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I. Ukfad krzepniecia krwi

Badania nad krzepnieciem krwi przez wiele lat uchodzity i nadal
w przekonaniu wielu biochemikoéw uchodzg za dziedzine szczegélng i upra-
wiang przez zamkniety krag specjalistéw. Gtéwng metodg stosowang byto
oznaczenie czasu krzepniecia samego osocza ludzi chorych lub w miesza-
ninach z osoczem zdrowych, surowicg i réznymi ich frakcjami, z jadami
zmij oraz z lipidami i lipoproteinami z réznych zrédet. W 1964 r. Miedzy-
narodowy Komitet Czynnikéw Krzepniecia Krwi uznat, ze istniejg prze-
konywujgce dowody na istnienie czynnikdw Kkrzepniecia zestawionych
w Tabeli 1

Tabela 1
Nomenklatura czynnikéw krzepnigcia krwi

Symbol Nazwa potoczna
Czynnik | Fibrynogen
Czynnik 11 Protrombina
Czynnik 111 Tromboplastyna tkankowa
Czynnik 1V Jony wapnia

Czynnik V Proakceleryna

Czynnik VII Prokonwertyna

Czynnik VIII  Czynnik antyhemofilowy

Czynnik IX Czynnik Christmasa

Czynnik X Czynnik Stuarta

Czynnik XI Plasma thromboplastin antecedent (PTA)

Czynnik XII Czynnik Hagemana

Czynnik X1l Czynnik stabilizujacy fibryne, transglutaminaza
osoczowa

Biatka uczestniczace w krzepnieciu lecz nie wiaczone formalnie do listy czyn-
nikéw krzepniecia:
Kalikreinogen — czynnik Fletchera
Wielkoczasteczkowy kininogen osoczowy — czynnik Fitzgeralda, Williamsa,
Flaujac

Do tego czasu jednak bardzo nieliczne czynniki krzepniecia wyizolo-
wano w stanie wysokiego oczyszczenia i scharakteryzowano. Dowodem
koronnym odrebnosci poszczeg6lnych czynnikow krzepniecia osoczowego
byty wrodzone, dziedzicznie przekazywane ich niedobory. Do listy tej nie
dopisano zadnego dalszego czynnika choé wykryto, ze co najmniej dwa
inne biatka osocza sg niezbedne dla szybkiej i wydajnej aktywacji czyn-
nika Hagemana, ktora jest mechanizmem zaptonowym tancuchowej reak-
cji krzepniecia bez udziatu czynnika tkankowego czyli w tzw. ukfadzie
wewnatrzpochodnym.

Biatka te okazaty sie identyczne z kalikreinogenem i wysokoczastecz-
kowym kininogenem a wiec sktadnikami osoczowego uktadu kininotwor-
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czego. Postep w tym zakresie oméwiono w pracach przegladowych ogto-
szonych niedawno w krajowych czasopismach (1, 2).

W ostatnich latach poznano strukture i funkcje wiekszosci czynnikéw
krzepniecia. Badania nad uktadem Kkrzepniecia krwi przeszty z poziomu
Sledzenia zjawisk w uktadach nieoczyszczonych na poziom molekularny.

Ukfad wewnatrzpochodny
Powierzchnia
Wysoko czasteczkowy kininogen

Kalikreinogen

Ukfad zewnatrzpochodne

5 cz.Xlla %
b Kalikreina
cz.Xlla
c2.Xl cz.Xla cz.Xla
/C;\\ /—\
czX cz.Xa czVlla czVl
c;l.Vm Trombo-
Ca", PL plastyna-
cz.X cz. tkankows cz.X
czV
Ca') PL
Prototrombina Trombina
Fibrynogen Fibryna

cz.Xllla

Fibryna stabilizowana

Schemat 1. Krzepniecie krwi w uktadzie wewnatrz i zewnatrzpochodnym

Pierwszg reakcja scharakteryzowang w tych kategoriach byto wykrzepia-
nie fibrynogenu przez trombine. Od Kowarzyka (3), Beilleya
i wsp. (4) oraz Loranda (5 pochodzg najwcze$niejsze dowody, ze jest
to reakcja ograniczonej proteolizy, ktéra polega na odszczepieniu od di-
merycznej czasteczki fibrynogenu sktadajgcej sie z 3 par tanicuchow (Aa2
B32 y2 2 par drobnych peptydéw nazwanych fibrynopeptydami A i B.
Zbadano kinetyke tej reakcji i ustalono strukture pierwszorzedowg pepty-
déw odszczepianych od fibrynogenu wielu odlegtych od siebie gatunkow.
Wykazano duza zmienno$¢ ewolucyjng wiekszosci sekwencji z wyjatkiem
niektérych reszt warunkujacych specyficznos¢ dla dziatania trombiny
®, 7).

Stwierdzono, ze trombina jest proteazg serynowg przytgczajgca dwu-
izopropylofluorofosforan do swego centrum aktywnego. Wykazuje ona
duzg homologie sekwencji w obszarze centrum aktywnego wobec innych
proteaz serynowych nie tylko ssakéw, lecz réwniez tak odlegtych gatun-
kowo, jak np. kokonaza Anthaera polyphemus lub trypsyny rozgwiazd
i krewetek (8).

Z biegiem czasu wykryto, ze wiekszos¢ osoczowych czynnikéw krzep-
niecia jest zymogenami, ktore ulegajg kolejno przeksztatceniu w aktywne
proteazy serynowe na drodze ograniczonej proteolizy. Enzymem o innej
naturze jest tylko czynnik XIII tzw. czynnik stabilizujgcy fibryne. Kata-
lizujgc przeniesienie grupy y-aminowej glutaminy w pozycje e-aminowej
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grupy lizyny z réwnoczesnym uwolnieniem amoniaku, wprowadza on do
fibryny kowalencyjne miedzytancuchowe wigzania krzyzowe. Dlatego tez

180 185 190

Kokonaza A.polyphemus Asp Ala Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Gin Asn Ala Gly Arg
Trypsyna wofu Asp Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro val Val Cys Ser Gly Lys
Trypsyna owcy Asn Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Cys Ser Gly Lys
Trypsyna $wini Asn Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val val Cys Asn Gly Gin

Trypsyna ryby dwudysznej Asn Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Cys Asn Gly Gin
Proteaza streptomyces griseus Asp Thr Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Met Phe Arg Lys Asp Asn

Trombina wofu Asp Ala Cys Glu Gly Asp Ser Gly Gly Pro Phe Val Met Lys Ser Pro
Trypsyna rozgwiazd Ser Cys Gin Gly Asp Ser Gly Gly Pro Val Val Cys
Trypsyna krewetek Asp Ser Cys Glu Gly Asp Ser Glu Gly Pro Leu Ala Cys Cys Ser Asn

Ryc. 1. Sekwencja aminokwasow w obszarze centrum aktywnego trombiny i proteaz
serynowych zwierzat réznych gatunkoéw.
Numeracja reszt aminokwasowych odpowiada trypsygenowi wotowemu

czynnik XIII jest dzi$ przewaznie kreslany jako transglutaminaza osoczo-
wa (9, 10). Nie wykryto aktywnos$ci enzymatycznej czynnikéw V i VIII,
ktore petnig role kofaktorow. Wszystkie proteazy serynowe uktadu krzep-
niecia i fibrynolizy majg specyficzno$¢ podobng do trypsyny. Rozrywajg
one w biatkach wigzania arginylowe i lizylowe oraz hydrolizujg synte-
tyczne estry i amidy argininy i lizyny (11).

Na uwage zastugujg dwie réznice funcjonalne pomiedzy proteazami
krzepniecia a trypsyng i innymi endopeptydazami trzustkowymi. Po
pierwsze proteazy krzepniecia majg bardzo waska specyficznos¢, np. trom-
bina hydrolizuje tylko 4 sposrod okoto 150 wigzan arginylowych w czas-
teczce fibrynogenu, a aktywny czynnik X tylko 2 sposréd 45 wigzan argi-
nylowych protrombiny (6, 12).

Po drugie wiekszos¢ proteaz krzepniecia w fazie rozpuszczalnej dziata
z bardzo matg szybkoscig na specyficzne substraty biatkowe. Reakcje
proteolitycznej aktywacji osoczowych czynnikéw krzepniecia przebiegajg
z duzg szybkos$cig po adsorbcji enzymu i substratu, a w wiekszosci przy-
padkéw takze kofaktora, na odpowiedniej powierzchni. W procesie akty-
wacji czynnika XII takg naturalng powierzchnig jest kolagen, a czynnika
VII lipoproteina tkankowa, ktérej obecnosé¢ wykryto w btonach wiekszosci
komorek (13). W warunkach fizjologicznych aktywacja czynnikéw IX,
X i protrombiny przebiega szybko w kompleksach z fosfolipidami po-
wierzchni ptytek (14, 15). Stajg sie one dostepne dla osoczowych czynni-
kow krzepniecia po zadziataniu na ptytki takich czynnikéw jak trombina,
ADP, kolagen, tromboksany, endotoksyny lub kompleksy immunologicz-
ne. Fosfolipidy bton ptytki okre$la sie nieraz jako czynnik tromboplastycz-
ny ptytek PF3.

Il. Czynniki krzepniecia zalezne od witaminy K

Synteza czterech sposrod zymogendw krzepniecia zachodzi w watrobie
i wymaga obecnosci witaminy K. Sg to protrombina i czynniki VII, IX
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i X. Obnizenie ich aktywnos$ci wywotane doustnym podawaniem anty-
koagulantow, antagonistow witaminy K lub spowodowane upo$ledzeniem
wchianiania witaminy K a takze ciezkimi uszkodzeniami watroby stanowi
najczestsze podtoze nabytych skaz krwotocznych u cztowieka.

I1-1. Protrombina

Sposrod tych czterech czynnikéw ,,zaleznych od witaminy K” najdo-
ktadniej zbadano protrombine wotu. Dotychczas uzyskane dane wskazujg
na bardzo duze podobieAstwo jej struktury i przemian z protrombing
ludzka (16, 17, 18, 19, 20). Protrombina wotu jest glikoproteidem zawie-
rajacym 8—10% cukréw o ciezarze czasteczkowym okoto 70 000. Skiada
sie ona z pojedynczego fancucha polipeptydowego o ustalonej w petni
sekwencji 582 reszt aminokwasowych. Stwierdzono, ze trzy ftancuchy
cukrowcowe protrombiny ztozone z cukréw obojetnych, glukozaminy,
kwasu sjalowego i sladowych ilosci galaktoaminy przytgczone sa do aspa-
ragin w pozycjach 77, 101 i 376. W tancuchu protrombiny wystepuje 12
mostkéw dwusiarczkowych, ktérych pozycje zostaty zlokalizowane (17, 18).

Aktywacja protrombiny. Fizjologicznym enzymem przeksztatcajagcym
protrombine w trombine jest aktywny czynnik X, czyli Xa. Po inkubacji
oczyszczonych preparatow protrombiny z czynnikiem Xa otrzymano 3
wielkoczateczkowe produkty, a mianowicie — pochodzacy z N-koncowego
odcinka macierzystej czasteczki tzw. fragment 1, zawierajacy sekwencje
1—156, kolejny fragment 2 (sekwencja 157—274) oraz trombine ztozong
z dwoch tancuchéw: lekkiego A zawierajacego 49 aminokwasow (275—324)
i fafcucha ciezkiego B, w sktad ktérego wchodzi 256 reszt aminokwaso-
wych. tancuchy te sg ze sobg potgczone mostkiem dwusiarczkowym.
Aktywne centrum serynowe znajduje sie w fancuchu B trombiny (16,
17, 18).

Jesli jednak przeprowadzono aktywacje protrombiny w obecnosci nis-
kich stezeh dwuizopropylofosforanu hamujacych dziatanie trombiny lecz
niewystarczajgcych dla inaktywacji czynnika Xa to okazato sie, ze czyn-
nik ten dokonuje tylko dwdch cie¢ w tancuchu protrombiny. Rozrywa on
mianowicie wigzanie pomiedzy Arg 274 i Tre 275, odszczepiajac od N-kon-

1 Xa Xa Protrombina
| i i

1 Fragment 1,2 2741

1

Trombina 308
taricuch A 49 tarncuch B 259

Ryc. 2. Aktywacja protrombiny wotu przez aktywny czynnik Xa

ca fragment stanowigcy prawie polowe catej czasteczki macierzystej;
rozszczepia takze pozostata czes¢ zawierajacg catg sekwencje trombiny na
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dwa tancuchy, dzigki rozerwaniu wigzania Arg 323—Ile324 (17, 21a, 22).
Rycina 3 pokazuje, ze sekwencja trzech kolejnych aminokwaséw poprze-
dzajgca oba wigzania hydrolizowane przez czynnik Xa jest identyczna
(16, 17, 18). Swoistos¢ dziatania trombiny wydaje sie by¢ takze determi-

Ala—Jte — Glu— Gly — Arg— Thr — Sei-—— Glu — Asn
Fragment 2 | tancuch A trombiny
Xa
Tyr— Ille — Glu — Gly — Arg — Kg — Val — Gtu — Gly
tancuch A | tancuch B trombiny

Xa

Ryc. 3. Sekwencje w okolicy wigzan zrywanych w protrombinie przez czynnik Xa

nowana przez krétkie sekwencje wyprzedzajace hydrolizowane wigzania
w fibrynogenie. Obserwacje te staty sie podstawg dla syntezy substratéw
chromogennych uzytecznych w badaniu proteaz serynowych krzepniecia
i fibrynolizy. Substratami tymi sg krotkie peptydy z C-kofAcowg argining
lub lizyng, do ktérych przytgczona jest p-nitroanilina. Pomiar adsorbcji
uwalnianej p-nitroaniliny w czasie inkubacji prébki badanej z substra-
tem pozwala oznacza¢ aktywno$¢ enzymu. Substrat dla badania aktyw-
nosci czynnika Xa produkowany przez f-me Kabi ma budowe Ille-Glu-
Gly-Arg-pNa. Substraty tego typu opracowano takze dla trombiny, plaz-
miny, kalikreiny osoczowej, urokinazy (23, 24).

Sprawdzono nastepnie, ze miejscem swoistego ataku trombiny jest
wigzanie pomiedzy Arg 156 i Ser 157. W wyniku jego rozerwania odszcze-
piany zostaje N-kohncowy fragment 1 i powstaje intermediat 1 zwany tez
pretrombing (16, 17, 18, 25). Fragmenty 1 i 2 wykazujg duzg wzajemng

Protrombina 582
Trombina

J

Fragment 1 156 . . )
[ e < Ryc. 4. Trawienie protrombiny przez
N Pretrombing 426 ( trombine

homologie. Oba zawierajg odcinki ztozone z 83 reszt, w ktérych wyste-
pujg 31 identyczne aminokwasy w tym identyczny nonapeptyd. W kaz-
dym z tych 83-aminokwasowych obszaréw obu fragmentéw wystepuja
mostki dwusiarczkowe, ktore zczepiajg tancuchy polipeptydowe w podwoj-
ne petle nazywane obrazowo ,,Kringle” co oznacza precel szwedzki (17, 18).
Obserwacje te sg interpretowane jako przekonywujacy dowod, ze frag-
ment 1i 2 powstaty w nastepstwie duplikacji genu. Interesujace z punktu
widzenia ewolucji biatek krzepniecia i fibrynolizy i ich pochodzenia od
wspdlnego prekursora jest stwierdzenie podobnych ,,Kringle” w N-koA-
cowym obszarze plazminogenu (26).
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Przemiana protrombiny w trombine pod wptywem czynnika Xa prze-
biega w roztworze z bardzo matg szybkoscig. Szybkos¢ te zwieksza obec-
no$¢ jondw Ca++ okoto 40-krotnie obecnos¢ jonow Ca++ wraz z fosfolipi-
dami przed 100-krotnie. Najczesciej do badan in vitro uzywa sie mieszani-
ny fosfolipidow ekstrahowanych z mézgu. Dziesigtki tysiecy razy szybsza

Fragment 1

Ryc. 5. ,,Kringle” — petle utworzone
przez wigzania dwusiarczkowe we
fragmentach 1 i 2 protrombiny.

Koétka odpowiadaja resztom aminokwa-
sowym. Kotka czarne przedstawiaja
reszty identyczne fragmentu 1 i frag-
mentu 2 zawierajacyh petle (kringle)
sprzezone wigzaniami S—S. Liczby
okreslajg pozycje reszt cystynowych
tworzacych mostki S—S; CHO — umiej-
scowienie cukrowca; litera A — reszty
kwasu karboksyglutaminowego (17, 18)

jest generacja trombiny gdy reakcja przebiega w kompleksie fosfolipidy-
protrombina-czynnik Xa i czynnik V (14, 16, 27, 28, 29, 30, 3la). Ten
ostatni czynnik, jak juz wspomniano, ma funkcje kofaktora. Uprzednie
zadziatanie trombiny na czynnik V jest warunkiem jego wigzania z pro-
trombing i czynnikiem Xa (16, 32, 33). Uwaza sie, ze w kompleksie z czyn-
nikiem V i fosfolipidem protrombina i czynnik Xa przybierajg optymalna
konformacje dostosowujacg substrat i enzym do bardzo szybkiego prze-
biegu reakcji (16, 30). Warto chyba przytoczy¢ obliczenie Jacksona
(34), ktéry podaje, ze w fizjologicznym kompleksie w ciggu 1 min powsta-
je taka ilos¢ trombiny, ktora pojawiataby sie po 1—2 tygodniowym dzia-
taniu samego czynnika Xa na protrombine.

Badania zmierzajgce do ustalenia jakie obszary czasteczki protrombiny
sg odpowiedzialne za wigzanie z fosfolipidami wykazaty, ze jest to frag-
ment 1, a wiec ten N-koncowy odcinek, ktéry odszczepia trombina. Pro-
trombina pozbawiona fragmentu 1, czyli pretrombina, jest z tg samg szyb-
koscig przeksztatcana w trombine przez czynnik Xa w obecnosci i nieobec-
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nosci fosfolipidu a izolowany fragment 1 znosi zdolno$¢ fosfolipidéw do
przytaczenia protrombiny i zwiekszania szybkosci jej aktywacji. Nato-
miast we fragmencie 2 protrombiny obecne jest miejsce wigzania czynni-
ka Va. Pozbawiona fragmentu 1, 2 protrombina moze niekowalecyjnie

Protrombina

Trombina

Fosfolipid blony

P G By

Ryc. 6. Schemat kompleksu fizjologicznej aktywacji protombiny

przytgcza¢ fragment 2 lub 1, 2. Dodanie peptydu zawierajagcego sekwencje
fragmentu 2 przywraca aktywacyjny efekt czynnika Va (25).

Aby mogt powstaé fizjologiczny kompleks fosfolipid-czynnik V — pro-
trombina— czynnik Xa konieczna jest obecno$¢ jonéw Ca++. Wykazano,
ze warunkiem wigzania protrombiny i czynnika Xa z fosfolipidami jest
uprzednie przytgczanie Ca++ do tych biatek (16, 30, 35, 36, 37, 38).

11-2. Anomalia protrombiny w niedoborze witaminy K

Szczegélnie interesujacych informacji dotyczacych wigzania Ca++
przez protrombine dostarczyty badania wasnosci i struktury tego biatka
u zwierzat otrzymujgcych doustnie antykoagulanty pochodne dwukuma-
rolu najczesciej warfaryne. Okazato sig, ze zaréwno u zwierzat jak i lu-
dzi, ktérym podawano tego typu antagonisty witaminy K, mozna w o0so-
czu metodami immunologicznymi wykrywaé prawidtowg lub bliskg nor-
my ilo$¢ protrombiny, mimo nawet bardzo znacznego spadku jej aktyw-
nosci (39, 40, 41, 42, 43). Swiadczyto to o syntezie biatka anomalnego.
Podobnie zachowywaly sie po podawaniu warfaryny inne czynniki krzep-
niecia ,,zalezne od witaminy K” a wiec czynnik VII, IX i X. Mimo braku
aktywnosci byty one wykrywane metodami immunologicznymi (44, 45, 46).
Na propozycje grupy Hemkera (40, 44) przyjeto nazywaé biatka syntety-
zowane w stanie niedoboru witaminy K —PIVKA (protein induced by
witamin K absence). Anomalna protrombina otrzymata symbol PIYKA 1l
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a czynniki VII, IX i X syntetyzowane w nieobecnosci witaminy K
PIVKA VII, IX i X. Predko wykryto trzy wiasciwosci PIVKA odréznia-
jace je od ich normalnych analogéw, a mianowicie PIVKA nie sg zdolne
do wigzania Ca++, nie adsorbujg sie na wodorotlenku glinu i siarczanie
baru a w roztworach buforowych zawierajgcych jony wapnia, wykazujg
w immunoelektroforezie krzyzowej wiekszg ruchliwo$¢ anodowa niz ich
prawidtowe odpowiedniki (44, 45, 47, 48, 49, 50). Je$li chodzi o protrom-
bine wyizolowang z osocza ludzi oraz krow traktowanych pochodnymi
dwukumarolu to zawiera ona niewatpliwie sekwencje i centrum aktywne
trombiny. Taka PIVKA-protrombina moze byé aktywowana bowiem do
trombiny przez koagulaze gronkowcowg (51) i enzymy z jadéw niektérych
wezy takich jak Echis carinatus (52), Oxyuranus scutelletus scutellatus
lub Dispholidus typus (53). Koagulaza gronkowcowg nazywana potocznie
stafilokoagulazg nie powoduje ograniczonej proteolizy ani prawidtowej
protrombiny ani PIVKA Il. Natomiast z obydwiema tworzy stechio-
metryczny trwaly kompleks w stosunku 1:1. Zachodzg przy tym zmiany
konformacyjne odstaniajgce centrum aktywne (54). Powstajagcy enzym
tzw. stafylotrombina rézni sie jednak od fizjologicznej trombiny nie tylko
strukturg, lecz takze szeregiem innych wiasciwosci. Jest na przyktad nie-
wrazliwa na swoiste inhibitory trombiny — antytrombine IlI, heparyne
i hirudyne (54, 55). Enzym z jadu E. carinatus jest proteazg aktywujaca
protrombine na drodze ograniczonej proteolizy przebiegajacej jednak od-
miennie niz pod wptywem czynnika Xa (56, 57).

Stwierdzono, ze podanie witaminy Ki szczurom, ktore otrzymaty
warfaryne w dawkach powodujgcych prawie zupeine znikniecie fizjolo-
gicznie aktywujacej sie protrombiny wywotuje juz w ciggu jednej go-
dziny normalizacje jej zawartosci (58, 59, 60, 61). Co wiecej wykazano, ze
cykloheksoimid w dawkach hamujacych synteze biatek nie wptywa prawie
wcale na ten szybki wzrost stezenia protrombiny. Wreszcie doswiadczenia
w ktérych szczurom traktowano warfaryne podano cykloheksoimid
i aminokwasy znakowane MC a nastepnie witamine Kx wykazaty, ze
szybki zwrost aktywnos$ci protrombiny w osoczu pod wplywem wita-
miny K nie jest wynikiem syntezy biatka de novo. Pojawiajgca si¢ w du-
zym stezeniu protrombina zawierata bowiem tylko $ladowe ilosci 14C (61,
62). Hipoteza, ze witamina K powoduje jaka$ posttranslacyjng modyfi-
kacje prekursora normalnej protrombiny zostata potwierdzona przez do-
Swiadczenia w ktérych badano mikrosomy watroby szczuréw otrzymu-
jacych warfaryne. Przyjeto, ze prekursor protrombiny w mikrosomach
podobnie jak PIVKA osoczowe, powinien ulega¢ aktywacji do trombiny
pod wptywem enzymu z jadu E. carinatus. W preparatach mikrosomow
oznaczano zatem zawarto$¢ prekursora aktywujac go enzymem z E. cari-
natus i protrombine normalng dajaca sie aktywowaé czynnikiem Xa
w obecnosci jonéw Ca++, czynnika V i fosfolipidow. | rzeczywiscie w pre-
paratach mikrosoméw szczuréw fraktowanych warfaryng stwierdzono
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Tabela 2

Wptyw cykloheksoimidu na inkorporacje [14Claminokwaséw do protrombiny
po podaniu witaminy K szczurom z jej niedoborem (61)

Protrombina 14C Dpm*> 14C Dpr-n.
Podano _ w osoc_zu w protrombinie w protrombinie
jednostki/ml jedn. protrombiny
Witamina K 134 124 1,7
Cykloheksoimid
+ Witamina K 87 4 0,1

Szczurom z niedoborem witaminy K podano cykloheksoimid (5mg/kg) 20 i 50 min. pézniej podano aminokwasy,
znakowane 14C. W 10 min. po I-szej dawce [14C]Jaminokwaséw podano witamine K. Z krwi pobranej w 1 godz. po wita-
minie K adsorbowano protrombing naBaS04 . W pasmie protrombiny po rozdziale elektroforetycznym oznaczono radio-
aktywno$¢ (61, 62).

*) Liczba rozpadéw na minute

bardzo duzg zawarto$¢ prekursora i znikomg protrombiny. Natomiast po-
danie witaminy Kjspowodowato juz w ciggu 10 min odwrdécenie ich wza-
jemnego stosunku (61). Odosobniony jest poglad, ze mikrosomy watroby
szczurow traktowanych pochodnymi dikumarolu majg uposledzong zdol-
nos¢ syntezy tancucha polipeptydowego protrombiny (63).

Fakt, ze niedobo6r witaminy K lub jej antagonisci hamujg posttransla-
cyjng modyfikacje prekursoréw protrombiny i innych zaleznych od wita-
miny K czynnikow krzepniecia jest dzi$ ogélnie zaaprobowany. Natomiast
natura tej modyfikacji jest wcigz przedmiotem kontrowersyjnych do-
niesien.

Z jednego laboratorium pochodzg wyniki wskazujgce na uposledzone
wigczanie glikozoaminy, a w nastepstwie defektywng strukture kompo-
nenty cukrowcowej protrombiny szczuréw otrzymujgcych pochodne
dikumarolu. Witamina K przywracata inkorporacje [sH]-glukozoaminy do
protrombiny szczuréw traktowanych warfaryna (64, 65). Znacznie wiecej
zwolennikbw ma jednak poglad, ze roznicag pomiedzy protrombing pra-
widlowg i syntetyzowana w nieobecnosci witaminy K, ktdra warunkuje
zachowanie wobec fizjologicznego kompleksu aktywujacego, polega na

HOOC COCH

ch2

H2N— CH— COOH

Ryc. 7. Wzér kwasu ykarboksyglutaminowego (Gla)

nieobecnosci w PIVKA-protrombinie reszt kwasu glutaminowego zawie-
rajgcego dodatkowa grupe karboksylowg przy weglu y. Do wykrycia tej
niezwyktej reszty aminokwasowej doprowadzily nastepujgce spostrzeze-
nia. Jak juz wspomniano PIYKA wykazujg w obecnosci jonéw Ca++
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wiekszg ruchliwo$¢ anodowag niz ich prawidtowe odpowiedniki w krzyzo-
wej immunoelektroforezie (44, 45).

Wykazano nastepnie, ze N-koricowy fragment 1 odszczepiany od pro-
trombiny przez trombine zawiera tylko 1 reszte metioniny w pozycji 75
tak, ze cyjanobrom rozszczepia ten fragment na dwa peptydy. Okazato
sie, ze N-koncowy peptyd ztozony z 75 aminokwaséw nie zawierajacy
cukrowcow ma ten sam skiad aminokwasowy niezaleznie od tego czy po-
chodzit z normalnej czy PIVKA protrombiny (47, 49). Metoda elektro-

BrCN Trombina

wigzanie 58
Ca++
Fragment 1

156

75

Ryc. 8. Odszczepienie N-koncowego 75-aminokwasowego fragmentu wigzgcego Ca++
od protrombiny przez bromcyjan

forezy i izoelektrycznego ogniskowania stwierdzono jednak, ze éw 75-ami-
nokwasowy N-koncowy fragment protrombiny — PIVKA ma nizszy ta-
dunek ujemny niz odpowiedni peptyd z normalnej protrombiny. Mapy
peptydowe fragmentéw z normalnej i anomalnej protrombiny réznity sie
plamami trzech peptydéw. Dalsze badania tych trzech peptydéw przy
uzyciu spektroskopii jadrowego rezonansu magnetycznego i spektrometrii
masowej pozwolity na wykrycie kwasu y-karboksylo-glutaminowego
(Gla) w peptydach pochodzgcych z fragmentu normalnej protrombiny
(49, 66, 67, 68, 69, 70). Wykazano nastepnie, ze w N-koncowym fragmencie
(1—75) normalnej protrombiny wystepuje 10 reszt Gla i ustalono ich
pozycje (17, 18, 71). W analogicznym fragmencie protrombiny syntetyzo-
wanej w nieobecnosci witaminy K te same pozycje zajmuje zwykty kwas
glutaminowy (68, 69, 70, 71). Wedlug wiekszosci autorow reszty Gla
w normalnej protrombinie sg jedyng strukturg, ktérej powstanie warun-
kuje obecno$¢ witaminy K w czasie syntezy biatek od tej witaminy za-
leznych. W 42 aminokwasowym N-koAcowym fragmencie czynnika X
stwierdzono obecnos¢ 12 reszt Gla. Pierwsze 10 zajmuje identyczne po-
zycje w sekwencji czynnika X i protrombiny. W pozycji 7i 8 oraz 20 i 21
wystepuja te reszty parami (71).

Obecnos$¢ reszt Gla okazata sie determinowa¢ w decydujgcy sposob
zdolno$¢ czasteczki protrombiny i czynnika X do przytgczania jo-
néw Ca++. Wykazano, ze 1 mol normalnej protrombiny lub pochodzacego
z niej fragmentu 1 ma zdolno$¢ wigzania 10—14 moli Ca++, a mol czyn-
nika X okoto 20 moli Ca++. W kazdym z tych biatek znaleziono 4 miejsca
o wysokim powinowactwie do Ca i dodatnig kooperacje w czasie wigza-
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Ryc. 9. Sekwencje fragmentéw N-koncowych (1—42) protrombiny (PT) i czynnika X
wotu (71)

nia pierwszych 3—5 atomdw tego metalu. Efekt kooperacji wymaga na-
tywnej struktury i znika po denaturacji lub zerwaniu mostkow S—S
(37, 72).

11-3. Posttranslacyjna karboksylacja kwasu glutaminowego

Fakt, ze zalezna od witaminy K, posttranslacyjna karboksylacja reszt
kwasu glutaminowego jest koAcowym etapem biosyntezy czasteczki pro-
trombiny potwierdzono ostatecznie po uzyskaniu z watroby szczurow
z niedoborem witaminy K bezkomérkowego uktadu syntezy biatka wrazli-
wego na witamine K i jej antagonistéw (73, 74, 75). Uk}ad taki izolowano
réwniez z watroby wotowej (76). Stanowit go nadsgcz po odwirowaniu
mitochondriow z homogenatu watroby lub izolowane mikrosomy z dodat-
kiem frakcji rozpuszczalnej. Skitadnikiem aktywnym w tej frakcji, ktory
moze jg zastepowac okazat sie NADH (NADPH).



[13] CZYNNIKI KRZEPNIECIA KRWI 15

CH,
|
C=0
CI:H Warfaryna
OH | 2 acetonylobenzylo)- 4 hydroksykumaryna]
QXC“\Q
O (0]
o}
CH’ Witamina K
(2-metylo-3-fityl-1,4-naftochir>on)
(o) 3

Ryc. 10. Witamina Ki i najczeéciej stosowany jej antagonista warfaryna

Komoérkowy uktad syntezy biatka z watroby szczura z niedoborem
witaminy K w obecnosci tlenu i donora grup 4COO odpowiadat na do-
datnie witaminy K syntezg biatek znakowanych. Hamowato jg dziatanie
antagonistow witaminy K. Szybko$¢ reakcji byta znacznie wieksza gdy
donora grup karboksylowych stanowit 4C02 niz ¥HCO03 (75). Okoto 90°/o
radioaktywnosci odnajdowano w karboksylowych grupach kwasu gluta-
minowego biatek rybosomalnych. Puromycyna odtgczata od rybosomow
okoto 25°0 [#C]-kwasu glutaminowego. Swiadczylo to o karboksylacji
reszt kwasu glutaminowego w tworzacym sie taricuchu polipeptydowym.
Zwigzane z strukturalnymi biatkami rybosomdéw pozostawato 75°0
[4C]-kwasu glutaminowego (75).

Podobnie jak w doswiadczeniach in vivo réwniez w uktadzie bez-
komérkowym in vitro cykloheksoimid w stezeniach hamujacych inkorpo-
racje aminokwaséw, nie hamowat syntezy radioaktywnej protrombiny.
W wyizolowanej protrombinie i odszczepionym od niej fragmencie 1 od-
naleziono [MC]-kwas glutaminowy (74, 76, 77).

Wykazano, ze karboksylacje katalizuje system enzymatyczny zlozony
z reduktazy witaminy K, karboksylazy i prekursora biatkowego bedacego
akceptorem grup karboksylowych (75, 77, 78, 80, 81). System ten jest
zwigzany z retikulum endoplazmatycznym i nie ulega ekstrakcji przez
bufory o wysokiej sile jonowej lub detergenty w niskim stezeniu. Roz-
puszczalne preparaty systemu karboksylujgcego otrzymano przez ekstrak-
cje detergentami w wysokich stezeniach (79, 81, 82).

Reduktaze NAD+ (NADP+) zalezng zastepowaé byto mozna dziataniem
ditiotreitolu. Zwiazki blokujgce grupy SH hamujg aktywnos$¢ systemu
karboksylujacego. W badaniach poréwnawczych nad enzymatycznym
systemem karboksylujacym zwigzanym z bionami komoérkowymi i w
postaci rozpuszczalnej stwierdzono ich znaczne podobienstwa, lecz nie ma
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petnej zgodnosci co do wymagan katalizowanej reakcji, a w szczegdlnosci,
co do wptywu uktadu dostarczajgcego energii i zwigzkéw redukujgcych
(75, 76, 77, 78, 79, 80, 81).

11-4. Rola witaminy K

@) ile krytyczna rola witaminy K w syntezie normalnej protrombiny
oraz czynnikow VII, IX i X jest niewatpliwa, o tyle mechanizmy dzia-
tania tego kofaktora pozostajg wcigz niejasne. Wiadomo, ze czynna w pro-
cesie karboksylacji jest forma zredukowana witaminy K oraz, ze uktad
pierscieniowy naftochinonu i obecnos¢, lecz nie natura tafcucha bocznego
przy weglu 3, determinujg aktywno$¢ biologiczng witaminy K. Analogi
niespetniajgce tych warunkéw sg nieaktywne (75). Wsrdéd rozwazanych
mechanizméw dziatania witaminy K jako kofaktora karboksylacji, dwa
wydajg sie najbardziej prawdopodobne. Jeden to przenoszenie grupy COO
a drugi aktywacja protonu w pozycji y kwasu glutaminowego, receptora
grupy karboksylowej. Rzeczywiste znaczenie badZz wzgledny udziat tych
dwoch reakcji pozostaje tymczasem nierozstrzygniete (16, 75).

Zgodne sg natomiast wyniki wskazujgce na tworzenie 2,3-epoksydo-
wych pochodnych witaminy K jako etapu niezbednego dla jej udziatu
w karboksylacji kwasu glutaminowego w prekursorze protrombiny.
Stwierdzono tg sama lokalizacje subkomdrkowa w szorstkim retikulum
endoplazmatycznym ,.epoksydazy” i karboksylazy zaleznej od witaminy K.
Obie te aktywnosci ulegaty $cisle tym samym zmianom w czasie oczysz-
czania, pod wptywem réznych warunkéw doswiadczalnych i inhibitoréw
oraz wykazywaly te same wymagania (83, 84, 85, 86). Podtoze molekularne
Scistej zaleznosci epoksydacji witaminy K i karboksylacji zachodzacej
przy jej udziale pozostaje jednak do wyjasnienia. Dziatanie antagonistow
witaminy K polega prawdopodobnie na hamowaniu przejscia jej epoksy-
dowych pochodnych w czynng forme zredukowang (87).

o .Epoksydaza” o

C o]
(o}
R ~Reduktaza” R
o} O
Warfaryna

Witamina K

Ryc. 11. Prawdopodobny mechanizm dziatania warfaryny

W warunkach in vitro znacznie efektywniejszym inhibitorem karbo-
ksylacji kwasu glutaminowego niz warfaryna okazat sie bezposredni anta-
gonista witaminy K 2-chloro-3-fityl-1,4-naftochinon. Wysunieto przy-
puszczenie, ze nierozpuszczalna w wodzie witamina Kx wigze sie prawdo-
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podobnie z apolarnym obszarem enzymatycznego systemu karboksylu-
jacego. Dobrze rozpuszczalna w wodzie warfaryna ma zatem zapewne
mniejsze szanse kompetycji z witaming K o0 miejsce wiazace enzym niz
2-chloro-3-fityl-1,4-naftochinon (8, 88).

Dokonanie w ostatnich latach syntezy drobnoczasteczkowego substratu
Phe—Leu—GIlu—GIlu—Leu karboksylazy zaleznej od witaminy K (89)
przyczyni sie by¢é moze, do postepu w poznaniu mechanizméw karboksy-
lacji kwasu glutaminowego oraz dziatania kofaktordéw i inhibitorow tej
reakcji.

11-5. Trombina

W wyniku aktywacji protrombiny powstaje trombina wysoce specy-
ficzna proteaza serynowa (11, 90). Wsrdd biatek osoczowego uktadu
krzepniecia substratami trombiny sg ulegajacy pod jej wplywem wy-
krzepianiu fibrynogen oraz czynnik V, VII, VIII i protrombina. W niezde-
naturowanym fibrynogenie, jak zaznaczono poprzednio, trombina zrywa
tylko 2 pary wigzan Arg—Gly i odszczepia 2 pary drobnych peptydow.
Po denaturacji fibrynogenu i redukcji mostkow S—S dostepne dla trom-
biny staje sie jeszcze jedno wigzanie Arg—Val w taincuchach Aa poprze-
dzone przez sekwencje Gly—Pro—Arg wystepujaca bezposrednio po
fibrynopeptydzie A. Trombina aktywuje czynnik VIl rozszczepiajagc w nim
1 wigzanie Arg—Ille oraz czynnik XIII katalizujagc rozerwanie wigzania
Arg—Gly. Nie ustalono natury wigzan atakowanych przez trombine
w czynnikach VIII i V. Czynniki V, VII i VIII po przejSciowej aktywacji
po dtuzszym dziataniu trombiny ulegajg unieczynnieniu. Przemawia to za
zdolnoscig trombiny do rozktadu w kazdym z tych bialek wigzania nie
tylko jednego typu. Wykazano, ze oprécz biatek osocza substratami natu-
ralnymi trombiny sg sekretyna, cholecystokinina, chymotrypsynogen,
gonadotropina tozyskowa, lizozym biatka kurzego. We wszystkich tych
substratach trombina katalizuje hydrolize swoistg jednego lub nielicznych
wigzan arginylowych. Trombina ma tez aktywnos$¢ esterazowa i amidoli-
tyczng wobec syntetycznych substratow, takich jak ester etylowy bezoil-
argininy, ester metylowy tosylargininy oraz paranitroanilidy BZ—Phe—
Ala—Val—Arg, Tos—Gly—Pro—Arg oraz HDPhe—Pip—Arg. (23, 24).

Aktywnos$¢ trombiny ulega hamowaniu przez nieswoiste inhibitory
osoczowe proteaz takie jak a2zmakroglobulina i cii-antytrypsyna. Do nie-
dawna za specyficzny inhibitor trombiny uwazano t.zw. antytrombine IlI,
biatko tworzace kompleks stechiometryczny z trombing w stosunku 1:1.
Obecnos$¢ heparyny Kkilkusetkrotnie zwieksza szybko$¢ tworzenia tego
kompleksu i inaktywacji trombiny. Sadzono, ze rowniez, hirudyna biatko
wytwarzane przez gruczoty S$linowe pijawek, hamuje wybidérczo tylko
trombine. Okazato sie jednak, ze ostatnie dwa inhibitory reagujg rowniez

2 Postepy Biochemii
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z innymi czynnikami krzepniecia. Aktywnos$¢ trombiny jest wrazliwa na
dziatanie typowych inhibitorow proteaz serynowych, a mianowicie na
DFP, PMSF, paranitrophenyl — p-guanidynobenzoesan (NPBG) fenylala-
nyl-analyl-arginyl-chlorometyl-keton oraz benzamidyne (11, 90).

11-6. Inne czynniki krzepniecia zalezne od witaminy K

Jak juz wspomniano précz protrombiny inne, zalezne od witaminy K,
czynniki krzepniecia osoczowego sg réwniez zymogenami proteaz seryno-
wych syntetyzowanymi w watrobie. Ulegajg one posttranslacyjnej karbo-
ksylacji na drodze tych samych mechanizméw co protrombina.

Ostatnimi czasy poznano strukture czynnikéw IX i X (11). Trudnosci
w badaniu sekwencji czynnika VIl wynikajg ze znikomego stezenia tego
biatka w osoczu a w zwigzku z tym z bardzo ograniczonych mozliwosci
uzyskania dostatecznych jego ilosci. Rycina 12 przedstawia sekwencje
N-koncowych odcinkéw zymogendéw i czynnych enzymow oraz okolicy
centrum aktywnego protrombiny oraz czynnikow I1X i X (91). Jak wida¢
biatka te wykazujg bardzo duzg homologie. struktury pierwszorzedowe;j.

Wszystkie zalezne od witaminy K biatka osocza wotu i cztowieka majg
okoto 10 reszt Gla w czasteczce (92). We wszystkich dotagd zbadanych biat-

N-koricowe sekwencje proenzymoéw”

Protrombina Leu Gla Gla — Val Arg Lys Gly Asn Leu
cz.DC Leu Glu Glu Phe Val Argq — Gly Asn Leu
Leu Glu Glu — Vval Lys Gin Gly Asn Leu

N-koricowe sekwencje taricuchéw ciezkich aktywowanych enzymoéw
Protrombina |lle Val IGlu IGly Gin Asp Ala Glu Val Gly Leu Ser Pro Trp Gin

czKa ~Vi0val Gly Gly Glu Asp Ala Glu Arg Gly Glu Phe Pro Irp Gin
cz.Xa |lle Val Gly Gly Arg Asp|Cys Ala Glu Gly Glu Cys Pro Trp Gin

Sekwencje w obszarze centrum aktywnego

Trombina Phe Cys Ala GIMV Lys Pro Glu Glu Gly Lys Arg Gly Asp Ala Cgs!Glu|Gly Asp SER Gly Gly Pro 1Phel Val Met Lys
cz Ka Phe Cys Ala Gly Tyr His — Glu Gly Gly Lys — — AsplLSer]Cys Gin Gly Asp SLk Gly Gly Pro Hié Va! Thr Glx
cz.Xa Phe Cys Ala Gly Tyr Asp — Thr Gin Pro Glu _ =« Asp Ala Cys Gin Gly Asp SIW Gly Gly Pro Mis Val Thr Arg

+) Gla - kwas karboksyglutamipowy
SER- seryna centrum aktywnego

Ryc. 12. Homologie sekwencji protrombiny oraz czynnikéw IX i X wotu (91)

kach osoczowych karboksylowane reszty kwasu glutaminowego majg
bardzo podobne rozmieszczenie. Sg one zgrupowane w N-koncowych od-
cinkach tancucha polipeptydowego zymogendéw i wystepujg parami zaj-
mujac najczesciej pozycje 7, 8, 15, 17, 20, 21, 26, 27, 30 i 33. Ryc. 9
ilustruje rozmieszczenia Gla w N-koncowych odcinkach protrombiny
i czynnika X. Jak widac jest ono prawie identyczne (71).

Wydaje sie, ze zalezne od witaminy K biatka osocza stanowig znako-
mite poparcie dla teorii r6znicowania sie biatek pochodzacych od wspdl-
nego prekursora w toku ewolucji.

Czynnik X (11, 91, 93) Dziedzicznie autosomalnie przekazywany nie-
dobor lub anomalia czynnika X Stuarta jest podiozem wrodzonej skazy
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krwotocznej wystepujgcej u kobiet i mezczyzn. Wotowy czynnik X jest
glikoproteidem o ciezarze czasteczkowym 55 000 ztozonym z 2 faficuchdéw
o catkowicie poznanej sekwencji. Lzejszy tafncuch ma ciezar czasteczkowy
16 500. W ciezszym (39 300) zlokalizowane sg 2 tancuchy cukrowcowe
przytgczone do Asn-35 i Thr-300. Ludzki czynnik X ma nieco wyzszy
ciezar czasteczkowy 58 900 i dtuzszy o 15—20 reszt tafcuch ciezki.

Ala Asn Ser Phe Leu Gla Gla Val Lys Gin Gly COOH
Cys Glu Gly Gly Ala Cys Asp Arg Gly Gly Vval lle~r9* lle Ala Trp
—————— Asp Ala Cys Gin Gly Asp SER Gly Gly Pro-——-Arg vy————————————————COOH

Ryc. 13. Schemat struktury czynnika X i jego aktywacji (91)

Przejscie wotowego czynnika X w aktywng proteaze serynowg polega
na zerwaniu wigzania Arg 51—Ile 52 w tahcuchu ciezkim. Reakcja ta
fizjologicznie zachodzi¢ moze w 2 uktadach. W tancuchu wewnatrzpo-
chodnego Kkrzepniecia (patrz Schemat 1) czynnik X jest aktywowany
w kompleksie czynnik 1Xa, czynnik Villa, Ca++, fosfolipid. W uktadzie
zewnatrzpochodnej aktywacji krzepniecia czynnik Vila w obecnos$ci trom-
boplastyny tkankowej zrywa wigzanie Arg 51—Ille 52 w czynniku X.
Ponadto trypsyna i proteaza izolowana z jadu Vipera Russellini aktywuje
czynnik X dokonujac tego samego ciecia w jego ciezkim fancuchu. Akty-
watory czynnika X mogag z mniejsza szybkoscig rozrywa¢ w nim drugie
wigzanie Arg 290—Gly 291 odszczepiajac od ciezszego taricucha C-koncowy
peptyd o ciezarze czgsteczkowym 2700. Reakcja ta nie jest warunkiem
aktywacji czynnika X.

Naturalnymi substratami biatkowymi proteolitycznej aktywnosci czyn-
nika Xa sg protrombina oraz czynniki VII, V i IX, a inhibitorami anty-
trombina 111, inhibitor sojowy trypsyny, DFP, PMSF i NPBG.

Czynnik IX (11, 91, 94) Wrodzony niedobdr czynnika IX Christmasa
okresla sie nazwg hemofii B. Podobnie jak klasyczna hemofilia A, cecha
ta jest dziedzicznie przekazywana w sposéb sprzezony z picia.

Otrzymano wysoko oczyszczone preparaty czynnika IX z osocza wotu
i cztowieka. Czynnik ten sktada sie z pojedynczego tafcucha. Sekwencja
wotowego czynnika IX o ciezarze czasteczkowym 55000 jest prawie cat-
kowicie ustalona. Ludzki czynnik IX wykazuje bardzo bliskie podobien-
stwo i ma ciezar czasteczkowy 57 000.

Fizjologiczna aktywacja czynnika I1X przez czynnik Xla w obecnosci
Ca++ polega na rozerwaniu dwoch wigzan arginylowych. Jego skutkiem
jest powstanie 2 tancuchdéw lzejszego o ciezarze czasteczkowym 16 600

2*
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Tyr Asn Ser Gly lys leu Gla Gla Phe Val Arg 7 I

Ala
S s' Glu
Thr
lle
Phe Glu Gly Arg Glu Ala Asp Glu Gly Gly Val val Arg

\Asp Ser Cys Gin Gly Asp SER Gly Gly Pro His Val Thr COOH

Ryc. 14. Schemat struktury czynnika I1X i jego aktywacji (91)

i ciezszego (27 000) potgczonych mostkiem S—S oraz odszczepienie tzw.
peptydu aktywacyjnego. Czynnik IX moze byé rowniez aktywowany przez
enzym z jadu Vipera Russellini oraz z matg szybkoScig przez czynnik Xa
w kompleksie z jonami Ca++ i fosfolipidem. Krytyczne dla aktywacji
czynnika IX do IXa jest zerwanie wigzanie Arg—Val. Tylko tego ciecia
dokonuje enzym z jadu Vipera Russellini. Naturalnym substratem czyn-
nika 1Xa jest czynnik X. Czynnik 1Xa jest podobnie jak trombina, hamo-
wany przez antytrombine 11, heparyne i hirudyne.

Czynnik VII (11, 91, 95) Jak juz wspomniano postep w badaniach nad
czynnikiem VII jest wolniejszy z powodu trudnosci w uzyskaniu dosta-
tecznych ilosci wysoko oczyszczonych preparatow. Wotowy czynnik VII
jest glikoproteing o ciezarze czgsteczkowym 45 500 ztozonym z jednego
fancucha polipeptydowego i 13% cukrowcow. Aktywacja czynnika VII
polega na rozerwaniu wigzania Arg—Ile i powstaniu czgsteczki skladaja-
cej sie z dwoch tancuchéw (18 000 i 27 000) potgczonych mostkiem dwu-
siarczkowym.

Aia Asn Gly Phe Leu Gla’ Gia' Leu Leu Pro Gly — A—~

S- J
—Gly Gly Val lle Arg e
\Asp Ala Cys Lys Gly Asp SER Gly Gly Pro His===00¥}

Ryc. 15. Schemat struktury czynnika VII i jego aktywacji (91)

Zdolno$¢ aktywacji czynnika VII ma szereg proteaz krzepniecia a mia-
nowicie trombina oraz czynnik Xa, Xlla, Xla a takze kalikreina. Reakcja
z czynnikiem Xa po przejsciowej aktywacji powoduja unieczynnienie
czynnika Vila.

Substratem naturalnym czynnika Vila jest czynnik X (patrz Sche-
mat 1). Czynnik VII nie jest wrazliwy na zaden z osoczowych inhibitoréw
proteaz.
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I1-7. Aktywacja czynnikéw zaleznych od witaminy K na powierzchni fosfolipidow —
znaczenie fizjopatologiczne

rs si

............. 1 Protrombina
Produkty aktywacji

ﬁ_sli_f_—_]l _________ >Sam _—ll—m przez Xa

DFP Fragment 1,2
Ca PL
rt S~| Pretrombina Produkty dziaCania
Fragment 1 trombiny
Ca~PL
CZ. X
Ca++PL
F—-* cz. Xa
Ca PL DFP
-S-S-
cz. IX
cz. Ka
Ca++PL DFP

Ryc. 16. Uproszczone schematy struktury protrombiny, czynnikéw X, IX i produktéw
ich aktywacji (17)

Na rycinie 16 zestawiono maksymalnie uproszczone schematy czas-
teczki protrombiny oraz czynnikéw X i IX, aktywnych enzymo6w z nich
powstajacych i pretrombiny, produktu dziatania trombiny na protrombine
(17). Zaznaczono jedynie diugos¢ tancuchéw polipeptydowych, centrum
aktywne i N-koncowa lokalizacje miejsc wigzacych Ca++ a za ich posred-
nictwem fosfolipidéw. Analogiczne witasnosci majag N-koncowe obszary
czynnika VII oraz dalej oméwionych osoczowych biatek C i S (patrz
str. 22). Stwierdzono, ze najtrwalsze kompleksy z fosfolipidami tworzy
protrombina, czynnik X i biatko S, posrednie powinowactwo do fosfoli-
pidow ma czynnik 1X a najnizsze czynnik VII i biatko C (96).

Uderzajagca jest réznica w nastepstwach aktywacji czynnikéw X i IX
z jednej strony a protrombiny z drugiej. Aktywne czynniki Xa i IXa
zawierajg nienaruszony obszar N-koncowy i tak jak ich zymogeny, moga
pozostawaé przytagczone do kompleksu z fosfolipidem i kofaktorem. Jest
to warunek ich szybkiego dziatania w tancuchowej reakcji krzepniecia
a ponadto usuwa to aktywne czynniki z poza zasiegu wptywu inhibitoréw
osoczowych (17, 18, 34).

Zupetnie odmienne skutki ma aktywacja protrombiny oraz jej trawie-
nie przez powstajagca trombine. N-koricowy fragment 1, 2 lub 1 ulega
odszczepieniu lecz pozostaje zwigzany z fosfolipidem a trombina lub
pretrombina zostaje uwolniona do fazy ptynnej otaczajgcego Srodowiska.
Trombina jest wéwczas dostepna dla dziatania inhibitoréw osoczowych,
a pretrombina w fazie ptynnej moze by¢ tylko ze znikomg szybkoscig
przeksztatcana przez czynnik Xa w trombine. Jest to jeden z przyktadow
ujemnego sprzezenia zwrotnego ograniczajgcego nastepstwa aktywacji
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krzepniecia zar6bwno w wewngtrz jak zewngtrz pochodnym ukiladzie,
dzieki hamujgcemu swe witasne powstawanie dziataniu trombiny (17, 18).
Fakt, ze aktywacja wiekszo$ci enzyméw Kkrzepniecia przebiega ze znaczng
szybkoscig na powierzchniach kolagenu lub lipoprotein badZ fosfolipidéw
bton komérkowych jest interpretowany jako zjawisko lokalizujace i ogra-
niczajagce krzepniecie krwi do miejsca uszkodzenia uktadu naczyniowego.
Opisano podobne mechanizmy lokalizujace i ograniczajace fibrynolize.
Zwigzane sg one ze specyficznym powinowactwem i adsorbcjg plazminy,
plazminogenu i jego aktywatorow do fibryny (97, 98).

I1l. Biatka Ci S

W ostatnich latach wykryto, ze oprécz protrombiny i czynnika VII,
IX i X w osoczu wystepuja dwa inne biatka zalezne od witaminy K, za-
wierajgce reszty Gla. Oba te biatka izolowano zaréwno z wotowego jak
ludzkiego osocza i czeSciowo scharakteryzowano (92, 99, 100, 101, 102, 103).
Nadano im nazwy biatko C i biatko S. Sg one oba glikoproteinami. Biatko
C ma ciezar czasteczkowy 57 000, zawiera 15% cukrowcdw i sktada sie
z 2 tancuchow polipeptydowych (21 000 i 35 000). W skiad biatka S wcho-
dzi 1 tancuch polipeptydowy o ciezarze czasteczkowym 64 200 i okoto 7°/0
cukrowcow.

Biatko C i S wykazujg analogie z zaleznymi od witaminy K osoczowy-
mi czynnikami krzepniecia co do liczby reszt Gla bliskiej 10-ciu, ich loka-
lizacji w N-koncowym obszarze czasteczki i wystepowaniu par tego nie-
zwyktego aminokwasu (92).

Stwierdzono duzg homologie struktury pierwszorzedowej biatka C
i czynnikéw VII, IX, X w odcinku N-kohAcowym. Podobnie jak czynniki

Tabela 3

Zawarto$¢ reszt kwasu y-karboksyglutaminowego w biatkach
osocza zaleznych od witaminy K (wg. Di Scipio) 103)

Liczba reszt Gla Ciezar

W czgsteczce molekularny
Protrombina wotu 10,0 71,600
Protrombina ludzka 10,1 72,000
Czynnik X wotu 12,3 55,100
Czynnik X ludzki 11,6 58,900
Czynnik 1X wotu 12,2 55,400
Czynnik 1X ludzki 12,4 57,100
Czynnik VII wotu 9,4 45,500
Biatko C wotu 10,8 57,000
Biatko C ludzkie 10,4 57,000
Biatko S wotu 10,0 64,200

Biatko S ludzkie 10,3 69,000
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Protrombina Ala Asn|Lys |Gly Phe Leu Glu (COD Glu (C0?p - Val Arg Lys Gly Asn Lau
czynnik K Tyr Asn Ser Gly Lys Leu Glu (CO) Glu (COj) Phe Val Arg — Gly Asn Leu
czynnik X Ala Asn Ser — Phe Leu Glu CO, Glu CO? — Vval Lys Gin Gly Asn Leu
biafko C Ala Asn Ser — Phe Leu Glu (C02 Glu (COj) — Leu Arg Pro Gly Asn Vval
czynnik VII Ala Asx| — Gly Phe Leu

Ryc. 17. Homologia N-kohAcowych obszaréw biatka C i innych biatek osoczowych
»zaleznych” od witaminy K

krzepniecia biatko C jest zymogenem, ktéry moze by¢ aktywowany do
proteazy serynowej przez trypsyne lub enzym z jadu Vipera Russellini.
Aktywacja polega na zerwaniu wigzania Arg 14—Ile 15 w tafAuchu ciez-
kim biatka C. W przeciwienstwie do czynnikéw II, VII, IX i X biatko C
hamuje Kkrzepniecie osocza. Mechanizm antykoagulacyjnego dziatania
biatka C nie jest wyjasniony. Rozwazano mozliwo$¢ kompetycji o fosfoli-
pidy, proteolityczng degradacje czynnikdéw krzepniecia oraz identycznos¢
biatka C z uprzednio opisanym inhibitorem wewnatrzpochodnego uktadu
krzepniecia (104, 105).

Biatko S wykazuje nie tylko wspomniane juz podobieAstwa struktu-
ralne do zymogenow proteaz osoczowych zaleznych od witaminy K, lecz
tak, jak one, absorbuje sie na siarczanie baru i tworzy kompleksy z fosfo-
lipidami w obecnosci jonow Ca++. Nasuwa to przypuszczenie, ze biatko S
zapewne tez petni jaka$ niewykryta jeszcze funkcje biologiczna.

IV. Biatka ,,zalezne od witaminy K” kosci i innych tkanek

Stwierdzenie, ze obecnos¢ Gla jest warunkiem wigzania Ca++ przez
wiele biatek osocza bylo punktem wyjscia poszukiwan w tkankach wap-
niejagcych biatek modyfikowanych posttranslacyjnie przez zalezng od
witaminy K karboksylaze. Poszukiwania te doprowadzity do wykrycia
w kosSciach osteokalcyny, biatka o ciezarze czasteczkowym 6500 zawiera-
jacego 4 reszty Gla (105a, 106, 107). Wykazano, ze w mikrosomach kosci
obecny jest system karboksylujacy reszty kwasu glutaminowego wyma-
gajacy witaminy K, hamowany przez jej antagonistow (109, 110).

Osteokalcyna stanowi okoto 1%> catkowitych i 20 °/o niekolagenowych
biatek kosci, nalezy wiec do biatek najobficiej wystepujacych w organicz-
nej matrycy kostnej. Na 1 kg kosci cztowieka przypada okoto 15 g osteo-
kalcyny. Znaleziono Scistg wspotzaleznos¢ zawartosci kolagenu i osteokal-
cyny w kosciach. Wykryto obecnos¢ reszty hydroksyproliny w czasteczce
osteokalcyny wotu (108). Wysunieto wiec przypuszczenie, ze to nisko-
czasteczkowe biatko pochodzi z czasteczki prokolagenu. Osteokalcyna wy-
kazuje wybiorcze i duze powinowactwo do hydroksyapatytu i hamuje jego
wytracanie z roztworéw fosforanu wapnia. Na tej podstawie postulowana
jest rola regulacyjna osteokalcyny w mineralizacji kosci. Warfaryna za-
réwno in vivo jak i w uktadach in vitro hamuje karboksylacje kwasu
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glutaminowego w biatkach kosci (110, 111). Opisane anomalie kostne
u ptodéw zwierzat otrzymujgcych antagonistéw witaminy K i u dzieci
urodzonych przez kobiety leczone warfaryng w pierwszym trymestrze
cigzy Swiadczy¢ moga o istotnym znaczeniu prawidtowej osteokalcyny
zawierajgcej Gla dla rozwoju koséca (110, 112, 113).

Biatka zawierajgce Gla lub uktad enzymatyczny zalezny od witaminy
K karboksylujacy reszty kwasu glutaminowego wykryto poza tym w wap-
niejgcych tkankach miekich (114), kamieniach nerkowych (115), migzszu
nerki (116), w Sledzionie, fozysku (117, 118) w mikrosomach mdzgu szczu-
ra oraz ludzkich fibroblastéw (119). Wydaje sie wiec, ze zalezna od wita-
miny K, posttranslacyjna karboksylacja kwasu glutaminowego w biatkach
moze by¢ zjawiskiem wystepujgcym znacznie powszechniej niz to po-
przednio przypuszczano, majagcym ogo6lne znaczenie w regulacji metabo-
lizmu, transportu i odktadania sie wapnia.

Zaakceptowano do druku 14.9.1979
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I. Wstep

Alkohol etylowy, obok heroiny, kokainy i marihuany jest najbardziej
znanym S$rodkiem zmieniajagcym nastr6j. Efekty jego dziatania na os$rod-
kowy uktad nerwowy, zaréwno przyjemne jak i przykre, sa dobrze znane,
mniej natomiast wiadomo o nim jako o silnej truciznie metabolicznej.
Naduzywanie etanolu oprocz gtebokich zmian morfologicznych i czyn-
nosciowych watroby, wywotuje rowniez zaburzenia wielu proceséw meta-
bolicznych, ktére moga doprowadzi¢ do inwalidztwa i $mierci.

Artykut stanowi prezentacje aktualnych pogladéw na ten temat oraz
omoéwienie biochemicznych uwarunkowan zjawiska adaptacji ustroju do
dtugotrwatej podazy etanolu.

Il. Metabolizm etanolu w cytoplazmie

Alkohol etylowy ulega w watrobie intensywnemu metabolizmowi,
ktorego produktami posrednimi sg aldehyd i kwas octowy, a produktami
ostatecznymi dwutlenek wegla i woda. Tylko nieznaczna cze$¢ etanolu,
nie przekraczajaca 10°0, opuszcza ustréj w postaci niezmetabolizowanej
przez nerki i ptuca (1).

Etap utleniania alkoholu etylowego do aldehydu octowego katalizuje
dehydrogenaza alkoholowa (ADH) (oksydoreduktaza alkohol: NAD+ E.C.
1.1.1.1), charakteryzujgca sie matg swoistoscig: utlenia ona zaréwno
alkohole alifatyczne jak i cykliczne, w tym rdwniez zwiagzki sterydo-
we (2). Miejscem wystepowania dehydrogenazy jest cytoplazma komorek
watroby. Z etanolu powstaje tam aldehyd octowy, ktéry moze ulec w mi-
tochondriach dalszemu utlenieniu do octanu lub opusci¢ watrobe w formie
nieutlenionej. W katalizowanym przez dehydrogenaze procesie utleniania
alkoholu etylowego powstaje NADH, ktéry gromadzi sie w cytoplazmie,
ograniczajac szybko$¢ nie tylko utleniania etanolu, ale takze innych
reakcji o charakterze oksydoredukcyjnym zachodzacych w cytoplazmie
(2). Usuwanie NADH z cytoplazmy utrudnia nieprzepuszczalno$¢ bton
mitochondrialnych dla nukleotydéw, ktérych transport odbywa sie dzieki
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tzw. uktadom wahadtowym, przenoszacym réwnowazniki redukcyjne do
mitochondriow (3). Tak wiec intensywnos$¢ przebiegu oksydacyjnej degra-
dacji etanolu zalezy od sprawnos$ci uktaddw transportujacych oraz zdol-
nosci mitochondriow do utleniania rownowaznikéw redukcyjnych.

Krew Etanol

T H
o-glicero-
fosforan
Kwasy
Tuszczowe
Ciafa Lipoproteidy
ketonowe Pirogronian—>— Mieczan
Stfuszczenie
Octan i watroby
| Glukoza
|
+
Krew be—ae e . TSR

Ryc. 1. Drogi utleniania alkoholu etylowego i jego wptyw na niektére procesy meta-
boliczne w komérkach watroby.

Wzrost poziomu NADH, towarzyszacy utlenianiu etanolu przez de-
hydrogenaze alkoholowa, wywotuje naruszenie stanu rownowagi oksydo-
redukcyjnej w cytoplazmie hepatocytéw i zahamowanie niektorych prze-
mian metabolicznych (Ryc. 1). Np. proces glukoneogenezy z aminokwasow
ulega zahamowaniu na etapie pirogronianu, ktéry w warunkach podwyz-
szonego stezenia NADH redukuje sie do mleczanu. Jest to jedna z naj-
powazniejszych konsekwencji intoksykacji alkoholowej, prowadzi bowiem
do stanu gtebokiej hipoglikemii oraz wzrostu stezenia mleczanu we
krwi (2). Innym skutkiem zwiekszonego poziomu NADH jest nasilenie
syntezy a-glicerofosforanu i kwaséw tluszczowych, ktdére w postaci trdj-
glicerydow gromadzg sie w hepatocytach, wywotujac sttuszczenie watroby.

Do wzrostu stezenia tluszczdw w watrobie przyczynia sie ponadto
uposledzenie utleniania kwaséw tluszczowych w hepatocytach, gdyz
mitochondrialne uktady oksydoredukcyjne uczestnicza przede wszystkim
w utlenianiu réwnowaznikéw redukcyjnych a dopiero w nastepnej kolej-
nosci — kwaséw ttuszczowych (2).
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1. Udziat retikulum endoplazmatycznego w utlenianiu etanolu

Oprécz dehydrogenazy alkoholowej w utlenianiu alkoholu bierze réow-
niez udziat uktad enzymatyczny zwigzany z siateczka $rédplazmatyczna,
ktéry mozna badac¢ zaréwno in vivo jak i w uktadach izolowanych in vitro
po wytgczeniu przez pirazol aktywnos$ci dehydrogenazy. Charakterystycz-
nymi cechami mikrosomalnego uktadu utleniania etanolu (MEOS) od-
rézniajacymi go od dehydrogenazy alkoholowej, jest miejsce wystepowa-
nia w komarce (frakcja mikrosomalna a nie rozpuszczalna jak dehydro-
genaza), rodzaj kofaktora (NADPH a nie NAD+), a takze optimum pH —
ok. 7, a nie 9 jak w przypadku dehydrogenazy. Stata Michaelisa etanolu,
wyznaczona in vitro wynosi w ukfadzie MEOS 8—10 mM (stata za$ de-
hydrogenazy wynosi od 0,5 do 2 mM). Wartos$¢ ta jest zblizona do wyzna-
czonej in vivo (8,8 mM) na podstawie szybkosci utleniania etanolu po
jednoczesnym podanu pirazolu, a wiec wyeliminowaniu dehydrogenazy (4).

Utlenianie etanolu przez uklad MEOS zachodzi wedtug reakcji:

CHXHXOH + NADPH + H+ + 0 2ukadMEOr CHCHO + NADP+ + HD

Uktad MEOS wymaga do swej funkcji NADPH2 czastkowego tlenu, re-
duktazy NADPH — cytochrom ¢, cytochromu P—450 oraz fosfolipidow,
a wiec takich samych skladnikéw jak mikrosomalne enzymy metaboli-
zujace leki. Podobnie jak te enzymy podlega on hamowaniu przez tlenek
wegla (5).

Uktad MEOS charakteryzuje sie dos¢ matg swoistoScia substratowa:
metabolizuje bowiem réwniez metanol i alkohole alifatyczne o dtuzszym
tancuchu, ale z szybkoscig zmniejszajaca sie w miare wzrostu dlugosci
tancucha alkoholu (6).

Z wyizolowanych sktadnikéw mikrosomalnych udato sie odtworzy¢
uktad MEOS. Najwyzszg aktywnos$¢ w stosunku do etanolu wykazywat

10r
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zrekonstruowany uktad MEOS zawierajacy reduktaze NADPH — cyto-
chrom ¢, cytochrom P-450 oraz lecytyne, a takze uklad regenerujacy
NADPH (NADP+, izocytrynian i dehydrogenaza izocytrynianowa). Wy-
kazat on réwniez zdolnos$¢ utleniania niektérych lekow (Rys. 2) (7).

I11-1. Peroksydacyjna aktywno$¢ katalazy

Podczas preparatyki mikrosoméw mogg one ulec zanieczyszczeniu $la-
dami peroksysomalnej katalazy, ktdra dzieki swojej peroksydacyjnej
aktywnosci w stosunku do etanolu utlenia go w mysl reakcji:

CHXH2H + HD 2raizT CHjCHO + 2HA

Utlenianie etanolu zalezne od uktadu MEOS i od katalazy mozna roz-
rézni¢ albo stosujac aminotriazol, inhibitor, ktéry catkowicie hamuje
katalaze a tylko nieznacznie wptywa na enzymy mikrosomalne (8, 9), albo
stosujac jako materiat doswiadczalny zmutowany szczep myszy o termo-
labilnej katalazie. Temperatura 37°C eliminuje w mikrosomach pocho-
dzacych z takiego szczepu udziat katalazy w utlenianiu etanolu (10).
Natomiast zrekonstruowany ukitad MEOS jest catkowicie nieaktywny,
jesli uktad regenerujagcy NADPH zastapi¢ uktadem regenerujacym nad-
tlenek wodoru np. mikrosomalng oksydaza NADPH2 ktéra wytwarza
H2 2 W takich warunkach utlenianie etanolu zachodzi pod wplywem
katalazy. Powstajacy w mikrosomach nadtlenek wodoru ogranicza wpraw-
dzie utlenianie etanolu zalezne od uktadu MEOS (11), jednakze z uwagi
na niewielkg szybko$¢ powstawania HD 2 (1,5—1,7 nmoli/min/mg biatka)
jego wptyw na katalizowang przez uktad mikrosomalny przemiane etanolu
w aldehyd octowy jest znikomy (11, 12). -

Szybkos$¢ niezaleznego od dehydrogenazy alkoholowej utleniania eta-
nolu nie zmienia sie znaczaco po dodaniu do $rodowiska inkubacyjnego
jej inhibitora (tj. pirazolu) oraz inhibitora katalazy (tj. azydku sodu).
Spostrzezenia te Swiadczace o niewielkiej roli katalazy w utlenianiu
etanolu potwierdzono w doswiadczeniach ze skrawkami watroby i izolo-
wanymi komdrkami (13). Aby wykaza¢, ze azydek sodu rzeczywiscie
wnika do hepatocytéw i catkowicie blokuje katalaze, dodawano do $ro-
dowiska inkubacyjnego DL-alanine, substrat peroksysomalnej oksydazy
D-aminokwasow, ktéra katalizuje reakcje utleniania D-alaniny z utworze-
niem HZD 2 Wzrost szybkosci utleniania etanolu przez katalaze i HD 2
towarzyszyt stymulacji wytwarzania H2z w uktadzie wolnym od azydku
sodu, natomiast w probie z inhibitorem szybkos$¢ utleniania etanolu nie
ulegata zmianie (Ryc. 3).

Badano réwniez metabolizm etanolu w skrawkach watroby szczuréw
ze zwierzat otrzymujacych inhibitor katalazy — aminotriazol. W godzine
po iniekcji tego zwigzku aktywnos$¢ katalazy w homogenacie watroby
stanowita juz tylko 3% warto$ci kontrolnej, jednakze szybkos¢ utleniania

3 Postepy Biochemii
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Ryc. 3. Wplyw pirazolu, azydku sodu oraz DL-alaniny na utlenianie etanolu w skraw-
kach watroby szczura (wg 4, 6)

etanolu byta taka sama, jak w probkach kontrolnych (6). Tak wiec amino-
triazol nie wptywat na intensywno$é utleniania etanolu niewrazliwego
na pirazol. Dodanie DL-alaniny silnie pobudzato utlenianie etanolu w kon-
troli, a nie pobudzato go w skrawkach watroby zwierzat, ktére otrzy-
maty aminotriazol. Wskazuje to, ze aktywnos$¢ katalazy ulega zahamo-
waniu, co potwierdza sugestie o znikomym jej udziale w utlenianiu
etanolu. Zgadza sie to z wynikami doswiadczen w uktadzie in vivo (14—16),
in vitro ze skrawkami watroby (14) oraz z watrobg perfundowang (9).
Szybko$¢ wytwarzania HD 2 w hepatocytach jest zbyt mata 3,6 jxmola/
/godz/g watroby, aby pokry¢ zapotrzebowanie na ten zwigzek w reakcji
peroksydacji etanolu przez katalaze (17).

I11-2. Dehydrogenaza aldehydowa

Punktem wyjscia rozwazan nad wptywem etanolu na aktywnos$¢ de-
hydrogenazy aldehydowej byto stwierdzenie, ze po jednakowej dawce
etanolu stezenie aldehydu octowego we krwi alkoholikéw jest wyzsze
niz we krwi pijagcych alkohol sporadycznie (18, 19). Wzrost ten moznaby
wyjasni¢ niejednakowa wrazliwoscig na etanol dehydrogenazy aldehydo-
wej, odpowiedzialnej za utlenianie i usuwanie aldehydu octowego. Badania
zwierzat otrzymujgcych etanol nie daly dotagd jednoznacznej odpowiedzi:
jedni badacze donosili o wzroscie aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej
pod wptywem alkoholu etylowego (20), podczas gdy inni nie odnotowali
wptywu etanolu na aktywno$¢ enzymu (21—23).

W watrobie szczura wykazano obecno$é przynajmniej dwoch dehydro-
genaz aldehydowych réznigcych sie miejscem wystepowania w komarce
i wartoscig Km aldehydu octowego (24). Enzym o niskiej wartosci Km
wystepuje w matrix mitochondriéw, podczas gdy enzym o wysokiej war-
tosci znajduje sie w ich btonie zewnetrznej oraz we frakcji mikrosomal-
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nej (24). Z cytosolu komorek watroby wyizolowano ponadto dwie zalezne
od NAD+ dehydrogenazy aldehydowe o r6znym powinowactwie do alde-
hydu octowego (25).

Badano wptyw podawania etanolu na aktywno$¢ dehydrogenaz w roz-
nych frakcjach subkomérkowych, stosujac jako substrat aldehyd pro-
pionowy w dwoch stezeniach (0,068 i 13,6 mM), wystarczajacych do wy-
sycenia enzyméw o wysokim i niskim powinowactwie wobec tego
substratu. Wptyw etanolu podawanego szczurom przez 60 dni zalezat od
badanej frakcji i stezenia substratu. Aktywno$¢ dehydrogenazy aldehy-
dowej o niskim powinowactwie wobec aldehydu propionowego, izolowanej
z bton mitochondrialnych, wzrastata o 60%, podczas gdy aktywnos$é enzy-
mu o niskim powinowactwie pochodzgcego z frakcji mikrosomalnej ule-
gata obnizeniu o 50%. Stwierdzono réwniez zmniejszenie o 58% aktyw-
nosci enzymu o wysokim powinowactwie do aldehydu propionowego
pochodzacego z matrix mitochondrialnej (26).

Trudno jednoznacznie oceni¢ wptyw diugotrwatego podawania etanolu
na rozmieszczenie i aktywno$¢ dehydrogenazy aldehydowej w watrobie.
Zaohserwowana przynajmniej w potowie badanych przypadkéw indukcja
enzymu z btony mitochondrialnej przez etanol (26), chroni prawdopodob-
nie btone przed szkodliwym wptywem aldehydu octowego (20). Jest ona
prawdopodobnie uwarunkowana genetycznie podobnie jak indukcja enzy-
mu cytosolowego przez fenobarbital (27, 28). Przy czym stwierdzono roz-
nice aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej w watrobach myszy i szczu-
réw réznych szczepdw (29). Diugotrwate przyjmowanie etanolu wywotuje
indukcje mitochondrialnych a hamowanie mikrosomalnych enzyméw
0 niskim powinowactwie do aldehydu octowego. Dehydrogenazy o wyz-
szym powinowactwie wobec substratu, wystepujace w matrix mitochon-
drialnej ulegajg hamowaniu przez etanol. llo$¢ aldehydu octowego meta-
bolizowana przez rézne dehydrogenazy aldehydowe moze by¢ niewielka.
Fizjologiczna rola poszczeg6lnych enzyméw nie jest znana.

IV. Adaptacyjne zmiany w hepatocytach

Dtugotrwate podawanie szczurom alkoholu etylowego wywotuje wzrost
szybkosci jego przemiany (30—32). Nie znamy dotychczas mechanizmu
warunkujacego te metaboliczng adaptacje.

W watrobie szczuréw otrzymujacych etanol w przewlektym ekspery-
mencie obserwuje sie zarbwno zmiany patologiczne, jak i adaptacyjne (33)
tj.. proliferacje gtadkiego retikulum endoplazmatycznego (34) (podobnie
jak w watrobie ludzkiej (35)) oraz wzrost zawartosci biatek i fosfolipidow
w mikrosomach gtadkich (36).

llos¢ i aktywnos$¢ oksydazy o funkcji mieszanej (37), cytochromu P-450
(38), reduktazy NADPH2 — cytochrom c¢ (39) oraz zawarto$ci fosfolipi-
déw (36) wzrasta w wyniku przewlektego dziatania alkoholu. Dtugotrwate

3*
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przyjmowanie etanolu zwieksza aktywno$¢ wielu enzymoéw metabolizu-
jacych leki, przyspieszajagc tym samym biotransformacje niektorych
lekéw i skracajgc odpowiednio czas ich dziatania (40, 41). Jednakze me-
chanizmy lezace u podstaw wptywu etanolu na biotransformacje lekéw
oraz na wiasny metabolizm nie sg znane.

1V -1. Jakosciowe i ilosciowe zmiany mikrosomalnych fosfolipidow

Przewlekte podawanie etanolu stanowigcego 36% wartosci kalorycznej
diety z dietag bogatg w lipidy (36) powoduje wzrost zawartosci cytochro-
mu P-450, mikrosomalnych fosfolipidow a takze reduktazy NADPH —
cytochrom c (42).

Skiad mikrosomalnych fosfolipidéw réznit sie znacznie w zaleznosci
od tego czy podawano sam etanol czy wraz z dietg wysokottuszczows.
Dominujgcym sktadnikiem mikrosomalnych fosfolipidow jest fosfatydylo-
cholina stanowigca okoto 60% catej frakcji. Fosfatydylocholina stanowi
okoto 20%, a fosfoinozytol i lizofosfatydylocholina — okoto 10%. Sfingo-
mielina, fosfatydyloseryna i kwas fosfatydowy wystepujga w mniejszych
ilosciach. Po dtugotrwatym podawaniu etanolu poziom fosfatydylocholiny
wzrasta okoto 25% a sfingomieliny — spada ponad 20%, natomiast za-
warto$¢ fosfatydyloetanolaminy nie ulega istotnym zmianom.

Sktad kwaséw tluszczowych fosfatydylocholiny badano za pomocg
chromatografii gazowej (42). W kontroli nasycone kwasy tluszczowe,
gtownie kwas stearynowy, stanowity ponad 50% wszystkich kwasow
ttuszczowych obecnych w fosfatydylocholinie. Posréd kwasdw nasyco-
nych, kwas arachidonowy wystepowat w ilosci dwukrotnie wiekszej niz
kwasy oleinowy i linolenowy tgcznie. Po diugotrwatym przyjmowaniu
alkoholu znacznemu obnizeniu ulega ilo$¢ kwaséw nasyconych, gtownie
kwasu palmitynowego. Jednoczes$nie 0 4% wzrastata og6lna ilos¢ kwasow
nienasyconych przy czym ilos¢ kwasu oleinowego wzrastata o 28%, lino-
lenowego o 18%, natomiast ilos¢ kwasu arachidonowego ulegata znacz-
nemu obnizeniu. Badano réwniez skiad kwaséw ttuszczowych w drugim
waznym mikrosomalnym fosfolipidzie — fosfatydyloetanolaminie. Nasy-
cone i nienasycone kwasy tluszczowe wystepowaty w tych samych stosun-
kach i sktadzie jak w fosfatydylocholinie.

Wptyw etanolu na sktad fosfolipidéw badano w doswiadczeniach (42),
w ktorych etanol (36% catkowitej wartosci kalorycznej diety) podawano
z dieta o niskiej zawartosci tluszczéw (zaledwie 2% wartoSci kalorycz-
nej diety).

Przewlekte podawanie etanolu wraz z dietg niskotluszczowg nie wy-
wotuje w mikrosomalnych fosfolipidach zmian iloSciowych, lecz jedynie
niewielkie zmiany jakosciowe, wyrazajgce sie réznym skitadem kompo-
nenty kwasowej (42, 43).
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1V 2. Indukcja swoistego cytochromu P-450 przez przewlekle podawany etanol

Czynno$¢ mikrosomalnego uktadu oksydazy o funkcji mieszanej wy-
maga obecnosci trzech skiladnikéw: cytochromu P-450, redukts.zy
NADPH2cytochrom ¢ oraz fosfolipidéow (33). Dtugotrwata podaz feno-
barbitalu i metylocholantrenu indukuje powstanie odmian cytochromow
P-450 o r6znej swoistosci substratowej (44). Badanie siateczki endoplaz-
matycznej wykazato, ze hemoproteina indukowana przez diugotrwalg
podaz etanolu ma widmo podobne do widma hemoprotein indukowanych
przez fenobarbital (38).

Opisano indukcje — przez etanol — odmiany cytochromu P-450 wy-
kazujacej powinowactwo do cyjankéw (45, 46). W mikrosomach szczuréw
otrzymujacych etanol O-dealkilacja etoksykumaryny ulega silniejszemu
hamowaniu przez tetrahydrofuran niz w mikrosomach szczuréw otrzymu-
jacych fenobarbital lub benzopiren (47). Zaobserwowano réwniez, ze eta-
nol jest silniejszym induktorem mikrosomalnego enzymu hydroksylujg-
cego aniling niz fenobarbital czy metylocholantren, a tetrahydrofuran
silniej hamuje zjawisko indukcji w mikrosomach szczuréw otrzymujgcych
etanol niz metylocholantren czy fenobarbital.

Silniejsze wigzanie sie tetrahydrofuranu z mikrosomami pochodza-
cymi od zwierzat po etanolu niz po fenobarbitalu, metylocholantrenie
i kontrolnych sugeruje obecnos¢ specyficznego cytochromu P-450 induko-
wanego przez etanol.

Charakterystyka spektralna czesciowo oczyszczonych cytochroméw
P-450, pochodzgcych z roéznych zrddet, potwierdzita powstawanie pod
wptywem diugotrwatego podawania etanolu odmiany cytochromu P-450
réznigcej sie od cytochromow indukowanych przez metylocholantren czy
fenobarbital (42).

Badano réwniez cytochromy P-450 z r6znych Zrodet pod wzgledem
aktywnosci katalitycznej w obecnosci trzech substratéw: benzofetaminy,
benzopirenu i aniliny (42). Cytochrom P-450 indukowany podaniem eta-
nolu wykazywat najwyzsza aktywno$¢ w hydroksylacji aniliny, induko-
wany przez fenobarbital w N-demetylacji benzofetaminy, a indukowany
metylocholantrenem w hydroksylacji benzopirenu. Natomiast cytochrom
P-450 izolowany z watroby zwierzat otrzymujacych diete kontrolng wy-
kazuje niskg aktywnos$¢ wobec tych substratow. Poniewaz we wszystkich
doswiadczeniach ilo$¢ reduktazy NADPH2— cytochrom ¢ oraz fosfolipi-
dow byta jednakowa, wyniki Swiadczyty o réznej specyficznosci substra-
towej badanych hemoprotein.

Powstawanie katalitycznie i spektralnie réznej formy cytochromu
P-450 pod wptywem przewlektego przyjmowania etanolu moze stanowic
punkt wyjscia dla wyjasnienia metabolizmu biologicznego oddziatywania
alkoholu etylowego.
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V. Rola mitochondriow w metabolizmie etanolu

Zastosowanie etanolu jako izokalorycznego substytutu weglowodanow
w petnowarto$ciowej diecie prowadzi do zaburzenia ultrastruktury mito-
chondriéw polegajacej na obrzmieniu i znieksztatceniu tych organelii oraz
zmianie uktadu grzebieni Srédmitochondrialnych (33) (Ryc. 4). Bioche-
micznym wskaznikiem uszkodzenia bton mitochondrialnych jest aktyw-
no$¢ ATP-azy zaleznej od Mg2+ ktdra wzrasta w watrobie narazonej na
ostry lub przewlekty wptyw etanolu (48, 49). Okres regeneracji watroby,
tj. okres zanikania uszkodzen w mitochondriach, trwa 5 dni po odstawie-
niu alkoholu, przy czym aktywno$¢ enzymu wraca do normy wczes$niej
niz zmiany morfologiczne sg jeszcze widoczne (50). Nalezy jednak odno-
towac réwniez doniesienia o braku zmian aktywnos$ci ATP-azy pod wpty-
wem etanolu (51, 52, 53). Dopiero ostatnio Hosein i wsp. (54) postu-
gujac sie graficzng metodg Arrheniusa potwierdzili ostatecznie korelacje
pomiedzy uszkodzeniem btony mitochondrialnej, spowodowanym dtugo-
trwatym wptywem etanolu, a zmianami kinetyki ATP-azy aktywowa-
nej Mg2+. Wydaje sie jednak, ze wpityw alkoholu nie dotyczy wyacznie
tego enzymu, ale wiekszosci enzymoéow wystepujagcych w btonach mito-
chondrialnych.

V-I. Wptyw etanolu na biosynteze biatka w mitochondriach

Morfologiczne zmiany bton mitochondrialnych, widoczne na obrazie
mikroskopowym (Ryc. 4) moga by¢ wynikiem zmienionej syntezy biatka,
zar6wno mitochondrialnej jak i cytoplazmatycznej pod wptywem dtugo-
trwatego oddziatywania alkoholu. Niektérzy autorzy sugeruja, ze obser-
wowane zmiany sg wynikiem uszkodzenia procesu biogenezy bton mito-
chondrialnych. Mitochondrialna synteza biatka rdzni sie od syntezy
w cytoplazmie i jest odpowiedzialna za powstanie ok. 10°/0 mitochondrial-
nych enzyméw oraz innych biatkowych sktadnikéw bton mitochondrial-
nych. Wbudowanie biatek do biony mitochondrialnej zachodzi w tym
samym czasie, co whudowanie skitadnikéw lipidowych, tak wiec szybkos¢
inkorporacji znakowanych aminokwaséw moze stuzy¢ do oceny procesu
biogenezy btony mitochondrialnej (55).

Okres, w ktorym zachodzi potowiczna przemiana biatek mitochondrial-
nych, oszacowany na podstawie wprowadzenia znakowanej argininy,
wynosi ok. 6,8 dni. Interesujgce byto okreSlenie, czy pod wptywem
alkoholu szybkos$¢ syntezy biatka w mitochondriach ulega zmianie, a takze
czy ewentualna zmiana wplywa na catkowitag przemiane biatek mito-
chondrialnych. Okres péttrwania mitochondriéw watroby zwierzat otrzy-
mujacych alkohol ulega skroceniu do 4 dni, jest wiec ok. 2 dni krotszy
niz mitochondriéw kontrolnych. W ciagu 4 tygodni (przecietny okres
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Ryc. 4. Zmiany w mikrostrukturze komorki watroby szczura wywotane alkoholem
etylowym.

Z lewej obraz kontrolny —widoczne prawidtowe mitochondria i szorstkie retikulum endoplaz-
matyczne. Z prawej —obraz hepatocytu ze zmianami poalkoholowymi; widoczne jest zniszczenie
struktury mitochondriéw i proliferacja gtadkiego retikulum endoplazmatycznego.

podawania alkoholu zwierzetom doswiadczalnym) w mitochondriach
zwierzat kontrolnych pozostaje tylko 4% oryginalnego biatka mitochon-
drialnego, podczas gdy w mitochondriach zwierzat otrzymujacych etanol
(»etanolowych”) — mniej niz Do (55).

Inkorporacja znakowanej leucyny do biatek mitochondrialnych in vitro
obniza sie znacznie w mitochondriach ,,etanolowych”. Ponadto elektro-
foreza biatek z mitochondriéw uprzednio inkubowanych ze znakowanym
aminokwasem wskazuje na ogélne obnizenie syntezy biatka w mito-
chondriach (55). Nie jest znany etap mitochondrialnej syntezy biatka, na
ktory dziata etanol. Synteza biatka w mitochondriach dostarcza kilka-
nascie waznych enzymow zwigzanych z bionami mitochondrialnymi,
w tym oksydaze cytochromowg, ATP-aze wrazliwg na oligomycyne oraz
cytochrom b, ktore sg niezbedne dla prawidtowego funkcjonowania mito-
chondriéw. Aktywno$¢ kilku enzymoéw z wewnetrznej btony mitochon-
drialnej ulega obnizeniu pod wplywem diugotrwatego dziatania etanolu
(55), np. aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej, cytochromoéw a i as
oraz cytochromu b.

Etanol moze wplywaé takze na wiele enzymoéw mitochondrialnych,
takich jak polimeraza DNA, polimeraza RNA i enzymy taincucha oddecho-
wego. Zahamowanie wewnatrzmitochondrialnej inkorporacji leucyny
moze byé wynikiem skrdécenia okresu poéirwania biatek mitochondrial-
nych w mitochondriach ,etanolowych”. Moze to prowadzi¢ do obnizenia
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liczby nienaruszonych i funkcjonalnie sprawnych mitochondriéw watroby
u zwierzat otrzymujgcych przewlekle etanol. Nieodwracalne uszkodzenie
watroby cztowieka i zwierzat z rzedu naczelnych nastepuje w wyniku
okoto rocznego okresu spozywania etanolu (56).

V-2. Aktywnos$¢ uktadéw transportujgcych réwnowazniki redukcyjne

Jak wiemy, enzymem odpowiedzialnym za metabolizm etanolu w cyto-
plazmie jest dehydrogenaza alkoholowa, a jednym z produktéw utleniania
etanolu — NADHZ Nagromadzenie zredukowanej formy tego nukleotydu
w cytoplazmie doprowadza do opisanych poprzednio powaznych zaburzen
metabolicznych. Procesy zachodzace w cytoplazmie nie sg na tyle wy-
dajne, aby zapobiec nagromadzaniu sie zredukowanych zwigzkdéw powsta-
jacych podczas utleniania etanolu.

Nieuszkodzona btona mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla
nukleotydow pirydynowych. Cytoplazmatyczne NADH moze zosta¢ utle-
nione w mitochondriach tylko dzieki specjalnym uktadom wahadtowo
transportujacym redukcyjne réwnowazniki do mitochondriow. Sg to
uktady: glicerolowy, jabtczanowo-asparaginianowy oraz uktad transportu-
jacy réwnowazniki za posrednictwem kwasow ttuszczowych.

" W Swietle doniesien o stymulacji procesu utleniania alkoholu przez
dtugotrwale jego przyjmowanie, zrozumiale staje sie znaczenie uktadow
transportujacych jako czynnikéw, ktére ograniczajg szybkos$é reakcji
katalizowanej przez dehydrogenaze alkoholowg. W zwigzku z tym wyla-
nia sie interesujacy problem, czy etanol moze indukowac¢ systemy trans-
portujace.

Badanie korelacji miedzy diugotrwatym podawaniem alkoholu a szyb-
koscig jego utleniania byto przedmiotem doswiadczern z zastosowaniem
inhibitorow utleniania mitochondrialnego w hepatocytach z watroby szczu-
row otrzymujacych przewlekle etanol. Inhibitory transportu elektronéw
w fancuchu oddechowym powodujg nagromadzenie zredukowanych
nukleotydéw w mitochondriach, co prowadzi do zahamowania uktadow
transportujagcych réwnowazniki redukcyjne. Inhibitory te obnizajg szyb-
kos¢ utleniania etanolu zaréwno w grupie komorek kontrolnych, jak i w
hepatocytach zwierzat otrzymujacych etanol (57). Zastosowanie inhibito-
réw transportu elektronéw w tafcuchu oddechowym miato na celu spre-
cyzowanie drogi przeptywu réwnowaznikéw redukujgcych z cytoplazmy
do mitochondriow — tzn. okreslenia roli i znaczenia poszczeg6lnych wa-
hadet w catkowitym transporcie wodoru. | tak, antymycyna, ktéra hamuje
wszystkie trzy uktady transportujagce wahadtowo obnizata szybkos$é utle-
niania etanolu o 70—S0Y zaréwno w grupie komérek kontrolnych jak
i w hepatocytach doswiadczalnych. Natomiast rotenon, wptywajacy tylko
na ukiad jablczan—asparaginian oraz czesciowo na uktad transportujacy
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rbwnowazniki za posrednictwem kwasdw ttuszczowych, obnizat szybkos¢
utleniania etanolu mniej niz o 50flo (57).

Nieco inaczej przedstawiajg sie wyniki badania in vitro frakcji mito-
chondrialnej z dodaniem egzogennych substratdow ukladéw transportujg-
cych w celu rekonstrukcji badanego uktadu. Wahadtowo transportujgcy
uktad glicerolowy moze by¢ hamowany przez cyjanek do wartosci po-
czatkowej, ale hamowaé go moze réwniez rotenon, ktory obniza aktyw-
no$¢ uktadu do 50°/0. Hamujacy wptyw rotenonu na ukiad glicerolowy
sugeruje, ze w utlenianiu redukcyjnych réwnowaznikéw z cytoplazmy,
oprocz dehydrogenazy glicerofosforanowej zwigzanej z FAD, bierze udziat
rébwniez dehydrogenaza zwigzana z NAD+ (58).

Diametralnie ré6zny wplyw na wahadtowo transportujacy ukiad gli-
cerolowy wywiera tyroksyna. Z badan szczuréw otrzymujacych tyroksyne
wynika, ze hormon ten podwyzsza kilkakrotnie aktywnos$¢ dehydrogenazy
glicerofosforanowej, przy czym zmianom aktywnos$ci enzymu towarzyszy
wzrost aktywnos$ci ukitadu glicerolowego: tyroksyna stymuluje okoto
7-krotnie aktywnos$¢ dehydrogenaz i prawie 2-krotnie aktywnos$¢ ukiadu
glicerolowego. Ttumaczy to, dlaczego u zwierzat otrzymujacych tyroksyne
nie dochodzi w wyniku metabolizmu etanolu do wzrostu stosunku mle-
czan/pirogronian, chociaz aktywacja uktadu jest znacznie stabsza niz sa-
mego enzymu. Wyniki te dowodza, za aktywno$¢ dehydrogenazy glicero-
fosforanowej nie stanowi momentu ograniczajagcego aktywnos¢ catego
uktadu. RoOwniez penetracja a-glicerofosforanu do mitochondriow nie
ogranicza transportu réwnowaznikdéw redukucyjnych z cytoplazmy. Wy-
daje sie, ze przyczyng nasilenia transportu po podaniu tyroksyny jest
wzrost przeptywu elektronéw w tancuchu oddechowym, czyli nasilenie
reoksydacji nukleotydéw (58).

Uktad jabiczan-asparaginian podlega rdwniez hamowaniu przez zwiazki
rozprzegajace fosforylacje oksydacyjng, np. karbonylocyjanek m-chloro-
fenylohydrazonu (CCCP), a takze przez oligomycyne, co dowodzi, ze dla
sprawnego dziatania uktadu niezbedne jest dostarczenie energii (58).

W hepatocytach szczurow otrzymujacych przewlekle etanol jego utle-
nianie zachodzi o 50°/0 szybciej niz w hepatocytach kontrolnych zaréwno
w doswiadczeniach z zastosowaniem inhibitoréw jak i bez nich. Inhibitory
te nie wpltywaja wiec na adaptacyjny wzrost szybkosci utleniania (57).

Oligomycyna powoduje zmniejszenie szybkosci utleniania etanolu
(o okoto 50°/0) w obu typach komérek z tym, ze szybko$¢ ta — podobnie
jak w przypadku antymycyny i rotenonu — jest wieksza w hepatocytach
zwierzat pozostajgcych pod diugotrwatym wplywem alkoholu. Natomiast
cyjanek hamujagcy utlenianie mitochondrialne i utlenianie mikrosomal-
nego cytochromu P-450 (30) — powoduje znaczne obnizenie szybkosci
utleniania etanolu. W obecnosci cyjanku hepatocyty izolowane z watroby
szczuréw otrzymujacych przewlekle etanol nie wykazywaty, w poréwna-
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niu z kontrolg, wzrostu szybkosSci jego przemiany, a wiec zablokowania
cytochromu P-450 — skfadnika uktadu MEOS — znosi adaptacyjne przy-
spieszenie utleniania etanolu. Swiadczy to o znacznej roli uktadu MEOS
w mechanizmie adaptacyjnym.

W obecnosci inhibitoré6w aminotransferazy asparaginianowej — siar-
czanu hydrazyny i aminooctanu — oraz inhibitorow transportu glutami-
nianu, jabtczanu i a-ketoglutaranu, szybko$¢ utleniania etanolu zmniejsza
sie o potowe zar6wno w grupie zwierzat kontrolnych jak i otrzymujacych
etanol. Diugotrwale dziatanie etanolu nie zmienia wiec wrazliwosci syste-
mow transportujacych na te inhibitory, chociaz mechanizmy adaptacyjne
sprawiaja, ze szybkos$¢ utleniania etanolu jest wieksza (59).

ADP powstajgcy w reakcji katalizowanej przez ATP-aze — Na+, K+ —
zalezng moze stymulowac procesy mitochondrialnego utleniania, a wiec
tym samym utlenianie etanolu. Oubaina — inhibitor Na+/K+-ATP-azy
(60) — hamuje utlenianie etanolu w tym samym stopniu w hepatocytach
zaadaptowanych do utleniania etanolu co i w kontrolnych, jednakze nie
zapobiega adaptacyjnemu wzrostowi szybkosci utleniania etanolu.

Trzeci uktad transportujagcy réwnowazniki redukcyjne do mitochon-
driow — uktad transportujacy za posrednictwem kwasow ttuszczowych —
ulega trzykrotnie silniejszej aktywacji przez dodanie do mieszaniny inku-
bacyjnej kwasow ttuszczowych (palmitynianu i oleinianu); aktywnos$¢
wzrosta dodatkowo po dodaniu cytrynianu lub karnityny (od 5 do 6 razy).
Aktywnos$¢ uktadu ulega obnizeniu do 20—30%> — jak w omédwionych
wyzej uktadach transportujgcych — pod wptywem inhibitoréw transportu
elektronéw, czynnikéw rozprzegajacych i inhibitorow ATP-azy (58) za-
réwno w grupie zwierzat kontrolnych jak i otrzymujacych stanol.

W doswiadczeniach in vitro z rekonstruowanymi uktadami transpor-
tujagcymi rownowazniki redukcyjne wykazano, ze kombinacja dwéch do-
wolnych uktadow wywotuje wzrost utleniania etanolu, bedacy w przybli-
zeniu sumg aktywnosci uktadow pojedynczych. Jednakze dodanie zre-
konstruowanego trzeciego uktadu nie powoduje juz wzrostu utleniania
alkoholu. Czynnikiem ograniczajagcym transport réwnowaznikdéw reduk-
cyjnych do mitochondriow jest intensywno$¢ utleniania wszystkich moz-
liwych substratow przy udziale dehydrogenaz zwigzanych z NAD+ w wa-
runkach stanu trzeciego mitochondriéw. Intensywnos$¢ tych reakcji oksy-
dacyjnych jest jednak od dwu do trzech razy wyzsza od maksymalnego
nasilenia utleniania etanolu. Etanol, ulega utlenianiu w skrawkach
watroby oraz w izolowanych komoérkach tego narzadu z maksymalng
szybkoscia — 0,75 fxmoli/min/g watroby. Podczas utleniania 1 mola eta-
nolu powstajg 2 mole NADH (pierwszy z udziatem dehydrogenazy alkoho-
lowej, drugi — przy udziale dehydrogenazy aldehydu octowego). Tak
wiec w warunkach maksymalnego nasilenia metabolizmu etanolu trans-
port réownowaznikow redukcyjnych jest rzedu 1,5 jimola NADH/min/g
watroby. Poréwnanie wyliczen teoretycznych intensywnos$ci transportu
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z wynikami doswiadczen — 1,3 (imola NADH/min/g watroby — prowadzi
do wniosku, iz transport ten w rzeczywistosci przebiega z mniejszg inten-
sywnoscig (58). Ponadto stwierdzono, ze istotng role w odciazeniu wahadet
odgrywa dehydrogenaza aldehydu octowego (61, 62). 80% catkowitej
aktywnosci dehydrogenazy aldehydowej stwierdzono we frakcji mito-
chondrialnej — a wiec aldehyd ulega utlenieniu przede wszystkim w mi-
tochondriach i proces ten nie wymaga uktadoéw transportujgcych réwno-
wazniki redukcyjne. Intensywno$¢ transportu wodoru podczas utleniania
etanolu obniza sie wiec do okoto 0,75 jxmola NADH/min/g watroby. Przy
rébwnoczesnym utlenianiu etanolu przez uktad MEQOS, kt6re stanowi 20%
catkowitego metabolizmu etanolu, ilos¢ transportujacego wodoru ulega
dodatkowemu obnizeniu i teoretycznie wystarczytby tylko jeden ukiad
transportujacy. Poniewaz wszystkie trzy ukiady w jednakowym stopniu
uczestniczg w transporcie, reoksydacja NADH w mitochondriach nie ogra-
nicza metabolizmu etanolu, jak réwniez nie stanowi mechanizmu adapta-
cyjnego. Miejscem ograniczajacym nie jest rowniez ADH, gdyz dos$wiad-
czenia z 24 réznymi stezeniami enzymu nie wykazaly znaczgcych zmian
w poziomie utleniania etanolu (58).

VI. Uwagi koncowe

Pod wptywem diugotrwalego dziatania etanolu wyksztalcajg sie w wa-
trobie specjalne mechanizmy adaptacyjne, dzieki ktorym metabolizm
alkoholu przebiega sprawnie. W ustroju niezaadaptowanym gtdéwna drogga
utleniania etanolu jest reakcja katalizowana przez dehydrogenaze alko-
holowa. Podczas dtugotrwatego przyjmowania etanolu w hepatocytach
zachodzi proliferacja gtadkiego retikulum endoplazmatycznego i akty-
wacja procesu utleniania etanolu zaleznego od enzymoéw mikroso/nalnych.
Pod wptywem diugotrwatej podazy etanolu powstaje specyficzny cyto-
chrom P-450 o odmiennej charakterystyce spektralnej. Cytochrom ten
jest bardziej aktywny w metabolizmie niektérych zwigzkéw egzogennych,
np. aniliny, niz cytochromy indukowane przez diugotrwalg podaz innych
zwigzkéw, np. metylocholantrenu czy fenobarbitalu. Innym dowodem
udziatlu cytochromu P-450 w adaptacyjnym nasileniu utleniania etanolu
jest dziatanie cyjanku, ktéry blokujagc cytochrom P-450 znosi réwno-
cze$nie utlenianie etanolu przez uktad MEOS zwiekszone diugotrwatym
dziataniem alkoholu. Na role uktadu MEOS w adaptacyjnym wzroscie
szybkosci utleniania etanolu wskazuje réwniez zwiekszone pobieranie
tlenu przez mikrosomy podczas utleniania etanolu w organizmach stale
narazonych na ten zwigzek. Dehydrogenaza alkoholowa nie wpitywa na
adaptacyjny wzrost utleniania etanolu, a niekiedy jej aktywno$¢ pod
wptywem etanolu ulega nawet obnizeniu.

Wzrost szybkosci utleniania etanolu nie zalezy od ukladéw wahadto-
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wych — transportujgcych do mitochondriow réwnowazniki redukcyjne.
Przeciwnie — dtugotrwale podawany etanol zmniejsza ilos¢ normalnie
funkcjonujacych mitochondridéw i narusza biogeneze btony mitochondrial-
nej.

Zaakceptowano do druku 16.8.1979
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Opracowane w ostatnich dziesieciu latach liczne metody frakcjonowa-
nia mitochondriow (1—3) przyczynity sie do postepu badan nad funkcja
i strukturg obu bton mitochondrialnych, a takze pozwolity na ustalenie
sktadu substancji znajdujacych sie w przestrzeni miedzybtonowej i ma-
triks.

Niniejszy przeglad stanowi prébe scharakteryzowania mitochondrialnej
btony zewnetrznej. Btona ta jest przykiadem struktury submitochon-
drialnej, ktorej rola nie jest jeszcze doktadnie poznana, pomimo dos¢ licz-
nych danych odnos$nie jej wiasciwosci fizycznych, chemicznych i enzyma-
tycznych. Zwilaszcza zréznicowany sktad enzymatyczny tej btony moze
sugerowac, ze ma ona duze znaczenie w metabolizmie mitochondriéow
i catej komorki.

* Dr, Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologii i Biochemii, Akademia Medyczna,
Lindleya 6, 90—131 £6dz
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I. Wiasciwosci morfologiczne mitochondrialnej btony zewnetrznej

Btona zewnetrzna jest gtadka, grubos$¢ jej wynosi 50 A — 70 A. Obser-
wacje w mikroskopie elektronowym negatywowo barwionych preparatow
mitochondrialnej btony zewnetrznej watroby szczura i wolu wykazaty
istnienie wgtebien o $rednicy okoto 60 A. Réwniez na powierzchni biony
zewnetrznej mitochondriéw roslin i Neurospora crassa wystepuja podobne
wgtebienia, o $rednicy okoto 30 AvStosujac promienie rentgenowskie po-
twierdzono wystepowanie tych wgtebien w blonie zewnetrznej mito-
chondriéw ziemniaka i fasoli (4). Sugeruje sie, ze wglebienia te mogg re-
prezentowac pory na powierzchni btony (5). Z ich wystepowaniem wigze
sie duza przepuszczalno$¢ btony zewnetrzne;j.

Na wewnetrznej powierzchni btony zewnetrznej mitochondriéw watro-
by szczura wykazano obszary o wiekszej gestosci elektronowej. Sa to
»miejsca kontaktowe”, dzieki ktorym istnieje mozliwo$¢ potagczenia mie-
dzy btonami mitochondrialnymi (6, 7). Za obecnoscig takich miejsc prze-
mawiatby fakt, ze fragmenty btony zewnetrznej utworzone po dziataniu
digitoning przyczepiajg sie do btony wewnetrznej (8). W obrebie miejsc
kontaktowych prawdopodobnie znajdujg sie specyficzne biatka, ulegajgce
trawieniu proteinazg (9). Na jeden mitochondrion przypada okoto 150
miejsc kontaktowych. Rozktad ich w btonie zewnetrznej jest przypadko-
wy. Butéw i wsp. wykazali, ze do btony zewnetrznej w poblizu miejsc
kontaktowych przyczepione sg rybosomy cytoplazmatyczne, na ktérych
odbywa sie translacja polipeptydéw przeznaczonych dla mitochondriow
(cytowane za Hackenbrockiem i Millerem (poz. 7)). Prawdo-
podobnie w miejscu kontaktu btony zewnetrznej z blona wewnetrzna
zachodzi tworzenie biatek btonowych z polipeptydéw syntetyzowanych
na rybosomach cytoplazmatycznych i mitochondrialnych.

Zaleznie od metody subfrakcjonowania mitochondriow uzyskuje sie
réznej wielkosci pecherzyki pochodzace z btony zewnetrznej. | tak, pe-
cherzyki otrzymane przy uzyciu detergentow majg Srednice okoto 90 A
(1), podczas gdy przy zastosowaniu ultradzwiekow (sekundowe czasy soni-
fikacji) wielkos¢ ich moze sie waha¢ od 600 A do 4000 A (10).

Ciezar whasciwy mitochondrialnej btony zewnetrznej organizméw wyz-
szych wynosi 1,094—1,122 g/cm3 (11), drozdzy — 1,084 g/cm3 (12) i Neu-
rospora crassa — 1,07—1,10 g/cm* (13).

Il. Wihasciwosci fizyczne

Obie btony mitochondrialne roznig sie znacznie miedzy sobg wiasci-
wosciami fizycznymi, a zwlaszcza przepuszczalnoscig i wrazliwoscig na
zmiany ci$nienia osmotycznego.

Btona wewnetrzna posiada bardzo ograniczong przepuszczalno$¢. Moga
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przez nig przechodzi¢ czasteczki niezjonizowane 0 masie czgsteczkowej
nie przekraczajacej 100—150. Transport przez btone wewnetrzng wiek-
szosci natadowanych czasteczek odbywa sie przy udziale nosnikéw. Istnie-
ja specyficzne uktady przenosnikowe, dzieki ktérym jest mozliwy trans-
port do wnetrza mitochondriéw waznych metabolitow, np. nukleotydéw
adeninowych czy acylo-CoA (14, 15).

W odrdznieniu od btony wewnetrznej, btona zewnetrzna ma charakter
btony poitprzepuszczalnej. Przechodza przez nig wszystkie zwigzki o masie
czasteczkowej ponizej 5000 daltonéw (16—19) i selektywnos$¢ ta znalazta
zastosowanie w badaniach stopnia uszkodzenia tej btony. Przyktadem mo-
ze by¢ wykorzystanie pomiaru szybkosci utleniania zewnetrznie dodanego
zredukowanego cytochromu ¢ (19, 20), ktérego masa czasteczkowa wynosi
okoto 12 000.

Z uwagi na fakt, ze biona zewnetrzna jest nieprzepuszczalna dla
zwigzkéw o duzej masie czasteczkowej, powstaje problem, w jaki sposéb
przedostajg sie do wnetrza mitochondrionu biatka mitochondrialne, kto-
rych synteza odbywa sie na rybosomach cytoplazmatycznych. Do chwili
obecnej nie wyjasniono, jaki jest mechanizm transportu tych biatek przez
btone zewnetrzng. Istniejg sugestie, ze zewnetrzna btona mitochondrialna
moze posiadac receptory niektdrych biatek jak np. syntetazy kwasu 5-ami-
nolewulinowego, dzieki ktérym enzym ten przechodzi z cytosolu do mi-
tochondriow (21).

Btony mitochondrialne zachowujg sie bardzo odmiennie przy zmianach
cisnienia osmotycznego. Mitochondria umieszczone w roztworze hipoto-
nicznym ulegajg pecznieniu i podczas tego procesu biona zewnetrzna,
charakteryzujgca sie duza sztywnoscig (22) ulega rozerwaniu. Zjawisko
to wykorzystat Parsons i wsp. (2) do oddzielenia frakcji btony zew-
netrznej od btony wewnetrznej. Natomiast elastyczna btona wewnetrzna
nie ulega zniszczeniu ani w czasie pecznienia, ani podczas skurczu mito-
chondriéw, wywotanego zwiekszeniem cisnienia osmotycznego. Leh-
ninger (23) i Ohnishi (24) sugerowali, ze réznice w zachowaniu
sie obu bton mitochondrialnych moga by¢ spowodowane obecnoscig biatka
kurczliwego w btonie wewnetrznej. Hipoteza ta nie zostala jednak po-
twierdzona w dalszych badaniach.

Mitochondrialna blona zewnetrzna jest bardziej wrazliwa niz biona
wewnetrzna na dziatanie digitoniny. Btona zewnetrzna mitochondriow
watroby szczura ulega uszkodzeniu przy 0,12 mg digitoniny/mg biatka,
podczas gdy btona wewnetrzna dopiero przy ilosci 0,2—0,4 mg digitoni-
ny/mg biatka (1). Zwigzane to jest z r6zng iloScig cholesterolu w obu bto-
nach. Mitochondria serca i brunatnej tkanki tluszczowej sg bardziej opor-
ne na dziatanie digitoniny. Ich btona zewnetrzna ulega rozerwaniu przy
znacznie wyzszych iloSciach digitoniny (25—27).

Jodowanie mitochondriow powoduje rozerwanie biony zewnetrznej
i to juz przy uzyciu 0,2 nmola J/mg biatka, podczas gdy btona wewnetrz-

4 Postepy Biochemii
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na ulega dopiero uszkodzeniu przy zastosowaniu 1 nmola J/mg biatka.
Jodowanie mitochondriéw powoduje peroksydacje lipidowych sktadnikéw
bton i prowadzi do pecznienia mitochondriow (28).

Usuniecie acetonem az 90% mitochondrialnych fosfolipidow powoduje
catkowite zniszczenie btony zewnetrznej bez zniszczenia podstawowej
struktury bitony wewnetrznej (29).

I1l. Skiad chemiczny mitochondrialnej btony zewnetrznej

Oznaczanie sktadu chemicznego subfrakcji mitochondrialnych moze
byé dodatkowym kryterium, obok morfologicznego i enzymatycznego, do
odréznienia preparatow obu bton. Biatka i fosfolipidy sg gtéwnymi, pod
wzgledem ilosciowym, sktadnikami bton mitochondrialnych, ale ich wza-
jemne proporcje sg odmienne w obu btonach.

I11-1. Biatka

Biona zewnetrzna reprezentuje od 4 do 10% catkowitego biatka mi-
tochondrialnego (1, 10, 30, 31). Huber i Morrison (30) znakowali
mitochondrialne biatka watroby szczura 1A i rozdzielali polipeptydy w
zelu poliakryloamidowym. Stwierdzili oni, ze okoto 70% znakowanych
biatek btony zewnetrznej, otrzymanej metodg digitoninowg, posiadato
mase czasteczkowg okoto 14 000 daltonow.

Hayashi i Capaldi (32) wykazali w bionie zewnetrznej mito-
chondriéw serca wotu obecno$¢ 14 polipeptydéw, o masach czgsteczko-
wych od 12 000 do 220 000. Biatka o duzej masie czasteczkowej stanowity
tylko 15% wszystkich biatek. Rozdziaty w zelu poliakryloamidowym wy-
kazaty, ze ponad 50% stanowig polipeptydy o masach czgsteczkowych
27 000, 34 000 i 46 000 z wyrazng przewaga polipeptydu o masie czastecz-
kowej 34 000.

Melnick i wsp. (33) analizujagc za pomocg elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym biatka poszczeg6lnych frakcji mitochondrialnych
watroby szczura, nie stwierdzili w btonie zewnetrznej biatek o wysokiej
masie czasteczkowej. Autorzy ci zaobserwowali cztery pasma w obszarze
10 000—71 000 daltonéw; 22% stanowito biatko o masie czgsteczkowej
okoto 30 000 daltondw.

Profile elektroforetyczne w zelu poliakryloamidowym biatek btony
zewnetrznej mitochondriow roslin wykazujg, ze 20 do 50% stanowig
biatka o masie czasteczkowej 30 000 i 50 000 (4). Btona zewnetrzna mito-
chondriéw Neurospora crassa zawiera rowniez jako gtowny sktadnik biat-
kowy polipeptyd o masie czasteczkowej 30 000 (4, 34). Istnieje mozliwosé,
ze biatko o masie czasteczkowej okoto 30 000, ktore znaleziono we wszyst-
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kich preparatach zewnetrznej btony mitochondrialnej stanowi wspolng
strukturalng podjednostke w ptaszczyznie btony zewnetrznej.

W obu btonach mitochondrialnych stwierdzono obecno$¢ glikoprotei-
déw (33, 35 36). Melnick i wsp. (33) wykazali w preparacie btony
zewnetrznej mitochondriow watroby szczura obecno$¢ glikoproteidu o ma-
sie czasteczkowej 93 000. Jezeli preparat btony zewnetrznej poddano
dziataniu neuraminidazy, to zaobserwowano znaczny spadek w zawartosci
kwasu sjalowego, wchodzacego w sktad tego glikoproteidu. Podobne dane
otrzymali rowniez Bosman i wsp. (37). W blonie zewnetrznej znaj-
duje sie 4—5 razy wiecej kwasu sjalowego niz w blonie wewnetrznej
(37, 38). Izolowane glikoproteidy zawierajg 2—3 moli Ca+2mol, co wska-
zuje, ze moga one odgrywaé wazng role w interakcji Ca+2 z mitochondria-
mi (39).

Stwierdzono, ze réwniez z btong zewnetrzng mitochondriow roslin
zwigzana jest duza ilos¢ kwasu uronowego — okoto 50 Jxg/mg biatka btony,
co znacznie przewyzsza zawarto$¢ weglowodandéw w bionie zewnetrznej
mitochondriéw watroby szczura. Sugerowano, ze kwas uronowy odgrywa
w roslinach wazna role strukturalna, przyczyniajac sie do mechanicznej
wytrzymatosci btony zewnetrznej (4).

W preparatach btony zewnetrznej mitochondriéw watroby szczura
oraz serca i nerki wotu stwierdzono obecno$¢ biatka zawierajgcego zelazo
i siarke (40—42). Funkcja tego biatka nie jest jeszcze dokladnie znana.
Sugerowano mozliwo$¢, ze istnieje funkcjonalna zalezno$¢ pomiedzy tym
biatkiem a aktywnoscig reduktazy NADH — cytochrom c¢ niewrazliwej na
rotenon (43). Nasuwa sie rowniez mysl o mozliwos$ci powigzania tego biat-
ka z aktywnos$cig monoaminooksydazy, poniewaz w o0czyszczonym prepa-
racie enzymu wykryto Fe+2 i mitochondria izolowane z watroby szczuréw
bedacych na diecie ubogiej w Fe+2 wykazywaty zmniejszong aktywnos$c
tego enzymu (44).

111-2. Fosfolipidy

Skiad ilosciowy i jakoSciowy fosfolipidow zewnetrznej btony w porow-
naniu z btong wewnetrzng jest odmienny. Blona zewnetrzna wykazuje
duze podobienstwo do bton retikulum endoplazmatycznego tak pod wzgle-
dem zawartosci fosfolipidow jak i skfadu kwaséw ttuszczowych. Btona
zewnetrzna w porownaniu do btony wewnetrznej zawiera 5—6 razy wie-
cej cholesterolu i 2—3 razy wiecej fosfolipidow (Tabela 1).

Gtéwnymi fosfolipidami preparatéw bton mitochondrialnych otrzyma-
nych z mitochondriéow zwierzecych sg fosfatydyloetanolamina i fosfatydy-
locholina, ktére stanowig 70—80% wszystkich fosfolipidéw. W btonie
zewnetrznej wystepuje jeszcze okoto 10—15°0 fosfatydyloinozytolu, a nie
ma kardiolipiny, ktéra jest charakterystyczna dla btony wewnetrznej.

4%
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Zawartos¢ lipidow i

Mitochondria
Btona zewnetrzna
Btona wewnetrzna

Mikrosomy

cholesterolu w mitochondriach, btonach mitochondrialnych i mikrosomach
serca Swini (31).
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mg lipidow/
mg biatka

0,30

0,85

0,48

0,41

ixmole P
lipidowego/mg
biatka

0,26

0,66

0,40

0,36

[¢mole

cholesterolu/mg

biatka

0,012

0,026

0,0047

0,048

Tabela 1

cholesterol/P

lipidowy

0,042

0,068

0,011

0,107

Niewielka ilo$¢ sfingomieliny obecna w mitochondriach serca $wini i wa-
troby szczura wydaje sie by¢ zlokalizowana w btonie zewnetrznej. Nie-
znaczne ilosci kardiolipiny wykrywane natomiast w preparatach bton
zewnetrznych prawdopodobnie spowodowane sg obecno$cig fragmentow
btony wewnetrznej (Tabela 2).

lloSciowy i jakoSciowy sktad lipidowy preparatow bton zewnetrznych

uzyskanych z mitochondriéw roslinnych jest bardzo podobny do prepa-

ratbw otrzymanych z mitochondriéw zwierzecych (4, 45). Réwniez skiad

Tabela 2
Procentowy sktad fosfolipidéw bton mitochondriéw watroby szczura, swinki morskiej i serca $wini
* (31, 38, 45).
Btona zewnetrzna Blona wewnetrzna
serce V\{qt_r ol?a watroba serce V\{at-rof_a watroba |
$wini swmk'l . szczura Swini swmk'l . szczura
morskiej morskiej
31 38 31 38
(3D ) (38) (31) @) (38)
Fosfatydylocholina 56,3 55,2 49,4 26,5 445 39,2
Fosfatydyloetanola-
mina 28,0 25,3 349 37,9 27,7 39,9
Kardiolipina 0,4 3,2 4.2 25,4 21,5 15,4
Fosfatydyloglicerol — 2,5 — — 2,2 —
Fosfatydyloinozytol 9,3 13,5 9,2 34 4,2 3,6
Sfingomielina 45 —_ 4,4 0,5 — 0,8
Lizofosfatydylocho-
lina 13 - 18 0,6 - 0,6
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lipidowy mitochondriow nawet organizméw tak odlegtych filogenetycz-
nie jak Neurospora crassa i ssaki jest podobny. Badania sktadu fosfolipi-
dowego mitochondrialnej btony zewnetrznej Neurospora crassa (13) wy-
kazaty, ze zawiera ona 41°/o biatka i 59°0 lipidéw. Jej gtdwnymi skiadni-
kami sg fosfolipidy i ergosterol, ktory jest odpowiednikiem cholesterolu
wystepujacego w mitochondriach roslinnych i zwierzecych. Ponadto wy-
tagcznie w blonie zewnetrznej wystepuje barwnik — neurosporaksantyna.

Fosfolipidy biony zewnetrznej i btony wewnetrznej zaréwno mito-
chondridéw tkanek zwierzecych jak i roslin wykazujg do$¢ znaczne roznice
w sktadzie kwasow ttuszczowych. | tak fosfolipidy btony zewnetrznej sa
gtéwnie nasycone, w odroznieniu od btony wewnetrznej, ktére zawierajg
znacznie wiecej kwasow wielonienasyconych (4, 31, 38, 45).

Ro6znice w zawartosci kwasOw ttuszczowych i w stopniu nasycenia
moga w pewnym stopniu ttumaczy¢ réznice w mechanicznych wilasnos-
ciach obu bton mitochondrialnych. Plastyczno$¢ btony wewnetrznej, ktéra
rozcigga sie stosunkowo tatwo, zaréwno biernie jak i aktywnie oraz kur-
czy sie, taczy sie ze znaczng zawarto$cig nienasyconych kwasoéw ttuszczo-
wych. Natomiast ,,sztywno$¢” btony zewnetrznej, dobrze widoczna w mi-
kroskopie elektronowym, moze by¢ spowodowana bardziej nasyconym
charakterem fosfolipidow.

111-3. Cytoplazmatyczny RNA zwigzany z blong zewnetrzng

Ciagtos¢ pomiedzy retikulum endoplazmatycznym a mitochondrialng
btong zewnetrzng obserwowano w komdrkach watroby szczura, todygi
cebuli i Tetralnymena (45). Postulowano, ze ciggto$¢ ta odgrywa kluczowg
role w transporcie biatek do wnetrza mitochondriéw.

Keyhani (46) wykazata w komérkach drozdzy Rhodotorula rubra zwig-
zane z mitochondrialng btong zewnetrzng 80 S rybosomy cytoplazmatycz-
ne. R&znig sie one od rybosomoéw wewnagtrzmitochondrialnych zaréwno
pod wzgledem morfologicznym jak i wrazliwo$cig na antybiotyki. Potgcze-
nie tych rybosoméw z mitochondrialng btong zewnetrzng jest znacznie
stabsze niz rybosomow przyczepionych do szorstkich bton retikulum endo-
plazmatycznego. Biatka mitochondrialne, ktére sg transportowane do
wnetrza mitochondrionu, sa przypuszczalnie syntetyzowane réwniez na
rybosomach cytoplazmatycznych zwigzanych z mitochondrialng btong
zewnetrzng.

Rowniez Kellems i wsp. (47—50) badali 80 S rybosomy cytoplaz-
matyczne, ktére do$¢ mocno zwigzane sg z oczyszczonymi preparatami
mitochondriow drozdzy Saccharomyces cerevisiae. I1zolowane mitochondria
inkorporujg znakowane aminokwasy i wigczanie ich jest w 80% hamo-
wane przez cykloheksimid, inhibitor cytoplazmatycznej syntezy biatka.
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0] potgczeniu cytoplazmatycznych rybosoméw z blong zewnetrzng
mitochondriéw drozdzy donosit rowniez Watson (51).

Brak jest danych wykazujgcych bezposredni kontakt cytoplazmatycz-
nych rybosomow z mitochondrialng btong zewnetrzng u wyzszych orga-
nizméw, co nie wyklucza mozliwosci, ze u eukariontéw réwniez moze
istnie¢ potaczenie cytoplazmatycznych rybosoméw z mitochondrialng bto-
na zewnetrzna.

IV. Skiad enzymatyczny mitochondrialnej btony zewnetrznej

Enzymy, ktorych aktywnos¢ stwierdzono w bionie zewnetrznej, repre-
zentujg heterogenng grupe z funkcjonalnego punktu widzenia, a ich rola
w mitochodriach jest czesto nieznana. Skiad enzymatyczny wykazuje
pewne podobieAstwo z enzymami wystepujacymi w btonach retikulum
endoplazmatycznego i na tej podstawie sugerowano, ze obie te struktury
moga mie¢ wspoOlne pochodzenie (52). W tabeli 3 przedstawiono enzyma-
tyczny sktad mitochondrialnej btony zewnetrznej.

Analizujgc informacje zawarte w tabeli 3 mozna stwierdzi¢, ze w bto-
nie zewnetrznej znajdujg sie enzymy zwigzane z syntezg i rozpadem fos-
folipidéw (70—73), enzymy oksydoredukcyjne (1, 3, 9, 10, 12, 18, 32, 53—
65), kinazy (74, 79—82) i ATPazy (76—80). W blonie zewnetrznej odbywa
sie synteza kwasu fosfatydowego i lizofosfatydowego z glicerofosforanu
oraz przeksztatcanie lizofosfolipidow do odpowiednich fosfolipidéw. Nato-
miast w mitochondriach brak jest uktadéw enzymatycznych syntetyzuja-
cych de novo gtéwne sktadniki fosfolipidowe obu bton mitochondrialnych,
tzn. fosfatydylocholine i fosfatydyloetanolamine.

W btonie zewnetrznej znajduje sie fosfolipaza A2 ktora rézni sie od
fosfolipazy obecnej w mikrosomach. Enzym ten hydrolizuje fosfatydylo-
choline i fosfatydyloetanolamine, nie dziata natomiast na kardiolipine,
ktéra jest charakterystycznym skiadnikiem btony wewnetrznej. Fosfoli-
paza A2 wystepuje réwniez w blonie wewnetrznej, ale jej aktywnos$¢
specyficzna jest okoto 4 razy nizsza od aktywnos$ci enzymu btony zew-
netrznej (73).

Sposréd enzymow oksydoredukcyjnych w bionie zewnetrznej wyste-
pujag: cytochrom b5 reduktazy: NADH — cytochrom ¢, NADH — cyto-
chrom b5 monoaminooksydaza i hydroksylaza kinureniny. Reduktaza
NADH — cytochrom ¢ w przeciwieAstwie do ukladu enzymatycznego
przenoszacego elektrony ze zredukowanego NADH na cytochrom ¢ w bto-
nie wewnetrznej, nie jest hamowana przez inhibitory faricucha oddecho-
wego takie jak rotenon, amytal i antymycyna A. W retikulum endo-
plazmatycznym wystepuja podobne ukiady enzymatyczne reduktaz,
ktore biorg udziat w procesach hydroksylacji. Natomiast rola enzymow
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Enzymatyczny sktad mitochondrialnej btony zewnetrznej

Nazwa enzymu

Reduktaza NADH — cytochrom c niewrazliwa na rotenon,
amytal, Antymycyne A (Dehydrogenaza NADH) EC

1.6.99.3. poprzednio EC 1.6.2.1.

Reduktaza cytochromu b5
EC 16.2.2.

Cytochrom b558

Cytochrom b555
Monoaminooksydaza

EC 1434

Hydroksylaza kinureninowa
EC 1.14.13.9.

Syntetaza acylo-CoA

EC 6.2.1.3.

Acylotransferaza glicerofosforanowa
EC 2.3.1.15.

Acylotransferaza lizofosfatydowa EC 2.3.1.51.

Acylotransferaza lizolecytynowa EC 2.3.1.23.
Cholinofosfotransferaza EC 2.7.8.2.
Fosfataza fosfatydylowa EC 3.1.3.4.

Fosfolipaza A2 EC 3.1.1.4.

; Kinaza dwufosfonukleozydowa EC 2.7.4.6.

Badany materiat

watroba szczura
serce szczura
serce wotu
drozdze

rzepa

ziemniak

fasola

watroba szczura
nerka szczura

rzepa
ziemniak

fasola

watroba szczura
serce szczura
serce wotu
watroba szczura
nerka szczura
drozdze
watroba szczura
serce szczura
brunatna tkanka
ttuszczowa $win-

ki morskiej

watroba szczura

watroba szczura
watroba szczura
wqtroba szczura
watroba szczura

watroba szczura
drozdze

watroba szczura

55

Tabela 3

Pi$miennictwo

1, 3, 10, 53, 54
9
32
12
55
56
57

9, 10, 18, 58
59

60
56

61

1, 53, 62, 63
9

51

1, 59, 64, 65
59

12

66, 67, 68

9

69

70, 71, 72

70, 71, 72

73
73

74
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c,d. Tabeli 3
Nazwa enzymu Badany materiat PiSmiennictwo

Dehydrogenaza ksylitolowa (Reduktaza ksylulozowa) watroba Swinki
EC 1.1.1.10 morskiej 75
ATPaza zalezna od dwuweglanu watroba szczura 76

watroba zaby 76
ATPaza stymulowana przez Mg+2 nieczuta na oligomy- serce szczura 77
cyne kora nerki

szczura 78, 79

$ledziona szczu-

ra 78, 80
Heksokinaza EC 2.7.1.1. mozg szczura 79, 80

serce Swini 81, 82

oksydoredukcyjnych mitochondrialnej btony zewnetrznej jest dotychczas
niewyjasniona. Wystepowanie reduktazy NADH — cytochrom c¢ niewrazli-
wej na rotenon w btonie zewnetrznej uniemozliwia interakcje tego enzymu
z wewnatrzmitochondrialnym cytochromem c¢ (10) i wyklucza udziat tego
enzymu w procesach utleniania i redukcji, przebiegajacych w btlonie
wewnetrznej.

Kuylenstierna iwsp. (58) wykazali, ze w poréwnaniu do mikro-
somalnej, reduktaza NADH— cytochrom ¢ z btony zewnetrznej jest bar-
dziej wrazliwa na inaktywacje przez trypsyne.

Obecno$é cytochromu b5 stwierdzono w watrobie i nerce szczura (9,
10, 18, 58, 59). Mozna go usung¢ z btony zewnetrznej dziataniem trypsyny
lub detergentami (30). Rola cytochromu b5 w blonie zewnetrznej nie
zostata dokiadnie poznana. Uwazano, ze jest on skiladnikiem reduktazy
NADH — cytochrom ¢ niewrazliwej na rotenon lub ze wspétdziala z nig
w redukowaniu cytochromu ¢ (83). Mayer i wsp. (59) sugerowali, ze
bierze on udziat w hydroksylacji kinureniny, ale zostalo to wykluczone
przez Nisimoto iwsp. (83). Pomimo podobnych wtasnosci katalitycz-
nych, oba cytochromy b5 (mikrosomalny i z blony zewnetrznej) wykazujg
réznice w strukturze oraz wiasnosciach immunologicznych (84).

Rola hydroksylazy kinureniny w btonie zewnetrznej jest niewyjasnio-
na. Inne hydroksylazy posiadajgce koenzym NADP sg zwigzane z reti-
kulum endoplazmatycznym. Bandlow (12) sugerowatl, ze enzym ten
wystepuje tylko w btonie zewnetrznej mitochondriow drozdzy, ale inni
autorzy wykazali jego aktywnos$¢ réwniez w mitochondriach watroby
i nerki szczura (1, 59, 64). Nie stwierdzono aktywnosci hydroksylazy
kinureniny w mitochondriach serca wotu (32). Wykazano dla mito-
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chondriéow drozdzy (85), ze aktywno$¢ tego enzymu zalezy od poziomu
wolnych nienasyconych kwaséw tluszczowych. Obserwowano znaczny
wzrost aktywnoS$ci hydroksylazy kinureniny u drozdzy hodowanych
w medium z dodatkiem kwasu linolenowego. Wykazano réwniez wzrost
aktywnos$ci w przypadku hodowania drozdzy w obecno$ci ergosterolu (86).

Monoaminooksydaza jest szeroko rozpowszechniona w wielu tkankach,
ale nie stwierdzono jej aktywnosci w mitochondriach drozdzy. Jest to
enzym peryferyczny, niezbyt silnie zwigzany z btong. W odr6znieniu od
hydroksylazy kinureniny i reduktazy NADH — cytochrom ¢ niewrazliwej
na rotenon, aktywno$¢ monoaminooksydazy nie zmienia sie w czasie usu-
wania lipidéw z preparatu btony zewnetrznej (86).

Pomimo, ze monoaminooksydaza bardzo czesto przyjmowana jest za
marker blony zewnetrznej, problem lokalizacji tego enzymu w mito-
chondriach byt sprawg sporng przez dos¢ dtugi okres czasu. Mozna hyto
wyrézni¢ dwa poglady: jeden reprezentowany m.in. przez Greena
i wsp. (87), ktorzy uwazali, ze enzym ten jest zlokalizowany w bio-
nie wewnetrznej i drugi — reprezentowany przez Greenawalta,
Schnaitmana i Sottocase (1, 10, 63), wedlug ktérych mono-
aminooksydaza jest zlokalizowana w btonie zewnetrznej. Pomimo tego, ze
Addink i wsp. (25) potwierdzili wystepowanie tego enzymu w btonie
zewnetrznej problem pozostat nadal dyskusyjny z uwagi na stosowane
rézne metody oznaczania aktywnos$ci tego enzymu i rézne metody sub-
frakcjonowania mitochondriow.

W ostatnim okresie pojawity sie znowu prace dotyczace wewnatrz-
mitochondrialnej lokalizacji monoaminooksydazy (88—91). Opierajac sie
na pracach sugerujacych podwojng lokalizacje monoaminooksydazy
Dugal(90) podjat probe ekstrakcji tego enzymu z mitochondriéw
watroby szczura kwasem dezoksycholowym i wykazat, ze duza cze$¢
aktywnosci ekstrahuje sie jeszcze dezoksycholanem, po dwdch inkubacjach
mitochondriow z digitoning. Uzyskane wyniki mozna interpretowac
nastepujgco: a) enzym wystepuje w obu btonach mitochondrialnych
i w czasie dziatania digitoniny uwalnia sie tylko enzym zwigzany z btong
zewnetrzng, a pod dziataniem dezoksycholanu enzym z btony wewnetrz-
nej, b) monoaminooksydaza obecna jest jedynie w blonie zewnetrznej,
a nieregularne roztozenie lipidéw w btonie powoduje, ze pewna czes$é tego
enzymu ekstrahuje sie dopiero dezoksycholanem.

Analizujgc otrzymane wyniki (88, 90, 91) mozna przypuszczac, ze czes¢
aktywnosci monoaminooksydazy jest specyficznie zwigzana z btong we-
wnetrzng. Zaktadajac, ze lokalizacja reduktazy NADH — cytochrom ¢
niewrazliwej na rotenon i monoaminooksydazy w mitochondriach jest
identyczna, nalezaloby sie spodziewac, ze rozkiad aktywnosci tych enzy-
mow bedzie bardzo podobny, niezaleznie od stopnia oczyszczania btony
zewnetrznej. Natomiast w uzyskiwanych ré6znymi metodami preparatach”
btony zewnetrznej zawsze stwierdzano wyzszy °fo aktywnosci reduktazy
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NADH — cytochrom ¢ niewrazliwej na rotenon niz monoaminooksydazy.
Obserwowano ponadto dwa szczyty aktywnos$ci monoaminooksydazy: je-
den w preparacie blony zewnetrznej, a drugi w preparacie btony we-
whnetrznej, pokrywajacy sie ze szczytem aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej (91).

W preparatach btony zewnetrznej wykazano aktywnos¢ kinazy dwu-
fosfonukleozydowej (1, 74) biorgcej udziat w fosforylacji ADP. Enzym ten
wystepuje rowniez w przestrzeni miedzybtonowej (74).

Arsensis iwsp. (75) stwierdzili aktywnos¢ dehydrogenazy ksylito-
lowej z koenzymem NAD w btonie zewnetrznej i przestrzeni miedzybto-
nowej mitochondridw $winki morskiej. Natomiast w btonie wewnetrznej
lub matriks wystepuje dehydrogenaza ksylitolowa z koenzymem NADP.
Oba enzymy moga spetnia¢ role posrednikow w transporcie réGwnowazni-
kéw redukcyjnych pomiedzy zewnatrz- a wewngatrzmitochondrialnym
NADP.

Wykazano réwniez w btonie zewnetrznej mitochondriéw szczura i zaby
(75) istnienie bardzo aktywnej ATPazy zaleznej od HCOj. Enzym ten nie
wymaga jonéw Na+ i nie jest hamowany przez jony Ca+2, nie jest wiec
typem ATPazy zaleznej od Na+ i K+. Inna ATPaza wystepujagca w btonie
zewnetrznej, stymulowana przez jony Mg+ i Ca+2, odgrywa role w re-
gulowaniu wewnatrzkomorkowego rozmieszczenia dwuwarto$ciowych
jondw (92).

Nie udato sie do tej pory wyjasnic¢ roli wielu enzyméw zlokalizowanych
w bionie zewnetrznej. Ro6znorodnos¢ reakcji zachodzacych w tej czesci
mitochondrionu pozwala przypuszczaé, ze btona zewnetrzna nie stanowi
tylko potprzepuszczalnej bariery, ale odbywa sie w niej szereg procesow
metabolicznych.

Zaakceptowano do druku 30.8.1979
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I. Wstep

Zaréwno replikacja jak i transkrypcja DNA wymagajg wspoétdziatania
z matrycg bialek, posréd ktérych szczegdlne znaczenie majg polimerazy,
a takze czynnikéw niebiatkowych, takich jak np. odpowiednie stezenie
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siarczanu dodecylu; Tm— temperatura topnienia kwasu nukleinowego; UP — biatko
rozkrecajace (destabilizujace).
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soli. Aktywno$¢ polimeraz w znacznej mierze zalezy od obecnosci biatek
okreslanych jako biatka wiazace, rozkrecajgce (UP), lub destabilizujace
strukture DNA, w skrocie HDP (helix destabilizing protein). Biatka te
po raz pierwszy znaleziono w mikroorganizmach a pézniej réwniez w tkan-
kach eukariontéw. Przypuszcza sie, ze podczas replikacji zapobiegaja one
nieswoistemu wewnatrzczgsteczkowemu tworzeniu sie par miedzy zasa-
dami w jednoniciowych regionach.

Il. Metody izolacji

Posrod najczesciej stosowanych metod izolacji biatek destabilizujgcych
DNA dominuje metoda Albertsa i wsp. (1) z zastosowaniem chroma-
tografii powinowactwa. Wedtug wiekszo$ci stosowanych metod materiat
biologiczny ekstrahuje sie buforem Tris — HC1, pH 7, w obecnosci mer-
kaptoetanolu, EDTA i glicerolu oraz NaCl w stezeniach od 0,05 do 2 M
(2—9). Uzyskany materiat poddaje sie ultrawirowaniu, chromatografii
kolumnowej na celulozie lub agarozie ze zwigzanym dwuniciowym a na-
stepnie jednoniciowym DNA (3). Biatka balastowe adsorbujgce sie na
jednoniciowym DNA wymywa sie siarczanem dekstranu a biatka desta-
bilizujagce DNA gradientem NaCl. Z rownym powodzeniem mozna sto-
sowa¢ chromatografie na wymieniaczach jonowych typu P-celulozy,
CM-celulozy lub DEAE-celulozy (10, 11).

Wtedy, gdy biatka destabilizujgce DNA wystepujg w formie zwigzanej
z chromatyng z reguly zawodzi chromatografia powinowactwa. Usytuo-
wanie w komdarce rzutuje na wybdér metody ich izolowania. Typowym
przyktadem moze byé biatko destabilizujgce DNA regenerujacej watroby
szczura. Biatko to tak silnie wigze sie z DNA, ze nie oddysocjowuje pod
wptywem fenolu i SDS, aby je izolowaé trzeba byto uciec sie do metod
enzymatycznych. Dopiero po strawieniu DNA nukleazami, uwolnione
biatko wytrgcano acetonem (12).

W wiekszosci zrodet otrzymuje sie znikome ilosci biatek destabilizu-
jacych DNA, od 1 do 2 mg z kilograma tkanki. Ciezar czasteczkowy tych
biatek wynosi od 6.500 (12) do 33.000 (9), a nawet 180.000 (13), a ich punkt
izoelektryczny znajduje sie w szerokim przedziale pH od 5 do 9,6 (10, 11).
Biatka destabilizujace DNA zawieraja duzo reszt aminokwaséw aroma-
tycznych. Jak dotychczas ustalono tylko sekwencje aminokwaséw biatka
genu 5 faga M 13 (14) i faga fd (15).

111, Wiasciwosci i funkcja biatek destabilizujgcych DNA

Od dawna zdawano sobie sprawe, ze proces replikacji i transkrypcji
powinna poprzedzaé destabilizacja DNA czyli pojawianie sie odcinkow
lokalnie zdenaturowanych. Po raz pierwszy Alberts i Frey (16)
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wydzielili biatka destabilizujgce DNA z komorek E. coli zainfekowanych
fagiem T4. Biatko to denaturowato DNA w warunkach fizjologicznych.
Opisane przez nich biatko jest produktem genu 32 i syntetyzuje sie przed
replikacjg fagowego DNA. Dzieki badaniom genetycznym okazato sie, ze
biatko to jest niezbedne nie tylko do replikacji, ale rdwniez do rekombi-
nacji fagowego DNA (17).

P6zniej wykazano w E. coli obecno$¢ biatek destabilizujgcych uczestni-
czacych w replikacji bakteryjnego DNA (18). Wydzielono biatka rozkre-
cajgce kolejno z faga T7 (19), prostego eukarionta — Ustilago maydis (20),
grasicy cielecej (21), regenerujacej watroby szczura (22), watroby szczu-
ra (6), komdrek nowotworowych myszy (7), cytoplazmy komérek watroby
szczura (10), fibroblastow ludzkich i mysich (22) i watroby sarny (11).
Stezenie biatek rozkrecajgcych DNA w dzielagcych sie komoarkach, jak
i kooperatywny charakter ich wigzania sie z DNA wskazujg, ze w ko-
marce nie petnig one roli katalitycznej lecz uczestnicza w tworzeniu ta-
kich struktur DNA, ktore umozliwiaja przesuwanie sie uktadu replikacyj-
nego (polimerazy DNA) po jednoniciowej matrycy (20, 23).

Biatka destabilizujgce DNA prokariontéw jak i eukariontow pomimo
pewnych réznic sg w zasadzie do siebie podobne. W celu blizszego okresle-
nia podobieAstw i réznic omoéwimy je kolejno.

IV. Biatka destabilizujace DNA prokariontéw

Biatka silnie wigzace sie z DNA izolowano z bakterii nie infekowa-
nych (18, 24) i infekowanych fagami (16, 19, 25). Przyjmuje sie, ze biatka
destabilizujgce prokariontéw wiazac sie z jednoniciowymi fragmentami
DNA zapobiegaja jego renaturacji i tym samym obnizajg temperature
denaturacji DNA. Brak dowoddéw na wigzanie sie ich z dwuspiralnym
DNA. Jednoniciowy DNA tworzac kompleks z biatkiem destabilizujgcym
wystepuje w formie rozciggnietej i w petni hyperchromowej (26). Nie-
ktore biatka destabilizujace DNA swoiscie wpiywajg na katalizowang
przez polimerazy synteze DNA. W uktadzie homologicznym biatko desta-
bilizujagce genu 32 faga T4 wigze sie z indukowang fagowa polimeraza
DNA (27), a biatko destabilizujgce E. coli stymuluje aktywno$¢ tylko
jednej homologicznej polimerazy, tj. polimerazy DNA Il (18). W uktadach
heterologicznych takich jak biatko destabilizujace DNA genu 32 faga T4
i polimerazy DNA z E. coli, lub biatko destabilizujgce DNA z E. coli
i homologicznej polimerazy DNA 1 i Il nie tylko nie obserwuje sie akty-
wacji enzymu, ale wprost przeciwnie, nawet jego hamowanie (4). Zatem
biatko destabilizujagce DNA E. coli wykazuje wysokg swoisto$¢ w stymu-
lacji aktywnosci polimerazy DNA Il. Ponadto biatko to hamuje aktywnos$¢
homologicznej polimerazy RNA wtedy gdy transkrybowany jest jedno-
niciowy DNA i nie wplywa na transkrypcje natywnego DNA. Ciezar
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czasteczkowy biatka destabilizujgcego DNA z E. coli oznaczony elektro-
foretycznie w zelu poliakryloamidowym z SDS wynosi 20.000 (4, 5), pod-
czas gdy w analizie sedymentacyjnej az 90.000 (+ 10.000). Na tej podsta-
wie zaktada sie, ze biatko to moze wystepowac jako tetramer zbudowany
z 4 podjednostek (4). Biatko destabilizujgce wigze sie z DNA koopera-
tywnie. Na jeden jego tetramer przypada 30 do 36 nukleotydéw (5). W ba-
daniach in vitro zarébwno monomery jak i ich agregaty okazaly sie aktyw-
ne. Nie wiadomo jednak, ktéra z tych form stymuluje in vivo aktywnosci
polimerazy DNA Il. Biatlko destabilizujgce DNA w obecnos$ci polimerazy
DNA 1l 50-krotnie zwigksza szybkos$¢ syntezy tancucha polinukleotydo-
wego. Jak wspomnianio biatko destabilizujgce DNA E. coli hamuje aktyw-
nos¢ polimerazy DNA Ill. Aktywno$¢ polimerazy DNA 1, badana in vitro,
w zalezno$ci od warunkéw moze by¢é hamowana lub wyraznie stymulo-
wana. Nie wiadomo, czy stymulacja polimerazy DNA | ma znaczenie
fizjologiczne.

Biatko destabilizujgce DNA wptywa nie tylko na aktywno$¢ polimerazy
DNA Il ale rowniez na wielko$¢ syntetyzowanych produktéw. W obec-
nosci tego biatka syntetyzuja sie fragmenty zbudowane co najmnigj
z 5tys. nukleotyddw, podczas gdy w jego nieobecnosci powstajg fragmenty
ztozone z 50 do 100 nukleotydéw (28). Ponadto w badaniach in vitro
okazato sie, ze biatko destabilizujgce DNA E. coli bierze udziat w prze-
ksztatcaniu jednoniciowego, kotowego DNA faga M-13, G-4 i ©LX 174
w dwuniciowg forme replikacyjng, RF IlI, w obecnosci enzymoéw izolowa-
nych z E. coli — polimerazy DNA Ill, a w przypadku M-13 rowniez RNA
polimerazy (29—31). Niestety dotychczas nie udato sie ustali¢, czy biatko
destabilizujgce E. coli uczestniczy w genetycznej rekombinacji jak to
ma miejsce w przypadku biatka destabilizujacego DNA genu faga T4.

Biatko genu 32 posiada jeszcze jedng interesujacg wiasciwos¢, a mia-
nowicie stymuluje reasocjacje DNA (16). Efekt ten wynika przypuszczal-
nie z topienia w niskich temperaturach helikalnych, wewnatrzczasteczko-
wych fragmentow. Poczatkowo efektu tego nie zaobserwowano badajac
biatko destabilizujgce DNA E. coli (18). W 1977 r. Christiansen
i Baldwin (5 wykazali, ze bialtko destabilizujgce E. coli wigzac sie
kooperatywnie z jednoniciowym DNA w specyficznych warunkach moze
stymulowac¢ tworzenie sie z komplementarnych tancuchow podwdjnej
spirali DNA. Warunki te znacznie odbiegajg od tych w ktérych Alberts
i Frey (16) wykazali wptyw biatka destabilizujagcego genu 32 faga T4
na reasocjacje DNA. Biatko destabilizujagce DNA E. coli w pH 5,5 w obec-
nosci 10 mM Mg2+ 300-krotnie przyspiesza reasocjacje DNA. Powyzej
pH 6 reasocjacja drastycznie zwalnia sie i zanika w pH 7. Wprowadzenie
jonébw Ca2+ w miejsce Mg2+ poszerza przedzial pH do pH 6,4, lecz re-
asocjacja w pH 7 nadal pozostaje znikoma. W obecnosci Na+ lub K+ nie
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obserwuje sie reasocjacji. W pH 7 reasocjacja okazata sie zalezng od
poliamin: w obecnosci 2 mM spermidyny wzrasta 5.000 razy w szerokim
przedziale pH.

Mechanizmu katalizy nie badano szczegétowo, odnotowano jednak
cztery podstawowe cechy tego procesu: reasocjacja DNA przebiega zgod-
nie z kinetykg reakcji drugiego rzedu, wymagany jest nadmiar biatka
destabilizujacego DNA, skuteczno$¢ reasocjacji rosnie wraz z dtugoscia
tancucha DNA, wpityw jondéw i pH przemawia za udzialem w procesie
reasocjacji obok biatek destabilizujgcych jeszcze innych czynnikéw ko-
niecznych do topienia wewnatrzczasteczkowych spiralnych fragmentéw
w jednotancuchowym DNA. Poréwnano (5) przebieg reasocjacji w obec-
nosci biatka destabilizujgcego DNA i reakcji niekatalizowanej tzn. takiej,
w ktorej reasocjacje wywolywano wprowadzajac jony Na+ (1 M Na+,
70°C, pH 7). Ustalono, ze dla szybkos$ci obu reakcji najwieksze znaczenie
ma zobojetnienie reszt fosforanowych DNA, obie reakcje sg drugorzedowe,
w optymalnych warunkach szybkos$¢ ich jest proporcjonalna do potowy
dtugosci taricucha DNA. Reasocjacja ,,niekatalityczna” przebiega znacznie
szybciej niz reasocjacja w obecno$ci biatek destabilizujgcych DNA.

Bardzo interesujagcym biatkiem jest biatko destabilizujgce genu 5
bakteriofaga M-13, ktére reguluje tempo syntezy jednoniciowego DNA
z dwuniciowej formy replikacyjnej (32). Inng jego funkcjg jest ochrona
jednoniciowego DNA przed atakiem nukleaz. W zakazonej komorce E. coli
fagowy DNA tworzy z biatkiem destabilizujgcym genu 5 kompleks o zwar-
tej strukturze pateczki. Biatko destabilizujgce DNA genu 5 wskutek
silnego i kooperatywnego wigzania sie z jednoniciowym DNA rozwija
podwdjny heliks DNA, obnizajagc Tmréznych dwuspiralnych DNA o okoto
40°C (25). Ciezar czgsteczkowy tego biatka wynosi 9.700. W roztworze
wystepuje gtdwnie w formie dimeru (33, 34). Wykazano identycznos$é
sekwencji aminokwasowej biatka destabilizujgcego DNA genu 5 faga
M-13 (14) z biatkiem faga fd (15). Widma CD wskazujg na uczestnictwo
reszt tyrozyny w interakcji biatka destabilizujgcego z DNA (35, 36).
Stosujac selektywng modyfikacje reszt tyrozyny wykazano (36), ze wtedy
gdy biatko destabilizujgce DNA genu 5 tworzy kompleks z kwasem
nukleinowym to z pieciu reszt tyrozyny trzy znajdujgce sie na powierzchni
oddziatujg warstwowo lub tworzg wigzania wodorowe z zasadami azoto-
wymi. Przypuszcza sie, ze reszty lizyny réwniez uczestniczg w interakcji
tych polimeréw przez tworzenie wigzan elektrostatycznych z grupami
fosforanowymi kwaséw nukleinowych (36). Monomer biatka uktada sie
wzdtuz ditugiej osi DNA pokrywajgc 4 nukleotydy (33). Mechanizm roz-
wijania i natura kooperatywnego wigzania biatka destabilizujgcego genu 5
nie zostaly jeszcze wyjasnione. Nadal nie wiadomo, czy biatko wigze sie
z dwuniciowym DNA i nastepnie rozluznia wigzania wodorowe komple-
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mentarnych par nukleotydoéw, czy tez przejSciowe otwierajgce sie frag-
menty -dwuniciowego DNA wigzg biatko, ktdre uniemozliwia ich re-
asocjacje. Nieco Swiatta na te zagadnienia rzucajg badania Garssena
i wsp. (3). Badaniom technikg NMR poddano kompleksy biatka destabili-
zujacego genu 5 z komplementarnym tetranukleotydem o sekwencji
d(pC—G—C—G), ktory w temperaturze pokojowej tworzy fragment
podwdjnej spirali. Sekwencje DNA o dtugosci czterech nukleotydéw wy-
brano dlatego, ze taki witasnie fragment jest maskowany przez monomer
biatka. Taki dwuspiralny fragment wigzgc biatko destabilizujgce DNA
topi sie juz w temperaturze 0°C. Gar ssen i wsp. (3) wysuneli hipoteze,
ze szybko$é otwierania i zamykania podwojnej spirali DNA warunkuje
jej rozwijanie tylko wtedy, gdy biatko destabilizujgce wychwytuje frag-
menty jednoniciowe. Na poparcie hipotezy autorzy (3) przytaczajg wczes-
niejsze obserwacje (25, 37) wskazujace, ze w niskich temperaturach
(ca. 4°C) biatko destabilizujgce DNA genu 5 nie wigze sie z dwuspiral-
nym DNA. Opisano tez podobne zjawisko badajac biatko destabilizujace
DNA genu 32 faga T4 (38). Ponadto zaobserwowano, ze biatko destabili-
zujace genu 32 nie obniza Tm wielu naturalnie wystepujagcych DNA.
W Swietle powyzszej hipotezy nalezatoby zatozy¢, ze w obu przypadkach
otwieranie sie podwdjnej spirali DNA nie wystarcza dla zwiazania biatek
destabilizujgcych z odstaniajagcymi sie jednoniciowymi fragmetami DNA.
Gralla i Crothers (39) wyliczyli prawdopodobieAstwo otwierania
sie par zasad we fragmentach dwuspiralnych RNA. W temperaturze 25°C
(w 1 M NaCl) w zaleznos$ci od typu par zasad i ich otoczenia wartosci te
znajdujg sie pomiedzy 10~8 do 10-5. Prawdopodobienstwo otwarcia sie
dwoch lub wiecej par zasad jest jeszcze mniejsze. Ich warto$¢ prawdo-
podobieAstwa wynosi 10-10 w przypadkach trzech kolejnych par A—U
zawartych pomiedzy parami G—C. Podobne warto$ci uzyskano badajac
DNA (40). Tak wiec, ponizej Tmdysocjacja par zasad w dtugiej, podwoj-
nej spirali DNA moze nie wystarcza¢ do zwigzania bialek destabilizuja-
cych z odstaniajgcymi sie jednoniciowymi fragmentami DNA co przema-
wia za hipotezg Garssena i wsp. (3).

Obnizanie TmDNA przez biatka destabilizujagce DNA zalezy nie tylko
od fluktuacji struktury DNA ale réwniez od szybkosci z jaka biatko
wigze sie z jednoniciowymi fragmentami. Pod tym wzgledem interesujgce
sg roznice pomiedzy biatkiem genu 5 a biatkiem genu 32. Biatko genu 5
obniza Tm DNA Clostridium perfiingens o okoto 40°C (25) podczas gdy
biatko genu 32 w ogéle nie zmienia Tmtego DNA (38). Zjawiska te znaj-
dujg uzasadnienie w kinetyce wigzania sie obu bialek z DNA. Garssen
i wsp. (3) na podstawie analizy kinetyki wigzania wykazali nizszg warto$¢
statej asocjacji DNA z biatkiem genu 32 w poréwnaniu z uktadem DNA —
biatko genu 5. Dotychczas nie wyjasniono, czy rdznica ta wynika z roz-
nego sposobu interakcji DNA z biatkami, czy tez wigkszej tendencji biatka
genu 32 do agregacji.
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V. Biatka destabilizujgce DNA eukariontow

Wczesniej wspomniano, ze biatka destabilizujagce DNA izolowano row-
niez z organizmoéw wyzszych. W 1976 r. Herrick i Alberts(9)
uzyskali z grasicy cielecej trzy frakcje biatkowe. W tym jedna (UP-1)
0 ciezarze czasteczkowym 24.000 jest biatkiem obojetnym (pi 7) i rozpada
sie na 4 do 5 subfrakcji podczas izoelektrycznego fokusowania. Z pozosta-
tych dwdch frakcji o masach czasteczkowych 33.000, jedna jest biatkiem
zasadowym, r6znym od histonéw, a druga biatkiem kwasnym. Kompleksy
tych bialek z DNA dysocjujag w obecnosci NaCl, co wskazuje na ich
elektrostatyczne wigzanie sie z DNA. Na podstawie wirowania roznico-
wego homogenatdw komoérkowych sugeruje sie, ze biatka te in vivo nie
asocjuja z chromatyna. Obecno$¢ biatek destabilizujgcych DNA w cyto-
plazmie moze by¢ spowodowana rozbiciem komorek, lub tez wystepowa-
niem w cytosolu pewnej puli biatek destabilizujgcych DNA tylko w okres-
lonym stadium rozwoju komorki (np. podczas S-fazy). Watpliwosci od-
nosnie wystepowania biatek destabilizujacych wytgcznie w cytoplazmie
znajduja analogie w zachowaniu sie polimeraz DNA, ktére w pewnym
okresie na pewno wystepujg w jadrze, lecz rowniez znajdujg sie we
frakcji niechromatynowej z ktdrej je sie izoluje (41). Biatka o czynnosci
rozkrecajgcej izolowano réwniez z komorek mysich (komérki 3T3 i 1-10)
1z komérek matpich (komérki CV-1) (9). Na tej podstawie sadzi sie, ze
biatka destabilizujgce DNA wystepujg w wielu, byé moze wszystkich,
komorkach ssakow.

Jedno z biatek rozkrecajagcych UP-1 i biatko kwasne grasicy cielecej
denaturujg rozne dwuspiralne kwasy nukleinowe, takie jak poli d(AT),
poli r(AU), DNA Clostridium perfringens, DNA SV40, a takze majg wy-
sokie powinowactwo do RNA (42). Z tych badan wynika, ze biatka desta-
bilizujgce wybidérczo wigzg sie z jednoniciowym DNA i nie wykazuja
swoistosci wobec sekwencji nukleotydowej kwaséw nukleinowych. Za-
obserwowano wprawdzie, ze biatko UP-1 denaturuje DNA Clostridium
perfringens mniej efektywnie niz poli d(AT), co w pewnej mierze prze-
mawia za zaleznoS$cig jego wigzania od sekwencji zasad. Nalezy jednak
wziaé takze pod uwage, ze poli d(AT) ma mniejszy ciezar czasteczkowy
niz DNA Clostridium perfriingens a koricowe odcinki mogga tatwiej dena-
turowac¢ niz fragmenty wewnatrzczasteczkowe dajagc w konsekwencji
wiekszg destabilizacje preparatu o krdtszych tancuchach. Dymishits
i Fet (12) rowniez podkre$lajag brak swoistosci w oddziatywaniu DNA
z biatkiem destabilizujgcym o masie czgsteczkowej 6500, izolowanym
z chromatyny regenerujacej watroby szczura. Biatko to w tym samym
stopniu denaturuje DNA grasicy cielecej jak i faga T 7. Nalezy rozwazy¢
dwie mozliwosci posredniczenia biatka w denaturacji DNA: biatko albo
wychwytuje jednoniciowe fragmenty DNA i utrzymuje je w formie roz-
ciggnietej, albo wigze sie z formg dwuspiralng denaturujac jg do postaci
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jednoniciowej (42). Pierwszg mozliwo$¢ mozna wykluczyé poréwnujac
statg fluktuacji DNA z szybkoscig jego denaturacji. Niska stata fluktuacji
przemawia za drugg mozliwoscig (42). Stabe, ale wymierne, powinowactwo
biatka UP-1 do natywnego DNA stanowi dodatkowy argument przema-
wiajacy za drugg ewentualnoscia.

W kolejnej pracy Herrick i wsp. (44) podajg, ze biatko UP-1
i biatko kwasne z grasicy w ilosciach wystarczajagcych do maskowania
odpowiednich fragmentéw jednoniciowego DNA wyraZznie wzmaga aktyw-
no$¢ homologicznej a-polimerazy, natomiast wyzsze stezenia tych biatek
hamujg enzymatyczng synteze DNA.

Biatka destabilizujgce DNA o podobnych wilasciwosciach z wiasci-
wosciami grasiczego biatka kwasnego wyizolowano z komoérek raka
Ehrlicha myszy (7). Ciezar czasteczkowy tego biatka oszacowano na
30—35.000. Biatko to, w przeciwienstwie do biatek destabilizujagcych DNA,
nie agreguje. Wyliczono, ze biatko pokrywa 6 do 10 nukleotydow DNA
czyli analogiczny fragment do wyliczonego w przypadku biatek rozkre-
cajacych prokariontéw. Inng z wiasciwosci biatek rozkrecajgcych mikro-
organizméw jest ich kooperatywno$¢ w wigzaniu sie¢ z DNA. Przeprowa-
dzenie analizy sedymentacyjnej wykazato, ze kompleksy DNA-biatko
destabilizujgce z myszy przy stosunku biatko do DNA mniejszym od
nasycenia daja jeden szczyt co przemawia za brakiem kooperatywnosci
w wigzaniu tych polimerdéw (7). Nalezy dodac, ze kompleksy biatka genu 5
faga fd z DNA dajg w analizie sedymentacyjnej podobne wyniki (37).
Dopiero na podstawie danych z mikroskopu elektronowego udato sie
ustali¢ kooperatywnosé interakcji DNA z biatkiem genu 5 (25). Stad
wniosek o braku kooperatywnosci interakcji biatek destabilizujacych
DNA organizméw wyzszych z DNA moze by¢ przedwczesnym.

W 1977 r. Duguet iwsp. (6) uzyskali zwatroby szczura homogenng
frakcje biatkowag o czynnosSci rozkrecajgcej DNA. Biatko to okazato sie
tetramerem o masie podjednostkowej 25.000. Réwniez i to biatko oprécz
czynnosci rozkrecajgcej DNA stymuluje homologiczne polimerazy DNA.
Aktywacje polimeraz autorzy (6) ttumacza na dwa sposoby. Pierwsza
hipoteza zaktada, ze biatko utatwia przesuwanie sie polimerazy wzdtuz
tancucha DNA. Hipoteza ta opiera sie na oznaczeniu wymaganego do
optymalnej stymulacji polimerazy stosunku biatka destabilizujgcego
do DNA. Stosunek ten jest mniejszy od wyliczonego potrzebnego do cat-
kowitego pokrycie jednoniciowych fragmentow DNA lub catkowitego
rozwiniecia matrycy przez biatko. Druga hipoteza zaklada, ze biatko
destabilizujace  DNA tworzy dwusktadnikowy kompleks z polimeraza
typu biatko—biatko, lub tréjsktadniowy z DNA (34). Zaktadajac stusznosé
drugiej hipotezy nalezatoby oczekiwaé swoistej interakcji biatka destabi-
lizujacego z homologiczna polimeraza. Jednakze zar6wno biatka destabili-
zujace prokariontéw (27, 46) jak i eukariontow (20, 45) wigzg sie z homo-
logicznymi polimerazami raczej stabo. W kontekscie tej obserwaciji inte-
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resujagcym jest, ze biatko destabilizujgce grasicy (44) oraz komdérek
nowotworowych myszy (7) stymulujg tylko homologiczne a polimerazy
a nie wplywajg na polimerazy @ Natomiast biatko destabilizujace
z watroby szczura zaleznie od stosunku biatka do DNA stymuluje obie
polimerazy (6). Ponadto wykazano, ze fosforylacja biatek destabilizujgcych
DNA komorek nowotworowych myszy zdecydowanie obniza stymulacje
aktywnosci polimerazy i nie wptywa na jego wiazanie sie z jednonicio-
wym DNA. W swietle tych faktéw pierwsza hipoteza nabiera wiekszego
znaczenia, gdyz zaktada, ze stymulacja aktywnos$ci polimeraz jest kon-
sekwencjg oddziatywania biatka na strukture DNA.

Na szczegdlng uwage zastuguje biatko rozkrecajagce P8 izolowane
z fibroblastow ludzkich i mysich (22). Biatko cechujg analogiczne wiasci-
wosci jak biatek omowionych poprzednio. Po ustaleniu jego wystepowania
w cytoplazmie (22, 47) powstalo pytanie, czy oprécz wykazanej in vitro,
interakcji biatka P8 z DNA, ma ono jeszcze inng biologiczng funkcje.
Wykazano, (8) ze biatko P8 jest enzymem szlaku glikolitycznego, a miano-
wicie dehydrogenazag 3-fosfogliceraldehydowga. Nalezy ostrozniej podcho-
dzi¢ do generalnie przyjetego zatozenia, ze biatka wykazujace powino-
wactwo do DNA uczestniczg rowniez w metabolizmie kwaséw nukleino-
wych i kontroli ekspresji genu. Wydaje sie raczej mato prawdopodobnym,
aby interakcja DNA ze wspomniang dehydrogenazg miala znaczenie
fizjologiczne pomimo, ze glikoliza jest intensywniejsza w tkankach nowo-
tworowych lub w komérkach transformowanych in vitro wirusami onko-
gennymi (48—50).

Zapewne wiele jeszcze niespodzianek kryja w sobie biatka okreslane
mianem biatek destabilizujgcych. PoréGwnywano na przykiad wiasciwosci
biatek destabilizujgcych DNA (UP 25K) izolowanych z normalnej i rege-
nerujacej watroby szczura (54). Biatko, UP 25K, izolowane z regenerujacej
watroby szczura obniza Tmpoli d(A—T) o okoto 40°C i stymuluje homolo-
giczne a i @polimerazy DNA. Natomiast biatko UP 25K izolowane z nor-
malnej watroby podwyzsza Tm poli d(A—T) i nie stymuluje aktywnosci
obu homologicznych polimeraz. Powodem tych réznic moze by¢ inny
stopien fosforylacji obu biatek (55).

W 1978 r. wyizolowano biatko destabilizujgce DNA z watroby
sarny (11). Biatko to o wiasciwosciach podobnych do wiasciwosci biatek
juz omowionych okazato sie glikoproteina.

V1. Zasadowy inhibitor trypsyny typu Kunitza jako model biatka stabili-
zujacego i destabilizujgcego spirale DNA

Skape i fragmentaryczne dane na temat oddziatywania JDNA z bial-
kami rozwijajgcymi nie pozwalajg jeszcze na przedstawienie mechanizmu



72 J. SZOPA 1 IN. [10]

tego procesu. Stad tez usituje sie korzysta¢ z modeli dobrze juz opraco-
wanych i przez analogie wyjasni¢ proces rozwijania DNA przy udziale
naturalnie wystepujacych biatek rozkrecajgcych. W 1974 r. wykazano,
ze inhibitor trypsyny typu Kunitza (BPTI) stabilizuje dwuniciowy DNA,
natomiast po acetylacji reszt lizyny wykazuje czynno$¢ destabilizu-
jaca (51). Mozna zatem uzywaé go jako biatka modelowego w badaniach
mechanizmu stabilizacji i destabilizacji struktury DNA. Aby wyjasnié
efekt destabilizujgcy acetylowanego inhibitora trypsyny uzyskano po-
chodne tego biatka réznigce sie zasadowoscia, liczbg niezmodyfikowanych
reszt aromatycznych oraz konformacjg. Na podstawie analizy wiasciwosci
fizykochemicznych komplekséw DNA z uzyskanymi pochodnymi wysu-
nieto wniosek, ze reszty aminokwasow zasadowych i aromatycznych
Scisle wspoétdziatajg w interakcji BPTI z DNA zaréwno w procesie stabili-
zacji jak i destabilizacji podwojnej spirali DNA. Wnikliwe badania witasci-
wosci tych komplekséw pozwolity na skonstruowanie modelu stabilizacji
i destabilizacji kwaséw nukleinowych przez badane biatko (52, 53). Za-
sadniczymi elementami w tych procesach jest interkalacja reszt tyrozyny
oraz neutralizacja grup fosforanowych przez reszty zasadowe. Proces
interkalacji moze przebiegaé po dwoch drogach albo poprzez rozkrecanie
fragmentu spirali DNA albo poprzez wygiecie rdzenia fosfocukrowego.
Przy symetrycznym roztozeniu tadunkéw dodatnich na czasteczce biatka
interkalacja zachodzi na drodze rozkrecenia fragmentu DNA dajac efekt
stabilizacji (Ryc. 1). Natomiast przy niesymetrycznym roztozeniu tych

Ryc. 1: Model fragmentu DNA z wbudowang po stronie lewej tyrozyna pomiedzy
zasadg purynowg i pirymidynowa.

O —atomy wodoru, ¢« —atomy tlenu, fosforu, wegla, A —atomy azotu,-------—- wigzania
wodorowe

tadunkoéw interkalacja przebiega z wygieciem rdzenia fosfocukrowego
(Ryc. 2) prowadzac do destabilizacji tego fragmentu kwasu nukleinowego

Naturalnie wystepujgce biatka rozkrecajgce zawierajg podobnie jak
przedstawiony model (BPTI) zardwno aminokwasy aromatyczne jak i za-
sadowe. Nadto wielokrotnie wykazano interkalacje reszt tyrozyny biatek
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Rys. 2: Model fragmentu DNA z wbudowang po stronie lewej tyrozyng i przytaczong
po stronie prawej resztg guanidynowa argininy.

O —atomy wodoru, « —atomy tlenu, fosforu, wegla, A —atomy azotu,--------- wigzania
wodorowe

destabilizujgcych pomiedzy zasady azotowe oraz udziat w tym procesie
reszt aminokwaséw zasadowych, jednak bez proby interpretacji tych da-
nych i kojarzenia ich z mechanizmem destabilizacji podw6jnego heliksu
DNA.

Vn. Podsumowanie

Z wielu mikroorganizmoéw, jak i z tkanek wielu organizméw eukario-
tycznych wyizolowano biatka silnie wigzace sie z DNA jednoniciowym.
Zwraca uwage podobienstwo nastepujacych ich wtasciwosci:

— wszystkie biatka specyficznie wigzg sie z jednoniciowym DNA;

— wigzanie ich z DNA jest wrazliwe na dziatanie sity jonowej i stad
sugestia, ze potgczenie miedzy tymi polimerami jest typu jonowego;

— biatka te utrzymujg DNA w sztywnej, rozciggnietej formie, a kom-
pleksy ich z DNA wykazujg prawie catkowitg hyperchromie co wska-
zuje na brak oddziatywan warstwowych miedzy zasadami azotowymi;

— bardzo niskie powinowactwo do dwuniciowego DNA i powyzsze wiasci-
wosci wskazuja, ze biatka destabilizujgce majg zdolno$¢ denaturowa-
nia DNA;

— wreszcie wszystkie dotychczas poznane biatka destabilizujgce stymu-
lujg aktywno$¢ homologicznych polimeraz DNA.

Obok podobienstw istniejg dwie zasadnicze r6znice pomiedzy biatkami
prokariontéw i eukariontow. Biatka eukariontéw nie stymulujg reasocjacji
DNA a w ich oddziatywaniu z DNA brak kooperatywnosci.

Zaakceptowano do druku 14.8.1979
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I. Podjednostkowa budowa chromatyny

W jadrach komdrek eukariotycznych DNA wystepuje jako skiadnik
kompleksu nukleoproteinowego zwanego chromatyng. W skiad chroma-
tyny, procz DNA, wchodza RNA, histony i biatka niehistonowe.

Histony (1) sa zasadowymi biatkami o masie czgsteczkowej od okoto
10.000 do okoto 22.000, nie wykazujgcymi wiasciwosci enzymatycznych.
llo$¢ histonobw w chromatynie jest stata i réwna w przyblizeniu
iloSci DNA. Histony H2A, H2B, H3, H4 wystepujg w iloSciach réwno-
molowych; histon HI wystepuje w ilosci dwukrotnie mniejszej. Histony
H2A, H2B, H3, H4 pochodzace z r6znych organizméw majg bardzo po-
dobne wiasciwosci. Znajomos$¢ sekwencji aminokwaséw niektérych histo-
néw pochodzacych z réznych zrddet pozwala stwierdzi¢ niezwykle mata
zmienno$¢ ewolucyjng tych biatek. Histon H4 grochu rdzni sie od histonu
H4 bydta domowego tylko dwoma (na 102) aminokwasami. Histony H3
tych organizméw réznig sie miedzy sobg czterema (na 135) aminokwa-
sami (2). Te dwa histony sg najmniej zmiennymi ewolucyjnie sposrod
scharakteryzowanych pod tym wzgledem biatek. Histony H2A i H2B
wykazujg nieco wiekszg zmienno$¢, poroéwnywalng ze zmiennos$cig np.
cytochroméw (3). Histon HI nie jest konserwatywny ewolucyjnie, co
wiecej, wiele jego typow wystepuje nawet w jednym organizmie.

Stata ilos¢ i stale wzajemne proporcje, stabilno$¢ metaboliczna, mata
zmienno$¢ ewolucyjna i brak wiasciwosci enzymatycznych histonow
pozwalaty sadzi¢, ze uczestnicza one gtéwnie w organizowaniu struktury
chromatyny.

Fundamentalna rola chromatyny jako nosnika informacji genetycznej
organizméw eukariotycznych stanowita silny bodziec do podjecia badan
zmierzajacych do wyjasnienia jej budowy.

Badania rentgenograficzne chromatyny sugerowaly regularno$¢ jej
budowy, przy czym elementami koniecznymi i wystarczajgcymi do
uzyskania charakterystycznego obrazu dyfrakcyjnego byty DNA i histony
H2A, H2B, H3, H4 (4—6). Regularny charakter struktury chromatyny
potwierdzita opublikowana w 1973 roku praca Hewisha i Bur-
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goyne’a dotyczaca dziatania endogennej nukleazy na chromatyne
jader komérkowych watroby szczura (7). Pod wplywem nukleazy DNA
chromatyny ulega specyficznej degradacji, tworzac klase odcinkéw, be-
dacych catkowitymi wielokrotnosciami odcinka najmniejszego (Ryc. 1).

% |

Ryc. 1. Zdjecie elektroforegramu fragmentéw DNA po- -
wstatych w wyniku trawienia chromatyny Physarum

polycephalum nukleazg z Micrococcus.

Wioczne pasma o malejgcej ruchliwosci zawierajg odcinki DNA
odpowiadajagce mono-, di-, tri- i tetranukleosomom. Barwienie
Stains-all. Wykonano w Zaktadzie Biochemii Ogdlnej Instytutu
Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.

Regularno$¢ budowy chromatyny potwierdzity wykonane przez O lins
i Olinsa w 1974 roku zdjecia z mikroskopu elektronowego, przedsta-
wiajgce preparaty chromatyny w postaci regularnie rozmieszczonych,
kulistych struktur o srednicy okoto 70 A, potaczonych cienka (ok. 15 A)
»Nitka” (8). Na podstawie tych prac, a takze wiasnych badarn dotyczacych
rozmieszczenia histonéw w chromatynie (6), Roger Kornberg przed-
stawit w 1974 roku model podjednostkowej budowy chromatyny (9).
Wedtug tego modelu osiem czasteczek histonéw (po dwie czasteczki H2A,
H2B, H3, H4) tworzy globularny rdzen biatkowy, dokota ktérego owiniety
jest odcinek DNA zawierajacy okoto 200 par nukleotydéw. Jedna czastecz-
ka histonu HI zwigzana jest z podjednostkg w nieustalony sposéb. W ta-
kim ukfadzie stosunek ilosci histonébw do DNA wynosi w przyblize-
niu 1:1, a wiec tyle, co w catej chromatynie. Centralng role w rdzeniu
biatkowym petnig histony H3 i H4. Ten postulat wynika z silnego zwig-
zania tych histonéw z DNA w chromatynie (10, 11), ich wyjatkowej sta-
tosci ewolucyjnej i zdolno$ci do tworzenia tetrameru (H3*H4)2 o bardzo
matej statej dysocjacji (6, 12, 13). Taka podjednostka, ksztattem zblizona
do kuli o $rednicy 100 A, stanowi podstawowy element strukturalny
chromatyny, a ukiady podjednostek utozonych liniowo mogg tworzyé
struktury wyzszych rzedow.

Przedstawiony model, ktérego zasadnicze zatozenia okazaty sie w petni
stuszne, stanowit etap przetomowy w dziedzinie badania struktury chro-
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matyny. Obecnie dla okre$lenia podjednostki chromatyny uzywa sie naj-
czesciej zaproponowanej przez OQudeta i wsp. nazwy nukleosom (14).

Stosujac trawienie nukleazg z Micrococcus (EC 3.1.4.7) oraz obser-
wacje w mikroskopie elektronowym wykazano budowe podjednostkowg
chromatyny wszystkich badanych organizméw — pierwotniakéw (15, 16),
szkartupni (17, 18), Sluzowcow (19—21), grzybdéw (22—25), roslin (26—28),
owaddw (29), zwierzat wyzszych (30—32). Przy uzyciu obu tych metod
stwierdzono, ze takze chromosomy metafazalne zbudowane sg z nukleoso-
mow (33—35).

1. Wielkos$¢ i sktad nukleosomoéw

W zaleznos$ci od stosowanych metod przygotowania i utrwalania pre-
paratow chromatyny, S$rednica nukleosomow zmierzona przy uzyciu
mikroskopii elektronowej wynosita od 60 do 140 A, najczesciej okoto
100—120 A (8, 14, 20, 36—41). Zastosowanie obserwacji w ciemnym polu
pozwolito na wykazanie, ze nukleosom nie jest, jak przypuszczano, ku-
listy, lecz raczej dyskowaty, o $rednicy 130 A i grubosci 50 A (41).

Na podstawie obserwacji w mikroskopie elektronowym minichromoso-
mow wirusa SV 40 wyliczono, ze w jednym nukleosomie o S$rednicy
122—126 A zawarte jest 194—200 par nukleotydéw DNA (42). Analiza
wielkos$ci odcinkdw DNA powstajagcych w wyniku dziatania nukleazy na
chromatyne pozwala na doktadniejsze okre$lenie ilosci DNA zawartego
w nukleosomie. Zwykle wielko$¢ odcinka DNA zwigzanego z nukleosomem
wynosi, tak jak to proponowat Kornberg, okoto 195—200 par nukleoty-
déw (31), jednakze istniejg znaczne odstepstwa od tej wartosci. Naj-
mniejszg zawarto§¢ DNA 1z dotychczas okreslonych ma nukleosom
Aspergillus nidulans — 154 pary nukleotydéw (22), najwiekszg — nukleo-
som ze spermy jezowca Arbacia punctulata — 260 par nukleotydow (18).
Pewne réznice w zawartosci DNA wykazujg nukleosomy pochodzace
z réznych tkanek organizmu (18, 31, 43, 44) lub z tej samej tkanki w réz-
nych etapach jej rozwoju (44). Nawet w obrebie jednego widkna chroma-
tyny wykrywa sie niewielkg heterogenno$¢ wielkosci odcinkéw DNA
nukleosoméw (45—47).

Niektdre obserwacje sugerowaty zwiazek miedzy aktywnoscig podzia-
towg komérek a wielkoscig odcinkow DNA nukleosoméw (31). Komorki
rzadko lub wecale nie dzielgce sie maja zwykle diuzsze odcinki DNA
w nukleosomach, niz komorki o krétkim cyklu zyciowym. Przy przejsciu
z fazy wzrostu logarytmicznej do stacjonarnej hodowli pierwotniakow
wielkos¢ DNA nukleosomow Paramecium aurelia ro$nie od 153 do 178 par
nukleotydéw, a nukleosoméw Tetrahymena pyrijormis od 207 do 230
par nukleotydoéw (16). Szybko dzielagce sie komorki szpiku i embrionalne
komorki watroby szczura majg krotsze odcinki DNA w nukleosomach,
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niz komorki watroby dorostych osobnikéw (31). Jednakze odmienny cha-
rakter majg zmiany wielkosci DNA nukleosomdw w trakcie réznicowania
Physarum polycephalum (nukleosomy aktywnie dzielgcego sie plazmo-
dium zawierajg okoto 181 par nukleotydéw DNA, a znacznie rzadziej
dzielacej sie ameby okoto 176 par nukleotydéw DNA) (48), w trakcie roz-
woju embrionalnego tkanki nerwowej szczura (neurony embrionalne za-
wierajg w nukleosomach okoto 215 par nukleotydow DNA, neurony
dojrzatych szczuréw okoto 179 par nukleotydéw DNA) (44). Tak wiec
jednoznaczne powiazanie wielkosci DNA nukleosoméw z aktywnosciag po-
dziatowg komorki nie wydaje sie mozliwe.

Ro6znice wielkosci odcinkdéw DNA nukleosoméw zapewne nie wynikaja
z réznic miedzy histonami H2A, H2B, H3, H4 rdéznych organizmoéw. Re-
konstytucja nukleohistonéw przy uzyciu histonéw H2A, H2B, H3, H4
prowadzi do powstania nukleosomdw o jednakowej zawartosci DNA bez
wzgledu na pochodzenie histonéw (49).

W niektérych przypadkach mozliwa jest korelacja wielkosci odcinkdw
DNA nukleosoméw z zawartoscig aminokwaséw zasadowych w histonie
HI (16, 22, 23, 50). Im wiecej reszt aminokwaséw zasadowych zawiera HI,
tym dluzszy odcinek DNA zwigzany jest z nukleosomem.

Liczne dane potwierdzajg zatozenie Kornberga, ze wszystkie nukleo-
somy zawierajg oktamer histonow (H2A*H2B*H3*H4)2 Zastosowanie me-
tod immunologicznych pozwolito na wykazanie, ze wszystkie nukleosomy
zawierajg histony H2B, H3 i H4 (51). Analiza sktadu histonéw w otrzyma-
nych w wyniku trawienia chromatyny nukleazg z Micrococcus frakcjach
mono-, di-, tri- i tetranukleosomow dowodzi, ze w kazdej frakcji ilosci
histonow H2A, H2B, H3, H4 sg réwnomolowe i odpowiadajg zawartosci
dwu czgsteczek kazdego z nich w jednym nukleosomie (52). Sprzeganie
histondw w wyizolowanych nukleosomach prowadzi do powstania homo-
gennego kompleksu o masie czasteczkowej odpowiadajgcej oktamerowi
(53, 54). Jezeli prowadzi sie rekonstytucje nukleohistonéw zmieniajac
w mieszaninie stezenie tylko jednego z histonow H2A, H2B, H3, H4, to
liczba powstajacych nukleosomow, wykrywanych przy uzyciu mikroskopu
elektronowego, jest wprost proporcjonalna do ilosci tego histonu, ktérego
stezenie molowe jest najnizsze (55). Dowodzi to, ze wszystkie cztery
histony sg niezbedne do utworzenia nukleosomu.

W sktad nukleosomoéw, oprocz DNA i histonow, wchodzg takze biatka
niehistonowe (39, 56—58) i RNA (59). Zawarto$¢ biatek niehistonowych
wynosi $rednio 25—66°/0 (60, 61) w stosunku do ilosci histonow, przy
czym mozna wyrozni¢ frakcje nukleosoméw niemal wolnych od biatek
niehistonowych i frakcje, w ktorej biatek niehistonowych jest 2—6 razy
wiecej, niz histonéw (59). Réwniez zawartos¢ RNA nie jest we wszystkich
nukleosomach jednego organizmu jednakowa. Okoto 10% nukleosomoéw
zawiera 30—70% RNA w stosunku do DNA (59). W pozostatych nukleo-
somach zawarto$¢ RNA jest znikoma.

6 Postepy Biochemii
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I1-1. Rdzen nukleosomu

Zastosowanie nukleazy z Micrococcus pozwala na wyréznienie w DNA
nukleosomu dwu obszarow (62—66). Dziatanie nukleazy na wyizolowane
nukleosomy prowadzi poczatkowo do degradacji koncow czasteczki DNA
nukleosomu z jednoczesnym uwolnieniem histonu HI i czesci biatek nie-
histonowych. Obszar DNA fatwo ulegajacy degradacji, ktérego dtugosc
w nukleosomach réznych organizméw moze Wynosi¢ od okoto 10 do
120 par nukleotydow, nazwano facznikiem. Bezposredni zwigzek HI
z DNA {acznikowym wykazano badajac nukleoproteinowe fragmenty
powstajgce w wyniku degradacji nukleosomu nukleazg (57, 67), badajgc
podatno$¢ na trawienie chromatyny pozbawionej HI (68), analizujac skiad
histonéw frakcji mono-, di-, tri- i tetranukleosomow (52).

W momencie, gdy w wyniku dziatania nukleazy dtugosé odcinka DNA
nukleosomu ulegnie zmniejszeniu do 140 par nukleotydow nastepuje bar-
dzo wyraznie zahamowanie procesu hydrolizy DNA (66, 69—71). W efekcie
powstajg nukleoproteinowe kompleksy ztozone z oktameru histonéw i od-
cinka 140 par nukleotydéw DNA, nazwane rdzeniem nukleosomu (69).
Wykazano obecnos$¢ rdzenia w nukleosomach wszystkich badanych orga-
nizméw (15, 22, 23, 31, 32).

DNA rdzenia nie jest jednak catkowicie niepodatny na dziatanie
nukleaz. Dtugie dziatanie nukleazy z Micrococcus prowadzi do ograniczo-
nej degradacji rdzenia, przy czym powstaje Kilka odcinkéw DNA o dtu-
gosci 40—120 par nukleotydéw (30, 57, 61, 71—75). Powstate produkty
sg catkowicie oporne na dziatanie nukleaz. Zaleznie od warunkéw, w ja-
kich prowadzi si¢ trawienie, DNA niepodatny na dzialanie nukleaz (tzw.
limit digest) stanowi od 30 do 50% catosci DNA chromatyny (18, 20, 33,
61, 71, 76—78).

Na og6t w badaniach struktury nukleosomow, w szczegélnosci przy
zastowaniu metod fizycznych, uzywano preparatdw wyizolowanych
nukleosoméw, otrzymanych w wyniku trawienia chromatyny nukleazg
i frakcjonowania powstatych produktéw metoda sgczenia molekularnego
lub wirowania w gradiencie gestosci roztworu sacharozy (38, 67, 69, 79—
81). Preparaty takie sg silnie heterogenne. Poszczeg6lne nukleosomy
réznig sie sktadem biatek niehistonowych, zawartoScia RNA oraz wiel-
koscig odcinkéw DNA. Utrudnia to interpretacje wynikéw doswiadczen,
a wyznaczane wielkosci sg tylko Srednimi parametréw trudnej do scha-
rakteryzowania populacji. Znaczne réznice wielkosci i sktadu biatkowego
nukleosoméw réznych organizméw ograniczaja mozliwos¢ uogoélniania
uzyskiwanych danych.

*W zwigzku z tymi trudnos$ciami do badania struktury nukleosomu
coraz czesciej uzywa sie preparatéw rdzeni nukleosomowych, jako ze roz-
nice miedzy poszczegélnymi rdzeniami jednego organizmu sprowadzaja
sie tylko do roznic w sekwencjach nukleotydéw DNA i stopniu mody-.
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fikacji histonoéw. Jednakowe wielko$ci odcinkéw DNA i podobieAstwo
histonéw w rdzeniach nukleosomowych réznych organizméw pozwalajg
przypuszczaé, ze dane uzyskane w badaniu rdzeni z dowolnego organizmu
beda w duzym stopniu uniwersalne.

Opracowano kilka metod pozwalajagcych na otrzymanie duzych ilosci
homogennych preparatow rdzeni nukleosomowych. Zawierajg one wy-
tacznie histony H2A, H2B, H3, H4 w réwnomolowych iloSciach oraz od-
cinki DNA o dtugosci 140 par nukleotydow (38, 66, 69, 82); o stopniu
jednorodnosci tych preparatow Swiadczy ich zdolno$¢ do tworzenia regu-
larnych krysztatow (83, 84).

Znakomity przeglad wczesniejszych prac dotyczacych podjednostko-
wej budowy chromatyny i struktury nukleosomu dat Kornberg (85).

I11. Struktura rdzenia nukleosomu

I11-1. Ksztatt i wymiary rdzenia nukleosomu

Obserwacje rdzenia nukleosomu przy uzyciu mikroskopu elektrono-
wego wykazujg, ze ma on wymiary walca o $rednicy 110 A i Sredniegj
wysokosci okoto 55 A (83, 84). Powierzchnie podstaw walca nie sg doktad-
nie rownolegte, lecz lekko nachylone, przez co ksztatt rdzenia jest klino-
waty. Kat nachylenia podstaw zalezy od wzajemnych oddziatywan miedzy
rdzeniami i moze wynosi¢ od 5° do 16°, co dowodzi pewnej plastycznosci
struktury (84). Analiza rentgenograficzna krysztatéw rdzeni nukleosomo-
wych réwniez wykazuje takie same wymiary, przy czym silnie zaznaczona
jest ptaszczyzna symetrii prostopadia do wysokosci rdzenia (83).

Wielkosci hydrodynamiczne rdzenia — wspoltczynnik sedymentacji
Sow wynoszacy okoto 11,0—11,4S (38, 86—89) i wspdiczynnik dyfuzji
D2oWréwny 3,9 X 10~7 cmz_1 (38, 89) odpowiadajg silnie uwodnionej
czastce o promieniu maksymalnym okoto 55 A i ksztalcie odbiegajgcym
od kuli. Precyzyjna analiza wartosci So,w i D°ow rdzenia nukleosomo-
wego wykazata, ze struktura rdzenia nie jest stata i zalezy od sity jono-
wej roztworu (90).

111-2. Uktad histonéw w rdzeniu nukleosomu

Stosujac analize dyfrakcyjng roztworow rdzeni nukleosomowych wy-
kazano, ze catkowita objeto$¢ nieuwodnionego rdzenia nukleosomu wynosi
okoto 223 nm8(91), pozycje centralng zajmuje hydrofobowy rdzer histo-
nowy otoczony silnie uwodniong warstwg zawierajgcg DNA i fragmenty
czasteczek histonow (83, 91—096); Srodki symetrii rdzenia biatkowego
i warstwy zewnetrznej pokrywaja sie (97). Rdzen histonowy ma okoto

6%
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40 A wysokosci i 64—74 A Srednicy, 132—137 nm3 objetosci i zawiera
okoto 75% czasteczek histonéw (94, 97). Pozostate fragmenty czasteczek
histonéw wraz z odcinkiem 140 par nukleotydéw DNA tworzg silnie
uwodniong (ok. 75°/0 stanowi woda) warstwe zewnetrzng o promieniu
wewnetrznym okoto 32 A i zewnetrznym okoto 54 A (97). Zewnetrzne
utozenie DNA, postulowane juz przez Kornberga, potwierdzone jest takze
przez mozliwo$¢ rozdysocjowania rdzenia, w ktdrym histony zostaly ze
sobg powiazane kowalencyjnie, na sktadnik biatkowy i wolny DNA w 3 M
roztworze NaCl (98). Wyklucza to otaczanie DNA przez czasteczki histo-
now.

111-2.1. Struktura kompleksu histonéw w 2 M roztworze NaCl

Badanie oktameru histonéw, bedgcego podstawg struktury rdzenia
nukleosomu, prowadzi sie najczeSciej stosujac jako ukitad modelowy
kompleks histondw w 2 M roztworze NaCl. Kompleks taki jest bardzo
podobny do uktadu natywnego w rdzeniu nukleosomowym pod wzgledem
wzajemnego utozenia histonéw (53, 99), charakterystycznej, ograniczonej,
podatno$ci na dziatanie proteaz (88, 99), widm w podczerwieni (101, 102),
dichroizmu kotowego (100), NMR (103), obrazu dyfrakcji neutronéw (94).
Zapewne 2 M roztwor NaCl ostabia elektrostatyczne oddziatywania od-
pychajace miedzy histonami, podobnie jak ujemnie natadowane grupy
fosforanowe DNA w nukleosomie, umozliwiajgc tworzenie specyficznych
komplekséw.

Charakter kompleksu histonéw w 2 M roztworze NaCl nie jest jedno-
znacznie ustalony. Poczatkowo twierdzono, ze jest to tetramer (H2A\
*H2B*H3*H4) (99, 104, 105), jednakze nowsze badania wykazujg, ze
kompleks ten jest oktamerem (53, 54, 106). Analiza komplekséw powsta-
jacych w 2 M roztworze NaCl przy réznych stezeniach histonéw wykazata,
ze tetramer i oktamer wspotistniejg w stanie dynamicznej réwnowagi,
przy statej dysocjacji oktameru na dwa tetramery wynoszacej 1,47 g/l
(107). Przy stezeniu histonéw 0,25 g/l tetramer stanowi 91°/0 ukladu, przy
stezeniu 15 g/l — 27%. Wykorzystujagc znajomos¢é wspdtczynnika sedy-
mentacji oktameru histondw (4, 77 S) wykazano, ze oktamer, podobnie
jak rdzen nukleosomu, nie jest kulisty, lecz elipsoidalny (106).

Na podstawie badania widma NMR kompleksu histonéw w 2 M roz-
tworze NaCl wnioskowano o wystepowaniu w takim kompleksie silnie
zwartej, hydrofobowej, bogatej w strukture a czesci globularnej, oraz wol-
nych, pozbawionych struktury regularnej ,ogonkéw” (103, 108, 109).
Czes¢ globularna zbudowana jest z rejonéw centralnych i C-koAcowych
czasteczek histonéw, stanowigcych okoto 70—75% dlugosci czasteczek,
natomiast ,,ogonki” utworzone sg przez silnie polarne rejony N-koncow
czasteczek, gdzie skupione jest okoto 50% reszt aminokwasoéw zasado-
wych histonéw (103, 110). Korberg zakwestionowat (85) warto$¢ prac
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prowadzacych do takiego wniosku, twierdzac, ze obecno$¢ niewielkiej
nawet liczby zdenaturowanych czgsteczek histonow w badanym preparacie
moze prowadzi¢ do uzyskania wynikéw niezgodnych z rzeczywistg struk-
turg kompleksu. Wydaje sie jednak, ze mamy wystarczajaco duzo danych
pozwalajgcych na poparcie kwestionowanego przez Kornberga modelu,
wedtug ktérego oktamer histonéw skiada sie ze zwartej czesci centralnej
i swobodnych ,,ogonkow”. I tak stata sedymentacji kompleksu w 2 M roz-
tworze NaCl jest zbyt mata w stosunku do masy, gdyby przyjac¢, ze
kompleks jest globularny. Obecnos$¢ ,,ogonkéw” za$ zwiekszataby wspét-
czynnik tarcia, prowadzac tym samym do zmniejszenia wspotczynnika
sedymentacji (108). Dalej, w rdzeniu nukleosomu tylko okoto 75% masy
histonéw znajduje sie w centralnym, hydrofobowym rdzeniu biatkowym,
reszta natomiast lezy wraz z DNA w warstwie zewnetrznej. Dziatanie
trypsyny na rdzeA nukleosomu lub kompleks histonédw w 2 M roztworze
NaCl powoduje specyficzne odtrawienie odcinkéw N-koncowych, stano-
wigcych okoto 30% masy histonéw (88, 99, 110—113), przy zachowaniu
pozostatych fragmentéw w postaci nienaruszonego kompleksu, zdolnego
do oddziatywarn z DNA (110). Widmo NMR takiego kompleksu, powstatego
po odtrawieniu odcinkdw N-kohAcowych, nie wykazuje obecnosci swobod-
nych, pozbawionych regularnej struktury, fragmentéw czasteczek (109).
Acetylacja histonéw w chromatynie in vivo zachodzi wytgcznie w rejonach
N-koncow (114), co potwierdza ich stosunkowo duzg dostepnos$¢. Propono-
wana struktura rdzenia histonowego ttumaczy wiele witasciwosci nukleo-
somu, natomiast nie przedstawiono do tej pory zadnych faktéw z nig nie-
zgodnych.

111-2.2. Oddziatywania miedzy histonami w rdzeniu nukleosomu

Wewnetrzna organizacja biatkowego rdzenia nukleosomu nie zostata
dotychczas wyjasniona. Wydaje sie, ze konieczno$¢ wzajemnego precyzyj-
nego dopasowania struktury trzeciorzedowej poszczegolnych czasteczek
histonéw, umozliwiajagcego tworzenie zwartego kompleksu, jest zasadniczg
przyczyng matej zmiennosci ewolucyjnej histonow.

Badanie potgczen powstajacych miedzy czgsteczkami histonow w wy-
niku dziatania zwigzkéw sprzegajgcych pozwala na okre$lenie wzajemnego
utozenia histonéw w nukleosomie. Stosujagc taka metode stwierdzono
z catg pewnoscia, ze histony H3 i H4, H2A i H2B, H2B i H4 znajdujg sie
w nukleosomie w bezposrednim kontakcie (53, 54, 99, 115—121). Wigkszos$¢
doswiadczen wykazywata takze oddziatywania histonow H2A i H4 i dwu
czasteczek histondw H3 (53, 54, 115); niekiedy wykrywano tez sasiedztwa
innych par histonéw (115, 121, 123). Sprzeganie histonéw w chromatynie
w 6 M roztworze mocznika, gdy globularna struktura nukleosomoéw ulega
catkowitemu zniszczeniu, pozwolito na stwierdzenie, ze histony H3 nie
lezg obok siebie wzdtuz czasteczki DNA (122).
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Zbhadanie kompleksu histonéw powstajagcego w wyniku dziatania pro-
mieni nadfioletowych i tetranitrometanu na chromatyne pozwolito na
stwierdzenie, ze czasteczka histonu H2B moze jednocze$nie tworzy¢ w re-
jonie C-konhca potgczenie z rejonem C-korica H4 i w rejonie N-konca
z histonem H2A (124).

Histony, ktérych oddziatywania w nukleosomie wykrywa sie niezalez-
nie od stosowanej metody sprzegania, w stanie wolnhym w roztworach
0 fizjologicznym pH i sile jonowej tworzg ze sobg stabilne kompleksy;
sg to: tetramer (H3-H4)2 (6, 12, 13, 126, 127), dimer H2A-H2B (126—128),
dimer H2B*H4 (126—129). Wydaje sie to stanowi¢ dodatkowy argument
potwierdzajacy ich oddziatywania w nukleosomie. Blisko$é histonow H2A
1 H2B w nukleosomie wykazano takze badajgc fragmenty subnukleoso-
mowe powstate w wyniku dtugotrwatego dziatania nukleazy z Micrococcus
(130). Jeden z fragmentéw zawierat odcinek 35—40 par nukleotydéw DNA
zwigzany z histonami H2A i H2B.

Badania widma NMR komplekséw powstajgcych pomiedzy fragmen-
tami czasteczek H3 i H4 pozwala na przypuszczenie, ze rejonami, ktére
biora udziat w oddziatywaniach, sa obszary $rodkowy i C-konca H4
(reszty aminokwasowe od 38 do 102) i rejon $rodkowy H3 (reszty amino-
kwasowe od 42 do 120) (131). Badanie wptywu utlenienia grup tiolowych
reszt cysteiny w histonie H3 z grasicy cielecia na tworzenie kompleksu
z histonem H4 wykazuje, ze rejon Cys 110 w H3 oddziatuje z histonem H4
(132). Mozliwos$¢ tworzenia normalnego nukleosomu przez dimery histonu
H3 kury wykazuje, ze rejony Cys 96 dwu czgsteczek H3 znajdujg sie
w nukleosomie w bezposrednim kontakcie (133).

111-2.3. Centralna rola tetrameru histonéw (H3 H4)2

Postulowana juz przez Kornberga centralna rola tetrameru histo-
néw H3 i H4 w organizacji nukleosomu zyskata bardzo przekonywajgce
potwierdzenie w eksperymentach nad rekonstytucja nukleosomow.
W eksperymentach tych miesza sie w dobranych stosunkach histony
i DNA w 2 M roztworze NaCl i przez stopniowe obnizanie sity jonowej do-
prowadza sie do utworzenia komplekséw nukleoproteinowych. Kompleksy
takie, tworzone z DNA i rGwnomolowych ilosci histonow H2A, H2B, H3,
H4 sg nieodréznialne metodami fizyko-chemicznymi od natywnych
nukleosomdw (14, 134—138). Przeprowadzenie rekonstytucji przy uzyciu
tylko histonéw H3 i H4 réwniez prowadzi do utworzenia specyficznych
struktur podobnych do rdzeni nukleosomowych pod wzgledem ksztattu
i wielkos$ci (55, 139—141), widma dyfrakcji promieni X (6, 142, 143), po-
datnosci na dziatanie nukleaz i proteaz (134, 135), zdolnosSci do indukowa-
nia naprezen w kolistych czasteczkach DNA (55, 140, 144). Zadnej z tych
cech nie wykazujg kompleksy nukleohistonowe nie zawierajgce jedno-
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czes$nie obu histonéw H3 i H4 (134, 135). Rola histondw H2A i H2B polega
zapewne na dodatkowej stabilizacji uktadu przez wypetnianie luk miedzy
tetramerem (H3*H4)2 stanowigcym zrab rdzenia (134), a DNA. Potwierdza
to doswiadczenie, w ktorym do rekonstytuowanego kompleksu DNA z H3
i H4 dodano w roztworze o niskiej sile jonowej pare histonow H2A i H2B,
uzyskujac strukture identyczng, jak natywny nukleohiston (144). Prze-
prowadzenie takiego eskperymentu w odwrotnej kolejnosci nie doprowa-
dzito do utworzenia specyficznych kompleksow nukleoproteinowych.

W trakcie rekonstytucji przy uzyciu czterech rodzajéw histonéw z DNA
wigzg sie najpierw histony H3 i H4, a dopiero dalsze obnizenie sity jono-
wej ponizej 0,85 M NaCl prowadzi do zwigzania histonéw H2A i H2B (145).

Niewatpliwie proces rekonstytucji, przebiegajagcy w roztworze o nie-
fizjologicznym stezeniu soli, moze by¢ r6zny od procesu prowadzacego do
powstania nukleosoméw w warunkach natywnych. W $wietle ostatnich
badan wydaje sie prawdopodobne, ze caly oktamer histonéw wigze sie
z kwasnym biatkiem petnigcym funkcje organizatora i nosnika biatkowego
rdzenia nukleosomu i dopiero w takiej postaci tgczy z DNA (146, 147).
Jednakze najnowsze badania Worcella iwsp. nad procesem replikacji
chromatyny (205) wydaja sie $wiadcz¢, ze takze in vivo histony H3 i H4
facza sie z DNA wcze$niej, niz pozostate.

111-3. Struktura i uktad DNA w rdzeniu nukleosomu

Sposob utozenia czgsteczki DNA na biatkowym rdzeniu nukleosomu
nie jest w petni poznany. Analiza wynikéw dyfrakcji neutronéw i pro-
mieni X, a szczegOlnie zastosowanie réznych nukleaz, pozwalaja na usta-
lenie niektorych parametréw charakteryzujacych DNA nukleosomu.

Widmo ramanowskie nukleosomoéw wykazuje, ze struktura DNA
w nukleosomie nie rézni sie od konformacji B (102, 148). Na podstawie
obserwacji w mikroskopie elektronowym (149) i analizy dyfrakcyjnej
rdzeni nukleosomowych (83, 91, 93—95) wnioskowano, ze czgsteczka
140 par nukleotydéw DNA tworzy dokota rdzenia bialkowego okoto
1,7 zwoju o skoku okoto 28 A, zawierajgcego 80 par nukleotyddéw na zwdj
(83, 91).

Nalezy podkresli¢, ze regularnosé¢ rozmieszczenia DNA w rdzeniu
nukleosomu nie jest udowodniona. Analizujgc dane mikroskopii elektro-
nowej i dyfrakcji neutronéw Bram skonstruowat model budowy rdze-
nia nukleosomu (150), w ktéorym droga DNA nie jest regularna, lecz sktada
sie z fragmentoéw dwu spiral o przeciwnych skretnosciach. Jedna ze spiral
ma promien 30 A i skok 30 A, druga ma promieA 65A i skok 120 A. Przy
takim przebiegu wypadkowa liczba skretéw wyzszego rzedu DNA w rdze-
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niu wynositaby okoto —0,8. Analiza superspiralizacji * zamknietych, ko-
listych czasteczek DNA SV 40 pod wptywem tworzenia nukleosomow
wykazata, ze odksztatcenie DNA w obrebie jednego nukleosomu jest row-
nowazne okoto 1—1,25 skretu lewoskretnej spirali (40, 152). Gdyby zatozyc,
ze przebieg DNA nukleosomu jest regularny, to utworzenie nukleosomu
powinno wprowadzi¢ odksztatcenie rownowazne 1,7—2,5 skretu lewoskret-
nej spirali (wartos¢ ta zalezataby od tego, czy obszar DNA tgcznikowego
jest, czy nie jest, Scisle zwigzany z rdzeniem biatkowym). Probe wyttu-
maczenia rozbiezno$ci miedzy spodziewang a faktyczng liczbg skretow
wyzszego rzedu w DNA nukleosomu podjat Levitt (153). Wyliczyt on,
ze wolny DNA ma okoto 10,6 par nukleotydéw na skret podwdjnego
heliksu, podczas gdy przy tworzeniu nukleosomu nastepuje zmniejszenie
skoku DNA do 10 par nukleotydéw na skret podwojnego heliksu. Takie
zmiany znoszg czesciowo efekt zwijania DNA wokdt biatkowego rdzenia
nukleosomu i wypadkowa deformacja czasteczki DNA jest rownowaz-
na 1,4 lub nawet mniejszej liczbie skretéw lewoskretnej spirali na jeden
utworzony nukleosom. Jednakze najnowsza praca Luttera (206) zdaje
sie wskazywac, ze DNA w rdzeniu nukleosomu ma okoto 10,4 par nukleo-
tydéw na skret podwdjnego heliksu, co podwaza prawidtowos$¢ rozwazan
Levilla (153).

111-3.1. Odksztatcenia DNA w rdzeniu nukleosomu

Dwuniciowy DNA jest czasteczkg stosunkowo sztywna, totez utozenie
jej na powierzchni o matym promieniu krzywizny nie jest procesem ener-
getycznie uprzywilejowanym (wyliczona zmiana energii swobodnej wy-
nosi 13—44 kcal/mol nukleosomu (153, 154)). Tworzace sie naprezenia
deformuja regularng strukture podwojnego heliksu. Postulowane sg dwa
zasadniczo rézne modele odksztatcenia DNA w nukleosomie.

Modele pierwszej grupy (153, 155) zaktadajg tagodne, réwnomierne
wygiecie catej czasteczki DNA bez zerwania oddziatywan typu ,,stacking”
miedzy sasiednimi zasadami.

Elementem wspdlnym modeli drugiego typu jest ograniczenie defor-
macji do regularnie rozmieszczonych, silnych odksztatcen (,kink™), poza
ktorymi struktura czasteczki DNA jest identyczna, jak w roztworze. Za-
burzenia takie prowadzg do zerwania oddziatywan typu ,stacking”
i ostrego zatamania osi czasteczki. Sob e 11 i wsp. (156) postulujg wyste-
powanie takiej deformacji co 10 par nukleotyddéw. Kat zatamania osi
czasteczki wynosi okoto 40° silnym zmianom w stosunku do struktury B
ulega konformacja dezoksyrybozy oraz wigzania glikozydowego i fosfo-

*) Przejrzyste omowienie topologicznych aspektéw tworzenia nukleosomu daje
Crick (151).
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diestrowego. Zaletg tego modelu, opartego na analizie komplekséw zwigz-
kéw interkalujgcych z dinukleotydami, jest jego zgodno$¢ z obserwowa-
nym w DNA nukleosomu rozmieszczeniem obszarédw podatnych na dzia-
tanie nukleaz.

Model Cricka i Kluga (157) zaklada wytgcznie deformacje wig-
zania C4'—C5' dezoksyrybozy, prowadzgcg do zatamania osi DNA o 98°.
Autorzy proponujg wystepowanie takiej deformacji co 20 par nukleoty-
dow.

Rozstrzygniecie na korzy$¢ lub przeciwko ktéremu$ z tych modeli
tylko na podstawie rozwazan teoretycznych nie jest mozliwe, bowiem pod
wzgledem energetycznym i strukturalnym wszystkie wydajg sie prawdo-
podobne. Jednakze analiza stanu DNA w rdzeniu nukleosomu za pomoca
pomiaru NMR pozwala uzna¢ niektére modele za nieprawdopodobne.
Sporzadzenie widma NMR [8P] umozliwia okre$lenie konformacji wigza-
nia fosfodiestrowego z doktadnoscig nie mniejsza niz 1° (158). Z przepro-
wadzonych w ten sposob badah wynika jednoznacznie, ze konformacja
wszystkich wigzan fosfodiestrowych w DNA rdzenia nukleosomu jest
nieodréznialna od konformacji w DNA w stanie wolnym (101, 159). Takie
wyniki wykluczajg model podany przez Sobella i wsp. (156). Takze
przedstawione dotychczas modele ciggtej deformacji czasteczki DNA (153,
155) sg niezgodne z doswiadczalnie wyznaczonymi parametrami struktury
DNA nukleosomu, postuluja bowiem zmiany warto$ci wielu katéow po-
miedzy kierunkami wigzan szkieletu cukrowofosforanowego, w tym takze
wigzania fosfodiestrowego. Poniewaz omawiane tu prace teoretyczne
(153, 155) i doswiadczalne (101, 159) dotyczace struktury DNA w rdzeniu
nukleosomu opublikowano niemal jednoczesnie, autorzy zadnej z nich nie
mogli ustosunkowac¢ sie do pozostatych.

111-3.2. Sposéb degradacji DNA rdzenia nukleosomu pod wptywem nukleaz

Szeregu istotnych informacji o utozeniu i strukturze czasteczki DNA
w nukleosomie dostarcza analiza produktéw dziatania nukleaz na rdzen
nukleosomu. Dziatanie nukleazy z Micrococcus na DNA rdzenia nukleo-
somu prowadzi do powstania 8—10 odcinkéw o dtugosciach 40—120 par
nukleotydéw (30, 57, 61, 71—75), przy czym diugosci odcinkéw réznig sie
o wielokrotnosci 10 par nukleotydéw. Odcinki te nie ulegajg dalszej degra-
dacji ani pod wptywem nukleazy z Micrococcus, ani innych nukleaz (207).

Na podstawie pierwszych prac opisujacych przebieg degradacji DNA
nukleosomu pod wptywem nukleaz, Cantor zaproponowat model bu-
dowy rdzenia nukleosomu, tlumaczacy ograniczong podatno$¢ DNA
nukleosomu na dziatanie nukleaz (160). Jednakze doktadniejsza analiza
procesu trawienia DNA rdzenia nukleazami, przeprowadzona w nowszych
pracach, wykazata btednos¢ postulatbw Cantor a
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Dziatanie DNazy | (EC 3.1.4.5), ktéra w przeciwienstwie do nukleazy
z Micrococcus nie wykazuje preferencji w stosunku do jednoniciowego
DNA, ma inny przebieg i prowadzi do powstania innych produktow.
Pekniecia, powstajgce pod wpltywem DNazy | w obu niciach DNA chroma-
tyny, nie zawsze lezg naprzeciw siebie. Dlatego analiza produktéw degra-
dacji przy zastosowaniu standardowych technik elektroforezy nie pozwala
na wykrycie wszystkich skutkow dziatania DNazy |. Dopiero zastosowanie
przez N o 1la (161) elektroforezy DNA w stanie zdenaturowanym umozli-
wito wykazanie, ze DNaza | prowadzi do powstania w obu niciach DNA
nukleosomu peknie¢ rozmieszczonych doktadnie co n*10 nukleotydow™*
(gdzie n jest liczbg catkowity).

Zdenaturowanie i elektroforeza DNA chromatyny po dziataniu DNazy |
prowadzi do uzyskania charakterystycznej ,drabinki” (Ryc. 2a) jedno-
niciowych odcinkéw DNA o dtugosciach 10, 20, 30 itd nukleotydow, przy
czym wielko$¢ najdtuzszych odcinkow moze dochodzi¢ do 200 (70, 161),
a nawet 300 (162) nukleotydéw. Dowodzi to, ze takze rejon tgcznika ma
specyficznie ograniczong podatno$¢ na DNaze I. Obecno$¢ odcinkéw o dtu-
gosci ponad 200 nukleotydow ttumaczono regularnym rozmieszczeniem
rdzeni nukleosomowych, miedzy ktérymi tgcznik miatby doktadnie n*10
par nukleotydow, lub wystepowaniem uktadéw rdzeni nie oddzielonych
tacznikiem (162); wykryto takie uktady w produktach trawienia chroma-
tyny nukleaza z Micrococcus, lecz nie ma dowodoéw na ich natywny cha-
rakter (163, 164).

Juz krotkie dziatanie DNazy | na chromatyne prowadzi do powstania
odcinkéw mniejszych, niz 140 nukleotydéw, co wskazuje, ze trawienie
DNA rdzenia jest tak samo szybkie, jak DNA tacznika. llosci poszczegdl-
nych odcinkéw w produktach dziatania DNazy | nie sg jednakowe: liczba
odcinkéw o diugosci 70, 90, a zwilaszcza 80 nukleotyddéw jest wieksza,
a odcinkéw o dtugosci 60 i 100 nukleotydéw mniejsza, niz pozostatych
(Ryc. 2Db).

Stosunkowo duza ilos¢ odcinkéw 70—90 nukleotydowych wynika za-
pewne z utozenia DNA dokoto rdzenia histonowego. Miejsca odlegte wzdtuz
czasteczki DNA o 70—90 nukleotydéw znajduja sie w rdzeniu nukleosomu
w niewielkiej odlegtosci i maja podobne otoczenie. Dlatego przeciecie
jednej nici DNA w dwu miejscach jest najbardziej prawdopodobne przy
odlegtosci tych miejsc wynoszacej 70, 80 lub 90 nukleotydéw. Diugo-
trwate dziatanie DNazy | prowadzi stopniowo do catkowitej degradacji
DNA rdzenia do odcinkdw dekanukleotydowych (165).

Badanie produktéow dziatania nukleaz na DNA rdzenia dostarcza
wprawdzie danych o wzglednym rozmieszczeniu miejsc podatnych na

*) Najnowsze badania Luttera (206) i Prunella i wsp. (210) wykazatly, ze
powstajgce po dziataniu DNazy | odcinki majg dtugo$é¢ n*10,4 nukleotydéw.
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Ryc. 2b. Densytogram elektroforogramu

zdenaturowanych fragmentow DNA

powstatych w wyniku trawienia
chromatyny Physarum polycephalum
DNazg |I.

Widoczne pasma o malejacej ruchliwosci
zawieraja odcinki DNA o dtugosciach
odpowiednio okoto 20, 30, 40, 50 itd nu-
kleotydéw. Barwienie Stalns-all. Wyko-
nano jak Ryc. 1.

z Ryc. 2a. Lewa strona densytogramu odpo-

wiada dotowi Ryc. 2a.

Strzatka wskazuje potozenie najintensywniejszego
pasma, zawierajacego odcinki 80 nukleotydéw DNA.
O$ odcietych — odlegto$¢ od poczatku elektroforo-
gramu (miejsca naniesienia prob DNA) w cm. O$
rzadnych — absorpcja $wiatta widzialnego w jed-

nostkach umownych.

degradacje, nie pozwala jednakze na absolutng lokalizacje tych miejsc
w czasteczce 140 par nukleotydéw. Dopiero metoda zastosowana przez
Simpsona i Whitlocka (166) umozliwita jednoznaczne okreslenie potozenia
miejsc dziatania nukleaz. Polega ona na wyznakowaniu fosforanem &P
koncow 5' czasteczek DNA w preparatach wyizolowanych rdzeni nukleo-
somowych, trawieniu takich rdzeni nukleazami, a nastepnie przy zastoso-
waniu elektroforezy i autoradiografii na okre$leniu wielkoSci powstajacych
odcinkéw DNA zawierajgcych wyznakowany koniec 5'. Bardzo przejrzyste
omoéwienie zasad tej metody daje L utter (170). Stosujac jg w badaniu
kilku nukleaz wykazano (165—169), ze miejsca ich dziatania na DNA
rdzenia nukleosomu nie sg identyczne, cho¢ bliskie, oraz ze wséréd 12 ob-
szaréw odlegtych od siebie o 10 nukleotydow niektére niemal zupeinie
nie ulegajg trawieniu, inne natomiast sg szczeg6lnie tatwo degradowane.
I tak miejsca odlegte od konicéw 5' czasteczki DNA rdzenia nukleosomu
0 30 i 110 nukleotydow sa niemal zupeinie oporne na dziatanie nukleaz.
Rejon blisko $rodka czasteczki DNA jest stabo podatny na dziatanie
DNazy I, natomiast jest tatwo przecinany przez DNaze Il. Miejsca odlegte
od korficow 5' czgsteczki DNA rdzenia o 10, 20, 40, 50, 100, 120, 130 nukleo-
tydéw bardzo tatwo ulegajg dziataniu nukleaz.
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Analiza niezdenaturowanych produktéw dziatania nukleaz na DNA
rdzenia pozwolita na stwierdzenie, ze powstajgce dwuniciowe odcinki DNA
majg na koncach niesparowane nukleotydy (169, 171, 172). Uwzglednienie
tej informacji i precyzyjne okreslenie potozenia miejsc dziatania poszcze-
gb6lnych nukleaz w DNA rdzenia doprowadzito do wniosku, ze w DNA
rdzenia znajduje sie 12, rozmieszczonych co 10 par nukleotydéw, miejsc,
stanowigcych punkty przytgczenia nukleaz do DNA, nie bedacych na-
tomiast miejscem ich dziatania. Poszczegdlne nukleazy dziatajg obok
miejsc przytgczenie: DNaza | o jeden nukleotyd w strone kofca 3,
DNaza Il o dwa nukleotydy w strone korca 3', a nukleaza z Micrococcus
0 jeden nukleotyd w strone konica 5 (165, 171). R6zne wyeksponowanie
poszczegdlnych miejsc przytaczenia i rézne wihasciwosci nukleaz powoduja,
ze prawdopodobienstwa przeciecia w poszczeg6lnych miejscach nie sg jed-
nakowe. Analiza wynikéw dziatania nukleaz wykazata, ze stosunkowo
duza czes¢ DNA rdzenia nukleosomu jest dostepna dla oddziatywan
z zewnatrz.

I11-4. Symetria rdzenia nukleosomu

Sposéb dziatania nukleaz na DNA rdzenia, w szczegblnos$ci rozmiesz-
czenie rejonéw niepodatnych na degradacje, sugeruje, zgodnie z wynikami
analizy rentgenograficznej (83), symetryczng budowe rdzenia nukleosomu
(169, 170). Silnym potwierdzeniem symetrycznego uktadu DNA w nukleo-
somie sg wyniki dziatania DNazy Il na natywng chromatyne (173) oraz
egzonukleazy Ill z E. coli na wolne nukleosomy (174).

W obecnosci jonéw 1 mM Ca++ lub 150 mM Na+ DNaza Il prowadzi
degradacje chromatyny komorek cielecia lub szczura (zawierajgcych
w jednym nukleosomie okoto 200 par nukleotydéw DNA) do odcinkéow
n*100 par nukleotydow (173), wykazujagc tym samym preferencyjng de-
gradacje DNA rejonu miedzy rdzeniami nukleosomow (tak jak nukleaza
z Micrococcus), a takze doktadnie w Srodku rdzeni.

Egzonukleaza 111 dziatajgc na wolne nukleosomy prowadzi do zmniej-
szania dtugosci odcinka DNA w wyniku potgczonych aktywnos$ci egzo-
nukleolitycznych 3'->5' i 5'—=3. W momencie skrdcenia DNA nukleosomu
do 140 par nukleotyddéw sposéb dziatania enzymu ulega zmianie. Degra-
dacja postepuje wytgcznie w kierunku 3'->5', przy czym po zredukowaniu
dtugosci jednej nici DNA o 10 nukleotydéw nastepuje wyrazna pauza
w aktywnosci. Dalsze dziatanie prowadzi do kolejnej degradacji odcinka
10 nukleotydow i pauzy. Tak wiec w wyniku dziatania egzonukleazy Ill
na rdzen nukleosomu powstajg odcinki DNA, zawierajgce nienaruszone
konce 5' i koiAce 3' skrécone o n*10 nukleotydow (174). Odcinki krotsze
niz 70 nukleotydéw nie powstaja, co wynika z mechanizmu dziatania
enzymu. Poniewaz przebieg degradacji obu nici DNA rdzenia jest iden-
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tyczny, mozna wnioskowac o symetrycznym utozeniu czasteczki DNA.
Symetria rdzenia nukleosomowego, postulowana m.in. przez Wein-
trauba i wsp. (175), jest dodatkowo potwierdzona przez obserwacje
Oudeta i wsp. (55). Badajac przy pomocy mikroskopu elektronowego
preparaty minichromosoméw SV 40, utrwalane w niskiej temperaturze
1 sile jonowej, stwierdzili oni wystepowanie struktur o $rednicy 93 A,
zawierajacych okoto 96 par nukleotydow DNA, ktorych liczba (ok. 40—50)
w minichromosomie byfa dwukrotnie wigksza, niz liczba nukleosoméw
o $rednicy 125 A, zawierajacych okoto 200 par nukleotydéw DNA, w mini-
chromosomach utrwalanych w sposéb standardowy. Autorzy sadza, iz
ostabienie w niskiej sile jonowej i temperaturze oddziatywan hydrofobo-
wych miedzy tetramerami histonéw (H2A*H2B*H3*H4) prowadzi do ,,roz-
dwojenia” nukleosomu na dwa pét-nukleosomy; wykazali tez, ze przejscie
takie jest odwracalne. Jest bardzo prawdopodobne, ze obserwowane przez
niektorych badaczy struktury o $rednicy 60—80A (8, 36, 38), nazywane
niekiedy ciatami v (8), w rzeczywisto$ci odpowiadaty po6t-nukleosomom,
tym bardziej, ze stosowana w tych pracach metoda przygotowania pre-
paratow mikroskopowych polegata na zawieszaniu chromatyny w wodzie.
Mimo duzej atrakcyjnos$ci hipotezy o istnieniu pét-nukleosomoéw in
vivo, w szczegOllnosci w czasie proces6w wymagajacych rozplecenia po-
dwojnego heliksu DNA, nie udato sie zaobserwowac ich w warunkach
zblizonych do fizjologicznych. Analiza kompleksow transkrypcyjnych nie
wykazuje obecnosci pét-nukleosomow (176, 177), a konserwatywny mecha-
nizm przekazywania biatkowych rdzeni nukleosoméw w czasie replikacji
chromatyny (178) trudno pogodzi¢ z istnieniem po6t-nukleosomoéw.

111-5. Oddziatywanie DNA z histonami w nukleosomie

Brak jednoznacznych danych pozwalajgcych na stwierdzenie, jakiego
rodzaju oddziatywania odpowiedzialne sg za charakterystyczng podatnos¢
DNA w nukleosomie na dzialanie nukleaz.

W obecnosci 5 M roztworu mocznika, gdy globularna struktura rdzenia
nukleosomu jest zniszczona, a histony w dalszym ciggu pozostajg zwia-
zane z DNA (87), nukleaza z Micrococcus i DNaza Il prowadzg catkowicie
niespecyficzng degradacje DNA, podczas gdy DNaza | w dalszym ciagu
dziata tylko na miejsca rozmieszczone co 10 nukleotydow (179). Wzgledne
iloSci powstajacych w tych warunkach odcinkéw sg inne, niz przy tra-
wieniu natywnego nukleosomu. Moznaby zatem przypuszczac, ze zwigza-
nie z histonami wystarcza dla ograniczenia podatno$ci DNA na DNaze I.
Jednakze rekonstytuowane kompleksy DNA z pojedynczymi histonami,
czy nawet uktadami histonéw nie zawierajgcymi jednocze$nie H3 i H4,
lub niespecyficzne kompleksy z suma histondéw, utworzone w roztworach
o niskim stezeniu soli, nie wykazujg specyficznej podatnosci na DNaze |
(134, 135).
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Dziatanie nukleaz na produkt trawienia rdzenia nukleosomu trypsyna
przebiega w sposob podobny, jak w uktadzie natywnym (88, 110). Powstajg
jednakze tylko krotkie odcinki n*10 nukleotyddw, przy czym im wigkszy
stopien strawienia histondw, tym mniejszy odcinek DNA zachowuje spe-
cyficzng podatno$¢ na DNaze |, mimo ze prawdopodobnie takze odtrawione
odcinki N-koncowe czasteczek histondw pozostajg zwigzane z DNA. Taka
korelacja pozwala sgdzié, ze tylko odcinek DNA owiniety wokdt globular-
nego kompleksu utworzonego przez niestrawione, centralne i C-koncowe,
fragmenty czasteczek histonéw zachowuje swoistg podatno$¢ na nukleaze.
Takie przypuszczenie potwierdza wynik trawienia DNazg | kompleksu
DNA z biatkiem zdolnym do powodowania superspiralizacji czaste-
czek DNA — gyraza (180). W tym kompleksie DNA, zapewne owiniety
dokota biatka, ulega ograniczonej degradacji do odcinkow, ktérych wiel-
kosci réznig sie o n*10 nukleotydow.

DNA zwigzany z krysztatami fosforanu wapniowego réwniez ulega pod
wptywem DNazy | ograniczonej degradacji do odcinkéw n*10 nukleoty-
déw. W tym przypadku wydaje sie, ze przyczyng tego jest ostoniecie
z jednej strony czasteczki DNA przez krysztaty (180). Na tej podstawie
mozna sadzié, ze specyficzna podatno$é na DNaze | jest cechg DNA jedno-
stronnie zwigzanego z jaka$ powierzchnig, niekoniecznie sferyczna.

Poznanie sposobu zwigzania poszczeg6lnych histonéw i fragmentow
ich czasteczek z DNA ma duze znaczenie dla wyjasnienia mechanizmow
regulacji genetycznej u Eukaryota. Wiadomo, ze histony sg niespecyficz-
nymi represorami aktywnos$ci matrycowej DNA (139, 181) i ze represja
ta moze by¢ modulowana przez biatka niehistonowe (182—185). Dla wy-
jasnienia mechanizmu dziatania biatek niehistonowych — regulatorow
genetycznych — niezbedne jest doktadne poznanie sposobu oddziatywan
histonéw z DNA i ich zmian pod wplywem biatek niehistonowych.

Oddziatywanie DNA z histonami ma gtdwnie charakter elektrostatycz-
ny, o czym $wiadczy cho¢by mozliwos¢ oddysocjowania histonéw od DNA
w roztworach o wysokiej sile jonowej i zachowanie oddziatywan
DNA-histony w wysokich stezeniach mocznika (11, 38, 87, 98, 110, 122).
Oddziatywania poszczegdlnych histonéw z DNA sa specyficzne w stosunku
do sekwencji nukleotydéw, natomiast kompleksy histonéw tworzace rdzen
nukleosomu nie wykazujg tej cechy. Stwierdzono to badajac rozmieszcze-
nie nukleosoméw w stosunku do miejsc rozpoznawanych przez nukleazy
restrykcyjne w DNA plazmidéw i wiruséw zaréwno w natywnych (SV 40),
jak i rekonstytuowanych nukleohistonach (186—188).* Takze analiza skta-
du DNA wyizolowanych nukleosoméw w poréwnaniu z catym DNA chro-

*) Przeprowadzenie rekonstytucji nukleosomoéw przy zastosowaniu odcinkéw DNA
o znanej sekwencji nukleotydéw doprowadzito do wniosku, ze wigzanie oktameru
histondw DNA jest uzaleznione od sekwencji nukleotydéow (208). Ostatnie badania
Varshvsky’ego i wsp. (209) wskazujg, ze w minichromosomie SV 40 rejon DNA
potozony blisko poczatku replikacji nie wykazuje struktury nukleosomowej.
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matyny wykazuje brak zaleznoSci rozmieszczenia nukleosoméw od se-
kwencji nukleotydéw DNA (61, 189, 190).

Badanie dostepnosci grup N7 guaniny i N3 adeniny, wystepujacych
odpowiednio w duzym i matym rowku DNA, dla modyfikacji siarczanem
metylu w wolnym DNA i w nukleohistonie pozwala na stwierdzenie, ze
histony chronig grupe N7 guaniny silniej, niz N3 adeniny, co sugeruje
ich oddziatywanie z DNA od strony duzego rowka (191—193). Takie uto-
zenie histonow jest zgodne z wynikami dos$wiadczed, w ktorych badano
wplyw histonéw na dostepnos¢ DNA dla zwigzkéw o0 znanym miejscu
oddziatywania z DNA (194, 195). Natomiast badania przy zastosowaniu
spektroskopii ramanowskiej nie wykazujg zadnych oddziatywan histondw
z grupg N7 guaniny (102, 148). Oddziatywania takie wystepujg natomiast
miedzy DNA a biatkami niehistonowymi (148).

111-5.1. Udziat odcinkéw N-koricowych histonéw w oddziatywaniach z DNA

Zarowno elektrostatyczny charakter oddziatywan DNA-histony, jak
i liczne inne fakty wskazujg, ze zasadniczym miejscem oddziatywania
DNA z histonami sg ich odcinki N-koricowe.

Okreslenie regiondw czasteczek histondw najsilniej zwiazanych z DNA
na podstawie ich czesciowej opornosci na dtugotrwate dziatanie trypsyny
wykazato, ze gtéwnie odcinki N-koncowe, w mniejszym stopniu C-kon-
cowe, wszystkich histonéw i krotkie fragmenty w Srodku czasteczek
H2A i H2B sg zwigzane z DNA (196).

W trakcie dziatania trypsyny na nukleosom odtrawieniu ulegajg od-
cinki N-koncowe histondw. Jednocze$nie maleje wspotczynnik sedymen-
tacji nukleosoméw i stopniowo ze wzrostem stopnia degradacji histondw
ro$nie ilos¢ DNA w strukturze zblizonej do wolnego (88). Analiza prze-
biegu topnienia DNA rdzeni o ré6znym stopniu degradacji histonéw wy-
kazuje obecno$¢ fragmentéw DNA o temperaturze topnienia znacznie
nizszej (46—57°C), niz w natywnych rdzeniach (79°C). llos¢ DNA o niskiej
temperaturze topnienia jest proporcjonalna do stopnia strawienia histo-
néw. Réwniez badanie dichroizmu kotowego przy dtugosci fali 280 nm
wykazuje ze wzrostem stopnia degradacji histonéw przybywanie fragmen-
tow DNA o strukturze takiej, jak wolny DNA. Z przedstawionych danych
wynika, ze degradacja odcinkéw N-kohAcowych czasteczek histonéw rdze-
nia nukleosomowego prowadzi do uwalniania fragmentéw DNA rdzenia,
co dowodzi istotnej roli tych rejonéw histondw w utrzymywaniu specy-
ficznej struktury DNA w rdzeniu nukleosomowym.

Odtrawienie N-kofAcowych odcinkdw histonow prowadzi do wzrostu
podatnosci DNA rdzenia na dziatanie DNazy I. Szczeg6lnie silny wzrost
podatnosci wykazujg miejsca odlegte o 20—35, 60, 70, 80 nukleotyddw
od koricéw 5' czasteczki DNA (110). Mozna zatem przypuszczaé, ze gtow-
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nie te rejony DNA rdzenia sg zwigzane z odcinkami N-koncowymi histo-
now.

Acetylacja odcinkéw N-kohAcowych H3 i H4 prowadzi do ostabienia
zwigzania DNA w rdzeniu nukleosomowym, czemu odpowiada niewielkie
obnizenie temperatury topnienia (z 74,5°C do 73,6°C) i niewielki wzrost
eliptycznosci przy 280 nm (197). Analiza podatnosci DNA rdzeni nukleo-
somowych zawierajacych silnie acetylowane H3 i H4 na dzialanie DNazy |
i nukleazy z Micrococcus wykazuje, ze kofce czasteczki i miejsca odlegte
0 60 nukleotydéw od koncdéw 5' czasteczki DNA sa bardziej podatne, niz
w rdzeniach zawierajgcych nieacetylowane histony (197). Zapewne te
wiasnie miejsca oddziatujg z rejonami N-koncowymi H3 i H4.

I111-5.2. Rozmieszczenie poszczegélnych histonéw wzdtuz czasteczki DNA nukleosomu

Stosujac sprzeganie histonéw z aktywowanym DNA w rdzeniu nukleo-
somowym Simpson wykazat (198), ze z koncami 5' czasteczki DNA
oddziatujg histony H3. Sprzeganie histonéw z DNA nukleosomu pod
wptywem promieni nadfioletowych prowadzi do powstania produktu, za-
wierajgcego histony H2A i H2B zwigzane z DNA (199), potwierdzajgc
tym samym udziat tych histonéw w tworzeniu struktury nukleosomu.
Powstaje takze interesujgcy kompleks zawierajgcy tylko DNA i HI (199),
stabo podatny na dziatanie nukleaz; w mikroskopie elektronowym ma on
Srednice 90 A, czesto z obszarem o mniejszej gestosci w $rodku. Widmo
dichroizmu kotowego tego kompleksu w rejonie 280 nm jest podobne, jak
dla nukleosomu. Na tej podstawie autorzy sugerujg, ze w nukleosomie
histon HI zwigzany jest z obydwoma koricami czagsteczki DNA.

Zastosowana przez Mirzabekova i wsp. ztozona metoda badania
produktéw sprzegania histonéw z DNA w rdzeniu nukleosomowym pozwo-
lita na stworzenie szczegétowego modelu liniowego uktadu czasteczek
histonéw wzdtuz DNA (193, 200). Rejony DNA zwigzanego z histonami
wystepujg na zmiane z wolnym DNA, przy czym odcinki DNA wolnego
rozmieszczone sg co okoto 10 nukleotydéw i odpowiadajg miejscom podat-
nym na DNaze |. Kazda z czgsteczek histonéw zwigzana jest z 2—4 deka-
nukleotydowymi odcinkami DNA. Zaproponowany model w przekonywa-
jacy sposob wyjasnia ograniczong dostepno$¢ DNA rdzenia dla nukleaz
1 jest w zgodzie z wiekszoscig innych danych dotyczacych wzajemnego
rozmieszczenia histondw w nukleosomie i w stosunku do DNA.

IV. Uwagi koricowe

Na podstawie dostepnych danych skonstruowano liczne modele bu-
dowy nukleosomu (83, 91—97, 150, 175, 200—203). Podczas gdy ogdlne
informacje dotyczace rozmiaréw, ksztattu i wzajemnego rozmieszczenia
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DNA i histondw w rdzeniu wydaja sie by¢ ostateczne, uderza niekomplet-
no$¢ danych dotyczacych szczeg6téw wewnetrznej organizacji nukleo-
somu. Z tego powodu proponowane schematy szczeg6towej struktury
nukleosomu majg ciggle charakter hipotez. W grupie tych modeli postu-
laty Mirzabekova i wsp. (200) wyrdzniajag sie silng podbudowa
doswiadczalna.

Zagadnienie struktury nukleosomu, mimo ze podstawowe, jest tylko
jednym z wielu aspektéw badan chromatyny. Udziat nukleosomow w two-
rzeniu struktur wyzszego rzedu, w procesach replikacji i transkrypcji
stanowi fascynujace i jedno z wiodacych w biologii molekularnej zagad-
nienie, ktdremu poswiecono wiele badan i rozwazan teoretycznych. Mimo
ogromnej liczby danych dotyczacych tych probleméw ich rozwigzanie
wydaje sie wcigz odlegte. Liczne wyniki przecza sobie nawzajem i brak,
jak dotad, koncepcji porzadkujacej te dziedzine biologii molekularnej.

Krétki przeglad problemoéw dotyczacych tych aspektéw badan chro-
matyny mozna znalez¢ w pracy Felsenfelda (204), jednego z pionie-

réw zastosowania nukleaz do badania struktury chromatyny.
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Degradacja Edmana peptyddéw lub biatek zwigzanych ze statym
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. Wstep

Jedyng skuteczng, stosowang do dzisiaj metodg oznaczania sekwencji
aminokwasow biatek jest metoda zaproponowana przez Pehra Edmana
(1, 2) w 1949 roku. Polega ona na zastosowaniu trzech kolejnych reakcji
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(Ryc. 1), a mianowicie przytgczaniu fenyloizotiocyjanianu | do peptydu,
rozszczepieniu fenylotiokarbamylopeptydu Il oraz konwersji fenylotiazo-
lonu N-koricowego aminokwasu Il do pochodnej fenylotiohydantoiny IV.

ceubncs +hancwrico-nhcmra2co —

|
1 bufor pH 8-9

CeWgNWCSNHCH™NCO-NHCHRjCO —
|

1 ekstrakcja
2. suszenie w prézni
3. CF3COOU

CeHsN=C---NH +.H2NCHR2C O ~
| I

S CHR<
\/
CcO
M
1 rozdziat' produktéw
(ekstrakcja)
Ce6H5N=C ----NH H2NCHR2CO
| |
S CHR« dalsze degradacje
\/
CcO
ni
II IN MCI, 80°
CeH5- N ----CO
| |
SC CHR,
\ /
NH
Y
J 1 identyfikacji Ryc. 1. Opis w tekscie

Oderwanie N-koricowego aminokwasu od degradowanego peptydu umozli-
wia przeprowadzenie nastepnych degradacji, ktérych ilos¢ ograniczona
jest jedynie sensownos$cia wynikéw identyfikacji produktéw degradacji.

Metode Edmana modyfikowano (3, 4, 5, 6, 7, 8) wielokrotnie, az do pet-
nej automatyzacji wiacznie (9). Posiada ona jednak swoje ograniczenia,
z ktorych najwazniejsze to straty degradowanego peptydu wystepujace
podczas rozdzielania produktéw degradacji i usuwaniu nadmiaru odczyn-
nikéw i produktow ubocznych. W rzeczywistosci odbywa sie to na drodze
ekstrakcji i dlatego im kréotszy peptyd tym na og6t wieksze sg straty.
Opierajac sie na doniesieniu Merrifielda (10) Laursen zapropo-
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nowat pewne wyjscie z tej sytuacji w swojej pionierskiej pracy (11). Mia-
nowicie zwigzat on heksapeptyd ze statym nosnikiem i dopiero wdwczas
przeprowadzit degradacje Edmana. W takim dwufazowym uktadzie straty
zwigzanego ze stalym nosnikiem peptydu sg oczywiscie niemozliwe.
Dzieki licznym, przeprowadzonym w ostatnim dziesiecioleciu przez
Laursena i jego wspotpracownikow modyfikacjom degradacji pepty-
déw w fazie stalej znajduje ona coraz wieksze zastosowanie w analizie
sekwencyjnej biatek (12—19). Dostepnos$¢ tanich fabrycznych automatycz-
nych aparatdw do degradacji w fazie statej metoda Laursena przyczyni
sie do utrzymania tej tendencji jeszcze w najblizszych Kkilku latach.

Znaczenie tej metody podkre$la takze fakt opublikowania o niej arty-
kutu monograficznego w Methods of Enzymology (20).

Il. Wybor statego nosnika

Najistotniejszym problemem w doborze no$nika w metodzie degradacji
w fazie statej jest wydajnosé z jakg przytacza sie peptyd do nosnika. Nie
bez znaczenia jest tez mechaniczna wytrzymatos¢ ziaren nosnika oraz ich
zdolno$¢ do pecznienia w stosowanych rozpuszczalnikach.

Najwczesniej jako nosniki uzyto pochodne polistyrenu, w ktérych dwa,
aminopolistyren V (Ryc. 2) (20) oraz tréjetylenoczteroaminopolistyren VI
(21), odznaczajace sie najlepszymi wiasciwosciami fizycznymi stosowane
sg takze obecnie. Sg to nisko usieciowane dwuwinylobenzenem (1%) ami-
nowe pochodne polistyrenu o wzglednie duzej powierzchni i stosunkowo
matym pecznieniu. Wiasciwosci hydrofobowe, w $rodowisku obojetnym
tych nos$nikdw nie sprzyjaja reakcjom wigzania zwigzkéw polarnych
a wiec np. peptydow grupg karboksylowa. Z wymienionych dwdch no$ni-
kédw korzystniejszy pod tym wzgledem jest tréjetylenoczteroaminopolisty-
ren bardziej polarny niz aminopolistyren. Ogoélnie lepsze wydajnos$ci przy-
faczania peptydow do nosnikéw polistyrenowych uzyskuje sie stosujac
aktywacje peptydu czynnikiem hydrofobowym np. fenylenodwuizotio-
cyjanianem. Zlepianiu sie czastek nosnika podczas degradacji mozna za-
pobiec przez zmieszanie zywicy z nadmiarem ziarnistego szkia (22).

Badania Weetala (23) nad przytgczaniem enzymédéw do mikroporo-
watego granulowanego szkla zwrécity uwage na ten typ nosnika i jego
ewentualne zastosowanie w degradacji w fazie statej. Wachter ze
wspoOtpracownikami (24) opracowali tatwg metode aminosililowania ta-
kiego szkla, otrzymujac jako nosnik aminopropyloszkio VII (Rys. 2).
Obecnie dostepny jest takze w handlu inny noénik szklany — beta amino-
etyloaminopropyloszkio VIII (Rys. 2).

Zaletg nos$nikéw szklanych jest ich wytrzymato$¢ mechaniczna i od-
porno$¢ na zmiany rozpuszczalnikéw, ponadto majg szczeg6lnie rozwi-
nietag powierzchnie czynng tak, ze grupy czynne, ktére znajdujg sie na
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polistyren - C6H4-NM 2
\%

polistyren - C6Ws-C1-12-N1-1/\ /NWxV nhA v,nh2
Vi

/ -\
SZkI’O"—(g)"Si—CM2—CI—|2—CH2—NV\/2
VI

o)
szkforO"Si -CH2-CW2-CW2- NH-CW2CH?NH2

vm

Ryc. 2. Opis w tekscie

powierzchni sg tatwo dostepne. Bardziej aktywnym 2z wymienionych
dwoch pochodnych aminowych szkia jest beta aminoetyloaminopropylo-
szkto, ze wzgledu na katalize zasadowa (25, 26) sasiedniej grupy amino-
wej znajdujgcej sie w alifatycznym tafAcuchu bocznym. Aktywnosc
i dostepno$¢ grup aminowych nos$nikow szklanych umozliwia wigzania
z nimi znacznie dtuzszych peptydéw niz ma to miejsce w przypadku nos-
nikéw aminopolistyrenowych.

I11. Metody wigzania peptydéw ze statym nosnikiem

111-1. Wigzanie peptydu grupa karboksylowg

Oprécz doboru wiasciwego nosnika drugim czynnikiem decydujgcym
0 powodzeniu metody degradacji w fazie statej jest wydajnos¢ reakcji
wigzania peptydu z nosnikiem. Zalezy ona od wielu czynnikéw, ale przyj-
muje sig, ze jest tym wieksza im krotszy jest peptyd. Oczywiscie stopien
trudnosci maleje wraz ze wzrostem ilosci posiadanego peptydu. Istnieje
tez wyrazna zalezno$¢ wydajnosci od dtugosci wigzanego peptydu, uzy-
tego nosnika i zastosowanej metody przytgczania.

Do wigzania peptyddéw z nos$nikami poprzez aktywacje grup karbo-
ksylowych peptyddw stosuje sie czynniki powszechnie uzywane w syn-
tezie peptydow (27) takie, jak karbonylodwuimidazol (22) lub karbodwu-
imidy (28, 29). Karbonylodwuimidazol tatwo reaguje z nukleofilami ta-
kimi, jak aminy i woda (Ryc. 3) i dlatego reakcje aktywacji nalezy pro-
wadzi¢ w $rodowisku bezwodnym, zazwyczaj w dwumetyloformamidzie.
Warunek ten sprawia pewne klopoty, i to nie tylko dlatego, ze odczyn-
niki trzeba suszy¢ i zabezpiecza¢ przed wilgocia, ale réwniez z tego
wzgledu, ze rozpuszczalnos¢ peptydow w dwumetyloformamidzie maleje
ze wzrostem masy czasteczkowej. Karbonylodwuimidazol powoduje akty-
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/ \ /
CH CH
peptyd-COOH \HZO
CH= CH cM - CH
pepi-yd-CO-N N 2N NH+CO,
\ \ /
CH CH
H2N-no$nik
pept-yd-CO-NH-no$nik Ryc. 3. Opis w tekscie

wacje wszystkich grup karboksylowych peptydu, a wiec pochodzacych
réwniez od reszt kwasu glutaminowego i asparaginowego. Peptydy za-
wierajgce kwas glutaminowy zostajg zwigzane dodatkowo z nosnikiem
grupa karboksylowa tego kwasu i dlatego reszty tej nie udaje sie zidenty-
fikowa¢ po degradacji. Natomiast aktywacja karbonylodwuimidazolem
grupy karboksylowej kwasu asparaginowego uniemozliwia w ogole dalszg
degradacje na skutek powstawania pochodnej cyklicznej (Ryc. 4). Wada

— NH-CH-CO-NH-CHR-CO —
I

ch2

|
COOH

karbonylodwuimidazol

— NH-CH-CO-NH-CHR-CO —

I

CH, CH= CH
I I I

CO— N N

CH

\Cé Opis w tekscie
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tej procedury jest réwniez konieczno$¢ chronienia grupy aminowej
N-koncowego aminokwasu peptydu aby zapobiec jego polimeryzacji.
Przytaczanie peptydéw do statych nosnikéw przy pomocy karbodwu-
imidéw jest sposobem korzystniejszym, poniewaz zwiazki te nie hydroli-
zujg tak fatwo, jak karbonylodwuimidazol. Jednak aktywowane karbo-
dwuimidami grupy karboksylowe peptydu moga ulec nie tylko korzyst-
nym reakcjom (tworzenie peptydylonosnika, Ryc. 5), ale takze nieko-
rzystnym jak przegrupowanie do N-acylomocznika (Ryc. 5). Inng

peptyd -CO-NUCHRCOOH -fR-NmC-»N-R

f

peptyd ~CO-NHCHRCO-0—-C=N-R

+H,0 NHR
O-acyloizomocznik

'

peptyd -~ CO~NHCHRCO—NR

CONHR +H,N nosnik
N-acylomocznik

peptyd -C=N-CHR N - noéni
| I HeN=nosnik o peptyd ~CONHCHRCO-NH-noénik

0 -—-CO
azlakton peptydu Ryc 5 Qpjgw tekscie

niekorzystng reakcja uboczng moze by¢ polikondensacja czasteczek
aktywowanego peptydu, ktérej zapobiega sie, badz przez stosowanie znacz-
nego nadmiaru no$nika (29), badZ przez ochrone grup aminowych pepty-
du (30).
Szczegdblnie dogodng i dobrg okazata sie, wprowadzona przez Horna
i Laursena (21) metoda wigzania peptydu posiadajagcego na C-koncu
peptyd-NH-CH-COOH
CH2CH20W
| CF3COOH
peptyd-NM-CH-CO
0]
/
ch2 cm2
I H2N-nos$nik
peptyd-NH-CH-CO-NH-nos$nik

CH2CH20H . L
Ryc. 6. Opis w tekscie
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homoseryne. Peptydy takie otrzymuje sie w wyniku fragmentacji biatka
bromocyjanem (31), ktéry rozrywa wigzania peptydowe utworzone przez
metionine. Pod wptywem kwasu tréjfluorooctowego koncowa homoseryna
przechodzi tatwo w lakton (32) (Ryc. 6) wystarczajgco aktywny w reakcji
nukleofitowej takiej jak przytgczanie do aminowego nosnika. Ten prosty
sposéb nie wymaga blokowania grup aminowych peptydu i daje zazwyczaj
wydajnosci przytgczenia wieksze niz 70%.
f

I11-2. Wigzanie peptydu grupa aminowa

Wszystkie biatka, w Kktorych oznaczano sekwencje aminokwasow
fragmentowano trypsyng, enzymem o najwyzszej specyficznosci wsrod
proteaz. Dzieki temu otrzymane po trawieniu peptydy posiadajg jako
C-koncowe aminokwasy lizyne lub arginine. Znalezienie wiec metody

H2NCURCO -NU— peptyd —}—COOU
NU2

1.C6H4(NCS)2
2. U2N-nos$nik-NH2

NU nosnik NH
| |
CS CS
| |
NH NU
| |
CeHa CgUu4

| |
NH NU
| |
CS CS
| |
NU NU

CURCO-NU-peptyd--——- I -coou

CP3COOU

NU --mmmmeeeeeeeeen nosnik--—--—-- NU

| |
CSs CS
| |
NU NU
| |
ce6u4 -CsUa
| |
N— co NU
| |
CsS CS
| |
NH-CUR NU

U2N- peptyd J

----- COOH

Ryc- 7*°Pis w tekscie
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wigzania z nos$nikiem takich peptydow byto bardzo potrzebne. Wiasnie
Laursen ze wspoOtpracownikami (33) zaproponowali uzycie w tym celu
fenylenodwuizotiocyjnianu, ktéry przytacza peptyd do nosnika zaréwno
grupa alfa aminowa, jak i grupg aminowa tancucha bocznego lizyny
(Ryc. 7). Pod wptywem kwasu trojfluorooctowego nastepuje uwolnienie
grupy alfa aminowej drugiego aminokwasu w peptydzie, co umozliwia
dalszg degradacje Edmana (Ryc. 7). Oczywiscie, przy takim postepowaniu,
N-koncowy aminokwas wyjsciowego peptydu musi byé osobno oznaczony
i robi sie to zazwyczaj metodg dansylowg Gray a (6).

Peptydy z C-kohAcowg argining mozna tez przytaczy¢ do nosnika
fenylenodwuizotiocyjanianem ale po uprzednim przeprowadzeniu argininy
w ornityne tagodnym dziataniem hydrazyng (33). Wachter ze wspét-
pracownikami (24) opracowali dogodng modyfikacje metody fenyleno-
dwuizotiocyjanianowej polegajaca na wczesniejszej syntezie izotiocyjania-
nowej pochodnej nosnika, ktorg mozna przed uzyciem diuzszy czas prze-
chowywag.

111-3. Ztozone metody przytaczania

Duze wydajnosci przytgczania peptydéw lizynowych do no$nikéw me-
toda fenylenodwuizotiocyjanianowa, a takze trudnos$ci w przytaczaniu
innych peptyddw, zwiaszcza metodami aktywacji grup karboksylowych
sktonity Schiltza (34) do sprawdzenia przydatnosci metody dwdch

1. ceua(ncs)2
2. HoN-peptyd-COOH

i nosénik NH2
NHCSNHC6 HANHCSNW - peptyd - COOH

[IR-N=C=N-R

| nosnik j

NHCSNHCsH4NHCSNW— pept-yd —CONH

Jcf3cooh
| nos$nik j
N— CO HoN—peptyd-CONH
I
SC
|
NH-CHR,
degradacje

Ryc. 8. Opis w tekscie
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kolejnych aktywacji. Poczatkowo przytaczat on peptyd do nosnika grupa
alfa aminowg za pomoca fenylenodwuizotiocyjanianu, a>nastepnie akty-
wujac grupe karboksylowag peptydu karbodwuimidem wigzatl tg grupa
peptyd z no$nikiem drugi raz (Ryc. 8).

Uwalnianie grupy alfa aminowej drugiego aminokwasu w peptydzie
nastepowato po dziataniu kwasu tréjfluorooctowego w zwykly sposéb.
Przewaga tej techniki postepowania w stosunku do bezposredniego tacze-
nia peptydu karbodwuimidem szczeg6lnie wyraZznie zostala wykazana
dla dtuzszych peptydow np. wydajno$¢ wigzania A-tancucha insuliny
wzrosta z 46°/0 w metodzie bezpos$redniej do 92®o w metodzie ztozonej.

Zalety metody fenylenodwuizotiocyjanianowej oraz dogodnos¢ tacze-
nia peptydow homoserynowych z no$nikiem wykorzystano w celu opra-
cowania nowego czynnika wigzacego peptydy. Herbrink ze wspotpra-

H2NCHRCO —peptyd — |—COOH
NH2

peptyd lizynowy (lub omitynowy)

CH2-CH2
0 ch-nh-co-cs6h4-ncs
\ /
co
NHCURCO-NH------ peptyd--------m-mm- COOH
CS CH2— CH2 NH ch2—ch2
nh-ceh4-co-nh-ch” o cs-nh-ceh4-co-nh-ch o
co co
CF3COOH
H2N ----- peptyd —+—COOH
NH CU,— CH,
CS-NH-C6H4-CO-NH-CH O
\
co
H2N - nosnik
U2N —-- peptyd —+—COOH
NH CH2CH20H

I I
CS-NH—C6H+—CO-NH-CH-CO-NH-no$nik

Ryc. 9. Opis w teks$cie -
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cownikami (35) zsyntetyzowali p-izotiocyjanianobenzoilo-D,L-homoseryny
lakton, ktory funkcja izotiocyjanianowa wigzany jest z peptydem czy
biatkiem a funkcjg laktonowg z nos$nikiem (Ryc. 9).

Postugujac sie tym zwigzkiem autorzy przytgczyli heksapeptyd z wy-
dajnoscig 100% a cytochrom c z wydajnoscig 95% do 2-aminoetylo-3-ami-
nopropyloszkta jako nosnika. Wydaje sie wiec, ze jest to najlepsza jak
dotychczas metoda wigzania polipeptydéw do statych nosnikéw.

IV. Degradacja Edmana w fazie statej

Chemizm reakcji degradacji peptydéw w fazie statej nie odbiega od
stosowanej w recznych czy automatycznych metodach Edmana prowa-
dzonych w fazie cieklej. Przeprowadza sie wiec wpierw reakcje przytgcza-
nia fenyloizotiocyjanianu a nastepnie cyklizacje fenylotiokarbamylowej
pochodnej peptydu zwigzanego z nos$nikiem (Ryc. 10). Mozna stosowaé

H2NCWRICO —NM—peptyd—nosnik
1.ceubncs
?. przemycie no$nika
3. suszenie nosnika

C6Hs NHCSNCI-IRICO —NM—pepty d—no$nik

1. CF,COOW
2. wymycie fenylotiazolonu
3. suszenie

C6WN=C ----- NU HjN — peptyd— nos$nik

\ nastepne degradacje
fenylotiazolon

konwersja

NH— CO
fenylotiohydantoina

identyfikacja Ryc. 10. Opis w tekscie
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réwniez te same bufory sprzegajace, cyklizujgcy kwas trojfluorooctowy
oraz rozpuszczalniki ekstrahujgce produkty uboczne reakcji przytgczania,
czy ekstrahujace fenylotiazoliony (36). Niemniej z racji zwigzania pep-
tydu degradowanego ze statym nosnikiem korzystniej jest stosowac inten-
sywniejsze warunki ekstrakcji zwiaszcza podczas ekstrakcji produktow
ubocznych, ktére ograniczajg przeciez czutos¢ identyfikacji chromatogra-
ficznej fenylotiohydantoin otrzymanych po degradaciji.

Najwazniejsze zalety tej metody, wynikajagce ze zmiany fazy cieklej
na statg, to mozliwo$¢ prowadzenia wszystkich czynnos$ci na sgczku lub
w kolumnie wypetnionej nosnikiem z peptydem. Ten ostatni sposéb wy-
korzystano w budowie fabrycznego automatycznego sekwenatora w fazie
statej (LKB, Szwecja), co w poréwnaniu z automatycznym cieczowym
sekwenatorem Edmana znacznie upros$cito budowe catego aparatu, wpty-
neto tez na obnizenie ceny. Poniewaz wykonuje on tyle samo degradacji
na dobe co automat Edmana mozna przypuszczaé, ze bedzie w najblizszych
latach coraz czeSciej stosowany.

V. Uwagi koncowe

Atrakcyjnos¢ metody degradacji peptydéw w fazie statej jest ciggtym
powodem statego jej ulepszania. W ostatnich dwdch latach opublikowano
kilka nowych modyfikacji tej metody. Szczeg6lnie interesujgce dotyczg
zastosowania nosnikéw poliamidowych (37, 38, 39), aktywowania nos$nika
szklanego jodoacetamidem (40) oraz zastosowania izotopowego [S*] fenylo-
izotiocyjanianu do degradacji w fazie statej (41).

Obserwuje sie takze przystosowywanie innych niz fenyloizotiocyjania-
nowych (Edmana) metod degradacji peptydow do degradacji w fazie
statej. | tak Doolittle nie tylko uzyt swojej oryginalnej metody
tioacetylowej (42) do degradacji w fazie statej, ale réwniez zbudowat
automatyczny sekwenator (43) wykorzystujacy tg technike. Przy pomocy
degradacji metoda tioacetylowg w fazie statej oznaczono miedzy innymi
sekwencje aminokwaséw peptydow fibrynogenowych (44, 45) jak réwniez
catkowitg strukture pierwotng dehydrogenazy mleczanowej (46). Do de-
gradacji w fazie statej zastosowano tez fluoryzujacy izotiocyjanian po-
chodny stilbenu (47), znacznie zwiekszajacy czuto$¢ analizy metodg
bezposrednia jak wykazano to podczas oznaczania sekwencji zasadowego
inhibitora trypsyny (48). Tak wiec ciagte modyfikowanie i ulepszanie
metody degradacji w fazie statej trwa i jest wyrazem statego zaintereso-
wania tag metoda. tatwos¢ z jakg mozna jg zautomatyzowaé wzglednie
matym kosztem pozwala przypuszczaé, ze w najblizszym czasie bedzie ona
szeroko stosowana.

Zaakceptowano do druku 5.7.1979
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NOWE W BIOCHEMII

Biosynteza etylenu

Etylen nalezy do grupy naturalnych regulatoréw wzrostu roélin; wraz z innymi
fitohormonami — zwtaszcza auksynami i cytokininami kontroluje kietkowanie nasion
i wzrost organéw roslinnych, odgrywajac decydujaca aczkolwiek nie inicjujaca role
w procesach starzenia sie kwiatow, lisci i dojrzewania owocéw (1). Mimo wyjatkowo
prostej budowy chemicznej: CH2=CH2 biosynteza etylenu pozostawata zagadkowa.
Podstawowym jego prekursorem in vivo jest metionina (2); wegle C-3 i C-4 metioniny
wykrywa sie w etylenie, z wegli C-l i C-2 powstaje odpowiednio CO2i — najczesciej,
kwas mrowkowy. Grupe -SCH3 metioniny wykrywa sie w 5-metylotioadenozynie (3)
przy czym biosynteze etylenu i 5-metylotioadenozyny z metioniny blokuje amino-
etoksywinyloglicyna tj. kwas 2-amino-4-(2’-aminoetoksy)trans-3-butenowy — inhibitor
reakcji enzymatycznych zachodzacych przy udziale fosforanu pirydoksalu. Poniewaz
biosynteze etylenu blokujg czynniki rozkojarzajgce oksydacyjna fosforylacje zasugero-
miany — zachodzacej wytgcznie w nieuszkodzonych tkankach i w atmosferze tleno-
W z niej 5-metylotioadenozyna i etylen (4). Jednak szczeg6ty tej ostatniej prze-
tvano, iz w wyniku aktywacji metioniny przez ATP powstaje S-adenozylometionina,
wej, nie bylty znane.

W 1979 r. dwa zespoly badawcze doniosty, iz bezposrednim prekursorem etylenu
w tkankach jabtka (5), w lisciach soi (6) i w innych rodlinach (7) jest kwas 1-amino-
cyklopropano-l-karboksylowy (skrét: ACC). Kwas ten nagromadza sie w tkankach
inkubowanych przez kilka godzin z [U—14C] metioning w atmosferze beztlenowej.
Dopiero przy dostepie tlenu ACC zanika, z jednoczesng syntezg etylenu oraz 5-metylo-
tioadenozyny i produktu jej hydrolizy, tj. 5-metylotioribozy. Aminoetoksywinylo-
glicyna blokuje synteze kwasu l-aminocyklopropano-l-karboksylowego z metioniny,
nie wptywajgc na przemiane tego ostatniego do etylenu. Na podstawie tych danych
obie grupy badaczy postulujg nastepujacy cigg reakcji:

Metionina S-Adenozylometionina m- ACC -» Etylen, réznigc sie interpretacja
szczeg6tow. Etap pierwszy reakcji, tj. synteza S-adenozylometioniny z metioniny
i ATP (Ryc. 1) nie budzi watpliwo$ci. Wedtug Adamsa i Yanga z Uniwersytetu
Kalifornijskiego w Davis, w tkance jabtka S-adenozylometionina z kolei reaguje
z fosforanem pirydoksalu tworzgc zasade Schiffa. Wiadomo, iz fosforan pirydoksalu
moze katalizowaé reakcje y-eliminacji; jezeli jednocze$nie zajdzie reakcja elimi-
nacji «-H, to powstanie pierscien cyklopropanu (Ryc. 1, reakcje 4 i 3). Po odfgczeniu
reszty fosfopirydoksalowej powstaje kwas l-aminocyklopropano-l-karboksylowy
(Ryc. 1, zwigzek V). Dalszej przemiany tego kwasu do etylenu dotad nie znamy;
wiadomo tylko, iz reakcja wymaga obecnosci tlenu. Donorem tlenu in vivo moze by¢
nadtlenek wodoru, poniewaz wcze$niej ustalono, iz dojrzewanie owocéw oraz bio-
synteza etylenu zaleza od aktywnosci pewnych oksydaz (1) oraz stwierdzono, iz
w warunkach in vitro HjOj reaguje z kwasem 1l-aminocyklopropano-l-karboksylo-
wym w podwyzszonych temperaturach dajac etylen. Nadtlenek wodoru moze wiec
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Ryc. 1. Postulowany mechanizm biosyntezy etylenu z metioniny (wg 5). I, metionina;
Il, S-adenozylometionina; Ill, fosforan pirydoksalu (zaznaczono tylko aldehyd piry-
dynokarboksylowy); IVa i IVb, tautomeryczne formy zasady Schiffa; V, kwas l-amino-
cyklopropano-l-karboksylowy; VI, hipotetyczny produkt utlenienia V; VII, etylen;
Ado, reszta adenozyny. (Reprodukcja za zgoda Nat. Acad. Sci. USA).

in vivo katalizowa¢ reakcje rozerwania piersScienia cyklopropanu z nastgpnym
rozpadem hipotetycznego posrednika VI do etylenu, CO2 kwasu mréwkowego i NH3.
Przedstawiony schemat (Ryc. 1) dobrze ttumaczy znane fakty eksperymentalne od-
nosnie do biosyntezy etylenu w dojrzewajacych tkankach jabtek, a zwitaszcza: 1. blo-
kowanie syntezy etylenu z metioniny przez aminoetoksywinyloglicyne — prawdo-
podobnie na etapie przemiany S-metyloadenozyny do ACC; 2. nagromadzanie sie ACC
w warunkach beztlenowych; oraz 3. jego dalszg przemiane do etylenu przy dostepie
tlenu.

Badacze niemieccy z Bayer AG (Leverkusen) sugerujg, iz powstawanie wolnego
kwasu 1l-aminocyklopropano-I-karboksylowego in vivo jest reakcjg wtorng (6).
S-adenozylometionina (badz wolny ACC, zwtaszcza wprowadzony z zewnatrz) powsta-
jaca z aktywacji mentioniny tworzy zasade Schiffa z fosforanem pirydoksalu, przy
czym kompleks podlega aktywacji przez przytaczenie koenzymu A. Kwas 1l-amino-
cyklopropano-l-karboksylowy pod postacig ,zwigzang” tj. CoAS-zaktywowanej za-
sady Schiffa fosforanu pirydoksalu nie jest podatny ani na dekarboksylacje ani
transaminacje; moze on podlega¢ hydrogenacji w obecnosci NADH, z nastepnym
rozpadem do etylenu i glicyny, z uwolnieniem CoASH i fosforanu pirydoksalu.
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Schemat zaproponowany przez Liirssena, Naumanna i Schrodera lepiej ttumaczy fakt
hamowania przemiany kwasu 1-aminocyklopropano-l-karboksylowego do etylenu
przez COCI2 Metal wigza¢ sie moze ze ,,zwigzanym” ACC (Ryc. 2), uniemozliwiajac

?
CoA C
\s/

i
M~—N
ScH

N
orjcn,opo,"
H,C” N

N
H

Ryc. 2. Stabilizowana przez metal (M) forma ,zwigzanego” kwasu l-aminocyklopro-
pano-l-karboksylowego, tj. potaczonego z resztami fosforanu pirydoksalu i koenzy-
mu A (wg 6). (Reprodukcja za zgodg Fischer Verlag, Stuttgart).

jego hydrogenacje przez NADH. Zaproponowana sekwencja przemian kioci sie jednak
z faktem, iz aminoetoksywinyloglicyna blokujac synteze etylenu z metioniny nie
hamuje jego syntezy z kwasu 1-aminocyklopropano-l-karboksylowego. Wydaje sie
wiec, ze schemat zaproponowany przez Adamsa i Yanga stanowi lepsze od-
zwierciedlenie rzeczywistego stanu rzeczy, aczkolwiek nie mozna a priori wykluczyé,
iz biosynteza etylenu w roznych tkankach roslinnych moze przebiega¢ odmiennymi
drogami.

Biosynteze etylenu indukuje auksyna — kwas indolilo-3-octowy (IAA). Doswiad-
czenia wykonane z tkankag Vigna radiata wykazatly, iz IAA stymulujgc synteze etylenu
nie wptywa ani na przemiane metioniny do S-adenozylometioniny, ani kwasu l-amino-
cyklopropano-l-karboksylowego do etylenu. Cykloheksamid blokuje efekt IAA, nie
wptywajac na przemiang ACC do etylenu. Wydaje si¢ wiec, iz auksyna pobudza bio-
synteze ukladu enzymatycznego, katalizujgcego przemiane S-adenozylometioniny do
kwasu l-aminocyklopropano-l-karboksylowego (Ryc. 3). Wykrycie tego faktu stanowi

1AA

Met ——°SAM-—--ACC —=CH;=CH,
Ryc. 3. Regulacja biosyntezy etylenu przez auksyne (wg 8). , reakcja limitujaca,
-> ,indukcja syntezy enzymu przez kwas indolilo-3-octowy (IAA); => , inhibicja

przez aminoetoksywinyloglicyne (AVG); Met, metionina; SAM, S-adenozylometionina.
(Reprodukcja za zgodag Amer. Soc. Plant Physiol.).

spory krok naprzéd w dziedzinie zrozumienia molekularnych mechanizméw dziatania
fitohormonoéw (8).

Mozna spodziewac sie, iz petne rozszyfrowanie biosyntezy etylenu jest juz bliskie,
zwtaszcza iz szybko opracowano prosta metode oznaczania kwasu 1-aminocyklo-
propano-l-karboksylowego, opartg o wyzwolenie z niego etylenu in vitro w obecnosci
fosforanu pirydoksalu, MnCI2i H2 2 (9). Dzieki tej metodzie stwierdzono, iz w przy-
padku pomidora Km reakcji przemiany S-adenozylometioniny do kwasu l-amino-
cyklopropano-I-karboksylowego wynosi 13p,M; reakcje blokuje aminoetoksywinylo-
glicyna (Ki = 0,2 (.iM).

Warto zaznaczy¢, iz kwas l-aminocyklopropano-l-karboksylowy wykryto po raz
pierwszy w 1957 r. w owocach jabtoni, gruszy (10) i boréwki (11). Czekano wiec
22 lata na wyjasnienie fizjologicznej funkcji tego nietypowego aminokwasu.

J. Stanistaw Knypl

9 Postepy Biochemii
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SPRAWOZDANIA

Co nowego w biochemii po XI Miedzynarodowym Kongresie Biochemii
w Toronto (Kanada).

W dniach 8—13 lipca 1979 roku obradowat w Toronto XI Miedzynarodowy Kon-
gres Biochemii, gromadzac ogromng rzesze 7,5 tysigca ucZzestnikéw z calego Swiata,
w tym okoto dwudziestu z Polski. Obrady podzielono na pietnascie sekcji tematycz-
nych, obejmujacych w zasadzie calg problematyke wspotczesnej biochemii, od ge-
netyki, biochemii kwaséw nukleinowych i biatek, poprzez enzymatyke, regulacje
metabolizmu, biochemie bton, bioenergetyke, neurochemie czy immunochemie az po
problemy wzrostu, réznicowania i tzw. biochemie Srodowiska. Zakres zagadnien byt
zatem olbrzymi i, biorgc udziat w Kongresie, z konieczno$ci uczestniczyto sie w jego
obradach wybidrczo i fragmentarycznie, starajgc sie dostrzec i ustysze¢ przynajmniej
to, co kazdemu wydawato sie najciekawsze lub najblizsze jego wiasnym pracom
badawczym. Takim wtasnie, subiektywnym obrazem Kongresu w Toronto chciatbym
sie podzieli¢.

W czasie trwania obrad interesowaly mnie gtdwnie dwie sekcje tematyczne,
,Bioenergetyka” oraz ,Struktura i funkcje bton”. W kazdej z nich, cho¢ wiele spraw
omawiano, daly sie zauwazy¢ zagadnienia wyrozniajgce sie albo duzg liczbg prac
przedstawianych na podobny temat, albo wzbudzaniem szczeg6lnie zacigtych dyskusji.
Bytly to zatem przejawy pewnej ,mody” lub kierunkéw, w ktédrych najprawdopodob-
niej zmierza¢ beda przyszte badania. Kilka przyktadéw takich wtasnie tematéw
chciatbym tu oméwi¢, raz jeszcze jednak podkres$lajagc subiektywizm wyboru.

Wydaje sie, ze w bioenergetyce, a $cislej bioenergetyce mitochondriéw, dominuja
obecnie badania nad trzema problemami: ATP-aza mitochondrialng, stechiometrig
H+/2e w fancuchu oddechowym i, wigzacym sie z tym, zagadnieniem tzw. pomp
protonowych oraz nad szybko rozwijajagcym sie zagadnieniem biogenezy mito-
chondriéw, w zakresie ktérego odnotowano w ostatnich latach wiele osiggnie¢.

ATP-aza mitochondrialna to stosunkowo dobrze juz poznany enzym, do czego
przyczynity sie w znacznej mierze dawniejsze badania E. Rackera i wsp. nad re-
konstytucjg ATP-azy oraz, ostatnio, intensywne badania kilku pracowni europejskich
(L. Ernstera, P. Vignaisa, A. Kempa i E. C. Slatera). Badano strukture podjednostek
ATP-azy, ich usytuowanie w btonie i wzgledem siebie oraz oddziatywanie pod-
jednostek katalitycznych tzw. ATP-azy rozpuszczalnej (inaczej tzw. czynnika Fi)
z nukleotydami adeninowymi. Stwierdzono miedzy innymi, ze na powierzchni Fi
znajduje sie co najmniej siedem miejsc wigzacych ATP i ADP, wyrdzniono miejsca
silnie i stabo wigzace nukleotydy, wykazano, ze dwie podjednostki (3 zawieraja centra
katalityczne enzymu, stwierdzono mozliwo$¢ wystepowania zmian konformacyjnych
enzymu pod wptywem silnego wigzania ATP lub ADP (jest to zreszta jeden z do-
wodéw na prawdziwo$¢ tzw. konformacyjnej hipotezy oksydacyjnej fosforylacji,
sformutowanej przez P. D. Boyera i dotyczgcej poczatkowo catego tanicucha oddecho-

o*
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wego a obecnie ograniczanej jedynie do ATP-azy), wyrézniono wreszcie podjednostki
silnie hydrofobowe, majace prawdopodobnie zadanie wigzania catego kompleksu
ATP-azy z biong. Pomimo tego, ze o strukturze enzymu nazbierato sie przez lata
sporo informacji, wcigz dyskutuje sie te sprawe i wcigZz nowe prace wzbogacaja
naszag wiedze na ten temat. W Toronto byto ich réwniez kilka, a dotyczyty miedzy
innymi sposobu potaczenia hydrofobowej czesci btonowej ATP-azy z hydrofilnym,
skierowanym do matriks mitochondrialnej czynnikiem Fi. Dotychczas uwazato sie,
ze role ,tacznikow” petnig dwie podjednostki kompleksu enzymatycznego, znane jako
tzw. czynniki sprzezenia (ang. coupling factors), F6 i OSCP (ang. oligomycin
sensitivity conferring protein). Niektérzy wcigz tak uwazaja (E. Racker, E. C. Slater),
jednakze w pracowni L. Ernstera udalo sie zwigza¢ cze$¢ btonowg ATP-azy
i Fi z udziatem tylko F6 lub tylko OSCP, a wreszcie — w o0g6le bez nich. Taki
kompleks tracit wrazliwo$¢ na oligomycyne i DCCD (dwucyklohekso-karbodwuimid),
specyficzne inhibitory ATP-azy, i odzyskiwal jag po dodaniu F6 i OSCP. Czyzby
biatka te graty zatem role w wiazaniu inhibitorow? Inny plakat z pracowni Ernstera
wyjasniat, ze jednak nie. Stosujgc znakowane izotopowo pochodne DCCD i oligo-
mycyny wykryto dwa mate polipeptydy (oba o masie czasteczkowej okoto 4 tysiecy)
specyficznie wigzace te inhibitory a wchodzgace w sktad czesci btonowej ATP-azy.
W tym wypadku F6i OSCP petnityby raczej funkcje w przekazywaniu do centréw
aktywnych wrazliwo$ci na inhibitory a nie w bezposrednim wigzaniu tych zwigzkoéw.
Nadal jednak sposéb, w jaki biatka te petnig swa funkcje, jak i ich przestrzenne
usytuowanie w kompleksie ATP-azy pozostaja dyskusyjne.

Inne plakaty tej grupy zajmowaly sie¢ problemem tzw. kanalu protonowego
ATP-azy. Wiadomo, ze oksydacyjnej fosforylacji ADP w sprzezonych mitochondriach
towarzyszy powrét protondéw, wyrzuconych uprzednio z mitochondriéw w procesie
energizacji btony i odpowiedzialnych za tworzenie potencjatu transmembranowego.
Ten powrotny przeptyw tadunkéw, zmniejszajgcy potencjal elektrochemiczny mito-
chondriéw, uwalnia energie wykorzystywana nastgpnie do syntezy ATP. Uwaza sie,
ze protony przeptywajg przez sama ATP-aze, a struktura tzw. kanatu protonowego
tego enzymu, mechanizm jego dziatania oraz zwigzek miedzy przeptywem protonu
a synteza ATP sg obecnie przedmiotem intensywnych badan. Coraz wiecej danych
wskazuje, ze samo uwolnienie protonu nastepuje w czesci btonowej enzymu, a w me-
chanizm dziatania kanatu moze byé w jaki§ sposéb zaangazowana kardiolipina,
ujemnie natadowany fosfolipid, ktérego obecnos¢ wykryto wtasnie w czesci btonowej
ATP-azy. Sprawa ta pozostaje jednak w dalszym ciggu wysoce niejasna. W Toronto
datlo sie natomiast zauwazy¢, ze coraz szersze grono badaczy przyjmuje teorie
P. D. Boyera, wedtug ktorej transport protonu powoduje zmiane konformacyjna
enzymu, przenoszong nastepnie z jego czesSci btonowej do katalitycznej i tam prze-
ksztalcang w wysokoenergetyczne wigzanie w czasteczce ATP.

Mechanizm dziatania ATP-azy mitochondrialnej rozwazano takze z regulacyjnego
punktu widzenia i tu warto zwro6ci¢ uwage na niezwykle ciekawg prace laboratorium
meksykanskiego, przedstawiong przez Mariette i Armanda Gémez-Puyou. Badacze ci
zajeli sie funkcja tzw. inhibitora ATP-azy. Jest to wykryty w 1963 roku przez
Pullmana i wsp. niewielki polipeptyd wystepujacy w matriks mitochondrialnej, ma-
jacy zdolno$¢ odwracalnego wigzania sie z ATP-azg i blokowania jej aktywnosci
enzymatycznej w obu kierunkach, syntezy i hydrolizy ATP. Jak wykazali Gémez-
-Puyou, inhibitor ten odtgcza sie od enzymu pod wptywem energizacji btony mito-
chondrialnej (np. substratem oddechowym). Jesli jednak przed podaniem substratu
mitochondria inkubowano w obecnosci jondw wapnia, energizacja nie powodowata
odigczenia inhibitora, ktéry w tych warunkach blokowat ATP-aze; obserwowano
natomiast intensywny transport wapnia do wnetrza mitochondriow. W ten spos6b
energia elektrochemiczna zostata wykorzystana na transport jonéw w miejsce syntezy
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ATP. Inhibitor petnit zatem role czynnika regulujgcego zuzycie energii powstajacej
w tancuchu oddechowym, co jest pierwszym przypadkiem wykazania molekularnego
mechanizmu regulujgcego procesy energetyczne mitochondriéw.

Prace na podobny temat przedstawita réwniez grupa G. Raddy z Oksfordu, ktéra
stosujac fotometryczny zapis utleniania NADH metodg zatrzymanego przeptywu
(ang. stopped flow) na czgstkach submitochondrialnych, z jednoczesnym pomiarem
syntezy ATP w uktadzie lucyferyna-lucyferaza, wykazata znaczne, kilkusekundowe
op6znienie osiggania maksymalnej fosforylacji oksydacyjnej po podaniu substratu,
w stosunku do aktywnosci tancucha oddechowego. OpoézZznienie to byto spowodowane
»Wytaczeniem” cze$ci ATP-az przez zwigzany z nimi inhibitor i dopiero jego od-
dysocjowanie pod wptywem energizacji przez NADH pozwolito na osiggniecie maksy-
malnej syntezy ATP. Sugeruje to, ze wielko$¢ fosforylacji nie zalezy bezposrednio
od sity protonomotorycznej, lecz od ilosci ,,aktywnych” ATP-az w btonie, co bytoby
drugim przykiadem regulacyjnej funkcji inhibitora Pullmana.

Reasumujac, wydaje sie, ze zaréwno struktura jak mechanizm dziatania i regu-
lacja ATP-azy mitochondrialnej bedzie absorbowac laboratoria bioenergetyczne réw-
niez w nastepnych latach, mimo bowiem duzego juz zasobu informacji na temat tego
enzymu szereg pytan wcigz pozostaje bez odpowiedzi.

Drugie zagadnienie bioenergetyczne, ktére chciatbym kroétko oméwic, to stechio-
metria H+/2e w tancuchu oddechowym, czyli okres$lenie iloSci protonéw wyrzucanych
przez mitochondria w jednym tzw. miejscu sprzezenia (ang. coupling site), przypada-
jacych na dwa elektrony transportowane w fancuchu oddechowym. Stechiometria
ta jest rowniez zapisywana jako H+/miejsce sprzezenia.

Historia badan nad stechiometrig protonéw i elektronéw w tancuchu oddechowym
jest juz bardzo diuga, wcigz jednak budzi zywe dyskusje, mobilizujgc dalsze prace
w tym kierunku. Wedtug chemiosmotycznej teorii P. Mitchella, protony uwalniane sa
w tancuchu oddechowym w procesie cyklicznych reakcji redukcji i utleniania kolej-
nych przenos$nikéw elektronéw, z tym, ze topografia wewnetrznej btony mitochon-
drialnej i struktura samych przenosnikéw jest taka, ze protony pobierane sg po
jednej a uwalniane po drugiej stronie bilony, co w efekcie powoduje powstanie
potencjatu transmembranowego. Mitchell opisuje w swojej teorii trzy miejsca tan-
cucha oddechowego, w ktérych nastepuje uwalnianie protonu na zewnatrz mito-
chondriéw, pierwsze na poziomie przeptywu elektron6w miedzy dehydrogenaza NADH
i ubichinonem, drugie na poziomie kompleksu b-ci i trzecie w oksydazie cytochro-
mowej. Bylyby to trzy tzw. miejsca sprzezenia w tahncuchu, przy czym w kazdym
z nich nastepowatoby (wedtug Mitchella) uwolnienie dwoéch protonéw. Poniewaz
rownolegle zmierzono, ze hydroliza ATP przez mitochondria prowadzi réwniez do
»wyrzutu” dwdéch protondw w przeliczeniu na jedng czasteczke roztozonego zwigzku,
stagd wniosek, ze miejsce sprzezenia produkuje energie wystarczajgcg na synteze
jednej czasteczki ATP. Krotko moéwiac, z teorii Mitchella wynika, ze stosunek H+/ATP
réwny jest stosunkowi H+/2e i wynosi 2. Miejsca sprzezenia nie sg przy tym iden-
tyczne z miejscami syntezy ATP, ktére zwigzane sg z ATP-azg. Chemiosmotyczna
natura oksydacyjnej fosforylacji znajduje liczne potwierdzenia. Wykazano, ze protony
istotnie ulegaja przenoszeniu przez wewnetrzng btone mitochondrialng lub chloro-
plastowg, ze ich gradient po obu stronach blony istotnie moze produkowaé¢ ATP,
a zmudne badania immunochemiczne potwierdzity niejednorodno$¢ rozmieszczenia
kompleksow tancucha oddechowego w btonie. Natomiast wcigz zywo dyskutowana
jest owa stechiometria H+/2e. Je$li bowiem zalozy¢, ze jest ona istotnie réwna 2,
wynika stad ze cata sita protonomotoryczna mitochondriéow magazynowana bytaby
w ATP, a wiadomo dzi$, ze potrzebna jest ona réwniez na wytransportowanie ATP
z mitochondriéw (energiochtonna translokacja nukleotydéw adeninowych). Z drugiej
strony — niemal wszystkie préby mierzenia ilosci wyrzucanych protonéw w przeli-
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czeniu na miejsce sprzezenia dawatly, w zalezno$ci od autoréw i stosowanych metod
pomiarowych, wartosci od 2,5 az do 4. Zaczeto wiec szuka¢ nowych rozwigzan inter-
pretacyjnych i w ten sposéb narodzito sie pojecie tzw. pomp protonowych. Majg to
by¢ dodatkowe uktady posiadajgce zdolno$¢ wyrzucania protonu oprécz mechanizmu
zaproponowanego przez Mitchella, podwyzszajgc tym sposobem stechiometrie o jeden
lub dwa protony na miejsce sprzezenia. Pompy protonowe, poczagtkowo przewidywane
czysto teoretycznie, juz wkrotce znalazty pierwsze potwierdzenia doswiadczalne.
Pionierskie badania Martena Wikstréma w Helsinkach, prowadzone na calych
mitochondriach lub czastkach submitochondrialnych, wykazywaly obecnos$¢ systemu
»pompujacego” protony w koncowym odcinku fafcucha oddechowego, prawdopodobnie
w oksydazie cytochromowej. Prace te staly sie przystowiowym ,kijem w mrowisku”.
Zaczelty mnozy¢ sie nowe publikacje i nowe podejscia metodyczne do zagadnienia
pomp protonowych, az wreszcie, wtasnie na kongresie w Toronto, réwnolegte donie-
sienia z pracowni A. Azziego w Bernie, P. Hinkla w Ithace i E. Carafoliego w Ztirichu
przyniosty jednoznaczng odpowiedZ: oksydaza cytochromowa jest pompa protonowa.
Badacze ci zastosowali bardzo prosty ukitad doswiadczalny. Oczyszczona oksydaza
cytochromowa, jako jedyne biatko, zostata wbudowana do bton liposoméw i po do-
daniu zredukowanego cytochromu c¢ w warunkach tlenowych, pompowata protony,
tworzagc gradient elektrochemiczny po obu stronach btony liposomalnej. Ten nie-
watpliwy sukces doswiadczalny jest jednak zaledwie poczatkiem dtugiej drogi do
zrozumienia samego zjawiska pompy protonowej i nalezy sie spodziewaé, ze temat ten
bedzie intensywnie rozwijany w nadchodzacych latach. G#dwnym za$ problemem
dyskutowanym obecnie jest mechanizm dziatania pompy. Zaproponowano juz dwie
rézne hipotezy tego mechanizmu. Pierwsza, przedstawiona przez S. Pape, opiera sie na
tzw. efekcie Bohra, czyli oddysocjowaniu protonu pod wptywem przegrupowan elek-
tronowych w czagsteczkach biatka, towarzyszacych przejsciu danego enzymu z jego
formy zredukowanej do utlenionej. Druga, zaproponowana przez A. Azziego,
M. Wikstréma i E. Carafoliego, zaktada istnienie ,kanatu protonowego” w oksydazie
cytochromowej, analogicznego do istniejacego w ATP-azie mitochondrialnej. Azzi,
stosujgc dwucyklohekso-karbodwuimid (DCCD), wspomniany juz inhibitor przeptywu
protonéw przez ATP-aze, jest w stanie w 80“/0 zahamowaé¢ transport protondéw przez
oksydaze cytochromowg. Stosujac za$ radioaktywny DCCD stwierdza, ze wigze sie on
specyficznie z podjednostkg IlIl oksydazy, jedyna transmembranowg czescia enzymu.
W dalszym ciggu sa to jednak tylko przestanki i ostateczne potwierdzenie jednej
z hipotez wymagaé bedzie dalszych badan.

Wracajac jeszcze na chwile do problematyki samej stechiometrii H+/2e oraz
tzw. stosunku P/O, czyli stosunku ilosci zsyntezowanego w procesie oksydacyjnej
fosforylacji ATP do iloSci zuzytego tlenu w tancuchu oddechowym, warto odnotowac
wypowiedZ A. L. Lehningera dotyczaca tych zagadnien. Zdaniem Lehningera, w obliczu
ostatnich odkry¢ wydaje sie rzecza pewng, ze ilo$¢ protonéw wyrzucanych w miejscu
sprzezenia jest wyzsza niz 2 i dyskusyjne pozostaje jedynie to, czy roéwna jest
ona 3 czy 4. Je$li za$ chodzi o liczby uzywane do opisu stosunku P/O i zwyczajowo
zaokraglane do liczb catkowitych, nic nie stoi na przeszkodzie aby uzna¢ obarczone
utamki warto$ci mierzone za rzeczywiste, odpowiadajgce danym warunkom dos$wiad-
czalnym. To przywigzanie do liczb catkowitych, tlumaczy Lehninger, bierze sie
jeszcze z czas6w gdy obowigzywata teoria chemicznego sprzezenia E. C. Slatera
i kiedy, méwigc o wysokoenergetycznych posrednikach, byto nie do pomys$lenia uwa-
zaé, ze stosunek P/O moze by¢ liczbg utamkowg. W tej chwili jednak, kiedy przyjmu-
jemy chemiosmotyczny charakter oksydacyjnej fosforylacji, wiedzac na dodatek, ze
potencjat transmembranowy moze by¢ niecatkowicie zuzyty na fosforylacje, liczby
typu 2,4 czy 2,8 nabierajg realnego, dajgcego sie tatwo tlumaczyé, znaczenia.

Kolejnym tematem wartym wspomnienia jest zagadnienie biogenezy mito-
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chondriéw. Problem ten rozwijat sie w ostatnich latach bardzo intensywnie, przy-
noszac sporo nowych informacji. Wiadomo juz w tej chwili, ze bardzo wiele, a wtasci-
wie wiekszo$¢ biatek mitochondrialnych syntezowana jest w oparciu o geny jadrowe,
w cytoplazmie. Motochondria syntezujg wprawdzie pewne biatka w oparciu o wiasny
materiat genetyczny, jest to jednak zaledwie kilka podjednostek duzych komplekséw
enzymatycznych, jak ATP-aza, oksydaza cytochromowa czy kompleks b-ci w tan-
cuchu oddechowym. W tej sytuacji na pierwszy plan wysuwa sie pytanie, w jaki
spos6éb syntezowane w cytoplazmie biatka przedostajg sie do bton i do wnetrza
mitochondriow? Poczatkowo przypuszczano, ze na zewnetrznej powierzchni mito-
chondriéw znajduja sie zaadsorbowane rybosomy syntezujgce tahncuchy peptydowe
w ten sposob, ze sg one bezposrednio ,,wstrzykiwane” do mitochondriow. Gdyby tak
byto, biatka mitochondrialne nigdy nie mogtyby wystepowaé w stanie wolnym
w cytoplozmie i bytyby znajdowane jedynie we frakcji mitochondrialnej. Tymczasem
ostatnie badania laboratorium G. Schatza w Bazylei wykazywaly obecno$¢ catego
szeregu biatek mitochondrialnych w cytoplazmie, a Schatzowi wrecz udato sie po-
kaza¢ ich stopniowe znikanie z cytoplazmy. Dalej okazato sie, ze ,,formy cytoplazma-
tyczne” biatek mitochondrialnych ro6znig sie nieznacznie od swych wtasciwych odpo-
wiednikéw w mitochondriach. Réznica ta polega na wystepowaniu dodatkowego
odcinka aminokwasowego (20—60 aminokwaséw w ro6znych biatkach badanych),
obecnego jedynie w ,(formie cytoplazmatycznej” danego biatka. Odcinek ten ,gubi
sie”, gdy biatko znajduje sie juz w mitochondriach. Znaczytoby to, ze w cytoplazmie
syntezowany jest prekursor prawdopodobnie charakteryzujacy sie zdolnoscig prze-
chodzenia przez btone mitochondrialng, ktéra to cecha wigzataby sie by¢ moze wtasnie
z owym dodatkowym odcinkiem aminokwasowym. Odkrycie to, cho¢ niewatpliwie
bardzo istotne, nadal nie wyjasnia jednak mechanizmu samego wnikania do btony
lub przechodzenia przez nig duzej struktury biatkowej.

W Toronto mozna byto zaobserwowac pojawianie sie prac, w Kktérych ujawnito
sie nowe podejscie do zagadnienia przepuszczalnosci bton. Badano np. specyficzny
transport aminotranferazy asparaginianowej przez btony mitochondrialne (S. Passa-
rella i wsp.) lub transport dehydrogenazy jabiczanowej przez btony liposoméw o réz-
nym sktadzie fosfolipidowym (K. A. Webster i wsp.). Omawiane tu enzymy sg typo-
wymi enzymami mitochondrialnymi, nie ich cytoplazmatycznymi prekursorami,
a mimo to przenikaja przez bariery bton sztucznych lub naturalnych.

Wspomniane powyzej zagadnienia wigzg sie czesciowo z problematyka drugiej
sekcji tematycznej Kongresu Biochemii w Toronto, na ktérg chciatbym tu zwrécic
uwage. ,,Struktura i funkcje bton”, bo tak brzmiat jej tytut, byta jedng z najbardziej
»zattoczonych” sekcji. Ogromna liczba przestawionych prac, jak réwniez szeroki
wachlarz zagadnien jeszcze bardziej utrudniajg wybdr rzeczy najwazniejszych, war-
tych wspomnienia w tak skrotowej relacji. | tu jednak zaznaczyly sie pewne nowe
kierunki badawcze.

tadunek powierzchniowy btony, metody jego pomiaru i przypuszczalne funkcje
to jedno z tych zagadnien, ktore zdobywajg coraz wieksze znaczenie. Dat sie w Toronto
zauwazy¢ pewien zwrot zainteresowan od spraw ptynno$ci btony, jej asymetrii
i przypuszczalnych zmian konformacyjnych w strone oddziatywan elektrycznych, mo-
gacych wptywaé¢ na transport, aktywnos$ci enzymatyczne i szereg innych proceséw,
w ktérych zaangazowane sg zjonizowane, a zatem posiadajgce tadunek, czasteczki.

Pierwsza sfera badan, ktéra obecnie wyraznie odwotuje sie do spraw tadunku,
to fuzje bton. Od szeregu lat byto wiadomo, ze fuzje bton wywotujg lub stymuluja
czynniki o charakterze kationowym, np. wysokie stezenia wapnia lub magnezu,
poliaminy czy zwigzki w rodzaju kupryzonu. Mechanizm ich dziatania byt rozmaicie
interpretowany, gtdwnie jednak przy pomocy postulowanych zmian w strukturze
i ptynnosci btony. W tej chwili pojawia sie nowe spojrzenie na te wyniki. Wiadomo,
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ze ogromna wiekszos¢, jesli nie wszystkie btony biologiczne, posiadajg ujemny tadunek
powierzchniowy, tworzony przez liczne grupy fosforanowe i karboksylowe fosfolipi-
dow i biatek. Dodatek kationowych zwigzkéw do zawiesiny bton powoduje neutrali-
zacje tego ujemnego tadunku, co moze by¢ kluczowym powodem stymulujgcego dzia-
fania tych zwigzkéw na zachodzenie fuzji. Warto przytoczy¢é w tym miejscu dwie
prace. I*tak, Eytan i wsp., stosujagc modelowy system fuzji erytrocytow kroéliczych
z liposomami, stwierdzili, ze przy uzyciu liposoméw zawierajgcych kardiolipine (silnie
ujemny fosfolipid) moga wywota¢ proces fuzji bton jedynie w obecnosci wysokich
stezen wapnia. Je$li jednak zastosowano liposomy zbudowane z fosfatydylocholiny
z dodatkiem kationowej stearylaminy, fuzja zachodzita samorzutnie. Podobnie, V. Fan
i wsp., wykazali, ze fuzja hodowanych in vitro komérek hepatoma HEp2, wywotana
podawaniem glikolu polietylenowego, wigzata sie z usuwaniem natadowanych ujemnie
fragmentéw lipidowych (znajdowano je juz po zajsciu fuzji, w Srodowisku), zawiera-
jacych duze ilosci fosfatydyloseryny i kwasu fosfatydowego. Swobodna elektroforeza
komoérek, po podaniu glikolu, wskazywata stopniowg, nastepujaca w czasie neutrali-
zacje tadunku powierzchniowego tych struktur, az do catkowitego zahamowania
migracji elektroforetycznej. Mniej wiecej po takim samym czasie obserwowano ma-
sowe taczenie sie komorek i fuzje ich bton.

Nie wiadomo narazie, czy zmiany w tadunku powierzchniowym jedynie utatwiajg
zetkniecie sie bton w poczatkowej fazie fuzji, czy tez uczestniczg w samym procesie.
Z pewnoscig jednak tadunek powierzchniowy stat sie obecnie istotnym elementem
tego zjawiska.

Wptyw tadunku powierzchniowego biony na aktywno$¢ znajdujacych sie w niej
enzymo6w to inny aspekt problemu oddziatywan elektrycznych, szeroko zreszta
w Toronto dyskutowany. Po raz pierwszy zagadnienie to pojawito sie na poczatku
lat siedemdziesigtych, w pracach E. Katchalskiego, ktéry badat kinetyke enzymow
proteolitycznych unieruchomionych na poli-jonowych nosnikach. Postulaty sformu-
towane przez Katchalskiego zostaty nastepnie rozszerzone na enzymy bton biologicz-
nych miedzy innymi przez nasza grupe (L. Wojtczak i wsp.). Wedtug tych postulatéw,
tadunek powierzchniowy btony moze wpltywaé na stezenie zjonizowanego substratu
w bezpos$rednim sasiedztwie btony, regulujgc w ten sposéb jego dostepno$¢ dla enzy-
mow, poprzez elektryczne przycigganie lub odpychanie substratu przez btone. Oddzia-
tywania takie powinny zatem zmienia¢é mierzone wartosci Km enzyméw btonowych,
co stato sie przedmiotem badan. Na przyktadzie szesciu réznych enzyméw btonowych,
reagujacych z kationowymi lub anionowymi substratami, udalo si¢ nam wykazac
zmiany stalych Michaelisa (przy jednocze$nie niezmienionych wartosciach szybkosci
maksymalnych reakcji), towarzyszace traktowaniu bton przez czynniki wptywajace
na tadunek powierzchniowy, jak np. kwasy ttuszczowe, kationy dwuwarto$ciowe czy
niewielkie stezenia detergentéw jonowych (w rodzaju SDS lub cetawlonu). Zmiany
warto$ci Km enzymoéw byty $cisle skorelowane z mierzonymi réwnolegle zmianami
tadunku powierzchniowego btony (elektroforeza swobodna, fluorescencia ANS). Po-
dobne wyniki otrzymaliSmy réwniez wbudowujgac enzymy do liposomoéw o réznym,
bardziej ,,ujemnym” lub bardziej ,,dodatnim” tadunku powierzchniowym (zmieniany
sktad fosfolipidowy) lub tez fosforylujac btone z pomocag endogennych kinaz biatko-
wych. Zwitaszcza ten ostatni uktad wydaje sie mieé¢ istotne znaczenie w zmienianiu
tadunku powierzchniowego bton in vivo.

Powyzsze obserwacje, poparte wynikami innych laboratoriow (G. Lenaz i wsp.,
podwyzszanie Km cholinesterazy erytrocytowej przez kationowe anestetyki, widoczne
jedynie gdy enzym zwigzany jest z biong i zanikajace po solubilizacji btony;
A. Ahrens i wsp., wptyw stopnia zjonizowania btony na aktywno$¢ ATP-azy
sodowo-potasowej) wskazujg, ze zmiany w tadunku powierzchniowym btony sa
w stanie wptywaé na aktywno$¢ enzymoéw btonowych i moga mieé istotne znaczenie
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regulacyjne w komorce. Zresztg szereg zjawisk opisywanych dotychczas jako specy-
ficzna inhibicja lub stymulacja proceséw katalizowanych przez blony biologiczne
(transport, aktywno$¢ enzymatyczna) daje sie doskonale ttumaczy¢ wpltywem zmie-
nionego tadunku powierzchniowego, bez konieczno$ci odwotywania sie np. do zmian
konformacyjnych w enzymach czy zmian w strukturze i ptynnosci btony. Wydaje sie
przy tym, ze ros$nie zainteresowanie zagadnieniami dotyczacymi oddziatywan elek-
trycznych w komérce w ogole. Oddziatywania wykazane dla bton biologicznych mozna
rowniez odnie$¢ np. do enzymoéw rozpuszczalnych, mdéwigc o roli pewnych domen
elektrycznych w podjednostkach i calych kompleksach (E. Margoliash i wsp., wptyw
zmian pola elektrycznego cytochromu c na jego oddziatywanie z oksydazg cytochro-
mowg) lub do oddziatywan miedzy biatkami histonowymi i kwasami nukleinowymi
w jadrze. Problematyka ta bedzie sie z pewnoscig pojawia¢ na kongresach i sym-
pozjach biochemicznych w przysztosci.
| wreszcie ostatnie zagadnienie, jakie chciatbym poruszyé, to zastosowanie lipo-
somoéw do specyficznego przenoszenia lekéw i innych substancji w systemach modelo-
wych i zywych organizmach. Problem ten, intensywnie badany od kilku lat, z ktérym
wszyscy wigzaliSmy cichg nadzieje, ze jest w stanie rozwigza¢ wiele kilopotéw lecz-
nictwa a by¢é moze znajdzie zastosowanie w walce z rakiem, przezywa, niestety,
wyrazny regres. Mnozg sie problemy, malejg natomiast szanse na szybkie i pozytywne
rezultaty. Wiadomo w tej chwili, ze przy pomocy liposoméw mozna z powodzeniem
przenosi¢ materiat btonowy, czyli lipidy wchodzace w ich sktad, daje to jednak
ograniczony zakres zastosowan. O wiele trudniej jest ,donie$¢” substancje zamknietg
w liposomach do konkretnych komdrek, np. nowotworowych. Na przeszkodzie staja
dwa zjawiska. Z jednej strony — liposomy tatwo ulegajg zmianom przepuszczalnosci
badz rozbiciu i tracg woéwczas swojg zawarto$¢, z drugiej — moga byé ,,zatrzymy-
wane” przez niespecyficzne oddziatywania np. z komérkami krwi i nie docierajg do
komérek wykazujacych zmiany chorobowe. Wprawdzie, i to nalezy podkresli¢, w nie-
ktérych przypadkach opisano zakonczone powodzeniem poszukiwania takich warun-
kow doswiadczalnych (sktad fosfolipidowy bton liposomalnych, rézne stezenia
zamknietego zwigzku, wielko$¢ liposomoéw itd.), w ktérych wiekszo$¢ liposomow
w stanie nieuszkodzonym docierata do wiasciwych komoérek. Stato sie tak miedzy
innymi w przypadku pracy przedstawionej w Toronto przez Richardsona i wsp., gdzie
sztucznie wywotany u myszy nowotwdr weztow chionnych byt prawie catkowicie
likwidowany w ciggu kilkudniowego (3—5 dni) podawania myszkom metotreksatu,
zamknietego w ujemnie natadowanych liposomach (fosfatydylocholina z dodatkiem
fosfatydyloinozytolu i kwasu fosfatydowego). Skuteczno$¢ dziatania metotreksatu
tak podanego byta ponad pieédziesieciokrotnie wyzsza od dziatania wolnego zwigzku.
Nadal jednak tego typu doniesienia sga rzadko$ciag. Gtownym powodem jest brak
ogblnej ,recepty” na zastasowania liposomalne, gdyz kazdy uktad wymaga specyficz-
nych warunkéw dla prawidtowego dziatania, a warunki te przewaznie nie daja sie
juz zastosowaé¢ z pozytywnym skutkiem w zadnym innym uktadzie. A zatem, po
kilku wycinkowych sukcesach, przyszto pewne rozczarowanie tg technika. Jesli jednak
wzigé pod uwage liczbe prac w dalszym ciggu na ten temat publikowanych, sprawa
pozostaje w centrum zainteresowania i by¢ moze doczeka sie jeszcze sukceséw odpo-
wiadajacych nadziejom.
Maciej J. Natecz
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VIl Miedzynarodowe Kolokwium na temat Bioenergetyki i Mitochondriéw
Smolenice k/Bratystawy, 16—20 wrzesnia 1979 r.

Kolejne, doroczne spotkanie bioenergetykéw krajéw socjalistycznych zorganizo-
wane zostato tym razem przez kolegéw ze Stowacji. Odbyto sie ono w pieknie poto-
zonym zamku smolenickim. Trzydniowe obrady wypetnione byly porannymi sesjami
plenarnymi, popotudniowymi prezentacjami doniesien (w formie plakatéw) oraz wie-
czornymi dyskusjami og6lnymi. Dzieh czwarty poswiecony byt na wycieczke do
Devina i Bratystawy ze zwiedzaniem po drodze jaskini Driny.

Zgodnie z zatozeniem organizatoréow wiodgcymi tematami kolokwium byty bio-
geneza mitochondriéw i wzajemne powigzania metaboliczne pomiedzy mitochondriami
a cytoplazmg. Tym tematom posSwiecona byta wiekszo$¢ wyktadéw plenarnych. Pre-
zentacje plakatowe byly natomiast zréznicowane i dotyczyly zaréwno zagadnien
poruszanych w wyktadach jak i innych aspektéw bioenergetyki i metabolizmu mito-
chondriéw.

Na ogoélna liczbe dziesieciu, 3 wyktady dotyczyly genetyki mitochondridw.
A. Putrament (Warszawa) przedstawita obecny stan wiedzy na temat mitochondrial-
nego genomu oraz rodzajow mutacji mitochondrialnego DNA. Z. Kotylak (Wroctaw)
szczeg6towo omoéwit biogeneze oksydoreduktazy ubichinon — cytochrom ¢ w komoér-
kach drozdzy. S. Kuzela (Bratystawa) w przeglagdowym wyktadzie omowit wiasciwosci
mitochondriéw komérek nowotworowych, podkreslajagc ze posiadajg one wiele wspdl-
nych cech niezaleznie od rodzaju nowotworéw z ktérych zostaly wyizolowane.

Drugim tematem kolokwium byto powigzanie metabolizmu mitochondriéw i cyto-
plazmy. A. B. Wojtczak (Warszawa) omoéwita czynniki regulujace powstawanie glukozy
i mocznika w komdrce watroby. Opierajgc sie na badaniach witasnych i danych
z piSmiennictwa autorka przedyskutowata role potencjatéw fosforylacyjnych, stanu
nukleotydéw pirydynowych i dostepnosci substratéw dla regulacji obydwu tych pro-
ces6w zachodzacych czeSciowo w obrebie mitochondriéw a czeSciowo w cytoplazmie.
S. G. van den Bergh (Utrecht) poswiecit swéj wyklad ketogenezie i jej regulacji,
zwracajac jednocze$nie uwage na znaczenie ciat ketonowych jako substratéw dla
tkanki mézgowej. O mozliwosci regulacji niektérych reakcji cytoplazmatycznych
poprzez zmiane szybko$ci przenoszenia réwnowaznikéw redukcyjnych przez bione
mitochondrialng na przyktadzie cyklu glicerofosforanowego w brunatnej tkance
ttuszczowej mowit Z. Drahota (Praga).

Szczeg6lne zainteresowanie uczestnikéw kolokwium wzbudzito zagadnienie regu-
lacji komérkowych proceséw oddychania oraz roli translokazy nukleotydéw adeni-
nowych w tym procesie podjete w wyktadzie R. Bohnensacka (Magdeburg). Wedtug
autora gtéwnym czynnikiem regulacji oddychania jest wewngtrzmitochondrialny,
a nie jak dotychczas uwazano, zewnatrzmitochondrialny potencjat fosforylacyjny.
Przemawia za tym obserwacja, ze translokaza nukleotydéw adeninowych nie dopro-
wadza do stanu réwnowagi rozmieszczenia tych nukleotydéw w przedziatach
wewnatrz i zewngtrzmitochondrialnym. Zgodnie z dawnag koncepcjg, ze zewnatrz-
mitochondrialny potencjat fosforylacyjny jest czynnikiem regulujagcym nalezato spo-
dziewac sie stanu réwnowagi w rozmieszczeniu nukleotydéw adeninowych w obydwu
przedziatach.

W kolokwium uczestniczyto ok. 100 os6éb, w tym 17 z Polski. Byto ono udanym
i mitym spotkaniem. Nastepne kolokwium odbedzie sie w roku 1981 w N.R.D.

Jerzy Duszynski
Jbézef Zborowski
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Biosintez Mikroorganizmami Nukleaz i Proteaz

Akademija Nauk SSSR, Naucnyj sovet po problemam fiziologii i biochimii mikro-
organizmov; Institut mikrobiologii; Ordena Lenina Institut biochimii im. A. N. Bacha.
Red. odpowiedzialny akademik A. A. Ims$eneckij.

Izd. Nauka, 1979, Moskva, str. 295, cena 3,30 rb (66 z})

Celem tej monografii bylo — jak stwierdza w stowie wstepnym prof. L. G. Lo-
ginova, syntetyczne przedstawienie stanu wiedzy nt. biosyntezy, struktury i funkcji
nukleaz i proteaz bakterii i grzybéw. Ze wzgledu na bogactwo materiatu doswiad-
czalnego niektore zagadnienia pominieto; natomiast przy proteazach skupiono sie na
uogo6lnieniu wynikoéw badan wtasnych.

Cze$¢ pierwsza, poswiecong nukleazom, rozpoczyna rozdziat piéra M. I. Beljajevej,
. B. Les¢inskiej i D. V. Jusupovej nt. biosyntezy pozakomérkowych nukleaz. Autorki
starajg sie udowodnié, iz regulacja aktywnos$ci nukleaz zachodzi na poziomie trans-
krypcji, translacji oraz sekrecji do $rodowiska, przy czym niektére przynajmniej
nukleazy moga by¢ indukowane przez substrat oraz represowane przez koncowe pro-
dukty degradacji kwséw nukleinowych. Jednak przekonywujgcych dowodéw na po-
twierdzenie tej tezy nie dostarczajg. Przyktadowo, czy z faktu iz po dodaniu do
pozywki RNA badz DNA aktywno$¢ nukleolityczna wydzielana przez Bacillus jest
0 15—2,3 raza wyzsza w porownaniu do kontroli mozna wnioskowa¢: ,,Przeto wmo-
zenie biosyntezy nukleaz stanowi odpowiedZ bakterii na obecno$¢ w pozywce specy-
ficznego substratu lub jego strukturalnego analoga, co dowodzi indukcyjnego charak-
teru syntezy nukleaz” (s. 18)? Podobnych wnioskéw, nieadekwatnych do wynikéw
uzyskanych prostymi metodami i nie popartych dogtebna charakterystyka bioche-
miczng dyskutowanych enzymoéw, znajduje sie na kartach tej monografii wiecej.
Natomiast mocng strong | rozdziatu jest wykazanie, iz czynniki fizjologiczne i tro-
ficzne wptywaja przemoznie na produkcje nukleaz przez dany szczep bakteryjny.
Nie mozna, niestety, skorelowa¢ zmian aktywnosci nukleolitycznej z cyklem zycio-
wym komorki bakteryjnej.

T. V. Sachova, S. A. Konovalov i G. I. Chomjakova zwracaja uwage na promie-
niowce — zwtaszcza Actinomyces coelicolor i A. aureoverticillatus, jako producentéw
specyficznej guanilo-RNazy oraz 5’-0gzoRNazy.

W IlIl rozdziale S. |I. Bezborodova i A. M. Bezborodov omawiajg funkcje
wewngtrzkomdrkowych RNaz bakterii podajac kody enzymatyczne, optima pH,
kofaktory, substraty i produkty reakcji, sposéb dziatania enzymoéw i ich wystepowanie
w substrukturach komdrkowych. Ci sami autorzy charakteryzujg nastepnie endo-
nukleazy prokariontow podajac klasyfikacje, zasady nomenklatury, wystepowanie
1 specyficzno$¢ lokacyjna (ros. sajt-specificnost’), masy molowe itp. Rdézne funkcje
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przypisuje sie restryktazom; jednak ,nalezy wnioskowaé, iz najbardziej prawdo-
podobng funkcja specyficznosci lokacyjnej endonukleaz jest rozktadanie obcego DNA
oraz restrykcja wirusow” (s. 73).

Stosunkowo duzo wiadomo o udziale RNaz w metabolizmie drozdzy i grzybdéw
(rozdz. V); mimo to, funkcje nukleaz in vivo nie sg jasne.

W konhncowym rozdziale Bezborodova i Bezborodov omawiajg pozakomérkowe
RNazy w aspekcie poréwnawczym, dzielagc je na dwie grupy: specyficzne guani-
lo-RNazy oraz niespecyficzne RNazy, a nastepnie znajdujac podobienstwo i rdznice
w ramach kazdej grupy je$li chodzi o strukture pierwszo- i trzeciorzedowg, centra
aktywne, specyficzno$¢ substratowg, mechanizmy dziatania. Podobienstwa miedzy
guanilo-RNazami — enzymami o masie molowej do 30000 daltonéw, sa uderzajace;
zdaje sie to Swiadczy¢ o ich wspdlnym filogenetycznym zrédle. RNazy niespecyficzne
sg stosunkowo stabo poznane. Autorzy wysuwajg koncepcje, iz RNazy te mogly
powsta¢ w wyniku duplikacji genu strukturalnego z nastepnym funkcjonowaniem
dwoéch lub trzech genéw potomnych jako jednego genu strukturalnego; ta pozornie
fantastyczna hipoteza znajduje pewne uzasadnienie w faktach.

W czesci Il N. S. Egorov, Z. K. Lorija i N. S. Landau opisujg metody selekcji
i hodowli mikroorganizméw wytwarzajacych pozakomoérkowe proteazy o aktywnosci
fibrynolitycznej badz koagulacyjnej. Zwraca uwage, iz synteze tych enzyméw mozna
pobudzaé wybidrczo. Kwas asparaginowy — przyktadowo, represuje synteze proteaz
kwasnych i obojetnych Actinomyces spheroides, petnigc funkcje optymalnego induk-
tora proteaz alkalicznych o wysokiej aktywnos$ci fibrynolitycznej. Toczg sie badania
nad mozliwos$cig stosowania wymienionych enzyméw do rozpuszczania skrzepéw lub
do przys$pieszania koagulacji biatek krwi in vivo; dodatek heparyny do prepara-
tow— wigzacej endogenne inhibitory fibrynolizy, znacznie skraca czas lizy skrzepéw
w uktadzie krwiono$nym szczurdw.

Zagadnienia zwigzane z synteza proteaz obojetnych oraz alkalicznych omawia
I. A. Caplina oraz L. I. Erochina i E. O. Dobrzanskaja. Sporo uwagi poswiecono
zagadnieniu intesyfikacji produkcji proteaz (zwtaszcza przez stosowanie radiacji oraz
kultury mieszane gatunkéw wytwarzajgcych i nie wytwarzajgcych proteazy), mecha-
nizmoéw ich indukcji i represji oraz petnionym funkcjom fizjologicznym.

W tekscie zamieszczono 43 ryciny i 66 tabel. Wykaz literatury obejmuje 303 po-
zycje w jezyku rosyjskim i 850 w innych jezykach, bez tytutéw; jest to wiec dobra
okazja do zapoznania sie z dorobkiem uczonych radzieckich na tle osiggnie¢ innych
pracowni. W wykazie literatury znajduje sie sporo btedéw w pisowni nazwisk i czaso-
pism. Pewnga trudno$¢ sprawia rozumienie tabel i wykreséw, pozbawionych odno$ni-
kéw do zrédet i opiséw istotnych szczeg6téw stosowanych metod. Brak czestszych
podtytutdw w tekscie sprawia, iz o tym samym zagadnieniu wzmiankuje sie nie-
jednokrotnie w roznych miejscach danego rozdziatu; oko za$ z trudem przedziera
sie przez gestwe zwartego tekstu.

Mimo wymienionych usterek formalnych omawiang monografie mozna poleci¢
jako cenne zZrédto informacji dla zainteresowanych tematem biochemikéw, mikro-
biologéw i fizjologéw, poniewaz na jej stronach zaprezentowano sporo nowych i cie-
kawych osiggnie¢ eksperymentalnych oraz interesujacych a miejscami wrecz frapu-
jacych uogélnien badz sugestii teoretycznych. Trzeba sie jednak zgodzi¢, iz odszuka-
nie potrzebnej informacji moze zajg¢ sporo czasu bez rekojmi sukcesu, poniewaz tej
specjalistycznej mongorafii nie uzupetnonio indeksem rzeczowym.

J. S. Knypl
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Metody Molekuljarnoj Biologii

Red. G. Ch. Macuka, I. P. Kok, A. V. El'skaja, O. M. Platonov, V. K. Kibirev

Naukowa Dumka, 1979, Kiev, str. 268, cena 3,10 rb (62 z})

W ksigzce przedstawiono 30 opiséw metod, stosowanych w Instytucie Biologii
Molekularnej i Genetyki Akademii Nauk Ukrainskiej SSR do badan nad funkcjami
1 strukturg kwaséw nukleinowych i biatek; zesp6t autoréw obejmuje 59 nazwisk.

Opisy rozpoczyna grupa metod instrumentalnych, tj. zastosowania mikroskopii
elektronowej do analizy biopolimeréw; planowanie eksperymentéw z zastosowaniem
techniki wirowania strefowego w gradientach sacharozy, z wykorzystaniem kompu-
teréw; oraz zasady oznaczania radiooktywnos$ci w ptynnych scyntylatorach.

Druga grupe stanowig opisy metod oczyszczania, badania struktury i biologicznej
aktywnos$ci kwaséw nukleinowych. Przedyskutowano zagadnienia zwigzane z hybrydy-
zacjag DNA i RNA; wykorzystaniem barwnikéw fluorescencyjnych do charakterystyki
struktury nukleoproteidéw; otrzymywaniem roéznych typéw DNA i RNA oraz poli-
ribosoméw z wiruséw, bakterii, drozdzy i komoérek zwierzecych; az po ultramikro-
spektrofotometryczne metody analizy struktury pierwszorzedowej tRNA. Interesu-
jaca moze by¢é wiadomos$é, iz radziecki spektrofotometr SF-4 wiyposazany jest
opcyjnie w automatyczng przystawke MSFP-3 z kiuwetg przeptywowag o pojemnosci
2 fil, umozliwiajacg zapis A przy dowolnie wybranych pieciu dtugosciach fal w za-
kresie od 220 do 650 nm podczas rozdziatu chromatograficznego.

Z kolei oméwiono metody wydzielania i charakterystyki enzyméw i biatek,
takich jak tRNA-syntetazy, aminoacylo-tRNA-syntetazy, trypsyna, trombina itp. Po-
dano metody analizy N-koncowych aminokwaséw w petydach; zastosowania elektro-
forezy i ogniskowania izoelektrycznego w zelach poliakryloamidowych do charakte-
rystyki biatek; metody badania struktury i funkcji hemoglobin ssakéw; oraz metody
syntezy DNA na mRNA eukariontéw (odwrotna transkrypcja).

Ostatnig czwartg grupe, stanowig metody hodowli komérek i tkanek w zastoso-
waniu do badah genetycznych i molekularnych. Ksigzke konhczy opis metody ozna-
czania wigzania azotu atmosferycznego przez mikroorganizmy beztlenowe; metoda
oparta jest na oznaczaniu ilosci wydzielanego etylenu.

Jest to cenny podrecznik metodyczny, godny polecenia mtodym biochemikom
i biologom molekularnym. Autorzy wykazali duzg inwencje w dostosowaniu nie
zawsze najprostszych wspoétczesnych metod analitycznych do postaci rzeczywiscie
prostej (lecz nie prostackiej!), mozliwej do zreprodukowania w naszych pracowniach.
Opisy sa przejrzyste; rady budza zaufanie. Range opracowan podnosi literatura
przytoczona z tytutami, dobre ilustracje (tgcznie 64) z wyczerupjacymi opisami, oraz
streszczenia kazdego artykutu.

J. S. Knypl
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajgcych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowaé prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajace przedstawiong dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawaé¢ jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé w kolejnosci ich
cytowania w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
(1) np.:

Pipa J. P.,, Bbchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawac¢ nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(6w), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom,
pierwszg i ostatnig strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce
wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co.,

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

Zataczniki: kazdy zatacznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w tek$cie, oraz
oznaczy¢ (na gorze stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczgtkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtéwki
rubryk powinny jasno opisywa¢ ich tre$¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnos$ci ich omowienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny byé wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonac tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki
ujmujagce wykresy mozna wykona¢ linig ciefszg niz linie witasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszag niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszczaé opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw do$wiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: OO A « Bl A.
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,,dét” (otéwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢é dotaczone na oddzielnej kartce.
Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisaé na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czar-
nym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wylgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wtaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przeznaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyskac
zgode na przedruk lub wykorzystanie danych i przedtozy¢ ja Redakcji. W razie
modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych prac nalezy takze przedtozyé
Redakcji do wgladu kopie orginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢ maszynopisy
lilustracje przed pogieciem.
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