacji zapalnej [2]. Selektyny P/GMP-140 sg przechowywane w ziamisto$ciach
ptytek krwi, uwalniane z aktywowanych ptytek oraz z $rodbtonka i wigzg sie z neu-
trofilami [3].

W nastepnym stadium adhezji zapalnej dochodzi do aktywacji integryn: LFA-1
i VLA-4.
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Integryny wystepujg na powierzchni réznych komérek uktadu odpornosciowego.
Jest to grupa biatek zaliczana do nadrodziny immunoglobulinowej, ze wzgledu na
strukture heterodimerowg ztozong z podjednostek alfa i beta. Specyficznos¢ ligando-
wag integryn czesciowo poznano. Jako cytoadhezyny ulegajg ekspresji pod wpltywem
mediatorow zapalnych. Integryny aktywowane przez cytokinowe chemoatraktanty czyli
chemokiny, np. IL-8, MPC-1lub PAF, wywotujg m.in. sptaszczenie komérki, utatwiajgce
diapedeze. Sptaszczenie na powierzchni $rédbtonka jest wynikiem zmian konformacyj-
nych, ktore nastepujg po zwigzaniu LFA-1 z ligandem ICAM-1 iVLA-4 zVCAM-1.

Biatka powierzchniowe bakterii zostaty poznane dzieki rozwojowi genetyki mole-
kularnej [s].

Zainteresowania Zaktadu Mikrobiologii i Immunologii IBM UJ dotyczyty gliko-
protein powierzchniowych, ktére ulegaly ekspresji w organizmie w wyniku inwazji
i zakazenia bakteryjnego lub procesu nowotworowego. Badania interakcji struktur
powierzchniowych w odpowiedzi odpornosciowej rozpoczeto od poznania modelu
antygendéw wiruséw polyoma i grypy [e, 7]. Oczyszczone antygeny nowotworowe T,
polyoma iantygeny HA (glikoproteinowej hemaglutyniny wirusa grypy), rozpoznawane
w uktadzie syngenicznym w kontekscie z MHC klasy | i Il limfocytow T byty przedmio-
tem licznych publikacji. Wykryto r6znice, wynikajace z modulacji struktury warstwy
powierzchniowej bton komoérkowych po ekspresji genéw kodujacych badane antygeny,
w reakcjach grup cukrowych z konkanawaling A i w kooperacjach limfocytow T-T, po
stymulacji antygenowej (w testach nadwrazliwosci typu péznego) [s].

W ostatnim piecioleciu poznano w naszym zespole konsekwencje dziatania wy-
dzielanych pozakomoérkowo biatek bakteryjnych, w tym proteinaz Staphylococcus
aureus i Porphyromonas gingivalis [s, 11, 12].

Obecnie wiadomo, ze MSCRAMM np. u gronkowca rozpoznaje fibronektyne,
kolagen i wielocukry spokrewnione z heparyng w specyficznych reakcjach struktur
wigzacych ligandy, istotnych w inwazji, kolonizacji tkanek gospodarza przez drob-
noustrdj, a takze w indukcji odpowiedzi odpornosciowej [s].

Badania nad rolg pozakomérkowych enzymoéw bakteryjnych w interakcjach mie-
dzykomdrkowych rozwijaty sie spontanicznie w dwéch zespotach Zaktadu Mikrobio-
logii i Immunnologii i miaty zblizony cel poznawczy: powigzanie patogenezy zaka-
zeh z ostrg fazg zapalenia. Modulacje reakcji odpornosciowych, gtéwnie neutrofiléw
i interakcje enzymatyczne z immunoglobulinami i inhibitorami enzyméw [11, 13],
prowadzace do degradacji, zmian strukturalnych i funkcjonalnych tych biatek doty-
czyly dwéch istotnych, ale réznych i tylko czeSciowo poznanych zakazen bakteryj-
nych: gronkowcowego, towarzyszacego atopowemu zapaleniu skory [1 ] oraz infekcji
bakteriami, wydzielajacymi gingipainy w zwigzku z paradentozg [12].

U chorych z atopowym zapaleniem skéry i zakazeniem S. aureus w pobranych
ptynach przesiekowych (suction blisterfluid) stwierdzono obecno$¢ proteinazy sery-
nowej. Poziom aktywnos$ci enzymu oznaczony wobec kazeiny i swoistego substratu
Z-Phe-Leu-Glu-p.Na byt wysoki i zalezny od stopnia zakazenia.
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Obecnos¢ w pobranych ptynach skérnych proteinazy serynowej Vs, (a nie elastazy
neutrofilowej) wskazuje na mozliwosc jej penetracji do ogniska zapalnego w przebie-
gu zakazenia oraz mozliwo$¢ modyfikujgcego wptywu na inhibitor ostrej fazy zapa-
lenia, alfa-1 antytrypsyne. Pobrane ptyny przesiekowe stymulowaty nieznacznie
migracje neutrofiléw izolowanych z krwi obwodowej zdrowych dawcéw. Neutrofile
krwi obwodowej pacjentow wyizolowane po przebyciu zakazenia gronkowcowego
skdry, wykazywaty obnizong chemotaksje w stosunku do czynnikéw zapalnych
LTB4 i IL-s8 oraz zmodyfikowanego proteinaza gronkowcowa inhibitora: alfa 1-an-
tytrypsyny.

W odpowiedzi komoérek odpomosciowch nadal badany jest na poziomie moleku-
larno-komdrkowym mechanizm adhezji zapalnej pod wptywem enzyméw wydziela-
nych z badanych mikroorganizméw i nie do konca poznanych drég transdukcji sy-
gnatow. Znaczenie modulacji wynikajgcych z powstawania nowych struktur biolo-
gicznych np. zmodyfikowanych inhibitoréw proteinaz i ich wiasno$ci w komunika-
cjach miedzykomérkowych jest mato poznane. Wiadomo jednak, ze proteinazy
bakteryjne oprdocz enzymatycznego dziatania wywotujagcego daleko idace konse-
kwencje immunologiczne (np. degradacje immunoglobulin), czesto tworzg komple-
ksy z inhibitorami co moze prowadzi¢ do ich zmienionej struktury i funkcji [9, 10].
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WPLYW KSZTALTU KOMOREK NA WZROST,
ROZNICOWANIE | PRZEZYWALNOSC KOMOREK1

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

Jarostaw CZYZ

Zakitad Biologii Komorki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakdéw

Streszczenie: Zmiany ksztattu i stopnia rozptaszczenia komoérek sa jednym z czynnikéw wptywajacych
na wzrost, réznicowanie i przezywalno$¢ komérek w hodowli in vitro. Zwiekszenie stopnia rozptaszcze-
nia komérek powoduje zapoczatkowanie przez komorki wzrostu, natomiast zaokraglenie komorek
wywolywaé moze ich rdznicowanie i apoptoze. Coraz wiecej faktow wskazuje na udziat biatek cyto-
szkieletu w procesach regulacji zachowania sie komadrek przez wptyw na ksztatt komérek. Cytoszkielet
odgrywa role w rozmieszczeniu organelli komérkowych w cytoplazmie, w regulacji przebiegu proceséw
energetycznych, syntezy makromolekut oraz proceséw zwigzanych z kaskada wtornych przekaznikow.
W artykule oméwiono dane dotyczace wptywu oddziatywan komérek z podtozem, zwigzanych z nimi
zmian ksztattu komoérek i zmian w organizacji cytoszkieletu na wzrost i réznicowanie komorek.

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.

Stowa kluczowe: proliferacja, réznicowanie, ksztatt komorki, rozptaszczenie, transdukcja sygnatu,
cytoszkielet

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

1 Praca finansowana w ramach grantu KBN 6P04C 120 08.
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l. WSTEP

Wiekszos¢ typow prawidtowych komérek zwierzecych hodowanych in vitro
podejmuje synteze DNA i proliferacje tylko po przyczepieniu sie do podtoza. Zjawi-
sko to okre$lane jest jako zalezno$¢ wzrostu od przyczepienia (ang. anchorage
dependence ofgrowth) [107], Komorki wykazujgce to zjawisko, hodowane w warun-
kach uniemozliwiajacych komérkom przyczepienie sie do podtoza, np. w pozywkach
potptynnych, nie syntetyzujg DNA i nie dzielg sie, a wzrost komorek zostaje zatrzy-
many w fazie G1 cyklu komérkowego [62, 83], ZaleznoSci wzrostu od przyczepienia
sie do podioza nie wykazujg m.in. komérki macierzyste szpiku kostnego. Interakcje
komorek z podtozem prowadzg do zmian ksztattu komédrek z zaokraglonego, obser-
wowanego u komorek w zawiesinie, na rozptaszczony, a takze do zapoczgtkowania
przez komoérki wzrostu. Poniewaz wigkszo$¢ prawidtowych komérek zwierzecych nie
moze migrowa¢ wzajemnie jedne po drugich [77], zwiekszenie gestosci komérek
w hodowli, ktére powoduje wzrost liczby kontaktéw miedzykomérkowych, prowadzi
do zmniejszenia rozptaszczenia komorek [18]. Skorelowany z tym jest spadek szyb-
kosci wzrostu komdrek (kontaktowe zahamowanie wzrostu, ang. contact inhibition of
growth) [65, ss]. Tak wiec zardwno oderwanie komorek od podtoza jak i wzrost
gestosci komorek w hodowli prowadzg do zmian ksztattu komdrek oraz do zmian
szybkosci wzrostu komorek. Sugeruje to, ze zjawisko zaleznosci wzrostu od przycze-
pienia sie komoérek do podioza oraz zjawisko kontaktowego zahamowania wzrostu
komorek moga byé przyczynowo zwigzane ze zmianami ich ksztatu.

Ksztatt komorek wptywa nie tylko na wzrost i proliferacje lecz takze na réznico-
wanie i ekspresje genéw w komdrkach. Zmniejszenie rozptaszczenia niektorych ty-
péw komorek np. chondrocytéw, keratynocytéw i hepatocytéw prowadzi do zahamo-
wania proliferacji komorek, a takze do zapoczatkowania przez komorki proceséw
réznicowania i ekspresji specyficznych tkankowo genéw [33, 102, 110]. Z kolei
komérki $rédbtonkowe i nabtonkowe reagujg na spadek stopnia rozptaszczenia réz-
nicowaniem, natomiast catkowite oderwanie komdrek od poditoza wywotuje u tych
komaorek apoptoze [29], Wskazuje to na istotng role ksztattu komorek jako czynnika
regulujacego fizjologie i wiasciwosci komdrek w organizmie. Komorki nowotworo-
we, ktore zdolne sg do wzrostu w zawiesinie cechujg sie obnizong wrazliwoscia na
zmiany ich ksztattu. Oderwanie komoérek nowotworowych od podfoza nie wywotuje
zatrzymania wzrostu komorek [87],

W ostatnich latach opracowano szereg technik umozliwiajgcych kontrole ksztattu
i stopnia rozptaszczenia komérek. Pozwolito to na iloSciowe badania wptywu ksztattu
komdrek na wzrost i r6znicowanie komoérek. W artykule zebrane zostaty fakty doty-
czace roli ksztattu komérek w procesach regulacji wzrostu i réznicowania komorek,
oraz wynikajace z nich wnioski na temat roli biatek cytoszkieletu w regulacji zacho-
wania komorek.
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II. WPLYW CHEMICZNYCH | FIZYCZNYCH WLASCIWOSCI
PODLOZA NA KSZTALT | SZYBKOSC WZROSTU
KOMOREK

Castor [18] jako pierwszy zaobserwowat zalezno$¢ aktywnosci mitotycznej pra-
widtowych komorek zwierzecych od ich ksztattu. Wykazat, ze wraz ze wzrostem
gestosci komorek linii 1S1 w hodowli, spadat stopier rozptaszczenia komérek. Ze
zmianami ksztattu komarek z rozptaszczonego na bardziej zokraglony, skorelowany
byt spadek aktywnosci mitotycznej komorek mierzonej liczbg mitoz przypadajacych
najedna komdrke w danym okresie czasu. Zrobienie ,,rany” w pojedynczej warstwie
(monolayerze) komdrek powodowato rozpoczecie migracji przez komorki znajduja-
ce sie na brzegu rany, wzrost ich rozptaszczenia oraz aktywnos$ci mitotycznej. Na tej
podstawie zasugerowat, ze stopief rozptaszczenia komorek jest jednym z gtdwnych
czynnikow wptywajgcych na szybkos$¢ wzrostu prawidtowych komorek zwierzecych
w hodowli in vitro.

Wyeliminowanie wptywu kontaktéw miedzykomdrkowych na wzrost komoérek
umozliwity doswiadczenia oparte na hodowli komoérek na widknach waty szklanej,
kulkach silikonowych iszklanych oraz na ptytkach szklanych o okreslonych wymia-
rach [26, 71]. Wiekszos¢ komorek BHK 21 i 3T3 hodowanych na ptytkach szklanych
o wymiarach 110 X 110 pm i wiekszych zdolna byta do wzrostu i tworzenia kolonii.
Ptytki takie umozliwialy petne rozptaszczenie rosngcych na nich komérek. Wraz ze
spadkiem wielkos$ci ptytek spadata szybkos¢ proliferacji komérek. Tylko 2% komoérek
hodowanych na ptytkach o wymiarach 30 x 30 pm podejmowato wzrost. Wykazano
tez, ze procent komérek 3T3 i BHK 21 tworzgcych kolonie na widknach waty szklanej
byt wprost proporcjonalny do dtugosci wiokien. Komorki hodowane na widknach
0 dtugosci do 40 pm (BHK 21) i 60 pm (3T3) byly praktycznie niezdolne do
podziatéw itworzenia kolonii. Wraz ze wzrostem dtugosci widkien procent komoérek
tworzacych kolonie rést, osiggajac swoje maksimum, gdy komorki hodowane byty na
witoknach o dtugosci 200 - 250 pm. Taka dtugo$¢ widkien umozliwiata komérkom
petne rozptaszczenie w Kkierunku osi diugiej witokna. Podobne wyniki uzyskano
hodujgc komorki na kulkach szklanych isilikonowych o réznej Srednicy. Kulki szkla-
ne o $rednicy 75 pm umozliwiaty rosngcym na nich komorkom petne rozptaszczenie
1 podziaty. Przyczepienie sie komérek do kulek o $rednicy 5 pm nie pozwalato
komdérkom na rozptaszczenie. Komdrki hodowane na tak matych kulkach nie dzieli-
ty sie [26,71].

Opierajac sie m.in. na tych wynikach Folkman i Greenspan [26] zasugerowali, iz
zjawisko zaleznosci wzrostu komérek od przyczepienia sie komdrek do podtoza moze
wynikac z zalezno$ci wzrostu od stopnia rozptaszczenia komorek. Interakcje komorek
z podtozem prowadzg do zmian ksztattu komoérek, ktory z kolei moze wptywaé na
wrazliwo$¢ komoérek na dziatanie chemicznych czynnikéw pobudzajgcych wzrost.
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Komérki hodowane na podtozu umozliwiajagcym rozptaszczenie reagujg wzrostem
na obecnos$¢ czynnikéw wzrostowych, podczas gdy zaokraglenie komdrek wywotuje
spadek ich wrazliwosci na stymulujace dziatanie tych czynnikow.

Pod koniec lat 70-tych w badaniach nad rolg ksztattu komérek w procesach regu-
lacji wzrostu komdrek zaczeto stosowac techniki oparte na zdolnoSci niektérych
substancji do wptywania na witasciwosci chemiczne podtozy do hodowli komorek.
Folkman i Moscona [27] pokrywaly naczynia r6znymi stezeniami poli(hydroksyety-
lometakrylatu) (poliHEMA). Zaobserwowatly one, ze wraz ze wzrostem stezenia
poliHEM A spadat stopien rozptaszczenia komorek srodbtonkowych hodowanych na
podtozu pokrytym tg substancjg. Jednocze$nie spadata intensywnos$¢ whudowywania
przez komorki znakowanej trytem tymidyny oraz obnizat sie procentjgder syntetyzu-
jacych DNA. Wyniki te autorzy uznali za potwierdzenie hipotezy o wptywie ksztattu
komérek najej wrazliwos¢ na dziatanie czynnikéw wzrostowych. Autorzy zasugero-
wali réwniez, ze korelacja miedzy stopniem rozptaszczenia komorek, a aktywnoscia
podziatowa komdérek moze by¢ wynikiem wptywu oddziatywarn komorki z podtozem
na strukture wigzek filamentéw aktynowych.

Ponten i Stolt [85] zaproponowali doswiadczenia umozliwiajgce Scistg kontrole
ksztattu i stopnia rozptaszczenia komoérek. Polegata ona na hodowli komérek na
wysepkach o podwyzszonej adhezywnos$ci uzyskanych przez napylanie metalicznego
palladu na nieadhezywnga powierzchnie. Komérki hodowane na tak przygotowanych
poditozach przyczepialy sie tylko do miejsc gdzie napylony byt pallad, a ksztatt
komorek determinowany byt przez ksztatt i pole powierzchni wysepki. Metoda ta
okazata sie niezwykle przydatna w doswiadczeniach dotyczacych wptywu ksztattu
komarki na wzrost komorek. Wykorzystujac te technike O ’Neill i wsp. [81] wykazali,
ze procent komérek WME syntetyzujagcych DNA na wysepkach o powierzchni 500
lim2 byt taki sam jak komoérek pozostajagcych w zawiesinie. Wraz ze wzrostem pola
powierzchni wysepek, procent komérek syntetyzujacych DNA rést osiagajac maksi-
mum dla komérek hodowanych na wysepkach o powierzchni 5000 [im2.

Wptyw zmian ksztattu komdrek na aktywnosé wzrostowg komorek badano row-
niez wykorzystujgc podtoza pokryte immobilizowanymi ligandami integryn. Ingber
[46] hodujac komorki srodbtonkowe na podtozu pokrytym fibronektyng wykazat, ze
wraz ze wzrostem stezenia immobilizowanej na podtozu fibronektyny rosnie stopien
rozptaszczenia komérek oraz intensywnos$¢ syntezy DNA. Fibronektyng rozpuszczo-
na w medium hodowlanym lub immobilizowana na kulkach szklanych nie stymuluje
syntezy DNA. Wynika z tego, ze fibronektyng i inne biatka adhezji wptywaty na
wzrost komarek tylko wtedy, gdy oddziatywania miedzy czgsteczkami biatka a ko-
mérka prowadzity do zmian ksztattu komorki. Hepatocyty, hodowane na podtozu
pokrytym fibronektyng, sg bardziej rozptaszczone i szybciej rosng, niz gdy sg hodo-
wane na podtozu pokrytym lamining [94], Podobnie zachowujg sie komorki fibrobla-
styczne. Niektére typy komoérek nabtonkowych rosng szybciej na podtozu pokrytym
lamining [104], Czynnikiem okre$lajagcym zachowanie sie komoérek na podtozach
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pokrytych réznymi biatkami adhezji moga by¢ wiec witasciwosci biatek receptoro-
wych typu integryn obecnych na btonach komérkowych badanych komérek. Hepato-
cyty i fibroblasty posiadajg receptory fibronektyn, a wykorzystane w doswiadcze-
niach linie komoérek nabtonkowych charakteryzujg sie obecnoscig receptoréw lami-
nin. Réznice w specyficznosci receptorow wptywaé moga na stabilno$¢ miejsc kon-
taktu komarek z podtozem (kontaktow zogniskowanych, ang.focal contacts). Wyniki
te wskazujg na zaangazowanie cytoszkieletu w procesach regulacji wzrostu komorek,
poniewaz kontakty zogniskowane stanowig punkty zaczepienia dla elementéw kurcz-
liwych cytoszkieletu (np. widkien naprezeniowych, ang. stress fibers) i odgrywaja
istotng role w organizacji cytoszkieletu [47].

Il. WPLYW KSZTALTU KOMOREK NA PROCESY
ROZNICOWANIA KOMOREK

Wiele typow komorek, wsréd nich chondrocyty, komérki nabtonkowe, $rodbton-
kowe, keratynocyty i in. podejmuje synteze DNA i proliferacje gdy sg hodowane na
podtozach umozliwajgcych adhezje i rozptaszczenie, natomiast zmiana warunkow
hodowli powodujgca spadek rozptaszczenia i zookraglenie komdrek wywotuje za-
trzymanie wzrostu komorek i rozpoczecie przez komérki proceséw réznicowania.

Gtowacki i wsp. [33] hodujgc chondrocyty na podtozach pokrytych réznymi ste-
zeniami poliHEMA wykazali, ze ekspresja przez komoérki fenotypu zréznicowanego
jest Scisle skorelowana z ksztattem komoérek. Chondrocyty hodowane na podtozu
pokrytym poliHEMA w duzym stezeniu przyczepiaty sie do podtoza, pozostawaty
jednak zaokraglone. W tych warunkach komérki nie dzielity sie, syntetyzowaty nato-
miast glikozaminoglikany, ktére sa markerami réznicowania chondrocytoéw. Te same
komorki hodowane na plastiku byty silnie rozptaszczone i podejmowaty synteze
DNA. Podobne wyniki uzyskano hodujac chondrocyty w obecnosci fibronektyny
[111]. Komorki hodowane na podtozach bakteriologicznych pokrytych fibronektyna
tracity fenotyp zréznicowany, rozptaszczaty sie i rozpoczynaty synteze DNA. Wptyw
fibronektyny na wasciwosci chondrocytow jest Scisle zwiazany z ksztattem komorek.
Fibronektyng nie wywotywata wzrostu chondrocytdw hodowanych w pozywce pét-
ptynnej, ktéra uniemozliwiata komérkom rozptaszczenie [3].

Badania zachowania hepatocytdw i keratynocytow hodowanych na wysepkach
0 podwyzszonej adhezywnosci potwierdzity role ksztattu komdrek w ekspresji fenotypu
zroznicowanej komorki. Pozwolity one réwniez wyeliminowa¢ wptyw oddziatywan
miedzykomorkowych jako ewentualnego czynnika wptywajacego na ekspresje genéw.

Osadzenie hepatocytéw na wysepkach o powierzchni 1600 |im 2 sprawiato, ze tylko
kilka procent komoérek hodowanych w tych warunkach syntetyzowato DNA. Poziom
sekrecji albuminy przez komorki, ktéra jest jednym z marker6w réznicowania hepa-
tocytdw, byt wzglednie wysoki i wynosit ok 80 ng/1000 komdrek/1 dzieh. Wzrost
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pola powierzchni wysepek o podwyzszonej adhezy wno$ci powodowat wzrost stopnia
rozptaszczenia osadzanych na wysepkach komérek, spadek poziomu sekrecji albumi-
ny oraz wzrost liczby komaérek syntetyzujagcych DNA. Na standardowym podtozu,
ktére nie ograniczato stopnia rozptaszczenia komorek, ok 60% hepatocytow syntety-
zowato DNA, natomiast sekrecja albuminy stanowita tylko ok. 30% warto$ci otrzy-
manej dla komdérek hodowanych na najmniejszych wysepkach [102] (Rys. 1). WyniKki
te potwierdzajg wczesniejsze wnioski innych autorow dotyczace wptywu ksztattu na
wiasciwosci hepatocytow [74].

Rys. 1. Komoérki hodowane na wysepkach o pod-
wyzszonej adhezywnosci. Zmiany pola powierzch-
ni wysepek powodujg kontrolowane zmiany stopnia
rozptaszc enia komorek, (wedtug Singhvi i wsp.
[102] zmienione)

Doswiadczenia polegajace na hodowli keratynocytéw na wysepkach o podwyzszonej
adhezywnosci przyniosty bardzo podobne wyniki. Tylko 15% komdrek hodowanych na
wysepkach o powierzchni 400 pm’ syntetyzowato DNA, natomiast ok. 45% komoérek
hodowanych w tych warunkach syntetyzowato biatko markerowe inwolukryne. Wraz ze
wzrostem pola powierzchni wysepek wiecej hodowanych na nich komérek syntetyzowa-
to DNA, a mniej komorek syntetyzowato inwolukryne [110].

Wplyw ksztattu komdrek na procesy réznicowania obserwowano réwniez dla
komérek nabtonkowych i srédbtonkowych. Komorki nabtonkowe gruczotu piersio-
wego myszy podejmujg synteze kazeiny w odpowiedzi na spadek stopnia rozptaszcze-
nia [24], Ingber i Folkman [47] wykazali, ze w zaleznos$ci od stopnia rozptaszczenia
komoarki $srédbtonkowe podejmujg synteze DNA, réznicowanie lub ging. Komorki
srodbtonkowe hodowane na szalkach bakteriologicznych pokrytych fibronektyna
w stezeniu ponizej 100 ng/cmg byty zaokraglone i po pewnym czasie ginety. Wysokie
stezenia fibronektyny immobilizowanej na podtozu (ponad 500 ng/cm2) wywotywaty
natomiast rozptaszczenie i proliferacje komorek. Komoérki hodowane na podtozach
pokrytych fibronektyng w stezeniu od 100 do 500 ng/cm2 poczatkowo sie rozpta-
szczaty, jednak z czasem oddziatywania miedzykomérkowe doprowadzaty do odry-
wania sie komdrek od podtoza, tworzenia agregatéw, zaprzestania wzrostu i rozpo-
czecia proceséw angiogenezy.
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V. WPLYW MECHANICZNIE STYMULOWANYCH ZMIAN
KSZTALTU KOMOREK NA WZROST | EKSPRESJE GENOW
PRZEZ KOMORKI

Niektdre typy komdrek zwierzecych wrazliwe sg na zmiany ksztattu wywotane
przez mechaniczne rozcigganie komdrek. Reakcja komorek polega¢ moze na przy-
spieszeniu wzrostu lub zmienionej ekspresji genéw. W swojej pionierskiej pracy
Curtis i Seehar [22] wykazali, ze mechaniczne rozcigganie siatki nylonowej z rosng-
cymi na niej fibroblastami, wywotujgce cykliczne zmiany ksztitu komorek, powoduje
wzrost liczby jader syntetyzujgcych DNA oraz wzrost indeksu mitotycznego stymu-
lowanych komdrek. Indeks mitotyczny iprocentjader w fazie S cyklu komoérkowego
obliczony dla komorek rozcigganych cyklicznie z czestotliwos$cig 0.25 do 1 Hz byt
dwukrotnie wiekszy niz w hodowli kontrolnej.

Inng metodg badania wptywu mechanicznej stymulacji komadrek na proliferacje
i ekspresje gendw jest hodowla komérek na elastycznych podtozach, ktére mozna
deformowac, zmieniajgc w ten sposéb ksztatt rosngcych nanich komérek. Przy uzyciu
tej metody wykazano, ze takze inne typy komdrek, w tym komorki nabtonkowe [14],
miesniowe [112], osteoblasty [53, 78] sa wrazliwe na mechaniczng stymulacje.
Komorki nabtonkowe reagowaty na mechaniczne rozcigganie dwukrotnym wzrostem
liczby jader syntetyzujagcych DNA [14], lloSciowe badania wptywu wielko$ci ampli-
tudy zmian ksztattu komérek na ich wzrost wykazaty, ze np. ludzkie osteoblasty
najsilniej reagowaty na rozcigganie o amplitudzie 1%. Wieksze amplitudy zmian
ksztattu komérek wywotywaty mniejsza reakcje komorek [78].

Zmiany ksztatltu komoérek powodowane przez mechaniczne rozcigganie komadrek
wptywaé moga na wzrost komoérek poprzez wptyw na ekspresje genow. Komdrki
mies$ni gtadkich pod wptywem mechanicznej stymulacji wydzielajg PDGF, ktory na
drodze autokrynnej powoduje wzrost aktywnosci mitotycznej stymulowanych komé-
rek [112]. Te same komorki pod wpltywem mechanicznej stymulacji zwiekszajg
synteze kolagenu, hialuronianu isiarczanu chondroityny [ee]. Mechaniczna stymula-
cja komérek Srédbtonkowych i fibroblastow powoduje wzrost syntezy endoteliny-1
[75] oraz interleukiny Ib [101]. Mechanizm transdukcji sygnatu mechanicznego na
sygnat chemiczny nie zostat jak dotagd poznany. Zasugerowano, ze w procesie tym
mogg odgrywac role mechanowrazliwe kanaty wapniowe, fosfolipaza C oraz cyto-
szkielet aktynowy [23, 25, 53].
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V. KORELACJA MIEDZY ORGANIZACJA CYTOSZKIELETU
A ZACHOWANIEM SIE KOMOREK ZWIERZECYCH

A)  WPLYW ODDZIALYWAN KOMORKI Z PODLOZEM NA
ORGANIZACJE CYTOSZKIELETU | ZACHOWANIE KOMOREK

Przyczepienie i rozptaszczenie sie komorek na podtozu powoduje reorganizacje
elementéw cytoszkieletu: mikrotubul, mikrofilamentéw i filamentéw posrednich
[107]. Z punktu widzenia oddziatywan komdrki z podtozem szczegdlnie wazna jest
organizacja cytoszkieletu aktynowego. Komorki oddziatywujg z podtozem, na ktd-
rym rosng za posrednictwem receptoréw typu integryn [45, 91]. Sa to biatka integral-
ne, ktérych czes¢ zewnatrzkomérkowa zdolna jest do interakcji z niektérymi typami
biatek adhezji (fibronektyny, lamininy). Oddziatywania miedzy integrynami a ich
ligandami prowadzg do zlepiania (ang. clustering) integryn i do formowania kontak-
tow zogniskowanych [15, 52]. Kontakty zogniskowane sg zwigzane z kompleksami
biatkowymi usytuowanymi po wewnetrznej (cytoplazmatycznej) stronie btony ko-
morkowej. W ich skfad, oprécz integryn, wchodzi kilkanascie rodzajéw biatek, m.in.
winkulina, talina, a-aktynina, aktyna, paksylina, biatka kapturkowe [15], niektére
biatka regulacyjne (np. kinazy biatkowe [1, 89] i biatka G [38]). W kontaktach
zogniskowanych faczy sie cytoszkielet aktynowy komarki z btong komdrkowg i ma-
cierzg zewnatrzkomdrkowa. Biorg one réwniez udziat w procesach organizacji cyto-
szkieletu aktynowego, w tym w formowaniu widkien naprezeniowych [32, 82].
Wiokna naprezeniowe sg to wigzki mikrofilamentéw o witasciwosciach kurczliwych
[64], w sktad ktérych wchodzi réwniez miozyna, tropomiozyna, a-aktynina [93] i inne
biatka np. niektore kinazy (PKC) [76]. Organizacja wiokien naprezeniowych zalezy
od stabilnosci kontaktéw komoérek z podtozem. Odpowiedni stopiefi stabilnosci kon-
taktow zogniskowanych umozliwia skurcz izometryczny komorki, ktory jest niezbed-
ny do formowania wiokien naprezeniowych [59, 82, 103]. Zmiana wiasciwosci
chemicznych lub fizycznych podtoza powodujaca spadek stabilnosci kontaktéw ko-
marki z podtozem, stopnia rozptaszczenia i szybkosci wzrostu komérek wywotuje
rébwniez reorganizacje cytoszkieletu i zanik witokien naprezeniowych [13, 44, 63, 73,
113], Podobne zmiany organizacji cytoszkieletu uzyskiwano poprzez hodowle komo-
rek w ,,gestych” hodowlach lub na wysepkach o podwyzszonej adhezywnosci [s,49,
50]. Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem gestosci komorek w hodowli spada liczba
kontaktéw zogniskowanych i wtokien naprezeniowych w komérce [s, 54]. Jednocze-
$nie zmniejsza sie stopien rozptaszczenia komorek, spada ich aktywno$¢ mitotyczna
[18, 55] (Rys. 2), a w niektorych przypadkach komorki rozpoczynajg procesy rozni-
cowania. Podobnie komorki reagujg na zmiany pola powierzchni wysp o podwyzszo-
nej adhezywnosci [49, 50]. Spadek pola powierzchni wysp powoduje spadek stopnia
rozptaszczenia rosngcych na wyspach komorek, spadek liczby kontaktéw zognisko-
wanych, obnizenie szybkos$ci wzrostu i ekspresje gendw specyficznych tkankowo
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Rys. 2. Korelacja miedzy gestoscig komorek
w hodowli, ich ksztattem i organizacjg cyto-
szkieletu aktynowego, a szybkoscig wzrostu
komorek. W poczatkowej fazie hodowli, gdy
komorki nie sg rozptaszczone, a cytoszkielet
aktynowy pozostaje zdezorganizowany,
przyrost komaérek w hodowli jest minimalny
(faza 1). Rozptaszczenie sig komdrek na
podtozu, rozpoczecie migracji i wyksztatce-
nie widkien naprezeniowych jest skorelowa-
ne ze wzrostem aktywnosci mitotycznej ko-
morek (faza I1). Wytworzenie zwartej
warstwy komoérek (compact monolayer)
w hodowli powoduje spadek stopnia rozpta-
szczenia komérek, zanik wiékien napreze-
niowych i zahamowanie proliferacji komo-
rek (faza Ill), (a) fibroblasty; (b) komorki
nabtonkowe.

[102, 110]. Takze dezorganizacja cytoszkieletu aktynowego przez cytochalazyne D
powoduje spadek szybkosci wzrostu komoérek [51]. Sugeruje to, iz zmiany organizacji
cytoszkieletu mogg posredniczy¢ w procesach regulacji wtasciwosci komadrek przez
ksztatt komérek [0, 11].

Badania wptywu zmian witasciwosci mechanicznych podioza, na ktédrym rosty
komorki, na organizacje cytoszkieletu i wzrost komoérek potwierdzity role skurczu
izometrycznego komarki jako czynnika wptywajacego na wiasciwosci komarek [73].
Fibroblasty hodowane na zelach kolagenowych przyczepionych do podtoza, a wiec
sztywnych i niepodatnych na odksztatcenia, zachowywaty sie podobnie jak komorki
hodowane na tradycyjnych podtozach: rozptaszczaly sie i podejmowaty synteze
DNA. Oderwanie zelu od podioza, ktére powodowato wzrost podatnosci zelu na
odksztatcenia, uniemozliwiato komérkom wyksztatcenie stanu skurczu izometrycz-
nego. Prowadzito to do dezorganizacji cytoszkieletu, spadku aktywnosci mitotycznej
rosnagcych na zelu komorek oraz do indukcji ekspresji specyficznych tkankowo
genéw. Podobnie zachowywaty sie komérki hodowane na zelach glikozyloagarozo-
wych [41] i wioknach kolagenu [80]. Widkna grubsze byty bardziej odporne na
odksztatcenia, przez co komoérki hodowane na grubych widknach byty bardziej
rozptaszczone i szybciej rosty niz komoérki hodowane na cienkich wtdknach.

Jedng z cech odrdzniajacych komorki nowotworowe od komérek prawidtowych
jest zdolno$¢ komérek nowotworowych do wzrostu w zawiesinie oraz do wzrostu
wielowarstwowego [4, 30, 67]. Komorki te, w przeciwieAstwie do komérek prawi-
dtowych, dzielg sie rowniez wtedy, gdy nie sg rozptaszczone na podtozu. Mogtoby to
sugerowac brak wrazliwo$ci komdrek nowotworowych na zmiany ksztattu komorek.
Badania lini komoérek nowotworowych hodowanych na podtozach o réznej adhezyj-
nosci wykazaty jednak, ze w przypadku komdrek nowotworowych spadek stopnia
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rozptaszczenia komorek, wywotywany przez pokrycie podtoza poli-HEMA, rowniez
powodowat spadek szybkosci proliferacji [87, 105], Pokrycie podtoza poli-HEMA
w stezeniu uniemozliwiajgcym jakiekolwiek rozptaszczenie hodowanym komaérkom
powodowato ok. 60 % spadek syntezy DNA w komorkach linii melanoma, fibrosar-
coma, SV40 3T3. W odroznieniu od komdrek prawidtowych zaokrgglenie komaorek
nowotworowych nie prowadzito do catkowitego zatrzymania ich wzrostu. Spadek
wrazliwoséci komérek nowotworowych na zmiany ich ksztattu idzie w parze ze
zmianami organizacji cytoszkieletu. Zwykle komaérki nowotworowe sg znacznie
stabiej rozptaszczone niz komaérki prawidtowe, wytwarzajg one takze znacznie mniej
wiokien naprezeniowych i kontaktéw zogniskowanych [4, 107]. Wskazuje to na role
cytoszkieletu w procesach transformacji nowotworowej. Interesujgcych danych na
temat wplywu cytoszkieletu na ekspresje fenotypu rakowego dostarczyty doswiad-
czenia z wykorzystaniem czynnikéw wywotujacych rewersje fenotypu rakowego.
Wykazano np., ze cytochalazyna B i kolcemid hamuja rewersje fenotypu rakowego
komérek CHO-K1 wywotywang przez analogi CAMP [s&].

W ostatnich latach wykazano takze, ze biatka cytoszkieletu mogg bra¢ udziat
w zapoczatkowywaniu przez komorki proceséw apoptozy. Apoptoza, czyli progra-
mowana $mier¢ komarek, jest waznym mechanizmem utrzymujgcym pozgdang liczbe
i lokalizacje komdrek w organizmie. Niektore typy prawidtowych komorek zwierze-
cych reaguje apoptozg na zmiany ksztattu komaérek z rozptaszczonego na zaokraglony
[92], Meredith i wsp. [72] oraz Frish i Francis [29] udowodnili, ze oderwanie sie
komorek nabtonkowych i srédbtonkowych od podtoza w wyniku dodania do pozywki
tripeptydu RGD, lub hodowla tych komdrek w zawiesinie prowadzi do ich Smierci.
Sugeruje to zaangazowanie integryn w procesach apoptozy. Transformacja komoérek
MDCK onkogenem v-src powoduje niewrazliwos$¢ tych komorek na apoptoze naste-
pujaca po oderwaniu komoérek od podtoza. Transfekcja nowotworowej linii CHO
cDNA wirusa EIA powoduje utrate przez te komorki fenotypu rakowego oraz wzrost
podatnosci komérek na apoptoze. Sugeruje to, ze zanik wrazliwosci komorek na
apoptoze nastepujacg w wyniku oderwania komorek od podtozajest zwigzany z utrata
przez komérki wrazliwosci na ksztatt [29].

B) MOZLIWE MECHANIZMY KONTROLI WEASCIWOSCI
KOMOREK PRZEZ CYTOSZKIELET

W regulacji wzrostu komorek zaangazowane sg, oprécz zewngtrzkomoérkowych
czynnikéw chemicznych, czynniki determinujace ksztatt oraz witasciwosci mecha-
niczne komdrek. Mechanizm wptywu ksztattu i stopnia rozptaszczenia komérek na
wilasciwosci komorek jest, jak sie wydaje, zwiazany ze zmianami organizacji cyto-
szkieletu nastepujacymi m.in. pod wptywem interakcji miedzy komdrka a podtozem,
na ktorym komaérka rosnie. Zmiany te moga wptywac na wiele procesow fizjologicz-
nych zachodzacych we wnetrzu komoérki.
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Architektura cytoszkieletu decyduje o organizacji cytoplazmy komérki. Biatka
cytoszkieletu zdolne sg do interakcji z wieloma organellami, w tym z mitochondriami,
lizosomami i retikulum endoplazmatycznym [57], Mikrofilamenty odgrywajg istotng
role w koordynacji reakcji enzymatycznych poprzez mikrokompartmentacje enzy-
moéw glikolitycznych [7,21,109]. Enzymy glikolityczne posiadajg miejsca specyficz-
nego wigzania z F-aktyna [19, 20, 42, 43]. Zmiany w organizacji cytoszkieletu wpty-
wajg rowniez na procesy replikacji i transkrypcji DNA. Wiele faktéw wskazuje na
istnienie wspo6tzaleznosci miedzy organizacjg cytoszkieletu, a strukturg i wtasciwo-
§ciami jadra komérkowego. [47, 58, s6]. Oderwanie komérek od podtoza i dezorga-
nizacja cytoszkieletu powodowac¢ moze zmiany struktury chromatyny wptywajgce na
przebieg procesdw replikacji oraz transkrypcji DNA [84,86]. Wplyw ksztattu komar-
ki i organizacji jej cytoszkieletu na procesy syntezy biatek wynika ze zdolnosci
rybosomow, mRNA i niektorych biatek inicjujgcych translacje do interakcji z F-ak-
tyna [2,31,39, 56, 69, 99, 100].

Do interakcji z cytoszkieletem zdolne sg takze biatka biorgce udziat w transmisji
sygnatu mitotycznego dojadra komorki [s, 17, 96]. Kontakty zogniskowane, ktore sg
miejscami tgczacymi cytoszkielet komérki z podtozem zawierajg wiele kinaz biatko-
wych m.in. pI25FAK [40, 95], fosfokinaze C-delta [1], biatkowe produkty onkoge-
néw np pp60src [89], biatka G [38], zalezne od jondw Ca++ proteazy [28], W kontak-
tach zogniskowanych zlokalizowane jest biatko odpowiedzialne za antyport Na+/H +,
ktére uczestniczy w procesach regulacji wewnatrzkomorkowego pH [34], Stwierdzo-
no ponadto zdolno$¢ niektérych izoform fosfokinazy C do tgczenia sie z mikrofila-
mentami [76].

Przyczepienie i rozptaszczenie sie komérek na podtozu powoduje powstanie sy-
gnatéw o charakterze podobnym do sygnatéw generowanych w komdrce przez czyn-
niki wzrostowe. Wynika to ze zdolnoSci biatek cytoszkieletu do samodzielnego
wytwarzania sygnatow o charakterze chemicznym. Interakcje komdérek z podtozem
prowadzace do aktywacji integryn powodujg m.in. fosforylacje szeregu biatek w kon-
taktach zogniskowanych [70, 90]. Wykazano, ze fosforylacji ulega m.in.: ppl25FAK
[16, 35, 36, 60, 61], paksylina [16, 106], tenzyna [12], kortaktyna i ezryna [9].
Aktywacja integryn wywotuje takze wzrost stezenia jon6w wapnia [79], wzrost
wewnatrzkomorkowego pH na skutek aktywacji antyportu Na+/H+ [48, 97, 98],
wzrost aktywnosci fosfokinazy C [108] oraz ekspresje niektérych genéw np. aktyny
i innych biatek cytoszkieletu, biatek Fos, Jun, Ras i interleukin [5, 37, 54, e8].
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PODSUMOWANIE

Doktadny mechanizm wptywu ksztattu komoérek na wzrost, r6znicowanie i prze-
zywalnos$¢ komorek w hodowli pozostaje nieznany. Wiele faktéw sugeruje jednak, ze
w procesach regulacji zachowania komorek przez ksztatt komorek uczestniczy¢é moze
cytoszkielet komdrki. Architektura cytoszkieletu zalezy m.in. od stabilnosci miejsc
kontaktu komorek z podtozem. Stanowig one punkty zaczepienia dla elementow
kurczliwych cytoszkieletu (np. wiokien naprezeniowych) i determinujg zdolnos¢
komarki do tworzenia wtasciwej organizacji cytoszkieletu, ktéra wptywa na przebieg
wielu procesow fizjologicznych. Naprzestrzeni ostatnich lat opisano wiele obserwacji
wskazujgcych na wplyw cytoszkieletu na organizacje cytoplazmy i rozmieszczenie
organelli komdrkowych. Cytoszkielet, szczeg6lnie aktynowy, wptywa takze na pro-
cesy glikolizy, ekspresji genéw, syntezy biatek oraz kaskady wtdrnych przekaznikow.
Fakty te pozwalajg powigzac ksztatt i stopieni rozptaszczenia komorki z zachowaniem
komaérki, w tym z jej aktywnoscig mitotyczng i r6znicowaniem. Zalezno$¢ przebiegu
procesOw metabolicznych oraz kaskad wtdérnych przekaznikow od organizacji cyto-
szkieletu komérek moze odpowiadaé za zmiany reaktywnosci na czynniki wzrostowe
komorek nie przyczepionych do podtoza. W wyniku tego, prawidtowe komorki
zwierzece hodowane w zawiesinie lub w ,,gestych” hodowlach przestajg sie dzielic,
a niektore typy komérek hodowane w warunkach braku kontaktu z podtozem sztyw-
nym rozpoczynajg procesy réznicowania lub apoptozy.

Ksztatt komorek i organizacja cytoszkieletu jest jednym z podstawowych czynni-
kow regulujagcych wzrost, réznicowanie i przezywalno$¢ komdrek. Dalsze badania
w tej dziedzinie moga poméc w wyjasnieniu natury wielu proceséw biologicznych
waznych podczas rozwoju zarodkowego, gojenia sie ran i transformacji nowotworo-
wej.

LITERATURA

[1] BARRY ST, CRITCHLEYDR. The rhoA-dependent assembly of focal adhesions in Swiss 3T3
cells is associated with increased tyrosine phosphorylation and the recruitment of both
ppl25FAK and protein kinase C-delta to focal adhesions. J Cell Sei 1994; 107: 2033-2045.

[2] BASSEL GJ. High resolution distribution of mMRNA within the cytoskeleton. J Cell Biochem
1993; 52:127-133.

[3] BENYA PD, SHAFFER JD. Dedifferentiated chondrocytes reexpress the differentiated colla-
gen phenotype when cultured in agarose gels. Cell 1982; 30: 215-224.

[4] BEN-ZE’EV A. The cytoskeleton in cancer cells. Biochim Biophys Acta 1985; 780: 197-212.

[5] BEN-ZE’EV A. The relationship between cytoplasmic organization, gene expression and
morphogenesis. TIBS 1986; 11: 478-481.

[6] BEN ZE’EV A. Animal cell shape changes and gene expression. BioEssays 1991; 13: 207-212.



WPLYW KSZTALTU KOMOREK NA WZROST. 53

[7] BEREITER-HAHN J. Involvement of microcompartmentation in the regulation of cell prolife-
ration. In: Jones D (red.). Microcompartmentation. CRC Press Inc. Boca Raton 1988: 56-69.
[8] BEREITER-HAHN J, KAJSTURA J. Scanning microfluorimetric measurement of TRITC-
phalloidin labelled F-actin in culture cells: dependence of F-actin content on density of normal

and transformed cells. Histochemistry 1988; 90: 271-276.

[9] BHATTACHARYA S, FU CZ, BHATTACHARYA J, GREENBERG S. Soluble ligands of
the alpha(v)beta(3) integrin mediate enhanced tyrosine phosphorylation of multiple proteins in
adherent bovine pulmonary artery endothelial cells. J Biol Chem 1995; 270: 16781-16787.

[10] BISSEL MJ, BARCELLOS-HOFF MH. The role of extracellular matrix on gene expression:
Is structure a message ? J Cell Sei Suppl 1987; 8: 327-343.

[11] BISSEL MJ, GLENN HALL H, PARRY G. How does the extracellular matrix direct gene
expression ?J Theor Biol 1982; 99: 31-68.

[12] BOCKHOLD SM, BURRIDGE K. Cell spreading on extracellular matrix proteins induces
tyrosine phosphorylation of tensin. J Biol Chem 1993; 268: 14565-14567.

[13] BODO M, PEZZETTI F, BARONI T, CARINCIF, ARENA N, NICOLETTI I, BECCHETTI
E. Hyaluronic acid modulates growth, morphology and cytoskeleton in embryonic chick skin
fibroblasts. IntJ Dev Biol 1993; 37: 349-352.

[14] BRUNETTE DM, Mechanical stretching increases the number of epithelial cells synthesizing
DNA in culture. J Cell Sei 1984; 69: 35745,

[15] BURRIDGE K, FATH K, KELLY T, NUCKOLLS G, TURNER C. Focal adhesions:
Transmembrane junctions between the extracellular matrix and the cytoskeleton. Ann Rev Cell
Bio 1988; 4: 487-525.

[16] BURRIDGE K, TURNER CE, ROMER LH. Tyrosine phosphorylation of paxillin and
ppl25FAK accompanies cell adhesion to extracellular matrix: a role in cytoskeletal assembly.
J Cell Biol 1992; 119: 893-903.

[17] CARRAWAY KL, CARRAWAY CAC. Signaling, mitogenesis and the cytoskeleton: where
the action is. BioEssays 1995; 17: 171-175.

[18] CASTOR LN. Contact regulation of cell division in an epithelial-like cell line. J Cell Phys
1968; 72: 161-172.

[19] CLARKE FM, MASTERS CJ. Interactions between muscle proteins and glycolytic enzymes.
Int J Bioch Bristol 1976; 7: 359-365.

[20] CLARKE F, STEPHAN P, MORTON D, WEIDEMANN J. The role of actin and associated
proteins in the organization of glycolytic enzymes. In: Actin. Remedios CG, Barden JA. Eds.
Academic Press. New York 1983: 249-258.

[21] CLEGG JS. On the internal environment of animal cells, [w] Jones D (ed.). Microcompart-
mentation. CRC Press Inc. Boca Raton 1988

[22] CURTIS ASG, SEEHAR GM. The control of cell division by tension or diffusion. Nature
1978; 274: 52-53.

[23] DIAMOND SL, SACHS F, SIGURDSON WJ. Mechanically induced calcium mobilization
in cultured endothelial cells is dependent on actin and phospholipase. Arteriosclerosis and
Thrombosis 1994; 14: 2000-2006.

[24] EMERMAN JT, PITELKA DR. Maintenance and induction of morphological differentiation
in dissociated mammary epithelium on floating collagen membranes. In Vitro (Rockville) 1977;
13: 316-328.

[25] ERDOS T, BUTLER-BROWNE GS, RAPPAPORT L. Mechanogenetic regulation of trans-
cription. Biochimie 1991; 73: 1219-1231.

[26] FOLKMAN J, GREENSPAN HP. Influence of geometry on control of cell growth. Biochim
Biophys Acta 1975; 417: 211-236.

[27] FOLKMAN J, MOSCONA A. Role of cell shape in growth control. Nature 1978; 273:
345-349.



54 JAROSLAW CZYZ

[28] FOX JE, TAYLOR RG, TAFFAREL M, BOYLES JK, GOLL DE. Evidence that activation
of platelet calpain is induced as consequence of binding of adhesive ligand to the integrin,
glycoprotein Ilb-1Ua. J Cell Biol 1993; 120: 1501-1507.

[29] FRISH SM, FRANCIS H. Disruption of epithelial cell-matrix interactions induces apoptosis.
J Cell Biol 1994; 124: 619-626.

[30] FUKAZAWA H, MIZUNO S, UEHARA Y. A microplate assay for quantitation of anchora-
ge-independent growth of transformed cells. Anal Biochem 1995; 228: 83-90.

[31JFULTON AB. Spatial organization of the synthesis of cytoskeletal components. J Cell Biochem
1993; 52: 148-152.

[32] GEIGER B, AVNUR Z, RINNERTHALER G, HINSSEN H, SMALL VJ. Microfilament
organizing centers in areas of cell contact: cytoskeletal interactions during cell attachment and
locomotion. J Cell Biol 1984; 99: 83-91.

[33] GLOWACKI J, TREPMAN E, FOLKMAN J. Cell shape and phenotypic expression in
chondrocytes. Proc Soc Exp Biol Med 1983; 172: 93-98.

[34] GRINSTEIN S, WOODSIDE M, WADDELL TK, DOWNEY GP, ORLOWSKI J, POUYS-
SEGUR J, WONG DCP, FOSKETT JL. Focal localization of the NHE-1lisoform of the Na+/H +
antiport: assessment of effects on intracellular pH. The EMBO J 1993; 12: 5209-5218.

[35] GUAN J-L, TREVITHICK JE, HYNES RO. Fibronectin/integrin interaction induces tyrosine
phosphorylation of a 120-kDa protein. Cell Reg 1991; 2: 951-964.

[36] GUAN J-L, SHALLOWAY D. Regulation of focal adhesion-associated protein tyrosine kinase
by both cellular adhesion and oncogenic transformation. Nature 1992; 358: 690-692.

[377JHANSEN LK, MOONEY DJ, VACANTIJP, INGBER DE. Integrin binding and cell spreading
on extracellular matrix act at different points in the cell cycle to promote hepatocyte growth.
Mol Bio Cell 1994; 5: 967-975.

[38] HANSEN CA, SCHROERING AG, CAREY DJ, ROBISHAW JD. Localization of a hetero-
trimeric G protein gamma subunit to focal adhesions and associated stress fibers. J Cell Biol
1994; 126:811-819.

[39] HESKETH JE, PRYME IF. Interaction between mRNA, ribosomes and cytoskeleton. Biochem
J 1991; 277: 1-10.

[40] HILDEBRAND JD, SCHALLER MD, PARSONS JT. Identification of sequences required
forthe efficient localization of the focal adhesion kinase, pp 125FAK, to cellular focal adhesions.
J Cell Biol 1993; 123: 993-1005.

[41] HOHN HP, STEIH U, DENKER HW. A novel artificial substrate for cell culture: effects of
substrate flexibility/malleability on cell growth and morphology. In Vitro Cell Dev Biol 1995;
31: 37-44.

[42] HUMPREYS L, REID S, MASTERS C.Evidence for the spatial organization of the binding
sites for substrates and for cytoskeletal proteins on the enzyme aldolase. IntJ Biochem 1986;
18: 7-13.

[43] HUMPREYS L, REID S, MASTERS C. Studies of the topographical localization of the
binding sites for substrate and for actin on the enzymes GAPDH and PHK. IntJ Biochem 1986;
18: 445-451.

[44] HUNTER A, ARCHER CW, WALKER PS, BLUNN GW. Attachment and proliferation of
osteoblasts and fibroblasts on biomaterials for orthopaedic use. Biomaterials 1995; 16:287-295.

[45] HYNES RO. Integrins: versatility, modulation, and signaling in cell adhesion. Cell 1992; 69:
11-25.

[46] INGBER DE. Fibronectin controls capillary endothelial cell growth by modulating cell shape.
Proc Natl Acad Sei USA 1990; 87: 3579-3583.

[47] INGBER DE, FOLKMAN J. Mechanochemical switching between growth and differentiation
during fibroblast growth factor-stimulated angiogenesis in vitro: role of extracellular matrix. J
Cell Biol 1989; 109:317-330.



WPLYW KSZTALTU KOMOREK NA WZROST. 55

[48] INGBER DE, PRUSTY D, FRANGIONIJV, CRAGOE EJ, LECHENE C, SCHWARTZ MA.
Control of intracellular pH and growth by fibronectin in capillary endothelial cells. J Cell Biol
1990; 110:1803-1811.

[49] IRELAND GW, DOPPING-HEPENSTAL PJC, JORDAN PW, O’NEILL CH. Effect of
patterned surfaces of adhesive islands on the shape, cytoskeleton, adhesion, and behaviour of
swiss mouse 3T3 fibroblasts. J Cell Sci Suppl 1987; 8: 19-33.

[50] IRELAND GW, DOPPING-HEPENSTAL PJC, JORDAN PW, O’NEILL CH. Limitation of
substratum size alters cytoskeletal organization and behaviour of swiss 3T3 fibroblasts. Cell Bio
IntRep 1989; 13: 781-790.

[51] IWIG M, CZESLICK E, MULLER A, GRUNER M, SPINDLER M, GLAESSER D. Growth
regulation by cell shape alteration and organization of the cytoskeleton. Eur J Cell Bio 1995;
67: 145-157.

[52] IZZARD CS, LOCHNER LR. Cell-to-substrate contacts in living fibroblasts: An interference
reflexion study with an evaluation of the technique. J Cell Sei 1976; 21: 129-159.

[53] JONES DB, BINGMANN D. How do osteoblasts respond to mechanical stimulation ?. Cells
and Materials 1991; 1: 329-340.

[54] JULIANO RL, HASKILL S. Signal transduction from the extracellular matrix. J Cell Biol
1993; 120:577-585.

[55] KAJSTURA J, BEREITER-HAHN J, Loss of focal contacts accompanies the density depen-
dent inhibition of cell growth. Cell Biol Int Rep 1989; 13: 377-383.

[56] KIRKEEIDE E-K, PRYME IF, VEDELER A. Microfilaments and protein synthesis; effect of
insulin. IntJ Biochem 1993; 25: 853-864.

[57] KNULL HR, WALSH JL. Association of glycolytic enzymes with cytoskeleton. Curr Top
Cell Reg 1992; 33: 15-30.

[58] KOLEGA J. Effects of mechanical tension on protrusive activity and microfilament and
intermediate filament organization in an epidermal epithelium moving in culture. J Cell Biol
1986; 102: 1400-1411.

[59] KOLODNEY MS, WYSOLMERSKIRB. Isometric contraction by fibroblasts and endothelial
cells in tissue culture: a quantitative study../ Cell Biol 1992; 117: 73-82.

[60] KORNBERG L, EARP HS, PARSONS JT, SCHALLER M, JULIANO RL. Cell adhesion or
integrin clustering increases phosphorylation of a focal adhesion-associated tyrosine kinase. J
Biol Chem 1992; 267: 23439-23442.

[61]KORNBERG LJ, EARP HS, TURNER CE, PROCKOP C, JULIANO RL. Signal transduction
by integrins: increased protein tyrosine phosphorylation caused by clustering of beta lintegrins.
Proc Natl Acad Sei USA 1991; 88: 8392-8396.

[62] KOROHODA W. Interrelations of motile and metabolic activities. Ill. Semisynchronous
growth of chicken embryo cells preincubated in suspension. Folia Biol 1972; 20: 333-338.
[63] KOROHODA W, KAJSTURA J. Demonstration of the significance of isometric contraction
for the formation of stress fibers in chick embryo fibroblasts. Folia Histochem Cytobio 1982;

20: 153-156.

[64] KREIS T, BIRCHMEIER W. Stress fiber sarcomeres of fibroblasts are contractile. Cell 1980;
22: 555-561.

[65] LEE Y. McINTIRE LV. ZYGOURAKIS K. Analysis of endothelial cell locomotion: diffe-
rential effects of motility and contact inhibition. Biotech Bioeng 1994; 43: 622-634.

[66] LEUNG DY, GLAGOV S, MATHEWS. Cyclic stretching stimulates synthesis of matrix
components by aerterial smooth muscle cells in vitro. Science 1976; 191: 4757477.

[67] LIN X, COSTA M. Transformation of human osteoblasts to anchorage-independent growth
by insoluble nickel particles. Env Health Persp 1994; 102: 289-292.

[68] LIN TH, YUROCHKO A, KORNBERG L, MORRIS J, WALKER JJ, HASKILL S,JULIANO
RL. The role of protein tyrosine phosphorylation in integrin-mediated gene induction in
monocytes. J Cell Biol 1994; 126: 1585-1593.



56 JAROSLAW CZYZ

[69] LUBYPHELPS K. Effect of cytoarchitecture on the transport and localization of protein
synthetic machinery. J Cell Biochem 1993; 52: 140-147.

[70] MAHER PA, PASQUALE EB, WANG JYJ, SINGER SJ. Phosphotyrosine-containing prote-
ins are concentrated in focal adhesions and intercellular junctions in normal cells. Proc Natl
Acad Sei USA 1985; 88: 8392-8396.

[71] MAROUDAS NG. Growth of fibroblasts on linear and planar anchorages of limiting dimen-
sions. Exp Cell Res 1973; 81: 104-110.

[72] MEREDITH JE, FAZELL B, SCHWARTZ MA. The extracellular matrix as a cell survival
factor. Mol Bio Cell 1993; 4: 953-961.

[73] MOCHITATE K, PAWELEK P, GRINNELL F. Stress relaxation of contracted collagen gels:
disruption of actin filament bundles, release of cell surface fibronectin and down-regulation of
DNA and protein synthesis. Exp Cell Res 1991; 193: 198-207.

[74] MOONEY DJ, HANSEN LK, VACANTI JP, LANGER R, INGBER DE. Switching from
differentiation to growth in hepatocytes: control by extracellular matrix. J Cell Phys 1992; 151:
497-505.

[75] MORITA T, KURIHARA H, MAEMURA K, YOSHIZUMIM, NAGAIR, YAZAKIY. Role
of Ca2+and protein kinase C in shear stress-induced actin depolimerization and endothelin 1
gene expression. Circ Res 1994; 75: 630-636.

[76] MURTI KG, KAUR K, GOORHA RM. Protein kinase C assiociates with intermediate
filaments and stress fibers. Exp Cell Res 1992: 202: 36-44.

[771 NAGASAKI T, LIAO G, GUNDERSEN GG. Isolated plasma membranes induce the loss of
oriented detyrosinated microtubules and other contact-like responses in migrating NRK cells.
J Cell Sei 1994; 107: 3413-3423.

[78] NEIDLINGER-WILKE C, WILKE H-J, CLAES L. Cyclic stretching of human osteoblasts
affects proliferation and metabolism: a new experimental method and its application. J Ortho-
paedic Res 1994; 12: 70-78.

[79] NG-SIKORSKI1J, ANDERSSON R, PATARROYO M, ANDERSSON T. Calcium signaling
capacity of the CD1 Ib/CD 18 integrin on human neutrophils. Exp Cell Res 1991; 195:504-508.

[80] NISHIKAWA A, TAIRA T, YOSHIZATO K. In vitro maturation of colagen fibrils modulates
spreading, DNA synthesis, and colagenolysis of epidermal cells and fibroblasts. Exp Cell Res
1987; 171: 164-167.

[811 O’NEILL C, JORDAN P, IRELAND G. Evidence for two distinct mechanisms of anchorage
stimulation in freshly explanted and 3T3 Swiss mouse fibroblasts. Cell 1986; 44: 489-496.
[82] OPAS M. The transmission of forces between cells and their environment, [w] Bereiter-Hahn
J, Anderson OR, Reif W-E [red]. Cytomechanics. Springer-Verlag. Berlin, Heidelberg 1987:

273-285.

[83] OTSUKA H, MOSKOWITZ M. Arrest of 3T3 cells in Gi phase in suspension culture. J Cell
Phys 1975; 87: 213-220.

[84] PIENTA KJ, COFFEY DS. Nucleo-cytoskeletal interactions: evidence for physical connec-
tions between the nucleus and cell periphery and their alteration by transformation. J Cell
Biochem 1992; 49: 357-365.

[85] PONTEN J, STOLT L. Proliferation control in cloned normal and malignant human cells. Exp
Cell Res 1980; 129: 367-375.

[86] PUCK TT, KRYSTOSEK A. Role of cytoskeleton in genome regulation and cancer. Int Rev
Cyt 1992; 132: 75-108.

[87] RAZ A, BEN-ZE'EV A. Growth control and cell spreading: differential response in preneo-
plastic and in metastatic cell variants. IntJ Cane 1982; 29: 711-715.

[88] RIUKSEN G, VOLLER MCW, VAN ZOELEN EJJ. The role of protein tyrosine phosphatases
in density-dependent growth control of normal rat kidney cells. FEBS Letters 1993; 322:83-87.

[89] ROHRSCHNEIDER LR. Adhesion plaques of Rous sarcoma virus-transformed cells contain
the sre gene product. Proc Natl Acad Sei USA 1980; 77: 3514-3518.



WPLYW KSZTALTU KOMOREK NA WZROST.. 57

90] ROMER LH, BURRIDGE K, TURNER CE. Signaling between the extracellular matrix and
the cytoskeleton: tyrosine phosphorylation and focal contacts assembly. Cold Spring Harbor
Symp Quant Bio 1992; 57: 193-202.

91] RUOSLAHTI E, NOBLE NA, KAGAMI S, BORDER WA. Integrins. Kidney Int 1994; 45:
S17-S22.

92] RUOSLAHTI E, REED JC. Anchorage dependence, integrins, and apoptosis. Cell 1994; 77:
4777488.

93] SANGER JW, SANGER JM, JOCKUSCH BM. Differences in the stress fibers between
fibroblasts and epithelial cells. J Cell Biol 1983; 96: 961-969.

94] SAWADA N, TOMOMURA A, SATTLER CA, SATTLER GL, KLEINMAN HK, PITOT
HC. Effects of extracellular matrix components on the growth and differentiation of cultured
rat hepatocytes. In Vitro Cell & Dev Biol 1987; 23: 267-273.

95] SCHALLER MD, BORGMAN CA, COBB BS, VINES RR, REYNOLDS AB, PARSONS

JT. ppl 25fak, a structurally unique protein tyrosine kinase associated with focal adhesions. Proc
Natl Acad Sei USA 1992; 89: 5192-5196.

96] SCHUPPAN D, RUHL M. Matrix in signal transduction and growth factor modulation.
Brazilian J Med Biol Res 1994; 27: 2125-2141.

97] SCHWARTZ MA, BOTH G, LECHENE C. Effect of cell spreading on cytoplasmic pH in
normal and transformed fibroblasts. Proc Natl Acad Sei USA 1989; 86: 452574529.

98] SCHWARTZ MA, INGBER DE, LAWRENCE M, SPRINGER TA, LECHENE C. Multiple
integrins share the ability to induce elevation of intracellular pH. Exp Cell Res 1991; 195:
533-535.

99] SHESTAKOVA EA, MOTUZ LP, GAVRILOVA LP. Co-localization of components of the

protein-synthesizing machinery with the cytoskeleton in Go-arrested cells. Cell Biol Int 1993;
17: 417-424.

100] SHESTAKOVA EA, MOTUZ LP, MININ AA, GAVRILOVA LP. Study of localization of
the protein-synthesizing machinery along actin filament bundles. Cell Biol Int 1993; 17:
409-416.

101] SHIMIZU N, YAMAGUCHI M, GOSEKI T, OZAWA Y, SAITO K, TAKIGUCHI H,
IWASAWA T, ABIKO Y. Cyclic-tension force stimulates interleukin-1b production by human
periodontal ligament cells. J Periodont Res 1994; 29: 328-333.

102] SINGHVI R, KUMAR A, LOPEZ GP, STEPHANOPULOS GN, WANG DIC, WHITESI-
DES GM, INGBER DE. Engineering cell shape and function. Science 1994; 264: 696-698.
103] SUGIMOTO K, FUJIIS, YAMASHITA K. Expression of stress fibers in bulfrog mesothelial

cells in response to tension. Exp Cell Res 1991; 196: 353-361.
104] TERRANOVA VP, AUMAILLEY M, SULTAN LM, MARTIN GR, KLEINMAN HK.

Regulation of cell attachment and cell number by fibronectin and laminin. J Cell Phys 1986;
127: 473-479.

105] TUCKER RW, BUTTERFIELD CE, BUTTERFIELD J. Interaction of serum and cell
spreading affects the growth of neoplastic and non-neoplastic fibroblasts. J Supramol Struct
1981; 15:29740.

106] TURNER CE. Paxillin: a cytoskeletal target for tyrosine kinases. BioEssays 1994; 16:47-52.

107] VASILIEV JM. Spreading of non-transformed and transformed cells. Biochim Biophys Acta
1985;780:21-65.

108] VUORIK, RUOSLAHTI E. Activation of protein kinase C precedes a5bl integrin-mediated
cell spreading on fibronectin. J Biol Chem 1993; 268: 21459-21462.

109] WALSH TP, CLARKE FM, MASTERS CJ. Modification of the kinetic parameters of
aldolase on binding to the actin-containing filaments of skeletal muscle. Biochem J 1977; 165:
165-167.

110] WATT FM, JORDAN PW, O’NEILL CH. Cell shape controls terminal differentiation of
human epidermal keratinocytes. Proc Natl Acad Sei USA 1988; 85: 5576-5580.



58 JAROSLAW CZYZ

[111] WEST CM, LANZA R, ROSENBLOOM J, LOWE M, HOLTZER H, AVDALOVIC N

Fibronectin alters the phenotypic properties of cultured chick embryo chondroblasts. Cell 1979.
17: 491-501.

[112] WILSON E, MAI Q, SUDHIR K, WEISS RH, IVES HE. Mechanical strain induces growth

of vascular smooth muscle cells via autocrine action of PDGF. J Cell Biol 1993. 123: 741-747.
[113] YAMAMOTO K, YAMAMOTO M, NOUMURA T. Disassembly of F-actin filaments in
human endothelial cells cultured on type V collagen. Exp Cell Res 1992; 201: 55-63.

Adres autora: 31-120 Krakéw, Al. Mickiewicza 3.



POSTEPY BIOLOGII KOMORKI TOM 22, SUPLEMENT NR 5, 1995 (59-72)

BARIERA HYDROFOBOWA BLON LIPIDOWYCH.
WPLYW CHOLESTEROLU I NIENASYCONYCH
EANCUCHOW ALKILOWYCH LIPIDOW
NA TRANSPORT CZASTECZEK POLARNYCH

HYDROPHOBIC BARRIER OF LIPID BILAYER MEMBRANES.
INFLUENCE OF CHOLESTEROL AND ALKYL CHAIN
UNSATURATION ON TRANSPORT OF POLAR MOLECULES.

Anna WISNIEWSKA, Witold K. SUBCZYNSKI

Zaktad Biofizyki, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakow

Streszczenie: W pracy przedstawiono najnowsze badania ksztattu bariery hydrofobowej w poprzek
lipidowej dwuwarstwy bton fosfatydylocholinowych. Badania te przeprowadzone byty metoda elektro-
nowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) z wykorzystaniem lipidowych znacznikéw spinowych.
Polarno$¢ wnetrza btony oraz ksztat bariery hydrofobowej zalezg od nienasyconosci tafnicuchéw alkilo-
wych lipidéw, a takze od obecnosci cholesterolu w btonie. Wyniki te dobrze korelujg z otrzymanymi
dawniej danymi o przepuszczalnosci bton dla czasteczek polarnych (wody) oraz z otrzymanymi ostatnio
wynikami dotyczacymi gtebokosci penetracji jonéw metali (Fe(CN)6 )do wnetrza btony. Przedstawione
sg takze krotko badania hydrofobowosci dwuwarstwy lipidowej przeprowadzone wcze$niej metodami:
dyfrakcji neutronéw, pomiaru pojemnosci i fluorescencji. Przedyskutowana jest ewentualna rola chole-
sterolu jako czynnika zapewniajgcego btonom komorkowym wysoka nieprzepuszczalnos$é dla czaste-
czek polarnych. Wskazano takze na niezbedno$¢ uwzgledniania lokalnej hydrofobowos$ci wnetrza btony
przy rozpatrywaniu reakcji chemicznych i proceséw fizycznych w niej zachodzacych.

Stowa kluczowe: btony modelowe, transport przez btony, 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. WSTEP

Jedng z podstawowych wiasno$ci btony biologicznej jest to, ze dziata ona jako
bariera dla polarnych i obdarzonych tadunkiem czgsteczek, takich jak woda i inne
polarne rozpuszczalniki, a takze jony, zapewniajgc réwnoczesnie ich selektywny
transport. Istnienie bariery wynika z hydrofobowego charakteru wnetrza dwuwarstwy
lipidowej, podczas gdy za procesy selektywnego transportu polarnych czgsteczek
odpowiedzialne sg w gtoéwnej mierze wyspecjalizowane integralne biatka btonowe
[4]. Umozliwiajg one przenikanie réznych substancji przez btone na zasadzie biernej
dyfuzji (tworzac kanaty), dyfuzji wspomaganej (dzialajac jako przenos$niki) lub
poprzez transport aktywny, katalizowany enzymatycznie (pompy). Biatka transpor-
tujgce sg stosunkowo dobrze poznane [26, 28], natomiast znacznie mniej wiadomo
0 przepuszczalno$ci samej dwuwarstwy lipidowej oraz o wytworzonej przez nia
barierze hydrofobowej. Chociaz przepuszczalno$¢ btony modelowej dla danej sub-
stancji polarnej, np. wody jest znacznie mniejsza niz przepuszczalno$é btony komor-
kowej, zawierajgcej biatka, to jednak substancja ta moze przenikng¢ przez dwuwar-
stwe lipidowg [7]. Zrozumienie mechanizmu przenikania wody ijonéw przez dwu-
warstwe lipidowg jest bardzo wazne ze wzgledu na ich ogromne znaczenie zarowno
dla proceséw fizjologicznych zachodzgcych w komoérce, jak i dla reakcji chemicz-
nych zachodzgcych w samej btonie.

II. POMIARY TRANSPORTU CZASTECZEK POLARNYCH
PRZEZ DWUWARSTWE LIPIDOWA

Szybkos$¢ przenikania wody przez dwuwarstwe lipidowg zalezy od struktury
lipidéw i obecnos$ci steroli. Dyfuzja przez dwuwarstwe jest najbardziej og6lnym
mechanizmem transportu wody (ze wspétczynnikiem przepuszczalno$ci btony w gra-
nicach 2-50 x 10-4 cm/s [14]). Tak szybka dyfuzja zachodzi tylko powyzej tempera-
tury przejscia fazowego lipidéw (Tm) i dlatego zywe organizmy regulujg skiad
lipidowy bton komdérkowych utrzymujgc Tm lipidéow btonowych ok. 10°C ponizej
temperatury Srodowiska [14]. Badania przepuszczalno$ci dwuwarstwy lipidowej dla
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wody przeprowadzane byty naréznych btonach modelowych; najczesciej na ptaskich
btonach lipidowych (PLM - planar lipid membranes) lub na liposomach (jedno- lub
wielowarstwowych) [5].

Istniejg rézne modele ttumaczace przepuszczalnos¢é dwuwarstwy lipidowej dla
wody; dwa podstawowe to: model defektéw przejSciowych (transientdefects) i model
rozpuszczalnosci i dyfuzji (solubility-diffusion) [5]. Obydwa znajdujg poparcie
w licznych eksperymentach izdajg sie petni¢ wazng role w transporcie wody i innych
czasteczek polarnych przez btony. Jezeli chodzi o pierwszy model, to Deamer i Bra-
mhall [7] wyliczyli, ze energia potrzebna do przeniesieniajonu ze srodowiska 0 wy-
sokiej statej dielektrycznej (woda) do Srodowiska o niskiej statej dielektrycznej (dwu-
warstwa lipidowa) jest bardzo duza (wynosi 40 kcal/mol). Defekty przejSciowe, po
raz pierwszy opisane przez Nagle i Scott’a [23], to mate przestrzenie miedzy tafcu-
chami weglowodorowymi fosfolipidow pojawiajgce sie na skutek fluktuacji termicz-
nych, ktére umozliwiajg czasteczkom wody lub matym jonom wejscie w obszar
dwuwarstwy, a nastepnie przejscie przez nig bez konieczno$ci pokonania tej bariery
energetycznej. Poparciem dla tego modelu sg badania przeprowadzone m.in. przez
Carruthers’a i Melchior’a [3], ktérzy wykazali, ze przepuszczalno$¢ dwuwarstwy
lipidowej dla wody jest najwieksza w temperaturze przejscia fazowego lipidéw, czyli
wtedy, gdy w btonie isniejg rownoczesnie dwie fazy - faza zelu i faza ciektokrysta-
liczna. Taki stan btony charakteryzuje sie pewng niestabilno$cia, co zwieksza praw-
dopodobienstwo powstania defektéw. Drugi model, powszechnie zaakceptowany, za-
ktada, ze czgsteczka polarna rozpuszcza sie w Srodowisku hydrofobowym, a nastepnie
przenika przez btone na zasadzie prostej dyfuzji [7]. Wsp6tczynniki przepuszczalnosci
dla matych nieelektrolitow dobrze korelujg z ich wspotczynnikami podziatu miedzy olej
i wode (reguta Overton’a [24]). Problem ten porusza takze artykut Subczynskiego i wsp.
[37]. Na podstawie pomiaréw rozpuszczalno$ci wody w ciektych weglowodorach
Finkelstein [11] oraz Reeves i Dowben [27] oszacowali wspotczynnik dyfuzji dla
wody, a nastepnie jej strumien przez dwuwarstwe lipidowg. Nalezy podkresli¢, ze
obydwa przedstawione modele nie wykluczaja sie wzajemnie, mozliwe jest, ze wiek-
szo$¢ wody przenika przez btone na zasadzie prostej dyfuzji, ale rowniez defekty
przejSciowe, pojawiajace sie na granicy faz lub na granicy lipid-biatko, pozwalajg na
efektywniejsze przejscie wody irozpuszczalnikéw polarnych przez bariere.

. WPLYW SKtLADU LIPIDOWEGO BtLON NA ICH
PRZEPUSZCZALNOSC DLA WODY

Przepuszczalno$¢ dwuwarstwy lipidowej dla wody i innych rozpuszczalnikéw
polarnych oraz dlajonéw zalezy od rodzaju lipidéw wchodzacych w skiad dwuwar-
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stwy, a gtéwnie od obecnosci wiazan podwdéjnych w tancuchach weglowodorowych
fosfolipidéw oraz od zawartosci cholesterolu.

Pomiary przepuszczalnosci bton modelowych dla wody wykazaty, ze obecnos$¢
wigzania podwdjnego typu cis znacznie (1,2-3 razy) zmniejsza stopied penetracji
wody przez dwuwarstwe lipidowg [7, 21]. Podobny wplyw ma obecnos$¢ wigzania
podwdéjnego na przepuszczalno$é btony modelowej, sporzadzanej zjednego rodzaju
fosfolipidu, dla aminokwaséw. Chakrabarti i Deamer [4] wykazali, ze wspétczynniki
przepuszczalnosci dla aminokwasow polarnych (glicyna, lizyna i seryna) sg 3 - 4 razy
wyzsze w przypadku bton modelowych zbudowanych z lipidéw o tahcuchach nasy-
conych (DMPC - dimirystynowa fosfatydylocholina) niz w przypadku bton zbudo-
wanych z lipidéw o faricuchach nienasyconych (EYPC - lecytyna z zéitka jaja).
Lipidy o tancuchach nienasyconych stanowig réwniez znacznie wiekszg bariere dla
transportu jondéw niz lipidy o tancuchach nasyconych [7]. Nalezy podkresli¢, ze
opisane wyniki dotyczg bton modelowych i przeniesienie powyzszych wnioskéw na
btony biologiczne wymaga duzej ostroznosci i dalszych badan na modelach bardziej
przypominajacych sktad bton biologicznych.

Dodanie cholesterolu do bton modelowych zbudowanych z lipidow o tancuchach
nasyconych zmniejsza ich przepuszczalno$¢ dla wody 3 -9 razy [3, 22], a do bton
zbudowanych z lipidéw o tancuchach nienasyconych: 1,6 - 3,9 razy [10, 21]. Liczne
badaniawykazujg, ze cholesterol nie tylko zmniejsza przepuszczalnos$¢ bton dla wody,
ale réwnoczes$nie ogranicza ruchliwo$¢ tancuchdéw weglowodorowych i zmniejsza
ilos¢ wody w domenie weglowodorowej [14]. Cholesterol ogranicza przepuszczal-
no$¢ bton liposomow réwniez dla innych substancji polarnych, w tym askorbinianu
[31] i aminokwaséw [30].

IV. BARIERA HYDROFOBOWA WYTWORZONA PRZEZ
DWUWARSTWE LIPIDOWA

Podczas gdy stosunkowo duzo byto pomiaréw przepuszczalnosci dwuwarstwy
lipidowej dla ro6znych substancji polarnych, znacznie mniej uwagi posSwiecono bada-
niom ksztattu bariery hydrofobowej wytworzonej przez te dwuwarstwe. Ksztatt tej
bariery jest waznym czynnikiem okre$lajacym transport czasteczek polarnych przez
btone [15], transport lateralny czasteczek niepolamych wewnatrz btony [33], a takze
wpltywajgcym na przebieg pewnych reakcji chemicznych w btonie [18]. Hydrofobo-
wos$¢ btony okreslona jest gtéwnie przez rozktad czasteczek wody w dwuwarstwie
lipidowej, w rejonie gtéw polarnych i w warstwie fancuchéw weglowodorowych,
gdyz odwodnienie likwiduje gradient polamosci w btonach liposomoéw [13].

Badania gradientu polarno$ci w btonach prowadzono za pomocg nastepujacych
czterech metod:
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1. Technika dyfrakcji neutrondw, charakteryzujgca sie dobrg rozdzielczoscia
(4,5 A), dostarcza bezposredniej informacji o gtebokosci penetracji czasteczek wody
do wnetrza dwuwarstwy lipidowej [1,41]. Jednak bezwzgledna ilo$¢ wnikajacej wody
jest trudna do wyznaczenia z uwagi na to, ze nie mozna z wynikéw dyfrakcji okresli¢
»Zerowego poziomu” rozktadu wody. Poza tym technika dyfrakcji neutrondw nie
pozwala na wyznaczenie matych réznic w zawarto$ci wody w weglowodorowym
rejonie btony. Trzeba podkresli¢, ze catkowita zawartos¢ wody w prébce wynosita
zaledwie 10% wagowych, a pomiary dokonywane byly dla bton w fazie zelu.

2. Pomiary pojemnosci elektrycznej stosowano w celu okre$lenia bariery hydrofo-
bowej dla ptaskich bton modelowych (PLM). Pomiary te jednak nie charakteryzujg
doktadnie profilu hydrofobowosci gdyz przyjmuja one, ze bariera jest prostokatna,
czyli, ze whasnosci dielektryczne btony (stezenie wody) zmieniajg sie gwattownie
w jednym miejscu i ze w rejonie weglowodorowym biony stata dielektrycznajuz sie
nie zmienia [9, 32], Takie zatozenie moze by¢ prawdziwe tylko w pewnych szczeg6l-
nych przypadkach.

3. Metody fluorescencyjne stosujgce sondy fluorescencyjne umieszczone na réznej
gtebokosci w btonie pozwalaja $ledzi¢ czasteczki wody przez pomiar skrécenia czasu
zycia fluorescencji oraz przesuniecia widma fluorescencji pod wptywem zmiany
polamosci otoczenia sondy [, 17, 20], Wadg tej metody jest zbyt duza wielkos¢
czasteczki fluoroforu, co moze ujemnie wptywac na przestrzenng rozdzielczos¢.

4. Metoda elektronowego rezonansu paramagnetycznego (ERP) wykorzystuje
znaczniki spinowe, w ktérych wolnorodnikowy fragment nitroksylowy, odpowie-
dzialny za sygnat ERP, zlokalizowany jest w réznych pozycjach wzdtuz fafcucha
weglowodorowego kwasu stearynowego lub fosfolipidu, czyli na r6znych gteboko-
Sciach w btonie [12, 13, 20, 38]. Metoda ta jest oparta na zalezno$ci gestosci niespa-
rowanego elektronu na jadrze azotu od polamosci $rodowiska. Rozpuszczalniki
polarne zwiekszaja gestos¢ niesparowanego elektronu na jadrze azotu i wplywaja
przez to na oddziatywanie nadsubtelne miedzy niesparowanym elektronem a spinem
jadra azotu. W efekcie zwieksza sie zar6wno izotropowa stata oddziatywania nadsub-
telnego (oznaczana symbolem AO0)jak i sktadowa z tensora oddziatywania nadsubtel-
nego (oznaczana przez Az). W 1974 roku Griffith [13], postugujac sie tg metoda
i uzywajac Azjako wygodnego parametru eksperymentalnego, mierzonego wprost
z widm ERP zamrozonej zawiesiny liposomoéw, po raz pierwszy wyznaczyt ksztah
bariery hydrofobowej w lipidach bton mikrosomoéw i bton mielinowych.

V. WPLYW SKLADU LIPIDOWEGO BLON NA KSZTALT
BARIERY HYDROFOBOWE]J

Uznajac metode ERP za mozliwie najlepiej nadajgcg sie do pomiaru zmian hydro-
fobowosci bton lipidowych, Subczynski i wsp. [38] podjeli systematyczne badania
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Rysunek 1. Schematyczny przekréj przez btone z DMPC ze wskazaniem przyblizonej lokalizacji
cholesterolu i znacznikéw spinowych.

hydrofobowosci wnetrza réznych bton modelowych iuzyskali profile hydrofobowo-
Sci dla bton fosfatydylocholinowych o réznej grub >ci, zbudowanych z lipidéw o na-
syconych lub nienasyconych faficuchach alkilowych, w obecnosci lub bez choleste-
rolu. W badaniach wybrano spektralny parametr 2AZ ktory silnie zalezy od polamosci
otoczenia znacznika. Wartosci 2AZmierzone byty z widm ERP znacznikéw spino-
wych n-SASL (znaczniki na bazie kwasu stearynowego; n oznacza odpowiednig
pozycje nitroksylowego fragmentu w taficuchu weglowodorowym: 5, 7, 9, 10, 12 lub
16) oraz znacznika T-PC (Tempol-owa pochodna dipalmitynowej fosfatydylocholi-
ny), ktérego fragment wolnorodnikowy lokuje sie w rejonie grup polarnych btony.
Przyblizona lokalizacja tych znacznikéw spinowych w btonie z DMPC zawierajacej
cholesterol przedstawiona jest schematycznie narys.I.

Jako modele bton o réznej grubosci, zbudowanych z lipdéw o taricuchach nasyco-
nych zastosowano btony fosfatydylocholinowe z DLPC (dilaurynowa fosfatydylo-
cholina- 12 atoméw wegla w tancuchu), DMPC (dimirystynowa fosfatydylocholina
-14 atomow wegla), DPPC (dipalmitynowa fosfatydylocholina— 16 atomow wegla)
i DSPC (distearynowa fosfatydylocholina - 18 atoméw wegla). Rys.2 przedstawia
profile hydrofobowos$ci wyznaczone dla tych bton. Profil hydrofobowosci jest tu
rozumiany jako zalezno$¢ parametru 2AZod przyblizonej pozycji znacznika spino-
wego w btonie, wyrazonej poprzez odpowiedni numer atomu wegla w tancuchu
weglowodorowym. Wyzsze wartos$ci parametru 2AZswiadczg o wiekszej polarnosci,
czyli o wyzszym stezeniu wody w otoczeniu znacznika. W tym celu o§ Y narys. 2i3
zostata odwrdcona aby wyrazniej odzwierciedli¢ ksztatt bariery hydrofobowej.

Przedstawione profile hydrofobowosci wskazujg jednoznacznie, ze hydrofobo-
wosC¢ zwieksza sie stopniowo w Kierunku wnetrza btony, osiggajgc maksimum w jej
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Rysunek 2. Profile hydrofobowosci (zalezno$¢ 2AZod potozenia znacznika w btonie) dla czterech bton
fosfatydylocholinowych zbudowanych z lipidéw o fancuchach nasyconych (DLPC, DMPC, DPPC,
DSPC) zawierajagcych 0% mol (0), 30% mol (¢) i 50% mol (x) cholesterolu. Spadek wartosci 2AZ
wskazuje na wzrost hydrofobowosci. Przyblizone pozycje wolnorodnikowych fragmentéw znacznikéw
spinowych zaznaczone sg strzatkami. Podkre$lenia pozycji n-SASL dla DLPC i DMPC oznaczaja, ze
znaczniki te wbudowane sg w prawg potowe dwuwarstwy lipidowej (czasteczki znacznikow sg dtuzsze
niz fosfolipidy, w ktére zostaty wbudowane). T - oznacza znacznik T-PC.

centrum. Jednak btony fosfatydylocholinowe zbudowane z lipidow o nasyconych
tafcuchach, niezaleznie od grubosci, nie charakteryzuja sie tak duzg hydrofobowoscia
jakiej mozna byto oczekiwaé. Nie stanowig zatem znaczacej bariery dla wody.
Hydrofobowos$¢ wnetrza takich bton mozna poréwnac z hydrofobowoscig propanolu
lub oktanolu.

Cholesterol dodany do modelowych bton fosfatydylocholinowych zmienia w za-
sadniczy sposo6b ich hydrofobowos$é. Wptywa on na profile hydrofobowosci wszyst-
kich badanych bton, zwiekszajgc polarno$¢ rejonu gtéw polarnych fosfolipidow
i obszaru tancuchéw weglowodorowych btony, az do gtebokosci si6dmego atomu
wegla oraz znacznie zwiekszajac hydrofobowos$é weglowodorowego wnetrza btony,
poczawszy od dziewigtego atomu wegla. Hydrofobowo$¢ wnetrza btony poréwny-
walna jest wtedy z hydrofobowoscig heksanu. Potwierdzeniem dla tych wynikéw sg
dane uzyskane poprzednio przy uzyciu znacznikow fluorescencyjnych. Kusumi i wsp.
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Rysunek 3. Profile hydrofobowosci dla bton zbudowanych z lipidéw o tancuchach nienasyconych
(DEPC, DOPC, EYPC) zawierajacych 0,30 lub 50% mol cholesterolu, poréwnane z profilem dla DSPC.
Spadek wartosci 2AZoznacza wzrost hydrofobowosci. Oznaczenia i symbole jak na rys.2.

[20] wykazali wzrost dostepnosci wody do rejonu gtéw polarnych btony w obecnosci
cholesterolu. Efekt ten jest wywotany najprawdopodobniej rozsunigeciem gtow polar-
nych fosfolipidéw przez czasteczki cholesterolu i wprowadzeniem defektow upako-
wania w rejonie gdzie sztywna czes$¢ czasteczki cholesterolu sgsiaduje z tancuchami
alkilowymi fosfolipidéw. Powstate w wyniku tego niedopasowania przestrzennego
wolne obszary moga by¢ zajmowane przez czgsteczki wody [25].

Rys.3 przedstawia profile hydrofobowosci wyznaczone dla trzech bton modelo-
wych zbudowanych z lipidéw o nienasyconych taincuchach alkilowych: DOPC (dio-
leinowa fosfatydylocholina - 18 atoméw wegla, z jednym wigzaniem podwdjnym
typu cis w pozycji C9-C10), DEPC (dielaidynowa fosfatydylocholina - 18 atoméw
wegla, z jednym wigzaniem podwdjnym typu trans w pozycji C9-C10) i EYPC
(lecytyna z z6ttkajaja, bedaca mieszaning fosfolipidow z tancuchami o réznych dtu-
gosciach i roznym stopniu nienasyconos$ci). Dodatkowo rys. 3 przedstawia profile
wyznaczone dla btony z DSPC o tej samej liczbie atoméw wegla w taincuchu co
DOPC i DEPC. Z profili tych wynika, ze obecno$¢ wigzania podwdéjnego w faficuchu
fosfolipidowym btony znacznie zmienia ksztatt bariery hydrofobowej, zwiekszajgc
hydrofobowos¢ we wszystkich rejonach btony, przy czym efekt wigzania typu cisjest
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silniejszy niz efekt wigzania typu trans. Wynika to z faktu, ze tancuch alkilowy
posiadajagcy wigzanie podwojne typu trans jest bardziej podobny do taricucha w petni
nasyconego, gdyz nie posiada sztywnego zagiecia tak jak tancuch alkilowy z wigza-
niem podwdéjnym typu cis. Potwierdzeniem tych wynikéw moze by¢ fakt, ze weglo-
wodory nasycone znane sgjako bardziej higroskopijne niz nienasycone. Réwniez Hiff
i Kevan [16] wykazali w swych eksperymentach, przeprowadzonych metodg echa
spinowego, ze dostepno$¢ wody do nitroksylowych fragmentoéw znacznikéw SASL
zalezy od nienasycono$ci taricuchéw alkilowych lipidéw i zmniejsza sie w kierunku:
DLPC — DPPC * DEPC N » DOPC.

Gdy do bton zbudowanych z lipidéw o nienasyconych taincuchach dodany jest
cholesterol, podobnie jak w przypadku bton z lipidéw o taricuchach nasyconych ob-
serwuje sie wzrost hydrofobowosci w centrum btony, oraz spadek w rejonie przy
powierzchni i az do gtebokosci dziewigtego atomu wegla. Wzrost hydrofobowosci
wewnatrz btony jest tujednak wzglednie mniejszy, poniewazjuz same btony z lipidéw
o tancuchach nienasyconych, nie zawierajgce cholesterolu, charakteryzuja sie wyzsza
hydrofobowos$cig. Wzrost polamosci w rejonie 5-7 atomu weglajest natomiast znacz-
ny, gdyz btona z DOPC jest w tym rejonie pod nieobecno$¢ cholesterolu bardziej
hydrofobowa niz btona z DSPC. Obserwowany wzrost polamosci wydaje sie by¢
spowodowany, podobnie jak w przypadku oméwionych poprzednio bton z lipidow
o tancuchach nasyconych, defektami upakowania, pojawiajgcymi sie w btonie w mo-
mencie wprowadzenia do niej sztywnej, ptaskiej, czteropierscieniowej struktury, jaka
jest czasteczka cholesterolu. Utworzona wolna przestrzeA moze by¢ penetrowana
przez czasteczki wody. Tendencja formowania takich defektow moze by¢ wieksza
w btonach z DOPC z uwagi na niedopasowanie steryczne pomiedzy sztywng czescig
czasteczki cholesterolu i sztywng strukturg wigzania podwdjnego typu cis w pozycji
C9-C10, powodujacg zgiecie tancucha oleinowego o 30° [35, 36].

Przedstawione na rys. 2 i 3 profile hydrofobowosci zawierajg spektralny parametr
2AZ ktory zmienia si¢ znacznie z polamoscig lokalnego otoczenia wolnorodnikowe-
go fragmentu znacznika spinowego. Rys.4 przedstawia zalezno$¢ wartosci spektral-
nego parametru 2AZod statej dielektrycznej rozpuszczalnika, w ktdrym rozpuszczony
byt znacznik spinowy. W ten spos6b przez poréwnanie wartosci 2AZhydrofobowos¢
na danej gtebokosci w btonie moze by¢ odniesiona do hydrofobowos$ci rozpuszczal-
nika organicznego. Z rys.4 wida¢, ze punkty otrzymane dla rozpuszczalnikéw, ktore

Rys. 4. Wykres zalezno$ci parametru 2AZod statej dielek-
trycznej rozpuszczalnika w temperaturze pokojowej. Kolej-
ne numery oznaczajg nastepujace 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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moga tworzyé wigzania wodorowe z grupa N -0 znacznika uktadajg sie wzdtuz jednej
krzywej, natomiast dla rozpuszczalnikéw, ktére takiego wigzania wytworzy¢ nie
moga, wzdtuz drugiej. W powyzszych rozwazaniach hydrofobowo$¢ wnetrza btony
poréwnywano z hydrofobowos$cia rozpuszczalnikéw tworzacych wigzaniawodorowe
(gorna krzywa na rys. 4), oprécz rejonu o najwyzszej lokalnej hydrofobowosci.
Zwigzane jest to z tym, ze wiasnie obecno$¢ wody w btonie wywiera zasadniczy
wptyw na warto$¢ 2AZ Rys. 4 stanowi wiec dobre odniesienie, ktore przez poréwnanie
ze znanymi rozpuszczalnikami pozwala lepiej okre$li¢ zmiany lokalnej hydrofobo-
wosci wnetrza btony.

Z uzyskanych profili hydrofobowosci wynika, ze btony modelowe zbudowane
z lipiddw o nasyconych fancuchach nie stanowig znacznej bariery dla transportu
wody. Stajg sie one barierg dopiero wtedy, gdy wprowadzi sie do nich wigzanie
podwadjne lub cholesterol. Cholesterol w sposob znaczacy zmienia ksztatt bariery
hydrofobowej bton, zar6wno zbudowanych z lipidéw o taicuchach nasyconych, jak
i tych posiadajacych w tancuchach fosfolipidowych wigzanie podwdjne typu cis lub
trans. W obecnosci cholesterolu bariera hydrofobowos$ci uzyskuje trapezoidalny
ksztalt, z ostrym przejsciem w obrebie jednego—dwdéch atomoéw wegla, w rejonie
C7 - C12 (w zaleznosci od rodzaju btony). Rejon gtéw polarnych btony oraz rejon
hydrofobowy w poblizu powierzchni btony stajg sie w obecnosci cholesterolu bar-
dziej dostepne dla czgsteczek wody, podczas gdy rejon centralny btony charakteryzu-
je sie zwiekszong hydrofobowoscia.

Otrzymane profile hydrofobowosci bedace odzwierciedleniem stopnia penetracji
wody w giab bton modelowych dobrze korelujg z przytoczonymi w pierwszej czesci
artykutu danymi o przepuszczalnosci dwuwarstwy lipidowej dla matych czgsteczek
polarnych.

VI. ZNACZENIE CHOLESTEROLU

Oprocz badan nad przepuszczalno$cig bton dla matych czasteczek polarnych
prowadzono tez pomiary wspotczynnika transportu (iloczynu lokalnego stezenia
i lokalnego wspotczynnika dyfuzji) matych czasteczek niepolamych, takich jak tlen,
tlenek azotu lub kompleks miedzi (CuKTSM2) w btonach fosfatydylocholinowych
zawierajacych cholesterol [34, 35, 36, 39], Zwiekszenie wspoOtczynnika transportu
tych hydrofobowych czasteczek koreluje ze zwiekszong hydrofobowos$cig biony,
czyli zmniejszong penetracjg wody. Profile wspdtczynnika transportu niepolamych
czasteczek praktycznie catkowicie pokrywaja sie z profilami hydrofobowosci [38].
Bariera dla transportu tlenu w poprzek btony zawierajgcej cholesterol zlokalizowana
jest w rejonie gtow polarnych [34, 36]. Otrzymane wyniki sugeruja, ze w btonie
istniejg dwie rozne bariery: jedna hydrofobowa dla czgsteczek polarnych, zlokalizo-
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wana wewnatrz btony, i druga dla czgsteczek niepolamych, bedgca barierg sztywno-
$ci, zlokalizowana blisko powierzchni btony.

W plazmolemmie, btonie otaczajgcej komaérki zwierzece, stezenie cholesterolu jest
wysokie (do 50% mol), podczas gdy w wiekszosci bton wewngtrzkomérkowych jest
ono znacznie nizsze [40], Rola cholesterolu w btonie plazmatycznej nie jest do konca
wyjasniona. Sugerowano, ze mieszanina nasyconych i nienasyconych tancuchdéw
weglowodorowych z cholesterolem stanowi¢ moze bufor ptynnosci dla biatkowych
sktadnikoéw btony [19, 20]. Te wiasnosci buforowe mogg by¢ jednak zapewnione juz
przez samg mieszanine fosfolipidow. Otrzymane przez Subczynskiego i wsp. [38]
profile hydrofobowosci, oraz profile wspdtczynnikow transportu czasteczek niepolar-
nych [34, 36] pozwalajg przypuszczacé, ze cholesterol petni inng swoistg funkcje
w btonie plazmatycznej. Btona ta stanowi bariere oddzielajagcg komdrke od Srodowi-
ska zewnetrznego i w zwigzku z tym musi blokowa¢ nieswoisty transport matych
czasteczek polarnych i niepolamych w obu kierunkach. Cholesterol zdaje sie by¢
zwigzkiem dobrze spetniajagcym taka funkcje, modyfikujgcym wiasnosci lipidowej
dwuwarstwy w odpowiednim kierunku. Zwieksza on zaréwno zlokalizowang w $rod-
ku bariere hydrofobowosci dla czgsteczek polarnych, jak i zlokalizowang w obszarze
przypowierzchniowym btony bariere sztywnosci dla czasteczek niepolamych. Za-
pewnia to matej liczbie biatkowych kanatéw i pomp prawidtowg regulacje stezenia
zwigzkow niskoczgsteczkowych wewnatrz komarki.

VIl. PODSUMOWANIE

Przedstawione w artykule badania wplywu skiadu lipidowego bton na ksztalt
bariery hydrofobowej sg wazne nie tylko ze wzgledu na zrozumienie mechanizméw
regulacji transportu czgsteczek polarnych iniepolamych przez btony i wewnatrz bton,
ale takze z uwagi na zachodzace w btonie reakcje chemiczne. Wiele z nich moze
zaleze¢ od polamosci lokalnego otoczenia reagujacych grup [18] lub od obecnosci
jonéw metali, ktére sg zaangazowane w procesie peroksydacji lipidéw [s]. Jak poka-
zano [38], cholesterol modyfikuje penetracje jonéw Fe(CN)*~ do wnetrza btony

zwiekszajac jg znacznie do gtebokosci 6smego atomu wegla w tancuchu weglowodo-
rowym. Hydrofobowo$¢é wptywa takze na rozpuszczalno$é w btonie matych niepo-
lamych czasteczek takich jak tlen czy tlenek azotu [34, 36, 39], ktore zaangazowane
sg bezposrednio w procesie peroksydacji lipidow [2, 29]. Wydaje sie wiec, ze lokalna
hydrofobowos$¢ wnetrza dwuwarstwy lipidowej powinna by¢ brana pod uwage przy
badaniu reakcji chemicznych zachodzacych wewnatrz btony.
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ZASTOSOWANIE METODY PODWOJNEGO
REZONANSU ELEKTRONOWO-JADROWEGO
(ENDOR) DO BADANIA STRUKTURY
METALOENZYMOW

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

Ryszard J.GURBIEL

Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakéw

Streszczenie: Metoda podwadjnego rezonansu elektronowo-jagdrowego (ENDOR)1 polega na detekcji
przej$¢ pomiedzy poziomami jadrowymi poprzez rejestracje zmian natezenia sygnatu EPR. Umozliwia
ona rejestracje oddziatywan nadsubtelnych, a w sprzyjajacych warunkach, réwniez oddziatywan kwa-
drupolowych, zbyt stabych aby mogty by¢ rejestrowane w klasycznym doswiadczeniu EPR. Wysoka
czuto$¢ i zdolno$¢ rozdzielcza widm ENDOR, oraz mozliwo$¢ prowadzenia badan prébek polikrysta-
licznych sprawily, ze metoda ta okazata sie szczegdlnie przydatna w badaniach struktury metaloenzy-
moéw. W niniejszej pracy przedstawione zostaty ogélne informacje dotyczace metody oraz zasady analizy
widm ENDOR

Stowa 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
— insome 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 skroty: ENDOR (Electron Nuclear Double Resonance) — podwéjny rezonans elektronowo jadrowy,
NMR (Nuclear Magnetic Resonance) - magnetyczny rezonans jadrowy, EPR (Electron Paramagnetic Resonance)
— elektronowy rezonans paramagnetyczny, PDO — dioksygenaza ftalanowa wyizolowana z Pseudomonas
cepacia, BC1 — mitochondrialne biatko Rieske (cytochrom bel) wyizolowane z Rhodobactor capsulatus.
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WSTEP

W metodzie podwdjnego rezonansu elekronowo-jagdrowego (ENDOR) badana
probka poddawanajest rownoczesnemu dziataniu dwaéch pol elektromagnetycznych:
mikrofal, ktére powodujg zmiany orientacji spinu elektronowego, oraz zmiennych
w czasie fal radiowych, ktére indukujg zmiany orientacji spinéw jadrowych. Informa-
cje o czestotliwosciach przejs¢ jadrowych zachodzacych w obrebie centrum parama-
gnetycznego uzyskiwane sg poprzez rejestracje zmian w natezeniu sygnatu EPR.
Metoda ta wykorzystywanajest do wyznaczenia tensora oddziatywania nadsubtelne-
go i/lub kwadrupolowego badanego centrum paramagnetycznego. Podstawowg zaletg
metody podwdjnego rezonansu jest wysoka zdolnos$¢ rozdzielcza. ENDOR umozliwia
wyznaczenie statych oddziatywania nadsubtelnego znacznie mniejszych niz rejestro-
wane w klasycznym eksperymencie EPR. Druga zaletg tej metody jest jej selektyw-
no$¢é. Sygnat ENDOR pochodzi tylko od jader oddziatujacych z danym centrum
paramagnetycznym. Dlatego mozliwejest na przyktad badanie sygnatu 57Fe pojedyn-
czego jadra wybranego z grupy wielu jader tworzacych kompleks metalobiatkowy.
Trzecig wazng zaletg jest fakt, ze metoda ENDOR jest niespecyficzna i stosunkowo
tatwo mozna zarejestrowa¢ widmo ENDOR kazdego jadra o niezerowym spinie. Jesli
wiec jesteSmy w stanie dokona¢ znakowania izotopowego badanego biatka, to teore-
tycznie ipraktycznie jesteSmy w stanie scharakteryzowac kazdy atom oddziatywajacy
z centrum paramagnetycznym. W szczeg6lnosci badane byty sygnaty ENDOR po-
chodzace od jader 12H, 13C, 14,15N, 170, 33S, 57Fe, 63,65Cu, 95,9'M 0 wchodzacych
w sktad badanego kompleksu metalobiatkowego, zwigzanego ligandu, czy tez sub-
stratu.

Wiekszos¢ doswiadczen z metalobiatkami jest prowadzana na probkach polikry-
stalicznych, co zazwyczaj utrudnia doktadng analize widma. W przypadku probek,
ktérych widmo EPR charakteryzowane jest przez anizotropowy tensor g mozliwe jest
wyselekcjonowanie sygnatdw ENDOR pochodzacych od czgsteczek o Scisle okreslo-
nej orientacji. Oznacza to, ze w takim przypadku mozliwe jest wyznaczenie komplet-
nego tensora oddziatywania nadsubtelnego w prébce polikrystalicznej.

Wprawdzie metoda ENDOR byta znana juz kilkadziesigt lat, ale dopiero od
kilkunastu lat jest stosowana z powodzeniem do badania struktury i funkcji metalo-
enzymodw. Potwierdza to rosngca wcigz liczba publikacji, w tym réwniez artykutéw
przegladowych poswieconych tej technice [13,15,19], jak réwniez gwattowny rozwaj
technik impulsowych opartych na metodzie podwdéjnego rezonansu [23].

Celem niniejszego opracowania jest przedstawienie podstawowych informacji na
temat metody oraz zaprezentowanie na przykiadzie badan biatek Rieske, w jaki
spos6b zastosowanie nowoczesnych metod rejestracji i analizy widm ENDOR przy-
niosty nowe jakosciowo wyniki w badaniach struktury metaloenzymow.
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CO TO JEST ENDOR

W dos$wiadczeniu ENDOR badana prébka umieszczonajest w zewnetrznym polu
magnetycznym Bo i poddana dziataniu dwéch pél elektromagnetycznych: mikrofal
i fal radiowych (UKF). Czestotliwo$¢ mikrofal i natezenie pola magnetycznego sg
ustalone w taki sposéb, aby doprowadzi¢ uktad do stanu rezonansu (klasyczne do-
Swiadczenie EPR). Czestotliwo$¢ fal radiowych zmieniana jest w szerokim zakresie
pokrywajacym czestotliwosci przejs¢ jadrowych badanego uktadu. W doswiadczeniu
ENDOR czestotliwos$ci poszczeg6lnych przejs¢jadrowych rejestrowane sgjako zmia-
ny natezenia sygnatu EPR Istniejg trzy mechanizmy prowadzace do powstawania
sygnatu ENDOR i w literaturze rozroznia sie rowniez trzy typy sygnatéw ENDOR:
lokalny, matrycowy i odlegty. W przypadku zastosowania metody ENDOR do bada-
nia metaloenzymow ignorujemy sygnaty odlegtego i matrycowego ENDORu i anali-
zujemy tylko lokalny ENDOR, tzn. takie linie dla ktérych wielko$¢ rozszczepienia
jest wieksza od szerokosci widmowej poszczegdlnych sktadowych [1, 8]. Jadra ktdre
dajg przyczynek do mierzalnego sygnatu lokalnego ENDORuU mogg byé czescig
sktadowg samego centrum aktywnego metaloenzymu (np. s7Fe, czy S klastera
zelazowo-siarkowego), lub elementem endogennych ligandéw (np. atomy azotu
pierscienia imidazolowego histydyny). Jadra te moga by¢ réwniez zwigzane z egzo-
gennymi ligandami lub zwigzanym substratem.

CZESTOTLIWOSCI REZONANSOWE

Rozwazmy najprostszy uktad S = Vi, | = Vi. Jezeli taki uktad umiescimy w polu
magnetycznym, to jego poziomy energetyczne zostang rozszczepione na cztery pod-
poziomy. Energia przejs¢ pomiedzy poziomami jadrowych jest taka sama dla
ms = Vi i dla ms = ~Vi. Oddziatywanie momentéw magnetycznych elektronu ijgdra
powoduje dodatkowe przesuniecie tych poziomdéw. Oznacza to, ze energie przejsé
pomiedzy poziomami jagdrowymi dla ms =Vi sg rézne od energii przejs¢ dla
ms = —Vi. Energie tych przej$¢ rejestrowane sg w doswiadczeniu ENDOR. Mozemy

zatem powiedzie¢, ze w wyniku oddziatywania elektronu z jgdrem otrzymujemy
rozszczepienie linii ENDOR. Efekt oddziatywania nadsubtelnego mozna przyréwnac
do oddziatywania spinu jagdrowego z dodatkowym polem magnetycznym, ktére moze
by¢ skierowane réwnolegle, lub antyréwnolegle w stosunku do zewnetrznego pola
magnetycznego. To dodatkowe pole magnetyczne bedzie sie dodawato lub odejmo-
wato od zewnetrznego pola magnetycznego, zwiekszajgc lub zmniejszajgc energie
przejsé jadrowych. Jesli oznaczymy natezenie zewnetrznego pola magnetycznego
przez BO, a natezenie pola magnetycznego zwiazanego z oddziatywaniem nadsubtel-
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nym przez BHF, to dlajadra o spinie /= Vi czestotliwos$ci przejs¢ ENDOR opisane sg
wzorem

hvt = 8nANBx = SAMAOAHFA = h VL- 27 (1)
Wystepujaca we wzorze (1) wielko$¢  nosi nazwe czestotliwosci Larmora ijest

charakterystyczna dla danego typu jadra. Wielko$¢ ta zmienia sie liniowo wraz
z natezeniem zewnetrznego pola magnetycznego. Stata AHF charakteryzuje dane

oddziatywanie i nie zalezy od wartosci przytozonego pola magnetycznego. W przy-
padku jader wodoru i fluoru czestotliwo$¢ Larmora jest znacznie wieksza od obser-
wowanych oddziatywan nadsubtelnych, 2vH >A. Sygnat ENDOR wodoru bedzie

wiec dubletem, ktérego $rodek symetrii odpowiada czestotliwosci larmorowskiej
protonu, a roznica czestotliwo$ci obu przejs¢ (,,odlegtos¢ pomiedzy liniami”) jest
réwna statej oddziatywania A. W przypadku pozostatych jader wystepujacych
w uktadach biologicznych stata oddziatywania jest znacznie wieksza od czestotliwo-
Sci larmorowskiej jadra i rejestrowany dublet sktada sie z dwdch linii o srodku syme-
trii odpowiadajacej wartosci ViA i oddalonych od siebie o 2v.

Jadro o spinie / > 1 posiada opr6cz momentu magnetycznego roéwniez moment
kwadrupolowy, ktéry oddziatuje z gradientem pola elektrycznego generowanego
przez otoczenie [1,2]. Jezeli oddziatywanie kwadrupolowe jest dostatecznie silne, to
spowoduje to dodatkowe rozszczepienie linii v na 2/ linii sktadowych, o czestotli-

wosciach opisanych w pierwszym przyblizeniu wzorem:

v+(m) = io\iv +ip(2m -1 [>m>1-/ (2)

We wzorze tym P oznacza stalg sprzezenia kwadrupolowego. Sprzezenie kwadru-
polowe dostarcza istotnych informacji dotyczacych wigzan w obszarze centrum ak-
tywnego [3, 22]. Rozszczepienie to jest zbyt mate, aby mogto byC¢ rejestrowane
w tradycyjnym doswiadczeniu EPR nawet w przypadkach, gdy rejestrowane jest
widmo z rozdzielong strukturg nadsubtelng.

METODY REJESTRACIJI WIDM ENDOR

W doswiadczeniach przeprowadzanych metodg fali ciggtej stosowane sg dwa
sposoby detekcji sygnatlu ENDOR. Najczesciej odpowiedZ ENDOR stanowi zmiana
natezenia sygnatu absorpcji EPR rejestrowanego w niemodulowanym polu magne-
tycznym powodowana przemiataniem czestotliwosci radiowej. Odpowiedz uktadu
rejestrowana jest w postaci pierwszej pochodnej absorpcji, dl/¢hij. Taki system de-
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tekcji wykorzystywany jest na przykiad w spektrometrach produkowanych przez
firme Bruker, Inc.

W niskotemperaturowych (T <4,2 K) badaniach metalobiatek bardzo czesto wy-
godniej jest zastosowac inny tryb detekcji, ktéry wykorzystuje stosowang w spektro-
metrach EPR standardowg modulacje pola magnetycznego. Zwigzane tojest z faktem,
ze w temperaturach helowych znacznie wydtuza sie czas relaksacji elektronu.
W przypadku nasyconego sygnatu EPR obecnos$¢ pola modulujgcego powoduje wy-
stepowanie zjawiska szybkiego przejscia adiabatycznego. W takim przypadku zanika
sygnat absorpcji i mozna zarejestrowac tylko sygnat dyspersji. Sygnat ten, zarejestro-
wany przy modulacji 100 kHz, ma ksztatt identyczny z sygnatem absorpcji EPR jaki
otrzymuje sie przy detekcji bez modulacji pola. Wszystkie widma ENDOR prezento-
wane ponizej zostaly zarejestrowane w warunkach szybkiego przej$cia adiabatyczne-
go.

Opisane powyzej metody detekcji sygnatu EPR nie byty dotychczas porownywane
ilosciowo. Wydaje sie, ze metoda opierajaca sie na modulacji czestotliwos$ci jest
wygodniejsza w przypadku pomiaréw w temperaturach wyzszych niz 4K (kiedy
zazwyczaj nie obserwujemy zjawiska przejécia adiabatycznego) i do badania wolnych
rodnikéw, podczas gdy metoda modulacji pola magnetycznego jest zdecydowanie
korzystniejsza w badaniach prowadzonych w temperaturach helowych. Wynika to
z faktu, ze rejestrowany w dyspersji sygnat szybkiego przejscia jest silniejszy i cha-
rakteryzuje sie znacznie korzystniejszym stosunkiem sygnatu do szumu.

Wigkszos¢ rejestrowanych widm ENDOR wykazuje mniejsze lub wieksze rdznice
w intensywnos$ci poszczeg6lnych linii tworzgcych pasmo ENDOR. W wiekszoSci
przypadkéw skitadowe v+ iv_ widma ENDOR rejestrowane sg jako zmniejszenie
natezenia linii EPR, z tym ze obserwowany efektjest bardziej wyrazny w przypadku
linii v+, tzn. linie v_ majg wieksza amplitude. Efekt réznic w intensywnosci sygnatow
v+ ivV. jest szczeg6lnie widoczny w przypadku pomiaréw prowadzonych w pasmie
Q. Istniejg rowniez prace, w ktorych obserwowany efekt ENDOR polegat na wzroscie
intensywnos$ci sygnatu EPR [5, 8]. W pewnych ukiltadach mozliwa jest sytuacja,
w ktdrej dla okreSlonych parametrow pomiaru linia v+ rejestrowana jest jako zmniej-
szenie intensywnos$ci sygnatu EPR, podczas gdy dla linii v_ intensywno$¢ sygnatu

EPR wrasta.

Fakt, ze metoda ENDOR jest niespecyficzna iumozliwia w trakcie jednego pomia-
ru rejestracje widm wszystkich atoméw oddziatywajacych z centrum paramagnetycz-
nym moze powodowaé duze trudnosci w ich interpretacji. Zdecydowana wiekszo$¢
spektrometréow pracuje w pasmie X (9,5 GHz). Czestotliwo$¢ Larmora protonéw,
przy g ~ 2 wynosi ok. 14 MHz i widmo ENDOR protondw bardzo czesto pokrywa sie
z liniami pochodzacymi od innych jader (14N, 170, s7Fe). Przypadek taki przedsta-
wiony jest na rys. 1A, ktory przedstawia teoretyczne (symulowane) widmo ENDOR

uktadu zawierajgcego jadro 14N o statej sprzezenia AN=2S MHz i trzy protony
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Czestotliwos$¢ [MHz]

Czestotliwos¢ [MHz] Czestotliwo$é [MHz]

Czestotliwo$¢ [MHz] Czestotliwos$¢ [MHz]

Rys. 1 Teoretyczne (symulowane) widmo ENDOR azotu o statej sprzezenia AN = 28 MHz i trzech
protonéw o statych sprzezenia AH6 MHz. (A) pasmo X (9,5 GHz); (B) pasmo X, ale czestotliwo$¢ 8,7
GHz; (C) pasmo Q (35 GHz); (D) pasmo X, symulowane widma 2H zamiast *H; (E) pasmo X,
symulowane widma 15N zamiast 14N.
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o statych sprzezenia AH<se MHz. Widmo to zostato wyliczone dla czestotliwosci

9,5 GHz. Jest to przypadek drastyczny, w ktéorym AN ~ 2vH i Srodki symetrii dubletow
pochodzacych od wodoru i azotu nakrywajg sie. Nawet w sytuacji, kiedy natezenia
poszczegdlnych linii sg takie same, interpretacja widma jest praktycznie niemozliwa.
Istniejg dwa sposoby pokonania tego problemu. Jeden z nich wykorzystuje fakt, ze
tylko czestotliwo$¢ larmorowska danego jadra zmienia sie wraz z natezeniem pola
magnetycznego. Zarejestrowanie widma przy dwéch réznych czestotliwosciach mi-
krofal, tzn. przy dwoch natezeniach pola magnetycznego, moze w pewnych przypad-
kach doprowadzi¢ do rozdzielenia widm wodoru iazotu (por. [12]). Przyktad takiego
czesSciowego rozdzielenia linii przedstawiony jest na rys. 1 B, na ktérym przedstawio-
no widmo tego samego uktadu, ale obliczone dla czestotliwos$ci 8,7 GHz. Najczesciej
jednak zakres czestotliwos$ci pracy klistronu jest zbyt maty, aby nastapito catkowite
rozdzielenie widm. Jedynym rozwigzaniem bytoby wtedy przeprowadzenie pomia-
réw w spektrometrze pracujagcym w innym pasmie mikrofal. Dla pasma Q i g ~2
czestotliwo$é larmorowska protonéw wynosi ponad 50 MHz i widmo ENDOR pro-
tondw jest catkowicie oddzielone od widm pozostatych atoméw. Przyktad catkowi-
tego rozdzielenia widm wodoru i azotu przedstawiony zostato na rys. 1C, gdzie
wysymulowano widmo tego samego uktadu dla czestotliwo$ci mikrofal 35 GHz.
Drugi sposo6b rozdzielenia widm zwigzanych z r6znymi pierwiastkami polega na
znakowaniu izotopowym prébki. Zamiana danego izotopu pierwiastka na inny (na
przyktad —>2H, lub 14N — I5N powoduje zmiany zar6wno czestotliwosci
larmorowskiej, jak i statej oddziatywania nadsubtelnego zgodnie ze wzorami:

Ak) :ix Efl
VE( H)  A( H)
3)

A =A = _1j40
vl (14N)  A(iaN)

W przypadku atoméw wodoru zastgpienie wszystkich atoméw izotopem 2H po-
woduje rozseparowanie widma protonéw od widma azotu (rys. 1 D), natomiast zasta-
pienie wszystkich atoméw azotu izotopem ,5N utatwia interpretacje widma, ale
niekoniecznie powoduje rozdzielenie tych sygnatéw (rys. 1E). Znakowanie badanych
metaloenzyméw izotopem 15N przynosi jeszcze dodatkowa korzy$¢ w postaci wye-
liminowania efektow oddziatywania kwadrupolowego, ktére mogg wystepowac
w przypadkujader 14N (/ = 1). Wszystkie widma przedstawione na rys. 1generowane
byly dla g =gmax, wiec przedstawialy praktycznie widmo pojedynczego Krysztatu.
W wiekszosci przypadkéw widma ENDOR sg jeszcze bardziej skomplikowane
z uwagi na koniecznos$¢ badania probek polikrystalicznych.
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SYMULACJA WIDM ENDOR PROBEK
POLIKRYSTALICZNYCH

Przez wiele lat problemem nie do pokonania przy analizie widm ENDOR metalo-
enzymoOw byt fakt, ze rejestrowany sygnat pochodzi od prébki polikrystalicznej i w
zwigzku z tym zawiera sktadowe pochodzace od czgstek o dowolnym orientacji
wzgledem zewnetrznego pola magnetycznego. Analiza takiego widma umozliwia
podanie przyblizonej wartosci statej oddziatywania nadsubtelnego, ale nie méwi nic
0 wzajemnym potozeniu tensoréw g i A. Pierwsze proby uzyskania z takiego widma
doktadnych informacji o tensorze A przeprowadzili Rist i Hyde [21]. Zauwazyli oni,
ze widmo ENDOR zarejestrowane dla ekstremalnych wartosci wspdtczynnika g
pochodzi od czasteczek o $cisle okreslonej orientacji wzgledem zewnetrznego pola
magnetycznego, tzn. takiej orientacji dla ktdrej kierunek pola pokrywa sie z kierun-
kiem sktadowych gj lub #3. W kazdym z tych przypadkéw mozna zatozy¢, ze otrzy-

mane widmo jest takie samo jak widmo pojedynczego krysztatu. Otrzymujemy wiec
dwie doktadne wartosci wspdtczynnika A dla dwdch $cisle okreSlonych orientacji.
W roku 1984 Hoffman i wsp. zaproponowali model [16], ktéry umozliwit po raz
pierwszy symulacje widm ENDOR metaloenzymo&w. Idea, ktéra nosi w literaturze
wyboru orientacji (ang. orientation selection) przedstawiona zostata schematycznie
narys. 2. Zamiast tradycyjnego uktadu odniesienia zwigzanego z kierunkiem zewne-
trznego pola magnetycznego i okreslaniem potozenia czgsteczki wzgledem tego pola
przechodzimy do ukitadu odniesienia zwigzanego z badang czgsteczkg i zdefiniowa-
nego przez tensor g. Zbiér wszystkich mozliwych kierunkdw zewnetrznego pola
magnetycznego wzgledem czasteczki tworzy kule narysowang po prawej stronie.
Pozycja A w widmie EPR odpowiada kierunkowi pola magnetycznego réwnolegtego
dogi, apozycja D — kierunkowi pola réwnolegtemu do £3. W obu tych przypadkach
wzajemne potozenie czgsteczki i zewnetrznego pola magnetycznego jest zdefiniowa-
ne w sposéb jednoznaczny i zarejestrowane w tych punktach widmo ENDOR moze-
my traktowac¢ jak widmo pojedynczego krysztatu. Dla wszystkich innych wartosci
Zvbs zarejestrowane widmo ENDOR nie jest zwigzane tylko z jedng orientacja pola

magnetycznego, ale ze wszystkimi orientacjami dla ktérych spetniony jest warunek
g(0,cp) = gobs. Oznacza to, ze kazde zarejestrowane widmo ENDOR zwigzane jest ze

sciSle okreslonym zbiorem kierunkéw pola magnetycznego. Zbior tych punktéw
tworzy na powierzchni kuli krzywe zamkniete. Jezeli warto$¢ gobsjest bliska wartosci

gj lub g3, to mozliwych jest tylko kilka orientacji pola magnetycznego i odpowiada-

jaca im krzywa obejmuje niewielkg powierzchnie (krzywa B). Im bardziej zadana
warto$¢ gobs r6zni sie od wartosci ekstremalnych, tym wieksza liczba kierunkéw

(czasteczek) daje przyczynek do widma ENDOR. W sytuacji przedstawionej na
rysunku, dla gobs = g2 mozliwe sg wszystkie kierunki wyznaczone przez dwie prze-
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Rys. 2 : (A) Widmo EPR hydratazy nitrylowej jako przyktad uktadu opisanego przez rombowy tensor
g. Na rysunku zaznaczono wartosci pola magnetycznego zwigzanego z warto$ciami gtéwnymi tensora.
(B) Zaznaczone na powierzchni kuli krzywe o statej wartosci wspotczynnika g. W przypadku punktow
A (gi) i D (gy) krzywe zredukowane s do jednego punktu. Warunek g - gi spetniony jest zaréwno
w punkcie C, jak i na obydwu krzywych przecinajacych sie w tym punkcie.

Rys. 3: (A) Przyktadowy zestaw widm ENDOR. Widma zostaty symulowane przy zatozeniu rombowego
tensora g i rombowego tensora A obréconego wzgledem g o 30°. Na rysunku przedstawiono tylko czes¢
widm oznaczanych zwyczajowo v+. (B) Wykres v+ =fig), przygotowany dla widm przedstawionych na
rysunku 3A.
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cinajace sie w punkcie g2(C) krzywe. Symulacja polega na wyliczeniu wszystkich
mozliwych orientacji lezagcych na krzywej sg, wygenerowaniu widma dla kazdej

z tych orientacji i zsumowaniu otrzymanych widm [16]. Oryginalny program obliczat
tylko potozenie poszczeg6lnych linii w widmie. Jego kolejne modyfikacje [10, 14,
17] uwzgledniaty coraz wiecej elementow wplywajacych na ksztalt widma, lub
dotyczyty pewnych szczeg6lnych przypadkoéw, nie zmieniajac og6lnej zasady symu-
lacji.

ANALIZA WIDM ENDOR

W procesie analizy widm zaktadamy, ze znana jest w przyblizeniu struktura kom-
pleksu, tzn. wiadomo jakie pojedyncze jadro oddziatuje z centrum paramagnetycz-
nym a naszym zadaniem jest wyznaczenie wartosci gtbwnych tensora A ijego orien-
tacji wzgledem tensora g. Proces rozpoczyna si¢ od rejestracji widm ENDOR dla
szeregu wartosci pola magnetycznego B ze szczegdlnym uwzglednieniem widm
rejestrowanych dla pél odpowiadajgcych ekstremalnym warto$ciom wspétczynnika g
Zarejestrowane widma przedstawia sie najczesciej w postaci wykresu przedstawiaja-
cym czestotliwo$¢ linii rezonansowych w funkcji wspétczynnika g: v =f(g), lub (w
przypadku widm 1H) ViA+ =f(g).

Przyktadowy zestaw widm ENDOR oraz wykres v+ =f(g) przedstawiony zostat na

rys. 3. Sg to widma ukfadu o spinie | ="/2, opisanego przez rombowy tensor
£l 2,3 = (2,01, 1,94, 1,76) i rombowy tensor Aj 23 = (18, 14, 24 MHZz). Tensor A jest
obrécony o kat 30 wzgledem tensora g. Po lewej stronie zestawione zostalty widma,
jakie mogtyby by¢ otrzymane w wyimaginowanym doswiadczeniu, a po prawej stro-
nie wykres v+=/(g) . W przypadku, gdy zgromadzono dostateczng liczbe widm
ENDOR, analiza wykresu umozliwia wyznaczenie wszystkich trzech wartosci gtow-
nych tensora A, oraz oszacowanie orientacji tego tensora wzgledem tensora g.
Wartosci te mogag by¢ nastepnie wykorzystane jako dane wejSciowe w procesie
symulacji, w ktérym parametry widm ENDOR dopasowywane sg tak, aby wszystkie
linie w widmach teoretycznych (symulowanych) odpowiadaty poszczegdélnym skia-
dowym widm doswiadczalnych. Proces symulacji widm ENDOR umozliwia réwniez
wyznaczenie parametréw tensora oddziatywania kwadrupolowego. Mozliwe to jest
tylko w przypadku bardzo waskich linii sktadowych. Proces analizy jest przy tym
znacznie mniej skomplikowany, jezeli mozliwe jest wykonanie pomiaréw dla dwoch
izotopéw atomu, z ktérych jeden posiada spin 1= \2.

Zastosowanie opisanej powyzej metody symulacji widm ENDOR, wykorzystanie
specyficznie znakowanych metaloenzymdéw oraz zastosowanie w pomiarach réznych
czestotliwosci mikrofal przedstawione zostanie na przyktadzie analizy struktury
komplekséw zelazowo-siarkowych wystepujacych w tzw. biatkach Rieske.
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KOMPLEKSY ZELAZOWO-SIARKOWE [2FE-2S]
TYPU RIESKE

Zelazowo-siarkowe kompleksy Rieskego wystepuja w biatkach zwigzanych
z transdukcja energii oraz w grupie enzymow bakteryjnych katalizujacych oksyda-
tywng degradacje aromatycznych zwigzkéw wegla. Miedzy innymi umiejscowione
jest w btonie mitochondrialnej (cytochrom bq) lub w btonie tylakoidéw w chloropla-
stach (cytochrom b(J). Biatko zostato po raz pierwszy zidentyfikowane przez Rieske-
go [20], ktory stwierdzit, ze tak widma optyczne jak i widmo EPR tego kompleksu
rézni sie w istotny sposob od widm ferrodoksyn, ktére tez zawierajg kompleksy
[2Fe-2S]. W 1984 grupie Fee udato sie wyizolowaé z Thermus thermophilus stabilne
biatko Rieske [7], Jednoczesnie w Kilku osrodkach wykazano, ze bakteryjne dioksy-
genazy zawierajg kompleksy zelazowo-siarkowe, ktédrych wiasnosci spektroskopowe
sg identyczne z wasno$ciami biatek Rieske. W tej grupie metaloenzymoéw kompleks
[2Fe-2S] posredniczy w procesie transportu elektronu pomiedzy innym kompleksem
zelazowo-siarkowym, a mononukleamym jonem Fe2+ znajdujagcym sie w centrum
aktywnym enzymu.

Pierwszy model struktury kompleksu zelazowo-siarkowego [7] sugerowat, ze dwa
jony zelaza kompleksu posiadajgjako ligandy cztery atomy siarki (2 mostki siarkowe
i 2 siarki cystein) oraz dwa atomy inne niz siarka . W postaci zredukowanej te dwa
ostatnie ligandy sg koordynowane przez atom zelazawy. Analiza warto$ci wspotczyn-
nikow g w biatkach Rieske rowniez wskazywata na obecno$¢ ligandow bardziej
elektroujemnych niz siarka. Widma ENDOR i ESE biatek Rieske izolowanych
z Thermus thermophilus oraz kompleksow [2Fe-2S] oksydazy ftalanowej izolowa-
nych z Pseudomonas cepacia [4, 24], wykazaly, ze przynajmniej jednym z tych
liganddw jest atom azotu.

W celu doktadnego wyznaczenia struktury przeprowadzono serie badarn na specy-
ficznie wyznakowanych dioksygenazach wyizolowanych z P. cepacia (PDO) [9],
a nastepnie powtérzono cze$¢ z tych badan na mitochondrialnym biatku Rieske
wyizolowanym z Rhodobactor capsulatus (BC1) [11]. W pierwszym rzedzie analizo-
wano widma ENDOR enzymu wyznakowanego globalnie izotopem 15N o spinie
I = Vi, ktory teoretycznie daje mniej skomplikowane widmo. Zarejestrowane przy
gobs=82 widmo ENDOR sktada sie z dwoéch par linii oddalonych od siebie

0 Av =2vL(]5N) (rys. 4), co Swiadczy o tym, ze zarejestrowane linie zwigzane sa

zatomem (lub atomami) azotu. Intensywnos$¢ sygnatu ENDOR jest wprawdzie w tych
warunkach najwieksza, ale widmo azotu moze ulec dodatkowemu rozszczepieniu
wywotanemu anizotropig wspotczynnika A. W celu rozstrzygniecia czy sygnat po-
chodzi od jednego lub dwéch atomoéw azotu wykonano pomiary przy ekstremalnych
wartosciach gobs, dla ktérych widmo ENDOR prébek proszkowych jest poréwnywal-

ne z widmem pojedynczego krysztatu. W widmie zarejestrowanym przy gobs~£I
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rowniez obserwujemy dwie linie, co
dowodzi ze zarejestrowane widmo po-
chodzi od dwo6ch magnetycznie réz-
nych atomow azotu. Najbardziej lo-
gicznym wydawato sie stwierdzenie, ze
atomy azotu pochodzg z pierscieni imi-
dazolowych histydyny. W tym celu
przeprowadzono serie doswiadczef na
specyficznie wyznakowanych biatkach
w ktorych:

Rys. 4: (A) Widmo 15N azotu kompleksu [2Fe-2S] 8) wszystkie atomy azotu zastapiono

PDO zarejestrowane w pasmie X przy gObs = g2\ (B)- izotopem 15N, oL
(D) widma znakowanych komplekséw PDO zareje- b) tylko atomy azotu w pierscieniu

strowanych w pasmie Q przy gObs = gmax: (B) prébka imidazolowym zastgpiono izotopem
kontrolna, zawierajaca tylko 14N; (C) prébka zawiera- 15N
jacatylko 15N, (D) prébka zawierajgca 15N tylko w po- |

zycji d pierscienia imidazolowego histydyny. LT
wbudowane w pierscien imidazolowy.

Poréwnanie tych widm wykazato, ze widma probek (a) i (b) sg identyczne, co
dowodzi ze zarejestrowane sygnaty ENDOR pochodzg od dwdch magnetycznie
réznych atoméw azotu histydyny [9]. Analiza wartosci statej sprzezenia nadsubtelne-
go wskazuje wyraznie, ze nie moga to by¢ dwa atomy azotu znajdujace sie w jednym
pierscieniu imidazolowym, a zatem analizowany kompleks zelazowo-siarkowy po-
siada dwie histydyny jako swoje ligandy. Teza ta znalazta swoje potwierdzenie
doswiadczalne, gdy zarejestrowano widma ENDOR kompleksu, w ktérym tylko
atomy azotu w pozycji s pierScienia imidazolowego zastgpiono izotopem 1sN. Widmo
to jest jakoSciowo identyczne z widmem kompleksu wyznakowanego catkowicie
izotopem 15N (rys. 4).

Wykorzystanie do badan spektrometru pracujagcego w pasmie 35 GHz pozwolito
na catkowite rozdzielenie widm azotu iwodom i wyznaczenie kompletnych tensoréw
oddziatywania nadsubtelnego azotu, a na tej podstawie na zaproponowanie bardziej
szczegbOtowej struktury kompleksu. W tym celu nalezato zarejestrowa¢ widma EN-
DOR kompleksu dla szeregu wartosci gobs a nastepnie zastosowaé opisang powyzej

procedure analizy widm ENDOR. Procedura byta trzystopniowa. W pierwszej kolej-
nosci analizowano widma 15N PDO i wyznaczono tensory oddziatywania nadsubtel-
nego. W drugim etapie prac wyliczono na podstawie roéwnania (3) jakie powinny by¢
wartosci tensora A dla izotopu 14N przy zatozeniu, ze nie obserwujemy oddziatywa-
nia kwadrupolowego, i poréwnanie wysymulowanych widm z widmami do$wiad-
czalnymi. Analiza réznic pozwolita na pozwolita na wyznaczenie wartosci gtéwnych
tensora oddziatywania kwadrupolowego, jak réwniez bardziej precyzyjne wyznacze-
nie katow Eulera definiujgcych potozenie tensora A wzgledem tensorag. W kolejnym
etapie prac przeprowadzono identyczne pomiary z wyznakowanym izotopem 15N

C) izotopem 15N zastgpiono atomy nie
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kompleksu BC1 i wyznaczono wartosci tensora A dla tego enzymu.- Poréwnanie
tensoréw wyznaczonych dla PDO i BC1 miato na celu stwierdzenie, czy istniejg
istotne réznice w strukturze kompleksu zelazowo-siarkowego w obu tych klasach
metaloenzymoéw. Wyniki tych prac zostaty podsumowane w Tabeli 1

Tabela 1. Tensory oddziatywania nadsubtelnego atoméw 15N histydyny w kompleksach [2Fe2S]

biatek Rieske

PDOa
N1
W artos$ci 4,6
gtéwne 5,4
8,1
Katy Eulera
a 0
35
ly 0

N2
6,4
7,0
9,8

50

PDOb
NI
54
55
8,4

BClc
N2 NI N2
6,3 52 6,0
6,7 58 6,5
10,2 8,5 9,6
45 35 45
d d d

Wartosci gtéwne tensoréw P, wyliczone dla izotopu 14N w PDO wynoszg:

[0,85,0,45,-1,3] MHzi [0,80, 0,35,-1,15] MHz

aGurbiel i wsp. 1989

b warto$ci uzyskane przy zastosowaniu poprawionej procedury symulacji (dane nieopubl.)

¢ Gurbiel i wsp. 1991

d Ustalenie wartosci g nie jest mozliwe na podstawie analizy tylko widm ISN-ENDOR

Okazato sie, ze zardwno warto$ci gtéwne tensoréw oddziatywania nadsubtelnego,
jak i katy Eulera sg w przypadku obu ligandéw azotowych bardzo podobne. Na tej
podstawie zaproponowano model centrum aktywnego odnoszacy sie zaréwno do
biatek Rieske jak ido tzw. biatek podobnych (ang. Rieske-like proteins). Hipotetyczna

Rys. 5: Proponowany model geometryczny komple
ksu zelazowo-siarkowego w biatkach Rieske.

struktura kompleksu przedstawiona
zostata na rys. 5. Cztery ligandy biat-
kowe (dwie histydyny i dwie cysteiny)
oraz obydwa jony zelaza lezg w pla-
szczyzniegj-g3,przy czym jeden z kie-
runkéw gtéwnych tensora, gj lub g3,
pokrywa sie z wektorem Fe-Fe. Anali-
za widm 57Fe (dane nieopublikowane)
wskazuje, ze 0$ wigzania Fe-Fe pokry-
wa sie z kierunkiem sktadowej gj.
Obydwa atomy azotu sg koordynowa-
ne przez jon zelazawy, a kat pomiedzy
wigzaniami N-Fe-N wynosi ok. 90°.
Obydwa pierscienie imidazolowe lezg
w zasadzie w ptaszczyznie NFeN (kat
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skreceniay~ 0). Porébwnanie warto$ci szerokosci linii widmowych uzytych w proce-
sie symulacji sugerowato, ze jeden z pierscieni imidazolowych (oznaczony w symu-
lacjach jako nr 2) charakteryzuje sie zdecydowanie wiekszg ruchliwoscia.

UWAGI KONCOWE

Metoda ENDOR nalezy do jednych z bardziej wyrafinowanych metod badania
struktury metalobiatek. Dotyczy to zaréwno precyzji otrzymywanych wynikéw, jak
i wymagan dotyczacych aparatury. Zdecydowana wiekszo$¢ badanych kompleksow
charakteryzuje sie tak krotkimi czasami relaksacji, ze niezbedne jest przeprowadzanie
pomiaréw w temperaturach helowych. W celu rozseparowania sygnatéw wodoréw
od sygnatow pochodzacych od innych atoméw konieczne jest zastosowanie albo
innego pasma mikrofal (tzn. drugiego spektrometru), lub stosowanie metod impulso-
wych [6]. Analiza oddziatywan innych atoméw z centrum paramagnetycznym bada-
nego kompleksu moze wymagaé znakowania izotopowego. Dotyczy to z oczywistych
przyczyn atomow tlenu, siarki, czy zelaza, ale w pewnych przypadkach réwniez
wodoru iazotu. W wielu przypadkach wymagane jest na przyktad znakowanie tylko
wybranych atomoéw (grup) w czasteczce, co moze by¢ bardzo kosztowne. Jezeli
jednak uda nam sie pokonac te trudnosci, to metoda ENDOR okazuje sie nieoceniong
w badaniach struktury, a w wybranych przypadkach réwniez funkcji metaloenzy-
mow. Umozliwia ona otrzymanie sygnatu nawet niewielkiej ilosci materiatu. Jednym
z godnych uwagi wynikéw jest rejestracja sygnatu probki o objetosci ok. 20 pi,
zawierajgcej jony miedzi o stezeniu ok. 20 pM [12]. Drugim bardzo waznym czynni-
kiem umozliwiajagcym precyzyjng analize statych oddzialywania nadsubtelnego
i kwadrupolowego jest wysoka zdolno$¢ rozdzielcza metody, ktéra w tradycyjnym
doswiadczeniu ENDOR (fali ciggtej) jest z reguty rzedu kilkuset kHz, a w przypadku
doswiadczeniach impulsowych moze dochodzi¢ nawet do kilkudziesieciu kHz[18].
Bardzo waznym jest réwniez fakt, ze metoda moze by¢ z powodzeniem stosowana do
badania struktury metaloenzymoéw, ktérych nie udato sie jeszcze otrzymac¢ w postaci
pojedynczych krysztatow.
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FUNKCJA | MECHANIZM DZIAELANIA
PLASTOCHINONU
W BLONACH FOTOSYNTETYCZNYCH1

FUNCTION AND MECHANISM OF ACTION OF
PLASTOQUINONE IN PHOTOSYNTHETIC MEMBRANES

Jerzy KRUK, Kazimierz STRZALKA

Zaktad Fizjologii i Biochemii Roslin, Instytut Biologii Molekularnej UJ, Krakow

Streszczenie: W pracy przedstawiono udziat plastochinonu-9 ijego formy zredukowanej w fotosynte-
tycznym transporcie elektronéw, lokalizacje obu jego form w btonach, mozliwo$¢ tworzenia komple-
kséw charge-transfer przez te zwiazki, ich wptyw na strukture molekularng bton i ich wikasnosci
antyutleniajgce w uktadach modelowych.

Stowa kluczowe: plastochinon, plastochinol, fotosynteza, antyutleniacze, btony

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 sg zwigzkami lipidowymi wystepujacymi u wszystkich zy-
wych organizmoéw. Ich znaczenie zwigzane jest z udziatem w uktadach transportuja-
cych elektrony u bakterii, w mitochondriach i chloroplastach. Ws$réd roslinnych chi-
nondw prenylowych najbardziej znany i wystepujacy w najwiekszych ilosciach jest
plastochinon-9 (PQ-9, PQ-A, PQ). Jego wystepowanie u roslin ogranicza sie do
chloroplastéw, gdzie zlokalizowany jest gtéwnie w btonach tylakoid6éw, uczestniczac
w fotosyntetycznym transporcie elektronéw [25]. Oprécz tylakoidéw, PQ-9 zidenty-

1 Praca finansowana w ramach grantu KBN 6 P04A 049 08.
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plastochinon-9

fikowany zostat rowniez w otoczce chloroplastu, gdzie zachodzi jego biosynteza [19]
oraz w plastoglobulach [18], ktdre sg miejscem zapasowym dla lipidow prenylowych.
Czasteczki PQ-9 wykazujg heterogennos$¢ rozmieszczenia i funkcji w btonach tyla-
koidéw. Cze$¢ z nich wystepuje w formie zwigzanej z biatkami jako pierwotny (QA)
[26] i wtorny (QB) [17] akceptor elektronéw fotouktadu Il (PSU), oraz w formie
wolnej (pula PQ) [31], w warstwie lipidowej btony. PQ-9 wyizolowano rowniez jako
sktadnik cytochromu b6-f [9], gdzie nastepuje utlenianie zredukowanego PQ-9
w miejscu zwanym Qz. Czasteczki puli PQ wystepuja w stanie rownowagi formy
utlenionej i zredukowanej, plastochinolu (PQH2-9). QA jest czasteczkg PQ-9 nie
ulegajaca ekstrakcji heksanem, silnie zwiazang z biatkiem D-2 (34 kDa) [s], ktéra
funkcjonuje jako jednoelektronowy akceptor. Po przejeciu elektronu z feofityny prze-

chodzi on w stabilny anionowy semichinon, ktéry nie ulega redukcji poza stan QA :
hv
Pheo QA —> Pheo QA

Qb, wtérny akceptor PSU jest stabo zwigzany (wrazliwy na ekstrakcje heksanem)
z polipeptydem 32 kDa (biatko wigzace QB, biatko D-1). Posredniczy on w transpor-
cie elektrondw miedzy QA i czasteczkami puli PQ:

QaQb * QaQb <»QaQb » QaQ5  QaQb~ QaQbh 2

Po dwuelektronowej redukcji i pobraniu dwdch protondw przechodzi w catkowi-
cie zredukowang czasteczke PQ (QBH2) i nastepnie jest uwalniany z miejsca QB w
biatku do matriks lipidowego i zastgpiony nastepng czasteczka z puli PQ. Chociaz QB
jest redukowany przez jednoelektronowe, semichinonowe stadia posrednie, jest on
zwany dwuelektronowa bramka poniewaz wymiana plastochinonu z pulg PQ zacho-
dzi tylko w stanie petnego utlenienia badz zredukowania. Miejsce QBjest miejscem
dziatania wielu herbicydéw (DCMU, atrazyna) [5] i HCO3"' (efekt dwuweglanowy)
[6]. Czasteczki QA i QB sg potagczone wzajemnie oddziatywaniem z zelazem niehe-
mowym (Fe2+) w formie kompleksu QA-Fe-QB[27, 32]. Miejsce QB jest prawdopo-
dobnie zlokalizowane blisko zewnetrznej strony (stromy) btony tylakoidu.

Qz jest czasteczkg PQ-9 luzno zwigzang z kompleksem cytochromowym b6-f
i pozostaje w rownowadze z czasteczkami plastochinonu puli, podobnie jak QB [33].
Czasteczka plastochinolu puli ulega utlenieniu w miejscu Qz, blisko wewnetrznej
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strony btony tylakoidu, w wyniku czego protony z PQH2-9 sg uwalniane do wnetrza
tylakoidu a elektrony sg przenoszone na centrum Rieskego (kompleks Fe-S) w kom-
pleksie cytochrom b6-f [1]. Miejsce Qzjest miejscem dziatanianiektérych inhibitoréw
transportu elektrondw, m. in. DBMIB i DNP-BNT [24].

Plastochinon zwigzany z biatkiem w tylakoidach wystepuje w iloSci podobnej do
innych biatkowych przenosnikéw elektrondw [9, 30], natomiast PQ puli w ilosci 7-8
razy wiekszej niz inne sktadniki transportu elektronéw [24]. Zatem czgsteczki puli PQ
moga taczy¢ ze sobg kilka fotouktadéw Il z kilkoma fotouktadami I, stanowiac ,,bufor
elektronowy” i punkt tgcznikowy fotouktadéw. PQ puli wystepujagc w wewnetrznej,
ptynnej, weglowodorowej warstwie btony wykazuje wysokga ruchliwo$¢ lateralngoraz
poprzeczng [7, 20]. Czasteczki puli PQ ulegajg redukcji przez PSU po zewnetrznej
strony btony gdzie pobierajg protony i przenoszg je na strone wewnetrzng gdzie sg
utleniane przez cytochrom b6-fiuwalniajg protony do wnetrza tylakoidu. Funkcjonuja
one zatem jako pompa protonowa w poprzek btony i przenosnik elektronow miedzy
przestrzennie oddzielonymi kompleksami PSU i cytochrom b6-f [20, 31]. Czasteczki
PQ-9, razem z cytochromem b6-f sg rdwniez sktadnikami cyklu Q [4],

Mechanizm dziatania cyklu Q nie zostat do tej pory zadowalajgco wyjasniony.
Jak sie przyjmuje, efektem jego dziataniajest zwiekszenie liczby protonéw przetrans-
portowanych w poprzek btony w stosunku do liczby elektronéw przeptywajacych
pomiedzy PS Il i PS I. Schemat dziatania cyklu Q mozna przedstawi¢ w sposéb
nastepujgcy. Kompleks cytochromowy b6-f posiada dwa miejsca wigzace chinony,
okreslane jako Qu (miejsce utleniania plastichinolu) i Qr (miejsce redukcji plastochi-
nolu), ktére potozone sa odpowiednio przy wewnetrznej i zewnetrznej powierzchni
btony tylakoidu (rys. 1). Jeden z elektronéw pochodzacy z utlenienia czasteczki

Rys. 1 Schemat dziatania cyklu Q. Qu — miejsce utleniania plastochinolu; Qr — miejsce redukcji
plastochinolu; FeS — centrum zelazowo-siarkowe Rieskiego; f— cytochrom f; bon - niskopotencjatowy
hem cytochromu bd; béw — wysokopotencjatowy hem cytochromu t6; PC — plastocyjanina.

plastochinolu w miejscu Quzostaje przekazany do centrum FeS Rieskiego, a nastep-
nie na cytochrom f i plastocyjanine i dalej do centrum reakcji PS I. Jednoczes$nie
z przekazaniem elektronu uwalniane sg do wnetrza tylakoidu dwa protony. Natomiast
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pozostata w miejscu Qu forma semichinonowa PQ redukuje niskopotencjatowy hem
cytochromu b6, (b6n), skad elektron przekazy wany jest nawysokopotencjatowg forme
hemu (b6w) i z kolei redukuje plastochinon w miejscu Qr. Po redukcji dwoma elek-
tronami, czyli po dwéch obrotach cyklu Q plastochinon w miejscu Qrprzytacza dwa
protony pochodzace ze srodowiska stromy, ijest uwalniany do puli PQ jako PQH2.
Réwniez po utlenieniu plastochinolu w miejscu Qu czasteczka PQ uwalniana jest do
matriks lipidowego btony. Jak sie przyjmuje, cykl Q odgrywa istotng role w cyklicz-
nym transporcie elektronéw [3].

Pomimo licznych badan, mechanizm dziatania PQ-9 na poziomie molekularnym
nie zostal zadowalajgco wyjasniony. Nieliczne badania, przeprowadzone gtéwnie na
uktadach modelowych idotyczace w wiekszosci ubichinonu-10 [7,20], spetniajacego
analogiczng funkcje do PQ-9 w mitochondriach, sugerujg, ze czgsteczki PQ-9 sg
gtéwnie zlokalizowane wzglednie gteboko w hydrofobowej czesci btony lipidowej,
blisko jej srodkowej warstwy jednak z mozliwoS$cig penetracji warstw blizszych
powierzchni btony gdzie zachodzg procesy oksydacyjno-redukcyjne czgsteczek PQ-9.
Ze wzgledu na dtugosc czasteczek PQ-9, odpowiadajacg grubosci btony, najbardziej
prawdopodobne wydaje sie by¢ ich utozenie réwnolegte do powierzchni btony. Takie
utozenie i lokalizacja czasteczek PQ-9 zapewniataby im swobodng dyfuzje lateralng
w btonach. Jednak faktycznym przenos$nikiem wodoru w tylakoidach jest zredukowa-
ny PQ-9, plastochinol-9, ktérego lokalizacja i ruchliwo$é w btonach, w poréwnaniu
z PQ-9 nie zostata do tej pory wystarczajgco zbadana.

Pewnych informacji co do wzglednej polamosci i ewentualnych réznic w lokali-
zacji w btonach PQ-9 i PQH2-9 dostarczajg pomiary rozpuszczalnosci tych dwdéch
zwigzkéw w heksanie, ktéry w przyblizeniu odpowiada polarnoscig warstwie hydro-
fobowej btony iw acetonie bedgcym odpowiednikiem warstwy przypowierzchniowej
bton (Tabela 1) [10],

Tabela 1. Rozpuszczalno$é PQ-9 i PQH2-9 w heksanie i acetonie w -30°C i 22°C (mg/ml); —
nieograniczona rozpuszczalno$é [10],

rozpuszczalnik pc)-9 PQH2-9
-30°C 22°C -30°C 22°C
heksan (h) 9,77 00 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 rozpuszczalno$¢ w obu rozpuszczalnikach jest podobne-
go rzedu, natomiast PQH2-9 posiada znacznie wyzsze powinowactwo do fazy polarnej
(aceton). Powyzsze réznice sugerujg, ze PQ-9 w btonach moze rGwnomiernie rozmie-
szczac sie w warstwie hydrofobowej i blizszej powierzchni btony, natomiast PQH2-9
lokalizowatbhy sie gtownie w warstwie przypowierzchniowej. W powyzszej pracy
stwierdzono réwniez, ze rozpuszczalnos¢ PQH2-9 w heksanie (22°C) wzrastata ze
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wzrostem stezenia (ok. 1,5 razy), szczeg6lnie w zakresie niskich, fizjologicznych
stezeA PQ-9. Czasteczki PQH2-9 posiadajgce tendencje do umiejscawiania sie w war-
stwach blizszych powierzchni btony, aby przedyfundowac na przeciwng strone btony,
gdzie ulegajg in vivo reoksydacji, musiatyby pokonaé bariere hydrofobowga wnetrza
btony co bytoby trudne ze wzgledéw termodynamicznych. Czynnikiem utatwiajagcym
pokonanie tej bariery mogtoby by¢ oddziatywanie zczasteczkami PQ-9, zwiekszajace
rozpuszczalnos¢ PQH2-9 w warstwie hydrofobowej i poprzez to jego dyfuzje. Podto-
zem powyzszych zmian rozpuszczalnosci PQH2-9 moze by¢ tworzenie komplekséw
»~Charge-transfer” (z przeniesieniem tadunku) pomiedzy tymi dwoma zwigzkami, co
wykazano w réznych rozpuszczalnikach organicznych [g], nienasyconych kwasach
ttuszczowych [14] i odwodnionej lecytynie dipalmitynowej [15], a wiec w uktadach,
ktére mogg w pewnym stopniu symulowa¢ uktady naturalne. Przyktadowe widma
absorpcyjne kompleksu charge-transfer PQH2-9 z PQ-9 w kwasie linolowym przed-
stawiono na rys. 2. Widoczne pasma absorpcyjne (tzw. pasma charge-transfer) wy-
stepujace tylko w widmie mieszaniny tych dwoch zwigzkéw sg cecha charaktery-
styczng tego typu komplekséw [5]. Obecnos$¢ dwdch pasm charge-transfer na rys. 2,
ktorych proporcje i maksima absorpcji ulegajg zmianom temperaturowym przypisuje
sie obecnosci dwoch konformacji komplekséw, w ktorych ptaszczyzny pierscieni obu
sktadnikéw kompleksu sg zorientowane rownolegle do siebie a ich podstawniki sg
utozone badz naprzeciwlegte (pasmo krétkofalowe), badz naprzemianlegle (pasmo
dtugofalowe) [s, 14].

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

Dodatkowych informacji dotyczacych rozmieszczenia chinonéw prenylowych
w ptaszczyznie poprzecznej bton, w zaleznosci od ich wzglednego stezenia w btonach
modelowych mozna uzyskaé stosujac technike monowarstw. W metodzie tej nano-
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si sie na okres$long powierzchnie wody odpowiednig ilo$¢ czgsteczek substancji
lipidowej, a nastepnie przy pomocy przesuwalnej bariery zmniejsza sie jednostajnie
pole tej powierzchni mierzac réwnocze$nie cisnienie powierzchniowe jakie wywiera
na $cianki naczynia monowarstwa badanego lipidu. Technikg tg mozna badac poje-
dyncze zwiazki jak rowniez mieszaniny. Analizy wynikdw pomiaréw uzyskanych tg
technika dla mieszanin PQ-9 — MGDG i PQH2-9 — MGDG dostarczyta informacji
0 procentowej zawartosci tych zwigzkéw w warstwie interfazowej (monowarstwa-
woda) w zaleznosci od cisnienia powierzchniowego i procentowej zawartosci
PQ(H2)-9 w monowarstwie [16] (rys. 3). Przy zwiekszaniu ci$nienia powierzchnio-
wego, od jego pewnej wartosci nastepuje spadek zawartosci PQ(H2)-9 w monowar-

Rys. 3. Procentowa zawarto$¢ PQ-9 (—), PQH2-9 (------) i PQ-9 plus PQH2-9 (------ ) w monowarstwie
MGDG w zaleznosci od ci$nienia powierzchniowego i zawarto$ci PQ(H2)-9. Liczby oznaczajg utamek
molowy PQ(H2)-9 w mieszaninie z MGDG. W mieszaninie trojsktadnikowej (Q) utamki molowe PQ-9,
PQH2-9 i MGDG wynoszg odpowiednio 0,055 , 0,055 i 0,89; g (...c.c.e.. ) 0znacza teoretyczny przebieg
krzywej Q [16].

stwie potgczony z wypychaniem tych zwigzkéw do rejonéw hydrofobowych mono-
warstwy, odpowiadajgcych wewnetrznej strefie btony modelowej. Zar6wno dla PQ-9
jak i PQH2-9 daje sie zauwazy¢ zalezno$¢, ze im mniejsza zawarto$¢ badanego
zwigzku w monowarstwie tym wyzsze ciSnienia powierzchniowe wymagane sg do
jego usuniecia z granicy interfazy monowarstwa-woda. Ponadto PQH2-9, jako bar-
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dziej polarny, wymaga znacznie wyzszych cisnien aby byt usuniety w tym samym
stopniu co PQ-9 (dla tego samego stezenia wyjsciowego). Powyzsze dane wskazuja,
ze dla naturalnych zawartosci PQH2-9 (ok. 1 mol%) [2] i ci$nieh powierzchniowych
(30-40 mN/m [28]) wiekszos¢ PQH2-9 lokalizowataby sie przy powierzchni btony
podczas gdy wiekszos$¢ czasteczek PQ-9 znajdowataby sie w warstwie wewnetrznej
dwuwarstwy lipidowej. Ponadto porownanie krzywej teoretycznej dla mieszaniny
tréjsktadnikowej PQ-9 — PQH2-9 — MGDG z krzywa doSwiadczalng wskazuje, ze
zawarto$¢ PQH2-9 w okolicach powierzchniowych monowarstwy maleje pod wpty-
wem obecnosci formy utlenionej, co $wiadczy o oddziatywaniu tych dwoch zwigzkéw
w monowarstwie i posrednio o mozliwos$ci udziatu w tym procesie komplekséw char-
ge-transfer miedzy PQ-9 i PQH2-9.

Tabela 2. Procentowa zawarto$¢ PQH2-9 w fazie polarnej bton liposoméw z lecytyny jaja (EYL)
i lecytyny dwupalmitynowej (DPL) przy r6znych stosunkach molowych fosfolipid/PQH2-9 (10,
50, 100) [13].

Medium Zawarto$¢ PQH2-9 (%)
DPL 10 7
DPL 50 30
DPL 100 39
EYL 10 4
EYL 50 33
EYL 100 44

Chinony prenylowe wykazuja fluorescencje wiasng w ultrafiolecie, przy czym
wydajnosc tego procesu zalezy od polamosci osrodka [13]. Wiasno$¢ ta pozwala na
ocenienie rozmieszczenia poprzecznego chinonéw prenylowych w btonach modelo-
wych. Zawartos¢ PQH2-9 w warstwie polarnej liposomow zbudowanych z lecytyny
zjaja i lecytyny dipalmitynowej zamieszczono w Tabeli 2. Jak wida¢ z tabeli wzgled-
nazawarto$¢ PQH2-9 w fazie polarnej rosnie ze zmniejszajaca sie zawartosciag chinolu
w liposomach. Wyniki te sg zgodne z danymi uzyskanymi z badan na monowarstwach
[16]. Mata zawartos¢ PQH2-9 w fazie polarnej zaobserwowana dla najwiekszego jego
stezenia (10 mol%) zwigzana jest prawdopodobnie z agregacjg tego zwigzku w bto-
nach.

Zredukowana oraz utleniona forma PQ-9 wptywajg w r6znym stopniu na uporzad-
kowanie tancuchéw lipidowych bton liposomdw mierzone przez anizotropie fluore-
scencji sond fluorescencyjnych, difenyl-heksatrienu (DPH) i trimetylamono-difenyl-
heksatrienu (TMA-DPH). Pierwsza z tych sond lokalizuje sie w warstwie hydrofobo-
wej btony a druga blizej powierzchni btony. Wzrost zawarto$ci PQ-9 w liposomach,
w granicach 1 - 10 mol%, powodowat stopniowy wzrost uporzadkowania taricuchéw
lipidowych w obszarze mierzonym przez DPH jak réwniez w nieco mniejszym stop-
niu w rejonie lokalizacji TMA-DPH. Natomiast wptyw PQH2-9 na anizotropie obu
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sond fluorescencyjnych byt wyraznie mniejszy niz w przypadku PQ-9 [29]. Efekt ten
jest o tyle ciekawy, ze PQH2-9 ktory dla tego samego stezenia wyjSciowego w btonie
co PQ-9 powinien wystepowac w wiekszej ilosci w fazie polarnej (rejon TMA-DPH),
wywiera mniejszy wptyw na uporzadkowanie tancuchéw lipidowych btony. Jeszcze
wieksze roznice w zaburzeniu uporzadkowania lipidow blon pomiedzy utleniong
a zredukowang formg obserwowano w przypadku ubichinonéw, szczeg6lnie z krét-
kim tancuchem bocznym [29].

Tabela 3. Pseudo-pierwszorzedowe state szybkosci reakcji PQH2-3 i PQH2-9 z DPPH w r6znych
rozpuszczalnikach wzgledem statej dla a-tokoferolu w acetonie (k = 6,64 x 10'3s'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 11
PQH2-9 13,2 13,1 0,8 11

Wykazano réwniez, ze PQH2-9 posiada wiasnosci antyutleniajgce zarowno w roz-
puszczalnikach jak tez w btonach modelowych. State szybko$ci reakcji PQH2-3
i PQH2-9 ze stabilnym wolnym rodnikiem I,1-difenyl-2-pikryl-hydrazy1 (DPPH),
w rozpuszczalnikach o réznej polarnosci, w poréwnaniu z klasycznym antyutlenia-
czem, a-tokoferolem pokazane sg w Tabeli 3. Jak wida¢ oba plastochinole wykazuja
podobng lub nawet nieco wiekszg aktywnos$¢ niz a-tokoferol w badanej reakcji.
PQH2-9 wbudowany w btony liposoméw zbudowanych z lecytyny jajowej ulegat
szybszemu utlenianiu niz a-tokoferol pod wptywem rodnikéw hydroksylowych ge-
nerowanych w czasie sonikacji liposoméw [12], co $wiadczy o jego wiekszej reak-
tywnosci wobec tych rodnikéw. W reakcji analogéw plastochinolu, trimetylohydro-
chinonu (TMQH2) i y-tokoferylochinolu (y-TQHZ2), zwigzkéw o analogicznej do
PQH2-9 budowie gtowy polarnej, z syntetycznym podstawionym rodnikiem fenoksy-
lowym, state szybkosci reakcji tych zwigzkéw w poréwnaniu do a-tokoferolu w roz-
puszczalnikach organicznych wynosity dlaTMQH2: 1,68 (etanol), 1,53 (eter dwue-
tylowy), 2,38 (benzen), adlay-TQH2: 2,85 (etanol), 2,53 (eter), 2,26 (benzen) i 3,92
(heksan) [23]. Dane te wskazuja na wiekszg aktywno$¢ gtowy PQH2-9 niz a-tokofe-
rolu w badanej reakcji. W reakcji z rodnikiem a-tokoferoksylowym w etanolu, czyli
reakcji regeneracji a-tokoferolu, powyzsze zwigzki wykazywaly takze do$¢ znaczng
aktywnos$¢, nawet wyzszg niz ubichinol-10; TMQH2— 1,33 razy ay-TQH2— 1,58
razy [22]. Powyzsze zwigzki wykazywaty réwniez zdolno$¢é wygaszania tlenu single-
towego i wynosita ona w etanolu, w poréwnaniu do a-tokoferolu, dlaTMQH2— 0,56
idlay-TQH2 — 0,57 [21]. W reakcji hamowania peroksydacji lipidéw indukowanej
uktadem Fe - H20 2, PQH2-9 wykazywat podobny stopien aktywnosci jak a-toko-
ferol, natomiast w fazie inicjacji powyzszej reakcji, znacznie wieksza czes¢ PQH2-9
niz a-tokoferolu ulegata utlenieniu pod wptywem rodnikéw hydroksylowych produ-
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kowanych w tej fazie peroksydacji [11]. Dane te wskazuja, ze czgsteczki plastochinolu
moga stanowi¢ istotny element mechanizmdw obronnych przed fotoutlenienianiem.

Z przedstawionych powyzej informacji na temat funkcji i mechanizmu dziatania
plastochinonu wynika, ze jego rola w btonach fotosyntetycznych nie ogranicza sie
jedynie do transportu elektronéw i protonéw. Zwigzek ten wptywa modyfikujaco na
wiasnosci fizyczne bton oraz stanowi (po redukcji do plastochinolu) efektywny
czynnik antyutleniajacy.
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