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NIKODEM GRANKOWSKI *

Problemy regulacji syntezy biatka u Eukariota

The Regulation Problems of Protein Synthesis in Eukaryotes
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Wykazy stosowanych skréotéw: HCR, HCI, HRI — skroty réznych nazw tego
samego represora (inhibitora) translacji mRNA w retikulocytach kréliczych, RF —
czynnik biatkowy odwracajagcy zahamowang translacje w lizatach retikulocytar-
nych pozbawionych heminy, CBP — biatko wigzace sie specyficznie z cap mRNA,
ESP — czynnik biatkowy stymulujacy inicjacje syntezy polipeptydu, TDI, SF — czyn-
niki biatkowe stabilizujace kompleks potréojny (elF-2 :Met-tRNAf:GTP) i zapobie-
gajace jego rozktadowi, TDF — czynnik biatkowy stymulujacy rozktad kompleksu
potrédjnego, DAl — Kkinaza-inhibitor syntezy biatka aktywowana przez dwuniciowy
RNA, elF's — czynniki inicjujgce, tRNA — transportujagcy RNA, mRNA — informa-
cyjny RNA, Met-tRNAf — metioninowy tRNA (inicjujacy), dsRNA — dwiniciowy
RNA, ATP — adenozynotrojfosforan, GTP — guanozynotréjfosforan, cAMP — cy-
kliczny adenozynomonofosforan, cGMP — cykliczny guanozynomonofosforan, GSSG —
glutation, forma utleniona, NADPH — fosforan dwunukleotydu nikotynamido-adeni-
nowego, forma zredukowana, DTE — dwutioerytrytol, SDS — sodowy siarczan do-
decylu.
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I. Wstep

Poznanie mechanizmu regulacji syntezy biatka w komoérkach orga-
nizméw eukariotycznych nastrecza wiele trudnosci wynikajacych z bar-
dzo rozbudowanego aparatu translacyjnego: enzymy biorace udziat w
zapoczatkowaniu syntezy nowego polipeptydu (czynniki inicjujace), wy-
dtuzaniu tancucha polipeptydowego (czynniki elongacyjne), zakanczaja-
ce synteze petnego tancucha polipeptydowego (czynniki terminacyjne),
specyficzne mRNA i tRNA. Ponadto istniejg czynniki wplywajgce bez-
posrednio lub posrednio na maszynerie translacyjng. Nalezg tu: fosfo-
kinazy, fosfatazy, deacylazy, nukleazy oraz modulatory biatkowe i nie-
biatkowe regulujgce aktywno$¢ wymienionych grup enzymow.

Nie ulega watpliwosci, ze podczas inicjacji syntezy biatka u Eukariota
najczesciej zachodzg procesy regulacyjne (1—3). Inicjacje translacji euka-
riotycznych mRNA omoéwiono poprzednio w jednym z artykutéw Po-
stepow Biochemii (4). Uzyte tam nazewnictwo czynnikéw inicjujacych
jest wypierane przez nowg nomenklature, ujednolicong na Miedzynaro-
dowym Sympozjum w Bethesda, USA (5). Z tego wzgledu w artykule
niniejszym omoéwiono we Wstepie aktualny schemat inicjacji syntezy
biatka u organizmoéw eukariotycznych, uwzgledniajacy nowe nazewnic-
two czynnikow. Schemat inicjacji u Eukariota przedstawia rycina 1 (6).

W procesie inicjacji wyrdznia sie pie¢ zasadniczych podetapoéw, w
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40S Mef-hRNATf -GTP
elF-3 elF-2
40S «elF-3 elF-2-Met}RNATf «GTP
] J
elF-4C

40S-elF's « Met-tRNAf «GTP
ATP, mRNA-~ elF-4A
PN o] e a— A elF-aB 1
elF-1
MRNA «40S -elFs « Met-tRNAf «GTP
60 S elF-5
elF's, GTP—
mRNA m80S- Met-tRNAf
puromycyna elF-4D

Met-puromycyna
Ryc. 1. Schemat inicjacji syntezy biatka u Eukariota (6).

ktorych uczestniczy osiem enzymatycznych czynnikdw inicjujacych.
W pierwszym podetapie (I b) nastepuje tgczenie sie inicjatorowego, me-
tioninowego tRNA (Met-tRNAf) z czynnikiem inicjujacym 2 (elF-2)
i GTP dajac w rezultacie tzw. kompleks potrojny [Met-tRNAT:elF-2 :
: GTP]. Czynnik inicjujagcy 2 zbudowany jest z trzecji tafcuchéw poli-
peptydowych a, (B y réznigcych sie ciezarem czasteczkowym. W przypad-
ku elF-2 retikulocytow kréliczych polipeptyd a posiada ciezar czastecz-
kowy 38.000, polipeptyd 3 52.000 oraz y 57.000. elF-2 obok katalizowania
reakcji syntezy kompleksu potrdjnego odpowiedzialny jest réwniez za
wigzanie tego kompleksu z podjednostkg rybosomowg 40 S, ktéra wcho-
dzi do reakcji w potgczeniu z czynnikiem inicjujacym elF-3 (podetap 1 a).
Czynnik ten zbudowany jest az z 9 podjednostek o sumarycznym cieza-
rze czasteczkowym ponad 700.000. Uwaza sie, ze zapobiega on przed-
wczesnemu przytgczeniu sie wiekszej podjednostki rybosomowej 60 S.
W wyniku reakcji zachodzacych w podetapie | a i I b (Ryc. 1) tworzy
sie ztozony kompleks, za stabilizacje ktérego odpowiada czynnik elF-4 C
(podetap I1). W nastepnej kolejnosci z kompleksem tym wigze sie mMRNA
w obecnosci trzech czynnikow: elF-4 A, elF-4 B oraz elF-1 (podetap IlI).
Reakcja wymaga energii, ktédra pochodzi z hydrolizy ATP. Do utworzo-
nego wielosktadnikowego kompleksu, zwanego kompleksem inicjujagcym
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40 S, przytacza sie wieksza podjednostka rybosomowa 60 S (podetap V).
W reakcji tej nastepuje hydroliza GTP a wydzielona energia jest praw-
dopodobnie niezbedna do odszczepienia przytgczonych wczesniej elF-2
oraz elF-3. Nie wiadomo doktadnie, jaki jest los elF-4 A, elF-4 B, elF-1;
czy ulegajg one odszczepieniu od kompleksu inicjujgcego 80 S czy tez nie.
Aktywnos$¢é kompleksu inicjujagcego mozna sprawdzi¢ w reakcji syntezy
wigzania peptydowego, z udziatem elF-4 D i puromycyny (podetap V).
W wyniku reakcji grupy aminowej puromycyny z grupg karboksylowg
metioniny przytaczonej do inicjatorowego tRNA, dochodzi do utworzenia
metionino-puromycyny. Jest to modelowy uktad syntezy pierwszego wig-
zania peptydowego. Blizsze dane na ten temat znalezé mozna w po-
przednim artykule publikowanym na tamach niniejszego czasopisma (7).

Najwiecej informacji o mechanizmie regulacji syntezy biatka w orga-
nizmach eukariotycznych uzyskano w badaniach, w ktérych wykorzystano
retikulocyty krélicze. W komorkach tych brak jest jader, zatem wyeli-
minowany jest proces transkrypcji. Retikulocyty posiadajg natomiast pet-
ny zestaw translacyjnych sktadnikéw syntetyzujacy biatko globinowe. Ko-'
marki te tatwo ulegajg lizie ze wzgledu na cienkg btone komoérkowg w
wyniku czego uzyskuje sie prosty, zblizony do naturalnego, uktad trans-
lacyjny tak zwane lizaty retikulocytarne. Pewne, wybrane sprawy do-
tyczace regulacji syntezy biatka przedstawiono juz w pismiennictwie kra-
jowym (8) i zagranicznym (9—11). Artykutl ten dotyczy w zasadzie
wszystkich problemoéw, ktére majg istotne znaczenie w poznaniu mecha-
nizmu regulacji translacji u Eukariota.

Il. Represor syntezy biatka regulowany przez hemine

I1-1. Wtasciwosci represora

Od dawna wiadomo byto, ze biosynteza biatka w retikulocytach kré-
liczych regulowana jest przez niebiatkowy sktadnik hemoglobiny — he-
mine (12—15). Dodanie heminy do reagujgcego uktadu przedtuzato wbudo-
wywanie aminokwasow do okoto 2 godzin (14—20). Wysunieto wiec przy-
puszczenie o obecnosci w retikulocytach krdéliczych inhibitora, ktérego
aktywnos$¢ regulowana jest przez hemine. Z tego wzgledu przyjeto nazy-
waé go HCR (ang. hemin controlled repressor) (21—22), HRI (ang. hemin
regulated inhibitor) (23) lub HCI (ang. hemin controlled inhibitor) (10).

Wyrézniono kilka form represora, ktérych aktywnos$¢ i wrazliwosé
na hemine zalezy od czasu preinkubacji lizatéw retikulocytarnych w nie-
obecnosci heminy (24—25). Uwaza sig, ze nieaktywna forma represora
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zwana prorepresorem ulega przeksztatceniu w tzw. represor ,,odwracal-
ny” po kilkuminutowej preinkubacji w temperaturze +34°C. OkreSlenie
»~odwracalny” wigze sie z inaktywacjg tej formy represora przez hemine.
Dalsza preinkubacja prowadzi do powstania formy represora ,posred-
niego”, ktérego aktywnos$¢ tylko w pewnym stopniu moze by¢ blokowana
przez hemine. Ostatnig formg jest represor ,nieodwracalny”, czyli nie-
wrazliwy na hemine a powstajacy po Kkilku, czy nawet kilkunastogodzin-
nej preinkubacji. Szybko$¢ aktywacji represora moze by¢ skrécona do
kilku minut przez zwiagzki blokujgce grupy -SH jak N-etylomaleimid czy
0-jodobenzoesan (20). Podobny efekt wywotuje utleniony glutation (26)
lub preinkubacja lizatow retikulocytarnych w temp. powyzej +40°C
(27—32). Zwigzki chemiczne zapobiegajgce utlenieniu grup sulfhydrylo-
wych (DTE, merkaptoetanol) op6Zniajg proces aktywacji HCR (33).

Gross i Rabinovitz (21—22) wyizolowali z supernatantu bez-
rybosomowego preinkubowanych lizatéw retikulocytarnych frakcje biat-
kowa, ktéra po dodaniu do translacyjnego uktadu zawierajgcego hemine
i egzogenny ATP hamowala synteze biatka globinowego. Okazato sie, ze
frakcja ta zawiera specyficzng kinaze fosfoproteinowg niezalezng od cAMP
(EC.2.7.1.37.), fosforylujgcg pelipeptyd a czynnika inicjujgcego 2. W pra-
cowni Londona (34) oczyszczono kinaze do homogennosci i wyka-
zano, ze jej ciezar czasteczkowy po elektroforezie na zelu poliakryloami-
dowym z SDS wynosi okoto 100.000 lub okoto 140.000, oszacowanym na
podstawie wirowania w gradiencie stezenia glicerolu.

11-2. Mechanizm dziatania HCR

Juz z poczatkowych danych o mechanizmie dziatania HCR wynikato,
ze blokuje on synteze biatka na etapie inicjacji. Swiadczyt o tym zanik
polisoméw po dodaniu represora do translacyjnego ukitadu (35—37). Oka-
zato sie, ze aktywnos$¢ represora jest dwojaka: 1. deacyluje inicjatorowy
tRNA, 2. fosforyluje elF-2 a. Dane z pracowni Gross’a (38—39) wy-
kazuja stymulujacy wptyw HCR na deacylacje Met-tRNAf. Obecno$¢ zde-
acylowanego inicjatorowego tRNA w kompleksie inicjujgcym 40 S (patrz
Ryc. 1, podetap IllI) uniemozliwia przylagczenie sie podjednostki ryboso-
mowej 60 S, a tym samym utworzenie kompleksu inicjujagcego 80 S
(Ryc. 1, podetap IV). By¢ moze HCR oddziatywuje tu posrednio na uktad
translacyjny poprzez aktywacje deacylazy dla Met-tRNAT.

Korelacje miedzy hamowaniem syntezy biatka przez HCR a fosfory-
lacjg elF-2 a zaobserwowano w pracowniach Hardesty’ego, Lon-
dona, Hunta i Gupta’y (40—44). Wykazano, ze fosforylacja
elF-2 a prowadzi do hamowania aktywnos$ci czynnika inicjujgcego w wig-
zaniu kompleksu potréjnego [Met-tRNATf:elF-2 :GTP] z podjednostka
rybosomowg 40 S. Nie stwierdzono natomiast wiekszych zmian w aktyw-
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nosci ufosforylowanego elF-2 podczas tworzenia sie kompleksu potrdjne-
go (43).

Od dawna znane byty fakty $wiadczace o tym, ze tylko nieufosfory-
lowane elF-2 moga odwraca¢ zahamowang synteze biatka w ukladzie
bezheminowym lub przez HCR. Wskazywato to na podobny lub identycz-
ny w obydwu przypadkach mechanizm inaktywacji elF-2 (37, 45—A47).
Postulowano wiec niezdolno$¢ ufosforylowanych elF-2 do uczestnictwa w
inicjacji syntezy biatka (48). W ostatnim czasie ukazaty sie prace pod-
dajace w watpliwos¢ fosforylacje elF-2a, jako droge inaktywacji czynni-
ka i jednej z mozliwosci blokowania translacji mRNA w retikulocytach
kréliczych (49—51). Zaproponowany przez grupe Voorma’'y i Ben-
ne (Ryc. 2) schemat inaktywacji elF-2 i rewersji bloku translacji za-
ktada obecno$¢ czynnika X oraz czynnika zwanego antyinhibitorem wy-
stepujagcych w retikulocytach (52).

X Antyinhibitor
Fosfataza \ \
elF-2  ** p elF-2~P elF-2~ P-X-*N—— elF-2~P-Antyinhibitor
Inhibitpr n
+ X
ATP
(aktywny) (aktywny) (nieaktywny) (aktywny)

Ryc. 2. Proponowany model dziatania antyinhibitora (52).

Z zamieszczonego schematu wynika, ze ufosforylowany elF-2 (elF-2-P)
jest aktywny w syntezie biatka do momentu potgczenia sie z nieokreslo-
nym, hipotetycznym czynnikiem X. Wtedy dopiero tworzy sie nieaktyw-
ny kompleks elF-2-P-X. Przylgczenie antyinhibitora powoduje odszcze-
pienie czynnika X i tym samym przywrdcenie aktywnosci biologicznej
elF-2-P w kompleksie z antyinhibitorem. Autorzy nie precyzujg jakiego
charakteru aktywno$¢ enzymatyczna zawarta jest we frakcji antyinhibi-
torowej i w czynniku X. Jedyng mozliwoscig potwierdzenia lub zaprze-
czenia braku wptywu fosforylacji elF-2 na proces translacji bytaby de-
fosforylacja czynnika inicjujgcego.

Obecnos¢ sprzezonego uktadu procesow fosforylacji i defosforyIaCJl w
odniesieniu do komponent translacyjnych retikulocytéw kréliczych suge-
rowana byla przez grupe Traugh (53—54) i Safera (55). Ostat-
nio wyizolowano z bezrybosomowego supernatantu lizatéw retikulocy-
tarnych fosfataze, zaliczang do grupy fosfataz wielofunkcyjnych (56).
Fosfataza ta obok defosforylacji egzogennych substratow, defosforyluje
rowniez elF-2a-P, przywracajac w ten sposdb czynnikowi inicjujacemu
petng aktywnos$¢é enzymatyczng w reakcji wiazania kompleksu potrojne-
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go z podjednostka rybosomowg 40 S (Ryc. 3). O specyficznosci substra-
towej fosfatazy decydujg niskoczasteczkowe czynniki biatkowe. Jeden
z nich o ciezarze czasteczkowym 17.400 wykazuje zdolno$é wybidrczego
stymulowania aktywnosci enzymu wzgledem elF-2a-P (57). Przedstawio-
ne dany i zalgczony rysunek 3 wskazujg jednoznacznie na istotng role
fosforylacji i defosforylacji elF-2 w regulacji syntezy biatka. O swoistosci
sprzezonego uktadu decyduje specyficznos¢ substratowa kinazy — HCR
oraz niskoczasteczkowe biatko zwane aktywatorem fosfatazy.

N
o

1,5

oy
o

Wigzanie [355] Met-tRNA¢ z podjednostkq40S (pmole)

o
o
o

2,0 40 6,0
Fosfataza (ug)

Ryc. 3. Przywrécenie przez fosfataze aktywnos$ci elF-2-P w reakcji wigzania kom-
pleksu potréjnego z podjednostka rybosomowg 40 S (56).

(0—O0) aktywnos$¢ kontrolnych, nieufosforylowanych elF-2
(*—-) aktywnos$¢ eiF-2-P w obecnos$ci wzrastajacych ilosci fosfatazy

W pracowni Gupta’y (58) wyizolowano frakcje biatkowag nazwang
czynnikiem RF (ang. reverse factor), ktdry rdwniez odwraca zahamo-
wang synteze biatka w lizatach retikulocytarnych pozbawionych hemi-
ny. Autorzy nie podajg charakteru aktywnosci enzymatycznej RF. By¢
moze jest to frakcja fosfatazowa w kompleksie z niskoczgsteczkowym fak-
torem. Za taka interpretacjg przemawia wspodtoczyszczanie sie z RF biat-
ka o ciezarze czasteczkowym zblizonym do omawianego wyzej czynnika
aktywujgcego specyficznie fosfataze dla elF-2a-P.
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11-3. Aktywacja HCR

Zaproponowany przez grupe Hardesty’ego (59) mechanizm akty-
wacji HCR przedstawia Ryc. 4. Uwzglednia on aktualne dane o pozna-
nych czynnikach enzymatycznych i nieenzymatycznych bioracych udziat
w aktywacji represora, nie pomijajac jednoczesnie tych reakcji, o kté-
rych wiadomo, ze sg istotne dla poznania catosci problemu ale ze wzgledu
na ich niepeing charakterystyke wymagajg dalszego opracowania.

NCR dsRNA-INTERFERON
WS Interferon
lieakfywny) msyntetaza oligoadenilowa
jdsRNA
ogrzewanie lub
wysokie cisnienie syntetaza (aktywna)
HS / \\
(aktywny) ATP pppA2'p5'A
| atp
ML HL endonukleaza endonukleaza
(nieaktywny), (aktywny) (nieaktywna) (aktywna)
|proteoliza i I
polipeptyd 90000 kinaza dla elF-2cx degradacia mRNA
| tRNA
! — 7 hemina dSRNAI fosfataza fosfataza dsRNA
(aktywna) (nieaktywna)
/ dsRNA
kinaza.dla elF-2cx { / kinaza-(p) kinaza
(nieaktywna) (aktywna) (aktywna)
fosfataza
> \
P 2 <) .
elF-2 ™ M elF-20c®
(aktywny) fosfataza nieaktywny)
+
aktywator

Ryc. 4. Schemat kaskadowego systemu indukcji i aktywno$ci inhibitoréw syntezy
biatka.

(- >) reakcje sprawdzone eksperymentalnie,
(- ») reakcje o blizej nieznanym mechanizmie.

Ostatnio wykryto uktad dwoéch czynnikéw: HS (ang. heat-stable)
i HL (ang. heat-labile) aktywujgcy HCR systemem kaskadowym (60—
61). Nieaktywny HS przeksztatcany jest w posta¢ aktywng w czasie kilku-
minutowego ogrzewania w temperaturze 100°C lub poprzez dziatanie wy-
sokiego cis$nienia (okoto 1000 Atm.). Czynnik HL wystepuje réwniez w
dwoch formach. Przeksztatcenie formy nieaktywnej w aktywng odbywa
sie przy udziale aktywnego HS w obecnosci ATP. Mechanizm tego pro-
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cesu nie jest jasny. HL aktywuje nastepnie kinaze niezalezng gd cAMP
typu HCR. Podczas aktywacji represora przez HS/HL zachodzi proteo-
liza, ktéra jest niezbedna dla ujawnienia inhibitorowej aktywnosci. Swiad-
czy o tym synteza biatka globinowego na poziomie kontrolnym w obec-
nosci dodanego inhibitora trypsyny. Przypuszcza sig, ze HL uaktywnia
najpierw proteolityczny enzym(y), ktéry nastepnie przeprowadza nie-
aktywng kinaze (zagregowang, wielkoczasteczkowg forme) w postaé
aktywnego enzymu (patrz: Ryc. 4).

Fosforylacji elF-2a przez HCR w obecnosci [y3P]ATP jako donora
reszt fosforanowych, towarzyszy wykrywana autoradiograficznie fosfory-
lacja kinazy — represora. Hemina blokujac aktywno$¢ represora blokuje
jednoczesnie fosforylacje elF-2a i fosforylacje kinazy — HCR (62). Wska-
zuje to, ze jednym z czynnikéw aktywacji represora jest jego fosforyla-
cja. Nasuwajag sie wiec pytania: 1 czy fosforylacja HCR jest wynikiem
autofosforylacji?, 2. w jakim etapie aktywacji represora dziata hemina?
Okazuje sie, ze aktywno$¢ HCR znacznie podwyzszona jest przez czynnik
enzymatyczny o ciezarze czgsteczkowym 90.000. Nie fosforyluje on elF-2a,
a tym samym nie wplywa na zalezne od elF-2 przytgczenie Met-tRNAT
do podjednostki rybosomowej 40 S. Przeciwciata dla homogennego czyn-
nika ,,90.000” hamujg fosforylacje elF-2a przez HCR. Uwaza sig, ze czyn-
nik enzymatyczny o ciezarze czasteczkowym 90.000 jest kinazg aktywu-
jaca represor lub przynajmniej czescia fosforylujacego uktadu odgrywa-
jacego istotng role w aktywacji HCR i regulacji syntezy biatka globino-
wego retikulocytow krdliczych (63). Podobny mechanizm aktywacji kinaz
biatkowych wykryto w szlaku metabolicznym przemian glikogenu (64—
66). Brak jest jak dotad, jednoznacznej odpowiedzi o miejscu dziatania he-
miny. Moze ona blokowa¢ zaréwno kinaze aktywujgcag jak i kinaze —
HCR (patrz. Ryc. 4).

Wiele kontrowersji budzity dane o udziale cAMP w aktywacji HCR
i regulacji biosyntezy biatka. Z jednej strony sg doniesienia o tym, ze
wysokie stezenia cAMP (2—10 mM) mogg odwraca¢ zahamowang trans-
lacje endogennego MRNA w lizatach retikulocytarnych inkubowanych
bez heminy (67—69). Z drugiej strony wykazywano hamujgcy wptyw
CAMP ria synteze biatka w translacyjnym uktadzie izolowanym z watro-
by szczura (70—73). Tu nalezy wspomnieé, ze stezenia CAMP uzywane
w badaniach byty wyzsze o kilka rzedow wielkosci od stezenn cAMP, przy
ktérych nastepuje aktywacja kinaz (74). Na tle tych danych interesujaco
przedstawiaty sie wyniki badah grupy Ochoa’y sugerujagce mozliwosé
aktywacji kinazy — represora przez czesciowo oczyszczong kinaze zalez-
na od cAMP izolowang z retikulocytow Kkroliczych lub z mieg$nia serca
wotu (75—76). Zdaniem autorow kinaza zalezna od cAMP fosforylujac
kinaze dla elF-2a przeksztatca jg z formy nieaktywnej czyli prorepresora
w forme aktywnego represora. Rola heminy polega¢ zatem moze na wig-
zaniu sie z podjednostkg regulatorowg holoenzymu kinazy zaleznej od
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cAMP, uniemozliwiajac jego dysocjacje, a tym samym pojawienie sie
aktywnosci fosfokianzowej.

Ostatnio udowodniono zupeiny brak wpltywu cAMP oraz kinazy zalez-
nej od tego nukleotydu na aktywacje HCR i regulacje translacji endo-
gennego mRNA retikulocytow kroliczych (77—78). Wyizolowana katali-
tyczna podjednostka kinazy zaleznej od cAMP fosforyluje jedno z biatek
rybosomowych podjednostki 40 S (79). Hemina jest bez wptywu na te
reakcje. Nie stwierdzono réwniez by kinaza-HCR fosforylowana byta
przez holoenzym w obecnosci cAMP lub przez podjednostke katalitycz-
ng tego enzymu (77). Testy biologiczne w uktadzie frakcjonowanym oraz
w lizatach retikulocytarnych potwierdzity ostatecznie brak wptywu Ki-
nazy zaleznej od cAMP oraz samego cAMP zaréwno na translacje endo-
gennego mMRNA (77), jak i przytaczanie Met-tRNAT do ufosforylowanej
podjednostki rybosomowej 40 S (79).

11-4. Swoisto$¢ HCR

Obecnos¢ inhibitoréw translacji o wiasciwosciach zblizonych do wias-
ciwosci HCR wykazano w komérkach rakowych Ehrlicha (80), komér-
kach watrobowych szczura (81), erytrocytach ludzkich (82) oraz leuke-
micznych komérkach Friend (FLC) (83—84). Inhibitor z FLC hamuje syn-
teze biatka zarowno w ukladzie homologicznym jak i w lizatach retikulo-
cytarnych (83). HCR jest bez wptywu na translacje w FLC (84), mimo ze
sg to réwniez komorki erytroidalne (pewna forma proerytroblastéw zmo-
dyfikowanych wirusem Friend). Nastepnym przykiadem swoistosci HCR
sg wyniki badan nad jego wptywem na aktywnos$¢ translacyjnego ukiadu
z zarodkow Kietkow pszenicy (85). HCR fosforyluje tu jeden z polipepty-
déw elF-2, ale nie zmienia aktywnosci czynnika inicjujgcego w tworze-
niu kompleksu potréjnego i nie wplywa na synteze biatka w uktadzie
bezkomorkowym zarodkéw kietkow pszenicy.

Na podstawie tych przyktadéw nalezy sadzié, ze retikulocytarny HCR
to kinaza specyficzna tylko dla ukiadu homologicznego. Zahamowanie
translacji jest wynikiem ufosforylowania scisle okreSlonych miejsc w po-
lipeptydzie a retikulocytarnych elF-2. Nie oznacza to braku wystepowa-
nia w innych komoérkach eukariotycznych inhibitorow translacji wrazli-
wych na hemine. Hemina stymuluje translacje w komorkach rakowych
Krebs Il (86), komorkach HeLa (87) i komérkach watrobowych (88).
Swiadczyé to moze, albo o wplywie heminy na kinazy typu HCR, albo
0 blokowaniu inhibitorow translacji o innym mechanizmie dziatania.
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I1l. Interferon — dwuniciowy RNA

Traktowanie komorek eukariotycznych przeciwwirusowym czynnikiem
zwanym interferonem prowadzi do syntezy wewnatrz komarki nieaktyw-
nych form pewnych enzymoéw, ktére w obecnosci dsRNA (ang. double-
stranded RNA) i ATP przeksztatcane sg w forme aktywng. Aktywnos¢
enzymoOw tych skierowana jest na aparat translacyjny. Indukcje enzymow,

mechanizm ich aktywacji oraz wptyw na synteze biatka przedstawia
Ryc. 4.

I11-1. Aktywacja inhibitoréw translacji oraz indukcja syntezy interferonu przez na-
turalne i syntetyczne dsRNA

dsRNA aktywuje inhibitory syntezy biatka w stezeniach nanogramo-
wych/ml mieszaniny inkubacyjnej. Stezenia mikrogramowe/ml nie wy-
wotujg takiego efektu (89). Do najefektywniejszych aktywatoréw wsrod
naturalnych dsRNA nalezg: replikacyjna forma wirusa Polio (90—91)
i bakterifaga f2 (89), dsRNA wirusé6w Reo (92) i wirusa mozaiki grochu
pastewnego (93), dsRNA ekstrahowany z jader komoérek HelLa (94) i bla-
stocytow krwi ludzkiej (95) oraz mykofagowy dsRNA (89,92). Syntetycz-
ne dsRNA aktywatory to: homopolimery nukleotydu inozylowego i cyty-
dylowego [poli()*poli(C)] (89, 96), nukleotydu adenilowego i urydylowe-
go [poli(A)*poli(U)] (89) oraz kopolimery [poli(A-U)*poli(A-U)] (97). Naj-
efektywniejsze hamowanie syntezy biatka wystepuje wtedy, gdy aktywa-
tor posiada conajmniej 50 par nukleotydow lub statg sedymentacji okoto
4 'S (89, 98).

Naturalne i syntetyczne dsRNA obok wiasciwosci aktywowania inhibi-
torow translacji posiadajg réwniez zdolno$¢ indukowania syntezy prze-
ciwwirusowego czynnika — interferonu (99—100). Poniewaz synteza biat-
ka interferonowego (interferon to glikoprotein) odbywa sie de novo w ko-
mérce gospodarza po infekcji wirusowej, zatem musi istnie¢ zréznicowa-
na aktywnos¢ dsRNA. Wyjasnien w tej sprawie dostarczyty wyniki z pra-
cowni De Clercqg’a (97). Okazuje sig, ze nie wszystkie dsRNA po-
siadajg jednakowg zdolno$¢ aktywowania inhibitora translacji i induko-
wania syntezy interferonu. W przypadku retikulocytéw kroliczych natu-
ralne dsRNA (reowirusowe i replikatywna forma bakteriofaga f2 do-
skonale aktywujg inhibitor translacji i znacznie stabiej indukujg synteze
interferonu. Homopolimery dsRNA [poli(l)*poli(C)] sa bardzo dobrymi
induktorami syntezy interferonu i o wiele gorszymi aktywatorami inhi-
bitora syntezy biatka. Kopolimery [poli(A-U)*poli(A-U)] w jednakowym
stopniu aktywujg inhibitor oraz indukujg synteze interferonu. O tym,
czy nastepuje indukcja syntezy interferonu czy aktywacja inhibitora
translacji decyduje okreslony sktad i sekwencja nukleotydowa dsRNA.
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I11-2. Inaktywacja elF-2

Dodanie dsRNA i [y-3P]JATP do ekstraktow otrzymanych z komorek
potraktowanych wcze$niej interferonem wywotuje wykrywang autoradio-
graficznie intensywng fosforylacje dwdch biatek. Pierwsze z nich posiada
ciezar czasteczkowy 38.000, drugie 67.000 (42, 101—103). Biatko pierwsze
odpowiada podjednostce a elF-2 (42, 104—107). Szereg danych wskazuje,
ze drugie z biatek jest kinazg odpowiedzialng za fosforylacje elF-2a (42,
107—109). Zdaniem autoréw, fosforylacja kinazy tej jest czynnikiem
aktywujacym, ktéry przeprowadza enzym z formy nieaktywnej w aktyw-
na, przenoszacg reszty fosforanowe z ATP na elF-2a. Rola dsRNA nie
ogranicza sie tu do aktywacji uktadu fosforylujgcego elF-2. Ostatnio wy-
kazano, ze dsRNA wykazuje powinowactwo wzgledem fosfatazy defosfo-
rylujgcej aktywna, ufosforylowang forme kinazy. Fosfataza w komplek-
sie z dsRNA jest nieaktywna (110). Tak wiec dsRNA z jednej strony akty-
wuje kinaze, z drugiej za$ zapobiega jej inaktywacji. Patrz Ryc. 4.

Ze wzgledu na obecno$¢ kinazy — inhibitora we frakcji rybosomowej
nazywa sie jg kinazg rybosomowa (109). Spotka¢ mozna réwniez okres-
lenie DAI (ang. double-stranded RNA activated inhibitor) (42). DAI
w obecnosSci ATP powoduje rozpad polirybosoméw (311), fosforylacje
elF-2a i hamowanie wigzania Met-tRNAf z podjednostkg rybosomowg
40 S (42, 105). Analiza hydrolizatow trypsynowych elF-2a [3P] nie wy-
kazuje roznic w obrazie chromatograficznym i autoradiograficznym po
ufosforylowaniu czynnika inicjujacego przez HCR czy DAI (42, 112—113).
Mimo podobienstwa DAl do HCR w mechanizmie aktywacji poprzez fos-
forylacje oraz bloku inicjacji syntezy biatka, nie sg to te same kinazy —
inhibitory. Przeciwciata anty HCR hamujg aktywnos$¢ inhibitora induko-
wanego brakiem heminy w retikulocytach krdéliczych, natomiast sg bez
wplywu na aktywno$¢ DAI (113—114). Ponadto w odr6znieniu od HCR
kinaza aktywowana przez dsRNA fosforyluje histony bogate w argini-
ne (107).

111-3. Degradacja mRNA i tRNA *

W pracowni Kerr’a zaobserwowano (115—116) i opisano (117—120)
indukowang interferonem degradacje RNA, ktéra prowadzi do zahamo-
wania syntezy biatka. W obecnosci interferonu komérki eukariotyczne
syntetyzujg nieaktywng forme syntetazy adenilowej o ciezarze cza-
steczkowym 56.000 (121), ktérg dsRNA przeksztatca w posta¢ aktywnego
enzymu syntetyzujgcego z ATP tzw. ,,niezwykie” oligonukleotydy o struk-
turze ppp A(2'p5'A)n. Zwiazek ten aktywuje nastepnie endonukleazy de-
gradujgce mRNA (122—125) i tRNA (126). Patrz Ryc. 4. Synteza oligo-
adenilowych czastek o wigzaniu 2'-5' wystepuje w réznych komdrkach
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Eukariota. Wykryto je w mysich komoérkach L (117), komoérkach embrio-
noéw kurzych (127), w retikulocytach (128) oraz komérkach rakowych
Ehrlicha (122). Nie wszystkie mRNA ulegajg degradacji w jednakowym
stopniu i z jednakowa szybkos$cia. MRNA wirusa Reo czy wirusa peche-
rzykowego zapalenia jamy ustnej sg bardziej wrazliwe na indukowang
interferonem i dsRNA nukleaze niz mRNA globinowy (129—130). Jest
to jedna z drog uzyskania opornosci organizmu po zakazeniu wirusowym.

IV. Regulacja etapu wigzania mRNA z rybosomowym kompleksem inicju-

jacym

Wiekszo$¢ eukariotycznych i wirusowych mRNA posiada na koncach
5'i 3' charakterystyczng strukture. Na koncu 5' znajduje sie 7-metylogu-
anozyna (m7G), ktéra potgczona jest w tancuchu mRNA z nastepnym nu-
kleozydem (N) mostkiem tréjfosforanowym (ppp) wigzaniem 5'-5' mie-
dzy rybozami. Struktura ta [m7G/57ppp/5'/N] nosi nazwe ang. cap. Mo-
dyfikacja konca 5' odbywa sie podczas lub po zakoriczeniu transkrypcji.

Koniec 3'mRNA zawiera odcinek 50—200 kwasow adenilowych. Sek-
wencje poli(A) dobudowywane sg do mRNA po zakonczeniu transkrypcji
a ich dlugos¢ zwieksza sie w miare coraz to wyzszego poziomu organiza-
cyjnego komdérek eukariotycznych. Wyczerpujgce dane na temat struk-
tury konica 5 i 3'mRNA znalezé mozna w piSmiennictwie zagranicznym
(131—132) oraz w Postepach Biochemii (4, 133).

IV-1. Rola kohca 5° mRNA

Istnieje szereg przyktaddéw wskazujacych na udziat 5'-cap w wydajnej
translacji eukariotycznych (134—138) i wirusowych (134—135, 139—140)
mRNA. Badania z analogami konca 5' pozwolily ustali¢ zaangazowanie
cap w pierwszym etapie translacji (141—142) a $cislej podczas oddziaty-

(149—150). Nie zawsze jednak translacja mRNA zalezy od obecnosci cap.
| tak niektore wirusowe mRNA naturalnie nie zawierajgce cap sg odczy-
tywane z wysoka wydajnoscia zaréwno in vivo jak i in vitro. W innym
przypadku usuniecie 7-metyloguanozyny z mRNA wiruséw Reo czy wi-
rusow pecherzykowego zapalenia jamy ustnej niewiele zmienia matry-
cowg aktywno$¢ mRNA w uktadzie retikulocytarnym natomiast w ukia-
dzie z zarodkéw Kkietkbw pszenicy hamowanie translacji jest prawie
catkowite (151—155). Sg to przykiady pewnej tolerancji uktadéw trans-
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lacyjnych wzgledem mRNA pozbawionych zmodyfikowanego konca 5'.
Nie zmienia to faktu udzialu cap w translacji. Przykladem tego jest
wyizolowana przez Filipowicza i wsp. (156) z poptuczyn ryboso-
méw Artemia Salina frakcja biatkowa zawierajgca czynnik zwany CBP
(ang. cap binding protein), ktéry wzmaga translacje globinowego i reo-
wirusowego mMRNA. Czynnik ten wykazuje wiasciwos¢ specyficznego
wigzania sie ze zmetylowanym koricem 5'mRNA nie tworzac jednoczesnie
kompleksu z mRNA pozbawionych cap.

Po zakazeniu wirusowym obserwuje sie wzmozong translacje mRNA
wirusowego przy jednoczesnym zahamowaniu translacji informacyjnego
RNA komérki gospodarza. Nie nastepuje tu degradacja mRNA komor-
kowego ale jak sugerowano zachodzi¢ mogg zmiany w czynnikach inicju-
jacych. Zahamowana translacja mRNA komorki gospodarza na korzysé
syntezy biatka wirusowego odwracana jest przez dodanie elF-4B (157—
158). Sugerowano nawet, ze czynnik ten moze wigzac sie z cap (149, 159),
poniewaz istnieje wieksze zapotrzebowanie na ten czynnik inicjujacy
w translacji mRNA, ktore posiadajg zablokowany koniec 5' 7-metylo-
guanozyng (157—158). Podobng role przypisywano elF-3 (160) a nawet
elF-2 (150). W pracowni Shatkina (161) wyizolowano i oczyszczono
biatko o ciezarze czasteczkowym 24.000, ktoére rozpoznaje zablokowany
koniec 5’'mRNA i przypomina wiasciwosciami CBP. Chociaz biatko to
wspotoczyszcza sie z elF-4 B oraz elF-3 nie stanowi jednak integralnej
czesci czynnikéw inicjujacych. Stato sie to punktem wyjscia do wyjas-
nienia jednego z problemoéw hamowania translacji mMRNA gospodarza po
infekcji wirusowej. Okazuje sig, ze wirus nie modyfikuje elF-4 B czy
elF-3 ale CBP. W wyniku modyfikacji biatko to traci zdolnos¢ specy-
ficznego faczenia sie z cap mRNA gospodarza (162).

Kodon AUG jako sygnat startowy syntezy biatka oddzielony jest od
korica 5’mRNA odcinkiem polinukleotydowym pozbawionym informacji
dla syntezy biatka. Dtugos¢ odcinka jest rézna i waha sie ws$réd pozna-
nych mRNA od 11 nukleotydow w przypadku wirusa mozaiki stoktosy
(163) do okoto 250 nukleotydow w mRNA onkogennego wirusa SV4) (164).
Ten fragment mRNA bogaty jest w sekwencje zawierajgce kwas urydy-
lowy, adenilowy i cytydylowy, ktérym przypisuje sie istotne znaczenie
w tworzeniu kompleksu inicjujgcego 80 S (165). Nie wydaje sie natomiast
by odlegto$¢ kodonu startowego od korica 5’'mRNA miata znaczenie w
translacji. Wskazujg na to wyniki z pracowni Lodish’a (166—167).
mRNA dla a-globiny posiadajacy AUG blizej konca 5' jest odczytywany
z mniejsza wydajnoscig niz mRNA dla (3-globiny posiadajacy kodon star-
towy bardziej oddalony od konca 5'. Podobnie jest i u wirusowych mRNA.

Podjednostka rybosomowa 40 S wraz z inicjatorowym tRNA i czyn-
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go ale najpierw do konca 5'mRNA. Nastepnie przesuwana jest po odcinku
niezawierajgcym informacji genetycznej w kierunku konca 3' do mo-
mentu napotkania trypletu AUG (168—169). By¢ moze dodatkowym syg-
natem rozpoznawczym kodonu startowego jest guanina (169), ktéra wy-
stepuje zaraz po AUG w wielu mRNA dajgc sekwencje nukleotydowg
AUGG. Taka kolejnos¢ liter stwarza potencjalng mozliwos¢ komplemen-
tarnego parowania sie zasad z petlg antykodonowg Met-tRNAf o sek-
wencji 3'... UACC ... 5' (170).

1IV-2. Rola korica 3' mRNA

R6znorodnos¢ opinii o udziale struktury konca 3' w regulacji trans-
lacji mMRNA spowodowana jest by¢ moze tym, ze nie zawsze obserwowa-
ny jest jednakowy wptyw fragmentéw poli(A) na ten proces (171—172).
Na pewno jedng z najistotniejszych funkcji odcinka poli(A) jest ochrong
MRNA przed degradacjg 3'-nukleazg (173).

Wiele nadziei na rozwigzanie problemu regulacji aktywnosci mRNA
w kompleksie inicjujgcym wigze sie z badaniami rybonukleoproteinowych
czastetk — mRNP (ang. messenger ribonucleoprotein particles), opisa-
nymi po raz pierwszy przez Spirina i nazwanych informosomami
(174). Zagadnienie to zostato juz omoéwione w Postepach Biochemii (175).
W ostatnim czasie stwierdzono réznice miedzy wolnymi, cytoplazmatycz-
nymi mRNP a mRNP izolowanymi z polirybosoméw. Réznice te dotycza
ilosci i jakosci biatek (176—178). Jedno z nich o ciezarze czasteczkowym
78.000 tworzy specyficzny kompleks z fragmentem poli(A) mRNA otrzy-

*manym z polirybosomowych mRNP. Zdaniem autoréw biatko to chroni
MRNA przez 3r-nukleazg (179—180).

Istnieje réwniez inna teoria probujaca wyjasni¢ udziat konca 3' w re-
gulacji translacji mRNA. Heywood i wsp. (181—182) wyizolowali
z embrionéw miesnia kurczecia niskoczasteczkowy RNA zwany tcRNA
(ang. translational control RNA), ktéry hamuje translacje mRNA otrzy-
manych z wolnych, cytoplazmatycznych mRNP nie majac jednoczesnie
wptywu na translacje mRNA polirybosomowego. Sugeruje sie, ze przy-
czyna bloku translacji lezy w sekwencji kwasu poliurydylowego tcRNA
(okoto 50% catego tancucha tcRNA). Na zasadzie komplementacji zasad
(A-U) tworzy on strukture podwdjnej nici z fragmentem poli(A) na konicu
3" blokujagc w ten sposéb aktywnos¢ mRNA. Obecnos$¢ specyficznego
biatka o ciezarze czasteczkowym 78.000 na koncu 3f polirybosomowych
MRNA zapobiegatoby interakcji z tctRNA. Koncepcja ta jest atrakcyjna
ze wzgledu na specyficzno$¢ tctRNA w obrebie homologicznego uktadu.
Wymaga ona jednak dalszego opracowania, gdyz w innych pracowniach
nie stwierdzono oddziatywania tcRNA z mRNA (183—184).

2 Postepy Biochemii 1/81
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V. Inne czynniki mogace wpitywac na translacje

V-l. Powigzania syntezy biatka z metabolizmem komérki

Efekt hamowania syntezy biatka przez utleniony glutation (patrz
rozdz. Il1-1) jest podobny do tego jaki obserwuje sie po preinkubacji re-
tikutocytow kréliczych w warunkach beztlenowych, gdy doda sie do ukta-
du translacyjnego inhibitorow fosforylacji oksydatywnej lub usunie na
drodze filtracji zelowej niebiatkowe, niskoczgsteczkowe sktadniki (185—
188). We wszystkich przypadkach blok translacji cofany jest przez doda-
nie do uktadu translacyjnego frakcji czynnikéw inicjujacych lub tylko
elF-2 (187—188). Podobny efekt wywotujg fosfocukry takie jak: gluko-
zo-6-fosforan, fruktozo-6-fosforan lub fruktozo-1, 6-dwufosforan (189—
192), ktére zaangazowane sg w procesie regeneracji NADPH (189). Oka-
zuje sie, ze NADPH jest dawcg wodoru do redukcji GSSG przez endo-
genng reduktaze glutationowa. Proces regeneracji NADPH z udziatem
fosfocukrow sprawia, ze obniza sie poziom blokujgcego translacje GSSG.
Fosfocukrom przypisuje sie réwniez role stymulatora fosfatazy defosfo-
rylujacej elF-2a-P (191). Jest to bardzo prawdopodobne, gdyz od dawna
wiadomo jest, ze estry fosforowe heksoz stymulujg aktywnos$¢ fosfa-
taz (193).

V-2. Wpltyw czynnikéw biatkowych na aktywnos$¢ elF-2

elF-2 nalezy do najlepiej poznanych czynnikéw inicjujacych. Mimo
tego nadal ukazujg sie prace wykazujace, ze aktywnosé biologiczna elF-2
zalezy od dodatkowych czynnikéw biatkowych. Jednym 1z nich jest
oczyszczony do homogennosci Co-elF-2 (ang. cojactor elF-2), ktory znacz-
nie zwieksza powinowactwo elF-2 do Met-tRNAf. Co-elF-2 przypisuje
sie pierwszenstwo w tgczeniu z elF-2 a dopiero pOZniej zostaja przyia-
czone Met-tRNAfi GTP dajagc w rezultacie czterosktadnikowy kompleks
[Co-elF-2 :elF-2 : Met-tRNAT:GTP]. Nie wiadomo czy kompleks taki
wigzany jest w catosci z podjednostkg rybosomowag 40 S czy tez Co-elF-2
zostaje odszczepiony wczesniej (194—195).

Podobng aktywno$¢ wykazuje ESP (ang. eucaryotic stimulating
protein), ktéry zostat wyizolowany z retikulocytéw kréliczych (196), ko-
morek raka Ehrlicha (197) i embrionéw Artemia salina (198). Aktywnos¢
ESP dotyczy zaréwno homologicznych jak i heterologicznych elF-2
(198—199).

Trwato$é wiazania kompleksu potréjnego z podjednostkg rybosomowg
40 S uzalezniona jest od przytgczonego mRNA do rybosomu (200) oraz jak
wykazano ostatnio od dwoéch czynnikéw biatkowych: TDI (ang. ternary
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complex dissociation inhibitor) (201) i SF (ang. stabilization factor) (202).
W nieobecnosci informacyjnego RNA nastepuje szybka dysocjacja kom-
pleksu potrojnego pod wptywem kolejnego czynnika biatkowego TDF
(ang. ternary complex dissociation factor) (203—204). Z danych tych
wynika, ze za tworzenie kompleksu potréjnego i wigzania Met-tRNAf
z podjednostka rybosomowa 40 S odpowiedzialny jest nie tylko elF-2 ale
réwniez inne dodatkowe czynniki biatkowe. Fakty te wskazujg raz jesz-
cze na ztozono$¢ mechanizmu regulacji syntezy biatka w komérkach
eukariotycznych.

VI. Uwagi koncowe

Jak dotychczas, najwigcej wiadomo jest o mechanizmie regulacji syn-
tezy biatka organizmow eukariotycznych poprzez fosforylacje aparatu
translacyjnego. Obok fosforylacji podjednostki a elF-2 procesowi temu
ulega rowniez podjednostka @ czynnika inicjujacego. Reakcje katalizuje
kinaza niezalezna od cAMP inna niz kinaza-HCR czy kinaza aktywowa-
na przez dsRNA. O roli tej fosforylacji nic nie jest wiadomo jak nie wia-
domo jest jakg role petni¢ moze fosforylacja czynnikow: elF-3, elF-4 B,
elF-5 (205—208). Z pewnoscig ma to znaczenie, gdyz jak wykazano ostat-
nio (209—211) fosforylacja innych niz elF-2 czynnikéw inicjujgcych pro-
wadzi do hamowania procesu translacji.

Od dziesieciu lat prowadzone sg badania nad fosforylacjag rybosomow
in vivo i in vitro (212—214). Do chwili obecnej ukazata sie ogromna ilo$¢
prac wykazujacych fosforylacje kilku biatek rybosomowych w podjed-
nostce 40 Si 60 S. Trzy z nich ulegajg intensywnej fosforylacji. Pierw-
sze, to biatko charakteru zasadowego nalezgce do mniejszej podjednostki
rybosomowej i odpowiadajgce biatku S6 wedtug nomenklatury Sher-
ton i Wool’a (215). Powszechno$¢ jego fosforylacji zostata udoku-
mentowana licznymi wynikami badan na r6znorodnym materiale (216—
221). Reakcja katalizowana jest przez kinaze zalezng od cAMP (222—225)
a nawet przez kinaze zalezng od cGMP (226). Wzrost radioaktywnego piet-
na [3P] w biatku tym obserwuje sie w obecnosci glukagonu (227—228),
podczas regeneracji watroby szczura (216) oraz w obecnosci takich inhi-
bitordw translacji jak NaF (21), cykloheximid i puromycyna (224), a na-
wet w komdrkach zainfekowanych wirusem (220). W tym ostatnim przy-
padku obok biatka S6 fosforylowane sg jeszcze inne biatka rybosomowe
podjednostki 40 S za$ proces ten jest wynikiem aktywnosci kinazy bedga-
cej strukturalnym biatkiem wirionu.

W podjednostce rybosomowej 60 S u wszystkich badanych organiz-
moéw eukariotycznych ulegajg intensywnej fosforylacji dwa biatka o cha-
rakterze kwasnym (216, 219, 229—239). Biatka te w odrdznieniu od S6
fosforylowane sg in vitro przy udziale kinaz niezaleznych od cAMP, wy-

2*
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korzystujagcych ATP i GTP jako donorow reszt fosforanowych (216, 238).
Wyizolowana ostatnio (240) kinaza tego typu fosforyluje specyficznie
omawiane biatka kwasne podjednostki rybosomowej 60 S. Fakt ten w po-
tgczeniu z danymi o fosforylacji tych samych biatek in vivo (237, 239,
241—243) daje podstawy wdo przypuszczen o udziale fosforylacji ryboso-
moéw w regulacji translacji.

Postep badan w tym problemie zalezy od szerokiego podejscia nie tyl-
ko do spraw fosforylacji rybosoméw ale réwniez do spraw zwigzanych
z defosforylacjg. Z tym wiagze sie sprawa regulacji aktywnosci kinaz i fos-
fataz. Skoro wiadomo, ze aktywnos$¢ enzymow tych kontrolowana jest
przez niskoczasteczkowe modulatory biatkowe (inhibitory, aktywatory) to
w perspektywie rozwazan nad regulacjg translacji nie moga by¢ te czyn-
niki pominiete.

Zaakceptowano do druku 4.09.1980.
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I. Wstep

W ostatnich kilkunastu latach stwierdzono, ze wiele biatek syntezo-
wanych w komorkach, powstaje w postaci diuzszych tancuchéw polipep-
tydowych, aby pézZniej ulec skréceniu do postaci aktywnej biologicznie.
Do takich biatek naleza np. proinsulina, promelityna, prokarboksypepty-
daza, proelastyna i wiele innych. Nalezg tez takie biatka, ktore trady-
cyjnie noszg koncowke ,,gen”, jak np. trypsynogen, pepsynogen, czy plaz-
minogen i one wiasnie nazywane sg probiatkami. Ich uczynnienie biolo-
giczne polega takze na oderwaniu pro-czesci tancucha polipeptydowego.

Ostatnio odkryto nowy typ sekwencji aminokwasow, wystepujacy w
poczatkowym odcinku tancucha polipeptydowego licznych biatek sekre-
cyjnych. Ten ,prepeptyd” ma catkiem inne znaczenie niz ,propeptyd” i w

*) Doc. dr hab., Zaktad Biochemii, Instytut Fizjologii i Biochemii, Akademia
Medyczna, 50-368 Wroctaw, ul. Chatubinskiego 10.
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materiale biologicznym mogag wystepowacé prebiatka, probiatka, jak row-
niez preprobiatka. Ten stan rzeczy oraz szereg faktéw dotyczacych bio-
syntezy biatek sekrecyjnych ujeto w tzw. ,hipotezie sygnatowej” sformu-
towanej przez Blobela i Dobbersteina w 1975 roku (1). Umoz-
liwita ona wyjasnienie niektérych zagadek zwigzanych z biosynteza bia-
tek sekrecyjnych, takich jak wybdr sposrod wszystkich produkowanych
biatek w komorce wiasnie tych, ktére majg by¢ wydalone poza komoérke
oraz jaki jest mechanizm samego wydalania.

Il. Otrzymywanie prebiatek

Wedtug wspotczesnych pogladoéw, opartych gtéwnie na badaniach hi-
stologicznych, komorki ktore wytwarzajg biatka sekrecyjne wydalaja je
do swiatta retikulum endoplazmatycznego, a stamtad do aparatu Golggie-
go i wreszcie na zewnatrz komorki najczesciej na drodze egzocytozy (2)

(Ryc. ).

biafka sekrecyjne

aparat
Golgiego

szorstkie

retikulum
endoplaz-
matyczne

Ryc. 1. Komoérka sekrecyjna zwierzeca.

SzczegOty tego procesu nie sg do dzisiaj doktadnie poznane, chociaz ,hi-
poteza sygnatowa” stara sie wyjasni¢ niektére z nich, zwiaszcza te doty-
czace wyboru biatka sekrecyjnego sposréd wszystkich syntezowanych w
komorce biatek oraz transportu przez bione endoplazmatyczna.
Wiekszo$¢ biatek sekrecyjnych powstaje przy udziale rybosoméw
zwigzanych z retikulum endoplazmatycznym szorstkim, (Ryc. 1). Ten zna-
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ny od dawna fakt stat sie punktem wyjscia doswiadczen, w ktorych wy-
kryto prebiatka. JesSli mianowicie syntetyzowaé biatka badz w uktadach
komérkowych, badz w bezkomdrkowych ale wobec mikrosomow (retiku-
lum endoplazmatyczne), to wowczas nie obserwuje sie nic szczegélnego,
powstaje znane pod wzgledem sekwencji aminokwaséw biatko. Jesli na-
tomiast translacje przeprowadzi¢ w uktadzie bezkomdrkowym i bez mi-
krosoméw, to uzyskuje sie biatko o zaskakujgcej dlugosci. Otrzymane
wowczas biatko dtuzsze jest od natywnego biatka o prepeptyd (1, 3). Usta-
lenie struktury pierwotnej tych prepeptydéw w prebiatkach stato sie
mozliwe dzieki zastosowaniu bardzo czutych immunochemicznych metod
wykrywania i izolacji biatek (4—10) oraz czulej analizie sekwencyjnej
opartej na zastosowaniu promieniotwdérczych aminokwaséw podczas trans-
lacji (4—12).

Przyktadem badan prowadzacych do wykrycia prebiatka moze by¢ izo-
lacja i ustalenie sekwencji preczesci w lizozymie (5), wytwarzanego w ja-
jowodach kurczat. Doswiadczenie in vivo przeprowadzono w ten sposob,
ze inkubowano z CW¥leucyng jajowody kurczat diugotrwale stymulowa-
nych estrogenami, a powstaty lizozym izolowano na drodze immunopre-
cypitacji (4). Otrzymany produkt analizowano na obecno$¢ lizozymu me-
todg elektroforezy w zelu poliakryloamidowym. Przeprowadzono réwniez
chromatografie (na kolumnie zawierajgcej Sephadex) produktow roszcze-
pienia lizozymu bromocyjanem (13). Doswiadczenie in vitro, czyli w ukta-
dzie bezkomérkowym autorzy pracy wykonali, stosujac do translacji
wczesniej wyizolowany m-RNA lizozymowy. Znacznie oczyszczony matry-
cowy RNA otrzymano z tkanki jajowoddéw kur, na drodze strgcania ma-
gnezem (14), izolacji na kolumnie z oligo(dT)-celulozg (15) oraz frakcjono-
waniu w gradiencie sacharozy (16). Frakcje od 7S do 12S uzyto jako
zrodto lizozymowego m-RNA. Lize retikulocytéw kréliczych przeprowa-
dzono wodg w 0°, a do badan uzyto supernatantu po odwirowaniu szczat-
kéw komorek (17). Translacje wykonano stosujgc mieszaning m-RNA z li-
zatem i promieniotwérczymi aminokwasami. Powstaty w ukiadzie bez-
komérkowym z retikulocytéw krélika lizozym izolowano przy pomocy
antylizozymowej surowicy na drodze immunoprecytypitacji (16). Produkt
otrzymany z translacji bezkomorkowej, dzieki innemu znakowaniu
(H3leucyng) dat sie tatwo odrozni¢ od produktu translacji w uktadzie
komorkowym (CHleucyna) metodami elektroforezy i chromatografii
(Ryc. 2). Powstate w uktadzie bezkomérkowym biatko jest ciezsze od na-
tywnego lizozymu, a dzieki rozdziatowi peptydéw bromocyjanowych wia-
domo takze, ze jest ono dtuzsze o peptyd znajdujacy sie przy N-kohcu
taricucha polipeptydowego (Ryc. 3). Jak sie okazato rozdziat prelizozymu
od lizozymu mozliwy byt tylko za pomoca elektroforezy w 15°0 zelu
poliakryloamidowym, gdyz*w 10°0 zelu oba biatka migrujg z taka samg
szybkoscig. Fakt ten byt zreszta przyczyna nieudanych wynikéw tak samo
przeprowadzanych doswiadczen 3 lata wcze$niej (18).
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Ryc. 2. Rozdziat produktéw syntezy komoérkowej (Hs-lizozym, pre-liz) i bezkomdr-
kowej (Cl4lizozym,liz) na kolumnie z Sephadex G-100 (A) oraz elektroforetycznie na

zelu poliakrylamidowym (B).

Ryc. 3. Rozdzial peptyddw bromocyjanowych otrzymanych z lizozymu (Cl4leucyna)

i prelizozymu (H3-leucyna) na kolumnie z Sephadex G-75.
Frakcje 20 do 28 zawieraja C-koncowe peptydy bromocyjanowe lizozymu i prelizozymu. Frakcje
od 28 do 36 zawieraja rdéznigce sie masa czasteczkowag N-koncowe peptydy bromocyjanowe lizo-

zymu (----) i prelizozymu (....) (5).

http://rcin.org.pl
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I1l. Sekwencje aminokwasow NHZ2koncowej czesci prebiatek

Powszechnie stosowana do degradacji peptydéw i biatek metoda
Edmana (19, 20) znalazta réwniez zastosowanie w analizie sekwencji
aminokwaséw prebiatek. Byto to mozliwe tylko dzieki zautomatyzowaniu
procesu (21), co pozwolito na wykonanie do Kkilkudziesieciu degradacji
jednej probki biatka, oraz dzieki zastosowaniu czutych metod rozdziatu
i identyfikacji produktéw degradacji tj. fenylotiohydantoin aminokwasow,
takich jak metody wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej (22, 23),
chromatografii gazowej (24), chromatografii jonowymiennej po uprzedniej
hydrolizie do wolnych aminokwasoéw (25), wreszcie pomiary radioaktyw-
nosci tych pochodnych (5, 26). Metody te umozliwiajg oznaczenie N-kon-
cowej sekwencji kilkunastu aminokwaséw przy uzyciu mniejszych niz
pikomolowe ilosci biatka. Sg to ilosci, ktére zazwyczaj izoluje sie w do-
Swiadczeniach translacyjnych metodg immunoprecytypitacji (5).

W celu ustalenia ilosci aminokwaséw w prepeptydzie, metoda auto-
matycznej degradacji Edmana,* wystarczy oznakowanie podczas translacji
prebiatka lub biatka jednym promieniotwérczym aminokwasem, takim
ktory wystepuje czesto w strukturze pierwotnej biatek. Wowczas roz-
mieszczenie takiego znacznika w kolejnych etapach degradacyjnych pre-
biatka i biatka jednoznacznie wskazuje na diugos$¢ prepeptydu. W przy-
padku oznaczania diugosci prepeptydu w prelizozymie (5) postuzono sie
w translacji bezkomoérkowej H3leucyng a w translacji komérkowej CKéleu-
cyng i dlatego w wyniku degradacji Edmana uzyskano rozktad obu pro-
mieniotwdrczych leucyn w poczatkowej 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, ze
prepeptyd obejmuje 17 aminokwasow.

Do istotnych probleméw zwigzanych z oznaczeniem sekwencji pre-
peptydu nalezy stwierdzenie, czy jest on pierwotnym.produktem trans-
lacji m-RNA, tzn. czy je$li sie zaczyna od N-koncowej metioniny to jest
to metionina inicjujgca. W przypadku prelizozymu problem ten rozwig-
zano stosujac w translacji bezkomoérkowej Met-tRNA z metioning zna-
kowang promieniotwo6rczym izotopem siarki (5). W wyizolowanym preli-
zozymie juz w pierwszej degradacji Edmana stwierdzono obecno$¢ pro-
mieniotworczej pochodnej metioniny, a tym samym poczatek translacji.

Postugujagc sie kompletem znakowanych aminokwaséw oraz wyzej
przedstawionymi metodami analizy sekwencyjnej oznaczono struktury
pierwotne N-koncowych fragmentdw licznych prebiatek. Poznano sek-
wencje aminokwasow prepeptydéw prelizozymu (5), preowomukoidu (27,
28), prekonalbuminy (29), preuteroglobiny (30), preamylazy (31), pregli-
koproteidu blonowego (32) oraz niektorych preprobiatek jak preprome-
lityna (33), pretrypsynogen i preprokarboksypeptydaza (3), preproinsu-
lina (34), preproparathormon (35), preproalbumina (36), preprolaktyna

3 Postepy Biochemii 1/81
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Ryc. 4. Kolejno$¢ utozenia leucyn w tancuchu polipeptydowym lizozymu (Cl4leucy-
na) A i prelizozymu (HMeucyna) B wynikajaca z degradacji Edmana obu biatek (5).

(37—40), preprokolagen (41), preprokortykotropina (42), preprooksydaza
cytochromowa (43, 44), preprogonadotropina (hCG) (26), a takze prekur-
sorow lekkich tancuchéw immunoglobulin (45—47). Nie jest tez wyklu-
czone, ze roéwniez biatka blony zewnetrznej prokariontow produkowane
sa jako prebiatka. Stwierdzono mianowicie, ze lipoproteina btony zew-
netrznej gram-ujemnych bakterii powstaje w postaci dtuzszej o 20 ami-
nokwasow (48). W postaci diuzszej powstaje takze ATP-aza przestrzeni
periplazmatycznej tych bakterii (49).

Na podstawie znajomosci sekwencji aminokwasow prepeptydéw moz-
liwe sg pewne uog6lnienia dotyczace ich budowy i wiasnosci. Szczegdl-
nie zwraca uwage (Tabela 1) znaczna zawarto$¢ aminokwaséw hydrofo-
bowych, a wiec takich, jak leucyna, walina, izoleucyna, metionina i fe-
nyloalanina oraz podobna dtugo$¢ sekwencji wynoszaca od 15 do 30 ami-
nokwasow.

Liczba aminokwaséw hydrofobowych w czesSci prepeptydowej jest
znacznie wieksza niz w pozostatej czesci prebiatka, i wynosi ona w pre-
trypsynogenie 87,5% wszystkich aminokwaséw prepeptydu, w preowo-
mukoidzie co najmniej 87,5%), w prelizozymie 83%, a w prepromelitynie
co najmniej 71,5%. W bezposrednim sgsiedztwie inicjujgcej metioniny
wystepuje na og6t aminokwas zasadowy, lizyna lub arginina (Tabela 1).
Natomiast C-koniec prepeptydu nie wyr6znia sie jakim$ szczegdlnym
charakterem, gdyz wystepuig tam raczej aminokwasy obojetne (treonina,
glicyna, alanina, czy cysteina).
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Poréwnujac sekwencje aminokwaséw prepeptyddw prebiatek wyizolo-
wanych z tej samej tkanki stwierdza sie czesto homologie 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 zadnej homologii sekwencji
aminokwasow prepeptydéw w prebiatkach wyizolowanych ze zwierzat
réznych gatunkdw, chociaz zbyt mata ilos¢ znanych sekwencji prepepty-
déw uniemozliwia stwierdzenie tego z calg pewnoscia.

Biatka sekrecyjne powstajg tylko wdwczas w komdrce, gdy uktad
translacji, a wiec m-RNA wraz z rybosomami sg zwigzane z btong reti-
kulum endoplazmatycznego. Poniewaz powstajgcy na poczatku translacji
prepeptyd ma wiasciwosci silnie lipofilne mozna przypuszczaé, ze wias-
nie on jest niezbedny w procesie wigzania rybosomu do retikulum endo-
plazmatycznego.

IV. Hipoteza sygnatowa

Odkrycie pierwszych prebiatek skionito Blobela i Dobber-
steina (1) do sformutowania przypuszczalnej roli prepeptydow, wyra-
zonej w postaci tzw. hipotezy sygnatowej. Wedtug niej informacyjny kwas
rybonukleinowy odpowiedni dla syntezy biatka sekrecyjnego zawiera
bezposrednio za kodonem inicjujacym grupe kodonéw sygnatowych, ktore
podczas translacji zostajg odczytane jako sekwencja sygnatowa czyli pre-
peptyd. Jest on sygnatem, dzieki ktéremu powstaje kompleks uktadu
translacji z retikulum endoplazmatycznym, réwnoczes$nie pozwala to na
otworzenie si¢ kanalika w blonie retikulum, przez ktéry przechodzi syn-
tetyzowane biatko do S$wiatta retikulum endoplazmatycznego. Zgodnie
z powyzszym translacja rozpoczyna sie na dowolnym rybosomie, ktdry
jeszcze podczas syntezy prepeptydu zostaje zwigzany z retikulum (Ryc.
5a i 5b) i jedynie to przylgczenie umozliwia dalszg translacje biatka i je-
go przejscie przez btone (Ryc. 5c¢).

Mechanizm wigzania prepeptydu z retikulum, jak i mechanizm jego
przejScia przez btone nie sa znane. Blobel i Dobbertstein przyjeli, ze w
btonie wystepuje specjalny receptor wigzania prepeptydu i w tym wias-
nie miejscu otwiera sie kanalik, przez ktory przechodzi najpierw czes¢
prepeptydowa tancucha polipeptydowego a nastepnie cate biatko. Inny
mechanizm transportu proponuje Inouye ze wspotpracownikami (50)
w przypadku prelipoproteidu btony zewnetrznej bakterii. Wedtug tych
autoréow powstajagcy podczas translacji poczatkowy odcinek prepeptydu
tworzy wigzanie jonowe z resztami fosforanowymi btony retikulum w
dowolnym miejscu tej btony, dzieki obecnosci aminokwaséw zasadowych
blisko N-konca prepeptydu. Dalsza translacja powoduje wnikniecie reszty
prepeptydu w blone i pociggniecie za sobg syntetyzowanego biatka
(Ryc. 6).
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Ryc. 5. Model objasniajacy synteze i transport przez btone retikulum biatek sekre-

cyjnych, oparty na hipotezie sygnatlowej Blobela i Dobbersteina (1)
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Ryc. 6. Inny niz na rycinie 5 sposob przytaczania kompleksu translacyjnego m-RNA-
-rybosom do btony retikulum endoplazmatycznego i otwierania kanalika (51).

Wedtug obu przedstawionych hipotez, aby biatko po przejsciu przez
btone mogto przyjaé naturalng konformacje, prepeptyd zostaje odciety
dziataniem specjalnej peptydazy sygnatowej (1, 3) (Ryc. 5d). Zastosowanie
promieniotwérczych aminokwaséw do translacji prelizozymu réwnoczes-
nie z izolacjg polirybosomoéw w réznych momentach tej biosyntezy, po-
zwolito na ustalenie przyblizonego momentu odrywania prepeptydu od
prebiatka (5). Ot6z nastepuje to wtedy, gdy utworzony tancuch polipep-
tydowy ma diugos¢ okoto 57 aminokwaséw. Przyjmujac, ze powstajacy
taricuch polipeptydowy jest w konformacji catkowicie rozwinietej, be-
dzie on miat dlugos¢ ok. 200 A, w tym diugos¢ prepeptydu wynosi 67 A.
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Poniewaz grubos¢ retikulum endoplazmatycznego wynosi ok. 60 A, a sred-
nica rybosomu ok. 100 A, odcinanie prepeptydu przez peptydaze sygna-
towg nastepuje tak daleko od peptydylo-t-RNA jak znajduje sie $wiatto
retikulum. Czas istnienia prebiatka jest wiec bardzo krétki i juz na po-
czatku translacji nastepuje transformacja prebiatka w biatko.

Jak wykazali Dorner i Kemper (51) odciecie prepeptydu
przez peptydaze sygnatowg jest mozliwe tylko podczas translacji, ponie-
waz dodanie mikrosoméw do uktadu bezkomdrkowego translacji po 90 mi-
nutach biosyntezy nie powoduje juz oderwania prepeptydu. Stwierdzo-
no takze, ze proteaza sygnatowa nie jest specyficzna dla okre$lonego'pre-
biatka, gdyz w uktadzie translacji bezkomoérkowej z mikrosomami psimi
nastepuje odciecie prepeptydéw w rdznych syntezowanych prebiatkach
(51), takich jak preprolaktyna (52), prehormon wzrostu (52), preproinsu-
lina (53), czy prekursor lekkich fancuchéw immunoglobulin (1), niezalez-
nie od dlugosci prepeptydow. Na dziatanie proteazy sygnatowej nie ma
wptywu pochodzenie gatunkowe uzytego uktadu translacji (51). Najpraw-
dopodobniej tez enzym ten zwigzany jest z btong retikulum endoplazma-
tycznego bezposrednio w miejscu translokacji biatka sekrecyjnego (51, 54).

Translokacja tancucha polipeptydowego przez btone zachodzi by¢ mo-
ze dzieki energii wyzwalanej podczas translacji, badz dzieki tworzeniu
sie struktury trzeciorzedowej biatka (Ryc. 5e). Tak wiec powstajgce biat-
ko sekrecyjne uzyskuje wiasciwg mu naturalng konformacje po przejs-
ciu przez retikulum endoplazmatyczne (Ryc. 5f). Zabezpiecza to tez przed
procesem odwrotnej translokacji biatka. Ten sam sposéb translokacji
biatek sekrecyjnych wykryty u eukariontow roznych gatunkdw, jak
réwniez sposéb umieszczania biatek transbtonowych prokariontow wska-
zujg na znaczny stopien konserwatyzmu ewolucyjnego tego procesu, oraz
na jego uniwersalny charakter (32).

Opublikowana w 1975 roku hipoteza sygnatowa Blobela i Dob-
bersteina (1) ttumaczy wiele poznanych pozniej faktéw dotyczacych
biatek sekrecyjnych i wtasciwie mozna juz uwazaé ja dzi$ za teorie, a nie
hipoteze. Szczegdlnie prosto teoria ta ttumaczy fakt tak pdznego wykry-
cia prebiatek, tworéw istniejacych bardzo krétko, bo tylko w poczatko-
wej fazie translacji. Jej og6lne znaczenie potwierdzono w wielu przykta-
dach biosyntezy biatek, miedzy innymi biatek sekrecyjnych o réznym
charakterze biologicznym. Mozna sie spodziewaé, ze konsekwencjg teorii
bedzie wykrycie w przysztosci dalszych prebiatek a takze nie poznanych
dotychczas proteaz sygnatowych oraz rozpoznanie mechanizmu samej
translokacji przez retikulum endoplazmatyczne.

Zaakceptowano do druku 25.09.1980.
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. Wstep

Pierwszym etapem ekspresji genu jest transkrypcja, czyli synteza tan-
cucha polirybonukleotydowego o sekwencji komplementarnej z jedna
z dwdch nici fragmentu DNA stuzacego jako matryca. W komorce eukario-
tycznej dojrzate, funkcjonalne czasteczki RNA powstajg w wyniku sze-
regu modyfikacji jakim poddawane sg pierwotne produkty transkrypcji.
W nukleoplazmie wystepuje ~zatem polidyspersyjna populacja RNA, w
sktad ktérej wchodza krétko zyjgce pierwotne transkrypty obok form
posrednich i dojrzatego RNA. Nierybosomowa cze$¢ tej populacji kwa-
séw rybonukleinowych nazywana jest heterogennym jadrowym RNA
(hnRNA). Jako cechy charakterystyczne hnRNA wymienia sie zwykle:

a) jadrowe wystepowanie,

b) heterogenno$¢ co do wielkosci (5.000 do 50.000 nukleotydow (1—8, 18),

c) szybkie wyznakowanie radioaktywnymi prekursorami,

d) obecnos$é zarowno powtarzalnych sekwencji nukleotydowych, jak i tez
sekwencji unikalnych charakterystycznych dla gendw struktury.
Badania loséw informacyjnego RNA od momentu transkrypcji w ja-

drze, az do translacji na polirybosomach, a zwiaszcza poszukiwania (me-

toda hybrydyzacji) analogii pomiedzy pierwszorzedowsg strukturg DNA,

RNA jadrowych i cytoplazmatycznych mRNA nasunely przypuszczenie

0 pochodzeniu mRNA z hnRNA.

W stosunku do populacji mMRNA liczacych od 500 do 4.0,00 nukleotydéw
czasteczki stanowigce populacje hnRNA sg conajmniej 10-krotnie wieksze
(11, 25). Wielkos¢ prekursorowych mRNA (pre-mRNA) jest jednak przed-
miotem kontrowersji. Niektdrzy badacze (9—11, 12, 13—15, 30) uwazaja,
ze wielkoczasteczkowe transkrypty tworzace hnRNA sg prekursorami
funkcjonalnych mRNA, za$ inni (16) sg odmiennego zdania i sgdza, ze
rozmiary pre-mRNA i mRNA sg zblizone. Przebieg hybrydyzacji hnRNA
z komplementarnymi DNA (cDNA) otrzymanymi przy uzyciu rewertazy
z transkrypcji mRNA wskazuje, Zze globinowy mRNA posiada wielko-
czasteczkowy prekursor (151), podczas gdy pre-mRNA owoalbuminy jest
niewiele wiekszy od funkcjonalnego mRNA (152). Wydaje sig, ze wiel-
kos¢ prekursora jest swoista dla danego mRNA i wynika zapewne z od-
miennego przebiegu dojrzewania mRNA. Mozna tez sadzi¢, ze istnieje w
tej mierze swoisto$¢ gatunkowa: w komdrkach HelLa (32) wysokoczastecz-
kowe prekursory informacyjnych RNA, a niskoczasteczkowe u Dictyoste-
lium discoideum (63). Moze to odzwierciedlaé rézne sposoby regulacji
syntezy mRNA.
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Szereg danych potwierdza, ze hnRNA jest prekursorem mRNA. Nale-
23 do nich miedzy innymi wspdlna obecno$¢ sekwencji poli(A) przy koA-
cach 3' w czasteczkach hnRNA i mRNA (10), analogia sekwencji nukleo-
tydowych wystepujacych w obu rodzajach RNA (20, 22, 23), wspomniane
juz wyniki badan hybrydyzacji hnRNA i cDNA (21), translacja in vitro
hnRNA (144, 145), obecno$¢ zablokowanego, zmetylowanego kornca 5 w
hnRNA i mRNA (30), a takze wyniki doswiadczen nad komérkami trans-
formowanymi wirusami SV40 i adenowirusem — 2 potwierdzajgce trans-
krypcje sekwencji wirusowych w formie wysokoczgsteczkowych hnRNA
0 rozmiarach wiekszych niz cytoplazmatyczny, wirusowy mRNA (142).
Problemowi przeksztatcania prekursora w funkcjonalny mRNA poswie-
cono szereg artykutdw przegladowych (9, 10, 24—30).- W tym artykule
poruszony zostanie tylko jeden aspekt tego zagadnienia, a mianowicie
uwarunkowania wynikajgce z pierwotnej struktury i jej modyfikacji w
toku dojrzewania czgsteczek hnRNA. Rola struktury w determinowaniu
losu i funkcji powstajacych w jadrze transkryptdw, nabiera szczegdlnego
znaczenia, jeSli zwazy¢, ze wiekszo$¢ czasteczek hnRNA ulega szybkiej
degradacji wewnatrz jadra, a tylko niewielka ich czes¢ odnajdywana jest
w cytoplazmie (5, 8, 17). Zaledwie 10—20% catego hnRNA mozna uwazaé
za potencjalne prekursory mRNA (29), rola natomiast pozostatej, przewa-
zajacej czesci tej populacji jadrowego RNA jest nieznana (19, 20, 31, 32).

Czasteczka hnRNA ulega licznym potranskrypcyjnym modyfikacjom,
ktorych przebiegu wprawdzie jeszcze doktadnie nie znamy, lecz kté-
rych pewne etapy juz opisano. Nalezg do nich miedzy innymi: podziat
prekursora na mniejsze czasteczki pod dziataniem nukleaz, oraz usuwanie
z niego pewnych sekwencji, a takze przytaczanie do transkryptu nowych
charakterystycznych sekwencji. Nowe sekwencje dotgczane sg do obydwu
koricow tancucha polirybonukleotydowego nazywanych koficami 3' i 5.
Nazwa pochodzi od obecnosci odpowiednio przy 3' lub 5' weglu rybozy
skrajnego nukleotydu wolnej grupy OH (nie biorgcej udziatu w wigzaniu
miedzy nukleotydowym). Poniewaz w pierwotnym produkcie transkryp-
cji gi-upa OH konca 5' jest zestryfikowana tréjfosforanem, a grupa OH
konca 3' pozostaje wolna, modyfikacje obu koricbw maja odmienny cha-
rakter. Sekwencje przytgczane do 3' konca sg to odcinki poli(A) o diu-
gosci 100—200 nukleotydow, natomiast zmiany kornca 5' sg bardziej zlo-
zone i prowadzag dq przyfaczenia nowej reszty nukleotydowej, najczes-
ciej 7-metyloguanylowej.

W jadrze komérkowym hnRNA tworzy zapewne kompleksy z biat-
kami. Kompleksy takie zwane sg rybonukleinoproteinami jgdrowymi
(nRNP). Z oczyszczonych jader wyodrebnia sie hnRNA w postaci nRNP
stosujgc ekstrakcje izotonicznym buforem o pH 8 w obecnosci inhibitora
nukleaz (33) lub sonifikacje w 0.35 M roztworze sacharozy, a nastepnie
wirowanie w gradiencie sacharozy (34). Doniesienia na temat ilosci i wiel-
kosci biatek potaczonych z kwasami nukleinowymi w nRNP (patrz prace
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przegladowe 35, 36) sg czesto rozbiezne, co zapewne wynika z réznic w
przebiegu izolowania nRNP, a takze z zanieczyszczen cytoplazmatycz-
nych, ktérych nie mozna unikngé postugujac sie znanymi dotad meto-
dami. Trudno zatem okresli¢, jak wiele biatek zwigzanych z RNA wyste-
puje w nRNP in vivo, a ile przylfagczyto sie w trakcie izolowania. W wy-
niku bowiem elektrostatycznych oddziatywan bardziej lub mniej zasadowe
biatka moga taczy¢ sie z RNA jako heteropolianionem. Wiekszo$¢ bada-
czy opisuje wystepowanie w nRNP roznych biatek o ciezarze czasteczko-

\ e
Informofery

Ryc. 1. Model struktury nRNP wg Samariny i wspo6t (33)

Informofery —czasteczki biatka o wielkosci 30 S sktadajace sie z 20—40 identycznych polipepty-
déw kazdy o masie 40.000 D. HnRNA zlokalizowane jest na powierzchni biatek.

hnRNA
\

\
\

4

o= RNA strukturalne

Ryc. 2. Model struktury nRNP wg Sekerisa i Niessinga (38)

Wewnatrz komplekséw biatkowych znajduje sie niskoczasteczkowe, diugozyjace RNA, ktére za-
pewni petni role strukturalng w formowaniu monoczasteczki. Monoczasteczki potgczone sa
w wiekszg strukture za pomoca hnRNA.

wym od 22.000 do 150.000. Pomimo znacznych rdznic w ciezarze cza-
steczkowym biatek zaznacza sie przewaga sktadnika okoto 40.000. Za-
proponowano tez kilka modeli struktur nRNP. Pierwszy model przed-
stawiony przez Samarine i wspo6t (33) postuluje wystepowanie cza-
steczek biatka o wielkosci 30 S zwanych informoferami na powierzchni
ktorych znajduje sie hnRNA. Stevenin i Jacob (37) zaproponowali
model pofatdowanego pasma rybonukleoproteinowego (ang. folded ribo-
nucleoprotein strand), wedtug ktérego czes$¢ tancucha RNA ostaniana jest
przez czasteczki biatkowe o/bardzo r6znej wielkosci. Nastepnie Seker is
i Niessing (38) zaproponowali budowe nRNP przedstawiong na ry-
cinie 2. Badacze ci znalezli w nRNP oprécz szybkoznakujgcego sie RNA
o duzym ciezarze czasteczkowym réwniez dtugo zyjacy RNA niskocza-
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steczkowy. Przypuszczaja oni, ze ten ostatni znajduje sie wewngtrz mono-
czasteczek biatkowych potgczonych w wiekszg strukture przez przycze-
pione do ich powierzchni dtugie hnRNA. Obszernie o strukturze i funkcji
NRNP mowig artykuty przeglagdowe (35, 36).

Dla zrozumienia roli, jakg petni hnRNA, jak i dokfadnego poznania
przebiegu potranskrypcyjnych przeksztatceri tej populacji czasteczek
istotne jest poznanie ich zaréwno pierwszo-, jak i drugorzedowej struk-
tury. Rdznorodno$¢ i wybiorczo$é przemian transkryptu pierwotnego,
a takze jego oddziatlywanie z biatkami nasuwa przypuszczenie, ze jego
czasteczka posiada szereg charakterystycznych sekwencji nukleotydo-
wych petnigcych role sygnatdw informacyjnych, ktére okreslajg jej losy
i funkcje. Dlatego tez szczegélnie -wiele uwagi poswieca sie nie tylko
sekwencjom informacyjnym przekazywanym do cytoplazmy jako mRNA,
lecz rdwniez strukturze hnRNA. Stad wynika zainteresowanie wewnatrz-
czasteczkowymi sekwencjami typu oligo (A) i oligo (U) transkrybowa-
nym z matrycy DNA, potranskrypcyjnymi modyfikacjami koncéw 3' i 5'
oraz komplementarnymi odcinkami RNA, ktdre tworzac odcinki dwuni-
ciowe utrzymuja strukture drugorzedowga czasteczek. Wymienione wyzej
szczegoty budowy i modyfikacje hnRNA sg gtownym przedmiotem tego
artykutu.

Il. Modyfikacje 5 kohnca hnRNA

Substratami w syntezie RNA sa nukleozydotréjfosforany, a poniewaz
przebiega ona poczawszy od konca 5' to grupa OH 5' konca pierwotnego
transkryptu jest zestryfikowana trojfosforanem. Modyfikacje jakim ulega
5' koniec hnRNA polegajg na utworzeniu nukleozydodwufosforanu ppNp...
na poczatku tancucha polirybonukleotydowego i przytgczeniu w sposéb
przeciwny do kierunku transkrypcji nowej reszty nukleozydowej GMP.
Tak powstaty zablokowany koniec GpppBp... ulega metylacji w wyniku
czego powstaje struktura m7GpppNp... nazywana kapturkiem (ang. cap).

Grupy metylowe w hnRNA wystepujg w dwoch typach struktur: tak
zwanym kapturku, to jest w zablokowanym koncu 5' oraz wewnatrz fan-
cucha RNA, gidwnie w postaci N6 — metyloadenozyny.

W zablokowanym zmetylowanym 5' koicu 7-metyloguanozyna (m7G)
potaczona jest z resztg czasteczki RNA mostkiem trojfosforanowym po-
przez grupy 5' OH rybozy. Sasiadujagce z m7G nukleozydy mogg by¢ row-
niez zmetylowane (najczesciej w pozycji 2' rybozy). W przypadku 2'-0-
metylacji tylko pierwszego nukleozydu struktura taka (Mm7GpppNmp...)
nosi nazwe kapturek I, natomiast gdy metylacji ulegng dwa poczatkowe
nukleozydy — kapturek 11 (rm7GpppNmpNmp...). W hnRNA wystepuje tyl-
ko struktura kapturka | (81). Metylacja sasiedniego, drugiego nukleozy-
du jest modyfikacja jakiej ulega mRNA po przejsciu do cytoplazmy (85).
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Wystepowanie zmetylowanych nukleozydéw w mRNA po raz pierwszy
stwierdzili Perry i Kelley (82 w mysich komérkach L. Mety-
lacja nukleozydow eukariotycznego mRNA okazata sie zjawiskiem po-
wszechnym (83, 84). Tworzenie zablokowanego, zmetylowanego konca 5'
i N6metylacja wewnatrztannicuchowych reszt adenylowych zachodzace pod-
czas przeksztatcania hnRNA sa rowniez zjawiskami szeroko rozpowszech-
nionymi w komdérkach eukariotycznych (86). Modyfikacje te sg intere-
sujgce nie tylko z punktu widzenia ich znaczenia dla funkcjonowania
czasteczek hnRNA, lecz ich badania sg istotne takze dla lepszego zrozu-
mienia zaleznosci pomiedzy hnRNA i mRNA. Duze czasteczki hnRNA za-
wierajg kilkakrotnie wiecej Németyloadenozyn niz zablokowanych, zme-
tylowanych 5' konicdéw, co sugeruje obecnos$¢ kilku zmodyfikowanych ade-
nozyn w jednej czagsteczce RNA. Natomiast w matych czasteczkach hnRNA
zawierajacych poli(A) na jedng czasteczke zakonczona kapturkiem przy-
pada 1—2 zmetylowanych adenozyn podobnie jak w cytoplazmatycznym
mRNA (87).

Modyfikacje 5' korica hnRNA moga zachodzi¢ jeszcze w trakcie trwa-
nia transkrypcji lub tez po jej zakonczeniu (86) jednakze prawdopodob-
nie przed przytgczeniem odcinka poli(A) do konca 3' (87). Z prac Schib -
lera i Perryego (88) wynika, ze modyfikacjom moze ulega¢ nie
tylko pierwotny transkrypt, lecz rowniez krotsze odcinki powstate na
skutek ciecia hnRNA w trakcie jego dojrzewania. Badacze ci analizujgc
fosforylowane 5' korice hnRNA mysich komérek L znalezli cztery typy
zakonczen: pppNp..., ppNp..., pNp... oraz mGpppNmp... Poniewaz tylko
pppNp... reprezentuje 5' koniec pierwotnego transkryptu pozostate typy za-
konczen pochodza zatem z czastek, ktére ulegty juz modyfikacjom. W za-
konczeniu typu pppNp... przewazaty pppGp... i pppAp..., w zakonczeniu
pNp... pUp..., podczas gdy w zakoriczeniu ppNp... wszystkie cztery nukleo-
tydy wystepuja w ilosciach podobnych jak w zmetylowanych nukleoty-
dach (Nm) w kapturku. Wynika stad, ze na poczatku pierwotnego trans-
kryptu wystepuja nukleozydy purynowe. W przypadku pojawienia sie na
5' koncu hnRNA pirymidyn z duza doza prawdopodobienstwa mozna
przypuszczac, ze czasteczka ta powstata na skutek pociecia duzego, pier-
wotnego transkryptu. Schibler i Perry (88) zaproponowali mo-
del, wg ktorego czasteczki hnRNA zakohczone na 5' koncu struktura
ppNp... pochodza z dwéch zrédet: defosforylacji pierwotnego transkryptu
oraz ciecia i fosforylacji powstatego fragmentu. Do konhca ppNp... tak no-
wo powstatej czasteczki dotgczany jest GMP, ktérego donorem jest GTP,
a reakcje katalizuje enzym guanylilotransferaza. Powstaly w ten sposob
zablokowany koniec o strukturze GpppNpNp... jest metylowany kolejno
w pozycjach N7guanozyny oraz 2' rybozy drugiego nukleozydu. Donorem
grup metylowych jest S-adenozylometionina (AdoMet). Mechanizm ten
jest identyczny z mechanizmem dotgczania guanozyny i metylacjg 5' kon-
cowych nukleozydéw w mRNA wiruséw Reo i Vaccina (147).
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Podobienstwo budowy 5' zablokowanego zmetylowanego korica w
hnRNA i mRNA (81) pozwolito na wysuniecie przypuszczenia o konser-
watywnym przekazywaniu informacyjnemu RNA kapturka z czasteczki
hnRNA. Logiczng konsekwencjg tej hipotezy jest obecno$¢ sekwencji
mRNA przy 5' koricu czasteczki prekursora. Szereg danych eksperymen-
talnych, jak np. zachowanie pulsowo znakowanych w grupie metylowej
kapturkdw po usunieciu zrddta znakowania (ang. pulse chase) (85), po-
twierdza to przypuszczenie. Przemawia za nim réwniez fakt, ze czestosc¢
wystepowania poszczeg6lnych nukleotydéw w pozycji sasiadujacej z m7G
w kapturkach mRNA i hnRNA jest podobna. Np. okoto 20% 5' zabloko-
wanego, zmetylowanego kohca w obu typach RNA ma budowe

pppPup
%
GTP N Km
PPNo— s s r mGpppN p
/ g
pPPPUp pNp

Ryc. 3. Schemat ciecia i modyfikacji czasteczek hnRNA wg Schiblera i Per-
rego (88). Objasnienie schematu w tek$cie. Pu oznacza puryne, a strzatka —
miejsce ciecia prekursora.

m7GpppAmpNp..., podczas gdy mniej niz I1°/0 ma posta¢é m7GpppUmpNp...
(89), przy czym w obu strukturach nukleozyd N jest adening. Natomiast
w przypadku drugiego, sasiadujgcego z m7G nukleozydu N, ktory w
mRNA moze byé réwniez zmetylowany, czestos¢ wystepowania poszcze-
goélnych zasad w kapturkach hnRNA i mRNA jest r6zna 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 Il mRNA. Wy-
niki te sugeruja, ze drugi nukleozyd moze réwniez zostaé zmetylowany
tylko w mRNA pochodzacym z pewnej podklasy hnRNA.
Wewnatrztancuchowe N6 metyloadenozyny w hnRNA i mRNA wyste-
puja w podobnych sekwencjach typu N”pm 6 ApCpN2, przy czym gu-
anozyna wystepuje trzy razy czesciej niz adenozyna. W 90% czasteczek
Ni jest puryng, podczas gdy N2 moze byé zarébwno pirymidyng, jak i pu-
ryng, z tym ze rzadko bywa guanozyng. Te same sekwencje wystepujg w
duzych > 50 S jak i mniejszych 14—50 S czasteczkach hnRNA (89). Obser-
wacje te sugeruja, ze wewnatrzczgsteczkowe m6A podobnie jak struktura
kapturka moga by¢ zachowane w niezmienionej formie .podczas prze-
mian, jakim ulega pre-mRNA zanim powstanie dojrzate mRNA.
Schibler i wspét (89) podali dwa mozliwe modele przemian pre-
MRNA podczas ktorych wszystkie metylowane nukleotydy zostajg za-
chowane. Jeden model (a) dotyczy duzego policistronowego prekursora,
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Ryc. 4. Schemat przemian pre-mRNA wg Schiblera i wspét (89)

A) Czasteczka prekursora policistronowego

B) Czasteczka prekursora monocistronowego

Autorzy zakladaja konserwatywne przekazywanie zmetylowanych nukleozydéw na drodze pre-
kursor —dojrzate mRNA. Poniewaz wewnatrzczasteczkowa pozycja m6A jest nieznana na rysun-
ku zaznaczono ich potozenie w sposéb przypadkowy. Czarna strzatka oznacza miejsce cigcia czg-
steczek prekursora. Schemat objasniono doktadnie w tekscie.

w ktorym prawie wszystkie wewnatrzczgsteczkowe reszty adeninowe sg
zmetylowane. W wyniku pociecia czasteczki prekursora powstajg krot-
sze odcinki, z ktérych jedne majag strukture kapturka na 5' koncu, inne
za$, znajdujace sie poprzednio w $rodku tafAcucha, sg jej pozbawione. Do
ich 5' konca dofaczany jest nastepnie kapturek. Drugi model (b) dotyczy
monocistronowych prekursoréw, ktérymi moga by¢ zaréwno duze cza-
steczki pozbawione kapturka i zawierajace sekwencje mRNA w S$rodku
tancucha, jak i tez inne posiadajgce zmetylowany, zablokowany 5' koniec,
w poblizu ktérego znajdujg sie sekwencje mRNA. Obydwa rodzaje cza-
steczek ulegaja pocieciu, a w przypadku wycietych ze $rodka prekursora
sekwencji mRNA do ich 5' konca zostaje dotgczony kapturek.

I11. Modyfikacje 3* konca hnRNA

Obecnosé wolnej grupy OH na 3' koficu umozliwia przedtuzanie tancu-
cha w sposéb zgodny z kierunkiem transkrypcji przez polimerazy nie
wymagajace matrycy. Sekwencje dodawane do 3' konca taficuchéw RNA
sktadajg sie wytgcznie z reszt adenylowych tworzgcych odcinek poli(A)
6 dtugosci okoto 100 do 200 nukleotydéw (55—62). Kinetyka znakowa-
nia segmentéw poli(A) i skutki hamowania syntezy hnRNA przez akty-
nomycyne D (65, 66) potwierdzajag potranskrypcyjne wydtuzanie tarcu-
cha poli(A) za pomocag kolejnego dodawania reszt AMP (67). Mechanizm
taki potwierdza tez obecno$¢ w jadrze i cytoplazmie enzyméw dotacza-
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jacych reszty adenylowe do RNA (80). Ponadto z-badarn sekwencji piry-
midynowych w DNA komorek mysich i ludzkich wynika, ze nie ma od-
cinkéw dA:dT, z ktérych mogtoby by¢ transkrybowane poli(A) (68, 69).

Dotychczas poczynione obserwacje nie pozwalajg zatozy¢ jednolitego
schematu poliadenylacji hnRNA. Wykazano bowiem, ze dotgczanie odcin-
ka poli(A) moze zachodzi¢ bezposrednio po ukorczeniu transkrypcji, lub
tez w roznych momentach potranskrypcyjnych modyfikacji, takich jak
ciecie prekursora, jego metylacja, czy tez dolgczanie struktury kaptur-
ka (29).

Szereg obserwacji potwierdza obecno$é réwniez w cytoplazmie nieza-
leznego Systemu pozwalajgcego na dotgczanie reszt adenylowych.
W embrionie jezowca morskiego zaobserwowano poliadenylacje preegzy-
stujgcego mMRNA przechowywanego w cytoplazmie (77, 78). Nie wiadomo
jednak, czy jest to elongacja utworzonych wczesniej sekwencji oligo (A),
czy tez formowanie sekwencji poli(A) de novo. Dtugos¢ odcinkéw poli(A)
jest taka sama w hnRNA, jak i mRNA w momencie pojawienia sie go w
cytoplazmie (55). Po przetransportowaniu do cytoplazmy odcinek poli(A)
w miare starzenia si¢ mMRNA skracany jest prawdopodobnie do okoto 50
nukleotydow w steady State (56, 57, 64). Zjawisko to moze by¢ zwig-
zane ze zmianami stabilnosci mRNA. Zaobserwowano, ze mRNA po-
siadajacy 30 nukleotydowy fragment poli(A) jest odporny na degradacje
na réwni z natywnym mRNA zawierajgcym segment poli(A) o dlugosci
150 nukleotydéw. Jednakze skracanie odcinka poli(A) ponizej 30 nu-
kleotydéw obnizato drastycznie stabilno§¢ mRNA (149). Problem sek-
wencji poli(A) w mRNA omawiajg obszernie prace przegladowe (61,
26, 74—76).

W izolowanych czasteczkach nRNP poli(A) jest czeSciowo zwigzane
z biatkami. Z jader mysich komorek raka wysiekowego wyodrebniono dwa
rodzaje komplekséw poli(A)-biatko o wielkosci 15 i 17 S. W skiad kom-
pleksu 17 S wchodzi 6 biatek o cigzarze czgsteczkowym 17.000—30.000,
za$ kompleks 15 S skiada sie z 4 biatek o wyzszym ciezarze czasteczko-
wym z przewaga biatka o ciezarze 80.000 (58, 50). Réwniez w ludzkich
komoérkach HelLa (60) opisano biatko o ciezarze 74.000 zwigzane z odcin-
kami poli(A) zarowno w hnRNA jak i mRNA. Obecnos$¢ biatek nie prze-
szkadza w wigzaniu sie odcinka poliadenylowego RNP np. z oligo(dT) ce-
luloza czy kolumng poli(U) Sepharose, co sugeruje czesciowe tylko osto-
niecie sekwencji adenylowych biatkami. Réwniez w mRNA stwierdzono
wystepowanie biatek przytgczonych specyficznie do sekwencji poli(A)
(71, 72). Nie zostatlo dotychczas rozstrzygniete, czy takie czgsteczki nu-
kleoproteinowe wystepujg in vivo. Jednakze niewielka ilo$¢ biatek oraz
stabilnos¢ kompleksu poli(A)-biatko w obecnosci stosunkowo wysokich
stezen soli (73) przemawiajg za ich specyficznoscia.

Wspdlna obecno$é odcinkéw poli(A) w czasteczkach hnRNA i mRNA
sugerowata obecnos$¢ sekwencji informacyjnych w poblizu konca 3' cza-

4 Postepy Biochemii 1/81
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steczki prekursora. Doswiadczenia z pulsowym znakowaniem 3 adeno-
zyng komorek HelLa wykazaly wbudowywanie sie radioaktywnego pre-
kursora gtownie w poli(A)+hnRNA, a nastepnie przechodzenie pietna do
cytoptazmy (79), co potwierdzato zaleznos¢ typu prekursor — produkt po-
miedzy poli(A)+hnRNA i poli(A)+mRNA. Istnienie takiej prostej zalez-
nosci budzi jednak watpliwosci, poniewaz sg dane, ze okoto 90°0 sek-
wencji poli(A) ulega rozpadowi w jadrze, przy czym szybko$¢ jego syn-
tezy nie jest wystarczajgca dla pojawienia sie w cytoplazmie obserwo-
wanej ilosci poli(A)+*mRNA (65). Z badan nad wiaczaniem radioaktyw-
nosci do konca tancucha poli(A) wynika, ze jej akumulacja w cytoplaz-
mie jest wolniejsza w poréwnaniu z akumulacjg w jadrze (150). Mozna to
ttumaczy¢ albo réznymi mechanizmami dodawania reszt adenylowych,
szybszym w jadrze i wolniejszym w cytoplazmie, albo tez czynnym w cy-
toplazmie mechanizmem usuwania koncowych adenozyn, skutecznie kon-
kurujgcym z ich przytgczeniem. Wydaje sie zatem, ze pomiary Kinetyki
syntezy i rozpadu poli(A) nie stanowig podstawy do oceny prekursorowej
roli hnRNA.

Doswiadczenia z hamowaniem syntezy poli(A) kordyceping (3'— de-
zoksyadenozyng) sugerujg natomiast zwigzek pomiedzy poliadenylacja
i transportem MRNA do cytoptazmy. Dziatanie kordycepiny powoduje bo-
wiem nie tylko pozbawienie nowo zsyntetyzowanego hnRNA segmentu
poli(A), lecz rowniez znaczny spadek ilosci mMRNA w postaci poliryboso-
moéw (26, 61).

Przemiany, jakim ulega odcinek poli(A) w hnRNA i mRNA polegajg
zapewne na serii syntez i degradacji faficucha adenylowego. Przytacza-
nie reszt adenylowych, jak juz o tym wspomniano, moze zachodzi¢ za-
réwno w jadrze jak i w cytoplazmie, przy czym synteza de novo diugiego
odcinka poli(A) liczacego okoto 200 nukleotyddw zachodzi, jak sie wyda-
je, tylko w jadrze. Poniewaz w obecnosci kordycepiny hamujgcej synteze
poli(A), mRNA z krétszym odcinkiem poliadenylowym nie pojawia sie
w cytoplazmie, wnioskowa¢ mozna, ze do cytoptazmy transportowany
jest mMRNA z diugim, okoto 200 nukleotydowym odcinkiem poli(A).

Jak dotychczas biologiczne znaczenie opisanych tutaj przemian pozo-
staje nie.ctsne. Wyniki sugeruja, ze poliadenylacja ma znaczenie w pro-
cesie dojrzewania mRNA jednakze rola poli(A) w hnRNA nie zostata do-
statecznie wyjasniona.

IV* Transkrybowar.e sekwencje oligonukleotydowe

IV-1. Odcinki oligo(A)

Sekwencje adenylowe wytepujag w hnRNA nie tylko w postaci odcin-
kéw poli(A) na koncu 3, lecz réwniez jako wewnagtrzczgsteczkowe oli-
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go(A). Z hnRNA komorek HelLa wyizolowano czasteczki jadrowego RNA
zawierajgce sekwencje oligo(A), sktadajgce sie z jednolitego odcinka okoto
25 reszt adenylowych (43). W embrionie jezowca morskiego zaobserwo-
wano wystepowanie trzech klas hnRNA: czasteczek zawierajgcych odcin-
ki oligo(A), czasteczek zawierajgcych odcinki poli(A) i hnRNA nie po-
siadajgcego obu tego typu sekwencji (39), przy czym okazato sie, ze ilos¢
RNA w mRNA kazdej z tych klas zmienia sie w trakcie rozwoju embrio-
nalnego (40).

Sekwencje oligo(A) w komodrkach HelLa wystepuja w czasteczkach
hnRNA nie posiadajacych dtugich odcinkéw poli(A) (41). Sekwencje te
znajduja sie w pewnej odlegtosci od konca 3' tafcuchow hnRNA. Jesli
bowiem utleniaé nadjodanem skrajne nukleotydy w czasteczkach hnRNA,
a nastepnie zredukowaé je znakowanym borowodorkiem sodu, to radio-
aktywne pietno pojawia sie w sekwencjach poli(A), a nie ma go w sek-
wencjach oligo(A) (42).

Obserwacja (43), ze aktynomycyna D w stezeniach hamujgcych syn-
teze hnRNA, nie wplywa na poliadenylacje juz zsyntetyzowanego RNA,
natomiast 3' dezoksyadenozyna, ktdéra hamuje dotgczanie reszt adeny-
lowych do konica 3', nie wplywa na powstawanie czgsteczek hnRNA za-
wierajacych oligo(A) potwierdza przypuszczenie o réznym pochodzeniu
obu typoéw sekwencji. Wewnatrzczasteczkowe odcinki oligo(A) sa trans-
krybowane z matrycy DNA, za$ 3' koricowe poli(A) powstaje w wyniku
potranskrypcyjnych modyfikacji. Do kohica 3' odcinka oligo(A) zwykle
przylegajg sekwencje GGU, za$ sasiedztwo korica 5' odcinka oligo(A) ma
wprawdzie sktad bardziej heterogenny, przewaznie jednak wystepuja
tu dwie pirymidyny i guanozyna (41).

Fakt, ze transkrybowane odcinki oligo(A) i 3' koncowe poli(A) nie
wystepujg jednocze$nie w tej samej czasteczce hnRNA z komérek Hela
oraz brak oligo(A) w cytoplazmatycznym mRNA, jak réwniez powtarza-
jacy sie skiad trzech nukleotydow sasiadujacych z 3' kohcem sekwencji
oligo(A), sktonit Edmonds i wsp6t (44) do zaproponowania schematu
przemian, w wyniku ktérych 3' koniec oligo(A) jest miejscem startowym
w syntezie odcinka poli(A)P. Postulowany tok wydarzen jest nastepujacy:
czasteczka hnRNA posiadajgca wewnatrzczasteczkowe odcinki oligo(A)
zostaje rozcieta w poblizu 3' konca odcinka oligonukleotydowego. Po-
wstata w ten sposéb na kohcowym AMP grupa 3' OH jest miejscem do-
taczania przez polimeraze poli(A) nowych AMP. Po serii potranskrypcyj-
nych modyfikacji RNA zawierajgce odcinek poli(A) jest transportowane
do cytoplazmy jako dojrzaty mRNA.

Proponowany schemat wymaga doswiadczalnego potwierdzenia. Do-
tychczas nie zbadano sekwencji nukleotydowych poprzedzajgcych odci-
nek poli(A) w hnRNA i mRNA, jak i rowniez nie sprawdzono doswiad-
czalnie zatozenia o pochodzeniu krdtkich fragmentow reszt adenylowych
na 5' koncu sekwencji poli(A) z transkrypcji, a nie z potranskrypcyjnej
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Ryc. 5. Schemat przedstawiajgcy ciecie odcink6w hnRNA zawierajagcych oligo(A)
i dalsze losy czasteczki, az do powstania dojrzatego mRNA. Biata strzatka oznacza
miejsce ciecia prekursora przez RNazy.

poliadenylacji. Brak jest takze danych o strukturze sekwencji otaczajg-
cych oligo(A), a majacych stuzy¢ jako miejsce specyficznie rozpoznawa-
ne przez endonukleaze, o ktérej nie mamy réwniez zadnych informacji.
Przeciwko uniwersalno$ci tego modelu Swiadczy obserwacja, ze w Dicty-
ostelium discoideum kroétkie oligo(A) wystepujg zarowno w hnRNA, jak
i MRNA oraz, ze sg oddzielone kilkoma zaledwie nukleotydami. od 3' kon-
cowego poli(A) (63, 96).

1V-2. Odcinki oligo(U)

Wystepowanie w hnRNA krétkich liczacych okoto 30 nukleotydéw od-
cinkdw oligo(U) po raz pierwszy opisali Molloy i wspo6t (45) oraz
Burdon i Shenkin (46). W komodrkach HeLa w przeciwienstwie
do odcinkéw oligo(A) odcinki oligo(U) odnajdywane sg zarbwno w zawie-
rajgcych poli(A), jak i tez pozbawionych go czasteczkach hnRNA oraz w
mMRNA (47). HnRNA zawiera 3-4 odcinkéw oligo(U) w czasteczce, przy
czym wiekszo$¢ ich znajduje sie w czasteczkach pozbawionych odcinkéw
poli(A). W hnRNA komdrek HelLa zawierajagcym poli(A) oligo(U) wy-
stepuje w poblizu 5' konca (45, 11). Whniosek ten oparto na badaniach
zawartosci oligo(U) we fragmentach pochodzacych z 3' korica czasteczek
hnRNA poddanych ograniczonej hydrolizie zasadowej. 90°0 odcinkéw
oligo(U) znajdowano w odlegtosci ponad 12.000 nukleotydéw od 3' po-
lil(A) konca, a wiec poza prawdopodobnym obszarem sekwencji nalezg-
cych do mRNA (nie brano tutaj pod uwage rtiozliwosci wystepowania
gendw podzielonych, do problemu ktédrych wréce pod koniec rozdziatu).
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Sprawa lokalizacji fragmentdw oligo(U) jest nadal przedmiotem dys-
kusji ze wzgledu na wystepowanie 20-25°/0 catlkowitej ich iloSci w cyto-
plazmatycznym RNA (44, 47), jak rdéwniez z uwagi na wystepowanie w
hnRNA dupleksow oligo(U): poli(A) (48). Dubroff (49), ktory opisat
wystepowanie oligo(U) w hnRNA jezowca morskiego zaobserwowat, ze
ilos¢ oligo(U) ulega zmianie we wczesnych stadiach rozwoju embrional-
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Ryc. 6. Modele komplekséw A:U i A:U2 w czasteczckach hnRNA wg Dubrof-
fa (49).

Kompleksy A:U (rys a) moga tworzy¢ sie pomiedzy odcinkami oligo(A): oligo(U) rys z lewej
strony i u dotu, jak réwniez pomiedzy poli(A) i oligo(U) rys z prawej strony.

W przypadku triplekséw (rys b) moga sie¢ taczy¢ ze soba odcinki poli(A) i oligo(U) rys z lewej
strony, jak i oligo(A) oligo (U) rys z prawej strony.

nego. Zaproponowat on model struktury drugorzedowej hnRNA, w Kkto-
rym odcinki oligo(U) tworzg dupleksy lub tripleksy z oligo(A) lub poli(A)
powodujac tym okresSlone upakowanie czasteczek RNA. Struktury dwu-
niciowego RNA moga utatwia¢ odnajdywanie i wycinanie sekwencji
mRNA z czasteczki prekursorowej, lub tez petni¢ inne role regulatoro-
we w trakcie przemian, jakim ulega hnRNA. Wystepowanie oligo(U) w
postaci kompleksu z poli(A) zaobserwowano tez w nRNP (48, 50). Nie
mozna wykluczy¢, ze dupleksy oligo(U):poli(A) moga stanowi¢ artefakty
powstate w trakcie izolacji hnRNA. Wskazywaty na to doswiadczenia, w
ktorych dodanie syntetycznego poli(A) lub poli(U) podczas ekstrakcji
NRNP z wysiekowego raka watroby Tapera (50) powodowato wzrost
ilosci kompleksow oligo(U):poli(A). Wyniki te nie wykluczaja jednak obec-
nosci takich komplekséw w natywnej czasteczce nRNP. | tak Kish
i Pederson (48) wykazali natywno$¢ komplekséw oligo(U): poli(A) w
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komérkach Hela izolujac je w obecnosci oligo (dT), ktory blokuje wolne
sekwencje poli(A) i zapobiega ich asocjacji z oligo(U). Przypuszcza sie,
ze kompleksy oligo(U):poli(A) sga zwiagzane z biatkami, ktore stabilizujg
dwuniciowg strukture RNA.

Odcinki oligo(U) odnajdywano réwniez w czasteczkach r6znych mRNA.
w sasiedztwie tak konca 3', jak i 5' (47, 49, 51-53). Wigzania wodorowe
pomiedzy adening i uracylem odcinkdéw poli(A) i oligo(U) moga odgry-
waé decydujaca role w powstawaniu struktury drugorzedowej mRNA.
Przejsciowo tworzacym sie strukturom dwuniciowym typu A:U (49),
prowadzgcym do cyklizacji czasteczek mRNA, przypisywana jest rola
czynnika kontrolujgcego translacje (51, 54). Wystepowanie odcinka poli(A)
na 3' koficu niektérych czasteczek hnRNA i mRNA skiania wielu bada-
czy do lokalizowania sekwencji informacyjnych w poblizu kohca 3' cza-
steczki prekursora. Wydaje sie jednak, ze nie wszystkie sekwencje mRNA
*wystepuja zgodnie z tg regutg. Obecnos¢ odcinkéw oligo(U), jak i zablo-
kowanego, zmetylowanego 5' kofica w czasteczkach hnRNA i mRNA, nie
pozwalajg wykluczy¢é obecnosci sekwencji mRNA roéwniez na konhcu 5'
czasteczki prekursora (81l). Odmienny metabolizm réznych mRNA, jak
i tez réznorodnos¢ sposobow regulacji syntezy hnRNA moga by¢ wyni-
kiem rdéznorodnego potozenia sekwencji mRNA w czasteczce hnRNA.
Obecno$¢ sekwencji mRNA zar6éwno przy korcu 5, jak i 3' czasteczki
prekursora mozna wyttumaczy¢ réwniez wystepowaniem genow podzie-
lonych. Mechanizm ich transkrypcji nie zostat wprawdzie jeszcze doktad-
nie poznany, zaproponowano jednak kilka modeli powstawania funkcjo-
nalnego RNA (153). Jeden z nich zaklada transkrypcje catego odcinka
DNA, a wiec zardwno regionéw kodujgcych, jak i sekwencji interweniu-
jacych, a nastepnie usuwanie intronéw i taczenie fragmentow informa-
cyjnego RNA w dojrzatg czasteczke mRNA. W ten sposéb w jednej tej
samej czasteczce zaréwno sekwencja poli(A) na 3' koncu, jak i strukturg
kapturka na 5' koncu moze by¢ konserwatywnie zachowana na drodze od
hnRNA do polisomalnego mRNA.

V. Struktura drugorzedowa hnRNA

Wielkoczasteczkowy pierwotny transkrypt nie jest liniowa czastecz-
ka. Po raz pierwszy Holmes i Bonner (90) wykazali, ze ponad
50°/0 hnRNA z komorek raka wysiekowego szczura posiada strukture dru-
gorzedowa. Wskazywaty na to profile topnienia i reakcja z formaldehy-
dem. Reagujacy z wolnymi grupami aminowymi zasad formaldehyd jest
dogodnym odczynnikiem do pomiaru ilosci wiazan wodorowych w RNA.
Struktura drugorzedowa tworzy sie gtéwnie dzieki wystepowaniu sparo-
wanych odcinkdw RNA tworzacych zaréwno wewnatrz- jak miedzycza-
steezkowe dupleksy. W obrazie z mikroskopu elektronowego hnRNA ma
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posta¢ wieloczasteczkowego kompleksu przypominajgcego sie¢, w ktorej
jednoniciowe czasteczki RNA potgczone sg sparowanymi odcinkami o du-
gosci okoto 300 nukleotyddw (94).

Jak dotad mamy niewiele informacji na temat budowy przestrzen-
nej hnRNA. Skiada sie na to wiele przyczyn, z ktérych kilka zostanie
tutaj po krotce przedstawionych.

Juz na pierwszym etapie izolacji RNA z jadra komdrkowego i oczysz-
czeniu preparatu zachodza w nim daléko idace zmiany, rdéznigce go od
struktur wystepujacych in vivo. Powszechnie stosowana do ekstrakcji
RNA metoda fenolowa moze by¢ Zrédiem artefaktéw. Wykazano bowiem,
ze dwufazowy uktad fenol-woda powoduje pagowanie (ang. annealing)
komplementarnych sekwencji (91). Istniejg dobrze udokumentowane te-
go przyktady np. 28 rRNA i pre-RNA z kultur tkankowych Xenopus lae-
vis podczas ekstrakcji fenolowej tworzy trwate dupleksy (92). Podobne
zjawisko ma miejsce podczas izolacji form replikacyjnych RNA bakterio-
fagow (93). W przypadku hnRNA sytuacja wydaje sie jeszcze bardziej
skomplikowana, poniewaz stosujac r6zne metody izolacji RNA przy po-
mocy fenolu otrzymano preparaty rozniagce sie iloScig wystepujgcych w
nich struktur dwuniciowych (94). Tworzenie agregatow pod wplywem
fenolu nie ttumaczy jednak réznic w profilach sedymentacji niezdenatu-
rowanego hnRNA pochodzacego z tego samego rodzaju tkanek (14, 70, 95).

Trudnoscig w badaniach nad drugorzedowa strukturg hnRNA jest row-
niez udziat bialek w ksztattowaniu przestrzennej formy taricucha polinu-
kleotydowego. Ostatnio ukazaty sie prace sugerujace, ze hnRNA przy-
taczony jest do tak zwanego ,,szkieletu jadrowego” (96). Tak wiec odbiat-
czanie preparatu hnRNA prowadzi zapewne do zmiany natywnej kon-
formacji tancucha.

Uzasadnione nadzieje budzi zastosowanie do badan struktury hnRNA
metod in situ, a wiec nie wymagajacych ekstrakcji i odbiatczania. Stoi-
lar iwspdt (98) stosujac metode posredniej immunofluorescencji z prze-
ciwciatem, ktore w specyficzny sposéb reaguje z dwuniciowym RNA wy-
kazali in situ obecno$¢ takich struktur w komdrkach matpich Vero i ko-
mara Aedes albopictus. Metoda serologiczna nie pozwala jednak na ilos-
ciowe oznaczanie struktur dwuniciowych ze wzgledu na ich niedostep-
no$¢ dla przeciwciat w przypadku asocjacji z biatkami. Calvet i Pe-
derson (99) w badaniach struktury drugorzedowej hnRNA w komor-
kach HelLa zastosowali pochodng psoralenu AMT (4 — aminometylo —
4,5,8— trojmetylopsoralen). Jest to $rodek interkalujacy, ktéry wnika do
komorki i pod wptywem naswietlania promieniami UV (365 nm) tworzy
wigzania krzyzowe pomiedzy pirymidynami w obu niciach struktur dwu-
niciowych. Pochodne psoralenu stosowano w badaniach drugorzedowej
struktury segmentéw palindromowych (and. inverted repeat) w DNA
(100), a jego przydatno$¢ do badan in vivo odkryto badajac strukture
chromatyny (101).
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Mimo, ze wiekszos¢ wyodrebnionych struktur dwuniciowych moze by¢
artefaktami powstatymi na skutek asocjacji komplementarnych odcinkéw
w obrebie czasteczek RNA podczas odbiatczania lub tworzeniu miedzy-
czasteczkowych duplekséw pomiedzy komplementarnymi odcinkami réz-
nych czasteczek hnRNA (94, 102) to jednak badania te majg walor infor-
macyjny, poniewaz $wiadczg o obecnosci w hnRNA sekwencji komplemen-
tarnych. Uzyskane wyniki sg przydatne z jednej strony dla lepszego po-
znania budowy i przemian jakim ulega pierwotny transkrypt oraz dal-
szych losdéw przewazajgcej czesci hnRNA o nieznanej dotychczas funkcji,
ktéra nigdy nie dociera do cytoplazmy, a z drugiej za$ jako informacja
o0 rodzajach sekwencji genomu ulegajacych ekspresji.

V-1. Odcinki dwuniciowego RNA

W 1968 Montagnier (103) wyizolowat z RNA watroby szczu-
rzej frakcje odporng na trawienie rybonukleazami A i Ta, posiadajgcg
strukture dwuniciowg (ds RNA). Po zdenaturowaniu okoto 20% dsRNA
hybrydyzowato z komérkowym DNA, co Swiadczyto, ze sekwencje two-
rzagce struktury dwuniciowe sg produktem transkrypcji genomu (104).
Od tego czasu dwuniciowe odcinki RNA byly obiektem zainteresowania
wielu badaczy (97, 105—120, 143, 146).

Odcinki dwuniciowe izoluje sie dzieki ich odpornosci na trawienie
nukleazami: A (trzustkowa) i Ti, ktore w buforze o wysokim stezeniu soli
(0.3—0.5 M) stabilizujgcym strukture dwuniciowg dziatajg specyficznie
na jednoniciowe RNA. Z niestrawionej pozostatosci wyodrebnia sie frag-
menty dsRNA stosujac najczesciej kolumne celulozowg Franklina
(121). Dwuniciowe RNA pozostaje zwigzane z celulozg podczas przemy-
wania jej buforami o malejagcym stezeniu etanolu, a wymywa sie buforem
pozbawionym alkoholu. Niektdrzy autorzy uzywali w tym celu réwniez
Sephadeksu G-75 (106) lub hydroksyapatytu (105, 112).

Dla potwierdzenia dwuniciowego charakteru wyizolowanej frakcji
RNA stosuje sie szereg kryteriow. Robertson i Hunter (122) za-
proponowali trzy metody identyfikacji dsRNA: chromatografie na celu-
lozie Whatman CF-11 (kolumna Franklina), trawienie RNazg Il z E. coli
specyficzng dla dwuniciowego RNA oraz hamowanie syntezy globiny in
vitro w lizacie z retikulocytéw krolika. Dwuniciowy charakter RNA po-
twierdzajg rowniez swoiste reakcje immunologiczne (108, 123), analiza
profili topnienia (109), badanie szybkos$ci reasocjacji po denaturacji oraz
gesto$¢ w gradiencie Cs2S04 (113), symetryczny skiad zasad (112), i utra-
ta opornosci na trawienie nukleazami A+ Tx po termicznej denaturacji
(112). Niektére wiasnosci dsRNA izolowanego z réznego typu komérek ze-
brano w Tabeli 1. Trwaty, odporny na dziatanie RNaz dwuniciowy RNA
izolowany jest gtownie z.hnRNA (105, 106, 110) natomiast w cytoplazma-
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Wiasciwosci odcinkéw dwuniciowych izolowanych z réznych komérek

Rodzaj komorki

ludzkie hemocytobla-
sty biataczki
limfocyty ludzkie
watroba szczura

szczurze:
watroba
nerka
$ledziona

sarkoma-180

rak wysiekowy Erlicha

mysie L
rak wysiekowy Erlicha

HeLa

HelLa

limfoma Burkitta
fibroblasty kurze
embrion jezowca mor-
skiego

liscie tytoniu
BHK — 21
nerka krdlika
embrion kurzy
HelLa

HelLa

retikulocyty kurze

1

wielko$é
odcinka dsRNA

4 S

4—5 S

3-4 S

dwa typy
4—13 S

oraz 20 S
4—13 S

4-13 S
dwa typy 4 S'i
diuzsze dzielgce
sig na 5—6 Si

7—1 S

4S

7S
9S
1S
58S

4—11 S

% jaki
stanowi
dsRNA
w stos. do
hnRNA

1

1,55
0,5

3,8

»

18

15—2

0,2

0,06

|

—_——

cechy charakterysty-
czne dsRNA

symetryczny skiad za-
sad

doktadne
zasad

sparowanie

tylko czesciowe sparo-
wanie zasad

bogate w pary G+ C
bogate w pary A+ U

symetryczny sktad za-
sad

odporne na trawienie
RNazami A-I-Ti w o.
13M buforze
odporne na trawienie
RNazami A+ T! w
0.63M buforze

dupleksy RNA pota-
czone z sekwencjami
adenylowymi
symetryczny skiad za-
sad

reaguje z przeciwcia-
tem specyficznym dla
dsRNA

indukujg interferon

hamuje biosynteze
biatka

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

57

Tabela 1

odnosnik

107

11
108

97

109

109

109

106

105, 113

124

124

97
97
110

154

155

156

157

158
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tycznym mRNA nie znajdowano w ogdle dsRNA (105, 108, 109) lub wy-
krywano niewielkie ilosci siegajgce 0,3°/0 (119). Wykazano jednakze w
czasteczce mMRNA obecnos$¢ identycznych sekwencji jak w jednej z dwéch
nici dsSRNA pochodzacego z hnRNA (115, 117—119). Sugeruje to, ze obszar
dwuniciowy hnRNA moze ulega¢ enzymatycznej degradacji, w wyniku
ktorej jedna z dwoch nici struktury dwuniciowej zostaje w mRNA za-
chowana.

llo$¢ dsRNA izolowanego z hnRNA r6znych komorek waha sie od Kil-
ku do kilkunastu procent. W duzym, stopniu zalezy to od zastosowanej
metody izolacji RNA i moze by¢ zwiazane z niecatkowitg ekstrakcjg ja-
drowego RNA (120), lub tez z wptywem stosowanych podczas procedury
warunkéw na powstawanie struktur dwuniciowych. Jezeli hnRNA przed
trawieniem mieszaning nukleaz znajdzie sie w warunkach sprzyjajacych
parowaniu sie sekwencji RNA (ang. self annealing) to ilo§¢ materiatu
opornego na trawienie znacznie wzrasta i osigga np. w komdrkach raka
wysiekowego Erlicha 20% (102), a w komorkach HelLa 15% (94) lub na-
wet 25% (115). Wydaje sie jednak, ze wszystkie komplementarne sek-
wencje mogace tworzy¢ obszary sparowane — niezaleznie od tego, czy
wystepujag w czasteczce od razu w postaci struktur dwuniciowych, czy
tez powstajg dopiero wskutek parowania sie — sg transkrybowane z tych
samych sekwencji DNA. Przemawia za tym podobny skiad nukleotydowy
obu typéw struktur uzyskany przez trawienie RNazg Ti i badanie po-
wstatych oligonukleotyddw technika jingerprinting (115).

Badania immunologiczne (98) i powstawanie krzyzowych wiazan

w RNA pod wptywem psoralenu (99) potwierdzajg obecno$é dwuniciowego
RNA w zywej komorce. Rowniez w natywnej rybonukleoproteinowej
formie hnRNA komoérek HelLa stwierdzono obecno$¢ dsRNA (113), nie-
zaleznie od powstajacych podczas odbialczania wewnatrzczasteczkowych
dupleksow spowodowanych tgczeniem sie komplementarnych sekwencji
(124). Nie mozemy, wiec jeszcze doktadnie okresli¢ ilosci hnRNA wy-
stepujacej w postaci dwuniciowej. Mozemy natomiast stwierdzi¢, ze znacz-
na cze$¢ hnRNA skiada sie z komplementarnych sekwencji nukleotydo-
wych, ktdre moga szybciej lub wolniej tworzy¢ mniej lub bardziej trwate,
réznej diugosci dsRNA.

V-2. Pochodzenie dsRNA

Zdenaturowane odcinki dwuniciowego RNA szybko i wydajnie hybry-
dyzujg z DNA (105, 112), co $wiadczy, ze sg one transkrybowane z sek-
wencji DNA powtarzajacych sie wielokrotnie w genomie. Poniewaz DNA
wszystkich klas gesto$ci moga tworzy¢ hybrydy ze zdenaturowanymi od-
cinkami dwuniciowego RNA, zatem wystepowanie powtarzajgcych sie
sekwencji nie ogranicza sie do obszaréw satelitarnego DNA (wg Brit -
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tena i Kohna (125) satelitarne DNA sg to bloki prostych, wielo-
krotnie powtarzajagcych sie sekwencji, ktére podczas wirowania w gra-
diencie CsCl tworzg dobrze okreslone pasma). Sekwencje DNA komple-
mentarne z dsRNA sg dosy¢ regularnie porozrzucane wewnatrz genomu
i wydajag sie naleze¢ do frakcji $rednio powtarzalnego DNA (ang. inter-
mediate repeat) (16).

Poniewaz w DNA sekwencje powtarzajgce sie sg rozproszone wsrod
unikalnych wydaje sie oczywistym, ze czasteczka hnRNA, ktdra jest
transkrybowana z diugiego odcinka genomu réwniez zawiera sekwencje
powtarzajace sie i unikalne utozone na przemian. W DNA Eukaryota za-
obserwowano wystepowanie sekwencji odwrdconych (palindromowych)
typu 5' abcdxyzd'c'b'a’ 3' gdzie abed i a'b'c'd’ sg to sekwencje komple-
mentarne, a odcinek xyz, ktéry moze by¢ rdéznej diugosci reprezentuje
niesparowany obszar '‘pomiedzy komplementarnymi sekwencjami (127).
Transkrypt sekwencji palindromowej moze tworzy¢ dwuniciowy odcinek'
RNA. W celu sprawdzenia tego przypuszczenia dsRNA z komoérek Hela
poddano analizie metodg fingerprinting i znaleziono sze$¢ duzych nukleo-
tydéw o okreslonej prostej sekwencji (116). Nastepnie transkrybowano
in vitro frakcje palindromowego DNA i w powstatym produkcie znale-
ziono analogiczne oligonukleotydy jak w dsRNA izolowanym z hnRNA
(114). W ten‘sposob zbadano réowniez frakcje hnRNA szybko hybrydyzu-
jaca z komorkowym DNA oraz sekwencje, ktore parujac ze sobg zwiek-
szajg ilos¢ RNA odpornego na trawienie nukleazami (115). Obrazy otrzy-
mane podczas rozdziatu oligonukleotyéw byly we wszystkich przypad-
kach prawie nierozrdznialne. Stad mozna przypuszczaé, ze sekwencje pa-
lindromowego DNA nalezg do klasy sekwencji $rednio powtarzajgcych
sie. Sk¥ad zasad r6znych palindroméw jest zasadniczo taki sam i tylko nie-
wielkie rdznice -obserwuje sie w zaleznosci od potozenia sekwencji palin-
dromowej w genomie.

Komplementarne odcinki sekwencji palindromowego DNA moga s3-
siadowac bezposrednio, lub tez moga by¢ oddzielone od siebie sekwencjami
niekomplementarnymi o réznej dtugosci. W pierwotnym transkrypcie
komplementarne sekwencje lezace blisko siebie ulegajg tatwo sparowa-
niu i tworzg odcinki dsRNA lub struktury typu szpilki (ang. hairpin like
structure). Sekwencje komplementarne znacznie od siebie oddalone aso-
cjujg trudniej i to ich obecno$¢ powoduje, ze w sprzyjajagcych warunkach
obserwuje sie wysoki udziat struktur dwuniciowych w hnRNA.

Y-3. Biologiczna rola odcinkéw dsRNA

Rola odcinkéw dwuniciowych RNA jest nieznana. Wyniki badan prze-
prowadzonych na komdérkach réznych typéw, jak i fakt pochodzenia sek-
wencji odcinkédw dwuniciowych z fragmentdw palindromowych DNA
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Swiadczg o powszechnosci wystepowania czesci eukariotycznego hnRNA

w formie dwuniciowej.

Proponowane przez réznych autoréw role sekwencji pochodzacych

z fragmentow dsRNA mieszczg sie pomiedzy dwiema krancowymi mozli-

wosciami: odcinki dwuniciowe albo sg jedynie odbiciem struktury geno-

mu i nie odgrywaja zadnej roli w gotowym transkrypcie, albo tez odcinki
takie petnig autonomiczng role w metabolizmie hnRNA. Mozna przyjac,
ze sekwencje palindromowe z DNA, z transkrypcji ktdrych pochodza sek-
wencje komplementarne w odcinkach dsRNA, moga stuzy¢ jako miejsca
wigzace biatka regulatorowe, strukturalne lub polimeraze RNA, lub tez
moga odgrywacé role w upakowaniu DNA w chromosomie, co tylko po-

Srednio wiaze je z losami transkryptéw. Wiekszo$¢ autorow jest jednak

zdania, ze sekwencje dwuniciowego RNA sg sygnatami w procesie prze-

twarzania hnRNA w funkcjonalny mRNA. Za takag koncepcjg przemawia
szereg obserwacji:

— Odcinki dwuniciowe sg rozproszone pomiedzy diugimi obszarami sek-
wencji jednoniciowych (128).

— Cytoplazmatyczny RNA nie zawiera dsRNA lub zawiera je tylko w
ilosciach Sladowych (105, 112), jakkolwiek obecnos¢ w mRNA sek-
wencji analogicznych z sekwencjami dsRNA jgdrowego (115, 117—
119) nasuwa przypuszczenie, ze obszar dwuniciowy w hnRNA mégt
podlega¢ enzymatycznemu cieciu prowadzacemu do pozostania w
MmRNA fragmentéw jednej nici dsRNA.

— Wg Robertsona (137) wystepowanie enzymow o specyficznosci
RNazy Il z E. coli, swoistej dla odcinkéw dwuniciowych, i dziatanie
tego enzymu in vitro na dsRNA, izolowane z hnRNA komoérek Hela,
potwierdza hipoteze o roli struktur dwuniciowych w przeksztatceniu
hnRNA. Jak dotad nie udato sie jednak zdoby¢ bezspornych dowoddéw
na obecno$¢ w komoérkach ssakéw enzymu dziatajgcego jak RNaza Il
(129). Zostato wprawdzie opublikowane doniesienie o aktywnos$ci rybo-
nukleazowej preferujgcej dsSRNA w komoérkach Hela, brak jest jednak
przekonywujacych danych na jej jadrowe pochodzenie (130). Szereg
za$ dsRNaz z roznych zrédet wykazuje lokalizacje cytoplazmatyczna.
W supernatancie z homogenatu komdrek raka wysiekowego Krebs 11
znaleziono aktywnos$¢é rybonukleazowg zwigzang prawdopodobnie z ry-
bosomami, a preferujgcg dsRNA, co potwierdzity badania na dsRNA
i jednoniciowym RNA fagéw f2 i fl oraz na poli(G) : poli(C) (131). Po-
dobne aktywnos$ci dsRNazowe opisano w'komérkach KB (132), tkance
ptucnej, Sledzionie i komdrkach niektérych makrofagéw (133). Réwniez
podczas frakcjonowania RNazy H z grasicy cielecej wyizolowano
aktywnos¢ dsRNazowa (134). Ostatnio doniesiono o identyfikacji w
hnRNP komorek HelLa aktywnosci dsRNazowej (135) bardzo podobnej
do rybonukleazy D wyizolowanej z komorek Krebsa (136). (Obserwa-
cja ta wymaga jeszcze jednak szeregu dalszych badan). Nie ma jednak
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wystarczajacych danych, ktére by wskazywaty na obecno$¢ enzymu
atakujacego specyficznie dwuniciowe struktury RNA w jadrze. Nato-
miast doniesienia o wystepowaniu takiej aktywnosci enzymatycznej w
cytoplazmie zachecajg do poszukiwania odcinkdw dwuniciowych poza
jadrem komoérkowym.

Analogicznie do wystepowania w RNA E. coli fragmentéw petnigcych
role sygnatldw w procesie przeksztatcania tego RNA w trakcie jego
dojrzewania (137) jadrowe dsRNA eukarionotéw zawiera specyficzne
sekwencje i ma strukture, ktéra potencjalnie moze petni¢ takg sama
role w hnRNA (137, 138).

Istnieje rdwniez mozliwos¢, ze odcinki dsRNA lub ich fragmenty po-
zostajagc w jadrze moga tam petni¢ rézne inne funkcje regulatorowe
na poziomie transkrypcji lub replikacji (128, 139). Nie mozna tez wy-
kluczy¢, ze sygnaty zakodowane w charakterystycznych oligonukleoty-
dach w dsRNA moga na przyktad dziata¢ w dojrzatym mRNA pod-
czas wigzania rybosomoéw lub tez w czasie dofaczania kapturka czy od-
cinkow poli(A). Mozliwo$¢ zupetnie innej strukturalnej roli odcinkdw
dwuniciowych moze wyptywac z faktu, ze rybonukleoproteidowe cza-
steczki zawierajgce hnRNA sg mocno zwigzane z niektérymi skiadni-
kami struktury jadrowej tak, ze ich uwolnienie powoduje cze$ciows
degradacje RNA (140). Sugeruje sie tez przytgczenie nRNP do tzw.
szkieletu jgdrowego (96). W obu wypadkach w wigzaniu moga by¢ za-
angazowane obszary dwuniciowe RNA (141).

W obecnej chwili trudno jest jednak przypisa¢* dsRNA okreslona role.

Wydaje sie raczej, ze moga one mie¢ r6zne-znaczenie metaboliczne w za-
leznosci od miejsca wystepowania, dtugosci i charakterystyki tworzacych
je sekwencji nukleotydowych.

Zaakceptowano do druku 30.08.1980.
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l. Wstep

Odpornos¢ lub wrazliwos$é rosliny na choroby infekcyjne jest konco-
wym efektem wielu skomplikowanych zdarzen wywotanych przez wza-
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jemne oddziatywanie metabolitow dwo6ch wchodzgcych ze sobg w kon-

takt organizmow. Skutkiem tego oddziatywania jest derepresja nowych

genéw w komérkach zywiciela i zapoczatkowanie réznokierunkowych pro-
cesOw zmierzajacych do ograniczenia rozwoju patogenu. Obecnie mozna

rozrézni¢ dwa zasadnicze kierunki tych zmian (1):

— procesy niespecyficzne, w ktérych indukowana synteza RNA i biatka
prowadzi do produkcji fitoaleksyn wykorzystywanych do lokalizacji
patogenu,

— zmiany o charakterze specyficznym, ktore przypuszczalnie odgrywaja
decydujaca role w rozwoju choroby.

Indukowana biosynteza fitoaleksyn i rola tych zwiazkéw w rozwoju
patogenezy byta przedmiotem wielu artykutéow przegladowych (2, 3, 4,
5 6) i prac oryginalnych (np. 7, 8, 9). Szczeg6towe badania zmian specy-
ficznych rozpoczety sie stosunkowo niedawno na podstawie nowych
osiggnie¢ w dziedzinie mechanizmu ekspresji genéw u eukariontow. Prze-
stanke do rozpoczecia tego typu badarn stanowity takze doniesienia $wiad-
czace, ze infekcja roslin powigzana jest najczesciej z syntezg oraz nagro-
madzaniem RNA (10, 11), nowych biatek enzymatycznych (12, 13, 14) oraz
izoenzymoOw o zmienionych proporcjach ilosciowych (15, 16).

W artykule zostang omowione jedynie te etapy ekspresji i regulacji
genetycznej, ktére sg bezposrednio zwigzane ze stabilizacjg wzajemnych
stosunkéw metabolicznych w ukfadzie zywiciel — patogen. Analiza poin-
fekcyjnych zmian zostanie przeprowadzona na tle proceséw normalnie
przebiegajacych w zdrowych komoérkach eukariontéw.

Il. Transkrypcja i procesy potranskrypcyjne u roslin zdrowych

Proces ekspresji genéw, a takze mechanizmy regulacji tego procesu
u eukariontow sa znacznie bardziej skomplikowane niz u prokariontéw
(17, 18, 19) i dziatajg na etapach aktywacji chromatyny, specyficznosci
transkrypcyjnej polimeraz RNA oraz potranskrypcyjnych przeksztatcen
prekursorow RNA.

I1-1. Aktywacja chromatyny

Chromatyna eukariontéw zbudowana jest z podjednostek zwanych
nukleosomami, oddzielonych od siebie widknami chromatynowymi (20,
21, 22). Rdzen nukleosomu zbudowany jest z dwdch tetrameréw, z kté-
rych kazdy zawiera cztery rozne biatka histonowe H2 HZ H3i H4 Wo-
kot rdzenia biatkowego utworzonego z histonéw nawiniety jest tancuch
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DNA zbudowany z 200 par zasad. Miedzy nukleosomami, ktére stanowig
struktury kuliste, wystepuja faczace je widkna chromatyny, gdzie trze-
ciorzedowa struktura DNA jest zdeterminowana obecnos$cig jednego biat-
ka histonowego Hj i heterogennej grupy biatek niehistonowych. Struktura
chromatyny przypomina zatem sznurek z nawinietymi koralikami.

Ustalono, ze jednostka transkrypcyjng chromatyny kodujacg duza
prekursorowg czasteczke mRNA, syntetyzowang przez polimeraze 11 RNA
jest kilka nukleosomoéw i widkna chromatyny zawarte miedzy nimi. Jed-
nostka transkrypcyjna podczas derepresji genow podlega zmianom allo-
sterycznym z formy zamknietej do formy otwartej, a proces ten nie jest
zwigzany z przemieszczeniem biatek histonowych w nukleosomach (23,
24). Wykazano jednak, ze zasadniczym czynnikiem regulujgcym aktyw-
no$¢ gendéw jest wspoétdziatanie DNA chromatyny z biatkami niehistono-
wymi (23, 25, 26, 27). Wiadomo jednakze, ze i histony w nukleosomach
ulegajacych transkrypcji podlegajg modyfikacjom poprzez metylowanie
lub fosforylacje (28).

Wyizolowane biatka histonowe nukleosomow maja sktonno$¢ do spon-
tanicznej tetrameryzacji zn vitro, podczas ktérej monomery tgczag sie w
sposéb przypadkowy (22).

11-2. Specyficzno$¢ transkrypcyjna polimeraz RNA

Organizmy prokariotyczne majg tylko jeden rodzaj polimerazy RNA
(nukleotydylotransferaza RNA:nukleozydotréjfosforan) zbudowany z rdze-
nia katalitycznego i jednostek regulatorowych (29). Rdzen zawiera cztery
podjednostki (a233) i katalizuje synteze wigzan fosfodwuestrowych, jed-
nostki regulatorowe sg odpowiedzialne za inicjacje i terminacje transkryp-
cji. Kazda zmiana struktury podjednostek wpitywa na wiasciwosci ka-
talityczne enzymu (30, 31). Ustalono, ze nawet bardzo subtelne mody-
fikacje monomerow enzymow oligomerycznych, jakim jest polimeraza
RNA, prowadzg do catkowitej zmiany ich funkcji biologicznych.

Polimerazy RNA wyizolowano z wielu ro$lin wyzszych (32, 33, 34)
i grzybéw (35, 36). Okazato sie, ze podobnie jak w innych organizmach
eukariotycznych wystepuje tu wiele molekularnych form polimeraz RNA,
a kazda z nich zbudowana jest z duzej liczby podjednostek. Na ogét sg
to kompleksy multimeryczne zawierajgce dwie podjenostki wysokoczg-
steczkowe i kilka mniejszych tancuchéw polipeptydowych.

Stwierdzono, ze w tej samej komorce polimerazy RNA z réznych orga-
nelli maja identyczny rdzen katalityczny, a rdznia sie jednostkami regu-
latorowymi (37). Stad mozna wnioskowaé, ze specyficzno$¢ transkryp-
cyjna tych enzymow jest funkcjag struktury i sktadu ich podjednostek re-
gulatorowych.

Polimerazy RNA eukariontdw podzielono na trzy klasy w zaleznosci
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od miejsca ich wystepowania i rodzaju prekursorowego RNA, jaki syn-
tetyzujg. Sa to: polimeraza | odpowiedzialna za synteze prekursorowego
rRNA, polimeraza Il katalizujgca biosynteze prekursorowego mRNA i po-
limeraza Il syntetyzujgca prekursorowy tRNA i 5S rRNA.

Kazda z tych klas enzyméw wystepuje w wielu formach molekular-
nych, a kazda z tych form ma specyficzng funkcje i katalizuje synteze
RNA w rdznych czeSciach genomu (36). Czesto zdarza sie, ze enzymy
z réznych klas polimeraz majg niektére podjednostki identyczne i wy-
kazuja wyrazng sktonnos¢ do wzajemnych przeksztatcen in vitro (38).

11-3. Potranskrypcyjne przeksztatcenia prekursoréw RNA

Ekspresja gendéw u eukariontdw prowadzi do syntezy prekursoro-
wych czasteczek RNA, ktdére juz podczas transkrypcji ulegaja potaczeniu
z biatkami tworzac kompleksy zwane rybonukleinowymi czastkami jadro-
wymi RNP (39). Organizacja wewnetrzna tych czastek moze by¢ porow-
nywana do organizacji nukleosomu, a ich funkcja sprowadza sie do stabi-
lizacji strukturalnej i chemicznej transkryptu oraz do utatwienia trans-
portu RNA z jadra do cytoplazmy (40). Czastki takie podlegajg wielo-
etapowym przeksztatceniom potranskrypcyjnym w biologicznie aktywny
mRNA, rRNA, i tRNA (18, 32, 41, 42). | jakkolwiek na- kazdym z tych
etapow przeksztatceniu podlegajg kompleksy RNP to w niniejszej pracy
omowione zostang jedynie przemiany czasteczek RNA wchodzace w skiad
tych komplekséw. Procesy dojrzewania wszystkich trzech klas RNA znacz-
nie sie od siebie réznig ale elementem wspdélnym jest tu udziat takich
enzymoéw jak rybonukleazy (nukleotydo-2'-transferazy rybonuleinianu)
i metylazy (metylotransferazy).

W komorkach ro$lin wyzszych dojrzewanie prekursorowych czaste-
czek mRNA jest regulowane w podobny sposéb jak w komorkach ssakéw
(43, 44). Proces dojrzewania jest kilkuetapowy, w ktdrym pierwotny
stranskrypt, zwany heterogennym jadrowym RNA (hnRNA) podlega
skomplikowanym przeksztatceniom poprzedzajagcym jego transport do cy-
toplazmy. Etapy te to poliadenylacja, ktéra nastepuje wkrétce po ukon-
czeniu transkrypcji i polega na dofgczeniu do konca 3'-OH okoto 100—200
reszt adenylowych. Wycinanie przez rybonukleazy i odrzucenie sekwencji
niekodujacych, w wyniku czego ,odstania sie” koniec 5 czasteczki.
A wreszcie skutkiem kilku kolejnych reakcji katalizowanych gtéwnie
przez fosfohydrolazy i metylazy dochodzi do ,,oczapeczkowania” konca 5,
ktdry przyjmuje nastepujacg strukture: m7GpppAmpGpUpC (45). Do-
tychczas nie ustalono, czy syntetyzowany hnRNA jest mono czy policis-
tronowy.

Geny kodujgce rRNA znajdujg sie w jaderkowym DNA i transkrybo-
wane sg jako pojedyncze czasteczki prekursorowe 45S. Czasteczki takie
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obejmujg sekwencje nukleotydow 28S rRNA, 18S rRNA i dodatkowe
sekwencje nierybosomalne (46). Bezposrednio po zakonczeniu transkrypcji
czasteczki ulegaja rozlegtej metylacji, a nastepnie kolejnym procesom
rozszczepiania przy udziale rybonukleaz (47). W wyniku dziatania rybo-
nukleaz eliminacji i hydrolizie podlegajg odcinki niezmetylowane, Kkto-
rych sekwencja zasad jest typu nierybosomalnego.

nieaktywna ll aktywna

Chromat-yna -—— - e =N\
//7
T

DNA L —
Polimeraza RNA ffl

rRNA- pre hnRNA tRNA - pre
Rybonukleazy 3
Metylazy

Enzymy modyfikujace

rRNA mMRNA fRNA

Ryc. 1. Mechanizm ekspresji gendw w komorkach eukariontéw. Strzatki z nume-
rami wskazujg punkty regulacji tego procesu, ktérych zmiany po infekcji pato-
genéw omoéwione sg w rozdziale Il1.

Proces dojrzewania prekursorowych czasteczek tRNA obejmuje takze
etap przycinania ich na obu koncach przez rybonukleazy. Nastepne dwa
letapy sa juz jednak charakterystyczne tylko dla tej klasy RNA i obej-
mujg przytgczenie na koncu 3' czasteczek tréjnukleotydu CCA oraz mo-
dyfikacje zasad przez enzymy modyfikujgce (48, 49, 50).

Mechanizm ekspresji genéw w komorkach eukariontéw ze wskazaniem
punktéw regulacji tego procesu omawianych w nastepnym rozdziale
przedstawia Ryc. 1 (51). Z danych zamieszczonych w tym schemacie wy-
nika wyraznie, ze zdecydowang role w regulacji procesu eksprecji genéw
odgrywa specyficznos¢ dziatania takich enzymow, jak polimerazy RNA,
rybonukleazy i metylazy.
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Z drugiej strony wiadomo powszechnie, ze wiekszo$s¢ enzymow ko-
morkowych ma charakter oligomeryczny o roznej liczbie podjednostek.
Podjednostki te mozna rozdziela¢ réznymi metodami, mozna takze w
okreslonych warunkach faczy¢ rozdzielone monomery. W ten sposéb moz-
na uzyskiwaé hybrydy miedzytkankowe, miedzygatunkowe, a nawet mie-
dzyrodzajowe (52, 53). Ustalono przy tym, ze nawet niewielkie zmiany
w strukturze, czy sktadzie podjednostek wywotujg radykalne zmiany we
wiasciwosciach katalitycznych i regulacyjnych enzyméw. Przedstawione
w schemacie enzymy réwniez wykazujg strukture oligomeryczng, w ktorej
podjednostki asocjujg na zasadzie komplementacji srodcistronowej i mie-
dzycistronowej (33, 44, 54, 55).

Oméwione dane dotyczace mechanizmu ekspresji genéw u eukarion-
tow oraz roli w regulacji tego procesu niektérych enzymoéw i biatek po-
stuzyty jako punkt wyjscia do badan nad kierunkiem zmian tych proce-
sow na réznych etapach patogenezy roslin.

I11. Transkrypcja i procesy potranskrypcyjne u roslin chorych

I11-1. Zmiany w aktywnos$ci chromatyny

Wydajnos¢ transkrypcyjna chromatyny z lisci pszenicy porazonych
rdza jest znacznie wyzsza niz chromatyny z lisci zdrowych (56, 57), nie-
zaleznie od tego czy w badaniach in vitro stosowano endogenng polime-
raze RNA czy polimeraze uzyskang z E. coli. Jako efekt zwiekszonej
aktywnos$ci chromatyny obserwuje sie po infekcji synteze i nagroma-
dzanie znacznych ilosci RNA, a w nastepnej kolejnosci biatek (58, 59,
60, 61, 62, 63). W jadrach komdrek przylegajacych bezposrednio do ko-
morek porazonych wzrost zawartosci RNA i biatek niehistonowych na-
stepuje juz w 4 godziny po inokulacji (59, 64, 65). Zwiekszony poziom
biatek, w tym roéwniez biatek niehistonowych, moze wptywa¢ na akty-
wacje reprymowanych trwale lub okresowo cistronéw i umozliwiaé pro-
ces transkrypcji. Nastepstwem tego jest zwiekszenie tempa biosyntezy
wszystkich klas RNA — mRNA, rRNA i tRNA (66, 67, 68). Analiza sktadu
zasad nowo syntetyzowanego RNA wykazata, ze obok normalnie produ-
kowanych form komdrkowego RNA pojawiajag sie formy o strukturze
unikalnej, nietypowej. Na przyktad we wstepnych etapach interakcji zy-
wiciel-"patogen obserwuje sie preferencje syntezy RNA, w ktérym stosunek
zasad A+ U/G + C jest bardzo wysoki (64). Flynn i wspotpr. stosujac
w pozakomérkowych uktadach syntetyzujgcych chromatyne z pszenicy
zdrowej i porazonej rdzg zdzblowa stwierdzili, ze w wyniku infekcji
pojawiajg sie czasteczki RNA o niezwyktych rozmiarach, niespotykane
ani w komorkach zywiciela ani patogenu. Wykazano w ten sposéb,
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ze nowe formy strukturalne RNA pojawiajgce sie po infekcji roslin sg
produkowane droga ekspresji genéw zywiciela wskutek zmienionej aktyw-
nosci chromatyny (56).

I11-2. Zmiany w specyficzno$ci polimeraz RNA

Wszelkie zmiany metabolizmu komorki niezaleznie od wywotujacego
je bodzca sg poprzedzane zmianarni w ilosci i wzajemnych proporcjach
réznych klas polimeraz RNA (69, 70). Zjawiska te wystepujg wyraZznie
takze podczas zmiany metabolizmu komdrki pod wpltywem infekcji pato-
genami obligatoryjnymi. Ustalono, ze patogeny wplywajg nie tylko na
zmiany ilosciowe polimeraz RNA, ale zmieniajg takze ich specyficznos¢
transkrypcyjng (56). Na przykiad polimerazy RNA | i Il wyizolowane
z lidci pszenicy porazonej rdzg wykazujg znaczne zmiany w wyborze ma-
trycy w poréwnaniu z enzymami z roslin zdrowych; zmieniajg sie takze
wiasciwosci kinetyczne i katalityczne tych enzymdw. Badajagc mechanizm
zjawiska zmiany specyficznosci transkrypcyjnej i aktywnosci polimeraz
RNA po infekcji stwierdzono, ze polimerazy roslinne sg bardzo wrazliwe
na dziatanie stymulatoréw polipeptydowych (44). Stymulatory te zwie-
lokrotniajg zaréwno czestotliwos$¢ inicjacji, jak i szybko$¢ elongacji tan-
cuchow RNA. Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze funkcje stymulato-
row polimeraz RNA w roslinach porazonych speiniajg polipeptydy uwal-
niane przez mikroorganizmy (1). Polimerazy RNA mogg réwniez zmieniac
wiasciwosci katalityczne wskutek zmian struktury wynikajgcych Z uczest-
nictwa w tworzeniu formy multimerycznej podjednostek regulatorowych
produkowanych przez patogeny. Po asocjacji powstajg wowczas hybrydy
monomerow zywiciela i patogenu.

I11-3. Zmiany w procesie dojrzewania RNA

Potranskrypcyjne przeksztatcenia prekursorowych czasteczek RNA sg
katalizowane gtéwnie przez rybonukleazy, metylazy i enzymy modyfi-
kujace. Stad poinfekcyjne zmiany w strukturze tych enzymoéw bedg rzu-
towaty na ich aktywnos$¢ i specyficznos¢ katalityczng, a w konsekwencji
na strukture i poziom réznych populacji dojrzatych czasteczek RNA.

111-3-1. Rybonukleazy

Wzrost aktywnosci rybonukleaz jest zjawiskiem, ktore powszechnie
towarzyszy procesowi starzenia sie tkanek, zranieniom mechanicznym,
a takze stresom wywotanym przez szok termiczny czy susze (71). Znaczne
zmiany w aktywnosci tych enzymow wystepujg takze wskutek stresu wy-
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wotanego infekcjg przez mikroorganizmy chorobotwércze (63, 72, 73,
74, 75, 76). Dotychczas interpretacja tego zjawiska byta jednoznaczna:
zwiekszong aktywno$¢ rybonukleaz wiagzano z mozliwosciag degradacji
RNA w komérkach porazonych przez enzymy uwalniane przez mikro-
organizmy.

Obecnie wyniki analizy poinfekcyjnych zmian ilosciowych rybonu-
kleaz, a takze zmian we wiasciwosciach katalitycznych i strukturalnych
tych enzyméw skionity Chak ravorty i Shaw do uwypuklenia
ich roli w potranskrypcyjnym procesie dojrzewania RNA (51).

Rozpatrujgc poinfekcyjne zmiany iloSciowe zauwazono, ze wzrost
aktywnosci rybonukleaz u ros$lin wrazliwych i odpornych jest zr6znicowa-
ny (77). U roélin wrazliwych aktywno$¢ tych enzyméw wzrasta w dwéch
fazach choroby: wczesnej i poéznej, u odpornych 'tylko w fazie wczesnej.
Wzrost aktywnosci po infekcji jest skorelowany z pojawieniem sie w ko-
maérce porazonej nowych czasteczek rybonukleaz o wiasciwosciach kine-
tycznych i katalitycznych zupetnie réznych od rybonukleaz z roslin zdro-
wych i organizméw patogenicznych (74, 75, 78, 79). Jednakze wielko$¢
tych zmian nie jest funkcja ilosci grzybni rozwijajacej sie w tkankach
zywiciela (77). Nie mozna takze wykluczy¢ mozliwosci, ze wystepowanie
powaznych zmian jako$ciowych we wiasciwosciach katalitycznych rybo-
nukleaz po infekcji przebiega bez widocznych zmian w ilosci tego enzymu.

Po wyizolowaniu i oczyszczeniu rybonukleazy ze zdrowych i porazo-
nych liscieni Inu oznaczono jej ciezar czasteczkowy, specyficzno$é substra-
towg oraz wplyw réznych czynnikow na aktywnos$¢ tego enzymu (80).
Na podstawie wynikéw tych badan ustalono, ze rybonukleaza z liscieni
roslin zdrowych jest zbudowana z monomeréw stanowigcych dwa rézne
typy. Natomiast enzymy z ro$lin porazonych zbudowane sg przynajmniej
z monomerow trzech réznych typéw, z ktorych jednego w ogéle nie za-
wieraja rybonukleazy roslin zdrowych. Wysunieto przypuszczenie, ze no-
wy skiadnik rybonukleaz, ktéry pojawia sie po infekcji jest polipeptydem
syntetyzowanym w komdrkach zywiciela wskutek indukcji przez mikro-
organizmy. Wyniki tych badan zostaty potwierdzone w stosunku do in-
nych uktadéw zywiciel-patogen (74, 75, 76). Rybonukleazy zatem, podob-
nie jak omowione wczesniej polimerazy RNA, wykazujg $cistg zaleznos¢
funkcji od struktury i sktadu podjednostek, a zmiany struktury spowo-
dowane ingerencjg czynnikéw chorobotwérczych w metabolizm komoérki
wywotuja zmiany wiasciwosci katalitycznych tych enzymow.

Poniewaz poinfekcyjny wzrost aktywnos$ci rybonukleaz zbiega sie
z okresem intensywnego gromadzenia réznych frakcji RNA Chakra-
vorty iwspdipr. (80) sugerujg, ze rybonukleazy moga ,,przycinac” pre-
kursorowe czasteczki na réznych etapach potranskrypcyjnego przeksztat-
cania RNA. W ten sposéb enzym ten odgrywa niewatpliwie jedng z po-
wazniejszych rél w zmianie regulacji procesu eksprecji genéw podczas
rozwoju choroby.
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Rybonukleaza syntetyzowana po infekcji Inu rdzg zbudowana jest
z podjednostek zaréwno w typie patogenu, jak i w typie zywiciela (73,
78). Analizujgc te dane pod katem mechanizmu poinfekcyjnej biosyn-
tezy enzymu mozna przypuszczaé, ze powstaje on albo droga komplemen-
tacji miedzycistronowej polipeptydow indukowanych pod wptywem me-
tabolitow patogenu albo jako heterologiczna hybryda zbudowana z mono-
merdéw produkowanych przez zywiciela i patogen.

111-3-2. Metylazy

Analiza poinfekcyjnych zmian w skiadzie réznych frakcji RNA wyka-
zata, ze rosliny jeczmienia porazonego maczniakiem nie zawierajg wogéle
18S rRNA, chociaz frakcja ta normalnie wystepuje w roslinach zdrowych
(82). zaréwno rosliny zdrowe, jak i porazone natomiast zawierajg 28S
rRNA. Poniewaz 18S i 28S rRNA sg syntetyzowane razem w postaci jed-
nej duzej czasteczki prekursorowej zanik frakcji 185 rRNA u roslin po-
razonych musi wynika¢ z defektu w potranskrypcyjnym przeksztatcaniu
prekursorowego rRNA. Defekt ten prawdopodobnie polega na znieksztat-
ceniu struktury metylaz, a co za tym idzie i ich funkcji. Nieprecyzyjne
zmetylowanie czasteczki prekursora prowadzi do wyciecia przez rybonu-
kleaze i zhydrolizowania niezmetylowanych odcinkéw pre-rRNA.

Jezeli zatem we wczesnej fazie interakcji zywiciel-patogen dojdzie do
indukowanej przez patogen zmiany chocby tylko w jednej populacji
enzymoOw dojrzewania, to zmiana ta zapoczatkuje caty ciag zdarzen za-
ktocajagcy mechanizm ekspresji gendw w komérce zywiciela.

VI. Uwagi koncowe

Na podstawie danych uzyskanych w toku dotychczasowych badan nad
kierunkami zmian w procesie regulacji metabolicznej przez patogeny
obligatoryjne Chakra vorty i Shaw (1) opracowali schemat obra-
zujacy przypuszczalny tancuch poinfekcyjnych zdarzenn w komoérkach zy-
wiciela i patogenu (Ryc. 2). Schemat ten opiera sie na hipotezie ,,gen-na-
gen” ustalonej metodami genetyki klasycznej (82, 84, 85). Wedtug tej hi-
potezy kazdemu genowi determinujgcemu odporno$¢ w komorkach zy-
wiciela odpowiada S$cisle okre$lony gen determinujacy wirulencje w ko-
morkach patogenu. Innymi stowy w tych dwdch wchodzacych ze sobg w
kontakt organizmach istniejg pary gendw, ktérych produkty mogg wza-
jemnie na siebie oddziatywaé. Efektem tego wzajemnego oddziatywania
jest ustalenie sie miedzy tymi organizmami okre$lonej zaleznosci, co ma-
nifestuje sie badz reakcjg odporna, badz wrazliwa zywiciela.

Zasadnicze stadium interakcji zywiciel-patogen rozpoczyna sie od mo-
mentu kiedy trwale reprymowany gen A' zywiciela ulega derepresji pod
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Ryc. 2. Hipotetyczny schemat metabolicznej interakcji zywiciel-patogen.

wptywem induktora X uwalnianego przez patogen. Jednoczes$nie w tej sa-
mej komorce ulega ekspresji gen A funkcjonujgcy normalnie w komor-
kach zdrowych. Jako efekt ekspresji tych dwoch genéw rozpoczyna sie
synteza dwoch rodzajow mRNA, a nastepnie dwdch rodzajow polipepty-
déw. Miedzy tymi polipeptydami moze doj$é do asocjacji skutkiem czego
bedzie utworzenie enzymu o skladzie podjednostek an, ai. Wiasciwosci
katalityczne takiego enzymu bedg oczywiscie rozne od enzymu an z roslin
zdrowych. Stanowi to przykiad zmienionej komplementacji miedzycistro-
nowej enzymow zywiciela wywotanej wskutek translokacji produkowa-
nych przez patogen specyficznych induktoréw.

Podobny cigg zdarzen moze zosta¢ zainicjowany w komérce patogenu
przez induktory uwalniane przez zywiciela. | tak induktor Y uwalnia-
ny przez zywiciela moze indukowaé ekspresje cistronu B' e patogenu;
w nastepstwie tego pojawiaja sie polipeptydy p', ktére droga komplemen-
tacji miedzycistronowej utworza z produktem cistronu B aktywng for-
me enzymu (3 (3. Enzymy tego typu moga katalizowa¢ reakcje wspie-
rajacg wzrost patogenu w tkankach rosliny.

Niezaleznie od tych zmian w ,pionowej” regulacji ekspresji genéw
w kombinacji zywiciel-patogen mozliwe jest wzajemne przenikanie me-
tabolitow na réznych poziomach procesu przekazywania informacji ge-
netycznej: na poziomie DNA na zasadzie transdukcji (86, 87), podczas
translokacji induktoréw, na poziomie mRNA oraz polipeptydowych sktad-
nikéw enzymoéw oligo- i multimerycznych. Jezeli enzymy, ktére podle-
gajg zmianie struktury wskutek komplementacji miedzycistronowej czy
nawet miedzyrodzajowej podjednostek katalizujg procesy ekspresji ge-
néw, np. transkrypcje (polimerazy RNA) lub przeksztatcenia potranskryp-
cyjne (rybonukleazy, metylazy) to jako nieuchronna koniecznos$¢ pojawiag
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sie nowe enzymy o wiasciwosciach niespotykanych ani w komérkach zy-
wiciela ani patogenu. Zmiana struktury tych enzymdw rzutujgc na ich
funkcje zapoczatkuje calg lawine proceséw prowadzacych albo do ustale-
nia okre$lonej réwnowagi w uktadzie zywiciel-patogen albo do catkowi-
tego rozkojarzenia metabolizmu zywiciela i swobodnego rozwoju choroby.

Zaakceptowano do druku 9.09.1980.
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czyh krwiono$nych z jednej strony, a aktywacja okreSlonych czynnikéw
krzepniecia przez uwolniony z uszkodzonych komorek czynnik tkankowy
z drugiej. We wstepnej fazie krzepniecia pojawia sie czop plytkowy, kto-
ry jest bardzo luzno zwigzany z widéknami kolagenowymi $ciany naczyn
i jezeli proces ten nie postepuje dalej, fatwo odrywa sie pod wptywem
dziatania strumienia przeptywajacej krwi. Dla zapewnienia trwatosci po-
wstatego skrzepu musi by¢é uruchomiony tzw. kaskadowy system o0soczo-
wych czynnikéw krzepniecia krwi. Ich lawinowa przemiana prowadzi do
pojawienia sie trombiny, ktéra przeksztatca fibrynogen w monomery
widknika, osadzajgce sie na agregatach piytkowych. Luzny skrzep ulega
stabilizacji, retrakcji i w efekcie tworzy sie zwarty czop hemostatyczny,
tamujgcy krwawienie.

Wiekszo$¢ osoczowych czynnikéw krzepniecia krwi ma charakter pro-
enzymow. Ich przejscie w forme aktywna jest wynikiem bardzo ograni-
czonej proteolizy czasteczki obejmujacej najczesciej hydrolize tylko jed-
nego lub dwoch wigzan peptydowych. Towarzyszg temu znaczne prze-
ksztatcenia konformacyjne, ktére powodujg odstoniecie centrum enzyma-
tycznego czasteczki. W ten sposob z odpowiednich proenzyméw powstajg
niezwykle specyficzne proteazy serynowe, jak np. czynniki: Ha, IXa, Xa,
Xla i Xlla oraz kallikreina. Do proteaz serynowych uktadu krzepniecia
krwi nalezy réwniez czynnik VII, ktéry aktywuje sie po skompleksowa-
niu z lipopréteinami uwalnianymi z uszkodzonych tkanek. Naturalnymi
substratami tych proteaz serynowych sg czasteczki kolejnych czynnikéw
kaskadowego uktadu krzepniecia krwi (1). W podobny sposob aktywuja
sie czasteczki czynnika XIII, ktére po przejsciu w forme Xllla charak-
teryzuja sie aktywnoscig transglutaminazowa.

Oprocz czynnikéw o naturze enzymatycznej, w reakcjach krzepniecia
krwi biorg udziatl biatka petnigce funkcje regulatorowa (czynniki V, VIII,
wysokoczasteczkowy kininogen). ~Niektore z nich, np. czynnik V, a by¢
moze i VIII, rdwniez wymagajg aktywacji, polegajacej na czesciowej hy-
drolizie czasteczki. Petnig one funkcje kofaktorow przys$pieszajacych prze-
bieg okreslonych etapéw krzepniecia krwi. Do prawidtowego przebiegu
niektdrych etapow tego procesu wymagana jest ponadto obecno$¢ kilku
niebiatkowych czynnikéw, np. jonéw Ca+2, fosfolipidow oraz posrednio
witaminy K. Ta ostatnia nie bierze bezposrednio udzialu w reakcjach
krzepniecia krwi, jest natomiast niezbedna do syntezy czasteczek czyn-
nikow zawierajacych miejsca wigzace jony Ca+2 (czynniki I, VII, IX
i X). Nazwy oraz niektére wiasciwosci czynnikow krzepniecia krwi zesta-
wione sg w Tabeli 1

Ponad sto lat temu Lister (2) zaobserwowal, ze krew wynaczynio-
na po kontakcie ze szklem do$¢ szybko krzepnie. Dzisiaj wiadomo, ze za
inicjacje krzepniecia w takich warunkach odpowiedzialne jest biatko,
okreslone jako czynnik XII, ktore aktywuje sie pod wptywem ujemnie na-
tadowanych powierzchni (3). Pojawienie sie skrzepu w takich warunkach
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jest wynikiem reakcji zachodzacych wytacznie pomiedzy sktadnikami oso-
cza. Wszystkie te reakcje tworzg tzw. wewnatrzpochodny uklad krzep-
niecia krwi. Alternatywny mechanizm inicjacji krzepniecia krwi polega
na kontakcie innego sktadnika osoczowego, tj. czynnika VII z substancja-
mi uwalnianymi z uszkodzonych komérek. Ten mechanizm wymaga wiec
obecnosci dodatkowego, nieosoczowego skiadnika i dlatego okreslany jest
jako zewnatrzpochodny uktad krzepniecia krwi.

In vitro, oba uktady mozemy bada¢ oddzielnie. Po wstepnych zasad-
niczo odmiennych reakcjach, oba uktady prowadza do aktywacji czynni-
ka X. Kolejne fazy krzepniecia krwi, tj. przeksztatcenie protrombiny w
trombine, konwersja fibrynogenu we widknik i ostateczne uformowanie
czopu hemostatycznego przebiegajg w taki sam sposob.

Il. Wewnatrzpochodny uktad krzepniecia krwi

Budowa i wiasnosci czasteczek czynnika XII, wysokoczgsteczkowego
kininogenu oraz prekallikreiny, ktore biorg udziat w reakcjach rozpoczy-
najacych przemiany uktadu wewnatrzpochodnego, fibrynolize oraz pro-
dukcje kinin (Rycina 1) zostaly obszernie opisane w ostatnich artykutach
przegladowych (4, 5).

Mechanizm aktywacji czynnika XII nie jest jeszcze dokladnie pozna-
ny. Wiadomo, ze reakcja ta moze przebiega¢ w dwojaki sposéb: a) w fa-
zie statej, po zaadsorbowaniu czynnika XII na ujemnie natadowanych po-
wierzchniach, b) w fazie ciektej, pod wptywem enzymow proteolitycznych,
np. plazminy, kallikreiny czy trypsyny. Podczas aktywacji proteolitycz-
nej jecnotancuchowa czasteczka czynnika X1l o masie czasteczkowej 80 000
ulega rozpadowi (6, 7). W zaleznosci od intensywnos$ci trawienia powstajg
produkty, ktére zawierajg dwie lub trzy podjednostki peptydowe powig-
zane ze sobg mostkami dwusiarczkowymi. W pierwszym etapie hydroli-
zy pojawiajg sie fragmenty o masie czasteczkowej 52 000 i 28 000 dalto-
now. Dalsza hydroliza prowadzi do rozbicia dodatkowego wigzania pepty-
dowego w wiekszej podjednostce i powstania fragmentow o0 masie cza-
steczkowej 40 000 i 12 000. Nieaktywny czynnik XII ma ukrytg reaktyw-
ng reszte serynowa i wigcza sladowe ilosci diizopropylofluorofosforanu.
Po aktywacji obserwuje sie gwattowny wzrost inkorporacji diizopropylo-
fluorofosforanu, ktory wigze sie w rownomolowych ilosciach z podjed-
nostkg 28 000 daltonéw. Wstepne analizy sekwencji aminokwasowej tego
czynnika wykazaly, ze bezposrednie sasiedztwo reaktywnej seryny (Asp-
Ser-Gly) jest bardzo podobne do tego, jakie wystepuje w czasteczkach
innych proteaz serynowych ukiadu krzepniecia krwi (8).

Zwykta adsorpcja jednotancuchowej formy czasteczek czynnika XII
na celicie lub kaolinie nie wystarcza do odstoniecia reaktywnej seryny.
W takiej postaci czynnik XII wiacza do czasteczki tylko niewielkie ilosci
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diizopropylofluorofosforanu, tj. 0.014 mola/mol biatka (7). Obszary cza-
steczki czynnika Xlla, odpowiedzialne za adsorpcje na ujemnie natado-
wanych powierzchniach, znajdujg sie na podjednostce 52 000 daltondw,
a po jej dalszej hydrolizie, na fragmencie 40 000 daltonéw (6). W tej inter-
akcji posrednicza ugrupowania guanidynowe reszt argininowych cza-
steczki czynnika Xlla (9).

fibrynoliza

t -

plazminogen \\.
faza
pfynna | proaktywator
|

/ cz XII cz Xlla
/ ’S‘
4
! HMWK
. —XK PK
a3 \/
N
v'\ ~
_\_.// /
/
HMWK cz XI
/ \\(
kininy cz Xla
reakcje zapalne krzepnigcie

Rycina 1. Schemat obrazujacy reakcje przebiegajgce na ujemnie natadowanych po-
wierzchniach ( s ) po zaadsorbowaniu czasteczek czynnika XII, wysokoczastecz-
kowego kininogenu (HMWK) i prekallikreiny (PK). Cz XIIf oznacza fragment czyn-
nika X1l o masie czasteczkowej 28 000 powstajagcy w wyniku enzymatycznej akty-
wacji czynnika XIl. Aktywacja uktadu fibrynolitycznego przez czynnik Xlla od-
bywa sie za posrednictwem niezupetnie jeszcze okre$lonego proaktywatora. Uwaza
sie, ze moze by¢ nim prekallikreina albo czynnik XI.

Kluczowe znaczenie dla rozwoju aktualnych koncepcji na temat me-
chanizmu reakcji przebiegajacych na ujemnie natadowanych powierzch-
niach miato stwierdzenie identycznosci czynnika Fletchera (10) i prekal-
likreiny (11) oraz czynnika Fitzgeralda i wysokoczgsteczkowego kinino-
genu (12). Klinicy$ci oraz badacze uktadu krzepniecia krwi wiedzieli o ich
wystepowaniu w osoczu. Obserwowano bowiem skazy krwotoczne wywo-
tane ich brakiem, ktére byty podobne, lecz niejednakowe z niedoborem
czynnika XII (10, 11, 13, 14). Zidentyfikowanie tych czynnikéw przyczy-
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nito sie do poznania zwigzkéw miedzy aktywacjg krzepniecia krwi, Kini-
nogeneza i fibrynolizg.

Czasteczka ludzkiej prekallikreiny sktada sie z pojedynczego tancucha
polipeptydowego o masie czasteczkowej 105000—127 000 daltonéw (15,
16). Pod wptywem enzymow trypsyny i plazminy (17, 18), a co najwaz-
niejsze, pod wptywem zaktywowanego czynnika Xlla jak i jego podjed-
nostki 28 000 daltonéw (19), prekallikreina ulega aktywacji do kallikrei-
ny. Jako podstawowa Kkininogenaza w organizmie uwalnia ona Kkininy
z wysokoczgsteczkowego kininogenu. W osoczu wystepujg dwa rodzaje
kininogenow, rdéznigce sie masg czasteczkowg i wrazliwoscig na dziatanie
osoczowej kallikreiny. Sg to wysokoczgsteczkowy kininogen (ang. — HMW
kininogen) o masie czasteczkowej 197 000, wrazliwy na dziatanie osoczo-
wej i gruczotowej kallikreiny oraz niskoczasteczkowy kininogen (LMW
kininogen) o masie 57 000, ktory reaguje tylko z gruczotowg kallikreing
(20). Wsrod fizjologicznie czynnych produktéow dziatania kallikreiny na
wysokoczgsteczkowy kininogen wystepuje 110 aminokwasowy polipep-
tyd, okreslany jako fragment-X. Moze on zawiera¢ boczny tancuch cu-
krowy i wéwczas oznaczany jest jako fragment 1, 2 (21, 22). W obu po-
staciach fragment-X hamuje aktywacje czynnika XII najprawdopodob-
niej wspdtzawodniczac z nim w wigzaniu sie z dostepng aktywnag po-
wierzchnig (23). Wigzanie wysokoczasteczkowego kininogenu a takze jego
fragmentu-X z ujemnie natadowanymi powierzchniami odbywa sie po-
przez bogato-histydynowy region zlokalizowany w $rodkowej czesci tan-
cucha polipeptydowego rodzimej czasteczki.

I1-1. Reakcje zachodzace na ,aktywnej powierzchni” <

Nadal trudno wytlumaczy¢ katalizujgcy wptyw ujemnie natadowanych
powierzchni na powstawanie aktywnego czynnika Xlla. Niektdrzy bada-
cze uwazajg, ze czasteczka czynnika XIl kontaktujgc sie z aktywng po-
wierzchnig, ulega przeksztatceniom konformacyjnym, ktére prowadza do
odstoniecia aktywnej reszty serynowej (24, 25). Czynnik XII zaadsorbo-
wany na aktywnej powierzchni nie ma jednak aktywnos$ci proteolitycznej
ani esterazowej i nie moze samorzutnie si¢ aktywowac (7). Zgodnie z za-
tozeniami innej hipotezy, aktywacja kontaktowa czynnika XII przebiega
w dwodch etapach (26—28). W pierwszym etapie czynnik XII, podobnie jak
prekallikreina, wysokoczgsteczkowy kininogen i czynnik XlI, adsorbuje
sie na ujemnie natadowanej powierzchni. W drugim, zaadsorbowany
czynnik XII na sztywnej powierzchni ulega zmianom konformacyjnym
i jego czasteczka staje sie bardziej podatna na proteolize. Rola kaolinu,
celitu i podobnych substancji ograniczataby sie wiec tylko do wybidrcze-
go zageszczenia niektorych czynnikdw Kkrzepniecia krwi na matej po-
wierzchni i tym sposobem utatwiataby ich oddziatywanie (28). W dalszym
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ciaggu brakuje dowodéw, ktory z czynnikéw wchodzacych w skiad tzw.
petli kallikreinowej jest aktywowany jako pierwszy, a co za tym idzie,
nie znamy mechanizmu inicjujgcego aktywacje czynnikéw wewnatrzpo-
chodnego uktadu krzepniecia krwi. W uktadzie izolowanym kallikreina
nie wykazuje peinej zdolnosci do aktywacji czynnika XII (13). Wyma-
gana do tego jest obecno$é wysokoczasteczkowego Kininogenu (26). Nie-
zbednos$¢ prekallikreiny dla prawidtowego przebiegu poczatkowych faz
krzepniecia krwi w warunkach fizjologicznych udokumentowaty liczne
doswiadczenia, w ktérych uzywano osocze pobrane od pacjentéw pozba-
wionych czynnika Fletchera (29—31). Wprowadzenie dodatkowych ilosci
aktywnego czynnika XII tylko czeSciowo naprawiato wiasnosci krzepliwe
takiego osocza, podczas gdy dodanie czynnika Xla przywracato normal-
ng krzepliwo$¢ (29, 30). Mozna wiec sadzi¢, ze kallikreina raczej przy-
$piesza tempo aktywacji czynnika XII, niz inicjuje te reakcje. Bezpo-
Srednie pomiary stopnia aktywacji wyizolowanego czynnika XII, po
adsorpcji na kaolinie, wykazaty brak jakiegokolwiek wigczania diizopro-
pylofluorofosforanu do czasteczki (28). Gwaltowny wzrost inkorporacji
obserwuje sie wéweczas, gdy z kaolinem dodatkowo zwigzane sg — wyso-
koczasteczkowy Kkininogen i prekallikreina. Fragment peptydowy o ma-
sie czgsteczkowej 28 000, powstajacy podczas aktywacji czynnika XII, ma
tylko niewielkg aktywnos$¢ prokoagulacyjng. Zachowuje jednak w petni
zdolno$¢ do katalizowania konwersji prekallikreiny w kallikreine (6, 32).
Wynika z tego, ze czynnik XII i prekallikreina mogg aktywowac sie wza-
jemnie, a ktéra z tych reakcji przewaza, pozostaje wciaz sprawg otwartg.
Jest to przykitad dodatniego sprzezenia zwrotnego, ktére poteguje inicja-
cje procesu krzepniecia krwi w uktadzie wewngtrzpochodnym (27, 33).
Rowniez rola wysokoczasteczkowego kininogenu nie jest w petni wyjas-
niona, a wyniki dotychczasowych badan nie sg jednoznaczne co do miej-
sca dziatania wysokoczasteczkowego kininogenu w kaskadzie krzepniecia
krwi (34—38). Istniejag dowody na to, ze aktywno$¢ tego czynnika jest
niezbedna juz po inicjacji tego procesu, tj., po utworzeniu aktywnego
czynnika Xlla i kallikreiny. Zaobserwowano bowiem, Zze wprowadzenie
aktywnego czynnika Xlla i kallikreiny do osocza pacjenta, ktére nie za-
wiera czynnika Fitzgeralda, nie naprawia zaburzenia krzepniecia krwi
(12, 39). Wysokoczasteczkowy kininogen rdwniez wydatnie przyspiesza
kallikreinowg aktywacje czynnika XII zaadsorbowanego na kaolinie (35).
Moze to oznaczaé, ze wysokoczasteczkowy Kkininogen bezposrednio od-
dziatywuje na czynnik XII, powodujac odstoniecie regionéw wrazliwych
na dziatanie kallikreiny. Wysokoczasteczkowy kininogen przy$piesza row-
niez aktywacje czynnika XI w mieszaninie zawierajgcej czynnik XI,
czynnik Xlla i kaolin. Nie wplywa natomiast zupetnie na przebieg akty-
wacji czynnika XI pod wptywem czynnika XII uczynnionego trypsyng
(40). Ostatnie badania Griffina i Cochrane (41) wykazujg nie-
zbednos¢ wysokoczgsteczkowego kininogenu do aktywacji czynnika XI
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i to nawet w obecnosci aktywnego czynnika Xlla. Ze wzgledu na to, ze
w ich badaniach kaolin pozostawat caly czas w reagujacej mieszaninie,
zaobserwowany efekt wysokoczasteczkowego kininogenu prawdopodobnie
polegat na utatwianiu wigzania czynnika XI z ujemnie natadowanymi po-
wierzchniami. Podobng role wysokoczgsteczkowy kininogen petni in vivo,
zwilaszcza, ze w naczyniach krazy on juz skompleksowany z czynnikiem
X1 oraz prekallikreing (33, 37).

11-2. Dalsze reakcje uktadu wewnatrzpochodnego
Kolejne etapy uktadu wewngtrzpochodnego, po zaktywowaniu czyn-

nika XII, sg lepiej poznane (Rycina 2). Czynnik Xlla w pierwszej kolej-
nosci aktywuje nastepny w kaskadzie czynnik XI.
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Rycina 2. Ogdélny schemat interakcji osoczowych czynnikéw krzepniecia krwi.
Grubymi strzatkami zaznaczone sg gtdwne reakcje tego procesu. Strzatki opisane linig przery-
wang ukazujg niektére reakcje modulujace na zasadzie ujemnego lub dodatniego sprzezenia
zwrotnego okre$lone etapy krzepnigcia krwi. Czynniki krzepniecia krwi oznaczone sa liczbami
rzymskimi, a ich formy aktywne —literg a. CT to czynnik tkankowy, inaczej tromboplastyna.
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Prekursorowa posta¢ czynnika XI r6zni sie ogolnym planem budowy
od pozostatych proenzymdw serynowych uktadu krzepniecia krwi (42).
Jest takze glikoproteing (11% cukrow) a jego czasteczka ma budowe* di-
meryczng i sktada sie z jednakowych podjednostek polipeptydowych po-
faczonych mostkiem dwusiarczkowym. Jej masa czasteczkowa wynosi
120 000 daltonéw. W C-koncowym regionie obu podjednostek usytuowa-
na jest zamaskowana reszta serynowa, ktora wchodzi w skiad centrum
enzymatycznego. Hydroliza pojedynczego wigzania peptydowego w obu
podjednostkach czynnika XI przez czynnik Xlla odstania centra i po-
wstaty czynnik Xla nabiera aktywnosci proteolitycznej. Do efektywnej
aktywacji czynnika Xl przez czynnik Xlla konieczna jest obecnos$¢ do-
datkowego czynnika biatkowego (13), ktdrym jak sie okazato jest wyso-
koczasteczkowy kininogen (12). Konwersja czynnika X1 w posta¢ aktyw-
ng — Xla pod wptywem czynnika Xlla nie wymaga obecnosci jonéw Ca+*
Po aktywacji czasteczka czynnika Xla zawiera dwa ciezkie i lekkie tan-
cuchy polipeptydowe zwigzane ze sobg mostkami dwusiarczkowymi. Cen-
trum enzymatyczne znajduje sie na tancuchu lekkim. Czasteczki czyn-
nego czynnika Xla charakteryzujg sie aktywnos$cig endopeptydazowg w
kierunku swojego naturalnego substratu jakim jest czynnik 11X oraz
aktywno$cig esterazowg. Rozczepiajg ester etylowy benzoilo-orgininy
(BAEE). Czynnik Xla zamienia czynnik IX na forme czynng — IXa, jak
to przedstawiono na Rycinie 3, w reakcji dwuetapowej (43).

Czynnik IX jest glikoproteing o masie czasteczkowej 55 400 daltondw,
a jego czasteczka jest utworzona z pojedynczego tancucha zawierajgcego
416 aminokwasow, ktérych sekwencja zostata ostatnio opublikowana przez
Katayama i wsp. (44). Zawiera az 26°/0 cukréw. Badania pierwszo-
rzedowej struktury czasteczki czynnika IX wykazaty jej duze podobien-
stwo do protrombiny oraz lekkiego tancucha czynnika X (8). W pierw-
szym etapie aktywacja czynnika IX obejmuje hydrolize wigzania pepty-
dowego Arg-Ala i rozpad fancucha na dwa fragmenty — tancuch lekki
0 masie czasteczkowej 16 600 daltondéw oraz ciezki o masie 35 000 dalto-
noéw powigzane mostkami dwusiarczkowymi. Ten posredni produkt akty-
wacji czynnika IX, tzw. czynnik IXa, nie ma jeszcze aktywnosci pro-
teolitycznej. W drugim etapie, po hydrolizie wigzania Arg-Val, zostaje
uwolniony glikopeptyd o masie czasteczkowej 9 000 daltondw (8, 45). Row-
noczesnie pojawia sie aktywno$¢ enzymatyczna, jako wynik odstoniecia
reaktywnej reszty serynowej, znajdujacej sie w C-koncowym regionie
fancucha ciezkiego czasteczki czynnika IXap (rycina 3). O ile pierwszy
etap aktywacji czynnika 1X moze przebiega¢ w nieobecnosci jonéw Ca+2,
chociaz bardzo powoli, o tyle drugi bezwzglednie wymaga ich obecnosci.
Warto zaznaczy¢, ze w odréznieniu od innych czynnikéw zaleznych od
witaminy K, konwersja czynnika 1X w forme aktywng nie wymaga fosfo-
lipidow. Czynnik IX ulega aktywacji rowniez w obecnosci czynnika Xa,
trombiny, trypsyny, kallikreiny i jadu zmii Russella (rycina 3). Inku-
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Tyr- -Arg-Ala- Tyr ........ T Arg Ala
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Rycina 3. Przebieg aktywacji czynnika IX przez czynnik Xla, oraz przez czynnik
Xa, trombine, trypsyne, kallikreine i jad zmii Russella.

Czynnik Xla aktywuje czynnik IX w reakcji dwuetapowej. Jako produkt pos$redni powstaje czyn-
nik IXci, a ostatecznym produktem tej reakcji jest czynnik 1Xa0. Pozostate enzymy hydrolizuja
te same wigzania peptydowe w czasteczce czynnika IX, ale w dowolnej kolejnosci. Na schemacie
czasteczki jest zaznaczona reszta serynowa wchodzaca w skiad centrum katalitycznego czynni-
ka IX.

/

bacja wyizolowanych czgsteczek czynnika I1X z aktywng formg czynnika
Xa oraz fosfolipidami i jonami Ca+2, prowadzi do jego uczynnienia i po-
jawienia sie aktywnych czasteczek 1Xap(46). Jest to kolejny przykiad
funkcjonowania mechanizmu potegujgcego aktywacje czynnikdéw Kkrzep-
niecia krwi na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego. W pracowni
Seegersa (47) badano wptyw dzialania trombiny na czasteczki czyn-
nika IX. Okazato sig, ze trombina odczepia z ich C-koricowego regionu
peptyd o masie czasteczkowej 9000 daltonéw. Pozostato$¢ czasteczki na-
zywana czynnikiem [Xp, charakteryzuje sie aktywnos$cig antykoagulacyj-
na i moze byé przeksztatcana przez czynnik Xla w obecnosci jonéw Ca+2
do formy IXa, wykazujacej takze aktywnos$¢ prokoagulacyjna. Nalezy tu
jednak zaznaczyé, ze podobnego efektu nie zaobserwowano w innych ba-
daniach (48). Czynnik IXa cechuje sie aktywnos$cig esterazowg oraz endo-
peptydazowa wytgcznie w kierunku czynnika X. W uktadzie izolowanym
czynnik I1Xa tylko w niewielkim stopniu aktywuje czgsteczki czynnika X.
Wystarczg jednak minimalne ilosci czynnika VIII oraz fosfolipidéw i jo-
néw Ca+2 aby tempo aktywacji wzrosto 20-krotnie (49). Tak wiec, w na-
stepnym etapie uktadu wewnatrzpochodnego, czgsteczki czynnika IXa od-
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dziatywuja z makroczasteczkami czynnika VIII formujac kompleks, ktory
aktywuje czynnik X (50). Reakcja ta przebiega wytgcznie w obecnosci jo-
néw Ca+2 oraz fosfolipiddw. Te ostatnie w warunkach fizjologicznych do-
starczane sg przez ptytki krwi, w postaci uwolnionego czynnika ptytko-
wego 3 (PF3) (51, 52).

Niedobdr czynnika VIl jest przyczyna jednego z najciezszych zabu-
rzen krzepniecia krwi, od wielu wiekéw znanego pod nazwjg hemofilii.
Z niedoborem tego czynnika wigze sie réwniez inna skaza krwotoczna
okreslana jako choroba von Willebranda. Oba typy zaburzeh dziedzicza
sie niezaleznie, tzn. hemofilia jako cecha recesywna sprzezona z chromo-
somem X, natomiast choroba von Willebranda jako autosomalna cecha do-
minujaca. To pozwala sadzi¢, ze mechanizm powstawania obu skaz za-
sadniczo rozni sie od siebie. Ostatnie badania budowy i funkcji czynnika
VIl potwiedzity te przypuszczenia. Preparaty czynnika VIII cha-
rakteryzujg' sie dwiema aktywnosciami biologicznymi: a) VIII:C, czy-
li aktywnoscig prokoagulacyjna, ktora wyraza sie zdolnosciag do na-
prawy krzepniecia krwi u chorych na hemofilie A (53, 54) oraz b) VIII/WF,
tj. zdolnoscig do korekty czasu krwawienia w chorobie von Willebranda
oraz agregacji ptytek w obecnosci ristocetyny (55, 56). Obie aktywnosci
sa niezalezne od siebie i moga by¢ selektywnie hamowane przez specy-
ficzne przeciwciata (57, 58). Determinanty antygenowe czynnika VIII
reaguja zaréwno z surowicami heterologicznymi, otrzymanymi po immu-
nizacji krolikéw lub kéz wysokooczyszczonymi preparatami czynnika VIII,
jak i z surowicami homologicznymi, ktére pochodzg od chorych na he-
mofilie przyjmujacych wielokrotnie preparaty tego czynnika. Ze wzgledu
na to, ze surowice homologiczne hamuja specyficznie aktywnos$¢ proko-
agulacyjng czynnika VIII, nazywa sie je anty VIII:C. Nie tworzg one im-
munoprecypitatdw, ani nie wiazg dopetniacza, dlatego nie nadajg sie do
badan strukturalnych czasteczki czynnika VIII (59). Wyizolowane z tych
autoprzeciwciat i znakowane jodem fragmenty Fab' pozwalajg na specy-
ficzne oznaczenie tej czesci kompleksu czynnika VIII, ktéra nosi aktyw-
nos¢ prokoagulacyjna (60). Wykorzystywane sa one do identyfikacji roz-
nych typow zaburzen krzepniecia krwi zwigzanych- z niedoborem czyn-
nika VIl (59). Przeciwciata heterologiczne rozpoznajg z reguly te kom-
ponenty czynnika VIII, ktére biorg udziat podczas agregacji ptytek w
obecnosci ristocetyny, dlatego okre$la sie je jako anty VIHI/WF/VIII
R:Ag (61). Jak dotad niewiele wiemy o budowie czasteczki czynnika VIII.
Badania za pomocg filtracji zelowej z zastosowaniem buforéw o wysokiej
sile jonowej sugerowaly, ze aktywno$¢ prokoagulacyjna (VIII:C) oraz
aktywnos$¢ czynnika von W.illebranda (VIII/WF) sa zwigzane z od-
rebnymi czasteczkami biatkowymi, ktére pozostajg silnie zasocjowane ze
sobg (62—65). Wedtug innej hipotezy (66) obie aktywnosci, VIII:C
i VIII/WF, zwigzane sg z tg samg podjednostkg biatkowg o masie 195 000
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daltondw, a obserwowany ich podziat wynika z czesciowej degradacji pro-
teolitycznej czasteczek czynnika VIII. Badania nad wptywem inhibito-
row proteaz na wiasnosci preparatow czynnika VIII nie wyjasnity jedno-
znacznie, ktéra z tych hipotez jest prawdziwa. Trasylol, inhibitor kalli-
kreiny, hamowat dysocjacje VIII:C i VIII/WF (67), natomiast inne inhibi-
tory, np. sojowy inhibitor trypsyny, epsylon aminokapronowy kwas, he-
paryna, hirudyna, nie wptywaty na te reakcje (68).

Ludzki czynnik VIII izoluje sie najczesciej w postaci wysokoczastecz-
kowych komplekséw o masie od 600 000 do 20 000 000 daltonow (69, 70). Po
redukcji wigzan dwusiarczkowych, niektdrzy badacze otrzymywali poje-
dynczag podjednostke o masie okoto 200 000 daltonow (67, 70—72), a inni
réwniez podjednostki o nizszej masie czgsteczkowej (73—76). Pochodzenie
niskoczasteczkowej podjednostki jest wcigz przedmiotem dyskusji. Jed-
ni autorzy uwazaja, ze sg to prawdziwe podjednostki czynnika VIII (76—
78), a inni, ze powstajg one w wynikli degradacji proteolitycznej (73—75).

Ostatnio wykazano, ze aktywno$¢ prokoagulacyjna moze by¢ zwia-
zana nie tylko z wysokoczasteczkowymi formami czynnika VIII ale row-
niez z niskoczasteczkowg formag o masie 20 000 daltonéw (79). W osoczu
krwi pobranej na heparyne, wykryto az 50% aktywnosci prokoagula-
cyjnej potgczonej z niskoczasteczkowg forma czynnika VIII. Co wiecej, ta
niskoczasteczkowg forma nie byta zwigzana z wysokoczasteczkowym kom-
ponentem (VIIIR:Ag), ktory wedtug Rock i wsp. (80) jest biatkiem
nosnikowym czynnika VIII:C. Zgodnie z hipoteze Rocka i wsp. (80)
kompleks VIII:C-VIIIR:Ag dysocjuje w obecnosci jondw Ca+2 Uwol-
niony VIIIR:Ag nie posiada aktywnoSci prokoagulacyjne;j.

Zgodne z tym sg réwniez wyniki analiz immunologicznych, w ktérych
stosowano surowice homologiczne (anty VIIIi:C) oraz heterologiczne (anty
VII/WF, VIII R:Ag). Przy ich pomocy stwierdzono, ze podczas zamra-
zania osocza, do kryoprecypitatu ilosciowo przechodzity wysokoczastecz-
kowe formy VIII/WF, podczas gdy w supernatancie pozostawaty tylko
niskoczasteczkowe formy czynnika VIII o aktywnosci prokoagulacvj-
nej (61).

Aktywnos$¢ prokoagulacyjng wykazuja rowniez podjednostki o masie
czasteczkowej zblizonej do 200 000, a powstajgce po dysocjacji komplek-
sow czynnika VIII w obecnosci CaCl2 (81).

Istniejg kontrowersje na temat aktywujgcego dziatania trombiny na
czynnik VIII:C. Uwaza sig, ze mate ilosci trombiny aktywuja VIII:C,
podczas gdy duze ilosci tego enzymu oraz wydtuzony czas inkubacji czyn-
nika VIII z trombing, inaktywujg VIII:C (82, 83). Ostatnie badania z za-
stosowaniem trombiny zwigzanej kowalencyjnie z Sepharoza, wykazaty,
ze powoduje ona wytacznie obnizenie aktywnosci prokoagulacyjnej czyn-
nika VIII (84).

Badania kinetyczne interakcji czynnika IXa, czynnika VIII, fosfoli-
pidow i jonow Ca+2, wykazaly, ze aktywno$¢ czynnika IXa wzrasta 20-
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krotnie juz w obecnos$ci niewielkich ilosci czynnika VIII (49). Wyliczono
tez, ze w normalnym osoczu krwi, 1 mol czynnika Xla, poprzez .aktywa-
cje kolejnych czynnikéw, prowadzi do wykrzepienia 2X108 moli fibryno-
genu. W modelowym uktadzie, w ktorym aktywnos$¢ czynnika wynosita
mniej niz 1% normalnie spotykanej i ktory odpowiada ciezkiej hemofilii,
A, ta sama ilo$¢ czynnika Xla indukuje wykrzepianie tylko 2.5X 10® moli
fibrynogenu (56). Zacytowany przykiad czeSciowo ttumaczy role czyn-
nika VIII w przebiegu krzepniecia krwi, ktéra polegataby na potegowa-
niu aktywacji czynnika X, a tym samym posrednio i nastepnych czyn-
nikow krzepniecia krwi z trombing wigcznie.

I11. Zewnatrzpochodny ukiad krzepniecia krwi

W wielu tkankach wykryto lipoproteiny, ktére w obecnosci osoczowe-
go czynnika VII aktywujg czynnik X (85). Substancje te po oddysocjo-
waniu lipidéw od ich czesci biatkowej catkowicie tracg aktywnos$¢ pro-
koagulacyjna. Cze$¢ biatkowa zbadanych lipoprotein zawiera dwa kom-
ponenty o masach czasteczkowych 220 000 i 300 000 (29). Ich aktywnos$é
prokoagulacyjna moze by¢ w petni odtworzona przez rekombinacje skiad-
nikow z lipidami (85). Zmieszanie skfadnikéw biatkowych z lipidami syn-
tetycznymi réwniez prowadzi do odtworzenia aktywnos$ci (29). Warto tu
wspomnieé, ze bardzo duza aktywnos$¢ prokoagulacyjng czynnika tkan-
kowego wykryto w komérkach endotelialnych $cian naczyn krwionos-
nych (86, 87). Czynnik tkankowy charakteryzuje sie znaczng aktywnos$cia
peptydazowsq, ktdra najprawdopodobniej nie ma nic wspdlnego z aktyw-
noscig prokoagulacyjng. Krotkie eksponowanie osocza krwi na dziatanie
czynnika tkankowego wywotuje gwattownag aktywacje czynnika X, w
ktorej posredniczy osoczowy czynnik VII.

Czynnik VII, zbudowany z pojedynczego #fancucha polipeptydowego
0 masie czasteczkowej 45500 daltonéw, nalezy do biatek zaleznych od
witaminy K (62, 88). Szczeg6lng wilasciwoscia woltowego czynnika VII
jest to, ze wystepuje on w osoczu z odstonietg resztg serynowg, wcho-
dzacg w skiad centrum enzymatycznego czasteczki. Daje sie ona zabloko-
wac diizopropylofluorofosforanem (89). Najprawdopodobniej czasteczki
czynnika VIl nie moga jednak wigza¢ swojego substratu — czynnika X,
tak diugo, az nie skompleksujg sie z czynnikiem tkankowym (trombo-
plastyng). Odmiennie zachowuje sie ludzki czynnik VII. Jego czasteczki
najpierw musza skompleksowaé z czynnikiem tkanko\vym i jonami Ca+2,
a dopiero potem odstania sie ich reszta serynowa, dajgca sie zablokowaé
diizopropylofluorofosforanem (90). Czynnik VII jest wrazliwy na dziatanie
aktywnej formy czynnika Xa, ktdry w obecnosci fosfolipidow i jondw
Ca+2 hydrolizuje w jego czasteczce dwa wigzania peptydowe (91). W pierw-
szym etapie, po hydrolizie wigzania peptydowego Arg-lle, jednotancu-
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chowa czasteczka czynnika VII przeksztatca sie w dwutaincuchowa Vllaa.
Oba tancuchy tej formy sg powigzane mostkami dwusiarczkowymi. Kon-
wersji tej towarzyszy przyrost aktywnosci prokoagulacyjnej co przeja-
wia sie tym, ze produkt posredni Vllaa aktywuje przejscie czynnika X
w forme aktywng Xa. W drugim etapie czynnik Xa odczepia peptyd o ma-
sie czgsteczkowej 12 000 daltonéw z COOH-konicowego regionu ciezkiego
tancucha czynnika Vllaa. Uwolniony peptyd zawiera centrum Kkatali-
tyczne czynnika VII, dlatego ostateczny produkt tej konwersji, czynnik
VII(3, pozbawiony jest zupetnie aktywnos$ci prokoagulacyjnej (91). W po-
dobny sposéb réwniez inne biatka enzymatyczne aktywujg czynnik VII,
np. trombina, podjednostka 28 000 daltondéw czynnika Xlla, czynnik [Xa,
kallikreina oraz plazmina. Tak wiec i w tym przypadku dziata mecha-
nizm, ktéry na zasadzie dodatnhiego sprzezenia zwrotnego poteguje akty-
wacje czynnika X.

IV. Reakcje wspdlne dla obu uktadéw krzepniecia krwi

IV-1. Aktywacja czynnika X

Ogniwem #3aczacym oba uktady procesu krzepniecia krwi jest poja-
wienie sie aktywnego czynnika Xa (rycina 4). W obu przypadkach, tj.
w uktadzie wewnatrzpochodnym i zewngtrzpochodnym, mechanizm akty-
wacji czynnika X jest taki sam i obejmuje hydrolize dwéch wigzan pepty-
dowych. W podobny sposob czasteczke tego czynnika aktywuje trypsyna
i enzymy znajdujace sie w jadzie zmii Russella (92—94).

Czasteczka czynnika X o masie 58 000 daltonow sktada sie z dwoch
podjednostek peptydowych, zwigzanych mostkami dwusiarczkowymi. Ciez-
szy z nich, o masie 35000 daltonéw zawiera cukry, a lzejszy ma mase
czasteczkowg 17 000 daltondéw (92). Czasteczki czynnika X wystepuja w
dwdch odmianach, oznaczonych jako Xti X2 ktdre r6znig sie tadunkiem
elektrostatycznym (95, 96). Bardziej kwasny charakter czasteczek czyn-
nika X2 spowodowany jest tym, iz zawierajg one wieksze ilosci reszt
y-karboksy glutamylowych. Podobnie jak w czasteczkach innych czyn-
nikéw zaleznych od witaminy K, reszty te wigzg jony Ca+2 W czynniku
X zlokalizowane one sg w tancuchu lekkim (96). Struktura pierwszorzedo-
wa obu podjednostek peptydowych czynnika X wykazuje duze podobien-
stwo do sekwencji spotykanych w NH2koncowym regionie czasteczek
czynnikéw IX, VII i trombiny (97, 98). Sekwencja aminokwasowa ciez-
szej podjednostki jest bardzo zblizona do sekwencji chymotrypsyny.
W pierwszym etapie aktywacji czynnika X w tahdcuchu ciezkim ulega
rozbiciu wigzanie peptydowe Arg5-lles: (Rycina 4). Uwalnia sie gliko-
peptyd, ktory zawiera prawie wszystkie cukry rodzimej czasteczki (99,
100). Powstaly produkt, czynnik Xaa, o masie czasteczkowej okoto 45 000
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daltonéw jest proteazg serynowa i wykazuje aktywnos$¢ prokoagulacyj-
na. Po diuzszej inkubacji w obecnosci fosfolipidow i jonéw Ca+2 traci on
drugi peptyd sktadajacy sie z 17 aminokwasoéw, w wyniku hydrolizy wia-
zania peptydowego ArgZ>Gly:.i w tancuchu ciezkim (101). Koncowy pro-
dukt tej konwersji, Xa(3, ma takg samg aktywnos$¢ prokoagulacyjng jak
forma Xaa. Zasadniczg funkcjg fizjologiczng czasteczek czynnika Xa jest
katalizowanie przejscia protrombiny w trombine. W normalnych warun-
kach proces ten wymaga obecnosci czynnika V, fosfolipidow oraz jo-
néw Ca+2.

cz IXa-——-- trypsyna
CZVE - jad zmii Russella
fosfolipidu- czunnik tkankowy
Cat2--—---—-—-- cz VIl
Ca+2
czX » cz Xacx, » czXa(3
i , i \ "o
t Arg-lle f Arg-Gly
Try — - y — lle— N - 13 — M -
Ala j Ala \ Ala
8700 3000

Rycina 4. Przebieg aktywacji czynnika X w uktadzie wewngtrzpochodnym (cz 1Xa,
cz VIII, fosfolipidy i jony Ca+2, zewnatrzpochodnym (czynnik tkankowy, cz VII
i jony Ca+2) oraz przez trypsyne i jad zmii Russella.

Czynnik V, ktoéry jest bardzo wrazliwy na dziatanie enzyméw proteoli-
tycznych, wyizolowany zostat w kilku pracowniach (102—108). Opisane
preparaty zawieraly ré6zne podjednostki peptydowe. Rozbieznosci w skia-
dzie peptydowym preparatéw czynnika V spowodowane sg réznym stop-
niem degradacji ich czasteczek (105). W zwigzku z tym w dalszym ciagu
pozostaje nie wyjasniona budowa czasteczki czynnika V. Ostatnio z oso-
cza ludzkiego wyizolowano i cze$ciowo scharakteryzowano jednotancu-
chowg forme czynnika V o masie czasteczkowej 296 000 (107). Wyjsciowa
aktywnos$¢ wiasciwa opisanych preparatow rownata sie 14.5 jednostek/mg,
a po inkubacji z trombing wzrastata 8-krotnie. Znacznie wrazliwsza na
dziatanie trombiny okazata sie by¢ jednotancuchowa forma wotowego
czynnika V, o masie czasteczkowej 330 000 daltonéw (108). W tym przy-
padku preparaty czynnika V o wyjsciowej aktywnosci wiasciwej 15.6 jed-
nostki/mg, po inkubacji z trombing wykazywaly aktywno$¢ 80-krotnie
wyzszg. Istnieja rowniez dane, ktore popierajg wielotancuchowa strukture
czynnika V (102). Zgodnie z nimi rodzima czgsteczka czynnika V ma ma-
se 1200 000 daltonéw i sktada sie z dwéch identycznych monomeréw, po-
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wigzanych ze sobg niekowalencyjnie. Kazdy monomer zawiera taicuch
ciezki o masie 290 000 daltonéw oraz dwa tancuchy lekkie, kazdy o masie
200 000 daltonow. Podczas aktywacji trombing wzrasta 14-krotnie aktyw-
no$¢ wiasciwa, a towarzyszy temu odczepienie z obu tancuchéw ciezkich
fragmentu peptydowego o masie 110 000 daltondw.

Czynnik V reguluje konwersje protrombiny w trombine, sam nie zmie-
nia swojej struktury podczas tej reakcji. Jego czasteczki wigzg sie swoimi
hydrofobowymi obszarami z fosfolipidami, z ktérymi rowniez zasocjo-
wane sg czasteczki czynnika Xa i protrombiny. Te ostatnie oddziatywuja
z micellami fosfolipidowymi za posrednictwem jondéw Ca+2, ktére skomp-
leksowane sg z ugrupowaniami y-karboksyglutamylowymi. Uwaza sie,
ze czasteczki czynnika V przez skompleksowanie z protrombing utrzymu-
ja ja w konfiguracji najdogodniejszej dla dziatania czgsteczek czynni-
ka Xa. Ostateczny produkt tej reakcji, trombina, traci powinowactwo do
micelli fosfolipidowych i uwalnia sie do otaczajacego S$rodowiska jako
‘aktywny enzym, zdolny przeksztatca¢ fibrynogen we widknik.

IV-2. Budowa protrombiny i jej konwersja do trombiny.

Protrombing, glikoproteing, o masie czasteczkowej 70 000 daltonéw,
jest najlepiej poznanym czynnikiem krzepniecia krwi (109). W jednotan-
cuchowej czasteczce protrombiny mozna wyrdzni¢ kilka charakterystycz-
nych regionow (Rycina 5). Caly NH2konAcowy region, ktéry tworzy tak
zwany fragment 1, uwalniany jest z rodzimej czasteczki protrombiny
przez trombine po hydrolizie wigzania peptydowego Argl%-Serls. Za-
wiera on w pozycjach 7, 8, 15, 17, 20, 21, 26, 27, 30 i. 31 reszty kwasu
glutaminowego, ktére zmodyfikawane sg przytaczeniem dodatkowej gru-
py karboksylowej w potozeniu y. We fragmencie 1 znajdujg sie tez dwa
tancuchy cukrowe powigzane z resztami asparaginy w pozycjach. 77 i 101.
Drugi odrebny region, tak zwany fragment 2, ktdry obejmuje reszty ami-
nokwasowe od Seri5 do ArgZ27, uwalniany jest z czasteczki protrombiny
w pierwszym stadium aktywacji przez czynnik Xa. Wowczas to nastepuje
hydroliza wigzania peptydowego Arg2Zi4-Thr.;s i odczepiona zostaje NH2
koncowa czes¢ czasteczki, nazywana fragmentem 1,2. Warto tu wspomniec,
ze liczne mostki dwusiarczkowe protrombiny tworzg wiele wewnatrztan-
cuchowych jpetli. Wtasnie we fragmentach 1i 2 wystepujg podwdjne petle,
bardzo zblizone do siebie ksztaltem, przypominajagcym obwarzanki. Struk-
tury te okresSlane sg jako ,kringle” (109). W drugim stadium aktywacji
protrombiny, czynnik Xa rozszczepia drugie wigzanie peptydowe Arg33
lle4 w produkcie posrednim, okreslanym jako pretrombina 2. Dopiero
na tym etapie powstaje aktywna czasteczka trombiny zbudowana z dwdch
faricuchdéw peptydowych A i B, powigzanych mostkiem dwusiarczkowym
CysZ6-Cys# tancuch B, znacznie diuzszy, zawiera trzy wewnatrztaficu-
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PROTROMBINA

H2N

S-S

Rycina 5. Rozmieszczenie i pochodzenie okreslonych fragmentéw czasteczki pro-
trombiny.

Cyframi 1, 2 i 3 oznaczohe sg wigzania peptydowe rozszczepiane podczas aktywacji protrombiny.
Kolejno opisane sg: A) fragment 1protrombiny, B) fragment 2 protrombiny, C) tancuch A trom-
biny, D) tancuch B trombiny, E) fragment 1,2 protrombiny, F) pretrombina 1, G) pretrombina 2,
H) mezotrombina, I) mezotrombina pozbawiona fragmentu 1.

chowe mostki dwusiarczkowe (Cys3Hi-Cys3, Cysdl-Cysho, Cys4CysH)
i fancuch cukrowy przytaczony do reszty Asn3® a co najwazniejsze, cen-
trum katalityczne sktadajace sie z His35 Asp42 i Ser38 Warto podkreslic,
Ze oba regiony zawierajgce struktury ,kringle” charakteryzujg sie duzym
podobienstwem w sekwencji aminokwasowej. Zadne z pozostatych bia-
tek zaleznych od witaminy K, nie wykazuje podobnych struktur.

Jak wynika z przytoczonych danych aktywacja protrombiny do trom-
biny moze przebiega¢ w dwojaki sposéb. W pierwszym przypadku jak
podano wyzej, pod wptywem czynnika Xa zostaje rozbite wiazanie pepty-
dowe ArgZi4ThrZb i czasteczka protrombiny rozpada sie na dwie czes-
ci, okreslane jako fragmment 1,2 i pretrombina 2. Ta ostatnia stanowi w
dalszym ciggu substrat dla czynnika Xa i pozostaje zasocjowana tak diugo
z fragmentem 1,2 az nie zostanie zhydrolizowane kolejne wigzanie pepty-
dowe Arg@3lle4 (110). Ten szlak konwersji protrombiny w trombine
mozna wykaza¢ in vitro tylko po zastosowaniu inhibitora specyficznego
dla dziatania trombiny. Je$li jednak utworzona trombina nie zostanie
unieczynniona, zapoczatkowuje ona alternatywny szlak konwersji pro-
trombiny. Polega on na rozhiciu w pierwszej kolejnosci wigzania pepty-
dowego Argl¥%-Serls/ w czasteczce protrombiny przez trombine. Jako pro-
dukty powstajg woOwczas pretrombina 1 oraz uwolniony zostaje frag-
ment 1. Pretrombina 1, ze wzgledu na brak miejsc wigzacych jony Ca+2
a posrednio i fosfolipidy oraz czynnik V, jest bardzo stabym substratem

7 Postepy Biochemii 1/81
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dla aktywnego czynnika Xa. Fragment 1 odczepiany pod wptywem trom-
biny z fragmentu 1,2 lub protrombiny, hamuje kompetycyjnie konwer-
sje protrombiny w trombine (109).

tancuch polipeptydowy B trombiny ma budowe pierwszorzedowa
bardzo podobna do proteaz serynowych wystepujacych w trzustce. Rdzni
sie od nich iloscia wewnatrztancuchowych mostkéw dwusiarczkowych
oraz zawartoscig bocznego taricucha cukrowego. Drugi sktadnik czastecz-
ki, fancuch A, nie ma swojego odpowiednika w znanych proteazach se-
rynowych. Jest on najprawdopodobniej odpowiedzialny za wyjatkowg
specyficznos¢ dziatania trombiny podczas przeksztatcania fibrynogenu we
wioknik.

1V-3. Rola trombiny w koncowych etapach krzepniecia krwi

Dziatanie trombiny na fibrynogen zapoczgtkowuje kohAcowe stadium
krzepniecia krwi, ktére polega na polimeryzacji powstatych monomeréw
witoknika oraz stabilizacji zelu wibdknika rozpuszczalnego. Budowa fibry-
nogenu i monomeréw wioknika oraz specyficzne dziatanie trombiny na
fibrynogen sg opisane w ostatnich naszych artykutach przeglagdowych
(111—113). Jak wynika z nich, w koncowych etapach procesu krzepnigcia
krwi, trombina aktywuje czynnik XIII, ktéry odpowiedzialny jest za wy-
tworzenie wioknika stabilizowanego. Czasteczka czynnika XIII, zwanego
czynnikiem stabilizujgcym wioknik (FSF), jest tetramerem i skiada sie
z dwéch rodzajow podjednostek peptydowych (114).

Podjednostkg A, o masie czasteczkowej 88 000 daltondéw, na Kktorej
umieszczone jest centrum Kkatalityczne, wyr6znia sie zawartoscig 7 wol-
nych grup sulfhydrylowych. Podjednostka B, o masie 78 000 daltonéw,
charakteryzuje sie¢ wystepowaniem 16—17 wewnatrztancuchowych most-
kow dwusiarczkowych. Podczas aktywacji trombinowej, z podjednostki A
czynnika XIII, po hydrolizie wigzania Agry-Gly uwalnia sie 36— amino-
kwasowy peptyd. Reakcja proteolityczna nie wymaga obecnosci jonow
Ca+2 (115). Sg one natomiast niezbedne do przeksztatcenia tak zmodyfi-
kowanych czasteczek czynnika XIIl w forme aktywng Xllla. Réwniez
czasteczki czynnika X sg zdolne aktywowac czynnik XII1 (116). W tym
przypadku cata reakcja przebiega wylacznie w obecnosci jonéw Ca+2
Niezaleznie od trombiny i czynnika Xa, czasteczki czynnika XIIl akty-
wuja sie pod wptywem wyzszych stezen jondw Ca+2, tj. powyzej 50 mmoli-
(117). Czasteczki czynnika Xllla majg w centrum enzymatycznym reszte
Cys i charakteryzujg sie aktywnos$cig transglutaminazowa. Wprowadzajg
poprzeczne wigzania izopeptydowe e-(y-glutamylo)-lizynowe aczace tan-
cuchy y sasiadujagcych monomeréw widknika w dimery y-y oraz tancuchy
a w polimery (a)n. Tak otrzymany widknik nie rozpuszcza sie praktycznie
w zadnym ze stosowanych powszechnie rozpuszczalnikéw i jest trudniej
katabolizowany przez plazmine.
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IV-4. Znaczenie witaminy K

Witamina K bierze czynny udziat w reakcji karboksylacji nowo syn-
tetyzowanych czasteczek czynnikéw I, VII, IX oraz X (118, 119). Reak-
cja ta nie zalezy od obecnosci biotyny ani ATP, wymaga natomiast wy-
stepowania czasteczek witaminy K w postaci zredukowanej, obecnosci
atmosferycznego CO02 oraz karboksylazy merflbranowej (120—122). Rola
witaminy K najprawdopodobniej polega na ufatwianiu transportu atmo-
sferycznego C02 z zewnatrz membrany do reszt kwasu glutaminowego,
wchodzacych w skiad czasteczek czynnikdéw Kkrzepniecia krwi zaadsor-
bowanych na membranie komorkowej. W efekcie powstajg reszty kwasu
glutaminowego dodatkowo karboksylowane w pozycji y, ktére w czyn-
nikach zaleznych od witaminy K majg duze powinowactwo do jonéw Ca+2
(123). Sa one zgrupowane w NH2koncowym regionie czasteczek czynni-
kow — 1II, VII, i IX, a w przypadku czynnika X, w NH2koAcowym re-
gionie jego tancucha lekkiego (109, 124). Podawanie analogéw struktu-
ralnych tej witaminy, np. dwukumarolu, nie wptywa na og6lny plan bu-
dowy produkowanych czynnikéw krzepniecia. Ze wzgledu na brak miejsc
akceptorowych dla jonéw Ca+2, nie moga one jednak kompleksowa¢ z mi-
cellami fosfolipidowymi i bardzo wolno przechodzg w formy enzymatycz-
nie aktywne (125).

V. Regulacja procesu krzepniecia krwi

Niekontrolowana aktywacja protrombiny, np. w poblizu uszkodzenia
naczyh krwionosnych, teoretycznie mogtaby doprowadzi¢ do wykrzepie-
nia catej objetosci krwi. W 15 ml krwi znajdujg sie bowiem wystarczaja-
co duze ilosci tego prcenzymu, aby powstata trombina mogta wykrzepic
w ciggu 15 sekund 2,5 litra krwi (126). Istnieje jednak kilka systemoéw,
ktére zabezpieczaja przed takg ewentualno$cig. Dziatajg one na rdéznych
etapach procesu krzepniecia krwi i powoduja, np. ograniczenie aktywacji
poszczegblnych czynnikéw, ich usuwanie z krwi czy tez rozpuszczanie
juz powstatych skrzepéw.

Wykazano, ze zaktywowane czasteczki wiekszosci czynnikéw krzep-
niecia krwi sg nieporéwnanie szybciej metabolizowane niz ich formy
prekursorowe (124). W ten sposob bardzo szybko usuwane sg z krazenia
miedzy innymi czynniki: Xla, IXa, Xa jak réwniez czynnik tkankowy
(126, 127).

Ponadto krew zawiera duze ilosci inhibitoréw: a2makroglobulina,
azantyplazmina, at-antytrypsyna, antytrombina Ill, inhibitor Ci estera-
zy, ktére hamujg aktywnos$¢ czynnikéw Xlla, Xla, 1Xa, Vila i lla (126).
Inne czynniki, np. V i VIII, sg inaktywowane przez trombine i plazmine
(128). Z wymienionych inhibitoréw czotowa role w regulacji poszczego6l-

7*
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nych etapow krzepniecia krwi odgrywa antytrombina Ill, ktéra jest nie
tylko podstawowym inhibitorem trombiny, ale réwniez hamuje pozostate
proteazy serynowe tego systemu, np. czynniki Xa, 1Xa i Xla oraz plaz-
mine (129). Stezenie antytrombiny 111 w osoczu krwi wynosi okoto 5 Mol
i przewyzsza prawie dwukrotnie zawarto$¢ wszystkich prekursorowych
form proteaz serynowych uktadu krzepniecia krwi (130). Aktywnos$¢ inhi-
bitorowa antytrombiny IlIl gwattownie wzrasta w obecnosci heparyny
(131). Antytrombina IllI, glikoproteina o masie czasteczkowej 65 000 dalto-
néw (132),. tworzy kompleks stechiometryczny 1:1 z trombing i w takim
pofaczeniu enzym traci catkowicie swojg aktywnos¢ proteolityczng i este-
razowg (133). Rola heparyny polega na przys$pieszeniu powstawania tego
kompleksu. Czasteczka heparyny o masie zblizonej do 6000 daltonéw,
utatwia inaktywacje kilku czasteczek trombiny (134). Ze wzgled na duze
znaczenie heparyny w hamowaniu trombiny i innych czynnikéw przez
antytrombine IIl, warto wspomnie¢ o antyheparynowym dziataniu czyn-
nika ptytkowego 4, ktéry uwalniany jest z pobudzonych piytek krwi.
Czynnik ptytkowy 4 jest polipeptydem zbudowanym z 70 aminokwasoéw
i charakteryzuje sie bardzo duzym powinowactwem do heparyny (135—
138). Wiaze jg przez swoje reszty lizynowe, zgrupowane w C-kofAcowym
regionie jego czasteczki. Ostabia w ten sposéb hamujace elziatanie anty-
trombiny Il i przedtuza koagulujace dziatanie trombiny jak i innych
proteaz serynowych.

W uzupetnieniu do hamujgcego dziatania wymienionych czgsteczek,
szybki przeptyw krwi powoduje dodatkowo rozciericzenie czynnikéw
krzepniecia krwi i ogranicza w ten sposéb rozmiary powstajacych skrze-
pow.

System fibrynolityczny, poprzez rozpuszczanie powstajacych czopow
hemostatycznych, rowniez wptywa regulujgco na przebieg krzepniecia
krwi. Te same reakcje, ktdre zapoczatkowujg aktywacje czynnikow krzep-
niecia krwi i pojawienie trombiny, katalizujg przejscie plazminogenu \v
plazmine (rycina 1). Plazminogen aktywowany jest przez wiele najroz-
norodniejszych zwigzkéw, og6lnie nazywanych aktywatorami plazmino-
genu (139). Wystepuja one w osoczu, moczu i w komorkach wiekszosci
tkanek. Osoczowy aktywator najprawdopodobniej wystepuje w formie
nieczynnej. Aktywuje sie pod wptywem czynnika Xlla. Gtéwnym Zrédiem
osoczowego aktywatora sg komérki endotelialne $cian naczyn krwionos-
nych (140). Powstata plazmina inaktywuje czynnik —V, i VIII i hamu-
je w ten sposéb kolejne etapy krzepniecia krwi (141). Plazmina hydroli-
zuje czasteczki fibrynogenu i widknika, uwalniajac szereg produktow po-
$rednich, ktére ponownie moga ogranicza¢ powstawanie widknika, ha-
mujac kompetycyjnie dziatanie trombiny na fibrynogen, jak réwniez po-
limeryzacje monomeréw witoknika (142—144).

Zaakceptowano do druku 9.09.1980.
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SPRAWOZDANIA

Il Zjazd Europejskiego Towarzystwa Neurochemicznego,

Bied (Jugostawia) 31.08—5.09.1980.

W dniach 31 sierpnia — 5 wrze$nia 1980 r. odbyt sie Il Zjazd Europejskiego To-
warzystwa Neurochemicznego. Do potozonego u stop Alp Julijskich, malowniczego
Bied zjechato okoto 350 oséb, gtéwnie z Europy, w tym 8 oséb z Polski.

Zjazd miat charakter interdyscyplinarny, a bogaty program obrad obejmowat
niemal wszystkie dziedziny neurochemii. Sesje sympozjalne, majace forme wykta-
dow, pomyslano pod katem umozliwienia szerokiemu gronu uczestnikéw ogo6lnej
orientacji w zagadnieniach bedacych przedmiotem badan wspétczesnej neuro-
biologii.

Dotyczyty one:

1) Molekularnych aspektéw przechowywania i wydzielania neurotransmiterow

2) Struktur trans-synaptycznych i specyficznych biatek

3) Chemicznych i morfologicznych aspektéow plastycznosci synaptycznej

4) Interakcji neurotransmiter-receptor w normie i w stanach chorobowych.
Oprécz sympozjéw zorganizowano spotkania warsztatowe (ang. workshop), ktore
obradowaty w mniejszych zespotach i dotyczyty przede wszystkim metod i technik
stosowanych do badan poszczegdlnych probleméw.

Byty to:

1. Wspoiczesny stan pecherzykowej teorii wydzielania acetylocholiny.
Farmakologia receptoréw.

Receptory peptyddéw.

Problemy wystepujace przy stosowaniu do oznaczen technik immulogicznych.
Transmitery, ich metabolity i enzymy zwigzane z metabolizmem transmite-
row w ptynie mézgowo rdzeniowym.

6. Neuroleptyki a dziatanie mdzgu.

Szczegblnie interesujace ze wzgledu na walory poznawcze oraz ciekawg dyskusje
byto kolokwium poswiecone biochemicznym i funkcjonalnym aspektom choline-
steraz prowadzone przez J. Massoulie.

W iegkszo$¢ doniesien zjazdowych prezentowano na sesjach plakatowych. Ze
wzgledu na heterogenno$¢ tematyczng tych doniesien nie powiodta sie préba zor-
ganizowania podsumowania oraz wspdlna dyskusja przedstawianych zagadnien.

Dyskusje okragtego stotu miaty bardzo rézny charakter. Na jednych, jak np. na
dyskusji zatytutowanej ,lInterdyscyplinarne podejscie w badaniach Os$rodkowego
Uktadu Nerwowego” poszczeg6lne osoby prezentowaly swe wyniki w formie krot-
kich komunikatéw. Inne byty swobodna, bardzo spontaniczng wymiang pogladéw
jak np. dyskusja posSwiecona plastycznosci neuronalnej, ktédrg umiejetnie modulowat
organizator S. P. R. Rose (W. Brytania).

Na wielkie uznanie zastuguje fakt, ze w momencie rozpoczecia Zjazdu uczest-
nicy dostali, wydrukowane w postaci ksigzki, materiaty zawierajagce peine teksty
referatéw sympozjalnych oraz streszczenia doniesief zjazdowych. Tom pt. ,,Synap-

o wn
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tic constituents in Health and disease” zredagowali M. Brzin, D. Sket i H. Bachelard
a wydata Mladinska Knjiga i Pergamon Press.

W trakcie Zjazdu odbyto sie walne zebranie cztonkéw ESN, na ktérym zlozono
sprawozdanie z pracy Zarzadu oraz dyskutowano formy dziatalnosci Towarzystwa.
Utrzymano w mocy dotychczasowg decyzje, ze cztonkowie ESN nie ponoszg kosztéw
z tytutu swej przynalezno$ci do Towarzystw”. Jest to mozliwe, ze wzgledu na zredu-
kowanie do minimum wydatkéw zwigzanych z prowadzeniem sekretariatu oraz na
zapobiegliwo$¢ dotychczasowego skarbnika ESN (Prof. Neuhoff). Nalezy przy tym
zaznaczyé, ze poprzedni Zjazd, ktéry odbyt sie w Getyndze w 1978 r. — przyni6st
niewielki dochdéd. W zwigzku z tym, mozna byto do programu obecnego Zjazdu
wprowadzi¢ tzw. wyktady gosci honorowych, na ktérych mtodzi neurochemicy pre-
zentowali swoje osiggnigcia.

Jolanta Skangiel-Kramska
Matgorzata Skup

| Zjazd International Society for Developmental Neuroscience,

Strasbourg (Francja) 30.06.—4.07.1980.

W maju 1978 roku odbyto sie w Teheranie sympozjum posSwiecone problemom
rozwojowym w neurobiologii. Podczas sympozjum zostato utworzone nowe miedzy-
narodowe towarzystwo naukowe — International Society for Developmental Neuro-
science (ISDN). Cztonkéw zatozycieli, do ktoérych nalezy réwniez autor niniejszej
notatki, byto 54 (obecnie ISDN liczy okoto 400 cztonkéw z 40 krajéw). Cztonkowie
towarzystwa spotkali sie na kolejnym sympozjum w 1979 roku w Brindisi (Witochy)
a w roku 1980 zostat zwotany | Zjazd ISDN w Strasbourgu.

Organizacjg zjazdu zajety sie Centrum Neurochemii CNRS i Instytut Chemii
Biologicznej Uniwersytetu Pasteura w Strasbourgu. Honorowym przewodniczagcym
obrad zostat profesor. Paul Mandel. W zjezdzie brato udziat okoto 300 oséb. Naj-
liczniej reprezentowane byty Francja, USA, Anglia i Wiochy. Przedstawicielami
Polski byty prof. M. Dambska i dr A. Potempska.

Program zjazdu, na ktéry skiadaly sie referaty sympozjalne (7 sesji), warszta-
ty (1), dyskusje okragtego stotu (10) i sesje plakatowe, obejmowat szeroki wachlarz
zagadnien zwigzanych z problemami rozwoju uktadu nerwowego — poczawszy od
prymitywnych uktadéw nerwowych az po mézg ludzki. Referaty sympozjalne do-
tyczyty nastepujacych zagadnien:

1) Czynniki wzrostu i réznicowania

2) Synaptogeneza w obwodowym uktadzie nerwowym

3) Synaptogeneza w os$rodkowym ukiadzie nerwowym

4) Interakcje glej — neurony

5) Kliniczne i behavioralne aspekty rozwoju uktadu nerwowego

6) Wczesne etapy rozwoju uktadu nerwowego

7) Genetyczne i $rodowiskowe czynniki wptywajace na rozwdj uktadu nerwowego.
Gtownymi dyskutowanymi podczas zjazdu tematami byty: synaptogeneza w obwo-
dowym i o$rodkowym uktadzie nerwowym oraz czynniki wplywajgce na rozwoj
uktadu nerwowego. Dominowaly prace o charakterze morfologicznym i biochemicz-
nym, znacznie mniej bylo badan behavioralnych, elektrofizjologicznych, genetycz-
nych czy immunologicznych. Zwracata uwage olbrzymia ilos¢ prac wykonanych na
hodowlach tkankowych. Generalnie, badania przeprowadzano: 1) w rozwoju zwie-
rzagt normalnych, 2) w stanach patologicznych i 3) na zwierzetach hodowanych w
Scisle kontrolowanych warunkach $rodowiska.
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W dziedzinie neurochemii na pierwszy plan wysuwaly si¢ prace dotyczace ukta-
déw neurotransmiterowych w ontogenezie. Badano zaréwno ilos¢ danego neuro-
transmitera jak i aktywnosci enzymdw zwigzanych z jego syntezg i metabolizmem
oraz budowe i aktywno$¢ miejsc receptorowych. Duzo miejsca poSwiecono biatkom,
specyficznym dla uktadu nerwowego; innym biatkom, ktére wystepuja w znacznych
ilosciach w uktadzie nerwowym (np. tubulina) oraz biatkom btonowym a szczegdl-
nie glikoproteidom zakonczeA nerwowych i ich roli rozpoznawczej w tworzeniu po-
taczen synaptycznych.

Do najciekawszych prezentacji zjazdowych nalezy zaliczy¢ referat Y. Dudai’a
(Izrael) na temat genetycznych roznic w przebiegu procesu zapamietywania u Drosop-
hila, wyktad M. Keatinga (Anglia) o zmianach potaczen nerwowych podczas roz-
woju uktadu wzrokowego zaby oraz plakaty grupy badaczy z uniwersytetu w North
Carolina, U.S.A. (J. Lauder, H. Krebs i A. Wallace) dotyczace dziatania amin biogen-
nych jako substancji modulujagcych rozw6j zarodkowy uktadu nerwowego ssakéow.

Ze spraw organizacyjnych wartym odnotowania byta bardzo dobra organizacja
sesji plakatowych. Plakaty byly eksponowane przez 2 dni a program zjazdu umoz-
liwiat dtugie dyskusje nad przedstawionymi pracami.

Anna Potempska

Il Konferencja Europejskiej Grupy Studiéw nad Chorobami Lizosomalnymi

Male (Belgia) 7—10 maja 1980 r.

Lizosomami zajmuje sie coraz wiecej badaczy z r6znych dziedzin — biochemii,
fizjologii, cytologii, medycyny itp. Wykrywa si¢ wcigz nowe choroby lizosomalne
a badania nad nimi procz znaczenia praktycznego przyczyniajg sie do lepszego po-
znania mechanizméw dziatania tych organelli. Wzrasta Swiadomo$¢ potrzeby kon-
taktow, wymiany doswiadczen a przede wszystkim wujednolicenia nomenklatury
i metod oznaczania aktywno$ci enzymatycznej itp. W tym wtasnie celu w 1978 r.
powstata Europejska Grupa Studiow nad Chorobami Lizosomalnymi (European
Study Group on Lysosomal Diseases, ESGLD) nieformalne stowarzyszenie labora-
tori6w i zespotdw zajmujacych sie tymi zagadnieniami. Przewodniczgcym Grupy
jest prof. D. Robinson z Londynu, sekretarzem dr J. Tager z Amsterdamu. Grupa

wydaje biuletyn informacyjny — ,Lysosomal Newsletters”, ufatwia wymiane ma-
teriatu (m.in. substratow i linii komdrkowych), metod a takze organizuje spotkania
robocze.

W dniach 7—10 maja 1980 r. odbyto sie drugie spotkanie grupy. W pieknej sce-
nerii starego i dobrze odbudowanego zamku-opactwa, nieopodal najbardziej malow-
niczego miasta Belgii-Brugii (Brugge, Bruges) piedziesieciu pieciu ,lizosomologow”
przez cztery dni ,rozpracowywato” lizosomy i ich zaburzenia przedstawiajac wy-
niki swycfci doswiadczen na plakatach, dyskutujagc podczas o$miu sesji problemo-
wych oraz niezliczonych nieformalnych rozmoéw miedzy sesjami, przy plakatach,
przy kawie, drinkach i, znakomitych!, positkach. Swobodna, przyjacielska atmosfe-
ra jak rowniez otaczajagca zamek fosa (z tabedziami!) oraz zimna i deszczowa pogoda
skutecznie skupiaty wszystkich uczestnikow.

Dyskusja na tematy og6lne dotyczyta gtéwnie trzech zagadnien: 1) powstawa-
nia kwasnych hydrolaz i ich umieszczania w lizosomie, 2) warunkéw oznaczania ich
aktywnos$ci i 3) mechanizméw dziatania $rodkéw lizosomotropowych Ad. 1) na
uwage zastuguja wnioski z prac U. Kleina z Monachium oraz Holendersko-Nie-
mieckiej grupy (m.in. J. M. Tagera, R. Datema’y, A. Westervelda i P. M. Khana)
a takze B. Winchestera z Londynu: w aparacie Golgie’go syntetyzowany jest wielko-
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czasteczkowy ,preenzym?” zawierajacy nie usuwang przez alkaliczng fosfataze gru-
pe fosforanowga. Prawdopodobnie jest to dwuester. Klein zaproponowat wzér: biat-
ko-oligosacharyd-mannoza-O-P-P-O-X; po przytgczeniu preenzymu do receptora roz-
poznajgcego ugrupowanie man-6-P fragment X zostaje odciety (hipotetyczny enzym
prof. Robinson nazwat ,sygnalazg”) i enzym umieszcza sie wewnatrz lizosomu. Wy-
niki badan zespotu H. Galjaarda z Rotterdamu nad cybrydami rozmaitych komorek
z komdrkami pochodzacymi od chorych na tzw. I-cell disease sugeruja, ze mody-
fikacja czasteczki umozliwiajgca rozpoznanie jej przez receptor i internalizacje za-
chodzi pod wptywem czynnika cytoplazmatycznego. Ad. 2) S. Gatt przedstawit
propozycje nowej rodziny substratow. Sa to lipidy, w ktérych kwas tluszczowy zo-
stat zastagpiony analogiem zawierajgcym przytgczong do lipofilnego konca czgsteczki
grupe barwng np. trdéjnitrofenyloamine lub fluorescencyjng np. antracen, pyren
lub DANSYL. Enzymy rozktadajg te zwigzki na réwni z substratami naturalnymi.
Metoda jest prosta i wielokrotnie czulsza od metody izotopowej. Niektére z tych
substratow zacznie produkowac¢ Sigma i ktoras z firm izraelskich. W dyskusji pod-
kreslano ujemne strony stosowania detergentéw do solubilizacji substratéw, powo-
duja one denaturacje biatek a stopien wrazliwos$ci enzymu zalezy od jego steze-
nia, ogblnego stezenia biatka, rodzaju tkanki itp. In vivo reakcja zachodzi w obec-
nosci biatkowego aktywatora tworzgcego z lipidem rozpuszczalny kompleks bedacy
wiasciwym substratem. K. Sandhoff wyizolowat biatko o m.cz okoto 25000 i pi 48
stymulujagce swoiscie rozktad GM2gangliozydu przez beta-heksozoaminidaze A.
Ad. 3) Czynniki lizosomotropowe, jak np. chlorchina oraz niektére aminoglikozy-
dy, sa szczeg6lnie wychwytywane przez lizosomy (np. chlorchina jest usuwana ze
$§rodowiska 100X szybciej niz sacharoza) a ich akumulacja powoduje szereg zmian
m.in. obnizenie aktywnos$ci wiekszosci enzymoéw lizosomalnych. Badanie r6znora-
kiego wptywu tych czynnikéw pozwolito na wyjasnienie mechanizméw interna-
lizacji substancji gromadzonych w lizosomach — zaréwno substratéw jak i enzy-
moéw lizosomalnych (,tzw. ,reuptake”). Z prac R. Stahla z Oxfordu a takze P. Tul-
kensa oraz Y. J. Schneidera i A. Trouet z Brukseli wynika, ze cze$¢ btony plazma-
tycznej, ktéra utworzyta fagosom (pecherzyk endocytarny) po fuzji i ,wytadowa-
niu” zawarto$ci do wnetrza lizosomu w jaki$§ sposéb wraca na powierzchnie ko-
moérki; w ten spos6b regenerujg sie receptory powierzchniowe. Jest to jedyne wy-
ttumaczenie faktu, ze ilo$§¢ czasteczek internalizowanych wielokrotnie przewyzsza
ilos¢ receptorow a przeciwciala przeciw antygenom powierzchniowym po zwigzaniu
z btong dostajg sie wraz z antygenem do wnetrza lizosomu poczym wracaja na
powierzchnie komorki. Chlorchina zaburza ten proces hamujac wskutek tego endo-
cytoze.

Procz dyskusji na tematy ogélne przedstawiono szereg prac dotyczacych kon-
kretnych choréb. Szczeg6lne zainteresowanie wzbudzity zaburzenia, w ktérych z nie-
znanych przyczyn, akumuluje sie wewngtrz lizosomu zwigzek niskoczasteczkowy:
cystyna (choroba zwana cystynozg) lub kwas sialowy (choroba Salla); dalszy rozktad
tych zwigzkéw wymagatby obecnos$ci odpowiednio reduktazy cystyny lub liazy
kwasu sialowego. Obecnosci zadnego z tych enzyméw w lizosomach /ligdy nie
stwierdzono. U poditoza obu tych choréb mogtby leze¢ biad biony lizosomalnej nie
pozwalajacy na aktywny transport tych zwigzkéw przez btone. Przedmiotem ozywio-
nej dyskusji byt tez problem sialidoz, grupy choréb, ktérych przyczyng jest nie-
prawidtowa aktywno$¢ sialidazy. Przedstawiono rézne propozycje ich klasyfikacji
(J. G. Leroy z Antwerpii i P. Durand z Genui) oraz rézne metody oznaczania enzy-
mu. Zawiktana sytuacja w rodzinie enzymoéw odszczepiajgcych kwas sialowy od
réznych substratéw, ich r6znorodne rozmieszczenie subkomoérkowe, réznoraka roz-
puszczalno$¢ i wynikajagce stad trudnos$ci w oznaczaniu ich aktywnos$ci rzutuja na
trudnosci diagnostyczne i interpretacyjne. M. Strecker z Lille uwaza, ze kwas sia-
lowy przytagczony do galaktozy wigzaniem 2->-3 jest odszczepiany przez inny enzym
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niz kwas przytagczony wigzaniem 2->6. Jego argumenty oparte gtdwnie na roéznicy
zaleznosci obu reakcji od temperatury nie przekonaty jednak wiekszosci zebranych
a wyniki prac M. Cantza $wiadczg raczej za jednym enzymem. Wcigz nie wiadomo
na czym polegajg enzymatyczne réznice w rdznych Kklinicznie typach sialidoz. Mato
zresztg jest réwniez wyczerpujacych opiséw klinicznych. G. Bach i M. Ziegler z Je-
rozolimy przedstawili przyktad tzw. mukolipidozy IV. W komodrkach chorych stwier-
dzili brak sialidazy gangliozydéw rozpuszczalnej w tritonie X-100 przy niezmienio-
nej aktywnosci nierozpuszczalnej w tych warunkach formy enzymu oraz sialidazy
fetuiny.

Spotkanie zakonczyt ,Busines Meeting”, na ktéorym omdwiono dalsze plany
grupy.

Z zalem opuszczaliSmy goscinne Mate, gdzie przez cztery dni wypetnione inten-
sywng pracg zrekapitulowaliSmy sobie to co wiemy i czego nie wiemy o lizosomach,
w jakim kierunku winny i$¢ dalsze badania, zapoznaliSmy sie z tym co i jak robig
inni. Nawigzaty sie nowe kontakty, zarysowaty mozliwosci wspéipracy, poznaliSmy
sie wzajemnie.

B. Czartoryska

Konferencja nt. ,,Regulacyjne funkcje proceséw fosforylacji biatek”,

6—7 maj 1980, Lublin

W maju 1980 r. odbyta sie w Lublinie konferencja Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego posSwiecona sprawom fosforylacji biatek. W konferencji udziat wzieto
ponad 40 os6b z nastepujgcych osrodkéw naukowych: Biatystok, Krakéw, Lublin,
Poznan, Warszawa oraz Halle (NRD). Wiekszo$¢ uczestnik6w przedstawita referaty
badZz doniesienia. Program konferencji byt szeroki i obejmowat bardzo rdéznorodny
wachlarz zagadnien wigzacych sie z funkcja kinaz biatkowych oraz fosfataz fosfo-
biatkowych w modyfikacji réznych substratow, w tym biatek chromatyny, biatek
mies$ni, biton komérkowych, komponentow uktadu translacyjnego itd. Zwro6cono
szczeg6lng uwage na aspekt regulacyjny procesow fosforylacji biatek w odniesie-
niu do poszczegdlnych reakcji lub tez proceséw jak np. réznicowanie sie komor-
kowe.

W arta szczeg6lnego podkres$lenia jest towarzyszaca obradom bardzo ozywiona
i rzeczowa dyskusja, ktéra nadata konferencji zamierzony roboczy charakter. Spot-
kanie stanowito wzglednie szeroki przeglad aktualnej problematyki wigzacej sie
z fosforylacja biatek w tym takze przeglad tematyki badan os$rodkéw krajowych
i stopnia jej zaawansowania. Konferencja umozliwita zetkniecie sie réznych grup
badawczych ze sobg, blizsze poznanie sie, co moze utatwi¢ w przysztosci nawiazanie
wspoOtpracy naukowej.

A oto szczeg6towa tematyka referatdw plenarnych:

1. Reakcje fosforylacji — defosforylacji biatek chromatyny (Wtodzimierz Ostrow-
ski, Krakéw).

2. Fosforylacja biatek chromatyny ro$lin wyzszych w powigzaniu z hormonalng re-
gulacjg transkrypcji (Kazimierz Kleczkowski, Warszawa).

3. Fosforylacja biatek bton biologicznych (Lech Wojtczak, Warszawa).

4. Kalmodulina — aktywator kinaz biatkowych zaleznych od jonéw wapnia (Wi-
told Drabikowski, Warszawa).

5. Fosforylacja biatek aparatu kurczliwego mieéni (Renata Dagbrowska, Warszawa).

6. Fosforylacja biatek mézgowych (Tomasz Borkowski, Lublin).
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Kinazy biatkowe niezalezne od cyklicznych nukleotydéw specyficzne wobec bia-
tek zasadowych (Jézef Zajac, Lublin).

Fosforylacja enzymoéw glikogenolizy (Jacek Kuznicki, Warszawa).

Wptyw fosforylacji faktoréw inicjujacych na eksperesje genetyczng eukariontow
(Wtodzimierz Zagorski, Warszawa).

Czynniki kontrolujagce biosynteze biatka w retikulocytach kréliczych (Nikodem
Grankowski, Lublin).

Fosforylacja biatek rybosomowych (Eugeniusz Gasior, Lublin).

Eugeniusz Gasior



RECENZJE

Purine metabolism in man — IlI; Biochemical, immunological and cancer research

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

Recenzowany tom, ukazujacy sie w serii Advances in Experimental Medicine
and Biology, obejmuje materiaty Il Miedzynarodowego Sympozjum na temat me-
tabolizmu puryn u cztowieka, ktére odbyto sie w 1979 roku w Madrycie (Hiszpania).
Opublikowane prace oryginalne dotycza r6znorodnych aspektéw przemian zwiazkéw
purynowych i pirymidynowych w réznych komérkach prawidtowych i nowotworo-
wych a takze u o0s6b z wrodzonymi wadami metabolicznymi lub u oséb obarczonych
nowotworami.,

Na tom sktada sie siedem rozdziatow:

— szlaki metaboliczne puryn i regulacje

— enzymologia i metabolizm puryn

— metabolizm pirymidyn

— metabolizm puryn w limfocytach

— uktad opornosciowy a metabolizm puryn

— badania nowotworéw

— metodologia
Oto niektére z poruszonych zagadnien:

— Przemiany puryn w réznych hodowanych in vitro komérkach ssakéw, a zwtaszcza
w prawidtowych ludzkich fibroblastach i fibroblastach pobranych od pacjentéow
z zaburzeniami syntezy puryn.

— Metabolizm puryn w miedniach szkieletowych.

— Oczyszczanie, wiasciwosci i regulacja enzymoéw uczestniczacych w réznych eta-
pach biosyntezy puryn de novo.

— Biochemiczne konsekwencje traktowania komérek nowotworowych deoksykofor-
mycyng, specyficznym inhibitorem deaminazy adenozynowej oraz ametopteryng,
specyficznym inhibitorem reduktazy dihydrofolianowej.

— Przemiany pirymidyn w elementach morfotycznych krwi.

Ostatni rozdzial monografii posSwiecony jest omowieniu metod stosowanych do
oczyszczania niektdrych enzymdéw uczestniczacych w przemianach puryn i pirymi-
dyn (np. syntetazy fosforybozylopirofosforanu i kinazy adenozynowej) oraz szyb-
kich i czutych metod (np. izotachoforezy czy réznego typu chromatografii) ozna-
czania poziomu puryn i pirymidyn w surowicy i limfocytach, co ma szczeg6lnie duze
znaczenie w badaniach wrodzonych wad metabolicznych.

Monografia opatrzona jest indeksem autor6w oraz wyczerpujacym indeksem rze-
czowym. Réznorodno$¢ poruszanych w tomie zagadnieh sprawia, ze stanowi on
cenng pozycje dla interesujgcych sie rozwojem badaA w dziedzinie przemian zwigz-
kéw purynowych zaréwno z teoretycznego jak i praktycznego punktu widzenia

Barbara Grzelakowska-Sztabert
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Abkirzungen in der Medizin und ihren Randgebieten.

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

0

Stale rosngca ilo$¢ skrétéow stosowanych w tekstach prac naukowych, niekiedy
W istotny sposéb utrudnia szybkie ich przeczytanie. Dlatego tez, informatory zbiera-
jace skrdéty stosowane w roznych dziedzinach wiedzy i podajgce ich rozwigzania
sa wydawnictwami coraz cenniejszymi i zawsze poszukiwanymi. Praca U. Spranger
nalezy wiec juz z tej racji do ksigzek bardzo pozytecznych. Autorka zebrata i uto-
zyta w porzadku alfabetycznym okoto 6 tysiecy skrotéw stosowanych nie tylko w
medycynie i technice medycznej, ale réwniez w biochemii i farmacji. Wykaz ten
obejmuje takze terminy fizyczne i techniczne odnoszace sie lub stosowane w me-
dycynie oraz jednostki miar w uktadzie SI. Nie pominieto takze wyjaénienia skro-
tow terminoéw ogO6lniejszych, stosowanych w wielu dziedzinach wiedzy, podano
takze rozwiazania dla skrétéw nazw organizacji i towarzystw medycznych.

Aczkolwiek praca ta przeznaczona jest gtdwnie dla odbiorcy z obszaru jezyka
niemieckiego, to skréty obejmuja nie tylko terminologie tego jezyka. Autorka bo-
wiem bardzo szeroko uwzglednia fakt przyswojenia sobie przez naukowcow i sto-
sowania w tekstach skrotdw wywodzacych sie z jezyka angielskiego. Skréty te po-
siadajg swe rozwigzania w jezyku angielskim, przy ktérych podano ich znaczenie
w jezyku niemieckim. Dlatego tez, informator ten moze by¢ z réznym pozytkiem
wykorzystywany przez czytelnika polskiego, lub tez przy korzystaniu z medycznej
literatury publikowanej w jezyku angielskim.

Dodatkowo, poza uktadem alfabetycznym znalazt sie wybér symboli i znakéw
wraz z ich -rozwigzaniami. Obejmuje on symbole i znaki okreslone jako ogdlne,
a ponadto z zakresu matematyki, fizyki i chemii oraz biologii.

Zebranie tak duzej liczby skrotéw, obejmujacej szeroki zakres ich wystepowania
w literaturze medycznej i pokrewnej jest pracg bardzo zmudng i wymagajacg du-
zej znajomosci tekstéw. Jest ona przy tym wydawniczo bardzo skondensowana.
Jej duza przydatno$é, nie tylko' dla bibliotek, ale dla wszystkich zainteresowanych
ta literaturg nie ulega wiec watpliwosci.

Henryk Adler

Advances in Experimental Medicine and Biology, Vol. 125
Structure and Function of Gangliosides.

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

Coraz wieksza popularno$¢ uzyskujg sobie kameralne sympozja na waski te-
mat omawiany w sposob wszechstronny i powigzany z og6lnymi problemami da-
nej dziedziny wiedzy.

Badacze zajmujgcy sie gangliozydami po raz pierwszy spotkali sie we witasnym
gronie w 1973 r. i spotkania te ponawiajg. Ostatnig konferencje w kwietniu 1979 r.
zorganizowali w Strasburgu Lars Sennerholm i Paul Mandel. Przedstawiano tam
najnowsze wyniki badan nt.: 1) struktury chemicznej, 2) rozmieszczenia w tkankach,
frakcjach subkomoérkowych, komérkach i ptynach, 3) metabolizmu, 4) immunolo-
gicznych metod identyfikacji oraz 6) funkcji gangliozydéw, a takze nt. 5) sialidoz
i sialidaz. Plenum Press udostepnit nam ostatnio tre$¢ tej konferencji publikujac
w 125 t. serii Advances in Experimental Medicine and Biology 46 referatow uzupet-
nionych bibliografiag tematu (do 1979 r.).
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Czytelnik znajdzie tam wiele szczegétéw metodycznych dotyczacych rozmaitych
technik badawczych (metody izolowania i rozdziatu, analiza przy uzyciu spektro-
metrii masowej i rezonansu jadrowo magnetycznego NMR i 1H-NMR, zastosowa-
nie tréjfluoroacetolizy, znakowania przez acetylacje i degradacje enzymatyczng
oraz wykorzystanie micelli i liposoméw wraz z ich preparatyka (jak rowniez wiele
faktéw, teorii, hipotez i spekulacji dotyczacych metabolizmu i funkcji biologicz-
nej gangliozydéw). W tym ostatnim jednak zakresie czytelnik nie znajdzie wiele
nowego; wiekszo$¢ koncepcji dotyczacych szlaku metabolicznego i roli tych zwigz-
koéw opiera sie wprawdzie na szerszym materiale doSwiadczalnym, ale w gtéownych
zarysach powstata kilka lat temu.

Siedemnascie lat temu Svennerholm publikujac swg propozycje nomenklatury
gangliozydéw wyliczyt ich 10. Dzi$ znamy ich co najmniej 20 (a kazdy z nich moze
zawiera¢ jeden z dwu rodzajow kwasu sialowego lub rézne ich kombinacje). Wie-
my, ze zawiera¢ moga procz galaktozy, glukozy, galaktozoaminy i kwasu sialowego
takze glukozoamine i fukoze; tancuch oligosacharydowy zawiera¢ moze nawet 10
czasteczek cukru. W tkance nerwowej cziowieka zidentyfikowano 12 rodzajow, w
tkance nerwowej ryby — 15 (Yu i Ando). Zmudne prace analityczne prowadzace
do doktadnego okres$lenia rozktadu gangliozydéw w tej samej tkance réznych ga-
tunkéw (Urban i wsp., Avrova, Ledeen), w ré6znych tkankach tego samego gatunku
(Rauvala i Finne), czy w réznych rodzajach komérek w obrebie jednej tkanki np.
nerwowej (Urban i wsp.) s3, wydawatoby sie, drobnymi przyczynkami — ale na
nich opierajg sie wszelkie hipotezy i spekulacje.

Ré6znicowaniu sie morfologicznemu komoérek hodowanych towarzyszy zmiana
jakosciowa i ilosciowa gangliozydéw, przy czym wzrost ich ilosci naogét — cho¢
nie zawsze — skorelowany jest ze zmianami morfologii komoérek (Rebel i wsp.).
Obecnos$¢ gangliozydow wpltywa na witasciwosci fizykochemiczne sztucznych biton
lipidowych. Odwrotnie niz cholesterol zmniejszaja one sztywno$¢ btony; précz tego
modulujg jej wrazliwo$é na czynniki zewnetrzne — przede wszystkim na obecnos¢
jonobw wapnia — a stopien tej modulacji zalezy od stopnia sialilacji gangliozydu
(Berenholz i wsp.). Zjawisko to ma kapitalne znaczenie w procesie przekazywania
bodzcow w komorce nerwowej. Gangliozydy w obrebie tej samej blony rozmiesz-
czone sg nieregularnie tworzac skupiska (Tettamanti i wsp.). W btonie plazmatycz-
nej synaptosomow stwierdza sie nagromadzenie gangliozydéw wielosialowych, ktore
tworzg strefy nagromadzenia tadunkéw ujemnych mogacych wigza¢ jony wapnia;
gangliozydy Gmi i Gnib mieszcza sie przede wszystkim po cytoplazmatycznej stro-
nie btony presynaptycznej. W obecno$ci jondw wapnia zmienia sie struktura bto-
ny — grupy sialowe stajag sie niedostepne (np. dla nadjodanu), podczas gdy fosfo-
lipidy sg eksponowane (Lesiava i Rosenberg). Fakty te stanowig punkt wyjscia dla
roznych hipotez na temat udziatu gangliozydow w przekazywaniu bodzcéw nerwo-
wych. Lesliva i Rosenberg przypuszczajg, ze modulacja btony przez jony wapnia
powoduje zmiane w dostepnosci substratu sialidazy synaptosomalnej; enzym ten
dziata¢ moze jedynie w nieobecnosci jonéw wapnia. Odszczepienie kwasu sialo-
wego obniza ujemny tadunek biony, zmienia wiec jej polarno$¢, a tym samym
przepuszczalno$¢ — moze to by¢ jeden z etapéw przekazywania bodZzca. Obecna
w synaptosomach sialotransferaza (Tettamanti i wsp.) resialujgc odpowiednie frag-
menty biony mogtaby regenerowaé system. Svennerholm z kolei uwaza, ze gtdw-
nym zadaniem gangliozydéw jest wigzanie wapnia. Impuls nerwowy (np. elektrycz-
ny) powoduje odtgczenie jonéw wapnia, ktére zostajg odtransportowane przez spe-
cyficzne kanaliki do wnetrza cze$ci presynaptycznej gdzie wzrost ich stezenia po-
woduje skurcz mikrofilamentéw i ,wystrzelenie” neurotransmitera, ktéry z kolei
zostaje przytgczony do receptoréw na blonie postsynaptycznej. W dalszym etapie
gangliozydy mogtyby uczestniczy¢ w reabsorbcji dodatnio natadowanych czaste-
czek neurotransmitera przez blone presynaptyczng.
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Fakt, ze gangliozydy nie tkwig w btonie sztywnp, lecz zmieniajg potozenie i uto-
zenie w zaleznosci od S$rodowiska warunkuje ich wtasciwos$ci receptorowe. Uczest-

nicza one — w sposéb swoisty lub pomocniczy — w wigzaniu i internalizacji roz-
nych toksyn (bakterii cholery i tezca, wirusa Sendai), a takze tyrotropiny i inter-
feronu. Holmgren i wsp. przedstawiaja bardzo sugestywnie atrakcyjny schemat

internalizacji choleragenu przy pomocy ,obrotowych” gangliozydéw; brak przed-
stawienia dla ro6wnowagi koncepcji enzymatycznej (patrz T. Pacuszka, Postepy
Biochemii 4/80). We wszystkich tych przypadkach udziat gangliozydéw jest chwilo-
wy i uczestnictwo w internalizacji wydaje sie nie wptywa¢ na inne ich funkcje.
Inaczej jest w przypadku wigzania przeciwciat, ktére wigzgc sie trwale z antyge-
nem usztywniajg zapewne btone. Bardzo interesujace sg wyniki prac Rapporta
i wsp., ktorzy zauwazyli, ze podawanie zwierzetom swoistych przeciwciat przeciw
okreslonym gangliozydom wywotywato szereg zaburzen centralnego systemu nerwo-
wego np. obniza zdolno$¢ uczenia sie, stymulacje cholinergiczng pragnienia itp.
Badania behavioralne sugeruja, ze nie wszystkie potencjalne miejsca wigzace prze-
ciwciato sg blokowane. Dos$wiadczenia te otwierajg nowe perspektywy badawcze.

Przedstawiony przez Yu i Ando, a takze przez Basu i wsp. schemat szlaku me-
tabolicznego biosyntezy gangliozydéw rézni sie od schematu przedstawionego przez
Kaufmana, Basu i Rosemana w 1968 r. gtdwnie tym, ze linie przerywane zostaty za-
stapione liniami ciggtymi — tj. reakcje hipotetyczne zostaty potwierdzone dos$wiad-
czalnie; no i doszedt szereg nowych glikolipidéw, a szlak zostal powigzany ze szla-
kiem fukolipidébw. Ogromny postep dotyczy natomiast wiedzy o wilasciwoséciach po-
szczegOlnych transferaz, réznic tkankowych, lokalizacji, zmian zwigzanych z wie-
kiem itp. Najciekawsze sg wyniki prac and aktywnos$cig i lokalizacja sialotransferaz
i sialidaz w btonie komorki nerwowej, a to dla wyzej przedstawionych skutkéw
dziatania tych enzymoéw tj. modyfikacji plastycznosci, polarnosci i przepuszczal-
nosci btony. Z informacji na temat katabolizmu glikolipidéw najbardziej chyba in-
teresujgca jest wykrycie i charakteryzacja biatkowego aktywatora beta-heksozoami-
nidazy (Conzelman i Sandhoff) i wiazacy sie z tym model mechanizmu degradacji
enzymatycznej substratéw lipidowych.

Reasumujgc wydaje mi sie, ze gtdwnym atutem omawianego tomu jest syste-
matyczne i' wszechstronne przedstawienie aktualnego stanu badan nad gangliozy-
dami z szerokim uwzglednieniem najnowszej metodyki i koncepcji na temat ich
funkcji. Ksigzka bedzie napewno pomocna dla os6b tkwigcych w temacie lub roz-
poczynajacych prace na tym polu, a takze dla tych, ktérzy ,platonicznie” interesuja
sie zagadnieniem bton biologicznych i ich sktadnikami heteropolisacharydowymi.

B. Czartoryska

Lehrbuch der Pflanzenphysiologie

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

Narodziny biochemii w pierwszych dziesigtkach lat biezacego stulecia bytlty wy-
nikiem rozwoju chemii organicznej na przetomie XIX i XX wieku oraz préb roz-
wigzania problemoéw, i odpowiedzi na pytania, ktére gromadzity przez lata nauki
fizjologiczne. Wiekszo$¢ problemoéow fizjologicznych, ktére inspirowaty narodziny
i rozwéj biochemii zrodzita sie wsrod fizjologow zwierzat i cztowieka, tworzac dziat
chemii zwany wowczas chemig fizjologiczng. Niemniej, réwniez zagadnienia fizjo-
logii roslin odegraty pewng role w tym etapie rozwoju stymulujagc badania np. nad
fotosynteza, strukturg i przemianami szeregu metabolitéw wtérnych itp.
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W drugiej potowie naszego stulecia, gdy rozw6j biochemii, genetyki i nauki
0 komérce doprowadzit do powstania nowej dziedziny wiedzy — biologii moleku-
larnej, mozna obserwowa¢ odwrotnie zwrécony kierunek oddziatywania. Odkrycia
biochemii i biologii molekularnej dziatajg inspirujagco na badania fizjologiczne,
prowadzac do podejmowania préb odpowiedzi na pytania, ktdrych dziewietnasto-
wieczna fizjologia wogdle nie stawiata.

Nowe, trzecie wydanie podrecznika fizjologii roslin Eike Libberta, profesora
Uniwersytetu w Rostocku, jest bardzo dobrym przyktadem takiego oddziatywania
najnowszych trendéw badawczych wspétczesnej biologii zar6bwno na tre$¢ jak i na
spos6b wyktadu fizjologii roslin. Libbert czyni z opisu zjawisk fizjologicznych nie-
mal margines, a w kazdym razie drugi plan, tto fizjologii ro$lin, dajac pierwszen-
stwo omoéwieniu zalezno$ci przyczynowych i mechanizméw regulacyjnych odpowie-
dzialnych za przebieg poszczegolnych procesow ksztattujacych funkcjonowanie ko-
marki i organizmu ros$linnego.

Ksigzka Libberta podzielona zostata na 6 rozdziatow, z ktérych tylko trzy ostat-
nie poswiecone sg zagadnieniom, ktorymi zajmowata sie klasyczna fizjologia roslin:
rozdziat 4 poswiecony jest przemianie materii w ro$linach obejmujac takie zagad-
nienia jak zywienie mineralne, gospodarke wodng i jonowg, transport, przemiany
szeregu grup metabolitow i wydzielanie. Rozdziat 5 — poSwiecony réznym aspek-
tom wzrostu i rozwoju roslin zawiera kilkunastostronicowa cze$¢ omawiajgcg pod-
stawowe mechanizmy regulujgce procesy rozwojowe i wzrost, jak np. zréznicowa-
nie ekspresji informacji genetycznej i aktywacji gendw, koordynacje aktywnosci
genéw i role izoenzyméw. Rozdziat 6 opisuje rézne rodzaje ruchéw roslin.

Natomiast pierwsze trzy rozdzialy omawianego podrecznika majg tylko po-
Sredni, lub fragmentaryczny zwiazek z tradycyjng fizjologig rosélin. W rozdziale
1 autor przedstawia na kilku stronach wtasne koncepcje dotyczace biologicznych,
a zwiaszcza filozoficznych aspektéw fizjologii roslin. Recenzentowi nie wydaje sig
w petni uzasadnione poswiecanie tych stron na przekonywanie czytelnika do ma-
terialistycznego traktowania procesdéw fizjologicznych. Rozdzial 2 omawia podstawy
przemiany materii przypominajac czytelnikowi zasadnicze elementy termodynami-
ki, omawiajac stosunki energetyczne w zywej komdrce oraz podstawy katalizy
enzymatycznej. Stanowi to ttlo do omawiania utleniania tkankowego i fotosyntezy,
ktorym posSwiecona jest wieksza cze$S¢ tego rozdziatu. Rozdziat konczy sie Kilku-
stronicowymi rozwazaniami zatytutowanymi ,filogeneza przemiany materii” gdzie
autor omawia poglady na powstanie zycia przedstawiajgc kolejno$¢ formowania sie
poszczegdlnych systeméw metabolicznych.

Rozdziat 3 ,Podstawy regulacji biologicznej” w najwiekszym stopniu odbiega
charakterem od tego, co czytelnik z pewnym dos$wiadczeniem spodziewa sie znalezé
w podreczniku fizjologii ro$lin. Z resztg w poprzednim wydaniu podrecznika Lib-
berta z roku 1974 nie ma jeszcze tego rozdziatlu. Autor omawia kolejno regulacje
na poziomie metabolitow, regulacje aktywnos$ci enzymoéw i regulacje ekspresji ge-
néw. Liczne przykiady omawianych rodzajow regulacji dotycza proceséw zachodza-
cych w roSlinie, i tylko to sprawia, ze rozdziat ten nie moégtby sie znalezé w pod-
reczniku biochemii, biologii komorki lub biologii rozwoju.

Przyktady i uogdlnienia dotyczace mechanizméw regulacji omawiane przez Lib-
berta dotycza proces6w zachodzacych na terenie komorki, co pozwala autorowi
operowaé kategoriami molekularnymi. Nie pozwalaja one na wyjasnienie mecha-
nizméw odpowiedzialnych za prawidtowy przebieg wszystkich proceséw i zjawisk
w zywej roS$linie. Jest to w znacznym stopniu wynikiem braku wiadomos$ci na te-
mat oddziatywan miedzykomérkowych i czynnikéw koordynujgcych w skali catego
organizmu. Niemniej, sposéb wyktadu uwypuklajacy zasadniczg role mechanizmoéw
kontrolnych w catoksztatcie proceséw fizjologicznych stanowi novum w konstrukcji
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podrecznikéw akademickich i fizjologii roslin i jest logiczng konsekwencja rozwoju
wiedzy.

Uwazam trzecie wydanie podrecznika Libberta za bardzo dobrze napisane i bar-
dzo pozyteczne. Zmusza ono czytelnika do mys$lenia i utatwia skojarzenia, co nie
zawsze bylto osiggane przez dotychczasowe podreczniki ,klasycznej” fizjologii roélin.
Sktania ono réwniez do refleksji na temat loséw interdyscyplinarnych dziedzin nau-
ki, do ktorych w tej chwili nalezy fizjologia. Granice miedzy fizjologig i biochemia
roslin zacierajg sie w tak znacznym stopniu, ze nie tylko twérczy wkiad w jedna
z tych dziedzin, ale i jej nauczanie stajg sie niemozliwe bez czynnego zaangazo-
wania w drugiej.

Podobnie jak poprzednie wydanie, podrecznik Libberta jest bardzo starannie
wydany, obfituje w przejrzyste ilustracje i pomystowe schematy. Polskim czytel-
nikom, przyzwyczajonym do skrétow opartych na nomenklaturze anglosaskiej,
utrudnia korzystanie z ksigzki stosowanie przez autora skrétéw nazw niemieckich,
nie zawsze wyjasnionych. Ta drobna niedogodno$¢ jest z nawigzkag rekompenso-
wana przez nowoczesny, logiczny sposéb wyktadu i rzetelng informacje o osiggnie-
ciach fizjologii roslin do péznych lat 70 naszego stulecia. Sadze, ze recenzowany
podrecznik zainteresuje nie tylko studentéw fizjologii ro$lin i biochemii, lecz réwniez
pracownikéw naukowych tych dyscyplin.

W tym miejscu recenzent pragnie wyrazi¢ zal, ze Panstwowe Wydawnictwo
Naukowe przystepuje do wydania polskiego tlumaczenia poprzedniego wydania
(z 1974 roku) podrecznika Libberta. Rézni sie ono w znacznym stopniu od omawia-
nego w tej recenzji zardbwno sposobem wyktadu jak i zasobem i doborem wiado-
mosci.

Stanistaw Lewak
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrocenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowac¢ prace oryginalne z ostatnich Kkilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajagce przedstawiong dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W teks$cie
nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w tek$cie. Wykaz pismiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzagdkowane alfabetycznie. Odnos$niki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcoéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
1) np.:

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

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

London;

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

Zakaczniki: kazdy zalgcznik nalezy sporzadzi¢ w 2 egz. na oddzielnych kartkach
i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajgcym numerowi uzytemu w tekscie, orar
oznaczy¢ (na gOrze stronicy otdwkiem) .nazwisko pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnosci ich omoéwienia w tek$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny byé wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tu-
szem na bialym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciefsze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig cienszg niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrotami. Osie
wykres6w natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: OO A+ H
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,go6ra” i ,,dét” (otéwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

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

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