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Wykaz stosowanych skrotéow: Reduktaza HMG-CoA — reduktaza |3-hydroksy-[3-
-metyloglutarylokoenzymu A (E.C.1.1.1.34); LCAT — transferaza lecytynowo-chole-
sterolowa kwaséw ttuszczowych (E.C.2.3.1.43); ACAT — transferaza acylo-CoA-cho-
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. Wstep

Cholesterol jest niezbedny dla zycia, wzrostu i prawidtowego funkcjo-
nowania komorek, odgrywa bowiem wazng role w kontrolowaniu prze-

Tabela 1
Podziat i sktad chemiczny lipoprotein osocza*)
Sktad chemiczny w %
Nazwa frakcji
skrot i gestosc o Cholesterol Chole_sterol . _
w g/cm3 Trojglicerydy wolny zestryfikowa-  Fosfolipidy  Biatko
ny
Chylomikrony 0,94 80—95 1—3 2—5 3—7 1—2
Lipoproteiny o bardzo 50—65 7—12 4—13 15—20 8—12
niskiej gestosci (VLDL)
0,94—1,006
Lipoproteiny o niskiej —n 8 37—39 22 20—25
gestosci (LDL)
1,006—1,063
Lipoproteiny o wysokiej 3—8 2—3 14—20 22—30 45—55
gestosci (HDL)
1,063—1,21

*) Dane powyzszej tabeli byly przedstawione w pracy pt. ,Struktura i funkcja lipoproteidéw krwi cztowieka”
H. Wehr (1975) Postepy Biochemii, 21, 75—93. Zamieszczono je powtdrnie, aby ufatwi¢ czytelnikowi zrozumienie obec-
nego artykutu.
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puszczalnosci ich bton. Z drugiej strony, nadmierne odktadanie chole-
sterolu jest zjawiskiem szkodliwym i prowadzi¢ moze nawet do $mierci
komoérki. Procesy decydujace o zawartosci cholesterolu w tkankach znaj-
duja sie pod kontrolg skomplikowanych uktadéw regulacyjnych.

Jednostkami transportujgcymi cholesterol u zwierzat wyzszych sg
lipoproteiny osocza. Znajdujg sie¢ one réwniez w ptynie miedzykomoér-
kowym. Wiekszo$¢ cholesterolu wystepuje w lipoproteinach w postaci
zestryfikowanej resztami kwasow ttuszczowych.

W skiad lipoprotein wchodzg i inne zwigzki lipidowe (Tabela 1). Ich
transport stanowi rowniez wazng funkcje biologiczng tych biatek. W tej
pracy oméwione beda prawie wytgcznie zagadnienia zwigzane z metabo-
lizmem cholesterolu.

Il. Enzymy kontrolujace zawartos¢ cholesterolu w komdrkach

Synteza cholesterolu odbywa sie w siateczce endoplazmatycznej. Jedng
z poczatkowych reakcji jest redukcja utworzonego z trzech czasteczek
acetylo-CoA (3-hydroksy-|3-metyloglutarylo-CoA do kwasu mewalonowego
(Rycina 1). Aktywnos$¢ reduktazy (5-hydroksy-P-metyloglutarylo-CoA —
enzymu katalizujgcego te reakcje — jest czynnikiem decydujacym o szyb-
kosSci catego szlaku syntezy cholesterolu.

acetylo-CoA

| reduktaza
hydroksymetylo- MMG-CoA— mewalonian
glutarylo-CoA y H
\ i
\V4 *

cholesterol

Ryc. 1. Udziat reduktazy HMG-CoA w syntezie cholesterolu. Regulacja reakcji przez
sprzezenie zwrotne.

Wolny cholesterol podlega w komorkach estryfikacji resztami diu-
gotancuchowych kwaséw thuszczowych a jego nadmiar jest odktadany
w postaci estrow. Reakcje katalizuje transferaza acylo-CoA-cholesterolowa
kwasow ttuszczowych (ACAT) (26). Enzym wystepuje w szorstkiej sia-
teczce endoplazmatycznej.

W niektérych tkankach cholesterol podlega specyficznym przemianom.
W watrobie zachodzi konwersja cholesterolu do kwaséw zétciowych. Ka-
talizuje ja 7-a-hydroksylaza cholesterolu, takze enzym mikrosomalny.
Jest to gldwna droga katabolizmu cholesterolu. W mitochondriach ko-
mérek kory nadnerczy zachodzi przemiana cholesterolu w pregnenolon —
ten etap decyduje o szybkosci syntezy hormonéw sterydowych. W prze-
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mianie biorg udziat odpowiednie hydroksylazy i liazy. Analogiczne pro-
cesy zachodzg w innych gruczotach dokrewnych wydzielajgcych hormony
sterydowe.

I1l. Rodzinna hipercholesterolemia jako model w wyjasnieniu mecha-
nizmu pobierania cholesterolu przez komorki

Rodzinna hipercholesterolemia jest czestg postacig hiperlipoproteine-
mii u czlowieka. Wedtug danych pochodzacych z USA jedna na 500 os6b
jest nosicielem genu tej jednostki chorobowej (1). Choroba dziedziczy sie
w sposéb dominujacy, u homozygot objawia sie niezwykle wysokim (na-
wet do 1000 mg °/o) poziomem cholesterolu osocza, odktadaniem ztogow
cholesterolu i bardzo wczesnie (juz w wieku ponizej 10 lat) wystepujaca
miazdzycg tetnic. U heterozygot objawy sa mniej nasilone ale i w tej
postaci choroba stanowi powazne zagrozenie dla zycia.

W roku 1973 stwierdzono, ze aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA hodo-
wanych fibroblastow skéry zalezy w duzym stopniu od obecnosci lipo-
protein w pozywce. Komdrki rosngce w nieobecnosci surowicy wykazuja
wyzszg aktywnos$¢ enzymu w poréwnaniu z jego aktywnos$cig w pozywce
zawierajgcej surowice. Czynnik ,tlumiagcy” zawarty jest w lipoproteinach
niskiej gestosci (LDL — patrz Tabela 1) osocza ludzkiego oraz niektérych
gatunkoéw zwierzat (2). Wkrétce potem zauwazono, ze fibroblasty pocho-
dzace od chorych na rodzinng hipercholesterolemie nie wykazujg spadku
aktywnosci reduktazy HMG-CoA (3) ani spadku szybkosci wiaczania [1C]
octanu do cholesterolu (4) w obecnosci LDL w ptynie hodowlanym.

Stwierdzone zaburzenia proceséw regulacji syntezy cholesterolu zali-
czyty na krétko rodzinng hipercholesterolemie do kandydatéow na ,regula-
cyjng” wrodzong wade metaboliczng (4). Fibroblasty hipercholesterole-
miczne sg jednak, jak sie okazato, zdolne do regulowania syntezy chole-
sterolu, bowiem dodany do pozywki wolny cholesterol wywiera efekt ha-
mujacy (5).

Wkrétce potem Goldstein i Brown (6) przedstawili dane su-
gerujace, ze przyczyng niereagowania na obecnos¢ LDL w rodzinnej hi-
percholesterolemii jest brak wigzania ich przez btone komorkowa. Kon-
cepcja ta pozwala zaliczy¢ rodzinng hipercholesterolemie do chordb spo-
wodowanych niedoborem specyficznego biatka, podobnie jak to ma miejsce
w innych wrodzonych wadach metabolicznych. W tym wypadku niedobor
dotyczyé ma biatka btony komérkowej. Poglad ten zostat obecnie przy-
jety (7). Goldstein i Brown stojg zdecydowanie na stanowisku
jednogenowej teorii pochodzenia hipercholesterolemii (1,8), chociaz nie
wyizolowano jeszcze biatka receptorowego i chociaz oprécz ,receptoro-
negatywnych” form tej choroby opisano ,receptorodefektywne”, w kto-
rych komorki homozygoty wigzag w pewnym, zmniejszonym stopniu, LDL
(9—11).
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Defekt molekularny fibroblastéw pochodzacych od homozygot ro-
dzinnej hipercholesterolemii przyczynit sie do wykrycia mechanizmu
wchodzenia LDL do komoérek i do poznania w ciagu paru nastepnych lat
skomplikowanego uktadu zaleznosci miedzy lipoproteinami a komérkami.

IV. Wigzanie lipoprotein przez komorki

W krétkim czasie po umieszczeniu fibroblastow w pozywce zawiera-
jacej LDL znakowane jodem radioaktywnym 1B obserwuje sie wig-
zanie tych lipoprotein przez komdrki. Osigga ono szczyt po 2 godzinach
i, przy niskich stezeniach, wykazuje proporcjonalng zalezno$¢ od ilosci
biatka LDL (gtéwnym biatkiem tej frakcji jest apolipoproteina B — patrz
Tabela 2). Powyzej stezenia wynoszgcego okoto 50 pig/ml krzywa zalez-
nosci wigzania od stezenia biatka zatamuje sie wyraznie (12). Autorzy uwa-
zajg, ze pierwszy, stromy odcinek krzywej jest dowodem na istnienie
w blonie komoérkowej specyficznych receptoré6w o wysokim powino-
wactwie. Nadmiar nieznakowanych lipoprotein hamuje wigzanie wyso-

Tabela 2.
Niektore dane na temat apolipoprotein osocza cztowieka
Nazwa Synonimy CPowne miejsca Funkcja Inne dane
wystepowania biologiczna

Al HDL aktywacja LCAT krafcowo niskie stezenia
w osoczu chorych na cho-
robe tangierska

Al HDL

B LDL transport trdjglicerydéw  podwyzszenie poziomu w

VLDL i cholesterolu osoczu chorych na rodzin-
chylomikrony na hipercholesterolemie

Cl VLDL prawdopodobnie aktywacja

chylomikrony LCAT
HDL

cl VLDL aktywacja lipazy lipopro-

chylomikrony teinowej
HDL

c VLDL w niektorych warunkach

chylomikrony hamowanie lipazy lipopro-
HDL teinowej
D A lll HDL prawdopodobnie akty-
peptyd wacja LCAT
cienkiej
linii

E biatko YLDL prawdopodobnie rola w wzrost poziomu w 0soczu
bogate w reakcji LCAT i mozliwa zwierzat karmionych cho-
arginine rola w transporcie chole- lesterolem i w niektérych
(ARP) sterolu postaciach hiperlipopro-

teinemii u ludzi
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kiego powinowactwa, jony wapnia wywieraja na nie wptyw stymulujacy,
a umiarkowane dziatanie na komorki pronaza niszczy ich zdolno$¢ wia-
zaca. Wigzanie lipoprotein zachodzi juz w niskich temperaturach (4°C).
Jest ono wstepnym zjawiskiem w pobieraniu lipoprotein przez komorke
a receptory spetniajg role czynnikéw regulujacych pobieranie.

Funkcje receptora LDL badano ostatnio rowniez w uktadzie bezkomor-
kowym (13). AktywnoS$¢ receptorowg stwierdzono we frakcji homogenat/u
fibroblastow lub limfocytéw sedymentujgcej przy 100000 X g. Posiada
ona te same wiasnosci hamowania i aktywacji co wigzanie przez cate ko-
mérki. Optimum pH procesu wigzania wynosi 7,5.

Oprécz wigzania typu wysokiego powinowactwa komorki sg réwniez
zdolne do pobierania LDL w procesie endocytozy. Wstepnym jej etapem
jest rowniez przytaczenie lipoprotein do powierzchni komorki. Takie
wigzanie nazwane wigzaniem niskiego powinowactwa (14) nie wykazuje
nasycenia wysokimi stezeniami LDL, nie jest stymulowane jonami wap-
nia ani niszczone dziataniem pronazy.

Lipoproteiny wigzane tak jednym jak i drugim z podanych powyzej
mechanizméw moga wchodzi¢ do wnetrza komorki, podlegaé w niej prze-
mianom i przekazywac cholesterol oraz inne sktadniki.

Komorki pochodzace od ,receptoronegatywnych” homozygot rodzinnej
hipercholesterolemii nie wigzaty LDL wigzaniem wysokiego powino-
wactwa (6).

V. Whnikanie lipoprotein do komérek i ich degradacja

Dzieki pofaczeniu LDL z ferrytyng (15, 16) udato sie przesledzi¢ w mi-
kroskopie elektronowym przebieg wnikania lipoprotein do wnetrza ko-
maérki. Stwierdzono, ze ponad 70% ferrytyny umiejscowiato sie we frag-
mentach btony komérkowej, ktore okreslano jako odcinki ,,okryte” (,,coat-
ed” regions). W temperaturze 37°C przeksztatcaty sie one w ,okryte”
pecherzyki (,,coated” vesicles), ktore transportowaty kompleksy LDL z fer-
rytyna do lizosoméw.

W temperaturze 4°C wnikanie lipoprotein praktycznie nie zachodzi.
Za najprostszy sposéb odrdznienia wigzania od wnikania do komdrek pro-
ponowano w zwigzku z tym oznaczanie radioaktywnos$ci komorek po ich
inkubacji ze znakowanymi lipoproteinami w dwu réznych temperaturach:
4° i 37°C (11, 17).

Po wniknieciu do komérki lipoproteiny sg rozktadane w lizosomach.
Uwalnianie rozpuszczalnych w kwasie tréjchlorooctowym produktow de-
gradacji znakowanego [1&] biatka LDL do ptynu otaczajgcego wzrasta
liniowo przez eo najmniej 30 godzin od rozpoczecia wigzania. Zidenty-
fikowano w nich niskoczasteczkowe peptydy oraz 3-jodotyrozyne (11).
Degradacje proteolityczng LDL stwierdzono réwniez w bezkomorkowych
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wyciggach uzyskanych z fibroblastéw (18). Maksymalna wydajnos¢ reak-
cji obserwuje sie w pH 4. Jest ona hamowana chloroching — inhibitorem
wielu procesdéw lizosomalnych, jak réwniez konkanawaling A, ktéra ma
zdolno$¢ hamowania lizosomalnej katepsyny B.

W degradacji LDL bierze poza tym udziat drugi enzym lizosomoéw,
lipaza o kwasnym optimum pH. Rozktada ona trojglicerydy i zawarte
w lipoproteinach estry cholesterolu (19). Wrodzony niedob6r tego wiasnie
enzymu jest przyczyng jednej z choréb lizosomalnych — choroby Wol-
mana. Niedob6r mniejszego stopnia powoduje tagodniejsza posta¢ — cho-
robe spichrzania estréw cholesterolu (CESD). Obserwacje hodowli fibro-
blastow pochodzacych od chorych wskazujg na istotng role kwasnej lipazy
w katabolizmie LDL. Komdrki gromadzity estry cholesterolu o skiadzie
kwaséw ttuszczowych takim, jaki wystepuje w lipoproteinach osocza, co
przemawia za tym, ze nie byly one w ogdle rozktadane (20).

Cholesterol uwolniony ze swoich potaczeh z lipoproteinami przez dzia-
tanie enzymow lizosomalnych pozostaje do dyspozycji komérki, przecho-
dzi do przestrzeni pozalizosomalnej i moze byé wykorzystany do syntezy
bton.

Cholesterol wywiera trzy wazne efekty metaboliczne, a mianowicie:
1 hamuje reduktaze HMG-CoA( Ryc. 1), 2. stymuluje esteraze choleste-
rolu i 3. hamuje synteze receptora LDL biony komoérkowej. Cholesterol
przejawia dziatanie niezaleznie od tego, w jakiej postaci jest dostarczany
do komoérki. In vivo naturalnym dostarczycielem cholesterolu sg lipopro-

teiny i w ten sposéb kontrolujg one procesy jego metabolizmu wewnatrz-
komérkowego.

VI. Hamowanie endogennej syntezy cholesterolu przez cholesterol egzo-
genny

Hamujacy wptyw cholesterolu na reduktaze HMG-CoA — enzym kon-
trolujacy synteze tego zwigzku — jest dwojakiego rodzaju. Dziatanie szyb-
kie, ujawniajace sie w ciggu 2 godzin polega na bezposrednim dziataniu
cholesterolu na aktywno$¢ enzymatyczng, okres poéttrwania reduktazy
HMG-CoA wynosi bowiem okoto 3 godziny (21). Mechanizm tego wptywu
nie jest jasny. Moze on polega¢ na modyfikacji bton siateczki endoplazma-
tycznej, gdzie wystepuje enzym (22), przy czym role odgrywaé moze ilos¢
cholesterolu znajdujgca sie w bezposrednim sasiedztwie reduktazy HMG-
-CoA (23). Ostatnio wykazano (24), ze fosforylacja i defosforylacja tego
enzymu prowadzi do szybkich, naprzemiennych zmian jego aktywnosci,
nie wiadomo jednak czy ma to zwigzek z wptywem cholesterolu.

Oprécz szybkiego, bezposredniego wptywu na aktywno$¢ enzyma-
tyczng, cholesterol hamuje synteze reduktazy HMG-CoA (5). Cyklohek-
simid znosi ten efekt. Zahamowanie syntezy enzymu jest oczywiscie pro-
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cesem bardziej dtugotrwatym niz zahamowanie jego aktywnosci.

Stopien hamowania aktywnosci reduktazy HMG-CoA przez cholesterol
jest rézny dla réznych rodzajow komorek oraz dla tych samych komérek
znajdujacych sie w réznych fazach wzrostu (5, 12).

Fibroblasty pochodzace od ,,receptoronegatywnych” homozygot rodzin-
nej hipercholesterolemii nie reagujg oczywiscie, jak o tym juz byta mowa,
spadkiem aktywnosci reduktazy HMG-CoA na cholesterol zwigzany z li-
poproteinami. Aktywno$¢ enzymu w takich komérkach hodowanych
w pozywce zawierajacej LDL jest wyzsza niz w komdrkach kontrolnych
rosngcych w tych samych warunkach. Nie stwierdzono w nich jednak
zwiekszenia catkowitej zawartosci cholesterolu (25).

Normalne fibroblasty ptodowe (wyhodowane z ptynu -owodniowego)
reagujg podobnie jak fibroblasty skéry na obecno$¢ LDL. Stwarza to
mozliwos¢ diagnostyki prenatalnej ptodéw dotknietych rodzinng hiper-
cholesterolemia (26).

Zauwazono, ze niektére utlenione pochodne cholesterolu sg znacznie
(okoto 100 razy) silniejszymi inhibitorami reduktazy HMG-CoA niz sam
cholesterol (21, 27). Najefektywniejsze pod tym wzgledem sg: 25-hydro-
ksycholesterol, 20-cc-hydroksycholesterol i 7-ketocholesterol. Koniecznym
dla dziatana hamujgcego elementem strukturalnym jest niezestryfikowana
grupa w pozycji 3 pierscienia sterydowego. Obecno$¢ grupy ketonowej
lub hydroksylowej w pozycji 6, 7 lub 25 zwigksza znacznie efekt. Zwigzki
te dziatajg w stezeniach od 5 X 10-8 M do 5 X 10“7 M (22). W wyzszych
stezeniach hamujg catkowicie wzrost komorek.

Utlenione pochodne majg charakter bardziej polarny niz sam cho-
lesterol. Wysunieto przypuszczenie, ze to one, wystepujace w Sladowych
ilosciach razem z cholesterolem sg wiasciwymi inhibitorami reduktazy
HMG-CoA (28).

VII. Aktywacja estryfikacji cholesterolu

Estryfikacja mierzona iloscig [MC] oleinianu wiaczonego do frakcji
estrow cholesterolu wzrasta 30—40-krotnie pod wplywem LDL (29).
Wzrost estryfikacji nastepuje pomimo faktu, ze lipoproteiny hamujg en-
dogenng synteze cholesterolu, tak wiec o aktywacji estryfikacji nie decy-
duje wzrost stezenia wyjsciowego substratu. Dodany do pozywki wolny
cholesterol jak réwniez jego pochodne tez silnie aktywujg enzym estry-
fikujacy (ACAT). (29, 30).

Estryfikacja pochodzacego z LDL cholesterolu jest wiasciwie jego re-
estryfikacjg. Okolo 70%> cholesterolu tej frakcji lipoprotein wystepuje
bowiem w postaci estréw, ktére na wczeSniejszym etapie interakcji li-
poproteina—komorka sag rozkladane w lizosomach, jak to byto powyzej
opisane. Taki przebieg zjawiska nie pozostaje bez wptywu na sktad estrow.



9] LIPOPROTEINY OSOCZA | KOMOREK 147

Gtéwnym kwasem tluszczowym estrow cholesterolu LDL jest wielonie-
nasycony kwas linolowy, w procesie reestryfikacji w komérce, natomiast,
przytgczane sg przede wszystkim kwasy jednonienasycone: olejowy i pal-
mitoolejowy. Tak wiec w ogdlnym efekcie w procesie, w ktorym posred-
niczy komérkowy receptor LDL, nastepuje nie tylko wejscie cholesterolu
do komorki, lecz réwniez przesuniecie w sktadzie jego estréw z wielonie-
nasyconych w kierunku bardziej nasyconych (31).

LDL nie wpltywajg na zahamowanie syntezy cholesterolu ani na akty-
wacje jego estryfikacji w fibroblastach pochodzgcych od chorych na
wspomniang powyzej chorobe Wolmana. Powodem jest brak kwasnej
lipazy i nieuwalnianie cholesterolu z jego potaczen z estrami. Zupetnie
podobnie zachowujg sie fibroblasty homozygoty rodzinnej hiperchole-
sterolemii, w ktérych przyczyng braku oddziatywania na LDL jest nie-
obecno$¢ receptora wysokiego powinowactwa w btonie komoérkowej i nie-
moznos$¢ pobrania tych lipoprotein do wnetrza komorki. Mieszana hodowla
obu rodzajéw fibroblastow wykazywata prawidtowg odpowiedZz metabo-
liczng (32). Mechanizm korekcji polegat na uwalnianiu do ptynu hodowla-
nego kwasnej lipazy pochodzacej z komérek hipercholesterolemicznych

i wykorzystaniu jej przez komorki pochodzace od pacjenta z chorobg
Wolmana.

VIIl. Regulacja ilosci receptoréow LDL

W fibroblastach inkubowanych z LDL obserwuje sie stopniowy spa-
dek zdolnosci wigzania tych lipoprotein do specyficznych receptorow wy-
sokiego powinowactwa (33). Podobny efekt wywotuje cholesterol nielipo-
proteinowy. Mechanizm tego zjawiska polega wedtug wszelkiego prawdo-
podobiefistwa na zahamowaniu syntezy receptora. W wyniku komérka
pobiera mniej cholesterolu z ptynu otaczajacego. Obliczono, ze okres pot-
trwania specyficznego receptora dla LDL wynosi okoto 25 godzin. Tak
wiec ten sposob regulacji stezenia cholesterolu komoérkowego jest powol-
niejszy i bardziej dtugotrwaty niz poprzednio opisane.

Zauwazono, ze preinkubacja komérek z insuling zwieksza wigzanie
i degradacje LDL. Mechanizm polega¢ moze na wzroScie syntezy receptora
LDL (34).

Brown i Goldstein uwazajg (31), ze w komorkach rosngcych
w obecnosci surowicy ustala sie stan réwnowagi, w ktérym endogenna
synteza cholesterolu jest zahamowana. Komorki wykorzystuja cholesterol
dostarczany im przez LDL, dopasowujac aktywnos$é receptora tak, aby
utrzymaé staty, niezbedny do prawidtowego funkcjonowania poziom cho-
lesterolu. W komérkach pozbawionych doptywu cholesterolu, rosnacych
w nieobecnosci LDL lub tak jak w hipercholesterolemii, nie posiadajacych
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receptora, synteza zwieksza sie i w ten spos6b nastepuje zaopatrzenie ko-
moérki w potrzebng dla zycia ilo$¢ cholesterolu.

IX. Zastosowanie hodowli komorkowych w niektérych badaniach nad
miazdzycg

W miazdzycowo zmienionych mies$niach gtadkich tetnic stwierdza sie
obecno$¢ duzych ilosci estrow cholesterolu. Che¢ wyjasnienia przyczyn
tego zjawiska byta i jest bodZzcem w podejmowaniu prac z zakresu wza-
jemnego oddziatywania lipoprotein i komérek, regulacji syntezy chole-
sterolu oraz jego estryfikacji w komaérkach.

Stwierdzono, ze hodowane komorki miesni gladkich aorty zwierzat
(35—37) jak rowniez cztowieka (38) wigza, pobierajg i degraduja lipopro-
teiny podobnie jak fibroblasty i ze wywotuje to takie same efekty me-
taboliczne co w fibroblastach tzn. zahamowanie syntezy cholesterolu
i zwiekszenie jego estryfikacji. Wigzanie lipoprotein wykazywato pewne
réznice gatunkowe. U cztowieka dotyczyto przede wszystkim LDL i VLDL
(38) (patrz Tabela 1), u szczura — HDL (39). Pobieranie lipoprotein ho-
mologicznych bylo wyzsze niz pobieranie tych samych frakcji pochodza-
cych od innego gatunku (40).

Komorki mieéni gtadkich tetnic sg mniej aktywne niz fibroblasty pod
wzgledem degradacji lipoprotein (39, 40). Reagujg réwniez w mniejszym
stopniu zmiang szybkosci syntezy cholesterolu na jego ubytek z komor-
ki (42).

W poszukiwaniu czynnikow, ktore mogg wptywaé na zwiekszenie od-
ktadania cholesterolu w komdrkach miesni giadkich tetnic Albers
i Bierman (42) badali, jak wptywa niedotlenienie na reakcje miedzy
lipoproteinami a komorkami. Stwierdzili, ze wigzanie LDL w tych ko-
morkach nie ulegato zmianie, komorki rosngce przy nizszym stezeniu
tlenu wykazywaly jednak zmniejszong degradacje [[&)] LDL — przyczyng
byta prawdopodobnie obnizona aktywno$¢ enzyméw lizosomalnych. Ci
sami autorzy wykazali (43), ze komorki miesni gtadkich tetnic maja mniej-
szg niz fibroblasty zdolno$¢ regulacji syntezy receptora LDL biony ko-
maérkowej. Ta roznica mogtaby by¢ przyczyng fatwosci gromadzenia
estrow cholesterolu.

Komorki miesni gtadkich tetnic s miejscem odktadania lipidow wTpro-
cesie powstawania zmian miazdzycowych. W magazynowaniu tych
zwigzkéw odgrywa¢ moga jednak réwniez wazng role komorki $réd-
btonka naczyn stykajace sie bezposrednio z krwig i tym samym stano-
wigce naturalng bariere przed wchodzeniem lipoprotein do komdrek
miesniowych. Stwierdzono (44), ze komérki $rédbtonka aorty krélika wia-
zaty, pobieraty i degradowaty LDL, ale wolniej niz fibroblasty i wolniej
niz komarki miesni gtadkich tetnic. Nasycenie wigzan wysokiego powino-
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wactwa nastepowato juz przy stezeniu 5 biatka LDL w ml ptynu ota-
czajgcego, ale wnikanie i degradacja LDL wzrastalty az do bardzo wy-
sokich stezen tego biatka. Swiadczyloby to o znaczeniu wiazania niskiego
powinowactwa w zjawisku pobierania LDL przez komérki. W tkanko-
wej hodowli $rédbtonka naczyn wotu (45) stwierdzono, ze komarki przy-
legajace Scisle do siebie w naczyniu hodowlanym (w fazie ,confluent”)
sg mato aktywne w pobieraniu LDL. Jezeli przerwie si¢ — ,skaleczy”
takg hodowle, komérki, prawdopodobnie dzieki uwolnieniu czesci swojej
powierzchni, zaczynajg w wiekszym stopniu wigzac lipoproteiny i groma-
dzi¢ lipidy.

Zwigzek miedzy brakiem lub niedoborem receptorow LDL w btonie
komérkowej i gromadzeniem cholesterolu w zmianach miazdzycowych
nie jest jasny. Mozna sadzi¢, ze blok w katabolizmie LDL i wynikajacy
z niego wzrost stezenia tej frakcji w osoczu przyczynia sie do odktadania
cholesterolu w tetnicach.

X. Uwalnianie cholesterolu z komorek do $rodowiska otaczajacego. Przy-
puszczalna rola HDL w regulacji ilosci cholesterolu komérkowego

Stein i wsp6tautorzy badajac komérki miesni gtadkich aorty szczu-
ra (46), komoérki raka wysiekowego (Landschiitz ascites cells) (47) jak
réwniez fibroblasty (41) stwierdzili, ze najwiecej cholesterolu przecho-
dzito do pozywki w obecnosci mieszaniny delipidowanych biatek frakcji
HDL z fosfolipidami.

W doswiadczeniach z réznymi komoérkami postulowano niejednokrot-
nie znaczenie catej frakcji HDL w odbieraniu cholesterolu (bedzie o tym
jeszcze dalej mowa), nie zostato ono jednak dotychczas dostatecznie udo-
kumentowane a mechanizm tego procesu pozostaje zupetnie nieznany.

Rowniez inne obserwacje zwracajg uwage na udziat HDL w komor-
kowym metabolizmie cholesterolu. Stwierdzano istnienie odwrotnej ko-
relacji miedzy poziomem HDL w osoczu i wielkos$cig catkowitej ogolno-
ustrojowej puli cholesterolu (48) oraz miedzy ich poziomem i czestoscia
wystepowania zmian miazdzycowych u ludzi (49). W pracowni Stein-
berga przesledzono szczegdtowo wspoétzaleznos¢ miedzy HDL i LDL w re-
akcjach z fibroblastami cztowieka. HDL hamowaty wigzanie [&] LDL,
lecz zdaniem autorow zjawisko nie polega na rywalizacji o te same wia-
zania. Uwazajg, ze wigzanie HDL nie jest regulowane przez komorke
i ze pobieranie ich mozna przypisaé procesom pinocytozy. Whnikanie do
komérek i degradacja tych lipoprotein przebiegajg bardzo wolno (51—53).

W obecnosci LDL ogélna ilos¢ cholesterolu w komérkach wzrasta po-
mimo, ze jego synteza wewngtrzkomdrkowa jest zahamowana (50). HDL
nie powodujg wzrostu zawartosci cholesterolu (52). Podane razem z LDL
zmniejszajg powodowany przez te frakcje jego przyrost w komdrkach
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$rédbtonka naczyn (44). Miller wykazatl ostatnio, ze krdtka (okoto
3 godzinna) inkubacja fibroblastow z HDL wywiera hamujgcy wplyw
na wigzanie LDL, jednak dtuga (48 godzinna) hodowla w obecnosci tych
pierwszych daje efekt odwrotny — zwieksza bowiem synteze receptora
LDL btony komorkowej. Autor jest przekonany, ze przyczyng jest odda-
wanie cholesterolu komoérkowego do HDL. Uwaza on, ze ten wilasnie me-
chanizm wyjasnia obserwowang czesto ujemng korelacje miedzy ste-
zeniem LDL i HDL w osoczu.

XI. Reakcje lipoprotein osocza z komérkami watroby i innymi komérkami

Watroba jest narzadem odgrywajacym bardzo wazng role w ogdlno-
ustrojowej gospodarce cholesterolem, jest gtdbwnym miejscem jego syn-
tezy i katabolizmu oraz syntezy wiekszosci apolipoprotein. Pomimo to
rola lipoprotein w regulacji metabolizmu cholesterolu w tym narzadzie
nie zostata doktadnie poznana. Gtdwng tego przyczyng sg trudnosci z ho-
dowlg hepatocytow.

Nervi i wspotpracownicy uwazajg (55—57), ze synteza cholesterolu
w watrobie jest najbardziej hamowana przez lipoproteiny transportujgce
cholesterol pokarmowy. Powstajagce w jelicie chylomikrony przechodzg
do krwioobiegu i po odigczeniu od nich wiekszosci tréjglicerydéw zamie-
niajg sie w tzw. ,remnants” czyli ,resztki” chylomikronéw, zawierajgce
jeszcze dos$¢ duzo cholesterolu. Ta wiasnie odmiana lipoprotein jest bar-
dzo aktywna w dostarczaniu cholesterolu do watroby i w hamowaniu jego
syntezy (57).

Zauwazono, ze obecno$¢ w diecie nienasyconych kwaséw ttuszczo-
wych wplywa na zwiekszenie hamowania syntezy cholesterolu w watro-
bie przez cholesterol pokarmowy (58).

Wielu autoréw uwaza, ze hepatocyty posiadajg, podobnie jak inne
komorki, receptory wysokiego powinowactwa dla LDL (59—=61). Jednak
wyniki badan nad wptywem tych lipoprotein na metabolizm cholesterolu
w watrobie nie sg zgodne — wedtug jednych LDL hamujg synteze cho-
lesterolu (62, 63), wedtug innych nie przejawiajg takiego dziatania (60, 61).

W doswiadczeniach na Swiniach stwierdzono, ze wyfgczenie z kraze-
nia watroby powoduje szybkie znikniecie LDL z krwioobiegu (64). Nalezy
sadzi¢, ze katabolizm LDL zachodzi przede wszystkim w tkankach obwo-
dowych (65, 66) i w zwigzku z tym wigzanie LDL przez komdrki watroby
prawdopodobnie nie ma duzego znaczenia iloSciowego.

Niezgodnosci istniejg rowniez na temat funkcji HDL. Z jednej strony
stwierdzono pod ich wplywem wzrost aktywnosci reduktazy HMG-CoA
watrobowej (62, 63), co przypisywano gtownie ubytkowi cholesterolu
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z komorki. Niezupetnie zgodne z powyzszym sg obserwacje stwierdzajgce
szybki rozpad HDL w komérkach watrobowych (szybszy w komérkach
niemigzszowych niz migzszowych) (66, 67).

Wigkszo$¢ przytoczonych powyzej prac wykonywana byta przy uzyciu
skrawkow watroby, tylko w nielicznych stosowano hodowle hepatocytéw
(60—62).

W krétkotrwatych doswiadczeniach (6 godzin) lipoproteiny nie wy-
kazywaly wptywu na synteze cholesterolu hodowli komorek btony Slu-
zowej jelita psa. W tych samych warunkach stwierdzono hamujacy
wptyw na reduktaze HMG-CoA wolnego cholesterolu, jego utlenionych
pochodnych oraz kwaséw zétciowych (68).

Nadnercza szczura pobieraty [UC] cholesterol 2—3 razy szybciej niz
z LDL, a uprzednie podawanie zwierzetom ACTH zwiekszato to pobie-
ranie (69). HDL byty réwniez silniejszym inhibitorem syntezy cholesterolu
z octanu w inkubowanych skrawkach nadnerczy (70).

Doswiadczenia z tkanka ptucng dotyczg tylko katabolizmu czesci biat-
kowej lipoprotein (71). Perfuzja ptuca [IH] VLDL powoduje degradacje
apoliprotein grupy C (patrz Tabela 2). Biatka te wptywajg na aktywnos$¢
lipazy lipoproteinowej, ktéra katalizuje rozpad czesci lipidowej VLDL.
Tak wiec ptuco mogtoby tg droga odgrywac role w katabolizmie lipopro-
tein frakcji VLDL.

Wspoitzalezno$¢ lipoprotein i tkanki nerwowej badano w hodowli ko-
morek glejaka i komérek neuroblastoma. Zaréwno frakcja LDL jak i wol-
ne sterole (cholesterol, desmosterol i 7-ketochelesterol) hamowaty aktyw-
no$¢ reduktazy HMG-CoA badanych komorek, przy czym wptyw na ko-
morki glejaka byt wiekszy (72). Zmiany w szybkoSci estryfikacji chole-
sterolu obserwowano wylgcznie w komdrkach glejaka (73).

Synteza cholesterolu w centralnym ukfadzie nerwowym jest waz-
nym elementem mielinizacji. Jego odkfadanie jest szczegblnie intensywne
w okresie rozwoju, a komorki gleju najprawdopodobniej odgrywajg wazna
role w tym procesie. W przytoczonych pracach (72, 73) nie zostat jednak
uwzgledniony fakt, ze badane klony byty liniami nowotworowymi, w ktd-
rych mogg wystepowa¢ zmiany w oddziatywaniu reduktazy HMG-CoA
na inhibitory (bedzie o tym mowa ponizej).

Wigzanie LDL przez receptory wysokiego powinowactwa stwierdzono
w hodowli komoérek limfoidalnych (74) oraz w limfocytach krwi obwodo-
wej (75).

Fogelman i wsp. (76) probowali zastosowac biate krwinki do badania
réznic w syntezie cholesterolu miedzy heterozygotami rodzinnej hiper-
cholesterolemii a osobami zdrowymi. Pewng trudno$¢ stanowi odmienny
metabolizm zwigzkéw sterydowych w réznych typach biatych krwi-
nek (77). W regulacji aktywnosci reduktazy HMG-CoA autorzy przypi-
suja decydujace znaczenie uwalnianiu cholesterolu z komarek.
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XIl. Zaburzenia regulacji syntezy cholesterolu w komoérkach nowotwo-
rowych

W skrawkach guza hepatoma (78—80) oraz w limfocytach (81) i leu-
kocytach (82) biataczkowych obserwowano zanik regulacyjnego sprze-
zenia zwrotnego syntezy cholesterolu (Ryc. 1).

Wigczanie [XC] octanu do cholesterolu byto okoto 30 razy wyzsze w
limfocytach biataczkowych niz w normalnych, obserwowano réwniez po-
dobnego rzedu wzrost aktywnosci reduktazy HMG-CoA. Ani chole-
sterol, ani jego utlenione pochodne nie wywieraty wptywu na reduktaze
HMG-CoA. Utrata cholesterolu z komérki nie zwiekszata biosyntezy ste-
roli (83).

Brak regulacji syntezy cholesterolu zaliczono do bardzo ciezkich zmian
metabolicznych komoérek nowotworowych (84). Mechanizm zjawiska nie
jest wyjasniony. Stwierdzono pewne rdznice wrazliwosci na temperature
reduktazy HMG-CoA, izolowanej z limfocytow biataczkowych w poréw-
naniu z normalnymi (84). Nie wiadomo jednak czy pierwotne sg zmiany
we wiasciwosciach enzymu, czy tez odwrotnie — zmiany te sg juz skut-
kiem nagromadzenia w btonach komérkowych nadmiernych ilosci cho-
lesterolu.

Ho i wsp. (85 obserwowali rowniez wzrost syntezy cholesterolu
w leukocytach biataczkowych. Whrew przedstawionym powyzej pogla-
dom uwazaja oni, ze przyczyng jest przyspieszony obrdt sktadnikdw bton
komoérkowych i zwiekszony wskutek tego ubytek cholesterolu z tych ko-
moarek.

XIIl. Reakcje lipoprotein z komérkami a obieg og6élny cholesterolu u czto-
wieka

Oprocz transportu netto zachodzi réwniez niespecyficzna wymiana cho-
lesterolu miedzy krazacymi lipoproteinami a komérkami (86). Nie nalezy
0 niej zapomina¢ przy rozpatrywaniu ogélnego obiegu tego zwiazku w
ustroju.

Istniejgce informacje pozwalajg na probe przedstawienia roli lipo-
protein w ogolnoustrojowej gospodarce cholesterolem. Znaczna cze$é
cholesterolu z pozywienia oraz cholesterolu syntetyzowanego w watrobie
jest transportowana z frakcjg LDL do r6znych tkanek obwodowych. Funk-
cja HDL bytby transport cholesterolu z komérek obwodowych do watroby,
ktora jest miejscem jego dalszych przemian i gtéwng droga jego wydala-
nia. Rycina 2 przedstawia uproszczony przebieg wedréwki cholesterolu
w ustroju cztowieka.

O tym jak duza role w og6lnym metabolizmie odgrywa rozpad LDL
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Ryc. 2. Schemat ilustrujacy prawdopodobng role lipoprotein w ogoélnoustrojowym
transporcie cholesterolu.

w komdrkach $wiadczy¢é moze choroba Wolmana. Dzieci dotkniete nig
ging w pierwszych miesigcach zycia — wczesniej niz w niedoborach in-
nych enzymoéw lizosomalnych (87).

Innym przyktadem ogo6lnoustrojowego znaczenia omawianych proce-
séw jest rodzinna hipercholesterolemia, w ktorej przeszkoda w pierwszej
fazie katabolizmu LDL w komdrkach obwodowych doprowadza w kon-
sekwencji do powaznego niebezpieczenstwa dla zycia w postaci wczesnej
miazdzycy tetnic.

XIV. Przypuszczalne mechanizmy gromadzenia sie nadmiernych ilosci
cholesterolu w tkankach w niektérych innych poza hipercholeste-
rolemig wrodzonych chorobach metabolicznych

We wrodzonym niedoborze lipoprotein wysokiej gestosci w tzw. cho-
robie tangierskiej —w osoczu stwierdza sie tylko $ladowe ilosci obu
gtébwnych apolipoprotein HDL — apolipoproteiny A li apolipoproteiny
A Il (patrz Tabela 2). U chorych obserwuje sie gromadzenie estrow cho-
lesterolu w réznych narzadach. Przyczyng gromadzenia cholesterolu moze
by¢, w zwigzku z tym co podawano poprzednio, brak naturalnego odbiorcy
jego z tkanek pozawatrobowych.

Wyijasnienia szuka¢ mozna jednak réwniez w fakcie, ze apolipopro-
teina Al jest aktywatorem enzymu odpowiedzialnego za estryfikacje
cholesterolu w osoczu — transferazy lecytynowo-cholesterolowej kwasow
thuszczowych (LCAT) (88). Frakcja HDL jest substratem reakcji kata-
lizowanej przez LCAT. Brak zaréwno aktywatora jak i wiasciwego sub-
stratu reakcji estryfikacji prowadzi¢ moze do zachwiania rownowagi mie-
dzy cholesterolem wolnym osocza i tkanek zgodnie z koncepcjg Glom-
seta, ktory uwazal LCAT za enzym chroniacy btony komérkowe przed
nadmiarem cholesterolu (89).

We wrodzonym niedoborze LCAT obserwuje sie duze zmiany w skia-
dzie i budowie lipoprotein osocza (90). W uktadzie siateczkowo-$rédbton-
kowym gromadzony jest cholesterol (gtéwnie niezestryfikowany). Gro-
madzenie cholesterolu wynika¢ moze, podobnie jak w chorobie tangier-

2 Postepy Biochemii
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skiej, z tego, ze zmienione HDL nie sg zdolne do odbierania go z tkanek
lub tez z zachwiania réwnowagi miedzy tkankami a osoczem wskutek
braku enzymu katalizujgcego estryfikacje.

XV. Zagadnienie specyficznosci receptora LDL

Teoria Goldsteina i Browna zaklada istnienie w btonie ko-
morkowej specyficznego receptora wysokiego powinowactwa w stosunku
do biatka B — gtéwnego skiadnika frakcji LDL (patrz Tabela 2). Stwier-
dzono, ze zdrowe komorki wigza catkowicie pozbawiong lipidow apoli-
poproteine B (91, 92). W tym S$wietle nie mozna jednak wytlumaczy¢
wigzania HDL krélika przez komorki miesni gtadkich tetnic (39) ani
wigzania HDLGC— patologicznej lipoproteiny pojawiajacej sie w 0soczu
Swin karmionych duzymi iloSciami cholesterolu (93), zadne z tych biatek
nie zawiera bowiem apolipoproteiny B. Innerarity i Mahley
(94) stwierdzili ostatnio, ze wigzanie HDLCbyto nawet znacznie wyzsze
niz ludzkich LDL. Autorzy ci uwazaja, ze oprdcz apolipoproteiny B te
same receptory moga rdwniez wigzaé¢ bogatg w arginine apolipoproteine E
(,,arginine rich apoprotein”) (patrz Tabela 2). Ta ostatnia wystepuje w
znacznych ilosciach w obu wspomnianych wyzej rodzajach HDL — szczu-
rzych (95) i HDLC(93). W wigzaniu mogtyby odgrywaé role wspélne dla
obu apolipoprotein B i E dodatnio natadowane fragmenty sekwencji
aminokwasow. Aby udowodni¢ te hipoteze Mahley i wspdtautorzy
(96) selektywnie modyfikowali reszty argininowe tych biatek, co zapobie-
gato ich wigzaniu. Reszty argininy bytyby wiec miejscem rozpoznawczym
dla receptora wysokiego powinowactwa a specyficzno$¢ receptorow mniej
wysoka niz to poczatkowo przypuszczano.

LDL prébowano rowniez modyfikowa¢ w inny sposdb. CzeSciowe tra-
wienie trypsyng nie wptywato na wigzanie ich do powierzchni normal-
nych komorek (97). Kationizowane LDL tracity swoje cechy rozpoznawcze
(98). Byty one wigzane, pobierane przez komdarki i rozktadane w lizoso-
mach, lecz proces ten nie pozostawat pod kontrolg receptora, co prowa-
dzito do gromadzenia nadmiernych ilosci cholesterolu.

XVI. Problem pierwotnego defektu komdrek hipercholesterolemicznych

Koncepcja o braku receptora wysokiego powinowactwa dla LDL w bto-
nie komdérkowej w ,receptoronegatywnej” postaci rodzinnej hiperchole-
sterolemii zostata uznana za stuszng przez wiekszo$¢ autoréw zajmuja-
cych sie tym problemem. Jednak Fung i wspdtautorzy (99) stwierdzali
w fibroblastach pochodzacych od homozygoty z takg wiasnie postacia
choroby zmniejszenie syntezy cholesterolu i spadek aktywnosci reduktazy
HMG-CoA pod wptywem LDL. Cechg patologiczng tych komérek byt
jedynie zupetny brak aktywacji estryfikaeji cholesterolu.
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W 1976 roku opisano przypadki rodzinnej hipercholesterolemii (100,
101), ktorych defekt polegat nie na braku wiazania lecz na niezdolnosci
do wnikania LDL do komérek. Goldstein i Brown (102) zbadali
heterozygotycznego pacjenta, ktdry po jednym z rodzicow odziedziczyt
ceche ,,zwyktej” hipercholesterolemii a po drugim wariant, ktéry cha-
rakteryzuje sie niezdolnoscig do wnikania. Mutacje mialy charakter alle-
liczny. Badanie fibroblastéw tego pacjenta w mikroskopie elektronowym
wykazato, ze posiadane (w 50°/0) receptory nie znajdowaty sie, jak w ko-
morkach kontrolnych w ,,okrytych” wgtebieniach, lecz byty zlokalizowane
w ,,nieokrytych” miejscach btony komérkowej, co widocznie uniemozli-
wiato ich wnikanie do komorki. Autorzy uwazajg w zwigzku z powyzszym,
ze oprdcz wigzania normalng funkcja receptora LDL jest réwniez udziat
we whnikaniu zwigzanej lipoproteiny do wnetrza komorki. Opisane wa-
rianty hipercholesterolemii bytyby wiec dwiema ré6znymi mutacjami tego
samego biatka.

Chatterjee i wsp. (103, 104) wykazali, ze fibroblasty pochodzace
od pacjentéw z rodzinna hipercholesterolemia zawieraly wiekszg niz
w normie ilo$¢ sfingolipidow oraz miaty zmieniony sktad sfingolipidow
powierzchniowych. Stwierdzono réwniez roznice w zawartosci fosfolipi-
déw oraz zmiany w glikoproteinach btony komérkowej. Zwigzek zaob-
serwowanych faktow z nienormalnym wigzaniem lipoprotein przez ko-
morki pozostaje na razie niewyjasniony.

Zupetnie odmienny poglad na pierwotng przyczyne hipercholestero-
lemii reprezentuja Fogelman i wsp. (76, 105), ktérzy twierdza, ze
leukocyty heterozygot uwalniajg do ptynu otaczajgcego wiecej choleste-
rolu niz komoérki kontrolne. Zwiekszona utrata z komoérki jest wedtug tych
autoréw przyczyng dalszych skutkow choroby.

Odmiennos¢ komérek hipercholesterolemicznych badano réwniez przez
poréwnanie zachowania sie ich w stosunku do zmodyfikowanych lipo-
protein. Dzialanie trypsyng na lipoproteiny zwiekszato znacznie ich de-
gradacje w komdrkach hipercholesterolemicznych, nie miato natomiast
wptywu na ich rozpad w fibroblastach kontrolnych (97). Stwierdzono réw-
niez, ze komoarki hipercholesterolemiczne wigzaly wiecej HDL niz ko-
morki normalne (106).

Wszystkie te obserwacje trudno uja¢ w chwili obecnej w jedna catosc.
Mozliwe, ze jest to spowodowane istnieniem kilku genotypow rodzinnej
hipercholesterolemii.

XVII. Uwagi korcowe

Niezaleznie od tego, czy teoria o braku lub niedoborze biatka wia-
zacego LDL w rodzinnej hipercholesterolemii znajdzie swoje ostateczne
potwierdzenie, czy ulegnie jakim$ modyfikacjom i tak nie ma watpliwosci,
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ze prowadzone w tym kierunku badania wyjasnity bardzo wiele w za-
gadnieniu wzajemnego oddziatywania komorek i lipoprotein osocza.
Badania nad rodzinng hipercholesterolemia oraz nad wigzaniem li-
poprotein podkre$lajg znaczenie receptoréw komérkowych w patologii
i medycynie. Wyrazem zainteresowania tym zagadnieniem jest miedzy
innymi chyba zorganizowanie na Xl Miedzynarodowym Kongresie Bio-
chemii w Toronto w 1979 roku sympozjum na ten wiasnie temat. Sym-
pozjum temu przewodniczyt J. L. Goidstein — jeden z wspétitwdrcow
receptorowego wywodu chorobowego rodzinnej hipercholesterolemii.

Zaakceptowano do druku 1.12.1979
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KRYSTYNA SLASKA *

Specyficzne wigzanie polimerazy RNA z DNA jako najwczesniejszy
etap transkrypcji u Prokaryota

Specific Binding of RNA Polymerase to DNA as the Earliest Step of
Transcription in Prokaryota

Spis tresci:

. Wstep
Il1. Struktura i funkcja promotoréw
I1l. Konformacja polimerazy RNA w specyficznych kompleksach z matrycg
IV. Oddziatywanie polimerazy RNA z DNA prowadzace do inicjacji syntezy RNA
w miejscach promotorowych
V. Uwagi koncowe

Contents:

I. Introduction
1. Structure and function of promoters
I11. Conformation of RNA polymerase in specific complexes with a template
IV. Interaction of RNA polymerase with DNA as a prerequisite of initiation of RNA
synthesis in promoters
V. Concluding remarks

I. Wstep

Synteza RNA katalizowana przez zalezng od DNA polimeraze RNA
(E.C.2.7.7.6) jest procesem wieloetapowym. Rozpoczyna go wigzanie en-

* Dr, Zaktad Chemii Ogoélnej, Instytut Fizjologii i Biochemii, Akademia Me-
dyczna w todzi, ul. Lindleya 6, 90-131 £4dz.

Wykaz stosowanych skrotéw: endonukleaza restrykcyjna Hincll — endonukleaza
restrykcyjna izolowana z Haemophilus influenzae, serotyp c; pary AT — pary ade-
nina-tymina; pary GC — pary guanina-cytozyna; tRNATw— RNA transportujgcy
tyrozyne; gen araB — gen jednego z enzymoéw katabolizujacych arabinoze (rybulo-
kinazy); operony bio, trp — operony syntezy biotyny i tryptofanu; operony lac
i gal — operony fermentacji laktozy i galaktozy; *Pu— nieokreslona puryna; Pi
nieokres$lona pirymidyna: 2N — dowolny nukleotyd.
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zymu z DNA w dwucztonowy kompleks, ktéry nastepnie przytacza rybo-
nukleozydotréjfosforan inicjujagcy tancuch RNA.

W uktadzie homologicznym, w ktérym transkrypcja genéw jest specy-
ficzna, polimeraza wigze sie selektywnie z regionami promotorowymi tych
genow.

Regulacja transkrypcji u organizméw prokariotycznych zostata znacz-
nie lepiej poznana niz u Eukaryota. Wyniki badan pozwolity stwierdzig,
ze na ekspresje tylko niektérych genéw u Prokaryota wptywaja czynniki
regulacyjne o charakterze aktywatorow lub represorow. Aktywnos$¢ wielu
genbéw zalezy wylacznie od oddziatywania miedzy polimeraza RNA i spe-
cyficznymi sekwencjami na matrycy.

Proces wyboru promotora przez enzym i wigzanie sie¢ z nim jest klu-
czowym etapem regulacji transkrypcji u organizmoéw prokariotycznych.

Przedstawiony artykut jest rozwiniecim jednego z rozdziatow pracy
przegladowej na temat charakterystyki procesu transkrypcji u Prokaryota
i Eukaryota (1) .

Il. Struktura i funkcja promotoréow

Pojecie promotora wprowadzili Jacob i Monod (2) wraz z mo-
delem regulacji aktywnosci genéw u Prokaryota. Oznaczato ono miejsce
inicjacji transkrypcji wielocistronowego przekazu informacji genetycz-
nej — operonu. Operon, wg Jacoba i Monoda, obejmuje zesp6t genéw ko-
dujacych biatka, kontrolowany przez wspdélny promotor i operator. Szy-
balski (3) zastapit pojecie operonu rozszerzonym pojeciem skryptonu.
Kryterium skryptonu jest obecno$¢ jednego promotora, a geny struk-
turalne wchodzace w jego sktad nie musza kodowaé biatek.

Na podstawie aktualnego stanu wiedzy mozna scharakteryzowac pro-
motor jako genetycznie zdefiniowany odcinek DNA, z ktérym oddziaty-
wuje polimeraza RNA, kontrolujgcy transkrypcje skryptonu. Definicja
promotora daleka jest od precyzji i sugeruje ztozono$¢ jego budowy. Po-
step w poznaniu struktury promotoréw i korelacji z ich funkcjg umozli-
wito spostrzezenie, ze polimeraza RNA wigzac sie z nimi chroni je przed
trawieniem DNazg trzustkowg (4—13). Wykorzystujac te obserwacje wy-
izolowano fragmenty DNA z roznych zrddet obejmujace 37—44 nukleo-
tydow. Powstato pytanie czy sa one réwnowazne promotorom, a zatem
czy spetniaja wszystkie funkcje przypisywane tym strukturom. Sposéb
ich otrzymywania wskazuje, ze polimeraza RNA zwigzana jest z nimi
w trwate kompleksy. Kompleksy te sg zdolne do syntezy RNA po doda-
niu substratdw dajac krdtkie, okoto 20-nukleotydowe tancuchy. Sekwen-
cje zsyntetyzowanych tancuchow sg takie same jak poczatkowe sekwencje
RNA transkrybowanych z odpowiednich promotoréw przed trawieniem
nukleazami (5—7, 14). Wnioskowano zatem, ze wyizolowane kompleksy
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polimerazy RNA z fragmentami DNA odpowiadajg kompleksom inicjacyj-
nym. Jednak enzym raz oddysocjowany nie moze odtworzy¢ takich kom-
plekséw (4—7, 14). Widocznie fragmenty DNA z nich pochodzace, choé
obejmujg miejsca inicjacji wiernej transkrypcji i poczatkowe odcinki
gendw strukturalnych, nie zawierajg jednak bardzo istotnej dla funkcji
promotora, sekwencji rozpoznawanej specyficznie przez polimeraze RNA
(miejsca rozpoznania) i tzw. miejsca ,,wejscia” enzymu do promotora.

Na podstawie wynikow przedstawionych badan nad specyficznym
wigzaniem polimerazy RNA z DNA uwaza sie, ze w sktad promotora wcho-
dza nastepujace struktury:

a) miejsce rozpoznania przez polimeraze RNA i miejsce ,wejscia”,
z ktéorym enzym ma najwcze$niejszy kontakt. (Wzajemna relacja tych
dwoch regiondéw nie jest dotychczas okreslona).

b) miejsce, z ktdrym enzym jest zwigzany do momentu rozpoczecia
syntezy RNA i w ktdrym otrzymuje sygnat do inicjacji, tzw. miejsce prze-
chowywania

€) miejsce startu transkrypcji kodujgce 5' koncowy fragment RNA.

W kilku promotorach w genomie faga X odlegtos¢ miedzy miejscem
»wejscia” polimerazy RNA i sygnatem startu dla syntezy RNA wynosi
okoto 30 par nukleotyddéw (13, 15). Na rycinie 1 przedstawiono schemat
budowy promotora pL faga 1 z uwzglednieniem odlegtosci miedzy jego
poszczeg6lnymi funkcjonalnymi fragmentami. Przyjeto umownie numera-
cje nukleotydow w promotorach poczynajac od miejsca startu transkrypcji
(punkt ,,0”). Nukleotydy ponizej tego miejsca, kodujace tancuch RNA,
maja znak ,,+ ”, a powyzej znak ,,—

start

m RNA n sekwencja miejsce wejscia
-------- CUAppp Pribnowa polimerazy RNA
+20 +10 0 -10 -20 -30 -40
[5 e 1 1 GATFmmv —GTATCAC----------- domenen TTTATGTCAAC -——-- t-
r3 CTA-——--
—region wigzania polimerazy RNA---mmmmmemmeeee 4o ] region bogaty w AT —»-

Ryc. 1. Struktura promotora pL bakteriofaga | (promotora genu N, kodujgcego biatko
znoszgce efekt dziatania niektérych terminatoréw, w uproszczeniu (66)

Badanie najbardziej oddalonych od miejsca startu czesci promotora,
a wiec miejsc rozpoznania i ,wejscia” polimerazy RNA jest trudniejsze
gdyz, jak wspomniano, znajdujg sie one poza fragmentem chronionym
przed trawieniem DNazg. Zastosowanie innych anizeli DNaza | enzymdw
hydrolizujacych DNA pozwolito ujawni¢ efekt ochronny polimerazy RNA
na dtuzszym odcinku promotora, z ktérym oddziatywuje. W promotorach
faga h pL i pR miejsca trawienia przez endonukleaze restrykcyjng
Hin<->c<->Il poprzedzajace o ponad 30 nukleotydéw miejsca startu trans-
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krypcji byty chronione (16, 17), a w pL po trawieniu kompleksu inicja-
cyjnego egzonukleazg i nukleazg Sj otrzymano niestrawiony fragment
DNA obejmujacy odcinek od —40 do +20 (18). Badano takze efekt mu-
tacji w regionie promotorowym na jego funkcje. Stwierdzono, ze mutacje
we fragmencie okoto 50-nukleotydowym powyzej miejsca startu uposle-
dzajg funkcje promotoréw (19, 20) podczas gdy mutacje wykraczajgce
poza ten region nie zmieniajg ich wasciwosci (20). Takze mutacje w od-
cinku DNA przylegajacym do promotora a kodujagcym mRNA nie wplywa-
ja zasadniczo na funkcjonowanie promotoréw, co wskazuje, ze w tym
regionie nie ma istotnych, zaleznych od sekwencji oddziatywan miedzy
enzymem a DNA (21, 22).

Zastosowanie endonukleaz restrykcyjnych i map restrykcyjnych dla
wielu genoméw umozliwito wyizolowanie promotoréow lub ich fragmentéw
o okre$lonej diugosci i badanie ich funkcji in vitro (4, 11, 23).

Za pomocg wymienionych powyzej metod ustalono, ze za specyficzne
oddziatywanie z polimerazg RNA odpowiedzialny jest odcinek DNA obej-
mujacy nukleotydy od —50 do +1.

Rozszyfrowano takze strukture pierwszorzedowg wielu promotoréow
poprzez oznaczanie sekwencji DNA (13, 18—21, 24—26, 28—31) (Ryc. 2).
Stwierdzono, ze sg w nich fragmenty o wiekszej zawartoSci par AT. Wia-
domo, ze tatwos$é, z jakg podwojna spirala DNA ulega rozpleceniu zalezy
od zawarto$ci w niej par AT.

Polimeraza RNA tworzgc stabilne kompleksy z promotorami wchodzi
w $cisty kontakt z nimi na pewnych odcinkach, prawdopodobnie rozpla-
tajac podwojng spirale. Preferencyjne powstawanie komplekséw polime-
razy RNA z regionami bogatymi w pary AT notowano jeszcze nim wyizo-
lowano fragmenty promotoréw (32, 33). Cho¢ w wielu genomach zaobser-
wowano lokalizacje miejsca wigzania polimerazy RNA w regionach, ze
zwiekszong zawartoscig par AT (34—36) to jednak stwierdzono, ze pary AT
nie sg odpowiedzialne za wigzanie enzymu (36—38). Dane te mozna po-
godzi¢ przy zatozeniu, ze fragmenty bogate w AT ulatwiajg tworzenie
komplekséw z polimerazg RNA przypuszczalnie przez obnizenie energii
wymaganej do lokalnej denaturacji DNA towarzyszacej wigzaniu enzymu.
Tak wiec miejsca wigzania polimerazy RNA sg specyficznymi sekwencja-
mi DNA, ktorych zdolno$¢ do tworzenia trwatych komplekséw z enzymem
zalezy czeSciowo od wptywu sasiadujacych sekwencji bogatych w pary
AT (telestabilnos¢) (39).

Poznanie sekwencji fragmentéw wielu promotoréw pozwolito na wy-
krycie identycznego 7-nukleotydowego odcinka DNA o sekwencji
> TAT Pu ATG1 . . o .
3'ATA Pi TAC potozonego powyzej miejsca inicjacji i oddzielonego
od niego 6 parami nukleotydowymi (4—6). Od nazwiska autora, ktory
pierwszy zaobserwowat i opisat te sekwencje nazywa sie je ,,sekwencjami
Pribnowa” lub ,pudetkami Pribnowa”. Charakterystyczna jest ich nie-
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zmienno$¢ w wielu promotorach, a zwilaszcza wystepowanie nukleotydu
adenylowego w pozycji 2 i tymidylowego w pozycji 6 od konca 5' frag-
mentu (40). W zwigzku z wysokg zawartoscia par AT w sekwencjach Prib-
nowa i potozeniem w bliskim sasiedztwie miejsca inicjacji transkrypcji
postuluje sie ich bezposredni udziat w tworzeniu trwatych komplekséw
z polimerazg RNA.

Znaczenie innego fragmentu promotora dla jego funkcji stwierdzono
obserwujac efekty mutacji oraz trawienia endonukleazami restrykcyj-
nymi w odcinku DNA obejmujacym okoto 35 par zasad poprzedzajgcych
miejsce incjacji syntezy RNA. Mutacje w tym odcinku znosity lub za-
burzaty funkcje promotoréow (16, 17, 20, 23, 41, 42). Jest to fragment okoto
12-nukleotydowy potozony w odlegtosci 24 nukleotyddéw powyzej miejsca
inicjacji, a o 11 nukleotydéw poprzedzajacy sekwencje Pribnowa. Region
ten, okreslony jako region rozpoznania, wykazuje takze znaczng homologie
w wielu promotorach (4, 8, 13, 43, 44). Zaobserwowano dwa typy sekwencji
W miejscach rozpoznania, dzielagc na tej podstawie promotory na dwie
grupy. Promotory | typu zawierajg w miejscu rozpoznania sekwencje
TGTTGACAATTT (4—6, 12, 13, 21, 43, 45—48) i znajdujg sie czesto
w genomach bakteriofagow. W obrebie tej sekwencji najbardziej kon-
serwatywny jest odcinek pieciu pierwszych nukleotydéw TGTTG. Szcze-
gblne znaczenie czwartej zasady w tym 5-nukleotydowym fragmencie
ujawnito sie w badaniu promotora niezbyt wydajnie transkrybowanego
genu konstytutywnego dla represora laktozowego (Zacl) (Ryc. 3). Gen ten
nie wymaga do ekspresji dodatkowych czynnikéw regulacyjnych, a wiec
mozna przypuszczaé, ze za niskag wydajnos¢ jego transkrypcji odpowie-
dzialna jest struktura promotora. W regionie rozpoznania promotor ten
zawiera sekwencje piecionukleotydowg TGGCG zamiast TGTTG. Podsta-
wienie czwartej zasady, cytozyny (w pozycji —35 od miejsca startu) przez
tymine w promotorze mutanta Zaclq powoduje bardzo znaczne zwigkszenie
wydajnosci ekspresji genu (31). Sugeruje to, ze oddziatywanie polimerazy
RNA z nukleotydem w pozycji —35 promotora jest istotne dla tworzenia
kompleksu promotorowego. Poza promotorem Zacl innym przykiadem pro-
motora wykazujacego zmniejszone podobieAstwo struktury w regionie roz-
poznania w stosunku do innych promotoréw jest promotor ara B (52).

W promotorach Il typu wystepuje sekwencja NNNNNACACTTT2
Ten typ promotoréw spotykany jest czesto w operonach regulowanych
przez biatko wigzagce cAMP (CAP) (20, 40, 49—51). Wiekszg zmienno$é
sekwencji Il typu w miejscu rozpoznania mozna tlumaczy¢ wiekszg ztozo-
noscig kierowanych przez nie skryptondw i udziatem dodatkowych czyn-
nikobw regulujacych transkrypcje. Wystepowanie w wiekszosci promoto-
réw dwoch fragmentéw o znacznej homologii: 7-nukleotydowej sekwencji
Pribnowa i 12-nukleotydowego odcinka w regionie rozpoznania sugeruje
ich kluczowa role w funkcjonowaniu promotoréw. Konserwatywnos$é sek-
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wencji Pribnowa w wielu promotorach, znaczna zawarto$é AT, ich potoze-
nie w sasiedztwie miejsc inicjacji, wystepowanie w trwatym kompleksie
z polimerazg RNA przemawia za uczestniczeniem tych sekwencji w two-
rzeniu funkcjonalnego kompleksu inicjacyjnego. 12-nukleotydowy frag-
ment promotora w regionie wokét nukleotydu —35, cho¢ istotny dla spe-
cyficznego oddziatywania z polimeraza, jest z nig w mniej $cistym kontak-
cie, co przejawia sie m.in. we wrazliwosci tego odcinka na trawienie
DNazg, gdy enzym jest zwigzany w kompleksie promotorowym (53).

W jednym z pierwszych modeli powstawania kompleksu inicjacyj-
nego zakladano oddzialywanie polimerazy RNA z miejscem rozpoznania
a nastepnie przesuniecie enzymu do sekwencji Pribnowa, z ktorg tworzy
trwaty kompleks. Nowsze dane wskazujg, Zze przesuniecie enzymu w ob-
rebie promotora w trakcie tworzenia stabilnych komplekséw nie jest ko-
nieczne gdyz konformacja enzymu pozwala na oddziatywanie z obydwo-
ma regionami bez odrywania sie od matrycy. Polimeraza RNA po roz-
poznaniu okreslonej sekwencji w promotorze, dajacej sygnat do wig-
zania, tworzy stabilny kompleks z promotorem. Jego trwato$é wynika
z tego, ze enzym powoduje rozwijanie podwdjnej nici DNA w poblizu
miejsca inicjacji transkrypcji (44, 54, 55). To lokalne otwarcie podwadjnej
spirali DNA przez polimeraze RNA nastepuje na odcinku od 5 do 15
nukleotydu powyzej miejsca inicjacji (56—58).

Dos¢ znaczna, cho¢ zmienna zawarto$¢ par AT w regionie rozpozna-
nia pozwolita Seeburgowi i wsp. (44) zaproponowa¢ model kon-
troli wigzania enzymu i stabilnosci komplekséw w oparciu o mozliwos¢
»topnienia” DNA nie tylko w obrebie sekwencji Pribnowa. Warunko-
watoby to dwupoziomowg aktywacje kompleksow promotorowych.

Autorzy postulujg nastepujace mozliwosci udziatu miejsca rozpozna-
nia i sekwencji Pribnowa w wigzaniu polimerazy:

a) enzym ,topi” krdtka sekwencje Pribnowa a kompleks jest stabili-
zowany przez drugg sekwencje wigzaca (miejsce rozpoznania) lub

b) sekwencja Pribnowa moze by¢ rozpoznawana przez polimeraze
juz w otwartej czeSciowo formie bez koniecznosci udziatu okreSlonej se-
kwencji w drugim miejscu wigzania.

Z modelu opracowanego przez Seeburga iwsp. (44) wynika znacz-
nie wieksza rola sekwencji Pribnowa niz sekwencji rozpoznania w two-
rzeniu kompleksow promotorowych.

Porownywano zawarto$¢ par AT w obydwu fragmentach wiazacych
réznych promotoréw z wydajnoscig transkrypcji kontrolowanych przez
nie gendéw i stabilnoScig komplekséw z polimerazg RNA i znaleziono
miedzy nimi korelacje. Okazato sie, ze promotory genéw wydajnie tran-
skrybowanych, tzw. ,silne” promotory charakteryzujg sie wiekszg za-
wartosScig par AT w obydwu sekwencjach anizeli promotory gendéw
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0 niskim poziomie transkrypcji, tzw. ,stabe” promotory. Stwierdzono to
m.in. na przyktadzie wspomnianego juz bardzo stabego promotora genu
represora laktozowego (Zacl) (31), w ktorym skiad sekwencji Pribnowa
odbiega od typowego, gdyz zawiera dwie odmienne zasady (por. ryc. 3).
Przypuszczalne znaczenie dla funkcjonowania tego promotora ma takze
fakt, ze odcinek promotora miedzy sekwencjg Pribnowa a miejscem
inicjacji transkrypcji ztozony jest wylgcznie z par GC znacznie trudniej
ulegajacych rozdzieleniu niz pary AT. Podobng sekwencje znaleziono
w promotorze dla genu tRNATyr E. coli (27). Moze by¢ ona przyczyng
stabego wigzania polimerazy RNA z tym promotorem in vitro (59). Efekt
obecnosci cytozyny zamiast tyminy w pozycji —35 w regionie rozpoznania
promotora lac<->l zostat juz wcze$niej opisany. Og6lnie w promotorze tym
pary GC stanowig 28 sposrdd 50 par nukleotydowych (31), podczas gdy
wiekszo$¢ promotoréw zawiera pary AT w przewadze. Mutacje punktowe
w promotorze operonu laktozowego polegajgce na zastgpieniu par GC
parami AT powodujg wielokrotne zwiekszenie aktywnos$ci tego promotora
zarbwno wtedy gdy wystepujg one w obrebie sekwencji Pribnowa jak
1w bliskim ich sagsiedztwie (20, 60, 61).

Cho¢ oddziatywanie polimerazy ze specyficznymi sekwencjami pro-
motora ma wieksze znaczenie dla jego funkcji niz jego podatnos¢ na roz-
platanie (62) to wiasciwosci termodynamiczne takze wptywajg na funkcjo-
nowanie promotoréw.

Wyniki ostatnich badan nad wigzaniem polimerazy RNA z miejscami
promotorowymi potwierdzity dotychczasowy model oddziatywania uzu-
petniajgc go o nowe informacje. OkreSlono fragment DNA bedacy w bez-
posrednim kontakcie z enzymem przez wykazanie ochronnego dziatania
biatka enzymatycznego przed metylacjg okreslonych zasad w DNA za po-
mocg dwumetylosiarczanu. Znajac sekwencje promotoréw mozna precy-
zyjnie ustali¢ sposob interakcji DNA z enzymem. Nastepuje ona w duzym
rowku spirali DNA. Polimeraza RNA oddziatywuje réwnolegle z regionem
rozpoznania (wokét —35 nukleotydu), regionem Pribnowa (wokdét —10
nukleotydu) i regionem inicjacji (wokdt —1 nukleotydu), ostaniajgc ¢o
najmniej 38 par zasad powyzej miejsca startu transkrypcji (63). Pomiary
z zastosowaniem promieni X sugeruja, ze monomer holoenzymu ma dtu-
gos¢ 150 A (64) wystarczajacy jedynie do ostoniecia 30—40 par zasad.
Poniewaz polimeraza RNA chroni przed trawieniem nukleazami odcinek
DNA obejmujacy okoto 60 nukleotydéw (por. poczatek rozdziatu), zatem
DNA musi czesciowo skrecaé sie wokot polimerazy.

Informacje o dziataniu ochronnym polimerazy RNA przed metylacjg
DNA gdy zwigzany jest on w kompleksie promotorowym (63) potwier-
dzajg dane o odwijaniu spirali DNA o 1—15 obrotu w poblizu miejsca
inicjacji transkrypcji przez polimeraze RNA (56, 65).

3 Postepy Biochemii
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I1l1. Konformacja polimerazy RNA w specyficznych kompleksach z ma-
tryca

O selektywnosci transkrypcji decyduje zaréwno struktura DNA w
miejscach promotorowych jak i szczeg6lna konformacja polimerazy RNA
w kompleksach zdolnych do szybkiej inicjacji syntezy RNA. Wiekszos$¢
informacji zgromadzonych dotychczas dotyczy struktury DNA wyznacza-
jacej specyficzno$é komplekséw, dysponowano bowiem wiekszym arse-
natem dostepnych metod a interpretacja wynikow byta bardziej jedno-
znaczna (por. rozdz. I).

Polimerazy bakteryjne majg ztozong budowe podjednostkowag (a, a,
P, P', a). Najlepiej zostata poznana budowa i funkcja enzymu Escherichia
coli i z nim prowadzona jest wiekszo$¢ badan. Juz we wczesnym etapie
prac nad strukturg polimerazy (holoenzymu) stwierdzono, ze jedna z jej
podjednostek, czynnik a, daje sie tatwo oddysocjowaé od pozostatej czesci
czasteczki enzymu podstawowego (,,rdzenia”; a, a, fi, |3) w trakcie chro-
matografii na fosfocelulozie (68). Dzieki takiemu zachowaniu czynnika o
mozna byto zbadaé jego role w procesie transkrypcji. Okazato sie, ze
czynnik 6~odpowiedzialny jest za specyficznos¢ wiazania polimerazy RNA
z matrycg i specyficznos$¢ inicjacji (69—74). Rola czynnika o polega na:

a) zmniejszaniu niespecyficznego wigzania polimerazy RNA z DNA
i zwiekszaniu szybkosci dysocjacji przypadkowych kompleksow (75, 76);

b) zapewnianiu wysokiej stabilnosci komplekséw enzymu z DNA w
miejscach specyficznych (75) i zmniejszaniu wrazliwos$ci tych kompleksow
na inhibitory o charakterze polianionéw (77). (Czynnik ten jest prawdo-
podobnie odpowiedzialny za tworzenie aktywnych komplekséw promo-
torowych);

€) zmniejszaniu zdolnosSci rdzenia enzymu do inicjowania syntezy RNA
w jednoniciowych odcinkach DNA nie bedacych promotorami (78).

Podsumowujac, obecno$¢ o decyduje o wiernosci transkrypcji przez
polimeraze RNA (79—82). Po spetnieniu swej roli stabilizujacej kompleks
promotorowy i utatwiajacej inicjacje podjednostka o uwalniana jest
z kompleksu polimeraza RNA-DNA-tworzacy sie RNA o dlugosci kilku
nukleotydow (73, 79, 80, 83).

W miare wnikania w istote komplekséw promotorowych stwierdzono
udziat czynnika o w zaleznym od temperatury rozplataniu podwaojnej
spirali DNA i tworzeniu komplekséw preinicjacyjnych zdolnych do szyb-
kiego rozpoczecia syntezy RNA (84). Mozliwe jest wyjasnienie dziata-
nia o badz poprzez wptyw na strukture DNA, ulatwianie jego rozwiniecia
na krotkim odcinku badz tez poprzez odpowiednig zmiane konformacji
polimerazy RNA w kompleksach promotorowych.

Pierwszy sposob wyjasnienia roli o trafia tatwiej do przekonania bo-
wiem reakcja zalezna jest od temperatury (77, 80, 85, 86). Niemniej pewne
wyniki wskazujg na to, ze zalezno$¢ taka mogtaby by¢ takze wywotana
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przeksztatceniami enzymu. | tak na przyktad Wu i wsp. (87) badajac
wigzanie o0 z rdzeniem enzymu zarejestrowali zmiane konformacji utwo-
rzonego holoenzymu. Sugeruja oni, ze 0 wigzac sie z rdzeniem zmienia
konformacje enzymu tak, ze rozpoznaje on wilasciwe promotory i spe-
cyficznie inicjuje synteze RNA. Istota tego przeksztalcenia jest dotych-
czas niejasna.

Badanie polimerazy RNA w kompleksach z promotorami przez diugi
czas byto utrudnione ze wzgledu na niedostatek metod ,utrwalenia”
tych komplekséw. Ostatnio wykorzystano, stosowang juz wczesniej do ba-
dania specyficznej interakcji biatko-DNA, metode tworzenia wigzan krzy-
zowych (cross-links) pod wptywem promieniowania UV (88—91). Metoda
ta prowadzi do powstania wigzan kowalencyjnych miedzy biatkiem i DNA
wtedy gdy sg one bardzo blisko siebie. Powstate kompleksy sg trwate,
oporne na dysocjacje pod wptywem soli o wysokim stezeniu i ogrzewanie.
Dla zwigkszenia trwatosci wigzania biatko-DNA mozna podstawi¢ tymi-
dyne w DNA bromodezoksyurydyng (BrdUrd) (89, 92). Za pomoca tej
metody wyizolowano kompleksy polimeraza RNA-DNA a nastepnie od-
dysocjowano podjednostki enzymu nie oddziatywujace z matrycg. W kom-
pleksach kowalencyjnych pozostawaty czesci enzymu bedace w bezpo-
Srednim kontakcie z DNA.

Wyniki badan nad interakcjg polimerazy RNA z DNA wrl komplek-
sach ze specyficznymi promotorami prowadzone w dwoch zespotach réz-
nity sie sugerujgc odmienng konformacje enzymu zwigzanego z DNA (67,
93). Z obydwu prac wynika zaangazowanie podjednostek 6i a w kom-
pleksach specyficznych z DNA, brak bezposredniego kontaktu podjed-
nostek a z matryca w tych kompleksach, natomiast sporne jest zagadnienie
wystepowania w nich podjednostek P. Z pracy Hillel i Wu (67)
wynika, ze P oddziatywuje z matrycg w niespecyficznych kompleksach
enzym-DNA, natomiast brak takiego oddziatywania w kompleksach specy-
ficznych. Czyniac to zréznicowanie autorzy zachowali warunki tworzenia
specyficznych komplekséw. Z badan Okady i wsp. (93) wynika, ze za-
réwno P jak i 3 a takze o, cho¢ z nieco mniejszym stopniu, pozostajg w
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Ryc. 4. Model przestrzennego rozmieszczenia podjednostek polimerazy RNA w kom-
pleksie enzymu z DNA opracowany na podstawie wynikéw wigzan krzyzowych
(crosslinking) (93)



172 K. SLASKA [12]

kontakcie z matrycg zarbwno w kompleksach specyficznych jak i niespe-
cyficznych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze autorzy ci postugiwali sie gorzej
scharakteryzowang matryca zapewniajgc specyficzno$¢ wigzania jedynie
za pomocg niskiego stosunku enzymu do DNA. Model oddziatywania poli-
merazy RNA z DNA proponowany przez tych autoréw przedstawiony jest
na ryc. 4. Zgadza sie on lepiej z poprzednimi danymi dotyczacymi udziatu
poszczegolnych podjednostek polimerazy RNA w procesie transkrypciji.
Bezposredni kontakt podjednostki P z DNA przed i w czasie inicjacji
transkrypcji jest uzasadniony wobec faktu, ze podjednostka ta zawiera
miejsca wigzania substratow (94—96) i dlatego moze takze zawiera¢ cen-
trum katalityczne enzymu.  jest jedyna podjednostka, ktéra izolowana
z enzymu wydajnie wigze sie z DNA (97, 98). Mutacje w genie koduja-
cym podjednostke  powodowaly zmniejszone powinowactwo polimerazy
RNA do DNA (99) lub niezdolno$¢ do wigzania z miejscami promotoro-
wymi (100) zatem nalezy sie spodziewaé jej bezposredniego kontaktu
z matrycg w kompleksach promotorowych. Za posrednim udziatem pod-
jednostki o w kompleksach promotorowych, (por. Ryc. 2), przemawia
niezdolno$¢ wyizolowanej tej podjednostki do wigzania sie z DNA (77).
Jak juz wspomniano sugeruje sie jej wptyw na zmiany konformacji en-
zymu w kompleksie.

Spos6b oddziatywania polimerazy RNA z matrycg w kompleksach
specyficznych, sugerowany przez Hillel i Wu (67), wydaje sie byé
bardziej wiarygodny niz przedstawiony powyzej ze wzgledu na zacho-
wanie warunkéw zapewniajgcych specyficzno$¢ wigzania. Badacze ci nie
przedstawiajg jednakze modelu konformacji enzymu w tych komplek-
sach a podane wyniki nie pozwalaja na opracowanie precyzyjnego modelu.
Interpretujg oni brak oddziatywania podjednostki P z DNA w kompleksach
specyficznych a jej oddziatywanie w kompleksach niespecyficznych od-
mienng konformacjg polimerazy RNA w tych dwoch typach komplekséw.
P', wedtug autoréw (67), mogtaby zwiekszaé og6lne powinowactwo enzymu
do DNA utatwiajgc poszukiwanie promotoréw na matrycy. (Istnieje hipo-
teza udziatu niespecyficznych miejsc wigzania polimerazy RNA w tworze-
niu komplekséw specyficznych poprzez chwilowe tgczenie z nimi enzymu,
a nastepnie przenoszenie go w miejsca promotorowe). Alternatywnym
wyjasnieniem niemoznos$ci wykazania bezposredniego kontaktu P' z DNA
w kompleksie specyficznym jest wystepowanie tej podjednostki w odmien-
nej konformacji w kompleksach specyficznym i niespecyficznym (67).
W zmianie konformacji P' czy tez @i P mogtby odgrywaé role czynnik o,
ktory z jednej strony wigze sie z obydwiema podjednostkami a z drugiej
wptywa na specyficzne wigzanie enzym-matryca poprzez wptyw na kon-
formacje enzymu (por. poczatek rozdziatu).
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IV. Oddziatywanie polimerazy RNA z DNA prowadzace do inicjacji syn-
tezy RNA w miejscach promotorowych

Gdy polimeraza RNA znajduje sie w duzym nadmiarze w stosunku
do ilosci miejsc promotorowych na DNA, moze wigza¢ sie z matrycg
w spos6b niespecyficzny, na zasadzie powinowactwa do polinukleotydéw
(75, 102). llos¢ niespecyficznych miejsc wigzania bliska jest ,,granicznej
pojemnosci” danego DNA dla Scisle upakowanych czasteczek polimerazy
(54, 75, 103). W genomie faga T7 ilos¢ niespecyficznych miejsc wigzania
przewyzsza 1 X 104 razy ilo$¢ miejsc promotorowych (54, 75, 104, 105).
Prawdopodobienstwo trafienia polimerazy RNA na promotor na DNA T7
na drodze przypadkowego wigzania wynosi 1/104 W $wietle stwierdzonego
bardzo szybkiego tgczenia sie enzymu z miejscami promotorowymi (czas, w
ktérym potowa czasteczek jest zwigzana wynosi t12= 15—20 sek) (75)
watpliwe jest aby enzym wigzat sie z nimi jedynie na drodze dysocja-
cji z komplekséw niespecyficznych i ponownej asocjacji z matrycg (wy-
magatoby to okoto 600—1000 sek) (102). Sugerowana jest mozliwos¢
osiggniecia rownowagi wiazania polimerazy RNA z miejscami specyficz-
nymi i niespecyficznymi poprzez bezposrednie przenoszenie jej miedzy
tymi miejscami bez etapu uwalniania z matrycy (102, 106).

Mozliwo$¢ taka zgadza sie z obserwacjami, ze in vivo biatka regula-
torowe (m.in. polimeraza RNA) sg stale zwigzane z DNA (107). Gdy ilos¢
czasteczek polimerazy RNA bliska jest iloSci potrzebnej do nasycenia
miejsc promotorowych na danej matrycy (co najprawdopodobniej odpo-
wiada warunkom fizjologicznym wystepujagcym w komaérce) enzym wiaze
sie preferencyjnie z tymi miejscami ze wzgledu na znacznie wieksze do
nich powinowactwo: stata asocjacji dla kompleksow specyficznych Ka=
= 1012 10MM-1 (75, 102, 106, 108), dla niespecyficznych Ka= 10“-10 ~"1
(75, 102) lub SXKTM-1(109).

Polimeraza RNA po rozpoznaniu odpowiednich sekwencji promotoro-
wych tworzy z nimi najpierw luzny ale specyficzny kompleks tzw.
zamkniety (102, 110). Enzym zwigzany jest na zewnatrz podwdjnej spi-
rali DNA. Okreslenie kompleksu jako ,zamkniety” wskazuje na nie
zmieniong strukture drugorzedowag matrycy w tym kompleksie. W ba-
daniach in vitro losy ,zamknietego” kompleksu zalezg od warunkéw
w jakich sie znajduje, przede wszystkim od temperatury i sity jonowej
(54). W temperaturze ponizej 15°C i w wysokiej sile jonowej roztworu
(powyzej 0,2 M KC1) kompleksy te nie ulegajg dalszym przeksztatceniom,
niewiele z nich (okoto I°/0) moze inicjowa¢ synteze RNA bardzo szybko
(111, 112). Wiekszo$¢ tych kompleksdw pozostaje wiec nieaktywna. Na-
tomiast gdy sita jonowa roztworu zostanie obnizona a temperatura pod-
wyzszona zamkniete kompleksy przeksztatcajg sie w ,,otwarte” kompleksy
promotorowe. PrzejScie to, jak omoéwiono powyzej, obejmuje rozpla-
tanie DNA na krotkim odcinku. Polimeraza zwigzana jest w kompleksach
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z fragmentami DNA, w ktérych podwdjna spirala jest czesciowo rozwi-
nieta stad okreSlenie tego typu komplekséw jako ,otwarte” (54, 55, 75,
77, 84, 86, 113). Jakkolwiek kompleksy ,otwarte” obejmujg te same
fragmenty DNA co kompleksy ,,zamkniete”, to ich wasciwosci znacznie
sie réznig. ,,Otwarte” kompleksy promotorowe, nazywane takze ,szybko
startujgcymi” lub ,preinicjacyjnymi”, co wskazuje na ich zdolno$¢ do
natychmiastowego rozpoczecia syntezy RNA po dodaniu substratow (110),
charakteryzuje:

1) wysoka stabilno$¢ (poétokres dysocjacji rzedu od kilku minut do
kilkudziesieciu godzin (75, 84,-104, 114—116),

2) zalezno$¢ od sity jonowej i temperatury (75, 84, 104, 114),

3) zwiegkszona oporno$¢ na dziatanie inhibitorow takich jak rifampi-
cyna (104), i heparyna (75, 77).

4) zdolno$¢ do szybkiej inicjacji syntezy RNA po dostarczeniu rybo-
nukleozydotréjfosforanow (75, 110, 123).

Dzieki takim wiasciwosciom ,,otwarte” kompleksy promotorowe mozna
wyizolowaé i scharakteryzowac. Szczeg6lnie uzytecznymi metodami, totez
i najczesciej stosowanymi, sg: mikroskopia elektronowa (57, 82, 117—120),
zatrzymywanie komplekséw na saczkach nitrocelulozowych (36, 44, 75,
114—116, 121, 122, 124, 125), analiza komplekséw opornych na dziatanie
DNazy (por. rozdz. I).

Z modelu oddziatywania polimerazy RNA z DNA w miejscach specy-
fizycznych przedstawionego powyzej a zaproponowanego po raz pierwszy
przez Chamberlina (54, 102) wynika istnienie dwoch rodzajéw
komplekséw promotorowych, pozostajacych w réwnowadze, ,,zamknie-
tych” I ,otwartych”. O ile wiasciwosci tych drugich pozwalajg na ich
wyodrebnienie i badanie (patrz wyzej) o tyle analiza pierwszej grupy pro-
motoréw przedstawia znaczne trudnosci. Kompleksy ,,zamkniete” tatwo
ulegajg dysocjacji podobnie jak kompleksy niespecyficzne. Niektérzy ba-
dacze podajg w watpliwos¢ ich istnienie (44, 119). Autor modelu (54, 102)
broni jednak, wydaje sie skutecznie, swej koncepcji przedstawiajac po-
Srednie (123) jak i bezposrednie (109) dowody na powstawanie specyficz-
nych komplekséw promotorowych takze wtedy, gdy temperatura nie
pozwala na ich ,,otwarcie”.’

W przedstawionych badaniach inkubowano polimeraze RNA E. coli
z DNA bakteriofaga T7 (123) lub z jego fragmentami otrzymanymi w wy-
niku dziatania endonukleaz restrykcyjnych (109). Ho$¢ i rozmieszczenie
promotoréw na DNA T7 zostaty dobrze poznane i wcze$niej opisane (55,
82, 118, 126—129, 130, 131). Prowadzgc reakcje wigzania polimerazy
RNA z matrycag przy niskim stosunku molowym i w niskiej temperaturze
Stahl i Chamberlin (123) zapewnili z jednej strony specyficznos¢
wigzania a z drugiej uniemozliwili powstanie otwartych kompleksdw
promotorowych. Po dodaniu nukleozydotrojfosforanéw i po podwyzsze-
niu temperatury kompleksy te przeksztatcity sie w kompleksy inicjacyjne,
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cho¢ z pewnym opo6znieniem (t12 = 30 sek). Niezdolno$¢ do szybkiej ini-
cjacji jest charakterystyczna dla zamknietych komplekséw promotoro-
wych. Analiza uzyskanych transkryptow potwierdzita ich identyczno$c
z transkryptami zainicjowanymi w poszczeg6lnych promotorach, gdy kom-
pleksy enzym-DNA tworzone byly w podwyzszonej temperaturze jak
i z transkryptami otrzymanymi in vivo. Jest to dowdd, ze zamkniete kom-
pleksy byty rzeczywiscie kompleksami promotorowymi. Bezpos$redni do-
waéd na istnienie zamknietych kompleksow promotorowych uzyskano
z mikroskopii elektronowej. W wyniku inkubacji w temp. 0°C rozmieszcze-
nie polimerazy RNA na fragmencie DNA T7 zawierajagcym 4 promotory
byto identyczne z rozmieszczeniem enzymu gdy wigzanie prowadzono w
temp. 37°C i odpowiadato lokalizacji promotoréw (109). Dodatkowo za-
pewniono specywiczno$¢ wigzania zachowujac niski stosunek molowy en-
zym/fragment DNA —1—2.

Ze wzgledu na wydajnos¢ transkrypcji kontrolowanych przez nie ge-
néw, na czesto$¢ wydarzen inicjacyjnych, mozna zréznicowa¢ promotory
na ,silne” i ,stabe”. W oparciu o kolejno$¢ wigzania sie polimerazy RNA
z roznymi promotorami wyrdzniono wséréd nich promotory gtéwne i do-
datkowe.

Jaka jest relacja miedzy ,sitg” promotoréw a wigzaniem z nimi po-
limerazy RNA? OdpowiedZ na to pytanie stata sie mozliwa w ostatnich
latach gdy wprowadzono endonukleazy restrykcyjne jako narzedzie w ba-
daniach biochemicznych. Zastosowanie tych enzymoéw pozwolito na od-
dzielenie od siebie poszczeg6lnych promotoréw w tym samym genomie
i poréwnanie ich wihasciwosci. Stahl i Chaberlin (123) badali réz-
nice w oddziatywaniu polimerazy RNA E. coli z gtdbwnymi i dodatkowymi
promotorami w DNA T7. Rola promotoréw dodatkowych w tym genomie
nie jest jasna chociaz o ich wystepowaniu doniosto wielu autorow (123,
126—129). Polimeraza RNA wigze sie z dodatkowymi promotorami do-
piero wtedy gdy promotory gtéwne zostaly ,,nasycone” enzymem (123).
Roznice w efektywnosci dzialania promotoréw nie ujawnity sie na po-
ziomie zamknietych kompleksow, lecz w kinetyce tworzenia komplekséw
preinicjacyjnych. Autorzy sugeruja jednakowg szybko$¢ powstawania
zamknietych kompleksow polimerazy RNA z wszystkimi promotorami,
zrbéznicowanie nastepowatoby na etapie ,otwarcia” komplekséw. Przema-
wiajg za tym takze wyniki uzyskane inng metodg i na innej matrycy
(125). Poza tym kompleksy z promotorami dodatkowymi nie rdznig sie
stabilno$cia i opornoscig na heparyne i rifampicyne od komplekséw z pro-
motorami gtéwnymi.

Jakkolwiek teoretycznie mozliwe jest by kontrola oddziatywania poli-
meraza RNA-DNA decydujgca o wyborze miejsc promotorowych i ich
funkcjonowaniu odbywata sie poprzez:

1 zréznicowang kinetyke wigzania enzymu z promotorami (a) na po-
ziomie tworzenia zamknietego kompleksu, (b) na poziomie ,,otwarcia” tego
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kompleksu, rozwijania w nim DNA,

2) rézna stabilno$¢ komplekséw: (a) zamknietych, (b) otwartych
dotychczas uzyskane dane doswiadczalne przemawiajg wytgcznie za kine-
tycznym mechanizmem kontroli (44, 115, 116, 123).

Stahl i Chemberlin (123) opowiadajg sie za tym, ze kinetyka
tworzenia ,,otwartych” komplekséw promotorowych wyznacza wydajnos¢
uzycia promotoréw, decyduje o ich ,sile” (mechanizm 1 b). Takg sama
koncepcje wysuwajg inni autorzy, badajgcy wigzanie polimerazy RNA
z innymi DNA niz DNA faga T7 (44, 115, 116, 123) mimo iz nie uwzgled-
niajag oni powstawania ,,zamknietych” komplekséw jako etapu poprzedza-
jacego tworzenie ,otwartych” komplekséw promotorowych. Znaleziono
wprost proporcjonalng zalezno$¢ miedzy ,sita” promotoréw, szybkoScia
wigzania sie nimi polimerazy RNA in vitro i wydajnoscia transkrypcji kon-
trolowanych przez nie gendw in vitro i in vivo (44, 115, 116).

Von Gabain i Bujard (116) porownywali kinetyke tworzenia
komplekséw polimerazy RNA nie tylko z r6znymi promotorami w tym
samym genomie ale takze w réznych genomach fagowych i bakteryj-
nych. ZnaleZli oni znaczne réznice, co najmniej dwdch rzedow wielkosci,
w szybkos$ci wigzania enzymu z promotorami na matrycach réznego po-
chodzenia a nawet 6-7-krotne miedzy promotorami w tym samym DNA
(state szybkosci wigzania die reakcji Il rzedu ka= 108—108M-1 sek-1)
(115). Interpretujac te wyniki nalezy jednak bra¢ pod uwage, ze autorzy
poréwnywali oddziatywanie enzymu z fragmentami DNA r6znej wiel-
kosci, w niektérych wypadkach z catymi genomami. By¢é moze wielkos$¢
czasteczki (fragmentu), jego struktura trzeciorzedowa takze wplywa na
»,dostepnos$é” do niej polimerazy, co ostatecznie moze ograniczaé¢ porow-
nywalnos¢ juzyskanych wynikow.

V. Uwagi koncowe

Przedstawione wyniki badan jednoznacznie sugerujg, ze transkrypcja
gendw prokariotycznych poprzedzona jest specyficznym wigzaniem po-
limerazy RNA z promotorami, ktore charakteryzuja sie zwigkszong za-
wartoscig par AT w pewnych odcinkach. Fragmenty Z przewaga par
AT zaréwno utatwiajg poczatkowa interakcje enzymu w regionie roz-
poznania jak i umozliwiajg tworzenie stabilnych ,,otwartych” kompleksow
promotorowych w regionie obejmujgcym sekwencje Pribnowa. Trwatos¢
»otwartych” komplekséw wynika ze $cistego kontaktu polimerazy RNA
z promotorem, w ktérym na krdtkim odcinku (5—15 par zasad) podwdjna
spirala jest rozwinieta. Polimeraza petni tu role biatka ,topigcego”
DNA.

Polimeraza RNA nie jest jedynym biatkiem, ktérego zdolno$¢ do
tworzenia trwatych komplekséw z DNA wynika z oddziatywania z uprzed-

to
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nio rozpleciong spiral3 DNA. Podobny jest mechanizm wigzania czyn-
nikdw regulujacych transkrypcje takich jak represory i, wg jednej z kon-
cepcji, biatko wigzagce cAMP (CAP). Wptyw wymienionych biatek regu-
latorowych na transkrypcje zostat Swiadomie pominiety w niniejszym
artykule poniewaz regulacja ekspresji tylko niektérych genéw u organiz-
mow prokariotycznych wymaga czynnikéw dodatkowych natomiast re-
gulacja transkrypcji poprzez oddziatywanie polimerazy z matrycg ma
charakter uniwersalny. Poza tym szczupto$¢ miejsca nie pozwala na wy-
czerpujace omowienie wptywu czynnikéw regulacyjnych na transkrypcje,
co moze by¢ przedmiotem odrebnego artykutu.

Wydaje sie jednak celowe poréwnanie oddziatywania polimerazy RNA
i czynnikéw regulatorowych z matrycg pod katem wzajemnej korelacji
tych oddziatywan, znajdujgcej swoj wyraz w zdolnosci polimerazy RNA
do transkrypcji.

Znane represory genoéw E. coli: bio, gal, trp, lac i represory genéw
faga Auniemozliwiajg wigzanie polimerazy RNA z promotorami, wigzac
sie bezposrednio z DNA w regionach operatorowych (133). Lokalizacja
operatorow pokrywa sie czesciowo z lokalizacjg promotoréw a wiec re-
presory izosterycznie hamujg wigzanie polimerazy (7, 21, 23, 30, 46,
51, 134, 135). Wigzanie represorow z operatorami jest trwate na tej
samej zasadzie na jakiej trwate sg ,,otwarte” kompleksy polimerazy RNA
z promotorami, poniewaz obejmuje te same regiony DNA ze zwiekszong
zawartoscig par AT. Ostatnio stwierdzono jednakze w doswiadczeniach
kompetycyjnych, ze represor genu lac zwigzany z operatorem nie unie-
mozliwia catkowicie wigzania polimerazy lecz tylko zapobiega tworzeniu
kompleksu inicjacyjnego (53). Enzym moze wigzac¢ sie z nie zajetg przez
represor sekwencjg rozpoznania by po odtgczeniu represora od operatora
przeksztatci¢ sie w ,,otwarty” kompleks promotorowy gotowy do inicjacji
syntezy RNA.

Regulacja transkrypcji sprawowana przez CAP — biatko wigzace
cAMP naktada sie na kontrole za posrednictwem represoréw. CAP skom-
pleksowany z cAMP oddzialywuje z regionem kontrolnym lac zwigksza-
jac zdolnos¢ polimerazy RNA do inicjacji transkrypcji (53, 136, 137).

Wptyw CAP na regulacje transkrypcji moze odbywac sie poprzez
wplyw na DNA. Biatko to oddziatywuje z regionem 30—50 par zasad
poprzedzajacym miejsce inicjacji transkrypcji (20, 138). Proponowany
udziat CAP w destabilizacji spirali DNA, stymulacji jego rozwijania lub
innej jego zmiany strukturalnej prowadzacej do utatwienia wigzania po-
limerazy w miejscu oddalonym od miejsca dziatania CAP o kilkadziesiat
nukleotydow.

Rozwaza sie takze mozliwos¢ roli CAP jako czynnika oddziatywujgcego
z polimeraza RNA bedacg w kompleksie z matrycg w ten sposob, ze
utrwala on ten kompleks, ufatwiajac jego przeksztatcenie w kompleks
inicjacyjny (62, 136).
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Wpltyw CAP na regulacje transkrypcji zgodnie z pierwszym z podanych
mechanizméw jest przyktadem odziatywania poprzez telestabilno$¢. In-
nym, omowionym juz przyktadem takiego oddziatywania (por. rozdz. II)
jest wptyw sekwencji o zwiekszonej zawartosci par AT w regionie rozpo-
znania na trwate wigzanie polimerazy RNA w miejscu oddalonym o okoto
20-nukleotydéw (sekwencja Pribnowa).

Mimo zdobywania coraz wiekszej ilosci informacji na temat oddziaty-
wania miedzy polimeraza RNA i miejscami promotorowymi na DNA
sekwencje wyznaczajace specyficzno$¢ interakcji pozostajg w dalszym
ciggu nieznane. O specyficznym, charakterystycznym dla poszczegélnych
promotorow oddziatywaniu z nimi polimerazy decyduje odmiennos¢ se-
kwencji w tych regionach, sekwencji odczytywanych w zréznicowany
sposdb przez enzym. Ich wynikajgca z petnionej funkcji niepowtarzalnosc
utrudnia charakterystyke ich oddziatywania z polimerazg RNA.

Istniejg takze dane o odmiennej konformacji polimerazy RNA w kom-
pleksach z ré6znymi promotorami, 'wptywajacej na r6zna, nie skorelowang
z ,sitg” promotordw, stabilno$é tych kompleksow (44, 115, 116, 123) i ich
oporno$é na inhibitory: heparyne (124, 130) i rifampicyne (123).

Zaakceptowano do druku 10.12.1979

Sktadam serdeczne podziekowania Panu Doc. Dr hab. Markowi Gniazdowskiemu za cenne
uwagi w trakcie przygotowywania artykutu.

Praca zostata wykonana w ramach problemu weztowego 09.7.1
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-tRNA — aminoacylo-tRNA; Phe —fenyloalanina; Met— metionina; IF — czynniki
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I. Wstep

Biosynteza biatka jest niewatpliwie jednym z najbardziej skompliko-
wanych proceséw przebiegajacych w uktadzie biologicznym. Synteze po-
jedynczego wigzania peptydowego Kkatalizuje okoto 10 biatek enzyma-
tycznych, a energia do tego procesu pochodzi z hydrolizy 4 wigzan wy-
sokoenergetycznych.

Kompleksowo$¢ mechanizmu oraz réznorodnos$¢ i znaczna labilnos¢
makromolekut biorgcych w nim udziat jest przyczyng, iz pomimo duzego
naktadu sit i Srodkéw wiedza nasza dotyczaca tego zagadnienia jest nadal
niepetna. Nalezy jednakze odnotowaé istotny postep w rozumieniu i in-
terpretacji syntezy biatka w ostatnich latach, do czego przyczynito sie
przede wszystkim:

1) poznanie struktury rybosomoéw,

2) oznaczenie sekwencji catego szeregu kwaséw nukleinowych,

3) wydzielenie w stanie homogennym i zidentyfikowanie funkcji bio-
logicznej wielu biatek enzymatycznych uczestniczagcych w procesie tran-
skrypcji i translacji.

Tematem niniejszego artykutu sg poglady na przytgczanie aminoacylo-
-tRNA do rybosomu ze szczegdlnym uwzglednieniem wiasnosci struktu-
ralnych i funkcjonalnych czynnikéw (faktorow) elongacyjnych wigzacych.

Il. Ogolny zarys procesu biosyntezy biatka

W procesie biosyntezy biatka mozemy wyr6zni¢ cztery zasadnicze eta-
py, przedstawione schematycznie na rycinie 1

1 aminoacylacje transferowego RNA, czyli synteze witasciwego sub-
stratu: AA-tRNA;
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2) inicjacje biosyntezy bialka, co nastepuje poprzez skompteksowanie
podjednostek rybosomalnych z matrycowym RNA i inicjatorowym Met-
-tRNA;

3) wydtuzanie (elongacje) taincucha polipeptydowego; zasadniczy pro-
ces tworzenia tancucha aminokwaséw tgczonych wigzaniem peptydowym;

4) zakonczenie (terminacje) biosyntezy; zatrzymanie translacji na ter-
minujgcym kodonie mRNA i uwolnienie zsyntetyzowanego polipeptydu
z kompleksu polisomalnego.

synteza wigzania/''' 7**— . L
p)(eptydow afi-n Vv pa ) N"Jronslokoqo

/‘

@ elongacja
czynniki EF
wigzanie
AA-tRNA

@ @ rybosom

matrycowy RNA

transferowy RNA

iS4

aminoacylo-tRNA
@ inicjacja
czynniki IF

y metionina
@terrr_rr)ocjo
czynniki RF aminokwas
{ D inicjatorowy Met-tRNA
1 . )
A P miejsca rybosomalne A i P

© aminoacylacja

+ ' ~RS* RS ligaza aminokwas: tRNA (AMP
(syntetaza aminoacylo-tRNA)

o

=

Ryc. 1. Ogélny schemat procesu biosyntezy biatka.

Catoksztatt biosyntezy biatka zostat omdwiony szczegoétowo w kilku
pracach przeglagdowych (1—5). Pewne zagadnienia poruszano w ostatnich
latach réwniez w artykutach przeglagdowych drukowanych w Postepach
Biochemii (6—8).

Ogolny schemat procesu translacji, przedstawiony na ryc. 1, dotyczy
zarbwno organizméw pro- jak i eukriotycznych. Wzajemna zamiana ma-
kroczasteczek pochodzgcych z tych dwoéch grup organizméw jest nie-
mozliwa. Oznacza to, np., ze nie mozna wymienia¢ podjednostek ryboso-
malnych, czyli tworzy¢ hybrydu 30S—60S funkcjonalnego biologicznie

4 Postepy Biochemii
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(9). Rowniez wymiana biatek enzymatycznych nie wydaje sie mozliwa
(10—13), cho¢ jedno doniesienie dopuszcza takg mozliwos$¢ (14). W peini
wymienialne sg natomiast elementy pochodzace z r6znych organizméw
nalezacych do tej samej grupy (15—17). Jednakze w przyrodzie nie mozna
wyznaczaé scistych granic, bo chociaz translacja hemoglobinowego mRNA
z retikulocytow krélika nie zachodzi w ukladzie bakteryjnym (18), to
bakteriofagowy mRNA moze stuzy¢ jako matryca w uktadzie z komérek
nowotworowych Krebsa, czy tez retikulocytéw krolika (19, 20). Szczegol-
nie interesujgca sytuacja ma miejsce wsrod inicjatorowych tRNA: egzo-
gennie uformylowany Met-tRNA eukariotyczny dziata jako inicjator bio-
syntezy biatka w ukladzie bakterii Escherichia coli; natomiast fMet-
tRNATA bakteryjny przytgcza sie do rybosomu 80S, ale nie inicjuje pro-
cesu biosyntezy biatka (21, 22).

Proces wydtuzania taficucha polipeptydowego skiada sie z trzech eta-
péw przedstawionych na rycinie 2:

1) przytgczanie aminoacylo-tRNA do rybosomu,

2) synteza wigzania peptydowego pomiedzy bedgcym juz na rybosomie
peptydylo-tRNA a nowo przylgczonym AA-tRNA,

3) translokacja wydiuzonego o jeden aminokwas peptydylo-tRNA
z miejsca rybosomalnego A do P.

Ryc. 2. Og6lny schemat procesu wydiuzania tancucha polipetydowego
1. wigzanie AA-tRNA do rybosomu, 2. synteza wigzania peptydowego, 3. transloka-
cja peptydylo-tRNA z miejsca rybosomalnego A do P.

I11. Prokariotyczne czynniki elongacyjne wiagzace

Pierwsze doniesienia na temat dwo6ch czynnikéw enzymatycznych ka-
talizujgcych wydtuzanie tancucha polipeptydowego dotyczy wprawdzie
Eucaryota (23), jednakze to uktad prokariotyczny byt gtéwnie przedmio-
tem badan. Z tego tez wzgledu najpierw przedstawimy pokrdtce mecha-
nizm dziatania i wiasnosci czynnikéw bakteryjnych.

Obecnos$¢ dwdéch prokariotycznych czynnikdéw elongacyjnych po raz
pierwszy stwierdzono w Escherichia coli w pracowni Lipmanna (24).
W roku 1966 rozdzielono oba faktory i wéwczas tez otrzymaty one nazwy *
obowigzujagce do dzis: EFT — czynnik wigzacy AA-tRNA do rybosomu,

* W artykule niniejszym stosowane sg zasady nomenklaturowe czynnikéw
elongacyjnych zgodnie z propozycjg zawartg w (25), poza wypadkami oddzielnie
oznaczonymi.
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oraz czynnik EFG wykazujacy wiasnosci GTP-azowe w obecnos$ci rybo-
somow (26). W tymze samym roku i w tym samym laboratorium po-
wiodto sie rozdzielenie czynika EFT na dwie podjednostki o odmiennych
wiasnosciach i funkcjach (27). Podjednostki faktora EFT okre$lono termi-
nami EFTu (z j. ang. unstable — nietrwaly) i EFTs (z j. ang. stable —
trwaty). Badania nad oczyszczaniem i charakterystykg czynnikéw bakte-
ryjnych w laboratorium F. Lipmanna byly poczatkowo prowadzone na
bakteriach E. coli (24, 26), a nastepnie Pseudomonas fluorescence (27).
W chwili obecnej czynniki elongacyjne sg dobrze poznane i opisane dla
szeregu bakterii: E. coli (5, 17, 286—30), umiarkowanie termofilnych Bacil-
lus stearothermophilus (31—33), jak i Thermus thermophilus rozwijaja-
cych sie w temperaturze 85cC. Te ostatnie zostaty szczegdtowo scharakte-
ryzowane w cyklu artykutéw pochodzacych z pracowni Y. Kaziro
(34—36).

Podobnie jak u Procaryota proces biosyntezy biatka przebiega w orga-
nellach komdrkowych: chloroplastach i mitochondriach. Organellowe
czynniki elongacyjne sg znacznie gorzej poznane niz bakteryjne, wyka-
zano jednakze w spos6b jednoznaczny, iz ich charakterystyka jest bardzo
zblizona (37—40).

Jak juz powiedziano uprzednio, funkcjg czynnika EFT bedacego kom-
pleksem EF(Tu-Ts), jest katalizowanie wigzania AA-tRNA do rybosomu.
Czynnik EFTu tworzy najpierw z GTP kompleks dwusktadnikowy EFT-
-GTP, ktéry nastepnie reaguje z aminoacylo-tRNA celem utworzenia
kompleksu trojsktadnikowego AA-tRNA-EFTu-GTP (41, 42). W efekcie
oddziatywania kompleksu trojsktadnikowego z polisomem nastepuje przy-
tagczenie AA-tRNA do rybosomalnego miejsca A (aminokwasowego). Hy-
droliza GTP umozliwia uwalnianie kompleksu EFTu-GDP z polisomu (15,
43). Wymiane GDP na GTP w tym kompleksie katalizuje EFTs, przy czym
przejsciowo tworzy sie kompleks Tu-Ts, ktdry moze by¢ wykrywany np.
metoda saczenia zelowego (44) czy tez wirowania w gardiencie gestosci
sacharozy (45). Kompleks Tu-Ts wykazujgc wysokie powinowactwo do
GTP umozliwia odtworzenie kompleksu dwusktadnikowego EFTu-GTP,
a w efekcie przytaczenie kolejnego AA-tRNA do rybosomu (41—43).

W procesie translacji szczeg6lng role petnig nukleotydy guaninowe,
na co zwrécono uwage juz w potowie lat piecdziesigtych (51). W przypadku
czynnikéw prokariotycznych pewne obserwacje jednoznacznie sugeruja
ich funkcje regulatorowe. Faktor EFTu wykazuje najwyzsze powino-
wactwo do GDP (Kd—3 X 10-9 M), podczas gdy w stosunku do GTP ok.
stukrotnie nizsze (52, 53). Poniewaz aktywno$¢é EFTu w elongacji wymaga
powstania kompleksu z trojfosforanem guanozyny (41, 42) wysunieto teze,
ze wiasnie GTP umozliwia faktorowi przyjecie konformacji,,odpowiedzial-
nej za:

1) rozpoznanie aminoacylo-tRNA celem utworzenia kompleksu troj-
sktadnikowego,

4%
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2) przytaczenie tego kompleksu do rybosomalnego miejsca A,

3) uwolnienie EFTu z rybosomu na skutek hydrolizy GTP (54).

Teze o roznicach w konformacji komplekséw EFTu-GDP i EFTu-GTP
potwierdzajg doswiadczenia ze znacznikami spinowymi (55) oraz hydro-

AA-tRNA - Tu-GTP

wiqzanie
AA-tRNA

Tu+GTP=Tu-GTP : Tu-GDP+Pi
GTP Ts synteza
wiazania
Ts Tu-Ts GDP peptydowego
Nl

)
& GDP+Pi  GTP
O

Ryc. 3. Mechanizm reakcji wydtuzania tafcucha polipeptydowego u Procaryota.

fobowymi (56, 57), a takze badanie wymiany trytu (58). Eksperymenty
te posrednio dowodzg funkcji regulatorowej GTP i GDP. Role nukleoty-
déw guaninowych w procesie translacji podsumowat Kaziro (5 54).
Sugeruje on, ze reakcjami wymagajacymi udziatlu GTP, a przebiega-
jacymi na réznych etapach translacji rzadzi ten sam mechanizm. Tak
wiec odwracalne zmiany konformacji i aktywnosci poszczegélnych bia-
tek enzymatycznych (IF2, EFTu, EFG oraz RF) zaleza od obecnosci
okreslonego fosforanu niukleotydu. Ta sama teoria znajduje zastosowanie
dla ukfadu eukariotycznego. Autor tlumaczy nawet katalizowany przez
EFTu proces przytagczania AA-tRNA do rybosomu ideg aktywnego trans-
portu. Jednakze, wobec badan reakcji, ktorej stanu posredniego nie mozna,
w chwili obecnej, zanalizowa¢, (a tak wyglada sytuacja w przypadku GTP)
takie wnioski wydajg sie zbyt daleko posuniete. W szczeg6lnosci wada
powyzszych spekulacji jest nie uwzglednienie wystepujgcych in vivo ste-
zen analizowanych zwigzkéw: nukleotydéw oraz biatek.

Rycina 3 przedstawia og0lnie przyjety schemat przytgczania aminoacy-
lo-tRNA do rybosomu w ukladzie prokariotycznym.

IV. Eukariotyczny czynnik elongacyjny 1

Mimo wspdlnego dla wszystkich organizmdw og6lnego schematu re-
akcji (Ryc. 2), panujag bardzo rozbiezne opinie na temat szczeg6téw tego
mechanizmu w przypadku Eucaryota. Przyczynia sie do tego labilnos¢
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aktywnoSci biologicznej eukariotycznych czynnikéw wigzacych, trudnosci
z otrzymaniem homogennego preparatu, jak réwniez réznorodno$¢ form
molekularnych (heterogennos$é) tego czynnika.

Eukariotyczny czynnik elongacyjny EF1 badano dotychczas szczeg6l-
nie intensywnie w nastepujagcym materiale: zarodki pszenicy (59—70),
komorki nowotworowe Krebsa (71—75), skorupiak Artemia salina (76—
83), watroba szczura (84—90), watroba Swini (91—96), m6zg cielaka (97—
102), retikulocyty krélika (103—110), jedwabnik (111—114), ryby (115—
116). Juz od 1965 roku w pracach nad czynnikami elongacyjnymi uczestni-
czyto wielu polskich naukowcow (59, 64, 69, 70, 81, 84, 86, 87, 101, 102,
107—110, 118, 128, 161).

Tabela 1
Struktura podjednostkowa i ciezary czasteczkowe czynnikéw elongacyjnych wigzacych.
Materiat Struktura Nomenkl'atura .Ciezar czastkowy
autorow polimer monomer
ZarodkKi 180 000
pszenicy (44) (003, (a) 4 EF1H, EF1L 250 000 62 000
ZarodkKi (a/9y)n EF1H 240 000— A — 52 000
pszenicy EF1 A, B, C —540 000 B — 47 000
(46—48) C — 27000
Moézg (a)a EF1H 250 000— 50000—
cielaka (85) EF1L —1000 000 —60 000
Retikulocyty (a).. EF1H 450 000 50 000
krélika EF1L
(89, 92, 93)
Watroba aldy EFla py — 90 000 a— 53000
$wini (78, 79) Pr EF1/3 (i— 55 000
EFly y — 30 000
EFlpy
Komérki @n EF1H 260 000
nowotworowe EF1L 230 000 47 000
Krebsa (56, 57) 135 000
Komorki (a/On eEFTH(EFIH) p2— 52 000 a— 47 000
nowotworowe eEFTu(EFla) — 26 000
Krebsa (60) eEFTSs(EFly?)
Artemia (@/9)n EF1H 200 000 — 52000
salina (61, 65) EF1L — 47 000
Artemia EF1H 240000 A — 53 000
salina (62, 63) (@/3')n EF1 A, B,,C B — 51 000
C — 26 000
Jedwabnik (agy)n EF1H, EF1M H > 300000 a— 51 000
(97, 98) EFla, b, c M « 150 000 b — 26 000
¢ — 46 000
Thermus (34) T = (TuTs)2 T, Tu, Ts T—220000 Tu— 51000
thermophilus (Ts)2— 64000 Ts— 27 000
Escherichia T = (TuTs) T, Tu, Ts 67 000 Tu — 42 000

coli (127) Ts — 28 000
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IV-1. Réznorodno$¢ form molekularnych czynnika EF1

Po raz pierwszy wystepowanie EF1 w formach wielokrotnych zaobser-
wowali w roku 1968 Schneir i Moldave w materiale z watroby
(85). Obserwacje te potwierdzono dla wszystkich badanych EF1 i to nie-
zaleznie od materiatu wyjsciowego. Ciezary czasteczkowe izolowanych
czynnikow elongacyjnych 1wahajg sie w bardzo szerokim przedziale, tj.
od ok. 50 000 D do ponad 1 miliona D.

W Tabeli 1 zawarto informacje dotyczace czynnika EF1 wyizolowanego
z roznorodnego materiatu eukariotycznego. Celem poréwnania przedsta-
wiono réwniez analogiczne dane dotyczace wybranych, reprezentatywnych
czynnikow prokariotycznych: EFT, Tu, Ts. Podane masy czasteczkowe
byly oznaczane metoda elektroforezy na zelu poliakryloamidowyw, tech-
nikg saczenia zelowego czy tez ultrawirowania.

Czynnik eukariotyczny EF1 wystepuje w formie lekkiej oraz ciezkiej.
Forma ciezka (oznaczana zwykle terminem EF1H) moze byé homopoli-
merem lub tez heteropolimerem. W przypadku homopolimeru mamy do
czynienia ze strukturg molekularng faktora typu (a)n, a podstawowg
jednostke (EF1L — monomer) stanowi polipeptyd o ciezarze czgsteczko-
wym rzedu 50 000 D. Gdy jednak faktor wystepuje jako heteropolimer
nalezy mu przypisaé¢ strukture (c$)n lub tez (of3y)n (patrz Tabela 1). Prob-
lem aktywnosci biologicznej oraz mechanizm dziatania czynnika EF1 zo-
stanie przeanalizowany w rozdziale V. Jednakze najpierw nalezy rozpa-
trzy¢ role form ciezkiej i lekkiej.

IV-2. Ciezka i lekka forma czynnika EF1

Wykazano, iz aktywng biologicznie formg czynnika elongacyjnego 1
jest monomer (66, 80, 98, 99, 101). Pierwszym zatem etapem w cyklu
interakcji czynnika jest przeksztatcenie formy ciezkiej do lekkiej. Etap
ten wydaje sie szczegOlnie istotny réwniez dlatego, iz moze on determi-
nowa¢ poziom aktywnosci czynnika EF1, a wiec szybko$¢ biosyntezy
w ogole.

W pracach prowadzonych nad deagregacjg faktora (czyli przeksztatce-
niem formy ciezkiej do lekkiej) wykryto dwie grupy czynnikéw powodu-
jacych te przemiane, ktére niewatpliwie dziatajg wg zasadniczo odmien-
nego mechanizmu:

1) fosforany guanozyny; tréjfosforan (66, 80, 101), dwufosforan (80,
101) oraz fosforan cykliczny (80, 117);

2) enzymy proteolityczne (106—109).

Forma ciezka czynnika elongacyjnego reagujac z GTP (lub tez z nieco
mniejszg wydajnoscig z GDP) tworzy kompleks dwusktadnikowy EF1-GTP
(lub EF1-GDP). W obu tych kompleksach faktor wystepuje w formie lek-
kiej — EF1L, monomerycznej, o ciezarze czgsteczkowym ok. 50 000 D (62,
98). Nalezy zaznaczy¢, ze czynnik eukariotyczny, w przeciwienstwie do
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bakteryjnego, wykazuje wyzsze powinowactwo do tréjfosforanu niz dwu-
fosforanu guanozyny. Rowniez fosforan cykliczny, ktéry w warunkach
in vitro nie jest konieczny w procesie elongacji, takze przeksztatca forme
ciezkg do lekkiej (80, 117). Trzeba jednak odnotowaé réwniez doniesienie
na temat braku wptywu cGMP na konwersje EF1H do EF1L (76).

Druga grupe czynnikéw powodujacych deagregacje formy ciezkiej do
lekkiej stanowia enzymy proteolityczne. Sposrod szeregu przebadanych
proteaz (dane niepublikowane autoréw) najwyraZzniejsza przemiane na
drodze limitowanej proteolizy bez utraty aktywnoS$ci biologicznej obser-
wowano pod wplywem:

1) elastazy (80, 106, 107); proteazy wykazujacej specyficzno$¢ w sto-
sunku do aminokwasu seryny;

2) karboksypeptydazy A (109); enzymu proteolitycznego odcinajgcego
kolejne aminokwasy od konca karboksylowego tafAcucha polipeptydo-
wego;

3) enzymu(éw) proteolitycznego(ych) zawartego w ekstrakcie biatko-
wym z Artemia salina (110).

Wczesniejsze doniesienia opisywaty rowniez aktywno$é przeksztatca-
jaca fosfolipazy C (80, 102). Fakt ten sugerowat istotne znaczenie fosfoli-
pidow, ktorych obecnos¢ wykryto w niektdrych preparatach wysoce
oczyszczonych czynnikow EF1 zwierzecych (99, 102, 118). W wyniku szcze-
gotowej analizy stwierdzono, ze handlowa fosfolipaza C powoduje prze-
ksztatcenie formy ciezkiej czynnika EF1 nie zawierajgcego nawet $lado-
wych ilosci fosfolipiddw; natomiast homogenny preparat fosfolipazy C
nie powodowat oczekiwanej konwersji (106). Ostatecznie wykazano, iz
handlowa fosfolipaza C bywa zanieczyszczona karboksypeptydazg A (109).

Obserwacja, ze enzymy proteolityczne odpowiedzialne sg za przeksztat-
cenie formy ciezkiej do lekkiej, prowadzi do tezy o funkcji regulatorowej
proteaz w stosunku do czynnikéw elongacyjnych. Hipoteza ta rodzi jed-
nak pewne watpliwosci. Nasuwaja sie pytania:

1) w jaki spos6b moze powstawaé powtérnie forma ciezka z nisko-
czasteczkowych form czynnika?, oraz

2) czy otrzymane w wyniku proteolizy mniejsze fragmenty zachowujg
petng aktywnos¢ biologiczng?

Oczywiscie funkcja regulatora proteaz moze by¢ limitowana tylko do
przeksztatcenia formy ciezkiej do lekkiej. Odwracalno$¢ procesu, czyli
odtworzenie formy ciezkiej (H) po zakonhczeniu reakcji wigzania, nie wy-
daje sie konieczna; aczkolwiek nie wiadomo, jakie sg dalsze losy molekuty
EF1L po zakonczeniu translacji. Moze np. wystepuje niekowalentne 13-
czenie sie tancuchdw polipeptydowych potaczone z zachowaniem peinej
aktywnosci biologicznej (katalitycznej). Zjawisko takie opisano w przy-
padku rybonukleazy S oraz innych nukleaz (119). Podobna obserwacja do-
tyczy réwniez czynnika elongacyjnego EF1 z retikulocytow krolika (107).
Stwierdzono mianowicie, iz w wyniku dodania do mieszaniny poreakcyj-
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nej po trawieniu elastazg inhibitora proteaz serynowych — fluorku ben-
zylosulfonylu (z j. ang. phenylmethylsuljonylfluoride — PMSF) nie obser-
wuje sie na zelu poliakryloamidowym dwéch lzejszych prazkéw (pro-
duktow .proteolizy), a ponownie jeden — w pozycji w przyblizeniu réwnej
potozeniu faktora EF1H. Ostatnio, na materiale z jedwabnika (99), a takze
z watroby Swinskiej (120) zaobserwowano odtwarzanie aktywnego biolo-
gicznie kompleksu ciezkiego z form lekkich. Istniejg jednak watpliwosci,
wysuwane przez autorow, czy taka przemiana jest w petni fizjologiczna.

Z kolei badania nad wptywem karboksypeptydazy A i enzymatycz-
nego ekstraktu z A. salina (108, 109) sugeruja, ze istotng role w formo-
waniu struktury wysokoczasteczkowej czynnika EF1 u Eucaryota odgrywa
krotki polipeptyd znajdujacy sie prawdopodobnie przy C— koncu tancu-
cha aminokwasowego EF1. Ten niskoczasteczkowy fragment mogtby byé
odpowiedzialny za agregacje.

Aktywnos$¢ biologiczng produktdw proteolizy mozna prébowa¢ wyttu-
maczy¢ przyjmujac, ze w tancuchu polipeptydowym EF1 wystepuja dwa
odrebne centra aktywne: pierwsze — wigzania AA-tRNA i rybosomow
oraz drugie — tworzenia komplekséw dwusktadnikowych z nukleotydami
guaninowymi. Hipoteze taka opierajgc sie na analogii z czynnikami pro-
kariotycznymi wysuneli Kaziro i wspotpracownicy (121, 122). Auto-
rzy ci stwierdzili, ze fragment o c.cz. 39 000 D otrzymany w wyniku tra-
wienia trypsyna faktora EFTu (c.cz. 47 000 D) traci wprawdzie aktywnos$¢
w reakcji wigzania, ale jest nadal aktywny w tworzeniu kompleksu dwu-
sktadnikowego i tréjsktadnikowego. Powyzsze rozwazania podwazajg wy-
niki Rosenbuscha i Jacobsona, ktérzy w wyniku fagodnej hy-
drolizy trypsyng otrzymali polipeptyd o c.cz. 37 000 D zachowujgcy cala
aktywnos$¢ biologiczng charakterystyczng dla czynnika wigzacego (123).
Ci sami autorzy donoszg réwniez o stwierdzeniu wystepowania u E. coli
proteaz podobnych w charakterze do trypsyny, co posrednio potwierdza
potencjalng role enzyméw proteolitycznych w regulacji aktywnosci bio-
logicznej.

Badania prowadzone na skorupiaku Artemia salina sugerujg funkcje
regulatorowg enzymu proteolitycznego (lub enzymdw) obecnego w eks-
trakcie biatkowym z tego organizmu. Czynnik proteolityczny przeksztat-
cajacy EF1H do EF1L wykryto tylko w ekstrakcie otrzymywanym po
40 godz. rozwoju skorupiaka, co odpowiada ptywajgcym larwom — nauplii
(108). Nie obserwowano takiej aktywnosci w przypadku izolacji ekstraktu
z wczesniejszego etapu rozwoju. Obserwacja ta jest $cisle zbiezna z donie-
sieniami, ze w cystach wystepuje czynnik EF1 wylgcznie w formie ciezkiej,
natomiast u ptywajacych nauplii tylko w formie lekkiej (76). A zatem
stwierdzona zostata korelacja wystepowania aktywnosci proteolitycznej
przeksztatcajacej i formy lekkiej czynnika EF1. Zmiane formy moleku-
larnej z ciezkiej na lekka jako funkcje rozwoju obserwowali réwniez
Bolla i Brot u nicieni Turbatrix aceti (124).
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IV-3. Metody oczyszczania, Kryteria czystosci, oznaczanie ciezaru czasteczkowego
i sktad aminokwasowy czynnikéw elongacyjnych wigzacych

Pierwszym etapem prac nad czynnikami elongacyjnymi jest ich otrzy-
manie w stanie homogennym. Schemat oczyszczania tych biatek zalezy
gtownie od rodzaju uzywanego materiatu wyjsciowego. Stosowano typowe
i wspdlne dla wigkszosci publikowanych procedur metody, a mianowicie:
ultrawirowanie wyekstrahowanego materiatu celem oddzielenia ryboso-
mow, precypitacja siarczanem amonu, saczenie molekularne, chromato-
grafia jonowymienna (59, 61, 77, 94, 96, 112). Wszystkie etapy oczyszcza-
nia przeprowadzano w temperaturze 0—4°C, uzywajac buforow zawie-
rajgcych zwykle 10—25°0 glicerolu oraz (3-merkaptoetanol wzglednie dwu-
tiotreitol w stezeniu 1—5 mM celem stabilizacji aktywnos$ci biologicznej
preparatu.

Preparaty przechowywano zazwyczaj w temperaturze —25°C lub tez
w ciektym azocie, w buforze zawierajagcym co najmniej 25®0o glicerolu,
przy stezeniu biatka powyzej 1 mg/ml. Jako podstawowe Kryterium czys-
tosci stosowano elektroforeze na zelu poliakryloamidowym. Analiza w wa-
runkach denaturujgcych i niedenaturujgcych umozliwia jednoczesnie oce-
ne ciezaru czasteczkowego oraz pozwala poda¢ charakterystyke struk-
tury podjednostkowej biatka. Otrzymanie jednego prazka elektroforetycz-
nego w obecnosci czynnika denaturujgcego (np. mocznika lub soli so-
dowej siarczanu dodecylu) sugeruje strukture homopolimeryczng, typu
(a)n, natomiast kilka prazkéw, np. trzy, pozwala uzna¢ otrzymane biatko
za heteropolimer, przykltadowo typu (athOn- Ciezary czasteczkowe oraz
struktury podjednostkowe przedstawione w tabeli 1 zostaty oznaczone tg
technikg. Natomiast ocene ciezaru czasteczkowego molekut w stanie na-
tywnym, czyli w tym konkretnym przypadku EF1H, umozliwia sgczenie
molekularne (np. na zelach typu Sephadex lub Sepharose). Poréwnanie
oznaczenia ciezaru czasteczkowego réznymi technikami (elektroforeza na
zelu poliakryloamidowym, ultrawirowanie w gradiencie gestosci sacha-
rozy, sgczenie molekularne) jest zawarte w pracach grupy Kaziro w
odniesieniu do czynnikéw elongacyjnych prokariotycznych (34—36). Wy-
niki otrzymane réznymi technikami wykazujg dosy¢ znaczne rozbieznosci,
rzedu 20%, pomiedzy poszczeg6lnymi oznaczeniami.

Wyciagniecie wnioskéw o strukturze czynnika EF1 umozliwia réwniez
analiza sktadu aminokwasowego oczyszczonych form tego biatka. Poréw-
nujac wyniki analizy skiadu formy lekkiej i ciezkiej z watroby cielecej
(118) mozna uznaé¢ (uwzgledniajac biad metody), iz obie formy czynnika
EF1 zawierajg identyczng kompozycje aminokwaséw. Wynik ten sugeruje
strukture typu homopolimeru (a)n.
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IV-4. Pomiar aktywnos$ci czynnika EF1

Zagadnieniem istotnym zaréwno w trakcie oczyszczania EF1, jak i dla
poréwnania homogennych preparatdw jest pomiar jego aktywnosci bio-
logiczne;j.

W przypadku czynnika EF1 stosowane sg nastepujgce testy aktywnosci
biologicznej:

1. Przytgczanie AA-tRNA do rybosomu w obecnosci poli-U i GTP.
Reakcja ta jest zalezna od czynnika EF1 przy niskim stezeniu jonéw mag-
nezu (5—7 mM). Test ten okre$la sie potocznie terminem ,reakcja wig-
zania” (14, 59, 64, 125).

2. Synteza polifenyloalaniny w uktadzie poli-U (tzw. reakcja polime-
ryzacji (126—128). Trzy enzymy determinujg przebieg tej reakcji: EF1,
EF2 i transferaza peptydylowa. Ten wysoce specyficzny test charaktery-
zuje sie okoto pieciokrotnie wyzsza czutoscig detekcji czynnika EF1 anizeli
reakcja wigzania (71, 80, 88, 104, 106). Procedura tej reakcji jest bardziej
pracochtonna i wymaga stosowania czynnika EF2 nie zanieczyszczonego
aktywnoscig faktora EF1 oraz rybosomow zawierajacych aktywnos¢ trans-
ferazy peptydylowej. Po uwzglednieniu tych warunkéw synteze polife-
nyloalaniny mozna uzna¢ za najbardziej wiarygodny test aktywnosci czyn-
nika EF1.

3. Wiagzanie GTP (lub GDP) do czynnika EF1, czyli tworzenie kom-
pleksu dwusktadnikowego EF1-GTP (lub EF1-GDP) (93, 103, 129, 130).
Wadg tej reakcji jest stosunkowo niska specyficzno$é, gdyz wiele biatek
zawartych w cytoplazmie moze tworzy¢ kompleksy z fosforanami guano-
zyny. Z drugiej strony jest to reakcja najtatwiejsza technicznie.

4. Tworzenie kompleksu tréjsktadnikowego AA-tRNA-EFI-GTP.
Test ten jest w praktyce mato uzywany z powodu trudnej identyfikacji
kompleksu i jego izolacji. W przypadku trzech poprzednich reakcji pro-
dukt wydzielano na saczku nitrocelulozowym (typu Millipore) (131); kom-
pleks tréjsktadnikowy przenika przez taki sgczek. Mozna go wykry¢ np.
technika sgczenia molekularnego, co wymaga stosunkowo duzego naktadu
pracy (65, 83, 93, 98).

Reasumujac przedstawione powyzej cztery metody detekcji i anali-
zy aktywnosci czynnika EF1 nalezy przede wszystkim stwierdzié, ze kazda
z powyzszych metod moze dostarczy¢ innych informacji i z tego powodu
nie nalezy zadnej poming¢. Najdogodniejszg i najprecyzyjniejsza metodg
oceny ilosci czynnika wigzacego jest utworzenie kompleksu dwusktadni-
kowego (metoda 3); kompleks ten powstaje ilosciowo i stechiometrycznie
(93). Oceniajac aktywnos$¢ czynnika EF1 na podstawie testow wigzania
i polimeryzacji nalezy uwzglednié, ze poziom tych reakcji zalezy od ak-
tywnosci innych, komplementarnych skiadnikdéw uktadu, jak np.: czyn-
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nika EF2 czy tez rybosoméw. Natomiast tworzenie kompleksu tréjsktadni-
kowego mozna rowniez wykorzysta¢ do izolacji specyficznych AA-tRNA
(133).

V. Mechanizm reakcji wigzania

Rozpatrujgc przebieg reakcji wigzania AA-tRNA do rybosomu, uza-
lezniony od obecnosci czynnika elongacyjnego EF1 i GTP, szczegélng uwa-
ge zwracamy na charakter (rodzaj) aktywnos$ci tego czynnika oraz me-
chanizm jego dziatania. Sygnalizujemy w tym miejscu nastepujacy pro-
blem: czy czynnik eukariotyczny EF1 charakteryzuje aktywno$¢ stechio-
metryczna (jedna molekuta czynnika powoduje przylgczenie jednej cza-
steczki AA-tRNA), czy tez aktywno$é katalityczna (EF1 jest zdolny przy-
tacza¢ wielokrotnie rézne AA-tRNA do rybosomu). Zagadnienie to wigze
sie Scisle z kwestig struktury czynnika: czy EF1 jest homopolimerem, czy
tez heteropolimerem? Odpowiedz na te pytania przybliza niezwykle
istotna obserwacja dokonana w laboratoriach Kaziro (91, 92, 94) oraz
Moliera (82, 132). Stwierdzono, ze czynnik EFla (zwany réwniez
eEFTu), w obecnosci EF1(3 (okreslonego terminem eEFTs), wykazuje wy-
raznie aktywno$¢ katalityczna. Pozwala to zaktada¢ podobienstwo mecha-
nizmu reakcji wigzania w ukladzie eukariotycznym i prokariotycznym.
Kluczowym etapem w wyjasnieniu charakteru aktywnosci czynnika EF1
jest reakcja wymiany GDP na GTP w kompleksie dwusktadnikowym, po-
dobnie jak to ma miejsce w uktadzie bakteryjnym:

EF1—GDP + GTP i, EF1I—GTP + GDP
Czynnik, lub tez czynniki, katalizujgce te wymiane, a wiec podobne w swej
funkcji do EFTs, zostaly wyizolowane z jedwabnika (112), watroby $win-
skiej (94, 95), skorupiaka Artemia salina (132), retikulocytow krdlika (105)
oraz komérek nowotworowych Krebsa (75).

Poniewaz celem niniejszego artykutu jest omoéwienie aktualnych po-
gladow na strukture i funkcje czynnika elongacyjnego 1, zatem nie zo-
stanie tutaj rozpatrzone zagadnienie translacji nieenzymatycznej, tzn.
zachodzacej bez udziatu faktoréow i GTP (133—136). Warunki procesu
translacji nieenzymatycznej (wysokie stezenie jondw magnezu, czas, tem-
peratura) pozwalajg zreszta watpi¢, czy proces takowy moze zachodzi¢
in vivo.

Na podstawie dostepnych w literaturze danych mozemy obecnie wy-
rézni¢ trzy koncepcje mechanizméw reakcji wigzania AA-tRNA do rybo-
somow w ukiadzie eukariotycznym. Kazda z nich opiera sie na zasadniczo
réznych zatozeniach i prowadzi do merytorycznie odmiennych konkluzji:

I Czynnik elongacyjny EF1 jest homopolimerem i wystepuje w dwdch
zasadniczych formach: ciezkiej (EF1H) i lekkiej (EF1L); reakcja przyta-
czania AA-tRNA do rybosomu nastepuje w wyniku utworzenia kolejno
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kompleksu dwusktadnikowego z GTP, a nastepnie trojsktadnikowego
z AA-tRNA (2, 59, 70).

Il. W mys$l drugiej koncepcji czynnik EF1 bedgcy homopolimerem
jest zdolny do bezpos$redniej interakcji z kompleksem polisomalnym
trwale wigzac sie z rybosomem. Tak wiec EF1 moze by¢ traktowany jako
endogenne biatko rybosomalne (co najmniej w trakcie procesu translacji).
W konsekwencji interakcje czynnika EF1 z GTP i AA-tRNA przed ich
przytaczeniem do rybosomu nie majg miejsca (73).

I1l. Czynnik EF1 jest heteropolimerem sktadajacym sie z trzech réz-
nych funkcjonalnie podjednostek o odmiennym ciezarze czasteczkowym.
Zgodnie z tg teorig mechanizm aktywnos$ci biologicznej czynnika eukario-
tycznego bytby identyczny z mechanizmem czynnika bakteryjnego EFT
(78, 82, 91, 94—96, 112).

V-l. Mechanizm |

i
AA-tRNA-EF1 L'GTP
AA-tRNA (G~
H+GTP—=EF1 L:GTP O
EFtH:G p wigzanie AA-tRNA
\ czynniki ? (AL
3
GTP' >~ __EF1L-GDP '”
+

Pi

synteza wigzania peptydowego

translokacja

Ryc. 4a. Mechanizm | reakcji wydtuzania tancucha polipeptydowego u Eucaryota.

Schemat mechanizmu | jest przedstawiony na Rycinie 4a. Podsta-
wowe zatozenie tej koncepcji stanowi wystepowanie agregatu formy lek-
kiej (EF1H) jako polimeru zasadniczej podjednostki (EF1L). W przy-
padku, gdy oczyszczony produkt wykazywat obecno$¢ dwoch tancuchow
polipeptydowych o nieznacznej réznicy ciezarOw czasteczkowych, to pre-
parat uwazano za homopolimer, wigzac wystepowanie lzejszego biatka
z aktywnos$ciag degradujgcg enzymow proteolitycznych (103, 106, 107).

Czynnik EF1H tworzac z GTP kompleks dwusktadnikowy ulega jedno-
czesnie przeksztatceniu do formy lekkiej:

() EFIH + GTPAEFIL-GTP

(2 EF1L-GTP + AA-tRNA  AA-tRNA-EFIL-GTP

Wykazano, ze tylko kompleks formy lekkiej z GTP (1) jest zdolny do
interakcji z AA-tRNA celem utworzenia kompleksu trojsktadnikowego (2)
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(62, 66, 97, 98). Ten kompleks przytgcza sie do uktadu polisomalnego
wigzac AA-tRNA do rybosomalnego miejsca A. Po reakcji wiazania na-
stepuje uwolnienie EF1L z rybosomu w formie kompleksu dwusktadni-
kowego EF1L-GDP oraz wydzielenie nieorganicznego fosforanu. Nastepne
etapy procesu, a mianowicie powtorne przeksztatcenie EF1L-GDP do
EF1L-GTP nie sg znane. Nie wiadomo czy nastepuje dysocjacja kom-
pleksu do wolnych skitadnikéw (EF1L + GDP), czy tez w obecnosci in-
nych biatek enzymatycznych ma miejsce bezposrednia wymiana GDP na
GTP.

Problem mozna réwniez sformutowac¢ inaczej: czy istnieje koniecz-
no$¢ powtdrnego wiaczania czasteczki do cyklu w sposob bardzo szybki,
wrecz natychmiastowy? By¢ moze zachodzg inne, nieznane procesy z u-
dziatem kompleksu EF1L-GDP, ktérych produktem konicowym jest EF1H,
a wiec forma ciezka. By¢ moze ilo§¢ EF1 w komoérce wystarcza do jedno-
czesnego zwigzania wszystkich molekut AA-tRNA. Taka mozliwos¢ istnie-
je przy zatozeniu odpowiednio wysokiego stezenia EF1 w cytoplazmie.
Brak jest jednakze precyzyjnych danych o zawartosci czynnika EF1 w
organizmach eukariotycznych. Jedyne doniesienie dotyczy zawartosci EF1
w jadrze i jaderku watroby szczura (90). Panuje natomiast zgodna opi-
nia o wysokim stezeniu faktora EFTu w cytoplazmie komorek bakte-
ryjnych (52, 137). Niektorzy autorzy wyceniajg EFTu na 6% catkowitej
ilosci biatek cytoplazmatycznych (138). By¢ moze wigze sie to ze znale-
zieniem w E. coli dwéch genéw dla EFTu (139). Znaleziono réwniez $cisty
korelacje miedzy stosunkiem ilosSciowym molekut EFTu i rybosomow,
a szybkosciag namnazania bakterii (138). Podobng korelacje wykryto po-
miedzy tRNA a rybosomami (140). Obliczony z tych danych stosunek
ilosciowy tRNA do EFTu wynosi 1:1. A zatem w przypadku bakterii
E. coli, gdyby kazda czasteczka tRNA byta zaminoacylowana, to w da-
nym momencie komorka potencjalnie dysponowataby wystarczajaca
iloscig molekut czynnika dla jednoczesnego utworzenia kompleksoéw troj-
sktadnikowych.

Reasumujac nalezy stwierdzi¢, iz omawiany schemat opierajacy sie na
zatozeniu struktury homopolimerycznej EF1 jest prosty i jasny, jednakze
nie wyjasnia nastepujacych kwestii:

1) co sie dzieje z kompleksem EF1L-GDP?,

2) czy czynnik EF1 dziata stechiometrycznie, czy tez Kkatalitycznie
w reakcji wigzania?,

3) jaka jest rola agregatu EF1H?.

Y-2. Mechanizm |l

Mechanizm reakcji wigzania zasadniczo odmienny od przedstawionego
powyzej sformutowali Grasmuk, Nolan i Drews (73). Pracujac
z komérkami nowotworowymi Krebsa otrzymali oni w petni aktywny bio-
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logicznie czynnik EF1 znaczony izotopem radioaktywnym. Poprzednio
w innych pracowniach otrzymywano wprawdzie radioaktywne czynniki
EF1 (w wyniku reduktywnej metylacji), jednakze przy praktycznie cat-
kowitej utracie aktywnoS$ci biologicznej (108). Zgodnie z pierwotnymi
ustaleniami tej grupy przyjeto zatozenie, ze EF1 wystepuje w komér-
kach nowotworu w formie homopolimeru (71, 72). Dysponujagc radio-
aktywnym, aktywnym biologicznie czynnikiem EF1 autorzy stwierdzili
nastepujace fakty:

1) EF1 wigze sie bezposrednio do rybosomu,

2) przytaczanie EF1 do rybosomu jest niezalezne od GTP oraz od AA-
-tRNA,

3) kompleks EFI-rybosom jest bardzo trwaty i zdolny do przytgcza-
nia zaréwno GTP jak i AA-tRNA,

4) czynnik elongacyjny wigzacy przytaczony do rybosomu nie jest
z niego uwalniany przez GTP czy tez EF2 (lub inny czynnik) w trakcie
wydtuzania tancucha polipeptydowego.

funkcjonalny kompleks

EF1HIlub L BF1- rybosom
() s o
w GTP
I\K wigzanie AA-tRNA
G
synteza
wiqzaniq
peptydoweg
GTP
Pi+GDP
5 translokacja
EF2
Ryc. 4b. Mechanizm Il reakcji wydtuzania tancucha polipeptydowego u Eucaryota.

W mysl zatozen koncepcji przedstawionej na Rycinie 4b czynnik EF1
przytagcza sie sam do rybosomu stajac sie w ten sposob integralnym ele-
mentem jednej z podjednostek. Nastepnie ma miejsce przytaczenie AA-
-tRNA i GTP, przy czym po zwigzaniu AA-tRNA do rybosomu zachodzi
wydzielenie fosforanu nieorganicznego (Pj). W dalszym ciggu, w obecnosci
czynnika EF2, czasteczki GTP oraz transferazy peptydylowej, nastepuje
synteza wigzania peptydowego, translokacja i uwolnienie z rybosomu
wszystkich makromolekut poza EF1l. Czynnik EF1 pozostaje zwigzany
z rybosomem i w tej formie przechodzi do kolejnego cyklu.
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Mechanizm powyzszy wyjasnia pytania postawione uprzednio z wy-
jatkiem kwestii: jaka jest rola EF1H oraz ewentualnie funkcja innych
czynnikéw wigzacych. Taki mechanizm reakcji wigzania staje pod zna-
kiem zapytania wobec faktu, iz w wyniku krytycznej analizy swych
uprzednio opublikowanych wynikéw, ci sami autorzy stwierdzili, ze pre-
parat ich jest hetero- a nie homopolimerem (75). W mysl nowych ustalen
czynnik elongacyjny wigzacy wystepuje w formie ciezkiej, oznaczonej
eEFTH, bedacej kompleksem eEFTu i eEFTs. Autorzy zastosowali no-
menklature zgodng z sugestia Slobina i Moliera (132). Czynnik
EF1L, w mys$l tej zasady nomenklaturowej, poprzez analogie do uktadu
prokariotycznego okre$lono jako eEFTu, a EFIfi jako eEFTs; w ozna-
czeniach tych e — oznacza eukariotyczny. Przyjecie takich oznaczeA no-
menklaturowych wynikneto z przekonania autoréw o daleko posunietym
podobienstwie czynnikéw eukariotycznych i prokariotycznych.

Przypisanie czynnikowi EF1 struktury heteropolimeru nie wyklucza
zasadniczo mozliwosci asocjacji czynnika z rybosomem. W takiej sytuacji
konieczne jest jednakze wyjasnienie czy oba czynniki eEFTu i eEFTs
sg zwigzane z rybosomem, czy tylko jeden z nich. Poza tym trwate przy-
faczenie czynnika elongacyjnego do rybosomu stanowitoby zasadniczg
réznice w stosunku do uktadu bakteryjnego, a wiec bytoby sprzeczne
z tezg o podobienstwie obu uktaddw.

V-3. Mechanizm Il

W szeregu laboratoriow ustalono, iz czynnik EF1 ma strukture hete-
ropolimeru typu (@5Y)n (62, 63, 77, 78, 82, 91—96, 105, 111, 112). Stwier-
dzono, ze jeden z tych czynnikow — EFla, jest odpowiedzialny za przy-
faczenie AA-tRNA do rybosomu, natomiast kompleks dwéch pozostatych
lub jeden z nich (EFlpy lub tylko EF1]5) nadaje charakter katalityczny
czynnikowi EFla, poprzez wymiang GDP na GTP w kompleksie dwu-
sktadnikowym. Tak wiec zaobserwowano zalezno$ci podobnie jak w dobrze
poznanym uktadzie prokariotycznym. Z tego tez powodu S1lobin
i Molier zaproponowali przyjecie uprzednio przedstawionej termino-
logii (132) (patrz rozdziat V-2).

Mechanizm sugerowany przez Kaziro i Moliera jest przed-
stawiony na rycinie 4c.

Stwierdzono, ze czynnik EFla tworzy kompleks trdjsktadnikowy z GTP
i AA-tRNA (78, 93), jakkolwiek istnieje réwniez doniesienie o powsta-
waniu kompleksu dwusktadnikowego EFla-AA-tRNA (83). Czynnik EFla
specyficznie rozréznia i odrzuca deacylowany tRNA. Jednocze$nie wy-
kazano, iz czynnik EFla w obecnosci GTP przytgcza AA-tRNA do rybo-
somu w spos@b stechiometryczny. Czynnik EFla jest zdolny do przy-
taczenia wiecej niz jednej molekuty AA-tRNA, dopiero po wprowadzeniu
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i
AA-tRNA AA-tRNA-EF1aGTP w
+ — . ( ‘ ol
i i i wigzanie AA-tRNA
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synteza wigzania peptydowego

translokacja
Ryc. 4c. Mechanizm 111 reakcji wydtuzania taricucha polipeptydowego u Eucaryota.

do uktadu drugiego czynnika elongacyjnego wigzgcego — EFIfi (75, 94,
112). Czynnik EFL1(5 lub tez kompleks EFIfiy (rola czynnika EFly nie jest
jeszcze poznana) w mysl tej koncepcji petni funkcje identyczng jak EFTSs.
Po wymianie GDP na GTP w kompleksie dwusktadnikowym katalizo-
wanej przez EFip (czyli eEFTs) czasteczka EFla (czyli eEFTu) moze
powr6ci¢ do cyklu i powtdrnie katalizowac przytaczanie kolejnych AA-
-tRNA do rybosomu.

Zrozumiate, ze ta nowa teoria powoduje powstanie kolejnych pytan
i watpliwosci. Pierwszym pytaniem jest niewatpliwie rola czynnika EFly
wystepujgcego w kompleksie EFIfly. Jezeli czynnik EFly posiada istotne
znaczenie dla procesu wigzania AA-tRNA do rybosomu eukariotycznego,
to wystepuje tu rozhieznos¢ w poréwnaniu z uktadem prokariotycznym.
Kwestia druga: jezeli mechanizmy elongacji tancucha polipeptydowego
u Eucaryota i Procaryota sg nieomal identyczne (patrz ryc. 3 i 4c),
a struktura molekularna i sktad aminokwasowy nader podobne (patrz ta-
bela 1i ref. 36, 122, 141) to dlaczego nie dajg pozytywnego wyniku ekspe-
rymenty krzyzowe, czyli wymiana czynnikéw elongacyjnych pomiedzy
uktadami 70S i 80S? Poza tym brak jest wyjasnienia roli i funkcji formy
ciezkiej EF1, obserwowanej réwniez przez autor6w cytowanych w ni-
niejszym rozdziale.

Niezaleznie od dwo6ch powyzszych problemdw, nadal niewyjasnione
jest przytaczanie sie czynnikéw elongacyjnych do rybosomoéw — czy na-
stepuje ono w jednym miejscu wspélnym, czy tez w kilku réznych oraz
gdzie sg one zlokalizowane.

Ogélne podsumowanie przedstawionych powyzej trzech mechanizmdw
jest kwestig bardzo trudng. Zdaniem autoréw niniejszego przegladu zadna
z powyzszych koncepcji nie stanowi petnego wyjasnienia mechanizmu re-
akcji wigzania. Kwestie niejasne, watpliwosci wypunktowane po kazdej
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teorii uniemozliwiajg przyjecie ktorejkolwiek z nich. Wydaje nam sie, ze
kluczem do rozwigzania problemu moze by¢ funkcja enzyméw proteoli-
tycznych. Dla udowodnienia tezy o zasadniczym znaczeniu proteaz nale-
zatoby otrzyma¢ w wyniku proteolizy formy ciezkiej pozostate formy
czynnika elongacyjnego 1 petnigce podstawowe funkcje czynnika wigzg-
cego, a wiec: wigzanie AA-tRNA do rybosomu a takze wymiane GDP na
GTP w kompleksie dwusktadnikowym.

VI. Inne funkcje biologiczne czynnikéw elongacyjnych wigzacych.

Wysokie stezenie czynnikdw elongacyjnych wigzacych w cytoplazmie
komorki eukariotycznej (patrz rozdziat V-1) nasuwa pytanie, czy uczest-
nictwo w procesie biosyntezy biatka to jedyna funkcja biologiczna tych
enzyméw. Jedna z hipotez zaktada, ze wielorako$¢ form molekularnych
jest czynnikiem regulujacym szybko$¢ catego procesu biosyntezy biatka
(118). Domniemanie ewentualnych funkcji regulatorowych formy ciezkiej
i lekkiej czynnika EF1 wynika réwniez z oméwionych w rozdziale V-2
zmian zachodzacych w trakcie cyklu rozwojowego A. salina i nicieni (76,
124). Istnieje kilka doniesief o funkcjach czynnikéw bakteryjnych innych
niz biosynteza biatka. Stwierdzono, ze faktory EFTu i EFTs stanowig dwie
z czterech podjednostek RNA-polimerazy replikujgcej bakteriofag
Q"amB86 (142—144). Travers wykryt, ze EFT stymuluje biosynteze ry-
bosomalnego RNA u E. coli (145). Czynniki prokariotyczne uczestniczg
rowniez w inicjacji syntezy fagowego RNA (146).

VII. Transferaza peptydylowa oraz czynniki elongacyjne EF2 i EFG.

Utworzenie wigzania peptydowego pomiedzy nowo przytagczonym AA-
-tRNA, znajdujagcym sie w miejscu rybosomalnym A oraz peptydylo-tRNA
(wzglednie tez inicjatorowym Met-tRNA), bedagcym w miejscu P ryboso-
mu, katalizowane jest przez transferaze peptydylowg (podetap 2 na Ryc. 2)
(147—150). Enzym ten, lub tez kompleks enzymatyczny, jest dotychczas
stabo poznany. Wiadomo jednak, ze stanowi integralny element wigkszej
podjednostki rybosomalnej. W retikulocytach krélika wykazano, ze dwa
biatka wiegkszej podjednostki rybosomalnej oznaczane jako L-27 i L-29
tworzg centrum transferazy peptydylowej (148). Do syntezy wigzania pep-
tydowego, zwanej tez niekiedy transpeptydacja, obecno$¢ zadnych in-
nych egzogennych (np. cytoplazmatycznych) enzyméw nie jest konieczna.

Po syntezie wigzania peptydowego w miejscu A rybosomu znajduje
sie peptydylo-tRNA, a w miejscu P — deacylowany tRNA. Teraz naste-
puje proces translokacji (podetap 3 na Ryc. 2) polegajacy na przesunie-
ciu rybosomu wzdtuz matrycowego RNA, o jeden kodon w kierunku od 5'
do 3. W trakcie translokacji deacylowany tRNA jest uwalniany z ryboso-
mu (z rybosomalnego miejsca P), natomiast peptydylo-tRNA jest prze-
suwany z miejsca A do P. W konsekwencji zwalnia si¢ znéw miejsce A na

5 Postepy Biochemii
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rybosomie, gotowe do przyjecia kolejnej czasteczki AA-tRNA. Reakcje
przeniesienia katalizuje czynnik elongacyjny EFG lub EF2 (odpowiednio
w uktadzie prokariotycznym lub eukariotycznym) (127, 151). Wiele prac
omawia oczyszczanie i wihasnosci zaréwno czynnika elongacyjnego prze-
noszacego EFG (26, 28, 30, 34, 152—154) jak i EF2 (13, 86, 128, 155—158).

Aktywnos$¢ czynnika elongacyjnego 2 (zwanego dawniej translokazg
lub aminoacylotransferazg T2) mozna bada¢ za pomocag nastepujacych
testow:

1 Syntezy polifenyloalaniny na polisomie w obecnosci poli-U, GTP
i EF1; reakcja ta byta opisana w rozdziale IV-4.

2. Pomiaru aktywnosci GTP-azowej; w obecnosci rybosomdéw czynnik
EF2 katalizuje hydrolize GTP do GDP. llo$¢ wydzielonego ortofosforanu
nieorganicznego jest miarg aktywnosci enzymu (159—161).

3. Rybozylacji EF2 w obecnosci toksyny dyfteryjnej; ADP-ryboza
przytacza sie w stosunku stechiometrycznym do EF2. Reakcja ta jest
wysoce specyficzna i nader czuta (128, 162).

4. Tworzenia peptydylopuromycyny; reakcja polega na utworzeniu
wigzania peptydowego pomiedzy polipeptydem a puromycyng znajdujaca
sie w miejscu P na rybosomie. Puromycyng, jako strukturalny analog
konca 3'-0-aminoacyloadenozylowego czasteczki AA-tRNA, moze przy-
taczaé sie do rybosomu zamiast AA-tRNA. Test reakcji puromycynowej
jest réwniez stosowany przy badaniach nad transferazg peptydylowa (150,
163).

Czynnik EF2 (podobnie jak EFG) jest pojedynczym tancuchem poli-
peptydowym o ciezarze czasteczkowym w przedziale 60 000 D — 100 000 D.
Przyktadowe ciezary czasteczkowe faktoréw EF2 wynoszg: z zarodkéw
pszenicy i drozdzy 70000 D (128, 164), z watroby szczura 96 000 D lub
65 000 D (86, 165), z retikulocytéw krolika 100 000 D (157).

Dla kilku czynnikow EF2, pochodzacych z réznych zrddet, znany jest
catkowity sktad aminokwasowy (36, 157, 160, 166). Podobnie jak w przy-
padku czynnikoéw wigzacych wystepuje duze podobienstwo ogdélnego skia-
du aminokwasowego czynnikéw elongacyjnych prokariotycznych i eu-
kariotycznych. Z drugiej strony obserwujemy stosunkowo duze réznice
w zawarto$ci cysteiny — aminokwasu szczegOlnie czesto wystepujacego
w centrum aktywnym enzymu.

VIIl. Zakornczenie

Intensywne badania prowadzone nad mechanizmem procesu translacji
w zasadniczy sposob zwiekszyty nasz zaséb wiadomosci. Jednakze, jak
wida¢ na przyktadzie reakcji wigzania aminoacylo-tRNA do rybosomu,
duza ilos¢ zebranych w literaturze faktow eksperymentalnych nie daje
jasnego i jednoznacznego obrazu; ich interpretacja jest powaznym pro-
blemem. Sprébujmy zebra¢ sygnalizowane juz uprzednio pytania, doty-



121] CZYNNIK ELONGACYJNY 1 203

czace mechanizmu reakcji wigzania oraz wiasnosci czynnikéw elonga-
cyjnych wigzacych, na ktoére brak w chwili obecnej odpowiedzi:

1) jaka role peini forma ciezka czynnika elongacyjnego, EF1H?,

2) jaki mechanizm rzadzi przeksztalceniem formy ciezkiej do lekkiej
oraz czy in vivo wystepuje proces odwrotny?,

3) jaka jest funkcja biologiczna podjednostek czynnika EF1, a w szcze-
g6lnosci czynnika EFy?,

4) do ktérego miejsca lub miejsc rybosomu wigzg sie czynniki elonga-
cyjne?,

5) czy mechanizm reakcji wigzania i czynniki wigzgce sg identyczne
u Eucaryota i Procaryota? (a jezeli tak, to dlaczego nie ulegajg wymia-
nie pomiedzy ukfadami?),

6) jakie sg ,,losy” molekuty EF1L po procesie translacji?, czy nastepuje
degradacja, czy tez odtworzenie EF1H?

Z catg pewnos$cig nie wszystkie istotne, a nie rozwigzane dotychczas,
problemy zwigzane z czynnikami elongacyjnymi wigzagcymi zostalty wy-
mienione powyzej. Ten otwarty i niezwykle atrakcyjny temat wymaga
dalszych badan.

Zaakceptowano do druku 20.11.1979
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I. Wstep

Badania ostatnich lat potwierdzity poglad o podstawowej roli wapnia
w wielu procesach zachodzacych w organizmach zywych. Od stezenia jo-
néw wapnia zalezy miedzy innymi regulacja skurczu miesnia, mechanizm
przewodzenia nerwowego, kontrola metabolizmu cyklicznych nukleotydow,
aktywacja wielu enzyméw mitochondrialnych, metabolizm witaminy D,
zjawiska krzepniecia krwi i wiele innych. Ze wzgledu na nadrzedng (re-
gulujacg) role wapnia nazwano go przekaZznikiem drugiego rodzaju (ang.
second messenger) obok cAMP i cGMP. We wszystkich przypadkach
efektem dziatania wapnia jest aktywno$¢ specyficznych biatek wigzacych
wapn (1). Wczesniejsze prace dotyczace niektorych z tych biatek oméwiono
w artykule Barytko (2.

Ostatnie lata dostarczyty szeregu nowych danych na ten temat i obec-
nie znanych jest okoto 60 biatek wykazujacych zdolnos¢ wiazania wapnia.
WSsrdd nich parwalbuminy, troponina C, kalmodulina oraz lekkie tancuchy
miozyny tworzg grupe o wspllnym ewolucyjnym pochodzeniu i podobnej
strukturze. Podobng budowe maja: biatko wiazace wapn zalezne od wita-
miny D (vitamin D CaBP) oraz izolowane z mdézgu — biatko S-100. Cho-
ciaz ich struktura pierwszorzedowa nie zostatla wyznaczona szereg danych
wskazuje, ze sg to biatka homologiczne z troponing C i innymi biatkami
z tej grupy. Charakteryzuje je zdolno$¢ wysoce specyficznego wigzania
wapnia, ze statg wigzania okoto 105—107M*“1oraz charakterystyczne zmia-
ny konformacyjne pod wptywem jonow wapnia. Dzieki takim wiasnosciom
biatka te moga indukowa¢ w obecnosci jonéw Ca2+ aktywnos$¢ odpowied-
nich systemoéw enzymatycznych.

W niniejszym artykule omoéwiono podstawowe mechanizmy wigzania
jonow wapnia. Scharakteryzowano wiasciwosci strukturalne homolo-
gicznych biatek wigzgcych wapn i omdéwiono wilasciwosci najlepiej do-
tychczas poznanego przedstawiciela tej grupy — troponiny C.

Il. Wigzanie wapnia przez biatka

I1-1. Mechanizm wigzania wapnia

Ogdlnie proces wigzania wapnia przez biatko mozna zapisa¢ jako:
Ca2+ + biatko  (Ca2+ x biatko) (Ca2+ X biatko) *

gdzie: k+l— stata szybkos$ci wigzania przez biatko,
k 2 — stata szybkosci zmiany konformaeyjnej w czasteczce biat-
ka po zwigzaniu wapnia,
k_j, k_2— odpowiednie state szybkosci reakcji odwrotnych.
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Po zwigzaniu wapnia czgsteczka biatka moze wykazywaé szereg zmian
konformacyjnych zachodzacych z réznymi szybkosciami. Wazna z punktu
widzenia roli biologicznej biatka jest stata réwnowagi wigzania kationu
Ka—k+/k_j. Wysoka stata wigzania jest konsekwencjg wielokleszczo-
wego (6—9 ligandéw)1 kompleksowania przez atomy tlenu grup karbo-
ksylowych i karbonylowych (3). Atomy azotu nie biorg na og6t udziatu
W wigzaniu wapnia, moga natomiast bra¢ udziat w wigzaniu magnezu (4).
Atomy tlenu dziatajgce koordynacyjnie pochodzg z anionowych grup ta-
kich jak fosforany lub reszty karboksylowe, albo z obojetnych elektrycz-
nie grup karbonylowych wigzan peptydowych tancucha gtéwnego nie za-
blokowanych wigzaniem wodorowym. W biatkach nie spotyka sie sztyw-
nych struktur gotowych do wigzania wapnia, jak to ma miejsce np.
w przypadku wigzania zelaza lub magnezu przez szkielet porfirynowy.
Grupy tworzace kompleks maja stosunkowo duza swobode rotacji, a od-
powiednia struktura przestrzenna tworzy sie w momencie wigzania ka-
tionu. Utworzenie takiej struktury wymaga unieruchomienia kationu na
bardzo krotki okres czasu. Niezaleznie od tworzacego sie nastepnie che-
latu w miejscu wigzania musi znajdowac sie grupa mogaca zadziata¢ jako
jednowartosSciowe centrum wigzania o stosunkowo wysokiej energii. Ener-
gia wigzania tego centrum musi zrownowazy¢ energie hydratacji uwodnio-
nego jonu wapniowego i utrate entropii konfiguracyjnej przez biatko. Takg
role moga petni¢ grupy karboksylowe kwasu glutaminowego i asparagi-
nowego oraz reszty fosforanowe.

11-2. Specyficzno$¢ wigzania wapnia

Miejsca wigzania wapnia w biatku moga by¢ kompetycyjnie zajmowane
rdwniez przez inne kationy. Najpowazniejszym konkurentem jest tu
magnez, ktdrego stezenie w komdrce jest na ogo6t znacznie wyzsze niz
stezenie wapnia. Kompetycyjne blokowanie miejsc wigzania wapnia przez
Mn2+, Zn2+, Cd2+, Pb2+, Cu2+ w systemach biologicznych odgrywa zni-
komg role, poniewaz kationy te wystepujag na ogét w ilosciach $lado-
wych.

Specyficzno$¢ wigzania wapnia w pordéwnaniu z magnezem utrzy-
muje sie dzieki charakterystycznym wiasnosciom biatka, jak réwniez
kationu Mg2+. Uklad najbardziej typowy dla wigzania magnezu, to atom
azotu pierscienia imidazolowego histydyny w sasiedztwie dwoch grup
karboksylowych, w ktorym trzy czasteczki wody sg uzupetnieniem struk-
tury kompleksu (4). Brak atom6w azotu w miejscu wigzania kationdw

1 Ligandy to skoordynowane przez atom centralny jony lub grupy atoméw
utozone w $cis$le okreslonym porzadku geometrycznym woko6t znajdujgcego sie
w $rodku atomu centralnego. W opisywanych biatkach Ugandami sga grupy karbo-
ksylowe i karbonylowe, ktére koordynujg jon wapnia (lub magnezu). Encyklopedia
Techniki, ,,Chemia”, WNT, 1965.
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dwuwartosciowych daje w rezultacie uktad preferujagcy jony wapnia. Po-
nadto znacznie mniejszy promien jonowy kationu magnezu utrudnia kom-
pleksowanie go przez ligandy biatka. Wiekszo$¢ organicznych odczynni-
kéw kompleksujacych wykazuje rédwniez znacznie nizszg stalg wigzania
magnezu niz wapnia.

Niskoczasteczkowe ligandy moga dowolnie zmienia¢ potozenie w celu
utatwienia interakcji z kationem. Natomiast w biatku struktura prze-
strzenna decyduje o wzajemnym utozeniu grup dziatajacych jako ligandy.
Moze sie wiec zdarzy¢, ze potrzebne do kompleksowania kationu odlegtosci
osiggane sg kosztem catkowitej energii fatdowania. Dlatego ligandy biatka
moga reagowac tylko z kationami o Scisle okreslonym promieniu jonowym.
W tym lezy mozliwo$¢ wytwarzania przez biatka skrajnie specyficznych
interakcji z kationem.

I11. Homologiczne biatka wiazace wapn

I11-1. Wiasciwosci i struktura parwalbumin

Decydujace znaczenie dla rozwoju pogladéw na budowe homologicz-
nych biatek specyficznie wigzacych wapn miaty badania witasnosci i struk-
tury parwalbumin. Sg to niskoczgsteczkowe (c.cz. 12 000) biatka mies$nio-
we rozpuszczalne w wodzie, o zdecydowanie kwasnym charakterze. Przez
wiele lat uwazano, ze parwalbuminy wystepujg jedynie w mieéniach niz-
szych kregowcdéw. Ostatnio zostaly one znalezione réwniez w miesniach
wyzszych kregowcow, w tym ssakow (5). Rola biologiczna parwalbumin
nie jest znana, a postulowane przez niektérych autoréw posrednictwo
parwalbumin w transporcie jonéw wapnia z sarkoplazmatycznego reti-
kulum do miofibryli (6, 7) nie zostato jeszcze powszechnie zaakceptowane.
Obecnie znamy wiele parwalbumin, wszystkie wykazujg charaktery-
styczny sktad aminokwasowy: wysoka zawarto$¢ kwasu glutaminowego
i asparaginowego oraz niskg zawarto$¢ tyrozyny, tryptofanu i proliny.
Znamy juz takze sekwencje aminokwasowa wiekszosci parwalbumin. Cza-
steczka parwalbuminy wigze specyficznie dwa jony wapnia z wysoka statg
okoto 107M -1

Na podstawie analizy rentgenograficznej wyznaczono strukture prze-
strzenng jednej z parwalbumin karpia (8, 9). Biatko to zawiera 6 odcinkéw
a-spirali oznaczonych przez autoréw literami A-F. Jony wapnia sg wia-
zane w petlach usytuowanych pomiedzy odcinkami spiralnymi Ci D oraz E
i F. Pierwsza petla pomiedzy odcinkami Ai B jest niekompletna i nie wigze
wapnia. W kazdej z pozostatych petli sze$¢ ligandéw tworzy z jonami
wapnia kompleks o strukturze oktaedrycznej, przy czym porzadek ligan-
doéw jest jednakowy w obu petlach. Petle CD i EF sg usytuowane sy-
metrycznie wzgledem przyblizonej osi dwukrotnej czgsteczki. We wszyst-
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kich przypadkach z wyjatkiem karbonylowego atomu tlenu wigzania pep-
tydowego w petli CD oraz czasteczki wody w petli EF ligandami sg atomy
tlenu tancuchéw bocznych aminokwaséw, gtéwnie kwasu glutaminowego
i asparaginowego.

W czasteczce parwalbuminy wystepuje dobrze zaznaczony rdzeh hy-
drofobowy, a niezaangazowane w wigzanie wapnia hydrofilowe reszty
kwasu asparaginowego, glutaminowego, treoniny i seryny znajdujg sie
na powierzchni czasteczki (8). Tak zbudowana czasteczka powinna wy-
kazywac wysoka trwato$¢ w roztworach wodnych, jak rowniez do$¢ duzg
swobode zmian konformacyjnych. Istotnie, zaréwno odporno$¢ na de-
naturacje termiczng (temp. topn. 100°C) i denaturacje mocznikiem, jak
réwniez charakterystyczne zmiany konformacyjne pod wptywem jonow
wapnia obserwowato wielu autoréw (10, 11).

I11-2. Ewolucja homologicznych biatek wigzacych wapn

Charakterystyczng strukture dwu odcinkéw spiralnych z zawartg po-
miedzy nimi petla dostarczajgcg ligandy koordynujgce jon wapniowy
Kretsinger nazwat strukturg ,,EF-hand” (por. Ryc. 1) i uznatl za
integralng jednostke — domene wigzacg wapn. Wysunat roéwniez przy-
puszczenie, ze taka domena moze by¢ wspélnym elementem wielu biatek

/ EF HAND™

Ryc. 1. Struktura przestrzenna EF domeny parwalbuminy karpia wg (9).

Numerami oznaczono kolejne reszty aminokwasowe. Usytuowanie odcinkéw a —spirali i petli
wigzacej wapn w domenie EF przypomina utozenie palcow prawej reki.

«
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wigzacych wapn. Zaobserwowana wczesniej wewnetrzna homologia
sekwencji wszystkich znanych parwalbumin, troponin C, kalrnodulin, jak
réwniez lekkich tancuchoéw miozyny pozwalata przypuszczaé, ze sg one
zbudowane w czterech (w przypadku troponin C, kalrnodulin i lekkich
tancuchéw miozyny) lub trzech (w przypadku parwalbumin) homologicz-
nych domen cigzacych wapn (12—14) (Tabela 1). Goodman, i Pe-
ch ere wysuneli hipoteze, Zze wszystkie homologiczne biatka wigzace
wapn powstaty w czasie ewolucji z jednego wspdélnego prekursora za-
wierajgcego okoto 40 aminokwaséw, na drodze wielokrotnego powtorze-
nia genu, oraz okreslili przypuszczalng droge na jakiej sie to odbyto (15).
»EF-hand” Kretsingera jest wiec odpowiednikiem hipotetycznego prekur-
sora. Wedtlug Pechere (16) stosunkowo wczesnie nastgpito podwoje-
nie, a nastepnie potrojenie pierwotnego genu, w wyniku czego powstaty
parwalbuminy. Przytaczenie kolejnej jednostki dato najwyzej zorgani-
zowane biatko, a wiec lekki taficuch miozyny, troponine C lub kalmoduline
(Ryc. 2A). Baker i wsp. (17) uwazaja, ze ewolucyjnie bardzo wczesnie

"Lekkie fancuchy

mozx,"»g Da"wa buminy

Troponiny C

Kalmodulina. V/

b) Biafko wigzace
wapn
Parwalbuminy >
Lekkie faricuchy 4
miozyny

2y %

\’\ Kalmodulina | /
\\\ | Troponiny C
N

N

~

Ryc. 2. Ewolucja homologicznych biatek wigzacych wapn.
A—wg Pechere (16), B—wg Barkera i wsp. (17).

nastapita dwukrotna duplikacja pierwotnego genu, w wyniku ktdrej
powstaty biatka skladajace sie z czterech domen wigzacych wapn
(Ryc. 2B). Parwalbuminy sg wiec raczej wynikiem regresji polegajgcej
na utracie jednej domeny wiazacej wapn. Za takim mechanizmem prze-
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mawia znaczne rozpowszechnienie kalmoduliny, ktérg wykryto nawet
w bardzo prymitywnych organizmach (18).

111-3. Wtasciwosci troponiny C

Najlepiej dotychczas poznanym przedstawicielem homologicznych bia-
tek wigzacych wapn, jest wigzacy waph sktadnik troponiny (troponina C).
Biatko to wraz z pozostatymi sktadnikami troponiny, tj. troponing | i tro-
poning T oraz tropomiozyng tworzy zwigzany z cienkim filamentem
system odpowiedzialny za regulacje skurczu miesni szkieletowych (19, 20).
Troponina C jest biatkiem globularnym, rozpuszczalnym w wodzie, o0 ma-
sie czgsteczkowej 18 000 i charakterystycznym skladzie aminokwasowym
z wysoka zawartoscig kwasu glutaminowego, fenyloalaniny i kwasu aspa-
raginowego. Troponina C jest biatkiem stosunkowo odpornym na dzia-
tanie enzymoéw proteolitycznych i podwyzszonej temperatury. Kilkuminu-
towa inkubacja w temp. 100°C nie wptywa na jego wiasciwosci. Czasteczka
troponiny C miesni szkieletowych krélika zawiera 159 aminokwaséw (12).
Troponina C izolowana z réznych Zzrédet wykazuje nieznaczne réznice w
sekwencji (21—23).

Troponina C wykazuje wysoka specyficznos¢ w stosunku do jondw
wapnia. Inne kationy, z wyjatkiem manganu, kadmu i strontu, sg wig-
zane znacznie stabiej. Decydujagcym czynnikiem okazuje sie promien jo-
nowy kationu. Stosujgc metode dializy rownowagowej i analizujgc wyniki
przy uzyciu maszyny cyfrowej Potter i Gergely (24) wykazali,
ze czasteczka troponiny C wigze w nieobecnosci magnezu dwa jony wap-
nia z wysokg statg Ka—2 X 107 M“1 oraz dwa jony wapnia z nizsza
statlg Ka= 2 X 105 M-1. Miejsca o wysokiej statej mogag by¢ kompety-
cyjnie zajmowane przez jony Mg2+ (tzw. miejsca waphiowo-magnezowe).
Stata wigzania jonéw Mg2+ jest jednak znacznie nizsza i wynosi okoto
103M-1. Miejsca o niskim powinowactwie sg specyficzne tylko wobec wap-
nia. Znaleziono ponadto w czasteczce troponiny C dwa miejsca specyficz-
nie wigzace magnez. W obecnosci milimolowych stezen magnezu (podob-
nych do stezeh magnezu wystepujacych w zywym miesniu) obniza sie stata
wigzania wapnia miejsc wapniowo-magnezowych, natomiast pozostaje bez
zmian stata wigzania miejsc specyficznych wobec wapnia. W konsekwen-
cji, w obecnos$ci magnezu i troponiny | wszystkie miejsca wigzania wapnia
sa rownocenne. Zmiany pH w zakresie 5—8 nie powodujg zmian statej
wigzania wapnia, co $wiadczy o zaangazowaniu grup karboksylowych w
wigzaniach wapnia z wykluczeniem ewentualnego udziatu grup imida-
zolowych histydyny.

Stosunkowo wczesnie zaobserwowano, ze troponina C ulega znacznym
zmianom konformacyjnym po zwigzaniu wapnia. Przejawem takich zmian
jest np. wzrost ruchliwo$ci w obecnosci Ca2+ w elektroforezie w zelu po-
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liakrylamidowym w obecnosci mocznika. Zachowanie to jest nietypowe,
gdyz czesciowe zobojetnienie tadunku ujemnego spowodowane przyta-
czeniem dodatniego kationu wapniowego powinno zmniejszy¢ szybko$é
migracji do dodatniej anody. Perry (25) tlumaczy to zjawisko zmiang
ksztattu czasteczki na bardziej sferyczny i zmniejszeniem jej promienia.
Wzrasta takze wspoiczynnik sedymentacji z 1,40S w nieobecnosci wap-
nia do 1,87S w obecnosci wapnia, co wskazuje réwniez na zmniejszenie
efektywnego promienia czasteczki (26). Rdzny przebieg zmian polaryzacji
fluorescencji tyrozynowej od temperatury w obecnosci i nieobecnosci Ca2+
wskazuje na usztywnienie czasteczki po zwigzaniu jonéw Ca2+ (27). Z ba-
dan polaryzacji fluorescencji dansylowej pochodnej troponiny C okre$lono
ksztatt czasteczki troponiny C jako sferyczny lub elipsoidalny o $rednicy
okoto 16 nm. Van Eerd i Kawasaki (28) po znakowaniu grup
aminowych troponiny C przy pomocy chlorku dansylu obserwowali wzrost
fluorescencji reszty dansylowej w zaleznosci od stezenia wapnia w za-
kresie pCa 8—6. Kompleksy troponiny C z troponing T oraz troponiny C
z troponing I, w ktérych troponina T i troponina | byty znakowane chlor-
kiem dansylu réwniez wykazywaty wzrost fluorescencji w zakresie pCa
6—5 Swiadczacy o wzmozonej interakcji lub indukowaniu zmian konfor-
macyjnych w ich czasteczkach przez troponing C. W obecnosci jondw
magnezu nie obserwowano takiego efektu (28).

Dodatkowych informacji o ilosciowych zmianach w strukturze dru-
gorzedowej troponiny C dostarczyty pomiary dichroizmu kotowego (CD).
Zawarto$¢ a-spirali w czasteczce troponiny C wyliczona z widma CD wy-
nosi w nieobecno$ci Ca2+ okoto 30% i wzrasta do 50% po zwigzaniu Ca2+.
Zawartos¢ strutkury @prawie nie zmienia sie pod wptywem wapnia i wy-
nosi 12—14% (29). Zmiany w widmie CD obserwowano w zakresie mikro-
molowych stezen wapnia lub milimolowych stezen magnezu (29, 30).
Czasteczka troponiny C miesni szkieletowych krélika zawiera w pozycji
10 i 109 dwie reszty tyrozynowe. Brak tryptofanu sprawia, ze mozna
obserwowa¢ widmo wewnetrznej fluorescencji charakterystyczne dla ty-
rozyny z maksimum emisji przy X= 305 nm (dtugosci fali wzbudzenia
1= 280 nm). Pod wpltywem jondw wapnia nastepuje okoto po6ttorakrotny
wzrost intensywnosci fluorescencji. Réwniez jony magnezu (29) lub ob-
nizone pH (31) wywotujg niewielki wzrost fluorescencji. Zmniejszenie in-
tensywnosci fluorescencji troponiny C pod wptywem Ca2+ interpretowano
zwykle jako wynik zmiany otoczenia reszt tyrozynowych na mniej hy-
drofobowe. Leavis i Lehrer wysuneli ostatnio poglad, ze to zja-
wisko jest wynikiem ttumienia fluorescencji przez sgsiadujgce z tyrozyng
grupy karboksylowe (32).

Wszystkie omoéwione prace jednoznacznie wskazuja na wystepowanie
zmian w drugorzedowej strukturze troponiny C pod wptywem jonow
Ca2+. Dzieki wysokiej statej wigzania zmiany te zachodzg w obecnosci
mikromolowych stezen Ca2+ Wazng z biologicznego punktu widzenia jest
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zdolno$¢ wtornego indukowania zmian konformacyjnych w pozostatych
sktadnikach troponiny.

I11-4. Struktura troponiny C

Na podstawie podobieristwa sekwencji troponiny C i parwalbumin
Kretsinger i Barry (33) wyznaczyli hipotetyczng strukture prze-
strzenng troponiny C i parametry wszystkich atoméw w czasteczce tego
biatka. Model struktury troponiny C zostat oparty na nastepujacych za-
tozeniach:

L Cztery domeny wigzace waph w czasteczce troponiny C (I, I, IlI,
IV) sg homologiczne w stosunku do siebie i posiadajg konformacje zasad-
niczo identyczng z konformacjg domeny EF parwalbumin (por. tabela 1).

Tabela 1
Pierwszorzedowa struktura homologicznych biatek wigzacych wapn.
Pordwnanie sekwencji aminokwasowej w petli wigzacej wapn
Numery
Biatko Domena Sekwencja aminokwa-
SOwW
Parwalbumina AB K A ADS F D HKA 19--28
(miesnie karpia) CD DoQDKSGFLEEPDE 51--62
EF Ds DGDGK I GVDE 90—101
Troponina C 1 DADGGGDI S VKE 27--38
(miesnie szkieletowe 1 DEDGSGT I DFEGFE 63--74
krolika) 111 DRNADGY 1l DAEE 103—114
v DKNNDGRI DFDE 139—150
Kalmodulina | DKDGBGTI TTKE 20—31
(mozg cielecy) 1 DADGBGTI DFPE 56—67
1 DKDGNGYIl S AAE 93--104
v NI DGDG2ZV BYZZ 129—140
Alkaliczny lekki tan- a DRTGDSKI TLSOQ 59--70
cuch miozyny (miesnie p DEQ MNAKI EFEQ 96—108
szkieletowe krolika) \% DKEDGTVG MG AE 136— 147
QEDSNGCI NYEA 171--182
Biatko wigzace wapn D KNGDGEVSFEE 57--68

(Sluzéwka jelit $wini)

Wyrézniono aminokwasy, ktére dostarczaja ligandéw bioracych udziat w wigzaniu wapnia. Kolejne homologiczne
domeny wigzace wapn oznaczono: w parwalbuminie AB, CD, EF, w troponinie C i kalmodulinie I, I, I, 1V, a w alka-
licznym lekkim taincuchu miozyny a, /8, y, & Oznaczenia aminokwaséw w kodzie jednoliterowym A—Ala,B—Asx,
C—Cys, D—Asp, E—Glu, F—Phe, G—Gly, H—His, I—Ile, K—Lys, M—Met, N—Asn, P—Pro, Q—Gin, R—Arg,
S—Ser, T—Thr, V—Val, Y—try, Z—GIx. Petla w domenie AB ma 10 aminokwaséw, w domenie 13, a petle pozosta-
tych domen majg 12 aminokwaséw.

2. Podobnie jak w parwalbuminach domeny tworzg pary symetrycznie
utozone wzgledem przyblizonej osi dwukrotnej czasteczki. Pary te utrzy-
muja sie gtownie dzieki dziataniu wigzan hydrofobowych tafcuchéw bocz-
nych tworzacych odcinki spiralne (Ryc. 3).

6 postepy Biochemii
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Ryc. 3. Model struktury troponiny C oparty na homologii sekwencji do parwalbumin.

Ukos$ne grube linie (Er, Fr> En, ..) reprezentuja odcinki spiralne. Petle ICa, 1I1Ca, HICa, IVCa—
kolejne miejsca koordynacji jonéw wapnia. Numerami oznaczono aminokwasy rozpoczynajace
i konczace kolejne domeny wigzace wapn.

3. Domeny li Il oraz Il i IV tworza pary. Mozliwosci innych potaczen
sg znacznie mniej prawdopodobne i zostaty wykluczone w wyniku dal-
szych obliczen.

4. Dwie pary domen #gczg sie ze sobg w taki sposéb, ze ich wewnetrzne
osie symetrii ustawione sg przeciwrownolegle. Takie ustawienie zapewnia
maksymalny kontakt obu par domen poprzez reszty hydrofobowe.

Zardbwno wyznaczona rentgenograficznie przestrzenna struktura par-
walbumin jak i teoretyczny model czasteczki troponiny C majg charakter
statyczny, to znaczy nie uwzgledniajg obserwowanych zmian konforma-
cyjnych.

111-5. Wtasciwosci fragmentéw troponiny C

Blizsze poznanie wiasnosci troponiny C, a w szczegélnosci okre$lenie
specyficznosci poszczego6lnych miejsc wigzania wapnia, scharakteryzowa-
nie zmian konformacyjnych, rozpoznanie miejsc odpowiedzialnych za ak-
tywnos¢ biologiczng, wreszcie zweryfikowanie teoretycznego modelu
struktury przestrzennej podanego przez Kretsingera byto mozliwe dzieki
badaniu fragmentow tego biatka. Drabikowski i wsp. (34) dzialajac
na troponine C trypsyng w obecnosci i nieobecno$ci wapnia uzyskali pep-
tydy zawierajgce odpowiednio | i Il domene wiazacq wapn (TR-Ci, reszty
aminokwasowe 9—84), 11l i IV (peptyd TR-C2 reszty 89—159) oraz pierw-
sze dwie domeny z fragmentem trzeciej (peptyd TR-Ej, reszty 1—100)
i czwartg domene z niekompletng trzecig (peptyd TR-E3 reszty 101—159).
Leavis iwsp. (35) w wyniku trawienia troponiny C trombing uzyskali
dwa fragmenty: THi obejmujacy domeny I, Il, 11l (reszty aminokwasowe
1—120) i peptyd TH2 zawierajacy jedynie czwartg domene (reszty 121—
159) (Rys. 4). Peptydy te, jak réwniez dwa fragmenty otrzymane w wy-
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Ryc. 4. Fragmenty troponiny C (TN-C) otrzymane w wyniku trawienia trypsyna
w obecnosci wapnia (TR-Ci, TR-C2 i nieobecnosci wapnia (TR-Ei TR-E3 TR-E4%),
trombing (THi, TH2) oraz bromocyjanem (CB9).

Numery oznaczajg reszty aminokwasowe tych fragmentéw. Grube linie reprezentujag odcinki
spiralne, a podtkola miejsca koordynacji jonéw wapnia (por. ryc. 3.).

niku dziatania bromocyjanu: CB,, (reszty 45—78) i CB9 (reszty 83— 135)
byly szczegbtowo badane. W oparciu o badania zmian fluorescencji od
stezenia Ca2+ dla poszczeg6lnych peptydéw wykazano przy wspoétpracy
z Leavis iwsp., ze IGi Hca sg miejscami o niskim powinowactwie wo-
bec wapnia, natomiast IHIG i IVG miejscami o wysokim powinowactwie,
tzw. wapniowo-magnezowymi (36, 37). Niedawno wyniki te potwierdzili
Sin i wsp. (38) metodg znakowania radioaktywng etanoloaming troponiny
C nasyconej w réznym stopniu wapniem. Peptyd TR-C2jako jedyny wy-
kazywat wysoka statg wigzania (Kd= 2 X 10~8 przewyzszajgcg nawet
analogiczng statg natywnej czasteczki troponiny C (Kd= 5 X 10-8), na-
tomiast w przypadku peptydu THi zawierajgcego teoretycznie dwa miejsca
o niskim powinowactwie i jedno o wysokim, stata wyznaczona z pomiaréw
fluorymetrycznych dla miejsca Ill byta niska (36). Peptyd TH2zawierajacy
IV domene wigzaca wapn, oraz peptyd CB9 zawierajacy trzecig domene,
rowniez wykazuja niska stata wiazania. Swiadczy to, ze wzajemne od-
dziatywania pomiedzy domenami Ill i IV sg niezbedne do utrzymania
wiasciwej struktury. Z drugiej strony, wystarczy pozbawienie peptydu

6* bmbmbm
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TR-C2 odcinka spiralnego Ein, by spowodowa¢ znaczne obnizenie statej
wigzania wapnia (peptyd TR-E3 (39). Sugeruje to, ze oddziatywania po-
miedzy domenami zachodzg gtéwnie dzieki hydrofobowym wiasnosciom
tancuchdw bocznych aminokwaséw w odcinkach spiralnych.

111-6. Lokalizacja zmian konformacyjnych

Waznym osiggnieciem byto zlokalizowanie zmian konformacyjnych za-
chodzacych w czasteczce troponiny C pod wptywem jondéw Ca2+ Z po-
miaréw dichroizmu kotowego wynika, ze zaréwno peptyd THI5 jak i TH2
wykazujg znaczne zmiany eliptycznosci pod wptywem jonéw Ca2+ Swiad-
czace 0 wzroscie zawartosci a-spirali w czasteczce (37). Natomiast peptydy
TR-Cj, TR-Ej oraz TH2wykazuja niewielkie zmiany eliptycznosci. Swiad-
czy to o tym, ze rejon Il i IV domeny wigzacej wapn odpowiedzialny jest
za zaobserwowane dla catej czasteczki troponiny C zmiany zawartosci
a-spirali pod wplywem jonéw wapnia. Nagy i wsp. (40) badali spek-
tralne wiasnosci peptydu CB9i wykazali, ze odcinek Em w tym peptydzie
ulega odwracalnemu skreceniu w a-spirale pod wpltywem zwigzania jonu
Ca2+ przez sasiadujacag petle 111G (Ryc. 5).

Niezaleznie od zmian konformacyjnych w rejonie Il domeny wigza-
cej wapn Levine iwsp. (41), jak rbwniez Seamon i wsp. (42) zba-
dali metoda jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR) zmiany konfor-
macyjne zachodzace w czasteczce troponiny C. Badania te wskazujg na
serie zmian strukturalnych pod wptywem wigzania jondw Ca2+ z miej-
scami o0 wysokim powinowactwie witgcznie z przegrupowaniem i uporzad-
kowaniem szkieletu polipeptydowego. Wigzanie Ca2+ z miejscami o niskim
powinowactwie wywotuje tylko nieznaczne zmiany konformacyjne w oto-

®—-—E
84

Ryc. 5. Zmiany strukturalne peptydu CB9 po zwigzaniu wapnia wg (40).

Numery oznaczaja reszty aminokwasowe.
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czeniu reszt hydrofobowych (reszty aminokwasowe waliny, leucyny, izo-
leucyny i fenyloalaniny). Jony magnezu powodujg podobne lecz nieiden-
tyczne zmiany w miejscach o wysokim powinowactwie, a nie wywotujg
ich w rejonach odpowiadajgcych miejscom o niskim powinowactwie wo-
bec wapnia (43).

Widmo NMR peptydu TR-Cj sugeruje, ze w nieobecno$ci Ca2+ ma
miejsce interakcja reszt hydrofobowych fenyloalaniny w pozycji 19, 23,
26 z resztami fenyloalaniny w pozycji 72 i 75 znajdujgcymi sie w petli
lica (44). Zwigzanie jondw Ca2+ powoduje zniesienie tych oddziatywan bez
zmiany zawartosci a-spirali. Wigzanie wapnia wptywa wiec destabilizujaco
na strukture peptydu TR-Ci. Widmo NMR peptydu TR-C2 wykazato na-

tomiast wybitnie stabilizujagcy wptyw jondéw Ca2+ na domeny Il i IV.
Prawdopodobnie jest to zasadnicza przyczyna rdéznic w statych wigzania
wapnia z miejscami IG i HG w poréwnaniu z miejscami IlIG i IVQG
(Ryc. 3).

111-7. Aktywnos$¢ biologiczna troponiny C

Podstawowa, z biologicznego punktu widzenia, wasciwos$cig troponiny
C jest zdolno$¢ wigzania skiadnika troponiny hamujgcego aktywnos$é
ATP-azy aktomiozynowej (troponiny I). Wyniki badania fragmentéw tro-
poniny C wskazujg, ze w jej czasteczce dwa miejsca wigzg troponine I,
jedno znajduje sie w odcinku 89—100 (Il domena) i drugie duzo stabsze
w rejonie Il domeny (37, 39) (Ryc. 4). Rowniez Weeks i Perry (45)
badajac peptydy troponiny C uzyskane w wyniku dziatania bromocyjanu
zaobserwowali stabe wigzanie peptydu CB9 z troponing | wnioskujgc na
tej podstawie o istnieniu miejsca wigzania troponiny | w rejonie Il do-
meny wiazacej wapn.

Potter i Gergely (24) na podstawie analizy zalezno$ci aktyw-
nosci ATP-azy aktomiozynowej od stezenia jonoéw wapnia doszli do wnios-
ku, ze regulujaca role odgrywajg miejsca charakteryzujace sie niskim
powinowactwem wobec wapnia, tj. IGi HGy podczas gdy miejsca wapnio-
wo-magnezowe o0 wysokim powinowactwie petnig role strukturalng. Nasze
wyniki (39, 46) uzyskane przy uzyciu fragmentéw troponiny C wykazaty,
ze za znoszenie hamujgcego dziatania troponiny | na ATP-aze aktomio-
zynowa, a wiec za aktywno$¢ biologiczng troponiny C odpowiedzialny
jest odcinek Em (reszty aminokwasowe 89—100) niezaleznie od tego, czy
pofaczony jest z miejscami o wysokim (peptyd TR-C2, czy niskim (peptyd
TR-Ei) powinowactwie wobec wapnia.

I11-8. Inne modele struktury troponiny C

Wszystkie wyniki uzyskane na podstawie badan fragmentéw tropo-
niny C potwierdzajg proponowany przez Kretsingera i Bar-
ry’ego model czasteczki troponiny C nie tylko pod wzgledem rozmiesz-
czenia elementéw struktury drugorzedowej (odcinkéw spiralnych i petli
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wigzacych wapn), lecz réwniez pod wzgledem przestrzennego rozmieszcze-
nia poszczegélnych domen z wytworzeniem par I—II oraz IHI—IV.

Wobec znacznych trudnos$ci zwigzanych z wyznaczaniem struktury
przestrzennej biatek metodg analizy rentgenograficznej, w ostatnich la-
tach coraz czeSciej stosuje sie metody teoretyczne oparte na analizie
struktury pierwszorzedowej biatek. Wykazano bowiem, ze istnieje Scisty
zwigzek pomiedzy sekwencjg aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym
a prawdopodobienstwem wystepowania okreslonej struktury drugorze-
dowej. Ptitsyn i wsp. (47) wyliczyli prawdopodobieistwo tworzenia a-spi-
rali przez poszczeg6lne aminokwasy w sekwencji troponiny C i uzyskali
podobny rozkitad odcinkdéw spiralnych jak w modelu Kretsingera. Do-
ktadniejsze rezultaty uzyskano ostatnio stosujgc metode Garniera
i wsp. (48), w ktorej uwzglednia sie wptyw na kazdy aminokwas szesna-
stu sasiednich aminokwaséw w tancuchu polipeptydowym. W otrzymanym
modelu czasteczki troponiny C (49) nie stwierdzono obecnos$ci a-spirali
w rejonie F,. Rowniez Ptitsyn obserwowat obnizenie prawdopodobien-
stwa wystepowania a-spirali na tym odcinku. By¢ moze model Kretsingera
jest niepoprawny w tym miejscu. Jest rOéwniez mozliwe, ze pomimo
niskiego potencjatu tworzenia a-spirali na tym odcinku taka spirala po-
wstaje w natywnej czasteczce dzieki stabilizacji przestrzennej spowodo-
wanej oddziatywaniami z odlegtymi w taricuchu polipeptydowym resztami
aminokwasowymi.

Analizujac szereg biatek wigzacych wapn V ogt i wsp. (50) wykazali,
ze miejsce w sekwencji odpowiadajgce petli wigzacej wapn charakteryzu-
je sie podwojnym maksimum prawdopodobienstwa wystepowania zwoju T.
W czasteczce troponiny C maksima te wystepujg w miejscach przewi-
dzianych omdwionymi poprzednio metodami.

Wszystkie oméwione metody teoretyczne dajg w znacznym stopniu po-
dobne modele czasteczki troponiny C. Oprocz odcinka F,, wszystkie po-
zostate odcinki spiralne znajdujg sie w tych samych miejscach z doktad-
noscig 2—3 aminokwaséw. Zaréwno model Kretsingera jak i Ptitsyna nie
pozwalat na rozréznienie klas miejsc wigzania wapnia, podczas gdy ana-
liza struktury troponiny C metodg Garniera umozliwita dodatkowe pewne
rozréznienie petli wigzgcych wapn. Petle 111G i IVQG majg lepiej zdefi-
niowang strukture ztozong z dwu zwojow T, podczas gdy w petli IGi Uca
obserwuje sie jpo jednym zwoju T. Moze to by¢, obok wspomnianych po-
przednio termodynamicznych efektow stabilizacji i destabilizacji struk-
tury, przyczyng réznic w statych wigzaniach jonéw wapnia.

IV. Uwagi koncowe

Analizujgc strukture, whasciwosci i mechanizm dziatania troponiny C,

jako przedstawiciela grupy homologicznych biatek wigzacych wapn, na-

lezy pamieta¢, ze teoretycznie reprezentuje ona jedng z wielu mozliwosci
wigzania jonow Ca2+. Charakterystycznym elementem struktury tych
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biatek jest domena ztozona z dwu odcinkéw a-spirali oraz petli wigzacej
wapn. Pozostaje otwarte zagadnienie czy ta stosunkowo ziozona struk-
tura domeny wigzacej wapn jest jedyng ewolucyjnie zachowang i powie-
long strukturg w biatkach o rdznorodnych aktywnoS$ciach biologicznych.
W 1977 roku Kretsinger sugerowat, ze wszystkie biatka wewnatrzkomor-
kowe wigzace jony wapnia w zakresie stezed 10~7—10-5 M majg strukture
»EF hand”. (1). Dostepne obecnie informacje dotyczace struktury roz-
nych biatek wigzacych wapn wydajg sie potwierdza¢ te hipoteze.

Zaakceptowano do druku 21.12.1979
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Wstep

Skurcz migsnia jest koicowym efektem szeregu reakcji wywotanych
przez impuls nerwowy. Pobudzenie z nerwu przechodzi do widkna
mie$niowego w specjalnym, wyodrebnionym obszarze zwanym plytka
motoryczng lub synapsa nerwowo-mie$niowa. Przeniesienie informacji
z btony nerwowej na btone miesniowga zachodzi poprzez wydzielenie neuro-
transmitera — acetylocholiny z zakonczenia nerwowego do szczeliny sy-
naptycznej i poprzez przytaczenie acetylocholiny do miejsc receptorowych
w czesci postsynaptycznej. Czasteczki receptora acetylocholiny, integral-
nego biatka sarkolemmy, petnig co najmniej dwie funkcje: przytaczajg
acetylocholing i nastepnie zmieniajg przepuszczalno$¢ biony poprzez
otwarcie kanatu jonowego, ktéry stanowi cze$é efektorowa receptora.

Celem artykutu jest omdwienie wiasciwosci receptora acetylocholiny
z mies$nia szkieletowego. Badania z ostatnich lat dostarczyty wielu wia-
domosci na ten temat, przede wszystkim dzieki zastosowaniu a-toksyn
z jadu wezy. SzczegOlnie uzyteczna jest a-bungarotoksyna, ktéra wigze
sie silnie i specyficznie z receptorem acetylocholiny (1). Cze$¢ przedsta-
wionych danych pochodzi takze z badan receptora, ktory izolowano z ko-
morek organu elektrycznego (elektrocytéw) z Torpedo sp. i Electrophorus
sp. Elektrocyty, ktére stanowig do 70°/0 masy ciata tych ryb, sg homo-
logiczne z komérkami tkanki mie$niowej i charakteryzujg sie podobng
wrazliwoscig na acetylocholine; ze wzgledu na matg zawarto$¢ biatek
kurczliwych, oraz bardzo duzg gestos¢ synaps sg najbogatszym ze znanych
zrodet receptora acetylocholiny (2).

|. Struktura i dziatanie synapsy nerwowo-migsniowej

Wibékno nerwu ruchowego, pozbawione w swej kofAcowej czesci oston-
ki mielinowej, rozgalezia sie dajac zakornczenia utozone w ptytkim za-
gtebieniu na powierzchni komorki miesniowej. Btona komoérkowa zakon-
czenia nerwowego i btona komdrkowa miesnia wchodzg w sktad struktury
zwanej synapsg nerwowo-mieéniowg. Na rycinie 1 przedstawiono schemat
takiej synapsy.

Stosujac technike mikroskopii elektronowej wykazano, ze btone pre-
synaptyczng tj. btone zakoriczenia nerwowego oddziela od btony postsy-
naptycznej tj. btony komdérki miesniowej szczelina o szerokosci 50 nm.
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Wzdtuz zakonczenia nerwowego rozmieszczone sg co 1 [im skupiska pe-
cherzykéw synaptycznych, z ktérych kazdy zawiera okoto 10 000 czaste-
czek acetylocholiny. Blona postsynaptyczna tworzy wgtebienia, tzw. fatdy
synaptyczne, zwiekszajace jej powierzchnie okoto szesciokrotnie. Na gor-

K.M. —fragment komérki migsniowej
Z.N. - fragment zakonczania nerwowego
PRE - bfona presynaptyczna

POST- fafdy brony postsynaptycznej

SZ - szczelina synaptyczna

@ - pecherzyki synaptyczne z acetylocholinat
- czasteczki receptora acetylocholiny

A - esteraza acetylocholinowa

Ryc. 1. Schemat synapsy nerwowo-miesniowej

nych brzegach fald synaptycznych czasteczek receptora acetylocholiny
jest tak wiele, ze wypetniajg one calg powierzchnie zewnetrzng blony
(3, 4).

Impuls elektryczny dochodzacy do zakonczenia nerwowego powoduje,
ze acetylocholina zmagazynowana w pecherzykach synaptycznych uwal-
nia sie do szczeliny synaptycznej i reaguje z receptorem znajdujgcym sie
w blonie postsynaptycznej. Wskutek przytgczenia acetylocholiny do re-
ceptora nastepuje otwarcie kanatéw jonowych i swobodny przeptyw jo-
néw Na+, K+ przez btone komérkowa miesnia. Fala depolaryzacji przecho-
dzi poprzez wpuklenia sarkolemmy tworzgce system T do retikulum sar-
koplazmatycznego i powoduje uwolnienie zmagazynowanych tam jonow
Ca2+. Stezenia wapnia w sarkoplazmie wzrasta do 10-6—10-5 M, co po-
woduje wytgczenie systeméw blokujacych interakcje aktyny z miozyng
poprzez zmiany konformacyjne biatek tropomiozyny i troponiny (5—7).
W rezultacie zachodzi interakcja aktyny z miozyng, hydroliza ATP
i skurcz mieénia.

Po oddysocjowaniu acetylocholiny od receptora nastepuje ponowna po-
laryzacja btony i zamkniecie kanatéw jonowych, a uwolniona acetylo-
cholina zostaje roztozona przez esteraze acetylocholinowg. Bardzo duza
szybkos$¢ wigzania acetylocholiny z receptorem w blonie postsynaptycznej,
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jak réwniez dysocjacji tego kompleksu i rozktadu acetylocholiny umozli-
wia powtarzanie transmisji nerwowo-miesniowej do kilkuset razy w ciggu
sekundy.

Il. Receptor acetylocholiny a aktywno$¢ esterazy acetylocholinowej (EC
3.1.1.7)

Poczatkowo przypuszczano, ze czasteczka esterazy acetylocholinowej
petni w transmisji nerwowo-miesniowej role zaréwno receptora acetylo-
choliny, jak i hydrolazy acetylocholiny (8, 9). Pézniej okazato sie jednak,
ze zdolno$¢ wigzania acetylocholiny i innych ligandéw cholinergicznych
oraz hydrolizy acetylocholiny z wytworzeniem choliny i octanu sg witasci-
wosciami dwoch réznych, specyficznych biatek. Obydwa biatka udato sie
wyizolowaé i scharakteryzowac¢ (10—12). Poniewaz w blonie odnerwio-
nych mieéni zaobserwowano dwustu a nawet trzystukrotny wzrost licz-
by miejsc receptorowych na obszarze poza synapsg przy statym lub nawet
nieznacznie obnizonym poziomie aktywnosci esterazy acetylocholinowej
przypuszcza sie, ze mechanizmy regulacji zawartosci tych dwoch biatek
in vivo sg rézne (13, 14).

Dane z ostatnich lat wskazuja, ze w przeciwienstwie do receptora, este-
raza acetylocholinowa nie stanowi integralnego sktadnika btony plazma-
tycznej komorki miesniowej. Prawdopodobnie jest to biatko zasocjowane
z btong podstawng albo luzno utozonymi widéknami kolagenu i muko-
polisacharydarni wypetniajacymi szczeline synaptyczng i wchodzacymi w
fatdy synaptyczne (11, 15). Monomery esterazy acetylocholinowej mogg
tworzy¢ agregaty przypominajgce kiscie winogron (16). Enzym ten mozna
uwolnié¢ z btony stosujac roztwory o wysokiej sile jonowej, np. 1 M KC1,
lub poprzez trawienie kolagenazg (17, 18).

Czasteczka receptora acetylocholiny skitada sie z kwasnego biatka
i reszty cukrowej. Cze$¢ hydrofobowa biatka receptora wigze sie z dwu-
molekularng lipidowg warstwg btony. Interakcja z a-bungarotoksyna,
z syntetycznymi czwartorzedowymi zwigzkami amonowymi i z przeciw-
ciatami antyreceptorowymi sprzezonymi z ferrytyng wykazata dostepnosc
czasteczki receptora z zewnatrznej strony btony; nie wiadomo jednak, czy
receptor ,wystaje” takze na stronie wewnetrznej (cytoplazmatycznej) (19).
Cze$¢ cukrowa wystepuje na zewnetrznej stronie btony. Calkowita za-
warto$¢ cukrow wynosi 5% ciezaru czasteczki. Najwiecej jest glukoza-
miny, galaktozy i mannozy (20).
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I1l. Rola a-bungarotoksyny w badaniach wiasciwosci receptora acetylo-
choliny

Wymieniona juz wczes$niej a-bungarotoksyna jest przykiadem sub-
stancji, ktdrej zastosowanie pozwolito na niezwykle szybki postep badan
wiasciwosci receptora acetylocholiny, a posrednio przyczynito sie takze do
rozwoju metod badawczych uzytecznych w poznaniu innych receptoréw
btonowych. Jak wspomniano, dziatanie jej polega na bardzo silnym i spe-
cyficznym wigzaniu sie z receptorem acetylocholiny (21). a-Bungarotok-
syna, ktora jest biatkiem zasadowym o masie czasteczkowej 8 000 wigze
sie kowalencyjnie z kwasnym biatkiem receptora. Po przytgczeniu a-bun-
garotoksyny receptor traci réwnocze$nie zdolno$é przylgczania acetylo-
choliny i innych agonistow tj. substancji chemicznych o dziataniu po-
dobnym do acetylocholiny, ktorych przylaczenie do receptora powoduje
zmiane przepuszczalnosci sarkolemmy dla jondw, badz antagonistow, tj.
substancji, ktdrych efekt dziatania jest przeciwny do acetylocholiny i ich
przytaczenie blokuje transmisje nerwowo-mie$niowsq. Stopier utraty zdol-
nosci przytaczania agonistow i antagonistéw jest proporcjonalny do ilosci
zwigzanej toksyny. Z kolei przytgczenie do receptora substancji agoni-
stycznych zmniejsza stopienn wigzania dodawanej pézniej [&] a-bunga-
rotoksyny. Metodg autoradiografii wykazano tez, ze [IH] a-bungarotok-
syna gromadzi sie w miejscach, gdzie w mieé$niach normalnie rozwinie-
tych znajduje sie ptytka motoryczna. W miegéniach odnerwionych [1H]
wykrywano na catej powierzchni btony (patrz tez dalej) (12, 22).

Dzieki swoim wiasciwosciom, a-bungarotoksyna ma zastosowanie przy
oczyszczaniu receptora acetylocholiny (chromatografia powinowactwa),
wykrywaniu jego obecnos$ci, rozmieszczenia i gestosci (autoradiografia),
badaniu wiasciwosci wigzania ligandow. Np. oznaczajgc stopiend, w jakim
rézne leki zmniejszaja przytaczanie a-bungarotoksyny dodawanej do mie-
szaniny receptora i badanego leku mozna okre$li¢ ich powinowactwo wo-
bec receptora. Z doswiadczen takich wywnioskowano, ze a-bungarotoksy-
na i niektore niskoczgsteczkowe ligandy cholinergiczne majg wspolne, za-
chodzace na siebie czesciowo lub catkowicie miejsca, wigzania w czasteczce
receptora oraz, ze miejsca te nie ulegajg uszkodzeniu w procesie ekstraho-
wania i oczyszczania receptora z btony (20).

IV. lzolowanie receptora acetylocholiny z sarkolemmy miesni szkieleto-
wych

WHiasciwosci receptora powodujg, ze izolowanie go z btony wymaga
zastosowania metod dos¢ drastycznych, jak ekstrakcja rozpuszczalnikami
organicznymi lub detergentami (10, 20). Do ekstrakcji stosuje sie naj-
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czesciej roztwory dezoksycholanu lub Triton X-100; 1% roztwér Triton
X-100 pozwala na uwolnienie receptora z hodowanych in vitro komorek
miesniowych (23). Oczyszczanie przeprowadza sie metodg chromatografii
powinowactwa stosujgc nosnik, najczesciej agarozowy, sprzezony z ligan-
dem o wysokim powinowactwie wobec izolowanego biatka (20). Poczat-
kowo stosowano jako ligand syntetyczne analogi acetylocholiny, ktére
przytaczajg zardwno receptor acetylocholiny, jak i esteraze acetylocho-
linowa, a obydwa biatka rozdzielano przez wymywanie z kolumny chro-
matograficznej roztworami soli o wzrastajgcym stezeniu. Obecnie stosuje
sie no$nik ze zwigzang a-bungarotoksyna.

Ekstrakt komérek miesniowych, ktory otrzymuje sie po zastosowaniu
I°/o roztworu Triton X-100 wytrzgsa sie z kompleksem agaroza-a-bun-
garotoksyna. Specyficzno$é i trwatos¢ wigzania a-bungarotoksyny z recep-
torem acetylocholiny pozwala na prowadzenie tej czynnosci przez kilka-
nascie godzin bez obawy, ze tworzacy sie kompleks moze ulega¢ rozpa-
dowi. Diugotrwate wytrzgsanie zapewnia wydzielenie z biony maksy-
malnej ilosSci receptora, ktéry wystepuje w tkance miesniowej w zniko-
mych ilosciach (1,1 X 10~2 mol/g miesnia) (24). Kompleks agaroza-toksy-
na-receptor przemywa sie buforowanymi roztworami detergentéw usu-
wajac w ten spos6b zanieczyszczenia innymi sktadnikami komdrkowymi.

Aby uwolni¢ receptor z kompleksu z a-bungarotoksyng stosuje sie
benzochinine, substancje antagonistyczng o duzym powinowactwie wobec
receptora. Roztwor benzochininy przeptywa przez ukiad zamkniety: aga-
roza-toksyna-receptor i kolumna z DEAE-celulozy. Ujemnie natadowany
receptor zatrzymuje sie na DEAE-celulozie, z ktérej wymywa sie go roz-
tworem detergentu i 05 M NaCl. Cala ta skomplikowana procedura po-
zwala w ciggu 2 dni otrzymaé oczyszczony, zageszczony i jednorodny pre-
parat receptora acetylocholiny (25).

Dane doswiadczalne pozwalajg stwierdzi¢, ze cze$¢ receptorowa re-
ceptora acetylocholiny, odpowiedzialna za wigzanie acetylocholiny, wy-
trzymuje procedure oczyszczania stosunkowo dobrze. Nie wiadomo nato-
miast, co dzieje sie z czeScig efektorowg czyli kanatem jonowym. Nie
mozna wykluczyé, ze ulega on odigczeniu badz denaturacji. Najprostszym
sposobem sprawdzenia, czy izolowany receptor acetylocholiny jest kom-
pletny strukturalnie i funkcjonalnie bytoby wbudowanie wyizolowanego
receptora do sztucznych bton lipidowych i doswiadczalne wykazanie, ze
okres$lone ligandy przytaczajgce sie do miejsca receptorowego wywotujg
okre$long zmiane przepuszczalnosci btony. Na razie nie udato sie przepro-
wadzi¢ takiej rekonstytucji w sposob nie budzacy zastrzezen (26—28).

W kilku przypadkach otrzymano z miesni preparaty bton w formie pe-
cherzykow, w ktérych 509> biatka stanowity czasteczki receptora (22, 29).
Niekiedy receptor byt aktywny i mozna bylo wykazaé in vitro induko-
wany substancjg agonistyczng — karbamylocholing wzrost przepuszczal-
nosci btony dla jonéw sodu (30).
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V. Wiasciwosci wyizolowanego receptora acetylocholiny

Z miesni szkieletowych, jak wspomniano, mozna otrzymac jednorodne
preparaty receptora acetylocholiny, ktéry podczas wirowania w gradien-
cie stezen sacharozy wykazuje pojedynczy szczyt odpowiadajgcy biatku
o statej sedymentacji 9,5 S. Receptor izolowany z organu elektrycznego
ryb elektrycznych po wirowaniu w gradiencie stezen sacharozy wykazuje
dodatkowy szczyt odpowiadajacy dimerowi (12, 22, 28). W obu przypad-
kach wszystkie monomery skladajg sie z czterech tafcuchow polipepty-
dowych, zawierajgcych cukry. Ciezary czgsteczkowe poszczegdlnych tan-
cuchow, jak wykazano stosujac metode elektroforezy w zelu poliakrylo-
amidowym w obecnosci SDS, wynoszg ok. 38 000, 49 000, 57 000 i 64 000
(22, 28). Ciezar czasteczkowy catej czasteczki receptora okreslono jako
300 000 +£100 000 (2, 20).

Funkcje poszczeg6lnych tancuchéw nie sg znane. Po dodaniu do re-
ceptora acetylocholiny czwartorzedowej zasady amonowej stwierdzono jej
wigzanie wytgcznie z tancuchem o c.cz. 38 000 co sugeruje, ze tu wiasnie
znajduje sie miejsce przytaczania agonistow do czesci receptorowej (28).
Poniewaz w niektdrych preparatach receptora z organu elektrycznego
Torpedo marmorata przewaza tanicuch o c.cz. 38 000 (29) rozwazano mozli-
wos¢, ze pozostate tancuchy stanowig jedynie zanieczyszczenia. Stosujac
przeciwciata wykazano jednak, ze wszystkie wymienione tancuchy sg
sktadnikami rodzimego receptora; wszystkie przeciwciata otrzymane prze-
ciwko kazdemu z tych czterech fancuchow oczyszczonego receptora rea-
guja z receptorem in vivo. Reakcje przeciwciat mozna zahamowa¢ dodajac
odpowiedni tafcuch, ktéry zostat uzyty jako antygen (25).

Stosujac techniki negatywnego barwienia i mikroskopii elektronowej
zaobserwowano, ze receptor acetylocholiny otrzymany z elektrocytéw ma
strukture rozetki ztozonej z 5—6 podjednostek o $rednicy 20—25 A, ota-
czajacych otwoér o $rednicy 15—20 A (31—33).

V1. Modele oddziatywania ligandéw na receptor w blonie

Mechanizm funkcjonowania receptora acetylocholiny jako kompleksu
podjednostek o co najmniej dwdch réznych zadaniach mozna rozpatrywac
jako szczeg6lny przykiad bardziej ogdlnego modelu oddziatywania roz-
nych hormondéw i neurotransmiterow na receptory w blonach. Przyig-
czenie agonisty do miejsca receptorowego powroduje zmiane konformacji
biatka, ktore reguluje albo dziatanie kanatu jonowego, jak w przypadku
receptora acetylocholiny, albo aktywnos$¢ cyklazy nukleotydowej, lub dzia-
fa na jeszcze inny efektor (34). Efektor moze, ale nie musi wchodzi¢ w
sktad czgsteczki receptora.

Zauwazono, ze krzywa sigmoidalna obrazujgca zalezno$¢ miedzy ste-



232 D. KOSK-KOSICK)Q [8]

zeniem ligandu dodawanego do receptora acetylocholiny, a wywieranym
przez niego efektem — takim jak np. zmiana przepuszczalnosci biony po
dodaniu acetylocholiny — przypomina wykres zaleznosci szybkosci reak-
cji od stezenia substratu, charakterystyczny dla niektérych enzymow,
przypomina roéwniez krzywg obrazujacg wigzanie tlenu przez hemoglobi-
ne. Dla wyjasnienia tej zaleznosSci — postugujac sie modelem Monoda, ttu-
maczacym dziatanie enzymow regulatorowych — zaproponowano model
dwdch stanéw receptora (35). Z danych elektrofizjologicznych wywnio-
skowano, ze sktadnik(i) btony, w ktérym zachodzi transport jonéw przez
kanat istnieje w dwoch stanach konformacyjnych: otwartym (o) i zamknie-
tym (2 (34) (Ryc. 2A).

l.cT I@O'DI

dczulony
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@ : @ @ ‘
R cze$¢ receptorowa
r(A J
7 3 czesc efektorowa czyli kanaf jonowy
ATP CAMP & n oznaczenie silnego powiazania czesci receptorowej
= u—l m i efektorowej w protomerze AChR
@ Ry 1 n  inne skfadniki biony piazmatycznej
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£ 3 ! 2 | b- ta, h
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Ryc. 2. Modele opisujace dzialanie ligandéw na czagsteczke receptora w btlonie.

Wedtug Hollenberger M. D. w Neurotransmitter Receptor Binding, red. Yamamura H. J.,
Ehna S. J.,, Kuhar M. J., Raven Press, New York (34). Publikowane za zezwoleniem Wydawcy.
A. Model dwéch standw receptora (Two-state model): z—stan zamkniety; o —stan otwarty;

B. Model receptora ruchomego (Mobile receptor model): CA —cyklaza adenylowa; Ra—cze$¢
receptorowa, dla ktérej efektorem jest CA; Rb-—cze$¢ receptorowa, dla ktérej efektorem
jest kanat jonowy.

Autorzy tego modelu uwazajg, ze cze$¢ receptorowa i efektorowa re-
ceptora acetylocholiny tworza ,,protomer”, ktéry w normalnych warun-
kach moze wystepowa¢ w dwdéch stanach konformacyjnych réznigcych sie
powinowactwem wobec liganddw. W nieobecnosci ligandow ustala sie
réwnowaga pomiedzy ,protomerami” znajdujagcymi sie w stanie otwar-
tym i zamknietym, dla ktorej K = " Dodanie agonistow o duzo wyz-
szym powinowactwie wobec formy ,,0” powoduje przesunigcie réwnowagi
na korzys¢ ,0” i otwarcie kanatdéw jonowych. Substancje antagonistycz-
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ne — o wiekszym powinowactwie wobec formy ,z” — przesuwajg rowno-
wage na korzys¢ stanu ,,z”, co powoduje zamkniecie kanatdw i w rezulta-
cie zahamowanie transmisji nerwowo-miesniowej. Na rycinie 2A pokazano
tez receptor w stanie ,,odwrazliwionym”, w ktdrym protomer wystepuje
w formie zdysocjowanej tak, ze cze$¢ receptorowa jest oddzielona od ka-
natu jonowego przez jaki$ inny sktadnik bltonowy. Przytgczenie agonistow
w tym stanie nie powoduje otwarcia kanatu jonowego. Niektérzy autorzy
(36) okreslajg stan ,,odwrazliwienia” jako inaktywacje receptora spowo-
dowang przez agoniste.

Changeux (37) i Karlin (38) rozszerzyli ten podstawowy model.
Wedtug nich poszczeg6lne ,,protomery” nie dzialajg niezaleznie od siebie
lecz sg powigzane tak, ze n ,,protomeréw” musi przyja¢ te samg konfigu-
racje, aby spowodowaé otwarcie lub zamkniecie kanatéw jonowych.

Wymienione modele zaktadaja, ze cze$¢ receptorowa receptora acetylo-
choliny przejawia rozne powinowactwo wobec rdznych ligandéw — po-
winowactwo to moze by¢ jeszcze dodatkowo zmienione w stanie ,,odwrazli-
wienia”. Autorzy zaktadajg Scisty zalezno$é miedzy czescig receptorowa,
a czescig jonoforowa. Badajac receptor acetylocholiny wykazano, ze zmia-
na przepuszczalnosci biony nastepuje w ciggu mikrosekund od chwili
przytaczenia acetylocholiny do receptora, a zamkniecie kanatu jonowego
juz po uptywie milisekund od oddysocjowania acetylocholiny (39). Ta
szybko$¢ procesu Swiadczy o rzeczywiscie Scistym kontakcie miedzy
czescig receptorowa i efektorem, w obrebie tej samej czasteczki.

Na rycinie 2B przedstawiono nowszy, bardziej uniwersalny model tzw.
receptora ruchomego. Autorzy tego modelu (40, 41) zaktadaja, ze w nieobec-
nosci agonisty czes¢ receptorowa i kanat jonowy nie musza by¢ Scisle zwia-
zane ze sobg. Dopiero po przytaczeniu agonisty zachodzi zmiana konfor-
macyjna czesci receptorowej (R—Rb) i jej zwigzanie z czeScig efekto-
rowg (J). W tym stanie (O) nastepuje otwarcie kanatu jonowego (J). Licz-
ba efektoréw, z ktérymi moze wigzaé sie kompleks agonista — cze$¢ re-
ceptorowa nie jest tu ograniczona. Jak wida¢ na rycinie 2B, réwniez
cyklaza adenylowa (CA) moze by¢ efektorem w przypadku tej samej
czasteczki (R), zwigzanej z innym agonistg (Ra). Takze czasteczki recepto-
rowe roznych neurotransmiteréw mogg wigzaé sie z tym samym efekto-
rem. Postugujac sie modelem receptora ruchomego tatwiej jest wythu-
maczy¢ nadwrazliwo$é btony czyli zdolno$¢ do zmiany przepuszczalnosci
przy zadziataniu duzo nizszej dawki acetylocholiny niz normalnie — obser-
wowang w mieéniach po odnerwieniu. Stan ten mozna uzna¢ za spowodo-
wany zmiang stosunku liczby czesci receptorowych i efektorowych recep-
tora acetylocholiny.

7 Postepy Biochemii
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VII. Wiasciwosci receptora acetylocholiny in vivo; aspekty rozwojowe

VII-1. Tworzenie sie¢ synapsy nerwowo-miesniowej

Stwierdzono, ze pojawienie sie w sarkolemmie nowych miejsc recepto-
rowych acetylocholiny jest wynikiem syntezy receptora acetylocholiny
(42). W okresie fuzji mioblastéw zaobserwowano stokrotny wzrost liczby
czasteczek receptora acetylocholiny — mierzony iloScig [IB] a-bugaro-
toksy wiazacej sie z receptorem (43). Fuzja mioblastdw nie jest jednak
warunkiem koniecznym ujawnienia receptora na powierzchni btony, al-
bowiem mioblasty, ktére osiggnety pewien stan rozwoju wykazuja wrazli-
wos$¢ na acetylocholing oraz zwiekszong zdolno$¢ wigzania a-bungarotok-
syny nawet w przypadku, gdy spowodowano zahamowanie ich fuzji (44).

Embrionalne komérki miesniowe wykazuja wrazliwo$¢ na acetylo-
choline na calej powierzchni swojej btony. Pod wpltywem unerwienia
i w miare dojrzewania komorek wrazliwo$¢ ta ogranicza sie do obszaru
synapsy nerwowo-migsniowej a pozasynaptyczna wrazliwos¢ zanika (45).
Plytka nerwowo-mie$niowa rozwija sie powoli, np. u szczura jest ona
ostatecznie uformowana dopiero w pierwszych tygodniach po urodze-
niu sie zwierzecia (46, 47). W prawidtowych komorkach migs$ni zwierzat
dorostych wrazliwo$¢ na acetylocholing wykrywa sie prawie wytgcznie
w synapsie, ktora zajmuje bardzo matg czes¢ powierzchni komérki. Np.,
w miesniu trojgtowym ramienia synapsa zajmuje tylko 0,001 + 0,01°/0 po-
wierzchni btony komérkowej (3).

Po odnerwieniu dorostych mies$ni sytuacja staje sie podobna jak w
miesniach embrionalnych; cata powierzchnia btony wykazuje wrazliwos¢
na acetylocholine i zdolno$¢ wigzania neurotoksyny. Liczba czasteczek re-
ceptora moze wzrosng¢ wielokrotnie w ciggu Kilku dni po odnerwieniu
miesni (14, 48). Stwierdzono, ze gestos¢ czasteczek receptora poza sy-
napsg (100—635 miejsc wigzacych toksyne/l imn2 powierzchni) (14, 49)
nigdy nie osigga gestosci czasteczek receptora w synapsie. W synapsie
jest Srednio 8 000—9 000 miejsc wigzacych toksyne/l [¢m2 powierzchni —
przy czym najwieksza gesto$¢ na szczycie fatd synaptycznych wynosi
30 000 = 6 000 miejsc wigzacych toksyne/l nm2 powierzchni (50).

Zaobserwowano, Ze po ponownym unerwieniu odnerwionego uprzednio
widkna miesniowego synapsa zostaje odtworzona na dawnym miejscu,
a pozasynaptyczna wrazliwos¢ na acetylocholine zanika — podobnie jak od-
bywa sie to w normalnym rozwoju ontogenetycznym (51).

Role unerwienia w przemieszczeniu receptora z obszaru catej po-
wierzchni btony komérkowej miesni do synapsy sugeruja wyniki doswiad-
czenia, w ktorym odnerwiony miesiern drazniono bodZcem elektrycznym;
obserwowano wtedy zanik pozasynaptycznej wrazliwosci na acetylocho-
ling (52).

W hodowlach mieszanych komdrek nerwowych i miesniowych nie-
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ktére neurony tworzg synapsy na pobliskich miotubach, a wiasciwosci
elektrofizjologiczne tych polaczen s identyczne z obserwowanymi w sy-
napsach miesni zarodkowych, a takze dorostych ponownie unerwionych
(po uprzednim odnerwieniu). Cechg charakterystyczng hodowli jest syn-
chroniczno$¢ rozwoju. W niektorych $rodowiskach fuzja komoérek jedno-
jadrowych zaczyna sie i kofAczy w przeciagu 48 godzin, co daje mozliwos¢
stwierdzenia, ze receptor acetylocholiny i pobudliwos¢ elektrofizjolo-
giczna charakterystyczna dla komérek zwierzat dorostych pojawiajg sie
podczas miogenezy bardzo wczesnie (44, 53).

Unerwienie widkna miesniowego powoduje co najmniej dwa rozne
i niezalezne od siebie zjawiska wigzace sie z metabolizmem receptora.

Pierwsze to sto- do tysigckrotne zmniejszenie sie liczby czasteczek re-
ceptora na obszarze blony, ktére obserwuje sie m.in. po fuzji komorek,
gdy w miotubach zaczynaja ksztattowac sie synapsy (54). Przypuszczano,
ze jest to spowodowane zwiekszong szybkosScig rozpadu receptora poza-
synaptycznego (55). Stwierdzono jednak doswiadczalnie, ze czas rozkiadu
kompleksu [“5] a-bungarotoksyna-receptor pozasynaptyczny nie jest wca-
le krotszy, a przeciwnie jest nawet nieco dtuzszy niz czas rozpadu kom-
pleksu [1H] a-bungarotoksyny z receptorem w synapsie (50). Zmniejszenie
ilosci receptora wystepujagcego na obszarze poza synapsg jest wiec wyni-
kiem zahamowania jego syntezy. Wydaje sie, ze zapoczagtkowanie elek-
trycznej i mechanicznej aktywnosci mie$nia powoduje zahamowanie syn-
tezy receptora pozasynaptycznego. Cze$¢ czasteczek receptora, ktora z ob-
szaru catej btony przedyfundowata do synapsy zostaje tam unierucho-
miona, natomiast szybko$¢ rozpadu pozostatego receptora pozasynaptycz-
nego utrzymuje sie na zwyklym lub nieco obnizonym poziomie. Nie jest
znana natura chemiczna sygnatu powodujgcego zahamowanie syntezy re-
ceptora pozasynaptycznego. Rozwaza sie udzial jonéw Ca2+ (56) lub cy-
klicznych nukleotydow (57).

Drugie zjawisko, ktére obserwuje sie po unerwieniu miesnia to sta-
bilizacja czasteczek receptora w synapsie. Zmieniajg sie cechy receptora,
takie jak ruchliwo$¢ (wspétczynnik dyfuzji w ptaszczyznie bocznej 5 X
X 10-11 cm2sek) i trwato$¢. Po unerwieniu miesnia receptor staje sie nie-
ruchomy i bardziej trwaly (patrz tez VII-2). By¢ moze, wrastajagcy nerw
dostarcza do synapsy ,substancje troficzng”, ktéra albo modyfikuje cza-
steczki receptora, albo tez bierze bezposredni udziat w wigzaniu czasteczek
receptora w synapsie. Substancjgq takg magtby by¢ neurotransmiter, ATP
lub produkty jego rozpadu, enzymy lub hormony polipeptydowe (58).

Changeux i wsp. (50) uwazajg, ze receptor acetylocholiny wyste-
puje w dwdch formach: labilnej i dyfundujacej oraz unieruchomionej i od-
pornej na degradacje. Z organu elektrycznego Torpedo marmorata udato
sie wyizolowa¢ dwie formy receptora o podobnych wiasciwosciach, roz-
nigce sie jedynie tadunkiem elektrycznym; przeprowadzono przeksztat-
cenie jednej formy w drugg w obecnosci odpowiednio NaCl i NaF (59).

™
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Wedtug wspomnianych autoréw forma unieruchomiona powstaje z formy
dyfundujacej w wyniku nieodwracalnej reakcji stabilizacji, pod wptywem
nieznanego czynnika uwalnianego przez zakonczenie nerwowe (59).

VII-2. Synaptyczne i pozasynaptyczne czgsteczki receptora acetylocholiny

Czasteczki receptora, synaptyczna (AChRS) i pozasynaptyczna (AChRp),
wykazujg pewne roznice. Przede wszystkim, jak wspomniano w rozdziale
VI1I-1, réznig sie one trwatoscig. Poréwnano znikanie znakowanej [IH]
a-bungarotoksyny zwigzanej z receptorem na obszarze synapsy i poza nig
(60). Z badan tych — prowadzonych zaréwno in vivo, jak i in vitro na
miesniu przepony szczuréw nowonarodzonych i dorostych na migéniach
normalnych i odnerwionych wynika, ze przemiana (turnover) receptora
pozasynaptycznego jest zdecydowanie szybsza niz przemiana receptora
w synapsie. Odpowiednie dane liczbowe wynoszg: tl2 AChRp = 8—19 go-
dzin i t1®2 AChRs = 5—8 dni (60). Stosujgc [¥B] metionine jako wskaznik
syntezy biatek udato sie wykazaé jej wiaczanie do pozasynaptycznych cza-
steczek receptora w miesniu przepony szczura po odnerwieniu (61). Brak
jest danych o wbudowywaniu [*S] metioniny do czasteczek receptora
W synapsie.

Kolejna réznica uwidocznita sie w badaniach powinowactwa* czgste-
czek receptora acetylocholiny wobec agonistéw cholinergicznych. Stan
~odwrazliwienia” jest tatwiej osiagalny przez receptor na obszarach blony
poza synapsa (62). Takze powinowactwo czgsteczek receptora synaptycz-
nych i pozasynaptycznych wobec antagonistow — jak zauwazono na przy-
ktadzie przytaczania kurrary i d-tubokurraryny — jest nieco odmien-
ne (63).

Czasteczki receptora w synapsie i poza synapsa réznig sie tez pewnymi
wiasciwosciami fizykochemicznymi, np. stosujagc metode elektroognisko-
wania wykazano, ze w pierwszych biatko jest bardziej kwasne niz w dru-
gich (64).

Badajac receptor acetylocholiny w miesniach patologicznych zaob-
serwowano, ze w przypadku choroby miesni Myastenia Gravis (Miastenia
rzekomo porazna) wigzainie [“¥] a-bungarotoksyny jest trzy do os$mio-
krotnie nizsze niz w mie$niach normalnych (65). Stwierdzono, ze w suro-
wicy chorych obecne sg specyficzne immunoglobuliny, ktdre blokujg
przestrzennie czes$¢ receptora acetylocholiny i powodujg zmiane liczby
miejsc wigzacych a-bungarotoksyne, pozostajac bez wptywu na ich po-
winowactwo z toksyng. Wspomniane immunoglobuliny rozrdzniajg re-
ceptory synaptyczne i pozasynaptyczne, co potwierdza istnienie réznic
strukturalnych i konformacyjnych miedzy tymi dwiema populacjami cza-
steczek receptora.
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Nie udato sie jeszcze stwierdzi¢, czy synaptyczne i pozasynaptyczne
czasteczki receptora sg produktami réznych gendéw. Za takim wyjasnie-
niem przemawiajg wyniki badan syntezy receptora (63), ale nie uwzgled-
nia ono faktu obecnosci czasteczek receptora, ktére w wyniku unerwienia
miesnia przemieszczajg sie z obszaru catej btony do synapsy. Niewyklu-
czone, ze obserwowane rdznice we wiasciwosciach receptora acetylocho-
liny w synapsie i poza nig wynikajg z réznic we wzajemnym oddziaty-
waniu czasteczek receptora i sgsiadujacych z nim sktadnikéw btony. Pod
uwage brano Sciste powigzanie miedzy sobg czasteczek receptora w synap-
sie, powigzanie receptora z btong podstawng na powierzchni zewnetrznej
lub cytoskeletonem na powierzchni wewnetrznej sarkolemmy. Pewne
dane sugerujg, Ze przemiana receptora pozasynaptycznego w receptor sy-
naptyczny, moze zachodzi¢ w wyniku modyfikacji kowalencyjnej. W eks-
traktach elektrocytdéw znaleziono kinaze biatkowg i fosfataze fosfobiat-
kowa, a w obecnosci [“PJATP obserwowano fosforylacje jednego z tan-
cuchdéw czgsteczki receptora. Mozliwe, ze procesy fosforylacji i defosfory-
lacji odgrywaja role we wzajemnych przemianach synaptycznych i po-
zasynaptycznych czasteczek receptora acetylocholiny (63).

Podobienstwo we wiasciwosciach pozasynaptycznego receptora acety-
locholiny w mies$niach rozwijajagcych sie i odnerwionych sugeruje, ze réz-
nice pomiedzy receptorem synaptycznym i pozasynaptycznym moga by¢
istotne dla rozwoju miesnia. Niewykluczone, ze pozasynaptyczne cza-
steczki receptora sg prekursorami czasteczek synaptycznych (59, 66).

V1I-3. Synteza i rozpad receptora acetylocholiny

Mimo Zze biatka nalezg do skiladnikéw stale syntetyzowanych i roz-
ktadanych w komdrce, ciagle wiemy niezbyt wiele o mechanizmach re-
gulujacych szybkos$¢ tych proceséw w poszczegblnych przypadkach. Re-
ceptor acetylocholiny jest wiasciwie jedynym biatkiem biony komoérkowej
miesni, dla ktérego mozliwe byto przebadanie tego procesu dzigki obser-
wacji losow znakowanej a-bungarotoksyny przytgczonej do receptora (3).

Syntetyzowane podjednostki receptora szybko gromadzg sie tworzac
jednostki receptorowe przypominajace te, ktére funkcjonuja juz w btonie
postsynaptycznej komorki miesniowej. Nowoutworzone jednostki recep-
torowe przedostajg sie poprzez system bton wewnatrzkomaérkowych do cy-
toplazmy komérki mieSniowej i przebywajac tu 2—3 godzin stanowig
»pule prekursora”. Nastepnie w procesie wymagajacym dostarczenia
energii czasteczki receptora sg przenoszone do biony plazmatycznej. Do-
dajgc cykloheksimid do hodowli tkankowej stwierdzono, ze po 3 godzi-
nach liczba miejsc wigzacych a-bungarotoksyne wewnatrz komorki
zmniejszata sie¢ o 30°/0. W tym czasie rownowazna ilo$¢ miejsc wigzacych
a-bungarotaksyne pojawiata sie na powierzchni btony plazmatycznej ko-
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moérki miesniowej. Prawdopodobnie wewnatrz komoérki znajduje sie juz
wstepnie uformowana blona i wigczanie jej w sarkolemme odbywa sie
w drodze egzocytozy (3, 67).

Rozpad receptora jest procesem wymagajacym energii. Czasteczki re-
ceptora sg usuwane z btony i przenoszone do lizosoméw, gdzie odbywa
sie ich rozktad proteolityczny.

Uwagi koncowe

Obszar btony komérkowej miesnia, wchodzacy w skiad synapsy wy-
réznia sie specjalng struktura i funkcja. Silnie pofatdowana sarkolemma,
zawierajagca bardzo wiele czasteczek receptora, jest tu wzglednie stabilna
i sztywna.

Synteza receptora acetylocholiny jest regulowana w czasie rozwoju
miesnia. Rozmieszczone na catym obszarze biony czasteczki receptora
stopniowo, w miare rozwoju mieénia, skupiajg sie w jej czesci postsynap-
tycznej.

W ukladzie nerwowym zwierzgt stwierdzono wystepowanie dwu ro-
dzajéw receptorow: nikotynowych i muskarynowych. Receptory nikoty-
nowe sg stymulowane przez nikotyne i blokowane przez kurrare w prze-
ciwienstwie do wystepujacych tylko w osrodkowym uktadzie nerwowym
receptorow muskarynowych stymulowanych przez muskaryne i hamowa-
nych przez atropine. Receptor acetylocholiny wystepujagcy w komdérkach
miesniowych i elektrocytach nalezy do grupy receptoréw nikotynowych.
W ostatnich latach stwierdzono obecno$¢ receptora nikotynowego takze
w mozgu.

Z réznych danych — czeSciowo przedstawionych w niniejszym arty-
kule —wynika, ze omawiany receptor acetylocholiny mozna rozpatrywac
jako szczegélny przypadek receptora btonowego. Na przykitadzie modelu
receptora ruchomego, zgodnie z ktéorym liczba wspotdziatajagcych ze sobg
receptorow i efektorow moze ulega¢ zmianom wykazano, ze mechanizm
wigzania ligandéw z receptorem acetylocholiny jest podobny do me-
chanizmu oddziatywania réznych neurotransmiteréw i hormonéw z re-
ceptorami w btonach biologicznych. Ogdlny schemat zaktada zmiane kon-
formacji biatka receptora wskutek przytgczenia lub odigczenia wspom-
nianych ligandéw. W efekcie tych zmian nastepuje przeniesienie przez
btone odpowiedniej informacji do komorki. W przypadku omawianego
receptora acetylocholiny informacjg dla komérki jest zmiana przepusz-
czalnosci btony dla jonéw, a efektem informacji otrzymanej przez ko-
maorke miesniowa z komorki nerwowej jest skurcz migsnia.

Znaczenie wynikow badan receptora acetylocholiny jest wiec ogrom-
ne takze dlatego, ze jest to pierwszy wyizolowany i oczyszczony receptor
btonowy. Na jego przykladzie poznaje sie rdéznego rodzaju zaleznosci
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strukturalne i funkcjonalne w synapsie a takze role receptoréw w synap-
togenezie.

Nie sposob w jednym artykule oméwi¢ wszystkie problemy dotyczace
receptora acetylocholiny; o aspektach budowy i dziatania synapsy nerwo-
wo-miesniowej i receptora acetylocholiny przeczytaé mozna roéwniez w
artykutach Fambrougha iinnych autorow (49, 68—77).

Zaakceptowano do druku 21.12.1979
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SPRAWOZDANIE

111 Krajowe Konwersatorium — Analiza Biopolimerdw n.t. ,,Zastosowanie
automatycznych analizatoréw aminokwaséw w analizie chemicznej”

W dniach 18 i 19 pazdziernika 1979 roku w Sosndwce koto Jeleniej Goéry od-
byto sie Il Krajowe Konwersatorium — ,,Analiza Biopolimerdw” nt: ,, Zastosowanie
automatycznych analizatoré6w aminokwaséw w analizie chemicznej”, zorganizowane
przez Instytut Biochemii Uniwersytetu Wroctawskiego (przez docenta dr Tadeusza
Wilusza) i Sekcje Analizy Biopolimeréw Komitetu Chemii Analitycznej Polskiej
Akademii Nauk. W spotkaniu wzieto udziat ok. 70 uczestnikéw oraz przedstawiciele
zagranicznych producentéw automatycznych analizatoréw aminokwaséw, a mia-
nowicie firmy LKB i Rank-Hilger. Miato ono, podobnie jak poprzednie charakter
szkoleniowo-dyskusyjny. Uczestnicy mogli zapoznaé¢ sie z réznymi technikami analiz
aminokwaséw, jak roéwniez z réznymi zastosowaniami automatycznych analizato-
row aminokwaséw. Gtownymi problemami poruszanymi w referatach plenarnych
oraz komunikatach byty: budowa i rézne wiasciwosci techniczne automatycznych
analizatorow aminokwaséw, nowe aparaty, rozne techniki analizy aminokwaséw,
wykorzystanie automatycznych analizatorow aminokwaséw do innych analiz, jak
np. ketokwaséw, aminocukréw czy w analizie sekwencyjnej biatek, wprowadzanie
usprawnien technicznych i metodologicznych oraz zastosowania w badaniach nau-
kowych.

Na spotkaniu podjeto tez szereg uchwal, z Kktérych najwazniejsza to utwo-
rzenie statego punktu wymiany informacji kierowanego przez dr Piotra Mende-
lewskiego z Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu (ul. Strzeszynska 30/36,
tel. 2037 41). Zorganizowania kolejnego Konwersatorium w roku 1980 podjat sie
dr K. Waliszewski z Instytutu Zywienia Czlowieka Akademii Rolniczej w Poznaniu.

K. Nowak
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RECENZIJE

R. A. Day
How to Write and Publish a Scientific Paper

ISI Press, 1979, Philadelphia, str. X1 + 160, cena US $ 8,95 (oprawa kartonowa) lub
15,00 (oprawa ptoécienna)

Mys$l przewodnig ksigzki streszcza autor nastepujacymi stowy: ,,Badania nau-
kowe nie sg zakonczone, dopdéki wynikéw nie opublikowano. Publikacja naukowa
stanowi zatem podstawowy skiadnik procesu badawczego. Opracowanie zatem
prac wiernie i zrozumiale przedstawiajgcych wyniki jest rownie istotne jak sam
proces badawczy. Nalezy zatem w rozprawie naukowej odwazaé¢ stowa rdwnie sta-
rannie, jak odczynniki w laboratorium. Naukowiec za$ winien wiedzie¢, jak po-
stugiwaé sie stowami, ksztatcenie naukowca przeto nie jest kompletne, dopdki
nie posiadt on umiejetnosci przygotowywania pracy do druku” (s. 133). Stylem Kkla-
rownym, zaprawionym humorem niekiedy czarnym, niekiedy surrealistycznym —
a zawsze przyjaznym w stosunku do czytelnika, wyjasnia R. A. Day czym jest
praca naukowa, a nastepnie podaje jak nalezy i jak nie nalezy: tytutowac prace,
ustala¢ kolejnos$¢ autorow, sporzgdzac streszczenie i wstep, opisywa¢ materiaty i me-
tody, przedstawiaé wyniki i dyskutowaé je; do jakich czasopism wysyta¢é maszyno-
pisy; jak wspotpracowac z redakcjg i wydawcy; jak reagowa¢ na recenzje. Cenne
sg uwagi nt. specyfiki pisania przegladow, referatow konferencyjnych i tez doktor-
skich. Nader istotne sg uwagi nt. etyki naukowej. Wiele pozytecznych rad znalez¢
mozna w rozdziatach omawiajgcych specyfike angielskiego jezyka naukowego, z wy-
szczeg6lnieniem typowych btedéw syntaktycznych, stylistycznych, gramatycznych
i wrecz ortograficznych. Ksiazke uzupelnia sze$¢ dodatkéw, takich jak wykazy
skrétow, biedoéw stylistycznych, wyrazen zargonowych, jednostek SI.

»Tylko tyle”? — zachna¢ sie ma prawo Czytelnik. Wiadnie, az tyle. Gdyby kazdy
naukowiec wiedziat, jakim kryteriom musi odpowiada¢ ,wazna” publikacja (valid
publication) oraz czym jest ,oryginalna” publikacja naukowa (primary scientific
paper), to mniej bytoby zawiedzionych nadziei, zmarnowanego wysitku i pieniedzy,
prac zaprzepaszczonych przez wydrukowanie w czasopismach o ograniczonym za-
siegu badZz nieodpowiednim profilu, badz w wydawnictwach efemerycznych (np.
w materiatach kongresowych). Gdyby kazdy zdawat sobie z tego sprawe, prace
bytyby krotkie, prezentowalyby wytgcznie wyniki ,,nowe, prawdziwe i wazne”
w formie tatwo przyswajalnej, tj. ,,logicznej, klarownej i precyzyjnej” z uzyciem
stow ,,wiasciwych, znanych i krotkich”.

Czy naprawde kazdy z nas zaczyna opisywa¢ wyniki gdy doswiadczenia jeszcze
trwaja, tj. gdy bez klopotu mozna wypetni¢ luki wytaniajgce sie przy krytycznej
analizie juz uzyskanych danych? Czy zdajemy sobie sprawe — zabierajgc sie do
pisania dla kogo piszemy? Mnie osobiscie— po dwudziestu latach publikowania
w roznych czasopismach typu ,primary”, szokujgcg nowoscig wydato sie sformu-
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towanie zdawatoby sie oczywiste: ,,Gdy doskonata praca zostata napisana — jezeli
zostanie kiedy$ napisana — to cze$¢ Wyniki mogtoby zawiera¢ doktadnie jedno zda-
nie: Wyniki przedstawiono w Tabeli 1” (s. 31). Aczkolwiek wyniki stanowig naj-
wazniejsza cze$¢ pracy naukowej, moga by¢ rzeczywiscie zawarte w paru stowach,
zwlaszcza poprzedzonych wiasciwie sformutowanym wstepem i odpowiednio opi-
sanymi metodami, a zakoficzonych dobrg dyskusjg. A dobra dyskusja to dyskusja
a nie rekapitulacja faktéw; autor powinien wyzby¢ sie wstydliwosci, powinien wska-
za¢ teoretyczne implikacje swojej pracy, jak réwniez wszelkie mozliwosci prak-
tycznego wykorzystania wynikéw. Nalezy wycigga¢ wnioski —nawet daleko idace,
gdy podbudowane faktami. Nie jest prawda, iz najlepszym trybem w pracach nau-
kowych jest tryb warunkowy z zastrzezeniem do kwadratu. Twardo stojagc na
gruncie faktéw, nalezy umieé dostrzec—i mie¢ S$miatos¢ przedstawi¢, wszelkie
konsekwencje z tych faktow ptynace!

Czy kazdy z naukowcéw zdaje sobie sprawe, jak wiele dobrych prac i wazkich
wynikéw nie ujrzato $wiatta dziennego, badz ujrzato je z duzym opo6znieniem, tylko
z powodu ztego przepisania na maszynie bgdz beztroskiego opakowania maszyno-
pisu przy wysytce pocztowej? Czy autorzy, postawieni przed recenzjg sugerujaca
poprawki i wpadajacy z tego powodu we frustracje, wiedzg iz dobre czasopisma
odrzucajg $rednio co drugi maszynopis, a przyjecie pracy do publikacji bez popra-
wek jest takg sama rzadkoscig jak spotkanie jamnika na Giewoncie? Nawet prze-
cietny wynik, prawidtowo podany, ma szanse przedrze¢ sie na tamy czasopisma;
a wynik rewelacyjny wrdci — niestety, do autora, gdy bedzie podany w byle jakiej
formie.

Kandydatow na doktorow zaszokuje zapewne motto z J. Franka Dobiego: ,,Prze-
cietne tezy doktorskie sg niczym innym, jak przenoszeniem kosci z jednego cmen-
tarzyska na inne” (s. 105). Jezeli gryzaca ironia tego stwierdzenia podziata jak
powszechnie dawniej stosowany plaster gorczycowy, moze wiecej krwi i miesa niz
kosci i kadzidta mie¢ bedziemy w naszych rozprawach? Czy nie czas, by rozprawa
miast 200 stron liczyta stron 50, a najlepiej by sktadata sie z 2—3 komunikatéw, sta-
nowiacych pierwszorzedowe zZrdédto informacji, opublikowanych prawidiowo, tj.
w Acta Biochim. Polon., Biochim. Biophys. Acta, badz Biochem. Biophys. Res.
Commun.?

Co sie za$ etyki tyczy: ,Piszac prace naukowg, autor musi wiedzie¢ dokladnie
co robi oraz po co to robi.” Nie wolno mu zapomina¢ o pewnych zasadach, ,jezeli
pragnie unikng¢ bitedéw, ktére zrujnowaly reputacje wielu naukowcdéw-autordw.
By¢ winnym dwukrotnej publikacji, tego samego materiatu lub wykorzysta¢ prace
innych bez odpowiedniego cytowania jest pogwatceniem etyki naukowej, uwazanym
za niewybaczalne w $rodowisku naukowym™ (s. VI). ,,Pierwotna praca doswiadczalna
moze by¢ opublikowana w jednym czasopi$mie tylko raz. (..) lagiat oznacza brak
naukowej obiektywnosci i skromnosci” (s. 109).

Robert A. Day ponad ¢wieré wieku zajmuje sie bibliotekarstwem, wyktadaniem,
oraz edycjg czasopism mikrobiologicznych. Wszystkie jego rady i porady dyktowane
sg wiec bogatym doswiadczeniem zyciowym i mistrzowskim opanowaniem rzemiosta
pisarskiego. Napisat dzieto, ktére jest czym$ wiecej, niz ksiazkg kucharskg. Owszem,
porad praktycznych i recept tu sporo. Zadna jednak recepta nie sprawi, by ze spar-
ciatej maki dobre wyrosto ciasto. W tej ksigzce jest co$ wiecej: gteboki rozum
i madro$¢ wsparte nie dajgcg sie ukry¢ zyczliwoscig wobec czytelnika; ironia tra-
wigca rdze do czystego metalu; jest co$, co zapobiega psuciu sie maki, co stanowi
czynnik anty—inflacyjny w nauce. Jest ta ksigzka rozsadnikiem bakcyla dobrej ro-
boty! Stanowi¢ powinna rzecz codziennego uzytku: dla mtodych — ku nauce, dla doj-
rzatych— ku rozwadze i refleksji.

Ten niewatpliwy bestseller wart jest wydania w jezyku polskim, w naktadzie
co najmniej réwnym liczbie studentéw wszystkich kierunkéw biologicznych i asy-
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stentéw instytutéw naukowo-badawczych i uniwersyteckich. Kazdy z nas— biologow,
ma do powiedzenia co$ oryginalnego o czym$ bardzo waskim i wyrafinowanym
w swojej dziedzinie; méwmy to prosto, pamietajac ze za ,tatwym czytaniem skrywa
sie piekielna meka pisania” (s. 65). Warto zapamieta¢ sformutowanie Roberta A.
Daya, iz ,,marnie zrobiony manuskrypt jest — prawie bez wyjatku, nosnikiem wattej
nauki.” Gleboka prawde skrywa zaczerpnigte z Sir Jamesa Barriedo motto, otwie-
rajace te ksigzke: ,,Wydaje sie, iz Cztowiek Nauki jest jedynym cztowiekiem, ktéry
ma co$ do powiedzenia wtasnie teraz —i jedynym, ktéry nie wie, jak to wyrazié¢.”

Wyrazam stowa giebokiej wdziecznosci Wydawcy — ISl Press (Institute for
Scientific Information, 325 Chestnut Street, Philadelphia, Pennsylvania 19106, U.S.A.)
za nadestanie egzemplarza recenzenckiego, oraz Autorowi za stworzenie wysmieni-
tego tekstu.

J. S. Knypl

R. Haschen, D. W. Scheuch
Abriss der Pathologischen Biochemie

V. E. B. Gustav Fischer Verlag Jena 1978, 188 stron, cena 29 M

Jest rzeczg zupetnie nie przypadkowa, ze w ostatnich 3 latach pokazato sie kilka
pozycji w powaznych, o Swiatowym zasiegu firmach wydawniczych, ze znamiennym
terminem w tytule ,,Pathobiochemie” np.: E. Buddecke ,,Pathobiochemie” wyd. de
Gruyter, P. Karlson ,Pathobiochemie” wyd. G. Thieme, oraz szereg wydawnictw
amerykanskich, ktérych tytutéw aktualnie nie pamigtam.

Jest to przejawem pewnej prawidtowosci i wskazuje, ze w réznych miejscach
podobnie przebiegajg procesy rozwojowe biochemii i mniej wiecej w tym samym
czasie dochodzi sie do tych samych wnioskéw, ktére ujmuje sie w jednym termi-
nie— patobiochemia — wydzielajac te gatgz dyscypliny biochemicznej od biochemii
podstawowej, i bardziej stosowanej, praktycystycznej biochemii klinicznej.

Znani mi doskonale osobiscie koledzy z Niemieckiej Republiki Demokratycznej,
znakomici specjalisci, prof. R. Haschen i W. Scheuch ksigzke swojg ,,Abriss der
Pathologischen Biochemie” wykazali, ze idg pari passu z czotdwka Swiatowa pod
tym wzgledem. Znakomicie sformutowali obecny stan i podziat dyscyplin bioche-
micznych w tabeli Nr 1 na str. 13 przeprowadzajgc analogie: biologia (ludzka) — pa-
tologia— diagnostyka; biochemia — patobiochemia — kliniczna biochemia; fizjolo-
gia— patologia — fizjologia kliniczna; anatomia — anatomia patologiczna — prosektu-
ra i cytomorfologia.

Nagromadzito sie bowiem takie mnéstwo informacji z ,patologii” wszystkich
szlakow metabolicznych, ze ich przyswojenie jest dla nie-lekarsko nastawionego
biochemika bardzo trudne. Wzgledy wiec merytoryczne, dydaktyczne i praktyczne
zmuszajg tez do trojszczeblowego podziatlu biochemii w zastosowaniu do dyscyplin
medycznych.

(0] ile ,,Pathobiochemie” Karlsona jest prawie zupetnie pozbawiona cech
powej biochemii klinicznej, jest czystg patobiochemig, o tyle ,,Zarys Patologicznej
Biochemii” Haschena i Scheucha jest jakby ustawiony posrodku tych dyscyplin.
Przejawem tego jest ukiad ksigzki i rozwiniecie treSciowe. W pierwszym rozdziale
poruszano nastepujace zagadnienia: okreslenie przedmiotu, stosunek do dyscyplin
stykowych, znaczenie patobiochemii dla opisu zdrowia i choroby, pojecie zdrowia
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i choroby, wptyw dziatalnosci stuzby zdrowia na przebieg procesu chorobowego, hi-
storia naturalna choroby i miejsce ,wejscia” ingerencji stuzby zdrowia, przedkli-
niczne okresy choroby, strategiczne kierunki dziatan stuzby zdrowia Niemieckiej
Republiki Demokratycznej, badania screeningowe jako instrument czynnej zorga-
nizowanej opieki zdrowotnej.

Fenomenologia przejawow Kklinicznych podstawowych zaburzen biochemicznych
na réznych szczeblach organizacji komérkowo-tkankowo-narzgdowej, jest tak ogrom-
na, ze autorzy sa zmuszeni do selekcji przyktadéw modelowych okreslonego typu
uszkodzenia biochemicznego. Autorzy wyszli zapewne z zatozenia, ze nie ma sensu
mnozenia przykiadéw dla tej samej zasady. Material kliniczny ulegt redukcji na
korzy$¢ przedstawienia zasad biochemicznych.

Molekularne podstawy zaburzen przemiany materii sg niezwykle ekspansywng
dziedzing dotyczacg prawie wszystkich szczebli syntezy biatka i jego regulacji. Przy-
ktadowo wymienie zagadnienia, ktére dotychczas w podrecznikach chemii klinicznej
byty wzmiankowane marginesowo: rola spoteczna wad metabolicznych, umieral-
no$¢ i Smiertelno$¢, rodzaje mutacji, lokalizacja zmian DNA nieinformatywnego,
hemoglobinopatie, anomalie tancuchéw peptydowych, polimorfizmy, defekty enzy-
matyczne, modelowo potraktowana jest fenyloketonuria, defekty genetyczne a ewo-
lucja, mutacje a selekcje, genetyka ludzka w spoteczenstwie socjalistycznym.

Szereg rozdziatdw opracowanych jest typowo: uposledzenia trawienia i wchta-
niania, zaburzenia gospodarki wodno-elektrolitowej, zaburzenia regulacji hormo-
nalnej, patobiochemia narzaddw: watroba, nerki, zaburzenia hemostazy, krzepniecia
i fibrynolizy.

Z tematow nowych, zwykle stabo uwzglednianych dotychczas w podrecznikach
chemii klinicznej, to: patobiochemia obrony immunologicznej, oraz patobiochemia
ztoSliwego wzrostu, wplyw energii promienistej.

Spis rzeczy ilustruje formalng zawarto$¢ ksigzki. Specjalista przegladajac dzieto
zauwaza w nim wlot co ,,nowego”, zaréwno pod wzgledem tresci jak i ujecia.

A ,,nowego” w ,Abriss der Pathologischen Biochemie” jest bardzo wiele. Wy-
punktuje te nowosci: skrining, zarys teorii badan skriningowych, zmiany informa-
tywnego DNA, hemoglobinopatie jako przyktad punktowych mutacji, informacje
0 genetyce ludzkiej, przy wadach metabolicznych jest od razu wprowadzenie w duze
biologiczne problemy, jak: genetyka populacyjna, mutacja i selekcja. Charaktery-

styczne jest, ze w rozdziale ,,Regulacja hormonalna” i ,,Przemiana weglowodanowa”
znajduja sie podrozdzialiki zatytutowane: ,,Chemia kliniczna”.
Szok jest nowocze$nie przedstawiony: mikro- i makrokrazenie, przemiany

w szoku, mediatory w szoku, kaskada kininowa.

W rozdziale o regulacji przemiany materii w spoczynku i wysitku wpleciona
jest energetyka biochemiczna, stany anoksemii ostrej i przewlektej, rola AMP, lo-
kalna ischemia miesnia sercowego — zawat i jego ewolucje.

Prof. R. Haschen jest specjalista w biochemii klinicznej z zakresu hepatologii
1 nefrologii. Rozpoznaje sie to doskonale w ujeciu przedmiotu, gdyz rozdzialy te,
mimo silnej, przestrzennej kompresji, oszczednosci werbalnej, sg napisane znako-
micie. Zwraca uwage rozdziat ,,Diagnostische Aspekte, Abgestufte Laboratoriums
Diagnostik”.

W rozdziale poSwieconym nerce, opisany jest aparat przykilebkowy (apparatus
iuxtamedullaris) i jego rola w utrzymaniu izowolemii i izonatremii. Ten rozdziat,
podobnie jak poprzedni — watroba — jest bardziej kliniczno-biochemiczny niz pato-
biochemiczny.

Nowymi rozdziatami sa: patobiochemia odpornosci z reakcjg gospodarz i prze-
szczep i przejecie lub odrzucenie przeszczepu, biochemia choréb autoimmunologicz-
nych, reakcja anafilaktyczna, choroba posurowicza, alergie kontaktowe.

Nowoscig jest rozdziat ,,Biochemia guzéw” z naszkicowang przemiang kwasow



RECENZJE 249

nukleinowych z informacjg o chalonach i ich roli, swoistoscig przemian oraz chemia
kliniczna nowotworow.

Dla mnie osobiscie jest znakomity maly rozdzialik, ale jakze peten tresci,
»Strahlenvirkung...” stanowiace $wietne i klarowne wprowadzenie do mechanizméw
reparacyjnych, defektow mechanizmoéw reparacyjnych i ich patologii.

W ujeciu biochemicznym ustr6j coraz bardziej przybiera cechy wspaniatlej,
niestychanie skomplikowanej maszyny, ktéra zadbata nawet o wlasne warsztaty
naprawcze i wykazuje powazne zaburzenia z powodu niedomogi tych warsztatéw.

Reasumujac, ci ktorzy znaja niemiecki, otrzymujg doskonale, zwarte, bardzo
proste i klarowne w formie opracowanie najnowszych informacji z zakresu bio-
chemii klinicznej.

Bardzo wartosciowa ksigzka.

L. Tomaszewski

R. A. D. Williams, J. C. Elliot
Basic and Applied Dental Biochemistry

Churchill Livingstone, Edinburgh, London, New York, 1979, str. 311

Recenzowana ksigzka, zgodnie z zapowiedzig wydawcy przeznaczona jest dla
studentéw stomatologii jako podrecznik biochemii. Bytby wiec to pierwszy na S$wie-
cie podrecznik biochemii specjalnie przeznaczony dla tego Kkierunku nauczania.
Jako taki ma tez nietypowy ukiad i odbiegajacy od wiekszosci podrecznikéw bio-
chemii zakres tresci. Biochemia ogélna zajmuje bowiem potowe objetosci ksigzki,
w drugiej natomiast potowie przedstawiono niektére zagadnienia z biochemii, wazne
dla studenéw stomatologii, takie jak biochemia bakterii, chemia fosforanéw wapnia,
sktad i chemia zeb6w z uwzglednieniem S$rodowiska zewnetrznego, wapnienie kosci
i zebow, biochemia zwigzkéw fluoru oraz biochemiczne aspekty réznych choréb ze-
bow. Catos¢ ksigzki uzupetnia dodatek obejmujacy opis niektorych technik stosowa-
nych w biochemii i biofizyce.

Pierwszych pie¢ rozdziatéw ksigzki autorzy poswiecili opisowi witasciwosci i bu-
dowy podstawowych sktadnikéw ustroju, poczagwszy od atomoéw a zakonczywszy na
skomplikowanych czasteczkach biopolimeréw. Szczeg6lnie doktadnie, z duzg za-
cietoscig pedagogiczna, opracowano w rozdziale pierwszym tematy dotyczgce wiag-
zah chemicznych i tworzenia sie chelatow. Krdétko, chociaz w sposéb istotny dla stu-
dentow stomatologii opisano stan krystaliczny zwigzkéw i sposoby jego badania.
Rozdzialy od 2 do 4 wiacznie poswiecono biopolimerom. Budowe i whasnosci tych
zwigzkéw przedstawiono w sposob prosty, nie przetadowany szczeg6tami, chociaz
catkowicie wystarczajacy dla zrozumienia ich funkcji biologicznej. Roéwniez wy-
bér przyktadéw, doskonale dobranych do celu jakiemu ma stuzyé ksigzka a cyto-
wanych przez autoréw w tych rozdziatach, Swiadczy o ich duzym znawstwie przed-
miotu. Widoczne jest to takze podczas czytania kolejnego rozdziatu ksigzki, doty-
czacego lipidéw, bilon komoérkowych i detergentéw.

W nastepnych czterech rozdziatach ksigzki autorzy oméwili biochemie dyna-
miczng, a wiec przemiany energetyczne komorki, przemiany anaboliczne i katabo-
liczne jak réwniez trawienie i zywienie. Znalezé w nich mozna tez pewne elementy
budowy morfologicznej komorki. Wszystkie rozdziaty sg dobrze ilustrowane, co
utatwia przyswajanie zawartego w nich materiatu.

Poréwnujac ilos¢ materiatlu zawartego w rozdziatach dotyczacych biochemii
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statycznej z iloScia materiatlu zawartego w czeSci dotyczacej biochemii dynamicz-
nej odnosi sie wrazenie, ze tego pierwszego jest zbyt duzo, ze zbyt szczegétowo po-
traktowano opis budowy i wiasnosci fizyko-chemicznych atomoéw i czgsteczek
zwigzkéw. Bardzo istotnym wiec uzupetnieniem materiatu z biochemii dynamicz-
nej, zwtaszcza dla studentéw stomatologii jest omoéwienie w dalszych rozdziatach
ksigzki wybranych dziatdw $ci$le zwigzanych z przemianami zachodzacymi w zebach
i jamie ustnej.

Biochemie bakterii, w tym fermentacje bakteryjne i bakteryjne hydrolizy bio-
polimerow autorzy przedstawili w kolejnym dziesigtym rozdziale ksigzki. Dwa dal-
sze dotyczg sktadu chemicznego zeb6w, proceséw chemicznych zachodzgcych w nich,
chemii fosforanéw wapnia a w szczeg6lnosci procesdw wapnienia. Rozdzialy te
Swiadczg o0 bogatej wiedzy specjalistycznej autoréw tego podrecznika oraz umie-
jetnosci podania jej w sposob najbardziej celowy dla osiggniecia zamierzonych re-
zultatéw. Dotyczy to réwniez dwoéch ostatnich rozdziatow ksigzki, w ktorych autorzy
zajeli sie opisem chorob zebow i ich biochemicznym skutkom oraz zapobieganiu
tym chorobom. Obszernie tez potraktowano chemiczne witasciwosci zwigzkow fluoru,
odgrywajacych tak istotng role zaréwno w kostnieniu zebéw jak i w podatnosci
zebéw na proéchnice. Ostatnie sze$¢ rozdziatdw ksigzki zawiera wiec nowoczesng
wiedze z zakresu biochemii zeb6w i ich otoczenia a na tyle obszerng, ze mogg z niej
korzysta¢ nie tylko studenci stomatologii ale réwniez lekarze praktycy. Dodatkowa
zaletg ksigzki, jako podrecznika jest bogaty zbiér cytowanej na koricu kazdego roz-
dziatu literatury umozliwiajacej poglebienie wiedzy z réznych dziatdw bioche-
mii, zwilaszcza ze cytowane sg najnowsze pozycje piSmiennictwa (do roku 1977
wigcznie).

W sumie ksigzka Williamsa i Elliotta stanowi istotng pozycje wsrod podrecznikéw
biochemii i jedyng przeznaczong specjalnie dla studentdw stomatologii.

K. Nowak

Steroid Hormone Receptor Systems

Red. Wendell W. Leavitt, and James H. Clark
Plenum Press, 1979, New York, London, stron IX + 489, cena $ 45

Recenzowana ksigzka stanowi 117 tom serii Advances in Experimental Medicine
and Biology. Sktada si¢ z 26 prac prezentowanych na Sympozjum Uktady recepto-
rowe hormonéw sterydowych, ktére odbyto sie w Shrewsbury (Massachusetts)
w dniach 18—20 pazdziernika 1978 r. Sympozjum zgromadzito wielu wybitnych ba-
daczy zajmujgcych sie zagadnieniem recepcji hormonéw sterydowych przez ko-
morki tkanek docelowych oraz stato sie okazjg do wreczenia dwém sposréd nich:
doktorowi Elwoodowi Jensenowi (Stany Zjednoczone) i profesorowi Etienne Bau-
lieu (Francja) nagrody imienia Gregory Pincusa — tworcy hormonalnej antykon-
cepcji. W zwigzku z tym wyrdznieniem w wystgpieniach obu uczonych znalaztly
sie wspomnienia o ich kontaktach z dr Pincusem i refleksje poswiecone oddzia-
tywaniu tej nieprzecietnej indywidualno$ci naukowej na ksztattowanie osobowosci
badawczej uczniow i wspdtpracownikow. Celem Sympozjum byto przedstawienie,
dyskusja i popularyzacja nowych osiggnie¢ w dziedzinie regulacji i funkcji biatek
receptorowych posredniczacych w czynnosci hormonéw o strukturze sterydowej.
Monografia zawiera prace dotyczace receptoréw wszystkich grup hormonoéw stery-
dowych: estrogendw (9 prac), progestagendw (7 prac), glikokortykosterydow (4 prace)
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i androgenoéw (1 praca). Tematem dwoch prac sa receptory wystepujace w guzach
sutka, a jednej—wigzace sterydy biatka niereceptorowe, ktoére réznig sie od re-
ceptor6w mniejszg swoisto$cig wigzania oraz nizszg wartoscig statej asocjacji Ka
kompleksu biatko-ligand sterydowy.

Prawie wszystkie prace majg charakter prezentacji wynikdéw eksperymen-
talnych uzyskanych przez poszczeg6lne zespolty w okresie poprzedzajagcym Sym-
pozjum. Jedynie wyktad prof. Baulieu (,,Aspects of steroid hormone-target cell
interactions™) rézni sie od wystgpien innych uczestnikéw, stanowi bowiem rodzaj
przegladu dotychczasowych osiggnie¢ w dziedzinie badan nad mechanizmami re-
cepcji hormonoéw sterydowych przez komoérki docelowe oraz fizjologicznymi i far-
makologicznymi aspektami tych zjawisk. Wyktad ten, odznaczajgcy sie logiczng
konstrukcjg i typowa dla tego badacza jasnoscig stylu, jest doskonatym uzupetnie-
niem prac eksperymentalnych i od niego witasnie, zdaniem recenzenta, powinni
rozpoczyna¢ lekture omawianej ksigzki Czytelnicy bedacy na poczatkowych eta-
pach fascynacji zagadnieniem recepcji hormonéw sterydowych. Wyniosg oni
réwniez duze korzysci z lektury krotkich rozdziatbw wprowadzajacych, ktore po-
przedzajg wszystkie prezentowane prace. Zawierajg one treSciwe rekapitulacje wy-
nikow dotychczasowych badan w danej dziedzinie oraz motywacje podjecia badan
aktualnie prowadzonych.

Chciatbym przede wszystkim zwrdci¢ uwage na dwie prace z laboratorium
Berta O’Malleya: ,,Structural relationships between the chick oviduct progesterone
receptor A and B proteins” oraz ,,The ovalbumin gene: transcriptional regulation by
estrogen”. Wrazliwe na progesteron komoérki jajowodu kurczecia zawierajg w cy-
toplazmie biatka posiadajgce zdolno$¢ ,,rozpoznawania” tego hormonu (receptory)
i faczenia sie z nimi w sposéb wybidérczy. Kompleks cytoplazmatycznego receptora
z czasteczkg progesteronu przemieszcza sie w Kierunku jadra komoérkowego, w ktd-
rym przytagcza si¢ do miejsc receptorowych rozmieszczonych na chromatynie. W ten
sposob dochodzi do aktywacji pewnej liczby $ci$le okreslonych gendéw i ta selektyw-
no$¢ dziatania kompleksu receptor-steryd przejawia sie w gromadzeniu swoistych
typow czasteczek mRNA. Stwarza to warunki syntezy swoistych biatek i ttumaczy
efekty fizjologiczne wywotywane przez progesteron (a takze inne hormony sterydowe,
bo mechanizm ten jest wspdlny dla wszystkich ich grup). Autorzy izolowali kwasy
rybonukleinowe dla takich biatek, oczyscili je i zastosowali do bezposredniej, prowa-
dzonej in vitro, syntezy komplementarnego DNA (cDNA). Przy uzyciu znakowanego
cDNA udato sig oceni¢ iloSci mMRNA powstajacego w wyniku dziatania poszczeg6lnych
sterydéw. Zbadano proces indukowanej przez esterogeny syntezy i akumulacji owal-
buminowego mRNA, a takze organizacje i strukture genu dla owalbuminy.

Na uwage zastuguje rdéwniez praca przedstawiona przez Jensena i wsp. (The
immunoendocrinology of estrophilin), ktérej wyniki obrazuja postep, jaki dokonat
sie¢ w dziedzinie badan nad receptorami. Oto kilkanascie zaledwie lat od sformuto-
wania receptorowej hipotezy dziatania hormonéw sterydowych nie tylko okreslono
charakter chemiczny i cechy fizykochemiczne receptorow, przesledzono ich zacho-
wanie w komoérce po potaczeniu z czasteczkg hormonu, wyizolowano i oczyszczono
wystepujgce w znikomych ilosciach receptor estrogenowy — estrofiling, ale roéwniez
dokonano tym biatkiem immunizacji kilku gatunkéw zwierzat, otrzymujac swoiste
dla estrofiliny przeciwciata. Przeprowadzona przez autoréw pracy reakcja tych
przeciwciat zaréwno z cytoplazmatycznym jak i jadrowym receptorem (z tym ostat-
nim wigze sie wiecej przeciwciat) Swiadczy o immunochemicznym podobienstwie
tych dwéch odmian estrofiliny i powaznie wspiera hipoteze, wg ktdrej receptor
jadrowy wywodzi sie z cytoplazmatycznego i jest jego dimerem. Znaczenie tej
pracy polega réwniez na tym, ze otrzymane przez autoréw przeciwciata bedag cen-
nym narzedziem w bardziej subtelnych badaniach nie do korica jeszcze poznanego
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mechanizmu dziatania hormonéw, pozwolg bowiem m.in. wykrywaé¢ biatka recepto-
rowe niezaleznie od ich zdolnosci wigzania radioaktywnego sterydu. Przeciwciata
te zwigzane z Sepharozg lub innymi nos$nikami, stanowig najbardziej swoiste na-
rzedzia oczyszczania i izolowania estrofiliny. Wysoce swoista reakcja przeciwciat
z estrofiling komérek raka sutka, przy jednoczesnym braku reakcji z receptorami
progesteronu i androgenéw, stwarza mozliwo$¢ wykorzystania jej do bardzo do-
ktadnego oznaczania zawartosci receptorow w celu wybrania najwitasciwszej terapii
nowotworu.

Z tym ostatnim zagadnieniem, waznym z lekarskiego punktu widzenia, wigzag
sie réwniez dwie inne prace: , Estrogen control of progesterone receptor induction
in human breast cancer: role of nuclear estrogen receptor” (Kathryne Horwitz
i William McGuire) oraz ,,Estrogen and antistrogen action: studies in reproductive
target tissues and tumors” (Benita Katzenellenbogen i wsp.). Zwigzek raka sutka
z uktadem dokrewnym odkryt 80 lat temu Beatson, wykazujac, ze usunigcie jaj-
nikéw pacjentkom cierpigcym na to schorzenie wywotuje regresje (zmniejszenie
lub zanik) guza. W latach ostatnich, gtéwnie dzigki badaniom McGuire i wsp.,
ustalono, ze guzy wrazliwe na leczenie hormonalne zageszczaja estradiol w wiek-
szym stopniu (a wiec zawierajg wiecej miejsc receptorowych) niz komdérki guzéw
nie podatnych na leczenie hormonalne. lloSciowe oznaczanie receptoréw estra-
diolu i progesteronu w tkance guza pozwala w znacznej mierze przewidywaé wy-
niki terapii hormonalnej: wzrost guzéw z duzg zawartoscig biatek receptorowych
mozna zahamowaé¢ za pomocg leczenia estrogenami i progestagenami, natomiast
guzy zbudowane z komérek ubogich w ten biatka nie poddajg sie leczeniu hormo-
nami i wymagajg stosowania silnie dziatajgcych srodkéw farmakologicznych.

Rekapitulujac, jest to bardzo cenna monografia, stanowigca w zasadzie peiny
przeglad osiggnie¢ uzyskanych w ostatnim okresie przez o$rodki badawcze zajmujace
sie zagadnieniem recepcji hormonéw sterydowych *). Przedstawione w niej wyniki
zblizajg nas do zrozumienia zadziwiajgcej réznorodnosci biologicznych oddziatywan
hormonéw o strukturze sterydowej, problemu o kapitalnym znaczeniu biologicznym.
Dlatego ksigzka ta powinna zainteresowa¢ nie tylko endokrynologéw, onkologow
i biochemikoéw ale réwniez cytologéw i fizjologow.

B. Szukalski

Struktur und Synthese von Immunglobulinen und die Bedeutung von
Mediatoren bei Immunreaktionen

Red. R. Dargel, D. Dettmer

VEB Verlag Volk und Gesundheit, Berlin, 1979, stron 104, cena 12 M

Przedstawiona do oceny ksigzka stanowi 33 tom seryjnego wydawnictwa ,,Po-
stepy Medycyny Doswiadczalnej” (Ergebnisse der experimentellen Medizin). Ksigzka
zawiera zbiér 10 artykutdw opracowanych przez réznych Autoréw: 1. Struktura
przeciwcial i zagadnienia swoistosci immunologicznej —J. Gergely, 2 Struktura

*) Na odbywajacy sie w tym samym okresie w New Delhi V Miedzynarodowy Kongres
poswiecony hormonom sterydowym zgtoszono tylko ok. 10 prac o tematyce receptorowej.
Dodajmy, ze materiatly tego Kongresu, obejmujace mi49 prac i referatéow, zostaty opubli-
kowane w The Journal of Steroid Biochemistry, tom 11, Nr 1, cze$ci A, B, C (1979).
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i genetyka markerow antygenowych w immunoglobulinach — M. W. Turner i J. B.
Natvig, 3. Struktura IgA —J. Brock, 4 Immunoglobuliny klasy IgM — G. Zimmer-
man, 5 tancuch J w polimerycznych immunoglobulinach: witasciwosci i funkcje,
6. Regulacja syntezy przeciwciat—H. Ambrosius, 7. Oddziatywania makrofagéw
z komérkami T w czasie pierwotnej odpowiedzi immunologicznej, in vitro, przeciw-
ko heterologicznym erytrocytom, 8. Procesy indukcji w czasie powstawania prze-
ciwciat w hodowlach komdrkowych, 9. Wptyw limfokin na makrofagi— W. Zschie-
sche, B. Fahlbusch, I. Schumann, 10. Preparacja, charakteryzacja i terapeutyczne
stosowanie ,,czynnika przenoszacego” (,transfer-factor”). Kazdy z artykutéw sta-
nowi krotkie, monograficzne opracowanie omawianych zagadnien i zawiera spis
cytowanej literatury. Immunologia stanowi bardzo szybko rozwijajgca sie galgz
nauki i opracowania typu przedstawionego w omawianej ksigzce powinny by¢ za-
opatrzone w mozliwie najswiezsze odnosniki literaturowe, czego nie obserwouje sie
w wielu rozdziatach tej ksiazki. Zagadnienia omawiane w Kksigzce przedstawione
sa w sposéb jasny i pokrywajg duza cze$¢ immunologii. Zawarte informacje sag
interesujace dla immunologéw jak réwniez moga byé wykorzystane przez bioche-
mikow.

J. Lisowski

Homeostasis of Phosphate and other Minerals

red. S. G. Massry, E. Ritz i A. Rapado

Plenum Press, 1978, New York, London, str. 352, $ 59.40

Recenzowana monografia stanowi 103 tom z serii Advances in Experimental
Medicine and Biology i zawiera prace naukowe przedstawione na IlIl Miedzynaro-
dowej Konferencji na temat przemiany fosforanéw i innych mineratéw, odbytej
w lipcu 1977 r. w Madrycie.

Monografia zawiera 54 prace naukowe autordw z 15 uczestniczacych w kon-
ferencji krajéw. Pod wzgledem tematycznym wydzieli¢ mozna w ksigzce 7 czesci,
/. ktérych kazda stanowi odrebno$¢ tematyczna.

W czesci |, dotyczacej mechanizmow nerkowego transportu fosforanéw wapnia
i magnezu wiekszo$¢ prac ma charakter doswiadczalny i koncentruje sie przede
wszystkim na czynnosci cewek nerek oraz wptywu parathormonu, metabolitow wit. D
craz zaleznosci fosforanéw od hipofosfatemii i operacyjnego usunigcia tarczycy
i przytarczyc. Cze$¢ Il omawia badania jelitowego transportu fosforandéw w warun-
kach fizjologicznych i doswiadczalnej hiperkalcemii. Prace rozwazane w czesci Ill
dotyczgce gtownie przemiany fosforanéw i innych mineratléw w stanach chorobo-
wych. Na podkreslenie zastuguja te prace, ktore dotyczg niedoczynnosci przytarczyc,
kamicy wapniowej i samoistnej hiperkalourii. W czesci IV oméwiono metaboliczne
konsekwencje ustrojowego niedoboru fosforanéw. Na szczeg6lng uwage wséréd tych
prac zastuguje omowienie S. G. Massry’ego, klinicznych zespotdw niedoboru fosfo-
ranow. Cze$¢ V dotyczy uktadu kostnego, ze szczegllnie obszernym omoéwieniem roli
fosforan6éw oraz parathormonu w patogenezie osteodystrofii nerkowej. W czesci VI
przedstawiono wspoétczesne poglady na temat wptywu metabolicznie czynnych ana-
logdbw witaminy D na nerkowe mechanizmy transportu fosforandw w aspekcie dzia-
tania fizjologicznego, farmakologicznego oraz terapeutycznego. Cze$¢ VII zawiera
prace omawiajgce dziatanie parathormonu na przemiany fosforanéw. Na wyro6znie-



254 RECENZJE

nie zastuguje praca dotyczaca metabolizmu parathormonu u ludzi zdrowych i cho-
rych z niedoczynnoscig nerek.

Monografia zawiera prace bardzo cenne tematycznie zaréwno dla badaczy zaj-
mujacych sie doswiadczalnie przemiang fosforandw, jak tez dla klinicystow, w kto-
rych praktyce leczenie niewydolnosci nerek stanowi pierwszoplanowe zagadnienie.

Ksigzka zawiera 111 rycin, 10 tabel, 19 schematéw oraz 21 zdje¢ fotograficz-
nych.

A. Sliwowski

M. Shamma, J. L. Moniot

Isoquinoline Alkaloids Research 1972—1977

Plenum Press, 1978, New York, London, stron 442, cena 47.40 $

Ksigzka ,,Badania nad Alkaloidami izochinolinowymi 1972—1977”, zawiera sze-
roki material dotyczacy ostatnich badan nad strukturg i synteza alkaloidéw izo-
chinolinowych. W pewnym sensie jest to dalszy cigg ksigzki M. Shamma , The
Isoquinoline Alkaloids — Chemistry and Pharmacology” wydanej przez Academic
Press i Verlag Chemie GmbH w 1972 roku.

Recenzowana ksigzka zawiera ogromny materiat eksperymentalny opubliko-
wany w podanych latach. Przeglad ten nie opisuje wszystkich nowych alkaloidéw
izochinolinowych wyizolowanych w wymienionym okresie. Autorzy koncentruja sie
raczej na dyskusji wybranych alkaloidéw w celu pokazania ciekawych przyktadow
i metod.

Kazdy rozdziat (jest ich 34) zaczyna sie dyskusjg nad' ustaleniem struktury
poszczegblnych alkaloidéw lub catej grupy, nastepnie podana jest synteza tych
zwigzkdéw, charakterystyczne reakcje, farmakologia i biogeneza.

Na zakonczenie kazdego rozdziatu opublikowna jest interpretacja widm IR,
NMR, spektometria masowa i UV poszczeg6lnych alkaloidéw.

Trudno jest streszcza¢ tak bogato przedstawiony materiat doswiadczalny. Po-
dany jest on w spos6b przejrzysty i zwiezty uwzgledniajacy nowe reakcje i od-
czynniki. Wiekszo$¢ reakcji przedstawiona jest w postaci schematéw i rycin
z uwzglednieniem warunkéw reakcji. Tak bogaty materiat uzupetniony jest ogromna
bibliografig, co pozwala ksigzke te traktowaé, jako bardzo dobry podrecznik dla
0s0b zajmujacych sie alkaloidami, nie tylko dla chemikoéw, ale takze dla bioche-
mikow i farmakologow.

J. Wrébel
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrdcenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tres¢ pracy.

PiSmiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich kilku
lat oraz najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajgce przedstawiong dziedzine
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich
cytowania w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikow (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 2T6,
(1) np.:

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

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

London;

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

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

Tabele nalezy kolejno numerowaé cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac ich tres¢ zaznaczajgc, z jakich (jakiej) prac(y) po-
chodzg informacje podane w tabeli.

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

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

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

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