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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w a rta ln ik  „Postępy  B iochem ii” p u b lik u je  a r ty k u ły  m onograficzne  om aw ia jące  
w ąsk ie  tem a ty  o raz a rty k u ły  przeg lądow e re fe ru ją c e  szersze zagadn ien ia  z b iochem ii 
i n au k  pok rew nych . A rty k u ły  p ierw szego  ty p u  w in n y  obejm ow ać sy n te tyczny  p rz e 
g ląd  postępu  w iedzy  w  om aw iane j dziedzinie opracow any  na  p o dstaw ie  p iśm ien 
n ic tw a  z k ilk u  o sta tn ich  la t, a  a rty k u ły  drugiego ty p u  jed y n ie  p iśm ienn ic tw o  z o s ta t
n iego  roku  lu b  dw u la t. K w a rta ln ik  p u b lik u je  tak że  k ró tk ie  no ty  in fo rm u jące  o no 
w ych i w ażn ie jszych  osiągn ięciach  biochem ii. P rzek azan ie  a r ty k u łu  do R edakc ji je s t 
rów noznaczne z ośw iadczen iem , że n ad esłan a  p raca  n ie  b y ła  i n ie  będzie  p u b lik o w a
na w  innym  czasopiśm ie, jeże li zostan ie  ogłoszona w  „P ostępach  B iochem ii” . A utorzy  
a r ty k u łu  od p o w iad a ją  za p raw id łow ość  i ścisłość podanych  in fo rm ac ji. A u to rów  obo
w iązu je  k o re k ta  au to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  korekcie  (poza p op raw ien iem  
błędów  d ru k arsk ich ) ponoszą au to rzy . A rty k u ły  h o no ru je  się w ed ług  o b ow iązu ją 
cych s taw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  bezp ła tn ie  25 o db itek  sw ego a r ty k u łu ; zam ów ien ia  
na  dodatkow e o d b itk i (p łatne) należy  zgłosić p isem n ie  odsy ła jąc  p racę  po k o 
rekc ie  au to rsk ie j.

R ed ak c ja  p rosi au to ró w  o p rzes trzeg an ie  n as tęp u jący ch  w skazów ek :
Forma m aszynopisu: m aszynopis p racy  i w szelk ie  załączn ik i należy  nadsy łać  

w  dw u egzem plarzach . M aszynopis pow in ien  być n ap isan y  jed n o s tro n n ie , z podw ó jną  
in te rlin ią , z m arg in esem  ok. 4 cm po lew ej i ok. 1 cm  po p ra w e j s tron ie ; nie może 
zaw ierać  w ięcej niż 60 znaków  w  jednym  w ierszu  nie w ięcej niż 30 w ierszy  na  s tro n ie  
zgodnie z N orm ą Polską.

U kład m aszynopisu: s tro n a  ok ładkow a n ien u m ero w an a  zaw ie ra  im iona i n a - 
zw isko(a) au tora(ów ), adres(y) Z akładu(ów ) w  języku  po lsk im  i ang ie lsk im , w  k tó rych  
p ra c u ją  au to rzy , ad res  pocztow y, na  k tó ry  au to rzy  życzą sobie o trzym yw ać  k o re s
pondencję , ad res  p ry w a tn y , te lefon  m iejsca  p racy , ty tu ł a r ty k u łu  (w języku  polskim  
i ang ielsk im ), o raz — w  p raw y m  dolnym  rogu — liczbę s tron , liczbę ryc in , w zorów  
i tab e l o raz  sk ró t ty tu łu  (nie w ięcej niż 25 zn ak ó w  d ru k arsk ich ).

Strona tytu łow a (1) im iona (w pe łnym  brzm ien iu ) i nazw isko(a) au to ra(ów ), ty tu ł 
p racy  w  języku  po lsk im  i ang ie lsk im , rzeczow y spis tre śc i w  języku  po lsk im  i an g ie l
sk im , ty tu ł naukow y  autora(ów ) i jego (ich) m iejsce(a) p racy , w ykaz sk ró tów  stoso
w anych  w  p racy .

Strona 2 i następne o b ejm u ją  te k s t p racy  do spisu  p iśm ien n ic tw a  w łącznie , tabele , 
spis ryc in , w zorów  oraz ty tu ły  i o b jaśn ien ia  do ry c in  na  s tro n ach  końcow ych.

D la p rze jrzysto śc i te k s tu  obow iązuje  podział a r ty k u łu  na  rozdziały  i podrozdzia
ły, k tó ry ch  ty tu ły  w inny  rzeczow o in fo rm ow ać o p rzed s taw ian y ch  treśc iach . R ze
czow y spis tre śc i p u b lik u jem y  bezpośrednio  po ty tu le  p racy . R ozdziały num eru jem y  
liczbam i rzym sk im i, a podrozdziały  odpow iedn ią  rzy m sk ą  i a ra b sk ą  (np. 1-1.). T y tu 
łów  podrozdzia łów  nie w ydzielonych z te k s tu  n ie  trz eb a  num erow ać . W tekśc ie  nie 
należy  stosow ać żadnych  pod k reś leń  an i rozstrzelonego  d ru k u . E w en tu a ln e  sugestie 
au to rsk ie  co do c h a ra k te ru  czcionki d ru k a rsk ie j należy  zaznaczyć o łów kiem  na 
m arg inesie  m aszynopisu . W p rzy p ad k u  um ieszczenia w  tek śc ie  l i te r  a lfab e tu  g reck ie 
go należy  na  m arg in esie  w p isać o łów kiem  ich fonetyczne brzm ien ie . T abele  i ryc iny  
n u m eru jem y  cy fram i a rab sk im i a w zory  rzym sk im i. W  tekście  nie należy  um ieszczać 
żadnych  tab lic , ry c in  czy w zorów , lecz w  żądanym  m iejscu  pozostaw ić w olny  w iersz 
i zaznaczyć: T abe la  1, Ryc. 1, W zór I itp . N u m erac ję  w zoru  w  tekśc ie  należy podaw ać 
po nazw ie zw iązku  np. kw as g lu tam inow y  (I).

R ed ak c ja  p rosi au to ró w  o zw rócenie szczególnej uw ag i na  pop raw ność  językow ą 
te k s tu  a także  na ścisłość i jasność sfo rm u łow ań , u n ik an ie  g w ary  lab o ra to ry jn e j oraz
o n iew prow adzan ie  do te k s tu  tw orzonych  doraźn ie  sk ró tów , n aw e t je ś li n iek tó re  

z n ich b y w a ją  używ ane w  p racach  obcojęzycznych.
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NIKODEM GRANKOWSKI *>

Problemy regulacji syntezy białka u Eukariota

The Regulation Problems of Protein Synthesis in Eukaryotes

S p is  treśc i

I. W stęp
II. R epresor syntezy białka kontrolowany przez hem inę
I I - l .  W łaściw ości represora
II-2. M echanizm  działania HCR
II-3. A ktyw acja  HCR
II-4. Sw oistość HCR

III. Interferon — dsRNA
III-I. A ktyw acja inhibitorów  translacji oraz indukcja syntezy interferonu przez na

turalne i syntetyczne dsRNA
III-2. Inaktyw acja eIF-2
III-3. D egradacja mRNA i tRNA
IV. R egulacja etapu w iązania mRNA do rybosom owego kom pleksu in icjującego
IV -1. Rola końca 5' mRNA
IV-2. Rola końca 3' mRNA
V. Inne czynniki m ogące w pływ ać na translację

D r, In s ty tu t M ikrobiologii, U n iw ersy te t M arii C u rie -S k ło d o w sk ie j? A k ad e
m ick a  19, 20-033 L ub lin .

W ykazy  stosow anych  sk ró tów : HCR, H C I, H R I — sk ró ty  różnych  n azw  tego 
sam ego re p re so ra  (inh ib ito ra ) tra n s la c ji m R N A  w  re tik u lo cy tach  k ró liczych , R F  — 
czynnik  b ia łkow y  od w raca jący  zaham ow aną  tra n s la c ję  w  liza tach  re tik u lo c y ta r-  
nych  pozbaw ionych  hem iny , C B P — bia łko  w iążące się specyficzn ie  z cap  m R N A , 
E SP  — czynnik  b ia łkow y s ty m u lu jący  in ic jac ję  syn tezy  p o lipep tydu , TD I, S F  — czyn
n ik i b ia łk o w e s tab ilizu jące  kom pleks p o tró jn y  (eIF-2  : M e t- tR N A f: G TP) i zapob ie
ga jące  jego  rozk ładow i, T D F — czynnik  b ia łkow y sty m u lu jący  rozk ład  kom pleksu  
p o tró jn eg o , D AI — k in a z a -in h ib ito r  syn tezy  b ia łk a  ak ty w o w an a  przez  dw un ic iow y  
R N A , e IF 's  — czynnik i in ic ju jące , tR N A  — tra n sp o rtu ją c y  R N A , m R N A  — in fo rm a
c y jn y  R N A , M et-tR N A f — m etion inow y tR N A  (in ic ju jący), dsR N A  — dw in ic iow y  
RNA , A T P  — adenozyno tró jfo sfo ran , G T P  — guanozyno tró jfo sfo ran , cA M P — cy
k liczny  adenozynom onofosfo ran , cG M P — cykliczny  guanozynom onofosforan , G SSG  — 
g lu ta tio n , fo rm a  u tlen io n a , N A D PH  — fosfo ran  d w u n u k leo ty d u  n ik o ty n am id o -ad en i-  
now ego, fo rm a zredukow ana, D TE — d w u tio e ry try to l, SDS — sodow y s ia rczan  do- 
decy lu .
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4 N. GRA N K O W SK I [2]
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I. Wstęp

Poznanie mechanizmu regulacji syntezy białka w komórkach orga
nizmów eukariotycznych nastręcza wiele trudności wynikających z bar
dzo rozbudowanego aparatu translacyjnego: enzymy biorące udział w 
zapoczątkowaniu syntezy nowego polipeptydu (czynniki inicjujące), wy
dłużaniu łańcucha polipeptydowego (czynniki elongacyjne), zakańczają
ce syntezę pełnego łańcucha polipeptydowego (czynniki terminacyjne), 
specyficzne mRNA i tRNA. Ponadto istnieją czynniki wpływające bez
pośrednio lub pośrednio na maszynerię translacyjną. Należą tu: fosfo- 
kinazy, fosfatazy, deacylazy, nukleazy oraz modulatory białkowe i nie- 
białkowe regulujące aktywność wymienionych grup enzymów.

Nie ulega wątpliwości, że podczas inicjacji syntezy białka u Eukariota 
najczęściej zachodzą procesy regulacyjne (1—3). Inicjację translacji euka
riotycznych mRNA omówiono poprzednio w jednym z artykułów Po
stępów Biochemii (4). Użyte tam nazewnictwo czynników inicjujących 
jest wypierane przez nową nomenklaturę, ujednoliconą na Międzynaro
dowym Sympozjum w Bethesda, USA (5). Z tego względu w artykule 
niniejszym omówiono we Wstępie aktualny schemat inicjacji syntezy 
białka u organizmów eukariotycznych, uwzględniający nowe nazewnic
two czynników. Schemat inicjacji u Eukariota przedstawia rycina 1 (6).

W procesie inicjacji wyróżnia się pięć zasadniczych podetapów, w

http://rcin.org.pl



[3] REGULACJA SYNTEZY BIAŁKA 5

4 0 S M ef-hRNAf -GTP

elF-3  elF-2

40S • e lF -3  e lF -2 -M e t- łR N A f • GTP
_________ JL

e lF -4 C

40S -e lF 's  • M et-tRNAf • GTP 

ATP, mRNA-^ e lF -4 A

ADP -«-------Ą elF -4B

elF-1

mRNA • 4 0 S -elFs • M et-tRN Af  • GTP

III

60 S

elF's, GTP — 

mRNA ■ 80S- M et-tR N A f

e lF -5

puromycyna elF -4D

Met-purom ycyna  

Ryc. 1. S ch em at in ic jac ji syn tezy  b ia łk a  u E ukario ta  (6).

których uczestniczy osiem enzymatycznych czynników inicjujących. 
W pierwszym podetapie (I b) następuje łączenie się inicjatorowego, me- 
tioninowego tRNA (Met-tRNAf) z czynnikiem inicjującym 2 (eIF-2) 
i GTP dając w rezultacie tzw. kompleks potrójny [Met-tRNAf : eIF-2 :
: GTP]. Czynnik inicjujący 2 zbudowany jest z trzecji łańcuchów poli- 
peptydowych a, (5, y różniących się ciężarem cząsteczkowym. W przypad
ku eIF-2 retikulocytów króliczych polipeptyd a posiada ciężar cząstecz
kowy 38.000, polipeptyd (3 52.000 oraz y 57.000. eIF-2 obok katalizowania 
reakcji syntezy kompleksu potrójnego odpowiedzialny jest również za 
wiązanie tego kompleksu z podjednostką rybosomową 40 S, która wcho
dzi do reakcji w połączeniu z czynnikiem inicjującym eIF-3 (podetap I a). 
Czynnik ten zbudowany jest aż z 9 podjednostek o sumarycznym cięża
rze cząsteczkowym ponad 700.000. Uważa się, że zapobiega on przed
wczesnemu przyłączeniu się większej podjednostki rybosomowej 60 S. 
W wyniku reakcji zachodzących w podetapie I a i I b (Ryc. 1) tworzy 
się złożony kompleks, za stabilizację którego odpowiada czynnik eIF-4 C 
(podetap II). W następnej kolejności z kompleksem tym wiąże się mRNA 
w obecności trzech czynników: eIF-4 A, eIF-4 B oraz eIF-1 (podetap III). 
Reakcja wymaga energii, która pochodzi z hydrolizy ATP. Do utwórzo- 
nego wieloskładnikowego kompleksu, zwanego kompleksem inicjującym
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6 N. GRA N K O W SK I [4]

40 S, przyłącza się większa podjednostka rybosomowa 60 S (podetap IV). 
W reakcji tej następuje hydroliza GTP a wydzielona energia jest praw
dopodobnie niezbędna do odszczepienia przyłączonych wcześniej eIF-2 
oraz eIF-3. Nie wiadomo dokładnie, jaki jest los eIF-4 A, eIF-4 B, eIF-1; 
czy ulegają one odszczepieniu od kompleksu inicjującego 80 S czy też nie. 
Aktywność kompleksu inicjującego można sprawdzić w reakcji syntezy 
wiązania peptydowego, z udziałem eIF-4 D i puromycyny (podetap V). 
W wyniku reakcji grupy aminowej puromycyny z grupą karboksylową 
metioniny przyłączonej do inicjatorowego tRNA, dochodzi do utworzenia 
metionino-puromycyny. Jest to modelowy układ syntezy pierwszego wią
zania peptydowego. Bliższe dane na ten temat znaleźć można w po
przednim artykule publikowanym na łamach niniejszego czasopisma (7).

Najwięcej informacji o mechaniźmie regulacji syntezy białka w orga
nizmach eukariotycznych uzyskano w badaniach, w których wykorzystano 
retikulocyty królicze. W komórkach tych brak jest jąder, zatem wyeli
minowany jest proces transkrypcji. Retikulocyty posiadają natomiast peł
ny zestaw translacyjnych składników syntetyzujący białko globinowe. Ko-' 
mórki te łatwo ulegają lizie ze względu na cienką błonę komórkową w 
wyniku czego uzyskuje się prosty, zbliżony do naturalnego, układ trans- 
lacyjny tak zwane lizaty retikulocytarne. Pewne, wybrane sprawy do
tyczące regulacji syntezy białka przedstawiono już w piśmiennictwie kra
jowym (8) i zagranicznym (9—11). Artykuł ten dotyczy w zasadzie 
wszystkich problemów, które mają istotne znaczenie w poznaniu mecha
nizmu regulacji translacji u Eukariota.

II. Represor syntezy białka regulowany przez heminę

II-I. W łaściw ości represora

Od dawna wiadomo było, że biosynteza białka w retikulocytach kró
liczych regulowana jest przez niebiałkowy składnik hemoglobiny — he
minę (12—15). Dodanie heminy do reagującego układu przedłużało wbudo
wywanie aminokwasów do około 2 godzin (14—20). Wysunięto więc przy
puszczenie o obecności w retikulocytach króliczych inhibitora, którego 
aktywność regulowana jest przez heminę. Z tego względu przyjęto nazy
wać go HCR (ang. hemin controlled repressor) (21—22), HRI (ang. hemin 
regulated inhibitor) (23) lub HCI (ang. hemin controlled inhibitor) (10).

Wyróżniono kilka form represora, których aktywność i wrażliwość 
na heminę zależy od czasu preinkubacji lizatów retikulocytarnych w nie
obecności heminy (24—25). Uważa się, że nieaktywna forma represora
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[5] REG U LA CJA  SYNTEZY BIAŁKA 7

zwana prorepresorem ulega przekształceniu w tzw. represor „odwracal
ny” po kilkuminutowej preinkubacji w temperaturze +34°C. Określenie 
„odwracalny” wiąże się z inaktywacją tej formy represora przez heminę. 
Dalsza preinkubacja prowadzi do powstania formy represora „pośred
niego”, którego aktywność tylko w pewnym stopniu może być blokowana 
przez heminę. Ostatnią formą jest represor „nieodwracalny”, czyli nie
wrażliwy na heminę a powstający po kilku, czy nawet kilkunastogodzin
nej preinkubacji. Szybkość aktywacji represora może być skrócona do 
kilku minut przez związki blokujące grupy -SH jak N-etylomaleimid czy 
o-jodobenzoesan (20). Podobny efekt wywołuje utleniony glutation (26) 
lub preinkubacja lizatów retikulocytarnych w temp. powyżej +40°C 
(27—32). Związki chemiczne zapobiegające utlenieniu grup sulfhydrylo- 
wych (DTE, merkaptoetanol) opóźniają proces aktywacji HCR (33).

G r o s s  i R a b i n o v i t z  (21—22) wyizolowali z supernatantu bez- 
rybosomowego preinkubowanych lizatów retikulocytarnych frakcję biał
kową, która po dodaniu do translacyjnego układu zawierającego heminę 
i egzogenny ATP hamowała syntezę białka globinowego. Okazało się, że 
frakcja ta zawiera specyficzną kinazę fosfoproteinową niezależną od cAMP 
(EC.2.7.1.37.), fosforylującą pelipeptyd a czynnika inicjującego 2. W pra
cowni L o n d o n a  (34) oczyszczono kinazę do homogenności i wyka
zano, że jej ciężar cząsteczkowy po elektroforezie na żelu poliakryloami- 
dowym z SDS wynosi około 100.000 lub około 140.000, oszacowanym na 
podstawie wirowania w gradiencie stężenia glicerolu.

II-2. M echanizm  działania HCR

Już z początkowych danych o mechanizmie działania HCR wynikało, 
że blokuje on syntezę białka na etapie inicjacji. Świadczył o tym zanik 
polisomów po dodaniu represora do translacyjnego układu (35—37). Oka
zało się, że aktywność represora jest dwojaka: 1. deacyluje inicjatorowy 
tRNA, 2. fosforyluje eIF-2 a. Dane z pracowni G r  o s s’ a (38—39) wy
kazują stymulujący wpływ HCR na deacylację Met-tRNAf. Obecność zde- 
acylowanego inicjatorowego tRNA w kompleksie inicjującym 40 S (patrz 
Ryc. 1, podetap III) uniemożliwia przyłączenie się podjednostki ryboso- 
mowej 60 S, a tym samym utworzenie kompleksu inicjującego 80 S 
(Ryc. 1, podetap IV). Być może HCR oddziaływuje tu pośrednio na układ 
translacyjny poprzez aktywację deacylazy dla Met-tRNAf.

Korelację między hamowaniem syntezy białka przez HCR a fosfory- 
lacją eIF-2 a zaobserwowano w pracowniach H a r d e s t y ’ e go ,  L o n 
d o n a ,  H u n t a  i G u p t a ’y (40—44). Wykazano, że fosforylacja 
eIF-2 a prowadzi do hamowania aktywności czynnika inicjującego w wią
zaniu kompleksu potrójnego [Met-tRNAf : eIF-2 : GTP] z podjednostką 
rybosomową 40 S. Nie stwierdzono natomiast większych zmian w aktyw
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ności ufosforylowanego eIF-2 podczas tworzenia się kompleksu potrójne
go (43).

Od dawna znane były fakty świadczące o tym, że tylko nieufosfory- 
lowane eIF-2 mogą odwracać zahamowaną syntezę białka w układzie 
bezheminowym lub przez HCR. Wskazywało to na podobny lub identycz
n y  w obydwu przypadkach mechanizm inaktywacji eIF-2 (37, 45—47). 
Postulowano więc niezdolność ufosforylowanych eIF-2 do uczestnictwa w 
inicjacji syntezy białka (48). W ostatnim czasie ukazały się prace pod
dające w wątpliwość fosforylację eIF-2a, jako drogę inaktywacji czynni
ka i jednej z możliwości blokowania translacji mRNA w retikulocytach 
króliczych (49—51). Zaproponowany przez grupę V o o r m a ’ y i B e n -  
n e (Ryc. 2) schemat inaktywacji eIF-2 i rewersji bloku translacji za
kłada obecność czynnika X oraz czynnika zwanego antyinhibitorem wy
stępujących w retikulocytach (52).

X Antyinhibitor
Fosfataza \  \

eIF-2 ** p,  e lF -2 ~ P  e lF -2 ~  P - X - * ^ —— — elF-2~P-Antyinhibitor

Inhibitpr ^
+ X 

ATP

(aktywny) (aktywny) (nieaktywny) (aktywny)

Ryc. 2. P roponow any  m odel d z ia łan ia  a n ty in h ib ito ra  (52).

Z zamieszczonego schematu wynika, że ufosforylowany eIF-2 (eIF-2-P) 
jest aktywny w syntezie białka do momentu połączenia się z nieokreślo
nym, hipotetycznym czynnikiem X. Wtedy dopiero tworzy się nieaktyw
ny kompleks eIF-2-P-X. Przyłączenie antyinhibitora powoduje odszcze- 
pienie czynnika X i tym samym przywrócenie aktywności biologicznej 
eIF-2-P w kompleksie z antyinhibitorem. Autorzy nie precyzują jakiego 
charakteru aktywność enzymatyczna zawarta jest we frakcji antyinhibi- 
torowej i w czynniku X. Jedyną możliwością potwierdzenia lub zaprze
czenia braku wpływu fosforylacji eIF-2 na proces translacji byłaby de- 
fosforylacja czynnika inicjującego. ,

Obecność sprzężonego układu procesów fosforylacji i defosforylacji w 
odniesieniu do komponent translacyjnych retikulocytów króliczych suge
rowana była przez grupę T r a u g h  (53—54) i S a f e r a  (55). Ostat
nio wyizolowano z bezrybosomowego supernatantu lizatów retikulocy- 
tarnych fosfatazę, zaliczaną do grupy fosfataz wielofunkcyjnych (56). 
Fosfataza ta obok defosforylacji egzogennych substratów, defosforyluje 
również eIF-2a-P, przywracając w ten sposób czynnikowi inicjującemu 
pełną aktywność enzymatyczną w reakcji wiązania kompleksu potrójne
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go z podjednostką rybosomową 40 S (Ryc. 3). O specyficzności substra
towej fosfatazy decydują niskocząsteczkowe czynniki białkowe. Jeden 
z nich o ciężarze cząsteczkowym 17.400 wykazuje zdolność wybiórczego 
stymulowania aktywności enzymu względem eIF-2a-P (57). Przedstawio
ne dany i załączony rysunek 3 wskazują jednoznacznie na istotną rolę 
fosforylacji i defosforylacji eIF-2 w regulacji syntezy białka. O swoistości 
sprzężonego układu decyduje specyficzność substratowa kinazy — HCR 
oraz niskocząsteczkowe białko zwane aktywatorem fosfatazy.

Ryc. 3. P rzy w ró cen ie  p rzez fosfa tazę  ak ty w n o śc i e IF -2 -P  w  re a k c ji w iązan ia  kom 
p leksu  p o tró jnego  z p o d jed n o s tk ą  rybosom ow ą 40 S (56).

(O—O) aktyw ność kontrolnych, n ieufosforylow anych  eIF-2
( • —• )  aktyw ność eiF-2-P w  obecności w zrastających ilości fosfatazy

W pracowni G u p t a’ y (58) wyizolowano frakcję białkową nazwaną 
czynnikiem RF (ang. reverse factor), który również odwraca zahamo
waną syntezę białka w lizatach retikulocytarnych pozbawionych hemi- 
ny. Autorzy nie podają charakteru aktywności enzymatycznej RF. Być 
może jest to frakcja fosfatazowa w kompleksie z niskocząsteczkowym fak
torem. Za taką interpretacją przemawia współoczyszczanie się z RF biał
ka o ciężarze cźąsteczkowym zbliżonym do omawianego wyżej czynnika 
aktywującego specyficznie fosfatazę dla eIF-2a-P.
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II-3. A ktyw acja HCR

Zaproponowany przez grupę H a r d e s t y ’ e g o  (59) mechanizm akty
wacji HCR przedstawia Ryc. 4. Uwzględnia on aktualne dane o pozna
nych czynnikach enzymatycznych i nieenzymatycznych biorących udział 
w aktywacji represora, nie pomijając jednocześnie tych reakcji, o któ
rych wiadomo, że są istotne dla poznania całości problemu ale ze względu 
na ich niepełną charakterystykę wymagają dalszego opracowania.

NCR

WS
lieakfywny)

ogrzewanie lub 
wysokie ciśnienie

ML

HS
(aktywny)

| a t p

HL
(nieaktywny), (aktywny)

|proteoliza

polipeptyd 90000
I
! — 7  hemina 

{ /kinaza.dla elF-2cx k in a z a -(p)
(nieaktywna) (aktywna)

fosfataza

elF-2 "  
(aktywny)

dsRNA-INTERFERON

Interferon
■syntetaza oligoadenilowa 

jdsR N A

syntetaza (aktywna)

ATP

endonukleaza endonukleaza 
(nieaktywna) (aktywną)

i I
kinaza dla elF-2cx deqradacia mRNA

tRNA
fosfataza fosfataza dsRNAdsRNAl

kinaza
(aktywna)

(aktywna ) f  (n ieaktywna) 
/ dsRNA

fosfataza
+

aktywator

e lF -2 o c ®
nieaktywny)

Ryc. 4. S chem at kaskadow ego  sy stem u  in d u k c ji i ak ty w n o śc i in h ib ito ró w  syn tezy  
b ia łka .

(------->-) reakcje spraw dzone eksperym entalnie,
(------ »-) reakcje o bliżej nieznanym  m echaniźm ie.

Ostatnio wykryto układ dwóch czynników: HS (ang. heat-stable) 
i HL (ang. heat-labile) aktywujący HCR systemem kaskadowym (60— 
61). Nieaktywny HS przekształcany jest w postać aktywną w czasie kilku
minutowego ogrzewania w temperaturze 100°C lub poprzez działanie wy
sokiego ciśnienia (około 1000 Atm.). Czynnik HL występuje również w 
dwóch formach. Przekształcenie formy nieaktywnej w aktywną odbywa 
się przy udziale aktywnego HS w obecności ATP. Mechanizm tego pro
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cesu nie jest jasny. HL aktywuje następnie kinazę niezależną gd cAMP 
typu HCR. Podczas aktywacji represora przez HS/HL zachodzi proteo- 
liza, która jest niezbędna dla ujawnienia inhibitorowej aktywności. Świad
czy o tym synteza białka globinowego na poziomie kontrolnym w obec
ności dodanego inhibitora trypsyny. Przypuszcza się, że HL uaktywnia 
najpierw proteolityczny enzym(y), który następnie przeprowadza nie
aktywną kinazę (zagregowaną, wielkocząsteczkową formę) w postać 
aktywnego enzymu (patrz: Ryc. 4).

Fosforylacji eIF-2a przez HCR w obecności [y32P]ATP jako donora 
reszt fosforanowych, towarzyszy wykrywana autoradiograficznie fosfory
lacja kinazy — represora. Hemina blokując aktywność represora blokuje 
jednocześnie fosforylację eIF-2a i fosforylację kinazy — HCR (62). Wska
zuje to, że jednym z czynników aktywacji represora jest jego fosforyla
cja. Nasuwają się więc pytania: 1. czy fosforylacja HCR jest wynikiem 
autofosforylacji?, 2. w jakim etapie aktywacji represora działa hemina? 
Okazuje się, że aktywność HCR znacznie podwyższona jest przez czynnik 
enzymatyczny o ciężarze cząsteczkowym 90.000. Nie fosforyluje on eIF-2a, 
a tym samym nie wpływa na zależne od eIF-2 przyłączenie Met-tRNAf 
do podjednostki rybosomowej 40 S. Przeciwciała dla homogennego czyn
nika ,,90.000” ham ują fosforylację eIF-2a przez HCR. Uważa się, że czyn
nik enzymatyczny o ciężarze cząsteczkowym 90.000 jest kinazą aktywu
jącą represor lub przynajmniej częścią fosforylującego układu odgrywa
jącego istotną rolę w aktywacji HCR i regulacji syntezy białka globino
wego retikulocytów króliczych (63). Podobny mechanizm aktywacji kinaz 
białkowych wykryto w szlaku metabolicznym przemian glikogenu (64— 
66). Brak jest jak dotąd, jednoznacznej odpowiedzi o miejscu działania he- 
miny. Może ona blokować zarówno kinazę aktywującą jak i kinazę — 
HCR (patrz. Ryc. 4).

Wiele kontrowersji budziły dane o udziale cAMP w aktywacji HCR 
i regulacji biosyntezy białka. Z jednej strony są doniesienia o tym, że 
wysokie stężenia cAMP (2—10 mM) mogą odwracać zahamowaną trans
lację endogennego mRNA w lizatach retikulocytarnych inkubowanych 
bez heminy (67—69). Z drugiej strony wykazywano hamujący wpływ 
cAMP ria syntezę białka w translacyjnym układzie izolowanym z wątro
by szczura (70—73). Tu należy wspomnieć, że stężenia cAMP używane 
w badaniach były wyższe o kilka rzędów wielkości od stężeń cAMP, przy 
których następuje aktywacja kinaz (74). Na tle tych danych interesująco 
przedstawiały się wyniki badań grupy O c h o a’ y sugerujące możliwość 
aktywacji kinazy — represora przez częściowo oczyszczoną kinazę zależ
ną od cAMP izolowaną z retikulocytów króliczych lub z mięśnia serca 
wołu (75—76). Zdaniem autorów kinaza zależna od cAMP fosforylując 
kinazę dla eIF-2a przekształca ją z formy nieaktywnej czyli prorepresora 
w formę aktywnego represora. Rola heminy polegać zatem może na wią
zaniu się z podjednostką regulatorową holoenzymu kinazy zależnej od
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cAMP, uniemożliwiając jego dysocjację, a tym samym pojawienie się 
aktywności fosfokianzowej.

Ostatnio udowodniono zupełny brak wpływu cAMP oraz kinazy zależ
nej od tego nukleotydu na aktywację HCR i regulację translacji endo
gennego mRNA retikulocytów króliczych (77—78). Wyizolowana katali
tyczna podjednostka kinazy zależnej od cAMP fosforyluje jedno z białek 
rybosomowych podjednostki 40 S (79). Hemina jest bez wpływu na tę 
reakcję. Nie stwierdzono również by kinaza-HCR fosforylowana była 
przez holoenzym w obecności cAMP lub przez podjednostkę katalitycz
ną tego enzymu (77). Testy biologiczne w układzie frakcjonowanym oraz 
w lizatach retikulocytarnych potwierdziły ostatecznie brak wpływu ki
nazy zależnej od cAMP oraz samego cAMP zarówno na translację endo
gennego mRNA (77), jak i przyłączanie Met-tRNAf do ufosforylowanej 
podjednostki rybosomowej 40 S (79).

II-4. Sw oistość HCR

Obecność inhibitorów translacji o właściwościach zbliżonych do właś
ciwości HCR wykazano w komórkach rakowych Ehrlicha (80), komór
kach wątrobowych szczura (81), erytrocytach ludzkich (82) oraz leuke- 
micznych komórkach Friend (FLC) (83—84). Inhibitor z FLC hamuje syn
tezę białka zarówno w układzie homologicznym jak i w lizatach retikulo
cytarnych (83). HCR jest bez wpływu na translację w FLC (84), mimo że 
są to również komórki erytroidalne (pewna forma proerytroblastów zmo
dyfikowanych wirusem Friend). Następnym przykładem swoistości HCR 
są wyniki badań nad jego wpływem na aktywność translacyjnego układu 
z zarodków kiełków pszenicy (85). HCR fosforyluje tu jeden z polipepty- 
dów eIF-2, ale nie zmienia aktywności czynnika inicjującego w tworze
niu kompleksu potrójnego i nie wpływa na syntezę białka w układzie 
bezkomórkowym zarodków kiełków pszenicy.

Na podstawie tych przykładów należy sądzić, że retikulocytarny HCR 
to kinaza specyficzna tylko dla układu homologicznego. Zahamowanie 
translacji jest wynikiem ufosforylowania ściśle określonych miejsc w po- 
lipeptydzie a retikulocytarnych eIF-2. Nie oznacza to braku występowa
nia w innych komórkach eukariotycznych inhibitorów translacji wrażli
wych na heminę. Hemina stymuluje translację w komórkach rakowych 
Krebs II (86), komórkach HeLa (87) i komórkach wątrobowych (88). 
Świadczyć to może, albo o wpływie heminy na kinazy typu HCR, albo
o blokowaniu inhibitorów translacji o innym mechaniźmie działania.
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III. Interferon — dwuniciowy RNA

Traktowanie komórek eukariotycznych przeciwwirusowym czynnikiem 
zwanym interferonem prowadzi do syntezy wewnątrz komórki nieaktyw
nych form pewnych enzymów, które w obecności dsRNA (ang. double- 
stranded RNA) i ATP przekształcane są w formę aktywną. Aktywność 
enzymów tych skierowana jest na aparat translacyjny. Indukcję enzymów, 
mechanizm ich aktywacji oraz wpływ na syntezę białka przedstawia 
Ryc. 4.

III-l. A ktyw acja inhibitorów  translacji oraz indukcja syntezy interferonu przez na
turalne i syntetyczne dsRNA

dsRNA aktywuje inhibitory syntezy białka w stężeniach nanogramo- 
wych/ml mieszaniny inkubacyjnej. Stężenia mikrogramowe/ml nie wy
wołują takiego efektu (89). Do najefektywniejszych aktywatorów wśród 
naturalnych dsRNA należą: replikacyjna forma wirusa Polio (90—91) 
i bakterifaga f2 (89), dsRNA wirusów Reo (92) i wirusa mozaiki grochu 
pastewnego (93), dsRNA ekstrahowany z jąder komórek HeLa (94) i bla- 
stocytów krwi ludzkiej (95) oraz mykofagowy dsRNA (89,92). Syntetycz
ne dsRNA aktywatory to: homopolimery nukleotydu inozylowego i cyty- 
dylowego [poli(I)*poli(C)] (89, 96), nukleotydu adenilowego i urydylowe- 
go [poli(A)*poli(U)] (89) oraz kopolimery [poli(A-U)*poli(A-U)] (97). N aj
efektywniejsze hamowanie syntezy białka występuje wtedy, gdy aktywa
tor posiada conajmniej 50 par nukleotydów lub stałą sedymentacji około 
4 S (89, 98).

Naturalne i syntetyczne dsRNA obok właściwości aktywowania inhibi
torów translacji posiadają również zdolność indukowania syntezy prze- 
ciwwirusowego czynnika — interferonu (99—100). Ponieważ synteza biał
ka interferonowego (interferon to glikoprotein) odbywa się de novo w ko
mórce gospodarza po infekcji wirusowej, zatem musi istnieć zróżnicowa
na aktywność dsRNA. Wyjaśnień w tej sprawie dostarczyły wyniki z pra
cowni D e  C l e r c q ’ a (97). Okazuje się, że nie wszystkie dsRNA po
siadają jednakową zdolność aktywowania inhibitora translacji i induko
wania syntezy interferonu. W przypadku retikulocytów króliczych natu
ralne dsRNA (reowirusowe i replikatywna forma bakteriofaga f2) do
skonale aktywują inhibitor translacji i znacznie słabiej indukują syntezę 
interferonu. Homopolimery dsRNA [poli(I)*poli(C)] są bardzo dobrymi 
induktorami syntezy interferonu i o wiele gorszymi aktywatorami inhi
bitora syntezy białka. Kopolimery [poli(A-U)*poli(A-U)] w jednakowym 
stopniu aktywują inhibitor oraz indukują syntezę interferonu. O tym, 
czy następuje indukcja syntezy interferonu czy aktywacja inhibitora 
translacji decyduje określony skład i sekwencja nukleotydowa dsRNA.

http://rcin.org.pl



14 N. G RA NKOW SKl [12]

III-2. Inaktyw acja eIF-2

Dodanie dsRNA i [y-32P]ATP do ekstraktów otrzymanych z komórek 
potraktowanych wcześniej interferonem wywołuje wykrywaną autoradio- 
graficznie intensywną fosforylację dwóch białek. Pierwsze z nich posiada 
ciężar cząsteczkowy 38.000, drugie 67.000 (42, 101—103). Białko pierwsze 
odpowiada podjednostce a eIF-2 (42, 104—107). Szereg danych wskazuje, 
że drugie z białek jest kinazą odpowiedzialną za fosforylację eIF-2a (42, 
107—109). Zdaniem autorów, fosforylacja kinazy tej jest czynnikiem 
aktywującym, który przeprowadza enzym z formy nieaktywnej w aktyw
ną, przenoszącą reszty fosforanowe z ATP na eIF-2a. Rola dsRNA nie 
ogranicza się tu do aktywacji układu fosforylującego eIF-2. Ostatnio wy
kazano, że dsRNA wykazuje powinowactwo względem fosfatazy defosfo- 
rylującej aktywną, ufosforylowaną formę kinazy. Fosfataza w komplek
sie z dsRNA jest nieaktywna (110). Tak więc dsRNA z jednej strony akty
wuje kinazę, z drugiej zaś zapobiega jej inaktywacji. Patrz Ryc. 4.

Ze względu na obecność kinazy — inhibitora we frakcji rybosomowej 
nazywa się ją kinazą rybosomową (109). Spotkać można również okreś
lenie DAI (ang. double-stranded RNA activated inhibitor) (42). DAI 
w obecności ATP powoduje rozpad polirybosomów (311), fosforylację 
eIF-2a i hamowanie wiązania Met-tRNAf z podjednostką rybosomową 
40 S (42, 105). Analiza hydrolizatów trypsynowych eIF-2a [32P] nie wy
kazuje różnic w obrazie chromatograficznym i autoradiograficznym po 
ufosforylowaniu czynnika inicjującego przez HCR czy DAI (42, 112—113). 
Mimo podobieństwa DAI do HCR w mechaniźmie aktywacji poprzez fos
forylację oraz bloku inicjacji syntezy białka, nie są to te same kinazy — 
inhibitory. Przeciwciała anty HCR hamują aktywność inhibitora induko
wanego brakiem heminy w retikulocytach króliczych, natomiast są bez 
wpływu na aktywność DAI (113—114). Ponadto w odróżnieniu od HCR 
kinaza aktywowana przez dsRNA fosforyluje histony bogate w argini- 
nę (107).

III-3. Degradacja mRNA i tRNA *

W pracowni K e r r ’ a zaobserwowano (115—116) i opisano (117—120) 
indukowaną interferonem degradację RNA, która prowadzi do zahamo
wania syntezy białka. W obecności interferonu komórki eukariotyczne 
syntetyzują nieaktywną formę syntetazy adenilowej o ciężarze czą
steczkowym 56.000 (121), którą dsRNA przekształca w postać aktywnego 
enzymu syntetyzującego z ATP tzw. „niezwykłe” oligonukleotydy o struk
turze ppp A(2'p5'A)n. Związek ten aktywuje następnie endonukleazy de
gradujące mRNA (122—125) i tRNA (126). Patrz Ryc. 4. Synteza oligo- 
adenilowych cząstek o wiązaniu 2'-5' występuje w różnych komórkach
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[13] REGULACJA SYNTEZY BIAŁKA 15

Eukariota. Wykryto je w mysich komórkach L (117), komórkach embrio
nów kurzych (127), w retikulocytach (128) oraz komórkach rakowych 
Ehrlicha (122). Nie wszystkie mRNA ulegają degradacji w jednakowym 
stopniu i z jednakową szybkością. mRNA wirusa Reo czy wirusa pęche
rzykowego zapalenia jamy ustnej są bardziej wrażliwe na indukowaną 
interferonem i dsRNA nukleazę niż mRNA globinowy (129—130). Jest 
to jedna z dróg uzyskania oporności organizmu po zakażeniu wirusowym.

IV. Regulacja etapu wiązania mRNA z rybosomowym kompleksem inicju
jącym

Większość eukariotycznych i wirusowych mRNA posiada na końcach 
5' i 3' charakterystyczną strukturę. Na końcu 5' znajduje się 7-metylogu- 
anozyna (m7G), która połączona jest w łańcuchu mRNA z następnym nu- 
kleozydem (N) mostkiem trójfosforanowym (ppp) wiązaniem 5'-5' mię
dzy rybozami. S truktura ta [m7G/57ppp/5'/N] nosi nazwę ang. cap. Mo
dyfikacja końca 5' odbywa się podczas lub po zakończeniu transkrypcji.

Koniec 3'mRNA zawiera odcinek 50—200 kwasów adenilowych. Sek
wencje poli(A) dobudowywane są do mRNA po zakończeniu transkrypcji 
a ich długość zwiększa się w miarę coraz to wyższego poziomu organiza
cyjnego komórek eukariotycznych. Wyczerpujące dane na temat struk
tury  końca 5' i 3'mRNA znaleźć można w piśmiennictwie zagranicznym 
(131—132) oraz w Postępach Biochemii (4, 133).

IV-1. Rola końca 5' mRNA

Istnieje szereg przykładów wskazujących na udział 5'-cap w wydajnej 
translacji eukariotycznych (134—138) i wirusowych (134—135, 139—140) 
mRNA. Badania z analogami końca 5' pozwoliły ustalić zaangażowanie 
cap w pierwszym etapie translacji (141—142) a ściślej podczas oddziały
wania mRNA — rybosom (143—148) i mRNA — czynniki inicjujące 
(149—150). Nie zawsze jednak translacja mRNA zależy od obecności cap. 
I tak niektóre wirusowe mRNA naturalnie nie zawierające cap są odczy
tywane z wysoką wydajnością zarówno in vivo jak i in vitro. W innym 
przypadku usunięcie 7-metyloguanozyny z mRNA wirusów Reo czy wi
rusów pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej niewiele zmienia m atry
cową aktywność mRNA w układzie retikulocytarnym natomiast w ukła
dzie z zarodków kiełków pszenicy hamowanie translacji jest prawie 
całkowite (151—155). Są to przykłady pewnej tolerancji układów trans-
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16 N. GRA N K O W SK I [14]

lacyjnych względem mRNA pozbawionych zmodyfikowanego końca 5'. 
Nie zmienia to faktu udziału cap w translacji. Przykładem tego jest 
wyizolowana przez F i l i p o w i c z a  i wsp. (156) z popłuczyn ryboso
mów Artemia Salina frakcja białkowa zawierająca czynnik zwany CBP 
(ang. cap binding protein), który wzmaga translację globinowego i reo- 
wirusowego mRNA. Czynnik ten wykazuje właściwość specyficznego 
wiązania się ze zmetylowanym końcem 5'mRNA nie tworząc jednocześnie 
kompleksu z mRNA pozbawionych cap.

Po zakażeniu wirusowym obserwuje się wzmożoną translację mRNA 
wirusowego przy jednoczesnym zahamowaniu translacji informacyjnego 
RNA komórki gospodarza. Nie następuje tu degradacja mRNA komór
kowego ale jak sugerowano zachodzić mogą zmiany w czynnikach inicju
jących. Zahamowana translacja mRNA komórki gospodarza na korzyść 
syntezy białka wirusowego odwracana jest przez dodanie eIF-4B (157— 
158). Sugerowano nawet, że czynnik ten może wiązać się z cap (149, 159), 
ponieważ istnieje większe zapotrzebowanie na ten czynnik inicjujący 
w translacji mRNA, które posiadają zablokowany koniec 5' 7-metylo- 
guanozyną (157—158). Podobną rolę przypisywano eIF-3 (160) a nawet 
eIF-2 (150). W pracowni S h a t k i n a  (161) wyizolowano i oczyszczono 
białko o ciężarze cząsteczkowym 24.000, które rozpoznaje zablokowany 
koniec 5'mRNA i przypomina właściwościami CBP. Chociaż białko to 
współoczyszcza się z eIF-4 B oraz eIF-3 nie stanowi jednak integralnej 
części czynników inicjujących. Stało się to punktem wyjścia do wyjaś
nienia jednego z problemów hamowania translacji mRNA gospodarza po 
infekcji wirusowej. Okazuje się, że wirus nie modyfikuje eIF-4 B czy 
eIF-3 ale CBP. W wyniku modyfikacji białko to traci zdolność specy
ficznego łączenia się z cap mRNA gospodarza (162).

Kodon AUG jako sygnał startowy syntezy białka oddzielony jest od 
końca 5'mRNA odcinkiem polinukleotydowym pozbawionym informacji 
dla syntezy białka. Długość odcinka jest różna i waha się wśród pozna
nych mRNA od 11 nukleotydów w przypadku wirusa mozaiki stokłosy 
(163) do około 250 nukleotydów w mRNA onkogennego wirusa SV40 (164). 
Ten fragment mRNA bogaty jest w sekwencje zawierające kwas urydy- 
lowy, adenilowy i cytydylowy, którym  przypisuje się istotne znaczenie 
w tworzeniu kompleksu inicjującego 80 S (165). Nie wydaje się natomiast 
by odległość kodonu startowego od końca 5'mRNA miała znaczenie w 
translacji. Wskazują na to wyniki z pracowni L o d i s h ’ a (166—167). 
mRNA dla a-globiny posiadający AUG bliżej końca 5' jest odczytywany 
z mniejszą wydajnością niż mRNA dla (3-globiny posiadający kodon star
towy bardziej oddalony od końca 5'. Podobnie jest i u wirusowych mRNA.

Podjednostka rybosomowa 40 S wraz z inicjatorowym tRNA i czyn
nikami inicjującymi nie przyłącza się bezpośrednio do kodonu startowe
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go ale najpierw do końca 5'mRNA. Następnie przesuwana jest po odcinku 
niezawierającym informacji genetycznej w kierunku końca 3' do mo
mentu napotkania trypletu AUG (168—169). Być może dodatkowym syg
nałem rozpoznawczym kodonu startowego jest guanina (169), która wy
stępuje zaraz po AUG w wielu mRNA dając sekwencję nukleotydową 
AUGG. Taka kolejność liter stwarza potencjalną możliwość komplemen
tarnego parowania się zasad z pętlą antykodonową Met-tRNAf o sek
wencji 3 '... UACC ... 5' (170).

IV-2. Rola końca 3' mRNA

Różnorodność opinii o udziale struktury końca 3' w regulacji trans
lacji mRNA spowodowana jest być może tym, że nie zawsze obserwowa
ny jest jednakowy wpływ fragmentów poli(A) na ten proces (171—172). 
Na pewno jedną z najistotniejszych funkcji odcinka poli(A) jest ochroną 
mRNA przed degradacją 3'-nukleazą (173).

Wiele nadziei na rozwiązanie problemu regulacji aktywności mRNA 
w kompleksie inicjującym wiąże się z badaniami rybonukleoproteinowych 
cząstek — mRNP (ang. messenger ribonucleoprotein particles), opisa
nymi po raz pierwszy przez S p i r'i n a i nazwanych informosomami 
(174). Zagadnienie to zostało już omówione w Postępach Biochemii (175). 
W ostatnim czasie stwierdzono różnicę między wolnymi, cytoplazmatycz- 
nymi mRNP a mRNP izolowanymi z polirybosomów. Różnice te dotyczą 
ilości i jakości białek (176—178). Jedno z nich o ciężarze cząsteczkowym 
78.000 tworzy specyficzny kompleks z fragmentem poli(A) mRNA otrzy- 

* manym z polirybosomowych mRNP. Zdaniem autorów białko to chroni 
mRNA przez 3r-nukleazą (179—180).

Istnieje również inna teoria próbująca wyjaśnić udział końca 3' w re
gulacji translacji mRNA. H e y w o o d  i wsp. (181—182) wyizolowali 
z embrionów mięśnia kurczęcia niskocząsteczkowy RN A zwany tcRNA 
(ang. translational control RN A), który hamuje translację mRNA otrzy
manych z wolnych, cytoplazmatycznych mRNP nie mając jednocześnie 
wpływu na translację mRNA polirybosomowego. Sugeruje się, że przy
czyna bloku translacji leży w sekwencji kwasu poliurydylowego tcRNA 
(około 50% całego łańcucha tcRNA). Na zasadzie komplementacji zasad 
(A-U) tworzy on strukturę podwójnej nici z fragmentem poli(A) na końcu 
3" blokując w ten sposób aktywność mRNA. Obecność specyficznego 
białka o ciężarze cząsteczkowym 78.000 na końcu 3f polirybosomowych 
mRNA zapobiegałoby interakcji z tcRNA. Koncepcja ta jest atrakcyjna 
ze względu na specyficzność tcRNA w obrębie homologicznego układu. 
Wymaga ona jednak dalszego opracowania, gdyż w innych pracowniach 
nie stwierdzono oddziaływania tcRNA z mRNA (183—184).

2 Postępy B iochem ii 1/81 http://rcin.org.pl
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V. Inne czynniki mogące wpływać na translację

V -l. Pow iązania syntezy białka z m etabolizm em  kom órki

Efekt hamowania syntezy białka przez utleniony glutation (patrz 
rozdz. II-l) jest podobny do tego jaki obserwuje się po preinkubacji re- 
tikułocytów króliczych w warunkach beztlenowych, gdy doda się do ukła
du translacyjnego inhibitorów fosforylacji oksydatywnej lub usunie na 
drodze filtracji żelowej niebiałkowe, niskocząsteczkowe składniki (185— 
188). We wszystkich przypadkach blok translacji cofany jest przez doda
nie do układu translacyjnego frakcji czynników inicjujących lub tylko 
eIF-2 (187—188). Podobny efekt wywołują fosfocukry takie jak: gluko- 
zo-6-fosforan, fruktozo-6-fosforan lub fruktozo-1, 6-dwufosforan (189— 
192), które zaangażowane są w procesie regeneracji NADPH (189). Oka
zuje się, że NADPH jest dawcą wodoru do redukcji GSSG przez endo
genną reduktazę glutationową. Proces regeneracji NADPH z udziałem 
fosfocukrów sprawia, że obniża się poziom blokującego translację GSSG. 
Fosfocukrom przypisuje się również rolę stymulatora fosfatazy defosfo- 
rylującej eIF-2a-P (191). Jest to bardzo prawdopodobne, gdyż od dawna 
wiadomo jest, że estry fosforowe heksoz stymulują aktywność fosfa
taz (193).

V-2. W pływ  czynników  białkow ych na aktyw ność eIF-2

eIF-2 należy do najlepiej poznanych czynników inicjujących. Mimo 
tego nadal ukazują się prace wykazujące, że aktywność biologiczna eIF-2 
zależy od dodatkowych czynników białkowych. Jednym z nich jest 
oczyszczony do homogenności Co-eIF-2 (ang. cojactor eIF-2), który znacz
nie zwiększa powinowactwo eIF-2 do Met-tRNAf. Co-eIF-2 przypisuje 
się pierwszeństwo w łączeniu z eIF-2 a dopiero później zostają przyłą
czone Met-tRNAf i GTP dając w rezultacie czteroskładnikowy kompleks 
[Co-eIF-2 : eIF-2 : Met-tRNAf : GTP]. Nie wiadomo czy kompleks taki 
wiązany jest w całości z podjednostką rybosomową 40 S czy też Co-eIF-2 
zostaje odszczepiony wcześniej (194—195).

Podobną aktywność wykazuje ESP (ang. eucaryotic stimulating 
protein), który został wyizolowany z retikulocytów króliczych (196), ko
mórek raka Ehrlicha (197) i embrionów Artemia salina (198). Aktywność 
ESP dotyczy zarówno homologicznych jak i heterologicznych eIF-2 
(198—199).

Trwałość wiązania kompleksu potrójnego z podjednostką rybosomową 
40 S uzależniona jest od przyłączonego mRNA do rybosomu (200) oraz jak 
wykazano ostatnio od dwóch czynników białkowych: TDI (ang. ternary

http://rcin.org.pl



[17] R EÇU LA C JA  SYNTEZY BIAŁKA 19

complex dissociation inhibitor) (201) i SF (ang. stabilization factor) (202). 
W nieobecności informacyjnego RNA następuje szybka dysocjacja kom
pleksu potrójnego pod wpływem kolejnego czynnika białkowego TDF 
(ang. ternary complex dissociation factor) (203—204). Z danych tych 
wynika, że za tworzenie kompleksu potrójnego i wiązania Met-tRNAf 
z pod jednostką rybosomową 40 S odpowiedzialny jest nie tylko eIF-2 ale 
również inne dodatkowe czynniki białkowe. Fakty te wskazują raz jesz
cze na złożoność mechanizmu regulacji syntezy białka w komórkach 
eukariotycznych.

VI. Uwagi końcowe

Jak dotychczas, najwięcej wiadomo jest o mechanizmie regulacji syn
tezy białka organizmów eukariotycznych poprzez fosforylację aparatu 
translacyjnego. Obok fosforylacji podjednostki a eIF-2 procesowi temu 
ulega również podjednostka (3 czynnika inicjującego. Reakcję katalizuje 
kinaza niezależna od cAMP inna niż kinaza-HCR czy kinaza aktywowa
na przez dsRNA. O roli tej fosforylacji nic nie jest wiadomo jak nie wia
domo jest jaką rolę pełnić może fosforylacja czynników: eIF-3, eIF-4 B, 
eIF-5 (205—208). Z pewnością ma to znaczenie, gdyż jak wykazano ostat
nio (209—211) fosforylacja innych niż eIF-2 czynników inicjujących pro
wadzi do hamowania procesu translacji.

Od dziesięciu lat prowadzone są badania nad fosforylacją rybosomów 
in vivo i in vitro (212—214). Do chwili obecnej ukazała się ogromna ilość 
prac wykazujących fosforylację kilku białek rybosomowych w podjed- 
nostce 40 S i 60 S. Trzy z nich ulegają intensywnej fosforylacji. Pierw 
sze, to białko charakteru zasadowego należące do mniejszej podjednostki 
rybosomowej i odpowiadające białku S6 według nomenklatury S h e r -  
t o n  i W o o l ’ a (215). Powszechność jego fosforylacji została udoku
mentowana licznymi wynikami badań na różnorodnym materiale (216— 
221). Reakcja katalizowana jest przez kinazę zależną od cAMP (222—225) 
a nawet przez kinazę zależną od cGMP (226). Wzrost radioaktywnego pięt
na [32P] w białku tym obserwuje się w obecności glukagonu (227—228), 
podczas regeneracji wątroby szczura (216) oraz w obecności takich inhi
bitorów translacji jak NaF (21), cykloheximid i puromycyna (224), a na
wet w komórkach zainfekowanych wirusem (220). W tym ostatnim przy
padku obok białka S6 fosforylowane są jeszcze inne białka rybosomowe 
podjednostki 40 S zaś proces ten jest wynikiem aktywności kinazy będą
cej strukturalnym  białkiem wirionu.

W podjednostce rybosomowej 60 S u wszystkich badanych organiz
mów eukariotycznych ulegają intensywnej fosforylacji dwa białka o cha
rakterze kwaśnym (216, 219, 229—239). Białka te w odróżnieniu od S6 
fosforylowane są in vitro przy udziale kinaz niezależnych od cAMP, wy
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korzystujących ATP i GTP jako donorów reszt fosforanowych (216, 238). 
Wyizolowana ostatnio (240) kinaza tego typu fosforyluje specyficznie 
omawiane białka kwaśne podjednostki rybosomowej 60 S. Fakt ten w po
łączeniu z danymi o fosforylacji tych samych białek in vivo (237, 239, 
241—243) daje podstawy vdo przypuszczeń o udziale fosforylacji ryboso
mów w regulacji translacji.

Postęp badań w tym problemie zależy od szerokiego podejścia nie ty l
ko do spraw fosforylacji rybosomów ale również do spraw związanych 
z defosforylacją. Z tym wiąże się sprawa regulacji aktywności kinaz i fos
fataz. Skoro wiadomo, że aktywność enzymów tych kontrolowana jest 
przez niskocząsteczkowe modulatory białkowe (inhibitory, aktywatory) to 
w perspektywie rozważań nad regulacją translacji nie mogą być te czyn
niki pominięte.

Zaakceptowano do druku 4.09.1980.
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I. Wstęp

W ostatnich kilkunastu latach stwierdzono, że wiele białek syntezo
wanych w komórkach, powstaje w postaci dłuższych łańcuchów polipep- 
tydowych, aby później ulec skróceniu do postaci aktywnej biologicznie. 
Do takich białek należą np. proinsulina, promelityna, prokarboksypepty- 
daza, proelastyna i wiele innych. Należą też takie białka, które trady
cyjnie noszą końcówkę „gen”, jak np. trypsynogen, pepsynogen, czy plaz- 
minogen i one właśnie nazywane są probiałkami. Ich uczynnienie biolo
giczne polega także na oderwaniu pro-części łańcucha polipeptydowego.

Ostatnio odkryto nowy typ sekwencji aminokwasów, występujący w 
początkowym odcinku łańcucha polipeptydowego licznych białek sekre- 
cyjnych. Ten „prepeptyd” ma całkiem inne znaczenie niż „propeptyd” i w

*) Doc. d r  hab., Z ak ład  B iochem ii, In s ty tu t F izjo log ii i B iochem ii, A kadem ia  
M edyczna, 50-368 W rocław , ul. C hałub iń sk iego  10.
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materiale biologicznym mogą występować prebiałka, probiałka, jak rów
nież preprobiałka. Ten stan rzeczy oraz szereg faktów dotyczących bio
syntezy białek sekrecyjnych ujęto w tzw. „hipotezie sygnałowej” sformu
łowanej przez B l o b e l a  i D o b b e r s t e i n a  w 1975 roku (1). Umoż
liwiła ona wyjaśnienie niektórych zagadek związanych z biosyntezą bia
łek sekrecyjnych, takich jak wybór spośród wszystkich produkowanych 
białek w komórce właśnie tych, które mają być wydalone poza komórkę 
oraz jaki jest mechanizm samego wydalania.

II. Otrzymywanie prebiałek

Według współczesnych poglądów, opartych głównie na badaniach hi
stologicznych, komórki które wytwarzają białka sekrecyjne wydalają je 
do światła retikulum endoplazmatycznego, a stam tąd do aparatu Golggie- 
go i wreszcie na zewnątrz komórki najczęściej na drodze egzocytozy (2) 
(Ryc. i).

30 K. NOWAK [2]

biafka sekrecyjne

Ryc. 1. K om órka  sek recy jn a  zw ierzęca.

Szczegóły tego procesu nie są do dzisiaj dokładnie poznane, chociaż „hi
poteza sygnałowa” stara się wyjaśnić niektóre z nich, zwłaszcza te doty
czące wyboru białka sekrecyjnego spośród wszystkich syntezowanych w 
komórce białek oraz transportu przez błonę endoplazmatyczną.

Większość białek sekrecyjnych powstaje przy udziale rybosomów 
związanych z retikulum  endoplazmatycznym szorstkim, (Ryc. 1). Ten zna
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ny od dawna fakt stał się punktem wyjścia doświadczeń, w których wy
kryto prebiałka. Jeśli mianowicie syntetyzować białka bądź w układach 
komórkowych, bądź w bezkomórkowych ale wobec mikrosomów (retiku- 
lum endoplazmatyczne), to wówczas nie obserwuje się nic szczególnego, 
powstaje znane pod względem sekwencji aminokwasów białko. Jeśli na
tomiast translację przeprowadzić w układzie bezkomórkowym i bez mi
krosomów, to uzyskuje się białko o zaskakującej długości. Otrzymane 
wówczas białko dłuższe jest od natywnego białka o prepeptyd (1, 3). Usta
lenie struktury pierwotnej tych prepeptydów w prebiałkach stało się 
możliwe dzięki zastosowaniu bardzo czułych immunochemicznych metod 
wykrywania i izolacji białek (4—10) oraz czułej analizie sekwencyjnej 
opartej na zastosowaniu promieniotwórczych aminokwasów podczas trans
lacji (4—12).

Przykładem badań prowadzących do wykrycia prebiałka może być izo
lacja i ustalenie sekwencji preczęści w lizozymie (5), wytwarzanego w ja
jowodach kurcząt. Doświadczenie in vivo przeprowadzono w ten sposób, 
że inkubowano z C14-leucyną jajowody kurcząt długotrwale stymulowa
nych estrogenami, a powstały lizozym izolowano na drodze immunopre- 
cypitacji (4). Otrzymany produkt analizowano na obecność lizozymu me
todą elektroforezy w żelu poliakryloamidowym. Przeprowadzono również 
chromatografię (na kolumnie zawierającej Sephadex) produktów roszcze- 
pienia lizozymu bromocyjanem (13). Doświadczenie in vitro, czyli w ukła
dzie bezkomórkowym autorzy pracy wykonali, stosując do translacji 
wcześniej wyizolowany m-RNA lizozymowy. Znacznie oczyszczony m atry
cowy RNA otrzymano z tkanki jajowodów kur, na drodze strącania ma
gnezem (14), izolacji na kolumnie z oligo(dT)-celulozą (15) oraz frakcjono
waniu w gradiencie sacharozy (16). Frakcje od 7S do 12S użyto jako 
źródło lizozymowego m-RNA. Lizę retikulocytów króliczych przeprowa
dzono wodą w 0°, a do badań użyto supernatantu po odwirowaniu szcząt
ków komórek (17). Translację wykonano stosując mieszaninę m-RNA z li
za tem i promieniotwórczymi aminokwasami. Powstały w układzie bez
komórkowym z retikulocytów królika lizozym izolowano przy pomocy 
antylizozymowej surowicy na drodze immunoprecytypitacji (16). Produkt 
otrzymany z translacji bezkomórkowej, dzięki innemu znakowaniu 
(H3-leucyną) dał się łatwo odróżnić od produktu translacji w układzie 
komórkowym (C14-leucyna) metodami elektroforezy i chromatografii 
(Ryc. 2). Powstałe w układzie bezkomórkowym białko jest cięższe od na
tywnego lizozymu, a dzięki rozdziałowi peptydów bromocyjanowych wia
domo także, że jest ono dłuższe o peptyd znajdujący się przy N-końcu 
łańcucha polipeptydowego (Ryc. 3). Jak się okazało rozdział prelizozymu 
od lizozymu możliwy był tylko za pomocą elektroforezy w 15°/o żelu 
poliakryloamidowym, gdyż^ w 10°/o żelu oba białka migrują z taką samą 
szybkością. Fakt ten był zresztą przyczyną nieudanych wyników tak samo 
przeprowadzanych doświadczeń 3 lata wcześniej (18).
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Ryc. 2. R ozdział p ro d u k tó w  syntezy  kom órkow ej (Hs-lizozym , p re-liz ) i b ezk o m ó r- 
kow ej (C14-lizozym ,liz) n a  k o lu m n ie  z S e p h a d ex  G-100 (A) o raz e lek tro fo re tyczn ie  na 
żelu  p o liak ry lam idow ym  (B).

coczn
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Ryc. 3. R ozdział p ep ty d ó w  brom ocy janow ych  o trzy m an y ch  z lizozym u (C14-leucyna) 
i p re lizozym u (H3-leucyna) na  k o lu m n ie  z S e p h a d e x  G-75.
Frakcje 20 do 28 zaw ierają C -końcow e peptydy brom ocyjanow e lizozym u i prelizozym u. Frakcje  
od 28 do 36 zaw ierają różniące się masą cząsteczkow ą N -końcow e peptydy brom ocyjanow e lizo
zym u (----- ) i prelizozym u (....) (5).
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III. Sekwencje aminokwasów NH2-końcowej części prebiałek

Powszechnie stosowana do degradacji peptydów i białek metoda 
E d m a n a (19, 20) znalazła również zastosowanie w analizie sekwencji 
aminokwasów prebiałek. Było to możliwe tylko dzięki zautomatyzowaniu 
procesu (21), co pozwoliło na wykonanie do kilkudziesięciu degradacji 
jednej próbki białka, oraz dzięki zastosowaniu czułych metod rozdziału 
i identyfikacji produktów degradacji tj. fenylotiohydantoin aminokwasów, 
takich jak metody wysokociśnieniowej chromatografii cieczowej (22, 23), 
chromatografii gazowej (24), chromatografii jonowymiennej po uprzedniej 
hydrolizie do wolnych aminokwasów (25), wreszcie pomiary radioaktyw
ności tych pochodnych (5, 26). Metody te umożliwiają oznaczenie N-koń- 
cowej sekwencji kilkunastu aminokwasów przy użyciu mniejszych niż 
pikomolowe ilości białka. Są to ilości, które zazwyczaj izoluje się w do
świadczeniach translacyjnych metodą immunoprecytypitacji (5).

W celu ustalenia ilości aminokwasów w prepeptydzie, metodą auto
matycznej degradacji Edmana,* wystarczy oznakowanie podczas translacji 
prebiałka lub białka jednym promieniotwórczym aminokwasem, takim 
który występuje często w strukturze pierwotnej białek. Wówczas roz
mieszczenie takiego znacznika w kolejnych etapach degradacyjnych pre
białka i białka jednoznacznie wskazuje na długość prepeptydu. W przy
padku oznaczania długości prepeptydu w prelizozymie (5) posłużono się 
w translacji bezkomórkowej H3-leucyną a w translacji komórkowej C14-leu- 
cyną i dlatego w wyniku degradacji Edmana uzyskano rozkład obu pro
mieniotwórczych leucyn w początkowej sekwencji prelizozymu i lizozy- 
mu (Hyc. 4). Leucyna w pozycji 26 prelizozymu odpowiada leucynie w 
pozycji 8 lizozymu a leucyna z pozycji 35 — leucynie 17, co wskazuje, że 
prepeptyd obejmuje 17 aminokwasów.

Do istotnych problemów związanych z oznaczeniem sekwencji pre
peptydu należy stwierdzenie, czy jest on pierw otnym . produktem trans
lacji m-RNA, tzn. czy jeśli się zaczyna od N-końcowej metioniny to jest 
to metionina inicjująca. W przypadku prelizozymu problem ten rozwią
zano stosując w translacji bezkomórkowej Met-tRNA z metioniną zna
kowaną promieniotwórczym izotopem siarki (5). W wyizolowanym preli
zozymie już w pierwszej degradacji Edmana stwierdzono obecność pro
mieniotwórczej pochodnej metioniny, a tym samym początek translacji.

Posługując się kompletem znakowanych aminokwasów oraz wyżej 
przedstawionymi metodami analizy sekwencyjnej oznaczono struktury 
pierwotne N-końcowych fragmentów licznych prebiałek. Poznano sek
wencje aminokwasów prepeptydów prelizozymu (5), preowomukoidu (27, 
28), prekonalbuminy (29), preuteroglobiny (30), preamylazy (31), pregli- 
koproteidu błonowego (32) oraz niektórych preprobiałek jak preprome- 
lityna (33), pretrypsynogen i preprokarboksypeptydaza (3), preproinsu- 
lina (34), preproparathormon (35), preproalbumina (36), preprolaktyna
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degradacje Edmana

Ryc. 4. K olejność u łożenia  leucyn  w  łań cu c h u  po lipep tydow ym  lizozym u (C14-leu cy - 
na) A i p relizozym u (H M eucyna) B w y n ik a jąca  z d eg rad ac ji E d m a n a  obu b ia łek  (5).

(37—40), preprokolagen (41), preprokortykotropina (42), preprooksydaza 
cytochromowa (43, 44), preprogonadotropina (hCG) (26), a także prekur
sorów lekkich łańcuchów immunoglobulin (45—47). Nie jest też wyklu
czone, że również białka błony zewnętrznej prokariontów produkowane 
są jako prebiałka. Stwierdzono mianowicie, że lipoproteina błony zew
nętrznej gram-ujemnych bakterii powstaje w postaci dłuższej o 20 ami
nokwasów (48). W postaci dłuższej powstaje także ATP-aza przestrzeni 
periplazmatycznej tych bakterii (49).

Na podstawie znajomości sekwencji aminokwasów prepeptydów moż
liwe są pewne uogólnienia dotyczące ich budowy i własności. Szczegól
nie zwraca uwagę (Tabela 1) znaczna zawartość aminokwasów hydrofo
bowych, a więc takich, jak leucyna, walina, izoleucyna, metionina i fe
ny loalanina oraz podobna długość sekwencji wynosząca od 15 do 30 ami
nokwasów.

Liczba aminokwasów hydrofobowych w części prepeptydowej jest 
znacznie większa niż w pozostałej części prebiałka, i wynosi ona w pre- 
trypsynogenie 87,5% wszystkich aminokwasów prepeptydu, w preowo- 
mukoidzie co najmniej 87,5%), w prelizozymie 83%, a w prepromelitynie 
co najmniej 71,5%. W bezpośrednim sąsiedztwie inicjującej metioniny 
występuje na ogół aminokwas zasadowy, lizyna lub arginina (Tabela 1). 
Natomiast C-koniec prepeptydu nie wyróżnia się jakimś szczególnym 
charakterem, gdyż występuią tam raczej aminokwasy obojętne (treonina, 
glicyna, alanina, czy cysteina).
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Porównując sekwencję aminokwasów prepeptydów prebiałek wyizolo
wanych z tej samej tkanki stwierdza się często homologię tych sekwencji, 
tak jak ma to miejsce w pretrypsynogenie i preprokarboksypeptydazie 
z trzustki psa, lub w prelizozymie i preowomukoidzie z jajowodu kury 
(Tabela 1). Nie zaobserwowano natomiast żadnej homologii sekwencji 
aminokwasów prepeptydów w prebiałkach wyizolowanych ze zwierząt 
różnych gatunków, chociaż zbyt mała ilość znanych sekwencji prepepty
dów uniemożliwia stwierdzenie tego z całą pewnością.

Białka sekrecyjne powstają tylko wówczas w komórce, gdy układ 
translacji, a więc m-RNA wraz z rybosomami są związane z błoną reti- 
kulum endoplazmatycznego. Ponieważ powstający na początku translacji 
prepeptyd ma właściwości silnie lipofilne można przypuszczać, że właś
nie on jest niezbędny w procesie wiązania rybosomu do retikulum endo
plazmatycznego.

IV. Hipoteza sygnałowa

Odkrycie pierwszych prebiałek skłoniło B l o b e l a  i D o b b e r -  
s t e i n a  (1) do sformułowania przypuszczalnej roli prepeptydów, wyra
żonej w postaci tzw. hipotezy sygnałowej. Według niej informacyjny kwas 
rybonukleinowy odpowiedni dla syntezy białka sekrecyjnego zawiera 
bezpośrednio za kodonem inicjującym grupę kodonów sygnałowych, które 
podczas translacji zostają odczytane jako sekwencja sygnałowa czyli pre
peptyd. Jest on sygnałem, dzięki któremu powstaje kompleks układu 
translacji z retikulum  endoplazmatycznym, równocześnie pozwala to na 
otworzenie się kanalika w błonie retikulum, przez który przechodzi syn
tetyzowane białko do światła retikulum endoplazmatycznego. Zgodnie 
z powyższym translacja rozpoczyna się na dowolnym rybosomie, który 
jeszcze podczas syntezy prepeptydu zostaje związany z retikulum (Ryc. 
5a i 5b) i jedynie to przyłączenie umożliwia dalszą translację białka i je
go przejście przez błonę (Ryc. 5c).

Mechanizm wiązania prepeptydu z retikulum, jak i mechanizm jego 
przejścia przez błonę nie są znane. Blobel i Dobbertstein przyjęli, że w 
błonie występuje specjalny receptor wiązania prepeptydu i w tym właś
nie miejscu otwiera się kanalik, przez który przechodzi najpierw część 
prepeptydowa łańcucha polipeptydowego a następnie całe białko. Inny 
mechanizm transportu proponuje I n o u y e ze współpracownikami (50) 
w przypadku prelipoproteidu błony zewnętrznej bakterii. Według tych 
autorów powstający podczas translacji początkowy odcinek prepeptydu 
tworzy wiązanie jonowe z resztami fosforanowymi błony retikulum w 
dowolnym miejscu tej błony, dzięki obecności aminokwasów zasadowych 
blisko N-końca prepeptydu. Dalsza translacja powoduje wniknięcie reszty 
prepeptydu w błonę i pociągnięcie za sobą syntetyzowanego białka 
(Ryc. 6).
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Ryc. 5. M odel ob jaśn ia jący  syn tezę  i tr a n sp o r t p rzez b łonę  re tik u lu m  b ia łek  se k re 
cy jnych , o p a rty  na  h ipo tez ie  sygnałow ej B l o b e l a  i  D o b b e r s t e i n a  (1).

peptyd sygnatowy otwiera kanalik ne.

Ryc. 6. Inny  n iż na  ry c in ie  5 sposób p rzy łączan ia  k om pleksu  tran s lac y jn eg o  m -R N A - 
-rybosom  do b łony  re tik u lu m  endop lazm atycznego  i o tw ie ran ia  k a n a lik a  (51).

Według obu przedstawionych hipotez, aby białko po przejściu przez 
błonę mogło przyjąć naturalną konformację, prepeptyd zostaje odcięty 
działaniem specjalnej peptydazy sygnałowej (1, 3) (Ryc. 5d). Zastosowanie 
promieniotwórczych aminokwasów do translacji prelizozymu równocześ
nie z izolacją polirybosomów w różnych momentach tej biosyntezy, po
zwoliło na ustalenie przybliżonego momentu odrywania prepeptydu od 
prebiałka (5). Otóż następuje to wtedy, gdy utworzony łańcuch polipep- 
tydowy ma długość około 57 aminokwasów. Przyjmując, że powstający 
łańcuch polipeptydowy jest w konformacji całkowicie rozwiniętej, bę
dzie on miał długość ok. 200 A, w tym długość prepeptydu wynosi 67 A.
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Ponieważ grubość retikulum  endoplazmatycznego wynosi ok. 60 A, a śred
nica rybosomu ok. 100 A, odcinanie prepeptydu przez peptydazę sygna
łową następuje tak daleko od peptydylo-t-RNA jak znajduje się światło 
retikulum. Czas istnienia prebiałka jest więc bardzo krótki i już na po
czątku translacji następuje transformacja prebiałka w białko.

Jak wykazali D o r n e r  i K e m p e r  (51) odcięcie prepeptydu 
przez peptydazę sygnałową jest możliwe tylko podczas translacji, ponie
waż dodanie mikrosomów do układu bezkomórkowego translacji po 90 mi
nutach biosyntezy nie powoduje już oderwania prepeptydu. Stwierdzo
no także, że proteaza sygnałowa nie jest specyficzna dla określonego'pre
białka, gdyż w układzie translacji bezkomórkowej z mikrosomami psimi 
następuje odcięcie prepeptydów w różnych syntezowanych prebiałkach 
(51), takich jak preprolaktyna (52), prehormon wzrostu (52), preproinsu- 
lina (53), czy prekursor lekkich łańcuchów immunoglobulin (1), niezależ
nie od długości prepeptydów. Na działanie proteazy sygnałowej nie ma 
wpływu pochodzenie gatunkowe użytego układu translacji (51). Najpraw
dopodobniej też enzym ten związany jest z błoną retikulum endoplazma
tycznego bezpośrednio w miejscu translokacji białka sekrecyjnego (51, 54).

Translokacja łańcucha polipeptydowego przez błonę zachodzi być mo
że dzięki energii wyzwalanej podczas translacji, bądź dzięki tworzeniu 
się struktury trzeciorzędowej białka (Ryc. 5e). Tak więc powstające biał
ko sekrecyjne uzyskuje właściwą mu naturalną konformację po przejś
ciu przez retikulum endoplazmatyczne (Ryc. 5f). Zabezpiecza to też przed 
procesem odwrotnej translokacji białka. Ten sam sposób translokacji 
białek sekrecyjnych w ykryty u eukariontów różnych gatunków, jak 
również sposób umieszczania białek transbłonowych prokariontów wska
zują na znaczny stopień konserwatyzmu ewolucyjnego tego procesu, oraz 
na jego uniwersalny charakter (32).

Opublikowana w 1975 roku hipoteza sygnałowa B l o b e l a  i D o b -  
b e r s t e i n a  (1) tłumaczy wiele poznanych później faktów dotyczących 
białek sekrecyjnych i właściwie można już uważać ją dziś za teorię, a nie 
hipotezę. Szczególnie prosto teoria ta tłumączy fakt tak późnego w ykry
cia prebiałek, tworów istniejących bardzo krótko, bo tylko w początko
wej fazie translacji. Jej ogólne znaczenie potwierdzono w wielu przykła
dach biosyntezy białek, między innymi białek sekrecyjnych o różnym 
charakterze biologicznym. Można się spodziewać, że konsekwencją teorii 
będzie wykrycie w przyszłości dalszych prebiałek a także nie poznanych 
dotychczas proteaz sygnałowych oraz rozpoznanie mechanizmu samej 
translokacji przez retikulum  endoplazmatyczne.

Zaakceptowano do druku 25.09.1980.
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V -l. Double stranded structure in hnRNA
V-2. Origin of double stranded structure in hnRNA
V-3. B iological role of double stranded sequences in hnRNA

I. Wstęp

Pierwszym etapem ekspresji genu jest transkrypcja, czyli synteza łań
cucha polirybonukleotydowego o sekwencji komplementarnej z jedną 
z dwóch nici fragmentu DNA służącego jako matryca. W komórce eukario
tycznej dojrzałe, funkcjonalne cząsteczki RNA powstają w wyniku sze
regu modyfikacji jakim poddawane są pierwotne produkty transkrypcji. 
W nukleoplazmie występuje ^zatem polidyspersyjna populacja RNA, w 
skład której wchodzą krótko żyjące pierwotne transkrypty obok form 
pośrednich i dojrzałego RNA. Nierybosomowa część tej populacji kwa
sów rybonukleinowych nazywana jest heterogennym jądrowym RNA 
(hnRNA). Jako cechy charakterystyczne hnRNA wymienia się zwykle:
a) jądrowe występowanie,
b) heterogenność co do wielkości (5.000 do 50.000 nukleotydów (1—8, 18),
c) szybkie wyznakowanie radioaktywnymi prekursorami,
d) obecność zarówno powtarzalnych sekwencji nukleotydowych, jak i też

sekwencji unikalnych charakterystycznych dla genów struktury.
Badania losów informacyjnego RNA od momentu transkrypcji w ją

drze, aż do translacji na polirybosomach, a zwłaszcza poszukiwania (me
todą hybrydyzacji) analogii pomiędzy pierwszorzędową strukturą DNA, 
RNA jądrowych i cytoplazmatycznych mRNA nasunęły przypuszczenie
o pochodzeniu mRNA z hnRNA.

W stosunku do populacji mRNA liczących od 500 do 4.0,00 nukleotydów 
cząsteczki stanowiące populację hnRNA są conajmniej 10-krotnie większe 
(11, 25). Wielkość prekursorowych mRNA (pre-mRNA) jest jednak przed
miotem kontrowersji. Niektórzy badacze (9—11, 12, 13—15, 30) uważają,’ 
że wielkocząsteczkowe transkrypty tworzące hnRNA są prekursorami 
funkcjonalnych mRNA, zaś inni (16) są odmiennego zdania i sądzą, że 
rozmiary pre-mRNA i mRNA są zbliżone. Przebieg hybrydyzacji hnRNA 
z komplementarnymi DNA (cDNA) otrzymanymi przy użyciu rewertazy 
z transkrypcji mRNA wskazuje, że globinowy mRNA posiada wielko
cząsteczkowy prekursor (151), podczas gdy pre-mRNA owoalbuminy jest 
niewiele większy od funkcjonalnego mRNA (152). Wydaje się, że wiel
kość prekursora jest swoista dla danego mRNA i wynika zapewne z od
miennego przebiegu dojrzewania mRNA. Można też sądzić, że istnieje w 
tej mierze swoistość gatunkowa: w komórkach HeLa (32) wysokocząstecz- 
kowe prekursory informacyjnych RNA, a niskocząsteczkowe u Dictyoste- 
lium discoideum (63). Może to odzwierciedlać różne sposoby regulacji 
syntezy mRNA.
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Szereg danych potwierdza, że hnRNA jest prekursorem mRNA. Nale
żą do nich między innymi wspólna obecność sekwencji poli(A) przy koń
cach 3' w cząsteczkach hnRNA i mRNA (10), analogia sekwencji nukleo- 
tydowych występujących w obu rodzajach RNA (20, 22, 23), wspomniane 
już wyniki badań hybrydyzacji hnRNA i cDNA (21), translacja in vitro 
hnRNA (144, 145), obecność zablokowanego, zmetylowanego końca 5' w 
hnRNA i mRNA (30), a także wyniki doświadczeń nad komórkami trans
formowanymi wirusami SV40 i adenowirusem — 2 potwierdzające trans
krypcję sekwencji wirusowych w formie wysokocząsteczkowych hnRNA
o rozmiarach większych niż cytoplazmatyczny, wirusowy mRNA (142). 
Problemowi przekształcania prekursora w funkcjonalny mRNA poświę
cono szereg artykułów przeglądowych (9, 10, 24—30).- W tym artykule 
poruszony zostanie tylko jeden aspekt tego zagadnienia, a mianowicie 
uwarunkowania wynikające z pierwotnej struktury i jej modyfikacji w 
toku dojrzewania cząsteczek hnRNA. Rola struktury w determinowaniu 
losu i funkcji powstających w jądrze transkryptów, nabiera szczególnego 
znaczenia, jeśli zważyć, że większość cząsteczek hnRNA ulega szybkiej 
degradacji wewnątrz jądra, a tylko niewielka ich część odnajdywana jest 
w cytoplazmie (5, 8, 17). Zaledwie 10—2Ó°/o całego hnRNA można uważać 
za potencjalne prekursory mRNA (29), rola natomiast pozostałej, przewa
żającej części tej populacji jądrowego RNA jest nieznana (19, 20, 31, 32).

Cząsteczka hnRNA ulega licznym potranskrypcyjnym modyfikacjom, 
których przebiegu wprawdzie jeszcze dokładnie nie znamy, lecz któ
rych pewne etapy już opisano. Należą do nich między innymi: podział 
prekursora na mniejsze cząsteczki pod działaniem nukleaz, oraz usuwanie 
z niego pewnych sekwencji, a także przyłączanie do transkryptu nowych 
charakterystycznych sekwencji. Nowe sekwencje dołączane są do obydwu 
końców łańcucha polirybonukleotydowego nazywanych końcami 3' i 5'. 
Nazwa pochodzi od obecności odpowiednio przy 3' lub 5' węglu rybozy 
skrajnego nukleotydu wolnej grupy OH (nie biorącej udziału w wiązaniu 
między nukleotydowym). Ponieważ w pierwotnym produkcie transkryp
cji gi-upa OH końca 5' jest zestryfikowana trójfosforanem, a grupa OH 
końca 3' pozostaje wolna, modyfikacje obu końców mają odmienny cha
rakter. Sekwencje przyłączane do 3' końca są to odcinki poli(A) o dłu
gości 100—200 nukleotydów, natomiast zmiany końca 5' są bardziej zło
żone i prowadzą dq przyłączenia nowej reszty nukleotydowej, najczęś
ciej 7-metyloguanylowej.

W jądrze komórkowym hnRNA tworzy zapewne kompleksy z biał
kami. Kompleksy takie zwane są rybonukleinoproteinami jądrowymi 
(nRNP). Z oczyszczonych jąder wyodrębnia się hnRNA w postaci nRNP 
stosując ekstrakcję izotonicznym buforem o pH 8 w obecności inhibitora 
nukleaz (33) lub sonifikację w 0.35 M roztworze sacharozy, a następnie 
wirowanie w gradiencie sacharozy (34). Doniesienia na temat ilości i wiel
kości białek połączonych z kwasami nukleinowymi w nRNP (patrz prace
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przeglądowe 35, 36) są często rozbieżne, co zapewne wynika z różnic w 
przebiegu izolowania nRNP, a także z zanieczyszczeń cytoplazmatycz- 
nych, których nie można uniknąć posługując się znanymi dotąd meto
dami. Trudno zatem określić, jak wiele białek związanych z RNA wystę
puje w nRNP in vivo, a ile przyłączyło się w trakcie izolowania. W wy
niku bowiem elektrostatycznych oddziaływań bardziej lub mniej zasadowe 
białka mogą łączyć się z RNA jako heteropolianionem. Większość bada
czy opisuje występowanie w nRNP różnych białek o ciężarze cząsteczko-

Ryc. 1. M odel s tru k tu ry  nR N P  w g S a m a r i n y  i w spół. (33)
Inform ofery — cząsteczki białka o w ielkości 30 S składające się z 20—40 identycznych  polipepty- 
dów każdy o m asie 40.000 D. HnRNA zlokalizow ane jest na pow ierzchni białek.

Ryc. 2. M odel s tru k tu ry  nR N P  w g S e k e r i s a  i N i e s s i n g a  (38)
W ewnątrz kom pleksów  b iałkow ych znajduje się  n iskocząsteczkow e, d ługożyjące RNA, które za
p ew n i pełni rolę strukturalną w  form ow aniu m onocząsteczki. M onocząsteczki połączone są  
w  w iększą strukturę za pomocą hnRNA.

wym od 22.000 do 150.000. Pomimo znacznych różnic w ciężarze czą
steczkowym białek zaznacza się przewaga składnika około 40.000. Za
proponowano też kilka modeli struktur nRNP. Pierwszy model przed
stawiony przez S a m a r i n ę  i współ. (33) postuluje występowanie czą
steczek białka o wielkości 30 S zwanych informoferami na powierzchni 
których znajduje się hnRNA. S t e v e n i n  i J a c o b  (37) zaproponowali 
model pofałdowanego pasma rybonukleoproteinowego (ang. folded ribo- 
nucleoprotein strand), według którego część łańcucha RNA osłaniana jest 
przez cząsteczki białkowe o /bardzo różnej wielkości. Następnie S e k e r  i s  
i N i e s s i n g  (38) zaproponowali budowę nRNP przedstawioną na ry 
cinie 2. Badacze ci znaleźli w nRNP oprócz szybkoznakującego się RNA
o dużym ciężarze cząsteczkowym również długo żyjący RNA niskoczą-
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steczkowy. Przypuszczają oni, że ten ostatni znajduje się wewnątrz mono- 
cząsteczek białkowych połączonych w większą strukturę przez przycze
pione do ich powierzchni długie hnRNA. Obszernie o strukturze i funkcji 
nRNP mówią artykuły przeglądowe (35, 36).

Dla zrozumienia roli, jaką pełni hnRNA, jak i dokładnego poznania 
przebiegu potranskrypcyjnych przekształceń tej populacji cząsteczek 
istotne jest poznanie ich zarówno pierwszo-, jak i drugorzędowej struk
tury. Różnorodność i wybiórczość przemian transkryptu pierwotnego, 
a także jego oddziaływanie z białkami nasuwa przypuszczenie, że jego 
cząsteczka posiada szereg charakterystycznych sekwencji nukleotydo- 
wych pełniących rolę sygnałów informacyjnych, które określają jej losy 
i funkcje. Dlatego też szczególnie -wiele uwagi poświęca się nie tylko 
sekwencjom informacyjnym przekazywanym do cytoplazmy jako mRNA, 
lecz również strukturze hnRNA. Stąd wynika zainteresowanie wewnątrz- 
cząsteczkowymi sekwencjami typu oligo (A) i oligo (U) transkrybowa- 
nym z matrycy DNA, potranskrypcyjnymi modyfikacjami końców 3' i 5' 
oraz komplementarnymi odcinkami RNA, które tworząc odcinki dwuni- 
ciowe utrzym ują strukturę drugorzędową cząsteczek. Wymienione wyżej 
szczegóły budowy i modyfikacje hnRNA są głównym przedmiotem tego 
artykułu.

II. Modyfikacje 5' końca hnRNA

Substratami w syntezie RNA są nukleozydotrójfosforany, a ponieważ 
przebiega ona począwszy od końca 5' to grupa OH 5' końca pierwotnego 
transkryptu jest zestryfikowana trójfosforanem. Modyfikacje jakim ulega 
5' koniec hnRNA polegają na utworzeniu nukleozydodwufosforanu ppNp... 
na początku łańcucha polirybonukleotydowego i przyłączeniu w sposób 
przeciwny do kierunku transkrypcji nowej reszty nukleozydowej GMP. 
Tak powstały zablokowany koniec GpppBp... ulega metylacji w wyniku 
czego powstaje struktura m7GpppNp... nazywana kapturkiem  (ang. cap).

Grupy metylowe w hnRNA występują w dwóch typach struktur: tak 
zwanym kapturku, to jest w zablokowanym końcu 5' oraz wewnątrz łań
cucha RNA, głównie w postaci N6 — metyloadenozyny.

W zablokowanym zmetylowanym 5' końcu 7-metyloguanozyna (m7G) 
połączona jest z resztą cząsteczki RNA mostkiem trójfosforanowym po
przez grupy 5' OH rybozy. Sąsiadujące z m7G nukleozydy mogą być rów
nież zmetylowane (najczęściej w pozycji 2' rybozy). W przypadku 2 '-0- 
metylacji tylko pierwszego nukleozydu struktura taka (m7GpppNmp...) 
nosi nazwę kapturek I, natomiast gdy metylacji ulegną dwa początkowe 
nukleozydy — kapturek II (rn7GpppNmpNmp...). W hnRNA występuje tyl
ko struktura kapturka I (81). Metylacja sąsiedniego, drugiego nukleozy
du jest modyfikacją jakiej ulega mRNA po przejściu do cytoplazmy (85).
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Występowanie zmetylowanych nukleozydów w mRNA po raz pierwszy 
stwierdzili P e r r y  i K e l l e y  (82) w mysich komórkach L. Mety- 
lacja nukleozydów eukariotycznego mRNA okazała się zjawiskiem po
wszechnym (83, 84). Tworzenie zablokowanego, zmetylowanego końca 5' 
i N6 metylacja wewnątrzłańcuchowych reszt adenylowych zachodzące pod
czas przekształcania hnRNA są również zjawiskami szeroko rozpowszech
nionymi w komórkach eukariotycznych (86). Modyfikacje te są intere
sujące nie tylko z punktu widzenia ich znaczenia dla funkcjonowania 
cząsteczek hnRNA, lecz ich badania są istotne także dla lepszego zrozu
mienia zależności pomiędzy hnRNA i mRNA. Duże cząsteczki hnRNA za
wierają kilkakrotnie więcej N6-metyloadenozyn niż zablokowanych, zme
tylowanych 5' końców, co sugeruje obecność kilku zmodyfikowanych ade
nozyn w jednej cząsteczce RNA. Natomiast w małych cząsteczkach hnRNA 
zawierających poli(A) na jedną cząsteczkę zakończoną kapturkiem przy
pada 1—2 zmetylowanych adenozyn podobnie jak w cytoplazmatycznym 
mRNA (87).

Modyfikacje 5' końca hnRNA mogą zachodzić jeszcze w trakcie trw a
nia transkrypcji lub też po jej zakończeniu (86) jednakże prawdopodob
nie przed przyłączeniem odcinka poli(A) do końca 3' (87). Z prac S c h i b - 
l e r a  i P e r r y e g o  (88) wynika, że modyfikacjom może ulegać nie 
tylko pierwotny transkrypt, lecz również krótsze odcinki powstałe na 
skutek cięcia hnRNA w trakcie jego dojrzewania. Badacze ci analizując 
fosforylowane 5' końce hnRNA mysich komórek L znaleźli cztery typy 
zakończeń: pppNp..., ppNp..., pNp... oraz m7GpppNmp... Ponieważ tylko 
pppNp... reprezentuje 5' koniec pierwotnego transkryptu pozostałe typy za
kończeń pochodzą zatem z cząstek, które uległy już modyfikacjom. W za
kończeniu typu pppNp... przeważały pppGp... i pppAp..., w zakończeniu 
pNp... pUp..., podczas gdy w zakończeniu ppNp... wszystkie cztery nukleo- 
tydy występują w ilościach podobnych jak w zmetylowanych nukleoty- 
dach (Nm) w kapturku. Wynika stąd, że na początku pierwotnego trans
kryptu występują nukleozydy purynowe. W przypadku pojawienia się na 
5' końcu hnRNA pirymidyn z dużą dozą prawdopodobieństwa można 
przypuszczać, że cząsteczka ta powstała na skutek pocięcia dużego, pier
wotnego transkryptu. S c h i b l e r  i P e r r y  (88) zaproponowali mo
del, wg którego cząsteczki hnRNA zakończone na 5' końcu strukturą 
ppNp... pochodzą z dwóch źródeł: defosforylacji pierwotnego transkryptu 
oraz cięcia i fosforylacji powstałego fragmentu. Do końca ppNp... tak no
wo powstałej cząsteczki dołączany jest GMP, którego donorem jest GTP, 
a reakcję katalizuje enzym guanylilotransferaza. Powstały w ten sposób 
zablokowany koniec o strukturze GpppNpNp... jest metylowany kolejno 
w pozycjach N7 guanozyny oraz 2' rybozy drugiego nukleozydu. Donorem 
grup metylowych jest S-adenozylometionina (AdoMet). Mechanizm ten 
jest identyczny z mechanizmem dołączania guanozyny i metylacją 5' koń
cowych nukleozydów w mRNA wirusów Reo i Vaccina (147).
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Podobieństwo budowy 5' zablokowanego zmetylowanego końca w 
hnRNA i mRNA (81) pozwoliło na wysunięcie przypuszczenia o konser
watywnym przekazywaniu informacyjnemu RNA kapturka z cząsteczki 
hnRNA. Logiczną konsekwencją tej hipotezy jest obecność sekwencji 
mRNA przy 5' końcu cząsteczki prekursora. Szereg danych eksperymen
talnych, jak np. zachowanie pulsowo znakowanych w grupie metylowej 
kapturków po usunięciu źródła znakowania (ang. pulse chase) (85), po
twierdza to przypuszczenie. Przemawia za nim również fakt, że częstość 
występowania poszczególnych nukleotydów w pozycji sąsiadującej z m7G 
w kapturkach mRNA i hnRNA jest podobna. Np. około 20% 5' zabloko
wanego, zmetylowanego końca w obu typach RNA ma budowę

pppPup

GT P 7 ,̂ K | m
ppNp— s s r mGpppN p

pppPup pNp

Ryc. 3. S chem at cięcia i m o d y fik ac ji cząsteczek  hnR N A  wg S c h i b l e r a  i P e r -  
r  e g o (88). O b jaśn ien ie  sch em atu  w  tekście . P u  oznacza p u ry n ę , a  s trza łk a  — 
m ie jsce  cięcia p rek u rso ra .

m7GpppAmpNp..., podczas gdy mniej niż l°/o ma postać m7GpppUmpNp... 
(89), przy czym w obu strukturach nukleozyd N jest adeniną. Natomiast 
w przypadku drugiego, sąsiadującego z m7G nukleozydu N, który w 
mRNA może być również zmetylowany, częstość występowania poszcze
gólnych zasad w kapturkach hnRNA i mRNA jest różna i wynosi odpo
wiednio 29% G, 20% A i 51% pirymidyn w kapturku I hnRNA i 8% 
Gm, 11% Am, 81% zmetylowanych pirymidyn w kapturku II mRNA. Wy
niki te sugerują, że drugi nukleozyd może również zostać zmetylowany 
tylko w mRNA pochodzącym z pewnej podklasy hnRNA.

Wewnątrzłańcuchowe N6 metyloadenozyny w hnRNA i mRNA wystę
pują w podobnych sekwencjach typu N ^ p m 6 ApCpN2p, przy czym gu- 
anozyna występuje trzy razy częściej niż adenozyna. W 90% cząsteczek 
Ni jest puryną, podczas gdy N2 może być zarówno pirymidyną, jak i pu- 
ryną, z tym że rzadko bywa guanozyną. Te same sekwencje występują w 
dużych >  50 S jak i mniejszych 14—50 S cząsteczkach hnRNA (89). Obser
wacje te sugerują, że wewnątrzcząsteczkowe m6A podobnie jak struktura 
kapturka mogą być zachowane w niezmienionej formie .podczas prze
mian, jakim ulega pre-mRNA zanim powstanie dojrzałe mRNA.

S c h i b l e r  i współ. (89) podali dwa możliwe modele przemian pre- 
mRNA podczas których wszystkie metylowane nukleotydy zostają za
chowane. Jeden model (a) dotyczy dużego policistronowego prekursora,
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a)
cap .

m A m6A
l

m A 'I

m A

m A

c a p ,
m A m A

cap
m A

b)

c ap .
m A m A

lub.
m A m A

m A m A

m A m A m A
cap. cap.

Ryc. 4. S chem at p rzem ian  p re-m R N A  w g S c h i b l e r a  i w spół. (89)
A) Cząsteczka prekursora policistronow ego
B) Cząsteczka prekursora m onocistronow ego
Autorzy zakładają konserw atyw ne przekazyw anie zm etylow anych nukleozydów  na drodze pre
kursor — dojrzałe mRNA. Poniew aż w ew nątrzcząsteczkow a pozycja m6A jest nieznana na rysun
ku zaznaczono ich położenie w  sposób przypadkowy. Czarna strzałka oznacza m iejsce cięcia czą
steczek prekursora. Schem at objaśniono dokładnie w tekście.

w którym prawie wszystkie wewnątrzcząsteczkowe reszty adeninowe są 
zmetylowane. W wyniku pocięcia cząsteczki prekursora powstają krót
sze odcinki, z których jedne mają strukturę kapturka na 5' końcu, inne 
zaś, znajdujące się poprzednio w środku łańcucha, są jej pozbawione. Do 
ich 5' końca dołączany jest następnie kapturek. Drugi model (b) dotyczy 
monocistronowych prekursorów, którymi mogą być zarówno duże czą
steczki pozbawione kapturka i zawierające sekwencje mRNA w środku 
łańcucha, jak i też inne posiadające zmetylowany, zablokowany 5' koniec, 
w pobliżu którego znajdują się sekwencje mRNA. Obydwa rodzaje czą
steczek ulegają pocięciu, a w przypadku wyciętych ze środka prekursora 
sekwencji mRNA do ich 5" końca zostaje dołączony kapturek.

III. Modyfikacje 3" końca hnRNA

Obecność wolnej grupy OH na 3' końcu umożliwia przedłużanie łańcu
cha w sposób zgodny z kierunkiem transkrypcji przez polimerazy nie 
wymagające matrycy. Sekwencje dodawane do 3' końca łańcuchów RNA 
składają się wyłącznie z reszt adenylowych tworzących odcinek poli(A) 
ó długości około 100 do 200 nukleotydów (55—62). Kinetyka znakowa
nia segmentów poli(A) i skutki hamowania syntezy hnRNA przez akty- 
nomycynę D (65, 66) potwierdzają potranskrypcyjne wydłużanie łańcu
cha poli(A) za pomocą kolejnego dodawania reszt AMP (67). Mechanizm 
taki potwierdza też obecność w jądrze i cytoplazmie enzymów dołącza-
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jących reszty adenylowe do RNA (80). Ponadto z-badań sekwencji p iry
midynowych w DNA komórek mysich i ludzkich wynika, że nie ma od
cinków dA:dT, z których mogłoby być transkrybowane poli(A) (68, 69).

Dotychczas poczynione obserwacje nie pozwalają założyć jednolitego 
schematu poliadenylacji hnRNA. Wykazano bowiem, że dołączanie odcin
ka poli(A) może zachodzić bezpośrednio po ukończeniu transkrypcji, lub 
też w różnych momentach potranskrypcyjnych modyfikacji, takich jak 
cięcie prekursora, jego metylacja, czy też dołączanie struktury kaptur
ka (29).

Szereg obserwacji potwierdza obecność również w cytoplazmie nieza
leżnego Systemu pozwalającego na dołączanie reszt adenylowych. 
W embrionie jeżowca morskiego zaobserwowano poliadenylację preegzy- 
stującego mRNA przechowywanego w cytoplazmie (77, 78). Nie wiadomo 
jednak, czy jest to elongacja utworzonych wcześniej sekwencji oligo (A), 
czy też formowanie sekwencji poli(A) de novo. Długość odcinków poli(A) 
jest taka sama w hnRNA, jak i mRNA w momencie pojawienia się go w 
cytoplazmie (55). Po przetransportowaniu do cytoplazmy odcinek poli(A) 
w miarę starzenia się mRNA skracany jest prawdopodobnie do około 50 
nukleotydów w steady State (56, 57, 64). Zjawisko to może być zwią
zane ze zmianami stabilności mRNA. Zaobserwowano, że mRNA po
siadający 30 nukleotydowy fragment poli(A) jest odporny na degradację 
na równi z natywnym mRNA zawierającym segment poli(A) o długości 
150 nukleotydów. Jednakże skracanie odcinka poli(A) poniżej 30 nu
kleotydów obniżało drastycznie stabilność mRNA (149). Problem sek
wencji poli(A) w mRNA omawiają obszernie prace przeglądowe (61, 
26, 74—76).

W izolowanych cząsteczkach nRNP poli(A) jest częściowo związane 
z białkami. Z jąder mysich komórek raka wysiękowego wyodrębniono dwa 
rodzaje kompleksów poli(A)-białko o wielkości 15 i 17 S. W skład kom
pleksu 17 S wchodzi 6 białek o ciężarze cząsteczkowym 17.000—30.000, 
zaś kompleks 15 S składa się z 4 białek o wyższym ciężarze cząsteczko
wym z przewagą białka o ciężarze 80.000 (58, 50). Również w ludzkich 
komórkach HeLa (60) opisano białko o ciężarze 74.000 związane z odcin
kami poli(A) zarówno w hnRNA jak i mRNA. Obecność białek nie prze
szkadza w wiązaniu się odcinka poliadenylowego RNP np. z oligo(dT) ce
lulozą czy kolumną poli(U) Sepharose, co sugeruje częściowe tylko osło
nięcie sekwencji adenylowych białkami. Również w mRNA stwierdzono 
występowanie białek przyłączonych specyficznie do sekwencji poli(A) 
(71, 72). Nie zostało dotychczas rozstrzygnięte, czy takie cząsteczki nu- 
kleoproteinowe występują in vivo. Jednakże niewielka ilość białek oraz 
stabilność kompleksu poli(A)-białko w obecności stosunkowo wysokich 
stężeń soli (73) przemawiają za ich specyficznością.

Wspólna obecność odcinków poli(A) w cząsteczkach hnRNA i mRNA 
sugerowała obecność sekwencji informacyjnych w pobliżu końca 3' czą-
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steczki prekursora. Doświadczenia z pulsowym znakowaniem 3H adeno
zyną komórek HeLa wykazały wbudowywanie się radioaktywnego pre
kursora głównie w poli(A)+hnRNA, a następnie przechodzenie piętna do 
cytopłazmy (79), co potwierdzało zależność typu prekursor — produkt po
między poli(A)+hnRNA i poli(A)+mRNA. Istnienie takiej prostej zależ
ności budzi jednak wątpliwości, ponieważ są dane, że około 90°/o sek
wencji poli(A) ulega rozpadowi w jądrze, przy czym szybkość jego syn
tezy nie jest wystarczająca dla pojawienia się w cytoplazmie obserwo
wanej ilości poli(A)+mRNA (65). Z badań nad włączaniem radioaktyw
ności do końca łańcucha poli(A) wynika, że jej akumulacja w cytoplaz
mie jest wolniejsza w porównaniu z akumulacją w jądrze (150). Można to 
tłumaczyć albo różnymi mechanizmami dodawania reszt adenylowych, 
szybszym w jądrze i wolniejszym w cytoplazmie, albo też czynnym w cy
toplazmie mechanizmem usuwania końcowych adenozyn, skutecznie kon
kurującym z ich przyłączeniem. Wydaje się zatem, że pomiary kinetyki 
syntezy i rozpadu poli(A) nie stanowią podstawy do oceny prekursorowej 
roli hnRNA.

Doświadczenia z hamowaniem syntezy poli(A) kordycepiną (3' — de- 
zoksyadenozyną) sugerują natomiast związek pomiędzy poliadenylacją 
i transportem mRNA do cytopłazmy. Działanie kordycepiny powoduje bo
wiem nie tylko pozbawienie nowo zsyntetyzowanego hnRNA segmentu 
poli(A), lecz również znaczny spadek ilości mRNA w postaci poliryboso- 
mów (26, 61).

Przemiany, jakim ulega odcinek poli(A) w hnRNA i mRNA polegają 
zapewne na serii syntez i degradacji łańcucha adenylowego. Przyłącza
nie reszt adenylowych, jak już o tym wspomniano, może zachodzić za
równo w jądrze jak i w cytoplazmie, przy czym synteza de novo długiego 
odcinka poli(A) liczącego około 200 nukleotydów zachodzi, jak się wyda
je, tylko w jądrze. Ponieważ w obecności kordycepiny hamującej syntezę 
poli(A), mRNA z krótszym odcinkiem poliadenylowym nie pojawia się 
w cytoplazmie, wnioskować można, że do cytopłazmy transportowany 
jest mRNA z długim, około 200 nukleotydowym odcinkiem poli(A).

Jak dotychczas biologiczne znaczenie opisanych tutaj przemian pozo
staje nie.ctsne. Wyniki sugerują, że poliadenylacja ma znaczenie w pro
cesie dojrzewania mRNA jednakże rola poli(A) w hnRNA nie została do
statecznie wyjaśniona.

IV* Transkrybowar.e sekwencje oligonukleotydowe

IV-1. Odcinki oligo(A)

Sekwencje adenylowe wytępują w hnRNA nie tylko w postaci odcin
ków poli(A) na końcu 3', lecz również jako wewnątrzcząsteczkowe oli-
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go(A). Z hnRNA komórek HeLa wyizolowano cząsteczki jądrowego RNA 
zawierające sekwencje oligo(A), składające się z jednolitego odcinka około 
25 reszt adenylowych (43). W embrionie jeżowca morskiego zaobserwo
wano występowanie trzech klas hnRNA: cząsteczek zawierających odcin
ki oligo(A), cząsteczek zawierających odcinki poli(A) i hnRNA nie po
siadającego obu tego typu sekwencji (39), przy czym okazało się, że ilość 
RNA w mRNA każdej z tych klas zmienia się w trakcie rozwoju embrio
nalnego (40).

Sekwencje oligo(A) w komórkach HeLa występują w cząsteczkach 
hnRNA nie posiadających długich odcinków poli(A) (41). Sekwencje te 
znajdują się w pewnej odległości od końca 3' łańcuchów hnRNA. Jeśli 
bowiem utleniać nadjodanem skrajne nukleotydy w cząsteczkach hnRNA, 
a następnie zredukować je znakowanym borowodorkiem sodu, to radio
aktywne piętno pojawia się w sekwencjach poli(A), a nie ma go w sek
wencjach oligo(A) (42).

Obserwacja (43), że aktynomycyna D w stężeniach hamujących syn
tezę hnRNA, nie wpływa na poliadenylację już zsyntetyzowanego RNA, 
natomiast 3' dezoksyadenozyna, która hamuje dołączanie reszt adeny
lowych do końca 3', nie wpływa na powstawanie cząsteczek hnRNA za
wierających oligo(A) potwierdza przypuszczenie o różnym pochodzeniu 
obu typów sekwencji. Wewnątrzcząsteczkowe odcinki oligo(A) są trans- 
krybowane z matrycy DNA, zaś 3' końcowe poli(A) powstaje w wyniku 
potranskrypcyjnych modyfikacji. Do końca 3' odcinka oligo(A) zwykle 
przylegają sekwencje GGU, zaś sąsiedztwo końca 5' odcinka oligo(A) ma 
wprawdzie skład bardziej heterogenny, przeważnie jednak występują 
tu dwie pirymidyny i guanozyna (41).

Fakt, że transkrybowane odcinki oligo(A) i 3' końcowe poli(A) nie 
występują jednocześnie w tej samej cząsteczce hnRNA z komórek HeLa 
oraz brak oligo(A) w cytoplazmatycznym mRNA, jak również powtarza
jący się skład trzech nukleotydów sąsiadujących z 3' końcem sekwencji 
oligo(A), skłonił E d m o n d s i współ. (44) do zaproponowania schematu 
przemian, w wyniku których 3' koniec oligo(A) jest miejscem startowym 
w syntezie odcinka poli(A)P. Postulowany tok wydarzeń jest następujący: 
cząsteczka hnRNA posiadająca wewnątrzcząsteczkowe odcinki oligo(A) 
zostaje rozcięta w pobliżu 3' końca odcinka oligonukleotydowego. Po
wstała w ten sposób na końcowym AMP grupa 3' OH jest miejscem do
łączania przez polimerazę poli(A) nowych AMP. Po serii potranskrypcyj
nych modyfikacji RNA zawierające odcinek poli(A) jest transportowane 
do cytoplazmy jako dojrzały mRNA.

Proponowany schemat wymaga doświadczalnego potwierdzenia. Do
tychczas nie zbadano sekwencji nukleotydowych poprzedzających odci
nek poli(A) w hnRNA i mRNA, jak i również nie sprawdzono doświad
czalnie założenia o pochodzeniu krótkich fragmentów reszt adenylowych 
na 5' końcu sekwencji poli(A) z transkrypcji, a nie z potranskrypcyjnej
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i da lsze  losy cząsteczk i, aż  do p o w stan ia  do jrza łego  m R N A . B iała s trz a łk a  oznacza 
m ie jsce  cięc ia p re k u rso ra  przez  R N azy.

poliadenylacji. Brak jest także danych o strukturze sekwencji otaczają
cych oligo(A), a mających służyć jako miejsce specyficznie rozpoznawa
ne przez endonukleazę, o której nie mamy również żadnych informacji. 
Przeciwko uniwersalności tego modelu świadczy obserwacja, że w Dicty- 
ostelium discoideum krótkie oligo(A) występują zarówno w hnRNA, jak
i mRNA oraz, że są oddzielone kilkoma zaledwie nukleotydami. od 3' koń
cowego poli(A) (63, 96).

IV-2. Odcinki oligo(U)

Występowanie w hnRNA krótkich liczących około 30 nukleotydów od
cinków oligo(U) po raz pierwszy opisali M o 11 o y i współ. (45) oraz 
B u r d o n  i S h e n k i n  (46). W komórkach HeLa w przeciwieństwie 
do odcinków oligo(A) odcinki oligo(U) odnajdywane są zarówno w zawie
rających poli(A), jak i też pozbawionych go cząsteczkach hnRNA oraz w 
mRNA (47). HnRNA zawiera 3-4 odcinków oligo(U) w cząsteczce, przy 
czym większość ich znajduje się w cząsteczkach pozbawionych odcinków 
poli(A). W hnRNA komórek HeLa zawierającym poli(A) oligo(U) wy
stępuje w pobliżu 5' końca (45, 11). Wniosek ten oparto na badaniach 
zawartości oligo(U) we fragmentach pochodzących z 3' końca cząsteczek 
hnRNA poddanych ograniczonej hydrolizie zasadowej. 90°/o odcinków 
oligo(U) znajdowano w odległości ponad 12.000 nukleotydów od 3' po- 
li(A) końca, a więc poza prawdopodobnym obszarem sekwencji należą
cych do mRNA (nie brano tutaj pod uwagę rtiożliwości występowania 
genów podzielonych, do problemu których wrócę pod koniec rozdziału).
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Sprawa lokalizacji fragmentów oligo(U) jest nadal przedmiotem dys
kusji ze względu na występowanie 20-25°/o całkowitej ich ilości w cyto- 
plazmatycznym RNA (44, 47), jak również z uwagi na występowanie w 
hnRNA dupleksów oligo(U): poli(A) (48). D u b r o f f  (49), który opisał 
występowanie oligo(U) w hnRNA jeżowca morskiego zaobserwował, że 
ilość oligo(U) ulega zmianie we wczesnych stadiach rozwoju embrional-

Ryc. 6. M odele kom pleksów  A :U  i A :U 2 w  cząsteczkach  hnR N A  w g D u b r o f -  
f a  (49).
K om pleksy A:U (rys a) m ogą tw orzyć się pom iędzy odcinkam i oligo(A): oligo(U) rys z lew ej 
strony i u dołu, jak rów nież pom iędzy poli(A) i oligo(U) rys z prawej strony.
W przypadku trip leksów  (rys b) m ogą się łączyć ze sobą odcinki poli(A) i oligo(U) rys z lew ej 
strony, jak  i oligo(A) oligo (U) rys z prawej strony.

nego. Zaproponował on model struktury drugorzędowej hnRNA, w któ
rym odcinki oligo(U) tworzą dupleksy lub tripleksy z oligo(A) lub poli(A) 
powodując tym określone upakowanie cząsteczek RNA. Struktury dwu- 
niciowego RNA mogą ułatwiać odnajdywanie i wycinanie sekwencji 
mRNA z cząsteczki prekursorowej, lub też pełnić inne role regulatoro
we w trakcie przemian, jakim ulega hnRNA. Występowanie oligo(U) w 
postaci kompleksu z poli(A) zaobserwowano też w nRNP (48, 50). Nie 
można wykluczyć, że dupleksy oligo(U):poli(A) mogą stanowić artefakty 
powstałe w trakcie izolacji hnRNA. Wskazywały na to doświadczenia, w 
których dodanie syntetycznego poli(A) lub poli(U) podczas ekstrakcji 
nRNP z wysiękowego raka wątroby Tapera (50) powodowało wzrost 
ilości kompleksów oligo(U):poli(A). Wyniki te nie wykluczają jednak obec
ności takich kompleksów w natywnej cząsteczce nRNP. I tak K i s h
i P e d e r s o n  (48) wykazali natywność kompleksów oligo(U): poli(A) w

b)
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komórkach HeLa izolując je w obecności oligo (dT), który blokuje wolne 
sekwencje poli(A) i zapobiega ich asocjacji z oligo(U). Przypuszcza się, 
że kompleksy oligo(U):poli(A) są związane z białkami, które stabilizują 
dwuniciową strukturę RNA.

Odcinki oligo(U) odnajdywano również w cząsteczkach różnych mRNA. 
w sąsiedztwie tak końca 3', jak i 5' (47, 49, 51-53). Wiązania wodorowe 
pomiędzy adeniną i uracylem odcinków poli(A) i oligo(U) mogą odgry
wać decydującą rolę w powstawaniu struktury  drugorzędowej mRNA. 
Przejściowo tworzącym się strukturom  dwuniciowym typu A:U (49), 
prowadzącym do cyklizacji cząsteczek mRNA, przypisywana jest rola 
czynnika kontrolującego translację (51, 54). Występowanie odcinka poli(A) 
na 3' końcu niektórych cząsteczek hnRNA i mRNA skłania wielu bada
czy do lokalizowania sekwencji informacyjnych w pobliżu końca 3' czą
steczki prekursora. Wydaje się jednak, że nie wszystkie sekwencje mRNA 

•występują zgodnie z tą regułą. Obecność odcinków oligo(U), jak i zablo
kowanego, zmetylowanego 5' końca w cząsteczkach hnRNA i mRNA, nie 
pozwalają wykluczyć obecności sekwencji mRNA również na końcu 5' 
cząsteczki prekursora (81). Odmienny metabolizm różnych mRNA, jak
i też różnorodność sposobów regulacji syntezy hnRNA mogą być wyni
kiem różnorodnego położenia sekwencji mRNA w cząsteczce hnRNA. 
Obecność sekwencji mRNA zarówno przy końcu 5', jak i 3' cząsteczki 
prekursora można wytłumaczyć również występowaniem genów podzie
lonych. Mechanizm ich transkrypcji nie został wprawdzie jeszcze dokład
nie poznany, zaproponowano jednak kilka modeli powstawania funkcjo
nalnego RNA (153). Jeden z nich zakłada transkrypcję całego odcinka 
DNA, a więc zarówno regionów kodujących, jak i sekwencji interweniu
jących, a następnie usuwanie intronów i łączenie fragmentów informa
cyjnego RNA w dojrzałą cząsteczkę mRNA. W ten sposób w jednej tej 
samej cząsteczce zarówno sekwencja poli(A) na 3' końcu, jak i strukturą 
kapturka na 5' końcu może być konserwatywnie zachowana na drodze od 
hnRNA do polisomalnego mRNA.

54 A. K R Ó W C Z Y Ń S K A  . [14]

V. Struktura drugorzędowa hnRNA

Wielkocząsteczkowy pierwotny transkrypt nie jest liniową cząstecz
ką. Po raz pierwszy H o l m e s  i B o n n e r  (90) wykazali, że ponad 
50°/o hnRNA z komórek raka wysiękowego szczura posiada strukturę dru- 
gorzędową. Wskazywały na to profile topnienia i reakcja z formaldehy
dem. Reagujący z wolnymi grupami aminowymi zasad formaldehyd jest 
dogodnym odczynnikiem do pomiaru ilości wiązań wodorowych w RNA. 
Struktura drugorzędowa tworzy się głównie dzięki występowaniu sparo
wanych odcinków RNA tworzących zarówno wewnątrz- jak międzyczą- 
steezkowe dupleksy. W obrazie z mikroskopu elektronowego hnRNA ma
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postać wielocząsteczkowego kompleksu przypominającego sieć, w której 
jednoniciowe cząsteczki RNA połączone są sparowanymi odcinkami o dłu
gości około 300 nukleotydów (94).

Jak dotąd mamy niewiele informacji na temat budowy przestrzen
nej hnRNA. Składa się na to wiele przyczyn, z których kilka zostanie 
tutaj po krotce przedstawionych.

Już na pierwszym etapie izolacji RNA z jądra komórkowego i oczysz
czeniu preparatu zachodzą w nim daléko idące zmiany, różniące go od 
struktur występujących in vivo. Powszechnie stosowana do ekstrakcji 
RNA metoda fenolowa może być źródłem artefaktów. Wykazano bowiem, 
że dwufazowy układ fenol-woda powoduje paęowanie (ang. annealing) 
komplementarnych sekwencji (91). Istnieją dobrze udokumentowane te
go przykłady np. 28 rRNA i pre-RNA z kultur tkankowych Xenopus lae- 
vis podczas ekstrakcji fenolowej tworzy trwałe dupleksy (92). Podobne 
zjawisko ma miejsce podczas izolacji form replikacyjnych RNA bakterio
fagów (93). W przypadku hnRNA sytuacja wydaje się jeszcze bardziej 
skomplikowana, ponieważ stosując różne metody izolacji RNA przy po
mocy fenolu otrzymano preparaty różniące się ilością występujących w 
nich struktur dwuniciowych (94). Tworzenie agregatów pod wpływem 
fenolu nie tłumaczy jednak różnic w profilach sedymentacji niezdenatu- 
rowanego hnRNA pochodzącego z tego samego rodzaju tkanek (14, 70, 95).

Trudnością w badaniach nad drugorzędową strukturą hnRNA jest rów
nież udział białek w kształtowaniu przestrzennej formy łańcucha polinu- 
kleotydowego. Ostatnio ukazały się prace sugerujące, że hnRNA przy
łączony jest do tak zwanego „szkieletu jądrowego” (96). Tak więc odbiał- 
czanie preparatu hnRNA prowadzi zapewne do zmiany natywnej kon
formacji łańcucha.

Uzasadnione nadzieje budzi zastosowanie do badań struktury hnRNA 
metod in situ, a więc nie wymagających ekstrakcji i odbiałczania. S t o i -  
l a r  i współ. (98) stosując metodę pośredniej immunofluorescencji z prze
ciwciałem, które w specyficzny sposób reaguje z dwuniciowym RNA wy
kazali in situ  obecność takich struktur w komórkach małpich Vero i ko
mara Aedes albopictus. Metoda serologiczna nie pozwala jednak na iloś
ciowe oznaczanie struktur dwuniciowych ze względu na ich niedostęp
ność dla przeciwciał w przypadku asocjacji z białkami. C a l v e t  i P e 
d e r s o n  (99) w badaniach struktury drugorzędowej hnRNA w komór
kach HeLa zastosowali pochodną psoralenu AMT (4 — aminometylo — 
4,5,8— trójmetylopsoralen). Jest to środek interkalujący, który wnika do 
komórki i pod wpływem naświetlania promieniami UV (365 nm) tworzy 
wiązania krzyżowe pomiędzy pirymidynami w obu niciach struktur dwu
niciowych. Pochodne psoralenu stosowano w badaniach drugorzędowej 
struktury segmentów palindromowych (and. inverted repeat) w DNA 
(100), a jego przydatność do badań in vivo odkryto badając strukturę 
chromatyny (101).
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Mimo, że większość wyodrębnionych struktur dwuniciowych może być 
artefaktam i powstałymi na skutek asocjacji komplementarnych odcinków 
w obrębie cząsteczek RNA podczas odbiałczania lub tworzeniu między- 
cząsteczkowych dupleksów pomiędzy komplementarnymi odcinkami róż
nych cząsteczek hnRNA (94, 102) to jednak badania te mają walor infor
macyjny, ponieważ świadczą o obecności w hnRNA sekwencji komplemen
tarnych. Uzyskane wyniki są przydatne z jednej strony dla lepszego po
znania budowy i przemian jakim ulega pierwotny transkrypt oraz dal
szych losów przeważającej części hnRNA o nieznanej dotychczas funkcji, 
która nigdy nie dociera do cytoplazmy, a z drugiej zaś jako informacja
o rodzajach sekwencji genomu ulegających ekspresji.

V-1. Odcinki dw uniciow ego RNA

W 1968 M o n t a g n i e r  (103) wyizolował z RNA wątroby szczu
rzej frakcję odporną na trawienie rybonukleazami A i Ta, posiadającą 
strukturę dwuniciową (ds RNA). Po zdenaturowaniu około 20% dsRNA 
hybrydyzowało z komórkowym DNA, co świadczyło, że sekwencje two
rzące struktury dwuniciowe są produktem transkrypcji genomu (104). 
Od tego czasu dwuniciowe odcinki RNA były obiektem zainteresowania 
wielu badaczy (97, 105—120, 143, 146).

Odcinki dwuniciowe izoluje się dzięki ich odporności na trawienie 
nukleazami: A (trzustkowa) i Ti, które w buforze o wysokim stężeniu soli 
(0.3—0.5 M) stabilizującym strukturę dwuniciową działają specyficznie 
na jednoniciowe RNA. Z niestrawionej pozostałości wyodrębnia się frag
menty dsRNA stosując najczęściej kolumnę celulozową F r a n k l i n a  
(121). Dwuniciowe RNA pozostaje związane z celulozą podczas przemy
wania jej buforami o malejącym stężeniu etanolu, a wymywa się buforem 
pozbawionym alkoholu. Niektórzy autorzy używali w tym celu również 
Sephadeksu G-75 (106) lub hydroksyapatytu (105, 112).

Dla potwierdzenia dwuniciowego charakteru wyizolowanej frakcji 
RNA stosuje się szereg kryteriów. R o b e r t s o n  i H u n t e r  (122) za
proponowali trzy metody identyfikacji dsRNA: chromatografię na celu
lozie Whatman CF-11 (kolumna Franklina), trawienie RNazą III z E. coli 
specyficzną dla dwuniciowego RNA oraz hamowanie syntezy globiny in 
vitro w lizacie z retikulocytów królika. Dwuniciowy charakter RNA po
twierdzają również swoiste reakcje immunologiczne (108, 123), analiza 
profili topnienia (109), badanie szybkości reasocjacji po denaturacji oraz 
gęstość w gradiencie Cs2S 0 4 (113), symetryczny skład zasad (112), i u tra
ta oporności na trawienie nukleazami A +  Tx po termicznej denaturacji 
(112). Niektóre własności dsRNA izolowanego z różnego typu komórek ze
brano w Tabeli 1. Trwały, odporny na działanie RNaz dwuniciowy RNA 
izolowany jest głównie z.hnRNA (105, 106, 110) natomiast w cytoplazma-

http://rcin.org.pl



[17] HETEROGENNY JĄDROW Y RNA 57

Tabela 1
Właściwości odcinków dwuniciowych izolowanych z różnych komórek

1

Rodzaj komórki
wielkość 

odcinka dsRNA

% jaki 
stanowi 
dsRNA 

w stos. do j  
hnRNA

cechy charakterysty
czne dsRNA odnośnik

ludzkie hemocytobla- 
sty białaczki

4 S 1
1

107

limfocyty ludzkie — 1,55 111
wątroba szczura

szczurze: 
wątroba

4— 5 S 0,5 symetryczny skład za
sad

108
•

nerka
śledziona

3 - 4  S 97

sarkoma-180 dwa typy 
4— 13 S 

oraz 20 S

3,8
»

dokładne sparowanie | 
zasad

109

rak wysiękowy Erlicha 4— 13 S 18 tylko częściowe sparo
wanie zasad

109

mysie L 4 -1 3  S 13 109
rak wysiękowy Erlicha dwa typy 4 S i 

dłuższe dzielące 
się na 5—6 S i 

7— 11 S

2—3

1,2

bogate w pary G +  C 

bogate w pary A +  U
106

HeLa 4 S 2 - 3 symetryczny skład za
sad

105, 113
!

1 odporne na trawienie 
RNazami A-l-Ti w o. 
13M buforze

124

HeLa 1,5—2 odporne na trawienie 
RNazami A +  T! w 
0.63M buforze

124
!

limfoma Burkitta 3—4 S — — 97
fibroblasty kurze 3—4  S 97
embrion jeżowca mor
skiego

4—6 S 0,2 dupleksy RNA połą
czone z sekwencjami 
adenylowymi

110

liście tytoniu 6 S 0,06 symetryczny skład za
sad

154

BHK — 21 12 S reaguje z przeciwcia
łem specyficznym dla 

! dsRNA

155

nerka królika 7 S —  1
embrion kurzy 
HeLa

9 S 
11 S I  |

indukują interferon 156

HeLa 5 S — j hamuje biosyntezę 
l białka

157

retikulocyty kurze 4—11 S

■

zawiera nukleotydy 
komplementarne do 
miejsca wiążącego ry- 
bosom w globinowym 
mRNA

158
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tycznym mRNA nie znajdowano w ogóle dsRNA (105, 108, 109) lub wy
krywano niewielkie ilości sięgające 0,3°/o (119). Wykazano jednakże w 
cząsteczce mRNA obecność identycznych sekwencji jak w jednej z dwóch 
nici dsRNA pochodzącego z hnRNA (115, 117—119). Sugeruje to, że obszar 
dwuniciowy hnRNA może ulegać enzymatycznej degradacji, w wyniku 
której jedna z dwóch nici struktury  dwuniciowej zostaje w mRNA za
chowana.

Ilość dsRNA izolowanego z hnRNA różnych komórek waha się od kil
ku do kilkunastu procent. W dużym, stopniu zależy to od zastosowanej 
metody izolacji RNA i może być związane z niecałkowitą ekstrakcją ją 
drowego RNA (120), lub też z wpływem stosowanych podczas procedury 
warunków na powstawanie struktur dwuniciowych. Jeżeli hnRNA przed 
trawieniem mieszaniną nukleaz znajdzie się w warunkach sprzyjających 
parowaniu się sekwencji RNA (ang. self annealing) to ilość materiału 
opornego na trawienie znacznie wzrasta i osiąga np. w komórkach raka 
wysiękowego Erlicha 20% (102), a w komórkach HeLa 15% (94) lub na
wet 25% (115). Wydaje się jednak, że wszystkie komplementarne sek
wencje mogące tworzyć obszary sparowane — niezależnie od tego, czy 
występują w cząsteczce od razu w postaci struktur dwuniciowych, czy 
też powstają dopiero wskutek parowania się — są transkrybowane z tych 
samych sekwencji DNA. Przemawia za tym podobny skład nukleotydowy 
obu typów struktur uzyskany przez trawienie RNazą Ti i badanie po
wstałych oligonukleotydów techniką jingerprinting (115).

Badania immunologiczne (98) i powstawanie krzyżowych wiązań 
w RNA pod wpływem psoralenu (99) potwierdzają obecność dwuniciowego 
RNA w żywej komórce. Również w natywnej rybonukleoproteinowej 
formie hnRNA komórek HeLa stwierdzono obecność dsRNA (113), nie
zależnie od powstających podczas odbiałczania wewnątrzcząsteczkowych 
dupleksów spowodowanych łączeniem się komplementarnych sekwencji 
(124). Nie możemy, więc jeszcze dokładnie określić ilości hnRNA wy
stępującej w postaci dwuniciowej. Możemy natomiast stwierdzić, że znacz
na część hnRNA składa się z komplementarnych sekwencji nukleotydo- 
wych, które mogą szybciej lub wolniej tworzyć mniej lub bardziej trwałe, 
różnej długości dsRNA.

V-2. P ochodzenie dsRNA

Zdenaturowane odcinki dwuniciowego RNA szybko i wydajnie hybry- 
dyzują z DNA (105, 112), co świadczy, że są one transkrybowane z sek
wencji DNA powtarzających się wielokrotnie w genomie. Ponieważ DNA 
wszystkich klas gęstości mogą tworzyć hybrydy ze zdenaturowanymi od
cinkami dwuniciowego RNA, zatem występowanie powtarzających się 
sekwencji nie ogranicza się do obszarów satelitarnego DNA (wg B r i t -
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t e n a  i K o h n a  (125) satelitarne DNA są to bloki prostych, wielo
krotnie powtarzających się sekwencji, które podczas wirowania w gra
diencie CsCl tworzą dobrze określone pasma). Sekwencje DNA komple
mentarne z dsRNA są dosyć regularnie porozrzucane wewnątrz genomu
i wydają się należeć do frakcji średnio powtarzalnego DNA (ang. inter
mediate repeat) (16).

Ponieważ w DNA sekwencje powtarzające się są rozproszone wśród 
unikalnych wydaje się oczywistym, że cząsteczka hnRNA, która jest 
transkrybowana z długiego odcinka genomu również zawiera sekwencje 
powtarzające się i unikalne ułożone na przemian. W DNA Eukaryota za
obserwowano występowanie sekwencji odwróconych (palindromowych) 
typu 5' abcdxyzd'c'b'a' 3' gdzie abed i a'b 'c'd ' są to sekwencje komple
mentarne, a odcinek xyz, który może być różnej długości reprezentuje 
niesparowany obszar 'pomiędzy komplementarnymi sekwencjami (127). 
Transkrypt sekwencji palindromowej może tworzyć dwuniciowy odcinek' 
RNA. W celu sprawdzenia tego przypuszczenia dsRNA z komórek HeLa 
poddano analizie metodą fingerprinting i znaleziono sześć dużych nukleo- 
tydów o określonej prostej sekwencji (116). Następnie transkrybowano 
in vitro frakcję palindromowego DNA i w powstałym produkcie znale
ziono analogiczne oligonukleotydy jak w dsRNA izolowanym z hnRNA 
(114). W te n ‘sposób zbadano również frakcję hnRNA szybko hybrydyzu- 
jącą z komórkowym DNA oraz sekwencje, które parując ze sobą zwięk
szają ilość RNA odpornego na trawienie nukleazami (115). Obrazy otrzy
mane podczas rozdziału oligonukleotyów były we wszystkich przypad
kach prawie nierozróżnialne. Stąd można przypuszczać, że sekwencje pa
lindromowego DNA należą do klasy sekwencji średnio powtarzających 
się. Skład zasad różnych palindromów jest zasadniczo taki sam i tylko nie
wielkie różnice -obserwuje się w zależności od położenia sekwencji palin
dromowej w genomie.

Komplementarne odcinki sekwencji palindromowego DNA mogą są
siadować bezpośrednio, lub też mogą być oddzielone od siebie sekwencjami 
niekomplementarnymi o różnej długości. W pierwotnym transkrypcie 
komplementarne sekwencje leżące blisko siebie ulegają łatwo sparowa
niu i tworzą odcinki dsRNA lub struktury  typu szpilki (ang. hairpin like 
structure). Sekwencje komplementarne znacznie od siebie oddalone aso- 
cjują trudniej i to ich obecność powoduje, że w sprzyjających warunkach 
obserwuje się wysoki udział struktur dwuniciowych w hnRNA.

Y-3. B iologiczna rola odcinków  dsRNA

Rola odcinków dwuniciowych RNA jest nieznana. Wyniki badań prze
prowadzonych na komórkach różnych typów, jak i fakt pochodzenia sek
wencji odcinków dwuniciowych z fragmentów palindromowych DNA
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świadczą o powszechności występowania części eukariotycznego hnRNA 
w formie dwuniciowej.

Proponowane przez różnych autorów role sekwencji pochodzących 
z fragmentów dsRNA mieszczą się pomiędzy dwiema krańcowymi możli
wościami: odcinki dwuniciowe albo są jedynie odbiciem struktury  geno
mu i nie odgrywają żadnej roli w gotowym transkrypcie, albo też odcinki 
takie pełnią autonomiczną rolę w metabolizmie hnRNA. Można przyjąć, 
że sekwencje palindromowe z DNA, z transkrypcji których pochodzą sek
wencje komplementarne w odcinkach dsRNA, mogą służyć jako miejsca 
wiążące białka regulatorowe, strukturalne lub polimerazę RNA, lub też 
mogą odgrywać rolę w upakowaniu DNA w chromosomie, co tylko po
średnio wiąże je z losami transkryptów. Większość autorów jest jednak 
zdania, że sekwencje dwuniciowego RNA są sygnałami w procesie prze
twarzania hnRNA w funkcjonalny mRNA. Za taką koncepcją przemawia 
szereg obserwacji:
— Odcinki dwuniciowe są rozproszone pomiędzy długimi obszarami sek

wencji jednoniciowych (128).
— Cytoplazmatyczny RNA nie zawiera dsRNA lub zawiera je tylko w 

ilościach śladowych (105, 112), jakkolwiek obecność w mRNA sek
wencji analogicznych z sekwencjami dsRNA jądrowego (115, 117— 
119) nasuwa przypuszczenie, że obszar dwuniciowy w hnRNA mógł 
podlegać enzymatycznemu cięciu prowadzącemu do pozostania w 
mRNA fragmentów jednej nici dsRNA.

— Wg R o b e r t s o n a  (137) występowanie enzymów o specyficzności 
RNazy III z E. coli, swoistej dla odcinków dwuniciowych, i działanie 
tego enzymu in vitro na dsRNA, izolowane z hnRNA komórek HeLa, 
potwierdza hipotezę o roli struktur dwuniciowych w przekształceniu 
hnRNA. Jak dotąd nie udało się jednak zdobyć bezspornych dowodów 
na obecność w komórkach ssaków enzymu działającego jak RNaza III 
(129). Zostało wprawdzie opublikowane doniesienie o aktywności rybo- 
nukleazowej preferującej dsRNA w komórkach HeLa, brak jest jednak 
przekonywujących danych na jej jądrowe pochodzenie (130). Szereg 
zaś dsRNaz z różnych źródeł wykazuje lokalizację cytoplazmatyczną. 
W supernatancie z homogenatu komórek raka wysiękowego Krebs II 
znaleziono aktywność rybonukleazową związaną prawdopodobnie z ry 
bosomami, a preferującą dsRNA, co potwierdziły badania na dsRNA
i jednoniciowym RNA fagów f2 i f l  oraz na poli(G) : poli(C) (131). Po
dobne aktywności dsRNazowe opisano w'komórkach KB (132), tkance 
płucnej, śledzionie i komórkach niektórych makrofagów (133). Również 
podczas frakcjonowania RNazy H z grasicy cielęcej wyizolowano 
aktywność dsRNazową (134). Ostatnio doniesiono o identyfikacji w 
hnRNP komórek HeLa aktywności dsRNazowej (135) bardzo podobnej 
do rybonukleazy D wyizolowanej z komórek Krebsa (136). (Obserwa
cja ta wymaga jeśzcze jednak szeregu dalszych badań). Nie ma jednak
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wystarczających danych, które by wskazywały na obecność enzymu 
atakującego specyficznie dwuniciowe struktury RNA w jądrze. Nato
miast doniesienia o występowaniu takiej aktywności enzymatycznej w 
cytoplazmie zachęcają do poszukiwania odcinków dwuniciowych poza 
jądrem komórkowym.

— Analogicznie do występowania w RNA E. coli fragmentów pełniących 
rolę sygnałów w procesie przekształcania tego RNA w trakcie jego 
dojrzewania (137) jądrowe dsRNA eukarionotów zawiera specyficzne 
sekwencje i ma strukturę, która potencjalnie może pełnić taką samą 
rolę w hnRNA (137, 138).

— Istnieje również możliwość, że odcinki dsRNA lub ich fragmenty po
zostając w jądrze mogą tam pełnić różne inne funkcje regulatorowe 
na poziomie transkrypcji lub replikacji (128, 139). Nie można też wy
kluczyć, że sygnały zakodowane w charakterystycznych oligonukleoty- 
dach w dsRNA mogą na przykład działać w dojrzałym mRNA pod
czas wiązania rybosomów lub też w czasie dołączania kapturka czy od
cinków poli(A). Możliwość zupełnie innej strukturalnej roli odcinków 
dwuniciowych może wypływać z faktu, że rybonukleoproteidowe czą
steczki zawierające hnRNA są mocno związane z niektórymi składni
kami struktury  jądrowej tak, że ich uwolnienie powoduje częściową 
degradację RNA (140). Sugeruje się też przyłączenie nRNP do tzw. 
szkieletu jądrowego (96). W obu wypadkach w wiązaniu mogą być za
angażowane obszary dwuniciowe RNA (141).
W obecnej chwili trudno jest jednak przypisać* dsRNA określoną rolę. 

Wydaje się raczej, że mogą one mieć różne-znaczenie metaboliczne w za
leżności od miejsca występowania, długości i charakterystyki tworzących 
je sekwencji nukleotydowych.

Zaakceptowano do druku 30.08.1980.
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I. Wstęp

Odporność lub wrażliwość rośliny na choroby infekcyjne jest końco
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jemne oddziaływanie metabolitów dwóch wchodzących ze sobą w kon
takt organizmów. Skutkiem tego oddziaływania jest derepresja nowych 
genów w komórkach żywiciela i zapoczątkowanie różnokierunkowych pro
cesów zmierzających do ograniczenia rozwoju patogenu. Obecnie można 
rozróżnić dwa zasadnicze kierunki tych zmian (1):
— procesy niespecyficzne, w których indukowana synteza RNA i białka 

prowadzi do produkcji fitoaleksyn wykorzystywanych do lokalizacji 
patogenu,

— zmiany o charakterze specyficznym, które przypuszczalnie odgrywają 
decydującą rolę w rozwoju choroby.
Indukowana biosynteza fitoaleksyn i rola tych związków w rozwoju 

patogenezy była przedmiotem wielu artykułów przeglądowych (2, 3, 4, 
5, 6) i prac oryginalnych (np. 7, 8, 9). Szczegółowe badania zmian specy
ficznych rozpoczęły się stosunkowo niedawno na podstawie nowych 
osiągnięć w dziedzinie mechanizmu ekspresji genów u eukariontów. Prze
słankę do rozpoczęcia tego typu badań stanowiły także doniesienia świad
czące, że infekcja roślin powiązana jest najczęściej z syntezą oraz nagro
madzaniem RNA (10, 11), nowych białek enzymatycznych (12, 13, 14) oraz 
izoenzymów o zmienionych proporcjach ilościowych (15, 16).

W artykule zostaną omówione jedynie te etapy ekspresji i regulacji 
genetycznej, które są bezpośrednio związane ze stabilizacją wzajemnych 
stosunków metabolicznych w układzie żywiciel — patogen. Analiza poin- 
fekcyjnych zmian zostanie przeprowadzona na tle procesów normalnie 
przebiegających w zdrowych komórkach eukariontów.

II. Transkrypcja i procesy potranskrypcyjne u roślin zdrowych

Proces ekspresji genów, a także mechanizmy regulacji tego procesu 
u eukariontów są znacznie bardziej skomplikowane niż u prokariontów 
(17, 18, 19) i działają na etapach aktywacji chromatyny, specyficzności 
transkrypcyjnej polimeraz RNA oraz potranskrypcyjnych przekształceń 
prekursorów RNA.

II - l.  A ktyw acja chrom atyny

Chromatyna eukariontów zbudowana jest z podjednostek zwanych 
nukleosomami, oddzielonych od siebie włóknami chromatynowymi (20, 
21, 22). Rdzeń nukleosomu zbudowany jest z dwóch tetramerów, z któ
rych każdy zawiera cztery różne białka histonowe H2a, H2b, H3 i H4. Wo
kół rdzenia białkowego utworzonego z histonów nawinięty jest łańcuch
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DNA zbudowany z 200 par zasad. Między nukleosomami, które stanowią 
struktury  kuliste, występują łączące je włókna chromatyny, gdzie trze
ciorzędowa struktura DNA jest zdeterminowana obecnością jednego biał
ka histonowego Hj i heterogennej grupy białek niehistonowych. Struktura 
chromatyny przypomina zatem sznurek z nawiniętymi koralikami.

Ustalono, że jednostką transkrypcyjną chromatyny kodującą dużą 
prekursorową cząsteczkę mRNA, syntetyzowaną przez polimerazę II RNA 
jest kilka nukleosomów i włókna chromatyny zawarte między nimi. Jed
nostka transkrypcyjna podczas derepresji genów podlega zmianom allo- 
sterycznym z formy zamkniętej do formy otwartej, a proces ten nie jest 
związany z przemieszczeniem białek histonowych w nukleosomach (23, 
24). Wykazano jednak, że zasadniczym czynnikiem regulującym aktyw
ność genów jest współdziałanie DNA chromatyny z białkami niehistono- 
wymi (23, 25, 26, 27). Wiadomo jednakże, że i histony w nukleosomach 
ulegających transkrypcji podlegają modyfikacjom poprzez metylowanie 
lub fosforylację (28).

Wyizolowane białka histonowe nukleosomów mają skłonność do spon
tanicznej tetrameryzacji zn vitro, podczas której monomery łączą się w 
sposób przypadkowy (22).

II-2 . Specyficzność tr a n sk ry p c y jn a  po lim eraz RNA

Organizmy prokariotyczne mają tylko jeden rodzaj polimerazy RNA 
(nukleotydylotransferaza RNA:nukleozydotrójfosforan) zbudowany z rdze
nia katalitycznego i jednostek regulatorowych (29). Rdzeń zawiera cztery 
podjednostki (a2(3(3') i katalizuje syntezę wiązań fosfodwuestrowych, jed
nostki regulatorowe są odpowiedzialne za inicjację i terminację transkryp
cji. Każda zmiana struktury  pod jednostek wpływa na właściwości ka
talityczne enzymu (30, 31). Ustalono, że nawet bardzo subtelne mody
fikacje monomerów enzymów oligomerycznych, jakim jest polimeraza 
RNA, prowadzą do całkowitej zmiany ich funkcji biologicznych.

Polimerazy RNA wyizolowano z wielu roślin wyższych (32, 33, 34) 
i grzybów (35, 36). Okazało się, że podobnie jak w innych organizmach 
eukariotycznych występuje tu wiele molekularnych form polimeraz RNA, 
a każda z nich zbudowana jest z dużej liczby podjednostek. Na ogół są 
to kompleksy multimeryczne zawierające dwie podjenostki wysokoczą- 
steczkowe i kilka mniejszych łańcuchów polipeptydowych.

Stwierdzono, że w tej samej komórce polimerazy RNA z różnych orga
nelli mają identyczny rdzeń katalityczny, a różnią się jednostkami regu
latorowymi (37). Stąd można wnioskować, że specyficzność transkryp
cyjna tych enzymów jest funkcją struktury i składu ich podjednostek re
gulatorowych.

Polimerazy RNA eukariontów podzielono na trzy klasy w zależności
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od miejsca ich występowania i rodzaju prekursorowego RNA, jaki syn
tetyzują. Są to: polimeraza I odpowiedzialna za syntezę prekursorowego 
rRNA, polimeraza II katalizująca biosyntezę prekursorowego mRNA i po
limeraza III syntetyzująca prekursorowy tRNA i 5S rRNA.

Każda z tych klas enzymów występuje w wielu formach molekular
nych, a każda z tych form ma specyficzną funkcję i katalizuje syntezę 
RNA w różnych częściach genomu (36). Często zdarza się, że enzymy 
z różnych klas polimeraz mają niektóre podjednostki identyczne i wy
kazują wyraźną skłonność do wzajemnych przekształceń in vitro (38).

II-3. Potranskrypcyjne przekształcenia prekursorów RNA

Ekspresja genów u eukariontów prowadzi do syntezy prekursoro- 
wych cząsteczek RNA, które już podczas transkrypcji ulegają połączeniu 
z białkami tworząc kompleksy zwane rybonukleinowymi cząstkami jądro
wymi RNP (39). Organizacja wewnętrzna tych cząstek może być porów
nywana do organizacji nukleosomu, a ich funkcja sprowadza się do stabi
lizacji strukturalnej i chemicznej transkryptu oraz do ułatwienia trans
portu RNA z jądra do cytoplazmy (40). Cząstki takie podlegają wielo
etapowym przekształceniom potranskrypcyjnym w biologicznie aktywny 
mRNA, rRNA, i tRNA (18, 32, 41, 42). I jakkolwiek na- każdym z tych 
etapów przekształceniu podlegają kompleksy RNP to w niniejszej pracy 
omówione zostaną jedynie przemiany cząsteczek RNA wchodzące w skład 
tych kompleksów. Procesy dojrzewania wszystkich trzech klas RNA znacz
nie się od siebie różnią ale elementem wspólnym jest tu udział takich 
enzymów jak rybonukleazy (nukleotydo-2'-transferazy rybonuleinianu) 
i metylazy (metylotransferazy).

W komórkach roślin wyższych dojrzewanie prekursorowych cząste
czek mRNA jest regulowane w podobny sposób jak w komórkach ssaków 
(43, 44). Proces dojrzewania jest kilkuetapowy, w którym pierwotny 
stranskrypt, zwany heterogennym jądrowym RNA (hnRNA) podlega 
skomplikowanym przekształceniom poprzedzającym jego transport do cy
toplazmy. Etapy te to poliadenylacja, która następuje wkrótce po ukoń
czeniu transkrypcji i polega na dołączeniu do końca 3'-OH około 100—200 
reszt adenylowych. Wycinanie przez rybonukleazy i odrzucenie sekwencji 
niekodujących, w wyniku czego „odsłania się” koniec 5' cząsteczki. 
A wreszcie skutkiem kilku kolejnych reakcji katalizowanych głównie 
przez fosfohydrolazy i metylazy dochodzi do „oczapeczkowania” końca 5', 
który przyjmuje następującą strukturę: m7GpppAmpGpUpC (45). Do
tychczas nie ustalono, czy syntetyzowany hnRNA jest mono czy policis- 
tronowy.

Geny kodujące rRNA znajdują się w jąderkowym DNA i transkrybo- 
wane są jako pojedyncze cząsteczki prekursorowe 45S. Cząsteczki takie
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obejmują sekwencje nukleotydów 28S rRNA, 18S rRNA i dodatkowe 
sekwencje nierybosomalne (46). Bezpośrednio po zakończeniu transkrypcji 
cząsteczki ulegają rozległej metylacji, a następnie kolejnym procesom 
rozszczepiania przy udziale rybonukleaz (47). W wyniku działania rybo- 
nukleaz eliminacji i hydrolizie podlegają odcinki niezmetylowane, któ
rych sekwencja zasad jest typu nierybosomalnego.

Chromat-yna

DNA

Polimeraza RNA

rRNA- pre

Rybonukleazy

Metylazy

Enzymy modyfikujące

hnRNA

aktywnanieaktywna 

---- —

ffl

tRNA -  pre

3

rRNA mRNA fRNA

R yc. 1. M echanizm  ek sp re s ji genów  w  k o m órkach  eu karion tów . S trz a łk i z n u m e 
ra m i w sk azu ją  p u n k ty  re g u la c ji tego p rocesu , k tó ry ch  zm iany  po in fe k c ji p a to 
genów  om ów ione są w  rozdzia le  III.

Proces dojrzewania prekursorowych cząsteczek tRNA obejmuje także 
etap przycinania ich na obu końcach przez rybonukleazy. Następne dwa 

1 etapy są już jednak charakterystyczne tylko dla tej klasy RNA i obej
mują przyłączenie na końcu 3' cząsteczek trójnukleotydu CCA oraz mo
dyfikację zasad przez enzymy modyfikujące (48, 49, 50).

Mechanizm ekspresji genów w komórkach eukariontów ze wskazaniem 
punktów regulacji tego procesu omawianych w następnym rozdziale 
przedstawia Ryc. 1 (51). Z danych zamieszczonych w tym schemacie wy
nika wyraźnie, że zdecydowaną rolę w regulacji procesu eksprecji genów 
odgrywa specyficzność działania takich enzymów, jak polimerazy RNA, 
rybonukleazy i metylazy.
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Z drugiej strony wiadomo powszechnie, że większość enzymów ko
mórkowych ma charakter oligomeryczny o różnej liczbie podjednostek. 
Podjednostki te można rozdzielać różnymi metodami, można także w 
określonych warunkach łączyć rozdzielone monomery. W ten sposób moż
na uzyskiwać hybrydy międzytkankowe, międzygatunkowe, a nawet mię- 
dzyrodzajowe (52, 53). Ustalono przy tym, że nawet niewielkie zmiany 
w strukturze, czy składzie podjednostek wywołują radykalne zmiany we 
właściwościach katalitycznych i regulacyjnych enzymów. Przedstawione 
w schemacie enzymy również wykazują strukturę oligomeryczną, w której 
podjednostki asocjują na zasadzie komplementacji śródcistronowej i mię- 
dzycistronowej (33, 44, 54, 55).

Omówione dane dotyczące mechanizmu ekspresji genów u eukarion- 
tów oraz roli w regulacji tego procesu niektórych enzymów i białek po
służyły jako punkt wyjścia do badań nad kierunkiem zmian tych proce
sów na różnych etapach patogenezy roślin.

III. Transkrypcja i procesy potranskrypcyjne u roślin chorych

II I -l. Zmiany w  aktyw ności chrom atyny

Wydajność transkrypcyjna chromatyny z liści pszenicy porażonych 
rdzą jest znacznie wyższa niż chromatyny z liści zdrowych (56, 57), nie
zależnie od tego czy w badaniach in vitro stosowano endogenną polime- 
razę RNA czy polimerazę uzyskaną z E. coli. Jako efekt zwiększonej 
aktywności chromatyny obserwuje się po infekcji syntezę i nagroma
dzanie znacznych ilości RNA, a w następnej kolejności białek (58, 59,
60, 61, 62, 63). W jądrach komórek przylegających bezpośrednio do ko
mórek porażonych wzrost zawartości RNA i białek niehistonowych na
stępuje już w 4 godziny po inokulacji (59, 64, 65). Zwiększony poziom 
białek, w tym również białek niehistonowych, może wpływać na akty
wację reprymowanych trwale lub okresowo cistronów i umożliwiać pro
ces transkrypcji. Następstwem tego jest zwiększenie tempa biosyntezy 
wszystkich klas RNA — mRNA, rRNA i tRNA (66, 67, 68). Analiza składu 
zasad nowo syntetyzowanego RNA wykazała, że obok normalnie produ
kowanych form komórkowego RNA pojawiają się formy o strukturze 
unikalnej, nietypowej. Na przykład we wstępnych etapach interakcji ży- 
wiciel-^patogen obserwuje się preferencję syntezy RNA, w którym stosunek 
zasad A +  U/G +  C jest bardzo wysoki (64). F l y n n  i współpr. stosując 
w pozakomórkowych układach syntetyzujących chromatynę z pszenicy 
zdrowej i porażonej rdzą źdźbłową stwierdzili, że w wyniku infekcji 
pojawiają się cząsteczki RNA o niezwykłych rozmiarach, niespotykane 
ani w komórkach żywiciela ani patogenu. Wykazano w ten sposób,
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że nowe formy strukturalne RNA pojawiające się po infekcji roślin są 
produkowane drogą ekspresji genów żywiciela wskutek zmienionej aktyw
ności chromatyny (56).

III-2 . Z m iany  w  specyficzności po lim eraz  RNA

Wszelkie zmiany metabolizmu komórki niezależnie od wywołującego 
je bodźca są poprzedzane zmianarńi w ilości i wzajemnych proporcjach 
różnych klas polimeraz RNA (69, 70). Zjawiska te występują wyraźnie 
także podczas zmiany metabolizmu komórki pod wpływem infekcji pato
genami obligatoryjnymi. Ustalono, że patogeny wpływają nie tylko na 
zmiany ilościowe polimeraz RNA, ale zmieniają także ich specyficzność 
transkrypcyjną (56). Na przykład polimerazy RNA I i II wyizolowane 
z liści pszenicy porażonej rdzą wykazują znaczne zmiany w wyborze ma
trycy w porównaniu z enzymami z roślin zdrowych; zmieniają się także 
właściwości kinetyczne i katalityczne tych enzymów. Badając mechanizm 
zjawiska zmiany specyficzności transkrypcyjnej i aktywności polimeraz 
RNA po infekcji stwierdzono, że polimerazy roślinne są bardzo wrażliwe 
na działanie stymulatorów polipeptydowych (44). Stymulatory te zwie
lokrotniają zarówno częstotliwość inicjacji, jak i szybkość elongacji łań
cuchów RNA. Istnieje duże prawdopodobieństwo, że funkcję stymulato
rów polimeraz RNA w roślinach porażonych spełniają polipeptydy uwal
niane przez mikroorganizmy (1). Polimerazy RNA mogą również zmieniać 
właściwości katalityczne wskutek zmian struktury wynikających ź uczest
nictwa w tworzeniu formy multimerycznej podjednostek regulatorowych 
produkowanych przez patogeny. Po asocjacji powstają wówczas hybrydy 
monomerów żywiciela i patogenu.

III-3 . Z m iany  w  procesie d o jrzew an ia  RNA

Potranskrypcyjne przekształcenia prekursorowych cząsteczek RNA są 
katalizowane głównie przez rybonukleazy, metylazy i enzymy modyfi
kujące. Stąd poinfekcyjne zmiany w strukturze tych enzymów będą rzu
towały na ich aktywność i specyficzność katalityczną, a w konsekwencji 
na strukturę i poziom różnych populacji dojrzałych cząsteczek RNA.

1II-3-1. R ybonukleazy

Wzrost aktywności rybonukleaz jest zjawiskiem, które powszechnie 
towarzyszy procesowi starzenia się tkanek, zranieniom mechanicznym, 
a także stresom wywołanym przez szok termiczny czy suszę (71). Znaczne 
zmiany w aktywności tych enzymów występują także wskutek stresu wy
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wołanego infekcją przez mikroorganizmy chorobotwórcze (63, 72, 73, 
74, 75, 76). Dotychczas interpretacja tego zjawiska była jednoznaczna: 
zwiększoną aktywność rybonukleaz wiązano z możliwością degradacji 
RNA w komórkach porażonych przez enzymy uwalniane przez mikro
organizmy.

Obecnie wyniki analizy poinfekcyjnych zmian ilościowych rybonu
kleaz, a także zmian we właściwościach katalitycznych i strukturalnych 
tych enzymów skłoniły C h a k  r a v o r t y  i S h a w  do uwypuklenia 
ich roli w potranskrypcyjnym procesie dojrzewania RNA (51).

Rozpatrując poinfekcyjne zmiany ilościowe zauważono, że wzrost 
aktywności rybonukleaz u roślin wrażliwych i odpornych jest zróżnicowa
ny (77). U roślin wrażliwych aktywność tych enzymów wzrasta w dwóch 
fazach choroby: wczesnej i późnej, u odpornych 'tylko w fazie wczesnej. 
Wzrost aktywności po infekcji jest skorelowany z pojawieniem się w ko
mórce porażonej nowych cząsteczek rybonukleaz o właściwościach kine
tycznych i katalitycznych zupełnie różnych od rybonukleaz z roślin zdro
wych i organizmów patogenicznych (74, 75, 78, 79). Jednakże wielkość 
tych zmian nie jest funkcją ilości grzybni rozwijającej się w tkankach 
żywiciela (77). Nie można także wykluczyć możliwości, że występowanie 
poważnych zmian jakościowych we właściwościach katalitycznych rybo
nukleaz po infekcji przebiega bez widocznych zmian w ilości tego enzymu.

Po wyizolowaniu i oczyszczeniu rybonukleazy ze zdrowych i porażo
nych liścieni lnu oznaczono jej ciężar cząsteczkowy, specyficzność substra
tową oraz wpływ różnych czynników na aktywność tego enzymu (80). 
Na podstawie wyników tych badań ustalono, że rybonukleaza z liścieni 
roślin zdrowych jest zbudowana z monomerów stanowiących dwa różne 
typy. Natomiast enzymy z roślin porażonych zbudowane są przynajmniej 
z monomerów trzech różnych typów, z których jednego w ogóle nie za
wierają rybonukleazy roślin zdrowych. Wysunięto przypuszczenie, że no
wy składnik rybonukleaz, który pojawia się po infekcji jest polipeptydem 
syntetyzowanym w komórkach żywiciela wskutek indukcji przez mikro
organizmy. Wyniki tych badań zostały potwierdzone w stosunku do in
nych układów żywiciel-patogen (74, 75, 76). Rybonukleazy zatem, podob
nie jak omówione wcześniej polimerazy RNA, wykazują ścisłą zależność 
funkcji od struktury  i składu podjednostek, a zmiany struktury  spowo
dowane ingerencją czynników chorobotwórczych w metabolizm komórki 
wywołują zmiany właściwości katalitycznych tych enzymów.

Ponieważ poinfekcyjny wzrost aktywności rybonukleaz zbiega się 
z okresem intensywnego gromadzenia różnych frakcji RNA C h a k r a -  
v o r t y i współpr. (80) sugerują, że rybonukleazy mogą „przycinać” pre- 
kursorowe cząsteczki na różnych etapach potranskrypcyjnego przekształ
cania RNA. W ten sposób enzym ten odgrywa niewątpliwie jedną z po
ważniejszych ról w zmianie regulacji procesu eksprecji genów podczas 
rozwoju choroby.
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Rybonukleaza syntetyzowana po infekcji lnu rdzą zbudowana jest 
z pod jednostek zarówno w typie patogenu, jak i w typie żywiciela (73, 
78). Analizując te dane pod kątem mechanizmu poinfekcyjnej biosyn
tezy enzymu można przypuszczać, że powstaje on albo drogą komplemen- 
tacji międzycistronowej polipeptydów indukowanych pod wpływem me
tabolitów patogenu albo jako heterologiczna hybryda zbudowana z mono
merów produkowanych przez żywiciela i patogen.

III-3-2. M etylazy

Analiza poinfekcyjnych zmian w składzie różnych frakcji RNA wyka
zała, że rośliny jęczmienia porażonego mączniakiem nie zawierają wogóle 
18S rRNA, chociaż frakcja ta normalnie występuje w roślinach zdrowych 
(82). Zarówno rośliny zdrowe, jak i porażone natomiast zawierają 28S 
rRNA. Ponieważ 18S i 28S rRNA są syntetyzowane razem w postaci jed
nej dużej cząsteczki prekursorowej zanik frakcji 18S rRNA u roślin po
rażonych musi wynikać z defektu w potranskrypcyjnym przekształcaniu 
prekursorowego rRNA. Defekt ten prawdopodobnie polega na zniekształ
ceniu struktury metylaz, a co za tym idzie i ich funkcji. Nieprecyzyjne 
zmetylowanie cząsteczki prekursora prowadzi do wycięcia przez rybonu- 
kleazę i zhydrolizowania niezmetylowanych odcinków pre-rRNA.

Jeżeli zatem we wczesnej fazie interakcji żywiciel-patogen dojdzie do 
indukowanej przez patogen zmiany choćby tylko w jednej populacji 
enzymów dojrzewania, to zmiana ta zapoczątkuje cały ciąg zdarzeń za
kłócający mechanizm ekspresji genów w komórce żywiciela.

VI. Uwagi końcowe

Na podstawie danych uzyskanych w toku dotychczasowych badań nad 
kierunkami zmian w procesie regulacji metabolicznej przez patogeny 
obligatoryjne C h a k r a  v o r t y  i S h a w  (1) opracowali schemat obra
zujący przypuszczalny łańcuch poinfekcyjnych zdarzeń w komórkach ży
wiciela i patogenu (Ryc. 2). Schemat ten opiera się na hipotezie ,,gen-na- 
gen” ustalonej metodami genetyki klasycznej (82, 84, 85). Według tej hi
potezy każdemu genowi determinującemu odporność w komórkach ży
wiciela odpowiada ściśle określony gen determinujący wirulencję w ko
mórkach patogenu. Innymi słowy w tych dwóch wchodzących ze sobą w 
kontakt organizmach istnieją pary genów, których produkty mogą wza
jemnie na siebie oddziaływać. Efektem tego wzajemnego oddziaływania 
jest ustalenie się między tymi organizmami określonej zależności, co ma
nifestuje się bądź reakcją odporną, bądź wrażliwą żywiciela.

Zasadnicze stadium interakcji żywiciel-patogen rozpoczyna się od mo
mentu kiedy trwale reprymowany gen A' żywiciela ulega derepresji pod
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Ryc. 2. H ipo te tyczny  sch em at m etabo licznej in te ra k c ji żyw icie l-patogen .

wpływem induktora X uwalnianego przez patogen. Jednocześnie w tej sa
mej komórce ulega ekspresji gen A funkcjonujący normalnie w komór
kach zdrowych. Jako efekt ekspresji tych dwóch genów rozpoczyna się 
synteza dwóch rodzajów mRNA, a następnie dwóch rodzajów polipepty- 
dów. Między tymi polipeptydami może dojść do asocjacji skutkiem czego 
będzie utworzenie enzymu o składzie podjednostek an, ań. Właściwości 
katalityczne takiego enzymu będą oczywiście różne od enzymu an z roślin 
zdrowych. Stanowi to przykład zmienionej komplementacji międzycistro- 
nowej enzymów żywiciela wywołanej wskutek translokacji produkowa
nych przez patogen specyficznych induktorów.

Podobny ciąg zdarzeń może zostać zainicjowany w komórce patogenu 
przez induktory uwalniane przez żywiciela. I tak induktor Y uwalnia
ny przez żywiciela może indukować ekspresję cistronu B' e patogenu; 
w następstwie tego pojawiają się polipeptydy p', które drogą komplemen
tacji międzycistronowej utworzą z produktem cistronu B aktywną for
mę enzymu (3, (3'. Enzymy tego typu mogą katalizować reakcję wspie
rającą wzrost patogenu w tkankach rośliny.

Niezależnie od tych zmian w „pionowej” regulacji ekspresji genów 
w kombinacji żywiciel-patogen możliwe jest wzajemne przenikanie me
tabolitów na różnych poziomach procesu przekazywania informacji ge
netycznej: na poziomie DNA na zasadzie transdukcji (86, 87), podczas 
translokacji induktorów, na poziomie mRNA oraz polipeptydowych skład
ników enzymów oligo- i multimerycznych. Jeżeli enzymy, które podle
gają zmianie struktury wskutek komplementacji międzycistronowej czy 
nawet międzyrodzajowej podjednostek katalizują procesy ekspresji ge
nów, np. transkrypcję (polimerazy RNA) lub przekształcenia potranskryp- 
cyjne (rybonukleazy, metylazy) to jako nieuchronna konieczność pojawią

http://rcin.org.pl



[11] R EG U LA CJA  GENETYCZNA U R O ŚLIN 77

się nowe enzymy o właściwościach niespotykanych ani w komórkach ży
wiciela ani patogenu. Zmiana struktury  tych enzymów rzutując na ich 
funkcję zapoczątkuje całą lawinę procesów prowadzących albo do ustale
nia określonej równowagi w układzie żywiciel-patogen albo do całkowi
tego rozkojarzenia metabolizmu żywiciela i swobodnego rozwoju choroby.

Zaakceptowano do druku 9.09.1980.
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Interakcje osoczowych czynników krzepnięcia krwi
\ 1 ^

Interactions of Blood Coagulation Factors

Sp is treśc i

I. W prow adzen ie
II . W ew nątrzpochodny  u k ład  k rzep n ięc ia  k rw i

I I - l .  R eak c je  zachodzące n a  ak ty w n e j pow ierzchn i 
II-2 . D alsze reak c je  u k ła d u  w ew nątrzpochodnego

III . Z ew n ątrzpochodny  u k ład  k rzep n ięc ia  k rw i
IV . R eak c je  w spó lne  d la  obu u k ładów  

IV -1. A k ty w ac ja  czynn ika  X
IV -2. B udow a p ro tro m b in y  i je j  k o n w ers ja  do tro m b in y
IV -3. R ola tro m b in y  w  końcow ych  e tap a ch  k rzep n ięc ia  k rw i
IV -4. Z naczen ie  w itam in y  K

V. R egu lac ja  p rocesu  k rzep n ięc ia  k rw i

C onten ts

I. In tro d u c tio n
II. In tr in s ic  p a th w a y  of blood coagu la tion  

I I - l .  S u rface -m ed ia ted  reac tio n s  %
II-2 . O th e r reac tio n s of in tr in s ic  p a th w ay

III . E x trin s ic  p a th w ay  of blood coagu la tion
IV. Com m on p a th w ay

IV -1. A ctiv a tio n  of F a c to r  X
IV -2. S tru c tu re  of p ro th ro m b in  an d  its  conversion  to th ro m b in
IV-3. Role of th ro m b in  in f in a l steps of blood coagu la tion
IV-4. Role of v itam in  K

V. R egu la tion  of blood coagu la tion

I. Wprowadzenie

U podstaw zjawiska krzepnięcia krwi leży interakcja płytek krwi 
i niektórych białkowych składników osoczowych z kolagenem ścian na

*) D r hab., **) P ro f. d r  hab ., Z ak ład  B ioęhem ii, In s ty tu t  B iochem ii i B iofizyki, 
U n iw ersy te t Łódzki, B anacha  12/16, 90-237 Łódź.
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czyń krwionośnych z jednej strony, a aktywacja określonych czynników 
krzepnięcia przez uwolniony z uszkodzonych komórek czynnik tkankowy 
z drugiej. We wstępnej fazie krzepnięcia pojawia się czop płytkowy, któ
ry  jest bardzo luźno związany z włóknami kolagenowymi ściany naczyń 
i jeżeli proces ten nie postępuje dalej, łatwo odrywa się pod wpływem 
działania strumienia przepływającej krwi. Dla zapewnienia trwałości po
wstałego skrzepu musi być uruchomiony tzw. kaskadowy system osoczo- 
wych czynników krzepnięcia krwi. Ich lawinowa przemiana prowadzi do 
pojawienia się trombiny, która przekształca fibrynogen w monomery 
włóknika, osadzające się na agregatach płytkowych. Luźny skrzep ulega 
stabilizacji, retrakcji i w efekcie tworzy się zwarty czop hemostatyczny, 
tamujący krwawienie.

Większość osoczowych czynników krzepnięcia krwi ma charakter pro- 
enzymów. Ich przejście w formę aktywną jest wynikiem bardzo ograni
czonej proteolizy cząsteczki obejmującej najczęściej hydrolizę tylko jed
nego lub dwóch wiązań peptydowych. Towarzyszą temu znaczne prze
kształcenia konformacyjne, które powodują odsłonięcie centrum enzyma
tycznego cząsteczki. W ten sposób z odpowiednich proenzymów powstają 
niezwykle specyficzne proteazy serynowe, jak np. czynniki: Ha, IXa, Xa, 
XIa i XIIa oraz kallikreina. Do proteaz serynowych układu krzepnięcia 
krwi należy również czynnik VII, który aktywuje się po skompleksowa- 
niu z lipopróteinami uwalnianymi z uszkodzonych tkanek. Naturalnymi 
substratam i tych proteaz serynowych są cząsteczki kolejnych czynników 
kaskadowego układu krzepnięcia krwi (1). W podobny sposób aktywują 
się cząsteczki czynnika XIII, które po przejściu w formę XlIIa charak
teryzują się aktywnością transglutaminazową.

Oprócz czynników o naturze enzymatycznej, w reakcjach krzepnięcia 
krwi biorą udział białka pełniące funkcję regulatorową (czynniki V, VIII, 
wysokocząsteczkowy kininogen). ^Niektóre z nich, np. czynnik V, a być 
może i VIII, również wymagają aktywacji, polegającej na częściowej hy
drolizie cząsteczki. Pełnią one funkcję kofaktorów przyśpieszających prze
bieg określonych etapów krzepnięcia krwi. Do prawidłowego przebiegu 
niektórych etapów tego procesu wymagana jest ponadto obecność kilku 
niebiałkowych czynników, np. jonów Ca+2, fosfolipidów oraz pośrednio 
witaminy K. Ta ostatnia nie bierze bezpośrednio udziału w reakcjach 
krzepnięcia krwi, jest natomiast niezbędna do syntezy cząsteczek czyn
ników zawierających miejsca wiążące jony Ca+2 (czynniki II, VII, IX 
i X). Nazwy oraz niektóre właściwości czynników krzepnięcia krwi zesta
wione są w Tabeli 1.

Ponad sto lat temu L i s t e r  (2) zaobserwował, że krew wynaczynio- 
na po kontakcie ze szkłem dość szybko krzepnie. Dzisiaj wiadomo, że za 
inicjację krzepnięcia w takich warunkach odpowiedzialne jest białko, 
określone jako czynnik XII, które aktywuje się pod wpływem ujemnie na
ładowanych powierzchni (3). Pojawienie się skrzepu w takich warunkach
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jest wynikiem reakcji zachodzących wyłącznie pomiędzy składnikami oso
cza. Wszystkie te reakcje tworzą tzw. wewnątrzpochodny układ krzep
nięcia krwi. Alternatywny mechanizm inicjacji krzepnięcia krwi polega 
na kontakcie innego składnika osoczowego, tj. czynnika VII z substancja
mi uwalnianymi z uszkodzonych komórek. Ten mechanizm wymaga więc 
obecności dodatkowego, nieosoczowego składnika i dlatego określany jest 
jako zewnątrżpochodny układ krzepnięcia krwi.

In vitro, oba układy możemy badać oddzielnie. Po wstępnych zasad
niczo odmiennych reakcjach, oba układy prowadzą do aktywacji czynni
ka X. Kolejne fazy krzepnięcia krwi, tj. przekształcenie protrombiny w 
trombinę, konwersja fibrynogenu we włóknik i ostateczne uformowanie 
czopu hemostatycznego przebiegają w taki sam sposób.

II. Wewnątrzpochodny układ krzepnięcia krwi

Budowa i własności cząsteczek czynnika XII, wysokocząsteczkowego 
kininogenu oraz prekallikreiny, które biorą udział w reakcjach rozpoczy
nających przemiany układu wewnątrzpochodnego, fibrynolizę oraz pro
dukcję kinin (Rycina 1) zostały obszernie opisane w ostatnich artykułach 
przeglądowych (4, 5).

Mechanizm aktywacji czynnika XII nie jest jeszcze dokładnie pozna
ny. Wiadomo, że reakcja ta może przebiegać w dwojaki sposób: a) w fa
zie stałej, po zaadsorbowaniu czynnika XII na ujemnie naładowanych po
wierzchniach, b) w fazie ciekłej, pod wpływem enzymów proteolitycznych, 
np. plazminy, kallikreiny czy trypsyny. Podczas aktywacji proteolitycz
nej jecnołańcuchowa cząsteczka czynnika XII o masie cząsteczkowej 80 000 
ulega rozpadowi (6, 7). W zależności od intensywności trawienia powstają 
produkty, które zawierają dwie lub trzy podjednostki peptydowe powią
zane ze sobą mostkami dwusiarczkowymi. W pierwszym etapie hydroli
zy pojawiają się fragmenty o masie cząsteczkowej 52 000 i 28 000 dalto- 
nów. Dalsza hydroliza prowadzi do rozbicia dodatkowego wiązania pepty- 
dowego w większej podjednostce i powstania fragmentów o masie czą
steczkowej 40 000 i 12 000. Nieaktywny czynnik XII ma ukrytą reaktyw 
ną resztę serynową i włącza śladowe ilości diizopropylofluorofosforanu. 
Po aktywacji obserwuje się gwałtowny wzrost inkorporacji diizopropylo
fluorofosforanu, który wiąże się w równomolowych ilościach z podjed
nostką 28 000 daltonów. Wstępne analizy sekwencji aminokwasowej tego 
czynnika wykazały, że bezpośrednie sąsiedztwo reaktywnej seryny (Asp- 
Ser-Gly) jest bardzo podobne do tego, jakie występuje w cząsteczkach 
innych proteaz serynowych układu krzepnięcia krwi (8).

Zwykła adsorpcja jednołańcuchowej formy cząsteczek czynnika XII 
na celicie lub kaolinie nie wystarcza do odsłonięcia reaktywnej seryny. 
W takiej postaci czynnik XII włącza do cząsteczki tylko niewielkie ilości
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diizopropylofluorofosforanu, tj. 0.014 mola/mol białka (7). Obszary czą
steczki czynnika XIIa, odpowiedzialne za adsorpcję na ujemnie nałado
wanych powierzchniach, znajdują się na podjednostce 52 000 daltonów, 
a po jej dalszej hydrolizie, na fragmencie 40 000 daltonów (6). W tej inter
akcji pośredniczą ugrupowania guanidynowe reszt argininowych czą
steczki czynnika XIIa (9).

fib ryn o liza

t

R ycina 1. S ch em at ob razu jący  re a k c je  p rzeb ieg a jące  n a  u jem n ie  na ład o w an y ch  po
w ie rzch n iach  ( s ) po zaad so rb o w an iu  cząsteczek  czynn ika  X II, w ysokocząstecz- 
kow ego k in inogenu  (HM W K) i p re k a llik re in y  (PK ). Cz X IIf oznacza fra g m e n t czyn
n ik a  X II  o m asie  cząsteczkow ej 28 000 p o w sta jący  w  w y n ik u  enzym atycznej a k ty 
w ac ji czynn ika  X II. A k ty w ac ja  u k ład u  fib ry n o lity czn eg o  przez  czy n n ik  X IIa  od
byw a się za p o śred n ic tw em  n iezu p e łn ie  jeszcze określonego  p ro a k ty w a to ra . U w aża 
się, że m oże być n im  p re k a llik re in a  a lbo  czynn ik  X I.

Kluczowe znaczenie dla rozwoju aktualnych koncepcji na temat me
chanizmu reakcji przebiegających na ujemnie naładowanych powierzch
niach miało stwierdzenie identyczności czynnika Fletchera (10) i prekal
likreiny (11) oraz czynnika Fitzgeralda i wysokocząsteczkowego kinino
genu (12). Klinicyści oraz badacze układu krzepnięcia krwi wiedzieli o ich 
występowaniu w osoczu. Obserwowano bowiem skazy krwotoczne wywo
łane ich brakiem, które były podobne, lecz niejednakowe z niedoborem 
czynnika XII (10, 11, 13, 14). Zidentyfikowanie tych czynników przyczy
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niło się do poznania związków między aktywacją krzepnięcia krwi, kini- 
nogenezą i fibrynolizą.

Cząsteczka ludzkiej prekallikreiny składa się z pojedynczego łańcucha 
polipeptydowego o masie cząsteczkowej 1Ó5 000—127 000 daltonów (15, 
16). Pod wpływem enzymów trypsyny i plazminy (17, 18), a co najważ
niejsze, pod wpływem zaktywowanego czynnika XIIa jak i jego podjed
nostki 28 000 daltonów (19), prekallikreina ulega aktywacji do kallikrei- 
ny. Jako podstawowa kininogenaza w organizmie uwalnia ona kininy 
z wysokocząsteczkowego kininogenu. W osoczu występują dwa rodzaje 
kininogenów, różniące się masą cząsteczkową i wrażliwością na działanie 
osoczowej kallikreiny. Są to wysokocząsteczkowy kininogeń (ang. — HMW 
kininogen) o masie cząsteczkowej 197 000, wrażliwy na działanie osoczo
wej i gruczołowej kallikreiny oraz niskocząsteczkowy kininogen (LMW  
kininogen) o masie 57 000, który reaguje tylko z gruczołową kallikreiną 
(20). Wśród fizjologicznie czynnych produktów działania kallikreiny na 
wysokocząsteczkowy kininogen występuje 110 aminokwasowy polipep- 
tyd, określany jako fragment-X. Może on zawierać boczny łańcuch cu
krowy i wówczas oznaczany jest jako fragment 1, 2 (21, 22). W obu po
staciach fragment-X hamuje aktywację czynnika XII najprawdopodob
niej współzawodnicząc z nim w wiązaniu się z dostępną aktywną po
wierzchnią (23). Wiązanie wysokocząsteczkowego kininogenu a także jego 
fragmentu-X z ujemnie naładowanymi powierzchniami odbywa się po
przez bogato-histydynowy region zlokalizowany w środkowej części łań
cucha polipeptydowego rodzimej cząsteczki.

I I - l.  R eakcje zachodzące na „aktyw nej pow ierzchni” <

Nadal trudno wytłumaczyć katalizujący wpływ ujemnie naładowanych 
powierzchni na powstawanie aktywnego czynnika XIIa. Niektórzy bada
cze uważają, że cząsteczka czynnika XII kontaktując się z aktywną po
wierzchnią, ulega przekształceniom konformacyjnym, które prowadzą do 
odsłonięcia aktywnej reszty serynowej (24, 25). Czynnik XII zaadsorbo- 
wany na aktywnej powierzchni nie ma jednak aktywności proteolitycznej 
ani esterazowej i nie może samorzutnie się aktywować (7). Zgodnie z za
łożeniami innej hipotezy, aktywacja kontaktowa czynnika XII przebiega 
w dwóch etapach (26—28). W pierwszym etapie czynnik XII, podobnie jak 
prekallikreina, wysokocząsteczkowy kininogen i czynnik XI, adsorbuje 
się na ujemnie naładowanej powierzchni. W drugim, zaadsorbowany 
czynnik XII na sztywnej powierzchni ulega zmianom konformacyjnym 
i jego cząsteczka staje się bardziej podatna na proteolizę. Rola kaolinu, 
celitu i podobnych substancji ograniczałaby się więc tylko do wybiórcze
go zagęszczenia niektórych czynników krzepnięcia krwi na małej po
wierzchni i tym sposobem ułatwiałaby ich oddziaływanie (28). W dalszym
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ciągu brakuje dowodów, który z czynników wchodzących w skład tzw. 
pętli kallikreinowej jest aktywowany jako pierwszy, a co za tym idzie, 
nie znamy mechanizmu inicjującego aktywację czynników wewnątrzpo- 
chodnego układu krzepnięcia krwi. W układzie izolowanym kallikreina 
nie wykazuje pełnej zdolności do aktywacji czynnika XII (13). Wyma
gana do tego jest obecność wysokocząsteczkowego kininogenu (26). Nie
zbędność prekallikreiny dla prawidłowego przebiegu początkowych faz 
krzepnięcia krwi w warunkach fizjologicznych udokumentowały liczne 
doświadczenia, w których używano osocze pobrane od pacjentów pozba
wionych czynnika Fletchera (29—31). Wprowadzenie dodatkowych ilości 
aktywnego czynnika XII tylko częściowo naprawiało własności krzepliwe 
takiego osocza, podczas gdy dodanie czynnika XIa przywracało normal
ną krzepliwość (29, 30). Można więc sądzić, że kallikreina raczej przy
śpiesza tempo aktywacji czynnika XII, niż inicjuje tę reakcję. Bezpo
średnie pomiary stopnia aktywacji wyizolowanego czynnika XII, po 
adsorpcji na kaolinie, wykazały brak jakiegokolwiek włączania diizopro- 
pylofluorofosforanu do cząsteczki (28). Gwałtowny wzrost inkorporacji 
obserwuje się wówczas, gdy z kaolinem dodatkowo związane są — wyso- 
kocząsteczkowy kininogen i prekallikreina. Fragment peptydowy o ma
sie cząsteczkowej 28 000, powstający podczas aktywacji czynnika XII, ma 
tylko niewielką aktywność prokoagulacyjną. Zachowuje jednak w pełni 
zdolność do katalizowania konwersji prekallikreiny w kallikreinę (6, 32). 
Wynika z tego, że czynnik XII i prekallikreina mogą aktywować się wza
jemnie, a która z tych reakcji przeważa, pozostaje wciąż sprawą otwartą. 
Jest to przykład dodatniego sprzężenia zwrotnego, które potęguje inicja
cję procesu krzepnięcia krwi w układzie wewnątrzpochodnym (27, 33). 
Również rola wysokocząsteczkowego kininogenu nie jest w pełni wyjaś
niona, a wyniki dotychczasowych badań nie są jednoznaczne co do miej
sca działania wysokocząsteczkowego kininogenu w kaskadzie krzepnięcia 
krwi (34—38). Istnieją dowody na to, że aktywność tego czynnika jest 
niezbędna już po inicjacji tego procesu, tj., po utworzeniu aktywnego 
czynnika XIIa i kallikreiny. Zaobserwowano bowiem, że wprowadzenie 
aktywnego czynnika XIIa i kallikreiny do osocza pacjenta, które nie za
wiera czynnika Fitzgeralda, nie naprawia zaburzenia krzepnięcia krwi 
(12, 39). Wysokocząsteczkowy kininogen również wydatnie przyśpiesza 
kallikreinową aktywację czynnika XII zaadsorbowanego na kaolinie (35). 
Może to oznaczać, że wysokocząsteczkowy kininogen bezpośrednio od- 
działywuje na czynnik XII, powodując odsłonięcie regionów wrażliwych 
na działanie kallikreiny. Wysokocząsteczkowy kininogen przyśpiesza rów
nież aktywację czynnika XI w mieszaninie zawierającej czynnik XI, 
czynnik XIIa i kaolin. Nie wpływa natomiast zupełnie na przebieg akty
wacji czynnika XI pod wpływem czynnika XII uczynnionego trypsyną 
(40). Ostatnie badania G r i f f i n a  i C o c h r a n e  (41) wykazują nie
zbędność wysokocząsteczkowego kininogenu do aktywacji czynnika XI
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i to nawet w obecności aktywnego czynnika XIIa. Ze względu na to, ze 
w ich badaniach kaolin pozostawał cały czas w reagującej mieszaninie, 
zaobserwowany efekt wysokocząsteczkowego kininogenu prawdopodobnie 
polegał na ułatwianiu wiązania czynnika XI z ujemnie naładowanymi po
wierzchniami. Podobną rolę wysokocząsteczkowy kininogen pełni in vivo, 
zwłaszcza, że w naczyniach krąży on już skompleksowany z czynnikiem 
XI oraz prekallikreiną (33, 37).

II-2. D alsze reakcje układu w ew nątrzpochodnego

Kolejne etapy układu wewnątrzpochodnego, po zaktywowaniu czyn
nika XII, są lepiej poznane (Rycina 2). Czynnik XIIa w pierwszej kolej
ności aktywuje następny w kaskadzie czynnik XI.

Rycina 2. O gólny sch em at in te ra k c ji osoczow ych czynn ików  k rzep n ięc ia  k rw i. 
G rubymi strzałkam i zaznaczone są głów ne reakcje tego procesu. Strzałki opisane lin ią  przery
w aną ukazują niektóre reakcje m odulujące na zasadzie ujem nego lub dodatniego sprzężenia  
zw rotnego określone etapy krzepnięcia krw i. Czynniki krzepnięcia krw i oznaczone są liczbam i 
rzym skim i, a ich form y aktyw ne — literą a. CT to czynnik tkankow y, inaczej trom boplastyna.
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Prekursorowa postać czynnika XI różni się ogólnym planem budowy 
od pozostałych proenzymów serynowych układu krzepnięcia krwi (42). 
Jest także glikoproteiną (11% cukrów) a jego cząsteczka ma budowę* di- 
meryczną i składa się z jednakowych podjednostek polipeptydowych po
łączonych mostkiem dwusiarczkowym. Jej masa cząsteczkowa wynosi 
120 000 daltonów. W C-końcowym regionie obu podjednostek usytuowa
na jest zamaskowana reszta serynowa, która wchodzi w skład centrum 
enzymatycznego. Hydroliza pojedynczego wiązania peptydowego w obu 
podjednostkach czynnika XI przez czynnik XIIa odsłania centra i po
wstały czynnik XIa nabiera aktywności proteolitycznej. Do efektywnej 
aktywacji czynnika XI przez czynnik XIIa konieczna jest obecność do
datkowego czynnika białkowego (13), którym jak się okazało jest wyso- 
kocząsteczkowy kininogen (12). Konwersja czynnika XI w postać aktyw 
ną — XIa pod wpływem czynnika XIIa nie wymaga obecności jonów Ca+*. 
Po aktywacji cząsteczka czynnika XIa zawiera dwa ciężkie i lekkie łań
cuchy polipeptydowe związane ze sobą mostkami dwusiarczkowymi. Cen
trum  enzymatyczne znajduje się na łańcuchu lekkim. Cząsteczki czyn
nego czynnika XIa charakteryzują się aktywnością endopeptydazową w 
kierunku swojego naturalnego substratu jakim jest czynnik IX oraz 
aktywnością esterazową. Rozczepiają ester etylowy benzoilo-orgininy 
(BAEE). Czynnik XIa zamienia czynnik IX na formę czynną — IXa, jak 
to przedstawiono na Rycinie 3, w reakcji dwuetapowej (43).

Czynnik IX jest glikoproteiną o masie cząsteczkowej 55 400 daltonów, 
a jego cząsteczka jest utworzona z pojedynczego łańcucha zawierającego 
416 aminokwasów, których sekwencja została ostatnio opublikowana przez 
K a t a y a m a  i wsp. (44). Zawiera aż 26°/o cukrów. Badania pierwszo- 
rzędowej struktury  cząsteczki czynnika IX wykazały jej duże podobień
stwo do protrombiny oraz lekkiego łańcucha czynnika X (8). W pierw
szym etapie aktywacja czynnika IX obejmuje hydrolizę wiązania pepty
dowego Arg-Ala i rozpad łańcucha na dwa fragmenty — łańcuch lekki
o masie cząsteczkowej 16 600 daltonów oraz ciężki o masie 35 000 dalto
nów powiązane mostkami dwusiarczkowymi. Ten pośredni produkt akty
wacji czynnika IX, tzw. czynnik IXa, nie ma jeszcze aktywności pro
teolitycznej. W drugim etapie, po hydrolizie wiązania Arg-Val, zostaje 
uwolniony glikopeptyd o masie cząsteczkowej 9 000 daltonów (8, 45). Rów
nocześnie pojawia się aktywność enzymatyczna, jako wynik odsłonięcia 
reaktywnej reszty serynowej, znajdującej się w C-końcowym regionie 
łańcucha ciężkiego cząsteczki czynnika IXap (rycina 3). O ile pierwszy 
etap aktywacji czynnika IX może przebiegać w nieobecności jonów Ca+2, 
chociaż bardzo powoli, o tyle drugi bezwzględnie wymaga ich obecności. 
Warto zaznaczyć, że w odróżnieniu od innych czynników zależnych od 
witaminy K, konwersja czynnika IX w formę aktywną nie wymaga fosfo
lipidów. Czynnik IX ulega aktywacji również w obecności czynnika Xa, 
trombiny, trypsyny, kallikreiny i jadu żmii Russella (rycina 3). Inku-
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Rycina 3. P rzeb ieg  a k ty w a c ji czynn ika  IX  przez czynn ik  X Ia , oraz p rzez czynn ik  
X a, tro m b in ę , try p sy n ę , k a ll ik re in ę  i ja d  żm ii R ussella.
Czynnik XIa aktyw uje czynnik IX w reakcji dw uetapow ej. Jako produkt pośredni pow staje czyn
nik IXci, a ostatecznym  produktem  tej reakcji jest czynnik IXa0. Pozostałe enzym y hydrolizują  
te sam e wiązania peptydow e w  cząsteczce czynnika IX, ale w  dow olnej kolejności. Na schem acie  
cząsteczki jest zaznaczona reszta serynow a w chodząca w  skład centrum  katalitycznego czynn i
ka IX.

/
bacja wyizolowanych cząsteczek czynnika IX z aktywną formą czynnika 
Xa oraz fosfolipidami i jonami Ca+2, prowadzi do jego uczynnienia i po
jawienia się aktywnych cząsteczek IXap (46). Jest to kolejny przykład 
funkcjonowania mechanizmu potęgującego aktywację czynników krzep
nięcia krwi na zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego. W pracowni 
S e e g e r s a  (47) badano wpływ działania trombiny na cząsteczki czyn
nika IX. Okazało się, że trombina odczepia z ich C-końcowego regionu 
peptyd o masie cząsteczkowej 9 000 daltonów. Pozostałość cząsteczki na
zywana czynnikiem IXp, charakteryzuje się aktywnością antykoagulacyj- 
ną i może być przekształcana przez czynnik XIa w obecności jonów Ca+2 
do formy IXa, wykazującej także aktywność prokoagulacyjną. Należy tu 
jednak zaznaczyć, że podobnego efektu nie zaobserwowano w innych ba
daniach (48). Czynnik IXa cechuje się aktywnością esterazową oraz endo- 
peptydazową wyłącznie w kierunku czynnika X. W układzie izolowanym 
czynnik IXa tylko w niewielkim stopniu aktywuje cząsteczki czynnika X. 
Wystarczą jednak minimalne ilości czynnika VIII oraz fosfolipidów i jo
nów Ca+2 aby tempo aktywacji wzrosło 20-krotnie (49). Tak więc, w na
stępnym etapie układu wewnątrzpochodnego, cząsteczki czynnika IXa od-
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działywują z makrocząsteczkami czynnika VIII formując kompleks, który 
aktywuje czynnik X (50). Reakcja ta przebiega wyłącznie w obecności jo
nów Ca+2 oraz fosfolipidów. Te ostatnie w warunkach fizjologicznych do
starczane są przez płytki krwi, w postaci uwolnionego czynnika płytko
wego 3 (PF3) (51, 52).

Niedobór czynnika VIII jest przyczyną jednego z najcięższych zabu
rzeń krzepnięcia krwi, od wielu wieków znanego pod nazwją hemofilii. 
Z niedoborem tego czynnika wiąże się również inna skaza krwotoczna 
określana jako choroba von Willebranda. Oba typy zaburzeń dziedziczą 
się niezależnie, tzn. hemofilia jako cecha recesywna sprzężona z chromo
somem X, natomiast choroba von Willebranda jako autosomalna cecha do
minująca. To pozwala sądzić, że mechanizm powstawania obu skaz za
sadniczo różni się od siebie. Ostatnie badania budowy i funkcji czynnika 
VIII potwiedziły te przypuszczenia. Preparaty czynnika VIII cha
rakteryzują' się dwiema aktywnościami biologicznymi: a) VIII:C, czy
li aktywnością prokoagulacyjną, która wyraża się zdolnością do na
prawy krzepnięcia krwi u chorych na hemofilię A (53, 54) oraz b) VIII/WF, 
tj. zdolnością do korekty czasu krwawienia w chorobie von Willebranda 
oraz agregacji płytek w obecności ristocetyny (55, 56). Obie aktywności 
są niezależne od siebie i mogą być selektywnie hamowane przez specy
ficzne przeciwciała (57, 58). Determinanty antygenowe czynnika VIII 
reagują zarówno z surowicami heterologicznymi, otrzymanymi po immu- 
nizacji królików lub kóz wysokooczyszczonymi preparatami czynnika VIII, 
jak i z surowicami homologicznymi, które pochodzą od chorych na he
mofilię przyjmujących wielokrotnie preparaty tego czynnika. Ze względu 
na to, że surowice homologiczne hamują specyficznie aktywność proko
agulacyjną czynnika VIII, nazywa się je anty VIII:C. Nie tworzą one im- 
munoprecypitatów, ani nie wiążą dopełniacza, dlatego nie nadają się do 
badań strukturalnych cząsteczki czynnika VIII (59). Wyizolowane z tych 
autoprzeciwciał i znakowane jodem fragmenty Fab' pozwalają na specy
ficzne oznaczenie tej części kompleksu czynnika VIII, która nosi aktyw
ność prokoagulacyjną (60). Wykorzystywane są one do identyfikacji róż
nych typów zaburzeń krzepnięcia krwi związanych- z niedoborem czyn
nika VIII (59). Przeciwciała heterologiczne rozpoznają z reguły te kom
ponenty czynnika VIII, które biorą udział podczas agregacji płytek w 
obecności ristocetyny, dlatego określa się je jako anty VIII/WF/VIII 
R:Ag (61). Jak dotąd niewiele wiemy o budowie cząsteczki czynnika VIII. 
Badania za pomocą filtracji żelowej z zastosowaniem buforów o wysokiej 
sile jonowej sugerowały, że aktywność prokoagulacyjna (VIII:C) oraz 
aktywność czynnika von Willebranda (VIII/WF) są związane z od
rębnymi cząsteczkami białkowymi, które pozostają silnie zasocjowane ze 
sobą (62—65). Według innej hipotezy (66) obie aktywności, VIII:C 
i VIII/WF, związane są z tą samą podjednostką białkową o masie 195 000
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daltonów, a obserwowany ich podział wynika z częściowej degradacji pro
teolitycznej cząsteczek czynnika VIII. Badania nad wpływem inhibito
rów proteaz na własności preparatów czynnika VIII nie wyjaśniły jedno
znacznie, która z tych hipotez jest prawdziwa. Trasylol, inhibitor kalli- 
kreiny, hamował dysocjację VIII:C i VIII/WF (67), natomiast inne inhibi
tory, np. sojowy inhibitor trypsyny, epsylon aminokapronowy kwas, he
paryna, hirudyna, nie wpływały na tę reakcję (68).

Ludzki czynnik VIII izoluje się najczęściej w postaci wysokocząstecz- 
kowych kompleksów o masie od 600 000 do 20 000 000 daltonów (69, 70). Po 
redukcji wiązań dwusiarczkowych, niektórzy badacze otrzymywali poje
dynczą podjednostkę o masie około 200 000 daltonów (67, 70—72), a inni 
również podjednostki o niższej masie cząsteczkowej (73—76). Pochodzenie 
niskocząsteczkowej podjednostki jest wciąż przedmiotem dyskusji. Jed
ni autorzy uważają, że są to prawdziwe podjednostki czynnika VIII (76— 
78), a inni, że powstają one w wynikli degradacji proteolitycznej (73—75).

Ostatnio wykazano, że aktywność prokoagulacyjna może być zwią
zana nie tylko z wysokocząsteczkowymi formami czynnika VIII ale rów
nież z niskocząsteczkową formą o masie 20 000 daltonów (79). W osoczu 
krwi pobranej na heparynę, wykryto aż 50% aktywności prokoagula- 
cyjnej połączonej z niskocząsteczkową formą czynnika VIII. Co więcej, ta 
niskocząsteczkową forma nie była związana z wysokocząsteczkowym kom
ponentem (VIIIR:Ag), który według R o c k  i wsp. (80) jest białkiem 
nośnikowym czynnika VIII:C. Zgodnie z hipotezę R o c k a  i wsp. (80) 
kompleks VIII:C-VIIIR:Ag dysocjuje w obecności jonów Ca+2. Uwol
niony VIIIR:Ag nie posiada aktywności prokoagulacyjnej.

Zgodne z tym są również wyniki analiz immunologicznych, w których 
stosowano surowice homologiczne (anty VIIÍ:C) oraz heterologiczne (anty 
VIII/WF, VIII R:Ag). Przy ich pomocy stwierdzono, że podczas zamra
żania osocza, do kryoprecypitatu ilościowo przechodziły wysokocząstecz- 
kowe formy VIII/WF, podczas gdy w supernatancie pozostawały tylko 
niskocząsteczkowe formy czynnika VIII o aktywności prokoagulacv j- 
nej (61).

Aktywność prokoagulacyjną wykazują również podjednostki o masie 
cząsteczkowej zbliżonej do 200 000, a powstające po dysocjacji komplek
sów czynnika VIII w obecności CaCl2 (81).

Istnieją kontrowersje na temat aktywującego działania trombiny na 
czynnik VIII:C. Uważa się, że małe ilości trombiny aktywują VIII:C, 
podczas gdy duże ilości tego enzymu oraz wydłużony czas inkubacji czyn
nika VIII z trombiną, inaktywują VIII:C (82, 83). Ostatnie badania z za
stosowaniem trombiny związanej kowalencyjnie z Sepharozą, wykazały, 
że powoduje ona wyłącznie obniżenie aktywności prokoagulacyjnej czyn
nika VIII (84).

Badania kinetyczne interakcji czynnika IXa, czynnika VIII, fosfoli
pidów i jonów Ca+2, wykazały, że aktywność czynnika IXa wzrasta 20-
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krotnie już w obecności niewielkich ilości czynnika VIII (49). Wyliczono 
też, że w normalnym osoczu krwi, 1 mol czynnika XIa, poprzez .aktywa
cję kolejnych czynników, prowadzi do wykrzepienia 2X108 moli fibryno- 
genu. W modelowym układzie, w którym aktywność czynnika wynosiła 
mniej niż 1% normalnie spotykanej i który odpowiada ciężkiej hemofilii, 
A, ta sama ilość czynnika XIa indukuje wykrzepianie tylko 2.5 X 10® moli 
fibrynogenu (56). Zacytowany przykład częściowo tłumaczy rolę czyn
nika VIII w przebiegu krzepnięcia krwi, która polegałaby na potęgowa
niu aktywacji czynnika X, a tym  samym pośrednio i następnych czyn
ników krzepnięcia krwi z trombiną włącznie.

III. Zewnątrzpochodny układ krzepnięcia krwi

W wielu tkankach wykryto lipoproteiny, które w obecności osoczowe- 
go czynnika VII aktywują czynnik X (85). Substancje te po oddysocjo- 
waniu lipidów od ich części białkowej całkowicie tracą aktywność pro- 
koagulacyjną. Część białkowa zbadanych lipoprotein zawiera dwa kom
ponenty o masach cząsteczkowych 220 000 i 300 000 (29). Ich aktywność 
prokoagulacyjna może być w pełni odtworzona przez rekombinację skład
ników z lipidami (85). Zmieszanie składników białkowych z lipidami syn
tetycznymi również prowadzi do odtworzenia aktywności (29). Warto tu 
wspomnieć, że bardzo dużą aktywność prokoagulacyjną czynnika tkan
kowego wykryto w komórkach endotelialnych ścian naczyń krwionoś
nych (86, 87). Czynnik tkankowy charakteryzuje się znaczną aktywnością 
peptydazową, która najprawdopodobniej nie ma nic wspólnego z aktyw
nością prokoagulacyjną. Krótkie eksponowanie osocza krwi na działanie 
czynnika tkankowego wywołuje gwałtowną aktywację czynnika X, w 
której pośredniczy osoczowy czynnik VII.

Czynnik VII, zbudowany z pojedynczego łańcucha polipeptydowego
o masie cząsteczkowej 45 500 daltonów, należy do białek zależnych od 
witaminy K (62, 88). Szczególną właściwością wołowego czynnika VII 
jest to, że występuje on w osoczu z odsłoniętą resztą serynową, wcho
dzącą w skład centrum enzymatycznego cząsteczki. Daje się ona zabloko
wać diizopropylofluorofosforanem (89). Najprawdopodobniej cząsteczki 
czynnika VII nie mogą jednak wiązać swojego substratu — czynnika X, 
tak długo, aż nie skompleksują się z czynnikiem tkankowym (trombo- 
plastyną). Odmiennie zachowuje się ludzki czynnik VII. Jego cząsteczki 
najpierw muszą skompleksować z czynnikiem tkanko\vym i jonami Ca+2, 
a dopiero potem odsłania się ich reszta serynowa, dająca się zablokować 
diizopropylofluorofosforanem (90). Czynnik VII jest wrażliwy na działanie 
aktywnej formy czynnika Xa, który w obecności fosfolipidów i jonów 
Ca+2 hydrolizuje w jego cząsteczce dwa wiązania peptydowe (91). W pierw
szym etapie, po hydrolizie wiązania peptydowego Arg-Ile, jednołańcu-
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chowa cząsteczka czynnika VII przekształca się w dwułańcuchową Vllaa. 
Oba łańcuchy tej formy są powiązane mostkami dwusiarczkowymi. Kon
wersji tej towarzyszy przyrost aktywności prokoagulacyjnej co przeja
wia się tym, że produkt pośredni V llaa aktywuje przejście czynnika X 
w formę aktywną Xa. W drugim etapie czynnik Xa odczepia peptyd o ma
sie cząsteczkowej 12 000 daltonów z COOH-końcowego regionu ciężkiego 
łańcucha czynnika Vllaa. Uwolniony peptyd zawiera centrum katali
tyczne czynnika VII, dlatego ostateczny produkt tej konwersji, czynnik 
VII(3, pozbawiony jest zupełnie aktywności prokoagulacyjnej (91). W po
dobny sposób również inne białka enzymatyczne aktywują czynnik VII, 
np. trombina, podjednostka 28 000 daltonów czynnika XIIa, czynnik IXa, 
kallikreina oraz plazmina. Tak więc i w tym przypadku działa mecha
nizm, który na zasadzie dodatniego sprzężenia zwrotnego potęguje akty
wację czynnika X.

IV. Reakcje wspólne dla obu układów krzepnięcia krwi

IV -1. A ktyw acja czynnika X

Ogniwem łączącym oba układy procesu krzepnięcia krwi jest poja
wienie się aktywnego czynnika Xa (rycina 4). W obu przypadkach, tj. 
w układzie wewnątrzpochodnym i zewnątrzpochodnym, mechanizm akty
wacji czynnika X jest taki sam i obejmuje hydrolizę dwóch wiązań pepty- 
dowych. W podobny sposób cząsteczkę tego czynnika aktywuje trypsyna 
i enzymy znajdujące się w jadzie żmii Russella (92—94).

Cząsteczka czynnika X o masie 58 000 daltonów składa się z dwóch 
podjednostek peptydowych, związanych mostkami dwusiarczkowymi. Cięż
szy z nich, o masie 35 000 daltonów zawiera cukry, a lżejszy ma masę 
cząsteczkową 17 000 daltonów (92). Cząsteczki czynnika X występują w 
dwóch odmianach, oznaczonych jako XŁ i X2, które różnią się ładunkiem 
elektrostatycznym (95, 96). Bardziej kwaśny charakter cząsteczek czyn
nika X 2 spowodowany jest tym, iż zawierają one większe ilości reszt 
y-karboksy glutamylowych. Podobnie jak w cząsteczkach innych czyn
ników zależnych od witaminy K, reszty te wiążą jony Ca+2. W czynniku 
X zlokalizowane one są w łańcuchu lekkim (96). S truktura pierwszorzędo- 
wa obu podjednostek peptydowych czynnika X wykazuje duże podobień
stwo do sekwencji spotykanych w NH2-końcowym regionie cząsteczek 
czynników IX, VII i trombiny (97, 98). Sekwencja aminokwasowa cięż
szej podjednostki jest bardzo zbliżona do sekwencji chymotrypsyny. 
W pierwszym etapie aktywacji czynnika X w łańcuchu ciężkim ulega 
rozbiciu wiązanie peptydowe Arg5i-Ile 5 2 (Rycina 4). Uwalnia się gliko- 
peptyd, który zawiera prawie wszystkie cukry rodzimej cząsteczki (99, 
100). Powstały produkt, czynnik Xaa, o masie cząsteczkowej około 45 000
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daltonów jest proteazą serynową i wykazuje aktywność prokoagulacyj- 
ną. Po dłuższej inkubacji w obecności fosfolipidów i jonów Ca+2 traci on 
drugi peptyd składający się z 17 aminokwasów, w wyniku hydrolizy wią
zania peptydowego Arg29(>-Gly 2 9 i w łańcuchu ciężkim (101). Końcowy pro
dukt tej konwersji, Xa(3, ma taką samą aktywność prokoagulacyjną jak 
forma Xaa. Zasadniczą funkcją fizjologiczną cząsteczek czynnika Xa jest 
katalizowanie przejścia protrombiny w trombinę. W normalnych w arun
kach proces ten wymaga obecności czynnika V, fosfolipidów oraz jo
nów Ca+2.

trypsyna  
jad  żmii Russella 
czunnik tkankowy 
cz VII 
Ca+2

c z X ------------------------------------------ ► cz Xacx, ------------------------------► czXa(3

i i  i \  ' • 
t  ' A rg -Ile  f  A rg-G ly  

Try — ------------------------y —  I le — ^ ----------------------- ¡13 — ^ ------------------------------

Ala---------- j  A la --------------------------------------\ A la----------------------------------------
8 700 3 000

R ycina 4. P rzeb ieg  a k ty w a c ji czynn ika  X  w  uk ład z ie  w ew n ą trzp o ch o d n y m  (cz IX a, 
cz V III, fo sfo lip idy  i jony  C a+ 2), zew n ątrzp o ch o d n y m  (czynnik  tk an k o w y , cz V II 
i jony  C a+ 2) oraz p rzez try p sy n ę  i ja d  żm ii R ussella .

Czynnik V, który jest bardzo wrażliwy na działanie enzymów proteoli
tycznych, wyizolowany został w kilku pracowniach (102—108). Opisane 
preparaty zawierały różne podjednostki peptydowe. Rozbieżności w skła
dzie peptydowym preparatów czynnika V spowodowane są różnym stop
niem degradacji ich cząsteczek (105). W związku z tym w dalszym ciągu 
pozostaje nie wyjaśniona budowa cząsteczki czynnika V. Ostatnio z oso
cza ludzkiego wyizolowano i częściowo scharakteryzowano jednołańcu- 
chową formę czynnika V o masie cząsteczkowej 296 000 (107). Wyjściowa 
aktywność właściwa opisanych preparatów równała się 14.5 jednostek/mg, 
a po inkubacji z trombiną wzrastała 8-krotnie. Znacznie wrażliwsza na 
działanie trombiny okazała się być jednołańcuchowa forma wołowego 
czynnika V, o masie cząsteczkowej 330 000 daltonów (108). W tym przy
padku preparaty czynnika V o wyjściowej aktywności właściwej 15.6 jed
nostki/mg, po inkubacji z trombiną wykazywały aktywność 80-krotnie 
wyższą. Istnieją również dane, które popierają wielołańcuchową strukturę 
czynnika V (102). Zgodnie z nimi rodzima cząsteczka czynnika V ma ma
sę 1 200 000 daltonów i składa się z dwóch identycznych monomerów, po

cz lX a -------
cz V E --------
fosfolipidu- 
Ca+2'---------
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wiązanych ze sobą niekowalencyjnie. Każdy monomer zawiera łańcuch 
ciężki o masie 290 000 daltonów oraz dwa łańcuchy lekkie, każdy o masie 
200 000 daltonów. Podczas aktywacji trombiną wzrasta 14-krotnie aktyw
ność właściwa, a towarzyszy temu odczepienie z obu łańcuchów ciężkich 
fragmentu peptydowego o masie 110 000 daltonów.

Czynnik V reguluje konwersję protrombiny w trombinę, sam nie zmie
nia swojej struktury  podczas tej reakcji. Jego cząsteczki wiążą się swoimi 
hydrofobowymi obszarami z fosfolipidami, z którymi również zasocjo- 
wane są cząsteczki czynnika Xa i protrombiny. Te ostatnie oddziaływują 
z micellami fosfolipidowymi za pośrednictwem jonów Ca+2, które skomp- 
leksowane są z ugrupowaniami y-karboksyglutamylowymi. Uważa się, 
że cząsteczki czynnika V przez skompleksowanie z protrombiną utrzym u
ją ją w konfiguracji najdogodniejszej dla działania cząsteczek czynni
ka Xa. Ostateczny produkt tej reakcji, trombina, traci powinowactwo do 
micelli fosfolipidowych i uwalnia się do otaczającego środowiska jako 

‘aktywny enzym, zdolny przekształcać fibrynogen we włóknik.

IV-2. Budowa protrom biny i jej konw ersja do trom biny.

Protrombiną, glikoproteiną, o masie cząsteczkowej 70 000 daltonów, 
jest najlepiej poznanym czynnikiem krzepnięcia krwi (109). W jednołań- 
cuchowej cząsteczce protrombiny można wyróżnić kilka charakterystycz
nych regionów (Rycina 5). Cały NH2-końcowy region, który tworzy tak 
zwany fragment 1, uwalniany jest z rodzimej cząsteczki protrombiny 
przez trombinę po hydrolizie wiązania peptydowego Arg156-Ser157. Za
wiera on w pozycjach 7, 8, 15, 17, 20, 21, 26, 27, 30 i. 31 reszty kwasu 
glutaminowego, które zmodyfikawane są przyłączeniem dodatkowej gru
py karboksylowej w położeniu y. We fragmencie 1 znajdują się też dwa 
łańcuchy cukrowe powiązane z resztami asparaginy w pozycjach. 77 i 101. 
Drugi odrębny region, tak zwany fragment 2, który obejmuje reszty ami- 
nokwasowe od Seri57 do Arg274, uwalniany jest z cząsteczki protrombiny 
w pierwszym stadium aktywacji przez czynnik Xa. Wówczas to następuje 
hydroliza wiązania peptydowego Arg274-Thr 2 7 5  i odczepiona zostaje NH2- 
końcowa część cząsteczki, nazywana fragmentem 1,2. Warto tu wspomnieć, 
że liczne mostki dwusiarczkowe protrombiny tworzą wiele wewnątrzłań- 
cuchowych ¡pętli. Właśnie we fragmentach 1 i 2 występują podwójne pętle, 
bardzo zbliżone do siebie kształtem, przypominającym obwarzanki. S truk
tury te określane są jako „kringle” (109). W drugim stadium aktywacji 
protrombiny, czynnik Xa rozszczepia drugie wiązanie peptydowe Arg323- 
Ile324 w produkcie pośrednim, określanym jako pretrombina 2. Dopiero 
na tym etapie powstaje aktywna cząsteczka trombiny zbudowana z dwóch 
łańcuchów peptydowych A i B, powiązanych mostkiem dwusiarczkowym 
Cys296-Cys442. Łańcuch B, znacznie dłuższy, zawiera trzy wewnątrzłańcu-
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PRO TRO M BINA
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R ycina 5. R ozm ieszczenie i pochodzenie  ok reś lonych  frag m en tó w  cząsteczk i p ro - 
trom b iny .
Cyframi 1, 2 i 3 oznaczohe są wiązania peptydow e rozszczepiane podczas aktyw acji protrombiny. 
K olejno opisane są: A) fragm ent 1 protrom biny, B) fragm ent 2 protrom biny, C) łańcuch A trom - 
biny, D) łańcuch B trom biny, E) fragm ent 1,2 protrom biny, F) pretrom bina 1, G) pretrom bina 2, 
H) m ezotrombina, I) mezotrombina pozbawiona fragm entu 1.

chowe mostki dwusiarczkowe (Cys35i-Cys367, Cys496-Cys5io, Cys524-Cys554) 
i łańcuch cukrowy przyłączony do reszty Asn376 a co najważniejsze, cen
trum  katalityczne składające się z His366, Asp422 i Ser528. Warto podkreślić, 
że oba regiony zawierające struktury „kringle” charakteryzują się dużym 
podobieństwem w sekwencji aminokwasowej. Żadne z pozostałych bia
łek zależnych od witaminy K, nie wykazuje podobnych struktur.

Jak wynika z przytoczonych danych aktywacja protrombiny do trom
biny może przebiegać w dwojaki sposób. W pierwszym przypadku jak 
podano wyżej, pod wpływem czynnika Xa zostaje rozbite wiązanie pepty
dowe Arg274-Thr275 i cząsteczka protrombiny rozpada się na dwie częś
ci, określane jako fragmment 1,2 i pretrombina 2. Ta ostatnia stanowi w 
dalszym ciągu substrat dla czynnika Xa i pozostaje zasocjowana tak długo 
z fragmentem 1,2 aż nie zostanie zhydrolizowane kolejne wiązanie pepty
dowe Arg323-Ile324 (110). Ten szlak konwersji protrombiny w trombinę 
można wykazać in vitro tylko po zastosowaniu inhibitora specyficznego 
dla działania trombiny. Jeśli jednak utworzona trombina nie zostanie 
unieczynniona, zapoczątkowuje ona alternatywny szlak konwersji pro
trombiny. Polega on na rozbiciu w pierwszej kolejności wiązania pepty
dowego Arg156-Ser157 w cząsteczce protrombiny przez trombinę. Jako pro
dukty powstają wówczas pretrombina 1 oraz uwolniony zostaje frag
ment 1. Pretrombina 1, ze względu na brak miejsc wiążących jony Ca+2 
a pośrednio i fosfolipidy oraz czynnik V, jest bardzo słabym substratem
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dla aktywnego czynnika Xa. Fragment 1 odczepiany pod wpływem trom- 
biny z fragmentu 1,2 lub protrombiny, hamuje kompetycyjnie konwer
sję protrombiny w trombinę (109).

Łańcuch polipeptydowy B trombiny ma budowę pierwszorzędową 
bardzo podobną do proteaz serynowych występujących w trzustce. Różni 
się od nich ilością wewnątrzłańcuchowych mostków dwusiarczkowych 
oraz zawartością bocznego łańcucha cukrowego. Drugi składnik cząstecz
ki, łańcuch A, nie ma swojego odpowiednika w znanych proteazach se
rynowych. Jest on najprawdopodobniej odpowiedzialny za wyjątkową 
specyficzność działania trombiny podczas przekształcania fibrynogenu we 
włóknik.

IV-3. Rola trom biny w  końcow ych etapach krzepnięcia krw i

Działanie trombiny na fibrynogen zapoczątkowuje końcowe stadium 
krzepnięcia krwi, które polega na polimeryzacji powstałych monomerów 
włóknika oraz stabilizacji żelu włóknika rozpuszczalnego. Budowa fibry
nogenu i monomerów włóknika oraz specyficzne działanie trombiny na 
fibrynogen są opisane w ostatnich naszych artykułach przeglądowych 
(111—113). Jak wynika z nich, w końcowych etapach procesu krzepnięcia 
krwi, trombina aktywuje czynnik XIII, który odpowiedzialny jest za wy
tworzenie włóknika stabilizowanego. Cząsteczka czynnika XIII, zwanego 
czynnikiem stabilizującym włóknik (FSF), jest tetram erem  i składa się 
z dwóch rodzajów podjednostek peptydowych (114).

Podjednostką A, o masie cząsteczkowej 88 000 daltonów, na której 
umieszczone jest centrum katalityczne, wyróżnia się zawartością 7 wol
nych grup sulfhydrylowych. Podjednostką B, o masie 78 000 daltonów, 
charakteryzuje się występowaniem 16—17 wewnątrzłańcuchowych most
ków dwusiarczkowych. Podczas aktywacji trombinowej, z podjednostki A 
czynnika XIII, po hydrolizie wiązania Agry-Gly uwalnia się 36— amino- 
kwasowy peptyd. Reakcja proteolityczna nie wymaga obecności jonów 
Ca+2 (115). Są one natomiast niezbędne do przekształcenia tak zmodyfi
kowanych cząsteczek czynnika XIII w formę aktywną XIIIa. Również 
cząsteczki czynnika X są zdolne aktywować czynnik XIII (116). W tym 
przypadku cała reakcja przebiega wyłącznie w obecności jonów Ca+2. 
Niezależnie od trombiny i czynnika Xa, cząsteczki czynnika XIII akty
wują się pod wpływem wyższych stężeń jonów Ca+2, tj. powyżej 50 mmoli- 
(117). Cząsteczki czynnika XIIIa mają w centrum enzymatycznym resztę 
Cys i charakteryzują się aktywnością transglutaminazową. Wprowadzają 
poprzeczne wiązania izopeptydowe e-(y-glutamylo)-lizynowe łączące łań
cuchy y sąsiadujących monomerów włóknika w dimery y-y oraz łańcuchy 
a w polimery (a)n. Tak otrzymany włóknik nie rozpuszcza się praktycznie 
w żadnym ze stosowanych powszechnie rozpuszczalników i jest trudniej 
katabolizowany przez plazminę.

http://rcin.org.pl



[19]
»

C Z Y N N IK I  K R Z E P N I Ę C I A  K R W I 99

IV-4. Znaczenie w itam iny K

Witamina K bierze czynny udział w reakcji karboksylacji nowo syn
tetyzowanych cząsteczek czynników II, VII, IX oraz X (118, 119). Reak
cja ta nie zależy od obecności biotyny ani ATP, wymaga natomiast wy
stępowania cząsteczek witaminy K w postaci zredukowanej, obecności 
atmosferycznego C 02 oraz karboksylazy merflbranowej (120—122). Rola 
witaminy K najprawdopodobniej polega na ułatwianiu transportu atmo
sferycznego C 02 z zewnątrz membrany do reszt kwasu glutaminowego, 
wchodzących w skład cząsteczek czynników krzepnięcia krwi zaadsor- 
bowanych na membranie komórkowej. W efekcie powstają reszty kwasu 
glutaminowego dodatkowo karboksylowane w pozycji y, które w czyn
nikach zależnych od witaminy K mają duże powinowactwo do jonów Ca+2 
(123). Są one zgrupowane w NH2-końcowym regionie cząsteczek czynni
ków — II, VII, i IX, a w przypadku czynnika X, w NH2-końcowym re
gionie jego łańcucha lekkiego (109, 124). Podawanie analogów struktu
ralnych tej witaminy, np. dwukumarolu, nie wpływa na ogólny plan bu
dowy produkowanych czynników krzepnięcia. Ze względu na brak miejsc 
akceptorowych dla jonów Ca+2, nie mogą one jednak kompleksować z mi- 
cellami fosfolipidowymi i bardzo wolno przechodzą w formy enzymatycz
nie aktywne (125).

V. Regulacja procesu krzepnięcia krwi

Niekontrolowana aktywacja protrombiny, np. w pobliżu uszkodzenia 
naczyń krwionośnych, teoretycznie mogłaby doprowadzić do wykrzepie- 
nia całej objętości krwi. W 15 ml krwi znajdują się bowiem wystarczają
co duże ilości tego prcenzymu, aby powstała trombina mogła wykrzepić 
w ciągu 15 sekund 2,5 litra krwi (126). Istnieje jednak kilka systemów, 
które zabezpieczają przed taką ewentualnością. Działają one na różnych 
etapach procesu krzepnięcia krwi i powodują, np. ograniczenie aktywacji 
poszczególnych czynników, ich usuwanie z krwi czy też rozpuszczanie 
już powstałych skrzepów.

Wykazano, że zaktywowane cząsteczki większości czynników krzep
nięcia krwi są nieporównanie szybciej metabolizowane niż ich formy 
prekursorowe (124). W ten sposób bardzo szybko usuwane są z krążenia 
między innymi czynniki: Xla, IXa, Xa jak również czynnik tkankowy 
(126, 127).

Ponadto krew zawiera duże ilości inhibitorów: a2-makroglobulina, 
a2-antyplazmina, aŁ-antytrypsyna, antytrombina III, inhibitor Ci estera
zy, które hamują aktywność czynników Xlla, XIa, IXa, V ila i Ila (126). 
Inne czynniki, np. V i VIII, są inaktywowane przez trombinę i plazminę 
(128). Z wymienionych inhibitorów czołową rolę w regulacji poszczegól
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nych etapów krzepnięcia krwi odgrywa antytrombina III, która jest nie 
tylko podstawowym inhibitorem trombiny, ale również hamuje pozostałe 
proteazy serynowe tego systemu, np. czynniki Xa, IXa i XIa oraz plaz- 
minę (129). Stężenie antytrombiny III w osoczu krwi wynosi około 5 M-moli
i przewyższa prawie dwukrotnie zawartość wszystkich prekursorowych 
form proteaz serynowych układu krzepnięcia krwi (130). Aktywność inhi
bitorowa antytrombiny III gwałtownie wzrasta w obecności heparyny 
(131). Antytrombina III, glikoproteina o masie cząsteczkowej 65 000 dalto
nów (132),. tworzy kompleks stechiometryczny 1:1 z trombiną i w takim 
połączeniu enzym traci całkowicie swoją aktywność proteolityczną i este- 
razową (133). Rola heparyny polega na przyśpieszeniu powstawania tego 
kompleksu. Cząsteczka heparyny o masie zbliżonej do 6000 daltonów, 
ułatwia inaktywację kilku cząsteczek trombiny (134). Ze względ na duże 
znaczenie heparyny w hamowaniu trombiny i innych czynników przez 
antytrombinę III, warto wspomnieć o antyheparynowym działaniu czyn
nika płytkowego 4, który uwalniany jest z pobudzonych płytek krwi. 
Czynnik płytkowy 4 jest polipeptydem zbudowanym z 70 aminokwasów
i charakteryzuje się bardzo dużym powinowactwem do heparyny (135— 
138). Wiąże ją przez swoje reszty lizynowe, zgrupowane w C-końcowym 
regionie jego cząsteczki. Osłabia w ten sposób hamujące ęłziałanie anty
trombiny III i przedłuża koagulujące działanie trombiny jak i innych 
proteaz serynowych.

W uzupełnieniu do hamującego działania wymienionych cząsteczek, 
szybki przepływ krwi powoduje dodatkowo rozcieńczenie czynników 
krzepnięcia krwi i ogranicza w ten sposób rozmiary powstających skrze
pów.

System fibrynolityczny, poprzez rozpuszczanie powstających czopów 
hemostatycznych, również wpływa regulująco na przebieg krzepnięcia 
krwi. Te same reakcje, które zapoczątkowują aktywację czynników krzep
nięcia krwi i pojawienie trombiny, katalizują przejście plazminogenu \v 
plazminę (rycina 1). Plazminogen aktywowany jest przez wiele najróż
norodniejszych związków, ogólnie nazywanych aktywatorami plazmino
genu (139). Występują one w osoczu, moczu i w komórkach większości 
tkanek. Osoczowy aktywator najprawdopodobniej występuje w formie 
nieczynnej. Aktywuje się pod wpływem czynnika XIIa. Głównym źródłem 
osoczowego aktywatora są komórki endotelialne ścian naczyń krwionoś
nych (140). Powstała plazmina inaktywuje czynnik — V, i VIII i hamu
je w ten sposób kolejne etapy krzepnięcia krwi (141). Plazmina hydroli- 
zuje cząsteczki fibrynogenu i włóknika, uwalniając szereg produktów po
średnich, które ponownie mogą ograniczać powstawanie włóknika, ha
mując kompetycyjnie działanie trombiny na fibrynogen, jak również po
limeryzację monomerów włóknika (142—144).

Zaakceptowano do druku 9.09.1980.
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SPRAW OZDANIA

III Z jazd  E u ropejsk iego  T o w arzy stw a  N eurochem icznego,

Bied (Jugosławia) 31.08—5.09.1980.

W d n iach  31 s ie rp n ia  — 5 w rześn ia  1980 r. odbył się II I  Z jazd E u ropejsk iego  T o
w arzy stw a  N eurochem icznego. Do położonego u stóp A lp  Ju lijsk ich , m alow niczego 
B ied z jechało  około 350 osób, g łów nie z E uropy , w  ty m  8 osób z Polski.

Z jazd  m ia ł c h a ra k te r  in te rd y scy p lin a rn y , a  bogaty  p ro g ram  o b rad  obejm ow ał 
n ie m a l w szystk ie  dziedziny  neurochem ii. S esje  sym pozjalne, m a jące  fo rm ę  w y k ła 
dów , pom yślano  pod k ą tem  um ożliw ien ia  szerokiem u gronu  uczestn ików  ogólnej 
o r ie n ta c ji w  zag adn ien iach  będących  p rzedm io tem  b a d a ń  w spółczesnej n eu ro - 
biologii.

D otyczyły  one:
1) M o leku la rnych  a spek tów  p rzechow yw an ia  i w ydzie lan ia  n eu ro tran sm ite ró w
2) S tru k tu r  tran s-sy n ap ty czn y ch  i specyficznych  b ia łek
3) C hem icznych i m orfo log icznych  aspek tów  p lastyczności synap tycznej
4) In te ra k c ji n e u ro tra n sm ite r-re c e p to r  w  n o rm ie  i w  stan ach  chorobow ych. 

O prócz sym pozjów  zorgan izow ano spo tkan ia  w arsz ta to w e (ang. w orkshop), k tó re  
o b rad o w ały  w  m n ie jszych  zespołach  i do tyczyły  p rzede  w szystk im  m etod  i techn ik  
stosow anych  do bad ań  poszczególnych prob lem ów .

B yły  to:
1. W spółczesny s tan  pęcherzykow ej teo rii w ydzie lan ia  acety locho liny .
2. F arm ako log ia  recep to rów .
3. R ecep to ry  pep tydów .
4. P rob lem y  w y stęp u jące  p rzy  stosow aniu  do oznaczeń tech n ik  im m ulogicznych.
5. T ra n sm ite ry , ich  m e tab o lity  i enzym y zw iązane z m etabo lizm em  tra n sm ite 

ró w  w  p ły n ie  mózgow o rdzeniow ym .
6. N eu ro lep ty k i a d z ia łan ie  m ózgu.

Szczególnie in te re su jące  ze w zględu  n a  w alo ry  poznaw cze o raz  c iekaw ą dyskusję  
było ko lokw ium  pośw ięcone b iochem icznym  i fu n k c jo n a ln y m  asp ek to m  cho line- 
s te raz  p row adzone przez J . M assoulie.

W iększość don iesień  zjazdow ych p rezen tow ano  n a  sesjach  p laka tow ych . Ze 
w zględu  n a  heterogenność  tem aty czn ą  tych  don iesień  n ie  pow iod ła  się p róba  zo r
gan izow an ia  podsum ow an ia  o raz w spó lna  d y sk u sja  p rzed s taw ian y ch  zagadnień .

D yskusje  okrąg łego  sto łu  m ia ły  bardzo  różny  ch a ra k te r . N a jed n y ch , ja k  np . na  
d y sk u s ji za ty tu ło w an ej „ In te rd y scy p lin a rn e  podejśc ie  w  b ad an ia ch  O środkow ego 
U k ład u  N erw ow ego” poszczególne osoby p rezen to w ały  sw e w yn ik i w  fo rm ie  k ró t
k ich  k o m un ika tów . In n e  b y ły  sw obodną, bardzo  spon tan iczną  w y m ian ą  poglądów  
ja k  np. d y sk u s ja  pośw ięcona p lastyczności n eu ro n a ln e j, k tó rą  u m ie ję tn ie  m odulow ał 
o rg an iza to r S. P. R. Rose (W. B ry tan ia ).

Na w ie lk ie  u znan ie  za s łu g u je  fak t, że w  m om encie rozpoczęcia Z jazd u  u czest
n icy  d o sta li, w y d ru k o w an e  w  postac i k siążk i, m a te r ia ły  zaw ie ra jące  p e łn e  tek s ty  
re fe ra tó w  sym pozja lnych  o raz  streszczen ia  don iesień  zjazdow ych. T om  p t. „Synap-
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tic  con stitu en ts  in  Health and d isease” z redagow ali M. B rzin , D. S ket i H. B achelard  
a w y d a ła  M lad inska  K n jig a  i P ergam on  P ress.

W trak c ie  Z jazdu  odbyło  się w alne  zeb ran ie  członków  ESN, n a  k tó ry m  złożono 
sp raw ozdan ie  z p racy  Z arządu  o raz  dysku tow ano  fo rm y  dz ia ła lności T ow arzystw a. 
U trzym ano  w  m ocy do tychczasow ą decyzję , że członkow ie ESN  n ie  ponoszą kosztów  
z ty tu łu  sw ej p rzynależności do T ow arzystw ^. Je s t to m ożliw e, ze w zględu  n a  zred u 
ko w an ie  do m in im um  w ydatków  zw iązanych  z p row adzen iem  se k re ta r ia tu  oraz na 
zapobiegliw ość do tychczasow ego sk a rb n ik a  ESN  (Prof. N euhoff). N ależy p rzy  tym  
zaznaczyć, że pop rzedn i Z jazd , k tó ry  odby ł się w  G etyndze  w  1978 r. — przyniósł 
n iew ie lk i dochód. W zw iązku  z tym , m ożna było do p ro g ram u  obecnego Z jazdu 
w prow adzić  tzw . w y k ład y  gości honorow ych , n a  k tó ry ch  m łodzi n eu ro ch em icy  p re 
zen tow ali sw oje osiągnięcia.

Jo lan ta  S ka n g ie l-K ra m ska  
M ałgorzata S k u p

I Zjazd International Society for D evelopm ental N euroscience,

Strasbourg (Francja) 30.06.—4.07.1980.

W m aju  1978 roku  odbyło  się w  T eh eran ie  sym pozjum  pośw ięcone prob lem om  
rozw ojow ym  w  neurobio log ii. Podczas sym pozjum  zostało  u tw orzone now e m iędzy
narodow e tow arzystw o  n aukow e — In te rn a tio n a l Society  fo r D evelopm en ta l N euro 
science (ISDN). C złonków  założycieli, do k tó ry ch  należy  rów nież  a u to r  n in ie jsze j 
n o ta tk i, było  54 (obecnie ISD N  liczy około 400 członków  z 40 k ra jów ). C złonkow ie 
to w arzy stw a  spo tkali się n a  ko le jn y m  sym pozjum  w  1979 ro k u  w  B rin d isi (W łochy) 
a w  ro k u  1980 został zw ołany  I Z jazd  ISD N  w  S trasbou rgu .

O rgan izac ją  z jazdu  za ję ły  się C en tru m  N eurochem ii C N RS i In s ty tu t C hem ii 
B iologicznej U n iw ersy te tu  P as teu ra  w  S trasbou rgu . H onorow ym  p rzew odn iczącym  
ob rad  zosta ł profesor. P au l M andel. W zjeździe b ra ło  udzia ł około 300 osób. N a j
liczn iej rep rezen to w an e  by ły  F ra n c ja , U SA , A ng lia  i W łochy. P rzed staw ic ie lam i 
Po lsk i by ły  prof. M. D ąm bska i d r  A. P o tem pska.

P ro g ram  zjazdu , n a  k tó ry  sk ład a ły  się re fe ra ty  sym pozja lne  (7 sesji), w a rsz ta 
ty  (1), d yskusje  okrąg łego  sto łu  (10) i sesje  p lakatow e, obejm ow ał szeroki w ach la rz  
zagadn ień  zw iązanych  z p ro b lem am i rozw oju  u k ład u  nerw ow ego — począw szy od 
p ry m ity w n y ch  u k ładów  n e rw ow ych  aż po mózg ludzki. R e fe ra ty  sym pozja lne  do
tyczy ły  n a s tęp u jący ch  zagadn ień :
1) C zynn ik i w zrostu  i różn icow an ia
2) S ynap togeneza  w  obw odow ym  uk ładz ie  nerw ow ym
3) S ynap togeneza  w  ośrodkow ym  u k ładz ie  nerw ow ym
4) In te ra k c je  glej — n eu ro n y
5) K lin iczne  i b eh av io ra ln e  a sp ek ty  rozw oju  u k ład u  nerw ow ego
6) W czesne e tap y  rozw oju  u k ład u  nerw ow ego
7) G enetyczne i środow iskow e czynnik i w p ły w a jące  n a  rozw ój u k ład u  nerw ow ego. 
G łów nym i d y sku tow anym i podczas z jazdu  tem a tam i by ły : synap togeneza  w  obw o
dow ym  i ośrodkow ym  uk ładz ie  n e rw o w y m  oraz czynnik i w p ły w a jące  n a  rozw ój 
u k ład u  nerw ow ego. D om inow ały  p race  o ch a rak te rze  m orfologicznym  i b iochem icz
nym , znacznie m nie j było b ad ań  b eh av io ra ln y ch , e lek trofiz jo log icznych , genetycz
n y ch  czy im m unolog icznych . Z w raca ła  uw agę o lb rzym ia  ilość p ra c  w ykonanych  n a  
hodow lach  tkankow ych . G enera ln ie , b ad an ia  p rzep row adzano : 1) w  rozw o ju  zw ie
rz ą t no rm a ln y ch , 2) w  s tan ach  pato log icznych  i 3) n a  zw ierzę tach  hodow anych  w  
ściśle k o n tro low anych  w a ru n k ach  środow iska.
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W  dziedzinie n eu ro ch em ii n a  p ierw szy  p lan  w y su w ały  się p race  dotyczące u k ła 
dów  n eu ro tran sm ite ro w y ch  w  ontogenezie. B adano  zarów no ilość danego  n eu ro - 
tra n sm ite ra  jak  i ak tyw nośc i enzym ów  zw iązanych  z jego syn tezą i m etabo lizm em  
oraz  budow ę i ak tyw ność  m ie jsc  recep to row ych . Dużo m iejsca  pośw ięcono b ia łkom , 
specyficznym  d la  u k ład u  nerw ow ego ; in n y m  b iałkom , k tó re  w y stęp u ją  w  znacznych 
ilościach  w  u k ładz ie  n e rw o w y m  (np. tu b u lin a ) o raz b ia łkom  b łonow ym  a  szczegól
n ie  g likopro te idom  zakończeń  nerw ow ych  i ich ro li rozpoznaw czej w  tw o rzen iu  po
łączeń  synaptycznych .

Do najc iekaw szych  p rezen tac ji z jazdow ych  należy  zaliczyć re fe ra t Y. D u d a i’a 
(Izrael) na  tem a t genetycznych  różn ic  w  p rzeb iegu  procesu  zap am ię ty w an ia  u D rosop
hila , w yk ład  M. K ea tin g a  (A nglia) o zm ianach  po łączeń nerw ow ych  podczas roz
w oju  u k ład u  w zrokow ego żaby  oraz  p lak a ty  g ru p y  badaczy  z u n iw e rsy te tu  w  N orth  
C aro lina , U.S.A. (J. L au d e r, H. K reb s i A. W allace) do tyczące d z ia łan ia  am in  b iogen
nych  jako  su b s tan c ji m o d u lu jący ch  rozw ój zarodkow y u k ład u  nerw ow ego  ssaków .

Ze sp raw  o rg an izacy jn y ch  w a rty m  odno tow an ia  b y ła  bardzo  d ob ra  o rgan izac ja  
sesji p lakatow ych . P lak a ty  by ły  eksponow ane p rzez 2 d n i a p ro g ram  z jazdu  um oż
liw ia ł d ług ie  d y sk u sje  n ad  p rzed staw io n y m i p racam i.

A n n a  P o tem pska

II K onferencja Europejskiej Grupy Studiów  nad Chorobami Lizosom alnym i

Male (Belgia) 7—10 m aja 1980 r.

Lizosom am i za jm u je  się coraz w ięcej badaczy  z różnych  dziedzin  — biochem ii, 
fizjologii, cytologii, m edycyny  itp . W ykryw a się w ciąż now e choroby  lizosom alne 
a  b ad an ia  nad  n im i prócz znaczenia  p rak tycznego  p rzy czy n ia ją  się do lepszego po
znan ia  m echan izm ów  d z ia łan ia  tych  o rganelli. W zrasta  św iadom ość po trzeby  ko n 
tak tó w , w ym iany  dośw iadczeń  a p rzede  w szystk im  u jed n o licen ia  n o m en k la tu ry  
i m etod oznaczania ak tyw nośc i enzym atycznej itp . W ty m  w łaśn ie  celu w  1978 r. 
p o w sta ła  E u rope jska  G ru p a  S tud iów  nad  C horobam i L izosom alnym i (E uropean  
S tu d y  G roup on L ysosom al D iseases, E SG LD ) n ie fo rm a ln e  s tow arzyszen ie  lab o ra 
to riów  i zespołów  za jm u jący ch  się tym i zagadn ien iam i. P rzew odn iczącym  G rupy  
je s t p ro f. D. R obinson z L ondynu , sek re ta rzem  d r  J . T ager z A m ste rd am u . G ru p a  
w y d a je  b iu le ty n  in fo rm ac y jn y  — „L ysosom al N ew sle tte rs” , u ła tw ia  w y m ian ę  m a 
te r ia łu  (m .in. su b s tra tó w  i lin ii kom órkow ych), m etod a także  o rg an izu je  spo tkan ia  
robocze.

W dn iach  7—10 m a ja  1980 r. odbyło  się d ru g ie  spo tkan ie  g rupy . W p ięknej sce
n e rii s tarego  i dobrze odbudow anego  zam ku-opac tw a , n ieopodal n a jb a rd z ie j m alow 
niczego m iasta  B elg ii-B rug ii (B ru g g e , B ruges ) p iędziesięciu  p ięc iu  „lizosom ologów ” 
p rzez cz te ry  d n i „rozp racow yw ało” lizosom y i ich zabu rzen ia  p rzed s taw ia jąc  w y 
n ik i swycfci dośw iadczeń  n a  p lak a tach , d y sk u tu jąc  podczas ośm iu sesji p ro b lem o 
w ych  oraz n iezliczonych n ie fo rm a ln y ch  rozm ów  m iędzy  sesjam i, p rzy  p lak a tach , 
p rzy  k aw ie , d rin k ach  i, znakom itych!, posiłkach . S w obodna, p rzy jac ie lsk a  a tm o sfe 
ra  ja k  rów nież o taczająca  zam ek  fosa (z łabędz iam i!) o raz z im na i deszczow a pogoda 
sku teczn ie  sk u p ia ły  w szystk ich  uczestn ików .

D yskusja  n a  te m a ty  ogólne do tyczy ła  g łów nie trzech  zagadn ień : 1) p o w staw a
n ia  k w aśnych  hydro laz  i ich  um ieszczan ia  w  lizosom ie, 2) w a ru n k ó w  oznaczan ia  ich 
ak tyw ności i 3) m echan izm ów  d z ia łan ia  środków  lizosom otropow ych  Ad. 1) na  
uw agę zasługu ją  w nioski z p ra c  U. K lein a  z M onach ium  o raz  H olendersko -N ie- 
m ieck iej g rupy  (m .in. J. M. T agera , R. D a tem a’y, A. W este rve lda  i P. M. K hana) 
a także  B. W incheste ra  z L o n d y n u : w  ap a ra c ie  G olgie’go syn te tyzow any  je s t w ie lko
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cząsteczkow y „preenzym ” zaw ie ra jący  n ie  u su w an ą  przez a lk a liczn ą  fosfa tazę  g ru 
pę fosforanow ą. P raw dopodobn ie  je s t to dw ueste r. K le in  zap roponow ał w zór: b ia ł- 
k o -o lig o sach a ry d -m an n o za -O -P -P -O -X ; po przy łączen iu  p reenzym u  do recep to ra  roz
poznającego u g rupow an ie  m an -6 -P  fra g m e n t X  zostaje  odcięty  (h ipo tetyczny  enzym  
prof. R obinson nazw ał „sygnalazą”) i enzym  um ieszcza się w ew n ą trz  lizosom u. W y
n ik i b ad ań  zespołu H. G a lja a rd a  z R o tte rd am u  nad  cyb rydam i rozm aitych  kom órek 
z k om órkam i pochodzącym i od chorych  n a  tzw . I-ce ll disease  su g e ru ją , że m ody
fik ac ja  cząsteczki u m ożliw ia jąca  rozpoznanie je j p rzez recep to r i in te rn a lizac ję  za
chodzi pod w p ływ em  czynn ika  cy top lazm atycznego . Ad. 2) S. G a tt p rzed staw ił 
p ropozycję  now ej rodziny  su b s tra tó w . Są to lip idy , w  k tó ry ch  kw as tłuszczow y zo
s ta ł zastąp iony  analog iem  zaw iera jący m  przy łączoną do lipofilnego końca  cząsteczki 
g ru p ę  b a rw n ą  np. tró jn itro fen y lo am in ę  lub  fluo rescen cy jn ą  np. an tra c e n , py ren  
lub  DANSYL. E nzym y ro zk ład a ją  te  zw iązki n a  rów n i z su b s tra tam i n a tu ra ln y m i. 
M etoda je s t p ro s ta  i w ie lok ro tn ie  czulsza od m etody  izotopow ej. N iek tó re  z tych  
su b s tra tó w  zacznie p rodukow ać  S igm a i k tó ra ś  z f irm  izrae lsk ich . W d y sk u s ji pod 
k reś lano  u jem n e  s trony  stosow an ia  de te rg en tó w  do so lub ilizacji su b s tra tó w , pow o
d u ją  one d e n a tu ra c ję  b ia łek  a stop ień  w rażliw ości enzym u zależy od jego stęże
n ia , ogólnego stężen ia  b ia łka , ro d za ju  tk a n k i itp. In  v ivo  re ak c ja  zachodzi w  obec
ności b iałkow ego ak ty w a to ra  tw orzącego z lip idem  rozpuszczalny  kom pleks będący 
w łaśc iw ym  su b s tra tem . K. S andho ff w yizo low ał b iałko  o m .cz około 25 000 i p i 4,8 
s ty m u lu jące  sw oiście rozk ład  G M2-gangliozydu  przez beta-heksozoam in idazę  A. 
Ad. 3) C zynnik i lizosom otropow e, ja k  np. ch lo rch ina  oraz n iek tó re  am inoglikozy- 
dy, są szczególnie w ych w y ty w an e  przez lizosom y (np. ch lo rch ina  je s t u su w an a  ze 
środow iska  100X szybciej n iż  sacharoza) a ich ak u m u lac ja  pow odu je  szereg zm ian 
m .in. obniżen ie  ak tyw nośc i w iększości enzym ów  lizosom alnych. B adan ie  ró żn o ra
kiego w p ływ u  tych  czynników  pozw oliło na  w y jaśn ien ie  m echanizm ów  in te rn a 
lizac ji su b s tan c ji g rom adzonych  w  lizosom ach — zarów no su b s tra tó w  ja k  i enzy
m ów  lizosom alnych  (,tzw. „reuptake"). Z p rac  R. S tah la  z O xfo rd u  a także  P. T u l- 
k ensa  oraz Y. J . S chne idera  i A. T ro u e t z B rukseli w yn ika , że część b łony  p lazm a- 
tyczne j, k tó ra  u tw orzy ła  fagosom  (pęcherzyk  endocy ta rny ) po fuz ji i „w y ładow a
n iu ” zaw artośc i do w n ę trza  lizosom u w  jak iś  sposób w raca  n a  pow ierzchn ię  ko 
m órk i; w  ten  sposób re g e n e ru ją  się recep to ry  pow ierzchniow e. Je s t to  jed y n e  w y
tłu m aczen ie  fak tu , że ilość cząsteczek in te rna lizow anych  w ie lok ro tn ie  przew yższa 
ilość recep to rów  a p rzec iw cia ła  p rzeciw  an tygenom  pow ierzchn iow ym  po zw iązaniu  
z b łoną  d o sta ją  się w raz  z an ty g en em  do w n ę trza  lizosom u poczym  w ra c a ją  na 
pow ierzchn ię  kom órki. C h lo rch ina  zabu rza  ten  proces h am u jąc  w sku tek  tego endo- 
cytozę.

Prócz d y sk u s ji na  tem a ty  ogólne p rzedstaw iono  szereg p ra c  dotyczących  k o n 
k re tn y ch  chorób. Szczególne za in te resow an ie  w zbudziły  zabu rzen ia , w k tó rych  z n ie 
znanych  przyczyn, ak u m u lu je  się w ew n ą trz  lizosom u zw iązek n iskocząsteczkow y: 
cy styna  (choroba zw ana cystynozą) lub  kw as sialow y (choroba Salla); dalszy  rozk ład  
ty ch  zw iązków  w ym agałby  obecności odpow iednio  red u k tazy  cystyny  lub  liazy 
k w asu  sialow ego. O becności żadnego z tych  enzym ów  w  lizosom ach /l ig d y  n ie  
stw ierdzono . U podłoża obu tych chorób m ógłby leżeć b łąd  b łony  lizosom alnej n ie  
pozw ala jący  na a k ty w n y  tra n sp o r t tych  zw iązków  przez b łonę. P rzedm io tem  ożyw io
nej d y sk u s ji był też  p rob lem  sialidoz, g ru p y  chorób, k tó ry ch  przyczyną je s t n ie 
p raw id ło w a  ak tyw ność  sialidazy. P rzedstaw iono  różne p ropozycje  ich  k la sy fik ac ji 
(J. G. L eroy  z A n tw erp ii i P. D urand  z G enui) o raz różne m etody  oznaczan ia  enzy
m u. Z aw ik łan a  sy tu ac ja  w  rodzin ie  enzym ów  odszczepiających  kw as sialow y od 
różnych  su b s tra tó w , ich różnorodne rozm ieszczenie subkom órkow e, różno raka  roz
puszczalność i w y n ik a jące  stąd  tru d n o śc i w  oznaczaniu  ich  ak tyw ności rz u tu ją  n a  
tru d n o śc i d iagnostyczne i in te rp re tacy jn e . M. S treck e r z L ille  uw aża, że kw as s ia 
low y przy łączony  do galak tozy  w iązan iem  2->-3 je s t odszczepiany przez in n y  enzym
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niż k w as p rzy łączony  w iązan iem  2->6. Jego a rg u m en ty  o p a rte  g łów nie n a  różnicy  
zależności obu re a k c ji od te m p e ra tu ry  n ie  p rzekona ły  jed n ak  w iększości zeb ranych  
a  w y n ik i p ra c  M. C an tza  św iadczą  raczej za jed n y m  enzym em . W ciąż n ie  w iadom o 
na czym  po leg a ją  enzym atyczne różnice w różnych  k lin iczn ie  ty p ach  sialidoz. M ało 
z resz tą  je s t rów n ież  w ycze rp u jący ch  opisów  k lin icznych . G. B ach i M. Z ieg ler z J e 
rozo lim y  p rzed s taw ili p rzy k ład  tzw . m ukolip idozy IV. W kom órkach  chorych  s tw ie r
dzili b ra k  sia lidazy  gangliozydów  rozpuszczalnej w  tr ito n ie  X-100 p rzy  n iezm ien io 
nej ak ty w n o śc i n ierozpuszczalnej w  tych  w a ru n k ach  fo rm y enzym u o raz  sia lidazy  
fe tu in y .

S p o tk an ie  zakończył „B usines M eeting” , n a  k tó ry m  om ów iono dalsze p lan y  
g rupy .

Z ża lem  opuszczaliśm y gościnne M ałe, gdzie p rzez cz te ry  dn i w ypełn ione  in te n 
syw ną  p ra c ą  z rek ap itu lo w a liśm y  sobie to co w iem y i czego n ie  w iem y o lizosom ach, 
w  jak im  k ie ru n k u  w in n y  iść dalsze bad an ia , zapoznaliśm y  się z ty m  co i ja k  rob ią  
inni. N aw iąza ły  się now e k o n tak ty , zary sow ały  m ożliw ości w spó łp racy , poznaliśm y 
się w zajem nie .

B. C zartoryska

K onferencja nt. „R egulacyjne funkcje procesów fosforylacji b iałek”,

6—7 maj 1980, Lublin

W m a ju  1980 r. odby ła  się w  L u b lin ie  k o n fe ren c ja  Polskiego T ow arzystw a  B io
chem icznego  pośw ięcona sp raw o m  fosfo ry lac ji b ia łek . W k o n fe ren c ji udzia ł w zięło 
ponad  40 osób z n a s tęp u jący ch  ośrodków  n aukow ych : B iałystok , K raków , L ub lin , 
Poznań , W arszaw a o raz H alle  (NRD). W iększość uczestn ików  p rzed s taw iła  re fe ra ty  
bądź don iesien ia . P ro g ram  k o n fe ren c ji by ł szeroki i obe jm ow ał bardzo  różnorodny  
w ach la rz  zagadn ień  w iążących  się z fu n k c ją  k in az  b ia łkow ych  oraz fosfa taz  fosfo- 
b ia łkow ych  w  m odyfikac ji różnych  su b s tra tó w , w  ty m  b ia łek  ch ro m aty n y , b ia łek  
m ięśn i, b łon  kom órkow ych , kom ponen tów  u k ład u  tran slac y jn eg o  itd . Zw rócono 
szczególną uw agę na  asp ek t reg u lacy jn y  procesów  fo sfo ry lac ji b ia łek  w  odn iesie
n iu  do poszczególnych re a k c ji lub  też p rocesów  ja k  np. różn icow an ie  się k om ór
kow e.

W arta  szczególnego po d k reś len ia  je s t tow arzysząca  ob radom  bardzo  ożyw iona 
i rzeczow a d y sk u s ja , k tó ra  n a d a ła  k o n fe ren c ji zam ierzony  roboczy ch a rak te r. S po t
k an ie  stanow iło  w zględnie szeroki p rzeg ląd  ak tu a ln e j p ro b lem aty k i w iążącej się 
z fo sfo ry lac ja  b ia łek  w  ty m  także  p rzęg ląd  tem a ty k i b ad ań  ośrodków  k ra jo w y ch  
i stopn ia  je j zaaw ansow an ia . K o n fe ren c ja  um ożliw iła  zetkn ięc ie  się różnych  g rup  
badaw czych  ze sobą, bliższe poznan ie  się, co może u ła tw ić  w  przyszłości naw iązan ie  
w sp ó łp racy  naukow ej.

A oto szczegółow a tem a ty k a  re fe ra tó w  p len a rn y ch :
1. R eak c je  fo s fo ry lac ji — defo sfo ry lac ji b ia łek  ch ro m aty n y  (W łodzim ierz O strow 

ski, K raków ).
2. F osfo ry lac ja  b ia łek  ch ro m aty n y  roślin  w yższych w  pow iązan iu  z ho rm onalną  re 

g u lac ją  tra n sk ry p c ji (K azim ierz  K leczkow ski, W arszaw a).
3. F osfo ry lac ja  b ia łek  b łon  biologicznych (Lech W ojtczak, W arszaw a).
4. K alm o d u lin a  — ak ty w a to r  k inaz  b ia łkow ych  zależnych  od jonów  w ap n ia  (W i

told D rab ikow sk i, W arszaw a).
5. F osfo ry lac ja  b ia łek  a p a ra tu  kurczliw ego  m ięśn i (R ena ta  D ąbrow ska, W arszaw a).
6. F osfo ry lac ja  b ia łek  m ózgow ych (Tom asz B orkow ski, L ublin).
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7. K inazy  b ia łkow e n ieza leżne  od cyklicznych nuk leo tydów  specyficzne w obec b ia 
łek  zasadow ych (Józef Z ając , L ublin).

8. F osfo ry lac ja  enzym ów  glikogenolizy  (Jacek  K uźnick i, W arszaw a).
9. W pływ  fo sfo ry lac ji fak to ró w  in ic ju jący ch  n a  ek sp e resję  genetyczną eu k ario n tó w  

(W łodzim ierz Z agórski, W arszaw a).
10. C zynnik i k o n tro lu jące  b iosyntezę b ia łk a  w  re tik u lo cy tach  kró liczych  (N ikodem  

G rankow sk i, L ublin).
11. F osfo ry lac ja  b ia łek  rybosom ow ych (E ugeniusz G ąsior, L ublin).

E ugen iusz Gąsior
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RECENZJE

Purine m etabolism  in m an — III; B iochem ical, im m unological and cancer research

Red. A. Rapado, R. W. E. W atts, Ch. H. M. M. De Bruyn  
Plenum  Press, N ew  York i London, 1979, str. 459, $ 45.-

R ecenzow any  tom , u k azu jący  się w  se rii A d va n ces  in  E xp erim en ta l M edicine  
and B io logy, ob e jm u je  m a te r ia ły  II I  M iędzynarodow ego S ym pozjum  n a  te m a t m e
tabo lizm u  p u ry n  u człow ieka, k tó re  odbyło  się w  1979 roku  w  M adrycie  (H iszpania). 
O pu b lik o w an e  p race  o ry g in a ln e  do tyczą różnorodnych  aspek tów  p rzem ian  zw iązków  
p u ry n o w y ch  i p iry m id y n o w y ch  w  różnych  kom órkach  p raw id ło w y ch  i no w o tw o ro 
w ych  a tak że  u  osób z w rodzonym i w ad am i m etabo licznym i lub  u osób obarczonych  
now o tw oram i.,

N a tom  sk ład a  się siedem  rozdziałów :
— szlak i m etabo liczne  p u ry n  i reg u lac je
— enzym ologia  i m etabo lizm  p u ry n
— m etabo lizm  p iry m id y n
— m etabo lizm  p u ry n  w  lim focy tach
— u k ład  opornościow y a m etabo lizm  p u ry n
— b ad an ia  now otw orów
— m etodologia

O to n iek tó re  z po ruszonych  zagadnień :
— P rzem ian y  p u ry n  w  różnych  hodow anych  in  v itro  kom órkach  ssaków , a zw łaszcza 

w  p raw id ło w y ch  ludzk ich  fib ro b la s tach  i f ib ro b la s tach  po b ran y ch  od p ac jen tó w  
z zab u rzen iam i syn tezy  p u ry n .

— M etabolizm  p u ry n  w  m ięśn iach  szkieletow ych.
— O czyszczanie, w łaściw ości i reg u lac ja  enzym ów  uczestn iczących  w  różnych  e ta 

pach  b iosyntezy  p u ry n  de novo.
— B iochem iczne k o n sekw encje  tra k to w a n ia  kom órek  now otw orow ych  deoksykofo r- 

m ycyną, specyficznym  in h ib ito rem  deam inazy  adenozynow ej o raz am e to p te ry n ą , 
specyficznym  in h ib ito rem  red u k tazy  d ihydro fo lianow ej.

— P rzem ian y  p iry m id y n  w  e lem en tach  m orfo tycznych  k rw i.
O sta tn i rozdział m onografii pośw ięcony je s t om ów ien iu  m etod stosow anych  do 

oczyszczania n iek tó ry ch  enzym ów  uczestn iczących  w  p rzem ianach  p u ry n  i p iry m i
dyn  (np. sy n te tazy  fo sfo rybozy lop iro fosfo ranu  i  k inazy  adenozynow ej) o raz szyb
k ich  i czu łych  m etod (np. izo tachoforezy  czy różnego ty p u  ch rom atog rafii) ozna
czania poziom u p u ry n  i p iry m id y n  w  surow icy  i lim focy tach , co m a szczególnie duże 
znaczen ie  w  b ad an iach  w rodzonych  w ad  m etabolicznych .

M onografia  opatrzona je s t in d ek sem  au to ró w  o raz  w y czerpu jącym  indeksem  rz e 
czow ym . R óżnorodność p o ru szan y ch  w  tom ie  zag ad n ień  sp raw ia , że s tanow i on 
cenną pozycję  d la  in te re su jący ch  się rozw ojem  b ad ań  w  dziedzin ie p rzem ian  zw iąz
ków  p u ry n o w y ch  zarów no z teore tycznego  ja k  i p rak tycznego  p u n k tu  w idzenia

B arbara G rze la ko w ska -S z ta b er t
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A bkürzungen in der M edizin und ihren Randgebieten.

' U. Spranger, VEB Verlag Volk und G esundheit,
Berlin 1980 ss. 240, 17,50 M.

0
S tale  ro snąca  ilość sk ró tów  stosow anych  w  tek s tach  p rac  naukow ych , n iek iedy  

W is to tny  sposób u tru d n ia  szybkie ich p rzeczytan ie . D latego też, in fo rm a to ry  zb ie ra 
jące  sk ró ty  stosow ane w  różnych  dziedzinach  w iedzy i poda jące  ich rozw iązania  
są w y d aw n ic tw am i coraz cenn ie jszym i i zaw sze poszukiw anym i. P raca  U. S p ran g er 
należy  w ięc już  z te j ra c ji do książek  bardzo  pożytecznych. A u to rk a  zeb ra ła  i u ło 
żyła w  p o rządku  a lfab e ty czn y m  około 6 ty sięcy  sk ró tów  stosow anych  n ie  ty lko  w  
m edycyn ie  i techn ice  m edycznej, a le  rów nież w  b iochem ii i fa rm ac ji. W ykaz ten  
ob e jm u je  także  te rm in y  fizyczne i techn iczne  odnoszące się lub  stosow ane w  m e
dycynie o raz  jed n o stk i m ia r w  uk ładz ie  SI. N ie pom in ięto  także  w y jaśn ien ia  sk ró 
tów  te rm in ó w  ogólniejszych, stosow anych  w  w ielu  dziedz inach  w iedzy, podano 
także  rozw iązan ia  d la  sk ró tów  n azw  o rgan izac ji i to w arzy s tw  m edycznych.

A czkolw iek p ra c a  ta  p rzeznaczona je s t g łów nie d la  odbiorcy  z obszaru  języka 
n iem ieckiego, to sk ró ty  o b e jm u ją  n ie  ty lko  term ino log ię  tego języka. A u to rk a  bo
w iem  bardzo  szeroko uw zg lędn ia  fa k t p rzysw o jen ia  sobie p rzez naukow ców  i sto
sow ania w  tek s tach  skró tów  w yw odzących  się z języka angielskiego. S k ró ty  te  po
siad a ją  sw e rozw iązan ia  w  języku  ang ie lsk im , p rzy  k tó ry ch  podano  ich znaczenie 
w  języ k u  n iem ieck im . D latego też, in fo rm a to r ten  m oże być z różnym  poży tk iem  
w ykorzystyw any  p rzez czy te ln ika  polskiego, lub  też p rzy  k o rzy s tan iu  z m edycznej 
li te ra tu ry  pub likow anej w  języku  angielsk im .

D odatkow o, poza u k ład em  alfabe tycznym  znalaz ł się w ybór sym boli i znaków  
w raz  z ich  - rozw iązan iam i. O b e jm u je  on sym bole i znak i ok reślone  jako  ogólne, 
a ponad to  z zak resu  m a tem aty k i, fizyk i i chem ii o raz biologii.

Z eb ran ie  ta k  dużej liczby skrótów , o be jm u jące j szeroki zak res ich  w ystępow an ia  
w  li te ra tu rz e  m edycznej i p o k rew nej je s t p racą  bardzo  żm udną  i w ym ag a jącą  d u 
żej znajom ości tekstów . Je s t ona p rzy  ty m  w ydaw niczo  bardzo  skondensow ana. 
Je j duża p rzydatność , n ie  ty lko ' d la  b ib lio tek , a le  d la  w szystk ich  za in te resow anych  
tą  l i te ra tu rą  n ie  u lega w ięc w ątp liw ości.

H en ryk  A d ler

A dvances in E xperim ental M edicine and B iology, Vol. 125 
Structure and Function of G angliosides.

Red. L. Svennerholm , P. Mandel, H. D reyfus i P. F. Urbano 
Plenum  Press, 1980, New  York, London, stron 571, cena £ 49,50.

C oraz w iększą p opu la rność  uzy sk u ją  sobie k am era ln e  sym pozja n a  w ąsk i te 
m a t o m aw ian y  w  sposób w szechstronny  i pow iązany  z ogólnym i p ro b lem am i d a 
nej dz iedziny  w iedzy.

B adacze za jm u jący  się gangliozydam i po raz  p ierw szy  spo tkali się w e w łasnym  
g ron ie  w  1973 r. i sp o tk an ia  te  p o n aw ia ją . O sta tn ią  k o n fe ren c ję  w  k w ie tn iu  1979 r. 
zorgan izow ali w  S tra sb u rg u  L a rs  S ennerho lm  i P au l M andel. P rzed s taw ian o  tam  
najnow sze  w yn ik i b ad ań  n t.: 1) s tru k tu ry  chem icznej, 2) rozm ieszczenia  w  tk an k ach , 
fra k c ja c h  subkom órkow ych, kom órkach  i p ły n ach , 3) m etabo lizm u, 4) im m unolo 
g icznych m etod  id en ty fik ac ji o raz 6) fu n k c ji gangliozydów , a  także  n t. 5) sialidoz 
i sialidaz. P len u m  P ress  u d o stęp n ił n am  osta tn io  tre ść  te j k o n fe ren c ji p u b lik u jąc  
w  125 t. serii A dvances in E xp erim en ta l M edicine and B iology  46 re fe ra tó w  u zu p e ł
n ionych  b ib liog rafią  tem a tu  (do 1979 r.).
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C zyte ln ik  znajdz ie  ta m  w ie le  szczegółów  m etodycznych  do tyczących rozm aitych  
te ch n ik  badaw czych  (m etody izo low ania i rozdziału , ana liza  p rzy  użyciu  sp e k tro 
m etrii m asow ej i rezonansu  jąd ro w o  m agnetycznego  NM R i 1H -N M R, zastosow a
n ie  tró jflu o ro ace to lizy , znak o w an ia  przez ace ty lac ję  i d eg rad ac ję  enzym atyczną  
oraz w yk o rzy stan ie  m icelli i liposom ów  w raz  z ich p re p a ra ty k ą  (jak  rów nież w iele  
fak tów , teo rii, h ipotez i sp ek u lac ji dotyczących  m etabo lizm u i fu n k c ji biologicz
nej gangliozydów ). W ty m  o sta tn im  je d n a k  zak res ie  czy te ln ik  n ie  zna jdz ie  w ie le  
now ego; w iększość koncepc ji do tyczących  sz laku  m etabolicznego  i ro li ty ch  zw iąz
ków  o p ie ra  się w p raw d z ie  na  szerszym  m a te r ia le  dośw iadczalnym , a le  w  g łów nych  
za ry sach  p o w sta ła  k ilk a  la t tem u .

S iedem naście  la t tem u  S v en n erh o lm  p u b lik u jąc  sw ą propozycję  n o m en k la tu ry  
gangliozydów  w yliczy ł ich 10. Dziś znam y ich  co n a jm n ie j 20 (a każdy  z n ich  m oże 
zaw ierać  jed en  z d w u  rodza jów  k w asu  sialow ego lub  różne  ich kom binacje). W ie
m y, że zaw ierać  m ogą prócz galak tozy , glukozy, galak tozoam iny  i k w asu  sialow ego 
także g lukozoam inę i fukozę; łań cu ch  o ligosacharydow y zaw ierać  m oże n aw et 10 
cząsteczek cu k ru . W tk an ce  nerw o w ej człow ieka z iden ty fikow ano  12 rodzajów , w 
tkan ce  n erw ow ej ry b y  — 15 (Yu i Ando). Ż m udne p race  ana lity czn e  p row adzące  
do dok ładnego  o k reś len ia  ro zk ład u  gangliozydów  w  te j sam ej tk an ce  różnych  g a 
tu n k ó w  (U rban  i w sp., A vrova, L edeen), w  różnych  tk an k ac h  tego sam ego g a tu n k u  
(R auvala  i F inne), czy w  różnych  ro d za jach  kom órek  w  ob ręb ie  jed n e j tk a n k i np. 
n erw ow ej (U rban  i w sp.) są, w y d aw ałoby  się, d robnym i p rzyczynkam i — ale  na 
n ich  o p ie ra ją  się w szelkie h ipo tezy  i speku lac je .

R óżnicow aniu  się m orfo log icznem u kom órek  hodow anych  tow arzyszy  zm iana 
jakościow a i ilościow a gangliozydów , p rzy  czym  w zrost ich  ilości naogół — choć 
n ie  zaw sze — skore low any  je s t ze zm ian am i m orfologii kom órek  (R ebel i wsp.). 
O becność gangliozydów  w p ły w a  n a  w łaściw ości fizykochem iczne sztucznych  b łon  
lip idow ych . O dw ro tn ie  niż cho les tero l zm n ie jsza ją  one sztyw ność b łony ; prócz tego 
m o d u lu ją  je j w rażliw ość n a  czynn ik i zew nętrzne  — p rzede  w szystk im  n a  obecność 
jonów  w ap n ia  — a stop ień  te j m odu lac ji zależy od stopn ia  s ia lilac ji gangliozydu 
(B erenholz  i wsp.). Z jaw isko  to m a k a p ita ln e  znaczenie w  procesie  p rzekazyw an ia  
bodźców  w  kom órce nerw ow ej. G angliozydy  w  obręb ie  te j sam ej b łony  rozm iesz
czone są n ie reg u la rn ie  tw orząc  skup iska  (T e ttam an ti i wsp.). W b łon ie  p lazm atycz- 
nej synaptosom ów  stw ierdza  się nag rom adzen ie  gangliozydów  w ielosialow ych , k tó re  
tw orzą  s tre fy  n ag rom adzen ia  ład u n k ó w  u jem n y ch  m ogących w iązać jony  w ap n ia ; 
gangliozydy  G mi i Gnib m ieszczą się p rzede  w szystk im  po cy top lazm atycznej s tro 
n ie  b łony  p resy n ap ty czn e j. W obecności jonów  w ap n ia  zm ienia  się s t ru k tu ra  b ło 
ny  — g ru p y  sialow e s ta ją  się n ied o stęp n e  (np. d la  n ad jodanu ), podczas gdy fosfo
lip idy  są eksponow ane (L esiava i R osenberg). F ak ty  te  s tanow ią  p u n k t w y jśc ia  d la  
różnych  hipo tez na  tem a t ud z ia łu  gangliozydów  w  p rzek azy w an iu  bodźców  n e rw o 
w ych. L esliva  i R osenberg  p rzypuszcza ją , że m odu lac ja  b łony  przez jony  w ap n ia  
pow odu je  zm ianę w  dostępności su b s tra tu  sia lidazy  sy n ap to som alne j; enzym  te n  
dzia łać  m oże jedyn ie  w  n ieobecności jonów  w apn ia . O dszczepienie kw asu  sia lo 
wego obniża u jem n y  ład u n ek  b łony , zm ien ia  w ięc je j po larność , a tym  sam ym  
przepuszczalność — m oże to być jed en  z e tapów  p rzek azy w an ia  bodźca. O becna 
w  synap to som ach  sia lo tran sfe raza  (T e ttam an ti i w sp.) re s ia lu ją c  odpow iednie  f r a g 
m en ty  b łony  m ogłaby regenerow ać  system . S ven n erh o lm  z kolei uw aża, że g łów 
nym  zadan iem  gangliozydów  je s t w iązan ie  w apn ia . Im p u ls  nerw o w y  (np. e lek try cz 
ny) pow odu je  odłączen ie  jonów  w ap n ia , k tó re  zosta ją  o d tran sp o rto w an e  przez sp e 
cyficzne k an a lik i do w n ę trza  części p re sy n ap ty czn e j gdzie w zrost ich  stężen ia  p o 
w odu je  skurcz  m ik ro filam en tó w  i „w ystrze len ie” n e u ro tra n sm ite ra , k tó ry  z kolei 
zostaje  p rzy łączony  do recep to ró w  na  b łon ie  postsynap tyczne j. W dalszym  e tap ie  
gangliozydy m ogłyby uczestn iczyć w  reab so rb c ji dodatn io  na ład o w an y ch  cząste
czek n e u ro tra n sm ite ra  przez b łonę p resynap tyczną .
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F a k t, że gangliozydy  n ie  tk w ią  w  b łon ie  sztyw np, lecz zm ien ia ją  położenie i u ło 
żenie w  zależności od środow iska w a ru n k u je  ich w łaściw ości recep to row e. U czest
n iczą one — w  sposób sw oisty  lub  pom ocniczy — w  w iązan iu  i in te rn a liz ac ji róż
nych  toksyn  (bak te rii cho lery  i tężca, w iru sa  S endai), a także  ty ro tro p in y  i in te r 
fe ronu . H olm gren  i w sp. p rzed s taw ia ją  bardzo  sugestyw nie  a tra k c y jn y  schem at 
in te rn a liz ac ji cho leragenu  p rzy  pom ocy „obro tow ych” gangliozydów ; b ra k  p rzed 
s taw ien ia  d la  rów now agi koncepcji enzym atycznej (pa trz  T. P a c u s z k a ,  P ostępy  
B iochem ii 4/80). W e w szystk ich  tych  p rzy p ad k ach  udzia ł gangliozydów  je s t chw ilo 
w y i uczestn ic tw o  w  in te rn a liz ac ji w y d a je  się n ie  w p ływ ać n a  in n e  ich  funkcje . 
Inaczej je s t w  p rzy p ad k u  w iązan ia  p rzeciw cia ł, k tó re  w iążąc się trw a le  z a n ty g e 
nem  u sz ty w n ia ją  zapew ne błonę. B ardzo in te re su jące  są w yn ik i p ra c  R ap p o rta  
i w sp., k tó rzy  zauw ażyli, że p odaw an ie  zw ierzętom  sw oistych  p rzec iw cia ł p rzeciw  
określonym  gangliozydom  w yw oływ ało  szereg zabu rzeń  cen tra lnego  sy s tem u  n e rw o 
wego np . obniża zdolność uczenia  się, s ty m u lac ję  cho linerg iczną  p rag n ien ia  itp . 
B ad an ia  b eh av io ra ln e  su g eru ją , że n ie  w szystk ie  po ten c ja ln e  m iejsca  w iążące p rze 
ciw cia ło  są b lokow ane. D ośw iadczenia te  o tw ie ra ją  now e p e rsp ek ty w y  badaw cze.

P rzed staw io n y  przez Y u i A ndo, a także  przez B asu  i w sp. schem at szlaku  m e
tabolicznego  b iosyntezy  gangliozydów  różni się od schem atu  przedstaw ionego  przez 
K au fm an a , B asu  i R osem ana w  1968 r. g łów nie tym , że lin ie  p rze ry w an e  zostały  za
stąp ione  lin iam i c iąg łym i — tj. re ak c je  h ipo te tyczne  zostały  po tw ierdzone d o św iad 
czaln ie; no  i doszedł szereg  now ych  gliko lip idów , a szlak  został pow iązany  ze sz la 
k iem  fuko lip idów . O grom ny postęp  dotyczy n a to m ias t w iedzy o w łaśc iw ościach  p o 
szczególnych tran sfe raz , różnic tkankow ych , lokalizacji, zm ian  zw iązanych  z w ie
k iem  itp . N ajc iekaw sze  są w y n ik i p ra c  and  ak tyw nością  i loka lizac ją  s ia lo tran sfe raz  
i s ia lidaz  w  b łon ie  kom órk i ne rw o w ej, a to d la  w yżej p rzed staw io n y ch  sku tków  
d z ia łan ia  ty ch  enzym ów  tj. m odyfikac ji p lastyczności, po larności i p rzepuszcza l
ności b łony . Z in fo rm ac ji n a  tem a t ka tab o lizm u  gliko lip idów  n a jb a rd z ie j chyba in 
te re su ją c ą  je s t w y kryc ie  i ch a rak te ry zac ja  b iałkow ego ak ty w a to ra  b e ta -heksozoam i- 
n idazy  (C onzelm an i S andhoff) i w iążący  się z tym  m odel m echan izm u  d eg rad ac ji 
enzym atycznej su b s tra tó w  lip idow ych.

R easu m u jąc  w y d a je  m i się, że g łów nym  a tu te m  om aw ianego  tom u  je s t sy s te 
m atyczne  i' w szechstronne p rzed s taw ien ie  ak tua lnego  s tan u  b a d a ń  n ad  gangliozy- 
d am i z szerokim  uw zg lędn ien iem  najnow szej m etodyk i i koncepcji n a  tem a t ich  
fu n k c ji. K siążka będzie n apew no  pom ocna d la  osób tkw iących  w  tem acie  lub  roz
poczynających  p racę  n a  tym  polu , a także  d la  tych , k tó rzy  „p la ton iczn ie” in te re su ją  
się zagadn ien iem  b łon biologicznych i ich sk ład n ik am i hete ropo lisacharydow ym i.

B. C zarto ryska

Lehrbuch der P flanzenphysiologie

E. Libbert
VEB G ustav Fischer Verlag Jena, 1979, 485 str., cena 39,00 M

N arodziny  b iochem ii w  p ierw szych  dzies ią tkach  la t bieżącego stu lec ia  by ły  w y 
n ik iem  rozw oju  chem ii o rgan icznej n a  prze łom ie  X IX  i X X  w ieku  o raz p rób  roz
w iązan ia  p rob lem ów , i odpow iedzi n a  p y tan ia , k tó re  g rom adziły  przez  la ta  nauk i 
fizjologiczne. W iększość p rob lem ów  fizjo logicznych, k tó re  in sp iro w a ły  n a rodz iny  
i rozw ój b iochem ii zrodziła  się w śród  fizjologów  zw ierząt i człow ieka, tw orząc  dzia ł 
chem ii zw any  w ów czas chem ią fizjologiczną. N iem niej, rów n ież  zagadn ien ia  fiz jo 
logii ro ś lin  odeg ra ły  p ew ną  ro lę  w  ty m  e tap ie  rozw oju  s ty m u lu jąc  b ad an ia  np. nad  
fo tosyn tezą , s tru k tu rą  i p rzem ian am i szeregu  m etabo litów  w tó rnych  itp.
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W d rug ie j po łow ie naszego stu lec ia , gdy rozw ój b iochem ii, g enetyk i i n au k i
0 kom órce  dop row adził do p o w stan ia  now ej dziedziny  w iedzy — biologii m oleku
la rn e j, m ożna obserw ow ać o d w ro tn ie  zw rócony k ie ru n ek  oddzia ływ an ia . O dkrycia  
b iochem ii i b iologii m o lek u la rn e j d z ia ła ją  in sp iru jąco  n a  b ad an ia  fizjologiczne, 
p ro w ad ząc  do pod e jm o w an ia  p rób  odpow iedzi na  p y tan ia , k tó ry ch  dz iew ię tn asto 
w ieczna fizjo logia w ogóle n ie  s taw ia ła .

N ow e, trzec ie  w y d an ie  podręczn ika  fizjologii ro ś lin  E ike L ib b e rta , p ro feso ra  
U n iw ersy te tu  w  R ostocku, je s t bardzo d o b rym  p rzy k ład em  tak iego  oddz ia ływ an ia  
n a jnow szych  tren d ó w  badaw czych  w spółczesnej biologii zarów no na  tre ść  jak  i na 
sposób w y k ład u  fizjo logii ro ś lin . L ib b e rt czyni z op isu  z jaw isk  fizjo log icznych  n ie 
m al m arg in es, a  w  każdym  raz ie  d ru g i p lan , tło  fizjo logii roślin , d a jąc  p ie rw szeń 
stw o om ów ien iu  zależności p rzyczynow ych  i m echan izm ów  reg u lacy jn y ch  odpow ie
dz ia lnych  za przeb ieg  poszczególnych procesów  k sz ta łtu jący ch  funk c jo n o w an ie  ko
m órk i i o rgan izm u  roślinnego .

K siążka  L ib b e rta  podzielona została  na  6 rozdziałów , z k tó rych  ty lko  trz y  o s ta t
n ie  pośw ięcone są zagadn ien iom , k tó ry m i za jm ow ała  się k lasyczna fiz jo log ia  roślin : 
rozdzia ł 4 pośw ięcony je s t p rzem ian ie  m a te r ii w  ro ś linach  o b e jm u jąc  ta k ie  zagad 
n ien ia  ja k  żyw ien ie  m in e ra ln e , gospodarkę  w odną i jonow ą, tra n sp o rt , p rzem iany  
szeregu  g ru p  m etabo litów  i w ydzielan ie . R ozdział 5 — pośw ięcony różnym  a sp ek 
tom  w zro stu  i rozw oju  ro ś lin  zaw iera  k ilk u n asto stro n ico w ą  część o m aw ia jącą  pod
staw ow e m echan izm y re g u lu ją c e  procesy  rozw ojow e i w zrost, ja k  np . zróżn icow a
n ie  ek sp re s ji in fo rm ac ji genetycznej i ak ty w ac ji genów , k o o rdynac ję  ak tyw nośc i 
genów  i ro lę  izoenzym ów . R ozdział 6 op isu je  różne rodza je  ru ch ó w  ro ś lin .

N a to m ias t p ierw sze  trz y  rozdzia ły  om aw ianego  pod ręczn ika  m a ją  ty lk o  po
śred n i, lu b  frag m en ta ry czn y  zw iązek z tra d y c y jn ą  fizjo logią roślin . W rozdziale
1 a u to r  p rzed s taw ia  n a  k ilk u  s tro n ach  w łasn e  koncepcje  do tyczące b iologicznych, 
a  zw łaszcza filozoficznych asp ek tó w  fizjo logii roślin . R ecenzen tow i n ie  w y d a je  się 
w  p e łn i uzasadn ione  pośw ięcan ie  ty ch  s tro n  na  p rzek o n y w an ie  czy te ln ika  do m a- 
te r ia lis tycznego  tra k to w a n ia  procesów  fizjo logicznych. R ozdział 2 o m aw ia  podstaw y  
p rzem ian y  m a te rii p rzy p o m in a jąc  czy te ln ikow i zasadnicze e lem en ty  te rm o d y n am i
ki, o m aw ia jąc  stosunk i en erge tyczne  w  żyw ej kom órce  o raz podstaw y  k a ta lizy  
enzym atycznej. S tanow i to tło  do o m aw ian ia  u tlen ian ia  tkankow ego  i fo tosyntezy , 
k tó rym  pośw ięcona je s t w iększa część tego rozdziału . R ozdział kończy się k ilk u - 
stron icow ym i rozw ażan iam i za ty tu ło w an y m i „filogeneza p rzem ian y  m a te r ii” gdzie 
a u to r  o m aw ia  poglądy  n a  p o w stan ie  życia p rzed s taw ia jąc  ko le jność  fo rm o w an ia  się 
poszczególnych system ów  m etabo licznych .

R ozdział 3 „P odstaw y reg u lac ji b io log icznej” w  n a jw iększym  s topn iu  odbiega 
c h a ra k te re m  od tego, co czy te ln ik  z pew nym  dośw iadczeniem  spodziew a się znaleźć 
w  p od ręczn iku  fizjo logii ro ś lin . Z re sz tą  w  p o p rzedn im  w y d an iu  pod ręczn ika  L ib 
b e rta  z ro k u  1974 n ie  m a jeszcze tego rozdziału . A u to r om aw ia  ko le jno  reg u lac je  
na  poziom ie m etabo litów , reg u lac je  ak tyw no śc i enzym ów  i reg u lac je  ek sp re s ji ge
nów. L iczne p rzy k ład y  om aw ianych  rod za jó w  reg u lac ji do tyczą procesów  zachodzą
cych w  ro ś lin ie , i ty lko  to  sp raw ia , że rozdzia ł te n  n ie  m ógłby się znaleźć w  pod 
ręczn iku  biochem ii, biologii k o m ó rk i lu b  b io logii rozw oju .

P rzy k ład y  i uogóln ien ia  do tyczące m echan izm ów  reg u lac ji o m aw iane  p rzez L ib 
b e rta  do tyczą procesów  zachodzących  n a  te ren ie  kom órk i, co pozw ala au to row i 
operow ać k a teg o riam i m o lek u la rn y m i. N ie p o zw ala ją  one n a  w y jaśn ien ie  m echa
nizm ów  odpow iedzia lnych  za p raw id ło w y  przeb ieg  w szystk ich  procesów  i z jaw isk  
w  żyw ej roślin ie . Je s t to w  znacznym  stopn iu  w yn ik iem  b ra k u  w iadom ości n a  te 
m at oddzia ływ ań  m iędzykom órkow ych  i czynników  k o o rd y n u jący ch  w  ska li całego 
o rganizm u. N iem niej, sposób w y k ład u  u w y p u k la jąc y  zasadniczą ro lę  m echanizm ów  
k o n tro ln y ch  w  całokształcie  p rocesów  fizjo logicznych s tanow i n o v u m  w  k o n stru k c ji
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podręczn ików  akadem ick ich  i fizjologii ro ślin  i je s t logiczną k o n sekw encją  rozw oju  
w iedzy .

U w ażam  trzecie  w ydan ie  podręczn ika  L ib b e rta  za bardzo  dobrze n ap isan e  i b a r 
dzo pożyteczne. Z m usza ono czy te ln ika do m yślen ia  i u ła tw ia  sk o ja rzen ia , co n ie  
zaw sze było osiągane p rzez do tychczasow e podręczn ik i „k lasycznej” fizjo logii roślin . 
S k ła n ia  ono rów nież do re f lek s ji na tem a t losów  in te rd y scy p lin a rn y ch  dziedzin  n a u 
k i, do k tó ry ch  w  te j chw ili należy  fizjologia. G ran ice  m iędzy fizjo logią i b iochem ią 
ro ś lin  zac ie ra ją  się w  tak  znacznym  stopn iu , że n ie  ty lko  tw órczy  w k ład  w  jed n ą  
z ty ch  dziedzin, a le  i je j nauczan ie  s ta ją  się n iem ożliw e bez czynnego zaangażo
w a n ia  w  d rug ie j.

P odobn ie  jak  poprzedn ie  w ydan ie , podręczn ik  L ib b e rta  je s t bardzo  s ta ra n n ie  
w y d an y , ob fitu je  w  p rze jrzy s te  ilu s tra c je  i pom ysłow e schem aty . Polskim  czy te l
n ikom , przyzw yczajonym  do skró tów  op arty ch  na  no m en k la tu rze  ang lo sask ie j, 
u tru d n ia  ko rzystan ie  z książk i stosow anie p rzez au to ra  sk ró tów  nazw  n iem ieck ich , 
n ie  zaw sze w yjaśn ionych . Ta d robna  n iedogodność je s t z n aw iązk ą  rek o m p en so 
w an a  przez now oczesny, logiczny sposób w y k ład u  i rze te ln ą  in fo rm ac ję  o o siągn ię
c iach  fizjo logii ro ś lin  do późnych la t 70 naszego stu lecia . Sądzę, że recenzow any  
p o d ręczn ik  za in te re su je  n ie  ty lko  stu d en tó w  fizjo logii ro ślin  i b iochem ii, lecz rów nież  
p raco w n ik ó w  naukow ych  tych  dyscyplin .

W tym  m iejscu  recen zen t p rag n ie  w yrazić  żal, że P aństw ow e W ydaw nictw o 
N aukow e p rzy s tęp u je  do w ydan ia  polskiego tłum aczen ia  poprzedn iego  w y d an ia  
(z 1974 roku) pod ręczn ika  L ib b e rta . R óżni się ono w  znacznym  stopn iu  od o m aw ia 
nego  w  te j recenzji zarów no sposobem  w y k ład u  ja k  i zasobem  i doborem  w iado 
m ości.

S ta n is ła w  L ew a k
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R ed ak c ja  zastrzega  sobie m ożność sk rócen ia  te k s tu  i w p ro w ad zan ia  po p raw ek  
nie w p ły w a jący ch  n a  tre ść  p racy .

P iśm iennictw o: w  a rty k u le  należy  cy tow ać p race  o ryg ina lne  z o s ta tn ich  kilku  
la t  o raz n a jw ażn ie jsze  a r ty k u ły  p rzeg lądow e om aw ia jące  p rzed s taw io n ą  dziedzinę 
z uw zg lędn ien iem  a rty k u łó w  o p ub likow anych  w  „P ostępach  B iochem ii”. W tekście  
należy  podaw ać jed y n ie  nazw iska  badaczy , k tó ry ch  p race  m a ją  podstaw ow e znacze
n ie  w  p rzed staw io n e j dziedzin ie. O m aw iane prace  trz eb a  n u m ero w ać  w  ko le jności ich 
cy tow an ia  w  tekście . W ykaz p iśm ien n ic tw a  za tem  obe jm u je  p race  opa trzone  k o le j
nym i nu m eram i, ale  n ieu p o rząd k o w an e  a lfabetyczn ie . O dnośn ik i b ib liog ra ficzne  w in 
ny m ieć fo rm ę za lecaną  przez K om isję  W ydaw ców  C zasopism  B iochem icznych M ię
dzynarodow ej U nii B iochem ików  (IUB) w ed ług  B iochim . B iophys. A cta , (1972), 276, 
(1) np.:

P ip a  J . P., B uch an an  F. M., (1971), B iochim . B iophys. A cta , 247, 181— 184.
C y tu jąc  w y d aw n ic tw a  książkow e podaw ać  należy ko lejno : nazw isko(a) in ic ja ły  au to - 
ra(ów ), ro k  w y d an ia , ty tu ł książk i, nazw isko(a) i in ic ja ły  je j redak to rów (a), tom , 
p ie rw szą  i o s ta tn ią  stro n ę  cy tow anej p u b lik ac ji, nazw ę w y d aw n ic tw a  oraz  m iejsce 
w y d an ia , np.

D ixon M., W ebb E. C., (1964), E nzym es, 2 w yd., s tr. 565, L ongm ans G reen  an d  Co., 
L ondon;

G ra n t J . K., (1969) w  E ssays in  B iochem istry , red . C am pbell P . N., G rev ille  G. D., 
t. 5, str. 1—58; A cadem ic P ress , L ondon.

Z ałączn ik i: każdy  za łączn ik  należy  sporządzić w  2 egz. n a  oddzielnych  k a rtk a c h  
i opa trzyć  ko le jn y m  nu m erem  odpow iada jącym  n um erow i uży tem u  w  tekście , o ra r 
oznaczyć (na górze stro n icy  ołów kiem ) .nazw isko  pierw szego  au to ra  i początkow ym i 
w y razam i ty tu łu  p racy .

T abele  należy  ko le jno  n um erow ać  cy fram i a rab sk im i. T y tu ł tab e li i nag łów ki 
ru b ry k  pow inny  jasn o  op isyw ać ich  tre ść  zaznaczając, z jak ich  (jak iej) prac(y) po
chodzą in fo rm ac je  podane w  tabe li.

R yciny, tj . w yk resy , ry su n k i, schem aty  lub  fo tografie  należy  opa trzyć  n u m erac ją  
w  ko le jności ich om ów ien ia w  tekście . P rzy jm u je  się zasadę n u m erac ji ry c in  cy fram i 
a rab sk im i, a w zory  cy fram i rzym sk im i. F o tog rafie  czarn o -b ia łe  (kon trastow e) po
w inny  być w y k o n an e  n a  pap ierze  m atow ym . Pozostałe ryc iny  należy  w ykonać tu 
szem  na  b ia łym  pap ie rze  lub  na kalce techn icznej. W ym iar ryc iny  n ie pow in ien  być 
m n ie jszy  n iż 10X15 cm, a  nan iesione  lin ie  n ie  pow inny  być cieńsze niż 1 m m . R am ki 
u jm u jące  w y k resy  m ożna w ykonać lin ią  c ieńszą niż lin ie  w łaściw e w ykresu . C yfry  
i l i te ry  służące do opisu  ry su n k u  pow inny  m ieć w ysokość n ie  m n ie jszą  n iż 5 m m . N a 
ry su n k ach  n ie  należy  um ieszczać opisów  słow nych , lecz posług iw ać się sk ró tam i. Osie 
w y k resó w  n a to m ia s t w in n y  być o p a trzone  n ap isem  ła tw o  zrozum iałym . D la oznacze
n ia  p u n k tó w  dośw iadczalnych  m ożna stosow ać n a s tęp u jące  sym bole: O □  A •  H  
R ycinę należy  o pa trzyć  n a  odw rocie  oznaczeniem  „gó ra” i „dół” (ołów kiem ). D ecyzję
0 sto pn iu  zm nie jszen ia  ry c in y  p o d e jm u je  w ydaw ca.

P odp isy  i ob ja śn ien ia  pod ry c in am i pow inny  być dołączone na  oddzielnej k a rtce . 
O znaczenia, k tó ry ch  nie  m ożna w pisać  na  m aszynie, należy  w y raźn ie  nan ieść  cza r
nym  tuszem .

Ze w zględu  na  w ew n ę trzn ą  spoistość a r ty k u łu  zaleca się au to ro m  ko n stru o w an ie  
o ry g in a ln y ch  ry su n k ó w  i zb iorczych tab e l n a  podstaw ie  danych  z p iśm ienn ic tw a . 
P ra w ie  w szystk ie  czasopism a zastrzeg a ją  sobie w yłączność d ru k u  p rac  w raz  z ich 
d o k u m en tac ją  (C opyrigh t). P rzed  w łączen iem  tabe l, w yk resów  czy schem atów  do 
a r ty k u łu  przeznaczonego do p u b lik ac ji w  P ostępach B iochem ii należy  za tem  uzyskać  
zgodę na  p rz e d ru k  lub  w y k o rzy stan ie  danych  i przedłożyć ją  R ed ak c ji. W raz ie  
m odyfikow an ia  ry c in  zaczerpn ię tych  z opub likow anych  p rac  należy  także  przedłożyć 
R edakc ji do w g lądu  kopie o rg ina lnych  ilu s tra c ji.

R ed ak c ja  p rosi o w łaśc iw e pak o w an ie  a rty k u łó w , aby zabezpieczyć m aszynopisy
1 ilu s tra c je  p rzed  pogięciem .
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