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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publiku je artyku ły  przeglądow e 
z biochem ii i nauk  pokrewnych. A rtykuły  w inny obejmować syntetyczny 
przegląd postępu wiedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podsta­
wie piśm iennictw a z k ilku  ostatnich lat. P rzekazanie a rtyku łu  do R e­
dakcji jest równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była 
i n ie będzie publikow ana w  innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona 
w  „Postępach Biochemii”. A utorzy artyku łu  odpow iadają za praw idłow ość 
i ścisłość podawanych inform acji. A utorów  obowiązuje korek ta autorska. 
Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza popraw ieniem  błędów drukarskich) 
ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się według obowiązujących staw ek. 
A utorzy o trzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zam ów ienia na 
dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po 
korekcie autorskiej.

R edakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 

nadsyłać w  dwu egzem plarzach. Maszynopis powinien być napisany jedno­
stronnie, z podw ójną in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej i ok. 
1 cm po praw ej stronie; nie może zaw ierać więcęj niż 60 znaków  w  je d ­
nym  w ierszu nie więcej niż 30 w ierszy na  stronie zgodnie z N orm ą 
Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera im io­
na i nazwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim 
i angielskim , w k tórych p racu ją autorzy adres pocztowy, na  k tóry  autorzy 
życzą sobie otrzym ywać korespondencję, adres pryw atny, telefon m iejsca 
pracy, ty tu ł a rtyku łu  (w języku polskim  i angielskim) oraz — w  praw ym  
dolnym  rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów i tabel oraz skró t 
ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) im iona (w pełnym  brzm ieniu) i nazwisko(a) auto- 
ra(ów), ty tu ł pracy w języku polskim i angielskim , rzeczowy spis treści 
w  języku polskim  i angielskim , ty tu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) 
miejsce(a) pracy, wykaz skrótów  stosowanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a 
włącznie, tabele, spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin  na 
stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  obowiązuje podział a rtyku łu  na  rozdziały 
i podrozdziały, k tórych ty tu ły  rzeczowo w inny inform ować o p rzedsta­
w ianych treściach. Rzeczowy spis treści publikujem y bezpośrednio po ty ­
tule pracy. Rozdziały num erujem y liczbam i rzym skim i, a podrozdziały 
odpowiednią rzym ską i arabską (np. I—1.). Tytułów  podrozdziałów nie 
wydzielonych z tekstu  nie trzeba num erow ać. W tekście nie należy sto­
sować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. E w entualne sugestie 
autorskie co do charak te ru  czcionki d rukarsk ie j należy zaznaczyć ołów­
kiem  n a  m arginesie maszynopisu. W przypadku um ieszczenia w  tekście 
lite r alfabetu  greckiego należy na m arginesie wpisać ołówkiem ich fone­
tyczne brzm ienie. Tabele i ryciny num erujem y cyfram i arabskim i a wzory 
rzym skim i. W tekście nie należy umieszczać żadnych tablic, rycin  czy 
wzorów, lecz w  żądanym  m iejscu pozostawić wolny w iersz i zaznaczyć: 
Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazw ie zw iązku np. kw as glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uw agi na popraw ­
ność językową tekstu  a także na ścisłość i jasność sform ułow ań, unikanie 
gw ary labora to ry jnej oraz o niew prow adzanie do tekstu  tworzonych do­
raźn ie skrótów , naw et jeśli n iektóre z nich byw ają używane w  pracach 
obcojęzycznych.
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MARIAN SZYMONA *>

Polimorfizm białek drobnoustrojów ze szczególnym 
uwzględnieniem heksokinaz **

Polymorphism of Proteins in Microorganisms with 
Particular Consideration of Hexokinases
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IV. Concluding remarks

Polim orfizm  białek drobnoustrojów nie jest tak  atrakcyjnym  przedmio­
tem  badań jak  polimorfizm białek organizmów wyższych. Jedną z przyczyn 
tego stanu rzeczy są trudności związane z otrzym yw aniem  i dezintegrowa­
niem dostatecznie dużych ilości biomasy. Dlatego też w piśm iennictwie 
spotyka się stosunkowo mało prac dotyczących polimorfizmu białek bak­
teryjnego pochodzenia.

Poniżej przedstawione zostaną tylko nowsze i lepiej poznane przykłady 
polim orfizm u białek drobnoustrojów.

*) Prof. dr, Zakład Biochemii, In sty tu t Chem ii Podstawowych, Akadem ia Medycz­
na, ul. Lubartow ska 85, 20-123 Lublin.

**) R eferat sym pozjalny wygłoszony na XIV  Zjeździe Polskiego Tow arzystwa 
Biochemicznego, Lublin 3-5 wrzesień 1976.
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4 M. SZ Y M O N A [2]

I. Niektóre enzymy o charakterze polimorficznym

Spośród bakterii najczęściej badanym  gatunkiem  jest pałeczka okręż- 
nicy. Do wiadomości podręcznikowych należy już fakt występowania 
w tym  mikroorganizm ie trzech aspartokinaz różniących się wrażliwością 
na hamowanie przez lizynę, treoninę i homoserynę.

W roku 1 9 6 7 C a m p b e l l  i wsp. (1) donieśli o w yodrębnieniu z Esche­
richia coli dwóch L-asparaginaz, z których jedna, specyficzna wobec L-aspa- 
raginy wykazuje większą wrażliwość na ogrzewanie, podczas gdy druga, 
bardziej term ostabilna, rozkłada również — choć słabiej — L-glutaminę. 
Ta ostatnia wyróżnia się ponadto zdolnością ham owania w zrostu niektórych 
nowotworów krwi. Stw ierdzenie właściwości onkostatycznych jednego 
z heterom orfów  asparaginazy dało asum pt do podjęcia szeregu dalszych 
prac nad tym  enzymem, dzięki czemu został on poznany dość w szechstron­
nie. Opracowanie preparatyki czystego enzymu na większą skalę (2) po­
zwoliło rozwinąć badania również w kierunku klinicznym.

W rok później dwie L-asparaginazy w ykryto  u Mycobacterium tubercu­
losis H37Ra (3). Różniły się one optim um  pH aktywności, term ostabilnością 
i wrażliwością na inhibitory. Enzym w ykazujący wyższe optim um  pH (9,6) 
wyw ierał wpływ ham ujący na wzrost raka Yoshidy (4). W przeciw ieństwie 
do szczepu niezjadliwego, szczep patogenny H37Rv posiadał jeden rodzaj 
asparaginazy, pozbawiony własności onkostatycznych. W 1972 r. grupa 
badaczy rum uńskich (5) otrzym ała z Mycobacterium bovis BCG L-aspara- 
ginazę w postaci krystalicznej. Około 100-krotnie oczyszczony enzym w y­
kazywał niską aktyw ność rzędu 5 j/m g białka (pH 8,6; 37°C). W zakładzie 
autora otrzym ano z Mycobacterium phlei 170-krotnie oczyszczoną L-aspa- 
raginazę o 6-krotnie większej aktyw ności (6). Mimo to końcowy prepara t 
nie był wolny od zanieczyszczeń, k tóre stanow iły około 50% całkowitego 
białka preparatu .

W komórkach E. coli znaleziono również dwie L-glutaminazy: A i B (7). 
G lutam inazę A oczyszczono 2800-krotnie i opisano jej właściwości. Enzym
o ciężarze cząsteczkowym 110 000 pojawiał się tylko w fazie stacjonarnej 
w zrostu w przeciwieństwie do glutam inazy B, k tórej poziom był niezależny 
od w arunków  hodowli. Niedawno wyizolowano L-glutaminazę B w postaci 
6000-krotnie oczyszczonej zużywając do tego celu 5— 30 kg biomasy (8). 
Enzym odznaczał się wrażliwością na zimno i w ykazywał złożoną kinetykę 
reakcji. Uderza bardzo niskie stężenie glutam inazy B wynoszące poniżej
0,01 °/o wszystkich białek ekstraktu.

Interesującą grupę enzymów stanowią tRNA syntetazy. Tak np. 
u E. coli stwierdzono w ystępowanie dwóch form  tRNA syntetazy glicyny 
(9) oraz dwóch form  tRNA syntetazy leucyny (10). Enzym y glicynowe róż­
nią się kinetyką: jeden w ykazuje sigmoidalną krzyw ą nasycenia substra- 
tem, drugi zaś hyperboliczną. Ustalono, że dwie pary  podjednostek o m a­
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PO LIM O RFIZM  H E K SO K IN A Z 5

sach cząsteczkowych 33 000 i 80 000 składają się na s truk tu rę  typu 
a lfa2be ta2.

Podobne odm iany syntetazy tRNA glicyny w ystępują u Bacillus brevis
(11). Dwa heterom orfy oczyszczono do stanu jednorodności (400 i 720 razy). 
Odpowiednie ciężary cząsteczkowe wynoszą 226 000 i 66 000. W czasie prze­
chowywania enzym o większej masie ulega dysocjacji na enzym o m niej­
szej masie i składnik nieaktyw ny. S tru k tu ra  czwartorzędowa enzymu 
pierwszego jak u E. coli: a lfa2be ta2. W ystępowanie dwóch form nie zależało 
od sposobu dezintegracji ani od obecności inhibitora proteolizy.

W przypadku wspom nianej już tRNA syntetazy leucyny z E. coli (10) 
jeden z heterom orfów  okazał się proteolitycznie zmienioną form ą drugiego. 
K onw ersja miała charak ter odwracalny i polegała na odszczepieniu pepty- 
du o masie 3000 pod wpływem  endogennej proteazy o masie 20 000. W w a­
runkach zabezpieczających przed proteolizą znajdowano oba enzymy 
w ilościach odpowiednio 60 i 40°/o. W ypływa stąd wniosek, że enzym o m a­
sie 33 000 nie jest artefaktem , ale produktem  regulowanej inaktyw acji in 
vivo  enzym u o masie 80 000.

Stosując kolum ny z hydroksyapaty tu  udało się rozdzielić aktywność 
tRNA syntetazy lizynowej na trzy  frakcje, które w żelu poliakrylam ido- 
wym  dzieliły się dodatkowo na więcej niż jeden aktyw ny rodzaj białka (12). 
Oczyszczenie przeprowadzano w obecności fenylom etanosulfonylofluorku 
(PMSF) jako inhibitora proteaz. W szystkie frakcje m iały jednakowy ciężar 
cząsteczkowy 135 000 i jednakow ą struk tu rę  alfa-beta.

W arto wspomnieć o trzech polim erazach DNA: I, II i III, występujących 
w E. coli. Różnią się one wrażliwością na inhibitory grup SH i na siłę jono­
wą oraz właściwościami immunochemicznymi. DNA polimeraza I spełnia 
rolę enzym u reperacyjnego, podczas gdy enzym  III w ydaje się być istotnym  
dla procesu replikacji DNA. Tę trzecią polimerazę oczyszczono ponad
10 000-krotnie uzyskując preparat w około 20°/o czysty (13). Rola poli- 
m erazy II in vivo nie została dotychczas wyjaśniona. Trzy rodzaje DNA 
polim eraz znaleziono również w zarodnikach i kom órkach w egetatyw nych 
Bacillus subtilis (14).

Ciekawy przykład polim orfizm u stanowią dwie odm iany dehydrogenazy 
glukozo-6-fosforanu w ystępujące w Pseudomonas fluorescens. Jedną z nich 
wyodrębniono z 200 litrów  hodowli tego drobnoustroju (15). Homogenny, 
950-krotnie oczyszczony enzym o masie 220 000 okazał się być częścią ukła­
du Entnera-D oudoroffa, podczas gdy drugi o masie 265 000 należy do cyklu 
pentozowego. Enzym y te różnią się specyficznością względem koenzymów: 
pierwszy zużytkow uje zarówno NAD jak NADP, drugi zaś tylko NAD. Na 
podstaw ie uzyskanych wyników można sądzić, że dwie dehydrogenazy nie 
są produktam i tego samego genu ani też nie podlegają wzajem nej in ter- 
kon wersji.

O statnio opisano dwa izoenzymy akonitazy w Bacillus cereus (16). Jak -
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6 M. SZ Y M O N A [4]

kol wiek stopień oczyszczenia wynosił tylko 10, autorom  udało się rozdzielić 
jej aktywność drogą chrom atografii na kolum nach Sephadex i DEAE-celu- 
lozy oraz elektroforetycznie w żelu poliakryloamidowym . Ze względu na 
kolejność pojawiania się aktywności w czasie hodowli, jeden enzym okre­
ślono jako wczesny, drugi zaś jako późny, przypisując tem u faktow i zna­
czenie regulacyjne.'W ym ienione izoenzymy różniły się ponadto powino­
wactwem  do substratów  i poziomem energii aktyw acji (17).

W płynie pohodowlanym Clostridium perfringens  znaleziono cztery izo­
enzymy fosfolipazy C (18). Rozdziału izoenzymów dokonano m etodą elek- 
trofokusowania w żelu. Handlowe preparaty  fosfolipazy C dawały dwa 
komponenty. Formę kwaśną (pi 4,5) można było przeprowadzić w alkalicz­
ną (pi 5,2) przy użyciu 6 M mocznika, co przem aw ia za agregacją podjed- 
nostek lub kompleksowaniem z jakąś nieznaną substancją.

Cztery izoenzymy fosfatazy kwaśnej znaleziono u Aspergillus awam ori 
(19), hodowanego na podłożu z małą ilością ortofosforanu. W obecności 
dużych stężeń Pj występował tylko jeden enzym. Mieszaninę oligomerów 
tej fosfatazy u A. awamori stw ierdzili również autorzy radzieccy (20) sto­
sując izoelektryczne fokusowanie oraz chrom atografię na DEAE-celulozie 
i sefadeksie. Masy cząsteczkowe w ahały się w granicach od 30 000 do 
140 000. Mnogie form y fosfatazy kwaśnej w ykryto także u Neurospora 
crassa (21) i Aspergillus nidulans (22).

Niedawno A f a n a s j e w a  i wsp. (23) donieśli o heterogenności poli­
fosforanowej fosfohydrolazy u Endomyces magnusii. P reparat enzym atycz­
ny rozdzielono przy pomocy izoelektrofokusowania na trzy  frakcje. 
W szystkie miały tę samą masę 48 000, ale różne punkty  izoelektryczne 
i różną stabilność.

Na uwagę zasługują również arylosulfatazy w ystępujące w postaci form  
w ielorakich u Pseudomonas aeruginosa (24) i Proteus rettgeri (25). W tym  
ostatnim  przypadku metodami chrom atografii i elektroforezy udało się w y­
kryć aż dziewięć form; niektóre różniły się specyficznością, optim um  pH 
i aktyw acją pod wpływem  jonów fosforanowych.

Interesujący polimorfizm typu konform acyjnego w ykazuje aldolaza 
fruktozo-l,6-dw ufosforanu z Lactobacillus casei (26). Enzym ten rozdzielo­
no metodą im m unoelektroforezy na trzy  frakcje, każda o struk turze  te tra- 
m erycznej (masa cząsteczkowa 100 000) i jednakowych właściwościach 
immunologicznych (przeciwciała otrzym ane przeciwko jednej z frakcji re­
agują również z dwoma innymi), ale różnym  ładunku elektrycznym .

Opisane przykłady nie wyczerpują piśm iennictwa na tem at polimorfiz­
mu białek drobnoustrojów, niem niej jednak dobrze odzwierciedlają głów­
ne kierunki badań w tej dziedzinie. Dom inuje tendencja do izolowania po­
szczególnych form w czystym stanie, co w przypadku bakterii jest proble­
mem dość trudnym . Aby podjąć próbę otrzym ania homogennego prepara­
tu  trzeba niejednokrotnie dysponować trudno osiągalnymi ilościami bioma­
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[5] PO LIM O RFIZM  H E K SO K IN A Z 7

sy rzędu kilku lub więcej kilogramów. Z tego właśnie powodu tylko nie­
licznym badaczom udało się całkowicie oczyścić i nagromadzić do badań 
strukturalnoporów naw czych dwie lub więcej frakcje izoenzymatyczne.

W wielu publikacjach niepokoi problem  artefaktów  mogących powstać 
w drodze proteolitycznej degradacji białek natyw nych. W związku z tym  
w arto przytoczyć badania W e n g e n m a y e r a  i wsp. (27) z których 
wynika, że mnogie form y dehydrogenazy galaktozowej izolowane z Pseu- 
domonas saccharophila są w istocie artefaktam i, powstałymi w następstw ie 
oksydacji grup SH i częściowej proteolizy. Ze względu na tego rodzaju 
niebezpieczeństwo, coraz częściej używa się substancji redukujących w po­
staci 2-m erkaptoetanolu lub dw utiotreitolu, a także stosuje inhibitory pro- 
teaz, jak np. dwuizopropylofluorofosforan i fenylom etanosulfonylofluorek. 
Niestety, w żadnej z wyżej cytowanych prac nie podano, o ile użycie inhibi­
tora było skuteczne ani nie oznaczono aktywności endogennych proteaz 
w badanym  m ateriale.

II. Heksokinaza drożdżowa (EC 2.7.1.1)

Szczególne zainteresowanie budzi polimorfizm heksokinazy Saccharo­
myces cerevisiae. Enzym ten został odkryty  przez M e y e r h o f a  w 1927 
roku i od tego czasu jest on przedm iotem  badań. Przeglądu nowszych prac 
dotyczących heksokinaz dokonał C o 1 o w i c k (28).

Postać krystaliczną heksokinazy drożdżowej otrzym ali po raz pierwszy 
w 1946 roku K u n i t z  i M c D o n a l d  (29) stosując frakcjonowanie siar­
czanem amonowym i etanolem . Nowszymi metodami enzym krystaliczny 
otrzym ali w 1962 r. D a r r o w  i C o l o w i c k  (30). Czysty według daw ­
nych kryteriów  preparat dawał podczas chrom atografii na DEAE-celulozie 
5— 6 aktyw nych form, które eluowano bądź gradientem  pH bądź gradien­
tem  soli. Następnie stwierdzono, że zachowanie się frakcji można zmienić 
pod wpływem  trypsyny lub chym otrypsyny (31). Nie brano wtedy pod 
uwagę możliwości działania wew nątrzkom órkowych proteaz (mimo że 
pierwszym  etapem  oczyszczania była właśnie autoliza komórek), ponieważ 
surowe ekstrak ty  dość długo pozostawały aktywne. Dopiero w latach 
1964— 1969 wyszło na jaw, że form y wielorakie preparatu  Darrow-Colo- 
wicka są produktam i proteolizy. Okazało się bowiem, że obecne w ekstrak­
cie proteazy ulegały zagęszczeniu podczas oczyszczania zyskując na sku­
teczności w m iarę elim inacji białek balastowych. Znacząca proteoliza mogła 
zachodzić w zawiesinie siarczanu amonowrego naw et przy 4°C (32). 
W 1966 r. L a z a r u s  i wsp. (33) określili dokładnie aktywność proteoli­
tyczną na głównych etapach oczyszczania i opracowali metodę wyklucza­
jącą powstawanie artefaktów . W tym  celu już na początku preparatyki 
zastosowano inhibitor proteolizy w postaci dwuizopropylofluorofosforanu
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oraz szybką eliminację proteaz na żywicach jonowym iennych i żelu Sep- 
hadex.

Historię badań nad heksokinazą można zatem  podzielić nieco schem a­
tycznie na dwa etapy: przed rokiem  1966 i po tym  roku. Obecnie przyjm u­
je się za fakt obecność w kom órkach drożdży dwóch natyw nych izoenzy- 
mów P-I i P-II, nazwanych tak według kolejności eluowania z kolum ny 
DEAE-celulozowej gradientem  pH (28). W ymienione form y są chemicznie 
i serologicznie różne i nie dają się przeprowadzić jedna w drugą. A ktyw ­
ności swoiste wynoszą odpowiednio 200 i 800 j./mg białka w pH 8—9 przy 
30°C. Izoenzym P-I jest 2,6 razy bardziej aktyw ny względem fruktozy niż 
glukozy, podczas gdy dla P-II odpowiedni iloraz aktywności wynosi 1,3 (32). 
W ymienione stosunki dotyczą również form zmodyfikowanych. Na tej pod­
staw ie można określić rodzaj izoenzymu w preparatach handlowych. Tak 
np. preparat f-m y Boehringer zawiera głównie natyw ny izoenzym P-I, na­
tom iast p reparaty  innych firm  zaw ierają albo P-II albo jego zmodyfiko­
wane pochodne (28). Należy dodać, że trypsyna w ilości około 1% wagi 
heksokinazy powoduje całkowitą inaktyw ację tego enzymu. Glukoza w y­
wiera działanie ochronne, jakkolw iek nie chroni przed modyfikacją, lecz na 
odwrót wzmaga ją. W ten sposób mogą powstawać pochodne S-I i S-II (31). 
Są one tak  samo aktyw ne jak P-I i P-II, ale różnią się szybkością m igracji 
w polu elektrycznym . W porównaniu do form natyw nych, form y zm ody­
fikowane m ają bardziej kw aśny charakter i eluują się z DEAE-celulozy 
przy wyższym stężeniu soli.

Jednocześnie zostały rozstrzygnięte spory dotyczące ciężaru cząstecz­
kowego heksokinazy drożdżowej: 100 000, 50 000 czy 25 000? Obecnie wia­
domo, że enzym natyw ny jest homodimerem o ciężarze około 100 000, i ja­
ko taki w odpowiednich w arunkach dysocjuje na dwa m onomery (34) łatwo 
ulegające proteolitycznej m odyfikacji. Przem iana form y natyw nej w zmo­
dyfikowaną polega na oderw aniu peptydu złożonego z 11 aminokwasów: 
V al-H is-Leu-G ly-Pro-Lys-Lys-Pro-G lu-A la-A rg, k tóry  to peptyd może 
ew entualnie ulec dalszemu rozbiciu pomiędzy resztam i lizyny. W arto za­
uważyć wybitnie zasadowy charak ter tego peptydu. Z badań krystalogra­
ficznych wynika (35), że dwie identyczne podjednostki połączone są hete- 
rologicznie, tzn. ich miejsca wiązania znajdują się w różnym  lokalnie oto­
czeniu.

W artość 25 000 daltonów dotyczy produktu  dalszego rozkładu mono­
merów, np. podczas elektroforezy w środowisku zaw ierającym  siarczan 
dodecylu. D etergent ten powoduje denaturację białka, a przez to ułatw ia 
działanie śladowym ilościom proteaz (36).

W yodrębnienie dwóch natyw nych form  heksokinazy w postaci czystej 
umożliwiło podjęcie badań nad ich struk turą . Stwierdzono m.in., że izoen- 
zymy P-I i P-II różnią się zawartością waliny, leucyny, izoleucyny, fenilo­
alaniny, proliny i histydyny. Natomiast w obu przypadkach C -term inalnym
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am inokwasem  jest alanina, a NH2- term inalnym  aminokwasem  — walina. 
Dostatecznie wyraźne różnice w składzie aminokwasowym wskazują, że 
te dwa izoenzymy powstały skutkiem  duplikacji genu i rozbieżnej ewolu­
cji. Istotnie, antysurow ice otrzym ane pod wpływem  P-I lub P-II są wysoko 
swoiste i nie dają reakcji krzyżowych. Stwierdzono ponadto, że oba izo­
enzymy w ystępują również w szczepie haploidalnym , a zatem  nie pochodzą 
od alleli pojedynczego locus.

W odróżnieniu od izoenzymu P-I, izoenzym P-II ak tyw uje się pod w pły­
wem niektórych m etabolitów, jak  cytrynian i 3-fosfoglicerynian (37). Ki­
netyka reakcji ujaw niła szereg cech szczególnych, które prawdopodobnie 
m ają związek z regulacją glikolizy.

III. Fosfotransferaza polifosforan: glukoza (EC 2.7.1.63)

W przeciw ieństwie do heksokinazy drożdżowej, k tóra zyskała rangę 
enzymu modelowego w klasie transferaz i jest bardzo intensyw nie badana, 
nic nie w iem y o polimorfizmie heksokinaz bakteryjnych. Pewien w yjątek  
mogłyby stanowić niedawno otrzym ane wyniki badań nad polifosforanową 
glukofosfotransferazą. W ymieniony enzym katalizuje fosforylację gluko­
zy i glukozam iny przy użyciu nieorganicznych polifosforanów 
(M e1+  H)n+2P n0 3n+1, których stopień kondensacji wynosi co najm niej 4 
reszty fosforylowe na cząsteczkę.

Polifosforanowa glukofosfotransferaza (glukokinaza) odkryta po raz 
pierwszy u m ykobakterii (38—41), w ystępuje również w komórkach Co- 
rynebacterium  (42—44), Nocardia (45), Mycococcus i Micrococcus (46) i in. 
(47, 48). Ostatnio otrzym ano z Mycobacterium tuberculosis H 37Ra elektro- 
foretycznie homogenny preparat tej glukokinazy (49). Około 600-krotnie 
oczyszczony enzym o masie cząsteczkowej 118 000 dawał jedno pasmo biał­
ka i aktyw ności w żelu poliakryloam idowym  (Ryc. 1) oraz jedną linię pre- 
cypitacyjną w reakcji z antysurow icą króliczą (Ryc. 2).

W porównaniu z preparatem  końcowym, elektroforeza kilkakrotnie 
oczyszczonego enzymu ujaw niła nie jedno, a cztery pasma aktyw ności (50). 
F rakcja najszybciej m igrująca reagowała tylko z ATP, natom iast trzy  in­
ne w ykazyw ały aktywność względem polifosforanu i — w m niejszym  stop­
niu — względem ATP. Stosując frakcjonow anie na kolum nach Sephadex 
G-200 i DEAE-celulozy udało się rozdzielić trzy  heterom orfy, z których je­
den o szczególnie wysokim ciężarze cząsteczkowym ulegał w odpowied­
nich w arunkach degradacji do izoenzymu o ciężarze około 120 000.

Przeprow adzając m etodą elektroforezy w stępny screening k ilkunastu 
gatunków  Mycobacterium  i Nocardia stwierdzono w każdym  przypadku 
w ieloraki charak ter badanej fosfotransferazy (O. S z y m o n a ,  dane nie 
publikowane).

Należy dodać, że aktyw ność proteolityczna surowego ekstrak tu  z M. tu-
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10 M. SZY M O N A [8]

Rye. 1. E lektroforeza w żelu poliakryloam idowym  
końcowego p rep ara tu  polifosforanowej glukofos- 
fotransferazy z M ycobacterium  tuberculosis 
H37Ra (49).

Białko w ybarw ione czernią am idową.

Ryc. 2. Im m unodyfuzja w żelu agarowym  prepara tów  polifosforanow ej glukofosfo- 
transferazy z M. tuberculosis H37Ra wobec antysurow icy króliczej (49).

Preparat enzym atyczny z ostatniego etapu oczyszczania na fotografii po prawej stronie.
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berculosis H37Ra oznaczona przy użyciu kazeiny (Tris-HCl, pH 7,4; 36°C) 
odpowiadała aktyw ności około 7 ug trypsyny/m g białka. W toku są badania 
m ające na celu ustalenie ewentualnego w pływu endogennych proteaz na 
zachowanie się wielorakich form  polifosforanowej glukofosfotransferazy.

©

Ryc. 3. Schem at elektroforezy w żelu poliakrylo- 
am idowym 3-krotnie oczyszczonego p repara tu  po­
lifosforanow ej glukofosfotransferazy z M. tuber- 
culosis H37Ra (50).

A ktyw ność oznaczano w m ieszaninie zawierającej: 
Tris-HCl (pH 8), glukozę, MgCl», NaCl, donator grup  
fosforylow ych  - polifosforan nieorganiczny (a) lub ATP 
(b), NADP, dehydrogenazę glukozo-6-fosforanu, błękit 
nitrotetrazoliow y, m etosiarczan fenazyny i agar.

IV. Uwagi końcowe

Omówione wyżej publikacje dowodzą występowania u drobnoustrojów 
większości wymienionych przez IUPAC-IUB Komisję d/s N om enklatury 
Biochemicznej grup mnogich form  enzymów (51). Szczególnie często poli­
m orfizm  białek przejaw ia się polimerycznością podjednostek. Należy są­
dzić, że zdolność kom órki do tworzenia większych jednostek z mniejszych 
stanowi skuteczny a zarazem  powszechny mechanizm adaptacyjny. W aż­
nym  zadaniem biochemii dynamicznej będzie w yjaśnienie roli poszczegól­
nych mnogich form in vivo. W dotychczasowym piśm iennictwie tylko nie­
liczne prace dostarczają konkretnych inform acji na ten tem at. W związku 
z tym  rodzi się pytanie, w jakim  stopniu form y wielorakie stanowią u drob­
noustrojów  produkt selekcyjnego nacisku środowiska, a w jakim  genetycz­
nego dryfow ania neutralnych m utacji. Z tego punktu  widzenia bardzo po­
żądane byłoby rozszerzenie badań na izoenzymy różniące się am inokwasa­
mi o charakterze obojętnym. Badania polimorfizmu białek drobnoustro­
jów są pożądane również ze względu na możliwość w yjaśnienia spornych 
problem ów taksonomicznych, niejednokrotnie bardzo trudnych w m ikro­
biologii.
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WYCIĄG ZE SPRAWOZDANIA REDAKCJI

European Journal of Biochemistry

European Journal of B iochem istry  istn ieje już 10 lat. Pierwszy num er pism a u k a ­
zał się w m arcu 1967 r. W tymże roku wpłynęło do Redakcji 385 maszynopisów prac, 
z czego zakwalifikowano do druku 65%. Liczba nadsyłanych prac w zrastała z roku na 
rok, by w 1976 r. osiągnąć liczbę 1221. U trzym ał się jednak nadal na tym  samym pozio­
mie, a naw et nieznacznie w zrastał, procent maszynopisów odrzucanych (39% w 1976 r.).

European Journal of B iochem istry  prenum erow ało w 1976 r. 2298 abonentów. 
W ostatnich latach no tu je się stały spadek liczby abonentów  (najwyższa w 1970 r. w y­
nosiła 2643).

Większość prac drukow anych w European Journal of B iochem istry  pochodzi 
z Europy (w 1976 r. 82%, łącznie z Izraelem), w tym  najw ięcej z R.F.N. (21%) oraz 
z F rancji i W ielkiej B rytanii (po 14%). Spoza Europy najw ięcej opublikow anych prac 
pochodziło z U.S.A. (9,5% wszystkich prac w ydrukow anych w 1976 r.). Udział prac 
z Belgii, Holandii, Szwecji, Szw ajcarii i Japonii u trzym yw ał się w granicach 3%—5%. 
P race z ZSRR stanowiły 2,3%, z Polski i W ęgier po 0,9%, z Czechosłowacji 0,4%, 
z Bułgarii i NRD po 0,3%.

Zespół redakcyjny składa się obecnie (maj 1977 r.) ze 102 osób. Są to: redak to r 
honorowy — sir Hans Krebs, redaktor naczelny — Claude Liébecq, 20 członków ko­
m itetu  redakcyjnego i 80 członków tak  zwanego kom itetu doradczego czyli stałych re ­
cenzentów pisma. W śród tych ostatnich jest trzech biochemików z Polski (profesoro­
wie David Shugar, M aciej W iewiórowski i Lech Wojtczak).

Dochód ze sprzedaży European Journal of B iochem istry  zasila fundusz stypen­
dialny FEBS. K orzystają z niego młodzi biochemicy z krajów  należących do Federacji, 
biorący udział w kursach organizowanych przez FEBS.
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Heksokinaza mózgu 

Brain Hexokinase
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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
talizują praktycznie jedyne nieodw racalne i zarazem najw olniej przebiega­
jące reakcje ciągu glikolitycznego. Z tego powodu nazwano je „kluczowy­
m i” i „ograniczającym i” enzymami ciągu. Przypisuje się im duże znaczenie

*) Dr, Zespół Neurochemii, C entrum  Medycyny Doświadczalnej i Klinicznej PAN, 
ul. Dworkowa 3, 00784 W arszawa.

Wykaz stosowanych skrótów: G -6-P — glukozo-6-fosforan; F 6-P — fruktozo-6- 
-fosforan; MgATP- 2 — jednozasadowa sól magnezowa adenozynotrójfosforanu; ADP — 
adenozynodwufosforan; AMP — adenozynom onofosforan.
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regulacyjne, zwłaszcza, że są to enzymy allosterczne, wrażliwe na działanie 
niskocząsteczkowych m odulatorów (1,2).

Pierw szy z tych enzymów zapoczątkowuje katabolizm  glukozy (lub in­
nych heksoz), która przekształca się kolejno w szereg pośrednich związków 
w ciągu glikolitycznym  a następnie ulega całkowitem u utlenieniu w cyklu 
kwasów trójkarboksylowych. Reakcja fosforylacji glukozy przez ATP 
w obecności jonów Mg2+ katalizowana przez heksokinazę przebiega w na­
stępujący sposób:

Glukoza + Mg ATP2“ heksokinaza G—6—P 2~ + ADP3- + M<g2+ +H  +

Heksokinaza jest szeroko rozpowszechniona w tkankach zwierzęcych, 
niektóre elem enty budowy tego enzymu i jego pewne właściwości w yka­
zują jednak znaczny stopień swoistości tkankow ej.

Heksokinazy cechują się na ogół brakiem  specyficzności wobec fosfory- 
lowanego cukrowca, są natom iast wysoko swoiste w stosunku do drugie­
go substratu  — MgATP2- (3). Wiadomo jednak, że jedynym  fizjologicznym 
substratem  heksokinazy mózgu jest glukoza, chociaż in vitro, enzym ten 
podobnie jak  heksokinazy innych tkanek, może fosforylować także inne 
heksozy (3). Przem iana glukozy zatem, jest jedynym  źródłem energii w y­
korzystyw anym  przez mózg do w ytw arzania i utrzym ania charakterystycz­
nego dlań potencjału elektrycznego, jak  również gradientu stężeń jonów.

Niniejszy artyku ł omawia właściwości i mechanizm działania heksoki­
nazy mózgu, niektóre elem enty regulacji tego enzymu oraz jego znaczenie 
w stanach niedotlenienia mózgu.

I. Rozmieszczenie subkomfórkowe heksokinazy mózgu

1-1. Heksokinaza cytoplazmatyczna i mitochondrialna

Heksokinaza mózgu w ystępuje głównie we frakcji m itochondrialnej 
(około 80°/o) oraz w cytosolu (około 20°/o) (4— 11). Enzym związany z m ito- 
chondriam i w ystępuje w dwóch formach. Aktywność jednej z nich można 
oznaczyć bezpośrednio w mitochondriach, jest to według nom enklatury 
angielskiej overt form; aktyw ność drugiej można oznaczyć dopiero po 
zniszczeniu s tru k tu ry  m itochondriów (latent form). W edług W i l s o n a
(12) form a overt związana jest z m itochondriam i natom iast form ę latent 
stanowi heksokinaza m itochondriów synaptosom alnych, którym i zawsze za­
nieczyszczone są wolne mitochondria.

Istnieją kontrow ersyjne dane co do lokalizacji heksokinazy w  mito­
chondriach. Jedni autorzy tw ierdzą, że heksokinaza związana jest z zew­
nętrzną błoną m itochondrialną (13— 15) drudzy, że z w ew nętrzną (16, 17). 
Być może, heksokinaza m itochondriów mózgu, podobnie jak  to sugeruje
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I l a c k e n b r o k  (17) dla enzymu w ątroby, w ystępuje w kanałach łączą­
cych zew nętrzną i w ew nętrzną błonę m itochondriów. Niezgodności te są, 
jak się wydaje, przyjnam niej po części spowodowane niedoskonałością 
stosowanych dziś m etod otrzym yw ania błon m itochondrialnych.

Pod wpływem  różnych czynników uw alnia się heksokinazę z mito­
chondriów. Stosowano do tego celu e lek tro lity  o różnej sile jonowej i pH 
(18, 19) detergenty  jonowe i niejonowe (19), szok osmotyczny (15) a także 
niektóre natu ra lne  m etabolity  ciągu glikolitycznego: ATP, G-6-P i F-6-P  
(13, 14). Całkowite przejście heksokinazy m itochondrialnej do supernatan- 
tu zaobserwowano na przykład pod wpływem  10 mM buforu fosforanowe­
go o pH 7,0, zawierającego 0,9 M chlorek sodowy, lub 0,4 M chlorku sodo­
wego zbuforow^anego przy pH 4,0 (19) albo też pod wpływem  0,154 M bu­
foru węglanowego o pH 5,0 (20). Mniej efektyw ne okazały się Triton X-100, 
dezoksycholan sodowy i Tween 80 (19).

W ydaje się więc, że enzym  ten jest związany z błonami przede wszyst­
kim wiązaniam i o charakterze jonowym ale nie bez znaczenia są także in ­
terakcje hydrofobowe. E g g e r  i R a p a p p o r t  (21) sugerują, że w w ią­
zaniu wielu enzymów z m itochondriam i uczestniczą imidazolowe grupy 
histydyny białka enzymatycznego, jonizacja tych grup prowadzi bowiem do 
uwolnienia enzymu. Podobnie mogłoby być w przypadku heksokinazy. 
U w alniające działanie ATP, G-6-P i F-6-P, w stosunku do których heksoki- 
naza w ykazuje powinowactwo, sugeruje, że zmiana konform acji w wyniku 
związania liganda może być w ystarczająca do pokonania sił wiążących en­
zym z m itochondriam i. Potw ierdza to niekow alencyjny charakter tych od­
działyw ań i pozwala przypuszczać, że związki te mogą w yw ierać działanie 
regulujące nie tylko bezpośrednio na aktywność heksokinazy, ale także po­
przez zm iany rozmieszczenia enzymu w komórce.

1-2. Fizjologiczna rola heksokinazy mitochondrialnej

Nie ma wątpliwości co do roli heksokinazy cytoplazm atycznej, która 
katalizuje przem iany zachodzące głównie w cytoplazmie, takie jak: gliko­
liza, cykl pentozowy, glukoneogeneza. Natom iast brak  jest jednoznacznej 
odpowiedzi na pytanie, jaką rolę pełni heksokinaza związana z mitochon­
driam i. G o t s (22) uważa, że heksokinaza m itochondrialna jest regulatorem  
oksydacyjnej fosforylacji. W edług jego hipotezy ATP pochodzący z łań­
cucha oddechowego bierze udział w fosforylacji glukozy w obecności hekso­
kinazy m itochondrialnej, powstający zaś ADP może być powtórnie wyko­
rzystany  przez mitochondria. A ktualny poziom ADP, z kolei będzie regulo­
wać szybkość łańcucha oddechowego. Podobne sugestie wysuwa R o s e 
i wsp. (23) co do heksokinazy nowotworów. B r o n i s z e w s k a  i wsp. (20) 
sugerują, że heksokinaza m itochondrialna stanowi zapas enzymu, k tóry  
w  w arunkach deficytu energetycznego komórki, może być uwolniony do
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cytoplazmy, zwiększając tam  stężenie enzymu i powodować wzmożenie 
aktywności glikolitycznej komórki. Podobną hipotezę wysuwa W i l s o n  
(24): heksokinaza m itochondrialna mogłaby być również w ykorzystana 
przez cytoplazmę wtedy, gdy kom órka w ykazuje większe zapotrzebow anie 
energetyczne na przykład podczas pobudzenia elektrycznego ośrodkowego 
układu nerwowego. Inni autorzy (10) uważają jednak, że heksokinaza m i­
tochondrialna nie ma żadnej roli fizjologicznej. Ostatnia sugestia w ydaje 
się być niesłuszna ze względu na obserwowane zm iany w aktyw ności tego 
enzymu w zależności od w arunków  energetycznych w jakich w danej chwi­
li znajduje się ośrodkowy układ nerwowy.

1-3. Zaburzenia w rozmieszczeniu heksokinazy mózgu w niedotlenieniu

Hypoksja azotowa *> wywołuje obniżenie aktywności heksokinazy móz­
gu występującej we frakcji m itochondrialnej z jednoczesnym w zrostem  
aktywności enzymu w cytoplazmie (20). Odwrotne zjawisko odnotowano 
w ischemii, w przypadku heksokinazy mózgu kurcząt: aktywność enzym u 
rosła w m itochondriach natom iast m alała w cytoplazmie (29). A utorzy obu 
doniesień tłum aczą zaobserwowane zjawisko jako wynik przemieszczenia 
się enzymu z mitochondriów do cytoplazm y lub odwrotnie. Przyczyny 
i mechanizm redystrybucji enzymu nie zostały dotąd wyjaśnione. Można 
tu  rozpatryw ać szereg możliwości. Na uwagę zasługują przede wszystkim  
zmiany stężenia glukozy w komórkach mózgu w obu rodzajach niedotlenie­
nia. W hypoksji azotowej w ystępuje wzrost stężenia substra tu  w tkance 
(dane własne niepublikowane) w ischemii zaś poziom glukozy m aleje (29). 
W ydaje się więc, że stężenie glukozy, która jest substratem  heksokinazy 
może być regulatorem  rozmieszczenia enzymu w komórce. Byłoby to zgod­
ne z omówioną już koncepcją fizjologicznej roli heksokinazy m itochon­
drialnej. Zwiększone stężenie glukozy w hypoksji azotowej uruchom iałoby 
przemieszczenie się enzymu w „k ierunku” substratu, a więc z m itochon­
driów do cytoplazmy. Odwrotne zjawisko występowałoby w ischemii gdzie 
poziom glukozy w komórce zmniejsza się. Należy tu  wspomnieć, że do­
świadczalna hyperglykem ia wyw ołuje także uw alnianie się heksokinazy 
z m itochondriów do cytoplazm y (29). Przedstaw iona koncepcja nie w yjaś­
nia oczywiście mechanizmu redystrybucji. Należy również wziąć pod uw a­
gę występujące w niedotlenieniu obniżenie się pH tkanek jako potencjalny 
czynnik uwalniania się heksokinazy z mitochondriów. Taki bowiem efekt

*) N iedotlenienie w ywołane przez przetrzym yw anie zw ierząt w atm osferze azotu. 
Po w ystąpieniu pierwszych objawów klinicznych niedotlenienia (około 1,5—2 min) 
takich jak  bezdech, porażenie kończyn, zw ierzęta poddaw ano reanim acji. Po ustąp ien iu  
objawów, zwierzęta umieszczano ponownie w komorze z przepływ ającym  azotem  do 
powtórnego w ystąpienia objawów niedotlenienia. Łącznie zabieg ten trw ał 30 min.
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obserwowano w eksperym entalnej kwasicy oddechowej (20). Ta in terp re­
tacja pozostawałaby w zgodzie z obserwacją, że hypoksja azotowa nie po­
ciąga za sobą przemieszczenia się enzymu u żółwi morskich (20), zwierząt 
filogenetycznie prym ityw nych, m ających znacznie większą pojemność bu­
forową krwi niż szczury (30). Należy dodać, że niedotlenienie nie zawsze 
wyw ołuje zmiany w rozmieszczeniu enzymu. W doświadczalnym zatruciu 
zwierząt tlenkiem  węgla obserwowano obniżenie się aktyw ności heksokina­
zy m itochondrialnej bez zmian w aktyw ności heksokinazy cytoplazm atycz- 
nej (31). Natomiast w mózgach zwierząt poddanych hypoksji krążeniowej 
stwierdzono zwiększenie się aktyw ności heksokinazy w cytoplazmie bez 
zmian w m itochondriach (32). W tych dwóch przypadkach można mówić
0 inhibicji i stym ulacji aktyw ności enzymu. Inhibicję aktyw ności m ogłyby 
wywoływać na przykład nagrom adzające się podczas niedotlenienia wolne 
kwasy tłuszczowe, które ham ują ten enzym in vitro (33).

Reasumując można powiedzieć, że w zależności od wieku (nie obserwo­
wano redystrybucji enzymu u pięciodniowych szczurów) (20) i gatunku 
zwierząt, obserwowano różne zm iany w aktyw ności enzym u łącznie z jego 
przemieszczaniem w komórce.

II. Skład izoenzymatyczny

Heksokinaza tkanek szczura w ystępuje w czterech form ach m olekular­
nych, które można w ykryć dzięki elektroforezie w żelu skrobiowym (25). 
Oznaczono je kolejnym i cyfram i rzym skim i w porządku wzrastającej ru ­
chliwości w żelu. Form y te różnią się niektórym i właściwościami katali­
tycznym i. Na przykład izoenzym III w przeciw ieństwie do pozostałych jest 
ham ow any przez nadm iar substratu, ujaw nianie jego aktywności w żelu 
wym aga więc specjalnego postępowania. Różnice dotyczą także powino­
wactwa w stosunku do glukozy, co w yraża się odm iennymi wartościami 
stałej Michaelisa, które dla izoenzymów I—IV wynoszą odpowiednio 
10-5 M, 10-4 M, 10~6 M, 10~2 M. Poszczególne izoenzymy są w różnym stop­
niu wrażliwe na denaturację term iczną. Najbardziej labilne są form y II
1 III. Jednocześnie są one w najw iększym  stopniu chronione przez substrat 
(glukoza). Natom iast substrat nie w yw iera ochronnego działania na izoen­
zym IV, którego powinowactwo do glukozy jest niew ielkie (wysoka stała 
K m) i tylko w niewielkim  stopniu chroni izoenzym I.

Izoenzymy I, II, III znaleziono praw ie we wszystkich badanych tkan ­
kach, izoenzym IV zaobserwowano tylko w wątrobie. W mózgu w ystępują 
głównie izoenzym I oraz śladowe ilości izoenzymu II i III. Badając po­
szczególne frakcje komórkowe mózgu stwierdzono (26), że tak i skład izo­
enzym atyczny jest charakterystyczny dla heksokinazy cytoplazm atycznej, 
ponieważ w m itochondriach w ystępuje tylko izoenzym I. W i l s o n  (27) 
jednak badając właściwości elektroforetyczne i kinetyczne heksokinazy
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2 0 B . B R O N ISZ E W SK A -A R D E L T [6]

m itochondrialnej i cytoplazm atycznej nie stw ierdził zasadniczych różnic 
pomiędzy tym i dwiema heksokinazami. O trzym ano także kontrow ersyj­
ne wyniki co do w ystępowania różnych form  heksokinazy w gleju i neuro­
nach. W edług W i l s o n a  (28) nie ma zasadniczych ilościowych różnic 
w zawartości heksokinazy w gleju i neuronach, podczas gdy B i g 1 i wsp. 
(26) sugerują, że form a cytoplazm atyczna w ystępuje w kom órkach glejo­
wych, m itochondrialna zaś w neuronach.

Interesujące dane co do w pływu insuliny na tkanki w zależności od w y­
stępujących w nich form  heksokinazy przedstaw ia K a t z e n (25). W edług 
tego autora istnieje ścisła zależność pomiędzy poziomem insuliny a ak tyw ­
nością heksokinazy. Szczególnie izoenzym II jest w rażliw y na obecność 
hormonu. Istnieją hipotezy, że regulacyjne działanie insuliny dotyczy po­
ziomu enzymu w komórce a nie konform acyjnej m odyfikacji cząsteczki he­
ksokinazy. Stwierdzono także, że tkanki wrażliwe na działanie insuliny 
(mięśnie szkieletowe, serce, tkanka tłuszczowa młodych zwierząt) zawie­
rają głównie izoenzym II. Tkanki niew rażliwe na działanie insuliny (mózg, 
nerki, płuca, śledziona) zaw ierają w przeważającej ilości izoenzym I i śla­
dowe ilości izoenzymu II i III (25).

HI. Właściwości molekularne

Badania W i l s o n a  (27), a także B i e g ł a  i wsp. (26) wykazały, że 
heksokinaza związana z m itochondriam i nie różni się pod względem właści­
wości m olekularnych od enzymu w ystępującego w cytoplazmie.

C h o u  i W i l s o n  (34) uzyskali heksokinazę mózgu szczura w stanie 
czystym, stosując swoiste uwolnienie enzymu z frakcji m itochondrialnej 
glukozo-6-fosforanem (który jest produktem  reakcji katalizow anej przez 
enzym i jednocześnie jego inhibitorem ) oraz chrom atografię na wym ie­
niaczu anionowym. O trzym any preparat spełniał szereg kry teriów  homo- 
genności, między innymi, po energicznej denaturacji różnym i czynnikami, 
podczas elektroforezy na zelu poliakryloam idowym  w obecności SDS, wę­
drował jako pojedynczy prążek białkowy. Okazało się, że enzym  ten jest 
pojedynczym  łańcuchem  polipeptydowym  o masie cząsteczkowej 97 000— 
98 000 daltonów (34); podobną wartość wyznaczono również dla heksokina­
zy mózgu wołu (35). W roztworach o niskiej sile jonowej (34) lub w obec­
ności glukozo-6-fosforanu (35) heksokinaza agreguje najczęściej tworząc 
dimer. Zjawisko to najprawdopodobniej było przyczyną otrzym ania przez 
Teichgrabera i Bisolda (18) wyższej wartości masy cząsteczkowej (182 000 
daltonów).

Heksokinaza z łatwością tw orzy kom pleksy z fosfolipidami. Pow stają 
w ten  sposób agregaty o tak dużej masie cząsteczkowej, że podczas 
preparatyki enzymu obserw uje się czasem występowanie aktyw ności rów ­
nież we frakcji nieopóźnianej podczas sączenia m olekularnego w żelu
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Sephadex^G-200 (36). Ekstrakcja etanolem  lub traw ienie fosfolipazą A 
uwalniało jednak enzym z kom pleksu z fosfolipolipidami, we frakcji etano­
lowej stw ierdzano obecność fosfatydylocholiny (36). Postuluje się więc, że 
in vivo, heksokinaza może występować w połączeniu z wieloma cząstecz­
kami tego związku (36, 37).

Skład aminokwasowy heksokinazy mózgu szczura i wołu przedstawiono 
w Tabeli 1. Poza zawartością proliny, k tóra była w yraźnie wyższa w przy­
padku enzymu szczura nie zaobserwowano poważniejszych różnic gatun­
kowych. W ydaje się jednak, że w obu enzymach można oczekiwać około 
90% identyczności sekwencji (34). Najliczniej reprezentow ane są kwas as­
paraginowy, kwas glutaminowy, leucyna i glicyna, natom iast w  niewielkich 
ilościach w ystępują tyrozyna i. m etionina. Przew aga aminokwasów dw u- 
karboksylowych nad zasadowymi tłum aczy stosunkowo niską wartość 
punktu  izoelektrycznego heksokinazy (20, 38). Aminokwasem końcowym 
z wolną grupą aminową jest glicyna.

Tabela 1

Skład am inokwasowy heksokinazy mózgu szczura i wołu

mole am inokwasu 

Am inokwas m °l histydyny

Szczur *> Wół **>

Kwas asparaginow y 5,40+0,01 5,00
T reanina 2,77±0,01 2,83
Seryna 2,63±0,03 2,83
Kwas glutam inow y 4,93+0,07 5,33
P rolina 1,96±0,07 1,17
Glycyna 4,42±0,17 4,33
Alanina 2,64±0,04 2,66
W alina 3,60+0,07 3,17
Cysteina 1 ślady
M etionina 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 3,17
H istydyna 1,00 1,00
Arginina 3,05±0,06 2,50

*) W yniki w edług (34)
**) W yniki w edług Schwartza i Bosforda (45)

Heksokinaza mózgu szczura zawiera czternaście (39), a enzym mózgu 
wołu — dwanaście (40) grup sulfhydrylow ych reagujących z 5,5’-dw utio- 
-bis-(2-nitrobenzoesanem) (DTNB). Można je podzielić na trzy  klasy róż­
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niące się istotnie reaktyw nością z tym  odczynnikiem. Zależność pomiędzy 
reaktyw nością grup sulfhydrylow ych a aktyw nością enzym atyczną pozwala 
wnioskować, że dwie wzm iankowane reaktyw ne grupy m ają zasadnicze 
znaczenie dla aktywności, podczas gdy trzy  grupy szybko reagujące jak 
również dziewięć grup trudno dostępnych dla DTNB w ystępuje poza obsza­
rem  centrum  aktywnego. Podobna reaktyw ność grup — SH heksokinazy 
mózgu wołu i szczura stanowi kolejną przesłankę daleko idącej homologii 
obu enzymów.

IV. Mechanizm reakcji katalizowanej przez heksokinazę 
i regulacja aktywności tego enzymu

Heksokinaza katalizuje reakcję z dwoma substratam i (glukoza i kom ­
pleks MgATP2-), pow stają też dwa produkty: glukozo-6-fosforan i ADP. 
Badania mechanizmu tej reakcji, a więc porządku przyłączania przez en­
zym substratów  i uw alniania produktów  były  przedm iotem  szeregu do­
niesień (41,2). Początkowo wydawało się, że fosforylacja glukozy katali­
zowana przez heksokinazę mózgu wołu przebiega zgodnie z mechanizmem 
Ping-Pong *) to znaczy, że jeden z produktów  uw alnia się zanim  nastąpi 
przyłączenie kom pletu substratów  (42, 44a). Późniejsze badania (41, 2) nie 
potwierdziły jednak tej hipotezy. Ustalono bowiem, że:

— oba substra ty  nie współzawodniczą ze sobą o enzym (41),
— N-acetyloglukozoamina — inhibitor wiążący się z enzymem, lecz nie 

ulegający przem ianie (dead end inhibitor), ham owała kom petycyjnie 
reakcję z glukozą (41) lub fruktozą (2) a niekom petycyjnie 
z Mg ATP2- (41, 2) jako substratem ,

— kolejny inhibitor tego typu  — AMP w yw ierał działanie kom pety- 
cyjne gdy substratem  był MgATP~2 i niekom petycyjne w przypad­
ku glukozy (41),

— podobnie, A TP4- i 3, Y-5’-adenylo-m etyleno-dw ufosforan okazały się 
inhibitoram i kom petycyjnym i w stosunku do MgATP2- a m ieszany­
mi w stosunku do fruktozy (2).

W yniki te  pozwoliły określić m echanizm  reakcji jako „sekw encyjny” 
(pierwszy produkt może pojawić się dopiero po przyłączeniu obu substra­
tów) i „nieuporządkow any” (kolejność przyłączania substratów  i uw alnia­
nia produktów  nie jest określona) z dwoma substratam i i dwoma produkta­
mi. Jest to więc według nom enklatury  C l e l a n d a  (15) mechanizm ty ­
pu BiBi random  (symbol „BiBi” oznacza dwa substra ty  i dwa produkty). 
Reakcję można więc zapisać następująco:

*) Term inologia wg. C l e l a n d a  (15).
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Na schemacie zaznaczono tylko jeden kierunek reakcji. Reakcja katali­
zowana przez heksokinazę ssaków jest bowiem praktycznie nieodw racalna 
w  w arunach in vivo  co odróżnia ją od reakcji katalizow anych przez enzym 
drożdży (31). Ning i wsp. (2) potrafili jednak in vitro  skierować reakcję ka­
talizow aną przez heksokinazę mózgu w stronę defosforylacji glukozo-6-fos- 
foranu stosując podwyższone stężenie M g++.

Jak  już wspomniano, heksokinaza jest jednym  z kluczowych enzymów 
przem iany cukrowców. Enzym ten musi więc ulegać w organizmie wielora­
kim  i skomplikowanym procesem regulacyjnym  w zależności od rodzaju 
tkank i i stanu metabolicznego komórki. Procesy te nie są jeszcze dobrze 
poznane. Uważa się, że (42) regulacja heksokinazy może być realizowana 
poprzez:

— bezpośrednie modulowanie aktywności,
— zmiany rozmieszczenia enzymu w komórce (równowaga między for­

mą m itochondrialną i cytoplazm atyczną),
— zmiany całkowitej ilości enzym u w komórce.
W mózgu, heksokinaza w ystępuje w znacznie większej ilości niż jest to 

potrzebne do w ytw arzania fizjologicznej ilości G-6-P (20—30 ¡.imoli/1 g 
tkanki/godz) (43), aktyw ność jej jest więc w znacznym  stopniu zaham owa­
na (1, 42). Może to być wynikiem  działania wielu czynników. W ykazano 
bowiem, że wiele związków drobnocząsteczkowych w ystępujących w ko­
mórce może in vitro  wpływać w większym lub m niejszym  stopniu na 
aktyw ność enzymu. Wiążą się one bądź z centrum  aktyw nym  bądź z m iejs­
cem (lub miejscami) allosterycznym i.

H am ujący wpływ w yw ierają między 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, natom iast aktyw ujące działanie w yw ierają fosforan nieorganiczny 
i jon magnezowy (38, 42—45).

Największe znaczenie in vivo  w ydaje się mieć ham ujące działanie pro­
duktów  reakcji — G-6-P i ADP oraz aktyw ujące działanie fosforanu nie­
organicznego (42).

Stwierdzono (44), że G-6-P ham uje w znacznym stopniu aktywność he­
ksokinazy mózgu szczura i że efekt ten  jest znoszony przez fosforan nie­
organiczny. Ponieważ okazało się, że fosforan nie ak tyw uje enzymu w nie­
obecności G-6-P wydaje się, że aktyw ujące działanie tego związku polega­
łoby rzeczywiście na usunięciu inhibitora. W ykazano ostatnio (46), że G-6-P 
i fosforan nieorganiczny w fizjologicznych stężeniach współzawodniczą ze
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sobą o enzym. Nie w ystępuje natom iast konkurencja między fosforanem  
nieorganicznym  a substratam i heksokinazy: glukozą i MgATP2-. P rzypusz­
cza się więc, że fosforan nieorganiczny wiąże się z miejscem allosterycznym , 
zaś G-6-P w centrum  aktyw nym  lub miejscem allosterycznym , które częś­
ciowo pokrywa się z centrum  aktyw nym  (47). Być może, heksokinaza w y­
stępuje w dwu stanach konform acyjnych pozostających w równowadze. 
Konform acja jednego typu faw oryzuje wiązanie się fosforanu nieorganicz­
nego, natom iast enzym znajdujący się w innym  stanie konform acyjnym  nie 
przyłącza tego związku. Param etry  kinetyczne obu konform acji enzym u 
są zbliżone poza jedynym  w yjątkiem : stała dysocjacji kom pleksu — enzym  
związany z fosforanem  — G-6-P jest bardzo wysoka w porównaniu ze 
stałą dysocjacji kom pleksu wolnego enzymu z G-6-P (46). ADP, najsiln ie j­
szy inhibitor allosteryczny, a także inne efektory allosteryczne, w iązałyby 
się w innym  m iejscu allosterycznym  odległym topologicznie od centrum  
aktywnego.

Jak  już wspomniano, stężenie jonów magnezowych może mieć wpływ  
na przebieg reakcji katalizowanej przez heksokinazę. Od stężenia Mg2+ za­
leży w pewnym  stopniu stężenie MgATP2-, k tóry  jest substratem  (a jedno­
cześnie i aktyw atorem  allosterycznym , (48)). Stężenie jonu magnezowego 
może także modyfikować odpowiedź enzymu na zmieniające się wartości 
tak  zwanego „energy charge”, a więc stosunku stężeń trzech nukleo- 
tydów:

(ATP) + (t a d p ) /[(ATP) + (ADP) + (AMP)].

Postulowano także, że Mg2+ może być allosterycznym  aktyw atorem  
heksokinazy (44). Należy zaznaczyć, że sam transport glukozy do kom órki 
jest jednym  z istotnych czynników regulujących aktywność enzymu.

Zm iany w rozmieszczeniu enzym u w komórce tzn. przechodzenie enzy­
mu związanego z m itochondriam i do cytoplazm y podczas niedotlenienia 
zwierząt zostały omówione w rozdziałach poprzednich. Istn ieją  hipotezy 
(42), że powyższe zjawisko może odgrywać regulacyjną rolę również w wa­
runkach fizjologicznych. M echanizm redystrybucji nie jest w chwili obec­
nej wyjaśniony, podkreśla się jednak, że najw iększą efektywność ze związ­
ków fizjologicznych w w arunkach in vivo  w ykazyw ały ATP i G-6-P.

Stężenie heksokinazy w komórce znajduje się pod kontrolą czynników 
horm onalnych i dietetycznych. W pływ insuliny na stężenie izoenzymu II 
w tkankach został omówiony w rozdziale II. W ydaje się jednak, że ten  typ 
regulacji może dotyczyć tylko w niew ielkim  stopniu heksokinazy mózgo­
wej, ponieważ w mózgu w ystępują tylko niewielkie ilości izoenzymu II. 
B rak jest danych co do regulacji stężenia izoenzymu I głównej form y 
heksokinazy mózgowej.
A rty ku ł nadszedł 1.8.1977; po rew izji autorskiej otrzym ano 15.9.1977.
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V. Photoproducts responsible for biological effects of UV-irradiation 
V -l. Photoproducts in DNA responsible for mutation

VI. DNA repair processes and mutation frequency decline (MFD)
VII. Chemical mutagenesis and DNA repair processes

VIII. The role of misrepair in chemical mutagenesis
IX. Reaction products of chemical mutagens with DNA and premutational lessions 

IX-1. Alkylating agents 
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W badaniach nad indukow aną m utagenezą wiele uwagi poświęcono 
produktom  powstającym  w DNA pod wpływem  m utagenów. Dzięki tem u 
znacznie więcej wiadomo obecnie o produktach reakcji w DNA, a w wie­
lu przypadkach o mechanizmie ich powstawania niż o sposobie, w jaki m u­
tacje zachodzą w komórce. Jeśli chodzi o mechanizm m utagenezy chemicz­
nej, hipoteza błędu parow ania (mispairing) przetrw ała do niedaw na w nie­
zmienionej formie. Zakłada ona, że m utacja powstaje jako bezpośredni 
w ynik błędnego parow ania zasady zmodyfikowanej przez m utagen (1). 
Ostatnie lata  przyniosły badania, które wskazują, że najprawdopodobniej 
m utageneza chemiczna, podobnie jak  indukowana przez promieniowanie, 
zachodzi z udziałem  szeregu procesów komórkowych. W śród nich istotną 
rolę w ydają się odgrywać procesy reperacji DNA, a m odyfikacja zasady 
stanowi jedynie uszkodzenie przedm utacyjne. Udział procesów reperacji 
uszkodzeń DNA najwcześniej został poznfny w m utagenezie indukowanej 
przez promieniowanie (2). Obecnie jest coraz więcej danych, wskazujących 
na istotną rolę tych procesów także w m utagenezie indukow anej przez 
czynniki chemiczne.

I. Mechanizmy reperacji uszkodzeń w DNA.

Jak  wiadomo DNA jest nośnikiem  inform acji genetycznej, w którym  
zakodowany jest cały zapis inform acji determ inującej funkcje żywej ko­
mórki. Jakiekolw iek zmiany w DNA, uszkadzające ten zapis, prowadzą do 
zaburzeń procesów komórkowych. Jeśli dotyczą one procesów istotnych 
dla żywotności kom órki czy organizmu, kończy się to śmiercią, a w przy­
padku m niej istotnych funkcji, zmianą właściwości kom órki czyli m utacją. 
Ponieważ organizmy żywe zawsze były i nadal są narażone na działanie 
niekorzystnych czynników zewnętrznych, uszkadzających ich substancję 
genetyczną, wykształciły szereg mechanizmów obronnych, które pozwa­
lają im reperować uszkodzenia w DNA. M echanizmy reperacji DNA zostały 
najwcześniej poznane w przypadku uszkodzeń fotochemicznych, a dopiero 
badania ostatnich lat wykazały, że proces ten jest bardziej ogólny i odnosi 
się także do innych uszkodzeń DNA. Wiele zasad zmodyfikowanych foto­
chemicznie lub pod wpływem  czynników m utagennych i carcinogennych 
może być usuwanych z DNA dzięki mechanizmom reperacyjnym .
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II. Reperacja uszkodzeń fotochemicznych.

Z badań nad fotochemią kwasów nukleinowych wiadomo, że głównym  
fotoproduktem  w DNA są dim ery pirym idyn, k tórym  przypisuje się głów­
ną rolę w uszkodzeniach fotochemicznych (3—7). Jednakże udział w tych 
uszkodzeniach innych fotoproduktów, jak  fotohydraty cytozyny lub foto- 
produkt tym iny (8, 9) w ydaje się być również istotny. Świadczy o tym  
istnienie endonukleaz aktyw nych wobec DNA zawierającego fotoprodukty 
inne niż dim ery pirym idyn (10— 11) oraz DNA zawierającego uracyl (12), 
a także istnienie N-glikozydazy uracylowej, k tóra usuwa uracyl z DNA 
(13— 15). Źródłem  uracylu w DNA może być spontaniczna lub enzym atycz­
na dezam inacja cytozyny lub jej fotoproduktów. DNA uszkodzony pod 
wpływ em  prom ieni UV może być reperow any w obecności światła na 
drodze fotoreaktyw acji, lub przez m echanizm y reperacji ciemnej.

II- l. Fotoreaktywacja.

Zjawisko fotoreaktyw acji jest bardzo szeroko rozpowszechnione w świe­
cie roślinnym  i zwierzęcym. Fotoreaktyw acja jest procesem enzym atycz­
nym , w którym  enzym obecnie zwany fotolazą, reaguje swoiście z DNA za­
w ierającym  dim ery pirym idyn. Pod wpływem  św iatła widzialnego o dłu­
gości 310—480 nm rozszczepia on dim ery do monomerów. Proces ten  w od­
różnieniu od reperacji ciemnej nie pozostawia żadnych zmian w zapisie 
inform acji genetycznej (2). Fotolaza została wyizolowana i jej właściwości 
szeroko przebadane (16— 19). Enzym ten  jest specyficzny wobec dimerów 
pirym idyn, a nie działa na inne fotoprodukty bądź uszkodzenia w DNA.

II-2. Reperacje ciemne.

Proces reperacji ciemnej w odróżnieniu od fotoreaktyw acji nie jest 
swoisty dla jednego typu  uszkodzeń, ale obejm uje różnego typu uszko­
dzenia, zarówno fotochemiczne jak też wywołane czynnikam i chemicznymi, 
m utagenam i i karcinogenam i. W reperacji ciemnej rozróżniam y dwa za­
sadnicze mechanizmy; reperację przez wycinanie oraz reperację postre- 
plikacyjną (rekom binacyjną). Obecnie uważa się, że istnieje kilka odgałę­
zień tych dwóch podstawowych procesów reperacji ciemnej (20). •

II-2-a. Reperacje przez wycinanie.

Reperacji przez wycinanie podlegają uszkodzenia DNA, które nie po­
wodują bezpośrednio pękania łańcucha. Mimo obecności uszkodzeń DNA
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zachowuje ciągłość. Zapoczątkowanie procesu reperacji wym aga nacięcia 
łańcucha w pobliżu m iejsca uszkodzenia przez endonukleazę reperacyjną. 
Reperacja przez wycinanie jest procesem wieloetapowym  wym agającym  
udziału kilku enzymów. Badania nad identyfikacją kolejnych etapów en­
zym atycznych prowadzono in vivo  przy użyciu m utantów , pozbawionych 
aktywności poszczególnych enzymów (21—24), a także in vitro na DNA 
z faga 174 (25) oraz na bak tery jnym  DNA transform ującym  (26, 27), 
przy użyciu izolowanych enzymów. Szczegółowe omówienie procesu re­
peracji przez wycinanie zaw ierają przeglądy G r o s s m a n a  i wsp. (21) 
oraz P i e t r z y k o w s k i e j  i S h u g a r a  (28).

Endonukleazy i N-glikozydazy. G r o s s m a n  i wsp. (21) proponują 
nazwanie endonukleaz reperacyjnych ogólnym term inem  correndonukle- 
azy. Correndonukleazy I obejm owałyby endonukleazę rozpoznającą uszko­
dzenia typu m onoadduktów (produkty alkilacji czynnikami m onofunkcyj- 
nymi, 5,6-dw uhydroxy-5,6-dw uhydro-tym inę (29); miejsca apurynow e 
i apirym idynow e (30)) oraz endonukleazę II (31, 32). Correndonukleazy II 
rozpoznawałyby dw uaddukty, powodujące większe zaburzenia w s tru k ­
tu rze DNA jak np. fotodim ery pirym idyn, oraz wiązania poprzeczne 
w DNA. Correndonukleaza II jest to UV -endonukleaza kodowana przez 
geny uvrA  i uvrB  u E. coli (33), V-gen faga T4 (34), oraz jest to endonukle- 
aza, która jest uszkodzona w fibroblastach pochodzących od ludzi cierpią­
cych na Xeroderma pigmentosum  (35).

Dotąd uważano, że pierwszym  etapem  procesu reperacji przez wycina­
nie jest nacięcie przez endonukleazę rozpoznającą uszkodzenie w  DNA (21). 
Obecnie uważa się, że odnosi się to tylko do correndonukleazy II, natom iast 
w przypadku correndonukleazy I działanie endonukleazy jest poprzedzone 
działaniem  N-gligozydaz a mianowicie, N-glikozydazy uracylowej (14) 
i N-glikozydazy 3-m etyloadeninowej (14, 36).

N-glikozydazy prawdopodobnie rozpoznają uszkodzenia wprowadzające 
m ałe zaburzenia w struk tu rze  DNA. Usuwają one uszkodzoną zasadę ka ta ­
lizując hydrolizę wiązania glikozydowego i pozostawiają miejsce apirym i­
dynowe lub apurynowe. Miejsca apurynow e i apirym idynow e są rozpo­
znawane i nacinane przez endonukleazę (30). Początkowo uważano, że jest 
to endonukleaza II, opisana przez F r i e d b e r g a  i G o l d t w a i t h a  
(31) jako enzym działający na alkilow any DNA. Ostatnio donoszono jednak, 
że enzym działający na alkilow any DNA i enzym aktyw ny wobec miejsc 
apurynow ych są różnym i białkam i (32). W yodrębniono ostatnio szereg no­
wych endonukleaz działających na uszkodzony DNA (10, 11, 37—44). 
Endonukleazy te nie w ykazują swoistości wobec określonego typu uszko­
dzeń w DNA i być może rozpoznają one miejsca apurynow e i apirym idy­
nowe, a nie zmodyfikowane zasady. Miejsca apurynow e i apirym idynow e 
mogą powstawać w DNA pod wpływem  działania promieniowania, a także 
czynników chemicznych. Alkilow any DNA może ulegać depurynacji spon­
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tanicznej (45) lub enzym atycznej pod wpływem  N-glikozydazy adeninowej 
(14, 36). Deam inacja cytozyny (spontaniczna (46), pod wpływem  ogrzewania 
(47, 48), działania kwasem  azotawym  (49), działania dwusiarczkiem  (50), 
lub m odyfikacji fotochemicznej (50a)), prowadzić może, przy udziale N-gli­
kozydazy uracylowej, do powstania miejsc apirym idynowych. N-glikozy- 
daza wydaje się być enzymem w ystępującym  powszechnie (14, 51, 52). 
Miejsca apirym idynow e powstają także pod wpływem  promieniowania 
jonizującego (29). Opisana endonukleaza aktyw na wobec DNA traktow ane­
go promieniami jonizującym i (y-endonukleaza) (41) może być również 
endonukleazą rozpoznającą miejsca apirym idynowe. Endonukleaza ak tyw ­
na wobec miejsc apurynow ych działa także na miejsca apirym idynowe (30). 
W skazuje to, że enzym rozpoznaje miejsce pozbawione zasady, bez względu 
na to czy usunięta była pirym idyna czy puryna.

Endonukleazy nacinające są swoiste dla uszkodzonego dwupasmowego 
DNA, UV-endonukleaza działa w pobliżu pojedynczych dimerów, ale może 
także działać na odcinki zawierające szereg dimerów (trak ty  dimerów), 
a nawet na nienaśw ietlony DNA z jednoniciowymi pętam i powstałym i 
w skutek obszernych delecji (21). Wcześniejsze doniesienia o udziale UV- 
-endonukleazy w reperacji DNA uszkodzonego'przez czyniki arylalkilujące 
jak 7-brom om etylo-l2-m etylobenzeno(a)antracenylo-7-m etylo-adenina (53) 
zostały podważone przez K i r t i k a r i wsp. (54), którzy wykazali, że pro­
dukty arylalkilacji adeniny i guaniny są usuwane z DNA w postaci zasad, 
a nie nukleotydów. Pow stałe miejsca apurynow e są więc nacinane przez 
endonukleazę II, a zatem  UV-endonukleaza nie uczestniczy w reperacji 
tego typu uszkodzeń.

UV-endonukleazy hydrolizują wiązania fosfodwuestrowe w pobliżu di- 
m eru dając wolne końce 5’P i 3’OH (21). Endonukleazy aktyw ne wobec 
miejsc apurynow ych posiadają ponadto aktywność egzonukleazy III, k tó­
rej nie udawało się rozdzielić, ani w wysoko oczyszczonych preparatach 
(55), ani na drodze m utacji (56). Ostatnio donoszono jednak o w yodrębnie­
niu exonukleazy III jako oddzielnego enzymu (32). Jej rola prawdopodob­
nie polega na przygotowaniu wolnego końca 3’OH potrzebnego dla 
przyłączenia polim erazy DNA (57).

Wycinanie uszkodzonych zasad i reperacyjna synteza DNA — egzonu­
kleazy i polimeraza DNA. W ycinanie fotodimerów pirym idyn i przyległych 
nukleotydów w uszkodzonym DNA odbywa się z udziałem 5’ -> 3’egzonu- 
kleazy związanej z polimerazą I (21, 58), lub polimerazą III (59). Polim eraza 
I jest główną polimerazą reperacyjną, ale w  m utancie polA~ pozbawionym 
jej aktywności może być zastąpiona przez polimerazę III (60, 61), p rzynaj­
mniej jeśli chodzi o usuwanie dimerów. W reperacji uszkodzeń po prom ie­
niowaniu jonizującym  i po czynnikach alkilujących polimeraza I wydaje 
się być jedyną polim erazą reperacyjną (43, 62, 63).

5’-*3’-egzonukleaza związana z polim erazą I jest swoista wobec na­
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ciętego przez endonukleazę uszkodzonego dwupasmowego DNA zaw ierają­
cego krótkie jednoniciowe fragm enty z wolnym  końcem  5’P. Dim ery są 
wycinane w postaci oligonukleotydów o długości 7— 8 nukleotydów  (64). 
W przypadku innych uszkodzeń typu  m onoadduktów liczbę wyciętych nu ­
kleotydów określa się na' około 2—3 (65). 5’—>-3’-egzonukleaza działa na 
odcinki jednopasmowe i ulega zaham owaniu po napotkaniu  nienaruszonych 
wiązań wodorowych. 5’->3’-egzonukleaza działa jednocześnie z polim era- 
zą na zasadzie „nick translation”, t.zn. usuw aniu uszkodzonych fragm entów  
towarzyszy jednoczesne włączanie nowych nukleotydów. W ykazano to 
w badaniach in vivo  z m utantam i polA~  pozbawionymi aktyw ności polim e- 
razy I lub 5’->3’-egzonukleazy (66) oraz in vitro z enzym am i izolowanymi 
z tych m utantów  (25, 27).

5’->3’-egzonukleaza związana z polim erazą III również można brać 
udział w usuwaniu dimerów z DNA, ale w tym  przypadku procesowi tem u 
towarzyszy znaczna degradacja DNA (59). Fakt ten  tłum aczy wcześniejsze 
w yniki C o o p e r a  i H a n a w a l t a  (60), którzy obserwowali, że w m u­
tan tach  polA~, gdzie synteza reperacyjna zachodziła z udziałem  polim era- 
zy III, włączane fragm enty  były znacznie dłuższe (1000— 3000 nukleoty­
dów) niż w przypadku polA4+ (10).

Ponadto w w ycinaniu dimerów z DNA fnogą brać udział także egzonu- 
kleazy niezwiązane z polim erazam i DNA, jak np. UV-egzonukleaza z M. ly-  
sodeikticus (67) oraz egzonukleaza VII z E. coli (68, 69). Enzym y te posia­
dają aktywność wobec DNA naświetlonego UV i naciętego przez UV-endo- 
nukleazę. Działają one w k ierunku 5’->3’, a ich produktem  są także oligo- 
nukleotydy (21).

RecBrecC-nukleaza (egzonukleaza V) może również wycinać dim ery 
z dwupasmowego linearnego DNA naświetlonego UV DNA, natom iast nie 
potrafi wycinać dimerów z kolistego DNA (70). Jej udział w procesie re­
peracji przez wycinanie nie został ustalony.

3’->  5’-egzonukleazy związane z polimerazami DNA. W szystkie poli- 
m erazy DNA z E. coli, polim eraza I, II i III, posiadają aktyw ność 3’->5’- 
-egzonukleaz (71). 3’->5’-egzonunkleazy nie biorą udziału w w ycinaniu 
dimerów, rola ich polega natom iast na usuw aniu błędnie włączonych zasad 
podczas norm alnej replikacji DNA. Działają one w k ierunku  przeciwnym  
do kierunku replikacji, kontrolując wierność procesu syntezy DNA {„proof 
reading”) (57, 72). M utacje w polim erazie DNA u  faga T4, obniżające 
aktywność 3’->5’-egzonukleazy, powodują zwiększenie częstotliwości spon­
tanicznych m utacji faga (73, 74).

Ligazy. Końcowym etapem  w reperacji przez wycinanie jest połączenie 
sąsiadujących grup 5’P  i 3’OH przez ligazę polinukleotydową, co zapewnia 
ciągłość łańcucha DNA (75). Dlatego też m utacje w genie ligazy zwiększają 
wrażliwość na promieniowanie a także zwiększają częstotliwość m utacji 
spontanicznych (76, 77, 146).
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II-2-b. Reperacja postreplikacyjna (rekombinacyjna).

Reperacja rekom binacyjna dotyczy napraw y uszkodzeń w ystępujących 
w obu pasmach DNA vis-a-vis lub w bliskim  sąsiedztwie. Przykładem  ta ­
kiego uszkodzenia jest DNA nowo zreplikow any po naśw ietleniu kom órek 
prom ieniam i UV, gdzie naprzeciwko dim eru znajduje się luka, lub DNA 
zaw ierający dwupasm owe pęknięcia bądź wiązanie poprzeczne (24, 78). 
W przypadku wiązań poprzecznych proces reperacji rekom binacyjnej w y­
maga uprzedniego nacięcia przez UV-endonukleazę kodowaną przez geny 
uvrA  i uvrB  (79, 80). Reperację rekom binacyjną postulowali R u p p 
i H o w a r d - F l a n d e r s  (81) na podstawie obserwacji, że DNA zrepli­
kowany w krótce po naśw ietleniu UV jest nieciągły i zawiera jednopasmowe 
krótkie fragm enty. Taki DNA może być przekształcony podczas dalszej in ­
kubacji w DNA o norm alnym  ciężarze cząsteczkowym tylko w komórkach 
zdolnych do rekom binacji recA + (81, 82). Obserwacje te sugerowały, że 
replikacja DNA zawierającego uszkodzenia zostaje zatrzym ana w  miejscu 
uszkodzenia i może być rozpoczęta ponownie w m iejscu inicjacji nowego 
fragm entu  Okazaki. P rzerw y w nowozreplikowanym  DNA odpowiadały 
odcinkom długości 500— 1000 nukleotydów  (83, 84).

Następujące obserw acje wskazują na udział rekom binacji w reperacji 
luk postreplikacyjnych w DNA. Proces reperacji wymaga produktu  genu 
rec A  (81, 82), k tó ry  jest niezbędny także w procesie rekom binacji, oraz 
produktów  genów recB i recC, względnie recF (85). Świadczyłoby to, że 
przynajm niej jedna z dwóch alternatyw nych dróg rekom binacji u E. coli 
(86) musi być czynna, aby zaszła reperacja postreplikacyjna. P rodukt genu 
recA  kontro lu je  obie drogi rekom binacji. Jednakże, G a n e s a n  i S w e -  
a w e 11 (87), badając udział produktów  genów recF i lex  w m utantach 
uvrA, niezdolnych do reperacji przez wycinanie, u k tórych jedyną możli­
wą drogą reperacji jest reperacja postreplikacyjna, wykazały, że prze­
kształcenie niskocząsteczkowego DNA syntetyzowanego po naprom ienio­
waniu UV, w DNA o norm alnej wielkości w ym aga albo funkcji genu recF + 
albo genu le x +. Świadczy to, że tylko jedna droga rekom binacji recF jest 
istotna w procesie reperacji postreplikacyjnej i nie może być zastąpiona 
przez drogę recBC. Co więcej, wskazuje to, że produkty  genów recF i lex  
mogą się w zajem nie zastępować. Niezgodność wyników R o t h m a n a  
i wsp. (85) oraz G a n e s a n  i S w e a w e l l  (87) może być spowodowana 
tym , że Rothm an i wsp. używali szczepu u v r + zdolnego do reperacji przez 
wycinanie. P rzyjm ując, że dim er (uszkodzenie) stanow i dla norm alnej po- 
lim erazy DNA trw ały  blok w replikacji (sekcja IV) można przypuszczać, że 
w przypadku szczepu u v r A +rec¥~, po usunięciu dimerów na drodze repe­
racji przez wycinanie, replikacja DNA została odblokowana. W m utancie 
recF -  mogła zatem  zachodzić norm alna synteza wysokocząsteczkowego 
DNA, którą Rothm an i wsp. przypisyw ali reperacji na drodze rec BC re ­
kombinacji. Brak w pływ u m utacji w genach recB i recC na reperację po-
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streplikacyjną po UV obserwowali S m i t h  i M e u n  (82). P rodukty  genów 
recB recC (ATP-zależna egzonukleaza V) (88) są natom iast potrzebne w re ­
peracji rekom binacyjnej po prom ieniowaniu X, gdzie mogą być zastąpio­
ne przez egzonukleazę rekom binacyjną faga lam bda (89).

Na udział rekom binacji w procesie reperacji postreplikacyjnej w ska­
zują także badania, w których wykazano w ym iany między siostrzanym i 
pasmami DNA, to jest pasmem wyjściowym, zaw ierającym  dim ery i pas­
mem zsyntetyzow anym  po naśw ietleniu UV. Towarzyszy tem u przenosze­
nie dimerów z pasma wyjściowego na pasmo potomne (84, 87, 90). Ponadto 
znane są inne przykłady gdzie proces rekom binacji genetycznej uczestni­
czy w reperacji fotochemicznych uszkodzeń DNA, jak np. reaktyw acja 
mnoga faga T4 (91), reaktyw acja profagowa (92, 93) czy reaktyw acja na 
drodze „marker rescue” (94). Obserwowano również, że naprom ieniowanie 
UV, podobnie jak  potraktow anie czynnikam i chemicznymi o działaniu m u­
tagennym , zwiększa częstotliwość rekom binacji u wielu m ikroorganizm ów 
(95— 100) oraz w ym iany genetyczne w somatycznych kom órkach ssaków 
(101— 106). Rekom binacje w ydają się być stym ulow ane przez luki w DNA 
(przejściowe jednopasm owe odcinki DNA), np. luki postreplikacyjne 
w uszkodzonym DNA (80, 107) lub powstające po nacięciu przez endonukle- 
azę w przypadku reperacji wiązań poprzecznych w DNA (79, 108). W obu 
przypadkach stru k tu ra  luki jest zbliżona, ponieważ pasmo kom plem entarne 
zawiera naprzeciw luki uszkodzenie przeszkadzające w replikacji DNA. 
Takie luki w DNA mogą stym ulować w ym iany genetyczne.

B r i d g e s  i S e d g w i c k  (109, 110) sugerują możliwość wypełniania 
luk postreplikacyjnych na drodze syntezy de novo z udziałem  polim erazy 
DNA I lub III w obecności produktu  genu le x +. G a n e s a n  i S w e -  
a w e 11 (87) zaobserwowały, że przekształceniu krótkich segmentów 
DNA, syntetyzowanego w krótce po naśw ietleniu UV w DNA o dużym cię­
żarze częsteczkowym, zawsze towarzyszą w ym iany genetyczne między 
pasmam i naśw ietlonym i i potomnymi. Na tej podstawie w ykluczają moż­
liwość reperacji luk postreplikacyjnych zarówno na drodze syntezy de no­
vo, jak  również z udziałem  indukcyjnego system u „reperacji SOS”, k tóry  
replikow ałby uszkodzony DNA w sposób ciągły (sekcja III).

W ydaje się jednak, że te  pozornie sprzeczne fakty  można pogodzić 
wprowadzając pewne m odyfikacje do modelu reperacji postreplikacyjnej 
(28). Zgodnie z hipotezą reperacji SOS (111— 114) uszkodzenia w  DNA ha­
m ują replikację przy udziale polim eraz uczestniczących w norm alnej re ­
plikacji DNA (polimerazy konstytutyw ne). Zahamowanie to indukuje nową 
polimerazę, lub czynnik m odyfikujący norm alną polimerazę DNA, w sposób 
umożliwiający jej replikację uszkodzonego DNA („SOS polim eraza DNA”). 
Replikacja DNA z udziałem  polim erazy SOS jest mniej dokładna i może 
popełniać błędy przede wszystkim  w miejscach odpowiadających uszkodzo­
nym  zasadom w m atrycy, a także w innych miejscach. W przypadku gdy 
w m atrycy DNA uszkodzone zasady znajdują się obok siebie, w t.zw.
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traktach, replikacja DNA z udziałem SOS polim erazy może prowadzić do 
utw orzenia odcinków niesparowanych lub żle sparowanych, w ym agają­
cych reperacji. Reperacja m ogłaby zachodzić na drodze rekom binacji. Od­
cinki niesparowane stym ulow ałyby w ym iany gentyczne, zaś w miejscach 
gdzie zmodyfikowane zasady w ystępują pojedynczo, błędnie włączony nu- 
kleotyd może powodować m utację.

N astępujące fak ty  podtrzym ują taką hipotezę. Brak produktu genu lex  
w m utancie lex~  oraz w kom órkach lex+ w obecności inhibitora syntezy 
białka, co uniemożliwia indukcję system u reperacji SOS, powoduje trw ałe 
zaham owanie syntezy DNA po naprom ieniowaniu (87, 115, 116). P rodukt 
genu le x + jest równie niezbędny do indukcji system u reperacji SOS (hipo­
tetycznej ,,SOS polim erazy DNA”) (111) jak  i w procesie reperacji postre- 
plikacyjnej (87). W kom órkach lex+ przejściowe zahamowanie syntezy 
DNA po naprom ieniowaniu UV trw a 30—45 min (87, 116), co odpowiada 
okresowi potrzebnem u do indukcji system u reperacji SOS (117, 118). Po 
tym  okresie synteza przebiega podobnie jak  w komórkach kontrolnych (87, 
115, 116). Świadczy to, że podczas przejściowego zaham owania nastąpiły  
zmiany pozwalające na replikację uszkodzonego DNA. Uszkodzenia te nie 
zostały usunięte, ponieważ szczep był niezdolny do reperacji przez w ycina­
nie (uvrA~)  (87). Tak więc, ponowna synteza DNA odbywała się najp raw ­
dopodobniej przy udziale zindukowanej polim erazy SOS. Inkorporacja ra­
dioaktywnej tym idyny w ciągu pierwszych 10 min po naprom ieniowaniu 
UV, przebiegała w tych doświadczeniach podobnie w kom órkach lex~  
i le x +, po czym w przypadku lex~  następowało trw ałe zahamowanie, 
a w przypadku le x + przejściowe. Sugeruje to, że replikacja DNA po UV 
zaczyna się norm alnie i zostaje zaham owana dopiero w momencie, kiedy 
punkt replikacyjny napotka uszkodzenie, a wznowienie jej wymaga in­
dukcji p roduktu  genu le x +. Potw ierdzają to obserwacje, że w kom órkach 
uvrA~  po przejściowym  zaham owaniu replikacji po naprom ieniowaniu 
UV wznowienie jej następuje z istniejącego punktu  replikacji, a nie od 
stałego miejsca inicjacji na chromosomie (119, 120). W cześniejsze doniesie­
nia, że w kom órkach u v r A + replikacja ulega zaham owaniu natychm iast 
po naprom ieniowaniu UV, a po usunięciu dimerów rozpoczyna się w sta­
łym miejscu inicjacji (119, 120, 121), nie znalazły potwierdzenia w bada­
niach D o u d n e y a (116). W ykazał on bowiem dla szczepu u v r A + liniową 
zależność między dawką UV, a ilością DNA zreplikowanego po naprom ie­
niowaniu przed przejściowym  zahamowaniem. We wcześniejszych bada­
niach nad szczepem u v r A + stosowano zbyt wysokie dawki UV (600 ergów/ 
/m m 2), ponieważ szczep ten  w ykazuje resztkową replikację DNA po napro­
m ieniowaniu UV dawkam i nie przekraczającym i 60 ergów/m m 2 (116).

Replikacja DNA po naprom ieniow aniu UV jest wrażliwa na chloram ­
fenikol tylko przez 30—40 min, to jest okres potrzebny do indukcji poli­
m erazy SOS, po czym replikacja może zachodzić w obecności inhibitora 
przez kilka cykli replikacyjnych (122). Fakt, że dim ery mogą pozostawać
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w DNA przez kilka pokoleń (90, 123) wskazuje, że w odróżnieniu od nor­
m alnej (konstytutyw nej) polim erazy DNA, indukowana po naprom ienio­
waniu UV, polim eraza SOS nie jest przez nie ham owana (124).

W proponowanym  powyżej modelu reperacji postreplikacyjnej zakłada 
się, że replikacja DNA po naśw ietleniu powinna dawać DNA ciągły, na­
tomiast, zgodnie z hipotezą R u p p  i H o w a r d - F l a n d e r s a  (81) no­
wo syntetyzow ane pasmo DNA jest nieciągłe i zawiera luki w miejscach 
odpowiadających dimerom w paśmie kom plem entarnym . Dotychczasowe 
badania nie w ydają się jednak w pełni przekonyw ające. Pulsowe znako­
wanie stosowane do śledzenia losu DNA nowo zsyntetyzowanego po na­
prom ieniow aniu UV, na ogół ogranicza się do pierwszych 10 min, w którym  
to okresie synteza nie jest jeszcze zaham owana (87, 116), a obserwowany 
niskocząsteczkowy DNA może pochodzić z resztkowej replikacji przed jej 
zahamowaniem. Dotychczasowe badania nie pozwalają na rozróżnienie, czy 
synteza DNA po naprom ieniowaniu odbywa się istotnie na całym chro­
mosomie, z przerw am i w miejscach uszkodzonych, czy też tylko między 
punktem  inicjacji, a pierwszym  napotkanym  uszkodzeniem. W komórkach 
organizmów wyższych, w których czas syntezy DNA (faza S) wynosi 8 godz. 
niskocząsteczkowy DNA w ykryw ano tylko w ciągu 1—2 godz replikacji 
DNA po naprom ieniow aniu UV (125— 127).

Należy zwrócić uwagę, że proponowany udział SOS polim erazy DNA 
nie wyklucza możliwości, że replikacja DNA po UV odbywa się w sposób 
nieciągły, z lukam i w m iejscach odpowiadających uszkodzeniom. Zasadni­
czą cechą takiej polimerazy, odróżniającą ią od norm alnej polim erazy 
DNA, byłaby jej zdolność replikacji DNA zawierającego uszkodzenia.

III. Hipoteza reperacji SOS.

Hipoteza reperacji SOS powstała w związku z próbami wyjaśnienia m e­
chanizmu m utagenezy indukowanej przez prom ienie UV. Od czasu powią­
zania powstawania m utacji z procesami reperacji DNA postulowano, że 
przynajm niej jeden z procesów reperacji jest niedokładny i odpowiada za 
m utacje. Badania wykazały, że fotoreaktyw acja i reperacja przez w ycina­
nie z udziałem  DNA polim erazy I są bezbłędne, natom iast reperacja po- 
streplikacyjna z udziałem  produktów  genów recA i lex  często prowadzi do 
m utacji (2). Następnie stwierdzono, że m utan ty  lexA~  niezdolne do m u­
tacji pod wpływem  prom ieni UV jonizujących oraz głodu tyminowego 
(128— 130) w ykazują reperację postreplikacyjną (131), która nie daje m u­
tacji, a zatem  jest wolna od błędów. Świadczy to, że m utageneza wiąże 
się z reperacją postreplikacyjną tylko w tedy, gdy zachodzi z udziałem pro­
duktu  genu lex  A.

R a d  m a n  (111) zaproponował hipotezę, w myśl której system  repe­
racji skłonny do błędów („error prone”) byłby indukow any natom iast pozo­
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stałe byłyby konstytutyw ne. System  indukow anej reperacji stanowiłby 
odpowiedź kom órki na trw ałe uszkodzenie DNA, zagrażające jej życiu. 
Stąd nazwa reperacji SOS. Takim  zagrożeniem może być zaham owanie nor­
m alnej replikacji DNA np. kwasem naliksydowym  lub m itom ycyną C lub 
w skutek uszkodzenia DNA spowodowanego przez prom ieniowanie bądź 
m utageny chemiczne. Radm an uważa, że w komórce istnieją dwa niezależ­
ne system y replikacji DNA: jeden konstytutyw ny, replikujący DNA w nor­
m alnych w arunkach w sposób sem ikonserwatywny, dokładny i zachowu­
jący pełną inform ację genetyczną; drugi, indukow any w przypadku, gdy 
uszkodzenia w DNA uniem ożliwiają norm alną replikację. Indukow any sy­
stem  replikacji jest niedokładny, gdyż powiela DNA zaw ierający zmodyfi­
kowane zasady, co prowadzi do zmian w zapisie inform acji genetycznej. 
Zdaniem Radm ana czynnikiem  indukowanym  może być odrębna polime- 
raza DNA, („polimeraza SOS”) bądź też czynnik m odyfikujący norm alną 
polimerazę w sposób um ożliw iający jej replikację uszkodzonego DNA. Hi­
poteza reperacji SOS opiera się na następujących obserwacjach. Przeżycie 
i m utageneza fagów lam bda inaktyw ow anych prom ieniam i UV zwiększa 
się znacznie, jeśli kom órki gospodarza przed infekcją zostaną naświetlone 
UV (132, 133, 135). Jest to t.zw. U V -reaktyw acja lub, jak  proponuje 
R a d m a n  (111), W -reaktyw acja. Proces ten  wymaga aktywności genów 
recA + i lex+ oraz syntezy białka (118, 133).

Ponadto m utageneza faga lambda (132, 133) i faga <I>X 174 (135) indu­
kowana prom ieniam i UV nie zachodzi, jeśli kom órki gospodarza nie były 
naprom ieniowane przed infekcją, natom iast zachodzi w kom órkach napro­
m ieniow anych nawet w tedy, gdy fag nie był naprom ieniowany. W związku 
z tym  uważano, że sama obecność uszkodzeń w DNA nie wystarcza do 
indukcji m utacji faga, i że w naświetlonej komórce gospodarza musi być 
indukow any jakiś czynnik, k tóry  jest istotny w m utagenezie faga. Radman, 
biorąc pod uwagę fakt, że synteza DNA po naprom ieniow aniu UV jest ha­
mowana (115, 136), uważał, że czynnikiem  indukowanym  w komórce gos­
podarza po naprom ieniow aniu mogłaby być polim eraza DNA zdolna do 
replikacji uszkodzonego DNA. Znam ienny w ydaje się fakt, że W -reakty- 
wację w ykazują tylko fagi łagodne, korzystające z polim erazy DNA gospo­
darza. Badania in vivo  i in vitro nad replikacją DNA faga $X  174 napro­
mieniowanego UV wskazują, że norm alne konstytutyw ne polim erazy DNA 
nie rep liku ją DNA uszkodzonego fotochemicznie, czynić to może natomiast 
polim eraza DNA typu error prone (124). Na istnienie indukcyjnego syste­
mu reperacji SOS w skazują ponadto badania nad zjawiskiem  pośredniej 
W -reaktyw acji i m utagenezy faga lam bda oraz pośredniej indukcji prof aga 
(93, 134, 137). W procesie W -reaktyw acji pośredniej, podobnie jak  w po­
zostałych, indukcję funkcji kom órki gospodarza, k tóra w arunkuje  zwięk­
szenie przeżycia i frekw encji m utacji faga, uzyskuje się przez wprowadze­
nie do komórki, przed infekcją, naświetlonego UV fragm entu DNA (chro- 
mozomu lub epizomu) drogą koniugacji. Uważa się, że wprowadzenie UV-
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-uszkodzonego DNA indukuje system  reperacji SOS w kom órce biorcy 
(134). Jednakże w ydaje się, że w rozważaniach nad mechanizmem W -reak- 
tyw acji pośredniej nie można pominąć możliwości, że wraz z przekazyw a­
nym  chromozomem z kom órki F + do F -  przeniesiona zostaje polim eraza 
DNA. Polim eraza ta różni się pod kilkom a względami od norm alnej polime- 
razy DNA i ma cechy polim erazy SOS (111). Nie jest ona ham ow ana przez 
uszkodzenia w DNA i jest typu „rolling circle” (138— 140). Ew entualne 
przekazywanie takiej polim erazy DNA razem  z chromosomem w yjaśniało­
by różnice dotyczące wym agań produktu  genu le x + w UV-m utagenezie po­
średniej i bezpośredniej faga lam bda (137). Obserwowano bowiem, że 
w UV-m utagenezie pośredniej, w odróżnieniu od bezpośredniej, produkt 
genu le x + nie jest potrzebny (137).

Związek między indukcją system u reperacji SOS, a m utagenezą w yka­
zano także w UV -m utagenezie u bakterii (114, 117, 141— 144). System  
SOS indukuje wiele czynników, jak  np. promieniowanie UV, i jonizujące 
(129), niektóre czynniki chemiczne (97, 145— 149) oraz w arunki inkubacji 
bakterii powodujące zaburzenia m etabolizm u DNA, np. tem pera tu ra  42°C 
dla m utantów  term owrażliw ych, dnaBts  (113), lig ts (m utacja w genie liga- 
zy) (150, 151) oraz w obecności inhibitorów replikacji DNA.

Na ogół indukcja system u reperacji SOS jest związana z zaham owa­
niem replikacji DNA, albo z obecnością uszkodzeń, którym  towarzyszą 
pęknięcia jednego z pasm DNA. Ciekawy w związku z powyższym jest m u­
tan t tif. M utant ten  w tem peraturze 30°C zachowuje się norm alnie nato­
m iast po przeniesieniu do 42°C zaczyna zachowywać się tak, jak kom órka 
naśw ietlona UV, t.j. w ykazuje indukcję profaga, W -reaktyw ację faga 
lambda, filam entację (152) oraz zwiększoną m utagenezę spontaniczną i in­
dukowaną UV (141, 153). Zjawiska te w m utancie tif, podobnie jak w nor­
m alnych kom órkach E. coli po UV, związane są z aktyw ną syntezą białka 
i aktywnością genów recA  i lex. W związku z tym  uważa się, że w m utan­
cie t if  zachodzi term iczna indukcja lub derepresja system u reperacji SOS 
(154). In teresujący w ydaje się fakt, że w m utancie tif w tem peraturze 42°C 
nie stw ierdzono zaham owania replikacji, ani żadnych zmian w DNA, k tó­
re zwykle towarzyszą indukcji system u reperacji SOS (155).

IV. Zahamowanie syntezy DNA jako wynik działania promieni UV.

Pierw sze doniesienia wskazujące, że obecność fotoproduktów w DNA 
powoduje zahamowanie replikacji, pochodzą z wczesnych badań S e 1 1 o - 
w a i jego grupy (115). Obserwowano, że w szczepie E. coli Bs-1 wrażliwym  
na UV replikacja DNA jest nieodw racalnie zaham owana po naśw ietleniu 
kom órek prom ieniam i UV, natom iast w szczepie opornym, E. coli B/r, za­
ham owanie to jest przejściowe. Interpretow ano to w ten  sposób, że foto- 
produkt, jeśli nie został usunięty  z DNA na drodze reperacji, nieodw racal­
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nie ham uje replikację. Następnie badania R u p p  i H o w a r d - F l a n -  
d e r s a oraz innych badaczy (81, 136) nad reperacją postreplikacyjną DNA 
przyczyniły się do ugruntow ania poglądu, że obecność fotoproduktu w DNA 
nie ham uje replikacji, a tylko obniża jej szybkość. W ykazano bowiem, że 
w rażliw y m utant E. coli uvrA~, niezdolny do reperacji przez wycinanie, 
replikuje DNA po naprom ieniow aniu chociaż z dużym  opóźnieniem. 
W związku z hipotezą reperacji SOS, spraw a ta  wym aga ponownego rozpa­
trzenia. Jak  wspomniano wyżej hipoteza ta  zakłada, że obecność fotopro­
duktu  w DNA stanowi blok w replikacji, przynajm niej z udziałem  nor­
m alnej polimerazy, DNA, a ponowne rozpoczęcie replikacji jest możliwe 
dopiero po indukcji polim erazy DNA SOS zdolnej do replikacji uszkodzo­
nego DNA. N astępujące fak ty  zdają się potwierdzać, że replikacja DNA 
naświetlonego UV nie przebiega wolniej a raczej jest przejściowo zaham o­
w ana w m iejscu w ystępowania uszkodzenia, a po indukcji polim erazy SOS 
zachodzi z szybkością podobną do norm alnej. Reperacja postreplikacyjna 
w ym aga produktów  genów recA  i lex, ale tylko produkt genu lex  w y­
daje się być bezpośrednio związany z indukcją polimerazy SOS. Trw ałe 
zaham owanie replikacji DNA po naprom ieniowaniu UV obserw uje się bo­
wiem  w podwójnych m utantach uvrA~lex~  (87, 115), lub w kom órkach 
lex+ w obecności chloram fenikolu t.j. wówczas, gdy indukcja produktu ge­
nu lex  nie jest możliwa (118, 141, 143). Jest więc bardzo prawdopodobne, 
że obserwowane przez R u p p  i H o w a r d - F l a n d e r s a  (87) zm niej­
szenie szybkości replikacji DNA po UV jest związane z opóźnieniem nie­
zbędnym  dla indukcji polim erazy SOS. D o u d n e y  (116) badając kine­
tykę syntezy DNA po naprom ieniowaniu UV obserwował 30—40 min za­
hamowanie replikacji, co odpowiadało dokładnie okresowi wym aganem u do 
indukcji system u reperacji SOS (117, 118). W znowiona replikacja przebie­
gała z szybkością podobną do szybkości replikacji w kom órkach nie na­
świetlonych.

V. Fotoprodukty odpowiedzialne za efekt biologiczny promieniowania UV.

Ponownego przedyskutow ania wym aga problem, k tóry  z fotoproduktów 
w DNA powoduje takie efekty biologiczne, jak zahamowanie replikacji 
DNA, m utageneza lub śmierć komórki. Obecnie rozpowszechniony jest po­
gląd, że fotoproduktam i tym i są w głównej m ierze dim ery pirym idyn. Prze­
konanie to opiera się przede wszystkim  na fakcie, że znaczna część uszko­
dzeń wywołujących takie efekty biologiczne jest odwracana przez fotore- 
aktyw ację, oraz, że w naprom ieniowanym  UV DNA w ykryw ano obecność 
dim erów (156). Ponadto powstawanie innych fotoproduktów  jak  np. foto- 
hydratów  cytozyny jest u trudnione w dwupasm owym  DNA i powstają one 
ze znacznie niższą wydajnością niż dim ery (5, 157). Należy zwrócić uwagę, 
że wT badaniach nad identyfikacją fotoproduktów  w DNA in vitro i in vivo  
używano dawek UV znacznie przewyższających dawki biologiczne, przy
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których dim ery mogą stanowić główny fotoprodukt. Nie musi to oznaczać, 
że są one istotnie odpowiedzialne za efekty biologiczne. Wiadomo obecnie, 
że tak  niskie dawki UV jak  5 ergów/m m 2 dla m utantów  w rażliwych na UV 
i 20—40 ergów/mm2 dla szczepów opornych, powodują zaham owanie re ­
plikacji DNA (115, 116) i efekty m utagenne (112, 113) oraz letalny. W ba­
daniach fotochemicznych nad syntetycznym i polinukleotydam i obserwo­
wano, że po niskich dawkach UV główny fotoprodukt stanowią fotohy- 
d raty  (158).

Ponadto, istotną rolę w zjawiskach fotobiologicznych mogą odgrywać 
wiązania poprzeczne między DNA i białkami, które powstają przy niskich 
dawkach UV w DNA E. coli ze znacznie wyższą wydajnością niż dim ery 
(159). Co więcej, naśw ietlanie UV kom órek w tem peraturze — 79°C zwięk­
sza liczbę wiązań DNA-białko i obniża dim eryzację pirym idyn (159), czemu 
towarzyszy większy efekt letalny i m utagenny (160, 161).

M echanizm powstawania wiązań DNA-białko nie jest bliżej poznany. 
Być może powstają one w tórnie w w yniku reakcji fotohydratów  cytozyny 
z otaczającymi białkami. Fotohydraty  pow stają wprawdzie z m ałą w ydaj­
nością w dwupasmowym DNA, ale mogą się tworzyć w jednopasm owych 
odcinkach powstających podczas replikacji lub transkrypcji DNA. Być 
może jest to jedna z przyczyn większej wrażliwości wobec UV bakterii na­
św ietlanych w logarytm icznej fazie wzrostu.

P rzyjęte  powszechnie wnioskowanie, o roli dimerów na podstawie od­
w racalność  efektów biologicznych naprom ieniowania przez fo toreaktyw a­
cję, w ydaje się nie w pełni słuszne, ze względu na fakt istnienia zjawiska 
fotoreaktyw acji pośredniej. Fotoreaktyw acja pośrednia nie jest swoista wo­
bec dimerów i może dotyczyć także innych fotoproduktów. W typowych 
w arunkach doświadczalnych trudno jest odróżnić fotoreaktyw ację enzy­
m atyczną swoistą dla dimerów od fotoreaktyw acji pośredniej. Potwierdza 
to obserwacja, że fotoreaktyw acja obniża UV-indukowaną rew ersję m u­
tacji try~  do t r y + w m utancie phr~, niezdolnym  do fotoreaktyw acji enzy­
m atycznej (161). Mimo dokonania tej obserwacji w roku 1963, do dziś sto­
suje się fotoreaktyw ację jako sposób określania rodzaju fotoproduktu od­
powiedzialnego za badany efekt, naw et w przypadku badań nad m uta- 
genezą indukowaną UV w genie try  (163, 164).

Udział dimerów w zaham owaniu replikacji DNA też w ydaje się w ątpli­
wy. Świadczy o tym  fakt, że fotoreaktyw acja nie skraca okresu przejścio­
wego zaham owania replikacji DNA po naprom ieniowaniu UV, a jedynie 
podwyższa ilość i szybkość syntezy po jej wznowieniu (116, 165).

V -l. Fotoprodukty odpowiedzialne za mutacje.

Dimery. Dotychczasowe opinie na tem at udziału dimerów w m utage- 
nezie opierają się głównie na badaniach efektu fotoreaktyw acji na m uta-
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genezę indukow aną prom ieniam i UV. Jak  wykazano powyżej, badania te 
nie dają pewności, czy efekt ten  jest istotnie związany z fotoreaktyw acją 
enzymatyczną, czy też wiąże się z fotoreaktyw acją pośrednią, lub zjawis­
kiem  MFD (sekcja VI). Przeciwko dimerom  jako głównym uszkodzeniom 
przedm utacyjnym  przem aw iają także inne fakty. D im ery mogą pozostawać 
w DNA przez kilka pokoleń (87, 90), a m utacje powstają tylko w pierwszym  
pokoleniu po naprom ieniowaniu UV lub najdalej w drugim  (163). Ponadto 
prom ienie UV indukują głównie m utacje punktowe, powodujące zamianę 
w DNA pary  zasad G—C na AT, a rzadko AT na G— C (1, 166). Gdyby di­
m ery były  przyczyną tych m utacji, należałoby się spodziewać głównie za­
m iany A—T na G—C. Dim ery tym iny pow stają bowiem z największą w y­
dajnością. Podobnie w fagu S I3 zaw ierającym  jednopasm owy DNA, 
wszystkie m utacje indukowane przez UV dotyczą zam iany C na T, a nie 
odw rotnie (167). Fag T4 naśw ietlony w w arunkach, w których poza nie­
zidentyfikow anym i fotoproduktam i jako jedyne dim ery mogły pow sta­
wać dim ery tym iny, wykazywał również zmianę pary  G— C na A—T (166). 
Fakty  te sugerują, że fotoprodukty cytozyny są przyczyną m utacji indu­
kow anych UV. Poza tym  UV indukuje głównie m utacje punktowe, co 
wskazuje, że błąd w replikacji DNA z uszkodzeniami przedm utacyjnym i 
dotyczy jednej zasady. W przypadku dim eru należałoby bowiem spodzie­
wać się błędnego włączenia dwóch zasad. Ilu stru je  to przykład m utacji su- 
presorowych, gdzie przejściu m utacji ochrę w opal towarzyszy zamiana 
jednej środkowej litery  kodu (U A A ->U G A ).

Fotohydraty cytozyny. M utageneza indukow ana przez promieniowanie 
UV w m utantach  w rażliw ych (uvrA~\ polA~; dnaB ts ) zachodzi po napro­
m ieniow aniu bardzo niskim i dawkam i UV (112, 113), przy których głów­
nym  fotoproduktem  mogą być fo tohydraty  cytozyny lub wiązania między 
DNA i białkiem. Pow staw anie fotohydratów  cytozyny wyjaśniałoby in­
dukowane zamiany zasad G—C na A—T, jak  również indukcję m utacji 
punktow ych przez prom ieniowanie UV. Fotohydraty  pow stają łatw iej 
w jednopasm owych odcinkach DNA w ystępujących w kom órkach szybko 
dzielących się. W m utantach  polA~  i dnaB ts odcinków jednopasmowych 
może być więcej (168), co uspraw iedliw iałoby ich dużą wrażliwość na m u­
tagenne działanie UV (113, 181). Fotohydraty  cytozyny jako uszkodzenie 
przedm utacyjne odpowiadają zarówno klasycznem u założeniu, zgodnie 
z którym  zmodyfikowana zasada paru je  błędnie, jak  i przypuszczeniu, że 
m utacja pow staje w m iejscu pozbawionym zdolności do tworzenia wiązań 
wodorowych (sekcja IX) np. w miejscu apirym idynow ym  w skutek deami- 
nacji fo tohydratu  cytozyny i usunięciu powstałego uracylu  przez N-gli- 
kozydazę.

Wiązania DNA-białko. Istnieją dane sugerujące, że wiązania DNA-biał- 
ko mogą także stanowić przyczynę m utacji. Naświetlanie kom órek E. coli 
prom ieniam i UV w tem peraturze —79°, t.j. w w arunkach faw oryzujących 
powstawanie wiązań DNA-białko (159), podwyższa 7-krotnie częstotliwość
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m utacji (161). Przy użyciu szczepów wrażliwych na UV udało się w yka­
zać, że do indukcji m utacji w ystarczają bardzo niskie dawki promienio­
wania, przy których główny fotoprodukt stanowią wiązania DNA-białko 
(159).

Niewiele wiadomo na tem at mechanizm u powstawania takich wiązań. 
Na podstawie obserwacji J a n i o n  i S h u g a r a  (169), że dwuhydrocyto- 
zyna w reakcji z glicyną wym ienia grupę aminową w pozycji C4 na grupę 
aminową glicyny (transam inacja), S m i t h  (170) zakłada podobny m echa­
nizm fotochemicznego powstawania wiązań DNA-białko.

W iązania DNA-białko mogą powstawać także pod wpływem  m utagenów 
chemicznych (171— 174) i promieniowania jonizującego (175). Ostatnio do­
noszono, że wiązania DNA-białko mogą być usuwane prawdopodobnie na 
drodze reperacji przez wycinanie (176).

VI. Procesy reperacji DNA a zjawisko obniżenia frekwencji mutacji
(mutation frequency decline, MFD).

W ydajność m utagenezy indukowanej UV zależy od warunków  inku­
bacji bakterii po naśw ietleniu UV. Inkubacja w w arunkach ograniczają­
cych syntezę białek (inhibitory syntezy białka lub brak wymaganego am i­
nokwasu) powoduje bardzo szybki i znaczny spadek liczby m utantów . Z ja­
wisko to nazwano MFD (mutation frequency decline). Wiąże się je z repe­
racją przez wycinanie, ponieważ w m utancie uvrA~, ani w obecności inh i­
bitorów reperacji przez wycinanie, nie obserwowano efektu MFD (2). Bada­
nia kinetyki MFD i wycinania dimerów wykazały, że u tra ta  potencjalnych 
m utantów  w w arunkach sprzyjających MFD jest znacznie szybsza niż w y­
cinanie dimerów. Budziło to wątpliwości, czy MFD jest istotnie związane 
z procesem reperacji przez wycinanie (177, 178, 179). Jednakże obserwo­
wano, że potraktow anie przed transfekcją naprom ieniowanego UV DNA 
z faga 1 UV-endonukleazą znacznie obniża jego W -reaktyw ację i elim inuje 
większość c (elear) m utacji faga (180). W skazuje to, że MFD wiąże się praw ­
dopodobnie z pierwszym  etapem  procesu reperacji przez wycinanie, t.j. na­
cinaniem  przez UV-endonukleazę. Nacięcie przez endonukleazę praw do­
podobnie wyklucza możliwość repreracji uszkodzenia z udziałem system u 
SOS i kieruje na bezbłędną drogę reperacji przez wycinanie.

Można także przypuszczać, że przyczyną MFD jest zaham owanie synte­
zy białka, uniem ożliwiające indukcję system u reperacji SOS. Jednakże 
fakt, że m aksym alny efekt MFD w ystępuje już po 5— 10 min (181), a in­
dukcja system u SOS wym aga 30—40 min (117, 118) sugeruje, że nacięcie 
przez endonukleazę jest m om entem  decydującym. Istotna rola endonukle- 
azy znajduje potwierdzenie w fakcie, że m utacja w genie polA  nie wpływa 
na MFD (181).
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Zjawisko MFD w ystępuje także w m utagenezie indukowanej przez 
m utageny chemiczne (182— 185).

VII. Mutageneza chemiczna a procesy reperacji DNA.

Zgodnie z klasyczną hipotezą błędu parow ania (mispairing) m echa­
nizm m utagenezy spontanicznej i indukow anej przez m utageny chemiczne 
w yjaśniano w następujący sposób. Zakładano, że natu ra lne  zasady kw a­
sów nukleinowych, ich analogi oraz zasady zmodyfikowane pod wpływem  
m utagenów chemicznych mogą występować w form ach tautom erycznych 
i zjonizowanych, co może wpływać na ich zdolność tworzenia wiązań wo­
dorowych. Prowadziłoby to do błędnego włączania zasad podczas rep li­
kacji DNA i powodowało m utację (1). Fizykochemiczne badania zmodyfi­
kow anych zasad pozwoliły przewidzieć, w jaki sposób m odyfikacja zasady 
zm ienia ich zdolność tworzenia wiązań wodorowych i parow ania z kom ple­
m entarną zasadą. Początkowo postulowano możliwość błędnego parow ania 
tylko między purynam i i pirym idynam i, co ograniczało możliwość powsta­
wania błędnych par i nie pozwalało na w yjaśnienie powstawania m utacji 
typu  transw ersji (1). Ostatnio postulowano możliwość błędnego parowania 
także między dwiema purynam i. W tym  przypadku oprócz zmiany form y 
tautom erycznej wym agana byłaby także zmiana konfiguracji wiązania gli- 
kozydowego z anty  na syn  (186). Ten klasyczny mechanizm m utagenezy 
proponowano dla wyjaśnienia sposobu indukcji przez takie m utageny jak 
analogi zasad, czynniki alkilujące, hydroksyloam ina czy kwas azotawy.

Do przyjęcia się hipotezy błędnego parow ania przyczyniły się między 
innym i badania nad transkrypcją  i replikacją DNA w układach in vitro 
przy użyciu zmodyfikowanych m atryc. W badaniach tych wykazano nie­
praw idłow e włączanie nukleotydów. Jednakże występowanie zmienionych 
form  zasad w DNA w ydaje się mało prawdopodobne. S truk tu ra  podwójne­
go heliksu nie sprzyja form om  zjonizowanym, a polim eraza DNA praw do­
podobnie nie akceptowałaby zjonizowanej zasady w m atrycy. Badania nad 
fagiem  S I3 nie dostarczyły dowodów, że form y tautom eryczne w m atrycy 
stanow ią przyczynę m utagenezy indukowanej przez hydroksylam inę i kwas 
azotaw y (187). Eadania nad fagam i wskazują, że również jonizacja nie w y­
daje się być istotnym  czynnikiem  w m utagenezie (187, 188). Badania nad 
kom pleksowaniem  hom opolinukleotydów z chemicznie zmodyfikowanymi 
zasadami wskazują, że zmodyfikowane zasady mogą być w ogóle pozbawio­
ne zdolności tworzenia wiązań wodorowych (189— 191). W skazują na to 
także badania nad konform acją cytozyny zmodyfikowanej pod wpływem 
hydroksyloam iny (192). Obserwacje te w znacznym stopniu podważają h i­
potezę błędnego parow ania jako m echanizm u powstawania m utacji. Suge­
ru ją  natom iast, że włączanie zasady w m iejscu odpowiadającym  zmodyfi­
kowanej zasadzie odbywa się przypadkowo, ponieważ m atryca w tym
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miejscu nie zawiera inform acji dla włączenia odpowiedniej zasady. W yka­
zanie, że większość uszkodzeń w DNA indukowanych przez czynniki che­
miczne jest usuwana przez m echanizm y reperacji, zwróciło uwagę na moż­
liwość ich udziału także w m utagenezie chemicznej.

VIII. Rola błędnej reperacji DNA w mutagenezie chemicznej.

W przypadku m utagenezy indukowanej przez promienie UV uważa się, 
że m utacja powstaje w w yniku błędnej reperacji uszkodzeń fotochemicz­
nych, z udziałem system u reperacji SOS, zależnego od funkcji genów recA
i lex. W związku z tym  powszechnie p rzy jętym  kry terium  dla ustalenia, 
czy m utageneza indukow ana przez badany czynnik zachodzi na drodze 
błędnej reperacji, czy też bezpośrednio, w w yniku włączenia błędnej zasa­
dy, jest badanie m utagenezy w m utantach lex~  lub recA~. Na tej pod­
staw ie uważa się, że m utageneza indukow ana przez niektóre czynniki che­
miczne zachodzi na drodze błędnej reperacji, a przez inne wyłącznie na dro­
dze błędnej inkorporacji (188). Jednakże dotychczasowe wyniki badań nad 
udziałem  mechanizmu reperacji SOS w m utagenezie chemicznej są nie w y­
starczające z kilku powodów. Po pierwsze, brak  jest system atycznych ba­
dań nad efektem  m utacji w genach recA  i lex  dla m utagenów chemicz­
nych w ujednoliconych w arunkach doświadczalnych. N abiera to znaczenia 
szczególnie w świetle obserwacji, że zapotrzebowanie na produkt genu lex 
w m utagenezie indukowanej przez N -m etylo-N -nitrozo-m ocznik zależy od 
fazy wzrostu (149). Ponadto badanie roli genów lex  i recA  w m utagenezie 
chemicznej nie może stanowić właściwego kry terium  m echanizm u m uta­
genezy, bowiem rola produktów  tych genów jest słabo poznana. Niektóre 
dane wskazują, że gen lex  może być bezpośrednio związany z indukcją sy­
stem u reperacji SOS i m utagenezą (143, 193) natom iast inne sugerują, że 
jego rola może być pośrednia podobnie jak rola genu recA  i może dotyczyć 
ochrony DNA przed degradacją (194— 196). Jeśli dotyczyłaby ochrony 
przed degradacją, w przypadku m utagenów nie powodujących znacznej de­
gradacji DNA, ich produkty  nie byłyby konieczne do m utagenezy. Na słusz­
ność takiego przypuszczenia może wskazywać fakt, że indukcja białka X 
związanego system em  reperacji SOS, wym aga zaham owania replikacji 
DNA i jego degradacji (197).

Można także przypuszczać, że produkt genu lex A  kontroluje jeden 
z pierwszych etapów złożonego procesu reperacji SOS, a mianowicie etapu, 
w którym  rozpoznawany jest określony typ  uszkodzenia. Być może uszko­
dzenia przedm utacyjne spowodowane przez niektóre czynniki chemiczne, 
wym agają produktu  innego genu kontrolującego reperację SOS niż lex A
i dopiero dalsze etapy mogą być wspólne. Analogicznie przedstaw ia się 
sytuacja w procesie reperacji przez wycinanie, gdzie endonukleazy roz­
poznające uszkodzenia są różne dla różnych uszkodzeń, a dalsze e tapy re­
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peracji są wspólne. Na przykład u drożdży, posiadających wiele genów 
związanych z reperacją DNA i m utagenezą, tylko niektóre są istotne za­
równo w m utagenezie indukowanej przez promieniowanie i przez czyn­
niki chemiczne, a inne wyłącznie w m utagenezie indukowanej przez pro­
mieniowanie (198). Ostatnio izolowano kilka m utantów  E. coli z różnym i 
m utacjam i w genie lex (199, 200), ale brak  jest badań dotyczących ich roli 
w m utagenezie chemicznej.

Ponadto obserwacje, że m utageny chemiczne w yw ołują szereg zja­
wisk wiążących się z indukcją system u reperacji SOS, sugerują jego udział 
w m utagenezie chemicznej. M utageny chemiczne indukują bowiem takie 
zjaw iska jak: aktyw acja profaga (111, 201—203), tworzenie form długich 
(filam entacja) oraz m utageneza pośrednia (204).

Badania nad W -reaktyw acją faga (205, 206) wskazują, że system  re ­
peracji SOS nie jest swoisty wobec jednego typu uszkodzenia DNA. Obser­
wowano bowiem, że zindukow any przez promienie UV może brać udział 
w reperacji uszkodzeń chemicznych i odwrotnie. Inne wyjaśnienie tej 
obserwacji stanowić może przypuszczenie, że różne czynniki powodują ten 
sam  typ uszkodzeń DNA (patrz niżej).

IX. Produkty reakcji mutagenów z DNA a uszkodzenia przedmutacyjne.

Dzięki licznym badaniom  nad reakcjam i m utagenów z kwasam i nu ­
kleinowymi lub ich składnikam i znanych jest wiele produktów  tych re­
akcji. Jednakże nadal nie jest wiadomo, które z nich pow stają w DNA in 
vivo i są odpowiedzialne za efekty biologiczne. W ynika z faktu, że powsta­
wanie ich in vivo  jest uw arunkow ane skomplikowaną struk tu rą  chromo- 
zomów i DNA, a identyfikacja jest utrudniona ze względu na ew entualną 
nietrwałość produktów , oraz szybkie usuwanie. Bardziej szczegółowe omó­
wienie badań nad klasycznym i m utagenam i chemicznymi przedstaw iają 
nowsze artyku ły  przeglądowe (172, 207— 210).

W ydaje się, że mimo różnych produktów  działania mutagenów, rodzaj 
przedm utacyjnego uszkodzenia w DNA może być identyczny. Tłumaczyło­
by to fakt, że większość m utagenów daje ten sam typ  m utacji, t.j. m utacje 
punktowe, a najczęściej tranzycje pary  G—C na parę A—T (188). Takim 
wspólnym uszkodzeniem przedm utacyjnym  m ogłyby być miejsca pozba­
wione zdolności parow ania na skutek m odyfikacji zasad oraz depurynacji 
lub depirym idynacji. Miejsca pozbawione zasad mogą powstawać w tórnie 
w w yniku alkilacji DNA, na skutek usuw ania alkilopochodnych puryn 
i prawdopodobnie pirym idyn. Z kolei działanie czynnikami, k tóre powodują 
deaminację cytozyny, jak  promieniowanie UV, kwas azotawy, dwusiarczek 
czy ogrzewanie prowadzić może do depirym idynacji (Sekcja II-2a). DNA 
ulega depirym idynacji także pod w pływem  działania hydrazyny (30) i pro­
m ieniowania jonizującego. W obu przypadkach usuw ane są produkty  ty -
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miny. Cytozyna zmodyfikowana pod wpływem  hydroksylam iny traci zdol­
ność tworzenia wiązań wodorowych (189— 192) i parowania.

Innym  wspólnym uszkodzeniem przedm utacyjnym  m ogłyby być w iąza­
nia poprzeczne między DNA i białkiem. Temu typowi uszkodzeń induko­
wanych zarówno przez promieniowanie jak  i czynniki chemiczne (170, 176) 
poświęcono dotychczas mało uwagi.

Zarówno wiązania poprzeczne DNA-białko jak  i brak  inform acji do 
włączania kom plem entarnej zasady, szczególnie w ystępujących w trak tach , 
mogą być przyczyną zahamowania replikacji DNA, a w konsekw encji in ­
dukcji system u reperacji SOS.

IX-1. Czynniki alkilujące.

W przypadku czynników alkilujących stwierdzono powstawanie szeregu 
produktów  alkilacji DNA (207, 211), co ogromnie u trudn ia  identyfikację 
produktu  odpowiedzialnego za efekt m utagenny bądź letalny. Zgodnie 
z klasyczną hipotezą m echanizmu m utagenezy m utagenny efekt alkilacji 
wiązano z błędnym  parow aniem  zmodyfikowanych zasad. Ponieważ ty lko 
Oc-alkiloguanina, N3-alkilo-cytozyna i przypuszczalnie 0 4-alkilo-tym ina 
(207) w ykazują błędne parowanie, im właśnie przypisuje się udział w m u- 
tagenezie, a depurynację i depirym idynację uznawano za przyczynę efektu  
letalnego (188). Ostatnie doniesienie, że poli-O0-alkilo-G nie tw orzy kom ­
pleksu z poli-C, poli-A, poli-G i poli-T (191) staw ia pod znakiem  zapytania 
jej udział w mutagenezie, przynajm niej w klasycznym  jej rozum ieniu. 
W yniki te, łącznie z wcześniejszymi wynikam i nad kom pleksowaniem  
poli-N3-metylo-C (190) i poli-N4-hydroksy-C  (189), wskazują na zawodność 
badań nad błędną inkorporacją podczas replikacji lub transkrypcji zmody­
fikowanej m atrycy jako m etody poznawania mechanizmu m utagenezy.

W ydaje się, że w rozważaniach nad mechanizmem m utagenezy induko­
wanej przez czynniki alkilujące należy zwrócić uwagę nad dwa istotne mo­
m enty. Pierwszy, to wykrycie enzymów N-glikozydaz, uracylowej i 3-me- 
tylo-adeninowej, które usuw ają zmienione zasady z DNA, pozostawiając 
miejsca apirym idynow e i apurynow e. O0-alkilo-guanina, podobnie jak inne 
alkilowane puryny, jest usuw ana z DNA również w postaci zasady (36), 
a zatem  jej efekt m utagenny może być związany z depurynacją. D rugi, 
to fakt, że zarówno miejsca apurynow e i apirym idynow e jak i alkilow ane 
zasady są w ydajnie i szybko usuwane na drodze reperacji przez wycinanie. 
W związku z tym  podział na uszkodzenia przedm utacyjne i letalne w ydaje 
się niesłuszny. Jest bowiem bardzo prawdopodobne, że każde uszkodzenie 
DNA, jeśli nie jest zreperowane na drodze reperacji bezbłędnej, może być 
reperow ane z udziałem niedokładnego system u reperacji SOS i stać się 
przyczyną m utacji lub śmierci kom órki (m utacja letalna). W ydaje się, że
o tym , czy uszkodzenie DNA stanie się przyczyną m utacji, decyduje droga
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reperacji, k tóra z kolei zależy od liczby uszkodzeń i aktualnych możliwoś­
ci reperacji bezbłędnej w komórce. Dość powszechne jest zjawisko, że m u­
tan ty  niezdolne do reperacji przez wycinanie, szczególnie defektywne 
w endonukleazę nacinającą, w ykazują zwiększoną częstotliwość m utacji. 
Ponadto, w wielu przypadkach m utagenezy indukowanej chemicznie obser­
wowano zjawisko MFD (sekcja VI), co sugeruje, że uszkodzenia potencjal­
nie m utagenne są usuw ane na drodze bezbłędnej reperacji (182— 185).

IX-2. Analogi zasad.

5-Bromouracyl (BU). 5-Bromouracyl jest analogiem tym iny łatwo in- 
korporow anym  do DNA fagów, bakterii i kom órek organizmów wyższych. 
Jego działanie m utagenne zgodnie z klasyczną hipotezą m utagenezy rów ­
nież wiązano z błędnym  parow aniem  (1). Jednakże badania nad kom plek- 
sowaniem  polinukleotydów syntetyzow anych z halogenopochodnych piry- 
m idyn oraz badania fizykochemiczne nad struk tu rą  kryształów  BU i jego 
kompleksów z kom plem entarną zasadą w ykazują, że obecność halogenu 
w pozycji 5 pierścienia pirym idynowego nie zmienia zdolności parowania. 
Potw ierdzają to badania in vitro oraz in vivo, w których stwierdzono, że 
obecność BU w m atrycy nie zwiększa w  sposób w yraźny liczby błędnie 
włączonych nukleotydów (212). Istnienie szczepów bakteryjnych (213, 214) 
i linii kom órek ssaków, które nie tylko to leru ją  ale w ym agają BU do. wzro­
stu, oraz fakt, że kom órki m elanom y chomika syryjskiego po 300 pasażach 
w obecności BU (100°/o włączenia) zachowują żywotność, nie wykazując 
zmian genetycznych (215), potwierdzają, że BU w DNA ma niezmienione 
własności parowania.
. Nowsze badania wskazują na udział procesów reperacji w m utagenezie 
indukowanej przez BU. Obserwowano, że w ydajna m utageneza faga 1 w y­
maga funkcji genów red faga lub recA  i lex  gospodarza (97), a także, że le- 
talne i m utagenne uszkodzenia DNA powstałe na skutek inkorporacji BU 
do DNA, są usuwane na drodze reperacji przez wycinanie (183, 184, 216). 
W badaniach nad m utagenezą indukowaną E. coli B nie obserwowano efek­
tu  m utacji w genach lex A  ani recA  (217). Różnice między wynikam i uzys­
kanym i w badaniach nad fagiem  i E. coli B mogą być spowodowane od­
m iennym i w arunkam i doświadczalnymi jak  i tym, że dotyczyły one róż­
nych obiektów. W badaniach nad E. coli B (217) stosowano głodzenie tym i- 
nowe kom órek przed podaniem  BU w celu zwiększenia włączania analogu 
do DNA. Mogło to spowodować indukcję m utacji nie w w yniku działania 
BU, ale pod wpływem  głodu tyminowego lub nakładanie się dwóch efek­
tów, głodu tyminowego i włączania BU. Na możliwość tę  w skazuje fakt, 
że m aksym alny przyrost m utantów  następow ał w obecności BU po 30 min 
inkubacji, podczas gdy czas jednego podziału kom órek wynosił około
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90 min. Do indukcji m utacji przez BU wym agane są dwa cykle replika­
cji (218).

W naszych badaniach nad efektem  m utacji w genach recA i lex na m u­
tagen ezę indukowaną przez BU w szczepie E. coli K I2 nie wym agającym  
tym iny obserwowaliśmy, że m utan t recA~  w ykazuje nie zm ieniony w  po­
rów naniu z recA+ poziom m utagenezy indukowanej przez BU. M utant 
lex“ natom iast nie ulegał m utacji naw et w obecności fluorodezoxyurydy­
ny, dodanej w celu zwiększenia włączania BU do DNA (dane nie publiko­
wane).

Jest dość prawdopodobne, że uszkodzenia spowodowane włączaniem  
BU do DNA mogą indukować system  reperacji SOS. Pośrednim  dowodem 
może być fakt, że BU powoduje szereg zjawisk indukowanych również 
przez naprom ieniowanie UV, które wiąże się z indukcją system u reperacji 
SOS. BU podobnie jak  UV powoduje indukcję profaga (201) i utajonych 
wirusów zwierzęcych (219), powstawanie form  długich kom órek bak terii 
(filamentacja), a ponadto podwyższa częstotliwość rekom binacji (96, 97, 
220). Obserwowano, że dłuższa inkubacja w obecności BU powoduje induk­
cję białka X (221). C harakter uszkodzeń w DNA indukowanych przez BU 
nie jest znany. Obserwowano wprawdzie pęknięcia jednego pasma w DNA 
E. coli zawierającym  BU (216), jednakże mogą one stanowić efekt w tórny  
wirowania w alkalicznym  gradiencie sacharozy, bądź mogły powstać w  w y­
niku działania endonukleazy reperacyjnej. Uszkodzenia pierwotne, stano­
wić mogą obecnie jedynie domenę spekulacji. Dość prawdopodobne w ydaje 
się przypuszczenie, że BU w DNA może ulegać dehalogenacji enzym atycz­
nej lub spontanicznej, która może być stym ulow ana przez grupy SH. De- 
halogenacja 5-brom odezoksyurydyny (222) i 5-jododezoksyurydyny (223) 
zachodzi z łatwością w obecności cysteaminy, z utworzeniem  uracylu  i pro­
duk tu  addycji w pozycji 5 pierścienia uracylu.

Jeszcze jedną z możliwych przyczyn uszkodzenia DNA przez BU mogą 
być zaburzenia w drugorzędowej strukturze, na skutek różnicy w zdolności 
oddziaływania BU z sąsiednimi zasadami w spirali DNA (stacking) (224).

5-etylouracyl. Innym  analogiem tym iny jest 5-etylouracyl, k tóry  może 
być inkorporowany do DNA bakterii (225) i fagów z dużą wydajnością (226, 
227). Analog ten  jest in teresujący z kilku powodów. Jego obecność w  DNA 
obniża stabilność s tru k tu ry  drugorzędowej DNA (227), ale nie w yw ołuje 
efektu m utagennego ani letalnego. Obserwowano, że 5-etylouracyl nie 
indukuje m utacji w fagu T5 (wyniki nie publikowane), ani nie w pływ a na 
jego infekcyjność. Świadczy to, że rodzaj podstaw nika w pozycji 5 tym iny 
chociaż ma decydujące znaczenie dla stabilności s truk tu ry  drugorzędowej 
DNA, nie jest tak istotny w procesach wiodących do m utagenezy. P o tw ier­
dza to w pewnym  stopniu przypuszczenie, że w przypadku 5-brom ouracylu 
efekt m utagenny tłum aczony jest nie tylko jako w ynik obecności brom u 
w pozycji 5 pierścienia pirym idynowego (patrz wyżej). B rak właściwości 
m utagennych 5-etylouracylu nabiera szczególnego znaczenia wobec faktu,
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że jest on inhibitorem  niektórych wirusów zwierzęcych, może zatem  zna­
leźć zastosowanie jako bezpieczny środek leczniczy w infekcjach w iru­
sowych.

Aminopuryny 2-Am inopuryny i 2,6-dwuam inopuryna są analogami 
adeniny, a ich inkorporacja do DNA fagów, bakterii i drożdży powoduje 
m utacje typu tranzycji (228, 229). A m inopuryny są uważane za bardzo sil­
ne m utageny, ponieważ mimo niskiej wydajności inkorporacji do DNA, w y­
kazują znaczny efekt m utagenny (230). M echanizm m utagenezy induko­
wanej przez am inopuryny, podobnie jak  indukowanej przez 5-bromouracyl, 
w yjaśniano zgodnie z hipotezą błędu parow ania. Uważano, że am inopuryny 
w ystępują w dwóch formach, aminowej i iminowej, dzięki czemu mogą 
tw orzyć pary  z tym iną lub cytozyną (1). Późniejsze badania w ykazały 
jednak, że 2-am inopuryna tw orzy kom plem entarne pary  tak  samo jak 
adenina. Obserwowano bowiem, że w układzie polim erazy DNA lub poli- 
m erazy RNA, tró jfosforany nukleozydów 2-am inopuryny zastępują tró j- 
fosforany nukleozydów adeniny, nie zastępują natom iast trójfosforanów 
nukleozydów guaniny (231). Ponadto wykazano, że kwas poli-2-am inopury- 
nowy tw orzy kompleks tylko z poli-U (189).

W badaniach nad m echanizm em  m utagenezy indukowanej przez am i­
nopuryny wiele uwagi poświęcono roli 3W 5’-egzonukleazy w tym  pro­
cesie (72, 74, 232). Zaobserwowano bowiem, że m utacje w genie polimerazy 
DNA faga T4, nadające jej cechy antym utatorow e (zmniejszające frekw en­
cję m utacji spontanicznych), znacznie obniżają m utagenezę indukowaną 
przez analogi zasad (73). Następnie wykazano, że właściwości m utatorow e 
lub antym utatorow e zależą od stosunku aktywności egzonukleazy w  poli- 
m erazie DNA do jej aktyw ności polim eryzującej (72, 74, 232). Uznano 
więc, że o wydajności m utagenezy indukowanej przez analogi zasad decy­
duje aktyw ność 3’->5’-egzonukleazy polim erazy DNA, k tó ra  kontroluje 
wierność włączania nukleotydów  podczas replikacji DNA. Nowsze badania 
w skazują na nieco inny mechanizm antym utatorow ego działania. Okazało 
się bowiem, że m utant faga T4 tsCB120, dający bardzo niską frekw encję 
m utacji indukowanych przez 2-am inopurynę (73), ma norm alny poziom 
3’->5’-egzonukleazy, w ykazuje natom iast zwolnione tem po replikacji 
(233). Obserwowany efekt antym utatorow y jest zatem  prawdopodobnie 
zw iązany z reperacją przez wycinanie, ponieważ obniżenie tem pa replikacji 
DNA może sprzyjać wycinaniu uszkodzeń DNA spowodowanych obecnością 
2-am inopuryny. Potw ierdza to obserwacja, że przeniesienie do ubogiego 
podłoża kom órek E. coli CR-34 uprzednio inkubowanych przez 60 min 
w obecności 2-am inopuryny powoduje bardzo szybki spadek frekw encji 
m utacji. Inkubacja w ubogim podłożu sprzyja reperacji przez wycinanie, 
a włączenie 2-am inopuryny do DNA powoduje prawdopodobnie uszkodze­
nia rozpoznawane przez m echanizm y reperacji. Świadczy o tym  obserwa­
cja, że kom órki E. coli hodowane w obecności analogu w ykazują przejścio­
we, trw ające 30—60 min, zaham owanie wzrostu. Wielkość tego zahamo-
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wania zależy od zdolności szczepu do reperacji uszkodzeń DNA (wyniki 
nie publikowane). M echanizm m utagenezy indukowanej przez 2-am inopu- 
rynę wymaga dalszych badań.

X. Uwagi końcowe.

Mimo intensyw nych badań prowadzonych w ostatnich latach m echa­
nizm indukowanej m utagenezy nie jest w pełni wyjaśniony. Dotyczy to 
zarówno znajomości uszkodzeń przedm utacyjnych jak  i samego procesu 
powstawania m utacji w komórce. W chwili obecnej nie ulega wątpliwości, 
że m utageneza indukowana, a prawdopodobnie także spontaniczna wiążą 
się ściśle zarówno z procesem replikacji jak  i reperacji DNA. W przypadku 
mutagenów, inkorporowanych do DNA jak np. analogi zasad, pewną rolę 
odgrywać może 3’—>5’-egzonukleaza w ystępująca razem  z polim erazam i 
DNA, kontrolująca wierność włączania nukleotydów  podczas replikacji. 
Może ona wpływać na stopień inkorporacji analogów lub niewłaściwych za­
sad, jednakże w samym  procesie powstawania m utacji istotny jest p raw ­
dopodobnie także udział procesów reperacji. Proces reperacji przez w y­
cinanie ogranicza liczbę uszkodzeń przedm utacyjnych, usuwając znaczną 
ich część na drodze bezbłędnej reperacji. Pozostałe są reperow ane przez 
system  reperacji SOS, skłonny do błędów (error prone), stając się przyczy­
ną m utacji. Udział procesów reperacyjnych w m utagenezie dotyczy zarów­
no m utagenezy indukowanej przez promieniowanie jak  i przez wiele m u­
tagenów chemicznych. Klasyczna hipoteza błędnego parow ania jako wy­
łącznej i bezpośredniej przyczyny m utacji nie znajduje zatem  pełnego po­
tw ierdzenia. W chwili obecnej u trzym uje się jeszcze przekonanie, że m u­
tacje mogą powstawać na drodze pośredniej z udziałem procesów repera- 
cyjnych, oraz bezpośrednio jako w ynik błędu parowania. Bezpośrednia dro­
ga m utacji dotyczy m utagenezy indukowanej przez analogi zasad i nie- 
które czynniki chemiczne, dla których nie wykazano zależności m utagene­
zy od funkcji genów recA i lex. Jednakże wobec wykazania, że inkorpora­
cja 5-brom ouracylu do DNA bakterii powoduje uszkodzenia letalne i przed- 
m utacyjne, usuwane na drodze reperacji przez wycinanie, wydaje się, że 
m utageneza indukowana przez analogi zachodzi również z udziałem  proce­
sów reperacji.

Spośród procesów reperacji DNA najlepiej poznana jest reperacja przez 
wycinanie. Znanych jest wiele enzymów biorących udział w poszczególnych 
etapach tej reperacji. Ostatnio wykazano istnienie nowych enzymów roz­
poznających uszkodzenia w DNA, a mianowicie N-glikozydazy uracylowej 
i adeninowej oraz wyodrębniono szereg endonukleaz nacinających. O dkry­
cie N-glikozydaz usuw ających zmodyfikowane zasady z DNA pozwala na 
przypuszczenie, że mimo iż różne czynniki prowadzą do różnych pierw ot­
nych zmian zasad, w ynikające z nich uszkodzenia DNA przedm utacyjne
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lub letalne mogą być podobne. To tłum aczyłoby fakt, że różne czynniki po­
w odują ten  sam rodzaj m utacji.

Jeśli chodzi o reperację postreplikacyjną, a trakcyjna wydaje się hipo­
teza reperacji SOS. Zakłada ona, że replikacja uszkodzonego DNA jest za­
trzym ana w  miejscu uszkodzenia, a wznowienie jej wym aga indukcji no­
wej polim erazy DNA, lub czynnika modyfikującego norm alną (konstytu­
tyw ną) polimerazę w sposób um ożliw iający jej replikację uszkodzonego 
DNA. Taka polim eraza replikow ałaby DNA z mniejszą dokładnością, po­
wodując m utację.

Podstaw ę przedstaw ionych tu  poglądów i hipotez stanow ią wyniki ba­
dań nad fagami, bakteriam i oraz ich m utantam i o różnej zdolności do repe­
racji DNA. Odnośnie organizmów wyższych, prowadzone są obecnie in ten­
sywne badania nad reperacją u drożdży, a także w kom órkach ssaków. 
Mimo pewnych różnic w stosunku do prokariontów  ogólne zasady procesów 
reperacji są bardzo podobne. W szeregu kom órek ssaków stw ierdzono repe­
rację przez wycinanie oraz reperację postreplikacyjną. Reperowane są 
uszkodzenia indukowane zarówno fotochemicznie jak i przez m utageny 
i czynniki rakotwórcze. W irusy zwierzęce wykazują reperację podobną do 
reperacji fagów łagodnych (jak np. fag lambda) to jest z udziałem  enzymów 
kom órki gospodarza. Fibroblasty ludzkie pochodzące z osobników chorych 
na Xeroderma pigmentosum  (dziedziczna choroba związana z nadw rażli­
wością na promieniowanie i zwiększoną zapadalnością na raka skóry) są 
niezdolne do reperacji przez w ycinanie i uważa się je za odpowiedniki m u­
tantów  baktery jnych  uvr~. Inna odm iana schorzenia Xeroderma pigmento­
sum  charakteryzuje się brakiem  reperacji postreplikacyjnej.

Badania nad procesami reperacji budzą ogromne zainteresowanie ze 
względu na duże prawdopodobieństwo ich udziału w powstaw aniu nowo­
tworów i w  indukcji w irusów utajonych. Istnieje sporo danych w skazują­
cych na związek między m utagenezą a karcenogenezą. Obecnie zwraca się 
także uwagę na możliwy związek między procesem starzenia się organiz­
mów, a ich wydajnością reperacji DNA.

A r ty k u ł nadszed ł 25.4.1977; po re w iz ji  a u torsk ie j o trzym an o  25.6.1977
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I. Wstęp

Od dawna wiadomo, że niektóre tkanki roślin wyższych oddychają mi­
mo obecności cyjanku (1, 2). Stopień wrażliwości na cyjanek jest zmienny 
i często zależy od stadium  rozwojowego organizmu. Niewrażliwość na cyja­
nek jest cechą charakterystyczną niektórych roślin (3), podczas gdy u mi­

*) Dr, In sty tu t Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakow iecka 36, 02-532 W arszawa. 
W ykaz stosowanych skrótów : DBMIB — dw ubrom otym ochinon (2,5-dwubromo- 

-3-m etylo-6-izopropylo-p-benzochinon); karboksyna — 5,6-dwuwodoro-2-m etylo-l,4- 
-oksatyno-3-karboksyanilid .
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kroorganizm ów może się ona pojawiać w w yniku m utacji lub zaham owa­
nia biosyntezy białek m itochondrialnych.

W świecie zwierzęcym oddychanie niew rażliwe na cyjanek spotyka się 
bardzo rzadko (4). W wielu przypadkach tolerancja w stosunku do cyjanku 
pojawia się tylko w ściśle określonych cyklach rozwojowych danego osob­
nika. W patogennych pierwotniakach, takich jak  Trypanosoma brucei 
(5—7), Trypanosoma mega (8), Trypanosoma rhodesiense (5, 9) i innych 
oddychanie niew rażliwe na cyjanek pojawia się tylko w jednym  określo­
nym  cyklu życiowym. Form y żyjące w  krwioobiegu są niew rażliwe na 
cyjanek. W ynika to z braku wykształconych mitochondriów, enzymów cy­
klu Krebsa i cytochromów. Wówczas jedynym  enzymem biorącym  udział 
w oddychaniu jest pozam itochondrialna oksydaza L-glicero-3-fosforanu, 
której rola polega na u tlenianiu NADH powstającego w procesie glikolizy 
(10, 10a). P rzy przeniesieniu form  żyjących w krwioobiegu na pożywki syn­
tetyczne następują zm iany morfologiczne komórki, a wraz z nimi pojaw iają 
się w komórce m itochondria, cytochrom y i enzym y cyklu Krebsa.

Tolerancja w stosunku do cyjanku może wynikać ze zdolności włącza­
nia go w niskocząsteczkowe m etabolity i nie ma związku z niewrażliwością 
oddychania na cyjanek. W większości przytoczonych przykładów niew raż­
liwe na cyjanek oddychanie stanowi zmienną część oddychania całkowi­
tego. Oddychanie niew rażliwe na cyjanek nie jest hamowane ani przez 
azydek i tlenek węgla, inhibitory oksydazy cytochromowej, ani też przez 
antym ycynę A i tlenek 2-heptylo-4-hydroksychinoliny, inhibitory działa­
jące w łańcuchu oddechowym pomiędzy cytochromem b i cytochromem  
c (11).

Dotychczas zaobserwowano jedynie dwa przypadki kiedy stopień ha­
mowania oddychania przez cyjanek i antym ycynę A jest różny. W m ito­
chondriach wyizolowanych z Candida utilis antym ycyna A ham uje oddy­
chanie z egzogennym NADH tylko w 7°/o a cyjanek w 91% (12). W m ito­
chondriach Torulopsis utilis antym ycyna A powoduje nieznaczną stym ula­
cję oddychania z bursztynianem  jako substratem . Oksydaza NADH i oksy­
daza bursztynianow a są ham owane praw ie całkowicie przez cyjanek (13).

Obok badań nad m echanizm em  oddychania niewrażliwego na cyjanek 
roślin wyższych rozpoczęto intensyw ne badania tego procesu u Neurospora 
crassa. Łatwość prowadzenia hodowli, stosunkowo prosty i szybki sposób 
izolowania m itochondriów oraz możliwość i łatwość otrzym yw ania różnych 
m utantów  oddechowych zdecydowały o wyborze tego organizmu. Wśród 
licznych m utantów  Neurospora crassa najw iększe zainteresowanie wzbudził 
m utant mi-1, zwany poky, w m itochondriach którego wykazano brak  pasm 
absorpcyjnych odpowiadających cytochromowi a i cytochromowi b (14) 
Neurospora może żyć tylko w w arunkach aerobowych. Głównym źródłem 
energii w tych kom órkach jest oksydacyjna fosforylacja. W przypadku m u­
tantów  z uszkodzonym łańcuchem  oddechowym przeżywalność ich była in­
trygująca. Wiadomo było, że kom órki m utan ta  mi-1 oddychają mimo braku
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oksydazy cytochromowej i że oddychanie to jest niew rażliwe na cyjanek 
i azydek (15). Już wówczas przypuszczano, że w kom órkach m utanta Neu-  
rospora crassa mi-1 w ystępuje oksydaza niew rażliwa na cyjanek, której 
funkcja kom pensuje niezwykle niską aktywność oksydazy cytochromowej.

Badania prowadzone w ostatnich latach wykazały, że u m utan ta  Neuro- 
spora crassa mi-1 żaden ze składników cytochromowych nie bierze udziału 
w oddychaniu niew rażliw ym  na cyjanek (16— 18). Nie udało się jednak 
wyizolować ani zidentyfikować oksydazy niew rażliwej na cyjanek. W ia­
domo natom iast, że indukuje się ona w komórce wtedy, kiedy synteza b ia­
łek m itochondrialnych jest zaham owana przez chloram fenikol (16, 19—21).

W komórkach roślinnych i zwierzęcych oksydaza niew rażliwa na cyja­
nek w ystępuje jedynie w m itochondriach (16, 22—28).

II. Inhibitory oksydazy niewrażliwej na cyjanek i mechanizm ich działania.

Nie wiadomo nic konkretnego na tem at budowy cząsteczki oksydazy 
niew rażliwej na cyjanek i niewiele wiadomo o składnikach biorących 
udział w oddychaniu katalizow anym  przez tę oksydazę. Znane są nato­
m iast inhibitory  tego oddychania. Są nim i związki kom pleksujące żelazo, 
takie jak  tiocyjanian i 8-hydroksychinolina. W nieco wyższym stężeniu, 
niż stężenie potrzebne do zaham owania oksydazy niew rażliwej na cyja­
nek, ham ują one także oddychanie, w którym  bierze udział oksydaza cy- 
tochromowa (29).

Specyficznymi inhibitoram i oddychania niewrażliwego na cyjanek są 
arom atyczne kwasy hydroksam owe (30). Efektyw ność ich działania zależy 
w znacznym stopniu od rodzaju podstaw nika w pierścieniu arom atycz­
nym. N ajsilniejszym i inhibitoram i są kw asy hydroksam owe posiadające 
pierścień benzenowy podstaw iony chlorowcem w pozycji meta. W nie­
których m ikroorganizm ach pochodne kwasów hydroksam owych są n a tu ­
ralnym i kofaktoram i biorącym i udział w transporcie żelaza z m edium  do 
kom órki (31, 32). Działanie ham ujące tych związków polega przypuszczal­
nie na wiązaniu żelaza niehemowego (33). Dotychczas nie udało się w y­
kazać zależności pomiędzy ilością użytego kwasu hydroksamowego, po­
trzebną do zaham owania oddychania, a zawartością żelaza w preparatach 
m itochondrialnych. Wiadomo jednak, że u roślin i zwierząt poszczegól­
nych gatunków  różne stężenia inhibitora są potrzebne do całkowitego za­
hamowania oddychania, w którym  bierze udział oksydaza niewrażliwa 
na cyjanek.

M echanizm działania kwasów hydroksam owych z oksydazą niew rażli­
wą na cyjanek nie jest wyjaśniony. G rupa — CONHOH jest grupą funk­
cyjną, której obecność jest konieczna do wywołania efektu hamującego. 
W teoretycznych rozważaniach można brać pod uwagę możliwość działa­
nia produktu utlenienia grupy funkcyjnej inhibitora z oksydazą niew raż­
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liwą na cyjanek. Taki mechanizm działania w ydaje się jednak n iepraw ­
dopodobny, ponieważ w doświadczeniach prowadzonych z tym  inhib ito­
rem  nie stwierdzono ani jego redukcji ani utlenienia. Pom iędzy kw asem  
hydroksam owym  a oksydazą niew rażliwą na cyjanek nie w ykryto żadnego 
trwałego połączenia. Zauważono natom iast, że kwas hydroksam ow y moż­
na łatwo odmyć z preparatów  m itochondrialnych i odzyskać w ten sposób 
pierw otną aktywność oksydazy niew rażliwej na cyjanek. N ajbardziej 
prawdopodobny w ydaje się mechanizm ham owania polegający na w iąza­
niu się kwasu hydroksamowego z m etalem  wchodzącym w skład cząstecz­
ki enzymu. W śród takich kompleksów stosunkowo dobrze poznanymi są 
kom pleksy z żelazem niehem owym  (32). Przywrócenie całkow itej ak tyw ­
ności oksydazy niew rażliw ej na cyjanek u Candida lipolitica (31) przez 
dodanie jonu żelaza trójwartościowego do m edium  sugeruje wiązanie się 
inhibitora z żelazem niehemowym. Można także przypuszczać, że w ielo­
funkcyjne wiązania wodorowe grupy —CONHę)H biorą udział w łączeniu 
się inhibitora z enzymem. Wówczas można by także założyć, że w iązania 
te stabilizują jedną określoną geometrię kom pleksu kw asu hydroksam o­
wego z żelazem w aktyw nym  centrum  oksydazy i uniem ożliw iają zm iany 
konform acyjne oksydazy niew rażliwej na cyjanek konieczne do przeno­
szenia elektronów na tlen.

Innym  inhibitorem  oksydazy niew rażliwej na cyjanek, działającym  po­
dobnie jak  8-hydroksychinolina lub kwas hydroksam owy, jest karboksyna 
stosowana w rolnictw ie jako środek przeciwgrzybiczy (34). M echanizm jej 
działania był przedm iotem  badań prowadzonych przez L y r  a i wsp. (35— 
37). W edług opinii tych autorów  wiąże się ona z żelazosulfoproteidem, k tó ­
ry  jest integralną częścią dehydrogenazy bursztynianow ej i w ten  sposób 
ham uje transport elektronów  z bursztynianu na tlen. W przypadku, kie­
dy żelazosulfoproteid pełni funkcję oksydazy, karboksyna ham uje także 
oddychanie niew rażliwe na cyjanek. Autorzy sugerują, że żelazosulfopro­
teid jest T)ksydazą niew rażliwą na cyjanek i że w tym  m iejscu następuje 
rozgałęzienie łańcucha oddechowego (37).

III. Indukcja i regulacja oksydazy niewrażliwej na cyjanek.

W młodych liściach Daucus car eta oddychanie niew rażliw e na cyjanek 
stanowi około 25°/o całkowitego oddychania i w zrasta do około 55% w liś­
ciach dojrzałych roślin (38). W zrostowi oddychania z udziałem  oksydazy 
niew rażliwej na cyjanek towarzyszy obniżenie aktyw ności oddychania 
z udziałem  oksydazy cytochromowej. Podobne zjawiska w zrastającej nie- 
wrażliwości oddychania na cyjanek wraz ze starzeniem  się kom órek w y­
stępują u drożdży z rodzaju Rhodotorula (39, 40). U Candida lipolytica 
wzrost oddychania niewrażliwego na cyjanek następuje przy przejściu ho­
dowli z logarytmicznej do stacjonarnej fazy wzrostu (41). Niewrażliwość
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oddychania na cyjanek w kom órkach z gatunku Saprolegnia zwiększa 
się aż do 90% po 45 godzinach hodowli (42). W kom órkach cytoplazm atycz- 
nego m utanta  Neurospora crassa mi-1 niewrażliwość oddychania na cy ja ­
nek jest najw iększa w młodych hodowlach i zmniejsza się dość znacznie 
w hodowlach starych (14, 15, 18). Na podstawie tych kilku przykładów 
można sądzić, że indukcja oksydazy niew rażliw ej na cyjanek może być 
wywołana przez różne czynniki. Dokładniejszych danych dotyczących in ­
dukcji oksydazy niew rażliw ej na cyjanek dostarczają nam  badania p ro­
cesów oddechowych w organizmach, które dość łatwo adaptują się do 
zm iennych w arunków  wzrostu. Do takich organizmów należy Neurospora 
crassa. M itochondria dzikiego szczepu Neurospora crassa są bardzo podobne 
do m itochondriów roślin wyższych i nieznacznie różnią się tylko zaw ar­
tością cytochromów od m itochondriów zwierzęcych (27). Hodowanie dzi­
kiego szczepu w pożywkach zaw ierających antym ycynę (43), chloram feni­
kol (21, 44, 45) lub nie zaw ierających miedzi (46) prowadzi do obniżenia 
zawartości cytochrom u b, szczególnie cytochrom u bT i oksydazy cytochro- 
mowej, przy równoczesnym wzroście cytochrom u c i ubichinonu (21) oraz 
indukcji oksydazy niew rażliwej na cyjanek. W m iarę zwiększania stężenia 
chloram fenikolu w  pożywce, w kom órkach Neurospora w zrasta oddychanie 
z udziałem  oksydazy niew rażliw ej na cyjanek i zmniejsza się oddychanie 
z udziałem  oksydazy cytochromowej.

Indukcja oksydazy niew rażliwej na cyjanek rozpoczyna się już po 
30 min od m om entu dodania do pożywki chloram fenikolu i w zrasta liniowo 
w ciągu następnych 2,5 godzin (19). Dodanie do pożywki 0,5 |Ag/ml cyklo- 
heksoim idu powoduje całkowite zaham owanie biosyntezy oksydazy nie­
w rażliwej na cyjanek w kom órkach Neurospora hodowanych w obecności 
chloram fenikolu. Pojaw ienie się oddychania niewrażliwego na cyjanek n a ­
stępuje zatem, w w yniku syntezy de novo  oksydazy niew rażliwej na cy­
janek z udziałem  cytoplazm atycznych rybosomów. Dodanie aktynom ycyny 
D (50 lAg/ml) równocześnie z chloram fenikolem  opóźnia proces biosyntezy 
oksydazy niew rażliwej na cyjanek.

Oksydazę niew rażliwą na cyjanek można także indukować bromkiem  
ety dyny, k tóry  ham uje proces transkrypcji w mitochondriach. Z powyż­
szych obserwacji wynika, że zarówno procesy transkrypcji jak  i translacji 
m itochondrialnego DNA m ają wpływ na syntezę oksydazy niewrażliwej na 
cyjanek. Zahamowanie któregokolwiek z tych procesów prowadzi do in­
dukcji oksydazy niew rażliw ej na cyjanek. Po odmyciu chloram fenikolu 
i przeniesieniu komórek Neurospora crassa do świeżej pożywki następuje 
zanikanie oddychania niewrażliwego na cyjanek. P ierw otny poziom u trzy ­
m uje się, jeżeli w pożywce znajduje się cykloheksoimid. W czasie 30 min 
okresu utajonego (lag phase), pomiędzy ham owaniem  transkrypcji lub 
translacji m itochondrialnego DNA a pojaw ieniem  się oddychania niew raż­
liwego na cyjanek, następuje indukcja oksydazy niew rażliwej na cyjanek 
(20). B rak różnic w  poziomie ATP, cyklicznego AMP, NADH, NAD, NADP
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lub NADPH w kom órkach traktow anych chloram fenikolem  i kontrolnych 
wskazuje, że żadna z tych substancji nie bierze udziału w procesach regu­
lacji indukcji oksydazy niew rażliwej na cyjanek. Przypuszcza się, że w mi- 
tochondriach jest syntetyzow ane białko, które reguluje syntezę oksydazy 
niew rażliwej na cyjanek lub blokuje jakieś określone miejsce w  błonie mi- 
tochondrialnej, uniemożliwiając w ten  sposób związanie się oksydazy z bło­
ną. Możliwe, że białko to działa również poza m itochondriam i zapobiegając 
transkrypcji lub translacji mRNA na cytoplazm atycznych rybosomach. Ba­
dania genetyczne wskazują, że białka m itochondrialne biorą udział w re­
gulacji syntezy oksydazy niewrażliwej na cyjanek i że ich działanie jest 
pozamitochondrialne. Przypuszcza się, że białko syntetyzow ane w mito- 
chondriach może być przenoszone z m itochondriów do jądra, gdzie działa 
jako represor (19, 47). Chloram fenikol może zatem  hamować syntezę białka 
represorowego lub białek oksydazy niew rażliw ej na cyjanek. Te ostatnie 
białka łączą się przypuszczalnie w aktyw ną cząsteczkę oksydazy w błonie 
m itochondrialnej. Schem at regulacji biosyntezy oksydazy niew rażliwej na 
cyjanek przedstawiono na rycinie 1.

Ryc. 1. Regulacja biosyntezy oksydazy niew rażliw ej na cyjanek w kom órkach Neuros- 
pora crassa [(20) zmodyfikowany].
CA P-chloram fenikol

Można przypuszczać, że podobny mechanizm regulacji biosyntezy oksy­
dazy niew rażliwej na cyjanek w ystępuje w m utantach Neurospora crassa 
z uszkodzonym cytochromowym  łańcuchem  oddechowym. M utanty  te w y­
kazują wyraźnie zmniejszoną wydajność oksydacyjnej fosforylacji i zwię­
kszoną syntezę białek na cytoplazm atycznych rybosomach (48, 49).
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Oddychanie niew rażliwe na cyjanek pojawia się także w m utantach 
z zablokowanym procesem m etylacji w syntezie fosfatydylocholiny (50) 
oraz w m utantach niezdolnych do syntezy w aliny i izoleucyny (51). W w y­
niku wspomnianych m utacji następują zm iany w błonie m itochondrialnej 
dotyczące bądź składników lipidowych, bądź białkowych.

IV. Układ oksydazy niewrażliwej na cyjanek

Przez praw ie 15 lat podzielano pogląd, że niektóre cytochrom y typu 
b (b7) pełnią funkcję oksydazy niewrażliwej na cyjanek (53—56). Obecnie 
wiadomo, że m itochondria badanych roślin były zanieczyszczone nie ziden­
tyfikow anym i dotychczas organellam i, których składnikiem  jest właśnie 
cytochrom  b 7 (57) i którem u niesłusznie przypisywano funkcję oksydazy 
(58, 58).

W yniki badań kinetyki utleniania lub redukcji poszczególnych skład­
ników łańcucha oddechowego w m itochondriach roślin wyższych wskazu­
ją, że w obecności antym ycyny A cytochrom y typu  b są całkowicie zredu­
kowane, podczas gdy flaw oproteidy pozostają w znacznym stopniu u tle ­
nione (59). Zawartość flawoproteidów jest trzy  do pięciu razy większa 
w mitochondriach, w których oddychanie jest niewrażliwe na cyjanek niż 
w mitochondriach, w których oddychanie jest całkowicie hamowane przez 
cyjanek (60, 61). W ydaje się, że różnice zawartości flawoproteidów świad­
czą o ich specjalnej funkcji, przypuszczalnie funkcji w transporcie elek­
tronów  przez drogę niew rażliwą na cyjanek. Taką hipotezę postawił już 
w 1937 r. v a n  H e r k  (62), k tóry  wykazał, że oddychanie niewrażliwe 
na cyjanek zależy przede wszystkim  od obecności flaw oproteidu i że układ 
cytochromowy nie bierze w tym  procesie udziału. Obecnie wykazano, że 
w m itochondriach izolowanych z kolb Symplocarpus foetidus, flawoproteid 
fluoryzujący o wysokim potencjale oksydoredukcyjnym  (Fphf — fluorés- 
cent, high potential flawoproteid) jest stałym  składnikiem  oksydazy nie­
wrażliwej na cyjanek (63). Nie w ystępuje on w m itochondriach ssaków 
i ptaków. Fakt, że kwas m -chlorobenzenohydroksam owy ham uje u tlen ia­
nie Fphf i że ani cyjanek ani antym ycyna A nie m ają żadnego w pływu na 
ten  proces, świadczy, że składnik ten bierze udział tylko w oddychaniu 
niew rażliw ym  na cyjanek. Nie może on pełnić funkcji oksydazy, ponieważ 
w w yniku utleniania substratów  powstaje woda a nie nadtlenek wodoru 
(59, 64).

Obecnie przypuszcza się, że żelazosulfoproteid pełni funkcję oksydazy 
niew rażliwej na cyjanek. B rak różnic pomiędzy zawartością tego białka 
w m itochondriach, w których oddychanie jest wrażliwe i niew rażliwe na 
cyjanek podważa słuszność tego poglądu (65), natom iast selektyw ne ha­
mowanie utleniania z udziałem  oksydazy niew rażliwej na cyjanek przez 
czynniki chelatujące, popiera ten  pogląd (30, 66, 67). W yniki badań za po­
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mocą elektronowego rezonansu param agnetycznego wskazują, że udział 
żelazoflawoproteidu w tym  utlenianiu  jest możliwy (68).

W pierwotniakach, Trypanosoma mega, (28), podobnie jak  w bakteriach 
wielu rodzai (69), przypuszczano, że funkcję oksydazy niew rażliw ej na cy­
janek pełni cytochrom o. Przypisyw anie funkcji oksydazy cytochromowi
o oparte było na własnościach wiązania tlenku węgla przez ten  cytochrom 
oraz niewrażliwości oddychania na cyjanek. Funkcję cytochrom u o jako 
oksydazy niewrażliwej na cyjanek podaje w wątpliwość fakt, że cytochrom
o obecny jest także u tych Trypanosoma, u których oddychanie jest tylko 
w 5% niew rażliwe na cyjanek.

V. Kontrola oddychania niewrażliwego na cyjanek

Udział oddychania niewrażliwego na cyjanek i antym ycynę A w całko­
w itym  oddychaniu można określić na podstawie m iareczkowania kwasem 
hydroksam owym . Oddychanie niewrażliwe na cyjanek nie jest związane 
z fosforylacją (29, 70). W związku z tym  mitochondria, w których oddy­
chanie jest częściowo niew rażliwe na cyjanek muszą posiadać dwa mecha­
nizm y kontroli transportu  elektronów. Pierw szy z nich, wspólny dla m ito- 
chondriów roślinnych i zwierzęcych, polega na kontroli oddychania przez 
zapotrzebowanie na energię i wyraża się potencjałem  fosforylacyjnym . Mi­
mo, że zjawisko to znane jest od wielu lat, pierwszy etap wiązania energii 
utleniania nie jest dotąd poznany i w związku z tym  sam m echanizm  kon­
troli nie jest dostatecznie jasny. W edług C h a n c e ’ a i wsp. (71, 72) kon­
trolę oddechową określa się stosunkiem  aktyw ności oddychania w stanie 3 
(w obecności ADP) do aktyw ności oddychania w stanie 4 (w nieobecności 
ADP). W m itochondriach roślinnych, w których oddychanie jest tylko częś­
ciowo wrażliwe na cyjanek, ten  rodzaj kontroli odnosi się tylko do oddy­
chania, w którym  biorą udział składniki cytochrómowe.

Drugi rodzaj kontroli dotyczy oddychania z udziałem  oksydazy nie­
wrażliwej na cyjanek. W tym  przypadku kontrolę w yraża się zmianą sto­
sunku aktywności tej oksydazy do całkowitej aktyw ności utleniania przy 
przejściu m itochondriów ze stanu 3 do 4 (29, 73). Teoretycznie możliwych 
jest kilka mechanizmów kontroli oddychania z udziałem  oksydazy niew raż­
liwej na cyjanek. W pierwszym  przypadku mogłaby to być kom petycja 
pomiędzy oksydazą niew rażliwą na cyjanek a oksydazą cytochromową, 
w innym  zaś stopień redukcji jednego z cytochromów m ógłby regulować 
funkcjonowanie oksydazy niew rażliwej na cyjanek. Być może, że w  w yni­
ku wysokiej redukcji cytochromów lub innego składnika łańcucha od­
dechowego następuje allosteryczna m odyfikacja tej oksydazy. Nie jest tak ­
że wykluczone, że potencjał fosforylujący reguluje oddychanie przez drogę 
niew rażliwą na cyjanek. W reszcie można przyjąć, że dwa różne składniki 
łańcucha oddechowego będące ze sobą w równowadze oksydoredukcyjnej
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znajdują się w m iejscu rozgałęzienia i że każda z oksydaz otrzym uje redu­
kujące równoważniki od niezależnych przenośników.

W m itochondriach Symplocarpus foetidus  w obecności cyjanku lub 
kwasu benzenohydroksamowego obydwa przenośniki powinny być całko­
wicie zredukowane. Wówczas oddychanie przez niezahamowaną cy jan­
kiem  drogę powinno zachodzić z m aksym alną szybkością. W nieobecności 
inhibitorów, przenośnik biorący udział w oddychaniu z udziałem  oksydazy 
cytochromowej powinien być całkowicie zredukow any, a przenośnik b iorą­
cy udział w oddychaniu z udziałem  oksydazy niew rażliwej na cyjanek, czę­
ściowo utleniony z powodu wyższej aktyw ności tej oksydazy. Stopień reduk­
cji przenośnika biorącego udział w oddychaniu niew rażliw ym  na cyjanek 
jest czynnikiem  regulującym  aktyw ność oksydazy niew rażliwej na cyjanek 
(29, 73). Omówiony powyżej m echanizm  regulacji oddychania w ystępuje 
przypuszczalnie we wszystkich m itochondriach roślin wyższych. W ydaje 
się, że oddychanie w m itochondriach izolowanych z kom órek Neurospora 
crassa hodowanych w obecności chloram fenikolu regulowane jest w podob­
ny  sposób (19). Przenośniki elektronów  biorące udział w oddychaniu nie­
wrażliwym  na cyjanek w m itochondriach izolowanych z kom órek Neuro­
spora crassa są nieznane i nie wydaje się, aby podobnie jak  w m itochon­
driach Symplocarpus foetidus, flaw oproteidy mogły odgrywać jakąś rolę. 
Głównym argum entem  w tych rozważaniach jest b rak  jakichkolwiek róż­
nic w zawartości tych składników w m utantach posiadających oksydazę 
niew rażliwą na cyjanek i w szczepie dzikim, w którym  oddychanie jest cał­
kowicie hamowane przez cyjanek (19). D efinityw ne wykluczenie tej możli­
wości może nastąpić dopiero po dokładnym  przebadaniu wszystkich skład­
ników łańcucha oddechowego w rejonie flawiny.

W regulacji oddychania przez drogę niew rażliwą na cyjanek w cyto- 
plazm atycznych m utantach oddechowych Neurospora crassa szczególną rolę 
może odgrywać ubichinon. Stężenie ubichinonu w m itochondriach m utan ta  
mi-1 i mi-4 jest około cztery razy większe niż w szczepie dzikim (17, 74). 
Mimo dużego nadm iaru ubichinonu w stosunku do innych składników 
łańcucha oddechowego cała jego ilość bierze udział w m itochondrialnych 
procesach oksydoredukcyjnych. W yniki zmian stopnia redukcji ubichinonu 
w różnych stanach m etabolicznych m itochondriów mogą wskazywać, że 
czynnikiem  regulującym  działanie oksydazy niew rażliwej na cyjanek, 
w rozgałęzionym system ie oddechowym m utan ta  mi-1, może być stopień 
redukcji ubichinonu (75). Wiadomo, że w norm alnym  łańcuchu oddecho­
wym ubichinon pełni funkcję akceptora redukujących ekwiwalentów do­
starczanych przez różne dehydrogenazy (76—80) oraz donora elektronów 
dla układu cytochromowego (81). W system ie oddechowym m utan ta  mi-1, 
w czasie bardzo aktyw nego u tleniania NADH ubichinon jest w dużym stop­
niu zredukowany, ponieważ szybkość utleniania zredukowanego ubichino­
nu przez mało aktyw ną oksydazę cytochromową jest niewielka. W w yniku 
tej sytuacji wysoki stopień redukcji ubichinonu może być czynnikiem  u ru ­
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cham iającym  drogę utleniania, niew rażliwą na cyjanek. W yniki tych badań 
sugerują, że ubichinon znajduje się w równowadze oksydoredukcyjnej ze 
składnikiem  znajdującym  się w pobliżu flaw iny (Ryc. 2).

Funkcję ubichinonu jako regulatora oddychania niewrażliwego na cyja­
nek w m itochondriach m utan ta  Neurospora crassa mi-1 wykazano także 
w badaniach przy użyciu DBlVflB (82). DBMIB jest znanym  inhibitorem  
transportu  elektronów w łańcuchu oddechowym roślin (83), bakterii (84)
i zwierząt (85). S truk tu ra  chemiczna tego inhibitora pozwala przypuszczać, 
że działa on w łańcuchu oddechowym na poziomie ubichinonu. Nieznacz­
ne „wyelim inow anie” ubichinonu z procesów oksydoredukcyjnych przez 
DBMIB zmienia w widoczny sposób aktywność oddychania niewrażliwego 
na cyjanek. Brak ham ow ania oddychania wrażliwego na cyjanek w mito­
chondriach m utan ta  mi-1 przy niższych stężeniach DBMIB świadczy, że 
z całej puli zredukowanego ubichinonu tylko pewna określona jego część 
jest utleniana przez oksydazę cytochromową i tylko ta część ubichinonu 
bierze udział w utlenianiu przez drogę cytochromową. Dopiero dalsze „eli­
m inow anie” tej koniecznej puli ubichinonu przez DBMIB wpływa na 
zmniejszenie aktyw ności'oddychania (82).

DBMIB A ntym ycyna A KCN

I II II
Substrat ——  FP, UO —  cyt b —  cyt c —  cyt a + a 3

\
02

oksydaza y'
FP a n iew rażliw a na cyjanek — —  y

SHAM

Ryc. 2. Schem at łańcucha oddechowego w m itochondriach m utan ta mi-1 Neurospora 
crassa (82).

FP, — dehydrogenazy flaw oproteidow e; FPa — flaw oproteid  biorący udział w  utlenianiu n ie­
w rażliw ym  na cyjanek; SHAM — kw as salicylohydroksam ow y; DBMIB — dwubrom otym ochinon. 
|| — m iejsca działania inhibitorów .

Ostatnio, wyniki badań szybkości u tleniania poszczególnych składników 
łańcucha oddechowego w m itochondriach roślin wyższych, w których oksy­
dazę cytochromową zahamowano tlenkiem  węgla, wskazują, że ubichinon 
jest składnikiem  głównego łańcucha oddechowego i że jest on w stanie 
„bliskim ” równowagi oksydoredukcyjnej (quasi redox equilibrium ) z fla- 
winą biorącą udział w oddychaniu niew rażliw ym  na cyjanek (86).

VI. Utlenianie niewrażliwe na cyjanek a aksydacyjna fosforylacja

W m itochondriach izolowanych z kolb Symplocarpus foetidus  u tlen ia­
nie jabłczanu lub bursztynianu ham ow ane jest w  15—30% przez cyjanek. 
W nieobecności cyjanku wartość stosunku ADP/O z bursztynianem  wynosi
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1,3 a z jabłczanem  1,9, zaś w obecności cy janku stosunek ADP/O z burszty- 
nianem  wynosi zero, a z jabłczanem  0,7. W yniki te wskazują, że w czasie 
oddychania z udziałem  oksydazy niew rażliwej na cyjanek pow staje jedna 
cząsteczka ATP. W iązanie energii u tleniania w ATP w obecności cyjanków
i antym ycyny A świadczy, że ta  część łańcucha oddechowego, w której 
zachodzi pierwsza fosforylacja, bierze udział w oddychaniu katalizow anym  
przez oksydazę cytochromową i oksydazę niew rażliwą na cyjanek (66). Po 
zaham owaniu oddychania niewrażliwego na cyjanek kwasem hydroksam o- 
wym  zwiększa się stosunek ADP/O, niezależnie od użytego substratu  co 
wskazuje, że oddychanie nie jest związane z fosforylacją.

M itochondria izolowane z m utanta mi-1 Neurospora crassa wykazują 
niską kontrolę oddechową i niski stopień sprzężenia oddychania z fosfory­
lacją (44, 87, 88). M itochondria szczepu dzikiego, izolowane tym i samym i 
metodami, w ykazują natom iast wysoką kontrolę oddechową (44, 86a). Fos­
forylacja w tych mitochondriach, mierzona stosunkiem  P/O, z cytrynianem  
jako substratem , wynosi 3,0 (89). W m itochondriach m utan ta  mi-1, podob­
nie jak w m itochondriach roślinnych, w których oddychanie jest częścio­
wo hamowane przez cyjanek, kontrola oddechowa i wydajność fosforyla­
cji zwiększa się po zaham owaniu oddychania niewrażliwego na cyjanek.

U m utanta  mi-1 z jądrow ą m utacją supresorową (poky f +) wykazano, 
że fosforylacja zachodzi głównie w II i III m iejscu w norm alnym , cyto- 
chrom owym  łańcuchu oddechowym. Pierw sze miejsce jest przypuszczalnie 
mało wydajne, ponieważ różnica w wydajności fosforylacji pomiędzy sub- 
stra tam i utlenianym i z udziałem  NAD i bursztynianem  jest bardzo m a­
ła (44).

W m itochondriach m utanta  mi-1, charakteryzującego się bardzo wol­
nym  wzrostem  wykazano, że fosforylacja zachodzi w I i III m iejscu łańcu­
cha oddechowego (88). B rak fosforylacji w II m iejscu w ynika prawdopo­
dobnie z braku  cytochromu b w m itochondriach izolowanych z młodych 
komórek. W m itochondriach izolowanych z kom órek hodowli 4—5 dnio­
wych wydajność fosforylacji jest znacznie wyższa w związku ze wzrostem 
zawartości cytochromów b i oksydazy cytochromowej (18). Mimo rozbież­
ności wyników (44, 88) większość badaczy uważa, że w łańcuchu oddecho­
wym  m utanta mi-1 energia utleniania substratów  z udziałem  NAD wiąza­
na jest w jedną cząsteczkę ATP. Nie wiadomo jednak, czy fosforylacja ta 
zachodzi w tym  samym miejscu co w łańcuchu oddechowym dzikiego szcze­
pu. M itochondria m utanta mi-1 są niew rażliwe na rotenon (44, 88), k tóry  
jest inhibitorem  pierwszej fosforylacji w łańcuchu oddechowym w m ito­
chondriach zwierzęcych (90). B rak wrażliwości na rotenon ogromnie u tru d ­
nia in terpretację wyników. W przypadku NADH, substra tu  aktyw nie u tle­
nianego przez m itochondria m utanta  mi-1 Neurospora crassa oraz burszty- 
nianu, oddychanie z udziałem  oksydazy niew rażliw ej na cyjanek nie jest 
sprzęgnięte z fosforylacją. W m itochondriach Neurospora crassa, podobnie 
jak  w m itochondriach Sacharomyces carlsbergensis (27, 91) utlenianie egzo­
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gennego NADH sprzężone jest z dwiema fosforylacjam i: w II i III m iejscu 
łańcucha oddechowego.

VII. Rozgałęzienie łańcucha oddechowego.
Początkowa część łańcucha oddechowego, w skład której wchodzą odpo­

wiednie dehydrogenazy, jest wspólna dla drogi utleniania wrażliw ej i nie­
wrażliwej na cyjanek (11, 55, 59, 92). Żaden z cytochromowych składników 
biorących udział w oddychaniu ham ow anym  przez cyjanek nie bierze 
udziału w oddychaniu niew rażliw ym  na cyjanek (16, 18, 75). W związku 
z tym  nasuwa się przypuszczenie, że rozgałęzienie łańcucha oddechowego 
na część wrażliwą i niew rażliwą na cyjanek następuje na poziomie flawiny 
lub ubichinonu (63, 75, 93). Najbardziej prawdopodobne jest założenie, że 
w  m iejscu rozgałęzienia łańcucha oddechowego znajdują się dwa różne 
przenośniki elektronów, które są ze sobą w równowadze oksydoredukcyj- 
nej. Jeden z nich bierze udział w oddychaniu katalizow anym  przez oksy­
dazę niew rażliwą na cyjanek, drugi zaś, w oddychaniu z udziałem  oksydazy 
cytochromowej. Zidentyfikow anie tych przenośników napotykało na duże 
trudności. Trudność ta  polegała głównie na doborze odpowiedniego inhibi­
tora oksydazy cytochromowej, ponieważ kom pleks cytochromowej oksyda­
zy z cyjankiem  jest stosunkowo nietrw ały  (94). Zastosowanie tlenku węgla 
jako inhibitora głównej drogi utleniania, pozwoliło obserwować reakcje 
składników drogi oddychania niew rażliwej na cyjanek (86). Dysocjacja 
kom pleksu oksydaza cytochromowa—tlenek węgla, w w arunkach doświad­
czenia, następuje w ciągu 3—5 sek (95), podczas gdy t 1/2 dla transportu  
elektronów  przez łańcuch oddechowy wynosi 1—500 msek. Kompleks oksy­
daza cytochromowa—tlenek węgla jest zatem  wystarczająco trw ały, by 
transport elektronów przez drogę niew rażliwą na cyjanek mógł się odbyć 
bez in terferencji składników łańcucha cytochromowego.

Badania kinetyki utleniania poszczególnych przenośników elektronów 
w m itochondriach roślinnych, w których oksydaza cytochromowa została 
zaham owana przez tlenek węgla, wykazały, że ubichinon jest szybko utle­
niany przez oksydazę niew rażliwą na cyjanek. Wśród szybko utleniających 
się przenośników łańcucha oddechowego znajduje się także flawoproteid, 
którego ilość stanowi 25—30% całej ilości flawoproteidów znajdujących się 
w m itochondriach. Dodanie kwasu m-chlorobenzenohydroksamowego po­
woduje znaczne wydłużenie czasu utleniania flaw oproteidu i ubichino­
nu. Flawoproteid, którego potencjał oksydoredukcyjny (Em7>2) wynosi 
+  20 mV jest prawdopodobnie przenośnikiem  elektronów w oddychaniu 
niew rażliwym  na cyjanek. Jest on przypuszczalnie w równowadze oksydo- 
redukcyjnej z ubichinonem, przenośnikiem  biorącym  udział w oddychaniu 
ham ow anym  przez cyjanek. Różnica potencjałów pomiędzy flowaproteidem  
a ubichinonem  [Em7j2 =  70 mV (94)] jest wystarczająco duża, aby małe 
zmiany stopnia redukcji ubichinonu w pływ ały znacznie na stopień redukcji 
flaw oproteidu (86).
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Przedm iotem  intensyw nych badań dotyczących lokalizacji miejsca, 
w którym  następuje rozgałęzienie łańcucha oddechowego częściowo w rażli­
wego na cyjanek był także m utant Neurospora crassa mi-1. Podobnie jak 
w m itochondriach roślinnych, wykluczono udział cytochromowej części 
łańcucha oddechowego w utlenianiu przez drogę niew rażliwą na cyjanek
i mimo, że nie stwierdzono, k tóry  z pozostałych przenośników elektronów 
mógłby brać udział w oddychaniu niew rażliw ym  na cyjanek, to jednak za­
sugerowano, że może być nim  flaw oproteid lub ubichinon (96). Zm iany 
oksydoredukcyjne ubichinonu w obecności inhibitorów oksydazy niew ra­
żliwej na cyjanek lub oksydazy cytochromowej wskazują, że ubichinon 
znajduje się w miejscu rozgałęzienia łańcucha oddechowego i że bierze on 
udział zarówno w oddychaniu wrażliwym  i niew rażliwym  na cyjanek.

Pogląd, że ubichinon znajduje się w miejscu rozgałęzienia łańcucha od­
dechowego częściowo wrażliwego na cyjanek jest ogólnie przyjęty  (18, 75, 
86). Brak korelacji pomiędzy aktywnością oddychania z udziałem oksydazy 
niew rażliw ej na cyjanek a stopniem  redukcji ubichinonu wskazuje, że nie 
jest on bezpośrednio zaangażowany w transport elektronów  przez tę drogę.

In vitro w m itochondriach m utan ta  Neurospora crassa mi-1, oddycha­
nie niewrażliwe na cyjanek szybko zanika (96). Równocześnie z zanikaniem  
tego oddychania w zrasta stopień redukcji ubichinonu w obecności cyjan­
ków oraz zmniejsza się możliwość utleniania zredukowanego ubichinonu 
przez oksydazę niew rażliwą na cyjanek (97). Stosując cyjanek jako inhibi­
tor oksydazy cytochromowej i kwas hydroksam owy jako inhibitor oksyda­
zy niew rażliwej na cyjanek wykazano, że aktywność utleniania egzogen­
nego NADH spada w w yniku inaktyw acji oksydazy niew rażliwej na cy ja­
nek. Spadek aktyw ności oddychania w obecności egzogennego NADH 
zachodzi w podobny sposób również w m itochondriach szczepu dzikiego. 
Aktywność utleniania NADH nie zmienia się, jeżeli m itochondria przecho­
w uje się w atm osferze azotu. W związku z tym, w ydaje się, że w w arun­
kach aerobowych zarówno u m utanta  mi-1 jak i w szczepie dzikim inak ty ­
wacji ulega ten  sam składnik łańcucha oddechowego. Być może, że 
składnikiem  tym  jest żelazosulfoproteid, k tó ry  znajduje się w m itochon­
driach szczepu dzikiego i m utanta mi-1. Być może, że w m utancie mi-1 
pełni on funkcję oksydazy niew rażliwej na cyjanek. Wniosków tych nie da 
się jednak pogodzić z w ykazaną syntezą, de novo , oksydazy niewrażliwej 
na cyjanek w m itochondriach dzikiego szczepu Neurospora crassa hodo­
wanego w obecności chloram fenikolu. W yizolowanie i zidentyfikowanie 
oksydazy niew rażliwej na cyjanek jest konieczne do uzgodnienia tych 
poglądów.

VIII. Znaczenie fizjologiczne oddychania niewrażliwego na cyjanek.

Znaczenie fizjologiczne oksydazy niew rażliwej na cyjanek nie jest do­
tychczas jednoznacznie określone. W yniki doświadczeń na różnych orga­
nizmach pozwalają stawiać różne hipotezy nie dające się dotychczas ze so-
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bą powiązać. W Symplocarpus foetidus, głównym  zadaniem oddychania 
niewrażliwego na cyjanek jest, jak  się przypuszcza, produkcja ciepła po­
zwalająca tolerować niskie tem pera tu ry  otoczenia. Różnica tem pera tu ry  
pomiędzy tkanką a otoczeniem może wynosić od 10—25° (29). Obliczono, że 
ilość ciepła wydzielająca się w czasie utleniania bursztynianiu przez oksy­
dazę niewrażliwą na cyjanek, w stosunku do ilości ciepła w ytw arzanego 
w czasie utleniania bursztynianu przez norm alny łańcuch oddechowy jest
o 40—50°/o większa (29).

Bardziej prawdopodobne jest przypuszczenie, że oksydaza niew rażliwa 
na cyjanek działa wtedy, kiedy poziom ADP w m itochondriach jest bardzo 
niski. W nieobecności akceptora fosforanu niemożliwe jest funkcjonow anie 
drogi cytochromowej, która jest sprzęgnięta z oksydacyjną fosforylacją 
(29, 61). Wówczas uruchom iona zostaje niew rażliwa na cyjanek droga od­
dychania, przy udziale której utleniany jest cytoplazm atyczny NADH, nie­
odzowny w procesach glikolitycznych.

W m utancie Neurospora crassa mi-1, u którego w w yniku m utacji nor­
m alny łańcuch cytochromowy jest w drastyczny sposób zmieniony, w ydaje 
się, że oddychanie niewrażliwe na cyjanek kom pensuje mało aktyw ną oksy­
dazę cytochromową. Można sądzić, że ta  droga ma znaczenie, przede wszy­
stkim, w utlenianiu cytoplazmatycznego NADH, zapewniając w ten  sposób 
funkcjonowanie glikolizy, która w młodych komórkach jest głównym źró­
dłem energii. Obecność specyficznej dehydrogenazy utleniającej egzogen­
ny NADH zlokalizowanej na zewnętrznej stronie w ew nętrznej błony mi- 
tochondrialnej, oprócz dehydrogenazy NADH utleniającej m atriksow y 
NADH, pozwala sądzić, że taka funkcja oksydazy niew rażlw iej na cyjanek 
w cytoplazm atycznych m utantach oddechowych Neurospora crassa jest 
bardzo prawdopodobna.

Pojawianie się oddychania niewrażliwego na cyjanek w okaleczonych 
tkankach (98, 99) oraz w mikroorganizm ach, których kom órki znajdują się 
w fazie stacjonarnej w zrostu (39, 40, 41) tłumaczyć można koniecznością 
usuwania przez komórkę zbędnych lub toksycznych substancji.

Mimo, że rola oksydazy niew rażliwej na cyjanek nie jest całkowicie w y­
jaśniona, to z całą pewnością jej obecność zwiększa szanse przeżywalności 
kom órki w w arunkach niekorzystnych.

A rty k u ł nadszedł 2.4.1977; po re w iz ji  au torsk ie j o trzym an o  27.9.1977
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VII M iędzynarodowy Zjazd „H istam inę Club” odbędzie się w Łodzi 
w dniach 2-6 m aja 1978 roku. Bliższych inform acji udziela prof. dr C. M a- 
śliński z Z akładu Am in Biogennych Insty tu tu  Farm akologii, PAN, 
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I. Białka grubego filamentu

1-1. Budowa cząsteczki miozyny z mięśni szkieletowych

Podstaw owym  elem entem  struk tu ra lnym  grubego filam entu  jest czą­
steczka m iozyny o ciężarze cząsteczkowym około 470 000 (1). Zastosowanie 
w badaniach m ikroskopow o-elektronow ych techniki napylania preparatu

*) Mgr, Zakład Biochemii Komórki, In sty tu t Biologii Doświadczalnej im. M. N en­
ckiego PAN, ul. P asteu ra  3, 02—093 W arszawa.

**) W ciągu ostatnich la t na tem at s tru k tu ry  i funkcji białek m ięśniowych na 
łam ach Postępów Biochem ii opublikow ano następujące artykuły : R. D ąbrow ska 
i W. D rabikow ski — „Regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego m ięśni szkieleto­
w y c h ’ (1970), 16, 405—425, R. D ąbrow ska i W. D rabikow ski — „M olekularne podstaw y 
skurczu m ięśni”, (1973), 19, 343—359.
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podczas obracania go umożliwiło poznanie kształtu  cząsteczki. Jest to m ia­
nowicie pałeczka (w dalszym ciągu a rtyku łu  stosowane będzie również jako 
synonim określenie ogon) długości około 1450A (2, 3), posiadająca na jed ­
nym  ze swych końców dwie głowy. Cząsteczkę miozyny można obrazowo 
przyrównać do dwugłowej k ijanki (Ryc. 1). K ształt ten  ma swe m olekularne 
podłoże w liczbie i sposobie powiązań poszczególnych łańcuchów polipep- 
tydowych — czyli w czwartorzędowej struk tu rze  tego białka. Dwa z nich, 
tak  zwane ciężkie łańcuchy polipeptydowe (o ciężarach cząsteczkowych 
około 200 000) na odcinku około 1370 A, m ają s truk tu rę  uporządkow aną.

—HMM ~

Ryc. 1. Schem at budowy cząsteczki miozyny. S trzałkam i zaznaczono m iejsca dzia ła­
nia enzymów proteolitycznych.

Trypsyna rozbija cząsteczkę m iozyny na dwa fragm enty ciężką m erom iozynę (HMM) i lekką  
m erom iozynę (LMM). Papaina odtrawia od cząsteczki dwa aktyw ne subfragm enty Sjj Ciężką 
m erom iozynę rozbija zaś na dwa subfragm enty Si i jeden subfragm ent S2.

Każdy z nich zw inięty jest w alfa-spiralę. Na odcinku 1370 A oba łańcuchy 
ułożone są równolegle i u trzym ują się razem  dzięki niekow alencyjnym  
wiązaniom (hydrofobowym i wodorowym), tworząc część pałeczkowatą 
miozyny (4). N iektórzy autorzy głoszą pogląd, iż część pałeczkowata zbu­
dowana jest z łańcuchów zwiniętych wokół siebie, tworząc dwułańcuchow y 
splot, tak  zwaną superspiralę (5). Średnica pałeczki wynosi około 20 A. 
W miejscu, które w m ikroskopie elektronow ym  widoczne jest jako roz­
widlenie się pałeczki w dwie głowy, łańcuchy ulegają rozwinięciu. Zakoń­
czenia łańcuchów zm ieniają swą konfigurację na tak  zwaną s tru k tu rę  cha­
otycznego zwoju. Długość odcinka będącego rzutem  główek na długą oś 
filam entu, wynosi około 150 A. Średnica każdej główki wynosi 30— 40 A 
(6). K ształt tych główek jest labilny i zależy od w arunków  doświadczenia 
na przykład w wysokiej sile jonowej główki w ydłużają się (7).

Działając trypsyną rozbito cząsteczkę miozyny na dwie części: część lek­
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ką, zwaną L-meromiozyną (LMM) (w angielskiej term inologii light mero-  
myosin), o ciężarze 130 000 i długości 850 A, nierozpuszczalną w roztworach
o niskiej sile jonowej, oraz ciężką, rozpuszczalną, zwaną H-meromiozyną 
(HMM) (w angielskiej term inologii heavy meromyosin) o ciężarze około 
370 000. W tym  właśnie fragm encie jest cała aktyw ność enzymatyczna 
ATP-azy cząsteczki miozyny.

Traw ienie papainą powoduje fragm entację ciężkiej meromiozyny na 
dwa rozpuszczalne i enzym atycznie aktyw ne subfragm enty S -l, oraz jeden 
subfragm ent S—2 o ciężarze cząsteczkowym 60 000 i długości 450 A, nie 
w ykazujący własności ATP-azy (7— 11) (Rye. 1).

Badając własności L-merom iozyny wykazano, iż cechuje ją zdolność 
agregacji końcami lub bokami poszczególnych pałeczek (Ryc. 4a). Po­
w stające w ten sposób fibry larne polim ery utworzone z całych cząsteczek 
m iozyny noszą nazwę syntetycznych filamentów.

Podczas elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  z SDS miozyna ule­
ga rozdziałowi na łańcuchy polipeptydowe: ciężkie, o których była mowa 
powyżej i trzy  typy lekkich. Pierwszy, o ciężarze cząsteczkowym około 
25 000 (występujący w ilości jednego mola na mol miozyny) — LC^ drugi 
LC2, zwany także łańcuchem  DTNB, o ciężarze cząsteczkowym około 18 000 
(w ilości 2 mole na mol miozyny) i trzeci — LC3 o ciężarze cząsteczkowym 
około 16 000 (w ilości jednego mola na mol miozyny). Wiedza jednak na 
tem at stechiom etrii łańcuchów lekkich nie jest spraw ą zamkniętą: S a r ­
k a  r  (12) podaje stosunek LCj : DTNB : LC3 jako 1,35 : 2 : 0,65; W e e d s  
(13) przedstaw ia ten stosunek odpowiednio 1 : 1,5 : 0,48; w naszej pracowni 
uzyskałyśm y dane w skazujące na możliwość jeszcze innych proporcji tych 
łańcuchów w cząsteczce m iozyny (14).

Badania nad odtraw ionym i papainą głowami miozyny, tak  zwanym i 
subfragm entam i S -l (Ryc. 1) wykazały, że wszystkie łańcuchy lekkie znaj­
dują się w głowowej części cząsteczki. Ich rozmieszczenie jest jednak, jak  
dotąęl, przedmiotem dyskusji. I tak  na przykład na podstawie badań im m u­
nologicznych i enzym atycznych S. L o w e y  (15, 16) uważa, że obie główki 
m iozyny są bądź równocenne, bądź różnocenne. W przypadku pierwszym  
oznacza to występowanie cząsteczek m iozyny w dwu form ach homodime- 
rycznych (17), czyli posiadających w obu główkach łańcuchy LCj, albo 
łańcuchy LC3. W drugim  przypadku, przypadku heterodim erów  cząsteczki 
m iozyny w jednej główce m ają łańcuchy LCj, w drugiej zaś LC3. Grupa ba­
daczy japońskich (18, 19), opowiada się za zróżnicowaniem główek, a co za 
tym  idzie, za innym  rozmieszczeniem łańcuchów lekkich. Podobne sugestie 
wysuwano już wcześniej, opierając się na badaniach kinetycznych wiązania 
substra tu  i jego analogów z enzymem oraz kinetyki hydrolizy ATP (20). 
Jednakże w różnych pracow niach (21) uzyskiwano różne wartości dla ilości 
uwalnianego Pi na mol miozyny w początkowej fazie reakcji. Te znaczne 
różnice powodują różnice in terp retacji wyników dotyczących różnocennoś-
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ci główek. Zauważono ponadto, że wiązanie ADP wyłącznie do jednego 
z dwu miejsc w cząsteczce miozyny w yw ołuje zmiany widma białka w u l­
trafiolecie (22). Ostatnio potwierdzono różnocenność subfragm entów  S-l 
dzięki badaniom  kinetyki hydrolizy ATP przez miozynę w obecności Mn “ 
(23, 24). W badaniach tych udało się zróżnicować główki pod względem roli, 
jaką pełnią podczas hydrolizy ATP (25, 26).

1-2. Inne białka grubego filamentu

Badając skład peptydow y preparatów  miozyny przy zastosowaniu 
elektroforezy w żelu poliakryloam idowym  z SDS O f f e r  zaobserwował 
oprócz peptydów miozynowych jeszcze inne peptydy (27). Peptydy ozna­
czono kolejnym i literam i alfabetu według ich ruchliwości elektroforetycz- 
nej. Peptyd A o najm niejszej ruchliwości w żelu, a więc o najw iększym  cię­
żarze cząsteczkowym, odpowiadał ciężkim łańcuchom miozyny. Ledwo wi­
doczny peptyd J, m ający ruchliwość ak tyny  świadczył o nieznacznym  za­
nieczyszczeniu preparatu  miozyny tym  białkiem  cienkiego filam entu. Trzy 
peptydy charakteryzujące się najw iększą elektroforetyczną ruchliwością, 
odpowiadają lekkim  łańcuchom miozyny. Peptydy od B do I sta ły  się 
przedm iotem  ogromnej liczby dalszych badań. Już z wcześniejszych bo­
wiem prac nad stru k tu rą  mięśni szkieletowych wynikało, że w grubym  fila- 
mencie oprócz miozyny mogą być wbudowane inne jeszcze białka. Biał­
kiem, którem u poświęcono najw ięcej uwagi, jest białko C (peptyd C), o cię­
żarze cząsteczkowym 140 000, charakteryzujące się mieszaną struk tu rą  be­
ta oraz nie uporządkowanego kłębka. Obecnie wiadomo, iż zaw iera ono 
17 reszt cysternowych. Oczyszczone białko C otrzym uje się przez wysolenie 
35— 40°/o nasyconym  siarczanem  amonu, jego kom pleksu z miozyną, a na­
stępnie rozdzielenie tego kom pleksu na kolum nie DEAE-Sephadex w bufo­
rze fosforanowym (28). Białko C związane jest z filam entem  miozynowym 
w określonych miejscach, co można zauważyć w mikroskopie elektrono­
wym  — stosując właściwe przeciwciała — jako prążki ułożone równolegle 
po obu stronach linii H sarkom eru. Badania skraw ków mięśnia szkieleto- 
wego, przeprowadzone przez H u x 1 e y a przy zastosowaniu m etody nis- 
kokątowej dyfrakcji prom ieni X, oraz mikroskopii elektronow ej pozwoliło 
wykazać obecność 9 prążków  po każdej stronie pasma. H. P  e p e (29)
i O f f e r (30—32) stosując oczyszczone przeciwciała przeciwko białku C, 
w ykazali obecność białka C w 14 prążkach. Prążki te prostopadłe do długiej 
osi filam entu, są odległe od siebie o 430 A. W świetle powyższych badań 
w ydaje się, że białko C spina filam ent niczym klam ram i (33). Za słusznoś­
cią teorii klam rowej przem aw iają w yniki badań nad usieciowaniem (cross- 
-linking) tego białka z m onomerem  miozyny, które w ykazały brak in te rak ­
cji z m onomerycznym  białkiem , poczas gdy taka in terakcja z filam entem  
m iozyny zachodzi dość łatwo (34). W ydłużony kształt cząsteczki odpowiada 
również fizycznemu wyobrażeniu klam ry.
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Liczbę cząsteczek białka C, związanych z grubym  filam entem , wyliczo­
no na podstawie krzyw ych densytom etrycznych elektroferogram ów  mio- 
fibryli. Różni autorzy podają różną jej wartość [od 37 + 7 (35) do 52 ± 5 (31)]

b)

CPK

M mb T mb M 
mf

Ryc. 2. Schem at linii M według K n a p p e i s a  i C a r l s e n a  (39), model W i l l i -  
m a n n a  i innych (37).

a) przekrój podłużny, b) przekrój poprzeczny
M — filam enty m iozynow e, m f — filam enty  z białka M zw anego przez Eaton i Pepe białkiem  

A (38), mb — m ostki białka lin ii M o ciężarze cząstkow ym  40 000, które w edług W i l l i m a n n a  
i innych  jest kinazą kreatynow ą — CPK.

cząsteczek białka C, związanych z jednym  miozyno wy m filam entem . P rzy j­
m uje się, iż w każdym  z 14 prążków są po 2, 3 lub naw et 4 cząsteczki tego 
białka (31).

Skład białek linii M, przebiegającej przez środek sarkom eru nie jest 
jeszcze dokładnie poznany. W yizolowane różnym i metodami peptydy m ają

Ryc. 3. Model linii M według P e p e ’ a (40). 
a) przekrój podłużny, b) przekrój poprzeczny
M — filam enty m iozynow e, mb — m ostku lin ii M. Do każdego filam entu m iozynow ego do­

chodzi 6 m ostków  lin ii M.

odm ienne ciężary cząsteczkowe i trudno je jednoznacznie sklasyfikować.
I tak  np. jedni uważają, że w skład linii M wchodzą dwa peptydy stw ier­
dzane, po rozdziale elektroforetycznym  w żelu poliakryloamidowym , tuż 
pod łańcucham i ciężkimi miozyny. Są to białka o ciężarach cząsteczkowych

6 P ostęp y  B iochem ii http://rcin.org.pl
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195 000 i 180 000, oznaczane greckim i literam i alfa i beta (36). Inni sądzą, 
że linia M zbudowana jest z trzech białek: jednego — o ciężarze cząsteczko­
wym  40 000 [według W a l l i m a n n a  i wsp., (37) jest to kinaza k rea ty - 
nowa], drugiego — o ciężarze cząsteczkowym 100 000 i trzeciego — o cięża­
rze cząsteczkowym 165 000. To ostatnie białko charakteryzuje się w y ją tko ­
wo silnym  powinowactwem  z miozyną i odpowiada prawdopodobnie pepty- 
dowi B Offera. Związane jest ono z cząsteczką m iozyny naw et w wysokiej 
sile jonowej, w której sama miozyna w ystępuje w postaci m onom eru (34). 
Białko o ciężarze cząsteczkowym 100 000 ma zdolność tw orzenia filam en- 
tów (38). Być może, ono to tworzy filam enty linii M (Ryc. 2 i 3). Białko 
o ciężarze cząsteczkowym 40 000 tw orzy dimery, które pod względem fun­
kcjonalnym  odpowiadają zapewne mostkom linii M (Ryc. 2).

Ostatnio uczeni japońscy wyizolowali z m iofibryli nowe białko o cię­
żarze cząsteczkowym 50 000— białko I. Białko to związane jest silnie 
z prążkiem  A sarkom eru, a jego funkcja polega na ham ow aniu in terakcji 
aktomiozynowej. Białko I być może jest białkiem  regulującym  związanym  
z filam entem  miozynowym (41—43). O białkach regulujących (44) związa­
nych z aktynow ym  filam entem  napisano w Postępach Biochemii.

II. Modele miozynowych filamentów

Oglądając w mikroskopie elektronow ym  obrazy izolowanych natyw - 
nych filam entów  miozynowych, uzyskano dane pozwalające opisać bliżej 
ich struk turę . Długość natyw nych filam entów  waha się w granicach od 
1,5 ¡.i do 1,6 |li (45—47). Powierzchnia ich jest szorstka, pokryta w yrostkam i 
z w yjątkiem  zupełnie gładkiej części środkowej, tak zwanej gołej strefy  
(w angielskiej term inologii bare zone). W spomniane wyrostki są globular- 
nymi częściami cząsteczek miozynowych (główkami). Długość strefy  środ­
kowej wynosi około 1500—2000 A, a średnica 130— 150 A. Średnica pozo­
stałej części filam entu  waha się w granicach 180—200 A (45). Oczywiście, 
liczby te mogą być obarczone błędem, spowodowanym wpływ em  barw ienia 
na zachowanie się główek, to znaczy na ich odsuwanie się bądź przysu­
wanie do powierzchni filam entu (48).

Zastosowanie sedym entowania filam entów  na siatkę (stosowaną do oglą­
dania preparatów  w mikroskopie elektronowym) pozwoliło na określenie 
liczby włókienek przypadających na określoną objętość sedym entowanego 
roztworu. W yniki obliczeń pokryw ały się z wynikam i uzyskanym i inną 
metodą, opartą na oznaczeniu stosunku liczby mostków poprzecznych do 
monomeru ak tyny  w m iofibrylach; (mostki poprzeczne w (angielskiej te r­
minologii cross-bridges) są to w ychylające się z filam entu zakończenia 
cząsteczek miozyny aktyw ne enzym atycznie i służące podczas skurczu 
mięśnia do w ytw arzania połączeń z aktyną). Z uzyskanych wyników i zna­
nego stężenia roztworu obliczono ciężar m olekularny grubego filam entu. 
Wynosi on 204±11X 106. Przyjm ując ciężar cząsteczkowy miozyny za
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470 000 i biorąc popraw kę na inne białka, wyliczono, iż w jednym  grubym  
filamencie m ięśnia szkieletowego w ystępuje 445 ± 24 cząsteczki miozy­
ny  (35).

II-l. Model Huxleya

O podstawowej jednostce s truk tu ra lnej mięśnia szkieletowego — sar- 
komerze, pisano już na łam ach Postępów Biochemii (49, 50). Pragnę tu 
tylko przypomnieć, że filam enty miozynowe stanowią tak  zwany prążek 
A sarkom eru.

W przeciw ieństwie do stosunkowo dobrze poznanej s tru k tu ry  aktyno­
wego filam entu, budowa filam entu miozynowego stanowi nadal pasjonu­
jącą zagadkę.

a) >
1  * <

14,3 nm

42,9 nm

Ryc. 4. Budowa filam entów  według H u x l e y a  (51).
a) schem at agregacji cząsteczek m iozyny, b) rozm ieszczenie m ostków poprzecznych, c) prze­

krój poprzeczny w  interpretacji Squire’a.
Słupkam i zaznaczono m ostki poprzeczne. O dległość pom iędzy kolejnym i poziom am i na 

, których znajdują się  m ostki w yn osi 14,3 nm. O dległość m iędzy m ostkam i znajdującym i się w  tej 
sam ej pozycji na w alcu filam entu  w ynosi 42,9 nm.

A utorem  pierwszego modelu ułożenia cząsteczek miozyny w filamencie 
jest H. E. H u x l e y  (45, 51). Stosując technikę negatywowego barw ienia 
obserwował on w mikroskopie elektronow ym  preparaty  naturalnych  i syn­
tetycznych filamentów. F ilam enty syntetyczne uzyskujem y przez obniże­
nie siły jonowej środowiska, w którym  w ystępuje m onomeryczna miozyna 
z fi. =  0,5 M KC1 do w artości fizjologicznej ix =  0,15 M KC1. W konsekwen­
cji H uxley doszedł do wniosku, że pałeczki cząsteczek m iozyny stanowią 
trzon, a główki leżą na powierzchni filam entu, oraz że cząsteczki miozyny 
w filamencie ułożone są przeciwrównolegle w każdej połowie filam entu. 
W ten sposób w środku pow staje goła strefa  bez główek na powierzchni.
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W miejscu tym  cząsteczki m iozyny stykają się ze sobą ogonami, m ając 
główki zwrócone ku przeciw ległym  końcom filam entu. Na pozostałej dłu­
gości filam entu ogony jednostronnie skierowanych cząsteczek zachodzą da­
chówkowato za główki cząsteczek znajdujących się poza nimi (w angielskiej 
term inologii region of overlap) (Ryc. 4a). Ułożenie takie tłum aczy ostre za­
kończenie filam entów (Ryc. 5). Obserwując obrazy linii niskokątowej dy­
frakcji promieni X na skraw kach mięśni wysnuto hipotezę (51, 52), że gło­
w y miozyny leżą na powierzchni filam entu w określonym  porządku, w y­
znaczającym  spiralę o 430-angstremowym powtórzeniu i 143-angstremowej 
translacji, czyli odległości pomiędzy sąsiadującym i poziomami, na których 
znajdują się głowy (Ryc. 4b). Tak wygląda dw uspiralny (w term inologii an­
gielskiej two-stranded model) huxleyowski model miozynowego filam entu, 
wskazujący, że na każdym  poziomie spirali znajdują się dwie przeciwnie 
skierowane główki (Ryc. 4c), a miejsce następnej pary  główek wyznaczone 
jest przez tory  dwóch spirali zataczanych przez każdą głowę (rotacja 120°).

* ]f r %  
f ,, - J a k-

Ryc. 5. G ruby filam ent.
P ow iększenie zdjęcia 99 000 x. Strzałka w skazuje gołą strefę. Zdjęcie w ykonano w  pra­

cow ni M ikroskopii Elektronowej Instytutu B iologii Doświadczalnej im. M. N enckiego PAN.

W ten oto sposób sześć główek miozyny znajduje się na jednym  skoku spi­
rali. Z porównania ciężarów cząsteczkowych filam entu miozynowego, m io­
zyny i ilości mostków poprzecznych przypadających na jeden filam ent 
(200—220) wyliczono, że na jeden mostek poprzeczny przypada 1 do 2 czą­
steczek miozyny (51).

II-2. Model Pepe’a

Model konstrukcji filam entu  P e p e ’a (40, 53, 54) oparty jest głównie 
na badaniach imm unochemicznych i cytochemicznych skraw ków  mięśnio­
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wych, obserwowanych w mikroskopie elektronowym . Uważa się, że czą­
steczki m iozyny uszeregowane są równolegle i zorientow ane w każdej po­
łowie filam entu w strony przeciwne. W strefie środkowej — to jest 
w strefie in terakcji pałeczka-pałeczka — białka linii M stykają się z fila- 
m entam i w sposób pokazany na rycinie 3, a różny od modelu zaproponowa­
nego przez K n a p p i e s a  i C a r l s e n a  (39, Ryc. 2a). Linia M stanow i 
jak  gdyby ruszt sieciujący filam enty miozynowe *>. W tej części filam entu 
agregaty cząsteczek ułożone są spiralnie, ponieważ obrazy przekrojów  po­
przecznych skraw ków mięśniowych przez linię M m ają kształt kół. Dalsze 
poprzeczne przekroje filam entu m ają kształt tró jkątny, co według Pepe’a 
świadczy o równoległym  ułożeniu cząsteczek miozyny (Ryc. 4) i odpowiada 

innem u typow i agregacji miozynowej, a mianowicie typowi główka-pa- 
łeczka (Ryc. 4a). Tak więc, każda 860-angstremowa część cząsteczki, odmie-

Ryc. 6. Budowa filam entów  według P  e p e 'a (53).
Przekrój poprzeczny. Kółka oznaczone liczbam i przedstaw iają lin iow e agregaty m iozyny, 

z których zbudow any jest każdy gruby filam ent m ięśnia szkieletow ego. Strzałki z cyfram i ozna­
czają pary głów ek tw orzące m ostki poprzeczne.

rzając od końca pałeczki-ogona, znajduje się w szkielecie filam entu, a 430- 
-angstrem ow a część zachodzi na sąsiednią cząsteczkę (zjawisko zachodzenia 
stanowi przyczynę 430-angstrem owych linii dyfrakcyjnych, obserwowa­
nych przez Huxleya), zasłaniając jej część pałeczkowatą. G lobulam a reszta 
wychyla się z filam entu. A utor m odelu uważa, że cząsteczki m iozyny łączą 
się w liniowe agregaty. F ilam ent zbudowany jest z 12 takich agregatów, 
równoległych do długiej osi filam entu (Ryc. 6). A gregaty te  zgrupow ane są 
w trzy  zestawy po cztery rzędy cząsteczek. Dwie globularne części białka 
składają się na jeden m ostek poprzeczny (strzałki na rycinie 6). W efek­

*) Białkom  linii M, jak  również struk turom , k tóre tworzą, poświęcony zostanie 
oddzielny artykuł.
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cie na każdą 430-angstremową część filam entu przypada 6 m ostków po­
przecznych.

II-3. Model S quire 'a

S q u i r e  (55—59) budując swój model starał się wykazać, iż schem at 
konstrukcji filam entów  miozynowych jest właściwie identyczny w m ięś­
niach szkieletowych i gładkich. A ściślej mówiąc, siatka — jaką tw orzą 
głowy miozyny na powierzchni filam entów  — ma taki sam rysunek (w yją­
tek  stanowi gładka strefa, nie zaobserwowana dotąd w m ięśniu gładkim). 
Podstawowym i przesłankam i, na których oparł Squire swą hipotezę, by-

Ryc. 7. Budowa filam entów  według S q u i r ’ a (57, 58).
a) m odel trójspiralny, b) m odel czterospiralny i odpowiadające im  przekroje poprzeczne, 

c) dla trójspiralnego, d) dla czterospiralnego.

ły: — budowa cząsteczki miozyny, o której pisano powyżej, fakt, że odle­
głość między upakow anym i w filam ent cząsteczkami wynosi 20 A (60) —
i że odległość ta  może wynosić 17 A w w ypadku nie uwodnionych cząste­
czek (61). Obserwacje syntetycznych agregatów lekkiej meromiozyny, agre­
gatów LMM wraz z subfragm entem  S 2 oraz agregatów całych cząsteczek 
miozynowych dostarczyły danych dotyczących długości zachodzenia pa­
łeczek miozynowych na siebie. Dodatkową przesłanką dla Squire’a w w y­
jaśnianiu  sposobu agregacji cząsteczek miozyny było powstawanie długich 
tubularnych  s tru k tu r z lekkiej meromiozyny-C, uzyskanej drogą nieenzy- 
m atycznej hydrolizy bromocyjanem . S truk tu ry  te pow stały w chlorku 
amonu (62). Pałeczki cząsteczek białka tworzącego tubulę, okręcają się wo­
kół jej osi, przechodząc przez 6 kolejnych pozycji, będących względem sie­
bie pod kątem  60°. Na każdym  poziomie znajdują się dwie cząsteczki mio­
zyny, a odległość między poziomami wynosi 143 A. Badając obraz dyfrak­
cyjny  mięśnia, Squire zauważył pojawienie się dodatkowych refleksów, 
świadczących o tym, że główki m iozyny mogą być odchylone od osi włókna 
o około 5° (Ryc. 6). Ponadto, w budowie swego modelu au to r oparł się na 
wynikach uzyskanych w badaniach nad ugięciem prom ieni X (52) i z mi­
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kroskopii elektronow ej (45, 53, 54, 63), oraz na inform acjach dotyczących 
ilości cząsteczek znajdujących się w filam encie (39).

Obrazy dyfrakcyjne filam entów miozynowych wskazują na 429-ang- 
strem ow ą powtarzalność elem entów struk tu ry . Południkowe odbicie trze­
ciego rzędu obserw uje się w odległościach 143-angstremowych — odpowia­
dają one osiowej translacji podjednostek. Liczba cząsteczek miozyny 
w filam encie dała możliwość obliczenia, iż ilość cząsteczek przypadają­
cych na jedno 143-angstremowe przesunięcie wynosi trzy  lub cztery (Ryc. 
7a, b). Bardziej prawodopodobny, według Squire’a, jest model „trój-gło- 
w ow y”, w których trzy  globularne fragm enty cząsteczek znajdują się na 
powierzchni filam entu pod kątem  120° względem siebie. Każda z tych 
trzech głów rysuje na powierzchni filam entu własną spiralę o skoku rów ­
nym  3X429 A. W ten sposób na jeden obrót śruby przypada 9 główek mio­
zynowych. Rycina 8 przedstaw ia względną pozycję dwóch główek w m ost­
ku poprzecznym. Wyliczono, że odległość m ostka poprzecznego od osi fila­
m entu wynosi 70—90 A (R), a wartość kąta  orientującego m ostek w prze­
strzeni, mieści się w granicach 30—60° ($). Dane te pokryw ają się ż w ar­
tościami uzyskanym i z wyliczeń z obrazów dyfrakcyjnych. Ponadto model

Ryc. 8. K ąt ustaw ienia w przestrzeni m ostka poprzecznego w stosunku do osi f ila ­
m entu.

R — odległość g łów ki od osi filam entu, <i> — kąt odchylenia mostka poprzecznego od osi 
filam entu, x , y, z — w spółrzędne.

Squire’a zakłada takie upakowanie pałeczek miozyny, przy którym  ko­
nieczna jest obecność rdzenia o średnicy 30— 40 A (Ryc. 7c, d), ale nie w ia­
domo jeszcze jakiego rodzaju m iałby on być.

W bardzo ogólnym zarysie tak  przedstaw iają się modele filam entu mio- 
zynowego z mięśnia szkieletowego kręgowców. W ynikają one w gruncie 
rzeczy z różnej in terp retacji danych doświadczalnych. Kto ma rację, tru d ­
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no dziś jeszcze orzec. Każdy dzień przynosi nowe fak ty  rodzące nowe py­
tania, które, być może, doczekają się szybkiej odpowiedzi. Nie wiadomo 
na przykład, w jaki sposób wyjaśnić w ystępowanie ośmiu przerw  w roz­
mieszczeniu mostków poprzecznych po obu stronach linii M i na obu koń­
cach filam entu. P rzerw y te obserwował Squire, Pepe ich nie zauważył, 
a C r a i g  i O f f e r  zanotowali obecność tylko dwóch przerw  na obu 
końcach filam entu (64).

III. Syntetyczne filamenty

Porównanie budowy syntetycznych filam entów z natyw nym i i obserw a­
cje dotyczące powstawania syntetycznych filam entów  służą dokładnem u 
poznaniu s tru k tu ry  grubego filam entu.

Pierwsze badania dotyczące porównania s tru k tu ry  filam entów  syn te­
tycznych i naturalnych  wiążą się z nazwiskiem  H u x l e y  a (45). Stosując 
mikroskopię elektronow ą do oglądania preparatów  utrw alonych form alde­
hydem  lub aldehydem  glutarow ym  i następnie barw ionych octanem  u ra- 
nylu H uxley zaobserwował różnice w długości filamentów. F ilam enty  syn­
tetyczne były znacznie dłuższe od naturalnych, a znajdujące się na ich po­
wierzchni w yrostki były rozmieszczone nieregularnie. Na kształt w yrost­
ków wpływa utrw alanie i barw ienie preparatów  (45, 48). Szerokość fila­
mentów, zarówno natyw nych jak i syntetycznych jest stała i u trzym yw ana 
przez mechanizm m ający jakiś związek z główkami miozyny (47, 65, 66). 
Zastanaw iający jest fakt, w jaki sposób pow staje tak  sztyw na s truk tu ra , 
jaką jest filam ent miozynowy. Badacze zajm ujący się tym  problem em  (47, 
65—67) są zdania, że zjawisko dachówkowego nachodzenia na siebie pałe­
czek miozynowych może w pewien sposób w yjaśniać sztywność filam entów .

Badano wpływ szeregu czynników na ustalenie się długości filam entów . 
Stwierdzono, iż w w ypadku szybkiego rozcieńczania, a więc gwałtownego 
obniżania siły jonowej, pow stają filam enty krótkie (0,5 ji), ponieważ w tych 
w arunkach zmiana stężenia jest szybsza niż prędkość agregacji. W m iarę 
w ydłużania czasu obniżania siły jonowej (dializa), długość powstających 
filam entów wzrasta. W przypadku szybkiego rozcieńczania stężenie jonów 
wodorowych środowiska nie wpływa na długość powstających filam entów . 
Podczas gdy w toku dializy obserw uje się najdłuższe filam enty, przy pH 7. 
Niektórzy autorzy (68) reprezentują pogląd, że długość filam entów  może 
być nieograniczona, a świeże p reparaty  m iozyny zaw ierają czynnik wzro­
stu, k tóry  zanika w m iarę starzenia się białka. Miozyna pozbawiona m etodą 
Weedsa łańcucha DTNB tw orzyła filam enty bardzo krótkie (0,15— 0,20 jx), 
dodanie z powrotem  tego łańcucha powodowało wzrost filam entów  (0,50— 
1,0 fim) (68). W arto zauważyć, iż filam enty otrzym yw ane z m iozyny 
oczyszczonej na kolum nie i pozbawionej łańcucha DTNB (14) nie posiadały 
w ogóle gołej strefy  (69). Ostatnio p repara ty  filam entów  z kilkom a gołymi 
strefam i uzyskał H a y a s h i, ale nie w yjaśnił jeszcze przyczyn tego zja­
wiska (70)
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Interesującą spraw ą jest różnorodność kształtów  filamentów. Niektórzy 
autorzy (71) uważają, że u tra ta  białka C powoduje stępienie końców fila­
m entów z jednoczesnym  rozszerzeniem samych filamentów. Ponieważ od­
izolowanie białka C od m iozyny następowało z równoczesnym usunięciem 
łańcucha DTNB (14), a polim eryzacja m iozyny z dodanym uprzednio biał­
kiem C nie doprowadziła do zwężenia filam entów  (68), nasuwa się wniosek, 
że łańcuch DTNB odgrywa rolę w mechanizmie powstawania filamentów. 
Usuwając wyłącznie ten  łańcuch z cząsteczki miozyny, uzyskaliśm y w na­
szej pracowni filam enty miozynowe znacznie szersze od natyw nych 
i o bardziej rozluźnionej s truk tu rze  (72). W obecnej chwili nie jesteśm y 
jeszcze w stanie dokładnie wytłum aczyć fak tu  rozluźniania się struk tu ry , 
być może, ma on związek ze zmianami konform acji cząsteczki po usunięciu 
łańcucha DTNB.

I choć wiedza ludzka poczyniła ogromne postępy, m ając do dyspozycji 
wspaniałą aparatu rę  i wprost nieograniczone środki m aterialne, to jak  do­
tąd nie rozum iem y wielu mechanizmów ruchu. A przecież badaniu zjawisk 
ruchu poświęca się człowiek od wieków. „To, co staw ia opór, musi być róż­
ne do tego, co się porusza; i to tak, aby całość pierwszego była różna od ca­
łości drugiego, a rzecz w ten  sposób nieruchom a nie stanow iła żadnej rzeczy 
poruszanej; w przeciwnym  razie rzecz się wcale nie poruszy”, „...dlatego 
ilekroć się zdarzy, że jedna z rzeczy (które się spotykają) jest czynna, a d ru ­
ga bierna, a skądinąd żadnej z nich nie b raku je  nic ze swych istotnych 
właściwości, natychm iast jedna rzecz w yw iera wpływ, a druga go odbiera” 
( A r y s t o t e l e s  384—322 p.n.e.).

Pani doc. dr hab. Irenie K ąkol pragnę w yrazić swoją wdzięczność i podziękow a­
nie za pomoc i cenne rady m erytoryczne udzielone m i przy opracowyw aniu pow yż­
szego artyku łu .

A r ty k u ł o trzym an o  31.5.1977; po  re w iz ji au torsk ie j o trzym an o  14.9.1977
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IV-2. In trinsic  and acquired resistance

V. Concluding rem arks

I. Wprowadzenie

W krótce minie trzydzieści lat od chwili kiedy po raz pierwszy donie­
siono o zastosowaniu 4-am ino-analogu kwasu foliowego — am inopteryny 
w terapii choroby nowotworowej (1). Niebawem  okazało się, że efek tyw ­
niej niż am inopteryna działa jej N10-m etylow a pochodna — am etopteryna 
(M ethotrexate, MTX). Od tego czasu związek ten  jest stosowany z m nie j­
szym lub większym powodzeniem jako chem ioterapeutyk w chorobach 
nowotworowych, takich, jak różnego rodzaju białaczki, rak i i mięsaki 
(2). Od dokładnego poznania m echanizm u działania am etopteryny zale­
ży rozszerzenie spektrum  działania tego użytecznego leku, co jest rów ­
noznaczne ze zwiększeniem jego terapeutycznej przydatności.

A m etopteryna, znana przede wszystkim  jako silny inhibitor reduktazy 
dihydrofolianowej pośrednio ham ujący redukcję folianu i dihydrofolianu 
do tetrahydrofolianu, w yw iera wpływ  na tak  ważne procesy m etabolicz­
ne w komórce jak biosynteza kwasów nukleinow ych, białek, a naw et na 
metabolizm  lipidów i cukrowców (przegląd piśm iennictw a wg 3). Po­
wszechnie przyjęta hipoteza o. jednym  m iejscu działania am etopteryny 
postulowała, że cytotoksyczny ^ fek t tego związku jest wyłącznie następ­
stw em  hamowania reduktazy dihydrofolianowej, a zatem  zaham owania 
regeneracji tetrahydrofolianu z dihydrofolianu powstającego w czasie 
przem iany dUMP w dTMP (Schemat 1).

Rola tetrahydrofolianu w kom órce polega na przenoszeniu jednostek 
jednowęglowych Cj**, których donoram i są form im inoglutam inian pow sta­
jący w czasie rozkładu histydyny, seryna oraz m rów czan powstającego 
m iędzy innym i z glicyny.

*) Porów naj a rtyku ł przeglądowy (5).
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/MP

\
HoCySH

Schemat 1. Reakcje katalizow ane przez koenzymy tetrahydrofolianow e i ich po­
w iązanie z m etabolizm em  kom órkowym  (44, zmodyfikowany).

Skróty: ST — syntetaza tym idylanow a; RD — reduktaza d ihydrofolianow a; SM — syntetaza m e- 
tioninow a; DF — dehydrogenaza form ylotetrahydrofolianu; DM — dehydrogenaza m etyleno- 
tetrahydrofolianu; RM — reduktaza m etylenotetrahydrofolianu; GAR — rybotyd glicynoam idu; 
AICAR — rybotyd  5’-am ino-4-im idazolokarboksyam idu; IMP — inozynom onofosforan; dUMP — 
dezoksyurydynom onofosforan; dTMP — dezoksytym idynom onofosforan.

Jednostki Cx o różnym  stopniu utlenienia, połączone z tetrahydrofo- 
lianem, stanowią wew nątrzkom órkową pulę koenzymów tetrahydrofolia- 
nowych. Biorą one udział w syntezie puryn  (N5-10-m etenylo- i N10-form y- 
lotetrahydrofolian), w syntezie tym idylanu (N5_10-m etylenotetrahydro- 
folian), w form ylacji m etionylo-tRNA (N10-form ylotetrahydrofolian), 
oraz w syntezie m etioniny (N5-m etylotetrahydrofolian) (4, 5). W powyż­
szych reakcjach biosyntetycznych uw alniany zostaje tetrahydrofolian, 
co jest bardzo istotne ze względu na niski jego poziom w komórce. Brak 
wolnego tetrahydrofolianu obserwowany między innym i przy diecie ubo­
giej w folian i kobaloaminę powoduje zaburzenia w norm alnym  m etabo­
lizmie seryny, h istydyny i mrówczanu.

Przy nadm iarze jednostek jednowęglowych może następować również 
na drodze enzym atycznej uw alnianie tetrahydrofolianu z form ylo tetra­
hydrofolianu z równoczesnym odłączeniem C 0 2. Szybkość tej przem iany 
zależy od stężenia m etioniny (6) i wolnego tetrahydrofolianu (7).

Zahamowanie powstawania tetrahydrofolianu na poziomie reduktazy 
dihydrofolianowej przez am etopterynę drastycznie obniża jego w ew nątrz­
komórkowe stężenie, prowadząc do częściowej lub całkowitej inhibicji 
tych wszystkich reakcji, w których biorą udział czynne koenzym atycznie 
form y tetrahydrofolianu, a zwłaszcza inhibicji syntezy grupy m etylowej
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dTMP. Do przebiegu tej reakcji niezbędny jest bowiem m ety lenotetra- 
hydrofolian w ilościach nie koenzymatycznych, ale substratow ych. Śmierć 
kom órki po podaniu am etopteryny, jak  uważano do niedawna, następuje 
głównie na skutek niedoboru dTMP prowadzącego do upośledzenia syn­
tezy DNA.

W yniki dotyczące w pływ u am etopteryny na kom órki ssaków, przed­
stawione w niniejszym  artykule, skłaniają jednakże do dużej ostrożnoś­
ci w przyjm ow aniu wspomnianego modelu działania am etopteryny. Jak  
się w ydaje m echanizm  cytotoksycznego efektu w yw ieranego przez ten 
antym etabolit jest bardziej złożony niż by to wynikało z powyższego 
modelu.

II. Miejsca działania ametopteryny w komórce *>

I I - l .  R eduktaza dihydrofolianow a jako główny enzym docelowy

Reduktaza dihydrofolianowa dzięki swemu wysokiemu powinowactwu 
do am etopteryny uw ażana jest powszechnie za enzym docelowy (target 
enzyme) tego antyfolianu, a jej ham owanie przez am etopterynę zarówno 
in vitro  jak i in vivo  jest dziś obszernie udokum entow ane (przegląd lite­
ra tu ry  według 3). Równocześnie jednak dysponujem y danym i sugeru ją­
cymi, że w niektórych organizmach am etopteryna zastosowana nawet 
w wysokich stężeniach nie całkowicie ham uje reduktazę dihydrofolianową 
lub też ham uje jedynie redukcję folianu, przy nieupośledzonej redukcji 
dihydrofolianu (9, 10).

I I - l . l .  Zaham owanie redukcji dihydrofolianu w komórce a efekt toksyczny am etop­
teryny

W yniki wielu badań wskazywały, że działanie am etopteryny przejaw ia 
się w zahamowaniu redukcji dihydrofolianu do tetrahydrofolianu. Można 
zatem  było sądzić, że w kom órkach hodowanych w obecności am etoptery­
ny nagromadzać się będzie dihydrofolian. Nie wykazano jednak takiego 
nagrom adzania dihydrofolianu w kom órkach chomika chińskiego pozosta­
jących w kontakcie z am etopteryną przez dobę. Chrom atograficzny obraz 
zredukow anych pochodnych folianowych był jednakow y w kom órkach 
z hodowli kontrolnych i traktow anych am etopteryną (11).

Na nierównoległy przebieg dwóch zjaw isk — zaham owania przez am e­
topterynę reduktazy dihydrofolianowej i inkorporacji dezoksyurydyny do. 
DNA — wskazują badania, do których użyto komórek trzech linii leuke- 
micznych izolowanych z myszy traktow anych uprzednio anetopteryną 
(12). Jak  stwierdzono, pomimo całkowitej inhibicji aktyw ności reduk­
tazy dihydrofolianowej, stopień inkorporacji dezoksyurydyny przez ko­

*) Porów naj artyku ł G rzelakow ska-S ztabert B. (1977), M etabolizm aminoanalogów 
folianu, Post. Blochem. 23, 559—575.
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mórki wyizolowane z myszy doświadczalnych, był tylko nieznacznie niż­
szy niż w przypadku komórek z myszy kontrolnych, którym  nie podawa­
no am etopteryny.

II-1.2. Rola „wolnej” ametopteryny w  komórce

Proces pobierania am etopteryny przez kom órki był przedm iotem  licz­
nych, dokładnych badań (13— 18). Stwierdzono, że zachodzi on na dro­
dze aktyw nego transportu  przy udziale białkowego przenośnika, k tóry  
czynny jest najprawdopodobniej również w transporcie innych antyfo- 
lianów oraz koenzym atycznych form tetrahydrofolianu (13— 18). W ni­
kająca do kom órki am etopteryna wiąże się silnie z reduktazą dihydro- 
folianową, która — jak  potw ierdziły to ostatnie badania — w ydaje się 
być jedynym  białkiem  w komórce o tak  wysokim powinowactwie do tego 
antyfolianu (19). Po wysyceniu reduktazy  dihydrofolianowej pobieranie 
am etopteryny przez komórkę zachodzi dalej ze zmniejszoną szybkością, 
aż do osiągnięcia stanu równowagi (Ryc. 1A). Jeśli kom órki przeniesie

Ryc. 1. Pobieranie (A) i wypływ  (B) am etopteryny z kom órek L1210 badany
w 37°C (17).

(A) — stężenie zew nątrzkom órkow e am etopteryny w ynosiło  2,2 nM. (B) — kom órki inkubow ano  
z am etopteryną przez 20 m in, przem yw ano i zaw ieszano w  pożyw ce niezaw ierającej an ty ­
fo lianu . Strzałką przeryw aną zaznaczono poziom  reduktazy d ihydrofolianow ej w  badanych

kom órkach.

się następnie do środowiska nie zawierającego am etopteryny obserw uje 
się stopniowy spadek w ew nątrzkom órkowego jej stężenia aż do osiągnię­
cia poziomu równego stężeniu reduktazy dihydrofolianowej (Ryc. IB). 
A m etopterynę związaną silnie z reduktazą dihydrofolianową określa się 
jako am etopterynę „związaną” lub „niew ym ienialną” (bound, nonexchan­
geable) w przeciw ieństw ie do am etopteryny w ypływ ającej z kom órki na­
zywanej „w olną” lub „w ym ienialną” (free, exchangeable).

7 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Jak  stwierdzono inkorporacja dezoksyurydyny do DNA badana in 
vitro  w kom órkach L uległa całkow item u zaham owaniu tylko wówczas, 
jeśli oprócz am etopteryny związanej z reduktazą dihydrofolianową obec­
na była w komórce am etopteryna wolna (20, Ryc. 2). Stopień inhibicji 
syntezy DNA zależał od wewnątrzkom órkowego stężenia wolnej am etop­
teryny, a przy jej b raku  wynosił 27°/o.

czas [min]

Ryc. 2. W pływ związanej i wolnej am etopteryny na inkorporację dezoksyurydyny
do DNA kom órek L (20).

A — kontrola; B — obecna am etopteryna zw iązana, brak w olnej; C, D, E — obecna am etopte­
ryna związana, stężenie am etopteryny w olnej w ynosiło  0,12 nM (C), 0,6 (iM (D), 6,0 nM (E).

Podobnie, całkowite zahamowanie inkorporacji m rówczanu do DNA, RNA 
i białek w kom órkach L stw ierdzono jedynie w  przypadku, gdy w ko­
mórce oprócz wysyconych miejsc o wysokim powinowactwie do am etop­
teryny  obecna była także am etopteryna wolna (21).

Powyższe wyniki sugerowały, że am etopteryna, oprócz ham owania 
w komórce reduktazy dihydrofolianowej o wysokim powinowactwie do 
tego antyfolianu, ham uje również inne enzym y folianowe o niskim  po­
winowactwie takie jak np. syntetazę tym idylanową, czy drugą form ę 
m olekularną reduktazy dihydrofolianowej (20, 21).

Jak  stwierdzono jednak ostatnio, redukcja dihydrofolianu do te trah y - 
drofolianu (w przeciw ieństwie do redukcji folianu) nie ulegała zaburzeniu 
w kom órkach raka Ehrlicha w obecności związanej am etopteryny przy 
jednoczesnym braku  am etopteryny wolnej (31, Ryc. 3). W ydaje się więc, 
że aby zinterpretow ać otrzym ane w yniki badań (20, 21, 31) nie koniecz­
nie należy przyjąć oddziaływanie w badanych kom órkach am etopteryny 
z enzymami o niskim  powinowactwie. W yniki te  dają się bowiem w y­

*) W kom órkach ssaków i bak terii obserw uje się częstokroć w ystępowanie r e ­
duktazy dihydrofolianow ej w dwu lub więcej form ach (m ultip le form s) różniących 
się niekiedy powinowactwem do am etopteryny (22—30).
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tłum aczyć na podstawie in terakcji pomiędzy am etopteryną a formą reduk­
tazy dihydrofolianowej o wysokim  powinowactwie do tego antyfolianu. 
Wiadomo, że przy niskim  pH ham owanie reduktazy dihydrofolianowej 
przez am etopterynę należy do typu  pseudonieodwracalnego (stoichio-

Ryc. 3. W pływ związanej i wolnej am etopteryny na przem iany [8H] dihydrofolianu
w kom órkach raka Ehrlicha (31).

A — kontrola; B — obecna am etopteryna zw iązana, brak w olnej; C, D — obecna am etopteryna  
związana i w olna, stężen ie am etopteryny w olnej w yn osiło  0,05 nM (C) i 10 nM (D). Kom órki 
inkubow ano z 10 nM [sH ]dihydrofolianem  przez 15 m in, następnie son ifikow ano je  i ekstrakt 
nanoszono na kolum nę z D E A E -celulozy razem z w zorcow ym i nieradioaktyw nym i zw iązkam i

(------->•

metrycznego) (32, 33). N atom iast w fizjologicznym zakresie pH powi­
nowactwo inhibitora do enzym u obniża się stając się zależne od stężenia 
substra tu  — dihydrofolianu. Tym sam ym  pewna ilość wolnego an ty ­
folianu jest niezbędna do utrzym ania w stanie wysyconym całej reduk­
tazy dihydrofolianowej znajdującej się w komórce. K rytyczna ilość re­
duktazy dihydrofolianowej, przy której kom órka funkcjonuje normalnie, 
jest bardzo niska. W edług obliczeń J  a c k s o n a  i H a r r a p a  (34) 
5°/o ogólnej aktyw ności reduktazy dihydrofolianowej w ystarcza aby 
utrzym ać w  niezaburzonym  stanie wzrost kom órek L I210. W kom órkach 
L synteza tetrahydrofolianu utrzym uje się na norm alnym  poziomie na­
w et przy aktywności reduktazy dihydrofolianowej sięgającej tylko 2°/o 
normalnego jej poziomu (31) (porównaj rozdział II-2). Tak więc całkowite
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zaham owanie syntezy tetrahydrofo lanu  można osiągnąć w tych kom órkach 
tylko w przypadku wysokiego wewnątrzkom órkowego poziomu wolnej 
am etopteryny, stanowiącej 80°/o ogólnej zawartości am etopteryny w ko­
mórce (35).

II-2. Inne m iejsca działania am etopteryny  w komórce

Pod koniec lat sześćdziesiątych ukazały się pierwsze prace, w których 
inaczej tłumaczono toksyczne działanie am etopteryny (36, 37). Na pod­
stawie wyników badań nad odwracaniem  toksycznego w pływ u am etopte­
ryny  na kom órki L przez leukow orynę (N10-form ylotetrahydrofolian) oraz 
tym idynę w ysunięto wniosek, że am etopteryna poza ham owaniem  reduk- 
tazy dihydrofolianowej ma dodatkowe miejsce(a) działania w komórce (37). 
Byłyby to najpraw dopodobniej syntetaza tym idylanowa, oraz enzym(y) 
transform ylujące biorące udział w biosyntezie puryn, m ające o wiele niższe 
powinowactwo do am etopteryny niż reduktaza dihydrofolianowa.

Dodatkowego poparcia tej hipotezie dostarczyły badania wskazujące 
na ham ow anie przez am etopterynę syntezy tym idylanu zarówno w nie­
uszkodzonych kom órkach jak  i w ekstraktach bezkomórkowych (36). Do 
podobnych wniosków doszli również w kilka lat później M c B u r n e y  
i W h i t m o r e  (11) analizując zaburzenia wzrostu kom órek chomika 
chińskiego wywołane podaniem do hodowli am etopteryny w wysokich 
dawkach. Zdaniem tych badaczy w przypadku om awianych kom órek ha­
mowanie reduktazy dihydrofolianowej, choć następuje przy około 10-krot- 
nie niższym stężeniu am etopteryny niż syntetazy tym idylanow ej, nie ma 
jednak znaczenia biologicznego, ponieważ kom órki te  zaw ierają pulę po­
chodnych tetrahydrofolianu w ystarczającą na przeżycie 48 godzin. 
Obserwowany toksyczny wpływ am etopteryny w ydaje się być zatem  w y­
nikiem  bezpośredniego zaham owania syntetazy tym idylanow ej, oraz 
wspomnianego już enzymu lub enzym(ów) biorących udział w syntezie 
puryn (11).

Udział bezpośredniego zaham owania syntetazy tym idylanow ej w tok­
sycznym działaniu am etopteryny został ostatnio dokładnie przedyskuto­
wany (38). Powinowactwo tego enzymu do am etopteryny jest o wiele 
niższe niż reduktazy dihydrofolianowej. I tak  np. w przypadku kom órek 
L1210 Ki reduktazy dihydrofolianowej wynosi 6.7X10_U M, podczas gdy 
syntetazy tym idylanow ej — 1,5 X 10-5 M (39). Z drugiej jednak strony 
Vmax syntetazy tym idylanow ej jest o wiele niższa niż reduktazy  dihydro­
folianowej, co pozwala przypuszczać, że w obecności am etopteryny w w y­
sokich stężeniach, w pewnych przypadkach, enzymem ograniczającym  
wzrost kom órek będzie w łaśnie syntetaza tym idylanow a (38).

Biorąc pod uwagę znane param etry  kinetyczne enzymów folianowych 
w kom órkach W1-L2 N i e t h a m m e r  i J a c k s o n  (38) przeprow a­
dzili następujące obliczenia. Aby zmniejszyć do połowy Vmax reduktazy
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dihydrofolianowej, k tórej stężenie w komórce wynosi około 0,19 ¡iM, 
trzeba enzym ten zahamować w 95,45%, co następuje przy ogólnym stę­
żeniu am etopteryny w komórce rów nym  0,226 |iM. W tych w arunkach 
stężenie wolnej am etopteryny wynosić będzie 0,044 fxM. A m etopteryna 
w tym  stężeniu jedynie nieznacznie ham uje syntetazę tym idylanow ą 
w om awianych komórkach. Inna jednak jest sytuacja w opornych na 
am etopterynę kom órkach WR9-1, w k tórych  aktywność reduktazy di­
hydrofolianow ej jest 234 razy wyższa. W kom órkach tych ograniczenie 
syntezy tetrahydrofolianu następuje dopiero przy zaham owanej 
w 99,96fl/o aktyw ności reduktazy dihydrofolianowej. P rzy  ogólnym stę­
żeniu am etopteryny w komórce równym  60 ¡iM (stężenie wolnej am etop­
teryny  osiągnie wówczas 15,5 ¡iM) reduktaza dihydrofolianowa zostanie 
zaham owana w 99,68°/o — nie osiągając zatem  w artości krytycznej. Na­
tom iast aktywność syntetazy tym idylanow ej ulegnie poważnemu ogra­
niczeniu. Tak więc bezpośrednie oddziaływanie am etopteryny z synte- 
tazą tym idylanow ą może mieć znaczenie cytotoksyczne, zwłaszcza w przy­
padku kom órek opornych na am etopterynę.

III. Podłoże biochemiczne śmierci komórek traktowanych ametopteryną

III-l. Niedobór tymidylanu a niedobór puryn

III.l.l. Różnice wrażliwości komórek różnych linii

Koenzym atyczne form y tetrahydrofolianu biorą udział w przenoszeniu 
jednostek jednowęglowych zarówno w czasie biosyntezy tym idylanu jak 
i puryn  (Schemat 1). Pow staje zatem  pytanie czy przyczyną śm ierci ko­
m órki po podaniu am etopteryny jest zaham owanie syntezy dTMP, czy 
też syntezy puryn, w ystępujące w konsekw encji niedoboru koenzyma- 
tycznych form folianu w komórce.
Jak  stwierdzono am etopteryna nie ham owała w zrostu kom órek L, jeśli 
w pożywce znajdow ała się tym idyna i adenozyna. Kom órki te charak­
teryzow ały się mniejszą wrażliwością na działanie am etopteryny w  obec­
ności tym idyny, a większą gdy jedynie adenozyna znajdow ała się w po­
żywce (40, Ryc. 4). Na tej podstawie w ysunięto roboczą hipotezę, że 
z dwóch bloków m etabolicznych wyw ołanych przez am etopterynę inhi­
bicja syntezy tym idylanu prowadzi do śm ierci komórki, podczas gdy hamo­
wanie syntezy puryn — przeciw nie — zwiększa szanse przeżycia komórki. 
Jako przyczynę śmierci kom órek L w tych doświadczeniach uważano za­
ham ow anie syntezy DNA przy zachodzącej norm alnie syntezie RNA i bia­
łek (unbalanced growth). P rzy  równoczesnym  zaś ograniczeniu syntezy 
DNA, RNA i białek nie w ystępuje zachwianie równowagi metabolicznej 
i kom órki mogą dłużej przeżywać (40).
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Ryc. 4. W pływ tym idyny i adenozyny na w zrost kom órek L hodowanych przez 
72 godz. w  pożywce zaw ierającej am etopterynę w stężeniu 10~6 g/ml (40).

1 — hodow le kontrolne; 2 — hodow le rosnące w  obecności am etopteryny i tym idyny lub am eto­
p teryny i adenozyny.

Jak  się przyjm uje odm ienny jest mechanizm toksycznego działania 
am etopteryny w mysich kom órkach leukem icznych L5178Y (41, 42). 
Pierw szym  zjaw iskiem  obserwowanym  w tych  kom órkach po podaniu 
am etopteryny był niedobór puryn, k tó ry  prowadził do śmierci kom órek 
przez zahamowanie syntezy RNA oraz białek o krótkim  okresie półtrw ania. 
Na fakt, że brak nukleotydów  purynow ych jest czynnikiem  ograniczającym  
syntezę polinukleotydów wskazywało przejściowo odwracane przez hy-

Ryc. 5. O dw racanie przez hypoksantynę wpływ u am etopteryny na intensyw ność 
inkorporacji tym idyny w kom órkach L5178Y (41).

-O---- kom órki traktow ane 1X10“6M a m eto p tery n ą ;------O--------- kom órki traktow ane am etopteryną
jak  w yżej i 2X10~5 M hypoksantyną dodawaną w  różnym  czasie od podania am etopteryny.
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poksantynę zaham owanie inkorporacji tym idyny do DNA (Ryc. 5). Bez­
pośrednich dowodów dostarczyły pom iary wielkości puli nukleotydów  
adeninow ych i guaninowych, która w okresie początkowym po dodaniu 
am etopteryny ulegała obniżeniu. W obserwowanym  następnie okresie jej 
w zrostu dodanie adenozyny nie odwracało inhibicji inkorporacji tym idy­
ny  (Ryc. 5), k tórej niedobór był przyczyną śm ierci komórek, o czym 
świadczył między innym i równoległy przebieg krzyw ych śm iertelności ko­
m órek i intensywności inkorporacji dezoksyurydyny.

Powyższe w yniki znalazły swe potwierdzenie w badaniach tyczących 
antypurynow ego i antytym idynow ego działania am etopteryny w 9-ciu 
różnych liniach kom órkowych (43, 44). W ynika z nich również, że zabu­
rzenia m etabolizm u folianu pod wpływ em  am etopteryny są różne w róż­
nych typach komórek. Co więcej różnice takie wystąpić mogą także w ko­
m órkach tej samej linii, lecz różniących się fazą w zrostu hodowli.

III-1.2. Wrażliwość a tempo proliferacji komórek

Przy jm uje  się często, że im szybsze jest tem po proliferacji kom órek 
tym  większa jest ich wrażliwość na działanie antym etabolitów  (45, 46). 
Ponieważ antym etabolity  in terferu ją  specyficznie z określonym i proce­
sami anabolicznym i można przypuszczać, że najw rażliwsze na działanie 
am etopteryny są kom órki w fazie syntezy DNA, a więc w tak  zwanej fazie
S. Ponieważ ponadto intensywność syntezy DNA w kom órkach szybko ros­
nących może być większa niż w kom órkach wolno rosnących, prowadzić to 
może do większej wrażliwości kom órek szybko proliferujących w porów na­
niu z kom órkam i rosnącym i wolniej.

Różnice we wrażliwości kom órek na działanie am etopteryny z hodowli 
w logarytm icznej i stacjonarnej fazie wzrostu były przedm iotem  w nikli­
w ych badań (47—49). Porów nyw anie śm iertelności kom órek L5178Y pod 
wpływ em  am etopteryny a także intensywności inkorporacji dezoksyury­
dyny i tym idyny do DNA komórek z populacji różniących się szybkością 
wzrostu pozwala przypuszczać, że niedobór puryn  wyw ołany przez am eto- 
p terynę ogranicza tempo w zrostu populacji. Zaznacza się on o wiele silniej 
w  kom órkach z szybko rosnących populacji (47).

III-1.3. Rola N5-i°-m etylenotetrahydrofolianu jako substratu w  syntezie tymidylanu 
i puryn

Badając znaczenie niedoboru puryn w toksycznym  działaniu am etop­
teryny  zwrócono uwagę na aktyw ność dwóch enzymów — syntetazy ty - 
m idyłanow ej i dehydrogenazy m etylenotetrahydrofolianu — współzawod­
niczących o w spólny substrat, N5_10-m etylenotetrahydrofolian (43, 44). 
Związek ten  w ykorzystyw any jest w szlakach metabolicznych prowadzą­
cych do syntezy dTMP i puryn  (Schemat 1). Stopień w ykorzystania me-
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tylenotetrahydrofolianu do syntezy tym idylanu i do syntezy puryn  może, 
jak  się wydaje, zależeć od wzajemnego stosunku aktyw ności wspom nia­
nych enzymów. W spółzawodniczenie o wspólny substrat może mieć szcze­
gólnie istotne znaczenie, gdy w obecności am etopteryny następuje zaha­
mowanie reduktazy dihydrofolianowej, co prowadzi z kolei do obniżenia 
w komórce poziomu tetrahydrofo lianu  i pośrednio — koenzymów te tra -  
hydrofolianu. Tak więc w obecności am etopteryny wysoka aktyw ność 
syntetazy tym idylanow ej w komórce powodować może obniżenie syntezy 
puryn, podczas gdy dehydrogenaza m etylenotetrahydrofolianu o wysokiej 
aktyw ności umożliwiać będzie przez pewien czas przebieg syntezy puryn
o norm alnej intensywności.

Porów nując toksyczność am etopteryny w stosunku do kom órek czte­
rech linii rosnących w obecności nadm iaru tym idyny (kiedy to ujaw nia 
się efekt niedoboru puryn) stwierdzono, że im niższy jest stosunek ak tyw ­
ności dehydrogenazy m etylenotetrahydrofolianu do syntetazy tym idyla­
nowej, tym  większe są zaburzenia syntezy puryn spowodowane przez 
am etopterynę. Powyższe w arunki wzrostu okazały się najbardziej toksycz­
ne dla szybko dzielących się komórek, co mogło mieć związek z obserwo­
waną w tych kom órkach wyższą aktyw nością syntetazy tym idylanow ej 
przy praktycznie takim  samym  poziomie aktywności dehydrogenazy m e­
tylenotetrahydrofolianu w porów naniu z kom órkam i wolno rosnących linii 
(Tabela 1). W yniki te dobrze tłum aczą podkreślaną często (47— 49) zależ­
ność stopnia zaburzeń syntezy puryn  w yw oływ anych w komórce przez 
am etopterynę od szybkości w zrostu kom órki (rozdział III-1.2).

Dodatkowe potwierdzenie trafności in terp re tac ji otrzym anych w yni­
ków (44) stanow iły doświadczenia, w których komórkom jednocześnie 
z am etopteryną podawano FUdR — specyficzny inhibitor syntetazy  tym i­
dylanowej. W ten  sposób podwyższano stosunek aktyw ności dehydroge­
nazy m etylenotetrahydrofolianu do syntetazy tym idylanow ej, czemu to ­
warzyszyło obniżenie antypurynow ego efektu wywieranego przez am etop­
terynę (46).

Tabela 1
Odwracanie przez tymidynę (200/^M) efektu cytotoksycznego ametopteryny (49)

Linia
Komórkowa

Czas
podwojenia

(godz)

Aktywność właściwa

Stosunek
DM/ST

Gęstość komórek 
rosnących przez 
48 godz. w obec­

ności tymidyny 
(% kontroli)

syntetaza
tymidylano-

wa
ST

dehydrogenaza
metylenotetra­
hydrofolianu

DM

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 81 0,07 6,8 97,5 49

* ) — aktywność właściwą wyrażono w nmolach przereagowanego substratu w 37°/min/mg białka.
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W powyższych rozważaniach należy również pam iętać o tym, że po­
ziom m etylenotetrahydrofolianu, (podobnie jak  i pozostałych koenzymów 
tetrahydrofo lianu)'— a więc jego dostępność w  procesie syntezy puryn 
i dTM P — zależy także od reduktazy m etylenotetrahydrofolianu (Sche­
m at 1), k tórej aktyw ność pośrednio regulu je nadm iar m etioniny w ko­
mórce (6). W w arunkach in vivo  term odynam iczna równowaga przesu­
n ięta jest w kierunku redukcji m etylenotetrahydrofolianu do m etylote- 
trahydrofolianu, a regeneracja wolnego tetrahydrofolianu z m ety lo tetra- 
hydrofolianu jest jedynie możliwa podczas syntezy m etioniny (Schemat 1;
6, 50).

III-2. Zaburzenia syntezy białek mitochondrialnych

W odróżnieniu od inicjacji syntezy białek cytoplazm atycznych, do roz­
poczęcia syntezy białek m itochondrialnych w kom órkach eukariotycznych 
niezbędny jest uform ylow any m etionylo-tRNA (fM et-tRNAfMet) (51, 52, 
52a), przy czym donorem grupy form ylowej jest N10-form ylotetrahydrofo- 
lian (Schemat 1). A m etopteryna prowadząc do zubożenia puli koenzyma- 
tycznych tetrahydrofolianów  w komórce może hamować form ylację m e­
tionylo-tRNA, a w następstw ie tego syntezę białek m itochindrialnych
i pośrednio — wzrost kom órek. W yniki badań dotyczące hamowania przez 
am etopterynę form ylacji m itochondrialnego M et-tRNAfMet nie są jednak 
jednoznaczne. Podczas gdy w przypadku kom órek HeLa ich krótka inku­
bacja z am etopteryną oraz z tym idyną i puryną powodowała zaham owa­
nie form ylacji m etionylo-tRNA (53, 54), to w analogicznych w arunkach 
w kom órkach L i KB form ylacja m etionylo-tRNA oraz inicjacja syntezy 
białek w m itochondriach przebiegała norm alnie (55). W tym  kontekście 
godne zainteresowania są badania antym itotycznej aktyw ności pirym eta- 
m iny [2,4-diamino-5-(p-chlorofenylo)-6-etylopirymidyna] w kom órkach 
ludzkich fibroblastów (56). Związek ten, stosowany między innym i jako 
lek antym alaryczny, jest analogiem  folianu i podobnie jak am etopteryna 
ham uje silnie reduktazę dihydrofolianową. Główną przyczynę antym ito­
tycznej aktyw ności pirym etam iny up a tru je  się w łaśnie w hamowaniu 
syntezy białek m itochondrialnych.

IV. Oporność komórek na ametopterynę

IV-1. Biochemiczne podłoże oporności

Badania Hakali z 1957 roku (57), w których stw ierdzono norm alny 
wzrost kom órek S-180 w obecności am etopteryny, gdy w środowisku znaj­
dowała się hypoksantyna, tym idyna i glicyna dały początek poszukiwa­
niom mechanizmów wrażliwości kom órek na działanie am etopteryny 
(przegląd piśm iennictw a według 3, 58, 59).
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Na schemacie 2 przedstawiono różne sytuacje, w których am etopteryna 
nie w yw iera toksycznego w pływu na komórki, pomimo że znajduje się 
w środowisku w odpowiednio wysokim stężeniu. Pierwsza możliwość to 
upośledzenie transportu  am etopteryny do komórki, przy czym istotna

bTona
komórkowa

©
MTX-

środowisko
zewnętrzne

-MTX-

produkty
przemian

wnętrze
komórki

Schemat 2. N iektóre z możliwych m echanizm ów oporności kom órek na am etopterynę.

1 — upośledzony transport am etopteryny; 2 — zw iększona aktyw ność reduktazy d ihydrofolia­
now ej; 3 — reduktaza dihydrofolianow a o zm ienionym  pow inow actw ie; 4 — zw iększona ak ty w ­
ność syntetazy  tym id y lan ow ej; 5 — degradacja am etopteryny; 6 — zw iększona aktyw ność k inazy

tym idylanow ej. Szczegóły  w  tekście.
Skróty: RD — reduktaza dihydrofolianow a; RD — reduktaza dihydrofolianow a (zwiększona  
aktyw ność); rd — reduktaza dihydrofolianow a (zm ienione pow inow actw o); ST — syntetaza ty -  

m idylanowa; KT — kinaza tym idylanow a; MTX — am etopteryna; dTMP, TdR, dUMP.

jest tu ta j zmiana szybkości zarówno pobierania tego antyfolianu przez 
kom órkę jak  i jego w ypływ u z kom órki (58). W efekcie krytyczny poziom 
w ew nątrzkom órkowej am etopteryny może być zbyt niski do związania 
reduktazy dihydrofolianowej (am etopteryna związana) oraz do u trzym a­
nia wysycenia tego enzym u (am etopteryna wolna) i do inhibicji nowo- 
syntetyzującej się w komórce reduktazy.

Załóżmy następnie, że transport am etopteryny do kom órki przebiega 
norm alnie. Mimo to w nikający do kom órki antyfolian nie działa toksycz­
nie na skutek wysokiej aktyw ności reduktazy dihydrofolianowej, zmian 
jej własności kinetycznych, czy też zwiększonej syntezy de novo. Brak 
toksyczności am etopteryny również może mieć związek z podwyższoną 
aktywnością syntetazy tym idylanow ej (59), do takiego poziomu, że pobrana 
przez komórkę am etopteryna ham uje tylko częściowo jej aktywność. Inną 
jeszcze możliwość stanow i degradacja am etopteryny w nikającej do 
komórki.

W reszcie w trzecim  przypadku am etopteryna może wnikać do ko­
m órki osiągając poziom krytyczny, ham ując reduktazę dihydrofolianową 
(i ew entualnie syntetazę tym idylanową). Konsekwencje tej inhibicji w za­
leżności od rodzaju kom órki mogą być różne: od całkowitego braku efektu
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toksycznego do poważnych zaburzeń w funkcjonow aniu i śmierci. W tym  
przypadku brak  toksyczności am etopteryny może mieć związek z czynni­
kam i takim i jak:

— wysoki poziom wew nątrzkom órkow ej puli kofaktorów  tetrahydro- 
folianowych,

— wysoka wew nątrzkom órkow a pula dezoksyrybonukleotydów umoż- 
żliw iająca syntezę DNA (60, 43),

— działanie w komórce innych szlaków m etabolicznych pozwalających 
na ominięcie bloku metabolicznego wywołanego podaniem am eto­
p teryny  (61), a przede wszystkim  fosforylacja tym idyny do dTMP 
przy udziale kinazy tym idylanow ej (62).

Lista czynników, od których zależy cytotoksyczne działanie am etop te­
ryny  pozostaje nadal otw arta.

IV-2. Oporność wrodzona i oporność nabyta

Oporność kom órek na am etopterynę jest złożonym zjawiskiem  zależ­
nym  nieraz od wielu czynników. W praktyce jednak nie wszystkie spośród 
w ym ienionych mechanizmów oporności kom órek na ten antyfolian w y­
stępują jednakowo często, co stw ierdzono prowadząc od wielu lat ba­
dania w różnorodnych układach doświadczalnych (przegląd lite ra tu ry  
według 3; 63, 64, 59).

Do najczęściej spotykanych przyczyn oporności kom órek na am etopte­
rynę można zaliczyć zmiany w transporcie am etopteryny przez błonę ko­
mórkową (65—69), oraz wzrost poziomu reduktazy  dihydrofolianowej 
w kom órce (69—77, 65, 66).

Mówiąc o zjaw isku oporności kom órek na am etopterynę rozróżnić 
można oporność wrodzoną — cechującą kom órki stykające się po raz 
pierwszy z tym  antym etabolitem , oraz oporność nabytą (39). Ta ostatnia 
pow staje w m iarę podawania człowiekowi czy zwierzęciu am etopteryny, 
czy też w czasie hodowli kom órek czy bak terii w środowisku, w którym  
znajduje się am etopteryna. W takich w arunkach przeżyw ają tylko te  ko­
mórki, k tóre uległy odpowiednim, korzystnym  m utacjom  (selekcja). Jak  
stw ierdzono w hodowlach kom órek L5178Y traktow anych am etopteryną 
10~7 M częstotliwość w ystępow ania m utacji wynosi 2 na 106 komórek (78).

Hodując kom órki in vitro  w obecności am etopteryny o różnych stęże­
niach można otrzym ać podlinie komórkowe różniące się opornością na 
ten antyfolian (38, 79). W łasności kom órek z dziesięciu podlinii wywo­
dzących się z linii WS, w rażliw ej na am etopterynę, obrazuje Tabela 2. 
Jak  widać w kom órkach nastąpił bądź w yraźny (w niektórych liniach 
przeszło 200-krotny) wzrost aktyw ności reduktazy dihydrofolianowej bądź 
też upośledzony został transport am etopteryny (Ryc. 6). Najwyższą opor­
nością na am etopterynę cechowały się jednak kom órki łączące w sobie 
obydwie te własności (WR9-4).
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Obserwowany w ielokrotnie zwiększony poziom reduktazy dihydrofo­
lianowej w kom órkach opornych na am etopterynę może być rezultatem  
podwyższonej syntezy tego enzymu w komórce, ale także wynikiem  na­
grom adzenia się stabilnego kom pleksu enzym — inhibitor, chroniącego

Tabela 2

Własności opornych na ametopterynę komórek z podlinii wyprowadzonych z wrażliwej
na ametopterynę linii WS (38)

Podlinie
komórko­

we

ID
G*M)

Oporność
Reduktaza dihydrofolianowa Transport 

ametopteryny 
(% kontroli)

aktywność (jedno­
stki/l 0° komórek)

wzrost
aktywności

WS 0,013 (1) 0,22 (1) (100)
WR8—1 2,2 170 48,1 222 108,3
WR8—2 3,2 240 17,9 83 93,1
WR8—3 3,0 230 4,5 21 19,7
WR8—4 3,8 290 21,7 100 78,5
WR8—5 2,8 220 30,6 141 93,8
WR9—1 6,8 520 50,7 234 107,4
WR9—2 6,9 530 4,9 23 27,3
WR9—3 1.1,0 840 5,6 26 11,2
WR9—4 16,0 1230 27,3 126 10,2
WR9—5 6,1 440 14,9 69 76,5

*) — stężenie ametopteryny, przy którym liczba komórek uległa zmniejszeniu do połowy.

reduktazę przed szybką degradacją, której norm alnie podlega (80). Tym 
ostatnim  zjawiskiem  tłum aczy się zwiększony poziom reduktazy  dihy­
drofolianowej w leukocytach i erytrocytach pacjentów, którym  podawano

Ryc. 6. Pobieranie am etopteryny przez kom órki w rażliwe na am etopterynę (1) ' 
i kom órki z opornej podlinii WR9-4 (2) (38). Zewnątrzkom órkowe stężenie am etoptery­

ny — 1 |j,M.
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am etopterynę. Nagromadzony enzym  jest najprawdopodobniej tak i sam 
jak  reduktaza izolowana z kom órek krw i zdrowych osób (80).

Wysoki poziom enzym u u trzym ujący się w  niektórych opornych ko­
m órkach hodowanych przez wiele generacji w nieobecności am etopte­
ryny  (81) tłumaczono jako uw arunkow anie genetyczne syntezy reduk ta­
zy dihydrofolianowej. Ścisła zależność pomiędzy stopniem  oporności na 
am etopterynę m utantów  Diplococcus pneumoniae  a ilością produkow a­
nej reduktazy dihydrofolianowej, stała się podstawą hipotezy tłum aczą­
cej jedną z możliwości zwiększonej syntezy enzymu (82). W edług tej 
hipotezy reduktaza dihydrofolianowa jest przykładem  enzymu, k tóry

Tabela 3
Biochemiczne właściwości hodowanych in vitro komórek zwierzęcych o różnej oporności

na ametopterynę (35)

Linia
komórkowa

<
(nM)

Oporność 
(w porów­
naniu z 
L 1210)

Pobiera­
nie ame­
topteryny 
(nmole) 
min/109 

komórek)

Zreduko­
wane fo- 

liany 
(nmole/10 
komórek)

Aktyw­
ność**)

syntetazy
tymidyla­

nowej

Reduktaza dihydrofolia­
nowa

aktyw­
ność

Ki ameto­
pteryny 

(pM)

Km dihy- 
drofolia- 
nu (¡iM)

L 1210 5,8 (1) 0,14 24,5 0,024 0,23 5,3 0,16
W 1-L2 13 2,2 0,12 23,0 0,020 0,22 7,3 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

*) Stężenie ametopteryny, przy którym liczba komórek uległa zmniejszeniu do połowy po 48 godz. 
**) Wyrażona w jednostkach enzym u/10* komórek.

obok funkcji katalitycznej posiada drugą funkcję — kontrolującą, a mó­
wiąc ściślej — represerow ą. Reduktaza ta  m iałaby być zatem  represorem , 
w układzie, w którym  produkt genu (a więc enzym) ham uje swoją w łas­
ną syntezę.

O wiele rzadziej w kom órkach opornych na am etopterynę stw ier­
dza się produkcję reduktazy  dihydrofolianowej o wyraźnie obniżonym 
powinowactwie w stosunku do am etopteryny (83, 59, 69). Ostatnio otrzy­
mano interesujące w yniki tyczące wrodzonej oporności kom órek na am e­
topterynę (35). Tabela 3 przedstaw ia szereg biochemicznych właściwości 
kom órek czterech badanych linii. Jak  widać ani szybkość pobierania am e­
top teryny  przez kom órki, ani aktyw ność syntetazy tym idylanowej, ani 
wreszcie wielkość puli zredukow anych folianów nie w ykazyw ały zgod­
ności z opornością kom órek na am etopterynę. W prawdzie najwyższa ak­
tywność reduktazy dihydrofolianowej cechowała kom órki najbardziej 
oporne, ale stw ierdzane różnice aktyw ności były wielokrotnie niższe niż 
różnice oporności komórek. Aby dokładnie zbadać własności kinetyczne 
reduktazy  dihydrofolianowej z kom órek badanych linii enzym ten oczysz­
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czano do homogenności przy użyciu chrom atografii powinowactwa. 
Stwierdzono, że oczyszczone enzymy nie różniły się zasadniczo ani liczbą 
obrotów ani stałą Michaelisa dla dihydrofolianu (Tabela 3), natom iast 
różnice wartości stałych inhibitorowych okazały się znaczne i w yka­
zywały zgodność ze stopniem  oporności na am etopterynę badanych ko­
mórek. Tak więc do czynników, od których może zależeć oporność ko­
mórek na am etopterynę dodać można jeszcze jeden: własności kinetycz­
ne reduktazy dihydrofolianowej (przy tym  sam ym  poziomie aktyw ności 
tego enzymu).

V. Uwagi końcowe

Praktyczne znaczenie badań nad mechanizmem działania am etopte­
ryny  w ypływa z faktu, że jest ona związkiem szeroko stosowanym  w kli­
nice. W yniki badań biochemicznych częstokroć dostarczają cennych w ska­
zówek co do sposobu stosowania tego antym etabolitu. I tak  na przykład 
na to, jak ważna jest wielkość dawki am etopteryny podawanej chorem u 
wskazują badacze stw ierdzający w obecności niskich stężeń tego związ­
ku podwyższenie aktyw ności syntetazy tym idylanow ej i zarazem  syn­
tezy dTMP — a więc efekt przeciw ny do zamierzonego (84—86). Po­
dobne wnioski w ypływ ają z badań (20, 21, 31), w których zwrócono uw a­
gę na znaczenie odpowiednio wysokiego poziomu wew nątrzkom órkow ej 
am etopteryny w cytotoksyczności tego związku. Poziom ten  ulega znacz­
nem u podwyższeniu w obecności w inkrystyny (Ryc. 7; 87, 88), co w ska­
zuje, że jednoczesne stosowanie am etopteryny i w inkrystyny  jest bardzo 
celowe, potęguje ono bowiem działanie am etopteryny przy możliwości 
jednoczesnego obniżenia jej dawek. W wielu ośrodkach prowadzone są 
badania nad skutecznością chem ioterapii łączonej (combination chem o- 
therapy) stosowanej w lecznictwie z użyciem am etopteryny jednocześnie 
z innym i jeszcze związkam i jak np. L-asparaginazą czy FUdR (44, 89—96).

W tym  miejscu w arto jest jeszcze wspomnieć o udanych próbach 
podawania cytostatyków  w dawkach stopniowo w zrastających i m aleją­
cych w ciągu doby (97). Taki system  podawania leków uw zględniający 
okołodobową chronotolerancję zwierzęcia w przypadku 1-P-D-arabinofura- 
nozylocytozyny przynosił znaczny wzrost przeżywalności chorych myszy 
w porównaniu ze zwierzętam i, które taką samą ilość leku dostaw ały w jed­
nakowych dawkach w ciągu doby

A m etopteryna jest związkiem wysoce toksycznym  nie tylko dla komó­
rek nowotworowych, lecz także i prawidłowych. Aby cofnąć jej toksyczne 
działanie podaje się pacjentom  leczonym am etopteryną form ylow ą po­
chodną tetrahydrofolianu w ykorzystując przy tym  liczne badania nad 
odwracaniem  toksycznego działania am etopteryny przez pochodne te tra ­
hydrofolianu (98— 107). Niedawno sygnalizowano możliwość zastosowania
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czas [miri]

Ryc. 7. Pobieranie am etopteryny przez kom órki raka Ehrlicha w  nieobecności (88). 
i obecności (2) 10 nM siarczanu w inkrystyny (88). Zew nątrzkom órkow e stężenie am e­

topteryny wynosiło 10 ^M.

pochodnej m etylowej, zamiast dotąd stosowanej pochodnej formylowej te- 
trahydrofolianu (108 i 108a). W ykazano bowiem, że w niektórych układach 
in vitro m etylotetrahydrofolian znosił toksyczne działanie am etopteryny 
w kom órkach praw idłowych, które cechowała stosunkowo wysoka ak tyw ­
ność syntetazy m etioninowej, zależnej od w itam iny B12, podczas gdy w ko­
m órkach nowotworowych o niskim  poziomie syntetazy m etioninowej po­
chodna m etylowa nie znosiła efektu toksycznego am etopteryny (108a, 
108b).

W ostatnich latach podjęto ciekawe próby wywołania niedoboru zredu­
kow anych pochodnych folianu prowadzącego do zaham owania wzrostu 
pew nych nowotworów (109). W ywoływano ów niedobór nie jak dotąd — 
podając antyfoliany, ale stosując in vitro  karboksypeptydazę Gi, odszcze- 
piającą resztę glutam inianow ą z folianu i jego koenzym atycznych pochod­
nych (109).

Główną trudność w chem ioterapii nowotworów stanowi występowanie 
przede wszystkim  ilościowych, a nie jakościowych różnic biochemicznych 
pomiędzy tkankam i praw idłow ym i a nowotworowym i (44). Bardzo cenne 
są więc w yniki badań wskazujące na biochemiczne zm iany jakościowe 
towarzyszące rozwojowi procesu nowotworowego (110— 113, 44), lub moż­
liwość w yw ołania tych zmian przez m odyfikację środowiska w ew nątrz- 
czy zewnątrzkom órkowego (40, 44).

A r ty k u ł o trzym a n o  8.4.1977, po  re w iz ji  au torsk ie ) p r z y ję to  8.6.1977.
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SPRAW OZDANIE

International Symposium on Microchemical Techniques 1977 (ISH, 1977)

Davos, 22 — 27 m aja 1977

M iędzynarodowe Sympozjum Technik M ikrochemicznych 1977 zostało zorganizo­
w ane z ram ien ia IUPAC i Tow arzystw  Chemicznych różnych narodowości. W skład 
K om itetu organizacyjnego weszli przedstaw iciele:
Szw ajcarii — H. Trey, W. Simon
Anglii — R. Belcher, D. B utterw orth , R. A. Chalm ers, G. Ingram
A ustrii — H. Lieb, M. K uhnert-B randsta tte r, H. Malissa, H. Spitzy, H. W agner
H olandii — E. Pungor
Japonii — H. H atano
RFN — W. M ertz (przewodniczący), G. Tolg
Stany Zjednoczone A m eryki — H. Francis, I. Y. Steel
ZSRR — L. P. A lim arin, N. E. Gelman, I. A. Zołotow

M ikrochemiczne sympozja m ają już swoją 27-letnią tradycję. Organizowane co 
k ilka la t w  Europie i w  Ameryce, zmieniały w  zależności od potrzeb swoją p roble­
m atykę, uw zględniając w niej różnorodne nowe rodzaje m etodyk badawczych, możli­
wości ich zastosowania oraz efekty za pomocą nich osiągnięte w  różnych dziedzinach 
nauk  przyrodniczych. I tym  razem  sym pozjum  spełniło swoje zadanie. Niezwykle 
obszerny program  sympozjum stanow ił w yczerpujący przegląd nowoczesnych sposo­
bów i technik  badawczych stosowanych w pracow niach naukow ych i przemysłowych 
na całym świecie.

Problem em  wiodącym w  sympozjum w Davos było zebranie nowych metod roz­
dzielania substancji organicznych z nakierunkow aniem  na nauki przrodnicze (bio- 
logię, geologię itd.). W bardzo dużym zakresie zajm owano się także m ikrom etodam i 
śladów  organicznych i nieorganicznych, analizą powierzchniową pierw iastków  oraz 
m ikroanalizą elem entarną.

O brady sympozjum toczyły się w następujących sekcjach:
a. Ogólna nieorganiczna m ikroanaliza i analiza śladów
b. Ogólna organiczna m ikroanaliza
c. Analiza śladów pierw iastków  w  nieorganicznych m atrycach
d. Sposoby rozdzielania i wzbogacania pierw iastków
e. Sposoby rozdzielania i wzbogacania substancji cząsteczkowych
f. Analiza spek tra lna
g. M etody elektrochem iczne
h. M etody radiochem iczne
i. A naliza powierzchni
j. Analizy m ikro- i śladowe organicznych m atryc
k. M ikrom etody w  biochemii
1. A nalityka środowiska
Zgłoszono 237 prac z 408 au toram i i 24 re fera ty  plenarne. N ajw iększą liczbę re ­

feratów  plenarnych  i doniesień wygłoszono na tem at zastosowań fizykochemicznych
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m etod badawczych, szczególnie spektrofotom etrycznych opartych o chrom atografię 
cieczową w wszelkich dziedzinach badań przyrodniczych.

Na podkreślenie zasługują: historyczny refera t o rozwoju m ikrochem ii wygłoszo­
ny przez W. Freseniusa, filozoficzny refera t o zadaniach analityków  w  przyszłości 
wygłoszony przez R. Jungka oraz przeglądowy refera t o rozwoju i trendach  w chemii 
analitycznej wygłoszony przez W. Simona. Polskich uczestników reprezentow ała dość 
liczna grupa z ośrodka warszawskiego z prof. Kem ulą na czele oraz pojedyncze osoby 
z ośrodków śląskiego i poznańskiego. R eferatów  polskich zgłoszono 11.

O brady odbywały się w pięknej alpejskiej miejscowości wypoczynkowej Davos, 
w  której istn ieje od la t C entrum  Kongresowe z wszelkim i urządzeniam i um ożliw iają­
cymi odbyw anie się w ielkich zjazdów i konferencji.

A. Sm oczkiew iczow a

9
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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.

K siążka obejm uje m ateriały  kursu  pt. „Regulacja funkcji i w zrostu kom órek 
eukariotycznych przez w ew nątrzkom órkow e cykliczne nukleotydy”. K urs odbył się 
w Belgii w 1974 r. a zbiór ponad czterdziestu w ykładów  ukazał się 2 la ta  później jako 
tom 9 podserii Life Sciences serii wydawniczej nazywanej N ATO  Advanced S tudy  
Institu tes Series. W zasadzie program  kursu  przewidywał w ykłady szkoleniowe dla 
niespecjalistów, w prak tyce szereg prelekcji m iało charak ter bardzo instruktyw nych 
wykładów, inne zaś miały charak te r referatów , w których autorzy prezentow ali i dys­
kutow ali swoje w łasne wyniki. Łatwo to zauważy czytelnik system atycznie s tud iu ­
jący książkę.

O zakresie omówionych kw estii świadczą szczegółowe tytuły kolejnych rozdziałów 
poczynając od wstępnego, k tóry  poświęcono pam ięci Earla W. Sutherlanda, odkrywcy 
cyklicznego AMP. A oto wykaz omówionych zagadnień:

— Izolowanie frakcji kom órkowych w drodze frakcjonow ego wirowania.
— W iązanie ligandów przez receptory: teoria.
— Regulacja w ewnątrzkom órkowego poziomu cyklicznego AMP: zniesienie w ra ­

żliwości cyklaz adenylowych na stym ulację przez horm ony oraz kom partm eu- 
talizacja cyklicznego AMP.

— In terakc ja  glukagenu z izolowanymi błonam i cytoplazm atycznym i kom órek 
w ątroby: miejsca wiążące (znaczenie i możliwości pomiarów).

— W iązanie horm onu przez receptory: w azopresyna.
— Skutki działania choleragenu (egzotoksyny produkow anej przez Vibrio Cho- 

lerae) i fluorku na cyklazę adenylową.
— S tym ulacja cyklazy adenylowej w tarczycy.
— Cyklaza guanylowa.
— Regulacja aktywności fosfodw uesterazy przez cykliczne AMP.
— Teoretyczne sym ulacje działania t.zw. układu cyklicznego AMP (aktyw acja 

kinaz białkowych przez cykliczne AMP oraz konsekwencja obecności w bło­
nach cytoplazm atycznych cyklazy adenylow ej i fosfodiesterazy na w ew nątrz­
kom órkowe rozmieszczenie i przem iany cyklicznego AMP).

— K ontrola procesów m etabolicznych jako efekt fosforylacji białek przez cyklicz­
ne AMP.

— W iązanie cyklicznego AMP i cyklicznego GMP przez receptory tkankowe.
— Oznaczanie cyklicznego AMP w m ateria le  biologicznym.
— Oznaczanie cyklicznego GMP w m ateria le  biologicznym.
— M etody badania m etabolizm u cyklicznego AMP w nienaruszonej komórce.
— K ontrola układów cyklaz adenylowych przez nukleotydy.
— M etabolizm cyklicznego AMP w hodowanych in vitro  fibroblastycznych i na­

błonkowych kom órkach.
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— Analogi nukleotydów  cyklicznych.
— M orfologia m ikrotubuli.
— Cykliczne AMP a m ikrotubule.
— Prostaglandyny a cykliczne nukleotydy.
— Nowe badania nad rolą cyklicznego AMP w  działaniu glukagonu i epinefryny.
— Rola cyklicznego AMP w regulacji m etabolizm u glikogenu.
— Cykliczne AMP a dehydrogenaza pirogronianowa.
— Cykliczne AMP a biosynteza białka.
— Cykliczne AMP a kontrola lipolizy w kom órkach tłuszczowych szczura.
— Badanie m echanizm ów działania horm onów tarczycy na kom órki tłuszczowe.
— Cykliczne nukleotydy i wapń a transpo rt jonów.
— W ydzielanie insuliny — rola i sposób działania cyklicznego AMP.
— Efekty działania cyklicznego AMP na funkcje kom órek B.
— Rola cyklicznego AMP w przednim  płacie przysadki.
— Udział cyklicznego AMP w m echanizm ach działania niektórych hormonów 

przysadki (LH i FSH) na kom órki jąder.
— Rola cyklicznego AMP w regulacji tonusu m ięśnia gładkiego.
— Regulacja m etabolizm u kom órek gruczołowych tarczycy.
— C harak ter w zrostu fibroblastów , powierzchnia kom órek a cykliczne AMP.
— S tru k tu ra  chrom atyny i fosforylacja histonów w toku cyklu komórkowego.
— Cykliczne nukleotydy a adhezja i ruch kom órek po podłożu (autor proponuje 

in teresu jący  model w yjaśniający mechanizm y adhezji lokomocji komórek).
— Cykliczne AMP a ekspresja cech odróżniających kom órki praw idłow e i nowot­

worowe.
— N ukleotydy cykliczne a wzrost kom órek.
— Cykliczne AMP a różnicowanie mioblastów.
W końcowym w ykładzie przedstaw iono nieliczne dotąd dane mówiące o zm ianach 

w intensywności przem ian nukleotydów  cyklicznych obserwowanych u chorych w róż­
nych stanach patologicznych.

Ze względu na wszechstronność opracowania i charak te r w ykładu książka pt. 
„Eucaryotic Celi Function and G row th: Regulation by In teracellu lar Cyclic Nucleoti- 
de” w inna się znaleźć w bibliotece każdego laboratorium , w których prowadzi się b a ­
dania w zakresie biologii komórki.

Z. Zielińska

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

Plenum Press, New York and London, 1976

Jednym  z najistotniejszych narzędzi biologii m olekularnej jest m etodyka rozdzie­
lania oraz charakteryzow ania białek obecnych w m ateria le  biologicznym. Rozwój tej 
dziedziny w ciągu ostatnich k ilkunastu  la t był niezw ykle dynam iczny i doprowadził 
do pow stania szeregu zupełnie nowych lub udoskonalonych technik. B rak jednak było 
do niedaw na w ydaw nictw a system atyzującego te osiągnięcia i pozwalającego zapoznać 
się z nowymi technikam i bez poszukiw ania wiadomości o nich rozsianych w lite ra tu ­
rze naukowej.

Lukę tę w ypełniła w dużym stopniu om awiana tu  książka, w ydana w serii „Biolo-
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gical Separations . Poszczególne rozdziały, z k tórych każdy stanow i odrębną całość 
opatrzoną spisem lite ra tu ry , poświęcono różnym  technikom , pow ierzając opracowanie 
każdego z nich specjaliście w zakresie danej techniki. Uwzględniono przy tym  podsta­
wy teoretyczne, stosowaną aparatu rę , zalety i ograniczenia oraz możliwości zastoso­
w ania om awianych technik.

Książkę wydano bardzo starannie. Tom 2 liczy 326 stron tekstu  zaw ierającego 
łącznie ponad 1000 rysunków , fotografii, w ykresów  i tabel oraz indeks rzeczowy. W re ­
cenzowanym tom ie szczególnie wiele m iejsca poświęcono elektroforezie w  żelu poli- 
akryloam idow ym . Najdłuższy, bo liczący ponad 100 stron rozdział 2 zajm uje się no­
wym podejściem do tej techniki. A utorzy (A. Chram bach, T. M. Jovin, P. J. Svendsen 
i D. Rodbard) opracowali „stra teg ię” zm ierzającą do umożliwienia nieprzypadkowego, 
celowego w yboru w arunków  optym alnych dla elektroforetycznego rozdziału m a teria ­
łu biologicznego i wyizolowania określonych cząsteczek w postaci jednorodnej. S tra ­
tegia ta  oparta  jest na dokładnej analizie zależności rozdziału badanego m ateriału  
od w arunków  elektroforezy. W w yniku analizy znajduje się optym alne w artości pH 
oraz stężenia żelu zarówno dla rozdziału analitycznego jak  i preparatyw nego. Poza 
dokładnym  opisem postępow ania rozdział ten  zaw iera opisy budowy ap ara tu ry  oraz 
możliwości kom puteryzacji analizy wyników. E lektroforeza jest także tem atem  roz­
działu 5 (autor S. H jerten), w którym  omówiono zastosowanie elektroforezy p row a­
dzonej w roztw orze pozbawionym nośnika.

Rozdziały 3 i 4 (autor D. Rodbard) poświęcono teoretycznym  podstawom  oznacza­
nia ciężaru cząsteczkowego na drodze sączenia oraz elektroforezy w żelu poliakrylo- 
amidowym. Technice analitycznej poświęcono także rozdział 1 (autor G. K. Ackers). 
Opisano w nim nowy sposób obserw acji ruchu  m akrocząsteczek w  trakc ie ich chro­
m atografii kolumnowej. Sposób ten  polega na cyklicznej analizie absorpcji św iatła 
ultrafioletow ego o określonej długości fali przez kolum nę na całej jej długości. A na­
lizę taką um ożliwia kolum na przesuw ająca się synchronicznie względem optycznego 
układu analizującego.

Rozdziały 6 (autor S. H jerten) i 7 (autor B. H. J. Hofstee) poświęcono technice 
zwanej często „chrom atografią hydrofobow ą”, przy czym oddzielnie omówiono dwa 
w arian ty  techniki. W jednym  z nich rozdział białek opiera się głównie na oddziały­
waniach hydrofobowych (hydrophobic interaction chromatography), podczas gdy 
w  drugim  (hydrophobic adsorption chromatography) w ykorzystuje się zarówno od­
działyw ania hydrofobowe jak  i hydrofilowe pomiędzy białkiem  a ligandem  zw iąza­
nym  na wysokocząsteczkowym nośniku. O statni 8 rozdział (autor L. H. K irkegaard) 
zajm uje się chrom atografią sitow o-sorpcyjną (sievorptive chromatography), wyko­
rzystu jącą przy rozdziale białek proces sączenia m olekularnego w  połączeniu z wy­
m ianą jonową lub innym  rodzajem  sorpcji.

O m awianą książkę polecić można przede wszystkim  biochemikom — zarówno 
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”, p raca zbiorowa pod redakcją  P. P. N aira i D. K ritchew sky’ego, 
jest 3-tomowy w ydaniem  obejm ującym  kom pletny przegląd współczesnej wiedzy
o kw asach żółciowych. Tom 1 („The Bile Acids”, vol. 1: Chemistry), k tóry  ukazał się
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w 1971 roku, om awiał aspekty chemiczne i fizyko-chem iczne kw asów  żółciowych oraz 
metody izolowania i oznaczania tych związków w m ateria le biologicznym. Tom 2 
(„The Bile Acids”, vol. 2: „Physiology and M etabolism ”) wydany w  1973 roku zaw ierał 
dane dotyczące fizjologii i m etabolizm u kwasów żółciowych, ze szczególnym uwzględ­
nieniem ich biogenezy, transpo rtu  oraz wpływu horm onów i różnych czynników fa r ­
makologicznych na metabolizm  tych kwasów.

W 1976 roku ukazał się tom 3 („The Bile Acids”, vol. 3: Pathophysiology), w opra­
cowaniu którego, podobnie jak  tomów poprzedzających, wziął udział zespół w ybitnych 
specjalistów  z różnych krajów . W dziewięciu rozdziałach tego tom u przedstaw iono da­
ne o roli kwasów żółciowych w patogenezie niektórych procesów chorobowych, omó­
wiono m echanizm y m olekularnej in te rakcji kwasów żółciowych z enzymami, opisano 
krótko metody oznaczania kwasów żółciowych w tkankach  oraz wpływ pokarm u roś­
linnego na przem ianę kw asów  żółciowych.

W rozdziale I, om awiającym  zagadnienie w ystępowania kw asów  żółciowych 
w mózgu, zebrano dane dotyczące najnowszych badań nad biosyntezą kw asów  żółcio­
wych przez tkankę mózgową. T kanka mózgowa jest szczególnie bogatą w  cholesterol, 
będący zasadniczym substra tem  w biosyntezie kw asów  żółciowych, a ponadto w ystę­
pują w niej praw ie w szystkie enzymy uczestniczące w syntezie tych kwasów. W związ­
ku z czym można było przyjąć, że w pewnych schorzeniach pow odujących w ystąp ie­
nie zaburzeń w przem ianie cholesterolu, może dojść do nagrom adzenia się w mózgu 
zwiększonej ilości kw asów  żółciowych (nie pochodzących z wątroby), działających jako 
naturalny  czynnik dem ielinizujący w łókna nerwowe.

Rozdział 2 trak tu je  w  sposób bardzo ogólny zagadnienie metodologii izolowania 
i oznaczania kwasów żółciowych w tkankach. W ynika to przypuszczalnie z tego, że jest 
on uzupełnieniem  danych zaw artych w  tom ie 1.

Rozdział 3 poświęcony jest problem owi in te rakcji kwasów żółciowych z m akro­
cząsteczkami. Kwasy żółciowe są związkami, k tó re  ze względu na swoje specyficzne 
właściwości fizyko-chem iczne mogą oddziaływać z różnym i biologicznie aktyw nym i 
białkam i zaw artym i w  kom órkach w ątroby, jak  i w  całym  przewodzie pokarm owym . 
A ktyw acja lub ham owanie enzymów, blokowanie receptorów  kom órkowych, w skazuje 
na ważną rolę kwasów żółciowych w  regulacji przem ian ustrojow ych, zwłaszcza tych 
związanych z procesem przysw ajania pokarm u.

W rozdziałach 4 i 5 omówiono biochemiczne i fizjologiczne m echanizm y za po­
średnictw em  których kw asy żółciowe uczestniczą w indukow aniu i nasilaniu już is t­
niejących schorzeń w ątroby. Z tego względu, że w szystkie reakcje syntezy i w iązania 
kwasów żółciowych odbyw ają się głównie w w ątrobie, schorzenia tego narządu w pły­
w ają w sposób istotny na zm iany w składzie żółci oraz na ich zaw artość w  krw i k rążą­
cej. C harak ter zaburzeń w przem ianie kwasów żółciowych zależy od rodzaju  p ro ­
cesu chorobowego toczącego się w w ątrobie. Jedną z konsekwencji zaburzeń w  prze­
m ianie tych kwasów jest tw orzenie się kam ieni żółciowych. Poza szczegółowym opisem 
mechanizm ów tw orzenia kam ieni żółciowych, przedstaw iono również dane w y jaśn ia ją­
ce drogi, za pośrednictw em  których egozogenne kw asy żółciowe mogą zapobiegać tw o­
rzeniu się kam ieni.

W rozdziale 6 przedstaw iono w yniki dotyczących badań nad metobolizem em  kw a­
sów żółciowych u chorych z wrodzonymi w adam i metabolicznymi, dotyczącymi defek­
tu w  utlen ian iu  łańcucha bocznego cholesterolu. K onsekw encją tych zaburzeń jest 
zwiększone odkładanie się cholesterolu i cholestanu w  taknkach, zwłaszcza w mózgu 
i ścięgnach (Cerebrotendinous X anthom athosis). U chorych tych stw ierdza się zm niej­
szenie zaw artości kwasów żółciowych w żółci, a towarzyszy tem u zwiększenie zaw ar­
tości alkoholi żółciowych. Podanie egzogennego kw asu dezoksycholowego łagodzi cięż­
kość przebiegu schorzenia, co łączy się ze zm niejszeniem  syntezy cholesterolu i obni­
żeniem jego zaw artości w tkankach.
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W rozdziałach 7 i 8 zebrano dane w skazujące na ważną rolę, jaką mogą odgrywać 
kw asy żółciowe w  etiologii rak a  przewodu pokarmowego, a zwłaszcza je lita  grubego. 
W ynika to między innym i z podobieństwa struk turalnego  kwasów żółciowych do sil­
nie rakotw órczego węglowodoru jakim  jest 3-m etylocholantren oraz faktu , że udało 
się dokonać konw ersji kw asu dezoksycholowego w ten związek, z udziałem  m ikroflory 
jelitow ej.

Rozdział 9 om awia wpływ diety roślinnej na obniżenie stężenia lipidów w  su­
rowicy krw i, poprzez stym ulację zwiększonego w ydalania kwasów żółciowych z k a ­
łem. Jakkolw iek m echanizm  tego oddziaływ ania nie jest jeszcze ostatecznie w yjaśnio­
ny, przypuszcza się, że odbywa się to przez tw orzenie kompleksów między kw asam i 
żółciowymi a celulozą, hemicelulozą, ligniną i innym i składnikam i włókien roślinnych, 
k tóre są w ydalane z organizm u.

W ydaje się, że om awiany tom 3 „The Bile Acids”, podobnie jak  tomy 1 i 2 może 
stanow ić cenne uzupełnienie wiedzy biochem ika o przem ianach i roli, jaką spełniają 
kw asy żółciowe w organizm ie ludzkim. Szczególnie należy polecić go biochemikom 
zatrudnionym  w naukow ych pracowniach przyklinicznych. Być może, że przeczytanie 
tej książki skłoni w ielu z nich do podjęcia badań w zakresie m etabolizm u kwasów żół­
ciowych, k tóre są m ało popularne wśród naszych biochemików.

W. L u tz

Methods in Membrane Biology 
Tom 6, red. E. D. Korn,

wyd. Plenum Press New York and London, str. 248.

Recenzowany tom  om awia metody izolacji błon plazm atycznych, organelli i błon 
w ew nątrzkom órkow ych z kom órek priokariotów  i eukariotów . Autorzy podkreślają, 
jak  niezw ykle ważne dla poznania mechanizm ów funkcjonow ania organizmów jest 
zagadnienie otrzym yw ania czystych, dobrze zdefiniowanych organelli i frakcji sub- 
kom órkowych.

A utoram i I rozdziału, pt. Cell Fractionation techniques są H. Beaufay i A. A m ar- 
-Costesce, w spółpracownicy prof. De Duvego z pracowni m ającej ogromne zasługi 
w opracow aniu technik  izolacji frakcji subkom órkowych. W rozdziale tym  przedsta­
wione zostały teoretyczne i praktyczne zasady izolacji frakcji subkom órkowych przy 
użyciu techniki w irow ania różnicowego, w irow ania w gradiencie gęstości oraz w iro­
w ania przy użyciu rotorów  zonalnych. Autorzy podają ogólne zasady, jakim i należy się 
kierow ać przy w yborze m etody homogenizacji i izolacji frakcji w zależności od ro ­
dzaju m ateria łu  zużytego do badań. Podano też metody oznaczania czystości o trzym a­
nych frakc ji w raz z krytycznym  omówieniem w artości poszczególnych testów. Na 
przykładzie tkanki w ątrobow ej omówiono sposoby prezentacji in te rp re tac ji otrzym a­
nych wyników.

Trzy następne rozdziały tom u dotyczą kom órek bakteryjnych.
Kom órki te posiadają prostszą budowę aniżeli kom órki eukariotów . W bakteriach 

gram -dodatnich  szereg procesów m etabolicznych zachodzi jedynie w błonie plazm a- 
tycznej i mesosomach, w  bakteriach  gram -ujem nych w zew nętrznej i w ew nętrznej 
błonie. Mimo to izolacja błon kom órek bak tery jnych  jest trudna  ze względu na obec­
ność ściany kom órkow ej. W rozdziale II pt. M ethods of isolation and characterization  
of bacterial m em branes, au tor dr Salton om awia krytycznie użyteczność dotychczas
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stosowanych m etod izolacji błon z kom órek bakteryjnych. Rozdział III  pt. Selection  
of bacterial m utants defective in fa tty  acid synthesis for the study of m em brane bio­
genesis napisany przez dr S ilberta jest ciekawy z ogólno-biologicznego punktu  w i­
dzenia, gdyż dotyczy badań nad m echanizm em biogenezy błon, głównie lipidowego ich 
składnika. Rozdział IV pt. Isolation and characterization of m em brane binding pro­
teins  omawia rolę oraz metody izolacji tzw. białek wiążących (binding proteins), grupy 
białek o stosunkowo niskich ciężarach cząsteczkowych i posiadających odw racalną 
zależność w iązania substancji w specyficznych system ach transportu jących.

R easum ując om awiany tom zaw iera szereg wiadomości teoretycznych i m etodycz­
nych i dzięki obszernej, ak tualnej litera tu rze  jest cenną pozycją dla wszystkich b ad a­
czy zajm ujących się błonami.

G. M. Sarzała

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

Plenum  Press, New York, London 1976, 445 stron

Lipoproteidy niskiej gęstości (w skrócie LDL) odpow iadające elektroforetycznej 
frakcji beta  lipoproteidów  są główną frakcją  transpo rtu jącą  cholesterol w osoczu. 
B iałka te  są obecnie przedm iotem  bardzo intensyw nych badań przede wszystkim  
w związku z przypisyw aną im rolą w pow staw aniu zm ian miażdżycowych. U kazująca 
się ogrom na ilość publikacji zarówno w czasopismach biochemicznych jak  lekarskich  
jest praw ie niemożliwa do opanowania bez opracowań tem atycznych dotyczących po­
szczególnych dziedzin tego zagadnienia.

O m aw iana książka stanow i zbiór artykułów  om awiających w w yczerpujący spo­
sób (piśm iennictwo do roku 1975 włącznie) różne aspekty badań nad lipoproteidam i 
niskiej gęstości. W pięciu częściach zaw ierających razem  15 rozdziałów 16 autorów  
przedstaw ia kolejno szczegółowe dane na tem at budowy i metod izolowania tych b ia­
łek, ich m etabolizm u w  osoczu oraz kom órkach człowieka. Obszerna część książki 
om awia genetycznie uw arunkow ane hiperlipoproteinem ie oraz a-(3-lipoproteinemię —- 
wrodzony b rak  LDL. W równie obszernej części zestawione są dane na tem at lipo­
proteidów  niskiej gęstości u różnych gatunków  ssaków i kręgowców niższych grup. 
Osobna część dotyczy związku lipoproteidów  niskiej gęstości z miażdżycą. W różnych 
częściach książki omówiono w ym ianę fizykochemiczną lipidów w układach biologicz­
nych, polim orfizm  genetyczny LDL, reakcje lipoproteidów  ze zw iązkam i drobno i w iel­
kocząsteczkowymi, wpływ w ysiłku fizycznego na lipidy i lipoproteidy osocza i możli­
wości farm akologicznego leczenia hiperlipoproteinem ii.

Na specjalną uwagę zasługują następujące rozdziały: Eisenberga o syntezie LDL,. 
ich m etabolizm ie i regulacji ze względu na zwięzłe, syntetyczne ujęcie zagadnienia, 
K ostnera o polim orfizm ie genetycznym  — reasum ujący i porządkujący liczne doniesie­
nia na ten  tem at i C alverta o lipoproteidach niskiej gęstości u różnych ssaków — ze 
względu na w yjątkow o obszerne zestaw ienie literatury .

O m aw iane wydawnictwo w  zasadzie nie zajm uje się innym i frakcjam i lipopro- 
teidowym i, jednak ze względu na bardzo ścisłe powiązania zarówno m etaboliczne jak  
i m etodyczne zagadnienia te  trudno  całkowicie rozdzielić i w  prak tyce czytelnik zna j­
dzie bardzo dużo inform acji dotyczących również lipoproteidów  wysokiej gęstości 
(HDL lub  alfa lipoproteidów) oraz m etabolizm u w szystkich lipoproteidów  osocza.
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M etabolizm LDL wciąż jeszcze zaw iera bardzo w iele nie w yjaśnionych punktów . 
Przedstaw iony w książce schem at stanow i jedynie hipotezę roboczą, do k tórej bardzo 
dużo argum entów  dostarczają badania nad stanam i patologicznymi zwłaszcza gene­
tycznie uw arunkow anym i w adam i m etabolizm u — hiperlipoproteinem iam i i innym i. 
Zagadnienie w zajem nego oddziaływ ania lipoproteidów  i kom órek jest bardzo istotne 
w procesach regulacji syntezy cholesterolu i ściśle związane z przyczynam i pow sta­
wania miażdżycy. Spraw a odkładania lipidów w kom órkach ściany naczyniowej po­
ruszana jest w  wielu rozdziałach omawianego w ydawnictwa.

K siążka w ydana jest bardzo starannie. S tanow i bardzo cenną pozycję dla bioche­
mików zajm ujących się lipoproteidam i osocza, dla zakładów biochemii klinicznej i dla 
lekarzy in tern istów  i neurologów.

H. W ehr
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— do dnia 10 miesiąca, poprzedzającego okres prenumeraty na pozostałe 

okresy roku bieżącego.
Jednostki gospodarki uspołecznionej, instytucje i organizacje społeczno- 
-polityczne składają zamówienia w miejscowych Oddziałach RSW „Prasa- 
-Książka-Ruch”.
Zakłady pracy w miejscowościach, w których nie ma Oddziałów RSW 
oraz prenumeratorzy indywidualni, zamawiają prenumeratę w urzędach 
pocztowych lub u doręczycieli.
Prenumeratę ze zleceniem wysyłki z a  g r a n i c ę ,  która jest o 50°/o droż­
sza od prenumeraty krajowej, przyjmuje RSW „Prasa-Książka-Ruch”, 
Centrala Kolportażu Prasy i Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00-958 W ar­
szawa, konto PKO nr 1531-71 — w terminach podanych dla prenumeraty 
krajowej.
Bieżące i archiwalne numery można nabyć lub zamówić we Wzorcowni 
Wydawnictw Naukowych PAN-Ossolineum-PWN, Pałac Kultury i Nauki 
(wysoki parter) 00-901 Warszawa oraz w księgarniach naukowych „Domu 
Książki”.

A subscription order stating the period of time, along with the subscribe’s 
name and address can be sent to your subscription agent or directly to 
Foreign Trade Enterprise Ars Polona-Ruch, 00-068 Warszawa, 7 Krakow­
skie Przedmieście, P.O. Box 1001, Poland. Please send payments to the 
account of Ars Polona-Ruch in Bank Handlowy S.A., 7 Traugutt Street, 
00-067 Warszawa, Poland.
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu  i w prow adzania 
popraw ek nie w pływ ających na treść pracy.

Piśm iennictwo: W artykule należy cytować prace oryginalne z o sta t­
nich kilku  la t oraz najw ażniejsze artyku ły  przeglądowe om awiające 
przedstaw ioną dziedzinę z uw zględnieniem  artykułów  opublikowanych 
w  „Postępach Biochem ii”. W tekście należy podawać jedynie nazw iska 
badaczy, k tórych prace m ają podstawowe znaczenie w  przedstaw ianej 
dziedzinie. Om awiane prace trzeba num erow ać w  kolejności ich cytow a­
nia w  tekście. Wykaz piśm iennictw a zatem  obejm uje prace opatrzone k o ­
lejnym i num eram i, ale nieuporządkow ane alfabetycznie. Odnośniki biblio­
graficzne w inny mieć form ę zalecaną przez K om isję W ydawców Czaso­
pism Biochemicznych M iędzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według 
Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, (1) np.

P ispa J. P., B uchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247,
181—184.

Cytując w ydaw nictw a książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) 
in icjały autora(ów), rok w ydania, ty tu ł książki, nazwisko(a) i inicjały 
jej redaktorów (a), tom, pierw szą i ostatn ią stronę cytowanej publikacji, 
nazwę w ydaw nictw a oraz miejsce w ydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longm ans 
G reen and Co., London;

G ran t J. K., (1969) w  Essays in Biochemistry, red. Campbell P.N., 
G reville G. D., t. 5, str. 1—58; Academic Press, London

Załączniki: Każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na  oddziel­
nych k artk ach  i opatrzyć kolejnym  num erem  odpow iadającym  num erow i 
użytem u w  tekście, oraz oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazw is­
kiem  pierwszego au to ra i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tabele należy kolejno num erow ać cyfram i arabskim i. Tytuł tabeli
i nagłówki ru b ry k  w inny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich 
(jakiej) prac(y) pochodzą inform acje podane w  tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schem aty lub fotografie należy opatrzyć 
num eracją w  kolejności ich omówienia w tekście. P rzy jm uje się zasadę 
num eracji rycin  cyfram i arabskim i, a wzorów cyfram i rzym skim i. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe) powinny być w ykonane na  papierze 
matowym. Pozostałe ryciny należy w ykonać tuszem  na białym  papierze 
lub na kalce technicznej. W ym iar ryciny nie powinien być m niejszy niż 
10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ram ki 
ujm ujące w ykresy można wykonać lin ią cieńszą niż linie w łaściwe w y­
kresu. Cyfry i litery  służące do opisu rysunku  powinny mieć wysokość 
nie m niejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótam i. Osie w ykresów  natom iast w in ­
ny być opatrzone napisem  łatw o zrozumiałym. Dla oznaczenia punktów  
doświadczalnych można stosować następujące symbole: O D  A  •  ■ ▲. 
Rycinę należy opatrzyć na  odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołów­
kiem). Decyzję o stopniu zm niejszenia ryciny podejm uje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinam i pow inny być dołączone na od­
dzielnej kartce. Oznaczenia, których nie można w pisać na  maszynie, 
należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem.

Ze względu na w ew nętrzną spoistość artyku łu  zaleca się autorom  
konstruow anie oryginalnych rysunków  i zbiorczych tabel na  podstaw ie 
danych z piśm iennictw a. P raw ie w szystkie czasopisma zastrzegają sobie 
wyłączność druku prac w raz z ich dokum entacją (Copyright). P rzed 
w łączeniem  tabel, w ykresów  czy schem atów do artyku łu  przeznaczonego 
do publikacji w  Postępach Biochem ii należy uzyskać zgodę na przedruk
i przedłożyć ją  Redakcji.

Redakcja prosi o właściwe pakow anie artykułów , aby zabezpieczyć 
m aszynopisy i ilu stracje  przed pogięciem.
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