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Tadeusz Sarna

UDZIAt TLENU SINGLETOWEGD I WOLNYCH ROONIKOW
W REAKC JALH FOTOUCZUL ANYCH
T 7 TAWISKACH t OTODYNAMICZNYCH*

1. WPROWADZENIE

Reakcje fotouczulane (RF) to zesp6t zjawisk fotofizycznych 1t fotochemicznych,
w ktérych energia promieniowania, pochionigta przez odpowiedni chromofor  (uczu-
lacz) jest wykorzystana do indukcjl przemian chemicznych substratu. Przemiany sub-
stratu mogg polegac na jego utlenianiu, redukcji, izomeryzac]i, przytaczanin pew-
nych grup lub degradacji. Jesli w RF bierze udzial tlen czasteczkowy, procesy ta-
kie nazywaja sie fotouczulanym utlenianiem (FU). Natomiast przez dziatanie foto-
dvnamiczne (DF) rozumie Sle zespdl procesdw w uktadach biologicznych zapoczgtko-
wany FU, ktéry prowadzi do zaburzenia funkcji lub struktury tych ukltaddw W przy-
padku komérek, DF moZze wywolywaé mutacje lub $mieré. Efektywnymi uczulaczami jest
wiele barwnlkidw, charakieryzujgcych sig wysokim wspdiczynnikiem molowym ekstynk-
€]l w zakreste géwiatla widzialnego 1 bliskiego ultrafioletu oraz znacznym prawdo-
podobieristwem przejsé interkombinacyjnych. Ten ostatni warurmek odgrywa zasadniczq
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go uczulacza.
Do uczulaczy zaliczajg sie zar6wno ksantyny, tiazyny, fenotiazyny, akrydyny,
b

niesteroidowe lekl przeciwzapalne, antybiotyk: antracykliny, zwiagzki tiofenowe,

____________________________ [ B R

Jak 1 barwniki endogenne wystepujace w organizmach zwlerzecych 1 roslinnych, np.
protoporfiryna, retinal, chlorofil czy bilirubina [18, 23, 31, 35, 46, 48, 587].

W pewnych warunkach, barwnikl endogenne sg zdolne do wywolania zjawisk foto-
dynamicznych 1n vivo. Ma to miejsce u niektérych mutantdéw roslinnych, pozbawio-

*Artykul opracowano na podstawie referatu wygloszonego podczas Szkoly Z1mowe]
Instytutu Biologii Molekularnej UJ .Molekularne podstawy zjawisk fotobiologicz-
nych" . kidra odbyls sig w lutym 1987 r. 1 byta sponsorowana przez program
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6 Tadeusz Sarna

nych naturalnych mechanizméw fotoochronnych, a nawet u ludzi, u ktoérych zaburze-
nia metabolizmu hemowego prowadzg do nadmiernej akumulacjl porfiryn w skérze 1
wzrostu je3 fotowrazliwodgc: {38, 997

Dziatanie fotodynamiczne towarzyszy niekiedy chemoterapii. Znanym lekom psy-
chotropowym, takim Jahvphloropromazynle 1 chlorochinie przypisuje sie dziaiantie
uboczne w przypadku diugotrwatego ich podawania, przy czym efekty te nasilajg sig
pod wplywem Swiatla stonecznego (13, 38)

Zjawlska fotodynamiczne znalazly ostatnlo zastosowanie w fototerapil nowotwo-
réw 1 1nnych schorzeri skdry. Metoda ta, zwana terapig fotodynamiczng (TFD), pole-
ga na lokalnym nagwietlaniu akiywnym promienitOwaniem chorego mis)sca po dpriednim
wprowadzentu do uktadu uczulacza [[19, 65]. Skutecznos$c jej zalezy zardwno od stop-
nia wzbogacenia chorej tkanki w uczulacz, jak 1 od penetracji aktywnego promie-
niowanlia w obszarze schaorzenia.

0o najczescie] stosowanych uczulaczy w TFG nowotwordw zalicza sig pochodne
hematoporfiryny, ktdre wykazu3jq dobre wlasciwosci absorpcy;jne w obszarze widzial-

Mam

Tz
iym 1L

ZNaCZNE POW1NOWaCTw
lacza w tkance, ktdrg poddaje sig TFO, Ze wzgledu na wlasciwosct optyczne tkanki
ludzkiej, do szczegdlme skutecznych uczulaczy in vivo powinny naleze¢ pochodne
chlorofili, bakteriochlorofili oraz ftalocyaniny (12, 911, ktdre pochtaniajg éwiat-

1o w zakresie czerwieni 1 bliskiej podczerwieni

2. KLASYFIKACJA T DGOLNA CHARAKTERYSTYKA PROCESOW

Schemat reakcjl fotouczulanych mozna przedstawié¢ nastegpujaco [55]

3
A _»R° Oz, v |
»R" — yp
hv, g 01 A LA typ I (1)
§ —— 8 >'0y > A gy yp

A
\B typ i

gdzie:
§ 1 S* - stan podstawowy 1 elektronowo wzbudzony uczulacza,

A ~ substrat reakcji fotouczulanych,
302 1 102 - stan podstawowy (trypletowy) 1 elektronowo wzbudzony (singletowy)

tlenu czasteczkowego,

R® - rodnikowa forma suhstratu,

on - produkt fotoutleraema,
B - produkt reakcji fotouczulanej bez udziatu tlenu.
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Przy identycznym substracie produkty fotoutlenienia generowane w reakcjyr I
1ajczescie] riézniag sig od produktu reakcji II. Do klasycznych przykladdsw nalezy
fotoutlentenie cholesterolu jedynie oddzialywanie z tlenem singletowym prowadzi
io powstamia charakterystycznego 3f -hydroksy-5e. -cholest-6-ene~5hydronadtlen-
<w [29, 547

W reakcjach uczulanego fotoutleniemia, nalezacych do typu I, produkt powstage
# wyniku oddziatywania rodnikowych form substratu ze stanem podstawowym tlenu czg-
steczkowego. Formy rodnikowe substratu sa generowane w reakcji substratu z wzbu-
dzonym elektronowo

W typie II RF energia wzbudzenia elektronowego uczulacza jest wykorzystana do
aktywacji tlenu czasteczkowego poprzez generowanie wysoce reaktywnych form tlenu
singletowego. Udziat typu I lub typu II reakc]y w procesach fU zalezy od wielu
czymikdw* rodzaju uczulacza, stezenia tlenu w osSrodku, fazy, w ktérej znajduje
sig uczulacz, tlen 1 substrat, czasu zycia tienu singletowego, odleglosci czaste-
czek uczulacza 1 substratu oraz mozliwogct ich kompleksowania.

W RF typu III elektronowo wzbudzony uczulacz indukuje przeniesienie elektronu
(lub wodoru) migdzy czasteczkam: substratu 1 uczulacza lub przylgczenie uczula-
cza do substratu - wytworzenie adduktdw. Ten ostatni proces zaohserwowano w przy-
padku indukowanego UV oddziatywania furokumaryn z tyming lub cytozyng oraz z kwa-
saml nukleinowymi in vitro [42, 937]. Postuluje sig, ze mutagenne 1 karcinogenne
dzratanie psoralenu i pochodnych moZe by¢é wynikiem podobnych procesdw molekular-
nych in vivo [71, 907.

Promieniowanie pochloniete przez uczulacz wzbudza jego czasteczki, przenoszac
elekirony walencyine na wyzsze poziomy energetyczne. Proces ten zachodzi w bardzo
krdtkim czasie, ok. 10“155 W wyniku termicznej relaksacji, czasteczki elektro-
nowo wzbudzone fazy ciekiej lub state3 osiggaja bardzo szybka najniizszy poziom
oscylacyjny pirerwszego stanu elektronowo wzbudzonego, ktdérym jest zazwycza] stan
singletowy 51. Czas zycia tego stanu jest rzedu pikosekund-nanosekund 1 zalezy od
efektywnoder 4 gidwnych procesdw konkurencyinych:

1. Emisja promieniowania w postact fluorescencii 517,,.. SO + th.

Z. Wewnetrzne przenoszenie, czyli zamiana energii elektronowe] w energig drgan
uscylacyjnych Prowadzi to do prostej dyssypacji cieplne] lub do dysecjacji rod-
nikowe]:

s, -—-SO’ veg ™ SO, Vo (v - poziom oscylacyjny czgsteczki)
ST ™%, v=n " R}

Rogniki Ri moga 1mcjowad dalsze przemiany charakterystyczne dla reakcji ty-
pul: ITT.
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Procesy takie obserwowano, m 1n , przy naswietlaniu UV wodnych roztwordw in-
doli Zapoczatkowujq one reakcje typu I, pomiewaz rodnikowa forma uczulacza, Jak
1 uwodnmony elektron moga oddziatywaé z tlenem czgsteczkowym tworzgc rodmki nad-
tlenkowe 1 anion ponadtlenkowy

4. Interkombinacyjne przenoszenie zwlgzane ze zmiang spinu, prowadzi do wy-
tworzema wzbudzonego stanu trypletowego uczulacza, ktérego czas zycia jest sto-
sunkowo diugl mkrosekundy-milisekundy. Z uwagi na diuzszy czas zycla tego stanu
elektronowego prawdopodobieristwo wykorzystania erergii wzbudzenia  jest znacznme
wigksze, Ponadto, stan trypletowy uczulacza umozliwia efektywny transfer energii
na czgsteczki tlenu, ktdre w stanie podstawowym sa trypletamy

Procesy te mozna sumarycznie przedstawld w sposdéb nastepujacy

la 51, v=o Tl, van Tl, V=0
interkombinacyjne  przenoszenie
h T —= %S, y=n 5. V=0 1 wewngtrzne ‘przenoszenig, dys-
I, v=o0 ’ ’ sypacja energii, produkcja rod-
nikow
c Tl, ve=a So, v=n —--R2
Rodnika R2 zapoczatkowuia ciag reakcjy typu I lub III.
2 T1 o+ 302(To) — 5o + 102(51) migdzyczasteczkowy transfer ener-
y V=0 gii, aktywacjia 02
Tlen singletowy jest odpowiedzialny za reakcje typu 11
3 Ty o, .o * A (S0) = S0+ A(T,) miedzyczasteczkowy trensfer ener-

~y ¥ L

gir, akiywacja substratu

Trypletowo wzbudzony substrat A (Tl) moZze bra¢ udzial w wielu przemtanach che-

micznych

4 T
l, v=o0
Przejscie to nalezy do silme wzbromonych regutam:y wyboru 1 dlatego intensywnosc

— S0 + hv2 em1sja promeniowania w postaci fosforescencli

te] emis)y Jest zwykle bardzo mata.
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3 FIZYKOCHEMICZNE WEASCIWOSCI TLENU SINGLETOWEGD

3 1 ASPEKT ENERGETYCZNY I CZASY ZYCIA

Trzy naymze] lezace elektronowe poziomy energetyczne czgsteczki tlenu sg
ozmaczone symbolami - 326, l.dg 1 12; Réznica energit medzy tymi stanami wy-

nosi AE(I)Jﬁ, BZ'Q) = 1,6 eV 1 AE(IA g, 32@) = 0,98 eV Oznacza to, ze od-
powiedmm przejsciom towarzyszy emisja lub absorpcja promiemiowania z zakresu
bliskiej podczerwiern 1269 1 762 mm Przejdcia te sg jednak silmie wzbronione re-
gutami wyboru (g—+* g, +—+= - 3 += A1 17+ 3}, co wydtuza samoistny
czas 2zycia tlenu singletowego do 45 min w przypadku stanu lzlg [40] Wyzsze ste-
zenie tlenu, jak réwniez obecnogc rnnych czgsteczek (np rozpuszczalnika drasty-
czme skracajq czas zycla standw wzbudzonych O, [69, 98]
n -lOS, zas lzﬂg kilka mikro-
sekund Mozna wigc przyjad, Ze w wigkszosci procesdw FU  typu II 1stotng role

W roztworach wodnych czas zycia ls g wynosi 10

odgrywa wylgcznie stan 1£lg Wydajnosc 1ndukowane3 czgsteczkami rozpuszczalnika

bezpromienistej dezaktywacji 10 zale?y od dopasowania pozioméw  oscylacyjnych

rozpuszczalnika z poziomami elek%ronowyml tlenu singletowego Tym tez ttrumaczy
s1g 10-krotne wydluZenie czasu zycia tlenu singletowego w wodzie deuterowanej (w
porownaniu z wodg ,lekka") [68]

tfekt 1zotopowy stwierdzono we wszystkich przebadanych rozpuszczalmikach alko-
“olach, acetonie, chloroforme, acetonitrylu itd., w ktdérych czgsteczki  zamiast
wodoru miaty podstawione atomy deuteru [66]. Najdiuiszy, bo milisekundowy czas zy-
cla zaobserwowano w rozpuszczalnikach pozbawionych atoméw wodoru 1 tlenu -  dwu-
siarczku wegla 1 czterochlorku wegla [34]

Wzrost dtugodci czasu zycia 102 w badanym ukladzie zwigksza prawdopodobren-
stwo reakc]1l tej aktywnej formy tlenu z substratem. 7 tego te? wzgledu pordwnanie
przebiegu fotoprocesdw w rozpuszczalniku zawlerajgcym atomy wodoru 1 deuteru by-
wa stosowane jako wygodny test diagnostyczny do identyfikacjl udziatu tlenu sin-

gletowego w RF [23]

3 2 REAKTYWNOSC CHEMICZNA

Chociaz tlen singletowy utlenia wiele czgsteczek organicznych, charakteryzuje
sig przy tym dos¢ znaczng specyflcznodclyg oddzialywania i, praktycznie, nie rea-
guje z czasteczkam: o stabych wiadciwosciach elektronowo-donorowych. Chemia tlenu
singletowego zostata stosunkowo dobrze poznana 1 do najwazniejszych reakcii 102

mozna zaliczy¢ nastepujgce procesy [22, 927
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a Reakcje addycji w ukladzie heterocyklicznym z wytworzeniem endonadtlenku
Typowym przyktadem substratu takiej reakcji moze by¢ histydyna

R

-] -
ky = TLARTLE VL

R
k N (2)
i } 1 2 N
LN + 02 > | pD=4-10
|

H 0—0

Endonadtlenkl z natury sa mietrwale 1 uklad ten rozpada s1¢ wraz z wytworze-
niem kwasu asparatowego, mocznika 1 innych produktéw

b Utlenianie olefin z wytworzeniem hydronadtlenkéw. Najwaznmiejszym z biolo-
gicznego punktu widzenia substratem jest tutaj cholesterol 1 nienasycone kwasy
tiuszczowe-

k H_U"‘U

|
R-CHQ—CH=CH-R+1U?—3-RCH=CH—CHR (3)

W przypadku cholesterolu stala szybkog¢ reakcji jest stosunkowo niska i Wy~
nos1 - 10° M 1571
Wytworzenle podobnego hydronadtlenku w btonach moze indukawad taricuchowg reakcje
autoutlemenia lipidowych skiadnikdéw blony 1 prowadzaé do jej czesciowe 3 degrada-
cJ1 oraz utraty funkcjy.

C Reakcge addycji do elektronowo-bogatych podwdjnych wigzad, przykladem moze

by¢ utlemanie tryptofanu

R
N R ic s O
I i +'O _L> r 1! !
SANN 27 s AN-—O
|

H H
l (4)
<§>\/’F2:=()
|
H H

Produktam oddziatywania sg m. in. N-formylokynurenina 1 3w -hydroksypyrrolo-
1ndol, przy czym wydajnosc¢ tworzema tych produktdw zalery od temperatury. N-for-
mylokynurenina Jjest waznym produktem fotoprzemian tryptofanu, a jej pojawienie
w soczewce oka moze mie¢ powazne nastepsiwa patologiczne 1 prowadzié do i1ndukowa-
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nej zaémy W schorzemiu tym regularma struktura [3-krystalliny, przezroczystego
dla dwiatla skiadnika soczewk1 oka, ulega zaburzeniu 1 zmiany te przypisuje sie
m 1n  fotoindukowanym reakcjom tryptofanpu [3, 60] W procesach fotouczulanych
mechan1zm reakc3l zalezy od stegzenia tryptofanu Uwaza sie, ze dla wysokich ste-
zeri tego substratu ( > _’10—3 M) przewaza typ I, czyli wolnorodnikowy

d Utlemianie zwigzkdw siarczkowych do tlenkdw siarkl, przyktadem moze byc

oddziatywanie 102 z metioning

0 7 0
1o ke, 4
CHSCHCHEHCR + 10, — CHiS" CHyCH, CHOR
NHR NHR
1

kg = (1 - 2x 107 M%s™! dla pD = 8,4

Oddziatywanie cysteiny z 102 charakteryzuje sie nieco wyzszg stalg szybkoscl
reakcyl (k = 3,7 X 10° Mpls"l), zag produktem jest cystyna Ta reskcja z 102
Jest dos€ specyficzna, ponilewaz typ I FU prowadzi do wytworzemia kwasu cysteino-
wego 1 nadtlenku wodoru., W przypadku metioniny reakcja rodnikowa powoduje jej de-
karboksylacjg 1 dezaminacje oraz wytworzenle metionalu

Wiekszodc biatek 1 enzymdéw jest podatna na uczulane fotoutlemienie Podstawo-
w3 tarczg w blalkach sq 3 resziy aminokwasowe histydyna, metionina 1 tryptofan
ktére wykazulg najwiekszg reaktywnosc z tlepem singletowym Tyrozyna 1 cystelna
réwniez zaliczajg sie do miejsc targetowych w fotoutlemianiu bratek Jednak w tym
przypadku za 1ch uszkodzenie odpowledzialny jest raczej mechanizm rodnikowy — Wy-
dajnodc kwantowa fotoutlenienia bialek wynosa 10—3, czyl: jest 10-100 razy mniej-
sza Nz wydajnosc kwantowa fotodestrukcjil wrazliwych aminokwasow

Do mielicznych wyjgatkdw wérod enzymdw nalezg dysmutaza ponadtlenkowa 1 pero-
ksydaza chrzanu, ktdre praktycznie nie ulegaja inaktywacji w trakcie FU Spekulu-
Je sig, e ta wyJgtkowa fotostabilnosc jest nastgpstwem specyficznej konformacjl
tych makromolekul 1 obecnosci w 1ch centrach aktywnych paramagnetycznych jondw me
tali przejsciowych Jony te chronig ukiad przed nastepstwami fotuotleniania zwigk
szajqc prawdopodsobienstwo dezaktywacyl standw elektronowo wzbudzonych

0o waznych tarcz biologicznego fotoutlenienia zaliczajg sie rdwniez kwasy nu-
kleinowe [92]. Wykazano, ze wrazliwym miejscem w kwasach nuklelnowych jest zasa-
da guaninowa, ktérej prerscierl ulega utlenieniu najprawdopodobnie] w wyniku od-
dziatywania z tlenem singletowym Wydaje sig, ze pierwotnym produktem tej reakcjl
Jest niestabilny endonadtlenek [227]
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3 3 GASZENIE FIZYCZNE

Efektywny czas zycia tlenu singletowego w roziworze zalezy nie tylko od obec-
rmosct substancyr, z ktérym l02 moze oddziatywac na drodze chemiczne], lecz rdw-
miez od cbecnoscl tzw  wygaszaczy Czgsteczki tych substanc]i przejmuja  energie
wzbudzenia elektronowegn od 1[32 lub zwiekszala prawdopodobieristwe je]  dyssypa-
11 Najwazniejszym przedstawiclelem wygaszaczy 102 jest B3 -karoten, ktdrego sta-

10 M 1s 1, czyll Jest kontrolowana szybkoscia

ta szybkostl gaszenia wynosi 3 X 10
dyfuzjr Wykazano, ze mechanizmem odpowiedzialnym za tak sprawne gaszenie tlenu
singletowegn jest przenmiesienie energili ze stanu 1 g (02) na najnizszy wzbudzony
poziom trypletowy f-karotenu Energia tego poziomu trypletowego musi wigc byc
nizsza nmz 22 Keal/mel, co odpowiada energii najnizszego poziomu singletowego tle-
nu Podobny mechanizm gaszenia tlenu singletowego moZzna postulowad w  przypadku
brliwerdyny - prekurscra bilirubiny, ktdra jest koncowym produktem  katabolizmu
hemu u cziowleka OGcharakteryzowany metoda laserowe] fotolizy biyskowe) wzbudzony
stan trypletowy biliwerdyny jest cdlegty od poziomu podstawowego [55]  tylko
o 90 kd/mol Stala szybkosci gaszenia 102 przez biliwerdyne wynosi 3,3 X Hf)M*ls—l

Le6]

Warto podkresdlic, ze karotencidy 1 biliwerdyna nalezg do czysto fizycznych wy

gaszaczy l02, state szybkosci reakcji chemicznych tych czgsteczek z tlenem cza-
steczkowym sg niemierzalnie mate. Tiumaczy to wyJatkowg efektywnosé  f3 -karotenu
w fotoochronie, poniewaz jedna czasteczks tego barwnika moze wielokrotnie dezak-
tywowa tlen singletowy zanim ulegnie fotodestrukce]i

W badaniach 1n vitro wykazang, ze naskdrek myszy poddanych naswietlaniu UVB
jest bardziej odporny na dzialanie promieniowarna, jesli dieta myszy zawirerata ka-
rotencidy Zachserwowany efekt fotoochronny przypisuje sie wiasciwosciom gaszacym
karotenolddw, ktére akumulujgc sie w naskdrku zwierzecia zapobiegaja DF indukowa-
nemu przez Jaki$ endogenny fotouczulacz [63].

Innym, fizycznym mechanizmem, ktéry rdwniez prowadz: do efektywnego skréce-
nia czasu zycia tlenu singletowego jest przeniesienie tadunku  Oddziatywanie to

zachodzi miedzy czasteczka 10_ 1 czasteczka donora,

L3 L L2 ..__._.. uiniola,

ktdry posiada wzgledny nad-
r ~ t= e 7 e

miar® elektrondw [6]
p+lo, = @ ..ot =0t 0 =0 o

Stala szybkodc: oddzialtywania zalezy od tatwosci utlenienia donora 1 redukc]:

cdEman s amman e An mwmmia W Ay ks T o e -~ -.n.-.-l- - b P =T
TOonu orazZ energii wzbudzenia, Wiele substanc Ji Jesv Zao be” a0 ga-

SZenia 02 poprzez tworzenie krdtkotrwatych kompleksdw z przemiesieniem iadunku.

Do substanc)i tych mozna zaliczy¢ sminy, fenole, siarczki, kompleksy metali oraz
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anionorodnik ponadtienkowy. Niektdre z tych czasteczek sa zdolne zardwno do  fai-
zycznego gaszenia tlenu, 3ak 1 do reakcji chemicznej State szybkosca  wybranych,
reprezentatywnych reakcji 1 gaszenia fizycznego tlenu singletowego podano w  ta-
belr 1

Tabela 1

singletowego z wybranymi

Substrat kg Tub kg M 157t
Polieny C=c, n 9 1-3 x 10lD
Weylowodory aromatyczne
pentacen 4,2 % 109
tetracen 1,2 % 187
antracen 1,5 % 105
1,2,5,6 dwubenzoantracen 1 x 104
Dimagnetyczne kompleksy niklu 0,05-5,0 X 109
Paramagnetyczne kompleksy mklu 0,01-1,0 x 108
Amionorodmk ponadtlenkowy 1,3 x 109
Azydek sodowy 5 X 108
Zwigzk1 heterocykliczne
bilirubina 2,5 x 10°
chlorofil a 7,3 x 10°
1,3 awufenyloizobenzofuran 6,3 x 108
2,5 dwumetylofuran 2,3 x 108
imidazol 7 X lD7
furan 1,1 x 107
histydyna 3x lU7
tryptofan 6 % 1[)6
1ndo} 8 x 10°
Aminy alifatyczne 0,01-5 x 10/
Siarczki 0,01-3 x 107
4. METODY DETEKCII 10,

Metody detekc]i l02 dzielimy na bezposrednie 1 posrednie, ze wzgledu na ro-

dza) rejestrowanego parametru, oraz stacjonarne 1 impulsowe, ze wzgledu na roz-

dzielczosd czasowa
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Do bezpodrednich metod detekca 102 mozna zaliczyc Jedynie  pomiar charakte-
rystyczne) luminescencjr tlenu singletowego przy 1268 nm, ktdry odpowiada silnmie
wzbronionemu przejdciu emisy Jnemu lzﬂg — g+ h up Fosforencja ta zachodza
z hardzo malym prawdopodobieristwem 1 tylko jedna wzbudzona  czasteczka tlenu na
m1lion emituje charakterystyczne promienlowanie w fazie ciektej [49] Stwarza to
ogromne trudnosci metodyczne dla precyzyjnych pomiardw 1losciowych wydayosdcl kwan-
towych generowania l02, Jego czasu zycla 1 reaktywnodci w badanych ukdadach. Istot-
nym postepem w te] dziedzime bylo wprowadzenie diod germanowych, ktére wykazuja
duzg fotoczuinsc w obszarze bliskie] podczerwilenl 1 znaczng szybkosc  dziatania
[40]

Luminescenc]e przy 1268 nm, w warunkach stacjonarnego generowania 102, towa-
rzyszacy reakcJom fotouczulanym, hadano w ré2znych tozpuszczalnikach. Jednak dopie-
ro ostatnio wykazano moZzliwogé doktadnych pomiardéw nateenia 1 charakterystyk:
wirdmowe] te] fosforescenc]l w roztworach wodnych [ 33] Zaprezentowana doktadnosc
1 specyficznodc metody siwarzajg nadzieje na upowszechnienie tej techniki w ba-
daniach procesdéw z udziatem tlenu singletowego w wielu laboratoriach fotochemicz-
nych Jedynym zarzutem, z Jakim w obecne] wers]i metoda ta moze sie spotkadé, jest
Je] stosunkowo mata czuloddé dlas jednoznaczne] detekc]i 102 w warunkach  stacjo-
narnych, konieczne Jest generowanie znacznych strumieni tlenu  singletowegc
(10*3 M"ls'l), co wymaga bardzo duzych intensywnosci $wiatta aktywulacego prdéb-
kg ( > 10* W-m—z). Warunkl takie racze] trudno zrealizowac¢ w hadaniach fotobiolo-
gircznych bez miebezpieczeristwa nmespecyficznego uszkodzenia tych ukltadéw

Badanie procesdw rozdzielczych czasown, niezhedne do jednoznacznego wyznacze-
nia czastw 2zycia tlenu singletowego, Jest mozliwe Jedynie przy zastosowaniu lase-
ra i1mpulsowego 1 odpowlednio czulego oraz szybkiego ukladu rejestracji  sygnatu
W praktyce stosule sie tu detektory z diodami germanowymi, chiodzonymy ciektym
azotem, 1 niskoszumne wzmacniacze Szerokopasmowe 0 duzym wspdiczynniku  wzmocnie-
nia sprzezone z szybkimi konwartorami analogowo-cyfrowymi, 2z ktdrych sygnat cyfro-
wy Jest przekazywany do komputera w celu rejestrac]i 1 analizy. Pomimo znacznego
postgpu, badanie czasu zycla lD2 ta metoda w roztworach wodnych jest bardzo trud-

ne 1 mezbyt mozliwe w uktadach biologicznych [ 31, 34, 413

Do obiecujacych, impulsowych metod pogredmie] detekc]i 102 nalezy tzw .TDZ-
dzielczo-czasowas soczewka termiczna" Metods ta znana od 20 lat w rejestrac)y
standw elektronowo wzbudzonych, kidre zanikaj]a poprzez dyssypac]e termiczng, zo-
stata zastosowana do detekc]i 102 dopiero w 1983 ¢ [27, 75, 79] W najogdlnie]-
szych zatoZzeniach polega cna na pomiarze zmlan strumlenia mocy wlgzkl swiatla ciag-
tego, pochodzgcego od lasera monmitorulacego (najczedcie] He-Ne), 1ndukowanych
btyskami lasers wzbudzajacego Obydwle wigzkl promieniowsnlia - wzbudzajacegn 1 mo-
nitorujgcego - przechodzg wspdiosiowo przez badany roztwdr, w kidrym jest fotoge-
nerowany 102. Chwilowa zmiana temperatury obszaru prébki, przez ktdra przecho-
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dz1 wiazka wzbudzajaca, powoduje zmiany optycznego wspdiczynnika zatamama osrod-
ka, cO z uwagl na niejednorodny poprzeczny rozkiad mocy w1gzkl promieruowania jest
réwnowazne z wytworzeniem chwilowe] soczewkl rozpraszajgce] Czas trwania te] scczew-
k1 termiczne] jest zdeterminowany czasem zycla stanow elektronowo wzbudzonych czaste-
czek ogrodka, generowanych na drodze wigzki wzbudzajace] W fotoreakcjach, gdzie
generowany jest tlen singletowy, jedynymi stanami wzbudzonymi, ktére uczestnicza
w chwilowym ogrzewamu odrodka, s3 S1 1 T1 uczulacza oraz lzjg tlenu czasteczko-
wego W metodzie tej uzyskule sig bardzo dobra rozdzielczodc czascwg (lD - 10 s)
przy stosunkowo duze] czulodel detekcjr standw wzbudzonych Pewnym ograniczeniem
metody jest warunek catkowltej przezroczystoscl ukiadu dla promieniowania monito-
rujacego Warunek ten moze by¢ trudny do spelnienia w przypacku mektérych obiek-
tow biologicznych

W1972r Adams 1 W1lkinson opisall Jako plerwsi zasade roz-
dzielcze] czasowo detekc)1 tlenu singletowego (1, 211 Jest to metoda posredma,
cparta na pomiarze zmian abscrbanc)i wybranego akceptora tlenu singletowego {zwyk-
le dwufenyloizobenzofuranu), Jakie nastepuja po krétkim (k1lka-k1lkadziesiat na-
nosekund) btysku lasera Diugos¢ fall pramieniowania laserowego jest
aby promiemiowanie to byto efektywnme pochtaniane przez zastosowany uczulacz, 8
jednoczedne nie oddziatywato z akceptorem tlenu singletowego Jesli warunki eks-

1
vinentu sa wybrane poprawnie, tzn czas 2Zycla Dz jest zdeterminowany relaksa-

-
42}
=

<
a
P
c
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=

B

cJa czasteczek rozpuszczalnika, 1o analiza eksponencjalnego zaniku absorbancji ak~
ceptora, jakc wynik reakcji z 102, umozliwia ocene czasu zycia tlenu singletowe-
go w zastosowanym rozpuszczalnmiku 1 staie) szybkosca oddziatywama z 102 z akcep-
torem [23, 987.

Zaletam opisanej metody sg duza czutosc detekcj1 akceptora 102 1 wzgledna
prostota ukiasdu Natomiast ograniczenia stosowalnodc: metody wynikajq z same] Jej
zasady, 0 szybkosci oddzialywania 102 z badang substancja mozna wnioskowac tylko
posrednio - poprzez Je] wpilyw na szybkosc zamku akceptora tlenu  singletowego,
czyli poprzez reakc)e konkurencyjng. Ilosciowe badania oddzialywamia tlenu sin-
gletowego z substratem sg mozliwe réwniez w warunkach stanu stacjonarnego Naj-
cgélniej, analiza kinetyczna takiego procesu polega na pomiarze wyda]Jnoscl kwanto-
we] tworzenia produktu fotoutlemienia w funkc)i stezemia substratu [17, 23]

5,+hv 2 lg @IS 3
36, 3 —Ao 1, g
5 2 2 + bo
K
1, a3
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k

1 R

0, + A —= AD,

gdzie

Ia - intensywnoddé promieniowania absarbowanege przez czasteczki uczulacza,

Isc ~ wydajnosc kwantowa interkombinacyjnego przeniesienia uczulacza,
S - wydajnosc kwantowa przeniesienia energil Z uczulacza na 02,
kd - stata szybkosci dezakiywac)i 102 1ndukowane]) rozpuszczainlkilem,
k, - stala szybkosci reakc)i chemiczne] substratu z lU?

Wydajnosc kwantowa produkcijl 102

$=5, " o1

Wydajnosc kwantowa uczulanego fotoutlenienia substratu

ra<t

s -4 R 1 1 ( _13_)
MO,k + ky [AD 9‘;\02332 LTS
K

_ . d
B"qu - stosunek nachylenia prostej do wartosci punktu przeciecia tej proste)

z 0513 Y
Liniowy wykres qi;é = f([A]'l) umozliwia wyznaczeme 3 , w identycznych wa-
2

runkach mozna tg metoda wyznaczyc wzgledne stale szybkogci reakcji 102 z réznym
substratami

Czesto, wygodnym parametrem dogwiadczalnym w analizie uczulonego fotoutlenia-
nia jest szybkogé zmian stezenia tlenu czgsteczkowego w stanie podstawowym. Zanik
02, to wynik oddziatywania tlenu singletowego z substratem Rczwaza sig przy tym
nastepujace zaleznosci [17, 857

K

1 g 3

0, —= "0
K

1 R

0, + A —m A0,

1 kg 3

gdzie

Q - wygaszacz tlenu singletowego,
kQ - stata szybkosdci gaszenia 102.
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od stezenia wygaszacza [Q] 1 odwrotnosci stezema substratu E%j fotoutleniania

Testem poprawnosci zastpsowane] analizy jest liniownsc zaleznosci -

Z punktu przeciecia prosteﬂ z ns1g rzednych mozna Wyllczyé-ES, pndczas gdy z na-
chylenia proste] stosunek-pg
Zmiany stezenia tlenu w stanmie podstawowym sg bardzo waznym parametrem dos-
wiadczalnym informujacym ¢ postepile reakc]i fotoutlenianmia, ponlewaz zardwno typ
I, jak 1 II reakcji fotouczulonych prowadza do konsumpcji tlenu w  badanym uklta-
dzie W pstatnich latach do detekcji stezenia tlenu w roztworach z powodzeniem za-
stosowano tzw oksymetrig ERP [81-85] Jest to metoda posrednia, w ktdre) para-
metry sygnatu ERP odpowilednio dobranej sondy zaleza od stezemia tlenu czasteczko-
wego w roztworze Zaleznosc sygnatu sondy, ktdra najczescie] Jest znacznmik spino-
Wy, od [302] sa Nagtepstwem oddziatywari magnetycznych, tzw wymiany spinowey 0d-
dzidtywama te poszerzaja sampistna szerokodé linii sygnatu ERP znaczmka w stop-
mu zaleznym od czestodcl zderzen czasteczek znacznika 1 tlenu Przy statym wspéi-
szynniku dyfuzji 02 w badanym uktadzie wielkosé poszerzenia sygnatu ERP sondy jest
wprost proporcjonalna do stezenia tlenu w roztworze O przydatnosci tej metody do
badari fotochemicznych 1 fotobinlogicznych decyduja jej duza czultosd detekc)y zmian

stezenia 0,, wyJatkowo korzystne wlasciwosci optyczne  badanych probek  {(droga

2)
optyczna 0,25 mm) 1 mozliwosC pomiaru probek o matych objetosciach rzedu kilku-

dziesigciu lub nawet kilku mikrolitréw [ 26]

5. IDEMTYFIKACJA MECHANIZMU FU

Ustalenie mechanizmu reakcji uczulanego fotoutlemiania nie Jest sprawa 1atwg
w ztozonych ukladach heterogemicznych, takich jak komdrki 1 tkanki. Nalezy bowiem
pamigtas, e wykazanie obecnosci jakiegos konkretnegn stanu aktywnego nie przesag-
dza Jego udziatu w gidwnym schemacie reakcii Konieczny Jest wiet zardwno pomiar
1losc1 generowanego 1ndywiduum, jak 1 oznaczemie frakcji reskcji, ktéra zachodzi
Z udziatem tego indywiduum Niekiedy, dla jednoznacznego ustalenia iypu reakc]i
fotouczulaney, pordwnuje sie produkt takiej reakc)ir z produktem reakcji  modelo-
wych, w ktérych zabezpiecza sig warunki dla wystepowania Jednego, $cidle zdeter-

Ty A Ay oo 1evm
HMihiuwarcyuy i yWALlLILIII!-
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procesie stosuje sie, jako metode niezalezng produkc]l l[] generatory gazowe, w

ktdrych tlen singletowy powstaje w trakcie wytadowar mlkrgfalowych [74] lub pod-
czas fotoaktywacjl uczulacza zwigzanego z odpowiednio wybrana zywica Jonowymienng
[16] Czas zycia tlenu singletowego w fazie gazowe} jest znaczmie diuzszy niz
w fazie cieklej (20-50 ms), dlatego czedci czgsteczek lD2 udaje s1g przecostac
dc badanego roztworu i przereagowac z substratem zanim ulegnie dezaktywacji Sto-
sujgc modyfikacje tej metody 0 a h 1 1 wspdiprac. ocenisli cytotoksycznosc tle-
nu singletowego w przypadku réznych linii  bakterii  Salmonellas typhimurium 1
Escherichia coli {16]

Rodniki ponadtlenkowe 1 hydroksylowe mogg byc generowane w procesie radiclizy wo-
dy[7, 81 W zaleznodcl od badanego uktadu 1 zatozeri eksperymentu radiolize przeprowa-
dza sie w warunkach stacjonarnych, przy stosunkowo matych mocach promieniowania joni-
ZuJacego, lub impulsowo, kiedy badana prdbka absorbuje dawke kilkudziesieciu Gy
w czasie kilkudziesigciu nanosekund 7 uwagr na to, 17 radiolizas wody prowadzi do
produk031 heterogenicznych pod wzglgdem ocksydo-redukcy jnym  rodnikow, konieczne

Os0wanie oo p W1le hetoanca ktdre od-

LN PEL TN oY onilhe ]
1L Uwybil, "‘J SUUS Laliv L, n

dz1atujg selektywnie z pierwotnymi produktami radiolizy wody [7, 24]
4+ - -
Hy0 =~ H0" (2,7), OH (2,75), e, (2,65), Hy0,(0,65), H'(D,65),

H,(0,45)
- Ky 10 -1 -1
e + 0. ———a 07 k. =1.9 x 10 M 5
agq = "2 2 1=t
H +0 —E-Z——HD Kk, + 2,1 x 1010 m1g71
* Y 2 2 '
HO , + O Ho—-k—é-—Ho 0.« O™ ke = 9.7 x 107 M is7d
2 T2t v i f 3° 7
— + -
HO, == 0 + H oK = 4,7
K=1,6x 107 M
Ky 9 -1 -1
OH + HCD; —t= CO3 + H,0 ky = 2,9 x 107 M1
oo owﬁ—co 0 k. = 2.4 x 10° Mgt
2 ¥ Y2 2 7Y 5 7 4
. - 10 -1 -1
OH + N, —= N, + OH k, = 1,1 X 100" M s
3 3 6
e 4+ N0 Ho__lfl..nH oo+ N ko = 8.7 x 10° M ist
aq+2+ + 2 7 =8,
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kB .
H + NZU - i N2 ka _ 105 M-ls-l
. kg 9 1.-1
OH' + kwas benzooctowy —-—= fencl k9 =6 x 10" M s
O+ OH.CHOH 10 CHEH.OH + H.0 ki = 1,8 x 10° M Ls7!
* M3 3 2 0~
" + 2 H Ky 9 -1 -1
2 Dé + dysmutaza ponadtlenkowa e 02 + HZUZ k11 =1-3x10"M"s

rodnik hydroksylowy moze byc produkowany w stechiometrycz-
nych 1losciach w reakcj1i typu Fentona 14]
k12 (n + 1)
N

Mn++H02 A M

9 OH + OH

Najczescie] stosowanym reagentem sa kompleksy zelaza dwuwartosciowego z EDTA
lub DTPA Stata szybkosci rozktadu nadtlenku wodoru przez kompleks EDTA-fe (1D
Jjest stosunkowo mata 1 wynosi ky, = 57 M ig

Umiarkowane stezenia rodnika ponadtlenkowego mozna uzyskiwac W reakgjach en-
zymatycznych, np. w uktadzie ksantyna/cksydaza ksantynowa [25]. Dla procesow,
gdzie wymagane s duze stgzema 0,, stosuje sig uktad KO,/DMS0 [%].

7 uwagl na tatwosc totoredukcji flawin (w obecnoscl odpowiedniego donara elek-
tronéw) 1 wzglednie szybkie reutlenienie tych zwigzkow tlenem czgsteczkowym,ukiad

ten bywa czasem stosowany do generowania rodnika ponadtlenkowego

hv

Rb + 0} —w= RbH, +D

2 OX

gdzie Rb, Rb H2 - ryboflawina utleniona, zredukowana,
B, D, - donor e przed 1 po utlenieniu.

Efektywnymi donorami elektrondw dla elektronowo wzbudzone} fiawiny mogg byc
EOTA, metiomina 1 NADH [64]

Identyfikacja aktywnych form uczestniczgcych w FU jest mozliwa niekiedy przy
zastosowaniu odpowiednic dobranych wygaszaczy lub akceptorow tlenu singletowego
oraz zmiataczy rodnikowych. Do najczesciej stosowanych wygaszaczy []2 nalezg f3-ka-
roten, krocetyna (rozpuszczalna w wodzie pochodna karotenu), DABED, tokofercl 1
azydek sodu Zatozenia testu s3 dosc proste Jes$li reakcja bada

tem lU to wprowadzenie jednego z wygaszaczy tlenu singletowego powinno obnizyc

2!
wydajnoscé tej reakcji. Niepewnosc takie] procedury jest zwigzana Z faktem, 1z me

ma absolutne specyficznych wygaszaczy 1 akceptordw tlenu singletowego [23, 69].
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To samo ograniczenie dotyczy rodnikéw tlenowych. Wiele substancji o wiasciwos-
ciach elektronowo-donorowych jest podatnych na atak zaréwno OH', jak 1 102.

Jedng z najbardziej obiecujgcych metod detekcyi 1 identyfikacji rodnikdw tle-

nocentrowych 1 weglocentrowych jest metoda ERP - putapkowania spinowego. Polega

U ycznych czgsteczek typu ,nitro-

ndw", ktdre w wyniku oddziatywania z krdtkozyjacym:i rodnikami twnrza stosunkowao

trwate rodnikil nitroksylowe:

solbn Hscgl

Parametry widma ERP rodnika nitroksylawego zaleza od natury przytgczonego rod-
nika R , co umozliwia identyfikacje tego rodnika. Stosowalnos$c metody zalezy od
stale] szybkodci putapkowania rodnikéw (le) 1 trwatodci powstatego adduktu, Sto-
sunkowa najtatwie] zastosowad te metode do identyfikacj: OH 1 eaq(H'), ponLewaz

? M"ls“l, a powstaly nitroksyl jest wy-

kl} tych reakcji wynost (4,3 - 10) x 10
starczajgco stabilny 1 posiada wyraZne, charakterystyczne widmo ERP [78].
Putapkowanie spinowe okazalo sig bardzo przydatne do identyfikacjr  rodnikdw

Anma 1 yotormg

N Ty 1
weglocentrowy ch e 01172y GOpa 1 CySiElnyio0ps - pre<ur-

weglocentrowych, Jakie
soréw melaniny [73]. Postuluje sig, ze wzmozona fotowrazliwosc osobnikéw rtudych,
zawierajacych we wiosach 1 skdérze feomelanineg moZze byC zwigzana ze wzgledna fo-
tolabilnoscig cysteinyldopa, a zwtaszcza dwucysteinyldopa - zwiazkdw, ktdre poja-
wiaja sie w trakcie syntezy tej odmiany pigmentu.

Fototoksyczne i@ fotoalergiczne reakcje, Jakile czasaml pojawia]g sle U pacjen-
téw przy podawanmiu niekidrych lekéw z grupy fenotiazyn, prébowano juz daswno tiu-
maczyc zjawiskami typu OF, jednak dckiadny mechanizm tych reakcji pozostawal nie-
znany [ 39]. Ostatnio. w badaniach z zastosowaniem puipakowania spinowego wykaza-
no, ze produktam fotolizy chlorpromazyny 1 jej pochodnych w srodowisku beztleno-
wym s3 rodnikl arylowe powstajace w wyniku oderwania atomu chloru [14]. Wydajnosc
fotogenerowania tych rodnikdw koreluje bezposrednio z fototoksycznoscig badanych
zwigzkéw. W obecnogci tlenu sg generowane natomiast rodnik: nadtlenkowe. Autorzy
postuluja, ze wysoka raktywnosé rodnikéw weglocentrowych, ktdre mogg odrywad ato-
my wodoru od réznych substratéw, lezy u podstaw fototoksycznodcr  chlorpromazyny
1 pochodnych. Ponadto, nie wyklucza sie udziatu innych aktywnych produktdw, ponie-
waz autorom omawlane]) pracy udaic sie rdwniez spurapkowa¢ rodniki hydroksylowe,

Warto podkredlic, 2e OH' - najbardziej reaktywny ze wszystkich poznanych rod-
nikéw - moze powstawac w wielu procesach fotochemicznych oraz  fotodynamicznych
[96, 97]. Stosujac pulpakowanie spinowe wykazano, ze $wiatlo generuje rodniki hy-
droksylowe w melaninie w obecnosci jondw zelaza [49].
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Metode wpulapkowania" tlenu singletowego z wytworzemiem diugozyjacych rodni-
kéw nitroksylowych opisano w kitku pracach [74] . Putapkowanie" 182 tylka pozor-
me przypomina putapkowanie spinowe wolnych rodnikdw, Nalezy pamigtacd, ze pomi-
mo swe) reakiywnosci tlenu w stamie singletowym nie jest wolnym rodmkiem (jest
dwurodnikiem w stanie podstawowym, trypletowym) W metodzie tej rejestruje sae
intensywnosé sygnatu ERP rodnika nmitroksylowego, kitdry pojswia sig w wymku  od-
dziatywania 102 z podstawowymi 22,6 6-tetrametylpiperydynami

+ IO — ~
2 —— —_— + QH'
N N N
| [ N
H H 00 | .
OOH O
Ct+alte grvhlinerts neddz1atvwania ln » andotawnnums ni1reruduynams miecrrra 12
otate u,_,.,.\;u..u uau,di;,im na "0, z podstawionym pilperydynami mieszczg 518
w przedziale 10”7 - 10 M s Jak wynika ze schematu rodmiki nitroksylowe pcja-

w1aja si1ge W wyniku reakcji wtdérnych, w dodatku, procesowi temu towarzyszy genero-
wanie rodmka hydroksylowego Zaleta metedy jest duza czulpsé detekci 182 Sta-
bodcia jest jej niespecyficznogé piperydyny mozna utlemiad wieloma  czynnikami

(np HZDZ) 1 generowac rodniki mitroksylowe

6. MOLEKULARNE TARCZE EFEKTOW FOTDDYNAMICZNYCH

Fotolabilnose skiadmkdw komérkowych

h, takich jak biatka, enzymy, kwasy nuklei-

nowe 1 lipidy bion byla sprawdzona przez wielu badaczy. Celem tych doswiadczeri by-
to ustalenie najbardzie) prawdopodobne} tarczy uczulanege fotoutlenienia 1 pozna-
nie molekularnych mechanizmdw prowadzacych do uszkodzenia lub Smierci komdrek Na-
lezy jednak pamigtacd, ze wymiki takich badar’i me mogg stanowi¢ wystarczajgcej pod-
stawy do okreslenia mechanizmu OF w przypadku ogdlnym. Wynmik OF zalezy zardéwno od
reaktywnodgcl sktradmikdw komdrkowych z 102 1 stanami elektrcnown wzbudzonymi uczu-
lacza, jsk rdwnie? od lokalizacjil uczulacza w komdrce, lokalnego stezema tlenu,
obecnogci anty- 1 proutlemiaczy oraz efektywnogci wielu komdrkowych — mechanizmdw

ochronnych [ 2, 5, 35, 36, 39, 52, 95}

6 1 BIALKA

W pracy opublikowaney w 1985 r S traight 1 Spikes opisali
przyklady kilkudziesieciu enzymdw poddanych DF, 1ndukowanych réznymi fotouczula-
czamy. Do najczescie] badanych enzyméw mozna zaliczycé. lisozym, papaing, rybonu-
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kleaze, dehydrogenazy, dekarboksylazy itd. Wsréd biatek nieenzymatycznych naj-

wigce] wynikow zebrano dla hemocyaniny, cerulloplazminy, fibrynogenu, krystalli-

ny 1 kollagenu [92] Fotouczulane utlemanie biatek powoduje utrate ich biologicz-
nych funkcji. Fotouczulana inaktywacja enzymdw wynika z destrukcji waznych reszt

aminokwasowych w miejscu aktywnym lub w bliskim otoczeniu miejsca aktywnego Cze-

sto, inaktywacja enzyméw 1dzie w parze z destrukcjg ich reszty histydylowej Dzia-
tame fotodynamiczne nmiszczy wlasciwoscil antygenowe bialek 1 pozbawiaz Je zdolno-

sc1 do oddziatywania z antyciatem Zwykle, szybkosc fotodegradacji biatek zwigk-

sza s1¢ wraz ze wzrostem pH Wymka to z dysocjecji protonowe] reszt aminokwaso-

wych, takich jak cysteina, histydyna 1 tyrozyna Niekiedy, OF prowadzi do wytwo-

rzenia wigzafi krzyzowych migdzy czasteczkami bialka, bialka 1 kwasu nukleinowego

oraz biatka 1 innych mniejszych czasteczek Efekt +taki zaohserwowano, m in.,

W przypadku naswietlania rozpuszczalnego kollagenu w obecnosci FMN jako uczulacza

[31, 51, 87] wWymikiem jest zwigkszemie lepkosci ukladu 1 wytworzemie  termosta-

bilnego zelu Uczulane biekitem metylenowym fotoutlenianmie ludzkiej  hemoglobiny

powoduje pojawienie sig wigzart krzyZowych miedzy podjednostkami tego bialka Wplyw

azydku sodu 1 0,0 na wydajnosc tego fotoprocesu $wiadczy o udziale tlenu single-

towego [30].

6 2 KWASY NUKLEINOWE

ttrata sktywnosci biologiczne] 1zolowanych kwasdw nukleinowych, pod wplywem
DF nastegpuje najczescie] bez pekania taricuchz polinukletydowego 1 Jest wynikiem
fotoutleniane] destrukcji zasady guaminowe] [67] W badamiach in situ wykazano, ze
cilemne reakcje zachodzace po FU moga prowadzi¢ do kowalencyjnego sprzegania kwasu
nukleinowego 1 biatka [87]

Do najbardziej efektywnych fotouczulaczy kwasdw nukleinowych nalezg dodatnio
natadowane barwniki, ktdre jonowo wigzg sig z kwasami nukleinowymi, takie  jak
akrydyny, tiopyronina, biekit metylenowy, bromek etydyny 1 psoroleny {35, 92] Uwa-
za sie, ze silne wiazanie poprzez interkalacje z zasadami podwdjne] helisy kwasu
nukleinowego preferuje typ I reakcji fotouczulanej Pegkanie nici ONA  jako wy-
nik DF zwykle przypisuje sig reakcjom wolnorodnikowym.

Uczulane fotoutlemiame kwasdw nukleinowych prowadzl do utraty zdolnosci za-
kaZnych wirusowego RNA (TMV) 1 DNA (bakteriofagu), utraty aktywnosci transformu-
Jace] DNA, hamowania aktywnodci translacyjnej oraz do zmiany antygenowych wlasci-
woscl kwasdw nukleinowych

W ukladach komdrkowych kwasy nukleinowe sg raczej maio prawdopodobnym targe-
tem OF To prawdopodobieristwo zwieksza sie jedynie w przypadku barwnmikdw o duzym
powinowactwie do DNA, takich jak akrydyny czy furokumaryny Badania  poréwnawcze
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letalnosci 1 mutegennosci furokumaryn w przypadku bakteriy (E celi), komérek
swierzecych (CHD) 1 ludzkich (fibroblasty skéry) wykazaty, 2e toksycznos¢ tych
fotouczulaczy zmnieJsza S1¢ w nastgpulacym porzadku psoralen > B-metoksypsora-
len > 5-metoksypsoralen > angelicyna  Poczatkowo uwazano, ze psoraleny fotouczu-
laja kwasy nukleinowe wyiacznie poOprzez typ IIT reakcji, t3 bez udzistu  tlenu,
z wytworzeniem mono- 1 dwufunkcyjnych adduktow z zasadami pirymidynowymi [9C, 93]
W ostatnich latach zwrécono jednak uwage na mozliwose fotouczulamia poprzez typ I,
a nawet typ II reakcji. Badaniz z zastosowaniem laserowe] fotolizy blyskowe) wy-
kazaty korelacje miedzy wydajnoscig kwantowa interkombinacyjnego przenoSzenia mo-
nofunkcyjnych furokumaryn i ich zdolnesciq do generowama tlenu singletowego a o
logiczng aktywno$cig zalezng od  tlenu w przypadku komérek drozdzy rfig, 11, 77,
89]

Doktadniejsze poznanie molekularnych mechanlzmow dziatamia furokumaryn w reak-
cjach fotouczulanych ma réwniez znaczenie praktyczne z uwagi na 1ch stosowalnost
w fototerapil nmiektdrych schorzeri skéry [[71]

Rozwara +akze specyficzne fotoutlenianie kwasow nukleinowych 1n vive po-

518 utle
przez uczulanie endogennymi zwigzkami, ktdre absorbuja promieniowanie 2z 2akresu
UVA (2> 320 nm), czyli promeniowanie Storca, docierajjce do powierzchni Ziem

Do zwigzkdw tych nalezg 2-tiouracyl 1 4-t1ourydyna, ktdre 1ndukuja fotouczulone
pekame pojedynczych nici DNA [15, 72] Podczas naswietlania komdrek ludzkich pro-
mieniowaniem monochromatyczoym (405 nm) zacbserwowano zwiekszong  czestotliwose
413zari krzyzowych medzy DNA 1 biatkiem [37]1 Nie wiadomo dok}adnie, jaki  endo-
genny barwnik jest tutaj fotouczulaczem, do najbardzie] prawdopedobnych fotouczu-

laczy tego procesu zalicza sig flawiny

6.3. SKLADNIKI 8tDON KOMGRKDWYCH

Wazna grupe biologicznych czagsteczek, ktére sa podatne na FU, sa lipidy [53,
95]. Do zwiazkéw z tej grupy mozna zaliczyd zaréwno nienasycone lipidy (kwasy t}u-
szczowe, tréjglicerydy, fosfolipidy), jak rdwmez bioczasteczki rozpuszczalne W
nienasyconych lipidach (cholesterol, wit. D, B-karoten, sterole, steroidy, toko-
ferole 1 prostaglandyny) Fotouczulone utlenianie nienasyconych kwasdéw tluszczo-
wych zachodzi w reakcjach typu I 1 typu II W obu przypadkach powstalg hydronad-
tlenk1, jednak rozktad ich izomerdw jest rézny. W reakcjach z udziatem tlenu sin-
gletowego powstaja w rdznych 1losciach 1zomery skonjugowanych 1 n1eskonjugowanych
hydronadtlenkdw, podczas gdy w reakacjach rodnikowych tworza sig jedynie 1ZOmery
skonjugowanych hydronadtlenkdw

Fosfolipidy 1 tréjglicerydy ulegaja dziaiamu fotodynamicznemu, przy CZym pro-

duktem reakcji z udzialem 102 jest mieszanina mono- 1 dwu-hydronadtlenkdw. Bardzo
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charakterystyczne produkty FU obserwuje sie w przypadku cholesterolu. Podczas gdy
utlenianie tlenem singletowym prowadzi do wytworzenia gidwnie 5-oc-hydronadtlenku,
to w reakcjy rodnikowego utleniania tworzy sig para 7o¢- 1 7f3 -hydronadtlenku. Te
specyficzne produkty percksydac]: cholesterolu wykorzystuje sig do identyfikacj:
mechanizmu fotoutlenienia membran zardwno w ukiadach modelowych, jak 1 komdrko-
wych [29, 54]. Peroksydacja lipidéw prowadzi do destrukcj1l bion biologicznych 1
spekuluje sie, Ze moze byé przyczyna fotouczulanej kancerogenezy [28].

W badaniach na komdrkach z uzyciem réznych fotouczulaczy wykazano, 2e Jednym
z waznych efektdw DF Jest modyfikacja bion komdrkowych 1 utrata ich funkcja 0o
takich uczulaczy moZna zaligzyC zwigzki hydrofobowe, ktdre lokalizuja sig wybidr-
czo w bionach, np pochodne pcrfiryn, tiofeny, a nawet flawiny Barwniki polarne
takze mogy powodowad uszkodzenie bion cytoplazmatycznych 1 organelli subkomorko-
wych, o 1le produkty FU zdazq przereagowad ze skiadnikami biony zanmim ulegna spon-
taniczne]) dezaktywac]i lub zamikng w reakcjach konkurencyjnych.

Warto w tym miejscu zwrdcic uwage na fakt, 1z krdtkozyjgecy stan 1}4 tlenu
czgsteczkowego jest zdolny do przebycia dosc znacznej (w skali subkomdrkowe]) od-
leglosc1l zanim ulegnie dezaktywacjl Przyjmuje sig, ze na kazda mikrosekundg Zy-
c1a czasteczka lDZ moze przedyfundowac w Srodowisku wodnym odlegios¢ 0,1 pm.

Duze zdolnesci do swobodnej penetracji w ukladzie komdrkowym przypisuje sie
innemu, waznemu produktowi aktywacji tlenu czgsteczkowego - anionorodnikowy po-
nadtlenkowemu. Indywiduum to Jest racze] mato reakiywne w Srodowlsku wodnym, sta-
te szybkoscl oddziatywania z wieloma skladnikami komdrkowymi s3 znacznie  nizsze

niz dla tlenu singletowego [ 8, B867]. Jednakze uwaza sig, ze anionorodnik ponadtlen-
e Ot s

KOoWy m ¥
aktywacje utlenionych jondw metali (Cu”™', Fe” ), ktdre w zredukowanej forme roz-
kiadaja nadtlenek wodoru L4, 49]

dysmutacja rodmka ponadtlenkowego zalezy bardzo silnie od pH 1

Spoentaniczna
wiadciwoscl protogennych osrodka State szybkodcy dysmutacia DE w Srodowisku wod-
nym (przy pH >6) mozna aproksymowac uproszczonym wWZOLem

kepg = 6 % 1082 [ut]mlsl

ob

Dczywiscie w komdrkach, ktdére posiadaja znaczne stezenie dysmutazy ponadtlen-
kowe], efektywny czas 2zycia rodmka ponadtlenkowego bedzie znacznle krdtszy z uwa-

g1 na bardzo wydajny proces enzymatyczne] dysmutacy (kgpgy ™ 10° Mishy.
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7 ZALOZENIA TERAPII FOTODYNAMICZNEJ]

W opublikowane] w 1984 r, pracy jeden z pionierdw fotodynamicznej terapii
(TFD) nowotworowe] Dougher ty dokonal podsumowania wynikdw te] terapii
opartego na mnie] wigce] 1400 opisanych przypadkach klinicznych w USA, Japonii,
Chinach, Australii, Kanadzie, Wioszech 1 Francyr [20].

Wérod nowotwordw poddanych TFD z zastosowaniem ,pochodnej  hem3toporfiryny"
(Hpd) znalazly sig rak skdry (m.in. metastazujacy nowotwdr piersi, czermisk zio-
$liwy, migsak Kaposiego 1 kilka odmian karcinomy), nowotwory piuc, gatki ocznej,
pecherza moczowego 1 1n  Uzyskane wynikil - recesja nowotiworu, przyhamowanle wzro-
stu czy catkowity jego zanmik w miektdrych przypadkach, usprawiedliwlaja, w prze-
dwiadczeniu klinicystéw 1 fotobiclogdw, rosngce zainteresowanie ta forma terapii
nowotworowe ]

Mechanizm molekularny TFD polega na fotouczulanym utlemianiu waznych skladni-
kow komdrkowych blon cytoplazmatycznych, organelliy komorkowych 1 niektdrych enzy-
mow. Nalezy jednak podkreslié, ze, jsk dotad, najwaznielsza tarcza TFD nie zosta-
ta jednoznacznie ustalona [43, 657.

nPochodna hematoporfiryny” +to umowna nazwa fotouczulajacego materialu, kidry
uzyskuje sie po katalizowanej kwasem acetylacji hematoporfiryny 1 nastgpnie inku-
bacjr w alkaliach Analiza zawartosci preparatu z uzyciem wysokoclsnieniowe] chro-
matografii cieczowe] wykazata, Ze Hpd zawiera ok. 50% monomerycznych zwigzkiw, ta-
kich jak hematoporfiryna, hydroksyetylowinylodeuteroporfiryna 1 protoporfiryna
[ 44, 45]. Pozostaloéd, to nierozdzielona chromatograficzme, hydrofobowa frakcja,
ktéra pierwotnie nazwano DHE (od estry dwuhematoporfiryny) ale, ktdéra zawiera naj-
pewnieJ oligomery o wyzsze) masie czasteczkowe]. Z badar wynika, Ze jedymie  hy-
drofobowe, wysokoczgsteczkowe frakcje Hpd wykazuja zdolnosé akumulacyi w  tkance
nowotworowe] 1 aktywnos¢ fotouczulajgcy. Frakcje te charakteryzuja sie wysoka ten-
dencjg do agregacji w $rodowiskach polarnych. W forme zagregowanej frakcja ta
ani nie fluoryzuje, am nie posiada zdolno$ci do generowsma tlenu  singletowego
pod wplywem promieniowania widzialnego. Dopiero w rozpuszczalnikach organicznych
nastgpuje rozpad agregatdw DHE 1 efektywna fotoprodukcja 102. Wydaje sie, Ze me-
chanizmem odpowiedzialnym za komdrkowg akumulacje Hpd in vivo  jdst endocytoza.
Postuluje s1g tu udzial receptordw lipoproteinowych blony komdrkowej z uwagi na
wykazane powinowactwo DHE do bialek lipidowych inm vitro. Ponadto, stosujac metode
mkrospektrofuorymetrii, Mor 1 1 er e 1 wspdlprac opisali ostatnio proces
wprowadzenia dimerdw porfiryny do pojedyncze) komérki fibroblastdéw mysich po za-
stosowzniu lipoprotein z surowicy ludzkiej (47, 76].

Komdrkl nowotworowe nile posiadaja wyzszego anizeli komdrky  normalne powino-
wactwa w stosurku do Hpd. Akumulacja tego fotouczulacza w guzie jest wynikiem wia-

Cl sameqo quZa przeciekajgocych naczyr kKrwionosnych



26 Tadeusz Sarna

uktadu limfatycznego 0czyszczania, obecnoscl makrofagow, ktoére umozliwiaja za-
trzymywanie agregatow w komdrce, znacznego stezenia receptoréw lipoproteinowych 1
obnizonego (w pordwnaniu z komdrkamy normalnymi) pH

W typowej terapi: fotedynamicznej dawka Hpd wynosi zwykle 3-5 ma/kg wagl cia-
ta pacjenta Fotouczulacz Jest podawany na 3-5 dny przed naswietlaniem Najcze-
scie] stosuje sie dwiatlo czerwone ( Zmax 630 nm) pochodzace z lamp konwencjonal-
nych z zastosowaniem filtrédw lub lasera barwnikowego pracujacego w rezyme ciag-
tym alhbo impulsowym Pomimo 1z profiryny (wlaczajac Hpd) pochtaniajg $wiatlo w ob-
5Zarze CZETwoNym ze znacznile M1eJsza wydajnoscia niz w pasmie Sorreta, z uwag:
na duzy penetracje Swiatla diugofalowego w tkance, wypadkowy efekt Jest przy tym
Promieniowaniu optymalny

Dawk1 dwiatta zalezg od rodzaju nowotworu, jego lokalizacy: 2 stopnia upigmen-
towania tkanka Najczescie] stosuje s1e 10-75 J/cmz, chociaz opisane sa przypadkl,
kiedy catkowita dawka przekraczata 1000 3/cm? [19] W sytuac3: dobrze zlokalizo-
wanych, powierzchniowych QuzZow napromienlanie ogranicza 51¢ do samego obszaru
nowotworu, co minimalizuje prawdopodobieristwo uszkodzenia zdrowej, sgsiadujace] z
guzem tkanki

Bbiecujaca strategie Zwigkszone) selektywnosci fotodynamiczne; terapii opisa-
1> ostatmio Oseroff 1 wspdtprac [ 707 Polega ona na zastosowaniu foto-
uczulaczy, kigre bardzie] wybidrezo nagromadzaja sie w komorkach Nowo tworowych
Dwa podejscia metodyczne zostaty zaprezentowane przez cytowanych autordw tzw fo-
toliza targetowana antyciatamy 1 selektywna fotoliza komérek karcinomy W plerw-
sze] metodzie fotouczulacz o wybranych wtasciwosciach optycznych wigze sig z mo-
noklonalnymy antyciatamsy, kidre Tozpoznala specyficzne antygeny komdrek nowo two-
rowych W drugiej metodzie wykorzysiuje sie wtasciwogc: selektywnego nagromadza-
nia niektdrych dodatnio Natadowanych barwnikdw, takich Jek Rodomina 123 lub barw-
nikl cyanowe we wnetrzu (gtewnre mitochondriach) komdrek karcinomy Nie wiadomo
wiasciwie, dlaczego komgrki karcinomy tsk bardzo réznig sie zdolroscia akumulac ]
tych katilonowych barwnikéw w porownaniu z komdrkam: normalnymy  Spekuluje s51g, ze
by¢ moze wynika to z bardziej ujemnego potencjatu membranowego komdrek Karcinomy

Dpisane metody selektywne] fotochemoterapil nowotwordw zastugula na uwage, po-
niewaz uzyskanie Znacznego nagromadzenia fotouczulacza w komérkach nowotworowych
umozliwiloby uzyskamie fotouszkodzer: mikroskepi jnie selektywnych Sprawa ta ma
szczegdlne znaczenie w przypadku rozsianych lub stabg zlokalizowanych nowoiwordw
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THE ROLE DF SINGLET OXYGEN AND FREE RADICALS
IN PHDTOSENSITIZED REACTIONS AND PHOTODYNAMIG ACTION

Summary

Three types of photosensitized reactions (PR) that can occur 1in biological
systems are discussed in this review paper.

Type I and type II of PR are oxygen-dependent processes that involve free
radicals and singlet molecular oxygen, respectively. Type III of PR does not
depend on oxygen and leads to free radical and/or molecular adduct formation
Physicochemical properties of singlet D,, hydroxyl radical and superoxide anion
are summarized and methods for detectlog and characterization of these reactive
species are described, Photosusceptibility of nucleic acids, proteins and lipids,
as possible biclogical targets in photodynamic action, 1s discussed. Molecular
basis for photodynamic therapy -- a new, photobiological method for cancer treat-
ment 15 alsc outlined.
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Krzysztof Kowalski

7 RECEPTORAMI W WARUNKACH ROWNOWAGI

MODEL OWANTE MATEMATYCZNE REAKCJT WTAZANTA | TGANDOW

1 _WSTEP

Trudno przecenic roleg, jaka peinig reakcje liganddw z makroczasteczkam, a awla-
szcza bralkami w przebiegu znaskomitej wigkszosci procesow fizjologicznych  Mozna
zaryzykowad twierdzenie, ze praktycznie wszystkie zjawiska  biologiczne sg zwig-
zane z takim: wiasmie reakcjami Zrozumiale jest wiec zainteresowanie  modelowa-
niem matematyczoym reakcjt typu ligand-receptor, tym bardzie) ze powstale niedaw-
no nowe techniki eksperymentalne pozwalaja na dokladniejsze Sledzenie takich reak-
cJjr Uzycie modelu matematycznego dla interpretacji danych empirycznych wigzania
l1ganddw z receptorami pozwazla w wielu przypadkach wyznaczyd takie wazne charak-
terystyki, jak liczba receptoréw znajdujacych sie na czgsteczce biatka nosnikowe-
go, liczba klas receptordw czy tez stoprest powinowactwa ligandu do receptora, mo-
ze rowniez rozsirzygnaé o 1stnieniu oddzialywari migdzy miejscaml wigzacyml

Celem tej pracy jest oméwienie podstawowych modeli matematycznych reakcjr wig-
zania liganddéw z receptorami w warurkach rdwnowagl Koncentrujemy sie przy tym na
dyskus 3y reakc]l wiazania homogenicznego ligandu z czgsteczkam: bialka nosnikowe-
po, ktére me ulegaja znacznym zmianom konformacyjnym craz nie rozpadajy sie pod
wplywem przylaczonych ligandéw Nie rozpatrujemy wiec przypadku, gdy z biatkiem
wl3zg sie ligandy roznego rodzaju, me badamy reakcjr transportu lub reakcji typu
enzym-substrat ani tez mie bierzemy pod uwagg model:i analogicznych do modelu Mo-
noda-Wymana-Changeux (MWC), w ktdrym biatko nodnikowe sklada sig z protomerdw, mo-
gacych znajdowal sig w 2 stanach konformacyjnych Zwigzle omdwienie tych  zagad-
nieri mozna znales¢ w monografin [2].

Szczegdlng wage przywigzuje sie w te] pracy do Scistosci matematycznej przed-
stawlanych twierdzert OCdbidr zaprezentowanych tutaj tredci nie wymaga jednak wia-
dania wyrafinowanym aparatem matematycznym
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2 OGOLNY MODEL WIAZANIA LIGANDGW 7 RECEPTDRAMI

Niech L oznacza ligand, CD - czgsteczke biatka Zaldzmy dalej, Ze na czastecz-
ce biatka zmajduje sig n receptordw, ponumerujmy Je od 1 do n 1 Dznaczmy przez

EJ ] 3 kompileks biatka z 1 zwigzanymi ligandami 1 = 1,.. , n powstaly przez
1720 ¥
Zajecle mieJjsca wigzgcego J; W pierwszym kroku reakcji, miejsca Jo W drugim kro-

ku 1td., gdzie 1 € Jr-S-n oraz ). # 3., gdy r #s, wdwczas najbardzie) ogdl-

Sl
ny model wigzama czastek ligandu L 2z receptoram jest reprezentowany przez na-

stepujacy c13g reakc)l

k
1
L + C —_—
0o - 7y
(2 1)
kJ J J
L+C e ¢ L 122,....n
J1d2 e e—ee———— il -0y
dzie k , r=1,2,. ., oznacza statg asociac)i kompleksu C .
MR TR PR " ? JERIT e J1d2 - 3

Zauwazmy, ze model opisany rdwnaniam (2.1) jest w 1stocie modelem z pamigcig

Rzeczyw1scie, rozrdzniamy kompleksy 03132" 3, 1 CG(JI)G(Jz)...G(Jl),].z 1,. , n,
gdzie G jest dowolng permutacja zbioru 531,32, . Jlg n.e bedacg tozsamodcia

Innym1 stowy, rozrdzniamy kompleksy majgce rding historig powstania

Rozwazmy reakcje (2.1) w stamie rdéwnowagl Ciag réwnaf opisujgcych stan riw-
nowagl teakc]y (2.1) ma nastepujaca postadé (w pracy te) oznaczamy zardwno czaste-
czki, jak 1 1ch stezenia tym samym symbolem)

k,LC. =C (2.2a)

K L C =L , 1=2,...,n (2.2h)
Jdzeedy 3z - diar Nd2 ood

Zauwazmy, ze (2 2b) jest w 1stocie cigglem rdwnar rekurencyjnych. Rozwigzanie
réwnai (2 2a), (2 2b) jest dane nastepujgcym wzorem.

C =C
Idge g 0(

W eksperymentach badajgcych wigzanie liganddw 2z receptoramir mierzone jest

1

\
[T Lt 1=1,...,n (2 3)
3 J . J ) 3 H 3
51 142 S

oprécz stezenia L swobodnego ligandu, stezenie Lb zwigzanego ligandu, rdwne.

n

- . 4
Ly 42: ' ¢§: CJIJZ 3 (2.4)
1=l Ndz )y
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praz catkowite stezenie CDD czgsteczek bratka nosnikowego

Z: 2. Cy 3 3, (2 5)

1=1 J91d20-

Dzielsc stronami (2.4) przez (2.5) 1 uwzgledniajgc (2 3) otrzymujemy réwnanie
oplsujgce zwigzek migdzy stezeniaml zwigzanego 1 swobodnego ligandu

Z Z ” J]_JZ .JS> Ll

1=1 1l 3

v = n 1 (2 6)

1 [ & LI
+12;531%'31<5:1 1l JS)

L
gdzie V::T%L Jest tzw, stopniem nasycenis okredlajgeym sredmig liczbe ligandow
0o

przywigzanych do indywidualnej czgsteczki biaika nosnikowego, oczywiscile 3V €n

Réwnanie (2 6) jest podstawowym rdwnaniem reakcjl wigzama liganddw 2 recep-
torami. Wszystkie fakty omawiane w te) pracy sa konsekwenc)ami tego réwnania
Model (2.1) opisywany jest duza liczbg parametréw. Liczba m statych asocja-

cn k , 1=1,.., n wystepujacych w (2.1) jest réwna
313 3
n
A =Z]7(n-3+1) (2 7)
1=1

gdzie v? pznacza liczbe wariacjl z n elementdéw po 1.
Dla przykktadu My = 4, my = 15, my, = 64 1td  Nawet, jezeli umdwimy sig,ze nie
rozpatrujemy modelu z pamigcig 1 utozsamimy kompleksy majace zajete te same mie)-

sca wigzgce (warunek ten uwzglednimy, jezeli zazadamy w (2 1), by 31<332<1 ..<-31),

wowczas 1 tak liczba m’n niezaleznych statych asocjacj: kJ 3 3 rognie wykiad-
12 "4
mezo z liczba n mie)sc wigzacych. tatwo bowiem pokazad, ze m’_  Jest rdwne
= ol _
m =2 1 (2.8)

Rzeczywiscie, kompleksy z réznymi zajgtyml mlejscaml wlgzacyml mogg byd repre-
zentowane przez n-elementowe clag:r zer 1 jedynek, gdzie jedynka (zero) pznacza,
Zze miejsce Jest zajete (wolne), Jak wiadomo liczba n-elementowych ciagbw z 2 ele-

mentdw oot
mer ST

Sy ard vl
TLOW e U

- =X e Tiimrmann margymn
wila £ 4, JLgu Wy(\.lubLﬂqu PLLyPCI

sca wolre) otrzymujemy (2.8)



34 Krzysztof Kowalski

Widzimy, Ze model (2.1) jest zbyt skomplikowany, by mdgt byé stosowany w prak-
tyce Olatego teZ zostaly wprowadzone prostsze modele, bedace szczegdlnymi przy-
padkami (2 1) Modele te zostaly omdwione w nastgpnych rozdziatach.

n =]
u

r A AT A
| O ] A L VR

Rozwazmy model (2 1). Pierwszy realistyczny model wigzania liganddw z Tecep-
torami, bedacy szczegdlnym przypadkiem modelu ogélnego (2.1), zaproponowany juz
w 1925 r. przez Ada 11 a [1], postuluje utozsamianie kompleksdw, majacych ta-
kg samy liczbe przylaczonych liganddw, wiedy

C = 1< 3j_<n, =1, . 31,
J1dgs -3y 1’ Jgsn s » b G L

k = K -1, 3 2
Mg -3 a7 " C2

1 ciag reakcyl (2.1) redukuje sig do

L+C ,g==C, 121, ,n (3.3)

Abstrakcyjny kompleks E1 Jest nazywany czesto ,makrostanem" bedacym sumg ,mi-

krostandw" reprezentowanych przez konfiguracje CJ 3 3. Analogiczme state
132-++34
asocjacyl Kl sa nazywane stalymi makroskopowymi w odrdznieniu od mikroskopowych
statych kJ ] 3] Nietrudno znaleZé zwigzek migdzy staiymi makroskopowymi 1 mi-
1-2 1
kroskopowymy. RzeczywlsScie, stegzenle C1 kompleksdw z przywiazanymi  1-ligandami
Jest réwne
C, = C (3.4)
1 2 3132 -3
Iz - 5

7 kolel rdwnowagl reakc)l (3.3) maja nastepujaca postad

K LC _;=C, 1=1,. ,n (3.5)

Podstawiajac {3 4) do (3.5) 1 uwzgledmiajac (2.3) otrzymujemy

Ky =‘2L'kjl (3.6a)
J1
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> 77

K

33 3

343 b - 1v¥2 5
( -2 1 s Co1=2, .,n (3 éb)
1 1~-1

tatwo pokazac, ze zwigzki (3 6a), (3 6b) moga byc zapisane w nastepujacy spo-
sdb

1 1
[Te = 2 [« 3.3, 3 G 7

571 3 3 T

Podstawiajac (3 7) do réwnania (2 6) otrzymujemy rownanie  Oplsujgce zwigzek

miedzy stezeniaml zwlgzanego 1 swobodnego Tigandu w modelu A da1ra

noooLl
21 ”KJ)Ll
Vo= (38
. ‘;“ /T_T w\\n

el

Zastanawiajgce Jest siabe rozpowszechmenie modelu A da1ra (nazywany

Jest on rdéwniez réwnowagowym modelem etapowym [107) wsrdd birochemkow, zwlaszcza
jesli uwzgledmmy jego 60-letmig historie oraz fakt, ze model ten jest, Jjak do-
tad, jedynym modelem uwzgledniajgcym oddzialywajgce miejsca wlgZzgce

Sporzadzem.e wykresu v w funkcji L umozliwia wyznaczenie liczby n receptorow

zrnajdujacych sige na czgsteczce bialka Rzeczywiscie, z (3 B) tatwo wynika, ze
Iim w(L) =
0

czyli wykres ¥ w funkcji L ma plateau V =n
Ponadto znajomosc wspéiczynmka kierunkowego styczne} do wykresu funkcji v{L)

oczatku uktadu wspdirzednych, L = 0, » = 0 umozliwia wyznaczeme state} asocja-
cJ K1 kompleksu Cl bialka z przylaczonym jednym ligandem, mamy bowiem
K (3 10)
fL=0

Powyzsze spotrzezema s§ zawarte na rys 1 Przedstawiono na mm wykres funk-
€)1 wklestey (w pracy tej, zgodnie z konwencj3 przyjeta w polskim pismienmciwie
matematycznym, nazywamy funkcje f wypukia (wklesta), gdy £" >0 (" < 0)) W ogdl-
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Rys 1 Zaleznodé stopnia nasycenia V od stezenia niezwigzanego ligandu L w mo-
delu A dai1ra Tangens kata o jest dany przez tgor = Kl

nym przypadku jednak przebieg funkcji v (L) danej wzorem (3 B8) me jest znmany

Wiemy jedymie, 2ze funkcja ta jest rosngca. Rzeczywiscie, pochodna«‘cjf Jest rdwna

n 7 n AN s n N\,
Z: 1281 (1 +2 31)—(2 131)2
1=1 1=1 1=1

/ n AY
Kl + Z 81)2

1=1

(3.1

1
gdzie a, =(” KJ)LJ', 1=1,. ,n.

Biorac pod uwage nastepujaca nierdwnosd, ktdra tatwo udowodrmi¢ indukcyjnie

n

n n
1=1 1=1

1=1

stwierdzamy, Ze %E) 0 c.b.d.o.
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Poniewaz funkcja v{(L} jest monotoniczna, stad Jedynymp charakterystycznym
purktami umozliwlajgcyml WyZnaczemie pozostalych wielkosci zwigzanych z procesem
wigzania liganddw, Jak state asocjacji KQ, K3, . Kn, moga bys ewentualne punkty
przegigcia funkcji v(L) Niestety, juz w przypadku czgsteczkl biatka z dwoma re-
ceptoramr (n = 2) badame tych punktéw prowadzi do réwnania trzeciego stopma, zas
otrzymane zwigzki 53 skomplikowane 1 newygodne w praktycznych obliczemiach

Reasumujac, postac (3 8) zaleznosci migdzy stezeniami zZwlgzanego 1 swobodnego
ligandu umozliwia graficzne wyznaczenie l1czby mejsc wigzacych n 1 stale} asocja
cJi Kl, jest natomiast mewygodna przy wyznaczaniu pozostalych wielkoscl charak-

teryzujgcych p

wiazama liganddw z receptorami 7 tego tez wzgledu czesto
jest uzasadnione wprowadzeme tZw zmennych Scatcharda Jﬁ, v zamiast
zmennych v, L Wykres funkcglﬁé (v) Jest nmazywany zwykle wykresem ScCa tchar-
da Moze to prowadzi¢ do meporozumier, poniewaz 1stmieje réwniez model wigza-
ma liganddw z receptorami, nazywany modelem Scatcharda (model tem jest
dyskutowany w rozdz 4) Oczywiscie wykres Scatcharda mozna analizowac W
obrebie modell réznych od modelu Scatcharda, jak np w przypadku omawlane-
go modelu Adaira Wadg zmennych Sca tcharda Jest operowane wielko-
$ciam1 bedacymi funkcjam. merzonych wielkosci, 3akJ&, co powoduje kumulacje

bleddw

Rozpatrzmy rdéwname (3.8). WprowadZmy zmienne Scatcharda y :-%, X =V,
wowczas (3 B) przyjmuJe nastepujaca postac
n 1
n 1-1 -1
y + - =0 3.13
Z (x - 1)x" 7y n K, (3.13)
1=1 3=1

Widzimy, ze y Jest w ogdlnosci uwiklang funkcya x Co wiecel, ponewaZz (3 13)
jest rdwnaniem n-tego stopma ze wzgledu ma vy, stad w mysl teori1 Galois [12]
wszystkie proby jawnego wyznaczenmia zaleznoscl y(x) sg dla n > 4 beznadziejne

Znajomosé wykresu funkcjl y(x) umozliwia wyznaczemnie liczby miejsc w1gzacych
n oraz statych asocjacji Kl’ K2 oraz Kn’ Rzeczywiscie, wspdirzedne punktw prze-
clecia wykresu funkcjl y(x} z osiaml rzednych 1 odcigtych sa odpow1ednio rdwne

(3 14

x =@, y= Kl
x=n, y=20 (3 15)

Ponadto wspdiczynniki kierunkowe stycznych do wykresu funkcyl y(x) w punktach
przeciecla z psiaml wspdirzednych sa dane nastegpujacyml wzprami

&

=2 K, - K (3.16)
Ix = 0 z 1
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dy _ .
;ﬁ;a ) - K, (3 17
X = n

Biorgc pod uwage zaleznosci (3 14)-(3 17) widzimy, ze dla przypadku liczby re
ceptordw n < 3 mozemy wyznaczyc graficznie wszystkie wielkoscli charakteryzujace
wlgzanie

i<

K, <

A Y 4

vV v

n

Rys 2 Wyktres Scatcharda wprzypadku modelu A

d a. Tangensy ka-
tow o 1 B s dane przez igoh = K; - 2 K,, tgf3

1T
n Kn
Zaleznoscy (3 14)-(3.17) zostaly zaprezentowane na tys 2. Na rysunku tym

Y
przedstawlono krzywg wypuka. W ogdlnym przypadku jednak przebieg furkcji I W)

nie jest znany

Przyk?ad

Rozpatrzmy przypadek czgsteczkl bialka z dwoma rdznymi receptorami. Cigg reak-
cjt (3 3) redukuje sig wtedy do

L+anc1

(3.18)

L+C == G,
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Zaleznos¢ v (L) wyraza sig natomiast nastepujacym wzorem

v

: 0w w2
Kok + Z KiKolL

1)..

1+ KL + KK

5 (3 19)
1 1Kot

jdzie Kl, K2 sg statymi aspcjac]i kompleksu C1 1 Cz.
Przebieg funkcji (3 19) zostal przedstawiony na rys 3.

v v
2 o m s o e s m e e — e~ =~ A
0 0
0 L 0 Ly L
al Ky » 2K, b) Ke < 2K,

Rys 3. Wykres zalezrnosci wspdtczynmika nasycema v od stezenia L wolnego ligandu
w przypadku dwich miejsc wigzacych (model Adair a)

Badamie drugiej pochodney funkcji (3.19) prowadzi do réwnamia trzeciego stop-
ma. Odcigta L, punktu przegigcia funkcji v (L) (rys 3b, Ky <2 K,) Jest réwna
K
2 1 1
L*:m[ 4 cos + ¢ 1] (3.20)
Kl K2 3
K1
gdzie @ =T - arc cos I"W
z

Widzimy, ze badanie punktdw przegiecia funkcji v (L) me jest najprostsza dro-
ga do wyznaczenia parametrdw wilgzania.

PrzejdZmy teraz do dyskusji zaleznogci zwigzanego 1 swobodnego ligandu w zmien-
nych Scatcharda.

Jawna zaleznodd funkcyjnaif (V) dla reakcyy (3.18) wyliczona za pomocg Tow-
nania (3.13) ma nastepu3jaca postad

K K K
v _ 1 2 ? 2
?"z“[l'“l/(l-“q)("'” *“‘k’“] G 21)

1

Przebieg funkCJ1-% (V) w zaleznodci od wartosci stalych asocjacji Kl' K, zo0-

stal przedstawlony ma rys. 4 Wspdirzedne maksimum funkcjl przedstawionej na rys
1
b4e (przypadek W.2">7) s3 rdwne
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rle
i
cle

) K, b) <)

>
ks
]
+
"
et
fal
m>

i

rle
ri<

x

d)

Fx

1
> 1

’a% e)
a

x

Rys 4. Wykres Scatcharda w przypadku dwdch miejsc wiazacych (model

Adaair a)
Ky
v = 1~ (3.22a)
max &Kz - K1
& o
Y, = 2K (3.22b)
L max 2K, - Ky

Z uktadu rdwnart (3.22a), (3 22b) moZemy wyznaczy¢ obie stale asocjacyi:

In RV
AR

2(2Y  @a-v. )
_ _~"/max

(3 23a)

i 7
(1-y )+ 1
a'A
(L)max (3.23n)
K, = — .
2 T 201 ﬁ;;;j’

Réwnama (3.23a), (3.23b) stanpwig dogodna podstawg do graficzrego wyznacza-
nmia statych asocjacji Kl’ Ko W przypadku, gdy wykres Scatcharda posiada
maks 1mum.
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Zwrdémy uwage, Zze tylko w przypadku (b) zaleZnoéé‘f‘(ﬂ) Jjest prostolinlowa
Faktu krzywoliniowoscl wykresu S catcharda zdaje sig nie uwzgledniad
wielu badaczy, ktdrzy w praktycznych wyliczeniach kazda zaleznos¢, nawetewldent-
nme krzywoliniowa, usituja opisac za pomoca linii prostej.

Zbadamy teraz, kiedy zaleZnnéé-%-(v) dana rdwnaniem (3.8) redukuje si1g do za-
leznosci prostoliniowe].

Zatdzmy, ze wszystkie miejsca wigZzace sg Jednakowe 1 nie oddziatuja  (znaczy

Py T

o Gy mmwyulamoanmta Tymameddis Am aadeoss - ma MG msarmbs e e o o P
L, 4t Ul LyiguLcillic lliyarniud Uu gediicyy £ il jour WlgliglLylil 11lc cinlciild Widol]

0
pozostalych miejsc wigzgcych), wtedy stale szybkoscl powstawania 1 rozpadu kom-

pleksu Cl Z 1 przytaczonymi ligandami s3 rdéwne

_n-1+1
I, —— 1 (3.24a)
r,=1T,, 1=2,.,n (3 24b)

gdzie n jest liczba receptordw znajdujacych sie na czasteczce biatka nognikowego
oraz ry, r_; s stalymi szybkosci powstawania 1 rozpadu kompleksu C1 batka z przy-
taczonym jednym ligandem.

Rzeczywidcie, czgstka ligandu ma n - 1 + 1  mozliwosci przytaczemia do kom-

plesksu C 2,.. , n 1 utworzenia kompieksu Cl, przy n  1lodci sposobow

1y 1=
przylacze;1; do czasteczki biatka Co 1 utworzenia kompleksu Cl (pamigtamy,ze w mo-
delu Adai1ra utozsamiamy kompleksy z przytsczona jednakowa liczba ligan-
diw), stad prawdopodobieristwo przytaczemia ligandu do kompleksu Cl-l’ 1=2, .,n
Jest ﬁ—:—g—:—r razy mmiejsze od prawdopodobieristwa przylaczema ligandu do cza-
steczky biratka C , skad wynika wzdr (3.24a)

Analogicznie kompieks C1' 1=2,..., nma 1 mozliwosci1 rozpadu przy Jedyne]
drodze rozpadu kompleksu Cl, czyli prawdopodobieristwo rozpadu kompleksu C1’
=2,..., n Jest i1-krotme wigksze mz prawdopodobieristwo rozpadu kompleksu Cl’
skad wynika wzdr (3 24b).

Z rdwnan (3.24a) 1 (3.24b) wynika, e stala asocjacji kompleksu %} 1=2, ., n

1 =

Jest danma nastepujacym wzorem

r, n-1+1
Kl T T Kl’ 1=2, .,nN (3 25)
-1
T
gdzie K1 =5 Jest stala asocjac)i kompleksu Cl
-1

Widzimy, ze w przypadku i1dentycznych 1 nmieoddziatujacych receptordw znajomosc
parametrdw Kl’ n umozliwia wobec (3.25) wyznaczenie wszystkich pozostalych wiel-
kosc1 charakteryzujacych proces wigzania (pokazemy dalej, ze parametry te moga
by¢ tatwo wyznaczone graficznie)
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Podstawiajac (3 25) do (3 8) 1 korzystajac z wzoru dwumiennego Newtona otrzy

i Jemy

LRV (3.26)

—‘-C-:K

ZaleZnoSéq? od v jest wiec prostoliniowa tylko wiedy, gdy receptory sa jed-
nakowe 1 nie oddziaslula. Wszystkie znane autorowi dowody prostoliniowos$ci wykresu
funke3i —¥ (v) w przypadku 1dentycznych 1 niezaleznych miejsc wigzacych rozpetry-
wanych w ;Udelu Adaai1ra, powoluja sienamodel Scatcharda (model
ten zostal oméwiony w nasigpnym rozdziale), co nie wydaje sig zbyt fortunnym roz
wiazaniem. Przedstawiony wyze] dowdd wykorzystuje jedynie wewnetirzne charskiery-
styk1 modely A da1r a.

rie

RN

\ d
h Vv g v
Rys. 5. Wykres Scatcharda w przypadku 1dentycznych 1 nieoddziatujgcych
receptoréw (model A de 11 a) Tangens kata o, Jest rdwny tgo = Kl/n

Wykres fUﬂkCJl'%’(U) danej wzorem (3 26) zostal przedstawiony na rys. 5. Wi-
dzimy, e stanowl on dogodng podstawe do graficznego wyznaczenie stalej asocjac)l
K, oraz liczby miejsc wigzacych n.

) Powrdémy do rdwnanta (3.25). Czynnik

_n-1+1
Fn,l B 1 (3.27)
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aystepujacy w (3 25) jest nazywany czynnikiem statystycznym. Czynmk ten okregla
trwalogé kompleksu Cl wynikajacg nie tyle z wiasnosci samych miejsc wiazacych, co
z samego faktu, ze powstal on w wyniku przylaczenis 1-czasteczkek ligandu do cza-
steczki bialks nodnikowego Czynnik statystyczny jest bowiem réwny stosunkowi 1lo-
sc1 sposobdw, na ktdre moze powstac kompleks C1 do 1lo3c1 sposobdw, na kidre mo-
ze sig on rozpasé Innymi slowy, czynnmik (3.27) jest prototypem stalej asocjacji
kompleksu Cl ze wzgledu na statystyke liczhy obsadzonych receptordw

4 MODEL SCATCHARDA

Rozwazmy model og6lny (2.1). Zaproponowany w 1949 r przez Scatchar-
da model [[13], bedacy szczegélnym przypadkiem (2 1), ograniczs si¢ do opisu

wigzania liganddw z nieoddzialujgcymil receptorami. Poniewaz z definicji, miejsca

Yo

MR L Inl -l "N et e r - P L - I 1= Lo mmds o o=, ey = 1 e e o -~
WigsdLE 1iiE O0UUZldiUJd WLEBUY, KIEOY pLLyigdLZEniie Liyanuu 8]
zacego nie zmienia wlasnodcil pozostaiych mie)sc wiazgcych, stad wynika warunek

ey
i

k =k., 1=1, ., n (4 1)
Jide 3y I3
1 ciag reakc)l (2 1) redukuje sig do
k_
J1
L+ CD -— EJ

(4.2)

L +C ’
i1l -l W )

Zauwazmy, ?e stala k_ charakteryzuje jedynie miejsce wigzace, do kidrego przy-
1
lacza si1e ligand, dlatego tez reakcje (4 2) sa réwnowazne nastepujgcemy  ciagowl

reakcyi

k
1
L + R1 _—— €, 1=1,. ,n (4.3)
gdzie R1 oznacza 1-ty receptor, 1 =1,..., n oraz Cl kompleks 1-tego receptora

z ligandem
Innymy sowy, w przypadku braku oddziatywania migdzy receptoraml mozemy zapo-
mriec, ze receptory sa umieszczone na JakieJ$ czgsteczoce hialka 1 rozpatrywac
reakcje ligand-receptor zamast reakc]y ligand-czgsteczka biratka z recepiorami.
Podstawiajac (4.1) do (2.6) 1 biorac pod uwage oczywisty fakt, 2e w przypad-
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ku braku oddziatywama miedzy miejscaml wigzgcyml utozsamiamy kompleksy majgce za-
jete te same mejsca wigzace (model Scatcharda Jest modelem ,bez pa-
miec1"), otrzymujemy réwnanie opisujace zaleznos¢ funkcyjng migdzy stgzeniami zwig-
zanego 1 swobodnego ligandu w modelu Scatcharda:

n 1

> T 5, )0

1
V= 1=1 (Jl<32<"'<31 g=1

(4.4)
n

L0 s )

T=—i \Jl< J2(_' '<31 5=1 s/
Uwzgledniajac dos¢ oczywiste zwigzki

N 1l
k) =1 +2( 2 I K, )Ll (4.5a)
1=1 5

-

1=1 7<= -=J; g2
M

d

a”(l+kL)-2 [T aekw (4.5b)
1=1 =1 141

latwo pokazad, ze rGwnanie (4.4) mozna zaplsa¢ w nastgpujacy réwnowazny sposthb:
n
k. L
= 1
Ve 213 kL (4.6)
1=1

'd —— L

7 drugie] strony rownanie (4.6) moze byc

¢ wyprowadzong Z Tow
stan réwnowagl reakcjyi (4.3).

Zalézmy teraz, ze na czasteczce biatka nosnikowego, wérod catkowite) liczhy n
receptordw znajduje sig n, mejsc wiazacych typu 1, 1 = 1,..., m, wowczas przein-
deksowujac odpowiednio state k1’ 1=1,..., nwystepujace w (4.6) moZzemy zapisac
zwigzek miedzy stezemami zwigzanego 1 wolnego ligandu w nastgpujace], najbardzie]

rozpowszechnione] postaci

n k. L

V= Zl+kL (4.7)
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Znajomosé wykresu funkell (4.7) v(L) umozliwia wyznaczenie liczby ni Tecep-
toréw, umiejscowlonych na czasteczce blatka nosmkowego, rzeczywiscie, ma mle]-
sce zwlazek

m

1im v(L) =Z n =n (4.8)

|~ oo 1=1

Innym1 stowy, wykres funkcji ¢ (L) posiada plateau » = n. Dodatkowej infor-
mac]l dostarcza znajomos¢ styczne) do wykresu Vv w furkcjl L w purkcie L = 0, ma-

my bowiem
m
dy
d,, - =ankl 4 9)
IL=0 <=
1=1
v
Pl o e e e e e o i e —————— e e e =
o [
0 L

Rys 6 MWykres stopnia nasycenla ¥V W funkc]l stezenia swobodnego 1igandu (model

m
Scatcharda) Tangens kgtao jest rowy tgo = n, k
1

Powyzsze sposirzezenia zostaly zebrane na rys. 6 P

g
sunku uwzgledniono tatwy do stwierdzenia fakt, 1z » Jest rosn3cy wklesta funk-
cja L. Zauwazmy, ze z faktu wklestoscl funkcjy v (L) w przypadku  nieoddziatuja-
cych miejsc wigzacych wynika odwrotne twierdzenie, w mysl ktdrego istniemie punk-
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téw przegiecia wykresu funkcyi V(L) (w przypadku modeli uwzgledniajacych efekty
allosteryczne, jJak np modelu A da 1r a) implikuje istnienie oddziatywari mig-
dzy miejscaml w13zacyml

Rozwazmy teraz doktadniej przypadek jednej klasy niezaleznych miejsc  w1g3za-
cych, kiedy to z wykresu 6 mozna wyznaczy¢ wszystkie wielkosci charakteryzujgce
proces wigzania Rdéwnanie (4 7) redukuje sig wtedy do

o nktL
V= 1+ kL (4 10)

gdzie n Jest 1iczbg identycznych 1 niezaleznych receptordw znajdujacych

0
3
o

czasteczoce biatka nognikowego o mikroskopowe] staltej asocjacyi k
7 (4.10) %atwo wynika, ze wykres v w funkcji log L ma postac krzywe]  sigmo-
1dalne] Krzywa ta zostala zobrazowana na rys 7

v
LA ;;;;:;;:;::;LZJL:;::;;-
S P
1 - t
t
]
]
]
)
!
1
!
]
1
}
1
]
1
----- 1
-logk log L
Rys. 7. Wykres zaleznoscl stopnia nasycenia w funkcji logarytmu stgzemia wolnego
ligandu w przypadkd identycznych 1 nieoddziaujacych miejsc wiazacych (mode]l
Scatcharda)
Widzimy, ze z plateau 1 punktu przegigcia wykresu ¢ w funkcji L w skali lo-
garytmiczrne] mozemy wyznaczy¢ 1iczbg miejsC wigzaCych n oraz mikroskopowa stal

asocjacjl k. Wykres z rys 7 zostal wprowadzony po raz plerwszy przez Klotz
[8], dlatego tez czgsto jest nazywany Jego imeniem. Oyskusjg przydatnosci wykre-
su K1otza wbadaniach eksperymentalnych mozna znale#¢ w [4, 7]

Rozpatrzmy teraz rdwnanie (4 7) w zmennych Scatcharda “f, v
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W wyniku wprowadzenia zmennych y -Ji, x =, réwname (4 7) przybiera na-

X 1 . (4 11)

Widzimy, Zze analogiczme, jak wmodelu A dai1ira y Jest w ogdlnoscl

uwlklang furkcjs x.
Znajomosc wykresu funkcjl y(x) umozliwia wyznaczenie liczby n receptoréw oraz

pewne3j limowe] kombinacji statych asocjacji kl, 1 =1, ., m Rzeczywidcie, wspdi-
rzedne punktdéw przecigcia wykresu funkcjl y(x) z osiam1 odcietych 1 rzednych sg

odpowiednio réwne

x=n, y=20 (4.12)

x =0, y-= n k (4.13)

Dodatkowe] i1nformac]i o statych wigzania dostarcza znajomosé  wspéiczynnikdw
kierunkowych stycznych do wykresu funkcji y(x) w purktach przecigcia (4.12), (4 13)
Zz oslaml wspdirzednych Mamy bowlem.

‘e, —
gy I L
ax, = (4.18)
X =n n
20
1-1 X4
m
2
Z 1K
1-1
gy e (4.15)
dx,  _ m
Ix = 0
422 1K
1=1

Réwnania (& 12)-(4.15) charakteryzuja zachowanie wykresu S catchar-
ecigcla z osiamy wspélrzednych. tatwo ponadto stwierdzic, 2e

d a w punktach prze
y jest malejaca funkcja x. Rzeczywidcie, obliczajac pochodng funkcjy uwikiane]
y(x) latwo otrzymujemy



48 Krzysztof Kowalski

)
y (x) =~ <0 (4.16)

m n k

2 : 11

2
(y + k. x)

1=1 Y 1

Trudniejszym zagadnieniem jest natomiast dowdd wypuklosci funkcji y(x) (zwykle

Dowdd

Przez odpowiednie grupowanie wyTazdw mozemy zapisa¢ druga pochodng funkcji
y(x) w nastepujace] postaci

m m m m m

et ITAO IR S 35

y = [ alkl( alkl b, 4 b1k1 *
3 1 1=1 1=1 1=1

1=1 =]

(4.17)
m m m m m
+ by a //ﬁf‘ a Y b k2 Y a_k by b k\\ 1
i 1\f:4 1/, 1 112, "1 {/ J
1=1 1=1 1=1 1=1 1=1
n_ k n k
11 11
gdzie a_ = , b = —
Loy aekpo? Y (k)

Dalej, za pomocg zasady 1ndukcji zupelnej dowodzimy, ze wyrazenla znajdujgce
s1e w nawilasach okraglych sa nieujemne, stad oirzymujemy w koricu

y" 20 c.b.d.o. (4.18)

Nietrudno zauwazyd, 2e znak réwnosci w (4.18) jest osiggany dlam =1 (Jedna
klasa miejsc wigzgcych). Oczywiscie y(x) Jest wtedy funkc)g prostoliniowa. Widzi-
my, ze powodem nieliniowoscl wykresu Scatcharda GE w furkcjl v ) wprzy-
padku nieodzlatujacych receptordw jest mnogosé klas miejsc wigzacych. 7 drugie)
strony fakt wypukiodci tego wykresu w przypadku nieodzialtujacych miejsc wigzgcych
pociaga za sobg twierdzenmie odwrotne, w mysl ktdrego wklestos€ wykresu S coa t-
charda aimplikuje 1stmenie oddzialywari migdzy miejscami wigzgcymi.

Zatozene homogeniczrogcl ligandu, o ktdrym wspomnielismy we — wprowadzeniu,
jest mezwykle istotne dla powyzszych rozwazad. Okazuje sig bowiem, 2e wykres



Modelowanie reskc]l wilazania liganddw z receptorami 49

Scatcharda moze byG wklgsty réwnez w przypadku nieoddziatujgcych 1
1dentycznych receptordw, o 1le ligand jest heterogeniczny [11] Dyskusje ekspery-
mentalnych artefakidw prowadzacych do wklgsiego wykresu Scatcharda moz-
na znaleZé w [ 3]

2 ¥
L L
- (
m
Z.n._k._< nk <
rz4
L < | L i
. — ] v - — v
n n
a) mo> i b) mz=A1
Rys B. Wykres Scatch s oa wprzypadku modelu S c a tcharda, Tan-
m m m
2 "y
gensy katéwoe, 3 z rys a) sg réwne tgor = 2 nlkl/z nk tgf3 = n/§ o
1=1 1=1 1=1 !

Tangens kataot z rys. b) jest réwny tgov = k

Zaleznodc1 (4 12)-(4 16), (4 1B) zostaly zobrazowane na rys. B

Rozwazmy dokladnie) przypadek jedne) klasy nieoddziatujacych miejsc wigZzg-
cych (m = 1), kiedy to wykres Scatc harda przedstawia linmeg prosty zo-
brazowana na rys Bb Réwname te) proste) ma nastepujaca postac-

}

-E-.__ nk - kv {4 19)
Réwnanie (4.19) jest czesto nazywane rGwnarmem Scatcharda. Przez

przegrupowanie wyrazéw tatwo otrzymujemy z (4 19) tzw. rowname Hughesa-Klotza

%%ﬂ_{l{ﬁ% (4.720)
Widzimy, ze wykres zaleznosci %rod-f-Jest 11n1a prostg o wspéiczynniku kierun-
kowym ﬁ%-1 rzedne] punktu przecigcia z 0s13 T;réwna %%, co zostato przedstawione

na rys 9 Mnozac obie strony (4 20) przez L otrzymujemy )eszcze 10n3 prostoli-

niowa parametryzacje wykresu Scatcharda w przypadku  1dentycznych 1

mezaleznych receptordw-

L (4.21)

=3 |

L__1
v ok
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<l

3>
A

L]

L

Rys 9 Wykres zaleznosci odwrotnoscy wspoluzynnika nasycenma od odwrotnoscy ste-
zema wolnego ligandu w przypadku identycznych 1 niezaleznych miejsc wiazacych (mo-
del Scatcharda) Tangens kata o Jest réwny tgo = 1/nk

LAl

L

Rys. 10. Wykres 1lorazu stezenia wolnego ligandu 1 stopnia powinowactwa w funkcja
stezenia wolnego ligandu w przypadku i1dentycznych 1 nieocddziatu)acych receptorow
(model Scatcharda). Tangens kata o0 jest rowny tgo = 1/n
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Wykres proste] zadane) wzorem (4 21) zostal przedstawlony na rys 10 Szcze-
g6lowa dyskusjg modelu Scatchar d a w zmiennych %f w funkc)l ~%— oraz
zmzennych-%-w funkcj1l L mozna znaleZdé w [9]

Przykad

Rozwazmy przypadek 2 klas miejsc wigzacych Cigg reakcjl (4 3) redukuje sie
wtedy do

(4 22)

Jawna zaleZnoéé«% od v wyliczona z (4 11) ma nastgpujgca postac

k, + k nky + noK Mk, + Naka\2 4k
H%: 12 2|:1k1+k22'V+]/6’- lkl+k2 2)+ IKZZ(”—V)‘;J(4 23)
1 2 1 2 (k1+k2)

gdzie kl jest stala asocjac)i kompleksu Cl, 1 =1, 2 oraz n,  0zN3cz3 liczbe re-
ceptordw znajdujacych sig na czgsteczce biatka nosnikowego, tworzacych  kompleks
Cl, 1=1,2, n=n+n, jest catkowita liczba miejsc w1gzgcych

rie
e

A

a) k, # K, by ke = kg = K

L}

Rys 11 Wykres Sca tcharda wprzypadku dwéch klas mieoddziatujacych
miejsc wlgzacych Znajomosc parametrdw a, D, «, 3 pozwala na wyzhaczenie wszy-

stkich wielkoscl charaxteryzujacych proces wigzania (patrz réwnania (4.25), (4.26))

Wykres funkcjl (4 23) zostal przedstawlony na Tys 11 Parametry 8, b, o, B
wystepujace na rys. lla sa zadane nasigpujacyml réwnaniam1 (patrz (4 12)-(4 15))

nl + ﬂ2 = 8 (4 248}
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nlkl + n2k2 = b (4.24b)
2 2
nlkl + noks = b tgor (4 24c)
n n
1 2 a PN
-, - . 2 4,24d
)k, TP e

Zatrzymamy sie teraz na przypadku k1 # k2 (przypadek k1 = k2 pojedyncze] kla-
sy mi1eJsc wigzgcych jest trywialny). Rozwigzanie nieliniowego ukladu (4 24a)-(4.24d)
moze byé zapisane w nastepujace] postaci

U+ Vu2 - 4y _2b -3 (u- u2 - 4v)

k, = n (4.25a)
1 2 ' 1
2V u2 - by
Vil Ve -
k2 _u-Vu' -4y , n, = a(u+Vu -4v)-2b (4.250)
2 u2 - by
gdzie -
_ b(tgee - tgB)
Y o - atgp (4.26a)

v -0t g_f%_&-j_gtl (4.26b)

Widzimy, Zze w przypadku 2 klas miejsc wigzacych znajomosc parametrdw a, b, o,
3, ktdre otrzymujemy 2z wykresu Scatcharda (rys. 11a), pozwala na wy-
znaczenie wszystkich wielkosci charakteryzujgcych proces wigzania.

Rozpatrzmy na koniec zwigzki zachodzace miedzy modelem Sca tcharda 1
modelem A d a1 r a (oczywiscie wtedy, kiedy ten ostatni jest =zastosowany do
opisu meodzialujgcych receptordw). Z pordwnania (3.8) z (4.4) lub bezpodrednio z
(3.6) 1 (4.1) otrzymujemy zaleznodci miedzy makroskopowymi stalymi asocjacji mo-

delu Adai1ra 1 mkroskopowymy stalymi modelu Scatcharda

n

1 :2’...’ n (4.273)
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1
JT «. - > [T x, (4.27b)

1
r
s=1 J1<Jp < ..<31 r=1

Jezell miejsca wigzgce sg 1dentyczne, wowczas Yatwo pokazad, Ze zwigzkl (4.27a)
1 (4 Z0) redukuja si1ge do-

v _n-1+1

= L 2 = 1 - (h 7020
'\1 _T_"'-" r\, 4 J.’. .-y it \% LUd)
1
]7 K, = (M (4.28b)
J=1

Z drugie] strony (4 2Ba) wynika bezposrednio z (3.25) oraz poréwnania réwnan
(3.26) 1 (4.19).

Rozwazmy teraz rdéwnanie {3.8) oplsujace zaleznos$¢ migdzy steZenilaml zwlgzane-
go 1 swobodnego ligandu w modelu A d a 1 r a. Nietrudno zauwazyé, ze (3.B) moz-
na zapisa¢ w nastgpu)gcy sposdéb [6]

=L 4
v(L) = L5 In P (L) (4.29)

gdzie.

n 1
oW =1+ DT Kﬂ\l-l (4.30)

Rozk}adajac wielomian n-tego stopnia Pn(L) na czynnikl za pomoca Jego n piler-

wiastkdw Leys 2= 1,000, 0
n
Py = [ (-1 (4.31)
1=1
gdzie.
n
e = [T K
1=1

1 podstawiajac (4.31) do (4 29) otrzymujemy-

n
viL) = Y b (4.32)
i/ 1 I—*l

1=]
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Okazuje sig wigc, ze zwigzek (3 8) miedzy stgzeniami zwigzanego 1 swobodnego
ligandu w modelu A d a 1 ra moze by¢ wyrazony w réwnowazne] postaci (4 32). Po-
réwnujac (4 32) z (4 6) (rozpatruzemy nieoddziatujgce miejsca wiazace) stwierdza-
my, zemodel Scatcharda odpowiada przypadkowi, w ktdrym wielomian ﬁ#L)
posiada n ujemnych, rzeczywistych pierwiastkdw rownych

L, =~ 1=1,...,0 (4.33)
1

Rownania (4 27) mozna rozpatrywadé jako warunki zapewniajace istnienie takich
pierwiastkow

Na ogdéi jednak podobieristwo migdzy (4 32) 1 (4.6) nosi czysto formalny cha-
rakter, model Scatcharda nie jest przeciez rdwnowazny modelowr A d a 1-
r a Wieloman (4.30) nie ma oczywiscie dodatnich pierwiastkdéw rzeczywistych (ma
dodatnie wspdlczynniki), moze mie¢ on natomiast pierwiastki  zespolone (autorzy
(5] us1}ujg uprawomocnic zespolone stale wigzania faktem zaleznosci statej asocja-
c31 charakteryzujgce] dane miejsce wigzace od stanu sgsiednich miejsc w przypadku
i1stnienia oddzialywari migdzy receptorami) Poniewa? model Scatcharda
przestaje obowigzywa¢ w przypadku istnienia oddziatywan migdzy miejscaml wigzacy-
mi (model A dai1ra funkcjonuje 1 w tym przypadku), stad wynika, ze 1stnie-
nie pierwiastkow zespolonych, wsrod pierwiastkdw wielomianu (4 30), implikuje za-
chodzenie allosterycznych efektéw w procesie wigzania liganddw z receptorami.

5. IDENTYFIKACJA 0DDZIAtUJACYCH MIEJSC WIAZACYCH

Rozwazmy wielomian {4.30). Pokazalismy juz, 2e jezeli w ukladzie nie ma od-
dziatywan migdzy miejscami wigdzacyml, wowczas wszystkie pierwiastki  wielomianu
(4.30) sg rzeczywiste. Znajdziemy teraz warunki, jakie muszg speiniaé¢ stale aso-
¢jacji Kl, 1 =1,. ., n, aby w ukladzie zachodzily, bgd? nie zachodzity oddzialy-
wania migdzy receptorami Wykorzystamy w tym celu nmastepujace twierdzenie bedace
szczegdlnym przypadkiem twierdzenia Newtona [15].

Twirerdzenie
n
Niech fn(x) = E alx"—1 bedzie wielomianem rzeczywistym. Warunkiem koniecz-

1=0
nym na to, by wszystkie pierwiastki wielomianu fn(x) byty rzeczywiste jest, aby

1 n-1 2 > ~ B
T AT +1 4 "% %a 20, 1=1,2,...,n-1 (5.1)
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Warunkr (5.1) czesto sa nazywane warunkami Eulera. Zastosujemy teraz powyzsze
twierdzenie dla przypadku wielomianu (4 30). Warunki Eulera przyjmuja wtedy naste-
pujaca postac

K
R . B T YN | (5.2)
Kl 1+1 M-1+1]1"7 ’ ’

Widzimy, ze jezeli w ukladzie nie ma oddziatywar miedzy receptorami, wdwczas
zachodzi warunek (5.2). Uwzgledniajac rdwnanie (3.25) stwierdzamy, Ze znak row-
nosci w (5.2) jest osiggany w przypadku identycznych 1 nieoddziatujgcych miejsc

wigzacych
Z drugiej strony, jezeli istnieje przynajmnie; jeden indeks 1 € §1,2,.. , n—l},
taki, ze
i+l 1 0-1 (5.3)
[ 1 + 1 n-1+=+1.1

1

Podkreslmy raz jeszcze, « C
braku oddziatywari migdzy receptorami, warunkiem dostatecznym jest natomiast tylko
w przypadku osiggniecia znaku rdwnosci w (5.2) Innymi slowy, moze zaistnied sy-

tuacja, w ktdrej speiniony jest warunek.

§:1<1i1n’j;il, 1=1, .., n-1 (5 4
lecz miejsca wiazgce oddzialuja miedzy soba. 0 miejscach takich mdowimy wtedy, ze
wykazuia ujemna kooperacje.

ZatGzmy teraz, ze nierdwnosé (5.3) jest prawdziwa dla kazdego indeksu 1€ {1,
ceey n—l}, wtedy oczywiscie miejsca wigzace oddzialujq 1 mdwimy, Ze istnieje mie-
dzy niml dodatnia kooperacja. O miejscach wigzacych takich, Ze dla pewnych i1ndek-
sOw 1 prawdziwy Jest zwigzek (5.2) dla innych zas (5 3) mdwimy, Ze wykazu3ja koope-
racje mieszana.

W celu wyjasniemia pochodzenia nazw dodatnia 1 ujemna kooperacja  rozpatrzmy
przypadek 1dentycznych 1 nieoddzialujacych miejsc wigZacych. Z réwnania  (4.28a)
wynika, ?e mikroskopowa stala asociacii jest wtedy rdéwna:

- 1 =
k——n——_——l—-:TKl, 1=1,..., n (55)

Zatdzmy teraz, ze receptory oddzialuja tak, ze przylgczanie czasteczek ligan-
du do czgsteczkl biatka nosnikowego powoduje sukcesywny wzrost (spadek)  statych
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asocjac)l dla kolejnych etapdw reakcj: wigzania, wtedy k jest funkcja etapu reak-
cj1 k - k(1) oraz z nierdwnosct k(1 + 1) > k(i) (k{1 + 1) < k(1)) otrzymujemy wa-
runkl (5.3) ((5.4)) dodatniej (ujemne3) kooperacj:

Nierdwnoscr (5.2)-(5 4) mozna zobrazowac na tzw wykresie powinowactwa
K1lotza [10]3, gdzie zmienna zalezng jest 1 K1 oraz zmienng niezalezng jest
indeks 1, 1 =1, , n statej asocjacii Kl (rys. 12). Z rdwnania (3.25) wymka na-
tychmiast, e w przypadku :dentycznych 1 nieoddzialujgcych receptordw (wtedy osia-
gany jest znak rdéwnosci w (5.2&) punkty wykresu K 1 o t z a nalezg do proste]

o0 wspdiczynniku kierunkowym —<ﬁl 1 wyrazie wolnym L ; 1 K1 Nietrudno pokazac, ze

Jezel1 punkty wykresu K 1 o t z a lezg nad tg prosty, wowczas zachodzi: warunek
{5 3) (dodatnia kooperacja), podczas gdy punkty speiniajgce (5.4) znajduja sig po-
nizej tej prostej (ujemna kooperacja albo mnogos¢ klas nieoddziatujgcych  recep-
tordw)

K,

(1+ L)k,

3 F

Q 1 2 (o] n+4

Rys 12 Wspdirzedne wykresu pow1nowactwa Klotza Linia prosta odpowada
1dentycznym 1 mezaleznym miejscom wigzgcym, gdzie tangens kata o jest rdwny tge =
K /n Obszar P odpowiada dodatniej kooperacii, natomiast obszar N - kooperac]j:i
ujemnej lub mnogosci klas nieoddziatujgcych receptordw

Inna reprezentacia graficzna zwigzkdw (5 3), (5.4) znajduje odzwierciedlenie
w czaesto cytowanym twierdzeniu, nie popartym zreszta jakimkolwiek dowodem, Ze wy-
puklosé (wklestoscé) wykresu Scatcharda (f w funkcii v) rmplikuze
1stnienie ujemne] kooperacji (dodatniej kooperacji) migdzy miEJScaml — wigZgcymi.
Przypominamy w tym miejscu raz jeszcze, ze ujemnel kooperacjl nie mozna odrdznic
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od przypadku mnogoscit nieoddzialujacych mre3sc wiazacych Autorow: nie Jest znany
zaden dowdd koniecznogcl 1 wystarczalnosci speinienia zwiazkow (5 3) ((5 4}) dia
wklestogcr (wypuklosci) wykresu Scatcharda Istniejgee spekulacje do-
tyczgce zwiazku dodatnie] 1 ujemne] kooperacjl z wklesiodcia czy wypukloscig wy-
kresu Scatcharda sgoparte na podejsciu polegajgcym na wprowadzeniu w
obrebie modelu Scatcharda statych asocjacyy zaleinych od stgzenia zwig-
zanego ligandu {14 ] Dla przyktadu réwnanie (4 19) zapisuje sig wtedy w nastepuja-
cej postacl

)

£ = k() - k() (5 6)

gdzie k{v) = kg eq(u), p(0) =0

W prezentowanym formalizmie mdwimy, e migdzy miejscaml wlazgcymi zachodzi do-
datma (ujemna) kooperacja, Jezel: k{v), a stad¢ (v) jest funkcjg rosngca (male-
Jaca)

A oto przyklad twierdzenia usilujgcego powigzac kooperacig mieJsc  wigzacych

z ksztaktem wykresu Scatcharda

Twierdzenie {2]

Jezell ¢ (v) Jest funkcjg malejgca (rosngca), wowczas wykres Sca tch a r-
da Jest wypukly (wklesty).

PowyZsze twierdzeme jest jednak, jak nietrudno zauwazyé, bledne  Rzeczywis-
cie, oznaczmy Jak zwykleﬁf =y, ¥=x, wiwczas (5 6) mozna zapisaé w nastepujace]

postaci
y(x) =k (n - x)e¢(x) 57
skgd wynika nastepuJacy warunek wypuklosci funkejr y(x)

=29 (x) + (n - x)E"(x) + @ N% 20, D<x<n (5 8)

Z (5 8) wynika, ze malenie furkcyi ¢ (x) nie jest warunkiem wystarczajgcym wy-
puklogc: furkcjr y(x) (bylby warunkiem wystarczajacym, gdyby ponadto funkcja @(x)
byta wypukta) Jako kontrprzyktac moze situzyé funkcia @(x) = -x3 Podstawiajac te
funkcje do (5 B8) 1 kiadgc x =-%, n =2 stwierdzamy, ze lewa strona (5 8) jest
ujemna. Analogicznie mozna przedstawié funkcle rosngce ¢ (x) takie, ze funkcia y(x)
nie jest wklesta.

Reasumujgc, brak jest jak dotgd dowodu zwigzku miedzy rodzajem koperac)l mie]sc

wlgZgcych a ksztaltem wykresu Scatchard a.
Maszynopis wptyngt do Redakcji 9 VI 1986
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Henryk Witas

Réznorodnosc strukturalna obserwowana wsrod tancuchdw polipeptydowych jest wy-

nikiem nie tylko réznej 1 charakterysiycznej dla kazdego z nich sekwencjl amino-

R nTo e oA
U J

v Téwna
Jak 1 posttranslacyjnymi. Przylaczenie do taricucha polipeptydowego rdznych czg-

steczek, a takze proteolityczne odigczenie fragmentu preproteiny to najczescie]
spotykane modyfikacje Glikozylacja, szczegdinie biatek bronowych, wydaje sig byc
najbardzie; rozpowszechnionym, posttransiacyjnym sposobem rdZznicowania biatek ko-
morkowych, rzutujgcym zardwno na przestrzenne, jak 1 funkcjonalre ich cechy Obec-
Nle uwaza si1€, 2e acy 1l ac ]a, Jako jeszcze Jeden z mechanizmdw modyfikacji
Yaricuchdw polipeptydowych, jest rdwnie rozpowszechniona jak 1 glikozylacja  Duza
réznorodnosd¢ bialtek podlegajacych procesowi acylacji (acyloproteiny wirusow otocz-
kowych 1 bezotoczkowych, bakterii, grzybdw, bezkregowcdw 1 kregowcdw) Swiadczy o
konserwatywnym charakterze tego procesu W niniejszej pracy przedstawiono w ukla-
dzie ewolucyjnym, dotychczas poznane biatka zmodyfikowane kowalencyjnie czgstecz-
kam1 dtugich kwasow tiuszczowych, wystepujace w réznych organizmach jak ~— rdwniez

w_komorkach réznego pochodzenia.

Nazwe acyloproteina uzyt poraz pierwszy Schmidt [125]
Odréznienie zwigzanych kowalencyjnie kwasdw tluszczowych od kwasdw pochodzenia
fosfolipidowego wymagalo ustalenia wspdlnych cech charakteryzujgcych acyloproteir-
ny Obecme przyjmuJe sig, ze polaczenie kowalencyjne biatko-kwas tiluszczowy spei-

nia nastepujace warunkl
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1) jest oporne na dziatanie detergentdw, np SO0S na zamno 1 na  goraco [89,
1227,

2) jest oporne na ekstrakcje rozpuszczalnikami organicznymi, takimi 3jak chlo-
roform, metanol, eter 1 in. [114, 1297];

3) jest oporne na dzialanie enzymdw proteolitycznych, ktdrych dziatanie powo-
duje uwolnienie acylowanych peptydéw [89, 114, 120, 1257,

4) uwolnienme estrowo zwiazanych reszt acylowych nastepuje np w obecnosca
stabych zasad lub hydroksyloaminy w srodowisku wodnym lub metanolowym.

Na rys 1 przedstawiono opisane dotychczas poigczenia kwasow tiuszczowych z
taricuchem polipeptydowym

CH
@ (::H: @ CHs “O \ @

CH Hc-—o—c CH,):CHy O
“omt AN /C\ /C\C/ \”/C\ / H\c/ " H/‘:\N
(CH). H
EHg @ / $ ",, @ ' -é\\
’“\o-c S\0=
~ (tl:Hz)n b (C’IHz)
CH, CH,

Rys 1 Typy kowalencyjnych polaczeri kwaséw tluszczowych z taricuchem polipeptydowym
1, 2 - wzanie amidowe, 3 - wigzanie tiocestrowe, 4, 5 - wiazane estrowe

3. ACYLOWANE BIALKA WIRUSOW OTOCZKOWYCH I BEZOTOCZKOWYCH

Wsrod wirusow wyrézma sie odrebna grupe, ktdrej przedstawiciele maja zdol-
no$é wytwarzama otoczek {np. wirus zapalemia jamy ustnej). Charakterystyczne dla
otoczek glikoproteiny (spikes), posrednicza w procesie inierakcji miedzy wiriaonem
a blong komdrkowg gospodarza [117]. Wykazano ze czasteczkl glikoprotein otoczko-
wych, takich jak G, E1 czy E2, posiadaja przylaczone kowalencyinie diugie kwasy

tiuszczowe [127, 129] Ilosciowa analiza stopnia acylac;1 pozwaliia ustalié obec-
nosé np. 5-6 molyr kwasdw na mol E2 lub 1-2 moli kwaséw na mol EL [129]. Okazalo
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s1g, Ze przyigczanie kwasow tluszczowych do glikoprotein otoczkowych  moze byc
przeprowadzane przez komérki gospodarza nalezacego nie tylko do kregowcdw (ssaki,
ptaki), ale rownle? do bezkregowcdw (owady) [1267 Jakkolwiek nie przebadano wszy-
stkich znanych wirusdw pod wzglgdem obecnosci acylowanych glikoprotein otoczko-
wych, to jednak stwierdzono, ze

- zdolnos¢ do wigzania reszt acylowych posiadajg zarowno ONA, Jak 1 RNA wiru-
sy nalezace do réznych grup taksonomicznych, zarowno onkogenne, Jjak 1 meonkogenne,

- proces acylacy nie jest uzalezniony od typu komdrki gospodarza,

- proces jest specyficzny, bowiem zachodzi ze Scisle okreslonymi glikoprotel-
namt, (nie tylko wirusowymi)

Dotychczasowe badania pozwolily ustalic, ze reszty acylowe sa zlokalizowane
w rejonie kontaktu glikoproteiny z dwuwarstwg lipidowg bad? w je] bezposrednim Sg-
siedztwie {123] (rys 2)

Rys. 2. Przypuszczalna lokalizacja reszt acylowych w czasteczce  glikoproteiny
otoczki wirusdw

Ostatnio opisano rowniez wystegpowanie reszt acylowych bezposrednio zwigzanych
z bialkami kapsydowymi bezotoczkowych wirussw z rodziny picornaviridae [28] U przed-
stawiciel1l wszystkich rodzajdw wykazano specyficzne wigzame kwasu mirTystynowego
wylaczmie z biatkiem VP4 1 jego prekursorem VPO Reszta acylowa tworzy wiazanie
amidowe z N-koricowa glicyna polipeptydu, podobnie jak ma to miejsce w przypadku
wigkszosct bratek mirystylowanych Stwierdzono, e kwas +ten stanow: 1integralng
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czgsc podjednostkl kapsydowe3, warunkujgc formowanie kapsydu 1 stabilizujac utwo-
rzong juz strukture Odgrywa to 1stotng role w poczatkowych stadiach infekcji 1
kontroluje oddziatywanie kapsyd-blona [287]

4 ACYLOPROTEINY BLONY BAKTERYINEJ]

Po raz plerwszy obecno$¢ reszt acylowych 2zwigzanych z baiatkiem op1sali
Braum 1 Rhen [517 w 1973 r , przedstawiajac budowe proteolipicy  ze-
wngtrzne) biony Escherichia coli. Lipoproteina ta o masie czasteczkowe] 7 X 103
daltondw charakteryzuje sie duza zawartoscig struktury o.-helikalney 1 sktada sie
z 5B aminokwas6w W sklad czgsteczki lipoproteiny nie wchodza histydyna, trypto-
fan, glicyna, prolina 1 fenyloalamna [20] Poznano jej sekwencije aminokwasowg
(193, a takze sekwencig nukleotyddw w ONA kodujgcym [94] 1 odpowiednim mRNA [95]
Stwierdzono obecnosé 3 reszt acylowych wchodzgcych w skiad omawlane] lipoproteil-
ny [51] (rys 3)
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Rys. 3 Budowa lipoproteiny bakteryjne]

Jedna z reszt acylowych jest bezpodrednio zwlgzana z grupg aminowg  N-termi-
nalnej cysteiny Owie pozostate sg poigczone wigzaniami estrowym: 2z glicerolem,
ktéry z kolei jest zwigzany tioestrowo trzecig grupa hydroksylowg z ta samg resz-
t3 cysteiny W sklad estrowo zwigzanych kwasdw wchodzi wigcej niz 50% palmitynia-
nu, 30% jednonienasyconych reszt acylowych 1 pewna 1los¢ kwaséw cyklicznych. Wérdd
amidowo zwigzanych kwasow obok palmitynianu (65%) 1 Jednonienasyconych reszt acy-
lowych (wiecej miz 20%) nie wystepuja kwasy cykliczne Liczba czasteczek lipopro-
telny siegajaca 7 X 10S kopi1 na komérke, stawia ten zwigzek wdrdd najliczmiej wy-
stegpuJgcych w komérece Escherichia coli, przy czym 1/3 populac)i czasteczek Jest
zw13zana z peptydoglikanem (mureing) [62]. Zardwno amidowe, Jak 1 estrowe polgcze-
nie reszt acylowych wydaje sig by¢ modyfikac]a postiranslacyjng prekursorowege po-

«a
™~
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uformowang Juz l:ipoproteing [63, 78] Ten dodatkowy fragment jest uwazany za sek-
wencje sygnatowa, klerujaca czasteczkeg do biony zewnetrzne]

Sugeruje sig, ze proteolityczna modyfikacja czgsteczki prelipoproteiny wyste-
puje w bionie cytoplazmatycznej, w okreslonych miejscach kontaktujgcych sig z bio-
na zewngtrzng (1707

Przytaczenie glicerolu do grupy sulfhydrylowej rozpoczyna modyfikacje lipopro-
teiny, po czym nastgpule acylacja pozostatych grup hydroksylowych kwasami tiusz-
czowyml, ktdrych Zrodiem sg fosfolipidy Ore takze sa Zrédiem kwasow — zwiazanych
amidowo [787)

Czgsteczki lipoproteiny oddziaiujac z porynami z jednej, a z peptydoglikanem
z drugie] strony warunku3y formowanie kanaidw transportu biernegoe Trzy czastecz-
ki poryn, bogate w strukturg o, stanowig silnie hydrofobowe wngtrze kanatu dy-
fuzyjnego Kaizda z tych 3 czgsteczek Jest stabilizowana przez kompleks 3 skregco-
nych czgsteczek lipoproteiny, z ktdrych tylko jedna jest polgczona  C-terminalng
lizyng =z resztg kwasu diaminopimelinowego Tak wigc, lipoproteina stabilizuje ka-
nat, 13czac go kowalencyjnie z peptydiglikanem z jedne] strony a swym hydrofobo-
wym koficem, bogatym w kwasy tluszczowe, zanurzonym w dwuwarsiwie lipidowe3  blony
zewngtrznej z drugie] strony Od strony zewngtrzne] biony strukture stabilizuje
lipid A [50, 547

Opisano rdwniez biatka i1nnych hakteril, podobne w swe3 strukturze do lipopro-

e I-b Nn

et 1Tors Ao
DOWYZE] Nai1IBZg GO

po]

stawione] ich biaiko biony ze-
wnetrzne3 Pseudomonas aerugilnosa [91] posiadajgce lipidy zwiazane w podobny spo-
séb jak wyze], penicylinaza Bacillus licheniformis, f-laktamazy Bacillus aureus
1 Staphylococcus aureus [[967]

Badanie biatek Mycoplasma capricolum, przedstawiciela prokarioia nie posiada-
Jacego Sciany peptydoglikarmowe3, ktdrego rozwé3 Jest uzalezniony od obecnoscl cho-
lesterolu 1 kwasdw tluszczowych w podiozu, wykazalo obecnoSc 25 sposrdd 50 biatek
bionowych, ktdre sg zdolne do przytaczenia znakowanego palmitynianu lub oleinianu
[32] Wsréd tych 25 biatek tylko 6 przylgczalo kwas nienmasycony, co $wiadczy o se-

lektywnosci procesu acylacji Co wiecej, wykazano wptyw czynnika wzrostowego, Ja-

kim jest cholesterol, na stopien acylacil, szczeg6lnie kwasaml tluszczowymi nie-
nasyconyml Wydaje sig, ze Zrddiem reszt acylowych, podobnie jak to opilsano po-
wyzej, sg fosfolipaidy [32, 35]

Acholeplasma laidlawil, bakteria nie posiadajgca sSciany peptydoglikanowe], wy-
kazuje obecnost ok. 20 z 50 bialek blonowych w postaci acylowanej [34, 97], po-
dobnie jak Mycoplasma capracolum [32, 35] Wydaje sig, ze biony komdérkowe mikro-
organizmow, u ktdrych nie wystgpuje sciana komdrkowa, s3 wielokrotnie hopatsze
w biatka acylowane w pordwnaniu z bakteriami, u ktérych sSciana komorkowa wysigpu-

Je (np gram-ujemnymi, jak Escherichia coli czy gram-dodetmmi, Jak Bacillus
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aureus, Bacillus licheniformis czy Staphylococcus aureus [ 92, 967 Na podstawie
sktadu aminokwasowego okredlono hydrofobowosé biatek bionowych, przy czym otrzy-

P R R - DT rey P A . Pul [ R e
Uslwld jgLu \.Q'[JUJQUyUH ¥ ] lJL LZuUsidwliig—
grup bakteril w pordwnaniu z biatkami nieacylowanymi [97]

Integralne biatka b¥fonowe posiadajace silnmie hydrofobowe rejony nie sg  acy-

wane w nrzeciwlenstwie do nozostaltvuch hialtele hYonnwvch  Lkidre w wi
Wane w przeciwliensiwlie Co p ta2iyCn 013af8K D4ONo wKiore 1

z
11 wymienionych

UVEUD LEd

nie hydrofilowe 1 acylowane. Sugeruje to, ze acylowane odcinkl biatek blonowych
stanowig rejony hydrofobowe, dzigki kidrym hydrofilowy Iaricuch polipepiydowy moze
bv¢ wbudowany 1 zakotwiczony w dwuwarstwie lipidowe]. Znacznie wigksza zawartosc
acyloprotein w bYonach organizméw nie posiadajacych Scian komérkowych wskazuje na

ich udziatl w utrzymaniu elastycznosci, a jednoczednie silnej struktury biony ko-
mdrkowe] {97

S ACYLOPROTEINY GRZYBOW

W komdrkach mutantdw wydzielniczych Saccharomyces cerevisiae  stwierdzono
obecnogt bilalek acylowanych diugimil kwasami tluszczowymi [ 1651 Podobnie jak w przy-
padku bakterii stwierdzono, ze acylproteiny Saccharomyces cerevisiae nalezg do

frakcjl bialek zwiazanych z blonami, chociaz nie sa biatkaml integralnymi bion ko-

mérkowych  Dotychczas zidentyfikowano 4 takie biatka, sposrod kidrych 3 sg N-
-glikoproteinam1, a 1 0-glikoproteing Produkty ekspresji gendw RASL 1 RASZ  sg
palmitylowane na C-termnalne] cysteimie [43].

Stosowano 4 nastepujace mutanty wydzielnicze (sec) drozdzy [165]

1) z zablokowana penetracja powstajacych polipeptyddw do $wiatia siateczki
4drddplazmatyczne],

2) z zablokowanym transportem z siateczkl do aparatu Golgiego,

3) z zablokowanym tworzeniem pgcherzykdw wydzielniczych w aparacie  Golgiego
oraz

4) z zablokowanym transportem pecherzykéw oo hiony komdrkowe]

Stwierdzono, ze proces acylac]i wystepule w siateczce drédplazmatyczne] przed
rozpoczeciem glikozylacyl tarcuchdw polipeptydowych w diktiosomach aparatu  Gol-
giego [37, 1307 Fakt, ze acylacja Jest procesem niezaleznym od glikozylacji, po-
twierdzono stosujac antybiotyk hamujacy N-glikozylacjg 1 nie majaCy wpiywu na pro-
tes acylacji Oprdcz biatek palmitylowanych stwierdzono w komdrkach Saccharomyces
cerevisiae obecno$é biatek mirystylowanych. Wykazano réwniez obecnos¢ enzymu prze-
noszacego specyficznie reszte kwasu mirystylowego na N-terminalng glicyng

[158 ]
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6 ACY| OPROTEINY PIERWOTNIAKOW

0o prerwotniakow, u ktdrych w blonach komorkowych znaleziono biatka z przyig-
czonyml resztami diugich kwasdw tIuszczowych, nalezg Leishmania donowani, Trypa-
nosoma bruceil 1 Plasmodium falciparum We wszystkich przypadkach czasteczki kwa-
séw tluszczowych sg przyigczone za posrednictwem glicerolu jako jego  1,2-diacyl
pochodne biatkowe {39, 4B, 493

7 ACYLOPROTEINY BEZKREGOWCOW

Wsrid wyzszych bezkregowcdw po raz pilerwszy siwlerdzono obecnosé acylowanych
blalek w komdrkach zarodkow jezowcdw (1871 Tylko jedno z ok 20 okazato sie byc
biaikiem cytoplazmatycznym Odiaczenie w obecnoscl metanolowego-NaOH od polipepty-

du reszt acylowych wskazuje na wigzanie estrowe, natomiast dziatanie B-merkapto-

etanlu na tivesirowe z cySteina  Nie wyklucza sig Jednak udzialu treoniny, sery-

ny 1 tyrozyny jako aminokwasow bioracych bezposredni udzial w wytwarzaniu wigza-
nia estrowego

Ciekawg z punktu widzenia furnkcjl acyloprotein jest zmiana stopmia acylacjl
bialek w okresie miedzy zaptodnieniem a prerwszymi fazamr gastrulacyi zarodka Wy-
kryto gwattowny, limiowy wzrost stopnia acylacji wraz ze zmiang stadium rozwojo-
wego zarodka W czasie irwania gastrulac]i szybkodc acylacjil biatka sig zmmejsza,
0513gajac stalg wartosc w fazie pluteusa Jednoczegnie potwierdzono brak zalezno-
4c1 crasowe] migdzy acylac3a 1 glikozylacja Podczas pierwszych stadidw rozwojo-
wych zarodka, synteza N-glikoprotein jest bowiem mimimalna [27, 58, 131] Konsek-
wencja gwattownego wzrostu stopnia acylacyl biatek w czasie trwania  poszoczegdl-
nych stadiow rozwojowych jezowca jJest zwlekszenie hydrofobowoscl acylowanych bia-
tek, co moze odgrywad role w procesle oddzialywania migdzykomorkowego (np migra-
clje komdrek), a takze w procesie wytwarzania poigczeri migdzy komdrkami

Spodrdd nieglikozylowanych biatek wchodzacych w skiad komoleksdw mielinowych
znane s przynajmniej 2 polipeptydy tworzgce potgczenia z resztami diugich kwa-
sdw tluszczowych. Jednym z nmich Jest opisany po raz pierwszy przez F ol c ha
1 Leesa w1951 r proteolipid centralnego uktadu nerwowego (PLP-proteoli-
pid protein) [41, 1350 Drugim jest skladnik nerwu kulszowego, ktdrege budowg
przedstawil Agrawal w 1983 [4]

Pierwszy z wymiemonych polipeptyddw, rozpuszczalny w mieszaninie chloroform
metanol, stanowi ok, 50% wszystkich skiadnikdw mieliny centralnego ukiadu nerwo-
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wego [387] Uwaza si1g, ze odpowlada on za utrzymanie struktury 1 funkemn mlellny
{1547 Polipeptyd ten

1est czastenzka silme hydrofobowa zawieraiaca prawie 0%
ly@ Ten Jest cZgsietZ<g sllnle hydroiodow le /UA

3 Zawler ajecy pr
aminokwasdw apolarnych lub hydrofobowych [447] Sktada sie z 277 aminokwasdw two-
rzacych 1 krétki 1 4 diugile odcinkl hydrofobowe polgczone odcinkami hydrofilowy-
m1 {1547 Jego jedyng modyfikacja postranslacyjng jest acylacja Kwas tluszczowy
jest zwiazany estrowo z treoning w pozycjl 198 (jeden z odcinkéw  hydrofilowych)
w stosunku molowym 1 1 [44, 93, 81, 154, 155]. Sktad kwastw tluszczowych zwia-
zanych z biatkiem przedstawia sig nastepujaco 77% palmitymianu, 17% oleinianu
oraz 6% stearymianu {133 Proteolipid jako integralny skladnik mieliny wydaje sig
byc silnie zwigzany z lipidami, szczegdlnie fosfolipidami, a wérdd nich z fosfa-
tydyloseryna (421 Boggs 1 wspéiprac [17] zasugerowali mozliwosc polgcze-
nia 15 czgsteczek fosfatydyloseryny z 1 czasteczka proteolipidu, przy czym hydro-
filowa czesc fosfolipidu jest elekirostatycznie zwigzana z dodatnic natadowanymi
grupami w tancuchu polipeptydowym Fakt, ze te ostanie sa niesymetrycznie rozlo-
zone w tancuchu polipeptydowym, sugeruje ich niesymetryczny rozkiad w btonie mie-
linowe] Badania spektiroskopowe acylowanych 1 deacylowanych form proteolipidow w
srodowlsku wodnym ustalily 1stotny wpiyw zwigzanych kowalencyjnie reszit acylowych
na przestrzenna postac biatka Biorgc to pod uwage oraz obecnosc  kowalencyjnie
zwlgzanych kwasow tiuszczowych moze miec znaczenie dla utrzymania lameralne] struk-
tury mieliny [14)

Mielina 1zolowana z abwodowego ukladu merwowego {np 7z nerwu kulszowego)jest
zbudowana z 5 podjednostek polipeptydowych, oznaczonych jake PO, V, X, P11 P2
{47 Pierwszy z wymienionych polipeptydéw, podobnie jak proteolipid mieliny osrod-
kowego ukladu nerwowego, stanowl ok 55% wszystkich bialek btonowych [47], charak-
teryzujgc sie nieco wigkszg masg czgsteczkowg - 29,5 X 103 daltondw [40, 169]
W przeciwierstwie do PLP stwierdzono liczne modyflkacge polipeptydu PD, takie jak
alikozylacia (11671, fo sforylaria 467, sulfon a [907, a takze acylacia diugi-
m1 kwasam1 ttuszczowymi [4] WSrdd tych kwaséw przewazal palmitynian(56%) Stwier-
dzono réwniez obecnosc stearynianu (16%), oleinianu (5%) oraz niewielkich 1lodci
kwasu linolenowego

Podobnie jak w przypadku PLP odrodkowego uktadu nerwowege, obecnoSc — zwlgza-
nych kowalencyjnie lipidéw w czgsteczoce PO, przynajmniej czgdciowo jest odpowie-
dzialna za 1ch merozpuszczalnodc w rozpuszczalnikach wodnych [64] Fizykochemicz-
ne wiasciwoscl omawlanych bialek, bedgce efektem acylacji we wczesnych  stadiach
rdznicowania 1 mielinacji, sSugeru]g mozliwosc ich udzialu w procesie organizac]l
1 upakowanla btony mielinowej [4]

Zrédtem reszt kwasdw ttuszczowych w procesie acylacjl biatek mieliny okazaty
s1€ byé odpowiednie acylo-CoA [15], a nie fosfolipidy, jak to obserwowano w przy-
padku lipoproiein bakteryjnych [78, 1700 1 acyloprotein Mycoplasma capricolum [32,

35]
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Rodopsyna jest glikoproteing wystgpujacy w blonie zewnetrznych segmentow pre
cikow, fotorecepcyjnych organell: krggowcow, wyspecjalizowanych w absorpe]l Swiat-
ta [98] Wérdd licznych modyfrkacji czgsteczkl rodopsyny, takich jJak  acetylacia
M63], glikozylacja [82] 1 fosforylacya {74] znajduge sie opisana ostatnio acyla-
cja diugimi kwasami tiuszczowym: [100] oOkazaio sig, ze rodopsyna wigcza znakowa
ny trytem palmitynian, a proces ten nie jest hamowany przez tykloheksimid, co wska-
zuje na posttranslacyjny Jego charakter [1007] W tym sensie rodopsyna przypomina
wigkszost acyloprotein krggowcow [1627] W sktad kwasdw t2uszczowych zwigzanych z
czasteczka rodopsyny wchodzi 83% palmitynianu, 7% stearynianu 1 6% oleinianu [99])
Miejsce przytaczania kwasdw nie Jest jeszcze precyzyjnie ustalone Sugeruje sieg,
ze acylacja rodopsyny moze zachodzi¢ w siateczce srédplazmatyczne] komérek foto-
recepcyjnych oraz w wewngtrznym, jak 1 zewngtrznym segmencie precikéw (100, 1667]
Rodopsyna jest jedynym, jak dotychczas bratkiem, kidrego acylacja jest okreslana

jako proces nieenzymatyczny Nie udato sig, Jak dotad, oddzielic enzymu
od akceptora [99]) Stosujac hydroksyloaming, alkalia oraz p-merkaptoetanol

stwierdzono, ze wigzanie migdzy rodopsyng 1 kwasem tiuszczowym Jest wigza-

niem estrowym wystepujacym w 1lodci 1 lub 2 na mol hiatka [99, 160, 151]

Funkcja fizjologiczna acylacji czgsteczkl rodopsyny moze byc zwlgzana przy-
komorkowg pecherzykéw

najmnie; Z twoma procesami procesem po
transportujacych rodopsyng oraz ze zZmlanaml W obrehie czasteczki rodopsyny w  od-
onwiedzl na bodziec dwietlny (acylacja 1 deacylacja czasteczki)  Przypuszcza sig,
ze zmiana przestrzennej struktury czgsteczki rodopsyny moze miec wptyw na proteo-
11z¢ C-koricowego peptydu rodopsyny W ciemnogcl czgsteczka rodopsyny jest  bar-
dzie] oporna na proteolize [76] Zmiany konformacy jne moga tez mie¢ wplyw na fos-

forylacje C-koricowego regilonu czgsteczki {520 oraz zalezne od gwiatia przyigcze-

a z biong

nie biatek aktywujgcych fosfodiesteraze cGMP [75]

10 ACYLOPRDTEINY BLON KOMORKOWYCH KOMOREK KRWI

Wykazano, ze niektére biatka bion plazmatycznych ludzkich erytrocytow  wigzg
kwasy tYuszczowe, zarGwno nasycone jak 1 nlenasycone [8, 9, 89] Ustalono w nmch
9% stearymanu, 18% palmitynianu, 24% arachidoniany 1 14% oleimanu

ohecnodc

Zwigzanych kowalencyjme. Kwasy ClB 2 822 6 C24 o CZA:]Al 026:0 wystepujg w 11o8-

cl1ach 4ladowych. Szczegdiowe badania pozwolity stwierdzig, & najwigee] znakowanego
palmltynianu wigze sle z hiatkiem bionowym erytrocytow stabobarwigcych sigw 7elu po-
liakryloamidowym wedrujacym miedzy pasmem 4,2 1 5 Oprécz tego biaifka 1nne wyzna-
kowane w mniejszym stopniu wystgpula w obrebie pasm 1, 2, 3, 4,1, 4,2, 5, 1 6

Biatka o najwigkszych masach czgsteczkowych (pasmo 1 1 2) wiazaly najwigksze 1lo-
4c1 znakowanego stearymianu  Acylo-CoA  znakowal ok. 20-krotnie wydajniel niz
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kwas nieaktywowany, a blony erytrocytarne znakowaty sig slabie] niz cate
erytrocyty

Leukoryty cechujace sig 1ntensywnie]lszym procesem syntezy biatka w pordwnaniu
z bezjadrowyml eryirocytami os1ggaja wysycenie hiatek btonowych kwasam) tluszczo-
wyml w czasle o polowe krdtszym niz te ostatmie (45 min)

Pirerwsza ze zidentyfikowanych acyloprotein komérek krwi by} receptor transfe-
ryny odpowiedzialny za odigczanie od nie) zelaza [66]. Stanowi on gidwne  biatko
powierzchnlowe bion dojrzewajgcych komdrek 1 synietyzujacych hemoglobing retiku-
locytdw [107] Dogrzale erytrocyty tracgce zdolno$é wigzania zelaza [é6, 107,
1577, uwalniajq do $rodowiska receptor biatkowy w postaci pgcherzykdw [1087.Oprdcz

ra [47], na mejsce rdwnmie? ego acy-

stwierdzone1 wezesnmen fosforvlact recent
) o mESs FAE s 2T S S Sy

lacja, zaréwno w komdrkach hodowanych [103, 1047, jak 1 w wyizolowanych  blonach
komdrkowych [3]. Wydaje sig, ze kwas tluszczowy )Jest zwigzany tu tioestrowo Z cy-
steing zlokalizowang w bionowym regionie receptora [103, 104]. Po raz pierwszy ob-

serwowano tu cykliczne przy¥gczanie 1 odigczanie reszty acylowe] do Yaricucha poli-

peptydowego. Proces acylacji miaiby miejsce w dowolnym czasie po zsyntetyzowaniu
receptora, a deacylac)a odbywalaby si1g z wigkszg szybkodcia niz w wyniku samej de-
gradac]j1 receptora [103]. Wiadomo, Ze bialko receptorowe po przytaczeniu  2elaza
na powierzchnl komdrkl przem)eszcza silg do )e] wngirza, a po oddysocjowaniu zela-
za w lizosomach wraca na powierzchnig biony komdrkowej [21,367 Sugeruje sig, ze
acylacja receptora transferyny umozliwia, badZ utatwia jege poruszanie sie w bio-
nie {{103] Miejscem acylac)i bylaby powlerzchnia wewnetrzna blony cytoplazmatycz-
nej [153], a me, Jak to sugerowano wczesnie), je] wngtrze [103]

Cyklicznodé acylac)y obserwowano rdwniez w przypadku ankyryny [153), nalezg-
ce] do grupy bialtek cytoszkieletu cytoplazmatycznej strony btony  erytrocytarne)
[10] Co wiece), stwierdzono obecnogé przynajmniej 2 populac)l czgsteczek ankyTy-
ny lub tez 2 miejsc wigzacych w czasteczce [152] Mozliwos¢ odigczenia 1 przytg-
czenla reszt acylowych diugo po zakoriczeniu syntezy polipeptydu wskazuje na do-
stepnosé miejsc wigzacych dla kwasdw tluszczowych. Swiadczy to o  powlerzchniowe;
lokalizac)l kwasdw, co z kolei umozliwia kontakt acyloproteiny z dwuwarsiwa lipi-
dowg. Tak wigc obecrnost kwasow stwarza mozliwos¢ okresowego zakotwlczZenia ankyTy-
ny w blonie komdrkowe) [10]. Acylowana ankyryna poprzez zwigkszone oddziatywanie
z lip1 1 takze na geome-
trie hiatek cytoszkieletu, a nawet organizacje bialek integralnych w biomie [152].
Kolejng acyloproteina btonowa, o podobnym charakterze, okazaio sig byé biaiko
czne hiatko wyizolowane z lurdzkich limfocytdw

v 131} 170 Z turZK
7
1

B = 95 tys. daltondw moZe przylaczaé zardw-

receptorowe 1nsuliny [557 To dimer
o masie podjednostek o = 135 tys.
no mirystynian (obydwie podjednostki), jak 1 palmitynian (tylke podjednostki f3)
[571].

Biatkiem zastugujgcym na uwage obok typowych acyleprotein jest acetylocholi-
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noesteraza btony erytrocytarnej [115] W czgsteczce tego enzymu kwasy tluszczowe
s zwigzane z glicerolem, ktory poprzez etanoloaming taczy sie z C-koficem  poli-
peptydu. Zwigkszona w ten sposdb hydrofobowos¢ rejonu C-korica czgsteczki umozli-
wia jego zakotwlczenie w dwuwarstwie lipidowej [115]

11. ACYLOPROTEINY FIBROBLASTOW

Populacja czgsteczek fibronektyny dzieli sig co najmnie] na 2 gidwne subpopu-
lacje - osoczowa 1 komdrkowg. Subpopulacje komdrkowg stanowlg czasteczki zwigzane
z obszarem okolojadrowym, czgsteczki zlokalizowane w cytoplazmie craz czgsteczki
zw1qzane z btong plazmatyczng [109]. Obecnod¢ kowalencyjnie zwigzanych kwasow tiu-
szczowych [(79] wykazano tylko w przypadku fibronektyny trypsyncopornej, ktéra
stanowl ok. 30% [171] fibronektyny komdrkowej Poniewaz gldwna czesé fibronektyny
catkowltej stanowig czgsteczki zwigzane z biong, a takie czgsteczkl prekursorowe,
sugeruje sig, ze funkclg reszt acylowych jest zakotwiczenie czgsteczek biatka od-
dziaiujgcego z cytoszkieletem w blomie.

Podobnie, polaczenie pgczkdw mikrofilamentdw z biong komdrkowg, w ktdrym po-
dredniczy winkulina [1, 567 3jest uzaleznmione od obecnoscl reszt acylowych zwig-
zanych z tym biatkiem {22, £9] Doswiadczenia wykonane na zarodkach kurzych zain-
fekowanych temperaturozaleznym mutantem wirusa migsaka Rousa, pozwolily ustalic,
brak zalernodcl procesu acylacji od temperatury [227, podobnie jak w przypadku
wnnych acyloprotein [23, 150] Wykazano natomiast zaleznosé miedzy szybko$cla acy-

lacyl 1 stanem zainfekowanej komdrkl W czasie transformacyi 1logé przyigczonych

do winkuliny kwasdw tluszczowych jest mniejsza o 2/3 w pordwnaniu z czasteczkamy
komdrek nietransformuigcych 227 Sugestywne wydaje sie by¢ przypuszczenie, Ze
furkcjonowanie winkuliny modulowane jest ohecrogcilg reszt acylowych Czgsteczka

winkuliny 7 rd¥na 11o04c1a orzviaczonvch kwasdw truszezowveh mooa w ro2ny annsdb
wlnkullny Z rozng 1.105C1 3 Przyigczonycn 250w TLUSZCZOWYCH mog3 Toiny 5po0s0
wplywac na assocjacie filamentdéw z biong, a tym samym np. na ksztailt kemdrki

12. ACYLOPROTEINY ZWIAZANE 7 LIPOPROTEINAMI 0S0CZA

Lipoproteiny osoczowe sg rozpuszczalnyml w wodzie wieloskiadnikowymi komplek-

cami  +ran n own Ly [ e aa ci1e 7 1inil-
A= - WL RLwl | 15l J. Rl Ja iy o LLpia

N cerartiiaacumt 3
jul=il NN LQlIDPUL L

tujacymr tiuszcze
déw chojgtnych, stanowigcych rdzeri, 1 z otaczajacych go lipiddw  polarnych oraz
specyficznych biatek [135] Oominujgca wérod tych biatek apolipeproteina A-1, po-
Jawiajaca si1e Jako pierwotny produkt ekspresiy genu, jest modyfikowana proteoli-
tyczme [B0] 1 glikozylowana [105] Niedawno stwierdzono rdwniez acylacje  tego
typowego biatka wydzielniczego [607] Wykazano specyficznos¢ procesu potwlerdzo-

ng zuzywaniem tylko nasyconych reszt acylowych ze $rodowiska. Wsigpnie ocenla sig,
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ze lipoproteiny, takie jak E, A-II, A-IV, B-100, C-II 1 C-III sg rdwmez acylowa-
ne, chociaz w znacznle mniejszym stopniu [60] Zwigkszenie hydrofobowodci czgste-
rzek apolipoproiein moze wptywad na
- 1ch transport wewngtrzkomdrkowy,
interakcje z 1nnym1 sktadnikami kompleksu lipoproteinowego lub
- 1ch wymlang milgdzy réznymi lipoproteinamy

13 ACYLOPROTEINY ZWIAZANE Z ANTYGENAMI

W regulacyl odpornogci immunologiczre] biorg udzial, m 1n., antygeny bedace
produktem ekspresji gendw gidwnego kompleksu zgodnosci tkankowel - MHC  (krdtkie
ramig chromosomu 6) Antygeny drugiel z dwu klas (u cztowieka HLA-0)  wykazujgce
wysoklego Stopnla polimorfizm sg eksponowane na powierzchnil komdrek, takich  jak
limfocyty 8, makrof
antygeny te sg zwigzane z tancuchami polipeptydowyml nie wykazujgcymi zmlennoScl
F687, Tlosc tych niepolimorficznych tasicuchdw zwieksza sige po potraktowaniu komcd-
rek interferonem [73] 1lub réznymi czynnikami hamujgcymi proliferacye {113] Ko-
niec aminowy polipeptydu jest eksponowany po strenie cytoplazmatyczney biony ko-
morkowe] {297, a krdtki, hydrofobowy odcinek do niego przylegajgcy jest zwigzany
z btong [1567 0o opisanych potstranslacyjnych modyfikacji polipeptydu nalezg N-
-glikozylacja, O-glikozylacja 1 sialylacja [ 30, 85, 118]. Wykazano rdwniez obec-
nosc w antygenle zwigzanych kowalencyjnie czgsteczek kwasow ttuszczowych polgczo-
nych z jedyng cysteing zlokalizowang w hydrofobowym odcinku blonowym biatka [70,
727} Zablokowanie wolnej grupy -SH reszta acylowg hamuje tworzenie homodimeru, po-
dobnie jak w przypadku receptora transferyny [103]. Podobng modyfikacjg  oplsano
tez dla nie wykazujgcych zmiennoscl tasficuchdw antygenowych myszy [71], a takze
dla antygenowego lasicucha cigzkiego [70, 72] Poiaczenie tasicucha o mate] zmien-
nogcl 1 clezkiego taricucha antygenu ma miejsce tuz po ich zsyntetyzowaniu [777.
Modyfikacja obydwdch iarcuchdw resztaml acylowym wystepuje podczas transportu do
btony komdrkowej Kierowanie taficuchdw do biony wydaje sig byC jedng z mozliwych
funkcjl, jakg speiniaja przytaczone reszty acylowe. Po osiggmeciu biony, kompleks
antygen-Zarscuch o matej zmiennoscl dysocjuje, przy czym tylko pierwszy z nach po-

Jawla sig na powlerzchni biony [Z7]

14. ACYLDPROTEINY SLUZU

Sluz jest chemicznie nmejednorodng substanc]y wydzielang przez rdzne uklady
tkankowe (co stanowl o roznicach w jego charakterystyce). Wsrdd wielu jego rdézno-
rodnych funkcjar fizjelogicznych znajduje sig m.in. ochrona 1 nawilzanle powierz-
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chni wydzielajgcych, a takze transport substancyr [6, 7, 25, 84, 144] W sktad
4luzu wchodzg wysokoczgsteczkowe glikoproteiny - mucyny (1-10%), woda (95%), sole
(1%) (ktérych sktad Jest zblizony do soli osocza), niewielkie 1ldsci glicerolipi-
déw, kwaséw nukleinowych 1 biatek (albumina osocza, IgA ze skladmkiem  wydziel-
niczym}.

Skiadnikiem odpowiedzialnym za lepkos¢ 1 elastycznodé gluzu sg mucyny,  kto-
rych skiad czgsteczkowy jest charakterystyczny, wyrézmajac je sposrod innych gli-
koprotein Te silnmie glikozylowane makromolekuiy zawieraja 70-B0¥% weglowodanow w
stosunku wagowym wystepujacych w postaci rozgaigzionych iasfficuchdw  liczgcych  od
kilku do kilkunastu reszt cukrow prostych Wsréd nich wystepujg N-acetylogalak-
tozamina, N-acetyloglukozamina, galaktoza, fukoza 1 kwasy sialowe Nieobecne sa
natomiast

lukoza. mannoza 1 kwas

n v LITO "
WAWRU LD, Qi iJLd 4 AW ¥ il W

53
kiem poprzez grupg hydroksylowg treoniny lub seryny stanowiacych ok  40% wszyst-
kich aminokwaséw Zgodmie z przyjetym modelem czasteczki mucyny [6, 7] w  3ej
skiad wchodzl nieglikozylowana, centralna podjednostka o masie 7 X 107  daltonow
wlgzgca popreez mostki dwusiarczkowe 4 silme glikozylowane tarcuchy boczne o ma-
sie od 3 X lU5 do 5 X 105

walencyjnie zwigzane kwasy tluszczowe, przy czym sugeruje silg ich obecnosc w czg-

daltonow Poza ohecnosclg cukrow stwilerdzono takze ko-

sc1 meglikozylowane] czgsteczkl mucyny zotgdkowel [139, 140], a takze mucyny
wystepulgcel w glinie [137, 141, 1427 Wykazano obecnos¢ 6 moli1 kwasow na mol
bratka (2 x 106 daltonow) Stwierdzomo wystepowanie zarowno nasyconych (77%), jak
1 nmenasyconych reszt acylowych. Palmitynmian, stearynian 1 oleimian sg giownymi
skiadnikami lipidowymi mucyn Okoo 15% stanowig 1nne kwasy, np C16 1 820:2,
C22 gl 824.0 Wrazliwos¢ wigzan kwasow z biatkiem pa dziatamie siabych alkalidw
1 hydroksyloaminy wskazuje na estrowy typ tych polaczer [142, 1471 Wieksze wysy-
cenle kwasaml tluszczowyml podjednostkowe] formy glikoproteiny w porownaniu z for-
mg polimeryczng sugeruje, ze proces acylacji wystepuje przed wytworzeniem osta-
tecznego ksztattu czgsteczek [146, 147] Réwnoczesnie stwierdzono, (o jest wielce

zaskakujqce, mozliwos¢ modyfikacjl podjednostek tuz po rozpoczeciu syntezy Yancu-

cha polipeptydowego [1487 Wczesniej juz opisano kotranslacyjna modyfikacje bia-

tek resztami acylowymi, ale tylko kwasem mirystynowym 1 tylko N-koncowe] glicyny
Obecnosé reszt acylowych w czasteczkach mucyn wptywa na 1lo%¢ zasocjowanych z ni-
m1 lipiddw [137, 143, 145], na podatnosé proteolityczng [136, 1371, lepkodé [143]
oraz na przepuszczalnosé $luzu dla jondw [119]

15. WEWNATRZKOMORKOWA ORGANIZACJA PROCESU ACYLACJI

Pierwsza publikacja omawiajgca wewnatrzkomdrkowa lokalizacjg procesu acylacyn
pojawita sie w 1980 r. [130] Jako miejsce acylacji biatek zaproponowano aparat
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Golgiego, 8 proces ten misl byc niezalezny od glikozylacji, metylacji czy fosfo-
rylacji  Wkrotce potem otrzymano wynikl potwierdzajgce te hipoteze [37, 112]. Za-
sugerowann rowniez mozliwosc wystgpienia procesu acylacJi w obrebie bton siatecz-
ki srodplazmatycznej [11] Wykrycie donorow grup acylowych nastreczylo znacznie
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teryjne acyloproteiny korzystajs z reszt acylowych zwigzanych w fosfolipidach {33,
78] B8adanie szybkosci przeniesiemia grup acylowych do fosfolipiddw 1 na czgstecz-
ki biatek w komorkach eukariotycznych pozwolilo ustalic, ze kompleks kwas tlusz-
czowy-CoA jest najefektywnie)szym dawcg reszi kwasowych w procesie acylac)i bia-
tek [[1247] W zwigzku z powy2szym sugerawano specyficznosé procesu acylacji, w ktd-~
rym obok dawcy 1 Diorcy reszt acylowych uczestnicza enzymy okreslane Jako a © y-
lotransferazay [113 Po raz pierwszy aktywnosé acylotransferazowa
stwierdzono w kemorkach BHK (baby hamster kidney) zwigzang z frakcja mikrosomal-
ng Aktywnosci takie] mie wykazuje frakcja cytoplazmatyczna [11]. Enzym ten Jest
integralnym biatkiem btonowym, na co wskazuje mozliwoscé Jego ekstrakcji z biony
dopieroc w obecnoscl wysokich stezeri soli  Enmzymy o podobnej aktywnosci stwierdzo-
no takze w komdrkach $luzowki jelita grubego [83, 1387 oraz w komdrkach wydziel-
niczych $linianek podszozekowych 1 podjezykowych [1427]. Wymienione enzymy badano
na podstawie ich zdolnosci do wigczamia palmitynianu, przy czym 2aden z nich nie
zostal wyizolowany 1 oczyszczony Opisano rowniez enzym przylgczajacy mirystynian
do biatek w komdrkach drozdzy [[158, 159] 1 w szczurzych komdrkach migsniowych [159]
Oczyszczona acylotransferaza wiaczajaca mirystynian jest peryferycznym  biatkiem
btonowym lub polisomowym wymagajgcym lekko zasadowego pH 1 obecnosci  histydyny
Jest on momnomerem o masie czgsteczkowe] 55 X 103 daltondw U aktywnosci tego wy-
soce specyficznego enzymu decydujg skilad 1 diugos¢ peptydowego akceptora

[1e1]

Pojawily sie tez publikacje sugerujqce odmienny mechanmizm acylacji od przed-
stawionego Nie oddzielono aktywnosgcil acylotransferazowe) od akceptora w procesie
acylacjy rodopsyny [ 997 1 mieliny [16] W tym ostatnim przypadku wykazano, ze czg-
steczka PLP jest jednoczesnie enzymem 1 akceptorem

Ootychczas ukazata sig tylko jedna praca, ktérej wyniki wskazuja na obecnosc
enzymu odtaczajacego reszte acylowg od polipeptydu [12]. Enzym ten  zidentyfiko-
wano w komdrkach watroby szczura, cielecej nerki, ludzkiej sluzdwkli 1 nazwano
acyloesterazg Biaiko enzymatyczne me zostalo jednak  wyizolowane,
niemniej wiadomo, Zze jest ono zlokalizowane w btonach mikrosomalrmych. Jego aktyw-
noscé zalezy od temperatury 1 pH (niska temperatura 1 niskie pH zmnejszajy aktyw-
nosdé), a takse od obecnosci detergentdw. Stwierdzono, e oczyszczony enyzm nie po-

siada aktywnodci acylotransferazy.
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16. SPECYFICZNOSC PROCESU ACYLACJI BIAtFEK

Pierwotnie uwazano, ze acylacja dotyczy wylacznie bialek zwigzanych z biona-
mi1 Okazalo sie jednak, ze proces ten Jest racze) zwiazany z funkcja, Jakg peini
polipeptyd niz z jego lokalizacjg cytoplazmatyczng czy blonowg Wigkszosc donie-
sierf sugeruje posttranslacyjny charakter procesu acylac)i, chociaz poJawily sie
publikacje donocszace o kotranslacyjnym charakterze modyfikacji. Obecnie do bada-
mia acylac]i sg stosowane 2 rodzaje kwasdw, tj. palmitynian 1 mirystynian Pierw-
szy znich -palmi1tynpian 1iworzy wigzanle es trowe z seryngi
treoning oraz ticestrowe z cysteing. 5g takze nieliczne doniesienia o palmitynia-
nie polgczonym amidowo [617 Bialka palmitylowane sa zwigzane z blonami.  WSrdd
nich wystepuja polipeptydy nieglikozylowane [86, 1677 (np. ankytyna [157] 1 p21%@°
[134]) glikoproteiny eksponowane na powierzchni bton (acyloproteiny wirusdw, recep-
tor transferyny, aniygeny gidwnegoc kompleksu zgodnosci tkankowe], fibronektyna bto-

M=y
Tnowa sy

{70, 85, 102, 104, 127, 1671} Jak wspomn
zowany gidwnie na obszarze aparatu Golgiego 1 bion siateczki  $rdédplazmatyczne],
przy czym akceptorami reszt acylowych w tym obszarze bylyby biaika zewnetrzne bio-
ny Natomiast nieglikozylowane polipeptydy svntetyzowane na wolnych polisomach sg
modyfikowane kwasami tuz przed lub zaraz po wigczeniu ich po wewnetrznej stronie
btony, jak to ma miejsce w przypadku wspomnianej ankyryny [152] 1 p217®5 [134]
Ostatnio sugeruje sie obecnodé acylotransferazy rdwniez w bionach  komdrkowych,
prawdopodobnie po ich wewngtrznej stronie [167]

Sposrdd przebadanych akceptordw mi1iry st ynianu najbardzie) rozpo-
wszechnionym jest N-koricowa glicyna Receptor acetylocholiny jest dotychczas je-
dynym polipeptydem, w ktdrym kwas ten jest polgczony z £-aminowg grupga lizyny
[101]. Am siabe alkalia, ami hydroksyloamina nie uwalnia)a tak zwigzanych  kwa-
séw Lokalizacja tych acyloprotein nie Jest ograniczona wylacznie do bion lub cy-
toplazmy. Proces przylaczania mirystynianu zachodzi natomiast wytgcznie w czasie
syntezy taricucha polipeptydowego lub tuz po jej zakoriczemiu 86, 1027. Swiadczy o
tym zupeine zshamowanie mirysiylacji w obecnosci cykloheksimidu Spo$rdd mirysty-
loprotein zadna nie jest glikozylowanym 1 transbtonowym polipeptydem.  Zaliczamy
do nich. katalityczna podjednostke cAMP - zalezne) kinazy biatkowej [26], pl5 -
btonowe bialko bialaczki ssakdw [59, 132, 1337], kalcyneuryng b - biatko o aktyw-
nosc1 fosfstazy [5], reduktaze NADH-cytochrom be 106 , p56 - 1 specyficzne iat-
ko z komdrek LASTRA [1647 oraz p60 - transformujgce biatkc migsaka Rousa wykazu-
Jace aktywnosé tyrozyno-specyficznej kinazy biatkowey [24].
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17. BICLOGICZNE ZNACZENIE PROCESU ACYLACJI

Sledzac historie odkrycia poszczegdlnych rodzajdw modyfikac)i taricuchdw po-
lipeptydowych, takich jak fnsforylac;a metylac]a czy glikezylacja nale?y siwier-
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pierwszy biatko wchodzgoce w skiad mieliny wyizolowane) z mdézgu, ktdre z  powodu

s1lnych witasciwodcl hydrofobowych nie ekstrahowalo sie rozpuszczalnikami organicz-
nymi 0Od tego czasu wykryto wiele biatek, potaczonych kowalencyjnie z lipidami,

w SzGzegodlnosci za$ z diugimi kwasami tiuszczowymi Przy czym  zdecydowana 1ch

wiekszosé wykryto (1 opisano) w ciagu ostatnich 8 lat. Ewolucyjnie konserwatywny

charakter procesu acylac]i biatek wydaje sie byc¢ dowodem na i1stotne znaczenie bio-
logiczne tej modyfikac)i Jednoczednie okreslong funkcje biologiczng kowalency]-

nie zwigzanych kwasdw tluszczowych ustalono tylko w przypacdku nielicznych sposrdd

acyloprotein, ktdrych przykiady przedstawiono powyzej Obecnie wydaje sie niemoz-

liwe wskazanie jednej lub nawet kilku funkcji, jakie by¢ moize spelniaja zwigzane

Z biatkiem reszty acylowe Biorgc pod uwage rdzng cdiugosc  przyltaczanych kwasdw
tluszczawych, funkcjonalng 1 strukturalng rdznorodnosc skceptordw biatkowych oraz

typy wigzar migdzy kwasami 1 bialtkiem, a takze wysokg specyficznogé acylotransfe-

raz nalezy racze] spodziewac sieg biologicznej wielofunkcyjnodci.

W wielu przypadkach sugeruje sie za Schmi1idt 1in [129], ze zwickszo-
na lokalnie obecrnoscig reszty acylowe] hydrofobowos¢ czasteczkiacyloproteiny jest
po czedci odpowiedzialna za je] interakcje z bfong. Biorgc pod uwge sktad amino-
kwasowy acyloprotein bionowych sg wsrdd nmich silnie hydrofobowe, takie, jak PLP
mieliny [166], lipoproteina btony bakteryjnej [207] czy tez polipeptydy (np 1iga-
tyna), w sklad ktdrych nie wchodzg aminokwasy hydrofobowe [657]. Mozliwosé interak-
cJ1 acyloprotein z btong zostala potwierdzona na podstawie wielu cbserwac)i.l tak
wlgczanie immunoglobulin w blony liposomdw Jest mozliwe dopiero po acylacji tych
czasteczek [617], a syntetyzowane na rybosomach cytoplazmatycznych niektdre biatka
transformujace sa acylowane przed wbudowaniem ich do btony [B8, 111] Wykazano
rdwniez interakc)g miedzy zwigzanyml Z wirusowym bialkiem G resztam: acylowymi 1
lipidami liposoméw [1117

Nie moZzna przyjmowac, e rola kowalencyjnie zwigzanych kwasdw ttuszczowych ja-
ko czynmika mocujgcege bialka w btonie jest jedyna. Miedzy 1nnymi  stwierdzono
wptyw reszt acylowych na oddzialywania typu biatko-biatko 1 biatko-lipid poprzez
ich udzial w procesie formowania struktury przestrzennej 1 orientac]i polipeptydu
(101] Wstrzymanie cerulening acylac]i wirusowego bialka G hamowalc proces skila-
dania wiriondw 1 1ch uwalniania przez komdrke gospodarza [121] Deacylacja po-
wierzchniowych glikoprotein wirusa grypy zmniejsza jego wirulento$¢ 1 zdolnosc
do hemolizowania krwinek [128], co sugeruje udzial acyli w procesie fuzjl wirio-
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now z komdrka gospodarza. Okazato sig, 2e resziy acylowe zwigzane Z inek tdrymi
piratkami transformujacymi mogq stuzyc¢ do umocowania w blonie takze bialek cyto-
zolowych [31, 59, 134] Przylgczenie kwasu do bialka cytozolowego moze warunkowad
jego asocjacje z blorg, a takze sortowanie 1 kierowanie do btony Biatka z grupy
p21ras
po deacylacji tracg Jednoczesnie zdolnosc do asocjowania z wewngtrzng strong bko-

, w ktdrych cysteina znajdujgca sig blisko C-korica jest palmitylowana {1347,
ny 1 transformacji komdrek {1687. Mirystylowane biatka transformujgce, takie Jak
péOSfG, zachowuja sie podobnie [31, 110]). Rola kowalencyjnie zwigzanych reszt acy-
lowych w selektywnym kierowaniu biatek w strong btony zostaia poiwierdzona bada-
ntami Pellmana 1 wspdlprac [110]. Skonstruowali oni gen, w ktdrym pierw-
szy odcinek nukleotydowy odpowiadal sekwenc]i pierwszych 14 am1nokwasdw péﬂras.
Pozostaly sktad nukleotyddw odpowiadal innemu biaiku W wyniku franslac): otrzy-
mano typowy polipeptyd fuzyiny potgczony z biong 1 posiadajgcy N-koricowo zwigza-
ny mirystynian

Stwierdzono takze wystepowanie bialek, ktdrych acylowanie i deacylowanie prze-
biega w sposdb cykliczny. Zaliczane do nich sg§ receptor transferyny 3,57, 103,
104], rodopsyna [99, 100, 166], ankryna {152, 153] 1 biatko p”‘N ras ra77]

Wiele jeszcze czgsieczek biatkowych nie zostato przebadanych pod wzgledem za-
wartogcl zwlazanych kowalencyjnie kwasdw tluszczowych Nie wyjasniono takze 1ch
warunkulaca zakotwiczenie bialka w bionle

Fir
funkcji. Wspomniana cykliczn

[+}]
[45]
)
N
e
m
(]
L4
m

bad? jego uwolnienie, mogtaby miec¢ ogromne znaczenie W procesie kontroli aktywno-
$c1 enzymdw blonowych. Ponadto pozostaq do wyjasnienia szczegdty mechanizmu acy-
lacyi, specyficznogd dziatania enzymdw z purktu widzenia akceptora biatkowego [159]
1 przytaczanego kwasu tluszczowego, a takze mechanizmy selekc)l 1 kierowania bia-

tek przez reszty acylowe do biony

Autor dziekuje Pani prof dr hab Wandzie Leyko za wiele cennych uwag podczas
przygotowywania pracy do druku,
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Henryk Witas
ACYLATION OF PROTEINS
Summary

Recently 1t was found a number of proteins from enveloped viruses as well as
from bacteria, plant and animal cells to contain small amount of bound lipids, The
lipids are represented mainly by long-chain fatty acids which appear to be linked
covalently with the protein. The ester bond 1s belived to occur as a main  one
between fatty acid, the most freguently palmitate, and OH group of hydroxy-amino
acid or SH group of cysteine of polypeptides localized in the membranes The amide
bond 1s the second type found between nonglycosylated polypeptides mainly  their
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their N-glycine and myristate The Golgi apparatus intracellular membranes or
rough endoplasmic reticulum are suggested to be among possible regions of poly-
septide acylation. Also cellular membrare as a place of acyltransferase action is
1ot excluded First attempt of i1solation and specificity characterization was
nade It i1s not known the precise bioclogical role of acylation process  However,
suggestions appeared that acylation could be involved in recognition process, in-
tracellular transporit of membrane proteins, insertion and anchorage of +them to
the membrane or transpori of secretory proteins

Jr HENRYK WITAS
Katedra Biofizyka
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7 AGADNTIENTIA BIOFIZYKTI WSPOLCZESNES?

T 14,z 1 1989 s B83-102

Jacek Twardowski, Irena Nowak

STRUKTURA A FUNKCJA ENZYMOW*

1 WSTEP

Enzymy stanowig bardzo duzg 1 wyspec]alizowang klasg biatek Wytwarzane przez
zywe orgamizmy katalizuja zachodzace w nich reakcje chemiczne W stosunku do zwy-
ktych katalizatordw chemicznych dziatajqy znaczme efektywniej  Klasycznym przy-
kladem jest katalityczne dziatanie platyny na nadtlenek wodoru H202, ktore zwigk-
sza szybkogé reakcji o 20 tys razy w stosunku do reakcji spontaniczne], podczas
gdy katalaza zwieksza szybkos¢ te) reakcji o 300 tys mln razy [21]

Enzym w uk}adzie blrologicznym bierze udzial w katalizowaniu reakc)i chemicz-
nych 1 regulowaniu procesow kinetycznych Pierwsza z tych funkc)i jest zwigzana
z obecnogc1a centrum aktywnego, stabilizowanego przez pozostaly czesc biatka Oru-
ga funkcja ma bardziej zlozony charakter 1 jest zwigzana zardwno z synteza, mo-
dyfikacja 1 degradacjqa biatka, wplywem srodowiska, Jak 1 dziataniem aktywatordw 1
inhibitoréw na dojrzata formeg enzymu Z tym ostatnim zagadnieniem wigze 5S1g
aspekt czynnosci enzymy nazwany przez Kornberga .towarzyskim" [43], zwigzany
m.1n. z tworzeniem sig kompleksow enzymow z 1nnyml sk}adnikami komodrki Wlasciwosci
enzymow 1 mozliwoscl 1ch zmian sg wynikiem selektywnej labilnosdcr struktury biatka
1 Je] wplywu na wyrdznione jJuz w 1895 r  przez Fischera miejsce, zwane centrum
aktywnym. Jego historyczna juz dzi$ hipoteza dziatamia enzymu na substrat, zwana
hipotezg .klucza do zamka" {lock-key theory), zostata w 1958 r zastapiona teorig
Koshilanda wzbudzonego dopasowania enzymu do substratu (induced-fit
theory) [44, 45] Jesli uwzglednié jeszcze mozliwos¢ zmian konformacyjnych za-
chodzacych w biatku, zwanych efektama allosterycznymi, ktdre zmieniajg katalitycz
ne wtasciwoscl enzymdw, zaczyna si€ rysowac wzajemny zwlgzek migdzy strukturag 1
funkcja tych biatek [55] Kluczem do tego zwigzku sg modele opisujace mechanizmy
zmian konformacyJnych na podstawie oddziatywania kooperacyjnego [99].

*Pracq przygotowano w ramach problemu PR-II-13 1 wygloszono na Szkole Nauko-
we] pt. «Spektroskopowe 1 strukturalne badania ukladdw o podstawowym znaczeniu

dla biologi1 1 medycyny". (1. Struktura a funkcja uktaddw bioclogicznych, Ustrori
1986).

[83]
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tinderstrom-tang w 1959 r. wyrdznit 4 poziomy organizacjl
strukturalnej biatek [517:

- strukture pierwszorzedowg, czyli kolejnosé aminokwasow w raricuchu;

- strukturg drugorzedowa, czyli wzajemne ulozenie wigzart  peptydowych tacza-
cych poszczegdine rodniki aminoacylowe w iaricuchy;

- strukturg trzeciorzedowa okreslajaca przestrzenny ksztatt taricucha polipep-
tydowego uwarunkowany oddziaiywaniem grup funkcyjnych tworzacych go aminokwastw;

- strukturg czwartorzedows okredlajaca budowe podjednostkowa czasteczka balka.

Obecnie do tege podzialu mozna dodad nastepujgce stopnie zorganizowania [ B2]

- nadstrukture drugorzedows (super secondary structure) okre$lajgca prefero-
wane pod wzgledem fizycznym agregaty struktury drugorzedowe;

- strukture domenowg, cdnoszaca sie do czesci biatka, kitdre formuja funcyjnie
oddzielne cbszary w biaktku.

Wradciwodcl enzymdw sa $cifie zwigzane z ich struktura. Rozwazmy, jJaki zwia-
zeik z dana funkcja biatka maja rdzne elemeniy Jego sirukiury 1 siopiert 1ch zorga
nizowania.

2. STRUKTURA PIERWSZORZEDDWA

Sekwencja aminokwasdw w taricuchu polipeptydowym jest bezposrednim odzwiercie-
dlemem zapisu informac]y genetyczne] w DNA 1 determinuje przestrzenns uksztatto-
wanie cale] czasteczki. Jest ono rdwniez zalezne od skladu chemicznego srodowiska
w ktdrym zachodzi formowanie biatka 1 od oddziatywart z innymi biomolekulam, np.
enzymaml czy blonami zaangazowanymi w ten proces [29]. Wiadomo, 28 aminokwasy
Ala, Leu, Met, His, Glu, Gln, Lys, Cys preferuja tworzeme struktury helikalnej,
a val, Ile, Phe, Trp, Tyr, Thr - struktury typu B[29, 49], natomast inne amino-

Lrvamenys ok
T\Wd:y Lauuy

szczegéiowo badane w procesach rozfatdowania i refatdowama struktur biatek [1,71]

11ch chojetne., Ich zachowame  jest

Zwykle polarne reszty aminokwasowe znajduja sig na powierzchni globuli baai-
ka, a reszty apolarne w je] wnetrzu. W wielu przypadkach reguia ta nie jest spet-
niona Tam, gdzie potozenie danego aminokwasu Jest 1nne niz faworyzowane z punktu
widzenia termodynamiki, powstaja w czasteczce lokalne napregzemia. Skryte w hydro-
fobowym wngtrzu grupy polarne wykazuja silmejsze wlasciwodct elektrostatyczne
n1z gdyby byly w $rodowisku wodnym. Wymka z tego ich duzy wplyw na stabilizacyeg
przestrzennej struktury biatka, np. wtedy gdy wigzanie wodorowe Jest chronione
przez bezwodne otoczenie. Apolarne tarficuchy boczne aminokwastw, lezace na powlerz-
chni biatka, daza do kontakiu z innymi molekutami znajdujgcym sig w  roztworze,
a majacyml wlasciwosci hydrofobowe. Stanowy to podioze dla jedney z najwazniej-
szych funkcjy bralek - zdolnoscy rozpoznawania dworstych dla niego liganddw [23].
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Obecnosc mostkdw disiarczkowych powstajacych miedzy dwiema resztami cysteiny
stabi1lizuje biaiko, co ma szczegdine znaczenie dla duzych struktur molekularnych
(94] Moga one brac¢ udzial w samym procesie katalizy enzymatyczrney [25, 53, 63,
93], a czasem stabilizuja oddzialywania miedzy kompleksami, np bialko-biakko bto-
nowe [47.

3. BIOSYNTEZA BIALKA A JEGO STRUKTURA PIERWSZORZEDOWA

Stwierdzono, re w wielu przypadkach zsyntezowany laricuch polipeptydowy jest
diuzszy niz ten, ktdéry wystepule w dojrzatej formie enzymu. Takie prekursory en-
zyméw byly obserwowane zardwno dla przeciwciai [7], biatek sekrecyjnych [8], bia-
Yek bionowych [ 52, 77), jak 1 hydrolaz lizosomowych {B5, 92]. Dla hydrolaz 1lizo-
somowych, podobnie jak dla biaiek sekrecyjnych, stwierdzono wystepowanie siime
hydrofobowego fragmentu tarficucha zloZonego z 10-30 aminokwasdw, ktdry najdiuze]
po kilku minutach by} odcinany od reszty taricucha przez peptydaze sygnatowa  [24,
741 W jego skladzie znaleziono B reszt leucyny, metiomine 1 2 proliny {47, 74]
Sekwencja sygnatowa dla pre-pro-katepsyny D jest nastgpujaca MXLXXLLLLXLXLLXXPXXX,

W katalitycznej funkcyi enzymu sekwencja sygralowa nie odgrywa Zadnej roli. Jest
ona odcinana od biatka w czasie jego formowania. Niemnie] Jednak ten odcinek spei-
nia wazng funkcje w same]) biosyntezie biatka. Odcinek ,pre" biatka zwigksza powl-
nowactwo rybosomu 1 dotaczonej do niego czgstki SRP (signal recognition particle)
do btony retikulum endoplazmatycznego, gdzie jako N-koricowy fragment tarficucha po-
lipeptydowego jest wprowadzony do $wiatia bion, a za nim reszta biatka W tab 1
padano przyktady bialek, dla ktdrych sekwencja sygnatowa .pre" jest zaangazowana
w kantranslacyjnym whudowaniu biatek do organelli komdrkowych Juz w tym momencie
moze byé ustalony dalszy los tego biatka [72] Na przykiad, sekwencja sygnalowa
decyduje o wbudowaniu cytochromu P 450 w blone retikulum endoplazmatycznego 1lub
0 przechodzeniu przez te blone neuramimidazy [2, 2.

Dalsza czgs¢ rancucha polipeptydowego zawiera kolejny fragment, ktdry nosi
nazwe ,pro-biatka", a jego masa molekularna, np dla hydrolaz lizosomowych wynosi
od kilku kDa do kilkunastu kDa. Dla tej grupy enzymdw czas zycia takiego prekur-
sora oznaczony dla hodowli komdrkowe] fibroblastéw wynosit 1-5 h (337, chod¢ w jed-
nym przypadku karboksypeptydazy Y z drozdzy - 6 min. Stwierdzono, 2e odci-
nek ,pro" dla kilku hydrolaz lizosomowych jest w wielu miejscach  taki sam, co
przedstawiono na rys. 1 [wg 247

Ddcinkowl ,pro" w biatkach enzymatycznych przypisuje sie nastepujaca funkcie

- wpiyw na formowanie struktur wyzszych rzeddw tych bialek;

- sterowanie aktywnogcia enzymdw,
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Tabela 1

Mechanizmy kierowania bialek do organelli wg (72]
Przeznaczenie Pierwszy rodzajiDrugi rodzaj
biatka sygnatu sygnatu

Biatka sekwencja

wydzielmcze sygnaiowa brak
Integralne gla- sekwenc ja

koproteiny bon | sygnalowa? ?

ER, aparatu Gol-

giego, lizosomow,

peroksysomow
Biatka biony sekwencja

komdrkowe 3 sygnatowa ?
Hydrolazy sekwencja

l1zosomowe sygnalowa mannoza-6-P
Biatka mitochon- prekursor po-

drialne (blona libiatek 1lub

wewnetrzna lub sekwenc je we-

zewnetrzna) wnetrzne ?
Biatka swiatia sekwenc ja

ER 1 aparatu sygnatowa” ?

Golgiego

- oddzialywanie z receptorami bion 1 rola w transporcie enzymu

bton komdrkowych.

Rola kazdego fragmentu polipeptydowego, a w szczegdlnodca

przez uktady

odcinka .pro" w

formowaniu struktury biatka jest oczywista, gdyz wszystkie oddziatywania bliskie-

go 1 dalekiego zaslegu oraz wzgledy steryczne zachodzace migdzy resztami aminokwa-

sowyml w sposcb rdwnocenny formuja te przestrzemng strukturg. Tylko w | przypadku
mektdrych enzyméw o stosunkowo proste; budowie, odciecie laricucha polipeptydowe-

go me zmienia lch aktywnosci

Do tej grupy mozna zaliczy¢ pepsyng, hydrolaze fos-

fopirogranianowg, papaine czy rybonukleaze [427]. Na przykiad, protecliza 109 aml-
nokwasdw z obecnych 185 w papainie nie pozbawia je] aktywnogci katalitycznej. Dla

rybonukleazy podobny efekt uzyskuje sie po odcieciu 3 aminokwastw z

124, Nato-

m1ast hormony polipeptydowe zawierajace odcinek ,pro” nie posiadaja zadne) aktyw-

nogci lub bardzo mata [22] Wiele z proenzymdw posiada aktywnosc,

drolaz lizosomowych z droidiy, pro- B-heksozaminidaza [327,

[57] 1zolowane z fibroblastdw po odcigciu sekwenc)yl wpro” staja sie
Nieaktywne sg rowmez prekursory arylsulfatazy,
sekwenc)L «pro" przypisuje sig role w
Neufeld 1 wspéiprac. {10,

dazy. Obok regulac)y akiywnosc: enzymdw,
procesie transportu wewnatrzkomdrkowego.

f-glukuronidazy 1

badajac transport nowo zsyntezowanych hydrolaz lizosomowych 1

ng. kilka hy-
pro-o -1eduronidaza
nieaktywne.
B-galaktozy-

59]
zachadzgce w  tym
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czasie 1ch modyfikacje uznali, Ze sekwencje ,pro" wraz ze skiadmikiem cukrowym
tych glikoprotein oddziaiujsg z receptoramy bion 1 s odpowiedzialne za ukierunko-
wanle tego procesu. Ponadto czes¢ oligosacharydowa glikoprotein moze modyfikowad
przestrzenng strukture 1 wiadciwodci enzymdw oraz peinié role ochronng przed pro-
teazam1 [ 86, 90, 92

4. STRUKTURA DRUGCRZEDOWA

Struktura drugorzedowa biaiek okresla polozenle przestrzenne wiazari peptydo-
wych %aczacych poszczegdine aminokwasy w tarficuchy  polipeptydowe. Spektroskopia
oscylacyjna opierajac sig na wynikach badari rentgencgraficznych [50, 977 rozréz-
nia 6 rodzajdéw struktur drugorzedowych [91]-

- helikalng z podwdjnym wigzaniem wodorowym,

- helikalng z pojedynczym wigzaniem wodorowym,

- réwnolegia f3,
- antyrdwnolegle B
B -zwrotma (B -turn),

nieuparzadkowany

Struktura helikalna Jest stosunkowo trwaia. Stwierdzono jej obecnodé w pra-
wie wszystkich biatkach globularnych, jak 1 widknistych, takich Jjak o -keratyna
czy paramiozyna [20} Stuktury helikalne charakteryzujg sie pawna elastycznodcia
zalezna od otoczenia Jesly to otoczenie ma charakter hydrofobowy (np. biatka w
btonie), stabilnosé struktury helikalnej rodmie. W tym przypadku wigzania wodoro-
we migdzy aminokwasaml nle konkuruja 2z otoczeniem, nastgpuje to w miare wzrostu
polarnosci otoczenia Struktura helikalna z podwdjnym wigzaniem  wodorowym jest
trwalsza niz struktura z pojedynczym wigzaniem wodorowym.

Pauling 1 Corey [62] postulowalr istmenie obok struktury he-
likalnej struktur B rdéwnolegtej 1 antyréwnolegte]. Wystepuja one w biaikach glo-
bularnych drednio w 15% [15] 1 maja diugos$c ok. 20-25 R, co odpowiada przecigtne-
mu wymiarowl domeny. P aul 1 n g [62] uwazal, 2e struktury Psq plaskie, Tak
Jest fakiycznie dia miektdrych biakek, np. dla reduktazy glutationu, ale w wigk-
szodc1 przypadkiow sg one skrecone [14]. Skrgoenmie piaszczyzny, w ktdrej lezg struk-
tury B, jest wynikiem optymalizacyy oddzialywart energetycznych, ktére w ten spo-
séb usztywniaja bialkc [60]. Szczegdlowe rozwazania nad konformacyjnymi 1 geome-
trycznym wtasciwogciami réznych struktur B przeprowadzili Salemme 1
Weather ford [78-807]. Na rys. 2 przedstawiono opisane przez nich rdzne
wzajemne sposoby zorganizowania odclnkdw o strukturze [ w biatkach. Stwierdzili
on1, ze antyréwnolegia struktura B posiada znaczng gietko$¢ konformacyjng w ob-
rebie ograniczen narzuconych prrez oddziatywania steryczne taricucha. Taka  sama
giretko$é konformacyjna nie wystepuje dla rdwnolegiej struktury B. RéZnica ener-
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g11 charak wynosy ok. 20-30 kJ/mol na ko-

rzyéc struktury £

Rys. 2. Przykiady nadstruktur drugorzedowych ulozonych ze struktur B

Struktury zwrotne. Poszukiwame struktur f-zwroinych, przewidywanych juz w
1958 r. przez R. Schwayzera 1 C. M. vankatachalarna, w biatkach wykazalo, ze S
one bardzo czeste 1 stanowig ok. 1/4 struktur wystepujacych w danym biatku [1s,
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16, B4]. W biaikach globularnych 1lo%¢ takich struktur ,T" jest liniowo zalezna
od liczby reszt aminckwasowych .R" ({733,

T =0,125R + 2,28

W skiadzie takiej struktury wystepuja czesto reszty glicynowe 1lub prolinowe,
np. Pro -~ 93, Pro - 114 dla rybonukleazy [987], Pro - 163 w subtilizynie [B1], Pro -
116 w nukleazie ze Staphylococcus [[12] oraz kwas asparaginowy, seryna, treonina
1 tyrozyna. W procesie formowania biatka struktury te odgrywaja role pasywna,gdy?
nie sg zbyt stabilne 1 odporne na niekowalenine sily zginajace laricuch. Wiadomo,
?e struktury te sg silme solwatowane [13, 18] na powrerzchni, a w $rodku maja
charakter hydrofobowy [18]). Dla zbadanych przez P. Kuntza w 1972 r. 7 biatek glo-
bularnych na 130 takich struktur tylko 7 znajdowako sig wewnatrz biaika [B47]. Cza-
sem w biatkach wystgpuja takze struktury p’- zwrotne [B4]. Te struktury umozliwia-
Ja sfaldowanie tarfcucha polipeptydowego, by mogl wytworzyd scisie kontakty miedzy
przylegajgcym: do siebie fragmeptami odcinkow helikalnych 1 struktur B. Umozli-
wia to optymalne zblienie do siebie tych taricuchdw tak, aby odlegiodé atomdw two-
rzacych wiazanie wodorowe byta zblizona do wartosci 2,05 AO, kiedy jest ono naj-
silniejsze.

5 NADSTRUKTURA DRUGORZEDDWA

taricuchy polipeptydowe o rdinych strukturach drugorzgdowych uktadaja sie w
przestrzeni 1 optymalizujgc wzajemne oddziajywania tworzg charakterystyczne seg-

menty, tzw. nadstrukturg dru

ro hydrofobowe Juz w 1953 r. Cr 1 c k [18] opisa} sposdb, w jaki mogg sie
ukladad Z struktury helikalme tworzgc helikalny splot (coiled - coal helix), po-
wtarzalny co 140 R. Obecrnos¢ takich struktur zostata wykazana w «-keratyrue, tro-

—ad

T N Tmac+ nmna ~radm - _

o P Toh +us
Usig. Jool uUia 18

-
d iU

pomiozyme [B7], paramiozynie, meromiozynie oraz czesclowo wystgpuje w bialkach,
takich jak: bakteriorodopsyna, hemoerytryna, biatko wirusa TMV 1 in. Takie ukia-
danie sig }aricuchdw helikalnych jest preferowane energetycznie, a oddziaiujace ze
sobyg struktury helikalne sy stabilizowane przez  migdzylaricuchowe oddziatywanmia
hydrofabowe lub polarne odpowiednio zorientowanych reszt aminokwasowych. W kola-
genie tworzy sig struktura superhelikalna bgdaca splotem 3 lewoskrgtnie naloZo-
nych na siebie tarficuchdw helikalnych. Optymalizacja oddzialywart miedzy}aricucho-
wych prowadzy takze do powstania innych  struktur, zwanych 8 x 8 -segmentami
(Rx B umts) [58, 66]. Skiadaja s1g one ze struktur przedzielonych  strukturg
o - PBo B(Rossman fold), strukturg B-BBB lub strukturg nieuporzadkowang Bcf

(Bcorl B ) (rys. 3).
W wiely biaikach obserwuje sig bardzie) ziozone segmenty typu Boe Bow B, Jak
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np. w kinazie adenylowe] [B37], dehydrogenazie gl1ceraldehydo-3-fosforanu z Bacil-
lus Stearothermophilus [5], fosforylazie glikogenu [27] 1 enzymach  glikolatycz-
nych [6]. Gidwna furkcja tych wszystkich struktur jest usztywnienie domen.

A

\
AASHN

Pcf
A D

IS
-

e
R
>

° H

DA

PA P

Rys. 3. Przyklady nadstruktur drugorzedowych BxAB

6. STRUKTURA DOMENOWA

Badania elekironowych map gegstoscl siruktury biaiek metodg dyfrakcji promieni
X czy metodam spektroskopowymi kalorymetryGznymi 1 innymi pozwolity wyrdznic pew-
ne czegci biatek, zware domenami. Ich obecno$é jest 4cisle zwigzana z funkcja bia-

Tl FIN 2971 =
tek [30, 39]. Istmigje

\n
r¥
Q
jwl
N
(5]

4w struktur domenowych [397 zawierajacych.

1) przewaznme struktury B, np. w rubredoksynie, papainie;

2) prawie tylko struktury helikalne, np. w hemoglobinie 1 miobloginie;

3) struktury helikalne 1 B rozdzielone wzdiuz taricucha polipeptydowego, np.
w cytochrome b5 1 rybonukleazie;
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4) struktury helikalne 1 3 majace tendencje do zmienianla sie wzdiuz laficu-
cha polipeptydowego, np w dehydrogerazie mleczanowe] 1 alkoholowe] oraz rodona-
zie,

S) nie zawierajacych struktur & 1 8, np w ferredoksynie, fosfolipazie

7. STRUKTURA TRZECIO- I CZWARTORZEDOWA

Ustalenie przestrzennych ksztaltdw taricucha polipeptydowego uwarunkowanych od-
dziatywaniem migdzy poszczegdlnymi grupami funkcyjnym: tworzacych go aminokwa-
sow nazywa s1g ustalemem trzeciorzedowe) strukfury biatka W skiad czynnej biolo-
gicznie molekuty bratka moZze wchodzic¢ wiecej niz jeden  arficuch  polipeptydowy.
Okreslenie podjednostkowe] budowy biatek daje znajomosc¢ jego struktury  czwarto-
rzedowey.

Formowanie biatka jest opisywane dwoma modelam: 1) nukleacjr 1 wzrostu, po-
danym przez R. L Baldwina w1972 ., 1 2) dyfuzyy - kolizji, podanym
przez M. Karplusa w 1976 r Badama rentegnograficzne wielu biatek wykazaty, ze
biatka globularne posiadaja jedno lub wiegcej jader hydrofobowych. Sa one zlozone

= |
Whﬂd PO‘POb " e
(1)

Rys. 4. Schematyczne przedstawienie jader hydrofobowych w biatkach

‘/>

z gesto upakowanych aminokwasow hydrofobowych w ok, 70% z reszta aminokwasdw po-
larnych. Gesto$é takiego jadra jest rdwnowaizna gestodci upakowania atomdéw w kry-
sztale. (becnosé dwdch lub wigcej jader hydrofobowych jest zwiazana ze struktura
domenowg, co pokazano na rys. 4. Obszary objete tymi jadram: usztywmaja te cze-
dc1 biatka, kitdre mogg sie przemieszczad wzgiedem siebie, np. podczas procesu ka-
talizy, deformujac jednoczesnie pozostale obszary. Te ostatmie moga byé pordéwnane
wzawiasam" lub ,elastycznymi przegubami”. W hydrofobowych jadrach znajduje sig
minimalna liczba (ok. 10) moleku HZD (np. w lizozyme 3 molekuty, podczas gdy
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w jego centrum aktywnym 15) gidwnie tworzacych mostki migdzy zawartymi tam takze
oo rdam amt malbaancdu el armeeh Tamn +um im7?amia 1acarrn hardzrina ottt ada
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7 1 EFEKT ALLOSTERYCZNY

Pewne molekuly maja zdolnos¢ wiazania sie z enzymem poza jego centrum aktyw-
iej przemianie chemicznej Zwigzanie takiej substan-

cji moze wywolad zmiany konformacii w enzymie, wpiywajac tym samym na zmiany jego

aktywnosci katalitycznej To z koleir moze zmieni¢ strukture czwartorzedowa bialka,

nn Zmienlia
LR S ATl a

aar ornvm bialkuy Efekty te nazvwamy
Zmieniaiy: cZnym < I b

adinNu -l T VY v o ywan

efektami allosterycznymi, a wywolujace je substancje efektami allosterycznymi (557
Efektor wigzac sig z enzymem w miejscu zwanym centrum allosterycznym moze wpiywacd
na katalityczna czynnosS¢ enzymu w nastgpujgcy sposdb-

- Zmieniajac powinowactwo enzymu do substratu,

~ aktywujgc lub hamujac enzym, bez zmiany powinowactwa enzymu lub substratu.

W przypadku enzymdw allosterycznych efektorem moZze by¢é sam substrat. Bardzo
czesto zdarza sie, Ze zwiazanie substratu przez pilerwszy protomer zmienia sposdb
oddziatywart migdzy nim a pozaostalymi protomerami takiego enzymu, jak rdwniez wply-
wa na wlazanle substratu przez inne protomery. Model MWC (nazwa pochodzi od naz-
wisk autoréw - Monod, Wyman, Changeux) [56] przyjwie, ze od-
dziatywania migdzy protomerami po przylgczeniu efektora do jednegn z nich maja
charakter pozytywny (przyciagajacy), tzn., ze zwigzame efektora przez jeden z
protomerdw utatwia takie wigzanie nastgpnym. Natomiast wediug innego modelu AKNF
(nazwa pochodzi od nazwisk autoréw -~ Adair, Koshland, Nemethy,F1l-
mer) [46] 1stmeje mozliwo$é oddzialywart zaréwno pozytywnych miedzy protomera-
my, jak 1 negatywnych. Model AKNF zakiada takze, ze zmiany konformacyjne w ob-
rebie oligomeru nastepula w kolejnych protomerach w $ci$le okreslonej sekwencji
[313

Monod 1 wspdlprac. [56] stwierdzili réwniez, e enzym podlegajacy regulacji
allosterycznej jest oligomerem 1 1strmieje w 2 stanach konformacyjnych R (relaxed)

1 T (tensed). Enzym w stanie R wiaze substrat silniej niz w stame T. Przejscie

amary 7e <targ R do T nie Zmienia
omery ze stamu ~ do { Nie Zmienia je

jego symetrii,

Przyktadem enzymu podlegajacego allosterycznemu mechanizmowl Tregulacjlt jest
kinaza glicerolowa. Kinaza glicerolowa z E. coli jest tetrometrem majgcym Jedno
centrum aktywne 1 jedno miejsce allosteryczne na kazdy podjednostkg [89]. Efekto-
rem allosterycznym dla tego enzymu jest fruktozo-1,6 difosforan (FBP). Mechanizm
Zjawisk allosterycznych dla kinazy glicerolowe] wyjasnily De Riel 1 Pau

1us [£8-70]. Wedlug tego modelu tetramer ulega spontaniczrne] dysocjacp do form
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dimerycznych; obie te formy dimer 1 tetramer posiadajq catkowitgy aktywnosé kata-
lityczng, ale tylko tetramer jest w stanie wigza¢ FBP, co powoduje 1naktywacie
enzymu. W tym przypadku inhibitor allosteryczny stabilizuje nieaktywng konforma-
tJe enzymu 1ndukujac Je] powstame w tetrametrze.

Opisany mechanizm spetnia funkcje regulacyjna w ukladzie biologicznym.

7.2. AGREGATY BIAtEK GLOBULARNYCH

taczeme sig biatkawych protomerdw prowadzi do utworzenmia ziozonych struktur
biatkowych, w ktérych rola protomeru moze by¢ podobna do roli domen w pojedyn-
czym protomerze. Réznica migdzy domeng 1 agregatem polega gidwnie na tym, ze w
agregacie mamy ca najmie] 2 larcuchy polipeptydowe, a w domenie moze by¢ 1. Na
przyktad, domeny jednego laricucha w rodanazie zachowuja sig podobnie Jjak podjed-
nastki dimeru [37]. Innym przyktadem tworzenia sig agregatéw sa biaika plaszcza wi-
ruséw polic [36], ktére powstaja z jednego laricucha polipeptydowegn, ktéry jest
cigty przez proteazy, zwijany 1 tworzy agregaty. Agregaty enzymatyczne  skladaja
si1g zazwycza] z Z protomerdéw, np. dehydrogenaza alkoholowa, fosforylaza 1lub z 4,
np. dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosforanu, dehydrogenaza mleczanowa 1 kinaza

pirogronianowa.

7.3. STALE KOMPLEKSY WIELOENZYMATYCZNE

Pod pojgciem ,state kompleksy enzymatyczne” nalezy rozumied takie kaompleksy,
ktdre mozna 1zolowad jako calaosé¢ 1 ktére mie rozpadaja sig na poszczegdlne sktad-
nik1l podczas preparatykl biochemicznel. Nalezy e odréznié od tzw. ,luZnych” kom-
plekstw enzymatycznych, ktérych me mozna wyizolowac w 1ch aktywne] katalityczme
calosci [28]. Typy ukladdw enzymatycznych - rys. 5.

Omdwmy zaleznosci strukturalno-funkcjonalne w kompleksach enzymatycznych na
przykladzie syntazy tryptofanowe]. Syntaza tryptofanowa katalizuje syntezg tryptofa-
nu z L-seryny 1 indolo-3-glicerofosforanu. Jest to jeden z prostszych kompleksow wie-
loenzymatycznych skiadajacych sie z podjednostek ¢¥2 BZ.PD elucjy z kolumny
DEAE-celulozy gradientem NaCl enzym rozpada sig na monomeryczne padjednostki o 1
dimeryczna ﬁz [17], ktéra mozna rozszczepié do monomeru dopiero &M  macznikiem
[353. Oddzielone podjednostki posiadaja aktywnos¢ katalityczna 1 uczestnicza w
pas$rednich etapach biosyntezy L-tryptofany [54]:

Indolo-3-glicerofosforan + L-seryna —= 1ndol + 3-fosfogliceroaldehyd

Indal + L-seryna —= L-tryptofan + HZU

W obecnogcy kompleksu oo ﬁQ 1 kaofaktora, fosforanu pirydoksalu szybkosé
tych reakcjy wzrasta o ok. 30-100 razy ({34, 40]. Tak wigc w warunkach fizpplogicz-
nych kompleks syntazy tryptofanowe] wystepuje w formie zasocjowane].
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Rys. 5. Schematyczne przedstawienie poziomdw organizacji strukiuralnej enzyméw

Jakie sa funkcjonalne nastepstwa tworzema kompleksu L2 }32 santazy trypto-
fanowe3”

Wspomniano juz, Ze wydajnosé katalityczna tego enzymu znaczme wzrasta, gdy
wystepuje w postaci kompleksu o, BZ‘ Kirschner 1 wspéiprac. [40, 95]
wysungly hipoteze, ze ten aktywujgcy efekt byl wynikiem stabilizacji aktywnych kon-
formacji. Okazalo sig, Ze 1zomeryzacja skiadnikéw o 1 B, wplywala na formowanie
sie kompleksu [26, 417. Ponadto stwierdzono, ze w1azan1e-fosforanu pirydoksalu do
apoenzymu Bz zachodz1 wedtug modelu allosterycznego [567. Ustatme badania ka-
lometryczne wykazaly ujemng zmiang entalpii formowania kompleksu Op 132, ktéra by-
ta 2 razy wieksza z udziatem podjednostki B2 zawlerajace] fosforan pirydoksalu
niz z podjednostka BZ pozbawiong grupy prostetycznej [96].

Jeszcze 1nnym przykladem rézmc w aktywnosci enzymatycznej migdzy podjednost-
kamy a kompleksem podjednostek syntazy tryptofanowej jest hamowanie aktywnosci de-
zaminazy serynowej. Enzym B2 moze katalizowad oksydacyjna dezaminacje seryny [48].
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Pomimo ze mechanizm reakcji katalityczne) z udzialem syntazy tryptofanowe]
nie zostal ostatecznie wyjasniony, powyZsze dane wykazujg 1stnienie strukturalno-
-funkcjonalnych zaleznosc1 migdzy podjednostkami o 1 62 syntazy tryptofanowej.

7.4. AKTYWNOSC ENZYMATYCZNA
A STRUKTURA CZWARTORZEDOWA BIALKA

Czy struktura czwartorzedowa jest istotna dla katalityczne] aktywnosci enzy-
mow, tzn. czy struktura prawidiowo zwimgtych, ale niezasocjowanych protomerdw do-
statecznie przypomina strukture zasocjowanych pod wzgledem aktywnosc1  enzyma-
tycznej?

Eksperymenty z przywracaniem aktywno$ci odwracalnie zdenaturowanym enzymom
oligomerycznym, wykazaly, ze odzysk aktywnosci moze by¢ reakcyg I rzedu, jesl:
protomery sg katalitycznie czynne, lecz wyzszego rzedu jesli sg nieaktywne 1 1ch
asocjacja jest niezbedna do odzyskania przez zdysocjowany oligomer aktywnosci. Ba-
dania eksperymentalne wykazaty, Ze odzysk aktywnosci nastepuje bardzo czesto na
drodze sigmoidalnej, tzn., Ze odzielne protomery enzyméw sg nieaktywne 1lub mnie]
aktywne n1z w obrebie oligomeru. Wedlug takiego schematu zachowuje sie dehydroge-
naza mleczanows z serca [76], tetrameryczna dehydrogenaza gliceraldehydo-3-fosfo-~
ranu {75] 1 dimeryczna mitochondrialna dehydrogenaza Jablczanowa (37]. Badanma
tryptofanazy z E. coli [65] wykazaly, ze enzym tem moze byé tatwo zdysocJowany
do nieaktywnych dimeréw przez rézne aniony. Kinetyka reaktywacji wykazuje wyra’-
nie, ze aktywnori¢ tryptofanazy dotyczy tylko stanu tetramerycznego. Przypuszczal-
nie interakcja dimer-dimer prowadzi do przyjecia przez enzym akiywnej konformac3ji
[64]. Zupelnie inna sytuacja 1stnieje w Kinazie kreatynowe] z mig$n1 krélika,
ktdéra normalnie jest dimedrem 1 nie wymaga olimeryzac]i do uzyskania calkowite]
aktywnosci [2B).

Centra aktywne enzyméw. Reakcja enzymatyczna sktada s1g z sSzeregu etapdw
przedstawionych na rys. 6. Wida¢ na nim takze zmiane charakteru energil swobodnej],

Opisujyce] ten proces w stosunku do reakc)i spontanicznej. Je n ks [3B] roz-
rézmt 3 najwazniejsze etapy procesu katalitycznego:
1) wzbudzone dopasowame,
2) destabilizacja substratu,
3) efekty entropowe.
Na rys. 6 Jest ich wigcej. Ponadto przedstawlone wykresy dla  zmian energii

*

S0W 5§ bardzo uproszczone., W rzeczywistosci nalezaloby przed-
stawic tréjwymiarowe schematy drég katalizowanej reakcii, uwzgledniajgce] produk-
ty posrednie (MAR - Maps of Alternative Routes) [421.

Szybkod¢ reakc]i enzymatyczne] zachodzace] w obecnodci enzymu zwileksza sig ©

138-1020 razy w stosunku do szybkosci reakcji spontanicznej bez udzialu kataliza-
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tora Na ten zrmaczny wzrost przebiegu energiil swobadnej aktywacji reakcjr 4G za-
chodz1 poprzez obnizenie entalpii aktywacjr AH lub poprzez podwyzszenie entropii
aktywacji 4S5

46 = 4H - 145

Okazule sig, ze wokdl centrum aktywnego koncentracja enzymu moZze zwiekszyd
sig 108 razy {38, 887, co jest zwiazane z podwyZszeniem entropii aktywacji. Efekt
ten Jest zwigzany z charakterem centrum aktywnego enzymu 1 jego otoczenmiem. Dla
s1lnie hydrofobowego centrum aktiywnego otoczonego polarng powierzchnig enzymu 1
polarnym rozpuszczalnikiem, hydrofobowy substrat jest tym, czym pszczolta dla mio-
du (czarnma dziura dla materii, biegun ziemi dla 1gty magnetyczrnej) Nastegpnie mo-
lekuty substratu znajdujace sig w bezposrednim otoczeniu centrum aktywnego podle-
gaja oddziatywaniom orientujacym je w optymalnej pozycjir do utworzenia wigzan z
enzymem [ 617]. Ten etap procesu mozna latwo przedstawié¢ na przyktadzie centrum
aktywnego li1zozymu, ktdre jest szczeling majaca z jednej strony silme hydrofobo-
wy charakter, a z drugiej obecnosé¢ m 1n  molekuly wody nadaje mu polarny charak-
ter Podczas tego, co nazywa sig wzbudzonym dopasowaniem enzymu 1 substratu, za-
chodzg 1stotne zmiany w obu tych molekutach. Wzbudzona obecnogcia substratu mole-
kula zwlgksza swoje powinowactwo do niego 1 silniej stara sie go ze sobg zwlgzac.
Zachodz1 tu wzbudzanie substratu, ktére np. moze byé zwigzane z odwodnmieniem tej
molekuty, np. w dekarboksylazie pirogronianowej. Gdy silnie hydrofobowe  centrum
aktywne wchiamia substrat, molekuty polarne wody sz eliminowane z jego otoczenia,
co Jest przyczyng destabilizacji tej molekuty. Te lub podobne zmiany  zachodzace
w centrum aktywnym sg mozliwe dzigki takiej budowie tego miejsca w biatku, by mia-
1o ono zwigkszong labilnosé konformacyjna ODowody na taka wiasciwosc tego obszaru
uzyskano m 1n  po termiczne] denaturacji enzyméw Na przyklad, proces denatura-
cJ1 w lizozymie zaczyna sig od zman reszty Glu-3 (jonizacja) w stabo alkalicz-
nym pH [B4} Vvalee 1 W111l1ams nazwali to miejsce .powierzchnia ozy-
wiona" obrazujgca te selektywng labilnodgé Orbitale elektronowe substratu sz mo-
dyfikowane 1 dopasowywane do orbitali reszt aminokwasowych bezpogrednio zaangazo-
wanych w reakcje chemiczng. Destabilizacja substratu przyspiesza przebieg reakcji
enzymatycznej o 104—105 razy.

Szybkos¢ katalizy dekarboksylacji w roztworze zachodzacej w cbecnosci dekar-
boksylazy pirogronianowe] zwigksza sig 50 tys. razy [11]. 7 dziatamem centrum
aktywnego moze byé zwlgzana reszta zasadowa 1 kwasowa, ktéra przysplesza szybkosc
reakcji 1000 razy. Takie zjawisko wystgpuje m.in  w of -chymotrypsynie,

Upakowan1e aminokwasdw w centrum aktywnym jest niskie w przeciwieristwie do
jadra hydrofobowego [19]. Maly stopieri upakowania umozliwia labilizacje struktury
przestrzennej, tak niezbedng do mozliwogci zmian konformacyjnych zachodzgcych pod-

czas reakc])l katalitycznej.
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Reasumujgc, struktura enzymdw jest kompromisem migdzy sztywnoscig biatka (czy-
taj odpornoscig na denaturacjg) 1 labilnogcig (czytay mozliwoscig Jego dzia-
tama).
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The paper rewiews basic protein structures and fundamental theories of enzyme
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the relation between protein bicsynthesis and its primary structure, protein
Secondary structure, domain structure, tertiary and quaiernary siructure, ailoster-
1c effect, aggregates of globular proteins, stable multienzyme complexes, the
relation between enzymatic activity and their quaternary structure, and enzyme
active sites
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INTERPRETACIA WIDM ZNACZNIKOW SPINOWYCH
STOSOWANYCH W BADANTACH PEYNNOSCT LTPIOOW BtON

1. WSTEP

W1965r. Ohnishi 1 Mc Connell [5B] po raz pierwszy przy-
Iaczyll do makroczgsteczki stabilny rodnik syntetyczny w celu otrzymania informa-
cj1 o je] strukturze. 0Od tego czasu obserwuje sig coraz SZerszy rozwd] zastosawari
techmk: znaczmikdw spinowych Metada ta okazata sig szczegdlme przydatna w ba-
daniach blon bioicgicznych Ockladne omdwiemie Je] mozna znaleZd w monografiach
[10, 22, 27, 31, 53] oraz w licznych artykutach (np. [21, 41, 68, 693) W pis-
miernnictwie krajowym temat ten poruszajg m 1n prace {40, 711

Celem ninlejszego artykulu jest zwrdcenie uwagil na pewne wewngtirzne  ograni-
czema tej metody Ze wzgledu na zlozonodd ukladu moze to by¢ np nakladanie sig
1in11 widmowych pochodzacych ad czgsteczek znacznika zlokalizowanych w réznych ob-
szarach blony Wskazuje to na koniecznos¢ zachowania szczegdlne ostroznosci za-
réwno w planowaniu eksperymentu, jak 1 interpretacji uzyskanych wynikdw. Wigk-
szo%¢ probleméw omdwionych w tym artykule odnosi sig do stosowanych w badaniach
ptynnogc1 blon znakowanych spinowo kwasow tiuszczowych 1 1ch pochodnych,  Je

ogdlne zasady Sa jednakowe dla wszystkich rodzajéw znacznikow spinowych

2 PARAMETR UPORZADKOWANIA

Podstawy teoretyczne wyznaczenia parametru uporzadkowania zostaly opisane w
pracach [41, 6%, 71]. Parame
towanych wzgledem dowolnie wybranej osi [68] Osia ta Jest zazwycza] normalna do

powierzchnl blony. Zgodnie z danymi literaturowymi parametr uporzgdkowania — moze

by¢ wyznaczony z nastgpujace] zaleznaoscl

:
§ = Tlll T 2 1
f
o2 =7 Uex * Tyy) a

[103]
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gy T~ T (2)

a’ - zwigzek migdzy stalymi rozszczepienia 1zotropowego dla czgsteczek nitroksylo-
wych w biome

' _l ¥ f
a =3 (T” + 2 Tl) (3

27
"
21, Jest odlegtoscig migdzy wewngtrznymi maksimami, Th , Tl - wielkoscl  wyzna-

czone dogwiadczalnie (rys. 1), T Tyy’ T,, sktadowe tensora T mierzone dla kry-

sztalu, Txx = 6,1 G, Tyy = 6,1 G, Tzz = 32,4 G - wartodcl te sg uzywane do wyzna-

Jest odlegiodcig miedzy zewnetrznymi maksimaml rozszczeplenla nadsubtelnego,

czenia szybkiego anizotropowego ruchu znacznika w btonmie [69].

|

21,

2y

Rys 1 Metoda wyznaczema parametréw poloZenia rozszczeplenla nadsubtelnego dla
widma EPR blon znakowanych lipidowym znacznikiem spinowym

nastepuijaca zalefnodé do wyznaczenla  parametru
XTI ET J L

uporzadkaowania przy uzyciu tylko widmowyth parametrow [27-29].

] 1]
g-_Tu ~ Ty 0y 723 (4)

[ [
T" + 2 (TL + L)
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gdzie C = 1,4-0,053 (Th - Ti) wyrazone w gausach [28, 29]. Wartos$é¢ C jest popraw-
na dla obserwowanych Tﬁ , Ti, a podstawg obliczenia statych wspdiczynnikéw sa teo-
retycznie wyznaczone widma. Jezeli a = a', wtedy wyrazenie (1) przyjmuje postad:

S' - | J. (5)

Yy
5’ --Ih——;;;i- (6)
T2z - XX

§' jest czesto nazywanym parametrem uporzadkowarmia See 1 1 nga [69]. Mozna

tez wyznaczyt 5", ktdry jest funkcija T a nie zalezy od Ti [22]:

">’

-

3I(T -T.) 1
5 ='%'[*zﬁfﬂ-771’39§- - 1] (7)
F#4 XX
Jezel1 a = a', wtedy T” mozna wyrazi¢ Jako funkcie TL 1 wyznaczyc ST [32,
. 1
347:
1|3 (Tzz * Txx) i ZTL
S, = -1 (8)
T2 (T, - T
zZ XX

Uzywajac tylko parametru wldmowego'd niektérzy autorzy wyznaczaja parametr
uporzadkowama z zaleznodca [2, 28, 297:

43,76 - 3 T1
= .1 723 (9

r

S5} 2,16

Parametry S', S“,S1. powinny by¢ sobilerdwne, jetell polarnodd w bionie jest taka
L

sama jsk w krysztale 1 nie ma oddziatywar znacznik-znacznik. Natomiast parametr S
uwzglednia réinice polarnogci miedzy krysztatem a badang blona. Parametr uporzad-
kowania S moze by¢ wykorzystany do 1lodciowe] interpretacjy widma EPR znakowanych
spinowo blon, w okreslamiu ruchu sondy. Lipidowy znaczmik wprowadza Sie w Owu-
warstwe lipidowg, tak e diugas o$ jest prostopadia do ptaszczyzny powierzchni bio-
ny. Sonda ta zdolna jest szybko obracad sie wokdi tej diugiej osi, jednak przy od-
dalaniu sig od wyrdzmone] orientac]i ruch staje sie ograniczony. Poprawny para-
metr yporzadkowania jest pomiarem amplitudy ruchu molekularnej diugiej osi  wokél
Sredme} orientac]il lancucha kwasu tluszczowego w dwuwarsiwie lipidowe}.Jego mak-
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symalna wartas¢ wynosy 1,0, gdy ruch znaczmika me wystepuje (catkowite uporzad-
kowanie), a mimmalna 0, gdy ruch znacznika jest 1zotropowy (nieuporzadkowanie)
C44, 71]. Parametry uporzgdkowania §', 5", STL’ 5, ktére sg wyznaczone z zew-
wnetrznych 1 wewngtrznych rozszczepieri widm, dostarczaja informacj: o sprezysto-
gc1 (flexibility) sondy w btonie. Wzrost parametru uporzadkowania odpowiada spad-
kowl sprezystogci 1 odwrotnie obnizenie parametru odpowlada wzrostowl sprezystodel.

Parametry uporzadkowania zalezg od wielu czynnikéw okreg$lajacych stan bton
stosunku biatka 1 lipiddéw w blomie [45], stosurku nasyconych 1 nienasyconych
kwasow tluszczowych (28], zawartosci cholesterolu [42, 67], rozktadu glikolipidéw
[24], poziomu zwiazanego z btong Ca"" [34, 65]1 Mg++ [25], temperatury blony.

Parametr uporzadkowania mlerzgc sprezystosé znacznika, wydaje sie byé czulym
opisem zmran piynnosci blon. Nalezy pamigtad, e ,plynnogé lipidéw” mierzona pa-
rametrem S nle daje bezposredniej informacjy o lateralnej dyfuzji  znaczmka
w btonie

Nie kazde otrzymane widmo znakowanych spinowo blon pozwala na poprawne wyzna-
czerie parametru uporzadkowamia. Biad przy wyznaczaniu widmowych wartosca ZTi,
ZTh powinien by¢ mniejszy miz 0,3 6. Réznica przy wyznaczeniu 2Th Wyrnoszaca
0,3 G powoduje réznice w parametrze uporzadkowania o 0,01 [17].

Przy okredlaniu parametrdw widmowych 2Tl, ZT;I wazne Jest poprawne ustalenmie
polozenia pikéw poszczegdlnych ekstreméw Na przykiad silnie umieruchomiony znacz-
nik moze powodowaC rozmycie linil, co uniemozliwla precyzyjne okreslenie paramet-
6w widmowych 1 moze by¢ przyczyna niezbyt poprawnle wyznaczonego parametru S,
Jezeli zmiany warto$ci parametru sa niewielkie, moze to prowadzié nawet do bled-
nych wrnioskow. W przypadku gdy wystepuje stabe uporzadkowanie, a zewngtrzne ekstre-
ma nadsubtelnego rozszczepienia nie sg wyraZne, nie nalezy wyznaczaé parametru
uporzadkowania [68].

3. CZASY KORELACJI ROTACYJNEJ

Podstawy teoretyczne wyznaczema czasu korelacjl rotacyjnej zostaly opisane
m. 1n. w pracach [21, 22, €8, 71].

Analiza ksztaltu widma, t3. amplitudy poszczegdlnych pikdw 1 szerokodci linia
widmpwych pozwala wyznaczy€ czas korelacjy rotacyjne s. 2). Gdy ruch t

---------- Yot pULnoaa ¥y L= 4 AS)

J
tropowy, szybkosc molekularnej orientacjl moze byé opisana [21, 71]:

1/
B 7 h z 1 103
‘vR =K+ AW [(T{jz\} - LJ LiuUs

h+1 - wysokosc linia miskopolowej,

1 ey
IS oLLYy

hy, - wysokos¢ 1im srodkowe],



Interpretacja widm znacznikéw spinowych. .. 107

h_, - wysokos¢ 1ini1 wysokopoloweg,

AW - szerokodc linil srodkowe],

O NO O
\/ c*”
Met Sdp

hg

| N

Rys. 2. Metoda wyznaz¢zenia wysokodci amplitud poszczegdlnych ekstireméw dla widma
EPR blon znakowanych lipidowym znacznikiem spilnowym

Réwnanie jest stuszne dla bardzo szybkiego ruchu i1zotropowego Stosowanie mo-
delu ruchu 1zotropowego do obliczeri czasu korelacji dla ruchu anizotropowego nie
Jest zalecane. W wiegkszodcl przypadikdw skiadniki biony wykazujg wolny ruch anizo-
tropowy. Dla tego ruchu najlepszym przyblizeniem okazai sig model  ograniczonego
btadzenia. Jednakze do opisamia tego ruchu nie wystarcza jeden czas korelacji. Naj-
czescie} zaklada sig symetrie osiowg ruchu, co prowadzl do wyznaczenia dwdch cza-
sow korelacyi Zb charakteryzujgcego predkos¢ ruchu w kierunku prostopadiym do
diugiej osi czgsteczki lipidowej, Tb zwigzanego z ruchem wokdél tej osi. Ze wzgle-
du na znacznie wickszg swobode ruchu wokdl diugiej osi niz w kierunku prostopad-
tym, ZB Jest znacznie krétszy mz ZC [71]. Czasy korelacji rotacyjne] mozna wy-
znaczyé z nastepujacych zaleznosc: {21, 68]-

1/2 1/2
h h
T -1¢ Aw[(“) —(—‘-’——) } (11)
B~ 7“1 hop h_,

= 1,27 x 107,

gdzie: C1

.1 hy 1/, h, 1/,
027"52‘"‘71: +(-ﬁ:—1- -2 (12)
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gdzie C, = 1,19 x 107°.

Podane wartosci C1 1 82 sg dla doksycholestanu w krysztale., Stala Cl zalezy
od wartosci pola magnetycznego (przedstawlone wartosci sg wyznaczone dla pola
powyzej 3300 G). Dla lipidowych znacznikéw przyjmuje sie czesto, Ze 281 = 282 =
= 6,5 X 10_10. Dla bardzo szybkiego ruchu 1zotropowego TB & tC 1 mozna wtedy uzy-
waé TR' Réznica medzy ZB 1 TC moze wskazywa¢ na anizotropie ruchu, uporzadko-
wanie czasteczki

47T = 'EC -~ ’IB (13)
47 okresla 1logciowo stopied uporzadkowama czgsteczek lipidowych.

W réwnaniach okreslajgcych czasy korelacji rotacyjne] me wystepuja polozema
ekstreméw rozszczepiema nadsubtelmego. Czas korelacji rotacyjnej moZe byé stoso-
wany do wyznaczenia w sposdb 1losciowy zmian szybkosci ruchu, jezeli wykaZemy, Ze
polozema poszczegdlnych linii sg niezmienne. Gdy ruch jest anizotropowy, to ma-
ty wzrost amplitudy wywoluje zsburzemia w ksztalcie limii takie same jak miewiel-

rhlcn
i

koscr ruchu. Wzrost amplitudy m

amplitudy moze
zycJi limi  wysokopolowej 1 mskopolowej w kierunku 1limiil  $rodkowopclowe ]
{e8].

W przypadku blon, gdzie ruch znacznika ma charakier anizotropowy, nie zawsze
jest mozliwe poprawne wyznaczenie czasu korelac3ji. Zdaniem [68] mozna wiedy pordw-
na¢ nature widm dla prdébek mierzonych w réznych warunkach 1 okresdlic np. amplitu-
dy ekstremdw 1 1ich stosurkdw, bez koniecznosci odnoszema efektdw do zman w cza~-
s1e korelacjl.

Najlepszg metodg interpretacjl widm jest stosowanie symulacjl widm z uwzgled-
nieniem parametru uporzadkowama 1 dwdch czasdw korelacji.

4. INNE STOSOWANE PARAMETRY

4.1. POLOWKOWA SZEROKDSC EKSTREMUM NISKOPOLOWEGO Alh*l

|

w

ezel1l rozszczepienle zewnetrznych limil widmowych nie wykazuje  1stotnych

zmian, mozna wyznaczyC parametr poldwkowe] szerokoscl ekstremum niskopolowego mie-
rzonego w potowle jego wysokosci (rys. 3). Parametr ten jest czuty na newielkie

zmiany obserwowane w widmach [1, 68]. Ashar f 1 wspéiprac. {1] stwierdzili,
7e poldwkowa szerokodé ekstremum niskopolowego jest odwrotmie proporcjomalna  do

parameiru uporzadkowanla. Badania te przeprowadzono dla pecherzykéw fosfolipido-

wych zawierajacych rézne stezenia cholesterolu.



Interpretacja widm znacznikdw spinowych, . . 109

Al —-— % wysokosci

pd

Rys. 3. Wyznaczanie szerokoscl ekstremum niskopolowego w polowie jego wyscko$ci

4,2, STOSUNEK hD/h_1
Wielu autordw wykazato, 2e stosunek ho/h—l moze dostarczac 1losciowych danych

o lipidach. Zalezy on od ruchliwogci znacznika w biomie. Zmiany tego stosunku sj
proporcjonalne do zmian obserwowanych dla czasu korelacji [47, 48, 55].

4.3, STOSUNEK h+l/hD(A/C)
Niektdrzy badacze stosuja stosunek amplitudy linii niskopolowej do srodkowej
h+1/hD [36, 38, 56, 70]). Parametr ten jest miarg szybko$ci rotacji znaczmka. Je-

go obnizenie swiadczy o zmniejszenlu szybkoscil rotacja.

5. PLYNNOSC BtON A PARAMETRY S 1 7

Pracujac metodg znacznikdw spinowych okregla sig czesto piynnosé blon przez
mierzenie parametru uporzatkowania lub czasu korelacji rotacyjnel. Gaffney
(28, 297 uwaza, ze plynnos¢ blon rozumiana jako spreZystosé lipidéw méwi o zmia-
nach w organizacji 1 dynamice mikro$rodowiska, w ktérym znajduje sie  znacznik.
Wzgledna wartosc¢ parametru uporzadkowania moze byC uwaZana za miare piynhosci bio-
ny. Lokalna mkrolepkos¢ drodowiska mozna wyznaczy€ z zaleZznosci:

'rR = 5.3.71%,& (18)
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TR - tzas korelacjl rotacyjnej,

n - lokalna mikrolepkosc srodowiska,
K - gtala Boltzmanna,

T - temperatura,

r - efektywny promieri znaczmika.

MY e s mmdb e mll, _Le . _Liicmmm 2.2 mimm s oo b
Uld LZULLUPUWYLHT PIAYIIUW prayinubl Jeol Uuwiuu

trzeba wigcej niz jeden czas korelacjil do opasu dynamicznegc zachowania sig posz-
rrandlnurh eledardnl.du [£87 a ANA} Prryamie 210 4o miclkiamiit ATy nmout smnread.
LLTHYuUar I]Ull dUivacurrlpiuw | Dw P Uuia PLK.’J"“—IJU dll\?, L0 TFLIONLTING UL LIRS .L UPULLQU

kowania towarzyszy duza szybkos¢ rotacjl czasteczek, jednakize okazuje sie, Ze nie
zawsze jest to sluszne. Szczegdlny przypadek jest wtedy, gdy parametr uporzadko-

wania wynosi D, 3 jednoczednie wysigpuie bardzo wolny ruch. Opisane to zostalo
dla sztucznych blon otrzymanych z bialej substancji mdzgu zawierajace] niskie ste-
zeme cholesterolu [57]. Inny przyklad blony zawierajacej: 40% lecytyny, 20% DCP
1 40% witaminy O, 5 x D, Té = 1 ns 1 calkowicie przeciwstawne wyniki blony zawie-
rajace: 40% lecytyny, 20% OCP 1 40% cholesterolu, S = 0,BB, a TB = 1,2 ns [14].
Szeroko jest to opisane wpracy Schrei1er a 1 wspdlprac. [68].

RéZznica migdzy parametrem upcrzadkowania a szybkoscig rotacji moZze takie wy-
nika¢ z analizy widma, poniewa? do wyznaczenia parametru S wykorzystujemy poloze-

me nadsubtelnego rozszczepiema, a do obliczema 7 - szerokosé Iinmi1 1 ach
amplitude.

6. MOZLIWOSC ARTEFAKTOW
IWIAZANYCH ZE STEZENIEM ZNACZNIKOW

Znakowane spinowo czasteczkl nigdy nie sa idemtyczne z naturalnyml skiadmka-
m1 blon 1 wprowadzenie ich do badanego ukladu moZe powodowad pewne  zaburzemia w
jego stanre. Stwierdzono, np. [11, 16, 727, ze inkubacja erytrocytdw ze znakowa-
nymi spinowo kwasaml tluszczowymi w zakresie stezerl znacznika ID-B - 1077 M pOwWG-
dowala zmiang 1ch ksztaltu prowadzacq do powstania echanocytdw, a w wyZszych ste-
zenilach lize krwinek. Jednak w doswiadczeniach tych stosunek wagowy znacznika do
lipaddw byt bardzo wysoki, czasem wynosit az 1 : 2 [117]. Powszechnie uwaza sig,
#e nieprzekroczenie stosunku wagowego 1 : 100 zapobiega wystapieniu istotnych za-
burzeri w stanie badanego ukladu. Obserwowane w tym zakresle stgzeri ruewlelkie zma-
ny morfologiczne erytrocytdw byly w przyblizeniu réwne tym, jakie wywolywal nie
znakowany kwas stearynowy [72]. W tym miejscu nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, ze wol-
ne kwasy tiuszczowe nie s3 analogami gidwnych skladnikdw strukiuralnych bleny ery-
trocytarnej, a wiec uzyte w wysokim stezeniu mogg rdwniez wywolywa¢ podobny de-
tergentom efekt uszkadzajgcy. Godne zaleceniaz jest stosowanie znaczmkdw — spino-
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wych bgdgcych lepszym analogami naturalnych skiadnmkéw blony, np. glikolipidéw
czy fosfolipiddw

Wysokie stgienia znakowanych spinowo kwasdw tiuszczowych lub 1ch  pochodnych
w blonie mogg by¢ réwmez Zrodiem artefaktdw, przy wyznaczaniu 1 1nterpretowaniu
réznych parametréw widmowych. Analiza ksztaltu widma kwasu S—doksylostearynowego1
wprowadzonego do blon plazmatycznych komérek izolowanych z serca szczura [22, 34,
66 ] pozwolila stwierdzi¢ pewne jege znieksztalcenie juz w  zakresie stezer
25-53 pug/mg biatka, powyzej zmany byly tak duze, e praktyczme umemozliwiaty
interpretacje widma. Jednym z pierwszych efektdw jest poszerzeme lima $rodkowe]
(WD). W warunkach 1nterakcji medzy czgsteczkami znacznika szeroko$é ta  wyraza
S1g wZOTem.

+ W + W (15)

gdzie Wl - szerokos¢ linil przy braku interakcji miedzy czgsteczkami znacznika,
Wdlp ~ poszerzenie lim1l Spowodowane interakcja dipol-dipol, wwym - poszerzenle
1im11 wynikajgce z interakcji wymiany, bedace funkcja czestogci zderzeri miedzy
czgsteczkam znacznika, zaleznej z kolel od stezenia znacznika 1 szybkodc: dyfu-
zJ1 [63]. Dalszym efektem nadmiaru znacznika jest zwiekszenie odlegiosca 27, (rys
4). Wydaje sig, #e 2T" w przeciwieristwie do ZTL jest stale w duzym zakres;e ste-
zeri [30, 34, 66], jednak w przypadku erytrocytéw znakowanych kwasem  12-doksylo-
stearynowym réwniez 1 ta wielkoS¢ wykazywala zalezng od stezenia zmiennosé  [30,
65, 66). Obserwowane przez niektdrych autordw obnizenie parametru uporzadkowania
w nastepstwie jedynie zmian 27, , mole by¢ intepretowane jako wynik interakcj
migdzy czgsteczkami znacznika, bowlem w przypadku rzeczywistego uplynnienia zwiek-
szenle 2Tl powinno byé rdéwnoczesne ze zmniejszeniem 2T“ (30] Hubbell 1
Mc Connell [41] zaobserwowali obnizenie parametru uporzadkowania znako-
wane] spinowo dipalmitylolecytyny w przypadku gdy stosunek 1lodciowy  znacznika
do lipiddw zostal zwigkszony od 1 - 600 do 1  100. Nadmar znacznika nmie modyfi-
kowal parametru S uwzgledniajgcego jedynie 2T” [66]. Sauerheber 1 wspbl-
prac. [66] zaproponowali wyznaczenie parametru m dla stwierdzenmia interakcji mie-

dzy czasteczkami znacznika-

m_§__'_=_2(Tn -T)
TS IO Tar

(16)

1Numerac;;a wegli zgodnie z angielsky nomenklaturs.
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45

Rys. 4. Wplyw ste2enia znacznika na widma EPR bion erytrocytdw ludzkich znakowa-
nych kwasem 5-doksylostearynowym 0,1, 1,4, 6,0, 13,0, 45,0 pg znaczrmika/mg bial-
ka [30]

lub

metl_ an

w przypadku gdy polarnosé blony jest taka sama jak w ukladzie modelowym 1 nmie za-
chodzi 1nterakc)a migdzy czasteczkami znaczmika m = 1, a gdy jest obecna m<1l.
Zbyt dure sterenie znakowanego spinowo kwasu tiuszczowego w blonach powodowalo
réwniez obnizenie wysokosci linil wysokopolowe], co w konsekwenc)l prowadzilo do
zaleZnych jedymie od stezenia zmian 'fc [23] czy tez stosowanych czasem paramet-
Tfiw hD/h_1 (rys. 5). Interakcja migdzy czagsteczkami znacznikdéw moze  powodowad
takZze znieksztalcenia widma polegajace na obniZeniu linii podstawowe] w jego wy-
sokopolowe] czescl przy réwnoczesnym je} podniesieniu w niskopolowe} czesci [30].
Te zmiany w widmie wplywaja réwnieX na omawlane powyZe] parametry [237] oraz mody-
fikujg parameir A/C. Wysokodt A lima niskopolowe] wyznaczana Jest od limii pod-
stawowe}, a wiec je] podniesienie powoduje zalezne tylko od stezenia zmmiejszenie
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Rys. 5. Wplyw sterenia znacznika 12-doksylostearynianu metylu zwigzanego z bio-
nami erytrocytdw czlowieka na parametry widmowe A/C 1 ho/h_1

A/C (rys. 5). Rezultatem uzycia nadmiaru znacznika mogg by¢ dodatkowe .plynne 1i-
me". Ich obecnosé w widmie nie jest jednak jednoznacznym  wskaZnikiem nadmiaru
znacznika, poniewaz ich intensywnodc zalezy od stezenia bion oraz rozpuszczalno-
$c1 znacznika w wodzie [12, 66]. Dobra rozpuszczalnos¢ kwasu 12-doksylostearyno-
wego powoduje, e w Jego widmie obok silnie unieruchomionych linii  odpowiada)jg-
cych czasteczkom znacznika zwigzanym z biong, obecne sa linie  charakterystyczne
dla znacznika zlokalizowanego w Srodowisku wodnym {127 nawet wtedy, ady uzyty
Jest w niewielkim stezeniu. Stosunek ich wysokodci definiowany Jako wspdlczynnik
podziatu f (rys. 6) jest miarg frakcji znacznika zlokalizowanej w blonie [68]
Obecnosé ,plynnych 1inii" w widmach slabo rozpuszczalnego estru  metylowego
wskazuje na uzycle go w nadmiarze lub tez moze by¢ spowodowane jego hydrolizg [12].
W publikowanych bezposrednio po sobie pracach po$wigconych piynnosci blon biolo-
gicznych 1 sztucznych, dosé czesto miezgodne rezultaty sa tiumaczone stosowaniem
zbyt durego stezenia znacznika [61, 62]. Istotmie, dosé¢ czesto trudno jest roz-
rdznié zmiany w ptynnoscl czy polarnosci danego ukladu, wywolane dziataniem okre-
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\" 7}

o

Rys. 6. Widma EPR bton erytrocytdw krowy a) natywnych, b) napromieniowanych daw-
ka 3 Mrad znakowanych kwasem 12-doksylostearynowym

z - 1inia odpowiadajaca frakcji znacznika zlokalizowanego w blonie, w - 1inia od-

Z_  [e8]

z W

powiadajaca frakc]i znacznika rozpuszczonego w fazie wodnej f =

$lonych czynnikdw, od zmian widmowych w nastepstwie interakc]1 miedzy czasteczka-
m1 znacznika, czasem zmiany te moga 51€ na siebie nakiadad, co moze prowadzié do
artefaktdw, np. pozornego .uptynnienia" Na ogdt przy)muje sie, ze prawdziwe pa-
rametry widmowe, niezalezne od interakc)i migdzy czgsteczkami znacznika, a wiec
odnoszgce sig Jedynie do .wewngtrznych" wtasciwosci blony, uzyskuje sig, jJesla
stosunek wagowy znacznika do lipidéw nie przekracza 1 : 100 [22] (w przypacku na)-
czegscie]) stosowanych kwastw tluszczowych oznacza to ok. 5 pg znacznika na 1 mg

[N | ; — ; [ —— - L — Lt

biatka). Wydaje sig jednak, ze odpowiednio niskie stezenie (tj. takie, przy kté-



[
[
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rym ,szumy" nie przeszkadzalg w analizie widma) powinno byé wyznaczane ekspery-
mentalnie, bowiem optymalne stgZenie moze zaleze€ od rodzaju preparatu. W przy-
padku bton z komérek watroby szczura znakowanych kwasem 5-doksylostearynowym rze-
czywisty parameir uporzadkowama otrzymywano, jesli stosunek ten nie przekraczal
1 . 250 [66], natomiast dia limfocytdw badanych za pomoca znakowanych  spinowo
fosfolipiddw czy cerebrozyddéw wynosit 1 300 [24]. Wspotasinienie w blonach muey
lub bardziej plynnych domen lipidowych [26, 33, 431 1 preferencyjna lokalizacja
znacznika w fazach bardziej plynnych [15, 59, 75] moga wywolywaé  wrazenie nad-
miaru znacznika nawet wtedy, gdy jego stezemie jest dostatecznie niskie [42]. Ta-
ka wybidrcza lokalizacja znacznika w jednej z faz heterogennego uktadu mo’e unie-
moZzliwiac obserwacje zmian zachodzgcych w 1nnej fazie uktadu [9, 15, 75]. Wyste-

powamie ubogich w cholesterol domen (2 wigc bardziej plynnych), w bogatych w cho-
lesterol blonach [50] moze komplikowad interpretacje wynikéw, gdyz okreslona
plynnos¢ 1 polarnosdé Srodowiska, w ktdrym znajduje sig znacznik, bylaby reprezen-
tatywna jedymie dla lokalnych czy nietypowych domen [22], Obecnos$¢ znacznika w do-
menach rdznigcych sig plynnosdcia znajduje na ogdl odbicie w heterogennym wid-
mie [35, 56]. Jednak czasem zdarza sig, Ze w wyniku silnego nakladania sig skla-
dowych o réznym stopniu unieruchomiema otrzymuje sie widmo pozornie  homogenne,
mimo podziatu znacznika miedzy rdzne fazy [31]. Taki typ widma obserwowany np. w
przypadku blon erytrocytarnych znakowanych 12-doksylostearynianu metylu [36-381,
uniemozliwial prosta interpretacje w kategoriach parametru uporzadkowania czy tez
czasu korelac]i. W takich przypadkach do oceny zmian w spquystoécf taricuchdw kwa-
sdw tluszczowych wykorzystywano pdtilosciowe parametry wyliczane na podstawie wy-
sokodc1 1lainii widmowych [36, 38, 47, 48, 56, 78). Nalezy jednsk zwrdcic¢ uwage, Ze
interpretac)a parametréw tego typu zalery od charakteru widma znacznika (rys. 7).
Stosunek wysokos$ci 1inii niskopolowe] 1 $rodkowe] A/C w przypadku prostego widma
pochodzacegoe od homogenne] populac)i czasteczek znacznika jest miarg szybkosci ro-
tacjy czasteczek znacznika (1, tym samym, mikrolepkos$ci biony). Wzrost wartosci
tego parametru $wiadczy o zwiekszeniu szybkosci rotacji czasteczek znacznika [70]
(rys. 7a, b). Jednak je$li widmo jest zlolone 1 powstaje w wyniku  superpozyc]i
widma reszt stabiej 1 silniej unieruchomionych, analogiczny stosu
rzy sie wysokosScé nieskopolowe] linii pochodzacel od sygnaiu silnie) unieruchomio-
nej populacyl reszt znacznika) jest rdwniez zalezny od udzialu populacyy silmej
umieruchomionych reszt znacznika w widmie. Stosunek ten zwykle maleje w miarg
wzrostu plynnosci blony (spowodowanej np. zwlgkszaniem sig temperatury) 1 wtedy
spadek, a nie wzrost stosunku wysoko$ci najbardzie] niskopolowej linii widma do
wysokogcl linii $rodkowe) moZze towarzyszyd wzrostowl plynnosci biony [567] (rys.
7c, d). Szczegdlna pulapka interpretacyjna moze byé przypadek podredni, gdy sia-
bo nierozdzielony pik niskopolowy jest wynikiem superpozycji sygnatdw  pochodzg-
cych od silmie 1 stabo umieruchomionych reszt znaczmika. W takiej sytuac)i wzrost
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Rys 7. Wplyw temperatury na parametry widmowe A/C (A'/C) 1 2T,

A - wysoko$c¢ linii niskopolowe] odpowiadajaca populacji  siabo unieruchomionych
reszt znacznika, A' - wysokos$cé linii niskopolowej pochodzacej od silnie] unie-
ruchomione populacji reszt znacznika
Linmag przerywang zaznaczono hipotetyczny przebieg krzywej w przypadku gdy merzy
s1e wysokosc¢ pochodzacg od sygnaiu stabo unieruchomionej populacji reszt znaczni-
ka 12 NS (t]. te sama, Jaka wystepuje w przypadku 16 NS). Dpracowano na podsta-
wie [56, 70

ptynnosci biony moze prowadzic¢ z jednej strony do zwigkszania sie stosunku wyso-
kosci linii niskopolowej 1 srodkowej (dla sygnatu s}abo unieruchomionych reszt

znacznika), a z drugle] - do spadku udzialu (a wigc 1 wysokosci linia  niskopolo-
wel s1lniej unieruchomionych reszt znacznika) (rys. 7d).

7. MDZLIWOSG ARTEFAKTOW ZWIAZANYCH 7 ODDZIALYWANIEM ZNACZNIKOW
LIPIDOWYCH Z BIALKAMI BiON

Jak juz wczesnie] wspomniano, podzial znacznika miedzy domeny w rdzny sposdh
ograniczajace jegoe ruchliwosé powoduje, ze otrzymane widmo jest heterogenne. Po-
wszechnie uwaza sig, ze skiadnik slabo unieruchomiony pochodzl od znacznika znaj-
dujacego sig w wolne) dwuwarstwie lipidowe). Interpretacja lokalizacji czgsteczek
s1lme unieruchomionych nie jest jednoznaczna {8, 19, 30, 39, 46, 49, 54, 74, 79].
Istmelg sugestie, Zze silnie unieruchomiony sktadnik widma pochodzi od czgsteczek
wbudowanych w lipidy graniczne [46, 47]. W badaniach oddzialywania typowego biai-
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oba skladniki, widma lipadowych znacznikdw spinowych byly heterogenne, t3. zawie-
raty sktadmk silnie unieruchomiony [45]. Z drugie) strony, podobny typ widma
otrzymano w uktadzie polipeptyd gramicydyna-lipidy-woda [19]. Ostatnio dosé cze-
sto sugeruje si1e mozliwoSC¢ wigzania sig znakowanych splnowo kwasdw tiuszczowych 1
1ich pochodnych z bialkamy btony [8, 12, 31, 54, 78, 79]. Analiza widm 12-doksylo-
stearynianu metylu wprowadzonego do blon erytirocytdw wskazywata, e czesSC .plyn~
na" widma, a wiec pochodzaca od slabo unieruchomionych czgsteczek znacznika sta-
now1 jedynie 20%, pozostate 80% to silnie unieruchomiona skladowa widma [39].
Zdanmem [77-797] zmniejszenie ruchliwo$ci znacznikdw lipidowych wprowadzonych do
blon moze by¢ wynikiem ich absorbcji na powierzchni biatek integralnych. 8y¢ mo-
?e poprzez wigzania wodorowe laczg sie one z grupaml aminowyml biatek [49]. Stad
wniosek, ze dla stwierdzenia rzeczywistych zmian w lipadach blon wskazane  jest
sprawdzanie uzyskanych wynikdw poprzez znakowanie czystych, nie zawierajgcych bia-
tek, ukladdw lipidowych. MoZna przypuszczad, e obserwowane czesto zmiany W wid-
mach znakowanych spinowo kwasdw tluszczowych czy i1ch pochodnych wprowadzonych do
bton natywnych, cdnoszg sig zardwno do lipiddéw, jak 1 bialek [9, 12, 30, 54, 78,
197]. Pouczajacym potwierdzeniem te) tezy moga by¢ niezgodne wyniki badari dotycza-
ce zman ptynnosci blon komdrkowych 1 czystych ukladdw lipidowych uzyskane za po-
mocg tych znaczmikdw. I tak, widma EPR znakowanych spinowo bton erytrocytdw wska-
zywaly na zmiany w plynnosci lipidéw pod wplywem dziatania hipertermil, podczas
gdy widma liposomdw z lipidéw 1zolowanych z tych bton pozostaty niezmemione (rys.
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Rys. B. Wplyw hipertermii na widma EPR 12-doksylostearynianu zwigzanego z blonami
erytrocytéw krowy 1 liposomaml otrzymanyml z lipiddw 1zolowenych z blon
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8) 387 Podobnie, wyn
[37, 52] 1 1nnych czynnikdw wywotujacych peroksydacie [6, 47, 48, 761 zalezaty
od tege, czy znakowaniu poddawano preparaty natywnych bion czy tez czystych ukita-
déw lipidowych Pordwnanie frakcji erytrocytdw o réinym wieku wykazywato znacz-
nie wieksze zmiany parametru uporzadkowania w badanmiach samych erytrocytdw niz
w przypadku utworzonych z nich liposomdw [5]. D 1le wigc interpretacja widm w czy-
stych uktadach lipidowych nie stwarza na ogdéi problemdw, o tyle w przypadku na-
tywnych bion nalezy zachowad ostroznoseé majac $wiadomoscé, e biatka bton moga od-
dziatywad ze znacznikami stosowanymi jako sondy czesci lipidowe]. Stwierdzeme to
nie dyskryminuje oczywiscie metody znacznikdw spinowych, bowiem odnosi  sig ono
w ogdle do wszystkich metod wykorzystujacych zewnetrzne sondy [4, 7, 18, &01.
MoZna przypuszczad¢, e oddzialywanie znacznikdw lipidowych z biatkami bion, by¢
moZze nasilone wskutek dziatania roznych czynnikdw [12, 20, 73, 78] (denaturacja
biatek ?), moze by¢ jednym z powoddw rdéznic w badaniach bton 1 liposomdéw. Pordw-
nanie wspdiczynnikdw podziatu f kwasu 12-doksylostearynowego obliczonych dla bion

natywnych 1 poddanych dziataniu promieniowania wskazuje na wigksza liczbe mejsc

wigracych znacznik (Grz

¥y LRL-1 Lo y=

elifiska, wyniki nie publikowane) (rys. 6), a by¢ moZe rdw-
niez 1nny ich charakter w przypadku zmodyfikowanego preparatu. Wczesnle) sugero-
wano mozliwo$¢ 1nnego wigzania sig znacznika do bton drozd?y przed 1 po dziata-
niu promieniowania UV [20] oraz do bton erytrocytarnych modyfikowanych przez chlo-
ropromazyneg [ 78] czy 3-metylindol [12] 7 drugiej strony, w przypadku liposomdw

z s01 [13] obserwowano bardzo nieznaczne obnizenie wspdlczynnika podziatu w na-

\,

Rys. 9. Lokalizacja znakowanych spinowo kwasdw tiuszczowych 1 i1ch pochodnych w
btome [64]
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szone wiazanie znacznika widoczne w przypadku bion, ale me llposomdw [13] mo’e
dwiadczydé, 2e w modyfikowanych preparatach bion dodatkowymi miejscami  wigzacym
znacznik moga byé zdenaturowane biatka. Otrzymane wyniki moga wiec dotyczyé za-~
rdwno biatek, jak 1 lipiddw, przy czym jedne zmiany mogq maskowaC inne

Przy pordwnaniu rezultatdw uzyskanych w rdiznych eksperymentach nalezy pamig-
taé, e pH $rodowiska wplywa na lokalizacje znaczmika w badanym uktadzie (rys. 9)
[64]. Na zakoriczenie warto przypomnied, ze ze wzgledu na tatwosé z jaka znaczniki
ulegaja utleniemiu czy redukcji, duly wplyw na uzyskane wyniki ma sposdb ich przy-
gotowania 1 przechowywania

Trudnogci analizy 1 interpretacji widm znakowanych spinowo kwasdw tluszczo-
wych 1 1ch pochodnych przedstawione w tym artykule mogg czasem sklaniac do wnios-
ku, ze metoda ta jest dos¢ zawodna. OczywisScie takie rozumowanie nie jJest stuszne,
przedstawione powyZej ograniczenia odnosza sig do wszystkich metod spektroskopo-
wych wykorzystujgcych zewnetrzne sondy. Wydaje sig, 28 w wigkszoScl przypadkow
znacznikil spinowe dostarczaja wiarygodnych informacji o stamie bion naturalnych

czy szitucznych, o 1le planoyw

wadzane z pewna ostroznoscia, a badaniom widm towarzysza badamia ewentualnych

e ekspervmenty 1 i1nterpnretacia

nie eksperymentu iterp Ja danych sa przepro-

-

zman struktury 1 funkcji badanego obiektu po wprowadzeniu znacznika.

Maszynopis wplynat do Redakcji 15 VI 1988
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INTERPRETATION OF SPIN LABELS SPECTRA APPLIED
FOR THE STUDY OF THE LIPIO FLUIDITY

Summary

Spin labelling has become one of the most popular and valuable spectroscopic
techniques used especially in membrane research The electron paramagnetic reson-
ance spectra EPR of nitroxide spin labels provided novel information about kinet-
ic and structural properties of biological membranes as well as of model systems
(phospholipid bilayers).

The article presents the methods of interpretation of EPR spectra of spin
labelled membranes We also discuss some limitations of this technigue  applica-
tion for the study of biological membranes

Dr MARIA KOTER

Dr EWA GRZEL INSKA
Katedra Biofizyki
Uniwersytetu tdédzkiego
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Barbara Wachowicz

MOLEKUARNE MECHANIZMY PROCESU ATEROGENEZY

1 _WSTEP

Miazdzyca jest procesem patologicznym zachedzgcym w tgtnicach 1 prowadzgcym
do ogniskowego zgrubienia naczynia Rozwila sig niepostrzezenmie przez wiele lat
Najczescie] w stadium koricowym dochodzi przy udziale prytek krwi do powstania za-
krzepu zamykajgcego gwiatio naczynia Prowadzi to de osirych objawdw klinicznych,
m 1n. zawalu serca lub udaru mézgu Zmiany miazdzycowe w $cianie tgitnicy przed-
stawiono schematycznie na rys 1

Patogenne mechanizmy prowadzace do powstawania zmian miazdzycowych w scianie
naczynia krwionognege sg bardzo ztozone 1 nme s3 catkowicie wyjagnione Prace ba-
dawcze nad patogeneza miazdzycy prowadzone w wielu osrodkach obejmulg badama epi-
demiologiczne 1 podstawowe Te pierwsze wykrywala 1 ustalaja czynniki zwigkszajg-
ce zagrozenie chorebg miazdzycowa 1 je] komplikacjami. Badamia podstawowe prowa-
dzone na zwierzetach dog$wiadczalnych 1 wykorzystujace hodowle kultur komdrkewych
maja na celu pozname procesdw biochemicznych zachodzgcych w  $cianle  naczynla
krwionosnego.

Do podstawowych czynnikéw ryzyka zalicza sig m.1n zaawansowany wiek, hiper-

cholesterclemig, nadcigmienie tgtmecze, cukrzyceg, paleme tytoniu 1 otylosc.
W powstawaniu zmian chorobowych w scianie tgtnic istotng role odgrywaja na-

stgpujgce procesy
- uszkodzenie czy tez naruszeme integralnodci srdédbionka naczynia,

migracja monocytdw 1 komdrek migém giadkich do biony wewngtrznel naczynia,

proliferacja migrujgcych komérek migéni gtadkich naczynia,

1ntensywna synteza substancji migdzykomdrkowe] widkien kelagenowych 1 pro-

teoglikandw,

gromadzenie sig lipidiw

Lipidy, a przede wszystkim cholestercl transportowany w formie lipoprotein
osocza (frakcja LDL) jest odktadany nie tylko w syntetyzowane) substancji mledzy-
komdrkowe], ale takze w makrofagach 1 komdérkach migsni giadkich naczynia, przycry-

niajec sie do zgrubienia tetnic [39].

[123]
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Rys. 1. Uproszczony schemat powstawania zmian miazdzycowych w $cianie tetmicy
A - przekrd] tgtnicy zdrowej, B - przekroj tetnicy zmienionej miazdzycowo (anrel-
szone $wiatto naczynia), C - komplikacje spowodowane zakrzepem utworzonym w mie]-
scu zmian miazdzycowych

Istrieje wiele hipotez prdbujgcych wyjasnm¢ patogeneze miazdzycy.  Najnowsze

poglady na etiologie tej choroby zostaty przedstawione w opublikowanych pracach
B, 261, Nansbardziel popularnymi obecnie hipotezam sa: hinoteza od
[B, 261 Najbardzie] popularnymi obecnie hipotezami sg+ hipoteza

uraz naczynia, hipoteza lipidowa, zakrzepowa [26], prostacyklinowa [16] 1 hipo-
teza monoklonalnra Bend1 tta [2] Wszystkie one nie wykluczajg s1e wzajem-

NnNw adr na
pow1eoz) na

nie, a wltasciwie uzupetmaja

Na szczegdlng uwagg zastuguje hipoteza odpowiedzl nma uraz nmaczynia w Uujeciu
R os sa, dokumentujaca poczgtkowe stadia powstawania zmian miazdzycowych [29-
-32} w wyniku uszkodzenia $rddblonka naczymia. Uwzgledmia ona w  aterogenezie
udzial komérek sciany naczynia - $rddblonka 1 miocytdw - oraz komdrek 1 skiadni-
kéw krwi - plytek krwi, monocytdéw, lipoprotein. Hipoteza przedstawiona przmz Ro s
5a podkresla 1stotng role uszkodzenia Srédblonka maczynia 1 aktywacle piytek
krwi w 1nicjowaniu patogenezy miazdzycy.

2. PLYTKI KRWI I SRODBLONEK NACZYNIA

Ptytki krwi sg najmmielszymr elementami morfotycznymi krwi. Nie posiadajg ja-
dra. W ich cytoplazmie znajduja sie liczne ziarmistosci typu alfa 1 ziarmistosc:
0 duze] ggstodcl elektronowe]. Ziarnistosci alfa s wyspecjalizowane w gromadze-
mu biatek podobnych do biatek osoczowych (fibrynogen, fibronektyna, albumina,
czynmkl osoczowe V 1 VIII) oraz specyficzmych biakek plytki, do ktdérych zalicza

s1¢ trombospondyng, B-tromboglobuling, antyheparynowy czynnik  plytkowy PF4
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oraz plytkowy czynmk wzrostowy PDGF (platelet-derived growth factor). Pod wply-
wem wielu czynnikdw fizjolegicznych, a zwtaszcza pod wplywem kolagenu, trembiny,
ADP, tromboksanu A2 (TxAz) 1 czynmka PAF (platelet aggregating factor) dochodzi
do pobudzema 1 aktywac]i plytek krwi. Aktywacja plytek krwi odgrywa bardzo wazng
rolg w 1nicjowaniu 1 twerzeniu zmian miazdzycowych w $cianie naczyma [6, 7, 22,
30, 33, 35, 44]. Pobudzone plytky krwi przylegaja do .obcych" powierzchni, zmieniajs
ksztatt, uwalniajg zmagazynowane w ziarnistodciach zwigzki. Na 1ch  powierzchni
zosta]g wyeksponowane receptory dla fibrynogenu, co umozliwia tworzeme agregatiw
ptytkowych. W stymulowanych 1 pobudzonych plytkach, kiedy wzrasta stezenie jondw
wapniowych, podnosl sie aktywnosc fosfolipaz, dochodzi do uwalniarmia z fosfolipa-
déw biony plytkowe) kwasu arachidonowego, kiéry zostaje utlemiony przy udziale
cyklooksygenazy do trombeksanu A, 1 innych prostanoiddw. Tg przemang okresla
sig Jako kaskadg kwasu arachadenowego [45, 46].

Wediug hipotezy R o s s a [29-32], w zapoczagtkowamu procesu mlazdzycowego
15totng rele odgrywa uszkodzenie srddbionka - komdrek, ktdre tworzg ciggtg, Jed-
nowarstwowg 1ntegralng wyscidike naczynia krwionosnege, stanowlgc barierg oddzie-
lajaca iaczynie od przeplywajgce] krwi. MoZzna przypuszizal, zé mieJSCowe upo-
$ledzenie funkcji komdrek $srédbionka 1nicjuje rozwd) choroby. Uszkodzeme czy tez
usunigcie komdrek srédbionka 1 odstonigoie widkien kolagenowych znajdujacych sig
w warstwie subendotelialne] naczyma Jest czynnikiem powodujgcym akiywac]g plytek
krwi. Plytki krwi ulegaja adhez]i w miejscu uszkodzenia srédblonka, tworzg agre-
gaty przyscienne. W tych miejscach mogs nawet powstawaé zakrzepy z udzialem  fi-
bryny. Aktywacja plytek krwi pod wplywem kolagenu czy tez ADP pochodzacego z uszko-
dzonych komdrek prowadzi rdwniez do sekrec)y wielu aktywnych zwigzkdw zmagazyno-
wanych w ziarnistosciach pilytki, a takze do stymulacjl przemiany kwasu arachido-
nowego 1 wytworzenia TxA, - czynnika wzmagajgcego rozmiar agregatow ptytkowych 1
powoduJacege skurcz nacz;nla [43]. Z plytek uwalniajy sig czynniki chemotaktyczne
dla leukocytdw oraz PDGF - czynnik wzrostowy powodujacy migracjg miocytdw do war-
stwy wewnetrzne) naczynia 1 odgrywajacy role w proliferacji tych  komérk [17]
Uszkodzenie Srodbionka 1 odsioniecie warstwy subendotelialne) utatwia magracjg mo-
nocytéw/makrofagéw do btony wewnetrznej naczymia. Pod wptywem PDGF, a takze przy
wspétudziale czynnikdw wzrostowych, pochodzacych ze $rédbronka - EGF (endothelial
growth factor) 1 makrofagéw - MGF (macrophag growth factor) [10], nastepuje migra-
cJja miocytdw do biony wewnetrznej naczymia, gdzie zachedzi ich profiferac)a poig-
czona z Synteza biatek 1 glikozoaminmoglikandw [(21, 22, 30]. Zmieniony $rédbionek
ulatwia transpert lipoprotein do blony wewngtrznej. Tam zachodzi akumulacja lipa-
déw 1 cholesterolu, zardwno w komdrkach (makrofagi, miocyty), ktdre obladowane 11-
prdamy przeksztalcajg sig w tzw. komdrki piankowate, jak 1 w substancji migdzyko-
mérkowe]. R o s s [29] uwaza, ze jereli uraz Jest niewielki 1 czynnik  uszka-
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dzajacy zostanie usunigly, zmiany miazdzycowe moga byC cofmigte 1 integralnosc
$cirany tetniczej moze by¢ zachowana Przy state] obecnoscl czymnika uszkadzajsce-
go 1 Jego diugetrwatym, chronicznym dziataniu nie obserwule Sie procesu regresji,
natomiast dochedzi do umocniemia (zwapniemia) powstatych ztogdéw miazdzycowych
Prowadz: to de zgrubienia biony wewngtrzre] naczynia : tym samym de zmniejszenia
dwiatta tetmicy Przeptyw krwi w tych miejscach jest utrudniony. Przy zmienicne]
miazdzycowo powierzchni mogs powstawa¢ agregaty plytkowe 1 zakrzepy zamykajqce
catkowicie $wiatto tgtmicy.

Uszkodzenie grodbionka moze by€ spowodowane zardwno dziatamem czynnikdw me-
chanicznych (np sitami hemodynamicznymi krwi, nadcisnieniem tetniczym), jak te2
chemicznych, takich jak hipercholesterolemia, cbecnos¢ homocysteiny czy toksyn we
kowl [15, 29, 323 Wigkszoss czymnikOw zwleksSza]guyGh TyZyko Ghoroby miaZzdZyCowe]
powoduje zmiany w srddbiorku naczynia krwionodgnego. Uszkodzenie srddbionka  jest
bezposrednia przyczyng aktywacji plytek krwi Srédbronek kontroluje mechanizmy za-
1egajace agregacji tych komdrek [1, 5, 241. Jednym z najwazniejszych mechaniz-
mdw zahezpileczajgcym piytki krwl przed aktywac]g jest kaskadowa przemiana arachi-
domanu w komdrkach grddblonka 1 wytwarzame prostacykliny PGI2 [5, 16].W 1976 r
Bunting 1 wspéiprac. [5] odkryli, e PGH2 Jest enzymatycznie transfor-
mowany przez srddblenek naczymowy do substancji (prostacyklina, PGIZ) hamsjace)
agregacle plytek krwi 1 dzialajgce] rezkurczowo na tetmice. Mechamizm  dzialamia
PGI2 polega na aktywacji cyklazy adenylowej w ptytkach krwi.  Nagromadzenie sig
cAMP w plytkach krwi hamuje 1ch agregacje 1 sekrecjeg [16].

Réwnowaga migdzy tworzeniem sig tromboksanu A2 1 prostacykliny w ukladzie kra-
zenia zostata hipotetycznie uznana za zasadniczy mechanizm homeostatyczny wspdi-
dziatama plytek krwi 1 $rédbiorka naczynma. Syntetaza prostacykliny - enzym prze-
ksztaktcajgcy PGH, w PGI, - jest oporna na dziatame wielu zwigzkdw. Bardzo sil-
nymi wybiérczymi je3 inhibitorami s nadilenki lipidéw. Niedobdr PGI2 powstajgcy
wskutek zatrucia nadtlenkami lipiddéw uznano za gtdwny mechanizm powodujgcy — roz-
wi] miazdzycy [16, 18, 411. Tworzeme nadtlenkdéw lipiddw zachodzi spontanicznie 1
nieenzymatycznie w 0soczu, w obecnoscil tlenu czasteczkowego 1 Jondw metalr dzia-
tajacych jako katalizator reakcji. Witamina E jako silny antyoksydant moze spei-
maé role ochronng 1 zabezpiecza¢ przed powstawaniem nadtlenkdw liprddw.

W $rddblonku, opriécz PGIZ, powstaje czynmk EDRF (Endothelial-Derived Rela-
xant Factor) w wymiku utleniania kwasu arachidonowego przy udziale lipooksygena-
zy. Czymmik ten wykazuje silne dziatanie antyagregacyjne poprzez stymulacje syn-
tezy cGMP {1]. o .

$rédbtonek reguluje réwniez poziom czynnika PAF (1-0-alkilo-2-acetylo-sn-gil-
cerylo-3-fosfocholina) w uktadzie naczymiowym, brorgc udziat w deacylacjl PAF 1

tworzeniu lizo-PAF [47].
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Rys. 2. Schemat przemany arachidomianu w piytkach kIwi 1 w sciamie naczyma krwio-
nosnegoe
PGG,,, PGH, - nadtlerki prostaglandyn, PGI2 - prostacyklina, TXA2 - tromboksan A,
& & B i £

3. BARIERA SRODBLONKOWA DLA LIPOPROTEIN 0SOCZA

Jest faktem bezspornym, ze ogniskowe gremadzeme sig lipiddw w dciame tetnic
Jest uwazane za gtdwny czymnik w etiopatogemezie miazdzycy Transport lipiddw 1
cholesterolu przez barierg srédblonkowa od dawna budzl zainteresowanie badaczy.

Formg transportulacg lipidy 1 cholestercl w osoczu s lipoproteiny. Wyrdznia
sie 4 podstawowe frakcje lipoproteinowe krgzace w osoczu HDL, LDL, VLOL 1 chyle-
mrkrony Ich petng nazwe 1 skiad podano w tab. 1 [237 W patogenezie miazdzycy
15totng role vdgrywa frakcja LDL, a w szczegdlnoscil stosunek 1losciowy estrow cho-
lesterolu w lipoproteinach LDL/HDL, a nme stgzeme wolrego cholesterolu.

Istnie)q dowody na to, ze czgsteczki lipoprotein przechodzg przez nieuszkodzo~
ny srddblonek droga diacytozy, czyli transcytozy. Zmakowane lipoproteiny sg trans-
portowane przez $rddbtonek aorty szczura w pinosomach o $redmcy 75 rm. Odlegio-
sc1 miedzy komdérkamr srddblonka sg zazwycza] nie wigksze mi 2 nm 1 mogy Sl
zwlekszad przy rozkurczu naczyma. Dlatego tez me wyklucza sig mozliwoscy prze-
chodzenia lipoprotein migdzy komdrkamr [207]. Przy uszkedzeniu grddbionka, np. w
chroniczne) hipercholesterolemi1 czy tez w obszarze urazu hemodynamicznego, cza-
steeczk1i lipoprotein mogs przechodzi¢ migdzy komdrkami $rédbionka [347].  Rozmar
uszkodzenia $rédblonka jest trudny do oceny. Usumigole kwasu sjalowego Z powlerz-
chm komdrek grédblonka, kidre nie powoduje dostrzegalnych mikroskopowo zmian mor-
fologicznych, przyczynia sie do 20-krotnego wzrostu endocytozy czgsteczek LOL [14]
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Tabela 1

Wrasciwodcy1 1 sktrad lipoprotein osocza

Lipoproteiny
Frakec)a Chylomikrony | o bardzo male) 0 mate] o duze)
gestodca gestosci gegstoscl
Skrét - vLOL LDL HOL
Gestosd 0,94 0,94-1,006 1,006-1,063 1,063-1,21
Biatke 1-2% 5-10% 20-24% 45-50%
Lipidy 98-99% B9-94% 75-B0% 50~55%
fosfolipidy 3-B% 12-18% 20-25% 20~-30%
trdjglicerydy B6-94% 55-65% B-12% 3-6%
estry choleste-
rolu 1-3% 12-14% 35-40% 14-1B%
cholesterol 0,5-1% 6-0% 5-10% 3-5%

Komdrk1 srddbionka naczyniowege majg na swe] powlerzchni specyficzne recepto-
ry dla czgsteczek LDL 1 mogg wigcza¢ 1 degradowad czasteczki LDL, zardwno przy
udziale mechanizmu receptorowego Jak 1 drogg plynne] endocytozy [207.

Srédbionek odgrywa wazng role w katabolizowaniu czasteczek LOL, gdy? modyfi1-

ke 1e 1 nrzeksztalca w nows forme 1inonrote:
wr (v ~ b x

£ 2L LA ld W T A LT Ll Py

n {273, ktdra jest degradowana przez
komérkil naczynia 1 makrofagl 3-10 razy szybcie] niz natywna czasteczka LOL {251,
Biologiczna modyfikacja czasteczek LDL przez $rddblonek ulatwia gromadzenie 1 od-
ktadanie lipiddw 1 cholesterclu w scianie naczynia [ 39, 427 Modyfikac)a czgste-
czek LOL zachedzgca pod wplywem komdrek $rddbionka polega na zmianie ich ruchli-
wodct elektroforetyczne], wzroscie tadunku ujemnego, spadku gestosci, zmnie)sze-
niu 1lodci fosfolipiddw korelulace] ze wzrostem aktywnoscl fosfolipazy AZ 1 two-
rzeniem nadtlenkdw liprddw [ 25, 40, 427]. W obecnoscy sSrddblornka naczyniowego za-
chodzr fragmentacja apoproteiny B w czasteczce LOL. Znaczermie modyfikacji czgste-
czek LDL 1n vivo rme Jest wyjasnione. Nie stwierdzono obecnosci tak  zmienionych
czgsteczek LDL w oscczu, natomiast wykazano ich obecnosé w zlogach miazdzycowych
1 w miejscach proceséw zapalnych. Modyfikacja czasteczki LDL powoduje zwigkszone
lgczenie sie tak zmienionych czgsteczek LDL z recepiorami na powierzchm makrofa-
géw, 1nternalizacjg, a nastgpnie 1ch degradacje przez mskrofagl, ktdre przeksztai-
caja sie w komdrki plankowate. Proces ten zachodzi przy udziale Specyglcznych re~
ceptordéw obecnych na makrofagach 1 rozpoznajgcych zmodyfikowang, tzw. EC-LDL, czg-
steczke LOL [42]. Dlatego tez uwaza sig, 2e biologiczme zmodyfikowana czgstecz-
ka LOL moze uczestniczyd w odkiadaniu cholesterolu w $cianie naczynia.

W modyfikacJi czgsteczek LDL biorg udzial wolne rodmiki: amonorodnik ponad-
tlenkowy, rodmk hydroksylowy 1 tlen singletowy [1Bl Henr 1 k s o n 1 wspbipr.
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[1B7] stwierdzili w aorcie zmienione) mia2zdzycowo podwyzszong aktywnodd dysmutazy
ponadtlenkowe]. Wskazywad by to mogio na istnienie obronnego mechanizmu  przeciw
wzrastajgcemu w $clanie naczynia poziomowl wolnych rodmikdw. V an Hin s-
bergh 1 wsp6lpr. [42] uwazajg, Zze w modyfikowamiu czgsteczek LOL czynni-
kiem 1nicjulgcym jest oksydacja wielonienasyconych kwasdw tluszczowych. Ich roz-
pad prowadz1 do powstawania sldehyddw, a przede wszystkim draldehydu  malonoweqo
(30 pmol/pg bratka LOL), ktéry silnie modyfikuje czasteczke LOL. Pewng role w mo-
dyfikowaniu czgsteczek LOL moze odgrywad dialdehyd malonowy pochodzacy z przemia-
ny arachidomanu plytek krwi [29). Przed modyfikacja lipoprotein chronig antyoksy-
danty obecne w osoczu; reagula one bezpos$rednio z nadilenkam lipidéw. Do anty-
oksydantdw zalicza sig m.i1n. witaming E 1 butylohydroksytoluen. Przed percksyda-
c)a LOL zabezpiecza rdéwniez histydyma, ktdra jest zmiataczem tlenu singletowego.
Modyfikac)a czasteczek LDL jest hamowana w obecnos$ci lipoprotein frakcjr HOL,
ktdre stymuluja synteze prostacykliny [427]. Wysoki poziom HOL jest ujemnym czyn-
nikiem ryzyka zmian miazdzycowych. Jest odpowiedzialny za zwroiny transport cho-

lesterolu do watroby.

4. RECEPTOROWO-ZALEZNY METABOLIZM CHOLESTEROLU

W komdrkach ssakdw 1stniele autoregulowany mechanizm przyswajania cholestero-
lu, polegajgcy na regulowanym procesie wlaczamia czasteczki LOL przy udziale po-
wierzchniowych receptordw, a nastepnie degradowaniu te) czasteczkl przez okreslo-
ne enzymy. Mechamzm tych przeman zostal przedstawiony przez Gol ds tei1na
1 Browna [137]. Za badania nad receptorowo-zaleznym metabolizmem choleste-
rolu 1 rolg lipoprotein w etiopatogenezie miazdzycy badacze ci w 1985 r. otrzyma-
11 nagrodg Nobla w dziedzinie medycyny 1 fizjologii.

Czasteczka LDL wigze sig ze specyficznym receptorem o wysokim  powilnowaciwlie
do LOL znajdujacym sig na powierzchni komérki. Rolg receptora pein:i glikoproteina
0 masie czasteczkowe] 164 tys. Receptor zawiera 5 domen strukturalnych, z ktérych
3 znajduja sie po zewngirzne) stronie blony komdrkowe). Za wigzanie z receptorem
Jest odpowiedzialny region apoproteiny B czgsteczki LDL, bogaty w lizyng 1 argi-
ning. Obecnos¢ reszt lizyny 1 argininy warunkuje oddzialywanie elektrostatyczne
migdzy ujemnie naladowanym regionem receptora a dodatnio natadowang apoproteing.
Miejsce wigzania czgsteczki LDL jest zlokalizowane po stronie zewngirzne; biony
komérkowe). Po przylgczeniu sig LDL do receptora, czgsteczka przechodzi do ,do-
teczkéw" - wglebieri okrytych bialkiem klatryna, zostaje oplaszczona 1 tworzy pe-~

do rwrtronn 1172000ma 1 nim

harzyl Darkhorzuly apsoma - o1 nia : ?1lowa avn 2 4
F a4 PLCIHULIICYU 1isUSUm, L4ATWG Ol & diaw 4

MICLLyI’( . qbl fle 3 L,I’\ pLZUIILUSZCZG
tworzy wtdrny lizosom. Receptory oddzielone od czasteczka 10L wracajg do powierz-
ni. Ten etap okredla sig nazwg recyklizacj receptordw. W lizosomie zachodzi de-

gradacia apoproteiny B do aminokwasdw usuwanych poza komdrks oraz degradacia  li-
=4 [v) ~=r 7 J [ 8 hd = %

<D
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NH,

¢ Diona
. ’r, Yy komorkowa

Rys. 3. Schemat budowy czasteczki LDL 1 oddzialywania jej z receptorem znajduja-
cym S1¢ na powlerzchni komdrkl
Czasteczka LOL obladowana cholesterolem jest rozpoznawana przez specyficzny recep-
tor o duzym powinowactwie do LOL, znajdulacy sig na powierzchni komérki. Interak-
cja LDL - receptor zachodzi dzigki oddzialywaniu elekirostatycznemu migdzy cze-
$cig bratkowa (apoproteina B) czgsteczki LDL a N - koficowym regionem receptora

prdéw. Powstaje m.in. wolny cholesterol, ktdry po opuszczemiu lrzesomu przedosta-
je sie do cytoplazmy. Wykorzystanie cholesterolu przez komérke zalezy od rodzaju
komdrki 1 od zapoirzebowania. Wszystkie komdrki wigczaja cholesterol do nowosyn-
tetyzowanych blon., W wyspecjalizowanych komdrkach cholesterol pochodzacy 2z LDL
spelma inng role ~ jest np. przeksztalcony w kwasy diciowe czy hormony stero:-
dowe.

I103¢ wolnego cholesteroclu w cytoplazmie komérki, pochodzaca z LOL, kontrolu-
Je 1 stabilizuje poziom wewnatrzkomérkowego cholesterclu poprzez uruchomienie 3
procesdw:

1) ogranicza zdolno$¢ komdrk: do syntezy wlasnego cholesterolu przez hamowa~
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nie aktywnosca reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo CoA (HMGCoA-reduktaza), en-
zymu katalizujgcego biosynteze de novo cholesterolu,

2) aktywuje enzym acylo CoA-cholesterolo-acylotransferazg (ACAT) katalizujg-
cy tworzeme estrdw cholesterolu jako formy magazynowania nadmiaru cholesterolu,

3) hamuje na zasadzie ujemnege sprzegzenia zwroinego syntezg nowych receptordw
dla czgsteczek LDL na powierzchni komdérka [11-13].

Liczba czynnych receptordéw na blonmie komdrki ksztaituje sig w zaleznosci od
zapotrzebowania na cholesterol 1 od stgZemia frakc)y LDL w Sredowisku komdrki Ko-
mérkl sg w stame regulowac sobie liczbe receptordw na powierzchni. Przy braku
egzogennego DL liczba receptordw na powirerzchn wzrasta,

Receptory dla czgsteczek LOL odgrywaja bardzo wazng rolg w zachowanmiu ustrojo-
we] homeostazy cholesterolu. W niecbecnosc) receptora, przy braku genu  odpowie-
dzialnego za synteze prawidiowych receptordw dla czgsteczek LDL, co ma miejsce
w rodzinne] hipercholesterolemil, obserwuje sie zaburzemia metabolizmu lipidowego.
W rodzinne] hipercholesterolemil cobserwuje sig wysokl poziom cholesterolu w o0so-
czu (frakcja LDL) 1 zaawansowang, przedwczesng miazdzycg nawet w pirerwsze] deka-
dzie 2ycia. U homozygot powikiama prowadzg nawet do smerci [11, 13]. W hetero-
zygot z rodzinng hipercholesternlemig wystepuja mmej nasilone objawy kliniczne,

co Jest uzaleznione od zmnielszone] liczby receptordw, a tym samym  zmniejszone]
aterrole 1L 11 137

irnternalirac1y 1 deoradac a
LoTNailzac gegrac SIECZeK Ll Lii, 12,

internalizacy: 1 acj:

Do badari nad rola receptordw dla LDL w rozwoju miazdzycy wykorzystuje sig kré-
lik1 z wrodzong hipercholesterclemq, tzw. kréliki Watanabe, (2B, 36,
47, 487, ale me szczury, u ktdérych me obserwuje sig tych zaburzert metabolizmu
cholesterolu [3].

Catkowity ustrojowy katabolizm lipoprotein frakcjy LDL jest zalezny  zardwno
od receptordw o wysokim powinowaciwie do LOL, jak 1 od drogy miezaleine] od re-
ceptordw - drogy endocytozy. Zablokowanie drogl zaleine) od receptordw moina wy-
wolad¢ chemiczng modyfikac]a taricucha apoproteiny B, np. acetylac)g czy metylac)a
reszt lizyny [36-39]. Srédblonek, ktdry nie gromadzi cholesterolu 1 Jest wyspe-
cjalizowany w transcytozie czasteczek LDL, moze rdwniez degradowad w niewielkim
stopmu czgsteczki LDL przy udziale receptordw dla LDL. Jego istotng funkcla wy-
daje si1e by¢ modyfikacja czgsteczek LDL umoizliwiajaca internalizacjg 1 degradac)le
czgsteczek LDL przez makrofagi posia
dyfikowane czgsteczki LDL {27, 29, 42).

7tozona budowa receptora dla czgsteczki LDL 1 dalsze, skomplikowane losy w ko-
mérce powodulg, ze mozliwo$é mutac)y uszkadzajgcych funkcjonowanie jest duza.

Oznaczanie liczby receptordw dla LDL w celach diagnostycznych wykonuje sig w
limfocytach krwi obwodowe) 1 w hodowlach fibroblastdw skdry. Przy niedoborze re-
ceptoréw poziom LDL w osoczu jest wysoki 1 wplywa to miekorzystme na $Ciang na-

czynia krwionosnego.
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Teoria receptorowa przedstawiona przez Browna 1 Goldsteilina
zakiada, ze wigkszos€ przypadkdw mrazdzycy w gidwne] populacji jest  spowodowa-
na przez niebezpiecznie wysokl poziom LDL we krwi, wynikajacy z wady czy tez pro-
dukcjr niewystarczajgce] liczby receptordw dla LDL. Subtelne czynniki genetycz-
ne czy tez grodowiskowe (w tym rdwnieZ dieta) moga wplywac na nieadekwatng licz-
be receptordw dla LOL

5. ZAKDNCZENIE

Miazdzycg zalicza sig do metabolicznych chordb cywilizacyjnych. Zmiany miaz-
dzycowe wykryto nawet w tgtnicach mumii egipskich, dlatego tez mo2zna uwazac, ze
na miazdzyce chorowano juz w starozytnoSci Wydaje sig jednak, ?e w czasach, kie-
dy drednia ?ycia nie przekraczala 30 lat, choroba ta nie stanowila takiege zagro-
zenia Jak obecnie,

Chociaz przyczyny rozwoju miazdzycy pozostaja nadal nie w peini  wyJasnione,
Znane sg jJednak podstawowe czyrniki ryzyka tej choroby, co umozliwia 1 nterwencie
1 dziatafie profilaktyczrne Istotna role w profilaktyce odgrywa wiasciwa dieta
ograniczajgca spozywanie tiuszczu zwierzecego, a tym samym cholesterolu 1 nasyco-
nych kwasdw tiuszczowych. Dieta bogata w cholesterol powoduje spadek liczby komdr-

kowych receptordw dla LOL, podwyZzsza poziom 1 cholesterolu w u p
z

wadzl do niekorzystnych zmian w gcianie naczynia Kwasy tluszczowe spozywane z po-
karmem moga mle¢ wplyw na zaburzenie rdwnowagil miedzy biosyntezg prostacykliny a
TxA2 [2]. Kwas linolowy pochodzacy z tluszczu roslinnego jest prekursorem  kwasu
dihomo ¢ -linolenowego 1 arachidonowego, zmnie)szajgcym aktywnosé plytek krwi.
Spozywanie ryb dostarcza natomiast kwasu ejkozopentaenowego (EPA), ktdry prze-
ksztalca sig do PGI; 1 TxA, [19]. Ten ostatm1 w pordwnaniu z TxA, jJest stabszym
czynnikiem agreQUJaéym przy’tym samym dzlatanmiu 1 aktywno$cl Psljkl moze decydo-
wad o0 przewadze wiasciwescl antyagregu)acych piytki krwi. Wzrastajgce wraz z wie-
kiem ryzyko choroby miazdzycowej moZze by¢ uzaleiznione réwniez od zmiany akiywno-
sc1 syntetazy prostacyklinowe3j. Zardwno w miazdzycy ludzi, jak tez 1 w mra2dizycy
doswiadczalne) wywolane] u zwierzat obserwuje silg zahamowanle tworzenia prostacyk-
liny uzaleznione od szkodliwego dziatamia nadtlenkdw lipiddw na syntetaze prosta-
cykliny, Witamina E stosowana jako antyoksydant hamuje powstawanie nadtlenkdw li-
piddw 1 zabezpiecza utrzymanie stalego poziomu produkc )l PGIZ. Synieze P612 w plu-
cach wzmaga aktywnosd¢ ruchowa, ktdra jest zaliczana do Jedynego ujemnego czynnika

v PP Iy
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Barbara Wachowicz
MOLECULAR MECHANISMS OF ATHEROGENESIS
-Summary

Recent vievs and concepts on the molecular processes occuring 1n  the vessel
walls during atherogenesis are presented. Attention i1s called to the role of
blood platelet activation, endothelium :njury and transport of low density lipo-
protein (LDL) into vessel wall 1n the development of the atherosclerotic lesions.
The significance of endethelium as well in the inhibition of blood platelet activa-
tion (prostacyclin PGI ) as in the modification of low density lipoproteins 1is
discussed.

Doc. dr hab. BARBARA WACHDWICZ
Instytut Biochemii Ogdlnej
Instytut Biochemii
Uniwersytetu tddzkiego

ul. Bamacha 12/16

90~237 tod?Z



Panstwowe Wydawnictwo Naukowe
Oddziat w todzi 1989

Wydanie | Nekiad 500+90 egz Ark wyd 976 Ark. druk. 8,50
Papier offset. k. HI 80 g, 70x 100 Oddano do skiadania w grudniu 1988 r.

Podpiseno do druku w paidzierniku 1989 r. Druk ukoficzono w listopadzie 1989 r
Zam 857/88 S 3

Zaklad Graficzny Wydawnictw Naukowych
todz ul Zwirki 2





