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Profesor dr hab. WITOLD DRABIKOWSKI 
1925— 1983

Dnia 17 września 1983 roku zm arł w wieku 58 la t w pełni sił tw ór­
czych prof. dr hab. Witold Drabikowski, nasz kolega, przyjaciel i nauczy­
ciel, w ybitny uczony o światowej sławie.

Przez ponad 31 lat swego życia związany był z Insty tutem  Biologii 
Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego, w którym  w 1952 roku roz­
począł pracę, bezpośrednio po studiach w Uniwersytecie Łódzkim. Ukoń­
czył dwa wydziały, chemię i biologię w zakresie biochemii. Obie jego 
prace m agisterskie zostały opublikowane. Pracę naukową w Instytucie 
zaczął w zespole zajm ującym  się biochemią mięśni. I biochemii mięśni 
poświęcił swe zdolności oraz pasję badawczą przez cały czas swej kariery  
naukowej. Obdarzony niezwykłą inteligencją i wyobraźnią naukową, 
szybko stał się au tory tetem  w tej dziedzinie wiedzy. Początkowo zajm o­
wał się badaniem  związków fosforowych mięśni, a następnie białek 
m ięśniowych oraz, w ostatnich latach, białek kurczliw ych i regulujących 
skurcz komórek niemięśniowych. Szczególnie owocne i ważkie wyniki do­
tyczą białek regulujących skurcz mięśnia oraz s tru k tu ry  drugo- i trzecio­
rzędowej białek wiążących jony wapnia.

Witold Drabikowski uzyskał doktorat w 1959 roku, habilitował się 
w roku 1963; w roku 1970 został m ianowany profesorem  nadzwyczajnym, 
a w roku 1976 — profesorem  zwyczajnym. Kierow nik Zakładu noszącego 
ostatnio nazwę Zakładu Badania Mięśni i System ów Kurczliwych, był 
prom otorem  12 prac doktorskich. Z Jego Zakładu czterech doktorów 
osiągnęło już pozycję samodzielnych pracowników naukowych. Opubliko­
w ał jako autor, lub współautor ponad 150 prac doświadczalnych i a rtyku ­
łów przeglądowych; był w ybitnym  organizatorem  prac badawczych. Jako 
kierow nik prac doświadczalnych bardzo wym agający, w dyskusji nauko­
wej bywał trudny, lecz zawsze gotowy uznać każdy rzeczowy argum ent.
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Dzięki swej naukowej pozycji z łatwością kierow ał swych uczniów i współ­
pracowników na staże podoktorskie do najlepszych zagranicznych ośrod­
ków naukowych. Od szeregu też lat żaden poważniejszy zjazd w dziedzinie 
biochemii m ięśni nie odbył się bez Jego udziału, lub też udziału Jego 
uczniów. W uznaniu osiągnięć naukowych otrzym ał indyw idualną nagrodę 
państw ową pierwszego stopnia, a także wiele zespołowych nagród wraz 
ze współpracownikami. Stworzył On liczącą się w nauce światowej polską 
szkołę badań m olekularnych mechanizmów skurczu mięśni.

Profesor W itold Drabikowski, człowiek o głębokiej wiedzy i szerokich 
zainteresowaniach, także pozazawodowych, odznaczał się przedsiębior­
czością i niezwykłą energią w  działaniu. Był patrio tą  głęboko zaangażo­
wanym  w spraw y K raju , zawsze znajdującym  czas na działalność spo­
łeczną. Czynnie uczestniczył w radach naukowych, tow arzystw ach 
i kom itetach Polskiej Akadem ii Nauk. Był rom antykiem  w iernym  swoim 
zasadom, bezkompromisowym  i odważnym, szczególnie wrażliwym  na 
nonsens i indolencję.

Mimo poważnej choroby, na  k tórą cierpiał przez ostatnie lata, nie 
zwolnił tem pa działania i nie zmienił trybu  życia — dosłownie do ostatniej 
chwili pracował naukowo. Pozostanie w  naszej pamięci jako barw na, silna 
osobowość o wielkim  naukow ym  autorytecie.
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NOWE W BIOCHEMII

Post. B ło ch em ., 30, 5—9, 1984

A NNA D. INGLOT *>

Kilka uwag o kontroli wzrostu i różnicowania komórek 
przez hormono-podobne czynniki tkankowe **)

W ydaje się, że n ie można zrozum ieć znaczenia odkrycia transform ujących czyn­
ników  w zrostu bez poznania podstaw ow ych m echanizm ów  horm onalnej kontroli 
w zrostu i różnicow ania kom órek i tkanek. Kontrola ta odbyw a się przy udziale 
klasycznych horm onów  w spółpracujących z czynnikam i tkankow ym i (tissue factors),  
które często określa się jako tzw. „niek lasyczne” horm ony. D la przykładu podam, 
że spośród klasycznych horm onów  endokrynow ych tylko insulina w ykazuje bezpo­
średnie działanie m itogenne i to w  ograniczonym  stopniu. Podczas gdy przysadkow y  
horm on w zrostu (som atotropina) działa poprzez czynniki w zrostu zw ane som ato- 
m edynam i.

C zynniki w zrostu zostały zdefiniow ane jako substancje, w ytw arzane przez 
różne tkanki, które stym ulują podziały kom órek i posiadają inne w łaściw ości tro­
ficzne, lecz n ie są ani czynnikam i odżyw czym i, strukturalnym i ani też enzym am i. 
Czynniki w zrostu są zw yk le białkam i inform acyjnym i reagującym i w  nanogram o- 
w ych lub pikogram ow ych stężeniach ze sw oistym i receptoram i na pow ierzchni ko­
mórek. N ajbardziej znanym i spośród nich są czynnik w zrostu naskórka (EGF), czyn­
nik w zrostu z p łytek  krw i (PDGF), czynnik w zrostu fibroblastów  (FGF), czynnik  
w zrostu nerw ów  (NGF), insulino-podobna grupa polipeptydów  (wśród nich przede 
w szystk im  w spom niane som atom edyny) oraz now o odkryw ana rodzina transform u­
jących czynników  w zrostu (TGF). C echy czynników  w zrostu mają rów nież w azo- 
presyna, w itam ina A i jej pochodne, n iektóre prostaglandyny, interldukiny 1, 2 i 3 
oraz n iektóre inne m onokiny lub lim fokiny (1—3).

Opisano także „negatyw ne” czynniki w zrostu, które bezpośrednio ham ują pro­
liferację kom órek i tkanek. Są nim i chalony, endogenne, w ysoce tkankow o-sw oiste  
polipeptydy o aktyw ności antym itogennej (4). W edług ostatnio opublikow anej przeze 
m nie koncepcji horm onalnej interferonu, rów nież białko o cechach interferonu typu  
«, P i 7  zostały zaliczone do rodziny „niek lasycznych” horm onów  działających anta- 
gonistycznie w  stosunku do czynników  w zrostu (5, 6).

N ow a teoria horm onów  ostatnio opracow yw ana przez grupę am erykańskich  
endokrynologów  ( R o t h ,  d e  R o i t h ,  R o z e n z w e i g  i współpr., 7, 8) zakłada, 
że czynniki tkankow e są najprostszą i najbardziej konserw atyw ną form ą interakcji 
m iędzy kom órkam i. D opiero w  m iarę ew olucji w ykszta łciły  się gruczoły dokrew ne  
produkujące k lasyczne horm ony. K lasyczne horm ony spełn iały  początkow o funkcję  
czynników  tkankow ych. Insulinę, ludzką gonadotropinę łożyskow ą, tyreotropinę

*) Laboratorium  W irusologii N ow otw orów , Instytut Im m unologii i Terapii D o­
św iadczalnej PAN, W rocław.

**) P odstaw ow e inform acje na tem at tkankow ych czynników  w zrostow ych zna­
leźć m oże czyteln ik  w  książce: Tissue G rowth Factors, red. R. Baserg, w ydanej jako 
57 tom H andbook of E xperim ental P harm acology przez Springer Verlag, Berlin, 
H eidelberg, N ew  York, 1981, str. 630.
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6 A. ING LOT [2]

i szereg innych horm onów w ykryto ostatnio u bakterii i pierw otniaków . Prym ityw ne  
organizm y posiadają rów nież receptory i system  efektorow y odpow iedzi na bodziec 
horm onalny (8).

W warunkach fizjologicznych działanie czynników  w zrostu jest n iezw ykle pre­
cyzyjnie regulow ane dla zapew nienia hom eostazy. Dla przykładu podam, że w czasie  
krzepnięcia krw i w ynaczynionej w  w yniku skaleczenia  z ziarnistości a p łytek krw i 
w ydziela  się bardzo aktyw ny czynnik w zrostu — PDGF, który ma działanie chem o- 
taktyczne w obec fibroblastów  i leukocytów  oraz stym uluje proliferacje kom órek  
m ezenchym alnych. U m ożliw ia to gojenie się rany. Jednakże proces ten ulega sam o­
istnem u w ygaszeniu  i n ie doprowadza do bujania tkanek typu now otw orow ego (2).

Grupa badaczy pod kierunkiem  G. Todaro w ykryła, że stransform ow ane k o­
m órki w ydzielają do środow iska czynniki w zrostu (TGF), które pobudzają produku­
jące je kom órki do nieograniczonej proliferacji. Taka autostym ulacja może zachodzić 
w  czasie em briogenezy, w  układzie im m unologicznym  i przypuszczalnie jest ważną 
cechą w zrostu now otw orow ego. D latego też pow stał term in: stym ulacja a u t o -  
k r y n o w  a (dla odróżnienia od endokrynow ej i parakrynow ej) (3, 9— 12).

Kom órki obdarzone autokrynow ym  system em  uniezależniają się od endokryno­
w ej kontroli w zrostu, chociaż mogą zachow ać receptory różnych horm onów  i mogą 
częściow o na nie reagow ać. Z jaw isko to, które jest korzystne dla w zrostu klonu  
kom órek in  v itro ,  m oże być w yb itn ie  szkodliw e in vivo ,  gdyż oznacza zaburzenie 
hom eostazy i n iekontrolow any w zrost typu now otw orow ego.

D alsze badania nad transform ującym i czynnikam i w zrostu pokazały, że są one 
w ytw arzane nie tylko przez tkanki now otw orow e, lecz też przez tkanki praw idłow e. 
Są one w ięc jednym i z odm ian „norm alnych” czynników  wzrostu, które odgrywają  
w ażną rolę w  procesach em briogenezy (3, 9—12). Obecnie znane są postacie TGF 
zbliżone strukturalnie i funkcjonaln ie albo do EGF albo do PDGF (10— 13).

Jeżeli nie w szystk ie, to praw dopodobnie w iększość kom órek now otw orow ych  
zaw iera onkogeny determ inujące n iepraw id łow y w zrost i różnicow anie. P rzynaj­
m niej w  jednym  przypadku now otw orów  dośw iadczalnych małp w ykryto, że pro­
duktem  onkogenu v -s is  jest czynnik w zrostu hom ologiczny z PDGF (14, 15). W in ­
nych kom órkach rozkojarzenie kontroli w zrostu m oże zachodzić w  sposób pośredni 
np. przez zaburzenie system u receptorów  lub efektorów  czynników  wzrostu.

Jest w ie lce  prawdopodobne, że odkrycie transform ujących czynników  wzrostu  
i stym ulacji autokrynow ej może m ieć nie tylko podstaw ow e znaczenie dla poznania 
istoty  procesów  now otw orow ych oraz rozw oju zarodka, lecz także otw orzy drogę 
do now ych zastosow ań praktycznych. M ożliwa staje się bow iem  synteza polipepty- 
dów  działających antagonistycznie w  stosunku do TGF np. przez blokow anie re­
ceptorów  dla tych horm onów  obecnych na pow ierzchni kom órek now otw orow ych.

Ponadto w ażne znaczenie mogą m ieć badania antagonizm u m iędzy TGF a natu­
ralnym i inhibitoram i proliferacji kom órek takim i jak chalony lub interferony (5, 6).

TGF podobnie jak inne czynniki w zrostu mogą też znaleźć zastosow anie w m e­
dycynie jako substancje przyspieszające gojenie się ran (2). Ich działanie jest bo­
w iem  w yłączn ie fenotypow e i nie mogą one, w edług obecnych założeń teoretycznych, 
bez udziału onkogenów  w yw oływ ać trw ałej i dziedzicznej transform acji now otw oro­
w ej komórek.
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P ost. B lo ch em ., 30, 9—13, 1984

RYSZARD FARBISZEW SKI *>

Hormono-podobne czynniki tkankowe transformujące wzrost komórek

W ostatnich kilku latach uw aga jednej z grup badaczy z N ational Cancer 
Institute, B ethesda (USA) zw rócona jest na polipeptydow e czynniki w zrostu ko­
m órek, w ytw arzane przez kom órki i tkanki now otw orow e. Czynniki te nazw ano  
transform ującym i czynnikam i w zrostu (ang. transforming grow th  factors  — TGFs). 
N azw a pochodzi stąd, że czynniki te w yw ołu ją  w  w arunkach in v i tro  zm iany feno- 
typow e kom órek n ienow otw orow ych , podobne do zm ian obserw ow anych po trans­
form acji now otw orow ej. Czynniki te, w  w yniku  połączenia ze sw oistym i receptoram i 
na zew nętrznej pow ierzchni kom órek, w yw ołu ją  w  nich zm iany w ew nątrzkom órko­
w e, prow adzące do dostrzegalnych zm ian zespołu cech m orfologicznych. Dodane 
w  nanogram ow ych stężeniach do hodow li kom órek nerki szczura, w yw ołują  progre­
syw n y  ich w zrost, utratę ham ow ania w zrostu zależnego od gęstości kom órek i zan i­
kanie zjaw iska zaham ow ania kontaktow ego. Ponadto, czynniki te pozw alają na 
w zrost kom órek praw idłow ych w  postaci kolonii w  półpłynnym  żelu agarow ym  
(1, 2). N ietransform ow ane now otw orow o kom órki i n ienow otw orow e zw ykle nie 
tw orzą kolon ii w  takich w arunkach. P ierw szym  odkrytym  w  1978 r. czynnikiem  
TGT był czynnik w zrostu m ięsaka (ang. sarcoma g ro w th  factor  — SGF), w y izo lo ­
w any z hodow li m ysich kom órek stransform ow anych w irusem  m ięsaka m yszy  
(MSV) (1).

R o b e r t s  i w sp. są zdania, że term in transform ujące czynniki w zrostu jest 
term inem  tym czasow ym  (roboczym) i z pew nością będzie on w  przyszłości zastą­
piony przez bardziej adekw atne określenie, w  m iarę jak czynniki TGFs będą z róż­
nych kom órek i tkanek oczyszczane do hom ogenności i będzie poznawana ich 
sekw encja am inokw asow a oraz struktura II rzędow a (3).

W yznaczono już m asy cząsteczkow e, składy am inokw asow e i strukturę drugo- 
rzędow ą niektórych czynników  TGFs. M asy cząsteczkowe w ynoszą od 6000 do 
20 000 (1). Czynniki te są term o- i kw asostab ilne, w rażliw e na działanie trypsyny  
i dw utiotreitolu , w ykazują bardzo podobne w łaściw ości biologiczne, lecz różnią się 
siłą  działania stym ulującego w zrost kom órek. Początkow o sądzono, że w ystępują  
one tylko w  kom órkach now otw orow ych i kom órkach stransform ow anych w irusam i 
onkogennym i lub czynnikam i chem icznym i. Ostatnio w ykazano, że w szystk ie tkanki 
zw ierząt różnych gatunków  i człow ieka w ytw arzają  czynniki transform ujące w zrost 
kom órek (2—8).

Chociaż aktyw ność czynników  TGFs określa się in  v i tro  obserw ując w zrost 
i  tw orzenie kolonii kom órek w  półp łynnym  żelu  agarow ym  (zm ianę fenotypu), nie 
nasuw a to w niosku, że ich aktyw ność in v iv o  w iąże się koniecznie z rozw ojem  now o­
tw oru. D ane w skazują, że czynniki TGFs mają praw dopodobnie istotną rolę w  fu n ­
kcjonow aniu  praw idłow ych kom órek, zw łaszcza w  toku rozw oju em brionalnego.

*) Doc. dr, Zakład C hem ii N ieorganicznej i A nalitycznej, Instytut C hem ii i B io­
fizyk i A kadem ii M edycznej w  B iałym stoku.
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Ze w zględu na oddziaływ anie TGFs ze specyficznym i receptoram i naskórkow ego  
czynnika w zrostu (ang. epiderm al g ro w th  factor  — EGF) na pow ierzchni kom órek, 
S p o r n i wsp. (10) zaproponow ali k lasyfikację TGFs, opartą na pow inow actw ie  
z EGF na:

— czynniki TGFs zaliczane do typu a — w spółzaw odniczą z EGF o w iązanie  
z receptoram i, ale nie w ym agają EGF do indukow anego w zrostu kom órek w  postaci 
kolonii w  półpłynnym  żelu agarow ym ,

— czynniki TGFs zaliczane do typu (3 — nie w spółzaw odniczą z EGF o w iązanie  
z receptoram i, ale w ym agają obecności EGF lub innych polipeptydów  o podobnym  
działaniu do EGF do w zrostu kom órek w  postaci kolonii w  półpłynnym  żelu  
agarowym .

Zarówno czynniki typu a jak i (3 zostały w yizolow ane z kom órek i tkanek now o­
tw orow ych oraz n ienow otw orow ych (1—8) a także z ludzkich p łytek  krw i (11). C zyn­
niki TGFs, pochodzące z p łytek  nazw ano z ang. p la te le t -d e r ived  transforming g ro w th  
factors. C zynnik TGF typu |3 zaw arty w  płytkach został ostatnio całkow icie oczysz­
czony i dość dokładnie scharakteryzow any (12). Składa się on z dwóch podjednostek  
strukturalnych, każda o m asie cząsteczkow ej 12500, połączonych ze sobą m ostkam i 
dw usiarczkow ym i. Tak skład am inokw asow y jak i podjednostkow a struktura oraz 
masa cząsteczkow a w skazują, że czynnik TGF typu |3 jest odm iennym  czynnikiem  
od poznanego w cześniej czynnika w zm stu  zaw artego w  płytkach a zw anego z ang. 
p la te le t -d e r iv ed  g row th  factor  (PDGF), o działaniu m itogennym  w stosunku do ko­
mórek pochodzenia m ezenchym alnego. Ludzkie płytk i krw i zaw ierają 40— 100 k rot­
nie w ięcej czynnika TGF typu |3 niż inne dotychczas badane tkanki n ienow otw o-  
rowe. Przypuszcza się, że b iologiczna rola TGF typu |3 w ystępującego w  płytkach  
krw i m oże polegać na jego udziale w  przyspieszaniu regeneracji tkanek. Na pod­
staw ie dotychczasow ych danych dośw iadczalnych sugeruje się, że kom órki now o­
tw orow e i kom órki now otw orow o stransform ow ane in v i tro  produkują czynniki 
TGFs tak typu a jak i (3, natom iast kom órki n ienow otw orow e w ytw arzają czynniki 
TGFs typu (3 (13). W ysoko oczyszczony czynnik TGF typu a z tkanki now otw orow ej 
szczura oraz EGF m ysi dodane oddzielnie do hodow li kom órek nerki szczura indu­
kują w  takim  sam ym  stopniu i w  podobny sposób ich w zrost w  postaci kolonii 
w  półpłynnym  żelu agarow ym , prowadząc do pow stania m ałych kolon ii (średnia 
w ielk ość 1000 (im2) (13). Podobnie ludzki TGF typu « w yizolow any z czerniaka sty ­
m uluje kom órki nerki szczura do tw orzenia kolonii o m ałych rozm iarach (13). C zyn­
nik TGF typu |3 sam  nie stym uluje w zrostu kom órek, natom iast z łącznie z m ysim  
EGF zw iększa bardzo znacznie liczbę i rozm iary kolon ii (średnia w ielkość kolonii 
6000 nm2) w  porów naniu z aktyw nością biologiczną TGF typu a (13).

P ierw szy w yizolow any czynnik wzrostu mięsaka (SGF) w yizo low any z hodow li 
m ysich kom órek lin ii 3T3, stransform ow anych w irusem  m ięsaka, jest m ieszaniną  
dwóch czynników  TGF, należących do dwóch typów  (14). Czynnik typu « odpowiada  
za indukcję w zrostu kom órek nerki szczura w  postaci m ałych kolonii, zaś czynnik  
typu |3 za indukcję w zrostu tych kom órek w  postaci kolonii o dużych rozmiarach.

Ostatnio w yizolow ano w  znacznych ilościach TGF z gruczołów  ślinow ych  i nerek  
w ołu (10) przy użyciu m etody R o b e r t s  i wsp. (15) polegającej na ekstrakcji 
hom ogenatu tkankow ego zakw aszonym  etanolem  i następnej chrom atografii na ko­
lum nie w ypełn ionej B io-G el P-30. W taki sposób otrzym any TGF charakteryzow ał 
się w zględną masą cząsteczkow ą około 10000. W tym  stopniu oczyszczenia, specy­
ficzna aktyw ność bydlęcego TGF, pochodzącego z nerek w zrastała 10— do 25-krotnie 
w  porów naniu z jego aktyw nością zaw artą w  ekstrakcie etanolow ym  (15). N astępny  
etap oczyszczania bydlęcego TGF polegał na zastosow aniu chrom atografii c ieczo­
w ej (16). TGF otrzym any z gruczołów  ślinow ych i nerek cechow ała aktyw ność cha­
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rakterystyczna dla czynników  (3, poniew aż w  jego obecności do wzrostu kom órek  
w  postaci kolonii, konieczny był także czynnik EGF.

U zyskanie z nerek bydlęcych preparatu TGF typu |3 o znacznej czystości, pozw o­
liło badaczom  z N ational Cáncer Institute na zastosow anie go po raz pierw szy in 
v iv o  jako czynnika farm akologicznego w  dośw iadczalnym  leczeniu ran u szczu­
rów (10). Pod skórę każdego zw ierzęcia (13 szczurów) im plantow ano 6 komór z m e­
talow ych  siateczek, z których trzy traktowano jako dośw iadczalne i 3 jako kontrol­
ne. W podskórne trzy siateczki w prow adzano przez 9 dni roztwór TGF (7 f.ig/0,1 ml) 
po uprzednim  dodaniu m ysiego EGF (20 M-g/0,1 ml). W pozostałe 3 siateczki stano­
w iące kontrolę w prow adzano rów now ażną ilość album iny w ołow ej. N astępnie po­
dawano w szystk im  zw ierzętom  w  dootrzew now ej injekcji 0,5 mCi 3H -tym idyny i je 
zabijano. TGF typu |3 wraz z EGF pow odow ał istotne zw iększenie ilości całkow itego  
białka i DNA w  kom orach ran oraz w zrost w łączania znakow anej tym idyny do 
DNA. Badanie h istologiczne m ateriału pobranego z gojących się ran pochodzących  
z im plantacji siateczek, w  które w prowadzano TGF i EGF w ykazało, pojaw ianie się 
now ych licznych kom órek oraz m łodych w łók ien  kolagenow ych, w chodzących  
w  skład błony podstawnej. N acieczenie kom órkam i zapalnym i w  m iejscach im plan­
tacji siateczek  m etalow ych w skazyw ało na fizjologiczny proces gojenia się ran (10). 
Badania pow yższe są pierw szą próbą praktycznego zastosow ania czynnika TGF typu  
(3 jako środka farm akologicznego m ogącego sprzyjać gojeniu się ran, poprzez zw ięk ­
szoną proliferację fibroblastów  i szybsze obrastanie tkanką łączną. Jest oczyw iste, 
że n iezbędne są dalsze pogłębione badania nad biologiczną rolą czynników  TGF.
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JA N  FRONK*)

Krystalograficzne uszczegółowienie struktury peroksydazy glutationowej

Na podstaw ie rentgenow skiej analizy  strukturalnej kryształów  natyw nej pero­
ksydazy glutationow ej z erytrocytów  w ołu  i różnych jej pochodnych L a d e n -  
s t e i n  i wsp. skonstruow ali m odel budow y cząsteczki enzym u przy rozdzielczości
0.28 nm (1). D alsza m atem atyczna obróbka danych dośw iadczalnych pozw oliła tej 
samej grupie badaczy na krystalograficzne uszczegółow ienie struktury i osiągnięcie  
rozdzielczości 0,2 nm (2).

W oparciu o te w ynik i zaproponow ano szczegółow y m odel budow y cząsteczki 
peroksydazy glutationow ej, a także m echanizm u jej działania. Osiągnięta rozdziel­
czość pozw oliła naw et na usta len ie  praw dopodobnej sekw encji am inokw asów  enzy­
mu; przeprowadzona k lasycznym i m etodam i analiza sekw encji am inokw asów  
N -końcow ego fragm entu cząsteczki peroksydazy glutationow ej z w ątroby szczura (3) 
potw ierdziła dużą dokładność ustaleń  opartych na w ynikach krystalograficznych.

Peroksydaza glutationow a (oksydoreduktaza glutation:w odorotlenek, EC 1. 11.
1. 9) jest selenoenzym em  katalizującym  redukcję licznych w odoronadtlenków , w  tym  
pochodnych lipidów . D latego przypisuje się jej udział w  ochronie błon biologicznych  
i innych składników  kom órki przed toksycznym  działaniem  tlenu. Jedynym  fizjo lo ­
gicznym  donorem elektronów  jest glutation.

R-O-OH +  2GSH -> R-OH + H 20  +  GSSG

Reakcja 1. R eakcja katalizow ana przez peroksydazę glutationow ą. GSH — glu ta ­
tion zredukow any, GSSG — glutation  utleniony.

Enzym  z erytrocytów  w ołu  jest b iałkiem  o m asie cząsteczkow ej 84.000, złożonym  
z 4 identycznych podjednostek. Każda podjednostka zaw iera jedną resztę seleno- 
cysteiny w  pozycji 35, biorącą bezpośredni udział w  katalizow anej przez peroksy­
dazę reakcji. N ie w iadom o, czy selenocysteina pow staje posttranslacyjnie, w  w yniku  
przyłączenia selenu do reszty dehydroalaninow ej w  białku, czy też w łączana jest 
w  czasie translacji.

Podjednostka peroksydazy g lu tationow ej zaw iera 4 obszary o strukturze a i 4 P, 
stanow iące łącznie ponad 40°/o d ługości łańcucha polipeptydow ego. Reszta Se-C ys-35  
znajduje się w  centrum  stabilnego układu |3a|3, charakterystycznego dla centrów  
aktyw nych  w ielu  innych enzym ów . Podjednostki oddziałują ze sobą znacznym i ob­
szarami. D w ie podjednostki tw orzą dim er, dwa dim ery tw orzą natyw ną, tetra- 
m eryczną form ę enzym u, o kształcie zbliżonym  do spłaszczonego czw orościanu. 
W oddziaływ aniach w  obrębie dim eru uczestn iczy po 16 am inokw asów  z każdej pod­
jednostki; oprócz „oddziaływ ań hydrofobow ych” tworzą się 4 w iązania wodorowe. 
W oddziaływ aniach pom iędzy d im eram i uczestniczy po 20 am inokw asów  z każdej 
podjednostki, tw orzy się 36 w iązań w odorow ych; znaczna część tych oddziaływ ań  
zachodzi pom iędzy dw iem a antyrów noległym i strukturam i (3.

*> Mgr, Zakład B iochem ii O gólnej, Instytut B iochem ii U niw ersytetu  W arszaw ­
skiego, ul. Żw irki i W igury 93, 02-089, W arszawa.
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Centra aktyw ne znajdują się w  p łytkich zagłębieniach na pow ierzchniach pod- 
jednostek, stykających się ze sobą w  dim erze i są łatw o dostępne; m iejsca te są s i l­
n ie uw odnione — 5 cząsteczek w ody tw orzy „łańcuch” łączący C -końcow e odcinki 
struktur |3i i |32 i N -koniec struktury aij zw iązanie cząsteczki glutationu w  centrum  
aktyw n ym  usuw a z niego wodę. W w ią za n ia  glutationu w  centrum  aktyw nym  
uczestniczą zapew ne reszty Arg-167, Arg-40, Gln-130. R eszty Arg-167 i -40 tworzą  
w iązania jonow e odpow iednio z grupam i COOH Glu i G ly, a reszta Gln-130 w iązanie  
w odorow e z grupą NH2 Glu. Selenocysteina tw orzy w iązanie selenosiarczkow e z glu- 
tationem .

W ydaje się, że zw iązanie jednej cząsteczki g lutationu przez podjednostkę w d i­
m erze pow oduje n iew ielką  zm ianę konform acyjną, uniem ożliw iającą w iązanie g lu ­
tationu przez drugą podjednostkę. E fektyw nie w ięc tetram eryczna cząsteczka enzy­
mu ma tylko 2 centra aktyw ne.

M echanizm  działania peroksydazy glutationow ej jest typu ping-pong, z bardzo 
nietrw ałym i kom pleksam i enzym -substrat, przechodzącym i natychm iast w  pochod­
ne enzym u.

ROOH ROH

+ROOH, -ROH > °
— = - ■  —  E -S e  
+2GSH, -H20  \ 0 M

Ryc. 1. Proponow any m echanizm  redukcji w odoronadtlenków  katalizow anej przez 
peroksydazę glutationow ą.

Om ówiona tu praca pokazuje, jak w ielu  różnorodnych inform acji o cząsteczce  
białka m oże dostarczyć interpretacja w yników  rentgenow skiej analizy strukturalnej.
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TERESA JAKUBOW ICZ *)

Genetyczna regulacja wiązania wolnego azotu

Zdolność w iązania azotu atm osferycznego przez drobnoustroje jest szeroko roz­
pow szechniona w  przyrodzie. Jest to złożony proces enzym atyczny, w którym  azot 
cząsteczkow y ulega redukcji do am oniaku przy udziale nitrogenazy. Pod w zględem  
genetycznym  proces ten został najlep iej poznany u w olnożyjącej bakterii K lebsiella  
pneumoniae.  Geny odpow iedzialne za w iązanie azotu tw orzą tzw. region nif. Region  
nif został zm apow any w  bliskim  sąsiedztw ie operonu h istydyny (his) na chrom oso­
m ie Klebsiella .  W ykazano, że jest on złożony z 17 genów  zgrupow anych w  8 opero- 
nach podlegających skoordynow anej kontroli (1, 2).

U stalono następującą kolejność genów  operonów nif\

QB AL F M VSV XNE YKDH J_

(Strzałkam i oznaczono tu odrębne jednostki transkrypcyjne zgodnie z kierunkiem  
odczytyw ania).

G eny nif  K, nif  D, nif  H są genam i strukturalnym i trzech polipeptydow ych kom ­
ponentów  nitrogenazy, kom pleksu enzym atycznego, który pełni k luczow ą rolę w  re­
dukcji azotu cząsteczkow ego. Pozostałe geny nif  w  w iększości biorą udział w  „doj­
rzew aniu” poszczególnych składników  nitrogenazy oraz syntezie niskocząsteczkow ego  
kofaktora m olibdenow ego (M o-Fe-Co), który znajduje się w  centrum  aktyw nym  
enzym u. Geny nif F i nif J determ inują białka uczestniczące w  transporcie e lek tro­
nów  do nitrogenazy. Różne aspekty b iologicznego w iązania azotu zostały ostatnio  
opisane w  artykule przeglądow ym  zam ieszczonym  w  Postępach M ikrobiologii (3).

Ekspresja genów  regionu nif  jest ściśle uzależniona od stężenia zw iązanego  
azotu. W obecności am oniaku w szystk ie  jednostki transkrypcyjne operonów  nif  
ulegają represji. Przy braku N H t następuje derepresja syntezy nitrogenazy. Kon­
trola ekspresji genów  operonów  nif  odbyw a się poprzez dwa złożone system y re­
gulacyjne

W specyficznej regulacji operonów  nif  biorą udział produkty dwóch genów  
nif L  i nif A. G eny te należą do w spólnego operonu nif LA.  Produkt genu nif A, 
białko o charakterze zasadow ym  i m asie cząsteczkow ej 57 000, spełnia rolę ak tyw a­
tora transkrypcji operonów  nif. Rola produktu genu nif L, białka obojętnego o m.cz. 
50 000 jeszcze do niedaw na nie była znana. O statnie badania z zastosow aniem  tech ­
nik  m utagenezy oraz fuzji genów  nif  z genam i lac z E. coli w ykazały, że działa on 
jako specyficzny represor transkrypcji tych operonów  (4).

Oprócz specyficznej kontroli poprzez produkty genów  nif L i nif A, region nif 
podlega rów nież w yższego rzędu regulacji pow iązanej z ogólnym  m etabolizm em  
azonu w  kom órce (5). Do niedaw na rolę nadrzędnego regulatora transkrypcji opero­
nów  zw iązanych z asym ilacją azotu przypisyw ano syntetazie glutam inow ej (6). Syn-

*> Dr, Zakład B iologii M olekularnej UMCS, Instytut M ikrobiologii, 20-033 Lublin.

http://rcin.org.pl



16 T. JA K U BO W IC Z [2]

tetaza glutam inow a jest kom pleksem  enzym atycznym  złożonym  z 12 identycznych  
podjednostek o m asie cząsteczkow ej 50 000, u legających odw racalnej adenylacji 
w  resztach tyrozylow ych. A ktyw ność enzym u jest odw rotnie proporcjonalna do ilośc i 
kow alentn ie zw iązanych grup AM P (7). Postulow ano, że w  w arunkach głodu azoto­
w ego (np. brak jonu am onow ego) syntetaza glutam inow a w  form ie deadenylow ej 
działa jako pozytyw ny regulator transkrypcji. O statnie badania zakw estionow ały  
rolę syntetazy glutam inow ej jako białka regulatorow ego operonów  asym ilacji azotu. 
U w ielu  bakterii z identyfikow ane zostały trzy geny, których produkty są zaangażo­
w ane w  kontroli m etabolizm u azotu (8). U Salm onella  typ h im u r iu m  geny te ozna­
czono jako n tr  A, n tr  C i ntr  B a ich funkcjonalne odpow iedniki u E. coli  jako gin F, 
gin G i gin L. Dwa z tych genów  ntr  B i ntr  C są sprzężone z genem  strukturalnym  
syntetazy glutam inow ej (gin A) i stanow ią pojedynczy operon. Transkrypcja tego  
operonu rozpocząć się m oże od w łasnego słabego prom otora P2 bądź też od silnego  
prom otora PI syntetazy glutam inow ej (1).

Na podstaw ie badań szeregu m utacji o różnych efektach  regulacyjnych opraco­
w ano now y m odel kontroli b iologicznego w iązania azotu dla Klebsie lla  pneumoniae  
(9) przedstaw iony na Ryc. 1.

ntrC ntr B gin A

ntr AH------ 1- H---- h

operony pod kon­
trolą genów ntr

PH---------1------ 1----- (-

Ryc. 1. M odel kontroli biologicznego w iązania azotu u K lebsie lla  pneumoniae  (wg 9): 
ntr  A , n tr  B, n tr  C — geny kontroli asym ilacji azotu; nif, nif  L, nif  A — geny opero­
nów, w iązania azotu; gin A  — gen syntetazy glutam inow ej; Pi — prom otor syntetazy  
glutam inow ej; P2 — prom otor operonu ntr  B,C; P — prom otory operonów  w iązania  
i asym ilacji azotu.

W tym  n iezw yk le złożonym  m echanizm ie regulacji szczególne znaczenie posiada  
operon nif LA.  Spełnia on rolę łącznika m iędzy specyficzną ekspresją genów  regu- 
lonu nif  a ogólnym  m etabolizm em  azotu w  komórce. Ekspresja tego operonu jest 
pozytyw nie bądź negatyw nie regulow ana przez produkty genów  ntr  zaangażow anych  
w  asym ilacji azotu a z kolei produkty genów  operonu nif L A  kontrolują ekspresję  
innych operonów  nif  (2).
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Przy w ysokim  stężeniu azotu zw iązanego w  podłożu, białka ntr B i ntr C dzia­
łając w  kom pleksie, pow odują represję transkrypcji genów  operonu nif LA. W tych  
w arunkach, represji u legają rów nież geny zaangażow ane w  asym ilacji azotu np. 
operon h istydyny (hut), proliny (put), syntetazy glutam inow ej (gin A) (5).

Gdy stężen ie am oniaku w  podłożu spada, białka ntr C i ntr A  aktyw ują tran­
skrypcję operonu nif LA. Syntetyzow any w  tych w arunkach produkt genu nif L 
pozostaje w  nieaktyw nej form ie. N atom iast białko genu nif A  funkcjonuje jako 
aktyw ator transkrypcji operonów  nif  co w  konsekw encji prow adzi do syntezy nitro- 
genazy i w iązania N 2. N ależy podkreślić, że białko nif A  spełnia rolę pozytyw nego  
regulatora transkrypcji działając w  kom pleksie z białkiem  n tr  A  (Ryc. 1). Ponadto  
ostatn ie badania w ykazały, że produkt genu nif A  może w pływ ać na autogenną re­
gulację w łasnego operonu nif L A  (10). Oprócz tego stw ierdzono, że białko nif A, 
może w  określonych w arunkach zastępow ać białko n tr  C w  regulacji transkrypcji 
operonów  asym ilacji azotu (9, 11).

O becność efektorów  represyjnych nitrogenazy jak tlen  czy niektóre am inokw asy  
nie w p ływ a na poziom  transkrypcji operonu nif L A  (1). Ich obecność pow oduje  
natom iast konform acyjne przekształcenie produktu genu nif L przeprow adzając go 
w  form ę aktyw nego represora. Ta zm iana prow adzi z kolei do zaham ow ania tran­
skrypcji operonów nif  i zaham ow ania w iązania N2. M echanizm  działania represora  
nie został w yjaśniony. Rozważa się k ilka m ożliw ości jego funkcjonow ania. Być może 
zapobiega on transkrypcji poprzez interakcję z DNA, bądź też działa poprzez in- 
aktyw ację produktu genu nif A.

Na zakończenie w arto podkreślić, że system  regulacyjny, w  którym  dwa geny  
należące do tego samego operonu kodują represor i aktyw ator, tak jak to ma m iej­
sce w  przypadku pary genów  ntr B  i ntr  C oraz nif L i nif A  jest zjaw iskiem  uni­
kalnym  w  św iecie bakterii. Ta w yjątkow a organizacja regulatorow ych operonów  
nif L A  i ntr BC, jak rów nież w yraźne strukturalne i funkcjonalne podobieństw o  
produktów  genów  ntr C i nif A  pozw oliły  na w ysu n ięcie  hipotezy, że operony n tr  BC 
i nif L A  posiadają w spólny ew olu cyjny  początek (9, 11).

PIŚMIENNICTW O

1. D i x o n  (1982), M ateriały zjazdow e z Letniej Szkoły B iologii M olekularnej, 
Spetsai, Grecja.

2. K e n n e d y  Ch., C a n n o n  F., C a n n o n  M., D i x o n  R., H i l l  S., J e n ­
s e n  J., K u m a r  S., M c L e a n  P., M e r r i c k  M.,  R o b s o n  R., P o s t ­
g a t e  J., (1981), Current P erspectives in N itrogen F ixation  (146— 156) wyd. 
G ibson A. H., N ew ton W. E., A ustralian  A cadem y of Science.

3. L o r k i e w i c z  Z., S k o r u p s k a  A., (1982), P ostęp y  Mikrobiologii, 21, 7— 32.
4. M e r r i c k  M., H i l l  S., H e n n e c k e  M.,  H a h n  M., D i x o n  R., K e n ­

n e d y  C., (1982), Molec. Gen. Genet,. 185, 75—81.
5. M e r r i c k  M., (1982), Nature,  297, 362— 363.
6. S t r e i c h e r  S. L., S h a n m u g a n  K. T., A u s u b e l  F., M a r a n d i  C„ 

G o l d b e r g  R. B., (1974), J. Bacteriol.  120, 815—821.
7. P  a h e 1 G., T y l e r  B., (1979), Proc. Natl. Acad. Sci. USA,  76, 4544—4548.
8. M c F a r l a n d  N ,  M c C a r t e r  L., A r t z  S., K u s t u  S., (1981), Proc. Natl. 

Acad. Sci. USA,  78, 2135—2139.
9. M e r r i c k  M. J., (1983), EMBO J., 2, 39— 44.

10. D r u m m o n d  M., C l e m e n t s  J., M e r r i c k  M.,  D i x o n  R., (1983), N ature,  
301, 302—307.

11. O w  D. W., A u s u b e l  F. M., (1983), Nature,  301, 307— 312.

2 P o s tę p y  B io ch em ii 1—2/84 http://rcin.org.pl



.

'

.

http://rcin.org.pl



P ost. B lo ch e m ., 30, 19—26, 1984

MIROSŁAWA BARCISZEW SKA *>

Ogólna metoda analizy sekwencji nukleotydów w transferowych 
kwasach rybonukleinowych

Spośród w szystkich rodzajów  kw asów  nukleinow ych tem atyka transferow ych  
kw asów  rybonukleinow ych (tRNA) jest najw szechstronniej opracow yw ana. Składa  
się na to kilka przyczyn:

— tRNA odznaczają się najprostszą budow ą w  tej k lasie m akrocząsteczek. Ich 
długość w ynosi 63—93 nukleotydów  (1).

— charakteryzują się w ysoką zaw artością zm odyfikow anych (rzadkich) nu k leo­
tydów  (1, 2).

— znane są i dostępne różnorodne m etody badania w łaściw ości tR N A  (3).
— spełniają określone i różnorodne funkcje b iologiczne (4).

Zm odyfikow ane nukleotydy znaleziono w  w ielu  innych rodzajach kw asów  n uk leino­
w ych  (rybosom alne rRNA, 5S RNA, niskocząsteczkow e jądrow e R NA  oraz DNA), 
jednak cząsteczki tRNA są pod tym  w zględem  unikalne, poniew aż zaw ierają  w iele  
różnych m odyfikacji (scharakteryzow ano dotychczas ponad 60 rzadkich nukleotydów  
w  tR NA  (5)) oraz w ystępują one w  dużych ilościach (około 20% składu nukleotydo- 
wego). W łaśnie obecność zm odyfikow anych nukleotydów  jest czynnikiem  decydują­
cym  przy określaniu sekw encji nukleotydow ej w  tRNA.

W ostatnich latach, począw szy od 1977 roku, który to okazał się przełom ow ym  
dla sekw encjonow ania kw asów  nukleinow ych  (6), pojaw iły się now e, szybkie tech­
n ik i analizy pierw szorzędow ej struktury kw asów  rybonukleinow ych. P olegają one 
na ograniczonej (częściow ej) hydrolizie RNA przy pom ocy specyficznych enzym ów  
lub też na w ykorzystaniu specyficznych odczynników  chem icznych (23). Szerokie  
w ykorzystan ie enzym atycznego podejścia ograniczają następujące fakty:

— .fragm enty struktury RNA posiadające kilka sąsiadujących par G — C są od­
porne na działanie enzym u, naw et w  w arunkach denaturujących (7).

— specyficzne enzym y hydrolityczne w ykorzystyw ane do traw ien ia  tRNA nie  
zaw sze odróżniają zm odyfikow an y nukleotyd od m acierzystego a w  szeregu przy­
padkach są nieaktyw ne.

— rybonukleazy nie hydrolizują w iązań fosforodw uestrow ych sąsiadujących  
z nukleotydem  m ającym  grupę m etylow ą na w ęglu  2'rybozy.

Te trudności spow odow ały opracow anie innego podejścia do an alizy  struktury  
tR N A , które jest pow szechnie stosow ane. Polega ono na chem icznej degradacji 
tRNA* w  bardzo łagodnych w arunkach tak, że statystyczn ie mniej niż jedna czą­
steczka kw asu rybonukleinow ego jest rozryw ana w  jednym  m iejscu (ang. single  
hits  (7)). W w yniku takiego procesu otrzym uje się 2 zestaw y fragm entów  (Ryc. 1):

— zestaw  zaw ierający polinukleotydy rozciągające się od końca 5' kw asu n u ­
k leinow ego (zawiera zw ykle fosforylow any koniec 5') do dow olnego nukleotydu

*) Dr, Zakład Chem ii B ioorganicznej PAN , ul. N oskow skiego 12, 61-704, Poznań.
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Ryc. 1. Schem at m etody otrzym yw ania pełnego zestaw u fragm entów  tRNA opraco­
wanej przez Stanley i V assilenko (7). Fragm enty tRNA po hydrolizie (3—6 min.) m a­
jące grupę hydroksylow ą na końcu 5' poddaje się znakow aniu fosforem  fflP, a następ­
nie rozdziałowi na żelu.

w ew nątrz łańcucha RNA z grupą fosforanow ą na końcu 3' w  postaci cyklicznego  
2',3'fosforanu.

— zestaw  zaw ierający fragm enty rozciągające się od dow olnego nukleotydu w e ­
w nątrz łańcucha m ającego w olną grupę 5'hydroksylow ą do końca 3'.

Szekely  i Sanger pokazali, że o ligonukleotydy z w olną grupą 5'hydroksylow ą  
obecne w  hydrolizacie kw asu nukleinow ego, mogą być znakow ane do w ysokiej spe­
cyficznej aktyw ności przy pom ocy k inazy polinukleotydow ej z bakterii Escherichia  
coli po in fekcji fagiem  T4 (T4 kinaza) i (y — ®P) A TP (8). Tę obserw ację w ykorzy­
stano do znakow ania fosforem  82P oligonukleotydów  z tRNA posiadających w olną  
grupę 5'hydroksylow ą. O trzym anie pełnego zestaw u znakow anych fragm entów  jest 
podstaw ow ym  etapem  określania sekw encji tR NA  (tzn. dow olny fragm ent różni się 
od sąsiedniego obecnością lub brakiem  pojedynczego nukleotydu na końcu 5').

Różne są techniki analizy takiego zbioru oligonukleotydów . Można w ycinać k o­
lejne pasm a z żelu, w ym yw ać dany fragm ent buforem  i dalej analizow ać (7, 9) lub  
też bezpośrednio przenosić rozdzielone o ligonukleotydy z żelu poliakryloam idow ego  
na p łytk i z D EA E -celulozą (10) lub PEI celulozą (11), a następnie enzym atycznie  
hydrolizow ać oligonukleotydy in  situ  (na płytce) uw alniając 3',5'nukleozydodw u- 
fosforan (pNp) lub 5'm onofosforan w  zależności od zastosow anej nukleazy. A naliza  
ruchliw ości 5'm onofosforanu lub 3',5'dw ufosforanu nukleozydu z końca 5' każdego  
fragm entu pozw ala ustalić sekw encję nukleotydów  w  tRNA (10, 11).

C elem  tego artykułu nie jest szczegółow e analizow anie w szystk ich  znanych po­
dejść do rozw iązyw ania pierw szorzędow ej struktury tRNA, ale przedstaw ienie ogól­
nej m etody określania sekw en cji tRNA. M etoda ta polega na:
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a. otrzym aniu częściow ego (ograniczonego) hydrolizatu tRNA,
b. rozdziale znakow anego fosforem  82P hydrolizatu na dw ukierunkow ej elektro­

forezie na żelu poliakryloam idow ym ,
c. traw ieniu  nukleazą Pi fragm entów  oraz identyfikacja 5'm onofosforanu nu- 

kleozydu oraz m odyfikow anych dw unukleotydów  przy pom ocy chrom atografii 
cienkow arstw ow ej (TLC),

d. określeniu końcow ych nukleotydów  w  tRNA.
T akie podejście nadaje się do określenia sekw encji dow olnego tRNA. Zaletą  

takiego postępow ania jest szybkie uzyskanie inform acji o strukturze (już na dw u­
k ierunkow ym  żelu) a następnie ich potw ierdzenie na kolejnych etapach. Stosując  
tę m etodykę autor określił sekw encję tRNAmet z zarodków  pszenicy (12) oraz in ­
nych roślinnych tR N A  (13). Podobną procedurę zastosow ano przy określaniu sekw en­
cji t R N A Val Bacillus subtil is  (14).

E tapy określania sekw encji tRNA:

1. O trzym yw anie częściow ego hydrolizatu tRNA znaczonego fosforem  ^P

Specyficzny tRNA (1—5 |xg; 1 A 26o =  40 (.ig) oczyszczony na żelu poliakrylo­
am idow ym  bezpośrednio przed rozpoczęciem  analizy struktury poddaje się hydro­
lizie form am idem , dw um etylosu lfotlenk iem  lub wodą. W arunki reakcji (czas i tem ­
peratura) należy ustalić tak, aby otrzym ać częściow y hydrolizat (7). M echanizm  
hydrolizy tRNA przy pom ocy form am idu lub DMSO nie jest dokładnie znany. W ia­
domo, że są to rozpuszczalniki aprotyczne w ykorzystyw ane g łów nie jako czynniki 
denaturujące. DMSO stosow ano rów nież przy izolacji m ieszaniny tRNA z bakte­
rii (15). Można przypuszczać, że hydroliza tRNA zachodzi g łów nie pod w pływ em  
grup w odorotlenow ych (O H -), a obecność form am idu lub DMSO pow oduje zw ięk ­
szenie szybkości hydrolizy dzięki znacznie niższej stałej d ielektrycznej oraz w ięk sze­
go od w ody m om entu dipolowego. N ajczęściej stosuje się form am id w  tem peraturze 
80°C przez 5 m inut (12). Form am id lub DMSO można usunąć poprzez w ytrącenie  
tR NA  i produktów jego rozpadu etanolem  (9, 10) lub przez odparowanie. W ydajność 
reakcji kinazow ania przy pom ocy kinazy T4 i (y — “ P) A TP jest niższa dla zm odyfi­
kow anych nukleotydów  znajdujących się na końcu 5' danego fragm entu niż dla 
podstaw ow ych nukleotydów , ale w ystarczająca do w ykrycia każdego fragm entu (16). 
M ieszanina reakcyjna oprócz nadm iaru ATP zaw iera g licerynę oraz enzym , co po­
garsza w arunki rozdziału. U suw a się je przez sączenie na żelu Sephadex G-25. 
Stosow an ie apyrazy do rozkładu A TP nie jest konieczne (9).

2. Rozdział hydrolizatu tRNA na żelu  poliakryloam idow ym  w  dwócn kierunkach

C elem  tego etapu jest dobry rozdział fragm entów , ich elucja oraz częściow a  
analiza sekw encji (Ryc. 2). O trzym any w  poprzednim  etapie hydrolizat tRNA roz­
dziela się na żelu 10% o pH 3.5 (pierw szy kierunek) a następnie na 12 i 18 lub 20% 
żelu o pH 8.3 (drugi kierunek) (17). W pierw szym  kierunku na tzw. kw aśnym  żelu  
rozdział następuje w g składu nukleotydow ego. W takich w arunkach reszty fosfora­
now e są praktycznie obojętne a istotny  w pływ  na ruchliw ość oligonukleotydów  ma 
w ielk ość  stałej jonizacji (pKa) puryn i p irym idyn a w  szczególności zm odyfikow a­
nych nukleotydów  (18). E lektroforezę (300—500 V) prow adzi się tak długo aż błękit 
brom ofenolow y (BB) przebędzie drogę 30 cm. U m ożliw ia to analizę sekw encji o d łu ­
gości do 70 nukleotydów . E lektroforeza w  drugim  kierunku odbyw a się w  pH 8.3 
na płytach długich (90— 100 cm). W tych w arunkach oligonukleotydy układają si^ 
w edług w ielkości co praktycznie pckryw a się z długością łańcucha; reszty fosfora­
now e mają decydujący w kład do ca łkow itego ładunku danego fragm entu (18). Przy  
napięciu  100—500 V elektroforezę prow adzi się do m om entu osiągnięcia przez błękit 
BB końca p łyty (najlepiej zatrzym ać rozdział kiedy BB znajduje się 10 cm przed
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końcem  płyty). Taki rozdział um ożliw ia analizę sekw encji o długości 35— 100 jedno­
stek nukleotydow ych . O trzym uje się na żelu w yraźnie oddzielone pasm a w  ilości 
odpow iadającej każdej długości o ligonukleotydu (Ryc. 2). D odatkowo z ich położenia  
można odczytyw ać sekw encję nukleotydów  w  sposób podobny jak w  dw ukierunko­
w ym  system ie elektroforeza-hom ochrom atografia (16). Jeżeli żel jest techniczn ie po­
prawny to można bezbłędnie odczytać 50—60 nukleotydów . Każde pasm o po w ycię ­
ciu i e lu cji z żelu  (100% w ydajności) analizuje się w  system ie chrom atografii c ienko­
w arstw ow ej (TLC).

3. T raw ienie fragm entów  nukleazą P i oraz identyfikacja  5'm onofosforanów  nukleo- 
zydów

W ykorzystanie nukleazy P i pozw ala otrzym ać nukleozydo — 5'm onofosforany, 
których ruch liw ości chrom atograficzne (Rf) są dobrze znane. N ajistotn iejsze jest, że 
każdy 5'm ononukleotyd analizow any jest w  dw óch układach chrom atograficznych  
(patrz niżej). Jeżeli struktura tR NA  nie jest zbyt skom plikow ana (tzn. ma n iew iele  
zm odyfikow anych nukleotydów ) to w  w yniku elektroforezy na żelu poliakryloam ido- 
w ym  oraz TLC w  jednym  kierunku można określić końcow y 5'nukleotyd  każdego 
fragm entu, a w  konsekw encji całą strukturę tRNA. Gdy w  strukturze tR NA  w y stę ­
pują zm odyfikow ane nukleotydy, w ów czas należy stosow ać TLC w  dw óch k ierun­
kach i różnych system ach rozpuszczalników  (9). Identyfikacja ich, w łaśn ie  na tym  
etapie ma dw ie w yraźne korzyści:

— plam ka odpow iadająca rzadkiem u nukleotydow i jest lepiej w idoczna ponie­
w aż in tensyw ności czterech podstaw ow ych nukleotydów  pU, pC, pA i pG są niższe 
aniżeli podczas analizy składu n ukleotydow ego całej cząsteczki tRNA.

— znalezien ie zm odyfikow anego nukleotydu bezpośrednio w  sekw encji św iad­
czy, że jego obecność nie jest efek tem  zanieczyszczeń.

Jak już w spom niano, nukleozydo-5'm onofosforany analizuje się w  dw óch u k ła­
dach chrom atograficznych (12). Jeżeli pasm o z żelu zostało w ycięte  dokładnie, to 
pow inna pojaw ić się tylko jedna plam ka odpow iadająca radioaktyw nem u nukleo- 
zydo-5'm onofosforanow i. W przeciw nym  w ypadku m am y do czynienia z kilkom a  
plam kam i odpow iadającym i 5'końcow ym  nukleotydom  pochodzącym  z sąsiadujących  
fragm entów , co jest rów nież pom ocne przy określaniu sekw encji (Ryc. 3). In tensyw ­
ność radioaktyw nych plam  odpow iadających np. pm7G i pD jest szczególn ie niska  
na skutek  n isk iej w ydajności fosfory lacji (9, 16). Jeżeli w  sek w encji w ystęp u je m o­
dyfikacja rybozy na w ęglu  2' to hydroliza sąsiedniego w iązania internukleotydo- 
w ego n ie jest m ożliwa. Jak w iadom o alkaliczna hydroliza w ym aga obecności w olnej 
grupy 2'OH, która zgodnie z m echanizm em  reakcji potrzebna jest do utw orzenia  
produktu pośredniego. Problem  ten  można rozw iązać w ykorzystując ograniczone 
traw ien ie nukleazą Pt. W ten sposób otrzym uje się dw unukleotyd [®P] Nj, — N* oraz 
m ononukleotyd [**P] N i,. N ukleotyd N2 można określić przez porów nanie R f z w zor­
cow ym i dw unukleotydam i (9).

4. O kreślanie sekw encji nukleotydów  m etodą w ędrującej plam ki

Z dotychczasow ej analizy sekw encji w iadom o już praw ie w szystko o strukturze  
fragm entów  i całej cząsteczki tRNA. W niektórych przypadkach inform acje należy  
spraw dzić. W ykorzystuje się do tego celu  technikę w ędrującej plam ki. Polega ona 
na elektroforetycznym  rozdziale na bibule z octanu celu lozy w  pH 3.5 ograniczonego  
hydrolizatu  (alkalicznego lub enzym atycznego) oraz na płytkach z DEAE celulozą  
techniką hom ochrom atografii w  drugim  kierunku (16, 18). Zasada rozdziału na octa­
n ie celu lozy jest podobna jak w  przypadku kw aśnego żelu, gdyż ca łk ow ity  ładunek  
danego fragm entu w  pH 3.5 zależy od w ielkości stałej jonizacji nukleotydów . W dru­
gim  kierunku rozdział następuje na p ły tce z DEAE celulozą. W ykorzystuje się tutaj
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[7] A N A L IZ A  SEK W EN C JI tR N A 25

m ieszaninę oligorybonukleotydów  stanow iących hydrolizat drożdżow ego R NA  (tzw. 
h om om iz)  a nie m ieszaninę rozpuszczalników  organicznych. K iedy stężony roztwór 
„h o m o m izu ” porusza się po płytce, nukleotydy w ypierają się naw zajem  tw orząc 
kilka frontów . K rótkie fragm enty posiadające m niejsze pow inow actw o do w ym ie­
niacza jonow ego w ypierane są przez dłuższe oligonukleotydy i poruszają się dalej 
(Ryc. 4). R adioaktyw ne nukleotydy przesuw ają się różnym i frontam i i rozdzielają  
się zgodnie z ich pow inow actw em  do DEAE celulozy, które w  tych w arunkach jest 
proporcjonalne do długości oligonukleotydu (18).

HfT

Ryc. 4. A naliza sekw encji nukleotydów  jednego z fragm entów  tRNA?*1 nasion łu ­
binu żółtego (13) metodą w ędrującej plam ki (hom ochrom atografia). Fragm ent tRNA  
poddaje się ograniczonej hydrolizie przy pom ocy w ody a następnie rozdziela się 
w  dwóch kierunkach: I kierunek elektroforeza na bibule z octanu celu lozy  (pH 3.5), 
II kierunek hom ochrom atografia na p łytkach z DEAE celulozą.

5. A naliza końcow ych nukleotydów  w  tRNA

Końcowego 5'nukleotydu oraz końca 3'tRNA nie można określić bezpośrednio  
z analizy fragm entów  po ograniczonym  traw ieniu  form am idem . N ależy zatem  za­
znaczyć oba końce tRNA, poddać tR NA  hydrolizie chem icznej lub enzym atycznej 
i analizow ać je np. metodą w ędrującej plam ki. Koniec 3'tRNA m ożna znako­
w ać przez:

— w budow anie radioaktyw nego fosforu  przy pom ocy nukleotydylotransferazy  
i (a — 32P) A TP do zdegradow anego częściow o tRNA (19),

— dodanie [®*P] pCp do 3'końcow ej adenozyny w  tRNA przy pom ocy ligazy  
T4 (20),

— przyłączenie 32P do końcow ej adenozyny w  tRNA przy pom ocy polim erazy  
poli (A) i (a — **P) ATP (22).
K oniec 5' można znakować dwom a m etodam i:

— przez fosforylację ^P  uprzednio pozbaw ionego 5'fosforanu tR NA  działaniem  
alkalicznej fosfatazy (6),
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26 M. B A R C ISZ E W SK A [8]

— przez reakcję w ym iany 5'f osforanu i (y — **P) A TP w  obecności A D P i k ina­
zy T4 (12, 21).
O dpow iednio znakow any tRNA na obu końcach m ożna w ykorzystać do określenia  
końcow ych nukleotydów , a także do badań strukturalnych.
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I. Wstęp

W ostatnich kilku latach opracowano podejścia badawcze, k tórych za­
stosowanie zaczyna przynosić zaskakująco ciekawe wyniki. Chodzi tu  po

*) Mgr; **) Prof. dr; Instytut B iochem ii i B iofizyki PAN , ul. R akow iecka 36, 
02-532 W arszawa.

W ykaz stosowanych skrótów: pz — pary zasad, kz — kilozasad; litery  greckie 
oznaczają nazwy genów lub polipeptydów  globinowych. Indeksy (litery arabskie) 
oznaczają skrót am inokwasu różnicującego polipeptydy tego sam ego typu.

http://rcin.org.pl



28 M. B O G U T A , A. PU T R A M E N T [2]

pierwsze — o zastosowanie enzymów restrykcyjnych, które stało się pod­
staw ą inżynierii genetycznej, a także analizy fizycznej genomów lub ich 
fragm entów  (1), po drugie zaś — sekwencjonowanie DNA (2).

Poniżej postaram y się opisać główne wyniki badań nad klonowaniem, 
analizą fizyczną i sekwencjonow aniem  genów kodujących polipeptydy, 
które wchodzą w skład hemoglobin. D ostarczają one zupełnie nowych 
danych na tem at budowy genów i genomów eukariontów  wyższych, za­
leżności między s tru k tu rą  odcinków chromosomów a ekspresją genów, 
obróbki pre-mRNA, a także ewolucji genów i genomów. Badania nad ge­
nam i globinowymi człowieka pozwoliły już na zrozumienie podstaw mole­
kularnych  anemii dziedzicznej ogólnie objętej nazwą talasemii. Mogą więc 
one zainteresować lekarzy, jakkolwiek talasem ia jest chorobą bardzo 
rzadko w ystępującą wśród ludności zamieszkującej Europę Środkową.

Celem tego artyku łu  jest w zasadzie przedstaw ienie wyników badań, 
a nie metod, jakie w  nich stosowano. N iektóre jednak m etody przedstaw i­
my w  sposób skrótowy, gdyż są one mało znane większości polskich 
biologów.

II. Typy hemoglobin człowieka

Cząsteczka hemoglobiny człowieka i innych kręgowców składa się 
z dwu polipeptydów typu alfa i dwu — typu beta. U człowieka polipepty­
dy alfa są złożone ze 141 reszt aminokwasów. Są to dzeta (£) i alfa (a). 
Polipeptydy typu beta, złożone ze 146 reszt aminokwasów, są to epsilon 
( e) ,  gamm a (y), delta (5) i beta ((3).

Zidentyfikow ano następujące typy cząsteczek hemoglobiny ludzkiej: 
£262 Gower I, a2g2 Gower II, £2y2 Portland, a 2y2 hemoglobina płodowa HbF, 
a 2(32 HbA i a 252 HbA2. W pierwszych 8 tygodniach rozwoju w pęcherzyku 
żółtkowym  embrionu syntetyzow ana jest hemoglobina Gower I. Później 
głównym  miejscem syntezy hemoglobiny sta ją  się kom órki wątroby. To­
warzyszy tem u przestaw ienie na syntezę polipeptydów a i y. Pow staje 
więc głównie HbF, w ystępują jednak także, choć w m ałych ilościach hemo­
globiny Gower II i Portland. W końcowym okresie rozwoju płodowego 
synteza hemoglobiny w wątrobie ustaje, rozpoczyna się zaś jej synteza 
w szpiku kości płaskich. Jednocześnie spada gwałtownie synteza poli­
peptydów  y i rozpoczyna się synteza polipeptydów (3 i 5. W kom órkach 
człowieka dorosłego ponad 97°/o hemoglobiny stanowi HbA, około 2,5% 
HbA2. W ystępują ponadto niewielkie ilości HbF.

Różnice między polipeptydam i typu a i (3 nie są w ynikiem  modyfikacji 
potranslacyjnej. Każdy typ polipeptydu kodowany jest przez odrębny gen. 
Zależnie więc od etapu rozwoju pojawianie się różnych typów hemoglobi­
ny jest w ynikiem  włączania i wyłączania w rozw oju transkrypcji różnych 
genów (3, 4).
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III. Klonowanie genów globinowych

Poniżej postaram y się przedstawić na przykładzie genów globinowych, 
w jaki sposób można wyizolować z organizm u eukariotycznego pojedyn­
czy gen stanow iący w przybliżeniu 1X10~S część genomu. Punktem  w yj­
ścia tego typu prac stał się globinowy mRNA. Hemoglobina syntetyzo­
wana jest bowiem w wyspecjalizowanych kom órkach — retikulocytach — 
gdzie dom inującą klasą mRNA jest właśnie mRNA globinowy. Stw arza 
to możliwość względnie łatwego wyizolowania mRNA będącego tran - 
skryptem  pojedynczego genu. Poprzez zastosowanie odwrotnej transkryp- 
tazy w obecności dezoksyrybonukleotydów otrzym ać można odcinek 
DNA — tzw. cDNA — będący repliką mRNA danego genu. Taki cDNA 
można klonować w E. coli używając jako w ektora plazm idu (1).

Jednym  z pierwszych udanych eksperym entów  było sklonowanie zsyn- 
tetyzowanego na m atrycy mRNA, genu kodującego (3 globinę królika (5).

Namnożenie takiego zrekombinowanego z plazmidem cDNA stw arza 
możliwość uzyskania wielu inform acji na tem at s tru k tu ry  genu. Plazm id 
zaw ierający cDNA znakowany silnie ^P  służył także jako sonda m oleku­
larna w opisanej poniżej procedurze izolowania genów globinowych.

Pierw otnym  celem w yodrębnienia i klonowania genów z genomów 
było otrzym anie i analiza nie tylko odcinków transkrybow anych lecz 
także bezpośrednio z nimi sąsiadujących odcinków nietranskrybow anych. 
Później okazało się ponadto, że liczne geny zaw ierają introny, których 
nie ma w cDNA.

Cały DNA człowieka poddawano traw ieniu enzymami restrykcyjnym i, 
dobierając w arunki tak, aby nie wszystkie sekwencje rozpoznawane przez 
te enzymy były przecięte. Zachodziła bowiem obawa przecięcia poszuki­
wanych genów. Pocięty DNA wirowano w gradiencie sacharozy i wybie­
rano fragm enty o długości około 20 kz. Do fragm entów  dosyntetyzowy- 
wano lepkie końce. Równolegle izolowano DNA z faga X, które m iały 
służyć jako w ektory (7, 8).

F ragm enty DNA ludzkiego łączono z fragm entam i DNA faga 1, po czym 
tak zrekom binowany DNA pakowano in vitro z fagowym  białkiem  płasz­
cza. Odtwarzano w ten  sposób fagi zdolne do lizowania komórek bak tery j­
nych i zawierające losowe fragm enty  genomu ludzkiego. Taka kolekcja 
odcinków genomu człowieka wbudow anych do genomów faga nazywana 
jest bankiem  genów (gene library).

Następny etap stanow iła identyfikacja fagów przenoszących geny glo- 
binowe. Oszacowano, że poszukiwany gen mógłby się znaleźć w jednym  
klonie fagowym na 180 000. Kom órki E. coli zakażano fagam i przenoszą­
cymi fragm enty DNA człowieka. Zakażone komórki wysiewano na tacki 
kaw iarniane z pożywką agarową porośniętą wolnym i od faga komórkami 
E. coli. Wokół miejsc, gdzie znalazły się kom órki zakażone fagiem zacho­
dziła liza powodująca powstawanie łysinek. Na powierzchnię szalek na­
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kładano filtry  nitrocelulozowe, przenosząc na nie m.in. fagi z łysinek. 
Następnie filtry  zdejmowano i traktow ano NaOH w celu uwolnienia i de- 
na tu racji fagowego DNA. W ysuszone filtry  zalewano roztworem  zawiera­
jącym  silnie radioaktyw ny zdenaturow any cDNA globinowy służący jako 
sonda m olekularna. Po odmyciu wolnego cDNA filtry  suszono i metodą 
autoradiografii określano miejsca, gdzie cDNA hybrydyzow ał z fagiem. 
Porów nując miejsca zaczernione na kliszy z łysinkam i na tacy odnajdy­
wano fagi, które przypuszczalnie przenosiły gen globinowy. Fagi te na- 
mnażano i ponownie selekcjonowano przez hybrydyzację fagowego DNA 
z sondą m olekularną (1, 7, 8, 9). W yodrębniony klon fagowy można było 
dalej namnażać, a sklonowany w nim gen globinowy służył jako m ateriał 
m.in. do sekwencjonowania.

IV. Budowa genów globinowych

Praw ie wszystkie geny globinowe człowieka zostały ostatnio zsekwen- 
cjonowane. Okazuje się, że ich s tru k tu ra  ma następujące cechy wspólne: 
trzy  eksony przedzielone są dwiema sekwencjam i intronow ym i (IVS1, 
IVS2).

T ranskrypty  genów globinowych, podobnie jak  innych genów eukario­
tycznych zaw ierają niekodującą sekwencję 5' ograniczoną kapturkiem  
oraz sekwencję 3' zakończoną trak tem  poliA. Niekodującą sekwencja 5' 
zawiera zawsze układ CUUPyUG położony 7 nukleotydów  w stronę 3' od 
kap turka  (tj. między kap turk iem  a kodonem inicjującym  translację). 
Miejsce przyłączania poliA poprzedza charakterystyczna sekwencja 
AAUAAA odpowiedzialna, jak  się uważa, za poliadenylację. Sekw encjo- 
nowano także nietranskrybow ane odcinki DNA przylegające do tran sk ry - 
bowanych części genów globinowych. Od strony  5' w odległości około 30 
nukleotydów  od miejsca przyłączania kap turka  znaleziono we wszystkich 
genach globinowych, podobnie jak w  wielu innych genach eukariotycz­
nych, sekwencję ATAAA (tzw. „A T A -box”) prawdopodobnie odpowie­
dzialną za inicjację transkrypcji. W odległości 70—90 nukleotydów  znale­
ziono sekwencję CCAAT, której również przypisuje się udział w inicjacji 
transkrypcji. W ystępuje ona we wszystkich genach globinowych (10, 11,
12, 13) prócz genu 8. Być może jest to związane z obniżonym poziomem 
ekspresji genu 8 w  stosunku do genu (3 (12, 14) (Ryc. 1).

W szystkie badane dotąd kręgowce m ają po kilka genów kodujących 
polipeptydy typu a  i j3. Te grupy genów nazywane są rodzinam i genów 
a i (3. Na rodzinę genów typu  a  składają się £1, opę *\ ijxx, a l  i a2. Geny a l

*) Term in pseudogen (rj>, psi) w prowadzono dla oznaczenia takich sek w encji 
DNA, które są podobne do sekw encji DNA  w  genach działających, a le  są na ty le  
zm ienione, że n ie zachodzi ich ekspresja fenotypow a (17, 18).
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R yc. 1. Budowa genu globinow ego na przykładzie genu P. Sekw encje kodujące ekso- 
nów  — czarne prostokąty, introny — białe prostokąty, n iekodujące sekw en cje 3' 
i 5' — zakreskow ane prostokąty. Zaznaczono m iejsca w ystępow ania charakterystycz­
nych dla genów  globinow ych sekw encji opisanych w  tekście: (1), (2) — odpow iedzial­
ne praw dopodobnie za in icjację transkrypcji, (3) — odpow iedzialne za przyłączanie  
kapturka, (4), (5), (6), (7) — charakterystyczne sek w encje na złączach ekson-intron, 
(8) — sekw encja odpow iedzialna za poliadenylację.

i cc2 kodują identyczne białka (15). W obu genach IVS1 ma długość 113 par 
zasad, IVS2 zaś liczy w a l 141 a w a 2  150 par zasad. Oprócz 9-cio nukleo- 
tydowej insercji różnice sekwencji w IVS2 dotyczą poszczególnych par 
zasad, a sekwencje IVS1 w obu genach są identyczne. Pełną homologię 
w ykazują także sekwencje niekodujące od strony  5' i eksony 1 genów 
a l  i a 2, a eksony 2 różnią się tylko pojedynczym i param i zasad w trzecich 
pozycjach kodonów. Natom iast niekodujące sekwencje od strony 3' w yka­
zują różnice sięgające 20%  (10, 16).

W genie tpa są zarówno podstaw ienia zasad, jak  i delecje. W sumie 
sekwencja DNA tego pseudogenu różni się od sekwencji genu a2 w 21,8% 
tj. w ykazuje 79,2% homologii (19).

Jak  się okazało, z dwu genów t, kodujących hemoglobinę zarodkową 
typu  a, tylko jeden, pierw otnie nazwany £2, a obecnie £1 jest działający, 
drugi zaś jest pseudogenem tpę (18, 20). Sekwencje eksonowe obu genów 
£ różnią się tylko trzem a param i nukleotydów, lecz skutkiem  jednego 
z podstawień jest zmiana kodonu szóstego w kodon term inacyjny. Tak 
zm utowany gen nie może sterow ać syntezą biologicznie aktywnego poli- 
peptydu i dlatego uznany został za pseudogen. Sekwencje kodujące ge­
nów U a  w ykazują około 65% homologii (20, 21), lecz in trony różnią się 
i rozm iarem  i s truk tu rą . IVS1 genu £1, o długości 886 par nukleotydów, 
zawiera 12 razy powtórzoną sekwencję 14-nukleotydową, zaś w IVS2 
liczącym 239 par nukleotydów  jest 35 kopii charakterystycznej sekwencji 
pentanukleoty do we j .

W intronach ipę liczba powtórzeń tych sam ych sekwencji jest znacznie 
wyższa. Rola powtórzonych sekw encji nie jest znana (20).
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W skład rodziny genów typu j3 wchodzą geny e , g y , a Y, *#, 8 i P 
(ryc. 2B). Pseudogen \p|3 nie został jeszcze zsekwencjonowany. W pozosta­
łych genach pierwszy intron, IVS1, znajduje się między 30 a 31 kodonem 
i liczy 122— 130 par nukleotydów. Drugi intron, IVS2, jest między 104 
a 105 kodonem i liczy 850—904 par nukleotydów. A więc we wszystkich 
tych genach eksony są jednakowo długie i w ykazują dużą homologię, 
natom iast długość intronów waha się w pewnych granicach (11, 12, 13, 
14, 22).

Polipeptydy kodowane przez geny Ay i Gy różnią się tylko jednym  
am inokwasem  (odpowiednio Ala i Gli). Natom iast polipeptydy 6 i (3 różnią 
się dziesięcioma aminokwasami (11, 14).

W poszczególnych parach genów typu |3 różnice sekwencji zasad do­
tyczą więc głównie intronów. Jak  dotąd znana jest sekwencja zasad w jed­
nym  sklonowanym  genie °y i dwu sklonowanych genach Ay, pochodzących 
z dwóch homologicznych chromosomów. Okazało się, że różnice w sek­
wencji zasad IVS2 dwu allelicznych genów Ay są większe niż w każdym 
z tych genów i genie Gy (11).

Badanie sekwencji złącz intron-ekson ujawniło dodatkową charak te ry ­
styczną cechę genów globinowych. Zaw ierają one ośmionukleotydową 
sekwencję (A) na 3' końcu eksonu 1 powtórzoną na 5' końcu eksonu 3 
oraz dziewięcionukleotydową sekwencję (B) na 5' końcu eksonu 2 powtó­
rzoną na początku eksonu 3 w stronę 3' za sekwencją (A).

Układ powtórzonych sekwencji przedstawiono na rysunku 1 (12).

V. Układ genów globinowych w obrębie rodziny i ich ekspresja

Rodzina genów typu a człowieka znajduje się w chromosomie 16 
(23, 24). Są one rozmieszczone w odcinku DNA liczącym około 28 kz 
(Ryc. 2A). Geny a2 i a l  powstały w wyniku podwojenia fragm entu  DNA 
liczącego blisko 4 kz. O tym, że nie tylko same geny a2 i a l ,  ale i sąsiadu­
jące z nimi sekwencje w ykazują dużą homologię świadczy fakt, że udało 
się odcinki DNA zhybrydyzow ać ze sobą. Okazało się, że każdy z powtó­
rzonych fragm entów  DNA zawiera po dwie „w staw ki” . Są to sekwencje 
wynoszące po kilkaset par zasad, różne w każdym  z powtórzonych frag­
m entów, ale wbudowane w te same miejsca. Pow stanie genów a2, a l  i ipa 
mogło być wynikiem  tryplikacji, a gen ijxx znajduje się w trzeciej kopii 
takiego samego fragm entu DNA (15, 19, 25).

Wiadomo, że w  rozwoju ew olucyjnym  duplikacja genów a była w yda­
rzeniem  bardzo odległym. Ponieważ oba geny a m ają identyczne sekw en­
cje kodujące i w ykazują wysoką homologię sekwencji intronow ych za­
kłada się, że ich ewolucja przebiega łącznie. M echanizmem zapew niającym  
taką zgraną (concerted; wg 16, 20, 25, 26) ewolucję byłaby rekom binacja 
zachodząca nie tylko między param i genów allelicznych, tj. znajdujących
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Ryc. 2. Rodziny genów  globinow ych: (A) Rodzina genów  globinow ych typu a (15). 
Na rysunku zaznaczono położenie obszarów X, Y, Z będących częściam i powtórzonej 
sek w en cji przedzielonej „w staw kam i” o różnej długości (25). (B) Rodzina genów  
globinow ych typu |3 (12). Zaznaczono pow tarzające się sekw encje D w skazujące na 
zasięg podw ojonej sekw encji obejm ującej geny y  (32).

się w tych  samych miejscach chromosomów homologicznych a l /a l  i a 2/a2, 
także między nieallelicznym i genami al/a2. Za taką możliwością przem a­
w iają dane pochodzące z badań nad talasem ią, które omówimy później. 
Bardzo duże podobieństwo sekw encji kodujących genów t, i ipę mogło by 
być wynikiem  łącznej ewolucji także tej pary  genów (15, 20).

Rodzina genów typu (3 w ystępuje w chromosomie 11 człowieka (27, 28) 
(Ryc. 2). Są one rozmieszczone w odcinku DNA liczącym około 51 kz (12, 
29, 30). W stępne badania sugerow ały, że w skład tej rodziny wchodzi 
jeszcze jeden pseudogen (3 (na Ryc. 2 w  kierunku 5' od genu e), zaprze­
czyły tem u jednak późniejsze badania (31).

Zsekwencjonowano zaw ierający geny Gy i Ay fragm ent DNA o dłu­
gości 11 kz. Okazało się, że zawiera on podwójną sekwencję o długości 
5 kz. Geny Gy i Ay leżą w środkowych częściach podwójnych odcinków. 
Sekwencje zasad na prawo i lewo od powtórzonego fragm entu w ykazują 
20— 25% homologii. Sekwencje w odcinkach zduplikowanych, ale poza 
genam i y wykazują 80—85% homologii. Natom iast odcinki DNA rozpo­
czynające się około 400 par zasad w kierunku 5' od początku każdego 
z genów y i kończące się blisko końca 3' IVS2 w ykazują 98% homologii. 
Tu więc sytuacja jest klarow niejsza niż w przypadku genów a. Pierw otny 
gen y globinowy uległ duplikacji wraz z sąsiadującym i z nim  odcinkami 
DNA. Na podstawie różnic w sekw encjach zasad na tych odcinkach osza­
cowuje się, że duplikacja zaszła przed 34 m in lat. Natom iast ewolucja 
sam ych genów Ay i G y przebiega łącznie dzięki zachodzącej co pewien
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czas rekom binacji między nimi. S h e n  i w s p .  (32) oszacowuje, że 
ostatnia rekom binacja między genami Gy i Ay zaszła przed milionem  lat.

T ranskrypcja wszystkich genów globinowych w obrębie rodziny za­
chodzi w tym  samym  kierunku (na Ryc. 2 od lewej strony, 5'). K ierunek 
transkrypcji jest zgodny z kolejnością ekspresji genów globinowych 
w rozwoju. I tak, w rodzinie genów typu a najpierw  następuje ekspresja 
genu później zaś a2 i a l .  W rodzinie genów typu  (3 najpierw  następuje 
ekspresja genu e, później zaś °y i Ay, a jeszcze później — 5 i |3.

Zależność między pozycjami par genów funkcjonujących w tym  sa­
m ym  czasie i intensywnością ich transkrypcji i translacji jest bardziej 
skomplikowana. W ykorzystując różnice w niekodujących końcach 3' ge­
nów a l  i a2 (hybrydyzacja cDNA-mRNA, traw ienie hybrydów  nuklea- 
zą SI) oszacowano, że w ery troblastach  mRNA pochodzące z genów a l  
i a2 w ystępują w proporcjach 1,5:1 (33) lub około 2,5:1 (34, 35). W zględne 
ilości polipeptydów pochodzących z transkrypcji obu genów i translacji 
odpowiednich mRNA określono badając hemoglobinę osobnika zaw ierają­
cego zm utowany gen a 2: m utacja ta  powodowała substytucję jednego 
aminokwasu, co modyfikowało ruchliwość elektroforetyczną polipeptydu. 
Okazało się, że mimo różnicy w liczbie cząsteczek mRNA pochodzących 
z genów a l  i a 2, liczba polipeptydów pochodzących z obu genów jest taka 
sama. Autorzy (34) przypuszczają, że niekodujący fragm ent 3' mRNA 
może wpływać na wydajność translacji. Być może chodzi tu  o stab il­
ność mRNA.

Ponieważ polipeptydy kodowane przez geny Gy i Ay różnią się jednym  
aminokwasem, względnie łatwo było oszacować udział obu tych genów 
w produkcji polipeptydu y. W rozwoju em brionalnym , po wyłączeniu 
genu e proporcja polipeptydów Gy i Ay wynosi 7:3. Później, gdy rozpoczy­
na się ekspresja fenotypowa genów 8 i {3, następuje gwałtowne ogranicze­
nie ekspresji genów y. Towarzyszy tem u zmiana proporcji polipeptydów 
Gy :Ay;wynosi ona 2:3 (36).

Polipeptydy 5 i (3 w ystępują w proporcji 1:45 (4). W ydaje się, że gdyby 
gen 8 przestał funkcjonować, nie m iałoby to wyraźnego w pływ u na po­
ziom hemoglobiny. Gen 8 jest więc „kandydatem ” na pseudogen.

VI. Talasemie

W pewnym  uproszczeniu można wyróżnić dwa typy anemii dziedzicz­
nych spowodowanych zmianam i w  hemoglobinie. Do pierwszej zalicza się 
hemoglobinopatie. Są to w yw ołane m utacjam i w odpowiednich genach 
podstawienia aminokwasów w polipeptydzie typu a lub (3, przy zachowa­
niu norm alnej proporcji 1:1 w ilości obu polipeptydów. Opisano kilkaset 
różnych typów podstawień aminokwasów. Podręcznikowym  przykładem  
tego typu  schorzeń jest anemia sierpow ata.
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D rugą grupę stanow ią anemie ogólnie objęte nazwą talasem ii (tha- 
lassemia). Ich wspólną cechą jest niedobór lub brak  bądź polipeptydu a 
bądź typu (3 (3, 4, 5). Do niedaw na m olekularne podstaw y talasem ii nie 
były znane (37). Anemia była klasyfikow ana jako a talasem ia, gdy we 
krw i płodów występowała hemoglobina B arta (y4) a w późniejszym okre­
sie rozw oju HbH a więc gdy stw ierdzono niedobór polipeptydu a. W ystę­
powanie we krw i Hba (a4) klasyfikowano jako (3 talasem ię. Hemoglobiny 
złożone z 4 identycznych polipeptydów łatwo ulegają denaturacji. Ich 
wysoki poziom w erytrocytach powoduje anemię hemolityczną (degrada­
cja erytrocytów ). Krańcowym  przypadkiem  talasem ii jest zupełny b rak  
polipeptydu typu a  lub (3. Są to odpowiednio a° i ¡3° talasem ie. W przypad­
kach m niej krańcow ych polipeptyd a lub (3 jest syntetyzow any w m niej­
szej ilości. Są to odpowiednio a + i |3+ talasem ie (3, 4, 5).

Jak  wiemy, u człowieka zdrowego w  każdym  z dwu chromosomów 
homologicznych w ystępują po dwa geny a i para genów 8 i (3. Gdy jeden 
z genów a nie funkcjonuje, organizm  ma trzy  kopie norm alnych genów a 
i wobec tego w ystępuje w nim  lekki niedobór polipeptydu a, nie zawsze 
w ykryw alny klinicznie. Gdy w jednym  z chromosomów homologicznych 
oba geny a nie funkcjonują (np. nastąpiła delecja fragm entu  DNA zawie­
rającego je), taki heterozygotyczny organizm  ma dwa norm alne geny a, 
co powoduje w yraźny niedobór polipeptydu a i w yraźne, chociaż nie­
groźne dla życia objawy anemii. U osobników m ających tylko jeden nor­
m alny gen a (np. w jednym  z chromosomów homologicznych jest delecja 
obu genów a, w drugim  zaś jednego), w ystępuje anemia hemolityczną 
i powstaje w dużych ilościach hemoglobina B arta, (y4) zaś w okresie post- 
natalnym  HbH.

Homozygoty zupełnie pozbawione norm alnych genów a um ierają 
w okresie płodowym (hydrops jetalis). Poza hemoglobiną B arta w ykryw a 
się w ich krw i hemoglobinę Portland  (C2Y2) (38). Ponieważ większość poli­
peptydu typu (3 pochodzi z transkrypcji genu (3, m utacje punktowe lub 
delecje obejm ujące ten  gen prowadzą do anomalii naw et wtedy, gdy 
w obu chromosomach homologicznych gen 8 jest nie zmieniony. a° i (3° ta ­
lasemie w ystępują wówczas, gdy w obu chromosomach homologicznych 
geny a lub (3 zupełnie nie działają. N atom iast a + i (3+ talasem ie mogą w y­
stępować bądź w heterozygotach opisanych wyżej, bądź w homozygotach 
m ających takie m utacje w  genach globinowych, k tóre zm niejszają w ydaj­
ność transkrypcji, powodują niestabilność mRNA itp.

W obszarze genów globinowych mogą zachodzić delecje o dużym za­
sięgu obejm ujące geny |3, 8, Gy, Ay lub ich części. Ich fenotypowym  efek­
tem  są talasem ie (8(3) i y8(3 oraz zaburzenia objęte nazwą HPFH (hereditary  
persistance of jetal hemoglobin). W przypadku HPFH nie obserw uje się 
anemii, gdyż ekspresja genów trw a w ciągu całej ontogenezy i brak  hemo­
globin dorosłych HbA i HbA2, wywołany u tra tą  genów (3 i 8, kom pensuje 
hemoglobina płodowa HbF (5).
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Talasemie w ystępują z dużą częstością w niektórych populacjach lu­
dzi, np. wśród Greków cypryjskich, mieszkańców Sardynii, Arabii Saudyj­
skiej, w niektórych okolicach Indii, a także wśród M urzynów afrykańskich 
i am erykańskich. Przypuszcza się, że duża częstość a i (3 talasem ii (do 
lf% ; populacji) ma związek z większą odpornością na Plasmodium ma­
laria? osobników m ających łagodne postacie talasem ii (stan heterozygo- 
tyczny), podobnie jak  w przypadku heterozygot pod względem anemii 
sierpow atej (39). Jeżeli określony typ talasem ii w ystępuje w obrębie da­
nej populacji z dużą częstością, może to wskazywać na pochodzenie powo­
dującej go m utacji od wspólnego przodka. Jeśli natom iast określony typ 
talasem ii w ystępuje w zupełnie odrębnych populacjach (np. wśród M urzy­
nów i Hindusów) sugeruje to, że jakieś właściwości genomu stw arzają 
predyspozycje do niezależnego powstawania tego właśnie typu talasemii.

VI-1. a talasem ie

Z punktu  widzenia podstaw m olekularnych można wyróżnić 2 typy 
a talasem ii. Do pierwszego zalicza się u tra tę  fragm entów  DNA, drugi zaś
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' cx 2 I) I
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ca 2 j1 1 oc2 1! _____ 1 S*1-

cx 1

~ÓTFP cx1-h l l <*\W
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Ryc. 3. N ierów ny crossing over m iędzy genam i a2 i a l.  Oba geny są częściam i po­
dw ojonych fragm entów  DNA na rysunku zaznaczonych lin ią kreskow aną. Crossing  
over m oże zajść m iędzy hom ologicznym i fragm entam i poza genam i a l  i a2 w  k ie ­
runku 5' (1) i w ów czas pow stanie chrom osom  m ający dw a geny a2 i jeden a l  oraz 
chrom osom  m ający jedynie gen a l.  Jeśli crossing over zajdzie w  obrębie genów  a2 
i a l ,  pow stanie chrom osom  z tryplikacją przy czym  środkow y gen będzie m iał część 
5' pochodzącą z a l ,  3' zaś z a2. Drugi chromosom będzie m iał pojedynczy gen a: 
jego część 5' będzie z a2, 3' zaś z a l  (2). Jeśli w reszcie crossing over zajdzie poza 
genam i a w  m iejscu 3, chrom osom  z tryplikacją będzie m iał jeden gen a2 i dwa a l;  
chrom osom  z delecją będzie m iał gen a l  (33).
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jest wynikiem  m utacji punktow ych w genach a. Mogą być utracone: jeden 
z dw u genów a, oba te geny, a naw et większe fragm enty DNA przenoszą­
cego rodziny genów globinowych (Ryc. 4A; 38, 40, 41). Najczęściej spoty­
kanym  typem  a + talasem ii jest u tra ta  jednego z dwu genów a wraz 
z fragm entem  DNA liczącym 3,7 kz lub 4,2 kz. Zakłada się, że pierwszy 
z tych  przypadków jest wynikiem  nierównego crossing over  między na j­
większym i z powtórzonych sekwencji DNA (ryc. 3). Zależnie od tego, 
w którym  miejscu zaszła w ym iana odcinków DNA, w genomie może po­
zostać gen a l, a 2, lub gen zrekom binowany, m ający część 5' genu a 2 i 3' 
genu a l .  U trata jednego z genów a wraz z 4,2 kz fragm entem  DNA też 
mogłaby być wynikiem  nierównego crossing over  (5, 33). Mechanizm 
u tra ty  większych fragm entów  DNA nie jest znany.

Następujące dane wskazują, że u tra ta  odcinka DNA wynoszącego 
3,7 kz jest wynikiem  nierównego crossing over. Jak  widać na ryc. 3, nie­
rów ny Crossing over  powinien powodować powstawanie chromosomów 
z jedną kopią genu a oraz odwrotnych produktów takiej samej wym iany, 
m ających trzy  kopie tego genu. W ykryto kilka tego rodzaju przypadków 
(5, 40). Osobniki m ające w jednym  chromosomie norm alne dwie kopie 
genu a, w drugim  zaś trzy  kopie nie m ają zaburzeń hematologicznych 
mimo zwiększonej dawki genów a. Jak  się wydaje, w  populacjach goryli 
często w ystępują osobniki m ające zarówno pojedyncze kopie genów a jak 
i potrójne (26). Dane te wskazują, że rekom binacja między nieallelicznymi

A  l  ¥ o T i  < x 2  < * 1  •— 1 1  k 2

—- m ------------------------------ c n --------------c u ---------m ----------m ---------------------------

a o%+ 3,7 kb 
b c*+ 4,2 kb
c. « “(Wed)
d. c*°(SEA)
e. OŁ°/WlED/
f. « “/M EC /

B €
-OIJK

G7
-nu- - m -

5
« ■

1 kz

a. |ł°
b. HbLepore

P?A7(6(ł)°
g 7a 7hpfh
G?A7HPFH
G 7 («p)°
®7(«)°

Hbkenya

Ryc. 4. U trata DNA pow odująca a (A) i (3 (B) talasem ie. Brakujące odcinki zazna­
czono na czarno. Obszary niezaczernione w yznaczają granice, m iędzy którym i nor­
m alnie w ystępuje utracony odcinek DNA. W przypadku, gdy granice utraconego  
odcinka nie zostały ściśle określone, m aksym alny ich zasięg oznaczono jako obszar 
zakreskow any.
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genami a globiny rzeczywiście zachodzi. Skoro zachodzi pojedynczy cross­
ing over, można oczekiwać zachodzenia także podwójnego crossing over 
oraz rekom binacji niew zajem nej (konwersji genu). Oba te typy wym iany 
DNA między anieallelicznym i genami um ożliwiałyby ich zgraną ewolucję.

Mniej liczne są przypadki a talasem ii spowodowanych przez małe de- 
lecje oraz m utacje punktowe. Ich m olekularne podstaw y są podobne do 
różnych typów (3 talasem ii (5, 43, 42, 44), które szczegółowo omówimy 
dalej. Na uwagę zasługuje jeden z przypadków  a talasem ii spowodowanej 
m utacją punktową. W jej w yniku nastąpiła substytucja Leu -> Pro w po­
zycji 125 polipeptydu a. Ta końcowa część polipeptydu (kodowana przez 
ekson 3) jest odpowiedzialna za tworzenie dimerów cti^, które są pierw ­
szym etapem  powstawania te tram eru  a 2|32. W w yniku substy tucji Leu -> 
—► Pro utrudnione jest powstawanie dim eru, pow stają natom iast tetram ery  
(34, (HbH) i na tej podstawie zaklasyfikowano ten  przypadek jako a talase- 
mię (35). A więc wyróżnianie talasem ii od innych genetycznie uw arunko­
w anych wad hemoglobiny jest w istocie względne.

VI-2. Talasem ie 3; m echanizm y w ycinania  intronów

Gen (3-globiny w ystępuje w  chromosomie tylko w  pojedynczej kopii. 
Można więc wiązać pojedynczą zmianę w DNA — co daje się obecnie pre­
cyzyjnie określić dzięki opanowaniu techniki klonowania i sekwencjono- 
wania genów — z efektem  fenotypowym  wyw ołanym  przez tę zmianę 
i obserw owanym  na poziomie białka lub mRNA. Istnieje teoretyczna moż­
liwość, że obserwowany fenotyp jest wynikiem  zmian w DNA w sąsiedz­
twie genu stru k tu ry . Aby tę ewentualność wykluczyć, prowadzono bada­
nia ekspresji allelu (3 talasem ii w system ach heterologicznych. Zmieniony 
gen (3-globiny wprowadzano do kom órek innego organizm u i porów ny­
wano wywołane w ten sposób zmiany fenotypowe na poziomie mRNA 
ze zmianam i w  komórce m acierzystej (45, 46, 47, 48, 49).

M olekularne podstaw y większości (3-talasemii są odm ienne od omówio­
nych przyczyn a-talasem ii. Obserwowano tylko nieliczne przykłady de- 
lecji prowadzących do talasem ii (3 (50, 51). Przew ażająca część poznanych 
talasem ii wywołana jest przez m utacje punktowe. Przyczyną dwóch opi­
sanych niezależnie przypadków  talasem ii okazały się m utacje term inacyj- 
ne w  17 i 39 kodonie mRNA, co uniemożliwiało powstanie (3 globiny 
(52, 53). Przekonano się o tym  sekwencjonując cDNA otrzym any z mRNA 
kom órek talasem icznych. W jednym  przypadku wykazano, że m utacja 
term inacyjna podlega supresji w  układzie in v itro : gdy do m ieszaniny 
inkubacyjnej zawierającej mRNA z komórek talasem icznych dodawano 
supresorow y tRNA z drożdży, powstawał norm alny polipeptyd globi- 
nowy (54).
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Znaleziono także przypadek (3° talasem ii, k tóra spowodowana była 
u tra tą  dwóch nukleotydów  w kodonie na ósmy aminokwas (3 globiny. Na 
skutek  delecji nastąpiła zmiana fazy odczytu, a w konsekwencji powstał 
kodon term inacyjny (53).

Bardzo ciekawe są przykłady talasem ii (3 wyw ołanych przez m uta­
cje punktow e lub małe delecje, które prowadzą do anorm alnej obróbki 
mRNA. W takich przypadkach albo dojrzały mRNA jest n ietrw ały (55) 
lub tak  zmieniony, że globina w  ogóle nie jest produkowana (fenotyp 13°), 
(56, 57, 58, 59, 60), albo norm alny mRNA może powstawać w mniejszej 
ilości, ew entualnie obok mRNA zmienionego (fenotyp |3+) (45, 47, 61). Aby 
poznać m echanizmy zmieniające obróbkę mRNA omówimy szczegółowo 
kilka przykładów.

W jednym  z przypadków  |3+ talasem ii wykazano, że w komórkach 
szpiku kostnego pacjenta gromadził się defektyw ny prekursor mRNA (62). 
Znakowano go pulsowo i hybrydyzow ano ze znanymi, znakowanymi frag­
m entam i cDNA a i (3 globiny. Oznaczano w ten  sposób ilościowo stosunek 
m RNA^mRNAp. W zdrowej komórce stosunek ten  rów ny jest jedności, 
gdyż ilości a i (3 globiny są równe. W kom órkach z talasem ią (3 ilość 
mRNAa przewyższała znacznie ilość mRNAp, co wskazywało na jego gro­
madzenie. Stosując określone fragm enty  restrykcyjne cDNA3 zmapowano 
orientacyjnie dany mRNAp i stwierdzono, że był on nienorm alnie długi 
i zawierał fragm enty intronów . Można przypuszczać, że był to produkt 
przejściowy obróbki pre-mRNA.

W większości przypadków  talasem ii stw ierdzono jednak, że jeśli po­
w staw ał defektyw ny mRNAp to był on niestabilny i ulegał degradacji 
przez enzymy komórkowe lub nie był transportow any z jądra do cyto- 
plazmy (45, 46, 55, 62). Opisano przypadek (3° talasem ii, gdzie mRNA po­
wstawał, podlegał norm alnej obróbce i był poliadenylowany, lecz z nie­
wiadomych przyczyn w ykazyw ał niestabilność (55). Degradację tego 
mRNA badano znakując go pulsowo i ham ując transkrypcję  przez dodanie 
aktynom ycyny. Próbki mRNA przed i po dodaniu akty no mycy ny analizo­
wano przez hybrydyzację ze znanymi, znakowanym i fragm entam i cDNA. 
Różnice między mRNA ze zdrowych kom órek i mRNA z kom órek pacjen­
ta  są niew ykryw alne.

Stwierdzono, że po zaham owaniu transkrypcji intensywność prążka 
odpowiadającego mRNA z kom órek dotkniętych talasem ią (3° m alała, co 
było dowodem na jego degradację.

Opracowanie techniki sekwencjonowania DNA umożliwiło określenie 
pojedynczych zmian nukleotydów  w genie (3, które powodowały defekty 
w  obróbce mRNA i fenotyp (3-talasemii. W yniki te można traktow ać jako 
wstęp do szerokiego i zupełnie nie poznanego tem atu  regulacji ekspresji 
genów u organizmów wyższych.

Dyskutowany jest obecnie mechanizm wycinania sekwencji introno- 
wych z pre-mRNA czyli tzw. składania. Poznano już sekwencje k ilku­
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dziesięciu intronów. Przy ich porównaniu (63) okazało się, że złącza intro- 
nu i eksonu m ają zawsze te same sekwencje, tzw. sekwencje największej 
zgodności co można przedstaw ić następująco:
ekson 5'(C/A) AG* GT (G/A) A G T ----------- sekwencja in tro n o w a ------------
(C/T)nN (T/C) A G t G3'ekson. S trzałki oznaczają miejsca wycinania na 
granicy intronów  z eksonami. Przypuszcza się, że za wycinanie intronów  
odpowiedzialny jest specyficzny kompleks rybonukleoproteidow y, k tóry 
prawdopodobnie przesuwa się po nici mRNA od końca 5' do końca 3', przy 
czym tzw. U l RNA będący jego składnikiem  umożliwia rozpoznanie i do­
pasowanie początkowej i końcowej sekwencji intronu, co w arunkuje  jego 
wycięcie (64, 65, 66). W yniki prac nad m olekularnym  podłożem (3 talasem ii 
tworzą jeden z modelowych układów do badania obróbki mRNA u euka- 
riontów  wyższych. Opisano kilka przykładów (3+ talasem ii spowodowa­
nych pojedynczą substytucją G -*• A wew nątrz intronu 1 (ISV1) genu (3 
na 21 nukleotydów przed jego 3' końcem (47, 61). Podstaw ienie to genero­
wało nowe miejsce 3' cięcia i składania IVS1, które okazywało się bardziej 
efektyw ne niż zmienione miejsce pierwotne. Powstawało więc 80—90°/o 
defektywnego mRNA oraz 10—20% właściwego mRNAp. Defektyw ny 
mRNA analizowano poprzez mapowanie endonukleazą SI i sekwencjono- 
wanie kom plem entarnego cDNA. Stwierdzono, że w skutek wykorzystania 
nowego miejsca cięcia i składania zawierał on 19-to nukleotydową w staw -

E1 IVS1 E2 IVS2 E3
gen fł

-3 -2 -1  +1 + 3  + 4 
ł

A G G G T G A G 3'-*-----5' sekwencja największej zgodności IVS2

E1 E2 E 3mRNA
normalny

normalny

normalny

zmieniony

normalny

normalny

\  E1 E 2 E3

Ryc. 5. K ierowana m utageneza poszczególnych nukleotydów  na złączu eksonu 2 
i intronu 2 genu (3-globiny. T ylko zam iana zasad w  pozycji + 1  pow oduje utratę  
aktyw ności sekw en cji najw iększej zgodności jako m iejsca w ycinania intronu. U jaw ­
niają się w  tym  w ypadku trzy inne m iejsca cięcia i składania, jedno w ew nątrz  
IVS2, a dwa w ew nątrz eksonu 2 (E2). Z identyfikow ano w  tym  przypadku trzy ro­
dzaje mRNA. W ykorzystanie m iejsca cięcia i składania w ew nątrz IVS2 daje m RNA  
dłuższy od norm alnego o w staw kę sekw encji z 5' końca IVS2. Jeżeli w ycinanie od­
byw a się z udziałem  sekw encji w ew nątrz E2, to pow stałe m RNA są krótsze od nor­
malnego.
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kę z końca 3' IVS1, która powodowała przesunięcie fazy odczytu unie­
m ożliwiając syntezę białka. Zaburzenie w wycinaniu IVS1 wpływało też 
ham ująco na wycinanie drugiego intronu (IVS2).

Szczegółowo badano efekty m utacji punktow ych w sekwencji na styku 
eksonu 2 i IVS2 genu (3 (5, 49, 67). Stosując metodę kierowanej m uta- 
genezy uzyskano kolekcję sklonowanych genów z pojedynczymi podsta­
wieniam i zasad na złączu 5'IVS2 (rys. 5).

Ekspresję zmienionych w ten  sposób genów (3 badano w komórkach 
HeLa. Stwierdzono, że m utacje w pozycjach — 1, —2, —3 (tj. w ostatnim  
tryplecie eksonu 2) oraz + 3 , + 4  względem miejsca cięcia nie m iały w pły­
wu na s truk tu rę , ilość oraz trw ałość mRNAp. M utacje te nie powodowały 
więc fenotypu talasem ii. Natom iast efektem  m utacji G -*• A w pozycji + 1  
(w pierwszej zasadzie IVS2) była całkowita inaktyw acja złącza 5', a w kon­
sekw encji odpowiednik fenotypu (3° talasem ii. Jak  się okazało, gdy w ła­
ściwe złącze 5' ulegało inaktyw acji, przecinanie pre-m RNA zachodziło 
w innych miejscach o sekwencjach podobnych do sekwencji 5' najw ięk­
szej zgodności. Stwierdzono bowiem, że produktam i transkrypcji genu* 
w k tó rym  wywołano podstawienie zasad w pozycji + 1  IVS2 były 3 ro ­
dzaje mRNA o różnych długościach. Aby zlokalizować te zastępcze miejsca 
w ycinania zsyntetyzowano cDNA na m atrycach tych trzech rodzajów 
mRNA. Stwierdzono, że jedno z nowych zastępczych miejsc wycinania 
znajduje się w pozycji + 4  IVS2 i wykorzystyw ane jest w 30%. Dwa po­
zostałe miejsca wycinania o wydajnościach 20 i 50°/o zlokalizowano 
w eksonie 2 odpowiednio na 52 i 136 nukleotydów przed jego 3' końcem. 
Sekw encja jednego z tych m iejsc była TAA^GCTAG, czyli wycięty w tym  
miejscu fragm ent nie zaczynał się od GT, jak to przew idują przyjm ow ane 
do tej pory reguły (68).

Mimo to cięcie i składanie mRNA zachodziło. Co dziwniejsze, analiza 
sekwencji drugiego eksonu wykazała, że w odległości 91 nukleotydów 
przed jego 3' końcem, czyli pomiędzy dwoma w ykorzystyw anym i a lte rna­
tyw nie miejscami cięcia i składania jest dodatkowa sekwencja najw iększej 
zgodności. Zupełnie nie wiadomo, dlaczego sekwencja ta jest nieaktyw na 
jako miejsce wycinania naw et w zm utow anym  genie (3. Być może ma na 
to wpływ drugo- lub trzecio-rzędowa s truk tu ra  RN A lub jeszcze inne, 
trudne do przewidzenia czynniki.

W pływ wykorzystania zastępczych miejsc cięcia i składania na ekspre­
sję genu badano na przykładzie genu (3E globiny, w którym  zaszła m utacja 
GAG -> AAG powodująca podstawienie Glu ->■ Lys w 26 kodonie genu (3 
(48). Gen (3E sklonowano i badano jego ekspresję w kom órkach HeLa. 
Jak  się okazało, mRNA genu (3E był w 5— 8%  defektyw ny. A zatem m u­
tacja punktow a w kodonie 26, a więc odległa o 4 kodony od końca ekso­
nu 1, powodowała powstanie zastępczego miejsca cięcia i składania IVS1. 
W ten sposób m utacje eksonowe mogą mieć wpływ  na obróbkę mRNA, 
a w konsekwencji zmieniać poziom ekspresji genu.
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Pośród wielu przebadanych dotychczas przypadków  (3° i |3+ talasem ii 
zidentyfikowano dotychczas tylko jedną m utację, k tóra m iała wpływ na 
transkrypcję  genu (3. Jedynym  takim  przykładem  jest pojedyncze podsta­
wienie C G na 87 nukleotydów w kierunku 5' przed miejscem przyłą- , 
czania kapturka. M utacja ta zaszła prawdopodobnie w m iejscu odpowie­
dzialnym  za inicjację transkrypcji (69).

Analiza sum aryczna opisywanych dotychczas przypadków  (3 talasemii 
prowadzi do innych ciekawych wniosków. W genie i obszarze otaczającym 
ten  gen stwierdzono pewne różnice w liczbie i rozmieszczeniu miejsc roz­
poznawanych przez enzymy restrykcyjne. Są różne „ciche” substytucje 
zasad, nie dające efektów fenotypowych. Sklasyfikowano je na określone 
haplotypy.

W populacji śródziemnom orskiej wyróżniono 9 takich haplotypów. 
Nowym spostrzeżeniem  okazało się sprzężenie określonych typów  tala­
semii z określonym i haplotypam i. W przybliżeniu można więc powiedzieć, 
że określona sekwencja zasad w genie stw arza predyspozycje do ściśle 
określonych m utacji wywołujących talasem ię (69).

Odmienną grupą defektów m olekularnych w obszarze genów grupy (3 
jest u tra ta  fragm entów  DNA o różnej długości. Jednym  z powodów (3° ta­
lasemii była u tra ta  DNA obejm ująca 3' część in tronu II genu , ekson 3 
oraz część sekwencji niekodującej od strony 3' genu (3. Je j zasięg oszaco­
wano na około 600 nukleotydów na podstawie analizy heterodupleksów  
fragm entów  DNA genów z kom órek zdrowych z odpowiednimi fragm en­
tam i z komórek talasem icznych metodą m ikroskopii elektronow ej (50, 51) 
(ryc. 4b). N iektóre form y HPFH i talasem ie są skutkiem  u tra ty  większych 
fragm entów  DNA. W przew ażającej większości przypadków brak  pro­
dukcji 8 i (3 globin kom pensują Gy lub Gy i Ay globiny — w zależności od 
tego talasem ie tej grupy klasyfikuje się na g y(8(3)° lub gy ay(&13)°.

Badanie związku między długością utraconych fragm entów  DNA a po­
ziomem ekspresji genów grupy (3 pozwala na wskazanie obszarów odpo­
wiedzialnych za regulację produkcji globin. Chodzi tu  głównie o y-globinę, 
główny składnik hemoglobiny płodowej (HbF) produkow any w wieku 
dorosłym  na m inim alnym  poziomie (<C lw/o). M olekularny mechanizm 
„w yłączania” genów y nie jest dotychczas poznany.

gYaY((35)° talasem ie wywołane są u tra tą  fragm entu  DNA od części 
5'IVS2 genu 8 do nieznanego dokładnie miejsca w k ierunku 3' od genu (3 
(Ryc. 4B) (70). Chociaż globiny 5 i (3 nie są w tym  w ypadku produkowane, 
anem ia nie jest tak  ostra jak  w przypadku talasem ii (3°, gdyż poziom 
HbF jest podwyższony do 5—20°/o. W przypadku talasem ii Lepore (71) 
(ryc. 4B), gdzie utracona jest sekwencja od intronu 2 genu 8 do intronu 2 
genu (3, poziom HbF stanowi 1—5%  norm alnej ilości hemoglobiny. Po­
rów nanie poziomu y globiny w obu tych przypadkach sugeru je częściową 
odpowiedzialność sekwencji w DNA położonych po strom e 3' genu za re ­
gulację ekspresji genów y-
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Dwa różne przypadki HPFH były spowodowane u tra tą  fragm entów 
DNA obejm ujących całe geny 8 i (3 (72); w jednym  przypadku utracona 
była m.in. część sekwencji Alu położona między genami 8 i Ay, w drugim  
przypadku od strony 5' utracony fragm ent był o 5 kz dłuższy. Na tej pod­
staw ie przypuszcza się, że właśnie dzięki utracie wspomnianej sekwencji 
Alu, u pacjentów  w okresie postnatalnym  nie następuje „wyłączanie” ge­
nów gy i Ay. Dzięki tem u brak  produkcji HbA i HbA2 kompensowany jest 
przez HbF. Nie wiadomo, jak długie odcinki DNA w kierunku 3' od genu 
|3 u tracone są u pacjentów m ających HPFH. Wiadomo jednak, że w obsza­
rze położonym po stronie 3' genu (3 znajduje się także sekwencja Alu, 
k tó ra  in vitro może służyć jako prom otor długiego (2,3 kz) transk ryp tu
o nieznanej funkcji (73). Nie wiadomo, czy in vivo  zachodzi transkrypcja  
tego odcinka, ale można i ten  proces wiązać z regulacją ekspresji genów 
globinowych.

Zidentyfikow ano 2 rodzaje defektów m olekularnych wywołujących 
ten  sam  fenotyp ° y(8|3) talasem ii. Jednym  z nich jest inw ersja obszaru 
położonego między genami Ay a 8, połączona z u tra tą  końców odwróco­
nego odcinka (Rye. 4B) (74). Innym  przypadkiem  talasem ii Gy(8|3)0 jest 
u tra ta  całego obszaru obejmującego geny Ay, 8 i (3 (rye. 4B) (75).

Sekwencja Alu między genami Ay i 8 jest w pierwszym  przypadku 
obecna w formie odwróconej, w  drugim  utracona, a mimo to produkcja 
y-globiny nie zachodzi. Widocznie istnienie tylko jednego genu y (gdyż Ay 
jest w obu tych przypadkach utracony) nie może kompensować braku 
8 i (3 globin.

Ciekawym  przypadkiem  jest u tra ta  DNA powodująca (y8(3)° talasem ie 
(Rye. 4B). Utracone są geny °y, Ay i 8, gen (3 zaś pozostał, a mimo to |3-glo- 
bina nie powstaje (76). W skazuje to na udział utraconych sekwencji DNA 
w regulacji ekspresji genu (3.

Na podkreślenie zasługuje fakt, że chociaż geny należące do rodziny (3 
są transkrybow ane niezależnie, ich ekspresja zależy od budowy całego 
odcinka DNA, w którym  są one zlokalizowane. Świadczy o tym  fakt, że 
u tra ta  fragm entów  tego odcinka w yw ołuje zmianę ekspresji genów, które 
w tym  odcinku pozostały, nie wpływa natom iast na ekspresję genów (3 
globinowych znajdujących się w  chromosomie homologicznym.

VII. Regulacja ekspresji genów globinowych

Inform acje z tego zakresu, bardzo jeszcze niekom pletne, pochodzą 
z trzech typów danych. Pierw szy z nich — to analiza składu hemoglobiny 
we krw i pacjentów  chorych na talasem ię. Z reguły przy niedelecyjnych 
talasem iach synteza polipeptydów wchodzących w skład hemoglobin 
em brionalnych (tj. polipeptydów t, oraz e i y) ustaje  lub gwałtownie 
zmniejsza się w norm alnych okresach rozwoju. Natom iast w przypadkach
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talasem ii delecyjnych często, chociaż nie zawsze ekspresja genów funkcjo­
nujących w rozwoju em brionalnym  trw a dłużej. Em briony mające a° ta- 
lasemię spowodowaną niektórym i delecjami żyją dłużej niż 8 tygodni, 
a w ich krw i znajduje się pewna ilość hemoglobiny Portland (£2y2), co 
wskazuje, że ekspresja genu t, trw a w nich dłużej niż norm alnie (5, 38). 
Nie jest jasne, czy w rozwoju płodowym heterozygot m ających tylko jed­
ną kopię genu a dłużej trw a synteza polipeptydu Jak  już wspomniano, 
w delecyjnych 5(3 talasem iach oraz w przypadku HPFH obserw uje się czę­
sto zwiększoną zawartość HbF.

Jak  się wydaje, o tym , czy synteza hemoglobiny płodowej ustanie 
w określonym  etapie rozwoju, czy też będzie trw ała  dłużej, decyduje nie 
poziom aktyw nej hemoglobiny, tylko struk tu ra  fragm entu DNA zaw iera­
jącego rodzinę genów globinowych. Nie stwierdzono, by geny X, i e fun­
kcjonowały w okresie postnatalnym  (3). W zasadzie do tego typu danych 
należą próby wszczepienia do zarodków owiec erytroblastów  z osobników 
dorosłych. W płodach obserwowano syntezę hemoglobiny płodowej z włas­
nych gemonów płodów oraz hemoglobiny „dorosłej” z wszczepionych ko­
mórek. Nie nastąpiło więc odróżnicowanie kom órek „dorosłych” (77).

Drugi typ  danych — to zależność ekspresji genów od poziomu m etyla- 
cji DNA. Jak  sugerują w stępne dane, silna m etylacja genu uniemożliwia 
jego ekspresję (78). Geny y globinowe są słabiej zmetylowane w płodzie, 
a silniej — w okresie postnatalnym . Przeprowadzono eksperym ent pole­
gający na podawaniu pacjentom  z (3 talasem ią 5-azacytozyny, k tóra prze­
szkadza w m etylow aniu DNA. Po tygodniu stwierdzono we krw i pacjen­
tów wzrost zawartości HbF. Wyższy poziom HbF utrzym yw ał się przez 
następnych 6 tygodni. Nie w ykryto we krw i pacjentów  polipeptydu e, 
chociaż kodujące go geny też były słabiej zm etylowane po traktow aniu  
5-azacytozyną (79). W arto podkreślić, że jeśli jest prosta zależność m iędzy 
stopniem  m etylacji genów i ich ekspresją, inne czynniki na pewno odgry­
w ają nadrzędną rolę w tym  względzie: w hodowanych in vitro  fibrobla- 
stach człowieka stopień m etylacji genów y w ahał się znacznie w cyklu 
hodowli. W fibroblastach nie zachodzi synteza globiny, m etylacja więc 
genów globinowych nie wpływa na ich ekspresję w  tych kom órkach (80).

Trzeci typ  danych — to analiza ekspresji sklonowanych genów globi­
nowych. Bodaj optym alnym  układem  do tego typu badań są kom órki 
nerki m ałpy stransform ow ane wirusem  SV40 i dzięki tem u produkujące 
wirusowy antygen T niezbędny do replikacji wirusowego DNA (komórki 
COS). Geny globinowe klonowane są w plazmidzie zaw ierającym  frag­
m ent genomu w irusa SV40, k tóry  odpowiedzialny jest za inicjację rep li­
kacji wirusowego DNA (SV-ORI). Jak  się oszacowuje, 10— 20°/o kom órek 
COS pobiera na drodze transfekcji plazmidy zaw ierające SV-ORI. W cią­
gu następnych 48 godz. liczba kopii plazmidu w kom órkach COS dochodzi 
do 40 000. Z kom órek takich można izolować mRNA globinowy i podda­
wać go szczegółowej analizie.
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Stwierdzono przede wszystkim, że mRNA globinowy izolowany z ko­
m órek COS jest taki sam, jak  mRNA z erytroblastów . A więc transk ryp­
cja sklonowanych genów i obróbka transkryptów  zachodzą poprawnie 
mimo, że własne geny globinowe kom órek COS nie są transkrybow ane 
(81, 82).

W genomach co najm niej trzech wirusów zwierzęcych zidentyfikowa­
no sekwencje liczące 72 par zasad (SV40, MSV) lub 68 par zasad (BKV), 
niezbędne do ekspresji pewnych genów wirusowych. W trzech wymie­
nionych wirusach te sekwencje, nazywane aktyw atoram i transkrypcji 
(activators: wg 83), m ają różną kolejność zasad, ale aktyw ator pochodzący 
z MSV umożliwia transkrypcję  genów SV40, nie działa więc specyficz­
nie (83). Jak  się okazało, intensywność transkrypcji genu a l  zależy w y­
łącznie od sekwencji zasad norm alnie w ystępujących przed miejscem, od 
którego powinna zaczynać się transkrypcja. Natom iast transkrypcja  genu 
(3 zachodzi z bardzo małą wydajnością, gdy w plazmidzie nie ma wiruso­
wego aktyw atora. Dobudowanie go do plazm idu powoduje 100-krotne 
zwiększenie intensywności transkrypcji. Dotyczy to zarówno sklonowane­
go genu (3 globiny człowieka (81, 82), jak i królika (84, 85).

Sekwencja CCAAT, znajdująca się 67— 77 przed miejscem inicjacji 
transkrypcji (jest to miejsce przyłączania kap turka do mRNA), potrzebna 
jest do norm alnej wydajności transkrypcji genu a l .  Natom iast sekwencja 
ATA, znajdująca się 24— 32 pz przed miejscem przyłączania kapturka, 
potrzebna jest przede wszystkim  do tego, by transkrypcja  rozpoczęła się 
we właściwym miejscu. Gdy w plazmidzie sekwencja ATA jest wycięta, 
transkrypcja  zaczyna się w różnych miejscach, często oddalonych o k ilka­
dziesiąt par zasad od normalnego miejsca jej inicjacji (81, 82, 84, 85).

VIII. Ewolucja genów globinowych

Od przeszło 30 lat prowadzone są badania nad konform acją monome­
rów hemoglobiny i spokrew nionej z nią mioglobiny. Konform acja tych 
białek jest bardzo podobna, co w skazuje na ich pokrewieństwo. Obserwuje 
się także pewne różnice, które pozwalają dany polipeptyd zaklasyfikować 
jako hemoglobinę typu a czy (3, lub też mioglobinę. W ątpliwości w tym  
zakresie mogą bowiem występować przy badaniu globin pochodzących np. 
z mięczaków (86).

Ustalono sekwencje aminokwasów globin w różnych grupach zwierząt, 
od mięczaków do ssaków i ptaków. Znane są również dziesiątki substy­
tucji różnych aminokwasów w polipeptydzie a lub (3 hemoglobiny człowie­
ka powodujące silne ograniczenie lub u tra tę  jej aktywności (37).

Cząsteczka mioglobiny ma 8 segm entów helikalnych i 6 niehelikal- 
nych. Tworzą one hydrofobowe „gniazdko” , w k tórym  umiejscowiony jest 
hem  połączony z dwiema resztkam i h istydyny wchodzącymi w skład poli-
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peptydu. Białka tego rodzaju w ystępują w różnych grupach zwierząt, 
m.in. w owadach (Chironomus — ochotek), a także w brodaw kach roślin 
m otylkowych zaw ierających bakterie  Rhizobium. Przypuszcza się, że or­
ganizmy istniejące na ziemi już przed 1,500 m iliardam i lat m iały białka

Ryc. 6. D rzewo ew olucyjne rodziny genów  globinow ych. Początki różnicow ania się  
poszczególnych genów  podano w  m ilionach lat.

Tabela 1
Ewolucja globin na tle ewolucji zwierząt*

Era
geolo­
giczna

Epoka
Początek 

przed min 
lat

Wydarzenia ewolucyjne

Kenozo- Holocen 0,11
iczna
(czwar­
torzęd)

Pleistocen 1,0 Homo erectus, ostatnia konwersja genów ° y  i Ay (32)

Kenozo-
iczna
(trzecio­
rzęd)

Pliocen 13,0 Dywergencja polipeptydu a człowieka: orangutanga (26) 
Dywergencja: Australopithecus, małpy człekokształtne

Miocen 25 Powstają Hominidae
Oligocen 36 Powstają Anthropoidae; duplikacja genów y (32)
Eocen 58 Powstają zwierzęta owadożerne, których potomkami
Paleocen 63 były Anthropoidae

Mezozo- Kreda 135 Powstają pierwotne ssaki, ptaki i gady
iczna Jura 181 Z Synapsida powstają gady ssakopodobne

Paleozo- Trias 230 Z Diapsida powstają praptaki i pragady
iczna Perm 280 Z Cotylosaurus powstają Synapsida, Anapsida i Diap­

Karbon 320 sida; dywergencja na pierwotne gady i płazy; duplikacja 
genów a (25)

Ordowik
Kambr

420
500

Dywergencja na a i fi globiny

Protero- 600— Prywitywne rośliny wodne, pierwotniaki, robaki, mię­
zoiczna 1600 czaki ; z protoglobiny, powstają mioglobina i hemoglo­

bina

* (wg. 86)
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oddechowe o tego rodzaju budowie. Różnicowanie się tego białka prow a­
dzące do powstania mioglobiny i hemoglobiny rozpoczęło się przed m iliar­
dem lat. P ierw otny typ hemoglobiny, w ystępujący dziś w  ewolucyjnie 
bardzo starej grupie ryb  bezszczękowych (minogi) funkcjonuje w postaci 
m onom eru tworzącego dim er po utlenow aniu (86). Procesy ewolucyjne 
prowadzące do powstania a  i (3 globin rozpoczęły się przed 500 milionami 
lat. Znacznie późniejszy jest początek różnicowania poszczególnych typów 
a i |3 globin (Ryc. 6, tab. 1).

Ewolucja genów globinowych podlega ostrej selekcji. W w arunkach 
natu ralnych  osobniki m ające funkcjonalnie niespraw ną hemoglobinę nie 
dożywają do dojrzałości płciowej, a więc nie w ydają potomstwa. Jak  się 
w ydaje, addycje i delecje w  kodujących częściach genów utrzym ują się 
w populacjach rzadko. Polipeptyd a ma 141 reszt aminokwasów we 
w szystkich zbadanych gatunkach ssaków, u kur, a także u traszki i żmii. 
Polipeptyd (3 ma 146 reszt aminokwasów we wszystkich wym ienionych 
grupach organizmów z w yjątkiem  krów  i owiec m ających polipeptyd 
liczący 145 reszt aminokwasów. Substytucje aminokwasów zachodzą 
z częstością o wiele większą. Na przykład polipeptydy a człowieka i konia 
różnią się 17 aminokwasami, człowieka zaś i kangura — aż 27 am ino­
kwasam i.

Porów nanie polipeptydu a człowieka i mięczaka Anadara trapería po­
zwoliło na stw ierdzenie aż 109 różnic: są to substytucje aminokwasów, 
a także addycje i delecje. W hemoglobinach różnych organizmów m iały 
więc miejsce liczne podstaw ienia aminokwasów nie prowadzące do in- 
aktyw acji tych białek (86).

Zastanówmy się nad pytaniem , co nowego wnosi do badań nad ewo­
lucją sekwencjonowanie genów globinowych i analiza restrykcyjna seg­
m entów DNA zawierających te  geny. O trzym ane wyniki konfrontowane 
są z danym i paleozoologicznymi. Jest oczywiste, że różnicowanie się z pra- 
globiny polipeptydów pochodnych, tj. m ioglobiny oraz globin typu a i (3 
musiało być poprzedzone duplikacjam i genów wyjściowych. Jak  w ynika 
z analizy rodzin genów globinowych, duplikacje tych genów nie są zja­
wiskiem rzadkim . Poszczególne kopie zduplikowanych genów mogą fun ­
kcjonować z niejednakow ą w ydajnością (np. 8 i (3 człowieka). M utacje 
powodujące inaktyw ację genów transkrybow anych w ydajnie są w stanie 
homozygotycznym letalne (np. a° i (3° talasem ie). Natom iast m utacje w ge­
nach transkrybow anych z m ałą wydajnością nie muszą być letalne (np. 
gen ij^). Pow stają w ten sposób geny nie funkcjonujące, pseudogeny, \|>. 
Dobór naturalny, jak wiadomo, działa na fenotypy organizmów. Nie zna­
m y ani mechanizmów naturalnych  powodujących nielosowe zachodzenie 
m utacji (nielosowe jest przeżywanie form  zm utowanych, gdy m utacja 
zmienia fenotypowe cechy organizmów), ani mechanizmów, które pro­
wadziłyby do selektyw nej elim inacji nieaktyw nych genów z genomów. 
Pseudogeny byłyby więc zabytkiem  ewolucyjnym . W rodzinach genów
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globinowych człowieka znaleziono aż trzy pseudogeny (17), można więc 
przypuszczać, że ogólna liczba pseudogenów jest w naszym  genomie 
olbrzymia. W arto podkreślić, że pseudogeny są doskonałym  m ateriałem  
do oceny częstości m utacji bez działania presji selektyw nej, tj. bez elimi­
nowania z populacji osobników m ających m utacje obniżające szanse 
przeżycia.

Poza człowiekiem, badane są geny globinowe gryzoni (królik, mysz), 
owiec, kóz, a także kur i żab (Xsenopus laevis). X . laevis ma geny a i (3 
globinowe w tych samych segm entach DNA (88). Pozostałe organizmy 
m ają rodziny genów typu a i 13 w różnych chromosomach (25, 89—92). 
W ynika z tego, że albo translokacja prowadząca do rozdzielenia genów 
a i (3 globinowych zaszła zanim z Cotylosaurus powstały Synapsida 
i Diapsida (Tabela 1), albo też translokacje zachodziły w praprzodkach 
obecnych ptaków i ssaków niezależnie.

We wszystkich wym ienionych wyżej organizmach em briony (i kijanki) 
m ają hemoglobiny o innym  powinowactwie do tlenu niż hemoglobiny w y­
stępujące w okresie postnatalnym  (i w żabach dorosłych). Ma to wyraźny 
charakter przystosowawczy: em brion nie ma kontaktu  z tlenem  atm osfe­
rycznym ; kijanka ma skrzela i czerpie tlen rozpuszczony w wodzie, pod­
czas gdy żaba dorosła ma płuca i korzysta z tlenu atmosferycznego. Nie 
jest jak dotąd jasne, czemu niektóre ssaki m ają dwa typy hemoglobiny 
płodowej.

Budowa odcinków DNA przenoszących rodziny genów globinowych 
jest u wszystkich poznanych dotąd ssaków podobna: transkrypcja  wszyst­
kich genów w ram ach rodziny zachodzi w tym  sam ym  kierunku; geny 
mieszczące się od strony  5' ulegają ekspresji we wcześniejszych etapach 
ontogenezy, geny zaś rozpoczynające funkcjonowanie później znajdują się 
od strony 3'. W ynikałoby z tego, że zasada regulacji funkcjonowania ge­
nów globinowych w rozwoju nie ulega istotnym  zmianom od ery mezo- 
zoicznej, jakkolwiek liczba genów wchodzących w skład rodziny ulegała 
zmianom. Np. rodzina genów typu (3 myszy składa się co najm niej z 7 ge­
nów aktyw nych i jednego pseudogenu (90). Natom iast ku ry  m ają układ 
genów (3 globinowych 5' — q — |3H — (3 — e — 3'; q i e kodują globinę pło­
dową, a więc geny znajdujące się w środku rodziny ulegają ekspresji póź­
niej niż geny leżące na krańcach (92).

Zgraną ewolucję genów kodujących cc globiny obserw uje się zarówno 
u człowieka, jak u m ałp człekokształtnych (15, 25, 26) oraz u kóz (91). Na 
razie nie wiadomo, czy łączna ewolucja genów a i y (20, 32) globinowych 
jest zjawiskiem  charakterystycznym  tylko dla człowieka.

Sekwencje zasad w genach kodujących em brionalną globinę człowieka 
£ i em brionalną globinę kur n w ykazują 21%  różnic, natom iast sekwencje 
zasad w genach £ i a globiny człowieka wynoszą 38°/o. W ynika z tego, że 
różnicowanie się globin na em brionalne i postem brionalne rozpoczęło się
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wcześniej niż różnicowanie w kierunku ptaków  i ssaków, którego począ­
tek  miał miejsce przed 300 m in lat (20).

W arto na zakończenie zasygnalizować następujący problem. Badania 
genetyczne nad lokalizacją genów w chromosomach rozpoczęto przed 
70 laty. Opracowano m apy genetyczne szeregu organizmów i z reguły 
oprócz standardowego (tj. najczęściej występującego) układu genów 
w chromosomach znaleziono osobniki mające inw ersje i translokacje. 
W ostatnich latach stwierdzono ponadto, że geny mogą być przenoszone 
w różne miejsca chromosomów za pośrednictw em  transpozonów, założenie 
więc, że translokacja powodująca rozdzielenie rodzin genów a i P globi- 
nowych zaszła tylko raz, u wspólnego przodka obecnych ptaków  i ssaków 
może być błędne. Oszacowywanie, jak dawno tem u rozpoczęła się dyw er­
gencja par genów jest ewidentnie obciążone dużym  błędem. Można ją 
obliczać bądź na podstawie częstości substytucji aminokwasów, bądź m u­
tacji cichych (tj. substy tucji zasad zmieniających jedne kodony w inne, 
synonimowe). P rzy pierw szym  sposobie liczenia dyw ergencja genów a 
i i|>a trw ałaby 220 m in lat, przy drugim  zaś — 60 m in la t (19).

Ponadto, ponieważ pary  genów mogą ewoluować łącznie, dywergencja 
danej pary  genów może rozpocząć się znacznie później niż duplikacja, 
w wyniku której ta  para genów powstała.

Zaakceptowano do druku 20.09.1983 r.
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I. Wprowadzenie

W jądrach komórek zwierzęcych poza dawno poznanymi rRNA, tRNA
i mRNA w ystępuje również kilkanaście innych rodzajów RNA o niskim 
ciężarze cząsteczkowym. Ze względu na unikalne lub przeważające wystę-
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powanie w jądrze kom órkowym  lub w jąderku nazwano je niskocząstecz- 
kowymi jądrow ym i RNA (smali nuclear R N A — snRNA). Stała sedym en­
tacji te j grupy RNA wynosi 4.5-8S (1). W nukleoplazm ie wyróżniono: 7-3, 
U2, U l, U4, U5, U6, La4.5, La4.5I, zaś w  jąderku 8A, 8B, 7-1, 7-2, U3 
i 5.4 snRNA, według rosnącej ruchliwości elektroforetycznej (2).

Interesującą podgrupę snRNA stanowią UsnRNA (Ul do U6). Wielkość 
UsnRNA wynosi 100— 300 nukleotydów, a ich wspólne cechy to: wysoka 
zawartość urydyny, trw ałość m etaboliczna, s tru k tu ra  5' cap zawierająca 
potrójnie m etylow aną guaninę, dość znaczne m odyfikacje w ew nątrz czą­
steczki (2), występowanie w  kom pleksach ze specyficznymi białkam i 
(snRNP) (3, 4). Z surowic chorych na System ie lupus erythem atosus  wy- 

, izolowano przeciwciała anty-snRN P, precypitujące wyżej wymienione 
kom pleksy w zależności od ich kom ponent białkowych (3). Powszechność 
występowania UsnRNA oraz znaczna konserwatywność w ewolucji prze­
m aw iają za ich ważnym i funkcjam i w komórce. Zainteresowanie UsnRNA 
wzrosło znacznie kiedy przed kilku laty, w oparciu o znaczną liczbę prze­
konyw ujących danych, sform ułowano hipotezę o ich udziale w wycinaniu 
sekw encji w trąconych z pre-m RNA (4, 5, 6).

Dotychczasowe badania snRNA były skupione przede wszystkim  na 
ich biochemicznej charakterystyce. W ostatnich latach ukazały się a rty ­
kuły  przeglądowe o snRNA, a wśród nich artyku ł Jaruzelskiej i Słom­
skiego w  Postępach Biochemii (7), om aw iający m etabolizm  i funkcje bio­
logiczne snRNA. Obecnie dużo uwagi poświęca się struk tu rze  i organizacji 
genów snRNA. Jeśli naw et funkcja UsnRNA w wycinaniu sekwencji 
w trąconych zostanie ostatecznie potwierdzona, trudno założyć, że w szyst­
kie UsnRNA pełnią tę funkcję. Mimo bowiem charakterystycznych cech 
wspólnych, poszczególne UsnRNA różnią się znacznie między sobą. Pod­
stawową różnicę stanowi sekwencja, a w następstw ie s tru k tu ra  prze­
strzenna, m ająca decydujące znaczenie dla funkcji cząsteczki. Stąd nie 
jest wykluczone, że np. koncepcje dotyczące udziału niektórych snRNA 
w regulacji ekspresji genu na poziomie transkrypcji zostaną całkowicie 
udokum entow ane (8, 9). Liczba i poziom doniesień o kodowaniu snRNA 
skłaniają do podsumowania wiedzy w tym  zakresie.

II. Liczebność genów snRNA

Z dotychczas wykonanych badań liczebności genów poszczególnych 
snRNA wynika, że geny te należą do grupy średnio pow tarzających się 
sekwencji w kom órkach eukariotycznych. Pierw otnie, dane o liczebności 
genów snRNA uzyskano na podstawie hybrydyzacji snRNA z kom órek 
nerki chomika z wysokocząsteczkowym DNA unieruchom ionym  na n itro ­
celulozowym filtrze. W Tabeli 1 przedstawiono liczebność genów nie­
których snRNA z różnych organizmów.
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Tabela 1

Liczebność genów niektórych snRNA

Organizm RNA Liczba genów Piśmiennictwo

Dictyostelium discoideum D2 snRNA 5 10

(odpowiednik
U3 eukariota)

Drosophila melanogaster U2 3 11

U3 7
U4 7
U 6 1—3

Kura U l 12 12

Mysz U l 75 13

Chomik 7SL RNA 1 10 0 14
U l 1000

U3 800
5S RNA 920

45S rRNA 95

Człowiek U l 125 15
U2 30 16
U 6 200 17

Komórki HeLa 7SK RNA 3000 18

Na podstawie heterogenności sekwencji U5 snRNA kom órek HeLa 
i kom órek mózgu szczura wykazano wielogenowe kodowanie tego RN A. 
M utacje, które w ystąpiły w genach kodujących U5 snRNA w ystępujący 
aktualnie w komórce, m usiały być na tyle mało istotne, że geny te pozo­
stały  nadal aktyw ne. Dla porów nania w arto wspomnieć, że w puli U5 
snRNA kurczęcia nie stw ierdzono heterogenności sekwencji (9).

Obecnie, dzięki rozwojowi metod klonowania i sekwencjonowania 
DNA, określenie liczby genów snRNA jest bardziej precyzyjne. Dzięki 
tym  metodom łatw iej odróżnić gen w ykazujący wysoką kom plem entar- 
ność w stosunku do użytej sondy hybrydyzacyjnej od genu, k tóry w toku 
ewolucji uległ tak  znacznym  przem ianom  struk tu ra lnym , że tworzy sto­
sunkowo labilny hybryd. Taki zmieniony gen zwany jest potocznie pseudo- 
genem i nie jest aktyw ny transkrypcyjn ie. W nowszych pracach stosowa­
no w arunki umożliwiające hybrydyzację jedynie wysoko kom plem entar­
nych sekwencji. W w yniku tego, w  niektórych badaniach uzyskiwano 
znacznie niższe liczby kopii genów snRNA.

Jak  w ynika z Tabeli 1, najw ięcej dotychczas opublikowanych prac 
dotyczy kodowania U l snRNA, przy czym dane o liczebności genów Ul
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snRNA u ssaków nie są jednoznaczne. W ynik zależy zarówno od źródła 
DNA jak i od podejścia eksperym entatora. Można przyjąć, że liczba kopii 
genu U l snRNA ssaków wynosi 20— 30 w haploidalnym  genomie (20—22). 
Stwierdzono ponadto istotny wzrost liczby sekwencji kom plem entarnych 
do 7SK RNA w ludzkim  genomie w porównaniu z genomem gryzoni. Pod­
staw ą do takiego wniosku był w ynik hybrydyzacji 7SK RNA, w której 
z ludzkim  DNA genomowym uzyskano smugę po w ykonaniu autoradio- 
grafii, natom iast w przypadku gryzoni i ptaków  wyraźne prążki (23).

III. Struktura genów snRNA

W ostatnich kilku latach obok danych dotyczących liczby genów 
snRNA pojawiły się dane dotyczące s tru k tu ry  zarówno części kodującej 
genów snRNA jak i sekwencji flankujących 5' i 3'.

Danych dotyczących wielkości jednostek transkrypcyjnych  U l i U2 
snRNA z kom órek HeLa przysporzyły badania wrażliwości syntezy U l 
i U2 snRNA na prom ieniowanie UV. Pow stawanie dim erów pirym idyn 
w DNA, wywołane przez promieniowanie UV, powoduje przedwczesną 
term inację transkrypcji. Prawdopodobieństwo spowodowania ubytku na 
skutek działania prom ieni UV w danym  regionie DNA zależy od długości 
tego regionu. Stąd, tą  m etodą można oznaczyć długość jednostki transk ryp- 
cyjnej, w tym  odległość pomiędzy prom otorem  a właściwym  genem. Przy 
użyciu powyższej m etody wielkość jednostek transkrypcyjnych  U l i U2 
snRNA określono na około 5 kilozasad (24).

Ostateczne rozstrzygnięcie, czy wyizolowana sekwencja DNA zawiera 
gen, czy też pseudogen danego snRNA, nasuwa spore trudności. Pomocne 
w tym  względzie może być przeprowadzenie transkrypcji in vitro wyizolo­
wanego fragm entu DNA. Na podstawie porównania sekwencji trzech w y­
izolowanych genów U l snRNA — myszy, szczura i człowieka, wykazano 
rozbieżności sekwencji jedynie w sześciu pozycjach. Ponadto gen mysiego 
U l A snRNA zaw arty we fragm encie restrykcyjnym  B glll był kom ple­
m entarny  w  regionie kodującym  do szczurzego U1A snRNA w 96.5°/o, 
a do ludzkiego U l snRNA w  95%. Zm iany sekwencji we wszystkich sze­
ściu pozycjach dotyczyły fragm entów  cząsteczki U l A snRNA nie zaanga­
żowanych bezpośrednio w  dojrzew aniu mRNA. Nie dowodzi to jednak, 
że sekwencja kom plem entarna do U l A snRNA we fragm encie restrykcy j­
nym  B glll odpowiada genowi U l A snRNA, k tóry  jest transkrypcyjn ie 
aktyw ny in vivo. W ykazano również niewielkie zróżnicowanie sekwencji 
w klonach cDNA U l snRNA kurczęcia (12, 13), przy czym jeden z klonów 
zawierał prawdopodobnie praw dziw y gen U l snRNA. Był on bowiem p ra ­
wie idealnie kolinearny z U l snRNA kurczęcia i różnił się jedynie brakiem  
reszty cytydyny w  pozycji 98 i 101 oraz zawartością dwóch nadliczbowych 
reszt tym idyny na końcu 3' (12). Sklonowano 7 loci U l snRNA (HSD1-7)
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pewnego typu kom órek HeLa, z których tylko jeden zawierał sekwencję 
w pełni kom plem entarną do ludzkiego U l snRNA (21, 22). Przeprow adza­
jąc restrykcy jną  analizę regionów flankujących 5' w  siedm iu klonach 
(HSD) U l snRNA wykazano, że były one w znacznym  stopniu konserw a­
tywne. Mianowicie sekwencje pierwszych 105 nukleotydów w sześciu klo­
nach były identyczne z w yjątkiem  jednego, k tóry  był różny w pozycji -9. 
Nie stwierdzono sekwencji TATA ani w ew nątrz 105-nukleotydowych 
sekwencji ani w typowej pozycji, tzn. w odległości około -10 par zasad 
od miejsca inicjacji, ani w żadnym  innym  m iejscu badanych regionów. 
Ponadto sekwencje sąsiadujące bezpośrednio z miejscem inicjacji (ang. 
cap site) przypom inały odpowiadające im  lokalizacją sekwencje w regio­
nach inicjacji innych jednostek transkrypcyjnych  transkrybow anych przez 
polimerazę II. Na podstawie podobieństwa miejsc restrykcyjnych w obrę­
bie loci HSD U l snRNA sugerowano, że odleglejsze sekwencje w k ierun­
ku końca 5' były również konserw atyw ne (22). Przypuszcza się, że wszyst­
kie 7 loci HSD U l snRNA zaw ierają aktyw ne transkrypcyjnie geny. 
Stosując restryktazy , które dość gęsto przecinały DNA w sąsiedztwie loci 
U l snRNA, stwierdzono znaczne podobieństwo sekwencji flankujących 5' 
również innych loci U l snRNA poza HSD1-7 (22). N atom iast sekwencje 
flankujące 5' w klonach zaw ierających sekwencję kom plem entarną do 
U l snRNA myszy, kurczęcia (12), Drosophila (25) i człowieka (22, 26) nie 
były w stosunku do siebie homologiczne. W yjątek stanow iła kilkunukleo- 
tydowa sekwencja bezpośrednio sąsiadująca z końcem 5' genu U l snRNA. 
Ponadto w klonach U l snRNA myszy i kurczęcia w regionach flankują­
cych 5' występow ały sekwencje GTGC. W jednym  z klonów U l snRNA 
kurczęcia wykazano obecność aż trzech takich sekwencji, z których jedna 
była częścią oktanukleotydow ej sekwencji GCTGGTGG (sekwencja „chi”) 
pierwotnie w ykrytej w regionach mysiego genomu zaangażowanych 
w przełączaniu klas imm unoglobulin (27). Takiej sekwencji nie stw ierdzo­
no jednak w aktyw nym  genie U l snRNA człowieka (22, 26). W locus U l 
snRNA kurczęcia, w k tórym  kodowany jest prawdopodobnie aktyw ny 
transkrypcyjnie gen, nie stw ierdzono obecności sekwencji TATA, podob­
nie jak nie stwierdzono jej w loci U l snRNA człowieka. Nie jest w yklu­
czone, że sekwencja TATA w ystępuje, ale w znacznej odległości od m iej­
sca inicjacji. B rak jednak przekonyw ujących danych na ten  tem at (12).

Z kolei w wyizolowanych pięciu klonach DNA D ictyostelium  dis- 
coideum, zaw ierających po jednej sekwencji kom plem entarnej do D2 (U3) 
snRNA wykazano brak  konserw atyw ności w regionach flankujących ko­
niec 5'. W jednym  z tych loci w  w yniku analizy sekwencji wykazano 
w pozycji -53 -35 sekwencję TATAAATA przypom inającą sekwencję 
TATA. Jeżeli jednak założyć, że cap site jest w  tym  w ypadku miejscem 
inicjacji transkrypcji, ipekwencja TATA jest położoną 15— 30 pz dalej 
w kierunku końca 5', niż opisano to dla innych jednostek transk rypcy j­
nych (10, 28, 29).
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W kilku klonach zaw ierających loci U2 snRNA człowieka, sekwencje 
flankujące 5' nie były konserw atyw ne, podobnie jak  w loci U3 snRNA 
D ietyostelium  (16) oraz w loci U6 snRNA mysich kom órek w ątroby (30). 
W jednym  z klonów U6 snRNA mysich kom órek w ątroby w regionie flan­
kującym  koniec 5' w ykryto sekwencję TATAAAT w odległości 31 pz od 
m iejsca inicjacji transkrypcji. Ponadto sekwencja kodująca U6 snRNA 
zaw arta w tym  loeus była ograniczona sekwencjam i „direct repeats” — 
CACCCTAAC w pozycjach -69 i 129 oraz TTTCATAT w pozycjach -124 
i 163, co sugeruje, że sekwencja kodująca U6 snRNA jest ruchom a (30).

W klonie zaw ierającym  loeus U l snRNA myszy, w  obrębie sekwencji 
flankującej koniec 3' i 5' wykazano dwa ciągi sekw encji o długości 14 pz 
w orientacji „direct repea t” . Jedynie w dwóch pozycjach powyższych 
sekwencji istniała niezgodność. Sekwencja „direct repeat” została również 
w ykry ta  w klonie ludzkiego DNA U l— 101, zawierającym  pseudogen Ul 
snRNA (13, 31).

IV. Pseudogeny snRNA

Z wcześniejszych badań wynikało, że liczba genów poszczególnych 
snRNA była bardzo w ysoka— około 1000 kopii danego typu snRNA na 
haploidalny genom — w porównaniu z ilością tego snRNA w jądrze ko­
mórki. snRNA stanow ią jedynie około 3—5°/o całkowitego komórkowego 
RNA (32). Stąd sugerowano, że większość genów snRNA w ogóle nie ulega 
transkrypcji lub jedynie w niew ielkim  stopniu, np. w porównaniu z gena­
mi rRNA. Stwierdzono ponadto, że term iczna stabilność uzyskiwanych 
hybrydów  snRNA:DNA była znacznie niższa, niż należało oczekiwać 
w przypadku silnie kom plem entarnych hybrydów  rRNA:DNA (14).

Zjawisko to zostało w yjaśnione dzięki analizie sekwencji loci różnych 
typów  snRNA, szczególnie UsnRNA, pochodzących głównie z kom órek 
ssaków. W wyizolowanych 24 klonach RNA z kom órek ludzkiego łożyska, 
z których każdy zawierał jedną sekwencję kom plem entarną do U l, U2 
lub U3 snRNA kom órek HeLa, wykazano, że większość, a być może 
wszystkie 24 klony, reprezentow ały geny zmienione w stosunku do w y­
m ienionych snRNA. Stąd uznano je za pseudogeny. Z w yjątkiem  dwóch 
klonów nie były one zdolne do tworzenia hybrydów  snRNA:DNA, które 
chroniłyby snRNA na całej długości przed działaniem  RNazą T l, przy 
zastosowaniu łagodnych w arunków  traw ienia. Tak znacznych różnic 
w sekw encji między genem  a jego transkryptem  nie oczekiwano naw et 
w heterologicznym  porównaniu szczurzego U2 snRNA z ludzkim  genomo- 
wym  klonem  zaw ierającym  loeus U2 snRNA. Jest to tym  bardziej zaska­
kujące, że szczurzy i ludzki U2 snRNA w ydają się nierozróżnialne na 
podstawie elektroforetycznej analizy produktów  traw ienia RNazą T l 
(finger print) i na podstawie drugorzędowej analizy dwunukleotydów  T l 
po pow tórnym  traw ieniu trzustkow ą RNazą A. Po zsekwencjonowaniu
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dwóch loci U l i U2 snRNA z kom órek ludzkiego łożyska, które po w stęp­
nej analizie wykazyw ały najsilniejszą kom plem entarność w stosunku do 
użytych sond hybrydyzacyjnych przekonano się, że i one reprezentow ały 
pseudogeny snRNA (20). Z tego samego źródła uzyskano 200 klonów za­
w ierających sekwencje kom plem entarne do U6 snRNA kom órek HeLa, 
k tóre w przew ażającej części były również pseudogenami U6 snRNA (17). 
Z DNA komórek w ątroby m yszy wyizolowano trzy  klony zawierające 
pseudogeny U6 snRNA. Stwierdzono w tym  wypadku różnice w sekwen­
cji w  stosunku do U6 snRNA w 7—9 pozycjach, przy czym sekwencje 
flankujące tych pseudogenów były bogate w adenozynę i znacznie różniły 
się od sekwencji flankujących otaczających praw dziw y gen (30).

Znaczna dysproporcja w liczbie genów w stosunku do ich pseudogenów 
jest jak  dotychczas unikalną cechą snRNA. Nasuwa się więc pytanie, jaki 
m echanizm  decyduje o powstaniu tak  znacznej liczby pseudogenów u ssa­
ków. W e i n e r  i współpracow. z U niw ersytetu w Yale wysunęli in tere­
sującą koncepcję, w myśl k tórej pseudogeny snRNA powstawałyby przez 
in tegrację odwrotnych transkryp tów  snRNA w innych miejscach geno­
mu (20). Jednocześnie zakłada się, że cząsteczka snRNA ulegająca odw rot­
nej transkrypcji stanow iłaby swój w łasny s ta rte r  („self prim ed R N A ”). 
Podobną hipotezę próbuje się uzasadnić dla pseudogenów białek. Udowod­
nienie przedstawionej hipotezy wiąże się z koniecznością odpowiedzi na 
trzy  zasadnicze pytania:

1. Skąd pochodzi aktyw ność odw rotnej transkrypcji
2. Co jest źródłem sta rte ra  do odw rotnej transkrypcji
3. Jak i jest mechanizm integracji cDNA do genomu

W einer i współpracownicy wykazali, że ludzki U3 i szczurzy U3A snRNA 
(216 nukleotydów) funkcjonują in vitro  jako sta rte ry  i równocześnie m a­
tryce do syntezy 74-nukleotydowego cDNA w obecności odwrotnej tran - 
skryptazy wirusa ptasiej m ieloblastozy (AMV). Odw rotny tran sk ryp t był 
kom plem entarny do 1/3 od końca 5' cząsteczki U3 snRNA, co wykazano 
przez analizę sekwencji U3 cDNA. Z analizy sekwencji s ta rte ra  RNA 
kow alentnie związanego ze znakowanym  U3 cDNA wynikało, że koniec 
3' U3 snRNA służył jako s ta r te r  do syntezy U3 cDNA. S truk tu ra  uzyska­
nych odwrotnych transkryptów  sta rte ra  i m iejsca inicjacji jest zgodna 
z przyjm ow aną drugorzędową s tru k tu rą  U3 snRNA. W cząsteczce U3 
snRNA koniec 3' jest zlokalizowany w dwuniciowym  ram ieniu bezpośred­
nio sąsiadującym  z w ew nętrznym  regionem  jednoniciowym. W stosunku 
do kilku pseudogenów U3 snRNA wykazano, że zaw ierają 69—70 nukleo- 
tydową sekwencję U3 snRNA od końca 5', przy braku  w ogóle dalszej 
części genu U3 snRNA. Ze względu na to, że wyżej wspomniane pseudo­
geny U3 snRNA człowieka odpow iadają U3 cDNA syntetyzow anem u in 
vitro  przez odwrotną transkryp tazę AMV zaproponowano, że synteza ko- 
walentnego hybrydu U3 snRNA:cDNA jest pierwszym  etapem  w procesie 
powstawania pseudogenu U3 snRNA z flankującym i sekwencjam i „direct
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repeat”. H ybryd snRNA:cDNA, względnie sam cDNA mógłby być bezpo­
średnio w ykorzystany w procesie insercji. Ze względu na to, że sekwencje 
„direct repeat” otaczające dwa różne pseudogeny U3 snRNA są różne oraz 
na to, że pseudogen U3.7 występował w pojedynczej kopii w ludzkim  ge­
nomie, mogłoby się wydawać, że hybryd snRNA:cDNA lub cDNA ulega 
przypadkow ej insercji. Jednak  sekwencje flankujące czterech ludzkich 
pseudogenów U3 snRNA były bogate w adenozynę, co w skazuje na pewne 
preferencje w ich integracji. Prawdopodobnie przed lub podczas integracji 
4— 5 nukleotydów  ulega odcięciu (33). Obecnie zakłada się, że kluczową 
rolę w insercji pełnią topoizomerazy (31, 34, 35, 36, 37, 38, 39).

Większość z około 1000 wcześniej oznaczonych pseudogenów U l snRNA 
w ydaje się pochodzić bezpośrednio ze 100 praw dziw ych genów U l snRNA 
na drodze genetycznego dryftu  (20, 22), podczas gdy inne pseudogeny Ul 
snRNA (21) U2 snRNA, pseudogeny U3 i U4 snRNA (37) powstawały 
prawdopodobnie przez insercję cDNA w  nowe miejsca w chromosomach. 
Z powyższych danych możnaby wnioskować, że jedynie snRNA nadają 
się do odw rotnej transkrypcji z uwagi na ich lokalizację w  jądrze kom ór­
ki, występowanie w znacznej ilości w porównaniu z innym i rodzajam i 
RNA oraz odpowiednią s tru k tu rę  drugorzędową. W edług nowszych da­
nych również geny kodujące mRNA mogłyby ulegać odwrotnej tran sk ryp ­
cji (33). W przeciw ieństwie do UsnRNA, nie jest wyjaśnione źródło s ta r­
tera  odw rotnej transkrypcji mRNA. Obecność endogennych sekwencji 
retrow irusow ych w genomach ptaków i gryzoni (38) oraz w genomach na­
czelnych (39, 40) sugeruje, że odwrotna transkryptaza jest obecna w nor­
m alnych komórkach. Przykładowo, odwrotną transkrypcję wykazano 
w większości tkanek ludzkiego łożyska (41). Ponadto, w DNA ludzkiego 
mózgu w ykryto sekwencje przypom inające sekwencje retrow irusów  (42). 
Nie można wykluczyć, że odwrotna transkrypcja stanowi drugorzędową 
aktyw ność znanych komórkowych polimeraz DNA. W ykazano bowiem, że 
ludzkie polim erazy DNA beta i gamma kopiują syntetyczny poli(A) przy 
zastosowaniu starterów  oligo(dT), a ludzka polimeraza alfa powoduje w y­
dłużanie s ta rte ra  RNA na podstawie m atrycy DNA (43). Nie udało się 
dotychczas przeprowadzić odwrotnej transkrypcji U3 snRNA przy pomo­
cy tej polimerazy.

Odw rotna transkrypcja  komórkowego RNA mogłaby też występować 
podczas zakażenia w irusem  kom órek linii zarodkowej (44, 45, 46, 47).

Obecnie nie wiadomo, jakie znaczenie dla kom órki ma w ytw arzanie 
pseudogenów drogą odwrotnej transkrypcji. W ydaje się, że może to być 
mechanizm konw ersji inform acji zaw artej w RNA w potencjalną infor­
mację genetyczną. Duplikację genów od dawna uważa się za ważny etap 
w powstawaniu inform acji genetycznej dla nowych funkcji komórkowych. 
W przypadku pseudogenów UsnRNA i mRNA powstały nowy m ateriał 
genetyczny byłby jednak w ybrakowany, ponieważ sygnały regulacji znaj-

http://rcin.org.pl



19] G E N Y  snR N A 61

dują się poza struk tu ra lną  częścią genu. S tąd m usiałby on ulec najpierw  
rekom binacji z aktyw nym  locus (48).

V. Transkrypcja genów snRNA

W ykazano, że transkrypcja  genów UsnRNA odbywa się przy udziale 
polim erazy II (2, 21, 22), natom iast 4.5 S i 7 S RNA przy udziale poli- 
m erazy III (2). Jedynie w układzie in vitro udało się przeprowadzić przy 
udziale polim erazy I transkrypcję  niskocząsteczkowych RNA o sekwencji 
różnej od U l i U2 snRNA (49).

Uzyskano już pewne dane o struk tu rze  jednostki transkrypcyjnej 
UsnRNA, a w szczególności U l snRNA. Przeprow adzając transkrypcję in 
vitro  klonów HSD1-7 DNA kom órek HeLa potwierdzono pogląd o istnie­
niu pierw otnych transkryptów  U l snRNA, znacznie przedłużonych w kie­
runku końca 5' (24). Istnieje natom iast niezgodność poglądów co do długo­
ści dodatkowej sekwencji. Niezgodność ta m ogłaby okazać się pozorna 
gdyby stwierdzono, że jednostki transkrypcyjne U l snRNA nie są trans- 
krybowane w myśl hipotezy „cap-promotor” (29, 50). Znaczy to, że reszta 
adenozyny ulegająca zwykle posttranskrypcyjnym  m odyfikacjom  (synte­
za cap), nie byłaby pierwszym  nukleotydem  ulegającym  transkrypcji, 
a znajdow ałaby się w ew nątrz pierwotnego transkryp tu . N iedojrzały U l 
snRNA byłby w tedy przepisyw any wraz z długim  segm entem  leżącym 
w kierunku końca 5' od regionu odpowiadającego dojrzałej cząsteczce Ul 
snRNA, z którego powstawałby krótki p re-U l oraz RNA o nieznanej fun­
kcji z przedłużającego fragm entu od końca 5'. W następstw ie dochodziłoby 
do odcięcia jeszcze kilku nadliczbowych nukleotydów  od końca 5 'pre-U l 
oraz syntezy cap. Taki mechanizm jest możliwy do przyjęcia, ponieważ 
!,i,7mG jest spotykana jedynie w snRNA, stąd synteza tego typu stru k tu ry  
cap mogłaby odbywać się w  inny sposób niż synteza cap w mRNA. Z kolei 
wykazano, że sekwencje w ystępujące wokół miejsca cap (ang. cap site) 
w loci Ul snRNA są bardzo podobne do w ystępujących w tym  miejscu 
w mRNA. W ykazano, że transkrypcja  in vitro  siedmiu klonów HSD Ul 
snRNA we wszystkich siedm iu przypadkach rozpoczynała się w  pozycji 
-183 (22). Od tego samego m iejsca rozpoczynała się transkrypcja in vitro  
dwóch innych genów ludzkiego U l snRNA. Powyższy w ynik uzyskano 
zarówno przeprowadzając transkrypcję  in  vitro w ekstraktach z komórek 
HeLa, jak i in  vivo  w oocytach Xenopus laevis (15). W żadnym  z przed­
stawionych przypadków nie stw ierdzono obecności sekwencji TATA w po­
bliżu pozycji -183 (15, 22). W pozycji -215 zlokalizowano natom iast 
sekwencję TATGTAGA sugerując, że odpowiadała ona sekwencji TATA 
występującej w przypadku genów struk tu ra lnych  w pozycji -30 (15, 51). 
Tym niem niej już wcześniej stwierdzono, że istnieją jednostki transk ry - 
bowane przez polimerazę II, w  których nie w ystępują sekwencje TATA 
(52, 53).
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Przeprowadzono transkrypcję  fragm entu restrykcyjnego ludzkiego 
DNA (592 pz) zawierającego gen U l snRNA w oocytach Xenopus i stw ier­
dzono, że jeżeli sekwencja między pozycjami -106 do -393 ulegnie delecji, 
m atryca przestaje być aktyw na. Natom iast jest ona nadal aktyw na, jeżeli 
sekwencja między pozycjami -106 do -6 ulegnie delecji. Na tej podstawie 
wykazano, że nieco m niej niż 400 pz regionu flankującego koniec 5' jest 
niezbędnych do transkrypcji U l snRNA w oocytach. W ten  sposób została 
podkreślona rola sekwencji w ystępujących daleko od miejsca cap w kie­
runku  końca 5' w ew entualnym  wzm acnianiu lub modulowaniu w ydajno­
ści transkrypcji lub w dojrzew aniu. W ykazano, że podczas transkrypcji 
genów U l snRNA w ekstraktach kom órek HeLa powstawał tran sk ry p t 
U l snRNA dłuższy od tran sk ryp tu  uzyskanego w oocytach Xenopus. 
Oznacza to, że specyficzne czynniki transkrypcji i dojrzew ania są nie­
zbędne do syntezy dojrzałej cząsteczki U l snRNA. Ekstrak ty  komórkowe 
użyte do transkrypcji in vivo genów U l snRNA zaw ierały sporo snRNP 
co stw ierdzono przez precypitację tych  snRNP swoistym i surowicam i (3). 
W przeciw ieństwie do tego, transk ryp ty  syntetyzow ane in vitro  nie były 
specyficznie precypitow ane przez surowicę. Oznacza to, że nie występo­
w ały one w dojrzałych snRNP. Nie wyjaśniono dotychczas, czy ten  brak  
łączenia w kom pletne snRNP był związany z obecnością nadliczbowych 
sekwencji na końcu 5' U l snRNA syntetyzowanego in vitro  (15).

Nie wiadomo do tej pory czy nukleotyd na końcu 3' pre U l odpowiada 
nukleotydow i w ystępującem u na końcu 3' dojrzałej cząsteczki U l snRNA. 
Dane z transkrypcji in  v itro  przem aw iają za tym , że w regionie flanku­
jącym  koniec 3' dotychczas zsekwencjonowanych loci U l snRNA istnieje 
kilka potencjalnych miejsc term inacji dla polim erazy II (22).

Sygnały term inacji transkrypcji u eukariota są znacznie m niej pozna­
ne niż sygnały inicjacji. Dotyczy to również jednostek transkrypcyjnych  
snRNA. W ykazano, że s tru k tu ra  regionów flankujących koniec 3' w przy­
padku 7 klonowanych loci HSD U l snRNA kom órek HeLa nie była kon­
serw atyw na dalej niż do pozycji 50. Pełną konserw atywność wykazano 
jedynie na przestrzeni pierwszych 19 pz. Sekwencja AAUAAA-poli(A), 
w ystępująca zwykle w  regionach flankujących koniec 3' w jednostkach 
transkrybow anych przez polim erazę II (54) w tym  w ypadku nie występo­
wała. Stwierdzono natom iast liczne zespoły reszt T m ających istotne zna­
czenie w term inacji transkrypcji katalizowanej przez polim erazę III (55) 
i polim erazę II (56, 57).

VI. Analogie pomiędzy sekwencjami snRNA a rodzinami średniopowta- 
rzających się sekwencji w genomach ssaków

W nowszych badaniach s tru k tu ry  i organizacji genów UsnRNA oraz 
4.5 i 7S RNA w ykryto pokrew ieństwo sekwencji tych RNA oraz bliskość
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w ystępow ania i położenia z sekwencjam i A lul ludzkich kom órek i z sek­
w encjam i B I, które są odpowiednikam i A lul u gryzoni.

Sekw encje A lul stanow ią około 3°/o ludzkiego genomu; są w nim roz­
proszone i powtórzone około 300 000 razy. Długość tych sekwencji wynosi 
około 300 pz a ich nazwa pochodzi od w ystępujących w  nich specyficznych 
m iejsc d la restryk tazy  A lul (58). W genomie myszy ekw iw alentne sek­
wencje B I m ają długość około 135 pz i są powtórzone w genomie m yszy 
około 100 000 razy  (59).

W układzie in  vitro  sekw encje A lul i B I są transkrybow ane przez poli- 
m erazę III (59) i prawdopodobnie przez polim erazę II (36, 60).

Sekwencje A lu l są nieprecyzyjnym i dim eram i w ystępującym i w tej 
sam ej orientacji, czyli tworzącym i sekwencje „direct repeats” , przy czym 
m onom ery m ają długość około 130 pz, a in sert w ystępujący w ew nątrz 
drugiego m onomeru (czyli bliżej końca 3') około 31 pz. Na końcu p ierw ­
szego m onomeru w ystępuje region bogaty w  adenozynę.

W ydaje się, że sekwencje A lul i BI pochodzą od wspólnego, dość do­
brze zachowanego w  ewolucji genu. Stwierdzono ponadto, że w sekw en­
cjach A lul zaw arte są regiony bogate w  guanozynę, homologiczne do 
sekw encji znajdującej się w sąsiedztwie miejsca „ori” wirusów papova. 
Niewykluczone, że są one zaangażowane w cyklu replikacji w irusów lub 
komórkowego DNA (36). W ykazano ponadto, że około 25°/o hnRNA ko­
m órek ssaków zawiera sekwencje kom plem entarne do sekwencji A lul 
i można je wyizolować w form ie dwuniciowego RNA (61, 62). W kom ór­
kach ssaków sekwencje należące do rodziny A lul lub BI w ystępują w kie­
runku  końca 5' w  tej samej orientacji co jednostki transkrybow ane przez 
polim erazę II (20). Rozproszenie sekwencji A lul w genomie można zobra­
zować jako kolejne ich wycinanie i insercję w  innym  m iejscu genomu, 
przez m echanizm  polegający na niehomologicznej rekom binacji. Za mo­
bilnością sekwencji A lul przem aw ia fakt, że w ystępują one w postaci m a­
łych pozachromosomalnych, dwuniciowych, kolistych DNA (60).

Sekwencje A lul w ystępują również w miejscach blisko regionów po­
datnych na delecję, np. w pobliżu genów globinowych. Sekwencje A lu l 
są zwykle otoczone przez sekwencje „direct repeat” o długości 7—20 pz, 
różniących się m iędzy sobą. Przez analogię z sekwencjam i „direct repeat” 
w  transpozonach bakterii, sekwencjam i IS i mobilnymi elem entam i DNA 
eukariota, sekw encje „direct repeat” w ystępujące w sąsiedztwie A lul 
m ogłyby powstawać przez duplikację DNA w miejscach, w których do­
chodzi do insercji sekwencji A lul w chrom osomalny DNA. Jeżeliby tak  
było, sekwencje A lu l byłyby m obilnymi elem entam i DNA (36).

Niezależnie w kilku laboratoriach wykazano obecność sekwencji A lul 
w sąsiedztw ie genów lub pseudogenów snRNA. W przypadku pięciu klo­
nów zawierających loci U l snRNA człowieka sekwencja A lul w ystępo­
w ała w odległości około 200— 1000 pz od końca 3' sekwencji kodującej (22). 
Z kolei inni autorzy wykazali obecność sekwencji A lul poza końcem 5
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pseudogenów U l snRNA człowieka, podobnie jak  w przypadku genów 
beta i gamma globin człowieka (63, 64). W ykryto również obecność s truk ­
tu r podobnych do A lul w sekwencjach otaczających pseudogeny U l, U2 
i U3 snRNA (17, 31), przy czym sugerowano, że pseudogeny tych snRNA 
mogły ulec rozproszeniu w genomie w podobny sposób jak A lul. Są one 
bowiem tak  jak  sekw encje A lul otoczone przez analogiczne sekwencje 
„direct repeat” o długości 20 pz (36). Opisano palindromowe, łącznikowe 
sekwencje Alul, otaczające ludzki pseudogen U6 snRNA, przy czym sek­
wencja A lul sąsiadująca z końcem 5' pseudogenu w ystępowała w tej 
samej orientacji co pseudogen (20).

Jeszcze bliższy związek z sekwencjam i A lul i BI wykazano dla 4.5 
i 7S RNA. Po pierwsze dlatego, że są one transkrybow ane przez polim era- 
zę III (18). W ykazano, że 7SL RNA zawiera region homologiczny do sek­
wencji A lul w części bliskiej końca 5' cząsteczki. Przedstawiono trzy  nie­
zależne in terpretacje  tej homologii sekwencji:

1. 7S RNA wywodzi się ze złożonej sekw encji DNA, w  której krótki 
fragm ent A lul jest połączony z inną sekw encją powtórzoną w genomie.

2. Jedynie koniec 5' 7SL RNA był wystarczająco podobny do sekwen­
cji A lul by tworzyć trw ały  hybryd, podczas gdy dalsza część cząsteczki 
7SL RNA stała się w ewolucji mniej podobna do A lul. To spowodowało 
„ewolucyjny przym us” na końcu 5' genów 7SL RNA i mogłoby mieć zwią­
zek z funkcją 7SL RNA.

3. Różnicowanie sekwencji A lul w toku ewolucji z powstaniem  w kon­
sekwencji podgrup sekw encji A lul. W yizolowana sekwencja genomowa 
7SL może reprezentow ać inną podgrupę A lul, niż dotychczas zsekwencjo- 
nowane, różniące się jako całość od dim erycznej s tru k tu ry  (65). Długość 
7SL RNA (około 300 nukleotydów), taka sam a jak  znanej sekwencji 
DNA — A lul oraz polidyspersyjne rozmieszczenie w ludzkim  genomie 
sekwencji kom plem entarnych do niej, podbudowuje tę hipotezę (65).

Zsekwencjonowano 7SL cDNA człowieka, uzyskany na m atrycy ludz­
kiego 7SL RNA poliadenylowanego in vitro. Zsyntetyzow any cDNA za­
w ierał trzy charakterystyczne regiony: 90 pz od końca 5' i 50 pz od końca 
5' wykazywały bliską homologię z drugą częścią dim eru Alul, czyli z mo­
nom erem  bliższym końca 3’ (65). Natom iast cen tralna część cząsteczki 
cDNA nie wykazywała homologii z sekwencją Alul, choć istniało podo­
bieństwo w wysokiej zawartości par GC. Poza tym  na granicy centralnej 
sekwencji i sekwencji bliżej końca 5' i 3' homologicznymi do drugiego 
m onom eru A lul znajdują się sekwencje „direct repeat” o długości 6 pz. 
Sform ułowano dwie hipotezy powstawania takiej s truk tu ry :

1. 7SL RNA pochodzi z typowego dim eru A lul, w k tórym  regiony
o długości 100 pz na końcu 5' i 50 pz na końcu 3' cząsteczki były silnie 
konserw atyw ne, podczas gdy centralna część sekw encji uległa istotnym  
zmianom. Fakt, że 7SL RNA ma tę  samą długość co dim er A lul, mógłby
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podtrzym yw ać tę hipotezę. Wysoka zawartość GC w DNÁ A lul (65°/o) zo­
stała zachowana w zm utowanej, centralnej części 7SL RNA w 62°/o.

2. S truk tu ra  7SL RNA jest następstw em  insercji sekwencji niepodob­
nej do A lul. Przem aw ia za tym  obecność dwóch krótkich sekwencji „direct 
repeat” w 7SL RNA, w m iejscu łączenia między sekwencją centralną 
a bocznymi. Z przedstaw ionych danych trudno jednak spekulować o me­
chanizmie insercji. Sekwencje ,,direct term inal repeat”, sąsiadujące z roz­
proszonymi sekwencjam i powtórzonymi, były opisane dla sekwencji A lul 
(67, 68, 69, 70), dla niektórych pseudogenów mRNA (31) oraz dla pseudo- 
genu histonu H4 w N otophthalamus viridescens (71). Obecnie wykazano 
występowanie sekwencji „direct repeat” sąsiadujących z pewną liczbą ta ­
kich w trąconych sekwencji, co w dalszym  ciągu podbudowuje hipotezę, 
że rozprzestrzenianie się sekwencji DNA mogło być spowodowane rucho­
m ym  charakterem  tych sekwencji (31, 66). Również 7S RNA z wątrobiaka 
Novikoffa jest pokrew ny z ludzkim i sekwencjam i A lul. Geny 7S RNA 
z w ątrobiaka Novikoffa są również bogate w GC (63%). Natom iast nie 
stwierdzono w  obrębie 7S RNA długich, pow tarzalnych sekwencji lub 
sekw encji ,,inverted repeat” . Najdłuższa sekwencja „inverted repeat” 
GCCAG występowała na końcu 5' w pozycji 26-30 i na końcu 3' w pozycji 
281-285. Stwierdzono tam  również krótkie sekwencje G4, G5, C4, A4, jed­
nak ich znaczenie nie jest znane. Regiony 7S homologiczne do A lul były 
odporne na traw ienie nukleazam i SI i T l. 90-nukleotydowy koniec 5'
7S RNA był w 70% homologiczny do sekwencji A lul, jak  również 
45-nukleotydowy koniec 3' był homologiczny do A lul. Ze względu na to, 
że druga połowa 300-nukleotydowej sekw encji A lul jest przybliżonym  po­
wtórzeniem  końca 5' sekwencji A lul, jedna cząsteczka A lul mogłaby teo­
retycznie hybrydyzować z dwoma cząsteczkami 7S RNA. Nie jest jednak 
wiadomo, czy tego typu in terakcje m ają fizjologiczne znaczenie (72).

Stwierdzono również pokrew ieństwo 4.5S RNA chomika chińskiego 
z sekwencjam i A lul chomika. 4.5S RNA chomika zawierał 96-nukleotydo- 
wy region na końcu 3' w 65% homologiczny do ekwiwalentów A lul gry­
zoni oraz 50-nukleotydową sekwencję na końcu 3', w której wykazano 
88% homologii do ekwiwalentów A lul gryzoni. Stąd 4.5S DNA może być 
uważany za elem ent rodziny Alul, mimo pewnych różnic w sekwencji. 
Przypuszczalnie dlatego właśnie 4.5S RNA hybrydyzuje z hnRNA zawie­
rającym  sekwencje A lul (36, 70, 73). Inni autorzy stw ierdzili, że 4.5S RNA 
w ystępujący u gryzoni był homologiczny do 120-nukleotydowego końca 5' 
monomeru A lul (66, 70, 74) jak  również, że 4.5S RNA był homologiczny 
do sekwencji A lul szczura (36).

VII. Rozmieszczenie genów snRNA w genomach ssaków

Jedną z charakterystycznych cech genów snRNA jest ich rozproszenie 
w genomie (20, 33). Przykładowo każdy z 15 klonów mysiego DNA zawie-
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ra ł ty lko jedną sekwencję kodującą U l snRNA. Podobny w ynik uzyskano 
w przypadku genów U l snRNA kurczęcia (12), człowieka (20) i U2 snRNA 
człowieka (75) oraz ludzkiego i mysiego U6 snRNA (17, 30). Równocześnie, 
żaden z uzyskanych klonów nie hybrydyzow ał z pozostałymi snRNA (13). 
Identyczny w ynik uzyskano w  przypadku siedmiu klonów HSD DNA ko­
m órek HeLa (22) zaw ierających loci U l snRNA oraz w  przypadku genów 
D2 (U3) snRNA D ictyostelium  (10). Z nowszych badań wynika, że reguła 
nietandem owego rozmieszczenia genów snRNA nie jest bezwzględna. 
Mianowicie stwierdzono hybrydyzacje sond U l i U2 snRNA z tym  sam ym  
klonem  DNA szczura (76). Zbliżone wyniki uzyskano stosując hybrydy­
zację 7S cDNA z fragm entam i restrykcyjnym i DNA myszy, szczura, ptaka 
i kom órek HeLa. Stwierdzono, że geny 7S są prawdopodobnie również 
ułożone w  tandem y. W ykazano, że tandem y m iały jednak charak ter roz­
proszony, przynajm niej w  genomie myszy.

Stwierdzono, że geny snRNA linii kom órek chińskiego chomika i linii 
kom órek kangura występow ały odpowiednio w  dwóch i w  trzech najw ięk­
szych chromosomach (77). Stosując hybrydyzację in  situ  U2, U3, U4 i U6 
snRNA znakowanych ł85J  ze śliniankow ym i chromosomami Drosophila 
wykazano, że poszczególne snRNA hybrydyzow ały z odrębnym i regiona­
m i genomu (11).

VIII. Uwagi końcowe

Mimo, że wiedza na tem at s tru k tu ry  i organizacji genów snRNA 
znacznie się poszerzyła, nadal dotyczy ona przede w szystkim  U l snRNA. 
Je st to zrozumiałe, gdyż zainteresowanie tym  snRNA było już wcześniej 
bardzo duże, ze względu na prawdopodobny udział w  dojrzew aniu 
pre-m RNA. Można oczekiwać, że w niedalekiej przyszłości zostanie b a r­
dziej precyzyjnie określona jednostka transkrypcyjna snRNA. In teresu ­
jące byłoby rów nież wykazanie, czy jednostki transkrypcyjne serii 
U snRNA są zbudowane w edług jednego schem atu. Jeżeli byłoby tak  rze­
czywiście, możnaby spekulować o istnieniu nadrzędnego m echanizm u 
regulującego transkrypcję  snRNA zaangażowanych w  pokrew nych proce­
sach metabolicznych.

Zaakceptowano do druku 25.09.1983 r.
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Celem tego opracowania jest próba udzielenia odpowiedzi na pytanie 
w jakim  stopniu siły u trzym ujące statyczną struk tu rę  cząsteczki drożdżo- 
wego tRNAPhe w krysztale, w pływ ają na stru k tu rę  cząsteczki i jej dyna­
mikę w roztworze. W związku z tym, s truk tu rę  cząsteczki w krysztale 
dyskutowano nie w kontekście prezentacji poszczególnych fragm entów  
struk tura lnych  cząsteczki, charakteru  i funkcji jednostkowych oddziały­
wań, a raczej w kontekście poszczególnych rodzajów oddziaływań w e­
w nątrz- i międzycząsteczkowych. Dyskusję s tru k tu ry  drożdżowego 
tRNAPhe w roztworze oparto na informacjach, k tórych dostarczają tech­
niki NMR i chemicznej modyfikacji, pozwalające wnikać w szereg detali 
s tru k tu ry  przestrzennej cząsteczki jednocześnie, stw arzając tym  samym 
możliwości monitorowania s tru k tu ry  całej cząsteczki.

I. Struktura drożdżowego tRNAPhe w krysztale

Cząsteczka transferowego kwasu rybonukleinowego z drożdży, specy­
ficznego dla fenyloalaniny (tRNAphe ), złożona jest z 76 nukleotydów. Ich 
uszeregowanie w łańcuchu polinukleotydowym  (struk tura  pierwszorzędo- 
wa) określone zostało przez R a j  B h a n d a r y ’ e g o  i wsp. (1) w 1968 
roku i było ono zgodne ze wspólnym  dla ogromnej większości dotychczas

3'
a om
C
C

5' A 
PG •  C ramię 

C •  G aminokwasowe 
G •  C 70 
G -  U

5 A •  U

D

ramię T^C
U •  A 60

ramtę D U •  A C
15 U G A C A C m1A

A •  •  •  •  •  G
D C U C m?G m6C U G U G C
”  • • • •  C ,, T
G G A G C m7G 5 5

G G A m|G G 45
2 0  C © G ramią

------- *------- --------*----- r  dodatkowe
pętla trzon C •  G

A •  U
ramię 30 G •  msC 40

c ć  •  ł  *

UGm * V
A antykodonu

R yc. 1. P ierw szorzędow a struktura tRNA z drożdży przedstaw iona w  postaci 
liścia  koniczyny.
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poznanych sekwencji tRNA diagram em  liścia koniczyny zaproponowanym 
po raz  pierwszy przez H o 11 e y ’ a i wsp. (2). Ten dw uw ym iarow y sche­
m at drugorzędowej s tru k tu ry  cząsteczki drożdżowego tRN A phe przedsta­
wiony na Ryc. 1 wynika ze zdolności tworzenia się wewnątrzcząsteczko- 
wych par zasad według reguł W atsona-Cricka.

Pierw sze w yniki badań s tru k tu ry  przestrzennej (trzeciorzędowej) czą­
steczki drożdżowego tRNAphe w krysztale przedstaw ili R i c h, K i m  
i wsp. (3) oraz K 1 u g i wsp. (4) w 1974 roku. Podana przez nich s truk tu ra  
różniła się zasadniczo od proponowanych wcześniej przestrzennych modeli 
cząsteczki tRNA (5). Po kolejnych uściśleniach s tru k tu ry  form y ortorom - 
bowej kryształu  (6— 12), a później i jednoskośnej (13— 18), w roku 1978 
przedstaw ione zostały cztery modele cząsteczki drożdżowego tRNAPhe . 
Modele te skonstruow ane zostały na podstawie analizy ren tgenostruktu- 
ralnej, przeprowadzonej przez cztery grupy badawcze:

rozdziel­ współcz. forma
czość rozbieżn. kryształu

A. R i c h  i wsp. (8) MIT *> 2,5 A 0,20 ortorombowa
S. H. K i m  i wsp. (12) DUK *> 2,7 A 0,198 ortorombowa
A. K l u g  i wsp. (16) MRC*) 2,5 A 0,21 jednoskośna
M. S u n d a r a l i n g a m 2,5 A 0,276 jednoskośna
i wsp. (18) MSN *>

Okazało się, że pomimo niewielkich różnic (mogących być wynikiem
różnego sposobu upakowania cząsteczek w krysztale, bądź różnego spo­
sobu interpretow ania m ap gęstości elektronow ej) rozwiązane s tru k tu ry  
są zasadniczo zgodne.

Cząsteczka drożdżowego tRNAphe w krysztale, ma ogólny kształt 
litery  „L” .

Drugorzędowa s truk tu ra  liścia koniczyny zwinięta jest w taki sposób, 
że ram iona akceptorowe oraz T\pC tworzą jedno ram ię litery  „L” , a drugie 
jej ram ię utworzone jest z ram ion D i antykodonowego. Długość każdego 
z ram ion wynosi ok. 60A , średnica ok. 20 A, a odległość przeciwległych 
końców litery  „L” ok. 80 A. Ramiona m ają s tru k tu rę  praw oskrętnego po­
dwójnego heliksu. K ąt między osiami ram ion akceptorowego i TipC w y­
nosi ok. 15°, między osiami ram ion D i antykodonowego ok. 25°, a między 
dwoma ram ionam i litery  „L” wynosi ok. 90°. Helikalne regiony ram ion 
akceptorowego, TtpC i antykodonowego są bardzo podobne do typowej 
form y RNA-A (11 zasad/skręt), natom iast odbiega od tej s tru k tu ry  heliks 
ram ienia D (10 zasad/skręt) i antykodonu (7— 8 zasad/skręt). Ponadto

*) MIT — M assachusetts Institu te of Technology, Cam bridge, USA  
DUK — Duke U niversity, Durham , North Carolina, USA  
MRC — M edical Research Cuncil, Cam bridge, W. Brytania  
MSN — U niversity of W isconsin, M adison, USA
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U-zwrot

Ryc. 2. Schem at struktury trzeciorzędow ej tR NA phe z drożdży (19).

pary zasad nachylone są względem osi podwójnego heliksu pod kątem  ok. 
20° i odsunięte od niego na zewnątrz, co w konsekwencji powoduje, że 
tzw. głęboka bruzda, charakterystyczna dla podwójnego heliksu RNA jest 
w tRNA wyjątkowo głęboka, a tzw. wąska bruzda w yjątkow o płytka.

Na przedstawione na Ryc. 2 przestrzenne ukształtow anie się cząsteczki 
drożdżowego tRNAPhe wpływa szereg w ew nątrz- i międzycząsteczkowych 
oddziaływań. W niniejszym  opracowaniu przedstaw ione będą główne w y­

http://rcin.org.pl
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mienione niżej oddziaływania oraz przedyskutow ana zostanie ich rola 
w organizacji i stabilizacji s tru k tu ry  cząsteczki tRNAphe .
Oddziaływ ania wewnątrzcząsteczkowe:

— wiązania wodorowe
— asocjacja warstw ow a zasad
— energia konform acyjna cząsteczki 

O ddziaływania międzycząsteczkowe:
— oddziaływania z jonam i m etali, poliaminami
—  oddziaływania między cząsteczkami tRNA

1-1. W iązania w odorowe

Na specyficzne, przestrzenne ukształtow anie się cząsteczki drożdżo- 
wego tRNAphe w  krysztale, w sposób zasadniczy, jak można sądzić, w pły­
wa złożony system  wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych. O pod­
staw owej roli wiązań wodorowych w struk tu rze  cząsteczki decyduje ich 
wysoka specyficzność oraz powszechność występowania, choć pod wzglę­
dem  energetycznym  oddziaływania te są słabsze od oddziaływań typu 
asocjacji w arstw ow ej pomiędzy zasadami. W iązania wodorowe odpowie­
dzialne są za tworzenie par zasad typu W atsona-Cricka wszystkie pary 
w regionach podwójnego heliksu za w yjątkiem  pary  G4 — U69, niekla- 
sycznych oddziaływań typu zasada-zasada (np. pary  zasad trans W-C), 
odwrotne oddziaływania typu Hoogstenna, „tryp lety  zasad” oraz oddziały­
w ań zasada-łańcuch i łańcuch-łańcuch. Każdemu z tych oddziaływań przy­
pisać można rolę s truk tu ra lną: bądź w stabilizacji system u asocjacji w ar­
stwowej zasad, tworzeniu i stabilizacji ostrych skrętów  łańcucha cukrowo- 
fosforanowego, bądź stabilizacji oddziaływań pomiędzy pętlam i i w ich 
obrębie (Tabela 1).

Jednakże precyzyjna lokalizacja wiązań wodorowych w struk turze  
krystalicznej cząsteczki drożdżowego tRNAphe nie jest aktualnie możliwa. 
Pozycje atomów wodoru nie mogą być bowiem wyznaczone metodą dy­
frakcji prom ieni rentgenowskich w sposób bezpośredni. O obecności w ią­
zań wodorowych w cząsteczce w nioskuje się na podstawie odległości i ką­
tów między atom am i potencjalnego donora i akceptora oraz atomów, 
z którym i są one kowalencyjnie związane. Na przykład K 1 u g i wsp. (14) 
wyznaczyli 193 potencjalne wiązania wodorowe w formie jednoskośnej 
kryształu  drożdżowego tRNAphe , z których 54 to wiązania wodorowe typu 
zasada-zasada w helikalnych regionach ram ion cząsteczki, a pozostałe to 
trzeciorzędowe wiązania wodorowe typu zasada-zasada, zasada-łańcuch, 
łańcuch-łańcuch (14).

K ryteria  wskazujące na obecność wiązań wodorowych w badanej czą­
steczce przyjm ow ane są dość arb itraln ie ze względu na trudność dokład­
nego wyznaczenia położeń niektórych atomów (błąd w wyznaczonych

http://rcin.org.pl
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U8
O " n.

Ryc. 3. W iązania w odorow e typu zasada-zasada w ystępujące w  cząsteczce drożdżo­
w ego tRNAphe : a—c) pary zasad w  trzonach ram ion (tzw. „drugorzędow e”), 
d—k) pary zasad utrzym ujące przestrzenną strukturę cząsteczki (tzw. „trzecio­
rzędow e”).

położeniach atomów sięgać może około 0.3 A (16)), co w ynika między in ­
nym i z różnego stopnia uporządkowania poszczególnych fragm entów  czą­
steczki tRNA. Jak  można sądzić, stanow i to jedną z przyczyn pewnych 
rozbieżności w wyznaczaniu wiązań wodorowych typu zasada-łańcuch

http://rcin.org.pl
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i łańcuch-łańcuch na podstawie przedstaw ionych wyżej czterech modeli 
cząsteczki w krysztale. Natom iast identyczny jest, łatw iejszy do wyzna­
czenia dzięki regułom  kom plem entarności zasad, system  drugo- i trzecio­
rzędowych oddziaływań typu zasada-zasada.

W niniejszym  opracowaniu przedstawiono zestawienie „trzeciorzędo­
wych” wiązań wodorowych wszystkich typów, form y ortorombowej (MIT, 
DUK) i jednoskośnej (MRC, MSN) kryształu  drożdżowego tRNAphe (Ta­
bela 1). Podkreślić należy, że autorzy wszystkich czterech modeli cząstecz­
ki tRNAphe zakładają — pomimo pewnych różnic — podobny układ wią­
zań wodorowych. Z uwagi na wspomniane wyżej niejednoznaczności 
i błędy, którym i obarczone są długości oraz geometria wyznaczonych wią­
zań wodorowych, zrezygnowano w tym  miejscu z porównywania energii 
poszczególnych oddziaływań trzeciorzędowych, w które uw ikłana jest 
różna ilość jednostkowych wiązań wodorowych o różnych długościach 
i geometrii. Jednakże niew ątpliw ie energia poszczególnych oddziaływań 
jest różna, co przynajm niej w części odpowiedzialne jest za zróżnicowaną, 
jak  się wydaje, dynam ikę konform acyjną poszczególnych regionów s tru k ­
tu ry  tRNA w roztworze.

1-2. A socjacja w arstw ow a zasad

Oddziaływania typu asocjacji warstwowej zasad, stanowiące istotną 
cechę charakterystyczną kwasów nukleinowych, mogą być w głównej 
mierze odpowiedzialne za uprzyw ilejow ane tworzenie s tru k tu r prawo- 
skrętnych, jak stw ierdzili Y a t h i n d r a  i S u n d a r a l i n g a m  (20), 
analizując możliwości tworzenia się różnych typów  helikalnych s tru k tu r 
polinukleotydów. Również w struk tu rze  cząsteczki drożdżowego tRNAphe 
asocjacja warstwowa zasad purynow ych i pirym idynow ych posiada b a r­
dzo istotne znaczenie, o czym można przekonać się analizując schem at 
tych oddziaływań przedstaw iony na Ryc. 4.

Pomimo, że tylko 55% zasad cząsteczki znajduje się w regionach po­
dwójnie helikalnych ram ion, wszystkie oprócz pięciu zasad D l6, D l7, G20, 
U47 oraz A76, uczestniczą w oddziaływaniach typu asocjacji warstw owej. 
Asocjacyjna stru k tu ra  cząsteczki tRNA zorganizowana jest w dwa obszary 
oddziaływań. Obszar asocjacji poziomej obejm uje trzony ram ion akcepto­
rowego i T\pC, dwie zasady pętli D (G18, G19) oraz wszystkie, oprócz 
dwóch zasad (C60, U59) z pętli T^C. Pionowy ciąg oddziaływań obejm uje 
dwie zasady pętli TipC (C60, U59), zasady ram ienia D w raz z parą związa­
nych wodorowo zasad miG26—A44 niejako „przenoszących” oddziaływa­
nia typu asocjacji w arstw ow ej z ram ienia D wzdłuż antykodonowego, aż 
do tryp letu  antykodonu.

Stopień organizacji oddziaływań typu asocjacji w arstw ow ej zasad 
wzdłuż łańcucha polinukleotydowego w cząsteczce drożdżowego tRNAPhe
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'34

Ryc. 4. Schem at oddziaływ ań asocjacji w arstw ow ej w  tR NA P e z drożdży: a) od­
działyw ania asocjacji w arstw ow ej, b) słabe oddziaływ ania asocjacji w arstw ow ej (2 1 ).

przedstaw iony został (22) za pomocą trzech oddzielnych param etrów : kąta 
A utworzonego przez proste prostopadłe do płaszczyzn sąsiadujących za­
sad, średniej odległości (Z) m iędzy płaszczyznami kolejnych zasad w łań­
cuchu oraz średniej odległości (D) pomiędzy atom am i sąsiadujących 
w łańcuchu zasad. Większość spośród oddziaływujących zasad (168 z 225 
możliwych jednostek dim erycznych z trzech modeli cząsteczki MRC, MSN 
i DUK, co stanowi 75%), przybiera charakterystyczne dla oddziaływań 
tego typu równoległe ułożenie płaszczyzn oddziaływujących zasad, gdzie 
ką t A <  45°, a 3,0 ^  ( Z ) <  4,0 A i 4,5 <  ( D ) <  5,5 A.

W niektórych przypadkach równoległe płaszczyzny zasad oddalone są 
na odległość większą: (Z) ^ 6  A i (D) ^ 7 , 5  A, tworząc w ten sposób 
„in terkalacyjną lukę” w  system ie oddziaływań asocjacyjnych (możliwe 
jest wsunięcie pomiędzy dwie sąsiadujące w  łańcuchu zasady, zasady trze- 
°iej — „in terkalu jącej”). Ponadto, wśród sąsiadujących w łańcuchu par 
zasad niezwiązanych oddziaływ aniam i typu asocjacyjnego, wyróżniono
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pary  „zgięte” , gdy A =  90 ±45° i „zw rotne” (ang. „reversals”), gdy kąt 
zgięcia ma wartość większą: 135°. W parach „zw rotnych” płaszczyzny 
zasad są równoległe, lecz usytuow ane w sposób niepozw alający na ich na­
kryw anie się w arunkujące występowanie oddziaływań typu asocjacyjnego.

Zróżnicowane ułożenie poszczególnych zasad wzdłuż łańcucha cukrowo- 
fosforanowego związane jest przynajm niej w części z różną, w zależności 
od rodzaju zasady, energią oddziaływań typu asocjacji warstw ow ej. Ener­
gia oddziaływań w parach oddziaływujących zasad m aleje w kolejności: 
puryna-puryna, puryna-pirym idyna, pirym idyna-pirym idyna (23). Spo­
śród czterech podstawowych zasad najsłabszym  składnikiem  oddziaływań 
typu asocjacji warstw owej jest reszta uracylu (24—25). W łaśnie w miejscu 
reszt uracylu  w łańcuchu polinukleotydowym  dochodzi najczęściej do 
przerw ania ciągłego system u asocjacji warstwowej zasad: w cząsteczce 
tRNA objawia się to poprzez gwałtowne zmiany kierunku łańcucha cu- 
krowofosforanowego cząsteczki określane jako tzw. zwroty U (Ryc. 2).

Wysoko uporządkow any system  asocjacji warstw owej zasad puryno- 
wych i pirym idynow ych w cząsteczce drożdżowego tRNAPhe pozwala 
przypuszczać, że ta cecha s tru k tu ry  cząsteczki zachowana jest również 
w cząsteczkach innych tRNA należących do tej sam ej klasy, pomimo róż­
nego system u wewnątrzcząsteczkowych wiązań wodorowych. Sform uło­
wane zostało interesujące przypuszczenie (26), że zm iany w liczbie nukleo­
tydów  w zmiennych regionach pętli D oraz zmienna długość pętli dodat­
kowej, w różnych cząsteczkach tRNA mogą powodować jedynie pewne 
„wybrzuszenia” lub „kom presje” w odpowiednich fragm entach pozwala­
jąc na zachowanie system u oddziaływań asocjacji warstw owej zasad, bar­
dzo zbliżonego do istniejącego w cząsteczce drożdżowego tRNAphe (26). 
Znalazło to potwierdzenie w analizie s tru k tu ry  w krysztale tRNA]*6* 
z E. coli (27) oraz tRNAAsp z drożdży (28).

Asocjacja warstw owa zasad purynow ych i pirym idynow ych stanowi, 
jak  można sądzić, najw ażniejszy pod względem energetycznym  czynnik 
stabilizujący przestrzenną s tru k tu rę  cząsteczki drożdżowego tRNAphc 
w krysztale. Regiony, w których system  oddziaływań typu asocjacji w ar­
stwowej zostaje osłabiony lub przerw any są najprawdopodobniej regiona­
mi najbardziej podatnym i na zmiany konform acyjne w cząsteczce tRNA 
w roztworze (są najbardziej „giętkie”).

1-3. Energia konform acyjna cząsteczki

H elikalną konform ację łańcucha polinukleotydowego wyznaczają od­
działywania wewnątrzcząsteczkowe bliskiego zasięgu typu ryboza-ryboza, 
ryboza-zasada i fosforan-fosforan, a również oddziaływania określające 
uprzyw ilejow ane konform acje każdej jednostki nukleotydow ej. Utworzo-
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na s tru k tu ra  stabilizowana jest energetycznie przez oddziaływania typu 
asocjacji w arstw owej zasad oraz wiązania wodorowe zasada-zasada.

K onform ację łańcucha polinukleotydowego określa się, zgodnie z pro­
pozycją S u n d a r a l i n g a m a  (29) poprzez podanie wartości siedmiu 
kątów  torsyjnych: x, (p', qp, aj/, tp, a/, co (Ryc. 5). Proponowana przez innych 
autorów  odmienna sym bolika (oraz inne definicje niektórych kątów to r­
syjnych) przedstaw iona została w opracowaniu przeglądowym  (30).

5' koniec

Ryc. 5. K onform acja jednostk i nukleotydow ej (kąty torsyjne w okół w iązań ozna­
czonych linią przeryw aną odpow iadają w g (22) param etrom  „zm iennym ”, a linią  
ciągłą param etrom  „stałym ”).

K orzystając z wartości kątów  torsyjnych form y jednoskośnej kryszta­
łu drożdżowego tRNAphe (16) S r i n i v a s a n  i O l s o n  (22) skonstruo­
wali koło konform acyjne przedstaw ione na Ryc. 6. Przedstawiono w nim 
wartości kątów  wokół wiązań glikozydowych (x) oraz sześciu kątów tor- 
syjnych określających konform ację łańcucha (o/oLKpiJnl/ą/) jako funkcję 
sekwencji zasad w cząsteczce tRNA.

Prowadząc identyczną analizę innych modeli drożdżowego tRNAphe 
(11, 18) autorzy (22) zauważyli, że chociaż w artości rozpatryw anych para­
m etrów kątowych w różnych modelach tRNAPhe są niekiedy dość roz­
bieżne, to jednak można bez większych trudności wyróżnić dwie ich 
zasadnicze kategorie: „stałe” i „zm ienne” . Zm iany każdego z tzw. para­
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m etrów  „stałych” (p'tp i x ograniczają się do niewielkiej przestrzeni kon- 
form acyjnej. W przeciw ieństw ie do nich, zmiany tzw. param etrów  zmien­
nych: o/tmjnp' obejm ują stosunkowo duże obszary przestrzeni konform a- 
cyjnej. Największą zmienność wykazuje kąt w, k tóry  przybiera wartości 
obejm ujące cały zakres różnych konform acji; najm niejsza zmienność kąta 
oj/ ma związek z w ystępowaniem  dwóch różnych konform acji reszt cukro­
wych: C3' — endo i C2' — endo. K ąt torsyjny x przybiera zazwyczaj w ar­
tości odpowiadające konform acji anti (x: 0— 60°) wokół wiązania glikozy- 
dowego. Zmiany w artości x są sprzężone ze zmianam i kątów  torsyjnych 
q/ i cp (wynoszących zazwyczaj ok. 210° i ok. 180°). Konform ację reszt cu­
krow ych (pierścienia i wiązania C5'—C4') określają dwa kąty  torsyjne ajnj/

Ryc. 6 . Koło konform acyjne dla m odelu MRC cząsteczki drożdżow ego tR NA pbe 
(strzałkam i oznaczono w artości kątów , co' — podstaw a strzałki, co — grot strzałki 
w g (2 2 )).
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i w większości przypadków  jest to konform acja g +g +. Ta kom binacja ką­
tów  wyznacza pozycję atom u 0 (5') w orientacji „gauche” w stosunku do 
atom ów 0 (1') i C (3') pierścienia reszty  cukrowej będącego w konform acji 
C3'—endo.

Dużym odchyleniom od w artości średniej kątów ojnp' towarzyszą d ra­
styczne zmiany kątów  co' i to w regionach pętlowych tRNA (Ryc. 6).

Jak  w ynika z badań S u n d a r a l i n g a m a  i wsp. (31) konform acja 
g~g~ (ca', co — 290°, 290°) jest najtrw alszą konform acją internukleotydo- 
wego wiązania fosfodwuestrowego i w ystępuje w regionach podwójnie 
helikalnych kwasów nukleinowych. K onform acja tg -  (o/, w — 190°, 300°) 
jest charakterystyczna dla helikalnych regionów jednoniciowych, a kon­
form acja tg + (a/ w — 200°, 60°) sprzyja tworzeniu się regionów pętlowych 
w łańcuchu polinukleotydowym  (31). Różny zakres zmienności siedmiu 
kątów  torsyjnych, um ożliw iający ich umowny podział na „stałe” i „zmien­
ne” , ma związek ze zróżnicowaną energią oddziaływań w arunkujących 
istnienie określonej konform acji fragm entu łańcucha polinukleotydowego. 
Param etry  „stałe” określają bardziej usztywnione elem enty łańcucha, 
param etry  „zm ienne” natom iast opisują stosunkowo słabe energetycznie 
oddziaływania, a tym  sam ym  związane są elem entam i cząsteczki tRNA
o większej potencjalnej ruchliwości. W cząsteczce tRNAphe jedynie po­
dwójnie helikalne regiony zachowują najbardziej uprzyw ilejow aną, typo­
wą dla RNA-A konform ację, w której:

x =  anti; <p =  t; <p' =  t; =  (g+g+); (co'o>) = (g~g~)(32).

Jednakże, w ystępujący w tRNA specyficzny system  silniejszych (aniżeli 
energia konform acyjna) oddziaływań typu asocjacji w arstw owej i wiązań 
wodorowych wym usza deform acje tej najbardziej uprzyw ilejow anej kon­
form acji. Ulegają jej w m niejszym  stopniu kąty  torsyjne sklasyfikow ane 
jako „stałe” : qp'cp i x spełniające w większości przypadków  jedynie, jak się 
wydaje, rolę przekaźnika naprężeń konform acyjnych m anifestujących się 
głównie w dużej zmienności kątów  torsyjnych: ooaAp i i|/. Param etry  o naj­
większej zmienności to kąty  torsyjne wo/ określające konform ację wokół 
internukleotydow ych wiązań fosfodwuestrowych P-0. Są one najbardziej 
czułym detektorem  zmian zachodzących w przestrzennej strukturze łań­
cucha polinukleotydowego tRNA.

1-4. O ddziaływ ania z jonam i m etali, poliam inam i

Utworzenie względnie trw ałe j, zw artej przestrzennie s tru k tu ry  czą­
steczki tRNA możliwe jest jedynie po zobojętnieniu ujem nych ładunków 
polianionowego łańcucha polinukleotydowego. Zachodzi to w drodze spe­
cyficznego, silnego wiązania koordynacyjnego kationów, bądź w drodze 
niespecyficznego, słabego wiązania kationów (9). W struk tu rze  krystalicz­
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nej cząsteczki drożdżowego tRNAPhe wyznaczono miejsca specyficznego, 
silnego wiązania jonów m agnezu, sperm iny oraz prawdopodobne miejsca 
wiązania niektórych cząsteczek wody (wyznaczono również miejsca w ią­
zania jonów niektórych m etali ciężkich stosowanych w analizie rentgeno- 
struk tu ra lnej, w metodzie izomorficznego podstawienia jonów). W nin iej­
szym opracowaniu przedstawiono w postaci zbiorczego zestawienia wyniki 
uzyskane w  czterech laboratoriach, na podstawie analizy dwóch form  
krystalicznych drożdżowego tRNAphe (Tab. 2). Ze względu na szereg po­
ważnych wątpliwości i niejednoznaczności podkreślanych przez samych 
autorów  pominięto podaną przez R i c h ’ a i wsp. (8) oraz H i n g e r t y  
i wsp. (16) lokalizację niektórych cząsteczek wody. Podkreślić jednak na­
leży, że cząsteczki wody stanow ią 71% form y ortorom bowej i 63% form y 
jednoskośnej kryształu drożdżowego tRNAphe (33), a więc ich roli s tru k - 
turotw órczej nie sposób w przyszłości ominąć.

Zbieżne, według autorów  czterech modeli cząsteczki tRNA, miejsca 
w ystępowania niektórych kationów (Tab. 2) potw ierdzają przedstaw ione 
poniżej przypuszczenia, dotyczące roli, jaką odgryw ają one w tworzeniu 
uporządkow anej s tru k tu ry  tRNAphe (9):

1° Dwa miejsca wiązania jonów m agnezu (Mg 1 i Mg 2) w pobliżu 
reszt fosforanowych P  19, P  20 i P  21 m ają zarówno w ew nątrz- jak 
i międzycząsteczkowe znaczenie stabilizujące s tru k tu rę  tRNA. Stabilizują 
ostry sk rę t łańcucha cukrowofosforanowego pętli dw uhydrourydyny oraz 
upakowanie cząsteczek tRNA wokół dw ukrotnej osi śrubowej w formie 
ortorom bowej i jednoskośnej kryształu.

2° K ation magnezu Mg 3 neutralizu je ładunki ujem ne grup fosfora­
nowych związane z utw orzeniem  bardzo ostrego sk rę tu  łańcucha poli­
nukleotydowego w obrębie U8-A12.

3° Konform acja antykodonu stabilizowana jest poprzez wiązanie ka­
tionu Mg2+ kryształ ortorombowy, bądź silne wiązanie cząsteczki wody +) 
(kryształ jednoskośny) w  pobliżu Y 37.

4° Dodatnio naładow ana cząsteczka sperm iny położona w głębokiej 
bruździe ram ion TtyC i antykodonowego powoduje zbliżenie dwu przeciw­
ległych kraw ędzi bruzdy o około 3 A. W efekcie następuje rozchylenie osi 
ram ion D i antykodonowego o około 25°, co może być jednym  z czynników 
powodujących skręcenie pary  zasad m2G26-A44, odgryw ającej ważną rolę 
w system ie oddziaływań asocjacji w arstw owej w cząsteczce tRN A Phe (9).

Podsum owując powiedzieć należy, że w cząsteczce drożdżowego 
tRNAFhe ładunki elektrostatyczne mogą być neutralizow ane bądź przez 
ładunki punktow e (np. kationy Mg2+) bądź przez ładunki o charakterze 
„wydłużonym ” (np. kationy sperm iny). Przypuszczalnie, rola pierwszych

*> w g now szych ustaleń  grupy MRC rów nież w  form ie jednoskośnej kryształu  
znajduje się kation  m agnezu Mg2+ zam iast w cześniej postulow anej cząsteczk i w ody  
(cyt. za C l a r k  (96)).
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polega głównie na stabilizowaniu pewnych fragm entów  cząsteczki tRNA 
(pętle, zwroty). N atom iast poliam iny mogą powodować zbliżanie dużych 
części cząsteczki w pływ ając istotnie na jej kom form ację (9). Rozbieżne 
miejsca występowania kationów magnezu i sperm iny w modelach MIT, 
MRC, DUK i MSN cząsteczki drożdżowego tRNAphc (Tab. 2) niekoniecz­
nie wynikać muszą z „rzeczyw istych” różnic struk tu ralnych . Etap lokali­
zacji kationów i cząsteczek wody jest bowiem ostatnim  etapem  uzgadnia­
nia rezultatów  analizy ren tgenostruk turalnej z zaproponowanym  modelem 
cząsteczki, pozostawiającym  autorom  pewną swobodę in terp re tac ji map 
gęstości elektronow ej.

1-5. O ddziaływ ania m iędzy cząsteczkam i tR NA

Opracowanie dotyczące s tru k tu ry  przestrzennej drożdżowego tRNAPhe 
nie byłoby pełne bez analizy w pływ u oddziaływań międzycząsteczkowych 
tRNA-tRNA na konform ację cząsteczki w krysztale. Zagadnienie to po­
rusza K i m  i wsp. (12a, b) wyszczególniając jedynie miejsca kontaktów  
międzycząsteczkowych w krysztale form y ortorombowej. Znacznie m niej 
precyzyjne inform acje dotyczą kryształu  form y jednoskośnej (18).

W krysztale form y ortorom bow ej w  oddziaływania międzycząsteczko- 
we zaangażowane są cztery regiony cząsteczki tRNA. Pierw szy region 
obejm uje pętle dw uhydrourydyny sąsiadujących w  sieci krystalicznej 
cząsteczek: zasady trzech reszt: 17, 19 i 20 jednej cząsteczki tRNA od- 
działyw ują z resztam i 14, 15 i 16 drugiej i resztą 56 cząsteczki trzeciej. 
Region ten  stabilizowany jest dodatkowo przez dwa hydratow ane jony 
magnezu (Mgl i Mg2, Tab. 2). Drugi region oddziaływań obejm uje bardzo 
niew ielką powierzchnię ram ienia TapC jednej i ram ienia akceptorowego 
drugiej cząsteczki tRNA: zlokalizowano wiązanie wodorowe między grupą 
hydroksylową 02' rybozy 5 jednej, a atomem tlenu grupy fosforanowej 
reszty  53 drugiej cząsteczki tRNA. W trzecim  regionie oddziaływań 
międzycząsteczkowych zasada reszty  34 (pierwsza zasada antykodonu) 
oddziaływuje warstwowo z analogiczną zasadą drugiej cząsteczki tRNA. 
Czw arty region obejm uje 3'-końcowy fragm ent cząsteczki tRNA. Reszta
76 jednej oddziaływuje z hiperm odyfikowaną zasadą reszty  37 drugiej 
cząsteczki tRNA. Ponadto reszty  75 i 76 jednej, oddziaływują z resztam i 
28, 29 i 43 trzeciej (patrząc wzdłuż osi krystalograficznej) cząsteczki tRNA 
(12a, b).

W krysztale form y jednoskośnej (18) w oddziaływania międzycząstecz- 
kowe uwikłane są tylko trzy regiony cząsteczki tRNA. Pierw szy region: 
w pętli D oddziaływują reszty  19 i 20 jednej z resztam i 16 i 17 drugiej 
cząsteczki tRNA. Drugi region oddziaływań: między ram ieniem  T\pC (re­
szty 53 i 54) a aminokwasowym  (reszty 5 i 6) dwóch sąsiadujących w sieci
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krystalicznej cząsteczek tRNA. Trzeci region oddziaływań: grupy hydro­
ksylowa 02' reszty  62 jednej i łańcuch cukrowofosforanowy pętli anty- 
kodonu drugiej cząsteczki tRNA (18).

Choć w  oddziaływaniach tRNA-tRNA w krysztale drożdżowego 
tRNAph0 nie uczestniczą tak  istotne (z punktu  widzenia aktualnych po­
glądów na funkcję tRNA) regiony cząsteczki jak  np. w krysztale tRNAAsp 
(gdzie oddziaływ ują wzajem nie kom plem entarne antykodony sąsiadują­
cych w sieci cząsteczek (28)), to jednak wpływu tych  oddziaływań na kon­
form ację cząsteczki zaniedbać nie można. Jak  się wydaje, mogą być one 
jednym  z powodów różnic w konform acji cząsteczek tRNA w kryształach 
form y ortorom bow ej i jednoskośnej. Różnice te w sposób prosty i czytelny 
przedstaw ia S r i n i v a s a n  i O l s o n  w swoim opracowaniu (22).

Rola oddziaływ ań międzycząsteczkowych jest zazwyczaj pom ijana 
przy próbach porów nyw ania s tru k tu ry  cząsteczki tRNA w krysztale 
i w roztworze. W ynika to w głównej m ierze z braku  w ystarczającej ilości 
inform acji (o odpowiedniej precyzji) pozwalających rozdzielić wpływ 
efektów  w ew nątrz- i m iędzycząsteczkowych na konform ację tRNA.

II. Struktura drożdżowego tRNAPhe w roztworze 

n-1. Jądrow y rezonans m agnetyczny

Spośród wielu technik spektroskopowych stosowanych w badaniach 
struk tu ra lnych  kwasów nukleinowych w roztworze (m.in. UV, CD, EPR, 
fluorescencja), najszerszych i jednocześnie najbardziej szczegółowych in­
form acji na tem at konform acji tRNA dostarczają nisko- i wysokopolowy 
rezonans m agnetyczny atomów wodoru 1H (*H NMR) oraz rezonans m agne­
tyczny atomów fosforu S1P  ("P NMR) (35— 37). W rozdziale tym  przedsta­
wione zostaną w yniki badań s truk tu ra lnych  cząsteczki drożdżowego 
tR N A Phe w roztworze za pomocą tych dwóch rodzajów  spektroskopii 
NMR. Podkreślić należy, że jak  dotychczas technika NMR nie pozwala na 
bezpośrednie określenie konform acji cząsteczki tRNA w roztworze. O trzy­
mane w yniki porównuje się z w ynikam i badań trójw ym iarow ej s tru k tu ry  
cząsteczki w  krysztale i na te j podstawie dopiero można formułować 
wnioski o struk tu rze  cząsteczki w roztworze.

W in terpretacji widm NMR i 81P  NMR pomocne okazują się:
— chemiczna m odyfikacja tRNA
— „topnienie” s tru k tu ry  cząsteczki
— efekty  param agnetycznego poszerzenia sygnałów
— analiza fragm entów  cząsteczki
— przew idyw anie przesunięć chemicznych sygnałów na podstawie ob­

liczonych efektów prądów pierścieniowych sąsiadujących w strukturze 
zasad.
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Badania prowadzone z w ykorzystaniem  pierwszych czterech metod do­
starczyły  bardzo cennych inform acji dotyczących występowania w roz­
tworze szeregu oddziaływ ań oraz lokalizacji w widmie NMR odpowiada­
jących im  sygnałów. Inform acje te dotyczyły jednakże tylko oddziaływań 
jednostkowych, nie mówiąc wiele o konform acji cząsteczki tRNA jako 
całości. Precyzyjną, całościową korelację pomiędzy s tru k tu rą  cząsteczki 
tRNA w roztworze i w krysztale powinny umożliwić badania prowadzone 
ostatnią z wym ienionych metod, w której na podstaw ie precyzyjnej ana­
lizy s tru k tu ry  w krysztale (odległości i geometrii poszczególnych par za­
sad lub położenia poszczególnych atomów), przew iduje się przesunięcia 
chemiczne sygnałów w widmie NMR cząsteczki w roztworze. P rzy założe­
niu, że w roztworze zachowany jest identyczny jak  w krysztale układ od­
działyw ań w cząsteczce tRNA: asocjacja warstw ow a zasad, wiązania 
wodorowe, kąty  torsyjne, widmo sym ulowane powinno być zgodne z ob­
serw ow anym  widm em  cząsteczki w roztworze.

Widmo protonowego rezonansu magnetycznego OH NMR) tRNA w y­
kazuje kilka oddzielnych grup sygnałów o różnych wartościach przesunię­
cia chemicznego, w zakresie od 0 do 15 ppm w dół pola, względem DSS 
(Ryc. 7).

amino, 
pierścieniowe C-H

ppm

Ryc. 7. Widmo *H NMR cząsteczki drożdżow ego tR N A phe (złożenie w idm a w yk o­
nanego w  D20  (po praw ej) i w  H20  (po lew ej); S — sygnał rezonansow y pojedyn­
czego protonu) (wg (89)).
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I I - l-l. Protonow y rezonans m agnetyczny

a. region wysokopolowy widma

Na podstawie wyników analizy ren tgenostruk turalnej cząsteczki droż­
dżowego tR N A Phe w krysztale obliczono (38) wielkości spodziewanych 
efektów  przesłaniania/odsłaniania protonów grup m etylowych i m etyle­
nowych przez prądy pierścieniowe sąsiednich zasad. Wielkości tych efek­
tów  (obliczonych na podstawie s tru k tu ry  cząsteczki w krysztale), porów­
nano z obserwowanymi efektam i przesłaniania/odsłaniania protonów 
w wysokopolowym NMR cząsteczki tRNA w roztworze (obserwowany 
efek t przesłaniania/odsłaniania zdefiniowany jako różnica przesunięć che­
micznych sygnałów w widm ie cząsteczki tRNA i odpowiednich mono- 
nukleotydów). Na podstawie różnic w wartościach efektów obserwowa­
nych i obliczonych wyróżniono cztery grupy sygnałów rezonansowych. 
W artości obliczone i obserw owane dla sygnałów pochodzących od odpo­
wiednich protonów zasad: Cm32, Gm34, Y37 (wszystkie cztery sygnały 
grup metylowych) są zgodne (w zakresie 0,1 ppm). Sugeruje to bardzo 
podobną konform ację ram ienia i pętli antykodonu cząsteczki drożdżowego 
tR N A ph0 w roztworze i w krysztale.

Na podstawie s tru k tu ry  w krysztale ponadto przewidziano dwie różne 
w artości przesunięć chemicznych dla grup m etylowych miG26. Obserwo­
w any w widmie NMR tylko jeden sygnał rezonansowy, wspólny dla 
protonów  obu tych grup m etylowych, świadczy o zachodzącej w roztw o­
rze szybkiej rotacji wokół wiązania C(2)—N(CH3)2 reszty  miG26. Protony 
należące do drugiej grupy sygnałów pochodzące od zasad: m2G10, m5C49 
i D16, D17 są w roztworze bardziej przesłaniane niż przew idują to obli­
czenia wykonane na podstawie s tru k tu ry  cząsteczki drożdżowego tRNAPhe 
w krysztale. Natom iast w m niejszym  niż w krysztale stopniu, przesłania­
ne są sygnały protonów zasad m7G46, n^ASS (trzecia grupa sygnałów). 
Do grupy czw artej zaliczono obserwowane dwa sygnały rezonansowe pro­
tonów T54 (38).

Jednakże, jak stwierdzono w dalszych badaniach, w widmie XH NMR 
cząsteczki drożdżowego tRNAphe wykonanym  w niskiej tem peraturze 
i w obecności jonów Mg2+ w ystępuje tylko jeden sygnał rezonansowy 
T54 (Ryc. 8).

W przestrzennej struk tu rze  cząsteczki tego tRNA w krysztale, T54 jest 
związana wodorowo z n^ASS oraz ta para zasad znajduje się w system ie 
oddziaływań typu asocjacji warstw owej między parą zasad G53— C61, 
a xp55—G18. Ponadto region ten  stabilizowany jest przez trzeciorzędowe 
oddziaływania między pętlam i T\pC i dw uhydrourydyny. Po uwolnieniu 
pętli Tt|)C z oddziaływań trzeciorzędowych (podczas topnienia s tru k tu ry  
przestrzennej cząsteczki tRNA), prawdopodobnie ulega zmianie układ 
asocjacji warstwowej T54 z parą zasad G53— C61, co zdaniem  autorów  
może wyjaśniać obserwowaną m ultipletowość sygnału T54 (39). Analiza

[21] D Y N A M IC Z N E  A SP E K T Y  ST R U K T U R Y  tR N A phe 91
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m1A-58

Ryc. 8. Widma NMR (270 MHz) cząsteczki drożdżow ego tR N A phc — region w y- 
sokopolow y, w ykonane w  różnych tem peraturach (39).

wysokopolowych widm  tem peraturow ych (Ryc. 8) wykazała również, że 
jedna z reszt dw uhydrourydyny — D16 — bierze udział w oddziaływa­
niach wyższego rzędu utrzym ujących przestrzenną stru k tu rę  cząsteczki 
tRNA. Druga reszta — D l7 — nie bierze udziału w  oddziaływaniach tego 
typu (39). Obserwacja ta jest zgodna z wcześniejszymi ustaleniam i doty­
czącymi konform acji tego fragm entu  cząsteczki drożdżowego tRNAPh® 
w krysztale (16). Porów nując ponadto sygnały rezonansowe Gm34 w wid­
m ach tem peraturow ych tRNAPhe wykonanych w obecności (39) i w nie­
obecności (40) jonów Mg*+ stw ierdzono, że w obecności jonów Mg2+ za­
równo Cm jak i Gm w pętli antykodonu uczestniczą w silnych oddziały­
waniach typu asocjacji w arstw ow ej oraz, że Mga+ odgrywa ważną rolę 
w  stabilizacji konform acji antykodonu (39).

http://rcin.org.pl



[23] D Y N A M IC ZN E  A SP E K T Y  ST R U K T U R Y  tR N A pb® 93

b. region niskopolowy widma

Niskopolowy protonowy NMR cząsteczek tRNA umożliwia obserwację 
sygnałów  protonów biorących udział w tworzeniu wiązań wodorowych 
m iędzy kom plem entarnym i zasadami, czyli tzw. protonów iminowych 
pierścienia heteroarom atycznego (35). W yniki szeregu wcześniejszych ba­
dań (widma o niskiej rozdzielczości) ograniczały się zasadniczo do okre­
ślenia liczby drugo- i trzeciorzędowych par zasad w  cząsteczkach tRNA

B

8
54

6 IX
5

29 7 31 1113 
52 50

19 30 26 3 
10 222 51 

53 27
49

15 28

8  6  5 12 52 31 29 5 3 219 1 26 3 30 49 15 28
54 7 11

50
10 13 22 27 

51

54 8  12
_______ U

26 5 
6

7 29 1113 5019 532751 3  
52 31 . 30221 49

15 28

-14 -13 -12 ppm

Ryc. 9. W idmo 1H NMR (360 MHz) cząsteczk i drożdżow ego tR N A ph* . A: ekspery­
m entalne (42); przypisanie sygnałów  rezonansow ych (w g 34)), B: obliczone (42) na 
podstaw ie w spółrzędnych atom ów  w  krysztale (wg (10)), C: obliczone (42) na pod­
staw ie w spółrzędnych atom ów  w  krysztale (w g (6)), D: obliczone (43) na podstaw ie 
w spółrzędnych atom ów  w  krysztale (wg (10 )).
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(41). Stwierdzono, że ogólna ich liczba w cząsteczce drożdżowego tRNAPhe 
w roztworze odpowiada liczbie drugo- i trzeciorzędowych oddziaływań 
zasada-zasada w struk tu rze  cząsteczki w krysztale. Obecność wielu roz­
dzielonych sygnałów, w zakresie od -11 do -15 ppm  wskazywała, że na 
różne przesunięcia chemiczne protonów ma wpływ  sekwencja zasad i ich 
przestrzenne usytuow anie. Badania prowadzone tą techniką, po zwiększe­
niu rozdzielczości widm, powinny więc dostarczać szczegółowych infor­
m acji o s truk tu rze  cząsteczki w  roztworze. Widmo NMR (region nisko- 
polowy) drożdżowego tRNAPhe przedstaw ia Ryc. 9.

Przypisanie obserwowanych sygnałów rezonansowych, protonom  okre­
ślonych par zasad, okazało się jednak zadaniem  trudnym . W obliczeniach 
przesunięć chemicznych protonów iminowych pierścienia w trzonach ra ­
mion cząsteczki zakładano początkowo (44) geometrię A'-RNA helikalnych 
regionów dwuniciowych cząsteczki tRNA (12 zasad/skręt). Bardziej w ła­
ściwe okazało się później przyjęcie geometrii A-RNA (11 zasad/skręt), do 
k tórej bardziej zbliżona jest helikalna stru k tu ra  cząsteczki tRNA w krysz­
tale (45). W obliczeniach skorzystano również bezpośrednio z wyznaczo­
nych współrzędnych poszczególnych atomów w cząsteczce drożdżowego 
tRNAPhe w krysztale (42, 43). Na Ryc. 9 przedstawiono zestawienie prze­
sunięć chemicznych obliczonych na podstawie analizy ren tgenostruk tura l- 
nej i przesunięć chemicznych protonów poszczególnych par zasad usta­
lonych inną drogą (m.in. na podstawie eksperym entów  selektyw nej 
chemicznej m odyfikacji, badania widm  fragm entów  cząsteczki tRNA). 
Znaczne rozbieżności m iędzy przesunięciam i obliczonymi, a obserwowa­
nym i (których przypisanie tylko w kilku przypadkach nie jest jedno­
znaczne) wynikać m ogłyby z różnic konform acyjnych cząsteczki drożdżo­
wego tRNAPhe w  krysztale i w roztworze. Jednak równie prawdopodobne 
jest to, że w ynikają one z półilościowego charak teru  obliczeń, podczas 
k tórych  dokonuje się pewnych uproszczeń np. dotyczących relacji pomię­
dzy przesunięciem  chemicznym  protonu, a efektem  pola wyw ołanym  przez 
prądy  pierścieniowe sąsiadujących zasad (42—43). Innym  źródłem  roz­
bieżności może być niew ystarczająca precyzja wyznaczenia współrzęd­
nych poszczególnych atomów w struk tu rze  krystalicznej: autorzy (42— 43) 
korzystali ze współrzędnych, w  których położenia poszczególnych atomów 
m ogły być obarczone błędem  dochodzącym do 0,5 A (6, 10, 14). Te same 
efekty, jak  można sądzić, w pływ ają na rozbieżności przesunięć obliczo­
nych i obserwowanych w  wysokopolowym regionie widma (38).

Szczególnie interesujące, z punktu  widzenia zastosowania niskopolo- 
wego, protonowego NMR do badania dynam iki konform acyjnej tRNA, są 
sygnały protonów biorących udział w tworzeniu trzeciorzędowych wiązań 
wodorowych typu zasada-zasada. Odpowiedniego przypisania sygnałów 
rezonansowych tym  protonom  dokonano na podstawie m.in. selektyw nej 
m odyfikacji chemicznej zasad (U8—A14 (46—47)) chemicznego usunięcia 
m 7G46 (m7G46—C22 (48)) param agnetycznego poszerzenia sygnałów
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(G15— C48 (49)) oraz badania widm fragm entów  cząsteczki tRNA z zacho­
w anym i niektórym i drugo- i trzeciorzędowymi wiązaniami wodorowymi 
(50— 51).

II-1-2. Rezonans m agnetyczny atom ów fosforu łlP

Najpowszechniej w ystępującą konform acją wiązań fosfodwuestrowych 
w cząsteczce drożdżowego tRN A Phc w krysztale, jest konform acja okre­
ślana jako g - g~. Jednakże konform acja szeregu grup fosforanowych łań­
cucha polinukleotydowego jest odm ienna, co m anifestuje się w widm ie 
81P  NMR w postaci szeregu sygnałów oddzielonych od głównego sygnału 
rezonansowego (36).

ppm (H 3 PO4 )

Ryc. 10. W idm o ł lP  NM R (40,5 MHz) cząsteczki drożdżowego tRNAPhe (52).

W widmie S1P  NMR drożdżowego tRNAPhe , postępując w górę pola 
(od 3 do -4 ppm  w  stosunku do sygnału H 3P 0 4), kolejno w ystępują sygna­
ły dw uestrów  fosforanowych o konform acjach: g- t; g_g~; g“ g+ (37, 52). 
Przesunięcie sygnału w górę pola następuje również w w yniku powstania 
wiązania wodorowego z udziałem  grupy fosforanowej (37). W iązania tego 
typu  są dość powszechne w stru k tu rze  drożdżowego tRNAPhe w krysztale.

Z punktu  widzenia s tru k tu ry  cząsteczki tRNA, pośród sygnałów rezo­
nansowych można wyróżnić sygnały grup fosforanowych specyficznie 
zwiniętej pętli antykodonu oraz sygnały grup fosforanowych centralnej 
części cząsteczki tRNA, które są zaangażowane w utrzym yw anie jej s tru k ­
tu ry  trzeciorzędowej (37). P róby obliczeń przesunięć chemicznych sygna­
łów rezonansowych z w ykorzystaniem  kątów  torsyjnych wa/, wyznaczo­
nych w struk tu rze  drożdżowego tRNAPhe w krysztale, nie dały jednak 
zadaw alających rezultatów  (53). Nie w ydaje się to dziwne wobec podkre­
ślanej wcześniej w opracow aniu, najw iększej wrażliwości kątów to rsy j­
nych coco' na zmiany konform acji cząsteczki tRNA. Obserwowane rozbież­
ności związane są też ze względnie niską (jak na potrzeby korelacji „kry­
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ształ-roztw ór”) dokładnością z jaką wyznaczono kąty  torsyjne estrów 
fosforanowych w cząsteczce drożdżowego tRNAphe w krysztale (53). Jak  
w ynika z przeprowadzonych obliczeń (54) bardzo silny wpływ na przesu­
nięcia chemiczne sygnałów mogą wywierać również naprężenia kąta wią­
zania estrowego O-P-O; zmniejszenie tego kąta o około 10° powoduje prze­
sunięcie sygnału rezonansowego w dół pola aż o 20— 30 ppm.

Na podstawie badań chemicznie i enzym atycznie zmodyfikowanej czą­
steczki tRNA H i 1 b e r  s i wsp. (37) wstępnie zidentyfikowali sygnały 
rezonansowe S1P w widm ie NMR drożdżowego tRNAphe . Identyfikacja 
sygnałów  oraz zaobserwowanie wrażliwości przesunięć chemicznych ato­
mów 81P  estrów fosforanowych na zm iany estrowych kątów  torsyjnych 
wg/  i kątów  wiązań O-P-O, stw arza możliwości badania dynamicznej 
s tru k tu ry  tej cząsteczki w roztworze.

Szeregu interesujących inform acji dostarczyły widma tem peraturow e 
81P NMR cząsteczki drożdżowego tRNAPhe (52). Stwierdzono, że „topnie­
nie” s tru k tu ry  pętli antykodonu w cząsteczce tRNA zachodzi w niższej 
tem peraturze niż „topnienie” jej s tru k tu ry  trzeciorzędowej. Ponadto, 
w obecności jonów Mga+ pętla antykodonowa może występować w nie 
mniej niż dwóch różnych konform acjach, których populacja zależy w du­
żym stopniu od stężenia jonów Mg2+ (52). W ystępowanie pętli antykodonu 
w cząsteczce drożdżowego tRNAPhe w roztworze w więcej niż jednej kon­
form acji, w ykazały też wcześniejsze badania prowadzone z w ykorzysta­
niem  innych technik spektroskopowych (55—59).

II-2. C hem iczna m odyfikacja

Chemiczna m odyfikacja składników kwasów nukleinowych jest m eto­
dą szeroko stosowaną w badaniach s tru k tu ry  tRNA w roztworze. O jej 
upowszechnieniu zadecydowała przede wszystkim  zdolność do w nikania 
w detale s tru k tu ry  przestrzennej tRNA przy pomocy stosunkowo pro­
stych narzędzi badawczych jakim i są zachodzące w łagodnych w arunkach 
specyficzne reakcje chemiczne. Wyznaczone reaktyw ności poszczególnych 
fragm entów  cząsteczki tRNA (zasad, fosforanów) z reagentem  m odyfiku­
jącym , um ożliw iają porównanie s tru k tu ry  drożdżowego tRNAPhe w roz­
tworze ze s tru k tu rą  w krysztale na poziomie indyw idualnej reszty  m akro­
cząsteczki.

W badaniach zastosowano czynniki m odyfikujące specyficznie wszyst­
kie podstawowe zasady tRNA (Ryc. 11).

Stosowane reagenty  m odyfikują zasady w  eksponowanych jednonicio- 
w ych regionach s tru k tu ry  tRNA, a nie m odyfikują zasad uczestniczących 
w tw orzeniu wiązań wodorowych. Umożliwiło to eksperym entalne po­
tw ierdzenie obecności w roztworze drugorzędowej s tru k tu ry  cząsteczki 
tRNA (liścia koniczyny), a także zidentyfikowanie niektórych zasad
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R yc. 11. Chemiczna reaktyw ność zasad w  cząsteczce drożdżow ego tR N A phc :
1 kw as m ononadftalow y (63), 2 ketoksal (62), 3 N aBH 4 (67), 4 m etoksyam ina (69), 
5 karbodw uim id (69), 6 J2/T1C13 (66).

uczestniczących w tworzeniu s tru k tu ry  trzeciorzędowej. Stosując ketoksal 
wykazano (61—62), że spośród reszt guaniny z regionów pętlowych tylko 
G20 i Gm34 ulegają reakcji modyfikacji, co jest w pełni zgodne z ekspo­
nowanym  położeniem tych reszt w struk tu rze  cząsteczki w krysztale. Za­
stosowanie kwasu mononadftalowego do m odyfikacji eksponowanych 
reszt adeniny wykazało, że m odyfikacji uległy reszty A35, A36 i A38 
w pętli antykodonu oraz A76 na końcu 3' cząsteczki (63). Interesujące 
w  tym  przypadku wydaje się zestawienie reaktyw nej reszty adeniny A38 
i nie ulegającej modyfikacji reszty adeniny A73. Obydwie zasady w s tru k ­
tu rze krystalicznej cząsteczki znajdują się w przedłużonym  obszarze od­
działyw ań typu asocjacji warstw owej: A38 z trzonu ram ienia antykodo- 
nowego, A73 z trzonu ram ienia akceptorowego. Ponadto A38 bierze udział 
w  silnym  wiązaniu kationu magnezu w pętli antykodonu, k tóry powinien 
dodatkowo stabilizować konform ację tego fragm entu cząsteczki. M odyfi­
kację reszty  adeniny A38 można wytłum aczyć występowaniem  w roz­
tworze odmiennej niż w krysztale konform acji pętli antykodonu. Jak  
wspomniano wcześniej, na występowanie pętli antykodonu w roztworze 
w więcej niż jednej konform acji w skazują wyniki szeregu badań z w y­
korzystaniem  technik spektroskopowych (55—59). Jednak nie można w y­
kluczyć, że efektorem  przem iany konform acyjnej pętli antykodonu w tym  
przypadku może być m odyfikacja reszt adeniny A35 i A36 eksponowa­
nych w struk tu rze  cząsteczki, która mogłaby zaburzać oddziaływania 
istniejące w pętli w ten  sposób, że reszta adeniny A38 staje  się dostępna 
dla kwasu mononadftalowego.
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Na możliwość zmian struk tu ra lnych  tego rodzaju wskazują badania 
B e r s t e n a  i K i s s e l e v a  (64). Zaobserwowali oni, że w tRN A Trp , 
zamiana (w wyniku m odyfikacji cząsteczki za pomocą wodorosiarczynu 
sodu) trzech reszt cytozyny z pętli antykodonu w  reszty  uracylu, zmienia 
obraz enzym atycznej hydrolizy trzonu ram ienia. Tak więc zmiana sek­
wencji nukleotydowej pętli ma wpływ na konform ację trzonu ram ienia 
antykodonowego. Jak  można sądzić, wielkość efektów  tego rodzaju zależeć 
będzie od wielkości, wprowadzonej w wyniku modyfikacji, zm iany s tru k ­
turalnej. W cytow anym  przypadku zmiana ta była szczególnie znacząca: 
aż trzy reszty  cytozyny zamienione zostały w reszty  uracylu tj. w zasady 
uczestniczące w  najsłabszych spośród czterech podstawowych zasad od­
działywaniach typu asocjacji warstw owej, a oddziaływania te mają 
szczególne znaczenie dla konform acji cząsteczki tRNA. W w yniku reakcji 
drożdżowego tRNAPhe z K J wobec T1C13 modyfikacji uległy reszty  C74 
i C75 w  85% oraz Cm32 w 14% (65—66).

W struk tu rze  krystalicznej cząsteczki, reszty  C74 i C75 znajdują  się 
w eksponowanym  położeniu na końcu długiego heliksu utworzonego przez 
ram iona aminokwasowe i TipC, natom iast Cm32 z pętli antykodonu znaj­
duje się w system ie oddziaływań asocjacji warstw ow ej, m iędzy trzonem  
ram ienia antykodonowego i resztą U w pozycji 33. To uwikłanie reszty 
Cm32, w połączeniu z udziałem  w oddziaływaniu z kationem  magnezu, 
może tłum aczyć jej niską, chociaż m ierzalną reaktyw ność. Reakcja z boro­
wodorkiem  sodu prowadziła do m odyfikacji D16, D17 oraz Y, nie uległy 
m odyfikacji m7G46 i nr^ASS (67— 68). Natomiast, gdy m odyfikacji poddano 
tylko połowę 3' cząsteczki tRNA, stwierdzono pełną reaktyw ność m 7G46 
i 1X1^58. R ezultaty te potw ierdzają zaangażowanie tych reszt w tworzeniu 
s tru k tu ry  trzeciorzędowej w roztworze i są w pełni zgodne z wynikam i 
badań ren tgenostrukturalnych. R h o d e s (69) użyła m etoksyam inę do 
modyfikacji reszt cytozyny oraz karbodw uim idu do m odyfikacji ekspono­
wanych reszt guaniny, uracylu  i dw uhydrouracylu. M odyfikacji uległy: 
D16, (G18), G20, Cm32, U33, Gm34, U47, C74 i C75. Całkowitą (100%) 
m odyfikację reszt cytozyny C74 i C75 uzasadnia ich w ystępowanie w eks­
ponowanym, jednoniciowym fragm encie, stanow iącym  koniec 3' cząstecz­
ki. Stopień m odyfikacji zasad pętli antykodonu w zrasta w  kolejności: 
Cm32 <  U33 <C Gm34. W struk tu rze  krystalicznej Cm32, jak  już wspo­
m niano wyżej, oddziaływuje poprzez asocjację w arstw ow ą z trzonem  ra ­
m ienia antykodonowego z jednej, a resztą uracylu  U33 z drugiej strony. 
Między resztą U33 a Gm34 następuje silny skrę t łańcucha cukrowofosfo- 
ranowego, przy czym reszta Gm34 rozpoczyna budowę kom pleksu asocja­
cyjnego zasad antykodonu. W zrastający stopień m odyfikacji reszt w ko­
lejności Cm32, U33 i Gm34, jest więc zgodny ze wzrostem  stopnia 
eksponowania tych reszt, stw ierdzonym  w struk tu rze  krystalicznej. Po­
dobnie całkowita m odyfikacja reszty uracylu U47 z pętli dodatkowej jest 
zgodna z jej silnym  przestrzennym  eksponowaniem w struk tu rze  czą-
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steczki w  krysztale. Spośród zasad pętli D, modyfikacji ulegają D l6, D20 
oraz w niewielkim  stopniu G18. Reszta dw uhydrouracylu D l6 w s tru k tu ­
rze drożdżowego tRNAPbe w krysztale, jak wykazali H ingerty i wsp. (16), 
bierze udział w  tworzeniu s tru k tu ry  trzeciorzędowej oddziaływując z re ­
sztą cytozyny C60 (D16 N3 — C60 02; Tab. 1). Uwikłanie D16 w oddziały­
wania trzeciorzędowe w struk tu rze  drożdżowego tRNAphe w roztworze 
potwierdzono (39) techniką NMR, natom iast uleganie przez D l6 mody­
fikacji karbodw uim inem  potwierdził również niedawno F o u r n i e r
i wsp. (70—71). Stwierdzono ponadto istnienie zależności stopnia modyfi­
kacji reszt D16 i G20 od stężenia jonów Mg2+, co mogłoby sugerować ich 
znaczny wpływ na konform ację tego regionu cząsteczki (70—71).

W roku 1980 P e a t t i e  i G i l b e r t  przedstaw ili nową, opartą na 
innych założeniach i analityce, metodę badania s tru k tu ry  przestrzennej 
kwasów nukleinowych, którą zastosowali do badania s tru k tu ry  drożdżo­
wego tRNAPhe w roztworze (72) (metodę zastosowano także do badania 
s tru k tu ry  innych RNA oraz kompleksów RNA-białko (73—76)). Metoda 
ta stanowi połączenie chemicznej m odyfikacji zasad za pomocą odczynni­
ków o charakterze alkilującym  (siarczan dwum etylowy, pirowęglan dw u- 
etylowy), z żelową techniką frakcjonow ania fragm entów  RNA. Modyfi­
kacji ulega tylko niewielka część (ok. l0/o) cząsteczek tRNA, a zmodyfiko­
wane zasady m ają znacznie osłabione wiązanie glikozydowe. W wyniku 
kolejnych reakcji chemicznych jakim i są kwasowa hydroliza i reakcja 
z aniliną (77) następuje usunięcie modyfikowanych zasad z łańcucha 
cukrowofosforanowego RNA i jego przerw anie w miejscach modyfikacji. 
Jeśli użyto tRNA znakowany 82P na końcu 3' lub 5', możliwa jest szybka 
lokalizacja miejsc modyfikacji z wykorzystaniem  w analizie techniki poli- 
akryloam idowych żeli sekwencyjnych.

Stosując tę metodę stwierdzono, że w cząsteczce drożdżowego tRNAPhe 
modyfikacji uległy reszty  guaniny: G l, G18, G19, G30, Gm34, G45, G65, 
G71; reszty cytozyny C74 i C75 oraz że nie uległa m odyfikacji żadna re ­
szta adeniny (72). Oprócz eksponowanej w struk turze  krystalicznej reszty 
guaniny Gm34, reagują  więc również reszty biorące udział w trzeciorzędo­
wych (G18, G19, G45), a naw et i w drugorzędowych (G l, G30, G65, G71) 
oddziaływaniach. F ak ty  te autorzy tłum aczą specyficznością siarczanu 
dwum etylu, k tóry  alkiluje reszty guaniny na atomie azotu N—7; w s tru k ­
turze drożdżowego tRNAPhe w krysztale, atom  ten jest dostępny dla rea ­
genta w resztach, które uległy reakcji w roztworze.

Ponadto potwierdzono, że tRNA w roztworze — podobnie jak i w k ry ­
sztale — zawiera niektóre trzeciorzędowe wiązania wodorowe (G57 — 
\Jj55 2' OH i G22 — m7G46). Spośród reszty cytozyny, modyfikacji uległy 
jedynie C74 i C75. Nie stwierdzono m odyfikacji reszt Cm32 i C60, co spo­
wodowane jest prawdopodobnie blokowaniem atomów azotu N3 tych reszt 
(miejsce alkilow ania za pomocą siarczanu dwum etylu), przez obecne 
w tych regionach cząsteczki (Tabl. 1) kationy Mg8+. Przedstawiona powy­
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żej metoda stanowi nowe, bardzo interesujące podejście z punktu  wi­
dzenia założeń: statystycznej reakcji ulega bardzo niewielki procent 
cząsteczek tRNA (do zaniedbania jest więc potencjalny efekt zmian kon- 
form acyjnych wywołanych m odyfikacją), a ponadto analiza miejsc m ody­
fikacji jest prosta i szybka.

W przedstaw ionych powyżej badaniach stosowano odczynniki specy­
ficzne dla zasad; uzyskane w  tym  przypadku inform acje dotyczą regionów 
pętlo wy ch cząsteczki, jej końcowego 3' fragm entu  oraz niektórych od­
działywań trzeciorzędowych.

Natom iast do badania sposobu zwinięcia łańcucha cukrowofosforano- 
wego w cząsteczce drożdżowego tRNAPhe V l a s s o v  i wsp. (78—79) 
zastosowali metodę m odyfikacji reszt fosforanowych za pomocą etylo- 
nitrozomocznika. Podstawowe zasady m etody m odyfikacji i analizy są 
podobne jak  we wcześniej przedstaw ionej metodzie m odyfikacji zasad 
opracowanej przez P e a t t i e  i G i l b e r t a .  Jednakże w tym  przypad­
ku stosowana procedura analityczna umożliwia ilościowy pom iar stopnia 
m odyfikacji poszczególnych reszt fosforanowych, co pozwoliło autorom  
(78—79) na porównanie ich reaktyw ności w roztworze oraz sterycznej 
dostępności dla cząstek wody i kationów sodu (Ryc. 12).

o 10 20 30 40 50 60 70 
numer reszty fosforanowej

Ryc. 12. P orów nanie chem icznej reaktyw ności reszt fosforanow ych w  natyw nym  
drożdżow ym  tR N A phe (A) i obliczonych (81—82) sterycznych dostępności atom ów  
tlenu reszt fosforanow ych dla jonów  Na + (B) i cząsteczek w ody (C) w  krystalicznej 
strukturze cząsteczki tRNA (wg (79)).

Steryczne dostępności atomów tlenu reszt fosforanowych liczono na 
podstawie współrzędnych poszczególnych atomów w struk turze  k ry sta ­
licznej cząsteczki tRNA i odpowiednich promieni van der Waalsa, według 
oryginalnej m etody opracowanej do badania białek (80) a zastosowanej 
następnie (81, 82) dla cząsteczki drożdżowego tRNAPhc . Na podstawie 
zestawienia przedstawionego na Ryc, 12, autorzy (79) stw ierdzają bardzo
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dobrą zgodność reaktyw ności poszczególnych reszt fosfodwuestrowych
i ich sterycznej dostępności w  cząsteczce drożdżowego tRNAPhe w k ry ­
sztale!

Ryc. 13. Łańcuch cukrow ofosforanow y cząsteczki drożdżowego tRNAPŁe. A: reszty  
fosforanow e o niskiej reaktyw ności w obec etylonitrozom ocznika (79), B: fragm enty  
łańcucha o niskiej sterycznej dostępności w  strukturze cząsteczki w  krysztale (81).

Niewielkie ilościowe różnice mogą być wyjaśnione, zdaniem autorów 
(79), niewielkim i różnicami konform acyjnym i cząsteczki tRNA w kryszta­
le i w roztworze.

III. Uwagi końcowe

Czynniki, których wpływ na konform ację cząsteczki w  roztworze nie 
był szerzej dyskutow any, to oddziaływania międzycząsteczkowe. Do nich 
zaliczono oddziaływania tRNA z kationam i oraz oddziaływania tRNA— 
tRNA. Szczególne znaczenie m a oddziaływanie tRNA z jonam i magnezu. 
Generalnie przyjm uje się, że w roztworze o sile jonowej większej niż
0.1 M i w niskiej tem peraturze (ok. 25°C) tRNAPhe w ystępuje w swej 
„natyw nej” konformacji, k tóra jest bardzo podobna do s tru k tu ry  k ry sta ­
licznej, pomimo nieobecności w  roztworze jonów Mg2+: jednak przy ni­
skiej sile jonowej obecność jonów magnezu jest absolutnie niezbędna dla 
stabilizacji s tru k tu ry  (85—86). Szereg badań wskazuje, że również w roz­
tworze o dużej sile jonowej, dodanie jonów Mg2+ powoduje dalszą stabili­
zację, choć nie stwierdzono zasadniczych zmian konform acyjnych czą­
steczki tRNA (87—88). Większość badaczy jest zgodna, że w cząsteczce 
tRNA w ystępują miejsca silnego wiązania jonów magnezu (stałe wiązania 
104—105 m ol-1) oraz miejsca słabego wiązania (10® m ol-1) (89). Liczba w ią­
zanych jonów jest różna w różnych cząsteczkach tRNA. Np. tRNAf1*1
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z E. coli ma tylko jedno miejsce silnego wiązania jonu magnezu (90), 
w cząsteczkach innych tRNA stwierdzono obecność od 4 do 6 miejsc wią­
zania Mg2+ o stałych wiązania ok. 10s m ol-1 (9). Cząsteczki tRNA wiążą 
ponadto 20—36 jonów magnezu o m niejszej stałej powinowactwa (ok. 
103 m ol-1) (89). Te miejsca wiązanie nie są specyficzne dla jonów m agne­
zu, mogą być bowiem wiązane kationy jedno wartościowe np. sodu lub 
kationy poliamin np. sperm iny (9).

Poliam iny (spermina, sperm idyna czy putrescyna), w ystępujące w ko­
m órkach wielu organizmów, znane są z ich wpływ u na przebieg procesu 
biosyntezy białka. Między innym i odbywa się to poprzez udział w tw orze­
niu uporządkowanej s tru k tu ry  tRNA; w struk turze  krystalicznej sperm ina 
wiąże się przede wszystkim  z grupam i fosforanowymi tRNA, ale może 
również wiązać się z zasadami.

Oddziaływania międzycząsteczkowe typu tRNA—tRNA w krysztale 
dyskutow ane były w rozdziale 1-5 tego opracowania. Stosunkowo duże 
stężenie cząsteczek tRNA w roztworze, jakie stosuje się podczas badań za 
pomocą różnych technik NMR, może również być źródłem  zmian konfor- 
m acyjnych wywołanych przez oddziaływania międzycząsteczkowe. Jednak 
słuszne w ydaje się stw ierdzenie, że rola oddziaływań typu tRNA—tRNA 
będzie w tym  przypadku m niejsza niż w s truk tu rze  krystalicznej czą­
steczki, podczas gdy w metodzie chemicznej m odyfikacji, z uwagi na 
znacznie niższe stężenie tRNA, efekt ten  w większości przypadków  można 
zaniedbać.

Z całokształtu przedstaw ionych badań wynika, że główne oddziaływa­
nia w  strukturze cząsteczki drożdżowego tRNA”1® w krysztale są zacho­
wane w roztworze. Mówiąc o zachowaniu w roztworze oddziaływań typu 
asocjacji warstwowej zasad, wiązań wodorowych, należy jednak pam iętać 
o dynam icznym  (równowagowym) charakterze tych oddziaływań. Badania 
dynamicznej s tru k tu ry  tRNA prowadzone były początkowo metodami 
wym iany atomów wodoru na try t i sączenia m olekularnego (91) oraz w y­
m iany atomów wodoru na deuter i łH NMR (92).

Szerokie możliwości badania dynam icznej, fluk tuacyjnej s tru k tu ry  
dwuniciowych kwasów nukleinowych otw arła technika pulsacyjnego pro­
tonowego NMR zastosowana do badań cząsteczki drożdżowego tRNAPhc 
przez J o h n s t o n a  i R e d f i e l d a  (93) w 1977 roku. Zaobserwowali 
oni, że stałe wym iany protonów iminowych pierścienia (sygnały w nisko- 
polowym regionie widma NMR) poszczególnych par zasad są dość zróż­
nicowane, zależą również od zmian struk tu ra lnych  w cząsteczce tRNA 
(wywołanych np. częściowym rozpleceniem  s tru k tu ry  cząsteczki pod w pły­
wem tem peratury). Podobne obserwacje w przypadku cząsteczki tRNAphe 
z E. coli poczynili H u r d  i R e i d  (94). Obserwacje te pozwalają spoj­
rzeć na s tru k tu rę  cząsteczki tRNA jako na dynam iczną, na przem ian 
otw ierającą i zam ykającą się dwuniciową s truk tu rę , o zróżnicowanej 
w poszczególnych regionach cząsteczki szybkości fluktuacji. Jednak  pod­
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kreślić należy, że zakres tych fluk tuacji w przypadku cząsteczki tRNA 
jest znacznie bardziej ograniczony niż w przypadku dwuniciowych poli- 
nukleotydów  (wymiana protonów zachodzi w ielokrotnie wolniej (91—95)). 
Tego rodzaju badania dynam iki struk tu ra lnej cząsteczki tRNA posłużą 
zapewne lepszemu zrozumieniu zmian konform acyjńych, k tórym  ulega 
cząsteczka tRNA podczas procesu biosyntezy białka.

Zaakceptowano do druku 17.08.1983 r.
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I. Wstęp

W ostatnich latach zgromadzono szereg danych świadczących o asy­
m etrycznym  rozmieszczeniu składników w płaszczyźnie poprzecznej błon 
plazm atycznych i wewnątrzkom órkowych. Pow staje zatem  pytanie, czy 
asym etria s truk tu ra lna  wynika z asym etrii funkcjonalnej, czy też może 
odwrotnie, powoduje ją? Procesy transportu  jonów i m etabolitów, prze­
noszenie energii, przekazyw anie sygnałów chemicznych oraz zachodzące 
w błonach reakcje enzym atyczne są ukierunkow ane (1, 2). Zależą one 
przede wszystkim  od m olekularnej s tru k tu ry  i o rientacji składników błon 
w lateralnej i transw ersalnej płaszczyźnie dw um olekularnej w arstw y lipi­
dowej. Badania polegające na lokalizowaniu poszczególnych składników 
błon m ają więc istotne znaczenie w poznaniu i w yjaśnieniu szeregu waż­
nych funkcji błon biologicznych.

Przyjm ow any powszechnie płynno-m ozaikowy model budowy błon, 
zaproponowany przez S i n g e r a  i N i c o l s o n a  (3), opierający się na 
koncepcji dw um olekularnej w arstw y lipidowej G o r t e r a  i G r e n -  
d 1 a (4), podkreślając dynam iczną s tru k tu rę  błon, bierze pod uwagę asy­
metryczne rozmieszczenie składników błon w ich płaszczyźnie poprzecznej. 
Podstawowymi składnikam i błon biologicznych są białka, lipidy i węglo­
wodany (występujące jako glikolipidy lub glikoproteidy). K lasyfikując 
białka błonowe, ze względu na sposób ich um iejscowienia w płaszczyźnie 
poprzecznej dw um olekularnej w arstw y lipidowej, wyróżniono białka in te­
gralne i powierzchniowe (1— 3, 5— 8). Białka integralne (oddziaływujące 
z fosfolipidami) wbudowane są prostopadle do powierzchni dw um olekular-
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nej w arstw y lipidowej tak, że ich hydrofilow e fragm enty skierow ane są 
do fazy wodnej. W przypadku białek penetrujących przez całą grubość 
błony (ang. transmembrane proteins) hydrofilowe fragm enty ich cząste­
czek odnajdziem y na obu powierzchniach błony, podczas gdy fragm ent 
hydrofobowy zanurzony jest w fazie lipidowej. W śród białek integralnych 
wyróżniam y takie, których hydrofilow y fragm ent jest eksponowany jedy­
nie na stronę ekstracytoplazm atyczną (tzw. ektobiałka) oraz takie, których 
hydrofilow y fragm ent znajduje się jedynie na stronie cytoplazm atycznej 
(tzw. endobiałka). Białka powierzchniowe, luźno związane z błoną (np. 
przez jony m etali tworzące tzw. mostki), oddziaływują elektrostatycznie 
z zewnętrznym i, hydrofilow ym i grupam i lipidów i białek in tegral­
nych błon.

Ryc. 1. R ozm ieszczenie białek w  błonach biologicznych: 1 — B iałka in tegralne błony  
penetrujące przez dw um olekulam ą w arstw ę lipidow ą; hydrofilow e fragm enty czą­
steczki białka są eksponow ane na obu pow ierzchniach błony; 2 — B iałko integralne  
błony, którego hydrofilow y fragm ent jest eksponow any na stronę ekstracytoplazm a­
tyczną; 3 — Białko integralne błony, którego hydrofilow y fragm ent jest eksponow any  
na stronę cytoplazm atyczną; 4 — Białko pow ierzchniow e zw iązane z polarnym  rejo­
nem  błony; 5 — B iałko integralne o charakterze hydrofobow ym , całkow icie zanurzo­
ne w  dw um olekularnej w arstw ie lip idow ej (proteolipid). Pola b iałe odpow iadają  
hydrofilow em u fragm entow i cząsteczki białka; Pola czarne odpowiadają hydrofobo­
w em u fragm entow i cząsteczki białka.

Niniejszy artyku ł omawia kilka w ybranych zagadnień dotyczących 
asym etrii błon biologicznych *>, przede w szystkim  na przykładzie błon:

*) Szereg inform acji na tem at asym etrii błon b iologicznych można rów nież zna­
leźć w e w cześniejszym  artykule opublikow anym  w  Postępach B iochem ii, tom 23, 
str. 523— 539, (1977).
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erytrocytów , endoplazmatycznego retiku lum  z kom órek w ątroby i sarko- 
plazmatycznego retiku lum  z mięśni szybkich. Wobec istniejących rozbież­
ności na tem at rozmieszczenia lipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony, 
zaprezentowano krytyczny przegląd m etod najczęściej stosowanych w ba­
daniach asym etrii oraz przedyskutow ano sposoby in terp retacji o trzym a­
nych wyników. Szczegółowo zajęto się też problem em  rozmieszczenia 
białek enzym atycznych biorących udział w biosyntezie i degradacji lipi­
dów w błonach biologicznych, trak tu jąc  tę część artyku łu  jako dyskusję 
na tem at przyczyn istnienia asym etrii lipidów w płaszczyźnie poprzecznej 
błon biologicznych.

II. Tworzenie asymetrii błon w czasie ich biogenezy

Dyfuzja lateralna integralnych białek błonowych oraz rotacja tych 
białek wzdłuż osi podłużnej cząsteczki (tzw. dyfuzja rotacyjna), są uw a­
runkow ane płynnością fazy lipidowej. Białka błon nie m ają natom iast 
możliwości ruchów  w płaszczyźnie poprzecznej błony (9— 16). Rozmiesz­
czenie białek w  błonie jest uw arunkow ane przez procesy związane z ich 
wbudowywaniem  w dw um olekularną w arstw ę lipidową (1, 2, 17—30). We­
dług obecnie przyjętych poglądów białka błonowe wbudow ywane są 
w dw um olekularną w arstw ę lipidową w  dwojaki sposób **). P ierw szy 
z nich opisano w odniesieniu do szeregu białek sekrecyjnych i enzym a­
tycznych, w tym  także białek błon biologicznych. M echanizm procesu pró­
buje się tłum aczyć za pomocą hipotezy sygnałów (ang. signal hypothesis). 
Zakłada ona jednoczesność translacji mRNA i syntezy łańcucha poli­
peptydowego zachodzącej na związanych z błoną rybosom ach ( m o d e l  
k o - t r a n s l a c y j n y )  oraz wbudow ywania syntetyzowanego białka 
w dw um olekularną w arstw ę lipidową. N-końcowy fragm ent polipeptydu 
przechodzi w  czasie syntezy przez dw um olekularną w arstw ę lipidową 
w hydrofilow ym  „tunelu” utw orzonym  przez błonowe białka integralne. 
Na N-końcu łańcucha polipeptydowego znajduje się fragm ent hydrofilo- 
wy o ładunku dodatnim  (zbudowany przeważnie z reszt lizynowych, argi- 
ninowych, serynow ych, cysteinowych i tyrozynowych), fragm ent hydro­
fobowy (zbudowany z około 10 reszt aminokwasów) oraz fragm ent roz­
poznawany przez peptydazę sygnałową (hydroliza następuje przew ażnie 
pomiędzy dwiema resztam i alaninowymi). W ymienione 3 fragm enty łań ­
cucha polipeptydowego tw orzą tzw. sekwencję sygnałową. C entrum  
aktyw ne peptydazy sygnałowej znajduje się na ekstracytoplazm atycznej 
stronie błony. Po zakończeniu translacji i wbudowaniu białka odcinana 
jest sekwencja sygnałowa oraz zachodzą inne m odyfikacje łańcucha poli­
peptydowego. W wiązaniu nowosyntetyzowanych białek z błoną ważną

**) P roblem ow i b iosyntezy białek  i ich translokacji przez błony pośw ięcony zo ­
stał artykuł E. M. R akow icz-Szulczyńskiej opublikow any w  1981 roku w  P ostępach  
B iochem ii w  tom ie 27, str. 197—215.
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rolę odgryw ają prawdopodobnie cząstki nukleoproteinowe, zbudowane 
z łańcucha polipeptydowego i kilku tysięcy nukleotydów RNA, rozpozna­
jące sekwencję sygnałową (ang. signal recognizing partidles — SRP). We­
dług hipotezy sygnałów znajdują się one na cytoplazm atycznej stronie 
błony, gdzie zachodzi biosynteza białek. Za umiejscowienie now osyntety- 
zowanych białek w błonie odpow iadają białka integralne wiążące się 
z cząstkam i rozpoznającym i sekwencję sygnałową i N-końcowym frag­
m entem  syntetyzowanego łańcucha polipeptydowego (ang. SRP-receptors). 
H ydrofilowy kanał w błonie tw orzą przypuszczalnie jeszcze inne białka 
integralne (ang. docking proteins).

W edług innej koncepcji (ang. membrane-triggered jolding hypothesis) 
b iałka błonowe syntetyzow ane są na znajdujących się w cytoplazmie 
polisomach ( m o d e l  p o s t - t r a n s l a c y j n y ) .  Pow stające rozpusz­
czalne prebiałko (zawierające od N-końca sekwencję sygnałową) jest 
transportow ane do błony, gdzie hydrofilowy, N-końcowy fragm ent pre- 
białka przypuszczalnie spontanicznie „łączy się” z dw um olekularną w ar­
stw ą lipidową. W przechodzeniu hydrofobowego fragm entu łańcucha 
polipeptydowego poprzez dw um olekularną w arstw ę lipidową najpraw do­
podobniej odgrywa rolę tzw. gradient elektrochem iczny związany z róż­
nicą w ładunku całkow itym  (wypadkowym) pomiędzy cytoplazm atyczną 
i ekstracytoplazm atyczną stroną błony. Sugeruje się, iż w asocjacji 
N-końcowego fragm entu prebiałka z błoną uczestniczą kwaśne fosfolipi­
dy (31). Po przejściu prebiałka przez dw um olekularną w arstw ę lipidową 
peptydaza sygnałowa odcina fragm ent łańcucha polipeptydowego tw orzą­
cy sekwencję sygnałową. W opisany sposób syntetyzow ane są przypusz­
czalnie i wbudowywane w dw um olekularną w arstw ę lipidową niektóre 
integralne białka błon m itochondrialnych.

Białka integralne i powierzchniowe syntetyzow ane są zawsze na stro­
nie cytoplazm atycznej błony. Po wbudowaniu w dw um olekularną w ar­
stw ę lipidową, kiedy osiągną właściwą orientację i konform ację, nie prze­
m ieszczają się one w poprzek błony. Tym  tłum aczy się utrzym yw anie 
asym etrii białek, których orientacja zostaje ustalona w  czasie biogenezy 
błon. W przypadku białek mówi się potocznie o a b s o l u t n e j  a s y ­
m e t r i i ,  k tóra dotyczy ich rozmieszczenia w płaszczyźnie transw ersal­
nej błony.

Błony powierzchniowe charak teryzu ją  się asym etrycznym  rozmiesz­
czeniem fosfolipidów w płaszczyźnie poprzecznej dw um olekularnej w ar­
stw y lipidowej (w błonach wew nątrzkom órkow ych asym etria fosfolipidów 
budzi nadal kontrow ersje). A sym etria w rozmieszczeniu lipidów w bło­
nach biologicznych polega na różnicach ilościowych (2, 5, 7, 32—39). Syn­
teza lipidów de novo w kom órkach baktery jnych  i eukariotycznych zacho­
dzi po cytoplazm atycznej stronie błon (40). Nowosyntetyzowane cząsteczki 
lipidów bardzo szybko przem ieszczają się z cytoplazm atycznej w arstw y 
m onom olekularnej do ekstracytoplazm atycznej (okres półtrw ania czą-
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Ryc. 2. Sposoby w budow yw ania białek w  dw um olekularną w arstw ę lipidow ą: A — 
H ipoteza sygnałów  (ang. the signal h ypo th es is ) — m odel ko-translacyjny; B — H ipo­
teza sam otw orzenia się błony (ang. the m em bran e- tr iggered  folding hypothesis)  — 
m odel post-translacyjny: 30S — Lżejsza podjednostka rybosom u; 50S — C ięższa pod- 
jednostka rybosom u; K — B iałko kanałow e; PS — P eptydaza sygnałow a; E — G ra­
d ien t elektrochem iczny; RP — rozpuszczalne prebiałko; H ydrofilow y fragm ent czą­
steczki białka oznaczono lin ią cienką; H ydrofobow y fragm ent cząsteczki białka ozna­
czono za pomocą pustego prostokąta; H ydrofobow y fragm ent sekw encji sygnałow ej 
oznaczono za pom ocą w ypełn ionego prostokąta.

steczki lipidu w  cytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej wynosi 
kilka minut) (41—48). Proces ten  różni się zasadniczo od w ym iany lipidów 
pomiędzy dwiema w arstw am i m onom olekularnym i {jlip—flop). P rzypusz­
cza się, że w transporcie nowosyntetyzowanych lipidów na ekstracyto- 
plazm atyczną stronę dw um olekularnej w arstw y lipidowej w czasie bio- 
genezy błon biorą udział białka integralne błony (49— 52).

III. Lokalizacja lipidów w błonach biologicznych

W badaniach nad rozmieszczeniem lipidów (i białek) w płaszczyźnie 
poprzecznej błon biologicznych poddaje się analizie: stopień czystości 
otrzym anych frakcji, ponieważ błony różnych organelli (nawet w tej sa­
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mej komórce) różnią się od siebie składem  chemicznym; orientację błon 
(tzn. która powierzchnia błony jest eksponowana na zewnątrz); przepusz­
czalność błon dla związków znakujących i enzymów hydro litycznych oraz 
zm iany przepuszczalności błon w trakcie reakcji znakowania bądź hydro­
lizy; rodzaj wiązań (modyfikacji) pomiędzy cząsteczką znakowaną w bło­
nie a związkiem znakującym ; ruch lipidów pomiędzy dwiema monomole- 
ku larnym i w arstw am i błony.

In terp re tac ja  otrzym anych wyników odnośnie rozmieszczenia składni­
ków błon w płaszczyźnie poprzecznej dw um olekularnej w arstw y lipido­
wej może być obarczona dużym  błędem, jeśli nie została przeprowadzona 
kontrola jednorodności badanej populacji pęcherzyków pod względem 
orientacji błony. W wyniku homogenizacji tkanki, błony plazm atyczne 
i wew nątrzkom órkowe ulegają fragm entacji tworząc niejednorodną po­
pulację zam kniętych pęcherzyków o różnej wielkości i różnej orientacji 
błony: tzw. pęcherzyki prawidłowo zorientow ane (ang. right-side-out) 
oraz odw rotnie zorientowane (ang. inside-out). Po rozdzieleniu praw idło­
wo i odw rotnie zorientowanych populacji pęcherzyków (obie powierzchnie 
błony są dostępne) w badaniach rozmieszczenia składników  w płaszczyźnie 
poprzecznej dw um olekularnej w arstw y lipidowej nie jest konieczne stoso­
wanie metod zaburzających s tru k tu rę  błony (53—58).

Szereg m etod stosowanych w badaniach rozmieszczenia składników na 
obu powierzchniach błon biologicznych opiera się na ich chemicznej mo­
dyfikacji, a następnie określeniu m iejsca i pomiarze stopnia tej modyfi­
kacji. Związki znakujące składniki błon nie powinny w kontrolowanych 
w arunkach przenikać przez dw um olekularną w arstw ę lipidową. W przy­
padku zastosowania w tego typu badaniach niskocząsteczkowych związ­
ków m odyfikujących, np. znaczników grup tiolowych i am inowych lipidów 
(i białek), sond fluorescencyjnych, itp., kontrola ich przenikania przez bło­
nę jest w arunkiem  nieodzownym.

Jednym  z ważnych czynników, które należy brać pod uwagę in terp re­
tując wyniki dotyczące rozmieszczenia składników błon, jest rozpatrzenie 
możliwości, czy znakowanie składników błon biologicznych nie wpływa 
na przepuszczalność badanego system u błonowego wobec związku znaku­
jącego. O błędnej in terpretacji wyników decyduje również fakt, iż skład­
niki błony biologicznej, znajdujące się na jej stronie w ew nętrznej, mogą 
stać się dostępne dla związku znakującego lub innego czynnika m odyfiku­
jącego w  w yniku przemieszczenia w płaszczyźnie transw ersalnej błony. 
W przypadku białek wykazano, że ruch w płaszczyźnie poprzecznej błony 
jest niemożliwy, natom iast lipidy, jak  wspomniano, stosunkowo łatwo 
przem ieszczają się na zasadzie w ym iany (flip-jlop) pomiędzy obiema w ar­
stw am i m onomolekularnym i. W błonie erytrocytów  zjawisko to w przy­
padku fosfatydylocholin jest wolne (czas półtr wania w mono warstw ie 
wynosi 4— 7 godzin), zaś w mikrosomach izolowanych z kom órek w ątroby 
jest o wiele szybsze i wynosi najw yżej kilkanaście m inut (39, 41, 42, 45,
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47, 49, 59, 60). Przem ieszczanie lipidów może ulegać zw ielokrotnieniu pod 
w pływem  zastosowanego związku znakującego lub hydrolizy przy użyciu 
fosfolipaz (39). In te rp re tu jąc  wyniki dotyczące rozmieszczenia lipidów 
w błonach biologicznych konieczne jest uwzględnienie także przeszkód 
sterycznych w yw ołanych np. przez zmianę lokalnego ładunku powierzch­
niowego w czasie reakcji związku znakującego z cząsteczkami lipidów. 
Zastosowanie niezależnie kilku m etod lokalizowania składników  w płasz­
czyźnie poprzecznej błon jest w arunkiem  sine qua non otrzym ania w yni­
ków zbliżonych do sy tuacji in vivo.

I I I - l . N ieenzym atyczne i enzym atyczne znakow anie lip idów  a uszkodzenia dwu  
m olekularnej w arstw y lipidow ej

III-l.l. Zastosowanie p rzenikających i n ieprzenikających przez błony związków znakujących 
lipidy

W badaniach rozmieszczenia lipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony 
często stosowane są związki chemiczne zawierające chrom ofor lub znako­
wane izotopowo. Powszechnie w tego typu badaniach używane są związki 
reagujące z grupam i aminowym i lipidów (i białek).

S truk tu rę  związków znakujących lipidy i białka w  błonach biologicz­
nych oraz charakterystyczne reakcje podano na Ryc. 3.

Ryc. 3. C zynniki stosow ane do znakow ania lip idów  i b iałek  w  błonach biologicznych:

R

N 02 n o 2

W zór I — K w as trójn itrobenzenosulfonow y (TNBS) w iąże się z p ierw szorzędow y- 
mi grupam i am inow ym i lip idów  i białek. P rzenikanie T N B S-u przez 
błonę jest zależne od jego stężenia i od tem peratury;

Q r \  II *? NUR" ,
"  ^ O - P - O C H ,  R ,_ C - C /  +  F O s O C H t

" ' - r h  O. "  »

7
+ nh2—R"

Wzór II — Form ylom etionylo(sulfono)m etylofosforan (FMMP) w iąże się z pierw szo- 
rzędow ym i grupam i am inow ym i białek i lip idów . Z w iązek nie przenika  
przez błonę;
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cin h 2

H
CH 3-  C -  O -  (CH2 ) 2 — SO3  —  RN~--C - C H j  

+ :N H ,-R  N H j

+ HOCHjCHjSOg

W zór III — Izotionyloacetoim id (IAI) w iąże się z pierw szorzędow ym i grupami am i­
now ym i lip idów  i białek. Z w iązek nie przenika przez błonę;

+
NH 2

II
CH 3 - C - O  — CH2 - C H 3

W zór IV — E tyloacetoim id (EAI) w iąże się z pierw szorzędow ym i grupam i am ino­
w ym i lip idów  i białek. Z w iązek przenika przez błonę;

r ' - N  =  C =  S — ► R1— N = C '  + -----► R - N - C ’
^  J  NH H NHR

■+RŃH W *
r , • H R^OM

W zórV  — 4-acetoim ido-4/-izotiocjano-2 ,2 '-stillbenodw usulfon ian  (SITS) lub 4,4'- 
dw uizotiocjano-2,2, -stillbenodw u su lfon ian  (DIDS) w iążą się z grupami 
am inow ym i i tio low ym i oraz resztam i tyrozylow ym i, h istydylow ym i 
i guanidylow ym i białek. Oba zw iązki nie przenikają przez błonę;

Wzór VI — 3,5-dw ujodo-4-azydobenzenosulfonian  (DIABS) jest zw iązkiem  n ie­
specyficznym . Pod w p ływ em  UV tw orzy nitren, który reaguje z gru­
pam i -CH;
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Wzór VII — Fluoreskam ina reaguje z grupam i am inow ym i lip idów  i białek. Po re­
akcji z grupą am inow ą fluoryzuje. Związek przenika przez błonę;

h 3c  x c h ,
n N

s o 2ci

Wzór VIII — Chlorek dansylu jest zw iązkiem  rozpuszczalnym  w  lipidach. F luoryzuje  
w  środow isku hydrofobow ym . Przenika przez błonę;

—  c —  — c —  — c —
H H H

Wzór IX  — Jodow anie reszt tyrozylow ych białek  katalizow ane przez peroksydazę.

W lokalizowaniu aminofosfolipidów, tj. fosfatydyloetanoloam iny 
i fosfatydyloseryny w płaszczyźnie poprzecznej błon biologicznych wielo­
krotnie stosowano kwas trój nitro benzenosulf ono wy (TNBS). Przy pomocy 
TNBS wykazano asym etryczne rozmieszczenie aminofosfolipidów w bło­
nach erytrocytów  (61—65), p łytek krw i (66), fibroblastów  (67, 68), sarko- 
plazmatycznego retiku lum  (55, 69—73), błonach m itochondrialnych (36), 
synaptosom ów (74—76), liposomów (77— 79) oraz w błonach bak tery jnych  
(7, 63, 80— 86) i otoczce wirusów (87, 88). Oprócz TNBS stosowano także 
inne związki reagujące z grupam i aminowymi lipidów (i białek), jak  
l-fluoro-2,4-dw unitrobenzen (FDNB) i l,5-dw ufluoro-2,4-dw unitrobenzen 
(DTNB). Jednakże TNBS ze względu na ujem nie naładow aną grupę sulfo­
nową uznaw any jest (przynajm niej w pewnym  zakresie tem pera tu r i stę-
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żeń) za nieprzenikający przez hydrofobową część błony, podczas gdy 
FDNB i DTNB mogą przenikać przez dw um olekularną w arstw ę lipidową 
(63, 64, 72). W szeregu przypadków przenikanie to zależy od tem peratury , 
w której zachodzi reakcja znakowania, a także od stężenia użytego związ­
ku. Zauważono na przykład, iż TNBS nie przenika przez błonę Bacillus 
megaterium  w 0°C, podczas gdy w 15°C pow^oli zaczyna przenikać przez 
dw um olekularną w arstw ę lipidową (81) wiążąc się z lipidam i i białkam i 
w ew nętrznej w arstw y m onom olekularnej. W wielu pracach wskazuje się 
na charakterystyczne dla różnych błon stężenie graniczne, poniżej którego 
TNBS jeszcze nie przenika przez błonę oraz zależność od tem peratu ry  re ­
akcji (7, 55, 61—88). N iektórzy autorzy uważają, że TNBS może być 
transportow any na cytoplazm atyczną stronę błony erytrocytu  przez białko 
przenoszące aniony (białko pasma 3) (89, 90). Związek ten  może również 
reagować z wodą w trakcie reakcji znakowania, tworząc wówczas kwas 
pikrynow y, k tóry  powoduje dodatkow ą kontam inację p reparatu  błon, 
a tym  sam ym  obniża efektywność stosowanej metody (37, 91).

Aminofosfolipidy lokalizowano w płaszczyźnie poprzecznej błon ery tro ­
cytów także przy pomocy 4-acetoim ido-4'-izotiocjanostillbeno-2,2'-dwusul- 
fonianu (SITS) (92) i form ylom etionylo(sulfono)m etylofosforanu (FMMP) 
(93, 94). Oba wymienione związki nie przenikają przez błony erytrocytów. 
Wykazano, że aminofosfolipidy w błonie erytrocytów  rozmieszczone są 
asym etrycznie i w większym procencie w ystępują w cytoplazm atycznej 
warstw ie m onom olekularnej.

Większość autorów  stw ierdza zgodnie, iż aminofosfolipidy są rozmiesz­
czone asym etrycznie w płaszczyźnie poprzecznej błon powierzchniowych, 
tzn., że w ystępują one w przew ażającej ilości w cytoplazm atycznej w ar­
stwie m onom olekularnej błon bak tery jnych  (np. Bacillus m egaterium ) (81) 
i błon plazm atycznych: erytrocytów  (np. szczura i człowieka) (61— 65), 
płytek krw i (np. świni) (66), kom órek w ątrobow ych (np. szczura) (95). 
W otoczce wirusa grypy zaobserwowano równom ierne rozmieszczenie 
aminofosfolipidów (96), podczas gdy w  otoczce w irusa VSV fosfatydylo- 
etanoloam ina w ystępuje w większości w  w ew nętrznej w arstw ie mono­
m olekularnej (87, 97).

95°/o lipidów otoczki bakteriofaga PM 2 stanowią fosfatydyloetanolo- 
amina i fosfatydyloglicerol. Rozmieszczenie fosfolipidów w otoczce tego 
bakteriofaga zbadano przy użyciu dwuazosulfonianu (98). W ykazano, że 
fosfatydyloglicerol jest rozmieszczony sym etrycznie, zaś fosfatydylo- 
etanolam ina w ystępuje w w ew nętrznej w arstw ie m onomolekularnej 
otoczki bakteriofaga PM 2.

Dane dotyczące rozmieszczenia fosfatydyloetanoloam iny w płaszczyź­
nie poprzecznej błon w ew nątrzkom órkow ych są sprzeczne. Na przykład, 
w przypadku błon endoplazmatycznego retiku lum  z kom órek w ątroby 
szczura przy użyciu TNBS-u stw ierdzono, że fosfatydyloetanoloam ina w y­
stępuje w większym procencie w  cytoplazm atycznej (35, 36, 99— 101), bądź
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w przeważającej liczbie w  ekstracytoplazm atycznej (102— 104) warstw ie 
m onom olekularnej. Inni badacze w skazują natom iast na równom ierne roz­
mieszczenie fosfatydyloetanoloam iny w obu w arstw ach m onom olekular- 
nych błon endoplazmatycznego retiku lum  (105, 106). W jaki sposób można 
wytłum aczyć tak  duże rozbieżności otrzym yw anych wyników, skoro 
w każdym  przypadku badano system  błon pochodzących z tego samego 
organu, przeprowadzano kontrolę integralności błon w  czasie reakcji 
i uwzględniano orientację błon otrzym anej populacji pęcherzyków endo­
plazmatycznego retikulum ?! N ajpraw dopodobniej wiąże się to z szybkim 
metabolizmem  lipidów (np. synteza „na eksport”), powodującym, iż 
w błonach endoplazmatycznego retikulum , w zależności od ich stanu  
metabolicznego, dochodzi prawdopodobnie do pow staw ania innych niż 
dw um olekularna w arstw a konfiguracji lipidowych (np. odwrotne micel- 
le, s tru k tu ry  heksagonalne, romboidalne, kostkowe itp. (2, 7, 32, 34— 
39, 48, 95, 99— 127). W pływa to niew ątpliw ie na in terp re tac ję  w yni­
ków dotyczących rozmieszczenia aminofosfolipidów w płaszczyźnie po­
przecznej błon endoplazmatycznego retiku lum . Większość autorów  zgadza 
się, iż w  błonach sarkoplazm atycznego re tiku lum  (odpowiadających fun ­
kcjonalnie system owi błon endoplazmatycznego retiku lum  kom órek nie- 
mięśniowych), mniej dynamicznych pod względem m etabolizm u lipidów 
niż błony endoplazmatycznego retikulum , fosfatydyloetanoloam ina w ystę­
puje w przew ażającej ilości w cytoplazm atycznej w arstw ie monomoleku­
larnej (55, 69, 70, 72). W błonie pęcherzyków sarkoplazm atycznego re ti­
kulum , których orientację określano na podstawie zdolności do akum ulacji 
jonów wapnia, przy użyciu TNBS wykazano jednak, że w pęcherzykach 
szczególnie aktyw nych w  transporcie jonów wapnia (a więc prawidłowo 
zorientow anych — strona cytoplazm atyczna błony znajduje się na ze­
wnątrz) fosfatydyloetanoloam ina jest rozmieszczona sym etrycznie (73). 
K ontrow ersyjne dane uzyskano również odnośnie rozmieszczenia fosfaty- 
dyloseryny (55, 69—72). Przy użyciu dwuazosulfonianu i fluoreskam iny 
sprzężonej z cykloheptaam ylozą stwierdzono, iż fosfatydyloseryna znaj­
duje się w ekstracytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej (70), co 
nie zgadza się z w ynikam i uzyskanym i przez innych autorów  (55, 69). 
Trudności w  badaniach rozmieszczenia fosfatydyloseryny mogą w tym  
przypadku wynikać z faktu, iż fosfolipid ten  w ystępuje w  bardzo m ałych 
ilościach, stanow i bowiem 3— 5°/o całkow itej ilości fosfolipidów w błonach 
sarkoplazm atycznego retiku lum  (54, 55).

Aminofosfolipidy w  przew ażającej ilości w ystępują w cytoplazm atycz­
nej w arstw ie m onom olekularnej błon apara tu  Golgi’ego z kom órek w ątro­
by szczura (36). W w ew nętrznej błonie m itochondriów z kom órek w ątroby 
szczura (35) fosfatydyloetanoloam ina znajduje się w w arstw ie monomole- 
ku lam ej skierow anej do przestrzeni międzybłonowej (odpowiadającej 
cytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej organelli kom órkowych 
ograniczonych pojedynczą błoną). Inni autorzy stw ierdzili jednak, iż w we-
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w nętrznej błonie m itochondrialnej m itochondriów z kom órek w ątroby 
szczura (128) i serca wołu (129) fosfatydyloetanoloam ina znajduje się 
w  przew ażającej ilości w  w arstw ie m onom olekularnej stykającej się 
z m itochondrialną m atrix .

W przypadku metod polegających na chemicznym znakowaniu lipidów 
należy pamiętać, iż zastosowanie kilku metod badawczych, niezależnych 
od siebie, pozwala na otrzym anie najm niej kontrow ersyjnych danych.

III-1.2. J o d o w a n ie  fo s fo lip id ó w  k a ta liz o w a n e  przez  la k to p e ro k sy d a zę  oraz zn a k o w a n ie  lip id ó w  
tr y te m  w  rea k cj i z b o ro w o d o rk iem  sod u  k a ta liz o w a n e j przez o k sy d a zę  g a la k to zy lo w ą

W obecności laktoperoksydazy, nadtlenku wodoru i wolnego jodu re ­
akcji jodowania ulegają jedynie lipidy znajdujące się w zew nętrznej w ar­
stw ie m onom olekularnej błon biologicznych o niezniszczonej struk tu rze  
dw um olekularnej w arstw y lipidowej. Jodowanie katalizowane przez lakto­
peroksydazę stosowano początkowo jedynie do badania lokalizacji białek. 
Później wykazano także, iż jodowaniu ulegają również lipidy obojętne 
oraz fosfolipidy (130— 133). W obecności laktoperoksydazy 20— 30°/o lipi­
dów i białek w błonie biologicznej ulega znakowaniu, podczas gdy w nie­
obecności enzymu tylko 2% (134).

Metodę jodowania katalizowanego przez laktoperoksydazę stosowano 
w badaniach rozmieszczenia fosfatydylocholiny, sfingomieliny, fosfaty- 
dyloetanoloam iny, fosfatydyloinozytolu, glikolipidów i cholesterolu w pła­
szczyźnie poprzecznej błon biologicznych. W błonie Acholeplasma laid- 
lawii (która nie zawiera aminofosfolipidów) stwierdzono przy użyciu tej 
metody, iż glikolipidy znajdują się w zew nętrznej w arstw ie monomoleku­
larnej (135).

Zaletą jodowania katalizowanego przez laktoperoksydazę jest fakt, iż 
w czasie reakcji nie uwalnia się wolny I2, k tóry  mógłby dyfundować po­
przez dw um olekularną w arstw ę lipidową i w ten  sposób kontam inować 
cząsteczki lipidów norm alnie niedostępne. Niedogodnością tej metody zaś 
jest u trudniona analiza ilościowa otrzym anych wyników. Dotąd np. nie 
wiadomo, które z wiązań w cząsteczce lipidu są wrażliwe na jodowanie: 
wiązanie podwójne w łańcuchu węglowodorowym, czy grupa karbonylowa 
w pozycji a (135). Dlatego też w badaniach rozmieszczenia fosfolipidów 
w płaszczyźnie poprzecznej błon biologicznych jodowanie przeważnie sto­
sowane jest łącznie z innymi m etodam i lokalizowania lipidów (trawienie 
fosfolipazami, związki znakujące, itp.).

Rozmieszczenie galaktozylolipidów w płaszczyźnie poprzecznej błon 
biologicznych badano przy użyciu trytow ania lipidów katalizowanego 
przez oksydazę galaktozylową w obecności borowodorku sodu (NaB8H 4). 
K atalizujący oksydację lipidów do aldehydów enzym został wyizolowany 
z Dactylium dendroides (136). Pow stający w  pierwszym  etapie reakcji 
aldehyd jest redukow any przy użyciu NaB8H 4 do odpowiedniego alkoholu
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(136— 139). Opisanemu wyznakowaniu ulegają jedynie lipidy z zew nętrz­
nej w arstw y m onom olekularnej w pęcherzykach lub całych kom órkach
o nienaruszonej struk tu rze  błony, ponieważ enzym  nie przenika przez 
dw um olekularną w arstw ę lipidową. Stosując tę m etodę wykazano, że 
w błonie erytrocytów  grup krw i A i B glikosfingolipidy (oligoheksozylo- 
ceram idy i gangliozydy) w ystępują w  ekstracytoplazm atycznej w arstw ie 
m onom olekularnej błony (139).

III-1.3. L o k a lizo w a n ie  lip id ó w  w  b ło n ie  p rzy  u ży c iu  fo sfo lip a z

Enzym atyczna degradacja lipidów była, szczególnie w latach 1973— 
1979, jedną z szeroko stosowanych m etod w badaniach rozmieszczenia 
fosfolipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony. W tego typu badaniach 
używano najczęściej fosfolipazy: A2, C i D oraz sfingom ielinazę (140), 
których działanie pokazano na Ryc. 4.

fosfolipaza A-j GLICEROFOSFOLIPIDY:
O

PC —  X =  — CH2- C H 2- N - ( C H 3) 3

9
R2—C ^ -O —CH O PE — X =  —CH2—CH?-N H g

fosfolipaza A 2 H2° ° y  ^  y °  X P S -~ X = - C H 2- C H - N H 3

COO0/  o9\
fosfolipaza C fosfolipaza D

OH SFINGOMIELINY

< O H C - C H = C H - ( C H 2 )12- C H 3II I J

R - C - N H - C H  O
I H e

h 2c - o - p - o - c h 2-  c h 2-  N (C H 3 ) 3

/  Óe
ąfingomielinaza

Ryc. 4. M iejsce działania fosfolipaz: PC — fosfatydylocholina; PE — fosfa tyd y lo - 
etanoloam ina; PS — fosfatydyloseryna; Strzałki w skazują w iązan ie w  cząsteczce  
fosfolip idu hydrolizow ane w  w yniku działania fosfolipazy.

W badaniach sym etrii błon przy użyciu fosfolipaz należy uwzględnić: 
specyficzność substratow ą użytego enzymu (35, 102, 106, 129, 141— 151), 
napięcie powierzchniowe i wypadkowy ładunek powierzchniowy badanej 
błony (152— 159); możliwość ochronnego działania białek błonowych (160, 
161) oraz efekt lityczny powstających produktów  degradacji (np. lizofosfo- 
lipidów i kwasów tłuszczowych) (35, 84, 150, 162— 168).

Jednym  z powszechnie badanych obiektów pod względem asym etrii 
jest błona erytrocytów . W ykazano m.in., że traw ienie błony erytrocytów  
fosfolipazą A2 z jadu Naja naja powoduje degradację 70% fosfatydylo-
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choliny, przy czym nie ulegają traw ieniu fosfatydyloetanoloam ina i fosfa- 
tydyloseryna (168). Sfingomielinaza ze Staphylococcus aureus powoduje 
zaś degradację 80% sfingom ieliny. Jeśli błony erytrocytów  poddać lizie, 
a następnie traw ieniu fosfolipazą A2, wszystkie fosfolipidy ulegną degra­
dacji do lizozwiązków (168). Dane te świadczą, iż fosfatydyloetanoloam ina 
i fosfatydyloseryna w ystępują w większości w cytoplazm atycznej w ar­
stw ie mono m olekularnej, podczas gdy fosfatydylocholina i sfingomielina 
zlokalizowane są w ekstracytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej 
błony. Podobne wyniki otrzym ano stosując związki znakujące grupy am i­
nowe w badaniach nad rozmieszczeniem lipidów w płaszczyźnie poprzecz­
nej błony erytrocytów  (61—65, 169). Błony plazm atyczne kom órek innych 
tkanek  ssaków charakteryzują  się podobnym  jak  w błonie erytrocytów , 
asym etrycznym  rozmieszczeniem lipidów w płaszczyźnie poprzecznej dw u­
m olekularnej w arstw y lipidowej (66, 74— 76, 95, 169— 177).

Prace dotyczące rozmieszczenia lipidów w płaszczyźnie poprzecznej 
błon w ew nątrzkom órkowych są bardzo liczne, jednak rozbieżności pomię­
dzy w ynikam i otrzym anym i przez różnych autorów  są duże. W przypadku 
błon endoplazmatycznego re tiku lum  z kom órek w ątroby szczura stw ier­
dzono (99), iż fosfolipaza A traw i w  nienaruszonych pęcherzykach: 84— 
92%  fosfatydyloetanoloam iny, 82—97% fosfatydyloseryny, 39—46% 
fosfatydylocholiny, 16—23% fosfatydyloinozytolu i 13— 15% sfingomieli­
ny. Na tym  samym  m ateriale biologicznym inni autorzy stw ierdzili przy 
użyciu TNBS i fosfolipaz, iż fosfatydylocholina i sfingomielina w większo­
ści zlokalizowane są w cytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej 
błony, podczas gdy fosfatydyloetanoloam ina, fosfatydyloseryna i fosfaty- 
dyloinozytol znajdują się w  ekstracytoplazm atycznej w arstw ie mono­
m olekularnej (64, 102, 104). W błonach sarkoplazm atycznego retiku lum  
z kom órek mięśni szkieletowych badania przy użyciu fosfolipaz wskazują 
na obecność fosfatydyloetanoloam iny i fosfatydyloseryny w cytoplazm a­
tycznej warstw ie m onom olekularnej, a fosfatydyloinozytolu i sfingomie­
liny w  ekstracytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej, zaś fosfaty­
dylocholiny w prawie rów nych ilościach w obu w arstw ach monomoleku- 
larnych błony (55, 72, 178). W w ew nętrznej błonie m itochondrialnej 
fosfatydyloetanoloam ina i fosfatydyloseryna w ystępują w większości 
w w arstw ie m onom olekularnej skierowanej do przestrzeni międzybłono- 
wej, podczas gdy fosfatydyloglicerol w ystępuje w w arstw ie przeciw­
nej (35).

III-2. Z astosow anie białek przenoszących fosfolipidy w  badaniach asym etrii błon

Jedną z metod dających najlepsze wyniki (najm niej artefaktów ) w ba­
daniach rozmieszczenia lipidów w płaszczyźnie poprzecznej błon biologicz­
nych jest zastosowanie białek przenoszących fosfolipidy, gdyż białka te
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nie przenikają przez dw um olekularną w arstw ę lipidową. Spontaniczna 
wym iana fosfolipidów pomiędzy różnym i system am i błonowymi albo mię­
dzy błonam i a lipoproteidam i lub liposomami jest procesem bardzo powol­
nym  (z w yjątkiem  w ym iany cholesterolu) (179— 183). W ymianę fosfolipi­
dów pomiędzy błonam i stym ulują  białka znajdujące się w cytoplaźmie, 
zdolne do wiązania i transportu  fosfolipidów. Można wyróżnić trzy  rodzaje 
białek przenoszących fosfolipidy: wysokocząsteczkowe białka specyficzne, 
względnie specyficzne białka przenoszące fosfatydyloinozytole i fostaty- 
dylocholiny oraz niskocząsteczkowe białka niespecyficzne *). Białka
o dużej masie cząsteczkowej głównie transportu ją  fosfolipidy na drodze 
w ym iany między błonami (184). Białka o małej masie cząsteczkowej 
uczestniczą raczej w transporcie netto (185). W ykazano również zależność 
transportu  fosfolipidów katalizowanego przez białka przenoszące od skła­
du lipidowego i wypadkowego ładunku błon (184, 186).

Rozmieszczenie fosfolipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony przy 
zastosowaniu białek przenoszących fosfolipidy badano w błonach: ery tro ­
cytów o nienaruszonej struk tu rze, cieni erytrocytów , różnych organelli 
kom órek eukariotycznych, bakterii i otoczce w irusów  (43, 45, 182, 183, 
187—203). Zastosowanie tej metody jest ograniczone i wym aga, aby ruch  
cząsteczek fosfolipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony (flip-flop) był 
dłuższy niż czas wym iany fosfolipidów katalizow anej przez białko przeno­
szące (180, 181, 192, 200— 203). Tylko w takim  przypadku, gdy różnica jest 
duża m am y pewność, że wym ieniane fosfolipidy pochodzą z zew nętrznej 
w arstw y m onom olekularnej błony donora. W spomniany w arunek spełnia 
błona erytrocytów , zaś błony o szybkim  m etaboliźmie fosfolipidów, w któ­
rych  ruch  cząsteczek fosfolipidów jest stosunkowo szybki, nie są dobrym  
obiektem  badania asym etrii przy użyciu białek przenoszących fosfolipidy 
(48, 182).

Badania nad rozmieszczeniem fosfatydylocholiny w płaszczyźnie po­
przecznej błony erytrocytów  ludzkich (197) lub szczura (43, 181, 197, 198) 
wykazały, że 60—75% całej frakcji tego fosfolipidu jest szybko wym ie­
niane. W erytrocytach o orientacji inside-out szybko w ym ieniane jest 
37% całej frakcji fosfatydylocholiny (181, 199). W yniki te świadczą o asy­
m etrycznym  rozmieszczeniu fosfatydylocholiny w błonie erytrocytów  
j wskazują, że fosfolipid ten  znajduje się w  większym  procencie w ekstra- 
cytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej.

P rzy  użyciu białka przenoszącego specyficznie fosfatydylocholinę (biał­
ko wyizolowano z w ątroby wołu) wykazano, iż fosfatydylocholina w więk­
szości znajduje się w cytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej błon 
endoplazmatycznego retiku lum  z kom órek w ątroby szczura (45).

*) W łaściw ościom  białek przenoszących fosfolip idy pośw ięcone zostały dwa  
artyk u ły  przeglądow e J. Zborow skiego opublikow ane w  Postępach B iochem ii w to­
m ie 23, str. 541—547 (1977 r.) i w  tom ie 29, str. 101— 109 (1983 r.).
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III-3. Z astosow anie przeciw ciał przeciwko lipidom  w  badaniach ich asym etrycznego  
rozm ieszczenia w  błonach

M etody immunologiczne w badaniach rozmieszczenia lipidów stosowa­
no początkowo do lokalizowania lipopolisacharydów w błonie bakterii 
G ram -ujem nych (204, 205). W yizolowanie przeciwciał przeciwko ujem nie 
naładow anym  fosfolipidom jak: fosfatydyloinozytol i fosfatydyloglicerol 
oraz przeciwko glikolipidom (206, 207) pozwoliło na zbadanie ich rozmiesz­
czenia w endoplazm atycznym  retiku lum  i błonie plazm atycznej komórek 
w ątroby szczura (208) oraz w błonie plazm atycznej różnych gatunków 
Mycoplasma  (209, 210). Zastosowanie przeciwciał przeciwko kardiolipinie 
(dwufosfatydyloglicerol) pozwoliło na zbadanie lokalizacji tego fosfolipidu 
w w ew nętrznej błonie m itochondrialnej (129).

Stwierdzono, że fosfatydyloinozytol jest rozmieszczony asym etrycznie, 
tzn. w przeważającej ilości w ystępuje w cytoplazm atycznej w arstw ie 
m onom olekularnej błon plazm atycznych i endoplazmatycznego retiku lum  
z komórek w ątroby szczura (208). Podobnie kardiolipina w wew nętrznej 
błonie m itochondrialnej m itochondriów z serca wołu rozmieszczona jest 
asym etrycznie i w ystępuje w ekstracytoplazm atycznej w arstw ie mono­
m olekularnej (129). Glikolipidy w błonie plazm atycznej Mycoplasma 
znajdują się w zewnętrznej w arstw ie m onom olekularnej, zaś fosfatydylo­
glicerol jest prawdopodobnie rozmieszczony sym etrycznie w płaszczyźnie 
poprzecznej błony (209, 210).

IV. Rozmieszczenie enzymów syntetyzujących i degradujących lipidy 
w płaszczyźnie poprzecznej błon biologicznych

Błony powierzchniowe i wew nątrzkom órkow e różnych tkanek  charak­
teryzują się asym etrycznym  rozmieszczeniem lipidów w ich płaszczyźnie 
poprzecznej. D e P i e r r e  i D a l l n e r  w ysunęli koncepcję, iż asym e­
tryczne rozmieszczenie lipidów spowodowane jest asym etrycznym  roz­
mieszczeniem w płaszczyźnie transw ersalnej błony centrów  aktyw nych 
enzymów katalizujących biosyntezę lipidów (99).

Skład lipidowy błon poszczególnych organelli błon plazm atycznych 
różni się znacznie między sobą. M iejscem biosyntezy większości fosfolipi­
dów jest endoplazmatyczne re tiku lum  (211—219). N iektóre fosfolipidy 
syntetyzowane są także w m itochondriach (ściślej w ich błonach). W yka­
zano, że w błonach m itochondrialnych w ystępują: ligaza acyloCoA, acylo- 
transferaza glicerofosforanu i acylotransferaza kwasu lizofosfatydowego 
(212, 213, 220—223). Także błony apara tu  Golgi’ego m ają zdolność bio­
syntezy fosfolipidów (212, 219), zaś błony peroksysomów zaw ierają szereg 
enzymów biorących udział w syntezie lipidów eterow ych (224—227).
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Ryc. 5. G łów ne drogi biosyntezy lip idów  w  błonach biologicznych: 1 — izom eraza  
fosfotriozow a; 2 — dehydrogenaza glicerolofosforanow a (EC 1 .1 .1.8); 3 — ligaza acylo- 
-CoA (EC 6.2.1.3); 4 — acylotransferaza glicerolofosforanow a (EC 2.3.1.15); 5 — acylo- 
transferaza fosfodw uhydroksyacetonu (Ec 2.3.1.42); 6  — oksydoreduktaza acylo- 
(alkilo)fosfodw uhydroksyacetonu (EC 1.1.1.101); 7 — acylotransferaza kw asu lizo- 
fosfatydow ego (EC 2.3.1.—); 8 — kinaza dw uglicerydow a (EC 2.7.1.—); 9 — fosfataza  
kw asu fosfatydow ego (EC 3.1.3.4); 10 — cytydylilotransferaza glicerolofosforanow a  
(syntaza C D P-dw uglicerydu) (EC 2.7.7.41); 1 1  — acylotransferaza m onoglicerydow a  
(EC 2.3.1.22); 12 — fosfatydylotransferaza inozytolow a (EC 2.7.8.11); 13 — acylotrans­
feraza dw uglicerydu (EC 2.3.1.20); 14 — syntaza alkilofosfodw uhydroksyacetonu; 
15 — cytydylilotransferaza fosforylocholiny (EC 2.7.7.15); 16 — cholinofosfotransfera- 
za (EC 2.7.8.2); 17 — cytydylilotransferaza fosforyloetanoloam iny (EC 2.7.7.14); 18 — 
etanoloam inofosfotransferaza (EC 2.7.8.1); 19 — m etylotransferazy I i II (EC 2.1.1.17); 
20 — kinaza cholinow a (EC 2.7.1.32); 21 — acylotransferaza lizofosfatydylocholiny  
(EC 2.3.1.23); 22 — acylotransferaza lizofosfatydyloetanoloam iny; 23 — enzym  kata li­
zujący reakcję w ym iany seryny na etanoloam inę fosfatydyloetanoloam iny; 24 — de- 
karboksylaza fosfatydyloseryny.

Na rycinie 5 pokazano schem atycznie główne drogi biosyntezy lipidów 
w błonach biologicznych. W zależności od typu tkanki można mówić
0 przewadze jednego lub kilku szlaków syntezy lipidów nad innymi; czę­
sto także nie obserw uje się któregoś z nich w niektórych tkankach.

Szereg prekursorów  biosyntezy lipidów, takich na przykład jak: gli- 
cerofosforan, CDP-cholina, CDP-etanoloam ina, estry  koenzymu A i nu- 
kleotydy jest syntetyzow anych przez enzymy zlokalizowane we frakcji 
cytoplazm atycznej (40).

W ykazano także, że ATP, CMP, CDP-cholina, CDP-etanoloamina, gli- 
cerofosforan, acylo-CoA (228—235) oraz NADPH (236) nie przenikają przez 
błony endoplazmatycznego re tiku lum  z w ątroby szczura, a zatem  są do­
stępne jedynie od strony cytoplazm atycznej błony. W związku z powyż­
szym należy więc przypuszczać, iż synteza lipidów powinna zachodzić na 
stronie cytoplazm atycznej błon biologicznych.

Dane na tem at lokalizacji białek enzym atycznych związanych z m eta­
bolizmem lipidów są najpełniejsze w przypadku błon endoplazmatycznego 
retikulum , izolowanych z kom órek w ątroby (40, 56, 59, 188, 229, 230, 
237—246). W wyniku homogenizacji tkanki, błony te ulegają fragm entacji
1 zam ykają się w postaci pęcherzyków. W otrzym anej w ten sposób frakcji 
m ikrosomalnej orientację białek w płaszczyźnie poprzecznej błony okre­
ślano na podstawie następujących kryteriów :

— centra aktyw ne enzymów, k tórych aktywność jest hamowana w w y­
niku kontrolowanej proteolizy pęcherzyków w błonie nienaruszonej, są 
prawdopodobnie zlokalizowane na cytoplazm atycznej stronie błony;

— centra aktyw ne enzymów, których aktywność ulega zahamowaniu 
w czasie proteolizy pęcherzyków, dopiero po zniszczeniu integralności bło­
ny, są przypuszczalnie zlokalizowane na ekstracytoplazm atycznej (lume- 
nalnej, w ew nętrznej) stronie błony.
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Ryc. 6. L okalizacja m iejsca biosyntezy i degradacji lip idów  w  błonach endoplazm a­
tycznego retikulum : A — D ostępność substratów  biosyntezy lip idów  oraz różnych  
zw iązków  m odyfikujących strukturę błony w  zam kniętym , praw idłow o zorientow a­
nym  pęcherzyku m ikrosom alnym . Fosfataza m annozo-6 -fosforanu (glukozo-6 -fosfo -  
ranu) jest enzym em , którego centrum  aktyw ne znajduje się po ekstracytop lazm a- 
tycznej stronie błony. M annozo-6 -fosforan  nie przenika przez błonę. G lukozo-6 -fosfo -  
ran jest transportow any przy udziale specyficznego białka transportującego. Badanie  
aktyw ności fosfatazy m annozo-6 -fosforanu stanow i kontrolę integralności i orientacji 
pęcherzyków  endoplazm atycznego retikulum  z kom órek w ątroby.
Z naczniki cytoplazm atycznej strony błony: enzym y hydrolityczne, przeciw ciała, 
niektóre zw iązki znakujące białka i lipidy, inhibitory biosyntezy zw iązane np. 
z dekstranem . lizoPL — lizofosfolip idy, DG — dw uglicerydy, K T.— kw asy tłuszczow e. 
Prekursory b iosyntezy lipidów : NAD PH , ATP, CMP, C D P-cholina, C D P -etanolo- 
am ina, palm itylo-C oA .
B — D ostępność składników  błonow ych w  tzw. pęcherzykach cieknących. Zastoso­
w anie szeregu zw iązków  zaburzających strukturę błony pozw ala na zbadanie roz­
m ieszczenia białek  i lip idów  znajdujących się po ekstracytoplazm atycznej stronie  
błony; na przykład aktyw ność fosfatazy m annozo-6 -fo s foranu ulega zaham ow aniu  
w  w yniku  proteolizy błon pęcherzyków  cieknących.
Związki zaburzające strukturę błony: detergenty, EDTA lub inne zw iązki chelatujące  
jony Mes + , roztw ory soli, np. KC1.

W badaniach asym etrii istotne jest więc stw ierdzenie w jaki sposób 
zorientowane są otrzym ane z endoplazmatycznego retiku lum  pęcherzyki 
i czy badana frakcja jest pod tym  względem jednorodna. Przykładowo, 
błony endoplazmatycznego retiku lum  z kom órek w ątroby, po fragm entacji 
tkanki, przyjm ują taką orientację, że strona cytoplazm atyczna dwum ole- 
kularnej w arstw y lipidowej znajduje się na zew nątrz (35, 36, 99, 234, 247, 
248). Wysoka l a t e n c j a m annozo-6-fosfatazy (enzymu znacznikowego

*) L atencję enzym ów  określa następująca zależność:

L =  1— — xl00%
A

gdzie a oznacza aktyw ność enzym u błon nie traktow anych detergentem , zaś A ozna­
cza aktyw ność enzym u po potraktow aniu błon detergentem .
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strony  ekstracytoplazm atycznej) — 92%, oraz wysoka podatność na pro- 
teolizę NA DPH-cytochrom  c reduktazy (enzymu znacznikowego strony 
cytoplazm atycznej błon endoplazmatycznego retikulum ) świadczą o p ra­
widłowej orientacji błon wyizolowanych mikrosomów. W przypadku błon 
sarkoplazm atycznego retikulum , przez wirowanie w gradiencie stężeń 
sacharozy, można oddzielić frakcję tzw. prawidłowo zorientow anych (ang. 
right-side-out) pęcherzyków, k tórych strona cytoplazm atyczna błony jest 
eksponowana na zew nątrz (85% całej populacji pęcherzyków sarkoplazm a­
tycznego retiku lum  z m ięśni szybkich), od frakcji odwrotnie zorientow a­
nych (ang. inside-out) pęcherzyków ze stroną ekstracytoplazm atyczną 
błony wyeksponowaną na zew nątrz (15% całej populacji mikrosomów 
sarkoplazm atycznego retikulum ) (54, 55). Opisano również m etody zwią­
zane z izolowaniem prawidłowo i odwrotnie zorientowanych cieni e ry tro ­
cytów, a także pęcherzyków endoplazmatycznego retikulum , przy użyciu 
opłaszczonych polilizyną kuleczek szklanych (56— 58).

Ogólne zasady in terp retacji wyników dotyczących lokalizowania bia­
łek w płaszczyźnie poprzecznej błon przy zastosowaniu niepenetrującego 
przez dw um olekularną w arstw ę lipidową związku (lub enzymu hydro- 
litycznego) obrazuje rycina 6.

IV-1. Zastosow anie chem icznego i enzym atycznego znakow ania białek w  badaniach  
asym etrii błon

Przyłączanie syntetycznych związków chemicznych do wolnych grup 
aminowych lub tiolowych białek oraz reszt takich aminokwasów jak ty ro­
zyna, tryp tofan , histydyna, arginina, fenyloalanina i lizyna, jest powszech­
nie w ykorzystyw ane w lokalizacji białek w  płaszczyźnie poprzecznej błon 
biologicznych (61, 82, 89, 92, 93, 249—277, patrz także praca przeglądowa 
278). Szereg z nich znajduje również zastosowanie w badaniach rozmiesz­
czenia lipidów w płaszczyźnie transw ersalnej błony.

Wiele ze związków m odyfikujących jest anionami, co sugeruje, że 
związki te reagować będą przede wszystkim  z grupam i białek (i lipidów)
o ładunku dodatnim, eksponowanymi na stronie cytoplazm atycznej pęche­
rzyków  prawidłowo zorientowanych. Żeby zidentyfikować także białka 
z grupam i funkcyjnym i o ładunku ujem nym , stosowany jest nieprzenika- 
jący przez błonę związek m odyfikujący ester N,N,N-trójmetyloamino-(3- 
alanylo-N -hydroksy im idobursztynianu (TMAS), o ładunku dodatnim. 
Aby ułatw ić detekcję i móc ilościowo zanalizować produkty  reakcji, do 
wielu związków m odyfikujących przyłączane są grupy fluoryzujące lub 
znakuje się je izotopowo. 4-acetoim ido-4'-izotiocjano-2,2'-stillbenodw usul- 
fonian (SITS), 4,4'-dwuizotiocjano-2,2'-stillbenodwusulfonian (DIDS), ester 
N ,N ,N-trójm etyloam ino-(3-alanylo-N-hydroksy im idobursztynianu (TMAS)
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lub fosforan pirydoksalu mogą być wyznakowane try tem , inne zaś przy 
użyciu 85S lub 125I (np. dwuazoniowa sól kwasu dwujodosulfanilowego — 
DDISA).

Powszechnie stosowaną metodą lokalizacji białek w błonach biologicz­
nych jest jodowanie tyrozyny (i histydyny) katalizowane przez laktoper- 
oksydazę (patrz praca przeglądowa (278)). M echanizm reakcji jest taki 
sam  jak  w  przypadku jodowania lipidów i został przedstaw iony na ry ­
cinie 3.

£V-2. Z astosow anie różnych proteaz

Nie przenikające przez dw um olekularną w arstw ę lipidową cząsteczki 
enzymów proteolitycznych (lub innych enzymów hydrolitycznych, na 
przykład neuram inidazy) używane są często w badaniach rozmieszczenia 
białek lub ich fragm entów , które są dostępne od zew nętrznej strony pę­
cherzyków pochodzących z błon w ew nątrzkom órkowych lub plazm atycz- 
nych (patrz prące przeglądowe (38, 278)).

Tabela 1

Najczęściej stosowane enzymy hydrolityczne w badaniach rozmieszczenia białek w płaszczyźnie 
poprzecznej błon biologicznych

Enzym
N r systematyczny 

(EC)
Charakterystyczna reakcja Piśm ien­

nictwo

neuram inidaza
(sialidaza,
glikozydaza)

3.2.1.18 hydroliza 2,3-; 2,6-; i 2,8-glukozydo- 
wych m ostków łączących reszty N - 
lub O-acyloneuram inylowe z galak- 
tozą, N-acetyloheksozam iną oraz N - 
lub O-acylową resztą neuram inylową 
oligosacharydów, glikolipidów i gli- 
koproteidów

(279, 280)

chym otrypsyna 
A i B (proteinaza 
serynowa)
M.cz. =  25310 
(trzustka wołowa)

3.4.21.1 hydroliza wiązań peptydowych, 
w których reszta karbonylow a po­
chodzi z Tyr, T rp, Phe, L eu; hydro­
liza peptydów, estrów  i am idów ; 
endopeptydazy specyficzne w stosun­
ku do długich łańcuchów peptydo­
wych

(281— 283)

trypsyna (proteina­
za serynowa)
M.cz. =  23281 
(trzustka wołowa)

3.4.21.4 hydroliza wiązań peptydowych, 
w których reszta karbonylow a po ­
chodzi z Arg i Lys; hydroliza pepty­
dów, estrów i am idów ; katalizuje re­
akcje hydrolizy niezależnie od sek­
wencji i długości łańcucha peptydo- 
wego

(284, 285)

l
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c .d . tabe li 1

elastaza (proteina- 
; za serynowa)

M.cz. ~  25000 
(trzustka wieprzo­
wa)

3.4.21.11 hydroliza wiązań peptydowych, 
w których reszta karbonylow a po­
chodzi z aminokwasów obojętnych

(286, 287)

proteinazy seryno- 
we z m ikroorganiz­
mów, np .: subtili- 
zina z B. subtilis 
(A i B —  nagaraza) 
M.cz. ^  26700

3.4.21.14 traw ią białka i amidy peptydowe, 
subtiliziny A i B różnią się od siebie 
struk turą  pierwszorzędową, prze­
kształcają ovoalbum inę w plakalbu- 
minę

(288— 290)

proteinazy seryno- 
we z m ikroorganiz­
mów, n p .: alkalicz­
na proteinaza z Tri- 
tirachium  album  
(proteinaza K)

3.4.21.14 traw ią keratynę oraz wiązania pepty­
dowe, w których grupa karbonylow a 
pochodzi z aminokwasów hydrofo­
bowych lub arom atycznych

(291— 293)

papaina (proteina­
za tiolowa)
M.cz. £  21000 
(Carica papaya)

3.4.22.2 hydroliza wiązań peptydowych, 
w których reszta karbonylow a po­
chodzi z Arg, Lys, Phe-X, Leu, G ly; 
trawi peptydy, amidy i estry oraz 
imm unoglobuliny

(294— 298)

m etaloproteinazy 
z m ikroorganizm ów 
n p . : neutralna pro­
teinaza z Strepto- 
myces griseus (pro- 
naza)

3.4.24.4 hydroliza wiązań peptydowych, 
w których reszta karbonylow a pocho­
dzi z aminokwasów hydrofobowych

(299— 301)

Metoda kontrolowanej proteolizy jest szczególnie użyteczna w lokali­
zacji centrów aktyw nych enzymów, których substra ty  syntetyzow ane są 
w cytoplazm ie i dla których błona jest nieprzepuszczalna. W doświadcze­
niach, w których stosuje się kontrolow aną proteolizę białek błonowych, 
a następnie bada się aktyw ności enzymatyczne enzymów związanych 
z błoną, niezbędna jest kontrola integralności dw um olekularnej w arstw y 
lipidowej w trakcie proteolizy. In terpretację  otrzym anych wyników u ła­
twia w takich przypadkach stosowanie porównawczo kilku enzymów pro­
teolitycznych o różnej specyficzności. Równie dobre wyniki daje połącze­
nie m etody kontrolowanej proteolizy z innym i metodami używanym i 
w badaniach topografii składników  błon biologicznych.

9 P o s tę p y  B io ch em ii 1—2/84 http://rcin.org.pl
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IV-3. Metody im m unologiczne

Przeciwciała, jako białka o dużej masie cząsteczkowej (około 200 000 
daltonów), nie przenikają przez dw um olekularną w arstw ę lipidową, a za­
tem  mogą reagować tylko ze składnikam i z zewnętrznej powierzchni bło­
ny. Jedna z rozwijanych ostatnio m etod polega na wydzielaniu kom pleksu 
białek błonowych z przeciwciałam i przy zastosowaniu im m unoelektrofore- 
zy dwukierunkowej (302, 303). Zachodzącą reakcję immunologiczną można 
też obserwować stosując mikroskopię imm unofluorescencyjną, przy uży­
ciu przeciwciał związanych kowalencyjnie z fluorochromem, na przykład 
izotiocjanianem fluoresceiny, izotiocjanianem  czterom etylorodam iny, izo- 
tiocjanianem  rodam iny B, itp. Pochodne izotiocjanianu wiążą się z wolny­
mi grupam i aminowymi białek (zarówno z e-grupami aminowymi lizyny, 
jak i N-końcową grupą aminową). W reakcji pow stają tiokarbam idy (tio­
mocznik) (304, 305).

Inna metoda polega na zastosowaniu makrocząsteczek o charak tery­
stycznym, łatw ym  do zidentyfikowania kształcie, wiążących się z przeciw­
ciałem, zaś kompleks antygen — wyznakowane przeciwciało może być 
uwidoczniony pod m ikroskopem elektronowym. Do często używ anych 
w tej metodzie związków należy ferry tyna  (M. cz. 445 000) stanowiąca 
m ateriał wysoce elektronowogęsty, hem ocyjaniny małży, a naw et w irusy 
czy sferyczne cząstki z mleczu roślin (306—318).

Jeszcze inna, interesująca m etoda lokalizacji kompleksu antygen- 
-przeciwciało polega na w iązaniu się przeciwciał z enzymami, np. peroksy- 
dazami lub fosfatazą alkaliczną (319— 323). Detekcja takiego kom pleksu 
polega na w ykorzystaniu jego właściwości enzymatycznych. W przypadku 
zastosowania peroksydazy (M. cz. około 40 000) w wyniku reakcji 
3,3',4,4'-czteroaminodwufenylu (dwuaminobenzydyny) z nadtlenkiem  wo­
doru powstaje amorficzny polimer, k tóry  daje się łatwo wybarwić przy 
użyciu 0 s 0 4 i może być obserwowany zarówno w mikroskopie św ietlnym , 
jak i elektronowym  (324—326).

Do technik immunologicznych stosowanych w badaniach rozmieszcze­
nia białek w płaszczyźnie lateralnej i transw ersalnej błon biologicznych 
należy także im m unoautoradiografia. Polega ona na izotopowym w yzna­
kowaniu przeciwciała przy użyciu najczęściej try tu , 14C lub 1SSI. Pow sta­
jący kompleks antygen-przeciwciało lokalizowany jest za pomocą au to - 
radiografii (327—329).

Zastosowanie metod immunologicznych w badaniach asym etrii błon 
zostało szczegółowo omówione w pracy przeglądowej w języku angiel­
skim (278).
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IV-4. D ostępność centrów aktyw nych enzymów biorących udział w  metabolizm ie 
lip idów

IV-4.1. E n zym y s y n te ty z u ją c e  lip id y

W badaniach nad rozmieszczeniem enzymów syntetyzujących lipidy 
w płaszczyźnie transwersalnej błon endoplazmatycznego retiku lum  z ko­
m órek w ątroby stosowano kontrolowaną proteolizę przy użyciu różnych 
proteaz (40, 59, 229, 237, 239—243, 245, 330) oraz inhibitory biosyntezy 
lipidów związane z nieprzenikającym przez dw um olekularną warstw ę 
lipidową dekstranem  (40, 229, 237). Zmiany aktywności enzymów porów­
nywano ze zmianami aktywności enzymów o poznanej lokalizacji, jak 
fosfatazy mannozo-6-fosforanu, której centrum  aktyw ne znajduje się po 
ekstracytoplazm atycznej stronie błon endoplazmatycznego retiku lum  z ko­
m órek w ątroby oraz reduktazy NADPH — cytochrom c, której centrum  
aktyw ne znajduje się po stronie cytoplazmatycznej błony (35, 36, 40, 101, 
229, 233, 234, 248). W trakcie doświadczeń kontrolowano przenikanie 
substratów  biosyntezy przez dwum olekularną warstw ę lipidową błony. 
Stosując powyższą procedurę wykazano, że enzymy katalizujące biosyn­
tezę fosfatydylocholiny i fostatydyloetanoloam iny de novo (Ryc. 5, reakcje 
16 i 18) znajdują się po cytoplazmatycznej stronie błony endoplazm atycz­
nego retiku lum  (40, 229, 239, 241, 245).

Fakt ten  potwierdzono badając rozmieszczenie tych enzymów w pęche­
rzykach o odwróconej orientacji, ale o nienaruszonej struk tu rze  dwum ole­
kularnej w arstw y lipidowej (56). W błonie tych ostatnich fosfataza m an- 
nozo-6-fosforanu jest wrażliwa na działanie enzymów proteolitycznych, 
podczas gdy aktywności cholinofosfotransferazy i etanoloam inofosfotrans- 
ferazy (enzymów katalizujących końcowy etap syntezy fosfatydylocholiny 
i fosfatydyloetanoloam iny de novo) nie są hamowane w wyniku proteolizy 
(56). Także cytydylilotransferazy (Ryc. 5, reakcje 15 i 17) w ystępują po 
cytoplazm atycznej stronie błon endoplazmatycznego retiku lum  (245). Po 
cytoplazm atycznej stronie błony zachodzi również, jak  wykazano, tró j­
stopniowa m etylacja fosfatydyloetanoloaminy (59, 245) (Ryc. 5, re ­
akcja 19).

Syntezę zaktywowanych kwasów tłuszczowych katalizuje ligaza 
acylo-CoA (Ryc. 5, reakcja 3). Centrum  aktyw ne tego enzymu znajduje 
się po stronie cytoplazmatycznej błon endoplazmatycznego retiku lum  
(40, 229, 239). Acylo-CoA jest następnie w ykorzystyw any w acylacji lizo- 
pochodnych fosfolipidów katalizowanej przez acylotransferazę lizofosfaty- 
dylocholiny (Ryc. 5, reakcje 21 i 22). Aktywność tego enzymu jest tylko 
w części ham owana w wyniku proteolizy błon endoplazmatycznego re ti­
ku lum  (243); przypuszcza się zatem, iż enzym ten zlokalizowany jest za­
rów no po cytoplazmatycznej, jak i ekstracytoplazm atycznej stronie błon 
endoplazmatycznego retikulum  komórek wątroby. Ponieważ acylo-CoA nie

9*
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Tabela 2

Asymetryczne rozmieszczenie enzymów biorących udział w metabolizm ie lipidów w płaszczyźnie 
poprzecznej błon endoplazm atycznego retikulum  kom órek wątroby

C entrum  aktywne enzymu występuje po stronie cytoplazm atycznej błony
i

Piśmiennictwo

ligaza acylo-CoA (EC 6.2.1.3) (40, 229, 239)

acylotransferaza glicerolofosforanowa (EC 2.3.1.15) (40, 229, 239)

acylotransferaza kwasu lizofosfatydowego (EC 2.3.1.—) (40, 239, 240)

acylotransferaza dwuglicerydowa (EC 2.3.1.20) (40, 229, 239)

cytydylilotransferaza fosforylocholiny (EC 2.7.7.15) (245)

cholinofosfotransferaza (EC 2.7.8.2) (40, 229, 239, 
241, 245)

etanoloam inofosfotransferaza (EC 2.7.8.1) (40, 229, 239 
245)

acylotransferaza m onoglicerydowa (EC 2.3.1.22) (40, 237)

kinaza dwuglicerydowa (EC 2.7.1.—) (40)

m etylotransferazy I i II (EC 2.1.1.17) (59, 245)

enzym katalizujący reakcję wymiany seryny na etanoloam inę fosfatydyloetano- 
loaminy

(40, 237)

fosfatydylotransferaza inozytolowa (EC 2.7.8.11) (40, 237)

cytydylilotransferaza glicerolofosforanowa (EC 2.7.7.41) (40, 237)

acylotransferaza lizofosfatydylocholiny (EC 2.3.1.23) częściowo także po stro ­
nie ekstracytoplazm atycznej

(243)

acylotransferaza cholesterolu (EC 2.3.1.26) (242)

acylotransferaza fosfodw uhydroksyacetonu (EC 2.3.1.42) (40, 237)

oksydoreduktaza acylo(alkilo)fosfodwuhydroksyacetonu (EC 1.1.1.101) (40, 237)

Centrum  aktywne enzymu występuje po stronie ekstracytoplazm atycznej błony

fosfataza kwasu fosfatydowego (EC 3.1.3.4) (40, 229, 239)

hydrolaza palm itylo-CoA (EC 3.1.2.2) (351)

lizofosfolipaza II (EC 3.1.1.5) (349, 350)

[132]
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przenika przez dw um olekularną w arstw ę lipidową i jest syntetyzow any 
po stronie cytoplazm atycznej błony, sądzić można, że na w ew nętrznej 
(ekstracytoplazm atycznej) powierzchni błony acylotransferaza współdziała 
z fosfolipazą A w tworzeniu nowych rodzajów m olekularnych fosfatydylo- 
choliny (243). Działanie fosfolipazy A umożliwia penetrację acylo-CoA 
przez dw um olekularną w arstw ę lipidową, gdyż powstające w wyniku 
hydrolizy kwasy tłuszczowe i lizofosfolipidy działają jak detergenty.

Dostępne w piśm iennictw ie dane odnośnie lokalizacji centrów  aktyw ­
nych enzymów katalizujących syntezę lipidów innych klas w skazują, iż 
enzymy biorące udział w syntezie acyloglicero-3-fosforanu, kwasu fosfa- 
tydowego, mono i dwuglicerydów, fosfatydyloinozytolu, fosfatydyloseryny 
i alkiloglicero-3-fosforanu (głównego prekursora biosyntezy lipidów ete­
rowych) (Ryc. 5, reakcje 4—8, 10— 12, 23) są eksponowane na cytoplazm a- 
tyczną stronę błon endoplazmatycznego retiku lum  komórek w ątroby (40, 
188, 229, 237, 239, 240). Potw ierdza to dostępność właściwych substratów  
wymienionych enzymów właśnie od strony  cytoplazm atycznej błon endo­
plazmatycznego retikulum .

W błonie erytrocytów  inkorporacja kwasów tłuszczowych i acylacja 
lizopochodnych fosfolipidów zachodzą po cytoplazm atycznej stronie błony 
(Ryc. 5, reakcje 21, 22) (43, 331), podobnie jak synteza dwuglicerydów 
(Ryc. 5, reakcja 8) (332). W odróżnieniu od błon endoplazmatycznego re ti­
kulum  z komórek wątroby, w  błonie erytrocytów  m etylotransferazy I i II 
(Ryc. 5, reakcja 19) m ają przeciwne w stosunku do siebie umiejscowienie: 
centrum  aktyw ne pierwszego enzym u zlokalizowane jest po stronie cyto­
plazm atycznej, zaś drugiego, po stronie ekstracytoplazm atycznej (333). 
Podobną lokalizację obu m etylotransferaz zaobserwowano też w  błonie 
synaptosom alnej (334). W ysunięto w  związku z powyższym sugestię, iż 
m etylacja fosfatydyloetanoloam iny może zachodzić w  czasie przem iesz­
czania się cząsteczki fosfolipidu z jednej w arstw y m onom olekularnej do 
drugiej (334). Ta atrakcyjna hipoteza budzi jednak zastrzeżenia innych 
badaczy (40).

W błonie mikrosomów z mózgu kurczęcia centrum  aktyw ne cholino- 
fosfotransferazy (Ryc. 5, reakcja 16) jest eksponowane na cytoplazm a- 
tyczną stronę, zaś etanoloam inofosfotransferazy (Ryc. 5, reakcja 18) na 
stronę ekstracytoplazm atyczną (335). Stosując TNBS i znakowane izoto­
powe prekursory  biosyntezy lipidów wykazano, iż w błonie takich m ikro­
somów synteza fosfatydyloetanoloam iny de novo zachodzi po ekstracyto­
plazm atycznej stronie błony, a syntetyzow any fosfolipid jest w ciągu kilku 
m inut przenoszony do drugiej w arstw y m onom olekularnej (336).

W błonie mikrosomalnej wyizolowanej z kom órek nabłonka jelita cien­
kiego szczura centra aktyw ne cholinofosfotransferazy i acylotransferazy 
monoglicerydowej (Ryc. 5, reakcje 16 i 11) znajdują się na ekstracyto­
plazm atycznej stronie błony, zaś acylotransferazy glicerofosforanu i acylo­
transferazy lizofosfatydylocholiny (Ryc. 5, reakcje 4 i 21) na stronie cyto-
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plazm atycznej (337). Powyższe w yniki poddano kry tyce (240), gdyż 
aktywności badanych enzymów oznaczono w środowisku zaw ierającym  
aktyw ną proteazę.

W błonach m ikrosom alnych z pęcherzykowych kom órek nowotworo­
wych nabłonka płuc wykazano, że centrum  aktyw ne acylotransferazy 
lizofosfatydylocholiny (Ryc. 5, reakcja 21) jest częściowo eksponowane na 
stronę cytoplazm atyczną, a częściowo na ekstracytoplazm atyczną (243). 
Podobne rozmieszczenie acylotransferazy lizolecytyny wykazano w bło­
nach endoplazmatycznego retiku lum  z kom órek w ątroby szczura (243) 
i w błonach sarkoplazm atycznego re tiku lum  z mięśni szybkich królika 
(338). W sarkoplazm atycznym  re tiku lum  z mięśni szybkich królika stw ier­
dzono, iż centra aktyw ne enzymów katalizujących końcowy etap bio­
syntezy fosfatydyloetanoloam iny i fostatydylocholiny (Ryc. 5, reakcje 16 
i 18) de novo rozmieszczone są asym etrycznie i znajdują się po cyto­
plazm atycznej stronie tych błon (216, 338).

Interesujące wyniki dotyczące lokalizacji enzymów syntetyzujących 
lipidy eterowe w  błonach m ikrosom alnych wyizolowanych z gruczołu 
H arderiana królika i raka wysiękowego Ehrlicha (244, 339, 340) oraz 
w błonie peroksysomów z kom órek w ątroby świnki m orskiej (224) w ska­
zują również na asym etrię w ich rozmieszczeniu w  płaszczyźnie poprzecz­
nej dw um olekularnej w arstw y lipidowej. Centra aktyw ne acylotransfera­
zy fosfodwuhydroksyacetonu i syntazy alkilofosfodwuhydroksyacetonu 
(Ryc. 5, reakcje 5 i 14) wykazano po ekstracytoplazm atycznej stronie bło­
ny (340), zaś ligazy acylo-CoA (Ryc. 5, reakcja 3) po cytoplazm atycznej 
stronie błony mikrosomów z gruczołu H arderiana (340). Dotąd zebrano 
tylko wyrywkowe dane na tem at rozmieszczenia enzymów lipidowych 
w błonie plazm atycznej adipocytów szczura (341); na przykład wiadomo, 
iż centrum  aktyw ne acylotransferazy glicerofosforanowej (Ryc. 5, re ­
akcja 4) dostępne jest od ekstracytoplazm atycznej strony błony.

Enzym katalizujący reakcję w ym iany fosfatydylocholiny na etanolo- 
aminę (ang. choline base exchange enzyme)  w błonie mikrosomów z mózgu 
szczura w ystępuje po cytoplazm atycznej stronie, a enzym y katalizujące 
wym ianę seryny i etanoloam iny, odpowiednio fosfatydyloseryny i fosfaty­
dyloetanoloam iny na inne zasady (ang. serine base exchange enzyme, 
ethanolamine base exchange enzyme) po ekstracytoplazm atycznej stronie 
błony (53). Inni badacze w skazują na cytoplazm atyczną lokalizację pro­
cesu w ym iany choliny na etanoloam inę w błonie mikrosomów z mózgu 
szczura (342).

Podsum owując, należy podkreślić, że w błonach endoplazmatycznego 
retiku lum  kom órek w ątroby biosynteza lipidów zachodzi po stronie cyto­
plazm atycznej dw um olekularnej w arstw y lipidowej, gdzie znajdują się 
centra aktyw ne enzymów katalizujących syntezę lipidów. W błonach róż­
nych organelli kom órkowych w innych tkankach m am y do czynienia z po­
dobną sytuacją. W ydaje się, iż asym etria w rozmieszczeniu enzymów syn­

http://rcin.org.pl



[29] A SYM ETRIA B Ł O N  BIO LO G ICZNYCH 135

tetyzujących lipidy w płaszczyźnie poprzecznej błon biologicznych jest 
tylko jednym  z czynników powodujących powstawanie i utrzym yw anie 
asym etrii lipidów.

IV-4.2. E n zym y b io rą ce  u d zia ł w  d eg ra d a cji lip id ó w

W kom órkach wielu organizmów eukariotycznych fosfolipazy A w y­
stępują w  błonach plazm atycznych i wew nątrzkom órkowych, np.: fosfo­
lipazy Aj i A2 są enzymami błon m itochondrialnych 'i plazm alem y płytek 
krw i ludzkiej (343), fosfolipaza Ax zaś w ystępuje w sarkolem ie serca (344) 
oraz plazmalemie i błonach endoplazmatycznego retiku lum  komórek wą­
troby (345). Centrum  aktyw ne fosfolipazy A w ykryto na ekstracyto- 
plazm atycznej stronie błony erytrocytów  krw i przeżuwaczy (346). Działa­
niem  fosfolipazy A błony erytrocytów  tłum aczy się b rak  w zewnętrznej 
w arstw ie m onom olekularnej fosfatydylocholiny (346).

W kom órkach w ątroby wołu stwierdzono obecność dwóch lizofosfo- 
lipaz I i II. Lizofosfolipaza I jest enzym em  rozpuszczalnym  (80°/o ak tyw ­
ności całkowitej), podczas gdy aktyw ność lizofosfolipazy II (około 20% 
aktyw ności całkowitej) charakteryzuje frakcję błon endoplazmatycznego 
retiku lum  (347, 348). Enzym ten jest białkiem  powierzchniowym  o m. cz. 
65 000 daltonów, które zostaje uwolnione do frakcji cytoplazm atycznej 
w w yniku ekstrakcji błon detergentem . Używając przeciwciał przeciwko 
lizofosfolipazie II (349) oraz stosując traw ienie endoplazmatycznego re ti­
ku lum  enzymami proteolitycznym i (350) wykazano, że enzym ten w ystę­
puje w ekstracytoplazm atycznej w arstw ie błon endoplazmatycznego re ti­
ku lum  kom órek w ątroby szczura. Także centrum  aktyw ne fosfatazy kwasu 
fosfatydowego (Ryc. 5, reakcja 9) w  błonach endoplazmatycznego re tik u ­
lum  kom órek w ątroby szczura zlokalizowano na stronie ekstracytoplazm a­
tycznej błony (40, 229, 239). Na stronie ekstracytoplazm atycznej znajduje 
się również centrum  aktyw ne hydrolazy palmitylo-CoA (aktywowanej 
przez detergenty) (351).

Jak  wynika z cytowanych wyżej danych literaturow ych zbadano roz­
mieszczenie w błonach zaledwie kilku enzymów biorących udział w degra­
dacji lipidów. Porównanie jednakże "położenia ich centrów  aktyw nych 
z położeniem centrów aktyw nych enzymów syntetyzujących lipidy suge­
ruje, iż synteza i degradacja lipidów są procesami zachodzącymi po prze­
ciwnych stronach błony. Odnosi się to zarówno do endoplazmatycznego 
retiku lum  z kom órek w ątroby (40, 59, 229, 237, 239—243, 245, 330, 349— 
351), jak  i błon sarkoplazm atycznego retiku lum  kom órek mięśni szybkich 
(216, 338), błony erytrocytów  krw i ssaków (41, 43, 331—333, 346, 352) oraz 
błony synaptosom alnej (53, 334— 336, 342).
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V. Podsumowanie

Rozmieszczenie białek integralnych w błonach biologicznych wynika 
ze sposobów ich wbudowywania w dw um olekularną w arstw ę lipidową 
w czasie biogenezy błon. Asym etria białek utrzym uje się w błonie, gdyż 
białka nie przemieszczają się przez hydrofobowy trzon dw um olekularnej 
w arstw y lipidowej (jest to tzw. a s y m e t r i a  a b s o l u t n a ) .  Różnice 
w zawartości lipidów pomiędzy obiema w arstw am i m onom olekularnym i 
błony są ilościowe, a nie jakościowe. Nie mam y więc w tym  przypadku do 
czynienia z asym etrią absolutną. Fosfolipidy, zaw ierające zasadę cholino- 
wą (fosfatydylocholina i sfingomielina) na ogół przew ażają w ekstracyto- 
plazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej błony, podczas gdy fosfolipidy 
posiadające ładunek netto (fosfatydyloseryna, fosfatydyloetanoloam ina 
i fosfatydyloinozytol) znajdują się w cytoplazm atycznej w arstw ie mono­
m olekularnej. Większość dotychczas uzyskanych danych na tem at roz­
mieszczenia glikolipidów wskazuje na ich obecność w ekstracytoplazm a- 
tycznej w arstw ie m onom olekularnej (jest to asym etria absolutna, podob­
nie jak  w przypadku białek).

Upakowanie cząsteczek lipidów w błonie zależy od ładunku netto lipi­
du i od wchodzących w  skład lipidów kwasów tłuszczowych (długości ich 
łańcucha alifatycznego, stopnia nasycenia, itp.). A sym etria w rozmieszcze­
niu lipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony jest determ inow ana także 
przez rodzaj interakcji lipidów z integralnym i białkam i błon i z różnym  
pod względem składu chemicznego środowiskiem po obu stronach błony. 
Stwierdzono, iż aktywność katalityczna szeregu enzymów błonowych za­
leży od obecności określonych fosfolipidów (353— 371). Kwaśne fosfolipidy 
(które dodane z zew nątrz przyspieszają koagulację erytrocytów ) w ystę­
pują w cytoplazm atycznej w arstw ie m onom olekularnej błony plazm atycz- 
nej erytrocytów . Czynniki koagulujące natom iast znajdują się po ekstra- 
cytoplazm atycznej stronie błony (365, 372, 373).

Porównanie rozmieszczenia lipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony 
z miejscem ich biosyntezy i degradacji wskazuje, iż asym etryczne roz­
mieszczenie enzymów biorących udział w metabolizmie lipidów może być 
jednym  z czynników w arunkujących asym etrię lipidów. W ydaje się jed­
nak, że decydującym i czynnikam i utrzym ującym i asym etryczne rozmiesz­
czenie lipidów w płaszczyźnie poprzecznej błony są:

— oddziaływania poszczególnych klas fosfolipidów z białkam i in te­
gralnym i błon;

— selektyw ny transport lipidów pomiędzy dwiema w arstw am i mono­
m olekularnym i (flip-flop), być może wspom agany przez białka in tegral­
ne błon;

— wym iana fosfolipidów pomiędzy różnym i kom órkam i lub lipo-
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proteidam i (spontaniczna lub katalizowana przez białka przenoszące fosfo­
lipidy);

— fuzja błon.
W związku z kontrow ersyjnością otrzym anych przez różnych autorów 

wyników odnośnie asym etrii błon, zamieściliśmy w niniejszym  artyku le  
krytyczny przegląd metod stosowanych w badaniach rozmieszczenia lipi­
dów i białek w płaszczyźnie poprzecznej dw um olekularnej w arstw y lipido­
wej. W ydaje się, że dopiero zastosowanie kilku niezależnych m etod po­
zwala na otrzym anie wyników wiarygodnych i określających rzeczywiste 
rozmieszczenie składników w obu w arstw ach m onom olekularnych błon 
biologicznych.
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W y k a z  s t o s o w a n y c h  s k r ó t ó w :

LUV — duży jed now arstw ow y pęcherzyk fosfolip idow y, MLV — w ielow arstw ow y  
pęcherzyk fosfolip idow y, SUV — m ały jednow arstw ow y pęcherzyk fosfolip idow y, 
Tt — tem peratura przejścia fazow ego fosfolip idów , CF — karboksyfluoresceina, 
DCP — fosforan dw ucetylu , DPPC — dw upalm itylofosfatydylocholina, DSPC — 
dw ustearylofosfatydylocholina, PA — kw as fosfatydow y, PC — fosfatydylocholina, 
PI — fosfatydyloinozytol, PS — fosfatydyloseryna, SA — stearyloam ina

I. Wprowadzenie

W ciągu m inionych 15 lat wiele uwagi poświęcono właściwościom i za­
stosowaniom sztucznie w ytw arzanych, jedno- lub wielowarstwowych pę­
cherzyków fosfolipidowych — liposomów. W początkowym okresie badań 
liposomy traktow ano niem al wyłącznie jako doskonały model błony biolo­
gicznej zam ykającej przestrzeń wypełnioną wodnym  roztw orem  soli. Ba­
dania koncentrow ały się na takich właściwościach liposomów, jak  mole­
kularna organizacja, płynność, przepuszczalność i inne fizyko-chemiczne 
cechy błon liposomalnych (1—7). Od początku lat 70-tych powszechne sta ­
ły  się doświadczenia z zam ykaniem  w liposomach wodnych roztworów 
substancji o znaczeniu biologicznym. Następnym  etapem  było użycie lipo­
somów do wprowadzania zam kniętych w nich substancji do kom órek — 
początkowo in vivo, później również in vitro. W piśm iennictw ie zagranicz­
nym  ukazały się liczne artyku ły  przeglądowe oraz publikacje książkowe 
dotyczące mechanizmów oddziaływania fosfolipidowych pęcherzyków 
z kom órkam i oraz praktycznego zastosowania liposomów w biologii i me­
dycynie (8— 19).

A rtykuł niniejszy, będąc przeglądem  prac dotyczących w ykorzystania 
liposomów do przenoszenia substancji do komórek, jakkolw iek nie w y­
czerpuje tego zagadnienia, pozwala zorientować się w zakresie i charakte­
rze prowadzonych badań.

II. Ogólna charakterystyka liposomów 

I I - l .  K lasyfikacja i budow a liposom ów

Zgodnie z ogólnie przy jętą klasyfikacją rozróżnia się trzy  typy  lipo­
somów:

— MLV (z ang. multilamellar vesicles) — wielow arstwowe pęcherzyki 
zbudowane z koncentrycznie ułożonych błon — dw uw arstw  fosfolipido­
w y c h — oddzielonych od siebie przedziałami wodnymi (Ryc. 1A); liposomy 
tego typu charak teryzu ją  się dużą rozpiętością w ym iarów  — ich średnica 
zewnętrzna wynosi od kilkuset do kilku tysięcy nanom etrów  (7, 20—22),
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— SUV (z ang. small unilamellar vesicles) — jednow arstwowe pęche­
rzyk i o średnicy 20—20 nm  (23— 26), zbudowane z dw uw arstw y fosfo- 
lipidowej otaczającej zam kniętą przestrzeń wodną (Ryc. IB),

— LUV (z ang. large unilamellar vesicles) — pęcherzyki typu SUV, 
których średnica — zależnie od sposobu przygotowyw ania liposomów — 
może wynosić od 100 do 2400 nm  (27— 33), a naw et 9000 nm  (34).

0,03 ¿im
i—----------------- 1

Ryc. 1. Schem atyczne przedstaw ienie budow y liposom ów : A) MLV, B) SUV, fw  — 
faza w odna

Oprócz fosfolipidów stanow iących s truk tu ra lny  zrąb błony liposomal- 
nej, w jej skład mogą wchodzić również inne substancje o charakterze 
hydrofobow ym  (np. sterole) lub am fipatycznym  (np. niektóre białka). 
W praktyce najczęściej stosowanym i składnikam i błon liposom alnych są: 
fosfolipidy naturalne — fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloseryna (PS), 
fosfatydyloinozytol (PI) oraz syntetyczne — dwupalm itylofosfatydylocho- 
lina (DPPC) i dwustearylofosfatydylocholina (DSPC). Częstym dodatkiem  
jest cholesterol, którego zawartość w błonie liposomalnej może dochodzić 
do 50%. PC używana jest często w mieszaninie z lipidami obdarzonym i 
wypadkow ym  ładunkiem  elektrycznym ; źródłem  ładunku dodatniego jest 
zazwyczaj stearyloam ina (SA), zaś ujem nego — kwas fosfatydow y (PA) 
lub fosforan dw ucetylu (DCP).

II-2. Podstaw y teoretyczne i sposoby tw orzenia liposom ów

Fosfolipidy wprowadzone do roztw oru wodnego, po osiągnięciu stanu 
równowagi z fazą wodną, tw orzą złożone układy określane jako uwodnio­
ne ciekłe kryształy fosfolipidowe. W układach takich błony, zbudowane 
z dwóch w arstw  fosfolipidów, są oddzielone od siebie w arstw am i fazy 
wodnej (20). Hydrofobowe łańcuchy acylowe fosfolipidów są skierowane
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do środka dw uw arstw y i związane międzycząsteczkowymi siłami van der 
Waałsa, natom iast polarne, hydrofilowe fragm enty cząsteczek są wyekspo­
nowane w kierunku środowiska wodnego, w k tórym  ulegają dysocjacji
i hydratacji. Formowanie uwodnionych ciekłych kryształów  fosfolipido- 
wych zachodzi w  tem peraturze wyższej od tem pera tu ry  przejścia fazo­
wego fosfolipidów (Tt), tj. w tedy, gdy łańcuchy acylowe fosfolipidów 
znajdują się w stanie płynnym  i charakteryzują się dużą ruchliwością 
term iczną (35). Tt poszczególnych fosfolipidów jest tym  wyższa, im  dłuż­
sze są łańcuchy acylowe i im m niejsza jest liczba wiązań nienasyconych 
w  tych łańcuchach.

Wielkość i kształt uwodnionych ciekłych kryształów  zależy od rodzaju 
użytych fosfolipidów oraz od siły jonowej i pH środowiska wodnego (36, 
37). Odległość pomiędzy błonami fosfolipidowymi w  om awianych ukła­
dach w ynika z równowagi pomiędzy siłami van der W aalsa przyciągają­
cymi sąsiadujące dw uw arstw y fosfolipidowe, a siłami odpychania w ynika­
jącym i z hydratacji polarnych grup fosfolipidów i z ich wypadkowego 
ładunku elektrycznego (38). W ypadkowy ładunek elektryczny wynika 
ze stopnia dysocjacji polarnych fragm entów  cząsteczek, zależnego od pH 
środowiska wodnego; wysoka siła jonowa fazy wodnej może powodować 
m askowanie elektrycznych ładunków  fosfolipidów. Proporcjonalnie do 
ilości ładunków elektrycznych jednakowego znaku wnoszonych przez 
fosfolipidy, odległość pomiędzy sąsiadującym i błonam i rośnie, a tym  sa­
mym zwiększa się objętość fazy wodnej otoczonej fosfolipidowymi dwu- 
w arstw am i. Wielkość uwodnionych ciekłych kryształów  fosfolipidowych 
zależy także od sposobu rozpraszania fosfolipidów w fazie wodnej; bodźce 
mechaniczne, jak  w ytrząsanie lub sonifikacja zawiesiny fosfolipidów 
w roztworze wodnym, powodują fragm entację większych s tru k tu r  (39). 
Jedną z form  uwodnionych ciekłych kryształów  fosfolipidowych są lipo- 
somy — jedno- lub wielowarstwowe pęcherzyki, w których przedziały 
wodne otoczone dw uw arstw am i fosfolipidowymi są całkowicie zam knięte
i odizolowane od reszty fazy wodnej. Najczęściej stosowane m etody przy­
gotowywania liposomów podano w Tabeli 1 (7, 20—26, 29—34, 40, 41).

Podczas powstawania liposomów część fazy wodnej zostaje zam knięta 
we w nętrzu pęcherzyków. Naw et tak  duże stru k tu ry , jak  jądra kom órko­
we (42) lub kom órki baktery jne (34) można przy użyciu odpowiednich 
m etod zamknąć w ew nątrz liposomów.

O zamknięciu substancji w ew nątrz pęcherzyków można mówić jeśli 
spełnione są następujące kry teria :

— zawartość substancji w zrasta proporcjonalnie w raz ze wzrostem  
objętości fazy wodnej (43),

— aktywności biologicznej substancji zam kniętej nie można wykazać 
(latencja) bez zniszczenia s tru k tu ry  liposomu np. działając detergentem  
<27, 43—45), *
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17] LIPOSOM Y 155

— substancja nie przenika do w nętrza uform owanych już liposomów 
(27, 43—45).

W wielu przypadkach niezbędne jest oddzielenie liposomów wraz 
z zam kniętą w nich substancją od tej jej części, k tóra nie uległa zamknię­
ciu. Najczęściej stosowane w tym  celu metody, to w irowanie (47, 48), 
dializa (20, 49) lub filtracja na kolum nach z żelów Sephadex (50, 51) lub 
Sepharose (23, 27, 44, 46, 52, 53). W przypadku, gdy liposomy m ają być 
oddzielone od substancji wysokocząsteczkowych, jak białka, DNA lub 
RNA, należy przed wirowaniem , dializą lub filtracją  żelową przeprow a­
dzić enzymatyczne traw ienie p repara tu  (27, 44, 45, 52). Celem oddzielenia 
liposomów od niezamkniętego w nich DNA lub innych makrocząsteczek, 
można też stosować flotację w nieciągłych gradientach polimerów, jak 
np. Ficoll (28).

Omawiane zamykanie substancji w liposomach odnosi się do związków 
hydrofiłow ych, rozpuszczonych w fazie wodnej. Jeżeli natom iast substan­
c ja  wbudowywana w liposom ma charakter hydrofobowy, to jej cząsteczki 
ulegają w budow aniu w stru k tu rę  lipidową liposomu i s ta ją  się elem entam i 
błony liposomalnej.

II-3. Szczelność liposom ów

Szczelność liposomów jest najw iększa w tem peraturach  poniżej Tt two­
rzących je fosfolipidów; jest to wynikiem  ograniczenia ruchliwości łańcu­
chów acylowych fosfolipidów i tym  samym  zmniejszenia płynności błony. 
Pęcherzyki utworzone z fosfolipidów o długich łańcuchach acylowych 
z małą liczbą wiązań nienasyconych (czyli o wysokiej Tt) zachowują 
szczelność w szerszym  zakresie tem peratur, niż liposomy utworzone 
z fosfolipidów o krótkich łańcuchach i dużej liczbie wiązań nienasyconych 
(54—56). Znaczny wzrost szczelności liposomów można uzyskać przez w łą­
czenie w skład błon liposom alnych cholesterolu (55—62), k tóry  polepsza 
zwartość upakowania elem entów tworzących błonę liposomalną. P rze­
puszczalność liposomów dla substancji posiadających określony ładunek 
elektryczny można zmniejszyć przez wbudowanie w błonę liposomalną 
lipidów obdarzonych ładunkiem  o takim  samym  znaku (10).

Na ogół możliwe jest przechowywanie liposomów w tem peraturze 4°C 
przez okres kilku dni (25), a naw et tygodni (63) bez istotnego wzrostu 
przepuszczalności błon liposomalnych, jak i bez wpływu na właściwości 
zam kniętych w liposomach substancji. Duże w ahania tem peratury , np. 
gwałtowne zamrażanie liposomów, powodują uszkodzenie błony pęcherzy­
ków i wyciekanie ich zawartości (64).

Szczelność liposomów ulega obniżeniu pod wpływem  działania suro­
wicy krw i. W tem peraturze zbliżonej do Tt dochodzi do wiązania lipo-
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somalnej PC do wchodzących w  skład surow icy lipoprotein o wysokiej 
gęstości (HDL — high density lipoproteins) (17, 59, 60, 65, 66). Proces prze­
chodzenia PC z błony liposomu na HDL jest jednokierunkow y, czego 
skutkiem  jest znaczny w zrost przepuszczalności błony liposomu (17). 
Zmniejszenie szczelności błony w  obecności surowicy może być również 
wynikiem  oddziaływania liposomu z album iną (66, 67) lub globulinami 
(68, 69).

II-4. Efektywność zamykania substancji w liposomach

Efektywność zam ykania substancji w liposomach w yrażana jest za po­
mocą procentu określającego stosunek ilości substancji zamkniętej do 
podanej. Porównyw anie tak  określonych efektywności zamykania wym a­
ga uwzględnienia stosunku ilości lipidów do objętości fazy wodnej podczas 
form owania liposomów (11). Efektywność zam ykania substancji w lipo­
somach jest znacznie wyższa w przypadku liposomów LUV i MLV niż 
SUV (40). W ynika to stąd, że stosunek objętości fazy wodnej pęcherzyka 
do ilości lipidów tworzących błonę liposomalną jest znacznie większy 
w przypadku LUV i MLV niż SUV (40).

Istotny wpływ na efektyw ność zam ykania substancji w liposomach 
w yw ierają ładunki elektryczne cząsteczek. Zwiększenie objętości prze­
działu wodnego liposomów przez włączenie w skład ich błony fosfolipidów 
obdarzonych ładunkiem  elektrycznym , powoduje wzrost ilości substancji 
zam ykanej w pęcherzykach. Zależność ta  obserwowana jest do momentu 
osiągnięcia 10°/o (70) lub 20%  (50, 51) zawartości naładowanych fosfolipi­
dów w błonie. Zam ykanie substancji obdarzonych ładunkiem  elektrycz­
nym  jest najefektyw niejsze, gdy błona liposomu posiada wypadkowy ła­
dunek elektryczny o przeciw nym  znaku (71).

Efektywność zam ykania DNA w liposomach zależy od wielkości czą­
steczek DNA i zmniejsza się wraz ze wzrostem  w ym iarów DNA powyżej 
10® daltonów (45). Sugerowana jest możliwość zwiększenia efektywności 
zam ykania dużych cząsteczek DNA przez uprzednią kondensację DNA 
przy użyciu histonów lub związków polikationowych (45).

III. Wprowadzanie substancji do komórek przy użyciu liposomów

I I I - l .  M echanizm y pobierania liposom ów  przez komórki

W prowadzanie zam kniętych w liposomach substancji do komórek jest 
procesem bardzo złożonym. Pierw szym  etapem  oddziaływania liposomów 
z kom órkam i jest adsorpcja pęcherzyków na błonie komórkowej (16, 72,
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73) (Ryc. 2A), nie zawsze prowadząca do pobrania liposomów przez ko­
m órkę. Znaczna część zaadsorbowanych liposomów traci szczelność (m.in. 
na sku tek  podwyższonej tem peratu ry , zmienionego pH, obecności suro­
wicy oraz kontaktu z błoną komórkową), przez co zawartość ich przedziału 
wodnego wycieka do medium inkubacyjnego (61, 62, 72, 74— 76). Powo­
duje to powstanie w bezpośrednim  sąsiedztw ie komórek wysokiego stęże­
nia substancji przenoszonej przez liposomy (Ryc. 2B), a tym  samym 
zwiększenie możliwości ew entualnego jej pobierania przez kom órki bez 
udziału liposomów, np. na drodze dyfuzji lub aktywnego transportu  (74). 
Dość powszechnym zjawiskiem  jest wym iana fosfolipidów pomiędzy bło­
ną kom órkową a błoną zaadsorbowanych na niej liposomów (Ryc. 2C); 
w ym iana ta  nie jest jednoznaczna z przechodzeniem zawartości wodnego 
przedziału liposomów do w nętrza kom órki (77—79).

c

Ryc. 2. Schem atyczne przedstaw ienie m ożliw ych interakcji liposom —komórka: 
A) A dsorpcja, B) W yciekanie, C) W ym iana lipidów , D) Endocytoza, D-I) Fuzja pę­
cherzyka endocytotycznego z lizosom am i pierw szorzędow ym i, D-II) Fuzja pęcherzyka  
endocytotycznego z liposom em , E) Fuzja, c — cytoplazm a, m — m edium  inkubacyjne, 
lp — liposom , bk — błona kom órkow a, lz — lizosom  pierw szorzędow y.

Właściwe pobieranie liposomów wraz z ich zawartością przez komórki 
jest wynikiem  dwóch często uzupełniających się procesów — fuzji lipo­
somów z błoną komórkową i endocytozy (16). W procesie endocytozy
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(Ryc. 2D) nienaruszone liposomy ulegają pobraniu przez komórkę w wy­
niku w puklania błony komórkowej i oderw ania się wytworzonego pęche­
rzyka. W cytoplazmie następuje połączenie pęcherzyka endocytotycznego 
z kom órkowymi lizosomami pierwszorzędowymi (Ryc. 2D-I) i wytworze­
nie lizosomu drugorzędowego, w którym  odbywa się enzym atyczne tra ­
wienie zawartości pęcherzyka. W przypadku zaham owania aktywności 
enzymów lizosomalnych (np. w  wyniku potraktow ania kom órek chloro- 
chinonem lub NH 4C1), może dojść — jak sugerują F r  a 1 e y i współauto­
rzy (62) — do fuzji błony liposomu z otaczającym  go pęcherzykiem  
endocytotycznym  i w ydostania się zawartości liposomu do cytoplazmy 
(Ryc. 2D-II). W przypadku fuzji z błoną komórkową (Ryc. 2E) zawartość 
liposomu zostaje uwolniona bezpośrednio do cytoplazm y, z pominięciem 
system u lizosomalnego. Błona liposomalna zostaje jednocześnie wbudo­
wana w błonę komórkową, co stw arza możliwość użycia liposomów nie 
tylko do przenoszenia zam kniętych w nich substancji do w nętrza komórki, 
ale także do m odyfikacji błony komórkowej.

Rozgraniczenie pomiędzy fuzją i endocytozą, jako dwiema a lternatyw ­
nym i drogami pobierania liposomów wraz z ich zawartością przez komór­
ki, nie jest ścisłe. W kom órkach aktyw nie fagocytujących (np. makrofagi) 
dom inuje pobieranie na drodze endocytozy. W pozostałych kom órkach 
pobieranie liposomów zachodzi albo na drodze fuzji, albo endocytozy, 
w zależności od składu lipidowego pęcherzyków, a ściślej od w ypadko­
wego ładunku powierzchniowego błony i od stopnia płynności tworzących 
ją fosfolipidów (51, 78, 80— 82). P o s t e  i P a p a h a d j o p o u l o s  (82) 
wykazali, że w hodowlach kom órek zwierzęcych liposomy zbudowane 
z fosfolipidów „płynnych” o ujem nym  wypadkowym  ładunku elektrycz­
nym  (np. PS) pobierane są w większości (co najm niej 60%) na drodze fu ­
zji. Pozostałe, tj. zbudowane z fosfolipidów „płynnych” o zerowym  ładun­
ku wypadkow ym  (np. PC) lub z fosfolipidów o m ałym  stopniu płynności 
(DPPC, DSPC), pobierane są praw ie wyłącznie na drodze endocytozy.

W procesie fuzji pierwszym  etapem  jest ścisłe zbliżenie błon fosfolipi- 
dowych, które wymaga neutralizacji ładunku elektrycznego błon, oraz 
usunięcia wody z przestrzeni pomiędzy błonami (dehydratacja). Czynni­
kam i powodującymi zbliżenie błon mogą być: k ryształy  lodu podczas za­
m rażania liposomów (mechaniczny nacisk) (83), glikol polietylenowy (dzia­
łanie odwadniające) (83— 85) lub jony m etali dwuw artościowych (86— 
89) — Mg*+ (neutralizacja ujem nego ładunku powierzchniowego błon)
i Ca2+ (neutralizacja ładunku oraz wytworzenie bezwodnych kompleksów 
z polarnym i grupam i fosfolipidów). Stopień dehydratacji przestrzeni po­
między błonam i zależy zarówno od składu fosfolipidowego błon (90) jak
i od obecności czynników odwadniających. Niezdolność jonów magnezu 
do tworzenia bezwodnych kompleksów z fosfolipidami spraw ia, że Mg2+ 
powoduje jedynie agregację pęcherzyków, a nie ich fuzję; Mg2+ może 
natom iast wspomagać działanie Ca2+, obniżając jego progowe stężenie
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konieczne do wywołania fuzji (87, 89, 90). Sama dehydratacja przestrzeni 
pomiędzy przylegającym i błonami, jakkolwiek konieczna (89, 90), nie jest 
w ystarczająca do wywołania fuzji; dlatego nie wszystkie związki o działa­
niu odw adniającym  powodują fuzję liposomów (83). Kolejnym , koniecz­
nym  w arunkiem  w ystąpienia fuzji jest przejściowa destabilizacja dw u­
w arstw ow ej organizacji przylegających do siebie błon fosfolipidowych, 
pozwalająca na wymieszanie składników tych^ błon (83, 86). W edług P  a - 
p a h a d j o p o u l o s a  i współautorów (86), wytw orzenie bezwodnych 
kom pleksów Ca2+ z ujem nie naładow anym i fosfolipidami prowadzi do 
krystalizacji fosfolipidów, tj. do przejścia ich łańcuchów acylowych ze 
stanu: ciekłego w krystaliczny. Podczas procesu krystalizacji zachodzi g ru­
powanie fosfolipidów w błonie w  obszary ciekłe i krystaliczne, na granicy 
k tórych w ystępuje przejściowa destabilizacja dw uw arstw y fosfolipidowej 
prowadząca do fuzji. Grupowanie fosfolipidów w obszary ciekłe i k rysta­
liczne w ystępuje m.in. w błonach zbudowanych z PS, natom iast w błonach 
zaw ierających 50% lub więcej PC, zjawisko takie nie zachodzi; tłum a­
czy to różnice w zdolności liposomów zbudowanych z tych fosfolipidów 
do fuzji.

Dodatkowym  czynnikiem  ułatw iającym  fuzję jest duża krzywizna po­
w ierzchni błon fosfolipidowych, w przypadku której w ystępuje zm niej­
szona regularność upakowania lipidów w  błonie, co zwiększa prawdopodo­
bieństwo destabilizacji dw uw arstw y fosfolipidowej (89).

III-2. E fektyw ność pobierania liposom ów  przez komórki

M etody stosowane w celu stw ierdzenia pobrania liposomów przez ko­
m órki polegają na identyfikacji w kom órkach lub ich ekstraktach składni­
ków liposomalnych: lipidowych — pochodzących z błony liposomu, lub 
rozpuszczalnych — uprzednio zam kniętych w przedziale wodnym  pęche­
rzyka. Włączenie w skład liposomu substancji lipidowych lub rozpuszczal­
nych znakowanych izotopami pozwala na autoradiograficzne wykrycie ich 
w kom órkach, które pobrały liposomy lub zaadsorbowały je na swojej po­
wierzchni (15, 16). Zamknięcie w  liposomach lub wbudowanie w ich błonę 
substancji biologicznie czynnych, k tórych aktywność ujaw nia się dopiero 
w obrębie komórki (np. enzymy, kwasy nukleinowe), umożliwia odróżnie­
nie rzeczywistego pobierania liposomów od adsorpcji pęcherzyków na bło­
nie kom órkowej. Użycie zam kniętej w przedziale wodnym pęcherzyków 
karboksyfluoresceiny (CF), pozwala nie tylko na stw ierdzenie pobierania 
liposomów, ale również na określenie drogi ich w prowadzania do komórki 
(76, 91). Fluorescencja CF, ulegająca samowygaszeniu w wysokich stęże­
niach tego barw nika, ujaw nia się natychm iast po rozcieńczeniu zawartości 
liposomów w cytoplazmie kom órki, która pobrała je na drodze fuzji; 
w przypadku pobrania liposomów na drodze endocytozy, ujaw nienie się

http://rcin.org.pl



160 E. ZIĘTKIEW ICZ, R . SŁ O M SK I [12]

fluorescencji barw nika zależy od szybkości wyciekania stężonej CF z pę­
cherzyków endocytotycznych (lub lizosomów) do cytoplazm y.

Rozbieżności, jakie mogą wystąpić pomiędzy danym i dotyczącymi 
efektywności pobierania przez kom órki składników lipidowych i składni­
ków rozpuszczalnych liposomów, są zwykle w ynikiem  nieszczelności pę­
cherzyków (75, 76) lub wym iany fosfolipidów pomiędzy liposomami a bło­
ną komórkową (77—79).

Efektywność pobierania liposomów przez kom órki zależy zarówno od 
rodzaju kom órek i składu lipidowego liposomów jak i od w arunków  inku­
bacji wpływających na intensywność procesów fuzji i endocytozy. Jednym  
z istotnych czynników jest tem peratura, której wzrost w granicach fizjo­
logicznych stym uluje pobieranie liposomów zarówno na drodze fuzji jak
i endocytozy (82). Obecność glikolu polietylenowego (22, 28, 92, 93) lub 
jonów wapnia (92) w m edium  inkubacyjnym  powoduje zwiększenie efek­
tywności pobierania liposomów na drodze fuzji. K rótkotrw ała inkubacja 
kom órek i liposomów z glicerolem wpływa na bardzo silny wzrost efek­
tywności pobierania ujem nie naładow anych liposomów na drodze endo­
cytozy (18, 28, 62, 94).

Etapem , k tóry  poprzedza zarówno fuzję jak i endocytozę, jest adsor­
pcja liposomów na powierzchni komórki (16). Efektywność pobierania 
liposomów wzrasta więc wraz z dostępnością powierzchni komórki (95), 
a także wraz z liczbą pęcherzyków przypadających na pojedynczą kom ór­
kę (28, 95). Powyżej określonej ilości liposomów w hodowli wzrost ten 
ustaje, co jest tłumaczone wysyceniem  miejsc na powierzchni komórki, 
zdolnych do oddziaływania z liposomami (28, 62, 63, 94). P rzy  stałej ilości 
liposomów przypadających na jedną komórkę, efektywność pobierania 
substancji zam kniętej w pęcherzykach zwiększa się wraz ze wzrostem 
stężenia tej substancji w liposomach (28, 63, 94).

Obecność surow icy zmniejsza pobieranie przez kom órki zarówno za­
wartości przedziału wodnego liposomów (62, 98) jak  i liposomalnych fosfo­
lipidów (79, 97). Jest to wynikiem  z jednej strony  ograniczenia adsorpcji 
liposomów na powierzchni komórek (79, 97, 98), a z drugiej — zmniejsze­
nia trwałości i szczelności liposomów (61, 74).

Użycie liposomów o dodatnim  wypadkowym  ładunku elektrycznym  
zwiększa niespecyficzną adsorpcję pęcherzyków na obdarzonej ujem nym  
ładunkiem  powierzchni kom órki (25, 73, 99, 100), lecz nie zawsze prowadzi 
do pobrania liposomów przez komórkę. Liposomy o ujem nym  ładunku w y­
padkowym  wykazują wysokie, lecz nie dające się wytłum aczyć oddziały­
waniami elektrostatycznym i powinowactwo ao błony komórkowej. W yni­
ka ono prawdopodobnie z istnienia na powierzchni kom órki miejsc wiąza­
nia ujem nie naładowanych liposomów (62, 95, 101, 102) i prowadzi do po­
bierania liposomów przez komórkę na drodze endocytozy (62).

Znaczne zwiększenie wydajności etapu wiązania liposomów z powierz­
chnią komórki można uzyskać przez m odyfikację błony liposomalnej
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związkam i oddziaływującym i specyficznie ze składnikam i błony komórko­
w ej. M odyfikacje takie prowadzą zwykle nie tylko do w zrostu adsorpcji 
liposomów na powierzchni komórki, ale także do selektywnego wiązania 
pęcherzyków  z w ybranym i kom órkam i. Związki m odyfikujące mogą być 
w budow ane w błonę liposomu, sprzęgane chemicznie z lipidam i błony lub 
zaadsorbowane na zew nętrznej powierzchni liposomów. Do najczęściej 
stosow anych substancji wiążących się z błoną liposomalną należą imm uno- 
globuliny (przeciwciała) (51, 72, 103— 113). Zależnie od tego, jaki fragm ent 
im m unoglobuliny jest wyeksponowany na zew nątrz błony liposomalnej, 
pęcherzyk może ulegać specyficznemu wiązaniu z kom órką posiadającą 
na swej powierzchni antygeny — rozpoznawane przez przeciwciało (103— 
105), albo z kom órką fagocytującą (makrofagiem), posiadającą w błonie 
receptory  dla imm unoglobulin (50, 51, 106). Inne substancje stosowane 
do m odyfikowania powierzchni liposomów, to glikozydy i glikoproteiny, 
za pośrednictw em  których pęcherzyki ulegają związaniu z komórkami 
posiadającym i na swej powierzchni odpowiednie receptory (103, 110). Nie­
zależnie od sposobu m odyfikacji błony liposomalnej, zwiększona efektyw ­
ność pobierania liposomów przez kom órki w ystępuje tylko wtedy, gdy 
pęcherzyki związane zostaną z powierzchnią kom órek fagocytujących (51, 
72, 103, 106), nie jest natom iast obserwowana w przypadku komórek
o m ałej aktywności endocytotycznej (104).

I2I-3. C ytotoksyczność liposom ów

W większości doświadczeń z liposomami nie stwierdzono szkodliwego 
w pływ u pęcherzyków na żywotność inkubowanych z nimi komórek. Cyto- 
toksyczne działanie liposomów obserwowane bywa jedynie w  przypadku 
stosowania dużego nadm iaru pęcherzyków przypadających na jedną ko­
m órkę (74) i zależy wprost proporcjonalnie od dostępności powierzchni 
kom órek oraz do czasu inkubacji kom órek z liposomami (95). Natężenie 
szkodliwego wpływu liposomów na kom órki zależy też od składu lipido­
wego błony liposomalnej. Cytotoksyczność liposomów zwiększa się wraz 
ze wzrostem  zawartości stearyloam iny w błonie liposomalnej, co stw ier­
dzono zarówno w hodowlach kom órek zwierzęcych (114) i roślinnych (71) 
jak  i w układzie in v iv o — u m yszy (115). Fuzja kom órek z liposomami 
nie zaw ierającym i cholesterolu w  błonie może rów nież być przyczyną 
zmniejszonej żywotności kom órek, prawdopodobnie na skutek zakłócenia 
w łaściwych stosunków ilościowych pomiędzy fosfolipidami a cholestero­
lem  w  błonie komórkowej (95).

11 P o s tę p y  B io ch e m ii 1—2/84 http://rcin.org.pl



162 E. ZIĘTKIEW ICZ, R. SŁO M SK I [14 ]

III-4. Praktyczne zastosowanie liposomów w przenoszeniu substancji do komórek 

III-4.1. B ad an ia  in vivo

Najczęściej stosowaną drogą podawania liposomów zwierzętom  do­
świadczalnym  są w strzyknięcia dożylne. W prowadzone w ten  sposób lipo­
somy są stosunkowo szybko usuw ane z krwiobiegu i gromadzone w róż­
nych tkankach. Przew ażająca część liposomów jest akum ulow ana w w ą­
trobie i śledzionie (17, 98, 116— 120) i w ykryw ana przew ażnie w lizo- 
somalnej frakcji kom órek tych narządów (121, 122). Tylko niewielka część 
liposomów jest pobierana przez inne tkanki, m.in. serce, płuca, nerki, 
mózg, mięśnie (119, 123— 125). Usuwanie liposomów z krwiobiegu ma cha­
rak te r dwufazowy (17, 126, 127); większa część pęcherzyków jest usuwana 
w ciągu kilkunastu  m inut po podaniu liposomów, pozostała część znacznie 
wolniej. Podobny, dwufazowy charakter, ma pobieranie liposomów przez 
wątrobę; wiąże się to — jak w ykazali S c h e r p h o f  i współpracownicy 
(17) — z udziałem  różnych typów  kom órek w ątroby w procesie pobierania 
liposomów oraz z nietrwałością pęcherzyków w obecności surowicy. P ierw ­
sza faza, szybkiego pobierania przez w ątrobę podanych dożylnie liposo­
mów może być przypisana endocytotycznej aktywności kom órek K upfera 
(makrofagów wątroby) i kom órek endotelialnych (śródbłonkowych). Po­
bieraniu ulegają całe liposomy, tj. zarówno ich składniki błonowe jak i za­
wartość przedziału wodnego. Komórki miąższowe w ątroby (hepatocyty) 
nie biorą udziału w  w ychw ytyw aniu liposomów (zwłaszcza liposomów
0 większych średnicach). Faza druga, wolnego pobierania liposomów przez 
tkankę wątrobową, a ściślej liposomalnej fosfatydylocholiny przypisywana 
jest aktywności hepatocytów. Komórki te  pobierają fosfatydylocholinę 
po uprzednim  związaniu jej z osoczowymi lipoproteinam i o wysokiej gę­
stości (HDL). Podczas wiązania fosfatydylocholiny z lipoproteinam i za­
wartość pęcherzyków liposomalnych w ydostaje się na zew nątrz. Prowadzi 
więc to do sytuacji, w której poszczególne składniki liposomów pobierane 
byłyby niezależnie od siebie. Jak  wykazano (17), zawartość wodnego prze­
działu liposomów jest pobierana praw ie wyłącznie przez kom órki K upfera
1 kom órki endotelialne — na drodze endocytozy. Liposomalna PC, która 
w ystępuje w formie kom pleksu z HDL, jest pobierana przez hepatocyty 
nie na drodze endocytozy, ale fuzji. B rak pobierania całych liposomów 
przez hepatocyty jest wynikiem  oddzielenia miąższu w ątroby od krw io­
biegu w arstw ą śródbłonka, którego pory nie pozwalają na przechodzenie 
cząsteczek o średnicy większej niż 0.1 |xm. Kompleks PC z HDL ma nie­
wielkie wym iary, dzięki czemu z łatwością pokonuje barierę, jaką stanowi 
śródbłonek, natom iast obecne w krwiobiegu liposomy o średnicy większej 
niż 0.1 fim (wszystkie poza SUV) nie wchodzą wcale w kon tak t z kom ór­
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kam i miąższowymi wątroby. Izolowane hepatocyty hodowane in vitro są 
zdolne, jak wykazano (17), do pobierania całych liposomów w raz z ich za­
wartością.

Poza wstrzyknięciam i dożylnym i stosuje się wiele innych sposobów 
podawania liposomów do organizm u zwierząt, a mianowicie wstrzyknięcia 
dootrzewnowe (128— 130) i domięśniowe (131— 133), wkroplenia do tcha­
wicy (113) lub podawanie do przewodu pokarmowego (131).

Związki biologicznie czynne zam knięte w liposomach podawanych do 
organizm u zwierząt, zachowują swoją aktywność po pobraniu pęcherzy­
ków przez komórki; stw ierdzić to można zarówno badając aktywność tych 
związków w ekstraktach kom órkowych jak  i obserw ując ich działanie na 
żywy organizm. Do związków najczęściej w prowadzanych do organizmu 
zwierzęcego należą enzymy oraz substancje o charakterze leków i regula­
torów  metabolizmu komórkowego.

W yniki badań prowadzonych in vivo  sugeru ją możliwości wielu kli­
nicznych zastosowań liposomów. Dożylne podawanie zam kniętych w lipo­
somach enzymów pozwala uzyskać znaczne obniżenie wysokiego poziomu 
rozkładanych przez te enzym y związków (np. wielocukrów) w wątrobie 
zw ierząt doświadczalnych (121, 135, 136). Sugeruje to  możliwość użycia 
liposomów w medycynie (137) w  leczeniu chorób związanych z brakiem  
endogennych enzymów lizosomalnych odpowiedzialnych za rozkład sub­
stancji o charakterze zapasowym.

Skuteczność leków przeciwpasożytniczych podawanych w liposomach 
umożliwia ich w ykorzystanie w leczeniu chorób pasożytniczych takich, 
jak  Leishmaniasis. Silny w zrost efektywności działania leku zamkniętego 
w liposomach jest prawdopodobnie w ynikiem  wybiórczego gromadzenia 
podanych dożylnie liposomów w wątrobie, gdzie pasożyt przebywa przez 
dłuższą część swego cyklu życiowego (138, 139).

Zmniejszenie poziomu m etali ciężkich w w ątrobie zwierząt doświad­
czalnych, obserwowane po dożylnym  podaniu zam kniętych w liposomach 
związków chelatujących (81, 128, 124), sugeruje możliwość użycia lipo­
somów w terapii zatruć spowodowanych spożyciem soli m etali ciężkich.

Obniżenie poziomu cukru we krw i zwierząt, uzyskane w wyniku po­
dania liposomów zawierających insulinę do przewodu pokarmowego zwie­
rzą t (131), pozwala żywić nadzieję co do możliwości opracowania w przy­
szłości metod doustnego podawania insuliny u ludzi.

W strzykiw ane domięśniowo liposomy mogą być przydatne w lokalnym  
podawaniu leków, ze względu na opóźnianie absorbcji substancji zamknię­
tych we w nętrzu pęcherzyków z m iejsca podania (131— 133). Przedłużenie 
obecności zawartości liposomów w miejscu ich podania uzyskuje się także 
w przypadku wstrzyknięcia liposomów do jam y otrzewnowej (130) oraz 
podawania ich do płuc drogą w kroplenia do tchaw icy (134).

W iele uwagi poświęca się próbom  zastosowania liposomów w leczeniu 
raka. Użycie liposomów do przenoszenia środków przeciwnowotworowych
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pozwala w niektórych przypadkach uzyskać przedłużenie przeżywalności 
chorych zwierząt (128, 129) lub zmniejszenie w zrostu guza (129), jednak 
skuteczność podawanych w liposomach leków nie zawsze jest w pełni za­
daw alająca. K orzystne jest niew ątpliw ie ograniczenie ogólnej toksyczności 
związków cytostatycznych przez podawanie ich w  liposomach (128); wiąże 
się to z ograniczeniem rozprzestrzeniania się tych związków w ogranizmie 
(134). Akum ulacja w gruczołach lim fatycznych podawanych dootrzewno- 
wo liposomów (130) sugeruje możliwość w ykorzystania pęcherzyków 
w  leczeniu nowotworów, które przenoszą się drogą układu limfatycznego. 
Obiecujące wydaje się również pewne hamowanie przerzutów  nowotwo­
row ych w efekcie dożylnego podania liposomów zaw ierających związki 
aktyw ujące m akrofagi (140).

Skuteczne działanie lecznicze substancji zam kniętych w liposomach 
podawanych do organizm u zależy bardzo często od tego, do jakich tkanek 
lub narządów wprowadzona zostanie zawartość pęcherzyków. P referen ­
cyjne pobieranie podanych dożylnie liposomów przez w ątrobę i śledzionę 
ułatw ia wprowadzanie zawartości pęcherzyków do tych narządów, rów no­
cześnie jednak ogranicza możliwości wybiórczego kierow ania liposomów 
do innych narządów. M odyfikacje wielkości oraz składu lipidowego lipo­
somów w yw ołują zmiany w szybkości i proporcji ich pobierania przez w ą­
trobę i śledzionę, ostatecznie jednak nie zapobiegają akum ulacji pęcherzy­
ków w tych narządach (119, 141). N ajbardziej obiecujące w ydaje się przej­
ściowe zablokowanie kom órek fagocytujących w ątroby i śledziony przez 
podanie w ysycającej dawki „pustych” liposomów przed w strzyknięciem  
porcji pęcherzyków zaw ierających czynnik terapeutyczny (142, 143).

K ierow anie zawartości liposomów do tkanek zapalnych lub nowotwo­
rowych, charakteryzujących się wyższą tem peratu rą  niż pozostałe tkanki, 
można uzyskać przez dożylne podanie liposomów zbudowanych z fosfo­
lipidów o wysokiej tem peraturze przejścia fazowego Tt (np. DSPC). Szczel­
ność takich liposomów ulega zmniejszeniu dopiero w podwyższonej tem ­
peraturze chorych tkanek, a uwolniona zawartość wodnego przedziału 
pęcherzyków może być pobierana przez komórki tych tkanek  na drodze 
dyfuzji lub aktywnego transportu  (144).

Jeżeli substancja wprowadzana do organizmu zwierzęcego ma charak­
ter antygenu, to podawanie jej za pośrednictw em  liposomów może w isto t­
ny sposób wpłynąć na reakcje immunologiczne organizm u. Dotyczy to 
zarówno antygenów lipidowych, w budow ywanych w  błonę liposomów jak 
i rozpuszczalnych, zam kniętych w wew nętrznym , wodnym  przedziale pę­
cherzyków. Liposomy zwiększają zdolność ustro ju  do odpowiedzi im ­
munologicznej na podawane za ich pośrednictwem  antygeny (działanie 
adiuwantowe). W prowadzenie do organizm u antygenów lipidowych w bu­
dowanych w  błonę liposomu (np. kardiolipiny) powoduje produkcję znacz­
nie większej ilości specyficznych przeciwciał, niż podanie tych samych 
antygenów  w form ie wolnej (145). Adiuwantowe działanie liposomów
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w stosunku do antygenów zam kniętych w ich przedziale wodnym  (146— 
151) w ynika prawdopodobnie z przedłużenia okresu obecności antygenów  
w organizmie (146, 161); ważnym  czynnikiem  może być również fago- 
cytoza liposomów zawierających antygen przez m akrofagi (147). Bardzo 
istotną zaletą liposom alnych adiuw antów  jest to, że mogą być one przy­
gotowywane z naturalnych  fosfolipidów ulegających biodegradacji, dzięki 
czemu nie akum ulują się one trw ale w organizmie (146). Duże znaczenie 
praktyczne ma zapobieganie przez liposomy reakcjom  nadwrażliwości na 
antygen zam knięty w ich wodnym  przedziale (118), polegające na w ytw o­
rzeniu fizycznej bariery  pomiędzy podawanym  antygenem  a krążącym i 
już w  ustro ju  przeciwciałami. W przypadku antygenów  wbudowanych 
w błonę liposomalną, a więc dostępnych do bezpośredniej reakcji z prze­
ciwciałami, obserw uje się wystąpienie opóźnionej reakcji nadwrażliwości 
przy podaniu liposomów zwierzętom  uprzednio im m unizowanym  (152).

II 1-4.2. B ad an ia  in  vitro

Uzupełnieniem  wyników uzyskiw anych w doświadczeniach z w prow a­
dzaniem  zam kniętych w liposomach substancji do organizm u zwierząt, są 
w yniki badań prowadzonych in vitro. Inkubacja kom órek zwierzęcych 
z liposomami zawierającym i zam knięte w  nich enzymy, powoduje obni­
żenie w  kom órkach poziomu związków rozkładanych przez te enzym y 
(153, 154). Związki cytostatyczne podane w  liposomach do hodowli ko­
m órek zwierzęcych zarówno norm alnych jak i nowotworowych ham ują 
w zrost kom órek o wiele skuteczniej, niż te same substancje podawane 
w form ie wolnej (80, 155). A ntybiotyki zam knięte w liposomach są zdolne 
do zatrzym ania rozwoju szczepów baktery jnych  opornych na te związki 
(156). Zmiana płynności błon kom órek nowotworowych w  w yniku ich 
fuzji z podanymi do hodowli liposomami o dużej zawartości cholesterolu 
w błonie, powoduje zahamowanie rozwoju nowotworu po zaszczepieniu 
kom órek zwierzętom doświadczalnym  (157, 158).

Na szersze omówienie zasługują doświadczenia z zakresu inżynierii 
genetycznej, polegające na wprowadzaniu do kom órek kwasów nukleino­
wych zam kniętych w liposomach. Doświadczenia takie prowadzono w ho­
dowlach komórek zwierzęcych (28, 42, 46, 49, 62, 99, 159— 163), w hodo­
wlach protoplastów kom órek roślinnych (22, 92, 93, 164— 166) oraz 
w hodowlach organizmów jednokom órkowych, jak bakterie (77) i niektóre 
grzyby (167). W większości prac stosowano liposomy typu LUV, o dużej 
objętości w ew nętrznej fazy wodnej, chociaż w przypadku niektórych kw a­
sów nukleinowych o m ałych masach cząsteczkowych używano także lipo­
somów typu SUV i MLV. M ateriał genetyczny, jaki za pośrednictw em  
liposomów wprowadzano do komórek, to: jądra komórkowe (42), chrom o­
somy m etafazalne (160), frakcje  RNA o różnych m asach cząsteczkowych
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(46, 163, 164), plazmidowy DNA (22, 27, 93, 165), w irusowy DNA (63), 
w irusowy RNA (92, 159, 162, 164), a także mRNA specyficzny dla poje­
dynczych łańcuchów polipeptydowych (47, 164) oraz pojedyncze geny uzy­
skane w w yniku klonowania (52, 63, 167, 168). W wielu z wym ienionych 
prac wykazano, że podany w liposomach m ateriał genetyczny ulega eks­
presji w obrębie komórek, które go pobrały (translacji w  przypadku RNA, 
transkrypcji i translacji w przypadku DNA). Przejaw am i ekspresji są:

— obecność w komórce nowych białek (46, 52, 161),
— zmiany fenotypowe kom órek (jak nabycie oporności na antybiotyk, 

czy zmiana wym agań pokarm owych itp.), w ynikające z aktyw ności enzy­
m atycznej nowych białek (27, 42, 96, 160, 167), oraz

— w przypadku w irusow ych DNA lub RNA — nam nażanie się w irusa 
w kom órkach zainfekowanych za pośrednictw em  liposomów (62, 92, 159, 
162, 166).

W prowadzenie do kom órek m ateriału  genetycznego zamkniętego 
w  liposomach jest znacznie efektywniejsze, niż spontaniczne pobieranie 
wolnych kwasów nukleinow ych przez komórki (46, 52, 62, 167), natom iast 
stosunkowo mało efektyw ne w porównaniu z takim i technikam i, jak tran s­
form acja plazm idowym  DNA w obecności CaCl2 (27), technika z użyciem 
D EA E-dekstranu (62) lub m ikroiniekcja (63). Metoda wprowadzania m ate­
ria łu  genetycznego do kom órek przy użyciu liposomów posiada jednak 
szereg zalet, które powodują, że w  wielu przypadkach jest ona znacznie 
bardziej przydatna, niż inne metody. Użycie liposomów umożliwia wpro­
wadzanie m ateriału  genetycznego do wielu kom órek jednocześnie i przy 
stosunkowo m ałym  nakładzie pracy (63). Ochrona zam kniętych w lipo­
somach kwasów nukleinowych przed działaniem  czynników zewnętrznych 
powoduje, że obecność enzymów nukleolitycznych w m edium  inkubacyj- 
nym  nie wpływa na zmniejszenie efektywności transform acji komórek 
(22, 27, 52, 62, 164, 167).

Zaakceptowano do druku 14.07.1983 r.
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H eterogenność gatu n kow a i narządow a su lfataz arylo w ych  
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I. Wprowadzenie

M ianem arylosulfataz określa się enzymy zaliczane do grupy sulfo- 
hydrolaz arylosiarczanów (E.C.3.1.6.1.), hydrolizujące wiązania estrowe 
syntetycznych estrów siarczanow ych fenoli (1—4). Białka te w yodrębnio­
no z wielu organizmów zarówno roślinnych, jak i zwierzęcych. Można 
przytoczyć tu  prace inform ujące o ich w ystępowaniu u bakterii (5— 10), 
w grzybach (11— 15) oraz niektórych roślinach wyższych (16— 18). A ktyw -

*) Dr, Katedra i Zakład P atofizjologii, A kadem ia M edyczna, 60-781 Poznań, 
Św ięcickiego 6

W ykaz stosow anych skrótów: N CS — siarczan 2-hydroksy-5-n itrofenolu; N PS — 
siarczan p-nitrofenolu; U D P -G alN A c-4-S  — urydyno d w u fosfo-N -acety lo-ga lak toz- 
am ino-4-siarczan.
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[3] SU L F A T A Z Y  ARYLOW E 175

ność su lfataz arylow ych zaobserwowano także w tkankach robaków  (19), 
stawonogów (20—22), mięczaków (24—27), szkarłupni (21, 27—29), a także 
kręgowców, najczęściej ssaków (30—43). Budowa chemiczna i właściwości 
om aw ianych enzymów są nadal przedm iotem  badań.

Biorąc pod uwagę powinowactwo do szeregu substratów  oraz rodzaje 
działających na nie inhibitorów wyróżniono dwa typy  arylosulfataz (por. 
tabelę 1 oraz 1, 3, 44—49). Dla przykładu enzymy charakteryzujące się 
dużym  powinowactwem do siarczanowych estrów prostszych fenoli, w y­
kazujące niską aktywność względem siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu 
(NCS) określa się jako arylosulfatazy typu I. Nie ham ują ich nieorganicz­
ne siarczany i fosforany, natom iast silnie ham ują fluorki i cyjanki (6, 47, 
49— 59). Enzymy zaś charakteryzujące się wysokim powinowactwem  do 
NCS, k tórych silnym i inhibitoram i są siarczany i fosforany, nazywa się 
arylosulfatazam i typu II (45, 48, 51, 60). Ze względu na łatwość przecho­
dzenia w trakcie preparatyk i do roztworów wodnych są one często nazy­
wane (w przeciw ieństwie do poprzednich) rozpuszczalnymi (54, 55).

Przedstawione niżej rozważania dotyczą wyłącznie drugiego typu 
arylosulfataz. Aktywność tych enzymów obserwowano w m ikrosomach, 
m itochondriach, cytoplaźmie, a także na powierzchni komórek; najw yższą 
jednak w lizosomach (46, 61—64). W śród arylosulfataz typu II wyróżniono 
dalej arylosulfatazę A oraz B, charakteryzujące się m.in. odm ienną ru ch ­
liwością elektroforetyczną, optim um  pH, powinowactwem do NCS oraz 
wrażliwością na inhibitory (54, 65—72). W yniki badań arylosulfataz, z za­
stosowaniem substratów  sztucznych (np. NCS), długo nie pozwalały na 
określenie fizjologicznej funkcji tych  enzymów. Dopiero stw ierdzenie nie­
doboru arylosulfatazy A w m etachrom atycznej leukodystrofii (schorzenie 
metaboliczne przebiegające ze wzmożoną akum ulacją sulfolipidów) oraz 
niedoboru arylosulfatazy B w zespole M aroteaux-Lam y (m ukopolisachary- 
doza charakteryzująca się wzmożoną akum ulacją siarczanu derm atanu) 
wskazały na naturalne substra ty  tych enzymów (2—4). Od tej pory fizjo­
logiczną funkcję arylosulfatazy A wiąże się z m etabolizmem  sulfolipidów, 
arylosulfatazy B natom iast z m etabolizm em  m ukopolisacharydów.

Zarówno sulfataza A jak i B, pochodzące z tkanek ssaków, w ystępują 
w m ateriale biologicznym w kilku form ach o odm iennych właściwościach 
(36, 73— 77). Dotyczy to także arylosulfataz typu II z narządów innych 
kręgowców i bezkręgowców. N iektóre z nich stanow ią form y enzym atycz­
ne zbliżone właściwościami do arylosulfataz A i B z narządów ssaków (21, 
35, 78—80).

II. Formy cząsteczkowe sulfataz arylowych

Przeprowadzone badania w ykazały znacznie większą heterogenność 
arylosulfatazy B niż A. Nie oznacza to jednak, iż sulfataza A stanow i 
jednolitą formę enzymatyczną. W mózgu wołu i owcy, śledzionie w ieprzo­
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176 K . CZYŻEW SKA [4]

wej, w ątrobie ludzkiej, fibroblastach skóry człowieka, a także w moczu 
ludzkim  stwierdzono różniące się właściwościami fizyko-chemicznymi 
dwie form y arylosulfatazy A (1, 3, 40, 81—86). Badania arylosulfatazy A 
z tkanek ludzkich m etodą izoelektrycznego ogniskowania w ykazały jej 
m ikroheterogenność, w ynikającą z nieznacznych różnic w budowie czą­
steczek (77).

A rylosulfataza B, jak już wspomniano, stanow i jeszcze bardziej hetero- 
genny enzym. W trakcie rozdziału na DEAE celulozie W o r  t  m a n uzy­
skał trzy frakcje enzym atyczne z rogówki wołu i królika (87). Podobnie 
B ł e s z y ń s k i  i L e w o s z  w yodrębnili z mózgu wołu trzy  frakcje 
arylosulfatazy B, określając je jako arylosulfatazy B lf B2, B3 (73, 88— 90). 
Wyizolowano dwie form y arylosulfatazy B: kationową i anionową także 
z mózgu myszy (91—93). W narządach człowieka, m.in. mózgu, wątrobie, 
nerkach, łożysku i jądrach, oraz w leukocytach i fibroblastach stw ier­
dzono również po kilka form  arylosulfatazy B (36, 40, 41, 94, 95). Wśród 
nich znajduje się np. enzym  określany jako arylosulfataza anionowa 
m niejsza (Bm), hydrolizująca U D P-N -acetylo-galaktozam ino-4-siarczan 
(UDP-GalNAc-4-S), a różniąca się od arylosulfatazy A szybkością m igra­
cji (41). Nie zawsze jednakże arylosulfataza B z tkanek ssaków w ystępuje 
w kilku formach. Spotyka się także pojedyńcze form y tych  enzymów 
(30, 39).

A rylosulfatazy A i B w ystępują w tkankach ssaków w niejednako­
wych ilościach. Na przykład w mózgu królika i owcy dom inuje arylo­
sulfataza A. Z kolei arylosulfataza B przeważa w mózgu szczura, małpy 
i człowieka (96). To zróżnicowanie aktywności arylosulfataz wiąże się 
z zawartością m ukopolisacharydów w komórce, które stanow ią naturalne 
substra ty  arylosulfatazy B (3, 97). Stosunkowo wysokiej zawartości m uko­
polisacharydów w mózgu szczura, m ałpy i człowieka towarzyszy wysoka 
aktywność arylosulfatazy B. Natom iast mózg królika i owcy wykazuje 
niską zawartość m ukopolisacharydów i dom inuje w  nich ary losu lfata­
za A (96).

Z narządów ptaków  i ryb  wyizolowano także różne form y enzymów,
o właściwościach zbliżonych do właściwości arylosulfataz A i B z tkanek 
ssaków. Dla przykładu z gonad i śledziony gęsi wyodrębniono sulfatazy 
ulegające i nieulegające adsorpcji na DEAE celulozie. Dom inowały form y 
enzym u ulegające adsorpcji, zbliżone właściwościami do właściwości 
arylosulfataz A z tkanek ssaków (98). Przy użyciu elektroforezy w żelu 
poliakryloam idowym  wyróżniono również kilka frakcji arylosulfataz 
z plem ników koguta (99). Podobnie z w ątroby ku ry  wyodrębniono dwie 
form y enzymu, które wędrowały z różną szybkością do anody; jedną okre­
ślono jako wolno-, drugą jako szybko-wędrującą. W łaściwości pierwszej 
przypom inały właściwości arylosulfatazy A, a drugiej — właściwości 
arylosulfatazy B z tkanek ssaków (35). Obie form y enzymu zostały także 
wyizolowane z w ątroby i nerki szczupaka (79).

http://rcin.org.pl



[5] SU L F A T A Z Y  ARYLOW E 177

Powyższe dane przeczą do niedaw na przyjętem u poglądowi, iż arylo- 
sulfatazy A i B pojaw iły się w rozwoju filogenetycznym  dopiero na 
szczeblu ssaków (33, 39, 54, 100). Nowsze badania wykazały obecność zło­
żonych form  arylosulfataz naw et w tkankach bezkręgowców: pąkli i śli­
m aka (78, 80). Z jelita tego ostatniego, podczas rozdziału na DEAE celu­
lozie i Sephadex G-200, wyodrębniono cztery frakcje badanych enzymów 
(por. tabelę 2). Heterogenność arylosulfataz z tkanek bezkręgowców zna­
lazła też potwierdzenie w badaniach M r a z a  i w s p .  (21). Stosując m e­
todę izoelektrycznego ogniskowania do rozdziału arylosulfataz z tkanek 
bezkręgowców wykazali oni występowanie form  enzymu o charakterze 
kw aśnym  i o charakterze zasadowym. Za dom inujące uznali form y 
kwaśne. W tkankach przedstaw icieli Tunicata stanowiących ogniwo po­
średnie m iędzy zwierzętam i bezkręgowymi i kręgowymi, stwierdzono 
arylosulfatazy kwaśne i zasadowe w równych proporcjach. Analiza w ła­
ściwości kw aśnych form  enzym u z bezkręgowców w skazuje na ich podo­
bieństwo z arylosulfatazam i A, zaś zasadowych z arylosulfatazam i B ssa­
ków (21). Sugeruje to, iż obie form y m olekularne arylosulfataz pojawiły 
się na stosunkowo wczesnym etapie rozwoju filogenetycznego.

III. Właściwości fizyko-chemiczne arylosulfataz 

I I I - l .  Optim um  pH

Optimum  aktywności elektroforetycznie jednorodnych arylosulfataz A 
z tkanek ssaków przypada na ogół w zakresie pH 4,8—5,6 (3, 40, 69, 72, 
88, 101— 103). Zaobserwowano jednak różnice w zależności od źródła en­
zymu (por. tabelę 2). Zauważyć to można zarówno przy porównywaniu 
optim um  pH enzymu z różnych narządów zwierząt jednego gatunku, jak 
też z tych sam ych narządów zw ierząt różnych gatunków. Dla przykładu 
wartość optim um  pH arylosulfataz A z w ątroby, mózgu i łożyska czło­
wieka wynosi kolejno 5,2, 4,5 oraz 4,9 (37, 40). W przypadku enzymu z wą­
troby kangura optim um  pH wynosi 6,9, zaś z w ątroby wołu 5,0 lub 5,6 (39, 
72, 102, 103). Stwierdzono także zmiany wartości optim um  pH arylosulfa­
tazy A w czasie inkubacji przy różnych stężeniach enzymu. Dla przykładu: 
elektroforetycznie homogenna sulfataza A wyizolowana z w ątroby ludz­
kiej w ykazyw ała podczas inkubacji trw ającej 10 min. dwa optima: przy 
pH 4,4 i 5,2. P rzy dłuższym czasie inkubacji lub wyższym stężeniu enzy­
mu wystąpiło jednak tylko jedno optim um  przy pH 4,8 (3, 40, 101). P rzed­
stawione tu ta j zmiany właściwości arylosulfatazy A być może w ynikają 
ze zmian konform acji cząsteczki enzymu. Będzie o tym  mowa w dalszej 
części pracy.

A rylosulfatazy B pochodzące z tkanek ssaków cechuje optim um  pH 
w zakresie 5,1 do 6,0 (3, 36, 39, 40). W przypadku tych enzymów stw ier-

12 P o stęp y  B io c h e m ii 1—2/84
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dzono jedynie różnice gatunkowe i narządowe om awianej wartości. Nie 
zaobserwowano natom iast zmiany wartości optim um  pH w czasie inku­
bacji, co miało miejsce w przypadku arylosulfataz A wyizolowanych z na­
rządów  ssaków. Badania wykazały rów nież zmiany optim um  pH arylo­
sulfataz pochodzących z narządów  ptaków  (34, 98, 99). Należy jednak 
dodać, iż uzyskane p repara ty  enzymatyczne nie były elektroforetycznie 
jednorodne. Dotyczy to także arylosulfataz z tkanek ryb  i bezkręgowców.

Zróżnicowanie optim um  pH wystąpiło także podczas badania arylo­
su lfataz pochodzących z tkanek  ryb. Enzym z w ątroby leszcza wykazywał 
obecność dwóch optimów pH: 5,2 i 6,8, zm ieniających się w raz ze stęże­
niem  substra tu  (33). Enzym zbliżony właściwościami do arylosulfatazy A 
(u ssaków) wyizolowano z w ątroby i nerki szczupaka; optim um  aktyw ­
ności osiągał on przy pH 5,8, zaś odpowiednik arylosulfatazy B — przy 
pH 6,8 (79). A rylosulfatazy wyizolowane z tkanek zwierząt bezkręgowych 
cechował dość szeroki zakres optim um  pH. Np. wyizolowane z jelita śli­
m aka form y arylosulfataz UAj i UA2 wykazywały optim um  aktywności 
przy pH 6,0 i 5,8, zaś form y Aj i A2 przy pH 6,5 i 6,3 (por. tabelę 2). En­
zym z mózgu jedw abnika charakteryzow ało optim um  pH rów ne 6,0, zaś 
z tkanek pąkli równe 5,6 (21, 78, 80, 104).

Przedstawione powyżej gatunkowe i narządowe różnice optim um  pH 
sulfataz arylow ych zdają się wskazywać na możliwość tkankowego zróżni­
cowania ich form  m olekularnych (3, 40).

III-2. Powinowactwo wobec substratów

Arylosulfatazy, zarówno A jak i B z narządów ssaków, a także ich od­
powiedniki z tkanek innych kręgowców i bezkręgowców hydrolizują kilka 
różnych substratów  sztucznych i naturalnych, takich jak  na przykład siar­
czan p-nitrofenolu, siarczan cerebrozydu, sulfogalaktoglicerol, siarczan 
kwasu askorbinowego, czy też N -acetylogalaktozo-am ino-siarczan (por. 
tabelę 3 oraz 105— 112). Stosunkowo wysokie powinowactwo w ykazują 
arylosulfatazy wobec sztucznego substra tu  siarczanu 2-hydroksy-5-nitro- 
fenolu (23, 48, 51). Zauważono dość znaczne zróżnicowanie narządowe 
i gatunkow e om awianej właściwości. I tak, form y A, A! oraz B lf B2, B 3 
z mózgu wołu charakteryzują się stałym i Michaelisa w granicach 1,0—
3,4 mM (por. tabelę 2). Enzym z mózgu kury  cechuje K M rów ne 3,1 mM 
(34). Dla porównania arylosulfataza z w ątroby kury , zbliżona właściwo­
ściami do sulfatazy A z tkanek ssaków, charakteryzow ała się K M o w ar­
tości 0,8 mM (35). B rak jest danych odnośnie K M arylosulfataz wyizolowa­
nych z tkanek ryb. Wiadomo jednak, iż enzym  pochodzący z w ątroby 
i nerki szczupaka wykazuje najwyższą aktywność w  stężeniu substra tu  
3 i 10 mM (79). Zróżnicowane powinowactwo wobec siarczanu 2-hydroksy- 
5-nitrofenolu przejaw iają także arylosulfatazy z tkanek różnych gatun-
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Tabela 3

Związki chemiczne hydrolizowane przez arylosulfatazy

Arylosulfataza A Arylosulfataza B

substraty naturalne

siarczan cerebrozydu (3, 21, 34) UDP-N-acetylogalaktozoamino-4-siar-
czan (107)

sulfogalaktoglicerol (3, 25, 106, 124) glukozoamino-4,6 siarczan (107)
siarczan psychozyny (2) siarczan chondroityny (3)
siarczan kwasu askorbinowego (24, siarczan dermatanu (3)

110)
siarczan tyrozyny (111, 112)

substraty sztuczne

siarczan 2-hydroksy-5-nitrofenolu
(34, 116, 124)

siarczan metyloumbeliferylu (4)

Uwaga: W  nawiasach podano pozycje piśmiennictwa

ków bezkręgowców; np. wartości K M arylosulfataz kwaśnych w ahają się 
od 0,4 do 3,3 mM, zaś form  zasadowych od 3,3 do 7,7 mM (21). W poda­
nych przykładach zwraca uwagę na ogół wyższe powinowactwo do NCS 
w przypadku arylosulfataz A niż B. Zjawisko to jest na tyle w yraźne, iż 
może być uznane za kry terium  podziału arylosulfataz A i B, nie tylko 
z tkanek  ssaków (3, 4), lecz również z tkanek ptaków, ryb i bezkręgowców. 
W łaściwości kwaśnych form  enzym atycznych oraz cząsteczek wolno- 
-w ędrujących w polu elektrycznym  okazały się zbieżne z właściwościami 
arylosulfataz A u ssaków. Z kolei właściwości form  zasadowych oraz czą­
steczek szybko-w ędrujących odpowiadają właściwościom arylosulfataz B 
(21, 35).

W literatu rze tem atu często przedstaw iane są anomalie kinetyczne 
arylosulfatazy A z tkanek ssaków. Polegają one na zróżnicowanej w czasie 
szybkości hydrolizy siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu. Stwierdzono w y­
stępow anie trzech etapów hydrolizy NCS (por. Ryc. 1). W pierwszym  miał 
miejsce szybki przebieg reakcji, w drugim  następował gwałtow ny jej spa­
dek, w  trzecim  aktywność ponownie w zrastała, jednakże szybkość reakcji 
nie osiągała wartości początkowej (69, 71, 101, 113— 117). Zjawisko to za­
obserwowano w przypadku arylosulfatazy A, wyizolowanej m.in. z w ątro­
by wołu, w ątroby i jąder królika, mózgu owcy i wołu (31, 88, 103, 118, 
119). N atom iast ten  sam  enzym otrzym any z łożyska ludzkiego wykazywał 
tylko dwa pierwsze etapy hydrolizy (37). Podobnie dw uetapow y proces 
hydrolizy, tym  razem  naturalnego substra tu  (seminolipidu), w ykazywała 
arylosulfataza A z jąder knura. P rzy  zastosowaniu jako substra tu  sulfa-
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czas [m in]

Ryc. 1. K rzyw a aktyw ności arylosu lfatazy A z mózgu kury ( • ) ,  szczura (X )  i owcy  
(O)- Opracowano na podstaw ie pozycji 96, 34, 31 w  bibliografii.
U waga: A ktyw ność arylosu lfataz A określano ilością uw alnianego nitrokatecho- 

lu (Nc).

tydu, zjawisko to zanikało, a wykres szybkości hydrolizy przyjm ował 
kształt prostoliniowy (120). Podkreślić należy, iż arylosulfatazy B, pocho­
dzące z tkanek ssaków, nie wykazywały opisanych wyżej anomalii kine­
tycznych, typowych dla sulfataz A (3, 4).

W celach porównawczych wyznaczono także krzyw e hydrolizy siar­
czanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu arylosulfataz pochodzących z tkanek in­
nych kręgowów i bezkręgowców. I tak  enzymy pochodzące z mózgu kury  
charakteryzow ały się trójetapow ym  przebiegiem  procesu hydrolizy NCS 
w czasie (34, 96). W przypadku analizy wspom nianych krzyw ych, w yzna­
czonych dla dwóch form  arylosulfataz z w ątroby tego ptaka, zauważono 
następujące zależności: tzw. form ę w olno-wędrującą cechowała nieliniowa 
zależność szybkości hydrolizy od czasu trw ania reakcji oraz stężenia enzy­
mu; szybkość reakcji nieproporcjonalnie m alała wraz ze wzrostem  stęże­
nia enzymu. Z kolei w przypadku tzw. form y szybko-w ędrującej, zależ­
ność ta miała charakter liniowy, zarówno w stosunku do czasu reakcji, 
jak  i stężenia enzymu (35). A rylosulfatazy wyodrębnione z gonad i śle­
dziony gęsi charakteryzow ał natom iast hiperboliczny przebieg hydrolizy 
NCS (98).

Analiza arylosulfataz z tkanek bezkręgowców wykazała, iż szybkość 
hydrolizy siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu była proporcjonalna do cza­
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su reakcji co najm niej przez okres 30 min. (21). W przypadku enzymu 
wyodrębnionego z mózgu jedw abnika, okres ten sięgał aż dwóch godzin 
(104). Podczas przedłużania czasu hydrolizy zależność ta traciła  jednakże 
charak ter prostoliniowy. Zauważono to, badając m.in. enzym wyizolowany 
z tkanek ślim aka (23). Trudno jednoznacznie określić przyczyny anomalii 
k inetycznych niektórych form  arylosulfataz (121— 127). W yniki badań 
z zastosowaniem  znakowanego substra tu , siarczanu 2-hydroksy-5-nitro- 
fenolu (85S), w skazują na przekształcenie drugorzędowej s tru k tu ry  białka 
enzymatycznego podczas reakcji hydrolizy. O zmianie konform acji czą­
steczki enzym u w czasie działania katalitycznego świadczy też u tra ta  jej 
antygenow ych determ inant (126). Sugeruje się, iż podczas reakcji katalizy 
w cząsteczce arylosulfatazy A (np. z w ątroby królika) uwidacznia się d ru ­
gie miejsce wiążące substra t (NCS). W iązanie substra tu  z tym  miejscem 
powoduje m odyfikację cząsteczki enzymu, która prowadzi do częściowej 
jego inaktyw acji. Taki enzym  może jednak być częściowo reaktyw ow any 
przez jony, które stanow ią kom petycyjne inhibitory arylosulfatazy A (np. 
fosforany, siarczany, arseniany, pirofosforany). Stwierdzono też, iż n ie­
typow ą kinetyką charak teryzu je  się m onomeryczna form a omawianego 
enzym u, k tó ra  w ystępuje, gdy pH środowiska jest wyższe od 6,5 (por. 
III-4). K inetyki takiej nie w ykazuje natom iast arylosulfataza A w postaci 
d im eru (w zakresie pH 4,5—5,0), prawdopodobnie z uwagi na niedostęp­
ność drugiego miejsca wiążącego substra t. Można więc przyjąć, iż we- 
wnątrzlizosom alny enzym  nie posiada anom alnej kinetyki. Być może nie­
typowa kinetyka, k tóra charakteryzuje  enzym  uwolniony już z lizosomu 
ma znaczenie fizjologiczne (125).

III-3. Inhibitory i aktywatory

W ielowartościowe aniony, np. siarczyny, siarczany i fosforany ham ują 
aktywność arylosulfataz A i B, wyizolowanych z tkanek ssaków, jak  też 
podobnych form  enzymów wyodrębnionych z narządów  ptaków, ryb i bez­
kręgowców (3, 21, 73, 80, 118, 120). Stwierdzono np., iż siarczany ham ują 
w  sposób współzawodniczy aktyw ność arylosulfataz A z mózgu wołu, 
a także z mózgu kury  i jedw abnika (1, 34, 66, 104). Zaobserwowano różny 
stopień hamowania aktywności badanych enzymów. W przypadku ary lo ­
sulfataz A, był on z reguły  niższy niż w przypadku arylosulfataz B (1, 4, 
30, 66). W yjątkowo tylko było odwrotnie (np. enzym y z w ątroby kangura, 
39). Stwierdzono nawet, iż przy niskich stężeniach siarczanów i długim  
czasie inkubacji, jony te mogą aktyw ować arylosulfatazę A pochodzącą 
np. z mózgu wołu (1).

Zauważono też, iż odpowiedź arylosulfataz na jednowartościowe anio­
ny była bardziej zróżnicowana niż na aniony dw u wartościowe. W odnie­
sieniu do arylosulfataz A i B, pochodzących z narządów ssaków (np. jąder
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knura oraz w ątroby królika), stwierdzono hamowanie aktyw ności przez 
jony fluorkowe, przy czym wyraźniejszy efekt ham owania obserwowano 
w przypadku arylosulfataz B (1, 66, 102, 120). Jony te były także bardzo 
silnym i inhibitoram i kationowych form  enzym atycznych, wyizolowanych 
z gonad i śledziony gęsi (98). Charakterystyczne, iż enzymy z innych na­
rządów ptaków (np. mózgu kurcząt) hamowane były przez jony fluorkowe 
w znacznie niższym stopniu (34). Cyjanki działały in vitro  jako ak tyw a­
tory sulfatazy A z w ątroby królika (102) lub jako inhibitory, np. sulfataz 
A z mózgu wołu oraz su lfataz B z w ątroby i nerki m yszy (1, 66, 42). Dzia­
łanie ham ujące cyjanków  wykazano także podczas analizy enzymów z na­
rządów ptaków, które stanow iły odpowiedniki arylosulfataz A z narządów 
ssaków (34, 98).

O heterogenności narządow ej sulfataz arylowych świadczy zróżnico­
wana ich odpowiedź na działanie chlorków. W yniki niektórych badań 
wskazują, iż jony chlorkowe aktyw ują arylosulfatazy B, ham ują nato­
m iast aktywność arylosulfataz A z tkanek  ssaków. Tak było np. w przy­
padku arylosulfataz z mózgu wołu (66). Szereg przykładów  jednak świad­
czy o odm iennym  typie reakcji, np. arylosulfataza B z w ątroby wołowej 
okazała się niew rażliwa na działanie chlorków (128), z kolei ten  sam  en­
zym wyizolowany z w ątroby ludzkiej (129) oraz w ątroby kangura (39) 
ulegał inaktyw acji. B rak w pływ u Cl~ na aktyw ność enzymu zaobserwo­
wano w przypadku su lfataz arylow ych wyizolowanych z jąder królika, 
mózgu kury, czy też jedw abnika (34, 104, 118). Kationowe form y enzymu 
z gonad i śledziony gęsi aktyw owane były na ogół przez jony chlorkowe, 
jednakże w różnym  stopniu. Podobne zmiany aktyw ności w ystąpiły  pod 
wpływem  działania octanów niektórych m etali (98). W ykazano, iż octany 
glinu, ołowiu oraz cynku silnie aktyw ow ały arylosulfatazy B, w yodręb­
nione z mózgu wołu. Równocześnie ham ow ały one arylosulfatazę A z tego 
narządu (66).

Pod działaniem  mocznika obserwowano obniżenie aktyw ności arylo­
sulfataz A z tkanek ssaków, prawdopodobnie na skutek rozpadu enzymu 
na nieaktyw ne pod jednostki. Zjawiska tego nie stwierdzono w  przypadku 
arylosulfataz B (66). Podczas analizy sulfataz arylow ych z narządów  p ta ­
ków obserwowano znaczne różnice w ham owaniu aktyw ności form  wyizo­
lowanych z tego samego narządu, jak też form  w yodrębnionych z różnych 
narządów tego samego gatunku (98). Odmienna jakościowo i ilościowo od­
powiedź arylosulfataz na działanie omówionych wyżej związków chemicz­
nych, wskazuje na zróżnicowaną budowę ich centrum  aktyw nego. I tak  
w centrum  aktyw nym  arylosulfatazy A w ystępują m.in. grupy: karbony­
lowa oraz prawdopodobnie imidazolowa, fenolowa, aminowa (37, 66, 109). 
Przypuszcza się, iż w  centrum  aktyw nym  arylosulfatazy B oprócz grupy 
imidazolowej w ystępują także grupy karboksylowe kwasu asparaginow e­
go i glutaminowego (3, 73, 129). Dało się też zauważyć, że odpowiedzi 
badanych enzymów na niektóre związki (np. fosforany, siarczyny, s ia r­
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czany, cyjanki, fluorki) były podobne pomimo różnego pochodzenia enzy­
mów. Potw ierdza to przypuszczenie, iż podczas ewolucji cen trum  aktyw ne 
nie ulegało w iększym  zmianom, w przeciw ieństwie do pozostałych frag­
m entów  cząsteczki białka enzymatycznego (130).

III-4. Masy cząsteczkowe i budowa cząsteczek

Masy cząsteczkowe sulfataz arylow ych z narządów niektórych k rę­
gowców i bezkręgowców są zróżnicowane (por. tabelę 2 oraz 30, 31, 35, 39, 
79, 118, 120,). Zwraca uwagę występowanie w wątrobie i nerce szczupaka 
form  enzym atycznych o bardzo różnych m asach cząsteczkowych (79). Za­
sadniczo odbiegała od innych m asa cząsteczkowa arylosulfatazy A ze śle­
dziony w ieprza i mózgu wołu (3, 90). W ynika to być może ze zdolności 
arylosulfatazy A do polim eryzacji lub dysocjacji, w zależności od stężenia 
białka enzymatycznego, wartości pH, czy siły jonowej środowiska (102, 
103, 121, 131). W ykazano bowiem  obecność kilku form  polim erycznych 
tego enzymu. A rylosulfataza A (o stężeniu wyższym niż 0,5 m g/m l, w bu­
forze o sile jonowej 0,1), stanow i stabilną form ę monomeryczną, gdy pH 
środowiska jest wyższe od 6,5. Masa cząsteczkowa tej natyw nej form y 
wynosi wówczas około 100 000. Zmiana wartości pH poniżej 5,5 prowadzi 
zazwyczaj do pojawienia się te tram eru  o masie cząsteczkowej około 
400 000. Stwierdzono, iż nie posiada takiej zdolności np. arylosulfataza A 
z łożyska ludzkiego oraz w ątroby kangura (3, 4, 39). Zarówno form a mono- 
m eryczna, jak  i tetram eryczna, hydrolizuje siarczan 2-hydroksy-5-nitro- 
fenolu. Stosowanie niskich stężeń arylosulfatazy A w środowisku o pH 5,0 
(a także m niejszym) może być przyczyną pojawienia się zarówno mono­
m eru, jak  i dim eru (3, 4). Równowaga trzech wym ienionych form  arylo­
sulfatazy A (tj. te tram eru , dim eru i monomeru) w ystępuje w zakresie pH
5,5 do 6,5. Badania, z zastosowaniem  środków wyw ołujących dysocjację 
natyw nej cząsteczki enzym u (np. siarczanu dodecylu, czy mocznika z dwu- 
tiotreitolem ), wykazały, iż złożona jest ona z dwóch nieaktyw nych pod­
jednostek o masie cząsteczkowej około 50 000. Połączone są one wiąza­
niam i dwusiarczkowym i. Z kolei każda z nich jest utw orzona z dwóch 
podjednostek elem entarnych o masie cząsteczkowej 25 000, spojonych 
wiązaniami hydrofobowymi (4). Jak  dotąd nie udało się wyizolować 
i scharakteryzow ać wym ienionych podjednostek arylosulfatazy A, ponie­
waż usunięcie związków dysocjujących wywoływało niespecyficzną ich 
agregację.

Znacznie m niej jest inform acji odnośnie budowy cząsteczki arylosulfa­
tazy B. Masy cząsteczkowe tego enzymu kształtu ją  się najczęściej w gra­
nicach 45 000— 60 000. Spotyka się jednak form y sulfatazy B o znacznie 
wyższej masie cząsteczkowej. W ymienić tu  można np. enzym  z w ątroby 
kota (masa cząsteczkowa 100 000). Stwierdzono w tym  przypadku, iż na-
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tyw ny enzym  jest d im erem  zbudowanym  z dwóch identycznych pod- 
jednostek (95). N atom iast arylosulfataza B z w ątroby ludzkiej okazała się 
m onomerem  o m asie cząsteczkowej 48 000 (95). Charakterystyczna jest 
zdolność niektórych form  omawianego enzymu (np. arylosulfatazy B z wą­
troby  wołu), do niespecyficznej agregacji i w ytw arzania cząsteczek o m a­
sie 300 000. Zjawisko to występowało w roztw orach o niskiej sile jono­
wej (128).

Opisane zróżnicowanie nie zaciemnia jednak podstawowej cechy oma­
wianych enzymów: w tkankach wszystkich zbadanych kręgowców w ystę­
pują dwie zasadnicze form y m olekularne sulfataz arylowych; jedna o m a­
sie cząsteczkowej w granicach 100 000— 145 000, druga w przedziale 
45 000—70 000. Stwierdzono również wielość form  arylosulfataz, a także 
zróżnicowanie mas cząsteczkowych tych enzymów w jelicie ślim aka (78). 
W spomina się też o w ystępowaniu już w tkankach bezkręgowców dwóch 
form  arylosulfataz: kw aśnych i zasadowych (21). W niektórych jednak­
że przypadkach, np. mózgu jedw abnika, stwierdzono obecność tylko 
jednej form y arylosulfataz, o masie cząsteczkowej w granicach 50 000— 
56 000 (104).

IV. Uwagi końcowe

Pozostaje w tym  m iejscu wskazać na źródła heterogenności, jak  też 
jej znaczenie dla lepszego poznania fizjologicznej roli arylosulfataz. P rzed­
stawione właściwości, wskazują na heterogenność gatunkow ą i narządową 
sulfataz arylowych, tak  z tkanek  zwierząt kręgowych, jak  i bezkręgowych. 
Obserwowano przede wszystkim  występowanie dwóch, często złożonych, 
form  sulfataz arylow ych II typu. U ssaków zostały one określone jako 
arylosulfatazy A i B, zaś u zw ierząt o niższej przynależności system atycz­
nej jako form y zbliżone właściwościami do arylosulfataz A i B. N iektórzy 
autorzy sugeru ją możliwość przekształcenia sulfatazy A w B po odłącze­
niu od tej pierwszej kwasu N-acetyloneuram inowego (132). Jest to jednak 
mało prawdopodobne z uwagi na znaczne różnice w kinetycznych i fizycz­
nych właściwościach tych enzymów (4, 75). Obecnie arylosulfatazy A i B 
uznawane są za typowe izoenzymy. W ykazano bowiem, iż gen odpowie­
dzialny za syntezę arylosulfatazy A u człowieka znajduje się w chrom o­
somie 22, zaś arylosulfatazy B w chromosomie 5 (133— 137). Udokum ento­
wane powyżej odrębne właściwości tych izoenzymów stanow ią punkt 
wyjścia do badań niektórych schorzeń metabolicznych, a w  konsekwencji 
ustalenia fizjologicznej roli jaką grają omawiane enzym y w organizmie 
człowieka. Jak  już wcześniej wspomniano w tkankach i płynach ustro jo ­
wych chorych na m etachrom atyczną leukodystrofię obserw uje się obni­
żenie aktywności arylosulfatazy A. W zespole M aroteaux — Lam y (muko- 
polisacharydoza VI) w ystępuje natom iast niedobór arylosulfatazy B. Zna­
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ne jest także schorzenie określane jako w ieloraki niedobór sulfohydrolaz, 
w  k tórym  u pacjentów obserw uje się niedobór aktywności arylosulfataz 
A i B, a także arylosulfatazy C (zaliczonej do I typu sulfataz). W ymienio­
ne choroby metaboliczne, dziedziczone w sposób autosom alny, recesywny, 
by ły  wielokrotnie opisywane (2, 4, 138— 141). W w yniku badań tych scho­
rzeń  m etabolicznych ustalono, iż fizjologiczną rolę arylosulfatazy A należy 
wiązać z m etabolizmem  sulfolipidów, natom iast arylosulfatazy B z m eta­
bolizmem  m ukopolisacharydów. Są też podstawy by twierdzić, iż różne 
ilości arylosulfataz A i B w badanych organizm ach są wynikiem  zmiennej 
zawartości wym ienionych substratów  i mogą być uznane za przejaw  
heterogenności gatunkow ej om aw ianych enzymów (96).

Dwie form y arylosulfataz pojaw iły się w tkankach na dość wczesnym 
etapie rozwoju filogenetycznego zwierząt, a nie jak  sugerowano dopiero 
u kręgowców (39). Obecność ich stwierdzono bowiem już u zwierząt bez­
kręgowych (21, 78). Nie wiadomo jednak dokładnie jaką rolę pełnią one 
w  tych organizmach. Sugeruje się ich udział w metabolizmie proteoglika- 
nów i glikoprotein. W skazuje się też na znaczenie om awianych enzymów 
w  larw alnej morfogenezie oraz w procesie fertylizacji (29, 64, 71, 80). Do 
w yjaśnienia pozostaje rów nież charakter zm ian jakim  podlegały cząstecz­
ki arylosulfataz podczas rozw oju filogenetycznego zwierząt. Analiza różnic 
składu aminokwasowego arylosulfataz A oraz B z narządów ssaków (4) 
sugeruje, iż powstały one na skutek  duplikacji genu, a następnie pod­
legały rozbieżnej ewolucji. Podobny typ reakcji arylosulfataz, wyizolo­
w anych z tkanek zwierząt o różnej przynależności system atycznej na 
niektóre związki chemiczne, skłania do sformułowanego wyżej przypusz­
czenia, iż ewolucja ta dotyczyła w m niejszym  stopniu samego centrum  
aktywnego, niż pozostałych fragm entów  cząsteczki enzymu (130).

Zarówno arylosulfataza A, jak  i arylosulfataza B, pochodzące z narzą­
dów ssaków, a także ich odpowiedniki wyizolowane z tkanek innych zwie­
rząt, w ystępują w kilku form ach enzymatycznych. Przedstawione dane 
wskazują, iż form y te różnią się między sobą dość znacznie. W ydaje się 
jednak, iż w tym  przypadku nie są to typowe izoenzymy (77), chociaż 
w ten  sposób określane są przez niektórych badaczy (38). W odniesieniu 
do różnych form  arylosulfatazy B z narządów ssaków, wysuwa się suge­
stię, iż są one produktem  tego samego genu, a źródłem ich heterogenności 
mogą być modyfikacje post-translacyjne (41, 77, 92). Mechanizm tych 
m odyfikacji jest kontrolow any przez specjalne loci umieszczone na chro­
mosomie 17, które reguluje podobne procesy w przypadku innych lizo- 
somalnych hydrolaz (42, 92, 142, 143). Uważa się, iż wspomniane modyfi­
kacje polegają na zróżnicowanym stopniu sjalizacji poszczególnych form 
arylosulfataz, a także fosforylacji lub defosforylacji cząsteczek enzymu 
(41, 75, 76, 91). W ykazano, iż proces fosforylacji i defosforylacji związany 
jest z rozwojem ontogenetycznym  (94). Ekspresja rozwojowa arylosulfa­
taz B (np. liczba cząsteczek enzymu) podlega regulacji genetycznej,
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związanej z As-1 (92). W ymienione m odyfikacje w arunkują  zapewne po­
jawianie się określonych form arylosulfataz B, o zróżnicowanym  lecz 
specyficznym działaniu w określonych tkankach i są przejaw em  hetero­
genności narządowej tych enzymów.

Należy w  tym  m iejscu podkreślić, iż post-translacyjne m odyfikacje 
cząsteczek arylosulfatazy B, tj. przyłączanie różnej ilości kwasu sjalowego
i reszt fosforanowych, nie tylko dotyczą organizmu zdrowego. Są dane, 
które przedstaw iają form y arylosulfatazy B znajdyw ane w  tkankach
i płynach ustrojow ych pacjentów  z określonym i schorzeniami. Należy tu 
wymienić prace opisujące niektóre aspekty procesu karcinogenezy (143— 
146), a także dane dotyczące w spom nianych wcześniej schorzeń m etabo­
licznych, przebiegających z niedoborem  arylosulfatazy B (147). Sugeruje 
się, iż w procesach chorobowych następują zakłócenia biosyntezy enzymu 
oraz zmiany s tru k tu ry  jego cząsteczek w w yniku m odyfikacji post- 
translacyjnych.

Arylosulfataza A, na podstawie przedstaw ionych danych, w ydaje się 
być m niej heterogenną niż arylosulfataza B. Ilość inform acji dotyczących 
jej różnorodności jest mniejsza. W skazuje się na kilka źródeł tego zjaw i­
ska. Przyczyną występowania w ielorakich form  arylosulfatazy A (podob­
nie jak B), mogą być post-rybosom alne m odyfikacje tego białka. Polegają 
one np. na różnicach w zawartości kwasu sjalowego, a także w części wę­
glowodanowej cząsteczki (77, 84, 85). Interesująca, z punktu  widzenia 
heterogenności, jest możliwość występowania ufosforylow anych („high 
uptake”) i nieufosforylowanych („Iow up take”) form  arylosulfatazy A. 
Sugeruje się, iż form a nieufosforylowana stanow i rozpuszczalne białko
i może działać katalitycznie. Form a ufosforylowana natom iast związana 
jest poprzez resztę cukrow ą ze specyficznym receptorem  błonowym. 
Prawdopodobnie form a ta  dopiero w lizosomach zostaje przekształcona 
w aktyw ny enzym  (83).

W artykule wskazano, iż arylosulfataza A z tkanek  ssaków, w przeci­
wieństwie do arylosulfatazy B, ma budowę podjednostkową (102, 131). 
W związku z tym  w zależności od pH obserw uje się różne stany  asocjacji 
enzymu. Spotyka się więc zarówno form y wysoko, jak  i nisko cząsteczko­
we (85). Stanowić to może dodatkowe źródło heterogenności arylosulfa­
tazy A. Zaburzenie równowagi między form ą wysoko i nisko cząsteczkową 
tego enzymu, może występować w niektórych form ach m etachrom atycz- 
nej leukodystrofii (148).

W piśm iennictwie podkreśla się również możliwość w ystępowania a rte ­
faktów  arylosulfataz. Mogą one powstawać na drodze degradacji białek 
natyw nych na skutek stosowania drastycznych m etod izolowania i oczysz­
czania (np. autolizy, 41, 75). Możliwe jest, iż podczas takiej procedury 
dochodzi do oddysocjowania niektórych składników (np. kwasu sjalowego). 
Ponadto podczas przechowyw ania (odmrażania i zam rażania) enzymu, 
form y wysokocząsteczkowe mogą przechodzić w nisko cząsteczkowe lub
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zachodzi zjawisko odwrotne (30, 94). W ymienione możliwości mogą być 
również przyczyną powstawania różnic w cząsteczkach enzymu. Nie po­
w inny być jednak utożsam iane z właściwą heterogennością sulfataz ary- 
lowych, typową dla nieuszkodzonej komórki.

Zaakceptowano do druku 26.09.1983 r.

PIŚMIENNICTW O

1. B ł e s z y ń s k i  W., (1970), A rylosulfatazy układu nerw ow ego, UMK, R ozprawy, 
Toruń.

2. C z y ż e w s k a  K., D z i a ł o s z y ń s k i  L., (1978), Ped. Pol., 9, 1129— 1135.
3. G n i o t - S z u l ż y c k a  J., (1977), A rylosu lfatazy (E.C.3.1.6.1.) i ich rola w  św ie ­

tle  badań nad genetycznie uw arunkow anym i schorzeniam i, UMK, R ozprawy, 
Toruń.

4. R o y  A. B., (1976), Aust. J. Exp. Biol. Med. Sei., 54, 111— 135.
5. D e 1 i s 1 e J. G., M i 1 a z z o F. H., (1970), Biochim. Biophys. Acta,  212, 505—508.
6. D e  l i s l e  J. G., M i l a z z o  F. H., (1972), Canadian J. Microbiol., 18, 561—568.
7. F l o w e r  L. R., R a m m l e r  D. H., (1964), B iochem istry ,  3, 230— 237.
8. H a r a  d a T., (1964), Biochem. J., 93, 373—378.
9. M i l a z z o  F. H., F i t z g e r a 1 d J. E., (1966), Canadian J. Microbiol.,  12, 735— 

744.
10. M u r o o k a  Y., Y i m  M. H.,  H a r a d a  T., (1980), A ppl. Environ. Microbiol.,

39, 812—817.
11. B e n  k o  v i e  S. J., V e g a r a  E. V.,  H a v e y  R. V., (1971), J. Biol. Chem.,  246, 

4926—4933.
12. B u r n s  G. R.  J., W y n n  C. H., (1977), Biochem. J., 166, 411—414.
13. B u r t o n  E. G., M e t z e n b e r g R. L., (1973), J. Bacteriol., 113, 519— 520.
14. L i e n  T., S c h r e i n e r  O., (1975), Biochim. Biophys. Acta, 384, 168— 179.
15. R a s b u r n  M.,  W y n n  C. H., (1973), Biochim. Biophys. Acta, 293, 191— 196.
16. F a r o o q u i  A.  A.,  A f r i d i  H. M. R. K., (1977), Planta, 133, 157— 160.
17. G ó r s k a - B r y 1 a s A., (1965), Acta  Soc. Bot. Pol., 34, 589—602.
18. P  o u x N., (1967), J. Histochem. Cytochem., 14, 932.
19. N e y  K. H., A m m o n  R., (1958), H o p p e-S ey ler ’s Z. Physiol. Chem.,  315, 145—

156.
20. J a m e s  G.  T., K e t t  D.,  A u s t i n  J. H., (1980), Enzyme,  25, 138— 131.
21. M r a z  W.,  J a t z k i e w i c z  H., (1974), H op p e -S e y le r ’s Z. Physiol. Chem.,  355, 

33—44.
22. Y a n g  R. S. M., P e l l i c c i a  J. G., W i l k i n s o n  C. F., (1973), Biochem. J.,

136, 817—820.
23. D o d g s o n K. S., P o w e l l  G. M., (1959), Biochem. J., 73, 672— 679.
24. H a t a n a k a H., O g a w  a Y., E g a m i  F., (1975), Biochem. J., 77, 353— 359.
25. H a t a n a k a  H., E g a m i  F., I s  h i  z u  k o  J., N  a g a i, (1976), Biochim. Bio­

phys. Acta,  438, 176— 185.
26. T a k a h a s h i  N., (1960), J. Biochem.,  (Tokyo), 48, 508—514.
27. M o r i y a  T., H o s h i  M., (1980), Arch. Biochem. Biophys.,  201, 216— 223.
28. C o r n e t  D., J a n g o u x  M., (1974), C omp. Biochem. Physiol., 47B , 45— 52.
29. H o s h i  M.,  M o r i y a  T., (1980), D evelop. Biol., 74, 343—350.
30. A g o g b u a S. J. O., W y n n  C. H., (1976), Biochem. J., 153, 415—421.
31. B a l a s u b r a m a n i a n  K.  A. ,  B a c h h a w a t  B. K., (1975), Biochim. Biophys. 

Acta,  403, 113— 121.

http://rcin.org.pl



190 K . CZYŻEW SKA [18]

32. D z i a ł o s z y ń s k i  L. M., W e n c l e w s k i  A., (1963), Clinica Chim. Acta, 8, 
565—567.

33. D z i a ł o s z y ń s k i  L. M., K u i k K., L e ź n i c k i A., (1966), Zesz. Nauk . 
UMK, N auki M at.-Przyr., Zesz. 15, Biol., IX , 88— 100.

34. F a r o o q u i A. A., B a c h h a w  a t B. K., (1972), Biochem. J., 126, 1025— 1033.
35. F e d e c k a - B r u n e r  B.,  C r o i s i l l e  Y., (1978), Biochimie,  60, 437—441.
36. G n i o t - S z u l ż y c k a  J., (1972), A cta  Biochim. Pol., 19, 181— 190.
37. G n i o t - S z u l ż y c k a  J., (1974), A cta  Biochim. Pol., 21, 247— 254.
38. H e l w i g  J. J., F a r o o q u i  A.  A. ,  B o l  l a c k  C., M a n d e l  P., (1977), 

Biochem. J., 165, 127— 134.
39. R o y  A. B., (1971), Biochim. Biophys. Acta,  227, 129— 138.
40. S h a p i r a  E., N a d l e r  H. L., (1975), Arch. Biochem. Biophys., 170, 179— 187.
41. S t e v e n s  R. L., F l u h a r t y  A.  L., K i l l g r o v e  A.  R.,  K i h a r a  H., 

(1977), Biochim. Biophys. Acta,  481, 549—560.
42. D a n i e l  W. L., A b e d i n K., L a n g e 1 a n R. E., (1980), J. Hered.,  71, 161—

167.
43. G r a v e l  R. A. ,  L e u n g  A. ,  T s  u i  F., K o l o d n y  E. H., (1982), Analyt.  

Biochem.,  119, 360—363.
44. B a u m  H., D o d g s o n K. S., (1957), Nature,  179, 312— 313.
45. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., (1953), Biochem. J., 53, 444— 451.
46. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., T h o m a s  J., (1954), Biochem. J., 56, 177—  

181.
47. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., W i l l i a m s  K., (1955), Biochem. J., 61, 

374— 380.
48. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., W y n n C. H., (1956), Biochem. J., 62, 500—  

507.
49. D o d g s o n  K. S., R o s e  F. A. ,  T u d b a l l  N., (1959), Biochem. J., 71, 10—15.
50. G n i o t - S z u l ż y c k a  J., K o m o s z y ń s k i  M., (1972), Enzymologia,  42, 

11— 2 1 .

51. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., T h o m a s  J., (1955), Biochem. J., 59, 29—37.
52. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., W i l l i a m s  K., (1955), Biochem. J., 64> 

216—221.
53. N i c h  o i l s  R. G., R o y  A. B., (1971), w  Enzymes, red. G lick D., t. 5, str. 21—  

41; A cadem ic Press, N ew  York.
54. R o y  A. B., (1969), w  A dvances in  E nzym ology, red. Nord F. F., t. 22, str. 205—  

235; Interscience Publ., N ew  York.
55. D o d g s o n  K.  S., S p e n c e r  B., (1961), w  M ethods of B iochem ical A nalysis, 

red. G lick D., t. 4, str. 211; Inter. Publish. Inc., N ew  York.
56. R o y  A. B., (1956), Biochem. J., 64, 651—657.
57. G n i o t - S z u l ż y c k a  J., (1982), Acta  Biochim. Pol., 29, 205—212.
58. M o r i y a s u  M., I t o  A., O m  u r  a T., (1982), J. Biochem., (Tokyo), 92, 1189—  

1195.
59. M o r i y a s u  M., I t o  A., (1982), J. Biochem.  (Tokyo), 92, 1197— 1204.
60. D o d g s o n  K.  S., P o w e l l  G. M., (1959), Biochem. J., 73, 666— 671.
61. L e ź n i c k i A., (1972), B iochem iczna charakterystyka i h istochem iczna lok a li­

zacja arylosulfataz narządów  szczura, Praca doktorska UM K, Toruń.
62. R o y A. B., (1979), Biochem. J., 196, 380— 386.
63. K i r k e b y  S., (1980), A cta  Histochem. Cytochem .,  13, 430—434.
64. R a p r a e g e r A. C., E p e 1 D., (1981), Develop. Biol., 88, 269—278.
65. B ł e s z y ń s k i  W.,  D z i a ł o s z y ń s k i  L. M., (1965), Biochem. J., 97, 360—364-
66. B ł e s z y ń s k i  W.,  L e ź n i c k i  A., (1967), Enzymologia,  33, 373— 389.

http://rcin.org.pl



[19] S U L F A T A Z Y  ARYLOW E 191

67. D z i a ł o s z y ń s k i  L.  M.,  G n i o t - S z u l ż y c k a  J., J a g u s z y n  Z., (1966), 
Zesz. Nauk. UMK, Zesz. 15, Biol. IX , 61—74.

68. N a g a d o w s k a  J., (1981), O czyszczanie i charakterystyka rozpuszczalnych  
su lfataz arylow ych z jąder bydlęcych. Praca doktorska UAM, Poznań.

69. R o y A. B., (1953), Biochem. J., 55, 653— 661.
70. R o y A. B., (1954), Biochem. J., 57, 465— 470.
71. R o y A. B., (1956), Biochem. J., 62, 35.
72. R o y A. B., T r u d i n g e r  P. A., (1970), w  The B iochem istry of Inorganic  

Com pounds of Sulphur, str. 106— 189; Cambridge U niversity  Press.
73. B ł e s z y ń s k i  W., R o y  A. B., (1973), Biochim. Biophys. Acta ,  317, 164— 171.
74. D u b o i s  G., T u r p i n  J. C., B a u m a n  W., (1975), Biomedicine,  23, 116— 119.
75. F  a r o o q u i A. A., (1976), Biochimie,  58, 759— 761.
76. F a r o o q u i  A. A., R o y  A. B., (1976), Biochim. Biophys. Acta, 452, 431—439.
77. S t e v e n s  R.  L., F l u h  a r  t y  A.  L., K i l l g r o v e  A.  R., K i h a r a  H., (1976), 

Biochim. Biophys. Acta,  445, 661— 671.
78. A g o g b u a  S. J. O., A n  o s i k  e E. O., U g o c h u k w a  E. N., (1978), Comp.  

Biochem. Physiol. B., 59, 169— 174.
79. K u i k  K., (1972), X  Zjazd Polsk iego T ow arzystw a B iochem icznego, C-37, 116, 

Poznań.
80. S h i m o n y  T., N i g r e 11 i R. F., (1972), Mar. Biol., 14, 349—358.
81. S t e v e n s  R. L., H a r t m a n  M.,  F l u h a r t y  A.  L., K i h a r a  H., (1973), 

Biochim. Biophys. Acta,  302, 338—344.
82. S t e v e n s  R. L., (1974), Biochim, Biophys. Acta,  370, 249—250.
83. D a s  P. K., B i s h a y e e S., (1980), FEBS Lett. ,  11, 43—46.
84. I s h i b a s h i  T„ M a r u  A. ,  I m a i  Y.,  M a k i t a  A. ,  T s u j i  I., (1980), Bio­

chim. Biophys. Acta,  616, 218— 227.
85. L u i j t e n  J., v a n  d e r  H e i  j d e n  H.,  R i j k s e n  G., S t a a l  G., (1978), 

J. Mol. Med., 3, 213— 225.
86. H a r b e n  A.  M., K r a w i e c k i  N. ,  M a r c u s  F. A., (1982), Clinica Chim.  

Acta,  125, 351.
87. W o r t m a n B., (1962), Arch. Biochem. Biophys., 97, 70— 74.
88. B ł e s z y ń s k i  W., (1967), Enzymologia,  32, 169— 181.
89. B ł e s z y ń s k i  W. ,  L e ź n i c k i A. ,  L e w o s z  J ,  (1969), Enzymologia,  37, 

314— 324.
90. L e w o s z  J., (1971), Badania nad strukturą arylosulfataz m ózgu w ołow ego, 

Praca doktorska UMK, Toruń.
91. H a r r i s o n  B.  W. ,  D a n i e l  W.  L.,  A b b a s  K. J., (1982), Experientia ,  38, 

73— 75.
92. D a n i e l  W.  L., H a r r i s o n  B.  W.,  N e l s o n  K., (1982), J. Hered., 73, 24—28.
93. D a n i e l  W. L., C a p 1 a n H. S., (1980), Biochem. Genet.,  18, 625—642.
94. L a k s h m i  S., B a 1 a s u b r a m a n i a n A. S., (1980), Biochem. B iophys. A c ta , 

446, 458.

95. M c G o v e r n  M. M.,  V i n e  D.  T., H a s k i n s  M. E., D e s n i c k R. J., (1982), 
J. Biol. Chem.,  257, 12605.

96. F a r o o q u i  A. A., B a c h h a w  a t B. K ,  (1971), J. Neurochem.,  18, 635—646.
97. O’ B r i e n  J. F., C a n t z  M.,  S p r a n g  e r  J., (1974), Biochem. Biophys. Res. 

Comm., 60, 1170— 1177.

98. C z y ż e w s k a  K., D z i a ł o s z y ń s k i  L., (1981), A cta  Biochim. Pol.,  28, 367—  
377.

99. D r o b a  M.,  D r o b a  B., (1981), J. Exp. Zool.,  218, 301—303.
100. R o y  A. B., (1958), Biochem. J., 68, 519— 628.
101. B a u m  H., D o d g s o n K. S., S p e n c e r  B., (1958), Biochem. J., 69, 567—572.

http://rcin.org.pl



192 K . CZYŻEW SKA [20]

102. L e e  G. D., v a n  E 11 e n R. L., (1975), Arch. Biochem. Biophys.,  166, 280—294.
103. N i c h o 1 L. W., R o y  A. B., (1964), J. Biochem.,  (Tokyo), 55, 645—651.
104. F a r o o q u i  A.  A.,  Y u s u f i  A. N. K., (1976), J. Neurochem., 27, 1191— 1195.
105. F a r o o q u i  A. A., (1976), Experientia ,  32, 1242— 1244.
106. F 1 u h a r t y A. L., S t e v e n s  R. L., M i l l e r  R. T., K i h a r a H., (1974), 

Biochem. Biophys. Res. Comm., 61, 348—354.
107. F l u h a r t y  A.  L., S t e v e n s  R. L., F u n g  D.,  P e a k  S., K i h a r a  H.,

(1975), Biochem. Biophys.  Res. Comm.,  64, 955—962.
108. H a t a n a k a  H.,  O g a w a  Y.,  E g a m i  F., I s h i z u k a  J., N a g a i  Y.,

(1975), J. Biochem.,  (Tokyo), 78, 427—429.
109. J e r f y  A., R o y  A. B., (1973), Biochim. Biophys. Acta,  293, 178— 190.
110. R o y  A. B., (1975), Biochim. Biophys. Acta, 377, 356— 363.
111. T s u j i  M.,  N a k a n i s h i  Y.,  H a b u c h i  H.,  I s h i h a r a  K.,  S u z u k i  S.,

(1980), Biochim. Biophys. Acta,  612, 373— 383.
112. F l u h a r t y  A.  L., S t e v e n s  R. L., G o l d s t e i n  E. B., K i h a r a  H.,

(1979), Biochim. Biophys. Acta,  566, 321—326.
113. O’ F a  g a i n  C., B o n d  U. ,  O r s i  B.  A.,  M a n t l e  T. J., (1982), Biochem. J., 

201, 345— 352.
114. W a l e y  S., (1980), Biochem. J., 185, 771—773.
115. B a u m  H., D o d g s o n  K. S., (1958), Biochem. J., 69, 573—582.
116. F l u h a r t y  A.  L., G l i c k  J. A. ,  S a m  a a n  G. F., K i h a r a  H., (1982), 

Analit.  Biochem.,  121, 310.
117. R o y  A. B., (1957), Experientia,  XIII/1, 32— 34.
118. Y a n g  C h e e l - H a l c ,  S r i v a s t a v a  P. N., (1976), Biochem. J., 159, 133—

142.
119. N i e  h o i l s  R. G., R o y  A. B., (1971), Biochim. Biophys. Acta,  242, 141— 151.
120. Y a m a t o  K., H a n d a  S., Y a m a k a w a  T.f (1974), J. Biochem., 75, 1241— 

1247.
121. W a h e e d  A., v a n  E t  t e n  R. L., (1979), Arch. Biochem. Biophys.,  194, 215—  

225.
122. R o y A. B., (1972), Biochim. Biophys. Acta, 276, 488—490.
123. R o y A. B., (1978), Biochim. Biophys. Acta,  526, 489—506.
124. S t i n s h o f f  K., (1972), Biochim. Biophys. Acta, 276, 475—488.
125. W a h e e d  A., v a n  E t  t e n  R. L., (1979), Arch. Biochem. Biophys.,  195, 248—  

251.
126. W a h e e d  A., v a n  E t  t e n  R. L., (1980), Arch. Biochem. Biophys.,  203, 11— 24.
127. P r o s s e r  C. J., R o y  A. B., (1980), Biochim. Biophys. Acta, 613, 130— 139.
128. A l l e n  E., R o y  A. B., (1968), Biochem. Biophys. Acta,  168, 243— 251.
129. D o d g s o n  K. S., W y n n C. H., (1958), Biochem. J., 68, 385—395.
130. S z u m i e 1 J., (1963), Post.  Biochem.,  9, 154— 172.
131. D r a p e r  K.  R.,  F i s k u n  G. M., E d m o n d  J., (1976), Arch. Biochem. B io­

phys., 177, 528—538.
132. G o l d s t o n e  A. ,  K o n e c n y  P., K o e n i g  H., (1971), FEBS Lett. , 13, 68— 72.
133. D e l u c a  Ch., B r o w n  A.  J., S h o w s  T. B., (1979), Proc. Natn. Acad. Sei.  

USA,  76, 1957— 1961.
134. F r a n k e  U. ,  T e t r i  P., T a g g a r t  R. T„ O l i v e r  N., (1981), Cytogenet .  

Cell Genet.,  31, 58— 69.
135. B r u n s  G.  A.  P., M i n t z  B.  J., L e a r y  A.  C., R e g i n a  V.  M.,  G e r a l d  

P. S., (1979), Biochem. Genet.,  17, 1031.
136. v a n  K e s s e l  G., W e s t e r v e l d  A.,  D e  G r o o t  P.  G.,  M e e r a  K h a n  P., 

H a g e m e i j e r  A., (1980), Cytogenet. Cell Genet.,  28, 169— 172.

http://rcin.org.pl



[21] SU L F A T A Z Y  ARYLOW E 193

137. H e l l k u h l  B., G r z e s c h i k  K.-H., (1978), Cytogenet.  Cell Genet., 22, 203— 
206.

138. G n i o t - S z u l ż y c k a  J., (1976), Post.  Biochem.,  22, 17—26.
139. H a s k i n s  M.  E., J e ż y k  P.  F., D e s n i c k  R. J., P a t t e r s o n  P. F., (1981), 

Am. J. Pathol.,  105, 191.
140. W a h e e d  A. ,  H a s i l i k  A.,  v o n  F i g u r a  K., (1982), Europ. J. Biochem.,

123, 317—321.
141. F a r o o q u i  A.  A. ,  M a n d e l  P., (1977), Clin. Chim. Acta,  74, 93— 100.
142. D a n i e l  W.  L., A b e  d i n  K. ,  L a n g e l a n  R., (1980), J. Hered.,  71, 161— 167.
143. G a s  a S., (1981), Jpn. J. Thorae. Dis., 19, 102— 110.
144. G a s a  S., M a k i t  a A. ,  K a m e y a  T., K o d a m a  T. S., K o i d e  T. T., 

T s u m u r a y a  M., (1981), Eur. J. Biochem., 116, 497—504.
145. G a s a  S., M a k i t a  A.,  K a m e y a  T., K o d a m a  T., A r a k i  E., Y o n e -  

y a m a  M.,  H i  r a m a  M.,  H a s h i m o t o  M., (1980), Cancer Res., 40, 3804—  
3809.

146. W a s e r m a n S. J., A u s t e n  K. F., (1977), J. Biol. Chem., 252, 7074— 7080.
147. Y o u  t a k a  T., O k a  d a  S., K a t o  T.,  I m u i  K.,  Y a b u u c h i  H., (1981), 

Clin. Genet., 20, 296— 303.
148. L u i j t e n  J., v a n  d e r  H e i d e n  H., R i j k s e n  G., S t a a l  G., (1978), 

J. Mol. Med., 3, 227— 246.

13 P o stęp y  B io c h e m ii 1—2/84 http://rcin.org.pl



Nie m ając możliwości opublikowania swojej odpowiedzi na recenzje 
mojej książki „G enetyka fizjologiczna zw ierząt” (PWN, W arszawa, 1980) 
ogłoszone przez A. P u tram en t i M. Chorążego w Postępach Biochemii 
(1981), uprzejm ie inform uję, iż została ona w ydrukow ana w Postępach 
Nauk Rolniczych, 1983, 3, 123— 128 i 1983, 2, 157— 163 odpowiednio.

Adam  Kołątaj
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KRONIKA POLSKIEGO TOW ARZYSTW A BIOCHEMICZNEGO

X IX  ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

S z c ze c in  26-28 w rześn ia  1983 r.

W dniach 26—28 w rześnia 1983 obradow ał w  Szczecinie X IX  Zjazd P olskiego  
T ow arzystw a Biochem icznego. W obradach brało udział 481 osób z kraju oraz goście 
z NRD, Bułgarii, RFN, Szw ecji i W ielkiej Brytanii. Otwarcie Zjazdu odbyło się 
w  A uli Pom orskiej A kadem ii M edycznej, na które przybyli oprócz członków  T ow a­
rzystw a, przedstaw iciele Władz w ojew ódzkich , m iejskich oraz szkół w yższych Szcze­
cina. W czasie uroczystości otw arcia Prezes Zarządu G łów nego Polsk iego T ow arzy­
stw a B iochem icznego prof. dr K azim ierz Zakrzew ski w ręczył coroczne nagrody  
T ow arzystw a za najlepsze opublikow ane prace oraz podziękow ał organizatorom  za 
przygotow anie X IX  Zjazdu. P oinform ow ano także zebranych, że następny X X  jubi­
leuszow y Zjazd odbędzie się w  O lsztynie, a przedstaw iciel K om itetu O rganizacyj­
nego z O lsztyna otrzym ał sym boliczny klucz w  celu  otw arcia podw oi m iasta na na­
stępne naukow e spotkanie. Na zakończenie uroczystości otw arcia Zjazdu prof. dr 
B ogusław  H alikow ski, Dyrektor Instytutu  Pediatrii PAM , w ygłosił w ykład pt.: „Wro­
dzona, dziedzicznie uw arunkow ana kw asica m leczanow a”.

Obrady naukow e Zjazdu rozpoczęły się w  godzinach popołudniow ych dnia 26 IX
1983 r. rów noległe w  dwóch salach. W sali C entralnego Klubu Studenckiego „Trans”, 
A l. P ow stańców  Wlkp. 20 i w  sali K opernikańskiej przy Państw ow ym  Szpitalu K li­
n icznym  Al. P ow stańców  Wlkp. 72. Na program X IX  Zjazdu złożyły się 4 sym pozja 
oraz sekcja plakatów  o różnej tem atyce (analityka biochem iczna, biochem ia człow ie­
ka, zw ierząt, roślin, now otw orów , enzym ologia oraz inne doniesienia nie m ieszczące  
się w  w yżej podanej tem atyce).

Sym pozjum  fluorow e rozpoczęło się od przedstaw ienia sy lw etk i i działalności 
naukow ej, zm arłego w  1982 roku dr George W aldbotta, założyciela International 
Society  for F luoride Research i d ługoletn iego redaktora znanego w  św iecie kw arta l­
nika „Fluoride”. Na program sym pozjum  fluorow ego (organizator doc. dr Z. Machoy) 
złożyło się 8 referatów  kierunkow ych z kraju i z zagranicy. Obradom ogólnym  prze­
w odniczyli: doc. dr T. G um iński (K raków) i prof. dr M. Kobylańska (Poznań). 
W sekcji p lakatow ej przedstaw iono 38 doniesień zw iązanych z toksykologią, terapią, 
profilaktyką i innym i aspektam i m etabolizm u fluoru. Sym pozjum  fluorow e, jako 
jedyne m iało sw oją sesję podsum ow ującą, prowadzoną przez prof. dr M. Gum ińską  
(Kraków). W ożyw ionej, często kontrow ersyjnej, dyskusji starano się w yjaśnić zaw i­
łości m etabolizm u fluoru, zbliżyć stanow iska zw łaszcza w  spraw ie dylem atu fluor- 
kow ać czy n ie  fluorkow ać w odę pitną oraz postanow iono kontynuow ać także  
w  przyszłości sym pozja o tem atyce fluorow ej, z udziałem  różnych specjalistów  
w  tym  i z zagranicy.

Organizatorem  sym pozjum  „Biochem ia m iażdżycy” był prof. dr J. Gregorczyk  
(Szczecin). Sym pozjum  to prow adzone było sposobem  konw encjonalnym . Dwa refe­
raty program ow e oraz 13 kom unikatów  przedstaw iono ustn ie bez ograniczenia czasu 
na dyskusję. P odstaw ow ym  problem em  interesującym  biochem ików  w ostatnim  
czasie są interakcje w układzie w ieloenzym atycznym , jak i w ielosubstratow ym  w a­
runkujące pow staw anie m iażdżycy oraz określenie sytuacji m etabolicznych jako
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czynników  zagrożenia m iażdżycą. W dyskusji brały udział 23 osoby. O gólnie postu­
low ano, aby co najm niej raz na dwa lata organizow ać m onotem atyczne spotkania  
dotyczące postępów  badań nad m iażdżycą.

Sym pozjum  „Kw asy nuk lein ow e” prow adził doc. dr T. Gałam on (Szczecin). 
W program ie sym pozjum  w ygłoszono 4 referaty oraz przedstaw iono 54 plakaty. 
W dyskusji n ie w yeksponow ano problem ów  dom inujących w  polskich laboratoriach  
jak i nie w ytyczono now ych k ierunków  badań na przyszłość. Jednym  z kontynuo­
w anych nadal tem atów  badaw czych są poszukiw ania now ych antybiotyków  jako  
inhibitorów  syntezy RNA oraz stosow anie inżynierii genetycznej dla uzyskania no­
w ych odmian zbóż asym ilującycb azot z powietrza. Trudności w  uzyskaniu odpo­
w iednich izotopów  i brak m ożliw ości stosow ania szybkich metod analitycznych są 
przyczyną opóźnień w  stosunku do ośrodków zagranicznych.

O rganizatoram i sym pozjum  bioenergetycznego byli: prof. dr L. W ojtczak (War­
szawa), prof. dr M. Żydowo (Gdańsk) i doc. dr Z. M achoy (Szczecin). Przedstaw iono  
10 referatów  sym pozjalnych z kraju i z zagranicy. Obradom przew odniczyli prof. 
dr M. Żydowo i prof. dr L. W ojtczak. D yskusje odbyw ały się po każdym  z w ygłoszo­
nych referatów. Jak można się zorientow ać z zam ieszczonych w  program ach tytułó\\? 
referatów, były to w ybrane zagadnienia z transportu przez błony, z fosforylacji, 
funkcjonow ania łańcucha oddechow ego i m etabolizm u m itochondriów . W sekcji p la ­
katow ej prezentow ano 53 doniesienia o różnej tem atyce. B yły one dyskutow ane  
jeszcze przed rozpoczęciem  referatów  program ow ych i pochodziły g łów nie z G dań­
ska, W arszawy, W rocławia i Szczecina.

W czasie Zjazdu odbyło się w alne zebranie Polsk iego T ow arzystw a B iochem icz­
nego, na którym  w ybrano W ładze Tow arzystw a. Prezesem  został ponow nie prof. 
dr Kazim ierz Zakrzewski. Skład Zarządu, jak i podział kom petencji, zostanie za­
pew nie ogłoszony osobnym  kom unikatem .

U dział procentow y
Siedziby oddziałów  Ilość referat w  w  stosunjcu ¿¡o i iczby

i kom unikatów

W arszawa 80 22
Poznań 65 48,5
Łódź 46 33,6
W rocław 43 46
Lublin 35 51
Szczecin 35 81
Gdańsk 33 67
B iałystok 26 66,7
Kraków 20 25
Śląsk ^ 21 33
O lsztyn 12 29
Toruń 4 18

W dniach Zjazdu w  salach Klubu „Trans” m iała m iejsce skrom na w ystaw a za ­
granicznych firm: K och-Light Laboratories Ltd, Farm acia, M etrim pex, Oxoid i In ter- 
N ova oraz stoisko książkow e Szczecińskiego Tow arzystw a N aukow ego. T ow arzy­
stw o to w ydrukow ało w  całości m ateriały sym pozjum  fluorow ego z 1979 roku  
(„M etabolizm F luoru” 220 stron). Obszerne streszczenia referatów  tegorocznego sy m ­
pozjum  fluorow ego ukażą się w  num erze 9, 1983 C zasopism a Stom atologicznego. 
Odrębne om ów ienie sym pozjum  fluorow ego ma się ukazać w  czasopism ach „Brom a- 
tologia i Chemia T oksykologiczna” oraz „Fluoride” (w języku angielskim ). P rzew i­
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duje się opublikow anie referatów  program ow ych sym pozjum  bioenergetycznego  
w „Postępach B iochem ii” w  1984 roku. Zjazdow i tow arzyszyło zorganizow anie kilku  
im prez rozryw kow o-kulturalnych, jak: spotkanie tow arzyskie, dyskoteka, film y k olo­
row e o tem atyce przyrodniczej, autokarow a w ycieczka po m ieście i zw iedzanie portu  
statkam i Żeglugi Szczecińskiej.

W Zjeździe brali udział członkow ie ze w szystk ich  oddziałów P olsk iego Taw arzy- 
stw a B iochem icznego w  Polsce. W indeksie nazw isk autorów  odnotow ano 757 osób, 
gdy w  poprzednim  Zjeździe w  1970 roku 296 osób. W biurze Zjazdu zarejestrow ano  
420 osób przyjezdnych a 75 osób zrezygnow ało w  ostatniej ch w ili z udziału  w  Zjeź­
dzie. Poniżej przedstawiono ilości referatów  i kom unikatów  z poszczególnych od­
działów  prezentow anych w  Szczecin ie oraz ich procentow y udział w  stosunku do 
liczby członków  oddziałów  (dane dotyczące liczby członków  pochodzą z 1981 roku 
i zostały opublikow ane w  „Postępach B iochem ii” tom  27, 2, str. 243).
P ozostałe doniesienia pochodziły z następujących m iejscow ości: K ielce, B iała P odla­
ska, P uław y, S iedlce, Bydgoszcz, Kórnik, Jabłonna, Chorzelów , B usko-Z drój, B rw i­
nów , W ürzburg i H eidelberg (RFN), Erfurt (NRD), Sofia (Bułgaria), Zürich (Szw aj­
caria), Szeged (Węgry), M oskwa (ZSRR), Durham, B ethesda i W arren (USA).

Zjazd obradował w  okresie jubileuszu  35-lecia istn ien ia  Pom orskiej A kadem ii 
M edycznej.

Z. Machoy

W yciąg z protokółu z X I W alnego Zebrania Członków P olskiego T ow arzystw a  
B iochem icznego odbytego w  dniu 27 w rześnia 1983 r. w  Szczecinie

W zebraniu uczestniczyło 137 członków  T ow arzystw a. Z ebranie otw orzył Prezes 
T ow arzystw a, prof. Kazim ierz Z akrzew ski, proponując na przew odnictw o zebrania  
prof. Lecha W ojtczaka. O bejm ując przew odnictw o prof. W ojtczak poprosił o uczcze­
n ie chw ilą ciszy pam ięci zm arłych zasłużonych biochem ików  polskich, prof. S. P o­
znańskiego, prof. J. H ellera, prof. M. Szym ony i prof. W. D rabikow skiego.

Przyjęto następujący porządek obrad.
— W ybór przew odniczącego W alnego Zebrania
— W ybór sekretarza zebrania i pow ołanie protokólantów
— W ybór K om isji M atki
— W ybór K om isji Skrutacyjnej
— W ybór K om isji W nioskowej
— Spraw ozdanie ustępującego Zarządu G łów nego
— Spraw ozdanie K om isji R ew izyjnej
— W ybory now ych w ładz T ow arzystw a
— N adanie godności członka honorow ego P olsk iego T ow arzystw a B iochem icz­

nego prof. dr W andzie M ejbaum -K atzellenbogen oraz prof. dr Z ofii Z ielińskiej
— U stalen ie w ysokości składki członkow skiej i zw iązane z tym  spraw y organi­

zacyjne w  latach 1983— 1986
— K alendarz następnych Zjazdów  PTBioch
— W olne w nioski.
Na Sekretarza zebrania w ybrano doc. Z. W ojciechow skiego, na protokólantów  

dr E. L enartow icz i dr M. B alińską. Do K om isji M atki zebrani pow ołali dr A. Jerz­
m anow skiego, dr J. S tępińskiego i dr K. Zwierza. Przew odniczącym  K om isji Skru­
tacyjnej został doc. J. Popinigis, a do K om isji W nioskowej w ybrano doc. D. H ula­
nicką, dr L. Paśś i doc. J. Kędziorę.
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N astępnie prof. Zakrzew ski przedstaw ił spraw ozdanie ustępującego Zarządu 
G łównego. S tw ierdził w  nim , że X  kadencja Zarządu G łów nego PTBioch rozpoczęła  
się w  roku 1980 w  okresie b. trudnym . T rw ające od 5 lat ograniczenia finansow e  
nie tylko uniem ożliw iały  zakup aparatury, odczynników  i części zam iennych, ale 
objęły rów nież dopływ  czasopism  i m ożliw ość udziału biochem ików  w  zjazdach  
i sym pozjach naw et krajow ych. P olsk ie T ow arzystw o Biochem iczne, całość sytuacji 
naszej dyscypliny ujęło w  MEMORIALE, który w szedł na obrady Sejm ow ej Kom isji 
N auki i Postępu Techniki. Tezy M em oriału stanow iły rów nież ogólną w ytyczną, 
którą kierow ał się w  czasie X  kadencji Zarząd Główny.

Z przyczyn od T ow arzystw a niezależnych liczba zebrań naukow ych bardzo zm a­
lała. Jednocześnie jednak Zarząd G łów ny rozpoczął organizow anie m ini-sym pozjów  
z aplikacyjnych dziedzin biochem ii. Odbyły się 3 takie spotkania na tem at: acylazy  
penicylinow ej, interferonu i w rodzonych kw asic dziecięcych.

N ie mogąc w płynąć na poprawę zaopatrzenia bibliotek, sporządzono ew idencję  
dostępności 11 głów nych m iędzynarodow ych czasopism  biochem icznych o charakte­
rze ogólnym  i przekazano ją do poszczególnych oddziałów  celem  u łatw ien ia  poszu­
kiw ań bibliograficznych p iśm iennictw a z lat 1980— 1982.

Znacznie pogorszyły się finansow e w arunki pracy T owarzystwa. Ze w zględów  
statutow ych składka członkow ska nie m ogła być podniesiona aż do najbliższego  
W alnego Zebrania (w rzesień 1983 r.). Dotacja PAN  w  latach 1981— 1982 w zrastała  
w  przybliżeniu proporcjonalnie do w zrostu cen i płac; natom iast w  roku 1983 została 
obniżona do 190 tys. złotych, co jest w artością (num erycznie) najm niejszą na prze­
strzeni ostatnich 10 lat.

Zarząd G łówny P olsk iego T ow arzystw a B iochem icznego w  okresie m inionych  
3 lat dążył do utrzym ania funkcjonow ania T ow arzystw a i dostosow yw ania jego  
działalności do zm ieniających się w arunków  zew nętrznych. W ysiłki Zarządu G łów ­
nego X  kadencji zm ierzały przede w szystk im  do zabezpieczenia m inim um  elem entów  
koniecznych dla pracy in telektualnej, takich jak uczestn ictw o w  zjazdach, sp ecja li­
styczne narady i sym pozja oraz inform acje biblioteczne.

Po w ystąpieniu  Prezesa prof. L. K łyszejko-Stefanow icz odczytała protokół K o­
m isji R ew izyjnej i zgłosiła w niosek o udzielenie ustępującem u Zarządowi absolu­
torium.

N astępnie rozpoczęto dyskusję nad spraw ozdaniem  i w nioskam i K om isji R ew i­
zyjnej. Jako pierw szy zabrał głos prof. M. Żydowo proponując w yrażenie uznania  
ustępującem u Zarządowi za w ydajną i pełną pośw ięcenia pracę w  trudnym  okresie. 
W dalszym  ciągu dyskusji prof. J. A ugustyniak zapytał o kontakty Zarządu G łów ­
nego PTBioch z innym i T ow arzystw am i B iochem icznym i oraz Federacją Europej­
skich T ow arzystw  B iochem icznych. W odpow iedzi prof. K. Zakrzew ski stw ierdził, 
że kontakty były utrzym yw ane, choć utrudnione ze w zględu na ogólną sytuację. Na 
ostatnim  posiedzeniu Rady FEBS-u obecny był przedstaw iciel T ow arzystw a, doc. 
P. Chom czyński.

W dalszym  ciągu dyskusji zabrała głos prof. Z. Z ielińska, Redaktor N aczelny  
kw artaln ika „Postępy B iochem ii”, która poinform ow ała o n iezależnych od R edakcji 
trudnościach zw iązanych z w ydaw aniem  w ym ienionego kw artalnika. Pow iadom iła  
rów nież o staraniach R edakcji o w prow adzenie now ych form  artykułów  (Nowe 
w  biochem ii, Z historii biochem ii) apelując o dostarczanie tego typu m ateriałów.

Prof. L. W ojtczak poinform ow ał następnie o liście prof. J. O pieńskiej-B lauth , 
w  którym  napisała, że opracow uje h istorię polskiej b iochem ii i proponuje u tw orze­
nie w  PTBioch Sekcji h istorii biochem ii. Popierając in icjatyw ę prof. O pieńskiej- 
B lauth, prof. L. W ojtczak stw ierdził, że inicjatyw a jest cenna, a o potrzebie u tw o­
rzenia oddzielnej Sekcji zadecyduje Zarząd PTBioch.

http://rcin.org.pl



[5] K R O N IK A  P . T. BIOCH. 199

W dalszym  ciągu dyskusji dr L. T orliński krytycznie ustosunkow ał się do sesji 
plakatow ych na zjazdach PTBioch i zaproponow ał organizow anie w  przyszłości 
dyskusji okrągłego stołu. Dr A. Jerzm anow ski poinform ow ał o in icjatyw ie grupy  
pracow ników  Instytutu  B iochem ii i B iofizyki PA N  w ydaw ania dla w arszaw skiego  
środow iska biochem icznego b iu letynu  inform acyjnego zaw ierającego m.in. ogłoszenia
o m iejscach pracy dla biochem ików , krótkie notatki m etodyczne, inform acje o m ożli­
w ościach  zakupu lub w ym iany odczynników , aparatury itp.

Na zakończenie dyskusji prof. L. W ojtczak zaproponow ał g łosow anie nad udzie­
leniem  absolutorium  ustępującem u Zarządowi w raz z w yrazam i uznania zgłoszonym i 
przez prof. M. Żydowo. Zebrani jednom yśln ie przyjęli w niosek (w głosow aniu nie 
brali udziału członkow ie ustępującego Zarządu).

N astępnie przew odniczący K om isji M atki przedstaw ił listę  kandydatów  do no­
w ego Zarządu i K om isji R ew izyjnej uzupełnioną zgłoszeniam i z sali. Przed rozpo­
częciem  głosow ania prof. K. Zakrzew ski, proponow any na Prezesa Tow arzystw a  
na drugą kadencję przedstaw ił n ajw ażniejsze kierunki przyszłego działania T ow a­
rzystwa. Są to: działania na rzecz integracji środow iska biochem icznego, zacieśnienia  
w spółpracy i zw iększenia przepływ u inform acji, poszerzenie kontaktów  pom iędzy  
biochem ikam i a badaczam i z dziedzin pokrew nych (genetyka, m edycyna, biofizyka), 
podjęcie działań na rzecz w yjaśn ien ia  sytuacji finansow ej Tow arzystw a.

N astępnie odbyły się w ybory, w  których w  tajnym  głosow aniu wybrano: 
na Prezesa T ow arzystw a — prof. dr Kazim ierza Z akrzew skiego z W arszawy  
na V ice-P rezesa — doc. dr M agdalenę Fikus z W arszawy
na C złonków Zarządu: — doc. R. W ierzbickiego z Łodzi

— prof. J. K w iatkow ską z W rocławia
— prof. L. W ojtczaka z W arszaw y
— doc. T. W ilusza z W rocławia
— dr W. Janiszow ską z W arszawy
— prof. J. A ugustyniaka z Poznania
— doc. Z. Żaka z Krakowa
— doc. A. Leonow icza z Lublina
— dr L. Paśś z W arszawy
— doc. H. W ierzbicką z Poznania
— dr B. Skoczylas z W arszawy
— prof. J. Gregorczyka ze Szczecina
— dr T. W esołow ską ze Szczecina
— dr J. Stępińskiego z Gdańska  

Do K om isji R ew izyjnej wybrano:
— doc. Z. M achoya ze Szczecina
— dr B. Czartoryską z W arszawy
— prof. Z. Z ielińską z W arszawy.

W im ieniu ustępującego Zarządu G łów nego prof. K. Zakrzew ski zaproponował 
nadanie godności C złonków H onorow ych T ow arzystw a prof. W. M ejbaum -K atzen- 
ellenbogen i prof. Z. Z ielińskiej. Prof. K. Zakrzew ski przedstaw ił sy lw etk i naukow e  
K andydatek podkreślając doniosłe osiągnięcia naukow e i w ie lk i w kład w  rozwój 
polskiej biochem ii. W dyskusji prof. B. M oraw iecka uw ypukliła  zasługi prof. W. M ej- 
baum -K atzenellenbogen w  stw orzeniu w rocław skiej szkoły biochem icznej. Prof. 
T. Borkowski i doc. D. H ulanicka zw rócili uw agę na w ie lk ie  zaangażow anie prof. 
Z. Z ielińskiej w  działalność PTBioch. a także działalność w  redakcji „Postępów B io­
chem ii”. Na podstaw ie tajnego głosow ania obu Kandydatkom  nadano godność H ono­
rowego Członka PTBioch.

W toku dalszej dyskusji ustępujący Skarbnik T ow arzystw a, dr W. Janiszow ska  
przypom niała, że składka członkow ska w ynosi 40 zł. i nie była podwyższana od 1977
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roku. W tym  czasie nastąpił pow ażny w zrost kosztów  działania T ow arzystw a (wzrost 
cen usług, opłat pocztow ych, m ateriałów  biurow ych itp.) przy n iew ystarczającym  
w zroście dotacji ze strony Polskiej A kadem ii Nauk. Dr W. Janiszow ska zapropono­
w ała  podw yższenie składki do 240 zł. Dr Popiński zaproponow ał składkę w  w y so ­
kości 200 zł. Prof. Z. K asprzyk zasugerow ała odstąpienie od zasady obow iązkow ej 
prenum eraty „Postępów  B iochem ii”, m otyw ując tę propozycję w ysoką ceną prenu­
m eraty. Prof. Z. Z ielińska i prof. K. Zakrzew ski sprzeciw ili się tej sugestii argum en­
tując, że w  sytuacji utrudnionego dostępu do czasopism  naukow ych, obow iązkow a  
prenum erata pozw ala na utrzym anie ściślejszego kontaktu z najnow szym i osiągn ię­
ciam i biochem ii, szczególnie przez m łodych pracow ników  nauki. Prof. K. Z akrzew ski 
zapew nił, że Zarząd G łów ny stosow ał i będzie stosow ał zasadę obow iązkow ej pre­
num eraty w  sposób elastyczny w obec członków  nie będących w  stanie w nosić opłat 
za prenum eratę. W tej sytuacji prof. Z. K asprzyk w ycofała sw ój w niosek  o zn iesie­
n ie obow iązkow ej prenum eraty „Postępów  B iochem ii”. Na zakończenie dyskusji 
prof. L. W ojtczak zaproponow ał głosow anie nad podniesieniem  składki członkow ­
skiej do 200 zł. W niosek o podw yższenie składki przyjęto przy jednym  głosie  w strzy­
m ującym  się.

Prof. L. W ojtczak z k o lei poinform ow ał o propozycjach zorganizow ania w  n a ­
stępnych latach Zjazdów  P olsk iego T ow arzystw a B iochem icznego w: O lsztynie —
1984 r.; K rak ow ie— 1985 r.; K atowicach — 1986 r. Dr Kostyra (przedstaw iciel Od­
działu w  Olsztynie) poinform ow ał, że następny X X  Zjazd PTBioch odbędzie się  
w  dniach 18—20 w rześnia 1984 r. na terenie A kadem ii R olniczo-Technicznej 
w  O lsztynie-K ortow ie. T em atyką zjazdu będzie szeroko pojęta technologia produk­
cji białka. ~

P oniew aż w olne w n iosk i zostały w yczerpane w  ogólnej dyskusji Prof. L. W ojt­
czak zam knął zebranie dziękując w  im ieniu uczestn ików  organizatorom  X IX  Zjazdu  
P olsk iego  T ow arzystw a B iochem icznego w  Szczecinie, a w  szczególności P rzew odni­
czącem u K om itetu N aukow o-O rganizacyjnego, doc. dr Z ygm untow i M achoyowi, za 
spraw ne zorganizow anie Zjazdu i obrad.
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SPRAW OZDANIA

M iędzynarodowe Sym pozjum  „M echanizm y ekspresji genów  now otw orow ych”, 
Sm olenice (Czechosłowacja), 23—27 m aja 1983 r.

W dniach 23—27 m aja 1983 r. w  Sm olenicach odbyło się kolejne Sym pozjum  
Europejskiego T ow arzystw a do Badań nad Rakiem . Organizatoram i byli pracow nicy  
Instytutu  O nkologii w  B ratysław ie i Instytutu  G enetyki M olekularnej w  Pradze. 
W Sym pozjum  w zię li udział naukow cy z A nglii, B elgii, Bułgarii, C zechosłow acji, 
Danii, Francji, Holandii, Polski, S tanów  Z jednoczonych, Szw ecji, W ęgier i Związku  
Radzieckiego. Tem atyka Sym pozjum  dotyczyła onkogenów  w irusow ych i ich hom o- 
logów  kom órkow ych (dw ie sesje), m echanizm ów  transform acji kom órek (jedna se ­
sja), transform ujących genów  now otw orow ych w irusów  DNA (jedna sesja) i w irusów  
raka sutka (jedna sesja). Zagadnieniom  tym  pośw ięcono 18 referatów . W yniki k ilk u ­
dziesięciu  prac przedstaw iono w  form ie p lakatow ej.

W przedstaw ionym  spraw ozdaniu um ieszczono dane i inform acje, które zgodnie  
z odczuciam i w łasnym i, w ydają się szczególn ie interesujące.

D oskonałym  układem  m odelow ym  do prób oceny zależności m iędzy obecnością  
genów  w irusow ych a stanem  now otw orow ym  są now otw ory indukow ane przez w irus  
Rousa (wirus m ięsaka kurzego). W ydaje się, że do utrzym ania stanu now otw orow ego  
w ystarcza obecność niekom pletnych prow irusow ych sekw encji (Swoboda, C zecho­
słowacja). U kład ten pozw ala rów nież na badania w zajem nych oddziaływ ań m iędzy  
proonkogenam i kom órkow ym i a cząsteczkam i w irusa. W irus Rousa tracąc w  w yniku  
delecji transform ujący onkogen src traci jednocześnie w łaściw ości indukow ania  
now otw orów . N iektóre pozbaw ione genu src m utanty w irusa Rousa w  w yn iku  re­
kom binacji z onkogenam i kom órek kurzych mogą przekształcać się w  p ełnow arto­
ściow e w irusy transform ujące (rASV). Jest interesujące, że w irus R ousa (szczep  
Schm idta-R uppina) pow oduje transform ację now otw orow ą tylko niektórych hodow li 
kom órek ludzkich (Rabotti i inn., Francja), praw dopodobnie kom órek o określonych  
cechach genetycznych. Opierając się na danych z badań dotyczących kom órek k u ­
rzych, autorzy sądzą, że — per analogiam  — w  niektórych kom órkach ludzkich m oże 
m ieć m iejsce rekom binacja genów  w irusa Rousa z genam i kom órkow ym i.

W iele uw agi pośw ięca się obecnie zagadnieniu identyfikacji proonkogenów  
w  now otw orach ludzkich i określaniu ich funkcjonalnego stanu. Jednym  z dow odów  
aktyw acji onkogenów  jest zw iększen ie ilości w ytw arzanych  specyficznych RNA. 
Grupie naukow ców  radzieckich (K issieljow  i inn.) udało się w ykazać, że w  licznych  
now otworach ludzkich w  stanie ak tyw acji znajduje się przede w szystk im  gen m yc, 
a ponadto geny sis  i ras.

W komórkach, które u legły transform acji now otw orow ej rejestruje się zm iany  
w  procesach m etabolicznych, zw iązanych przynajm niej częściow o z różnicow aniem  
i kontrolą w zrostu. Forchham m er (Dania) zw rócił uw agę na m ożliw ość, że odbiciem  
zm ian w  tych procesach mogą być zm iany w  strukturze czy ilości b iałek kom órko­
w ych. W spółczesne badania w  tym  zakresie są ukierunkow ane dw utorow o. D otyczą  
one białek kodow anych przez w irusy i ich funkcji jak i kom órkow ych białek struk­
turalnych. Obecne techniki badaw cze pozw alają na ilościow e oznaczenie ponad  
1000 polipeptydów  kom órkow ych i ocenę różnic w  stopniu ich fosfory lacji czy g liko-
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zylacji. D otychczas zarejestrow ane różnice ilościow e w kom órkach now otw orow ych  
m ysich, szczurzych lub ludzkich, dotyczą przede w szystk im  w inkuliny, w im entyny, 
tropom yozyny i cytokeratyn. W innym  z referatów  sym pozjalnych Ponten (Szwecja) 
przedstaw ił w spółczesne poglądy na rolę czynników  w zrostow ych. Zwrócił uw agę na 
w ażny fakt, że rów nież kom órki now otw orow e w ytw arzają czynniki w zrostow e. 
Może to m ieć decydujące znaczenie dla sposobu ich proliferacji.

W ramach sesji pośw ięconej w irusom  DNA zur H ausen (RFN) om aw iał różno­
rodne m ożliw ości udziału tych w irusów  w  transform acji now otw orow ej. W ydaje się, 
że niektóre w irusy DNA mogą działać jako prom otory procesów  now otw orow ych. 
K w as retynow y, który ham uje działanie chem icznych prom otorów karcynogenezy  
ham uje również proces indukcji guzów  przez w irus brodawczaka.

Interesujące są w yn ik i badań uzyskiw ane w  oparciu o m etodę transfekcji. Na 
przykład DNA w yizo low ane z ludzkich now otw orów  m ózgu transform uje kom órki 
hodow ane in  vitro (Sauer i inn., RFN). C zęstość transform acji jest w ysoka, a cechy  
fenotypow e kom órek stransform ow anych są stabilne. Czynnik transform ujący znaj­
duje się w  pozachrom osom owej frakcji DNA.

W chw ili obecnej przedm iotem  znacznego zainteresow ania jest funkcja antygenu  
jądrow ego w ystępującego w  kom órkach, w  których obecny jest genom  w irusa  
Epstein-Barra. Zagadnienia zw iązane z różnorodnym i w łaściw ościam i tego antygenu  
(EBNA) w  aspekcie badań b iochem icznych i im m unologicznych om ów ił Vonka (Cze­
chosłow acja). Jest praw dopodobne, że ten  n iew irusow y, ale kodow any przez w irus 
antygen, odgryw a kluczow ą rolę w  transform acji b lastycznej indukow anej przez 
w irus Epstein-Barra.

O m aw iając zagadnienia zw iązane z w irusem  MMTV (w irusem  raka sutka u m y­
szy) D ickson (Anglia) przedstaw ił interesującą koncepcję działania w irusów  RNA, 
które nie posiadają w łasnych genów  transform ujących. Tego rodzaju w irusy mogą 
działać jako czynniki m utagenne lub czynniki aktyw ujące proonkogeny kom órkowe. 
K onsekw encją przypadkow ej inkorporacji w irusa w  pobliżu kom órkow ego proonko- 
genu jest wzm ożona ekspresja tego w łaśn ie  proonkogenu. W irus MMTV nie posiada  
w łasnego genu transform ującego. W zgodzie z pow yższą koncepcją jego udział 
w  przem ianie now otw orow ej polega na indukow aniu  m utacji (lub aktyw acji) odpo­
w iedniego genu kom órkow ego. W edług danych naukow ców  w ęgierskich  (Boldogh  
i inn.) podobny m echanizm  jest odpow iedzialny za transform ację now otw orow ą ko­
mórek przez w irus cytom egalii (ludzki w irus DNA). Jest interesujące, że w  kom ór­
kach m yszy o n iskiej zapadalności na raka sutka (na przykład C57B1/10) znajdują  
się pojedyncze sekw encje w irusa MMTV. W now otw orach indukow anych u tych  
m yszy horm onam i liczba sekw en cji prow irusow ych jest zw iększona (Sw ec, Czecho­
słow acja  i M ichalides, Holandia), co w skazuje na m ożliw ość w spółudziału  prow iru- 
sów  w  indukow aniu now otw orów  przez rakotw órcze czynniki n iew irusow e.

W trakcie dyskusji ogólnej, którą zakończono obrady w  Sm olenicach, podsum o­
wano w iadom ości dotyczące liczby potencjalnych onkogenów  kom órkow ych, om a­
w iano m echanizm y odpow iedzialne za przekształcenie potencjalnych onkogenów  ko­
m órkow ych w  geny onkotw órcze, zastanaw iano się nad tym  czy ogólne koncepcje 
dotyczące procesów  now otw orow ych są zgodne z koncepcją w irusow ej etiologii 
now otw orów , w ym ien iano rów nież w irusy podejrzane o w spółudział w  etiologii 
now otw orów  ludzkich. P odsum ow ując pokrótce, w ydaje się, że identyfikacja  kom ór­
kow ych proonkogenów  nie została jeszcze zakończona. Są przesłanki dośw iadczalne, 
że o przem ianie proonkogenów  w  onkogeny m oże decydow ać ich aktyw acja lub 
am plifikacja, zm iana w  genach aktyw nych przez czynnik i działające bezpośrednio 
lub za pośrednictw em  zm ian w  procesach regulacyjnych. W irusy mogą działać jako  
czynniki m utagenne, mogą być in icjatoram i p rocesów  now otw orow ych  i prom oto­
rami, zakażenie w irusow e m oże prow adzić do im m unosupresji. Na liście w irusów
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podejrzanych o w spółudział w  etio log ii ludzkich now otw orów  znajdują się m.inn. 
w irus E pstein-B arra, w irus hepatitis B, w irus brodaw czaka, w irus cytom egalii, w i­
rus krow ianki i w irus grypy.

Organizatorom  należą się  podziękow ania za św ietn y  program, sprawną organi­
zację i m iłą atm osferę.

J. H. K oziorow ska

Kurs FEBS na tem at „Enzymy, receptory i przenośniki błon biologicznych” w  S zw aj­
carii (Gwatt, 18—24 w rześnia 1983 r., Berno, 26—30 w rześnia 1983 r.)

T egoroczny kurs b iochem iczny Federacji Europejskich T ow arzystw  B iochem icz­
nych zorganizow ała Szw ajcarska A kadem ia N auk (SNG) reprezentow ana przez pro­
fesorów: A. A zziego, U. Brodbecka i P. Zahlera z U niw ersytetu  w  Bernie. Program  
kursu składał się z dwóch części: teoretycznej, obejm ującej w ykłady i eksperym en­
talnej. W pierw szej z nich w zięło  udział ponad 140 biochem ików  z 21 krajów  św iata, 
natom iast w  drugiej uczestn iczyło ponad 50 osób, w  tym  5 z Polski. Zajęcia sem ina­
ryjne odbyw ały się w  C entrum  K ongresow ym  w  G w att położonym  u stóp Alp, nad 
jeziorem  Thun. W ykładow cy z czołow ych ośrodków biochem icznych Europy i S ta ­
nów  Z jednoczonych w yg łosili 31 około godzinnych w ykładów  w  6 grupach tem a­
tycznych:
1) Kodowanie, ekspresja i transport białek b łonow ych (6 w ykładów ),
2) Struktura błon b iologicznych (6 w ykładów ),
3) Enzym y błonow e (3 w ykłady),
4) Techniki stosow ane do badania białek b łonow ych (6 w ykładów ),
5) Enzym y i przenośniki b łonow e (6 w ykładów ),
6) R eceptory błonow e (4 w ykłady).
W przerw ach pom iędzy w ykładam i toczyły się dyskusje dotyczące kom unikatów  
przedstaw ionych w  czasie trzech sesji p lakatow ych. D odatkow ą m ożliw ość w ym iany  
zdań na tem at: białek, lipidów , receptorów  oraz genetycznych aspektów  błon b io lo­
gicznych stw orzyły tzw. „dyskusje okrągłego sto łu”.

Drugi tydzień kursu odbyw ający się w  U niw ersytecie w  B ernie w ypełn iony był 
pracą eksperym entalną m ającą na celu  um ożliw ienie m łodym  biochem ikom  zapo­
znania się z najnow szym i technikam i w spółczesnej biologii błon. Każdy dzień zajęć  
praktycznych poprzedzony był w ykładem  dotyczącym  jednego z następujących za­
gadnień m etodycznych:
1) O kreślania asym etrycznego rozm ieszczenia fosfo lip idów  w  błonach (J. A. F. Op- 

den Kamp),
2) Znakowania składników  błonow ych (J. Brunner), ,
3) W łączania błonow ych system ów  transportu do sztucznych cząstek fosfolipidow ych  

(A. Anner),

4) Im m unologicznych m etod badania błon (Gk Bron),
5) K rystalizacji b iałek błonow ych (H. Michel).
E ksperym enty odbyw ały się w  6 grupach tem atycznych i dotyczyły:
1) Technik analitycznego rozdziału sk ładników  błonow ych (m.in. im m unoelektro- 

forezy i gazow ej chrom atografii podziałow ej),
2) Struktury białek (m.in. krysta lizacji białek) i in terakcji pom iędzy składnikam i 

błonow ym i,

3) Specyficznego znakow ania składników  błonow ych (m.in. bakteriorodopsyny  
i translokazy ADP (ATP),
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4) R ekonstytucji (m.in. N a,K -A T P-azy, oksydazy cytochrom ow ej),
5) Technik spektralnych (m.in. elektronow ego rezonansu param agnetycznego, flu ory- 

metrii),
6) R eceptorów  (m.in. receptora acetylocholinoesterazy).
Duża różnorodność ćw iczeń daw ała uczestn ikom  m ożliw ość w yboru eksperym entów , 
które mogą stać się pom ocne w  ich pracy.

Ze w zględu  na duże zainteresow anie w ie lu  osób receptoram i prof. M. D. H ollen -  
berg w yg łosił dodatkow y nie przew idziany program em  w ykład na tem at receptorów  
insulinow ych.

O rganizatorzy kursu w yszli z założenia, że stw orzenie okazji do mniej o ficja l­
nych kontaktów  może też być okazją do w ym iany dośw iadczeń naukow ych. Zorga­
nizow ano d w ie piękne w ycieczk i górskie: na Schynige P latte (1967 m n.p.m.) i na 
Jungfraujoch (3454 m n.p.m.) oraz do skansenu w  Ballenberg.

J. G em el

»
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RECENZJE

Biochem istry

J. D. R aw n, H arper and R ow  P u b lish ers, N ew  Y ork, 1983, stron  1139.

C zytelnik, który przezw ycięży odruch naturalnej niechęci do zbyt opasłych to­
m ów (1139 stron dużego form atu) i w eźm ie do ręki te trzy kilogram y w iedzy b io­
ch em iczn ej— otrzym uje nagrodę w  postaci kontaktu z podręcznikiem  o w yjątko­
w ych w alorach dydaktycznych.

Przy dzisiejszym  stanie w iedzy biochem icznej napisanie pełnego, ogólnego pod­
ręcznika biochem ii jest zadaniem  uciążliw ym  i n iew ątp liw ie nie istn ieje  idealny  
schem at układu m ateriału, który by był pozbaw iony w ad i zadow olił w szystkich  
czyteln ików . J. D. Rawn w rócił w  tym  w zględzie niejako do układu tradycyjnego, 
pośw ięcając pierw szą część podręcznika problem om  konform acji i funkcji m akro­
cząsteczek biologicznych, a część drugą — m etabolizm owi. Trzecia i ostatnia część — 
biologia m olekularna obejm uje problem atykę replikacji DNA, transkrypcji, trans­
lacji oraz regulacji ekspresji genów.

Podręcznik jest adresow any do czyteln ika m ającego przygotow anie z chem ii 
organicznej, jego lektura nie w ym aga natom iast znajom ości chem ii fizycznej. K siąż­
ka charakteryzuje się now oczesnym  ujęciem  m ateriału, zarów no jeśli chodzi o stronę 
m erytoryczną, jak i sposób opisu, czem u tow arzyszy jasność w ykładu.

Podręcznik w yposażony jest w dużą liczbę rysunków  i fotografii m odeli cząste­
czek przeznaczonych do oglądania przez załączone stereo-okularki w  sposób trój­
w ym iarow y (novum, jeśli chodzi o podręczniki o charakterze kursu podstawowego!). 
Dzięki tem u czyteln ik  w  części I podręcznika otrzym uje, oprócz form alnego zapisu 
subtelności konform acyjnych (np. nukleozydów ), przestrzenne obrazy opisyw anych  
małych cząsteczek biologicznych, a następnie — takież m odele b iologicznych m akro- 
m olekuł, śledząc jednocześnie korelację ich struktury z funkcją.

Sposób przedstaw ienia przez autora poszczególnych szlaków  m etabolicznych  
i ich regulacji w  części II podręcznika pozw ala czyteln ikow i na w yrobienie sobie 
ogólnej w izji m etabolizm u bez zubożenia dokładności opisu, który operuje m echa­
nizm ami elektronow ym i poszczególnych reakcji, schem atam i przem ian i trójw ym ia­
rowym i m odelam i reagujących cząsteczek.

Na szczególne uznanie zasługuje część III podręcznika. N iezw ykle szybki rozwój 
genetyki m olekularnej spraw ia, że tej w łaśn ie problem atyce pośw ięcone fragm enty  
podręczników  biochem ii starzeją się najszybciej, zm uszając nie tylko dydaktyków , 
ale rów nież studentów  do sięgania po opracowania typu m onograficznego. O m aw ia­
na część podręcznika Rawna prezentuje stan w iedzy w  tej dziedzinie z roku 1982, 
a czyni to w  sposób rów nie atrakcyjny, poglądow y, przystępny i stosunkow o obszer­
ny, jak części poprzedzające. C zytelnik  znajduje tu om ów ienie szeregu zagadnień, 
których do niedaw na na próżno szukałby w  podręcznikach b iochem ii o charakterze 
kursu podstaw ow ego, jak np. regulacja syntezy białka na poziom ie translacji, doj­
rzewanie różnych rodzajów RNA (processing), geny m ozaikow e i sk ładanie transkry- 
bowanego RNA z fragm entów  (splicing),  reperacja DNA, lub — z dziedziny now o­
czesnej m etodyki — autom atyczna synteza chem iczna fragm entów  genów .
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Każdy z dw udziestu siedm iu rozdziałów  podręcznika kończy się krótkim  stresz­
czeniem , które skutecznie pom aga czyteln ik ow i uporządkować w  pam ięci obszerny 
m ateriał. C zytelnik głębiej zainteresow any zagadnieniem  znajduje rów nież po każ­
dym  z rozdziałów  bibliografię oraz interesujące „Problem y” do sam odzielnego roz­
w iązania.

Na osobną w zm iankę zasługuje przejrzysty układ graficzny podręcznika, duża 
liczba doskonałych schem atów , starannie dobrany m ateriał fotograficzny i bardz) 
obszerny indeks.

Książka Rawna ma w szelk ie  dane po tem u, aby stać się n iezw yk le cenną po­
m ocą zarów no dla dydaktyków , jak i dla studentów  i doktorantów  różnych kierun­
ków  przyrodniczych, przede w szystk im  biochem icznych. Pom im o, że obszerność teg) 
podręcznika m oże nieco ograniczyć krąg jego czyteln ików , jednak jego wyjątkow a  
w alory  dydaktyczne spraw iają, że jest on n iew ątp liw ie w art spolszczenia, zwłaszcza  
w  obecnej sytuacji, gdy jedyny w ydany w  języku polskim  podręcznik, z którym  
m ożnaby porów nyw ać książkę Rawna, „B iochem ia” A. Leningera jest tłum aczeniem  
w ydania sprzed la t jedenastu. N ie trzeba chyba dodawać, że w arunkiem  podjęcia  
tłum aczenia om aw ianego podręcznika w inno być zapew nienie m ożliw ie krótkiego 
cyk lu  w ydaw niczego, w  innym  bow iem  przypadku podręcznik ten utraci jedną 
ze sw ych głów nych  zlaet — now oczesność, podobnie jak to się n iestety  stało z szere­
giem  innych tłum aczonych u nas podręczników  biochem ii.

E wa K u lik o w sk a

L. A. B lum enfeld
Problem s of B iological Physics

S p r in g er  V erla g , B er lin -H e id e lb e rg , N ew  Y ork, 1981, s tr . 224, cen a  60 DM.

Jest to m onografia traktująca o w ybranych zagadnieniach w spółczesnej bio­
fizyki, głów nie o roli m etod statystycznych w  badaniu m echaniki procesów  biolo­
gicznych.

A utor na początku stw ierdza, że w szystk ie  znane prawa fizyk i są w ystarczające  
dla pełnego opisu i zrozum ienia struktury oraz funkcjonow ania w szystk ich  istn ieją­
cych system ów  biologicznych. W ychodząc z tego założenia, w  siedm iu kolejnych  
rozdziałach książki autor om aw ia zasadę uporządkow ania struktur biologicznych, 
term odynam icznie niezrów now ażone zależności fenom enologiczne, zastosow ania sta­
tystyk i do badania struktury linearnych biopolim erów , ich konform acyjne i konfigu­
racyjne przem iany, dalej m ów i o zagadnieniach fizyki w  katalizie enzym atycznej,
0 transporcie elektronów  w  układach biologicznych oraz o w ewnątrzkom órkowej aku­
m ulacji i transform acji energii. Jak w idać autor w ybrał do dyskusji te podstaw ow e  
zagadnienia w spółczesnej biofizyki, które jest stosunkowo łatw o poddać statystyczno- 
-fizyczn em u opisow i i interpretacji.

We w spółczesnej b iologii staw ia się jednak pytania o znaczeniu fundam ental­
nym , które nie zaw sze daje się w yjaśn ić za pom ocą konw encjonalnej m atem atyki
1 fizycznych  zasad m echaniki kw antow ej. Na przykład, jak pow stała pierw sza k o­
m órka jako całkow icie zintegrow any ustrój z jej m echanizm em  replikacyjnym  i ca­
łym  system em  procesów  autokatalitycznych? Albo, jakim  podejściem  m atem atycz­
nym  w yjaśn ić niehom ogenność, indyw idualność m olekularną m aterii żyw ej? Jakie  
num eryczne w artości możnaby zastosow ać określające średniego osobnika, klasę, 
gatunek, itd.? Ilość odchyleń na poziom ie m olekularnym  jest tak w ielka, że ope­
racje uśredniające byłyby tu  bezsensow ne.
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Podobnych pytań jest w ięcej — choćby na tem at różnicow ania się  kom órek, 
kształtow ania inform acji, adaptacja, autonom iczność m aterii żyw ej itd. W w yjaśn ia­
n iu tych zagadnień n iezbędne jest podejście zarów no ew olucyjne jak i holistyczne, 
których jednak nie daje się  ująć w  form ę m atem atyczną, tzn. traktow ać je za po­
m ocą konw encjonalnej analizy  m atem atycznej. W rozdziale II, „The ordering of 
biological structures” (str. 17) autor pisze, że „zdolność do tw orzenia now ej in for­
m acji, tj. nadanie znaczenia określonem u porządkow i, jest praw dopodobnie n ie ­
zbędną w łaściw ością  m aterii żyw ej... N azyw am y takie system y żyw ym i, które są 
sam oreprodukujące się i zdolne do tw orzenia inform acji, która bądź bezpośrednio  
lub pośrednio w pływ a na ich zdolność sam oodtw arzania s ię”. Ileż w  tych  dwóch  
zdaniach problem ów  do w yjaśn ien ia , które jednak nie należą do zasad fizyk i. W za­
kończeniu tego rozdziału autor przyznaje, że w  b iologii liczy się jakość inform acji 
a n ie ilość i, że rozszyfrow anie tego zagadnienia będzie m iało zasadnicze znaczenie 
w  rozw oju teoretycznej biologii, a le  rów nocześnie w yraża sceptycyzm  czy uda się  
tego dokonać. Trzeba przyznać, że autor w  w ielu  m iejscach książki w skazuje na 
tzw . „problem y” w  biologii, dla których rozw iązania na razie nie znajduje się  sto ­
sow nego podejścia.

N ajciekaw sze z punktu w idzenia teoretycznej biologii są rozdziały 3, 4 i 6, choć 
pozostałe zaw ierają w ięcej szczegółow ych inform acji na tem at om aw ianych proce­
sów  fizykochem icznych w  kom órce. Książka napisana jest z dużym  znaw stw em  
zagadnień biologicznych, w yjaśn ia  w  sposób przystępny te w szystk ie  procesy fizyk o­
chem iczne w  system ach biologicznych, które dobrze tłum aczą zasady ich w łaści­
w ości i funkcjonowania, w skazując rów nocześnie, że w ie le  obecnych koncepcji 
jest niejasnych i n ieadekw atnych do stopnia kom plikacji zjaw isk  życiow ych. W y­
dana w  Springerow skiej serii „Synergetyka” jest doskonałą lekturą dla w szystk ich  
zajm ujących się biologią teoretyczną, a zw łaszcza zagadnieniam i fizykochem icznym i 
w  odniesieniu do kształtow ania inform acji poprzez strukturę biopolim erów , w y ­
tw arzania i w ykorzystania energii dla użytecznej pracy w  kom órce, oraz zagadnień  
fizycznych w  katalizie enzym atycznej.

W. S. O stro w sk i

Subcellular Biochem istry  
Red. D. B. Roodyn

T om  9, P len u m  P ress , 1983, N ew  Y ork i L ondon , stron  X V I+425, cen a  52,50 $

Tom 9, podobnie jak inne tom y tej serii przynosi artykuły heterogenne tem a­
tycznie i objętościow o. Z ałożeniem  w ydaw nictw a jest bow iem  prezentow anie różnych  
zagadnień i technik z zakresu biochem ii i biologii kom órki.

Tom otw iera obszerny, bo 1 iczący aż 236 strony, artykuł H. P lattnera  
i H. P. Zingsheim a om aw iający zastosow anie różnych technik  m ikroskopii e lek tro­
now ej w  dziedzinie badań określanej jako biologia kom órki oraz w  b iologii m oleku­
larnej. C elem  artykułu, jak piszą jego autorzy, jest krytyczne przedstaw ienie uży­
w anych obecnie standardowych m etod ze szczególnym  zw róceniem  uw agi na te spo­
śród nich, które będą służyć w  rozw iązyw aniu  perspektyw icznych problem ów  ba­
dawczych. Szczegółow o om ów iono w  artykule zastosow anie m ikroskopii e lektronow ej 
do badań nad cytochem iczną lokalizacją enzym ów , w ykryw ania w ew nątrzkom órko­
wych połączeń przy użyciu różnych substancji znacznikow ych, w  im m unocytochem ii 
(lokalizacja antygenu), w  badaniach z użyciem  lektyn  oraz w  w ykryw aniu  recepto­
rów w iążących specyficzne ligandy. Przedstaw iono także korzyści, jakie daje zasto-
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sow anie m ikroskopii elektronow ej i autoradiografii oraz m ikroskopii i m ikroanalizy  
rentgenow skiej. Oprócz podstaw  teoretycznych stosow anych m etod czyteln ik  znaj­
dzie w  artykule szereg inform acji technicznych dotyczących utrw alania, dehydra- 
tacji i zatapiania preparatów , a także technik kriogennych, a w śród nich techniki 
m rożenia-rytow ania (ang. freeze-etching).  Osobno om ów iono zastosow anie m ikro­
skopii elektronow ej w  badaniach kw asów  nukleinow ych.

R ozdział drugi tom u napisany przez R. J. E llisa z U niw ersytetu  w  W arwick  
(Anglia) dotyczy syntezy białek chloroplastów . A utor om aw ia w  nim  podstaw ow e  
problem y dotyczące tego zagadnienia. Przedstaw ione dane św iadczą że: 1. w iększość  
białek (polipeptydów ) jest kodowana przez geny jądrow e i synteza ich zachodzi na 
rybosom ach cytoplazm atycznych; 2. polipeptydy jako w olne przedostają się do 
chloroplastów  poprzez ich błonę w  procesie post-translacyjnym ; 3. genom  chloro­
plastow y jest odpow iedzialny za kodow anie ok. 100 polipeptydów  i jest istotny dla 
funkcji fotosyntetycznej; 4. białka i RNA kodow ane przez genom  chloroplastow y  
nie są eksportow ane na zew nątrz; 5. św iatło  nie jest konieczne dla syntezy i trans­
portu polipeptydów , ale w pływ a stym ulująco na ich akum ulację w ew nątrz chloro­
plastów .

Rozdział trzeci tom u dotyczy now ego rodzaju nukleoprotein , których obecność 
stw ierdzono w  oocytach płazów  w  okresie prew itellogenezy. W okresie tym  pow staje  
znaczny nadm iar 5S RNA w  stosunku do 28S i 18S RNA. N adm iar 5S RNA nie w b u ­
dow any do rybosom ów  tw orzy kom pleksy z białkam i i tRNA sedym entujące przy  
7S i 42S. K om pleksy te autorzy (H. D enis i M. la Maire z Centrum  G enetyki M ole­
kularnej z G if-sur-Y vette) nazyw ają „thesaurisom es” przypisując im  rolę sw oistych  
śp ichlerzy w  których cząsteczki RNA byłyby chronione przed enzym am i degra­
dującym i.

W kolejnym  rozdziale tom u, R. F. A. Zwaal i E. M. B evers z U n iw ersytetu  
Lim burskiego w  M aastricht zajm ują się kw estią asym etrycznego rozm ieszczenia  
fosfolip idów  w  błonie plazm atycznej p łytek  krw i oraz znaczenia zm ian składu fo sfo -  
lipidow ego w  zew nętrznej w arstw ie m onom olekularnej, jakie w ystępują podczas 
„aktyw acji” p łytek dla proces krzepnięcia.

R ozdział ostatni napisany przez F. S. Sjostranda z U niw ersytetu  K alifornijskiego  
w  Los A ngeles pośw ięcony jest analizie strukturalnej błon b iologicznych o różnej 
funkcji. R ozdział ten stanow i dobrą ilustrację i uzupełnienie rozdziału pierw szego  
traktującego o now oczesnych technikach m ikroskopii elektronow ej. Sjóstrand om a­
w ia strukturę i funkcję m itochondriów , tzw . dysków  zaw ierających elem ent św ia tło ­
czuły oraz błony plazm atycznej zw racając uw agę, iż przyjm ow ane ich m odele są 
znacznym  uproszczeniem  stanu rzeczyw istego. Szereg jego stw ierdzeń budzi k on ­
trow ersje. Jako przykład m oże posłużyć proponowane przez niego ułożenie k om ­
pleksu A T P -azy m itochondrialnej („grzybka”) rów nolegle do p łaszczyzny błony w e ­
w nętrznej.

Tom uzupełnia w prow adzenie oraz krótkie om ów ienie k ilku w ybranych now ych  
książek napisane przez jego Redaktora. Czy tom  9 Subcellu lar B iochem istry spełn ia  
zam ierzenia w ydaw nictw a i przyczyni się  do bardziej całościow ego spojrzenia na  
kom órkę? Sądzę, że tak.

J. Zborow sk i
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XXI ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

K O M U N I K A T

Polskie Towarzystwo Biochemiczne inform uje, że kolejny XXI Ogólnopol­
ski Zjazd Biochemiczny odbędzie się w Krakowie w dniach od 25 do 
27 września 1985 r.

Program naukowy Zjazdu

I. Temat wiodący — Zmiany struktury biologicznych makroczą­
steczek związane z ich funkcją 

organizator — Zdzisław Żak

Sympozja
A. Cukrzyca doświadczalna jako model cukrzycy klinicznej 

organizator — M aria Sarnecka-K eller

B. Fizjologiczne peptydy — stru k tu ra  i działanie na kom órki docelowe
— horm ony przewodu pokarmowego i peptydy neuroregulacyjne
— peptydowe czynniki wzrostu komórkowego
—  peptydy im m unoregulacyjne 
organizator — Andrzej K lein

C. Fosfohydrolazy
organizator — W łodzim ierz O strow ski 
P rzew idyw any jest udział gości zagranicznych

D. Biochemia leukocytów i m akrofagów — enzym y proteolityczne i me­
chanizm y niszczenia bakterii
organizatorzy — A leksander Koj, Jerzy N askalski, Jan Maciej Zgliczyński 
Przew iduje się udział gości zagranicznych oraz druk m ateriałów  przedstawionych  
podczas Zjazdu

E. Ekotoksyny i biochemiczne m echanizm y ich działania 
organizator — Maria Gum ińska

II. Sesja plakatowa na tematy różne.

Zainteresowanych udziałem  w XXI Zjeździe P. T. Bioch. prosim y 
uprzejm ie o nadsyłanie odpowiedzi na Karcie Zgłoszenia. K om unikat II, 
inform ujący o trybie nadsyłania streszczeń, wnoszenia opłat za uczestnic­
two, rezerw acji hoteli i udział w im prezach towarzyszących zostanie prze­
słany osobom, które dokonają zgłoszenia w nieprzekraczalnym  term inie do 
dnia 15 listopada 1984 r.

"  K om itet Organizacyjno-Naukowy 
X X I Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
Doc. dr hab. Zdzisław Żak 
In sty tu t Biologii M olekularnej 
U niw ersytetu Jagiellońskiego 
Al. Mickiewicza 3, 31-120 K raków
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K O M U N I K A T

Polskiego Towarzystwa Medycyny Nuklearnej

Kom itet Założycielski uprzejm ie inform uje, że zostało założone i rozpo­
częło działanie Polskie Towarzystwo M edycyny N uklearnej.

Celem Towarzystwa jest rozw ijanie i propagowanie polskiej m edycyny 
nuklearnej, inspirowanie członków do twórczej pracy naukowej i stałego 
podnoszenia ich kw alifikacji zawodowych, oraz w ykorzystyw anie nowych 
zdobyczy nauki w praktyce.

Członkiem zwyczajnym  Towarzystwa może być lekarz zainteresowany 
lub działający w dziedzinie m edycyny nuklearnej, jak  również osoba 
o wykształceniu m edycznym  średnim , bądź też w ykształceniu niemedycz- 
nym  wyższym lub średnim , zajm ująca się zawodowo tą  dyscypliną.

Zainteresowanych prosim y o nadsyłanie zgłoszeń na adres:

Doc. d r hab. med. Anna Tarkowska 
Zakład M edycyny N uklearnej AM 
20-090 Lublin, ul. Jaczewskiego 8 
Tel. 77-63-91.
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W SKAZÓW KI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy B iochem ii” publikuje artykuły m onograficzne om awiające 
w ąsk ie tem aty, oraz artykuły przeglądow e referujące szersze zagadnienia z biochem ii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły pierw szego typu w inny w  sposób syntetyczny om aw iać 
w ybrany tem at na podstaw ie m ożliw ie pełnego p iśm iennictw a z kilku ostatnich lat, 
a artykuły drugiego typu na podstaw ie p iśm iennictw a z ostatnich dwu lat. Objętość 
takich  artykułów  nie pow inna przekraczać 25 stron m aszynopisu (nie licząc ilustracji
i p iśm iennictw a). K w artalnik publikuje także artykuły typu m in irev iew s,  do 10 stron  
m aszynopisu, z dziedziny zainteresow ań autora, opracowane na podstaw ie najnow ­
szego piśm iennictw a, w ystarczającego dla zilustrow ania problem u. Ponadto kw artalnik  
publikuje krótkie noty, do 5 stron m aszynopisu, inform ujące o now ych, interesujących  
osiągnięciach biochem ii i nauk pokrew nych, oraz noty przybliżające historię badań 
w  zakresie różnych dziedzin biochem ii. Przekazanie artykułu do Redakcji jest 
rów noznaczne z ośw iadczeniem , że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowana  
w  innym  czasopiśm ie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach B iochem ii”. Autorzy  
artykułu odpow iadają za praw idłow ość i ścisłość podanych inform acji. Autorów  
obow iązuje korekta autorska. Koszty zm ian tekstu w  korekcie (poza popraw ieniem  
błędów  drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły honoruje się w edług obowiązujących  
staw ek. Autorzy otrzym uje bezpłatnie 25 odbitek sw ego artykułu; zam ów ienia na 
dodatkow e odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po korekcie 
autorskiej.

R ed a k cja  p rosi a u to ró w  o p rzestrzeg a n ie  n a s tę p u ją cy c h  w sk a zó w ek :
F orm a m a szy n o p isu : m a szy n o p is  p ra cy  i w sz e lk ie  z a łą c zn ik i n a le ż y  n a d sy ła ć  w  d w u  e g ze m ­

p la rza ch . M aszyn op is  p o w in ien  b y ć  n a p isa n y  je d n o stro n n ie , z p o d w ó jn ą  in ter lin ią , z m a rg in esem  
ok . 4 cm  po le w e j i ok . 1 cm  po p ra w ej str o n ie ; n ie  m oże  za w iera ć  w ię c e j  n iż  60 zn ak ów  
w  je d n y m  w ie r sz u  n ie  w ię c e j  n iż  30 w ie r sz y  na s tr o n ie  zg o d n ie  z N orm ą P o lsk ą .

U k ład  m a szy n o p isu : stron a  o k ła d k o w a  n ien u m ero w a n a  za w iera  im ion a  i n azw isk o(a ) a u to - 
ra (ów ), ad res(y ) Z ak ład (ów ) w  ję z y k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , w  k tó ry c h  p ra cu ją  a u to rzy , adres  
p o c z to w y , na  k tó ry  a u to rzy  ży czą  so b ie  o tr z y m y w a ć  k o r e sp o n d en c ję , a d res  p r y w a tn y , te le fo n  
m ie jsc a  p ra cy , ty tu ł a r ty k u łu  (w  ję z y k u  p o lsk im  i  a n g ie lsk im ), oraz — w  p ra w y m  d oln ym  
rogu  — lic z b ę  stro n , lic z b ę  r y c in , w z o ró w  i ta b e l oraz sk ró t ty tu łu  (n ie  w ię ce j  n iż  25 zn ak ów  
d ru k arsk ich ).

S tro n a  ty tu ło w a  (1) im ion a  (w  p e łn y m  b rzm ien iu ) i n a zw isk o (a ) au to ra (ó w ), ty tu ł p racy  
w  ję z y k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , r ze c z o w y  sp is  tr e śc i w  ję z y k u  p o lsk im  i a n g ie lsk im , ty tu ł n a u ­
k o w y  au to ra (ó w ) i je g o  (ich ) m ie jsc e (a ) p racy , w y k a z  sk r ó tó w  s to so w a n y ch  w  p racy .

S tro n a  2 i n a s tęp n e  o b e jm u ją  te k s t  p ra cy  d o  sp isu  p iśm ien n ic tw a  w łą c zn ie , ta b e le , sp is  
ry c in , w w zo r ó w  oraz ty tu ły  i o b ja śn ien ia  d o  ry c in  na str o n a c h  k o ń co w y c h .

D la  p r z e jrz y s to śc i te k s tu  o b o w ią zu je  p o d zia ł a r ty k u łu  na rozd zia ły  i p o d ro zd z ia ły , k tó ry c h  
ty tu ły  in fo rm o w a ć  rzeczo w o  w in n y  o p r z ed sta w ia n y c h  tre śc ia ch . R zec zo w y  sp is  tr e śc i p u b li­
k u je m y  b e zp o śred n io  p o  ty tu le  p ra cy . R o zd z ia ły  n u m e ru je m y  liczb a m i rzy m sk im i, a p od roz­
d z ia ły  d p o w ied n ią  rzy m sk ą  i arab sk ą  (np. 1-1.). T y tu łó w  p o d ro zd z ia łó w  n ie  w y d z ie lo n y c h  
z te k s tu  n ie  trzeb a  n u m ero w a ć . W te k ś c ie  n ie  n a le ż y  s to so w a ć  ż a d n y ch  p o d k reś leń  an i rozstrze ­
lo n e g o  d ru k u . E w en tu a ln e  su g e stie  a u to rsk ie  co  do ch a ra k teru  c zc io n k i d ru k a rsk ie j n a leży  
za zn a czy ć  o łó w k ie m  na m a r g in e s ie  m a sz y n o p isu . W p rzyp ad k u  u m iesz cze n ia  w  te k śc ie  liter  
a lfa b e tu  g r ec k ieg o  n a le ż y  na m a r g in es ie  w p isa ć  o łó w k ie m  ich  fo n e ty c z n e  b rzm ien ie . T a b e le  
i r y c in y  n u m e ru je m y  c y fr a m i a ra b sk im i a w zo ry  rzy m sk im i. W  te k śc ie  n ie  n a le ż y  u m ieszcza ć  
ża d n y ch  ta b lic , ry c in  czy  w zo ró w , le c z  w  żą d a n y m  m ie jscu  p o zo sta w ić  w o ln y  w iersz  i zazn a ­
czy ć: T abela  1, R yc . 1, W zór I itp . N u m e r a c ję  w zo ru  w  te k ś c ie  n a le ż y  p od a w a ć  po n a z w ie  
zw ią zk u , np . k la s  g lu ta m in o w y  (I).

R ed ak cja  p rosi a u to ró w  o z w ró ce n ie  szc zeg ó ln e j u w a g i na p o p ra w n o ść  ję z y k o w ą  tek stu  
a ta k że  na śc is ło ść  i ja sn o ść  s fo r m u ło w a ń , u n ik a n ie  g w a ry  la b o r a to ry jn ej oraz o n iew p ro w a -  
d za n ie  do te k s tu  tw o r z o n y c h  d o ra źn ie  sk r ó tó w , n a w e t je ś l i  n ie k tó re  z n ich  b y w a ją  u ży w a n e  
w  p racach  o b c o ję z y cz n y c h .

R ed ak cja  zastrzeg a  so b ie  m ożn ość  sk ró cen ia  te k s tu  i w p ro w a d za n ia  p op raw ek  n ie  wpływa^  
ją c y c h  na tr e ść  p racy .
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P iśm ien ic tw o : w  a r ty k u le  n a le ż y  c y to w a ć  p race  o r y g in a ln e  z o s ta tn ich  k ilk u  la t oraz  
n a jw a ż n ie jsz e  a r ty k u ły  p r zeg lą d o w e  o m a w ia ją c  p rzed sta w io n ą  d z ie d z in ę  z u w z g lęd n ie n iem  
a r ty k u łó w  o p u b lik o w a n y c h  w  „ P o stęp a ch  B io c h e m ii” . W te k śc ie  n a le ż y  p o d a w a ć  je d y n ie  
n a zw isk a  b ad a ą zy , k tó ry c h  p ra ce  m a ją  p o d sta w o w e  zn a c ze n ie  w  p r z ed sta w ia n e j d z ied zin ie . 
O m aw ian e  p ra ce  trzeb a  n u m ero w a ć  w  k o le jn o śc i ich  c y to w a n ia  w  te k ś c ie . W yk az p iśm ien n ic tw a  
z a tem  o b e jm u je  p race  o p a trzo n e  k o le jn y m i n u m era m i, a le  n ie  u p o rzą d k o w a n e  a lfa b e ty c z n ie . 
O d n ośn ik i b ib lio g r a fic zn e  w in n y  m ie ć  fo rm ę  za leca n ą  przez  K o m isję  W y d a w c ó w  C zasopism  
B io c h e m ic zn y ch  M ięd zy n a ro d o w ej U n ii B io c h e m ik ó w  (IU B ) w ed łu g  Biochim. Biophys. Acta, 
(1972), 271, 1 np .

P isp a  J. P ., B u ch a n a n  F . M ., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
C y tu ją c  w y d a w n ic tw a  k s ią ż k o w e  p o d a w a ć  n a le ż y  k o le jn o : n azw isk o(a ) i  in ic ja ły  autora (ów ), 
rok  w y d a n ia , ty t u ł  k s ią ż k i, n a z w isk o (a ) i  in ic ja ły  je j r ed ak torów (a ), to m , p ie rw szą  i o sta tn ią  
str o n ę  c y to w a n e j p u b lik a c ji, n a z w ę  w y d a w n ic tw a  oraz m ie jsc e  w y d a n ia , np .

D ix n  M ., W ebb E. C., (1964), E n zy m es, 2 w y d ., s tr . 565, L o n g m a n s G reen  an d  C o., L ondon;
G rant J . K ., (1969) w  E ssa y s  in  B io c h e m is tr y , red . C am p b ell P . N ., G r e v ille  G. D ., t. 5, 

str . 1—58; A ca d em ic  P r e ss , L ondon .

Z a łą czn ik i: k a ż d y  za łą czn ik  n a le ż y  sp orząd zić  w  2 egz. na o d d z ie ln y c h  k a r tk a ch  i op atrzyć  
k o le jn y m  n u m e re m  o d p o w ia d a ją c y m  n u m e ro w i u ży tem u  w  te k śc ie  oraz  o zn a c zy ć  (na górze  
s tr o n ic y  o łó w k ie m ) n a z w isk ie m  p ie r w sz e g o  au tora  i p o c zą tk o w y m i w y ra za m i ty tu łu  pracy .

T ab ele  n a le ż y  k o le jn o  n u m e ro w a ć  c y fr a m i arab sk im i. T y tu ł ta b e li  i n a g łó w k i rubryk  
p o w in n y  ja s n o  o p isy w a ć  ich  tr e ść  za zn a cza ją c , z ja k ich  (ja k ie j) p rac(y ) p o ch o d zą  in fo rm a cje  
p o d a n e  w  ta b e li .

R y c in y , t j .  w y k r e sy , r y su n k i, s ch em a ty  lu b  fo to g ra f ie  n a le ż y  o p a trzy ć  n u m e ra c ją  w  k o le j­
n o śc i ich  o m ó w ie n ia  w  te k ś c ie . P r z y jm u je  s ię  zasad ę  n u m e ra c ji r y c in  c y fr a m i arab sk im i, 
a w z o ró w  c y fr a m i rzy m sk im i. F o to g ra f ie  cza rn o -b ia łe  (k o n tra sto w e) p o w in n y  b y ć  w y k o n a n e  
na p a p ierze  m a to w y m . P o z o s ta łe  r y c in y  n a le ż y  w y k o n a ć  tu szem  na b ia ły m  p a p ier ze  lub  na  
k a lc e  te c h n ic z n e j. W ym iar r y c in y  n ie  p o w in ien  b y ć  m n ie jsz y  n iż  10X15 cm , a n a n ie s io n e  lin ie  
n ie  p o w in n y  b y ć  c ień sze  n iż  1 m m . R am k i u jm u ją c e  w y k r e sy  m ożn a  w y k o n a ć  l in ią  c ień szą  
n iż  lin ie  w ła ś c iw e  w y k re su . C y fr y  i l it e r y  s łu żą ce  do op isu  rysu n k u  p o w in n y  m ie ć  w y so k o ść  
n ie  m n ie jsz ą  n iż  5 m m . N a r y su n k a c h  n ie  n a le ż y  u m ieszcza ć  o p isó w  s ło w n y c h , le c z  p o słu g iw a ć  
s ię  sk ró ta m i. O sie  w y k r e só w  n a to m ia s t  w in n y  b y ć  o p atrzon e  n a p isem  ła tw o  zro zu m ia ły m . D la  
o zn a czen ia  p u n k tó w  d o św ia d c z a ln y c h  m ożn a  s to so w a ć  n a s tę p u ją ce  sy m b o le :  O  □ -A •  ■  A  ■ 
R y c in ę  n a le ż y  o p a trzy ć  na o d w r o c ie  o z n a czen iem  „ g ó r a ” i „ d ó ł” (o łó w k iem ). D e c y z ję  o sto p n iu  
zm n ie jszen ia  r y c in y  p o d ejm u je  w y d a w c a .

P o d p isy  i o b ja śn ien ia  pod r y c in a m i p o w in n y  b y ć  d o łą czo n e  na o d d z ie ln e j k a r tc e . O zn acze­
n ia , k tó ry c h  n ie  m ożn a  w p isa ć  n a  m a sz y n ie , n a le ż y  w y r a źn ie  n a n ieść  c za r n y m  tu szem .

Ze w z g lęd u  na w ew n ą trzn ą  s p o is to ść  a r ty k u łu  za leca  s ię  a u to ro m  k o n str u o w a n ie  o r y g in a l­
n y c h  r y su n k ó w  i zb io rczy ch  ta b e l na p o d sta w ie  d a n y ch  z p iśm ie n n ic tw a . P r a w ie  w sz y s tk ie  
cza so p ism a  za strzeg a ją  sob ie  w y łą c zn o ść  d ru k u  prac w raz z ic h  d o k u m e n ta c ją  (Copyright). 
P rzed  w łą c ze n iem  ta b el, w y k r e só w  c z y  sc h e m a tó w  do a r ty k u łu  p rzezn a cz o n eg o  d o  p u b lik a c ji  
w  Postępach Biochemii n a le ży  u z y sk a ć  zg o d ę  na p rzed ru k  i p rzed ło ż y ć  ją  R ed a k c ji.

R ed a k cja  p rosi o w ła ś c iw e  p a k o w a n ie  a r ty k u łó w , a b y  za b ezp ieczy ć  m a s z y n o p is y  i ilu s tr a c je  
p rzed  p o g ię c ie m .
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