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Profesor dr hab. WITOLD DRABIKOWSKI
1925— 1983

Dnia 17 wrzes$nia 1983 roku zmart w wieku 58 lat w petni sit twor-
czych prof. dr hab. Witold Drabikowski, nasz kolega, przyjaciel i nauczy-
ciel, wybitny uczony o $wiatowej stawie.

Przez ponad 31 lat swego zycia zwigzany byt z Instytutem Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego, w ktorym w 1952 roku roz-
poczat prace, bezposrednio po studiach w Uniwersytecie £6dzkim. Ukon-
czyt dwa wydziaty, chemie i biologie w zakresie biochemii. Obie jego
prace magisterskie zostaty opublikowane. Prace naukowg w Instytucie
zaczat w zespole zajmujacym sie biochemig mieé$ni. | biochemii mie$ni
poswiecit swe zdolnosci oraz pasje badawcza przez caty czas swej kariery
naukowej. Obdarzony niezwyklg inteligencjg i wyobrazniag naukowsg,
szybko stat sie autorytetem w tej dziedzinie wiedzy. Poczatkowo zajmo-
wal sie badaniem zwigzkdéw fosforowych miesni, a nastepnie biatek
miesniowych oraz, w ostatnich latach, biatek kurczliwych i regulujacych
skurcz komaérek niemiesniowych. Szczeg6lnie owocne i wazkie wyniki do-
tycza biatek regulujagcych skurcz mieé$nia oraz struktury drugo- i trzecio-
rzedowej biatek wigzacych jony wapnia.

Witold Drabikowski uzyskat doktorat w 1959 roku, habilitowat sie
w roku 1963; w roku 1970 zostal mianowany profesorem nadzwyczajnym,
a w roku 1976 — profesorem zwyczajnym. Kierownik Zaktadu noszgcego
ostatnio nazwe Zaktadu Badania Miesni i Systemow Kurczliwych, byt
promotorem 12 prac doktorskich. Z Jego Zakladu czterech doktorow
osiggneto juz pozycje samodzielnych pracownikéw naukowych. Opubliko-
wat jako autor, lub wspdétautor ponad 150 prac doswiadczalnych i artyku-
téw przeglagdowych; byt wybitnym organizatorem prac badawczych. Jako
kierownik prac doswiadczalnych bardzo wymagajacy, w dyskusji nauko-
wej bywat trudny, lecz zawsze gotowy uzna¢ kazdy rzeczowy argument.



Dzieki swej naukowej pozycji z tatwoscig kierowat swych uczniow i wspot-
pracownikow na staze podoktorskie do najlepszych zagranicznych os$rod-
kéw naukowych. Od szeregu tez lat zaden powazniejszy zjazd w dziedzinie
biochemii miesni nie odbyt sie bez Jego udziatu, lub tez udziatu Jego
uczniéw. W uznaniu osiagnieé naukowych otrzymat indywidualng nagrode
panstwowg pierwszego stopnia, a takze wiele zespotowych nagréd wraz
ze wspdlipracownikami. Stworzyt On liczacg sie w nauce Swiatowej polska
szkote badan molekularnych mechanizmow skurczu miesni.

Profesor Witold Drabikowski, cztowiek o gtebokiej wiedzy i szerokich
zainteresowaniach, takze pozazawodowych, odznaczat sie przedsiebior-
czoscig i niezwyktyg energig w dziataniu. Byt patriotg gleboko zaangazo-
wanym w sprawy Kraju, zawsze znajdujagcym czas na dziatalno$¢ spo-
teczng. Czynnie uczestniczyt w radach naukowych, towarzystwach
i komitetach Polskiej Akademii Nauk. Byt romantykiem wiernym swoim
zasadom, bezkompromisowym i odwaznym, szczegdlnie wrazliwym na
nonsens i indolencje.

Mimo powaznej choroby, na ktdrg cierpiat przez ostatnie lata, nie
zwolnit tempa dziatania i nie zmienit trybu zycia — dostownie do ostatniej
chwili pracowat naukowo. Pozostanie w naszej pamieci jako barwna, silna
osobowos$¢ o wielkim naukowym autorytecie.
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NOWE W BIOCHEMII

ANNA D. INGLOT *»

Kilka uwag o kontroli wzrostu i réznicowania komorek
przez hormono-podobne czynniki tkankowe **)

Wydaje sig, ze nie mozna zrozumie¢ znaczenia odkrycia transformujacych czyn-
nikéw wzrostu bez poznania podstawowych mechanizmdéw hormonalnej kontroli
wzrostu i roznicowania komoérek i tkanek. Kontrola ta odbywa sie przy udziale
klasycznych hormonéw wspoétpracujgcych z czynnikami tkankowymi (tissue factors),
ktore czesto okresla sie jako tzw. ,,nieklasyczne” hormony. Dla przykiadu podam,
ze spos$rod klasycznych hormonéw endokrynowych tylko insulina wykazuje bezpo-
$rednie dziatanie mitogenne i to w ograniczonym stopniu. Podczas gdy przysadkowy
hormon wzrostu (somatotropina) dziata poprzez czynniki wzrostu zwane somato-
medynami.

Czynniki wzrostu zostaty zdefiniowane jako substancje, wytwarzane przez
rozne tkanki, ktore stymulujg podziaty komédrek i posiadajg inne wtasciwosci tro-
ficzne, lecz nie sa ani czynnikami odzywczymi, strukturalnymi ani tez enzymami.
Czynniki wzrostu sg zwykle biatkami informacyjnymi reagujgcymi w nanogramo-
wych lub pikogramowych stezeniach ze swoistymi receptorami na powierzchni ko-
morek. Najbardziej znanymi spo$rdéd nich sg czynnik wzrostu naskérka (EGF), czyn-
nik wzrostu z ptytek krwi (PDGF), czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), czynnik
wzrostu nerwéw (NGF), insulino-podobna grupa polipeptydéw (ws$réd nich przede
wszystkim wspomniane somatomedyny) oraz nowo odkrywana rodzina transformu-
jacych czynnikéw wzrostu (TGF). Cechy czynnikéw wzrostu majg rowniez wazo-
presyna, witamina A i jej pochodne, niektére prostaglandyny, interldukiny 1, 2 i 3
oraz niektére inne monokiny lub limfokiny (1—3).

Opisano takze ,,negatywne” czynniki wzrostu, ktére bezposSrednio hamujg pro-
liferacje komoérek i tkanek. Sa nimi chalony, endogenne, wysoce tkankowo-swoiste
polipeptydy o aktywnos$ci antymitogennej (4). Wedtug ostatnio opublikowanej przeze
mnie koncepcji hormonalnej interferonu, réwniez biatko o cechach interferonu typu
«, Pi 7 zostaly zaliczone do rodziny ,nieklasycznych” hormonéw dziatajagcych anta-
gonistycznie w stosunku do czynnikéw wzrostu (5, 6).

Nowa teoria hormondw ostatnio opracowywana przez grupe amerykanskich
endokrynologéw (Roth, de Roith, Rozenzweig i wspotpr.,, 7, 8) zaklada,
ze czynniki tkankowe sg najprostszg i najbardziej konserwatywng formag interakcji
miedzy komoérkami. Dopiero w miare ewolucji wyksztatcity sie gruczoty dokrewne
produkujace klasyczne hormony. Klasyczne hormony speiniaty poczatkowo funkcje
czynnikéw tkankowych. Insuling, ludzka gonadotropine tozyskowa, tyreotropine

*) Laboratorium Wirusologii Nowotwordw, Instytut Immunologii i Terapii Do-
Swiadczalnej PAN, Wroctaw.

**) Podstawowe informacje na temat tkankowych czynnikéw wzrostowych zna-
lez¢ moze czytelnik w ksigzce: Tissue Growth Factors, red. R. Baserg, wydanej jako
57 tom Handbook of Experimental Pharmacology przez Springer Verlag, Berlin,
Heidelberg, New York, 1981, str. 630.
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i szereg innych hormonéw wykryto ostatnio u bakterii i pierwotniakéw. Prymitywne
organizmy posiadaja rowniez receptory i system efektorowy odpowiedzi na bodziec
hormonalny (8).

W warunkach fizjologicznych dziatanie czynnikéw wzrostu jest niezwykle pre-
cyzyjnie regulowane dla zapewnienia homeostazy. Dla przyktadu podam, ze w czasie
krzepniecia krwi wynaczynionej w wyniku skaleczenia z ziarnistos$ci a ptytek krwi
wydziela sie bardzo aktywny czynnik wzrostu — PDGF, ktéry ma dziatanie chemo-
taktyczne wobec fibroblastow i leukocytéw oraz stymuluje proliferacje komorek
mezenchymalnych. Umozliwia to gojenie sie rany. Jednakze proces ten ulega samo-
istnemu wygaszeniu i nie doprowadza do bujania tkanek typu nowotworowego (2).

Grupa badaczy pod kierunkiem G. Todaro wykryta, ze stransformowane Kko-
morki wydzielajg do srodowiska czynniki wzrostu (TGF), ktére pobudzajg produku-
jace je komarki do nieograniczonej proliferacji. Taka autostymulacja moze zachodzi¢
w czasie embriogenezy, w ukladzie immunologicznym i przypuszczalnie jest wazng
cechg wzrostu nowotworowego. Dlatego tez powstat termin: stymulacja auto-
krynowa (dla odréznienia od endokrynowej i parakrynowej) (3, 9—12).

Komorki obdarzone autokrynowym systemem uniezalezniajg sie od endokryno-
wej kontroli wzrostu, chociaz mogg zachowaé receptory réznych hormonéw i moga
czeSciowo na nie reagowaé¢. Zjawisko to, ktére jest korzystne dla wzrostu klonu
komérek in vitro, moze byé wybitnie szkodliwe in vivo, gdyz oznacza zaburzenie
homeostazy i niekontrolowany wzrost typu nowotworowego.

Dalsze badania nad transformujgcymi czynnikami wzrostu pokazaly, ze sg one
wytwarzane nie tylko przez tkanki nowotworowe, lecz tez przez tkanki prawidtowe.
Sg one wiec jednymi z odmian ,,normalnych” czynnikéw wzrostu, ktére odgrywaja
wazng role w procesach embriogenezy (3, 9—12). Obecnie znane sg postacie TGF
zblizone strukturalnie i funkcjonalnie albo do EGF albo do PDGF (10—13).

Jezeli nie wszystkie, to prawdopodobnie wiekszo$¢ komérek nowotworowych
zawiera onkogeny determinujace nieprawidtowy wzrost i rdéznicowanie. Przynaj-
mniej w jednym przypadku nowotworéw dosSwiadczalnych matp wykryto, ze pro-
duktem onkogenu v-sis jest czynnik wzrostu homologiczny z PDGF (14, 15). W in-
nych komorkach rozkojarzenie kontroli wzrostu moze zachodzi¢ w sposéb posredni
np. przez zaburzenie systemu receptoréw lub efektoréw czynnikéw wzrostu.

Jest wielce prawdopodobne, ze odkrycie transformujacych czynnikéw wzrostu
i stymulacji autokrynowej moze mie¢ nie tylko podstawowe znaczenie dla poznania
istoty proceséw nowotworowych oraz rozwoju zarodka, lecz takze otworzy droge
do nowych zastosowan praktycznych. Mozliwa staje sie bowiem synteza polipepty-
déw dziatajacych antagonistycznie w stosunku do TGF np. przez blokowanie re-
ceptoréw dla tych hormonéw obecnych na powierzchni komdrek nowotworowych.

Ponadto wazne znaczenie mogg mie¢ badania antagonizmu miedzy TGF a natu-
ralnymi inhibitorami proliferacji komdrek takimi jak chalony lub interferony (5, 6).

TGF podobnie jak inne czynniki wzrostu mogg tez znalez¢ zastosowanie w me-
dycynie jako substancje przyspieszajace gojenie sie ran (2). Ich dziatanie jest bo-
wiem wytgcznie fenotypowe i nie moga one, wedtug obecnych zatozen teoretycznych,

bez udzialu onkogenéw wywotywacé trwatej i dziedzicznej transformacji nowotworo-
wej komérek.
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RYSZARD FARBISZEWSKI *»>

Hormono-podobne czynniki tkankowe transformujace wzrost komdrek

W ostatnich kilku latach uwaga jednej z grup badaczy z National Cancer
Institute, Bethesda (USA) zwrécona jest na polipeptydowe czynniki wzrostu ko-
moérek, wytwarzane przez komérki i tkanki nowotworowe. Czynniki te nazwano
transformujacymi czynnikami wzrostu (ang. transforming growth factors — TGFs).
Nazwa pochodzi stad, ze czynniki te wywotujg w warunkach in vitro zmiany feno-
typowe komorek nienowotworowych, podobne do zmian obserwowanych po trans-
formacji nowotworowej. Czynniki te, w wyniku potgczenia ze swoistymi receptorami
na zewnetrznej powierzchni komoérek, wywotujag w nich zmiany wewnatrzkomoérko-
we, prowadzace do dostrzegalnych zmian zespotu cech morfologicznych. Dodane
w nanogramowych stezeniach do hodowli komoérek nerki szczura, wywotujg progre-
sywny ich wzrost, utrate hamowania wzrostu zaleznego od gestosci komoérek i zani-
kanie zjawiska zahamowania kontaktowego. Ponadto, czynniki te pozwalajg na
wzrost komoérek prawidlowych w postaci kolonii w poiptynnym zelu agarowym
(1, 2). Nietransformowane nowotworowo komorki i nienowotworowe zwykle nie
tworza kolonii w takich warunkach. Pierwszym odkrytym w 1978 r. czynnikiem
TGT byt czynnik wzrostu migsaka (ang. sarcoma growth factor — SGF), wyizolo-
wany z hodowli mysich komdérek stransformowanych wirusem miesaka myszy
(MSV) (2).

Roberts i wsp. sg zdania, ze termin transformujgce czynniki wzrostu jest
terminem tymczasowym (roboczym) i z pewnos$cig bedzie on w przysztosci zastg-
piony przez bardziej adekwatne okreslenie, w miare jak czynniki TGFs beda z ro6z-
nych komérek i tkanek oczyszczane do homogennosci i bedzie poznawana ich
sekwencja aminokwasowa oraz struktura Il rzedowa (3).

Wyznaczono juz masy czasteczkowe, sktady aminokwasowe i strukture drugo-
rzedowag niektorych czynnikéw TGFs. Masy czasteczkowe wynoszg od 6000 do
20 000 (1). Czynniki te sg termo- i kwasostabilne, wrazliwe na dziatanie trypsyny
i dwutiotreitolu, wykazujg bardzo podobne wtasciwos$ci biologiczne, lecz réznig sie
sitg dziatania stymulujgcego wzrost komérek. Poczatkowo sadzono, ze wystepujg
one tylko w komoérkach nowotworowych i komérkach stransformowanych wirusami
onkogennymi lub czynnikami chemicznymi. Ostatnio wykazano, ze wszystkie tkanki
zwierzat réznych gatunkéw i cztowieka wytwarzaja czynniki transformujgce wzrost
komorek (2—8).

Chociaz aktywno$¢ czynnikéw TGFs okres$la sie in vitro obserwujac wzrost
i tworzenie kolonii komérek w poéiptynnym zelu agarowym (zmiane fenotypu), nie
nasuwa to wniosku, ze ich aktywno$¢ in vivo wigze sie koniecznie z rozwojem nowo-
tworu. Dane wskazujg, ze czynniki TGFs majg prawdopodobnie istotng role w fun-
kcjonowaniu prawidtowych komdrek, zwtaszcza w toku rozwoju embrionalnego.

*) Doc. dr, Zaktad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Instytut Chemii i Bio-
fizyki Akademii Medycznej w Biatymstoku.
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Ze wzgledu na oddzialywanie TGFs ze specyficznymi receptorami naskérkowego
czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor — EGF) na powierzchni komérek,
Sporn i wsp. (10) zaproponowali klasyfikacje TGFs, opartg na powinowactwie
z EGF na:

— czynniki TGFs zaliczane do typu a— wspoéizawodnicza z EGF o wigzanie
z receptorami, ale nie wymagajg EGF do indukowanego wzrostu komérek w postaci
kolonii w potptynnym zelu agarowym,

— czynniki TGFs zaliczane do typu @— nie wspo6tzawodnicza z EGF o wigzanie
z receptorami, ale wymagajg obecnosci EGF lub innych polipeptydéw o podobnym
dziataniu do EGF do wzrostu komérek w postaci kolonii w péiptynnym zelu
agarowym.

Zaréwno czynniki typu a jak i @ zostaty wyizolowane z komoérek i tkanek nowo-
tworowych oraz nienowotworowych (1—8) a takze z ludzkich ptytek krwi (11). Czyn-
niki TGFs, pochodzace z ptytek nazwano z ang. platelet-derived transforming growth
factors. Czynnik TGF typu |3 zawarty w plytkach zostat ostatnio catkowicie oczysz-
czony i dos¢ doktadnie scharakteryzowany (12). Sktada sie on z dwéch podjednostek
strukturalnych, kazda o masie czgsteczkowej 12500, potgczonych ze sobg mostkami
dwusiarczkowymi. Tak sktad aminokwasowy jak i podjednostkowa struktura oraz
masa czgsteczkowa wskazujg, ze czynnik TGF typu |3 jest odmiennym czynnikiem
od poznanego wcze$niej czynnika wzmstu zawartego w plytkach a zwanego z ang.
platelet-derived growth factor (PDGF), o dziataniu mitogennym w stosunku do ko-
mérek pochodzenia mezenchymalnego. Ludzkie ptytki krwi zawierajg 40—100 krot-
nie wiecej czynnika TGF typu |3 niz inne dotychczas badane tkanki nienowotwo-
rowe. Przypuszcza sie, ze biologiczna rola TGF typu |3 wystepujacego w ptytkach
krwi moze polega¢é na jego udziale w przyspieszaniu regeneracji tkanek. Na pod-
stawie dotychczasowych danych doswiadczalnych sugeruje sie, ze komérki nowo-
tworowe i komorki nowotworowo stransformowane in vitro produkuja czynniki
TGFs tak typu a jak i (3 natomiast komérki nienowotworowe wytwarzajg czynniki
TGFs typu @ (13). Wysoko oczyszczony czynnik TGF typu a z tkanki nowotworowej
szczura oraz EGF mysi dodane oddzielnie do hodowli komérek nerki szczura indu-
kuja w takim samym stopniu i w podobny sposéb ich wzrost w postaci kolonii
w potptynnym zelu agarowym, prowadzac do powstania matych kolonii (Srednia
wielko$¢ 1000 (im2) (13). Podobnie ludzki TGF typu « wyizolowany z czerniaka sty-
muluje komérki nerki szczura do tworzenia kolonii o matych rozmiarach (13). Czyn-
nik TGF typu [3 sam nie stymuluje wzrostu komoérek, natomiast z tacznie z mysim
EGF zwieksza bardzo znacznie liczbe i rozmiary kolonii ($rednia wielko$¢ kolonii
6000 nm2) w pordwnaniu z aktywnoscig biologiczng TGF typu a (13).

Pierwszy wyizolowany czynnik wzrostu migsaka (SGF) wyizolowany z hodowli
mysich komdrek linii 3T3, stransformowanych wirusem miesaka, jest mieszaning
dwéch czynnikdw TGF, nalezagcych do dwoch typow (14). Czynnik typu « odpowiada
za indukcje wzrostu komdrek nerki szczura w postaci matych kolonii, zas czynnik
typu [3 za indukcje wzrostu tych komdrek w postaci kolonii o duzych rozmiarach.

Ostatnio wyizolowano w znacznych ilosciach TGF z gruczotéw $linowych i nerek
wotu (10) przy uzyciu metody Roberts i wsp. (15) polegajacej na ekstrakcji
homogenatu tkankowego zakwaszonym etanolem i nastepnej chromatografii na ko-
lumnie wypetnionej Bio-Gel P-30. W taki sposéb otrzymany TGF charakteryzowat
sie wzgledng masg czasteczkowag okoto 10000. W tym stopniu oczyszczenia, specy-
ficzna aktywnos$¢ bydlecego TGF, pochodzacego z nerek wzrastata 10— do 25-krotnie
w poréwnaniu z jego aktywnoscig zawartg w ekstrakcie etanolowym (15). Nastepny
etap oczyszczania bydlecego TGF polegal na zastosowaniu chromatografii cieczo-
wej (16). TGF otrzymany z gruczotéw Slinowych i nerek cechowatla aktywno$¢ cha-
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rakterystyczna dla czynnikéw (3 poniewaz w jego obecnosci do wzrostu komorek
w postaci kolonii, konieczny byt takze czynnik EGF.

Uzyskanie z nerek bydlecych preparatu TGF typu [3 o znacznej czystos$ci, pozwo-
lito badaczom z National Céancer Institute na zastosowanie go po raz pierwszy in
vivo jako czynnika farmakologicznego w dosSwiadczalnym leczeniu ran u szczu-
réw (10). Pod skére kazdego zwierzecia (13 szczurdéw) implantowano 6 komoér z me-
talowych siateczek, z ktérych trzy traktowano jako doswiadczalne i 3 jako kontrol-
ne. W podskdrne trzy siateczki wprowadzano przez 9 dni roztw6r TGF (7 fig/0,1 ml)
po uprzednim dodaniu mysiego EGF (20 Mg/01 ml). W pozostate 3 siateczki stano-
wigce kontrole wprowadzano réwnowazng ilos§¢ albuminy wotowej. Nastepnie po-
dawano wszystkim zwierzetom w dootrzewnowej injekcji 0,5 mCi 3H-tymidyny i je
zabijano. TGF typu [3 wraz z EGF powodowat istotne zwiekszenie ilosci catkowitego
biatka i DNA w komorach ran oraz wzrost wigczania znakowanej tymidyny do
DNA. Badanie histologiczne materiatu pobranego z gojacych sie ran pochodzacych
z implantacji siateczek, w ktére wprowadzano TGF i EGF wykazato, pojawianie sie
nowych licznych komérek oraz mitodych witékien kolagenowych, wchodzacych
w skitad btony podstawnej. Nacieczenie komoérkami zapalnymi w miejscach implan-
tacji siateczek metalowych wskazywato na fizjologiczny proces gojenia sie ran (10).
Badania powyzsze sg pierwszg proba praktycznego zastosowania czynnika TGF typu
@ jako Srodka farmakologicznego mogacego sprzyja¢ gojeniu sie ran, poprzez zwiek-
szong proliferacje fibroblastow i szybsze obrastanie tkanka tgczng. Jest oczywiste,
ze niezbedne sa dalsze pogtebione badania nad biologiczng rolg czynnikéw TGF.
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JAN FRONK?¥)

Krystalograficzne uszczeg6towienie struktury peroksydazy glutationowej

Na podstawie rentgenowskiej analizy strukturalnej krysztatéw natywnej pero-
ksydazy glutationowej z erytrocytéw wotu i réznych jej pochodnych Laden-
stein i wsp. skonstruowali model budowy czagsteczki enzymu przy rozdzielczosci
0.28 nm (1). Dalsza matematyczna obrobka danych doswiadczalnych pozwolita tej
samej grupie badaczy na krystalograficzne uszczeg6towienie struktury i osiggniecie
rozdzielczosci 0,2 nm (2).

W oparciu o te wyniki zaproponowano szczegétowy model budowy czasteczki
peroksydazy glutationowej, a takze mechanizmu jej dzialania. Osiggnieta rozdziel-
czo$¢ pozwolita nawet na ustalenie prawdopodobnej sekwencji aminokwaséw enzy-
mu; przeprowadzona klasycznymi metodami analiza sekwencji aminokwasow
N-koncowego fragmentu czasteczki peroksydazy glutationowej z watroby szczura (3)
potwierdzita duza doktadno$¢ ustalen opartych na wynikach krystalograficznych.

Peroksydaza glutationowa (oksydoreduktaza glutation:wodorotlenek, EC 1. 11.
1. 9) jest selenoenzymem katalizujgcym redukcje licznych wodoronadtlenkéw, w tym
pochodnych lipidéw. Dlatego przypisuje sie jej udziat w ochronie bton biologicznych
i innych sktadnikéw komérki przed toksycznym dziataniem tlenu. Jedynym fizjolo-
gicznym donorem elektronéw jest glutation.

R-O-OH + 2GSH -> R-OH + H20 + GSSG

Reakcja 1. Reakcja katalizowana przez peroksydaze glutationowag. GSH — gluta-
tion zredukowany, GSSG — glutation utleniony.

Enzym z erytrocytéw wotu jest biatkiem o masie czgsteczkowej 84.000, ztozonym
z 4 identycznych podjednostek. Kazda podjednostka zawiera jedng reszte seleno-
cysteiny w pozycji 35, biorgcg bezposredni udziat w katalizowanej przez peroksy-
daze reakcji. Nie wiadomo, czy selenocysteina powstaje posttranslacyjnie, w wyniku
przytgczenia selenu do reszty dehydroalaninowej w biatku, czy tez wigczana jest
w czasie translacji.

Podjednostka peroksydazy glutationowej zawiera 4 obszary o strukturze a i 4 P,
stanowigce tacznie ponad 40°/o diugosci tahcucha polipeptydowego. Reszta Se-Cys-35
znajduje sie w centrum stabilnego uktadu |[3a)3, charakterystycznego dla centréow
aktywnych wielu innych enzyméw. Podjednostki oddziatujg ze sobg znacznymi ob-
szarami. Dwie podjednostki tworzg dimer, dwa dimery tworzg natywng, tetra-
meryczng forme enzymu, o ksztalcie zblizonym do sptaszczonego czworoscianu.
W oddziatywaniach w obrebie dimeru uczestniczy po 16 aminokwaséw z kazdej pod-
jednostki; oprécz ,,oddziatywan hydrofobowych” tworzg sie 4 wigzania wodorowe.
W oddziatywaniach pomiedzy dimerami uczestniczy po 20 aminokwaséw z kazdej
podjednostki, tworzy sie 36 wigzan wodorowych; znaczna cze$¢ tych oddziatywan
zachodzi pomiedzy dwiema antyréwnolegtymi strukturami 3

*> Mgr, Zaktad Biochemii Ogolnej, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszaw-
skiego, ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089, Warszawa.
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Centra aktywne znajduja sie w plytkich zagtebieniach na powierzchniach pod-
jednostek, stykajgcych sie ze sobg w dimerze i sg tatwo dostepne; miejsca te sg sil-
nie uwodnione — 5 czgsteczek wody tworzy ,lancuch” tgczacy C-koncowe odcinki
struktur |3i i |2 i N-koniec struktury aij zwigzanie czasteczki glutationu w centrum
aktywnym wusuwa z niego wode. W wigzania glutationu w centrum aktywnym
uczestniczg zapewne reszty Arg-167, Arg-40, GIn-130. Reszty Arg-167 i -40 tworza
wigzania jonowe odpowiednio z grupami COOH Glu i Gly, a reszta GIn-130 wigzanie
wodorowe z grupg NH2 Glu. Selenocysteina tworzy wigzanie selenosiarczkowe z glu-
tationem.

Wydaje sie, ze zwigzanie jednej czasteczki glutationu przez podjednostke w di-
merze powoduje niewielkg zmiane konformacyjna, uniemozliwiajgcg wigzanie glu-
tationu przez drugg podjednostke. Efektywnie wiec tetrameryczna czasteczka enzy-
mu ma tylko 2 centra aktywne.

Mechanizm dziatania peroksydazy glutationowej jest typu ping-pong, z bardzo
nietrwalymi kompleksami enzym-substrat, przechodzacymi natychmiast w pochod-
ne enzymu.

ROOH ROH
+ROOH, -ROH > °
E-Se° E-SeOH _ - -w  — E-Se
+2GSH, -H20 \0OM
GSsG, H® GSH
G E-Se-SG

H,0

Ryc. 1. Proponowany mechanizm redukcji wodoronadtlenkéw katalizowanej przez
peroksydaze glutationowsg.

Omowiona tu praca pokazuje, jak wielu réznorodnych informacji o czgsteczce
biatka moze dostarczy¢ interpretacja wynikéw rentgenowskiej analizy strukturalnej.
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TERESA JAKUBOWICZ *)

Genetyczna regulacja wigzania wolnego azotu

Zdolno$¢ wigzania azotu atmosferycznego przez drobnoustroje jest szeroko roz-
powszechniona w przyrodzie. Jest to ztozony proces enzymatyczny, w ktérym azot
czasteczkowy ulega redukcji do amoniaku przy udziale nitrogenazy. Pod wzgledem
genetycznym proces ten zostat najlepiej poznany u wolnozyjgcej bakterii Klebsiella
pneumoniae. Geny odpowiedzialne za wiazanie azotu tworzg tzw. region nif. Region
nif zostal zmapowany w bliskim sgsiedztwie operonu histydyny (his) na chromoso-
mie Klebsiella. Wykazano, ze jest on ztozony z 17 genéw zgrupowanych w 8 opero-
nach podlegajgcych skoordynowanej kontroli (1, 2).

Ustalono nastepujgca kolejnos¢ gendw operonéw nif\

QB AL F M VSV XNE YKDH J

(Strzatkami oznaczono tu odrebne jednostki transkrypcyjne zgodnie z Kkierunkiem
odczytywania).

Geny nif K, nif D, nif H sg genami strukturalnymi trzech polipeptydowych kom-
ponentéw nitrogenazy, kompleksu enzymatycznego, ktéry petni kluczowg role w re-
dukcji azotu czagsteczkowego. Pozostate geny nif w wiekszosci biorg udziat w ,,doj-
rzewaniu” poszczeg6lnych sktadnikéw nitrogenazy oraz syntezie niskoczgsteczkowego
kofaktora molibdenowego (Mo-Fe-Co), ktéry znajduje sie w centrum aktywnym
enzymu. Geny nif F i nif J determinujg biatka uczestniczgce w transporcie elektro-
néw do nitrogenazy. Ro6zne aspekty biologicznego wigzania azotu zostaly ostatnio
opisane w artykule przegladowym zamieszczonym w Postepach Mikrobiologii (3).

Ekspresja genéw regionu nif jest $cisSle uzalezniona od stezenia zwigzanego
azotu. W obecnosci amoniaku wszystkie jednostki transkrypcyjne operonéw nif
ulegaja represji. Przy braku NHt nastepuje derepresja syntezy nitrogenazy. Kon-
trola ekspresji genéw operonéw nif odbywa sie poprzez dwa ztozone systemy re-
gulacyjne

W specyficznej regulacji operonow nif biorg udzial produkty dwdch genéw
nif L i nif A. Geny te nalezg do wspo6lnego operonu nif LA. Produkt genu nif A,
biatko o charakterze zasadowym i masie czgsteczkowej 57 000, spetnia role aktywa-
tora transkrypcji operonéw nif. Rola produktu genu nif L, biatka obojetnego o m.cz.
50 000 jeszcze do niedawna nie byta znana. Ostatnie badania z zastosowaniem tech-
nik mutagenezy oraz fuzji gendw nif z genami lac z E. coli wykazaty, ze dziata on
jako specyficzny represor transkrypcji tych operondéw (4).

Oprocz specyficznej kontroli poprzez produkty genéw nif L i nif A, region nif
podlega rdéwniez wyzszego rzedu regulacji powigzanej z ogdlnym metabolizmem
azonu w komérce (5). Do niedawna role nadrzednego regulatora transkrypcji opero-
néw zwigzanych z asymilacjg azotu przypisywano syntetazie glutaminowej (6). Syn-

*> Dr, Zaktad Biologii Molekularnej UMCS, Instytut Mikrobiologii, 20-033 Lublin.
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tetaza glutaminowa jest kompleksem enzymatycznym ztozonym z 12 identycznych
podjednostek o masie czgsteczkowej 50000, ulegajacych odwracalnej adenylacji
w resztach tyrozylowych. Aktywno$¢ enzymu jest odwrotnie proporcjonalna do iloSci
kowalentnie zwigzanych grup AMP (7). Postulowano, ze w warunkach gtodu azoto-
wego (np. brak jonu amonowego) syntetaza glutaminowa w formie deadenylowej
dziata jako pozytywny regulator transkrypcji. Ostatnie badania zakwestionowaty
role syntetazy glutaminowej jako biatka regulatorowego operondw asymilacji azotu.
U wielu bakterii zidentyfikowane zostaty trzy geny, ktéorych produkty sg zaangazo-
wane w kontroli metabolizmu azotu (8). U Salmonella typhimurium geny te ozna-
czono jako ntr A, ntr C i ntr B a ich funkcjonalne odpowiedniki u E. coli jako gin F,
gin G i gin L. Dwa z tych genéw ntr B i ntr C sg sprzezone z genem strukturalnym
syntetazy glutaminowej (gin A) i stanowig pojedynczy operon. Transkrypcja tego
operonu rozpocza¢ sie moze od wlasnego stabego promotora P2 badz tez od silnego
promotora Pl syntetazy glutaminowej (1).

Na podstawie badan szeregu mutacji o roznych efektach regulacyjnych opraco-
wano nowy model kontroli biologicznego wigzania azotu dla Klebsiella pneumoniae
(9) przedstawiony na Ryc. L1

ntrC ntr B gin A operony pod kon-

trola gendéw ntr

A, e h RS W 2

aktywator ——————> represor J

niskie
stezenie N

nif A nh\;/

inne operony
nif P

J

{ po&rodnh R /
lmywnm.-"%!-E represor
stezenie N

b | — — —

&

Ryc. 1. Model kontroli biologicznego wigzania azotu u Klebsiella pneumoniae (wg 9):
ntr A, ntr B, ntr C — geny kontroli asymilacji azotu; nif, nif L, nif A— geny opero-
néw, wigzania azotu; gin A — gen syntetazy glutaminowej; Pi— promotor syntetazy
glutaminowej; P2— promotor operonu ntr B,C; P — promotory operonéw wigzania
i asymilacji azotu.

W tym niezwykle ztozonym mechanizmie regulacji szczeg6lne znaczenie posiada
operon nif LA. Spetnia on role tgcznika miedzy specyficzng ekspresjg genéw regu-
lonu nif a ogdlnym metabolizmem azotu w komérce. Ekspresja tego operonu jest
pozytywnie badZ negatywnie regulowana przez produkty genéw ntr zaangazowanych
w asymilacji azotu a z kolei produkty genéw operonu nif LA kontrolujg ekspresje
innych operonéw nif (2).
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Przy wysokim stezeniu azotu zwigzanego w podtozu, biatka ntr B i ntr C dzia-
tajac w kompleksie, powoduja represje transkrypcji genéw operonu nif LA. W tych
warunkach, represji ulegajg réwniez geny zaangazowane w asymilacji azotu np.
operon histydyny (hut), proliny (put), syntetazy glutaminowej (gin A) (5).

Gdy stezenie amoniaku w podtozu spada, biatka ntr C i ntr A aktywuja tran-
skrypcje operonu nif LA. Syntetyzowany w tych warunkach produkt genu nif L
pozostaje w nieaktywnej formie. Natomiast biatko genu nif A funkcjonuje jako
aktywator transkrypcji operonéw nif co w konsekwencji prowadzi do syntezy nitro-
genazy i wigzania N2. Nalezy podkresli¢, ze biatko nif A spetnia role pozytywnego
regulatora transkrypcji dziatajac w kompleksie z biatkiem ntr A (Ryc. 1). Ponadto
ostatnie badania wykazaty, ze produkt genu nif A moze wptywaé¢ na autogenng re-
gulacje wiasnego operonu nif LA (10). Oprécz tego stwierdzono, ze biatko nif A,
moze w okre$lonych warunkach zastepowac biatko ntr C w regulacji transkrypcji
operonéw asymilacji azotu (9, 11).

Obecnos$¢ efektoréw represyjnych nitrogenazy jak tlen czy niektdre aminokwasy
nie wptywa na poziom transkrypcji operonu nif LA (1). Ich obecno$¢ powoduje
natomiast konformacyjne przeksztatcenie produktu genu nif L przeprowadzajac go
w forme aktywnego represora. Ta zmiana prowadzi z kolei do zahamowania tran-
skrypcji operonéw nif i zahamowania wigzania N2 Mechanizm dziatania represora
nie zostat wyjasniony. Rozwaza sie kilka mozliwosci jego funkcjonowania. By¢ moze
zapobiega on transkrypcji poprzez interakcje z DNA, badZ tez dziala poprzez in-
aktywacje produktu genu nif A.

Na zakonczenie warto podkresli¢, ze system regulacyjny, w ktorym dwa geny
nalezagce do tego samego operonu kodujg represor i aktywator, tak jak to ma miej-
sce w przypadku pary genéw ntr B i ntr C oraz nif L i nif A jest zjawiskiem uni-
kalnym w S$wiecie bakterii. Ta wyjgtkowa organizacja regulatorowych operondéw
nif LA i ntr BC, jak réwniez wyrazne strukturalne i funkcjonalne podobienstwo
produktéw genéw ntr C i nif A pozwolity na wysuniecie hipotezy, ze operony ntr BC
i nif LA posiadajg wspo6lny ewolucyjny poczatek (9, 11).
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MIROSEAWA BARCISZEWSKA *

Ogdblna metoda analizy sekwencji nukleotydéw w transferowych
kwasach rybonukleinowych

Sposréd wszystkich rodzajow kwaséw nukleinowych tematyka transferowych
kwasoéw rybonukleinowych (tRNA) jest najwszechstronniej opracowywana. Sktada
sie na to kilka przyczyn:

— tRNA odznaczaja sie najprostsza budowg w tej klasie makroczgsteczek. Ich
dtugos¢ wynosi 63—93 nukleotydow (1).

— charakteryzujg si¢ wysoka zawartoscia zmodyfikowanych (rzadkich) nukleo-
tydow (1, 2).

— znane sg i dostepne réznorodne metody badania wtasciwosci tRNA (3).

— spetniajg okre$lone i réznorodne funkcje biologiczne (4).

Zmodyfikowane nukleotydy znaleziono w wielu innych rodzajach kwaséw nukleino-
wych (rybosomalne rRNA, 5S RNA, niskoczgsteczkowe jadrowe RNA oraz DNA),
jednak czasteczki tRNA sg pod tym wzgledem unikalne, poniewaz zawierajg wiele
réznych modyfikacji (scharakteryzowano dotychczas ponad 60 rzadkich nukleotydow
w tRNA (5)) oraz wystepuja one w duzych ilosciach (okoto 20% sktadu nukleotydo-
wego). Wtasnie obecnos$¢ zmodyfikowanych nukleotydéw jest czynnikiem decydujg-
cym przy okreslaniu sekwencji nukleotydowej w tRNA.

W ostatnich latach, poczawszy od 1977 roku, ktéry to okazat sie przetomowym
dla sekwencjonowania kwaséw nukleinowych (6), pojawity sie nowe, szybkie tech-
niki analizy pierwszorzedowej struktury kwaséw rybonukleinowych. Polegajg one
na ograniczonej (czesciowej) hydrolizie RNA przy pomocy specyficznych enzyméw
lub tez na wykorzystaniu specyficznych odczynnikéw chemicznych (23). Szerokie
wykorzystanie enzymatycznego podejscia ograniczaja nastepujgce fakty:

— .fragmenty struktury RNA posiadajace kilka sgsiadujacych par G — C sg od-
porne na dziatanie enzymu, nawet w warunkach denaturujacych (7).

— specyficzne enzymy hydrolityczne wykorzystywane do trawienia tRNA nie
zawsze odro6zniajg zmodyfikowany nukleotyd od macierzystego a w szeregu przy-
padkach sg nieaktywne.

— rybonukleazy nie hydrolizujg wigzan fosforodwuestrowych sasiadujgcych
z nukleotydem majacym grupe metylowg na weglu 2'rybozy.

Te trudnosci spowodowaty opracowanie innego podejscia do analizy struktury
tRNA, ktére jest powszechnie stosowane. Polega ono na chemicznej degradacji
tRNA* w bardzo tagodnych warunkach tak, ze statystycznie mniej niz jedna czag-
steczka kwasu rybonukleinowego jest rozrywana w jednym miejscu (ang. single
hits (7)). W wyniku takiego procesu otrzymuje sie 2 zestawy fragmentéow (Ryc. 1):

— zestaw zawierajacy polinukleotydy rozciggajgce sie od konca 5 kwasu nu-
kleinowego (zawiera zwykle fosforylowany koniec 5 do dowolnego nukleotydu

*) Dr, Zaktad Chemii Bioorganicznej PAN, ul. Noskowskiego 12, 61-704, Poznan.
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3"P« «OH 5
h2o 3 6 min., 80°C
Pi 10H
Py 4 OH
P»ooes - OH
e 1 OH

T4 kinaza polinukleotydowa
£_32p_ ATp

Ryc. 1. Schemat metody otrzymywania petnego zestawu fragmentéw tRNA opraco-
wanej przez Stanley i Vassilenko (7). Fragmenty tRNA po hydrolizie (3—6 min.) ma-
jace grupe hydroksylowag na koncu 5' poddaje sie znakowaniu fosforem ffiP, a nastep-
nie rozdziatowi na zelu.

wewnatrz tancucha RNA z grupag fosforanowa na koncu 3" w postaci cyklicznego
2',3'fosforanu.

— zestaw zawierajacy fragmenty rozciggajace sie od dowolnego nukleotydu we-
wnatrz tancucha majacego wolng grupe 5'hydroksylowa do konca 3.

Szekely i Sanger pokazali, ze oligonukleotydy z wolng grupa 5'hydroksylowg
obecne w hydrolizacie kwasu nukleinowego, moga by¢ znakowane do wysokiej spe-
cyficznej aktywnosci przy pomocy kinazy polinukleotydowej z bakterii Escherichia
coli po infekcji fagiem T4 (T4 kinaza) i (y— ®P) ATP (8). Te obserwacje wykorzy-
stano do znakowania fosforem 8P oligonukleotydéw z tRNA posiadajacych wolnag
grupe 5'hydroksylowg. Otrzymanie peinego zestawu znakowanych fragmentéw jest
podstawowym etapem okre$lania sekwencji tRNA (tzn. dowolny fragment rézni sie
od sgsiedniego obecnoscig lub brakiem pojedynczego nukleotydu na koncu 5.

Rézne sg techniki analizy takiego zbioru oligonukleotydéw. Mozna wycinaé ko-
lejne pasma z zelu, wymywaé¢ dany fragment buforem i dalej analizowaé¢ (7, 9) lub
tez bezposrednio przenosi¢ rozdzielone oligonukleotydy z zelu poliakryloamidowego
na ptytki z DEAE-celulozg (10) lub PEI celulozg (11), a nastepnie enzymatycznie
hydrolizowaé¢ oligonukleotydy in situ (na ptytce) uwalniajagc 3'5'nukleozydodwu-
fosforan (pNp) lub 5'monofosforan w zalezno$ci od zastosowanej nukleazy. Analiza
ruchliwo$ci 5'monofosforanu lub 3',5'dwufosforanu nukleozydu z konica 5' kazdego
fragmentu pozwala ustali¢ sekwencje nukleotydéw w tRNA (10, 11).

Celem tego artykutu nie jest szczeg6towe analizowanie wszystkich znanych po-
dejs¢ do rozwigzywania pierwszorzedowej struktury tRNA, ale przedstawienie 0gol-
nej metody okres$lania sekwencji tRNA. Metoda ta polega na:
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a. otrzymaniu cze$ciowego (ograniczonego) hydrolizatu tRNA,

b. rozdziale znakowanego fosforem &P hydrolizatu na dwukierunkowej elektro-
forezie na zelu poliakryloamidowym,

c. trawieniu nukleaza Pi fragmentéw oraz identyfikacja 5'monofosforanu nu-
kleozydu oraz modyfikowanych dwunukleotydéw przy pomocy chromatografii
cienkowarstwowej (TLC),

d. okre$leniu koncowych nukleotydéw w tRNA.

Takie podejscie nadaje sie do okreslenia sekwencji dowolnego tRNA. Zaletg
takiego postepowania jest szybkie uzyskanie informacji o strukturze (juz na dwu-
kierunkowym zelu) a nastgpnie ich potwierdzenie na kolejnych etapach. Stosujac
te metodyke autor okreslit sekwencje tRNAmet z zarodkoéw pszenicy (12) oraz in-
nych roslinnych tRNA (13). Podobng procedure zastosowano przy okreslaniu sekwen-
cji tRNAVaA Bacillus subtilis (14).

Etapy okres$lania sekwencji tRNA:

1 Otrzymywanie czesciowego hydrolizatu tRNA znaczonego fosforem P

Specyficzny tRNA (1—5 |xg; 1 A2 = 40 (ig) oczyszczony na zelu poliakrylo-
amidowym bezposrednio przed rozpoczeciem analizy struktury poddaje sie hydro-
lizie formamidem, dwumetylosulfotlenkiem lub woda. Warunki reakcji (czas i tem-
peratura) nalezy ustali¢ tak, aby otrzymaé¢ czesSciowy hydrolizat (7). Mechanizm
hydrolizy tRNA przy pomocy formamidu lub DMSO nie jest doktadnie znany. Wia-
domo, ze sg to rozpuszczalniki aprotyczne wykorzystywane gtéwnie jako czynniki
denaturujgce. DMSO stosowano réwniez przy izolacji mieszaniny tRNA z bakte-
rii (15). Mozna przypuszczaé, ze hydroliza tRNA zachodzi gtéwnie pod wplywem
grup wodorotlenowych (OH-), a obecno$¢ formamidu lub DMSO powoduje zwiek-
szenie szybkos$ci hydrolizy dzieki znacznie nizszej statej dielektrycznej oraz wieksze-
go od wody momentu dipolowego. Najczesciej stosuje sie formamid w temperaturze
80°C przez 5 minut (12). Formamid lub DMSO mozna usunal poprzez wytracenie
tRNA i produktéw jego rozpadu etanolem (9, 10) lub przez odparowanie. Wydajnos$¢
reakcji kinazowania przy pomocy kinazy T4 i (y—*“P) ATP jest nizsza dla zmodyfi-
kowanych nukleotydéw znajdujgcych sie na koncu 5' danego fragmentu niz dla
podstawowych nukleotydéw, ale wystarczajgca do wykrycia kazdego fragmentu (16).
Mieszanina reakcyjna opr6cz nadmiaru ATP zawiera gliceryne oraz enzym, co po-
garsza warunki rozdzialu. Usuwa sie je przez saczenie na zelu Sephadex G-25.
Stosowanie apyrazy do rozktadu ATP nie jest konieczne (9).

2. Rozdziat hydrolizatu tRNA na zelu poliakryloamidowym w dwécn kierunkach

Celem tego etapu jest dobry rozdziat fragmentéw, ich elucja oraz czes$ciowa
analiza sekwencji (Ryc. 2). Otrzymany w poprzednim etapie hydrolizat tRNA roz-
dziela sie na zelu 10% o pH 3.5 (pierwszy kierunek) a nastepnie na 12 i 18 lub 20%
zelu o pH 83 (drugi kierunek) (17). W pierwszym Kkierunku na tzw. kwasnym zelu
rozdziat nastepuje wg sktadu nukleotydowego. W takich warunkach reszty fosfora-
nowe sa praktycznie obojetne a istotny wptyw na ruchliwo$¢ oligonukleotydow ma
wielkos$¢ statej jonizacji (pKa) puryn i pirymidyn a w szczeg6lnosci zmodyfikowa-
nych nukleotydéw (18). Elektroforeze (300—500 V) prowadzi sie tak diugo az biekit
bromofenolowy (BB) przebedzie droge 30 cm. Umozliwia to analize sekwencji o dtu-
gosci do 70 nukleotydéw. Elektroforeza w drugim kierunku odbywa sie w pH 8.3
na ptytach diugich (90—100 cm). W tych warunkach oligonukleotydy uktadaja si®
wedtug wielkosci co praktycznie pckrywa sie z diugoscig tancucha; reszty fosfora-
nowe majg decydujacy wktad do catkowitego tadunku danego fragmentu (18). Przy
napieciu 100—500 V elektroforeze prowadzi sie do momentu osiggniecia przez biekit
BB konca ptyty (najlepiej zatrzymaé rozdziat kiedy BB znajduje sie 10 cm przed
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koncem ptyty). Taki rozdziat umozliwia analize sekwencji o dtugosci 35—100 jedno-
stek nukleotydowych. Otrzymuje sie na zelu wyraznie oddzielone pasma w iloSci
odpowiadajgcej kazdej ditugosci oligonukleotydu (Ryc. 2). Dodatkowo z ich potozenia
mozna odczytywac¢ sekwencje nukleotydéw w sposéb podobny jak w dwukierunko-
wym systemie elektroforeza-homochromatografia (16). Jezeli zel jest technicznie po-
prawny to mozna bezbtednie odczyta¢ 50—60 nukleotydéw. Kazde pasmo po wycie-
ciu i elucji z zelu (100% wydajnosci) analizuje sie w systemie chromatografii cienko-
warstwowej (TLC).

3. Trawienie fragmentéw nukleaza Pi oraz identyfikacja 5'monofosforanéw nukleo-
zydow

Wykorzystanie nukleazy Pi pozwala otrzyma¢ nukleozydo — 5'monofosforany,
ktérych ruchliwosci chromatograficzne (Rf) sg dobrze znane. Najistotniejsze jest, ze
kazdy 5'mononukleotyd analizowany jest w dwoéch uktadach chromatograficznych
(patrz nizej). Jezeli struktura tRNA nie jest zbyt skomplikowana (tzn. ma niewiele
zmodyfikowanych nukleotydéw) to w wyniku elektroforezy na zelu poliakryloamido-
wym oraz TLC w jednym kierunku mozna okresli¢ koncowy 5'nukleotyd kazdego
fragmentu, a w konsekwencji catg strukture tRNA. Gdy w strukturze tRNA wyste-
puja zmodyfikowane nukleotydy, wéwczas nalezy stosowa¢ TLC w dwoch kierun-
kach i réznych systemach rozpuszczalnikow (9). Identyfikacja ich, wtasnie na tym
etapie ma dwie wyrazne korzysci:

— plamka odpowiadajgca rzadkiemu nukleotydowi jest lepiej widoczna ponie-
waz intensywnosci czterech podstawowych nukleotydéw pU, pC, pA i pG sg nizsze
anizeli podczas analizy sktadu nukleotydowego catej czgsteczki tRNA.

— znalezienie zmodyfikowanego nukleotydu bezposSrednio w sekwencji Swiad-
czy, ze jego obecnos$¢ nie jest efektem zanieczyszczen.

Jak juz wspomniano, nukleozydo-5'monofosforany analizuje sie w dwéch ukta-
dach chromatograficznych (12). Jezeli pasmo z zelu zostato wyciete doktadnie, to
powinna pojawi¢ sie tylko jedna plamka odpowiadajgca radioaktywnemu nukleo-
zydo-5'monofosforanowi. W przeciwnym wypadku mamy do czynienia z kilkoma
plamkami odpowiadajgcymi 5'koncowym nukleotydom pochodzacym z sgsiadujgcych
fragmentéw, co jest réowniez pomocne przy okre$laniu sekwencji (Ryc. 3). Intensyw-
no$¢ radioaktywnych plam odpowiadajacych np. pm7G i pD jest szczegélnie niska
na skutek niskiej wydajnosci fosforylacji (9, 16). Jezeli w sekwencji wystepuje mo-
dyfikacja rybozy na weglu 2' to hydroliza sgsiedniego wigzania internukleotydo-
wego nie jest mozliwa. Jak wiadomo alkaliczna hydroliza wymaga obecno$ci wolnej
grupy 2'OH, ktéra zgodnie z mechanizmem reakcji potrzebna jest do utworzenia
produktu posredniego. Problem ten mozna rozwigza¢ wykorzystujgc ograniczone
trawienie nukleazg Pt. W ten sposéb otrzymuje sie dwunukleotyd [®P] Nj, — N* oraz
mononukleotyd [**P] Ni,. Nukleotyd N2 mozna okres$li¢ przez poréwnanie Rf z wzor-
cowymi dwunukleotydami (9).

4. Okresdlanie sekwencji nukleotydéw metoda wedrujacej plamki

Z dotychczasowej analizy sekwencji wiadomo juz prawie wszystko o strukturze
fragmentéw i catej czasteczki tRNA. W niektérych przypadkach informacje nalezy
sprawdzi¢. Wykorzystuje sie do tego celu technike wedrujgcej plamki. Polega ona
na elektroforetycznym rozdziale na bibule z octanu celulozy w pH 3.5 ograniczonego
hydrolizatu (alkalicznego lub enzymatycznego) oraz na plytkach z DEAE celulozg
technikg homochromatografii w drugim kierunku (16, 18). Zasada rozdziatu na octa-
nie celulozy jest podobna jak w przypadku kwasnego zelu, gdyz catkowity tadunek
danego fragmentu w pH 3.5 zalezy od wielkosci statej jonizacji nukleotydow. W dru-
gim Kkierunku rozdziat nastepuje na ptytce z DEAE celulozg. Wykorzystuje sie tutaj
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mieszanine oligorybonukleotydéw stanowigcych hydrolizat drozdzowego RNA (tzw.
homomiz) a nie mieszaning rozpuszczalnikéw organicznych. Kiedy stezony roztwor
,homomizu” porusza si¢ po plytce, nukleotydy wypieraja sie nawzajem tworzac
kilka frontéw. Krdétkie fragmenty posiadajace mniejsze powinowactwo do wymie-
niacza jonowego wypierane sg przez diuzsze oligonukleotydy i poruszaja sie¢ dalej
(Ryc. 4). Radioaktywne nukleotydy przesuwajg sie réznymi frontami i rozdzielajg
sie zgodnie z ich powinowactwem do DEAE celulozy, ktére w tych warunkach jest
proporcjonalne do dtugosci oligonukleotydu (18).

HfT

1>

Ryc. 4. Analiza sekwencji nukleotydéw jednego z fragmentéw tRNA?*1 nasion tu-
binu zéttego (13) metodg wedrujacej plamki (homochromatografia). Fragment tRNA
poddaje sie ograniczonej hydrolizie przy pomocy wody a nastepnie rozdziela sie
w dwoch kierunkach: | kierunek elektroforeza na bibule z octanu celulozy (pH 3.5),
Il kierunek homochromatografia na ptytkach z DEAE celuloza.

5. Analiza koncowych nukleotydéw w tRNA

Koncowego 5'nukleotydu oraz konca 3'tRNA nie mozna okres$li¢c bezposrednio
z analizy fragmentéw po ograniczonym trawieniu formamidem. Nalezy zatem za-
znaczy¢ oba konce tRNA, podda¢ tRNA hydrolizie chemicznej lub enzymatycznej
i analizowa¢ je np. metodg wedrujacej plamki. Koniec 3'tRNA mozna znako-
wac przez:

— whbudowanie radioaktywnego fosforu przy pomocy nukleotydylotransferazy
i (a—32P) ATP do zdegradowanego czesciowo tRNA (19),

— dodanie [®F] pCp do 3'koncowej adenozyny w tRNA przy pomocy ligazy
T4 (20),

— przytgczenie P do koncowej adenozyny w tRNA przy pomocy polimerazy
poli (A) i (@a—*P) ATP (22).
Koniec 5' mozna znakowa¢ dwoma metodami:

— przez fosforylacje P uprzednio pozbawionego 5'fosforanu tRNA dziataniem
alkalicznej fosfatazy (6),
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— przez reakcje wymiany 5'fosforanu i (y— **P) ATP w obecnosci ADP i kina-
zy T4 (12, 21).
Odpowiednio znakowany tRNA na obu koncach mozna wykorzystaé do okre$lenia
koncowych nukleotydow, a takze do badan strukturalnych.
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. Wstegp

W ostatnich kilku latach opracowano podejscia badawcze, ktérych za-
stosowanie zaczyna przynosi¢ zaskakujgco ciekawe wyniki. Chodzi tu po

* Mgr; **) Prof. dr; Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. Rakowiecka 36,
02-532 Warszawa.

Wykaz stosowanych skrétéw: pz— pary zasad, kz — kilozasad; litery greckie
oznaczajag nazwy gendéw lub polipeptydéw globinowych. Indeksy (litery arabskie)
oznaczajg skrét aminokwasu réznicujgcego polipeptydy tego samego typu.
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pierwsze — o zastosowanie enzymow restrykcyjnych, ktére stato sie pod-
stawg inzynierii genetycznej, a takze analizy fizycznej genoméw lub ich
fragmentow (1), po drugie zas — sekwencjonowanie DNA (2).

Ponizej postaramy sie opisaé gtowne wyniki badan nad klonowaniem,
analiza fizyczng i sekwencjonowaniem genéw kodujacych polipeptydy,
ktére wchodzg w skitad hemoglobin. Dostarczajg one zupeinie nowych
danych na temat budowy gendw i genomdw eukariontéw wyzszych, za-
leznosci miedzy strukturg odcinkéw chromosomow a ekspresjg gendw,
obrobki pre-mRNA, a takze ewolucji genéw i genoméw. Badania nad ge-
nami globinowymi cztowieka pozwolity juz na zrozumienie podstaw mole-
kularnych anemii dziedzicznej og6lnie objetej nazwa talasemii. Moga wiec
one zainteresowa lekarzy, jakkolwiek talasemia jest choroba bardzo
rzadko wystepujacg wsréd ludnosci zamieszkujacej Europe Srodkowa.

Celem tego artykutu jest w zasadzie przedstawienie wynikéw badan,
a nie metod, jakie w nich stosowano. Niektore jednak metody przedstawi-
my w sposéb skrétowy, gdyz sg one mato znane wiekszo$ci polskich
biologow.

Il. Typy hemoglobin cztowieka

Czasteczka hemoglobiny cztowieka i innych kregowcow skiada sie
z dwu polipeptyddéw typu alfa i dwu — typu beta. U cztowieka polipepty-
dy alfa sg ztozone ze 141 reszt aminokwasow. Sg to dzeta (£) i alfa (a).
Polipeptydy typu beta, ztozone ze 146 reszt aminokwasow, sa to epsilon
(e), gamma (y), delta (5) i beta ((3).

Zidentyfikowano nastepujace typy czasteczek hemoglobiny ludzkiej:
£262 Gower |, a2 Gower Il, £42Portland, azy2hemoglobina ptodowa HbF,
a2 HbA i aB2HbA2 W pierwszych 8 tygodniach rozwoju w pecherzyku
z6itkowym embrionu syntetyzowana jest hemoglobina Gower |. Pdzniej
gtdwnym miejscem syntezy hemoglobiny staja sie komdrki watroby. To-
warzyszy temu przestawienie na synteze polipeptydéw a i y. Powstaje
wiec gtéwnie HbF, wystepuja jednak takze, cho¢ w matych ilosciach hemo-
globiny Gower Il i Portland. W kohAcowym okresie rozwoju ptodowego
synteza hemoglobiny w watrobie ustaje, rozpoczyna sie za$ jej synteza
w szpiku ko$ci ptaskich. Jednoczes$nie spada gwattownie synteza poli-
peptydéw y i rozpoczyna sie synteza polipeptydéw @i 5 W komédrkach
cztowieka dorostego ponad 97°/0 hemoglobiny stanowi HbA, okoto 2,5%
HbA2 Wystepuja ponadto niewielkie ilosci HbF.

RoOznice miedzy polipeptydami typu a i @nie sg wynikiem modyfikacji
potranslacyjnej. Kazdy typ polipeptydu kodowany jest przez odrebny gen.
Zaleznie wiec od etapu rozwoju pojawianie sie réznych typédw hemoglobi-
ny jest wynikiem wiaczania i wytgczania w rozwoju transkrypcji roznych
gendw (3, 4).
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I11. Klonowanie genéw globinowych

Ponizej postaramy sie przedstawi¢ na przyktadzie gendéw globinowych,
w jaki sposéb mozna wyizolowaé z organizmu eukariotycznego pojedyn-
czy gen stanowigcy w przyblizeniu 1X10~Scze$¢ genomu. Punktem wyj-
Scia tego typu prac stat sie globinowy mRNA. Hemoglobina syntetyzo-
wana jest bowiem w wyspecjalizowanych komdrkach — retikulocytach —
gdzie dominujgcg klasg mRNA jest wtasnie mRNA globinowy. Stwarza
to mozliwos¢ wzglednie tatwego wyizolowania mRNA bedacego tran-
skryptem pojedynczego genu. Poprzez zastosowanie odwrotnej transkryp-
tazy w obecnosci dezoksyrybonukleotydéw otrzyma¢ mozna odcinek
DNA — tzw. cDNA — bedacy replika mRNA danego genu. Taki cDNA
mozna klonowa¢ w E. coli uzywajgc jako wektora plazmidu (2).

Jednym z pierwszych udanych eksperymentdw byto sklonowanie zsyn-
tetyzowanego na matrycy mRNA, genu kodujgcego @ globine krolika (5).

Namnozenie takiego zrekombinowanego z plazmidem cDNA stwarza
mozliwos$¢ uzyskania wielu informacji na temat struktury genu. Plazmid
zawierajacy cDNA znakowany silnie "P stuzyt takze jako sonda moleku-
larna w opisanej ponizej procedurze izolowania genéw globinowych.

Pierwotnym celem wyodrebnienia i klonowania gendéw z genomoéw
byto otrzymanie i analiza nie tylko odcinkéw transkrybowanych lecz
takze bezposrednio z nimi sgsiadujagcych odcinkow nietranskrybowanych.
P&zniej okazato sie ponadto, ze liczne geny zawierajg introny, ktérych
nie ma w cDNA.

Caly DNA cztowieka poddawano trawieniu enzymami restrykcyjnymi,
dobierajgc warunki tak, aby nie wszystkie sekwencje rozpoznawane przez
te enzymy byty przeciete. Zachodzita bowiem obawa przeciecia poszuki-
wanych genéw. Pociety DNA wirowano w gradiencie sacharozy i wybie-
rano fragmenty o dtugosci okoto 20 kz. Do fragmentéw dosyntetyzowy-
wano lepkie kornice. Rownolegle izolowano DNA z faga X ktore miatly
stuzy¢ jako wektory (7, 8).

Fragmenty DNA ludzkiego tagczono z fragmentami DNA faga 1, po czym
tak zrekombinowany DNA pakowano in vitro z fagowym biatkiem ptasz-
cza. Odtwarzano w ten spos6b fagi zdolne do lizowania komorek bakteryj-
nych i zawierajgce losowe fragmenty genomu ludzkiego. Taka kolekcja
odcinkdw genomu czlowieka wbudowanych do genomow faga nazywana
jest bankiem gendéw (gene library).

Nastepny etap stanowita identyfikacja fagéw przenoszacych geny glo-
binowe. Oszacowano, ze poszukiwany gen mogtby sie znalez¢é w jednym
klonie fagowym na 180 000. Komérki E. coli zakazano fagami przenosza-
cymi fragmenty DNA czlowieka. Zakazone komorki wysiewano na tacki
kawiarniane z pozywka agarowa porosnietg wolnymi od faga komorkami
E. coli. Wokot miejsc, gdzie znalazty sie komorki zakazone fagiem zacho-
dzita liza powodujgca powstawanie tysinek. Na powierzchni¢ szalek na-
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ktadano filtry nitrocelulozowe, przenoszgc na nie m.in. fagi z #tysinek.
Nastepnie filtry zdejmowano i traktowano NaOH w celu uwolnienia i de-
naturacji fagowego DNA. Wysuszone filtry zalewano roztworem zawiera-
jacym silnie radioaktywny zdenaturowany cDNA globinowy stuzgcy jako
sonda molekularna. Po odmyciu wolnego cDNA filtry suszono i metodg
autoradiografii okre$lano miejsca, gdzie cDNA hybrydyzowat z fagiem.
Poréwnujagc miejsca zaczernione na kliszy z tysinkami na tacy odnajdy-
wano fagi, ktére przypuszczalnie przenosity gen globinowy. Fagi te na-
mnazano i ponownie selekcjonowano przez hybrydyzacje fagowego DNA
z sondg molekularng (1, 7, 8, 9). Wyodrebniony klon fagowy mozna byto
dalej namnaza¢, a sklonowany w nim gen globinowy stuzyt jako materiat
m.in. do sekwencjonowania.

1V. Budowa genow globinowych

Prawie wszystkie geny globinowe cztowieka zostaty ostatnio zsekwen-
cjonowane. Okazuje sie, ze ich struktura ma nastepujace cechy wspoélne:
trzy eksony przedzielone sg dwiema sekwencjami intronowymi (IVS1,
1VS2).

Transkrypty gendw globinowych, podobnie jak innych genéw eukario-
tycznych zawierajg niekodujgcg sekwencje 5' ograniczong kapturkiem
oraz sekwencje 3' zakonczong traktem poliA. Niekodujacg sekwencja 5'
zawiera zawsze uktad CUUPyUG potozony 7 nukleotydéw w strone 3' od
kapturka (tj. miedzy kapturkiem a kodonem inicjujgcym translacje).
Miejsce przytaczania poliA poprzedza charakterystyczna sekwencja
AAUAAA odpowiedzialna, jak sie uwaza, za poliadenylacje. Sekwencjo-
nowano takze nietranskrybowane odcinki DNA przylegajgce do transkry-
bowanych czesci gendw globinowych. Od strony 5' w odlegto$ci okoto 30
nukleotydéw od miejsca przytgczania kapturka znaleziono we wszystkich
genach globinowych, podobnie jak w wielu innych genach eukariotycz-
nych, sekwencje ATAAA (tzw. ,,ATA-box”) prawdopodobnie odpowie-
dzialng za inicjacje transkrypcji. W odlegtosci 70—90 nukleotydéw znale-
ziono sekwencje CCAAT, ktérej réwniez przypisuje sie udziat w inicjacji
transkrypcji. Wystepuje ona we wszystkich genach globinowych (10, 11,
12, 13) procz genu 8. By¢ moze jest to zwigzane z obnizonym poziomem
ekspresji genu 8 w stosunku do genu @3 (12, 14) (Ryc. 1).

Wszystkie badane dotagd kregowce majg po kilka genéw kodujacych
polipeptydy typu a i j3 Te grupy gendéw nazywane sg rodzinami genow
a i 3 Na rodzine genow typu a skladajg sie £1, ope*\ ijxx al i a2. Geny al

*) Termin pseudogen (> psi) wprowadzono dla oznaczenia takich sekwencji
DNA, ktére sg podobne do sekwencji DNA w genach dziatajgcych, ale sg na tyle
zmienione, ze nie zachodzi ich ekspresja fenotypowa (17, 18).
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Ryc. 1. Budowa genu globinowego na przyktadzie genu P. Sekwencje kodujace ekso-
ndéw — czarne prostokaty, introny — biate prostokaty, niekodujgce sekwencje 3'
i 5' — zakreskowane prostokaty. Zaznaczono miejsca wystepowania charakterystycz-
nych dla genéw globinowych sekwencji opisanych w teks$cie: (1), (2 — odpowiedzial-
ne prawdopodobnie za inicjacje transkrypcji, (3) — odpowiedzialne za przytgczanie
kapturka, (4), (5), (6), (7)— charakterystyczne sekwencje na zitgczach ekson-intron,
(8) — sekwencja odpowiedzialna za poliadenylacje.

i 2 kodujg identyczne biatka (15). W obu genach IVS1 ma dtugos¢ 113 par
zasad, 1VS2 za$ liczy w al 141 a wa2 150 par zasad. Oprdcz 9-cio nukleo-
tydowej insercji réznice sekwencji w IVS2 dotycza poszczegdlnych par
zasad, a sekwencje IVS1 w obu genach sg identyczne. Peing homologie
wykazujg takze sekwencje niekodujgce od strony 5' i eksony 1 gendw
al i a2, a eksony 2 réznig sie tylko pojedynczymi parami zasad w trzecich
pozycjach kodonow. Natomiast niekodujgce sekwencje od strony 3' wyka-
zZuUjg rdznice siegajace 20% (10, 16).

W genie tpa sg zaréwno podstawienia zasad, jak i delecje. W sumie
sekwencja DNA tego pseudogenu rozni sie od sekwencji genu a2 w 21,8%
tj. wykazuje 79,2% homologii (19).

Jak sie okazato, z dwu genow t, kodujacych hemoglobine zarodkowa
typu a, tylko jeden, pierwotnie nazwany £2, a obecnie £1 jest dziatajacy,
drugi za$ jest pseudogenem tpe (18, 20). Sekwencje eksonowe obu gendw
£ roznig sie tylko trzema parami nukleotydéw, lecz skutkiem jednego
z podstawien jest zmiana kodonu széstego w kodon terminacyjny. Tak
zmutowany gen nie moze sterowaé syntezg biologicznie aktywnego poli-
peptydu i dlatego uznany zostat za pseudogen. Sekwencje kodujgce ge-
néw U a wykazujg okoto 65% homologii (20, 21), lecz introny roznig sie
i rozmiarem i strukturg. IVS1 genu £1, o dtugosci 886 par nukleotydéw,
zawiera 12 razy powtdrzong sekwencje 14-nukleotydowg, zas w [VS2
liczacym 239 par nukleotydéw jest 35 kopii charakterystycznej sekwencji
pentanukleoty dowej.

W intronach ipe liczba powtérzen tych samych sekwencji jest znacznie
wyzsza. Rola powtérzonych sekwencji nie jest znana (20).
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W sktad rodziny genéw typu j3 wchodzg geny e, gy, aY, *#, 8 i P
(ryc. 2B). Pseudogen \p3 nie zostat jeszcze zsekwencjonowany. W pozosta-
tych genach pierwszy intron, IVS1, znajduje sie miedzy 30 a 31 kodonem
i liczy 122—130 par nukleotydéw. Drugi intron, 1VS2, jest miedzy 104
a 105 kodonem i liczy 850—904 par nukleotydow. A wiec we wszystkich
tych genach eksony sa jednakowo diugie i wykazujg duza homologie,
natomiast dtugos¢ intronéw waha sie w pewnych granicach (11, 12, 13,
14, 22).

Polipeptydy kodowane przez geny Ay i Gy roznig sie tylko jednym
aminokwasem (odpowiednio Ala i Gli). Natomiast polipeptydy 6 i 3 roznig
sie dziesiecioma aminokwasami (11, 14).

W poszczegélnych parach gendw typu |3 r6znice sekwencji zasad do-
tyczg wiec gtownie introndw. Jak dotad znana jest sekwencja zasad w jed-
nym sklonowanym genie °y i dwu sklonowanych genach Ay, pochodzacych
z dwéch homologicznych chromosomow. Okazato sie, ze rdéznice w sek-
wencji zasad IVS2 dwu allelicznych genoéw Ay sg wieksze niz w kazdym
z tych genow i genie Gy (11).

Badanie sekwencji ztgcz intron-ekson ujawnito dodatkowg charaktery-
styczng ceche gendw globinowych. Zawierajg one o$mionukleotydowa
sekwencje (A) na 3" koncu eksonu 1 powtdrzong na 5' koricu eksonu 3
oraz dziewiecionukleotydowg sekwencje (B) na 5' kohAcu eksonu 2 powtd-
rzong na poczatku eksonu 3 w strone 3' za sekwencjg (A).

Uktad powtdrzonych sekwencji przedstawiono na rysunku 1 (12).

V. Uktad genoéw globinowych w obrebie rodziny i ich ekspresja

Rodzina gendw typu a cziowieka znajduje sie w chromosomie 16
(23, 24). Sg one rozmieszczone w odcinku DNA liczagcym okoto 28 kz
(Ryc. 2A). Geny a2 i al powstaly w wyniku podwojenia fragmentu DNA
liczacego blisko 4 kz. O tym, ze nie tylko same geny a2 i al, ale i sgsiadu-
jace z nimi sekwencje wykazujg duzg homologie Swiadczy fakt, ze udato
sie odcinki DNA zhybrydyzowac ze sobg. Okazato sie, ze kazdy z powto-
rzonych fragmentow DNA zawiera po dwie ,wstawki”. Sg to sekwencje
wynoszace po kilkaset par zasad, ré6zne w kazdym z powt6rzonych frag-
mentéw, ale wbhudowane w te same miejsca. Powstanie genow a2, al i ipa
mogto by¢é wynikiem tryplikacji, a gen ijxx znajduje sie w trzeciej kopii
takiego samego fragmentu DNA (15, 19, 25).

Wiadomo, ze w rozwoju ewolucyjnym duplikacja genéw a byta wyda-
rzeniem bardzo odlegtym. Poniewaz oba geny a maja identyczne sekwen-
cje kodujace i wykazujg wysoka homologie sekwencji intronowych za-
ktada sie, ze ich ewolucja przebiega tgcznie. Mechanizmem zapewniajgcym
takg zgrang (concerted; wg 16, 20, 25, 26) ewolucje bytaby rekombinacja
zachodzaca nie tylko miedzy parami genow allelicznych, tj. znajdujgcych
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Ryc. 2. Rodziny genéw globinowych: (A) Rodzina genéw globinowych typu a (15).
Na rysunku zaznaczono potozenie obszaréw X, Y, Z bedacych czesciami powtdrzonej
sekwencji przedzielonej ,wstawkami” o réznej diugosci (25). (B) Rodzina gendw
globinowych typu |3 (12). Zaznaczono powtarzajgce sie sekwencje D wskazujgce na
zasieg podwojonej sekwencji obejmujacej geny y (32).

sie w tych samych miejscach chromosomow homologicznych al/al i a2/a2,
takze miedzy nieallelicznymi genami al/a2. Za taka mozliwos$cig przema-
wiajg dane pochodzace z badah nad talasemig, ktdre omdéwimy pdzniej.
Bardzo duze podobienstwo sekwencji kodujgcych gendw t, i ipe mogto by
by¢ wynikiem tgcznej ewolucji takze tej pary genow (15, 20).

Rodzina genéw typu @wystepuje w chromosomie 11 cztowieka (27, 28)
(Ryc. 2). Sg one rozmieszczone w odcinku DNA liczacym okoto 51 kz (12,
29, 30). Wstepne badania sugerowaty, ze w skiad tej rodziny wchodzi
jeszcze jeden pseudogen (3 (na Ryc. 2 w kierunku 5' od genu e), zaprze-
czyly temu jednak pdzniejsze badania (31).

Zsekwencjonowano zawierajacy geny Gy i Ay fragment DNA o diu-
gosci 11 kz. Okazato sie, ze zawiera on podwojng sekwencje o diugosci
5 kz. Geny Gy i Ay lezag w $rodkowych czesciach podwdjnych odcinkéw.
Sekwencje zasad na prawo i lewo od powtdrzonego fragmentu wykazujg
20—25% homologii. Sekwencje w odcinkach zduplikowanych, ale poza
genami y wykazujag 80—85% homologii. Natomiast odcinki DNA rozpo-
czynajagce sie okoto 400 par zasad w kierunku 5' od poczgtku kazdego
z gendéw Yy i konczace sie blisko korica 3' 1VS2 wykazujg 98% homologii.
Tu wiec sytuacja jest klarowniejsza niz w przypadku gendw a. Pierwotny
gen y globinowy ulegt duplikacji wraz z sgsiadujagcymi z nim odcinkami
DNA. Na podstawie réznic w sekwencjach zasad na tych odcinkach osza-
cowuje sie, ze duplikacja zaszta przed 34 min lat. Natomiast ewolucja
samych genéw Ay i Gy przebiega #gcznie dzieki zachodzacej co pewien

3 Postepy Biochemii 1—2/84
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czas rekombinacji miedzy nimi. Shen i wsp. (32) oszacowuje, ze
ostatnia rekombinacja miedzy genami Gy i Ay zaszta przed milionem lat.

Transkrypcja wszystkich genéw globinowych w obrebie rodziny za-
chodzi w tym samym kierunku (na Ryc. 2 od lewej strony, 5. Kierunek
transkrypcji jest zgodny z kolejnoscig ekspresji genow globinowych
w rozwoju. | tak, w rodzinie gendéw typu a najpierw nastepuje ekspresja
genu  poézniej zas$ a2 i al. W rodzinie genéw typu @ najpierw nastepuje
ekspresja genu e, p6zniej za$ °y i Ay, a jeszcze pdzniej —5i |3

Zalezno$¢ miedzy pozycjami par gendw funkcjonujgcych w tym sa-
mym czasie i intensywnos$cig ich transkrypcji i translacji jest bardziej
skomplikowana. Wykorzystujac réznice w niekodujacych kohcach 3' ge-
néw al i a2 (hybrydyzacja cDNA-mRNA, trawienie hybrydéw nuklea-
za Sl) oszacowano, ze w erytroblastach mRNA pochodzace z genéw al
i a2 wystepuja w proporcjach 1,5:1 (33) lub okoto 2,5:1 (34, 35). Wzgledne
ilosci polipeptydéw pochodzacych z transkrypcji obu gendw i translacji
odpowiednich mRNA okre$lono badajagc hemoglobine osobnika zawieraja-
cego zmutowany gen a2: mutacja ta powodowata substytucje jednego
aminokwasu, co modyfikowato ruchliwos$¢ elektroforetyczng polipeptydu.
Okazato sie, ze mimo réznicy w liczbie czgsteczek mRNA pochodzacych
z gendw al i a2, liczba polipeptydow pochodzgcych z obu genow jest taka
sama. Autorzy (34) przypuszczaja, ze niekodujacy fragment 3' mRNA
moze wptywaé na wydajnos$¢ translacji. By¢ moze chodzi tu o stabil-
no$¢ mRNA.

Poniewaz polipeptydy kodowane przez geny Gy i Ay roznig sie jednym
aminokwasem, wzglednie tatwo byto oszacowa¢ udziat obu tych genéow
w produkcji polipeptydu y. W rozwoju embrionalnym, po wytaczeniu
genu e proporcja polipeptydéw Gy i Ay wynosi 7:3. Pozniej, gdy rozpoczy-
na sie ekspresja fenotypowa genéw 8 i {3 nastepuje gwattowne ogranicze-
nie ekspresji gendéw y. Towarzyszy temu zmiana proporcji polipeptydéw
Gy:Ay;wynosi ona 2:3 (36).

Polipeptydy 5i @wystepujag w proporcji 1:45 (4). Wydaje sie, ze gdyby
gen 8 przestat funkcjonowaé, nie miatoby to wyraznego wptywu na po-
ziom hemoglobiny. Gen 8 jest wiec ,kandydatem” na pseudogen.

V1. Talasemie

W pewnym uproszczeniu mozna wyrozni¢ dwa typy anemii dziedzicz-
nych spowodowanych zmianami w hemoglobinie. Do pierwszej zalicza sie
hemoglobinopatie. Sg to wywotane mutacjami w odpowiednich genach
podstawienia aminokwaséw w polipeptydzie typu a lub @ przy zachowa-
niu normalnej proporcji 1:1 w iloSci obu polipeptydéw. Opisano kilkaset
réoznych typow podstawien aminokwasow. Podrecznikowym przykiadem
tego typu schorzen jest anemia sierpowata.
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Druga grupe stanowig anemie ogOllnie objete nazwa talasemii (tha-
lassemia). Ich wspd6lng cechg jest niedob6r lub brak badz polipeptydu a
badz typu @ (3, 4, 5). Do niedawna molekularne podstawy talasemii nie
byty znane (37). Anemia byta klasyfikowana jako a talasemia, gdy we
krwi ptodéw wystepowata hemoglobina Barta (y4 a w po6zniejszym okre-
sie rozwoju HbH a wiec gdy stwierdzono niedobdr polipeptydu a. Wyste-
powanie we krwi Hba (a4 klasyfikowano jako @3 talasemie. Hemoglobiny
ztozone z 4 identycznych polipeptydow tatwo ulegajg denaturacji. Ich
wysoki poziom w erytrocytach powoduje anemie hemolityczng (degrada-
cja erytrocytow). Krancowym przypadkiem talasemii jest zupeiny brak
polipeptydu typu a lub (3 S3 to odpowiednio a° i i3 talasemie. W przypad-
kach mniej krancowych polipeptyd a lub 3 jest syntetyzowany w mniej-
szej ilosci. Sa to odpowiednio a+ i |3+ talasemie (3, 4, 5).

Jak wiemy, u cztowieka zdrowego w kazdym z dwu chromosoméw
homologicznych wystepujg po dwa geny a i para gendéw 8 i (3 Gdy jeden
z genow a nie funkcjonuje, organizm ma trzy kopie normalnych genéw a
i wobec tego wystepuje w nim lekki niedob6r polipeptydu a, nie zawsze
wykrywalny klinicznie. Gdy w jednym z chromosoméw homologicznych
oba geny a nie funkcjonuja (np. nastagpita delecja fragmentu DNA zawie-
rajgcego je), taki heterozygotyczny organizm ma dwa normalne geny a,
co powoduje wyrazny niedobdr polipeptydu a i wyrazne, chociaz nie-
grozne dla zycia objawy anemii. U osobnikéw majagcych tylko jeden nor-
malny gen a (np. w jednym z chromosoméw homologicznych jest delecja
obu gendw a, w drugim za$ jednego), wystepuje anemia hemolityczng
i powstaje w duzych ilosciach hemoglobina Barta, (y4 za$ w okresie post-
natalnym HbH.

Homozygoty zupeinie pozbawione normalnych genéw a umierajg
w okresie ptodowym (hydrops jetalis). Poza hemoglobing Barta wykrywa
sie w ich krwi hemoglobine Portland (C2Y2 (38). Poniewaz wiekszo$¢ poli-
peptydu typu @ pochodzi z transkrypcji genu (3 mutacje punktowe lub
delecje obejmujace ten gen prowadzg do anomalii nawet wtedy, gdy
w obu chromosomach homologicznych gen 8 jest nie zmieniony. a° i @ ta-
lasemie wystepuja wéwczas, gdy w obu chromosomach homologicznych
geny a lub @zupetnie nie dziatajg. Natomiast a+ i (3+ talasemie moga wy-
stepowaé badz w heterozygotach opisanych wyzej, badz w homozygotach
majacych takie mutacje w genach globinowych, ktdre zmniejszajg wydaj-
nos$¢ transkrypcji, powodujg niestabilno§¢ mRNA itp.

W obszarze genéw globinowych moga zachodzi¢ delecje o duzym za-
siegu obejmujace geny |3 8, Gy, Ay lub ich czesci. Ich fenotypowym efek-
tem sg talasemie (8(3) i Y83 oraz zaburzenia objete nazwg HPFH (hereditary
persistance of jetal hemoglobin). W przypadku HPFH nie obserwuje sie
anemii, gdyz ekspresja gendéw trwa w ciggu catej ontogenezy i brak hemo-
globin dorostych HbA i HbA2 wywotany utratg genéw @i 8, kompensuje
hemoglobina ptodowa HbF (5).

3%
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Talasemie wystepuja z duzg czestoSciag w niektérych populacjach lu-
dzi, np. wsrdéd Grekéw cypryjskich, mieszkancow Sardynii, Arabii Saudyj-
skiej, w niektorych okolicach Indii, a takze wsréd Murzynow afrykanskich
i amerykanskich. Przypuszcza sie, ze duza czesto$¢ a i @3 talasemii (do
If%; populacji) ma zwigzek z wiekszg odpornoscig na Plasmodium ma-
laria? osobnikdw majacych tagodne postacie talasemii (stan heterozygo-
tyczny), podobnie jak w przypadku heterozygot pod wzgledem anemii
sierpowatej (39). Jezeli okreSlony typ talasemii wystepuje w obrebie da-
nej populacji z duzg czestosScig, moze to wskazywac¢ na pochodzenie powo-
dujacej go mutacji od wsp6lnego przodka. Je$li natomiast okreSlony typ
talasemii wystepuje w zupetnie odrebnych populacjach (np. wéréd Murzy-
néw i Hindusdw) sugeruje to, ze jakie$ wiasciwosci genomu stwarzajg
predyspozycje do niezaleznego powstawania tego wiasnie typu talasemii.

VI-1. a talasemie

Z punktu widzenia podstaw molekularnych mozna wyr6znié 2 typy
a talasemii. Do pierwszego zalicza sie utrate fragmentow DNA, drugi za$
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Ryc. 3. Nieréwny crossing over miedzy genami a2 i al. Oba geny sg cze$ciami po-
dwojonych fragmentéw DNA na rysunku zaznaczonych linig kreskowang. Crossing
over moze zaj$¢ miedzy homologicznymi fragmentami poza genami al i a2 w Kkie-
runku 5' (1) i woéwczas powstanie chromosom majacy dwa geny a2 i jeden al oraz
chromosom majacy jedynie gen al. JeS$li crossing over zajdzie w obrebie genéw a2
i al, powstanie chromosom z tryplikacjg przy czym $rodkowy gen bedzie miat cze$é
5' pochodzacag z al, 3' za$ z a2. Drugi chromosom bedzie miat pojedynczy gen a:
jego cze$¢ 5' bedzie z a2, 3" za$ z al (2). JeSli wreszcie crossing over zajdzie poza
genami a w miejscu 3, chromosom z tryplikacja bedzie miat jeden gen a2 i dwa al;
chromosom z delecjg bedzie miat gen al (33).
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jest wynikiem mutacji punktowych w genach a. Mogg by¢ utracone: jeden
z dwu gendw a, oba te geny, a nawet wieksze fragmenty DNA przenosza-
cego rodziny gendéw globinowych (Ryc. 4A; 38, 40, 41). NajczeSciej spoty-
kanym typem a+ talasemii jest utrata jednego z dwu genéw a wraz
z fragmentem DNA liczagcym 3,7 kz lub 4,2 kz. Zaktada sie, ze pierwszy
z tych przypadkow jest wynikiem nieréwnego crossing over miedzy naj-
wiekszymi z powtdrzonych sekwencji DNA (ryc. 3). Zaleznie od tego,
w ktorym miejscu zaszta wymiana odcinkébw DNA, w genomie moze po-
zosta¢ gen al, a2, lub gen zrekombinowany, majacy czes¢ 5 genu a2 i 3'
genu al. Utrata jednego z genéw a wraz z 4,2 kz fragmentem DNA tez
mogtaby by¢ wynikiem nieréwnego crossing over (5 33). Mechanizm
utraty wiekszych fragmentow DNA nie jest znany.

Nastepujagce dane wskazujg, ze utrata odcinka DNA wynoszacego
3,7 kz jest wynikiem nieréwnego crossing over. Jak wida¢ na ryc. 3, nie-
rowny Crossing over powinien powodowaé powstawanie chromosomoéw
z jedng kopig genu a oraz odwrotnych produktow takiej samej wymiany,
majacych trzy kopie tego genu. Wykryto kilka tego rodzaju przypadkéw
(5, 40). Osobniki majagce w jednym chromosomie normalne dwie kopie
genu a, w drugim za$ trzy kopie nie majg zaburzen hematologicznych
mimo zwiekszonej dawki gendw a. Jak sie wydaje, w populacjach goryli
czesto wystepujg osobniki majgce zaréwno pojedyncze kopie gendéw a jak
i potrojne (26). Dane te wskazujg, ze rekombinacja miedzy nieallelicznymi
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Ryc. 4. Utrata DNA powodujaca a (A) i @ (B) talasemie. Brakujace odcinki zazna-
czono na czarno. Obszary niezaczernione wyznaczajg granice, miedzy ktérymi nor-
malnie wystepuje utracony odcinek DNA. W przypadku, gdy granice utraconego
odcinka nie zostaty S$cisle okreslone, maksymalny ich zasieg oznaczono jako obszar
zakreskowany.
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genami a globiny rzeczywiscie zachodzi. Skoro zachodzi pojedynczy cross-
ing over, mozna oczekiwaé zachodzenia takze podwOjnego crossing over
oraz rekombinacji niewzajemnej (konwersji genu). Oba te typy wymiany
DNA miedzy anieallelicznymi genami umozliwiatyby ich zgrang ewolucje.

Mniej liczne sg przypadki a talasemii spowodowanych przez mate de-
lecje oraz mutacje punktowe. Ich molekularne podstawy sg podobne do
roznych typéw @3 talasemii (5, 43, 42, 44), ktére szczegétowo omowimy
dalej. Na uwage zastuguje jeden z przypadkow a talasemii spowodowanej
mutacjg punktowa. W jej wyniku nastgpita substytucja Leu -> Pro w po-
zycji 125 polipeptydu a. Ta koficowa czes¢ polipeptydu (kodowana przez
ekson 3) jest odpowiedzialna za tworzenie dimeréw cti®, ktére sg pierw-
szym etapem powstawania tetrameru aZ® W wyniku substytucji Leu ->
—»Pro utrudnione jest powstawanie dimeru, powstajg natomiast tetramery
(% (HbH) i na tej podstawie zaklasyfikowano ten przypadek jako a talase-
mie (35). A wiec wyroznianie talasemii od innych genetycznie uwarunko-
wanych wad hemoglobiny jest w istocie wzgledne.

VI1-2. Talasemie 3; mechanizmy wycinania intronow

Gen (3-globiny wystepuje w chromosomie tylko w pojedynczej kopii.
Mozna wiec wigzaé pojedynczg zmiane w DNA — co daje sie obecnie pre-
cyzyjnie okresli¢ dzieki opanowaniu techniki klonowania i sekwencjono-
wania genow — z efektem fenotypowym wywotanym przez te zmiane
i obserwowanym na poziomie biatka lub mRNA. Istnieje teoretyczna moz-
liwos¢, ze obserwowany fenotyp jest wynikiem zmian w DNA w sgsiedz-
twie genu struktury. Aby te ewentualno$¢ wykluczyé, prowadzono bada-
nia ekspresji allelu @talasemii w systemach heterologicznych. Zmieniony
gen (3-globiny wprowadzano do komorek innego organizmu i porédwny-
wano wywotane w ten sposob zmiany fenotypowe na poziomie mRNA
ze zmianami w komaorce macierzystej (45, 46, 47, 48, 49).

Molekularne podstawy wigkszosci (3-talasemii s3 odmienne od omowio-
nych przyczyn a-talasemii. Obserwowano tylko nieliczne przyktady de-
lecji prowadzacych do talasemii @ (50, 51). Przewazajaca cze$¢ poznanych
talasemii wywotana jest przez mutacje punktowe. Przyczyng dwoch opi-
sanych niezaleznie przypadkdw talasemii okazaly sie mutacje terminacyj-
ne w 17 i 39 kodonie mRNA, co uniemozliwialo powstanie @ globiny
(52, 53). Przekonano sie o tym sekwencjonujac cDNA otrzymany z mRNA
komoérek talasemicznych. W jednym przypadku wykazano, ze mutacja
terminacyjna podlega supresji w ukiadzie in vitro: gdy do mieszaniny
inkubacyjnej zawierajagcej mRNA z komdrek talasemicznych dodawano
supresorowy tRNA z drozdzy, powstawat normalny polipeptyd globi-
nowy (54).
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Znaleziono takze przypadek (3 talasemii, ktéra spowodowana byta
utratg dwoch nukleotydow w kodonie na ésmy aminokwas @3 globiny. Na
skutek delecji nastgpita zmiana fazy odczytu, a w konsekwencji powstat
kodon terminacyjny (53).

Bardzo ciekawe sg przyktady talasemii @ wywotanych przez muta-
cje punktowe lub mate delecje, ktdre prowadzg do anormalnej obrobki
mRNA. W takich przypadkach albo dojrzaty mRNA jest nietrwaty (55)
lub tak zmieniony, ze globina w ogéle nie jest produkowana (fenotyp 13),
(56, 57, 58, 59, 60), albo normalny mMRNA moze powstawaé w mniejszej
ilosci, ewentualnie obok mMRNA zmienionego (fenotyp |3+) (45, 47, 61). Aby
pozna¢ mechanizmy zmieniajgce obrobke mRNA omoéwimy szczeg6towo
kilka przyktadéw.

W jednym z przypadkdw |3+ talasemii wykazano, ze w komdrkach
szpiku kostnego pacjenta gromadzit sie defektywny prekursor mRNA (62).
Znakowano go pulsowo i hybrydyzowano ze znanymi, znakowanymi frag-
mentami cDNA a i @globiny. Oznaczano w ten sposob ilosciowo stosunek
MRNAmRNAp. W zdrowej komoérce stosunek ten réwny jest jednosci,
gdyz ilosci a i @ globiny sa réwne. W komdrkach z talasemiag @ ilos¢
MmRNAa przewyzszata znacznie ilos¢ mMRNAp, co wskazywato na jego gro-
madzenie. Stosujac okres$lone fragmenty restrykcyjne cDNA3 zmapowano
orientacyjnie dany mRNAp i stwierdzono, ze byt on nienormalnie dtugi
i zawierat fragmenty intronéw. Mozna przypuszczaé, ze byt to produkt
przejsciowy obrobki pre-mRNA.

W wiekszosci przypadkow talasemii stwierdzono jednak, ze je$li po-
wstawat defektywny mRNAp to byt on niestabilny i ulegal degradacji
przez enzymy komdrkowe lub nie byt transportowany z jadra do cyto-
plazmy (45, 46, 55, 62). Opisano przypadek (3 talasemii, gdzie mRNA po-
wstawal, podlegat normalnej obrdbce i byt poliadenylowany, lecz z nie-
wiadomych przyczyn wykazywat niestabilno$¢ (55). Degradacje tego
mRNA badano znakujgc go pulsowo i hamujac transkrypcje przez dodanie
aktynomycyny. Probki mRNA przed i po dodaniu aktynomycyny analizo-
wano przez hybrydyzacje ze znanymi, znakowanymi fragmentami cDNA.
R6znice miedzy mRNA ze zdrowych komorek i mRNA z komdrek pacjen-
ta sg niewykrywalne.

Stwierdzono, ze po zahamowaniu transkrypcji intensywnos$¢ prazka
odpowiadajacego mRNA z komoérek dotknietych talasemig (® malata, co
byto dowodem na jego degradacje.

Opracowanie techniki sekwencjonowania DNA umozliwito okres$lenie
pojedynczych zmian nukleotydéw w genie 3 ktére powodowaly defekty
w obrobce mRNA i fenotyp (3-talasemii. Wyniki te mozna traktowaé jako
wstep do szerokiego i zupetnie nie poznanego tematu regulacji ekspresji
gendéw u organizmow wyzszych.

Dyskutowany jest obecnie mechanizm wycinania sekwencji introno-
wych z pre-mRNA czyli tzw. sktadania. Poznano juz sekwencje Kkilku-
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dziesieciu intronéw. Przy ich poréwnaniu (63) okazato sie, ze ztgcza intro-
nu i eksonu majg zawsze te same sekwencje, tzw. sekwencje najwiekszej
zgodnosci co mozna przedstawié nastepujaco:

ekson 5'(C/A) AG* GT (G/A) AGT -—-------- sekwencja intronow a------------
(C/T)nN (T/C) AGt G3'ekson. Strzatki oznaczajg miejsca wycinania na
granicy intronéw z eksonami. Przypuszcza sie, ze za wycinanie intronéw
odpowiedzialny jest specyficzny kompleks rybonukleoproteidowy, ktory
prawdopodobnie przesuwa sie po nici mMRNA od konca 5' do konca 3', przy
czym tzw. Ul RNA bedacy jego sktadnikiem umozliwia rozpoznanie i do-
pasowanie poczatkowej i koAcowej sekwencji intronu, co warunkuje jego
wyciecie (64, 65, 66). Wyniki prac nad molekularnym podtozem @talasemii
tworza jeden z modelowych uktadéw do badania obrébki mRNA u euka-
riontdw wyzszych. Opisano kilka przyktadéw (3+ talasemii spowodowa-
nych pojedynczg substytucjg G - A wewnatrz intronu 1 (ISV1) genu @
na 21 nukleotydéw przed jego 3' koncem (47, 61). Podstawienie to genero-
wato nowe miejsce 3' ciecia i sktadania I1VS1, ktore okazywato sie bardziej
efektywne niz zmienione miejsce pierwotne. Powstawato wiec 80—90°/0
defektywnego mRNA oraz 10—20% wiasciwego mRNAp. Defektywny
mRNA analizowano poprzez mapowanie endonukleazg SI i sekwencjono-
wanie komplementarnego cDNA. Stwierdzono, ze wskutek wykorzystania
nowego miejsca ciecia i sktadania zawierat on 19-to nukleotydowg wstaw-

E1 IVS1 E2 IVS2 E3
gen ft
-3-2-1 +1 +3 +4
t
AGGGTGAG 3'-*-----5' sekwencja najwiekszej zgodnosci IVS2
MRNA Bl E2 E3
normalny
normalny
E1 E2 E3
normainy o S
E1 E2 E3

zmieniony /- =y N R
\ El E2 E3
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Ryc. 5. Kierowana mutageneza poszczegélnych nukleotydéw na zigczu eksonu 2
i intronu 2 genu (3-globiny. Tylko zamiana zasad w pozycji +1 powoduje utrate
aktywnosci sekwencji najwiekszej zgodnosci jako miejsca wycinania intronu. Ujaw-
niajag sie w tym wypadku trzy inne miejsca ciecia i sktadania, jedno wewnatrz
1IVS2, a dwa wewnatrz eksonu 2 (E2). Zidentyfikowano w tym przypadku trzy ro-
dzaje mRNA. Wykorzystanie miejsca ciecia i sktadania wewnatrz 1VS2 daje mRNA
diuzszy od normalnego o wstawke sekwencji z 5' konca 1VS2. Jezeli wycinanie od-
bywa sie z udziatem sekwencji wewnatrz E2, to powstate mMRNA sg krotsze od nor-
malnego.
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ke z konca 3' IVS1, ktéra powodowata przesuniecie fazy odczytu unie-
mozliwiajagc synteze biatka. Zaburzenie w wycinaniu 1IVS1 wplywato tez
hamujgaco na wycinanie drugiego intronu (IVS2).

Szczeg6towo badano efekty mutacji punktowych w sekwencji na styku
eksonu 2 i IVS2 genu @ (5 49, 67). Stosujagc metode kierowanej muta-
genezy uzyskano kolekcje sklonowanych genéw z pojedynczymi podsta-
wieniami zasad na ztgczu 5'IVS2 (rys. 5).

Ekspresje zmienionych w ten sposéb genéw @ badano w komérkach
HelLa. Stwierdzono, ze mutacje w pozycjach —1, —2, —3 (tj. w ostatnim
tryplecie eksonu 2) oraz +3, +4 wzgledem miejsca ciecia nie miaty wpty-
wu na strukture, ilos¢ oraz trwato$¢ mRNAp. Mutacje te nie powodowaty
wiec fenotypu talasemii. Natomiast efektem mutacji G % A w pozycji +1
(w pierwszej zasadzie 1VS2) byta catkowita inaktywacja ztgcza 5, a w kon-
sekwencji odpowiednik fenotypu (3 talasemii. Jak sie okazato, gdy wia-
Sciwe zlgcze 5' ulegato inaktywacji, przecinanie pre-mRNA zachodzito
w innych miejscach o sekwencjach podobnych do sekwencji 5' najwiek-
szej zgodnosci. Stwierdzono bowiem, ze produktami transkrypcji genu*
w ktorym wywotano podstawienie zasad w pozycji +1 IVS2 byly 3 ro-
dzaje mMRNA o réznych ditugosciach. Aby zlokalizowa¢ te zastepcze miejsca
wycinania zsyntetyzowano cDNA na matrycach tych trzech rodzajow
MmRNA. Stwierdzono, ze jedno z nowych zastepczych miejsc wycinania
znajduje sie w pozycji +4 IVS2 i wykorzystywane jest w 30%. Dwa po-
zostale miejsca wycinania o wydajnosciach 20 i 50°0 zlokalizowano
w eksonie 2 odpowiednio na 52 i 136 nukleotydéw przed jego 3' koncem.
Sekwencja jednego z tych miejsc byta TAANGCTAG, czyli wyciety w tym
miejscu fragment nie zaczynat sie od GT, jak to przewidujg przyjmowane
do tej pory reguty (68).

Mimo to ciecie i sktadanie mRNA zachodzito. Co dziwniejsze, analiza
sekwencji drugiego eksonu wykazata, ze w odlegtosci 91 nukleotydéw
przed jego 3' koricem, czyli pomiedzy dwoma wykorzystywanymi alterna-
tywnie miejscami ciecia i sktadania jest dodatkowa sekwencja najwiekszej
zgodnos$ci. Zupetnie nie wiadomo, dlaczego sekwencja ta jest nieaktywna
jako miejsce wycinania nawet w zmutowanym genie @ By¢ moze ma na
to wptyw drugo- lub trzecio-rzedowa struktura RNA lub jeszcze inne,
trudne do przewidzenia czynniki.

Wptyw wykorzystania zastepczych miejsc ciecia i sktadania na ekspre-
sje genu badano na przyktadzie genu (& globiny, w ktdrym zaszta mutacja
GAG -> AAG powodujaca podstawienie Glu ->mLys w 26 kodonie genu @
(48). Gen (E sklonowano i badano jego ekspresje w komorkach Hela.
Jak sie okazato, mRNA genu (E byt w 5—8% defektywny. A zatem mu-
tacja punktowa w kodonie 26, a wiec odlegta o 4 kodony od kohca ekso-
nu 1, powodowata powstanie zastepczego miejsca ciecia i sktadania IVS1.
W ten sposéb mutacje eksonowe mogg mie¢ wptyw na obrobke mRNA,
a w konsekwencji zmienia¢ poziom ekspresji genu.
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Posrdd wielu przebadanych dotychczas przypadkéw (3 i |3+ talasemii
zidentyfikowano dotychczas tylko jedng mutacje, ktéra miata wptyw na
transkrypcje genu @ Jedynym takim przyktadem jest pojedyncze podsta-
wienie C G na 87 nukleotydéw w kierunku 5' przed miejscem przyta-
czania kapturka. Mutacja ta zaszta prawdopodobnie w miejscu odpowie-
dzialnym za inicjacje transkrypcji (69).

Analiza sumaryczna opisywanych dotychczas przypadkow (3 talasemii
prowadzi do innych ciekawych wnioskéw. W genie i obszarze otaczajgcym
ten gen stwierdzono pewne réznice w liczbie i rozmieszczeniu miejsc roz-
poznawanych przez enzymy restrykcyjne. Sg rozne ,ciche” substytucje
zasad, nie dajace efektow fenotypowych. Sklasyfikowano je na okreslone
haplotypy.

W populacji $réodziemnomorskiej wyrézniono 9 takich haplotypdéw.
Nowym spostrzezeniem okazato sie sprzezenie okre$lonych typow tala-
semii z okreslonymi haplotypami. W przyblizeniu mozna wiec powiedziec,
ze okres$lona sekwencja zasad w genie stwarza predyspozycje do SciSle
okre$lonych mutacji wywotujacych talasemie (69).

Odmienng grupg defektow molekularnych w obszarze genéw grupy @
jest utrata fragmentdw DNA o réznej dtugosci. Jednym z powodow (3 ta-
lasemii byta utrata DNA obejmujgca 3' czes¢ intronu Il genu , ekson 3
oraz czes¢ sekwencji niekodujgcej od strony 3' genu (3 Jej zasieg oszaco-
wano na okoto 600 nukleotydow na podstawie analizy heteroduplekséw
fragmentow DNA gendéw z komdrek zdrowych z odpowiednimi fragmen-
tami z komoérek talasemicznych metodg mikroskopii elektronowej (50, 51)
(ryc. 4b). Niektére formy HPFH i talasemie sg skutkiem utraty wiekszych
fragmentéw DNA. W przewazajgcej wiekszosci przypadkow brak pro-
dukcji 8 i @globin kompensujg Gy lub Gy i Ay globiny — w zaleznosci od
tego talasemie tej grupy klasyfikuje sie na gy(8(3)° lub gy ay&l13)".

Badanie zwiazku miedzy dlugoscig utraconych fragmentéw DNA a po-
ziomem ekspresji genéw grupy @ pozwala na wskazanie obszaréw odpo-
wiedzialnych za regulacje produkcji globin. Chodzi tu gtéwnie o y-globine,
gtéwny skiadnik hemoglobiny ptodowej (HbF) produkowany w wieku
dorostym na minimalnym poziomie (<CIwo). Molekularny mechanizm
»Wytgczania” genow y nie jest dotychczas poznany.

gYaY((3®%)° talasemie wywotane sg utratg fragmentu DNA od czesci
5'1VS2 genu 8 do nieznanego doktadnie miejsca w kierunku 3' od genu @3
(Ryc. 4B) (70). Chociaz globiny 5i 3 nie sa w tym wypadku produkowane,
anemia nie jest tak ostra jak w przypadku talasemii (3°, gdyz poziom
HbF jest podwyzszony do 5—20°. W przypadku talasemii Lepore (71)
(ryc. 4B), gdzie utracona jest sekwencja od intronu 2 genu 8 do intronu 2
genu @ poziom HbF stanowi 1—5% normalnej ilosci hemoglobiny. Po-
rownanie poziomu y globiny w obu tych przypadkach sugeruje czesciowg
odpowiedzialno$¢ sekwencji w DNA potozonych po strome 3' genu za re-
gulacje ekspresji genéw y-
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Dwa ro6zne przypadki HPFH byly spowodowane utratg fragmentéw
DNA obejmujgcych cate geny 8 i @ (72); w jednym przypadku utracona
byta m.in. cze$¢ sekwencji Alu potozona miedzy genami 8 i Ay, w drugim
przypadku od strony 5' utracony fragment byt o 5 kz dtuzszy. Na tej pod-
stawie przypuszcza sie, ze whasnie dzieki utracie wspomnianej sekwencji
Alu, u pacjentow w okresie postnatalnym nie nastepuje ,wytgczanie” ge-
néw gy i Ay. Dzieki temu brak produkcji HbA i HbA2kompensowany jest
przez HbF. Nie wiadomo, jak dtugie odcinki DNA w kierunku 3' od genu
|3 utracone sg u pacjentow majgcych HPFH. Wiadomo jednak, ze w obsza-
rze potozonym po stronie 3' genu 3 znajduje sie takze sekwencja Alu,
ktéra in vitro moze stuzy¢ jako promotor diugiego (2,3 kz) transkryptu
0 nieznanej funkcji (73). Nie wiadomo, czy in vivo zachodzi transkrypcja
tego odcinka, ale mozna i ten proces wigza¢ z regulacjg ekspresji genow
globinowych.

Zidentyfikowano 2 rodzaje defektéw molekularnych wywotujacych
ten sam fenotyp °y(83) talasemii. Jednym z nich jest inwersja obszaru
potozonego miedzy genami Ay a 8, pofgczona z utratg kohncoéw odwrdco-
nego odcinka (Rye. 4B) (74). Innym przypadkiem talasemii Gy(83)0 jest
utrata calego obszaru obejmujacego geny Ay, 8i 3 (rye. 4B) (75).

Sekwencja Alu miedzy genami Ay i 8 jest w pierwszym przypadku
obecna w formie odwréconej, w drugim utracona, a mimo to produkcja
y-globiny nie zachodzi. Widocznie istnienie tylko jednego genu y (gdyz Ay
jest w obu tych przypadkach utracony) nie moze kompensowa¢ braku
8 i @globin.

Ciekawym przypadkiem jest utrata DNA powodujgca (Y8(3)° talasemie
(Rye. 4B). Utracone sg geny °y, Ay i 8, gen (3za$ pozostat, a mimo to [3-glo-
bina nie powstaje (76). Wskazuje to na udziat utraconych sekwencji DNA
w regulacji ekspresji genu @

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze chociaz geny nalezace do rodziny @
sg transkrybowane niezaleznie, ich ekspresja zalezy od budowy catego
odcinka DNA, w ktérym sg one zlokalizowane. Swiadczy o tym fakt, ze
utrata fragmentdéw tego odcinka wywotuje zmiane ekspresji genéw, ktore
w tym odcinku pozostaty, nie wptywa natomiast na ekspresje genéw (3
globinowych znajdujacych sie w chromosomie homologicznym.

VI1I. Regulacja ekspresji genéw globinowych

Informacje z tego zakresu, bardzo jeszcze niekompletne, pochodza
z trzech typéw danych. Pierwszy z nich — to analiza sktadu hemoglobiny
we krwi pacjentow chorych na talasemie. Z reguty przy niedelecyjnych
talasemiach synteza polipeptydéw wchodzacych w skiad hemoglobin
embrionalnych (tj. polipeptydéw t, oraz e i y) ustaje lub gwatltownie
zmniejsza sie w normalnych okresach rozwoju. Natomiast w przypadkach
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talasemii delecyjnych czesto, chociaz nie zawsze ekspresja genow funkcjo-
nujagcych w rozwoju embrionalnym trwa diuzej. Embriony majace a° ta-
lasemie spowodowang niektérymi delecjami zyjg diuzej niz 8 tygodni,
a w ich krwi znajduje sie pewna ilos¢ hemoglobiny Portland (£%2), co
wskazuje, ze ekspresja genu t, trwa w nich dtuzej niz normalnie (5, 38).
Nie jest jasne, czy w rozwoju ptodowym heterozygot majacych tylko jed-
ng kopie genu a dtuzej trwa synteza polipeptydu  Jak juz wspomniano,
w delecyjnych 53talasemiach oraz w przypadku HPFH obserwuje sie cze-
sto zwiekszong zawarto$s¢ HbF.

Jak sie wydaje, o tym, czy synteza hemoglobiny ptodowej ustanie
w okreslonym etapie rozwoju, czy tez bedzie trwata dtuzej, decyduje nie
poziom aktywnej hemoglobiny, tylko struktura fragmentu DNA zawiera-
jacego rodzine gendéw globinowych. Nie stwierdzono, by geny X i e fun-
kcjonowatly w okresie postnatalnym (3). W zasadzie do tego typu danych
nalezg préby wszczepienia do zarodk6éw owiec erytroblastdw z osobnikéw
dorostych. W plodach obserwowano synteze hemoglobiny ptodowej z wias-
nych gemonéw ptodow oraz hemoglobiny ,,dorostej” z wszczepionych ko-
morek. Nie nastagpito wiec odréznicowanie komérek ,,dorostych” (77).

Drugi typ danych — to zalezno$¢ ekspresji genéw od poziomu metyla-
cji DNA. Jak sugerujg wstepne dane, silna metylacja genu uniemozliwia
jego ekspresje (78). Geny y globinowe sg stabiej zmetylowane w ptodzie,
a silniej — w okresie postnatalnym. Przeprowadzono eksperyment pole-
gajacy na podawaniu pacjentom z 3talasemiag 5-azacytozyny, ktdra prze-
szkadza w metylowaniu DNA. Po tygodniu stwierdzono we krwi pacjen-
tow wzrost zawartosci HbF. Wyzszy poziom HbF utrzymywat sie przez
nastepnych 6 tygodni. Nie wykryto we krwi pacjentow polipeptydu e,
chociaz kodujace go geny tez byty stabiej zmetylowane po traktowaniu
5-azacytozyng (79). Warto podkresli¢, ze jesli jest prosta zalezno$¢é miedzy
stopniem metylacji gendéw i ich ekspresjg, inne czynniki na pewno odgry-
wajag nadrzedng role w tym wzgledzie: w hodowanych in vitro fibrobla-
stach cztowieka stopien metylacji genéw y wahat sie znacznie w cyklu
hodowli. W fibroblastach nie zachodzi synteza globiny, metylacja wiec
gendw globinowych nie wptywa na ich ekspresje w tych komarkach (80).

Trzeci typ danych — to analiza ekspresji sklonowanych genéw globi-
nowych. Bodaj optymalnym uktadem do tego typu badan sg komorki
nerki matpy stransformowane wirusem SV40 i dzieki temu produkujace
wirusowy antygen T niezbedny do replikacji wirusowego DNA (komarki
COS). Geny globinowe klonowane sg w plazmidzie zawierajacym frag-
ment genomu wirusa SV40, ktéry odpowiedzialny jest za inicjacje repli-
kacji wirusowego DNA (SV-ORI). Jak sie oszacowuje, 10—20°/0 komérek
COS pobiera na drodze transfekcji plazmidy zawierajagce SV-ORI. W cig-
gu nastepnych 48 godz. liczba kopii plazmidu w komoérkach COS dochodzi
do 40 000. Z komorek takich mozna izolowa¢ mRNA globinowy i podda-
wac go szczegbtowej analizie.
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Stwierdzono przede wszystkim, ze mRNA globinowy izolowany z ko-
morek COS jest taki sam, jak mMRNA z erytroblastow. A wiec transkryp-
cja sklonowanych gendéw i obrdobka transkryptéw zachodza poprawnie
mimo, ze witasne geny globinowe komdrek COS nie sg transkrybowane
(81, 82).

W genomach co najmniej trzech wiruséw zwierzecych zidentyfikowa-
no sekwencje liczagce 72 par zasad (SV40, MSV) lub 68 par zasad (BKV),
niezbedne do ekspresji pewnych genéw wirusowych. W trzech wymie-
nionych wirusach te sekwencje, nazywane aktywatorami transkrypcji
(activators: wg 83), maja rézna kolejnos¢ zasad, ale aktywator pochodzacy
z MSV umozliwia transkrypcje genéw SV40, nie dziata wiec specyficz-
nie (83). Jak sie okazato, intensywno$¢ transkrypcji genu al zalezy wy-
tagcznie od sekwencji zasad normalnie wystepujacych przed miejscem, od
ktérego powinna zaczyna¢ sie transkrypcja. Natomiast transkrypcja genu
(3 zachodzi z bardzo matg wydajnoscig, gdy w plazmidzie nie ma wiruso-
wego aktywatora. Dobudowanie go do plazmidu powoduje 100-krotne
zwigkszenie intensywnosci transkrypcji. Dotyczy to zarowno sklonowane-
go genu @globiny cztowieka (81, 82), jak i krélika (84, 85).

Sekwencja CCAAT, znajdujagca sie 67—77 przed miejscem inicjacji
transkrypcji (jest to miejsce przytaczania kapturka do mRNA), potrzebna
jest do normalnej wydajnosci transkrypcji genu al. Natomiast sekwencja
ATA, znajdujaca sie 24—32 pz przed miejscem przytaczania kapturka,
potrzebna jest przede wszystkim do tego, by transkrypcja rozpoczeta sie
we wihasciwym miejscu. Gdy w plazmidzie sekwencja ATA jest wycieta,
transkrypcja zaczyna sie w réznych miejscach, czesto oddalonych o kilka-
dziesigt par zasad od normalnego miejsca jej inicjacji (81, 82, 84, 85).

VIIl. Ewolucja genéw globinowych

Od przeszto 30 lat prowadzone sg badania nad konformacjag monome-
réw hemoglobiny i spokrewnionej z nig mioglobiny. Konformacja tych
biatek jest bardzo podobna, co wskazuje na ich pokrewiefnstwo. Obserwuje
sie takze pewne réznice, ktore pozwalajg dany polipeptyd zaklasyfikowaé
jako hemoglobine typu a czy (3 lub tez mioglobine. Watpliwosci w tym
zakresie moga bowiem wystepowac przy badaniu globin pochodzacych np.
z mieczakow (86).

Ustalono sekwencje aminokwasow globin w réznych grupach zwierzat,
od mieczakdw do ssakéw i ptak6bw. Znane sg réwniez dziesigtki substy-
tucji r6znych aminokwaséw w polipeptydzie a lub 3hemoglobiny cztowie-
ka powodujace silne ograniczenie lub utrate jej aktywnos$ci (37).

Czasteczka mioglobiny ma 8 segmentéw helikalnych i 6 niehelikal-
nych. Tworzg one hydrofobowe ,,gniazdko”, w ktdrym umiejscowiony jest
hem potgczony z dwiema resztkami histydyny wchodzacymi w skiad poli-
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peptydu. Biatka tego rodzaju wystepujg w roznych grupach zwierzat,
m.in. w owadach (Chironomus — ochotek), a takze w brodawkach roslin
motylkowych zawierajgcych bakterie Rhizobium. Przypuszcza sie, ze or-
ganizmy istniejgce na ziemi juz przed 1,500 miliardami lat miaty biatka
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Ryc. 6. Drzewo ewolucyjne rodziny genéw globinowych. Poczatki réznicowania sie
poszczeg6lnych genéw podano w milionach lat.
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Tabela 1

Woydarzenia ewolucyjne

Homo erectus, ostatnia konwersja genéw °y i Ay (32)

Dywergencja polipeptydu a cztowieka: orangutanga (26)
Dywergencja: Australopithecus, matpy cztekoksztattne

Powstajg Hominidae

Powstaja Anthropoidae; duplikacja genéw y (32)
Powstajg zwierzeta owadozerne, ktérych potomkami
byly Anthropoidae

Powstajg pierwotne ssaki, ptaki i gady
Z Synapsida powstaja gady ssakopodobne

Z Diapsida powstajg praptaki i pragady

Z Cotylosaurus powstajg Synapsida, Anapsida i Diap-
sida; dywergencja na pierwotne gady i ptazy; duplikacja
genow a (25)

Dywergencja na a i fi globiny

Prywitywne rosliny wodne, pierwotniaki, robaki, mie-
czaki ; z protoglobiny, powstajg mioglobina i hemoglo-
bina
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oddechowe o tego rodzaju budowie. R6znicowanie sie tego biatka prowa-
dzace do powstania mioglobiny i hemoglobiny rozpoczeto sie przed miliar-
dem lat. Pierwotny typ hemoglobiny, wystepujacy dzi§ w ewolucyjnie
bardzo starej grupie ryb bezszczekowych (minogi) funkcjonuje w postaci
monomeru tworzgcego dimer po utlenowaniu (86). Procesy ewolucyjne
prowadzgce do powstania a i (globin rozpoczely sie przed 500 milionami
lat. Znacznie pdzniejszy jest poczatek réznicowania poszczegdlnych typéw
a i [3globin (Ryc. 6, tab. 1).

Ewolucja gendéw globinowych podlega ostrej selekcji. W warunkach
naturalnych osobniki majace funkcjonalnie niesprawng hemoglobine nie
dozywajg do dojrzatosci ptciowej, a wiec nie wydaja potomstwa. Jak sie
wydaje, addycje i delecje w kodujgcych czesciach gendéw utrzymuja sie
w populacjach rzadko. Polipeptyd a ma 141 reszt aminokwasow we
wszystkich zbadanych gatunkach ssakéw, u kur, a takze u traszki i zmii.
Polipeptyd @ ma 146 reszt aminokwaséw we wszystkich wymienionych
grupach organizméw z wyjatkiem kréw i owiec majacych polipeptyd
liczacy 145 reszt aminokwaséw. Substytucje aminokwaséw zachodza
z czestoscig o wiele wiekszg. Na przyktad polipeptydy a cztowieka i konia
réznig sie 17 aminokwasami, cztowieka za$ i kangura —az 27 amino-
kwasami.

Poréwnanie polipeptydu a cztowieka i mieczaka Anadara traperia po-
zwolito na stwierdzenie az 109 rdznic: sg to substytucje aminokwasow,
a takze addycje i delecje. W hemoglobinach réznych organizméw miaty
wiec miejsce liczne podstawienia aminokwaséw nie prowadzace do in-
aktywacji tych biatek (86).

Zastanowmy sie nad pytaniem, co nowego wnosi do badan nad ewo-
lucjg sekwencjonowanie gendw globinowych i analiza restrykcyjna seg-
mentow DNA zawierajagcych te geny. Otrzymane wyniki konfrontowane
sg z danymi paleozoologicznymi. Jest oczywiste, ze r6znicowanie sie z pra-
globiny polipeptydéw pochodnych, tj. mioglobiny oraz globin typu a i @3
musiato by¢ poprzedzone duplikacjami gendéw wyjsciowych. Jak wynika
z analizy rodzin genéw globinowych, duplikacje tych gendw nie sg zja-
wiskiem rzadkim. Poszczegdlne kopie zduplikowanych genéw moga fun-
kcjonowac¢ z niejednakowg wydajnoscig (np. 8 i @ cztowieka). Mutacje
powodujace inaktywacje gendw transkrybowanych wydajnie sg w stanie
homozygotycznym letalne (np. a° i (3 talasemie). Natomiast mutacje w ge-
nach transkrybowanych z matg wydajnoScig nie muszag by¢ letalne (np.
gen ij®). Powstajg w ten sposob geny nie funkcjonujace, pseudogeny, \>
Dobdr naturalny, jak wiadomo, dziata na fenotypy organizmoéw. Nie zna-
my ani mechanizméw naturalnych powodujacych nielosowe zachodzenie
mutacji (nielosowe jest przezywanie form zmutowanych, gdy mutacja
zmienia fenotypowe cechy organizmow), ani mechanizmdw, ktore pro-
wadzityby do selektywnej eliminacji nieaktywnych gendéw z genomoéw.
Pseudogeny bytlyby wiec zabytkiem ewolucyjnym. W rodzinach genéw
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globinowych cztowieka znaleziono az trzy pseudogeny (17), mozna wiec
przypuszczaé, ze ogdélna liczba pseudogendw jest w naszym genomie
olbrzymia. Warto podkresli¢, ze pseudogeny sa doskonalym materiatem
do oceny czestosci mutacji bez dziatania presji selektywnej, tj. bez elimi-
nowania z populacji osobnikébw majagcych mutacje obnizajace szanse
przezycia.

Poza cztowiekiem, badane sa geny globinowe gryzoni (krélik, mysz),
owiec, koz, a takze kur i zab (Xsenopus laevis). X. laevis ma geny ai @
globinowe w tych samych segmentach DNA (88). Pozostate organizmy
maja rodziny genéw typu a i Bw réznych chromosomach (25 89—92).
Wynika z tego, ze albo translokacja prowadzaca do rozdzielenia genow
a i @ globinowych zaszta zanim z Cotylosaurus powstalty Synapsida
i Diapsida (Tabela 1), albo tez translokacje zachodzity w praprzodkach
obecnych ptakdw i ssakow niezaleznie.

We wszystkich wymienionych wyzej organizmach embriony (i kijanki)
majg hemoglobiny o innym powinowactwie do tlenu niz hemoglobiny wy-
stepujace w okresie postnatalnym (i w zabach dorostych). Ma to wyrazny
charakter przystosowawczy: embrion nie ma kontaktu z tlenem atmosfe-
rycznym; kijanka ma skrzela i czerpie tlen rozpuszczony w wodzie, pod-
czas gdy zaba dorosta ma ptuca i korzysta z tlenu atmosferycznego. Nie
jest jak dotad jasne, czemu niektére ssaki majg dwa typy hemoglobiny
ptodowej.

Budowa odcink6bw DNA przenoszacych rodziny gendéw globinowych
jest u wszystkich poznanych dotad ssakéw podobna: transkrypcja wszyst-
kich genéw w ramach rodziny zachodzi w tym samym kierunku; geny
mieszczace sie od strony 5' ulegajg ekspresji we wczes$niejszych etapach
ontogenezy, geny za$ rozpoczynajace funkcjonowanie pdézniej znajdujg sie
od strony 3'. Wynikatoby z tego, Zze zasada regulacji funkcjonowania ge-
néw globinowych w rozwoju nie ulega istotnym zmianom od ery mezo-
zoicznej, jakkolwiek liczba genow wchodzgcych w skiad rodziny ulegata
zmianom. Np. rodzina genow typu @ myszy skiada sie co najmniej z 7 ge-
now aktywnych i jednego pseudogenu (90). Natomiast kury majg uktad
genow @ globinowych 5'— q— |[3H— @—e— 3" g i e koduja globine pto-
dowa, a wiec geny znajdujgce sie w $rodku rodziny ulegajg ekspresji poz-
niej niz geny lezace na krancach (92).

Zgrang ewolucje genow kodujacych « globiny obserwuje sie zaréwno
u cztowieka, jak u matp cztekoksztattnych (15, 25, 26) oraz u koz (91). Na
razie nie wiadomo, czy tgczna ewolucja genow a i y (20, 32) globinowych
jest zjawiskiem charakterystycznym tylko dla cztowieka.

Sekwencje zasad w genach kodujacych embrionalng globine cztowieka
£ i embrionalng globine kur n wykazujg 21% ro6znic, natomiast sekwencje
zasad w genach £i a globiny cztowieka wynosza 38°/0. Wynika z tego, ze
réznicowanie sie globin na embrionalne i postembrionalne rozpoczeto sie
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wczesniej niz réznicowanie w kierunku ptakéw i ssakoéw, ktérego pocza-
tek miat miejsce przed 300 min lat (20).

Warto na zakoniczenie zasygnalizowa¢ nastepujacy problem. Badania
genetyczne nad lokalizacjag genéw w chromosomach rozpoczeto przed
70 laty. Opracowano mapy genetyczne szeregu organizmoéw i z reguty
oprocz standardowego (tj. najczesciej wystepujgcego) ukiladu gendw
w chromosomach znaleziono osobniki majgce inwersje i translokacje.
W ostatnich latach stwierdzono ponadto, ze geny moga by¢ przenoszone
w rézne miejsca chromosomoéw za posrednictwem transpozondw, zalozenie
wiec, ze translokacja powodujaca rozdzielenie rodzin genéw a i P globi-
nowych zaszta tylko raz, u wspdlnego przodka obecnych ptakéw i ssakow
moze by¢ bledne. Oszacowywanie, jak dawno temu rozpoczeta sie dywer-
gencja par gendow jest ewidentnie obcigzone duzym biledem. Mozna ja
oblicza¢ badZ na podstawie czestosci substytucji aminokwaséw, badZ mu-
tacji cichych (tj. substytucji zasad zmieniajacych jedne kodony w inne,
synonimowe). Przy pierwszym sposobie liczenia dywergencja genow a
i iPa trwataby 220 min lat, przy drugim za$ — 60 min lat (19).

Ponadto, poniewaz pary genéw mogg ewoluowaé tgcznie, dywergencja
danej pary gendw moze rozpoczaé sie znacznie pOzniej niz duplikacja,
w wyniku ktérej ta para gendw powstala.

Zaakceptowano do druku 20.09.1983 r.
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I. Wprowadzenie

W jadrach komorek zwierzecych poza dawno poznanymi rRNA, tRNA
i MRNA wystepuje réwniez kilkanascie innych rodzajéw RNA o niskim
ciezarze czasteczkowym. Ze wzgledu na unikalne lub przewazajgce wyste-
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PAN, 60-479 Poznan, ul. Strzeszynska 30/36.
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powanie w jadrze komdérkowym lub w jaderku nazwano je niskoczastecz-
kowymi jadrowymi RNA (smali nuclear RN A— snRNA). Stata sedymen-
tacji tej grupy RNA wynosi 4.5-8S (1). W nukleoplazmie wyrdzniono: 7-3,
U2, UI, U4, U5, U6, La4.5, La4.51, zas w jaderku 8A, 8B, 7-1, 7-2, U3
i 5.4 snRNA, wedtug rosnacej ruchliwosci elektroforetycznej (2).

Interesujaca podgrupe snRNA stanowig UsnRNA (Ul do U6). Wielkos¢
UsnRNA wynosi 100—300 nukleotyddw, a ich wspdlne cechy to: wysoka
zawarto$¢ urydyny, trwato$¢ metaboliczna, struktura 5' cap zawierajgca
potréjnie metylowang guanine, dos¢ znaczne modyfikacje wewnatrz cza-
steczki (2), wystepowanie w kompleksach ze specyficznymi biatkami
(SNnRNP) (3, 4). Z surowic chorych na Systemie lupus erythematosus wy-
izolowano przeciwciata anty-snRNP, precypitujace wyzej wymienione
kompleksy w zaleznosci od ich komponent biatkowych (3). Powszechnos¢
wystepowania UsnRNA oraz znaczna konserwatywno$¢ w ewolucji prze-
mawiajg za ich waznymi funkcjami w komorce. Zainteresowanie UsnRNA
wzrosto znacznie kiedy przed kilku laty, w oparciu o znaczng liczbe prze-
konywujacych danych, sformutowano hipoteze o ich udziale w wycinaniu
sekwencji wtragconych z pre-mRNA (4, 5, 6).

Dotychczasowe badania snRNA byty skupione przede wszystkim na
ich biochemicznej charakterystyce. W ostatnich latach ukazaty sie arty-
kuty przeglagdowe o snRNA, a wsrdod nich artykut Jaruzelskiej i Stom-
skiego w Postepach Biochemii (7), omawiajacy metabolizm i funkcje bio-
logiczne snRNA. Obecnie duzo uwagi poswieca sie strukturze i organizacji
genow snRNA. Jesli nawet funkcja UsnRNA w wycinaniu sekwencji
wtragconych zostanie ostatecznie potwierdzona, trudno zatozy¢, ze wszyst-
kie UsnRNA petnig te funkcje. Mimo bowiem charakterystycznych cech
wspoélnych, poszczegdlne UsnRNA ro6znig sie znacznie miedzy sobg. Pod-
stawowg rdznice stanowi sekwencja, a w nastepstwie struktura prze-
strzenna, majgca decydujgce znaczenie dla funkcji czasteczki. Stad nie
jest wykluczone, ze np. koncepcje dotyczace udziatu niektérych snRNA
w regulacji ekspresji genu na poziomie transkrypcji zostang catkowicie
udokumentowane (8, 9). Liczba i poziom doniesien o kodowaniu snRNA
sktaniajg do podsumowania wiedzy w tym zakresie.

Il. Liczebnos¢ gendw snRNA

Z dotychczas wykonanych badan liczebnosci genéw poszczegdlnych
snRNA wynika, ze geny te nalezg do grupy Srednio powtarzajagcych sie
sekwencji w komdérkach eukariotycznych. Pierwotnie, dane o liczebnosci
genow snRNA uzyskano na podstawie hybrydyzacji snRNA z komdrek
nerki chomika z wysokoczgsteczkowym DNA unieruchomionym na nitro-
celulozowym filtrze. W Tabeli 1 przedstawiono liczebno$¢ gendéw nie-
ktérych snRNA z r6znych organizmoéw.
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Tabela 1
Liczebnos$¢ genéw niektdorych snRNA

Organizm RNA Liczba genéw PiSmiennictwo

Dictyostelium discoideum D2 snRNA 5 10
(odpowiednik
U3 eukariota)

Drosophila melanogaster u2 3 11
U3 7
U4 7
Us 1—3
Kura Ul 12 12
Mysz ul 75 13
Chomik 7SL RNA 1100 14
Ul 1000
U3 800
5S RNA 920
45S rRNA 95
Cztowiek Ul 125 15
u2 30 16
Use 200 17
Komorki HelLa 7SK RNA 3000 18

Na podstawie heterogennosci sekwencji U5 snRNA komdrek HelLa
i komdérek mozgu szczura wykazano wielogenowe kodowanie tego RNA.
Mutacje, ktore wystapity w genach kodujacych U5 snRNA wystepujacy
aktualnie w komorce, musiaty by¢ na tyle mato istotne, ze geny te pozo-
staty nadal aktywne. Dla poréwnania warto wspomnie¢, ze w puli U5
snRNA kurczecia nie stwierdzono heterogennosci sekwencji (9).

Obecnie, dzieki rozwojowi metod klonowania i sekwencjonowania
DNA, okres$lenie liczby gendéw snRNA jest bardziej precyzyjne. Dzieki
tym metodom tatwiej odr6zni¢ gen wykazujagcy wysoka komplementar-
no$¢ w stosunku do uzytej sondy hybrydyzacyjnej od genu, ktéry w toku
ewolucji ulegt tak znacznym przemianom strukturalnym, ze tworzy sto-
sunkowo labilny hybryd. Taki zmieniony gen zwany jest potocznie pseudo-
genem i nie jest aktywny transkrypcyjnie. W nowszych pracach stosowa-
no warunki umozliwiajgce hybrydyzacje jedynie wysoko komplementar-
nych sekwencji. W wyniku tego, w niektdrych badaniach uzyskiwano
znacznie nizsze liczby kopii genéw snRNA.

Jak wynika z Tabeli 1, najwiecej dotychczas opublikowanych prac
dotyczy kodowania Ul snRNA, przy czym dane o liczebnosci genéw Ul
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snRNA u ssakéw nie sg jednoznaczne. Wynik zalezy zaréwno od zrédia
DNA jak i od podejscia eksperymentatora. Mozna przyja¢, ze liczba kopii
genu Ul snRNA ssakéw wynosi 20—30 w haploidalnym genomie (20—22).
Stwierdzono ponadto istotny wzrost liczby sekwencji komplementarnych
do 7SK RNA w ludzkim genomie w poréwnaniu z genomem gryzoni. Pod-
stawg do takiego wniosku byt wynik hybrydyzacji 7SK RNA, w Kktorej
z ludzkim DNA genomowym uzyskano smuge po wykonaniu autoradio-
grafii, natomiast w przypadku gryzoni i ptakéw wyrazne prazki (23).

I1l. Struktura genéw snRNA

W ostatnich kilku latach obok danych dotyczacych liczby gendw
snRNA pojawity sie dane dotyczgce struktury zaréwno czesSci kodujgcej
gendw snRNA jak i sekwencji flankujacych 5' i 3"

Danych dotyczacych wielkosci jednostek transkrypcyjnych Ul i U2
SsnRNA z komoérek HelLa przysporzyty badania wrazliwosci syntezy Ul
i U2 snRNA na promieniowanie UV. Powstawanie dimeréw pirymidyn
w DNA, wywotane przez promieniowanie UV, powoduje przedwczesng
terminacje transkrypcji. Prawdopodobienstwo spowodowania ubytku na
skutek dziatania promieni UV w danym regionie DNA zalezy od diugosci
tego regionu. Stad, tg metodg mozna oznaczy¢ dtugos¢ jednostki transkryp-
cyjnej, w tym odlegto$¢ pomiedzy promotorem a wiasciwym genem. Przy
uzyciu powyzszej metody wielko$¢ jednostek transkrypcyjnych Ul i U2
snRNA okres$lono na okoto 5 kilozasad (24).

Ostateczne rozstrzygniecie, czy wyizolowana sekwencja DNA zawiera
gen, czy tez pseudogen danego snRNA, nasuwa spore trudno$ci. Pomocne
w tym wzgledzie moze by¢ przeprowadzenie transkrypcji in vitro wyizolo-
wanego fragmentu DNA. Na podstawie poréwnania sekwencji trzech wy-
izolowanych genéw Ul snRNA — myszy, szczura i cztowieka, wykazano
rozbieznosci sekwencji jedynie w szesciu pozycjach. Ponadto gen mysiego
UIA snRNA zawarty we fragmencie restrykcyjnym Bglll byt komple-
mentarny w regionie kodujagcym do szczurzego UL1A snRNA w 96.5°0,
a do ludzkiego Ul snRNA w 95%. Zmiany sekwencji we wszystkich sze-
$ciu pozycjach dotyczyty fragmentdw czasteczki UIA snRNA nie zaanga-
zowanych bezposrednio w dojrzewaniu mRNA. Nie dowodzi to jednak,
ze sekwencja komplementarna do UIA snRNA we fragmencie restrykcyj-
nym Bglll odpowiada genowi UIA snRNA, ktory jest transkrypcyjnie
aktywny in vivo. Wykazano rowniez niewielkie zréznicowanie sekwencji
w klonach cDNA Ul snRNA kurczecia (12, 13), przy czym jeden z klonéw
zawierat prawdopodobnie prawdziwy gen Ul snRNA. Byt on bowiem pra-
wie idealnie kolinearny z Ul snRNA kurczecia i réznit sie jedynie brakiem
reszty cytydyny w pozycji 98 i 101 oraz zawartosScig dwoch nadliczbowych
reszt tymidyny na koncu 3' (12). Sklonowano 7 loci Ul snRNA (HSD1-7)
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pewnego typu komérek HelLa, z ktérych tylko jeden zawierat sekwencje
w peini komplementarng do ludzkiego Ul snRNA (21, 22). Przeprowadza-
jac restrykcyjna analize regionéw flankujgcych 5' w siedmiu klonach
(HSD) Ul snRNA wykazano, ze byty one w znacznym stopniu konserwa-
tywne. Mianowicie sekwencje pierwszych 105 nukleotydéw w szeSciu klo-
nach byty identyczne z wyjatkiem jednego, ktéry byt r6zny w pozycji -9.
Nie stwierdzono sekwencji TATA ani wewngatrz 105-nukleotydowych
sekwencji ani w typowej pozycji, tzn. w odlegtosci okoto -10 par zasad
od miejsca inicjacji, ani w zadnym innym miejscu badanych regiondw.
Ponadto sekwencje sasiadujgce bezposrednio z miejscem inicjacji (ang.
cap site) przypominaty odpowiadajgce im lokalizacjg sekwencje w regio-
nach inicjacji innych jednostek transkrypcyjnych transkrybowanych przez
polimeraze Il. Na podstawie podobieristwa miejsc restrykcyjnych w obre-
bie loci HSD Ul snRNA sugerowano, ze odleglejsze sekwencje w kierun-
ku konca 5' byty rowniez konserwatywne (22). Przypuszcza sie, ze wszyst-
kie 7 loci HSD Ul snRNA zawierajg aktywne transkrypcyjnie geny.
Stosujac restryktazy, ktore do$¢ gesto przecinaly DNA w sasiedztwie loci
Ul snRNA, stwierdzono znaczne podobienstwo sekwencji flankujacych 5'
réwniez innych loci Ul snRNA poza HSD1-7 (22). Natomiast sekwencje
flankujgce 5' w klonach zawierajgcych sekwencje komplementarng do
Ul snRNA myszy, kurczecia (12), Drosophila (25) i cztowieka (22, 26) nie
byty w stosunku do siebie homologiczne. Wyjatek stanowita kilkunukleo-
tydowa sekwencja bezposrednio sgsiadujaca z koicem 5' genu Ul snRNA.
Ponadto w klonach Ul snRNA myszy i kurczecia w regionach flankuja-
cych 5 wystepowaty sekwencje GTGC. W jednym z klondw Ul snRNA
kurczecia wykazano obecno$¢ az trzech takich sekwencji, z ktérych jedna
byta czescig oktanukleotydowej sekwencji GCTGGTGG (sekwencja ,,chi”)
pierwotnie wykrytej w regionach mysiego genomu zaangazowanych
w przetgczaniu klas immunoglobulin (27). Takiej sekwencji nie stwierdzo-
no jednak w aktywnym genie Ul snRNA cztowieka (22, 26). W locus Ul
snRNA kurczecia, w ktorym kodowany jest prawdopodobnie aktywny
transkrypcyjnie gen, nie stwierdzono obecno$ci sekwencji TATA, podob-
nie jak nie stwierdzono jej w loci Ul snRNA cztowieka. Nie jest wyklu-
czone, ze sekwencja TATA wystepuje, ale w znacznej odlegtosci od miej-
sca inicjacji. Brak jednak przekonywujgcych danych na ten temat (12).

Z kolei w wyizolowanych pieciu klonach DNA Dictyostelium dis-
coideum, zawierajgcych po jednej sekwencji komplementarnej do D2 (U3)
snRNA wykazano brak konserwatywnosci w regionach flankujgcych ko-
niec 5. W jednym z tych loci w wyniku analizy sekwencji wykazano
w pozycji -53 -35 sekwencje TATAAATA przypominajagca sekwencje
TATA. Jezeli jednak zatozyé, ze cap site jest w tym wypadku miejscem
inicjacji transkrypcji, ipekwencja TATA jest potozong 15—30 pz dalej
w kierunku korica 5', niz opisano to dla innych jednostek transkrypcyj-
nych (10, 28, 29).
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W kilku klonach zawierajgcych loci U2 snRNA cztowieka, sekwencje
flankujace 5' nie bytly konserwatywne, podobnie jak w loci U3 snRNA
Dietyostelium (16) oraz w loci U6 snRNA mysich komorek watroby (30).
W jednym z klonéw U6 snRNA mysich komo6rek watroby w regionie flan-
kujagcym koniec 5" wykryto sekwencje TATAAAT w odlegtosci 31 pz od
miejsca inicjacji transkrypcji. Ponadto sekwencja kodujgca U6 snRNA
zawarta w tym loeus byta ograniczona sekwencjami ,,direct repeats” —
CACCCTAAC w pozycjach -69 i 129 oraz TTTCATAT w pozycjach -124
i 163, co sugeruje, ze sekwencja kodujagca U6 snRNA jest ruchoma (30).

W klonie zawierajacym loeus Ul snRNA myszy, w obrebie sekwencji
flankujgcej koniec 3' i 5" wykazano dwa ciggi sekwencji o dtugos$ci 14 pz
w orientacji ,direct repeat”. Jedynie w dwoch pozycjach powyzszych
sekwencji istniata niezgodnos¢. Sekwencja ,,direct repeat” zostata rdwniez
wykryta w klonie ludzkiego DNA UIl—101, zawierajagcym pseudogen Ul
SNRNA (13, 31).

IV. Pseudogeny snRNA

Z weczesniejszych badan wynikato, ze liczba gendw poszczeg6lnych
SnRNA byta bardzo wysoka— okoto 1000 kopii danego typu snRNA na
haploidalny genom — w pordwnaniu z iloScig tego sShnRNA w jadrze ko-
morki. snRNA stanowig jedynie okoto 3—5°0 catkowitego komorkowego
RNA (32). Stad sugerowano, ze wiekszo$¢ genéw snRNA w ogéle nie ulega
transkrypcji lub jedynie w niewielkim stopniu, np. w poréwnaniu z gena-
mi rRNA. Stwierdzono ponadto, ze termiczna stabilno$¢ uzyskiwanych
hybrydéw snRNA:DNA byta znacznie nizsza, niz nalezato oczekiwaé
w przypadku silnie komplementarnych hybrydow rRNA:DNA (14).

Zjawisko to zostato wyjasnione dzieki analizie sekwencji loci r6znych
typow snRNA, szczeg6lnie UsnRNA, pochodzacych gtownie z komdrek
ssakéw. W wyizolowanych 24 klonach RNA z komérek ludzkiego tozyska,
z ktorych kazdy zawieral jedng sekwencje komplementarng do UIl, U2
lub U3 snRNA komoérek Hela, wykazano, ze wiekszo$¢, a by¢ moze
wszystkie 24 klony, reprezentowaly geny zmienione w stosunku do wy-
mienionych snRNA. Stad uznano je za pseudogeny. Z wyjatkiem dwéch
klonéw nie byty one zdolne do tworzenia hybrydéw snRNA:DNA, ktére
chronityby snRNA na catej diugosci przed dziataniem RNazg TI, przy
zastosowaniu tagodnych warunkéw trawienia. Tak znacznych réznic
w sekwencji miedzy genem a jego transkryptem nie oczekiwano nawet
w heterologicznym pordwnaniu szczurzego U2 snRNA z ludzkim genomo-
wym klonem zawierajgcym loeus U2 snRNA. Jest to tym bardziej zaska-
kujace, ze szczurzy i ludzki U2 snRNA wydaja sie nierozréznialne na
podstawie elektroforetycznej analizy produktéw trawienia RNazg TI
(finger print) i na podstawie drugorzedowej analizy dwunukleotydéow TI
po powtdrnym trawieniu trzustkowg RNaza A. Po zsekwencjonowaniu
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dwoéch loci Ul i U2 snRNA z komorek ludzkiego tozyska, ktére po wstep-
nej analizie wykazywaty najsilniejszg komplementarno$¢ w stosunku do
uzytych sond hybrydyzacyjnych przekonano sie, ze i one reprezentowaty
pseudogeny snRNA (20). Z tego samego zrédta uzyskano 200 klonéw za-
wierajgcych sekwencje komplementarne do U6 snRNA komorek Hela,
ktére w przewazajacej czesci byty réwniez pseudogenami U6 snRNA (17).
Z DNA komorek watroby myszy wyizolowano trzy klony zawierajgce
pseudogeny U6 snRNA. Stwierdzono w tym wypadku réznice w sekwen-
cji w stosunku do U6 snRNA w 7—9 pozycjach, przy czym sekwencje
flankujgce tych pseudogendw byty bogate w adenozyne i znacznie réznity
sie od sekwencji flankujgcych otaczajgcych prawdziwy gen (30).

Znaczna dysproporcja w liczbie gendw w stosunku do ich pseudogenow
jest jak dotychczas unikalng cechg snRNA. Nasuwa sie wiec pytanie, jaki
mechanizm decyduje o powstaniu tak znacznej liczby pseudogenéw u ssa-
kéw. Weiner i wspotpracow. z Uniwersytetu w Yale wysuneli intere-
sujacag koncepcje, w mys$l ktérej pseudogeny snRNA powstawatlyby przez
integracje odwrotnych transkryptow snRNA w innych miejscach geno-
mu (20). Jednoczes$nie zaktada sige, ze czasteczka snRNA ulegajgca odwrot-
nej transkrypcji stanowitaby swoéj wiasny starter (,,self primed RNA™).
Podobng hipoteze prébuje sie uzasadni¢ dla pseudogendéw biatek. Udowod-
nienie przedstawionej hipotezy wigze sie z konieczno$cig odpowiedzi na
trzy zasadnicze pytania:

1. Skad pochodzi aktywno$¢ odwrotnej transkrypcji

2. Co jest zrodiem startera do odwrotnej transkrypcji

3. Jaki jest mechanizm integracji cDNA do genomu
Weiner i wspdipracownicy wykazali, ze ludzki U3 i szczurzy U3A snRNA
(216 nukleotydéw) funkcjonujg in vitro jako startery i réwnocze$nie ma-
tryce do syntezy 74-nukleotydowego cDNA w obecnosci odwrotnej tran-
skryptazy wirusa ptasiej mieloblastozy (AMV). Odwrotny transkrypt byt
komplementarny do 1/3 od konca 5' czasteczki U3 snRNA, co wykazano
przez analize sekwencji U3 cDNA. Z analizy sekwencji startera RNA
kowalentnie zwigzanego ze znakowanym U3 cDNA wynikato, ze koniec
3' U3 snRNA stuzyt jako starter do syntezy U3 cDNA. Struktura uzyska-
nych odwrotnych transkryptéw startera i miejsca inicjacji jest zgodna
z przyjmowang drugorzedowg strukturg U3 snRNA. W czasteczce U3
snRNA koniec 3' jest zlokalizowany w dwuniciowym ramieniu bezposred-
nio sgsiadujagcym z wewnetrznym regionem jednoniciowym. W stosunku
do kilku pseudogendéw U3 snRNA wykazano, ze zawierajg 69—70 nukleo-
tydowg sekwencje U3 snRNA od korica 5, przy braku w ogéle dalszej
cze$ci genu U3 snRNA. Ze wzgledu na to, ze wyzej wspomniane pseudo-
geny U3 snRNA cziowieka odpowiadajg U3 cDNA syntetyzowanemu in
vitro przez odwrotng transkryptaze AMV zaproponowano, ze synteza ko-
walentnego hybrydu U3 snRNA:cDNA jest pierwszym etapem w procesie
powstawania pseudogenu U3 snRNA z flankujacymi sekwencjami ,direct
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repeat”. Hybryd snRNA:cDNA, wzglednie sam cDNA mogtby by¢ bezpo-
Srednio wykorzystany w procesie insercji. Ze wzgledu na to, ze sekwencje
,.direct repeat” otaczajgce dwa rézne pseudogeny U3 snRNA sg r6zne oraz
na to, ze pseudogen U3.7 wystepowat w pojedynczej kopii w ludzkim ge-
nomie, mogtoby sie wydawac, ze hybryd snRNA:cDNA lub cDNA ulega
przypadkowej insercji. Jednak sekwencje flankujace czterech ludzkich
pseudogendéw U3 snRNA byly bogate w adenozyne, co wskazuje na pewne
preferencje w ich integracji. Prawdopodobnie przed lub podczas integracji
4—5 nukleotydéw ulega odcieciu (33). Obecnie zaktada sie, ze kluczowa
role w insercji petnig topoizomerazy (31, 34, 35, 36, 37, 38, 39).

Wiekszos$¢ z okoto 1000 wczesniej oznaczonych pseudogenéw Ul snRNA
wydaje sie pochodzi¢ bezposrednio ze 100 prawdziwych gendéw Ul snRNA
na drodze genetycznego dryftu (20, 22), podczas gdy inne pseudogeny Ul
snRNA (21) U2 snRNA, pseudogeny U3 i U4 snRNA (37) powstawaty
prawdopodobnie przez insercje cDNA w nowe miejsca w chromosomach.
Z powyzszych danych moznaby wnioskowaé, ze jedynie snRNA nadajg
sie do odwrotnej transkrypcji z uwagi na ich lokalizacje w jadrze komor-
ki, wystepowanie w znacznej ilosci w pordwnaniu z innymi rodzajami
RNA oraz odpowiednig strukture drugorzedowg. Wedtug nowszych da-
nych rowniez geny kodujagce mRNA mogtyby ulega¢ odwrotnej transkryp-
cji (33). W przeciwieAstwie do UsnRNA, nie jest wyjasnione Zrédio star-
tera odwrotnej transkrypcji mRNA. Obecno$¢ endogennych sekwencji
retrowirusowych w genomach ptakéw i gryzoni (38) oraz w genomach na-
czelnych (39, 40) sugeruje, ze odwrotna transkryptaza jest obecna w nor-
malnych komorkach. Przyktadowo, odwrotng transkrypcje wykazano
w wiekszosci tkanek ludzkiego tozyska (41). Ponadto, w DNA ludzkiego
mozgu wykryto sekwencje przypominajace sekwencje retrowiruséw (42).
Nie mozna wykluczy¢, ze odwrotna transkrypcja stanowi drugorzedowag
aktywnos$¢ znanych komoérkowych polimeraz DNA. Wykazano bowiem, ze
ludzkie polimerazy DNA beta i gamma kopiujg syntetyczny poli(A) przy
zastosowaniu starterdw oligo(dT), a ludzka polimeraza alfa powoduje wy-
dtuzanie startera RNA na podstawie matrycy DNA (43). Nie udato sie
dotychczas przeprowadzi¢ odwrotnej transkrypcji U3 snRNA przy pomo-
cy tej polimerazy.

Odwrotna transkrypcja komorkowego RNA mogtaby tez wystepowaé
podczas zakazenia wirusem komérek linii zarodkowej (44, 45, 46, 47).

Obecnie nie wiadomo, jakie znaczenie dla komérki ma wytwarzanie
pseudogenow droga odwrotnej transkrypcji. Wydaje sie, ze moze to byc¢
mechanizm konwersji informacji zawartej w RNA w potencjalng infor-
macje genetyczng. Duplikacje genéw od dawna uwaza sie za wazny etap
w powstawaniu informacji genetycznej dla nowych funkcji komdrkowych.
W przypadku pseudogenéw UsSnRNA i mRNA powstalty nowy materiat
genetyczny bytby jednak wybrakowany, poniewaz sygnaty regulacji znaj-
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dujg sie poza strukturalng czescig genu. Stad musiatby on ulec najpierw
rekombinacji z aktywnym locus (48).

V. Transkrypcja genéw snRNA

Wykazano, ze transkrypcja genow UsnRNA odbywa sie przy udziale
polimerazy Il (2, 21, 22), natomiast 45 S i 7 S RNA przy udziale poli-
merazy Il (2). Jedynie w uk#tadzie in vitro udato sie przeprowadzi¢ przy
udziale polimerazy | transkrypcje niskoczasteczkowych RNA o sekwencji
réznej od Ul i U2 snRNA (49).

Uzyskano juz pewne dane o strukturze jednostki transkrypcyjnej
UsnRNA, a w szczegdlnosci Ul snRNA. Przeprowadzajac transkrypcje in
vitro klondw HSD1-7 DNA komoérek HelLa potwierdzono poglad o istnie-
niu pierwotnych transkryptéw Ul snRNA, znacznie przedtuzonych w kie-
runku konca 5' (24). Istnieje natomiast niezgodno$¢ pogladéw co do diugo-
$ci dodatkowej sekwencji. Niezgodno$¢ ta mogtaby okazaé¢ sie pozorna
gdyby stwierdzono, ze jednostki transkrypcyjne Ul snRNA nie sg trans-
krybowane w mysl hipotezy ,,cap-promotor” (29, 50). Znaczy to, ze reszta
adenozyny ulegajaca zwykle posttranskrypcyjnym modyfikacjom (synte-
za cap), nie bytaby pierwszym nukleotydem ulegajacym transkrypcji,
a znajdowataby sie wewnatrz pierwotnego transkryptu. Niedojrzaty Ul
snRNA bytby wtedy przepisywany wraz z dtugim segmentem lezagcym
w kierunku konca 5' od regionu odpowiadajagcego dojrzatej czasteczce Ul
snRNA, z ktérego powstawatby krotki pre-Ul oraz RNA o nieznanej fun-
kcji z przedtuzajagcego fragmentu od konica 5'. W nastepstwie dochodzitoby
do odciecia jeszcze kilku nadliczbowych nukleotydéw od korica 5'pre-Ul
oraz syntezy cap. Taki mechanizm jest mozliwy do przyjecia, poniewaz
Li,/mG jest spotykana jedynie w snRNA, stagd synteza tego typu struktury
cap mogtaby odbywaé sie w inny sposob niz synteza cap w mRNA. Z kolei
wykazano, ze sekwencje wystepujgce wokdét miejsca cap (ang. cap site)
w loci Ul snRNA sg bardzo podobne do wystepujacych w tym miejscu
w mRNA. Wykazano, ze transkrypcja in vitro siedmiu klonéw HSD Ul
snRNA we wszystkich siedmiu przypadkach rozpoczynata sie w pozycji
-183 (22). Od tego samego miejsca rozpoczynata sie transkrypcja in vitro
dwoch innych genow ludzkiego Ul snRNA. Powyzszy wynik uzyskano
zarowno przeprowadzajgc transkrypcje in vitro w ekstraktach z komaorek
HelLa, jak i in vivo w oocytach Xenopus laevis (15). W zadnym z przed-
stawionych przypadkéw nie stwierdzono obecnosci sekwencji TATA w po-
blizu pozycji -183 (15, 22). W pozycji -215 zlokalizowano natomiast
sekwencje TATGTAGA sugerujac, ze odpowiadata ona sekwencji TATA
wystepujacej w przypadku gendéw strukturalnych w pozycji -30 (15, 51).
Tym niemniej juz wcze$niej stwierdzono, ze istnieja jednostki transkry-
bowane przez polimeraze Il, w ktérych nie wystepuja sekwencje TATA
(52, 53).
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Przeprowadzono transkrypcje fragmentu restrykcyjnego ludzkiego
DNA (592 pz) zawierajagcego gen Ul snRNA w oocytach Xenopus i stwier-
dzono, ze jezeli sekwencja miedzy pozycjami -106 do -393 ulegnie delecji,
matryca przestaje by¢é aktywna. Natomiast jest ona nadal aktywna, jezeli
sekwencja miedzy pozycjami -106 do -6 ulegnie delecji. Na tej podstawie
wykazano, ze nieco mniej niz 400 pz regionu flankujgcego koniec 5' jest
niezbednych do transkrypcji Ul snRNA w oocytach. W ten sposob zostata
podkres$lona rola sekwencji wystepujacych daleko od miejsca cap w kie-
runku konca 5' w ewentualnym wzmacnianiu lub modulowaniu wydajno-
Sci transkrypcji lub w dojrzewaniu. Wykazano, ze podczas transkrypcji
genéw Ul snRNA w ekstraktach komdérek HelLa powstawat transkrypt
Ul snRNA diuzszy od transkryptu uzyskanego w oocytach Xenopus.
Oznacza to, ze specyficzne czynniki transkrypcji i dojrzewania sg nie-
zbedne do syntezy dojrzatej czasteczki Ul snRNA. Ekstrakty komdrkowe
uzyte do transkrypcji in vivo genow Ul snRNA zawieraty sporo snRNP
co stwierdzono przez precypitacje tych snRNP swoistymi surowicami (3).
W przeciwienstwie do tego, transkrypty syntetyzowane in vitro nie byty
specyficznie precypitowane przez surowice. Oznacza to, ze nie wystepo-
waty one w dojrzatych snRNP. Nie wyjasniono dotychczas, czy ten brak
taczenia w kompletne snRNP byt zwigzany z obecnos$cig nadliczbowych
sekwencji na koncu 5" Ul snRNA syntetyzowanego in vitro (15).

Nie wiadomo do tej pory czy nukleotyd na koncu 3' pre Ul odpowiada
nukleotydowi wystepujacemu na koncu 3' dojrzatej czasteczki Ul snRNA.
Dane z transkrypcji in vitro przemawiajg za tym, ze w regionie flanku-
jacym koniec 3' dotychczas zsekwencjonowanych loci Ul snRNA istnieje
kilka potencjalnych miejsc terminacji dla polimerazy Il (22).

Sygnaty terminacji transkrypcji u eukariota sg znacznie mniej pozna-
ne niz sygnaly inicjacji. Dotyczy to rdwniez jednostek transkrypcyjnych
snRNA. Wykazano, ze struktura regiondéw flankujgcych koniec 3" w przy-
padku 7 klonowanych loci HSD Ul snRNA komérek HelLa nie byta kon-
serwatywna dalej niz do pozycji 50. Petng konserwatywnosé wykazano
jedynie na przestrzeni pierwszych 19 pz. Sekwencja AAUAAA-poli(A),
wystepujaca zwykle w regionach flankujacych koniec 3' w jednostkach
transkrybowanych przez polimeraze Il (54) w tym wypadku nie wystepo-
wata. Stwierdzono natomiast liczne zespoty reszt T majgcych istotne zna-
czenie w terminacji transkrypcji katalizowanej przez polimeraze Il (55)
i polimeraze Il (56, 57).

V1. Analogie pomiedzy sekwencjami snRNA a rodzinami $redniopowta-
rzajacych sie sekwencji w genomach ssakéw

W nowszych badaniach struktury i organizacji genéw UsnRNA oraz
45 i1 7S RNA wykryto pokrewienistwo sekwencji tych RNA oraz bliskosé
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wystepowania i potozenia z sekwencjami Alul ludzkich komoérek i z sek-
wencjami BI, ktdre sg odpowiednikami Alul u gryzoni.

Sekwencje Alul stanowig okoto 3°/0 ludzkiego genomu; sg w nim roz-
proszone i powtérzone okoto 300 000 razy. Dtugos¢ tych sekwencji wynosi
okoto 300 pz a ich nazwa pochodzi od wystepujacych w nich specyficznych
miejsc dla restryktazy Alul (58). W genomie myszy ekwiwalentne sek-
wencje Bl majg dlugos¢ okoto 135 pz i sa powtdérzone w genomie myszy
okoto 100 000 razy (59).

W ukitadzie in vitro sekwencje Alul i Bl sg transkrybowane przez poli-
meraze Il (59) i prawdopodobnie przez polimeraze Il (36, 60).

Sekwencje Alul sg nieprecyzyjnymi dimerami wystepujgcymi w tej
samej orientacji, czyli tworzagcymi sekwencje ,,direct repeats”, przy czym
monomery majg dtugo$¢ okoto 130 pz, a insert wystepujacy wewnatrz
drugiego monomeru (czyli blizej konca 3" okoto 31 pz. Na konicu pierw-
szego monomeru wystepuje region bogaty w adenozyne.

Wydaje sie, ze sekwencje Alul i Bl pochodza od wspolnego, dos¢ do-
brze zachowanego w ewolucji genu. Stwierdzono ponadto, ze w sekwen-
cjach Alul zawarte sg regiony bogate w guanozyne, homologiczne do
sekwencji znajdujacej sie w sasiedztwie miejsca ,,0ri” wirus6w papova.
Niewykluczone, ze sa one zaangazowane w cyklu replikacji wiruséw lub
komoérkowego DNA (36). Wykazano ponadto, ze okoto 25°/0 hnRNA ko-
morek ssakow zawiera sekwencje komplementarne do sekwencji Alul
i mozna je wyizolowaé¢ w formie dwuniciowego RNA (61, 62). W komor-
kach ssakdw sekwencje nalezace do rodziny Alul lub Bl wystepuja w kie-
runku kornica 5' w tej samej orientacji co jednostki transkrybowane przez
polimeraze Il (20). Rozproszenie sekwencji Alul w genomie mozna zobra-
zowaé jako kolejne ich wycinanie i insercje w innym miejscu genomu,
przez mechanizm polegajgcy na niehomologicznej rekombinacji. Za mo-
bilnoscig sekwencji Alul przemawia fakt, ze wystepujg one w postaci ma-
tych pozachromosomalnych, dwuniciowych, kolistych DNA (60).

Sekwencje Alul wystepujg réwniez w miejscach blisko regionéw po-
datnych na delecje, np. w poblizu genéw globinowych. Sekwencje Alul
sg zwykle otoczone przez sekwencje ,,direct repeat” o diugosci 7—20 pz,
rézniacych sie miedzy sobg. Przez analogie z sekwencjami ,direct repeat”
w transpozonach bakterii, sekwencjami IS i mobilnymi elementami DNA
eukariota, sekwencje ,direct repeat” wystepujace w sasiedztwie Alul
mogtyby powstawac przez duplikacje DNA w miejscach, w ktérych do-
chodzi do insercji sekwencji Alul w chromosomalny DNA. Jezeliby tak
byto, sekwencje Alul bytyby mobilnymi elementami DNA (36).

Niezaleznie w kilku laboratoriach wykazano obecno$¢ sekwencji Alul
w sgsiedztwie gendw lub pseudogendéw snRNA. W przypadku pieciu klo-
now zawierajagcych loci Ul snRNA cztowieka sekwencja Alul wystepo-
wata w odlegtosci okoto 200— 1000 pz od korica 3' sekwencji kodujacej (22).
Z kolei inni autorzy wykazali obecno$¢ sekwencji Alul poza koncem 5
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pseudogenow Ul snRNA czlowieka, podobnie jak w przypadku gendw
beta i gamma globin cztowieka (63, 64). Wykryto réwniez obecno$é struk-
tur podobnych do Alul w sekwencjach otaczajacych pseudogeny UIl, U2
i U3 snRNA (17, 31), przy czym sugerowano, ze pseudogeny tych snRNA
mogty ulec rozproszeniu w genomie w podobny sposéb jak Alul. Sg one
bowiem tak jak sekwencje Alul otoczone przez analogiczne sekwencje
»direct repeat” o dlugosci 20 pz (36). Opisano palindromowe, tgcznikowe
sekwencje Alul, otaczajgce ludzki pseudogen U6 snRNA, przy czym sek-
wencja Alul sgsiadujagca z koricem 5' pseudogenu wystepowata w tej
samej orientacji co pseudogen (20).

Jeszcze blizszy zwigzek z sekwencjami Alul i Bl wykazano dla 45
i 7S RNA. Po pierwsze dlatego, ze sg one transkrybowane przez polimera-
ze 11l (18). Wykazano, ze 7SL RNA zawiera region homologiczny do sek-
wencji Alul w czeSci bliskiej konica 5' czasteczki. Przedstawiono trzy nie-
zalezne interpretacje tej homologii sekwencji:

1. 7S RNA wywodzi sie ze ztozonej sekwencji DNA, w ktorej krotki
fragment Alul jest polaczony z inng sekwencjg powtdrzong w genomie.

2. Jedynie koniec 5" 7SL RNA byt wystarczajgco podobny do sekwen-
cji Alul by tworzy¢ trwaty hybryd, podczas gdy dalsza cze$¢ czasteczki
7SL RNA stata sie w ewolucji mniej podobna do Alul. To spowodowato
~ewolucyjny przymus” na kofAcu 5' genéw 7SL RNA i mogtoby mieé zwig-
zek z funkcjg 7SL RNA.

3. Roéznicowanie sekwencji Alul w toku ewolucji z powstaniem w kon-
sekwencji podgrup sekwencji Alul. Wyizolowana sekwencja genomowa
7SL moze reprezentowac inng podgrupe Alul, niz dotychczas zsekwencjo-
nowane, roznigce sie jako catos¢ od dimerycznej struktury (65). Diugosc
7SL RNA (okoto 300 nukleotydéw), taka sama jak znanej sekwencji
DNA — Alul oraz polidyspersyjne rozmieszczenie w ludzkim genomie
sekwencji komplementarnych do niej, podbudowuje te hipoteze (65).

Zsekwencjonowano 7SL cDNA cziowieka, uzyskany na matrycy ludz-
kiego 7SL RNA poliadenylowanego in vitro. Zsyntetyzowany cDNA za-
wierat trzy charakterystyczne regiony: 90 pz od konica 5' i 50 pz od konca
5' wykazywaty bliskg homologie z drugg czescig dimeru Alul, czyli z mo-
nomerem blizszym konca 3’ (65). Natomiast centralna cze$¢ czasteczki
cDNA nie wykazywata homologii z sekwencjg Alul, cho¢ istniato podo-
bieAstwo w wysokiej zawartosci par GC. Poza tym na granicy centralnej
sekwencji i sekwencji blizej konca 5" i 3' homologicznymi do drugiego
monomeru Alul znajdujg sie sekwencje ,,direct repeat” o diugosci 6 pz.
Sformutowano dwie hipotezy powstawania takiej struktury:

1. 7SL RNA pochodzi z typowego dimeru Alul, w ktérym regiony
0 dtugosci 100 pz na koncu 5' i 50 pz na koncu 3' czasteczki byty silnie
konserwatywne, podczas gdy centralna cze$¢ sekwencji ulegta istotnym
zmianom. Fakt, ze 7SL RNA ma te samg dtugos$¢ co dimer Alul, mogtby
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podtrzymywac te hipoteze. Wysoka zawarto$¢ GC w DNA Alul (65°/0) zo-
stata zachowana w zmutowanej, centralnej czesci 7SL RNA w 62°/o.

2. Struktura 7SL RNA jest nastepstwem insercji sekwencji niepodob-
nej do Alul. Przemawia za tym obecno$¢ dwéch krotkich sekwencji ,direct
repeat” w 7SL RNA, w miejscu tgczenia miedzy sekwencjg centralng
a bocznymi. Z przedstawionych danych trudno jednak spekulowa¢ o me-
chanizmie insercji. Sekwencje ,direct terminal repeat”, sgsiadujgce z roz-
proszonymi sekwencjami powtérzonymi, byty opisane dla sekwencji Alul
(67, 68, 69, 70), dla niektdrych pseudogené6w mRNA (31) oraz dla pseudo-
genu histonu H4 w Notophthalamus viridescens (71). Obecnie wykazano
wystepowanie sekwencji ,,direct repeat” sgsiadujgcych z pewng liczbg ta-
kich wtrgconych sekwencji, co w dalszym ciggu podbudowuje hipoteze,
ze rozprzestrzenianie sie sekwencji DNA mogto by¢ spowodowane rucho-
mym charakterem tych sekwencji (31, 66). Réwniez 7S RNA z watrobiaka
Novikoffa jest pokrewny z ludzkimi sekwencjami Alul. Geny 7S RNA
z watrobiaka Novikoffa sg rowniez bogate w GC (63%). Natomiast nie
stwierdzono w obrebie 7S RNA dtugich, powtarzalnych sekwencji lub
sekwencji ,inverted repeat”. Najdtuzsza sekwencja ,,inverted repeat”
GCCAG wystepowata na konicu 5 w pozycji 26-30 i na koricu 3' w pozycji
281-285. Stwierdzono tam rdwniez krotkie sekwencje G4, G5 C4, A4, jed-
nak ich znaczenie nie jest znane. Regiony 7S homologiczne do Alul byty
odporne na trawienie nukleazami Sl i TIl. 90-nukleotydowy koniec 5'
7S RNA byt w 70% homologiczny do sekwencji Alul, jak roéwniez
45-nukleotydowy koniec 3' byt homologiczny do Alul. Ze wzgledu na to,
ze druga potowa 300-nukleotydowej sekwencji Alul jest przyblizonym po-
wtdérzeniem konca 5' sekwencji Alul, jedna czasteczka Alul mogtaby teo-
retycznie hybrydyzowaé¢ z dwoma czasteczkami 7S RNA. Nie jest jednak
wiadomo, czy tego typu interakcje maja fizjologiczne znaczenie (72).

Stwierdzono réwniez pokrewienistwo 4.5S RNA chomika chinskiego
z sekwencjami Alul chomika. 4.5S RNA chomika zawierat 96-nukleotydo-
wy region na koncu 3'w 65% homologiczny do ekwiwalentow Alul gry-
zoni oraz 50-nukleotydowg sekwencje na koncu 3, w ktorej wykazano
88% homologii do ekwiwalentéw Alul gryzoni. Stad 4.5S DNA moze by¢
uwazany za element rodziny Alul, mimo pewnych r6znic w sekwencji.
Przypuszczalnie dlatego wtasnie 4.5S RNA hybrydyzuje z hnRNA zawie-
rajacym sekwencje Alul (36, 70, 73). Inni autorzy stwierdzili, ze 4.5S RNA
wystepujacy u gryzoni byt homologiczny do 120-nukleotydowego konica 5'
monomeru Alul (66, 70, 74) jak réwniez, ze 4.5S RNA byt homologiczny
do sekwencji Alul szczura (36).

VII. Rozmieszczenie genéw snRNA w genomach ssakow

Jedng z charakterystycznych cech genéw snRNA jest ich rozproszenie
w genomie (20, 33). Przyktadowo kazdy z 15 klondw mysiego DNA zawie-

5 Postepy Biochemii 1—2/84
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rat tylko jedng sekwencje kodujgcg Ul snRNA. Podobny wynik uzyskano
w przypadku genéw Ul snRNA kurczecia (12), cztowieka (20) i U2 snRNA
cztowieka (75) oraz ludzkiego i mysiego U6 snRNA (17, 30). Réwnoczesnie,
zaden z uzyskanych klonéw nie hybrydyzowat z pozostatymi snRNA (13).
Identyczny wynik uzyskano w przypadku siedmiu klonéw HSD DNA ko-
moérek HelLa (22) zawierajacych loci Ul snRNA oraz w przypadku genéw
D2 (U3) snRNA Dictyostelium (10). Z nowszych badaA wynika, ze reguta
nietandemowego rozmieszczenia genow snRNA nie jest bezwzgledna.
Mianowicie stwierdzono hybrydyzacje sond Ul i U2 snRNA z tym samym
klonem DNA szczura (76). Zblizone wyniki uzyskano stosujac hybrydy-
zacje 7S cDNA z fragmentami restrykcyjnymi DNA myszy, szczura, ptaka
i komorek Hela. Stwierdzono, ze geny 7S sg prawdopodobnie réwniez
utozone w tandemy. Wykazano, ze tandemy mialy jednak charakter roz-
proszony, przynajmniej w genomie myszy.

Stwierdzono, ze geny snRNA linii komérek chifiskiego chomika i linii
komoérek kangura wystepowaty odpowiednio w dwoch i w trzech najwiek-
szych chromosomach (77). Stosujagc hybrydyzacje in situ U2, U3, U4 i U6
snRNA znakowanych &) ze S$liniankowymi chromosomami Drosophila
wykazano, ze poszczeg6lne snRNA hybrydyzowaty z odrebnymi regiona-
mi genomu (11).

VIIIl. Uwagi konicowe

Mimo, Ze wiedza na temat struktury i organizacji genéw SnRNA
znacznie sie poszerzyta, nadal dotyczy ona przede wszystkim Ul snRNA.
Jest to zrozumiate, gdyz zainteresowanie tym snRNA byto juz wcze$niej
bardzo duze, ze wzgledu na prawdopodobny udzial w dojrzewaniu
pre-mRNA. Mozna oczekiwaé, ze w niedalekiej przyszto$ci zostanie bar-
dziej precyzyjnie okres$lona jednostka transkrypcyjna snRNA. Interesu-
jace bytoby rowniez wykazanie, czy jednostki transkrypcyjne serii
U snRNA sg zbudowane wedtug jednego schematu. Jezeli bytoby tak rze-
czywiscie, moznaby spekulowaé o istnieniu nadrzednego mechanizmu
regulujacego transkrypcje snRNA zaangazowanych w pokrewnych proce-
sach metabolicznych.

Zaakceptowano do druku 25.09.1983 T.
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Dynamiczne aspekty struktury czgsteczki drozdzowego tRNAFH®e

Dynamic Aspects of the Structure of the Yeast tRNAFe Molecule
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Celem tego opracowania jest préba udzielenia odpowiedzi na pytanie
w jakim stopniu sity utrzymujgce statyczng strukture czgsteczki drozdzo-
wego tRNAPe w krysztale, wptywajg na strukture czasteczki i jej dyna-
mike w roztworze. W zwigzku z tym, strukture czasteczki w krysztale
dyskutowano nie w konteks$cie prezentacji poszczeg6lnych fragmentow
strukturalnych czasteczki, charakteru i funkcji jednostkowych oddziaty-
wan, a raczej w kontek$cie poszczegllnych rodzajéw oddziatywan we-
wnatrz- i miedzyczasteczkowych. Dyskusje struktury drozdzowego
tRNAPRe w roztworze oparto na informacjach, ktérych dostarczajg tech-
niki NMR i chemicznej modyfikacji, pozwalajgce wnika¢ w szereg detali
struktury przestrzennej czasteczki jednocze$nie, stwarzajgc tym samym
mozliwo$ci monitorowania struktury catej czasteczki.

I. Struktura drozdzowego tRNAHe w Kkrysztale

Czasteczka transferowego kwasu rybonukleinowego z drozdzy, specy-
ficznego dla fenyloalaniny (tRNApe ), ztozona jest z 76 nukleotydéw. Ich
uszeregowanie w tancuchu polinukleotydowym (struktura pierwszorzedo-
wa) okreSlone zostato przez Raj Bhandary’ego i wsp. (1) w 1968
roku i byto ono zgodne ze wspdlnym dla ogromnej wiekszosci dotychczas

«
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ramie 30 G « msC 40
cé¢ « t~*
uGm *
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Ryc. 1. Pierwszorzedowa struktura tRNA z drozdzy przedstawiona w postaci
liscia koniczyny.
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poznanych sekwencji tRNA diagramem liscia koniczyny zaproponowanym
po raz pierwszy przez Holley’a i wsp. (2). Ten dwuwymiarowy sche-
mat drugorzedowej struktury czasteczki drozdzowego tRNAphe przedsta-
wiony na Ryc. 1 wynika ze zdolnos$ci tworzenia sie wewnatrzczasteczko-
wych par zasad wedtug regut Watsona-Cricka.

Pierwsze wyniki badah struktury przestrzennej (trzeciorzedowej) cza-
steczki drozdzowego tRNAphe w krysztale przedstawili Rich, Kim
i wsp. (3) oraz K 1ug iwsp. (4 w 1974 roku. Podana przez nich struktura
réznita sie zasadniczo od proponowanych wczes$niej przestrzennych modeli
czasteczki tRNA (5). Po kolejnych uscisleniach struktury formy ortorom-
bowej krysztatu (6—12), a pdézniej i jednoskos$nej (13—18), w roku 1978
przedstawione zostaly cztery modele czasteczki drozdzowego tRNAPre .
Modele te skonstruowane zostaty na podstawie analizy rentgenostruktu-
ralnej, przeprowadzonej przez cztery grupy badawcze:

rozdziel- wspotcz. forma

czos¢ rozbiezn. krysztatu
A. Rich iwsp. (8) MIT *» 25 A 0,20 ortorombowa
S.H. Kim iwsp. (12) DUK* 27 A 0,198 ortorombowa
A. Klug i wsp. (16) MRC¥*) 25 A 0,21 jednoskosna
M. Sundaralingam 25 A 0,276 jednoskos$na

i wsp. (18) MSN *

Okazato sig, ze pomimo niewielkich réznic (mogacych by¢ wynikiem
réznego sposobu upakowania czasteczek w krysztale, badZz réznego spo-
sobu interpretowania map gestosci elektronowej) rozwigzane struktury
sg zasadniczo zgodne.

Czasteczka drozdzowego tRNAphe w Kkrysztale, ma ogolny ksztatt
litery ,L”.

Drugorzedowa struktura liscia koniczyny zwinieta jest w taki sposoéb,
ze ramiona akceptorowe oraz T\pC tworza jedno ramie litery ,L”, a drugie
jej ramie utworzone jest z ramion D i antykodonowego. Dtugo$é kazdego
z ramion wynosi ok. 60A , srednica ok. 20 A, a odlegto$¢ przeciwlegtych
koncow litery ,L” ok. 80 A. Ramiona majg strukture prawoskretnego po-
dwojnego heliksu. Kat miedzy osiami ramion akceptorowego i TipC wy-
nosi ok. 15°, miedzy osiami ramion D i antykodonowego ok. 25° a miedzy
dwoma ramionami litery ,,L” wynosi ok. 90°. Helikalne regiony ramion
akceptorowego, TtpC i antykodonowego sa bardzo podobne do typowej
formy RNA-A (11 zasad/skret), natomiast odbiega od tej struktury heliks
ramienia D (10 zasad/skret) i antykodonu (7—8 zasad/skret). Ponadto

*) MIT — Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, USA
DUK — Duke University, Durham, North Carolina, USA
MRC — Medical Research Cuncil, Cambridge, W. Brytania
MSN — University of Wisconsin, Madison, USA
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U-zwrot

Ryc. 2. Schemat struktury trzeciorzedowej tRNApe z drozdzy (19).

pary zasad nachylone sg wzgledem osi podwojnego heliksu pod katem ok.
20° i odsuniete od niego na zewnatrz, co w konsekwencji powoduje, ze
tzw. gteboka bruzda, charakterystyczna dla podwdjnego heliksu RNA jest
w tRNA wyjagtkowo gteboka, a tzw. waska bruzda wyjatkowo ptytka.

Na przedstawione na Ryc. 2 przestrzenne uksztattowanie sie czgsteczki
drozdzowego tRNAPe wplywa szereg wewnatrz- i miedzyczgsteczkowych
oddziatywan. W niniejszym opracowaniu przedstawione beda gtéwne wy-
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mienione nizej oddziatywania oraz przedyskutowana zostanie ich rola
w organizacji i stabilizacji struktury czasteczki tRNAphe .
Oddziatywania wewnatrzczasteczkowe:
— wigzania wodorowe
— asocjacja warstwowa zasad
— energia konformacyjna czasteczki
Oddziatywania miedzyczasteczkowe:
— oddziatywania z jonami metali, poliaminami
— oddziatywania miedzy czasteczkami tRNA

1-1. Wigzania wodorowe

Na specyficzne, przestrzenne uksztaltowanie sie czasteczki drozdzo-
wego tRNAphe w krysztale, w sposéb zasadniczy, jak mozna sadzi¢, wpty-
wa ztozony system wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. O pod-
stawowej roli wigzan wodorowych w strukturze czgsteczki decyduje ich
wysoka specyficznos¢ oraz powszechnos$é wystepowania, choé pod wzgle-
dem energetycznym oddziatywania te sg stabsze od oddziatywan typu
asocjacji warstwowej pomiedzy zasadami. Wigzania wodorowe odpowie-
dzialne sg za tworzenie par zasad typu Watsona-Cricka wszystkie pary
w regionach podwdjnego heliksu za wyjatkiem pary G4 — U69, niekla-
sycznych oddziatywan typu zasada-zasada (np. pary zasad trans W-C),
odwrotne oddziatywania typu Hoogstenna, ,tryplety zasad” oraz oddziaty-
wan zasada-tancuch i tancuch-tancuch. Kazdemu z tych oddziatywah przy-
pisa¢c mozna role strukturalng: badZz w stabilizacji systemu asocjacji war-
stwowej zasad, tworzeniu i stabilizacji ostrych skretéw tafcucha cukrowo-
fosforanowego, badZ stabilizacji oddziatywan pomiedzy petlami i w ich
obrebie (Tabela 1).

Jednakze precyzyjna lokalizacja wigzan wodorowych w strukturze
krystalicznej czasteczki drozdzowego tRNAphe nie jest aktualnie mozliwa.
Pozycje atomow wodoru nie moga by¢é bowiem wyznaczone metodg dy-
frakcji promieni rentgenowskich w sposéb bezpos$redni. O obecnosci wig-
zan wodorowych w czasteczce wnioskuje sie na podstawie odlegtosci i ka-
tbw miedzy atomami potencjalnego donora i akceptora oraz atomow,
z ktdrymi sa one kowalencyjnie zwigzane. Na przyktad K 1u g i wsp. (14)
wyznaczyli 193 potencjalne wigzania wodorowe w formie jednoskos$nej
krysztatu drozdzowego tRNAphe , z ktérych 54 to wigzania wodorowe typu
zasada-zasada w helikalnych regionach ramion czasteczki, a pozostate to
trzeciorzedowe wigzania wodorowe typu zasada-zasada, zasada-tarcuch,
tancuch-tancuch (14).

Kryteria wskazujace na obecno$¢ wigzan wodorowych w badanej cza-
steczce przyjmowane sg dos$¢ arbitralnie ze wzgledu na trudno$¢ doktad-
nego wyznaczenia potozen niektérych atoméw (btgd w wyznaczonych
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Ryc. 3. Wigzania wodorowe typu zasada-zasada wystepujace w czgsteczce drozdzo-
wego tRNApe : a—c) pary zasad w trzonach ramion (tzw. ,drugorzedowe”),
d—k) pary zasad utrzymujace przestrzenng strukture czasteczki (tzw. ,trzecio-

rzedowe”).

potozeniach atomoéw siega¢ moze okoto 0.3 A (16)), co wynika miedzy in-
nymi z r6znego stopnia uporzgdkowania poszczeg6lnych fragmentéw czg-
steczki tRNA. Jak mozna sgdzi¢, stanowi to jedng z przyczyn pewnych
rozbieznosci w wyznaczaniu wigzan wodorowych typu zasada-tancuch
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i taficuch-tancuch na podstawie przedstawionych wyzej czterech modeli
czasteczki w krysztale. Natomiast identyczny jest, tatwiejszy do wyzna-
czenia dzieki regutom komplementarno$ci zasad, system drugo- i trzecio-
rzedowych oddziatywan typu zasada-zasada.

W niniejszym opracowaniu przedstawiono zestawienie ,trzeciorzedo-
wych” wigzan wodorowych wszystkich typow, formy ortorombowej (MIT,
DUK) i jednosko$nej (MRC, MSN) krysztatu drozdzowego tRNApre (Ta-
bela 1). Podkresli¢ nalezy, ze autorzy wszystkich czterech modeli czastecz-
ki tRNAphe zakladajg — pomimo pewnych réznic — podobny uktad wig-
zan wodorowych. Z uwagi na wspomniane wyzej niejednoznacznosci
i btedy, ktérymi obarczone sg dlugosci oraz geometria wyznaczonych wia-
zan wodorowych, zrezygnowano w tym miejscu z poréwnywania energii
poszczegdlnych oddziatywanh trzeciorzedowych, w ktére uwiktana jest
rézna ilo$¢ jednostkowych wigzan wodorowych o réznych diugosciach
i geometrii. Jednakze niewatpliwie energia poszczegOlnych oddziatywan
jest rézna, co przynajmniej w czesci odpowiedzialne jest za zréznicowana,
jak sie wydaje, dynamike konformacyjng poszczeg6lnych regionéw struk-
tury tRNA w roztworze.

1-2. Asocjacja warstwowa zasad

Oddziatywania typu asocjacji warstwowej zasad, stanowiace istotng
ceche charakterystyczng kwasow nukleinowych, moga by¢ w gtéwnej
mierze odpowiedzialne za uprzywilejowane tworzenie struktur prawo-
skretnych, jak stwierdzili Yathindra i Sundaralingam (20),
analizujgc mozliwosci tworzenia sie réznych typdw helikalnych struktur
polinukleotydéw. RAwniez w strukturze czasteczki drozdzowego tRNApe
asocjacja warstwowa zasad purynowych i pirymidynowych posiada bar-
dzo istotne znaczenie, o czym mozna przekona¢ sie analizujgc schemat
tych oddziatywan przedstawiony na Ryc. 4.

Pomimo, ze tylko 55% zasad czasteczki znajduje sie w regionach po-
dwojnie helikalnych ramion, wszystkie oprocz pieciu zasad D16, D 17, G20,
U47 oraz AT76, uczestniczg w oddziatywaniach typu asocjacji warstwowej.
Asocjacyjna struktura czgsteczki tRNA zorganizowana jest w dwa obszary
oddziatywan. Obszar asocjacji poziomej obejmuje trzony ramion akcepto-
rowego i T\pC, dwie zasady petli D (G18, G19) oraz wszystkie, oprocz
dwoch zasad (C60, U59) z petli TAC. Pionowy cigg oddziatywan obejmuje
dwie zasady petli TipC (C60, U59), zasady ramienia D wraz z parg zwiaza-
nych wodorowo zasad miG26—A44 niejako ,,przenoszacych” oddziatywa-
nia typu asocjacji warstwowej z ramienia D wzdtuz antykodonowego, az
do trypletu antykodonu.

Stopien organizacji oddziatywan typu asocjacji warstwowej zasad
wzdtuz tancucha polinukleotydowego w czgsteczce drozdzowego tRNAPe
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Ryc. 4. Schemat oddziatywan asocjacji warstwowej w tRNAPe z drozdzy: a) od-
dziatywania asocjacji warstwowej, b) stabe oddziatywania asocjacji warstwowej (21).

przedstawiony zostat (22) za pomocg trzech oddzielnych parametréw: kata
A utworzonego przez proste prostopadte do ptaszczyzn sasiadujgcych za-
sad, $redniej odlegtosci (Z) miedzy ptaszczyznami kolejnych zasad w tan-
cuchu oraz S$redniej odlegtosci (D) pomiedzy atomami sasiadujgcych
w tancuchu zasad. Wiekszo$¢ sposrod oddziatywujgcych zasad (168 z 225
mozliwych jednostek dimerycznych z trzech modeli czasteczki MRC, MSN
i DUK, co stanowi 75%), przybiera charakterystyczne dla oddziatywan
tego typu réwnolegte utozenie ptaszczyzn oddzialywujgcych zasad, gdzie
kat A< 45°, 230" (Z)<40Ai45< (D)< 55A.

W niektérych przypadkach rownolegte ptaszczyzny zasad oddalone sg
na odlegto$¢ wieksza: (Z) ~6 A i (D)~7,5 A, tworzagc w ten sposdb
»interkalacyjng luke” w systemie oddziatywah asocjacyjnych (mozliwe
jest wsuniecie pomiedzy dwie sgsiadujgce w tancuchu zasady, zasady trze-
°iej — ,interkalujgcej”). Ponadto, ws$rdod sasiadujagcych w tancuchu par
zasad niezwigzanych oddziatywaniami typu asocjacyjnego, wyrézniono

6 Postepy Biochemii 1—2/84
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pary ,zgiete”, gdy A = 90x45° i ,zwrotne” (ang. ,,reversals”), gdy Kkat
zgiecia ma warto$¢ wieksza: 135°. W parach ,,zwrotnych” ptaszczyzny
zasad sg rownolegte, lecz usytuowane w sposéb niepozwalajgcy na ich na-
krywanie sie warunkujace wystepowanie oddziatywan typu asocjacyjnego.

Zrbéznicowane utozenie poszczegblnych zasad wzdtuz tancucha cukrowo-
fosforanowego zwigzane jest przynajmniej w czesci z rézna, w zaleznosci
od rodzaju zasady, energig oddziatywan typu asocjacji warstwowej. Ener-
gia oddziatywan w parach oddziatywujacych zasad maleje w kolejnosci:
puryna-puryna, puryna-pirymidyna, pirymidyna-pirymidyna (23). Spo-
$réd czterech podstawowych zasad najstabszym skitadnikiem oddziatywan
typu asocjacji warstwowej jest reszta uracylu (24—25). Wiasnie w miejscu
reszt uracylu w tadcuchu polinukleotydowym dochodzi najczesciej do
przerwania ciggtego systemu asocjacji warstwowej zasad: w czasteczce
tRNA objawia sie to poprzez gwaltowne zmiany kierunku tancucha cu-
krowofosforanowego czgsteczki okresSlane jako tzw. zwroty U (Ryc. 2).

Wysoko uporzagdkowany system asocjacji warstwowej zasad puryno-
wych i pirymidynowych w czasteczce drozdzowego tRNAPe pozwala
przypuszczaé, ze ta cecha struktury czasteczki zachowana jest rdwniez
w czasteczkach innych tRNA nalezgcych do tej samej klasy, pomimo réz-
nego systemu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Sformuto-
wane zostato interesujgce przypuszczenie (26), ze zmiany w liczbie nukleo-
tydow w zmiennych regionach petli D oraz zmienna diugo$¢ petli dodat-
kowej, w réznych czasteczkach tRNA moga powodowac jedynie pewne
~Wybrzuszenia” lub ,,kompresje” w odpowiednich fragmentach pozwala-
jac na zachowanie systemu oddziatywan asocjacji warstwowej zasad, bar-
dzo zblizonego do istniejagcego w czasteczce drozdzowego tRNAphe (26).
Znalazto to potwierdzenie w analizie struktury w krysztale tRNAJ*6*
z E. coli (27) oraz tRNAAsp z drozdzy (28).

Asocjacja warstwowa zasad purynowych i pirymidynowych stanowi,
jak mozna sadzi¢, najwazniejszy pod wzgledem energetycznym czynnik
stabilizujgcy przestrzenng strukture czasteczki drozdzowego tRNAphc
w krysztale. Regiony, w ktérych system oddziatywan typu asocjacji war-
stwowej zostaje ostabiony lub przerwany sa najprawdopodobniej regiona-
mi najbardziej podatnymi na zmiany konformacyjne w czasteczce tRNA
w roztworze (sa najbardziej ,,gietkie”).

1-3. Energia konformacyjna czasteczki

Helikalng konformacje tancucha polinukleotydowego wyznaczajg od-
dzialywania wewnagtrzczgsteczkowe bliskiego zasiegu typu ryboza-ryboza,
ryboza-zasada i fosforan-fosforan, a réwniez oddziatywania okres$lajagce
uprzywilejowane konformacje kazdej jednostki nukleotydowej. Utworzo-
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na struktura stabilizowana jest energetycznie przez oddziatywania typu
asocjacji warstwowej zasad oraz wigzania wodorowe zasada-zasada.
Konformacje tafcucha polinukleotydowego okresla sie, zgodnie z pro-
pozycja Sundaralingama (29) poprzez podanie wartosci siedmiu
katow torsyjnych: x, (p, @ aj/, tp, a/, ® (Ryc. 5). Proponowana przez innych
autorow odmienna symbolika (oraz inne definicje niektérych katéw tor-
syjnych) przedstawiona zostata w opracowaniu przeglagdowym (30).

5 koniec
os' X

zasada : | Cé6Py
C4 | C8Pu
o s (2’:— e NSPu
I |
| e 3 il cr'
| zasada | ug::% o
| 7 jednostka syn
| V\/ ¥ nukleotydowa
| |
|

3 |

LS Sl
w" w’ Q' @" wl ‘!'
0°+120° gauche’ (g*)
120°:240° trans (1)
zessda 240°+360° gauche (g7)
03’
3' koniec

Ryc. 5. Konformacja jednostki nukleotydowej (katy torsyjne wokdét wigzan ozna-
czonych linig przerywang odpowiadaja wg (22) parametrom ,zmiennym”, a linig
ciggtg parametrom ,statym?).

Korzystajagc z wartosci katéw torsyjnych formy jednoskos$nej kryszta-
tu drozdzowego tRNApe (16) Srinivasan i Olson (22) skonstruo-
wali koto konformacyjne przedstawione na Ryc. 6. Przedstawiono w nim
wartosci katéw wokot wigzan glikozydowych (x) oraz szesciu katéow tor-
syjnych okreslajagcych konformacje tancucha (o/oLKpidnl/g)) jako funkcje
sekwencji zasad w czasteczce tRNA.

Prowadzgc identyczng analize innych modeli drozdzowego tRNApe
(11, 18) autorzy (22) zauwazyli, ze chociaz wartosci rozpatrywanych para-
metréw katowych w roznych modelach tRNAPe sa niekiedy do$¢ roz-
biezne, to jednak mozna bez wiekszych trudno$ci wyrdézni¢ dwie ich
zasadnicze Kkategorie: ,state” i ,zmienne”. Zmiany kazdego z tzw. para-

6*
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metrow ,statych” (ptp i x ograniczajg sie do niewielkiej przestrzeni kon-
formacyjnej. W przeciwienstwie do nich, zmiany tzw. parametréw zmien-
nych: o/tmjnp' obejmujg stosunkowo duze obszary przestrzeni konforma-
cyjnej. Najwiekszg zmienno$¢ wykazuje kat w, ktory przybiera wartosci
obejmujace caly zakres réznych konformacji; najmniejsza zmiennos$¢ kata
oj/ ma zwigzek z wystepowaniem dwéch réznych konformacji reszt cukro-
wych: C3'—endo i C2'— endo. Kat torsyjny x przybiera zazwyczaj war-
tosci odpowiadajgce konformacji anti (x; 0—60°) wokot wigzania glikozy-
dowego. Zmiany wartosci x sg sprzezone ze zmianami katéw torsyjnych
g/ i @ (wynoszacych zazwyczaj ok. 210° i ok. 180°). Konformacje reszt cu-
krowych (pierScienia i wigzania C5'—C4") okres$lajg dwa katy torsyjne ajnj/

Ryc. 6. Koto konformacyjne dla modelu MRC czgsteczki drozdzowego tRNApe
(strzatkami oznaczono wartosci katéw, co'— podstawa strzatki, c— grot strzatki
wg (22)).
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i w wiekszosci przypadkéw jest to konformacja g+g+. Ta kombinacja ka-
tow wyznacza pozycje atomu 0 (5) w orientacji ,,gauche” w stosunku do
atomow 0 (1) i C (3") pierscienia reszty cukrowej bedacego w konformacji
C3'—endo.

Duzym odchyleniom od wartosci $redniej katow ojnp' towarzyszg dra-
styczne zmiany katow o i tow regionach petlowych tRNA (Ryc. 6).

Jak wynika z badan Sundaralingama i wsp. (31) konformacja
g~g~ (ca, m— 290°, 290°) jest najtrwalszg konformacjg internukleotydo-
wego wigzania fosfodwuestrowego i wystepuje w regionach podwojnie
helikalnych kwasow nukleinowych. Konformacja tg- (o/, w— 190°, 300°)
jest charakterystyczna dla helikalnych regionéw jednoniciowych, a kon-
formacja tg+ (a/ w— 200°, 60°) sprzyja tworzeniu sie regionow petlowych
w tancuchu polinukleotydowym (31). Rozny zakres zmienno$ci siedmiu
katow torsyjnych, umozliwiajacy ich umowny podziat na ,,state” i ,,zmien-
ne”, ma zwigzek ze zrdéznicowang energig oddzialywan warunkujacych
istnienie okreslonej konformacji fragmentu tafcucha polinukleotydowego.
Parametry ,state” okreslaja bardziej usztywnione elementy tancucha,
parametry ,zmienne” natomiast opisujg stosunkowo stabe energetycznie
oddziatywania, a tym samym zwigzane sg elementami czasteczki tRNA
o wiekszej potencjalnej ruchliwosci. W czasteczce tRNApe jedynie po-
dwojnie helikalne regiony zachowujg najbardziej uprzywilejowang, typo-
wg dla RNA-A konformacje, w ktorej:

X=anti; P=t P=t = (9tg4);  (c0o”) = (9~9~)(32).
Jednakze, wystepujagcy w tRNA specyficzny system silniejszych (anizeli
energia konformacyjna) oddziatywan typu asocjacji warstwowej i wigzan
wodorowych wymusza deformacje tej najbardziej uprzywilejowanej kon-
formacji. Ulegaja jej w mniejszym stopniu katy torsyjne sklasyfikowane
jako ,state”: qgpi x spetniajagce w wiekszosci przypadkow jedynie, jak sie
wydaje, role przekaznika naprezen konformacyjnych manifestujgcych sie
gtownie w duzej zmiennoSci kagtow torsyjnych: coalp i i|/. Parametry o naj-
wiekszej zmienno$ci to katy torsyjne wo/ okresSlajagce konformacje wokot
internukleotydowych wigzan fosfodwuestrowych P-0. Sg one najbardziej

czutym detektorem zmian zachodzgcych w przestrzennej strukturze fan-
cucha polinukleotydowego tRNA.

1-4. Oddziatywania z jonami metali, poliaminami

Utworzenie wzglednie trwatej, zwartej przestrzennie struktury cza-
steczki tRNA mozliwe jest jedynie po zobojetnieniu ujemnych tadunkow
polianionowego tahncucha polinukleotydowego. Zachodzi to w drodze spe-
cyficznego, silnego wigzania koordynacyjnego kationéw, badz w drodze
niespecyficznego, stabego wigzania kationéw (9). W strukturze krystalicz-
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nej czasteczki drozdzowego tRNAPe wyznaczono miejsca specyficznego,
silnego wigzania jondw magnezu, sperminy oraz prawdopodobne miejsca
wigzania niektérych czasteczek wody (wyznaczono réwniez miejsca wig-
zania jondw niektérych metali ciezkich stosowanych w analizie rentgeno-
strukturalnej, w metodzie izomorficznego podstawienia jonéw). W niniej-
szym opracowaniu przedstawiono w postaci zbiorczego zestawienia wyniki
uzyskane w czterech laboratoriach, na podstawie analizy dwdch form
krystalicznych drozdzowego tRNApe (Tab. 2). Ze wzgledu na szereg po-
waznych watpliwos$ci i niejednoznacznos$ci podkre$lanych przez samych
autoré6w pominieto podang przez Rich’a i wsp. (8) oraz Hingerty
i wsp. (16) lokalizacje niektérych czasteczek wody. Podkresli¢ jednak na-
lezy, ze czasteczki wody stanowiag 71% formy ortorombowej i 63% formy
jednoskos$nej krysztatu drozdzowego tRNAphe (33), a wiec ich roli struk-
turotwaérczej nie sposdb w przysztosci omingé.

Zbiezne, wedtug autoréw czterech modeli czgsteczki tRNA, miejsca
wystepowania niektoérych kationdw (Tab. 2) potwierdzajg przedstawione
ponizej przypuszczenia, dotyczace roli, jakg odgrywajag one w tworzeniu
uporzgdkowanej struktury tRNApe (9):

1° Dwa miejsca wigzania jonéw magnezu (Mg 1 i Mg 2) w poblizu
reszt fosforanowych P 19, P 20 i P 21 majg zarbwno wewnatrz- jak
i miedzyczasteczkowe znaczenie stabilizujgce strukture tRNA. Stabilizuja
ostry skret tafcucha cukrowofosforanowego petli dwuhydrourydyny oraz
upakowanie czasteczek tRNA wokot dwukrotnej osi Srubowej w formie
ortorombowej i jednoskos$nej krysztatu.

2° Kation magnezu Mg 3 neutralizuje tadunki ujemne grup fosfora-
nowych zwigzane z utworzeniem bardzo ostrego skretu fancucha poli-
nukleotydowego w obrebie U8-A12.

3° Konformacja antykodonu stabilizowana jest poprzez wigzanie ka-
tionu Mg2+ krysztat ortorombowy, badz silne wigzanie czasteczki wody 4
(krysztat jednosko$ny) w poblizu Y 37.

4° Dodatnio natadowana czasteczka sperminy potozona w giebokiej
bruzdzie ramion TtyC i antykodonowego powoduje zblizenie dwu przeciw-
legtych krawedzi bruzdy o okoto 3 A. W efekcie nastepuje rozchylenie osi
ramion D i antykodonowego o okoto 25° co moze by¢ jednym z czynnikow
powodujgcych skrecenie pary zasad m2G26-A44, odgrywajacej wazng role
w systemie oddziatywan asocjacji warstwowej w czasteczce tRNAPe (9).

Podsumowujac powiedzie¢ nalezy, ze w czasteczce drozdzowego
tRNAFe tadunki elektrostatyczne moga by¢ neutralizowane badz przez
tadunki punktowe (np. kationy Mg2+) badZz przez tadunki o charakterze
~wWydtuzonym” (np. kationy sperminy). Przypuszczalnie, rola pierwszych

*> wg nowszych ustalen grupy MRC rdéwniez w formie jednoskos$nej krysztatu
znajduje sie kation magnezu Mg2+ zamiast wcze$niej postulowanej czgsteczki wody
(cyt. za Clark (96)).
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polega gtéwnie na stabilizowaniu pewnych fragmentéw czasteczki tRNA
(petle, zwroty). Natomiast poliaminy moga powodowaé zblizanie duzych
czeSci czasteczki wptywajgc istotnie na jej komformacje (9). Rozbiezne
miejsca wystepowania kationéw magnezu i sperminy w modelach MIT,
MRC, DUK i MSN czasteczki drozdzowego tRNApxc (Tab. 2) niekoniecz-
nie wynika¢ muszg z ,rzeczywistych” réznic strukturalnych. Etap lokali-
zacji kationdw i czasteczek wody jest bowiem ostatnim etapem uzgadnia-
nia rezultatow analizy rentgenostrukturalnej z zaproponowanym modelem
czasteczki, pozostawiajgcym autorom pewng swobode interpretacji map
gestosci elektronowej.

1-5. Oddziatlywania miedzy czgsteczkami tRNA

Opracowanie dotyczace struktury przestrzennej drozdzowego tRNAPe
nie bytoby petne bez analizy wptywu oddziatywan miedzyczasteczkowych
tRNA-tRNA na konformacje czasteczki w krysztale. Zagadnienie to po-
rusza Kim i wsp. (12a, b) wyszczegolniajac jedynie miejsca kontaktow
miedzyczasteczkowych w krysztale formy ortorombowej. Znacznie mnigj
precyzyjne informacje dotyczg krysztatu formy jednoskos$nej (18).

W krysztale formy ortorombowej w oddziatywania miedzyczasteczko-
we zaangazowane sg cztery regiony czasteczki tRNA. Pierwszy region
obejmuje petle dwuhydrourydyny sasiadujgcych w sieci krystalicznej
czasteczek: zasady trzech reszt: 17, 19 i 20 jednej czasteczki tRNA od-
dziatywujg z resztami 14, 15 i 16 drugiej i resztg 56 czasteczki trzeciej.
Region ten stabilizowany jest dodatkowo przez dwa hydratowane jony
magnezu (Mgl i Mg2, Tab. 2). Drugi region oddziatywah obejmuje bardzo
niewielkg powierzchnie ramienia TapC jednej i ramienia akceptorowego
drugiej czasteczki tRNA: zlokalizowano wigzanie wodorowe miedzy grupa
hydroksylowg 02' rybozy 5 jednej, a atomem tlenu grupy fosforanowej
reszty 53 drugiej czasteczki tRNA. W trzecim regionie oddziatywan
miedzyczasteczkowych zasada reszty 34 (pierwsza zasada antykodonu)
oddziatywuje warstwowo z analogiczng zasadg drugiej czasteczki tRNA.
Czwarty region obejmuje 3'-kofncowy fragment czgsteczki tRNA. Reszta
76 jednej oddziatywuje z hipermodyfikowang zasada reszty 37 drugiej
czasteczki tRNA. Ponadto reszty 75 i 76 jednej, oddzialywuja z resztami
28, 29 i 43 trzeciej (patrzac wzdtuz osi krystalograficznej) czasteczki tRNA
(12a, b).

W krysztale formy jednoskos$nej (18) w oddziatywania miedzyczastecz-
kowe uwiktane sg tylko trzy regiony czasteczki tRNA. Pierwszy region:
w petli D oddziatywujg reszty 19 i 20 jednej z resztami 16 i 17 drugiej
czasteczki tRNA. Drugi region oddziatywan: miedzy ramieniem T\pC (re-
szty 53 i 54) a aminokwasowym (reszty 5i 6) dwoch sgsiadujacych w sieci
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krystalicznej czgsteczek tRNA. Trzeci region oddziatywan: grupy hydro-
ksylowa 02' reszty 62 jednej i taincuch cukrowofosforanowy petli anty-
kodonu drugiej czasteczki tRNA (18).

Cho¢ w oddziatywaniach tRNA-tRNA w krysztale drozdzowego
tRNApPO nie uczestniczg tak istotne (z punktu widzenia aktualnych po-
gladéw na funkcje tRNA) regiony czgsteczki jak np. w krysztale tRNAAp
(gdzie oddziatywujg wzajemnie komplementarne antykodony sgsiaduja-
cych w sieci czasteczek (28)), to jednak wptywu tych oddziatywan na kon-
formacje czasteczki zaniedba¢ nie mozna. Jak sie wydaje, mogg by¢ one
jednym z powodéw réznic w konformacji czgsteczek tRNA w krysztatach
formy ortorombowej i jednoskos$nej. Rdznice te w sposob prosty i czytelny
przedstawia Srinivasan i Olson w swoim opracowaniu (22).

Rola oddziatywan miedzyczasteczkowych jest zazwyczaj pomijana
przy prébach poréwnywania struktury czasteczki tRNA w Kkrysztale
i w roztworze. Wynika to w gtéwnej mierze z braku wystarczajacej ilosci
informacji (0o odpowiedniej precyzji) pozwalajgcych rozdzieli¢ wplyw
efektow wewnatrz- i miedzyczasteczkowych na konformacje tRNA.

Il. Struktura drozdzowego tRNAHFe w roztworze

N-1. Jadrowy rezonans magnetyczny

Sposréd wielu technik spektroskopowych stosowanych w badaniach
strukturalnych kwaséw nukleinowych w roztworze (m.in. UV, CD, EPR,
fluorescencja), najszerszych i jednoczes$nie najbardziej szczeg6towych in-
formacji na temat konformacji tRNA dostarczajg nisko- i wysokopolowy
rezonans magnetyczny atoméw wodoru H (*H NMR) oraz rezonans magne-
tyczny atomdw fosforu SP ("P NMR) (35—37). W rozdziale tym przedsta-
wione zostang wyniki badan strukturalnych czasteczki drozdzowego
tRNAPe w roztworze za pomocag tych dwdch rodzajow spektroskopii
NMR. Podkresli¢ nalezy, ze jak dotychczas technika NMR nie pozwala na
bezposrednie okreslenie konformacji czasteczki tRNA w roztworze. Otrzy-
mane wyniki poréwnuje sie z wynikami badan tréjwymiarowej struktury
czasteczki w krysztale i na tej podstawie dopiero mozna formutowac
whnioski o strukturze czasteczki w roztworze.

W interpretacji widm NMR i 8P NMR pomocne okazujg sie:

— chemiczna modyfikacja tRNA

— ,topnienie” struktury czasteczki

— efekty paramagnetycznego poszerzenia sygnatow

— analiza fragmentéw czasteczki

— przewidywanie przesunie¢ chemicznych sygnatéw na podstawie ob-
liczonych efektow pragddw pierscieniowych sasiadujgcych w strukturze
zasad.
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Badania prowadzone z wykorzystaniem pierwszych czterech metod do-
starczyty bardzo cennych informacji dotyczacych wystepowania w roz-
tworze szeregu oddziatywan oraz lokalizacji w widmie NMR odpowiada-
jacych im sygnatow. Informacje te dotyczyty jednakze tylko oddziatywan
jednostkowych, nie moéwigc wiele o konformacji czasteczki tRNA jako
catosci. Precyzyjng, catoSciowg korelacje pomiedzy strukturg czasteczki
tRNA w roztworze i w krysztale powinny umozliwi¢ badania prowadzone
ostatnig z wymienionych metod, w ktdrej na podstawie precyzyjnej ana-
lizy struktury w krysztale (odlegtosci i geometrii poszczegélnych par za-
sad lub potozenia poszczeg6lnych atoméw), przewiduje sie przesuniecia
chemiczne sygnatow w widmie NMR czgsteczki w roztworze. Przy zatoze-
niu, ze w roztworze zachowany jest identyczny jak w krysztale uktad od-
dziatywan w czasteczce tRNA: asocjacja warstwowa zasad, wigzania
wodorowe, katy torsyjne, widmo symulowane powinno by¢ zgodne z ob-
serwowanym widmem czasteczki w roztworze.

Widmo protonowego rezonansu magnetycznego OH NMR) tRNA wy-
kazuje kilka oddzielnych grup sygnatéw o r6znych wartosciach przesunie-
cia chemicznego, w zakresie od 0 do 15 ppm w dét pola, wzgledem DSS
(Ryc. 7).

amino,
pierscieniowe C-H
—

ryboza

———

metyl
Pl s} LR

Ryc. 7. Widmo *H NMR czasteczki drozdzowego tRNApe (ztozenie widma wyko-
nanego w D20 (po prawej) i w H2 (po lewej); S— sygnat rezonansowy pojedyn-
czego protonu) (wg (89)).
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I1-1-1. Protonowy rezonans magnetyczny

a. region wysokopolowy widma

Na podstawie wynikéw analizy rentgenostrukturalnej czasteczki droz-
dzowego tRNAPRe w krysztale obliczono (38) wielkosci spodziewanych
efektow przestaniania/odstaniania protonéw grup metylowych i metyle-
nowych przez prady pierScieniowe sasiednich zasad. Wielkosci tych efek-
téw (obliczonych na podstawie struktury czasteczki w krysztale), poréw-
nano z obserwowanymi efektami przestaniania/odstaniania protondw
w wysokopolowym NMR czgsteczki tRNA w roztworze (obserwowany
efekt przestaniania/odstaniania zdefiniowany jako rdznica przesunieé¢ che-
micznych sygnatéw w widmie czasteczki tRNA i odpowiednich mono-
nukleotydéw). Na podstawie réznic w wartosciach efektow obserwowa-
nych i obliczonych wyr6zniono cztery grupy sygnatéw rezonansowych.
Wartosci obliczone i obserwowane dla sygnatow pochodzacych od odpo-
wiednich protonéw zasad: Cm32, Gm34, Y37 (wszystkie cztery sygnaty
grup metylowych) sg zgodne (w zakresie 0,1 ppm). Sugeruje to bardzo
podobng konformacje ramienia i petli antykodonu czgsteczki drozdzowego
tRNApPO w roztworze i w krysztale.

Na podstawie struktury w krysztale ponadto przewidziano dwie rdzne
wartosci przesunie¢ chemicznych dla grup metylowych miG26. Obserwo-
wany w widmie NMR tylko jeden sygnat rezonansowy, wspélny dla
protondw obu tych grup metylowych, swiadczy o zachodzacej w roztwo-
rze szybkiej rotacji wokét wigzania C(2)—N(CH32reszty miG26. Protony
nalezagce do drugiej grupy sygnatow pochodzace od zasad: m2510, m5C49
i D16, D17 sa w roztworze bardziej przestaniane niz przewidujg to obli-
czenia wykonane na podstawie struktury czasteczki drozdzowego tRNAPe
w krysztale. Natomiast w mniejszym niz w krysztale stopniu, przestania-
ne sg sygnaty protonéw zasad m7G46, n"ASS (trzecia grupa sygnatow).

Do grupy czwartej zaliczono obserwowane dwa sygnaty rezonansowe pro-
tonéw T54 (38).

Jednakze, jak stwierdzono w dalszych badaniach, w widmie X NMR
czasteczki drozdzowego tRNApe wykonanym w niskiej temperaturze
i w obecnosci jonow Mg2+ wystepuje tylko jeden sygnat rezonansowy
T54 (Ryc. 8).

W przestrzennej strukturze czasteczki tego tRNA w krysztale, T54 jest
zwigzana wodorowo z n™ASS oraz ta para zasad znajduje sie w systemie
oddziatywan typu asocjacji warstwowej miedzy parg zasad G53—C61,
a Xp55—G18. Ponadto region ten stabilizowany jest przez trzeciorzedowe
oddziatywania miedzy petlami T\pC i dwuhydrourydyny. Po uwolnieniu
petli Tt)C z oddziatywan trzeciorzedowych (podczas topnienia struktury
przestrzennej czasteczki tRNA), prawdopodobnie ulega zmianie ukitad
asocjacji warstwowej T54 z parg zasad G53—C61, co zdaniem autoréw
moze wyjasnia¢ obserwowang multipletowos$¢ sygnatu T54 (39). Analiza



92 J. CIESIOLKA, W. KRZYZOSIAK [22]

Ryc. 8. Widma NMR (270 MHz) czasteczki drozdzowego tRNApt — region wy-
sokopolowy, wykonane w réznych temperaturach (39).

wysokopolowych widm temperaturowych (Ryc. 8) wykazata réwniez, ze
jedna z reszt dwuhydrourydyny — D16 — bierze udziat w oddzialywa-
niach wyzszego rzedu utrzymujacych przestrzenng strukture czasteczki
tRNA. Druga reszta— D17 — nie bierze udziatu w oddziatywaniach tego
typu (39). Obserwacja ta jest zgodna z wcze$niejszymi ustaleniami doty-
czacymi konformacji tego fragmentu czasteczki drozdzowego tRNAP®
w krysztale (16). Pordwnujac ponadto sygnatly rezonansowe Gm34 w wid-
mach temperaturowych tRNAPe wykonanych w obecnosci (39) i w nie-
obecnosci (40) jonow Mg*+ stwierdzono, ze w obecnosci jonow Mg2+ za-
réowno Cm jak i Gm w petli antykodonu uczestniczg w silnych oddziaty-
waniach typu asocjacji warstwowej oraz, ze Mgat+ odgrywa wazng role
w stabilizacji konformacji antykodonu (39).
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b. region niskopolowy widma

Niskopolowy protonowy NMR czgsteczek tRNA umozliwia obserwacje
sygnatéw protonoéw biorgcych udziat w tworzeniu wigzan wodorowych
miedzy komplementarnymi zasadami, czyli tzw. protonéw iminowych
pierscienia heteroaromatycznego (35). Wyniki szeregu wcze$niejszych ba-
dan (widma o niskiej rozdzielczosci) ograniczatly sie zasadniczo do okre-
Slenia liczby drugo- i trzeciorzedowych par zasad w czasteczkach tRNA

1,2,3,27,30,49,51
A
12;
71252  (31)
50
U8, A4
6 8,13, G15, C48
5 ue9
AB CD EF GH 1 K LM
1 l |
-14 -13 -12 PPmM
B
8 6 X 29731 1113 19 30 26 3 15 28
54 5 52 50 10 222 51 49
53 27

86 5 12 52 312953219 126 3 30 49 1528
54

7 1 10 132227
50 51
54 12 26 5 729 11135019532751 3 15 28
U 6 52 31 . 30221 49
-14 -13 -12 ppm

Ryc. 9. Widmo IH NMR (360 MHz) czagsteczki drozdzowego tRNAp* . A: ekspery-
mentalne (42); przypisanie sygnatéw rezonansowych (wg 34)), B: obliczone (42) na
podstawie wspoétrzednych atomoéw w krysztale (wg (10)), C: obliczone (42) na pod-
stawie wspoétrzednych atoméw w krysztale (wg (e)), D: obliczone (43) na podstawie
wspo6trzednych atoméw w krysztale (wg (10)).
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(41). Stwierdzono, ze ogdlna ich liczba w czasteczce drozdzowego tRNAPe
w roztworze odpowiada liczbie drugo- i trzeciorzedowych oddziatywan
zasada-zasada w strukturze czasteczki w krysztale. Obecno$¢ wielu roz-
dzielonych sygnatéw, w zakresie od -11 do -15 ppm wskazywata, ze na
rézne przesuniecia chemiczne protonéw ma wpityw sekwencja zasad i ich
przestrzenne usytuowanie. Badania prowadzone tg technika, po zwieksze-
niu rozdzielczosci widm, powinny wiec dostarczaé szczegotowych infor-
macji o strukturze czasteczki w roztworze. Widmo NMR (region nisko-
polowy) drozdzowego tRNAPe przedstawia Ryc. 9.

Przypisanie obserwowanych sygnatéw rezonansowych, protonom okre-
Slonych par zasad, okazato sie jednak zadaniem trudnym. W obliczeniach
przesunie¢ chemicznych protonéw iminowych pier$cienia w trzonach ra-
mion czasteczki zaktadano poczatkowo (44) geometrie A'-RNA helikalnych
regionéw dwuniciowych czasteczki tRNA (12 zasad/skret). Bardziej wia-
Sciwe okazato sie pOZniej przyjecie geometrii A-RNA (11 zasad/skret), do
ktorej bardziej zblizona jest helikalna struktura czasteczki tRNA w krysz-
tale (45). W obliczeniach skorzystano rowniez bezposrednio z wyznaczo-
nych wspoétrzednych poszczegbélnych atomdéw w czasteczce drozdzowego
tRNAPe w krysztale (42, 43). Na Ryc. 9 przedstawiono zestawienie prze-
sunie¢ chemicznych obliczonych na podstawie analizy rentgenostruktural-
nej i przesunie¢ chemicznych protonéw poszczegélnych par zasad usta-
lonych inng drogg (m.in. na podstawie eksperymentdw selektywnej
chemicznej modyfikacji, badania widm fragmentdw czgsteczki tRNA).
Znaczne rozbieznoSci miedzy przesunieciami obliczonymi, a obserwowa-
nymi (ktérych przypisanie tylko w kilku przypadkach nie jest jedno-
znaczne) wynika¢ mogtyby z réznic konformacyjnych czasteczki drozdzo-
wego tRNAPe w krysztale i w roztworze. Jednak rdwnie prawdopodobne
jest to, ze wynikajg one z potilosciowego charakteru obliczen, podczas
ktérych dokonuje sie pewnych uproszczeh np. dotyczacych relacji pomie-
dzy przesunieciem chemicznym protonu, a efektem pola wywotanym przez
prady pierScieniowe sasiadujagcych zasad (42—43). Innym zr6diem roz-
bieznosci moze by¢ niewystarczajgca precyzja wyznaczenia wspoéirzed-
nych poszczegdlnych atoméw w strukturze krystalicznej: autorzy (42—43)
korzystali ze wspotrzednych, w ktérych potozenia poszczegdlnych atoméw
mogty by¢ obarczone btedem dochodzacym do 0,5 A (6, 10, 14). Te same
efekty, jak mozna sadzi¢, wptywajg na rozhieznosci przesunie¢ obliczo-
nych i obserwowanych w wysokopolowym regionie widma (38).

Szczegdblnie interesujgce, z punktu widzenia zastosowania niskopolo-
wego, protonowego NMR do badania dynamiki konformacyjnej tRNA, sg
sygnaty protondw biorgcych udziat w tworzeniu trzeciorzedowych wigzan
wodorowych typu zasada-zasada. Odpowiedniego przypisania sygnatow
rezonansowych tym protonom dokonano na podstawie m.in. selektywnej
modyfikacji chemicznej zasad (U8—A14 (46—47)) chemicznego usuniecia
m7G46 (m7G46—C22 (48)) paramagnetycznego poszerzenia sygnatow
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(G15—C48 (49)) oraz badania widm fragmentéw czasteczki tRNA z zacho-
wanymi niektérymi drugo- i trzeciorzedowymi wigzaniami wodorowymi
(50—51).

11-1-2. Rezonans magnetyczny atoméw fosforu HP

Najpowszechniej wystepujgcg konformacjg wigzan fosfodwuestrowych
w czgsteczce drozdzowego tRNAPc w krysztale, jest konformacja okre-
$lana jako g-g~. Jednakze konformacja szeregu grup fosforanowych tan-
cucha polinukleotydowego jest odmienna, co manifestuje sie w widmie
8P NMR w postaci szeregu sygnatdw oddzielonych od gtdwnego sygnatu
rezonansowego (36).

39°C
YL AT TP B R M | ;_;gl_u_‘
6 4 2 0 -2 -4 -6 < 0 -4

ppm (H3POa4)

Ryc. 10. Widmo +HIP NMR (40,5 MHz) czagsteczki drozdzowego tRNAPRe (52).

W widmie SP NMR drozdzowego tRNAPe , postepujac w gore pola
(od 3 do -4 ppm w stosunku do sygnatu H3® 04), kolejno wystepujg sygna-
ty dwuestréw fosforanowych o konformacjach: g-t; g_g~; g“g+ (37, 52).
Przesuniecie sygnatu w gore pola nastepuje réwniez w wyniku powstania
wigzania wodorowego z udziatem grupy fosforanowej (37). Wigzania tego
typu sg dos¢ powszechne w strukturze drozdzowego tRNAPe w krysztale.

Z punktu widzenia struktury czasteczki tRNA, posréd sygnatéw rezo-
nansowych mozna wyr6zni¢ sygnaty grup fosforanowych specyficznie
zwinietej petli antykodonu oraz sygnaty grup fosforanowych centralnej
czesci czasteczki tRNA, ktére sg zaangazowane w utrzymywanie jej struk-
tury trzeciorzedowej (37). Proby obliczen przesunie¢ chemicznych sygna-
téw rezonansowych z wykorzystaniem katéow torsyjnych wa/, wyznaczo-
nych w strukturze drozdzowego tRNAPe w krysztale, nie daly jednak
zadawalajacych rezultatow (53). Nie wydaje sie to dziwne wobec podkre-
$lanej wczesniej w opracowaniu, najwiekszej wrazliwosci katéw torsyj-
nych cood na zmiany konformacji czasteczki tRNA. Obserwowane rozbiez-
nosci zwigzane sg tez ze wzglednie niska (jak na potrzeby korelacji ,kry-
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sztat-roztwor”) doktadnoscig z jakg wyznaczono katy torsyjne estréow
fosforanowych w czasteczce drozdzowego tRNAphe w krysztale (53). Jak
wynika z przeprowadzonych obliczen (54) bardzo silny wptyw na przesu-
niecia chemiczne sygnatdw moga wywieraé¢ réwniez naprezenia kata wig-
zania estrowego O-P-O; zmniejszenie tego kata o okoto 10° powoduje prze-
suniecie sygnatu rezonansowego w doét pola az o 20—30 ppm.

Na podstawie badan chemicznie i enzymatycznie zmodyfikowanej cza-
steczki tRNA Hilbers i wsp. (37) wstepnie zidentyfikowali sygnaty
rezonansowe SP w widmie NMR drozdzowego tRNApe . Identyfikacja
sygnatow oraz zaobserwowanie wrazliwos$ci przesunie¢ chemicznych ato-
mow 8P estrow fosforanowych na zmiany estrowych katéw torsyjnych
wg i katdbw wigzan O-P-O, stwarza mozliwosci badania dynamicznej
struktury tej czasteczki w roztworze.

Szeregu interesujgcych informacji dostarczyty widma temperaturowe
8P NMR czasteczki drozdzowego tRNAPe (52). Stwierdzono, ze ,topnie-
nie” struktury petli antykodonu w czasteczce tRNA zachodzi w nizszej
temperaturze niz ,topnienie” jej struktury trzeciorzedowej. Ponadto,
w obecnosci jonébw Mga+ petla antykodonowa moze wystepowaé w nie
mniej niz dwoch réznych konformacjach, ktérych populacja zalezy w du-
zym stopniu od stezenia jondw Mg2+ (52). Wystepowanie petli antykodonu
w czasteczce drozdzowego tRNAPe w roztworze w wiecej niz jednej kon-
formacji, wykazaly tez wczesniejsze badania prowadzone z wykorzysta-
niem innych technik spektroskopowych (55—59).

11-2. Chemiczna modyfikacja

Chemiczna modyfikacja sktadnikéw kwaséw nukleinowych jest meto-
dg szeroko stosowana w badaniach struktury tRNA w roztworze. O jej
upowszechnieniu zadecydowata przede wszystkim zdolno$¢ do wnikania
w detale struktury przestrzennej tRNA przy pomocy stosunkowo pro-
stych narzedzi badawczych jakimi sg zachodzgce w tagodnych warunkach
specyficzne reakcje chemiczne. Wyznaczone reaktywnosci poszczegdlnych
fragmentow czasteczki tRNA (zasad, fosforanéw) z reagentem modyfiku-
jacym, umozliwiaja poréwnanie struktury drozdzowego tRNAPe w roz-
tworze ze strukturg w krysztale na poziomie indywidualnej reszty makro-
czasteczki.

W badaniach zastosowano czynniki modyfikujgce specyficznie wszyst-
kie podstawowe zasady tRNA (Ryc. 11).

Stosowane reagenty modyfikuja zasady w eksponowanych jednonicio-
wych regionach struktury tRNA, a nie modyfikujg zasad uczestniczacych
w tworzeniu wigzan wodorowych. Umozliwito to eksperymentalne po-
twierdzenie obecnosci w roztworze drugorzedowej struktury czasteczki
tRNA (liscia koniczyny), a takze zidentyfikowanie niektérych zasad
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Ryc. 11. Chemiczna reaktywno$¢ zasad w czgsteczce drozdzowego tRNApx :
1 kwas mononadftalowy (63), 2 ketoksal (62), 3 NaBH4 (67), 4 metoksyamina (69),
5 karbodwuimid (69), 6 J2T1C13 (e6).

uczestniczacych w tworzeniu struktury trzeciorzedowej. Stosujgc ketoksal
wykazano (61—62), ze sposrdod reszt guaniny z regionow petlowych tylko
G20 i Gm34 ulegajg reakcji modyfikacji, co jest w petni zgodne z ekspo-
nowanym potozeniem tych reszt w strukturze czasteczki w krysztale. Za-
stosowanie kwasu mononadftalowego do modyfikacji eksponowanych
reszt adeniny wykazato, ze modyfikacji ulegty reszty A35, A36 i A38
w petli antykodonu oraz A76 na koncu 3' czasteczki (63). Interesujace
w tym przypadku wydaje sie zestawienie reaktywnej reszty adeniny A38
i nie ulegajagcej modyfikacji reszty adeniny A73. Obydwie zasady w struk-
turze krystalicznej czasteczki znajdujg sie w przedtuzonym obszarze od-
dziatywan typu asocjacji warstwowej: A38 z trzonu ramienia antykodo-
nowego, A73 z trzonu ramienia akceptorowego. Ponadto A38 bierze udziat
w silnym wigzaniu kationu magnezu w petli antykodonu, ktéry powinien
dodatkowo stabilizowa¢ konformacje tego fragmentu czasteczki. Modyfi-
kacje reszty adeniny A38 mozna wytlumaczyé wystepowaniem w roz-
tworze odmiennej niz w krysztale konformacji petli antykodonu. Jak
wspomniano wczeéniej, na wystepowanie petli antykodonu w roztworze
w wiecej niz jednej konformacji wskazuja wyniki szeregu badan z wy-
korzystaniem technik spektroskopowych (55—59). Jednak nie mozna wy-
kluczy¢, ze efektorem przemiany konformacyjnej petli antykodonu w tym
przypadku moze by¢ modyfikacja reszt adeniny A35 i A36 eksponowa-
nych w strukturze czasteczki, ktéra mogtaby zaburza¢ oddziatywania
istniejagce w petli w ten spos6b, ze reszta adeniny A38 staje sie dostepna
dla kwasu mononadftalowego.

7 Postepy Biochemii 1—2/84
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Na mozliwos¢ zmian strukturalnych tego rodzaju wskazuja badania
Berstena i Kisseleva (64). Zaobserwowali oni, ze w tRNATp ,
zamiana (w wyniku modyfikacji czasteczki za pomocag wodorosiarczynu
sodu) trzech reszt cytozyny z petli antykodonu w reszty uracylu, zmienia
obraz enzymatycznej hydrolizy trzonu ramienia. Tak wiec zmiana sek-
wencji nukleotydowej petli ma wplyw na konformacje trzonu ramienia
antykodonowego. Jak mozna sadzi¢, wielkos¢ efektéw tego rodzaju zaleze¢
bedzie od wielkosci, wprowadzonej w wyniku modyfikacji, zmiany struk-
turalnej. W cytowanym przypadku zmiana ta byta szczegélnie znaczaca:
az trzy reszty cytozyny zamienione zostaty w reszty uracylu tj. w zasady
uczestniczagce w najstabszych sposrod czterech podstawowych zasad od-
dziatywaniach typu asocjacji warstwowej, a oddziatywania te maja
szczegOlne znaczenie dla konformacji czasteczki tRNA. W wyniku reakcji
drozdzowego tRNARe z KJ wobec T1C13 modyfikacji ulegty reszty C74
i C75 w 85% oraz Cm32 w 14% (65—66).

W strukturze krystalicznej czasteczki, reszty C74 i C75 znajdujg sie
w eksponowanym potozeniu na kofAcu dtugiego heliksu utworzonego przez
ramiona aminokwasowe i TipC, natomiast Cm32 z petli antykodonu znaj-
duje sie w systemie oddziatywan asocjacji warstwowej, miedzy trzonem
ramienia antykodonowego i resztg U w pozycji 33. To uwiktanie reszty
Cm32, w potgczeniu z udziatem w oddziatywaniu z kationem magnezu,
moze tlumaczy¢ jej niska, chociaz mierzalng reaktywnos$¢. Reakcja z boro-
wodorkiem sodu prowadzita do modyfikacji D16, D17 oraz Y, nie ulegty
modyfikacji m7G46 i nr*ASS (67—68). Natomiast, gdy modyfikacji poddano
tylko potowe 3' czagsteczki tRNA, stwierdzono peing reaktywnos$é¢ m7G46
i 1X1"58. Rezultaty te potwierdzajg zaangazowanie tych reszt w tworzeniu
struktury trzeciorzedowej w roztworze i sg w petni zgodne z wynikami
badan rentgenostrukturalnych. Rhodes (69) uzyta metoksyamine do
modyfikacji reszt cytozyny oraz karbodwuimidu do modyfikacji ekspono-
wanych reszt guaniny, uracylu i dwuhydrouracylu. Modyfikacji ulegty:
D16, (G18), G20, Cm32, U33, Gm34, U47, C74 i C75. Calkowitg (100%)
modyfikacje reszt cytozyny C74 i C75 uzasadnia ich wystepowanie w eks-
ponowanym, jednoniciowym fragmencie, stanowigcym koniec 3' czastecz-
ki. Stopien modyfikacji zasad petli antykodonu wzrasta w kolejnosci:
Cm32 < U33 <CGm34. W strukturze krystalicznej Cm32, jak juz wspo-
mniano wyzej, oddziatywuje poprzez asocjacje warstwowg z trzonem ra-
mienia antykodonowego z jednej, a resztg uracylu U33 z drugiej strony.
Miedzy reszta U33 a Gm34 nastepuje silny skret taficucha cukrowofosfo-
ranowego, przy czym reszta Gm34 rozpoczyna budowe kompleksu asocja-
cyjnego zasad antykodonu. W zrastajacy stopienn modyfikacji reszt w ko-
lejnosci Cm32, U33 i Gm34, jest wiec zgodny ze wzrostem stopnia
eksponowania tych reszt, stwierdzonym w strukturze krystalicznej. Po-
dobnie catkowita modyfikacja reszty uracylu U47 z petli dodatkowej jest
zgodna z jej silnym przestrzennym eksponowaniem w strukturze czg-
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steczki w krysztale. Sposréd zasad petli D, modyfikacji ulegajg D16, D20
oraz w niewielkim stopniu G18. Reszta dwuhydrouracylu D16 w struktu-
rze drozdzowego tRNAPRe w krysztale, jak wykazali Hingerty i wsp. (16),
bierze udziat w tworzeniu struktury trzeciorzedowej oddziatywujac z re-
sztg cytozyny C60 (D16 N3 — C60 02; Tab. 1). Uwikianie D16 w oddziaty-
wania trzeciorzedowe w strukturze drozdzowego tRNApe w roztworze
potwierdzono (39) technikg NMR, natomiast uleganie przez D16 mody-
fikacji karbodwuiminem potwierdzit réwniez niedawno Fournier
i wsp. (70—71). Stwierdzono ponadto istnienie zaleznosci stopnia modyfi-
kacji reszt D16 i G20 od stezenia jonow Mg2+, co mogtoby sugerowac ich
znaczny wptyw na konformacje tego regionu czasteczki (70—71).

W roku 1980 Peattie i Gilbert przedstawili nowa, opartag na
innych zatozeniach i analityce, metode badania struktury przestrzennej
kwasow nukleinowych, ktorg zastosowali do badania struktury drozdzo-
wego tRNAPe w roztworze (72) (metode zastosowano takze do badania
struktury innych RNA oraz kompleksbw RNA-biatko (73—76)). Metoda
ta stanowi potgczenie chemicznej modyfikacji zasad za pomoca odczynni-
kéw o charakterze alkilujgcym (siarczan dwumetylowy, piroweglan dwu-
etylowy), z zelowg technikg frakcjonowania fragmentdéw RNA. Modyfi-
kacji ulega tylko niewielka cze$¢ (ok. 10/0) czasteczek tRNA, a zmodyfiko-
wane zasady majg znacznie ostabione wigzanie glikozydowe. W wyniku
kolejnych reakcji chemicznych jakimi sg kwasowa hydroliza i reakcja
z aniling (77) nastepuje usuniecie modyfikowanych zasad z fancucha
cukrowofosforanowego RNA i jego przerwanie w miejscach modyfikacji.
Jesli uzyto tRNA znakowany & na koncu 3' lub 5', mozliwa jest szybka
lokalizacja miejsc modyfikacji z wykorzystaniem w analizie techniki poli-
akryloamidowych zeli sekwencyjnych.

Stosujac te metode stwierdzono, ze w czasteczce drozdzowego tRNAPe
modyfikacji ulegty reszty guaniny: GI, G18, G19, G30, Gm34, G45, G65,
G71; reszty cytozyny C74 i C75 oraz ze nie ulegta modyfikacji zadna re-
szta adeniny (72). Oprocz eksponowanej w strukturze krystalicznej reszty
guaniny Gma34, reaguja wiec rowniez reszty biorace udziat w trzeciorzedo-
wych (G18, G19, G45), a nawet i w drugorzedowych (GI, G30, G65, G71)
oddziatywaniach. Fakty te autorzy tlumaczg specyficznoScig siarczanu
dwumetylu, ktory alkiluje reszty guaniny na atomie azotu N—7; w struk-
turze drozdzowego tRNAPe w krysztale, atom ten jest dostepny dla rea-
genta w resztach, ktore ulegty reakcji w roztworze.

Ponadto potwierdzono, ze tRNA w roztworze — podobnie jak i w kry-
sztale — zawiera niektore trzeciorzedowe wigzania wodorowe (G57 —
\Ji55 2' OH i G22 — m7G46). Sposrod reszty cytozyny, modyfikacji ulegty
jedynie C74 i C75. Nie stwierdzono modyfikacji reszt Cm32 i C60, co spo-
wodowane jest prawdopodobnie blokowaniem atoméw azotu N3 tych reszt
(miejsce alkilowania za pomocg siarczanu dwumetylu), przez obecne
w tych regionach czasteczki (Tabl. 1) kationy Mg8+. Przedstawiona powy-

7%
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zej metoda stanowi nowe, bardzo interesujace podejscie z punktu wi-
dzenia zatozen: statystycznej reakcji ulega bardzo niewielki procent
czasteczek tRNA (do zaniedbania jest wiec potencjalny efekt zmian kon-
formacyjnych wywotanych modyfikacjg), a ponadto analiza miejsc mody-
fikacji jest prosta i szybka.

W przedstawionych powyzej badaniach stosowano odczynniki specy-
ficzne dla zasad; uzyskane w tym przypadku informacje dotycza regionéw
petlowych czasteczki, jej koricowego 3' fragmentu oraz niektérych od-
dziatywan trzeciorzedowych.

Natomiast do badania sposobu zwinigcia tancucha cukrowofosforano-
wego w czasteczce drozdzowego tRNARe Vlassov i wsp. (78—79)
zastosowali metode modyfikacji reszt fosforanowych za pomoca etylo-
nitrozomocznika. Podstawowe zasady metody modyfikacji i analizy sg
podobne jak we wcze$niej przedstawionej metodzie modyfikacji zasad
opracowanej przez Peattie i Gilberta. Jednakze w tym przypad-
ku stosowana procedura analityczna umozliwia iloSciowy pomiar stopnia
modyfikacji poszczeg6lnych reszt fosforanowych, co pozwolito autorom
(78—79) na poréwnanie ich reaktywnosci w roztworze oraz sterycznej
dostepnosci dla czastek wody i kationéw sodu (Ryc. 12).

dostepnodci (Na*)

o 10 20 30 40 50 60 70
numer reszty fosforanowej

Ryc. 12. Pordédwnanie chemicznej reaktywnosci reszt fosforanowych w natywnym
drozdzowym tRNApe (A) i obliczonych (81—82) sterycznych dostgpnosci atomoéw
tlenu reszt fosforanowych dla jonéw Na+ (B) i czasteczek wody (C) w krystalicznej
strukturze czgsteczki tRNA (wg (79)).

Steryczne dostepnosci atomow tlenu reszt fosforanowych liczono na
podstawie wspdtrzednych poszczegdlnych atoméw w strukturze krysta-
licznej czasteczki tRNA i odpowiednich promieni van der Waalsa, wedtug
oryginalnej metody opracowanej do badania biatek (80) a zastosowanej
nastepnie (81, 82) dla czasteczki drozdzowego tRNAPxc . Na podstawie
zestawienia przedstawionego na Ryc, 12, autorzy (79) stwierdzajg bardzo
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dobrg zgodno$¢ reaktywnosci poszczegdlnych reszt fosfodwuestrowych

i ich sterycznej dostepnosci w czasteczce drozdzowego tRNAPe w kry-
sztale!

Ryc. 13. tancuch cukrowofosforanowy czasteczki drozdzowego tRNARe A: reszty
fosforanowe o niskiej reaktywnosci wobec etylonitrozomocznika (79), B: fragmenty
tancucha o niskiej sterycznej dostepnosci w strukturze czasteczki w krysztale (81).

Niewielkie ilosciowe r6znice moga by¢ wyjasnione, zdaniem autoréw
(79), niewielkimi r6znicami konformacyjnymi czasteczki tRNA w kryszta-
le i w roztworze.

I11. Uwagi koncowe

Czynniki, ktérych wptyw na konformacje czasteczki w roztworze nie
byt szerzej dyskutowany, to oddziatywania miedzyczgsteczkowe. Do nich
zaliczono oddziatywania tRNA z kationami oraz oddzialywania tRNA—
tRNA. Szczeg6lne znaczenie ma oddziatywanie tRNA z jonami magnezu.
Generalnie przyjmuje sie, ze w roztworze o sile jonowej wiekszej niz
01 M i w niskiej temperaturze (ok. 25°C) tRNAPRe wystepuje w swej
»hatywnej” konformacji, ktéra jest bardzo podobna do struktury krysta-
licznej, pomimo nieobecnos$ci w roztworze jonow Mg2+: jednak przy ni-
skiej sile jonowej obecno$¢ jonéw magnezu jest absolutnie niezbedna dla
stabilizacji struktury (85—86). Szereg badan wskazuje, ze réwniez w roz-
tworze o duzej sile jonowej, dodanie jonéw Mg2+ powoduje dalszg stabili-
zacje, cho¢ nie stwierdzono zasadniczych zmian konformacyjnych czg-
steczki tRNA (87—88). Wiekszos¢ badaczy jest zgodna, ze w czasteczce
tRNA wystepujg miejsca silnego wigzania jonéw magnezu (state wigzania
104—105mol-1) oraz miejsca stabego wigzania (10® mol-1) (89). Liczba wia-
zanych jonow jest r6zna w rdznych czagsteczkach tRNA. Np. tRNAf*1
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z E. coli ma tylko jedno miejsce silnego wigzania jonu magnezu (90),
w czasteczkach innych tRNA stwierdzono obecnos¢ od 4 do 6 miejsc wig-
zania Mg2+ o statych wigzania ok. 10s mol-1 (9). Czasteczki tRNA wigza
ponadto 20—36 jondéw magnezu o0 mniejszej statej powinowactwa (ok.
103 mol-1) (89). Te miejsca wigzanie nie sg specyficzne dla jonéw magne-
zu, moga by¢ bowiem wigzane kationy jednowartosciowe np. sodu lub
kationy poliamin np. sperminy (9).

Poliaminy (spermina, spermidyna czy putrescyna), wystepujace w ko-
markach wielu organizmdéw, znane sg z ich wptywu na przebieg procesu
biosyntezy biatka. Miedzy innymi odbywa sie to poprzez udziat w tworze-
niu uporzagdkowanej struktury tRNA; w strukturze krystalicznej spermina
wigze sie przede wszystkim z grupami fosforanowymi tRNA, ale moze
rowniez wigzac sie z zasadami.

Oddziatywania miedzyczasteczkowe typu tRNA—tRNA w krysztale
dyskutowane byly w rozdziale 1-5 tego opracowania. Stosunkowo duze
stezenie czasteczek tRNA w roztworze, jakie stosuje sie podczas badan za
pomocg roznych technik NMR, moze réwniez by¢ zroédtem zmian konfor-
macyjnych wywotanych przez oddziatywania miedzyczasteczkowe. Jednak
stuszne wydaje sie stwierdzenie, ze rola oddziatywan typu tRNA—tRNA
bedzie w tym przypadku mniejsza niz w strukturze krystalicznej cza-
steczki, podczas gdy w metodzie chemicznej modyfikacji, z uwagi na
znacznie nizsze stezenie tRNA, efekt ten w wiekszosci przypadkéw mozna
zaniedbac.

Z catoksztattu przedstawionych badan wynika, ze gtdwne oddziatywa-
nia w strukturze czasteczki drozdzowego tRNA”I® w krysztale sg zacho-
wane w roztworze. Mowigc o zachowaniu w roztworze oddziatywan typu
asocjacji warstwowej zasad, wigzan wodorowych, nalezy jednak pamietac
o dynamicznym (réwnowagowym) charakterze tych oddziatywan. Badania
dynamicznej struktury tRNA prowadzone byty poczagtkowo metodami
wymiany atomdéw wodoru na tryt i saczenia molekularnego (91) oraz wy-
miany atoméw wodoru na deuter i tH NMR (92).

Szerokie mozliwosci badania dynamicznej, fluktuacyjnej struktury
dwuniciowych kwaséw nukleinowych otwarta technika pulsacyjnego pro-
tonowego NMR zastosowana do badan czgsteczki drozdzowego tRNAPxc
przez Johnstona i Redfielda (93) w 1977 roku. Zaobserwowali
oni, ze state wymiany protonéw iminowych pier$cienia (sygnaty w nisko-
polowym regionie widma NMR) poszczeg6lnych par zasad sg dos¢ zroz-
nicowane, zalezg roéwniez od zmian strukturalnych w czasteczce tRNA
(wywotanych np. czeSciowym rozpleceniem struktury czgsteczki pod wpty-
wem temperatury). Podobne obserwacje w przypadku czasteczki tRNApre
z E. coli poczynili Hurd i Reid (94). Obserwacje te pozwalajg spoj-
rze¢ na strukture czasteczki tRNA jako na dynamiczng, na przemian
otwierajacqg i zamykajgca sie dwuniciowg strukture, o zrdéznicowanej
w poszczeg6lnych regionach czasteczki szybkosci fluktuacji. Jednak pod-
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kresli¢ nalezy, ze zakres tych fluktuacji w przypadku czasteczki tRNA
jest znacznie bardziej ograniczony niz w przypadku dwuniciowych poli-
nukleotydéw (wymiana protondw zachodzi wielokrotnie wolniej (91—95)).
Tego rodzaju badania dynamiki strukturalnej czasteczki tRNA postuza
zapewne lepszemu zrozumieniu zmian konformacyjhych, ktérym ulega
czasteczka tRNA podczas procesu biosyntezy biatka.

Zaakceptowano do druku 17.08.1983 r.
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I. Wstep

W ostatnich latach zgromadzono szereg danych $wiadczacych o asy-
metrycznym rozmieszczeniu sktadnikow w ptaszczyznie poprzecznej bton
plazmatycznych i wewnatrzkomoérkowych. Powstaje zatem pytanie, czy
asymetria strukturalna wynika z asymetrii funkcjonalnej, czy tez moze
odwrotnie, powoduje jag? Procesy transportu jonéw i metabolitdw, prze-
noszenie energii, przekazywanie sygnatdw chemicznych oraz zachodzace
w blonach reakcje enzymatyczne sg ukierunkowane (1, 2). Zalezg one
przede wszystkim od molekularnej struktury i orientacji sktadnikéw bton
w lateralnej i transwersalnej ptaszczyznie dwumolekularnej warstwy lipi-
dowej. Badania polegajgce na lokalizowaniu poszczego6lnych sktadnikéw
bton majg wiec istotne znaczenie w poznaniu i wyjasnieniu szeregu waz-
nych funkcji bton biologicznych.

Przyjmowany powszechnie ptynno-mozaikowy model budowy bton,
zaproponowany przez Singera i Nicolsona (3), opierajgcy sie na
koncepcji dwumolekularnej warstwy lipidowej Gortera i Gren-
d 1a (4), podkreslajac dynamiczng strukture bton, bierze pod uwage asy-
metryczne rozmieszczenie sktadnikédw bton w ich ptaszczyznie poprzecznej.
Podstawowymi sktadnikami bton biologicznych sg biatka, lipidy i weglo-
wodany (wystepujgce jako glikolipidy lub glikoproteidy). Klasyfikujac
biatka btonowe, ze wzgledu na sposob ich umiejscowienia w plaszczyznie
poprzecznej dwumolekularnej warstwy lipidowej, wyr6zniono biatka inte-
gralne i powierzchniowe (1—3, 5—8). Biatka integralne (oddziatywujace
z fosfolipidami) wbudowane sg prostopadle do powierzchni dwumolekular-
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nej warstwy lipidowej tak, ze ich hydrofilowe fragmenty skierowane sg
do fazy wodnej. W przypadku biatek penetrujacych przez catg grubosc
btony (ang. transmembrane proteins) hydrofilowe fragmenty ich czaste-
czek odnajdziemy na obu powierzchniach btony, podczas gdy fragment
hydrofobowy zanurzony jest w fazie lipidowej. Ws$rdd biatek integralnych
wyrozniamy takie, ktorych hydrofilowy fragment jest eksponowany jedy-
nie na strone ekstracytoplazmatyczng (tzw. ektobiatka) oraz takie, ktorych
hydrofilowy fragment znajduje sie jedynie na stronie cytoplazmatycznej
(tzw. endobiatka). Biatka powierzchniowe, luzno zwiazane z btong (np.
przez jony metali tworzace tzw. mostki), oddziatywuja elektrostatycznie
z zewnetrznymi, hydrofilowymi grupami lipidéw i bialek integral-
nych bion.

strona
ekstracytoplazmatyczna
btony

reszty cukrowe —

®

Wt/ 7

N 3
.....A." ‘....._,.' ..
3 !

strona cytoplazmatyczna
btony

Ryc. 1. Rozmieszczenie biatek w btonach biologicznych: 1— Biatka integralne biony
penetrujace przez dwumolekulamgag warstwe lipidowa; hydrofilowe fragmenty cza-
steczki biatka sg eksponowane na obu powierzchniach btony; 2— Biatko integralne
btony, ktérego hydrofilowy fragment jest eksponowany na strone ekstracytoplazma-
tyczng; 3 — Biatko integralne btony, ktérego hydrofilowy fragment jest eksponowany
na strone cytoplazmatyczng; 4 — Biatko powierzchniowe zwigzane z polarnym rejo-
nem biony; 5— Biatko integralne o charakterze hydrofobowym, catkowicie zanurzo-
ne w dwumolekularnej warstwie lipidowej (proteolipid). Pola biate odpowiadajg
hydrofilowemu fragmentowi czasteczki biatka; Pola czarne odpowiadaja hydrofobo-
wemu fragmentowi czasteczki biatka.

Niniejszy artykut omawia kilka wybranych zagadnien dotyczacych
asymetrii bton biologicznych *> przede wszystkim na przyktadzie bion:

*) Szereg informacji na temat asymetrii bton biologicznych mozna réwniez zna-
lez¢é we weczes$niejszym artykule opublikowanym w Postepach Biochemii, tom 23,
str. 523—539, (1977).
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erytrocytdw, endoplazmatycznego retikulum z komoérek watroby i sarko-
plazmatycznego retikulum z mies$ni szybkich. Wobec istniejgcych rozbiez-
nosci na temat rozmieszczenia lipidow w plaszczyznie poprzecznej btony,
zaprezentowano krytyczny przeglad metod najczesciej stosowanych w ba-
daniach asymetrii oraz przedyskutowano sposoby interpretacji otrzyma-
nych wynikéw. Szczeg6towo zajeto sie tez problemem rozmieszczenia
biatek enzymatycznych biorgcych udziat w biosyntezie i degradacji lipi-
déow w bitonach biologicznych, traktujgc te cze$¢ artykutu jako dyskusje
na temat przyczyn istnienia asymetrii lipidow w ptaszczyznie poprzecznej
bton biologicznych.

Il. Tworzenie asymetrii bton w czasie ich biogenezy

Dyfuzja lateralna integralnych biatek btonowych oraz rotacja tych
biatek wzdtuz osi podtuznej czasteczki (tzw. dyfuzja rotacyjna), sg uwa-
runkowane ptynnoscig fazy lipidowej. Biatka bton nie majg natomiast
mozliwosci ruchéw w plaszczyznie poprzecznej btony (9—16). Rozmiesz-
czenie biatek w blonie jest uwarunkowane przez procesy zwigzane z ich
wbudowywaniem w dwumolekularng warstwe lipidowg (1, 2, 17—30). We-
dtug obecnie przyjetych pogladéow biatka bilonowe wbudowywane sa
w dwumolekularng warstwe lipidowg w dwojaki sposob **). Pierwszy
z nich opisano w odniesieniu do szeregu bialek sekrecyjnych i enzyma-
tycznych, w tym takze biatek bton biologicznych. Mechanizm procesu pro-
buje sie ttumaczy¢ za pomocg hipotezy sygnatdw (ang. signal hypothesis).
Zaktada ona jednoczesno$¢ translacji mRNA i syntezy tahAcucha poli-
peptydowego zachodzgcej na zwigzanych z btong rybosomach (model
ko-translacyjny) oraz wbudowywania syntetyzowanego biatka
w dwumolekularng warstwe lipidowa. N-koncowy fragment polipeptydu
przechodzi w czasie syntezy przez dwumolekularng warstwe lipidowa
w hydrofilowym ,tunelu” utworzonym przez btonowe biatka integralne.
Na N-koncu tancucha polipeptydowego znajduje sie fragment hydrofilo-
wy o tadunku dodatnim (zbudowany przewaznie z reszt lizynowych, argi-
ninowych, serynowych, cysteinowych i tyrozynowych), fragment hydro-
fobowy (zbudowany z okoto 10 reszt aminokwaséw) oraz fragment roz-
poznawany przez peptydaze sygnatowg (hydroliza nastepuje przewaznie
pomiedzy dwiema resztami alaninowymi). Wymienione 3 fragmenty tan-
cucha polipeptydowego tworzg tzw. sekwencje sygnatowg. Centrum
aktywne peptydazy sygnatowej znajduje sie na ekstracytoplazmatycznej
stronie btony. Po zakoniczeniu translacji i wbudowaniu biatka odcinana
jest sekwencja sygnatowa oraz zachodzg inne modyfikacje tancucha poli-
peptydowego. W wigzaniu nowosyntetyzowanych biatek z btong wazng

**) Problemowi biosyntezy biatek i ich translokacji przez btony poswiecony zo-
stat artykut E. M. Rakowicz-Szulczynskiej opublikowany w 1981 roku w Postepach
Biochemii w tomie 27, str. 197—215.
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role odgrywajag prawdopodobnie czastki nukleoproteinowe, zbudowane
z tancucha polipeptydowego i kilku tysiecy nukleotydéw RNA, rozpozna-
jace sekwencje sygnatowg (ang. signal recognizing partidles — SRP). We-
dtug hipotezy sygnatéw znajdujg sie one na cytoplazmatycznej stronie
btony, gdzie zachodzi biosynteza biatek. Za umiejscowienie nowosyntety-
zowanych biatek w blonie odpowiadajg biatka integralne wigzace sie
z czgstkami rozpoznajacymi sekwencje sygnatowg i N-kohncowym frag-
mentem syntetyzowanego taficucha polipeptydowego (ang. SRP-receptors).
Hydrofilowy kanat w blonie tworzg przypuszczalnie jeszcze inne biatka
integralne (ang. docking proteins).

Wedtug innej koncepcji (ang. membrane-triggered jolding hypothesis)
biatka blonowe syntetyzowane sa na znajdujacych sie w cytoplazmie
polisomach (model post-translacyjny). Powstajagce rozpusz-
czalne prebiatko (zawierajgce od N-konca sekwencje sygnatowg) jest
transportowane do btony, gdzie hydrofilowy, N-koncowy fragment pre-
biatka przypuszczalnie spontanicznie ,gczy sie” z dwumolekularng war-
stwg lipidowa. W przechodzeniu hydrofobowego fragmentu +fancucha
polipeptydowego poprzez dwumolekularng warstwe lipidowg najprawdo-
podobniej odgrywa role tzw. gradient elektrochemiczny zwiazany z réz-
nicg w tadunku catkowitym (wypadkowym) pomiedzy cytoplazmatyczng
i ekstracytoplazmatyczng strong btony. Sugeruje sie, iz w asocjacji
N-koncowego fragmentu prebiatka z btong uczestnicza kwasne fosfolipi-
dy (31). Po przejsciu prebiatka przez dwumolekularng warstwe lipidowg
peptydaza sygnatowa odcina fragment tancucha polipeptydowego tworzg-
cy sekwencje sygnatowa. W opisany spos6b syntetyzowane sg przypusz-
czalnie i wbudowywane w dwumolekularng warstwe lipidowg niektére
integralne biatka bton mitochondrialnych.

Biatka integralne i powierzchniowe syntetyzowane sa zawsze na stro-
nie cytoplazmatycznej btony. Po wbudowaniu w dwumolekularng war-
stwe lipidowg, kiedy osiggng witasciwg orientacje i konformacje, nie prze-
mieszczajg sie one w poprzek btony. Tym tlumaczy sie utrzymywanie
asymetrii biatek, ktérych orientacja zostaje ustalona w czasie biogenezy
bton. W przypadku biatek méwi sie potocznie o absolutnej asy-
metrii, ktéra dotyczy ich rozmieszczenia w piaszczyznie transwersal-
nej btony.

Btony powierzchniowe charakteryzujg sie asymetrycznym rozmiesz-
czeniem fosfolipidow w plaszczyznie poprzecznej dwumolekularnej war-
stwy lipidowej (w btonach wewnatrzkomérkowych asymetria fosfolipidow
budzi nadal kontrowersje). Asymetria w rozmieszczeniu lipidow w bio-
nach biologicznych polega na rdéznicach ilosciowych (2, 5, 7, 32—39). Syn-
teza lipidow de novo w komorkach bakteryjnych i eukariotycznych zacho-
dzi po cytoplazmatycznej stronie bton (40). Nowosyntetyzowane czasteczki
lipidow bardzo szybko przemieszczajg sie z cytoplazmatycznej warstwy
monomolekularnej do ekstracytoplazmatycznej (okres poHrwania czg-
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Ryc. 2. Sposoby wbudowywania biatek w dwumolekularng warstwe lipidowag: A —
Hipoteza sygnatéw (ang. the signal hypothesis)— model ko-translacyjny; B — Hipo-
teza samotworzenia sie¢ btony (ang. the membrane-triggered folding hypothesis) —
model post-translacyjny: 30S — Lzejsza podjednostka rybosomu; 50S — Ciezsza pod-
jednostka rybosomu; K — Biatko kanatowe; PS — Peptydaza sygnatowa; E— Gra-
dient elektrochemiczny; RP — rozpuszczalne prebiatko; Hydrofilowy fragment cza-
steczki biatka oznaczono linig cienka; Hydrofobowy fragment czagsteczki biatka ozna-
czono za pomocg pustego prostokata; Hydrofobowy fragment sekwencji sygnatowej
oznaczono za pomocg wypetnionego prostokata.

steczki lipidu w cytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej wynosi
kilka minut) (41—48). Proces ten rézni sie zasadniczo od wymiany lipidow
pomiedzy dwiema warstwami monomolekularnymi {jlip—flop). Przypusz-
cza sig, ze w transporcie nowosyntetyzowanych lipidow na ekstracyto-
plazmatyczng strone dwumolekularnej warstwy lipidowej w czasie bio-
genezy bton biorg udziat biatka integralne btony (49—52).

I11. Lokalizacja lipidéw w btonach biologicznych

W badaniach nad rozmieszczeniem lipidow (i biatek) w ptaszczyznie
poprzecznej bton biologicznych poddaje sie analizie: stopieh czystosci
otrzymanych frakcji, poniewaz btony réznych organelli (nawet w tej sa-
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mej komdrce) réznig sie od siebie sktadem chemicznym; orientacje bton
(tzn. ktoéra powierzchnia btony jest eksponowana na zewnatrz); przepusz-
czalno$¢ bton dla zwigzkéw znakujacych i enzyméw hydrolitycznych oraz
zmiany przepuszczalnosci bton w trakcie reakcji znakowania badZz hydro-
lizy; rodzaj wigzan (modyfikacji) pomiedzy czasteczkg znakowang w bito-
nie a zwigzkiem znakujgcym; ruch lipidow pomiedzy dwiema monomole-
kularnymi warstwami btony.

Interpretacja otrzymanych wynikéw odnos$nie rozmieszczenia sktadni-
kéw bton w plaszczyznie poprzecznej dwumolekularnej warstwy lipido-
wej moze by¢ obarczona duzym btedem, jesli nie zostata przeprowadzona
kontrola jednorodnosci badanej populacji pecherzykow pod wzgledem
orientacji btony. W wyniku homogenizacji tkanki, btony plazmatyczne
i wewnatrzkomérkowe ulegajg fragmentacji tworzac niejednorodng po-
pulacje zamknietych pecherzykdéw o réznej wielkosci i réznej orientacji
btony: tzw. pecherzyki prawidlowo zorientowane (ang. right-side-out)
oraz odwrotnie zorientowane (ang. inside-out). Po rozdzieleniu prawidio-
wo i odwrotnie zorientowanych populacji pecherzykdw (obie powierzchnie
btony sg dostepne) w badaniach rozmieszczenia sktadnikéw w ptaszczyznie
poprzecznej dwumolekularnej warstwy lipidowej nie jest konieczne stoso-
wanie metod zaburzajacych strukture btony (53—58).

Szereg metod stosowanych w badaniach rozmieszczenia sktadnikéw na
obu powierzchniach bton biologicznych opiera sie na ich chemicznej mo-
dyfikacji, a nastepnie okres$leniu miejsca i pomiarze stopnia tej modyfi-
kacji. Zwigzki znakujgce skiadniki bton nie powinny w kontrolowanych
warunkach przenika¢ przez dwumolekularng warstwe lipidowg. W przy-
padku zastosowania w tego typu badaniach niskoczasteczkowych zwigz-
kéw modyfikujacych, np. znacznikdw grup tiolowych i aminowych lipidéw
(i biatek), sond fluorescencyjnych, itp., kontrola ich przenikania przez bto-
ne jest warunkiem nieodzownym.

Jednym z waznych czynnikéw, ktére nalezy bra¢ pod uwage interpre-
tujgc wyniki dotyczgce rozmieszczenia sktadnikow bton, jest rozpatrzenie
mozliwos$ci, czy znakowanie sktadnikéw biton biologicznych nie wplywa
na przepuszczalno$¢ badanego systemu btonowego wobec zwigzku znaku-
jacego. O biednej interpretacji wynikéw decyduje réwniez fakt, iz sktad-
niki btony biologicznej, znajdujgce sie na jej stronie wewnetrznej, moga
sta¢ sie dostepne dla zwigzku znakujgcego lub innego czynnika modyfiku-
jacego w wyniku przemieszczenia w plaszczyznie transwersalnej btony.
W przypadku biatek wykazano, ze ruch w ptaszczyznie poprzecznej btony
jest niemozliwy, natomiast lipidy, jak wspomniano, stosunkowo #tatwo
przemieszczaja sie na zasadzie wymiany (flip-jlop) pomiedzy obiema war-
stwami monomolekularnymi. W bilonie erytrocytéw zjawisko to w przy-
padku fosfatydylocholin jest wolne (czas po6ttrwania w monowarstwie
wynosi 4—7 godzin), za§ w mikrosomach izolowanych z komdrek watroby
jest o wiele szybsze i wynosi najwyzej kilkanascie minut (39, 41, 42, 45,

8 Postepy Biochemii 1—2/84
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47, 49, 59, 60). Przemieszczanie lipidow moze ulega¢ zwielokrotnieniu pod
wpltywem zastosowanego zwigzku znakujacego lub hydrolizy przy uzyciu
fosfolipaz (39). Interpretujac wyniki dotyczace rozmieszczenia lipidéw
w btonach biologicznych konieczne jest uwzglednienie takze przeszkod
sterycznych wywotanych np. przez zmiane lokalnego tadunku powierzch-
niowego w czasie reakcji zwigzku znakujacego z czasteczkami lipidow.
Zastosowanie niezaleznie kilku metod lokalizowania sktadnikow w plasz-
czyznie poprzecznej bton jest warunkiem sine qua non otrzymania wyni-
kéw zblizonych do sytuacji in vivo.

I11-1. Nieenzymatyczne i enzymatyczne znakowanie lipidow a uszkodzenia dwu
molekularnej warstwy lipidowej

I11-1.1. Zastosowanie przenikajgcych i nieprzenikajacych przez btony zwigzkéw znakujacych
lipidy

W badaniach rozmieszczenia lipidow w ptaszczyznie poprzecznej btony
czesto stosowane sg zwigzki chemiczne zawierajace chromofor lub znako-
wane izotopowo. Powszechnie w tego typu badaniach uzywane sg zwigzki
reagujace z grupami aminowymi lipidow (i biatek).

Strukture zwigzkéw znakujgcych lipidy i biatka w btonach biologicz-
nych oraz charakterystyczne reakcje podano na Ryc. 3.

Ryc. 3. Czynniki stosowane do znakowania lipidow i biatek w btonach biologicznych:

i
(sos NH
O,N ‘m O,N NO,
+ R-NH, — + HSO;”
NO2 no2
Wzér | — Kwas trojnitrobenzenosulfonowy (TNBS) wigze si¢ z pierwszorzedowy-

mi grupami aminowymi lipidéow i biatek. Przenikanie TNBS-u przez
btone jest zalezne od jego stezenia i od temperatury;

Q r\ ] *? NUR™ ,
’ ~O-P-OCH, R_C-C/ + FOSOCHt
11} I_ r h O. 11} ))
+nh2—R'
Wzér Il — Formylometionylo(sulfono)metylofosforan (FMMP) wigze sie z pierwszo-

rzedowymi grupami aminowymi biatek i lipiddw. Zwigzek nie przenika
przez btone;
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Ci\hz

H
CH3- C- O- (CH2)2—S03— RN~--C-CH j
+:NH,-R NHj
+ HOCHjCHjSOg

Wzér Il — lzotionyloacetoimid (IAl) wigze sie z pierwszorzedowymi grupami ami-
nowymi lipidow i biatek. Zwigzek nie przenika przez btong;

+
NH2

CH3-C -O —CH2-CHs

Wzér IV — Etyloacetoimid (EAIl) wigze si¢ z pierwszorzedowymi grupami amino-
wymi lipidéw i biatek. Zwigzek przenika przez btone;

r-N=C=S—p»REN=C"'+ - » R-N-C’
A J NH H NHR
u+RNH W *
KoM H R
WzérV  — 4-acetoimido-4/-izotiocjano-2,2'-stillbenodwusulfonian (SITS) lub 4,4'-
dwuizotiocjano-2,2,-stillbenodwusulfonian (DIDS) wiazg sie z grupami
aminowymi i tiolowymi oraz resztami tyrozylowymi, histydylowymi

i guanidylowymi biatek. Oba zwigzki nie przenikaja przez btone;
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Wz6r VI — 3,5-dwujodo-4-azydobenzenosulfonian (DIABS) jest zwigzkiem nie-
specyficznym. Pod wptywem UV tworzy nitren, ktéry reaguje z gru-
pami -CH;
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R—NH

OH

COOH

Wz6ér VII — Fluoreskamina reaguje z grupami aminowymi lipidow i biatek. Po re-
akcji z grupg aminowa fluoryzuje. Zwigzek przenika przez bioneg;

h 3c xch,
nN

7z

N
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Wz6ér VIII — Chlorek dansylu jest zwiazkiem rozpuszczalnym w lipidach. Fluoryzuje
w $rodowisku hydrofobowym. Przenika przez bione;

H
‘25I-\/0—0/ — 125/ OH+OH™
H
(éu oH OH
HO- |
& Dy I |
e H e + H*
—Cc— —Cc— —Cc—
H H H
Wzor IX — Jodowanie reszt tyrozylowych biatek katalizowane przez peroksydaze.

W lokalizowaniu aminofosfolipidéw, tj. fosfatydyloetanoloaminy
i fosfatydyloseryny w piaszczyznie poprzecznej bton biologicznych wielo-
krotnie stosowano kwas tréjnitrobenzenosulfonowy (TNBS). Przy pomocy
TNBS wykazano asymetryczne rozmieszczenie aminofosfolipidéow w bto-
nach erytrocytow (61—65), ptytek krwi (66), fibroblastow (67, 68), sarko-
plazmatycznego retikulum (55, 69—73), btonach mitochondrialnych (36),
synaptosoméw (74—76), liposomoéw (77—79) oraz w bionach bakteryjnych
(7, 63, 80—86) i otoczce wirusow (87, 88). Oprocz TNBS stosowano takze
inne zwigzki reagujace z grupami aminowymi lipidéw (i biatek), jak
I-fluoro-2,4-dwunitrobenzen (FDNB) i I,5-dwufluoro-2,4-dwunitrobenzen
(DTNB). Jednakze TNBS ze wzgledu na ujemnie natadowang grupe sulfo-
nowa uznawany jest (przynajmniej w pewnym zakresie temperatur i ste-
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zen) za nieprzenikajacy przez hydrofobowa czes¢ biony, podczas gdy
FDNB i DTNB moga przenika¢ przez dwumolekularng warstwe lipidowg
(63, 64, 72). W szeregu przypadkdw przenikanie to zalezy od temperatury,
w ktorej zachodzi reakcja znakowania, a takze od stezenia uzytego zwigz-
ku. Zauwazono na przyktad, iz TNBS nie przenika przez btone Bacillus
megaterium w 0°C, podczas gdy w 15°C pow”™oli zaczyna przenika¢ przez
dwumolekularng warstwe lipidowg (81) wigzac sie z lipidami i biatkami
wewnetrznej warstwy monomolekularnej. W wielu pracach wskazuje sie
na charakterystyczne dla r6znych bion stezenie graniczne, ponizej ktérego
TNBS jeszcze nie przenika przez btone oraz zalezno$¢ od temperatury re-
akcji (7, 55, 61—88). Niektdrzy autorzy uwazajag, ze TNBS moze byc¢
transportowany na cytoplazmatyczng strone btony erytrocytu przez biatko
przenoszace aniony (biatko pasma 3) (89, 90). Zwigzek ten moze rédwniez
reagowa¢ z wodg w trakcie reakcji znakowania, tworzagc wdwczas kwas
pikrynowy, ktéry powoduje dodatkowag kontaminacje preparatu bton,
a tym samym obniza efektywno$¢ stosowanej metody (37, 91).

Aminofosfolipidy lokalizowano w ptaszczyznie poprzecznej bton erytro-
cytow takze przy pomocy 4-acetoimido-4'-izotiocjanostillbeno-2,2'-dwusul-
fonianu (SITS) (92) i formylometionylo(sulfono)metylofosforanu (FMMP)
(93, 94). Oba wymienione zwiazki nie przenikajg przez btony erytrocytow.
Wykazano, ze aminofosfolipidy w blonie erytrocytow rozmieszczone sg
asymetrycznie i w wiekszym procencie wystepujg w cytoplazmatycznej
warstwie monomolekularnej.

Wiekszo$¢ autoréw stwierdza zgodnie, iz aminofosfolipidy sg rozmiesz-
czone asymetrycznie w plaszczyznie poprzecznej bton powierzchniowych,
tzn., ze wystepujag one w przewazajgcej ilosci w cytoplazmatycznej war-
stwie monomolekularnej bton bakteryjnych (np. Bacillus megaterium) (81)
i bton plazmatycznych: erytrocytow (np. szczura i cztowieka) (61—65),
ptytek krwi (np. Swini) (66), komorek watrobowych (np. szczura) (95).
W otoczce wirusa grypy zaobserwowano réwnomierne rozmieszczenie
aminofosfolipidow (96), podczas gdy w otoczce wirusa VSV fosfatydylo-
etanoloamina wystepuje w wiekszosci w wewnetrznej warstwie mono-
molekularnej (87, 97).

95°/o lipidow otoczki bakteriofaga PM?2 stanowiag fosfatydyloetanolo-
amina i fosfatydyloglicerol. Rozmieszczenie fosfolipidéw w otoczce tego
bakteriofaga zbadano przy uzyciu dwuazosulfonianu (98). Wykazano, ze
fosfatydyloglicerol jest rozmieszczony symetrycznie, za$ fosfatydylo-
etanolamina wystepuje w wewnetrznej warstwie monomolekularnej
otoczki bakteriofaga PM2

Dane dotyczace rozmieszczenia fosfatydyloetanoloaminy w plaszczyz-
nie poprzecznej bton wewngtrzkomdrkowych sag sprzeczne. Na przykiad,
w przypadku bton endoplazmatycznego retikulum z komérek watroby
szczura przy uzyciu TNBS-u stwierdzono, ze fosfatydyloetanoloamina wy-
stepuje w wiekszym procencie w cytoplazmatycznej (35, 36, 99— 101), badz
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w przewazajacej liczhie w ekstracytoplazmatycznej (102—104) warstwie
monomolekularnej. Inni badacze wskazujg natomiast na réwnomierne roz-
mieszczenie fosfatydyloetanoloaminy w obu warstwach monomolekular-
nych bton endoplazmatycznego retikulum (105, 106). W jaki spos6b mozna
wytlumaczy¢ tak duze rozbieznosci otrzymywanych wynikéw, skoro
w kazdym przypadku badano system biton pochodzacych z tego samego
organu, przeprowadzano kontrole integralnosci bton w czasie reakcji
i uwzgledniano orientacje bton otrzymanej populacji pecherzykdéw endo-
plazmatycznego retikulum?! Najprawdopodobniej wigze sie to z szybkim
metabolizmem lipidow (np. synteza ,na eksport”), powodujgcym, iz
w btonach endoplazmatycznego retikulum, w zaleznosci od ich stanu
metabolicznego, dochodzi prawdopodobnie do powstawania innych niz
dwumolekularna warstwa konfiguracji lipidowych (np. odwrotne micel-
le, struktury heksagonalne, romboidalne, kostkowe itp. (2, 7, 32, 34—
39, 48, 95, 99—127). Wplywa to niewatpliwie na interpretacje wyni-
kéw dotyczacych rozmieszczenia aminofosfolipidow w plaszczyznie po-
przecznej bton endoplazmatycznego retikulum. Wiekszo$¢ autoréw zgadza
sie, iz w btonach sarkoplazmatycznego retikulum (odpowiadajacych fun-
kcjonalnie systemowi bton endoplazmatycznego retikulum komorek nie-
miesniowych), mniej dynamicznych pod wzgledem metabolizmu lipidow
niz btony endoplazmatycznego retikulum, fosfatydyloetanoloamina wyste-
puje w przewazajacej ilosci w cytoplazmatycznej warstwie monomoleku-
larnej (55, 69, 70, 72). W btonie pecherzykéw sarkoplazmatycznego reti-
kulum, ktérych orientacje okre$lano na podstawie zdolnosci do akumulacji
jonéw wapnia, przy uzyciu TNBS wykazano jednak, ze w pecherzykach
szczegOlnie aktywnych w transporcie jondw wapnia (a wiec prawidtowo
zorientowanych — strona cytoplazmatyczna btony znajduje sie na ze-
wnatrz) fosfatydyloetanoloamina jest rozmieszczona symetrycznie (73).
Kontrowersyjne dane uzyskano rowniez odnosnie rozmieszczenia fosfaty-
dyloseryny (55, 69—72). Przy uzyciu dwuazosulfonianu i fluoreskaminy
sprzezonej z cykloheptaamylozg stwierdzono, iz fosfatydyloseryna znaj-
duje sie w ekstracytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej (70), co
nie zgadza sie z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw (55, 69).
Trudnosci w badaniach rozmieszczenia fosfatydyloseryny moga w tym
przypadku wynikaé¢ z faktu, iz fosfolipid ten wystepuje w bardzo matych
ilosciach, stanowi bowiem 3—5°/o catkowitej ilosci fosfolipidow w btonach
sarkoplazmatycznego retikulum (54, 55).

Aminofosfolipidy w przewazajacej iloSci wystepujg w cytoplazmatycz-
nej warstwie monomolekularnej bton aparatu Golgi’ego z komérek watro-
by szczura (36). W wewnetrznej btonie mitochondriéw z komdrek watroby
szczura (35) fosfatydyloetanoloamina znajduje sie w warstwie monomole-
kulamej skierowanej do przestrzeni miedzybtonowej (odpowiadajgcej
cytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej organelli komdérkowych
ograniczonych pojedynczg btong). Inni autorzy stwierdzili jednak, iz w we-
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wnetrznej bionie mitochondrialnej mitochondriow z komorek watroby
szczura (128) i serca wotu (129) fosfatydyloetanoloamina znajduje sie
w przewazajacej ilosci w warstwie monomolekularnej stykajacej sie
z mitochondrialng matrix.

W przypadku metod polegajagcych na chemicznym znakowaniu lipidéw
nalezy pamieta¢, iz zastosowanie kilku metod badawczych, niezaleznych
od siebie, pozwala na otrzymanie najmniej kontrowersyjnych danych.

111-1.2. Jodowanie fosfolipidéw katalizowane przez laktoperoksydaze oraz znakowanie lipidow
trytem w reakcji z borowodorkiem sodu katalizowanej przez oksydaze galaktozylowg

W obecnosci laktoperoksydazy, nadtlenku wodoru i wolnego jodu re-
akcji jodowania ulegajg jedynie lipidy znajdujgce sie w zewnetrznej war-
stwie monomolekularnej bton biologicznych o niezniszczonej strukturze
dwumolekularnej warstwy lipidowej. Jodowanie katalizowane przez lakto-
peroksydaze stosowano poczatkowo jedynie do badania lokalizacji biatek.
P6zniej wykazano takze, iz jodowaniu ulegajg réwniez lipidy obojetne
oraz fosfolipidy (130—133). W obecnosci laktoperoksydazy 20—30°0o lipi-
dow i biatek w btonie biologicznej ulega znakowaniu, podczas gdy w nie-
obecnosci enzymu tylko 2% (134).

Metode jodowania katalizowanego przez laktoperoksydaze stosowano
w badaniach rozmieszczenia fosfatydylocholiny, sfingomieliny, fosfaty-
dyloetanoloaminy, fosfatydyloinozytolu, glikolipidéw i cholesterolu w pta-
szczyznie poprzecznej bion biologicznych. W btonie Acholeplasma laid-
lawii (ktéra nie zawiera aminofosfolipidow) stwierdzono przy uzyciu tej
metody, iz glikolipidy znajdujg sie w zewnetrznej warstwie monomoleku-
larnej (135).

Zaletg jodowania katalizowanego przez laktoperoksydaze jest fakt, iz
w czasie reakcji nie uwalnia sie wolny 12 ktéry mdégtby dyfundowaé po-
przez dwumolekularng warstwe lipidowa i w ten spos6b kontaminowaé
czasteczki lipidéw normalnie niedostepne. Niedogodnos$cig tej metody za$
jest utrudniona analiza iloSciowa otrzymanych wynikéw. Dotad np. nie
wiadomo, ktore z wigzan w czasteczce lipidu sg wrazliwe na jodowanie:
wigzanie podwdjne w tancuchu weglowodorowym, czy grupa karbonylowa
w pozycji a (135). Dlatego tez w badaniach rozmieszczenia fosfolipidow
w plaszczyznie poprzecznej bton biologicznych jodowanie przewaznie sto-
sowane jest tgcznie z innymi metodami lokalizowania lipidow (trawienie
fosfolipazami, zwigzki znakujgce, itp.).

Rozmieszczenie galaktozylolipidow w piaszczyznie poprzecznej biton
biologicznych badano przy uzyciu trytowania lipidow katalizowanego
przez oksydaze galaktozylowa w obecnosci borowodorku sodu (NaB&H4).
Katalizujgcy oksydacje lipidéw do aldehydéw enzym zostat wyizolowany
z Dactylium dendroides (136). Powstajacy w pierwszym etapie reakcji
aldehyd jest redukowany przy uzyciu NaB844do odpowiedniego alkoholu
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(136—139). Opisanemu wyznakowaniu ulegajg jedynie lipidy z zewnetrz-
nej warstwy monomolekularnej w pecherzykach lub catych komédrkach
0 nienaruszonej strukturze btony, poniewaz enzym nie przenika przez
dwumolekularng warstwe lipidowa. Stosujac te metode wykazano, ze
w btonie erytrocytéw grup krwi A i B glikosfingolipidy (oligoheksozylo-
ceramidy i gangliozydy) wystepujg w ekstracytoplazmatycznej warstwie
monomolekularnej btony (139).

111-1.3. Lokalizowanie lipidéw w btonie przy uzyciu fosfolipaz

Enzymatyczna degradacja lipidow byta, szczegélnie w latach 1973—
1979, jednag z szeroko stosowanych metod w badaniach rozmieszczenia
fosfolipidow w plaszczyZznie poprzecznej btony. W tego typu badaniach
uzywano najczesciej fosfolipazy: A2 C i D oraz sfingomielinaze (140),
ktdrych dziatanie pokazano na Ryc. 4.

fosfolipaza Aqj GLICEROFOSFOLIPIDY:
O
PC—X=—CH2CH2N -(CH 33
9
R2—C"-O—CH o PE—X=—CH2—CH?2NHg
fosfolipaza A2 H2° °y ~y° X PS-~X=-CH2-CH-NH3

(0000

) / o9\ )
fosfolipaza C fosfolipaza D

OH SFINGOMIELINY

< Q@ HC-CH=CH-(CH2)2-CH3
R-C-NH-CH o
| e
h2c -0 -p -0 -ch 2 ch2 N(CHa)s

i - /  Ce
afingomielinaza

Ryc. 4. Miejsce dziatania fosfolipaz: PC — fosfatydylocholina; PE — fosfatydylo-
etanoloamina; PS — fosfatydyloseryna; Strzatki wskazujg wigzanie w czasteczce
fosfolipidu hydrolizowane w wyniku dziatania fosfolipazy.

W badaniach symetrii bton przy uzyciu fosfolipaz nalezy uwzglednic:
specyficzno$¢ substratowg uzytego enzymu (35, 102, 106, 129, 141—151),
napiecie powierzchniowe i wypadkowy tadunek powierzchniowy badanej
btony (152—159); mozliwos¢ ochronnego dziatania biatek btonowych (160,
161) oraz efekt lityczny powstajgcych produktow degradacji (np. lizofosfo-
lipidéw i kwaséw ttuszczowych) (35, 84, 150, 162— 168).

Jednym z powszechnie badanych obiektéw pod wzgledem asymetrii
jest btona erytrocytéw. Wykazano m.in., ze trawienie biony erytrocytow
fosfolipazag A2z jadu Naja naja powoduje degradacje 70% fosfatydylo-
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choliny, przy czym nie ulegajg trawieniu fosfatydyloetanoloamina i fosfa-
tydyloseryna (168). Sfingomielinaza ze Staphylococcus aureus powoduje
za$ degradacje 80% sfingomieliny. Jesli btony erytrocytéw poddac lizie,
a nastepnie trawieniu fosfolipazag A2 wszystkie fosfolipidy ulegng degra-
dacji do lizozwigzkéw (168). Dane te Swiadcza, iz fosfatydyloetanoloamina
i fosfatydyloseryna wystepuja w wiekszosci w cytoplazmatycznej war-
stwie monomolekularnej, podczas gdy fosfatydylocholina i sfingomielina
zlokalizowane sg w ekstracytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej
btony. Podobne wyniki otrzymano stosujgc zwigzki znakujgce grupy ami-
nowe w badaniach nad rozmieszczeniem lipidow w ptaszczyznie poprzecz-
nej btony erytrocytow (61—65, 169). Btony plazmatyczne komdrek innych
tkanek ssakéw charakteryzujg sie podobnym jak w bionie erytrocytéw,
asymetrycznym rozmieszczeniem lipidow w ptaszczyznie poprzecznej dwu-
molekularnej warstwy lipidowej (66, 74—76, 95, 169—177).

Prace dotyczace rozmieszczenia lipidow w plaszczyznie poprzecznej
bton wewnatrzkomdrkowych sg bardzo liczne, jednak rozbieznosci pomie-
dzy wynikami otrzymanymi przez r6znych autoréw sg duze. W przypadku
bton endoplazmatycznego retikulum z komérek watroby szczura stwier-
dzono (99), iz fosfolipaza A trawi w nienaruszonych pecherzykach: 84—
92% fosfatydyloetanoloaminy, 82—97% fosfatydyloseryny, 39—46%
fosfatydylocholiny, 16—23% fosfatydyloinozytolu i 13—15% sfingomieli-
ny. Na tym samym materiale biologicznym inni autorzy stwierdzili przy
uzyciu TNBS i fosfolipaz, iz fosfatydylocholina i sfingomielina w wigkszo-
§ci zlokalizowane sg w cytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej
btony, podczas gdy fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna i fosfaty-
dyloinozytol znajdujg sie w ekstracytoplazmatycznej warstwie mono-
molekularnej (64, 102, 104). W bionach sarkoplazmatycznego retikulum
z komaérek miesni szkieletowych badania przy uzyciu fosfolipaz wskazujg
na obecnos$¢ fosfatydyloetanoloaminy i fosfatydyloseryny w cytoplazma-
tycznej warstwie monomolekularnej, a fosfatydyloinozytolu i sfingomie-
liny w ekstracytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej, za$ fosfaty-
dylocholiny w prawie réwnych iloSciach w obu warstwach monomoleku-
larnych btony (55, 72, 178). W wewnetrznej blonie mitochondrialnej
fosfatydyloetanoloamina i fosfatydyloseryna wystepuja w wiekszosci
w warstwie monomolekularnej skierowanej do przestrzeni miedzybtono-
wej, podczas gdy fosfatydyloglicerol wystepuje w warstwie przeciw-
nej (35).

I11-2. Zastosowanie biatek przenoszacych fosfolipidy w badaniach asymetrii bton
Jedng z metod dajacych najlepsze wyniki (najmniej artefaktow) w ba-

daniach rozmieszczenia lipidéw w ptaszczyznie poprzecznej bton biologicz-
nych jest zastosowanie biatek przenoszacych fosfolipidy, gdyz biatka te
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nie przenikajg przez dwumolekularng warstwe lipidowg. Spontaniczna
wymiana fosfolipidéw pomiedzy réznymi systemami btonowymi albo mie-
dzy btonami a lipoproteidami lub liposomami jest procesem bardzo powol-
nym (z wyjatkiem wymiany cholesterolu) (179—183). Wymiane fosfolipi-
dow pomiedzy btonami stymulujg biatka znajdujgce sie w cytoplazmie,
zdolne do wigzania i transportu fosfolipidow. Mozna wyr6znic¢ trzy rodzaje
biatek przenoszacych fosfolipidy: wysokoczgsteczkowe biatka specyficzne,
wzglednie specyficzne biatka przenoszace fosfatydyloinozytole i fostaty-
dylocholiny oraz niskoczagsteczkowe biatka niespecyficzne *). Biatka
0 duzej masie czasteczkowej gtéwnie transportujg fosfolipidy na drodze
wymiany miedzy btonami (184). Biatka o matej masie czasteczkowej
uczestniczg raczej w transporcie netto (185). Wykazano réwniez zaleznos$¢
transportu fosfolipidéw katalizowanego przez biatka przenoszgce od skia-
du lipidowego i wypadkowego tadunku bton (184, 186).

Rozmieszczenie fosfolipidow w ptaszczyznie poprzecznej biony przy
zastosowaniu biatek przenoszacych fosfolipidy badano w btonach: erytro-
cytébw o nienaruszonej strukturze, cieni erytrocytdw, réznych organelli
komorek eukariotycznych, bakterii i otoczce wiruséw (43, 45, 182, 183,
187—203). Zastosowanie tej metody jest ograniczone i wymaga, aby ruch
czasteczek fosfolipidow w piaszczyznie poprzecznej btony (flip-flop) byt
dtuzszy niz czas wymiany fosfolipidow katalizowanej przez biatko przeno-
szace (180, 181, 192, 200—203). Tylko w takim przypadku, gdy réznica jest
duza mamy pewnos$¢, ze wymieniane fosfolipidy pochodzg z zewnetrznej
warstwy monomolekularnej btony donora. Wspomniany warunek spetnia
btona erytrocytow, zas btony o szybkim metabolizmie fosfolipidow, w kté-
rych ruch czasteczek fosfolipidéw jest stosunkowo szybki, nie sg dobrym
obiektem badania asymetrii przy uzyciu biatek przenoszacych fosfolipidy
(48, 182).

Badania nad rozmieszczeniem fosfatydylocholiny w ptaszczyznie po-
przecznej btony erytrocytdw ludzkich (197) lub szczura (43, 181, 197, 198)
wykazaty, ze 60—75% catej frakcji tego fosfolipidu jest szybko wymie-
niane. W erytrocytach o orientacji inside-out szybko wymieniane jest
37% catej frakcji fosfatydylocholiny (181, 199). Wyniki te $wiadczg o asy-
metrycznym rozmieszczeniu fosfatydylocholiny w blonie erytrocytow
j wskazuja, ze fosfolipid ten znajduje sie w wiekszym procencie w ekstra-
cytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej.

Przy uzyciu biatka przenoszacego specyficznie fosfatydylocholine (biat-
ko wyizolowano z watroby wotu) wykazano, iz fosfatydylocholina w wiek-
szo$ci znajduje sie w cytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej bton
endoplazmatycznego retikulum z komérek watroby szczura (45).

*) Wiasciwosciom biatek przenoszacych fosfolipidy posSwiecone zostaty dwa
artykuty przeglagdowe J. Zborowskiego opublikowane w Postepach Biochemii w to-
mie 23, str. 541—547 (1977 r.) i w tomie 29, str. 101—109 (1983 r.).
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111-3. Zastosowanie przeciwciat przeciwko lipidom w badaniach ich asymetrycznego
rozmieszczenia w btonach

Metody immunologiczne w badaniach rozmieszczenia lipidéw stosowa-
no poczatkowo do lokalizowania lipopolisacharydéw w btonie bakterii
Gram-ujemnych (204, 205). Wyizolowanie przeciwciat przeciwko ujemnie
natadowanym fosfolipidom jak: fosfatydyloinozytol i fosfatydyloglicerol
oraz przeciwko glikolipidom (206, 207) pozwolito na zbadanie ich rozmiesz-
czenia w endoplazmatycznym retikulum i btonie plazmatycznej komérek
watroby szczura (208) oraz w bionie plazmatycznej réznych gatunkdw
Mycoplasma (209, 210). Zastosowanie przeciwciat przeciwko kardiolipinie
(dwufosfatydyloglicerol) pozwolito na zbadanie lokalizacji tego fosfolipidu
w wewnetrznej btonie mitochondrialnej (129).

Stwierdzono, ze fosfatydyloinozytol jest rozmieszczony asymetrycznie,
tzn. w przewazajgcej ilosci wystepuje w cytoplazmatycznej warstwie
monomolekularnej bton plazmatycznych i endoplazmatycznego retikulum
z komorek watroby szczura (208). Podobnie kardiolipina w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej mitochondriow z serca wotu rozmieszczona jest
asymetrycznie i wystepuje w ekstracytoplazmatycznej warstwie mono-
molekularnej (129). Glikolipidy w bionie plazmatycznej Mycoplasma
znajdujg sie w zewnetrznej warstwie monomolekularnej, zas fosfatydylo-
glicerol jest prawdopodobnie rozmieszczony symetrycznie w plaszczyznie
poprzecznej biony (209, 210).

IV. Rozmieszczenie enzymow syntetyzujacych i degradujgcych lipidy
w plaszczyZnie poprzecznej blon biologicznych

Btony powierzchniowe i wewngtrzkomaérkowe réznych tkanek charak-
teryzujg sie asymetrycznym rozmieszczeniem lipidéw w ich ptaszczyZnie
poprzecznej. DePierre i Dallner wysuneli koncepcje, iz asyme-
tryczne rozmieszczenie lipidow spowodowane jest asymetrycznym roz-
mieszczeniem w plaszczyznie transwersalnej biony centréw aktywnych
enzyméw katalizujgcych biosynteze lipidow (99).

Skiad lipidowy bton poszczegblnych organelli bton plazmatycznych
rézni sie znacznie miedzy sobg. Miejscem biosyntezy wiekszosci fosfolipi-
dow jest endoplazmatyczne retikulum (211—219). Niektore fosfolipidy
syntetyzowane sg takze w mitochondriach ($cislej w ich blonach). Wyka-
zano, ze w btonach mitochondrialnych wystepuja: ligaza acyloCoA, acylo-
transferaza glicerofosforanu i acylotransferaza kwasu lizofosfatydowego
(212, 213, 220—223). Takze biony aparatu Golgi’ego maja zdolnos$¢ bio-
syntezy fosfolipidow (212, 219), za$ btony peroksysomdéw zawierajg szereg
enzymo&w bioracych udziat w syntezie lipidéw eterowych (224—227).
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Ryc. 5. Gtdwne drogi biosyntezy lipidéw w blonach biologicznych: 1— izomeraza
fosfotriozowa; 2 — dehydrogenaza glicerolofosforanowa (EC 1.1.1.8); 3— ligaza acylo-
-CoA (EC 6.2.1.3); 4— acylotransferaza glicerolofosforanowa (EC 2.3.1.15); 5— acylo-
transferaza fosfodwuhydroksyacetonu (Ec 2.3.1.42); & — oksydoreduktaza acylo-
(alkilo)fosfodwuhydroksyacetonu (EC 1.1.1.101); 7 — acylotransferaza kwasu lizo-
fosfatydowego (EC 2.3.1.—); 8 — kinaza dwuglicerydowa (EC 2.7.1.—); 9 — fosfataza
kwasu fosfatydowego (EC 3.1.3.4); 10 — cytydylilotransferaza glicerolofosforanowa
(syntaza CDP-dwuglicerydu) (EC 2.7.7.41); 11 — acylotransferaza monoglicerydowa
(EC 2.3.1.22); 12 — fosfatydylotransferaza inozytolowa (EC 2.7.8.11); 13 — acylotrans-
feraza dwuglicerydu (EC 2.3.1.20); 14 — syntaza alkilofosfodwuhydroksyacetonu;
15 — cytydylilotransferaza fosforylocholiny (EC 2.7.7.15); 16 — cholinofosfotransfera-
za (EC 2.7.8.2); 17 — cytydylilotransferaza fosforyloetanoloaminy (EC 2.7.7.14); 18 —
etanoloaminofosfotransferaza (EC 2.7.8.1); 19 — metylotransferazy | i Il (EC 2.1.1.17);
20 — kinaza cholinowa (EC 2.7.1.32); 21 — acylotransferaza lizofosfatydylocholiny
(EC 2.3.1.23); 22 — acylotransferaza lizofosfatydyloetanoloaminy; 23 — enzym katali-
zujacy reakcje wymiany seryny na etanoloamine fosfatydyloetanoloaminy; 24 — de-
karboksylaza fosfatydyloseryny.

Na rycinie 5 pokazano schematycznie gtéwne drogi biosyntezy lipidow
w bionach biologicznych. W zaleznosci od typu tkanki mozna moéwié
0 przewadze jednego lub kilku szlakéw syntezy lipiddw nad innymi; cze-
sto takze nie obserwuje sie ktérego$ z nich w niektérych tkankach.

Szereg prekursoréw biosyntezy lipidéw, takich na przyktad jak: gli-
cerofosforan, CDP-cholina, CDP-etanoloamina, estry koenzymu A i nu-
kleotydy jest syntetyzowanych przez enzymy zlokalizowane we frakcji
cytoplazmatycznej (40).

Wykazano takze, ze ATP, CMP, CDP-cholina, CDP-etanoloamina, gli-
cerofosforan, acylo-CoA (228—235) oraz NADPH (236) nie przenikaja przez
btony endoplazmatycznego retikulum z watroby szczura, a zatem sg do-
stepne jedynie od strony cytoplazmatycznej btony. W zwigzku z powyz-
szym nalezy wiec przypuszczaé, iz synteza lipiddw powinna zachodzi¢ na
stronie cytoplazmatycznej bton biologicznych.

Dane na temat lokalizacji biatek enzymatycznych zwigzanych z meta-
bolizmem lipidow sa najpetniejsze w przypadku bton endoplazmatycznego
retikulum, izolowanych z komérek watroby (40, 56, 59, 188, 229, 230,
237—246). W wyniku homogenizacji tkanki, btony te ulegajg fragmentacji
lzamykajg sie w postaci pecherzykéw. W otrzymanej w ten sposob frakcji
mikrosomalnej orientacje biatek w ptaszczyznie poprzecznej btony okre-
$lano na podstawie nastepujacych kryteridw:

— centra aktywne enzyméw, ktérych aktywnos$¢ jest hamowana w wy-
niku kontrolowanej proteolizy pecherzykéw w bionie nienaruszonej, sa
prawdopodobnie zlokalizowane na cytoplazmatycznej stronie blony;

— centra aktywne enzymow, ktérych aktywno$¢ ulega zahamowaniu
w czasie proteolizy pecherzykdéw, dopiero po zniszczeniu integralnosci bto-
ny, sg przypuszczalnie zlokalizowane na ekstracytoplazmatycznej (lume-
nalnej, wewnetrznej) stronie btony.
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znaczniki zwiagzki
cytoplazmatycz- mannozo-6-P zaburzajace
nej strony ‘ glukozo-6-P strukture
Ib+ony ,\) biatko transportu- btony
jace glukozo-6-P
prekursory
blosyntezy
lipidéw lizoPL,
DG, glukozo-6-P,
KT mannozo-6-P,
prekursory
biosyntezy
lipidow,
fosfat strona cytoplazmatyczna znaczniki
osfataza cytoplazma-
mannozo-6-P, btony m;ﬁﬁg"ztg_zgp t)yczreej
glukozo-6-P glukozo-6-P ' gﬁm’y‘é’

Ryc. 6. Lokalizacja miejsca biosyntezy i degradacji lipidow w btonach endoplazma-
tycznego retikulum: A — Dostepno$¢ substratéw biosyntezy lipidéw oraz réznych
zwigzkéw modyfikujgcych strukture btony w zamknietym, prawidtowo zorientowa-
nym pecherzyku mikrosomalnym. Fosfataza mannozo-s-fosforanu (glukozo-e-fosfo-
ranu) jest enzymem, ktérego centrum aktywne znajduje sie po ekstracytoplazma-
tycznej stronie btony. Mannozo-e-fosforan nie przenika przez btone. Glukozo-e6-fosfo-
ran jest transportowany przy udziale specyficznego biatka transportujacego. Badanie
aktywnosci fosfatazy mannozo-s-fosforanu stanowi kontrole integralnosci i orientacji
pecherzykéw endoplazmatycznego retikulum z komérek watroby.

Znaczniki cytoplazmatycznej strony biony: enzymy hydrolityczne, przeciwciata,
niektdére zwigzki znakujagce biatka i lipidy, inhibitory biosyntezy zwigzane np.
z dekstranem. lizoPL — lizofosfolipidy, DG — dwuglicerydy, KT.— kwasy ttuszczowe.
Prekursory biosyntezy lipidéw: NADPH, ATP, CMP, CDP-cholina, CDP-etanolo-
amina, palmitylo-CoA.

B — Dostepno$¢ sktadnikéow bionowych w tzw. pecherzykach ciekngcych. Zastoso-
wanie szeregu zwiazkéw zaburzajacych strukture btony pozwala na zbadanie roz-
mieszczenia biatek i lipidéw znajdujgacych sie po ekstracytoplazmatycznej stronie
btony; na przykiad aktywnos$¢ fosfatazy mannozo-e-fosforanu ulega zahamowaniu
w wyniku proteolizy bton pecherzykéw ciekngcych.

Zwiazki zaburzajgce strukture btony: detergenty, EDTA lub inne zwiazki chelatujace
jony Mes+, roztwory soli, np. KCL1.

W badaniach asymetrii istotne jest wiec stwierdzenie w jaki sposéb
zorientowane sg otrzymane z endoplazmatycznego retikulum pecherzyki
i czy badana frakcja jest pod tym wzgledem jednorodna. Przyktadowo,
btony endoplazmatycznego retikulum z komorek watroby, po fragmentacji
tkanki, przyjmuja taka orientacje, ze strona cytoplazmatyczna dwumole-
kularnej warstwy lipidowej znajduje sie na zewnatrz (35, 36, 99, 234, 247,
248). Wysoka laten cjamannozo-6-fosfatazy (enzymu znacznikowego

*) Latencje enzymoéw okre$la nastepujgca zaleznosé:

L = 1—— xI00%
A

gdzie a oznacza aktywno$¢ enzymu biton nie traktowanych detergentem, za$§ A ozna-
cza aktywnos$¢ enzymu po potraktowaniu bton detergentem.
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strony ekstracytoplazmatycznej) — 92%, oraz wysoka podatno$¢ na pro-
teolize NADPH-cytochrom c¢ reduktazy (enzymu znacznikowego strony
cytoplazmatycznej bton endoplazmatycznego retikulum) $wiadczg o pra-
widtowej orientacji bton wyizolowanych mikrosomow. W przypadku bton
sarkoplazmatycznego retikulum, przez wirowanie w gradiencie stezen
sacharozy, mozna oddzieli¢ frakcje tzw. prawidtowo zorientowanych (ang.
right-side-out) pecherzykéw, ktérych strona cytoplazmatyczna btony jest
eksponowana na zewnatrz (85% catej populacji pecherzykéw sarkoplazma-
tycznego retikulum z mies$ni szybkich), od frakcji odwrotnie zorientowa-
nych (ang. inside-out) pecherzykow ze strong ekstracytoplazmatyczng
btony wyeksponowang na zewnatrz (15% catej populacji mikrosomoéw
sarkoplazmatycznego retikulum) (54, 55). Opisano réwniez metody zwig-
zane z izolowaniem prawidtowo i odwrotnie zorientowanych cieni erytro-
cytow, a takze pecherzykdéw endoplazmatycznego retikulum, przy uzyciu
optaszczonych polilizyng kuleczek szklanych (56—58).

Ogdblne zasady interpretacji wynikow dotyczacych lokalizowania bia-
tek w ptaszczyznie poprzecznej bton przy zastosowaniu niepenetrujgcego
przez dwumolekularng warstwe lipidowag zwigzku (lub enzymu hydro-
litycznego) obrazuje rycina 6.

1V-1. Zastosowanie chemicznego i enzymatycznego znakowania biatek w badaniach
asymetrii bton

Przytgczanie syntetycznych zwigzkéw chemicznych do wolnych grup
aminowych lub tiolowych biatek oraz reszt takich aminokwaséw jak tyro-
zyna, tryptofan, histydyna, arginina, fenyloalanina i lizyna, jest powszech-
nie wykorzystywane w lokalizacji biatek w ptaszczyznie poprzecznej bton
biologicznych (61, 82, 89, 92, 93, 249—277, patrz takze praca przegladowa
278). Szereg z nich znajduje réwniez zastosowanie w badaniach rozmiesz-
czenia lipidow w plaszczyznie transwersalnej btony.

Wiele ze zwigzkéw modyfikujgcych jest anionami, co sugeruje, ze
zwigzki te reagowaé bedg przede wszystkim z grupami biatek (i lipidow)
o tadunku dodatnim, eksponowanymi na stronie cytoplazmatycznej peche-
rzykow prawidtowo zorientowanych. Zeby zidentyfikowaé takze biatka
z grupami funkcyjnymi o tadunku ujemnym, stosowany jest nieprzenika-
jacy przez bione zwigzek modyfikujacy ester N,N,N-tréjmetyloamino-(3-
alanylo-N-hydroksy imidobursztynianu (TMAS), o tadunku dodatnim.
Aby utatwi¢ detekcje i mdc iloSciowo zanalizowa¢ produkty reakcji, do
wielu zwigzkéw modyfikujagcych przytgczane sg grupy fluoryzujgce lub
znakuje sie je izotopowo. 4-acetoimido-4'-izotiocjano-2,2'-stillbenodwusul-
fonian (SITS), 4,4'-dwuizotiocjano-2,2'-stillbenodwusulfonian (DIDS), ester
N,N,N-tréjmetyloamino-(3-alanylo-N-hydroksy imidobursztynianu (TMAS)
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lub fosforan pirydoksalu moga byé wyznakowane trytem, inne za$ przy
uzyciu & lub I8 (np. dwuazoniowa s6l kwasu dwujodosulfanilowego —
DDISA).

Powszechnie stosowang metoda lokalizacji biatek w btonach biologicz-
nych jest jodowanie tyrozyny (i histydyny) katalizowane przez laktoper-
oksydaze (patrz praca przegladowa (278)). Mechanizm reakcji jest taki
sam jak w przypadku jodowania lipidéw i zostat przedstawiony na ry-
cinie 3.

£V-2. Zastosowanie roznych proteaz

Nie przenikajace przez dwumolekularng warstwe lipidowa czasteczki
enzymow proteolitycznych (lub innych enzymow hydrolitycznych, na
przyktad neuraminidazy) uzywane sg czesto w badaniach rozmieszczenia
biatek lub ich fragmentdw, ktére sgq dostepne od zewnetrznej strony pe-
cherzykéw pochodzacych z bton wewngtrzkomoérkowych lub plazmatycz-

nych (patrz prace przegladowe (38, 278)).

Najcze$ciej stosowane enzymy hydrolityczne w badaniach rozmieszczenia biatek
poprzecznej bton biologicznych

Tabela 1

w plaszczyznie

Enzym Nr systematyczny Charakterystyczna reakcja Pls'm|en-
(EC) nictwo
neuraminidaza 3.2.1.18 hydroliza 2,3-; 2,6-; i 2,8-glukozydo- (279, 280)
(sialidaza, wych mostkéw tgczgcych reszty N-
glikozydaza) lub O-acyloneuraminylowe z galak-
toza, N-acetyloheksozaming oraz N-
lub O-acylowg resztg neuraminylowg
oligosacharydéw, glikolipidéw i gli-
koproteidéow
chymotrypsyna 3.4.21.1 hydroliza  wigzan  peptydowych, (281—283)
A i B (proteinaza w ktorych reszta karbonylowa po-
serynowa) chodzi z Tyr, Trp, Phe, Leu; hydro-
M.cz. = 25310 liza peptydow, estrow i amidow;
(trzustka wotowa) endopeptydazy specyficzne w stosun-
ku do dtugich tancuchéw peptydo-
wych
trypsyna (proteina-  3.4.21.4 hydroliza wigzan peptydowych, (284, 285)

za serynowa)
M.cz. = 23281
(trzustka wotowa)

w ktorych reszta karbonylowa po-
chodzi z Arg i Lys; hydroliza pepty-
dow, estrow i amiddw; katalizuje re-
akcje hydrolizy niezaleznie od sek-
wencji i dtugosci tancucha peptydo-
wego
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c.d. tabeli 1

elastaza (proteina- 3.4.21.11 hydroliza  wiazan peptydowych, (286, 287)
; za serynowa) w ktérych reszta karbonylowa po-

M.cz. ~ 25000 chodzi z aminokwaséw obojetnych

(trzustka wieprzo-

wa)

proteinazy seryno- 3.4.21.14 trawig biatka i amidy peptydowe, (288—290)

we z mikroorganiz- subtiliziny A i B réznig sie od siebie

moéw, np.: subtili- strukturg pierwszorzedowsg, prze-

zina z B. subtilis ksztatcajg ovoalbumine w plakalbu-

(A i B— nagaraza) mine

M.cz. ~ 26700

proteinazy seryno-  3.4.21.14 trawig keratyne oraz wigzania pepty- (291—293)

we z mikroorganiz- dowe, w ktorych grupa karbonylowa

moéw, np.:alkalicz- pochodzi z aminokwaséw hydrofo-

na proteinaza z Tri- bowych lub aromatycznych

tirachium album
(proteinaza K)

papaina (proteina-  3.4.22.2 hydroliza  wigzan peptydowych, (294—298)
za tiolowa) w ktérych reszta karbonylowa po-
M.cz. £ 21000 chodzi z Arg, Lys, Phe-X, Leu, Gly;
(Carica papaya) trawi peptydy, amidy i estry oraz

immunoglobuliny

metaloproteinazy 3.4.24.4 hydroliza  wiazan peptydowych, (299—301)
z mikroorganizmoéw w ktdrych reszta karbonylowa pocho-
np.: neutralna pro- dzi z aminokwaséw hydrofobowych

teinaza z Strepto-
myces griseus (pro-
naza)

Metoda kontrolowanej proteolizy jest szczegOlnie uzyteczna w lokali-
zacji centréw aktywnych enzymoéw, ktorych substraty syntetyzowane sa
w cytoplazmie i dla ktérych btona jest nieprzepuszczalna. W doswiadcze-
niach, w ktérych stosuje sie kontrolowang proteolize biatek btonowych,
a nastepnie bada sie aktywnos$ci enzymatyczne enzymow zwigzanych
z btona, niezbedna jest kontrola integralnosci dwumolekularnej warstwy
lipidowej w trakcie proteolizy. Interpretacje otrzymanych wynikow uta-
twia w takich przypadkach stosowanie poréwnawczo kilku enzyméw pro-
teolitycznych o réznej specyficznosci. Réwnie dobre wyniki daje potacze-
nie metody kontrolowanej proteolizy z innymi metodami uzywanymi
w badaniach topografii sktadnikéw bton biologicznych.

9 Postepy Biochemii 1—2/84
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IV-3. Metody immunologiczne

Przeciwciata, jako biatka o duzej masie czgsteczkowej (okoto 200 000
daltonow), nie przenikajg przez dwumolekularng warstwe lipidowg, a za-
tem moga reagowac tylko ze sktadnikami z zewnetrznej powierzchni bto-
ny. Jedna z rozwijanych ostatnio metod polega na wydzielaniu kompleksu
biatek btonowych z przeciwciatami przy zastosowaniu immunoelektrofore-
zy dwukierunkowej (302, 303). Zachodzacg reakcje immunologiczng mozna
tez obserwowaé stosujgc mikroskopie immunofluorescencyjng, przy uzy-
ciu przeciwciat zwigzanych kowalencyjnie z fluorochromem, na przyktad
izotiocjanianem fluoresceiny, izotiocjanianem czterometylorodaminy, izo-
tiocjanianem rodaminy B, itp. Pochodne izotiocjanianu wigzg sie z wolny-
mi grupami aminowymi biatek (zaréwno z e-grupami aminowymi lizyny,
jak i N-kocowa grupa aminowg). W reakcji powstajg tiokarbamidy (tio-
mocznik) (304, 305).

Inna metoda polega na zastosowaniu makroczasteczek o charaktery-
stycznym, tatwym do zidentyfikowania ksztalcie, wigzacych sie z przeciw-
ciatem, za$§ kompleks antygen — wyznakowane przeciwciato moze by¢
uwidoczniony pod mikroskopem elektronowym. Do czesto uzywanych
w tej metodzie zwigzkéw nalezy ferrytyna (M. cz. 445 000) stanowigca
materiat wysoce elektronowogesty, hemocyjaniny matzy, a nawet wirusy
czy sferyczne czastki z mleczu roslin (306—318).

Jeszcze inna, interesujgca metoda lokalizacji kompleksu antygen-
-przeciwciato polega na wigzaniu sie przeciwciat z enzymami, np. peroksy-
dazami lub fosfatazg alkaliczna (319—323). Detekcja takiego kompleksu
polega na wykorzystaniu jego wiasciwosci enzymatycznych. W przypadku
zastosowania peroksydazy (M. cz. okoto 40000) w wyniku reakcji
3,3'4,4'-czteroaminodwufenylu (dwuaminobenzydyny) z nadtlenkiem wo-
doru powstaje amorficzny polimer, ktory daje sie tatwo wybarwic¢ przy
uzyciu 0s04i moze by¢ obserwowany zarbwno w mikroskopie Swietlnym,
jak i elektronowym (324—326).

Do technik immunologicznych stosowanych w badaniach rozmieszcze-
nia biatek w plaszczyznie lateralnej i transwersalnej bton biologicznych
nalezy takze immunoautoradiografia. Polega ona na izotopowym wyzna-
kowaniu przeciwciata przy uzyciu najczesciej trytu, XC lub 19H. Powsta-
jacy kompleks antygen-przeciwciato lokalizowany jest za pomocag auto-
radiografii (327—329).

Zastosowanie metod immunologicznych w badaniach asymetrii bton
zostato szczegbtowo omdwione w pracy przeglagdowej w jezyku angiel-
skim (278).
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1V-4. Dostepno$¢ centrow aktywnych enzymoéw biorgcych udziat w metabolizmie
lipidow

IV-4.1. Enzymy syntetyzujace lipidy

W badaniach nad rozmieszczeniem enzyméw syntetyzujgcych lipidy
w ptaszczyznie transwersalnej bton endoplazmatycznego retikulum z ko-
morek watroby stosowano kontrolowang proteolize przy uzyciu réznych
proteaz (40, 59, 229, 237, 239—243, 245, 330) oraz inhibitory biosyntezy
lipidow zwigzane z nieprzenikajagcym przez dwumolekularng warstwe
lipidowa dekstranem (40, 229, 237). Zmiany aktywnos$ci enzyméw porow-
nywano ze zmianami aktywno$ci enzymow o poznanej lokalizacji, jak
fosfatazy mannozo-6-fosforanu, ktérej centrum aktywne znajduje sie po
ekstracytoplazmatycznej stronie bton endoplazmatycznego retikulum z ko-
madrek watroby oraz reduktazy NADPH — cytochrom ¢, ktérej centrum
aktywne znajduje sie po stronie cytoplazmatycznej btony (35, 36, 40, 101,
229, 233, 234, 248). W trakcie doswiadczen kontrolowano przenikanie
substratow biosyntezy przez dwumolekularng warstwe lipidowg btony.
Stosujagc powyzszg procedure wykazano, ze enzymy katalizujagce biosyn-
teze fosfatydylocholiny i fostatydyloetanoloaminy de novo (Ryc. 5, reakcje
16 i 18) znajduja sie po cytoplazmatycznej stronie btony endoplazmatycz-
nego retikulum (40, 229, 239, 241, 245).

Fakt ten potwierdzono badajac rozmieszczenie tych enzymow w peche-
rzykach o odwréconej orientacji, ale o nienaruszonej strukturze dwumole-
kularnej warstwy lipidowej (56). W bionie tych ostatnich fosfataza man-
nozo-6-fosforanu jest wrazliwa na dziatanie enzymdw proteolitycznych,
podczas gdy aktywnosci cholinofosfotransferazy i etanoloaminofosfotrans-
ferazy (enzyméw katalizujacych kohcowy etap syntezy fosfatydylocholiny
i fosfatydyloetanoloaminy de novo) nie sg hamowane w wyniku proteolizy
(56). Takze cytydylilotransferazy (Ryc. 5, reakcje 15 i 17) wystepujg po
cytoplazmatycznej stronie biton endoplazmatycznego retikulum (245). Po
cytoplazmatycznej stronie btony zachodzi réwniez, jak wykazano, trdj-
stopniowa metylacja fosfatydyloetanoloaminy (59, 245) (Ryc. 5, re-
akcja 19).

Synteze zaktywowanych kwasow tluszczowych katalizuje ligaza
acylo-CoA (Ryc. 5, reakcja 3). Centrum aktywne tego enzymu znajduje
sie po stronie cytoplazmatycznej bton endoplazmatycznego retikulum
(40, 229, 239). Acylo-CoA jest nastepnie wykorzystywany w acylacji lizo-
pochodnych fosfolipidéw katalizowanej przez acylotransferaze lizofosfaty-
dylocholiny (Ryc. 5, reakcje 21 i 22). Aktywno$¢ tego enzymu jest tylko
w czeSci hamowana w wyniku proteolizy bton endoplazmatycznego reti-
kulum (243); przypuszcza sie zatem, iz enzym ten zlokalizowany jest za-
rowno po cytoplazmatycznej, jak i ekstracytoplazmatycznej stronie bion
endoplazmatycznego retikulum komorek watroby. Poniewaz acylo-CoA nie

g*



Tabela 2

Asymetryczne rozmieszczenie enzymoéw biorgcych udziat w metabolizmie lipidéw w ptaszczyznie

poprzecznej bton endoplazmatycznego retikulum komorek watroby

Centrum aktywne enzymu wystepuje po stronie cytoplazmatycznej btony

ligaza acylo-CoA (EC 6.2.1.3)

acylotransferaza glicerolofosforanowa (EC 2.3.1.15)
acylotransferaza kwasu lizofosfatydowego (EC 2.3.1.—)
acylotransferaza dwuglicerydowa (EC 2.3.1.20)
cytydylilotransferaza fosforylocholiny (EC 2.7.7.15)

cholinofosfotransferaza (EC 2.7.8.2)

etanoloaminofosfotransferaza (EC 2.7.8.1)

acylotransferaza monoglicerydowa (EC 2.3.1.22)
kinaza dwuglicerydowa (EC 2.7.1.—)
metylotransferazy 1i 1l (EC 2.1.1.17)

enzym Kkatalizujacy reakcje wymiany seryny na etanoloamine fosfatydyloetano-
loaminy

fosfatydylotransferaza inozytolowa (EC 2.7.8.11)
cytydylilotransferaza glicerolofosforanowa (EC 2.7.7.41)

acylotransferaza lizofosfatydylocholiny (EC 2.3.1.23) czeSciowo takze po stro-
nie ekstracytoplazmatycznej

acylotransferaza cholesterolu (EC 2.3.1.26)
acylotransferaza fosfodwuhydroksyacetonu (EC 2.3.1.42)
oksydoreduktaza acylo(alkilo)fosfodwuhydroksyacetonu (EC 1.1.1.101)
Centrum aktywne enzymu wystepuje po stronie ekstracytoplazmatycznej btony
fosfataza kwasu fosfatydowego (EC 3.1.3.4)

hydrolaza palmitylo-CoA (EC 3.1.2.2)

lizofosfolipaza Il (EC 3.1.1.5)
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Pis$miennictwo

(40, 229, 239)
(40, 229, 239)
(40, 239, 240)
(40, 229, 239)
(245)

(40, 229, 239,
241, 245)

(40,
245)

229, 239

(40, 237)
(40)
(59, 245)

(40, 237)

(40, 237)

(40, 237)

(243)

(242)

(40, 237)

(40, 237)

(40, 229, 239)

(351)

(349, 350)
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przenika przez dwumolekularng warstwe lipidowg i jest syntetyzowany
po stronie cytoplazmatycznej biony, sadzi¢ mozna, ze na wewnetrznej
(ekstracytoplazmatycznej) powierzchni btony acylotransferaza wspétdziata
z fosfolipazg A w tworzeniu nowych rodzajow molekularnych fosfatydylo-
choliny (243). Dziatanie fosfolipazy A umozliwia penetracje acylo-CoA
przez dwumolekularng warstwe lipidowa, gdyz powstajace w wyniku
hydrolizy kwasy ttuszczowe i lizofosfolipidy dziatajg jak detergenty.

Dostepne w piSmiennictwie dane odnosnie lokalizacji centréw aktyw-
nych enzymow katalizujacych synteze lipidow innych klas wskazujg, iz
enzymy biorgce udziat w syntezie acyloglicero-3-fosforanu, kwasu fosfa-
tydowego, mono i dwuglicerydéw, fosfatydyloinozytolu, fosfatydyloseryny
i alkiloglicero-3-fosforanu (gtownego prekursora biosyntezy lipidow ete-
rowych) (Ryc. 5, reakcje 4—8, 10—12, 23) sg eksponowane na cytoplazma-
tyczng strone bton endoplazmatycznego retikulum komorek watroby (40,
188, 229, 237, 239, 240). Potwierdza to dostepno$¢ wiasciwych substratow
wymienionych enzymow wiasnie od strony cytoplazmatycznej bton endo-
plazmatycznego retikulum.

W bionie erytrocytéw inkorporacja kwasow tluszczowych i acylacja
lizopochodnych fosfolipidéw zachodzg po cytoplazmatycznej stronie btony
(Ryc. 5, reakcje 21, 22) (43, 331), podobnie jak synteza dwuglicerydéw
(Ryc. 5, reakcja 8) (332). W odrd6znieniu od bton endoplazmatycznego reti-
kulum z komorek watroby, w btonie erytrocytow metylotransferazy | i Il
(Ryc. 5, reakcja 19) majg przeciwne w stosunku do siebie umiejscowienie:
centrum aktywne pierwszego enzymu zlokalizowane jest po stronie cyto-
plazmatycznej, za$ drugiego, po stronie ekstracytoplazmatycznej (333).
Podobng lokalizacje obu metylotransferaz zaobserwowano tez w bitonie
synaptosomalnej (334). Wysunieto w zwigzku z powyzszym sugestie, iz
metylacja fosfatydyloetanoloaminy moze zachodzi¢ w czasie przemiesz-
czania sie czasteczki fosfolipidu z jednej warstwy monomolekularnej do
drugiej (334). Ta atrakcyjna hipoteza budzi jednak zastrzezenia innych
badaczy (40).

W btonie mikrosoméw z mézgu kurczecia centrum aktywne cholino-
fosfotransferazy (Ryc. 5, reakcja 16) jest eksponowane na cytoplazma-
tyczng strone, za$ etanoloaminofosfotransferazy (Ryc. 5, reakcja 18) na
strone ekstracytoplazmatyczng (335). Stosujagc TNBS i znakowane izoto-
powe prekursory biosyntezy lipidow wykazano, iz w bionie takich mikro-
somow synteza fosfatydyloetanoloaminy de novo zachodzi po ekstracyto-
plazmatycznej stronie btony, a syntetyzowany fosfolipid jest w ciggu kilku
minut przenoszony do drugiej warstwy monomolekularnej (336).

W btonie mikrosomalnej wyizolowanej z komorek nabtonka jelita cien-
kiego szczura centra aktywne cholinofosfotransferazy i acylotransferazy
monoglicerydowej (Ryc. 5, reakcje 16 i 11) znajdujg sie na ekstracyto-
plazmatycznej stronie btony, za$ acylotransferazy glicerofosforanu i acylo-
transferazy lizofosfatydylocholiny (Ryc. 5, reakcje 4 i 21) na stronie cyto-
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plazmatycznej (337). Powyzsze wyniki poddano krytyce (240), gdyz
aktywnosci badanych enzymow oznaczono w S$rodowisku zawierajgcym
aktywng proteaze.

W btonach mikrosomalnych z pecherzykowych komdrek nowotworo-
wych nabtonka ptuc wykazano, ze centrum aktywne acylotransferazy
lizofosfatydylocholiny (Ryc. 5, reakcja 21) jest czeSciowo eksponowane na
strone cytoplazmatyczna, a czeSciowo na ekstracytoplazmatyczng (243).
Podobne rozmieszczenie acylotransferazy lizolecytyny wykazano w bito-
nach endoplazmatycznego retikulum z komdrek watroby szczura (243)
i w btonach sarkoplazmatycznego retikulum z miesni szybkich krolika
(338). W sarkoplazmatycznym retikulum z miesni szybkich krolika stwier-
dzono, iz centra aktywne enzymoOw Kkatalizujgcych koricowy etap bio-
syntezy fosfatydyloetanoloaminy i fostatydylocholiny (Ryc. 5, reakcje 16
i 18) de novo rozmieszczone sg asymetrycznie i znajdujg sie po cyto-
plazmatycznej stronie tych bton (216, 338).

Interesujagce wyniki dotyczgce lokalizacji enzymow syntetyzujgcych
lipidy eterowe w btonach mikrosomalnych wyizolowanych z gruczotu
Harderiana krdlika i raka wysiekowego Ehrlicha (244, 339, 340) oraz
w btonie peroksysoméw z komdrek watroby Swinki morskiej (224) wska-
zuja rowniez na asymetrie w ich rozmieszczeniu w plaszczyznie poprzecz-
nej dwumolekularnej warstwy lipidowej. Centra aktywne acylotransfera-
zy fosfodwuhydroksyacetonu i syntazy alkilofosfodwuhydroksyacetonu
(Ryc. 5, reakcje 51 14) wykazano po ekstracytoplazmatycznej stronie bto-
ny (340), za$ ligazy acylo-CoA (Ryc. 5, reakcja 3) po cytoplazmatycznej
stronie btony mikrosoméw z gruczotu Harderiana (340). Dotad zebrano
tylko wyrywkowe dane na temat rozmieszczenia enzymdéw lipidowych
w btonie plazmatycznej adipocytow szczura (341); na przyktad wiadomo,
iz centrum aktywne acylotransferazy glicerofosforanowej (Ryc. 5, re-
akcja 4) dostepne jest od ekstracytoplazmatycznej strony btony.

Enzym katalizujgcy reakcje wymiany fosfatydylocholiny na etanolo-
amine (ang. choline base exchange enzyme) w btonie mikrosomoéw z mézgu
szczura wystepuje po cytoplazmatycznej stronie, a enzymy katalizujgce
wymiane seryny i etanoloaminy, odpowiednio fosfatydyloseryny i fosfaty-
dyloetanoloaminy na inne zasady (ang. serine base exchange enzyme,
ethanolamine base exchange enzyme) po ekstracytoplazmatycznej stronie
btony (53). Inni badacze wskazujg na cytoplazmatyczng lokalizacje pro-
cesu wymiany choliny na etanoloamine w btonie mikrosomoéw z mézgu
szczura (342).

Podsumowujagc, nalezy podkresli¢, ze w btonach endoplazmatycznego
retikulum komorek watroby biosynteza lipidow zachodzi po stronie cyto-
plazmatycznej dwumolekularnej warstwy lipidowej, gdzie znajdujg sie
centra aktywne enzyméw katalizujagcych synteze lipidow. W btonach réz-
nych organelli komérkowych w innych tkankach mamy do czynienia z po-
dobng sytuacjg. Wydaje sie, iz asymetria w rozmieszczeniu enzymow syn-
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tetyzujacych lipidy w ptaszczyZnie poprzecznej bton biologicznych jest
tylko jednym z czynnikéw powodujacych powstawanie i utrzymywanie
asymetrii lipidow.

IV-4.2. Enzymy biorgce udziat w degradacji lipidéw

W komorkach wielu organizméw eukariotycznych fosfolipazy A wy-
stepuja w btonach plazmatycznych i wewnatrzkomoérkowych, np.: fosfo-
lipazy Aj i A2sg enzymami bton mitochondrialnych'i plazmalemy piytek
krwi ludzkiej (343), fosfolipaza Axza$ wystepuje w sarkolemie serca (344)
oraz plazmalemie i btonach endoplazmatycznego retikulum komorek wa-
troby (345). Centrum aktywne fosfolipazy A wykryto na ekstracyto-
plazmatycznej stronie btony erytrocytéw krwi przezuwaczy (346). Dziala-
niem fosfolipazy A blony erytrocytéw ttumaczy sie brak w zewnetrznej
warstwie monomolekularnej fosfatydylocholiny (346).

W komérkach watroby wotu stwierdzono obecno$¢ dwéch lizofosfo-
lipaz 1 i Il. Lizofosfolipaza | jest enzymem rozpuszczalnym (80°/0 aktyw-
nosci catkowitej), podczas gdy aktywnos$¢ lizofosfolipazy Il (okoto 20%
aktywnos$ci catkowitej) charakteryzuje frakcje bton endoplazmatycznego
retikulum (347, 348). Enzym ten jest biatkiem powierzchniowym o m. cz.
65 000 dalton6éw, ktére zostaje uwolnione do frakcji cytoplazmatycznej
w wyniku ekstrakcji bton detergentem. Uzywajgc przeciwcial przeciwko
lizofosfolipazie Il (349) oraz stosujac trawienie endoplazmatycznego reti-
kulum enzymami proteolitycznymi (350) wykazano, ze enzym ten wyste-
puje w ekstracytoplazmatycznej warstwie bton endoplazmatycznego reti-
kulum komérek watroby szczura. Takze centrum aktywne fosfatazy kwasu
fosfatydowego (Ryc. 5, reakcja 9) w btonach endoplazmatycznego retiku-
lum komorek watroby szczura zlokalizowano na stronie ekstracytoplazma-
tycznej btony (40, 229, 239). Na stronie ekstracytoplazmatycznej znajduje
sie réwniez centrum aktywne hydrolazy palmitylo-CoA (aktywowanej
przez detergenty) (351).

Jak wynika z cytowanych wyzej danych literaturowych zbadano roz-
mieszczenie w btonach zaledwie kilku enzymoéw biorgcych udziat w degra-
dacji lipidéw. Pordwnanie jednakze "potozenia ich centrow aktywnych
z potozeniem centréw aktywnych enzymoéw syntetyzujgcych lipidy suge-
ruje, iz synteza i degradacja lipidow sg procesami zachodzacymi po prze-
ciwnych stronach btony. Odnosi sie to zarébwno do endoplazmatycznego
retikulum z komérek watroby (40, 59, 229, 237, 239—243, 245, 330, 349—
351), jak i bton sarkoplazmatycznego retikulum komorek miesni szybkich
(216, 338), btony erytrocytéw krwi ssakéw (41, 43, 331—333, 346, 352) oraz
btony synaptosomalnej (53, 334—336, 342).
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V. Podsumowanie

Rozmieszczenie biatek integralnych w btonach biologicznych wynika
ze sposobdéw ich wbudowywania w dwumolekularng warstwe lipidowa
w czasie biogenezy bton. Asymetria biatek utrzymuje sie w btonie, gdyz
biatka nie przemieszczajg sie przez hydrofobowy trzon dwumolekularnej
warstwy lipidowej (jest to tzw. asymetria absolutna). Roéznice
w zawartosci lipidow pomiedzy obiema warstwami monomolekularnymi
btony sg iloSciowe, a nie jakosciowe. Nie mamy wiec w tym przypadku do
czynienia z asymetrig absolutna. Fosfolipidy, zawierajagce zasade cholino-
wg (fosfatydylocholina i sfingomielina) na ogét przewazajg w ekstracyto-
plazmatycznej warstwie monomolekularnej btony, podczas gdy fosfolipidy
posiadajagce tadunek netto (fosfatydyloseryna, fosfatydyloetanoloamina
i fosfatydyloinozytol) znajdujg sie w cytoplazmatycznej warstwie mono-
molekularnej. Wiekszo$¢ dotychczas uzyskanych danych na temat roz-
mieszczenia glikolipidow wskazuje na ich obecno$¢ w ekstracytoplazma-
tycznej warstwie monomolekularnej (jest to asymetria absolutna, podob-
nie jak w przypadku biatek).

Upakowanie czasteczek lipidow w btonie zalezy od tadunku netto lipi-
du i od wchodzacych w sktad lipidow kwaséw ttuszczowych (diugosci ich
tancucha alifatycznego, stopnia nasycenia, itp.). Asymetria w rozmieszcze-
niu lipidéw w ptaszczyznie poprzecznej blony jest determinowana takze
przez rodzaj interakcji lipidéw z integralnymi biatkami bton i z r6znym
pod wzgledem sktadu chemicznego $rodowiskiem po obu stronach btony.
Stwierdzono, iz aktywnos$¢ katalityczna szeregu enzyméw btonowych za-
lezy od obecnosci okreslonych fosfolipidow (353—371). Kwasne fosfolipidy
(ktére dodane z zewnatrz przyspieszaja koagulacje erytrocytéw) wyste-
puja w cytoplazmatycznej warstwie monomolekularnej btony plazmatycz-
nej erytrocytow. Czynniki koagulujace natomiast znajduja sie po ekstra-
cytoplazmatycznej stronie btony (365, 372, 373).

Poréwnanie rozmieszczenia lipidow w plaszczyznie poprzecznej biony
z miejscem ich biosyntezy i degradacji wskazuje, iz asymetryczne roz-
mieszczenie enzymdw bioragcych udziat w metabolizmie lipidow moze by¢
jednym z czynnikdw warunkujacych asymetrie lipidéow. Wydaje sie jed-
nak, ze decydujgcymi czynnikami utrzymujacymi asymetryczne rozmiesz-
czenie lipidow w ptaszczyznie poprzecznej btony sa:

— oddziatywania poszczegélnych klas fosfolipidow z biatkami inte-
gralnymi bion;

— selektywny transport lipidow pomiedzy dwiema warstwami mono-
molekularnymi (flip-flop), byé moze wspomagany przez biatka integral-
ne bton;

— wymiana fosfolipidéw pomiedzy réznymi komdrkami lub lipo-
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proteidami (spontaniczna lub katalizowana przez biatka przenoszace fosfo-
lipidy);

— fuzja bion.

W zwigzku z kontrowersyjnoscig otrzymanych przez réznych autoréw
wynikow odnos$nie asymetrii bton, zamiesciliSmy w niniejszym artykule
krytyczny przeglad metod stosowanych w badaniach rozmieszczenia lipi-
dow i biatek w ptaszczyznie poprzecznej dwumolekularnej warstwy lipido-
wej. Wydaje sie, ze dopiero zastosowanie kilku niezaleznych metod po-
zwala na otrzymanie wynikow wiarygodnych i okreSlajagcych rzeczywiste
rozmieszczenie skiladnikéw w obu warstwach monomolekularnych bton
biologicznych.
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Wykaz stosowanych skrotow:

LUV — duzy jednowarstwowy pecherzyk fosfolipidowy, MLV — wielowarstwowy
pecherzyk fosfolipidowy, SUV — maty jednowarstwowy pecherzyk fosfolipidowy,
Tt — temperatura przejscia fazowego fosfolipidow, CF — karboksyfluoresceina,
DCP — fosforan dwucetylu, DPPC — dwupalmitylofosfatydylocholina, DSPC —
dwustearylofosfatydylocholina, PA — kwas fosfatydowy, PC — fosfatydylocholina,
Pl — fosfatydyloinozytol, PS — fosfatydyloseryna, SA — stearyloamina

I. Wprowadzenie

W ciagu minionych 15 lat wiele uwagi poswiecono wiasciwosciom i za-
stosowaniom sztucznie wytwarzanych, jedno- lub wielowarstwowych pe-
cherzykow fosfolipidowych — liposoméw. W poczatkowym okresie badan
liposomy traktowano niemal wytgcznie jako doskonaty model btony biolo-
gicznej zamykajacej przestrzen wypetniong wodnym roztworem soli. Ba-
dania koncentrowaty sie na takich wiasciwosciach liposomow, jak mole-
kularna organizacja, ptynnos$¢, przepuszczalno$¢ i inne fizyko-chemiczne
cechy bton liposomalnych (1—7). Od poczatku lat 70-tych powszechne sta-
ty sie doswiadczenia z zamykaniem w liposomach wodnych roztworow
substancji o znaczeniu biologicznym. Nastepnym etapem byto uzycie lipo-
somoéw do wprowadzania zamknietych w nich substancji do komoérek —
poczatkowo in vivo, p6zniej réwniez in vitro. W pismiennictwie zagranicz-
nym ukazaty sie liczne artykuty przeglagdowe oraz publikacje ksigzkowe
dotyczace mechanizméw oddziatywania fosfolipidowych pecherzykéw
z komorkami oraz praktycznego zastosowania liposomow w biologii i me-
dycynie (8—19).

Artykut niniejszy, bedac przegladem prac dotyczgcych wykorzystania
liposoméw do przenoszenia substancji do komorek, jakkolwiek nie wy-
czerpuje tego zagadnienia, pozwala zorientowac sie¢ w zakresie i charakte-
rze prowadzonych badan.

I1. Ogolna charakterystyka liposoméw

I1-1. Klasyfikacja i budowa liposomoéw

Zgodnie z ogélnie przyjeta klasyfikacjg rozroznia sie trzy typy lipo-
somow:

— MLV (z ang. multilamellar vesicles) — wielowarstwowe pecherzyki
zbudowane z koncentrycznie utozonych bton — dwuwarstw fosfolipido-
wych— oddzielonych od siebie przedziatami wodnymi (Ryc. 1A); liposomy
tego typu charakteryzuja sie duzg rozpietosciag wymiarow — ich S$rednica
zewnetrzna wynosi od kilkuset do kilku tysiecy nanometrow (7, 20—22),
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— SUV (z ang. small unilamellar vesicles) — jednowarstwowe peche-
rzyki o $rednicy 20—20 nm (23—26), zbudowane z dwuwarstwy fosfo-
lipidowej otaczajgcej zamknietg przestrzen wodng (Ryc. IB),

— LUV (z ang. large unilamellar vesicles)— pecherzyki typu SUV,
ktérych $rednica — zaleznie od sposobu przygotowywania liposomow —
moze wynosi¢ od 100 do 2400 nm (27—33), a nawet 9000 nm (34).

Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie budowy liposoméw: A) MLV, B) SUV, fw —
faza wodna

Oprécz fosfolipidéw stanowiacych strukturalny zrab btony liposomal-
nej, w jej sktad mogag wchodzi¢ rowniez inne substancje o charakterze
hydrofobowym (np. sterole) lub amfipatycznym (np. niektére biatka).
W praktyce najczesciej stosowanymi skiadnikami bton liposomalnych sa:
fosfolipidy naturalne — fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloseryna (PS),
fosfatydyloinozytol (Pl) oraz syntetyczne — dwupalmitylofosfatydylocho-
lina (DPPC) i dwustearylofosfatydylocholina (DSPC). Czestym dodatkiem
jest cholesterol, ktérego zawarto$¢ w btonie liposomalnej moze dochodzié¢
do 50%. PC uzywana jest czesto w mieszaninie z lipidami obdarzonymi
wypadkowym tadunkiem elektrycznym; zZrédtem tadunku dodatniego jest

zazwyczaj stearyloamina (SA), za$ ujemnego — kwas fosfatydowy (PA)
lub fosforan dwucetylu (DCP).

11-2. Podstawy teoretyczne i sposoby tworzenia liposomdw

Fosfolipidy wprowadzone do roztworu wodnego, po osiggnieciu stanu
rébwnowagi z fazg wodng, tworzg ztozone uktady okreslane jako uwodnio-
ne ciekte krysztaty fosfolipidowe. W uktadach takich btony, zbudowane
z dwéch warstw fosfolipidow, sa oddzielone od siebie warstwami fazy
wodnej (20). Hydrofobowe tancuchy acylowe fosfolipidéow sa skierowane
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do $rodka dwuwarstwy i zwigzane miedzyczgsteczkowymi sitami van der
Waatsa, natomiast polarne, hydrofilowe fragmenty czasteczek sa wyekspo-
nowane w kierunku s$rodowiska wodnego, w ktéorym ulegaja dysocjacji
i hydratacji. Formowanie uwodnionych cieklych krysztatow fosfolipido-
wych zachodzi w temperaturze wyzszej od temperatury przejscia fazo-
wego fosfolipidow (Tt), tj. wtedy, gdy tancuchy acylowe fosfolipidow
znajdujg sie w stanie ptynnym i charakteryzujg sie duzg ruchliwoscia
termiczng (35). Tt poszczegdlnych fosfolipidow jest tym wyzsza, im diuz-
sze sg tancuchy acylowe i im mniejsza jest liczba wigzan nienasyconych
w tych tanhcuchach.

Wielkos¢ i ksztatt uwodnionych ciektych krysztatdw zalezy od rodzaju
uzytych fosfolipidéw oraz od sity jonowej i pH $rodowiska wodnego (36,
37). Odlegto$¢ pomiedzy btonami fosfolipidowymi w omawianych ukta-
dach wynika z rownowagi pomiedzy sitami van der Waalsa przyciagaja-
cymi sasiadujagce dwuwarstwy fosfolipidowe, a sitami odpychania wynika-
jacymi z hydratacji polarnych grup fosfolipidéow i z ich wypadkowego
tadunku elektrycznego (38). Wypadkowy tadunek elektryczny wynika
ze stopnia dysocjacji polarnych fragmentéw czasteczek, zaleznego od pH
Srodowiska wodnego; wysoka sita jonowa fazy wodnej moze powodowac
maskowanie elektrycznych tadunkéw fosfolipidéw. Proporcjonalnie do
ilosci tadunkow elektrycznych jednakowego znaku wnoszonych przez
fosfolipidy, odlegto$é pomiedzy sgsiadujagcymi btonami rosnie, a tym sa-
mym zwieksza sie objeto$¢ fazy wodnej otoczonej fosfolipidowymi dwu-
warstwami. Wielkos¢ uwodnionych ciektych krysztatow fosfolipidowych
zalezy takze od sposobu rozpraszania fosfolipidéw w fazie wodnej; bodzce
mechaniczne, jak wytrzasanie lub sonifikacja zawiesiny fosfolipidow
w roztworze wodnym, powodujg fragmentacje wiekszych struktur (39).
Jedng z form uwodnionych ciektych krysztatéw fosfolipidowych sg lipo-
somy — jedno- lub wielowarstwowe pecherzyki, w ktérych przedziaty
wodne otoczone dwuwarstwami fosfolipidowymi sg catkowicie zamkniete
i odizolowane od reszty fazy wodnej. NajczeSciej stosowane metody przy-
gotowywania liposoméw podano w Tabeli 1 (7, 20—26, 29—34, 40, 41).

Podczas powstawania liposomow cze$¢ fazy wodnej zostaje zamknieta
we wnetrzu pecherzykdw. Nawet tak duze struktury, jak jagdra komorko-
we (42) lub komorki bakteryjne (34) mozna przy uzyciu odpowiednich
metod zamkng¢ wewnatrz liposomdw.

0O zamknieciu substancji wewnatrz pecherzykéw mozna méwié jesli
spetnione sg nastepujgce kryteria:

— zawarto$¢ substancji wzrasta proporcjonalnie wraz ze wzrostem
objetosci fazy wodnej (43),

— aktywnosci biologicznej substancji zamknietej nie mozna wykazaé

(latencja) bez zniszczenia struktury liposomu np. dziatajgc detergentem
<27, 43—45), *
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— substancja nie przenika do wnetrza uformowanych juz liposomow
(27, 43—45).

W wielu przypadkach niezbedne jest oddzielenie liposomow wraz
z zamknietg w nich substancjg od tej jej czesci, ktora nie ulegta zamknie-
ciu. Najczesciej stosowane w tym celu metody, to wirowanie (47, 48),
dializa (20, 49) lub filtracja na kolumnach z zeléw Sephadex (50, 51) lub
Sepharose (23, 27, 44, 46, 52, 53). W przypadku, gdy liposomy majg by¢
oddzielone od substancji wysokoczasteczkowych, jak biatka, DNA lub
RNA, nalezy przed wirowaniem, dializa lub filtracjag zelowag przeprowa-
dzi¢ enzymatyczne trawienie preparatu (27, 44, 45, 52). Celem oddzielenia
liposomdéw od niezamknietego w nich DNA lub innych makroczasteczek,
mozna tez stosowaé flotacje w nieciagtych gradientach polimeréw, jak
np. Ficoll (28).

Omawiane zamykanie substancji w liposomach odnosi sie do zwigzkdw
hydrofitowych, rozpuszczonych w fazie wodnej. Jezeli natomiast substan-
cja wbudowywana w liposom ma charakter hydrofobowy, to jej czgsteczki
ulegajg wbudowaniu w strukture lipidowg liposomu i stajg sie elementami
btony liposomalnej.

11-3. Szczelnos$¢ liposomow

Szczelno$¢ liposoméw jest najwieksza w temperaturach ponizej Tt two-
rzagcych je fosfolipidow; jest to wynikiem ograniczenia ruchliwos$ci tancu-
chéw acylowych fosfolipidow i tym samym zmniejszenia ptynnos$ci biony.
Pecherzyki utworzone z fosfolipidow o diugich tancuchach acylowych
z matg liczbg wigzan nienasyconych (czyli o wysokiej Tt) zachowujg
szczelno$¢ w szerszym zakresie temperatur, niz liposomy utworzone
z fosfolipiddw o kroétkich tahcuchach i duzej liczbie wigzan nienasyconych
(54—56). Znaczny wzrost szczelno$ci liposomow mozna uzyskaé przez wia-
czenie w skitad bton liposomalnych cholesterolu (55—62), ktory polepsza
zwartos¢ upakowania elementow tworzacych bione liposomalng. Prze-
puszczalnos$¢ liposomdw dla substancji posiadajacych okreslony tadunek
elektryczny mozna zmniejszy¢ przez wbudowanie w btone liposomalng
lipidéw obdarzonych tadunkiem o takim samym znaku (10).

Na og6t mozliwe jest przechowywanie liposomow w temperaturze 4°C
przez okres kilku dni (25), a nawet tygodni (63) bez istotnego wzrostu
przepuszczalnosci bton liposomalnych, jak i bez wpltywu na wiasciwosci
zamknietych w liposomach substancji. Duze wahania temperatury, np.
gwattowne zamrazanie liposoméw, powodujg uszkodzenie btony pecherzy-
kéw i wyciekanie ich zawarto$ci (64).

Szczelno$¢ liposomow ulega obnizeniu pod wptywem dziatania suro-
wicy krwi. W temperaturze zblizonej do Tt dochodzi do wigzania lipo-
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somalnej PC do wchodzacych w skiad surowicy lipoprotein o wysokiej
gestosci (HDL — high density lipoproteins) (17, 59, 60, 65, 66). Proces prze-
chodzenia PC z btony liposomu na HDL jest jednokierunkowy, czego
skutkiem jest znaczny wzrost przepuszczalnosci btony liposomu (17).
Zmniejszenie szczelnosci btony w obecno$ci surowicy moze by¢ réwniez
wynikiem oddziatywania liposomu z albuming (66, 67) lub globulinami
(68, 69).

11-4. Efektywno$¢ zamykania substancji w liposomach

Efektywnosé zamykania substancji w liposomach wyrazana jest za po-
mocg procentu okreSlajgcego stosunek ilosci substancji zamknietej do
podanej. Porownywanie tak okreSlonych efektywnosci zamykania wyma-
ga uwzglednienia stosunku ilosci lipidow do objetosci fazy wodnej podczas
formowania liposoméw (11). Efektywno$¢ zamykania substancji w lipo-
somach jest znacznie wyzsza w przypadku liposoméw LUV i MLV niz
SUV (40). Wynika to stad, ze stosunek objetosci fazy wodnej pecherzyka
do ilosci lipidéw tworzacych bilone liposomalng jest znacznie wiekszy
w przypadku LUV i MLV niz SUV (40).

Istotny wptyw na efektywno$¢ zamykania substancji w liposomach
wywierajg tadunki elektryczne czgsteczek. Zwiekszenie objetosci prze-
dziatu wodnego liposomdw przez wigczenie w skiad ich btony fosfolipidow
obdarzonych tadunkiem elektrycznym, powoduje wzrost ilosci substancji
zamykanej w pecherzykach. Zalezno$¢ ta obserwowana jest do momentu
osiggniecia 10°/0 (70) lub 20% (50, 51) zawarto$ci natadowanych fosfolipi-
déw w blonie. Zamykanie substancji obdarzonych tadunkiem elektrycz-
nym jest najefektywniejsze, gdy btona liposomu posiada wypadkowy ta-
dunek elektryczny o przeciwnym znaku (71).

Efektywnosé zamykania DNA w liposomach zalezy od wielkosci cza-
steczek DNA i zmniejsza sie wraz ze wzrostem wymiaréw DNA powyzej
10® daltonéw (45). Sugerowana jest mozliwos¢ zwiekszenia efektywnosci
zamykania duzych czasteczek DNA przez uprzednig kondensacje DNA
przy uzyciu histondw lub zwigzkéw polikationowych (45).

I11. Wprowadzanie substancji do komoérek przy uzyciu liposomow

I11-1. Mechanizmy pobierania liposoméw przez komérki

Wprowadzanie zamknietych w liposomach substancji do komérek jest
procesem bardzo ztozonym. Pierwszym etapem oddziatywania liposomow
z komorkami jest adsorpcja pecherzykdéw na btonie komdrkowej (16, 72,
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73) (Ryc. 2A), nie zawsze prowadzgca do pobrania liposomow przez ko-
morke. Znaczna cze$¢ zaadsorbowanych liposoméw traci szczelnosé (m.in.
na skutek podwyzszonej temperatury, zmienionego pH, obecnosci suro-
wicy oraz kontaktu z btong komdrkowa), przez co zawarto$¢ ich przedziatu
wodnego wycieka do medium inkubacyjnego (61, 62, 72, 74—76). Powo-
duje to powstanie w bezposrednim sasiedztwie komorek wysokiego steze-
nia substancji przenoszonej przez liposomy (Ryc. 2B), a tym samym
zwiekszenie mozliwosci ewentualnego jej pobierania przez komorki bez
udziatu liposomdéw, np. na drodze dyfuzji lub aktywnego transportu (74).
Dos¢ powszechnym zjawiskiem jest wymiana fosfolipidéw pomiedzy bio-
ng komérkowa a btong zaadsorbowanych na niej liposoméw (Ryc. 2C);
wymiana ta nie jest jednoznaczna z przechodzeniem zawarto$ci wodnego
przedziatu liposoméw do wnetrza komorki (77—79).

Ryc. 2. Schematyczne przedstawienie mozliwych interakcji liposom—komoérka:
A) Adsorpcja, B) Wyciekanie, C) Wymiana lipidow, D) Endocytoza, D-1) Fuzja pe-
cherzyka endocytotycznego z lizosomami pierwszorzedowymi, D-11) Fuzja pecherzyka
endocytotycznego z liposomem, E) Fuzja, ¢ — cytoplazma, m — medium inkubacyjne,
Ip — liposom, bk — btona komérkowa, Iz — lizosom pierwszorzedowy.

Wi1asciwe pobieranie liposomdw wraz z ich zawartoscig przez komaorki
jest wynikiem dwéch czesto uzupetniajacych sie proceséw — fuzji lipo-
soméw z btong komoérkowa i endocytozy (16). W procesie endocytozy
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(Ryc. 2D) nienaruszone liposomy ulegajg pobraniu przez komorke w wy-
niku wpuklania btony komorkowej i oderwania sie wytworzonego peche-
rzyka. W cytoplazmie nastepuje potgczenie pecherzyka endocytotycznego
z komorkowymi lizosomami pierwszorzedowymi (Ryc. 2D-I) i wytworze-
nie lizosomu drugorzedowego, w ktéorym odbywa sie enzymatyczne tra-
wienie zawartosci pecherzyka. W przypadku zahamowania aktywnosci
enzymdw lizosomalnych (np. w wyniku potraktowania komorek chloro-
chinonem lub NH4C1), moze doj$s¢ — jak sugerujg Fraley i wspdtauto-
rzy (62) —do fuzji btony liposomu z otaczajgcym go pecherzykiem
endocytotycznym i wydostania sie zawartosci liposomu do cytoplazmy
(Ryc. 2D-I11). W przypadku fuzji z btong komdérkowg (Ryc. 2E) zawartos¢
liposomu zostaje uwolniona bezpos$rednio do cytoplazmy, z pominieciem
systemu lizosomalnego. Btona liposomalna zostaje jednocze$nie wbudo-
wana w btone komorkowa, co stwarza mozliwo$é uzycia liposomoéw nie
tylko do przenoszenia zamknietych w nich substancji do wnetrza komorki,
ale takze do modyfikacji btony komdrkowej.

Rozgraniczenie pomiedzy fuzja i endocytoza, jako dwiema alternatyw-
nymi drogami pobierania liposomoéw wraz z ich zawarto$cig przez komor-
ki, nie jest sciste. W komdrkach aktywnie fagocytujacych (np. makrofagi)
dominuje pobieranie na drodze endocytozy. W pozostalych komorkach
pobieranie liposoméw zachodzi albo na drodze fuzji, albo endocytozy,
w zaleznosci od sktadu lipidowego pecherzykéw, a $cislej od wypadko-
wego tadunku powierzchniowego btony i od stopnia ptynnosSci tworzacych
ja fosfolipidéw (51, 78, 80—82). Poste i Papahadjopoulos (82
wykazali, ze w hodowlach komoérek zwierzecych liposomy zbudowane
z fosfolipidéw ,,ptynnych” o ujemnym wypadkowym tadunku elektrycz-
nym (np. PS) pobierane sg w wiekszosci (co najmniej 60%) na drodze fu-
zji. Pozostate, tj. zbudowane z fosfolipidéw ,,ptynnych” o zerowym tadun-
ku wypadkowym (np. PC) lub z fosfolipidow o matym stopniu ptynnosci
(DPPC, DSPC), pobierane sg prawie wytgcznie na drodze endocytozy.

W procesie fuzji pierwszym etapem jest Sciste zblizenie bton fosfolipi-
dowych, ktére wymaga neutralizacji tadunku elektrycznego bton, oraz
usuniecia wody z przestrzeni pomiedzy btonami (dehydratacja). Czynni-
kami powodujgcymi zblizenie bton mogg by¢: krysztaty lodu podczas za-
mrazania liposoméw (mechaniczny nacisk) (83), glikol polietylenowy (dzia-
tanie odwadniajgce) (83—85) lub jony metali dwuwarto$sciowych (86—
89) — Mg*+ (neutralizacja ujemnego tadunku powierzchniowego bton)
i Ca2+ (neutralizacja tadunku oraz wytworzenie bezwodnych komplekséw
z polarnymi grupami fosfolipidow). Stopien dehydratacji przestrzeni po-
miedzy btonami zalezy zaréwno od skitadu fosfolipidowego bton (90) jak
i od obecno$ci czynnikdw odwadniajgcych. Niezdolnosé jondéw magnezu
do tworzenia bezwodnych komplekséw z fosfolipidami sprawia, ze Mg2+
powoduje jedynie agregacje pecherzykéw, a nie ich fuzje; Mg2+ moze
natomiast wspomaga¢ dziatanie Ca2+, obnizajac jego progowe stezenie
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konieczne do wywotania fuzji (87, 89, 90). Sama dehydratacja przestrzeni
pomiedzy przylegajacymi btonami, jakkolwiek konieczna (89, 90), nie jest
wystarczajgca do wywotania fuzji; dlatego nie wszystkie zwiagzki o dziata-
niu odwadniajagcym powodujg fuzje liposoméw (83). Kolejnym, koniecz-
nym warunkiem wystgpienia fuzji jest przejsciowa destabilizacja dwu-
warstwowej organizacji przylegajacych do siebie bton fosfolipidowych,
pozwalajgca na wymieszanie sktadnikéw tych”™ bton (83, 86). Wedtug P a -
pahadjopoulosa i wspo6tautoréw (86), wytworzenie bezwodnych
komplekséw Ca2+ z ujemnie natadowanymi fosfolipidami prowadzi do
krystalizacji fosfolipidéw, tj. do przejscia ich tancuchow acylowych ze
stanu: ciektego w krystaliczny. Podczas procesu krystalizacji zachodzi gru-
powanie fosfolipidow w btonie w obszary ciekte i krystaliczne, na granicy
ktorych wystepuje przejsciowa destabilizacja dwuwarstwy fosfolipidowej
prowadzaca do fuzji. Grupowanie fosfolipidow w obszary ciekte i krysta-
liczne wystepuje m.in. w btonach zbudowanych z PS, natomiast w btonach
zawierajacych 50% lub wiecej PC, zjawisko takie nie zachodzi; ttluma-
czy to réznice w zdolno$ci liposomow zbudowanych z tych fosfolipidow
do fuzji.

Dodatkowym czynnikiem utatwiajacym fuzje jest duza krzywizna po-
wierzchni bton fosfolipidowych, w przypadku ktérej wystepuje zmniej-
szona regularno$¢ upakowania lipidéow w btonie, co zwieksza prawdopodo-
bienstwo destabilizacji dwuwarstwy fosfolipidowej (89).

111-2. Efektywno$¢ pobierania liposomoéw przez komoérki

Metody stosowane w celu stwierdzenia pobrania liposoméw przez ko-
morki polegaja na identyfikacji w komdrkach lub ich ekstraktach sktadni-
kéw liposomalnych: lipidowych — pochodzgcych z blony liposomu, lub
rozpuszczalnych — uprzednio zamknietych w przedziale wodnym peche-
rzyka. Wiaczenie w skiad liposomu substancji lipidowych lub rozpuszczal-
nych znakowanych izotopami pozwala na autoradiograficzne wykrycie ich
w komorkach, ktore pobraty liposomy lub zaadsorbowaty je na swojej po-
wierzchni (15, 16). Zamkniecie w liposomach lub wbudowanie w ich btone
substancji biologicznie czynnych, ktérych aktywno$¢ ujawnia sie dopiero
w obrebie komérki (np. enzymy, kwasy nukleinowe), umozliwia odréznie-
nie rzeczywistego pobierania liposomdéw od adsorpcji pecherzykéw na bto-
nie komorkowej. Uzycie zamknietej w przedziale wodnym pecherzykéw
karboksyfluoresceiny (CF), pozwala nie tylko na stwierdzenie pobierania
liposoméw, ale rowniez na okreslenie drogi ich wprowadzania do komdrki
(76, 91). Fluorescencja CF, ulegajgca samowygaszeniu w wysokich steze-
niach tego barwnika, ujawnia sie natychmiast po rozciefczeniu zawartosci
liposoméw w cytoplazmie komorki, ktéra pobrata je na drodze fuzji;
w przypadku pobrania liposoméw na drodze endocytozy, ujawnienie sie
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fluorescencji barwnika zalezy od szybkosci wyciekania stezonej CF z pe-
cherzykéw endocytotycznych (lub lizosomdéw) do cytoplazmy.

Rozbieznosci, jakie moga wystapi¢ pomiedzy danymi dotyczacymi
efektywnosci pobierania przez komérki sktadnikéw lipidowych i sktadni-
kéw rozpuszczalnych liposomow, sg zwykle wynikiem nieszczelno$ci pe-
cherzykow (75, 76) lub wymiany fosfolipidéw pomiedzy liposomami a bto-
ng komédrkowa (77—79).

Efektywnos$¢ pobierania liposoméw przez komérki zalezy zaréwno od
rodzaju komérek i sktadu lipidowego liposoméw jak i od warunkéw inku-
bacji wptywajacych na intensywnos$¢ procesdéw fuzji i endocytozy. Jednym
z istotnych czynnikéw jest temperatura, ktérej wzrost w granicach fizjo-
logicznych stymuluje pobieranie liposoméw zar6wno na drodze fuzji jak
i endocytozy (82). Obecno$é glikolu polietylenowego (22, 28, 92, 93) lub
jonéw wapnia (92) w medium inkubacyjnym powoduje zwiekszenie efek-
tywnos$ci pobierania liposomow na drodze fuzji. Krotkotrwata inkubacja
komoérek i liposomoéw z glicerolem wptywa na bardzo silny wzrost efek-
tywnosci pobierania ujemnie natadowanych liposomdw na drodze endo-
cytozy (18, 28, 62, 94).

Etapem, ktory poprzedza zaréwno fuzje jak i endocytoze, jest adsor-
pcja liposom6éw na powierzchni komérki (16). Efektywno$¢ pobierania
liposomow wzrasta wiec wraz z dostepnoscig powierzchni komoérki (95),
a takze wraz z liczbg pecherzykow przypadajgcych na pojedynczg komor-
ke (28, 95). Powyzej okreSlonej ilosci liposoméw w hodowli wzrost ten
ustaje, co jest ttumaczone wysyceniem miejsc na powierzchni komérki,
zdolnych do oddziatywania z liposomami (28, 62, 63, 94). Przy statej ilosci
liposomow przypadajacych na jedng komdrke, efektywnos$¢ pobierania
substancji zamknietej w pecherzykach zwieksza sie wraz ze wzrostem
stezenia tej substancji w liposomach (28, 63, 94).

Obecnos$¢ surowicy zmniejsza pobieranie przez komdrki zaréwno za-
wartosci przedziatu wodnego liposomow (62, 98) jak i liposomalnych fosfo-
lipidow (79, 97). Jest to wynikiem z jednej strony ograniczenia adsorpcji
liposomow na powierzchni komoérek (79, 97, 98), a z drugiej — zmniejsze-
nia trwatosci i szczelnosci liposomow (61, 74).

Uzycie liposomow o dodatnim wypadkowym tadunku elektrycznym
zwieksza niespecyficzng adsorpcje pecherzykéw na obdarzonej ujemnym
tadunkiem powierzchni komarki (25, 73, 99, 100), lecz nie zawsze prowadzi
do pobrania liposomdw przez komorke. Liposomy o ujemnym tadunku wy-
padkowym wykazujg wysokie, lecz nie dajace sie wyttlumaczy¢ oddziaty-
waniami elektrostatycznymi powinowactwo ao btony komodrkowej. Wyni-
ka ono prawdopodobnie z istnienia na powierzchni komdrki miejsc wigza-
nia ujemnie natadowanych liposomoéw (62, 95, 101, 102) i prowadzi do po-
bierania liposomow przez komorke na drodze endocytozy (62).

Znaczne zwiekszenie wydajnosci etapu wiazania liposomoéw z powierz-
chnig komorki mozna uzyska¢ przez modyfikacje btony liposomalnej
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zwigzkami oddziatywujgcymi specyficznie ze sktadnikami btony komorko-
wej. Modyfikacje takie prowadzg zwykle nie tylko do wzrostu adsorpcji
liposoméw na powierzchni komarki, ale takze do selektywnego wigzania
pecherzykow z wybranymi komoérkami. Zwigzki modyfikujgce mogg by¢
whbudowane w btone liposomu, sprzegane chemicznie z lipidami btony lub
zaadsorbowane na zewnetrznej powierzchni liposoméw. Do najczesciej
stosowanych substancji wigzacych sie z btong liposomalng nalezg immuno-
globuliny (przeciwciata) (51, 72, 103—113). Zaleznie od tego, jaki fragment
immunoglobuliny jest wyeksponowany na zewnatrz btony liposomalnej,
pecherzyk moze ulegaé specyficznemu wigzaniu z komérka posiadajaca
na swej powierzchni antygeny — rozpoznawane przez przeciwciato (103—
105), albo z komédrka fagocytujaca (makrofagiem), posiadajacg w bionie
receptory dla immunoglobulin (50, 51, 106). Inne substancje stosowane
do modyfikowania powierzchni liposomoéw, to glikozydy i glikoproteiny,
za posrednictwem ktorych pecherzyki ulegajg zwigzaniu z komaérkami
posiadajacymi na swej powierzchni odpowiednie receptory (103, 110). Nie-
zaleznie od sposobu modyfikacji btony liposomalnej, zwiekszona efektyw-
no$¢ pobierania liposoméw przez komoérki wystepuje tylko wtedy, gdy
pecherzyki zwigzane zostang z powierzchnig komérek fagocytujgcych (51,
72, 103, 106), nie jest natomiast obserwowana w przypadku komodrek
0 matej aktywnosci endocytotycznej (104).

121-3. Cytotoksycznos$¢ liposomoéw

W wiekszosci doSwiadczen z liposomami nie stwierdzono szkodliwego
wplywu pecherzykéw na zywotnos$¢ inkubowanych z nimi komorek. Cyto-
toksyczne dziatanie liposomow obserwowane bywa jedynie w przypadku
stosowania duzego nadmiaru pecherzykdw przypadajacych na jednag ko-
morke (74) i zalezy wprost proporcjonalnie od dostepnosci powierzchni
komérek oraz do czasu inkubacji komdrek z liposomami (95). Natezenie
szkodliwego wptywu liposoméw na komorki zalezy tez od sktadu lipido-
wego btony liposomalnej. Cytotoksyczno$é liposoméw zwieksza sie wraz
ze wzrostem zawartosci stearyloaminy w btonie liposomalnej, co stwier-
dzono zaréwno w hodowlach komorek zwierzecych (114) i ro$linnych (71)
jak i w uktadzie in vivo— u myszy (115). Fuzja komorek z liposomami
nie zawierajacymi cholesterolu w btonie moze réwniez by¢ przyczyng
zmniejszonej zywotnosci komadrek, prawdopodobnie na skutek zaktdcenia
wiasciwych stosunkdw ilosciowych pomiedzy fosfolipidami a cholestero-
lem w btonie komérkowej (95).

11 Postepy Biochemii 1—2/84
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I11-4. Praktyczne zastosowanie liposoméw w przenoszeniu substancji do komoérek

111-4.1. Badania in vivo

NajczeSciej stosowang drogg podawania liposomow zwierzetom do-
Swiadczalnym sa wstrzykniecia dozylne. Wprowadzone w ten sposéb lipo-
somy sg stosunkowo szybko usuwane z krwiobiegu i gromadzone w réz-
nych tkankach. Przewazajgca cze$é¢ liposomoéw jest akumulowana w wa-
trobie i S$ledzionie (17, 98, 116—120) i wykrywana przewaznie w lizo-
somalnej frakcji komorek tych narzadow (121, 122). Tylko niewielka cze$¢
liposomow jest pobierana przez inne tkanki, m.in. serce, ptuca, nerki,
mézg, miesnie (119, 123—125). Usuwanie liposoméw z krwiobiegu ma cha-
rakter dwufazowy (17, 126, 127); wieksza cze$¢ pecherzykdw jest usuwana
w ciggu kilkunastu minut po podaniu liposoméw, pozostata cze$¢ znacznie
wolniej. Podobny, dwufazowy charakter, ma pobieranie liposomow przez
watrobe; wigze sie to — jak wykazali Scherphof i wspdipracownicy
(17) — z udziatem réznych typow komorek watroby w procesie pobierania
liposoméw oraz z nietrwato$cig pecherzykéw w obecnosci surowicy. Pierw-
sza faza, szybkiego pobierania przez watrobe podanych dozylnie liposo-
mow moze byé przypisana endocytotycznej aktywnos$ci komoérek Kupfera
(makrofagéw watroby) i komérek endotelialnych (Srédbtonkowych). Po-
bieraniu ulegajg cate liposomy, tj. zarowno ich sktadniki btonowe jak i za-
warto$¢ przedziatlu wodnego. Komérki migzszowe watroby (hepatocyty)
nie biorg udziatlu w wychwytywaniu liposomdw (zwilaszcza liposomdw
0 wiekszych $rednicach). Faza druga, wolnego pobierania liposoméw przez
tkanke watrobowa, a $cislej liposomalnej fosfatydylocholiny przypisywana
jest aktywnos$ci hepatocytow. Komorki te pobieraja fosfatydylocholine
po uprzednim zwigzaniu jej z osoczowymi lipoproteinami o wysokiej ge-
stosci (HDL). Podczas wigzania fosfatydylocholiny z lipoproteinami za-
wartosé pecherzykéw liposomalnych wydostaje sie na zewnatrz. Prowadzi
wiec to do sytuacji, w ktorej poszczeg6lne skiadniki liposomoéw pobierane
bytyby niezaleznie od siebie. Jak wykazano (17), zawarto$¢ wodnego prze-
dziatu liposomdw jest pobierana prawie wytgcznie przez komaérki Kupfera
1 komérki endotelialne — na drodze endocytozy. Liposomalna PC, ktéra
wystepuje w formie kompleksu z HDL, jest pobierana przez hepatocyty
nie na drodze endocytozy, ale fuzji. Brak pobierania catych liposomow
przez hepatocyty jest wynikiem oddzielenia migzszu watroby od krwio-
biegu warstwg $rddbtonka, ktérego pory nie pozwalajg na przechodzenie
czasteczek o $rednicy wiekszej niz 0.1 |[xm. Kompleks PC z HDL ma nie-
wielkie wymiary, dzieki czemu z tatwoscia pokonuje bariere, jakg stanowi
$rodbtonek, natomiast obecne w krwiobiegu liposomy o $Srednicy wiekszej
niz 0.1 fim (wszystkie poza SUV) nie wchodzg wcale w kontakt z komar-
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kami migzszowymi watroby. Izolowane hepatocyty hodowane in vitro sg
zdolne, jak wykazano (17), do pobierania catych liposoméw wraz z ich za-
wartoscia.

Poza wstrzyknieciami dozylnymi stosuje sie wiele innych sposobéw
podawania liposoméw do organizmu zwierzat, a mianowicie wstrzykniecia
dootrzewnowe (128—130) i domie$Sniowe (131—133), wkroplenia do tcha-
wicy (113) lub podawanie do przewodu pokarmowego (131).

Zwiazki biologicznie czynne zamkniete w liposomach podawanych do
organizmu zwierzat, zachowuja swojg aktywno$¢ po pobraniu pecherzy-
kéw przez komérki; stwierdzi¢ to mozna zaré6wno badajgc aktywnos$¢ tych
zwigzkéw w ekstraktach komdrkowych jak i obserwujac ich dziatanie na
zywy organizm. Do zwigzkéw najczesciej wprowadzanych do organizmu
zwierzecego nalezg enzymy oraz substancje o charakterze lekow i regula-
toré6w metabolizmu komérkowego.

Wyniki badan prowadzonych in vivo sugerujg mozliwosci wielu Kkli-
nicznych zastosowan liposomoéw. Dozylne podawanie zamknietych w lipo-
somach enzyméw pozwala uzyska¢ znaczne obnizenie wysokiego poziomu
rozktadanych przez te enzymy zwigzkéw (np. wielocukréw) w watrobie
zwierzgt doswiadczalnych (121, 135, 136). Sugeruje to mozliwo$¢ uzycia
liposoméw w medycynie (137) w leczeniu chor6b zwigzanych z brakiem
endogennych enzyméw lizosomalnych odpowiedzialnych za rozktad sub-
stancji o charakterze zapasowym.

Skutecznos$¢ lekdw przeciwpasozytniczych podawanych w liposomach
umozliwia ich wykorzystanie w leczeniu chordb pasozytniczych takich,
jak Leishmaniasis. Silny wzrost efektywnosSci dziatania leku zamknietego
w liposomach jest prawdopodobnie wynikiem wybi6érczego gromadzenia
podanych dozylnie liposomoéw w watrobie, gdzie pasozyt przebywa przez
dtuzszg czes¢ swego cyklu zyciowego (138, 139).

Zmniejszenie poziomu metali ciezkich w watrobie zwierzat doswiad-
czalnych, obserwowane po dozylnym podaniu zamknietych w liposomach
zwiagzkéw chelatujacych (81, 128, 124), sugeruje mozliwo$¢ uzycia lipo-
somow w terapii zatru¢ spowodowanych spozyciem soli metali ciezkich.

Obnizenie poziomu cukru we krwi zwierzat, uzyskane w wyniku po-
dania liposomoéw zawierajgcych insuline do przewodu pokarmowego zwie-
rzat (131), pozwala zywi¢ nadzieje co do mozliwosci opracowania w przy-
sztosci metod doustnego podawania insuliny u ludzi.

Wstrzykiwane domiesniowo liposomy mogg by¢ przydatne w lokalnym
podawaniu lekdw, ze wzgledu na opo6znianie absorbcji substancji zamknie-
tych we wnetrzu pecherzykéw z miejsca podania (131—133). Przedtuzenie
obecnos$ci zawartosci liposoméw w miejscu ich podania uzyskuje sie takze
w przypadku wstrzykniecia liposomow do jamy otrzewnowej (130) oraz
podawania ich do ptuc drogg wkroplenia do tchawicy (134).

Wiele uwagi poswieca sie probom zastosowania liposoméw w leczeniu
raka. Uzycie liposomow do przenoszenia srodkéw przeciwnowotworowych

ik
1
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pozwala w niektérych przypadkach uzyska¢ przediuzenie przezywalnosci
chorych zwierzat (128, 129) lub zmniejszenie wzrostu guza (129), jednak
skuteczno$¢ podawanych w liposomach lekéw nie zawsze jest w petni za-
dawalajgca. Korzystne jest niewatpliwie ograniczenie og6lnej toksycznosci
zwigzkOw cytostatycznych przez podawanie ich w liposomach (128); wiaze
sie to z ograniczeniem rozprzestrzeniania sie tych zwigzkéw w ogranizmie
(134). Akumulacja w gruczotach limfatycznych podawanych dootrzewno-
wo liposoméw (130) sugeruje mozliwos¢ wykorzystania pecherzykéw
w leczeniu nowotwordw, ktére przenoszg sie droga uktadu limfatycznego.
Obiecujace wydaje sie rowniez pewne hamowanie przerzutow nowotwo-
rowych w efekcie dozylnego podania liposomdw zawierajacych zwigzki
aktywujagce makrofagi (140).

Skuteczne dziatanie lecznicze substancji zamknietych w liposomach
podawanych do organizmu zalezy bardzo czesto od tego, do jakich tkanek
lub narzadow wprowadzona zostanie zawarto$¢ pecherzykéw. Preferen-
cyjne pobieranie podanych dozylnie liposomoéw przez watrobe i $ledzione
utatwia wprowadzanie zawartosci pecherzykéw do tych narzadéw, réwno-
czes$nie jednak ogranicza mozliwosci wybidrczego kierowania liposoméw
do innych narzagddéw. Modyfikacje wielkosci oraz sktadu lipidowego lipo-
soméw wywotujg zmiany w szybkosci i proporcji ich pobierania przez wa-
trobe i $ledzione, ostatecznie jednak nie zapobiegajg akumulacji pecherzy-
kéw w tych narzgdach (119, 141). Najbardziej obiecujagce wydaje sie przej-
Sciowe zablokowanie komdérek fagocytujgcych watroby i Sledziony przez
podanie wysycajacej dawki ,,pustych” liposoméw przed wstrzyknieciem
porcji pecherzykéw zawierajgcych czynnik terapeutyczny (142, 143).

Kierowanie zawartosci liposoméw do tkanek zapalnych lub nowotwo-
rowych, charakteryzujacych sie wyzsza temperaturg niz pozostate tkanki,
mozna uzyska¢ przez dozylne podanie liposoméw zbudowanych z fosfo-
lipidow o wysokiej temperaturze przejScia fazowego Tt (np. DSPC). Szczel-
nos¢ takich liposomow ulega zmniejszeniu dopiero w podwyzszonej tem-
peraturze chorych tkanek, a uwolniona zawarto$¢ wodnego przedziatu
pecherzyko6w moze byé pobierana przez komorki tych tkanek na drodze
dyfuzji lub aktywnego transportu (144).

Jezeli substancja wprowadzana do organizmu zwierzecego ma charak-
ter antygenu, to podawanie jej za posrednictwem liposomdéw moze w istot-
ny sposéb wptynaé na reakcje immunologiczne organizmu. Dotyczy to
zarbwno antygendw lipidowych, wbhudowywanych w btone liposoméw jak
i rozpuszczalnych, zamknietych w wewnetrznym, wodnym przedziale pe-
cherzykoéw. Liposomy zwiekszajg zdolnos$é ustroju do odpowiedzi im-
munologicznej na podawane za ich posrednictwem antygeny (dziatanie
adiuwantowe). Wprowadzenie do organizmu antygendéw lipidowych wbu-
dowanych w btone liposomu (np. kardiolipiny) powoduje produkcje znacz-
nie wiekszej ilosci specyficznych przeciwciatl, niz podanie tych samych
antygenéw w formie wolnej (145). Adiuwantowe dziatanie liposoméw
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w stosunku do antygendw zamknietych w ich przedziale wodnym (146—
151) wynika prawdopodobnie z przedtuzenia okresu obecnosci antygendéw
w organizmie (146, 161); waznym czynnikiem moze by¢ réwniez fago-
cytoza liposoméw zawierajagcych antygen przez makrofagi (147). Bardzo
istotng zaletg liposomalnych adiuwantow jest to, ze mogg by¢ one przy-
gotowywane z naturalnych fosfolipidéw ulegajacych biodegradacji, dzieki
czemu nie akumulujg sie one trwale w organizmie (146). Duze znaczenie
praktyczne ma zapobieganie przez liposomy reakcjom nadwrazliwosci na
antygen zamkniety w ich wodnym przedziale (118), polegajgce na wytwo-
rzeniu fizycznej bariery pomiedzy podawanym antygenem a krazacymi
juz w ustroju przeciwciatami. W przypadku antygendéw wbudowanych
w bione liposomalng, a wiec dostepnych do bezposredniej reakcji z prze-
ciwciatami, obserwuje sie¢ wystgpienie op6znionej reakcji nadwrazliwosci
przy podaniu liposomdw zwierzetom uprzednio immunizowanym (152).

111-4.2. Badania in vitro

Uzupetnieniem wynikéw uzyskiwanych w doswiadczeniach z wprowa-
dzaniem zamknietych w liposomach substancji do organizmu zwierzat, sg
wyniki badan prowadzonych in vitro. Inkubacja komorek zwierzecych
z liposomami zawierajagcymi zamkniete w nich enzymy, powoduje obni-
zenie w komédrkach poziomu zwigzkéw rozkiadanych przez te enzymy
(153, 154). Zwiagzki cytostatyczne podane w liposomach do hodowli ko-
morek zwierzecych zaréwno normalnych jak i nowotworowych hamuja
wzrost komdrek o wiele skuteczniej, niz te same substancje podawane
w formie wolnej (80, 155). Antybiotyki zamkniete w liposomach sg zdolne
do zatrzymania rozwoju szczepéw bakteryjnych opornych na te zwigzki
(156). Zmiana ptynnosci bton komérek nowotworowych w wyniku ich
fuzji z podanymi do hodowli liposomami o duzej zawarto$ci cholesterolu
w btonie, powoduje zahamowanie rozwoju nowotworu po zaszczepieniu
komérek zwierzetom doswiadczalnym (157, 158).

Na szersze omoéwienie zastuguja doswiadczenia z zakresu inzynierii
genetycznej, polegajagce na wprowadzaniu do komérek kwaséw nukleino-
wych zamknietych w liposomach. Doswiadczenia takie prowadzono w ho-
dowlach komoérek zwierzecych (28, 42, 46, 49, 62, 99, 159—163), w hodo-
wlach protoplastow komdrek roslinnych (22, 92, 93, 164—166) oraz
w hodowlach organizméw jednokomérkowych, jak bakterie (77) i niektdre
grzyby (167). W wiekszosci prac stosowano liposomy typu LUV, o duzej
objetosci wewnetrznej fazy wodnej, chociaz w przypadku niektérych kwa-
séw nukleinowych o matych masach czasteczkowych uzywano takze lipo-
somow typu SUV i MLV. Materiat genetyczny, jaki za posrednictwem
liposomoéw wprowadzano do komérek, to: jadra komoérkowe (42), chromo-
somy metafazalne (160), frakcje RNA o réznych masach czasteczkowych
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(46, 163, 164), plazmidowy DNA (22, 27, 93, 165), wirusowy DNA (63),
wirusowy RNA (92, 159, 162, 164), a takze mRNA specyficzny dla poje-
dynczych tancuchdw polipeptydowych (47, 164) oraz pojedyncze geny uzy-
skane w wyniku klonowania (52, 63, 167, 168). W wielu z wymienionych
prac wykazano, ze podany w liposomach materiat genetyczny ulega eks-
presji w obrebie komadrek, ktore go pobraty (translacji w przypadku RNA,
transkrypcji i translacji w przypadku DNA). Przejawami ekspresji sa:

— obecno$¢ w komdrce nowych biatek (46, 52, 161),

— zmiany fenotypowe komdrek (jak nabycie opornosci na antybiotyk,
czy zmiana wymagan pokarmowych itp.), wynikajace z aktywnos$ci enzy-
matycznej nowych biatek (27, 42, 96, 160, 167), oraz

— w przypadku wirusowych DNA lub RNA — namnazanie sie wirusa
w komdrkach zainfekowanych za posrednictwem liposomow (62, 92, 159,
162, 166).

Wprowadzenie do komorek materiatlu genetycznego zamknietego
w liposomach jest znacznie efektywniejsze, niz spontaniczne pobieranie
wolnych kwasdw nukleinowych przez komorki (46, 52, 62, 167), natomiast
stosunkowo mato efektywne w porownaniu z takimi technikami, jak trans-
formacja plazmidowym DNA w obecnosci CaCl2 (27), technika z uzyciem
DEAE-dekstranu (62) lub mikroiniekcja (63). Metoda wprowadzania mate-
riatu genetycznego do komorek przy uzyciu liposoméw posiada jednak
szereg zalet, ktore powodujg, ze w wielu przypadkach jest ona znacznie
bardziej przydatna, niz inne metody. Uzycie liposoméw umozliwia wpro-
wadzanie materiatu genetycznego do wielu komorek jednocze$nie i przy
stosunkowo matym nakiadzie pracy (63). Ochrona zamknietych w lipo-
somach kwaséw nukleinowych przed dziataniem czynnikéw zewnetrznych
powoduje, ze obecno$¢ enzyméw nukleolitycznych w medium inkubacyj-
nym nie wptywa na zmniejszenie efektywnosci transformacji komorek
(22, 27, 52, 62, 164, 167).

Zaakceptowano do druku 14.07.1983 r.
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I. Wprowadzenie

Mianem arylosulfataz okresla sie enzymy zaliczane do grupy sulfo-
hydrolaz arylosiarczanéw (E.C.3.1.6.1.), hydrolizujagce wigzania estrowe
syntetycznych estrow siarczanowych fenoli (1—4). Biatka te wyodrebnio-
no z wielu organizméw zaréwno roslinnych, jak i zwierzecych. Mozna
przytoczy¢ tu prace informujace o ich wystepowaniu u bakterii (5—10),
w grzybach (11—15) oraz niektérych roslinach wyzszych (16—18). Aktyw-

*) Dr, Katedra i Zaktad Patofizjologii, Akademia Medyczna, 60-781 Poznan,
Swiecickiego 6
Wykaz stosowanych skrétéw: NCS — siarczan 2-hydroksy-5-nitrofenolu; NPS —

siarczan p-nitrofenolu; UDP-GalNAc-4-S —urydyno dwufosfo-N-acetylo-galaktoz-
amino-4-siarczan.
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nos$¢ sulfataz arylowych zaobserwowano takze w tkankach robakéw (19),
stawonogow (20—22), mieczakdw (24—27), szkartupni (21, 27—29), a takze
kregowcow, najczesciej ssakow (30—43). Budowa chemiczna i whasciwosci
omawianych enzyméw sg nadal przedmiotem badan.

Bioragc pod uwage powinowactwo do szeregu substratdw oraz rodzaje
dziatajacych na nie inhibitoréw wyrézniono dwa typy arylosulfataz (por.
tabele 1 oraz 1, 3, 44—49). Dla przykiadu enzymy charakteryzujgce sie
duzym powinowactwem do siarczanowych estrow prostszych fenoli, wy-
kazujace niskg aktywnos$¢ wzgledem siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu
(NCS) okresla sie jako arylosulfatazy typu I. Nie hamujg ich nieorganicz-
ne siarczany i fosforany, natomiast silnie hamuja fluorki i cyjanki (6, 47,
49—59). Enzymy za$ charakteryzujgce sie wysokim powinowactwem do
NCS, ktérych silnymi inhibitorami sg siarczany i fosforany, nazywa sie
arylosulfatazami typu Il (45, 48, 51, 60). Ze wzgledu na tatwo$¢ przecho-
dzenia w trakcie preparatyki do roztworéw wodnych sg one czesto nazy-
wane (w przeciwieAstwie do poprzednich) rozpuszczalnymi (54, 55).

Przedstawione nizej rozwazania dotyczg wytgcznie drugiego typu
arylosulfataz. Aktywnos$¢é tych enzyméw obserwowano w mikrosomach,
mitochondriach, cytoplazmie, a takze na powierzchni komorek; najwyzsza
jednak w lizosomach (46, 61—64). Wsrod arylosulfataz typu Il wyrdzniono
dalej arylosulfataze A oraz B, charakteryzujgce sie m.in. odmienng ruch-
liwoscig elektroforetyczng, optimum pH, powinowactwem do NCS oraz
wrazliwos$cia na inhibitory (54, 65—72). Wyniki badan arylosulfataz, z za-
stosowaniem substratéw sztucznych (np. NCS), diugo nie pozwalaty na
okreslenie fizjologicznej funkcji tych enzyméw. Dopiero stwierdzenie nie-
doboru arylosulfatazy A w metachromatycznej leukodystrofii (schorzenie
metaboliczne przebiegajace ze wzmozong akumulacja sulfolipidéw) oraz
niedoboru arylosulfatazy B w zespole Maroteaux-Lamy (mukopolisachary-
doza charakteryzujgca sie wzmozong akumulacjg siarczanu dermatanu)
wskazaty na naturalne substraty tych enzymow (2—4). Od tej pory fizjo-
logiczng funkcje arylosulfatazy A wigze sie z metabolizmem sulfolipidow,
arylosulfatazy B natomiast z metabolizmem mukopolisacharyddw.

Zaréwno sulfataza A jak i B, pochodzace z tkanek ssakéw, wystepuja
w materiale biologicznym w kilku formach o odmiennych witasciwosciach
(36, 73—77). Dotyczy to takze arylosulfataz typu Il z narzadéw innych
kregowcdw i bezkregowcow. Niektére z nich stanowig formy enzymatycz-

ne zblizone witasciwosciami do arylosulfataz A i B z narzagdéw ssakéw (21,
35, 78—80).

Il. Formy czasteczkowe sulfataz arylowych

Przeprowadzone badania wykazaty znacznie wiekszg heterogennos$é
arylosulfatazy B niz A. Nie oznacza to jednak, iz sulfataza A stanowi
jednolitag forme enzymatyczng. W mézgu wotu i owcy, Sledzionie wieprzo-
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wej, watrobie ludzkiej, fibroblastach skoéry cztowieka, a takze w moczu
ludzkim stwierdzono r6znigce sie wiasciwosciami fizyko-chemicznymi
dwie formy arylosulfatazy A (1, 3, 40, 81—86). Badania arylosulfatazy A
z tkanek ludzkich metoda izoelektrycznego ogniskowania wykazaty jej
mikroheterogennos$¢, wynikajacg z nieznacznych réznic w budowie czg-
steczek (77).

Arylosulfataza B, jak juz wspomniano, stanowi jeszcze bardziej hetero-
genny enzym. W trakcie rozdzialu na DEAE celulozie Wortman uzy-
skat trzy frakcje enzymatyczne z rogéwki wotu i krélika (87). Podobnie
Bteszynski i Lewosz wyodrebnili z mézgu wotu trzy frakcje
arylosulfatazy B, okres$lajac je jako arylosulfatazy BIf B2 B3 (73, 88—90).
Wyizolowano dwie formy arylosulfatazy B: kationowg i anionowg takze
z moézgu myszy (91—93). W narzadach cztowieka, m.in. mézgu, watrobie,
nerkach, tozysku i jadrach, oraz w leukocytach i fibroblastach stwier-
dzono rowniez po kilka form arylosulfatazy B (36, 40, 41, 94, 95). Wsrod
nich znajduje sie np. enzym okreslany jako arylosulfataza anionowa
mniejsza (Bm), hydrolizujgca UDP-N-acetylo-galaktozamino-4-siarczan
(UDP-GalNAc-4-S), a rozniaca sie od arylosulfatazy A szybkos$cig migra-
cji (41). Nie zawsze jednakze arylosulfataza B z tkanek ssakéw wystepuje
w kilku formach. Spotyka sie takze pojedyncze formy tych enzymoéw
(30, 39).

Arylosulfatazy A i B wystepujg w tkankach ssakéw w niejednako-
wych ilosciach. Na przyktad w mozgu krélika i owcy dominuje arylo-
sulfataza A. Z kolei arylosulfataza B przewaza w moézgu szczura, matpy
i cztowieka (96). To zrdznicowanie aktywnosci arylosulfataz wigze sie
z zawarto$ciag mukopolisacharydow w komorce, ktdre stanowiag naturalne
substraty arylosulfatazy B (3, 97). Stosunkowo wysokiej zawarto$ci muko-
polisacharydow w mdzgu szczura, malpy i cztowieka towarzyszy wysoka
aktywnos$¢ arylosulfatazy B. Natomiast mézg krélika i owcy wykazuje
niskg zawartos¢ mukopolisacharydéw i dominuje w nich arylosulfata-
za A (96).

Z narzagdow ptakow i ryb wyizolowano takze rozne formy enzymow,
o wiasciwosciach zblizonych do wiasciwosci arylosulfataz A i B z tkanek
ssakoéw. Dla przyktadu z gonad i $ledziony gesi wyodrebniono sulfatazy
ulegajace i nieulegajace adsorpcji na DEAE celulozie. Dominowaty formy
enzymu ulegajace adsorpcji, zblizone wiasciwosciami do wilasciwosci
arylosulfataz A z tkanek ssakow (98). Przy uzyciu elektroforezy w zelu
poliakryloamidowym wyr6zniono réwniez kilka frakcji arylosulfataz
z plemnikéw koguta (99). Podobnie z watroby kury wyodrebniono dwie
formy enzymu, ktore wedrowaty z rozng szybkoscig do anody; jedng okre-
$lono jako wolno-, druga jako szybko-wedrujgcg. WiHasciwosci pierwszej
przypominaty witasciwosci arylosulfatazy A, a drugiej — wiasciwosci
arylosulfatazy B z tkanek ssakéw (35). Obie formy enzymu zostaty takze
wyizolowane z watroby i nerki szczupaka (79).
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Powyzsze dane przeczg do niedawna przyjetemu pogladowi, iz arylo-
sulfatazy A i B pojawity sie w rozwoju filogenetycznym dopiero na
szczeblu ssakow (33, 39, 54, 100). Nowsze badania wykazaty obecno$¢ zio-
zonych form arylosulfataz nawet w tkankach bezkregowcoéw: pakli i $li-
maka (78, 80). Z jelita tego ostatniego, podczas rozdziatu na DEAE celu-
lozie i Sephadex G-200, wyodrebniono cztery frakcje badanych enzyméw
(por. tabele 2). Heterogennosé arylosulfataz z tkanek bezkregowcow zna-
lazta tez potwierdzenie w badaniach Mraza i wsp. (21). Stosujagc me-
tode izoelektrycznego ogniskowania do rozdziatu arylosulfataz z tkanek
bezkregowcow wykazali oni wystepowanie form enzymu o charakterze
kwasnym i o charakterze zasadowym. Za dominujgce uznali formy
kwasne. W tkankach przedstawicieli Tunicata stanowiacych ogniwo po-
Srednie miedzy zwierzetami bezkregowymi i kregowymi, stwierdzono
arylosulfatazy kwasne i zasadowe w rownych proporcjach. Analiza wta-
Sciwosci kwasnych form enzymu z bezkregowcow wskazuje na ich podo-
bieAstwo z arylosulfatazami A, za$ zasadowych z arylosulfatazami B ssa-
kéw (21). Sugeruje to, iz obie formy molekularne arylosulfataz pojawity
sie na stosunkowo wczesnym etapie rozwoju filogenetycznego.

I11. Wiasciwosci fizyko-chemiczne arylosulfataz

I11-1. Optimum pH

Optimum aktywnosci elektroforetycznie jednorodnych arylosulfataz A
z tkanek ssakoéw przypada na ogdét w zakresie pH 4,8—5,6 (3, 40, 69, 72,
88, 101—103). Zaobserwowano jednak rdznice w zalezno$ci od zrodta en-
zymu (por. tabele 2). Zauwazy¢ to mozna zaréwno przy poréwnywaniu
optimum pH enzymu z réznych narzadéw zwierzat jednego gatunku, jak
tez z tych samych narzagdéw zwierzat roznych gatunkéw. Dla przyktadu
warto$¢ optimum pH arylosulfataz A z watroby, mdzgu i tozyska czto-
wieka wynosi kolejno 5,2, 4,5 oraz 4,9 (37, 40). W przypadku enzymu z wg-
troby kangura optimum pH wynosi 6,9, za$ z watroby wotu 5,0 lub 5,6 (39,
72, 102, 103). Stwierdzono takze zmiany wartosci optimum pH arylosulfa-
tazy A w czasie inkubacji przy réznych stezeniach enzymu. Dla przyktadu:
elektroforetycznie homogenna sulfataza A wyizolowana z watroby ludz-
kiej wykazywata podczas inkubacji trwajgcej 10 min. dwa optima: przy
pH 4,4 i 5,2. Przy dtuzszym czasie inkubacji lub wyzszym stezeniu enzy-
mu wystgpito jednak tylko jedno optimum przy pH 4,8 (3, 40, 101). Przed-
stawione tutaj zmiany wilasciwosci arylosulfatazy A by¢ moze wynikaja
ze zmian konformacji czgsteczki enzymu. Bedzie o tym mowa w dalszej
czesci pracy.

Arylosulfatazy B pochodzace z tkanek ssakow cechuje optimum pH
w zakresie 51 do 6,0 (3, 36, 39, 40). W przypadku tych enzyméw stwier-

12 Postepy Biochemii 1—2/84
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dzono jedynie rdznice gatunkowe i narzagdowe omawianej wartosci. Nie
zaobserwowano natomiast zmiany warto$ci optimum pH w czasie inku-
bacji, co miato miejsce w przypadku arylosulfataz A wyizolowanych z na-
rzadow ssakéw. Badania wykazaty réwniez zmiany optimum pH arylo-
sulfataz pochodzacych z narzadéw ptakéw (34, 98, 99). Nalezy jednak
dodaé, iz uzyskane preparaty enzymatyczne nie byty elektroforetycznie
jednorodne. Dotyczy to takze arylosulfataz z tkanek ryb i bezkregowcow.

Zréznicowanie optimum pH wystgpito takze podczas badania arylo-
sulfataz pochodzacych z tkanek ryb. Enzym z watroby leszcza wykazywat
obecno$¢ dwéch optimoéw pH: 52 i 6,8, zmieniajagcych sie wraz ze steze-
niem substratu (33). Enzym zblizony witasciwosciami do arylosulfatazy A
(u ssakow) wyizolowano z watroby i nerki szczupaka; optimum aktyw-
nosci osiggat on przy pH 5,8, za$ odpowiednik arylosulfatazy B — przy
pH 6,8 (79). Arylosulfatazy wyizolowane z tkanek zwierzat bezkregowych
cechowat dos¢ szeroki zakres optimum pH. Np. wyizolowane z jelita $li-
maka formy arylosulfataz UAj i UA2 wykazywaly optimum aktywnosci
przy pH 6,0 58, za$ formy Aj i A2przy pH 6,5i 6,3 (por. tabele 2). En-
zym z mozgu jedwabnika charakteryzowato optimum pH réwne 6,0, za$
z tkanek pakli rowne 5,6 (21, 78, 80, 104).

Przedstawione powyzej gatunkowe i narzagdowe ro6znice optimum pH
sulfataz arylowych zdaja sie wskazywac¢ na mozliwos¢ tkankowego zrézni-
cowania ich form molekularnych (3, 40).

111-2. Powinowactwo wobec substratow

Arylosulfatazy, zarébwno A jak i B z narzadéw ssakéw, a takze ich od-
powiedniki z tkanek innych kregowcdw i bezkregowcow hydrolizujg kilka
roznych substratéw sztucznych i naturalnych, takich jak na przyktad siar-
czan p-nitrofenolu, siarczan cerebrozydu, sulfogalaktoglicerol, siarczan
kwasu askorbinowego, czy tez N-acetylogalaktozo-amino-siarczan (por.
tabele 3 oraz 105—112). Stosunkowo wysokie powinowactwo wykazujg
arylosulfatazy wobec sztucznego substratu siarczanu 2-hydroksy-5-nitro-
fenolu (23, 48, 51). Zauwazono dos$¢ znaczne zr6znicowanie narzadowe
i gatunkowe omawianej witasciwosci. | tak, formy A, Al oraz BIf B2 B3
z moézgu wotu charakteryzujg sie statymi Michaelisa w granicach 1,0—
34 mM (por. tabele 2). Enzym z mézgu kury cechuje KMréwne 31 mM
(34). Dla poréwnania arylosulfataza z watroby kury, zblizona wiasciwo-
Sciami do sulfatazy A z tkanek ssakow, charakteryzowata sie KMo war-
tosci 0,8 mM (35). Brak jest danych odnos$nie KMarylosulfataz wyizolowa-
nych z tkanek ryb. Wiadomo jednak, iz enzym pochodzacy z watroby
i nerki szczupaka wykazuje najwyzsza aktywno$¢ w stezeniu substratu
31 10 mM (79). Zréznicowane powinowactwo wobec siarczanu 2-hydroksy-
5-nitrofenolu przejawiajg takze arylosulfatazy z tkanek r6znych gatun-
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Tabela 3
Zwigzki 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 pismiennictwa

kéw bezkregowcow; np. wartosci KMarylosulfataz kwasnych wahajg sie
od 0,4 do 3,3 mM, za$ form zasadowych od 3,3 do 7,7 mM (21). W poda-
nych przyktadach zwraca uwage na ogot wyzsze powinowactwo do NCS
w przypadku arylosulfataz A niz B. Zjawisko to jest na tyle wyrazne, iz
moze by¢ uznane za kryterium podziatu arylosulfataz A i B, nie tylko
z tkanek ssakow (3, 4), lecz rowniez z tkanek ptakéw, ryb i bezkregowcow.
Wiasciwosci kwasnych form enzymatycznych oraz czasteczek wolno-
-wedrujgcych w polu elektrycznym okazaly sie zbiezne z witasciwosciami
arylosulfataz A u ssakéw. Z kolei witaSciwosci form zasadowych oraz cza-
steczek szybko-wedrujacych odpowiadajg wiasciwosciom arylosulfataz B
(21, 35).

W literaturze tematu czesto przedstawiane sg anomalie kinetyczne
arylosulfatazy A z tkanek ssakow. Polegajg one na zréznicowanej w czasie
szybkosci hydrolizy siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu. Stwierdzono wy-
stepowanie trzech etapow hydrolizy NCS (por. Ryc. 1). W pierwszym miat
miejsce szybki przebieg reakcji, w drugim nastepowat gwattowny jej spa-
dek, w trzecim aktywnos$é ponownie wzrastata, jednakze szybko$¢ reakcji
nie osiagata wartosci poczatkowej (69, 71, 101, 113—117). Zjawisko to za-
obserwowano w przypadku arylosulfatazy A, wyizolowanej m.in. z watro-
by wotu, watroby i jader krolika, mézgu owcy i wotu (31, 88, 103, 118,
119). Natomiast ten sam enzym otrzymany z tozyska ludzkiego wykazywat
tylko dwa pierwsze etapy hydrolizy (37). Podobnie dwuetapowy proces
hydrolizy, tym razem naturalnego substratu (seminolipidu), wykazywata
arylosulfataza A z jader knura. Przy zastosowaniu jako substratu sulfa-
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Nc [pmole]

czas [min]

Ryc. 1. Krzywa aktywnosci arylosulfatazy A z moézgu kury (e), szczura (X) i owcy

(O)- Opracowano na podstawie pozycji 96, 34, 31 w bibliografii.

Uwaga: Aktywnos$¢ arylosulfataz A okreslano iloscia uwalnianego nitrokatecho-
lu (Nc).

tydu, zjawisko to zanikato, a wykres szybkosci hydrolizy przyjmowat
ksztalt prostoliniowy (120). Podkresli¢ nalezy, iz arylosulfatazy B, pocho-
dzace z tkanek ssakéw, nie wykazywaty opisanych wyzej anomalii kine-
tycznych, typowych dla sulfataz A (3, 4).

W celach poréwnawczych wyznaczono takze krzywe hydrolizy siar-
czanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu arylosulfataz pochodzacych z tkanek in-
nych kregowow i bezkregowcow. | tak enzymy pochodzace z mézgu kury
charakteryzowaty sie trojetapowym przebiegiem procesu hydrolizy NCS
w czasie (34, 96). W przypadku analizy wspomnianych krzywych, wyzna-
czonych dla dwéch form arylosulfataz z watroby tego ptaka, zauwazono
nastepujace zaleznosci: tzw. forme wolno-wedrujaca cechowata nieliniowa
zaleznos$¢ szybkosci hydrolizy od czasu trwania reakcji oraz stezenia enzy-
mu; szybko$¢ reakcji nieproporcjonalnie malata wraz ze wzrostem steze-
nia enzymu. Z kolei w przypadku tzw. formy szybko-wedrujacej, zalez-
no$¢ ta miata charakter liniowy, zarbwno w stosunku do czasu reakcji,
jak i stezenia enzymu (35). Arylosulfatazy wyodrebnione z gonad i $le-
dziony gesi charakteryzowat natomiast hiperboliczny przebieg hydrolizy
NCS (98).

Analiza arylosulfataz z tkanek bezkregowcéw wykazata, iz szybkos¢
hydrolizy siarczanu 2-hydroksy-5-nitrofenolu byta proporcjonalna do cza-
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su reakcji co najmniej przez okres 30 min. (21). W przypadku enzymu
wyodrebnionego z moézgu jedwabnika, okres ten siegat az dwdch godzin
(104). Podczas przediuzania czasu hydrolizy zalezno$¢ ta tracita jednakze
charakter prostoliniowy. Zauwazono to, badajagc m.in. enzym wyizolowany
z tkanek Slimaka (23). Trudno jednoznacznie okre$li¢ przyczyny anomalii
kinetycznych niektérych form arylosulfataz (121—127). Wyniki badan
z zastosowaniem znakowanego substratu, siarczanu 2-hydroksy-5-nitro-
fenolu (85), wskazujg na przeksztatcenie drugorzedowej struktury biatka
enzymatycznego podczas reakcji hydrolizy. O zmianie konformacji czga-
steczki enzymu w czasie dziatania katalitycznego Swiadczy tez utrata jej
antygenowych determinant (126). Sugeruje sie, iz podczas reakcji katalizy
w czasteczce arylosulfatazy A (np. z watroby krélika) uwidacznia sie dru-
gie miejsce wiazace substrat (NCS). Wiazanie substratu z tym miejscem
powoduje modyfikacje czasteczki enzymu, ktéra prowadzi do czesciowej
jego inaktywacji. Taki enzym moze jednak by¢ czeSciowo reaktywowany
przez jony, ktére stanowig kompetycyjne inhibitory arylosulfatazy A (np.
fosforany, siarczany, arseniany, pirofosforany). Stwierdzono tez, iz nie-
typowg kinetykg charakteryzuje sie monomeryczna forma omawianego
enzymu, ktéra wystepuje, gdy pH S$rodowiska jest wyzsze od 6,5 (por.
I11-4). Kinetyki takiej nie wykazuje natomiast arylosulfataza A w postaci
dimeru (w zakresie pH 4,5—5,0), prawdopodobnie z uwagi na niedostep-
no$¢ drugiego miejsca wigzgcego substrat. Mozna wiec przyjaé, iz we-
whnatrzlizosomalny enzym nie posiada anomalnej kinetyki. By¢ moze nie-
typowa kinetyka, ktora charakteryzuje enzym uwolniony juz z lizosomu
ma znaczenie fizjologiczne (125).

111-3. Inhibitory i aktywatory

W ielowarto$ciowe aniony, np. siarczyny, siarczany i fosforany hamuja
aktywno$¢ arylosulfataz A i B, wyizolowanych z tkanek ssakow, jak tez
podobnych form enzymdw wyodrebnionych z narzagdéw ptakow, ryb i bez-
kregowcéw (3, 21, 73, 80, 118, 120). Stwierdzono np., iz siarczany hamuja
w spos6b wspoétzawodniczy aktywno$¢ arylosulfataz A z mézgu wotu,
a takze z mézgu kury i jedwabnika (1, 34, 66, 104). Zaobserwowano rézny
stopien hamowania aktywnosci badanych enzyméw. W przypadku arylo-
sulfataz A, byt on z reguty nizszy niz w przypadku arylosulfataz B (1, 4,
30, 66). Wyjatkowo tylko byto odwrotnie (np. enzymy z watroby kangura,
39). Stwierdzono nawet, iz przy niskich stezeniach siarczanéw i diugim
czasie inkubacji, jony te moga aktywowac arylosulfataze A pochodzaca
np. z mézgu wotu (2).

Zauwazono tez, iz odpowiedz arylosulfataz na jednowarto$ciowe anio-
ny byta bardziej zréznicowana niz na aniony dwuwarto$ciowe. W odnie-
sieniu do arylosulfataz A i B, pochodzacych z narzadéw ssakow (np. jader
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knura oraz watroby krdlika), stwierdzono hamowanie aktywno$ci przez
jony fluorkowe, przy czym wyrazniejszy efekt hamowania obserwowano
w przypadku arylosulfataz B (1, 66, 102, 120). Jony te byty takze bardzo
silnymi inhibitorami kationowych form enzymatycznych, wyizolowanych
z gonad i $ledziony gesi (98). Charakterystyczne, iz enzymy z innych na-
rzgdéw ptakéw (np. mézgu kurczat) hamowane byty przez jony fluorkowe
W znacznie nizszym stopniu (34). Cyjanki dziataty in vitro jako aktywa-
tory sulfatazy A z watroby krolika (102) lub jako inhibitory, np. sulfataz
A z mézgu wotu oraz sulfataz B z watroby i nerki myszy (1, 66, 42). Dzia-
tanie hamujace cyjank6w wykazano takze podczas analizy enzyméw z na-
rzgdéw ptakow, ktére stanowity odpowiedniki arylosulfataz A z narzgddéw
ssakow (34, 98).

@] heterogennosci narzadowej sulfataz arylowych $wiadczy zréznico-
wana ich odpowiedz na dziatanie chlorkéw. Wyniki niektérych badan
wskazujg, iz jony chlorkowe aktywujg arylosulfatazy B, hamuja nato-
miast aktywno$¢ arylosulfataz A z tkanek ssakéw. Tak byto np. w przy-
padku arylosulfataz z mézgu wotu (66). Szereg przyktaddw jednak Swiad-
czy o odmiennym typie reakcji, np. arylosulfataza B z watroby wotowej
okazata sie niewrazliwa na dziatanie chlorkéw (128), z kolei ten sam en-
zym wyizolowany z watroby ludzkiej (129) oraz watroby kangura (39)
ulegat inaktywacji. Brak wptywu Cl~ na aktywnos$¢ enzymu zaobserwo-
wano w przypadku sulfataz arylowych wyizolowanych z jader krélika,
maézgu kury, czy tez jedwabnika (34, 104, 118). Kationowe formy enzymu
z gonad i $ledziony gesi aktywowane byly na ogdt przez jony chlorkowe,
jednakze w réznym stopniu. Podobne zmiany aktywnos$ci wystgpity pod
wptywem dziatania octandéw niektorych metali (98). Wykazano, iz octany
glinu, otowiu oraz cynku silnie aktywowaly arylosulfatazy B, wyodreb-
nione z mézgu wotu. Réwnoczesnie hamowaly one arylosulfataze A z tego
narzadu (66).

Pod dziataniem mocznika obserwowano obnizenie aktywnos$ci arylo-
sulfataz A z tkanek ssakéw, prawdopodobnie na skutek rozpadu enzymu
na nieaktywne podjednostki. Zjawiska tego nie stwierdzono w przypadku
arylosulfataz B (66). Podczas analizy sulfataz arylowych z narzadéw pta-
kéw obserwowano znaczne roznice w hamowaniu aktywnosci form wyizo-
lowanych z tego samego narzadu, jak tez form wyodrebnionych z r6znych
narzadow tego samego gatunku (98). Odmienna jakosciowo i ilosciowo od-
powiedz arylosulfataz na dzialanie omoéwionych wyzej zwigzkéw chemicz-
nych, wskazuje na zréznicowang budowe ich centrum aktywnego. | tak
w centrum aktywnym arylosulfatazy A wystepujg m.in. grupy: karbony-
lowa oraz prawdopodobnie imidazolowa, fenolowa, aminowa (37, 66, 109).
Przypuszcza sig, iz w centrum aktywnym arylosulfatazy B oprocz grupy
imidazolowej wystepujag takze grupy karboksylowe kwasu asparaginowe-
go i glutaminowego (3, 73, 129). Dalo sie tez zauwazyé, ze odpowiedzi
badanych enzyméw na niektdre zwigzki (np. fosforany, siarczyny, siar-
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czany, cyjanki, fluorki) byty podobne pomimo réznego pochodzenia enzy-
mow. Potwierdza to przypuszczenie, iz podczas ewolucji centrum aktywne
nie ulegato wiekszym zmianom, w przeciwienstwie do pozostatych frag-
mentow czasteczki biatka enzymatycznego (130).

111-4. Masy czasteczkowe i budowa czasteczek

Masy czasteczkowe sulfataz arylowych z narzadéw niektorych kre-
gowcow i bezkregowcow sg zroznicowane (por. tabele 2 oraz 30, 31, 35, 39,
79, 118, 120,). Zwraca uwage wystepowanie w watrobie i nerce szczupaka
form enzymatycznych o bardzo réznych masach czasteczkowych (79). Za-
sadniczo odbiegata od innych masa czasteczkowa arylosulfatazy A ze Sle-
dziony wieprza i moézgu wotu (3, 90). Wynika to by¢ moze ze zdolnosci
arylosulfatazy A do polimeryzacji lub dysocjacji, w zaleznos$ci od stezenia
biatka enzymatycznego, wartosci pH, czy sity jonowej $rodowiska (102,
103, 121, 131). Wykazano bowiem obecno$¢ kilku form polimerycznych
tego enzymu. Arylosulfataza A (o stezeniu wyzszym niz 0,5 mg/ml, w bu-
forze o sile jonowej 0,1), stanowi stabilng forme monomeryczng, gdy pH
Srodowiska jest wyzsze od 6,5. Masa czasteczkowa tej natywnej formy
wynosi wowczas okoto 100 000. Zmiana wartosci pH ponizej 55 prowadzi
zazwyczaj do pojawienia sie tetrameru o masie czasteczkowej okoto
400 000. Stwierdzono, iz nie posiada takiej zdolnosci np. arylosulfataza A
z tozyska ludzkiego oraz watroby kangura (3, 4, 39). Zaré6wno forma mono-
meryczna, jak i tetrameryczna, hydrolizuje siarczan 2-hydroksy-5-nitro-
fenolu. Stosowanie niskich stezen arylosulfatazy A w $rodowisku o pH 5,0
(a takze mniejszym) moze by¢ przyczyng pojawienia sie zar6wno mono-
meru, jak i dimeru (3, 4). R6wnowaga trzech wymienionych form arylo-
sulfatazy A (tj. tetrameru, dimeru i monomeru) wystepuje w zakresie pH
55 do 6,5. Badania, z zastosowaniem $rodkow wywotujacych dysocjacje
natywnej czasteczki enzymu (np. siarczanu dodecylu, czy mocznika z dwu-
tiotreitolem), wykazaly, iz ztozona jest ona z dwéch nieaktywnych pod-
jednostek o masie czasteczkowej okoto 50 000. Potgczone sg one wigza-
niami dwusiarczkowymi. Z kolei kazda z nich jest utworzona z dwdch
podjednostek elementarnych o masie czgsteczkowej 25 000, spojonych
wigzaniami hydrofobowymi (4). Jak dotagd nie udalo sie wyizolowaé
i scharakteryzowa¢ wymienionych podjednostek arylosulfatazy A, ponie-
waz usuniecie zwigzkow dysocjujagcych wywotywato niespecyficzng ich
agregacje.

Znacznie mniej jest informacji odnos$nie budowy czasteczki arylosulfa-
tazy B. Masy czasteczkowe tego enzymu ksztaltujg sie najczesciej w gra-
nicach 45 000—60 000. Spotyka sie jednak formy sulfatazy B o znacznie
wyzszej masie czasteczkowej. Wymieni¢ tu mozna np. enzym z watroby
kota (masa czasteczkowa 100 000). Stwierdzono w tym przypadku, iz na-
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tywny enzym jest dimerem zbudowanym z dwdch identycznych pod-
jednostek (95). Natomiast arylosulfataza B z watroby ludzkiej okazata sie
monomerem 0 masie czasteczkowej 48 000 (95). Charakterystyczna jest
zdolnos$¢ niektdrych form omawianego enzymu (np. arylosulfatazy B z wa-
troby wotu), do niespecyficznej agregacji i wytwarzania czasteczek o ma-
sie 300 000. Zjawisko to wystepowato w roztworach o niskiej sile jono-
wej (128).

Opisane zréznicowanie nie zaciemnia jednak podstawowej cechy oma-
wianych enzyméw: w tkankach wszystkich zbadanych kregowcow wyste-
puja dwie zasadnicze formy molekularne sulfataz arylowych; jedna o ma-
sie czasteczkowej w granicach 100 000—145 000, druga w przedziale
45 000—70 000. Stwierdzono rowniez wielos¢ form arylosulfataz, a takze
zréznicowanie mas czasteczkowych tych enzymow w jelicie Slimaka (78).
Wspomina sie tez o wystepowaniu juz w tkankach bezkregowcéw dwoch
form arylosulfataz: kwasnych i zasadowych (21). W niektérych jednak-
ze przypadkach, np. mozgu jedwabnika, stwierdzono obecno$¢ tylko
jednej formy arylosulfataz, o masie czasteczkowej w granicach 50 000—
56 000 (104).

IV. Uwagi kohAcowe

Pozostaje w tym miejscu wskaza¢ na zrédia heterogennosci, jak tez
jej znaczenie dla lepszego poznania fizjologicznej roli arylosulfataz. Przed-
stawione wiasciwosci, wskazujg na heterogennosé gatunkowa i narzagdowa
sulfataz arylowych, tak z tkanek zwierzat kregowych, jak i bezkregowych.
Obserwowano przede wszystkim wystepowanie dwéch, czesto ztozonych,
form sulfataz arylowych Il typu. U ssakéw zostaty one okreslone jako
arylosulfatazy A i B, za$ u zwierzat o nizszej przynaleznoS$ci systematycz-
nej jako formy zblizone wtasciwosciami do arylosulfataz A i B. Niektérzy
autorzy sugerujg mozliwos¢ przeksztatcenia sulfatazy A w B po odigcze-
niu od tej pierwszej kwasu N-acetyloneuraminowego (132). Jest to jednak
mato prawdopodobne z uwagi na znaczne réznice w kinetycznych i fizycz-
nych witasciwosciach tych enzyméw (4, 75). Obecnie arylosulfatazy A i B
uznawane sg za typowe izoenzymy. Wykazano bowiem, iz gen odpowie-
dzialny za synteze arylosulfatazy A u czlowieka znajduje sie¢ w chromo-
somie 22, za$ arylosulfatazy B w chromosomie 5 (133—137). Udokumento-
wane powyzej odrebne wiasciwosci tych izoenzyméw stanowig punkt
wyjscia do badan niektérych schorzen metabolicznych, a w konsekwencji
ustalenia fizjologicznej roli jakg graja omawiane enzymy w organizmie
cztowieka. Jak juz wcze$niej wspomniano w tkankach i ptynach ustrojo-
wych chorych na metachromatyczng leukodystrofie obserwuje sie obni-
zenie aktywnosci arylosulfatazy A. W zespole Maroteaux — Lamy (muko-
polisacharydoza VI) wystepuje natomiast niedob6r arylosulfatazy B. Zna-
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ne jest takze schorzenie okres$lane jako wieloraki niedobér sulfohydrolaz,
w ktorym u pacjentéw obserwuje sie niedobdr aktywnos$ci arylosulfataz
A i B, a takze arylosulfatazy C (zaliczonej do | typu sulfataz). Wymienio-
ne choroby metaboliczne, dziedziczone w sposob autosomalny, recesywny,
byty wielokrotnie opisywane (2, 4, 138—141). W wyniku badan tych scho-
rzen metabolicznych ustalono, iz fizjologiczng role arylosulfatazy A nalezy
wigza¢ z metabolizmem sulfolipidow, natomiast arylosulfatazy B z meta-
bolizmem mukopolisacharydéw. Sg tez podstawy by twierdzi¢, iz r6zne
ilosci arylosulfataz A i B w badanych organizmach sg wynikiem zmiennej
zawartosci wymienionych substratow i mogg byC uznane za przejaw
heterogennos$ci gatunkowej omawianych enzymodw (96).

Dwie formy arylosulfataz pojawity sie w tkankach na do$¢ wczesnym
etapie rozwoju filogenetycznego zwierzat, a nie jak sugerowano dopiero
u kregowcow (39). Obecnos¢ ich stwierdzono bowiem juz u zwierzat bez-
kregowych (21, 78). Nie wiadomo jednak doktadnie jakag role peinig one
w tych organizmach. Sugeruje sie ich udziat w metabolizmie proteoglika-
now i glikoprotein. Wskazuje sie tez na znaczenie omawianych enzymow
w larwalnej morfogenezie oraz w procesie fertylizacji (29, 64, 71, 80). Do
wyjasnienia pozostaje rowniez charakter zmian jakim podlegaty czastecz-
ki arylosulfataz podczas rozwoju filogenetycznego zwierzat. Analiza réznic
sktadu aminokwasowego arylosulfataz A oraz B z narzaddéw ssakow (4)
sugeruje, iz powstaty one na skutek duplikacji genu, a nastepnie pod-
legaly rozbieznej ewolucji. Podobny typ reakcji arylosulfataz, wyizolo-
wanych z tkanek zwierzat o réznej przynaleznosci systematycznej na
niektore zwigzki chemiczne, sktania do sformutowanego wyzej przypusz-
czenia, iz ewolucja ta dotyczyta w mniejszym stopniu samego centrum
aktywnego, niz pozostatych fragmentéw czasteczki enzymu (130).

Zarowno arylosulfataza A, jak i arylosulfataza B, pochodzace z narzga-
doéw ssakéw, a takze ich odpowiedniki wyizolowane z tkanek innych zwie-
rzat, wystepujag w kilku formach enzymatycznych. Przedstawione dane
wskazujg, iz formy te réznig sie miedzy soba do$¢ znacznie. Wydaje sie
jednak, iz w tym przypadku nie sg to typowe izoenzymy (77), chociaz
w ten spos6b okres$lane sg przez niektérych badaczy (38). W odniesieniu
do roznych form arylosulfatazy B z narzgdéw ssakéw, wysuwa sie suge-
stie, iz sq one produktem tego samego genu, a zrédtem ich heterogennosci
moga by¢ modyfikacje post-translacyjne (41, 77, 92). Mechanizm tych
modyfikacji jest kontrolowany przez specjalne loci umieszczone na chro-
mosomie 17, ktore reguluje podobne procesy w przypadku innych lizo-
somalnych hydrolaz (42, 92, 142, 143). Uwaza sie, iz wspomniane modyfi-
kacje polegajg na zrdéznicowanym stopniu sjalizacji poszczeg6lnych form
arylosulfataz, a takze fosforylacji lub defosforylacji czasteczek enzymu
(41, 75, 76, 91). Wykazano, iz proces fosforylacji i defosforylacji zwigzany
jest z rozwojem ontogenetycznym (94). Ekspresja rozwojowa arylosulfa-
taz B (np. liczba czasteczek enzymu) podlega regulacji genetycznej,
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zwigzanej z As-1 (92). Wymienione modyfikacje warunkuja zapewne po-
jawianie sie okreslonych form arylosulfataz B, o zrdznicowanym lecz
specyficznym dziataniu w okres$lonych tkankach i sg przejawem hetero-
gennosci narzagdowej tych enzymow.

Nalezy w tym miejscu podkres$li¢, iz post-translacyjne modyfikacje
czasteczek arylosulfatazy B, tj. przytaczanie r6znej ilosci kwasu sjalowego
i reszt fosforanowych, nie tylko dotyczg organizmu zdrowego. Sg dane,
ktére przedstawiajg formy arylosulfatazy B znajdywane w tkankach
i ptynach ustrojowych pacjentow z okreslonymi schorzeniami. Nalezy tu
wymieni¢ prace opisujagce niektore aspekty procesu karcinogenezy (143—
146), a takze dane dotyczace wspomnianych wczes$niej schorzen metabo-
licznych, przebiegajacych z niedoborem arylosulfatazy B (147). Sugeruje
sie, iz w procesach chorobowych nastepuja zaktécenia biosyntezy enzymu
oraz zmiany struktury jego czasteczek w wyniku modyfikacji post-
translacyjnych.

Arylosulfataza A, na podstawie przedstawionych danych, wydaje sie
by¢ mniej heterogenng niz arylosulfataza B. llo$¢ informacji dotyczacych
jej réznorodnos$ci jest mniejsza. Wskazuje sie na kilka zrodet tego zjawi-
ska. Przyczyng wystepowania wielorakich form arylosulfatazy A (podob-
nie jak B), moga by¢ post-rybosomalne modyfikacje tego biatka. Polegajg
one np. na roznicach w zawartosci kwasu sjalowego, a takze w czesci we-
glowodanowej czasteczki (77, 84, 85). Interesujgca, z punktu widzenia
heterogenno$ci, jest mozliwos¢ wystepowania ufosforylowanych (,,high
uptake™) i nieufosforylowanych (,,low uptake”) form arylosulfatazy A.
Sugeruje sie, iz forma nieufosforylowana stanowi rozpuszczalne biatko
i moze dziata¢ katalitycznie. Forma ufosforylowana natomiast zwigzana
jest poprzez reszte cukrowg ze specyficznym receptorem bionowym.
Prawdopodobnie forma ta dopiero w lizosomach zostaje przeksztatcona
w aktywny enzym (83).

W artykule wskazano, iz arylosulfataza A z tkanek ssakéw, w przeci-
wienstwie do arylosulfatazy B, ma budowe podjednostkowag (102, 131).
W zwigzku z tym w zaleznosci od pH obserwuje sie rézne stany asocjacji
enzymu. Spotyka sie wiec zaré6wno formy wysoko, jak i nisko czasteczko-
we (85). Stanowi¢ to moze dodatkowe zrddto heterogennosci arylosulfa-
tazy A. Zaburzenie rownowagi miedzy formg wysoko i nisko czgsteczkowg
tego enzymu, moze wystepowaé w niektérych formach metachromatycz-
nej leukodystrofii (148).

W pismiennictwie podkresla sie rowniez mozliwo$¢ wystepowania arte-
faktow arylosulfataz. Mogg one powstawaé na drodze degradacji biatek
natywnych na skutek stosowania drastycznych metod izolowania i oczysz-
czania (np. autolizy, 41, 75). Mozliwe jest, iz podczas takiej procedury
dochodzi do oddysocjowania niektorych sktadnikéw (np. kwasu sjalowego).
Ponadto podczas przechowywania (odmrazania i zamrazania) enzymu,
formy wysokoczasteczkowe mogg przechodzi¢ w nisko czgsteczkowe lub
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zachodzi zjawisko odwrotne (30, 94). Wymienione mozliwosci moga byé
rowniez przyczyng powstawania réznic w czasteczkach enzymu. Nie po-
winny by¢ jednak utozsamiane z wiasciwg heterogennos$cig sulfataz ary-
lowych, typowga dla nieuszkodzonej komérki.

Zaakceptowano do druku 26.09.1983 r.
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Nie majagc mozliwosci opublikowania swojej odpowiedzi na recenzje
mojej ksigzki ,,Genetyka fizjologiczna zwierzat” (PWN, Warszawa, 1980)
ogtoszone przez A. Putrament i M. Chorgzego w Postepach Biochemii
(1981), uprzejmie informuje, iz zostata ona wydrukowana w Postepach
Nauk Rolniczych, 1983, 3, 123—128 i 1983, 2, 157— 163 odpowiednio.

Adam Kotataj
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XIX ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Szczecin 26-28 wrze$nia 1983 r.

W dniach 26—28 wrzes$nia 1983 obradowal w Szczecinie XIX Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. W obradach brato udziat 481 oséb z kraju oraz goscie
z NRD, Butgarii, RFN, Szwecji i Wielkiej Brytanii. Otwarcie Zjazdu odbyto sie
w Auli Pomorskiej Akademii Medycznej, na ktére przybyli oprécz cztonkéw Towa-
rzystwa, przedstawiciele Wtadz wojewddzkich, miejskich oraz szkét wyzszych Szcze-
cina. W czasie uroczysto$ci otwarcia Prezes Zarzadu Gidwnego Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego prof. dr Kazimierz Zakrzewski wreczyt coroczne nagrody
Towarzystwa za najlepsze opublikowane prace oraz podziekowat organizatorom za
przygotowanie XIX Zjazdu. Poinformowano takze zebranych, ze nastepny XX jubi-
leuszowy Zjazd odbedzie sie w Olsztynie, a przedstawiciel Komitetu Organizacyj-
nego z Olsztyna otrzymat symboliczny klucz w celu otwarcia podwoi miasta na na-
stepne naukowe spotkanie. Na zakornczenie uroczystosSci otwarcia Zjazdu prof. dr
Bogustaw Halikowski, Dyrektor Instytutu Pediatrii PAM, wygtosit wyktad pt.: ,,Wro-
dzona, dziedzicznie uwarunkowana kwasica mleczanowa”.

Obrady naukowe Zjazdu rozpoczety sie w godzinach popotudniowych dnia 26 IX
1983 r. rownolegte w dwoch salach. W sali Centralnego Klubu Studenckiego ,,Trans”
Al. Powstancéw WIkp. 20 i w sali Kopernikanskiej przy Panstwowym Szpitalu Kli-
nicznym Al. Powstancow WIkp. 72. Na program XIX Zjazdu ztozytly sie 4 sympozja
oraz sekcja plakatéw o réznej tematyce (analityka biochemiczna, biochemia cztowie-
ka, zwierzat, roslin, nowotworéw, enzymologia oraz inne doniesienia nie mieszczace
sie w wyzej podanej tematyce).

Sympozjum fluorowe rozpoczeto sie od przedstawienia sylwetki i dziatalnosci
naukowej, zmartego w 1982 roku dr George Waldbotta, zatozyciela International
Society for Fluoride Research i diugoletniego redaktora znanego w $wiecie kwartal-
nika ,,Fluoride”. Na program sympozjum fluorowego (organizator doc. dr Z. Machoy)
ztozyto sie 8 referatéw kierunkowych z kraju i z zagranicy. Obradom ogélnym prze-
wodniczyli: doc. dr T. Guminski (Krakéw) i prof. dr M. Kobylanska (Poznan).
W sekcji plakatowej przedstawiono 38 doniesien zwiazanych z toksykologig, terapig,
profilaktyka i innymi aspektami metabolizmu fluoru. Sympozjum fluorowe, jako
jedyne miato swoja sesje podsumowujgca, prowadzong przez prof. dr M. Guminska
(Krakéw). W ozywionej, czesto kontrowersyjnej, dyskusji starano si¢ wyjasni¢ zawi-
tosci metabolizmu fluoru, zblizy¢ stanowiska zwtaszcza w sprawie dylematu fluor-
kowa¢ czy nie fluorkowaé¢ wode pitng oraz postanowiono kontynuowaé takze
w przysztosci sympozja o tematyce fluorowej, z udziatem réznych specjalistow
w tym i z zagranicy.

Organizatorem sympozjum ,Biochemia miazdzycy” byt prof. dr J. Gregorczyk
(Szczecin). Sympozjum to prowadzone byto sposobem konwencjonalnym. Dwa refe-
raty programowe oraz 13 komunikatéw przedstawiono ustnie bez ograniczenia czasu
na dyskusje. Podstawowym problemem interesujgcym biochemikéw w ostatnim
czasie sg interakcje w uktadzie wieloenzymatycznym, jak i wielosubstratowym wa-
runkujgce powstawanie miazdzycy oraz okres$lenie sytuacji metabolicznych jako

13*
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czynnikéw zagrozenia miazdzycg. W dyskusji braly udziat 23 osoby. Ogoélnie postu-
lowano, aby co najmniej raz na dwa lata organizowa¢ monotematyczne spotkania
dotyczace postepéw badan nad miazdzyca.

Sympozjum ,Kwasy nukleinowe” prowadzit doc. dr T. Gatamon (Szczecin).
W programie sympozjum wygtoszono 4 referaty oraz przedstawiono 54 plakaty.
W dyskusji nie wyeksponowano probleméw dominujacych w polskich laboratoriach
jak i nie wytyczono nowych kierunkéw badan na przyszto$¢. Jednym z kontynuo-
wanych nadal tematéw badawczych sg poszukiwania nowych antybiotykéw jako
inhibitorow syntezy RNA oraz stosowanie inzynierii genetycznej dla uzyskania no-
wych odmian zb6z asymilujgcycb azot z powietrza. Trudno$ci w uzyskaniu odpo-
wiednich izotopéw i brak mozliwosci stosowania szybkich metod analitycznych sa
przyczyng op6znien w stosunku do osrodkéw zagranicznych.

Organizatorami sympozjum bioenergetycznego byli: prof. dr L. Wojtczak (War-
szawa), prof. dr M. Zydowo (Gdansk) i doc. dr Z. Machoy (Szczecin). Przedstawiono
10 referatéw sympozjalnych z kraju i z zagranicy. Obradom przewodniczyli prof.
dr M. Zydowo i prof. dr L. Wojtczak. Dyskusje odbywaty sie po kazdym z wygtoszo-
nych referatow. Jak mozna sie zorientowa¢ z zamieszczonych w programach tytuté\\?
referatow, byty to wybrane zagadnienia z transportu przez btony, z fosforylacji,
funkcjonowania tanncucha oddechowego i metabolizmu mitochondriéw. W sekcji pla-
katowej prezentowano 53 doniesienia o roéznej tematyce. Byly one dyskutowane
jeszcze przed rozpoczeciem referatéw programowych i pochodzity gtéwnie z Gdan-
ska, Warszawy, Wroctawia i Szczecina.

W czasie Zjazdu odbyto sie walne zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, na ktéorym wybrano Wtadze Towarzystwa. Prezesem zostat ponownie prof.
dr Kazimierz Zakrzewski. Sktad Zarzadu, jak i podzial kompetencji, zostanie za-
pewnie ogtoszony osobnym komunikatem.

Udziat procentowy
Siedziby oddziatéw llo$¢ referat w w stosunjcu ¢jo iiczby
i komunikatéow

Warszawa 80 22
Poznan 65 48,5
todz 46 33,6
W roctaw 43 46
Lublin 35 51
Szczecin 35 81
Gdansk 33 67
Biatystok 26 66,7
Krakéw 20 25
Slask 3 21 33
Olsztyn 12 29
Torun 4 18

W dniach Zjazdu w salach Klubu ,,Trans” miata miejsce skromna wystawa za-
granicznych firm: Koch-Light Laboratories Ltd, Farmacia, Metrimpex, Oxoid i Inter-
Nova oraz stoisko ksigzkowe Szczecinskiego Towarzystwa Naukowego. Towarzy-
stwo to wydrukowato w catoSci materiaty sympozjum fluorowego z 1979 roku
(,Metabolizm Fluoru” 220 stron). Obszerne streszczenia referatéw tegorocznego sym-
pozjum fluorowego ukazg sie w numerze 9, 1983 Czasopisma Stomatologicznego.
Odrebne oméwienie sympozjum fluorowego ma sie ukazaé w czasopismach ,,Broma-
tologia i Chemia Toksykologiczna” oraz ,,Fluoride” (w jezyku angielskim). Przewi-
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duje sie opublikowanie referatéw programowych sympozjum bioenergetycznego
w ,,Postepach Biochemii” w 1984 roku. Zjazdowi towarzyszyto zorganizowanie kilku
imprez rozrywkowo-kulturalnych, jak: spotkanie towarzyskie, dyskoteka, filmy kolo-
rowe o tematyce przyrodniczej, autokarowa wycieczka po miescie i zwiedzanie portu
statkami Zeglugi Szczecinskiej.

W Zjezdzie brali udziat cztonkowie ze wszystkich oddziatéw Polskiego Tawarzy-

stwa Biochemicznego w Polsce. W indeksie nazwisk autoréw odnotowano 757 o0s6b,
gdy w poprzednim Zjezdzie w 1970 roku 296 os6b. W biurze Zjazdu zarejestrowano
420 os6b przyjezdnych a 75 os6b zrezygnowato w ostatniej chwili z udziatu w Zjez-
dzie. Ponizej przedstawiono ilosci referatéw i komunikatow z poszczegélnych od-
dziatéw prezentowanych w Szczecinie oraz ich procentowy udzial w stosunku do
liczby cztonkow oddziatéw (dane dotyczace liczby cztonkéw pochodza z 1981 roku
i zostaty opublikowane w ,Postepach Biochemii” tom 27, 2, str. 243).
Pozostate doniesienia pochodzity z nastepujacych miejscowosci: Kielce, Biata Podla-
ska, Putawy, Siedlce, Bydgoszcz, Kérnik, Jabtonna, Chorzeléw, Busko-Zdroj, Brwi-
néw, Wirzburg i Heidelberg (RFN), Erfurt (NRD), Sofia (Butgaria), Zirich (Szwaj-
caria), Szeged (Wegry), Moskwa (ZSRR), Durham, Bethesda i Warren (USA).

Zjazd obradowat w okresie jubileuszu 35-lecia istnienia Pomorskiej Akademii
Medycznej.

Z. Machoy

Wyciag z protokétu z X1 Walnego Zebrania Cztonkéw Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego odbytego w dniu 27 wrze$nia 1983 r. w Szczecinie

W zebraniu uczestniczyto 137 cztonkédw Towarzystwa. Zebranie otworzyt Prezes
Towarzystwa, prof. Kazimierz Zakrzewski, proponujac na przewodnictwo zebrania
prof. Lecha Wojtczaka. Obejmujac przewodnictwo prof. Wojtczak poprosit o uczcze-
nie chwilg ciszy pamieci zmartych zastuzonych biochemikéw polskich, prof. S. Po-
znanskiego, prof. J. Hellera, prof. M. Szymony i prof. W. Drabikowskiego.

Przyjeto nastepujacy porzadek obrad.

— Wyboér przewodniczacego Walnego Zebrania

— Wybor sekretarza zebrania i powotanie protokélantéw

— Wybor Komisji Matki

— Wybdér Komisji Skrutacyjnej

— Wybdér Komisji Wnioskowej

— Sprawozdanie ustepujacego Zarzagdu Gioéwnego

— Sprawozdanie Komisji Rewizyjnej

— Wybory nowych witadz Towarzystwa

— Nadanie godnosci cztonka honorowego Polskiego Towarzystwa Biochemicz-

nego prof. dr Wandzie Mejbaum-Katzellenbogen oraz prof. dr Zofii Zielinskiej

— Ustalenie wysokosci sktadki cztonkowskiej i zwigzane z tym sprawy organi-

zacyjne w latach 1983— 1986

— Kalendarz nastepnych Zjazdéw PTBioch

— Wolne wnioski.

Na Sekretarza zebrania wybrano doc. Z. Wojciechowskiego, na protokdélantow
dr E. Lenartowicz i dr M. Balinska. Do Komisji Matki zebrani powotali dr A. Jerz-
manowskiego, dr J. Stepinskiego i dr K. Zwierza. Przewodniczagcym Komisji Skru-
tacyjnej zostat doc. J. Popinigis, a do Komisji Wnioskowej wybrano doc. D. Hula-
nicka, dr L. Pas$ i doc. J. Kedziore.



198 KRONIKA P.T. BIOCH. [4]

Nastepnie prof. Zakrzewski przedstawit sprawozdanie ustepujacego Zarzadu
Gtoéwnego. Stwierdzit w nim, ze X kadencja Zarzadu Gtdwnego PTBioch rozpoczeta
sie w roku 1980 w okresie b. trudnym. Trwajace od 5 lat ograniczenia finansowe
nie tylko uniemozliwiaty zakup aparatury, odczynnikdéw i cze$Sci zamiennych, ale
objety réwniez doptyw czasopism i mozliwo$¢ udziatu biochemikéw w zjazdach
i sympozjach nawet krajowych. Polskie Towarzystwo Biochemiczne, cato$¢ sytuacji
naszej dyscypliny ujeto w MEMORIALE, ktéry wszed} na obrady Sejmowej Komisji
Nauki i Postepu Techniki. Tezy Memoriatlu stanowity rdéwniez og6lng wytyczna,
ktoérg kierowat sie w czasie X kadencji Zarzad Giowny.

Z przyczyn od Towarzystwa niezaleznych liczba zebran naukowych bardzo zma-
lata. Jednoczes$nie jednak Zarzad Gtowny rozpoczal organizowanie mini-sympozjow
z aplikacyjnych dziedzin biochemii. Odbyty sie 3 takie spotkania na temat: acylazy
penicylinowej, interferonu i wrodzonych kwasic dzieciecych.

Nie mogac wptynaé¢ na poprawe zaopatrzenia bibliotek, sporzadzono ewidencje
dostepnosci 11 gtéwnych miedzynarodowych czasopism biochemicznych o charakte-

rze ogélnym i przekazano jg do poszczegdlnych oddziatéw celem utatwienia poszu-
kiwan bibliograficznych piSmiennictwa z lat 1980— 1982.

Znacznie pogorszyty sie finansowe warunki pracy Towarzystwa. Ze wzgledéw
statutowych sktadka cztonkowska nie mogta by¢ podniesiona az do najblizszego
Walnego Zebrania (wrzesien 1983 r.). Dotacja PAN w latach 1981—1982 wzrastata
w przyblizeniu proporcjonalnie do wzrostu cen i ptac; natomiast w roku 1983 zostata
obnizona do 190 tys. ztotych, co jest warto$cig (numerycznie) najmniejszg na prze-
strzeni ostatnich 10 lat.

Zarzad Gtéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w okresie minionych
3 lat dazyt do utrzymania funkcjonowania Towarzystwa i dostosowywania jego
dziatalnosci do zmieniajacych sie warunkéw zewnetrznych. Wysitki Zarzadu Gtow-
nego X kadencji zmierzaly przede wszystkim do zabezpieczenia minimum elementéw
koniecznych dla pracy intelektualnej, takich jak uczestnictwo w zjazdach, specjali-
styczne narady i sympozja oraz informacje biblioteczne.

Po wystgpieniu Prezesa prof. L. Kiyszejko-Stefanowicz odczytata protokét Ko-

misji Rewizyjnej i zgtosita wniosek o udzielenie ustepujacemu Zarzadowi absolu-
torium.

Nastepnie rozpoczeto dyskusje nad sprawozdaniem i wnioskami Komisji Rewi-
zyjnej. Jako pierwszy zabrat gtos prof. M. Zydowo proponujac wyrazenie uznania
ustepujgcemu Zarzadowi za wydajng i peitng poswigcenia prace w trudnym okresie.
W dalszym ciggu dyskusji prof. J. Augustyniak zapytat o kontakty Zarzadu Giow-
nego PTBioch z innymi Towarzystwami Biochemicznymi oraz Federacjg Europej-
skich Towarzystw Biochemicznych. W odpowiedzi prof. K. Zakrzewski stwierdzit,
ze kontakty bytly utrzymywane, choé¢ utrudnione ze wzgledu na ogélng sytuacje. Na
ostatnim posiedzeniu Rady FEBS-u obecny byt przedstawiciel Towarzystwa, doc.
P. Chomczynski.

W dalszym ciggu dyskusji zabrata gtos prof. Z. Zielinska, Redaktor Naczelny
kwartalnika ,,Postepy Biochemii”, ktéra poinformowata o niezaleznych od Redakcji
trudnosciach zwigzanych z wydawaniem wymienionego kwartalnika. Powiadomita
rowniez o staraniach Redakcji o wprowadzenie nowych form artykutéw (Nowe
w biochemii, Z historii biochemii) apelujac o dostarczanie tego typu materiatow.

Prof. L. Wojtczak poinformowat nastepnie o liscie prof. J. Opienskiej-Blauth,
w ktéorym napisata, ze opracowuje historie polskiej biochemii i proponuje utworze-
nie w PTBioch Sekcji historii biochemii. Popierajac inicjatywe prof. Opienskiej-
Blauth, prof. L. Wojtczak stwierdzit, ze inicjatywa jest cenna, a o potrzebie utwo-
rzenia oddzielnej Sekcji zadecyduje Zarzad PTBioch.
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W dalszym ciggu dyskusji dr L. Torlinski krytycznie ustosunkowat sie do sesji
plakatowych na zjazdach PTBioch i zaproponowat organizowanie w przysztosci
dyskusji okragtego stotu. Dr A. Jerzmanowski poinformowat o inicjatywie grupy
pracownikéw Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN wydawania dla warszawskiego
$Srodowiska biochemicznego biuletynu informacyjnego zawierajgcego m.in. ogtoszenia
0 miejscach pracy dla biochemikoéw, krotkie notatki metodyczne, informacje o mozli-
wosciach zakupu lub wymiany odczynnikéw, aparatury itp.

Na zakonczenie dyskusji prof. L. Wojtczak zaproponowat gtosowanie nad udzie-
leniem absolutorium ustepujacemu Zarzadowi wraz z wyrazami uznania zgtoszonymi
przez prof. M. Zydowo. Zebrani jednomys$lnie przyjeli wniosek (w gtosowaniu nie
brali udziatu cztonkowie ustepujacego Zarzadu).

Nastepnie przewodniczacy Komisji Matki przedstawit liste kandydatéw do no-
wego Zarzadu i Komisji Rewizyjnej uzupetniong zgtoszeniami z sali. Przed rozpo-
czeciem gtosowania prof. K. Zakrzewski, proponowany na Prezesa Towarzystwa
na druga kadencje przedstawit najwazniejsze kierunki przysziego dziatania Towa-
rzystwa. Sa to: dziatania na rzecz integracji Srodowiska biochemicznego, zacie$nienia
wspotpracy i zwiekszenia przeptywu informacji, poszerzenie kontaktéow pomiedzy
biochemikami a badaczami z dziedzin pokrewnych (genetyka, medycyna, biofizyka),
podjecie dziatan na rzecz wyjasnienia sytuacji finansowej Towarzystwa.

Nastepnie odbyty sie wybory, w ktérych w tajnym glosowaniu wybrano:

na Prezesa Towarzystwa — prof. dr Kazimierza Zakrzewskiego z Warszawy
na Vice-Prezesa — doc. dr Magdalene Fikus z Warszawy
na Cztonkéw Zarzadu: — doc. R. Wierzbickiego z todzi

— prof. J. Kwiatkowska z Wroctawia
— prof. L. Wojtczaka z Warszawy
— doc. T. Wilusza z Wroctawia
— dr W. Janiszowskag z Warszawy
— prof. J. Augustyniaka z Poznania
— doc. Z. Zaka z Krakowa
— doc. A. Leonowicza z Lublina
— dr L. Pa$$ z Warszawy
— doc. H. Wierzbickg z Poznania
— dr B. Skoczylas z Warszawy
— prof. J. Gregorczyka ze Szczecina
— dr T. Wesotowska ze Szczecina
— dr J. Stepinskiego z Gdanska

Do Komisji Rewizyjnej wybrano:
— doc. Z. Machoya ze Szczecina
— dr B. Czartoryska z Warszawy
— prof. Z. Zielinska z Warszawy.

W imieniu ustepujacego Zarzadu Gitéwnego prof. K. Zakrzewski zaproponowat
nadanie godnosci Cztonkéw Honorowych Towarzystwa prof. W. Mejbaum-Katzen-
ellenbogen i prof. Z. Zielinskiej. Prof. K. Zakrzewski przedstawit sylwetki naukowe
Kandydatek podkreslajac donioste osiggniecia naukowe i wielki wkiad w rozwoj
polskiej biochemii. W dyskusji prof. B. Morawiecka uwypuklita zastugi prof. W. Mej-
baum-Katzenellenbogen w stworzeniu wroctawskiej szkoty biochemicznej. Prof.
T. Borkowski i doc. D. Hulanicka zwrécili uwage na wielkie zaangazowanie prof.
Z. Zielinskiej w dziatalno$¢ PTBioch. a takze dziatalno$¢ w redakcji ,,Postepéw Bio-
chemii”. Na podstawie tajnego gtosowania obu Kandydatkom nadano godno$¢ Hono-
rowego Cztonka PTBioch.

W toku dalszej dyskusji ustepujacy Skarbnik Towarzystwa, dr W. Janiszowska
przypomniata, ze sktadka cztonkowska wynosi 40 zt. i nie byla podwyzszana od 1977
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roku. W tym czasie nastapit powazny wzrost kosztow dziatania Towarzystwa (wzrost
cen ustug, optat pocztowych, materiatdéw biurowych itp.) przy niewystarczajacym
wzro$cie dotacji ze strony Polskiej Akademii Nauk. Dr W. Janiszowska zapropono-
wata podwyzszenie sktadki do 240 zt. Dr Popinski zaproponowat sktadke w wyso-
kosci 200 zt. Prof. Z. Kasprzyk zasugerowala odstgpienie od zasady obowigzkowej
prenumeraty ,Postepdw Biochemii”, motywujac te propozycje wysoka ceng prenu-
meraty. Prof. Z. Zielinska i prof. K. Zakrzewski sprzeciwili sie tej sugestii argumen-
tujac, ze w sytuacji utrudnionego dostepu do czasopism naukowych, obowigzkowa
prenumerata pozwala na utrzymanie S$ci$lejszego kontaktu z najnowszymi osiagnie-
ciami biochemii, szczeg6lnie przez mtodych pracownikéw nauki. Prof. K. Zakrzewski
zapewnit, ze Zarzad Gtéwny stosowat i bedzie stosowat zasade obowigzkowej pre-
numeraty w spos6b elastyczny wobec cztonkéw nie bedacych w stanie wnosi¢ optat
za prenumerate. W tej sytuacji prof. Z. Kasprzyk wycofata swéj wniosek o zniesie-
nie obowigzkowej prenumeraty ,Postepéw Biochemii”. Na zakonczenie dyskusji
prof. L. Wojtczak zaproponowat gtosowanie nad podniesieniem sktadki cztonkow-
skiej do 200 zt. Wniosek o podwyzszenie sktadki przyjeto przy jednym glosie wstrzy-
mujacym sie.

Prof. L. Wojtczak z kolei poinformowat o propozycjach zorganizowania w na-
stepnych latach Zjazdéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w: Olsztynie —
1984 r.; Krakowie— 1985 r.; Katowicach — 1986 r. Dr Kostyra (przedstawiciel Od-
dziatlu w Olsztynie) poinformowat, ze nastepny XX Zjazd PTBioch odbedzie sie
w dniach 18—20 wrze$nia 1984 r. na terenie Akademii Rolniczo-Technicznej
w Olsztynie-Kortowie. Tematyka zjazdu bedzie szeroko pojeta technologia produk-
cji biatka. ~

Poniewaz wolne wnioski zostaly wyczerpane w ogélnej dyskusji Prof. L. Wojt-
czak zamknat zebranie dziekujac w imieniu uczestnikéw organizatorom XIX Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Szczecinie, a w szczeg6lnosci Przewodni-
czacemu Komitetu Naukowo-Organizacyjnego, doc. dr Zygmuntowi Machoyowi, za
sprawne zorganizowanie Zjazdu i obrad.



SPRAWOZDANIA

Miedzynarodowe Sympozjum ,Mechanizmy ekspresji genéw nowotworowych”,
Smolenice (Czechostowacja), 23—27 maja 1983 r.

W dniach 23—27 maja 1983 r. w Smolenicach odbyto sie kolejne Sympozjum
Europejskiego Towarzystwa do Badah nad Rakiem. Organizatorami byli pracownicy
Instytutu Onkologii w Bratystawie i Instytutu Genetyki Molekularnej w Pradze.
W Sympozjum wzieli udzial naukowcy z Anglii, Belgii, Butgarii, Czechostowacji,
Danii, Francji, Holandii, Polski, Stanéw Zjednoczonych, Szwecji, Wegier i Zwigzku
Radzieckiego. Tematyka Sympozjum dotyczyta onkogenéw wirusowych i ich homo-
logéw komoérkowych (dwie sesje), mechanizmoéw transformacji komoérek (jedna se-
sja), transformujacych genéw nowotworowych wiruséw DNA (jedna sesja) i wiruséw
raka sutka (jedna sesja). Zagadnieniom tym pos$wiecono 18 referatow. Wyniki kilku-
dziesieciu prac przedstawiono w formie plakatowej.

W przedstawionym sprawozdaniu umieszczono dane i informacje, ktdre zgodnie
z odczuciami wiasnymi, wydaja sie szczegdlnie interesujace.

Doskonatym ukiadem modelowym do préb oceny zaleznosci miedzy obecnosciag
gendéw wirusowych a stanem nowotworowym sg nowotwory indukowane przez wirus
Rousa (wirus miesaka kurzego). Wydaje sig, ze do utrzymania stanu nowotworowego
wystarcza obecno$¢ niekompletnych prowirusowych sekwencji (Swoboda, Czecho-
stowacja). Uktad ten pozwala réwniez na badania wzajemnych oddziatywan miedzy
proonkogenami komérkowymi a czgsteczkami wirusa. Wirus Rousa tracgc w wyniku
delecji transformujacy onkogen src traci jednocze$nie wtasciwosci indukowania
nowotworéw. Niektédre pozbawione genu src mutanty wirusa Rousa w wyniku re-
kombinacji z onkogenami komoérek kurzych mogag przeksztatcaé sie w petnowarto-
Sciowe wirusy transformujgce (rASV). Jest interesujace, ze wirus Rousa (szczep
Schmidta-Ruppina) powoduje transformacje nowotworowg tylko niektérych hodowli
komérek ludzkich (Rabotti i inn., Francja), prawdopodobnie komérek o okres$lonych
cechach genetycznych. Opierajgc sie na danych z badan dotyczacych komorek ku-
rzych, autorzy sadza, ze — per analogiam — w niektérych komoérkach ludzkich moze
mie¢ miejsce rekombinacja genéw wirusa Rousa z genami komérkowymi.

Wiele uwagi posSwieca sie obecnie zagadnieniu identyfikacji proonkogendéw
w nowotworach ludzkich i okre$laniu ich funkcjonalnego stanu. Jednym z dowodow
aktywacji onkogendw jest zwiekszenie ilosci wytwarzanych specyficznych RNA.
Grupie naukowcoéw radzieckich (Kissieljow i inn.) udato sie wykaza¢, ze w licznych
nowotworach ludzkich w stanie aktywacji znajduje si¢ przede wszystkim gen myc,
a ponadto geny sis i ras.

W komérkach, ktére ulegty transformacji nowotworowej rejestruje sie zmiany
w procesach metabolicznych, zwigzanych przynajmniej cze$ciowo z réznicowaniem
i kontrolg wzrostu. Forchhammer (Dania) zwrécit uwage na mozliwo$é, ze odbiciem
zmian w tych procesach moga by¢ zmiany w strukturze czy ilosci biatek komoérko-
wych. Wspoétczesne badania w tym zakresie sg ukierunkowane dwutorowo. Dotycza
one biatek kodowanych przez wirusy i ich funkcji jak i komérkowych biatek struk-
turalnych. Obecne techniki badawcze pozwalajg na iloSciowe oznaczenie ponad
1000 polipeptydéw komoérkowych i ocene réznic w stopniu ich fosforylacji czy gliko-
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zylacji. Dotychczas zarejestrowane roznice iloSciowe w komérkach nowotworowych
mysich, szczurzych lub ludzkich, dotyczg przede wszystkim winkuliny, wimentyny,
tropomyozyny i cytokeratyn. W innym z referatéw sympozjalnych Ponten (Szwecja)
przedstawit wspoétczesne poglady na role czynnikéw wzrostowych. Zwrécit uwage na
wazny fakt, ze réwniez komérki nowotworowe wytwarzajg czynniki wzrostowe.
Moze to mie¢ decydujace znaczenie dla sposobu ich proliferacji.

W ramach sesji poswieconej wirusom DNA zur Hausen (RFN) omawiat rézno-
rodne mozliwos$ci udziatu tych wiruséw w transformacji nowotworowej. Wydaje sie,
ze niektére wirusy DNA moga dziata¢ jako promotory proces6w nowotworowych.
Kwas retynowy, ktéory hamuje dziatanie chemicznych promotoréw karcynogenezy
hamuje réwniez proces indukcji guzéw przez wirus brodawczaka.

Interesujgce sa wyniki badan uzyskiwane w oparciu o metode transfekcji. Na
przyktad DNA wyizolowane z ludzkich nowotworéw mézgu transformuje komorki
hodowane in vitro (Sauer i inn., RFN). Czesto$¢ transformacji jest wysoka, a cechy
fenotypowe komorek stransformowanych sg stabilne. Czynnik transformujacy znaj-
duje sie w pozachromosomowej frakcji DNA.

W chwili obecnej przedmiotem znacznego zainteresowania jest funkcja antygenu
jadrowego wystepujacego w komorkach, w Kktérych obecny jest genom wirusa
Epstein-Barra. Zagadnienia zwigzane z réznorodnymi wtasciwosciami tego antygenu
(EBNA) w aspekcie badan biochemicznych i immunologicznych oméwit Vonka (Cze-
chostowacja). Jest prawdopodobne, ze ten niewirusowy, ale kodowany przez wirus
antygen, odgrywa kluczowa role w transformacji blastycznej indukowanej przez
wirus Epstein-Barra.

Omawiajgc zagadnienia zwigzane z wirusem MMTV (wirusem raka sutka u my-
szy) Dickson (Anglia) przedstawit interesujaca koncepcje dziatania wiruséw RNA,
ktére nie posiadajg wtasnych gendéw transformujacych. Tego rodzaju wirusy moga
dziata¢ jako czynniki mutagenne lub czynniki aktywujace proonkogeny komorkowe.
Konsekwencjg przypadkowej inkorporacji wirusa w poblizu komérkowego proonko-
genu jest wzmozona ekspresja tego wtasnie proonkogenu. Wirus MMTV nie posiada
wiasnego genu transformujgcego. W zgodzie z powyzszg koncepcjg jego udziat
w przemianie nowotworowej polega na indukowaniu mutacji (lub aktywacji) odpo-
wiedniego genu komérkowego. Wedtug danych naukowcéw wegierskich (Boldogh
i inn.) podobny mechanizm jest odpowiedzialny za transformacje nowotworowg ko-
morek przez wirus cytomegalii (ludzki wirus DNA). Jest interesujace, ze w komor-
kach myszy o niskiej zapadalnos$ci na raka sutka (na przyktad C57B1/10) znajduja
sie¢ pojedyncze sekwencje wirusa MMTV. W nowotworach indukowanych u tych
myszy hormonami liczba sekwencji prowirusowych jest zwiekszona (Swec, Czecho-
stowacja i Michalides, Holandia), co wskazuje na mozliwo$¢ wspoétudziatu prowiru-
sow w indukowaniu nowotwor6w przez rakotwdrcze czynniki niewirusowe.

W trakcie dyskusji ogdlnej, ktédra zakonczono obrady w Smolenicach, podsumo-
wano wiadomosci dotyczace liczby potencjalnych onkogenéw komérkowych, oma-
wiano mechanizmy odpowiedzialne za przeksztatcenie potencjalnych onkogenéw ko-
mérkowych w geny onkotwércze, zastanawiano sie nad tym czy ogé6lne koncepcje
dotyczace proceséw nowotworowych sa zgodne z koncepcjg wirusowej etiologii
nowotwordw, wymieniano rdéwniez wirusy podejrzane o wspo6tudziat w etiologii
nowotwordw ludzkich. Podsumowujac pokrotce, wydaje sie, ze identyfikacja komor-
kowych proonkogenéw nie zostata jeszcze zakonczona. Sa przestanki doswiadczalne,
ze 0 przemianie proonkogenéw w onkogeny moze decydowac ich aktywacja lub
amplifikacja, zmiana w genach aktywnych przez czynniki dziatajgce bezposrednio
lub za pos$rednictwem zmian w procesach regulacyjnych. Wirusy moga dziata¢ jako
czynniki mutagenne, moga by¢ inicjatorami proces6w nowotworowych i promoto-
rami, zakazenie wirusowe moze prowadzi¢ do immunosupresji. Na liscie wirusow
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podejrzanych o wspétudziat w etiologii ludzkich nowotworéw znajdujg sie m.inn.
wirus Epstein-Barra, wirus hepatitis B, wirus brodawczaka, wirus cytomegalii, wi-
rus krowianki i wirus grypy.

Organizatorom nalezg sie podziekowania za $wietny program, sprawng organi-
zacje i mitag atmosfere.

J. H. Koziorowska

Kurs FEBS na temat ,,Enzymy, receptory i przenos$niki bton biologicznych” w Szwaj-
carii (Gwatt, 18—24 wrze$nia 1983 r., Berno, 26—30 wrze$nia 1983 r.)

Tegoroczny kurs biochemiczny Federacji Europejskich Towarzystw Biochemicz-
nych zorganizowata Szwajcarska Akademia Nauk (SNG) reprezentowana przez pro-
fesoréw: A. Azziego, U. Brodbecka i P. Zahlera z Uniwersytetu w Bernie. Program
kursu sktadat sie z dwéch czesci: teoretycznej, obejmujgcej wyktady i eksperymen-
talnej. W pierwszej z nich wzieto udziat ponad 140 biochemikéw z 21 krajéw S$wiata,
natomiast w drugiej uczestniczyto ponad 50 oséb, w tym 5 z Polski. Zajecia semina-
ryjne odbywaly sie w Centrum Kongresowym w Gwatt potozonym u stéop Alp, nad
jeziorem Thun. Wykiadowcy z czotowych os$rodkéw biochemicznych Europy i Sta-
néw Zjednoczonych wygtosili 31 okoto godzinnych wyktadéw w 6 grupach tema-
tycznych:

1) Kodowanie, ekspresja i transport biatek btonowych (6 wyktadéw),

2) Struktura bton biologicznych (6 wyktadéw),

3) Enzymy btonowe (3 wyktady),

4) Techniki stosowane do badania biatek btonowych (6 wyktadéw),

5) Enzymy i przeno$niki btonowe (6 wyktadéw),

6) Receptory btonowe (4 wyktady).

W przerwach pomiedzy wykiadami toczyly sie dyskusje dotyczace komunikatéw
przedstawionych w czasie trzech sesji plakatowych. Dodatkowg mozliwo$¢ wymiany
zdan na temat: biatek, lipidéw, receptoréw oraz genetycznych aspektéw bton biolo-
gicznych stworzyty tzw. ,,dyskusje okragtego stotu™.

Drugi tydzien kursu odbywajacy sie w Uniwersytecie w Bernie wypetniony byt
praca eksperymentalng majaca na celu umozliwienie miodym biochemikom zapo-
znania sie z najnowszymi technikami wspotczesnej biologii bton. Kazdy dzien zaje¢
praktycznych poprzedzony byt wyktadem dotyczacym jednego z nastepujacych za-
gadnien metodycznych:

1) Okre$lania asymetrycznego rozmieszczenia fosfolipidéw w btonach (J. A. F. Op-
den Kamp),

2) Znakowania sktadnikéw bionowych (J. Brunner), ,

3) Wiaczania btonowych systemow transportu do sztucznych czastek fosfolipidowych

(A. Anner),

4) Immunologicznych metod badania bton (Gk Bron),

5) Krystalizacji biatek btonowych (H. Michel).

Eksperymenty odbywaty sie w 6 grupach tematycznych i dotyczyty:

1) Technik analitycznego rozdziatu sktadnikéw btonowych (m.in. immunoelektro-
forezy i gazowej chromatografii podziatowej),

2) Struktury biatek (m.in. krystalizacji biatek) i interakcji pomiedzy sktadnikami
btonowymi,

3) Specyficznego znakowania sktadnikéw bionowych (m.in. bakteriorodopsyny
i translokazy ADP (ATP),

14*
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4) Rekonstytucji (m.in. Na,K-ATP-azy, oksydazy cytochromowej),

5) Technik spektralnych (m.in. elektronowego rezonansu paramagnetycznego, fluory-
metrii),

6) Receptorow (m.in. receptora acetylocholinoesterazy).

Duza réznorodnos$¢ ¢wiczen dawata uczestnikom mozliwo$s¢ wyboru eksperymentéw,

ktére moga sta¢ sie pomocne w ich pracy.

Ze wzgledu na duze zainteresowanie wielu oséb receptorami prof. M. D. Hollen-
berg wygtosit dodatkowy nie przewidziany programem wyktad na temat receptoréw
insulinowych.

Organizatorzy kursu wyszli z zatozenia, ze stworzenie okazji do mniej oficjal-
nych kontaktéw moze tez by¢ okazjg do wymiany doswiadczen naukowych. Zorga-
nizowano dwie piekne wycieczki gorskie: na Schynige Platte (1967 m n.p.m.) i na
Jungfraujoch (3454 m n.p.m.) oraz do skansenu w Ballenberg.

J. Gemel



RECENZJE

Biochemistry

J. D. Rawn, Harper and Row Publishers, New York, 1983, stron 1139.

Czytelnik, ktéry przezwyciezy odruch naturalnej niecheci do zbyt opastych to-
mow (1139 stron duzego formatu) i wezmie do reki te trzy kilogramy wiedzy bio-
chemicznej— otrzymuje nagrode w postaci kontaktu z podrecznikiem o wyjagtko-
wych walorach dydaktycznych.

Przy dzisiejszym stanie wiedzy biochemicznej napisanie petnego, ogélnego pod-
recznika biochemii jest zadaniem ucigzliwym i niewatpliwie nie istnieje idealny
schemat uktadu materiatu, ktéry by byt pozbawiony wad i zadowolit wszystkich
czytelnikéw. J. D. Rawn wrdécit w tym wzgledzie niejako do uktadu tradycyjnego,
poswiecajagc pierwszg cze$¢ podrecznika problemom konformacji i funkcji makro-
czasteczek biologicznych, a cze$¢ drugg — metabolizmowi. Trzecia i ostatnia cze$¢ —
biologia molekularna obejmuje problematyke replikacji DNA, transkrypcji, trans-
lacji oraz regulacji ekspresji genow.

Podrecznik jest adresowany do czytelnika majacego przygotowanie z chemii
organicznej, jego lektura nie wymaga natomiast znajomosci chemii fizycznej. Ksigz-
ka charakteryzuje sie nowoczesnym ujeciem materiatu, zaréwno jesli chodzi o strone
merytoryczng, jak i sposob opisu, czemu towarzyszy jasno$¢ wykitadu.

Podrecznik wyposazony jest w duza liczbe rysunkoéw i fotografii modeli czaste-
czek przeznaczonych do ogladania przez zatgczone stereo-okularki w sposob trdj-
wymiarowy (novum, je$li chodzi o podreczniki o charakterze kursu podstawowego!).
Dzieki temu czytelnik w czesci | podrecznika otrzymuje, oprocz formalnego zapisu
subtelnosci konformacyjnych (np. nukleozydéw), przestrzenne obrazy opisywanych
matych czagsteczek biologicznych, a nastepnie — takiez modele biologicznych makro-
molekut, §ledzac jednoczes$nie korelacje ich struktury z funkcja.

Spos6b przedstawienia przez autora poszczeg6lnych szlakéw metabolicznych
i ich regulacji w czesci Il podrecznika pozwala czytelnikowi na wyrobienie sobie
0g6lnej wizji metabolizmu bez zubozenia doktadnosci opisu, ktory operuje mecha-
nizmami elektronowymi poszczego6lnych reakcji, schematami przemian i tréjwymia-
rowymi modelami reagujacych czgsteczek.

Na szczeg6lne uznanie zastuguje cze$¢ Il podrecznika. Niezwykle szybki rozwdéj
genetyki molekularnej sprawia, ze tej wtasnie problematyce poswiecone fragmenty
podrecznikéw biochemii starzejg sie najszybciej, zmuszajgc nie tylko dydaktykéw,
ale rowniez studentéw do siegania po opracowania typu monograficznego. Omawia-
na cze$¢ podrecznika Rawna prezentuje stan wiedzy w tej dziedzinie z roku 1982,
a czyni to w spos6b réwnie atrakcyjny, pogladowy, przystepny i stosunkowo obszer-
ny, jak czesci poprzedzajgce. Czytelnik znajduje tu omdwienie szeregu zagadnien,
ktéorych do niedawna na prézno szukatby w podrecznikach biochemii o charakterze
kursu podstawowego, jak np. regulacja syntezy biatka na poziomie translacji, doj-
rzewanie roznych rodzajow RNA (processing), geny mozaikowe i sktadanie transkry-
bowanego RNA z fragmentéw (splicing), reperacja DNA, lub —z dziedziny nowo-
czesnej metodyki — automatyczna synteza chemiczna fragmentéw gendw.
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Kazdy z dwudziestu siedmiu rozdziatéw podrecznika konczy sie krotkim stresz-
czeniem, ktére skutecznie pomaga czytelnikowi uporzadkowa¢ w pamieci obszerny
materiat. Czytelnik gtebiej zainteresowany zagadnieniem znajduje réwniez po kaz-
dym z rozdziatéw bibliografie oraz interesujgce ,,Problemy” do samodzielnego roz-
wigzania.

Na osobng wzmianke zastuguje przejrzysty ukitad graficzny podrecznika, duza
liczba doskonatych schematéw, starannie dobrany material fotograficzny i bardz)
obszerny indeks.

Ksigzka Rawna ma wszelkie dane po temu, aby sta¢ si¢ niezwykle cenng po-
mocg zaréwno dla dydaktykoéw, jak i dla studentéw i doktorantéw réznych kierun-
kéw przyrodniczych, przede wszystkim biochemicznych. Pomimo, ze obszernos¢ teg)
podrecznika moze nieco ograniczy¢ krag jego czytelnikéw, jednak jego wyjatkowa
walory dydaktyczne sprawiajg, ze jest on niewatpliwie wart spolszczenia, zwitaszcza
w obecnej sytuacji, gdy jedyny wydany w jezyku polskim podrecznik, z ktérym
moznaby poréwnywaé ksigzke Rawna, ,,Biochemia” A. Leningera jest ttumaczeniem
wydania sprzed lat jedenastu. Nie trzeba chyba dodawaé, ze warunkiem podjecia
ttumaczenia omawianego podrecznika winno by¢ zapewnienie mozliwie kroétkiego
cyklu wydawniczego, w innym bowiem przypadku podrecznik ten utraci jednag
ze swych gtdwnych zlaet — nowoczesno$¢, podobnie jak to sie niestety stato z szere-
giem innych tlumaczonych u nas podrecznikéw biochemii.

Ewa Kulikowska

L. A. Blumenfeld
Problems of Biological Physics

Springer Verlag, Berlin-Heidelberg, New York, 1981, str. 224, cena 60 DM.

Jest to monografia traktujaca o wybranych zagadnieniach wspotczesnej bio-
fizyki, gtéwnie o roli metod statystycznych w badaniu mechaniki proceséw biolo-
gicznych.

Autor na poczatku stwierdza, ze wszystkie znane prawa fizyki sg wystarczajace
dla peinego opisu i zrozumienia struktury oraz funkcjonowania wszystkich istniejg-
cych systemoéw biologicznych. Wychodzac z tego zatozenia, w siedmiu kolejnych
rozdziatach ksigzki autor omawia zasade uporzgdkowania struktur biologicznych,
termodynamicznie niezrownowazone zaleznosci fenomenologiczne, zastosowania sta-
tystyki do badania struktury linearnych biopolimeréw, ich konformacyjne i konfigu-
racyjne przemiany, dalej méwi o zagadnieniach fizyki w katalizie enzymatycznej,
0 transporcie elektronéw w uktadach biologicznych oraz o wewnatrzkomoérkowej aku-
mulacji i transformacji energii. Jak widaé autor wybrat do dyskusji te podstawowe
zagadnienia wspoiczesnej biofizyki, ktére jest stosunkowo tatwo poddac¢ statystyczno-
-fizycznemu opisowi i interpretacji.

We wspotczesnej biologii stawia sie jednak pytania o znaczeniu fundamental-
nym, ktére nie zawsze daje sie wyjasni¢ za pomocag konwencjonalnej matematyki
1 fizycznych zasad mechaniki kwantowej. Na przykiad, jak powstata pierwsza ko-
moérka jako catkowicie zintegrowany ustr6j z jej mechanizmem replikacyjnym i ca-
tym systemem proceséw autokatalitycznych? Albo, jakim podejsciem matematycz-
nym wyjasni¢ niehomogenno$¢, indywidualno$¢ molekularna materii zywej? Jakie
numeryczne wartosci moznaby zastosowa¢ okres$lajgce Sredniego osobnika, klase,
gatunek, itd.? llo$¢ odchylen na poziomie molekularnym jest tak wielka, ze ope-
racje usredniajgce bylyby tu bezsensowne.
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Podobnych pytan jest wiecej — chotby na temat rdéznicowania si¢ komorek,
ksztattowania informacji, adaptacja, autonomiczno$¢ materii zywej itd. W wyjasnia-
niu tych zagadnien niezbedne jest podejscie zaréwno ewolucyjne jak i holistyczne,
ktérych jednak nie daje sie uja¢c w forme matematyczna, tzn. traktowac je za po-
moca konwencjonalnej analizy matematycznej. W rozdziale Il, ,,The ordering of
biological structures™ (str. 17) autor pisze, ze ,zdolno$¢ do tworzenia nowej infor-
macji, tj. nadanie znaczenia okre$lonemu porzadkowi, jest prawdopodobnie nie-
zbedng witasciwoscia materii zywej... Nazywamy takie systemy zywymi, ktore sag
samoreprodukujace sie i zdolne do tworzenia informacji, ktéra badz bezposrednio
lub posrednio wptywa na ich zdolno$¢ samoodtwarzania sie”. llez w tych dwoch
zdaniach probleméw do wyjasnienia, ktére jednak nie naleza do zasad fizyki. W za-
konczeniu tego rozdziatu autor przyznaje, ze w biologii liczy sie jako$¢ informacji
a nie ilos¢ i, ze rozszyfrowanie tego zagadnienia bedzie miato zasadnicze znaczenie
w rozwoju teoretycznej biologii, ale réwnocze$nie wyraza sceptycyzm czy uda sie
tego dokonaé. Trzeba przyznaé, ze autor w wielu miejscach ksigzki wskazuje na
tzw. ,,problemy” w biologii, dla ktérych rozwigzania na razie nie znajduje sie sto-
sownego podejscia.

Najciekawsze z punktu widzenia teoretycznej biologii sg rozdziaty 3, 4 i 6, cho¢
pozostate zawierajg wiecej szczeg6towych informacji na temat omawianych proce-
séow fizykochemicznych w komoérce. Ksigzka napisana jest z duzym znawstwem
zagadnien biologicznych, wyjasnia w sposéb przystepny te wszystkie procesy fizyko-
chemiczne w systemach biologicznych, ktére dobrze tlumaczg zasady ich wtasci-
wosci i funkcjonowania, wskazujac rdéwnoczes$nie, ze wiele obecnych koncepcji
jest niejasnych i nieadekwatnych do stopnia komplikacji zjawisk zyciowych. Wy-
dana w Springerowskiej serii ,,Synergetyka” jest doskonatg lekturg dla wszystkich
zajmujacych sie biologig teoretyczng, a zwlaszcza zagadnieniami fizykochemicznymi
w odniesieniu do ksztattowania informacji poprzez strukture biopolimerow, wy-
twarzania i wykorzystania energii dla uzytecznej pracy w komorce, oraz zagadnien
fizycznych w katalizie enzymatycznej.

W. S. Ostrowski

Subcellular Biochemistry
Red. D. B. Roodyn

Tom 9, Plenum Press, 1983, New York i London, stron XVI1+425, cena 5250 $

Tom 9, podobnie jak inne tomy tej serii przynosi artykuty heterogenne tema-
tycznie i objetosciowo. Zatozeniem wydawnictwa jest bowiem prezentowanie réznych
zagadnien i technik z zakresu biochemii i biologii komaérki.

Tom otwiera obszerny, bo 1liczacy az 236 strony, artykut H. Plattnera
i H. P. Zingsheima omawiajacy zastosowanie ré6znych technik mikroskopii elektro-
nowej w dziedzinie badan okre$lanej jako biologia komdrki oraz w biologii moleku-
larnej. Celem artykutu, jak pisza jego autorzy, jest krytyczne przedstawienie uzy-
wanych obecnie standardowych metod ze szczegélnym zwréceniem uwagi na te spo-
$§réd nich, ktore bedag stuzy¢ w rozwigzywaniu perspektywicznych probleméw ba-
dawczych. Szczeg6étowo omoéwiono w artykule zastosowanie mikroskopii elektronowej
do badan nad cytochemiczng lokalizacjg enzymow, wykrywania wewngtrzkomorko-
wych potgczen przy uzyciu réznych substancji znacznikowych, w immunocytochemii
(lokalizacja antygenu), w badaniach z uzyciem lektyn oraz w wykrywaniu recepto-
row wiazacych specyficzne ligandy. Przedstawiono takze korzysci, jakie daje zasto-
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sowanie mikroskopii elektronowej i autoradiografii oraz mikroskopii i mikroanalizy
rentgenowskiej. Oprocz podstaw teoretycznych stosowanych metod czytelnik znaj-
dzie w artykule szereg informacji technicznych dotyczacych utrwalania, dehydra-
tacji i zatapiania preparatow, a takze technik kriogennych, a ws$réd nich techniki
mrozenia-rytowania (ang. freeze-etching). Osobno omoéwiono zastosowanie mikro-
skopii elektronowej w badaniach kwaséw nukleinowych.

Rozdziat drugi tomu napisany przez R. J. Ellisa z Uniwersytetu w Warwick
(Anglia) dotyczy syntezy biatek chloroplastéow. Autor omawia w nim podstawowe
problemy dotyczace tego zagadnienia. Przedstawione dane $wiadcza ze: 1. wiekszo$é
biatek (polipeptydéw) jest kodowana przez geny jadrowe i synteza ich zachodzi na
rybosomach cytoplazmatycznych; 2. polipeptydy jako wolne przedostajg sie do
chloroplastow poprzez ich bilone w procesie post-translacyjnym; 3. genom chloro-
plastowy jest odpowiedzialny za kodowanie ok. 100 polipeptyddéw i jest istotny dla
funkcji fotosyntetycznej; 4. biatka i RNA kodowane przez genom chloroplastowy
nie sa eksportowane na zewnatrz; 5. $wiatto nie jest konieczne dla syntezy i trans-
portu polipeptydéw, ale wptywa stymulujaco na ich akumulacje wewnatrz chloro-
plastow.

Rozdziatl trzeci tomu dotyczy nowego rodzaju nukleoprotein, ktérych obecnos$é
stwierdzono w oocytach ptazéw w okresie prewitellogenezy. W okresie tym powstaje
znaczny nadmiar 5S RNA w stosunku do 28S i 185 RNA. Nadmiar 5S RNA nie wbu-
dowany do rybosomoéw tworzy kompleksy z biatkami i tRNA sedymentujgce przy
7S i 42S. Kompleksy te autorzy (H. Denis i M. la Maire z Centrum Genetyki Mole-
kularnej z Gif-sur-Yvette) nazywajag ,thesaurisomes” przypisujgc im role swoistych
$pichlerzy w ktérych czasteczki RNA bytyby chronione przed enzymami degra-
dujacymi.

W kolejnym rozdziale tomu, R. F. A. Zwaal i E. M. Bevers z Uniwersytetu
Limburskiego w Maastricht zajmujg sie kwestiag asymetrycznego rozmieszczenia
fosfolipidéw w btonie plazmatycznej ptytek krwi oraz znaczenia zmian sktadu fosfo-
lipidowego w zewnetrznej warstwie monomolekularnej, jakie wystepuja podczas
»aktywacji” ptytek dla proces krzepniecia.

Rozdziat ostatni napisany przez F. S. Sjostranda z Uniwersytetu Kalifornijskiego
w Los Angeles poswiecony jest analizie strukturalnej bton biologicznych o réznej
funkcji. Rozdziat ten stanowi dobrg ilustracje i uzupetnienie rozdziatu pierwszego
traktujgcego o nowoczesnych technikach mikroskopii elektronowej. Sjéstrand oma-
wia strukture i funkcje mitochondriow, tzw. dyskéw zawierajgcych element $wiatto-
czuty oraz btony plazmatycznej zwracajac uwage, iz przyjmowane ich modele sa
znacznym uproszczeniem stanu rzeczywistego. Szereg jego stwierdzen budzi kon-
trowersje. Jako przykiad moze postuzy¢é proponowane przez niego utozenie kom-
pleksu ATP-azy mitochondrialnej (,,grzybka”) réwnolegle do ptaszczyzny biony we-
whnetrznej.

Tom uzupetnia wprowadzenie oraz krotkie omdéwienie kilku wybranych nowych
ksigzek napisane przez jego Redaktora. Czy tom 9 Subcellular Biochemistry spetnia

zamierzenia wydawnictwa i przyczyni sie do bardziej catoSciowego spojrzenia na
komérke? Sadze, ze tak.

J. Zborowski



XX1 ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

KOMUNIKAT

Polskie Towarzystwo Biochemiczne informuje, ze kolejny XXI Ogo6lnopol-
ski Zjazd Biochemiczny odbedzie sie w Krakowie w dniach od 25 do
27 wrzes$nia 1985 r.

Program naukowy Zjazdu

I. Temat wiodagcy — Zmiany struktury biologicznych makroczg-

steczek zwigzane z ich funkcja
organizator — Zdzistaw Zak

Sympozja

A. Cukrzyca doswiadczalna jako model cukrzycy klinicznej
organizator — Maria Sarnecka-Keller

B. Fizjologiczne peptydy — struktura i dziatanie na komérki docelowe
— hormony przewodu pokarmowego i peptydy neuroregulacyjne
— peptydowe czynniki wzrostu komoérkowego
— peptydy immunoregulacyjne
organizator — Andrzej Klein

C. Fosfohydrolazy
organizator — Witodzimierz Ostrowski
Przewidywany jest udziat gosci zagranicznych

D. Biochemia leukocytow i makrofagow — enzymy proteolityczne i me-
chanizmy niszczenia bakterii
organizatorzy — Aleksander Koj, Jerzy Naskalski, Jan Maciej Zgliczynski
Przewiduje sie udziat gosci zagranicznych oraz druk materiatdw przedstawionych
podczas Zjazdu

E. Ekotoksyny i biochemiczne mechanizmy ich dziatania
organizator — Maria Guminska

Il. Sesja plakatowa na tematy rozne.

Zainteresowanych udzialem w XXI Zjezdzie P. T. Bioch. prosimy
uprzejmie o nadsytanie odpowiedzi na Karcie Zgtoszenia. Komunikat I,
informujacy o trybie nadsytania streszczen, wnoszenia optat za uczestnic-
two, rezerwacji hoteli i udziat w imprezach towarzyszacych zostanie prze-
stany osobom, ktére dokonajg zgtoszenia w nieprzekraczalnym terminie do
dnia 15 listopada 1984 r.

" Komitet Organizacyjno-Naukowy
XX Zjazdu
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
Doc. dr hab. Zdzistaw Zak
Instytut Biologii Molekularnej
Uniwersytetu Jagiellonskiego

Al. Mickiewicza 3, 31-120 Krakow



KOMUNIKAT

Polskiego Towarzystwa Medycyny Nuklearnej

Komitet Zatozycielski uprzejmie informuje, ze zostato zatozone i rozpo-
czeto dziatanie Polskie Towarzystwo Medycyny Nuklearnej.

Celem Towarzystwa jest rozwijanie i propagowanie polskiej medycyny
nuklearnej, inspirowanie cztonkéw do twérczej pracy naukowej i statego
podnoszenia ich kwalifikacji zawodowych, oraz wykorzystywanie nowych
zdobyczy nauki w praktyce.

Czionkiem zwyczajnym Towarzystwa moze by¢ lekarz zainteresowany
lub dziatajagcy w dziedzinie medycyny nuklearnej, jak réwniez osoba
o0 wyksztatceniu medycznym S$rednim, badZ tez wyksztatceniu niemedycz-
nym wyzszym lub $rednim, zajmujgca sie zawodowo tg dyscypling.

Zainteresowanych prosimy o nadsytanie zgtoszeh na adres:

Doc. dr hab. med. Anna Tarkowska
Zaktad Medycyny Nuklearnej AM
20-090 Lublin, ul. Jaczewskiego 8
Tel. 77-63-91.
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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajgce
waskie tematy, oraz artykuty przegladowe referujace szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny w sposéb syntetyczny omawiaé
wybrany temat na podstawie mozliwie petnego piSmiennictwa z kilku ostatnich lat,
a artykuty drugiego typu na podstawie piSmiennictwa z ostatnich dwu lat. Objetos¢
takich artykutdw nie powinna przekracza¢ 25 stron maszynopisu (nie liczac ilustracji
i piSmiennictwa). Kwartalnik publikuje takze artykuty typu minireviews, do 10 stron
maszynopisu, z dziedziny zainteresowarn autora, opracowane na podstawie najnow-
szego piSmiennictwa, wystarczajgcego dla zilustrowania problemu. Ponadto kwartalnik
publikuje kroétkie noty, do 5 stron maszynopisu, informujgace o nowych, interesujacych
osiggnieciach biochemii i nauk pokrewnych, oraz noty przyblizajgce historie badan
w zakresie roznych dziedzin biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
réwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos$é¢ i $cistos¢ podanych informacji. Autoréw
obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
bteddéw drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowigzujacych
stawek. Autorzy otrzymuje bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zamoéwienia na
dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po korekcie
autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy nadsytaé¢ w dwu egzem-
plarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie, z podwdjng interliniag, z marginesem
ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie moze zawiera¢ wiecej niz 60 znakéw
w jednym wierszu nie wiecej niz 30 wierszy na stronie zgodnie z Normg Polskg.

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

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

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa wtgcznie, tabele, spis
rycin, wwzoréw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach koricowych.

Dla przejrzystosci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdziaty, ktérych
tytuty informowac¢ rzeczowo winny o przedstawianych treéciach. Rzeczowy spis tresci publi-
kujemy bezposrednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy liczcbami rzymskimi, a podroz-
dziaty dpowiednia rzymska i arabskg (np. 1-1.). Tytutdéw podrozdziatdw nie wydzielonych
z tekstu nie trzeba numerowaé. W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkres$len ani rozstrze-
lonego druku. Ewentualne sugestie autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy
zaznaczy¢ otéwkiem na marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tek$cie liter
alfabetu greckiego nalezy na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele
i ryciny numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tek$cie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzordw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz i zazna-
czyé: Tabela 1, Ryc. 1, Wzér | itp. Numeracje wzoru w tekécie nalezy podawaé¢ po nazwie
zwigzku, np. klas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autor6w o zwrécenie szczegdlnej uwagi na poprawnos$¢ jezykowga tekstu
a takze na S$cisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz o niewprowa-
dzanie do tekstu tworzonych doraznie skrétéw, nawet jes$li niektére z nich bywajg uzywane
w pracach obcojezycznych.

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



PiSmienictwo: w artykule nalezy cytowaé¢ prace oryginalne z ostatnich kilku lat oraz
najwazniejsze artykuty przeglagdowe omawiajac przedstawiong dziedzing z uwzglednieniem
artykutéw opublikowanych w ,Postepach Biochemii”. W tekécie nalezy podawaé jedynie
nazwiska badagzy, ktérych prace maja podstawowe znaczenie w przedstawianej dziedzinie.
Omawiane prace trzeba numerowaé¢ w kolejnosci ich cytowania w teks$cie. Wykaz pi$miennictwa
zatem obejmuje prace opatrzone kolejnymi numerami, ale nie uporzadkowane alfabetycznie.
Odnoéniki bibliograficzne winny mie¢ forme =zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism
Biochemicznych Miedzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta,
(1972), 271, 1 np.

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

Dixn M., Webb E. C. (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565 Longmans Green and Co., London;
Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D. t. 5
str. 1—58; Academic Press, London.

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

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

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracjg w kolej-
noéci ich omoéwienia w tekScie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi arabskimi,
a wzoréw cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane
na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na biatym papierze lub na
kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢é mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie
nie powinny by¢ ciefisze niz 1 mm. Ramki ujmujace wykresy mozna wykona¢ linig ciefsza
niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysokos$¢
nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac
sie skréotami. Osie wykres6w natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla
oznaczenia punktéw doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: OO -A+ m A m
Rycine nalezy opatrzy¢ na odwrocie oznaczeniem ,géra” i ,do6t” (otéwkiem). Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

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

Ze wzgledu na wewnatrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie oryginal-
nych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z piSmiennictwa. Prawie wszystkie
czasopisma zastrzegaja sobie wytaczno$¢ druku prac wraz z ich dokumentacjg (Copyright).
Przed wtaczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do artykutu przeznaczonego do publikacji
w Postepach Biochemii nalezy uzyskaé¢ zgode na przedruk i przeditozyé ja Redakcji.

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