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ekwencja nukleotydéw w czgsteczkach DNA okresla sekwencje aminokwa-
sowag zakodowanego przez nie biatka, ale nie ujawnia modyfikacji posttrans-

krypcyjnych. Sekwencja aminokwasOw z kolei tagczy informacje genetyczng (za-

pisang w DNA) ze strukturg przestrzenng biatka, od ktérej zatezy jego funkcja
biologiczna. Sekwencje aminokwasowe biatek niespokrewnionych bardzo réznig
sie miedzy soba. Podobienstwa sekwencji aminokwasowych pojawiaja sie tytko
u tych biatek, ktére w}wodzg sie ze wspdinego pnia ewolucyjnego. Poréwnujac
sekwencje tych samych biatek wyizolowanych z r6znych gatunkéw mozna wy-
ciggna¢ wnioski na temat ich genealogicznego pokrewienstwa, a natura przy-
padkowych mutacji pozwala takze okre$li¢ czas dywergencji (czyli rozdzielenia
sie) dwdch linii ewoluc3jnych. W zwigzku z tym sekwencje aminokwasowe do-
starczajg wiele cennych informacji dotyczacych pokrewieristwa biatek, ich sto-
sunkéw ewotucyjnych i choréb wywotanych mutacjami. Znajomos$¢ sekwencji
jest réwniez bardzo cenna w badaniach nad konformacjg i funkcjg biatek (1).

W celu ustalenia sekwencji aminokwasowej ferrytyny tubinowej wykonano
western blotting. Otrzymang replike na membranie PVDF wykorzystano do
przeprowadzenia sekwencjonowania w Wittmann Institute of Technology and
Analysis of Biomolecules w Teltow k. Berlina, Niemcy.

W wyniku przeprowadzonych badar otrzymano nastepujaca N-kohcowa
sekwencje aminokwasowa;:

PNVSLARQNY

Z analizy N-kohcowych sekwencji aminokwasowych obu podjednostek fer-
rytyny tubinowej wynika, ze podjednostka lekka powstaje przez skrocenie pod-
jednostki ciezkiej. Sekwencje N-koricowe obu podjednostek sa bowiem iden-
tyczne. Najprawdopodobniej podjednostki te sa wynikiem modjdikacji post-
translacyjnej, a nie produktami réznych mRNA specyficznych dla ferrytyny.

Nastepnie poréwnano sekwencje aminokwasowsg ferrytyny tubinowej ze
znanymi juz sekwencjami aminokwasowymi ferrytyny wyizolowanej z r6znych
organizmow:
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a) roslin:

e Glycine max (soja zwyczajna):

e Phaseolus vulgaris (fasola /Zwykia);

e Pisum sativum (groch zwyczajny):

e Zea mays (kukurydza zwyczajna):

b) zwierzat:

e Xenopus laevis (zaba szponiasta);

e Lymnaea stagnalis (btotniarka stawowa)

cyty;

e Pacifastacus leniusculus (langusta);

c) cztowieka [Homo sapiens).
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komoérki somatyezne i oo-

Sekweneje te wyszukano w GenBanku dostepnym na serwerze National
Center for Biotechnology Information (2-8). Poréwnywano je za pomoca pro-
gramu komputerowego Pile Up (9). W zestawieniu nie ujeto sekwencji ba-
kteryjnych, poniewaz dostepne sekwencje byly zbyt krotkie, aby komputer
mogt je uwzgledni¢ w analizie poréwnawezej.
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Zachowawczos$¢ sekwencji aminokwasow w roslinnych feriytynach waha
sie od 60 do 92,5%. Wszystkie przedstawione ferrytyny poehodzg z roslin
okrytozalgzkowych i by¢ moze to jest przyczyng tak duzego podobienstwa.
Woprawdzie przedstawiona analiza nie jest odwzorowaniem ealego ewolueyj-
nego rozwoju roslin, jednakze dowodzi zaehowawezosci tego biatka i jego
duzego znaczenia dla komoérek roslin okrytozalgzkowych. Zachowawcze sg
zwlaszeza sekweneje od 101 do 160 aminokwasu oraz od 210 do 300, ktoére
wykazujg duze podobienstwo takze z ferrytynami zwierzecymi i ludzka. Po-
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twierdzeniem wysokiej zachowawczosci sekwencji aminokwasowej fenytyny
roslinnej moze by¢ analiza sekwencji nukleotydowych w DNA. Dostepne se-
kwencje roslinne (z Zea mays i Glycine mcu<* poréwnano za pomocg programu
komputerowego BESTFIT (10).

Zea mays Xx Glycine max

1378 CAGTGTGGAGTACAACGCCTCGTATGCGTACCACTCCCTCtTCGCCTACT 1427

1175 CAGTGTGGAATACAATGCTTCCTATGCGTACCACTCCTTGTTTGCATACT 1224

1428 TCGACCGCGACAACGTGGCCCTCAAAGGATTTGCCAAGTGAGTAGCCGTT 1477

1225 TTGACAGGGACAACGTGGCTCTCAAGGGATTTGCCAAGT ... ... ... 1263
1478 GCCGTCGTCGTCGTTGCCTGCGTCTCGCTACCAACCAACTTCGGCTATCC 1527

1264 e AACCAACACAAAACCCCTTTC. 1284

1528 GTCTGTAAACAATAAATCACAGCATTACCGTTGATGTGGTTCTGCACACC 1577

1285 . .CTCTAAATGTTTATTCTGTTTCTCAAATGGGTTTTCAATTTCATGCGC 1332
1578 TGTTCTGTTCCTCCAGGTTCtTCAAGGAATCCAGCGACGAGGAGAGGGAG 1627

1333 TGTTATGTGAAAACAGGTTCTTCAAGGAATCTAGTGAGGAAGAAAGAGAG 1382

1628 CACGCTGAAAAGCTCATGGAGTATCAGGT 1656

1383 CACGCTGAAAAGCTCATGAAATATCAGGT 1411

Z analizy tej wynika, ze istniejg fragmenty o duzej homologii — 72,2%.

Ferrytyna roslinna syntetyzowana jest w formie prekursora zaopatrzonego
w N-terminalng sekwencje dodatkowg — tzw. tranzytowsa. Dzieki niej pre-
kursor moze by¢ przetransportowany przez otoczke chloroplastu do jego wne-
trza. Na zewnetrznej btonie otoczki znajdujg sie receptory rozpoznajace i wig-
zace prekursor bez udziatu energii. Sam proces transportu biatka do wnetrza
chloroptastu wymaga juz jednak energii. Wewnatrz chloroptastu nastepuje
odciecie sekwencji dodatkowej przez endopeptydaze, w wyniku czego powsta-
je dojrzate biatko zdolne do petnienia swojej funkcji. Jest to tzw. posttrans-
lacyjne dojrzewanie biatka (11). Sekwencja tranzytowa ztozona jest zazwyczaj
z ok. 50 nukiteotyddéw. Z pordwnania sekwencji aminokwasowych ferrytyny
wyizolowanej z réznych roslin wynika, ze ferrytyna wydzielona z tubinu tej
sekwencji nie posiada. Prawdopodobnie ulegta ona odcieciu w czasie procesu
izotacji i oczyszczania biatka.

Podsumowujac, sekwencjonowanie DNA i chemiczna analiza biatka sg
komptementamymi technikami stosowanymi do badan strukturalnych pod-
staw funkcji biatka.
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Conservation of ferritin amino acid sequences
Summary

The present review describes the conservation of ferritin amino acid sequences. We investi-
gated the N-terminal amino acid sequence of lupin ferritin. We found that both subunits had
the same N-terminal sequence. Our data confirm that subunits are not programmed by different
MRNAs but they are a result of posttranslational modification. The smaller subunit has a lower
molecular weight probably because of deletion of some amino acids from the C-terminal end.

Then we compared the lupin ferritin sequence with other known ferritin sequences from
plants and animals. Sequence data showed that the identity of plant sequences was 60-92,5%.
This high sequence similarity was improved by analysis of genomic DNA from maize and soybean.
Both DNAs share 72,2% nucleotide sequence identity.

An additional plant specific sequence (named the transit sequence) was observed at the
N-terminal end. This sequence consists of 50 nucleotides. We found that lupin ferritin did not
have that sequence. We suggest that the deletion of the transit sequence in lupin ferritin seems
to be the result of isolation and purification.
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