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Dnia 6 kwietnia 1984 roku zmart w wieku 59 lat profesor zwyczajny
dr hab. J6zef Chmiel, wybitny biochemik i analityk kliniczny, kierownik
Katedry Biochemii i Analityki Medycznej Wydziatu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Profesor Chmiel uzyskat w 1952 roku dyplom lekarza medycyny, a w
1955 roku stopien mgr chemii. Stopien naukowy doktora medycyny uzy-
skal w 1960 roku, a doktora habilitowanego w 1962 roku. W 1970 roku
uzyskat tytuf naukowy profesora nadzwyczajnego, a w 1980 roku profe-
sora zwyczajnego.

Juz jako student Il roku medycyny rozpoczat prace w Katedrze
Chemii Fizjologicznej, gdzie zajgt sie badaniami, ktore stanowity temat
jego zainteresowan do konca zycia, a mianowicie charakterystyka fizyko-
chemiczng i metabolizmem krwinek czerwonych. Poza tym z duzym za-
patem i umiejetnoscig zajmowat sie pracg dydaktyczng, prowadzac zajecia
ze studentami Wydziatu Lekarskiego, Oddziatu Stomatologii i Wydziatu
Farmaceutycznego.

W latach 1958— 1959 przebywat jako stypendysta Fundacji Rockefelle-
ra na studiach w Stanach Zjednoczonych, gdzie w Pracowni prof. Gibsona
w Uniwersytecie Harvarda oraz w Pracowni dr Bartletta w San Diego
zajmowat sie metabolizmem tkankowym. Podczas pobytu w USA rozpo-
czalt badania zwigzkéw fosforanowych w krwinkach czerwonych, ktore
ukonczyt po powrocie do kraju i ktore staly sie podstawg dla uzyskania
stopnia doktora habilitowanego.

Po otrzymaniu w 1963 roku stanowiska docenta etatowego w Katedrze
Chemii Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego objat kierownictwo utworzo-
nego w tym samym roku Zaktadu Biochemii Wydziatu Farmaceutycznego
Akademii Medycznej w Poznaniu, ktéry zorganizowat i prowadzit do
konca swego zycia. W Zaktadzie tym rozwinat dziatalnos¢ naukowa i dy-
daktyczng, kontynuujac poprzednio prowadzone badania nad metaboliz-
mem krwinek czerwonych, poszerzajac je o obserwacje wptywu cytosta-
tykéow na te komorki. Umiat zawsze wyeksponowaé¢ wartos¢ praktycznag
i uzytecznos$¢ diagnostyczng prowadzonych pod jego Itierunkiem badan.
Jego dorobek naukowy obejmuje okoto 100 publikacji, w tym ponad 60
prac doswiadczalnych. Byt wielokrotnie nagradzany za dziatalno$¢ nau-
kowg, w tym rowniez nagrodg zespotowag | stopnia Ministra Zdrowia
i Opieki Spotecznej.

Byt promotorem 19 prac doktorskich i patronem 2 przewoddéw habili-
tacyjnych.

Podczas swej dtugoletniej pracy nie tylko przekazywat wiedze bio-
chemiczng licznym rzeszom studentéw, ale réwniez jako specjalista wo-
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jewddzki uczestniczyt w wyksztatceniu wielu wartosciowych anality-
kow — lekarzy i farmaceutéw — podnoszac w ten spos6b poziom pracy
laboratoriéow naukowych i diagnostycznych. Przez wiele lat byt prze-
wodniczgcym Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej oraz
zatozycielem Oddziatu Poznarnskiego tego Towarzystwa.

Profesor Chmiel sprawowat od 1966 roku przez 18 lat funkcje pro-
dziekana Wydziatu Farmaceutycznego, a od 1979 roku takze kierownika
Oddziatu Analityki Medycznej utworzonego przy tym Wydziale. Nie do-
czekat niestety ukonczenia studidw przez pierwszych absolwentéw wspo-
mnianego Oddziatu, ktérego byt gtbwnym organizatorem.

Byt odznaczony Krzyzem Kawalerskim Orderu Odrodzenia Polski
oraz szeregiem medali i odznaczen.

Profesor Chmiel byt aktywnym cztonkiem licznych towarzystw nau-
kowych krajowych i zagranicznych uczestniczac w wielu konferencjach
i zjazdach naukowych, a takze sam je organizujagc. W réznych okresach
byt rowniez cztonkiem kolegiéw redakcyjnych Kilku czasopism nauko-
wych w tym takze ,Postepdéw Biochemii”.

Mimo ciezkiej choroby, z ktorej rozwoju zdawat sobie doskonale
sprawe, zachowat — tak charakterystyczng dla niego — pogode ducha
i nie przerywat pracy do ostatnich dni swego zycia.

Zegnamy profesora Chmielg z gtebokim Zzalem i $wiadomoscig tego,
ze z jego Smiercig straciliSmy nie tylko wybitnego dziatacza, ale réwniez
cztowieka o wielkim sercu i prawdziwego przyjaciela.



PROFESOR DR HAB. MARIA SARNECKA-KELLER
1925— 1984



http://rcin.org.pl



W dniu 3 lipca 1984 roku zmarta w Krakowie profesor dr hab. Maria
Sarnecka-Keller, wybitna uczona, profesor Uniwersytetu Jagiellonskiego,
kierownik Zaktadu Biochemii Zwierzat Instytutu Biologii Molekularnej
i byty dyrektor tego Instytutu.

Urodzita sie w Btazowej koto Rzeszowa, ale cate Jej zycie byto zwig-
zane z Krakowem. Tutaj w czasie wojny uzyskata dyplom technika-che-
mika uczeszczajgc rownoczesnie na tajne komplety liceum matematyczno-
fizycznego. Jesienig 1945 roku rozpoczeta studia na Wydziale Matema-
tyczno-Przyrodniczym Uniwersytetu Jagiellonskiego. Dyplom magistra
filozofii z zakresu chemii uzyskata w 1950 roku. Jeszcze jako studentka
zaczeta pracowaé¢ w Uniwersytecie Jagiellonskim w Zaktadzie Chemii
Fizjologicznej Wydziatu Lekarskiego, przeniesionego po6zniej do nowo-
zorganizowanej Akademii Medycznej. Osobowo$¢ Kierujgcego woéwczas
jej praca profesora Eolestawa Skarzynskiego wpityneta nie tylko na ukie-
runkowanie Jej pracy badawczej, lecz takze na zainteresowanie historig
nauki. Jej nieprzecietne zdolnosci zostaly szybko docenione i nie miata
jeszcze ukonczonych 30 lat, gdy powierzono Jej samodzielne prowadzenie
wyktadéw i egzaminowanie studentéw medycyny z kursowego przed-
miotu ,Chemia ogé6lna”. W 1964 roku przedstawita rozprawe habilitacyj-
na pt.: ,Peptydy moczu i osocza krwi” i wkrotce potem rozpoczeta prace
w Uniwersytecie Jagiellorniskim prowadzac zajecia z biochemii dla stu-
dentéw Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi. W latach 1965— 66 zorgani-
zowata przy udziale profesora Ignacego Reifera Katedre Biochemii i Bio-
fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego. Byta wspottwdrcg z profesorem
Janem Zakrzewskim Instytutu Biologii Molekularnej UJ, w ktérym na"
stepnie kierowata przez 14 lat Zaktadem Biochemii Zwierzagt. W 1972 roku
zostata profesorem, a w latach 1972— 77 byta dyrektorem Instytutu, a w
maju 1981 roku zostata wybrana prorektorem Uniwersytetu Jagiellonskie-
go. Byla pierwsza kobietg piastujacg te godnos¢ w 620-letniej historii
uczelni i zdobyta sobie powszechne uznanie dzieki prawosci postepowania
oraz rzetelnosci pracy, w ktorej byta gteboko zaangazowana do ostatnich
dni swego zycia.

Poza Uczelnig profesor Sarnecka-Keller dziatata przez wiele Ilat
w Polskim Towarzystwie Biochemicznym i Polskim Towarzystwie Che-
micznym, w Komitecie Biochemii i Biofizyki PAN oraz Komisji Bioche-
micznej krakowskiego Oddziatu PAN. Jej dziatalno$¢ naukowa, organi-
zacyjna i wychowawcza zostata wyrézniona wielokrotnie nagrodami Mi-
nistra Nauki, Szkolnictwa Wyzszego i Techniki, Krzyzem Kawalerskim
Orderu Odrodzenia Polski i honorowym tytutem Zastuzony Nauczyciel
PRL.
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Zainteresowania naukowe profesor Marii Sarneckiej-Keller dotyczyty
gtéwnie witasciwosci fizykochemicznych i funkcji biologicznych peptydow
i glikoprotein wystepujacych w plynach ustrojowych i btonach biologicz-
nych. Opublikowata z tego zakresu 52 prace eksperymentalne, w wiek-
szosci w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, o ponadto 25 arty-
kutéw przegladowych. Tematyka tych prac nie ograniczata sie do bio-
chemii, ale w wielu przypadkach nawiazywata do medycyny i patologii
molekularnej: od pierwszych publikacji dotyczacych aminoacidurii po
ostatnie prace poswiecone cukrzycy. Wynikato to nie tylko z poczgtkowej
dziatalnosci na Akademii Medycznej w Zakladzie profesora Skarzynskie-
go, ale takze z umiejetnosci szerokiej wspotpracy i organizacji badan
interdyscyplinarnych. Szeroko$¢ horyzontow umystowych profesor Sar-
neckiej-Keller potwierdzajg takze Jej publikacje z zakresu historii nauki,
w ktérych zwracata uwage na wkiad polskich uczonych w tworzenie
podstaw Swiatowej chemii i biochemii. Nalezy tu wymieni¢ monograficzne
opracowania i artykuty popularnonaukowe pos$wiecone Jedrzejowi Snia-
deckiemu i Leonowi Marchlewskiemu.

Ostatnio jeszcze podjeta wspdlnie z gronem swych wspoétpracownikow
organizacje specjalistycznego sympozjum poswieconego cukrzycy, ktore
odbedzie sie w 1985 roku podczas XX| Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego w Krakowie.

Bardzo owocna byta réwniez dziatalno$¢ dydaktyczna i szkoleniowa
profesor Marii Sarneckiej-Keller. Jej wyktady zawsze starannie przygo-
towane byty jednoczes$nie rzeczowe i niezwykle interesujgce, bez wzgledu
na to czy dotyczyty specjalistycznych zagadnienn, czy podstawowego kur-
su biochemii, czy popularyzacji nauki — nic wiec dziwnego, ze zawsze
gromadzity komplet stuchaczy. Profesor Sarnecka-Keller byta zatozy-
cielkg i diugoletnim redaktorem serii ,Biologia Molekularna” Zeszytow
Naukowych UJ, autorem i redaktorem 5 skryptow akademickich i wspo6t-
autorem dwukrotnie wznawianego podrecznika ,Cytologia i Histologia”.
Wychowata catg rzesze biologéw, z posrdd ktérych juz promowata 8 dok-
torow i byta opiekunkg 2 zakonczonych przewodoéw habilitacyjnych, ale
dalsze doktoraty i habilitacje Jej wychowankéw sa kwestia najblizszej
przysztosci. Miata niezwykly dar mobilizowania do pracy naukowej
i szczerze cieszyta sie sukcesami nie tylko uczniéw i najblizszych wspét-
pracownikéw, ale takze innych kolegéw w Instytucie, ktérzy darzyli Ja
ogromnym szacunkiem. Dzieki inicjatywie i umiejetnosci podejmowania
wywazonych i obiektywnych decyzji potrafita wytworzy¢ w kierowanym
przez siebie Zakladzie niepowtarzalny klimat zaufania i harmonijnej
wspoétpracy.

W pamieci najblizszych wspo6tpracownikéw pozostanie profesor Maria
Sarnecka-Keller nie tylko jako wybitny naukowiec, ale takze jako Swiet-
ny organizator, serdeczny opiekun i madry doradca.
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Autorzy
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Wykaz stosowanych skrétéw: ATP — adenozynotrifosforan; ATPaza — adeno-
zynotrifosfataza; BPA — biatko przenoszace aniony; CH-8, CH-15, CH-17, CH-38,
CH-55 — fragmenty BPA otrzymywane w wyniku trawienia chymotrypsyna, o ma-

sach czasteczkowych odpowiednio 8000, 15 000, 17 000, 38 000 i 55 000, CN-23 — frag-
ment BPA o masie czgsteczkowej 23 000 otrzymywany w wyniku S-cyjanylacji frag-
mentu TR-41; DAEA-celuloza — dietyloaminoetyloceluloza; DIDS — 4’4-diizotiocy-
janianostilbeno-2,2’-disulfonian; 2,3-DPG — 2,3-difosfoglicerynian; DTNB — 55-di-
tiobis-(2-nitrobenzoesan); EDTA — etylenodiaminotetraoctan; Fuk — fukoza; GIuNAc
— N-acetyloglukozoamina; G3PDH — dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowe-
go; HDIDS — 4,4-diizotiocyjaniano-l,2-difenyloetano-2,2’-disulfonian; Man — man-
noza; NAD, NADP, NADPH — odpowiednio: dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy,
jego fosforan i zredukowana forma tego fosforanu; NAP-tauryna — N-(4-azydo-2-ni-
trofenylo)-2-aminoetylosulfonian; NEM — N-etylomaleimid; NTCB — 2-nitro-5-tio-
cyjanianobenzoesan; P5 — fragment BPA o masie czgsteczkowej 5000 otrzymywany
po trawieniu blon erytrocytéw pepsyna; SDS — sél sodowa siarczanu dodecylu;
SITS — 4-acetamido-4’-izotiocyjanianostilbeno-2,2’-disulfonian; TR-16, TR-22, TR-41,
TR-52 — fragmenty BPA otrzymywane po trawieniu bton erytrocytéw trypsyna,
o masach czasteczkowych odpowiednio 16 000, 22 000, 41 000 i 52 000.

I. Wstep

Charakterystyczng cechg elektroferogramoéw biatek bion erytrocytow
ssakéw, otrzymanych w wyniku rozdzialu w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci SDS jest obecnos¢ szerokiego pasma odpowiadajgcego za 1/4
catkowitej zawartosci biatka bton (Ryc. 1). Jest to trzecie gtéwne pasmo

Pasmo
i
2
3
- 41
4.2
3 5

|@"‘b&p Hemoglobina
Ryc. 1. Elektroferogram biatek bton erytrocytéw cztowieka otrzymany w wyniku roz-
dziatu w 10&/0 zelu poliakryloamidowym w obecnoéci SDS. Numeracja pasm wedtug
nomenklatury Stecka (20) (zob. Post. Bioch. 28 (1982) 251— 277).
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tych elektroferogramow, liczagc w kierunku rosngcej ruchliwosci elektro-
foretycznej, stgd tez gtowne biatko tego pasma okreslane jest mianem
.biatka pasma 3” (ang. ,band 3 protein”) (1). Inne, dawniej stosowane
nazwy tego biatka, takie jak ,skiadnik a” (2) lub ,skiadnik E” biatek
btony erytrocytu (3, 4) dzi$§ praktycznie wyszlty juz z uzycia. Trzecie
gtébwne pasmo elektroferograméw blony plazmatycznej erytrocytu jest
heterogenne i zawiera m.in. ufosforylowang forme (Na+, K+)-ATPazy (5),
a w przypadku erytrocytéw ludzkich moze zawiera¢ takze glikoforyne.
Jednak co najmniej 90°/0 tego pasma stanowi gtéwne biatko integralne
btony erytrocytarnej i wiekszo$¢ autoréw do niego wiasnie ogranicza
nazwe ,biatka pasma 3" (6).

Biatko to wzbudza ozywione zainteresowanie membranologéw, gtownie
ze wzgledu na réznorodne petnione i przypisywane mu funkcje. Jest ono
odpowiedzialne za wymiane anionow poprzez btone erytrocytu i, jak sie
wydaje, jest to jego zasadnicza funkcja fizjologiczna. Z tego wzgledu
coraz powszechniej okreslane jest mianem ,biatka przenoszacego aniony”;
nazwa ta, zwykle w formie skrotu (BPA) bedzie konsekwentnie stosowana
w niniejszym artykule. Biatko to jest miejscem wigzania enzymow gliko-

litycznych i hemoglobiny z blonag erytrocytu oraz elementem btony,
w ktéorym zakotwiczony jest biatkowy ,szkielet” krwinki. Jest jednym
z nosnikow determinantow antygenowych uktadoéw grup krwi | i Rh.

W mysl wspdiczesnej koncepcji immunologicznego rozpoznawania starych
erytrocytéw, biatko to jest prekursorem ,antygenu starych komorek”.

Il. Otrzymywanie biatka przenoszgcego aniony

Stosowane metody otrzymywania w stanie czystym BPA i jego frag-
mentow sg zwykle kombinacjami kilku podstawowych procedur takich
jak:

— Ekstrakcja biatek peryferycznych biony w warunkach stosunkowo
tagodnych (np. dziataniem izotonicznego roztworu NaCl lub roztworu
EDTA o niskiej sile jonowej (5, 7) lub bardziej drastycznych (np. dzia-
taniem 0,1 mol I-1 roztworu NaOH, 10% roztworu kwasu octowego (8)
lub bezwodnika kwasu 2,3-dimetylomaleinowego (9)),

— Ekstrakcja sjaloglikoprotein btony za pomoca roztworéw detergen-
tow niejonowych o niskich stezeniach (10) lub dijodosalicylanu litu (7),

— Rozpuszczenie pozostatych biatek btony w roztworze detergentu
niejonowego o0 wyzszym stezeniu lub detergentu denaturujgcego (SDS)
i chromatografia (jonowymienna na ztozach takich jak aminoetyloceluloza
(5), DEAE-celuloza (11) lub Affi-Gel 102 (12), adsorpcyjna na ztozach
takich jak hydroksyapatyt lub Cellex D (13, 14), kowalencyjna na tio-
losefarozie (9, 11), saczenie molekularne (4, 7, 13, 15) lub chromatografia
powinowactwa na immobilizowanych lektynach typu konkanawaliny A lub
lektyny racznika (16, 17)) badz elektroforeza preparatywna (18, 19).
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I1l1. Struktura biatka przenoszacego aniony

Bialko przenoszgce aniony jest gidwnym biatkiem integralnym bton
krwinek czerwonych ssakow, przechodzacym przez dwuwarstwe lipidowg
btony i eksponowanym po obu jej stronach. Jest ono glikoproteing. W bto-
nie erytrocytu cztowieka znajduje sie ok. 1,2 miliona monomeréw BPA (2).
Na podstawie ruchliwosci elektroforetycznej w zelu poliakryloamidowym
w obecnosci SDS mase czasteczkowg BPA szacuje sie na 88 000— 105 000
(8, 20). Zwykle przyjmuje sie, ze masa czgsteczkowa polipeptydowego
sktadnika BPA bilon erytrocytow cztowieka wynosi 93 000+ 3000 (8). Na
elektroferogramach BPA widoczne jest jako charakterystyczne szerokie,
asymetryczne pasmo o ostrej przedniej a rozmytej tylnej krawedzi (Ryc. 1).
Szeroko$¢ pasma sugeruje heterogennos$¢ biatka. Przyczyng tej hetero-
gennosci nie jest zmiennos$¢ struktury polipeptydu ani wystepowanie
robwnowagi asocjacyjnej, lecz zréznicowanie stopnia glikozylacji. Wyka-
zano bowiem identyczno$¢ map peptydowych wyeluowanych z zelu frakcji
BPA o ruchliwosciach elektroforetycznych odpowiadajagcych masom cza-
steczkowym 88 000, 93 000 i 98 000 (22), natomiast wyzszg zawartos¢
cukrowcéw we frakcji biatka pasma 3 o nizszej ruchliwosci elektrofore-
tycznej (5).

Sktad aminokwasowy BPA (Tab. 1), podobnie jak i wielu innych biatek
integralnych bton, charakteryzuje sie jedynie niewielkim podwyzszeniem
zawartosci aminokwaséw hydrofobowych i niepolarnych w poréwnaniu
z typowymi niebtonowymi biatkami globulamymi (25). Widma dichroizmu
kotowego BPA w roztworze detergentu niedenaturujacego wskazujg na
stosunkowo wysoka zawartos¢ struktury a-helikalnej (ok. 43°/0) (5).

Cukrowce odpowiadaja za 5— 8/0 masy glikoproteiny (5, 23). Dane
dotyczace skiadu sacharydowego BPA sg w znacznym stopniu rozbiezne,
wszystkie jednak potwierdzajg znaczng zawarto$¢ galaktozy i N-acetylo-
glukozoaminy, natomiast niska zawartos¢ lub brak N-acetylogalaktozo-
aminy i kwasu sjalowego (Tab. 2). Wykazano, ze czasteczka BPA zawiera
2 tancuchy oligosacharydowe, jeden o znacznej diugosci, a drugi krotki.
Dtugi tancuch wykazuje heterogennosé¢, co jak sie wydaje odpowiada za
niejednorodnosc¢ elektroforetyczng glikoproteiny (13). Frakcja BPA o wyz-
szej ruchliwosci elektroforetycznej (przednia krawedZ pasma 3 na elek-
toferogramach bton) cechuje sie nizszg zawartoscig cukrowcéw (4,4°/0)
niz frakcja o nizszej ruchliwosci (tylna krawedz pasma; 8,3%>), co uwa-
runkowane jest gtéwnie nizsza zawartoscig galaktozy (odpowiednio
8 i 16 mmol/100 g biatka) i N-acetyloglukozoaminy (odpowiednio 8,5
i 18 mmol/100 g biatka) (28). Oba tancuchy majg te samag podstawowa
strukture heksasacharydowag: Manal-6(Manal-3)ManfH-4GluNAc{H-4(Fuk
al-6)GIuNAc (29).

Erytrocyty oséb o rzadkiej grupie krwi En(a~) nie zawierajg gliko-
foryny, aich BPA wykazuje znaczniejszy niz u oséb majgcych inne grupy
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Tabela 1

Sktad aminokwasowy biatka przenoszacego aniony z bton erytrocytéw czlowieka i erytrocytow

krowy
Aminokwas Zawarto$¢ (mol%) Erytrocyt

Erytrocyt cziowieka krowy
! Lys 45 4,7 57 3,4 4,4
His 2,4 1,9 3,2 2,2 2,0
Arg 55 4,8 57 52 4,9
Asx 6,6 7,5 9,9 6,5 7,3
10,7 10,9 10,9 11,9 11,7

Glx
29,7 29,8 34,9 29,2 30,3
Thr 5,0 53 58 5,0 52
Ser 6,3 5,8 5.2 6,8 5,9
I Pro 51 55 5,0 57 7,7
Gly 7.4 7,5 9,2 7,7 7.2
Ala 7,5 8,3 10,7 7.4 6,0
1 NO 1,0 1,3 0,7 0,3

I — CySSCy

31,3 33,4 37,2 33,3 32,3
Val 6,6 7.3 7.4 7,6 7,2
Met 2,9 1,9 2,3 2,2 1,7
1 lle 5,1 4.7 4,3 4,7 5,2
| Leu 15,3 14,1 10,8 13,4 14,6
Tyr 2,6 2,5 1,4 3,1 2,3
1 Phe 6,4 57 4,1 55 5,0
NO 0,7 NO 1,2 1,4

Trp
38,9 36,9 30,3 37,7 37,4
ierédio (5) (24) (4) (8) (25)

NO — nie oznaczano; Asx i Gix oznaczajg Asp i Glu lub Asn i Gin

krwi stopien glikozylacji, w wyniku zwiekszenia ditugosci gtéwnego tan-
cucha oligosacharydowego (13).

Jedng z podstawowych metod badania struktury i utozenia BPA w bito-
nie jest trawienie erytrocytéw i cieni erytrocytow za pomocg enzymow
proteolitycznych. Proteoliza BPA in situ ograniczona jest do kilku regio-
now w czgsteczce biatka. Co najmniej dwa spos$rod nich ulegaja dziataniu
proteaz o réznej specyficznosci w miejscach na tyle sobie bliskich, ze
produkty otrzymane w wyniku dziatania réznych enzymoéw cechuje taka
sama ruchliwos¢ elektroforetyczna. Preparaty BPA wyodrebnionego
z btony i rozpuszczonego w roztworach detergentéw trawione sg w sposéb
znacznie mniej wybidrczy, co sugeruje, ze in situ regiony czasteczki BPA
podatne na proteolize rozdzielone sg przez fragmenty niedostepne dla
proteaz (m.in. dzieki ostonie przez lipidy btony) (18).

Trawienie erytrocytow chymotrypsyng powoduje powstawanie z BPA
fragmentéw o masach czgsteczkowych 38 000 i 55 000 (oznaczanych zwykle
CH-38 i CH-55). Fragment CH-38 zawiera gtowny, a fragment CH-55
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krétszy tancuch oligosacharydowy. Oba fragmenty pozostaja zwigzane
z dwuwarstwg lipidowa i nie mozna usung¢ ich z btony za pomocag metod
stosowanych do ekstrakcji biatek peryferycznych (8, 30— 32). Réwniez
dziatanie pronazy, papainy, termolizyny i subtylizyny na erytrocyty
cztowieka prowadzi do powstania fragmentéw BPA o identycznych ma-
sach czasteczkowych (3, 33, 34). Dtuzsze trawienie komoérek przy uzyciu
wyzszych stezen papainy redukuje fragment o masie czgsteczkowej 38 000
do kroétszego peptydu o masie czgsteczkowej 30 000, a diuzsze trawienie
chymotrypsyna otwartych (ang. leaky) cieni erytrocytéw pozostawia
z fragmentu CH-38 fragment znacznie krotszy, o masie czgsteczkowej
ok. 8000 (35, 36).

Tabela 2
Sktad sacharydowy biatka przenoszacego aniony z bton erytrocytéw cziowieka
Reszta Zawarto$¢ (mol/mol BPA)
sacharydowa

Fukoza 8,3 2,5 0,75 1,4 4 7 0,5
Mannoza 8,3 7,2 3,4 4,3 7 5 3,2
Galaktoza 8,3 12 52 4,8 24 16 14,3
N-acetyloglukozo-

amina 7,6 20 55 10,0 25 17 8,8
N-acetylogalaktozo-

amina 0 0 0,87 3,2 4 2 (0]
Kwas sjalowy 1,8 0 0,87 [0} 5 5 1,8

Razem 34,3 41,7 16,6 23,7 69 52 28,6

Zrédto (24) (21) (15) (13) (26) 27) ()

tagodne trawienie wynicowanych (ang. inside-out) pecherzykéw bton
erytrocytarnych chymotrypsyng, trypsyng Ilub papaing uwalnia roz-
puszczalny fragment BPA o masie czasteczkowej 41 000, pozostawiajac
zwigzany z btona fragment o masie czgsteczkowej 52 000 (8). Zwykle
oznacza sie te fragmenty symbolami TR-41 i TR-52, gdyz najczesciej
otrzymuje sie je w wyniku trawienia trypsyna; enzym ten, nie atakujacy
BPA na ekstracytoplazmatycznej powierzchni btony, moze by¢ uzyty do
trawienia tatwiejszych do otrzymania otwartych cieni erytrocytéw dla
uzyskania tych fragmentéw. Diuzsze dziatanie trypsyny powoduje dalsze
trawienie fragmentu TR-41, w wyniku ktérego powstajg fragmenty o ma-
sach czgsteczkowych 22 000 i 16 000 (TR-22 i TR-16) (18). Fragment TR-41
zawiera 3 sposrdéd 5 grup sulfhydrylowych BPA reaktywnych wobec
NEM; 2 pozostate znajdujg sie we fragmencie CH-38 (32, 77). Trawienie
chymotrypsyna otwartych cieni erytrocytarnych redukuje fragment
CH-55 do zwigzanego w dalszym ciggu z btong fragmentu o masie czas-
teczkowej 17 000 (CH-17) skitadajacego sie ze 154 reszt aminokwaso-
wych (18), a nastepnie nieco krotszego fragmentu o masie czasteczko-
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wej 15 000 (CH-15), ztozonego ze 137 reszt aminokwasowych (35, 38). Fra-
gmenty: CH-55, CH-17 i CH-15 zawierajg region czasteczki BPA wigzacy
inhibitory transportu anionéw przez btone erytrocytu bedace pochodnymi
stilbenu (np. DIDS, SITS) (6, 8, 35). Karboksypeptydaza A uwalnia tyro-
zyne zaréwno z fragmentu CH-55, jak i z fragmentu CH-17 (18), co suge-
ruje, ze oba te fragmenty majg wspoélny C-koniec. Fragment o masie cza-
steczkowej 17 000 uzyskuje sie takze w wyniku trawienia trypsyna otwar-
tych cieni erytrocytow otrzymanych z krwinek poddanych dziataniu chy-
motrypsyny (6).

Intensywne trawienie otwartych cieni erytrocytarnych termolizyng po-
zostawia zwigzane z btong fragmenty BPA o masach czgsteczkowych 17 000
i 10 000, a intensywne trawienie pepsyna — fragment P5, pokrywajacy
sie w znacznej mierze z mniejszym sposrod fragmentow otrzymywanych
w wyniku dziatania termolizyny (33, 34) (Ryc. 2).

N

55 38

CHYMOTRYPSYNA
-2
TRYPSYNA
2L
w 2
PAPAINA
38
55
TERMOLIZYNA 7
P5
PEPSYNA
DTNB — TR-41 2

Ryc. 2. Fragmentacja BPA przez enzymy proteolityczne i NTCB (na podstawie (8), (33)
i (34)).

Skiad aminokwasowy fragmentow BPA uzyskanych w wyniku trawie-
nia enzymami proteolitycznymi, a takze fragmentu o masie czgsteczko-
wej 23 000 otrzymanego w efekcie S-cyjanylacji fragmentu TR-41 za po-
mocg NTCB (CN-23) podany jest w Tabeli 3.

Ostatnio okreslono strukture pierwszorzedowa kilku fragmentéw BPA:
fragmentu CN-23, dwu krétkich odcinkéw fragmentu CH-15 oraz frag-
mentu P5. Sekwencja 33 N-koncowych reszt aminokwasowych fragmentu
CN-23 (a wiec i BPA) jest drugag w kolejnosci najbardziej kwasowg spo-
sr6d znanych sekwencji biatek, ustepujac pierwszenstwa jedynie frag-
mentowi 5 polimerazy RNA z Escherichia coli. Nie stwierdzono znaczacej
homologii pomiedzy sekwencjg fragmentu CN-23, a zadng spos$rdéd znanych
sekwencji aminokwasowych innych biatek. Rzuca sie natomiast w oczy
homologia sekwencji 11 pierwszych i 11 nastepnych reszt aminokwaso-
wych (Ryc. 3), segurujaca duplikacje czesci genu odpowiedzialnego za
synteze tego biatka w toku ewolucji. Zastosowanie metody prognozowania
konformacji tancuchowej w oparciu o strukture pierwszorzedowg wska-
zuje na mozliwos¢ wystepowania we fragmencie CN-23 kilku segmentéw
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Tabela 3
Skiad aminokwasowy fragmentéw biatka przenoszacego aniony z bion erytrocytéw cztowieka

Zawartos$c¢ (ilos¢ reszt/fragment)

Amino- Fragment
kwas

BPA CH-55 CH-38 TR-41 TR-16 TR-22 CN-23 CH-15 CH-17 CH-9
Lys 27,9 12,7 14,8 15,7 2,5 6,3 5,8 53 7,2 53
His 18,0 8,7 7.2 11,4 4,2 7,7 7,8 21 1,8 2,6
Arg 43,5 24,5 16,5 18,8 71 10,2 9,6 1,4 4,5 4,0
Asx 54,1 31,5 21,2 29,5 9,1 17,2 16,4 9,3 10,6 7,6
Glx 99,4 63,7 30,9 55,8 24,0 33,5 38,0 14,7 11,1 10,4
Thr 41,7 27,0 21,2 19,9 6,4 11,7 13,0 8,5 9,4 33
Ser 56,3 34,4 23,9 21,8 9,3 9,6 121 10,9 10,8 1,9
Pro 47,8 29,1 23,2 20,3 10,8 9,0 10,2 7.5 4,2 3,4
Gly 64,3 38,6 26,7 23,4 10,5 11,6 11,4 13,8 240 11,7
Ala 61,4 35,2 26,0 27,6 11,3 15,4 13,7 10,9 125 11,6
\ CySsCy 5,8 3,0 2,3 4,3 1,4 1,0 1,3 NO NO NO
Val 62,9 31,4 29,9 23,2 9,7 12,1 11,3 11,2 11,3 6,6
Met 18,1 10,5 10,8 6,6 2,8 5,0 53 2,0 21 1,4
lle 38,9 22,3 20,9 13,7 4,4 5,8 6,1 10,4 7.7 31
Leu 111,7 68,8 46,5 45,1 20,6 24,3 26,1 19,3 15,1 6,1
Tyr 25,9 14,5 6,6 8,9 3,5 53 6,3 55 2,3 0,9
Phe 45,8 32,2 18,9 13,9 6,3 6,6 6,7 11,5 8,4 2,8
Trp 9,9 3,8 1,2 4,5 0,3 2,4 3,6 2,8 2,6 0
Razem 833,4 491,4 346,6 364,4 144,22 194,7  204,7 153,6 136,7 83,8
%H 37,5 37,3 38,7 31,9 33,0 31,5 31,9 41 36 25
Zrédto (18) (18) (18) (18) (18) (18) (18) (35) (35) (35)

NO — nic oznaczano; %H — zawartos¢ aminokwaséw hydrofobowych (% molowy): Asx i GIx oznaczajg Asp
i Glu lub Asn i Gin
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Ryc. 3. Struktura pierwszorzedowa fragmentu CN-23 BPA. Podkres$lono reszty ami-
nokwasowe tworzgace prawdopodobnie segmenty o-helikalnej; | — reszty aminokwa-
sowe tworzgce prawdopodobnie segment o strukturze (3 Na podstawie danych (39).
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a-helikalnych i jednego segmentu o strukturze P. Ten ostatni moze brac
udziat w oddziatywaniach warunkujacych niekowalencyjng dimeryzacje
fragmentu TR-41 (39).

Dziatanie bromocyjanu na fragment CH-15 prowadzi do powstania
gtownie dwu mniejszych fragmentoéw, o masach czgsteczkowych odpowied-
nio 4700 i 8000. Fragment o masie czgsteczkowej 8800 zawiera region wia-
zacy inny inhibitor transportu anionéw, izotiocyjanian 2,2'-dijodosulfofe-
nylu. Okreslono strukture pierwszorzedowa N-koricowych odcinkéw obu
tych fragmentow (40) (Ryc. 4).

10
KGLDLBGGPD 4,7 kDa

10 20
XVSE LLISTAV EGI LFALCG

30 kDa
AOPLLWGFSGPL IV FEE
Ryc. 4. Sekwencja aminokwasowa N-koricowych odcinkéw fragmentéw o masach
czasteczkowych 4700 i 8800 otrzymanych z fragmentu CH-15 BPA. Na podstawie da-
nych (40).

Znana jest takze sekwencja 72 N-kornicowych reszt aminokwasowych
fragmentu P5 (Ryc. 5). Analiza tej sekwencji wskazuje, ze regiony

Pro-10 — Lys-34 oraz Lys-41 — Ile-66 moga tworzy¢ struktury a-helikal-
ne (41).
WNETRZE
SV F KOMORKI
S P
0 N G
p K- iI\®n® -------------
1 rK >V.d G
M A M F v G
F p F P A\
G TMA L' s, BtONA
L LV v
L - L
_T®Ap % F (ssf
L 0 .
PRZESTRZEN
oOm GP DT POZAKOMORKOWA
P K pQ T a®

Ryc. 5. Struktura pierwszorzedowg N-koricowego regionu fragmentu P5 BPA i jego
prawdopodobne potozenie w bionie erytrocytu. Wg (41), zmodyf.
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IV. Potozenie biatka przenoszgacego aniony w btonie

Badania dostepnosci BPA dla proteaz i innych odczynnikéw nie prze-
nikajgcych przez btone pozwolity na wykazanie, ze biatko to wystaje
z dwuwarstwy lipidowej po obu jej stronach oraz na wysuniecie koncepcji
jego potozenia w btonie.

Stwierdzono, ze tancuchy sacharydowe BPA znajduja sie na ekstracy-
toplazmatycznej powierzchni btony erytrocytu, zgodnie z zasadg obejmu-
jaca wszystkie glikoproteiny bton komérkowych (6). Utozenie BPA w bto-
nie stanowi jednak wyjatek od reguty, w mys$l ktérej N-koniec czasteczki
biatka integralnego btony winien znajdowac¢ sie po ekstracytoplazmatycz-
nej stronie dwuwarstwy lipidowej, bowiem (acetylowany) N-koniec cza-
steczki BPA znajduje sie w regionie czasteczki biatka wystgjagcym z biony
do wnetrza krwinki (7, 21).

Odpowiednio zewnatrz- i wewnatrzkomoérkowa lokalizacja regionéw
podatnosci proteolitycznej BPA po obu stronach fragmentu CH-17 Swiad-
czy, ze fragment ten musi przechodzi¢ przez dwuwarstwe lipidowg btony
erytrocytu. Zawiera on region wigzacy inhibitory transportu anionoéow
(HDIDS, DIDS i ich pochodne) dostepny od strony ekstracytoplazmatycz-
nej btony (42). Oba gtéowne fragmenty powstajace z BPA w wyniku ze-
wnatrzkomérkowego trawienia chymotrypsyng, CH-55 i CH-38 sg do-
stepne dla oksydazy galaktozowej i trinitrofluorobenzenu na ekstracyto-
plazmatycznej powierzchni btony. Na tej podstawie Steck i wsp. wy-
suneli koncepcje utozenia BPA w blonie przedstawiong na Ryc. 6. W mys$l
tej koncepcji N-koncowa czes¢ tancucha polipeptydowego BPA wystaje

, e
PRZESTRZEN 1‘ L~
POZAKO -

MDRKOWA TR'SZ

22

WNETRZE
KOMORKI

Ryc. 6. Potozenie BPA (linia ciggta) w btonie erytrocytu w mys$l koncepcji Stecka
i wsp. Wg (6) i (18), zmodyf.
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do wnetrza komorki, czes¢ C-koncowa tancucha wystaje z btony na ze-
wnatrz komaorki, srodkowa czes¢ fragmentu CH-38 zanurzona jest w dwu-
warstwie lipidowej, a jednym segmentem czgsteczki przebijajgcym dwu-
warstwe jest fragment CH-17.

Szereg doswiadczen, dotyczacych m. in. dostepnosci grup sulfhydrylo-
wych BPA, sugeruje jednak bardziej skomplikowane potozenie BPA
w bionie. Wykazano, ze grupy -SH fragmentu CH-38 dostepne sg dla nie
przenikajacej przez btone pochodnej NEM wytacznie od strony cytoplaz-
matycznej (32, 37). Dwie grupy sulfhydrylowe fragmentu CH-38, znaj-
dujace sie w odlegtosciach odpowiadajgcych masom czgsteczkowym 10 000
i 12 000 od jego N-konca, pozostajg we fragmencie CH-8, w odlegtosciach
od jego N-konca odpowiadajacych masom czgsteczkowym 3000 i 5000 (36).
Poniewaz fragment CH-8 powstaje w wyniku dziatania chymotrypsyny
po ekstracytoplazmatycznej stronie blony, oba jego kornice muszg wysta-
wacé¢ po zewnetrznej stronie dwuwarstwy lipidowej blony. Zatem sam
fragment CH-38 musi co najmniej dwukrotnie przechodzi¢ przez dwu-
warstwe lipidowa, Koncepcja Rothsteina i wsp. (43, 44) utozenia
BPA w btonie przewiduje, w odréznieniu od poprzedniej, ze fragment
CH-38 przebija kilkakrotnie dwuwarstwe lipidowa btony erytrocytu oraz
ze fragment CH-17 przebija ja wiecej niz jeden raz. Cata czasteczka BPA
przebija wiec dwuwarstwe co najmniej pieciokrotnie (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Potozenie BPA (linia ciagta) w btonie erytrocytu w mys$l koncepcji Rothstei-
na i wsp. Ci,...,Ce — miejsca czgsteczki wrazliwe na dziatanie chymotrypsyny.
Wg (42) i (430, zmodyf.

Koncepcje te potwierdzajag wyniki analizy struktury pierwszorzedowej
fragmentu P5 sugerujac, ze fragment ten moze sam dwukrotnie przecho-
dzi¢ przez dwuwarstwe (Ryc. 5).' Regiony fragmentu P5, ktére prawdopo-
dobnie tworzg struktury helikalne (na co wskazuje ich struktura pierw-
szorzedowa) sa dostatecznie diugie na to, by kazdy z nich madgt przejsc
przez dwuwarstwe lipidowg, a regiony Pro-3 — Thr-12, Arg-31 — Arg-45
oraz Glu-67 — Glu-72 sg szczegdlnie bogate w hydrofilowe reszty amino-
kwasowe i najprawdopodobniej znajduja sie w $rodowisku wodnym na

2 Postepy Biochemii 2/85
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zewnatrz dwuwarstwy. Wigzanie Lys-4 — Pro-5 jest trawione przez try-
psyne po ekstracytoplazmatycznej stronie btony, Trp-70 ulega jodowaniu
katalizowanemu przez zewnatrzkomoérkowg laktoperoksydaze, podczas gdy
Tyr-38 nie ulega jodowaniu w tych warunkach, co sugeruje, ze moze znaj-
dowac sie po strome cytoplazmatyeznej btony (41).

Wykazano, stosujac kilka niezaleznych metod (przede wszystkim okre-
Slajgc wielko$¢ agregatow BPA otrzymanych w wyniku dziatania czyn-
nikow bifunkcyjnych na btony erytrocytame), ze biatko przenoszgce anio-
ny wystepuje w bionie jako dimer, a by¢ moze (takze) jako tetramer
(45— 48).

V. Transport anionéw

Udziat biatka pasma 3 w transporcie anionéw przez btone erytrocytu
wykazano przy uzyciu Kilku niezaleznych metod:

— Stwierdzono, ze specyficzne inhibitory transportu anionoéw (DIDS,
H2DIDS, SITS) wigza sie wytacznie lub prawie wylacznie z tym witasnie
biatkiem btony (24, 49— 51),

— Wykazano, ze pecherzyki otrzymane z bton erytrocytéw w wyniku
.negatywnego oczyszczania” biatka pasma 3 (poprzez usuniecie biatek
peryferycznych i wiekszosci sjaloglikoprotein) zachowuja zdolnosé¢ trans-
portu anionéw oraz takie wtasciwosci natywnych bion jak wartos¢ energii
aktywacji transportu anionow, selektywnos$¢ transportu, wrazliwosé na
dziatanie inhibitoréw transportu i charakter zaleznosci szybkosci trans-
portu anionéw od pH (10),

— Stwierdzono, ze wilaczenie oczyszczonych preparatow biatka pas-
ma 3 w blony liposomow znacznie przyspiesza transport anionéw przez te
btony (52).

BPA umozliwia szybka, elektrycznie obojetng wymiane anionéw przez
btone erytrocytarng (53). Jego rola fizjologiczna polega przede wszystkim
na przyspieszeniu wymiany jonu chlorkowego na jon wodoroweglanowy.
Szybko$¢ transportu anionéw zwigzanego z przenoszeniem tadunku przez
btone jest znikoma i nie przekracza 0,01% szybkos$ci wymiany elektrycz-
nie obojetnej (54). Niemonotoniczny charakter zaleznosci pomiedzy szyb-
koscig wymiany anionéw a réznicg stezen anionéw po obu stronach btony
mozna wyjasni¢ zaktadajac, ze w czgsteczce BPA wystepujg dwa regiony
oddziatujgce z anionami, okreslane zwykle mianem centréw: centrum prze-
nosnikowe i centrum modyfikatorowe (terminy wprowadzone przez ana-
logie do bedacych w powszechnym uzyciu terminéw enzymologicznych
.centrum aktywne” i ,centrum allosteryczne”). Centrum przeno$nikowe
(ang. transport site) to region czasteczki biatka bezposrednio odpowiedzial-
ny za przeniesienie anionu z jednej strony btony na drugg. Centrum mo-
dyfikatorowe (ang. modifier site) to hipotetyczny region czasteczki BPA
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regulujacy szybko$¢ przenoszenia anionéw przez centrum przenos$nikowe:
wigzanie anionéw z centrum modyfikatorowym obniza szybkos$¢ trans-
portu anionéw. W przypadku CI", stezenia anionu potrzebne do potowicz-
nego wysycenia centrum przenosnikowego i centrum modyfikatorowego
wynosza odpowiednio: 65 mmol 1“1i 335 mmol 1-1 (55). Obecno$¢ cen-
trum modyfikatorowego w czagsteczce BPA warunkuje hamowanie prze-
noszenia aniondw przy wysokich wartosciach réznicy stezen aniondéw po
obu stronach btony (zjawisko analogiczne do hamowania niektérych enzy-
mow przez nadmiar substratu). Wigzanie anionéw z centrum przenos$niko-
wym blokowane jest przez pochodne stilbenodisulfonianu, takie jak DIDS,
H2DIDS i SITS. Inhibitory tego typu najpierw oddziatujg niekowalencyj-
nie z centrum przenosnikowym BPA, a nastepnie wigzg sie kowalencyj-
nie z lizyng fragmentu CH-15 (56— 58). Inny inhibitor transportu anio-
now, NAP-tauryna wigze sie takze z fragmentem CH-15, jednak nie w
centrum przenos$nikowym, lecz by¢ moze w hipotetycznym centrum mo-
dyfikatorowym (59).

Wigzanie sie szeregu inhibitoréw transportu anionéw z fragmentem
CH-17 (CHI15) BPA sugeruje udziat tego fragmentu czasteczki biatka
W przenoszeniu anionow przez btone. Stwierdzono jednak, ze trawienie
papaing powodujace rozpad fragmentu CH-38 réwniez wywotuje hamo-
wanie transportu anionéw (60, 61). Co wiecej, inny inhibitor transportu
aniondéw, izotiocyjanian fenylu, wigze sie gidwnie z fragmentem o masie
czgsteczkowej 10 000 pochodzgcym z fragmentu CH-38. Wnioskuje sie stad,
ze zdolnos¢ biatka pasma 3 do przenoszenia aniondéw przez btone uwarun-
kowana jest wspoétdziataniem pewnych regionéw fragmentéw CH-17
i CH-38. Sugerowano, ze regiony BPA polozone wewnagtrz dwuwarstwy
lipidowej oddziatuja ze sobg w taki sposob, ze tworzg kanat hydrofilowy
umozliwiajgcy przenikanie anionéw przez bione (59). Przeciwko takiej
koncepcji funkcjonowania BPA przemawia jednak wysoka selektywnos$c¢
procesu wymiany anion6w, skianiajagca do przypuszczen, ze biatko to dzia-
ta raczej jako ruchomy przenosnik (ang. ,carrier”). Wydaje sie niepraw-
dopodobne, by podczas transportu anionéw przez BPA nastepowato obra-
canie sie czgsteczki biatka wokoét osi réwnolegtej do powierzchni biony.
Bardziej realne wydaje sie by¢ zachodzenie zmian konformacyjnych czag-
steczki BPA, w wyniku ktérych centrum przenosnikowe eksponowane
jest na przemian po wewnetrznej i po zewnetrznej stronie bariery prze-
puszczalnosci (Ryc. 8). Mechanizm dziatania BPA zaproponowany przez
Rothsteina i wsp. zaklada, ze przejscia jednej konformacji w druga
zachodza spontanicznie (jak wiadomo, wymiana anion6éw nie wymaga na-
ktadu energii), lecz jedynie wtedy, gdy z centrum przenosnikowym zwia-
zany jest anion. Zmiany konformacji BPA zwigzane z przenoszeniem anio-
now musza zachodzi¢ z duzg szybkoscia, gdyz ,liczba obrotéw” biatka jest
wysoka (2*105s-1), wydaje sie wiec, ze moga obejmowac jedynie stosun-
kowo nieznaczny region czasteczki biatka.

2
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Ryc. 8. Mechanizm transportu anionéw przez BPA proponowany przez Rothsteina
i wsp. BPA moze wystepowaé¢ w dwu stanach konformacyjnych, w ktérych jego cen-

trum przenosnikowe (P) znajduje sie odpowiednio na zewnatrz i po wewnetrznej
stronie bariery przepuszczalnosci. Przejscie pomiedzy jednym a drugim stanem za-
chodzi po zwigzaniu sig¢ anionu z centrum modyfikatorowym (M) blokuje przejscie
konformacyjne. Wg (59) i (62), zmodyf.

Szereg danych wskazuje, ze w centrum przenos$nikowym BPA znaj-
duje sie natadowana dodatnio (w fizjologicznym zakresie pH) grupa gua-
nidylowa argininy (co odpowiadatoby za brak zaleznos$ci szybkosci wy-
miany anionéw jednoujemnych od pH w zakresie pH 7— 11) (63). Prawdo-
podobnie centrum przenos$nikowe zawiera réwniez drugag grupg zdolng do
jonizacji (by¢ moze e-aminowag grupe lizyny potozonej w sasiedztwie argi-
niny), ktéra ulega jonizacji przy pH nizszym niz 7. Jonizacja tej grupy
umozliwia wigzanie i przenoszenie anionéw dwuujemnych, takich jak
jon siarczanowy, i ttumaczy zaleznos$¢ szybkosci transportu tych jonow od
pH (62).

Poréwnanie szybkosci transportu anionéw réznych kwaséw organicz-
nych przez BPA wskazuje, ze obecno$¢ grupy hydrofobowej w czasteczce
kwasu utatwia przenoszenie anionu (64). Sugeruje to, ze anion przeno-
szony przez BPA musi utraci¢ przynajmniej cze$¢ swej otoczki hydrata-
cyjnej. Mechanizm transportu jonéw uwzgledniajgcy te sugestie zapropo-
nowany zostat ostatnio przez Brocka i wsp. (41) na podstawie analizy
struktury pierwszorzedowej fragmentu P5. Zaktada on, ze fragment P5
moze przenosi¢ aniony przez btone. Pierwszym etapem transportu anio-
nu jednowartosciowego z wnetrza komdrki na zewnatrz jest oddziaty-
wanie anionu z dodatnio natadowang resztg Arg-45 na powierzchni biony
(Ryc. 5). Anion wiaze sie z tg resztg, tracgc cze$¢ swej otoczki hydrata-
cyjnej. Zwigzanie anionu powoduje zmiane potozenia tanncucha bocznego
argininy, ktéry przesuwa sie w poblize reszty Arg-49. Nastepuje przenie-
sienie anionu na reszte Arg-49, a potem w analogiczny sposéb na inne do-
datnio natadowane reszty aminokwasowe, poki w wyniku zmiany potoze-
nia ostatniej przenoszacej go reszty nie osiaggnie zewnetrznej powierz-
chni btony. Tu anion uwalnia sie, a dodatnio natadowana reszta amino-
kwasowa eksponowana teraz na zewnetrznej powierzchni btony moze
wigza¢ inny anion, ktory zostaje przekazany w odwrotnym Kkierunku. Cho¢
zalozenie, ze fragment P5 BPA przenosi aniony jest arbitralne, zapropo-
nowany mechanizm moze dotyczy¢ takze innego fragmentu biatka przebi-
jajacego dwuwarstwe lipidowa.
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VI. Biatko przenoszace aniony a transport glukozy i transport wody

Stwierdzenie, ze szereg zwigzkéw hamujgcych przenikanie wody przez
btone plazmatyczng erytrocytu (np. DTNB) wigze sie gidwnie z BPA po-
stuzyto za podstawe sugestii, ze BPA odpowiedzialne jest takze za trans-
port wody przez btone (65). Nowsze badania wskazujg jednak, ze zwigzki
blokujgce transport wody wigza sie réwniez z innymi biatkami btony
(zwtaszcza biatkami pasm 4.5, 4.9 i 7) (66), stad tez wiekszos¢ autoréow uwa-
za problem elementu btony krwinki czerwonej posredniczacego w trans-
porcie wody za wcigz otwarty.

Niektorzy autorzy sa zdania, ze BPA jest przenos$nikiem glukozy przez
btone erytrocytu. Dane przemawiajgce za stusznoscig tej hipotezy to:
wigzanie niektdrych analogéw glukozy (takich jak np. izotiocyjanian mal-
tozylu) z BPA oraz przyspieszenie transportu glukozy przez btony liposo-
moéw w wyniku wiaczenia do nich BPA (67). Wiekszos¢ autoréw podziela
jednak poglad, ze role przenosnika glukozy peini w bionie erytrocytu biat-
ko pasma 4.5 (68).

VIl. Oddziatywanie biatka przenoszacego aniony z biatkami szkieletu ko-
morkowego

Cytoplazmatyczng powierzchnie btony erytrocytu wysScieta sie¢ biatek
tworzacych szkielet komoérkowy (ang. cytoskeleton), determinujacy me-
chaniczne witasciwosci kwinki. W jego skiad wchodza: spektryna (pasma 1
i 2 na elektroferogramach biatek bton), aktyna (pasmo 5), ankiryna (pas-
mo 2.1) i biatko pasma 4.1. Ankiryna jest elementem wigzgcym szkielet
komdérkowy z rdzeniem btony (ktéry stanowi dwuwarstwa lipidowa i biat-
ka integralne). Skiadnikiem rdzenia btony, z ktérym oddziatuje ankiryna
jest BPA, a doktadniej region tego biatka wchodzacy w skiad fragmentu
TR-41. Przemawiaja za tym wyniki wielu doswiadczen. Na przyktad,
przeciwciata przeciwko ankirynie wytracajag z ekstraktow biatek bton
otrzymanych dziataniem detergentow niejonowych ekwimolarny kom-
pleks ankiryny i BPA; analogicznie reagujg przeciwciata przeciwko frag-
mentowi TR-41. Spektryna wigze sie z BPA jedynie wtedy, gdy uprzed-
nio zwigzato ono ankiryne. Proteoliza cieni erytrocytéow prowadzaca do
uwolnienia fragmentu TR-41 znosi wigzanie ankiryny z btona; fragment
TR-41 jest kompetycyjnym inhibitorem takiego wigzania (69, 70). Od-
dziatywanie szkieletu komoérkowego z BPA powoduje ograniczenie ru-
chliwosci rotacyjnej i translacyjnej tego biatka w btonie (71, 72).

llo§¢ czasteczek BPA w krwince czerwonej (1,2+106 monomeréw) jest
znacznie wieksza niz ilos¢ czasteczek ankiryny (105 monomerdéw) i spek-
tryny (105monomeréw). Nawet jezeli BPA wystepuje w blonie w postaci
tetramerow, jedynie cze$¢ tych tetrameréw moze by¢ zwigzana z anki-



238 G. BARTOSZ, W. LEYKO [16]

ryng. Wysuwano sugestie, ze sytuacja ta moze by¢ wynikiem heterogen-
nosci BPA, wskutek ktoérej tylko jedna z subpopulacji tego biatka ma
zdolno$¢ wigzania ankiryny. Stwierdzono jednak, ze zdolnos$¢ te maja
wszystkie czgsteczki BPA (70).

BPA wigze tez biatko pasma 4.2, ktérego rola w btonie erytrocytu nie
jest dotad jasna (70, 73). Wydaje sie, ze in situ BPA oddziatuje rowniez
z glikoforyna, gtéwna sjaloglikoproteing btony erytrocytarnej, gdyz prze-
ciwciata przeciwko glikoforynie zmniejszajg szybkos$¢ rotacji BPA w bto-
nie (71). llos¢ monomeréw glikoforyny w btonie erytrocytu (ok. 108 zbli-
zona jest do ilosci monomeréw BPA (71). Prawdopodobnie agregaty BPA
i glikoforyny tworzg czastki wewnatrzbtonowe (ang. intramembrane par-
tidles), widoczne na zdjeciach elektronomikroskopowych hydrofobowe-
go wnetrza bton krwinek czerwonych otrzymywanych metoda freeze-frac-
ture (6, 74).

VIIl. Wigzanie enzymow glikolitycznych i hemoglobiny

Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego (oksydoreduktaza alde-
hyd 3-fosfo-D-glicerynowy: NAD (fosforylujgca), EC 1.2.1.12), aldolaza
(D-gliceroaldehydo-3-fosiorano-liaza fruktozo-1,6-bis-fosforanu, EC
4.1.2.13) i fosfofruktokinaza (1-fosfotransferaza ATP: D-fruktozo-6-fos-
foran, EC 2.7.1.11) sag enzymami, ktére moga odwracalnie wigzac sie z bto-
na erytrocytu, obecno$¢ ich mozna wiec stwierdzi¢ zaré6wno w cytoplaz-
mie, jak i w preparatach bton (enzymy takie okreslane sg jako ambikwi-
tyczne) (75, 76). G3PDH jest istotnym ilosciowo sktadnikiem cieni erytro-
cytow otrzymywanych metoda lizy hipotanicznej. Stanowi ona 5— 7°/o
biatek btonowych erytrocytu (pasmo 6 na elektroferogramach) (Ryc. 1)
(77). Wigzanie wymienionych enzymoéw z btonag krwinki czerwonej zacho-
dzi gtéwnie dzieki oddziatywaniom elektrostatycznym i mozna uwolnic¢ je
z btony dziatajac roztworami o wysokiej sile jonowej. Wigzag si¢ one wy-
tacznie z cytoplazmatyczng powierzchniag btony, a elementem btony od-
powiedzialnym za ich wigzanie jest BPA. Wigzanie zachodzi w stosunku:
tetramer G3PDH Ilub aldolazy na monomer BPA (73, 78, 79). Specyficzne
uwolnienie G3PDH z bitony mozna uzyska¢ stosujgc roztwory NADH,
NADP, NADPH, aldehydu 3-fosfoglicerynowego, a specyficzne uwolnie-
nie aldolazy stosujgc roztwory fruktozo-1,6-difosforanu. Roztwory ATP
i 2,3-DPG uwalniajg oba enzymy (77, 79). Frutozo-1,6-difosforan, Mg2+
i ATP stymuluja wigzanie fosfofruktokinazy z BPA (80).

Kazdy z wymienionych enzyméw wigze sie najprawdopodobniej z tym
samym regionem BPA, gdyz wigzanie ich ma charakter koanpetycyjny.
Nie jest to region wigzacy ankiryne, gdyz nie obserwuje sie wspo6tzawod-
nictwa ankiryny z enzymami glikolitycznymi w wiazaniu z btonami ery-
trocytéw i z BPA (81, 82). Badania nad hamowaniem wigzania enzymoéw
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glikolitycznych z btonami krwinek czerwonych przez r6zne fragmenty
BPA wykazaty, ze za wigzanie to odpowiada fragment CN-23, a doktadniej
jego region N-koncowy (81), okreslany ze wzgledu na swoj tadunek jako
»,gietki palec polianionowy” (76).

Fizjologiczne znaczenie wigzania enzymow glikolitycznych z BPA nie
jest w peitni jasne, podobnie jak i sam zakres tego zjawiska in situ. Sto-
pien wigzania jest wysoki w warunkach niskiej sity jonowej i w pH niz-
szym od fizjologicznego. Ekstrapolacja danych kinetycznych dotyczacych
asocjacji G3PDH z btong erytrocytu i dysocjacji enzymu podczas hemo-
lizy sugeruje, ze w natywnej krwince co najmniej potowa czgsteczek en-
zymu zwiazana jest z blong. Stopien wigzania wzrasta podczas starzenia
sie krwinki czerwonej in vitro (83). Wigzanie z BPA inaktywuje aldolaze
(79) i zmienia witasciwosci kinetyczne fosfofruktokinazy (84), moze wiec
stanowi¢ jeden z mechanizmow regulacji glikolizy w krwince.

BPA odgrywa réwniez zasadniczg role w wigzaniu hemoglobiny z bto-
ng erytrocytu. Wprawdzie tylko 25— 30% hemoglobiny zaadsorbowanej na
btonie zwigzane jest z BPA9 (pozostata czes¢ wigze sie z glikoforynag i fos-
folipidami btony), jednak BPA jest elementem bitony wykazujgcym naj-
wieksze powinowactwo wobec tego biatka (85— 87). Wigzanie hemoglobiny
z BPA jest silne w pH ~ 6, a maleje ze wzrostem pH i sity jonowej (88), co
ttumaczy koniecznos$¢ stosowania lekko alkalicznych buforéw dla odmy-
cia cieni erytrocytéw od hemoglobiny. Hemoglobina dzieli z enzymami
glikolitycznymi wspdélny region wigzania w N-kohAcowym regionie
BPA (89).

IX. Domenowy charakter biatka przenoszgcego aniony

Wiele obeserwacji wskazuje, ze poszczegélne fragmenty BPA otrzy-
mywane w wyniku kontrolowanej proteolizy zachowujg wtasciwosci funk-
cjonalne, jakie maja w natywnej czasteczce biatka i ze reprezentuja wy-
razne domeny strukturalne czgsteczki BPA (90). Fragment TR-41 zacho-
wuje zdolno$¢ wiazania ankiryny (70, 46), G3PDH (73), aldolazy (79) i he-
moglobiny (87). Odszczepienie tego fragmentu, podobnie jak ograniczone
trawienie chymotrypsyna nie wptywa na funkcje transportowg BPA (31,
91). Trawienie BPA na ekstracytoplazmatycznej powierzchni btony nie
wptywa na oddziatywanie tego biatka z hemoglobing (92). Donoszono takze
0 niezaleznosci funkcjonalnej poszczeg6lnych region6w natywnej czgstecz-
ki. BPA. Stwierdzono, ze wigzanie G3PDH i aldolazy nie wptywa na trans-
port pirogronianu przez BPA (76). Badania bton erytrocytéw metodag ka-
lorymetrii skaningowej wykazaty zachodzenie kilku przejs¢ endotermicz-
nych btony, z ktérych jedno (B2 zwigzane jest z denaturacjg cieplng cyto-
plazmatycznego regionu BPA, a inne (C) z denaturacjg czes$ci czgsteczki
zawierajacej region wigzacy DIDS. Oba przejscia zachodza w réznych prze-
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dziatach temperatur; wiazanie DIDS powoduje znaczne (o ponad 10 K)
przesuniecie temperatury przejscia C, zupetnie nie wptywajac na tempe-
rature przejscia B2 (93).

Inne dane wskazujg jednak na mozliwos¢ transbtonowego przekazy-
wania oddziatywan w czasteczce BPA. Na przykiad wigzanie DIDS z eks-
tracytoplazmatyczng czescia fragmentu CH-17 BPA wpiywa na wigza-
nie hemoglobiny (92) i ankiryny (94) z regionem wchodzgcym w sktad
fragmentu CN-23. Kowalencyjna dimeryzacja BPA, zachodzgca w wyniku
utworzenia mostka dwusiarczkowego pomiedzy regionami monomerow
biatka wchodzacymi w skiad fragmentu TR-41 wptlywa na transport piro-
gronianu (95). Widmo ERP maleimidowego znacznika spinowego, zwigza-
nego z grupami sulfhydrylowymi w regionie odpowiadajagcym fragmento-
wi TR-41 ulega zmianie w efekcie oddzialywania czesci transbtonowej
BPA z anionami (96).

X. Mozliwosci regulacji funkcji biatka przenoszacego aniony in situ

Lista czynnikéw, ktérym przypisuje sie role w regulowaniu funkcji
BPA w komdrce obejmuje fosforylacje BPA, skiad lipidow btony oraz
stezenie Ca2+ i ATP w komérce.

Region cytoplazmatyczny BPA ulega fosforylacji katalizowanej przez
endogenng kinaze bialkowag btony erytrocytu.,~ 1, 97). Stopien fosforylacji
BPA wykazuje jednak staba zalezno$¢ od wiekszosci badanych efektorow
fosforylacji. Fosforylacji ulegaja zar6wno reszty serynowe, jak i treonino-
we BPA; jednym z gtéwnych miejsc fosforylacji jest Tyr-8 (97). Fosfory-
lacja nie wptywa na oddziatywanie BPA z ankiryna (82), ale moze miec
znaczenie dla oddziatywania tego biatka z enzymami glikolitycznymi (97).

Stwierdzono, ze skifad lipidow btony wptywa na szybko$¢ transportu
anionéw przez btone erytrocytu. Wzbogacenie btony w cholesterol, tak in
vitro, jak in vivo, hamuje przenoszenie siarczanu (98). Poréwnanie szyb-
kosci transportu aniondw przez btony erytrocytéw réznych gatunkow
ssakéw wykazato dodatnig korelacje pomiedzy szybkosScig transportu a za-
wartoscig fosfatydylocholiny i kwasu arachidonowego w btonach i ujem-
na korelacje pomiedzy szybkoscig transportu a zawartoscig cholesterolu
i sfingomieliny (99— 101). Na podstawie tych obserwacji wysunigto hipo-
teze, ze BPA zawiera centrum wigzace cholesterol. Zwigzanie cholesterolu
z tym centrum hamuje transport anionéw. Skiad fosfolipidéw btony wpty-
wa na wigzanie cholesterolu z BPA (101). W sprzecznosci z ta hipotezg
stoi jednak obserwacja, ze utlenienie nawet 90°/0 cholesterolu btony ery-
trocytu w wyniku dziatania oksydazy cholesterolowej nie ma istotnego
wpltywu na szybko$¢ wymiany anionéw (102).

BPA zawiera tez centrum wigzace jony wapnia, o wysokim powino-
wactwie (stata wigzania rzedu 105mol-1 1w pH 8). Wiadomo réwniez, ze
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wewnatrzkomérkowe stezenia Ca2+ rzedu »¢mol I-1 hamujg wymiane anio-
néw przez blone erytrocytu. Dane te sktaniaja do sugestii, ze jon Ca2+
moze dziata¢ jako regulator transportu aniondw przez BPA (103).
Wykazano, ze przenoszenie anion6w przez btone hamowane jest w wy-
niku spadku wewnagtrzkomoérkowego stezenia ATP. Obserwacja ta jest
nieco zaskakujgca, bowiem wymiana anionéw przez BPA jest procesem
dyfuzji utatwionej, nie wymagajacej nakladu energii, a wiec bezposred-
niego udziatu ATP. Wydaje sige, ze wptyw obnizenia stezenia ATP we-
wnatrz erytrocytu na funkcje BPA jest posredni i wigze sie ze zmiang
organizacji biatek szkieletu komoérkowego oddziatujacych z BPA (104).

X1. Biatko przenoszace aniony a ,,antygen starych komoérek”

Wiadomo, ze BPA moze odgrywac¢ pewna role w zjawiskach immuno-
logicznych dotyczacych erytrocytu poniewaz jest ono, obok glikolipidow
btony, nosnikiem antygendéw grupowych krwi ukiadéw | (24) i Rh (105).
Zasadniczag role w procesach immunologicznych przypisuje biatku prze-
noszagcemu aniony koncepcja Kay immunologicznego rozpoznawania sta-
rych erytrocytéow (i innych komoérek) w organizmie. W mys$I tej koncepcji
sygnatem dla usuniecia starej krwinki z krwiobiegu jest pojawienie sie na
jej powierzchni dostatecznej liczby kopii (,antygenu starych komoérek”)
(ang. ,senescent celi antigen”), biatka o masie czasteczkowej ok. 62 000
(106). Antygen starych komoérek wykazuje pokrewienstwo immunoche-
miczne z BPA i najprawdopodobniej powstaje z niego wskutek dziatania
obecnej w btonie proteazy (107).

XI11. Biatka pokrewne bialku przenoszacemu aniony

Antygen starych komdrek, a takze biatko pasma 4.5 btony erytrocytu
odpowiedzialne, jak sie wydaje, za transport glukozy przez btone wyka-
zuja podobienstwo strukturalne z BPA. Prawdopodobnie oba te biatka
powstaja w wyniku proteolizy BPA. Wydaje sie wiec, ze BPA jest gtow-
nym skladnikiem i zarazem prekursorem grupy pokrewnych struktu-
ralnie biatek btony erytrocytu petnigcych rézne funkcje w btonie (107,
108).

Powszechno$¢ proceséw transportu anionéw i glukozy przez btony
plazmatyczne komorek oraz stwierdzenie obecnosci antygenu starych ko-
morek réowniez na powierzchni starych limfocytéw, piytek krwi, hepato-
cytow i komérek nerki (107) sa bodzcami do poszukiwania BPA w komér-
kach innych niz erytrocyt. Ostatnio wykazano, ze biatka reagujgce z prze-
ciwciatami specyficznymi wobec BPA obecne sg w btonach plazmatycz-
nych fibroblastéw, komoérek ptuc, leukocytow, komérek mezenchymatycz-
nych pepowiny, komoérek nabtonkowych owodni i komoérek miesni gtad-
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kich naczyn krwionosnych cztowieka, komoérek nabtonka i nerwiaka nie-
dojrzatego myszy oraz hepatocytéw szczura, cho¢ w wielu przypadkach
masa czgsteczkowa tych bialek jest nizsza od masy czasteczkowej BPA
z erytrocytow cztowieka (109, 110). Poréwnanie map peptydowych BPA

i pokrewnego immunochemicznie biatka leukocytéw wykazato znaczng ho-

mologie (109). Stwarza to podstawe do przypuszczenia, iz podobnie jak
spektryna czy ankiryna, BPA moze okaza¢ sie powszechnym skiadnikiem
bton komérek wielu rodzajow.

Zaakceptoioano do druku 2810.1984 r.
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I. Wstep

Zakonczenie komérki nerwowej jest wysoce wyspecjalizowanym obsza-
rem neuronu, ktérego gtéwna funkcjg jest uwalnianie neuroprzekaznika
w odpowiedzi na sygnat elektryczny przeniesiony przez akson. Zmiany
potencjatu elektrycznego w komdrce nerwowej zwigzane sg ze zmianami
w wybidrczej przepuszczalnosci plazmolemy dla réznych jonéw. Od dawna
wiadomo, ze poczatkowy wzrost przepuszczalnosci dla jonu sodowego po-
woduje depolaryzacje btony komoérkowej. Natomiast wzrost przepuszczal-
nosci dla K+ przy réwnoczesnym zahamowaniu przemieszczania Na+ sta-
nowi przyczyne repolaryzacji btony.

Powstanie impulsu nerwowego wigze sie z przesuwaniem sie fali de-
polaryzacji, czemu towarzyszy, dla wyréwnania tadunkow elektrycznych,
wzmozony przeptyw jonéw sodowych poprzez kanaty sodowe.

Zatem, uklady enzymatyczne, kanaty jonowe, a takze biatka o dzia-
taniu hormonalnym czy przekaznikowym, ktére biorg posredni lub bez-
posredni udziat w procesach przemieszczania jonéw w zakonczeniach ko-
morki nerwowej majag kluczowe znaczenie dla czynnosci tych obszaréw
neuronu. W czasie depolaryzacji btony presynaptycznej odbywa sie tak-
ze uwalnianie neuroprzekaznikéw zgromadzonych w pecherzykach synap-
tycznych. Proces ten uwarunkowany jest wniknieciem do zakonczen ko-
morki nerwowej jondw wapnia poprzez specyficzne ,kanaty wapniowe”,
ktore otwierajg sie dla Ca2+ w odpowiedzi na depolaryzacje btony plazma-
tycznej. Stanowi to jedng z mozliwych drég regulacji procesu uwalniania
neuroprzekaznikéw.

Kanaty jonowe, obok pomp odpowiedzialnych za aktywny transport
jonowy umozliwiajg komoérce nerwowej prawidtowe procesy metaboliczne,
prawidtowag aktywnos¢ neuronalng, w pojeciu ktdrej miesci sie skuteczna
transmisja synaptyczna.

Zarobwno ,gestos$¢” rozmieszczenia jak i selektywna przepuszczalnosé
jonowa tych kanatéw zaleza od réznych funkcjonalnych witasciwosci neu-
ronéw w maodzgowiu.

Kanaty jonowe charakteryzujg sie rézng wrazliwoscig na zmiany po-
tencjatu btonowego, na stosowane neuroprzekazniki czy hormony, jak
rébwniez na zmiany poziomu wewnatrzkomdérkowego Ca2+. Czynno$¢ nie-
ktorych kanatéw jonowych w mozgowiu regulowana jest poprzez aktyw-
nos¢ kinaz biatkowych zaleznych od cyklicznych nukleotydéw. Wzrost ste-
zenia endogennych cyklicznych nukleotydéw moze by¢ zalezny od dzia-
tania neuroprzekaznikdéw czy neurohormonéw. Szczegdélng wrazliwos¢ na
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regulacje na tej drodze wykazujg kanaly wapniowe. Ciag wydarzen re-
gulujacych czynnos$¢ kanatéw jonowych mozna by ogélnie przedstawi¢ na-
stepujgco: zmiany aktywnosci kinaz biatkowych zaleznych od cAMP, re-
gulowanych poprzez neutrotransmitery czy neuromodulatory powoduja
zmiany w funkcjonowaniu np. kanatu Ca2+, co w konsekwencji wptywa
na stopien uwalniania innych neuroprzekaznikow.

Zatem wszystkie prace prowadzone nad procesami transportu jonow
jak i zwigzanymi z tym procesami majg zasadnicze znaczenie dla zbadania
czynnoéci zakonhczen komoérek nerwowych. Okreslaja bowiem mozliwo-
Sci i drogi regulacji funkcji uktadu nerwowego (1).

Il. Kanaty sodowe

Pod pojeciem kanatow jonowych rozumie sie okreslony ukiad w bito-
nie, ktéry odpowiedzialny jest za wszystkie formy przenoszenia jonow
z pominieciem transportu aktywnego, co nie wyklucza istnienia w struk-
turze kanatu ukiadow przenosnikowych jak i duzej szybkosci przeptywu
jonéw.

Tradycyjne biochemiczne metody stosowane w badaniu kanatéw so-
dowych pozwolity na stwierdzenie, ze sg one wrazliwe na réznice poten-
cjatébw oraz, ze odgrywajg gtéwng role w powstawaniu potencjatu czyn-
nosciowego (2).

Podejscia doswiadczalne stosowane do badan kanatéw Na+ zaktadaja
istnienie tylko jednego rodzaju kanatu Na+. Wystepowaé¢ w nim majg dwa
.zawory” lub dwie podjednostki (podsegmenty — subsections) kanatu,
z ktérych oba winny by¢ otwarte dla umozliwienia przeptywu jonu przez
kanat (2, 3, 4).

Gdy potencjat ma typowa wartos¢ spoczynkowg zawér ,m” jest za-
mkniety, a zawodr lub podjednostka ,h” — otwarty. Depolaryzacja powo-
duje otworzenie zaworu ,m” i przeptyw jonu, po czym nastepuje zamknie-
cie zaworu ,,h”. R6zni sie on od zaworu ,,m” mniejsza szybkoscig prze-
ptywu (2). Procesy powodujgce zamkniecie jak i otwarcie ,zaworéw” ka-
natu sodowego majag by¢ regulowane zmianami potencjatu Srdédblonowe-
go (5, 6, 7, 8). Ostatnio przedstawiono dane, z ktérych wynika, ze zawo-
ry .,m” i ,h” wydaja sie funkcjonowac¢ niezaleznie. Stanowi to potwier-
dzenie obecnosci réznych podjednostek w kanale Na+. Udato sie je ziden-
tyfikowaé we frakcji synaptosomoéw mozgu szczura, jako dwa peptydy
0 réznej masie czgsteczkowej, ok. 32 000 i 250 000, a ktore stanowi¢ maja
charakterystyczne podjednostki kanatu Na+ w synaptosomach (7, 8).

Rozmieszczenie kanatow Na+ przede wszystkim w dendrytach, akso-
nach i zakoriczeniach nerwowych przemawia za ich czynnym udziatem
w takich procesach synaptycznych jak powstawanie i przewodzenie po-
tencjatu czynnosciowego, uwalnianie neuroprzekaznikéw (9).

3 Postepy Biochemii 2/85
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111. Kanaty potasowe

Ponad 30 lat temu Hodgkin i Huxley (1) wykazali, ze po pro-
cesie depolaryzacji spowodowanym wniknieciem do komérki jonu so-
dowego, istnieje mozliwo$s¢ odbudowy potencjalu btonowego do wartosci
podstawowych; zachodzi to w wyniku wzmozonego przemieszczania jo-
néw K+ z aksonu. R6zne pod wzgledem morfologicznym i czynnos$ciowym
neurony charakteryzuja sie ré6znymi rodzajami kanatéw potasowych. Je-
dne z nich sg otwarte, kiedy potencjat btony ma wartos¢ bliska potencja-
towi spoczynkowemu, a regulacja ich czynnosci zachodzi poprzez proces
,wzbudzenia”, drugi rodzaj kanatébw K+ wrazliwych na ro6znice poten-
. cjatdw, aktywowany jest przez depolaryzacje i trzeci rodzaj zalezny jest
od Ca2+. Ta forma kanatu K+ otwarta jest tylko, kiedy poziom wewnatrz-
komoérkowego Ca2+ jest wysoki (1, 10).

Kanaty potasowe sa oporne na dziatanie np. toksyn skorpiona, ktore
blokujag kanaty Na+, a szybko$¢ przeptywu jonu K+ przez odpowiedni
kanat jest wyraznie mniejsza w poréwnaniu z przeptywem Na+. Podstawg
podziatu kanatéw K+ sg r6znice w ich odpowiedzi na stosowane czynniki
regulujgce (10, 11). | tak aktywnos$¢ kanatéow K+ regulowana moze by¢
przynajmniej przez cztery zmienne: a — potencjat spoczynkowy bitony,
b — réznice potencjatéw, ¢ — zmiany stezenia wewngtrzkomérkowego
Ca2+ oraz d— dziatanie ré6znych neuroprzekaznikéw 12, 13, 14, 15, 16).
W efekcie uzyskuje sie rézne, selektywne odpowiedzi neuronu na stoso-
wanie tego samego bodzca (17, 18, 19, 20, 21).

Zaktada sie w zwigzku z tym, ze réznice w czynnosci kanatow K+ wy-
wotane tym samym czynnikiem regulujgcym, moga stanowi¢ wyktadnik
zré6znicowania neurondéw w uktadzie nerwowym (22).

Prawidtowa czynno$¢ kanatdw K + reguluje procesy egzocytozy i mo-
duluje dziatanie synaptyczne w komérce nerwowej. Czynnos$¢ kanatow K +
wptywa posrednio na wiasnosci behawioralne ustroju i procesy utrwalania
pamieci (23).

Ostatnio duza uwage przypisuje sie badaniom nad charakterystyka
specyficznych kanatéw K+ regulowanych neuroprzekaznikami. Sa to ka-
naty K+ ,M” znalezione w neuronach CUN réznych populacji i kanat K +
.S” wykryty tylko w neuronach czuciowych. Stwierdzono tez, ze poza
klasycznymi neuroprzekaznikami i peptydami o dziataniu transmiterowym
regulacja aktywnosci tych rodzajow kanatéw K + zachodzi réwniez poprzez
zmiany stezenia Ca2+ (24, 25). Jak nastepnie wykazano te dwa rodzaje
kanatéw sg najlepiej zbadane wsréd wielkiej liczby kanatéw K+ w ko-
morce nerwowej, wrazliwych na neuroprzekazniki (18, 24, 25).
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IV. Odbudowa gradientu Na+ i K+ w zakonczeniach komorki nerwowej

Dla utrzymania gradientu jonowego w neuronach, podobnie jak i w
komérkach pozaneuronalnych, dziataja pompy jonowe oraz r6zne inne
mechanizmy.

Gtownym mechanizmem, ktéry usuwa z wnetrza Na+ i przywraca pra-
widtowe stezenie K+ jest klasyczna, zalezna od ATP pompa Na+, K+,
ktéra zajmuje centralng pozycje w funkcjach neuronalnych. Transport
Na+ z komoérki nie zawsze jednak bywa sprzezony z wprowadzeniem K+
do jej wnetrza. Usuniecie Na+ z komorki bez kompensacyjnego wejscia
K+ stanowi o wytworzeniu elektrochemicznego potencjatu i jest istotg
tzw. pompy elektrogennej (26).

Utrzymanie gradientu stezenn Na+ miedzy wnetrzem komérki, a prze-
strzeniag pozakomoérkowg decyduje rowniez o osmolalnosci wewnatrzko-
morkowej, a w nastepstwie o objetosci komorki.

Z drugiej strony rozkiad stezen Na+ ksztattowany moze byé przez
rézne procesy wymiany jonowej, ktorych konsekwencje okres$lajg prawi-
dtowe lub zaburzone czynnosci neuronalne. Wprowadzenie Na+ do za-
konczen komorki nerwowej w miejsce usunietego z cytoplazmy Ca8+ po-
woduje zahamowanie tych proceséw biochemicznych, ktére przebiegaja
tylko wobec ,progowego” stezenia wapnia. Dotyczy to réwniez proceséw
egzocytozy (27, 28).

Energia ,zakumulowana” w nierbwnomiernym rozktadzie Na+ po obu
stronach btony wykorzystywana moze by¢ m.in. do transportu cukrow,
aminokwasow, neuroprzekaznikéw jak i ich prekursoréw (29). We frak-
cjach zakonczen nerwowych wykazano $cista zaleznos¢ miedzy procesami
transmisji synaptycznej, a gradientem Na+ (30).

Aktywnos¢ pompy Na+ w neuronach limitowana jest wewnetrznym
stezeniem Na+ (31, 32). Wzrost stezenia Na+ w cytoplazmie zwiazany np.
z potencjatem czynnosciowym, moze aktywowac¢ pompe sodowo-potasowq.
W efekcie moze dojs¢ do hyperpolaryzacji komérki, jako ze trzy we-
wnetrzne jony Na+ wymieniane sg na tylko dwa jony K+ wprowadzane
do komorki (33, 34, 35, 36).

IV-1. Biochemiczna charakterystyka Na+, K+-ATPazy

Badania struktury i funkcji Na+, K+-ATPazy izolowanej z réznych
materiatéw biologicznych wykazaty, ze enzym ten skitada sie przynaj-
mniej z dwu polipeptydowych tanncucéw stanowigcych podjednostki enzy-
mu (37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44).

Podjednostka wieksza, katalityczna nazywana alfa (a) o masie czas-
teczkowej ca 100 000— 130 000 zawiera nieznaczng komponente weglowo-
danowg i miejsce wigzania ATP na wewnetrznej stronie, podczas gdy
miejsce wigzania ouabainy znajduje sie na zewnetrznej stronie btony (45).

3*
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Podjednostka mniejsza beta (P) o masie czagsteczkowej ~40 000— 60 000
zawiera cze$¢ glikoproteinowag oraz dodatkowo fragment proteolipidowy
(c.cz. ~12 000), ktorego rola funkcjonalna jest na razie trudna do ustale-
nia (36, 42, 44). Wiadomym jest, ze usunigecie podjednostki mniejszej z en-
zymu powoduje strate jego aktywnosci.

Na+, K+-ATPaza izolowana z mdézgowia okazata sie enzymem wyste-
pujacym w dwu formach: jednej podstawowej, wtasciwej tak dla moézgo-
wia jak i innych tkanek czy narzadéw (miesnie, nerki, kora nadnerczy)
i drugiej formy specyficznej wytacznie dla neuronéw. .Ta specyficzna
neuronalna forma Na+, K+-ATPazy pojawia sie w rozwijajgcych sie tkan-
kach moézgowia niezaleznie od formy podstawowej (40).

Nastepne badania specyficznej formy neuronalnej Na+, K+-ATPazy
wykazaty jej heterogennos$¢. Roéznice dotycza przede wszystkim skiadu
podjednostek, opornosci na proteolize, kinetyki reakcji oraz rodzaju odpo-
wiedzi po stosowaniu glikozydéw nasercowych, zwitaszcza strofantyny G
(40, 41, 46, 47, 48). Wykazano tez, ze jedna z ,,odmian” specyficznej neu-
ronalnej Na+, K+-ATPazy odpowiedzialna jest wytgcznie za tzw. cykl so-
dowy, druga za$ za mechanizm wymiany Na+ i K+. Wykazano wyrazne
réoznice w ich powinowactwie wobec substratu. Podczas procesu hydrolizy
ATP tylko czgsteczki enzymu odpowiedzialne za cykl sodowy ulegaja fos-
forylacji (4, 50, 51).

IV-2. Rozmieszczenie Na+, K+-ATPazy w neuronach

Rozmieszczenie enzymu w neuronach ogranicza sie gtownie do plazmole-
my. Wystepuje on na powierzchni ciata komérki nerwowej i w dendry-
tach. Znaczne aktywno$ci enzymu stwierdzono w obrebie przewezen
Ranviera w aksonach z mielinowymi ostonkami oraz we frakcji mikroso-
malnej (47).

Zakonczenia komoérek nerwowych mozna podzieli¢ na dwie klasy: o ni-
skiej i o wysokiej aktywnosci Na+, K+-ATPazy. R6znice w stezeniu Na+,
K+-ATPazy prawdopodobnie moga mie¢ znaczenie w regulacji odpowie-
dzi r6znych neurondédw na rozne rodzaje stymulacji.

1IV-3. Regulacja aktywnosci Na+, K+-ATPazy

Wykazano, ze neurohormony i neuroprzekazniki takie jak wazopresy-
na, katecholaminy moga regulowac¢ aktywnos¢ Na+, K+-ATPazy tak w ob-
rebie neuronéw jak i w zakonhczeniach komérek nerwowych (52, 53). Ami-
ny biogenne takie jak noradrenalina, dopamina, 5-hydroksytryptamina
czy histamina wywieraja wptyw na aktywnos$¢ Na+, K+-ATPazy réwniez
we frakcjach synaptosoméw uzyskanych z réznych obszaréw mézgowia.
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Uzyskane efekty warunkowaé¢ ma obecno$¢ w czasteczce aminy lub in-
nego stosowanego zwigzku, tzw. ,jagdra” katecholowego, ktéremu przypi-
suje sie role stymulatora Na+, K+-ATPazy synaptosoméw. Wynik dziata-
nia zaleze¢ ma rowniez od obszaru moézgowia, z ktérego izolowano frakcje
synaptosomow (54, 55). W wielu z tych proceséw prawdopodobnie posred-
nicza cykliczne nukleotydy i kinazy biatkowe zalezne od cAMP (52, 53).

Efekty wybidrczej, zaleznej od obszaru mézgowia stymulacji badz in-
hibicji aktywnosci Na+, K+-ATPazy bton synaptosomalnych uzyskano sto-
sujgc 11-peptyd substancje P, takze fragmenty jej analogow SP5ni SP6n
(Pyr5 Tyr8, krotszy neuropeptyd TRH, czy L-glutaminian.

Analizujgc udziat cAMP w dziataniu wyzej wymienionych substancji
stwierdzono, ze cykliczne nukleotydy moduluja efekty dziatania stosowa-
nych peptydéw. Redukuja wyrazna stymulacje czy inhibicje wywotang
dziataniem peptydéw. cAMP zastosowany tacznie z L-glutaminianem ni-
weluje zmiany aktywnos$ci Na+, K+-ATPazy spowodowane stosowaniem
tego aminokwasu (56, 57).

Uzyskane rezultaty zbiezne sg z wynikami dziatania hormondéw tarczy-
cy i kwasu arachidonowego w badaniu aktywnosci ATPazy mézgowej (58).
Stanowig one potwierdzenie ogoélnych zaltozen, ze niektéore hormony
i zwiazki o dziataniu neuroprzekaznikowym moga modulowac¢ rézne pro-
cesy synaptyczne, takze poprzez regulacje stezenia*czy aktywnosci biatka
enzymatycznego odpowiedzialnego za przemieszczanie Na+ i K+ w zakon-
czeniach komérek nerwowych (59).

V. Kanaty wapniowe

V-l1. Ogd6lna charakterystyka kanatéw wapniowych

Stwierdzono, ze kanaly Ca2+ wystepujgce tak w tkance nerwowej jak
i pozanerwowej r6znig sie znamiennie witasciwosciami Kkinetyki reakcji
oraz r6znig odpowiedzig na stosowanie tych samych inhibitorow. Stato sie
to podstawag sugestii, ze uzyskane z jednorodnego materiatu biologicznego
kanaty wapniowe sg niejednorodne (60).

Szczegotowe badania wykazaly pewne podobienstwa i réznice w dzia-
taniu kanatéw Ca2+ i Na+. Kanaty Ca2+, w przeciwienstwie do kanatu so-
dowego, pozostajg w synapsach otwarte w czasie przedtuzonej depolaryza-
cji (61, 62, 63), a ilos¢ przemieszczanych jonéw Ca2+ przez kanatly sta-
nowi tylko 1/20 liczby jonéw Na+ przenoszonych w tym czasie przez kanat
sodowy. Sygnatem otwierajacym kanat Ca2+ jest réznica potencjatu, a po
wyréwnaniu réoznicy kanaty zamykaja sie.

Dogodnym ukiadem do badan kanatéw Ca2+ sg zakonczenia komoérek
nerwowych katamarnicy. Sugeruje sie, ze ich btony sa szczeg6lnie bogate
w kanaly Ca2+, ktére mogg wystepowac¢ w tzw. skupieniach — gronach.
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Zaobserwowano, ze w czasie powtarzajgcej sie stymulacji nerwowej ilos¢
wnikajgcego Ca2+ do zakonczen nerwowych w przeliczeniu na jeden im-
puls pozostaje stata i wykazuje liniowg zaleznos¢ od ilosci bodzcéw (cyt.
za 64).

Liczba jonéw, ktore przemieszczajg sie przez pojedynczy kanat w czasie
jednego impulsu moze by¢ obliczona,* jezeli znana jest ,gesto$¢” wystepo-
wania kanatow w badanym materiale. Zaktada sie, ze kazdy kanat Ca2+
przenosi¢ moze okoto 150 jonow Ca2+ w czasie jednego impulsu (cy.
za 64).

V-2. Regulacja kanatéw wapniowych i ich znaczenie biologiczne

Wszystkie krotkotrwate procesy neuronalne powodujgce tzw. plastycz-
nos¢ synaptyczng wigza sie Scisle z modulacjg poziomu Ca2+, aczkolwiek
nalezy podkresli¢, ze r6zne sg mechanizmy odpowiedzialne za zmiany po-
ziomu tego kationu.

Wewnatrzkomoérkowy poziom Ca2+ zalezy m.in. od zdolnosci akumu-
lacji tych jonéw wprowadzanych gtéwnie w czasie nastepujgcych po sobie
stymulacji, jak rowniez od bezposrednich modyfikacji jakim podlega czyn-
nos$¢ kanatéw wapniowych (65, 66, 67, 68, 69). llos¢ Ca2+ przemieszczane-
go do wnetrza regulowana jest czynnoscig kanatow Na+ i K+ oraz war-
tosciag potencjatu czynnosciowego (70).

Wptyw na procesy przemieszczania i gromadzenia Ca2+ w zakoncze-
niach neuronéw wywierajg takze hormony i neuroprzekazniki, ktére re-
gulujac czynnos¢ kanatéw wapniowych modyfikuja w ten sposob efek-
tywnos¢é zjawisk synaptycznych. Znaczny wzrost stezenia Ca2+ w zakon-
czeniach neuronéw prowadzi czesto do inaktywacji kanatéw wapnio-
wych.

Inaktywacje kanatéw Ca2+ osiaga sie poprzez wprowadzenie Ca2+ do cy-
toplazmy w ilosciach przewyzszajgcych prawidtowe jego stezenie w tym
przedziale komorki. Pod wptywem dziatania niektéorych hormonéw czy
przekaznikéw jak np. noradrenaliny, Y-aminomaslanu, czy somatostaty-
ny obserwuje sie redukcje przeptywu Ca2+ przez kanatl (67). W czasie
dziatania inhibitoréw neurotransmisji na btone presynaptyczna obserwuje
sie wyrazng redukcje uwalniania przekaznika i réwnocze$nie przeptywu
Ca2+. Spadek przeptywu Ca2+ wydaje sie by¢ odbiciem bezposSredniego
dziatania przekaznika na czynnos¢ kanatu wapniowego, ktéry nie pod-
legat zadnym modyfikacjom w czasie zmian potencjatu btony (68).

Mechanizm inhibitorowego dziatania neuroprzekaznikéw na kanaty
jonowe nie jest dotychczas znany. Wydaje sie jednakze, ze np. kanaty
Ca2+ nie sa regulowane wytacznie dzialaniem neutransmiteréw. Stwier-
dzono bowiem, ze np. ATP podany zewngtrzkomoérkowo w stezeniu zbli-
zonym do nanomolowego, wywotuje wzrost przeptywu Ca*+ o 25— 30°/»,
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a stymulacji tej nie towarzyszy hydroliza ATP (71). Wiadomo takze,
ze ATP uwalniany jest razem z wieloma neuroprzekaznikami, zatem sty-
mulujgcy efekt ATP na przeptyw Ca2+ moze mie¢ istotne znaczenie fizjo-
logiczne.

Nalezy podkresli¢, ze o ile regulacja czynnosci kanatéw Ca2+ wyste-
pujacych w miesniu sercowym jest dos¢ dobrze poznana, to modyfikacje
czynnosci neuronalnych kanatéw Ca2+, ktérych skutki tgczg sie ze zmia-
nami w przewodzeniu synaptycznym sg na razie mato znane.

V1. Usuwanie Ca2+ z cytoplazmy

Wapn, ktéry wnika do komdérki w czasie utrzymywania sie potencjatu
czynnos$ciowego, usuwany jest z cytoplazmy przez r6zne, zgodnie dziata-
jace mechanizmy. Zarowno w plazmolemie aksonéw, jak i w synaptoso-
mach zachodzi aktywna wymiana Na+/Ca2+. Stwierdzono tamze znaczng
aktywnos$¢ zaleznej od Ca2+ i innych jonéw ATPazy, ktérej zadaniem jest
czynne usuwanie Ca2+ z komoérki (72).

Potencjat elektrochemiczny wewnetrznej btony mitochondrialnej jest
zréodtem energii, ktéora kompleks ATPazy mitochondrialnej zamienia na
ATP. Energia wymagana jest m.in. do zapewnienia wysokiej zdolnosci po-
bierania Ca2+ przez mitochondria, réwniez synaptosomalne (73, 74, 75).

Niemniej jednak w warunkach prawidtowych poziom cytoplazma-
tycznego Ca2+ jest znacznie nizszy niz mogtyby to zapewni¢ sprawne mi-
tochondria. Zatem uktad ,transportujgcy”, ktory wystepuje w mitochon-
driach stanowi wazny, ale nie jedyny mechanizm regulowania poziomu
Ca2+ cytoplazmatycznego w czasie intensywnego naptywu tego Kkatio-
nu. Innymi subkomérkowymi frakcjami pobierajacymi wapn okazaty sie
gtadkie retikulum endoplazmatyczne oraz pecherzyki synaptyczne (76,
77).

W pecherzykach synaptycznych udato sie ustali¢ ,uktad” odpowiedzial-
ny za pobieranie Ca2+, a zalezny od ATP, ale brak jest na razie przekony-
wujacych dowodoéw, ze procesowi temu towarzyszy hydroliza ATP (78, 79,
80). Btony pecherzykéw synaptycznych zdolne sg utworzy¢ znaczny po-
tencjat elektrochemiczny, ktéry prawdopodobnie umozliwia gromadzenie
neurotransmiteréw, a takze mogtby stanowi¢ zrédto energii koniecznej do
pobierania Ca2+ (79, 80).

W przypadku uwolnienia Ca2+ przez wewngtrzkomoérkowe organele
winien on by¢ przeniesiony na zewnatrz komérki, aby uruchomié¢ ja przed
niekontrolowang aktywacjg wielu biochemicznych proceséw, ktére za-
chodzg w obecnosci ponadprogowego stezenia Ca2+.

Transport Ca2+ z zakonczenn neuronalnych zachodzi najprawdopodob-
niej na drodze wymiany Na+/Ca2+ (jako jeden z mozliwych mechaniz-
mow), a usuwanie tego kationu z organeli neuronalnych stanowi na razie
zagadnienie catkowicie niewyjasnione.
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V1-1. Ogélna charakterystyka pomp wapniowych

Zmiany w stezeniu Ca2+ w zakonczeniach komdérek nerwowych uznaje
sig za jeden z podstawowych czynnikéw regulujacych czynnosci neuro-
przekaznikoéw i procesy synaptycznej transmisji. Poziom Ca2+ z kolei jest
odbiciem sprawnosci wielu mechanizmow odpowiedzialnych za przemiesz-
czanie tego kationu. ATPaza transportujagca gtébwnie Ca2+ z synaptoso-
mow moézgowia wykazuje wyrazne réznice w kinetyce reakcji w porow-
naniu z ATPazg transportujgcag Ca2+ z retikulum sarkoplazmatycznego (81).
Znaczng aktywnos$¢ ATPazy zaleznej gtownie od Ca2+ stwierdzono w nie-
uszkodzonych synaptosomach, w ich btonach zewnetrznych, a takze w bto-
nach pecherzykow wewnatrzsynaptycznych. Najwyzszg natomiast aktyw-
nos¢ ATPazy — Ca2+, Mg2+ udato sie zaobserwowaé¢ w pecherzykach po-
chodzacych z zewnetrznych bton synaptosomalnych i pecherzykach synap-
tycznych, a znacznie mniejszg aktywnos$¢ tego enzymu w nieuszkodzonych
synaptosomach (82).

Enzym ten zidentyfikowano jako pompe wymienng — Na+/Ca2+ sty-
mulowang jonami Mg2+ (83, 84, 47). Niezaleznie od tego opisano przynaj-
mniej dwa ,rodzaje” ATPazy wystepujacej w mikrotubulach mézgowych
stymulowanych tubuling lub inhibowanych Ca2+ (85, 86, 87, 88).

Synaptosomalny, zalezny od ATP ukiad przenosnikowy Ca2+ okazat
sie dobrze rozpuszczalny w kwasach, natomiast jego ,odbudowa” zachodzi
sprawnie w obecnosci fosfolipidow w stezeniach przewyzszajgcych znacz-
nie stezenie biatka.

Analiza frakcji pecherzykéw synaptycznych na zelu poliakryloami-
dowym wykazata, ze uklad tranpsortowy Ca2+ skiada sie z dwu biatek
0 masie czgstezckowej 94 000 i 140 000 (83, 89). Biatko o masie 140 000
izolowane z synaptosomoOw okazato sie identyczne co do masy czgsteczko-
wej z Ca2+, Mg2+-ATPazg otoczek krwinek czerwonych oraz wykazywato
znaczne podobienstwo z innymi ATPazami zaleznymi od Ca2+ i Mg2+
otrzymanymi z innych tkanek (90).

Wykazano nastepnie, ze aktywnos$¢ tego neuronalnego biatka jest sil-
nie stymulowana przez kalmoduline, co moze by¢ wykorzystane w prébach
oczyszczania tego enzymu. Chromatografii opartej o powinowactwo do
kalmoduliny nie udaje sie zastosowac¢ do izolowania neuronalnego trans-
portera Ca2+ o masie czgsteczkowej ok. 94 000. Badania immunologiczne
wykazaty, ze biatko to moze byé specyficznym transporterem Ca2+ w ukta-
dzie nerwowym (84). Obecnie zaklada sie, ze zakorniczenia nerwowe po-
siadajg przynajmniej dwa uktady przenosnikowe dla Ca2+, zalezne bezpo-
Srodnio od ATP oraz inne, zalezne od gradientu stezen jonéw (26). Ca2+,
ktory podczas potencjatu czynnos$ciowego wnika do cytoplazmy i jest
z niej usuniety przez wilasciwe wewnatrzkomérkowe organele, zanim
ulegnie wydzieleniu z komorki.
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VI1-2. Regulacja Ca2+, Mg2+-ATPazy w zakonczeniach neuronalnych

Ostatnio pojawiaja sie dos¢ liczne i nierzadko kontrowersyjne donie-
sienia dotyczace regulacji aktywnos$ci ATPaz zaleznych od Ca2+ i Mg2+,
izolowanych z r6znych frakcji subkomérkowych moézgowia, zwtaszcza za-
konczen neuronalnych. Badania dotyczg wptywu mono- i dwuwartoscio-
wych kationéw, anionéw, amin biogennych, szeregu $srodkéw farmakolo-
gicznych, jak réwniez zwigzkéw endogennych wchodzacych w skiad bton
komoérkowych na aktywnosé ATPazy synaptosoméw, pecherzykéw synap-
tycznych i bton pre- i postsynaptycznych.

Inng grupe badan stanowig prace nad okresleniem stopnia powinowac-
twa tych enzymow (Km) do réznych form stosowanych substratow; jest to
ATP wolny od wanadu, z wanadem, w postaci soli sodowej, wapniowej
czy magnezowej. Uzyskane rezultaty pozwolity na zebranie pewnych in-
formacji, z ktérych wynika, ze wystepuja wyrazne réznice w aktywnosci
badanych ATPaz zalezne od obszaru moézgowia, badz frakcji subkomor-
kowej, lub od réznorodnosci zwigzkéw stosowanych w badaniach. Nie
udato sie na razie ustali¢, ktére z badanych zwiazkéw maja charakter wy-
tacznie dodatnich efektoréw, a ktdére inhibitoréw aktywnos$ci ATPaz neu-
ronalnych. Wykazano np., ze dopamina, noradrenalina, chlorek litu pod-
noszg aktywnos¢ Mg2+-ATPazy i Ca2+, Mg2+-ATPazy w zakonczeniach
synaptycznych, a chlorpromazyna i trifluoperazyna redukujg aktywnos$c¢
wytgcznie Ca2+, Mg2+-ATPazy (55, 91, 92, 93). Stwierdzono réwniez, ze
tzw. ,dwuwartosciowe”, ,kationowe” ATPazy izolowane z frakcji synap-
tosomoéw i bton synaptosomalnych sg intensywniej stymulowane przez jo-
ny Mn2+ niz przez jony Mg2+ czy Ca2+ (94, 55). Niezaleznie od tego wyka-
zano wyrazne roéznice w odpornosci na hipoksje Na+, K+'i Ca2+ Mg2+-
-ATPaz moézgowia (48). Ca2+, Mg2+-ATPaza bton synaptosomalnych jest
réwniez bardziej ,wrazliwa” in vitro na substancje P, jej analogi frag-
mentéow (SP5-i i SP6u), takze wobec trdjpeptydu TRN i L-glutaminia-
nu, niz ATPaza zalezna od Na+ i K+.

Wzrost badz zahamowanie aktywnos$ci enzyméw okazat sie zalezny po-
nadto od obszaréw mdzgowia, z ktérych izolowano btony synaptosomalne
(95, 96). Stwierdzono réwnoczes$nie, ze egzogenny cAMP moduluje dzia-
tanie wybranych peptydéw wobec Ca2+, Mg2+-ATPazy bton synaptoso-
malnych, a nasila zmiany w aktywnos$ci enzymu spowodowane L-gluta-
minianem. Na razie trudno jest przedstawi¢ mechanizm stymulacji neuro-
nalnych ATPaz przez katecholaminy i peptydy. Wydaje sie, ze proces ten
moze pojawiac sie jako zjawisko niespecyficzne, polegajace na usunieciu
inhibitorowego efektu ,ponadprogowego” stezenia dwuwartosciowych jo-
néw w stosunku do ATPazy. Stosowane peptydy zalezne od struktury i ta-
dunku elektrycznego moga speinia¢ role chelatoréw jonéw dwuwartos$-
ciowych, lub by¢ wobec nich kompetycyjne. W ten sposéb bytby znoszo-
ny hamujacy efekt nadmiaru tych jonéw, co mogtoby sie przejawiac¢ jako
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niespecyficzna stymulacja. Jest to jedna z mozliwosci wyjasnienia tego
zjawiska. By¢ moze podobne zjawisko odgrywa role in vivo, kiedy w wy-
niku fluktuacji stezen jonéw Ca2+ i Mg2+, uwarunkowanych poprzednio
omawianymi procesami, stezenie jondw osiggnie okreslong warto$¢ ponad-
progowag. Warto bowiem nadmienié¢, ze aktywno$¢ ATPaz neuronalnych,
jak wykazaty doswiadczenia in vitro, moze by¢ hamowana przez okres-
lony nadmiar wapnia czy magnezu (91).

VIl. Rola wapnia w zakonczeniach komérek nerwowych —
uwagi koncowe

Zmiany w stezeniu cytoplazmatycznego Ca2+, jak pokrotce przedsta-
witam powyzej, powoduja okreslone i ztozone konsekwencje dla czynnosci
synaptycznej. Poziom Ca2+ w cytoplazmie odpowiedzialny jest za stymu-
lacje proces6éw egzo- i endocytozy (97, 50, 98, 99). Duza wrazliwos$¢ jakag
wykazujg oba procesy na inhibitory kalmoduliny sugeruje, ze witasnie
kalmodulina — biatko wigzgce Ca2+, moze by¢ posrednikiem w dziataniu
wapnia w tych zjawiskach. Zwigzek Ca2+-kalmodulina stymuluje aktyw-
nos¢ wielu neuronalnych pomp wapniowych, dzigki ktérym nastepuje np.
redukcja stezenia cytoplazmatycznego Ca2+. Kalmodulina aktywuje kinazy
biatkowe, ktére nastepnie stymuluja dziatanie aktywnego transportera
Ca2+ w pecherzykach synaptycznych. Intensywno$¢ proceséw oddycha-
nia komoérkowego i glikogenolizy w zakorniczeniach komérek nerwowych
rosnie pod wpltywem Ca2+. Wykazano miedzy innymi, ze kompleks Ca2+-
kalmodulina aktywuje kinaze fosforylazy b glikogenu. Cytoplazmatyczne
stezenie Ca2+ wptlywa na ,modulowanie” syntezy neuroprzekaznikow po-
przez wzrost aktywnos$ci uktadow transportujgcych prekursory neuro-
przekaznikéw, lub enzymoéw odpowiedzialnych za podstawowe reakcje
biosyntezy neuroprzekaznikéw. Jony Ca2+ aktywujg transport choliny
w neuronach cholinergicznych, hydroksylaze tyrozyny w neuronach kate-
cholaminergicznych i hydroksylaze tryptofar.u w neuronach serotoner-
gicznych. Aktywacja enzyméw moze by¢ wynikiem fosforylacji zachodza-
cej z udziatem kinaz biatkowych wrazliwych na Ca2+-kalmoduline. Wszys-
tkie te ,dziatania” majg fundamentalne znaczenie dla utrzymania puli
ATP, neuroprzekaznikéw i Ca2+ na poziomie podstawowym, co zapewnia
homeostaze funkcjonowania proceséw neuronalnych (100, 101).

Nalezy wspomnie¢, ze Ca2+ wykazuje rowniez dziatania na poziomie
neuronalnym, lecz ich efekty sa na razie mniej znane. Jest to np. inter-
akcja kompleksu Ca2+-kalmodulina z ré6znymi formami cyklazy adenyla-
nowej i fosfodwuesterazy o wysokim powinowactwie do cAMP (102, 103).

Poziom cytoplazmatycznego Ca2+ moze recukowac¢ réwniez aktywnosc
niektéorych kanatow Ca2+, a aktywowac ,efektywnos¢” kanatéw K + zalez-
nych od Ca2+, powodujgc w rezultacie wzrost lub obnizenie efektywnego
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przewodzenia synaptycznego. Godne podkreslenia jest, ze w procesie LTP
(long-term-potentiation) — potencjalizacji transmisji synaptycznej w hi-
pokampie niezbedny jest udziat Ca2+. Pozwala to wnioskowaé, ze kation
ten bierze udzial w zmianach tzw. plastycznosci synaptycznej, ktore lezec
maja u podstaw procesOw pamieci.

Zdaje sobie sprawe, ze cze$¢ problemoéw niniejszej pracy przedstawio-
na jest ramowo. Nie spos6b jednak w jednym artykule oméwié¢ wszystkich
zagadnien dotyczacych proceséw transportu gtéwnych kationéw w zakon-
czeniach komérek nerwowych. Zwitaszcza, ze w literaturze tego przed-
miotu pewne zagadnienia sg zbyt stabo udokumentowane i przedstawione
w formie nierzadko kontrowersyjnych hipotez.

Opracowanie materiatéw wykonano w ramach tematu weziowego 10.4.04.4., ko-
ordynowanego przez C.M.D. i K. PAN.

Zaakceptowano do druku 7.09.1984 r.
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I. Wstep

W pozywieniu ssakéw i ptakow wystepuje, jako jeden z niezbednych
egzogennych sktadnikéw, witamina B2— ryboflawina (Ryc. 1). W komér-

ch2oh

Rys. 1. wWz6r strukturalny ryboflawiny. Podano numeracje atoméw w czasteczce.
Poszczegdblne pierdcienie nosza nastepujace nazwy: | — pirymidynowy; Il — pira-
zynowy; Il — o-ksylenowy; 1-fll + 1l — dwumetyloizoalloksazynowy.

kach pod dziataniem enzymoéw flawokinazy (1) oraz syntetazy FAD (2) ule-
ga on przeksztatceniu w koenzymy flawinowe, zaangazowane w wielu bar-
dzo waznych biologicznie reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych:

flawokinaza mononukleotyd
e flawinowy [fmn]
ATP ADP
syntetaza dwunukleotyd

7 : flawinowo-adeninowy [fad]
ATP PP,

1

Zanim jednak ryboflawina dotrze do tkanek o wysokiej aktywnosci fla-
wokinazy, moze tworzy¢ mniej lub bardziej trwate kompleksy z wieloma
biatkami. Biatka wigzgace ryboflawine wystepujg w osoczu, przeciwdzia-
tajac niezwtocznemu wydalaniu tej witaminy przez nerki oraz kierujac ja
do docelowych tkanek (3). Szczegdlnie interesujgace sa biatka, odgrywa-
jace specyficzna role w procesach rozrodu, z ktérych najlepiej poznana
jest flawoproteina krazgca w krwi kur niosek, odktadana nastepnie w zé4t-
ku jaja. Analogiczna ryboflawinowa flawoproteina wystepuje roéwniez
w biatku jaja. Ostatnio, dzieki wprowadzeniu chromatografii powinowac-
twa na unieruchomionych flawinach (4), wykazano wystepowanie analo-
gicznych biatek wigzacych ryboflawine w osoczu ssakéw w stanie cigzy.
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W niniejszym artykule omoéwiono poszczegélne biatka wigzace rybo-
flawine, na tyle szczeg6towo na ile pozwala na to dostepna literatura.

Il. Biatka wigzace ryboflawine w normalnym osoczu

Oszacowano, ze 42°/o ryboflawiny krgzacej w osoczu ssakéw wrystepuje
w postaci komplekséw z biatkami (5). Za wigzanie to niemal w catosci od-
powiedzialna jest albumina, ktérej wysokie stezenie kompensuje stosun-
kowo niskie powinowactwo do ryboflawiny — stata dysocjacji odpowied-
niego kompleksu wynosi ok. 0.7 mM (5). Wbrew wczes$niejszym suges-
tiom (6) wykazano ostatnio, ze wszystkie subfrakcje albuminy, réznigce
sie punktem izoelektrycznym, posiadajg zblizong zdolno$¢ wigzania tej wi-
taminy (3). Wprawdzie szczegétowry mechanizm wigzania nie byt badany,
nalezy jednak oczekiwaé¢ zgodnosci z ogélnym mechanizmem oddziatywa-
nia albuminy z wieloma zwigzkami o charakterze hydrofobowym lub am-
fipatycznym (7, 8), ktére to oddziatywanie warunkuje ogélng tranpsorto-
wa funkcje tego biatka.

Powinowactwo ryboflawiny wobec innych frakcji biatkowych osocza,
gtébwnie wszekze P- i 7-globulin, wykazano stosujac metody elektrofore-
tyczne (9), a takze oznaczenia zdolnosci wigzania tej witaminy (5) oraz jej
zawartosci w poszczegélnych frakcjach (10). W wyniku frakcjonowania
osocza bydlecego na zelach zawierajacych unieruchomione flawiny (11)
potwierdzono wigzanie ryboflawiny przez ~-globuliny, a takze wykryto
drobne ilosci biatka wigzacego o masie czgsteczkowej okoto 37 000; ilos-
ciowo przewazajgca frakcjg wigzacg ryboflawine okazaty sie jednak Y-glo-
buliny o masie czgsteczkowej 150 000. Statg dysocjacji kompleksow tych
biatek z ryboflawing oszacowano na okoto 1 mM Wyizolowane podobng
metoda z krwi ludzkiej y-globuliny wigzace ryboflawine (12) zidentyfi-
kowano jako immunoglobuliny IgG. Wystepujac w stezeniu okoto 7 mg/
/100 ml osocza stanowig one okoto 1% wszystkich immunoglobulin 1gG.
Immunoglobuliny wigzgce ryboflawine okazaly sie frakcja niejednorodng
pod wzgledem witasciwosci elektroforetycznych oraz powinowactwa do ry-
boflawiny. Oszacowano, ze udziat immunoglobulin w wigzaniu rybofla-
winy przez biatka osocza wynosi tylko 5—6°/0 (12).

Poznano kilka szczegétéw dotyczacych mechanizmu wigzania rybofla-
winy przez patalogiczng immunoglobuling, okreslang jako 1gGGx, wyizo-
lowang z surowicy pacjentéw z miesniakiem rozsianym (13). Jest to 1gG2,
z lekkim tancuchem typu A W odro6znieniu od wszystkich innych przeciw-
ciat, IgG ftr wystepuje in vivo ze zwigzanym haptenem (ryboflawing), kté-
ry ponadto pozostaje mocno zwigzany w trakcie przebiegu wyodrebnia-
nia i oczyszczania. Ryboflawina zwigzana jest z fragmentem Fab, a jej
zawartos¢ w preparatach 1IgGQxr wynosi okoto 1.5 mola/mol biatka (13).
W kolejnych badaniach (14) biatko to rozdzielono na dwie subfrakcje,

4 Postepy Biochemii 2/85
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ktérych charakterystyka podana jest w tabeli 1. W tabeli 2 zestawiono
Kinetyczne i termodynamiczne dane dotyczgce odwracalnego wigzania ry-
boflawiny przez subfrakcje B (15). Stata dysocjacji kompleksu jest znacz-
nie nizsza niz w przypadku innych uktadéw hapten — przeciwciato. Z war-
tosci entalpii, sprzyjajacej asocjacji, mozna przypuszczaé¢, ze w wigzaniu
odgrywajg role mostki wodorowe i oddzialtywania elektrostatyczne (15).
Spektralne wtasciwosci ryboflawiny zwigzanej odwracalnie i nieodwra-
calnie sg podobne — charakteryzujg sie caltkowitym wygaszeniem fluo-
rescencji flawinowej (15) oraz strukturg wibronowa w pasmie przy 450 nm

Tabela 1

Witasciwosci dwoéch subpopulacji immunoglobuliny wigzacej ryboflawine 1gGG,r (wg 14).

Parametr lub wiasciwos$é subfrakcja A subfrakcja B
Wzgledna masa czasteczkowa 160 000 160 000
Punkt izoelektryczny 6.4— 6.5 6.0—6.4

heterogennos¢ heterogennos¢
Zawartos¢ ryboflawiny 2.0 ok. 0.2

(mole/mol biatka)

Maksymalna zdolno$¢ wiazania 2 2
(mole/mol biatka)

Charakter wigzania nieodwracalne, dyso- w peini odwracalne
cjacja kompleksu w
Srodowisku denaturu-

Jacym

Tabela 2

Charakterystyka odwracalnego wigzania ryboflawiny przez subfrakcje immunoglobuliny 1gG Gar

(gtéwnie wg 15).

miejsce wigzgce+ ryboflawina ~ miejsce wigzace *rybofla-

Réwnowaga _y
wina
Parametry termodynamiczne k_t
. Ki= —"- = 0.6 nM
(20°C) Kx
—AH®° = 15 kcal/mol
ASO= —9,5 kcal/mol
Parametry kinetyczne (20°C) N o= 1.7—4.2x 107 M "1s”1
k_i = 2.8x10"2s"“1
----- J
Zalezno$¢ wigzania od pH obnizenie powinowactwa przy pH < 6 lub > 85
Kompetycja wzgledem natural- FMN > FAD > inne zwigzki he:eroaromatyczne (wg 13)

nego ligandu
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w widmie absorpcyjnym oraz CD (14). Z jednej strony sugeruje to od-
dziatywanie ryboflawiny z resztami aromatycznymi w miejscu wigzg-
cym, podobnie jak w przypadku innych flawoprotein (rozdz. 111-3), z dru-
giej natomiast wskazuje na ogélne podobienstwo otoczenia ryboflawiny
w centrach wigzacych obu frakcji (14). Natura wigzania nieodwracalnego
nie jest jasna; prawdopodobnie nie wystepuje wigzanie kowalencyjne ry-
boflawiny z biatkiem, gdyz kompleks rozpada sie po nieodwracalnej de-
naturacji biatka w 3 M moczniku (15). Autorzy sugeruja zachodzenie ,,po-
translacyjnej zmiany konformacyjnej, ktéra zamykataby raz zwigzang
ryboflawine w miejscu wigzacym i sprawiataby, ze jej usuniecie z natyw-
nego biatka bytoby kinetycznie zabronione” (15).

Inng patologiczng immunoglobuling wiazaca ryboflawine (Kd= 36 n M)
jest monoklonalna IgA produkowana przez mysig plazmocytome MOPC —
315 (16).

Nie wiadomo na razie, czy dane dotyczgce patologicznych immunoglo-
bulin moga stanowi¢ wskazéwke co do mechanizmu oddziatywania rybo-
flawiny z immunoglobulinami normalnego osocza. Dla niektérych przynaj-
mniej immunoglobulin wigzacych ryboflawine oddziatywanie to moze wy-
nika¢ z istnienia hydrofobowego centrum, przypadkowo (tj. niespecyficz-
nie) przytaczajacego pierscien flawinowy (3).

I1l1. Biatka wigzgce ryboflawine z krwi i jaj ptakéw

111-1. Biatko wigzgce ryboflawine z biatka i zéttka jaja — witasdciwosci chemiczne
po wyodrebnieniu

Wystepowanie w jajach kurzych flawoproteiny zwigzanej z rybofla-
wing, wykazane po raz pierwszy przez Rho desa i wsp. (17), po-
twierdzono badajac wiele innych gatunkow ptakéw (18— 20). W postaci
homogennych preparatéw flawoproteine tg wyizolowano zaréwno z biat-
ka (18, 21— 27) jak i z6ttka (24, 27— 31) jaj kurzych. Podano skiad amino-
kwasowy oczyszczonych biatek (21, 32) oraz szereg wiasciwosci moleku-
larnych, z ktérych najwazniejsze zebrano w tabeli 3. Kontrowersyjne sa
dane na temat struktury podjednostkowej — podawano, ze czgsteczka
biatka zbudowana jest z dwoéch identycznych podjednostek (32), z dwéch
podjednostek o Mr 24 000 i 8000, potgczonych dwoma lub trzema mostka-
mi dwusiarczkowymi (39— 41) lub z pojedynczego tanncucha polipeptydo-
wego (34, 37, 42, 43). 1 mol biatka moze wigza¢ 1 mol ryboflawiny (np. 18,
21, 29, 34, 35, 43), wigzanie jest w petni odwracalne i nie powoduje zmia-
ny podstawowych parametrow molekularnych biatka (18, 33, 37, 44). Rybo-
flawinowa flawoproteina zawiera réwniez fosfor w ilosci 7— 8 reszt fosfo-
ranowych na czasteczke (18, 33, 45, 46) oraz skiadnik oligosacharydowy,
ktorego sktad jest jednak przedmiotem pewnych kontrowersji (21, 26, 30,
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Tabela 3

Wiasciwosci molekularne biatka wiazacego ryboflawine z jaj kurzych.

Parametr

Wzgledna masa czasteczkowa

Wspoétczynnik sedymentacji
s20.W (S)

Wspoétczynnik dyfuzji,
D2o,w (cm2es-1)

Czastkowa objetos¢ wiasciwa
(ml/g)

Stosunek tarcia f/f0

Zawarto$¢ wody hydratacyjnej
(g wody/g biatka)

Przyblizone rozmiary i ksztatt
(p6tosie a i b modelowej elip-
soidy obrotowej)

Punkt izoelektryczny

Wartos$¢ parametru (pozycja piSmiennictwa)

32000 (18, 30, 33, 34) lub 36 000 (18, 31, 32, 35, 36)

2.76—3.16 (18, 32, 33, 37)

59— 7.45 (18, 32, 33)

0.70 (18, 32)

1.30— 1.73 (33, 37)

0.27 (37)
a/b = 1.77
a = 346 A (37)
b= 196 A

3.9-41 (18, 38)

32, 33). Ostatnio opublikowane dane podano w tabeli 4, uwidacznia ona
zarazem jedyna niepodwazalng r6znice w podstawowych wiasciwosciach
flawoprotein z zéttka i biatka. W odréznieniu od flawoproteiny zo6ttkowej
we flawoproteinie biatkowej koncowe grupy karboksylowa i aminowa sg
prawdopodobnie zablokowane (33), a zawarto$¢ fosforu moze by¢ nieco

nizsza (46).

Dzieki prostocie i wysokiej wydajnosci metod izolowania, ryboflawi-
nowa flawoproteina stata sie obiektem intensywnych modelowych badan

Tabela 4

Sktadnik oligosacharydowy biatek wigzgcych ryboflawine z jaj kurzych (wg 36).

Monosacharyd

Mannoza

Galaktoza
N-Acetyloglukozoamina
Kwas sjalowy

Fukoza

Liczba reszt w czasteczce
flawoproteiny

z biatka z z6ttka
6.2 5.9
21 4.9
14.9 . 12.0
11 4.2
11
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oddziatywania flawina — biatko (rozdz. 111-3) oraz zyskata pewne zasto-
sowanie analityczne: do oznaczania ryboflawiny (47, 48) oraz rozdziatow
réznych flawin (49).

111-2. Wiasciwos$ci antygenowe

Oczyszczone preparaty biatka wigzgcego ryboflawine z jaja kurzego
indukujg powstanie swoistych przeciwciat w surowicy krélika (26, 50, 51).
Flawoproteiny z zottka i biatka sg immunologicznie identyczne (50, 51).
W natywnej makroczasteczce gtéwne determinanty antygenowe zwigzane
sa z czescig biatkowa (30, 50, 52). Catkowita redukcja mostkéw dwu-
siarczkowych (53), intensywne utlenianie reszt tryptofanowych (53, 54)
oraz tagodna, specyficzna modyfikacja grup e-aminowych lizyny (53, 55)
powoduje utrate przez flawoproteine zdolnosci reakcji z przeciwciatem.
Wykazano, ze determinanty antygenowe sa przestrzennie oddzielone od
miejsca wigzacego ryboflawine (54, 55).

Przeciwciata specyficzne wobec oligosacharydowego sktadnika biatka
wigzacego ryboflawine mozna wytworzy¢ uzywajac do immunizacji gliko-
peptydu, otrzymanego w wyniku trawienia natywnej flawoproteiny pro-
naza (56). Stabe witasnosci antygenowe tego glikopeptydu uwarunkowane
sg koncowa resztg P-galaktozylowag (56).

111-3. Fizykochemiczny mechanizm oddziatywania ryboflawina — biatko

W wielu pracach poswieconych biatku wigzagcemu ryboflawine nie na-
wigzuje sie bezposrednio do jego roli biologicznej, lecz traktuje sie je jako
modelowy uktad flawina — biatko. Stad np. zainteresowanie zredukowa-
nymi formami zwigzanej ryboflawiny (57— 64), ktére nie majg znaczenia
biologicznego w biatku transportujacym, nie wykazujacym witasciwosci
enzymatycznych.

Niektédre podstawowe fizykochemiczne witasciwosci kompleksu rybo-
flawina — biatko wigzace przedstawiono w tabeli 5 Apoproteina wigze
rowniez wiele analogéw strukturalnych ryboflawiny, przy czym z reguty
stata dysocjacji odpowiedniej holoproteiny jest wyzsza niz w przypadku
ligandu naturalnego (27, 43, 44, 58, 65— 67, 69— 73), gtéwnie z powodu
wzrostu statej szybkosci dysocjacji, k x (43). Z termodynamicznych badan
nad oddziatywaniem apoproteiny z r6znymi flawinami, uzupeinionych
wieloma metodami spektroskopowymi oraz chemiczng modyfikacjg reszt
aminokwasowych biatka, stopniowo wytania sie coraz bardziej szczegéto-
wy obraz struktury miejsca, odpowiedzialnego za wigzanie ryboflawiny.

Miejsce to ma charakter hydrofobowy, o czym $wiadczg m.in. zmiany
w widmie absorpcyjnym ryboflawiny po zwiazaniu z biatkiem (44, 65)
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Tabela 5

Podstawowa fizykochemiczna charakterystyka kompleksu ryboflawiny z biatkiem wigzgcym z jaja
kurzego (w nawiasie podano odpowiednie pozycje pismiennictwa).

kt
Réwnowaga Apoproteing + ryboflawina '2 . Apoproteing eryboflawina
Parametry termodynamiczne
N Kd= — = 1.3—5.0 nM (23, 31, 35, 43, 44, 65, 66, 67)
(25°C) Ki
-AGO= 11.3— 12.3 kcal/mol (43, 65— 67)
-AH° = 18.3—20.3 kcal/mol (43, 66, 67)
ASO= 23— 27 cal/K *mol (43, 66, 67)
Parametry kinetyczne kx= 4.8x 107 M -1 s“1 (43)
(25°C) k_ x = 0.061 s'1

Zmiany w widmie absorpcyj- Pasmo ok. 450 nm: przesunigcie batochromowe 445 -* 455 nm,
nym ryboflawiny hipochromizm, struktura wibronowa.

Pasmo ok. 370 nm: hipochromizm.

(43, 57, 58, 65, 68)

Stopien wygaszenia fluorescen- 100% (18, 34, 35, 43, 44, 58, 65)
cji flawinowej

Stopien wygaszenia fluorescen- 86% (44, 65)
cji biatkowej 65% (58)

Produkt jednoelektronowej re- Obojetny, ,niebieski” semichinon (57, 58, 61, 63)
dukcji holoproteiny

Wptyw pH na trwato$é¢ holopro- Srodowisko kwaséne: utrata zdolnosci wigzania, pK ok. 3.8
teiny (21, 34, 58)

Srodowisko zasadowe: powyzej pH 9 wzrost Kd (43)

oraz oddziatywanie miejsca wigzgacego z roznymi hydrofobowymi substan-
cjami organicznymi nie wykazujacymi Scistego podobienstwa struktural-
nego do flawin (74— 76). Miejsce wigzace jest sterycznie dopasowane do
wielkosci grupy karbonylowej przy C4 (43, 65), podstawnikéw w pozy-
cjach C7 — C9 pierscienia o-ksylenowego (65, 71, 73), zwlaszcza jednak C8
(43, 66, 67, 69, 73), w pozycji Cl' (65) oraz do specyficznego przestrzenne-
go ukitadu grup hydroksylowych D-rybitolu (65, 73). Grupy hydroksylowe,
z ktérych najwazniejsza jest grupa przy C2' (65, 73), tworza wigzania
wodorowe z resztami na powierzchni biatka, natomiast pozostate wyliczone
pozycje uwaza sie za szczeg6lnie wazne dla oddziatywania hydrofobowego
flawiny z apoproteina (77— 79). Pierscien o-ksylenowy jest ukryty w gtebi
centrum wigzgcego (66, 67, 69, 71, 75, 80) i wraz z pierscieniem pirazyno-
wym (65) oddziatywuje z wykrytymi w tym obszarze resztami tryptofa-
nowymi (21, 54, 55, 74, 81), a sciSlej z 1— 2 resztami tego aminokwasu
(34, 75, 82). Interakcja ta, odpowiedzialna za wygaszenie fluorescencji
flawinowej w holoproteinie (65, 82), polega na Scistym kontakcie ptaskich
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wielopierscieniowych czasteczek ryboflawiny i tryptofanu z utworzeniem
komplekséw X —X (58, 65, 77, 78, 82), takich jakie demonstrowano w fla-
wodoksynie (83 i modelowych ukiadach chemicznych (84), a ktére wy-
stepuja prawdoodobnie w wielu innych flawoproteinach (85). Prawdo-
podobnie w tyr wtasnie obszarze centrum wigzacego, by¢ moze w bezpo-
Srednim sgsiedzwie grupy metylowej przy C8 (66), zlokalizowano ostatnio
pojedyncza gru>e karboksylowa (86), ktérej znaczenie w oddziatywaniu
ryboflawina — natko przypuszczano od dawna (21, 34, 87).

Z réznych fragmentéw czasteczki ryboflawiny najwiekszy wudziat
W energie jej 7iazania przez apoproteine wnosza tanicuch rybitolu oraz
pierécien o-ksyinowy (43, 65).

Odwracalno¢ dysocjacji kompleksu ryboflawina-apoproteina pod
wptywem wysaich stezen mocznika (88) i chlorowodorku guanidyny (21,
89), wysokich cénien rzedu 5— 8 kbaréw (82), a takze odporno$¢ omawia-
nego biatka nawysokie temperatury, do 100°C (18), wskazujg na duzg
trwato$¢ natyvnej struktury jego makroczgsteczki. Wieloma réznymi
metodami wykzano, ze konformacja holoproteiny jest trwalsza i bar-
dziej zwarta wporownaniu z apoproteing (58, 81, 89— 91). Przejscie ko-
formacyjne w >rocesie wigzania ryboflawiny przez biatko objawia sie
m.in. zmianam uporzadkowania i ekspozycji reszt tryptofanowych (44,
58, 74), jednak:o do zakresu zmian w strukturze drugorzedowej zdania
sg podzielone. 5zy uzyciu metod spektropolarymetrycznych nie wyka-
zano réznic w zawartosci struktur drugorzedowych miedzy apoproteing
a holoproteing z biatka (33, 44) natomiast w przypadku flawoproteiny
z z6ktka stwiercono niemal dwukrotny wzrost zawartosci a-heliksu (58).
Podobnie sprzeene sg doniesienia o zmianach ekspozycji reszt aminokwa-
sowych (58 verus 81).

Ostatnio wyazano (37), ze dysocjacja kompleksu ryboflawina — apo-
proteina w Sroowisku kwasnym spowodowana jest przejsciem konfor-
macyjnym w makroczgsteczce biatka, przejawiajgcym sie mierzalnymi
zmianami podstwowych parametréw molekularnych, m.in. wspétczynnika
sedymentacji sjw stosunku wspoétczynnikéw tarcia f/fQ powierzchni cza-
steczkowej, stonia hydratacji i innych. Zawarto$s¢ struktur drugorzedo-
wych nie ulegawprawdzie zmianom, nastepuje jednak zmniejszenie upo-
rzgdkowania rezt aromatycznych, co z kolei sugeruje otwieranie sie
szczeliny wiazaej ryboflawine.

Redukcja wazan dwusiarczkowych biatka, pociggajaca za sobag zabu-
rzenie natywns$ struktury makroczasteczki, powoduje utrate zdolnosci
wigzania rybofawiny (33, 34, 53). Ostatnio przedstawiono hipoteze, ze
pojedynczy motek dwusiarczkowy jest konieczny dla utrzymania prawi-
dtowej konformcji obszaru odpowiedzialnego za wigzanie (42).

Wprawdzie nechanizmy oddziatywania ryboflawina — biatko w fla-
woproteinach zbiatka i z6ttka sg bardzo podobne, jednak w bezposred-
nich poréwnanach wykryto pewne réznice w wartosciach parametrow
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termodynamicznych komplekséw flawina — apoproteina (66, 67). Praw-
dopodobnie zatem topografie miejsc wigzacych obu flawoprotein roéznig
sie w szczego6tach (67). Ponadto wykazano, ze ogélna konformacja makro-
czgsteczki flawoproteiny z6ttkowej jest trwalsza niz flawoproteiny z biat-
ka (75).

Wiele dodatkowych, bardziej szczegdtowych, ale czasem réwniez kon-
trowersyjnych informacji o strukturze obszaru wigzacego ryboflawine
oraz konformacyjnych witasciwosciach samego biatka, dostarczytly badania
z zastosowaniem metod magnetycznego rezonansu jadrowego (92, 93),
rezonansowej spektroskopii ramanowskiej (94— 100), spektroskopii w pod-
czerwieni (90) oraz chemicznej modyfikacji reszt aminokwasowych (53, 55,
75, 81, 101).

111-4. Wtasciwosci biologiczne flawoproteiny zéttkowej oraz jej osoczowego

prekursora — biosynteza, transport, katabolizm

Podobnie jak wszystkie biatka zottka (102), zéttkowe biatko wigzace
ryboflawine jest syntezowane w watrobie nioski i wydzielane do krwi,
skad nastepnie wbudowywane jest do zéttka (103— 105). Kragzac we krwi,
ulega ono wysyceniu ryboflawing, przenikajgcg tu z pokarmu poprzez
Sciane jelita (51). W ten sposob przebiega efektywny transport rybofla-
winy do rozwijajgcego sie oocytu. Analogiczng funkcje w stosunku do
innych substancji odzywczych spetniaja transferyna (106, 107), foswityna
(108) oraz biatka wigzace biotyne (109— 111), tiamine (112), cholekalcyfe-
rol (113), witamine A, retinol (114) i witamine B 12 (115).

Jezeli funkcjonalne biatko wiagzace ryboflawing nie moze by¢ syntezo-
wane, witamina ta wydalana jest w duzych ilosciach przez nerki (rybo-
flawinuria), natomiast brak jej w skiadanych jajach, wskutek czego
embriony ging przed uptywem trzynastego dnia rozwoju. Dziedziczng
patologie wylegu biatych leghornéw, charakteryzujgcg sie takimi wtasnie
objawami i uwarunkowang pojedynczym recesywnym genem rd, opisali
w 1954 roku M aw i wsp. (116). W wyniku intensywnych badanh nad fiz-
jologig mutantowego szczepu (117— 123) wykazano m.in., ze normalny
allel Rd odpowiedzialny jest za synteze zaréwno osoczowego jak i z6ttko-
wego biatka wigzacego ryboflawine (41, 105).

Opracowano kilka metod oczyszczania biatka wigzgcego ryboflawine
z osocza (27, 36, 104, 124). Wydawato sie ono identyczne z flawoproteing
z z6ktka (125), m.in. pod wzgledem masy czgsteczkowej (36, 38, 124), za-
wartosci fosforu (46), wiasciwosci immunologicznych (51). Ostatnio wy-
kazano jednak (36), ze skiad czesci cukrowej biatka osoczowego jest od-
mienny (Tab. 6).

Synteze i wydzielanie biatka wigazacego ryboflawine zaprezentowano
w skrawkach watroby (124) oraz w kulturach hepatocytow (126). Wyizo-
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Tabela 6

Skiadnik cukrowy osoczowego biatka wigzacego ryboflawine (wg 36).

Weglowodan Liczba reszt w czgsteczce flawoproteiny

Mannoza 5.8
Galaktoza 6.8
N-Acetyloglukozoamina 15.6
Kwas sjalowy 5.4
Fukoza 1.1

lowane z watroby metoda chromatografii powinowactwa (38) biatko to
miato te samg mase czgsteczkowag co flawoproteina osoczowa, lecz nieco
nizszy punkt izoelektryczny. By¢ moze zatem biatko syntezowane w wa-
trobie zawiera nieco wiekszg liczbe reszt fosforanowych lub kwasu sjalo-
wego, a te ,nadmiarowe” grupy sa usuwane w trakcie wydzielania biatka
do krwioobiegu (38). Prawdopodobnie gen Rd koduje strukture pierwszo-
rzedowag samego biatka wigzgcego ryboflawine (126), niewiele jednak wia-
domo o przebiegu potranslacyjnej fazy biosyntezy. Biatko nie wykazujace
zdolnosci wigzania ryboflawiny, krzyzowo reagujace z antysurowicg prze-
ciw flawoproteinie zo6ttkowej, wyizolowano z watroby normalnych niosek
(127— 129). Byta to glikoproteina o masie czgsteczkowej 31— 32 000 i anty-
genowosci identycznej z funkcjonalnym biatkiem zéttkowym (129). Ana-
logiczna glikoproteina z mutantéw rdrd (130) wykazywata wielokrotnie
nizszg antygenowos$¢, a nawet nizszg mase czasteczkowg, 27 500 (129).
Rzuca to sSwiatto na charakter omawianej mutacji, ale hipoteza, ze krzy-
zowo reagujace biatko jest rzeczywistym prekursorem funkcjonalnego
biatka wiazgcego ryboflawine (127— 129), wymaga jeszcze potwierdze-
nia.

W krwi dorostych kogutéw oraz niedojrzatych kurczat obu pitci biatko
wigzace ryboflawine normalnie nie wystepuje, jednak jego synteza moze
byé¢ indukowana przez podanie estrogenéw (51, 124, 132, 133). Srednie
stezenie tej flawoproteiny w osoczu niosek ocenia sie na okoto 30 mg/
/100 ml (105, 123). Podajac dozylnie radioizotopowo znakowane preparaty
oczyszczonego biatka wigzgcego ryboflawine, prébowano oszacowal czas
jego zycia w krwioobiegu (36, 46, 134— 136) oraz okres$li¢c miejsca wyko-
rzystania i degradacji (36, 136). Kinetyka zaniku radioaktywnos$ci z osocza
okazata sie ztozona, nawet w przypadku kontrolnego biatka — albuminy
surowicy; wydaje sie, ze 27°/0 osoczowej flawoproteiny jest usuwane
z ti”L=13 min, a 83%> z tWR = 120 min (36). W specyficznym wychwyty-
waniu i degradacji tego biatka najwazniejszg role spetnia watroba, a takze
jajowadd, nerki, jelito (36, 136).
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Podobna metodg wykazano rzeczywisty transport biatka wigzacego
ryboflawine z osocza do zéitka (134). Okoto 12°/0 z wprowadzonej do
krwioobiegu znakowanej flawoproteiny osoczowej odnaleziono w sktada-
nych jajach (36). Poczgtkowo przypuszczano, ze w mechanizmie trans-
portu moga by¢ zaangazowane reszty jej kwasu sjalowego (135, 136),
ostatnio przedstawiono jednak dane przemawiajgce za decydujaca rola
reszt fosforanowych (46, 137). Reszty te, zwigzane z resztami serynowymi
i skoncentrowane na stosunkowo niewielkim obszarze na powierzchni
biatka, tworza strefe anionowg odpowiedzialng za transport przez btone
pecherzykéw jajnika (137). W procesie przeniesienia z osocza do zo6itka
nastepuje modyfikacja sktadnika oligosacharydowego (36).

Wykazano, ze biatko wigzgce tiamine, wyizolowane z biatka jaja (138)
oraz zOttka (112), tworzy specyficzny kompleks z flawoproteing rybofla-
winowga. Poniewaz nie jest ono glikoproteing, postulowano sprzezony
transport obu biatek do rozwijajgcego sie jaja. Ta dodatkowa, niejako
uboczna rola biologiczna biatka wigzacego ryboflawineg, nie zostata jednak
ostatnio potwierdzona (139) — stanowi to kolejny kontrargument na wcze-
Sniejsze hipotezy o roli sktadnika cukrowego w transporcie flawoproteiny.

Dalsze losy biatka transportujgcego ryboflawine, juz w czasie rozwoju
embrionalnego, badano tylko fragmentarycznie. We wczesnych stadiach
rozwoju, gdy zapotrzebowanie embrionu na ryboflawine jest niewielkie,
nastepuje synteza netto niewielkich ilosci biatka wigzgcego (140, 141).
W pézniejszej fazie szybkiego wzrostu embrionu (142), biatko to ulega
szybkiej degradacji (140). Prawdopodobnie degradacja ta przebiega do-
piero w tkankach embrionu (141, 143).

111-5. Wtasciwos$ci biologiczne flawoproteiny biatka jaja

Wiadomo, ze wszystkie biatkowe sktadniki biatka jaja, a wiec réwniez
ryboflawinowa flawoproteina, syntezowane sg przez jajowo6d, odcinek
magnum (144). Flawoproteina krgzaca z krwig nie jest transportowana do
biatka (134), jest jednak wychwytywana i degradowana w jajowodzie
(36), prawdopodobnie niespecyficznie wraz z innymi biatkami (amino-
kwasy zuzywane sa do syntezy biatek de novo; ryboflawina tworzy
kompleks z nowo syntezowang apoproteing). Wskutek takiego mechanizmu
syntezy flawoproteina biatka jest wysycona ryboflawing tylko czesciowo,
zwykle w okoto 35% (105, 145). CzesSciowe wysycenie substancjami od-
zywczymi specyficznych biatek wigzgcych wystepujgcych w tej kom-
ponencie jaja okazato sie niemal regutg (146, 147); prawdopodobnie zatem
ich rola biologiczna polega na ochronie embrionu przed atakiem mikro-
organizmoéw, ktére wymagaja tych substancji odzywczych do wzrostu
(148).
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Ostatnio wyuczano, ze proces potranslacyjnej fosforylacji biatka wig-
zacego ryboflawiie przebiega identycznie lub prawie identycznie w wa-
trobie i w jajowodzie (137).

IV. Osoczowe biaka wigzgce ryboflawine wystepujgce w stanie cigzy

Wiadomo, ze Uony tozyska nie sg przepuszczalne ani dla wolnej rybo-
flawiny ani dla toenzymoéw flawinowych (149), jednak mechanizm prze-
noszenia tej witaniny do krazenia ptodowego pozostaje stabo poznany.
Stosunkowo niediwno wykazano, ze w krwi ciezarnych szczurzyc wyste-
puja biatka krzyz?wo reagujace z przeciwcialami przeciw opisanej w roz-
dziale Il rybofliwinowej flawoproteinie ptakow (150, 151). Co wiegcej,
dozylne podanie tych przeciwciat ciezarnym samicom powoduje catkowite
poronienie (152, 153). W Kkrytycznej fazie cigzy, charakteryzujacej sie
szybkim wzrosten embrionu i organogeneza (154), stezenie omawianego
specyficznego biaka utrzymuje sie na maksymalnym i mniej wigcej sta-
tym poziomie wyioszagcym okoto 6 Mg/100 ml osocza (152). Istotnie jest to
biatko wigzace ryboflawine — stosujgc technike chromatografii na lumi-
flawinie sprzezorej z Sepharose oczyszczono je do homogennosci oraz po-
dano jego podstiwowg charakterystyke (155). Ma mase czasteczkowa
90 000, wiaze ryloflawine w stosunku molowym 1:1, ze stata dysocjacji
kompleksu 0.42 tM. W $Srodowisku kwasnym traci zdolnos¢ wigzania ry-
boflawiny, ale pnces ten jest tylko czesciowo odwracalny. W osoczu krwi
szczurow — samoéw oraz zwierzat niedojrzatych biatko to nie wystepu-
je (151), jednak jgo synteza moze by¢ indukowana przez podanie estroge-
nu (156).

Podobne techuki chromatografii powinowactwa pozwolity wykazaé
obecnos¢ biatek ilnie wigzgcych ryboflawine w krwi pobranej z ciezar-
nych kréw (11), iezarnych matp Macaca radiata (cytowane za 152), oraz
ciezarnych kobie (157) i ptodu ludzkiego (12). Brakuje najprostszej nawet
charakterystyki ych biatek. W osoczu ptodu ludzkiego ich stezenie jest
stosunkowo wysctie i wynosi okoto 200 ixg/100 ml (12), co moze stanowi¢
klucz do zrozumenia znanego wczes$niej faktu, ze stezenie witaminy B2
w krazeniu ptoowym jest kilkakrotnie wyzsze niz w krazeniu matki
(158— 160).

V. Podsumowan?

Jak wynika ;przedstawionego przegladu, stan zaawansowania badan
nad réznymi bitkami wigzacymi ryboflawine jest bardzo nieréwno-
mierny. Obszern piSmiennictwo pos$wiecone ryboflawinowym flawopro-
teinom z krwi i ij ptakéw obejmuje nie tylko biologiczne aspekty trans-
portu ryboflawir/, ale réwniez wiele szczeg6téw o fizykochemii oddziaty-
wania ryboflawia — biatko oraz o strukturze samego biatka. Konieczne
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jest natomiast rozpoczecie intensywnych badan nad biatkami transportu-
jacymi ryboflawine, wystepujacymi w osoczu ssakow, w szczegélnosci
tymi, ktére wydajg sie odgrywac¢ wazng role w prawidtowym odzywaniu
rozwijajacego sie ptodu. Zapewne inne jeszcze biatka, wykazujgce specy-
ficzne powinowactwo do witaminy B2 a ktére mogtyby by¢ zaangazowane
w wielu procesach biologicznych, np. w transporcie przez btony, oczekujg
na wyodrebnienie i charakteryzacje.

Zaakceptoxoano do druku 10.10.1984 r.
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I. Wstep

Witamina K wystepuje w przyrodzie w dwéch odmianach 2-metylo-
naftochinonu réznigcych sie charakterem taricucha bocznego przy weglu
trzecim. Pierwsza z tych odmian, filochinon, oznaczona jako K xwystepuje
w zielonych czesciach ros$lin, gtbwnie w lucernie i posiada tancuch fitylo-
wy, jest wiec 2-metylo,3-fitylo-l1,4-naftochinonem. Druga natomiast for-
ma to menachinon czyli witamina K 2 Jest ona syntetyzowana przez flore
bakteryjng przewodu pokarmowego zwierzat, powstaje réwniez podczas
rozktadu gnilnego ryb. Witamina ta charakteryzuje sie obecnoscig wielo-
nienasyconego tancucha bocznego powstajacego przez potgczenie od 2 do
13 czasteczek izoprenu. Najczesciej spotykana odmiana, oznaczana jako
K 22) lub menachinon-4, jest 2-metylo-l,4-naftochinonem o fancuchu bocz-
nym 20-to weglowym, a wiec powstatym przez polimeryzacje 4 jednostek
izoprenu. Rzadziej wystepuje farnochinon, czyli witamina K33 o tancu-
chu 30-to weglowym, utworzonym z 6 czasteczek izoprenu.

Poza naturalnymi witaminami K znamy obecnie wiele zwigzkéw
otrzymywanych syntetycznie o dziataniu przeciwkrwotocznym i zblizo-

0
CHy
CHp-CH = C — CH, [cuz—cu,—tl:u-cng,u
o CH3 CH3
Witamina Kq = filochi
0
CHy
l [eHp—cn = = cug,,-u
o ch3

Witamina K2—menachinon

o} OH OoH
0o OH NH,* HCL
Witamina K 3 Witamina Kgq Witamina Kg

NHp-HCL

OO "

OH
Witamina

Ryc. 1. Wzory naturalnych i najwazniejszych syntetycznych witamin K.
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nych budowg chemiczng do naturalnych witamin i objetych z tego po-
wodu wspélng nazwg witamin K. Ws$réd tych zwigzkéw najczesciej spo-
tykany jest menadion czyli 2-metylo-l,4-naftochinon, rézniacy sie od
poprzednio opisanych jedynie brakiem tanncucha bocznego w pozycji 3.
Zwigzek ten okreslany jest jako witamina K3

W przeciwienstwie do wyzej opisanych zwigzkéw majacych budowe
apolarng, co nadaje im charakter hydrofobowy, nastepne formy tej wita-
miny odznaczajg sie witasciwosciami hydrofilnymi, majg wiec zdolnos$¢
rozpuszczania sie w wodzie. Stanowi to wytom w tradycyjnym traktowa-
niu witamin K jako rozpuszczalnych w tluszczach. Liczba tych substancji
siega kilkudziesieciu i stale wzrasta w miare przeprowadzania syntez
nowych zwigzkéw pochodnych naftochinonu. Poszukiwania te maja na
celu uzyskanie pochodnej o silnym oddziatywaniu na krzepliwosé krwi,
tatwo przyswajalnej przez organizm i nietoksycznej. Sposrod tych zwigz-
kéw nalezy wymieni¢ witamine K4 czyli 2-metylo-l,4-naftohydrochinon,
K 5czyli chlorowodorek I-hydroksy,2-metylo,4-amino naftalenu i K7czyli
chlorowodorek 1l-amino,2-metylo,4-hydroksynaftalenu. Oprécz tych zwigz-
kéw otrzymano rowniez wiele pochodnych zawierajgcych w czagsteczce
reszty kwasu ortofosforowego, siarkowego, bursztynowego czy glukozy.

Il. Rola witaminy K w procesie krzepniecia krwi

0Og6lny schemat procesu krzepniecia krwi mozna zgodnie z Davie
i Fujikaw g (1) przedstawi¢ nastepujgco (Ryc. 2):

Badania ostatnich lat wykazaty, ze rola witaminy K sprowadza sie
do przeprowadzenia w forme aktywnag czterech czynnikéw krzepniecia
krwi: a) czynnika Il czyli protrombiny, b) czynnika VIl czyli prekonwer-
tyny, c) czynnika IX czyli czynnika Chrismasa i X czyli czynnika Stuarta-
Prowera. Czynniki Il, IX i X zostaly wyizolowane z osocza, oczyszczone
i scharakteryzowane pod wzgledem budowy chemicznej, natomiast czyn-
nik V1l jedynie wyosobniony, natomiast jego budowy nie udato sie ustalic¢
ze wzgledu na zbyt mate jego stezenie we krwi.

Zgodnie z wynikami badan prowadzonych w réznych laboratoriach
(2, 3, 4, 5 6) obecnie powszechnie przyjmuje sie, ze rola tej witaminy
sprowadza sie do postrybosomalnej modyfikacji polipeptydowego taricucha
wyzej wymienionych czynnikow krzepniecia krwi, to jest Il, VII, IX i X,
dzieki czemu uzyskujg one zdolno$¢ wiazania wapnia, a przez to réwniez
aktywnego uczestnictwa w przemianie fibrynogenu do fibryny. Pozostaje
jeszcze sprawg otwartg, czy witamina ta oddziatuje jedynie na konwersje
prekursora biatkowego do formy aktywnej czynnika Kkrzepniecia, czy tez
jest ona niezbedna do regulacji syntezy tych biatek de novo. Dane dotych-
czasowe raczej przecza roli tej witaminy jako czynnika uczestniczgcego
w translacji prekursora biatkowego, przypisuje sie jej jednak role w pro-
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Ryc. 2. Schemat procesu krzepnigcia krwi.

cesie posttranslacyjnym. Zgodnie z dotychczasowag wiedzg, rola witaminy
K sprowadza sie do modyfikacji postrybosomalnej taricucha polipeptydo-
wego, dzieki czemu zyskuje on zdolno$¢ wigzania wapnia. Po podaniu
szczurom kumaryny, udato sie Sulliemu (7) wyizolowaé peptyd na-
zwany przez niego protrombing nienormalng, bedaca prekursorem pro-
trombiny (stad dzisiejsza nazwa: preprotrombina) i charakteryzujacy sie
brakiem aktywnosci biologicznej, czyli zdolnosci wigzania wapnia, co
z kolei jest niezbedne do zainicjowania krzepniecia krwi. Peptyd 6w cha-
rakteryzuje sie jednocze$nie nie zmienionymi witasciwosciami immunolo-
gicznymi w stosunku do aktywnej protrombiny. Ta nienormalna pro-
trombina powstaje w organizmie zwierzecym w wyniku podawania inhi-
bitoréw witaminy K, miedzy innymi dikumarolu. Zaobserwowano jednak,
ze po podaniu witaminy K nastepowata in vivo przemiana preprotrombiny
do postaci aktywnej. Jedng z oznak tej przemiany byta zdolno$¢ protrom-
biny do adsorbowania sie na siarczanie baru. Cechy tej natomiast nie
miata nieaktywna biologicznie preprotrombina.

Wkrotce podobne zjawisko aktywacji prekursoréow czynnikow krzep-
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niecia krwi zachodzace w obecnosci witaminy K zaobserwowano w przy-
padku czynnikow VII, IX i X. Kulminacyjnym punktem badan nad bio-
chemiczng rolg tej witaminy byto wykrycie przez Stenfla (8), ze
zdolno$¢ wiazania wapnia przez protrombine jest uzalezniona od obec-
nosci nowego, do tej pory nie znanego aminokwasu — kwasu Y-karboksy-
glutaminowego. Stwierdzono przy tym, ze rola witaminy K polega na
indukowaniu karboksylacji kwasu glutaminowego w preprotrombinie.
Oznacza to, ze aktywacja biologiczna zachodzgca w obecnosci witaminy K
polega na wytworzeniu nowego aminokwasu z kwasu glutaminowego,
bogatszego o grupe karboksylowg, dzieki czemu aktywna protrombina
moze wigza¢ wapn. Odkrycia tego dokonano przez poréwnanie heptapep-
tydéw otrzymanych podczas hydrolizy aktywnej i nieaktywnej protrom-
biny, prowadzonej od konca z wolng grupg aminowa, przy uzyciu pepsyny,
BrCN i egzopeptydaz. Otrzymane w ten sposdb heptapeptydy réznity sie
masami czgasteczkowymi i ruchliwosciami elektroforetycznymi, przy czym
peptyd otrzymany z aktywnej protrombiny posiadat wiekszg mase i wiek-
sza ruchliwos¢ elektroforetyczng. Dalsza hydroliza prowadzona przy po-
mocy aminopeptydazy i karboksypeptydazy pozwolita otrzymaé tetra-
peptyd: Leu-Glu-Glu-Val, badania ktérego prowadzone za pomocg rezo-
nansu jadrowego i spektroskopii masowej potwierdzity przypuszczenie,
ze w natywnym tetrapeptydzie dodatkowe grupy karboksylowe sg umiesz-
czone przy weglu Y-glutamylu, a wiec strukture tego tetrapeptydu mozna
przedstawi¢ nastepujaco: Leu-Gla-Gla-Val, gdzie Gla oznacza rodnik no-
wego aminokwasu — kwasu Y-karboksyglutaminowego. Jest to kwas
3-amino-l,I,3-propano trikarboksylowy. Ogrzewanie natywnego peptydu
w temperaturze 150°C w formie kwasnej doprowadzito do jego karboksy-
lacji, w wyniku ktorej otrzymano tetrapeptyd identyczny z zsyntetyzowa-
nym z czterech aminokwaséw Leu-Glu-Glu-Val. Dalsze badania majace
na celu potwierdzenie struktury tego aminokwasu (9) polegajagce na re-
dukcji przy pomocy diboranu doprowadzito do otrzymania 5,5'-dihydro-
ksyleucyny o masie czgsteczkowej 171 — aminokwasu faktycznie wywo-
dzgcego sie z kwasu Y-karboksyglutaminowego, ktérego masa siega 229.
Redukcja diboranem protrombiny i czynnika X pochodzacych z krwi byd-
lecej, ujawnita obecno$¢ 5,5'-dihydroksyleucyny w obu badanych biatkach.
Ich identyfikacja $wiadczy o obecnosci kwasu Y-karboksyglutaminowego
w obu czynnikach krzepniecia krwi zaleznych od witaminy K, a takze,
ze karboksylacja kwasu glutaminowego jest reakcjg zalezng od tej wita-
miny (10).

Jak podano poprzednio, od witaminy K zaleza 4 biatka biorace udziat
w krzepnieciu krwi. Przypuszcza sie, ze trzy z nich, to jest: protrombina,
czynnik Christmasa i czynnik Stuarta-Prowera pochodza Z jednego genu.
Sg one wszystkie glikoproteidami, do swojej aktywacji potrzebuja jonu
wapniowego i fosfolipidow, a ponadto majg podobne sekwencje aminokwa-
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sowe. R6znica pomiedzy nimi polega na réznych masach czgsteczkowych,
réznej zawartosci cukrowcow i odmiennej immunoaktywnosci (11).

Warto podkresli¢, ze wszystkie biatkowe czynniki krzepniecia krwi
z wyjatkiem XIII, czyli czynnika stabilizujgcego fibryne, sa zymogenami.
W trakcie aktywacji ulegajg one przemianom do form czynnych enzyma-
tycznie. Przemiany te sprowadzajg sie do proteolitycznego odszczepienia
od nich pewnych fragmentéw polipeptydowych, dzieki czemu stajg sie
one proteazami serynowymi. Proteazy z kolei hydrolizujg wigzania ar-
ginylowe i lizylowe kolejnych czynnikéw kaskady uktadu krzepniecia
krwi prowadzacej w ostatecznym efekcie do przemiany fibrynogenu
w fibryne.

Sposrod biatek krzepniecia krwi najdoktadniej zostata przebadana pro-
trombina sktadajaca si¢ u cztowieka z 579 reszt aminokwasowych i 582
u bydta. Wsrod tych aminokwaséw w pozycjach 7, 8, 15, 17, 20, 21, 26, 27,
30 i 33 znajduje sige 10 reszt kwasu Y-karboksyglutaminowego (10). Row-
niez 10 reszt tego kwasu zawierajg pozostate biatka krzepniecia krwi za-
lezne od witaminy K. Podobnie jak w przypadku protrombiny, sg one
zlokalizowane w koncu z wolng grupg aminowg i na og6t wystepujg pa-
rami. Jest przy tym rzeczg charakterystyczng, ze sekwencje aminokwaso-
we wielu fragmentoéw tej czesci peptydu w wielu przypadkach sg iden-
tyczne lub prawie identyczne.

Nie jest jeszcze calkowicie wyjasnione w jaki spos6b nastepuje wigza-
nie wapnia przez ten aminokwas. Zgodnie z sugestiag Howarda (11),
nie jest to chelatowanie jak w przypadku EDTA, ale raczej tworzenie spe’™
cyficznej ,klatki”, do ktérej wnikaja jony Ca2+. Wykazano przy tym, ze
wigzanie wapnia przez protrombine nie jest hamowane przez EDTA, co
Swiadczy o innym charakterze tego potaczenia, a przy tym i mocniejszym
wigzaniu anizeli chelatowe. Wiadomo rowniez, ze w lgczeniu sie z jonem
wapniowym i powierzchnig fosfolipidowg odgrywaja role struktury
drugo- i trzeciorzedowa czynnikéw krzepnigcia. Wysunieto réwniez su-
gestie, ze potgczenie biatko-fosfolipid moze odbywaé sie na jeszcze innej,
nie wyjasnionej drodze. Niezaleznie jednak od charakteru tego wiazania,
potgczenie biatkowego czynnika krzepnigcia przez jon wapniowy z fosfo-
lipidowa biong jest niezbedne do aktywacji tego czynnika. Schematycznie
proces ten mozna przedstawi¢ nastepujgco (Ryc. 3):

Jak wynika z ryciny, wigzanie wapnia przez poszczeg6lne czynniki
krzepniecia krwi utatwia ich tgczenie sie z powierzchnig fosfolipidowg
ptytek krwi, na ktoérej zachodzi aktywacja protrombiny i przemiana do
trombiny odigczajgcej sie od powierzchni fosfolipidowej. Jak wynika
z tego co podano wyzej, dodatkowa karboksylacja dziesieciu reszt kwasu
glutaminowego w protrombinie stuzy wytworzeniu potgczenia przez wapn
z powierzchnia fosfolipidowa, na ktérej zachodzi przemiana jej do trom-
biny przy udziale czynnika Xa. Wykazano, ze przemiana protrombiny do
trombiny pod wptywem samego czynnika Xa zachodzi z szybkoscig nie
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Ryc. 3. Udziat czynnikéw V, Xa, fosfolipidéow (PL) i jenéw wapniowych w powsta-
waniu trombiny.

Protrombina i czynnik Xa wiaza sie przez jony Ca2+ z powierzchnig fosfolipidowa,
w obecnosci czynnika V jako kofaktora utrzymujgacego protrombine w konfiguracji
najdogodniejszej do dziatania czynnika Xa. Czynnik Xa odszczepia fragment 1,2
zwigzany z fosfolipidem i nastepnie hydrolizuje wigzanie peptydowe w produkcie
posrednim, okreslanym jako pretrombina 22 W wyniku tej przemiany powstaje trom-
bina sktadajaca sie z dwéch tancuchdéw polipeptydowych potaczonych mostkiem
siarczkowym.

wystarczajagca do zapewnienia prawidtowej krzepliwosci krwi. Fizjologicz-
na szybkos$¢ jest osiggana dopiero w obecnosci jondw wapniowych i fosfo-
lipidéw. Zamiast tych ostatnich w uktadzie in vitro stosowana byta kefa-
lina pochodzaca z moézgu krowy. Jej dodatek wraz z czynnikiem Xa i jo-
nami Ca2+ przyspieszat przemiane protrombiny do trombiny okoto 50 razy.
Wigzanie z fosfolipidem zachodzi przy udziale konca tancucha polipepty-
dowego z wolng grupa aminowa, natomiast wigzanie z czynnikiem V praw-
dopodobnie odbywa sie w innym obszarze czgsteczki biatkowej protrom-
biny.

Funkcjonalne uszkodzenie protrombiny przez antywitaminy K unie-
mozliwiajace przytaczenie dodatkowych grup karboksylowych do reszt
kwasu glutaminowego prowadzi w konsekwencji do utraty zdolnosci wiag-
zania sie z fosfolipidem w obecnosci jonu wapniowego. Natomiast proces
aktywacji protrombiny przez czynnik Xa i przyspieszony przez V nie za-
lezy od obecnosci zmodyfikowanych czgsteczek tego aminokwasu. Proces
aktywacji protrombiny mozna wiec za Mannem (14) przedstawi¢ naste-
pujaco (Ryc. 4):

Jezeli witaminie K przypisuje sie udzial w tworzeniu polipeptydowego
tancucha protrombinowego, to powstaje pytanie czy réwniez moze ona
oddziatywa¢ na powstanie czasteczki mMRNA, od ktdrej synteza prepro-
trombiny jest zalezna. Przeprowadzone do tej pory doswiadczenia wyklu-
czajg jednak sugestie aby witamina K oddzialywala na kontrole syntezy
preprotrombiny na poziomie transkrypcji DNA albo sekrecji komdorkowej.
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Odnos$nie mechanizmu jej dziatania, Sullie i wsp. (7) utworzyli dwie
hipotezy: 1. witamina reguluje poziom syntetyzowanej de novo protrom-
biny, 2. witamina wptywa na metaboliczng konwersje do formy aktywnej
prekursora biatkowego, ktéry moze by¢ wytwarzany pod nieobecnos¢
witaminy. Dotychczasowe dane potwierdzaja jedynie druga hipoteze, to
znaczy,’ ze rola witaminy polega na udziale w karboksylacji kwasu gluta-

Fiagrr.ent 1 Fragment 2
HNAla | iiiiinii
Wigzanie Ca2* -I-r’ ~T 582
HiN Ala —*27- Arg  lle -t SerCOOH
156 157 274 m rr
296 323 324 442
Thr

Ryc. 4. Kolejne etapy przemiany protrombiny do trombiny.

Przy wudziale czynnika Xa od protrombiny odiacza sie fragment 1,2 zawierajacy
10 reszt kwasu Y-karboksyglutaminowego. W drugim etapie, w odtgczonej od fos-
folipidu pretrombinie czynnik Xa hydrolizuje wigzanie migedzy Arg323 i 1le324-

minowego. Brak natomiast jakichkolwiek wynikéw doswiadczalnych po-
twierdzajgcych oddziatywanie tej witaminy na przebieg biosyntezy pre-
protrombiny. Czy wiec rola witaminy K sprowadza sie jedynie do udziatu
w utworzeniu dodatkowej grupy karboksylowej w kwasie glutaminowym?
Pewne dane doswiadczalne wskazujg na jej udziat w kolejnym etapie
syntezy protrombiny, to jest jej glikozylacji. Bedzie o tym mowa w dal-
szej czesci artykutu.

I1l. Mechanizm karboksylacji kwasu glutaminowego
I11-1. Formy aktywne witaminy K

Badania prowadzone ze znakowanym weglanem HMC 03~ wykazaty, ze
w obecnosci witaminy K nastepuje w mikrosomach witaczanie radio-
aktywnego wegla do preprotrombiny (15). Wegiel ten by} nastepnie od-
najdywany w nowoutworzonej grupie karboksylowej kwasu y-karboksy-
glutaminowego (16, 17).

System karboksylacji umiejscowiony w mikrosomach komérek watro-
bowych wymaga oprécz witaminy K zredukowanej formy NADP Ilub
NAD, tlenu czasteczkowego, C0O2 w postaci wodoroweglanu oraz ditio-
treitolu (DTT), nie wymaga natomiast karboksybiotyny — aktywnej po-
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staci dwutlenku wegla, niezbednej do pozostatych proceséw karboksyla-
cyjnych zachodzgcych w organizmie ludzkim. W przypadku awitaminozy
K, gdy dochodzi do zahamowania reakcji karboksylacji, nastepuje gro-
madzenie preprotrombiny w mikrosomach (18).

W procesie syntezy kwasu Y-karboksyglutaminowego uczestnicza praw-
dopodobnie dwie formy czynne witaminy K: hydrochinon i epoksyd (19).

Hydrochinon powstaje z postaci chinonowej tej witaminy w wyniku
oddziatywania NADPH lub NADH, DTT i tlenu czasteczkowego (20, 21).
Wykazano, ze czynniki te nie sg konieczne do karboksylacji gdy do ko-
morki wprowadzi sie hydrochinon witaminy K. Potwierdzeniem tezy, ze
w powstawaniu czynnej formy witaminy K czyli hydrochinonu biorg
udziat zredukowane nukleotydy adeninowe, DTT i tlen, byto wykazanie,
ze uzycie gotowej formy chinonowej znacznie przyspieszato przebieg pro-
cesu syntezy nowej grupy karboksylowej na skutek wyeliminowania reak-
cji redukcji witaminy przez NADPH lub NADH (22). Wykazano réwniez,
ze wydajnosé procesu karboksylacji byta dwukrotnie wieksza po zasto-
sowaniu hydrochinonu anizeli chinonu witaminy K oraz NADPH i DTT
(23). Potwierdzono przy tym, ze zaréwno NADH jak i DTT nie maja
wptywu na przebieg karboksylacji gdy podaje sie forme hydrochinonowa
tej witaminy. Hamowanie procesu karboksylacji obserwuje sie przy braku
tlenu pod warunkiem podawania witaminy K w postaci chinonowej, na-
tomiast jego brak nie odgrywat roli, gdy witamina wystepowata jako
hydrochinon. Rezultaty te wykazujg jednoznacznie, ze zaréwno zredu-
kowany koenzym nukleotydowy jak i tlen czgsteczkowy sa niezbedne do
wytworzenia aktywnej formy witaminy K — hydrochinonu. Proces ten
zachodzi przy udziale reduktazy filochinonowej (EC 1.6.99.2)), enzymu
redukowanego przez NADH lub NADPH i przenoszacego nastepnie wodo-
ry na chinon witaminy K (24, 25).

Przemiana witaminy Kx do formy aktywnej, jak i caly proces karbo-
ksylacji kwasu glutaminowego, wymaga do swego przebiegu nakiadu
energii. Wykazano jednak brak oddziatywania ATP-azy i ukiadu fosfo-
rylacji oksydacyjnej na przebieg tego procesu; dodatek ATP Ilub fosfo-
kreatyny powodowat spadek produkcji protrombiny. Wskazuje to na brak
wptywu egzogennych zwigzkéw wysokoenergetycznych na ten proces,
ktory prawdopodobnie zalezy od endogennego ATP. Silnym inhibitorem
karboksylacji okazat sie AMP-P(NH)-P. Dodatek ATP znosit jego hamu-
jace dziatanie (17).

Druga czynng formg witaminy K poza hydrochinonem jest epoksyd
filochinonu. Strukture tego zwigzku ustalit Fischer w 1940 r. Bada-
nia prowadzone po6zniej za pomoca spektroskopu masowego potwierdzity
jego strukture jako metabolitu witaminy K, biorgcego udziat w syntezie
protrombiny (26). Reakcji epoksydacji filochinonu w homogenacie watro-
bowym w przeciwienstwie do redukcji do hydrochinonu, nie stymuluja
kofaktory oksydacji jak NADP, NAD, DTT, Fe2+, kwas askorbinowy czy
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hematyna. R6wniez stabo hamowaty synteze epoksydu CO, KCN i EDTA.
Inhibitorem okazal sie kwas taurocholowy w obecnosci CO. Jego dziatanie
spowodowato obnizenie natezenia procesu o 50— 75%). Niezbednym wa-
runkiem do powstania epoksydu byta obecno$¢ frakcji mikrosomalnej
i cytosolowej oraz tlenu (27, 28). W atmosferze azotu wydajnos¢ utleniania
spada o 75°/0, natomiast catkowite zahamowanie procesu obserwowano po
gotowaniu przez 5 minut. Aktywno$¢ epoksydazy filochinonu uzalezniona
jest od poziomu witaminy: obnizenie jej stezenia zwiekszato aktywnos$¢
enzymu przez co kompensacyjnie wzrastat poziom epoksydu.

Otrzymane dane $Swiadczg o wystepowaniu dwoéch form czynnych wi-
taminy K — hydrochinonu powstatego przez redukcje postaci chinonowej
tej witaminy, i 2,3-epoksydu wytwarzanego prawdopodobnie w dalszym
etapie przemiany tej witaminy. Prawdo,podobnie filochinon zredukowany
do hydrochinonu reaguje z tlenem czgsteczkowym tworzac nadtlenek, ten
za$ reagujac z C02 wytwarza aktywny produkt posredni o charakterze
weglanowym, zdolny do wchodzenia w reakcje karboksylacji (29). Proces
syntezy aktywnego dwutlenku wegla przy udziale hydrochinonu wita-
miny Kj wigze sie z powstaniem nadtlenku tej witaminy, co potwierdzone
zostato obserwacjg, ze dysmutaza ponadtlenkowa znacznie hamuje wbudo-
wanie MC02do kwasu glutaminowego. Wykazano jednoczes$nie, ze mikro-
somy watrobowe sag zdolne do wytwarzania nadtlenkéw w procesie uza-
leznionym od obecnosci NADPH i stymulowanym jednocze$nie przez wita-
mine K (30). Wiele danych przemawia za Scistym powigzaniem pomiedzy
poziomem syntetyzowanego epoksydu witaminy, a iloScia wytwarzanego
jednoczesnie jonu 02, co nasuwa przypuszczenie, ze anion ten jest albo
produktem ubocznym procesu powstawania tego zwigzku, albo tez wchodzi
w skilad produktu posredniego, z ktérego w dalszym etapie powstaje
epoksyd. To drugie przypuszczenie wydaje sie o tyle prawdopodobne, ze
dysmutaza ponadtlenkowa rozktadajgca jon O2 jednocze$nie hamuje two-
rzenie epoksydu. Podobnie dziata inny enzym z k.asy oksydoreduktaz —
peroksydaza glutationowa, ktéra hamuje nie tylko reakcje epoksydaciji,
ale i przemiany filochinonu w hydrochinon, co $wiadczy o prawdopodob-
nym udziale nadtlenku wodoru w syntezie obu form czynnych witaminy
K, a takze, ze formg posrednia jest zwigzek o charakterze nadtlenkowym
(28, 31). Natomiast przeciw udziatowi nadtlenku w procesie karboksylacji
Swiadczy brak wptywu katalazy na synteze epoks/du. Nie udato sie przy
tym do tej pory wykaza¢ obecnosci H2D 2w uktadzie karboksylacyjnym.
Nasuwa sie wiec wniosek, ze wprawdzie jednym z metabolitow’ jest nad-
tlenek, ale ma on raczej charakter organiczny i jest bardziej trwaty od
H2 2 Przemawiajg za tym wyniki doswiadczenia polegajgcego na zasto-
sowaniu w uktadzie karboksylacyjnym t-butyl-OOH. Nadtlenek ten wpro-
wadzony z zewnatrz spowodowat wzrost o 62% iktywnosSci tego proce-
su (32).
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Wedtug Suttie’'go i wsp. (33) istniejg trzy mozliwosci przebiegu
tego procesu. Schemat przedstawia rycina 5. Pierwsza mozliwos¢ pomija
tworzenie hydrochinonu, natomiast zaklada udzial nadtlenku wodoru
w utlenianiu witaminy K w obecnosci C02 do nadtlenku karboksyfilo-
chinonu. Zwigzek ten z kolei przenoszac aktywny CO02 na kwas glutami-
nowy, przemienia sie w 2,3-epoksyd. Schemat ten wydaje sie raczej mato
prawdopodobny ze wzgledu na brak w nim hydrochinonu, ktérego obec-
no$¢ zostata stwierdzona ponad wszelkg watpliwos¢. Dwa pozostate ciaggi
reakcji sa do siebie bardzo podobne i rézniag sie jedynie charakterem nad-
tlenku i czasem przytaczenia COz: w jednym przypadku reaguje on z hyd-
rochinonem tworzac nadtlenek, w drugim natomiast wchodzi do reakcji
juz po utworzeniu nadtlenku. Zgodnie z sugestig autorow tego modelu
dziatania witaminy w procesie karboksylacji, najbardziej prawdopodobna
jest trzecia mozliwosé.

HQYa OH Gu
wit K wit KO + Gla
R
0-C=0

cepe 0-0-C-0" G'u i

LS O A B A e > wit KO + Gla
G
OH
0]

OOH Glu +COj

wit K wit KO + Gla
/
OH

Ryc. 5. Udziat witaminy K w syntezie kwasu y-karboksyglutaminowego (Gla).
Objasnienia: Glu — kwas glutaminowy, Gla — kwas y-karboksyglutaminowy, wit
KO — epoksyd witaminy K.

I1-2. Cykl witaminy K

Jakie jest wiec powigzanie obu aktywnych form witaminy K z pro-
cesem karboksylacji reszt kwasu glutaminowego w czynnikach krzepnie-
cia krwi? Wedlug Gallopa i wsp. (34) jest to proces cykliczny,
nazwany przez nich cyklem witaminy K (Ryc. 6). W | etapie witamina K
jest redukowana do hydrochinonu (KH2, aw Il etapie utlenia sie do epok-
sydu, co wigze sie z karboksylacjg reszty kwasu glutaminowego. Role
utleniacza w tym procesie odgrywa prawdopodobnie rodnik KH' lub
K-OOH. W Ill etapie zachodzi enzymatyczna redukcja epoksydu (KO)
do witaminy K. Nie zostato do konca rozstrzygniete sprawa mechanizmu
dwukrotnej redukcji epoksydu. W pierwszym przypadku in vitro odbywa
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peptyd Glu \ > peptyd Gla
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Ryc. 6. Cykl witaminy K.
Objasnienia: DTT — ditiotreitol, KH2 — hydrochinon witaminy K, Peptyd Glu —
peptyd z resztami kwasug lutaminowego, Peptyd Gla — peptyd z resztami kwasu

Y-karboksyglutaminowego.

sie to przy udziale grupy tiolowej zawartej w ditiotreitolu (DTT). Nie jest
jednak znane naturalne Zrédto tej grupy. Pewne dane wskazujg na mozli-
wos$¢ udziatu w tym procesie kwasu tiooktanowego (liponowego), ale osta-
tecznych dowodéw brak. Wiecej wiadomo natomiast o drugim procesie
redukcji, w wyniku ktérego powstaje hydrochinon. Reakcja ta zachodzi
in vivo przy udziale reduktazy, ktérej koenzymem jest NAD lub NADP.
Obie reakcje hamowane sa przez warfaryne (Ryc. 7a), ktéora prawdopo-

Ryc. 7. Wzory antywitamin K a) warfaryna, b) dikumarol.

dobnie wspé6tzawodniczy z witaming K o grupy tiolowe (35, 36). Stwier-
dzono ponadto, ze pochodne dikumarolu (Ryc. 7b) hamujg redukcje KO do
K powodujgc przez to wzrost stezenia epoksydu. Mechanizm tego procesu
polega na kompetycyjnym hamowaniu reduktazy epoksydowej (37).
Poczynione w ostatnich czasach badania nad molekularnym mecha-
nizmem procesu karboksylacji kwasu glutaminowego (38), zdaja sie Swiad-
czy¢, ze odpowiedzialny za ten proces nadtlenek witaminy K powstaje
w wyniku wytworzenia z semichinonu, ktéry atakujac tlen czgsteczkowy
tworzy nadtlenek (Ryc. 8 reakcja I). Z kolei nadtlenek redukujac sie do
epoksydu atakuje atom wegla y reszty glutaminianu, w wyniku czego
powstaje karboksyanion reagujacy nastepnie z COz i tworzgcy w ten
sposéb dodatkowg grupe karboksylowg. Autor tej hipotezy Sullie
uwaza, ze istnieje ponadto alternatywny mechanizm tego procesu, zgod-
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nie z ktérym nadtlenek nie bierze udziatu bezposrednio w ataku na atom
wegla Y> ale czyni to za posrednictwem aktywnego hemu lub innego cen-
trum aktywnego (reakcje Ha i IIb). Nie jest jednak wykluczone, ze proces
ten moze przebiegaé¢ wedtug innych mechanizmoéw, tym bardziej, ze obecny
stan wiedzy jest niedostateczny do wyjasnienia czy tworzenie rodnikéw
oraz karboanionu na weglu y reszty glutaminianu faktycznie zachodzi, ani

KH, >m H H K [00]
Ma "*KO fC2 \
\'COOH)
K 2 r, H-C-COOH
COOH COOH
H-C-H
COOH
Ib H-C -(t) / Co2 A
\ «COOHJ
[><1 Y C?H\ s
%- KO J v
H-C-H H—C —COOH
COOH COOH

Ryc. 8. Model procesu karboksylacji wedtug Suttie’go (38).

tez jaka jest konfiguracja elektronowa atakowanego zwigzku. W tym
ujeciu mozna role witaminy K sprowadzi¢ do ,aktywacji” lub przenie-
sienia C02na aminokwas bez udziatu biotyny. Podobny mechanizm suge-
rujg Larson i wsp. (39), wedtug ktérych poczatkowe witgczenie tle-
nu w tej reakcji zachodzi przez atak semichinonu witaminy K na tlen
czasteczkowy, a nie przez atak anionu ponadtlenkowego O2 na witamine
K (32).

Na podstawie dalszych badan Larson i wsp. (40) zaproponowali
hipoteze mechanizmu karboksylacji (Ryc. 9), zgodnie z ktérag wodoro-
nadtlenek witaminy K oddziatujagc na reszte kwasu glutaminowego od-
szczepia od niego wodor w pozycji y i jednocze$nie tworzy forme epoksy-
dowg. Potwierdzeniem zajscia tej reakcji jest stechiometryczna zaleznosc¢

miedzy iloscig wytworzonego epoksydu i iloscig odszczepionego wodoru
KHj
(=) oH*
X <——--—Glu Glu €O,
E(u—oou] x 3
H,0 KO Gla

Ryc» 9. Model procesu karboksylacji wedtug Larsona i wsp. (40).
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w pozycji y reszty kwasu glutaminowego. Nastepnie do powstatego w ten
spos6b karboanionu reszty aminokwasowej zostaje dotgczony dwutlenek
wegla tworzac w ten sposob dodatkowag grupe karboksylows.

W ostatnich latach powstato wiele koncepcji préobujacych wyjasnic¢
szczegoOly procesu karboksylacji kwasu glutaminowego. Wykazano mie-
dzy innymi, ze 5'fosfopirydoksal in vitro, ale nie in vivo przyspiesza dwu-
krotnie szybko$¢ tego procesu (41) prawdopodobnie na skutek interakcji
z jonem manganawym zawartym w karboksylazie glutaminianowej. Po-
wstata rowniez koncepcja udziatu witaminy K w hydroksylacji alaniny do
seryny w biatkach zaleznych od tej witaminy: protrombinie, czynniku X
i biatku C, jak w przypadku karboksylacji: hydrochinon atakujac atom
wegla w obecnosci tlenu czgsteczkowego, doprowadza do oderwania od
niego wodoru. Do powstatego w ten sposéb karboanionu przytgcza sie C02
lub 172 0 2w zaleznosci od celu reakcji, a witamina K przechodzi jedno-
czesnie w epoksyd (42). Doktadniejszy przeglad tych hipotez znajdzie czy-
telnik w pracy przegladowej Johnsona (41).

Przedstawione tu wyniki zdajg sie catkowicie odrzuca¢ wcze$niejszg
hipoteze o udziale biotyny w procesie karboksylacji (43). Niemniej jednak
kilku badaczy podjeto proby wyjasnienia ewentualnego udzialu biotyny
w tym procesie. Miedzy innymi Friedman i Shia (44) przeprowa-
dzili badania z uzyciem awidyny odznaczajgcej sie zdolnoscig wigzania
biotyny. Okazato sie jednak, ze awidyna nie byta w stanie obnizy¢ aktyw-
nosci systemu karboksylacji reszty kwasu glutaminowego, co definityw-
nie zaprzecza tezie o udziale karboksybiotyny w procesie posttranslacyjnej
karboksylacji preprotrombiny.

111-3. Enzymy procesu karboksylacji

1 Reduktaza filochinonu redukuje witamine K do hydrochinonu.
Enzym ten (EC 1.6.99.2.) wystepuje co najmniej w dwéch postaciach:
jako reduktaza menadionowa i chinonowa (45). Jej masa czasteczkowa
wynosi okoto 55 000 i zawiera 1 mol FAD/mol enzymu. Czasteczka reduk-
tazy sktada sie z dwéch monomeréw o masach czasteczkowych wynoszg-
cych okoto 27 000 kazdy. Zrédtem wodoru stuzgcego do redukcji witaminy
sg in vitro NAD i NADP oraz ditiotreitol, a in vivo prawdopodobnie tylko
oba wyzej wymienione nukleotydy.

2. Oksydaza hydrochinonowa katalizuje utlenianie hydrochinonu wi-
taminy K do postaci epoksydowej. Zostata ona wyizolowana z szorstkiego
retikulum komérek watroby bydlecej (46, 47) jako fosfolipid sktadajgcy
sie w 72% z biatka i 28°/0 z fosfatydylocholiny. Po usunieciu komponenty
fosfolipidowej nastepowata utrata aktywnos$ci biologicznej, natomiast do-
danie mieszaniny egzogennych fosfolipidéw przywracato aktywnosé
enzymu.
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3. Reduktaza epoksydowa redukujgca 2,3-epoksyd witaminy K
chinonu, jest najstabiej poznanym enzymem cyklu witaminy K. Jest ona
wrazliwa na antymetabolity witaminy K: warfaryne i dikumarol. Zwigzki
te blokuja enzym zatrzymujac przez to przemiange epoksydu, co z kolei
doprowadza do zahamowania karboksylacji reszty kwasu glutaminowego.

Wyzej wymienione trzy enzymy tworzg spéjny kompleks wieloenzy-
matyczny (48, 49, 50) potaczony z biatkiem zawartym w wewnetrznej bto-
nie szorstkiego retikulum (51).

I11-4. Rola kwasu y-karboksyglutaminowego w Kkrzepnigciu krwi

Jak.podano poprzednio, obecno$¢ kwasu Y-karboksyglutaminowego
w protrombinie jest niezbedna do potgczenia jej z wapniem, co z kolei
jest warunkiem kontaktu z powierzchnig fosfolipidowg ptytek krwi, na
ktorej w obecnosci czynnikéw krzepniecia Xa i V nastepuje przemiana
protrombiny w trombine. Obecnie uwaza sie, ze rola dodatkowych grup
karboksylowych sprowadza sie jedynie do wytworzenia potaczenia z po-
wierzchnig ptytek krwi przez jon wapnia, co z kolei utatwia kontakt
z wyzej wymienionymi czynnikami krzepniecia, w obecnosci ktérych do-
chodzi do aktywacji protrombiny. Grupom tym natomiast odmawia sie
jakiejkolwiek roli w biologicznej funkcji tych czynnikéw Kkrzepniecia,
w ktorych kwas Y-karboksyglutaminowy wystepuje. Jest to o tyle uza-
sadnione, ze wszystkie reszty tego aminokwasu pozostaja w peptydzie
odtgczonym od protrombiny w trakcie jej przemiany do trombiny.

Przemiana protrombiny do trombiny odbywa sie na skutek dziatania
formy aktywnej czynnika X okres$lanej jako Xa, przy jednoczesnym
udziale czynnika Va, fosfolipidow oraz trombiny. Czynnik X ma mase
czgsteczkowg 55 000 i zawiera 10% weglowodandéw, w tym 3,8% kwasu
neuraminowego, 2,9°/0 heksoz i 3,6°/0 heksozoamin. Wiadomo ponadto, ze
sktada sie z dwoéch tancuchéw polipeptydowych potgczonych ze sobag
mostkiem siarczkowym. Ciezszy tancuch o masie czgsteczkowej 38 000
zwigzany jest ze wszystkimi weglowodanami zawartymi w tym czynniku.
Lzejszy tancuch ma mase 17 000 i nie zawiera zadnych skiadnikéw o cha-
rakterze niebiatkowym. Aktywacja czynnika X polega na odszczepieniu
peptydu od aminowego konca ciezszego tancucha, a nastepnie odtgczeniu
glikopeptydu od drugiego konca, czyli od strony wolnej grupy karboksylo-
wej. Powstaty w ten sposob czynnik Xa tworzy kompleks z czynnikiem V,
charakteryzujacym sie¢ masg czasteczkowg 280 000 i duzym powinowac-
twem do wapnia. Sam czynnik V nie ma zdolnosci aktywowania protrom-
biny o ile dziata pojedynczo, natomiast aktywnos$¢ biologiczng wykazuje
dopiero w obecnosci czynnika Xa, przyspieszajac jego oddziatywanie na
protrombine.

Wedtug wspoéiczesnych pogladéw, rola czynnika V i trombiny polega
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na wytworzeniu odpowiedniej struktury przestrzennej protrombiny
i aktywujgcego ja czynnika Xa w celu umozliwienia reakcji miedzy nimi.
W tak utworzonym kompleksie zachodzi z kolei reakcja polegajgca na
odiaczeniu od protrombiny diugiego tahcucha polipeptydowego, zawiera-
jacego 274 reszty aminokwasowe z dotgczonymi don dwoma tancuchami
cukrowymi. Warto zaznaczy¢, ze odtgczony od trombiny polipeptyd za-
wiera wszystkie reszty kwasu Y-karboksyglutaminowego. Efektem tego
jest szybkie odtgczenie od powierzchni fosfolipidowej trombiny, ktéra nie
zawierajac reszt tego aminokwasu, nie posiada zdolnosci tgczenia sie z tg
powierzchnig. Uwolniona trombiny zbudowana jest z dwéch tancuchow:
A — liczacego 49 reszt aminokwasowych i B — 256. Ltancuchy te tacza
sie ze sobg mostkiem siarczkowym. Bardziej gzczegotowe dane dotyczgce
przemian czynnikéw krzepniecia krwi znajdzie czytelnik w pracy prze-
gladowej prof. M. Kope¢ (52) oraz dr habil. Cz. Cierniewskiego
i prof. T. Krajewskiego (53).

IV. Udziat witaminy K w procesach glikozylacji

Przemiana prekursorow polipeptydowych w aktywne formy czynnikéw
krzepniecia krwi Il, VII, IX i X polega na opisanym wyzej dotaczeniu
dodatkowych grup karboksylowych do reszty kwasu glutaminowego oraz
na przytgczeniu komponenty cukrowcowej (zatem czynniki te sg gliko-
proteinami (7)). Owe #tancuchy weglowodanowe zbudowane sg z reszt
glukozaminy i galaktozaminy. Glukozamino-6 P powstaje z kolei w nieod-
wracalnej reakcji z frutozo-6 P i glutaminy. Z glukozamino-6 P po wielu
reakcjach towrzy sie urydynodifosfo-N-acetyloglukozamina i UDP-N-
aeetylogalaktozamina, ktére uczestniczg w biosyntezie kwasnych muko-
polisacharydéw wchodzgacych w skiad weglowodanowych czasteczek gliko-
protein stanowiacych wyzej wymienione czynniki krzepniecia Kkrwi.

Kilku badaczy podjeto prace nad wyjasnieniem czy witamina K od-
grywa role réowniez i w procesie glikozylacji (54, 55, 56). Okazato sie
bowiem, ze witamina ta oddziatuje na biosynteze mukopolisacharydow
i glikoproteidéw przez aktywacje syntezy heksozoamin i kwasu heksozou-
ronowego, a ponadto zwieksza aktywnos$¢ enzymow bioracych udziat w
syntezie komponenty glukozylowej, miedzy innymi aminotransferazy glu-
tamina~glukozo 6-P.

Witamina K oraz jej analogi stosowane byty z pozytywnymi skutkami
przy likwidowaniu zwiekszonej przepuszczalnosci bton biologicznych, spo-
wodowanej spadkiem poziomu mukopolisacharydéw i glikoproteidéw. Po-
ziom tych substancji, jak wykazat Szarew (54) wzrasat po podaniu
witaminy K. Podawanie jednak duzych dawek tej witaminy doprowa-
dzato z kolei do wzrostu zawartosci kwasu heksozouronowego i heksozo-
amin w wielu tkankach, miedzy innymi w aorcie. Odwrotnie dziataty
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antymetabolity witaminy K — po ich zastosowaniu obserwowano zmniej-
szenie biosyntezy glukozaminy w Sluzéwce zolagdka. Miedzy innymi war-
faryna (substancja blokujgca przemiane epoksydu do witaminy K) hamo-
wata proces glikozylacji protrombiny, natomiast podanie witaminy K przy-
wracato glikozylacje (57).

V. Biatka zalezne od witaminy K wykryte w ostatnich latach

V-1. Biatko C

W ostatnich latach wykryto dalsze biatka modyfikowane posttransla-
cyjnie przy udziale witaminy K. Nalezg do nich biatka C i S wystepujace
w osoczu i biorgce udziat w procesie krzepniecia krwi oraz osteokalcyna,
wykryta miedzy innymi w kosciach embriondéw, szkliwie zebdéw itp.

Biatko C zostato wykryte i scharakteryzowane przez Stenf lo’ego
(58), ktory wykazat, ze skiada sie ono z dwoch podjednostek o masach
czgsteczkowych 21 000 i 35 000, bedacych tancuchami polipeptydowymi
potaczonymi mostkami siarczkowymi (59, 60). Podobnie jak i pozostate
biatka krzepniecia krwi zalezne od witaminy K, réwniez i biatko C zawiera
komponenty cukrowcowe o charakterze N-acetyloglukozaminy. Ogélny
poziom sacharydéw w tym biatku wynosi 14,9%. Skiad aminokwasowy
biatka C jest podobny do sktadu pozostatych biatek krzepniecia, rézni sie
jedynie wyzszym poziomem cysteiny i waliny. Lekki tancuch zawiera
reszty kwasu Y-karboksyglutaminowego w pozycjach 6 i 7. Warto pod-
kresli¢ przy tym, ze sekwencja tego tancucha liczagc od konca aminowego
jest homologiczna do protrombiny oraz czynnikéw VII, IX i X. Badania
iloSciowe wykazaty, ze biatko to wystepuje w osoczu w ilosciach okoto
80 razy wigekszych anizeli czynnik VII. W przeciwiennstwie do pozostatych
biatek osocza zaleznych od witaminy K, jest ono antykoagulantem (61, 62,
63). Jako zymogen krazac we krwi nie oddziatuje na uktad krzepniecia,
ale po aktywacji zyskuje zdolnos¢ trawienia czynnikéw Va i VIII, ktoére
w wyniku tego tracg aktywnos$¢ biologiczng.

Badania sekwencji aminokwasowej wykazaly duze podobienstwo po-
miedzy czynnikiem X i biatkiem C, co nasuwa przypuszczenie, ze oba
te enzymy wigzg sie kompetycyjnie z tym samym miejscem czynnika Va.
Sugerowatoby to mozliwos¢ oddziatywania ochronnego czynnika Xa, ktory
ostaniatby czynnik Va przed inaktywacja przez biatko C. Hipoteza o zdol-
nosci czynnika Xa do ostony Va przed niszczeniem przez biatko C zna-
lazta dalsze potwierdzenie w literaturze. Jednocze$nie wykazano, ze biatko
to oddziatuje na stabilizacje bton biologicznych (64).

V-2. Biatko S

Biatko to zostato opisane przez Di Scipia i wsp. (65 66). Ma ono
mase czasteczkowag wynoszacg okoto 69 000, z czego na skiadnik biatkowy

«e
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(pojedynczy tancuch peptydowy) przypada okoto 68 000, a na cukrowcowy
okoto 1000. Doktadna charakterystyka tego biatka nie zostata jeszcze prze-
prowadzona, ustalono jedynie procentowag zawarto$¢ poszczeg6lnych ami-
nokwasow, a takze, ze jednym ze skiadnikéw komponenty cukrowcowej
jest N-acetyloheksozoamina. Nie jest znana rowniez funkcja biologiczna
biatka S. W przeciwiernistwie do pozostalych biatek osocza zaleznych od
witaminy K, prawdopodobnie nie posiada ono aktywnos$ci koagulacyjnej,
jest jednak prawdopodobnie prekursorem proteazy serynowej.

V-3. Osteokalcyna

Do biatek zawierajgcych kwas 7-karboksyglutaminowy nalezy osteokal-
cyna wykryta w kosciach embrionéw kurzych (67, 68). Nastepnie obecnos¢
tego biatka stwierdzono miedzy innymi w zebach, mikrosomach kory
nerek, tozysku, trzustce, $ledzionie, ptucach i fibroblastach. Szczegélnie
duzo jednak wystepuje osteokalcyny w kosciach, w ktérych jak wykazaty
badania prowadzone z zastosowaniem MCO02 wystepuje kilka form tego
biatka. Nie stwierdzono natomiast z cala pewnoscia, czy biatko to wy-
stepuje réwniez w tych kosciach, w ktérych proces kostnienia zostat
zakonczony. Zgodnie z badaniami Hauschka (69) stanowi ono 8%
catkowitego biatka niekolagenowego w kosciach i réozni sie zdecydowanie
masg czasteczkowg i sekwencjag aminokwaséw od biatek osocza zawiera-
jacych Gla. Biatko to syntetyzowane jest w mikrosomach komodrek kost-
nych w okresie embrionalnym, a jego synteza zaczyna sig¢ juz w 8 dniu
rozwoju ptodu.

Osteokalcyna otrzymana z kosci kurczat ma mase czasteczkowg 6500.
tancuch biatkowy zawiera 57 aminokwas6w z czego 4 stanowig reszty
Gla. Dzieki nim czasteczka biatka moze wigza¢ 2 jony Ca2+ z powino-
wactwem Kd= 0,83 mM, a wiec mocno zblizonym do powinowactwa
protrombiny. Biatko to ma dwa centra wigzace wapn, ktére przy stezeniu
rownym 0,8 mM Ca2+ ulegaja potowicznemu wysyceniu jonem waphnio-
wym. Ponadto biatko to ma jeszcze dwa centra o mniejszym powinowac-
twie do tego jonu. Synteza osteokalcyny, a przede wszystkim moznos$¢
wykonywania funkcji biologicznej uzalezniona jest od dziatania anty-
witamin K. Podanie dikumarolu w okresie embrionalnego tworzenia kosci
obniza synteze Gla do 80°/0, a warfaryny do 75°/0, co jednak nie wptywa
na zdolnos¢ wigzania wapnia i fosforu przez kosci. Oddzialtywanie tych
antymetabolitow sprowadza sie do obnizenia wydajnosci syntezy Gla,
tak ze zamiast 4 reszt tego aminokwasu powstajg 3 lub 2. Nie obserwuje
sie jednoczes$nie zmian w morfologii kosci, ani tez zawartosci w nich po-
piotu czy suchej masy.

Rola biochemiczna osteokalcyny nie jest znana. Istnieje wiele sprzecz-
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nych doniesien odnosnie roli tego biatka w procesie kostnienia w okresie
embrionalnym, jak i jego udziatu w metabolizmie jonowym kos$ci u zwie-
rzat dorostych. Wedtug Hauschka (69) biatko to raczej nie bierze
udziatlu w wigzaniu przez zrgb kostny jonéw Ca2+ i PO|_ dlatego, ze po
pierwsze poziom tych jonow, jak wspomniano poprzednio, nie zmienia
sie po zastosowaniu antywitamin K, a po drugie ze wzgledu na to, ze
jest to biatko o charakterze niekolagenowym. Istnieja jednak dane lite-
raturowe $wiadczace o zaburzeniu w kostnieniu ptodu we wczesnym etapie
cigzy po zastosowaniu antywitamin K. Zgodnie z tymi danymi osteokat-
cyna uczestniczy w wigzaniu wapnia w hydroksyapatycie, przy czym
jeden mol tego biatka przypada na 104jonéw Ca2+, co odpowiada jednemu
mikrokrysztatowi hydroksyapatytu.

Zahamowanie syntezy osteokalcyny na skutek podawania antywita-
min K doprowadzito do hamowania przemiany prekursora kolagenowego
do postaci ostatecznej. Na tej podstawie Hauschka (68) przypuszcza,
ze biatko to jest aktywnym polipeptydem biorgcym udziat w syntezie
mineratéw kostnych, usuwanym proteolitycznie z prokolagenu kostnego
w momencie jego kostnienia. Wedtug Lian’'a (64) funkcja osteokalcyny
moze polega¢ na udziale w homeostazie wapnia, na przenoszeniu go w za-
leznosci od stanu fizjologicznego przez biony komdérkowe osteoblastéw
do srodka lub na zewnatrz, a takze na udziale w resorpcji Ca2+ w ner-
kach. Swiadczg o tym obserwacje zdolnosci tego biatka do hamowania
precypitacji hydroksyapatytu w roztworze fosforanu wapnia (70). Biatko
to ma zdolno$¢ hamowania spontanicznego kostnienia przez zmniejszenie
ilosci aktywnych jader tego procesu. Przypuszcza sie ponadto, ze osteokal-
cyna reguluje poziom wapnia w tkankach oddziatujagc na przeksztatcenie
proenzymoéw do form aktywnych.

V-4. Inne biatka

W literaturze biochemicznej pojawity sie ostatnio doniesienia o wy-
kryciu w osoczu kolejnych biatek zaleznych od witaminy K: biatka Z (71)
i M (72). Nie wiadomo jednak czy chodzi tu faktycznie o rézne biatka,
czy tez jest to jedno i to samo biatko.

Biatka zawierajgce kwas Y-karboksyglutaminowy zostaty ostatnio wy-
kryte w mikrosomach nerek. Przypuszcza sie, ze odgrywaja one role
w utrzymaniu homeostazy wapnia. Obecnos$¢ ich stwierdzono takze w to-
zysku, trzustce, $ledzionie, ptucach i fibroblastach. W narzgadach tych
prawdopodobnie odgrywajg role w regulacji poziomu jonu wapniowego,
ktory z kolei uczestniczy w przeksztatcaniu proenzymoéw do form aktyw-
nych (73).

Zaakceptowano do druku 11081984 r.
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Do lat szesédziesigtych uwazano, ze histony sg biatkami nieaktywnymi
metabolicznie. W roku 1963 stwierdzono, ze histony ulegaja acetylacji (1),
a w nastepnych latach zaobserwowano obecno$¢ w histonach grup metylo-
wych (2) i fosforytowych (3). Obecnie wiadomo, ze struktura histonéw
wszystkich klas ulega wtornym modyfikacjom, wystepujacym w regionie
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tanncucha polipeptydowego, ktéry — jak sie przypuszcza — oddziatywuje
z DNA.

Posyntetyczne modyfikacje histonéw moga by¢ jednym z elementéw
wptywajgcych na ekspresje gendéw, obok, czy tacznie z metylacjag DNA
(4, 5) i biatkami niehistonowymi (6). Posyntetyczne modyfikacje histonéw
(acetylacja, metylacja, fosforylacja, poli(ADP — rybozylacja)) sa obszernie
opisane w pracach dotyczacych metabolizmu chromatyny (7— 10).

Acetylacja histonéw wydaje sie by¢ najbardziej prawdopodobnym
mechanizmem wptywajgcym na oddzialtywanie w nukleosomie typu his-
ton-histon czy histon-DNA. Obserwuje sie uderzajgcg wspotzaleznos¢ po-
miedzy wzrostem poziomu acetylacji histonéw a wzrostem syntezy RNA
w wielu systemach biologicznych (7, 8). Regiony chromatyny, w ktérych
zachodzi synteza RNA (11) charakteryzujg sie wysokim stopniem acetyla-
cji histonéw (8, 12, 13) i sa preferencyjnie trawione DNaza | (14). Praw-
dopodobnie odczyt matrycy przez polimeraze RNA jest mozliwy tylko
wowczas, gdy nukleosomy aktywnych genéw zawierajg acetylowane his-
tony (8, 15).

Il. Charakterystyka acetylacji histonéw

Grupy acetylowe w histonach grasicy cielecej wykryt w 1963 roku
Phillips (1), ktéry nastepnie wykazat, ze acetylacji ulegajg koncowe
grupy — NHZ2 tancucha polipeptydowego histonéw (16). Te obserwacje
zapoczgtkowatly serie doswiadczenn. W izolowanych jadrach, w Kktérych
nie zachodzi synteza biatek histonowych wykazano wbudowywanie w his-
tony znakowanego octanu oraz pojawianie sie¢ w nich poprzednio niezna-
nego aminokwasu -e-N-acetylolizyny (17, 18). Obecnie wiadomo, ze acety-
lacji mogag ulega¢ grupy a-aminowe seryny stanowigcej N-kohcowy amino-
kwas tancucha polipeptydowego i grupy E-aminowe lizyny wewnatrz tan-
cucha polipeptydowego.

N-kornicowe aeetylaeje histrmow badano wykorzystujac jadra regene-
rujacej watroby szczura (19). Stwierdzono, ze synteza histonéw pojawia
sie okoto 16-tej godziny, a osiaga szczyt w 24-tej godzinie po hepatektomii.
Stosujac [&H]-octan, jako prekursor histonowych grup acetylowych,
i [C]-seryneg, jako markera nowosyntetyzowanych histonéw wykazano, ze
[8H]-acetylo-N-[HC]-seryna moze by¢ odzyskiwana na drodze proteolitycz-
nego trawienia biatek histonowych najwczesniej po 16-tej godzinie cyklu
komdérkowego po hepatektomii. Po zadziataniu puromycyng i cykloheksi-
midem nie stwierdzono produkcji czgsteczek histonowych zawierajgcych
(H]-acetylo-N-[HC]-seryne w ich koricu aminowym (19, 20). Na podstawie
tych danych wysunieto wniosek, ze acetylacja NH2kornicowych miejsc se-
ryny zachodzi réwnoczesnie z syntezg histonéw. Acetylacja seryny jest
trwata (21, 22) i dlatego histony niedzielacych sie komdérek wykazujg nis-
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Ryc. 1. Fragmenty tancucha polipeptydowego zawierajace zmodyfikowane amino-
kwasy. A. Zacetylowana grupa «-aminowa seryny stanowigca N-koncowy amino-

kwas tancucha. B. Zacetylowana grupa e-aminowa lizyny wewnatrz tancucha poli-
peptydowego.

ki lub zerowy poziom wigczania octanu w aminowy koniec peptydu; ogrom-
na cze$¢ znakowanego octanu byta odzyskiwana z e-N-acetylolizyny (17,
19). Reakcja wprowadzenia znakowanego octanu do histonéw niedzielgcych
sie jader erytrocytéw ptasich byta niewrazliwa na cykloheksimid (23),
na podstawie czego mozna wnioskowac¢, ze acetylacja grup e-aminowych
lizyny zachodzi po zakonczeniu syntezy tancucha polipeptydowego histo-
nu. e-N-acetylolizyne zidentyfikowano w histonach kietkéw grochu (24),
jadrach pstraga (25), komorkach linii HeLa (21) i drozdzach (26). Acety-
lacja lizyny byta gtownie obserwowana w histonach bogatych w arginine
(18, 27). Jednak nastepne badania wykazaty, ze wszystkie histony, ktére
wchodzg w skilad rdzenia nukleosomu podlegajg enzymatycznej acetylacji
(28— 30). Moga by¢ acetylowane: jedna pozycja histonu H2a (lizyna w po-
zycji 5), cztery pozycje histonu H2b (lizyna w pozycji 5, 10, 13, 18), cztery
pozycje histonu H3 (lizyna w pozycji 9, 14, 18, 23) i cztery pozycje histo-
nu H4 (lizyna w pozycji 5, 8, 12, 16). Nie zaobserwowano obecnos$ci grup
acetylowych w histonie HI (30).

Acetylacja grup E-aminowych lizyny w histonach jest nietrwata i ace-
tylolizyna ulega szybkiemu obrotowi metabolicznemu (21, 31— 36). W
wielu réznych histonach pétokres trwania grup acetylowych nie przekra-
cza kilku minut (2, 3, 10, 21, 32, 37, 38). Najszybciej i w najwyzszym
stopniu ulegaja modyfikacji histony H3 i H4, ktére odgrywaja kluczowa
role w organizacji nukleosomu (39, 41). Histony kazdej z tych klas stano-
wig mieszanine tanncuchéw polipeptydowych zawierajacych do 4 grup
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e-N-acetylolizynowych. Zmodyfikowane formy histor.6w izolowano przy
uzyciu roznych technik elektroforetycznych (42).

Doktadnie zbadano modyfikacje histonéw z jader pstraga i stwierdzo-
no, ze synteza histonéw i ich modyfikacje zachodza réwnolegle z synteza
DNA podczas spermatogenezy (28, 29, 43). W zsynchronizowanej hodowli
komorek jajowych chomika najwiecej czasteczek hisr.onu H4 zawierajag-
cych wewnetrzne grupy acetylowe pojawia sie podczas interfazy — w
okresie intensywnej syntezy DNA, czyli w fazie S tyklu komérkowego
(41, 44). Wewnetrzne acetylacje pojawiaja sie we wszystkich czastecz-
kach histonéw bezposrednio po ich syntezie. Gdy lomdérki wchodzg w
mitoze stopien acetylacji histonéw ulega obnizeniu. Sugeruje sie, ze obec-
nos¢ acetylowych grup moze mie¢ wptyw na proce* kondensacji chro-
matyny w trakcie spermatogenezy (42), erytropoezy (¢5), i mitozy (7, 44).
Prawdopodobnie acetylacja rdzenia histonowego povoduje rozwiniecie
nukleosomu (46) i dekondensacje chromatyny (47, 48).

mRNA histonu H 4

MODYFIKACJE /A & —N—Ser ~~—~~ Liz
CYTOPLAZMATYCZNE
'\
/a\ - N-Ser ~~~~~ Li2 ~ ...COOH
A N
/A \—N—Ser —w ~ ... COOH

[

MODYFIKACJE

JADROWE ,Ac\—N—Ser Liz — Liz ...COH

a
/| Ac\—N-Ser y2 — ¢jz — Liz ...COOH

1 /a\ /a\ /a\ A\

/I a\ - N - Ser Liz — Liz— Liz — Lt ...COOH

Ryc. 2. Synteza histonu H4 i jego strukturalne modyfikacje v dzielgcych sig¢ ery-
troblastach ptaka (zmodyfikowane wg (9)).

NH,-koncowe grupy acetylowe przytgczone zosta.g podczas syntezy
histonéw w cytoplazmie, podczas gdy wewnetrzne modyfikacje nowozsyn-
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tetyzowanych histonéw zachodzg na terenie jadra (1, 8). Dane charakte-

ryzujagce acetylacje histonéw na terenie cytoplazmy

w Tabeli 1.

Charakterystyka acetylacji histonéw

Modyfikowane
aminokwasy

Obrét metabolicz-
ny

Miejsce i czas ace-
tylacji histonéw na
terenie komorki

Enzymy modyfiku-

Modyfikacja amino-
terminalnych grup
peptydu

seryna

wolny

w cytoplazmie réwno-
czes$nie z synteza histo-
now

acetylotransferaza B

Modyfikacja grup
wewnetrznych peptydu

lizyna
szybki
w jadrze po zakoncze-

niu syntezy histonéw

acetylotransferaza A

i jadra zebrano

Tabela 1

Pismiennictwo

1, 14, 15

19, 27, 29, 34

9, 16, 17, 97, 98, 106

97, 102, 104— 106

jace

I11. Metody badania acetylacji histonéw

Ze wzgledu na niski stopien acetylacji histonéw w warunkach fizjolo-
gicznych badano przebieg ich acetylacji na drodze chemicznej (49— 54).
Jako nos$nikéw grup acetylowych uzywano znakowanego octanu sodu,
bezwodnika kwasu octowego, octanu adenylu lub acetylo-CoA (13, 17, 29,
41, 49, 52— 68).

Inkubacji z nosnikami grup acetylowych poddawano izolowane his-
tony, chromatyne, jadra, komoérki czy skrawki tkanek. Stwierdzono jed-
nak, ze po wyizolowaniu mozna acetylowaé¢ takze te frakcje histondw,
w ktorych in vivo acetylacja nie jest obserwowana (np. histonu HI (52—
54)). Uzyskuje sie takze duzo wyzszy, niz in vivo, stopien acetylacji histo-
noéw H2a i H2b. Poza tym w trakcie acetylacji izolowanych histonéw ule-
gaty takze modyfikacji aminokwasy w innych, niz in vivo, pozycjach
tancucha polipeptydowego histonu (53, 54).

W komérkach hodowanych in vitro w obecnosci milimolowego roztwo-
ru maslanu sodu obserwuje sie znaczny wzrost stopnia acetylacji histo-
now. To spostrzezenie Riggs'a i wsp. (69) stalo sie podstawg po-
wszechnie stosowanej metody badania acetylacji histonéw. Po 24-godzin-
nym dziataniu maslanem sodu na komérki HelLa, w formie acetylowanej
wystepowato okoto 80% histonu H4 i H3 (31, 46, 70— 72). W pOzniejszych
badaniach wykazano, ze maslan sodu dziata jako inhibitor deacetylazy his-
tonowej oraz prawdopodobnie hamuje tempo obrotu metabolicznego grup
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acetylowych lizyny, ktére w normalnych warnikach jest wysokie (31, 38,
70, 71, 73— 78). Nalezy jednak pamietaé¢, ze mtsSlan sodu w stezeniu mi-
limolowym wpiywa na biochemie komérki (7(, 79). Po dziataniu masla-
nem sodu obserwowano zmiany w tempie wzostu i morfologii komarki
(77, 80— 86) oraz w zahamowaniu syntezy DIA i podzialu komoérkowe-
go (77, 87— 89). Stwierdzono, ze chromatyna aotylowana w obecnosci ma-
Slanu sodu jest bardziej podatna na trawienie nukleazami (90— 92). Poza
tym, po dziataniu na komoérki maslanem sodu jewna liczba enzymoéw wy-
raznie zwieksza swg aktywnos¢ (80, 90, 93, 94) i obserwuje sie produkcje
nowych biatek (83, 95— 98), na przyktad niehisonowego biatka IP5 w ko-
morkach mysich linii Friend (70).

IV. Enzymy biorgce udziat w acetylacji i deaotylacji histonow

Acetylacja reszt lizynowych w czgsteczce histonu jest katalizowana
przez acetylotransferazy, ktoére uzywajg acetTo-CoA jako donora grup
acetylowych (99, 100). Wyizolowano i czesciovo oczyszczono wiele form
acetylotransferaz specyficznych wobec histonov, o réznej masie czastecz-
kowej, réznych punktach izoelektrycznych i SYoistosci substratowej. Opi-
sano enzymy pochodzgce z watroby szczura (99 101, 102), z watroby sSwin-
ki morskiej (103, 104), cielecia (105, 106), z grasicy cielecej (107, 108),
z komérek HTC (109, 113), z Drosophila melcnogaster (110) oraz z larw
Artemia salina (111).

Z jadrem komoérek ssakdw zwigzana jest tcetylotransferaza A, ktdra
katalizuje in vitro z rézna wydajnoscia aceHacje wszystkich histonéw
rdzenia nukleosomalnego (101, 105, 107— 109). vlasa czgsteczkowa acetylo-
transferaz A wynosi 120 000— 150 000 (105, 1)7). Drugg forma tego en-
zymu jest acetylotransferaza B wystepujaca v cytoplazmie komoérek ssa-
koéw (12, 41, 100, 107, 109, 112). Enzym ten icetyluje wybiorczo wolny
(niezwigzany z DNA histon H3 (109) i histon 14 (12, 100, 107)). Wyizolo-
wano i oczyszczono acetylotransferaze z D. nelanogaster, ktéra prawdo-
podobnie petni funkcje analogiczng do funkcji acetylotransferazy B z ko-
morek ssakéw (110). Acetylotransferaza D. rmlanogaster acetyluje tylko
histon H4 w postaci wolnej, natomiast nie mocyfikuje histonu zwigzanego
z chromatyna.

Uwalnianie z czagsteczki histonu grup aceylowych jest katalizowane
przez enzymy, ktére atakujg amidowe wigzane pomiedzy grupa e-amino-
wag zmodyfikowanej lizyny a grupg karbonylcwg reszty acetylowej (114).
Deacetylaza histonowa jgder grasicy cielecej jest biatkiem o masie czgs-
teczkowej 150 000— 160 000 i optimum aktywnosci w pH 7.5— 85 (115).
Wykazuje ona selektywne dziatanie w stosunki do histonu H3 i H4. W pra-
widtowych komoérkach wystepuje niskoczgsttczkowy inhibitor deacety-
laz histonowych (14, 116) zwigzany z regiorami chromatyny aktywnej
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transkrypcyjnie (117). Dwa biatka niehistonowe HMG14 i HMG17 (por.
rozdz. V-2), moga dziala¢ jako .inhibitory deacetylazy histonowej (118).
Efekt wydaje sie by¢ swoistym dla biatek komdrek linii Friend, po-
niewaz podobne biatka innych komoérek nie wykazywaty analogiczne-
go efektu hamujacego. Poza tym stwierdzono, ze niehistonowe biatko H6
z jader pstraga o wiasciwosciach podobnych do witasciwosci HMG14
i HMG17 grasicy cielecej, nie hamuje aktywnos$ci deacetylazy histonowej
komoérek mysich (119). Sg dane wskazujace na funkcjonalne powigzanie
deacetylacji histonéw ze zmianami aktywnosci transkrypcyjnej komoérek.
| tak deacetylaza histonowa obecna jest w wysokoczgsteczkowych frak-
cjach chromatyny komoérek HelLa, ktérych wrazliwo$¢ na trawienie mi-
krokokalng nukleazg sugeruje obecnos¢ w nich sekwencji aktywnych
transkrypcyjnie (120). Poza tym stwierdzono, ze podczas wczesnej embrio-
genezy (121), jak i podczas p6zniejszych etapow réznicowania komérko-
wego (115, 118) aktywnos$¢ deacetylazy zmienia sie wraz z szybkoscig syn-
tezy RNA roéznicujgcych sie komdérek. Prawdopodobnie deacetylaza his-
tonowa poprzez modulowanie stopnia acetylacji histonéw rdzenia nukleo-
somalnego bierze udziat w regulacji syntezy RNA.

Stopien zacetylowania histonéw chromatyny in vivo wynika ze sta-
nu réwnowagi procesdw katalizowanych przez acetylotransferazy i deace-
tylazy.

V. Wptyw acetylacji histonéw na funkcje i strukture chromatyny

V-1. Obecnoé$¢ acetylowanych histonéw w aktywnych domenach DNA

Chromatyna w komoérkach eukariotycznych ma strukture nukleoso-
malng (40), wystepujaca w chromatynie aktywnej jak i w nieaktywnej
(122— 124). Aby okresli¢ wptyw stopnia acetylacji histonéw na strukture
i funkcje chromatyny badano wrazliwo$¢ zwigzanego z nimi DNA na tra-
wienie nukleazami. Pierwsze pytanie stawiane w wielu laboratoriach
brzmiato: czy wysoki poziom acetylacji chromatyny w wyniku trakto-
wania komdérek maslanem sodu powoduje wzrost wrazliwosci na trawie-
nie DNazg 1? Wrazliwo$¢ na DNaze | wykazujg aktywne transkrypcyjnie
sekwencje DNA (14, 125— 130), a takze potencjalnie aktywne geny, ktore
byty lub beda aktywnie transkrybowane na pewnym etapie rozwoju ko-
morki (127). Po trawieniu DNazag | w standardowych warunkach (125)
obserwowano wzrost poczgtkowego poziomu trawienia w jadrach trakto-
wanych maslanem sodu (47, 131, 133). Obserwowano réwniez wzrost wraz-
liwosci na dziatanie DNazy | sekwencji DNA w chromatynie acetylowanej
chemicznie (52, 64).

Sekwencje aktywne sg takze wybiérczo uwalniane przez ograniczone
trawienie nukleaza mikrokokalng, ktéra trawi chromatyne w regionach
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sgsiadujacych z sekwencjami aktywnymi transkrypcyjnie (134, 137). Wy-
kazano, ze w chromatynie jader pstrgga sekwencje uwalniane po dziata-
niu nukleaza mikrokokalna sa powigzane z acetylowanymi histonami (33).
Stwierdzono jednak, ze wiekszg dostepnos$¢ zmodyfikowanej chromatyny
dla nukleazy obserwuje sie tylko we wczesnej (1— 2 minuty) fazie trawie-
nia (91) i dlatego prawdopodobnie w niektorych laboratoriach po dtuz-
szym trawieniu tym enzymem otrzymano monomery nieznacznie wzboga-
cone w acetylowane histony (47, 92, 132, 138).

Wystepowanie acetylowanych histonéw w aktywnych transkrypcyjnie
regionach chromatyny zostato takze potwierdzone w eksperymentach z za-
stosowaniem trawienia DNazg Il. Enzym ten wycina preferencyjnie re-
giony chromatyny aktywnej, ktdrag mozna oddzieli¢ od pozostatej czesci
chromatyny, wykorzystujgc jej rozpuszczalno$¢ w obecnosci jonéw mag-
nezu (140, 142). Frakcje chromatyny uwolnionej przez DNaze Il sa
wzbogacone w acetylowane histony (130, 139, 143).

Powyzsze wyniki sugerujg, ze acetylowane histony taczg sie z sek-
wencjami DNA o podwyzszonej wrazliwos$ci na trawienie nukleazami.

V-2. Znaczenie acetylacji histonéw w aktywacji gendéw

Szereg przestanek wskazuje, ze stopien acetylacji histonéw rdzenia
nukleosomalnego ma wptyw na aktywnos$¢ transkrypcyjng komérki. Pod
wptywem szoku termicznego (37°C) w jadrach komérek Drosophila me-
lanogaster nastepuje deacetylacja okoto 60%> histon6w rdzeniowych i jed-
nocze$nie obserwuje sie obnizenie tempa transkrypcji wielu genéw. Przy-
puszcza sie, ze w 37°C chromatyna przybiera posta¢ bardziej zbitg, a wiec
mniej dostepng dla polimerazy RNA (144). Z drugiej strony jednak istnie-
ja dane sugerujace, ze hiperacetylacja histonéw nie wpilywa na two-
rzenie struktur chromatyny wyzszego rzedu typu ,solenoidu” (145,
146).

Stopien acetylacji histonéw ulega podwyzszeniu we wczesnym sta-
dium aktywacji genow po indukcji hormonalnej rn.itogena.mi i poliamina-
mi (8, 22, 106, 147), natomiast niski jest w nieaktywnych regionach chro-
matyny (2, 13, 106). Obserwowano wzrost stopnia acetylacji histonow
w limfocytach traktowanych fitohemaglutyning (148), czy w komodrkach
moézgu szczura po dziataniu na nie estradiolem (149, 150). Reakcja acety-
lacji histonow poprzedza synteze RNA w hepatocytach po indukcji aktyw-
nosci aminotransferazy tyrozynowej przez insuline (151). Stwierdzono, ze
pod wptywem maslanu sodu zachodzi indukcja aktywnosci genu globino-
wego (95) i zasugerowano, ze wzrost stopnia acetylacji histonéw potgczo-
nych ze specyficznymi genami moze mie¢ wptyw na aktywnos$¢ trans-
krypcyjng. Rownocze$nie wykazano jednak, ze maslan sodu zapobiega
hormonalnej indukcji genéw owoalbuminy (152).
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Stopienn acetylacji histonéw rosnie we wczesnych stadiach aktywacji
genéw w jadrach watroby szczura po czes$ciowej hepatektomii (153).
Stwierdzono, ze komdrki tego samego narzadu, roznigce sie aktywnosScia
transkrypcyjna charakteryzujag sie réznym stopniem acetylacji histonow.
Np. w izolowanych jadrach neuronéw histony H3 i H4 wykazujg wyzszy
stopien acetylacji niz w jadrach komodrek glejowych moézgu (154). Acety-
lacja aktywnych transkrypcyjnie chromosomoéw jest wyzsza niz chro-
mosomoéw nieaktynowych np. u Plenococcus citria matczyny (ang. mater-
nal), aktywny transkrypcyjnie chromosom wigcza radioaktywny octan Kkil-
ka razy szybciej niz chromosom ojcowski (ang. paternal) zawierajacy nieak-
tywng transkryjcyjnie heterochromatyne (14). W wielojadrzastych orzes-
kach Stylonycha mytilus i Tetrahymena pyriformis w transkrypcyjnie
aktywnym makrojgdrze wystepuja wysoko acetylowane histony, podczas
gdy nieacetylowane histony obecne sa w nieaktywnych transkrypcyjnie
mikrojadrach (45, 155).

Wzrost stopnia acetylacji histonowej obserwowany jest w komoérkach
organizmow eukariotycznych po transformacji wirusem SV40 (37, 156,
157) i adenowirusem 2 (158). Obserwuje sie réznice stopnia acetylacji his-
tondéw podczas rozwoju i réznicowania. Badania erytrocytéw kaczki (159)
bedacych w réznych stadiach dojrzewania wykazaty, ze histon H5 —
swoisty dla erytrocytéw, ktérego synteza zachodzi po syntezie DNA, ulega
acetylacji w bardzo matym stopniu (160). W czasie gastrulacji u Arbacia
pnnktulata (61) i Rana pipiens (161) w okresie pomiedzy stadium blastuli
i gastruli wystepuje 2.5-krotny wzrost poziomu acetylacji histonu. W sta-
dium pluteus nie obserwowano wzmozonej modyfikacji histonéw. Ten
poprzedzajgcy gastrulacje wzrost stopnia acetylacji histonowej nie jest
powigzany ze spadkiem tempa deacetylacji, obnizeniem puli acetylo-CoA
czy tez wzrostem histonéw. Prawdopodobnie wzrost stopnia acetylacji his-
ton6w moze aktywowaé nowe geny czynne w procesie gastrulacji.

Podczas rozwoju miesni embrionéw kurczecia wzrasta szybkos$¢ acety-
lacji histonow i spada aktywnos$¢ deacetylazy histonowej (84, 115). Nato-
miast inaktywacji genéw towarzyszy wzrost stopnia deacetylacji histo-
now (42). Spadek stopnia acetylacji histonéw wraz ze wzrostem wieku
szczurow stwierdzono w jadrach komoérek watroby (162) i rdzenia moéz-
gowego (163). Deacetylacja histonéw rdzeniowych wystepuje w jadrach
komérek D. melanogaster po szoku termicznym (144). Hiperacetylacja his-
ton6éw prawdopodobnie powigzana jest z indukcjg transkrypcji nowych
unikalnych sekwencji DNA (164, 165). W komoérkach linii Friend po in-
kubacji z maslanem sodu akumuluje sie 38%, nie znajdowanych w kon-
trolnych komérkach transkryptéw syntetyzowanych z unikalnych sek-
wencji DNA (165).

Z nukleosomami zwigzana jest pewna grupa bialek niehistonowych
o wysokiej ruchliwosci elektroforetycznej nazywanych biatkami HMG
(ang. high mobility group), (6, 166). W komorkach eukariotycznych ziden-

7 Postepy Biochemii 2/85
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tyfikowano i opasano cztery biatka HMG oznaczone jako HMG1, HMG2,
HMG14 i HMG17 (167). Biatka HMG zlokalizowano w obrebie ,aktyw-
nych” podjednostek chromatyny (168— 171). Przy czym istnieja pewne
przestanki aby sadzi¢, ze biatka HMG1 i HMG2 powigzane sg z odcin-
kiem DNA lgczacym poszczegélne nukleosomy (172, 173), natomiast coraz
liczniejsze dane wskazujg, ze z aktywna chromatyna zwigzane sa biatka
HMG14 i HMG17. Biatka te sg niezbednym czynnikiem warunkujacym
wrazliwos¢ aktywnej chromatyny na DNaze | (174). I1zolowane z aktywnej
chromatyny biatka HMG14 i HMG17 po dodaniu do chromatyny nieak-
tywnej nie powodowatly wzrostu wrazliwosci na DNaze | gendw nieak-
tywnych. Wysunieto hipoteze, ze konieczny jest inny czynnik, ktéry tacz-
nie z biatkami HMG odpowiedzialny by¢ moze za nadanie pewnym regio-
nom chromatyny cech odrézniajgcych je od regiondw nieaktywnych. Po-
niewaz biatka HMG14 i HMG17 hamujg aktywno$¢ deacetylazy histono-
wej (27) wydaje sie prawdopodobne, ze witasnie tym dodatkowym czyn-
nikiem wspoétdziatajgcym z biatkami HMG w aktywacji gendw sg acetylo-
wane histony.

V-3. Wptyw acetylacji histonéw na strukturge nuklcosomu

Przytoczone wyzej dane sugerujg, ze wzrost stopnia acetylacji histo-
néw wptywa na modyfikacje struktury i funkcji chromatyny, nie ttuma-
cza jednak mechanizmu tych zjawisk. Prze$ledzenie tej zaleznosci byto
mozliwe dzieki opracowaniu metod izolowania histonéw wykazujacych
réozny stopien acetylacji (42). Biatka histonowe H4 rozdzielono na natu-
ralnie wystepujace podfrakcje: mono- i dwuacetylowane. Obie te formy
tacza sie z DNA, a metodag dichronizmu kotowego wykazano, ze forma mo-
noacetylowana histonu 114 w poréwnaniu z formg nieacetylowang powo-
duje mniejsze deformacje struktury drugorzedowej DNA (175).

Obecnie uwaza sie, ze acetylacja histonéw w nukleosomie jest czesScig
mechanizmu prowadzacego do ,otwarcia” nukleosoméw umozliwiajgcego
transkrypcje lub replikacje DNA (146, 176). Fizykochemiczne aspekty te-
go zjawiska przedstawione zostaty przez grupe Bode (47, 72, 177, 178).
Spostrzezono, ze hiperacetylacja histonéw H3 i H4 komorek jajowych
chomika pod wptywem maslanu sodu zmienia oddziatywania histonéw
pomiedzy soba oraz pomiedzy histonami a DNA. Pewien region czastecz-
ki H3 zawarty we fragmencie N-koncowym jest szczeg6lnie podatnym na
modyfikacje; wywnioskowano to z jego podatno$ci na proteolityczng de-
gradacje (177, 179).

Regiony DNA zasocjowane z acetylowanymi histonami sg preferen-
cyjnie trawione przez DNaze | bez wzgledu na to, czy acetylacji ulegajg
histony juz istniejgce w komérce, czy tez nowopowstate w obecnosci ma-
Slanu sodu (31, 131, 137, 180, 181). Regiony chromatyny preferencyjnie



ACETYLACJA HISTONOW 315

trawiome przez DNaze | zawierajg prawdopodobnie nukleosomy o zmie-
nionej konformacji. Takie zmiany strukturalne mogg by¢ spowodowane
przez hiperacetylacje, natomiast mono- czy dwuacetylacja jest zbyt ma-
tym bodzcem dla indukowania transkrypcji (31, 180). Zdolnos¢ do wzajem-
nych oddziatywan pomiedzy nukleosomami moze zmienia¢ sie wraz ze
zmiang stopnia acetylacji histonéw rdzenia nukleosomalnego (135). Jednak
nawet w wysokim stezeniu maslanu sodu nie wszystkie klasy rdzenio-
wych histonéw ulegajg acetylacji. W kazdej ich grupie zawarta jest pe-
wna podklasa, ktérej histony pozostajg w formie niezmodyfikowanej. Wy-
kazano, ze histony tatwo ulegajgce aceytlacji reagujg na dziatanie masla-
nem sodu duzo szybciej niz cata grupa tych biatek (73).

Z doswiadczen nad hybrydyzacja RNA—DNA wiadomo, ze tylko okoto
10% DNA w komoérce ssakéw jest transkrybowane dajac heterogenny,
jadrowy RNA (171), natomiast az 40% histonéw H3 i H4 ulega acetylacji.
Chociaz wiele prac sugeruje zwigzek funkcjonalny pomiedzy acetylacja
histonéw a transkrypcja to jest prawdopodobne, ze regiony chromatyny
nieaktywnej transkrypcyjnie tez zawierajg zmodyfikowane histony (182),
réznigce sie od histonéw z region6w transkrybowanych tempem i obszarem
acetylacji. Stwierdzono, ze mozna wyr6zni¢ dwie klasy acetylowanych
histonéw. Histony klasy | skiadaja sie nie wiecej, niz z okoto 15% kazdego
z histonoéw, oprécz HI. Histony te sa szybko hiperacetylowane (t12 —
7 min dla monoacetylowanego H4) i szybko deacetylowane (t12 — 3 do
7 min). Histony klasy Il sg deacetylowane z t12— 30 min a hiperacetylo-
wane duzo wolniej (t12 — 200 do 300 min dla monoacetylowanego H4).
Couvait i Chalkley (182) zaproponowali trzy hipotezy ttumacza-
ce wystepowanie histonéw ulegajacych szybkiemu i wolnemu obrotowi
metabolicznemu: hipoteza 1 sugeruje wystepowanie w czgsteczce histo-
noéw specyficznych aminokwasow, ktore ulegaja szybkiej modyfikacji. Np.
w tancuchu polipeptydowym histonu H4 z czterech ulegajgcych modyfi-
kacji aminokwaso6w trzy acetyluja sie wolno a jeden szybko. Hipoteza 2
zaktada mozliwo$¢ powstawania zmian konformacyjnych w czasteczkach
biatek histonowych, co moze powodowac¢ przechodzenie form wolno me-
tabolizowanych histonéw w formy szybko metabolizowane i odwrotnie.
Hipoteza 3 najlepiej poparta danymi doswiadczalnymi postuluje wystepo-
wanie dwoéch oddzielnych klas histonéw. Histony nalezace do kazdej z tych
klas roznig sie zdolnoscig wigzania enzyméw modyfikujgcych. Histony
nalezagce do pierwszej klasy sg tatwo dostepne dla enzymoéw i ulegaja
szybkiej hiperacetylacji i deacetylacji. Natomiast klasa druga obejmuje
histony wykazujace nizsze powinowactwo do enzyméw katalizujacych
reakcje modyfikujace.

Zaakceptowano do druku 14.10.1984 r.
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I. Wstep

Fragment genomu zawierajgcy informacje dla biatek powierzchnio-
wych komérek zwierzecych, odpowiedzialnych za rozréznianie ,swoje—
nieswoje” (self-nonself recognition) zwany jest gtéwnym kompleksem

*) Dr, Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, ul. Strzeszynska 30/36, 60-479 Poznanh.

Wykaz skréotéw: MHC — giéwny kompleks zgodnos$ci tkankowej, H-2 — gtéwny
kompleks zgodnos$ci tkankowej myszy, HLA — giéwny kompleks zgodnosci tkanko-
wej cztowieka.
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zgodnosci tkankowej (MHC — major histocompatibility complex). Odpo-
wiedni zesp6t gendéw stwierdzony w obrebie chromosomu 17 myszy ozna-
czono jako H-2, a analogiczny zesp6t stwierdzony w chromosomie 6 czto-
wieka oznaczono jako HLA (przeglad piSmiennictwa w 1).

Na rycinie 1 przedstawiono schematycznie strukture gtéwnego kom-
pleksu zgodnosci tkankowej myszy i cztowieka, zaznaczajac informacje
istotne z punktu widzenia badan molekularnych. Loci MHC i ich pro-
dukty dzielone sg umownie na trzy klasy. Loci H-2K, H-2D i H-2L myszy
oraz HLA-A, HLA-B i HLA-C cztowieka kodujg klasyczne antygeny trans-
plantacyjne zaliczane do klasy |, zaangazowane bezposrednio w reakcjach
odrzucania przeszczepow. Antygeny te obecne sa na powierzchni komoé-
rek niemal wszystkich tkanek, z wytaczeniem erytrocytéw i plemni-
kéw (2). Wiadomo, ze gtdwnym ich zadaniem jest umozliwienie rozpozna-
nia i zniszczenia przez cytotoksyczne limfocyty T komérek zakazonych
wirusem lub komoérek zmienionych nowotworowe (1, 2, 3, 4). Do klasy |
zaliczane sa rowniez antygeny Qa-1, Qa-2, 3 oraz antygeny TL zwane
antygenami réznicowania, strukturalnie bardzo podobne do antygenéw
transplantacyjnych, ktérych wystepowanie ograniczone jest do niewiel-
kiej podgrupy komérek pochodzenia szpikowego. Ich odpowiednikami
u cztowieka sg tzw. antygeny Qa/TL-podobne (Qa/TL-like).

H-2 /chiomosom 17/

klasa

HLA [ehromosom b/ QalTL =podobne

=SB0 .E.E.E.E FEE

geny n

O-r

klasa B e —
1 1 1

Ryc. 1. Struktura gtéwnego kompleksu zgodnos$ci tkankowej H-2 myszy obecnego
w 17 chromosomie (A) i HLA cztowieka obecnego w 6 chromosomie. W ich obrabie

kodowane sa antygeny powierzchniowe komoérek zaliczane do klasy | (tzw. antygeny
transplantacyjne), klasy 1l oraz biatka zaliczane do klasy |1ll (biatka osocza krwi
i komponenty komplementu). Antygeny Kklasy Il skiadajg sie z tancuchéw a i B
kodowanych oddzielnie w obrebie kompleksu.

Mysie antygeny klasy Il kodowane sg w obrebie regionu | chromoso-
mu 17, z ktérych biochemicznie najlepiej Scharakteryzowane sg antygeny
I-A oraz I-E. Ich odpowiednikami ludzkimi sg antygeny HLA-DC i HLA-
DR, kodowane w obrebie regionu D chromosomu 6. Podstawowa funkcja
antygenow klasy Il jest posredniczenie w oddziatywaniach limfocytow T
z makrofagami i limfocytami B, koniecznych do zapoczagtkowania odpo-
wiedzi immunologicznej typu humoralnego (produkcja przeciwciat) lub
supresji tejze (2, 5, 6). Do klasy Ill zaliczane sg biatka bedace skiadnikami
komplementu (1, 7), stabiej jak dotad poznane.
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Il. Antygeny i geny klasy |

Mysie antygeny H-2K, H-2D i H-2L oraz ludzkie HLA-A, HLA-B
i HLA-C, a takze pokrewne z nimi antygeny Qa, TL oraz Qa/TL-podobne
(Ryc. 1) sa glikoproteinami btonowymi, skiadajgcymi sie z tancucha ciez-
kiego o masie czgsteczkowej 47 000 oraz niekowalencyjnie z nim zwig-
zanej B2mikroglobuliny o masie czgsteczkowej 12 000 (1, 8). tancuch ciez-
ki zanurzony jest w bionie komodérkowej i w swej czesci zewnagtrzkomaor-
kowej potgaczony z dwiema ztozonymi resztami weglowodanowymi. tan-
cuch ciezki pozbawiony reszt cukrowcowych ma mase czgsteczkowag
43 000 (9) i skiada sie z trzech globularnych domen w czesci zewngtrz-
komdérkowej (al} a2 a3, zawierajacych ok. 90 reszt aminokwasowych kaz-
da, fragmentu srédbtonowego (ok. 40 reszt aminokwasowych) oraz domeny
cytoplazn.atycznej (wewnatrzkomoérkowej), zawierajacej ok. 30 reszt ami-
nokwasowych (10) (Ryc. 2A). Specyficzno$¢ antygenowa warunkuje czesé
zewnatrzkomorkowa tancucha ciezkiego, a obecnos¢ reszt cukrowcowych

oLy

i m

AVAVAVAYA'S.

COOH

b

I " " v v vi v vii
il
1 2 5 6 7

c.

*.m — m m — i — — 3
1 2 3

Ryc. 2. A. Struktura antygenu klasy |. Skiada sie on z tancucha ciezkiego, zakotwi-
czonego w bilonie komoérkowej (zakratkowany pas) oraz tancucha p2mikroglobuliny
(I2m). «i, -i2 u3 — globularne domeny zewngtrzkomoérkowej czesci tancucha ciezkie-
go. — S— S— mostki dwusiarczkowe. COOH- koricowa grupa karboksylowa. B. Struk-
tura genu tanncucha ciezkiego. Cyframi rzymskimi oznaczono eksony, arabskimi —
introny, fragment zakreskowany — region nie ulegajacy translacji. C. Struktura
genu p2mkroglobuliny (oznaczenia jak wyzej).
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nie ma na nig wpitywu (9). Domeny a2 i a3tancucha ciezkiego zawierajg
mostki dwusiarczkowe (10).

Metodami serologicznymi stwierdzono, ze antygenty transplantacyjne
charakteryzujg sie znacznym polimorfizmem. U myszy wykazano 50— 100
roznych alleli mogacych wystepowac¢ w loci H-2K i H-2D, zas w odpo-
wiednich loci genomu ludzkiego (HLA-A, HLA-B, HLA-C) moze poja-
wiaé¢ sie ok. 30 réznych alleli. Te roznorodnos¢ poteguje takze heterozy-
gotycznos¢ genéw MHC.

I1-1. Geny tancucha ciezkiego

Informacyjny RNA tancucha ciezkiego antygendéw klasy | ma stalg
sedymentacji 17S (11) i wystepuje w niewielu kopiach w komodrce (anty-
geny zgodnosci tkankowej stanowig 0.05— 0.1°/0 puli biatek komdérkowych),
co powaznie utrudniato jego wydzielenie. Uzyskane preparaty specyficz-
nego mMRNA (11, 12, 13, 14) pozwolity na otrzymanie drogg odwrotnej
transkrypcji nici cDNA (15, 16), a te postuzyty jako sonda hybrydyzacyjna
do identyfikacji genéw kodujacych mysie antygeny H-2 (17) oraz ludz-
kie HLA (18). W pracowni Hooda wyizolowano i doktadnie scharakte-
ryzowano dwa klony bakteryjne zawierajgce fragmenty mysiego DNA
z dwoma genami z obrebu MHC, ktére jako pierwsze zostaty w petni
zsekwencjonowane. Analiza sekwencyjna wykazata, ze ogélny schemat
budowy tancucha ciezkiego antygendéw klasy | (trzy domeny zewnatrz-
koimérkowe, czes¢ sSrdédbtenowa i domena wewnagtrzkomdérkowa) ma swe
odbicie w organizacji samego genu, zawierajgcego 8 ekson6w oddzielonych
7 intronami (Ryc. 2B). Ekson | koduje tahcuch 21 aminokwaséw, sposréd
ktérych 19 sg to aminokwasy hydrofobowe lub obojetne; odcinek ten sta-
nowi sekwencje sygnatowg umozliwiajgcg zakotwiczenie nowosyntetyzo-

wanego antygenu w btonie komodrkowej. Eksony II, IIl i IV kodujg ze-
wnatrzkomoérkowe domeny ai, a2i «3 ekson V — fragment wewnatrzbto-
nowy, za$ eksony VI, VII i VIII — cze$¢ cytoplazmatyczng tancucha ciez-

kiego (19). Analogiczng budowe ma gen ludzkiego antygenu HLA z tg
réznica, ze jego cze$¢ cytoplazmatyczna kodowana jest przez dwa, a nie
trzy, eksony (18).

Obydwa wyizolowane geny mysie (oznaczone 27.1 oraz 27.5) wykazujg
duze podobienstwo sekwencyjne: eksony sg homologiczne w 87°/0, a intro-
ny w 80%, z wytgczeniem |IOOO-nukleotydowej insercji w intronie 3 ge-
nu 27.1 (20). Ta insercja ma charakter transpozonu, czyli elementu ru-
chomego w genomie, ograniczonego z obu stron wysoce powtarzalnymi
sekwencjami nalezagcymi do tzw. rodziny Alu (21). Przy pomocy transfor-
macji (DNA-mediated gene transfer) wykazano, ze gen 27.5 koduje czas-
teczke H-2Ld (22), za$ gen 27.1 jest pseudogenem wystepujacym w regio-
nie Qa-2,3 (19). Czasteczki L it produkowane przez mysie komérki L trans-
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formowane przez gen 27.5 okazatly sie identyczne pod wzgledem bioche-
micznym, immunologicznym i funkcjonalnym z czgsteczkami Ld obecny-
mi na powierzchni komérek S$ledziony myszy, ktére uzyto jako donory
genu 27.5 (22). Tej samej metody uzyto do identyfikacji innych genéw
kompleksu H-2 (17).

Aby zbada¢ wzajemne potozenie poszczeg6lnych genow w komplek-
sie H-2 sklonowane wigkszy fragment DNA mysiego chromosomu 17. Oka-
zato sie, ze w obrebie kompleksu H-2 mozna wyrézni¢ 13 zespoitdow ge-
néw (clusters) zawierajacych w sumie 36 oddzielnych gendéw klasy | (23).
Scharakteryzowany odcinek mysiego genomu zawierat 837 tysiecy par
zasad DNA mysiego chromosomu 17. Poszczegblne zespoty genéw wahaja
sie w wielkosci od 35 do 191 tysiecy par zasad i zawierajg od 1 do 7 ge-
néw. Gen 27.1 lezy w zespole skladajagcym sie z 7 gen6w — wszystkie ge-
ny majg te sama orientacje 5->3\ a wiec wszystkie transkrybowane sg
z tej samej nici DNA (23).

Analiza hybrydyzacyjna i sekwencyjna sklonowanego DNA wykazata,
ze ekson IV kodujacy trzecia domene zewnatrzkomérkowa (a3 tancucha
ciezkiego (patrz Ryc. 2A i 2B) charakteryzuje sie znacznie wiekszg sta-
toscig sekwencji niz eksony Il i Ill, kodujgce domeny i a2 Jednoczes$nie
stwierdzono znaczng homologie struktury domeny a3 z czescig statg tan-
cucha ciezkiego immunoglobulin. Ta homologia zdaje si¢ wskazywaé, ze
P2mikroglobulina, réwniez konserwatywna i sekwencyjnie homologiczna
z immunoglobulinami, oddziatywuje z taricuchem ciezkim w obrebie trze-
ciej domeny, wytwarzajgc strukture lll-rzedowga typu P, analogiczng z prze-
strzennym utozeniem tanicucha ciezkiego oraz tancucha lekkiego immu-
noglobulin (24, 25). Domeny axi a2sg prawdopodobnie zaangazowane w in-
terakcje komoérkowe, jak np. rozpoznawanie przez limfocyty T. Homolo-*
gia sekwencyjna genéw immunoglobulin i antygenow klasy | oraz analo-
gie w organizacji eksonéw i intronéw wskazujg na wspélne pochodzenie
ewolucyjne rodzin tych genow (24).

Nie jest sprawg ostatecznie rozstrzygnietg ile z 36 wykrytych genéw
klasy | jest transkrypcyjnie czynnych. Wiadomo, ze tylko 6 z nich koduje
serologicznie zdefiniowane antygeny powierzchniowe — sg to geny H-2Kd
H-2D'], H-2L" oraz dwa geny TL (17, 25, 26). Pozostate sg albo nieczyn-
nymi pseudogenami (19), albo koduja jeszcze niezidentyfikowane biatka
powierzchniowe (np. niepolimorficzne biatka, niewykrywalne przy uzyciu
klasycznych metod serologicznych) lub antygeny réznicowania, ktérych
ekspresja ograniczona jest do pewnych tylko stadiéw rozwojowych i pe-
wnych tylko tkanek, nie zbadanych pod wzgledem generowania wytwa-
rzania surowic allogenicznych (17). Inng mozliwoscig jest produkcja form
cytoplazmatycznych lub wydzielniczych antygendéw klasy I. Wiadomo, ze
pseudogenem jest wspomniany juz gen 27.1 (Ryc. 2B), znaleziony w re-
gionie Qa-2,3 kompleksu H-2 (19). Zawiera on przedwczesny kodon ter-
minujacy przy koncu eksonu kodujgcego fragment Sréodbtonowy (ekson V).
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Moze to oznaczaé, ze gen 27.1 koduje niepetig czasteczke antygenu, nie-
zawierajgcg domeny cytoplazmatycznej; uwazi sie, ze taka czgsteczka mo-
ze by¢ forma wydzielniczg antygenu (24, 27. Nie mozna tu wykluczy¢
mozliwosci, ze wystepuje tu zjawisko tzw. alernatywnego cigcia i tgcze-
nia RNA (alternative RNA splicing), pozwaajace na uzyskanie dwoch
roznych biatek na podstawie informacji zawatej w jednym genie, jak to
ma miejsce w przypadku syntezy form wylzielniczych lub btonowych
tancucha ciezkiego immunoglobulin (19, 24, 8, 29).

11-2. Gen Rmikroglobuliny

Drugim skiadnikiem czgsteczki wszystkicl antygenéw klasy | jest (3
mikroglobulina, nieglikozylowane biatko o maie czgsteczkowej 12 000, zbu-
dowane z 99— 100 aminokwasow, niekowalenc/jnie potgaczone z czescig ze-
wnatrzkomoérkowa taricucha ciezkiego (1, 9, 0, 31). Funkcja jaka Gmi-
kroglobulina peini w czgsteczce antygenu radal nie jest znana. Jedng
z waznych cech charakterystycznych tego bi.tka jest znaczna miedzyga-
tunkowa homologia jego sekwencji. Mimo, z P2mikroglobulina wchodzi
w skiad wszystkich antygendéw klasy I, nie jat ona kodowana w regionie
genomu zawierajacym gtowny kompleks zgodiosci tkankowej. Geny P2mi-
kroglobuliny znaleziono w chromosomie 2 nyszy oraz w chromosomie
15 cztowieka (33). mMRNA kodujgcy P2mikro[lobuline ma statg sedymen-
tacji 10S (11, 12, 13, 34) i stanowi 0.03% pili komo6rkowego mRNa, zas
sama P2mikroglobulina stanowi 0.1% puli butek komérkowych (35). Po-
dobnie jak w przypadku tancucha ciezkiego 29) stwierdzono, ze na ma-
trycy jednego genu 8§2mikroglobuliny moga ty¢ transkrybowane czastecz-
ki mMRNA réznigce sie miedzy sobg wielkosci* 3'-regionu nie ulegajgcego
translacji (36). Produkty syntetyzowane na m.trycy takich r6znych mRNA
moga mie¢ rézne przeznaczenie (np. asocjacjaz tannicuchem ciezkim lub se-
krecja).

Sklonowany cDNA (Vmikroglobuliny (3f) po§tUZyt do Wyizolowania
i charakterystyki genéw kodujgcych P2mikoglobuline (37, 38). Analiza
hybrydyzacyjna wykazata, ze w mysim hapoidalnym genomie znajduje
sie tylko jeden gen (B2mikroglobuliny, brak :as jakichkolwiek pseudoge-
néw i genéw o homologii sekwencyjnej wiekzej niz 70% w stosunku do
genu mikroglobuliny. Sekwencje reprezenowane w dojrzatym mRNA
P2mikroglobuliny kodowane sa przez 4 eksciy oddzielone w genie 3 in-
tronami (Rye. 2C). Wieksza czes¢ tancucha poipeptydowego kodowana jest
w obrebie eksomu Il (aminokwasy 3— 95). Aninokwasy 1 i 2 kodowane
sg tgcznie z sekwencja sygnatowag w obrebi- eksonu I, zas aminokwasy
96— 99 w obrebie eksonu IIl. Wielko$¢ 5'-rejionu nie ulegajacego trans-
lacji nie jest ustalona.

Dawniej juz zwrdécono uwage (39), ze striktura I- i Il-rzedowa P2mi-
kroglobuliny jest podobna do struktury I- iil-rzedowej domen tancucha
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ciezkiego immunoglobuliny (wielko$¢ ok. 90 reszt aminokwasowych, mo-
stek dwusiarczkowy spinajacy aminokwasy odlegte o 56 pozycji, homo-
logia sekwencyjna do 28°/0). Podobienstwo takie stwierdzono réwniez,
0 czym wspomniano juz wyzej, miedzy f}2mikroglobuling i domenag a3
tancucha ciezkiego antygendéw klasy | (24, 40). W zwigzku z tym uzasad-
niong wydaje sie hipoteza, ze geny tancucha cigezkiego antygenéw klasy I,
fi2niikroglobuliny oraz immunoglobulin wywodzg sie z jednego wspoélne-
go genu pierwotnego. Dodatkowych argumentéw dostarcza réwniez po-
rownanie struktury samych genéw. We wszystkich trzech przypadkach
poszczeg6lne eksony kodujg funkcjonalne odcinki (domeny) tancuchow
polipeptydowych. Ponadto wszystkie miejsca ciecia i tgczenia (splice junc-
tions) na pograniczach ekson/intron wykazujg znaczne podobiennstwo. Ho-
mologia sekwencji tych genéw waha sie w granicach 50— 65°/0.

Wykazano znaczne podobienstwo miedzygatunkowe p2mikroglobuli-
ny (1). Sekwencja aminokwasowa P2mikroglobuliny mysiej i ludzkiej wy-
kazuje homologie w 68°/0 (41), a sekwencje nukleotydowe odpowiednich
region6w kodujgcych nawet w 72%. Najwieksze podobienstwo ma miej-
sce w obrebie eksonu Ill, gdzie stwierdzono homologie w 95% (37).

Stwierdzono, ze defekt genetyczny w mutantach mysich linii komér-
kowych, nie wykazujacych ekspresji antygenéw H-2 i TL, polega na braku
genu Rmikroglobuliny, przy zachowanych i czynnych transkrypcyjnie ge-
nach tarnicuchéw ciezkich (37).

Wydaje sig, ze pojedynczy gen P2mikroglobuliny ,obstuguje” swym
produktem wszystkie znane antygeny klasy I, podobnie jak produkowana
przez pojedynczy gen podjednostka a wchodzaca w skitad czterech roéz-
nych hormonéw biatkowych (HGT, TSH, FSH i LH) i taczaca sie z r6zny-
mi, cho¢ ewolucyjnie ze sobg pokrewnymi podjednostkami P (42). Ré6zni-
ca w wielkosci polimorfizmu strukturowego @ mikroglobuliny i tancu-
chow ciezkich jest tatwo wytlumaczalna poprzez réznice w ilosci genow
obu biatek.

I11. Antygeny i geny klasy Il

Scharakteryzowano dwie grupy mysich antygenéw la, kodowanych
w obrebie podregiondéw I-A i I-E. Tak czagsteczki I-A, jak i I-E skiadaja sie
z dwoch podjednostek glikoproteinowych. tancuchy ciezki (Aa) i lekKki
(A(3) antygenéw I-A majg mase czasteczkowag odpowiednio 35 000 i 26 000,
za$ analogiczne tancuchy antygendéw I-E: 32 000 (Ea) i 29 000 (EP). Ich
ludzkie odpowiedniki stanowig antygeny HLA-DC i HLA-DR (5, 6, 43, 44).
Zarowno tancuch a, jak i fi zbudowany jest z 229 aminokwasow. Czes$¢ ze-
wnatrzkomoérkowa tancucha a zawiera 191 aminokwasoéw, czes¢ wewnatrz-
btonowa 23 wytgcznie hydrofobowe aminokwasy, zas do cytoplazmy zwro6-
cona jest cze$¢ tancucha skiadajgca sie z 15 aminokwaséw (45). Analo-
gicznie, odpowiednie czesci tancucha P zawierajg: 198, 21 i 10 aminokwa-
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séw (46). Czes¢ zewnatrzkomdrkowa obu tancuchéw antygenéw HLA-DR
dzieli sie na dwie domeny, z ktorych w tancuchu ( obydwie zawierajg
mostki dwusiarczkowe, za$ w tancuchu a tylko druga z nich (47) (Ryc.
3A). W zwigzku z faktem, ze tylko tancuchy 0 wykazujg znaczny poli-
morfizm struktury przyjmuje sie, ze wtasnie one zawierajg determinanty
antygenowe stanowigce o specyficznosci danego antygenu (47). Polimor-
fizm ten pochodzi wytgcznie ze zréznicowania struktury tanncuchéw poli-
peptydowych, gdy boczne reszty cukrowe i kwas sjalowy nie majag w nim
swego udziatu (48, 49). Wykazano, ze tancuchy (6 moga réznic¢ sie struk-
turg nawet w obrebie komdrek o tej samej specyficznosci serologicznej an-
tygenow DR (50).

a.
X, B,
S S
~
o(z \S s ”’z
COOH COOH
b.
1 " mn 1% v
Il -
1 2 3 4
c.
1 " 1 v ¥ Vi
1 2 3 4 5
Ryc. 3. A. Struktura antygenu klasy Il. Sktada sie on z tancucha ciezkiego a i tancu-

cha lekkiego (3@ Oba zakotwiczone sa w bionie komoérkowej (zakratkowany pas), «i,
a2 — globularne domeny zewngtrzkomoérkowej czesci tancucha «. fli, 2 — globularne
domeny zewnatrzkomoérkowej czesci tarnicucha p. —S—S— mostki dwusiarczkowe.
COOH- koncowa grupa karboksylowa. B. Struktura genu taricucha a. C. Struktura
genu tancucha B Cyframi rzymskimi oznaczono eksony, arabskimi — introny, frag-
ment zakreskowany — region nie ulegajgcy translacji.

Wykryto réwniez trzeci tancuch, oznaczany u ludzi DRy, u myszy Ii.
Ten nie polimorficzny tancuch nie pojawia sie na powierzchni komorki,
a prawdopodobnie tgczac sie z tancuchami a i 0 w obrebie retikulum en-
doplazmatycznego umozliwia ich witasciwe wzajemne interakcje i we-
wnatrzkomoérkowy transport poprzez aparat Golgiego do powierzchni ko-
morki (5, 51).
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I11-1. Struktura genéw klasy Il

Poréwnujac sekwencje genomowe i odpowiadajgce im sekwencje cDNA
ustalono, ze zaréwno mysie geny tancuchéw ciezkich Ea (52), jak i ludzkie
DRa (53, 54, 55) sktadaja sie z pieciu ekson6éw oddzielonych czterema in-
tronami (Ryc. 3B). Jak bywa i w przypadku innych genéw (56), ekson |
koduje 5’-region nie ulegajacy translacji, sekwencje sygnatowag i dwa
pierwsze aminokwasy domeny a¥ Eksony Il i Il koduja dwie zewnatrzko-
morkowe domeny a! i a2 Ekson IV zawiera informacje dotyczacag trzech
elementéw strukturowych tancucha ciezkiego: kroétkiego peptydu tacza-
cego domene «2 z fragmentem S$rédbtonowym, fragment $rédbtonowy
i krotkg domene cytoplazmatyczng. Ekson V zawiera sekwencje kodujaca
3’-region nie ulegajacy translacji, znajdowany w dojrzatym mRNA. Zgru-
powanie informacji dotyczgacych roznych elementéw strukturowych w
eksonie IV ro6zni sie cd organizacji genéw klasy | (18, 19). Wykazano tez
(52), ze ekspresja genu Ea nie wymaga przegrupowania genu, tak jak ma
to miejsce w wypadku immunoglobulin (28, 57).

Poréwnanie sekwencji genow Ea i DRa ujawnia znaczng homologie
w obrebie eksonéw (75— 80°/0) i znacznie mniejszg homologie pomiedzy in-
tronami. 3’-regiony nie ulegajgce translacji rowniez réznig sie znacznie od
siebie (52). Z poréwnania sekwencji taricuchéw polipeptydowych Ea i DRa
wynika, ze domeny ali a2wykazujg homologie w 80% i 84%. Najbardziej
réznig sie od siebie domeny cytoplazmatyczne (zaledwie 53% homolo-
gii) (52).

Analiza sekwencji klonéw cDNA i klonéw genomowych mysiego genu
Aa (58) wykazata znaczng homologie domeny a2z immunoglobulinami.

Znaczne podobiennstwo wykazujg réwniez geny tancuchéw lekkich: my-
sie geny A]5 (54) i ludzkie DR$ (46, 59). Sktadaja sie one z 6 eksondéw, od-
dzielonych 5 intronami (Ryc. 3C). Ekson | koduje peptyd sygnatowy
i pierwsze 5 aminokwasow, eksony Il i Il — zewngtrzkomérkowe domeny
Pi i P2 ekson IV — fragment wewngatrzbtonowy, ekson V — cze$¢ domeny
cytoplazmatycznej, ekson VI — pozostatg czes¢ domeny cytoplazmatycz-
nej i 3'-region nie ulegajacy translacji.

Sekwencje aminokwasowe tancuchéw A5 i DRft wykazuja 75% homo-
logii. Fragmentami najbardziej r6znigcymi sie sa odcinki tgczace dome-
ny Pi i P2obu tancuchéw (59). Uderzajaca réznice stanowi 9 dodatkowych
aminokwas6w w domenie wewnatrzkomoérkowej mysiego taricucha I-AP,
kodowanych przez oddzielny ekson (Ryc. 3C, ekson V). Mozna przypusz-
czac, ze rézne formy mysiego I-A0O mRNA moga powstawaé przez wyciecie
sekwencji odpowiadajacej eksonowi V (alternatywne ciecie-tgczenie), ana-
logicznie jak postuluje sie to dla antygenéw klasy | (19) (patrz tez pod-
rozdziat 11-1). Mozliwe tez, ze w procesie ewolucji ekson V ulegt delecji
w ludzkim genie DJ?P (59).

i
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I11-2. Organizacja molekularna mysiego regionu | oraz ludzkiego D

Mysi region | dzielony jest zwykle przez immunogenetykéw na 5 pod-
regionow: I-A, I-B, I-J, I-E oraz I-C (5). Obecnie znane sg wyniki pierw-
szej petnej analizy zbioru klonéw genomowych zawierajgcego sumarycz-
nie odcinek o diugosci ok. 200 tys. par zasad, odpowiadajgcy kompletne-
mu regionowi | mysiego chromosomu 17 (60). Stwierdzono nastepujaca
kolejnos¢ genow kodujgcych antygeny klasy Il (w porzadku od centro-
meru do telomeru): Aa, A$, E/3, Ea. Trzy pierwsze z nich kodowane sa w ob-
rebie podregionu I-A, ostatni w obrebie I-E. Gen Ea ma orientacje 5->3’
przeciwng do pozostatych zidentyfikowanych genow klasy Il. Pomiedzy ge-
nami Efi i Ea stwierdzono obecnos$¢ jeszcze jednego genu, oznaczonego Ej32
ktéry odpowiada prawdopodobnie ludzkiemu genowi DCJ3. W sumie ge-
nom myszy szczepu BALB/c zawiera 2 geny a i 4—6 gendw /2 Kwestig

sporng jest rozmieszczenie podregionéw I-B i I-J, ktére na wszystkich ma-
pach genetycznych lokowane byty pomiedzy podregionami I-A i I-E. Ana-
liza mapy molekularnej mysiego regionu | sugeruje, ze I-B i |I-J moga

wcale nie istnie¢ lub ze kodowane moga by¢ poza regionem I. Nie wyklu-
cza sie tez mozliwosci, ze dwa serologicznie zdefiniowane produkty ge-
nu |-J (tzw. supresorowe czynniki T (61)), mogg byc¢ identyczne z poli-
peptydami B3, antygenowo r6znymi od tych ostatnich dzieki odmiennym
modyfikacjom posttranslacyjnym (np. glikozylacja), albo tez moga po-
wstawa¢ w wyniku alternatywnego ciecia-tgczenia mRNA transkrybowa-
nego z eksonéw zawartych w obrebie podregionéw I-A i I-E (60).

(0] ile liczba sekwencji kodujgcych w obrebie mysiego regionu | od-
powiada w przyblizeniu serologicznie ocenionej ilosci ich produktéw, o tyle
ludzki region D wydaje sie bardziej skomplikowany (62). W jego obrebie
zidentyfikowane zostaty trzy loci, zmapowane w rdéznych podregionach:
SB (63), DC (64) (prawdopodobnie identyczny z opisanym przez innych
autoréw locus DS (43)) i DR (6), z ktérych kazdy koduje tancuchy a i »
antygenu powierzchniowego o tej samej nazwie (Ryc. 1). Dotychczas wy-
izolowano klony cDNA i klony genomowe genow tancuchéw a i Bantyge-
néw DR i DC oraz klon cDNA genu SBa (65). Stwierdzono, ze haploidal-
ny genom ludzki zawiera co najmniej 5—6 gendéw tancuchow ciezkich a:
jeden DRa, 3- 4 DCa i jemu pokrewnych (hybrydyzujgcych z odcinkiem
cDNA DCa, tzw. DXa) oraz jeden SBa (66). Tak znaczna r6znica w liczbie
genéw tancuchéw a cztowieka i myszy zdaje sie wskazywaé, ze dupli-
kacje w obrebie regionu D miaty miejsce juz po ewolucyjnym rozdzieleniu
linii rozwojowych myszy i cztowieka. Analiza mutantow delecyjnych ko-
morek ludzkich wskazuje tez, ze geny tancuchéw a nie wystepujg w po-
staci zespotu, ale sg raczej szeroko rozrzucone w obrebie regionu HLA na
krotkim ramieniu chromosomu 6.

Wykazano réwniez, ze w genomie ludzkim znajduje sie przynajmniej
6 genéw tancucha (3 trzy DR/3, dwa DC/? i co najmniej jeden SBfi (49, 65,
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67). Biorgc pod uwage znaczny polimorfizm struktury tancuchéw @ osza-
cowano teoretycznie, ze zar6wno genom ludzki (68), jak i mysi (40) moze
zawiera¢ 20— 40 alleli w jednym locus tych gendéw. Wstepne doniesienia
sugerujg, ze genom mysi zawiera tylko jeden gen I-A/3 (59).

Wyizolowano réwniez geny tahcucha niezmiennego (DRy u ludzi, li
u myszy). Stwierdzono, iz geny te ulegaja ekspresji wytacznie w limfocy-
tach B i nie wystepujg ani w chromosomie 6 cztowieka, ani tez w chromo-
somie 17 myszy (65).

1V. Biatka i geny klasy 111

Do klasy IlIl nalezag kodowane w obrebie ludzkiego MHC biatka —
komponenty dopetniacza C2 (masa czgsteczkowa 117 000), C4 (230 000), C8
(150 000) oraz czynnik B wuktadu properdyny (Bf, masa czgsteczkowa
100 000) (7). U myszy odpowiadaja im biatka Ss i Slp, ktére majg mase
czasteczkowg 200 000, sktadajg sie z trzech kowalencyjnie potgczonych
tancuchow polipeptydowych a (masa czasteczkowa 87 000), P (78 000), y
(33 000) oraz sktadnik C4 klasycznego toru aktywacji dopetniacza (1).

Jak dotad wyizolowano klony cDNA i klony genomowe specyficzne
dla C4 i Bf. Gen skiadnika C4 dopetniacza znajduje sie w 2— 3 kopiach na
haploidalny genom ludzki. Ustalono réwniez strukture genu ludzkiego
czynnika B. Jego sekwencja kodujgca podzielona jest na 11 eksondw,
a reszty aminokwasowe tworzace miejsca aktywne kodowane sg w trzech
oddzielnych eksonach, podobnie jak w wypadku innych proteaz seryno-
wych (do ktérych Bf sie zalicza) (65).

V. Uwagi koncowe

Badania strukturalne gendéw gtéwnego kompleksu zgodnosci tkanko-
wej, prowadzone przy uzyciu metod rekombinowania DNA in vitro, przy-
blizajg nas coraz bardziej do wyjasnienia molekularnych podstaw funk-
cji tych antygenéw. Opublikowano juz pierwsze wyniki doswiadczen nad
ekspresjg antygenéow klasy | (22, 69) i klasy Il (67, 70) na powierzchni
komodrek transformowanych wyizolowanymi genami tych antygenoéw
i wynikajagce stad bezposrednie implikacje funkcjonalne. Ciggle jeszcze
nie rozwigzanym problemem jest kwestia mechanizmoéow powodujgcych
tak znaczny polimorfizm strukturowy antygenéw klasy | i Il. Wydaje sie,
ze sugerowany wczes$niej mechanizm zmiennosci, analogiczny do mecha-
nizmu obserwowanego u Trypanosoma (71), nie potwierdza sie w przy-
padku MHC. W zamian proponuje sie raczej mechanizm polegajacy na
drobnych zmianach sekwencji odpowiednich genéw (zmiany jednego do co
najwyzej kilku nukleotydéw) (59). Pytaniem ciggle pozostajagcym bez od-
powiedzi jest, w jaki spos6b tak drobne zmiany informacji genetycznej
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mogg powodowac tak znaczne r6znice odpowiedzi immunologicznej (40, 65,
72, 73).

Problemem bezposrednio taczacym sie z polimorfizmem jest ewolucja

genéw MHC. Omawiane w tym artykule na konkretnych przykiadach
podobienstwa z immunoglobulinami, wydajg sie nie pozostawia¢ wat-

pliwosci co do wspdlnego pochodzenia genéw MHC i immunoglobulin,
cho¢ problem ten wymaga ciggle jeszcze ostatecznego wyjasnienia (24, 40,
65, 72, 74).

Wreszcie sama organizacja molekularna MHC wymaga dalszych ba-

dan biochemicznych, ktére pozwolg na uzupeinienie mapy kompleksu
o0 nowe geny (75, 76, 77), jednoznaczne okreslenie ilosci gendéw, ich roz-
mieszczenia w obrebie kompleksu oraz skorelowanie poszczegdlnych zma-
powanych loci z okreslonymi funkcjami i strukturami biatkowymi.

Zaakceptowano do druku 810.1984 r.
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I. Wprowadzenie

Kompleksy niskoczgsteczkowych RNA z biatkami wystepuja powszech-
nie w jagdrach komorkowych (ang. smali nuclear ribonucleoproteins —
snRNP) i cytoplazmie komorek eukariotycznych (ang. smali cytoplasmic
ribonucleoproteins — scRNP). Dzielg sie one na odrebne klasy, wystepu-
ja w komérce w duzej liczbie kopii, sa stabilne metabolicznie i konser-
watywne ewolucyjnie. Wzrost zainteresowania miskoczgsteczkowymi RNP
w ostatnich latach jest wynikiem stwierdzenia udziatu tych kompleksow
w procesie dojrzewania pierwotnych transkryptéw mRNA. Niskoczgstecz-
kowe RNP znane sg réwnoczesSnie jako antygeny rozpoznawane przez
specyficzne przeciwciata wytwarzane w niektérych chorobach tkanki tgcz-
nej. Poznanie struktury i funkcji antygenéw rybonukleoproteinowych po-
winno przyczyni¢ sie do zrozumienia dotad stabo poznanej patogenezy cho-
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rob autoimmunizacyjnych. Z drugiej strony, przeciwciata przeciw nisko-
czasteczkowym kompleksom rybonukleoproteinowym stanowig dogodna
sonde w badaniach biochemicznych dotyczacych snRNP lub scRNP.

Obszerna wiedza dotyczgca niskoczgsteczkowych RNA wchodzacych
w skiad czgstek rybonukleoproteinowych, doczekata sie licznych opraco-
wan zaréwno w piSmiennictwie zagranicznym (1—5) jak i polskim (6, 7).
Ws$réd nich prace Jaruzelskiej i Stomskiego w Postepach Biochemii do-
tyczgce struktury i funkcji (6) oraz kodowania (7) snRNA. W pismiennic-
twie krajowym brak jest natomiast przeglgdu wiadomos$ci na temat nis-
koczgsteczkowych komplekséw rybonukleoproteinowych (8, 9), ich struk-
tury, funkcji, antygenowego charakteru oraz reakcji z autoprzeciwciatami.
Praca niniejsza ma na celu przedstawienie obecnego stanu wiedzy na po-
wyzszy temat.

Il. Autoprzeciwciata
11-1. Wiadomosci ogdélne

Wytwarzanie przeciwciat przeciw sktadnikom wtasnego organizmu jest
charakterystyczng cecha chor6b autoimmunizacyjnych. Do tego rodzaju
schorzenn nalezg kolagenozy, czyli ukiadowe choroby tkanki tacznej: to-
czen ukiadowy (SLE — ang. systemie lupus erythematodes), zapalenie wie-
lomieSniowe (PM — ang. polymyositis), zapalenie skérno-migéniowe (DM —
ang. dermatomyositis), twardzina uogélniona (PSS — ang. progressive
systemie sclerosis), mieszana kolagenoza (MCTD — ang. mixed connec-
tive tissue disease), a takze pokrewne kolagenozom choroby reumatyczne:
reumatoidalne zapalenie stawow (RA — ang. rheumatoid arthritis) i ze-
sp6t Sjégrena (SS — ang. Sjogren syndrom).

Do najbardziej charakterystycznych autoprzeciwciat wytwarzanych
w chorobach tkanki tgcznej nalezg przeciwciata reagujgce ze skladnikami
jadra komdérkowego (ANA — ang. antinuclear antibodies), klasy 1gG, rza-
dziej IgM lub IgA (10). Antygenami rozpoznawanymi przez autoprzeciw-
ciala przeciwjadrowe moga by¢ czasteczki DNA (zaréwno dwuniciowego
jak i jednoniciowego (11, 12, 13), RNA (13, 14), biatka histonowe i niehis-
tonowe (15, 16, 17), a takze kompleksy DNA z biatkami (13, 15, 18).

W latach 1966— 1974 wykryto cztery klasy komodérkowych antygenow
rybonukleoproteinowych (RNA-biatko), rozpoznawanych przez autoprze-
ciwciata klasy IgG (16, 17, 19— 24), a mianowicie Sm, (UI)RNP (dawniej
nazywany antygenem RNP), La (syn. SS-B lub Ha) oraz Ro (syn. SS-A).
Antygeny rybonukleoproteinowe wystepujg w postaci odrebnych kom-
plekséw ztozonych z niskoczgsteczkowych RNA — jadrowych lub cyto-
plazmatycznych — zwigzanych z biatkami niehistonowymi.

Wytworzone kompleksy antygen:autoprzeciwciato mozna wykry¢ za-
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rowno w surowicy (22) jak i w niektérych tkankach (nerki, granica skoér-
no-naskérkowa) (10), w ktérych sa one odkiadane. Ponadto, w badaniach
prowadzonych w uktadzie in vitro stwierdzono, ze — wbrew powszechnie
przyjetej opinii o nieprzenikaniu przeciwciat do zywych komoérek — au-
toprzeciwciata anty-(UI)RNP moga byé pobierane przez zywe, jednoja-
drzaste komoérki (limfocyty i makrofagi) (25). Autoprzeciwciata anty-(Ul)
RNP sg pobierane za posrednictwem wystepujacych na powierzchni ko-
moérek receptoréow fragmentu Fc immunoglobulin, po czym sg transpor-
towane do jgdra, gdzie tworzg kompleksy z obecnymi tam jadrowymi an-
tygenami (UIRNP. Badania immunofluorescencyjne prowadzone in vivo
u 0so6b chorych na MCTD (z wysokim mianem przeciwciat anty-(UI)RNP
w surowicy) potwierdzity obecnos$¢ takich komplekséw w jagdrach komoérek
jednojgdrzastych (25).

11-2. Specyficzno$¢ autoprzeciwciat

Profil wytwarzania autoprzeciwciatl specyficznych wobec poszczegél-
nych antygenéw komoérkowych, jak réwniez czesto$¢ wystepowania okre-
Slonych autoprzeciwciat, sg odmienne w ro6znych jednostkach chorobo-
wych. Z danych zebranych w tabeli 1 (9, 10, 26, 131, 132) wynika, ze u cho-

Tabela 1

Wystepowanie przeciwciat przeciw antygenom komérkowym w chorobach reumatycznych (9, 10,
26, 131, 132)

Czesto$¢ wystepowania

Przeciwciata przeciw antygenowi Choroba
autoprzeciwciat (%)
natywny DNA (dwuniciowy i jed- SLE 50— 60
noniciowy)
jednoniciowy DNA (ssDNA) SLE 50— 60
jaderkowy RNA (4— 6S) PSS, SS 20— 25
biatka histonowe SLE 25— 30
RA 20
biatko chromosomalne Scl-70 (syn. PSS 15— 18
Scl-1)
biatko centromeru PSS (marker) 8
glikoproteina Mi-1 DM 87
Sm SLE (marker) 25— 30
(UI) RNP (syn. RNP) MCTD (marker), 95— 100
SLE 25—40
RA 10
RNP PSS 20
SS-B (syn. La, Ha) SS (marker) 60
SLE 10— 15
SS-A (syn. Ro) SS (marker) 70

SLE 30— 40
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rych na SLE moga wystepowac¢ autoprzeciwciata o kazdej z wymienio-
nych specyficznosci, chociaz wystepujg one nie we wszystkich przypad-
kach i nie zawsze rownoczesnie. Autoprzeciwciatlo anty-Sm spotykane
jest wytacznie w surowicy chorych na SLE (9, 27, 28) i jest przeciwciatem
markerowym dla SLE, ale wystepuje tylko w 25— 30% przypadkoéw tej
choroby. Jego obecno$¢ w surowicy jest wiec warunkiem wystarczajgcym,
chociaz niekoniecznym dla zaliczenia danego przypadku do SLE. W mie-
szanej kolagenozie (MCTD) specyficzno$¢ autoprzeciwciat wystepujacych
w surowicy jest ograniczona do anty-(UI)RNP oraz anty-ssDNA (anty-
jednoniciowy DNA). Autoprzeciwciato anty-(UI)RNP wystepuje w suro-
wicy prawie wszystkich chorych na MCTD (9, 27, 29). Jego obecnos$¢ w su-
rowicy nie wystarcza jednak, aby dany przypadek mozna byto zaliczyé¢
do MCTD, gdyz autoprzeciwciata o tej specyficznosci wystepuja réwniez
w surowicy chorych z zespotem Sjégrena, PSS lub SLE (27, 29, 131).

Jak wynika z powyzszych rozwazah, ewentualne diagnozowanie choréb
reumatycznych (chorob tkanki tgcznej) na podstawie badan serologicznych
wymagatoby przebadania nie jednej, lecz szeregu specyficznosci i okres-
lenia catego profilu autoprzeciwciat obecnych w surowicy osoby bada-
nej (10).

11-3. lzolowanie monospecyficznych autoprzeciwciat

Zar6éwno badanie immunochemiczne autoprzeciwciat jak i analiza skta-
du i antygenowego charakteru rozpoznawanych przez nie sktadnikéw ko-
morki, wymaga wyizolowania autoprzeciwciat o okreslonej specyficznosci
sposréd ich mieszaniny wystepujacej w surowicy (30). U niektérych cho-
rych surowica zawiera tylko jeden rodzaj autoprzeciwciat, np. tylko an-
ty-(UNDRNP; izolowanie frakcji IgG takiej surowicy pozwala na uzyska-
nie praktycznie monospecyficznego autoprzeciwciata. Znalezienie surowi-
cy nadajacej sie do izolowania autoprzeciwciat tga metodg wymaga jednak
przebadania probek pochodzacych od wielu chorych (zwykle metoda im-
munodyfuzji wobec standardowych antygenéw). Ponadto w niektérych ba-
daniach obecnos¢ nawet matej ilosci autoprzeciwciat o specyficznosci in-
nej niz wymagana moze by¢ — na skutek krzyzowych reakcji z antyge-
nem — przeszkodg w uzyskaniu wiarygodnych wynikéw. Problem izolo-
wania monospecyficznych autoprzeciwciat rozwigzano w ostatnich latach
dzieki wyprodukowaniu linii komérek hybrydoma, wytwarzajacych mono-
klonalne przeciwciata (30), poczatkowo anty-DNA (31, 32), anty-rRNA (33)
i anty-Sm (34, 35), a poOzniej rowniez anty-(UI)RNP (36). Komodrki hy-
brydoma uzyskano w wyniku fuzji mysich komérek nowotworowych (plaz-
macytoma czyli szpiczak) z komoérkami $ledziony myszy szczepu MRL,
ktére charakteryzujg sie obecnoscia w surowicy autoprzeciwciat anty-
DNA, anty-rRNA, anty-Sm lub anty-(UI)RNP (28).
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I11. Wykorzystanie autoprzeciwciatl do izolowania komérkowych
antygenéw rybonukleoproteinowych.

Wysoka konserwatywno$¢ miedzygatunkowa determinat antygeno-
wych, czyli miejsc odpowiedzialnych za antygenowy charakter komplek-
s6w rybonukleoproteinowych (20, 21, 37, 38), pozwala na wykorzystanie
monoklonalnych autoprzeciwciat mysich o specyficznosci anty-Sm lub
anty-(UI)RNP do wytrgcania odpowiednich snRNP z komérek innych ga-
tunkéw (np. ludzkich).

Najczesciej stosowane metody izolowania antygenowych kompleksow
rybonukleoproteinowych przy uzyciu specyficznych autoprzeciwciat obej-
mujg immunoprecypitacje oraz chromatografie powinowactwa. Skiad wy-
izolowanych kompleksé6w antygenowych oznaczany jest na podstawie au-
toradiografii rozdzielonych elektroforetycznie biatek i RNA. Wiekszos$¢ ba-
dann nad antygenami rybonukleoproteinowymd dotyczy antygenéw Sm
i (UDRNP. Antygeny Ro i La, jakkolwiek réwniez sg przedmiotem badan,
zostaly dotad scharakteryzowane w mniejszym stopniu.

IV. Antygenowe kompleksy rybonukleoproteinowe.

IV-1. Rybonukleoproteinowe kompleksy tworzgce antygeny Sm i (UI)RNP
IV-1.1. Lokalizacja w komérce i wzajemne powiazanie antygenéw Sm i (UI)RNP

Metoda posredniej immunofluorescencji oraz frakcjonowania komarek
wykazano, ze rybonukleoproteinowe antygeny Sm i (UI)RNP wystepuja
w jadrze komorkowym, a $cislej w nukleoplazmie (8, 14, 16, 17, 20, 21).
Antygen Sm moze sporadycznie wystepowac takze w cytoplazmie. Me-
todg immunodyfuzji wykazano fizyczne powigzanie antygenéw Sm i (Ul)
RNP (17, 39). Stwierdzono przy tym, ze antygen (UI)RNP jest podklasa
antygenu Sm (39).

IV-1.2. RNA w antygenach Sm i (UI)RNP

Analiza RNA obecnych w kompleksach rybonukleoproteinowych wy-
tracanych przez przeciwciata anty-Sm i anty-(UI)RNP, przeprowadzona
przez Lernera i Steitz (9, 37, 38) oraz innych badaczy (40) wy-
kazata, ze w skiad obu antygenéw wchodzg snRNA o diugosci 100 do 300
nukleotydéw, charakteryzujace sie wysoka zawartoscig urydyny oraz mo-
dyfikowanych nukleotydéw. Nalezg one do grupy okreslanej jako
UsnRNA. UsnRNA wystepuja powszechnie w jadrach komorek eukario-
tycznych i stanowig 3— 5°/0 catkowitego komdérkowego RNA (okoto 10°/o0
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jadrowego RNA), charakteryzujg sie duzg trwatoscig metaboliczng i wy-

sokg konserwatywnoscia sekwencji — zaréwno w obrebie r6znych tkanek
(1, 38) jak i ré6znych gatunkoéw (38, 41). Transkrypcja UsnRNA jest pro-
wadzona przez polimeraze RNA Il. Wazniejsze cechy poszczegélnych klas

UsnRNA przedstawiono w tabeli 2 (1—5).

Tabela 2
Charakterystyczne cechy UsnRNA.
Cechy UsnRNA Klasy UsnRNA _
ul u2 ua us ué 92]

lokalizacja na terenie jadra np np np np np jaderko
ilos¢ kopii w jadrze 106 5x 10s 105 2x10* 3x 105 3x 105
dtugos¢ (nukleotydy) 165 188(9) 139 118 106 216
struktura korca 5' 3mGppp 3mMGppp 3MGppp 3mGppp PPP 3mGppp
wytrgcane przez przeciw-
ciata:
anty-Sm + + + + +

anty-(UI)RNP

np — nukleoplazma
3nGppp — tréifosforan 2,2,7-tr6jmetyloguanozyny

W sktad obu antygenéw — Sm i (UI)RNP — wchodzi Ul snRNA lub
U1lA i UlB snRNA (9, 37, 38). W skitad antygenu Sm wchodza ponadto
U2, U4, U4 i U6 snRNA (9, 37, 38). W kompleksach rybonukleoproteino-
wych wytracanych z ekstraktow komérek owadzich (¢émy (38) i Droso-
phila (42)) przez przeciwciata anty-Sm i anty-(UI)RNP wystepujag RNA
o podobnych ruchliwosciach elektroforetycznych jak Iludzkie i mysie
UsnRNA, chociaz o znacznie mniejszym stopniu homologii sekwencji nu-
kleotydow.

Obserwowana w niektérych badaniach obecno$¢ RNA mniejszych niz
UsnRNA (4S, 5S i mniejsze (39, 43, 44)) moze by¢ — jak sie wydaje —
wynikiem degradacji RNA wchodzacych w skitad antygenéw Sm i (UI)RNP
(39, 44). Potwierdzeniem tego moze by¢ fakt, ze RNA mniejsze niz UsnRNA
nie posiadaja charakterystycznej struktury cap na koncu 5 (39). RNA
0 bardzo niskich ciezarach czgsteczkowych * obserwowane sg zwykle wte-
dy» gdy zrodiem antygenu sa komérki pochodzgce z grasicy réznych zwie-
rzat (44). Rozbieznosci dotyczace oceny wielkosci RNA wchodzacych w
sktad Sm i (URNP moga wynikaé¢ réwniez z r6znic w metodach izolacji
antygenéw (43).

Dodatkowe badania (9), w ktorych na ekstrakty jadrowe komérek HelLa
dziatano kolejno przeciwciatami anty-Sm i anty-(UI)RNP wykazaty, ze
Ul snRNA wystepuje w oddzielnym kompleksie rybonukleoproteinowym
niz pozostate UsnRNA (9, 38). Na podstawie analizy wielko$ci kompleksow

* Obecnie obowigzuje termin wzgledna masa czgsteczkowa.
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rybonukleoproteinowych uwaza sie, ze kazda z wytrgcanych przez oba
przeciwciata klas UsnRNA wystepuje w oddzielnym kompleksie z okres$lo-
nym zestawem polipeptydéw, jako UsnRNP (9, 37, 38, 42).

IV-1.3. Biatka w antygenach Sm i (UI)RNP

Biatka wytracane przez przeciwciata anty-Sm i anty-(UI)RNP nie zo-
staly dotad blizej scharakteryzowane. Wiadomo, ze nie sg to ani histony,
ani biatka zwigzane z heterogennym jagdrowym RNA (18, 37, 45), a istnie-
jace dane dotycza jedynie ich ciezaru czgsteczkowego obliczanego na pod-
stawie ruchliwosci elektroforetycznej (Tab. 3) (18, 37, 39, 40, 42, 46—
58, 133— 135).

W wiekszosci prac ciezary czasteczkowe biatek wchodzacych w skiad
antygenowych UsnRNP sg oceniane na 9 000— 35 000, rzadziej dodatkowo
na 60 000— 70 000. Kazdemu z UsnRNP przypisuje sie od 4 do 10 polipep-
tydéw. Badania komplekséw rybonukleoproteinowych uzyskanych droga
immunoprecypitacji wykazaty, ze UsnRNP wchodzace w skiad antygendéw
Sm i (UHDRNP zawieraja jednakowy zestaw kilku polipeptydéw oraz jedno
lub dwa biatka charakterystyczne dla poszczegélnych antygenéw. Roz-
bieznosci dotyczace liczby oraz wielkosci polipeptydéw wchodzacych w
sktad antygenéw Sm i (UI)RNP moga by¢ wynikiem kilku niezaleznych
czynnikéw. Jednym z nich jest dob6r materiatu, z ktérego sa izolowane
antygenowe kompleksy — obserwuje sie na przykiad znaczne réznice
w skiladzie biatkowym antygenéw Sm i (UI)RNP pochodzgcych z zamro-
zonych tkanek lub ekstraktow komérkowych w poréwnaniu z antygenami
pochodzacymi ze swiezych tkanek lub z linii komérkowych (18, 39, 50, 52,
59, 62, 64). Inng przyczynag rozbieznosci wynikéw moga by¢ ré6znice w me-
todach izolacji antygenéw (58, 60) lub detekcji wytraconych polipepty-
doéw (49). Wazng przyczyng niejednorodnosci wynikow dotyczgcych skia-
du biatkowego antygenéw Sm i (UI)RNP jest to, ze jedni autorzy anali-
zujg wszystkie biatka (antygenowe i nieantygenowe) wytrgcane jako kom-
pleks przez przeciwciato o danej specyficznosci (37, 42, 43, 49), a inni —
tylko te biatka, ktére reagujg z przeciwciatlem jako pojedyncze polipepty-
dy (42, 50, 55, 58). W drugim przypadku odrzuca sie zaréwno te biatka,
ktére nie majg antygenowego charakteru, a tylko wystepujg w jednym
kompleksie z biatkami antygenowymi, jak i te, ktérych determinanty an-
tygenowe wymagajg zachowania przez biatko struktury przestrzennej lub
zwigzania go z czgsteczkg RNA.

IV-1.4. Determinanty antygenowe Sm i (UI)RNP na kompleksach UsnRNP

Determinanta antygenowa Sm jest wspolna dla pieciu réznych snRNP:
Ul, U2, U4, U5 i U6 snRNP. Kompleks Ul snRNP ma oprdcz determinanty
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Sm jeszcze drugg, charakterystyczng dla niego determinante antygeno-
wg — (UDRNP. O odrebnosci determinant Sm i (U)RNP wchodzacych
w skiad kompleksu Ul snRNP Swiadczg m.in. wyniki badan prowadzonych
metodg radioimmunologicznag (9), w ktérych reakcja Ul snRNP z przeciw-
ciatem anty-Sm nie hamowata wigzania radioaktywnego przeciwciata an-
ty-(UIDRNP do tego kompleksu. Potwierdzeniem tego jest réwniez mozli-
wos$¢ rozdzielenia aktywnosci antygenu Sm od (UI)RNP w wyniku dyso-
cjacji kompleksu rybonukleoproteinowego w warunkach denaturuja-
cych (50).

Oba antygeny — Sm i (U)RNP — wykazujg wrazliwos¢ (zniesienie
reakcji ze specyficznym przeciwciatem) na dziatanie czynnikéw niszczag-
cych biatka (trypsyna lub fenol), a antygen (UI)RNP jest ponadto wrazli-
wy na trawienie RNazg (16, 18, 20, 21, 39, 44, 55).

Wiekszo$¢ danych wskazuje na to, ze determinante antygenowa Sm two-
rzg polipeptydy o ciezarach czagsteczkowych 25 000— 28 000 oraz 13 000—
16 000 (35, 38, 40, 42, 48, 50, 53— 56, 58, 59), tworzgce z poszczegdlnymi
UsnRNA bardzo trwate kompleksy. Determinante (UI)RNP tworzg praw-
dopodobnie jeden lub dwa wieksze polipeptydy o ciezarze czgsteczkowym
65 000 — 75 000 (45, 48, 54— 56, 58), zwigzane do$¢ stabo z kompleksem
Usn RNP (45, 54, 61, 62). Latwo ulegajg one proteolizie, stad czesto sa
wykrywane jako pochodne o mniejszym ciezarze czasteczkowym — okoto
30 000 — 40 000 (36, 39, 48, 50, 55, 56, 59). Czasteczka RNA w antygenie
(UDRNP moze stanowi¢ czes¢ determinanty rozpoznawanej przez specy-
ficzne przeciwciato. Mozliwe jest tez, ze obecno$¢ czasteczki RNA w anty-
genie (UI)RNP jest konieczna jedynie dla zachowania przestrzennej struk-
tury przez polipeptyd tworzgcy determinante antygenowg (40, 48, 63).
Sugeruje sie takze, ze obecnos¢ RNA w antygenie (UI)RNP moze by¢ ko-
nieczna dla utrzymania antygenowych polipeptydow w formie dostepnej
do reakcji z przeciwciatem (55). Ostatnie badania antygenu Sm wskazujg
na to, ze po doktadnym oczyszczeniu réwniez ten antygen wykazuje wraz-
liwos¢ na RNaze (53).

IV-1.5. Struktura przestrzenna antygenowych UsnRNP

W dos$wiadczeniach z trawieniem UsnRNP rybonukleazg z Micrococcus
(60) wykazano, ze — w przypadku Ul, U2, U4 i U5 snRNP — okreslone
fragmenty UsnRNA wchodzgacego w skiad kazdego kompleksu sa oporne
na nukleolize. Role ochronng przypisuje sie kilku biatkom o ciezarach
czasteczkowych 9 000— 14 000, bardzo silnie zwigzanych z UsnRNA. Wiek-
sze polipetydy wchodzace w skiad komplekséw UsnRNP sg zwigzane
z nimi znacznie stabiej i nie wptywajag na ochrone UsnRNA przed dziata-
niem RNazy. Fragmenty RNA chronione przed nukleoliza lezg zawsze
w okolicy konca 3' czgsteczki UsnRNA i cechuje je obecnos$é¢ sekwencji



350 E. ZIETKIEWICZ, R. SLOMSKI [14]

AU)iG (n”~ 3) oraz struktura jednomciowa otoczona dwoma regionami
dwuniciowymi. U6 snRNA, nie posiadajgcy sekwencji A(U)nG, nie zawiera
fragmentu chronionego przed atakiem RNazy. Sekwencje lezace na koricu
5" UsnRNA wystepujacych w kompleksach z biatkami nie sg chronione
przed nukleolizg. Stad przypuszcza sig, ze sa one wyeksponowane na
zewnatrz kompleksu i dostepne do oddziatywan z innymi biatkami i RNA
(60). Potwierdzeniem powyzszych przypuszczen sa wyniki badan (64)
z uzyciem przeciwciata anty-cap, reagujgcego ze strukturg cap (2,2,7-3nG),
charakterystyczng dla konca 5 UsnRNA. Kompleksy UsnRNP sg wytrg-
cane z lizatu jagdrowego przez specyficzne przeciwciata anty-cap. Stad
wniosek, ze koniec 5' UsnRNA zawierajgcy strukture cap jest wyekspono-
wany na zewnatrz kompleksu UsnRNP. Ciekawe, ze wytraceniu ulega
rowniez U6 snRNP, w sktad ktérego wchodzi U6 snRNA nie posiadajacy
struktury cap i nie reagujgcy z przeciwciatem anty-cap jako wolny RNA.
Swiadczyé to moze o istnieniu oddziatywan pomiedzy U6 snRNP a pozo-
statymi UsnRNP.

Proces organizowania sie UsnRNA i biatek w charakterystyczne kom-
pleksy jest na razie przedmiotem bardzo nielicznych badan. Wydaje sie,
ze wigzanie UsnRNA w kompleksy rybonukleoproteinowe zachodzi w cy-
toplazmie, gdzie UsnRNA sg przejsciowo obecne tuz po transkrypcji
(65— 67). Potwierdzeniem tego sg doswiadczenia DeRobertisa (68,
69), w ktérych wykazano, ze UsnRNA wstrzykniete do cytoplazmy oocy-
tow zaby sg przenoszone i gromadzone w jadrze komdérkowym. Wykazano
przy tym, na podstawie reakcji z przeciwciatami anty-Sm i anty-(UI)RNP,
wiazanie tych UsnRNA z biatkami obecnymi w cytoplazmie oocytéow.
Biatka wigzace sie z wstrzyknietymi UsnRNA sg przechowywane w cyto-
plazmde oocytéw (70) w formie kompleksu pieciu polipeptydéw o ciezarze
czasteczkowym 10 000 — 28 000 i dopiero po podaniu UsnRNA sa prze-
noszone do jadra komorkowego.

Stosujac translacje in vitro w uktadzie bezkomérkowym wykazano,
ze polipeptydy wchodzgce w skiad UsnRNP sg syntetyzowane na matrycy
oddzielnych mRNA (51). Syntetyzowane biatka w stosowanym uktadzie
doswiadczalnym wystepuja w postaci monomerow, ktére ulegaja czescio-
wej organizacji w kompleksy rybonukleoproteinowe.

IV-1.S. Zwigzek UsnRNP ze strukturami jadrowymi

Kompleksy UsnRNP wchodzgce w skitad antygenéw Sm i (UI)RNP
sedymentuja podczas wirowania w gradiencie gestosci sacharozy z szybko-
Scia 7—11 S (8, 17, 21, 37, 71, 72). Stata sedymentacji nieoczyszczonych
UsnRNP, analizowanych jako skiadniki catkowitego ekstraktu (lub lizatu)
jadrowego, zalezy od sity jonowej przygotowywanych preparatow. W wy-
sokich stezeniach soli (powyzej 0.15 M NaCl) UsnRNP sedymentujg z szyb-
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koscig okoto 10 S (tj. jako wolne kompleksy) (45, 49), natomiast w niskich
stezeniach soli (0.01— 0.1 M NaCl) sedymentujg we frakcjach 30 S lub
szybciej (38, 45, 73— 76). Frakcje te zawierajg jako gtéwny skiadnik hete-
rogenmy jadrowy RNA (hnRNA) zwiazany z biatkami w kompleks rybo-
nukleoproteinowy (hnRNP). Asocjacja UsnRNP z hnRNP moze by¢ spo-
wodowana wystepowaniem wigzan wodorowych pomiedzy UsnRNA
(zwtaszcza Ul i U2) a hnRNA (77, 78) lub oddziatywan$>miedzy biatkami
wchodzgcymi w sktad UsnRNP i hnRNP (73, 79, 136). Badania wrazliwosci
UsnRNA zwigzanych z hnRNP na trawienie RNazg z Micrococcus pozwo-
lity wstepnie zlokalizowa¢ poszczegélne UsnRNP w obrebie hnRNP (80);
U2 i U5 wystepujg we wnetrzu kompleksu hnRNP, a Ul — na jego po-
wierzchni. U6 snRNP jest silnie zwigzany z szybko sedymentujgcymi
strukturami jadrowymi, tzw. ziarnistosciami perichromatycznymi, wyste-
pujacymi w regionach jadra zawierajgcych szybko znakujgcy sie hnRNA
(80, 81).

We wczesnych badaniach, w ktorych we frakcjach zawierajacych
hnRNP stwierdzono obecnos¢ niskoczasteczkowych, trwatych metabolicz-
nie RNA sugerowano, ze UsnRNA sa strukturalnymi elementami hnRNP
(71, 73, 74, 82, 83). Wystepowanie UsnRNP w postaci odrebnych komplek-
sOw rybonukleoproteinowych (45, 84) o skiadzie biatkowym réznym niz
ten, ktoéry jest charakterystyczny dla hnRNP (18, 38) przemawia za funk-
cjonalnym a niie strukturalnym powigzaniem UsnRNA z hnRNP (37, 38).

Poza powigzaniami UsnRNP z hnRNP stwierdzono wystepowanie ko-
walentnych wigzan okoto 10°/0 Ul i U2 snRNP z dwunieiowym DNA (85).
Znaczenie tego zjawiska jest nieznane.

IV-1.7. Funkcja antygenowych UsnRNP

Funkcja UsnRNP wchodzacych w skiad antygenéw Sm i (UI)RNP
nie jest do konca wyjasniona. Konserwatywnos$¢, trwatos¢ metaboliczna
i duza ilos¢ tych czgstek w jgdrze komérkowym (5, 8, 9, 38, 72) sugerujg
udziat UsnRNP w podstawowych procesach zyciowych komorki.

Najwiecej danych dotyczy funkcji Ul snRNP. Uwaza sie, ze kompleks
ten bierze udzial w dojrzewaniu pierwotnych transkryptow mRNA (pre-
mMRNA), o czym Swiadcza: wystepowanie Ul snRNP w zwiekszonych
ilosciach w komoérkach aktywnych metabolicznie (38, 72), lokalizacja w
tych regionach jadra, gdzie zachodzi synteza i obrébka mRNA (asocjacja
z hnRNP (38, 72), wystepowanie wigzan wodorowych pomiedzy Ul snRNA
i hnRNA (78)). Coraz liczniejsze dane wskazujg na to, ze funkcja Ul snRNP
w obrébce pre-mRNA polega na udziale w wycinaniu sekwencji niekodu-
jacych — intronow (38, 72, 86). Koniec 5" Ul snRNA zawiera niezwykle
konserwatywng sekwencje (38, 75, 87), komplementarng do réownie kon-
serwatywnych sekwencji wystepujacych na granicy intron/ekson w pre-
mRNA (88, 89, 90) (Ryc. 1). Nukleotydy 2 do 10 — blizsze konca 5' Ul
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snRNA — sg komplementarne do sekwencji granicznej przy koncu 5'
intronu, natomiast dalsze (8 do 22) — do sekwencji przy koncu 3' intronu.
Ponadto stwierdzono, ze koniec 5 Ul snRNA, podobnie jak i innych

UsnRNA, jest mimo wystepowania tych RNA w kompleksach z biatkami
zawsze dostepny do reakcji z czynnikami zewnetrznymi (60, 64), a jego
struktura drugorzedowa pozostaje jednoniciowa w szerokim zakresie pH
i sity jonowej (W). Z powyzszych danych wynika, ze koniec 5 Ul
snRNA moze dziata¢ jako klamra, spinajgca dwa korice eksonéw rozdzie-
lonych intronem, przygotowujac pre-mRNA — zgodnie 2z hipoteza
Murray'a i Holliday'a (92) — do wyciecia intronu (38, 86, 93). Badania
Mounta i wsp. (94) potwierdzity doswiadczalnie wigzanie Ul snRNA
z sekwencja graniczng potozong przy konicu 5' intronu; brak jest natomiast

A.pre-mRNA
B steies iAGGUAAGU..... ..... . (Py)g NC&EG.......T
ekson intron ekson
B. U1 snRNA
komplementarne do
sekwencji granicznych
struktura cap konca 5' pre-mRNA
5 72,27 3mGppp AmUmA CW¥Y A°C CUGGCAMPugUA........... <

komplementame do
sekwencji granicznych
kohca 5' pre=mRNA

C. Mozliwosci oddziatywania

stessscssesescessassessscssress Nt FrON ceees eseomosencencssessesse, <

5 227 *mGppp AmUm A C¥YA C T L|; (|3 GC tlx (Plu)‘ U A.....3 UtsnRNA  ©
RETRRERE ssseanesn . UGAAUGGAC N UPyg rerereccecs ;

—% o~

G G
35 A L 3¢5
ekson ¢ *, ekson

5 3

pre-mRNA
Ryc. 1. Konserwatywne sekwencje na granicy ekson/intron i komplementarne do

nich sekwencje na konhncu 5 Ul snRNA oraz mozliwo$é¢ oddziatywania Ul snRNA
z sekwencjami granicznymi.

Strzatki w schematach A i C oznaczajag najbardziej prawdopodobne miejsce wy-
cinania intronu. W schemacie A podkreslono nukleotydy wystepujace w sekwen-
cjach granicznych z czestoscig ® 95%. W schemacie C ,,G—G” oznacza miejsce
ligacji tagczenia ekson6éw) po wycieciu intronu.

N — dowolny nukleotyd; mp — pseudourydyna; Pu — nukleotyd purynowy; Py —

nukleotyd pirymidynowy; m — grupa metylowa; p — reszta fosforanowa.
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potwierdzenia wigzania przy koncu 3' intronu. Fragmenty pre-mRNA
zawierajace sekwencje graniczng 5' zwigzane z Ul snRNA moga by¢ wy-
trgcone przy uzyciu przeciwciata anty-(UI)RNP. Trawienie proteinazg K
znosi oddziatywanie pomiedzy Ul snRNA i pre-mRNA. Stad, biatka two-
rzace wraz z Ul snRNA kompleks rybonukleoproteinowy majg istotny
udziat w wigzaniu Ul snRNA z pre-mRNA (94).

Przekonywujacym potwierdzeniem udzialu Ul snRNP w dojrzewaniu
pre-mRNA sg doswiadczenia Yanga i wsp. (95). Wprowadzenie prze-
ciwciat anty-Sm lub anty-(UI)RNP do bezkomoérkowego ukiadu zawiera-
jacego izolowane jadra komorek HelLa zainfekowanych adenowirusem
hamowato wycinanie introndw adenowirusowego wczesnego pre-mRNA,
natomiast synteza i poliadenylacja tego pre-mRNA nie ulegatly zmianie.
Poniewaz determinanty antygenowe dla obu przeciwciat — anty-Sm
i anty-(UI)RNP — rodéwnocze$nie wystepujg tylko na Ul snRNP, stad
whniosek o roli tego wtasnie kompleksu w wycinaniu intronéw. Ostatnie
badania przeprowadzone przez grupy Steitz oraz Sharpa (96) wy-
kazaly hamowanie wycinania intronéw réwniez z péznych pre-mRNA
adenowirusowych w uktadzie bezkomdérkowym przez przeciwciata anty-
(UDRNP oraz anty-Sm. Przeciwciata specyficzne wobec U2 snRNP nie
hamowaty wycinania intronéw. W analogicznych doswiadczeniach w ukita-
dzie komoérkowym, wprowadzanie przeciwciat anty-(UI)RNP do komérek
HelLa zainfekowanych adenowirusem (47), hamowato dojrzewanie tylko
niektérych z péznych adenowirusowych pre-mRNA. Wprowadzanie prze-
ciwciat anty-Sm lub anty-(UI)RNP do oocytéw zaby zainfekowanych wi-
rusem SV40 hamowato wycinanie intronéw ze wszystkich péznych, ale
tylko z niektérych wczesnych SV40 pre-mRNA (137). Wskazuje to na
istnienie alternatywnych systemoéw obrébki pre-mRNA.

Nie ma dotad pewnosci, czy dziatanie Ul snRNP w procesie dojrzewa-
nia pre-mRNA ogranicza sie do odpowiedniego utozenia przestrzennego
pre-mRNA (44), czy tez kompleks ten peini rowniez funkcje enzymatycz-
na — endonukleazy wycinajacej introny i ligazy taczacej poszczegélne
eksony w ciaggta ni¢c mRNA (50). Przyktadem enzymu, ktoéry do swej ak-
tywnosci wymaga — poza zestawem odpowiednich biatek — obecnosci cza-
steczki RNA, jest RNaza P, biorgca udziat w dojrzewaniu tRNA (97, 98).

W uktadzie komorkowym stwierdzono hamowanie translacji przez
Ul snRNP (99). Stad sugerowano, ze kompleks ten moze bra¢ udziat
w zaobserwowanym wcze$niej hamowaniu translacji w komodrce podczas
mitozy (100). W komdrce zachodzi wprawdzie przestrzenne oddzielenie
miejsca wystepowania Ul snRNP i miejsca translacji ale wiadomo, ze
po zaniku biony jadrowej podczas mitozy Ul snRNP przejsciowo znajduje
sie w cytoplazmie (101). Badania prowadzone w uktadzie komdérkowym
nie potwierdzajg jednak sugerowanej powyzej funkcji Ul snRNP — ha-
mowanie translacji w czasie mitozy jest obserwowane mimo zwigzania
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Ul snRNP przez wprowadzone do komoérki przeciwciat; anty-(UI)RNP
(102).

Funkcje pozostatych UsnRNP sa na razie nieznane. Le wzgledu na
istnienie wspélnych determinant antygenowych i na poobnag strukture
wszystkich UsnRNA sugeruje sie udziat U2, U4, U5 i U snRNP w po-
dobnych procesach, jak Ul snRNP. Stwierdzono m.in., z(U2 snRNA za-
wiera sekwencje komplementarne do niektérych sekwenci w pre-mRNA
wystepujacych w poblizu granicy intron/ekson (103). Wyhzano takze do-
Swiadczalnie wystepowanie wigzan wodorowych pomiezy U2 snRNA
i hnRNA (77).

Sugeruje sie, ze U2, U4, U5 i U6 snRNP moga bra¢ uziat np. w wy-
cinaniu intronéw z pre-mRNA, zawierajagcych na gramy intron/ekson
sekwencje odmienne od powszechnie spotykanych lub w dojrzewaniu
koncéw 3'i 5' w pre-tRNA, albo w trawieniu kornicow 3' hRNA przed po-
liadenylacja (8).

IV-2. Kompleksy rybonukleoproteinowe wchodzace w sktad antygnéw Ro i La

1V-2.1. Lokalizacja w komédrce i wzajemne powigzanie antygenéw Ro i L

Niskoczgsteczkowe kompleksy rybonukleoproteinowe wytrgcane przez
przeciwciata anty-Ro zostaly metoda posredniej immunofaorescencji zlo-
kalizowano w cytoplazmie (104), a $cislej w cytoplazmatyznych organel-
lach (105). W literaturze kompleksy te sg okreslane jako lo-scRNP.

Cytoplazmatyczne (106, 107) lub jadrowe (108) rozmaszczenie rybo-
nukleoproteinowych komplekséw wytracanych przez przeiwciato anty-La
byto dos¢ dtugo przedmiotem kontrowersji. Obecnie uwaz sie, ze La jest
antygenem pochodzenia jadrowego, ktory przejsciowo wytepuje w cyto-
plazmie (63, 109). Ponadto w czasie izolowania kompleks" LaRNP tatwo
przenikaja z jadra do frakcji cytoplazmatycznej (110).

Antygeny Ro i La sg ze sobg czesciowo spokrewnione, irzy czym anty-
gen Ro jest uwazany za podklase antygenu La (jest wyrgcany réwniez
przez przeciwciato anty-La) (110). Sugerowana przez nieltorych autoréw
(63, 110) obecnos$¢ determinant La na kompleksach Ro-scINP nie zostata
potwierdzona w dos$wiadczeniach z immunoprecypitacja io-scRNP prze-
ciwciatami anty-Ro i anty-La (46).

IV-2.2. Kompleksy rybonukleoproteinowe Ro-scRNP
RNA wchodzace w skiad Ro-scRNP réznig si¢ znaczie od UsnRNA

charakterystycznych dla antygenow Sm i (UI)RNP. Te nikoczasteczkowe
cytoplazmatyczne RNA sa nieco krétsze od UsnRNA (90-10 nukleotydéw),
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nie zawierajg modyfikowanych nukleotydéw, a na koncu 5' nie posiadajag
struktury cap, tylko tréjfosforan purynowy (105). Ro-scRNA (okre$lane
inaczej jako Y-scRNA) sg stabilne, podobnie jak UsnRNA, ale wystepuja
w znacznie mniejszej liczbie kopii w komoérce (mniej niz 105. Nie sa tez
tak wysoce konserwatywne jak UsnRNA. W komérkach ludzkich HelLa
wystepuje pie¢ réznych Ro-scRNA (Y1-Y5), a w komdrkach mysich —
tylko dwa (Y1 i Y2). Ro-scRNA sa produktami transkrypcji prowadzonej
przez polimeraze RNA Il (105).

Ro-scRNA nie sg konieczne do zachowania antygenowego charakteru
przez kompleksy Ro-scRNP. Determinanty antygenowe Ro lezg w obrebie
biatek wchodzacych w sktad komplekséw. Dane dotyczace biatek odpowie-
dzialnych za rozpoznanie Ro-scRNP przez przeciwciatlo anty-Ro sg bardzo
skape; wydaje sie, ze sg to polipeptydy o ciezarze czgsteczkowym 90 000
i 94 000 (46), lub 50 000 i 57 000 (138).

Funkcja Ro-scRNP nie jest dotagd znana. W zwigzku z lokalizacjg
tych komplekséw w organellach cytoplazmatycznych przypuszcza sie, ze
moga by¢ one zaangazowane w akumulacje lub rozkiad zuzytego mRNA
w organelach (8).

1IV-2.3. Kompleksy rybonukleoproteinowe wchodzace w skitad antygenu La

IV-2.3.1. Budowa LaRNP

Kompleksy rybonukleoproteinowe wytrgcane przez przeciwciata anty-
-La stanowig najbardziej zr6znicowang grupe niskoczgsteczkowych kom-
plekséw rybonukleoproteinowych o charakterze antygenowym.

RNA wystepujagce w kompleksach rybonukleoproteinowych wytrgaca-
nych przez przeciwciata anty-La (110) sg znacznie mniej stabilne niz
UsnRNA oraz nie tak konserwatywne ewolucyjnie. Ich dtugos¢ wynosi
80— 140 nukleotydow, na koncu 5' nie wystepuje struktura cap, ale —
podobnie jak w Ro-scRNP — trojfosforan purynowy. Wszystkie sg pro-
duktami transkrypcji prowadzonej przez polimeraze RNA [Ill. Do RNA
zwigzanych z antygenem La nalezg: 4.5S RNA (myszy i chomika) (111,
112), 4,55 | RNA (szczura) (110), pre-tRNA (113), pre-5S rRNA (113) oraz
wspoélne z antygenem Ro Ro-scRNA (110). Kompleksy LaRNP wytracane
przez przeciwciata anty-La z komérek zainfekowanych niektérymi wiru-
sami zawierajg — oprocz wymienionych wyzej komérkowych RNA —
takze RNA pochodzenia wirusowego (kodowane przez genom wirusa).
Nalezg do nich: VAI i VAII RNA (ang. virus associated RNA) wytracane
z komoérek HelLa zainfekowanych adenowirusem (105, 114) oraz EBER1
i EBER2 (z ang. Epstein-Barr encoded RNA) wytragcane z komérek ludz-
kich zainfekowanych wirusem Epsteina-Barr (109). Inne wirusy, jak np.
Herpes simplex lub SV40 (94, 109) nie koduja RNA wchodzacych w skiad
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kompleks6w wytrgcanych przez przeciwciata anty-La. Wirusowe VAI
i VAIl RNA (105, 114) oraz EBER1 i EBER2 (109), o dtugosci odpowiednio
160 i 180 nukleotyddéw, posiadajg na koncu 5' trojfosforan adeniny i sa
produktami transkrypcji prowadzonej przez polimeraze RNA 1Il z ko-
morki gospodarza (109, 114).

Trawienie kompleks6w LaRNP proteinazg lub trypsyna, lub traktowa-
nie ich fenolem znosi reakcje immunoprecypitacji z przeciwciatem anty-
-La (46, 105, 109, 114). Antygen La jest tez wrazliwy na dzialanie RNazy
(105, 106). Biatka wchodzgce w skiad antygenu La sg zawsze pochodzenia
komorkowego (46, 109, 114). Za wtasciwy antygen uwazane jest biatko
0 ciezarze czgsteczkowym ocenianym na 55 000 (113), 50 000 (113, 138, 139),
45 000 (46) lub 43 000 (138), obecne zaré6wno w komoérkach zainfekowanych
wirusem jak i niezainfekowanych (46).

Tabela 4
RNA wytrgcane przez przeciwciata anty La i anty Ro
R N A wytracane przez przeciwciata anty -La i anty -Ro
Przeciwciato dt e i
nazwa pochodzenie ugosc koniec 5
(nukleotydy)
anty-Ro Y1 i Y2 scRNA cytoplazmatyczne (mysz) 90— 100 pppPu
Y1-Y5 scRNA cytoplazmatyczne (czto- 90— 100 PPPPu
wiek)
anty-La 4.5S komoérkowe (mysz) 95 pppG
4.5S1 komoérkowe (szczur) 96 pppG
pre-tRNA komoérkowe pppPu
pre-58S RNA komoérkowe pppPu
Y scRNA cytoplazmatyczne 90— 100 pppPu
VAI i VAII adenowirusowe 160— 163 pppPu
EBER1 i EBER2 wirusowe 167— 173 PPPA

Organizacja przestrzenna LaRNP nie jest jeszcze catkowicie poznana.
Wiadomo, ze miejsce wigzania biatka La z wirusowym VA RNA znajduje
sie na koncach 3' i 5' czasteczki RNA, przy czym rozpoznawana jest, jak
sie wydaje, sekwencja a nie struktura drugorzedowa RNA. Istotniejszg role
w wigzaniu odgrywa koniec 3' (46). Miejsce wigzania 4.5S RNA szczura
przez biatko La lezy przy koricu 3' tego RNA, we fragmencie bogatym
w reszty urydylowe (115). Poniewaz wiekszo§¢ RNA wystepujagcych w
kompleksach LaRNP (VA RNA, EBER, mysie 4.5S RNA, szczurze 4.5S |
RNA, ludzkie Y5 RNA) charakteryzuje sie zwiekszong zawartoscig reszt
urydylowych przy koncu 3' (112, 114— 117), wydaje sie, ze ten region
moze by¢ powszechnym miejscem wigzania biatka La (115).

Wigzanie biatka La z Ro-scRNA oraz wirusowymi EBER i VA RNA
jest trwate (110, 114), natomiast jego wigzanie z prekursorowymi formami
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komoérkowych RNA — pre-tRNA i pre-rRNA — ma charakter przejscio-
wy (113). Dojrzate 5S RNA oraz tRNA traca sw0j zwigzek z antygenem
La (113) i mogg — jak sie wydaje — wigza¢ sie z biatkami reagujgcymi
z innymi przeciwciatami (118).

IV-2.3.2. Funkcja antygenowych LaRNP

Wszystkie RNA, ktére tworza z biatkiem La kompleksy rybonukleo-
proteinowe wytrgcane przez przeciwciata anty-La, sg produktami trans-
Krypcji prowadzonej przez polimeraze RNA Ill. Stad uwaza sie, ze biatko
La moze by¢ istotnym czynnikiem dla prawidtowej transkrypcji wszyst-
kich RNA syntetyzowanych przy udziale polimerazy RNA 11l (113). Przej-
sciowy charakter wigzania biatka La z prekursorowymi formami 5S RNA
i tRNA wskazuje na mozliwos¢ udziatu biatka La w obrobce potranskryp-
cyjnej produktéw dziatania polimerazy RNA 11 (113).

Niektore RNA wchodzace w skiad LaRNP (4.5S RNA, EBER) wykazuja
duzy stopien homologii z wystepujaca powszechnie w genomach eukario-
tycznych rodzing sekwencji Alu (117, 119— 121). Uwaza sie, ze rodzina
wysoce powtarzalnych, konserwatywnych, rozproszonych w genomie sek-
wencji Alu (120, 123), jest zaangazowana w procesach regulacji funkcji
genu (124). Mozliwe wiec, ze LaRNA wykazujgce duze podobienstwo sek-
wencji petnia podobng funkcje w komorce.

RNA wchodzace w skitad komplekséw LaRNP moga bra¢ udziat w
obrébce potranskrypcyjnej mRNA. Stwierdzono, ze wirusowy VA RNA
hybrydyzuje z dojrzatymi péznymi mRNA adenowirusa lub z wytworzo-
nymi na ich matrycy cDNA, natomiast nie hybrydyzuje z wirusowym
natywnym DNA, zawierajgcym introny (125). Wykazano ponadto horno-
logie sekwencji VA RNA z sekwencjami wystepujacymi na granicy intron/
/ekson w wirusowym pre-mRNA (92). Sugeruje to udziat VA RNA albo
w wycinaniu introndw z p6znych wirusowych pre-mRNA (92, 125) (analo-
giczng do funkcji Ul snRNA w wycinaniu intronéw z Wczesnych adeno-
wirusowych pre-mRNA), albo tez w dalszej obrébce mRNA — np. w
transporcie z jgdra do cytoplazmy (125).

W wielu badaniach wykazano, ze komérkowy 4.5S RNA wystepuje
w asocjacji z jadrowym i cytoplazmatycznym RNA zawierajacym sek-
wencje poly-A, charakterystyczne dla mRNA (72, 111, 112, 119). Asocjacja
4.55 RNA z poliadenylowanym cytoplazmatycznym RNA ma charakter
przejsciowy i jest obserwowana do momentu utworzenia polisomow, tj.
rozpoczecia translacji na matrycy tego mRNA (119). Po6tokresy trwania
4.55 RNA i poliadenylowanego RNA w jadrze komérkowym sa poréwny-
walne, a w cytoplazmie znacznie krotsze w przypadku 4.5S RNA (112,
119). Powyzsze dane sugerujg udzial 4.5S RNA w transporcie mRNA
z jadra do cytoplazmy (112, 119). Miejsce asocjacji 4.5S RNA z poliadeny-
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lowanym RNA lezy w regionie 4.55S RNA bogatym w puryny, komplemen-
tarnym do bogatego w pirymidyny regionu 3' intronéw w pre-mRNA (112).
Wskazuje to na mozliwos¢ zaangazowania 4.5S RNA w wycinaniu intro-
néw z pre-mRNA (112).

1V-2.4. Inne antygenowe niskoczasteczkowe RNP

Odkryte w ostatnim czasie przeciwciata anty-Th i anty-To wytracaja
niskoczasteczkowe kompleksy rybonukleoproteinowe spokrewnione ze soba
oraz z antygenami La i Ro.

W surowicy chorego na twardzine uogélniong (PSS) wsréd charaktery-
stycznych dla tej choroby przeciwciat przeciwjaderkowych (126), stwier-
dzono obecnos$¢ przeciwciata anty-To, ktore z ekstraktow komorek szczu-
rzych i ludzkich wytrgca niskoczasteczkowe kompleksy rybonukleopro-
teinowe: 7—2 RNP zlokalizowany w jaderku oraz 8—2 RNP zlokalizowany
w cytoplazmie (127). RNA wchodzace w skitad tych komplekséw sg pro-
duktami transkrypcji prowadzonej przez polimeraze RNA 11l (118), po-
siadajg na koncu 5' tréjfosforan guanozyny i sg czesSciowo konserwatywne
(127). Wystepuja w oddzielnych kompleksach rybonukleoproteinowych, na
co wskazuje wytrgcanie ich przez przeciwciato anty-To z réznych miejsc
komérki (127). Wiekszo$¢ 7—2 RNP jest zasocjowana z duzymi struktu-
rami o statej sedymentacji wiekszej niz 20 S, natomiast 8—2 RNP sedy-
mentuja z szybkoscig 10 S (127).

Kompleksy 7—2 RNP i 82 RNP sg wytrgcane rowniez przez prze-
ciwciato anty-Th wykryte w surowicy chorego na toczen rumieniowaty
(118). Przeciwciato to — w przeciwienstwie do anty-To — wytraca z eks-
traktow komorek mysich i ludzkich nie tylko kompleksy zawierajgce 7— 2
i 82 RNA, ale réwniez Ro-scRNA, charakterystyczne dla Ro-scRNP.
7—2 RNA roézni sie od analogicznych RNA wytrgcanych przez przeciw-
ciatlo anty-To i — jak sie okazato — rbéwniez przez przeciwciato anty-La,
brakiem grupy tréjfosforanowej na koncu 5. Obrazy elektroforetycznych
rozdziatéw produktéw czesciowego trawienia La 7—2 RNA i Th 7—2 RNA
sg (poza ré6znica konca 5') identyczne. Stad uwaza sie, ze La 7—2 RNA
moze by¢ prekursorowag forma Th 7— 2 RNA (118).

Antygenowy charakter kompleksow 7—2i 8—2 RNP wymaga obecnosci
biatka, czego dowodzi wrazliwos¢ tych komplekséw na dziatanie fenolu
(118, 127). Niewyjasnione pozostaje, czy przeciwciata anty-To i anty-Th
rozpoznajg wspo6lng biatkowa determinante antygenowg, czy tez odmienne,
mimo ze wystepujgce na tych samych kompleksach (118). Nie wiadomo
tez, czy przeciwciato anty-Th rozpoznaje w kompleksach 7—2 i 8—2 RNP
to samo antygenowe biatko, co w Ro-scRNP, czy tez w surowicy sa obecne
dwa przeciwciata — anty-Ro i anty-Th (63).
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V. Uwagi koncowe

Niskoczgsteczkowe jgadrowe oraz cytoplazmatyczne RNA wystepuja
w potgczeniu z biatkami w kompleksach rozpoznawanych przez przeciw-
ciata z surowicy chorych na choroby tkanki tgcznej. Poza autoprzeciw-
cialami wytrgcajgcymi opisane w niniejszej pracy rybonukleoproteinowe
antygeny Sm, (U)DRNP, Ro, La, To i Th, znane sg takze przeciwciata prze-
ciwrybosoanalne, wytrgcajace zwigzane z biatkami 5S i 5.8 rRNA (63,
128). Sposrdd niskoczgsteczkowych RNA tylko U3 snRNA (transkrybowa-
ny przez polimeraze RNA [Il) oraz wirusowy 7S RNA (transkrybowany
przez polimeraze RNA 11l) nie ulegajg wytraceniu przez przeciwciata
z surowicy chorych na choroby tkanki tgcznej. Stwierdzono wprawdzie
obecno$¢ U3 snRNA w immunoprecypitatach uzyskanych przy uzyciu su-
rowicy chorego na twardzine uogolniong, jednak wydaje sie, ze obecne
w tej surowicy przeciwciata byty skierowane nie przeciw U3 snRNP lecz
przeciw prerybosomalnym czasteczkom zawierajgcym zasocjowane z nimi
U3 snRNP (127).

Kazdy rodzaj niskoczasteczkowych RNA wystepuje w jednym tylko
typie komplekséw rybonukleoproteinowych i jest ilosciowo wytrgcany
przez przeciwciata rozpoznajgce determinanty antygenowe tego komplek-
su. Wyjatek stanowia antygenowe kompleksy La, ktére wigza sie jedynie
przejsciowo z niektérymi RNA taczacymi sie pOzniej z biatkami o innej
antygenowosci.

Niemal wszystkie badania dotyczace snRNP i scRNP potwierdzaja
udziat tych komplekséw w regulacji metabolizmu komérki, zwitaszcza
w regulacji ekspresji genetycznej na poziomie kontroli potranskrypcyjnej,
jak wycinanie intronéw z pre-mRNA i transport mRNA z jadra do cyto-
plazmy.Brak jednak doktadnego okreslenia dziatan poszczeg6lnych kom-
plekséw. W ostatnich latach wykazano zdolno$¢ pre-rRNA z Tetrahymena
do samowycinania intronéw (129). Wewnatrz intronu mRNA z drozdzy
stwierdzono wystepowanie sekwencji niezbednej do wycinania intronu,
ktéra prawdopodobnie dziata na podobnej zasadzie jak Ul snRNA w ko-
mérkach wyzszych organizmoéw eukariotycznych (130).

Wykorzystanie specyficznych autoprzeciwciat przeciw snRNP i scRNP
jako precyzyjnej sondy do izolacji i charakteryzowania tych komplekséw
powinno przyczyni¢ sie do lepszego poznania funkcji jaka niskoczgstecz-
kowe kompleksy rybonukleoproteinowe petnia w komérkach eukario-
tycznych.

Zaakceptowano do druku 1209.1984 r.
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BOZENNA OLSZANSKA *

Rola segmentéw poliadenylowych i poliadenylacji RNA
w rozwoju embrionalnym

Role of polyadenylic tracts and RNA polyadenylation in embryonic
development

Spis tresci

I. Wstep
Il. Kompleksy rybonukleoproteinowe (RNP)
11-1. Jadrowe hnRNP
11-2. Wolne cytoplazmatyczne mRNP (informosomy)
11-3. Polisomalne mRNP
I1-4. Inne specyficzne nierybosomalne RNP
I1l. Enzymy uczestniczagce w metabolizmie poli(A)
I11-1. Polimerazy poli(A) (E.C.2.7.7.19)
111-2. Specyficzna poli(A) rybonukleaza-rybonukleaza IV (E.C.3.1.4.-)
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I. Wstep

Szereg hipotez usitujgcych wyjasni¢ role poliadenylacji i fragmentow
poliadenylowyeh w funkcjonowaniu komoérki (patrz przeglad 1— 3) spro-
wadza sie gtéwnie do 3 zatozen:

1. Udziatu segmentéw poli(A) w przetwarzaniu hnRNA do mRNA
i jego transporcie do cytoplazmy. Za takim ttumaczeniem przemawiata
obecnos¢ sekwencji poli(A) na kohncu 3' zar6wno w hnRNA jak i w
MRNA. Sugerowato to umiejscowienie sekwencji kodujacych mRNA
na koncu 3w hnRNA i ich konserwatywne odcinanie i przemieszczanie
razem z fragmentem poli(A) do cytoplazmy. Przeciwko takiej inter-
pretacji przemawia jednak istnienie informacyjnych RNA, ktére mimo
braku poli(A) (np. MRNA histonowy) przechodzg do cytoplazmy; takze
inne MRNA przy zahamowaniu poliadenylacji przez uzycie inhibito-
row (kordycepina) sg w jadrze prawidtowo skiadane (4), przemieszcza-
ja sie do cytoplazmy i tworzg polisomy (5) — a wiec obecnos$¢ odcinka
poli(A) nie jest niezbedna do prawidtowego utworzenia mRNA i jego
transportu z jagdra do cytoplazmy. Okazato sie tez, ze czes¢ hnRNA,
mimo ze jest poliadenylowana, ulega w jadrze rozktadowi i nie prze-
chodzi do cytoplazmy. Zatem prosta zaleznos$¢: prekursor -> produkt
miedzy poli(A)+hnRNA i poli(A)*mRNA nalezy wykluczy¢ (2, 6).

2. Znaczenia poli(A) w procesie translacji, ktére zakladano na pod-
stawie wykrycia poliadenylacji cytoplazmatycznej (7, 8). Jednakze
wkrétce stwierdzono, ze segment poli(A) nie jest w ogd6le konieczny do
translacji w uktadach in vitro (9— 12), a wydajno$¢ translacji i jej po-
szczegoblnych etapéw (inicjacji i elongacji) in vivo w komoérkach L nie
zalezy od diugosci odcinka poli(A) (10). Zalezno$¢ odwrotna, tj. zalez-
no$¢ syntezy i transportu mRNA do cytoplazmy oraz jego rozkiadu
od translacji, réwniez nie ma miejsca, gdyz procesy te przebiegaja
normalnie przy zahamowaniu translacji (13).

3. Udziatu segmentu poli(A) w kontroli stabilnosci mMRNA w ko-
moérce — poprzez jego zwigzek z biatkami, zaleznie od diugosci tancu-
cha poli(A) moze by¢ kontrolowany okres péttrwania mRNA w jadrze
i cytoplazmie. Poglad taki w miare nagromadzenia faktow zyskuje
sobie coraz wiecej zwolennikéw (14— 17).
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Ponizej zostanie rozpatrzona gtéownie ta ostatnia hipoteza, ze szczegol-
nym uwzglednieniem procesow zwigzanych z aktywacjg macierzystego
MRNA po zaptodnieniu i zachodzacych we wczesnych stadiach rozwoju
embrionalnego.

Il. Kompleksy rybonukleoproteinowe (RNP)

Zarowno hnRNA w jadrze komoéorkowym jak i mRNA w cytoplazmie
wystepujg zawsze w postaci komplekséw z biatkami. Kompleksy RNA-
biatko sg wysoce specyficzne (sktadniki te wystepujg zwykle w stosunku
stechiometrycznym 1:3— 1:4) i kompleksy sedymentujg w gradiencie CsCl
w pasmie o gestosci okoto 1.4 g/cm3 co wskazuje, ze sga one znacznie
bogatsze w biatka niz rybosomy (18— 22).

Mozna wyr6zni¢ 3 gtéwne klasy nierybosomalnych komplekséw rybo-
nukleoproteinowych (RNP): a) jadrowe hnRNP o wysokiej statej sedy-
mentacji siegajgcej 400 S, b) wolne cytoplazmatyczne mRNP o statej se-
dymentacji rzedu 9— 110 S i ¢) polisomalne mRNP rzedu 15— 70 S uwal-
niane ze struktur polisomalnych dziataniem EDTA lub puromycyny. Wolne
cytoplazmatyczne mRNP nazywane sg tez informosomami (18— 20) i ter-
minu tego nie nalezy stosowac¢ do innych rodzajéw mRNP. Spotyka sie
tez okreslenie ,informosomy jadrowe” na oznaczenie podjednostek 30 S
(hnRNA + biatka) w hnRNP (23) — patrz rycina 1. W literaturze anglo-
saskiej na okreslenie tej podjednostki 30 S, uzywany jest czasem termin
Jinformofer” (np. 24), ktéry to termin oryginalnie zaproponowany byt
przez Samarine i wsp. (18, 25) na oznaczenie sktadowej biatkowej
wystepujacej w podjednostce 30 S. Wdalszym ciagu, dla unikniecia nie-
porozumien, bedag uzywane terminy: hnRNP, wolne cytoplazmatyczne
MRNP (= informosomy), polisomalne mRNP oraz podjednostka 30 S.

I1-1. Jgdrowe hnRNP

Duze kompleksy biatkowe hnRNP o statej sedymentacji do 400 S moz-
na wyodrebni¢ z jgdra w obecnosci inhibitoréw rybonukleazy. W latach
siedemdziesiatych postulowano model, wedtug ktérego kompleksy hnRNP
zbudowane sg z podjednostek, o statej sedymentacji 30 S, utozonych pa-
ciorkowo, podobnie jak rybosomy w strukturach polisoméw lub nukleoso-
my w chromatynie (Ryc. 1). W skiad podjednostki 30 S, wchodzi globular-
na komponenta biatkowa o Srednicy 200A o masie czgsteczkowej 40 000
i z nici RNA dtugosci okoto 570 nukleotydéw (18— 20, 26). Oba skitadniki
takiej podjednostki 30 S, tj. biatko i RNA, dysocjuja przy wysokim steze-
niu soli (2— 3 M NacCl) i reasocjujg po zmniejszeniu jej stezenia (23). Przy



368 B. OLSZANSKA [4]

informofer
biatka informatyny hnRNA (sktadowa biatkowa biatko P-78 000
34-40 kDa podjednostki 30S)

segment
poli/A/

£ Y kompleks
podjednostka poli A-biatko
30s -15s

Ryc. 1. Schemat budowy poli(A)+thnRNP

koricu 3' w poli(A)*thnRNA znajduje si¢ kompleks poli(A) — biatko (patrz
rozdz. I1-4). Taki schemat budowy hnRNP w S$wietle nowszych danych
wydaje sie jednak zbyt uproszczony, zwitaszcza jesli chodzi o sktad kompo-
nenty biatkowej i wystepowanie struktur drugorzedowych w hnRNP.
Doniesienia o tworzeniu sie wtdérnych agregatow w trakcie trawienia
hnRNA rybonukleazami (22, 27) réwniez sktaniajg do ostroznej oceny pro-
ponowanych modeli budowy hnRNP.

Wiekszos¢ komponenty biatkowej w podjednostkach 30 S stanowi
niewiele biatek (okoto 6), o stosunkowo niskiej masie czgsteczkowej 34—
40 000, ktére sa wysoce konserwatywne w rozwoju filogenetycznym. Cechg
charakterystyczng biatek podjednostki 30 S jest obecno$¢ w nich zmody-
fikowanego aminokwasu N,N-dwumetyloargininy, ktéory moze stuzy¢ jako
wskaznik ich wystepowania (28). Sa jednak takze doniesienia, ze w kom-
pleksach hnRNP wystepuje az okoto 90 ré6znych biatek, ktore sa bardziej
heterogenne pod wzgledem masy czgsteczkowej, mieszczacej sie w grani-
cach 25— 200 kDa (21, 22, 29). Réznice pomiedzy danymi pochodzacymi
z ré6znych pracowni wynika¢ moga z r6znej zdolnosci rozdzielczej stoso-
wanych metod (elektroforeza I-no lub 2-kierunkowa), z réznej sity wigza-
nia poszczegélnych biatek w strukturze hnRNP lub z ich umiejscowienia
na nici hnRNA oraz z roznego biologicznie materiatu doswiadczalnego.
Biatka w podjednostkach 30 S hnRNP zwigzane sa, jak to wykazano sto-
sujac hybrydyzacje DNA-RNA, tak z sekwencjami intronéw jak i z sek-
wencjami kodujacymi, przy czym te ostatnie sg silniej chronione przed
dziataniem rybonukleaz niz sekwencje intronowe (30). Z biatkami zwig-
zane sg rowniez sekwencje poli(A) w hnRNP. Przy wyodrebnianiu jadro-
wych hnRNP bez obecnosci inhibitora rybonukleazy, wzglednie przy ta-
godnym nadtrawianiu hnRNP rybonukleaza, sekwencje poli(A) sa odci-
nane i w gradiencie sacharozy uzyskuje sie kompleksy poli(A)— biatko
o statej sedymentacji 15 S, w ktérych z odcinkiem poli(A) zwigzane jest
biatko o masie czgsteczkowej 78 kDa (31, 32) oznaczane tez jako biatko
75 kDa (2) lub 73 kDa (21).
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11-2. Wolne cytoplazmatyczne mRNP (informosomy)

Wolne cytoplazmatyczne mRNP sedymentujg w gradiencie sacharozy
w zakresie 9— 110 S (17— 18, 33— 36), a zawarte w nich mRNA — w za-
kresie 4—32 S. Zwykle w ciezszych mRNP znajduja sie diuzsze tancuchy
mMRNA. Gitéwne pasmo przy wirowaniu w gradiencie CsCl odpowiada
gestosci 1.4 g/cm8 ale obserwuje sie tez inne pasma w obszarze nieco
wiekszej (1.43— 1.48 g/cm3 i nieco mniejszej (1.35— 1.38 g/cm8 gestosci
(18). Informacyjny RNA w wolnych cytoplazmatycznych mRNP jest bar-
dziej wrazliwy na dziatanie rybonukleazy niz sekwencje mRNA w hnRNP
(37). Oczyszczone mRNP zawierajg zwykle okoto 10— 12 gtéwnych biatek
0 masie czgsteczkowej 40— 130 kDa (33— 35, 38). Biatka te sg odmienne '

od biatek wchodzacych w skiad hnRNP i polisomalnych mRNP (17, 18,
39— 41).

11-3. Polisomalne mRNP

Polisomalne mRNP otrzymywane sa po traktowaniu polisoméw EDTA
lub puromycyna. Wirowane w gradiencie CsCl lokujg sie w do$¢ szero-
kim pasmie 1.4— 15 g/cm3 w gradiencie sacharozy sedymentujg w grani-
cach 15— 70 S, przy czym rozmieszczenie gtdbwnego szczytu zalezy od
zrédta i sposobu wyodrebniania polisomow. Informacyjny RNA z poliso-
malnych mRNP sedymentuje w granicach 8—30 S z maksimum zwykle
przy 18 S, z wyjatkiem mRNA z komoérek wyspecjalizowanych wytwarza-
jacych gtéwnie nieliczne specyficzne biatka. W retikulocytach, globino-
wy 9 S mRNA zwigzany z biatkiem w polisomalnych mRNP wystepuje
W wyraznym szczycie 15 S (18, 38, 40).

W polisomalnych mRNP wystepuje zwykle mniej specyficznych biatek
niz w wolnych cytoplazmatycznych mRNP. Z reguly obserwuje si¢ 2 gtéw-
ne biatka okoto 52 i 78 kDa (15, 33, 40, 42, 43) i kilka polipeptydéw w za-
kresie 45— 68 kDa i 80— 130 kDa wystepujacych w mniejszej ilosci.

11-4. Inne specyficzne nierybosomowe RNP

Kompleksy poli (A) — biatko. Obecnos$¢ biatek zwigzanych
z odcinkiem poli(A) wykazano w hnRNP, wolnych cytoplazmatycznych
MRNP i polisomalnych mRNP. Kompleksy poli(A)— biatko, uwolnione po
strawieniu nukleazami z polisoméw i wolnych cytoplazmatycznych mRNP
sedymentowaty w obszarze 8—12 S (2, 3, 18) lub 15 S — w przypadku
hnRNP (26). Analizy komplekséw poli(A)—biatko wykazaty obecnos¢ bia-
tek P-52 000 i P-78 000 w wolnych i polisomalnych mRNP (2, 3, 33, 42),
podczas gdy w hnRNA z poli(A) zwigzane jest tylko biatko P-78 000. Po-
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wszechnos$¢ wystepowania biatka P-78 000 w wolnych cytoplazmatycznych
MRNP jest jednak dyskusyjna. Jego obecnos¢ stwierdzono w komplek-
sach pochodzacych z miesni embrionéw kurzych (33), z komérek chtonia-
ka myszy (15), z kryptobiotycznej gastruli Artemia (44), z jaj i zygoty
jezowca (35) oraz z mikroplazmodiéw i przetrwalnikéw Physarum (45).
Natomiast w wolnych cytoplazmatycznych mRNP o stalej sedymenta-
cji 20 S, zawierajacych mRNA globinowy, nie znaleziono biatka P-78 000
(39, 46). U Physarum obecnos$¢ kompleksu poli(A)—biatko stwierdzono
tylko w wolnych cytoplazmatycznych mRNP zawierajacych odcinki po-
lifA) rzedu ~ A 65 natomiast w polisomalnych mRNP, w Kktorych sek-
wencje poli(A) byty o wiele krétsze ~ A 15 kompleks biatkowy z takag sek-
wencja w ogole sie nie tworzyt (47, 48). Wigzace sie¢ z sekwencja poli(A)
biatko P-78 000 jest antygenowo pokrewne lub identyczne z polimeraza
poli(A) (E.C.8.7.7.19) (49). Z sekwencjg poli(A) biatko to tworzy powtarzal-
ne struktury, o wielokrotnosci A2 (43, 50) czy tez AZ (51), podobne do
budowy nukleosoméw w chromatynie. Odstoniete miejsca w tanicuchu
poli(A) co 20— 27 nukleotydéw sg zapewne bardziej podatne na dziatanie
nukleaz poLi(A). Takie periodyczne struktury nie wystepowaty jednak
w odcinku poli (A) w hnRNP (51).

W polisomalnych mRNA kompleks poli(A)—biatko P-78 000 obejmuje
tez kilkanascie nukleotydéw przylegtych do odcinka poli(A), a ponadto
tez wigze sekwencje znajdujace sie przy koncu 5 nadajac mRNP okreslong
strukture trzeciorzedowag (16, 43).

Macierzyste zapasowe mMmMRNP. Macierzyste mRNP w ko-
morkach jajowych jak tez zapasowy mRNA obecny w komérkach w spo-
czynkowych Ilub abiotycznych stanach organizmu, wystepuja w trans-
lacyjnie nieczynnej, zamaskowanej postaci jako cytoplazmatyczne kom-
pleksy z biatkami. Takie nieczynne zapasowe mRNA sa bardziej hetero-
genne co do wielkosci niz wolne cytoplazmatyczne mRNP z metabolicznie
czynnch komdérek somatycznych. Wolne cytoplazmatyczne mRNP z Kryp-
tobiotycznej gastruli Artemia salina sedymentowaty w zakresie 10— 120 S
(44), a mRNP z jaj jezowca, w obecnosci jonow Ca+2, tworzyt ciezkie agre-
gaty 300— 400 S ztozone z mniejszych podjednostek 20— 60 S (52), co be-
dzie szerzej dyskutowane w rozdz. VII.

RNA zwigzany w wolnych cytoplazmatycznych mRNP z jaj i zarodkow
jezowca oraz z kryptobiotycznej gastruli Artemia nie ulegat translacji in
vitro w uktadzie z kietkéw pszenicy, jaj jezowca i retikulocytéw krolika
w warunkach, w ktérych zachodzita translacja polisomalnych mRNP z za-
rodkéw jezowca i odbialczonego mMRNA z tych wolnych cytoplazmatycz-
nych mRNP (36, 39, 46, 53, 54).

W skiad zapasowych mRNP z jaj jezowca i z kryptobiotycznej gastruli
Artemia wchodzito 15—20 i wiecej réznych biatek, a wiec wiecej niz
w wolnych cytoplazmatycznych mRNP z komdérek metabolicznie czyn-
nych (34, 35, 44). U Physarum polycephalum natomiast zestaw biatek



[7] POLIADENYLACJA W ROZWOJU EMBRIONALNYM 371

MRNP w formach przetrwalnikowej i aktywnej metabolicznie jest podob-
ny pod wzgledem ruchliwosci elektroforetycznej (45). Przytoczone dane
nie sga jednak catkowicie poréwnywalne ze wzgledu na réznice w tech-
nikach izolowania (sita jonowa, stezenie jonéw jedno i dwuwartoscio-
wych, obecno$¢ jonéw fosforanowych), ktére moga spowodowaé rdznice
w sktadzie otrzymywanych komplekséw biatkowych (34, 35). W zapaso-
wych cytoplazmatycznych mRNP znaleziono rowniez biatko o ruchliwosci
elektroforetycznej podobnej do biatka P-78 000 zwigzanego z odcinkiem
poli(A) w mRNP z komdérek aktywnych metabolicznie, ale wystepowato
ono w niewielkich ilosciach (34, 35, 45, 55). Z fragmentem poli(A) w ma-
cierzystych cytoplazmatycznych mRNP z jaj i jednokomérkowej zygoty
jezowca zwigzane bytly gtéwnie biatka o masie czgsteczkowej 87 i 130 kDa
(55), a w kryptobiotycznej gastruli Artemia — biatko o masie czasteczko-
wej 38 kDa wystepowato na segmencie poli(A) periodycznie co 20 reszt
poliadenilowych (50)

I1l. Enzymy uczestniczagce w metabolizmie poli(A)
IU-1. Polimerazy poli(A) (E.C.2.7.7.19)

Polimerazy poli(A) wykryto zaré6wno w jadrze jak i w cytoplazmie
u prokariontow i eukariontéw (56— 61) — patrz tabela 1. Wystepuja one
w preparatach chromatyny, nierybosomalnych RNP, rybosoméw lub w po-
staci wolnej.

Tabela 1
Niektére wihasciwoséci polimeraz poli(A)*
., Masa . ‘z -
poZIi:Z:ZZy czasteczkowa zzliz:?:\; Primer Substrat Bglrt;lfliz_
(kDa)

Komoérki Hela:

jadra 50 Mn, Mg RNA ATP 58
cytoplazma 75 Mn RNA, oligo(A) ATP 58
transformowane i57 dimer  Mn, Mg RNA, oligo(A) ATP 58
wirusem Vaccinia 137

Rak wysigkowy

Ehrlicha:

cytosol — Mn, poli(A) i rRNA(staby) ATP 60
rybosomy — Mn, Mg poli(A)+RNA ATP, 60

UTP

Jaja jezoweca:

jaja cate — Mn (A)., AMP 62
cytoplazma — Mn (A)l6 ATP 64

* Obszerna lista polimeraz poli(A) wykrytych do roku 1976 znajduje si¢ w pracy Edmoads i Winters (57).
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Enzymy te katalizujg reakcje:

RNA +nATP My2 Iuo Mt —+RNA(A)n+nPP,

W zaleznosci od pochodzenia enzymu, a takze od stezenia primera dla
aktywnosci enzymu wymagane sg jony Mg+2 lub Mn+2 (lub oba). Polime-
razy poli(A) sa bardziej wrazliwe na wielko$¢ sity jonowej niz polimerazy
RNA, i stezenia soli wymagane dla aktywnos$ci polimerazy RNA (zwykle
0.1 M KC1) juz hamujg aktywnos$¢ polimeraz poli(A).

Polimerazy poli(A) zwykle nie wykazuja w warunkach in vitro specy-
ficznosci co do rodzaju primera. Reszty adenilowe moga by¢ przytaczane
do wszelkich rodzajow RNA jak np. rRNA, poli(A)+RNA, tRNA, a takze
do poli(A) i oligo(A), z tym, ze indywidualne enzymy pochodzace z r6znych
zrodet majg jednak bardziej specyficzne wymagania co do rodzaju prime-
ra (patrz Tab. 1). Dopiero niedawno ustalono warunki poliadenylacji w
uktadzie in vitro pozwalajgce na ujawnienie sie specyficznosci enzymu
i poliadenylacje tylko takich pre-mRNA, ktére zawierajg odpowiednie sek-
wencje przy konicu 3’ (6la).

Masy czgsteczkowe polimeraz jgdrowych wykazuja zadziwiajagcg roz-
norodnos¢ — od 50 000 w przypadku enzymu z jader komoérek HelLa do
150 000 w przypadku enzymu z jader komoérek grasicy cielecej. Polime-
razy cytoplazmatyczne sg bardziej jednorodne pod wzgledem masy czgs-
teczkowej (58). Przypuszcza sie, ze polimerazy o mniejszej masie czgstecz-
kowej sa produktami ciecia wiekszych polipeptydéw, przy zachowaniu
wiasciwosci enzymatycznych i antygenowych. Stwierdzono tez immuno-
genetyczne podobieristwo polimerazy poli(A) i biatka P-75 000 zwigzanego
z fragmentem poli(A) w polisomalnych mRNP komodérek HelLa (49) (biat-
ko P-75 000 odpowiada biatku P-78 000, réznice wynikaja z przyblizonej
oceny masy czasteczkowej wedtug migracji w zelu).

Aktywnos$¢ polimeraz poli(A) wykryto réwniez w niezaptodnionych ja-
jach i wczesnych, 4-komodérkowych, zarodkach jezowca oraz we frakcjach
cytoplazmatycznych tych zarodkow (62-64).

111-2. Specyficzna poli(A) rybonukleaza IV (E.C.3.1.4.-)

Rybonukleaza ta zostata wyodrebniona i oczyszczona z jajowodu prze-
piorki japorniskiej i kury (65, 66). Rybonukleaza IV o masie czgsteczkowej
45 kDa i dziataniu endonukleolitycznym, specyficznie tnie pojedynczy tan-
cuch poli(A) na fragmenty o dtugosci 10 nukleotydow. Enzym ten wymaga
obecnosci jonéw Mg+2 (optimum 1 mM) lub Mn+2 (optimum 0.5 mM) i dzia-
ta optymalnie przy pH 8.7. Umiejscowiona jest gtownie w jadrze (okoto
90% zawartosci) w ilosci 40 000 czasteczek na komorke i wystepuje razem
z polimeraza poli(A) zalezng od Mg+2, od ktérej trudno daje sie oddzieli¢
i ktora czesto maskuje dziatanie rybonukleazy poli(A). Aktywnos$¢ rybo-



[9] POLIADENYLACJA W ROZWOJU EMBRIONALNYM 373

nukleazy IV w przeliczeniu na 1 czgsteczke wynosi okoto 1700 cie¢/min.
i jest zblizona do aktywnos$ci polimerazy poli(A) z grasicy cielecej, ktéra
syntetyzuje okoto 1800 nukleotydéw/min. Rybonukleaza IV nie dziata na
pozostata niepoliadenylowg czes$é taricucha RNA i nie rozktada polisomow
przy inkubacji in vitro.

Wykrycie rybonukleazy specyficznej wobec poli(A) u eukariotéw po-
zwala na lepsze zrozumienie niektdorych proceséw w metabolizmie RNA
jak np. obréot hnRNA (turnover) i jego przetwarzanie (processing) w ja-
drze, regulacja stabilnosci mMRNA, kontrola obrotu odcinka poli(A) w zy-
gocie i w czasie pierwszych podziatow komodrkowych zarodka (patrz
rozdz. V1) oraz regulacji uczynniania macierzystych zapasowych mRNA.

1IV. Sekwencje sygnatowe dla poliadenylacji RNA in vivo

Wydaje sie, ze sekwencjg rozpoznawang przez enzymy przetwarzajgce
i poliadenylujace hnRNA jest sekwencja 5 AAUAAA 3 powszechnie wy-
stepujgca przy koncu 3’ znanych mRNA u wyzszych eukariontéw (67—
70). W mRNA lizozymu kurczecia (71) i mysiej amylazy (72) role te spetnia
prawdopodobnie sekwencja 5 AUUAAA 3.

Przy pomocy analizy restrykcyjnej wykazano, ze poliadenylacja réz-
nych mRNA wirusa SV 40 zachodzi w odlegtosci 11— 19 nukleotydow
w strone kornica 3' od sekwencji AAUAAA (70). W przypadku innych
mMRNA ta odlegto$¢ od sekwencji sygnatowej utrzymuje sie w zakresie
13— 30 nukleotydéw (69, 73, 74). Ostatnio wykazano, ze podstawienie G
w miejsce U w sekwencji AAUAAA nie wplywa znaczgco na wydajnosc¢
procesu poliadenylacji ale raczej obniza wydajnos$¢ ,przycinania” (clea-
vage) transkryptu pierwotnego w przypadku jednego z gendéw adenowi-
rusa Ad 2. Nie jest jednak wykluczone, ze oba te procesy (przycinanie
i poliadenylacja) moga by¢ sprzezone (74a). Prawdopodobnie jednak sek-
wencja AAUAAA nie jest jedynym sygnatem rozpoznawczym i dodat-
kowo wymagane sa rOwniez inne proste sekwencje (GA, CA, UA) lub
struktury drugorzedowe, czy tez okreslone kombinacje sekwencji i struk-
tur drugorzedowych (70).

V. Rola poli(A) w utrzymaniu stabilnosci m RN A~ oocycie

Zaobserwowano, ze stabilnos¢é mRNA w oocycie platanny (Xenopus)
zalezy od diugosci odcinka poli(A) (14, 75— 77). Dla zachowania natywnej
stabilnosci mRNA globinowego wprowadzonego do oocytu konieczny
byt odcinek poli(A), o dtugosci conajmniej A0 W przypadku tancuchoéw
poli(A) krotszych niz A 3, degradacja mRNA byta szybsza, a mRNA zawie-
rajgce tylko 16 reszt adenilowych byto rozktadane tak szybko jak mRNA
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catkowicie pozbawione poli(A) (77). Ponowne dodanie odcinka poli(A) na
koncu 3 mMRNA uprzednio pozbawionego sekwencji poli(A), przywracato
mu pierwotng stabilnos¢ (76).

Zaleznos¢ okresu poéttrwania mRNA od diugosci odcinka poli(A) wy-
kazano tez w przypadku wirusowych mRNA w transformowanych wiru-
sem Ad2 komérkach zarodka mysiego (78), w komoérkach HelLa (5) i ko-
morkach jajnika chomika (79). Skracanie mRNA globinowego w miare
uptywu czasu stwierdzono tez w erytrocytach (80). Wszystkie te dane prze-
mawiaja za udziatem sekwencji poli(A) na koncu 3 mRNA w zachowaniu
trwatosci catej czasteczki.

VI. Synteza i obrét sekwencji poli(A) w jaju po zaptodnieniu

W oocytach i bruzdkujacych zarodkach jezowca (81), w oocytach Xe-
nopus (82), w bruzdkujacych zarodkach przepiérki japonskiej (83) i w
jedno i dwukomoérkowych zarodkach myszy (84) oprocz odcinkow poli(A)
o normalnej dtugosci 100— 150 nukleotydéw stwierdzono obecnos$¢ odcin-
kow krotkich, liczacych 10 lub 20— 40 reszt adenilowych.

W oocytach Xenopus podczas intensywnej syntezy RNA (okres pre-
witellogenezy), obserwowano gtownie dluzsze odcinki poli(A) zawiera-
jace 60— 80 reszt adenilowych (82). W okresie tym ponad 70°/0 poli(A)+
RNA znajduje sie na polisomach (85). Natomiast w dojrzatych oocytach,
w ktérych synteza RNA jest zahamowana, przewazaja krotsze odcinki
poli(A) rzedu 20— 40 nukleotydéw (82), a 70— 90°/0 poli(A)+RNA wyste-
puje w formie nieczynnych zapasowych mRNP (82, 85, 86). Powyzsze da-
ne otrzymywano w przypadku oocytéw bez ich uprzedniego rozdziatu na
jadra i cytoplazme. Biorac jednak pod uwage niewielkg objeto$¢ jadra w
stosunku do cytoplazmy, przyjmuje sie uproszczone zatozenie, ze wiek-
szos¢ RNA znajdowata sie na terenie cytoplazmy. Podobne krétkie frag-
menty poli(A) zbudowane z 20— 40 nukleotydow w nieczynnej zapasowej
formie mRNA w oocycie i ich wydtuzanie sie po zaptodnieniu obserwowa-
no w przypadku 4 réznych mRNA u Spisula (87). Wydaje sie wiec, ze wy-
stepowanie macierzystego mRNA w nieczynnej postaci zapasowych mRNP
moze by¢ zwigzane ze skréceniem odcinka poli(A). Krotsze odcinki poli(A)
stwierdzono réwniez \yjgglobinowym mRNA znajdujacym sie w wolnych
cytoplazmatycznyeh mRNP, w poréwnaniu z ich dtugoscia w mRNP poli-
somalnych (88).

Po zaptodnieniu jaja, w czasie pierwszego podzialu bruzdkowania za-
wartos¢ sekwencji poli(A) wzrasta znacznie w poréwnaniu z jego zawar-
toscia w jaju niezaptodnionym u myszy (84), jezowca (89— 92) i robaka
morskiego Urechis caupa (93). Prawdopodobnie nasileniu poliadenylacji po
zaptodnieniu nie towarzyszy zwiekszenie aktywnos$ci polimeraz poli(A),
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bowiem w niezaptodnionym jaju i we wczesnym zarodku aktywno$¢ po-
limeraz poli(A), oznaczona w warunkach in vitro, byta podobna (62, 63).

Poliadenylacji ulegaja macierzyste mRNA zgromadzone w oocycie, ktd-
rych fragmenty poli(A) ulegaja destrukcji i z kolei odnawiajg sie i wy-
dtuzajg (83, 90, 92). Zjawisko to okresla sie jako obrét (turnover) odcin-
ka poli(A). Wydaje sie, ze po uwolnieniu macierzystego mRNA z macie-
rzystych zapasowych mRNP jednoczesSnie zachodzi degradacja odcinka po-
lil(A) od konca 3' i ciecia endonukleolityczne wewnatrz segmentu poli(A),
a do tak skréconych odcinkéw A npozostatych na mRNA szybko dotgczane
sg nowe reszty adenilowe i w rezultacie powstaje odbudowany i wydtu-
zony segment poli(A) przy ,starym” macierzystym mRNA.

Jesli wezmie sie pod uwage wspomniane juz endonukleolityczne dzia-
tanie jgdrowej rybonukleazy poli(A) (patrz rozdz. I11-2) mozna zatozy¢, ze
w toku czestych podziatbw komoérkowych po zaptodnieniu i zwigzanych
z nimi okresowych zanikéw btony jadrowej, enzym ten moze przedosta-
wac sie do cytoplazmy gdzie rozktada nieostoniete przez biatko sekwencje
odcinka poli(A) powodujac jego szybka degradacje. Jednocze$nie reszty
adenilowe sg stale dolgczane na koricu 3 sekwencji An zwigzanych
z mRNA, co sprawia, ze powstajg nowe fragmenty poli(A) o normalnej dtu-
gosci 100— 150 nukleotydéw.

Hipoteze te potwierdzajg obserwacje dotyczace wczesnego zarodka
myszy (84), w ktérym ilos¢ macierzystego mRNA jest niewielka (0,35 ng/
/jajo), a podzialty bruzdkowania, jak wiadomo, zachodzg stosunkowo po-
woli (co 24 godz) w poréwnaniu z szybkimi podziatami bruzdkowania
u ptakéw czy jezowcow (co 30— 120 min). U myszy wiec nie obserwuje
sie szybkiego obrotu odcinkéw poli(A), tak charakterystycznego dla je-
zowcow, Urechis caupa czy ptaka, a zawarto$¢ poli(A) po zaptodnieniu
wzrasta w mniejszym stopniu (o 20%) niz u jezowcow i Urechis (o 200—
300% (89—93)) i po pierwszym podziale komdérkowym spada az o 70%
(84). By¢ moze ten proces degradacji i ponownej syntezy odcinkéw poli(A)
jest zwigzany z mechanizmem uruchamiania macierzystych mRNA.

VI1l. Uruchamianie macierzystego mRNA

Po zaptodnieniu jaja, w czasie pierwszych podziatobw komérkowych,
jednoczesnie ze wzrostem ilosci poli(A) obserwuje sie przemieszczanie ry-
bosomoéw z frakcji monosomalnej i poli(A)+*RNA z macierzystych mRNP
do frakcji polisomalnej (81, 86, 92, 94). Mechanizmy regulujgce te przejs-
cia nie sg znane, ale je$li rozpatruje sie je w powigzaniu z szeregiem zmian
fizjologicznych zachodzacych po zaptodnieniu, mozna przypuszczaé, ze jed-
nym z nich jest proces proteolizy i/lub dysocjacji biatek zwigzanych
z mRNA w kompleksach mRNP.

Na obwodzie jaja pod powierzchniag btony plazmatycznej znajduja sie
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pecherzykowate, grandlame struktury tzw. ziarna korowe. Ziarna te za-
wierajg mukopolisacharydy, niespolimeryzowang aktyne, oraz szereg en-
zymow miedzy innymi proteolitycznych. Ostatnio, w ziarnach korowych
w jaju i wczesnych zarodkach Chaetopterus stwierdzono takze obecnos$¢
poli(A)+RNA (95). Natychmiast po zaptodnieniu (20 sek) nastepuje w jaju
tzw. reakcja korowa polegajaca na wyrzuceniu do przestrzeni pozakomor-
kowej zawartosci ziaren korowych. Reakcja korowa rozpoczyna sie w
miejscu wnikniecia plemnika i jest spowdowana bezposrednio miejscowym
wzrostem stezenia jonéw Ca+2 i dalej rozprzestrzenia sie na calej po-
wierzchni jaja (96, 97). W czasie tej reakcji uwalniajg sie trypsyno-podob-
ne enzymy proteolityczne, ktére odgrywajg role w oddzieleniu btony plaz-
matycznej od blony witellinowej, zniszczeniu receptoréw plemnikéw na
btonie witellinowej oraz ewentualnie w strawieniu tresci ziaren Kkoro-
wych (97, 98). Znaczna cze$¢ tych enzymow pozostaje jednak w cytoplaz-
mie lub zwigzana z btonami (99).

Niezaptodnione jaja jezowca zawierajg proteazy w formie nieczynnej,
ktoére po wyizolowaniu mozna poprzez dialize przeprowadzi¢ w forme ak-
tywna, podobng co do dziatania i wielkosci czasteczki do czynnego enzy-
mu obecnego w jajach zaptodnionych (99). W homogenatach z jaj jezow-
ca, w obecnosci jonow Ca+2, macierzyste mRNA znajdowano w ciezkich
agregatach o statej sedymentacji rzedu 300— 400 S, ktére z kolei skiadaty
sie z agregatow mniejszych podjednostek rzedu 20— 60 S. Autorzy nie
wykluczajg mozliwosci, ze te ciezkie 300— 400 S agregaty byty identycz-
ne z ziarnami korowymi (52), co z kolei pozwala sadzi¢, ze mniejsze pod-
jednostki 20— 60 S mogtyby odpowiada¢ macierzystym zapasowym mRNP.
W homogenatach z jaj jezowca w ciggu okoto 10 min po zaptodnieniu za-
chodzi okresowa aktywacja proteazy obecnej w osadzie tych ciezkich 300—
400 S agregatéw, wygasajaca w ciggu nastepnych 60 min. RAwnoczes$nie,
bezposrednio po zaptodnieniu, macierzysty mRNA wykrywany jest nie
w tych wielkich 300— 400 S agregatach, ale we frakcji mikrosomalnej. Po-
dobne przemieszczenie mMRNA mozna tez wywotaé¢ przez lekka trypsyni-
zacje homogenatu z jaj niezaptodnionych, przy czym obserwuje sie wow-
czas pojawienie sie struktur o charakterze polisomoéw (52).

Wnikniecie plemnika Ilub partenogenetyczna aktywacja powoduje
uwolnienie jonéw Ca+2 z nieznanego jak dotad miejsca ich wigzania w ko-
morce jajowej (97, 98), ktorym sa by¢ moze te ciezkie mRNP. Reakcja ko-
rowa i wzrost pH w komadrce jajowej po zaptodnieniu wywotujag uwolnie-
nie i aktywacje proteaz, ktore rozktadajgc czes¢ biatek mRNP zwigzanych
z macierzystymi mRNA moga powodowac ich przejscie do frakcji wolnych
cytoplazmatycznych i polisomalnych mRNP. Po takim proteolitycznym
rozktadzie macierzystych mRNP i czesciowym nawet odstonieciu odcin-
kéw poli(A), przy czestym zaniku blony jadrowej podczas bruzdkowania,
moga zaistnie¢ warunki sprzyjajace degradacji fragmentow poli(A) przez
jadrowg rybonukleaze specyficzng dla poli(A) oraz ich odbudowy w pro-
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cesie cytoplazmatycznej poliadenylacji, po ponownym wytworzeniu btony
jadrowej (patrz rozdz. VI).

Na zasadzie podobnego mechanizmu, tj. proteolitycznego uwalniania
MENA od biatek tworzgcych struktury mRNP, mozna tez ttumaczy¢ zja-
wisko indukcji embrionalnej. Indukcja embrionalna jest to wzajemne
oddziatywanie réznych czesci organizmu w czasie jego rozwoju, prowa-
dzgce do réznicowania sie tkanek. Induktorem (czynnikiem indukujgcym)
jest substancja wydzielana przez jedng z czesci organizmu, lub dostarczo-
na z zewnatrz, powodujaca réznicowanie sie innej cze$ci organizmu w
okreslona tkanke. W rozwazaniach nad istotg induktoréw naturalnych
przewaza poglad, ze majg one charakter biatkowy — przy ich ekstrakcji
fenolem z materiatu biologicznego plasuja sie bowiem w interfazie i fazie
fenolowej oraz sg wrazliwe na dziatanie enzymow proteolitycznych, a nie-
wrazliwe na dziatanie rybonukleaz (100, 101).

Trudny do -zrozumienia i obszernie dyskutowany jest niespecyficzny
charakter zjawiska indukcji. Wywotuja jg bowiem r6zne egzogenne induk-
tory jak np.: sole, stabe kwasy i zasady, nukleoproteiny, zdegenerowane
obce tkanki, zmiany pH, a takze cytoliza czesci tkanki indukowanej. Po-
za tym, ten sam czynnik indukujacy, zaleznie od rodzaju indukowanego
obszaru organizmu i jego kompetencji (tj. zdolnosci do réznicowania sie
w okreslong tkanke), moze powodowad¢ réznicowanie sie w odmiennych
kierunkach (100, 101).

Jezeli zatozyé, ze indukcja embrionalna polega na uwolnieniu z zapa-
sowych mRNA zwigzanych z nich mRNP, np. przez strawienie lub od-
dysocjowanie biatek, to bardziej zrozumiatym staje sie réznorodny i po-
zornie nie majacy ze sobg zwigzku charakter czynnikéw indukujgcych.
Dziatanie kazdego czynnika powodujgcego uwolnienie mRNA przez pro-
teolize lub czesciowe nawet oddysocjowanie bialek z mMRNP moze by¢
dziataniem indukujgcym pod warunkiem istnienia okreslonej kompetencji
indukowanych komoérek, polegajacej na obecnosci w ich mRNP specy-
ficznych mRNA. Postulowany mechanizm wymaga jednak zatozenia pe-
wnej nierbwnomiernosci rozmieszczenia MRNA w roznych komoérkach
zarodka, co zresztg znajduje obecnie coraz szersze potwierdzenie doswiad-
czalne (102— 111).

VI1ll. Rola odcinkéw poli(A) w metabolizmie mMRNA w oocycie
i w komoérkach somatycznych

Hipotetyczny schemat metabolizmu mRNA w komérkach somatycz-
nych i w oocycie, z uwzglednieniem obrotu odcinka poli(A) przedstawio-
no na rycinie 2.

Na rysunku tym oznaczono strzatkami mozliwe przemieszczenia mRNA,
wraz z jego odcinkiem poli(A) z jednej frakcji do innej. Cze$¢ tylko no-
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wosyntetyzowanego hnRNA, stanowigca pule prekursorow mRNA, po od-
powiednim przetworzeniu przechodzi do cytoplazmy, podczas gdy wiek-
szo$¢ powstajagcego hnRNA wulega degradacji w jadrze (112, 113). Po
przejsciu do cytoplazmy mRNA czesciowo wchodzi w skiad struktur poli-
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Ryc. 2. Proponowany schemat obrotu odcinka poli(A) w komérkach somatycznych
(a) i przemieszczania mMmRNA w oocycie i zarodku (b). Linig cigagta oznaczono kierunek

przemieszczania wykazany doswiadczalnie, linig przerywang za$ — hipotetyczny
(patrz rozdz. VIII).
w (a) — przyjeto zatozenie, ze polimerazy poli(A) i rybonukleazy moga dziatac¢

w trakcie przemieszczania si¢ mMRNA: polisomy «* informosomy, a takze w obrebie
danej frakcji mRNP.
w (b) — dla uproszczenia pominigto hipotetyczng pule XmRNP.
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somoéw, a czesciowo — wolnych cytoplazmatycznych mRNP i jest chronio-
ny przed rozktadem przez zwigzane z nim biatka. Poniewaz forma mRNA
w czasie przejscia z jgdra do cytoplazmy nie jest znana, na Rys. 2a wpro-
wadzono umowng pule XmRNP, oznaczajgca pule mRNP przed ich roz-
dziatem pomiedzy frakcje polisomalnych i wolnych cytoplazmatycznych
MRNP.

Mechanizm regulujacy rozmieszczenie mRNA miedzy te oba rodzaje
MRNP nie jest znany i stanowi jedno z kluczowych zagadnien zwiagza-
nych z posttranskrycyjna regulacjg ekspresji genomu. Wiadomym jest,
ze ten sam mMRNA moze wystepowaé w tej samej komorce w formie czyn-
nej na polisomach i formie nieczynnej w wolnych cytoplazmatycznych
MRNP. Np. w erytrocytach kaczki, 92°/0 globinowego mRNA znaleziono
we frakcji polisomoéw, a tylko 8% we frakcji wolnych cytoplazmatycznych
MRNP, przy czym polisomalne mRNP zawieraly okoto 200 r6znych mRNA,
a wolne cytoplazmatyczne mRNP az 1400 rodzajow mRNA (114). Macie-
rzyste zapasowe MRNP jak rowniez wolne cytoplazmatyczne mRNP sg
wiec formg przechowywania w cytoplazmie tego mRNA, ktére w danym
okresie nie ulega translacji. Przemieszczanie sie mRNA z frakcji wolnych
cytoplazmatycznych mRNP do polisomalnych mRNP wykazano doswiad-
czalnie (48, 115, 116). O mozliwos$ci przemieszczania odwrotnego tj. z poli-
soméw do wolnych cytoplazmatycznych mRNP (patrz Rys. 2a) przema-
wiajag pewne dane posrednie jak np.:

— wyzsza aktywnos$¢ globinowego mRNA z polisoméw w poréwnaniu
z jego aktywnosciag witasciwg w wolnych cytoplazmatycznych mRNP przy
znakowaniu 8P (88),

— mniejsza dtugos$¢ odcinkédw poli(A) w wolnych cytoplazmatycznych
MRNP niz w polisomalnych mRNP (82, 86, 88, 91), co moze oznaczac, ze
sg one ,starsze”, wzglednie — ze nie ulegajg cytoplazmatycznej poliade-
nylacji.

Rozktad odcinka poli(A) pociggajacy za sobg prawdopodobnie rozktad
pozostatego tancucha mRNA moze zachodzi¢ eonajmniej w wyniku 3 pro-
cesow:

— endonukleolitycznego dziatania rybonukleazy IV (65, 66) powodu-
jacej fra®“mentacje odcinka poli(A) do oligonukleotyddéw A 10

— dziatania 3' egzorybonukleazy (E.C.3.1.4.20) powodujacego skraca-
nie odcinka poli(A) od konca 3’ (56),

— specyficznego odcinania catego segmentu poli(A) w okolicy wigza-
nia z pozostata czescig tancucha mRNA, prowadzgcego czasem do catko-
witej destrukcji tego segmentu (117).

W wyniku tych proceséw powstajg czasteczki mRNA o skréconych
odcinkach Anlub tez catkowicie ich pozbawione i zapewne mniej lub bar-
dziej podatne na catkowita degradacje.

Jeden z tych proceséw, polegajacy na stopniowym usuwaniu kilkunas-
tu reszt adenilowych od konca 3 okazat sie niewrazliwy na zahamowa-

li*
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nie translacji (elongacji) przez emetyne lub cykloheksimid (118, 119) co
znaczy, ze moze on zachodzi¢ w obrebie frakcji wolnych cytoplazmatycz-
nych mRNP. Drugi, polegajacy na szybkiej destrukcji catego odcinka po-
lif(A), ulegat zahamowaniu wraz z zahamowaniem elongacji (119) i w
zwigzku z tym mozna przypuszczaé¢, ze zachodzit w trakcie translacji
mMRNA na polisomach.

Skrécenie odcinka poli(A) ponizej krytycznej diugosci AD — powo-
dujac jego niezdolno$¢ do skompleksowania z odpowiednim biatkiem, np.
z poli(A) polimerazg (biatko P-78 000), prowadzitoby do skrécenia okresu
poéttrwania mRNA, a w konsekwencji do jego catkowitej degradacji. Czyn-
nikiem stabilizujagcym mRNA bylby proces cytoplazmatycznej poliadeny-
lacji (rozdz. Ill-1) powodujgcy ponowne wydtuzenie odcinka poli(A),
a wiec i zwiekszenie zdolnosci jego kompleksowania z biatkiem polime-
razy. W rezultacie stan rownowagi danego mRNA pomiedzy jego frak-
cja ulegajaca degradaciji i frakcja stabilng moze by¢é wynikiem dtugosci
jego odcinka poli(A), dostepnosci specyficznych biatek dla wytworzenia
komplekséw mRNP, aktywnosci polimeraz poli(A) oraz aktywnosci ry-
bonukleaz uczestniczacych w rozktadzie poli(A) i kodujacej czesci taricucha
mMRNA.

Opisane mechanizmy dotyczag wycinka postranskrypcyjnej regulacji
ekspresji genomu, ktéra u eukariontéw, weditug ,kaskadowej” regulacji
Scherrera (120), jest procesem wieloetapowym. U eukariontéw etap trans-
krypcji stanowi tylko pierwszy krok w procesie regulacji, a pozostate
(i gtdbwne) fazy zachodzg na poziomie posttranskrypcyjnym, w przeci-
wienstwie do prokariontéw, gdzie regulacja ta odbywa sie w zasadzie na
etapie transkrypcji.

Pani prof. Z. Lassotowej z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN za krytyczng dys-
kusje i panu prof. M. Chorazemu za zwré6cenie uwagi na prace zespoiu dr. Monique
Jacob ze Strasburga skitadam serdeczne podzigkowania.

Zaakceptouxmo do druku 10111984 r.
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Addendum: Po ztozeniu artykutu do druku do wiadomos$ci autora do-
tarty jeszcze 2 prace pochodzace z tego samego laboratorium. Jedna z nich
(Palatnik C. M,, Storti R. V., Capone A. K., Jacobson A.
(1980), J. Mol. Biol., 141, 99— 118) poddaje w watpliwo$¢ role poli(A) w
utrzymywaniu stabilnosci mRNA, jednak, zdaniem autora niniejszego ar-
tykutu, ani zalozenia eksperymentalne, ani otrzymane wyniki nie pozwa-
laja na jednoznaczng negatywnag odpowiedZz. W drugiej pracy (Jacob-
son A.,, Favreau M., (1983), Nucl. Acid Res., 11, 6353— 6368) auto-
rzy stwierdzili zahamowanie procesu translacji in vitro przy dodawaniu
wzrastajgcych ilosci homopolimeru (A)2b. W koncowych rozwazaniach do-
chodzg jednak do wniosku, ze nie musi to oznacza¢ bezposredniego udziatu
segmentu poli(A) w translacji, a ewentualnie wigzanie specyficznego biat-
ka (faktora) do segmentu poli(A).



RECENZJE

Evegeny Golovinsky

Biochemie der Antimetabolite

naukowe opracowanie wydania niemieckiego: Gerd-Joachim Krauss,
VEB Fischer Verlag, Jena, 1984, stron 226, rycin 69, tabel 24

Ksigzka E. Golovinsky’ego ukazata sie w 1975 roku naktadem Wydawnictwa
»lzdatelstvo i iskustvo”, Sofia pt.: ,Biochimija na antimetabolitite”. Niemiecka
wersja ksigzki powstata w ramach wspétpracy autora z G.-J. Kraussem. Golo-
vinsky, profesor w Instytucie Biologii Molekularnej Butgarskiej Akademii Nauk
w Sofii, przetozyt wraz z wspétttumaczem ksigzke na jezyk niemiecki. Dr Krauss
z Uniwersytetu im. M. Luthera w Halle opracowat niemiecka wersje ksiazki, uno-
woczes$niajgc tekst tak, ze wedtug st6w Golovinsky’ego (por. przedmowe do wyda-
nia niemieckiego) ,,Biochemie der Antimetabolite” stanowi praktycznie nowa ksigzke.

Termin ,antimetabolit” wprowadzit w 1952 roku D. Wooley podajgc, w swej
klasycznej monografii ,,A Study of Antimetabolites”, nastepujaca definicje: , Struk-
turalne analogi (zyciowo niezbednych) metabolitéw... moga wywotywaé w orga-
nizmie symptomy niedoboru metabolitéw, ktérych strukture przypominajg. Prawie
we wszystkich przypadkach znie$¢ mozna 6w efekt biologiczny przez podwyzszenie
stezenia witasciwego metabolitu. Takie, antagonistycznie dziatajace strukturalne
analogi metabolitow nazywaé bedziemy antymetabolitami”.

Juz w 1938 roku D. Wooley ze wspoétpracownikami opisat fizjologicznie ujemne
efekty syntetycznego analoga kwasu nikotynowego. Dwa lata péZzniej D. Woods
wykazat, ze skuteczno$¢ antybakteryjnego dziatania sulfonoamidéw polega na ich
interferencji z procesami biosyntetycznymi przebiegajgcymi z udziatem p-amino-
benzoesanu. Stwierdzenie to, dato poczatek nowej dziedzinie nauk dos$wiadczalnych
i stosowanych zarazem — biochemii antymetabolitow. Te wtasnie dziedzine przed-
stawia recenzowana ksigzka E. Golovinsky’ego.

Badania prowadzone w omawianej dziedzinie, ogélnie moéwigc, obejmujag naste-
pujace Kkierunki: projektowanie i synteze nowych antymetabolitéw, doswiadczalne
sprawdzanie mechanizmoéw ich dziatania oraz préby praktycznego ich zastosowania.
Kolejne rozdziaty ksigzki Golovinsky’ego przedstawiajg wtasnie te zagadnienia.

Na cze$¢ ogodlng ksiazki sktadaja sie nastepujace rozdziaty:

1. Ukierunkowana synteza antymetabolitéw
2. Metody oznaczania biologicznego dziatania antymetabolitéw
3. Biochemiczne mechanizmy dziatania antymetabolitéow
4. Metabolizm antymetabolitéw i odtruwanie organizmu
Czes¢ specjalng ksigzki tworzg rozdziaty zatytutowane:
5. Gtbwne rodzaje antymetabolitow
6. Zastosowania antymetabolitow w chemioterapii

7. Antymetabolity jako leki i czynniki immunosupresyjne

Kolejne rozdziaty opatrzone sg odnos$nym pismiennictwem, doprowadzonym do
wczesnych lat osiemdziesigtych; oczywiscie wybranym do$¢ arbitralnie i niepetnym
lecz wystarczajgco ilustrujgcym omawiane zagadnienia. Liczne ryciny oraz tablice
utatwiaja percepcje tresci przedstawionych w teks$cie jasno i przystepnie. Ksigzka
zainteresowa¢ moze przedstawicieli wielu dziedzin szeroko pojetych nauk przyrod-
niczych — przede wszystkim chemikéw i biologéw, a takze farmakologéw i lekarzy
réznych specjalnosci, zwtaszcza immunologéw i onkologéw.

Zofia Zielinska
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposéb syntetyczny omawiac
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego pismiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie pismiennictwa z ostatnich dwu lat. Objetos¢
takich artykutéw nie powinna przekraczaé¢ 20 stron maszynopisu (nie liczgc ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowann autora, opracowane na podstawie najnow-
szego pismiennictwa, wystarczajacego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik
publikuje krétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujgce o nowych, interesujacych
osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajace historie badan
w zakresie réznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
rébwnoznaczne z odwiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cistos¢ podanych informacji. Autoréw
obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponosza autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych
stawek. Autorzy otrzymuje bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamdéwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zglosi¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie
autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastgepujacych wskazoéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zalaczniki nalezy nadsyta¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwéjng interlinia, z marginesem
ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakoéw
w jednym wierszu i nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Norma Polska.

Uktad maszynopisu: strona okitadkowa nienumerowana zawiera imiona i nazwisko(a) auto-
ra(6w), adres(y) Zaktad(6w) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych pracujg autorzy, adres
pocztowy, na ktéry autorzy zycza' sobie otrzymywaé korespondencje, adres prywatny, telefon
miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim i angielskim), oraz —w prawym dolnym
rogu — liczbe stron, liczbe rycin, wzoréw i tabel oraz skrot tytutu (nie wiecej niz 25 znakow
drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peitnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci w jezyku polskim i angielskim, tytut nau-
kowy autora(éw) i jego (ich) mlejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stosowanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu pismiennictwa wigcznie, tabele, spis
rycin, wzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koricowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowa¢ winny rzeczowo o przedstawianych tresciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdzialy numerujemy liczbami rzymskimi, a podroz-
dziaty odpowiednia rzymsKa 1 arabska (np. 1-1.). Tytutéw podrozdziatléw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé¢. W tekscie nie nalezy stosowaé¢ zadnych podkreslenn ani rozstrze-
lonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w teks$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W teks$cie nie nalezy umieszczac
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zadanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czyé: Tabela I, Ryc. 1, Wzdér | itp. Numeracje wzoru w teks$cie nalezy podawaé po nazwie
zwiagzku, np. klas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autoréw o zwrécenie szczegdlnej uwagi na poprawnos$¢ Jezykowa tekstu
a takze na $cisto$¢ i jasnos$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jeéli bywajag uzywane w pracach obco-
jezycznych.

Redakcja zastrzega sobie moznos$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek nie wptywa-
jacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgc przedstawiong dziedzine z uwzglednieniem



artykutéw opublikowanych w ,Postgpach Biochemii”. W tekscie nalezy podawaé¢ Jedynie
nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znaczenie w przedstawianej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowac¢ w kolejnosci ich cytowania w teks$cie. Wykaz pismiennictwa
zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabetycznie.
Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ forme =zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism
Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IlUB) wediug Biochim. Biophys. Acta,
(1972), 271, 1 np.

Pispa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé¢ nalezy kolejno: nazwisko(a) i inicjaty autora(éw),
rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaty jej redaktoréw(a), tom, pierwsza i ostatnig
strone cytowanej publikacji, nazwe wydawnictwa oraz miejsce wydania, np.

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

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

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

Tabele nalezy kolejno numerowaé¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtéwki rubryk
powinny jasno opisywac¢ ich tres¢ zaznaczajac, z jakich (jakiej) prac(y) pochodza informacje
podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjag w kolej-
nosci ich omoéwienia w teks$cie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykonaé¢ tuszem na biatym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ cieAsze niz 1 mm. Ramki ujmujgce wykresy mozna wykonaé linig cienisza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢
nie mniejszag niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skrotami. Osie wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowaé nastepujace symbole: OO A « m A-
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,dot” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce. Oznacze-
nia, ktérych nie mozna wpisa¢é na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem.

Ze wzgledu na wewngtrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z pismiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wylacznos¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright).
Przed witaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw z prac innych autoréw do artykutu prze-
znaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy uzyska¢ zgode na przedruk i przedto-
zy¢ ja Redakcji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutéw, aby zabezpieczy¢é maszynopisy i ilustracje
przed pogieciem.
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