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MARIAN SZYMONA *

Polimorfizm biatek drobnoustrojow ze szczegdlnym
uwzglednieniem heksokinaz **

Polymorphism of Proteins in Microorganisms with
Particular Consideration of Hexokinases

Spis tresci

. Niektére enzymy o charakterze polimorficznym
I1. Heksokinaza drozdzowa (EC 2.7.1.1)
I1l. Fosfotransferaza polifosforan:glukoza (EC 2.7.1.63)
IV. Uwagi koncowe
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IV. Concluding remarks

Polimorfizm biatek drobnoustrojéw nie jest tak atrakcyjnym przedmio-
tem badan jak polimorfizm biatek organizméw wyzszych. Jedng z przyczyn
tego stanu rzeczy sg trudnos$ci zwigzane z otrzymywaniem i dezintegrowa-
niem dostatecznie duzych ilosci biomasy. Dlatego tez w piSmiennictwie
spotyka sie stosunkowo mato prac dotyczacych polimorfizmu biatek bak-
teryjnego pochodzenia.

Ponizej przedstawione zostang tylko nowsze i lepiej poznane przyktady
polimorfizmu biatek drobnoustrojéw.

*) Prof. dr, Zaktad Biochemii, Instytut Chemii Podstawowych, Akademia Medycz-
na, ul. Lubartowska 85, 20-123 Lublin.

**) Referat sympozjalny wygtoszony na XIV Zjezdzie Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Lublin 3-5 wrzesien 1976.
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I. Niektére enzymy o charakterze polimorficznym

Sposrod bakterii najczesciej badanym gatunkiem jest pateczka okrez-
nicy. Do wiadomosci podrecznikowych nalezy juz fakt wystepowania
w tym mikroorganizmie trzech aspartokinaz rdznigcych sie wrazliwoscia
na hamowanie przez lizyne, treonine i homoseryne.

W roku 1967Campbell iwsp. (1) doniesli o wyodrebnieniu z Esche-
richia coli dwoéch L-asparaginaz, z ktérych jedna, specyficzna wobec L-aspa-
raginy wykazuje wiekszag wrazliwo$¢ na ogrzewanie, podczas gdy druga,
bardziej termostabilna, rozktada réwniez — cho¢ stabiej — L-glutamine.
Ta ostatnia wyrdznia sie ponadto zdolnoscig hamowania wzrostu niektorych
nowotworéw krwi. Stwierdzenie wiasciwosci onkostatycznych jednego
z heteromorféw asparaginazy dato asumpt do podjecia szeregu dalszych
prac nad tym enzymem, dzieki czemu zostat on poznany do$¢ wszechstron-
nie. Opracowanie preparatyki czystego enzymu na wiekszg skale (2) po-
zwolito rozwingé badania réwniez w kierunku klinicznym.

W rok pozniej dwie L-asparaginazy wykryto u Mycobacterium tubercu-
losis H3MRa (3). Réznity sie one optimum pH aktywnos$ci, termostabilnoscia
i wrazliwoscig na inhibitory. Enzym wykazujagcy wyzsze optimum pH (9,6)
wywieral wptyw hamujgcy na wzrost raka Yoshidy (4). W przeciwienstwie
do szczepu niezjadliwego, szczep patogenny H3MRv posiadat jeden rodzaj
asparaginazy, pozbawiony witasnosci onkostatycznych. W 1972 r. grupa
badaczy rumunskich (5) otrzymata z Mycobacterium bovis BCG L-aspara-
ginaze w postaci krystalicznej. Okoto 100-krotnie oczyszczony enzym wy-
kazywat niskg aktywnos$¢ rzedu 5 j/mg biatka (pH 8,6; 37°C). W zaktladzie
autora otrzymano z Mycobacterium phlei 170-krotnie oczyszczong L-aspa-
raginaze o 6-krotnie wiekszej aktywnosci (6). Mimo to koAcowy preparat
nie byt wolny od zanieczyszczen, ktére stanowity okoto 50% catkowitego
biatka preparatu.

W komoarkach E. coli znaleziono rowniez dwie L-glutaminazy: A i B (7).
Glutaminaze A oczyszczono 2800-krotnie i opisano jej wasciwosci. Enzym
0 ciezarze czasteczkowym 110 000 pojawiat sie tylko w fazie stacjonarnej
wzrostu w przeciwienstwie do glutaminazy B, ktorej poziom byt niezalezny
od warunkéw hodowli. Niedawno wyizolowano L-glutaminaze B w postaci
6000-krotnie oczyszczonej zuzywajgc do tego celu 5—30 kg biomasy (8).
Enzym odznaczat sie wrazliwos$cig na zimno i wykazywat ztozong kinetyke
reakcji. Uderza bardzo niskie stezenie glutaminazy B wynoszace ponizej
0,01°/0 wszystkich biatek ekstraktu.

Interesujagca grupe enzymoéw stanowig tRNA syntetazy. Tak np.
u E. coli stwierdzono wystepowanie dwéch form tRNA syntetazy glicyny
(9) oraz dwdch form tRNA syntetazy leucyny (10). Enzymy glicynowe r6z-
nig sie kinetyka: jeden wykazuje sigmoidalng krzywga nasycenia substra-
tem, drugi za$ hyperboliczng. Ustalono, ze dwie pary podjednostek o ma-



POLIMORFIZM HEKSOKINAZ 5

sach czasteczkowych 33000 i 80000 sktadajg sie na strukture typu
alfadeta2

Podobne odmiany syntetazy tRNA glicyny wystepujg u Bacillus brevis
(11). Dwa heteromorfy oczyszczono do stanu jednorodnosci (400 i 720 razy).
Odpowiednie ciezary czasteczkowe wynoszg 226 000 i 66 000. W czasie prze-
chowywania enzym o wiekszej masie ulega dysocjacji na enzym o mniej-
szej masie i sktadnik nieaktywny. Struktura czwartorzedowa enzymu
pierwszego jak u E. coli: alfadbeta2 Wystepowanie dwoch form nie zalezato
od sposobu dezintegracji ani od obecnosci inhibitora proteolizy.

W przypadku wspomnianej juz tRNA syntetazy leucyny z E. coli (10)
jeden z heteromorfow okazat sie proteolitycznie zmieniong formga drugiego.
Konwersja miata charakter odwracalny i polegata na odszczepieniu pepty-
du o masie 3000 pod wptywem endogennej proteazy o masie 20 000. W wa-
runkach zabezpieczajgcych przed proteoliza znajdowano oba enzymy
w ilosciach odpowiednio 60 i 40°/0. Wyptywa stagd wniosek, ze enzym o ma-
sie 33 000 nie jest artefaktem, ale produktem regulowanej inaktywacji in
vivo enzymu o masie 80 000.

Stosujac kolumny z hydroksyapatytu udato sie rozdzieli¢ aktywnos$é
tRNA syntetazy lizynowej na trzy frakcje, ktore w zelu poliakrylamido-
wym dzielity sie dodatkowo na wiecej niz jeden aktywny rodzaj biatka (12).
Oczyszczenie przeprowadzano w obecnosci fenylometanosulfonylofluorku
(PMSF) jako inhibitora proteaz. Wszystkie frakcje miaty jednakowy ciezar
czasteczkowy 135 000 i jednakowa strukture alfa-beta.

Warto wspomnie¢ o trzech polimerazach DNA: |, 11 i Ill, wystepujacych
w E. coli. Réznig sie one wrazliwos$cig na inhibitory grup SH i na site jono-
wg oraz wiasciwosSciami immunochemicznymi. DNA polimeraza | speinia
role enzymu reperacyjnego, podczas gdy enzym Il wydaje sie by¢ istotnym
dla procesu replikacji DNA. Te trzecia polimeraze oczyszczono ponad
10 000-krotnie uzyskujac preparat w okoto 20°/0 czysty (13). Rola poli-
merazy Il in vivo nie zostata dotychczas wyjasniona. Trzy rodzaje DNA
polimeraz znaleziono réwniez w zarodnikach i komdérkach wegetatywnych
Bacillus subtilis (14).

Ciekawy przyktad polimorfizmu stanowig dwie odmiany dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanu wystepujace w Pseudomonas fluorescens. Jedng z nich
wyodrebniono z 200 litréw hodowli tego drobnoustroju (15). Homogenny,
950-krotnie oczyszczony enzym o masie 220 000 okazat sie by¢ czescig ukta-
du Entnera-Doudoroffa, podczas gdy drugi o masie 265 000 nalezy do cyklu
pentozowego. Enzymy te rdznig sie specyficznoscig wzgledem koenzyméw:
pierwszy zuzytkowuje zarbwno NAD jak NADP, drugi za$ tylko NAD. Na
podstawie uzyskanych wynikdw mozna sadzi¢, ze dwie dehydrogenazy nie
sg produktami tego samego genu ani tez nie podlegajg wzajemnej inter-
konwersji.

Ostatnio opisano dwa izoenzymy akonitazy w Bacillus cereus (16). Jak-
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kolwiek stopieh oczyszczenia wynosit tylko 10, autorom udato sie rozdzieli¢
jej aktywnos¢ droga chromatografii na kolumnach Sephadex i DEAE-celu-
lozy oraz elektroforetycznie w zelu poliakryloamidowym. Ze wzgledu na
kolejno$¢ pojawiania sie aktywnosci w czasie hodowli, jeden enzym okre-
$lono jako wczesny, drugi za$ jako poézny, przypisujgc temu faktowi zna-
czenie regulacyjne.'Wymienione izoenzymy roznity sie ponadto powino-
wactwem do substratow i poziomem energii aktywacji (17).

W ptynie pohodowlanym Clostridium perfringens znaleziono cztery izo-
enzymy fosfolipazy C (18). Rozdzialu izoenzymdéw dokonano metodg elek-
trofokusowania w zelu. Handlowe preparaty fosfolipazy C dawaly dwa
komponenty. Forme kwasng (pi 4,5) mozna byto przeprowadzi¢ w alkalicz-
ng (pi 5,2) przy uzyciu 6 M mocznika, co przemawia za agregacja podjed-
nostek lub kompleksowaniem z jaka$ nieznang substancja.

Cztery izoenzymy fosfatazy kwasnej znaleziono u Aspergillus awamori
(19), hodowanego na podtozu z mala iloscig ortofosforanu. W obecnosci
duzych stezen Pj wystepowat tylko jeden enzym. Mieszanine oligomerdow
tej fosfatazy u A. awamori stwierdzili rdwniez autorzy radzieccy (20) sto-
sujgc izoelektryczne fokusowanie oraz chromatografie na DEAE-celulozie
i sefadeksie. Masy czasteczkowe wahaty sie w granicach od 30000 do
140 000. Mnogie formy fosfatazy kwasnej wykryto takze u Neurospora
crassa (21) i Aspergillus nidulans (22).

Niedawno Afanasjewa i wsp. (23) donie$li o heterogennosci poli-
fosforanowej fosfohydrolazy u Endomyces magnusii. Preparat enzymatycz-
ny rozdzielono przy pomocy izoelektrofokusowania na trzy frakcje.
Wszystkie mialy te samg mase 48 000, ale rozne punkty izoelektryczne
i r0zng stabilnosc¢.

Na uwage zastugujg réwniez arylosulfatazy wystepujace w postaci form
wielorakich u Pseudomonas aeruginosa (24) i Proteus rettgeri (25). W tym
ostatnim przypadku metodami chromatografii i elektroforezy udato sie wy-
kry¢ az dziewie¢ form; niektére roznity sie specyficznoscig, optimum pH
i aktywacjg pod wptywem jondw fosforanowych.

Interesujagcy polimorfizm typu konformacyjnego wykazuje aldolaza
fruktozo-l,6-dwufosforanu z Lactobacillus casei (26). Enzym ten rozdzielo-
no metodg immunoelektroforezy na trzy frakcje, kazda o strukturze tetra-
merycznej (masa czasteczkowa 100 000) i jednakowych wilasciwoS$ciach
immunologicznych (przeciwciata otrzymane przeciwko jednej z frakcji re-
agujg rowniez z dwoma innymi), ale réznym tadunku elektrycznym.

Opisane przyktady nie wyczerpujg piSmiennictwa na temat polimorfiz-
mu biatek drobnoustrojow, niemniej jednak dobrze odzwierciedlajg gtow-
ne kierunki badan w tej dziedzinie. Dominuje tendencja do izolowania po-
szczegOlnych form w czystym stanie, co w przypadku bakterii jest proble-
mem dos$¢ trudnym. Aby podjg¢ prébe otrzymania homogennego prepara-
tu trzeba niejednokrotnie dysponowac trudno osiggalnymi ilosciami bioma-
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sy rzedu kilku lub wiecej kilogramdéw. Z tego wiasnie powodu tylko nie-
licznym badaczom udato sie catkowicie oczysci¢ i nagromadzi¢ do badan
strukturalnoporéwnawczych dwie lub wiecej frakcje izoenzymatyczne.

W wielu publikacjach niepokoi problem artefaktéw mogacych powstaé
w drodze proteolitycznej degradacji biatek natywnych. W zwigzku z tym
warto przytoczy¢ badania Wengenmayera i wsp. (27) z ktorych
wynika, ze mnogie formy dehydrogenazy galaktozowej izolowane z Pseu-
domonas saccharophila sg w istocie artefaktami, powstatymi w nastepstwie
oksydacji grup SH i czeSciowej proteolizy. Ze wzgledu na tego rodzaju
niebezpieczenstwo, coraz czesciej uzywa sie substancji redukujacych w po-
staci 2-merkaptoetanolu lub dwutiotreitolu, a takze stosuje inhibitory pro-
teaz, jak np. dwuizopropylofluorofosforan i fenylometanosulfonylofluorek.
Niestety, w zadnej z wyzej cytowanych prac nie podano, o ile uzycie inhibi-
tora byto skuteczne ani nie oznaczono aktywnos$ci endogennych proteaz
w badanym materiale.

Il. Heksokinaza drozdzowa (EC 2.7.1.1)

Szczegoblne zainteresowanie budzi polimorfizm heksokinazy Saccharo-
myces cerevisiae. Enzym ten zostal odkryty przez Meyerhofa w 1927
roku i od tego czasu jest on przedmiotem badan. Przeglagdu nowszych prac
dotyczacych heksokinaz dokonat Colow ick (28).

Posta¢ krystaliczng heksokinazy drozdzowej otrzymali po raz pierwszy
w 1946 roku Kunitz i McDonald (29) stosujagc frakcjonowanie siar-
czanem amonowym i etanolem. Nowszymi metodami enzym Kkrystaliczny
otrzymali w 1962 r. Darrow i Colowick (30). Czysty wedtug daw-
nych kryteriow preparat dawat podczas chromatografii na DEAE-celulozie
5—6 aktywnych form, ktére eluowano badz gradientem pH badZz gradien-
tem soli. Nastepnie stwierdzono, ze zachowanie sie frakcji mozna zmienic
pod wptywem trypsyny lub chymotrypsyny (31). Nie brano wtedy pod
uwage mozliwosci dziatania wewnatrzkomoérkowych proteaz (mimo ze
pierwszym etapem oczyszczania byta wiasnie autoliza komorek), poniewaz
surowe ekstrakty do$¢ ditugo pozostawaly aktywne. Dopiero w latach
1964—1969 wyszto na jaw, ze formy wielorakie preparatu Darrow-Colo-
wicka sg produktami proteolizy. Okazato sie bowiem, ze obecne w ekstrak-
cie proteazy ulegaly zageszczeniu podczas oczyszczania zyskujgc na sku-
tecznos$ci w miare eliminacji biatek balastowych. Znaczaca proteoliza mogta
zachodzi¢ w zawiesinie siarczanu amonowrego nawet przy 4°C (32).
W 1966 r. Lazarus i wsp. (33) okreslili doktadnie aktywno$é proteoli-
tyczng na gtdwnych etapach oczyszczania i opracowali metode wyklucza-
jacg powstawanie artefaktow. W tym celu juz na poczatku preparatyki
zastosowano inhibitor proteolizy w postaci dwuizopropylofluorofosforanu
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oraz szybka eliminacje proteaz na zywicach jonowymiennych i zelu Sep-
hadex.

Historie badan nad heksokinazg mozna zatem podzieli¢ nieco schema-
tycznie na dwa etapy: przed rokiem 1966 i po tym roku. Obecnie przyjmu-
je sie za fakt obecno$¢ w komorkach drozdzy dwoéch natywnych izoenzy-
moéw P-1 i P-1l, nazwanych tak wedtug kolejnosci eluowania z kolumny
DEAE-celulozowej gradientem pH (28). Wymienione formy sa chemicznie
i serologicznie rézne i nie dajg sie przeprowadzi¢ jedna w drugg. Aktyw-
nosci swoiste wynosza odpowiednio 200 i 800 j./mg biatka w pH 8—9 przy
30°C. lzoenzym P-I jest 2,6 razy bardziej aktywny wzgledem fruktozy niz
glukozy, podczas gdy dla P-11 odpowiedni iloraz aktywnos$ci wynosi 1,3 (32).
Wymienione stosunki dotyczg rowniez form zmodyfikowanych. Na tej pod-
stawie mozna okresli¢ rodzaj izoenzymu w preparatach handlowych. Tak
np. preparat f-my Boehringer zawiera gtownie natywny izoenzym P-I, na-
tomiast preparaty innych firm zawierajg albo P-IlI albo jego zmodyfiko-
wane pochodne (28). Nalezy doda¢, ze trypsyna w iloSci okoto 1% wagi
heksokinazy powoduje catkowitg inaktywacje tego enzymu. Glukoza wy-
wiera dziatanie ochronne, jakkolwiek nie chroni przed modyfikacja, lecz na
odwrot wzmaga ja. W ten sposéb moga powstawaé pochodne S-1 i S-11 (31).
Sa one tak samo aktywne jak P-1 i P-Il, ale réznig sie szybkoScig migracji
w polu elektrycznym. W poréwnaniu do form natywnych, formy zmody-
fikowane majg bardziej kwasny charakter i eluujg sie z DEAE-celulozy
przy wyzszym stezeniu soli.

Jednoczes$nie zostaly rozstrzygniete spory dotyczace ciezaru czastecz-
kowego heksokinazy drozdzowej: 100 000, 50 000 czy 25 000? Obecnie wia-
domo, ze enzym natywny jest homodimerem o ciezarze okoto 100 000, i ja-
ko taki w odpowiednich warunkach dysocjuje na dwa monomery (34) tatwo
ulegajace proteolitycznej modyfikacji. Przemiana formy natywnej w zmo-
dyfikowang polega na oderwaniu peptydu ztozonego z 11 aminokwasow:
Val-His-Leu-Gly-Pro-Lys-Lys-Pro-Glu-Ala-Arg, ktory to peptyd moze
ewentualnie ulec dalszemu rozbiciu pomiedzy resztami lizyny. Warto za-
uwazyé wybitnie zasadowy charakter tego peptydu. Z badan krystalogra-
ficznych wynika (35), ze dwie identyczne podjednostki potgczone sg hete-
rologicznie, tzn. ich miejsca wigzania znajdujg sie w ré6znym lokalnie oto-
czeniu.

Warto$¢ 25 000 daltondw dotyczy produktu dalszego rozktadu mono-
merow, np. podczas elektroforezy w S$rodowisku zawierajgcym siarczan
dodecylu. Detergent ten powoduje denaturacje biatka, a przez to utatwia
dziatanie Sladowym ilosciom proteaz (36).

Wyodrebnienie dwéch natywnych form heksokinazy w postaci czystej
umozliwito podjecie badah nad ich strukturg. Stwierdzono m.in., ze izoen-
zymy P-1 i P-11 ro6znig sie zawartoscig waliny, leucyny, izoleucyny, fenilo-
alaniny, proliny i histydyny. Natomiast w obu przypadkach C-terminalnym
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aminokwasem jest alanina, a NH2 terminalnym aminokwasem — walina.
Dostatecznie wyrazne roznice w sktadzie aminokwasowym wskazujg, ze
te dwa izoenzymy powstaty skutkiem duplikacji genu i rozbieznej ewolu-
cji. Istotnie, antysurowice otrzymane pod wptywem P-I lub P-Il sg wysoko
swoiste i nie dajg reakcji krzyzowych. Stwierdzono ponadto, ze oba izo-
enzymy wystepujg rowniez w szczepie haploidalnym, a zatem nie pochodzg
od alleli pojedynczego locus.

W odrdznieniu od izoenzymu P-I, izoenzym P-11 aktywuje sie pod wpty-
wem niektorych metabolitow, jak cytrynian i 3-fosfoglicerynian (37). Ki-
netyka reakcji ujawnita szereg cech szczeg6lnych, ktére prawdopodobnie
majg zwigzek z regulacja glikolizy.

I1l. Fosfotransferaza polifosforan: glukoza (EC 2.7.1.63)

W przeciwienstwie do heksokinazy drozdzowej, ktéra zyskata range
enzymu modelowego w klasie transferaz i jest bardzo intensywnie badana,
nic nie wiemy o polimorfizmie heksokinaz bakteryjnych. Pewien wyjatek
moglyby stanowié¢ niedawno otrzymane wyniki badain nad polifosforanowg
glukofosfotransferazag. Wymieniony enzym Kkatalizuje fosforylacje gluko-
zy i glukozaminy przy uzyciu nieorganicznych polifosforanow
(Mel+ H)n+2Pn0 3n+l, ktorych stopien kondensacji wynosi co najmniej 4
reszty fosforylowe na czasteczke.

Polifosforanowa glukofosfotransferaza (glukokinaza) odkryta po raz
pierwszy u mykobakterii (38—41), wystepuje réwniez w komérkach Co-
rynebacterium (42—44), Nocardia (45), Mycococcus i Micrococcus (46) i in.
(47, 48). Ostatnio otrzymano z Mycobacterium tuberculosis H3Ra elektro-
foretycznie homogenny preparat tej glukokinazy (49). Okoto 600-krotnie
oczyszczony enzym o masie czasteczkowej 118 000 dawat jedno pasmo biat-
ka i aktywnosci w zelu poliakryloamidowym (Ryc. 1) oraz jedng linie pre-
cypitacyjng w reakcji z antysurowicg krolicza (Ryc. 2).

W poréwnaniu z preparatem koncowym, elektroforeza kilkakrotnie
oczyszczonego enzymu ujawnita nie jedno, a cztery pasma aktywnosci (50).
Frakcja najszybciej migrujgca reagowata tylko z ATP, natomiast trzy in-
ne wykazywaty aktywnos$¢ wzgledem polifosforanu i — w mniejszym stop-
niu — wzgledem ATP. Stosujac frakcjonowanie na kolumnach Sephadex
G-200 i DEAE-celulozy udato sie rozdzieli¢ trzy heteromorfy, z ktorych je-
den o szczegdlnie wysokim ciezarze czasteczkowym ulegat w odpowied-
nich warunkach degradacji do izoenzymu o ciezarze okoto 120 000.

Przeprowadzajac metodag elektroforezy wstepny screening kilkunastu
gatunkdéw Mycobacterium i Nocardia stwierdzono w kazdym przypadku
wieloraki charakter badanej fosfotransferazy (O. Szymona, dane nie
publikowane).

Nalezy doda¢, ze aktywnos$¢ proteolityczna surowego ekstraktu z M. tu-
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Rye. 1. Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym
koncowego preparatu polifosforanowej glukofos-
fotransferazy z Mycobacterium tuberculosis
H3MRa (49).

Biatko wybarwione czernia amidowa.

Ryc. 2. Immunodyfuzja w zelu agarowym preparatow polifosforanowej glukofosfo-

transferazy z M. tuberculosis H3/Ra wobec antysurowicy krdliczej (49).
Preparat enzymatyczny z ostatniego etapu oczyszczania na fotografii po prawej stronie.
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berculosis H3/MRa oznaczona przy uzyciu kazeiny (Tris-HCI, pH 7,4; 36°C)
odpowiadata aktywnos$ci okoto 7 ug trypsyny/mg biatka. W toku sg badania
majace na celu ustalenie ewentualnego wptywu endogennych proteaz na
zachowanie sie wielorakich form polifosforanowej glukofosfotransferazy.

©

Ryc. 3. Schemat elektroforezy w zelu poliakrylo-
amidowym 3-krotnie oczyszczonego preparatu po-
lifosforanowej glukofosfotransferazy z M. tuber-
culosis H3MRa (50).

Aktywno$¢ oznaczano w mieszaninie zawierajacej:
Tris-HCIl (pH 8), glukoze, MgCl», NaCl, donator grup
— fosforylowych - polifosforan nieorganiczny (a) lub ATP

@ (b), NADP, dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu, biekit
(o} b nitrotetrazoliowy, metosiarczan fenazyny i agar.

IV. Uwagi koncowe

Omowione wyzej publikacje dowodzg wystepowania u drobnoustrojéw
wiekszosSci wymienionych przez IUPAC-IUB Komisje d/s Nomenklatury
Biochemicznej grup mnogich form enzymoéw (51). Szczegdlnie czesto poli-
morfizm biatek przejawia sie polimerycznoscig podjednostek. Nalezy sg-
dzi¢, ze zdolno$¢ komorki do tworzenia wiekszych jednostek z mniejszych
stanowi skuteczny a zarazem powszechny mechanizm adaptacyjny. Waz-
nym zadaniem biochemii dynamicznej bedzie wyjasnienie roli poszczego6l-
nych mnogich form in vivo. W dotychczasowym piSmiennictwie tylko nie-
liczne prace dostarczajg konkretnych informacji na ten temat. W zwigzku
z tym rodzi sie pytanie, w jakim stopniu formy wielorakie stanowia u drob-
noustrojow produkt selekcyjnego nacisku srodowiska, a w jakim genetycz-
nego dryfowania neutralnych mutacji. Z tego punktu widzenia bardzo po-
zadane bytoby rozszerzenie badan na izoenzymy réznigce sie aminokwasa-
mi o charakterze obojetnym. Badania polimorfizmu biatek drobnoustro-
jow sg pozadane rowniez ze wzgledu na mozliwos¢ wyjasnienia spornych
problemoéw taksonomicznych, niejednokrotnie bardzo trudnych w mikro-
biologii.
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European Journal of Biochemistry istnieje juz 10 lat. Pierwszy numer pisma uka-
zat sie w marcu 1967 r. W tymze roku wpiyneto do Redakcji 385 maszynopiséw prac,
z czego zakwalifikowano do druku 65%. Liczba nadsytanych prac wzrastata z roku na
rok, by w 1976 r. osiggna¢ liczbe 1221. Utrzymat sie jednak nadal na tym samym pozio-
mie, a nawet nieznacznie wzrastat, procent maszynopiséw odrzucanych (39% w 1976 r.).

European Journal of Biochemistry prenumerowato w 1976 r. 2298 abonentow.
W ostatnich latach notuje sie staty spadek liczby abonentéw (najwyzsza w 1970 r. wy-
nosita 2643).

Wiekszo$¢ prac drukowanych w European Journal of Biochemistry pochodzi
z Europy (w 1976 r. 82%, tacznie z lzraelem), w tym najwiecej z R.F.N. (21%) oraz
z Francji i Wielkiej Brytanii (po 14%). Spoza Europy najwiecej opublikowanych prac
pochodzito z U.S.A. (9,5% wszystkich prac wydrukowanych w 1976 r.). Udziat prac
z Belgii, Holandii, Szwecji, Szwajcarii i Japonii utrzymywat sie w granicach 3%—5%.
Prace z ZSRR stanowity 2,3%, z Polski i Wegier po 0,9%, z Czechostowacji 0,4%,
z Butgarii i NRD po 0,3%.

Zesp6t redakcyjny sktada sie obecnie (maj 1977 r.) ze 102 os6b. Sg to: redaktor
honorowy — sir Hans Krebs, redaktor naczelny — Claude Liébecq, 20 cztonkéw ko-
mitetu redakcyjnego i 80 cztonkow tak zwanego komitetu doradczego czyli statych re-
cenzentdw pisma. W$rdd tych ostatnich jest trzech biochemikdéw z Polski (profesoro-
wie David Shugar, Maciej Wiewiorowski i Lech Wojtczak).

Doch6d ze sprzedazy European Journal of Biochemistry zasila fundusz stypen-
dialny FEBS. Korzystaja z niego mtodzi biochemicy z krajéw nalezacych do Federacji,
bioragcy udziat w kursach organizowanych przez FEBS.
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Heksokinaza (ATP: heksozo-6-fosfotransferaza E. C. 2.7.1.1.), fosfofruk-
tokinaza (ATP: D-fruktozo-6-fosforano fosfotransferaza E. C. 2.7.1.11) i ki-
naza pirogronianowa (ATP: pirogronian fosfotransferaza E. C. 2.7.1.40) ka-
talizujg praktycznie jedyne nieodwracalne i zarazem najwolniej przebiega-
jace reakcje ciggu glikolitycznego. Z tego powodu nazwano je ,kluczowy-
mi” i ,,ograniczajagcymi” enzymami ciggu. Przypisuje sie im duze znaczenie

*) Dr, Zesp6t Neurochemii, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
ul. Dworkowa 3, 00784 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrotéw: G-6-P — glukozo-6-fosforan; F 6-P — fruktozo-6-
-fosforan; MgATP-2 — jednozasadowa sél magnezowa adenozynotrdjfosforanu; ADP —
adenozynodwufosforan; AMP — adenozynomonofosforan.
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regulacyjne, zwilaszcza, ze sg to enzymy allosterczne, wrazliwe na dziatanie
niskoczasteczkowych modulatorow (1,2).

Pierwszy z tych enzymdw zapoczatkowuje katabolizm glukozy (lub in-
nych heksoz), ktdra przeksztatca sie kolejno w szereg posrednich zwigzkow
w ciggu glikolitycznym a nastepnie ulega catkowitemu utlenieniu w cyklu
kwasow trdjkarboksylowych. Reakcja fosforylacji glukozy przez ATP
w obecnosci jonow Mg2+ katalizowana przez heksokinaze przebiega w na-
stepujacy sposob:

Glukoza + MgATP 2" heksokinaza G—6—P 2~+ ADP3- + Mg+ +H +

Heksokinaza jest szeroko rozpowszechniona w tkankach zwierzecych,
niektdre elementy budowy tego enzymu i jego pewne wiasciwosci wyka-
zuja jednak znaczny stopien swoistosci tkankowej.

Heksokinazy cechujg sie na ogét brakiem specyficznosci wobec fosfory-
lowanego cukrowca, sg natomiast wysoko swoiste w stosunku do drugie-
go substratu — MgATP2- (3). Wiadomo jednak, ze jedynym fizjologicznym
substratem heksokinazy mdzgu jest glukoza, chociaz in vitro, enzym ten
podobnie jak heksokinazy innych tkanek, moze fosforylowac¢ takze inne
heksozy (3). Przemiana glukozy zatem, jest jedynym zrddiem energii wy-
korzystywanym przez mézg do wytwarzania i utrzymania charakterystycz-
nego dlan potencjatu elektrycznego, jak rowniez gradientu stezen jondéw.

Niniejszy artykut omawia wiasciwosci i mechanizm dziatania heksoki-
nazy mozgu, niektore elementy regulacji tego enzymu oraz jego znaczenie
w stanach niedotlenienia mozgu.

I. Rozmieszczenie subkomforkowe heksokinazy moézgu

1-1. Heksokinaza cytoplazmatyczna i mitochondrialna

Heksokinaza mozgu wystepuje gtownie we frakcji mitochondrialnej
(okoto 80°/o) oraz w cytosolu (okoto 20°/0) (4—11). Enzym zwigzany z mito-
chondriami wystepuje w dwoéch formach. Aktywnos$¢ jednej z nich mozna
oznaczy¢ bezposrednio w mitochondriach, jest to wedtug nomenklatury
angielskiej overt form; aktywno$¢ drugiej mozna oznaczy¢ dopiero po
zniszczeniu struktury mitochondriow (latent form). Wedlug Wilsona
(12) forma overt zwigzana jest z mitochondriami natomiast forme latent
stanowi heksokinaza mitochondriéw synaptosomalnych, ktérymi zawsze za-
nieczyszczone sg wolne mitochondria.

Istniejag kontrowersyjne dane co do lokalizacji heksokinazy w mito-
chondriach. Jedni autorzy twierdzg, ze heksokinaza zwigzana jest z zew-
netrzng btong mitochondrialng (13— 15) drudzy, ze z wewnetrzng (16, 17).
By¢ moze, heksokinaza mitochondriéw moézgu, podobnie jak to sugeruje
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Ilackenbrok (17) dla enzymu watroby, wystepuje w kanatach tgcza-
cych zewnetrzng i wewnetrzng btone mitochondriéw. Niezgodnosci te sa,
jak sie wydaje, przyjnamniej po czesci spowodowane niedoskonatoscig
stosowanych dzi§ metod otrzymywania bton mitochondrialnych.

Pod wptywem réznych czynnikdw uwalnia sie heksokinaze z mito-
chondriow. Stosowano do tego celu elektrolity o r6znej sile jonowej i pH
(18, 19) detergenty jonowe i niejonowe (19), szok osmotyczny (15) a takze
niektére naturalne metabolity ciggu glikolitycznego: ATP, G-6-P i F-6-P
(13, 14). Catkowite przejscie heksokinazy mitochondrialnej do supernatan-
tu zaobserwowano na przyktad pod wptywem 10 mM buforu fosforanowe-
go o pH 7,0, zawierajgcego 0,9 M chlorek sodowy, lub 0,4 M chlorku sodo-
wego zbuforow”anego przy pH 4,0 (19) albo tez pod wptywem 0,154 M bu-
foru weglanowego o pH 5,0 (20). Mniej efektywne okazaty sie Triton X-100,
dezoksycholan sodowy i Tween 80 (19).

Wydaje sie wiec, ze enzym ten jest zwigzany z blonami przede wszyst-
kim wigzaniami o charakterze jonowym ale nie bez znaczenia sg takze in-
terakcje hydrofobowe. Egger i Rapapport (21) sugeruja, ze w wig-
zaniu wielu enzymoéw z mitochondriami uczestnicza imidazolowe grupy
histydyny biatka enzymatycznego, jonizacja tych grup prowadzi bowiem do
uwolnienia enzymu. Podobnie mogtoby byé w przypadku heksokinazy.
Uwalniajgce dziatanie ATP, G-6-P i F-6-P, w stosunku do ktérych heksoki-
naza wykazuje powinowactwo, sugeruje, ze zmiana konformacji w wyniku
zwigzania liganda moze by¢ wystarczajgca do pokonania sit wigzacych en-
zym z mitochondriami. Potwierdza to niekowalencyjny charakter tych od-
dziatywan i pozwala przypuszczaé, ze zwigzki te mogg wywiera¢ dziatanie
regulujace nie tylko bezposrednio na aktywno$¢ heksokinazy, ale takze po-
przez zmiany rozmieszczenia enzymu w komorce.

1-2. Fizjologiczna rola heksokinazy mitochondrialnej

Nie ma watpliwosci co do roli heksokinazy cytoplazmatycznej, ktéra
katalizuje przemiany zachodzace gtéwnie w cytoplazmie, takie jak: gliko-
liza, cykl pentozowy, glukoneogeneza. Natomiast brak jest jednoznacznej
odpowiedzi na pytanie, jaka role peini heksokinaza zwigzana z mitochon-
driami. G ot s (22) uwaza, ze heksokinaza mitochondrialna jest regulatorem
oksydacyjnej fosforylacji. Wedtug jego hipotezy ATP pochodzagcy z tani-
cucha oddechowego bierze udziat w fosforylacji glukozy w obecnos$ci hekso-
kinazy mitochondrialnej, powstajgcy zas ADP moze by¢ powtdrnie wyko-
rzystany przez mitochondria. Aktualny poziom ADP, z kolei bedzie regulo-
wac¢ szybkos$¢ tancucha oddechowego. Podobne sugestie wysuwa Rose
i wsp. (23) co do heksokinazy nowotworéw. Broniszewska i wsp. (20)
sugeruja, ze heksokinaza mitochondrialna stanowi zapas enzymu, ktéry
w warunkach deficytu energetycznego komorki, moze by¢ uwolniony do

2 Postepy Biochemii
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cytoplazmy, zwiekszajac tam stezenie enzymu i powodowa¢ wzmozenie
aktywnosci glikolitycznej komorki. Podobng hipoteze wysuwa Wilson
(24): heksokinaza mitochondrialna mogtaby by¢é réwniez wykorzystana
przez cytoplazme wtedy, gdy komorka wykazuje wieksze zapotrzebowanie
energetyczne na przyktad podczas pobudzenia elektrycznego o$rodkowego
uktadu nerwowego. Inni autorzy (10) uwazaja jednak, ze heksokinaza mi-
tochondrialna nie ma zadnej roli fizjologicznej. Ostatnia sugestia wydaje
sie by¢ niestuszna ze wzgledu na obserwowane zmiany w aktywnosci tego
enzymu w zaleznosci od warunkow energetycznych w jakich w danej chwi-
li znajduje sie osrodkowy uktad nerwowy.

1-3. Zaburzenia w rozmieszczeniu heksokinazy mézgu w niedotlenieniu

Hypoksja azotowa *>wywotuje obnizenie aktywnos$ci heksokinazy méz-
gu wystepujacej we frakcji mitochondrialnej z jednoczesnym wzrostem
aktywnosci enzymu w cytoplazmie (20). Odwrotne zjawisko odnotowano
w ischemii, w przypadku heksokinazy mozgu kurczat: aktywno$¢ enzymu
rosta w mitochondriach natomiast malata w cytoplazmie (29). Autorzy obu
doniesief tlumaczg zaobserwowane zjawisko jako wynik przemieszczenia
sie enzymu z mitochondriow do cytoplazmy lub odwrotnie. Przyczyny
i mechanizm redystrybucji enzymu nie zostaly dotad wyjasnione. Mozna
tu rozpatrywac szereg mozliwosci. Na uwage zastugujg przede wszystkim
zmiany stezenia glukozy w komdrkach mézgu w obu rodzajach niedotlenie-
nia. W hypoksji azotowej wystepuje wzrost stezenia substratu w tkance
(dane wtasne niepublikowane) w ischemii za$ poziom glukozy maleje (29).
Wydaje sie wiec, ze stezenie glukozy, ktora jest substratem heksokinazy
moze by¢ regulatorem rozmieszczenia enzymu w komérce. Bytoby to zgod-
ne z omoéwiong juz koncepcjg fizjologicznej roli heksokinazy mitochon-
drialnej. Zwiekszone stezenie glukozy w hypoksji azotowej uruchomiatoby
przemieszczenie sie enzymu w ,kierunku” substratu, a wiec z mitochon-
driow do cytoplazmy. Odwrotne zjawisko wystepowatoby w ischemii gdzie
poziom glukozy w komdrce zmniejsza sie. Nalezy tu wspomnieé, ze do-
Swiadczalna hyperglykemia wywotuje takze uwalnianie sie heksokinazy
z mitochondriéw do cytoplazmy (29). Przedstawiona koncepcja nie wyjas-
nia oczywiscie mechanizmu redystrybucji. Nalezy réwniez wzig¢ pod uwa-
ge wystepujace w niedotlenieniu obnizenie sie pH tkanek jako potencjalny
czynnik uwalniania sie heksokinazy z mitochondriéw. Taki bowiem efekt

*) Niedotlenienie wywotane przez przetrzymywanie zwierzat w atmosferze azotu.
Po wystgpieniu pierwszych objawéw klinicznych niedotlenienia (okoto 1,5—2 min)
takich jak bezdech, porazenie kofczyn, zwierzeta poddawano reanimacji. Po ustapieniu
objawOw, zwierzeta umieszczano ponownie w komorze z przeptywajgcym azotem do
powtdérnego wystgpienia objawdw niedotlenienia. Lgcznie zabieg ten trwat 30 min.
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obserwowano w eksperymentalnej kwasicy oddechowej (20). Ta interpre-
tacja pozostawataby w zgodzie z obserwacja, ze hypoksja azotowa nie po-
cigga za sobg przemieszczenia sie enzymu u z6twi morskich (20), zwierzat
filogenetycznie prymitywnych, majgcych znacznie wiekszg pojemnos¢ bu-
forowa krwi niz szczury (30). Nalezy dodaé, ze niedotlenienie nie zawsze
wywotuje zmiany w rozmieszczeniu enzymu. W dosSwiadczalnym zatruciu
zwierzat tlenkiem wegla obserwowano obnizenie sie aktywnosci heksokina-
zy mitochondrialnej bez zmian w aktywnosci heksokinazy cytoplazmatycz-
nej (31). Natomiast w moézgach zwierzat poddanych hypoksji kragzeniowej
stwierdzono zwigkszenie sie aktywnos$ci heksokinazy w cytoplazmie bez
zmian w mitochondriach (32). W tych dwéch przypadkach mozna moéwic
0 inhibicji i stymulacji aktywnosci enzymu. Inhibicje aktywnosci mogtyby
wywotywac na przykiad nagromadzajace sie podczas niedotlenienia wolne
kwasy ttuszczowe, ktére hamuja ten enzym in vitro (33).

Reasumujagc mozna powiedzie¢, ze w zaleznosci od wieku (nie obserwo-
wano redystrybucji enzymu u pieciodniowych szczuréw) (20) i gatunku
zwierzat, obserwowano rézne zmiany w aktywnos$ci enzymu #gcznie z jego
przemieszczaniem w komorce.

Il. Skiad izoenzymatyczny

Heksokinaza tkanek szczura wystepuje w czterech formach molekular-
nych, ktére mozna wykry¢ dzieki elektroforezie w zelu skrobiowym (25).
Oznaczono je kolejnymi cyframi rzymskimi w porzadku wzrastajacej ru-
chliwosci w zelu. Formy te roznig sie niektérymi wiasciwosciami katali-
tycznymi. Na przyktad izoenzym Il w przeciwienstwie do pozostatych jest
hamowany przez nadmiar substratu, ujawnianie jego aktywnos$ci w zelu
wymaga wiec specjalnego postepowania. Roznice dotycza takze powino-
wactwa w stosunku do glukozy, co wyraza sie odmiennymi wartoSciami
statej Michaelisa, ktére dla izoenzyméw I—IV wynoszg odpowiednio
10-5 M, 10-4 M, 10~6M, 10~2M. Poszczegdlne izoenzymy sg w réznym stop-
niu wrazliwe na denaturacje termiczng. Najbardziej labilne sg formy Il
1111. Jednoczesnie sg one w najwiekszym stopniu chronione przez substrat
(glukoza). Natomiast substrat nie wywiera ochronnego dziatania na izoen-
zym |V, ktérego powinowactwo do glukozy jest niewielkie (wysoka stata
Km i tylko w niewielkim stopniu chroni izoenzym 1.

Izoenzymy |, Il, Il znaleziono prawie we wszystkich badanych tkan-
kach, izoenzym IV zaobserwowano tylko w watrobie. W moézgu wystepuja
gtéwnie izoenzym | oraz $ladowe ilosci izoenzymu Il i Ill. Badajac po-

szczegOlne frakcje komorkowe mézgu stwierdzono (26), ze taki skiad izo-
enzymatyczny jest charakterystyczny dla heksokinazy cytoplazmatycznej,
poniewaz w mitochondriach wystepuje tylko izoenzym I. Wilson (27)
jednak badajac witasciwosci elektroforetyczne i kinetyczne heksokinazy

2%
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mitochondrialnej i cytoplazmatycznej nie stwierdzit zasadniczych réznic
pomiedzy tymi dwiema heksokinazami. Otrzymano takze kontrowersyj-
ne wyniki co do wystepowania réznych form heksokinazy w gleju i neuro-
nach. Wedlug Wilsona (28) nie ma zasadniczych ilosciowych réznic
w zawartosci heksokinazy w gleju i neuronach, podczas gdy Big1i wsp.
(26) sugeruja, ze forma cytoplazmatyczna wystepuje w komérkach glejo-
wych, mitochondrialna za§ w neuronach.

Interesujgce dane co do wptywu insuliny na tkanki w zaleznosci od wy-
stepujacych w nich form heksokinazy przedstawia K atzen (25). Wedtug
tego autora istnieje Scista zalezno$¢ pomiedzy poziomem insuliny a aktyw-
noscig heksokinazy. Szczeg6lnie izoenzym |l jest wrazliwy na obecno$é
hormonu. Istniejg hipotezy, ze regulacyjne dziatanie insuliny dotyczy po-
ziomu enzymu w komoérce a nie konformacyjnej modyfikacji czasteczki he-
ksokinazy. Stwierdzono takze, ze tkanki wrazliwe na dziatanie insuliny
(miesnie szkieletowe, serce, tkanka tluszczowa miodych zwierzat) zawie-
rajg gtownie izoenzym Il. Tkanki niewrazliwe na dziatanie insuliny (moézg,
nerki, ptuca, $ledziona) zawierajg w przewazajacej ilosci izoenzym 1 i $la-
dowe ilosci izoenzymu Il i 11l (25).

HI. Wiasciwosci molekularne

Badania Wilsona (27), a takze Biegta i wsp. (26) wykazaty, ze
heksokinaza zwigzana z mitochondriami nie r6zni sie pod wzgledem wiasci-
wosci molekularnych od enzymu wystepujgcego w cytoplazmie.

Chou i Wilson (34) uzyskali heksokinaze mézgu szczura w stanie
czystym, stosujac swoiste uwolnienie enzymu z frakcji mitochondrialnej
glukozo-6-fosforanem (ktory jest produktem reakcji katalizowanej przez
enzym i jednoczes$nie jego inhibitorem) oraz chromatografie na wymie-
niaczu anionowym. Otrzymany preparat spetniat szereg kryteriow homo-
gennosci, miedzy innymi, po energicznej denaturacji réznymi czynnikami,
podczas elektroforezy na zelu poliakryloamidowym w obecnosci SDS, we-
drowat jako pojedynczy prazek biatkowy. Okazato sie, ze enzym ten jest
pojedynczym tafAcuchem polipeptydowym o masie czasteczkowej 97 000—
98 000 daltonow (34); podobng warto$¢ wyznaczono réwniez dla heksokina-
zy mozgu wotu (35). W roztworach o niskiej sile jonowej (34) lub w obec-
nosSci glukozo-6-fosforanu (35) heksokinaza agreguje najczeSciej tworzac
dimer. Zjawisko to najprawdopodobniej byto przyczyna otrzymania przez
Teichgrabera i Bisolda (18) wyzszej wartosci masy czasteczkowej (182 000
daltonéw).

Heksokinaza z tatwos$cig tworzy kompleksy z fosfolipidami. Powstaja
w ten sposéb agregaty o tak duzej masie czasteczkowej, ze podczas
preparatyki enzymu obserwuje sie czasem wystepowanie aktywnosci row-
niez we frakcji nieopdznianej podczas saczenia molekularnego w zelu
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Sephadex"G-200 (36). Ekstrakcja etanolem lub trawienie fosfolipazg A
uwalniato jednak enzym z kompleksu z fosfolipolipidami, we frakcji etano-
lowej stwierdzano obecnos$¢ fosfatydylocholiny (36). Postuluje sie wiec, ze
in vivo, heksokinaza moze wystepowaé w potaczeniu z wieloma czastecz-
kami tego zwigzku (36, 37).

Skiad aminokwasowy heksokinazy mdzgu szczura i wotu przedstawiono
w Tabeli 1. Poza zawartoscig proliny, ktéra byta wyraznie wyzsza w przy-
padku enzymu szczura nie zaobserwowano powazniejszych réznic gatun-
kowych. Wydaje sie jednak, ze w obu enzymach mozna oczekiwa¢ okoto
90% identycznosci sekwencji (34). Najliczniej reprezentowane sg kwas as-
paraginowy, kwas glutaminowy, leucyna i glicyna, natomiast w niewielkich
iloSciach wystepujg tyrozyna i. metionina. Przewaga aminokwasow dwu-
karboksylowych nad zasadowymi ttumaczy stosunkowo niska warto$é
punktu izoelektrycznego heksokinazy (20, 38). Aminokwasem koncowym
z wolng grupg aminowg jest glicyna.

Tabela 1

Sktad aminokwasowy heksokinazy mozgu szczura i wotu

mole aminokwasu

Aminokwas mel histydyny
Szczur *> Wot >
Kwas asparaginowy 5,40+0,01 5,00
Treanina 2,77+0,01 2,83
Seryna 2,63+0,03 2,83
Kwas glutaminowy 4,93+0,07 5,33
Prolina 1,96+0,07 1,17
Glycyna 4,4240,17 4,33
Alanina 2,64+0,04 2,66
Walina 3,60+0,07 3,17
Cysteina 1 Slady
Metionina 1,64+0,09 1,67
Izoleucyna 2,74+0,04 2,33
Leucyna 4,62+0,11 4,83
Tyrozyna 1,11+0,03 1,00
Fenyloalanina 2,07+0,04 2,17
Lizyna 3,28+0,08 317
Histydyna 1,00 1,00
Arginina 3,05+0,06 2,50

*) Wyniki wedtug (34)
**) Wyniki wedtug Schwartza i Bosforda (45)

Heksokinaza mézgu szczura zawiera czterna$cie (39), a enzym mozgu
wotu — dwanascie (40) grup sulfhydrylowych reagujacych z 5,5-dwutio-
-bis-(2-nitrobenzoesanem) (DTNB). Mozna je podzieli¢ na trzy klasy roz-
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nigce sie istotnie reaktywnoscia z tym odczynnikiem. Zalezno$¢ pomiedzy
reaktywnoscig grup sulfhydrylowych a aktywnos$cig enzymatyczng pozwala
wnioskowaé, ze dwie wzmiankowane reaktywne grupy majg zasadnicze
znaczenie dla aktywnosci, podczas gdy trzy grupy szybko reagujace jak
réwniez dziewie¢ grup trudno dostepnych dla DTNB wystepuje poza obsza-
rem centrum aktywnego. Podobna reaktywno$¢ grup — SH heksokinazy
mdzgu woktu i szczura stanowi kolejng przestanke daleko idacej homologii
obu enzymow.

IV. Mechanizm reakcji katalizowanej przez heksokinaze
i regulacja aktywnos$ci tego enzymu

Heksokinaza katalizuje reakcje z dwoma substratami (glukoza i kom-
pleks MgATP2-), powstajg tez dwa produkty: glukozo-6-fosforan i ADP.
Badania mechanizmu tej reakcji, a wiec porzadku przytaczania przez en-
zym substratow i uwalniania produktow byty przedmiotem szeregu do-
niesien (41,2). Poczatkowo wydawato sie, ze fosforylacja glukozy katali-
zowana przez heksokinaze mozgu wotu przebiega zgodnie z mechanizmem
Ping-Pong *) to znaczy, ze jeden z produktéw uwalnia sie zanim nastgpi
przytgczenie kompletu substratow (42, 44a). P6zniejsze badania (41, 2) nie
potwierdzity jednak tej hipotezy. Ustalono bowiem, ze:

— oba substraty nie wspotzawodniczg ze sobg 0 enzym (41),

— N-acetyloglukozoamina — inhibitor wigzacy sie z enzymem, lecz nie
ulegajacy przemianie (dead end inhibitor), hamowata kompetycyjnie
reakcje z glukoza (41) Ilub fruktozag (2) a niekompetycyjnie
z MgATP2- (41, 2) jako substratem,

— kolejny inhibitor tego typu — AMP wywierat dziatanie kompety-
cyjne gdy substratem byt MgATP~2i niekompetycyjne w przypad-
ku glukozy (41),

— podobnie, ATP4-i 3, Y-5-adenylo-metyleno-dwufosforan okazaty sie
inhibitorami kompetycyjnymi w stosunku do MgATP2- a mieszany-
mi w stosunku do fruktozy (2).

Wyniki te pozwolity okres$lic mechanizm reakcji jako ,,sekwencyjny
(pierwszy produkt moze pojawic sie dopiero po przytgczeniu obu substra-
téw) i ,,nieuporzadkowany” (kolejno$¢ przytgczania substratow i uwalnia-
nia produktéw nie jest okreslona) z dwoma substratami i dwoma produkta-
mi. Jest to wiec wedtug nomenklatury Clelanda (15) mechanizm ty-
pu BiBi random (symbol ,BiBi” oznacza dwa substraty i dwa produkty).
Reakcje mozna wiec zapisa¢ nastepujgco:

*) Terminologia wg. Clelanda (15).
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EG ATP ADP £ 6-6-p G-6-P
/ \,EGATP —E G-6-P ADP\/ \
’\E ATP/ \E ADP/

ATP G-6-P ADP

Na schemacie zaznaczono tylko jeden kierunek reakcji. Reakcja katali-
zowana przez heksokinaze ssakoéw jest bowiem praktycznie nieodwracalna
w warunach in vivo co odrdznia ja od reakcji katalizowanych przez enzym
drozdzy (31). Ning i wsp. (2) potrafili jednak in vitro skierowac¢ reakcje ka-
talizowang przez heksokinaze mézgu w strone defosforylacji glukozo-6-fos-
foranu stosujgc podwyzszone stezenie Mg++.

Jak juz wspomniano, heksokinaza jest jednym z kluczowych enzyméw
przemiany cukrowcow. Enzym ten musi wiec ulega¢ w organizmie wielora-
kim i skomplikowanym procesem regulacyjnym w zalezno$ci od rodzaju
tkanki i stanu metabolicznego komorki. Procesy te nie sg jeszcze dobrze
poznane. Uwaza sie, ze (42) regulacja heksokinazy moze by¢ realizowana
poprzez:

— bezposrednie modulowanie aktywnosci,

— zmiany rozmieszczenia enzymu w komorce (rownowaga miedzy for-

mg mitochondrialng i cytoplazmatyczng),

— zmiany catkowitej ilosci enzymu w komdrce.

W moézgu, heksokinaza wystepuje w znacznie wigkszej ilosci niz jest to
potrzebne do wytwarzania fizjologicznej ilosci G-6-P (20—30 j.imoli/l g
tkanki/godz) (43), aktywnos¢ jej jest wiec w znacznym stopniu zahamowa-
na (1, 42). Moze to by¢ wynikiem dziatania wielu czynnikéw. Wykazano
bowiem, ze wiele zwigzkéw drobnoczgsteczkowych wystepujgcych w ko-
morce moze in vitro wpltywaé¢ w wiekszym lub mniejszym stopniu na
aktywno$¢ enzymu. Wigzg sie one bgdz z centrum aktywnym badZ z miejs-
cem (lub miejscami) allosterycznymi.

Hamujacy wptyw wywierajg miedzy innymi: ATP, ADP, AMP, GTP,
GDP, ITP, IDP, IMP, CTP, UTP, (3,Y-metyleno-ATP, cykliczny, AMP, 3-
-fosfoglicerynian, N-acetyloglukozoamina, 2-dezoksyglukoza, dezoksy-ATP
i G-6-P, natomiast aktywujace dziatanie wywierajg fosforan nieorganiczny
i jon magnezowy (38, 42—45).

Najwieksze znaczenie in vivo wydaje sie mie¢ hamujace dziatanie pro-
duktéw reakcji — G-6-P i ADP oraz aktywujgce dziatanie fosforanu nie-
organicznego (42).

Stwierdzono (44), ze G-6-P hamuje w znacznym stopniu aktywnos$¢ he-
ksokinazy moézgu szczura i ze efekt ten jest znoszony przez fosforan nie-
organiczny. Poniewaz okazato sig, ze fosforan nie aktywuje enzymu w nie-
obecnosci G-6-P wydaje sie, ze aktywujace dziatanie tego zwigzku polega-
toby rzeczywiscie na usunieciu inhibitora. Wykazano ostatnio (46), ze G-6-P
i fosforan nieorganiczny w fizjologicznych stezeniach wspétzawodniczg ze
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sobg o enzym. Nie wystepuje natomiast konkurencja miedzy fosforanem
nieorganicznym a substratami heksokinazy: glukozg i MgATP2-. Przypusz-
cza sie wiec, ze fosforan nieorganiczny wigze sie z miejscem allosterycznym,
za$ G-6-P w centrum aktywnym lub miejscem allosterycznym, ktdére czes-
ciowo pokrywa sie z centrum aktywnym (47). By¢ moze, heksokinaza wy-
stepuje w dwu stanach konformacyjnych pozostajagcych w réwnowadze.
Konformacja jednego typu faworyzuje wigzanie sie fosforanu nieorganicz-
nego, natomiast enzym znajdujacy sie w innym stanie konformacyjnym nie
przytacza tego zwigzku. Parametry kinetyczne obu konformacji enzymu
sq zblizone poza jedynym wyjatkiem: stata dysocjacji kompleksu — enzym
zwigzany z fosforanem — G-6-P jest bardzo wysoka w pordwnaniu ze
statg dysocjacji kompleksu wolnego enzymu z G-6-P (46). ADP, najsilniej-
szy inhibitor allosteryczny, a takze inne efektory allosteryczne, wigzatyby
sie w innym miejscu allosterycznym odlegtym topologicznie od centrum
aktywnego.

Jak juz wspomniano, stezenie jonéw magnezowych moze mie¢ wplyw
na przebieg reakcji katalizowanej przez heksokinaze. Od stezenia Mg2+ za-
lezy w pewnym stopniu stezenie MgATP2-, ktory jest substratem (a jedno-
czesnie i aktywatorem allosterycznym, (48)). Stezenie jonu magnezowego
moze takze modyfikowaé odpowiedZ enzymu na zmieniajgce sie wartosci
tak zwanego ,energy charge”, a wiec stosunku stezen trzech nukleo-
tydow:

(ATP) + /[(ATP) + (ADP) + (AMP)].

(t adp)

Postulowano takze, ze Mg2+ moze by¢ allosterycznym aktywatorem
heksokinazy (44). Nalezy zaznaczy¢, ze sam transport glukozy do komorki
jest jednym z istotnych czynnikéw regulujgcych aktywno$¢ enzymu.

Zmiany w rozmieszczeniu enzymu w komérce tzn. przechodzenie enzy-
mu zwigzanego z mitochondriami do cytoplazmy podczas niedotlenienia
zwierzat zostaly omdwione w rozdzialach poprzednich. lIstniejg hipotezy
(42), ze powyzsze zjawisko moze odgrywac regulacyjng role rowniez w wa-
runkach fizjologicznych. Mechanizm redystrybucji nie jest w chwili obec-
nej wyjasniony, podkresla sie jednak, ze najwiekszg efektywnos¢ ze zwigz-
kéw fizjologicznych w warunkach in vivo wykazywaly ATP i G-6-P.

Stezenie heksokinazy w komdrce znajduje sie pod kontrolg czynnikéw
hormonalnych i dietetycznych. Wptyw insuliny na stezenie izoenzymu Il
w tkankach zostat omoéwiony w rozdziale Il. Wydaje sie jednak, ze ten typ
regulacji moze dotyczy¢ tylko w niewielkim stopniu heksokinazy mozgo-
wej, poniewaz w mdzgu wystepujg tylko niewielkie ilosci izoenzymu Il.
Brak jest danych co do regulacji stezenia izoenzymu | gtéwnej formy
heksokinazy mdézgowej.

Artykut nadszedt 1.8.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 15.9.1977.
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V. Photoproducts responsible for biological effects of UV-irradiation
V-l. Photoproducts in DNA responsible for mutation
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VII. Chemical mutagenesis and DNA repair processes
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W badaniach nad indukowang mutagenezg wiele uwagi pos$wiecono
produktom powstajgcym w DNA pod wpltywem mutagendéw. Dzieki temu
znacznie wiecej wiadomo obecnie o produktach reakcji w DNA, a w wie-
lu przypadkach o mechanizmie ich powstawania niz o sposobie, w jaki mu-
tacje zachodza w komarce. Jesli chodzi o mechanizm mutagenezy chemicz-
nej, hipoteza btedu parowania (mispairing) przetrwata do niedawna w nie-
zmienionej formie. Zaktada ona, ze mutacja powstaje jako bezpos$redni
wynik btednego parowania zasady zmodyfikowanej przez mutagen (1).
Ostatnie lata przyniosty badania, ktére wskazujg, ze najprawdopodobniej
mutageneza chemiczna, podobnie jak indukowana przez promieniowanie,
zachodzi z udziatem szeregu proceséw komorkowych. Ws$rdd nich istotng
role wydajg sie odgrywac procesy reperacji DNA, a modyfikacja zasady
stanowi jedynie uszkodzenie przedmutacyjne. Udziat proceséw reperacji
uszkodzern DNA najwcze$niej zostat poznfny w mutagenezie indukowanej
przez promieniowanie (2). Obecnie jest coraz wiecej danych, wskazujgcych
na istotng role tych proceséw takze w mutagenezie indukowanej przez
czynniki chemiczne.

I. Mechanizmy reperacji uszkodzen w DNA.

Jak wiadomo DNA jest nos$nikiem informacji genetycznej, w ktorym
zakodowany jest caly zapis informacji determinujgcej funkcje zywej ko-
morki. Jakiekolwiek zmiany w DNA, uszkadzajace ten zapis, prowadzg do
zaburzen proceséw komdrkowych. Jesli dotyczg one proceséw istotnych
dla zywotnosci komorki czy organizmu, konczy sie to Smiercia, a w przy-
padku mniej istotnych funkcji, zmiang wtasciwosci komorki czyli mutacja.
Poniewaz organizmy zywe zawsze byly i nadal sg narazone na dziatanie
niekorzystnych czynnikdw zewnetrznych, uszkadzajacych ich substancje
genetyczng, wyksztalcity szereg mechanizmoéw obronnych, ktére pozwa-
lajg im reperowac uszkodzenia w DNA. Mechanizmy reperacji DNA zostaty
najwczesniej poznane w przypadku uszkodzen fotochemicznych, a dopiero
badania ostatnich lat wykazaty, ze proces ten jest bardziej ogdlny i odnosi
sie takze do innych uszkodzenn DNA. Wiele zasad zmodyfikowanych foto-
chemicznie lub pod wptywem czynnik6w mutagennych i carcinogennych
moze by¢ usuwanych z DNA dzieki mechanizmom reperacyjnym.
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Il. Reperacja uszkodzen fotochemicznych.

Z badan nad fotochemig kwaséw nukleinowych wiadomo, ze gtéwnym
fotoproduktem w DNA sg dimery pirymidyn, ktorym przypisuje sie gtow-
ng role w uszkodzeniach fotochemicznych (3—7). Jednakze udziat w tych
uszkodzeniach innych fotoproduktéw, jak fotohydraty cytozyny lub foto-
produkt tyminy (8, 9) wydaje sie byé réwniez istotny. Swiadczy o tym
istnienie endonukleaz aktywnych wobec DNA zawierajagcego fotoprodukty
inne niz dimery pirymidyn (10—11) oraz DNA zawierajgcego uracyl (12),
a takze istnienie N-glikozydazy uracylowej, ktéra usuwa uracyl z DNA
(13—15). Zrédtem uracylu w DNA moze byé spontaniczna lub enzymatycz-
na dezaminacja cytozyny lub jej fotoproduktow. DNA uszkodzony pod
wptywem promieni UV moze by¢ reperowany w obecno$ci Swiatta na
drodze fotoreaktywacji, lub przez mechanizmy reperacji ciemne;j.

I1-1. Fotoreaktywacja.

Zjawisko fotoreaktywacji jest bardzo szeroko rozpowszechnione w Swie-
cie ro$linnym i zwierzecym. Fotoreaktywacja jest procesem enzymatycz-
nym, w ktérym enzym obecnie zwany fotolazg, reaguje swoiscie z DNA za-
wierajgcym dimery pirymidyn. Pod wpltywem Swiatta widzialnego o dtu-
gosci 310—480 nm rozszczepia on dimery do monomeréw. Proces ten w od-
réznieniu od reperacji ciemnej nie pozostawia zadnych zmian w zapisie
informacji genetycznej (2). Fotolaza zostata wyizolowana i jej wtasciwosci
szeroko przebadane (16—19). Enzym ten jest specyficzny wobec dimerdw
pirymidyn, a nie dziata na inne fotoprodukty badZ uszkodzenia w DNA.

11-2. Reperacje ciemne.

Proces reperacji ciemnej w odroznieniu od fotoreaktywacji nie jest
swoisty dla jednego typu uszkodzern, ale obejmuje réznego typu uszko-
dzenia, zaréwno fotochemiczne jak tez wywotane czynnikami chemicznymi,
mutagenami i karcinogenami. W reperacji ciemnej rozrézniamy dwa za-
sadnicze mechanizmy; reperacje przez wycinanie oraz reperacje postre-
plikacyjna (rekombinacyjng). Obecnie uwaza sie, ze istnieje kilka odgate-
zien tych dwoéch podstawowych proceséw reperacji ciemnej (20).

I1-2-a. Reperacje przez wycinanie.

Reperacji przez wycinanie podlegajg uszkodzenia DNA, ktére nie po-
wodujg bezposrednio pekania tancucha. Mimo obecnosci uszkodzen DNA
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zachowuje ciggto$¢. Zapoczatkowanie procesu reperacji wymaga naciecia
tancucha w poblizu miejsca uszkodzenia przez endonukleaze reperacyjna.
Reperacja przez wycinanie jest procesem wieloetapowym wymagajacym
udziatu kilku enzymoéw. Badania nad identyfikacjg kolejnych etapow en-
zymatycznych prowadzono in vivo przy uzyciu mutantow, pozbawionych
aktywnosci poszczegélnych enzymoéw (21—24), a takze in vitro na DNA
z faga 174 (25) oraz na bakteryjnym DNA transformujgcym (26, 27),
przy uzyciu izolowanych enzyméw. Szczegbtowe omodwienie procesu re-
peracji przez wycinanie zawierajg przeglady Grossmana i wsp. (21)
oraz Pietrzykowskiej i Shugara (28).

Endonukleazy i N-glikozydazy. Grossman i wsp. (21) proponuja
nazwanie endonukleaz reperacyjnych ogoélnym terminem correndonukle-
azy. Correndonukleazy | obejmowatyby endonukleaze rozpoznajgcg uszko-
dzenia typu monoadduktow (produkty alkilacji czynnikami monofunkcyj-
nymi, 5,6-dwuhydroxy-5,6-dwuhydro-tymine (29); miejsca apurynowe
i apirymidynowe (30)) oraz endonukleaze Il (31, 32). Correndonukleazy Il
rozpoznawatyby dwuaddukty, powodujgce wieksze zaburzenia w struk-
turze DNA jak np. fotodimery pirymidyn, oraz wigzania poprzeczne
w DNA. Correndonukleaza Il jest to UV-endonukleaza kodowana przez
geny uvrA iuvrB u E. coli (33), V-gen faga T4 (34), oraz jest to endonukle-
aza, ktora jest uszkodzona w fibroblastach pochodzacych od ludzi cierpia-
cych na Xeroderma pigmentosum (35).

Dotad uwazano, ze pierwszym etapem procesu reperacji przez wycina-
nie jest naciecie przez endonukleaze rozpoznajacg uszkodzenie w DNA (21).
Obecnie uwaza sie, ze odnosi sie to tylko do correndonukleazy Il, natomiast
w przypadku correndonukleazy | dziatanie endonukleazy jest poprzedzone
dziataniem N-gligozydaz a mianowicie, N-glikozydazy uracylowej (14)
i N-glikozydazy 3-metyloadeninowej (14, 36).

N-glikozydazy prawdopodobnie rozpoznajg uszkodzenia wprowadzajace
mate zaburzenia w strukturze DNA. Usuwajg one uszkodzong zasade kata-
lizujac hydrolize wigzania glikozydowego i pozostawiajg miejsce apirymi-
dynowe lub apurynowe. Miejsca apurynowe i apirymidynowe sg rozpo-
znawane i nacinane przez endonukleaze (30). Poczatkowo uwazano, ze jest
to endonukleaza Il, opisana przez Friedberga i Goldtwaitha
(31) jako enzym dziatajacy na alkilowany DNA. Ostatnio donoszono jednak,
ze enzym dziatajacy na alkilowany DNA i enzym aktywny wobec miejsc
apurynowych sg ré6znymi biatkami (32). Wyodrebniono ostatnio szereg no-
wych endonukleaz dziatajacych na uszkodzony DNA (10, 11, 37—44).
Endonukleazy te nie wykazujg swoistosci wobec okre$lonego typu uszko-
dzen w DNA i by¢ moze rozpoznajg one miejsca apurynowe i apirymidy-
nowe, a nie zmodyfikowane zasady. Miejsca apurynowe i apirymidynowe
mogg powstawa¢ w DNA pod wplywem dziatania promieniowania, a takze
czynnikéw chemicznych. Alkilowany DNA moze ulegaé depurynacji spon-
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tanicznej (45) lub enzymatycznej pod wptywem N-glikozydazy adeninowej
(14, 36). Deaminacja cytozyny (spontaniczna (46), pod wptywem ogrzewania
(47, 48), dziatania kwasem azotawym (49), dziatania dwusiarczkiem (50),
lub modyfikacji fotochemicznej (50a)), prowadzi¢ moze, przy udziale N-gli-
kozydazy uracylowej, do powstania miejsc apirymidynowych. N-glikozy-
daza wydaje sie by¢ enzymem wystepujagcym powszechnie (14, 51, 52).
Miejsca apirymidynowe powstajag takze pod wptywem promieniowania
jonizujacego (29). Opisana endonukleaza aktywna wobec DNA traktowane-
go promieniami jonizujgcymi (y-endonukleaza) (41) moze by¢ rowniez
endonukleazg rozpoznajagcg miejsca apirymidynowe. Endonukleaza aktyw-
na wobec miejsc apurynowych dziata takze na miejsca apirymidynowe (30).
Wskazuje to, ze enzym rozpoznaje miejsce pozbawione zasady, bez wzgledu
na to czy usunieta byta pirymidyna czy puryna.

Endonukleazy nacinajace sa swoiste dla uszkodzonego dwupasmowego
DNA, UV-endonukleaza dziata w poblizu pojedynczych dimeréw, ale moze
takze dziata¢ na odcinki zawierajagce szereg dimerdw (trakty dimerow),
a nawet na nienaswietlony DNA z jednoniciowymi petami powstatymi
wskutek obszernych delecji (21). Wcze$niejsze doniesienia o udziale UV-
-endonukleazy w reperacji DNA uszkodzonego'przez czyniki arylalkilujace
jak 7-bromometylo-12-metylobenzeno(a)antracenylo-7-metylo-adenina (53)
zostaly podwazone przez Kirtikar i wsp. (54), ktérzy wykazali, ze pro-
dukty arylalkilacji adeniny i guaniny sg usuwane z DNA w postaci zasad,
a nie nukleotydow. Powstate miejsca apurynowe sg wiec nacinane przez
endonukleaze Il, a zatem UV-endonukleaza nie uczestniczy w reperacji
tego typu uszkodzen.

UV-endonukleazy hydrolizujg wigzania fosfodwuestrowe w poblizu di-
meru dajgc wolne konce 5P i 3’OH (21). Endonukleazy aktywne wobec
miejsc apurynowych posiadajg ponadto aktywnos$é egzonukleazy I, kté-
rej nie udawato sie rozdzieli¢, ani w wysoko oczyszczonych preparatach
(55), ani na drodze mutacji (56). Ostatnio donoszono jednak o wyodrebnie-
niu exonukleazy Il jako oddzielnego enzymu (32). Jej rola prawdopodob-
nie polega na przygotowaniu wolnego konca 3’OH potrzebnego dla
przytgczenia polimerazy DNA (57).

Wycinanie uszkodzonych zasad i reperacyjna synteza DNA — egzonu-
kleazy i polimeraza DNA. Wycinanie fotodimeréw pirymidyn i przylegtych
nukleotydéw w uszkodzonym DNA odbywa sie z udziatem 5’-> 3’egzonu-
kleazy zwigzanej z polimerazg | (21, 58), lub polimerazg 111 (59). Polimeraza
I jest gtbwng polimerazg reperacyjng, ale w mutancie polA~ pozbawionym
jej aktywnoS$ci moze by¢ zastgpiona przez polimeraze Il (60, 61), przynaj-
mniej jesli chodzi o usuwanie dimerow. W reperacji uszkodzen po promie-
niowaniu jonizujgcym i po czynnikach alkilujgcych polimeraza | wydaje
sie by¢ jedyng polimerazg reperacyjng (43, 62, 63).

5%-*3’-egzonukleaza zwigzana z polimerazg | jest swoista wobec na-



32 I. PIETRZYKOWSKA 6]

cietego przez endonukleaze uszkodzonego dwupasmowego DNA zawierajg-
cego krotkie jednoniciowe fragmenty z wolnym koncem 5°P. Dimery sg
wycinane w postaci oligonukleotydéw o diugosci 7—8 nukleotydéw (64).
W przypadku innych uszkodzen typu monoadduktéw liczbe wycietych nu-
kleotydéw okre$la sie na' okoto 2—3 (65). 5—=3-egzonukleaza dziata na
odcinki jednopasmowe i ulega zahamowaniu po napotkaniu nienaruszonych
wigzan wodorowych. 5->3’egzonukleaza dziata jednoczes$nie z polimera-
zg na zasadzie ,,nick translation™, t.zn. usuwaniu uszkodzonych fragmentéw
towarzyszy jednoczesne wigczanie nowych nukleotydéw. Wykazano to
w badaniach in vivo z mutantami polA~ pozbawionymi aktywnos$ci polime-
razy | lub 5->3’-egzonukleazy (66) oraz in vitro z enzymami izolowanymi
z tych mutantéw (25, 27).

5’->3’-egzonukleaza zwigzana z polimerazg Ill rédwniez mozna braé
udziat w usuwaniu dimeréw z DNA, ale w tym przypadku procesowi temu
towarzyszy znaczna degradacja DNA (59). Fakt ten ttumaczy wcze$niejsze
wyniki Coopera i Hanawalta (60), ktorzy obserwowali, ze w mu-
tantach polA~, gdzie synteza reperacyjna zachodzita z udziatem polimera-
zy 111, wigczane fragmenty byty znacznie diuzsze (1000—3000 nukleoty-
déw) niz w przypadku polA4+(10).

Ponadto w wycinaniu dimeréw z DNA fnogg braé¢ udziat takze egzonu-
kleazy niezwigzane z polimerazami DNA, jak np. UV-egzonukleaza z M. ly-
sodeikticus (67) oraz egzonukleaza VII z E. coli (68, 69). Enzymy te posia-
dajg aktywnos$¢ wobec DNA naswietlonego UV i nacietego przez UV-endo-
nukleaze. Dziatajg one w kierunku 5’->3’, a ich produktem sg takze oligo-
nukleotydy (21).

RecBrecC-nukleaza (egzonukleaza V) moze réwniez wycinaé dimery
z dwupasmowego linearnego DNA naswietlonego UV DNA, natomiast nie
potrafi wycina¢ dimerdéw z kolistego DNA (70). Jej udzial w procesie re-
peracji przez wycinanie nie zostat ustalony.

3’-> 5’-egzonukleazy zwigzane z polimerazami DNA. Wszystkie poli-
merazy DNA z E. coli, polimeraza I, Il i Ill, posiadajg aktywno$¢ 3’->5’-
-egzonukleaz (71). 3->5’-egzonunkleazy nie biorg udzialu w wycinaniu
dimerdw, rola ich polega natomiast na usuwaniu btednie wigczonych zasad
podczas normalnej replikacji DNA. Dziatajg one w kierunku przeciwnym
do kierunku replikacji, kontrolujac wierno$¢ procesu syntezy DNA {,,proof
reading”) (57, 72). Mutacje w polimerazie DNA u faga T4, obnizajgce
aktywnos¢ 3->5’-egzonukleazy, powodujg zwiekszenie czestotliwosci spon-
tanicznych mutacji faga (73, 74).

Ligazy. Koricowym etapem w reperacji przez wycinanie jest potgczenie
sgsiadujgcych grup 5P i 3’°OH przez ligaze polinukleotydowag, co zapewnia
ciggtos¢ tancucha DNA (75). Dlatego tez mutacje w genie ligazy zwiekszaja
wrazliwo$¢ na promieniowanie a takze zwiekszajg czestotliwo$é mutacji
spontanicznych (76, 77, 146).
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11-2-b. Reperacja postreplikacyjna (rekombinacyjna).

Reperacja rekombinacyjna dotyczy naprawy uszkodzen wystepujacych
w obu pasmach DNA vis-a-vis lub w bliskim sgsiedztwie. Przykiadem ta-
kiego uszkodzenia jest DNA nowo zreplikowany po naswietleniu komorek
promieniami UV, gdzie naprzeciwko dimeru znajduje sie luka, lub DNA
zawierajagcy dwupasmowe pekniecia badZz wigzanie poprzeczne (24, 78).
W przypadku wigzan poprzecznych proces reperacji rekombinacyjnej wy-
maga uprzedniego naciecia przez UV-endonukleaze kodowang przez geny
uvrA i uvrB (79, 80). Reperacje rekombinacyjng postulowali Rupp
iHoward-Flanders (8l) na podstawie obserwacji, ze DNA zrepli-
kowany wkrdtce po naswietleniu UV jest nieciggty i zawiera jednopasmowe
krdtkie fragmenty. Taki DNA moze by¢ przeksztatcony podczas dalszej in-
kubacji w DNA o normalnym ciezarze czasteczkowym tylko w komdrkach
zdolnych do rekombinacji recA+ (81, 82). Obserwacje te sugerowaty, ze
replikacja DNA zawierajagcego uszkodzenia zostaje zatrzymana w miejscu
uszkodzenia i moze by¢ rozpoczeta ponownie w miejscu inicjacji nowego
fragmentu Okazaki. Przerwy w nowozreplikowanym DNA odpowiadaty
odcinkom dtugo$ci 500—1000 nukleotydow (83, 84).

Nastepujgce obserwacje wskazujg na udziat rekombinacji w reperacji
luk postreplikacyjnych w DNA. Proces reperacji wymaga produktu genu
recA (81, 82), ktory jest niezbedny takze w procesie rekombinacji, oraz
produktow genéw recB i recC, wzglednie recF (85). Swiadczytoby to, ze
przynajmniej jedna z dwdch alternatywnych drog rekombinacji u E. coli
(86) musi by¢ czynna, aby zaszta reperacja postreplikacyjna. Produkt genu
recA kontroluje obie drogi rekombinacji. Jednakze, Ganesan i Swe-
awell (87), badajgc udziat produktow gendw recF i lex w mutantach
uvrA, niezdolnych do reperacji przez wycinanie, u ktérych jedyng mozli-
wa droga reperacji jest reperacja postreplikacyjna, wykazaty, ze prze-
ksztatcenie niskoczgsteczkowego DNA syntetyzowanego po napromienio-
waniu UV, w DNA o normalnej wielkosci wymaga albo funkcji genu recF +
albo genu lex+. Swiadczy to, ze tylko jedna droga rekombinacji recF jest
istotna w procesie reperacji postreplikacyjnej i nie moze by¢ zastgpiona
przez droge recBC. Co wiecej, wskazuje to, ze produkty gendw recF i lex
moga sie wzajemnie zastepowac¢. Niezgodno$¢ wynikbw Rothmana
i wsp. (85) oraz Ganesan i Sweawell (87) moze by¢ spowodowana
tym, ze Rothman i wsp. uzywali szczepu uvr+ zdolnego do reperacji przez
wycinanie. Przyjmujac, ze dimer (uszkodzenie) stanowi dla normalnej po-
limerazy DNA trwaty blok w replikacji (sekcja IV) mozna przypuszczac, ze
w przypadku szczepu uvrA+rec¥~, po usunieciu dimer6w na drodze repe-
racji przez wycinanie, replikacja DNA zostata odblokowana. W mutancie
recF- mogta zatem zachodzi¢ normalna synteza wysokoczgsteczkowego
DNA, ktorg Rothman i wsp. przypisywali reperacji na drodze recBC re-
kombinacji. Brak wptywu mutacji w genach recB i recC na reperacje po-
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streplikacyjng po UV obserwowali Smith iMeun (82). Produkty genéw
recB recC (ATP-zalezna egzonukleaza V) (88) sg natomiast potrzebne w re-
peracji rekombinacyjnej po promieniowaniu X, gdzie moga by¢ zastgpio-
ne przez egzonukleaze rekombinacyjng faga lambda (89).

Na udziat rekombinacji w procesie reperacji postreplikacyjnej wska-
zuja takze badania, w ktorych wykazano wymiany miedzy siostrzanymi
pasmami DNA, to jest pasmem wyjSciowym, zawierajagcym dimery i pas-
mem zsyntetyzowanym po naswietleniu UV. Towarzyszy temu przenosze-
nie dimeréw z pasma wyjsciowego na pasmo potomne (84, 87, 90). Ponadto
znane sg inne przyktady gdzie proces rekombinacji genetycznej uczestni-
czy w reperacji fotochemicznych uszkodzen DNA, jak np. reaktywacja
mnoga faga T4 (91), reaktywacja profagowa (92, 93) czy reaktywacja na
drodze ,,marker rescue” (94). Obserwowano réwniez, ze napromieniowanie
UV, podobnie jak potraktowanie czynnikami chemicznymi o dziataniu mu-
tagennym, zwieksza czestotliwos¢ rekombinacji u wielu mikroorganizmow
(95—100) oraz wymiany genetyczne w somatycznych komdrkach ssakéw
(101—106). Rekombinacje wydajg sie by¢ stymulowane przez luki w DNA
(przejsciowe jednopasmowe odcinki DNA), np. luki postreplikacyjne
w uszkodzonym DNA (80, 107) lub powstajgce po nacieciu przez endonukle-
aze w przypadku reperacji wigzan poprzecznych w DNA (79, 108). W obu
przypadkach struktura luki jest zblizona, poniewaz pasmo komplementarne
zawiera naprzeciw luki uszkodzenie przeszkadzajgce w replikacji DNA.
Takie luki w DNA mogg stymulowa¢ wymiany genetyczne.

Bridges i Sedgwick (109, 110) sugerujag mozliwos¢ wypetniania
luk postreplikacyjnych na drodze syntezy de novo z udziatem polimerazy
DNA | lub Il w obecnosci produktu genu lex+. Ganesan i Swe-
awell (87) zaobserwowaty, ze przeksztatceniu krotkich segmentéw
DNA, syntetyzowanego wkrotce po naswietleniu UV w DNA o duzym cie-
zarze czesteczkowym, zawsze towarzyszg wymiany genetyczne miedzy
pasmami naswietlonymi i potomnymi. Na tej podstawie wykluczajg moz-
liwos¢ reperacji luk postreplikacyjnych zarébwno na drodze syntezy de no-
vo, jak réwniez z udziatem indukcyjnego systemu ,reperacji SOS”, ktéry
replikowatby uszkodzony DNA w sposéb ciagty (sekcja II).

Wydaje sie jednak, ze te pozornie sprzeczne fakty mozna pogodzié
wprowadzajac pewne modyfikacje do modelu reperacji postreplikacyjnej
(28). Zgodnie z hipotezg reperacji SOS (111—114) uszkodzenia w DNA ha-
mujg replikacje przy udziale polimeraz uczestniczacych w normalnej re-
plikacji DNA (polimerazy konstytutywne). Zahamowanie to indukuje nowg
polimeraze, lub czynnik modyfikujacy normalng polimeraze DNA, w sposob
umozliwiajacy jej replikacje uszkodzonego DNA (,,SOS polimeraza DNA”).
Replikacja DNA z udziatem polimerazy SOS jest mniej doktadna i moze
popetniaé btedy przede wszystkim w miejscach odpowiadajacych uszkodzo-
nym zasadom w matrycy, a takze w innych miejscach. W przypadku gdy
w matrycy DNA uszkodzone zasady znajdujg sie obok siebie, w t.zw.
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traktach, replikacja DNA z udziatem SOS polimerazy moze prowadzi¢ do
utworzenia odcinkédw niesparowanych lub zle sparowanych, wymagajga-
cych reperacji. Reperacja mogtaby zachodzi¢ na drodze rekombinacji. Od-
cinki niesparowane stymulowatyby wymiany gentyczne, za§ w miejscach
gdzie zmodyfikowane zasady wystepuja pojedynczo, btednie wigczony nu-
kleotyd moze powodowaé¢ mutacje.

Nastepujace fakty podtrzymujg takg hipoteze. Brak produktu genu lex
w mutancie lex~ oraz w komérkach lex+ w obecnosci inhibitora syntezy
biatka, co uniemozliwia indukcje systemu reperacji SOS, powoduje trwate
zahamowanie syntezy DNA po napromieniowaniu (87, 115, 116). Produkt
genu lex+ jest rownie niezbedny do indukcji systemu reperacji SOS (hipo-
tetycznej ,,SOS polimerazy DNA”) (111) jak i w procesie reperacji postre-
plikacyjnej (87). W komorkach lex+ przejSciowe zahamowanie syntezy
DNA po napromieniowaniu UV trwa 30—45 min (87, 116), co odpowiada
okresowi potrzebnemu do indukcji systemu reperacji SOS (117, 118). Po
tym okresie synteza przebiega podobnie jak w komérkach kontrolnych (87,
115, 116). Swiadczy to, ze podczas przejéciowego zahamowania nastgpity
zmiany pozwalajace na replikacje uszkodzonego DNA. Uszkodzenia te nie
zostaty usuniete, poniewaz szczep byt niezdolny do reperacji przez wycina-
nie (uvrA~) (87). Tak wiec, ponowna synteza DNA odbywata sie najpraw-
dopodobniej przy udziale zindukowanej polimerazy SOS. Inkorporacja ra-
dioaktywnej tymidyny w ciggu pierwszych 10 min po napromieniowaniu
UV, przebiegata w tych doswiadczeniach podobnie w komérkach lex~
i lex+, po czym w przypadku lex~ nastepowato trwate zahamowanie,
a w przypadku lex+ przejSciowe. Sugeruje to, ze replikacja DNA po UV
zaczyna sie normalnie i zostaje zahamowana dopiero w momencie, kiedy
punkt replikacyjny napotka uszkodzenie, a wznowienie jej wymaga in-
dukcji produktu genu lex+. Potwierdzajg to obserwacje, ze w komdrkach
uvrA~ po przejSciowym zahamowaniu replikacji po napromieniowaniu
UV wznowienie jej nastepuje z istniejacego punktu replikacji, a nie od
statego miejsca inicjacji na chromosomie (119, 120). Wczes$niejsze doniesie-
nia, ze w komorkach uvrA+ replikacja ulega zahamowaniu natychmiast
po napromieniowaniu UV, a po usunieciu dimeréw rozpoczyna sie w sta-
tym miejscu inicjacji (119, 120, 121), nie znalazty potwierdzenia w bada-
niach Doudneya (116). Wykazat on bowiem dla szczepu uvrA+ liniowg
zalezno$¢ miedzy dawkag UV, a iloSciag DNA zreplikowanego po napromie-
niowaniu przed przejsciowym zahamowaniem. We wcze$niejszych bada-
niach nad szczepem uvrA+ stosowano zbyt wysokie dawki UV (600 ergow/
/mm?2), poniewaz szczep ten wykazuje resztkowg replikacje DNA po napro-
mieniowaniu UV dawkami nie przekraczajgcymi 60 ergéw/mm?2 (116).

Replikacja DNA po napromieniowaniu UV jest wrazliwa na chloram-
fenikol tylko przez 30—40 min, to jest okres potrzebny do indukcji poli-
merazy SOS, po czym replikacja moze zachodzi¢ w obecnosci inhibitora
przez kilka cykli replikacyjnych (122). Fakt, ze dimery mogag pozostawac
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w DNA przez kilka pokolen (90, 123) wskazuje, ze w odréznieniu od nor-
malnej (konstytutywnej) polimerazy DNA, indukowana po napromienio-
waniu UV, polimeraza SOS nie jest przez nie hamowana (124).

W proponowanym powyzej modelu reperacji postreplikacyjnej zaktada
sie, ze replikacja DNA po nasSwietleniu powinna dawa¢ DNA ciagty, na-
tomiast, zgodnie z hipoteza Rupp i Howard-Flandersa (81 no-
wo syntetyzowane pasmo DNA jest nieciggte i zawiera luki w miejscach
odpowiadajgcych dimerom w pasmie komplementarnym. Dotychczasowe
badania nie wydajg sie jednak w peini przekonywajgce. Pulsowe znako-
wanie stosowane do $ledzenia losu DNA nowo zsyntetyzowanego po na-
promieniowaniu UV, na ogét ogranicza sie do pierwszych 10 min, w ktérym
to okresie synteza nie jest jeszcze zahamowana (87, 116), a obserwowany
niskoczasteczkowy DNA moze pochodzi¢ z resztkowej replikacji przed jej
zahamowaniem. Dotychczasowe badania nie pozwalajg na rozrdznienie, czy
synteza DNA po napromieniowaniu odbywa sie istotnie na catym chro-
mosomie, z przerwami w miejscach uszkodzonych, czy tez tylko miedzy
punktem inicjacji, a pierwszym napotkanym uszkodzeniem. W komérkach
organizmow wyzszych, w ktérych czas syntezy DNA (faza S) wynosi 8 godz.
niskoczasteczkowy DNA wykrywano tylko w ciggu 1—2 godz replikacji
DNA po napromieniowaniu UV (125—127).

Nalezy zwroci¢ uwage, ze proponowany udziat SOS polimerazy DNA
nie wyklucza mozliwosci, ze replikacja DNA po UV odbywa sie w sposob
nieciagty, z lukami w miejscach odpowiadajagcych uszkodzeniom. Zasadni-
czg cechg takiej polimerazy, odrézniajgcg ig od normalnej polimerazy
DNA, bytaby jej zdolnos$¢ replikacji DNA zawierajacego uszkodzenia.

I11. Hipoteza reperacji SOS.

Hipoteza reperacji SOS powstata w zwiazku z prébami wyjasnienia me-
chanizmu mutagenezy indukowanej przez promienie UV. Od czasu powia-
zania powstawania mutacji z procesami reperacji DNA postulowano, ze
przynajmniej jeden z proceséw reperacji jest niedoktadny i odpowiada za
mutacje. Badania wykazaty, ze fotoreaktywacja i reperacja przez wycina-
nie z udziatem DNA polimerazy | sg bezbledne, natomiast reperacja po-
streplikacyjna z udziatem produktéw gendéw recA i lex czesto prowadzi do
mutacji (2). Nastepnie stwierdzono, ze mutanty lexA~ niezdolne do mu-
tacji pod wpltywem promieni UV jonizujagcych oraz gtodu tyminowego
(128—130) wykazuja reperacje postreplikacyjng (131), ktéra nie daje mu-
tacji, a zatem jest wolna od btedéw. Swiadczy to, ze mutageneza wigze
sie z reperacjg postreplikacyjng tylko wtedy, gdy zachodzi z udziatem pro-
duktu genu lexA.

Rad man (111) zaproponowat hipoteze, w mysl ktorej system repe-
racji sktonny do btedéw (,,error prone”) bytby indukowany natomiast pozo-
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state bylyby konstytutywne. System indukowanej reperacji stanowitby
odpowiedZz komérki na trwatle uszkodzenie DNA, zagrazajagce jej zyciu.
Stad nazwa reperacji SOS. Takim zagrozeniem moze by¢ zahamowanie nor-
malnej replikacji DNA np. kwasem naliksydowym lub mitomycyng C lub
w skutek uszkodzenia DNA spowodowanego przez promieniowanie badZ
mutageny chemiczne. Radman uwaza, ze w komorce istniejg dwa niezalez-
ne systemy replikacji DNA: jeden konstytutywny, replikujacy DNA w nor-
malnych warunkach w sposob semikonserwatywny, doktadny i zachowu-
jacy peing informacje genetyczng; drugi, indukowany w przypadku, gdy
uszkodzenia w DNA uniemozliwiajg normalng replikacje. Indukowany sy-
stem replikacji jest niedoktadny, gdyz powiela DNA zawierajagcy zmodyfi-
kowane zasady, co prowadzi do zmian w zapisie informacji genetycznej.
Zdaniem Radmana czynnikiem indukowanym moze byé odrebna polime-
raza DNA, (,polimeraza SOS”) badz tez czynnik modyfikujacy normalng
polimeraze w sposéb umozliwiajacy jej replikacje uszkodzonego DNA. Hi-
poteza reperacji SOS opiera sie na nastepujgcych obserwacjach. Przezycie
i mutageneza fagow lambda inaktywowanych promieniami UV zwieksza
sie znacznie, jeSli komorki gospodarza przed infekcjg zostang naswietlone
UV (132, 133, 135). Jest to t.zw. UV-reaktywacja lub, jak proponuje
Radman (111), W-reaktywacja. Proces ten wymaga aktywnos$ci genow
recA+ i lex+ oraz syntezy biatka (118, 133).

Ponadto mutageneza faga lambda (132, 133) i faga <>X 174 (135) indu-
kowana promieniami UV nie zachodzi, je$li komorki gospodarza nie byty
napromieniowane przed infekcjg, natomiast zachodzi w komdrkach napro-
mieniowanych nawet wtedy, gdy fag nie byt napromieniowany. W zwigzku
z tym uwazano, ze sama obecno$¢ uszkodzen w DNA nie wystarcza do
indukcji mutacji faga, i ze w naswietlonej komdrce gospodarza musi by¢
indukowany jaki$ czynnik, ktory jest istotny w mutagenezie faga. Radman,
biorgc pod uwage fakt, ze synteza DNA po napromieniowaniu UV jest ha-
mowana (115, 136), uwazat, ze czynnikiem indukowanym w komérce gos-
podarza po napromieniowaniu mogtaby by¢ polimeraza DNA zdolna do
replikacji uszkodzonego DNA. Znamienny wydaje sie fakt, ze W-reakty-
wacje wykazujg tylko fagi tagodne, korzystajace z polimerazy DNA gospo-
darza. Badania in vivo i in vitro nad replikacjag DNA faga $X 174 napro-
mieniowanego UV wskazuja, ze normalne konstytutywne polimerazy DNA
nie replikujag DNA uszkodzonego fotochemicznie, czyni¢ to moze natomiast
polimeraza DNA typu error prone (124). Na istnienie indukcyjnego syste-
mu reperacji SOS wskazujg ponadto badania nad zjawiskiem posredniej
W -reaktywacji i mutagenezy faga lambda oraz posredniej indukcji profaga
(93, 134, 137). W procesie W -reaktywacji posredniej, podobnie jak w po-
zostatych, indukcje funkcji komaérki gospodarza, ktéra warunkuje zwiek-
szenie przezycia i frekwencji mutacji faga, uzyskuje sie przez wprowadze-
nie do komérki, przed infekcja, naswietlonego UV fragmentu DNA (chro-
mozomu lub epizomu) drogg koniugacji. Uwaza sie, ze wprowadzenie UV-
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-uszkodzonego DNA indukuje system reperacji SOS w komorce biorcy
(134). Jednakze wydaje sie, ze w rozwazaniach nad mechanizmem W -reak-
tywacji posredniej nie mozna poming¢ mozliwosci, ze wraz z przekazywa-
nym chromozomem z komoérki F+ do F- przeniesiona zostaje polimeraza
DNA. Polimeraza ta rézni sie pod kilkoma wzgledami od normalnej polime-
razy DNA i ma cechy polimerazy SOS (111). Nie jest ona hamowana przez
uszkodzenia w DNA i jest typu ,rolling circle” (138—140). Ewentualne
przekazywanie takiej polimerazy DNA razem z chromosomem wyjasniato-
by réznice dotyczace wymagan produktu genu lex+w UV-mutagenezie po-
Sredniej i bezpos$redniej faga lambda (137). Obserwowano bowiem, ze
w UV-mutagenezie posredniej, w odroéznieniu od bezposredniej, produkt
genu lex+ nie jest potrzebny (137).

Zwigzek miedzy indukcjg systemu reperacji SOS, a mutagenezg wyka-
zano takze w UV-mutagenezie u bakterii (114, 117, 141—144). System
SOS indukuje wiele czynnikéw, jak np. promieniowanie UV, i jonizujace
(129), niektore czynniki chemiczne (97, 145—149) oraz warunki inkubacji
bakterii powodujace zaburzenia metabolizmu DNA, np. temperatura 42°C
dla mutantow termowrazliwych, dnaBts (113), lig ts (mutacja w genie liga-
zy) (150, 151) oraz w obecnosci inhibitoréw replikacji DNA.

Na ogét indukcja systemu reperacji SOS jest zwigzana z zahamowa-
niem replikacji DNA, albo z obecnoscig uszkodzen, ktérym towarzysza
pekniecia jednego z pasm DNA. Ciekawy w zwigzku z powyzszym jest mu-
tant tif. Mutant ten w temperaturze 30°C zachowuje sie normalnie nato-
miast po przeniesieniu do 42°C zaczyna zachowywac sie tak, jak komdrka
naswietlona UV, t.j. wykazuje indukcje profaga, W-reaktywacje faga
lambda, filamentacje (152) oraz zwiekszong mutageneze spontaniczng i in-
dukowang UV (141, 153). Zjawiska te w mutancie tif, podobnie jak w nor-
malnych komdrkach E. coli po UV, zwigzane sg z aktywng syntezg biatka
i aktywnoS$cig genow recA i lex. W zwigzku z tym uwaza sie, ze w mutan-
cie tif zachodzi termiczna indukcja lub derepresja systemu reperacji SOS
(154). Interesujgcy wydaje sie fakt, ze w mutancie tif w temperaturze 42°C
nie stwierdzono zahamowania replikacji, ani zadnych zmian w DNA, ktd-
re zwykle towarzyszg indukcji systemu reperacji SOS (155).

IV. Zahamowanie syntezy DNA jako wynik dziatania promieni UV.

Pierwsze doniesienia wskazujace, ze obecnos¢ fotoproduktow w DNA
powoduje zahamowanie replikacji, pochodzg z wczesnych badan Sello-
w a i jego grupy (115). Obserwowano, ze w szczepie E. coli Bs-1 wrazliwym
na UV replikacja DNA jest nieodwracalnie zahamowana po naswietleniu
komoérek promieniami UV, natomiast w szczepie opornym, E. coli B/r, za-
hamowanie to jest przejSciowe. Interpretowano to w ten sposob, ze foto-
produkt, jesli nie zostat usuniety z DNA na drodze reperacji, nieodwracal-
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nie hamuje replikacje. Nastepnie badania Rupp i Howard-Flan-
dersaoraz innych badaczy (81, 136) nad reperacja postreplikacyjng DNA
przyczynity sie do ugruntowania pogladu, ze obecno$¢ fotoproduktu w DNA
nie hamuje replikacji, a tylko obniza jej szybko$¢. Wykazano bowiem, ze
wrazliwy mutant E. coli uvrA~, niezdolny do reperacji przez wycinanie,
replikuje DNA po napromieniowaniu chociaz z duzym opdznieniem.
W zwigzku z hipotezg reperacji SOS, sprawa ta wymaga ponownego rozpa-
trzenia. Jak wspomniano wyzej hipoteza ta zaklada, ze obecnos¢ fotopro-
duktu w DNA stanowi blok w replikacji, przynajmniej z udzialem nor-
malnej polimerazy, DNA, a ponowne rozpoczecie replikacji jest mozliwe
dopiero po indukcji polimerazy DNA SOS zdolnej do replikacji uszkodzo-
nego DNA. Nastepujace fakty zdajg sie potwierdzac, ze replikacja DNA
naswietlonego UV nie przebiega wolniej a raczej jest przejsciowo zahamo-
wana w miejscu wystepowania uszkodzenia, a po indukcji polimerazy SOS
zachodzi z szybkos$cig podobng do normalnej. Reperacja postreplikacyjna
wymaga produktéw gendéw recA i lex, ale tylko produkt genu lex wy-
daje sie byé bezposrednio zwigzany z indukcja polimerazy SOS. Trwate
zahamowanie replikacji DNA po napromieniowaniu UV obserwuje sie bo-
wiem w podwojnych mutantach uvrA~lex~ (87, 115), lub w komérkach
lex+w obecnosci chloramfenikolu t.j. wowczas, gdy indukcja produktu ge-
nu lex nie jest mozliwa (118, 141, 143). Jest wiec bardzo prawdopodobne,
ze obserwowane przez Rupp i Howard-Flandersa (87) zmniej-
szenie szybkosci replikacji DNA po UV jest zwigzane z op6znieniem nie-
zbednym dla indukcji polimerazy SOS. Doudney (116) badajgc kine-
tyke syntezy DNA po napromieniowaniu UV obserwowat 30—40 min za-
hamowanie replikacji, co odpowiadato doktadnie okresowi wymaganemu do
indukcji systemu reperacji SOS (117, 118). Wznowiona replikacja przebie-
gata z szybkos$cig podobng do szybkosci replikacji w komérkach nie na-
Swietlonych.

V. Fotoprodukty odpowiedzialne za efekt biologiczny promieniowania UV.

Ponownego przedyskutowania wymaga problem, ktéry z fotoproduktow
w DNA powoduje takie efekty biologiczne, jak zahamowanie replikacji
DNA, mutageneza lub $mier¢ komaorki. Obecnie rozpowszechniony jest po-
glad, ze fotoproduktami tymi sg w gtownej mierze dimery pirymidyn. Prze-
konanie to opiera sie przede wszystkim na fakcie, ze znaczna cze$¢ uszko-
dzen wywotujacych takie efekty biologiczne jest odwracana przez fotore-
aktywacje, oraz, ze w napromieniowanym UV DNA wykrywano obecno$é¢
dimerow (156). Ponadto powstawanie innych fotoproduktéow jak np. foto-
hydratow cytozyny jest utrudnione w dwupasmowym DNA i powstajg one
ze znacznie nizszg wydajnoscig niz dimery (5, 157). Nalezy zwrdéci¢ uwage,
ze wThadaniach nad identyfikacjg fotoproduktéw w DNA in vitro i in vivo
uzywano dawek UV znacznie przewyzszajagcych dawki biologiczne, przy
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ktérych dimery mogg stanowi¢ gtéwny fotoprodukt. Nie musi to oznaczac,
ze sg one istotnie odpowiedzialne za efekty biologiczne. Wiadomo obecnie,
ze tak niskie dawki UV jak 5 ergbw/mm2dla mutantéw wrazliwych na UV
i 20—40 ergbw/mm?2 dla szczepdw opornych, powodujg zahamowanie re-
plikacji DNA (115, 116) i efekty mutagenne (112, 113) oraz letalny. W ba-
daniach fotochemicznych nad syntetycznymi polinukleotydami obserwo-
wano, ze po niskich dawkach UV gtowny fotoprodukt stanowig fotohy-
draty (158).

Ponadto, istotng role w zjawiskach fotobiologicznych moga odgrywac
wigzania poprzeczne miedzy DNA i biatkami, ktére powstajg przy niskich
dawkach UV w DNA E. coli ze znacznie wyzszag wydajnoscig niz dimery
(159). Co wiecej, naswietlanie UV komorek w temperaturze —79°C zwiek-
sza liczbe wigzan DNA-biatko i obniza dimeryzacje pirymidyn (159), czemu
towarzyszy wiekszy efekt letalny i mutagenny (160, 161).

Mechanizm powstawania wigzan DNA-biatko nie jest blizej poznany.
By¢ moze powstajg one wtdrnie w wyniku reakcji fotohydratow cytozyny
z otaczajacymi biatkami. Fotohydraty powstaja wprawdzie z mata wydaj-
noscig w dwupasmowym DNA, ale mogg sie tworzy¢ w jednopasmowych
odcinkach powstajacych podczas replikacji lub transkrypcji DNA. By¢
moze jest to jedna z przyczyn wiekszej wrazliwosci wobec UV bakterii na-
Swietlanych w logarytmicznej fazie wzrostu.

Przyjete powszechnie wnioskowanie, o roli dimeréw na podstawie od-
wracalnos$é efektdw biologicznych napromieniowania przez fotoreaktywa-
cje, wydaje sie nie w petni stuszne, ze wzgledu na fakt istnienia zjawiska
fotoreaktywacji posredniej. Fotoreaktywacja posrednia nie jest swoista wo-
bec dimerédw i moze dotyczy¢ takze innych fotoproduktéw. W typowych
warunkach doswiadczalnych trudno jest odrozni¢ fotoreaktywacje enzy-
matyczng swoistg dla dimer6éw od fotoreaktywacji posredniej. Potwierdza
to obserwacja, ze fotoreaktywacja obniza UV-indukowang rewersje mu-
tacji try~ do try+w mutancie phr~, niezdolnym do fotoreaktywacji enzy-
matycznej (161). Mimo dokonania tej obserwacji w roku 1963, do dzi$ sto-
suje sie fotoreaktywacje jako sposob okreslania rodzaju fotoproduktu od-
powiedzialnego za badany efekt, nawet w przypadku badahn nad muta-
genezg indukowang UV w genie try (163, 164).

Udziat dimerow w zahamowaniu replikacji DNA tez wydaje sie watpli-
wy. Swiadczy o tym fakt, ze fotoreaktywacja nie skraca okresu przejécio-
wego zahamowania replikacji DNA po napromieniowaniu UV, a jedynie
podwyzsza ilos¢ i szybko$¢ syntezy po jej wznowieniu (116, 165).

V-l. Fotoprodukty odpowiedzialne za mutacje.

Dimery. Dotychczasowe opinie na temat udzialu dimeréw w mutage-
nezie opieraja sie gtownie na badaniach efektu fotoreaktywacji na muta-



[15] MUTAGENEZA A REPERACJA DNA 41

geneze indukowang promieniami UV. Jak wykazano powyzej, badania te
nie dajg pewnosci, czy efekt ten jest istotnie zwigzany z fotoreaktywacja
enzymatyczna, czy tez wigze sie z fotoreaktywacja posrednia, lub zjawis-
kiem MFD (sekcja VI). Przeciwko dimerom jako gtéwnym uszkodzeniom
przedmutacyjnym przemawiajg takze inne fakty. Dimery moga pozostawac
w DNA przez kilka pokolen (87, 90), a mutacje powstajg tylko w pierwszym
pokoleniu po napromieniowaniu UV lub najdalej w drugim (163). Ponadto
promienie UV indukujg gtéwnie mutacje punktowe, powodujgce zamiane
w DNA pary zasad G—C na AT, a rzadko AT na G—C (1, 166). Gdyby di-
mery byty przyczyna tych mutacji, nalezaloby sie spodziewa¢ gtéwnie za-
miany A—T na G—C. Dimery tyminy powstajg bowiem z najwiekszg wy-
dajnoscig. Podobnie w fagu SI3 zawierajacym jednopasmowy DNA,
wszystkie mutacje indukowane przez UV dotyczg zamiany C na T, a nie
odwrotnie (167). Fag T4 naswietlony w warunkach, w ktérych poza nie-
zidentyfikowanymi fotoproduktami jako jedyne dimery mogly powsta-
wacé dimery tyminy, wykazywat rowniez zmiane pary G—C na A—T (166).
Fakty te sugerujg, ze fotoprodukty cytozyny sg przyczyng mutacji indu-
kowanych UV. Poza tym UV indukuje gtéwnie mutacje punktowe, co
wskazuje, ze btagd w replikacji DNA z uszkodzeniami przedmutacyjnymi
dotyczy jednej zasady. W przypadku dimeru nalezatoby bowiem spodzie-
wac sie btednego wiaczenia dwoch zasad. llustruje to przyktad mutacji su-
presorowych, gdzie przejsciu mutacji ochre w opal towarzyszy zamiana
jednej Srodkowej litery kodu (UAA->UGA).

Fotohydraty cytozyny. Mutageneza indukowana przez promieniowanie
UV w mutantach wrazliwych (uvrA~\ polA~; dnaB ts) zachodzi po napro-
mieniowaniu bardzo niskimi dawkami UV (112, 113), przy ktorych gtow-
nym fotoproduktem mogg by¢ fotohydraty cytozyny lub wigzania miedzy
DNA i biatkiem. Powstawanie fotohydratéw cytozyny wyjasniatoby in-
dukowane zamiany zasad G—C na A—T, jak rowniez indukcje mutacji
punktowych przez promieniowanie UV. Fotohydraty powstajg fatwiej
w jednopasmowych odcinkach DNA wystepujagcych w komdrkach szybko
dzielgcych sie. W mutantach polA~ i dnaB ts odcinkéw jednopasmowych
moze by¢ wiecej (168), co usprawiedliwiatoby ich duza wrazliwo$¢ na mu-
tagenne dziatanie UV (113, 181). Fotohydraty cytozyny jako uszkodzenie
przedmutacyjne odpowiadajg zaréwno klasycznemu zatozeniu, zgodnie
z ktérym zmodyfikowana zasada paruje btednie, jak i przypuszczeniu, ze
mutacja powstaje w miejscu pozbawionym zdolno$ci do tworzenia wigzan
wodorowych (sekcja 1X) np. w miejscu apirymidynowym wskutek deami-
nacji fotohydratu cytozyny i usunieciu powstatego uracylu przez N-gli-
kozydaze.

Wigzania DNA-biatko. Istniejg dane sugerujace, ze wigzania DNA-bial-
ko moga takze stanowi¢ przyczyne mutacji. Naswietlanie komdrek E. coli
promieniami UV w temperaturze —79°, t.j. w warunkach faworyzujgcych
powstawanie wigzan DNA-biatko (159), podwyzsza 7-krotnie czestotliwos$¢
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mutacji (161). Przy uzyciu szczepéw wrazliwych na UV udato sie wyka-
za¢, ze do indukcji mutacji wystarczajg bardzo niskie dawki promienio-
wania, przy ktérych gtowny fotoprodukt stanowig wigzania DNA-biatko
(159).

Niewiele wiadomo na temat mechanizmu powstawania takich wigzan.
Na podstawie obserwacji Janion i Shugara (169), ze dwuhydrocyto-
zyna w reakcji z glicyng wymienia grupe aminowg w pozycji C4 na grupe
aminowg glicyny (transaminacja), Smith (170) zaktada podobny mecha-
nizm fotochemicznego powstawania wigzan DNA-biatko.

Wigzania DNA-biatko mogg powstawac¢ takze pod wptywem mutagenéw
chemicznych (171—174) i promieniowania jonizujgcego (175). Ostatnio do-
noszono, ze wigzania DNA-biatko mogg by¢ usuwane prawdopodobnie na
drodze reperacji przez wycinanie (176).

V1. Procesy reperacji DNA a zjawisko obnizenia frekwencji mutacji
(mutation frequency decline, MFD).

Wydajno$é mutagenezy indukowanej UV zalezy od warunkéw inku-
bacji bakterii po naswietleniu UV. Inkubacja w warunkach ograniczaja-
cych synteze biatek (inhibitory syntezy biatka lub brak wymaganego ami-
nokwasu) powoduje bardzo szybki i znaczny spadek liczby mutantéw. Zja-
wisko to nazwano MFD (mutation frequency decline). Wigze sie je z repe-
racjag przez wycinanie, poniewaz w mutancie uvrA~, ani w obecnosci inhi-
bitoréw reperacji przez wycinanie, nie obserwowano efektu MFD (2). Bada-
nia kinetyki MFD i wycinania dimerdw wykazaty, ze utrata potencjalnych
mutantow w warunkach sprzyjajacych MFD jest znacznie szybsza niz wy-
cinanie dimeréw. Budzito to watpliwos$ci, czy MFD jest istotnie zwigzane
z procesem reperacji przez wycinanie (177, 178, 179). Jednakze obserwo-
wano, ze potraktowanie przed transfekcjg napromieniowanego UV DNA
z faga 1 UV-endonukleazg znacznie obniza jego W-reaktywacje i eliminuje
wiekszos¢ ¢ (elear) mutacji faga (180). Wskazuje to, ze MFD wigze sie praw-
dopodobnie z pierwszym etapem procesu reperacji przez wycinanie, t.j. na-
cinaniem przez UV-endonukleaze. Naciecie przez endonukleaze prawdo-
podobnie wyklucza mozliwo$¢ repreracji uszkodzenia z udziatem systemu
SOS i kieruje na bezbtedng droge reperacji przez wycinanie.

Mozna takze przypuszczaé, ze przyczyna MFD jest zahamowanie synte-
zy biatka, uniemozliwiajgce indukcje systemu reperacji SOS. Jednakze
fakt, ze maksymalny efekt MFD wystepuje juz po 5—10 min (181), a in-
dukcja systemu SOS wymaga 30—40 min (117, 118) sugeruje, ze naciecie
przez endonukleaze jest momentem decydujacym. Istotna rola endonukle-
azy znajduje potwierdzenie w fakcie, ze mutacja w genie polA nie wpitywa
na MFD (181).
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Zjawisko MFD wystepuje takze w mutagenezie indukowanej przez
mutageny chemiczne (182— 185).

VI1I. Mutageneza chemiczna a procesy reperacji DNA.

Zgodnie z klasyczng hipotezg btedu parowania (mispairing) mecha-
nizm mutagenezy spontanicznej i indukowanej przez mutageny chemiczne
wyjasniano w nastepujacy spos6b. Zaktadano, ze naturalne zasady kwa-
séw nukleinowych, ich analogi oraz zasady zmodyfikowane pod wptywem
mutagendéw chemicznych moga wystepowa¢ w formach tautomerycznych
i zjonizowanych, co moze wptywaé na ich zdolno$¢ tworzenia wigzan wo-
dorowych. Prowadzitoby to do btednego wiaczania zasad podczas repli-
kacji DNA i powodowato mutacje (1). Fizykochemiczne badania zmodyfi-
kowanych zasad pozwolity przewidzie¢, w jaki sposéb modyfikacja zasady
zmienia ich zdolno$¢ tworzenia wigzan wodorowych i parowania z komple-
mentarng zasadg. Poczatkowo postulowano mozliwo$¢ btednego parowania
tylko miedzy purynami i pirymidynami, co ograniczato mozliwos¢ powsta-
wania btednych par i nie pozwalato na wyjasnienie powstawania mutacji
typu transwersji (1). Ostatnio postulowano mozliwo$é btednego parowania
takze miedzy dwiema purynami. W tym przypadku opr6cz zmiany formy
tautomerycznej wymagana bytaby takze zmiana konfiguracji wigzania gli-
kozydowego z anty na syn (186). Ten klasyczny mechanizm mutagenezy
proponowano dla wyjasnienia sposobu indukcji przez takie mutageny jak
analogi zasad, czynniki alkilujgce, hydroksyloamina czy kwas azotawy.

Do przyjecia sie hipotezy blednego parowania przyczynity sie miedzy
innymi badania nad transkrypcjg i replikacjag DNA w ukiadach in vitro
przy uzyciu zmodyfikowanych matryc. W badaniach tych wykazano nie-
prawidtowe wiaczanie nukleotydéw. Jednakze wystepowanie zmienionych
form zasad w DNA wydaje sie mato prawdopodobne. Struktura podwdjne-
go heliksu nie sprzyja formom zjonizowanym, a polimeraza DNA prawdo-
podobnie nie akceptowataby zjonizowanej zasady w matrycy. Badania nad
fagiem S13 nie dostarczyty dowodow, ze formy tautomeryczne w matrycy
stanowig przyczyne mutagenezy indukowanej przez hydroksylamine i kwas
azotawy (187). Eadania nad fagami wskazujg, ze réwniez jonizacja nie wy-
daje sie by¢ istotnym czynnikiem w mutagenezie (187, 188). Badania nad
kompleksowaniem homopolinukleotydéw z chemicznie zmodyfikowanymi
zasadami wskazujg, ze zmodyfikowane zasady moga by¢ w ogodle pozbawio-
ne zdolnoSci tworzenia wigzan wodorowych (189—191). Wskazujg na to
takze badania nad konformacjg cytozyny zmodyfikowanej pod wpltywem
hydroksyloaminy (192). Obserwacje te w znacznym stopniu podwazajg hi-
poteze btednego parowania jako mechanizmu powstawania mutacji. Suge-
rujg natomiast, ze wigczanie zasady w miejscu odpowiadajgcym zmodyfi-
kowanej zasadzie odbywa sie przypadkowo, poniewaz matryca w tym
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miejscu nie zawiera informacji dla wtaczenia odpowiedniej zasady. Wyka-
zanie, ze wiekszo$¢ uszkodzen w DNA indukowanych przez czynniki che-
miczne jest usuwana przez mechanizmy reperacji, zwrocito uwage na moz-
liwos¢ ich udziatu takze w mutagenezie chemicznej.

VI1IIl. Rola btednej reperacji DNA w mutagenezie chemicznej.

W przypadku mutagenezy indukowanej przez promienie UV uwaza sie,
Zze mutacja powstaje w wyniku btednej reperacji uszkodzern fotochemicz-
nych, z udziatem systemu reperacji SOS, zaleznego od funkcji genéw recA
i lex. W zwigzku z tym powszechnie przyjetym kryterium dla ustalenia,
czy mutageneza indukowana przez badany czynnik zachodzi na drodze
btednej reperacji, czy tez bezposrednio, w wyniku wigczenia btednej zasa-
dy, jest badanie mutagenezy w mutantach lex~ lub recA~. Na tej pod-
stawie uwaza sig, ze mutageneza indukowana przez niektére czynniki che-
miczne zachodzi na drodze btednej reperacji, a przez inne wytgcznie na dro-
dze btednej inkorporacji (188). Jednakze dotychczasowe wyniki badaiA nad
udziatem mechanizmu reperacji SOS w mutagenezie chemicznej sg nie wy-
starczajace z kilku powodéw. Po pierwsze, brak jest systematycznych ba-
dan nad efektem mutacji w genach recA i lex dla mutagenéw chemicz-
nych w ujednoliconych warunkach doswiadczalnych. Nabiera to znaczenia
szczegblnie w Swietle obserwacji, ze zapotrzebowanie na produkt genu lex
w mutagenezie indukowanej przez N-metylo-N-nitrozo-mocznik zalezy od
fazy wzrostu (149). Ponadto badanie roli gendw lex i recA w mutagenezie
chemicznej nie moze stanowi¢ witasciwego kryterium mechanizmu muta-
genezy, bowiem rola produktéw tych genéw jest stabo poznana. Niektdre
dane wskazujg, ze gen lex moze by¢ bezposrednio zwigzany z indukcjg sy-
stemu reperacji SOS i mutagenezg (143, 193) natomiast inne sugerujg, ze
jego rola moze by¢ posrednia podobnie jak rola genu recA i moze dotyczy¢
ochrony DNA przed degradacjg (194—196). Jesli dotyczytaby ochrony
przed degradacjg, w przypadku mutagenéw nie powodujgcych znacznej de-
gradacji DNA, ich produkty nie bytyby konieczne do mutagenezy. Na stusz-
no$¢ takiego przypuszczenia moze wskazywac¢ fakt, ze indukcja biatka X
zwiagzanego systemem reperacji SOS, wymaga zahamowania replikacji
DNA i jego degradacji (197).

Mozna takze przypuszczaé, ze produkt genu lexA kontroluje jeden
z pierwszych etapow ztozonego procesu reperacji SOS, a mianowicie etapu,
w ktérym rozpoznawany jest okreslony typ uszkodzenia. Byé moze uszko-
dzenia przedmutacyjne spowodowane przez niektore czynniki chemiczne,
wymagajg produktu innego genu kontrolujgcego reperacje SOS niz lexA
i dopiero dalsze etapy moga byé wspdlne. Analogicznie przedstawia sie
sytuacja w procesie reperacji przez wycinanie, gdzie endonukleazy roz-
poznajace uszkodzenia sg rézne dla réznych uszkodzen, a dalsze etapy re-
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peracji sg wspolne. Na przyktad u drozdzy, posiadajagcych wiele gendw
zwigzanych z reperacja DNA i mutageneza, tylko niektére sa istotne za-
rowno w mutagenezie indukowanej przez promieniowanie i przez czyn-
niki chemiczne, a inne wytgcznie w mutagenezie indukowanej przez pro-
mieniowanie (198). Ostatnio izolowano kilka mutantow E. coli z réznymi
mutacjami w genie lex (199, 200), ale brak jest badan dotyczacych ich roli
w mutagenezie chemicznej.

Ponadto obserwacje, ze mutageny chemiczne wywotujg szereg zja-
wisk wiazacych sie z indukcjg systemu reperacji SOS, sugeruja jego udziat
w mutagenezie chemicznej. Mutageny chemiczne indukujg bowiem takie
zjawiska jak: aktywacja profaga (111, 201—203), tworzenie form diugich
(filamentacja) oraz mutageneza posrednia (204).

Badania nad W-reaktywacjg faga (205, 206) wskazujg, ze system re-
peracji SOS nie jest swoisty wobec jednego typu uszkodzenia DNA. Obser-
wowano bowiem, ze zindukowany przez promienie UV moze bra¢ udzial
w reperacji uszkodzen chemicznych i odwrotnie. Inne wyjasnienie tej
obserwacji stanowi¢ moze przypuszczenie, ze r6zne czynniki powodujg ten
sam typ uszkodzen DNA (patrz nizej).

IX. Produkty reakcji mutagenbw z DNA a uszkodzenia przedmutacyjne.

Dzigki licznym badaniom nad reakcjami mutagenéw z kwasami nu-
kleinowymi lub ich sktadnikami znanych jest wiele produktéw tych re-
akcji. Jednakze nadal nie jest wiadomo, ktére z nich powstajg w DNA in
vivo i sg odpowiedzialne za efekty biologiczne. Wynika z faktu, ze powsta-
wanie ich in vivo jest uwarunkowane skomplikowang strukturg chromo-
zoméw i DNA, a identyfikacja jest utrudniona ze wzgledu na ewentualng
nietrwato$¢ produktow, oraz szybkie usuwanie. Bardziej szczegétowe omo-
wienie badan nad klasycznymi mutagenami chemicznymi przedstawiaja
nowsze artykuty przegladowe (172, 207—210).

Wydaje sie, ze mimo réznych produktéw dziatania mutagenéw, rodzaj
przedmutacyjnego uszkodzenia w DNA moze by¢ identyczny. Ttumaczyto-
by to fakt, ze wiekszo$¢ mutagendw daje ten sam typ mutacji, t.j. mutacje
punktowe, a najczesciej tranzycje pary G—C na pare A—T (188). Takim
wspolnym uszkodzeniem przedmutacyjnym mogtyby by¢é miejsca pozba-
wione zdolnosci parowania na skutek modyfikacji zasad oraz depurynacji
lub depirymidynacji. Miejsca pozbawione zasad mogg powstawac¢ wtornie
w wyniku alkilacji DNA, na skutek usuwania alkilopochodnych puryn
i prawdopodobnie pirymidyn. Z kolei dziatanie czynnikami, ktére powoduja
deaminacje cytozyny, jak promieniowanie UV, kwas azotawy, dwusiarczek
czy ogrzewanie prowadzi¢ moze do depirymidynacji (Sekcja IlI-2a). DNA
ulega depirymidynacji takze pod wptywem dziatania hydrazyny (30) i pro-
mieniowania jonizujacego. W obu przypadkach usuwane sg produkty ty-
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miny. Cytozyna zmodyfikowana pod wptywem hydroksylaminy traci zdol-
nos$¢ tworzenia wigzan wodorowych (189—192) i parowania.

Innym wspdélnym uszkodzeniem przedmutacyjnym mogtyby by¢ wigza-
nia poprzeczne miedzy DNA i biatkiem. Temu typowi uszkodzeh induko-
wanych zaréwno przez promieniowanie jak i czynniki chemiczne (170, 176)
poswiecono dotychczas mato uwagi.

Zardwno wigzania poprzeczne DNA-biatko jak i brak informacji do
wigczania komplementarnej zasady, szczeg6lnie wystepujacych w traktach,
moga by¢ przyczyng zahamowania replikacji DNA, a w konsekwencji in-
dukcji systemu reperacji SOS.

IX-1. Czynniki alkilujace.

W przypadku czynnikow alkilujgcych stwierdzono powstawanie szeregu
produktéw alkilacji DNA (207, 211), co ogromnie utrudnia identyfikacje
produktu odpowiedzialnego za efekt mutagenny badZz letalny. Zgodnie
z klasyczng hipotezg mechanizmu mutagenezy mutagenny efekt alkilacji
wigzano z btednym parowaniem zmodyfikowanych zasad. Poniewaz tylko
Ocalkiloguanina, N3alkilo-cytozyna i przypuszczalnie 0 4alkilo-tymina
(207) wykazuja btedne parowanie, im witasnie przypisuje sie udziat w mu-
tagenezie, a depurynacje i depirymidynacje uznawano za przyczyne efektu
letalnego (188). Ostatnie doniesienie, ze poli-OGalkilo-G nie tworzy kom-
pleksu z poli-C, poli-A, poli-G i poli-T (191) stawia pod znakiem zapytania
jej udziat w mutagenezie, przynajmniej w klasycznym jej rozumieniu.
Wyniki te, tgcznie z wczesniejszymi wynikami nad kompleksowaniem
poli-N3metylo-C (190) i poli-N4hydroksy-C (189), wskazujg na zawodnos¢
badan nad btedna inkorporacjg podczas replikacji lub transkrypcji zmody-
fikowanej matrycy jako metody poznawania mechanizmu mutagenezy.

Wydaje sie, ze w rozwazaniach nad mechanizmem mutagenezy induko-
wanej przez czynniki alkilujgce nalezy zwrdci¢ uwage nad dwa istotne mo-
menty. Pierwszy, to wykrycie enzymoéw N-glikozydaz, uracylowej i 3-me-
tylo-adeninowej, ktdre usuwajg zmienione zasady z DNA, pozostawiajac
miejsca apirymidynowe i apurynowe. OCGalkilo-guanina, podobnie jak inne
alkilowane puryny, jest usuwana z DNA réwniez w postaci zasady (36),
a zatem jej efekt mutagenny moze by¢ zwigzany z depurynacjg. Drugi,
to fakt, ze zaro6wno miejsca apurynowe i apirymidynowe jak i alkilowane
zasady sg wydajnie i szybko usuwane na drodze reperacji przez wycinanie.
W zwiazku z tym podziat na uszkodzenia przedmutacyjne i letalne wydaje
sie niestuszny. Jest bowiem bardzo prawdopodobne, ze kazde uszkodzenie
DNA, jesli nie jest zreperowane na drodze reperacji bezbtednej, moze by¢
reperowane z udziatem niedoktadnego systemu reperacji SOS i sta¢ sie
przyczyng mutacji lub $mierci komorki (mutacja letalna). Wydaje sie, ze
o tym, czy uszkodzenie DNA stanie sie przyczyng mutacji, decyduje droga



[21] MUTAGENEZA A REPERACJA DNA 47

reperacji, ktora z kolei zalezy od liczby uszkodzen i aktualnych mozliwos-
ci reperacji bezbtednej w komérce. Do$¢ powszechne jest zjawisko, ze mu-
tanty niezdolne do reperacji przez wycinanie, szczegblnie defektywne
w endonukleaze nacinajgca, wykazujg zwiekszona czestotliwo$¢ mutacji.
Ponadto, w wielu przypadkach mutagenezy indukowanej chemicznie obser-
wowano zjawisko MFD (sekcja VI), co sugeruje, ze uszkodzenia potencijal-
nie mutagenne sg usuwane na drodze bezbtednej reperacji (182— 185).

1X-2. Analogi zasad.

5-Bromouracyl (BU). 5-Bromouracyl jest analogiem tyminy tatwo in-
korporowanym do DNA fagow, bakterii i komorek organizméw wyzszych.
Jego dziatanie mutagenne zgodnie z klasyczng hipotezg mutagenezy row-
niez wigzano z btednym parowaniem (1). Jednakze badania nad komplek-
sowaniem polinukleotydéw syntetyzowanych z halogenopochodnych piry-
midyn oraz badania fizykochemiczne nad strukturg krysztatéw BU i jego
komplekséw z komplementarng zasadg wykazuja, ze obecno$é halogenu
w pozycji 5 pierScienia pirymidynowego nie zmienia zdolnosci parowania.
Potwierdzajg to badania in vitro oraz in vivo, w ktérych stwierdzono, ze
obecnos¢ BU w matrycy nie zwigksza w sposob wyrazny liczby biednie
wigczonych nukleotyddéw (212). Istnienie szczepdéw bakteryjnych (213, 214)
i linii komérek ssakéw, ktore nie tylko tolerujg ale wymagajg BU do. wzro-
stu, oraz fakt, ze komorki melanomy chomika syryjskiego po 300 pasazach
w obecnosci BU (100°/o wiaczenia) zachowujg zywotnosé, nie wykazujac
zmian genetycznych (215), potwierdzajg, ze BU w DNA ma niezmienione
wiasnosci parowania.

Nowsze badania wskazuja na udziat procesdw reperacji w mutagenezie
indukowanej przez BU. Obserwowano, ze wydajna mutageneza faga 1 wy-
maga funkcji gendw red faga lub recA i lex gospodarza (97), a takze, ze le-
talne i mutagenne uszkodzenia DNA powstate na skutek inkorporacji BU
do DNA, sg usuwane na drodze reperacji przez wycinanie (183, 184, 216).
W badaniach nad mutageneza indukowang E. coli B nie obserwowano efek-
tu mutacji w genach lexA ani recA (217). R6znice miedzy wynikami uzys-
kanymi w badaniach nad fagiem i E. coli B moga by¢ spowodowane od-
miennymi warunkami doswiadczalnymi jak i tym, ze dotyczyty one réz-
nych obiektow. W badaniach nad E. coli B (217) stosowano gtodzenie tymi-
nowe komorek przed podaniem BU w celu zwiekszenia witgczania analogu
do DNA. Mogto to spowodowaé indukcje mutacji nie w wyniku dziatania
BU, ale pod wptywem gtodu tyminowego lub nakladanie sie dwéch efek-
téw, gtodu tyminowego i wigczania BU. Na mozliwos¢ te wskazuje fakt,
ze maksymalny przyrost mutantéw nastepowat w obecnosci BU po 30 min
inkubacji, podczas gdy czas jednego podziatlu komoérek wynosit okoto
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90 min. Do indukcji mutacji przez BU wymagane sg dwa cykle replika-
cji (218).

W naszych badaniach nad efektem mutacji w genach recA i lex na mu-
tageneze indukowang przez BU w szczepie E. coli K12 nie wymagajgcym
tyminy obserwowalismy, ze mutant recA~ wykazuje nie zmieniony w po-
rownaniu z recA+ poziom mutagenezy indukowanej przez BU. Mutant
lex* natomiast nie ulegat mutacji nawet w obecnosci fluorodezoxyurydy-
ny, dodanej w celu zwiekszenia wtgczania BU do DNA (dane nie publiko-
wane).

Jest dos¢ prawdopodobne, ze uszkodzenia spowodowane wigczaniem
BU do DNA moga indukowac system reperacji SOS. Posrednim dowodem
moze by¢ fakt, ze BU powoduje szereg zjawisk indukowanych rdwniez
przez napromieniowanie UV, ktore wigze sie z indukcjg systemu reperacji
SOS. BU podobnie jak UV powoduje indukcje profaga (201) i utajonych
wiruséw zwierzecych (219), powstawanie form diugich komorek bakterii
(filamentacja), a ponadto podwyzsza czestotliwo$¢ rekombinacji (96, 97,
220). Obserwowano, ze dtuzsza inkubacja w obecnosci BU powoduje induk-
cje biatka X (221). Charakter uszkodzen w DNA indukowanych przez BU
nie jest znany. Obserwowano wprawdzie pekniecia jednego pasma w DNA
E. coli zawierajacym BU (216), jednakze moga one stanowi¢ efekt wtérny
wirowania w alkalicznym gradiencie sacharozy, badz mogty powsta¢ w wy-
niku dziatania endonukleazy reperacyjnej. Uszkodzenia pierwotne, stano-
wi¢ mogg obecnie jedynie domene spekulacji. Do$¢ prawdopodobne wydaje
sie przypuszczenie, ze BU w DNA moze ulega¢ dehalogenacji enzymatycz-
nej lub spontanicznej, ktéra moze byé stymulowana przez grupy SH. De-
halogenacja 5-bromodezoksyurydyny (222) i 5-jododezoksyurydyny (223)
zachodzi z tatwos$cig w obecnosci cysteaminy, z utworzeniem uracylu i pro-
duktu addycji w pozycji 5 pierscienia uracylu.

Jeszcze jedng z mozliwych przyczyn uszkodzenia DNA przez BU moga
by¢ zaburzenia w drugorzedowej strukturze, na skutek réznicy w zdolnosci
oddziatywania BU z sasiednimi zasadami w spirali DNA (stacking) (224).

5-etylouracyl. Innym analogiem tyminy jest 5-etylouracyl, ktéry moze
by¢ inkorporowany do DNA bakterii (225) i fagéw z duzg wydajnoscig (226,
227). Analog ten jest interesujacy z kilku powodoéw. Jego obecno$¢ w DNA
obniza stabilno$¢ struktury drugorzedowej DNA (227), ale nie wywotuje
efektu mutagennego ani letalnego. Obserwowano, ze 5-etylouracyl nie
indukuje mutacji w fagu T5 (wyniki nie publikowane), ani nie wptywa na
jego infekcyjnos$é. Swiadczy to, ze rodzaj podstawnika w pozycji 5 tyminy
chociaz ma decydujgce znaczenie dla stabilnosci struktury drugorzedowej
DNA, nie jest tak istotny w procesach wiodacych do mutagenezy. Potwier-
dza to w pewnym stopniu przypuszczenie, ze w przypadku 5-bromouracylu
efekt mutagenny ttlumaczony jest nie tylko jako wynik obecnosci bromu
w pozycji 5 pierScienia pirymidynowego (patrz wyzej). Brak wiasciwosci
mutagennych 5-etylouracylu nabiera szczeg6lnego znaczenia wobec faktu,
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ze jest on inhibitorem niektérych wirusdw zwierzecych, moze zatem zna-
lez¢ zastosowanie jako bezpieczny S$rodek leczniczy w infekcjach wiru-
sowych.

Aminopuryny 2-Aminopuryny i 2,6-dwuaminopuryna sg analogami
adeniny, a ich inkorporacja do DNA fagéw, bakterii i drozdzy powoduje
mutacje typu tranzycji (228, 229). Aminopuryny sg uwazane za bardzo sil-
ne mutageny, poniewaz mimo niskiej wydajnosci inkorporacji do DNA, wy-
kazujg znaczny efekt mutagenny (230). Mechanizm mutagenezy induko-
wanej przez aminopuryny, podobnie jak indukowanej przez 5-bromouracyl,
wyjasniano zgodnie z hipotezg btedu parowania. Uwazano, ze aminopuryny
wystepujg w dwoch formach, aminowej i iminowej, dzieki czemu moga
tworzy¢ pary z tyming lub cytozyng (1). POZniejsze badania wykazaty
jednak, ze 2-aminopuryna tworzy komplementarne pary tak samo jak
adenina. Obserwowano bowiem, ze w uktadzie polimerazy DNA lub poli-
merazy RNA, trdjfosforany nukleozydow 2-aminopuryny zastepujg troj-
fosforany nukleozydow adeniny, nie zastepuja natomiast trojfosforanéw
nukleozydéw guaniny (231). Ponadto wykazano, ze kwas poli-2-aminopury-
nowy tworzy kompleks tylko z poli-U (189).

W badaniach nad mechanizmem mutagenezy indukowanej przez ami-
nopuryny wiele uwagi poswiecono roli 3W 5’-egzonukleazy w tym pro-
cesie (72, 74, 232). Zaobserwowano bowiem, Ze mutacje w genie polimerazy
DNA faga T4, nadajgce jej cechy antymutatorowe (zmniejszajgce frekwen-
cje mutacji spontanicznych), znacznie obnizaja mutageneze indukowang
przez analogi zasad (73). Nastepnie wykazano, ze wasciwosci mutatorowe
lub antymutatorowe zaleza od stosunku aktywnos$ci egzonukleazy w poli-
merazie DNA do jej aktywnosci polimeryzujgcej (72, 74, 232). Uznano
wiec, ze o wydajnosci mutagenezy indukowanej przez analogi zasad decy-
duje aktywno$¢ 3->5’-egzonukleazy polimerazy DNA, ktéra kontroluje
wierno$¢ wigczania nukleotydoéw podczas replikacji DNA. Nowsze badania
wskazujg na nieco inny mechanizm antymutatorowego dziatania. Okazato
sie bowiem, ze mutant faga T4 tsCB120, dajacy bardzo niskag frekwencje
mutacji indukowanych przez 2-aminopuryne (73), ma normalny poziom
3->5%egzonukleazy, wykazuje natomiast zwolnione tempo replikacji
(233). Obserwowany efekt antymutatorowy jest zatem prawdopodobnie
Zwigzany z reperacjg przez wycinanie, poniewaz obnizenie tempa replikacji
DNA moze sprzyja¢ wycinaniu uszkodzen DNA spowodowanych obecnoscig
2-aminopuryny. Potwierdza to obserwacja, Ze przeniesienie do ubogiego
podioza komérek E. coli CR-34 uprzednio inkubowanych przez 60 min
w obecnos$ci 2-aminopuryny powoduje bardzo szybki spadek frekwencji
mutacji. Inkubacja w ubogim podtozu sprzyja reperacji przez wycinanie,
a wiaczenie 2-aminopuryny do DNA powoduje prawdopodobnie uszkodze-
nia rozpoznawane przez mechanizmy reperacji. Swiadczy o tym obserwa-
cja, ze komorki E. coli hodowane w obecnos$ci analogu wykazuja przejscio-
we, trwajgce 30—60 min, zahamowanie wzrostu. Wielko$¢ tego zahamo-

4 Postepy Biochemii
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wania zalezy od zdolno$ci szczepu do reperacji uszkodzen DNA (wyniki
nie publikowane). Mechanizm mutagenezy indukowanej przez 2-aminopu-
ryne wymaga dalszych badan.

X. Uwagi koncowe.

Mimo intensywnych badaiA prowadzonych w ostatnich latach mecha-
nizm indukowanej mutagenezy nie jest w peini wyjasniony. Dotyczy to
zarbwno znajomosci uszkodzen przedmutacyjnych jak i samego procesu
powstawania mutacji w komaérce. W chwili obecnej nie ulega watpliwosci,
ze mutageneza indukowana, a prawdopodobnie takze spontaniczna wigzg
sie Scisle zaréwno z procesem replikacji jak i reperacji DNA. W przypadku
mutagenow, inkorporowanych do DNA jak np. analogi zasad, pewng role
odgrywa¢ moze 3’—5-egzonukleaza wystepujgca razem z polimerazami
DNA, kontrolujgca wierno$¢ wigczania nukleotydéw podczas replikacji.
Moze ona wpltywac na stopien inkorporacji analogéw lub niewtasciwych za-
sad, jednakze w samym procesie powstawania mutacji istotny jest praw-
dopodobnie takze udzial proceséw reperacji. Proces reperacji przez wy-
cinanie ogranicza liczbe uszkodzen przedmutacyjnych, usuwajac znaczng
ich czes¢ na drodze bezbtednej reperacji. Pozostate sg reperowane przez
system reperacji SOS, sktonny do btedéw (error prone), stajgc sie przyczy-
ng mutacji. Udziatl proceséw reperacyjnych w mutagenezie dotyczy zarow-
no mutagenezy indukowanej przez promieniowanie jak i przez wiele mu-
tagenow chemicznych. Klasyczna hipoteza btednego parowania jako wy-
tagcznej i bezpos$redniej przyczyny mutacji nie znajduje zatem petnego po-
twierdzenia. W chwili obecnej utrzymuje sie jeszcze przekonanie, ze mu-
tacje moga powstawac¢ na drodze posredniej z udzialem procesdw repera-
cyjnych, oraz bezposrednio jako wynik btedu parowania. Bezposrednia dro-
ga mutacji dotyczy mutagenezy indukowanej przez analogi zasad i nie-
ktére czynniki chemiczne, dla ktérych nie wykazano zalezno$ci mutagene-
zy od funkcji genéw recA i lex. Jednakze wobec wykazania, ze inkorpora-
cja 5-bromouracylu do DNA bakterii powoduje uszkodzenia letalne i przed-
mutacyjne, usuwane na drodze reperacji przez wycinanie, wydaje sie, ze
mutageneza indukowana przez analogi zachodzi réwniez z udziatem proce-
séw reperacji.

Sposrod procesow reperacji DNA najlepiej poznana jest reperacja przez
wycinanie. Znanych jest wiele enzymdw biorgcych udziat w poszczegdinych
etapach tej reperacji. Ostatnio wykazano istnienie nowych enzymoéw roz-
poznajacych uszkodzenia w DNA, a mianowicie N-glikozydazy uracylowej
i adeninowej oraz wyodrebniono szereg endonukleaz nacinajacych. Odkry-
cie N-glikozydaz usuwajacych zmodyfikowane zasady z DNA pozwala na
przypuszczenie, ze mimo iz rézne czynniki prowadzg do réznych pierwot-
nych zmian zasad, wynikajgce z nich uszkodzenia DNA przedmutacyjne
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lub letalne mogg by¢ podobne. To ttumaczytoby fakt, ze r6zne czynniki po-
wodujg ten sam rodzaj mutacji.

Jesli chodzi o reperacje postreplikacyjng, atrakcyjna wydaje sie hipo-
teza reperacji SOS. Zaktada ona, ze replikacja uszkodzonego DNA jest za-
trzymana w miejscu uszkodzenia, a wznowienie jej wymaga indukcji no-
wej polimerazy DNA, lub czynnika modyfikujacego normalng (konstytu-
tywng) polimeraze w sposob umozliwiajacy jej replikacje uszkodzonego
DNA. Taka polimeraza replikowataby DNA z mniejszg doktadnosciag, po-
wodujac mutacje.

Podstawe przedstawionych tu pogladéw i hipotez stanowig wyniki ba-
dan nad fagami, bakteriami oraz ich mutantami o réznej zdolnosci do repe-
racji DNA. Odnosnie organizmoéw wyzszych, prowadzone sg obecnie inten-
sywne badania nad reperacjg u drozdzy, a takze w komorkach ssakdéw.
Mimo pewnych réznic w stosunku do prokariontéw og6lne zasady procesow
reperacji sa bardzo podobne. W szeregu komoérek ssakow stwierdzono repe-
racje przez wycinanie oraz reperacje postreplikacyjng. Reperowane sg
uszkodzenia indukowane zaréwno fotochemicznie jak i przez mutageny
i czynniki rakotwércze. Wirusy zwierzece wykazujg reperacje podobng do
reperacji fagdéw tagodnych (jak np. fag lambda) to jest z udziatem enzyméw
komorki gospodarza. Fibroblasty ludzkie pochodzace z osobnikéw chorych
na Xeroderma pigmentosum (dziedziczna choroba zwigzana z nadwrazli-
woscig na promieniowanie i zwiekszong zapadalnoscig na raka skory) sa
niezdolne do reperacji przez wycinanie i uwaza sie je za odpowiedniki mu-
tantow bakteryjnych uvr~. Inna odmiana schorzenia Xeroderma pigmento-
sum charakteryzuje sie brakiem reperacji postreplikacyjnej.

Badania nad procesami reperacji budzg ogromne zainteresowanie ze
wzgledu na duze prawdopodobieAstwo ich udzialu w powstawaniu nowo-
tworéw i w indukcji wirus6w utajonych. Istnieje sporo danych wskazujg-
cych na zwigzek miedzy mutagenezg a karcenogenezg. Obecnie zwraca sie
takze uwage na mozliwy zwigzek miedzy procesem starzenia sie organiz-
moéw, a ich wydajnoscig reperacji DNA.

Artykut nadszedt 25.4.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 25.6.1977
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I. Wstep

Od dawna wiadomo, ze niektore tkanki roslin wyzszych oddychajg mi-
mo obecnosci cyjanku (1, 2). Stopien wrazliwosci na cyjanek jest zmienny
i czesto zalezy od stadium rozwojowego organizmu. Niewrazliwos$¢ na cyja-
nek jest cechg charakterystyczng niektorych roslin (3), podczas gdy u mi-

*) Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36, 02-532 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétow: DBMIB — dwubromotymochinon (2,5-dwubromo-
-3-metylo-6-izopropylo-p-benzochinon); karboksyna — 5,6-dwuwodoro-2-metylo-1,4-
-oksatyno-3-karboksyanilid.
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kroorganizmdw moze sie ona pojawia¢ w wyniku mutacji lub zahamowa-
nia biosyntezy biatek mitochondrialnych.

W Swiecie zwierzecym oddychanie niewrazliwe na cyjanek spotyka sie
bardzo rzadko (4). W wielu przypadkach tolerancja w stosunku do cyjanku
pojawia sie tylko w Scisle okre$lonych cyklach rozwojowych danego osob-
nika. W patogennych pierwotniakach, takich jak Trypanosoma brucei
(5—7), Trypanosoma mega (8), Trypanosoma rhodesiense (5, 9) i innych
oddychanie niewrazliwe na cyjanek pojawia sie tylko w jednym okreslo-
nym cyklu zyciowym. Formy Zzyjace w krwioobiegu sg niewrazliwe na
cyjanek. Wynika to z braku wyksztatconych mitochondriéw, enzymow cy-
klu Krebsa i cytochroméw. Wéwczas jedynym enzymem biorgcym udziat
w oddychaniu jest pozamitochondrialna oksydaza L-glicero-3-fosforanu,
ktorej rola polega na utlenianiu NADH powstajgcego w procesie glikolizy
(10, 10a). Przy przeniesieniu form zyjacych w krwioobiegu na pozywki syn-
tetyczne nastepujg zmiany morfologiczne komorki, a wraz z nimi pojawiaja
sie w komdrce mitochondria, cytochromy i enzymy cyklu Krebsa.

Tolerancja w stosunku do cyjanku moze wynika¢ ze zdolnos$ci witacza-
nia go w niskoczasteczkowe metabolity i nie ma zwigzku z niewrazliwoscig
oddychania na cyjanek. W wiekszos$ci przytoczonych przyktadéw niewraz-
liwe na cyjanek oddychanie stanowi zmienng cze$¢ oddychania catkowi-
tego. Oddychanie niewrazliwe na cyjanek nie jest hamowane ani przez
azydek i tlenek wegla, inhibitory oksydazy cytochromowej, ani tez przez
antymycyne A i tlenek 2-heptylo-4-hydroksychinoliny, inhibitory dziata-
jace w tancuchu oddechowym pomiedzy cytochromem b i cytochromem
c (11).

Dotychczas zaobserwowano jedynie dwa przypadki kiedy stopien ha-
mowania oddychania przez cyjanek i antymycyne A jest rézny. W mito-
chondriach wyizolowanych z Candida utilis antymycyna A hamuje oddy-
chanie z egzogennym NADH tylko w 7°/0 a cyjanek w 91% (12). W mito-
chondriach Torulopsis utilis antymycyna A powoduje nieznaczng stymula-
cje oddychania z bursztynianem jako substratem. Oksydaza NADH i oksy-
daza bursztynianowa sag hamowane prawie catkowicie przez cyjanek (13).

Obok badan nad mechanizmem oddychania niewrazliwego na cyjanek
roslin wyzszych rozpoczeto intensywne badania tego procesu u Neurospora
crassa. tatwos$¢ prowadzenia hodowli, stosunkowo prosty i szybki sposéb
izolowania mitochondridw oraz mozliwos¢ i tatwos$¢ otrzymywania réznych
mutantow oddechowych zdecydowaly o wyborze tego organizmu. W$réd
licznych mutantéw Neurospora crassa najwieksze zainteresowanie wzbudzit
mutant mi-1, zwany poky, w mitochondriach ktérego wykazano brak pasm
absorpcyjnych odpowiadajgcych cytochromowi a i cytochromowi b (14)
Neurospora moze zyé tylko w warunkach aerobowych. Gtdwnym Zrodtem
energii w tych komorkach jest oksydacyjna fosforylacja. W przypadku mu-
tantéw z uszkodzonym taricuchem oddechowym przezywalnos¢ ich byta in-
trygujaca. Wiadomo byto, ze komoérki mutanta mi-1 oddychajg mimo braku
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oksydazy cytochromowej i ze oddychanie to jest niewrazliwe na cyjanek
i azydek (15). Juz wowczas przypuszczano, ze w komérkach mutanta Neu-
rospora crassa mi-1 wystepuje oksydaza niewrazliwa na cyjanek, ktorej
funkcja kompensuje niezwykle niskg aktywno$¢ oksydazy cytochromowej.

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazaty, ze u mutanta Neuro-
spora crassa mi-1 zaden ze sktadnikéw cytochromowych nie bierze udziatu
w oddychaniu niewrazliwym na cyjanek (16—18). Nie udato sie jednak
wyizolowa¢ ani zidentyfikowaé¢ oksydazy niewrazliwej na cyjanek. Wia-
domo natomiast, ze indukuje sie ona w komorce wtedy, kiedy synteza bia-
tek mitochondrialnych jest zahamowana przez chloramfenikol (16, 19—21).

W komdrkach ros$linnych i zwierzecych oksydaza niewrazliwa na cyja-
nek wystepuje jedynie w mitochondriach (16, 22—28).

Il. Inhibitory oksydazy niewrazliwej na cyjanek i mechanizm ich dziatania.

Nie wiadomo nic konkretnego na temat budowy czasteczki oksydazy
niewrazliwej na cyjanek i niewiele wiadomo o sktadnikach biorgcych
udziat w oddychaniu katalizowanym przez te oksydaze. Znane sg nhato-
miast inhibitory tego oddychania. Sg nimi zwigzki kompleksujgce zelazo,
takie jak tiocyjanian i 8-hydroksychinolina. W nieco wyzszym stezeniu,
niz stezenie potrzebne do zahamowania oksydazy niewrazliwej na cyja-
nek, hamujg one takze oddychanie, w ktorym bierze udzial oksydaza cy-
tochromowa (29).

Specyficznymi inhibitorami oddychania niewrazliwego na cyjanek sg
aromatyczne kwasy hydroksamowe (30). Efektywnos¢ ich dziatania zalezy
w znacznym stopniu od rodzaju podstawnika w pier$cieniu aromatycz-
nym. Najsilniejszymi inhibitorami sg kwasy hydroksamowe posiadajgce
pierscien benzenowy podstawiony chlorowcem w pozycji meta. W nie-
ktorych mikroorganizmach pochodne kwaséw hydroksamowych sg natu-
ralnymi kofaktorami biorgcymi udziat w transporcie zelaza z medium do
komérki (31, 32). Dziatanie hamujgce tych zwigzkéw polega przypuszczal-
nie na wigzaniu zelaza niehemowego (33). Dotychczas nie udato sie wy-
kaza¢ zaleznoSci pomiedzy iloscia uzytego kwasu hydroksamowego, po-
trzebng do zahamowania oddychania, a zawarto$cia zelaza w preparatach
mitochondrialnych. Wiadomo jednak, ze u ros$lin i zwierzat poszczeg6l-
nych gatunkéw rdzne stezenia inhibitora sg potrzebne do catkowitego za-
hamowania oddychania, w ktérym bierze udzialt oksydaza niewrazliwa
na cyjanek.

Mechanizm dziatania kwaséw hydroksamowych z oksydaza niewrazli-
wa na cyjanek nie jest wyjasniony. Grupa —CONHOH jest grupag funk-
cyjna, ktérej obecnos$¢ jest konieczna do wywotania efektu hamujacego.
W teoretycznych rozwazaniach mozna bra¢ pod uwage mozliwos¢ dziata-
nia produktu utlenienia grupy funkcyjnej inhibitora z oksydazg niewraz-
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liwg na cyjanek. Taki mechanizm dziatania wydaje sie jednak niepraw-
dopodobny, poniewaz w doswiadczeniach prowadzonych z tym inhibito-
rem nie stwierdzono ani jego redukcji ani utlenienia. Pomiedzy kwasem
hydroksamowym a oksydaza niewrazliwg na cyjanek nie wykryto zadnego
trwatego pofaczenia. Zauwazono natomiast, ze kwas hydroksamowy moz-
na tatwo odmy¢ z preparatdw mitochondrialnych i odzyska¢ w ten sposoéb
pierwotng aktywnos$¢ oksydazy niewrazliwej na cyjanek. Najbardziej
prawdopodobny wydaje sie mechanizm hamowania polegajacy na wigza-
niu sie kwasu hydroksamowego z metalem wchodzagcym w sktad czastecz-
ki enzymu. W$rod takich kompleksow stosunkowo dobrze poznanymi sg
kompleksy z zelazem niehemowym (32). Przywrocenie catkowitej aktyw-
nosci oksydazy niewrazliwej na cyjanek u Candida lipolitica (31) przez
dodanie jonu zelaza tréjwartoSciowego do medium sugeruje wigzanie sig
inhibitora z zelazem niehemowym. Mozna takze przypuszczaé, ze wielo-
funkcyjne wigzania wodorowe grupy —CONHe)H biorg udziat w tgczeniu
sie inhibitora z enzymem. Woéwczas mozna by takze zatozyé, ze wigzania
te stabilizujg jedng okreslong geometrie kompleksu kwasu hydroksamo-
wego z zelazem w aktywnym centrum oksydazy i uniemozliwiajg zmiany
konformacyjne oksydazy niewrazliwej na cyjanek konieczne do przeno-
szenia elektrondéw na tlen.

Innym inhibitorem oksydazy niewrazliwej na cyjanek, dziatajgcym po-
dobnie jak 8-hydroksychinolina lub kwas hydroksamowy, jest karboksyna
stosowana w rolnictwie jako $rodek przeciwgrzybiczy (34). Mechanizm jej
dziatania byt przedmiotem badan prowadzonych przez Ly ra i wsp. (35—
37). Wedtug opinii tych autor6w wigze sie ona z zelazosulfoproteidem, kto-
ry jest integralng czescig dehydrogenazy bursztynianowej i w ten sposob
hamuje transport elektronéw z bursztynianu na tlen. W przypadku, Kie-
dy zelazosulfoproteid petni funkcje oksydazy, karboksyna hamuje takze
oddychanie niewrazliwe na cyjanek. Autorzy sugeruja, ze zelazosulfopro-
teid jest T)ksydaza niewrazliwg na cyjanek i ze w tym miejscu nastepuje
rozgatezienie tancucha oddechowego (37).

I11. Indukcja i regulacja oksydazy niewrazliwej na cyjanek.

W mitodych lisciach Daucus careta oddychanie niewrazliwe na cyjanek
stanowi okoto 25°/0 catkowitego oddychania i wzrasta do okoto 55% w lis-
ciach dojrzatych roslin (38). Wzrostowi oddychania z udziatem oksydazy
niewrazliwej na cyjanek towarzyszy obnizenie aktywnos$ci oddychania
z udziatem oksydazy cytochromowej. Podobne zjawiska wzrastajacej nie-
wrazliwosci oddychania na cyjanek wraz ze starzeniem sie komdrek wy-
stepujg u drozdzy z rodzaju Rhodotorula (39, 40). U Candida lipolytica
wzrost oddychania niewrazliwego na cyjanek nastepuje przy przejsciu ho-
dowli z logarytmicznej do stacjonarnej fazy wzrostu (41). Niewrazliwos$¢
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oddychania na cyjanek w komérkach z gatunku Saprolegnia zwieksza
sie az do 90% po 45 godzinach hodowli (42). W komérkach cytoplazmatycz-
nego mutanta Neurospora crassa mi-1 niewrazliwo$¢ oddychania na cyja-
nek jest najwieksza w mitodych hodowlach i zmniejsza sie do$¢ znacznie
w hodowlach starych (14, 15, 18). Na podstawie tych kilku przyktadéw
mozna sadzié¢, ze indukcja oksydazy niewrazliwej na cyjanek moze by¢
wywotana przez r6zne czynniki. Doktadniejszych danych dotyczacych in-
dukcji oksydazy niewrazliwej na cyjanek dostarczajg nam badania pro-
cesow oddechowych w organizmach, ktére dos$¢ tatwo adaptujg sie do
zmiennych warunkéw wzrostu. Do takich organizmow nalezy Neurospora
crassa. Mitochondria dzikiego szczepu Neurospora crassa sg bardzo podobne
do mitochondriow ro$lin wyzszych i nieznacznie réznig sie tylko zawar-
toscig cytochromoéw od mitochondriow zwierzecych (27). Hodowanie dzi-
kiego szczepu w pozywkach zawierajgcych antymycyne (43), chloramfeni-
kol (21, 44, 45) lub nie zawierajagcych miedzi (46) prowadzi do obnizenia
zawartos$ci cytochromu b, szczeg6lnie cytochromu bTi oksydazy cytochro-
mowej, przy rdwnoczesnym wzroscie cytochromu c i ubichinonu (21) oraz
indukcji oksydazy niewrazliwej na cyjanek. W miare zwiekszania stezenia
chloramfenikolu w pozywce, w komérkach Neurospora wzrasta oddychanie
z udziatem oksydazy niewrazliwej na cyjanek i zmniejsza sie oddychanie
z udziatem oksydazy cytochromowej.

Indukcja oksydazy niewrazliwej na cyjanek rozpoczyna sie juz po
30 min od momentu dodania do pozywki chloramfenikolu i wzrasta liniowo
w ciggu nastepnych 2,5 godzin (19). Dodanie do pozywki 0,5 |Ag/ml cyklo-
heksoimidu powoduje catkowite zahamowanie biosyntezy oksydazy nie-
wrazliwej na cyjanek w komorkach Neurospora hodowanych w obecnosci
chloramfenikolu. Pojawienie sie oddychania niewrazliwego na cyjanek na-
stepuje zatem, w wyniku syntezy de novo oksydazy niewrazliwej na cy-
janek z udziatem cytoplazmatycznych rybosomoéw. Dodanie aktynomycyny
D (50 IAg/ml) rownoczes$nie z chloramfenikolem op6znia proces biosyntezy
oksydazy niewrazliwej na cyjanek.

Oksydaze niewrazliwg na cyjanek mozna takze indukowaé¢ bromkiem
etydyny, ktéry hamuje proces transkrypcji w mitochondriach. Z powyz-
szych obserwacji wynika, ze zarobwno procesy transkrypcji jak i translacji
mitochondrialnego DNA majg wptyw na synteze oksydazy niewrazliwej na
cyjanek. Zahamowanie ktoregokolwiek z tych proceséw prowadzi do in-
dukcji oksydazy niewrazliwej na cyjanek. Po odmyciu chloramfenikolu
i przeniesieniu komorek Neurospora crassa do Swiezej pozywki nastepuje
zanikanie oddychania niewrazliwego na cyjanek. Pierwotny poziom utrzy-
muje sie, jezeli w pozywce znajduje sie cykloheksoimid. W czasie 30 min
okresu utajonego (lag phase), pomiedzy hamowaniem transkrypcji lub
translacji mitochondrialnego DNA a pojawieniem sie oddychania niewraz-
liwego na cyjanek, nastepuje indukcja oksydazy niewrazliwej na cyjanek
(20). Brak roznic w poziomie ATP, cyklicznego AMP, NADH, NAD, NADP
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lub NADPH w komorkach traktowanych chloramfenikolem i kontrolnych
wskazuje, ze zadna z tych substancji nie bierze udziatu w procesach regu-
lacji indukcji oksydazy niewrazliwej na cyjanek. Przypuszcza sie, ze w mi-
tochondriach jest syntetyzowane biatko, ktére reguluje synteze oksydazy
niewrazliwej na cyjanek lub blokuje jakie$ okreslone miejsce w bionie mi-
tochondrialnej, uniemozliwiajagc w ten sposéb zwiazanie sie oksydazy z bto-
ng. Mozliwe, ze biatko to dziata rdwniez poza mitochondriami zapobiegajac
transkrypcji lub translacji mRNA na cytoplazmatycznych rybosomach. Ba-
dania genetyczne wskazujg, ze biatka mitochondrialne biorg udziat w re-
gulacji syntezy oksydazy niewrazliwej na cyjanek i ze ich dziatanie jest
pozamitochondrialne. Przypuszcza sig, ze biatko syntetyzowane w mito-
chondriach moze by¢ przenoszone z mitochondriéw do jadra, gdzie dziata
jako represor (19, 47). Chloramfenikol moze zatem hamowaé synteze biatka
represorowego lub biatek oksydazy niewrazliwej na cyjanek. Te ostatnie
biatka tacza sie przypuszczalnie w aktywng czasteczke oksydazy w bionie
mitochondrialnej. Schemat regulacji biosyntezy oksydazy niewrazliwej na
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Ryc. 1. Regulacja biosyntezy oksydazy niewrazliwej na cyjanek w komoérkach Neuros-
pora crassa [(20) zmodyfikowany].
CAP-chloramfenikol

Mozna przypuszczaé, ze podobny mechanizm regulacji biosyntezy oksy-
dazy niewrazliwej na cyjanek wystepuje w mutantach Neurospora crassa
z uszkodzonym cytochromowym tancuchem oddechowym. Mutanty te wy-
kazujg wyraznie zmniejszong wydajno$¢ oksydacyjnej fosforylacji i zwie-
kszong synteze biatek na cytoplazmatycznych rybosomach (48, 49).
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Oddychanie niewrazliwe na cyjanek pojawia sie takze w mutantach
z zablokowanym procesem metylacji w syntezie fosfatydylocholiny (50)
oraz w mutantach niezdolnych do syntezy waliny iizoleucyny (51). W wy-
niku wspomnianych mutacji nastepujg zmiany w btonie mitochondrialnej
dotyczagce badz skiadnikow lipidowych, badz biatkowych.

IV. Uktad oksydazy niewrazliwej na cyjanek

Przez prawie 15 lat podzielano poglad, ze niektére cytochromy typu
b (b7 peinig funkcje oksydazy niewrazliwej na cyjanek (53—56). Obecnie
wiadomo, ze mitochondria badanych roslin byty zanieczyszczone nie ziden-
tyfikowanymi dotychczas organellami, ktorych skiadnikiem jest wiasnie
cytochrom b7 (57) i ktdremu niestusznie przypisywano funkcje oksydazy
(58, 58).

Wyniki badan kinetyki utleniania lub redukcji poszczeg6lnych skiad-
nikdw tancucha oddechowego w mitochondriach roslin wyzszych wskazu-
ja, ze w obecnoS$ci antymycyny A cytochromy typu b sg catkowicie zredu-
kowane, podczas gdy flawoproteidy pozostajag w znacznym stopniu utle-
nione (59). Zawartos¢ flawoproteidow jest trzy do pieciu razy wieksza
w mitochondriach, w ktérych oddychanie jest niewrazliwe na cyjanek niz
w mitochondriach, w ktoérych oddychanie jest catkowicie hamowane przez
cyjanek (60, 61). Wydaje sie, ze r6znice zawartosci flawoproteidéw Swiad-
czg o ich specjalnej funkcji, przypuszczalnie funkcji w transporcie elek-
tronéw przez droge niewrazliwg na cyjanek. Takg hipoteze postawit juz
w 1937 r. van Herk (62), ktory wykazat, ze oddychanie niewrazliwe
na cyjanek zalezy przede wszystkim od obecnosci flawoproteidu i ze uktad
cytochromowy nie bierze w tym procesie udziatu. Obecnie wykazano, ze
w mitochondriach izolowanych z kolb Symplocarpus foetidus, flawoproteid
fluoryzujacy o wysokim potencjale oksydoredukcyjnym (Fphf — fluorés-
cent, high potential flawoproteid) jest staltym sktadnikiem oksydazy nie-
wrazliwej na cyjanek (63). Nie wystepuje on w mitochondriach ssakéw
i ptakéw. Fakt, ze kwas m-chlorobenzenohydroksamowy hamuje utlenia-
nie Fphf i ze ani cyjanek ani antymycyna A nie majg zadnego wptywu na
ten proces, $wiadczy, ze sktadnik ten bierze udziat tylko w oddychaniu
niewrazliwym na cyjanek. Nie moze on petni¢ funkcji oksydazy, poniewaz
w wyniku utleniania substratow powstaje woda a nie nadtlenek wodoru
(59, 64).

Obecnie przypuszcza sie, ze zelazosulfoproteid petni funkcje oksydazy
niewrazliwej na cyjanek. Brak r6znic pomiedzy zawartoscig tego biatka
w mitochondriach, w ktorych oddychanie jest wrazliwe i niewrazliwe na
cyjanek podwaza stuszno$¢ tego pogladu (65), natomiast selektywne ha-
mowanie utleniania z udziatem oksydazy niewrazliwej na cyjanek przez
czynniki chelatujgce, popiera ten poglad (30, 66, 67). Wyniki badaiA za po-
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mocg elektronowego rezonansu paramagnetycznego wskazujg, ze udziat
zelazoflawoproteidu w tym utlenianiu jest mozliwy (68).

W pierwotniakach, Trypanosoma mega, (28), podobnie jak w bakteriach
wielu rodzai (69), przypuszczano, ze funkcje oksydazy niewrazliwej na cy-
janek petni cytochrom o. Przypisywanie funkcji oksydazy cytochromowi
0 oparte byto na wiasnosciach wigzania tlenku wegla przez ten cytochrom
oraz niewrazliwosci oddychania na cyjanek. Funkcje cytochromu o jako
oksydazy niewrazliwej na cyjanek podaje w watpliwos¢ fakt, ze cytochrom
0 obecny jest takze u tych Trypanosoma, u ktérych oddychanie jest tylko
w 5% niewrazliwe na cyjanek.

V. Kontrola oddychania niewrazliwego na cyjanek

Udziat oddychania niewrazliwego na cyjanek i antymycyne A w catko-
witym oddychaniu mozna okre$li¢ na podstawie miareczkowania kwasem
hydroksamowym. Oddychanie niewrazliwe na cyjanek nie jest zwigzane
z fosforylacjg (29, 70). W zwigzku z tym mitochondria, w ktérych oddy-
chanie jest czesciowo niewrazliwe na cyjanek musza posiada¢ dwa mecha-
nizmy kontroli transportu elektronéw. Pierwszy z nich, wspdlny dla mito-
chondriéw roslinnych i zwierzecych, polega na kontroli oddychania przez
zapotrzebowanie na energie i wyraza sie potencjatem fosforylacyjnym. Mi-
mo, ze zjawisko to znane jest od wielu lat, pierwszy etap wigzania energii
utleniania nie jest dotgd poznany i w zwigzku z tym sam mechanizm kon-
troli nie jest dostatecznie jasny. Wedtug Chance’a i wsp. (71, 72) kon-
trole oddechowa okresla sie stosunkiem aktywnos$ci oddychania w stanie 3
(w obecnosci ADP) do aktywnos$ci oddychania w stanie 4 (w nieobecnosci
ADP). W mitochondriach roslinnych, w ktérych oddychanie jest tylko czes-
ciowo wrazliwe na cyjanek, ten rodzaj kontroli odnosi sie tylko do oddy-
chania, w ktdrym biorg udziat sktadniki cytochromowe.

Drugi rodzaj kontroli dotyczy oddychania z udziatem oksydazy nie-
wrazliwej na cyjanek. W tym przypadku kontrole wyraza sie zmiang sto-
sunku aktywnosci tej oksydazy do catkowitej aktywnosci utleniania przy
przej$ciu mitochondriéw ze stanu 3 do 4 (29, 73). Teoretycznie mozliwych
jest kilka mechanizmow kontroli oddychania z udziatem oksydazy niewraz-
liwej na cyjanek. W pierwszym przypadku mogtaby to byé kompetycja
pomiedzy oksydazg niewrazliwg na cyjanek a oksydazg cytochromowsg,
w innym za$ stopien redukcji jednego z cytochromow mogtby regulowac
funkcjonowanie oksydazy niewrazliwej na cyjanek. By¢ moze, ze w wyni-
ku wysokiej redukcji cytochroméw lub innego skiadnika tancucha od-
dechowego nastepuje allosteryczna modyfikacja tej oksydazy. Nie jest tak-
ze wykluczone, ze potencjat fosforylujacy reguluje oddychanie przez droge
niewrazliwg na cyjanek. Wreszcie mozna przyjac¢, ze dwa rozne skiadniki
tancucha oddechowego bedace ze sobg w réwnowadze oksydoredukcyjnej
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znajdujg sie w miejscu rozgatezienia i ze kazda z oksydaz otrzymuje redu-
kujace réwnowazniki od niezaleznych przenos$nikdéw.

W mitochondriach Symplocarpus foetidus w obecnosci cyjanku lub
kwasu benzenohydroksamowego obydwa przenos$niki powinny by¢ catko-
wicie zredukowane. Wowczas oddychanie przez niezahamowang cyjan-
kiem droge powinno zachodzi¢ z maksymalng szybkoscig. W nieobecnosci
inhibitoréw, przenosnik biorgcy udziat w oddychaniu z udziatem oksydazy
cytochromowej powinien by¢ catkowicie zredukowany, a przenosnik biorg-
cy udziat w oddychaniu z udziatem oksydazy niewrazliwej na cyjanek, cze-
Sciowo utleniony z powodu wyzszej aktywnosci tej oksydazy. Stopien reduk-
cji przenosnika biorgcego udziat w oddychaniu niewrazliwym na cyjanek
jest czynnikiem regulujacym aktywnos$¢ oksydazy niewrazliwej na cyjanek
(29, 73). Oméwiony powyzej mechanizm regulacji oddychania wystepuje
przypuszczalnie we wszystkich mitochondriach roslin wyzszych. Wydaje
sie, ze oddychanie w mitochondriach izolowanych z komorek Neurospora
crassa hodowanych w obecnosci chloramfenikolu regulowane jest w podob-
ny sposéb (19). Przenosniki elektronow biorgce udziat w oddychaniu nie-
wrazliwym na cyjanek w mitochondriach izolowanych z komérek Neuro-
spora crassa sg nieznane i nie wydaje sie, aby podobnie jak w mitochon-
driach Symplocarpus foetidus, flawoproteidy mogty odgrywac jaka$ role.
Gtownym argumentem w tych rozwazaniach jest brak jakichkolwiek roz-
nic w zawartosci tych skladnikébw w mutantach posiadajacych oksydaze
niewrazliwg na cyjanek i w szczepie dzikim, w ktérym oddychanie jest cat-
kowicie hamowane przez cyjanek (19). Definitywne wykluczenie tej mozli-
wosci moze nastgpi¢ dopiero po doktadnym przebadaniu wszystkich sktad-
nikow tancucha oddechowego w rejonie flawiny.

W regulacji oddychania przez droge niewrazliwg na cyjanek w cyto-
plazmatycznych mutantach oddechowych Neurospora crassa szczeg6lng role
moze odgrywac ubichinon. Stezenie ubichinonu w mitochondriach mutanta
mi-1 i mi-4 jest okoto cztery razy wieksze niz w szczepie dzikim (17, 74).
Mimo duzego nadmiaru ubichinonu w stosunku do innych skladnikéw
tancucha oddechowego cata jego ilos¢ bierze udziat w mitochondrialnych
procesach oksydoredukcyjnych. Wyniki zmian stopnia redukcji ubichinonu
w roznych stanach metabolicznych mitochondriow mogag wskazywac, ze
czynnikiem regulujacym dziatanie oksydazy niewrazliwej na cyjanek,
w rozgatezionym systemie oddechowym mutanta mi-1, moze by¢ stopien
redukcji ubichinonu (75). Wiadomo, ze w normalnym #tancuchu oddecho-
wym ubichinon petni funkcje akceptora redukujgcych ekwiwalentéw do-
starczanych przez rézne dehydrogenazy (76—80) oraz donora elektronéw
dla uktadu cytochromowego (81). W systemie oddechowym mutanta mi-1,
w czasie bardzo aktywnego utleniania NADH ubichinon jest w duzym stop-
niu zredukowany, poniewaz szybko$é utleniania zredukowanego ubichino-
nu przez mato aktywng oksydaze cytochromowg jest niewielka. W wyniku
tej sytuacji wysoki stopien redukcji ubichinonu moze byé czynnikiem uru-
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chamiajagcym droge utleniania, niewrazliwg na cyjanek. Wyniki tych badan
sugerujg, ze ubichinon znajduje sie w réwnowadze oksydoredukcyjnej ze
sktadnikiem znajdujacym sie w poblizu flawiny (Ryc. 2).

Funkcje ubichinonu jako regulatora oddychania niewrazliwego na cyja-
nek w mitochondriach mutanta Neurospora crassa mi-1 wykazano takze
w badaniach przy uzyciu DBIVfIB (82). DBMIB jest znanym inhibitorem
transportu elektronéw w tancuchu oddechowym roslin (83), bakterii (84)
i zwierzat (85). Struktura chemiczna tego inhibitora pozwala przypuszczac,
ze dziata on w tafAcuchu oddechowym na poziomie ubichinonu. Nieznacz-
ne ,wyeliminowanie” ubichinonu z proceséw oksydoredukcyjnych przez
DBMIB zmienia w widoczny sposéb aktywnos¢ oddychania niewrazliwego
na cyjanek. Brak hamowania oddychania wrazliwego na cyjanek w mito-
chondriach mutanta mi-1 przy nizszych stezeniach DBMIB S$wiadczy, ze
z catej puli zredukowanego ubichinonu tylko pewna okre$lona jego cze$é
jest utleniana przez oksydaze cytochromowg i tylko ta cze$¢ ubichinonu
bierze udziat w utlenianiu przez droge cytochromowa. Dopiero dalsze ,.eli-
minowanie” tej koniecznej puli ubichinonu przez DBMIB wplywa na
zmniejszenie aktywnos$ci'‘oddychania (82).

DBMIB Antymycyna A KCN

| H |

Substrat —e= FP, —=UQ —=cyt b-=cyt c—=cyt a + a4

/f :

/ R

/ N
// 0,
/ 4

I oksydaza

FPa —=niewrazliwa na cyjanek —e ~

SHAM

Ryc. 2. Schemat tafcucha oddechowego w mitochondriach mutanta mi-1 Neurospora
crassa (82).

FP, —dehydrogenazy flawoproteidowe; FPa— flawoproteid biorgcy udzial w utlenianiu nie-
wrazliwym na cyjanek; SHAM —kwas salicylohydroksamowy; DBMIB — dwubromotymochinon.
|| —miejsca dziatania inhibitoréw.

Ostatnio, wyniki badan szybkosSci utleniania poszczegdélnych sktadnikéw
tanncucha oddechowego w mitochondriach ro$lin wyzszych, w ktérych oksy-
daze cytochromowga zahamowano tlenkiem wegla, wskazuja, ze ubichinon
jest skiadnikiem gtéwnego tancucha oddechowego i ze jest on w stanie
,bliskim” rownowagi oksydoredukcyjnej (quasi redox equilibrium) z fla-
wing biorgcg udziat w oddychaniu niewrazliwym na cyjanek (86).

V1. Utlenianie niewrazliwe na cyjanek a aksydacyjna fosforylacja

W mitochondriach izolowanych z kolb Symplocarpus foetidus utlenia-
nie jabtczanu lub bursztynianu hamowane jest w 15—30% przez cyjanek.
W nieobecnosci cyjanku warto$¢ stosunku ADP/O z bursztynianem wynosi
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1,3 a z jabtczanem 1,9, zas w obecnosci cyjanku stosunek ADP/O z burszty-
nianem wynosi zero, a z jabtczanem 0,7. Wyniki te wskazujg, ze w czasie
oddychania z udziatem oksydazy niewrazliwej na cyjanek powstaje jedna
czasteczka ATP. Wigzanie energii utleniania w ATP w obecnos$ci cyjankow
i antymycyny A Swiadczy, ze ta cze$¢ tancucha oddechowego, w Kktorej
zachodzi pierwsza fosforylacja, bierze udziat w oddychaniu katalizowanym
przez oksydaze cytochromowg i oksydaze niewrazliwg na cyjanek (66). Po
zahamowaniu oddychania niewrazliwego na cyjanek kwasem hydroksamo-
wym zwieksza sie stosunek ADP/O, niezaleznie od uzytego substratu co
wskazuje, ze oddychanie nie jest zwigzane z fosforylacja.

Mitochondria izolowane z mutanta mi-1 Neurospora crassa wykazuja
niskg kontrole oddechowg i niski stopiefh sprzezenia oddychania z fosfory-
lacjg (44, 87, 88). Mitochondria szczepu dzikiego, izolowane tymi samymi
metodami, wykazujg natomiast wysoka kontrole oddechowg (44, 86a). Fos-
forylacja w tych mitochondriach, mierzona stosunkiem P/O, z cytrynianem
jako substratem, wynosi 3,0 (89). W mitochondriach mutanta mi-1, podob-
nie jak w mitochondriach ro$linnych, w ktérych oddychanie jest czescio-
wo hamowane przez cyjanek, kontrola oddechowa i wydajnos$¢ fosforyla-
cji zwieksza sie po zahamowaniu oddychania niewrazliwego na cyjanek.

U mutanta mi-1 z jadrowg mutacjg supresorowa (poky f+) wykazano,
ze fosforylacja zachodzi gtdwnie w Il i Il miejscu w normalnym, cyto-
chromowym tancuchu oddechowym. Pierwsze miejsce jest przypuszczalnie
mato wydajne, poniewaz réznica w wydajnosci fosforylacji pomiedzy sub-
stratami utlenianymi z udziatem NAD i bursztynianem jest bardzo ma-
fa (44).

W mitochondriach mutanta mi-1, charakteryzujgcego sie bardzo wol-
nym wzrostem wykazano, ze fosforylacja zachodzi w I i Il miejscu tancu-
cha oddechowego (88). Brak fosforylacji w Il miejscu wynika prawdopo-
dobnie z braku cytochromu b w mitochondriach izolowanych z mitodych
komérek. W mitochondriach izolowanych z komoérek hodowli 4—5 dnio-
wych wydajnos¢ fosforylacji jest znacznie wyzsza w zwigzku ze wzrostem
zawartosci cytochromow b i oksydazy cytochromowej (18). Mimo rozbiez-
nosci wynikow (44, 88) wiekszo$¢ badaczy uwaza, ze w tancuchu oddecho-
wym mutanta mi-1 energia utleniania substratow z udziatlem NAD wigza-
na jest w jednag czasteczke ATP. Nie wiadomo jednak, czy fosforylacja ta
zachodzi w tym samym miejscu co w tancuchu oddechowym dzikiego szcze-
pu. Mitochondria mutanta mi-1 sg niewrazliwe na rotenon (44, 88), ktéry
jest inhibitorem pierwszej fosforylacji w tancuchu oddechowym w mito-
chondriach zwierzecych (90). Brak wrazliwo$ci na rotenon ogromnie utrud-
nia interpretacje wynikéw. W przypadku NADH, substratu aktywnie utle-
nianego przez mitochondria mutanta mi-1 Neurospora crassa oraz burszty-
nianu, oddychanie z udziatem oksydazy niewrazliwej na cyjanek nie jest
sprzegniete z fosforylacjg. W mitochondriach Neurospora crassa, podobnie
jak w mitochondriach Sacharomyces carlsbergensis (27, 91) utlenianie egzo-



70 A. K. DRABIKOWSKA [12]

gennego NADH sprzezone jest z dwiema fosforylacjami: w Il i Il miejscu
tancucha oddechowego.

VIl. Rozgatezienie tancucha oddechowego.

Poczatkowa czes¢ tancucha oddechowego, w sktad ktorej wchodza odpo-
wiednie dehydrogenazy, jest wspélna dla drogi utleniania wrazliwej i nie-
wrazliwej na cyjanek (11, 55, 59, 92). Zaden z cytochromowych sktadnikow
biorgcych udziat w oddychaniu hamowanym przez cyjanek nie bierze
udziatu w oddychaniu niewrazliwym na cyjanek (16, 18, 75). W zwigzku
z tym nasuwa sie przypuszczenie, ze rozgatezienie tancucha oddechowego
na cze$¢ wrazliwg i niewrazliwg na cyjanek nastepuje na poziomie flawiny
lub ubichinonu (63, 75, 93). Najbardziej prawdopodobne jest zalozenie, ze
w miejscu rozgatezienia tafcucha oddechowego znajdujg sie dwa rézne
przenos$niki elektronéw, ktére sg ze sobg w réwnowadze oksydoredukcyj-
nej. Jeden z nich bierze udziat w oddychaniu katalizowanym przez oksy-
daze niewrazliwg na cyjanek, drugi zas, w oddychaniu z udziatem oksydazy
cytochromowej. Zidentyfikowanie tych przenosnikdw napotykato na duze
trudnosci. Trudno$¢ ta polegata gtdwnie na doborze odpowiedniego inhibi-
tora oksydazy cytochromowej, poniewaz kompleks cytochromowej oksyda-
zy z cyjankiem jest stosunkowo nietrwaty (94). Zastosowanie tlenku wegla
jako inhibitora gtownej drogi utleniania, pozwolito obserwowac reakcje
sktadnik6w drogi oddychania niewrazliwej na cyjanek (86). Dysocjacja
kompleksu oksydaza cytochromowa—tlenek wegla, w warunkach dos$wiad-
czenia, nastepuje w ciagu 3—5 sek (95), podczas gdy t12 dla transportu
elektronow przez tancuch oddechowy wynosi 1—500 msek. Kompleks oksy-
daza cytochromowa—tlenek wegla jest zatem wystarczajgco trwaty, by
transport elektronéw przez droge niewrazliwg na cyjanek mogt sie odby¢
bez interferencji sktadnikéw tanicucha cytochromowego.

Badania kinetyki utleniania poszczegblnych przenos$nikow elektronéw
w mitochondriach ro$linnych, w ktérych oksydaza cytochromowa zostata
zahamowana przez tlenek wegla, wykazaty, ze ubichinon jest szybko utle-
niany przez oksydaze niewrazliwg na cyjanek. Wsrod szybko utleniajgcych
sie przeno$nikéw tancucha oddechowego znajduje sie takze flawoproteid,
ktorego ilos¢ stanowi 25—30% catej ilosci flawoproteidéw znajdujgcych sie
w mitochondriach. Dodanie kwasu m-chlorobenzenohydroksamowego po-
woduje znaczne wydtuzenie czasu utleniania flawoproteidu i ubichino-
nu. Flawoproteid, ktérego potencjat oksydoredukcyjny (Em7) wynosi
+ 20 mV jest prawdopodobnie przenos$nikiem elektronéw w oddychaniu
niewrazliwym na cyjanek. Jest on przypuszczalnie w réwnowadze oksydo-
redukcyjnej z ubichinonem, przeno$nikiem biorgcym udziat w oddychaniu
hamowanym przez cyjanek. Réznica potencjatéw pomiedzy flowaproteidem
a ubichinonem [Em72= 70 mV (94)] jest wystarczajaco duza, aby male
zmiany stopnia redukcji ubichinonu wptywaty znacznie na stopien redukcji
flawoproteidu (86).
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Przedmiotem intensywnych badan dotyczacych lokalizacji miejsca,
w ktorym nastepuje rozgatezienie tancucha oddechowego czesciowo wrazli-
wego na cyjanek byt takze mutant Neurospora crassa mi-1. Podobnie jak
w mitochondriach ro$linnych, wykluczono udziat cytochromowej czesci
tancucha oddechowego w utlenianiu przez droge niewrazliwg na cyjanek
i mimo, ze nie stwierdzono, ktory z pozostatych przenosnikéw elektrondw
mogtby braé¢ udziat w oddychaniu niewrazliwym na cyjanek, to jednak za-
sugerowano, ze moze by¢ nim flawoproteid lub ubichinon (96). Zmiany
oksydoredukcyjne ubichinonu w obecnosci inhibitoréw oksydazy niewra-
zliwej na cyjanek lub oksydazy cytochromowej wskazujg, ze ubichinon
znajduje sie w miejscu rozgatezienia tancucha oddechowego i ze bierze on
udziat zar6wno w oddychaniu wrazliwym i niewrazliwym na cyjanek.

Poglad, ze ubichinon znajduje sie w miejscu rozgatezienia taficucha od-
dechowego czesciowo wrazliwego na cyjanek jest ogélnie przyjety (18, 75,
86). Brak korelacji pomiedzy aktywnoscig oddychania z udziatem oksydazy
niewrazliwej na cyjanek a stopniem redukcji ubichinonu wskazuje, ze nie
jest on bezposrednio zaangazowany w transport elektronéw przez te droge.

In vitro w mitochondriach mutanta Neurospora crassa mi-1, oddycha-
nie niewrazliwe na cyjanek szybko zanika (96). Réwnocze$nie z zanikaniem
tego oddychania wzrasta stopiert redukcji ubichinonu w obecnosci cyjan-
kéw oraz zmniejsza sie mozliwos¢ utleniania zredukowanego ubichinonu
przez oksydaze niewrazliwg na cyjanek (97). Stosujac cyjanek jako inhibi-
tor oksydazy cytochromowej i kwas hydroksamowy jako inhibitor oksyda-
zy niewrazliwej na cyjanek wykazano, ze aktywnos$¢ utleniania egzogen-
nego NADH spada w wyniku inaktywacji oksydazy niewrazliwej na cyja-
nek. Spadek aktywnos$ci oddychania w obecno$Sci egzogennego NADH
zachodzi w podobny spos6b réwniez w mitochondriach szczepu dzikiego.
Aktywnos$¢ utleniania NADH nie zmienia sig, jezeli mitochondria przecho-
wuje sie w atmosferze azotu. W zwigzku z tym, wydaje sie, ze w warun-
kach aerobowych zarébwno u mutanta mi-1 jak i w szczepie dzikim inakty-
wacji ulega ten sam skiadnik tancucha oddechowego. By¢ moze, ze
sktadnikiem tym jest zelazosulfoproteid, ktéry znajduje sie w mitochon-
driach szczepu dzikiego i mutanta mi-1. By¢ moze, ze w mutancie mi-1
petni on funkcje oksydazy niewrazliwej na cyjanek. Wnioskéw tych nie da
sie jednak pogodzi¢ z wykazang syntezg, de novo, oksydazy niewrazliwej
na cyjanek w mitochondriach dzikiego szczepu Neurospora crassa hodo-
wanego w obecnosci chloramfenikolu. Wyizolowanie i zidentyfikowanie
oksydazy niewrazliwej na cyjanek jest konieczne do uzgodnienia tych
pogladdéw.

VI1IIl. Znaczenie fizjologiczne oddychania niewrazliwego na cyjanek.

Znaczenie fizjologiczne oksydazy niewrazliwej na cyjanek nie jest do-
tychczas jednoznacznie okre$lone. Wyniki doSwiadczeA na r6znych orga-
nizmach pozwalajg stawia¢ r6zne hipotezy nie dajgce sie dotychczas ze so-
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ba powigzac. W Symplocarpus foetidus, gtébwnym zadaniem oddychania
niewrazliwego na cyjanek jest, jak sie przypuszcza, produkcja ciepta po-
zwalajgca tolerowaé niskie temperatury otoczenia. Réznica temperatury
pomiedzy tkanka a otoczeniem moze wynosi¢ od 10—25° (29). Obliczono, ze
ilos¢ ciepta wydzielajagca sie¢ w czasie utleniania bursztynianiu przez oksy-
daze niewrazliwg na cyjanek, w stosunku do ilosci ciepta wytwarzanego
w czasie utleniania bursztynianu przez normalny tancuch oddechowy jest
0 40—50°/0 wieksza (29).

Bardziej prawdopodobne jest przypuszczenie, ze oksydaza niewrazliwa
na cyjanek dziata wtedy, kiedy poziom ADP w mitochondriach jest bardzo
niski. W nieobecnosci akceptora fosforanu niemozliwe jest funkcjonowanie
drogi cytochromowej, ktora jest sprzegnieta z oksydacyjng fosforylacja
(29, 61). Wowczas uruchomiona zostaje niewrazliwa na cyjanek droga od-
dychania, przy udziale ktdrej utleniany jest cytoplazmatyczny NADH, nie-
odzowny w procesach glikolitycznych.

W mutancie Neurospora crassa mi-1, u ktérego w wyniku mutacji nor-
malny tancuch cytochromowy jest w drastyczny sposéb zmieniony, wydaje
sie, ze oddychanie niewrazliwe na cyjanek kompensuje mato aktywng oksy-
daze cytochromowa. Mozna sadzié, ze ta droga ma znaczenie, przede wszy-
stkim, w utlenianiu cytoplazmatycznego NADH, zapewniajgc w ten sposob
funkcjonowanie glikolizy, ktéra w mtodych komérkach jest gtownym zré-
dtem energii. Obecno$¢ specyficznej dehydrogenazy utleniajgcej egzogen-
ny NADH zlokalizowanej na zewnetrznej stronie wewnetrznej btony mi-
tochondrialnej, oprécz dehydrogenazy NADH utleniajagcej matriksowy
NADH, pozwala sadzi¢, ze taka funkcja oksydazy niewrazlwiej na cyjanek
w cytoplazmatycznych mutantach oddechowych Neurospora crassa jest
bardzo prawdopodobna.

Pojawianie sie oddychania niewrazliwego na cyjanek w okaleczonych
tkankach (98, 99) oraz w mikroorganizmach, ktérych komorki znajdujg sie
w fazie stacjonarnej wzrostu (39, 40, 41) ttumaczy¢ mozna koniecznoscia
usuwania przez komorke zbednych lub toksycznych substancji.

Mimo, ze rola oksydazy niewrazliwej na cyjanek nie jest catkowicie wy-
jasniona, to z calg pewnosciag jej obecnos¢ zwieksza szanse przezywalnosci
komadrki w warunkach niekorzystnych.

Artykut nadszedt 2.4.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 27.9.1977
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I. Biatka grubego filamentu

1-1. Budowa czasteczki miozyny z mies$ni szkieletowych

Podstawowym elementem strukturalnym grubego filamentu jest czg-
steczka miozyny o ciezarze czgsteczkowym okoto 470 000 (1). Zastosowanie
w badaniach mikroskopowo-elektronowych techniki napylania preparatu

* Mgr, Zaktad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02—093 Warszawa.
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i W. Drabikowski — ,Regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni szkieleto-
wych’ (1970), 16, 405—425, R. Dabrowska i W. Drabikowski — ,,Molekularne podstawy
skurczu mieéni”, (1973), 19, 343—359.
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podczas obracania go umozliwito poznanie ksztattu czasteczki. Jest to mia-
nowicie pateczka (w dalszym ciggu artykutu stosowane bedzie rowniez jako
synonim okreslenie ogon) dtugosci okoto 1450A (2, 3), posiadajgca na jed-
nym ze swych koncow dwie gtowy. Czasteczke miozyny mozna obrazowo
przyréwnac do dwugtowej kijanki (Ryc. 1). Ksztatt ten ma swe molekularne
podtoze w liczbie i sposobie powigzan poszczegélnych tancuchow polipep-
tydowych — czyli w czwartorzedowej strukturze tego biatka. Dwa z nich,
tak zwane ciezkie tancuchy polipeptydowe (o ciezarach czasteczkowych
okoto 200 000) na odcinku okoto 1370 A, maja strukture uporzadkowana.

—HVM ~

' .

ATy Va2 WU v S —a <<
PR A SR RS e !
)

Ryc. 1. Schemat budowy czasteczki miozyny. Strzatkami zaznaczono miejsca dziata-

nia enzymoéw proteolitycznych.

Trypsyna rozbija czasteczke miozyny na dwa fragmenty ciezkg meromiozyne (HMM) i lekka
meromiozyne (LMM). Papaina odtrawia od czasteczki dwa aktywne subfragmenty Sjj Ciezka
meromiozyne rozbija za$ na dwa subfragmenty Si i jeden subfragment S2

Kazdy z nich zwiniety jest w alfa-spirale. Na odcinku 1370 A oba tancuchy
utozone sg réwnolegle i utrzymujg sie razem dzieki niekowalencyjnym
wigzaniom (hydrofobowym i wodorowym), tworzac czes¢ pateczkowatg
miozyny (4). Niektorzy autorzy gtosza poglad, iz czes¢ pateczkowata zbu-
dowana jest z tancuchéw zwinietych wokot siebie, tworzac dwutancuchowy
splot, tak zwang superspirale (5). Srednica pateczki wynosi okoto 20 A.
W miejscu, ktore w mikroskopie elektronowym widoczne jest jako roz-
widlenie sie pateczki w dwie gtowy, taricuchy ulegajg rozwinieciu. Zakon-
czenia tancuchéw zmieniajg swa konfiguracje na tak zwang strukture cha-
otycznego zwoju. Diugos$¢é odcinka bedgcego rzutem gtéwek na diugg o$
filamentu, wynosi okoto 150 A. Srednica kazdej gtéwki wynosi 30—40 A
(6). Ksztatt tych gtéwek jest labilny i zalezy od warunkéw doswiadczenia
na przyktad w wysokiej sile jonowej gtéwki wydtuzajg sie (7).

Dziatajgc trypsyng rozbito czgsteczke miozyny na dwie czesci: czes¢ lek-
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ka, zwang L-meromiozyng (LMM) (w angielskiej terminologii light mero-
myosin), o ciezarze 130 000 i dtugosci 850 A, nierozpuszczalng w roztworach
0 niskiej sile jonowej, oraz ciezka, rozpuszczalng, zwang H-meromiozyng
(HMM) (w angielskiej terminologii heavy meromyosin) o ciezarze okoto
370 000. W tym wiasnie fragmencie jest cala aktywno$¢ enzymatyczna
ATP-azy czasteczki miozyny.

Trawienie papaing powoduje fragmentacje ciezkiej meromiozyny na
dwa rozpuszczalne i enzymatycznie aktywne subfragmenty S-1, oraz jeden
subfragment S—2 o ciezarze czasteczkowym 60 000 i dtugosci 450 A, nie
wykazujgcy wiasnosci ATP-azy (7—11) (Rye. 1).

Badajac wiasnosci L-meromiozyny wykazano, iz cechuje jg zdolno$é
agregacji kohncami lub bokami poszczegblnych pateczek (Ryc. 4a). Po-
wstajgce w ten sposoéb fibrylarne polimery utworzone z catych czasteczek
miozyny noszg nazwe syntetycznych filamentow.

Podczas elektroforezy w zelu poliakryloamidowym z SDS miozyna ule-
ga rozdziatowi na tancuchy polipeptydowe: ciezkie, o ktérych byta mowa
powyzej i trzy typy lekkich. Pierwszy, o ciezarze czgsteczkowym okoto
25 000 (wystepujacy w ilosci jednego mola na mol miozyny) — LC” drugi
LC2 zwany takze taricuchem DTNB, o ciezarze czgsteczkowym okoto 18 000
(w ilosci 2 mole na mol miozyny) i trzeci — LC3o0 ciezarze czgsteczkowym
okoto 16 000 (w iloSci jednego mola na mol miozyny). Wiedza jednak na
temat stechiometrii tancuchéw lekkich nie jest sprawg zamknieta: Sar -
ka r (12) podaje stosunek LCj :DTNB :LC3 jako 1,35:2:0,65; Weeds
(13) przedstawia ten stosunek odpowiednio 1:15 :0,48; w naszej pracowni
uzyskatySmy dane wskazujgce na mozliwos¢ jeszcze innych proporcji tych
tancuchdw w czasteczce miozyny (14).

Badania nad odtrawionymi papaing gtowami miozyny, tak zwanymi
subfragmentami S-1 (Ryc. 1) wykazaty, ze wszystkie tafcuchy lekkie znaj-
duja sie w gtowowej czeSci czasteczki. Ich rozmieszczenie jest jednak, jak
dotael, przedmiotem dyskusji. | tak na przyktad na podstawie badan immu-
nologicznych i enzymatycznych S. L ow ey (15, 16) uwaza, ze obie gtowki
miozyny sg badz rownocenne, badz réznocenne. W przypadku pierwszym
oznacza to wystepowanie czasteczek miozyny w dwu formach homodime-
rycznych (17), czyli posiadajacych w obu gtdwkach tancuchy LCj, albo
tancuchy LC3 W drugim przypadku, przypadku heterodimeréw czasteczki
miozyny w jednej gtowce majg taricuchy LCj, w drugiej zas LC3 Grupa ba-
daczy japonskich (18, 19), opowiada sie za zrdznicowaniem gtdwek, a co za
tym idzie, za innym rozmieszczeniem tancuchdéw lekkich. Podobne sugestie
wysuwano juz wczesniej, opierajac sie na badaniach kinetycznych wigzania
substratu i jego analogéw z enzymem oraz kinetyki hydrolizy ATP (20).
Jednakze w roznych pracowniach (21) uzyskiwano r6zne wartosci dla ilosci
uwalnianego Pi na mol miozyny w poczatkowej fazie reakcji. Te znaczne
réznice powodujg réznice interpretacji wynikéw dotyczacych réznocennos-
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ci gtéwek. Zauwazono ponadto, ze wigzanie ADP wytacznie do jednego
z dwu miejsc w czasteczce miozyny wywotuje zmiany widma biatka w ul-
trafiolecie (22). Ostatnio potwierdzono réznocenno$¢ subfragmentéw S-I
dzieki badaniom kinetyki hydrolizy ATP przez miozyne w obecnosci Mn “
(23, 24). W badaniach tych udato sie zréznicowa¢ gtéwki pod wzgledem roli,
jaka peinig podczas hydrolizy ATP (25, 26).

1-2. Inne biatka grubego filamentu

Badajac sktad peptydowy preparatéw miozyny przy zastosowaniu
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym z SDS Offer zaobserwowat
oprocz peptydow miozynowych jeszcze inne peptydy (27). Peptydy ozna-
czono kolejnymi literami alfabetu wedtug ich ruchliwosci elektroforetycz-
nej. Peptyd A o najmniejszej ruchliwosci w zelu, a wiec o najwiekszym cie-
zarze czasteczkowym, odpowiadat ciezkim taficuchom miozyny. Ledwo wi-
doczny peptyd J, majacy ruchliwo$¢ aktyny Swiadczyt o nieznacznym za-
nieczyszczeniu preparatu miozyny tym biatkiem cienkiego filamentu. Trzy
peptydy charakteryzujace sie najwiekszag elektroforetyczng ruchliwoscia,
odpowiadajg lekkim taricuchom miozyny. Peptydy od B do | staty sie
przedmiotem ogromnej liczby dalszych badan. Juz z wczes$niejszych bo-
wiem prac nad strukturg miesni szkieletowych wynikato, ze w grubym fila-
mencie oprécz miozyny mogag by¢ wbudowane inne jeszcze biatka. Bial-
kiem, ktdremu poswiecono najwiecej uwagi, jest biatko C (peptyd C), o cie-
zarze czasteczkowym 140 000, charakteryzujgce sie mieszang strukturg be-
ta oraz nie uporzadkowanego kiebka. Obecnie wiadomo, iz zawiera ono
17 reszt cysternowych. Oczyszczone biatko C otrzymuje sie przez wysolenie
35—40°/o nasyconym siarczanem amonu, jego kompleksu z miozyng, a na-
stepnie rozdzielenie tego kompleksu na kolumnie DEAE-Sephadex w bufo-
rze fosforanowym (28). Biatko C zwigzane jest z filamentem miozynowym
w okreslonych miejscach, co mozna zauwazy¢ w mikroskopie elektrono-
wym — stosujgc witasciwe przeciwciata — jako prazki utozone réwnolegle
po obu stronach linii H sarkomeru. Badania skrawkéw miesnia szkieleto-
wego, przeprowadzone przez Hu x ley a przy zastosowaniu metody nis-
kokatowej dyfrakcji promieni X, oraz mikroskopii elektronowej pozwolito
wykaza¢ obecno$¢ 9 prazkow po kazdej stronie pasma. H. Pepe (29)
i Offer (30—32) stosujagc oczyszczone przeciwciata przeciwko biatku C,
wykazali obecno$é biatka C w 14 prazkach. Prazki te prostopadte do dtugiej
osi filamentu, sg odlegte od siebie 0 430 A. W swietle powyzszych badan
wydaje sie, ze biatko C spina filament niczym klamrami (33). Za stuszno$-
cig teorii klamrowej przemawiajg wyniki badah nad usieciowaniem (cross-
-linking) tego biatka z monomerem miozyny, ktére wykazaty brak interak-
cji z monomerycznym biatkiem, poczas gdy taka interakcja z filamentem
miozyny zachodzi do$¢ tatwo (34). Wydtuzony ksztatt czasteczki odpowiada
rowniez fizycznemu wyobrazeniu klamry.
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Liczbe czasteczek biatka C, zwigzanych z grubym filamentem, wyliczo-
no na podstawie krzywych densytometrycznych elektroferograméw mio-
fibryli. R6zni autorzy podajg rézng jej wartosé [od 37+ 7 (35) do 52+ 5 (31)]

Ryc. 2. Schemat linii M wedlug Knappeisa i Carlsena (39), model Willi-
manna i innych (37).

a) przekro6j podtuzny, b) przekr6j poprzeczny

M — filamenty miozynowe, mf —filamenty z biatka M zwanego przez Eaton i Pepe biatkiem

A (38), mb —mostki biatka linii M o ciezarze czgstkowym 40000, ktére wedtug Willimanna
i innych jest kinazg kreatynowg — CPK.

czasteczek biatka C, zwigzanych z jednym miozynowym filamentem. Przyj-
muje sie, iz w kazdym z 14 prazkdw sg po 2, 3 lub nawet 4 czgsteczki tego
biatka (31).

Sktad biatek linii M, przebiegajacej przez $rodek sarkomeru nie jest
jeszcze doktadnie poznany. Wyizolowane r6znymi metodami peptydy majg

Ryc. 3. Model linii M wedlug Pepe’a (40).

a) przekrdj podtuzny, b) przekr6j poprzeczny

M —filamenty miozynowe, mb —mostku linii M. Do kazdego filamentu miozynowego do-
chodzi 6 mostkéw linii M.

odmienne ciezary czasteczkowe i trudno je jednoznacznie sklasyfikowac.
I tak np. jedni uwazajg, ze w skiad linii M wchodzg dwa peptydy stwier-
dzane, po rozdziale elektroforetycznym w zelu poliakryloamidowym, tuz
pod taricuchami ciezkimi miozyny. Sg to biatka o ciezarach czgsteczkowych

6 Postepy Biochemii
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195 000 i 180 000, oznaczane greckimi literami alfa i beta (36). Inni sadza,
ze linia M zbudowana jest z trzech biatek: jednego — o ciezarze czasteczko-
wym 40 000 [wedtug Wallimanna i wsp., (37) jest to kinaza kreaty-
nowa], drugiego — o ciezarze czasteczkowym 100 000 i trzeciego — o cieza-
rze czasteczkowym 165 000. To ostatnie biatko charakteryzuje sie wyjatko-
wo silnym powinowactwem z miozyng i odpowiada prawdopodobnie pepty-
dowi B Offera. Zwigzane jest ono z czasteczkg miozyny nawet w wysokiej
sile jonowej, w ktdrej sama miozyna wystepuje w postaci monomeru (34).
Biatko o ciezarze czasteczkowym 100 000 ma zdolnos$¢ tworzenia filamen-
tow (38). By¢ moze, ono to tworzy filamenty linii M (Ryc. 2 i 3). Biatko
0 ciezarze czasteczkowym 40 000 tworzy dimery, ktére pod wzgledem fun-
kcjonalnym odpowiadajag zapewne mostkom linii M (Ryc. 2).

Ostatnio uczeni japonscy wyizolowali z miofibryli nowe biatko o cie-
zarze czasteczkowym 50 000— biatko 1. Biatko to zwigzane jest silnie
z prazkiem A sarkomeru, a jego funkcja polega na hamowaniu interakcji
aktomiozynowej. Biatko | by¢ moze jest biatkiem regulujgcym zwigzanym
z filamentem miozynowym (41—43). O biatkach regulujgcych (44) zwigza-
nych z aktynowym filamentem napisano w Postepach Biochemii.

Il. Modele miozynowych filamentow

Ogladajac w mikroskopie elektronowym obrazy izolowanych natyw-
nych filamentéw miozynowych, uzyskano dane pozwalajace opisa¢ blizej
ich strukture. Dtugo$¢ natywnych filamentéw waha sie w granicach od
15 jido 1,6 |li (45—47). Powierzchnia ich jest szorstka, pokryta wyrostkami
z wyjatkiem zupetnie gtadkiej czeSci Srodkowej, tak zwanej gotej strefy
(w angielskiej terminologii bare zone). Wspomniane wyrostki sg globular-
nymi czeSciami czasteczek miozynowych (gtéwkami). Dtugos¢ strefy $rod-
kowej wynosi okoto 1500—2000 A, a $rednica 130—150 A. Srednica pozo-
statej czesci filamentu waha sie w granicach 180—200 A (45). Oczywiscie,
liczby te mogg by¢ obarczone btedem, spowodowanym wptywem barwienia
na zachowanie sie gtéwek, to znaczy na ich odsuwanie sie bgdz przysu-
wanie do powierzchni filamentu (48).

Zastosowanie sedymentowania filamentéw na siatke (stosowang do ogla-
dania preparatow w mikroskopie elektronowym) pozwolito na okreslenie
liczby witokienek przypadajgcych na okreslong objetos¢ sedymentowanego
roztworu. Wyniki obliczeh pokrywaly sie z wynikami uzyskanymi inng
metoda, opartg na oznaczeniu stosunku liczby mostkéw poprzecznych do
monomeru aktyny w miofibrylach; (mostki poprzeczne w (angielskiej ter-
minologii cross-bridges) sa to wychylajgce sie z filamentu zakorczenia
czasteczek miozyny aktywne enzymatycznie i stuzgce podczas skurczu
miesnia do wytwarzania potgczen z aktyna). Z uzyskanych wynikéw i zna-
nego stezenia roztworu obliczono ciezar molekularny grubego filamentu.
Wynosi on 204+11X106 Przyjmujac ciezar czasteczkowy miozyny za
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470 000 i biorgc poprawke na inne biatka, wyliczono, iz w jednym grubym
filamencie mies$nia szkieletowego wystepuje 445+ 24 czasteczki miozy-
ny (35).

11-1. Model Huxleya

O podstawowej jednostce strukturalnej miesnia szkieletowego — sar-
komerze, pisano juz na tamach Postepow Biochemii (49, 50). Pragne tu
tylko przypomnie¢, ze filamenty miozynowe stanowig tak zwany prazek
A sarkomeru.

W przeciwienstwie do stosunkowo dobrze poznanej struktury aktyno-
wego filamentu, budowa filamentu miozynowego stanowi nadal pasjonu-
jaca zagadke.

a)
~ < <
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42,9 nm

Ryc. 4. Budowa filamentow wedtug Huxleya (51).

a) schemat agregacji czasteczek miozyny, b) rozmieszczenie mostkéw poprzecznych, c) prze-
kréj poprzeczny w interpretacji Squire’a.

Stupkami zaznaczono mostki poprzeczne. Odlegto$¢ pomiedzy kolejnymi poziomami na
,ktérych znajduja sie mostki wynosi 143 nm. Odlegto$¢ miedzy mostkami znajdujacymi sie w tej
samej pozycji na walcu filamentu wynosi 429 nm.

Autorem pierwszego modelu utozenia czasteczek miozyny w filamencie
jest H. E. Huxley (45, 51). Stosujac technike negatywowego barwienia
obserwowat on w mikroskopie elektronowym preparaty naturalnych i syn-
tetycznych filamentéw. Filamenty syntetyczne uzyskujemy przez obnize-
nie sity jonowej $rodowiska, w ktérym wystepuje monomeryczna miozyna
z .= 0,5 M KC1 do wartosci fizjologicznej ix= 0,15 M KC1. W konsekwen-
cji Huxley doszedt do wniosku, ze pateczki czasteczek miozyny stanowiag
trzon, a gtéwki lezg na powierzchni filamentu, oraz ze czasteczki miozyny
w filamencie utozone sg przeciwrownolegle w kazdej potowie filamentu.
W ten spos6éb w $rodku powstaje gota strefa bez gtéwek na powierzchni.
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W miejscu tym czasteczki miozyny stykajg sie ze sobg ogonami, majac
gtowki zwrdcone ku przeciwlegtym koncom filamentu. Na pozostatej dtu-
gosci filamentu ogony jednostronnie skierowanych czasteczek zachodza da-
chéwkowato za gtéwki czgsteczek znajdujgcych sie poza nimi (w angielskiej
terminologii region of overlap) (Ryc. 4a). Utozenie takie ttumaczy ostre za-
koriczenie filamentéw (Ryc. 5). Obserwujac obrazy linii niskokgtowej dy-
frakcji promieni X na skrawkach mie$ni wysnuto hipoteze (51, 52), ze gto-
wy miozyny lezg na powierzchni filamentu w okreslonym porzadku, wy-
znaczajacym spirale o 430-angstremowym powtdrzeniu i 143-angstremowej
translacji, czyli odlegtosci pomiedzy sgsiadujagcymi poziomami, na ktorych
znajdujg sie gtowy (Ryc. 4b). Tak wyglada dwuspiralny (w terminologii an-
gielskiej two-stranded model) huxleyowski model miozynowego filamentu,
wskazujacy, ze na kazdym poziomie spirali znajdujg sie dwie przeciwnie
skierowane gtéwki (Ryc. 4c), a miejsce nastepnej pary gtéwek wyznaczone
jest przez tory dwdch spirali zataczanych przez kazda gtowe (rotacja 120°).

Ryc. 5. Gruby filament.
Powiekszenie zdjecia 99000 x. Strzatka wskazuje gota strefe. Zdjecie wykonano w pra-
cowni Mikroskopii Elektronowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

W ten oto sposéb sze$¢ gtdwek miozyny znajduje sie na jednym skoku spi-
rali. Z poréwnania ciezaréw czasteczkowych filamentu miozynowego, mio-
zyny i ilosci mostkéw poprzecznych przypadajacych na jeden filament
(200—220) wyliczono, ze na jeden mostek poprzeczny przypada 1 do 2 cza-
steczek miozyny (51).

11-2. Model Pepe’a

Model konstrukcji filamentu Pepe ’a (40, 53, 54) oparty jest gtownie
na badaniach immunochemicznych i cytochemicznych skrawkéw miesnio-
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wych, obserwowanych w mikroskopie elektronowym. Uwaza sie, ze cza-
steczki miozyny uszeregowane sg réwnolegle i zorientowane w kazdej po-
towie filamentu w strony przeciwne. W strefie srodkowej — to jest
w strefie interakcji pateczka-pateczka — biatka linii M stykajg sie z fila-
mentami w spos6b pokazany na rycinie 3, a r6zny od modelu zaproponowa-
nego przez Knappiesa i Carlsena (39, Ryc. 2a). Linia M stanowi
jak gdyby ruszt sieciujgcy filamenty miozynowe *> W tej czesci filamentu
agregaty czasteczek utozone sg spiralnie, poniewaz obrazy przekrojow po-
przecznych skrawkéw miesniowych przez linie M majg ksztatt két. Dalsze
poprzeczne przekroje filamentu majg ksztatt trojkatny, co wedtug Pepea
Swiadczy o réwnolegtym utozeniu czasteczek miozyny (Ryc. 4) i odpowiada
innemu typowi agregacji miozynowej, a mianowicie typowi gtéwka-pa-
teczka (Ryc. 4a). Tak wiec, kazda 860-angstremowa cze$¢ czasteczki, odmie-

Ryc. 6. Budowa filamentéw wedtug P epe'a (53).

Przekr6j poprzeczny. Koétka oznaczone liczbami przedstawiaja liniowe agregaty miozyny,
z ktérych zbudowany jest kazdy gruby filament mie$nia szkieletowego. Strzatki z cyframi ozna-
czajg pary gtéwek tworzace mostki poprzeczne.

rzajgc od konca pateczki-ogona, znajduje sie w szkielecie filamentu, a 430-
-angstremowa cze$¢ zachodzi na sgsiednig czasteczke (zjawisko zachodzenia
stanowi przyczyne 430-angstremowych linii dyfrakcyjnych, obserwowa-
nych przez Huxleya), zastaniajgc jej cze$¢ pateczkowatg. Globulama reszta
wychyla sie z filamentu. Autor modelu uwaza, ze czasteczki miozyny facza
sie w liniowe agregaty. Filament zbudowany jest z 12 takich agregatow,
réwnolegtych do dtugiej osi filamentu (Ryc. 6). Agregaty te zgrupowane sg
w trzy zestawy po cztery rzedy czasteczek. Dwie globularne czesci biatka
sktadajg sie na jeden mostek poprzeczny (strzatki na rycinie 6). W efek-

*) Biatkom linii M, jak réwniez strukturom, ktére tworzg, poswiecony zostanie
oddzielny artykut.
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cie na kazda 430-angstremowg cze$¢ filamentu przypada 6 mostkow po-
przecznych.

11-3. Model Squire'a

Squire (55—59) budujac swo6j model starat sie wykazaé, iz schemat
konstrukcji filamentéw miozynowych jest wiasciwie identyczny w miegs-
niach szkieletowych i gtadkich. A $ciSlej mowigc, siatka — jakg tworzg
gtowy miozyny na powierzchni filamentéw — ma taki sam rysunek (wyja-
tek stanowi gtadka strefa, nie zaobserwowana dotagd w miesniu gtadkim).
Podstawowymi przestankami, na ktdrych opart Squire swa hipoteze, by-
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Ryc. 7. Budowa filamentow wedtug Squir’a (57, 58).
a) model tréjspiralny, b) model czterospiralny i odpowiadajace im przekroje poprzeczne,
c) dla tréjspiralnego, d) dla czterospiralnego.

ty: — budowa czasteczki miozyny, o ktérej pisano powyzej, fakt, ze odle-
gtos¢ miedzy upakowanymi w filament czgsteczkami wynosi 20 A (60) —
i ze odlegtos¢ ta moze wynosi¢ 17 A w wypadku nie uwodnionych czaste-
czek (61). Obserwacje syntetycznych agregatow lekkiej meromiozyny, agre-
gatow LMM wraz z subfragmentem S2oraz agregatow catych czasteczek
miozynowych dostarczyty danych dotyczacych diugosci zachodzenia pa-
teczek miozynowych na siebie. Dodatkowg przestankag dla Squire’a w wy-
jasnianiu sposobu agregacji czgsteczek miozyny byto powstawanie dtugich
tubularnych struktur z lekkiej meromiozyny-C, uzyskanej drogg nieenzy-
matycznej hydrolizy bromocyjanem. Struktury te powstaty w chlorku
amonu (62). Pateczki czasteczek biatka tworzgcego tubule, okrecajg sie wo-
két jej osi, przechodzac przez 6 kolejnych pozycji, bedgcych wzgledem sie-
bie pod katem 60°. Na kazdym poziomie znajdujg sie dwie czasteczki mio-
zyny, a odlegto$¢ miedzy poziomami wynosi 143 A. Badajac obraz dyfrak-
cyjny miesnia, Squire zauwazyt pojawienie sie dodatkowych reflekséw,
Swiadczacych o tym, ze gtowki miozyny mogg by¢ odchylone od osi widkna
0 okoto 5° (Ryc. 6). Ponadto, w budowie swego modelu autor opart sie na
wynikach uzyskanych w badaniach nad ugieciem promieni X (52) i z mi-
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kroskopii elektronowej (45, 53, 54, 63), oraz na informacjach dotyczgcych
iloSci czasteczek znajdujacych sie w filamencie (39).

Obrazy dyfrakcyjne filamentéw miozynowych wskazujg na 429-ang-
stremowg powtarzalno$¢ elementéw struktury. Potudnikowe odbicie trze-
ciego rzedu obserwuje sie w odlegtosciach 143-angstremowych — odpowia-
daja one osiowej translacji podjednostek. Liczba czasteczek miozyny
w filamencie data mozliwo$é obliczenia, iz ilo$¢ czasteczek przypadaja-
cych na jedno 143-angstremowe przesuniecie wynosi trzy lub cztery (Ryc.
7a, b). Bardziej prawodopodobny, wedtug Squire’a, jest model ,tréj-gto-
wowy”, w ktorych trzy globularne fragmenty czasteczek znajdujg sie na
powierzchni filamentu pod katem 120° wzgledem siebie. Kazda z tych
trzech gtdw rysuje na powierzchni filamentu wtasng spirale o skoku row-
nym 3X429 A. W ten spos6b na jeden obrot sruby przypada 9 gtéwek mio-
zynowych. Rycina 8 przedstawia wzgledng pozycje dwéch gtéwek w most-
ku poprzecznym. Wyliczono, ze odlegto$¢ mostka poprzecznego od osi fila-
mentu wynosi 70—90 A (R), a warto$¢ kata orientujgcego mostek w prze-
strzeni, miesci sie w granicach 30—60° ($). Dane te pokrywajg sie z war-
tosciami uzyskanymi z wyliczen z obrazéw dyfrakcyjnych. Ponadto model

Z

!
>

Ryc. 8. Kat ustawienia w przestrzeni mostka poprzecznego w stosunku do osi fila-
mentu.

R —odlegtos¢ gtéwki od osi filamentu, <—kat odchylenia mostka poprzecznego od osi
filamentu, x, y, z—wspotrzedne.

Squire’a zaktada takie upakowanie pateczek miozyny, przy ktérym ko-
nieczna jest obecno$¢ rdzenia o srednicy 30—40 A (Ryc. 7c, d), ale nie wia-
domo jeszcze jakiego rodzaju miatby on by¢.

W bardzo og6lnym zarysie tak przedstawiajg sie modele filamentu mio-
zynowego z miesnia szkieletowego kregowcow. Wynikajg one w gruncie
rzeczy z réznej interpretacji danych doswiadczalnych. Kto ma racje, trud-
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no dzi$ jeszcze orzec. Kazdy dziehA przynosi nowe fakty rodzagce nowe py-
tania, ktore, by¢ moze, doczekajg sie szybkiej odpowiedzi. Nie wiadomo
na przyktad, w jaki sposéb wyjasni¢ wystepowanie oSmiu przerw w roz-
mieszczeniu mostkdw poprzecznych po obu stronach linii M i na obu kon-
cach filamentu. Przerwy te obserwowat Squire, Pepe ich nie zauwazyt,
a Craig i Offer zanotowali obecno$¢ tylko dwdch przerw na obu
koncach filamentu (64).

I1l. Syntetyczne filamenty

Poréwnanie budowy syntetycznych filamentow z natywnymi i obserwa-
cje dotyczgce powstawania syntetycznych filamentow stuzg doktadnemu
poznaniu struktury grubego filamentu.

Pierwsze badania dotyczace pordwnania struktury filamentéw synte-
tycznych i naturalnych wigza sie z nazwiskiem Huxley a (45). Stosujac
mikroskopie elektronowg do oglagdania preparatow utrwalonych formalde-
hydem lub aldehydem glutarowym i nastepnie barwionych octanem ura-
nylu Huxley zaobserwowat réznice w dtugosci filamentéow. Filamenty syn-
tetyczne byly znacznie dtuzsze od naturalnych, a znajdujace sie na ich po-
wierzchni wyrostki byty rozmieszczone nieregularnie. Na ksztatt wyrost-
koéw wptywa utrwalanie i barwienie preparatow (45, 48). Szeroko$¢ fila-
mentow, zarbwno natywnych jak i syntetycznych jest stata i utrzymywana
przez mechanizm majacy jaki$ zwigzek z gtowkami miozyny (47, 65, 66).
Zastanawiajacy jest fakt, w jaki sposéb powstaje tak sztywna struktura,
jaka jest filament miozynowy. Badacze zajmujacy sie tym problemem (47,
65—67) sg zdania, ze zjawisko dachéwkowego nachodzenia na siebie pate-
czek miozynowych moze w pewien sposob wyjasniaé¢ sztywnos¢ filamentow.

Badano wptyw szeregu czynnikéw na ustalenie sie dtugosci filamentéw.
Stwierdzono, iz w wypadku szybkiego rozcienczania, a wiec gwattownego
obnizania sity jonowej, powstajg filamenty krdtkie (0,5 ji), poniewaz w tych
warunkach zmiana stezenia jest szybsza niz predko$¢ agregacji. W miare
wydiuzania czasu obnizania sity jonowej (dializa), dtugo$¢ powstajacych
filamentéw wzrasta. W przypadku szybkiego rozcieficzania stezenie jonéw
wodorowych srodowiska nie wptywa na dtugo$¢ powstajacych filamentéw.
Podczas gdy w toku dializy obserwuje sie najdtuzsze filamenty, przy pH 7.
Niektérzy autorzy (68) reprezentujg poglad, ze diugos¢ filamentdw moze
by¢ nieograniczona, a Swieze preparaty miozyny zawierajg czynnik wzro-
stu, ktory zanika w miare starzenia sie biatka. Miozyna pozbawiona metoda
Weedsa taricucha DTNB tworzyta filamenty bardzo krotkie (0,15—0,20 jX),
dodanie z powrotem tego tarncucha powodowato wzrost filamentéw (0,50—
1,0 fim) (68). Warto zauwazy¢, iz filamenty otrzymywane z miozyny
oczyszczonej na kolumnie i pozbawionej taricucha DTNB (14) nie posiadaty
w ogéle gotej strefy (69). Ostatnio preparaty filamentéw z kilkoma gotymi
strefami uzyskat Hay ash i, ale nie wyjasnit jeszcze przyczyn tego zja-
wiska (70)
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Interesujgcg sprawag jest roznorodnosé ksztattow filamentow. Niektorzy
autorzy (71) uwazajg, ze utrata biatka C powoduje stepienie koncow fila-
mentow z jednoczesnym rozszerzeniem samych filamentow. Poniewaz od-
izolowanie biatka C od miozyny nastepowato z rownoczesnym usunieciem
tancucha DTNB (14), a polimeryzacja miozyny z dodanym uprzednio biat-
kiem C nie doprowadzita do zwezenia filamentow (68), nasuwa sie wniosek,
ze tahcuch DTNB odgrywa role w mechanizmie powstawania filamentow.
Usuwajac wytacznie ten tafncuch z czgsteczki miozyny, uzyskaliSmy w na-
szej pracowni filamenty miozynowe znacznie szersze od natywnych
i 0 bardziej rozluznionej strukturze (72). W obecnej chwili nie jesteSmy
jeszcze w stanie doktadnie wytlumaczy¢ faktu rozluzniania sie struktury,
by¢ moze, ma on zwigzek ze zmianami konformacji czasteczki po usunieciu
tancucha DTNB.

I choé¢ wiedza ludzka poczynita ogromne postepy, majac do dyspozycji
wspaniatg aparature i wprost nieograniczone srodki materialne, to jak do-
tad nie rozumiemy wielu mechanizmoéw ruchu. A przeciez badaniu zjawisk
ruchu poswieca sie cztowiek od wiekoéw. ,,To, co stawia op6r, musi by¢ réz-
ne do tego, co sie porusza; i to tak, aby cato$¢ pierwszego byta rézna od ca-
tosci drugiego, a rzecz w ten sposéb nieruchoma nie stanowita zadnej rzeczy
poruszanej; w przeciwnym razie rzecz sie wcale nie poruszy”, ,,...dlatego
ilekro¢ sie zdarzy, ze jedna z rzeczy (ktére sie spotykajg) jest czynna, a dru-
ga bierna, a skadinad zadnej z nich nie brakuje nic ze swych istotnych
wiasciwosci, natychmiast jedna rzecz wywiera wptyw, a druga go odbiera”
(Arystoteles 384—322 p.n.e).

Pani doc. dr hab. Irenie Kakol pragne wyrazi¢ swojg wdzieczno$¢ i podziekowa-
nie za pomoc i cenne rady merytoryczne udzielone mi przy opracowywaniu powyz-
szego artykutu.

Artykut otrzymano 31.5.1977; po rewizji autorskiej otrzymano 14.9.1977
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I. Wprowadzenie

WKkroétce minie trzydziesci lat od chwili kiedy po raz pierwszy donie-
siono o zastosowaniu 4-amino-analogu kwasu foliowego — aminopteryny
w terapii choroby nowotworowej (1). Niebawem okazato sie, ze efektyw-
niej niz aminopteryna dziata jej NIOmetylowa pochodna — ametopteryna
(Methotrexate, MTX). Od tego czasu zwigzek ten jest stosowany z mniej-
szym lub wiekszym powodzeniem jako chemioterapeutyk w chorobach
nowotworowych, takich, jak réznego rodzaju biataczki, raki i miesaki
(2). Od doktadnego poznania mechanizmu dziatania ametopteryny zale-
zy rozszerzenie spektrum dziatania tego uzytecznego leku, co jest row-
noznaczne ze zwiekszeniem jego terapeutycznej przydatno$ci.

Ametopteryna, znana przede wszystkim jako silny inhibitor reduktazy
dihydrofolianowej posrednio hamujacy redukcje folianu i dihydrofolianu
do tetrahydrofolianu, wywiera wptyw na tak wazne procesy metabolicz-
ne w komdrce jak biosynteza kwaséw nukleinowych, biatek, a nawet na
metabolizm lipidéw i cukrowcéw (przeglagd piSmiennictwa wg 3). Po-
wszechnie przyjeta hipoteza o. jednym miejscu dziatania ametopteryny
postulowata, ze cytotoksyczny ~fekt tego zwigzku jest wylgcznie nastep-
stwem hamowania reduktazy dihydrofolianowej, a zatem zahamowania
regeneracji tetrahydrofolianu z dihydrofolianu powstajgcego w czasie
przemiany dUMP w dTMP (Schemat 1).

Rola tetrahydrofolianu w komorce polega na przenoszeniu jednostek
jednoweglowych Cj**, ktérych donorami sg formiminoglutaminian powsta-
jacy w czasie rozktadu histydyny, seryna oraz mrowczan powstajagcego
miedzy innymi z glicyny.

*) Porownaj artykut przeglagdowy (5).
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Schemat 1. Reakcje katalizowane przez koenzymy tetrahydrofolianowe i ich po-
wigzanie z metabolizmem komodérkowym (44, zmodyfikowany).

Skroty: ST —syntetaza tymidylanowa; RD —reduktaza dihydrofolianowa; SM —syntetaza me-
tioninowa; DF —dehydrogenaza formylotetrahydrofolianu; DM —dehydrogenaza metyleno-
tetrahydrofolianu; RM — reduktaza metylenotetrahydrofolianu; GAR —rybotyd glicynoamidu;
AICAR —rybotyd 5’-amino-4-imidazolokarboksyamidu; IMP —inozynomonofosforan; dUMP —
dezoksyurydynomonofosforan; dTMP —dezoksytymidynomonofosforan.

Jednostki Cx o roznym stopniu utlenienia, potaczone z tetrahydrofo-
lianem, stanowig wewnatrzkomorkowg pule koenzyméw tetrahydrofolia-
nowych. Biorg one udziat w syntezie puryn (N510-metenylo- i NBformy-
lotetrahydrofolian), w syntezie tymidylanu (N510-metylenotetrahydro-
folian), w formylacji metionylo-tRNA (NBBformylotetrahydrofolian),
oraz w syntezie metioniny (N5metylotetrahydrofolian) (4, 5). W powyz-
szych reakcjach biosyntetycznych uwalniany zostaje tetrahydrofolian,
co jest bardzo istotne ze wzgledu na niski jego poziom w komoérce. Brak
wolnego tetrahydrofolianu obserwowany miedzy innymi przy diecie ubo-
giej w folian i kobaloamine powoduje zaburzenia w normalnym metabo-
lizmie seryny, histydyny i mrowczanu.

Przy nadmiarze jednostek jednoweglowych moze nastepowac rowniez
na drodze enzymatycznej uwalnianie tetrahydrofolianu z formylotetra-
hydrofolianu z réwnoczesnym odtgczeniem CO02 Szybko$¢ tej przemiany
zalezy od stezenia metioniny (6) i wolnego tetrahydrofolianu (7).

Zahamowanie powstawania tetrahydrofolianu na poziomie reduktazy
dihydrofolianowej przez ametopteryne drastycznie obniza jego wewnatrz-
komérkowe stezenie, prowadzac do czesciowej lub catkowitej inhibicji
tych wszystkich reakcji, w ktorych biorg udziat czynne koenzymatycznie
formy tetrahydrofolianu, a zwitaszcza inhibicji syntezy grupy metylowej
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dTMP. Do przebiegu tej reakcji niezbedny jest bowiem metylenotetra-
hydrofolian w iloéciach nie koenzymatycznych, ale substratowych. Smieré¢
komoérki po podaniu ametopteryny, jak uwazano do niedawna, nastepuje
gtéwnie na skutek niedoboru dTMP prowadzacego do upos$ledzenia syn-
tezy DNA.

Wyniki dotyczace wplywu ametopteryny na komorki ssakéw, przed-
stawione w niniejszym artykule, sktaniaja jednakze do duzej ostroznos-
ci w przyjmowaniu wspomnianego modelu dziatania ametopteryny. Jak
sie wydaje mechanizm cytotoksycznego efektu wywieranego przez ten
antymetabolit jest bardziej ztozony niz by to wynikato z powyzszego
modelu.

Il. Miejsca dziatania ametopteryny w komoérce *>
I1-1. Reduktaza dihydrofolianowa jako gtéwny enzym docelowy

Reduktaza dihydrofolianowa dzieki swemu wysokiemu powinowactwu
do ametopteryny uwazana jest powszechnie za enzym docelowy (target
enzyme) tego antyfolianu, a jej hamowanie przez ametopteryne zaréwno
in vitro jak i in vivo jest dzi$ obszernie udokumentowane (przeglad lite-
ratury wedtug 3). Réwnoczes$nie jednak dysponujemy danymi sugerujg-
cymi, ze w niektérych organizmach ametopteryna zastosowana nawet
w wysokich stezeniach nie catkowicie hamuje reduktaze dihydrofolianowg
lub tez hamuje jedynie redukcje folianu, przy nieupos$ledzonej redukcji
dihydrofolianu (9, 10).

I1-1.1. Zahamowanie redukcji dihydrofolianu w komoérce a efekt toksyczny ametop-
teryny

Wyniki wielu badan wskazywaty, ze dziatanie ametopteryny przejawia
sie w zahamowaniu redukcji dihydrofolianu do tetrahydrofolianu. Mozna
zatem byto sadzi¢, ze w komdérkach hodowanych w obecnosci ametoptery-
ny nagromadzac sie bedzie dihydrofolian. Nie wykazano jednak takiego
nagromadzania dihydrofolianu w komdrkach chomika chinskiego pozosta-
jacych w kontakcie z ametopteryng przez dobe. Chromatograficzny obraz
zredukowanych pochodnych folianowych byt jednakowy w komodrkach
z hodowli kontrolnych i traktowanych ametopteryng (11).

Na nieréwnolegty przebieg dwéch zjawisk — zahamowania przez ame-
topteryne reduktazy dihydrofolianowej i inkorporacji dezoksyurydyny do.
DNA — wskazujg badania, do ktorych uzyto komoérek trzech linii leuke-
micznych izolowanych z myszy traktowanych uprzednio anetopteryng
(12). Jak stwierdzono, pomimo catkowitej inhibicji aktywnos$ci reduk-
tazy dihydrofolianowej, stopieri inkorporacji dezoksyurydyny przez ko-

*) Porownaj artykut Grzelakowska-Sztabert B. (1977), Metabolizm aminoanalogoéw
folianu, Post. Blochem. 23, 559—575.
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morki wyizolowane z myszy doswiadczalnych, byt tylko nieznacznie niz-
szy niz w przypadku komorek z myszy kontrolnych, ktorym nie podawa-
no ametopteryny.

11-1.2. Rola ,,wolnej” ametopteryny w komdérce

Proces pobierania ametopteryny przez komérki byt przedmiotem licz-
nych, doktadnych badan (13—18). Stwierdzono, ze zachodzi on na dro-
dze aktywnego transportu przy udziale biatkowego przenosnika, ktdry
czynny jest najprawdopodobniej réwniez w transporcie innych antyfo-
lianow oraz koenzymatycznych form tetrahydrofolianu (13—18). Wni-
kajgca do komorki ametopteryna wigze sie silnie z reduktaza dihydro-
folianowg, ktora — jak potwierdzity to ostatnie badania — wydaje sie
byé jedynym biatkiem w komérce o tak wysokim powinowactwie do tego
antyfolianu (19). Po wysyceniu reduktazy dihydrofolianowej pobieranie
ametopteryny przez komérke zachodzi dalej ze zmniejszong szybkoscig,
az do osiggniecia stanu réwnowagi (Ryc. 1A). Jesli komdrki przeniesie
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Ryc. 1. Pobieranie (A) i wyptyw (B) ametopteryny z komérek L1210 badany
w 37°C (17).

(A) —stezenie zewnatrzkomoérkowe ametopteryny wynosito 22 nM. (B) —komérki inkubowano

z ametopteryna przez 20 min, przemywano i zawieszano w pozywce niezawierajacej anty-

folianu. Strzatka przerywang zaznaczono poziom reduktazy dihydrofolianowej w badanych
komérkach.

sie nastepnie do Srodowiska nie zawierajgcego ametopteryny obserwuje
sie stopniowy spadek wewngtrzkomorkowego jej stezenia az do osiggnie-
cia poziomu réwnego stezeniu reduktazy dihydrofolianowej (Ryc. IB).
Ametopteryne zwigzang silnie z reduktazag dihydrofolianowg okresla sie
jako ametopteryne ,,zwigzang” lub ,,niewymienialng” (bound, nonexchan-
geable) w przeciwieAstwie do ametopteryny wyptywajacej z komérki na-
zywanej ,wolng” lub ,wymienialng” (free, exchangeable).

7 Postepy Biochemii
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Jak stwierdzono inkorporacja dezoksyurydyny do DNA badana in
vitro w komdrkach L ulegta catkowitemu zahamowaniu tylko woéwczas,
jesli oprécz ametopteryny zwigzanej z reduktazg dihydrofolianowa obec-
na byta w komoérce ametopteryna wolna (20, Ryc. 2). Stopien inhibicji
syntezy DNA zalezat od wewnatrzkomdrkowego stezenia wolnej ametop-
teryny, a przy jej braku wynosit 27°/o.
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S o
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Ryc. 2. Wptyw zwigzanej i wolnej ametopteryny na inkorporacje dezoksyurydyny
do DNA komoérek L (20).

A —kontrola; B —obecna ametopteryna zwigzana, brak wolnej; C, D, E—obecna ametopte-
ryna zwigzana, stezenie ametopteryny wolnej wynosito 0,12 nM (C), 0,6 (iM (D), 6,0 nM (E).

Podobnie, catkowite zahamowanie inkorporacji mrowczanu do DNA, RNA
i biatek w komorkach L stwierdzono jedynie w przypadku, gdy w ko-
morce oprocz wysyconych miejsc o wysokim powinowactwie do ametop-
teryny obecna byta takze ametopteryna wolna (21).

Powyzsze wyniki sugerowaly, ze ametopteryna, oprécz hamowania
w komorce reduktazy dihydrofolianowej o wysokim powinowactwie do
tego antyfolianu, hamuje réwniez inne enzymy folianowe o niskim po-
winowactwie takie jak np. syntetaze tymidylanowga, czy drugg forme
molekularng reduktazy dihydrofolianowej (20, 21).

Jak stwierdzono jednak ostatnio, redukcja dihydrofolianu do tetrahy-
drofolianu (w przeciwienstwie do redukcji folianu) nie ulegata zaburzeniu
w komdrkach raka Ehrlicha w obecno$ci zwigzanej ametopteryny przy
jednoczesnym braku ametopteryny wolnej (31, Ryc. 3). Wydaje sie wiec,
ze aby zinterpretowaé¢ otrzymane wyniki badan (20, 21, 31) nie koniecz-
nie nalezy przyja¢ oddziatywanie w badanych komdérkach ametopteryny
z enzymami o niskim powinowactwie. Wyniki te dajg sie bowiem wy-

* W komorkach ssakéw i bakterii obserwuje sie czestokro¢ wystepowanie re-
duktazy dihydrofolianowej w dwu lub wiecej formach (multiple forms) réznigcych
sie niekiedy powinowactwem do ametopteryny (22—30).
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ttumaczyé na podstawie interakcji pomiedzy ametopteryng a formg reduk-
tazy dihydrofolianowej o wysokim powinowactwie do tego antyfolianu.
Wiadomo, ze przy niskim pH hamowanie reduktazy dihydrofolianowej
przez ametopteryne nalezy do typu pseudonieodwracalnego (stoichio-
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Ryc. 3. Wplyw zwigzanej i wolnej ametopteryny na przemiany [8H]dihydrofolianu
w komorkach raka Ehrlicha (31).

A —kontrola; B —obecna ametopteryna zwigzana, brak wolnej; C, D —obecna ametopteryna
zwigzana i wolna, stezenie ametopteryny wolnej wynosito 0,05 nM (C) i 10 nM (D). Komérki
inkubowano z 10 nM [sH]dihydrofolianem przez 15 min, nastepnie sonifikowano je i ekstrakt
nanoszono na kolumne z DEAE-celulozy razem z wzorcowymi nieradioaktywnymi zwigzkami

metrycznego) (32, 33). Natomiast w fizjologicznym zakresie pH powi-
nowactwo inhibitora do enzymu obniza sie stajac sie zalezne od stezenia
substratu — dihydrofolianu. Tym samym pewna ilos¢ wolnego anty-
folianu jest niezbedna do utrzymania w stanie wysyconym catej reduk-
tazy dihydrofolianowej znajdujacej sie w komorce. Krytyczna ilo$é re-
duktazy dihydrofolianowej, przy ktérej komorka funkcjonuje normalnie,
jest bardzo niska. Wedtug obliczen Jacksona i Harrapa (34)
5°/0 ogolnej aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej wystarcza aby
utrzymac¢ w niezaburzonym stanie wzrost komérek L1210. W komérkach
L synteza tetrahydrofolianu utrzymuje sie na normalnym poziomie na-
wet przy aktywnos$ci reduktazy dihydrofolianowej siegajacej tylko 2°/o
normalnego jej poziomu (31) (poréwnaj rozdziat 11-2). Tak wiec catkowite



100 M. MANTEUFFEL.-CYMBOROWSKA (8]

zahamowanie syntezy tetrahydrofolanu mozna osiagnag¢ w tych komdrkach
tylko w przypadku wysokiego wewnagtrzkomérkowego poziomu wolnej
ametopteryny, stanowigcej 80°/0 ogdlnej zawarto$ci ametopteryny w ko-
morce (35).

I11-2. Inne miejsca dziatania ametopteryny w komorce

Pod koniec lat szescdziesigtych ukazaty sie pierwsze prace, w ktdrych
inaczej ttlumaczono toksyczne dziatanie ametopteryny (36, 37). Na pod-
stawie wynikéw badan nad odwracaniem toksycznego wplywu ametopte-
ryny na komérki L przez leukoworyne (NIB-formylotetrahydrofolian) oraz
tymidyne wysunieto wniosek, ze ametopteryna poza hamowaniem reduk-
tazy dihydrofolianowej ma dodatkowe miejsce(a) dziatania w komérce (37).
Bytyby to najprawdopodobniej syntetaza tymidylanowa, oraz enzym(y)
transformylujgce biorgce udziat w biosyntezie puryn, majgce o wiele nizsze
powinowactwo do ametopteryny niz reduktaza dihydrofolianowa.

Dodatkowego poparcia tej hipotezie dostarczyly badania wskazujgce
na hamowanie przez ametopteryne syntezy tymidylanu zarébwno w nie-
uszkodzonych komérkach jak i w ekstraktach bezkomoérkowych (36). Do
podobnych wnioskéw doszli rowniez w kilka lat pdzniej McBurney
i Whitmore (11) analizujac zaburzenia wzrostu komdrek chomika
chinskiego wywotane podaniem do hodowli ametopteryny w wysokich
dawkach. Zdaniem tych badaczy w przypadku omawianych komorek ha-
mowanie reduktazy dihydrofolianowej, cho¢ nastepuje przy okoto 10-krot-
nie nizszym stezeniu ametopteryny niz syntetazy tymidylanowej, nie ma
jednak znaczenia biologicznego, poniewaz komdrki te zawierajg pule po-
chodnych tetrahydrofolianu wystarczajacg na przezycie 48 godzin.
Obserwowany toksyczny wptyw ametopteryny wydaje sie by¢ zatem wy-
nikiem bezposredniego zahamowania syntetazy tymidylanowej, oraz
wspomnianego juz enzymu lub enzym(6w) bioracych udzial w syntezie
puryn (11).

Udziat bezposredniego zahamowania syntetazy tymidylanowej w tok-
sycznym dziataniu ametopteryny zostat ostatnio doktadnie przedyskuto-
wany (38). Powinowactwo tego enzymu do ametopteryny jest o wiele
nizsze niz reduktazy dihydrofolianowej. | tak np. w przypadku komorek
L1210 Ki reduktazy dihydrofolianowej wynosi 6.7X10_U M, podczas gdy
syntetazy tymidylanowej — 15X10-5 M (39). Z drugiej jednak strony
Vmex syntetazy tymidylanowej jest o wiele nizsza niz reduktazy dihydro-
folianowej, co pozwala przypuszczac, ze w obecnosci ametopteryny w wy-
sokich stezeniach, w pewnych przypadkach, enzymem ograniczajagcym
wzrost komérek bedzie wiasnie syntetaza tymidylanowa (38).

Biorgc pod uwage znane parametry kinetyczne enzyméw folianowych
w komorkach W1-L2 Niethammer i Jackson (38) przeprowa-
dzili nastepujgce obliczenia. Aby zmniejszy¢ do potowy Vmex reduktazy
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dihydrofolianowej, ktérej stezenie w komdrce wynosi okoto 0,19 jiM,
trzeba enzym ten zahamowaé¢ w 95,45%, co nastepuje przy ogllnym ste-
zeniu ametopteryny w komorce réwnym 0,226 [iM. W tych warunkach
stezenie wolnej ametopteryny wynosi¢ bedzie 0,044 fxM. Ametopteryna
w tym stezeniu jedynie nieznacznie hamuje syntetaze tymidylanowa
w omawianych komérkach. Inna jednak jest sytuacja w opornych na
ametopteryne komoérkach WR9-1, w ktorych aktywnosé reduktazy di-
hydrofolianowej jest 234 razy wyzsza. W komodrkach tych ograniczenie
syntezy tetrahydrofolianu nastepuje dopiero przy zahamowanej
w 99,96flo aktywnos$ci reduktazy dihydrofolianowej. Przy ogélnym ste-
zeniu ametopteryny w komérce rownym 60 jiM (stezenie wolnej ametop-
teryny osiggnie wowczas 155 jiM) reduktaza dihydrofolianowa zostanie
zahamowana w 99,68°/0 — nie osiggajac zatem wartosci krytycznej. Na-
tomiast aktywnos$¢ syntetazy tymidylanowej ulegnie powaznemu ogra-
niczeniu. Tak wiec bezposrednie oddziatywanie ametopteryny z synte-
tazg tymidylanowg moze mie¢ znaczenie cytotoksyczne, zwiaszcza w przy-
padku komorek opornych na ametopteryne.

I1l. Podtoze biochemiczne $mierci komdérek traktowanych ametopteryng

I11-1. Niedob6r tymidylanu a niedob6r puryn
I11.1.I. Ro6znice wrazliwosci komorek réznych linii

Koenzymatyczne formy tetrahydrofolianu biorg udziat w przenoszeniu

jednostek jednoweglowych zaréwno w czasie biosyntezy tymidylanu jak
i puryn (Schemat 1). Powstaje zatem pytanie czy przyczyng $mierci ko-
maérki po podaniu ametopteryny jest zahamowanie syntezy dTMP, czy
tez syntezy puryn, wystepujace w konsekwencji niedoboru koenzyma-
tycznych form folianu w komaérce.
Jak stwierdzono ametopteryna nie hamowata wzrostu komérek L, jesli
w pozywce znajdowata sie tymidyna i adenozyna. Komorki te charak-
teryzowaly sie mniejszg wrazliwoscig na dziatanie ametopteryny w obec-
nosci tymidyny, a wieksza gdy jedynie adenozyna znajdowata sie w po-
zywce (40, Ryc. 4). Na tej podstawie wysunieto roboczg hipoteze, ze
z dwoch blokéw metabolicznych wywotanych przez ametopteryne inhi-
bicja syntezy tymidylanu prowadzi do Smierci komdrki, podczas gdy hamo-
wanie syntezy puryn — przeciwnie — zwieksza szanse przezycia komorki.
Jako przyczyne $mierci komoérek L w tych doSwiadczeniach uwazano za-
hamowanie syntezy DNA przy zachodzacej normalnie syntezie RNA i bia-
tek (unbalanced growth). Przy réwnoczesnym za$ ograniczeniu syntezy
DNA, RNA i biatek nie wystepuje zachwianie rownowagi metabolicznej
i komadrki mogg dtuzej przezywac (40).
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Ryc. 4. Wplyw tymidyny i adenozyny na wzrost komoérek L hodowanych przez
72 godz. w pozywce zawierajgcej ametopteryne w stezeniu 10~6 g/ml (40).

1—hodowle kontrolne; 2—hodowle rosnace w obecno$ci ametopteryny i tymidyny lub ameto-
pteryny i adenozyny.

Jak sie przyjmuje odmienny jest mechanizm toksycznego dziatania
ametopteryny w mysich komérkach leukemicznych L5178Y (41, 42).
Pierwszym zjawiskiem obserwowanym w tych komdrkach po podaniu
ametopteryny byt niedobdr puryn, ktéry prowadzit do $mierci komorek
przez zahamowanie syntezy RNA oraz biatek o krotkim okresie pétrwania.
Na fakt, ze brak nukleotydow purynowych jest czynnikiem ograniczajagcym
synteze polinukleotydéw wskazywato przejSciowo odwracane przez hy-
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Ryc. 5. Odwracanie przez hypoksantyne wplywu ametopteryny na intensywnos¢
inkorporacji tymidyny w komérkach L5178Y (41).

-O-— komorki traktowane 1X10“6M ametopteryng;---—-- O komoérki traktowane ametopteryna
jak wyzej i 2X10~5 M hypoksantyng dodawana w r6znym czasie od podania ametopteryny.
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poksantyne zahamowanie inkorporacji tymidyny do DNA (Ryc. 5). Bez-
posrednich dowodéw dostarczyty pomiary wielkosci puli nukleotydow
adeninowych i guaninowych, ktéra w okresie poczatkowym po dodaniu
ametopteryny ulegata obnizeniu. W obserwowanym nastepnie okresie jej
wzrostu dodanie adenozyny nie odwracato inhibicji inkorporacji tymidy-
ny (Ryc. 5), ktdrej niedobdr byt przyczyng Smierci komoérek, o czym
Swiadczyt miedzy innymi réwnolegty przebieg krzywych $miertelnosci ko-
marek i intensywnosci inkorporacji dezoksyurydyny.

Powyzsze wyniki znalazty swe potwierdzenie w badaniach tyczacych
antypurynowego i antytymidynowego dziatania ametopteryny w 9-ciu
réznych liniach komdrkowych (43, 44). Wynika z nich réwniez, ze zabu-
rzenia metabolizmu folianu pod wptywem ametopteryny sa rézne w roz-
nych typach komoérek. Co wiecej réznice takie wystgpi¢ moga takze w ko-
markach tej samej linii, lecz r6znigcych sie fazg wzrostu hodowli.

111-1.2. Wrazliwos$¢ a tempo proliferacji komdrek

Przyjmuje sie czesto, ze im szybsze jest tempo proliferacji komaorek
tym wieksza jest ich wrazliwo$¢ na dziatanie antymetabolitow (45, 46).
Poniewaz antymetabolity interferuja specyficznie z okre$lonymi proce-
sami anabolicznymi mozna przypuszcza¢, ze najwrazliwsze na dziatanie
ametopteryny sg komarki w fazie syntezy DNA, a wiec w tak zwanej fazie
S. Poniewaz ponadto intensywnos$¢ syntezy DNA w komérkach szybko ros-
nacych moze by¢ wieksza niz w komaérkach wolno rosngcych, prowadzi¢ to
moze do wiekszej wrazliwo$ci komorek szybko proliferujgcych w porowna-
niu z komaérkami rosngcymi wolniej.

Réznice we wrazliwosci komorek na dziatanie ametopteryny z hodowli
w logarytmicznej i stacjonarnej fazie wzrostu byty przedmiotem wnikli-
wych badan (47—49). Poréwnywanie $miertelnosci komoérek L5178Y pod
wptywem ametopteryny a takze intensywnosci inkorporacji dezoksyury-
dyny i tymidyny do DNA komérek z populacji rédznigcych sie szybkoscia
wzrostu pozwala przypuszczaé, ze niedobdr puryn wywotany przez ameto-
pteryne ogranicza tempo wzrostu populacji. Zaznacza sie on o wiele silnigj
w komorkach z szybko rosnagcych populacji (47).

111-1.3. Rola N5i°-metylenotetrahydrofolianu jako substratu w syntezie tymidylanu
i puryn

Badajac znaczenie niedoboru puryn w toksycznym dziataniu ametop-
teryny zwrdcono uwage na aktywnos$¢ dwoéch enzymoéw — syntetazy ty-
midytanowej i dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianu — wspo6tzawod-
niczacych o wspoélny substrat, N5 10-metylenotetrahydrofolian (43, 44).
Zwigzek ten wykorzystywany jest w szlakach metabolicznych prowadza-
cych do syntezy dTMP i puryn (Schemat 1). Stopied wykorzystania me-
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tylenotetrahydrofolianu do syntezy tymidylanu i do syntezy puryn moze,
jak sie wydaje, zaleze¢ od wzajemnego stosunku aktywnos$ci wspomnia-
nych enzymow. Wspotzawodniczenie o wspolny substrat moze mie¢ szcze-
golnie istotne znaczenie, gdy w obecnosci ametopteryny nastepuje zaha-
mowanie reduktazy dihydrofolianowej, co prowadzi z kolei do obnizenia
w komorce poziomu tetrahydrofolianu i posSrednio — koenzymow tetra-
hydrofolianu. Tak wiec w obecnosci ametopteryny wysoka aktywnos$¢
syntetazy tymidylanowej w komorce powodowa¢ moze obnizenie syntezy
puryn, podczas gdy dehydrogenaza metylenotetrahydrofolianu o wysokiej
aktywnoS$ci umozliwia¢ bedzie przez pewien czas przebieg syntezy puryn
o normalnej intensywnosci.

Porownujac toksycznosé ametopteryny w stosunku do komorek czte-
rech linii rosngcych w obecnosci nadmiaru tymidyny (kiedy to ujawnia
sie efekt niedoboru puryn) stwierdzono, ze im nizszy jest stosunek aktyw-
nosci dehydrogenazy metylenotetrahydrofolianu do syntetazy tymidyla-
nowej, tym wieksze sg zaburzenia syntezy puryn spowodowane przez
ametopteryne. Powyzsze warunki wzrostu okazaty sie najbardziej toksycz-
ne dla szybko dzielagcych sie komorek, co mogto mie¢ zwigzek z obserwo-
wang w tych komdrkach wyzszg aktywnos$cig syntetazy tymidylanowej
przy praktycznie takim samym poziomie aktywnosci dehydrogenazy me-
tylenotetrahydrofolianu w poréwnaniu z komérkami wolno rosnacych linii
(Tabela 1). Wyniki te dobrze ttumaczg podkreslang czesto (47—49) zalez-
no$¢ stopnia zaburzeA syntezy puryn wywotywanych w komdrce przez
ametopteryne od szybkos$ci wzrostu komérki (rozdziat 111-1.2).

Dodatkowe potwierdzenie trafno$ci interpretacji otrzymanych wyni-
kéw (44) stanowity dosSwiadczenia, w ktdrych komdrkom jednoczesnie
z ametopteryng podawano FUdR — specyficzny inhibitor syntetazy tymi-
dylanowej. W ten sposéb podwyzszano stosunek aktywnosci dehydroge-
nazy metylenotetrahydrofolianu do syntetazy tymidylanowej, czemu to-
warzyszyto obnizenie antypurynowego efektu wywieranego przez ametop-
teryne (46).

Tabela 1

Odwracanie przez tymidyne (200/*M) efektu cytotoksycznego ametopteryny (49)

Aktywno$¢ wiasciwa Gestosé komorek

- Czas syntetaza dehydrogenaza rosnacych przez
KonI;c!Jr:Ili)wa podwojenia  tymidylano- metylenotetra- %T\;ljgik 48 godz. w obec-
(godz) wa hydrofolianu nosci tymidyny
ST DM (% kontroli)
Novikoff 10 0,41 4,0 9,8 5
3924 A 15 0,22 4.4 15,7 16
8999 R 39 0,11 7,3 66,3 36
8999 S 8l 0,07 6,8 97,5 49

*)— aktywno$¢ wiasciwg wyrazono w nmolach przereagowanego substratu w 37°/min/mg biatka.



[13] DZIALANIE AMETOPTERYNY 105

W powyzszych rozwazaniach nalezy roéwniez pamieta¢ o tym, ze po-
ziom metylenotetrahydrofolianu, (podobnie jak i pozostatych koenzyméw
tetrahydrofolianu)'—a wiec jego dostepno$¢ w procesie syntezy puryn
i dTMP — zalezy takze od reduktazy metylenotetrahydrofolianu (Sche-
mat 1), ktérej aktywnos$¢ posrednio reguluje nadmiar metioniny w ko-
morce (6). W warunkach in vivo termodynamiczna réwnowaga przesu-
nieta jest w kierunku redukcji metylenotetrahydrofolianu do metylote-
trahydrofolianu, a regeneracja wolnego tetrahydrofolianu z metylotetra-
hydrofolianu jest jedynie mozliwa podczas syntezy metioniny (Schemat 1;
6, 50).

I11-2. Zaburzenia syntezy biatek mitochondrialnych

W odréznieniu od inicjacji syntezy biatek cytoplazmatycznych, do roz-
poczecia syntezy biatek mitochondrialnych w komorkach eukariotycznych
niezbedny jest uformylowany metionylo-tRNA (fMet-tRNAfMet) (51, 52,
52a), przy czym donorem grupy formylowej jest N3 formylotetrahydrofo-
lian (Schemat 1). Ametopteryna prowadzac do zubozenia puli koenzyma-
tycznych tetrahydrofolianéw w komoérce moze hamowac¢ formylacje me-
tionylo-tRNA, a w nastepstwie tego synteze biatek mitochindrialnych
i posrednio — wzrost komérek. Wyniki badan dotyczace hamowania przez
ametopteryne formylacji mitochondrialnego Met-tRNAfMt nie sg jednak
jednoznaczne. Podczas gdy w przypadku komérek HelLa ich krotka inku-
bacja z ametopteryng oraz z tymidyng i puryna powodowata zahamowa-
nie formylacji metionylo-tRNA (53, 54), to w analogicznych warunkach
w komdrkach L i KB formylacja metionylo-tRNA oraz inicjacja syntezy
biatek w mitochondriach przebiegata normalnie (55). W tym kontekscie
godne zainteresowania sg badania antymitotycznej aktywnosci pirymeta-
miny [2,4-diamino-5-(p-chlorofenylo)-6-etylopirymidyna] w komdrkach
ludzkich fibroblastdw (56). Zwigzek ten, stosowany miedzy innymi jako
lek antymalaryczny, jest analogiem folianu i podobnie jak ametopteryna
hamuje silnie reduktaze dihydrofolianowg. Gtowng przyczyne antymito-
tycznej aktywnos$ci pirymetaminy upatruje sie witasnie w hamowaniu
syntezy biatek mitochondrialnych.

IV. Oporno$¢ komorek na ametopteryne

IV-1. Biochemiczne podtoze opornosci

Badania Hakali z 1957 roku (57), w Kktorych stwierdzono normalny
wzrost komorek S-180 w obecnos$ci ametopteryny, gdy w srodowisku znaj-
dowata sie hypoksantyna, tymidyna i glicyna daly poczatek poszukiwa-
niom mechanizméw wrazliwosci komoérek na dziatlanie ametopteryny
(przeglad pismiennictwa wedtug 3, 58, 59).
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Na schemacie 2 przedstawiono r6zne sytuacje, w ktdrych ametopteryna
nie wywiera toksycznego wptywu na komdrki, pomimo ze znajduje sie
w $rodowisku w odpowiednio wysokim stezeniu. Pierwsza mozliwos$¢ to
uposledzenie transportu ametopteryny do komdrki, przy czym istotna
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Schemat 2. Niektore z mozliwych mechanizmoéw opornosci komorek na ametopteryne.

1—upos$ledzony transport ametopteryny; 2—zwiekszona aktywno$¢ reduktazy dihydrofolia-
nowej; 3—reduktaza dihydrofolianowa o zmienionym powinowactwie; 4—zwiekszona aktyw-
no$¢ syntetazy tymidylanowej; 5—degradacja ametopteryny; 6 —zwiekszona aktywno$¢ kinazy
tymidylanowej. Szczeg6ty w tekscie.
Skroty: RD — reduktaza dihydrofolianowa; RD — reduktaza dihydrofolianowa (zwigkszona
aktywno$¢); rd —reduktaza dihydrofolianowa (zmienione powinowactwo); ST —syntetaza ty-
midylanowa; KT —Kkinaza tymidylanowa; MTX —ametopteryna; dTMP, TdR, dUMP.

jest tutaj zmiana szybkosci zaré6wno pobierania tego antyfolianu przez
komérke jak i jego wyptywu z komorki (58). W efekcie krytyczny poziom
wewnatrzkomorkowej ametopteryny moze byé zbyt niski do zwigzania
reduktazy dihydrofolianowej (ametopteryna zwigzana) oraz do utrzyma-
nia wysycenia tego enzymu (ametopteryna wolna) i do inhibicji nowo-
syntetyzujacej sie w komoérce reduktazy.

Zalézmy nastepnie, ze transport ametopteryny do komérki przebiega
normalnie. Mimo to wnikajgcy do komarki antyfolian nie dziala toksycz-
nie na skutek wysokiej aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej, zmian
jej wihasnosci kinetycznych, czy tez zwiekszonej syntezy de novo. Brak
toksycznos$ci ametopteryny réwniez moze mieC zwigzek z podwyzZszong
aktywnoscig syntetazy tymidylanowej (59), do takiego poziomu, ze pobrana
przez komdrke ametopteryna hamuje tylko czeSciowo jej aktywnos$¢. Inng
jeszcze mozliwos¢ stanowi degradacja ametopteryny whnikajgcej do
komorki.

Wreszcie w trzecim przypadku ametopteryna moze wnika¢ do ko-
morki osiggajac poziom krytyczny, hamujgc reduktaze dihydrofolianowg
(i ewentualnie syntetaze tymidylanowga). Konsekwencje tej inhibicji w za-
leznosci od rodzaju komorki moga byé¢ rézne: od catkowitego braku efektu
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toksycznego do powaznych zaburzen w funkcjonowaniu i $mierci. W tym
przypadku brak toksyczno$ci ametopteryny moze mie¢ zwigzek z czynni-
kami takimi jak:

— wysoki poziom wewngtrzkomdrkowej puli kofaktoréw tetrahydro-
folianowych,

— wysoka wewngatrzkomorkowa pula dezoksyrybonukleotydow umoz-
zliwiajgca synteze DNA (60, 43),

— dziatanie w komorce innych szlakdw metabolicznych pozwalajacych
na ominiecie bloku metabolicznego wywotanego podaniem ameto-
pteryny (61), a przede wszystkim fosforylacja tymidyny do dTMP
przy udziale kinazy tymidylanowej (62).

Lista czynnikéw, od ktorych zalezy cytotoksyczne dziatanie ametopte-

ryny pozostaje nadal otwarta.

1V-2. Oporno$¢ wrodzona i oporno$¢ nabyta

Oporno$¢ komorek na ametopteryne jest ztozonym zjawiskiem zalez-
nym nieraz od wielu czynnikéw. W praktyce jednak nie wszystkie sposrod
wymienionych mechanizmoéw opornosci komdérek na ten antyfolian wy-
stepujg jednakowo czesto, co stwierdzono prowadzac od wielu lat ba-
dania w roznorodnych ukladach doswiadczalnych (przeglad literatury
wedtug 3; 63, 64, 59).

Do najczesciej spotykanych przyczyn opornosci komdrek na ametopte-
ryne mozna zaliczy¢ zmiany w transporcie ametopteryny przez bione ko-
morkowga (65—69), oraz wzrost poziomu reduktazy dihydrofolianowej
w komorce (69—77, 65, 66).

Moéwigc o zjawisku opornosci komorek na ametopteryne rozréznié
mozna oporno$é wrodzong — cechujgca komorki stykajgce sie po raz
pierwszy z tym antymetabolitem, oraz oporno$é nabytg (39). Ta ostatnia
powstaje w miare podawania cztowiekowi czy zwierzeciu ametopteryny,
czy tez w czasie hodowli komoérek czy bakterii w $rodowisku, w ktorym
znajduje sie ametopteryna. W takich warunkach przezywajg tylko te ko-
morki, ktore ulegty odpowiednim, korzystnym mutacjom (selekcja). Jak
stwierdzono w hodowlach komdrek L5178Y traktowanych ametopteryng
10~7M czestotliwo$é wystepowania mutacji wynosi 2 na 106 komorek (78).

Hodujac komdrki in vitro w obecnosci ametopteryny o réznych steze-
niach mozna otrzyma¢ podlinie komoérkowe r6znigce sie opornoscig na
ten antyfolian (38, 79). Witasnosci komorek z dziesieciu podlinii wywo-
dzacych sie z linii WS, wrazliwej na ametopteryne, obrazuje Tabela 2
Jak widaé w komorkach nastgpit badZz wyrazny (w niektérych liniach
przeszto 200-krotny) wzrost aktywnosci reduktazy dihydrofolianowej badZ
tez upos$ledzony zostat transport ametopteryny (Ryc. 6). Najwyzszg opor-
noscig na ametopteryne cechowaty sie jednak komorki tgczace w sobie
obydwie te wiasnosci (WR9-4).
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Obserwowany wielokrotnie zwiekszony poziom reduktazy dihydrofo-
lianowej w komoérkach opornych na ametopteryne moze by¢ rezultatem
podwyzszonej syntezy tego enzymu w komdrce, ale takze wynikiem na-

gromadzenia sie stabilnego kompleksu enzym — inhibitor,

chronigcego

Tabela 2

Wiasnosci opornych na ametopteryne komérek z podlinii wyprowadzonych z wrazliwej

Podlinie
komorko-
we

WS

WR8—1
WR8—2
WR8—3
WR8—4
WR8—5
WR9—1
WR9—2
WR9—3
WR9—4
WR9—5

*) — stezenie ametopteryny, przy ktérym liczba komdrek ulegta zmniejszeniu do potowy.

ID
G'M)

0,013
2,2
3,2
30
3,8
2,8
6,8
6,9
110
16,0
6,1

na ametopteryne linii WS (38)

Reduktaza dihydrofolianowa

Opornosé  aktywnosé (jedno- wzrost
stki/l 0° komérek) aktywnosci

@ 0,22 @)
170 48,1 222
240 17,9 83
230 45 21
290 21,7 100
220 30,6 141
520 50,7 234
530 49 23
840 5,6 26

1230 27,3 126
440 14,9 69

Transport
ametopteryny
(% kontroli)

(100)
108,3
931
197
785
93,8
107,4
27,3
112
102
76,5

reduktaze przed szybka degradacja, ktérej normalnie podlega (80). Tym
ostatnim zjawiskiem ttumaczy sie zwiekszony poziom reduktazy dihy-
drofolianowej w leukocytach i erytrocytach pacjentéw, ktérym podawano

Ryc. 6. Pobieranie ametopteryny przez komorki

komorek

/‘109

nmole/

S
5

r

P

rene [minl
czas |min|

wrazliwe na ametopteryne (1)

i komorki z opornej podlinii WR9-4 (2) (38). Zewnatrzkomérkowe stezenie ametoptery-

ny — 1 |jM.
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ametopteryne. Nagromadzony enzym jest najprawdopodobniej taki sam
jak reduktaza izolowana z komérek krwi zdrowych os6b (80).

Wysoki poziom enzymu utrzymujacy sie w niektérych opornych ko-
maérkach hodowanych przez wiele generacji w nieobecnos$ci ametopte-
ryny (81) ttumaczono jako uwarunkowanie genetyczne syntezy redukta-
zy dihydrofolianowej. Scista zalezno$¢ pomiedzy stopniem opornosci na
ametopteryne mutantéw Diplococcus pneumoniae a ilosciag produkowa-
nej reduktazy dihydrofolianowej, stata sie podstawg hipotezy tlumacza-
cej jedng z mozliwosci zwiekszonej syntezy enzymu (82). Wedtug tej
hipotezy reduktaza dihydrofolianowa jest przyktadem enzymu, ktoéry

Tabela 3

Biochemiczne wiasciwosci hodowanych in vitro komoérek zwierzecych o réznej opornosci
na ametopteryne (35)

Reduktaza dihydrofolia-

o iy P_oblera- Zreduko-  Aktyw- nowa
o POMOSC  nie ame-  ane fo.  noscex)
Linia < (w poréw- topteryny

) X liany  syntetazy Ki ameto- Kmdihy-
komoérkowa (nM) naniuz  (nmole) (nmole/10  tymidyla- akt),/\’/v- pteryny drofolia-

L 1210)  min/109 komorek) nowej NOS¢ (M) nu (iiM)

komorek)
L 1210 58 @ 0,14 245 0,024 0,23 53 0,16
W 1-L.2 13 2,2 0,12 23,0 0,020 0,22 73 0,13
L5187Y 56 9,7 0,20 16,0 0,029 0,29 31 0,42
Yoshida 390 390 67,3 0,12 33,8 0,015 0,36 135 0,30

*) Stezenie ametopteryny, przy ktérym liczba komérek ulegta zmniejszeniu do potowy po 48 godz.
**) Wyrazona w jednostkach enzymu/10* komoérek.

obok funkcji katalitycznej posiada drugg funkcje — kontrolujacg, a mo-
wigc scislej — represerowa. Reduktaza ta miataby by¢ zatem represorem,
w ukiladzie, w ktérym produkt genu (a wiec enzym) hamuje swojg wias-
ng synteze.

O wiele rzadziej w komérkach opornych na ametopteryne stwier-
dza sie produkcje reduktazy dihydrofolianowej o wyraznie obnizonym
powinowactwie w stosunku do ametopteryny (83, 59, 69). Ostatnio otrzy-
mano interesujgce wyniki tyczace wrodzonej opornosci komdrek na ame-
topteryne (35). Tabela 3 przedstawia szereg biochemicznych wilasciwosci
komérek czterech badanych linii. Jak widaé ani szybko$¢ pobierania ame-
topteryny przez komorki, ani aktywno$¢ syntetazy tymidylanowej, ani
wreszcie wielkosé puli zredukowanych folianéw nie wykazywaty zgod-
nosci z opornoscig komorek na ametopteryne. Wprawdzie najwyzsza ak-
tywnos$¢ reduktazy dihydrofolianowej cechowata komdrki najbardziej
oporne, ale stwierdzane réznice aktywnos$ci byly wielokrotnie nizsze niz
réznice opornosci komérek. Aby dokiadnie zbadaé wiasnosci kinetyczne
reduktazy dihydrofolianowej z komérek badanych linii enzym ten oczysz-
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czano do homogenno$ci przy uzyciu chromatografii powinowactwa.
Stwierdzono, ze oczyszczone enzymy nie réznity sie zasadniczo ani liczbg
obrotow ani statg Michaelisa dla dihydrofolianu (Tabela 3), natomiast
réznice wartosci statych inhibitorowych okazaty sie znaczne i wyka-
zywaly zgodno$¢ ze stopniem opornosci na ametopteryne badanych ko-
morek. Tak wiec do czynnikow, od ktdrych moze zaleze¢ oporno$¢ ko-
moérek na ametopteryne doda¢ mozna jeszcze jeden: wilasnosci kinetycz-
ne reduktazy dihydrofolianowej (przy tym samym poziomie aktywnosci
tego enzymu).

V. Uwagi koricowe

Praktyczne znaczenie badan nad mechanizmem dzialania ametopte-
ryny wyptywa z faktu, ze jest ona zwiazkiem szeroko stosowanym w kli-
nice. Wyniki badan biochemicznych czestokroé dostarczajg cennych wska-
zowek co do sposobu stosowania tego antymetabolitu. | tak na przyktad
na to, jak wazna jest wielkos¢ dawki ametopteryny podawanej choremu
wskazujg badacze stwierdzajacy w obecnosci niskich stezen tego zwigz-
ku podwyzszenie aktywnoS$ci syntetazy tymidylanowej i zarazem syn-
tezy dTMP — a wiec efekt przeciwny do zamierzonego (84—86). Po-
dobne wnioski wyptywajg z badan (20, 21, 31), w ktérych zwrécono uwa-
ge na znaczenie odpowiednio wysokiego poziomu wewnatrzkomdrkowej
ametopteryny w cytotoksycznosci tego zwigzku. Poziom ten ulega znacz-
nemu podwyzszeniu w obecnosci winkrystyny (Ryc. 7; 87, 88), co wska-
zuje, ze jednoczesne stosowanie ametopteryny i winkrystyny jest bardzo
celowe, poteguje ono bowiem dziatanie ametopteryny przy mozliwosci
jednoczesnego obnizenia jej dawek. W wielu osrodkach prowadzone sa
badania nad skutecznos$cia chemioterapii tgczonej (combination chemo-
therapy) stosowanej w lecznictwie z uzyciem ametopteryny jednocze$nie
z innymi jeszcze zwigzkami jak np. L-asparaginazg czy FUdR (44, 89—96).

W tym miejscu warto jest jeszcze wspomnie¢ o udanych prébach
podawania cytostatykéw w dawkach stopniowo wzrastajgcych i malejg-
cych w ciggu doby (97). Taki system podawania lekéw uwzgledniajacy
okotodobowg chronotolerancje zwierzecia w przypadku 1-P-D-arabinofura-
nozylocytozyny przynosit znaczny wzrost przezywalnosci chorych myszy
w poréwnaniu ze zwierzetami, ktore takg samg ilos¢ leku dostawaty w jed-
nakowych dawkach w ciggu doby

Ametopteryna jest zwigzkiem wysoce toksycznym nie tylko dla komo-
rek nowotworowych, lecz takze i prawidtowych. Aby cofnag¢ jej toksyczne
dziatanie podaje sie pacjentom leczonym ametopteryng formylowg po-
chodng tetrahydrofolianu wykorzystujac przy tym liczne badania nad
odwracaniem toksycznego dziatania ametopteryny przez pochodne tetra-
hydrofolianu (98— 107). Niedawno sygnalizowano mozliwo$¢ zastosowania
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a ametopteryna (uM)
N
N

woln

0 10 20 30 40 50 60
czas [miri]
Ryc. 7. Pobieranie ametopteryny przez komoérki raka Ehrlicha w nieobecnosci (88).

i obecnosci (2) 10 nM siarczanu winkrystyny (88). Zewnatrzkomoérkowe stezenie ame-
topteryny wynosito 10 *M.

pochodnej metylowej, zamiast dotagd stosowanej pochodnej formylowej te-
trahydrofolianu (108 i 108a). Wykazano bowiem, ze w niektérych uktadach
in vitro metylotetrahydrofolian znosit toksyczne dziatlanie ametopteryny
w komorkach prawidtowych, ktoére cechowata stosunkowo wysoka aktyw-
nos$¢ syntetazy metioninowej, zaleznej od witaminy B12 podczas gdy w ko-
morkach nowotworowych o niskim poziomie syntetazy metioninowej po-
chodna metylowa nie znosita efektu toksycznego ametopteryny (108a,
108b).

W ostatnich latach podjeto ciekawe proby wywotania niedoboru zredu-
kowanych pochodnych folianu prowadzgcego do zahamowania wzrostu
pewnych nowotworéw (109). Wywotywano 6w niedobor nie jak dotgd —
podajgc antyfoliany, ale stosujgc in vitro karboksypeptydaze Gi, odszcze-
piajgcy reszte glutaminianowg z folianu i jego koenzymatycznych pochod-
nych (109).

Gtowng trudnos$¢ w chemioterapii nowotworéw stanowi wystepowanie
przede wszystkim ilosciowych, a nie jakosciowych réznic biochemicznych
pomiedzy tkankami prawidtowymi a nowotworowymi (44). Bardzo cenne
sg wiec wyniki badah wskazujgce na biochemiczne zmiany jako$ciowe
towarzyszace rozwojowi procesu nowotworowego (110—113, 44), lub moz-
liwos¢ wywotania tych zmian przez modyfikacje Srodowiska wewnatrz-
czy zewnatrzkomoérkowego (40, 44).

Artykut otrzymano 84.1977, po rewizji autorskie) przyjeto 8.6.1977.
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SPRAWOZDANIE

International Symposium on Microchemical Techniques 1977 (ISH, 1977)

Davos, 22 — 27 maja 1977

Miedzynarodowe Sympozjum Technik Mikrochemicznych 1977 zostato zorganizo-
wane z ramienia IUPAC i Towarzystw Chemicznych réznych narodowos$ci. W skiad
Komitetu organizacyjnego weszli przedstawiciele:

Szwajcarii — H. Trey, W. Simon

Anglii — R. Belcher, D. Butterworth, R. A. Chalmers, G. Ingram

Austrii — H. Lieb, M. Kuhnert-Brandstatter, H. Malissa, H. Spitzy, H. Wagner
Holandii — E. Pungor

Japonii — H. Hatano

RFN — W. Mertz (przewodniczacy), G. Tolg

Stany Zjednoczone Ameryki — H. Francis, I. Y. Steel

ZSRR — L. P. Alimarin, N. E. Gelman, I. A. Zototow

Mikrochemiczne sympozja majg juz swojg 27-letnig tradycje. Organizowane co
kilka lat w Europie i w Ameryce, zmieniaty w zaleznosci od potrzeb swojg proble-
matyke, uwzgledniajagc w niej réznorodne nowe rodzaje metodyk badawczych, mozli-
wosci ich zastosowania oraz efekty za pomocg nich osiagniete w réznych dziedzinach
nauk przyrodniczych. | tym razem sympozjum spetnito swoje zadanie. Niezwykle
obszerny program sympozjum stanowit wyczerpujacy przeglad nowoczesnych sposo-
bow i technik badawczych stosowanych w pracowniach naukowych i przemystowych
na catym S$wiecie.

Problemem wiodacym w sympozjum w Davos byto zebranie nowych metod roz-
dzielania substancji organicznych z nakierunkowaniem na nauki przrodnicze (bio-
logie, geologie itd.). W bardzo duzym zakresie zajmowano sie takze mikrometodami
$ladéw organicznych i nieorganicznych, analizg powierzchniowg pierwiastkéw oraz
mikroanalizg elementarna.

Obrady sympozjum toczyty sie w nastepujgcych sekcjach:

Ogo6lna nieorganiczna mikroanaliza i analiza $ladéw
Ogo6lna organiczna mikroanaliza

Analiza $§ladéw pierwiastkbw w nieorganicznych matrycach
Sposoby rozdzielania i wzbogacania pierwiastkéw

Sposoby rozdzielania i wzbogacania substancji czasteczkowych
Analiza spektralna

Metody elektrochemiczne

Metody radiochemiczne

Analiza powierzchni

Analizy mikro- i $ladowe organicznych matryc
Mikrometody w biochemii

Analityka $rodowiska

Zgtoszono 237 prac z 408 autorami i 24 referaty plenarne. Najwiekszg liczbe re-
feratow plenarnych i doniesien wygtoszono na temat zastosowan fizykochemicznych
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metod badawczych, szczegdlnie spektrofotometrycznych opartych o chromatografie
cieczowg w wszelkich dziedzinach badah przyrodniczych.

Na podkreslenie zastuguja: historyczny referat o rozwoju mikrochemii wygtoszo-
ny przez W. Freseniusa, filozoficzny referat o zadaniach analitykéw w przysztosci
wygtoszony przez R. Jungka oraz przegladowy referat o rozwoju i trendach w chemii
analitycznej wygtoszony przez W. Simona. Polskich uczestnikéw reprezentowata dos¢
liczna grupa z o$rodka warszawskiego z prof. Kemulg na czele oraz pojedyncze osoby
z o$rodkéw Slaskiego i poznanskiego. Referatdow polskich zgtoszono 11.

Obrady odbywaty sie w pieknej alpejskiej miejscowosci wypoczynkowej Davos,
w ktérej istnieje od lat Centrum Kongresowe z wszelkimi urzadzeniami umozliwiajg-
cymi odbywanie sie wielkich zjazdéw i konferencji.

A. Smoczkiewiczowa



RECENZJE

Eucaryotic Cell Function and Growth
Regulation by Intracellular Cyclic Nucleotides
Redaktorzy: Jacques E. Dumont, Barry L. Brown, Nicholas J. Marshall,

wyd. Plenum Press, New York, Londyn, 1976, str. 22 + 838.

Ksigzka obejmuje materiaty kursu pt. ,,Regulacja funkcji i wzrostu komdrek
eukariotycznych przez wewngtrzkomdérkowe cykliczne nukleotydy”. Kurs odbyt sie
w Belgii w 1974 r. a zbior ponad czterdziestu wyktadow ukazat sie 2 lata p6zniej jako
tom 9 podserii Life Sciences serii wydawniczej nazywanej NATO Advanced Study
Institutes Series. W zasadzie program kursu przewidywat wyktady szkoleniowe dla
niespecjalistow, w praktyce szereg prelekcji miato charakter bardzo instruktywnych
wyktadéw, inne za$ miaty charakter referatdw, w ktorych autorzy prezentowali i dys-
kutowali swoje wtasne wyniki. Latwo to zauwazy czytelnik systematycznie studiu-
jacy ksigzke.

0O zakresie omowionych kwestii Swiadczg szczegotowe tytuty kolejnych rozdziatow
poczynajac od wstepnego, ktory poswiecono pamieci Earla W. Sutherlanda, odkrywcy
cyklicznego AMP. A oto wykaz omdéwionych zagadnien:

— lzolowanie frakcji komoérkowych w drodze frakcjonowego wirowania.

— Wigzanie ligandéw przez receptory: teoria.

— Regulacja wewnatrzkomérkowego poziomu cyklicznego AMP: zniesienie wra-
zliwosci cyklaz adenylowych na stymulacje przez hormony oraz kompartmeu-
talizacja cyklicznego AMP.

— Interakcja glukagenu z izolowanymi btonami cytoplazmatycznymi komérek
watroby: miejsca wigzgce (znaczenie i mozliwosci pomiaréw).

— Wigzanie hormonu przez receptory: wazopresyna.

— Skutki dziatania choleragenu (egzotoksyny produkowanej przez Vibrio Cho-
lerae) i fluorku na cyklaze adenylowa.

— Stymulacja cyklazy adenylowej w tarczycy.

— Cyklaza guanylowa.

— Regulacja aktywnos$ci fosfodwuesterazy przez cykliczne AMP.

— Teoretyczne symulacje dziatania t.zw. uktadu cyklicznego AMP (aktywacja
kinaz biatkowych przez cykliczne AMP oraz konsekwencja obecnosci w bto-
nach cytoplazmatycznych cyklazy adenylowej i fosfodiesterazy na wewnatrz-
komoérkowe rozmieszczenie i przemiany cyklicznego AMP).

— Kontrola proceséw metabolicznych jako efekt fosforylacji biatek przez cyklicz-
ne AMP.

— Wiagzanie cyklicznego AMP i cyklicznego GMP przez receptory tkankowe.

— Oznaczanie cyklicznego AMP w materiale biologicznym.

— Oznaczanie cyklicznego GMP w materiale biologicznym.

— Metody badania metabolizmu cyklicznego AMP w nienaruszonej komorce.

— Kontrola uktadéw cyklaz adenylowych przez nukleotydy.

— Metabolizm cyklicznego AMP w hodowanych in vitro fibroblastycznych i na-
btonkowych komérkach.
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— Analogi nukleotydéw cyklicznych.

— Morfologia mikrotubuli.

— Cykliczne AMP a mikrotubule.

— Prostaglandyny a cykliczne nukleotydy.

— Nowe badania nad rolg cyklicznego AMP w dziataniu glukagonu i epinefryny.

— Rola cyklicznego AMP w regulacji metabolizmu glikogenu.

— Cykliczne AMP a dehydrogenaza pirogronianowa.

— Cykliczne AMP a biosynteza biatka.

— Cykliczne AMP a kontrola lipolizy w komdrkach tluszczowych szczura.

— Badanie mechanizméw dziatania hormondéw tarczycy na komdrki ttluszczowe.

— Cykliczne nukleotydy i wapn a transport jondw.

— Woydzielanie insuliny — rola i spos6b dziatania cyklicznego AMP.

— Efekty dziatania cyklicznego AMP na funkcje komoérek B.

— Rola cyklicznego AMP w przednim ptacie przysadki.

— Udziat cyklicznego AMP w mechanizmach dziatania niektérych hormonéw

przysadki (LH i FSH) na komorki jader.

— Rola cyklicznego AMP w regulacji tonusu miesnia gtadkiego.

— Regulacja metabolizmu komorek gruczotowych tarczycy.

— Charakter wzrostu fibroblastéw, powierzchnia komérek a cykliczne AMP.

— Struktura chromatyny i fosforylacja histonéw w toku cyklu komdérkowego.

— Cykliczne nukleotydy a adhezja i ruch komoérek po podiozu (autor proponuje

interesujgcy model wyjasniajacy mechanizmy adhezji lokomocji komaérek).

— Cykliczne AMP a ekspresja cech odr6zniajagcych komdrki prawidtowe i nowot-

worowe.

— Nukleotydy cykliczne a wzrost komoérek.

— Cykliczne AMP a réznicowanie mioblastéw.

W koncowym wyktadzie przedstawiono nieliczne dotagd dane mowigce o zmianach
w intensywnosci przemian nukleotydéw cyklicznych obserwowanych u chorych w r6z-
nych stanach patologicznych.

Ze wzgledu na wszechstronno$¢ opracowania i charakter wyktadu ksigzka pt.
»Eucaryotic Celi Function and Growth: Regulation by Interacellular Cyclic Nucleoti-
de” winna sie znalez¢ w bibliotece kazdego laboratorium, w ktérych prowadzi sie ba-
dania w zakresie biologii komorki.

Z. Zielinska

Methods of Protein Separation, tom 2,
red. N. Catsimpoclas,

Plenum Press, New York and London, 1976

Jednym z najistotniejszych narzedzi biologii molekularnej jest metodyka rozdzie-
lania oraz charakteryzowania biatek obecnych w materiale biologicznym. Rozwdj tej
dziedziny w ciggu ostatnich kilkunastu lat byt niezwykle dynamiczny i doprowadzit
do powstania szeregu zupetnie nowych lub udoskonalonych technik. Brak jednak byto
do niedawna wydawnictwa systematyzujacego te osiggniecia i pozwalajgcego zapoznac
sie z nowymi technikami bez poszukiwania wiadomos$ci o nich rozsianych w literatu-
rze naukowej.

Luke te wypetnita w duzym stopniu omawiana tu ksigzka, wydana w serii ,,Biolo-
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gical Separations . Poszczeg6lne rozdziaty, z ktérych kazdy stanowi odrebng catosé
opatrzong spisem literatury, poswiecono réznym technikom, powierzajgc opracowanie
kazdego z nich specjaliscie w zakresie danej techniki. Uwzgledniono przy tym podsta-
wy teoretyczne, stosowang aparature, zalety i ograniczenia oraz mozliwos$ci zastoso-
wania omawianych technik.

Ksigzke wydano bardzo starannie. Tom 2 liczy 326 stron tekstu zawierajgcego
tacznie ponad 1000 rysunkow, fotografii, wykresow i tabel oraz indeks rzeczowy. W re-
cenzowanym tomie szczeg6lnie wiele miejsca poswiecono elektroforezie w zelu poli-
akryloamidowym. Najdtuzszy, bo liczacy ponad 100 stron rozdziat 2 zajmuje si¢ no-
wym podejsciem do tej techniki. Autorzy (A. Chrambach, T. M. Jovin, P. J. Svendsen
i D. Rodbard) opracowali ,strategie” zmierzajgcg do umozliwienia nieprzypadkowego,
celowego wyboru warunkéw optymalnych dla elektroforetycznego rozdziatu materia-
tu biologicznego i wyizolowania okre$lonych czasteczek w postaci jednorodnej. Stra-
tegia ta oparta jest na doktadnej analizie zalezno$ci rozdziatu badanego materiatu
od warunkoéw elektroforezy. W wyniku analizy znajduje sie optymalne wartosci pH
oraz stezenia zelu zaréwno dla rozdziatu analitycznego jak i preparatywnego. Poza
doktadnym opisem postepowania rozdziat ten zawiera opisy budowy aparatury oraz
mozliwoséci komputeryzacji analizy wynikéw. Elektroforeza jest takze tematem roz-
dziatu 5 (autor S. Hjerten), w ktérym oméwiono zastosowanie elektroforezy prowa-
dzonej w roztworze pozbawionym nosnika.

Rozdziaty 3 i 4 (autor D. Rodbard) poswiecono teoretycznym podstawom oznacza-
nia ciezaru czasteczkowego na drodze sgczenia oraz elektroforezy w zelu poliakrylo-
amidowym. Technice analitycznej poswiecono takze rozdziat 1 (autor G. K. Ackers).
Opisano w nim nowy spos6b obserwacji ruchu makroczasteczek w trakcie ich chro-
matografii kolumnowej. Sposob ten polega na cyklicznej analizie absorpcji Swiatta
ultrafioletowego o okre$lonej dtugosci fali przez kolumne na catej jej dtugosci. Ana-
lize takg umozliwia kolumna przesuwajgca sie synchronicznie wzgledem optycznego
uktadu analizujgcego.

Rozdziaty 6 (autor S. Hjerten) i 7 (autor B. H. J. Hofstee) poswiecono technice
zwanej czesto ,,chromatografig hydrofobowga”, przy czym oddzielnie oméwiono dwa
warianty techniki. W jednym z nich rozdziat biatek opiera sie gtéwnie na oddzialy-
waniach hydrofobowych (hydrophobic interaction chromatography), podczas gdy
w drugim (hydrophobic adsorption chromatography) wykorzystuje sie zaréwno od-
dziatywania hydrofobowe jak i hydrofilowe pomiedzy biatkiem a ligandem zwigza-
nym na wysokoczasteczkowym nosniku. Ostatni 8 rozdziat (autor L. H. Kirkegaard)
zajmuje sie chromatografig sitowo-sorpcyjng (sievorptive chromatography), wyko-
rzystujgcg przy rozdziale biatek proces saczenia molekularnego w potaczeniu z wy-
miang jonowga lub innym rodzajem sorpcji.

Omawiang ksigzke poleci¢é mozna przede wszystkim biochemikom — zaréwno
pracownikom nauki jak i studentom.

W. Rode

The Bile Acids, vol. 3: Pathophysiology,
red P. P. Nair i D. Kritchewsky

Plenum Press, New York and London, 1976, stron 229.
The ,Bile Acids”, praca zbiorowa pod redakcjg P. P. Naira i D. Kritchewsky’ego,

jest 3-tomowy wydaniem obejmujagcym kompletny przeglad wspdiczesnej wiedzy
o kwasach zdétciowych. Tom 1 (,The Bile Acids”, vol. 1: Chemistry), ktéry ukazat sie
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w 1971 roku, omawiat aspekty chemiczne i fizyko-chemiczne kwasow zo6tciowych oraz
metody izolowania i oznaczania tych zwigzkéw w materiale biologicznym. Tom 2
(, The Bile Acids”, vol. 2: ,,Physiology and Metabolism”) wydany w 1973 roku zawierat
dane dotyczace fizjologii i metabolizmu kwaséw zo6tciowych, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem ich biogenezy, transportu oraz wptywu hormonéw i réznych czynnikow far-
makologicznych na metabolizm tych kwasow.

W 1976 roku ukazat sie tom 3 (,,The Bile Acids”, vol. 3: Pathophysiology), w opra-
cowaniu ktérego, podobnie jak toméw poprzedzajacych, wziagt udziat zespét wybitnych
specjalistéw z ré6znych krajow. W dziewieciu rozdziatach tego tomu przedstawiono da-
ne o roli kwasow zo6tciowych w patogenezie niektérych proceséw chorobowych, omo-
wiono mechanizmy molekularnej interakcji kwaséw zétciowych z enzymami, opisano
krotko metody oznaczania kwaséw zétciowych w tkankach oraz wptyw pokarmu ros-
linnego na przemiane kwasdw zétciowych.

W rozdziale I, omawiajacym zagadnienie wystepowania kwaséw zotciowych
w mozgu, zebrano dane dotyczace najnowszych badan nad biosyntezag kwaséw z6tcio-
wych przez tkanke mézgowa. Tkanka moézgowa jest szczegdlnie bogatg w cholesterol,
bedacy zasadniczym substratem w biosyntezie kwaséw zétciowych, a ponadto wyste-
puja w niej prawie wszystkie enzymy uczestniczace w syntezie tych kwaséw. W zwigz-
ku z czym mozna byto przyjgé, ze w pewnych schorzeniach powodujacych wystgpie-
nie zaburzeA w przemianie cholesterolu, moze doj$¢ do nagromadzenia sie w moézgu
zwiekszonej ilosci kwasow zo6tciowych (nie pochodzacych z watroby), dziatajacych jako
naturalny czynnik demielinizujagcy wtdkna nerwowe.

Rozdziat 2 traktuje w spos6b bardzo ogélny zagadnienie metodologii izolowania
i oznaczania kwaséw zétciowych w tkankach. Wynika to przypuszczalnie z tego, ze jest
on uzupetnieniem danych zawartych w tomie 1

Rozdziat 3 poswiecony jest problemowi interakcji kwasow zotciowych z makro-
czasteczkami. Kwasy zotciowe sg zwigzkami, ktore ze wzgledu na swoje specyficzne
wiasciwosci fizyko-chemiczne moga oddziatywaé¢ z réznymi biologicznie aktywnymi
biatkami zawartymi w komdrkach watroby, jak i w catym przewodzie pokarmowym.
Aktywacja lub hamowanie enzymow, blokowanie receptoréw komaérkowych, wskazuje
na wazng role kwaséw zétciowych w regulacji przemian ustrojowych, zwiaszcza tych
zwigzanych z procesem przyswajania pokarmu.

W rozdziatach 4 i 5 omoéwiono biochemiczne i fizjologiczne mechanizmy za po-
$rednictwem ktérych kwasy zétciowe uczestniczg w indukowaniu i nasilaniu juz ist-
niejagcych schorzen watroby. Z tego wzgledu, ze wszystkie reakcje syntezy i wigzania
kwasow zotciowych odbywajg sie gtdéwnie w watrobie, schorzenia tego narzadu wpty-
wajag w sposob istotny na zmiany w skfadzie z6kci oraz na ich zawarto$¢ w krwi kraza-
cej. Charakter zaburzen w przemianie kwaséw zo6tciowych zalezy od rodzaju pro-
cesu chorobowego toczacego sie w watrobie. Jedng z konsekwencji zaburzeA w prze-
mianie tych kwasow jest tworzenie sie¢ kamieni zdétciowych. Poza szczeg6towym opisem
mechanizmow tworzenia kamieni zétciowych, przedstawiono rowniez dane wyjasniajg-
ce drogi, za posrednictwem ktdrych egozogenne kwasy zétciowe moga zapobiegac two-
rzeniu sie kamieni.

W rozdziale 6 przedstawiono wyniki dotyczacych badan nad metobolizemem kwa-
sow zétciowych u chorych z wrodzonymi wadami metabolicznymi, dotyczacymi defek-
tu w utlenianiu tancucha bocznego cholesterolu. Konsekwencjg tych zaburzen jest
zwigkszone odktadanie sie cholesterolu i cholestanu w taknkach, zwtaszcza w médzgu
i Sciegnach (Cerebrotendinous Xanthomathosis). U chorych tych stwierdza sie zmniej-
szenie zawarto$ci kwasow zotciowych w zékci, a towarzyszy temu zwiekszenie zawar-
tosci alkoholi zétciowych. Podanie egzogennego kwasu dezoksycholowego tagodzi ciez-
kos$¢ przebiegu schorzenia, co faczy sie ze zmniejszeniem syntezy cholesterolu i obni-
zeniem jego zawarto$ci w tkankach.
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W rozdziatach 7 i 8 zebrano dane wskazujace na wazng role, jakg moga odgrywac
kwasy zotciowe w etiologii raka przewodu pokarmowego, a zwtaszcza jelita grubego.
Wynika to miedzy innymi z podobienstwa strukturalnego kwaséw zoiciowych do sil-
nie rakotwdérczego weglowodoru jakim jest 3-metylocholantren oraz faktu, ze udato
sie dokona¢ konwersji kwasu dezoksycholowego w ten zwigzek, z udziatem mikroflory
jelitowej.

Rozdziat 9 omawia wptyw diety roslinnej na obnizenie stezenia lipidow w su-
rowicy krwi, poprzez stymulacje zwiekszonego wydalania kwaséw z6étciowych z ka-
tem. Jakkolwiek mechanizm tego oddziatywania nie jest jeszcze ostatecznie wyjasnio-
ny, przypuszcza sie, ze odbywa sie to przez tworzenie komplekséw miedzy kwasami
zotciowymi a celuloza, hemicelulozg, ligning i innymi sktadnikami witokien roslinnych,
ktére sg wydalane z organizmu.

Wydaje sie, ze omawiany tom 3 ,,The Bile Acids”, podobnie jak tomy 1i 2 moze
stanowi¢ cenne uzupetnienie wiedzy biochemika o przemianach i roli, jakg spetniaja
kwasy zo6tciowe w organizmie ludzkim. Szczeg6lnie nalezy poleci¢ go biochemikom
zatrudnionym w naukowych pracowniach przyklinicznych. Byé moze, ze przeczytanie
tej ksigzki sktoni wielu z nich do podjecia badan w zakresie metabolizmu kwaséw z6t-
ciowych, ktére sg mato popularne wsérdéd naszych biochemikow.

W. Lutz
Methods in Membrane Biology
Tom 6, red. E. D. Korn,
wyd. Plenum Press New York and London, str. 248
Recenzowany tom omawia metody izolacji bton plazmatycznych, organelli i bton

wewngatrzkomérkowych z komérek priokariotéw i eukariotow. Autorzy podkreslajg,
jak niezwykle wazne dla poznania mechanizméw funkcjonowania organizmoéw jest
zagadnienie otrzymywania czystych, dobrze zdefiniowanych organelli i frakcji sub-
komarkowych.

Autorami | rozdziatu, pt. Cell Fractionation techniques sg H. Beaufay i A. Amar-
-Costesce, wspotpracownicy prof. De Duvego z pracowni majacej ogromne zastugi
w opracowaniu technik izolacji frakcji subkomérkowych. W rozdziale tym przedsta-
wione zostaty teoretyczne i praktyczne zasady izolacji frakcji subkomérkowych przy
uzyciu techniki wirowania réznicowego, wirowania w gradiencie gestosci oraz wiro-
wania przy uzyciu rotorow zonalnych. Autorzy podajg ogélne zasady, jakimi nalezy sie
kierowa¢ przy wyborze metody homogenizacji i izolacji frakcji w zalezno$ci od ro-
dzaju materiatu zuzytego do badan. Podano tez metody oznaczania czystosci otrzyma-
nych frakcji wraz z krytycznym omdéwieniem wartos$ci poszczegbélnych testow. Na
przyktadzie tkanki watrobowej omdwiono sposoby prezentacji interpretacji otrzyma-
nych wynikéw.

Trzy nastepne rozdzialy tomu dotyczag komoérek bakteryjnych.

Komorki te posiadajg prostszag budowe anizeli komérki eukariotéw. W bakteriach
gram-dodatnich szereg proceséw metabolicznych zachodzi jedynie w btonie plazma-
tycznej i mesosomach, w bakteriach gram-ujemnych w zewnetrznej i wewnetrznej
btonie. Mimo to izolacja bton komérek bakteryjnych jest trudna ze wzgledu na obec-
nos¢ Sciany komorkowej. W rozdziale Il pt. Methods of isolation and characterization
of bacterial membranes, autor dr Salton omawia krytycznie uzyteczno$¢ dotychczas
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stosowanych metod izolacji bton z komdrek bakteryjnych. Rozdziat 111 pt. Selection
of bacterial mutants defective in fatty acid synthesis for the study of membrane bio-
genesis napisany przez dr Silberta jest ciekawy z ogdlno-biologicznego punktu wi-
dzenia, gdyz dotyczy badan nad mechanizmem biogenezy bton, gtdwnie lipidowego ich
sktadnika. Rozdziat IV pt. Isolation and characterization of membrane binding pro-
teins omawia role oraz metody izolacji tzw. biatek wigzacych (binding proteins), grupy
biatek o stosunkowo niskich ciezarach czasteczkowych i posiadajgcych odwracalng
zalezno$¢ wigzania substancji w specyficznych systemach transportujgcych.

Reasumujgc omawiany tom zawiera szereg wiadomosci teoretycznych i metodycz-
nych i dzieki obszernej, aktualnej literaturze jest cenng pozycja dla wszystkich bada-
czy zajmujgcych sie btonami.

G. M. Sarzata

Low Density Lipoproteins
red. C. E. Day, R. S. Levy

Plenum Press, New York, London 1976, 445 stron

Lipoproteidy niskiej gestosci (w skrécie LDL) odpowiadajgce elektroforetycznej
frakcji beta lipoproteidow sa gtéwng frakcjg transportujgca cholesterol w osoczu.
Biatka te sg obecnie przedmiotem bardzo intensywnych badan przede wszystkim
w zwigzku z przypisywana im rolg w powstawaniu zmian miazdzycowych. Ukazujgca
sie ogromna ilos¢ publikacji zarbwno w czasopismach biochemicznych jak lekarskich
jest prawie niemozliwa do opanowania bez opracowan tematycznych dotyczacych po-
szczegblnych dziedzin tego zagadnienia.

Omawiana ksigzka stanowi zbior artykutéw omawiajgcych w wyczerpujacy spo-
séb (pismiennictwo do roku 1975 wiacznie) rézne aspekty badan nad lipoproteidami
niskiej gestosci. W pieciu czeSciach zawierajgcych razem 15 rozdziatéw 16 autoréw
przedstawia kolejno szczegétowe dane na temat budowy i metod izolowania tych bia-
tek, ich metabolizmu w osoczu oraz komoérkach cztowieka. Obszerna cze$¢ ksigzki
omawia genetycznie uwarunkowane hiperlipoproteinemie oraz a-(3-lipoproteinemie —
wrodzony brak LDL. W rownie obszernej czesci zestawione sa dane na temat lipo-
proteidow niskiej gestosci u réznych gatunkéw ssakéw i kregowcoéw nizszych grup.
Osobna cze$¢ dotyczy zwiagzku lipoproteidéw niskiej gesto$ci z miazdzyca. W r6znych
czeSciach ksigzki oméwiono wymiane fizykochemiczng lipiddw w uktadach biologicz-
nych, polimorfizm genetyczny LDL, reakcje lipoproteidow ze zwigzkami drobno i wiel-
koczasteczkowymi, wptyw wysitku fizycznego na lipidy i lipoproteidy osocza i mozli-
wosci farmakologicznego leczenia hiperlipoproteinemii.

Na specjalng uwage zastugujg nastepujace rozdzialy: Eisenberga o syntezie LDL,.
ich metabolizmie i regulacji ze wzgledu na zwiezte, syntetyczne ujecie zagadnienia,
Kostnera o polimorfizmie genetycznym — reasumujacy i porzadkujacy liczne doniesie-
nia na ten temat i Calverta o lipoproteidach niskiej gestosci u réznych ssakéw — ze
wzgledu na wyjatkowo obszerne zestawienie literatury.

Omawiane wydawnictwo w zasadzie nie zajmuje sie innymi frakcjami lipopro-
teidowymi, jednak ze wzgledu na bardzo $ciste powigzania zaréwno metaboliczne jak
i metodyczne zagadnienia te trudno catkowicie rozdzieli¢ i w praktyce czytelnik znaj-
dzie bardzo duzo informacji dotyczacych réwniez lipoproteidéw wysokiej gestosci
(HDL lub alfa lipoproteidow) oraz metabolizmu wszystkich lipoproteidéw osocza.
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Metabolizm LDL wcigz jeszcze zawiera bardzo wiele nie wyjasnionych punktow.
Przedstawiony w ksigzce schemat stanowi jedynie hipoteze robocza, do ktérej bardzo
duzo argumentoéw dostarczaja badania nad stanami patologicznymi zwlaszcza gene-
tycznie uwarunkowanymi wadami metabolizmu — hiperlipoproteinemiami i innymi.
Zagadnienie wzajemnego oddziatywania lipoproteidéw i komorek jest bardzo istotne
w procesach regulacji syntezy cholesterolu i $cisle zwigzane z przyczynami powsta-
wania miazdzycy. Sprawa odktadania lipidow w komadrkach $ciany naczyniowej po-
ruszana jest w wielu rozdziatach omawianego wydawnictwa.

Ksigzka wydana jest bardzo starannie. Stanowi bardzo cenng pozycje dla bioche-
mikdw zajmujacych sie lipoproteidami osocza, dla zaktadéw biochemii klinicznej i dla
lekarzy internistow i neurologow.

H. Wehr
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania
poprawek nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

PisSmiennictwo: W artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostat-
nich kilku lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce
przedstawiong dziedzing z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych
w ,Postepach Biochemii”. W tek$cie nalezy podawa jedynie nazwiska
badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej
dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé w kolejnosci ich cytowa-
nia w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone ko-
lejnymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnosniki biblio-
graficzne winny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czaso-
pism Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

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

181—184.

Cytujac wydawnictwa ksiagzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a)
inicjaty autora(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty
jej redaktoréw(a), tom, pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji,
nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.
Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans
Green and Co., London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P.N.,
Greville G. D, t. 5, str. 1—58; Academic Press, London

Zatgczniki: Kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddziel-
nych kartkach i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi
uzytemu w teks$cie, oraz oznaczy¢ (na gorze stronicy otdwkiem) nazwis-
kiem pierwszego autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢
numeracjg w kolejnosci ich oméwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade
numeracji rycin cyframiarabskimi, a wzoréw cyframi rzymskimi. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze
matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze
lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢ mniejszy niz
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig cienszg niz linie wtasciwe wy-
kresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$é
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie wykreséw natomiast win-
ny byé opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznaczenia punktéw
doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujagce symbole: OD A ¢ m 4.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,gora” i ,dot” (otow-
kiem). Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotaczone na od-
dzielnej kartce. Oznaczenia, ktdrych nie mozna wpisaé na maszynie,
nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom
konstruowanie oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie
danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie
wytgcznos$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright). Przed
wiaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego
do publikacji w Postgpach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk
i przedtozy¢ ja Redakcji.

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