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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

K w artaln ik  „Postępy Biochemii” publikuje artyku ły  monograficzne om awiające 
w ąskie tem aty oraz a rtyku ły  przeglądowe referu jące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk pokrewnych. A rtykuły pierwszego typu w inny obejmować syntetyczny prze­
gląd postępu wiedzy w  om awianej dziedzinie opracowany na podstaw ie p iśm ien­
nictwa z k ilku  ostatnich lat, a artykuły  drugiego typu jedynie piśm iennictwo z o sta t­
niego roku lub dwu lat. K w artaln ik  publikuje także krótkie noty inform ujące o no­
wych i ważniejszych osiągnięciach biochemii. Przekazanie a rtyku łu  do R edakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikow a­
na w  innym  czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii”. A utorzy 
artyku łu  odpow iadają za prawidłowość i ścisłość podanych inform acji. A utorów  obo­
w iązuje korekta autorska. Koszty zm ian tekstu  w  korekcie (poza popraw ieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. A rtykuły  honoruje się według obow iązują­
cych stawek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek swego artyku łu ; zamówienia 
na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisem nie odsyłając pracę po ko­
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów  o przestrzeganie następujących wskazówek:
Form a maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać 

w  dwu egzem plarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podw ójną 
interlinią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po praw ej stronie; nie może 
zawierać więcej niż 60 znaków w jednym  wierszu nie więcej niż 30 w ierszy na stronie 
zgodnie z Norm ą Polską.

U kład m aszynopisu: strona okładkowa nienum erow ana zaw iera imiona i na- 
zwisko(a) autora(ów), adres(y) Zakładu(ów) w  języku polskim i angielskim , w  których 
p racu ją autorzy, adres pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzym ywać kores­
pondencję, adres p ryw atny, telefon miejsca pracy, ty tu ł artyku łu  (w języku polskim  
i angielskim), oraz — w  praw ym  dolnym rogU'— liczbę stron, liczbę rycin, wzorów 
i tabel oraz skrót ty tu łu  (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

S trona tytułow a (1) im iona (w pełnym brzm ieniu) i nazwisko(a) autora(ów), ty tu ł 
pracy w  języku polskim i angielskim , rzeczowy spis treści w  języku polskim i angiel­
skim, ty tu ł naukow y autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, w ykaz skrótów  stoso­
wanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejm ują tekst pracy do spisu piśm iennictw a włącznie, tabele, 
spis rycin, wzorów oraz ty tu ły  i objaśnienia do rycin na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu  obowiązuje podział a rtyku łu  na rozdziały i podrozdzia­
ły, których ty tu ły  rzeczowo w inny inform ować o przedstaw ianych treściach. Rze­
czowy spis treści publikujem y bezpośrednio po ty tu le  pracy. Rozdziały num erujem y 
liczbami rzym skim i, a podrozdziały odpowiednią rzym ską i arabską (np. 1-1.). T y tu ­
łów podrozdziałów nie wydzielonych z tekstu  nie trzeba numerować. W tekście nie 
należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ew entualne sugestie 
autorskie co do charak teru  czcionki d rukarsk ie j należy zaznaczyć ołówkiem na 
m arginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście lite r  alfabetu  greckie­
go należy na m arginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzm ienie. Tabele i ryciny 
num erujem y cyfram i arabskim i a wzory rzym skim i. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w żądanym  m iejscu pozostawić wolny wiersz 
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. N um erację wzoru w  tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutam inow y (I).

Redakcja prosi autorów  o zwrócenie szczególnej uwagi na popraw ność językową 
tekstu a także na ścisłość i jasność sform ułowań, unikanie gw ary laboratory jnej oraz
o niewprow adzanie do tekstu  tworzonych doraźnie skrótów, naw et jeśli n iektóre 
z nich byw ają używane w  pracach obcojęzycznych.
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JUBILEUSZOW Y 25-TY TOM „POSTĘPÓW  BIOCHEM II”

W związku z ukazaniem  się 25-go tom u „Postępów Biochem ii” Re­
dakcja zwróciła się do m nie jako jednego z najstarszych obecnie bioche­
m ików polskich z prośbą o napisanie krótkiej przedmowy.

Prośbę tę chętnie spełniam , tym  bardziej, że byłem  blisko związany 
z „Postępami” od samego początku ich istnienia; teraz m inęło od tam tych  
czasów ponad 25 lat.

P rzeglądając obecnie poszczególne zeszyty „Postępów” i zaw arte 
w nich a rty k u ły  nie bez wzruszenia uśw iadam iam  sobie, że pewna część 
au torów  należy, bezpośrednio lub pośrednio, do grupy moich byłych 
uczniów, dalej zaś spotykam  nazwiska koleżanek i kolegów, którzy z kolei 
byli uczniam i tam tych  uczniów.

Praw dziw ą radość spraw ia mi, tak  jak  chyba i każdem u z moich kole­
gów starszego pokolenia, myśl, że niektórzy z tych  kogo się znało wówczas, 
gdy staw iali swoje pierwsze kroki w działalności naukowej, nie ty lko  
zaczęli przerastać swoich ówczesnych „m istrzów ”, co jest zjaw iskiem  
natu ra lnym , lecz z biegiem lat, poszerzając i pogłębiając swoją wiedzę 
i dzięki swoim osobistym talentom  staw ali się stopniowo poważnym i 
specjalistam i a naw et au to ry tetam i w swoich dziedzinach. Sądzę, że nasze 
„Postępy Biochem ii” w wielu przypadkach odgrywały w tym  i nadal 
odgryw ają poważną rolę.

Już  od wielu la t pewnego rodzaju tradycją  „Postępów” było um ożli­
wienie m łodym  biochemikom pisanie dla „Postępów” obszernych k ry tycz­
nych referatów , opartych na źródłowych danych dotyczących zagadnień 
związanych z ich pracam i doktorskimi. Dzięki coraz to doskonalszej 
i ofiarnej działalności zespołów redakcyjnych, opracowanie tych referatów  
staw ało się dla m łodych adeptów  dobrą szkołą nie łatw ej do opanowania 
sztuki poprawnego pisania prac naukowych. Ta tradycja dotyczyła rów ­
nież pisania przez nieco już starszych kolegów artykułów  dotyczących 
zagadnień poruszanych w ich pracach habilitacyjnych. Dla czytelników 
zaś „Postępów” dawało to do pewnego stopnia możność wglądu do obsza­
rów  zagadnień biochem icznych k tórym i zajm uje się biochemia polska.

„Postępy B iochem ii” nigdy jednak nie m iały i nie mogły mieć zadania 
om awiania całokształtu współczesnej problem atyki biochemicznej. Nie­
możliwość w ykonania tego rodzaju zadań staje  się łatw ą do zrozumienia 
gdy uświadom im y sobie fak t publikow ania za granicą coraz to nowych 
wielotomowych w ydaw nictw  typu  „Advances”, „Progress” itp., oraz
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468 25 T O M  „P O S T Ę P Ó W  B IO C H E M II” [2]

system atycznie co rok ukazujących się i coraz to obszerniejszych „Annual 
Review s of B iochem istry” i innych w ydaw nictw  tego typu.

Nie m niej jednak  w ,,Postępach B iochem ii” ukazują się również prze­
glądowe o wysokich w alorach a rty k u ły  przew ażnie opracow ywane przez 
polskich biochemików, powiedział bym, „średniego pokolenia” , poświęcone 
ważnym  zagadnieniom  biochemicznym, które w naszym  K ra ju  są, lub 
jeszcze nie są badane.

Bardzo szczęśliwą jest uchwalona przez Zarząd PTBioch zasada zgodnie 
z którą wszyscy członkowie PTBioch w ram ach swojej rocznej składki 
członkowskiej otrzym ują „Postępy B iochem ii” . W ten  sposób czasopismo 
to dociera praktycznie biorąc do rąk  każdego polskiego biochemika. Biorąc 
zaś pod uwagę fakt, że spora ilość egzem plarzy w ysyłana jest za granicę, 
należy stwierdzić, że „Postępy B iochem ii” są dobrą propagandą biochemii 
polskiej nie tylko w K ra ju  lecz i poza jego granicam i.

Z zaw artej w 25-ym tomie notatk i do autorów  i czytelników  od Re­
dakcji i Rady Redakcyjnej „Postępów Biochemii” możemy się dowiedzieć
o niektórych projektow anych zm ianach na przyszłość. Dow iadujem y się 
m.in. o planow aniu utw orzenia nowego działu pt. „Nowe w  biochemii,y, 
działu, k tó ry  ma zawierać krótkie 1— 2 stronicowe omówienia kilku n a j­
nowszych związanych ze sobą, szczególnie w ażnych publikacji. Dowiadu­
jem y się o zam iarze wznowienia działu K roniki z życia PTBioch i do 
szerszego rozbudow ania działu szczegółowych i bardzo krytycznie opraco­
wanych recenzji różnych w ydaw nictw  zagranicznych. Sądzę, że te i tem u 
podobne projektow ane zm iany podniosą znaczenie i w alory „Postępów  
Biochem ii” na jeszcze wyższy poziom.

Włodzimierz Niemierko
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470 S. S Z A L A [41

I. Wstęp—Definicje

W biologii m olekularnej przez term in  gen — jako jednostkę funkcji — 
rozum ie się odcinek DNA o określonej długości, zaw ierający inform ację 
genetyczną o syntezie określonego łańcucha polipeptydowego lub RNA 
(typu 5S, rRNA, tRNA) (1—5). O rientacyjnie wielkość odcinka DNA od­
powiedzialnego za syntezę określonego polipeptydu można wyznaczyć 
przy pomocy testu  kom plem entacji (testu  cis-trans) (1). J  u d d i wsp. (6) 
analizując przy  pomocy testów  kom plem entacyjnych region 3A2— 3C2 
chromosomu X Drosophila melanogaster doszli do dość zaskakujących 
wyników. W yznaczona przy pomocy testów  kom plem entacyjnych jedno­
stka funkcji odpowiadała pod względem wielkości jednem u chrom om e- 
row i (25 000— 30 000 par nukleotydów) i była znacznie większa od se­
kw encji kodujących am inokw asy w przeciętnym , liczącym np. 300 am ino­
kwasów polipeptydzie (3X300 =  900 nukleotydów). Ta różnica pomiędzy 
wielkością chrom om eru Drosophila a wielkością sekw encji kodujących 
am inokw asy w polipeptydzie nasunęła zrozum iałe trudności in te rp re ta ­
cyjne (6, 7, 7a). Przypuszcza się, że sekw encje DNA tworzące jednostkę 
funkcji zaw ierają oprócz sekwencji kodujących am inokwasy także do­
datkow e sekwencje, które mogą mieć znaczenie regulacyjne (6).

Najczęściej jednak, ze względu na trudności w stosowaniu testów  kom­
plem entacyjnych u wyższych eukariontów  wyznaczenie jednostki funkcji 
polega na przypisaniu zgodnie z regułam i kodowania znanej sekw encji 
am inokwasowej polipeptydu sekw encji mRNA, a następnie DNA. I tak  
np. D a v i d s o n  i B r i t t e n  (8) zakładają, że gen s tru k tu ra ln y  Eu- 
caryota  stanow ią sekwencje DNA transkrybow ane w postaci mRNA. 
Podobnie zresztą definiowali gen s tru k tu ra ln y  D a r n e l l  i wsp. (9). 
O kreślenie odcinka DNA stanowiącego gen s tru k tu ra ln y  u Eucaryota  
zależy jednak  od zdefiniowania jednostki transkrypcji, tzn. pierw otnego 
tran sk ry p tu  genu (10— 12, 18). P ierw otny  tran sk ryp t, nazyw any też 
pre-m RNA , posiada określone m iejsce inicjacji i term inacji transk rypc ji 
i zawiera, w obrębie swoich sekwencji, sekw encje mRNA. Znaczna część 
sekw encji pre-m RNA ulega specyficznej degradacji uw alniając mRNA.

I tak  np. pre-m RN A  j3-globiny m yszy składa się z około 1 860 nukleo­
tydów  a mRNA tylko z około 780 nukleotydów  (13). Wielkość sekw encji 
kodujących (3-globinę m yszy wynosi 441 nukleotydów  (14). W obrębie 
sekw encji kodujących znajdują się ponadto dodatkowe sekw encje DNA
o nieznanej jak  dotąd funkcji, nie w ystępujące jednak  w mRNA, tzw. 
insercje (introny) (15— 17). Rycina 1, w pew nym  uproszczeniu, p rzedsta­
wia w zajem ne relacje sekw encji kodujących z innym i rodzajam i sekw encji 
tw orzących hipotetyczną jednostkę transkrypcji.

W yznaczenie wielkości odcinka DNA stanowiącego gen s tru k tu ra ln y  
Eucaryota  wiąże się zatem  nie tylko z izolowaniem i fizykochem iczną 
charak terystyką  określonych fragm entów  DNA oraz mRNA i pre-m RNA ,
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[5] G E N Y  S T R U K T U R A L N E 471

Miejsce inicjacji 
transkrypcji

* /  \
Insercje Miejsce terminacji 

transkrypcji

DNA

Sekwencje kodujące aminokwasy

Transkrypt
pierwotny ppp
(pre-mRNA)

Transkrypcja DNA

I Enzymatyczna degradacja
Y  pre-mRNA

Produkt pośredni 
enzymatycznej 
degradacji pre-mRNA

Degradacja insercji 
modyfikacja końca 5'

Y  poliadenylacja końca 3  mRNA

mRNA 7m Gppp A A A AA

Ryc. 1. Schemat relacji pomiędzy sekwencjami tworzącymi jednostkę transkrypcji,

Jednostka transkrypcji posiadająca zdefiniowane miejsca inicjacji transkrypcji i terminacji 
transkrybowana jest w postaci pre-mRNA, który w wyniku specyficznej enzymatycznej degra­
dacji i modyfikacji (m.in. metylacji i poliadenylacji) uwalnia aktywny polisomalny mRNA. Na 
rysunku sekwencje kodujące zaznaczono grubymi liniami. Insercje, sekwencje rozdzielające 
sekwencje kodujące w RNA, tworzące przypuszczalnie swoiste struktury drugorzędowe w postaci 
pętli, są degradowane przez swoiste endonukleazy, a sekwencje kodujące łączone są ligazami 
RNA (153, 225).

ale także z ustaleniem  w zajem nych zależności między mRNA, pre-m RNA 
a sekw encjam i DNA, z których transkrybow any  jest p ierw otny tra n ­
skrypt.

II. Izolowanie fragmentów DNA zawierających sekwencje kodujące

Metodom izolowania i charak terystyk i fragm entów  DNA zaw ierają­
cych geny Procaryota  i Eucaryota poświęcone są dwie prace przeglądowe: 
F o u r n i e r a  i wsp. (19) oraz B r o w n a  i S t e r n a  (20), gdzie Czy­
te ln ik  może znaleźć szereg istotnych i podstawowych inform acji dotyczą­
cych tych zagadnień.

II- l. Izolowanie fragmentów DNA zawierających powtarzające się geny

F ragm enty  DNA zaw ierające sekwencje kom plem entarne do rRNA, 
5S RNA, tRNA czy histonów  stanow ią od 0,02 do 0,5% ogólnej ilości DNA. 
W odpowiednich w arunkach wirowania w gradiencie gęstości CsCl (nie­
kiedy w obecności antybiotyków  wiążących się p referencyjn ie z n iek tóry­

transkryptem pierwotnym oraz mRNA.
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472 S. S Z A L A [6]

mi nukleotydam i, np. aktynom ycyny D), sedym entują one w postaci pasm 
w yraźnie różnych od pasma głównego DNA (20— 23). Drogą w ielokrotnych 
wirowań otrzym ano fragm enty  DNA o w ystarczającym  stopniu czystości 
(z reguły  około 95%), pozwalającym  na identyfikację, m etodam i hy b ry ­
dyzacji DNA—RNA, sekw encji kom plem entarnych do 5S RNA, rRNA, 
tRNA, histonów; oraz sekw encji n iekom plem entarnych do tych  RNA, 
(nietranskrybow anych sekwencji), oddzielających geny, tzw. ang. „non- 
transcribed spacers” (18).
II-2. Izolowanie fragmentów DNA zawierających unikalne sekwencje

Stosowanie opisanych wyżej m etod izolowania fragm entów  DNA za­
w ierających sekwencje kom plem entarne do mRNA transkrybow anych 
z unikalnych sekw encji (np. gen globiny, owoalbuminy) jest trudne  ponie­
waż poszczególne sekwencje unikalne stanow ią zaledwie około 10_50/o 
ogólnej ilości DNA, teoretycznie zatem  muszą być zagęszczone 107 razy. 
S u z u k i  i wsp. (24) stosując procedurę opartą na w irow aniu w Cs2S 0 4, 
byli w stanie wyizolować sekw encje kom plem entarne do mRNA fibroiny 
B om byx mori (stanowiące jednak 2 X l0 ~ 3O/o ogólnej w artości ilości DNA).

In teresu jącą m etodę izolowania sekw encji DNA kom plem entarnych 
do mRNA zaproponował G e o r g i e v  ze wsp. (25, 26). Technika ta polega 
na częściowym usunięciu jednej z nici polinukleotydow ej z natyw nego 
DNA przy pomocy egzonukleazy III E. coli, a następnie na hybrydyzacji 
tak  przygotowanego DNA z mRNA w yznakow anym  rtęcią. H ybrydy 
m olekularne DNA*mRNA izolowano przy pomocy chrom atografii na ko­
lum nach zaw ierających Sepharose*SH lub Sepharose*poli (U). Za pomocą 
tej techniki uzyskano zagęszczenie genu globiny rzędu 10 000 razy.

W szeregu pracow ni usiłowano opracować m etody izolowania sekw encji 
DNA kom plem entarnych do mRNA owoalbum iny (27— 29). Podstaw ą tych 
technik było uzyskanie, drogą hybrydyzacji DNA*RNA, sekw encji DNA 
kom plem entarnych do mRNA owoalbum iny (tzn. nici ,,an tykodującej”). 
Zdenaturow any DNA przepuszczano przez kolum ny zaw ierające związane 
z absorbentem  (głównie z celulozą) m RN A -ow oalbum iny lub kom plem en­
ta rn y  do mRNA cDNA (30, 31). Reizolowane sekwencje DNA (zagęszczone 
wstępnie około 10 000 razy) hybrydyzow ano z RNA w yznakow anym  
rtęcią (uzyskanym  z tran sk rypc ji dwuniciowego cDNA owoalbuminy)
1 hybrydy wiązano na absorbentach zaw ierających grupy SH (Sepha- 
rose*SH). Stosując tę technikę grupa O’M alley’a (29] uzyskała zagęszczony 
około 150 000 razy gen owoalbum iny (nić antykom plem entarną). W końco­
wym  preparacie DNA zaw ierającym  cząsteczki DNA o długości około 
5 000 nukleotydów , tzn. około 2,5 razy większe od mRNA owoalbuminy,
2 cząsteczki na 5 były  kom plem entarne z mRNA.

M a n n i n g  i wsp. (32, 33) podali oryginalną m etodę izolacji hybrydu 
DNA*RNA. RNA wiązano z biotyną przy pomocy cytochrom u c, a na­
stępnie hybrydyzow ano z DNA. H ybrydy m olekularne RNA*DNA zawie­
rające biotynę oddzielono od DNA przy pomocy chrom atografii kolum no­
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wej zaw ierającej związaną z kulkam i szklanym i awidynę, bądź poprzez 
w irow anie w gradiencie gęstości CsCl preparatów  RNA*DNA.

Pow szechnie stosow anym  podejściem  m etodycznym  pozwalającym  
uzyskać sekw encje kom plem entarne z mRNA unikalnych genów jest 
enzym atyczna synteza DNA na m atrycy  swoistego mRNA za pomocą 
enzym u rew ertazy  (34— 37). W pew nym  uproszczeniu zagadnienie „izo­
lacji genów ” sprow adza się do izolacji ściśle określonych mRNA (38—44). 
Należy jednak  pam iętać, że m etoda ta  pozwala na otrzym anie tylko 
sekw encji DNA kom plem entarnych z mRNA, a nie całej jednostki tra n -  
sk rypcyjnej.

M etoda, k tó ra  służy wzbogaceniu i selektyw nem u frakcjonow aniu po­
szczególnych sekw encji kodujących, polega na wprow adzeniu do bak te­
ry jnych  plazm idów fragm entów  DNA, przede wszystkim  kom plem entar­
nych wobec określonych mRNA. Jest to tzw. technika klonowania DNA 
(45— 57). Jako w ektory  tzn. plazm idy lub fagi do k tórych  wprowadzano 
eukariotyczne sekw encje DNA stosuje się najczęściej plazm idy pSC 101, 
pBR 313, pBR 322, Col E1E1, Col E l—Ap, pCR l, pMB 9 oraz fagi X i M 13 
(58, 59). Z transform ow anych kolonii bak tery jnych  izolowano DNA 
plazm idów, k tó ry  zawiera sekwencje DNA kom plem entarne z mRNA 
Eucaryota. P rocedura klonowania eukariotycznego DNA przy pom ocy 
plazm idów lub fagów składa się z kilku etapów  (58, 59):
1. przygotow anie DNA w ektora (izolowanie określonego DNA plazm idu 

lub faga);
2. przygotow anie p repara tu  eukariotycznego DNA (np. otrzym anie dw u- 

niciowego p rep ara tu  cDNA na m atrycy  określonego mRNA, lub w y­
izolowanie fragm entów  DNA otrzym anych po traw ieniu  enzym am i 
restrykcyjnym i);

3. przygotow anie preparatów  DNA w ektora i eukariotycznego DNA do 
połączenia i ligacji; stosuje się tu  kilka m etod z których wym ienim y 
najistotniejsze:
(a) po traw ien iu  n iektórym i enzym am i restrykcy jnym i DNA w ektora 

i DNA eukariotycznego pow stają w nich tzw. lepkie końce; po 
reasocjacji lepkich końców łączy się je kow alencyjnie za pomocą 
ligazy DNA;

(b) po traw ien iu  enzym am i restrykcy jnym i obu preparatów  DNA do- 
syntetyzow uje się przy pomocy term inalnej transferazy  sekwencje 
u łatw iające reasocjację, np. przy końcach 3' cząstek DNA plazm i­
du sekw encje oligo dA, przy końcach 3' DNA eukariotycznego 
oligo dT (60);

(c) do traw ionego za pomocą EcoRI DNA w ektora dołącza się przy  
pomocy term inalnej transferazy  oligo dC, a do DNA eukariotycz­
nego oligo dG; po ligacji DNA w ektora i DNA eukariotyczne­
go uzyskuje się odtworzenie sekw encji rozpoznawanych przez
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EcoRI — zabieg ten  ułatw ia ponowne odzyskanie eukariotycznego 
DNA z hybrydowego plazm idu po traw ieniu  EcoRI (45);

(d) ligację obu preparatów  DNA uzyskuje się przez dodanie do koń­
ców 5' zsyntetyzow anych chemicznie dezoksynukleotydów  (o dłu­
gości 10—12 nukleotydów) zaw ierających sekw encje rozpoznawa­
ne przez określone enzym y restrykcy jne  (61); zabieg ten  jest po­
dobny do m etody opisanej w  punkcie (c).

4. transform acja  odpowiednich szczepów E. coli przy  pomocy cząsteczek 
DNA plazmidów zaw ierających w budow ane eukariotyczne DNA;

B. Przygotowanie DNA plazmiduA. Przygotowanie cDNA 

m RNA
5 - ■ AAAAA3'

■ AAAAA 
■TTT

■TTT

DNA plazmidu

■ A AA 
■TTT

5'-
3'*

■ AAA 
■TTT

I Ligaza DNA + 5CCAAGCTTGG'
3'

’CCAAGCTTGG- 
pGGTTCGAACC 1

5pAGCTTGG.
3'ACC-

± 3,GGTTCGAACC5. 

------------- AAACC AAGCTTGG3'
------------- t t t g g t t c g a a c c 5,
|  Trawienie endonukleazą Hind HI

------------- AAACCA3'
------------- TTTGG TTCG Ap

JjAGCTT
3'A

Sekwencja 
rozpoznawana 
przez enzym 
Hind BI

Trawienie enzy­
mem Hind IH 
i alkaliczną 
fosfotazą

-A3'
T T C G A OH

5'

Ligacja fragmentów cDNA 
i DNA plazmidu

V
cDNA

AAGCTTGG
TTCGAACC

> AAACCA AGCTT- 
i TTTGGTTCGAA

DNA plazmidu

Ryc. 2. Schemat klonowania cDNA (55).
Metoda klonowania cDNA w plazmidach składa się z kilku etapów: A. otrzymanie dwunicio- 

wego cDNA na matrycy mRNA przy pomocy rewertazy; dalej przyłączenia do cDNA przy 
pomocy DNA ligazy dekanukleotydu zawierającego sekwencję rozpoznaną przez określony enzym  
restrykcyjny w tym wypadku (Hind III); dalsze trawienie Hind III uwalnia jednoniciowe, tzw. 
lepkie końce, niezbędne przy połączeniu z DNA wektora (plazmidu). B. Przygotowanie preparatu 
DNA wektora: otwarcie kolistej cząsteczki DNA plazmidu przy pomocy trawienia enzymem  
restrykcyjnym (Hind III), oraz usunięcie końcowej reszty fosforanowej w pozycji 5' przy pomocy 
alkalicznej fosfatazy; ten ostatni zabieg uniemożliwia ponowne odtworzenie cyklicznej cząsteczki 
plazmidu w procesie łączenia cDNA i DNA wektora w obecności DNA ligazy i ligacja zachodzi 
wyłącznie pomiędzy cząsteczkami cDNA i cząsteczkami DNA plazmidu.
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5. w ykryw anie stransform ow anych klonów E coli poprzez określenie 
m arkerów  genetycznych (głównie oporności na odpowiednie an ty ­
biotyki poszczególnych plazmidów) w transform ow anych koloniach 
E. coli, a także przez hybrydyzację wyizolowanego z poszczególnych 
klonów DNA z eukariotycznym  RNA lub DNA.
Przykładow o na rycinie 2 przedstaw iono m etody klonowania i izolacji 

sekw encji kom plem entarnych z mRNA insuliny (55). Uniwersalność tej 
m etody umożliwia klonowanie i izolację dowolnych fragm entów  DNA 
w dużych ilościach. Oczywiście pełną kopię genu odpowiadającą np. 
wielkości jednostki transk rypcy jnej można uzyskać wówczas, gdy do klo­
now ania używa się wysokocząsteczkowego DNA (a nie kopii mRNA 
w postaci np. cDNA) (62, 63).

III. Metody charakterystyki fragmentów DNA 
zawierających geny eukariontów

III- l. Hybrydyzacja DNA*RNA

Klasyczną techniką identyfikacji sekw encji kodującej jest technika
hybrydyzacji DNA z mRNA (bądź cDNA). Opracowano kilka m etod
hybrydyzacji m olekularnej DNA*DNA i RNA*DNA:
1. H ybrydyzacja RNA z DNA, związanym  na filtrach  m iliporowych po­

zw alająca oznaczyć zawartość n iektórych, przede w szystkim  pow tarza­
jących się genów, jak  geny tRNA, rRNA 5S RNA, i histonów (64— 66).

2. H ybrydyzacja RNA lub cDNA z DNA w roztworze (w tzw. nadm iarze 
DNA, gdy stosunek RNA (cDNA) : DNA wynosi na przykład 1 : 10 000), 
um ożliw iająca oznaczenie ilości pow tarzających się genów (67, 68).

3. H ybrydyzacja cDNA z mRNA (w „nadm iarze” mRNA) um ożli­
w iająca określenie ilości poszczególnych transkryptów , głównie 
(poli(A)( +  )mRNA, w poszczególnych kom órkach (69).

4. H ybrydyzacja tzw. in situ  m iędzy RNA lub cDNA a DNA chrom o­
somów m etafazow ych lub chrom atyny, um ożliw iająca lokalizację po­
szczególnych genów w chrom osomach (70, 162).

5. H ybrydyzacja RNA lub cDNA z prepara tam i DNA otrzym anym i po 
degradacji enzym am i restrykcyjnym i, rozdzielonym i następnie ele- 
k troforetycznie i przeniesionym i na paski nitrocelulozy. Metoda ta  
ułatw ia identyfikację np. sekw encji kodujących w poszczególnych 
prążkach elektroforetycznych rozdzielonych preparatów  DNA (71).

6. M etoda hybrydyzacji RNA lub cDNA z DNA poszczególnych transfo r­
m ow anych kolonii bak tery jnych  (72, 73). Technika ta  umożliwia iden­
ty fikację kolonii bak tery jnych  zaw ierających plazm idy z eukariotycz­
nym i sekw encjam i DNA.
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HI-2. Mikroskopia elektronowa preparatów DNA

Badanie uszeregowania różnych typów  sekw encji w cząsteczce DNA 
możliwe jest także przy pomocy m ikroskopii elektronow ej. Analizę topo­
graficzną sekw encji DNA przeprow adza się za pomocą następujących 
metod:
(a) badanie częściowych produktów  denatu racji cząsteczek DNA (21), 

w ykorzystyw ane głównie, gdy np. sekw encje genów różnią się za­
sadniczo pod względem składu zasad od sekw encji oddzielających 
geny, tzw. przeryw ników ;

(b) analizę heterodupleksów  (74), tzn. produktów  reasocjacji kom plem en­
tarnych  łańcuchów DNA pochodzących z różnych źródeł (np. 
DNA plazm idu z DNA plazm idu zaw ierającym  w budow ane fragm enty  
eukariotycznego DNA);

(c) analiza tzw. pętli R (75), tzn. produktów  reasocjacji dwuniciow ej 
cząsteczki DNA z RNA (reagująca z RNA kom plem entarna nić DNA 
uw alnia nić antykom plem entarną, podczas gdy pozostałe sekw encje 
DNA pozostają dwułańcuchowe);

(d) oznaczaniu końców 3' zakończonych poli A (np. w mRNA) uzyskuje 
się przy pomocy hybrydyzacji z kolistą cząsteczką DNA w irusa SV40, 
która zawiera sekw encje poli dT dobudowane przy pomocy term inal­
nej transferazy  (75a, 75b).

III-3. Degradacja DNA za pomocą enzymów restrykcyjnych

Jedną z najbardziej popularnych i podstaw owych m etod analizy se­
kw encji DNA jest traw ienie p reparatów  DNA enzym am i restrykcy jnym i 
(76). Metoda ta oparta jest na traw ieniu  DNA enzym am i endonukleo- 
litycznym i rozpoznającym i ściśle określone sym etryczne sekwencje (Ta­
bela 1). P rodukty  traw ienia poszczególnymi enzym am i rozdziela się na­
stępnie na drodze elektroforezy. Poprzez odpowiedni dobór enzym ów 
restrykcy jnych  można uzyskać szereg nakładających się w zajem nie pro­
duktów  degradacji, k tóre pozwalają utw orzyć m apy restrykcy jne  po­
szczególnych DNA.

M apowanie genów, DNA kom plem entarnych z mRNA (cDNA) czyli ich 
lokalizacja w układach zaw ierających fragm enty  DNA, pochodzące z de­
gradacji enzym am i restrykcyjnym i, możliwe jest dzięki technice opraco­
w anej przez Southerna (71). Technika ta umożliwia również identyfikację 
sekw encji rozdzielających sekw encje kodujące, nie w ystępujących 
w mRNA (cDNA) (15— 17). Scharakteryzow ane fragm enty  DNA, o trzy­
m ane w w yniku degradacji enzym am i restrykcyjnym i, mogą być w yko­
rzystane do dalszej analizy sekw encyjnej opisanej przez grupę Sangera 
(89,96) lub M a x a m a  i G i l b e r t a  (99).
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Tabela 1

Niektóre enzymy restrykcyjne oraz „rozpoznawane” przez nie sekwencje DNA (76)

Enzym Pochodzenie Sekwencja (5' -*■ 3')*

Alu I Arthrobacter lute us AG^CT

Bam Bacillus amyloliquefaciens H G^GATCC

Bgl 11 Bacillus globiggi A^GATCT

Bsu RI Bacillus subtilis R GG^CC

B all Brevibacterium albidum TGG^CCA

EcoRI Escherichia coli RY13 G^AATTC

Eco RTI Escherichia coli R 245 ^CC(i)GG

Hae I Haemophilus aegyptius (t)g g ĉ c (I)

Hae II PuGCGC^Pi

Hae III — GG^CC

Hap II Haemophilus aphrophilus C^CGG

Hha I Haemophilus haemolyticus GCG^C

Hind II Haemophilus influenzae Rd GTPi^PuAC

Hind III Haemophilus influenzae Rd A^AGCTT

Hpa I Haemophilus parainfluenzae GTT^AAC

Mno I Moraxella nonliquefaciens C^CGG

Sma I Serratia marcescens sb CCC^GGG

Taq I Thermus aquaticus YTI T*CGA

Xm al Xanthomonas malvacearum C^CCGGA

Strzałka pionowa wskazuje miejsce cięcia

in-4. Sekwencjonowanie mRNA i DNA

W stępne oznaczenie kolejności nukleotydów  sekwencji kodujących, 
a ściślej produktów  ich transkrypcji w postaci mRNA, stało się możliwe 
głównie dzięki pracom  S a n g e r a  i wsp. (77). Ze względu na trudności 
w uzyskaniu preparatów  mRNA o stosunkowo dużej radioaktywności, 
właściwej zaadaptowano w stępnie m etody kopiowania mRNA na cDNA 
przy pomocy rew ertazy, a następnie przy użyciu polim eraz RNA z E. coli 
transkrybow ano cDNA na cRNA (78,81). Dalszy postęp m etodyczny 
w  sekwencjonow aniu był związany z rozwojem  m etod sekwencjonow ania 
DNA. K om plem entarny DNA otrzym any przy zastosowaniu prim erów  
typu oligo dT sekwencjonow ano stosując traw ienie endonukleazą indu­
kowaną przez faga T 4, zwaną endo IV, hydrolizującą dość specyficznie
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Ryc. 3. Zarys metody „plus” i „minus” sekwencjonowania DNA (96).
Na schemacie przedstawiono przykładowo oznaczenia sekwencji S‘GGCTAT’\  Analizowany 

fragment DNA, w obecności tzw. „primer a” o znanej sekwencji, stanowi matrycę dla enzyma­
tycznej syntezy przez polimerazy DNA E.coli szeregu radioaktywnych produktów. Produkty te 
poddaje się dalszej analizie w tzw. systemie „minus”, lub systemie „plus”. System „minus” 
polega na ponownej inkubacji produktów enzymatycznej syntezy z polimerazą DNA E.coli 
w obecności tylko trzech prekursorów: np. dGTP, dCTP, dTTP bez dATP (tzw. „minus A”) 
i analogicznie dla pozostałych. W takich warunkach polimeraza E.coli „zatrzymuje się” w miejscu 
brakującego nukleotydu (na Ryc. przed T). System „plus” polega na inkubacji nowozsyntetyzo- 
wanego DNA z polimerazą DNA faga T4, tylko w obecności jednego z prekursorów (np. „plus 
A” — inkubacja z dATP). W tych warunkach polimeraza DNA faga T4 degraduje nowozsynte- 
tyzowany DNA od końca 3’ i zatrzymuje się w miejscu, gdzie występuje obecny w mieszaninie 
reakcyjnej dany nukleotyd. Np. w systemie „plus A”, wszystkie fragmenty DNA przy końcu 3’ 
zawierają A. Zarówno w systemie „plus” jak i „minus” poszczególne produkty różnią się pod 
względem długości o jeden nukleotyd. W rozdzielonych elektroforetycznie produktach reakcji 
„plus” i „minus” można zidentyfikować radioautograficznie szereg prążków, które pozwalają 
ustalić sekwencję DNA od końca 5’ do 3’, w  tym  przypadku komplementarną do GGCTAT 3’, 
sekwencję 5’ATAGCC 3’.
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wiązania fosfodw uestrow e m iędzy C i T (80, 82). Rozdzielone produkty  
degradacji traw iono częściowo przez fosfodw uesterazy i rozdzielano 
w dw ukierunkow ych system ach rozdzielczych (elek tro foreza+  hom ochro- 
m atografia). Stosując powyższe m etody oznaczono m.in. większość pozna­
nych dotąd sekw encji znajdujących się przy końcu 3' różnych mRNA 
(84—95). Zastosowanie prim erów  o znanej sekw encji (np. oligonukleotydu 
GCACCATT, sekw encji kodującej dwa pierwsze am inokw asy genu globi- 
ny) pozwoliło m .in. na ustalenie sekw encji niekodującego końca fragm en­
tu  znajdującego się przy końcu 5' mRNA globiny królika (83).

Znakom itym  udogodnieniem  technicznym  okazała się m etoda sekw en- 
cjonow ania DNA tzw. „plus” i „m inus” [96]. W ykorzystanie jej um ożli­
wiło m.in. zespołowi S a n g e r a ustalenie sekwencji DNA faga 3>X 174 
(97). D okładny opis m etody przedstaw iony jest na rycinie 3. Metodę 
„plus” i „m inus” sekw encjonow ania cDNA podali B r o w n l e e  i C a r -  
t  w r i g h  t (98).

Pew ną m odyfikacją m etody „plus” i „m inus” jest w prow adzenie przez

51 2'
T -C - G -A - T - T - C - A ---------------------------------------------

+ [*y - 32p]  ATP, kinaza polinukleotydowa

5' 3'
p *T -C -G -A -T -T -C -A  ------------------ ---------------------------

degradacja wiązań glikozydowych specyficznych 
dla G i A oraz C i T

Elektroforeza produktów  
degradacji 

A>G ; G>A; C; C+T

—  A
— C
—  T
—  T
—  A
— G
— C
—  T

Ryc. 4. Schemat sekwencjonowania DNA (99).
Na schemacie przedstawiono przykładowo oznaczenie sekwencji 5’ TCGATTCA 3’. Fragment 

DNA zostaje wyznakowany przy końcu 5’ resztą fosforanową przy pomocy [y—S2P] ATP i kinazy 
polinukleotydowej. Radioaktywny DNA rozdziela się na cztery porcje, które poddaje się reakcji 
degradacji wiązań glikozydowych specyficznych dla puryn i pirymidyn. Zmetylowane przy po­
mocy siarczanu dwumetylu puryny, poddaje się specyficznej degradacji swoistej dla A lub G 
(a ściślej A >  G lub G >  A). Pirymidyny z kolei ulegają swoistej degradacji przy pomocy hydra­
zyny (reakcje swoiste dla C i C + T). Warunki degradacji są tak dobrane, że poszczególne pro­
dukty degradacji różnią się o jeden nukleotyd. Odpowiedni rozdział elektroforetyczny i auto- 
radiograficzna indentyfikacja rozdzielonych produktów umożliwia odtworzenie od końca 
5’ Sekwencji TCGATTCA.
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S a n g e r a  i wsp. (98a) do reakcji z polim erazą DNA analogów tró j-  
fosforanów (2' 3 '-dwudeoksy, i arabinozonukleozydowych pochodnych) 
działających jako inh ib itory  syntezy DNA (wydłużania łańcucha DNA). 
W  m iejscu wbudow ania inhibitora (np. analogu C) synteza łańcucha DNA 
kończy się na C, i podobnie w przypadku analogów innych zasad.

Jeszcze prostszą pod względem techniki m etodą sekw encjonow ania 
DNA opracowali M a x a m  i G i l b e r t  (99) (patrz Ryc. 4). F ragm enty  
DNA uzyskane w w yniku degradacji enzym am i restrykcy jnym i i rozdzie­
lone na kom plem entarne pasm a znakowano przy końcu 5' przy  pomocy 
[y-32P]ATP i kinazy polinukleotydow ej, bądź przy  końcu S^a-^PJATP 
i term inalnej transferazy . P roduk ty  otrzym ane w w yniku częściowej 
hydrolizy wiązań fosfodw uestrow ych rozdzielono elektroforetycznie na 
żelach poliakryloam idowych. Za pomocą tej m etody oznaczono m.in. 
sekwencje mRNA (3-globiny królika (100), mRNA insuliny szczura (55), 
oraz liczącego 1859 nukleotydów  mRNA owoalbum iny kurcząt (lOOa).

IV. Organizacja sekwencji powtarzających się genów

Pow tarzające się geny 5S RNA, tRNA i rRNA składają się najogólniej 
biorąc z dwóch typów  sekwencji: z sekw encji transkrybow anych (tw orzą­
cych jednostkę transkrypcy jną) oraz sekw encji nie ulegających tra n ­
skrypcji (tzw. n ietranskrybow any przeryw nik, ang. „non-transcribed  
spacer”) (18, 101). S tru k tu ra ln ą  organizację pow tarzających się genów 
5S RNA, tRNA i rRNA Xenopus laevis omówiono w M onografiach Bio­
chemicznych (102, 103), dlatego w niniejszym  opracow aniu ograniczono 
się do nowszych danych o pow tarzających się genach Drosophila m elano- 
gaster (Ryc. 5). Stosując m etody opisane uprzednio jak  klonowanie DNA, 
hybrydyzacja  i m ikroskopia elektronow a w DNA D. m elanogaster zidenty­
fikowano nowy typ sekwencji, w ystępujący w obrębie n iek tórych  se­
kw encji n ietranskrybow anych przeryw ników , bądź sekw encji transk rybo­
w anych (104— 108). Ten typ sekw encji nazwanej insercją w ystępuje w ge­
nach rRNA u Drosophila, a także przypuszczalnie w jej genach kodują­
cych tRNA (Ryc. 5B, F), jak  rów nież w genach tRNATyr u drożdży (108a). 
Sekwencje insercji stanow ią niekiedy — jak  w skazują na to dane z m ikro­
skopii elektronow ej — odwrócone sym etrycznie sekwencje czyli palindro- 
my. Dość szczególny układ  takich sym etrycznych sekw encji zidentyfiko­
wano w sekwencjach DNA rozdzielających geny tRNA (Ryc. 5F) (163). 
Jakkolw iek funkcja sekw encji tw orzących insercje jest nieznana, istn ieją  
in terp re tac je  (104— 108) sugerujące, że mogą być one analogiczne z inser- 
cjam i w ystępującym i w chromosomach organizmów prokariotycznych 
(tzw. „insertion sequences” — IS), o k tórych wiadomo że odgryw ają rolę 
w  procesach tzw. nieupraw nionej rekom binacji (ang. „illegitimate recom bi-
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Ryc. 5. Strukturalna organizacja sekwencji DNA powtarzających się genów: A, B — 
rRNA Drosophila melanogaster;  C — rRNA Physarum polycephalum, Tetrahymena  
pyriformis; D — 5S rRNA Drosophila melanogaster; E — 5S RNA Xenopus laevis; F — 

tRNA Drosophila melanogaster; G — histony Psammechinus miliaris.
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nation”) i w procesach translokacji całego zespołu sekw encji w inny locus 
genomu (109— 114).

Z innych nowych inform acji zasługuje na uwagę fak t w ystępow ania 
sekw encji genów rRNA w postaci sekw encji palindrom ow ych (Rye. 5C) 
u Physarum  polycephalum , Tetrahym ena pyriform is  (115— 117) i chloro­
plastów  Zea m ays  (117a). Przypuszcza się, że tak i układ odwróconych 
sekw encji może odgrywać rolę w procesach am plifikacji, bądź rekom bi­
nacji i translokacji tych genów.

Analizy dotyczące organizacji genów 5S RNA w skazują, że np. u Droso­
phila m elanogaster uk ład  genów i n ietranskrybow anych przeryw ników  
jest bardzo regularny , przeryw niki są praw ie identycznej wielkości 
(Rye. 5D) (119). N atom iast u X enopus laevis przeryw niki rozdzielające 
geny 5S RNA są niejednakow e pod względem długości (118) (Rye. 5E). 
Z identyfikow ano w nich dwa typy  sekwencji: bogate w pary  G +  C iden­
tyczne we wszystkich przeryw nikach i stanow iące jak  się okazuje, n ie­
kom pletny fragm ent genu 5S RNA, tzw. „pseudogen” (121), oraz hetero- 
genne co do wielkości sekwencje, bogate w p ary  A + T , złożone z pow ta­
rzających się sekw encji liczących około 15 nukleotydów  (18, 120, 121a, 
121b).

W ostatnich latach  ukazało się sporo prac dotyczących organizacji 
sekw encji kodujących histony (122— 130). I tak  na przykład w Psam m echi- 
nus m iliaris ta grupa pow tarzających się genów posiada następującą 
kolejność poszczególnych sekw encji kodujących histony (kolejność podano 
od m iejsca inicjacji transkrypcji): H4, H2B, H3, H2A oraz HI (125). Se­
kwencje te  są oddzielone od siebie transkrybow anym i przeryw nikam i 
(Rye. 5G). Zdaniem  M e l l i  i wsp. (131) geny te transkrybow ane są 
w postaci policistronowego pre-m RNA , o masie cząsteczkowej około 
4— 5X10® daltonów, z którego w w yniku enzym atycznej degradacji uw al­
niają się mRNA dla poszczególnych histonów. Ostatnio jednak  L e v y  
i wsp. (131a) wykazali, że poszczególne geny histonów transkrybow ane są 
w postaci odrębnych jednostek transkrypcyjnych .

Specyficzna organizacja sekwencji kodujących cechuje geny im m uno­
globulin (Rye. 6A) (4, 132— 144e). Geny te składają się z dwóch typów  
sekw encji kodujących am inokwasy, są to tzw. regiony zmienne (V) de­
term inujące specyficzność danego typu  przeciwciała dla określonego an ty ­
genu oraz regiony stałe (C) obu łańcuchów polipeptydow ych (lekkiego 
łańcucha (L) oraz łańcucha ciężkiego (H). Lekkie i ciężkie łańcuchy poli- 
peptydow e tworzące cząsteczkę im m unoglobuliny (złożoną z 2 łańcuchów 
H i 2 łańcuchów  L) program ow ane są przez odrębne mRNA zaw ierające 
sekw encje kodujące regiony V i C danego łańcucha im m unoglobuliny 
(Rye. 6B). Szereg danych wskazuje, że dla danego typu łańcucha im m uno­
globuliny istnieje wiele sekw encji DNA kodujących regiony V (101, 133, 
136, 137, 141, 142, 144) — Rycina 6A. K ontrow ersja, dotycząca pow staw a­
nia zmienności i różnorodności typów  przeciwciał, dotyczy głównie liczby
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Ryc. 6. Sekwencje DNA tworzące geny immunoglobulinowe.
A — sekwencje regionów zmiennych (V) i stałych (C) kodujących lekkie i ciężkie łańcuchy 

polipeptydowe immunoglobulin; B — struktura mRNA kodującego lekki łańcuch k (UT — regiony 
mRNA nie kodujące aminokwasów, P — sekwencje kodujące fragment prekursorowy polipeptydu, 
V i C — kodujące odpowiednio: regiony zmienny i stały); C — schemat „wycięcia” sekwencji 
DNA kodujących część zmienną (V) i jej translokacji w pobliże sekwencji DNA kodujących 
część stałą (C).

regionów DNA kodujących część zmienną przeciwciał. Hipoteza tzw. linii 
zarodkowej (ang. „germ -line”) zakłada, że ty le jest regionów DNA kodu­
jących część zmienną, ile jest m ożliwych typów  przeciwciał (133, 134). 
Hipoteza m utacji som atycznych zaś zakłada, że regionów DNA kodują­
cych część V jest zaledwie kilka a zmienność tych regionów DNA powstaje 
w w yniku som atycznych m utacji (4, 137) lub też przez szereg crossing- 
over specyficznych dla tych regionów (143). Żadna jednak  z tych hipotez 
nie została, jak  dotąd, potwierdzona na drodze doświadczalnej.

Przypuszcza się, że w procesach różnicowania komórkowego ak tyw u ją­
cych ekspresję genów kodujących imm.unoglobuliny w lim focytach B, 
następuje w ybranie jednego z regionów kodujących część zmienną (V) 
i przyłączenie go do części stałej (C) (Ryc. 6C). W w yniku translokacji 
regionu kodującego część zmienną (V) w okolice regionu kodującego część 
stałą pow staje nowy układ sekwencji, tworzących de novo  gen s tru k tu ­
ralny  określonego typu łańcucha im m unoglobuliny (144a— 144c, 144e). 
Przypuszcza się, że w tak  pow stałym  genie s truk tu ra lnym  sekwencje 
DNA kodujące regiony zm ienne i stałe są oddzielone od siebie insercją 
liczącą około 1250 par nukleotydów  (142, 144a, 144d, 144e). Jednostka
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transkrypcji genu kodującego lekki łańcuch (x) im m unoglobuliny mysiej 
jest rzędu 11 000 nukleotydów , k tó ra  w w yniku enzym atycznej degradacji 
przechodzi poprzez p rodukt wielkości 4000 nukleotydów  do mRNA o wiel­
kości około 1250 nukleotydów  (144).

V. Unikalne sekwencje genów

W 1977 roku ustalono sekw encję 354 nukleotydów  mRNA insuliny 
szczura, k tóra koduje preproinsulinę — prekursorow y polipeptyd tego 
horm onu (55).

Stosunkowo dużo prac dotyczy analizy sekw encji kodujących a i (3 glo- 
biny myszy, królika i człowieka (4, 17, 34— 36, 38, 45—49, 51, 53, 54, 63, 
78— 84, 86, 88— 95, 100, 145). W stępne m etody analityczne dotyczyły m.in. 
sekwencjonow ania mRNA oraz ustalenia zależności pom iędzy prekursoro- 
wym  mRNA a mRNA (146— 150). Jak  już wspom niano, np. gen f3 globiny 
m yszy transkrybow any jest w postaci wielkocząsteczkowego pre-m RNA 
( ~  1860 nukleotydów), k tó ry  następnie ulega degradacji do 9S mRNA 
( ~  780 nukleotydów ) (13). W ydaje się, że oznaczenie pełnych sekwencji 
mRNA, a także pre-m RNA pozwoli na określenie: wzajem nego ew olucyj­
nego pokrew ieństw a oraz pow stania poszczególnych typów  (a, (3, y i Ô) 
globin, ew entualnej s tru k tu ry  drugorzędnej mRNA i pre-m RNA, funkcji 
sekw encji niekodujących w mRNA i pre-m RNA, jak  rów nież roli kodo­
wania przez poszczególne kodony mRNA am inokwasów (np. z sześciu 
m ożliwych kodonów leucyny: UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG, głów­
nie kodom CUG bierze udział w kodowaniu tego am inokw asu (151)).

W obrębie sekw encji DNA kodujących {3-globinę królika (17) oraz 
m yszy (75b, 151a) w ykryto  dwie insercje o wielkości rów nej m niej więcej 
sekw encjom  kodującym  (tzn. 550— 600 nukleotydów). Insercje zidenty­
fikowano rów nież w obrębie sekw encji DNA kodujących owoalbuminę 
(1 5 ,1 6 ,151b, 151c, 151d). Zdaniem  O’ M a  l i e  y ’ a i wsp. (151d) wielkość 
siedmiu insercji wraz z sekwencjam i kodującym i mRNA (1859 nukleoty­
dów) wynosi conajm niej 7000 par nukleotydów. W ykazanie obecności in­
sercji w sekw encjach DNA kodujących owoalbuminę jest sprzeczne z da­
nym i M c K n i g h t a  i S c h i m k e ’ g o  (152), k tórzy sugerowali, że 
p ierw otny tran sk ryp t jest wielkości mRNA. W ydaje się, że M c K n i g h t  
i S c h i m  k e (152) nie zidentyfikow ali krótkożyjącego prekursora  mRNA, 
k tó ry  w w arunkach  transk rypcji wszystkich insercji powinien mieć wiel­
kość odpowiadającą sumie wielkości mRNA i insercji (tzn. około 7000 nu­
kleo tydów )/Przypuszczenie, iż podczas tran sk rypc ji genu owoalbum iny 
polim eraza RNA może „om ijać” rozdzielające sekw encje w ydaje się mało 
prawdopodobne, jeżeli za podstawę rozum owania przyjm iem y analogię 
transkrypcji i degradacji pre-m RNA np. adenowirusów (153).

In tensyw nie badanym  jest gen fibroiny B om byx  mori (34,154— 158, 
158a). Gen ten  liczący około 17 000 par nukleotydów  (o przeciętnym
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składzie G +  C =  59— 60°/o), znajduje się w sąsiedztw ie sekw encji o masie 
cząsteczkowej rzędu 6 X l0 7 daltonów o składzie G +  C =  39°/o (155). Masa 
m RNA jest rzędu około 5,8X10® daltonów  (około 1,6X104 nukleotydów ). 
Zdaniem  L i z z a r d i ’ e g o  (154,156) pre-m RNA fibroiny jest nieznacz­
nie, zaledwie o 5%  większy od mRNA.

Dane o organizacji sekw encji kodujących inne białka dotyczą głównie, 
sekw encji mRNA ludzkiej som atropiny (57,159), horm onu wzrostowego 
szczura (56), som otostatyny (160), pro tam iny (161).

VI. Regulacja transkrypcji genów strukturalnych

Istn ieje  szereg danych wskazujących, że ekspresja genów decyduje
o różnicow aniu się fenotypu kom órek eukariotycznych pod względem 
funkcji i (lub) budowy w stosunku do kom órek m acierzystych lub 
siostrzanych (1, 4, 8, 9, 132, 137, 146, 164— 185). Pow stanie z kom órek p re- 
kursorow ych ściśle określonych linii kom órek potom nych wg schem atu 
A -> B -> C -> D etc., gdzie A, B, C itd. reprezen tu ją  poszczególne fenotypy 
kom órek, może być efektem  dwóch różnych program ów  genetycznych 
(173, 184). W edług jednej z hipotez kom órki dysponują program em  gene­
tycznym , k tó ry  pod w pływ em  jednego tylko sygnału (działającego np. na 
kom órki m acierzyste) determ inuje  sekw encyjne przejścia pozostałych linii 
kom órek potom nych, zgodnie z modelem:

Sygnał
i
A —y B —> C —> D itd.

Je s t to tzw. w ew nętrzny program  przejść sekw encyjnych zakodowany 
w genomie. Można sobie wyobrazić, że sygnał ak tyw ujący  przejście se­
kw encyjne kom órek w yw ołuje powstanie w każdej z kom órek ak tyw atora  
stanów  następnych. A lternatyw ny model przejść sekw encyjnych kom órek 
zakłada, że powstanie linii kom órek A - > B - ^ C - > D  itd. spowodowane 
jes t kolejnym  pojaw ieniem  się szeregu sygnałów zew nątrzkom órkow ych 
wg schem atu:

Sygnał 1 Sygnał 2 Sygnał 3 Sygnał 4
1 1 X I »
A --------- > B ------ ------► C ---------* D

W edług tej koncepcji pow stanie lini kom órek A ->• B C -> D ... jest 
w ynikiem  ściśle określonego pow staw ania receptorów  przyszłych sygna­
łów. Sygnał 1 powoduje syntezę receptora dla sygnału 2 w kom órce B, 
sygnał 2 determ inuje pow stanie w komórce C receptora dla sygnału  3 itd. 
Można sobie rów nież wyobrazić w zajem ną regulację dwóch różnych linii 
kom órkowych, w k tórych na przykład sygnały linii A B -> C itd. w pły­
w ają na przejście sekw encyjne linii X Y Z, a sygnały kom órkow e 
X - > Y - > Z  na przejścia linii kom órek A -> B -* -C  itd. (173).
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Regulacja funkcji genu może zachodzić na różnych poziomach: tra n ­
skrypcji, po transkrypcyjnych  m odyfikacji pre-RN A  i mRNA, transportu  
mRNA z jądra  do cytoplazm y oraz m odyfikacji zsyntetyzow anego białka 
(enzymu) (179) (Tabela 2). Zm iany w s truk tu rze  apara tu  genetycznego, 
a więc regulacja na poziomie chrom osomalnym, może mieć dla niektórych 
organizmów również decydujące znaczenie w procesach różnicowania ko­
mórkowego (179,186,194).

W komórce Eucaryota  regulacja tran sk rypc ji jest specyficzna dla po­
szczególnych genów bądź grupy genów. W kom órkach Eucaryota  identy­
fikuje się geny s tru k tu ra ln e  — przypom inające pod względem regulacji

Tabela 2

Poziomy regulacji aktywności genów strukturalnych Eucaryota

Poziom regulacji Przykłady

Chromatyna 1. Translokacje fragmentów chromosomów (113, 
114, 137, 179, 185)

2. Inaktywacja chromosomu X (179)
3. Kondensacja heterochromatyny (176, 179)
4. Delecja niektórych chromosomów w komórkach 

somatycznych u Ascaris (20, 179)
5. Delecja fragmentów chromatyny u Stylonychia 

(186) i Cyclops (230)

DNA (regulacja transkrypcji) 1. Regulacja indukcyjno-represyjna operonów w 
Aspergillus (187)

2. Amplifikacja genów kodujących rRNA (179)
3. Zintegrowana aktywność lub inaktywacja róż­

nych genów uwidoczniona pojawieniem się lub 
zanikaniem różnych klas mRNA (179)

4. Metylacja DNA (180)

RNA (regulacja potranskrypcyjna) 1. Enzymatyczna degradacja {„processing") pre­
kursorów mRNA, rRNA, 5S RNA i tRNA 
(9, 146, 175, 179, 231)

2. Transport mRNA do cytoplazmy (181)
3. „Maskowanie” mRNA w formie nieaktywnej 

(179)
4. Wiązanie mRNA z rybosomami, inicjacja trans­

lacji, szybkość translacji (179)

Białka (regulacja potranslacyjna) 1. Enzymatyczna degradacja prekursorowych bia­
łek sekrecyjnych (179)

2. Modyfikacja białek (232)
3. Degradacja różnych białek z różną szybkością 

(179)
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b ak te ry jn e  operony (187,187a). Geny te zatem  — być może na zasadzie 
analogii s tru k tu ra ln y ch  — mogą być regulow ane zgodnie z klasycznym  
m odelem  indukcji i rep resji operonu bakteryjnego J a c o b a  i M o n o -  
d a  (188). Geny te — ze względu na charak ter swojej aktyw ności oraz 
regulacji — m ogłyby być wspólne dla większości typów  zróżnicowanych 
kom órek tego samego organizm u (np. geny biorące udział w w ytw arzaniu  
najbardziej podstaw owych zestawów enzymów). Zdaniem  G i e r  e r  a 
(177) geny takie stanow iłyby zintegrow any system  genów z kom binacyj­
nym  system em  regulacji, i m ogłyby być włączone w sekw encyjny sposób 
w procesach różnicowania komórkowego (Rye. 7A). Istn ieją  rów nież przy­
puszczenia, że geny s truk tu ra lne  regulow ane zgodnie z m odelem  b ak te ry j­
nego operonu m ogłyby być regulow ane u organizmów eukariotycznych 
na poziomie chrom osom alnym  (chrom atyny) wstępnie — tzn. uk ład  genów 
tylko w tedy  m ógłby być podatny represji bądź indukcji, gdyby s tru k tu ra  
chrom atyny  — pod w pływem  specyficznych białek (być może niehistono- 
wych) — była w stanie „aktyw nym ” bądź „nieaktyw nym ” (157, 176, 183). 
Regulacja genów byłaby zatem, dwupoziomowa: na poziomie chrom atyny 
oraz na poziomie samego genu (Ryc. 7).

W kom órkach Eucaryota  opisano szereg genów struk tu ra lnych , k tó­
rych  regulacja aktyw ności zachodzi pod wpływem  niektórych hormonów 
(173, 179, 184). Były to geny struk tu ra lne  wysoce wyspecjalizow anych 
kom órek (tzw. „luxory genes”) np. geny s tru k tu ra ln e  owoalbuminy, 
fibroiny, ferry tyny , laktoalbum iny, album iny, mioglobiny, globiny etc. 
W zależności od kom órki docelowej — w rażliw ej na specyficzny hor­
m on — kom órka bądź przechodzi przez szereg sekw encyjnych stadiów 
podziałowych (np. erytropoeza związana z w ytw arzaniem  globiny) (179, 
189), bądź pod wpływ em  horm onu (głównie sterydowego) „m oduluje” 
w ydajność transkrypcji ściśle określonych genów (190— 193). I tak np. 
pod w pływ em  pobudzenia estrogenam i kom órek jajowodu ptaków  obser­
w uje się wzrost ilości syntetyzowanego mRNA owoalbum iny z 0,011% 
do 50°/o ogólnej ilości syntetyzowanego mRNA (193). M echanizm y re ­
gulacji aktyw ności genów pod w pływ em  hormonów polipeptydow ych 
są m niej jasne (179, 195— 197, 199). W prawdzie wiadomo w jaki sposób 
kom órki docelowe wiążą horm ony polipeptydowe oraz jak „modulowa­
ne” jest pod wpływem  cyklazy adenylowej stężenie cAMP, a także w ja­
ki sposób cAMP aktyw uje kinazy białkowe, nie jest jednak jasny m e­
chanizm  oraz rola fosforylacji histonów oraz białek niehistonowych 
w procesach regulacji aktyw ności genów (198). Przypuszcza się jedynie, 
że zaaktyw ow ane pod wpływ em  pobudzenia horm onalnego kinazy (prze­
transportow ane z cytoplazm y do jądra) mogą oddziaływać na kilku po­
ziomach regulacji. Na przykład na procesy transk rypc ji — fosforylując 
histony i białka niehistonowe. K inazy cytoplazm atyczne mogą w pły­
wać na procesy translacji, regulu jąc szybkość i w ydajność translac ji np. 
fosforylując białka biorące udział w tym  procesie, a także na poziomie
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zsyntetyzow anego enzym u — m odyfikując jego aktyw ność (179). W ko­
m órkach Eucaryota  zidentyfikow ano rów nież szereg genów, k tórych  
aktyw ności w ydają się regulować swoiste m echanizm y rekom binacyjne 
polegające na przenoszeniu sekw encji DNA („sekwencji regulacyjnych”) 
z jednego m iejsca genomu w sąsiedztwo genu, k tó ry  ma ulec zaaktyw o- 
w aniu (Ryc. 7C) (185). Szereg zjaw isk takich jak  efek t pozycji, gdzie 
w zależności od pozycji w genomie gen w ykazuje aktyw ność bądź zablo­
kowanie (200), tak  zwane skaczące geny („jum ping genes”) obserwowane 
u Zea m ays  (200a), lub też aktyw ność genów im m unoglobulinowych — 
mogą być zin terpretow ane jako m echanizm y translokacji przenoszące 
specyficzne sekwencje DNA z jednego m iejsca genomu w drugie (112, 113, 
136).

W ystępowanie intronów  w obrębie sekw encji DNA i ich usuw anie 
w procesie dojrzew ania pre-m RN A  może sugerować, że biorą one udział 
w procesach regulacyjnych jak  to sugeruje się w przypadku lim focytów B 
(zjawisko tzw. „IgCH sw itch ”) (200b).

W m echanizm ie regulacji aktyw ności genu istotną rolę odgrywa s tru k ­
tu ra  chrom atyny (167,168,174,176,178,179,182,183, 198,201— 206). Sze­
reg danych w skazuje na wysoce swoisty udział białek niehistonow ych 
w struk tu rze  chrom atyny aktyw nych transk rypcy jn ie  genów (174,182, 
198, 201, 205, 207, 208, 209, 209a). Z drugiej strony  (202— 204) białka histo- 
nowe w nukleosom ach genów ulegających tran sk rypc ji są zmodyfiko­
wane. C harakter tej m odyfikacji nie jest jasny, być może jest to fosfory­
lacja, acetylacja lub m etylacja histonów obejm ująca wszystkie nukleo- 
somy znajdujące się w jednostce transk rypcy jnej. Np. jednostki tra n -  
skrypcyjne genów owoalbum iny i globiny w kom órkach w których oba 
geny są aktyw ne, m ają zmodyfikowane nukleosom y, na całej swej d łu­
gości, natom iast w kom órkach zaw ierających nieaktyw ne geny m ody­
fikacji takiej nie ma.

Można sądzić, że modele regulacji aktyw ności apara tu  genetycznego 
Eucaryota  pow inny tłum aczyć nieodw racalną sekwencyjność włączania 
lub w yłączania określonych zestawów genów w procesach różnicowania 
komórkowego oraz szybkie zm iany w stanie funkcjonalnym  komórki na 
drodze indukcji lub rep resji genów tzw. przyżyciow ych (4, 166, 171, 179, 
183, 209b). N ieodwracalna sekwencyjność aktyw acji lub inaktyw acji ge­
nów jest procesem  wielofazowym zachodzącym, być może pod wpływem  
specyficznych tylko raz działających w stępnie induktorów  — „morfoge- 
nów”, „differonów ” (172, 173,185), a zm iany funkcjonalne w komórce — 
decydujące o jej stanie funkcjonalnym  w organizmie — u jaw niają  się po 
szeregu podziałach kom órkowych. Zm iany odw racalne w aktyw acji lub 
inaktyw acji genów są zm ianam i szybkimi, jednofazow ym i i niezależnym i 
od podziałów kom órkowych (171). Modele regulacji ekspresji genów po­
w inny również uwzględnić zintegrow aną i zharm onizowaną na poziomie 
m olekularnym  aktyw ność różnych, opisanych wyżej typów  genów (Ryc. 7).
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490 S. S Z A L A [24]

Produktam i transk rypc ji i translac ji tych  genów są białka, k tóre stanow ią 
niejako stan  „determ inacji” funkcjonalnej kom órki pod w pływ em  pro­
gram u rozwojowego — swoistego dla danego typu  kom órek, oraz enzym y 
indukow ane lub represorow ane pod wpływ em  zmian środowiska, analo­
gicznie jak  operony bak tery jne . Jest to raczej zarys bardzo hipotetyczny 
i uproszczony oparty  na przesłankach n a tu ry  logicznej, niż model obrazu­
jący pełną funkcjonalną charak terystykę  układów  regulacyjnych znajdu­
jących się w kom órkach Eucaryota.

VII. Ewolucja genów strukturalnych

Pow stanie i ewolucja m olekularna genów struk tu ra lnych , jest procesem 
złożonym, składającym  się z kilku etapów  (179, 210). Szereg danych w ska­
zuje, że geny s tru k tu ra ln e  Eucaryota pow stały w w yniku duplikacji 
istniejących wcześniej prym ityw nych genów ancestralnych  (179, 210). 
Zduplikow ane geny ulegały zapewnie dość znacznej dyw ergencji tworząc 
nowe typy  genów struk tu ra lnych . Zmienione typy  genów, dysponujące 
różnym i własnościami adaptacyjnym i, mogły ulegać elim inacji lub dalszej 
adaptacji. K ontrow ersje na tem at teorii m olekularnej ewolucji genów 
dotyczą przede wszystkim  roli i udziału m utacji. Tak zwani neutraliści 
(211—214) sądzą, że istn ieje typ  m utacji zwanych neutralno-przystoso- 
w anym i, k tóre nie podlegając selekcji mogą, w w yniku dryfu  genetycz­
nego, zostać utrw alone w populacji. Szybkość pojaw ienia się m utacji 
neutralno-przystosow anych jest stała, lub praw ie stała, oscylująca wokół 
pewnej w artości (rzędu 10~9 podstaw ień am inokwasów na rok). M utacje 
typu „silen t” — podstaw ienia w trzeciej pozycji kodonów — nie zm ienia­
jące kodowanych am inokwasów mogą być przykładem  m utacji neu tralno- 
przystosowanych. Tak zwani selekcjoniści zaś sugerują, że wszelkie zmia­
ny m utacyjne zachodzące w genach struk tu ra lnych  u legają selekcji po­
przez dobór, oraz że szybkość m utacji nie jest stała (215— 218). P rzedsta­
wione powyżej teorie ewolucji m olekularnej pozostają nadal w sferze 
hipotez (215). W ydaje się jednak, że dane uzyskane z sekwencjonow ania 
mRNA, pre-m RNA, DNA, mogą dostarczyć inform acji, k tóre pozwolą na 
rozstrzygnięcie sporu pomiędzy neu tralistam i a selekcjonistam i.

Coraz więcej danych w skazuje na możliwość ewolucji związanej z ewo­
lucją układów  regulacyjnych u Eucaryota. Ewolucja system ów regula­
cyjnych zachodzi prawdopodobnie znacznie szybciej niż genów s tru k tu ­
ralnych (219— 223). I tak  np. porów nanie białek ludzkich i szym pansa 
wykazywało podobieństwo w 99°/o, przy dość istotnej i zasadniczej różnicy 
w szybkości tzw. „ewolucji anatom icznej” obu porów nyw anych organi­
zmów (224). Świadczy to, nie ty le  o ewolucji genów struk tu ra lnych , 
co raczej o zmianie ich system ów regulujących. Jako przykład zm iany 
system u regulującego geny s tru k tu ra ln e  można przytoczyć fak t odm ień-

http://rcin.org.pl



[25] G E N Y  S T R U K T U R A L N E 491

nej regulacji dehydrogenazy mleczanowej A i B (powstałych w w yniku 
duplikacji genu u gryzoni (210)).

W ydaje się oczywiste, że spontaniczne, punktow e m utacje u bak terii
0 częstotliwości rzędu 10-6 nie są w stanie zmodyfikować lub zmienić 
w szybki sposób sekwencji regulacyjnych (222). Szybkie m odyfikacje 
układów  regulacyjnych mogą zachodzić w  w yniku swoistej rekom binacji 
lub  translokacji sekwencji DNA m odyfikujących ekspresję genów (czę­
stotliwość „m utacji” w w yniku rekom binacji jest rzędu 10~6, a „m utacji” 
w yw ołanych translokacją sekwencji DNA rzędu 10~2, np. (222).

Sugeruje się także, że isto tną rolę w procesach ew olucji genów 
s tru k tu ra ln y ch  mogą odgrywać insercje w ystępujące w obrębie sekw encji 
kodujących (200b, 225). Pow staw anie nowych genów, z już istniejących, 
ma zachodzić drogą „w ybierania” fragm entów  kodujących i „sum ow ania” 
ich niejako w nowy układ  sekwencji. W w yniku takiego „sum ow ania” się 
różnych typów  sekw encji kodujących — być może przez translokację se­
kw encji DNA, czy naw et specyficzną enzym atyczną degradację p re- 
mRNA — nowe powstające geny muszą sprostać dwom zasadniczym  w y­
mogom: (1) muszą kodować białko o zachowanej określonej struk tu rze  
drugo i trzeciorzędowej (tzw. „domains” lub „supersecondary structures” ), 
k tó ra  jest charakterystyczna dla w ielu różnych białek, (2) w nowo po­
w stającym  białku musi być utworzone nowe miejsce aktyw ne (226, 227).

Przez analogię do system ów  prokariotycznych zaw ierających zdefinio­
wane system y transpozycyjne typu np. plazm idów i transposonów  (109,
110, 112,113, 114) postuluje się u Eucaryota  w ystępow anie podobnych m e­
chanizmów, które m ogłyby odgrywać rolę w ich ewolucji (111). Ten n a tu ­
ra ln y  system  inżynierii genetycznej zakłada występowanie u Eucaryota  
sekw encji palindrom ow ych, homologicznych, ułatw iających swoiste pro­
cesy rekom binacyjne w ew nątrz genomu [228], a także procesy rekom bina- 
cyjne z genomem np. w irusów zaw ierających DNA lub RNA, np. (229). 
Epigenetyczne elem enty  — za które R e a n n e y  (111) uważa w irusy
1 viroidy m ogłyby być odpowiedzialne za „poziome” przenoszenie genów 
z kom órki do komórki, za procesy w których np. onkogenne w irusy  RNA 
i DNA m odyfikowałyby i zm ieniałyby regulację genów s truk tu ra lnych  
Eucaryota.

Zaakceptowano do druku 22.5.1979
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I. Wstęp

T ranskrypcja  jest pierwszym  etapem  ekspresji inform acji genetycznej 
zaw artej w  sekw encji nukleotydow ej DNA. W procesie transk rypcji syn­
tetyzow ane są wszystkie rodzaje cząsteczek RNA w ystępujące w komórce, 
zarówno inform acyjne RNA (mRNA) służące jako m atryca w biosyntezie 
białka, jak  i nieinform acyjne RNA (rRNA i tRNA) stanowiące nieodzowny 
elem ent apara tu  biosyntetycznego białka. Enzym em  odpowiedzialnym za 
syntezę wszystkich rodzajów RNA w komórce jest polim eraza RNA za­
leżna od DNA, zwana potocznie transkryp tazą. Chociaż n iektóre aspekty 
tran sk rypc ji omówiono ostatnio w kilku artyku łach  przeglądowych 
(1, 2, 3), jednak  m echanizm  jej nie został do tej pory szczegółowo opisany 
w języku polskim.

W niniejszej pracy omówiono zagadnienia dotyczące m echanizm u 
transk rypc ji Procaryota na przykładzie E. coli, najlepiej chyba zbadanego 
pod względem  genetycznym  i biochem icznym  przedstaw iciela tej grupy 
(4, 5, 6, 7, 8), omówiono także najnow sze doniesienia dotyczące ekspresji 
genów u Eucaryota  (9, 10, 11).

M echanizm  transk rypcji jest stosunkowo dobrze poznany u bakterii, 
gdzie syntezę całego komórkowego RNA katalizuje jeden enzym  przy 
współudziale czynników kontrolujących specyficzność transk rypcji takich 
jak: e lem enty  pozytyw nej kontroli, tj. ak tyw atory , czy negatyw nej kon­
troli, tj. represory . W całym  wielce skom plikowanym  m echanizm ie tra n ­
skrypcji można zauważyć szereg elem entów  czy właściwości wspólnych 
kom órkom  prokariotycznym  i eukariotycznym . Każda z syntetyzow anych 
m olekuł RNA jest kom plem entarna tylko do jednej nici m atrycow ego 
DNA, co oznacza, że transkrypcja  jest asym etryczna. K ierunek  syntezy 
nowopowstającego łańcucha RNA jest zawsze od 5’ do 3’ końca. Każdy 
syntetyzow any odcinek RNA ma charakterystyczną długość, określony 
początek i koniec, każdy jest produktem  transk rypc ji określonego 
fragm entu  DNA, obejm ującego nieinform acyjną strefę  regulatorow ą, 
oraz inform acyjny  odcinek DNA zaw ierający geny stru k tu ry . Taki 
fragm ent DNA nazwano jednostką transk rypcji (ang. transcription u n it) 
lub jednostką odczytyw aną (ang. reading unit). U Procaryota  pojedyncza 
jednostka transk rypc ji jest odpowiednikiem operonu. Sekw encja regula­
torow a poprzedzająca gen s tru k tu ry  zwana jest prom otorem . Prom otor 
jest m iejscem  wiązania się polim erazy RNA z m atrycą DNA. Chociaż

http://rcin.org.pl



[3] M E C H A N IZ M  T R A N S K R Y P C JI 503

u Eucaryota  nieznane są jeszcze sygnały inicjacji i zakończenia tra n ­
skrypcji, nie znaleziono również odpowiedników bak tery jnych  prom oto­
rów, jednakże m uszą występować w procesie przekazyw ania inform acji 
genetycznej podobne zdarzenia jak  u organizmów niższych. M uszą istnieć 
sygnały  um ożliw iające rozpoznanie początku i końca odczytyw anej je ­
dnostki, polim eraza RNA m usi być zdolna do rozpoznawania specyficznego 
m iejsca, odpowiednika prom otora baktery jnego i w iązania się z nim, 
w ybrania transkrybow anej nici, zainicjowania i prow adzenia syntezy 
RNA, rozpoznawania term inato ra  i uwolnienia p roduktu  reakcji, oraz 
oddysocjowania enzym u od m atrycy, tak  aby stał się zdolny do następnej 
ru ndy  transkrypcy jnej.

R ozpatrując m echanizm  transk rypc ji w kom órkach eukariotycznych 
(12, 13, 14), należy zwrócić uwagę przede w szystkim  na to, że DNA, w y­
stępuje w postaci złożonego kom pleksu nukleoproteinowego chrom atyny, 
a w kom órkach jest fizyczna kom partm entacja. Jądro, jąderko, m ito- 
chondria czy chloroplasty, wszystkie te organelle kom órkowe są od­
dzielnym i system am i transkrypcji z ich własną inform acją genetyczną
i w łasną m aszynerią transkrypcy jną. U prokariontów  natom iast DNA 
chrom osomu nie jest osłonięty a ze względu na b rak  kom partm entacji, 
transk rypc ja  i translac ja  jest bardzo ściśle ze sobą powiązana i w czasie
i w przestrzeni.

Mimo wielu różnic w mechanizm ie pow staw ania tran sk ryp tów  u ba- 
ka terii i w irusów  z jednej strony, a u roślin i zw ierząt z drugiej, pod­
staw ow y proces katalityczny prowadzony przez DNA zależną polim erazę 
RNA jest taki sam. W ydaje się więc celowym omówienie całego procesu 
na przykładzie znacznie lepiej poznanego m echanizm u tran sk ry p c ji u Pro- 
caryota, a następnie, w oparciu o ten  układ odniesienia, przeanalizow anie 
podobieństw  i różnic w transk rypcji u bakterii i organizmów wyższych.

II. Budowa molekularna oraz niektóre właściwości polimerazy RNA
E. coli

Celem zobrazowania funkcji polim erazy RNA w procesie transk rypcji 
posłużono się przykładem  dobrze poznanego pod względem biochemicz­
nym  jak  i genetycznym  enzym u E. coli (4, 15, 16).

Enzym ten  składa się z czterech podjednostek określanych jako rdzeń 
enzym u ((3’ (3 a 2), oraz piątej, łatw o dysocjującej podjednostki sigma (o). 
C iężary cząsteczkowe poszczególnych podjednostek wynoszą: (3’ — 165 000; 
(3 — 155 000; a — 40 000 i a — 90 000.

Z pom iarów rentgenograficznych w nioskuje się, że enzym  jest w y­
dłużoną m olekułą o w ym iarach około 60 X 150 A, co umożliwia kontakt 
z trzem a pełnym i skrętam i heliksu DNA tzn. na dugości około 30—40 par 
zasad (17).
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Brak jest dotychczas danych o pierwszorzędowej i tró jw ym iarow ej 
s truk tu rze  enzym u, natom iast dosyć szczegółowo poznano funkcje po­
szczególnych podjednostek (18,19).

Podjednostka |3’ w ykazuje najw iększe powinowactwo wobec DNA 
w porów naniu z pozostałym i podjednostkam i. Uważa się, że wchodzi ona 
w bezpośrednie oddziaływanie z m atrycow ym  DNA. Podjednostka ta  jest 
najbardziej zasadową podjednostką enzymu, wiąże się dobrze z heparyną
i innym i polianionami.

Podjednostka (3 zawiera m iejsce wiązania podjednostek a i a oraz 
rifam ycyny (specyficznego inhibitora polim erazy bak tery jnej) i m iejsce 
w iązania inicjującego rybonukleozydotrójfosforanu.

Podjednostce a przypisuje się funkcję w rozpoznawaniu m iejsca pro- 
motorowego. Uważa się również, że podjednostka a ma swój udział w wią­
zaniu się rifam ycyny z podjednostką (3. Nie jest do końca w yjaśniona 
sprawa, czy obie podjednostki a wchodzące w skład enzym u są identyczne. 
W roku 1972 C h a s a  i T s u g i t a  (20) postulowali, że jedna z dwu 
podjednostek w ykazuje aktyw ność poli (A) polim erazową naw et w nie­
obecności prim era czy m atrycy. Żadnej takiej aktyw ności .nie znaleziono 
ani w izolowanej podjednostce a, ani w rdzeniu enzymu, ani też w rekon­
struow anej z podjednostek polim erazie RNA (19).

rdzeń enzymu

Ryc. 1. Schemat inicjacji transkrypcji
a. w nieobecności podjednostki o rdzeń enzymu wiąże się przypadkowo z DNA, transkrypcja 

niespecyficzna
b. w obecności podjednostki o holoenzym rozpoznaje specyficzną sekwencję promotora, 

transkrypcja rozpoczyna się od początku operonu i przebiega wzdłuż jednej, kodogennej nici 
matrycy

P — promotor; O — operator; GS — geny struktury.

Podjednostka o jest konieczna do rozpoznania w DNA specyficznego 
m iejsca inicjującego transkrypcję. Sam rdzeń enzym u jest zdolny do po­
praw nego zainicjowania syntezy RNA (Ryc. 1). Czasami zam iast o znajdo­
w any jest w kompleksie z rdzeniem  enzym u, polipeptyd o ciężarze

http://rcin.org.pl



[5] M E C H A N IZ M  T R A N S K R Y P C JI 505

cząsteczkowym  około 56 000, oznaczany jako o’ i spełniający podobną 
funkcję. Nie w yjaśniono dotąd roli tych  obu czynników w w yborze 
m atrycy  (21).

Oprócz wyżej w ym ienionych podjednostek w niektórych prepara tach  
enzym u znajduje się niekiedy białka o m ałym  ciężarze cząsteczkowym, 
jak  np. białko go (c. c z . 12 500). Przypuszcza się, że mogą one odgrywać 
pew ną rolę funkcjonalną w  oddziaływaniu polim erazy RNA z określonym i 
jednostkam i transkrypcji. Skład podjednostkow y różnych prokariotycz- 
nych polim eraz znajdzie Czytelnik w pracy B u r g e s s ’ a (22). Należało­
by wspom nieć jeszcze o czynniku term inującym  rho (q). Je s t to białko, 
k tórego funkcja katalityczna sprowadza się do zakończenia tran sk rypc ji 
w specyficznych m iejscach na m atrycy  DNA. Rolę tego czynnika oraz 
jego funkcję katalityczną omówiono szczegółowo w dalszej części a rtyku łu  
dotyczącej term inacji transkrypcji.

Po infekcji kom órek bak tery jnych  fagami, w większości przypadków  
dołączają się do polim erazy RNA nowe, specyficzne dla fagów i kodowane 
przez nie peptydy. Są one konieczne do odczytyw ania fagowych jednostek 
transk rypcji, k tóre nie mogą być odczytane wyłącznie przez enzym  go­
spodarza.

III. Etapy w  procesie syntezy RNA

W procesie syntezy RNA wyróżniono 4 następujące po sobie etapy, 
uw zględniając funkcje polim erazy RNA spełniane w tym  skom plikowa­
nym  procesie (6, 23). Są to: asocjacja, inicjacja, elongacja i term inacja.

Asocjacja obejm uje początkowo wiązanie się enzym u z m atrycą. In i­
cjacja rozum iana jest jako suma następujących po sobie reakcji prow a­
dzących do utw orzenia pierwszego, m iędzynukleotydowego wiązania. 
Elongacja, czyli właściwa polim eryzacja łańcucha RNA, polega na do-

DNA + enzym  —► D N A -e n zy m  ]  Asocjacja

D N A -e n zy m  + PuTPj— ►DNA -  enzym -P uTP .|

D N A - enzym  -  PuTP1+NTP2— ► D N A -e n zy m -P u T P 1-N T P 2 Inicjacja

DN A - e n zy m -P u T P .,-N T P 2— ► D N A -en zym -P u T P 1-N M P 2+PP

D N A - enzym -P uT P 1-N M P2+NTP3. n—► D N A -en zym -P u TP 1-N M P 2-N M P 3_n+PP ]  Elongacja

D N A - enzym -P uTP1-N M P 2-N M P 3_n+ czynniki term inujące— ►  "1
— ►DNA + enzym + RNA Terminacja

Ryc. 2. Etapy w  procesie syntezy RNA 
enzym — zależna od DNA polimeraza RNA; PuTP — purynowy nukleozydotrójfosforan; 
NTP — nukleozydotrójfosforan (purynowy lub pirymidynowy); NMP — nukleozydomonofosforan 
(purynowy lub pirymidynowy); PP — nieorganiczny pirofosforan.
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łączeniu reszt nukleozydom onofosforanowych do 3’—OH końca rosnącego 
łańcucha i przem ieszczaniu enzym u wzdłuż m atrycy. Term inacja zaś jest 
to e tap  zakończenia syntezy łańcucha RNA, uw olnienia go z m atrycy  
DNA, oraz oddysocjowania polim erazy RNA.

K ażdy z tych etapów  składa się z wielu elem entarnych  zdarzeń i jest 
wielce skom plikowany zarówno pod względem term odynam icznym  jak
i kinetycznym . Ten form alny podział im plikuje występowanie w enzymie 
czterech m iejsc aktyw nych: 1 — m iejsce wiązania DNA, w k tórym  in te r­
akcja z obu nićmi DNA powoduje lokalną zmianę helikalnej s tru k tu ry  
celem  odsłonięcia transkrybow anej nici DNA; 2 — m iejsce wiązania 
pierwszego, inicjującego nukleotydu purynowego; 3 — elongacyjne m iejs­
ce nukleotydow e, w k tórym  przy udziale jonów dwuw artościowych, Mg2+ 
lub M n2+, w iązany jest nadchodzący substra t, nukleozydotrójfosforan 
(NTP), tworząc pierwsze wiązanie fosfodwuestrowe; 4 — m iejsce term i- 
nacji, w k tó rym  to zsyntetyzow any łańcuch RNA pozostaje w kom pleksie 
z enzym em  i m atrycą do chwili zakończenia całego procesu i uw olnienia 
z tego kom pleksu produktu  reakcji i enzymu.

Szczegółowe m echanizm y wym agane w transk rypcji nie są jeszcze 
dobrze poznane, a więc i postulow ane zm iany konform acyjne enzym u 
w tym  procesie w ym agają dalszego, eksperym entalnego potw ierdzenia. 
Poniżej omówione zostaną dotychczas zebrane inform acje dotyczące po­
szczególnych etapów w procesie biosyntezy RNA.

m - l .  Asocjacja

Fizjologiczną m atrycą polim erazy RNA jest dwuniciowy DNA, chociaż 
in vitro  enzym  może transkrybow ać z jednoniciowego DNA, RNA oraz 
hybrydu  RNA-DNA (7, 24, 25). W yróżnia się trzy  rodzaje kom pleksów 
polim erazy RNA z dwuniciowym  DNA:

a) niespecyficzne, łatw o dysocjujące i przem ieszczające się kom pleksy, 
k tó rych  tw orzenie nie wym aga ani czynnika sigma ani substratów ,

b) specyficzne, tworzące się w m iejscu rozpoznania prom otora, a więc 
w m iejscu fizjologicznej inicjacji,

c) zaktyw ow ane lub tzw. „otw arte kom pleksy” (ang. open promoter 
complexes), charakteryzujące się wysokim powinowactwem  i trw ałością, 
pow stają w w yniku przesunięcia się polim erazy RNA od m iejsca rozpo­
znania do m iejsca nazywanego m iejscem  „topnienia” DNA (por. Ryc. 3). 
Taki podw ójny kom pleks enzym — DNA jest gotowy do inicjacji t ra n ­
skrypcji.

Dodatkowe m iejsca um ożliw iające in terakcję  enzym u z m atrycą stano­
wią w szystkie niespecyficzne pęknięcia i przerw y w DNA posiadające 
wolne końce 3’—OH.

Stabilne kom pleksy pomiędzy polim erazą RNA i m iejscam i prom oto-
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row ym i czynią cząsteczkę enzym u stosunkowo oporną na działanie enzy­
mów proteolitycznych (26) oraz inhibitorów  jak  rifam ycynę czy heparynę, 
k tóre ham ują in terakcję  enzym u z m atrycą, (27). Poniżej podsum owano 
najw ażniejsze właściwości „otw artych kompleksów prom otorow ych” :

—  Wysoka stabilność (okres półtrw ania kom pleksów wynosi wiele 
godzin).

— Stała wiązania w standardow ych w arunkach reakcji =  1014 M -1.
— Stabilność kom pleksów zależy od tem pera tu ry  i siły jonowej (obni­

żona w niskiej tem peraturze czy w obecności um iarkow anych stężeń soli).
— Duża oporność na działanie inhibitorów  (rifam ycyny i heparyny).
— Szybka inicjacja łańcucha RNA po dostarczeniu kom pletu substra ­

tów, ATP, GTP, CTP, UTP.
— Ochrona pewnego fragm entu  DNA, około 40 par zasad, przed dzia­

łaniem  DNazy.
— Tworzenie się kom pleksu faw oryzują czynniki sprzyjające „topnie­

n iu” DNA lub lepszej in terakcji pomiędzy białkiem  i jednoniciow ym  
DNA.

A by więc pow stały „otw arte kom pleksy prom otorow e” m uszą być 
spełnione następujące w arunki:

a) odpowiednia s tru k tu ra  polim erazy RNA z wyeksponow aną pod- 
jednostką enzym u wiążącą się z DNA (dla polim erazy E. coli z podje- 
dnostką (3’),

b) odpowiednia s tru k tu ra  i sekw encja m atrycy  DNA,
c) odpowiednie środowisko reakcji, obecność jonów m etali dw uw ar- 

tościowych,
d) odpowiednia tem pera tu ra  reakcji,
e) otwarcie podwójnego heliksu DNA celem uzyskania dostępu do 

inform acji transkrybow anej nici,
f) sekw encja „topnienia” w m iejscu prom otorow ym  m atrycy, um ożli­

w iająca wejście polim erazy RNA w miejsce s ta rtu  syntezy łańcucha 
RNA. Sekwencja taka znajduje się około 5— 6 nukleotydów  przed zasadą 
w DNA kierującą włączaniem  pierwszego, inicjującego 5’-nukleozydotrój- 
fosforanu purynowego. Od nazwiska autora, k tó ry  takie sekw encje za­
obserwował w różnych prom otorach, nazyw ana jest „Pribnow box” (28, 
29).

Na rycinie 3 przedstaw iono pięć różnych prom otorów, obejm ujących 
przypuszczalny region rozpoznania m iejsc wiążących polim erazę w pro­
m otorach, m iejsc „topnienia” czyli ,,Pribnow boxes”, oraz m iejsc inicjacji 
transkrypcji.

P r i b n o w  (28, 29) zaproponował model pozytyw nej kontroli tra n ­
skrypcji genów przez polim erazę RNA. Zgodnie z tym  schem atem , pro­
m otor zawiera trzy  typy  sekwencji: sekwencje rozpoznawane, sekw encje 
wiążące i m iejsca inicjacji. Uważa się, powszechnie, że pierw szym  etapem  
w transk rypc ji jest tworzenie kom pleksu polim erazy RNA z sekw encją
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Ryc. 3. Sekwencje obejmujące przypuszczalne miejsca interakcji polimerazy z pro­
motorem:

a. miejsca rozpoznania, b. miejsca „topnienia” DNA inaczej „Pribnow boxes'” 
c. miejsca inicjacji transkrypcji (30)

Wybrane sekwencje promotorowe: lac — operonu laktozy; fagów fd, X, SV 40; tRNAT"  — 
genu tRNA tyrozynowego;

rozpoznawaną (Ryc. 3a). Podjednostka sigma pośredniczy w wiązaniu 
z sekwencją rozpoznającą. Jakkolw iek sama podjednostka sigma nie wiąże 
się z DNA to zawiera ona inform acje um ożliw iające wiązanie się holo- 
enzym u do specyficznych nukleotydów  w regionie m iejsca prom otoro- 
wego. Jedyną aktyw nością podjednostki sigma w ydaje się być jej udział 
w inicjacji syntezy RNA. Po zapoczątkowaniu syntezy RNA sigma nie jest 
już więcej niezbędna w reakcji i uw alnia się z kompleksu. Po związaniu 
się z sekwencją rozpoznającą rdzeń enzym u łączy się z sekw encją wiążącą 
(Ryc. 3b), aby rozwinąć dwie nici DNA. Zgodnie z tym  modelem sekw encja 
wiążąca jest identyczna dla wielu, jeśli nie dla wszystkich prom otorów . 
Natom iast miejsca rozpoznania są różne w poszczególnych klasach prom o­
torów. W ich rozpoznaniu biorą udział bądź dodatkowe polipeptydy (np. 
(D-omega), bądź też ,,5-podobne” podjednostki. Hipoteza, iż pewne pod­
jednostki regulatorow e rep rezen tu ją  „S-podobne” peptydy jes t bardzo 
przekonyw ująca w przypadku kom órek B. subtilis  infekow anych fagam i, 
dla k tórych udokum entow ano, że fagowe białka regulatorow e k ieru ją 
specyficzną transk rypcją  w nieobecności podjednostki sigma gospoda­
rza (31).

III-2. Inicjacja

Inicjacja syntezy RNA in vivo  i in vitro  jest ograniczona do specyficz­
nych m iejsc na chromosomie. Reakcja inicjacji ma natu rę  b im olekularną. 
Postuluje się, że polim eraza zawiera co najm niej dwa m iejsca wiązania 
NTP. Jedno miejsce wiąże specyficzne 5’-końcowy NTP i jest określane
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jako  „in icjacyjne m iejsce nukleotydow e” (INS ang. initiation nucleotide  
site), drugie wiąże nukleotyd dodaw any do już istniejącego i jest nazy­
w ane „elongacyjnym  m iejscem  nukleotydow ym ” (ENS, ang. elongation 
nucleotide site), ponieważ funkcjonuje ono w analogiczny sposób jak  przy 
^longacji łańcucha (Ryc. 4).

d AT- errzym
/ I  ATP I l \

+ATP +UTP
d AT-enzym /  \d A T -e n z y m  dA T-enzym  + PP
' I l \  / I  ATP I UTP I ~ '  PPPAPU

INS ENS + UTP + ATP
\  d AT- enzym /

I I UTP I

Ryc. 4. Schemat dwumiejscowego modelu inicjacji łańcucha RNA 
dAT-enzym  — podwójny kompleks kopolimeru dAT z polimerazą RNA; ATP — adeno- 
zyno-5’-trójfosforan; UTP — urydyno-5’-trójfosforan; pppApU — początek nowosynte- 

tyzowanego transkryptu; PP — nieorganiczny pirofosforan

Inform acje odnośnie właściwości pierwszego m iejsca (INS) pochodzą 
z badań dotyczących w ym iany fosforu w pozycjach (3 i y-nukleozydotrój- 
fosforanów . Jeśli jako m atrycę zastosujem y kopolim er d(AT) w ym iana 
następu je  głównie w UTP a nie w ATP, co świadczy, że reakcja  przebiega 
p p p A + p p p U  -v p p p A p U + P P , a nie odwrotnie (31). Z kopolim erem  d(IC) 
uży tym  jako m atryca, w ym iana fosforu następuje w CTP przy inicjującym  
GTP. A zatem  nukleotydem  inicjującym  jest zawsze nukleotyd purynow y. 
W reakcji inicjacji służyć mogą również mono- i dw ufosforany (AMP, 
G M P, ADP, GDP), chociaż nie są one w ykorzystyw ane w reakcji elon- 
gacji. N astępne dowody specyficzności m iejsca wiązania nukleotydów  
w INS dostarczają badania dotyczące możliwości zastąpienia natu ra lnych  
substra tów  ich analogam i i pochodnymi (32, 33). W m iejscu inicjacji an a ­
logi purynow e jedynie w bardzo m ałym  stopniu zastąpić mogą natu ra lne  
su b stra ty  (miejsce elongacji ma. większą to lerancję wobec zmian, w zasa­
dzie jest możliwość zastąpienia wszystkich czterech substra tów  ich analo­
gami, zm ienionym i bądź w zasadzie, bądź w reszcie cukrow ej). Sekwencję 
nukleotydów  na 5’-końcu łańcucha RNA determ inuje  sekw encja nukleo­
tydów  DNA w m iejscu s ta r tu  zgodnie z regułam i parow ania zasad według 
m odelu W atsona i Cricka (Ryc. 5). Jeżeli reakcję zainicju jem y prim erem  
oligonukleotydowym , następuje elongacja prim era i nie m a potrzeby 
inicjacji łańcucha de novo.

In icjacja łańcucha w biologicznie błędnych m iejscach na m atrycy  
następu je  w tedy, gdy jako m atryca służy jednoniciow y lub uszkodzony 
DNA, a także kiedy zam iast holoenzym u w transk rypc ji stosow any jest 
rdzeń enzym u (patrz Ryc. 1). W prowadzenie pęknięć lub uszkodzeń do 
natyw nej, helikalnej m atrycy  DNA prowadzi do niepopraw nej inicjacji 
syntezy  RNA. Częstość w ystępow ania niewłaściwej inicjacji jest jednak
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Produkt reakcji, RNA
Transkrybowana 

nić DNA

Ryc. 5. Mechanizm biosyntezy RNA na matrycy DNA 
x — miejsce inicjacji transkrypcji; R — ryboza; D — dezoksyryboza; A — adenina; G — guanina; 
T — tymina; C — cytozyna; U — uracyl; P — fosfór;

znacznie m niejsza niż m ożnaby tego oczekiwać, jeśli takie m iejsca m iały­
by służyć jako m iejsca startu . Świadczy to o znaczeniu sekw encji nukleo- 
tydów  w m iejscu sta rtu . Reakcja inicjacji łańcucha wym aga znacznie 
wyższego stężenia substratów  niż elongacja (o jeden rząd wielkości).

Bezpośredni dowód na istnienie INS pochodzi z badań fizycznych 
samego białka enzym u (34). Dzięki zastosowaniu m etod fluorescencyjnych 
oraz dializy równoważnej au torzy  wykazali, że ATP i GTP wiążą się 
z polim erazą w tym  samym  m iejscu, natom iast sekw encja prom otora 
w m iejscu s ta rtu  transk rypcji decyduje, k tó ry  z dwu nukleotydów  za­
inicjuje reakcję. Nie stw ierdzono wiązania się w tym  m iejscu nukleotydu
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pirym idynowego, natom iast znacznie słabsze wiązanie ADP i AMP. Spe­
cyficzny inhibitor inicjacji łańcucha RNA, rifam ycyna, blokuje w iązanie 
ATP i GTP z INS. R ifam ycyna, jak  wiadomo, wiąże się z podjednostką 
(3, stąd w ypływ a bezpośrednio wniosek, że INS znajduje się w tej właśnie 
podjednostce. R ifam ycyna nie blokuje jednak  wiązania następnych nu- 
kleozydotrójfosforanów , a więc nie blokuje m iejsca elongacji (ENS) i nie- 
ham uje tw orzenia wiązania fosfodwuestrowego.

Utworzenie pierwszego wiązania fosfodwuestrowego w etapie inicjacji 
łańcucha RNA zmienia kom pleks podwójny, enzym.—DNA, w kom pleks 
potrójny, enzym —DNA—substrat, zaw ierający zaczątek narastającego 
łańcucha RNA (patrz Ryc. 6). Zm ieniają się na skutek tego właściwości

Ryc. 6. Model działania polimerazy RNA na matrycy DNA 
Cząsteczka polimerazy RNA przesuwa się wzdłuż nici DNA powodując jej stopniowe roz­

winięcie. Jedna z nich służy jako matryca dla syntezy komplementarnego do tej nici RNA. 
Na transkrybowanej nici tworzy się habryd DNA-RNA, z którego oddziela się nić nowosyntetyzo- 
wanego RNA. Po przejściu polimerazy DNA renaturuje tworząc ponownie dwuniciową strukturę.

cząsteczki polim erazy RNA i jej kom pleksu z DNA. Enzym  staje się 
bardziej oporny na działanie trypsyny  i denaturację cieplną, oraz zmienia 
się spektrum  dichroizm u kołowego DNA z form y charakterystycznej dla 
form y B-DNA w form ę charakterystyczną dla A-DNA (35). Po utw orze­
niu potrójnego kom pleksu słabnie wiązanie podjednostki o z polim erazą. 
Jest możliwe, że narasta jący  łańcuch RNA usuwa podjednostkę o z holo- 
enzym u (36). Jedną z sugerow anych możliwości jest w iązanie się pod­
jednostki o z rdzeniem  enzym u dokładnie w m iejscu narastan ia  łańcucha 
RNA, co powodować ma autom atyczne oddzielanie tej podjednostki z po­
tró jnego kom pleksu i wypchnięcie jej przez nowo syntetyzow any produkt.

III-3. Elongacja

Sekwencja nukleotydów  dodawanych do rosnącego łańcucha RNA jest 
precyzyjnie określona przez sekwencję nukleotydów  w m atrycy  DNA 
(patrz Ryc. 5). Elongacja łańcucha następuje po utw orzeniu potrójnego
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kom pleksu, enzym —DNA—narastający  RNA. Kom pleksy takie można 
izolować, a następnie stosować je do badań tego typu  transk rypc ji (37).

Proponuje się powstawanie dwu form  potrójnych kompleksów, z któ­
rych  każda jest charakterystyczna dla innego substra tu , purynow ego lub 
pirym idynow ego. Specyficzność procesu selekcji kierującego włączaniem  
NTP przy elongacji jest określona nie tylko przez sekw encje nukleotydów  
w m atrycy  DNA, lecz także s tru k tu rą  zasad we włączonym  substracie
i s tru k tu rą  samej polim erazy. Zdolność do tw orzenia par zasad nie jest 
w ystarczająca, jako że pary  zasad mogą się tw orzyć rów nież pomiędzy 
C i U (lub T) oraz G i U (lub T). Na przykład mimo znacznych zmian 
w s tru k tu rze  analogów zasad, mogą one służyć również jako substra ty  
w  elongacji, pod w arunkiem , że u legają parow aniu. W łaściwości n iektó­
rych  analogów zasad w skazują na to, że w ybór kolejnej zasady jest 
określony przede wszystkim  tym , czy pasuje ona dokładnie w m iejscu 
ENS polim erazy, a nie wyłącznie tym , czy jest zgodność do zasad m atrycy  
według m odelu W atsona i Cricka (38).

K inetyka reakcji elongacji łańcucha RNA była przedm iotem  wielu 
badań (23, 25, 31). Reakcja ta  wym aga znacznie niższych stężeń substra ­
tów  niż reakcja  inicjacji (Kd =  0.015 mM dla PuT P i PiTP). Szybkości 
elongacji łańcucha RNA in vivo  i in vitro  są porów nyw alne i wynoszą 
około 20— 50 nukleotydów  na sek w 37°C, w optym alnych w arunkach  
reakcji. Tempo reakcji zależy od stężenia czterech nukleozydotrójfosfora­
nów, siły jonowej oraz jonów Mg2+ (lub Mns+).

III-4. Terminacja

Proces term inacji transk rypc ji obejm uje: 1 — zakończenie elongacji 
łańcucha RNA; 2 — uwolnienie powstałego łańcucha; 3 — uw olnienie poli­
m erazy RNA. W szystkie te trzy  reakcje w ystępują w m iejscach term inacji 
transkrypcji in vivo  i in vitro, jednakże kolejność zdarzeń oraz ich w y­
dajność dla różnych term inatorów  nie została dokładnie zbadana. W ięk­
szość danych o m olekularnych aspektach tego procesu pochodzi z badań 
in vitro  i z badań genetycznych (39).

Podczas transkrypcji in vitro zachodzić mogą różne term inacyjne pro­
cesy (40), jednakże tylko dwa z nich przedstaw iono poniżej, bowiem w y­
dają się one mieć swoje odpowiedniki w transk rypcji in vivo. Są to:

1 — bezpośrednie zakończenie transk rypc ji w w yniku oddziaływania 
polim erazy RNA ze specyficznym i sekw encjam i DNA (mocny sygnał),

2 — ^-zależna term inacja łańcucha RNA w ym agająca oprócz specyficz­
nej sekw encji DNA oddziaływania polim erazy RNA z czynnikiem  term i­
nującym  Q.

In vivo, czynnik q uczestniczy prawdopodobnie w zakończeniu więk-
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szóści transkryp tów , jednakże w ydają się istnieć takie m iejsca term inacji, 
k tóre nie zależą od czynnika q.

A d l .  Proces bezpośredniej term inacji transk rypcji z udziałem, bak te­
ry jne j polim erazy RNA zbadano stosując m atryce DNA: faga T7, fd, X, 
$  80, $  21, P22 oraz operonu tryp tofanu  E. coli i pre-rR N A  E. coli (30, 39). 
Stwierdzono, że w przypadku operonu tryp tofanu , oraz dwu krótkich  
transk ryp tów  faga X, ich 3’-końcowa sekw encja jest identyczna in vivo  
i in vitro. Sekwencje te w ykazyw ały znaczne podobieństwo, zaw ierały 
region bogaty w GC, po którym  następow ała sekwencja reszt oligourydy- 
lowych oraz jedna lub dwie reszty  adenylow e (rys. 7). Takie same bloki 
sekw encyjne stw ierdzono także w RNA faga <£ 80, $  21 i P22 oraz w wielu 
natu ra lnych  RNA będących prawdopodobnie bezpośrednim i produktam i 
zakończenia transkrypcji.

C-C-U-G -C-A-U -A-A-C-G -G-U -U -U -C-G-G -G -A-U -U -U -U -U -U -A-O H  6S

G -A-A-C-G -C-U -C-G -G -U -U -G -C-C-G -G -G -C-G -U -U -U -U -U -U -A-O H  oop

C-C -U -A -A -U -G -A -G -C-G -C-C -C -G -C-G -G -G -C-U -U -U -U -U -U -U -(U )-O H  t i p ^ ”

G -A -A -G -U -U -A -C -C -G -C -U -U -C -A -A -G -G -G -C -U -U -U -U -U -(A )-(A )-O H  0 80 M3
I

Ryc. 7. Sekwencje 3’-terminalne czterech różnych transkryptów (39)i
Podkreślono region bogaty w GC poprzedzający sekwencję terminalną oligo U. Heterogen- 

ność 3’-końca zaznaczono nawiasami. 6S, oop — transkrypty faga X; „leader” trp — transkrypt 
„leadera” operonu tryptofanu; $80 M3— transkrypt faga $80 M3

Badania genetyczne dostarczyły dowodów na ważność i niezbędność 
obecności sekw encji GC i AT w regionie term inującym  (39), (patrz Ryc. 7).

Ad 2. Term inacja katalizow ana przez czynnik q poznana została z chwi­
lą wyizolowania i oczyszczenia przez R oberts’a białka q działającego 
katalitycznie w uw alnianiu łańcucha RNA z transkrypcyjnego kompleksu 
w specyficznych m iejscach na na tu ra lne j m atrycy  DNA (41). Białko to 
nazwano czynnikiem  term inującym . Czynnik q jest białkiem  oligomerycz- 
nym, złożonym z podjednostek o ciężarze cząsteczkowym  50 000. W yka­
zuje on dwie aktyw ności: term inacji transk rypcji i RNA-zależnej hydro­
lizy nukleozydotrójfosforanów  (aktywność ATPazowa) (42). Różne testy  
wskazują, iż obie aktyw ności są związane z tym  sam ym  białkiem , chociaż 
mono- i te tram etryczna form a enzym u w ydają się być ak tyw ne jako 
ATPaza, podczas gdy tetram eryczna form a i wyższego rzędu oligomery 
Q są wym agane w term inacji transkrypcji. Badania z zastosowaniem  m i­
kroskopu elektronow ego w ykazały istnienie heksagonalnych form  enzy­
mu, złożonego z identycznych podjednostek, w przypuszczalnych m iejs­
cach term inacji na m atrycy  DNA (43). Aktywność ATPazowa czynnika 
g jest nieodzowna przy term inacji transkrypcji, gdyż reakcja katalizo­
wana przez ten  czynnik wym aga ATP, jako źródła energii. (Białko q ma 
dwie aktyw ności ATPazowe: aktyw ność ATPazy obserwowana w obec-
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ności wolnego RNA (ang. „uncoupled ATPase”), oraz aktyw ność ATPazy 
tow arzysząca term inacji transk rypc ji (ang. „coupled ATPase”), (44).

Obie aktyw ności czynnika q, ATPazowa i term inująca w ym agają stałej 
obecności produktu  reakcji, RNA. q w ykazuje m ałą specyficzność w od­
niesieniu do substratów , np. dGTP i 3’dGTP są rów nie w ydajnie hydro- 
lizowane, natom iast wym agania w stosunku do polinukleotydu są bardziej 
specyficzne. Sztuczne polim ery w ykazują znaczne różnice w zdolności do 
wspom agania hydrolizy ATP. N ajbardziej w ydajne to poli C, poli UC 
i poli AUC, natom iast poli A i poli AC są nieaktyw ne. Bardziej szczegóło­
we dane odnośnie właściwości czynnika q i jego roli w kontroli term inacji 
tran sk rypc ji znajdzie Czytelnik w pracy przeglądowej A d h y a  
i wsp. (44).

Wiele danych w skazuje na to, że czynnik 9 wchodzi w in terakcję 
conajm niej z trzem a składnikam i reakcji:

—  z produktem  reakcji, prawdopodobnie rozpoznając nukleotyd cy ty- 
dylowy, gdyż ma duże powinowactwo wobec kopolim erów C,

— z RNA polim erazą, gdyż znajdow any jest razem  z nią w w arunkach 
elektroforezy bez czynników denaturujących,

— z DNA m atrycy, gdyż wiąże się z DNA na sączkach m iliporowych 
jak  również ekstrahu je  się łącznie z kwasam i nukleinow ym i (w m ikro­
skopie elektronow ym  obserwowano heksagonalne form y tego faktora na 
superhelikalnym  DNA faga fd).

L o w e r y  i wsp. (45) zaproponowali model w yjaśniający udział czyn­
nika q w procesie term inacji transkrypcji.

W edług hipotezy L o w e r y  czynnik p przytw ierdza się do rosnącego 
łańcucha RNA i przesuw a się wzdłuż łańcucha od 5' do 3'końca, w kie­
ru n k u  polim erazy RNA. Energii potrzebnej do przesuw ania się dostarcza 
hydroliza ATP. Na koniec rho dociera do polim erazy RNA, która w łaśnie 
pauzuje w Q-zależnym m iejscu term inacji na m atrycy  DNA i wchodzi 
z nią w in terakcję, powodując uwolnienie rosnącego łańcucha RNA. P rzy ­
puszcza się, ze kompleks transk rypcy jny  zatrzym any gdziekolwiek pod­
czas elongacji jest substratem  działania czynnika q. Tak więc cząsteczki 
RNA, k tórych synteza została przerw ana np. w w arunkach głodu substra­
towego, są uw alniane z kom pleksu elongacyjnego pod wpływem  czyn­
nika Q.

Rolę czynnika q w  term inacji transk rypcji in vivo  potwierdzono 
z chwilą w ykrycia s truk tu ra lnego  genu kodującego białko, k tó ry  ozna­
czono symbolem  suA  (46). Ponieważ m utacje suA  znoszą efekt m utacji 
polarnych, przeto czynnik p m usi również kończyć syntezę RNA nie tylko 
na końcu jednostki transk rypcy jnej, ale i w ew nątrz jednostek tra n ­
skrypcji, kiedy norm alny jej przebieg został zablokany na drodze m utacji 
nonsensow nej. W każdym, przypadku postać zależnego od czynnika p kom­
pleksu term inującego jest prawdopodobnie zbliżona, jednakże ich na tu ra  
może się różnić. I tak  w doświadczeniach in vitro  wykazano, iż do zakoń­
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czenia syntezy RNA w loci w ew nątrzcistronow ym  w ym agane są wyższe 
stężenia czynnika q niż dla tej reakcji pomiędzy cistronam i.

Omówione powyżej klasy term inacyjnych  procesów różnią się głównie 
intensyw nością sygnału przekazywanego przez specyficzną sekwencję 
danego term inatora. Postu lu je się, że bezpośrednia term inacja  ma miejsce 
w przypadku m ocnych sygnałów i przeważa na końcach operonów, nato­
m iast sygnały słabsze na DNA w ym agają pośrednictw a czynnika q , k tóry  
łącząc się z RNA poprzez specjalną sekwencję na RNA wchodzi w in te r­
akcję z polim erazą. Dotychczasowe w yniki sugerują, że p ierw otna se­
kw encja RNA rozpoznawana przez czynnik q wym aga regionu bogatego 
w pirym idyny, zawierającego m inim um  jedną resztę cy tydyny na 20 nu- 
kleotydó*v (44).

Oprócz term inatorów  w yznaczających granice jednostek transkrypcji, 
istn ieją  takie m iejsca w cząsteczce DNA, które wiążą specyficzne regula­
to ry  term inacji transk rypc ji um ożliw iając transkrypcję  regionów poza 
term inatoram i. Tego typu  białka regulatorow e zwane są an ty term inato - 
ram i. W przypadku faga A poznana została taka sekwencja, nazwana

Represory
Aktywatory
Czynniki antyterminujące

Ryc. 8. Cykl transkrypcyjny u prokariontów (23)
Przedstawienie poszczególnych etapów w syntezie pojedynczego, specyficznego trans- 

kryptu RNA.
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sekw encją „ n u t”, k tóra łączy się specyficznie z an ty term inato rem , pro­
duktem, genu N. W w yniku tego połączenia polim eraza RNA staje się 
niew rażliwa na sygnał otrzym any przez czynnik q do zakończenia tra n ­
skrypcji (47).

K ontrolow ana in vivo  wybiórczość transkrypey jna jest więc wyważoną 
in terakcją m iędzy różnym i pozytyw nym i i negatyw nym i czynnikam i, 
k tóre tw orzą złożoną, lecz właściwą odpowiedź całego układu na różne 
środowiskowe im pulsy (Ryc. 8).

IV. Synteza mRNA u prokariontów

Bezpośrednim produktem  transk rypcji genów kodujących białka u ba­
k terii jest dojrzały mRNA. Geny o pokrew nych funkcjach m etabolicznych 
często są zgrupowane razem  w jednym  operonie, a ich transk rypc ja  reg u ­
lowana jest w sposób skoordynow any przez sekw encje regulatorow e, po- 
poprzedzające geny s tru k tu ry . W takim  przypadku z jednego m iejsca 
promotorowego syntetyzow any jest policistronow y mRNA, niosący in for­
m ację dla syntezy poszczególnych białek danego ciągu metabolicznego. 
Operon taki, mimo, że zawiera wiele genów struk tu ra lnych  stanow i po­
jedynczą jednostkę transkrypcji.

Dobrze poznanym  przykładem  tego typu  regulacji ekspresji genów 
jest operon laktozy E. coli (48, 49). Inicjacja transk rypcji genów operonu 
laktozy jest wynikiem  in terakcji trzech specyficznych białek z un ikalny ­
mi sekw encjam i nukleotydow ym i na początku operonu: polim erazy RNA 
z prom otorem , represora z operatorem , oraz białka receptorow ego cAMP 
(cpr, ang. cAMP receptor protein) — będącego katabolicznym  ak tyw ato­
rem  tego operonu — z regionem  prom otorow ym  (30). Represor, wiążąc się 
z DNA w tym  regionie, z którego rozpoczyna się transk rypcja  mRNA,

Ryc. 9. Interakcja pomiędzy polimerazą RNA i promotorem w operonie laktozy E. coli.
REP — białka represorowe, czynniki negatywnej kontroli ekspresji genu; crp — kataboliczny 

aktywator białkowy wiążący cAMP, czynnik pozytywnej kontroli; i — gen represora (w poprze­
dzającym operonie); z, y, a — geny strukturalne operonu laktozy; O — operator; I — induktor; 
t — terminator; 0-Gz — p galaktozydaza; 0-P — permeaza galaktozydowa; AT — transacetylaza 
tiogalaktozydowa;
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przykryw a również m iejsce w DNA, z k tórym  się wiąże polim eraza RNA 
(Ryc. 9). M a j o r  s (50) wykazał, że represor operonu laktozy zw any 
lac-represorem  wiążąc się z operatorem  blokuje łączenie się polim erazy 
RNA z prom otorem , uniem ożliw iając wejście polim erazy w region genów 
struk tu ra lnych . Dodanie induktora usuw a represor i umożliwia polime- 
razie transk rypcję  operonu.

Sposób w jaki czynnik crp zwiększa efektyw ność polim erazy (¿n vivo  
następuje  około 50 krotne podwyższenie funkcjonow ania iac-prom oto- 
ra) — tłum aczony jest dwojako. W edług jednej z hipotez czynnik crp 
wiąże się z DNA i dena tu ru je  region DNA od m iejsca wiązania crp wzdłuż 
prom otora, co ułatw ia in terakcję  m iędzy polim erazą i m atrycą (30). 
W alte rna tyw nym  modelu czynnik crp wchodzi w bezpośrednią in te r­
akcję z polim erazą, a wiązanie czynnika crp z DNA wzm acnia wiązanie 
się polim erazy z m atrycą.

V. Synteza rRNA u prokariontów

Z badań procesu syntezy rRNA in vitro  wynika, że oprócz holoenzym u 
polim erazy RNA w ym agany jest w tej reakcji jeszcze dodatkow y czynnik, 
określany jako m ediator konform acyjny enzymu. Funkcję taką spełnia 
czynnik W. Czynnik 'F wyizolowano z frakcji porybosom alnej; jest to  
białko o ciężarze cząsteczkowym około 20 000 i współczynnik sedym en­
tacji 3S (51). Czynniki lF i crp są podobne pod wieloma względami, są one 
m niej więcej tego samego rozm iaru, dla stym ulującego działania tych  
czynników niezbędna jest obecność podjednostki sigma. Czynniki crp i psi 
wydają się należeć do klasy bak tery jnych  elem entów  pozytyw nej kon­
troli. Na białka te oddziaływują niskocząsteczkowe efektory , jak  cAM P 
w przypadku czynnika crp i ppGpp w przypadku czynnika XP, co spraw ia, 
że kom órka bak tery jna  może szybko reagować na zm iany środowiskowe. 
C istrony rybosom alne stanowią zaledwie 0,2—0,4°/o genomu bakteryjnego, 
jednak w szybko dzielących się kom órkach synteza rRNA stanow ić może 
do 40% ogólnej syntezy RNA. Taka preferencyjna synteza, rRNA in vivo  
wymaga bardzo szybkiej inicjacji. Poniżej podano model opracow any 
przez T r a v e r s ’ a (52), w k tórym  au tor próbuje w yjaśnić to szybkie 
przejście dla ukierunkow ania syntezy stabilnych gatunków  RNA. T ravers 
sugeruje, że:

a) polim eraza RNA może istnieć w dwu form ach, z k tórych jedna 
tylko jest zdolna do zainicjowania syntezy rRNA. Form y te można przed­
stawić symbolicznie jako (Eo)i i (Eo)2. Zm iana specyficzności jest w yni­
kiem zmian konform acyjnych enzymu;

b) funkcją czynnika 'F jest zasadniczo zmiana form y (Ea)! w form ę 
(Eo)2, która w ykazuje zwiększone powinowactwo wobec inicjującego 
GTP. Form a (Ea)2 częściej inicjuje z pppG niż form a (Ea)x;
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c) Inhibitorem, konw ersji pierwszej form y w drugą jest niskocząstecz- 
kow y efektor, nukleotyd guaninowy, ppGpp (przynajm niej u pew nych 
szczepów bak tery jnych  podlegających ścisłej kontroli, ang. stringent  
control). E fektor ten  działa poprzez zmianę powinowactwa polim erazy 
RNA wobec regionu promotorowego. Inaktyw ując czynnik 'P znosi zdol­
ność rozpoznawania przez polim erazę cistronów rRNA.

W E. coli na każdą pojedynczą jednostkę transkrypcji, odpowiadającą 
genowi rybosom alnem u, składają się sekw encje kodujące 16S, 23S i 5S 
rRN A  z pojedynczym  prom otorem  na początku jednostki (53, 54). Jednak ­
że nie znaleziono dotąd w dzikim szczepie E. coli takiej cząsteczki p re- 
rRNA , k tó ra  odpowiadałaby całej długości jednostki transk rypcy jnej. 
Tylko w kom órkach m utanta , nie w ykazującego aktyw ności RNazy III, 
znaleziono pre-rRNA , którego wielkość w skazyw ałaby na to, że zaw arty  
jes t w  nim  cały tran sk ry p t genu rybosom alnego (około 30S) (55). Je s t to 
w ażna obserwacja, k tóra wskazuje, że nie istnieje tran sk ry p t genów rybo- 
som alnych zaw ierający wszystkie sekwencje pomiędzy m iejscem  inicjacji 
i te rm inacji polim erazy RNA, lecz że p ierw otny tran sk ry p t jest cięty  
przez endonukleazy podczas transk rypc ji lub natychm iast po jej ukoń­
czeniu. __

VI. Synteza tRNA u prokariontów

Synteza tRNA in vitro nie. wym aga jakichkolw iek dodatkowych czyn­
ników  potrzebnych do zainicjowania transk rypc ji przez holoenzym  poli­
m erazę RNA. Dowiedziono tego stosując jako m atrycę fragm ent DNA 
(faga O 80 psufh) zaw ierający tylko jeden gen tRNATyr i odpowiadający 
m u prom otor (56). Sekw encja 59 nukleotydów  w regionie m iejsca in icja­
cji tran sk rypc ji w genie tRNA posiada w yróżniającą się sym etrię pod­
w ójną z ro tacyjną osią sym etrii przy 15 parze zasad od m iejsca sta rtu . 
P rzyp isu je  się jej ważne fizjologiczne znaczenie, chociaż nie wiadomo do 
tej pory  jaką rolę odgrywa ta s tru k tu ra  w in terakcji polim eraza RNA- 
prom otor. Sekwencja prom otora genu tRNATyr wym aga nie m niej niż 
33 pary  zasad dla zainicjowania transkrypcji. Różni się ona od omówio­
nych sekw encji prom otorow ych tym , że b rak  w niej regionu odpowiada­
jącego za stabilne wiązanie z polim erazą, oraz tym , że m a stosunkowo 
dużą zawartość sekw encji GC pomiędzy heptanukleotydem  (określanym  
jako „Pribnow box”) i miejscem, inicjacji (Ryc. 10).

Z badań in vivo  wiadomo, że transk rypcja  genu tRNATyr zaczyna się 
od sekw encji pGpCpUpU. Po rozpoczęciu tran sk rypc ji we właściwym  
m iejscu prom otorow ym  polim eraza tran sk rybu je  odcinek DNA ponad 
50 nukleotydów  poza term inalną sekw encję C— C—A gotowego, dojrza­
łego tran sk ry p tu  (57). Dodanie czynnika p nie m a w pływ u na długość 
tran sk ry p tu , a więc sygnał dla naturalnego jego ukończenia zaw arty  jest
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- 1 0  -1

p re -tR N A T y r n u k le o ty d ó w

Ryc. 10. Sekwencje promotora tRNATyr w  regionie miejsca inicjacji transkrypcji oraz
uproszczone pre-tRNATyr (56).

w sekw encji DNA. P ierw otny  tran sk ry p t tRNA jest dłuższy od aktyw nej 
cząsteczki np. jak  obliczono w przypadku wielu tRNA, od 1/3 do 3/4 
długości i ulega następnie potranskrypcyjnej „obróbce” do właściwego 
rozm iaru. W przypadku tRNATyr pierw otny tran sk ry p t ma 180 nukleoty­
dów, natom iast dojrzały tRNA zbudowany jest z 85 nukleotydów . Dojrze­
wanie prekursora  tRNA wym aga usunięcia segm entów zarówno z 5’ jak  
i 3’ końca prekursora. W procesie dojrzew ania tran sk ry p tu  tRNATyr od 
5’ końca odcinany jest odcinek zbudowany z 41 reszt nukleotydowych. 
Cięcie jest specyficzne i następuje przy reszcie guanozynowej, stanow ią­
cej 5’ początek dojrzałego tran sk ryp tu  (56, 57).

Jeśli chodzi o s tru k tu rę  drugorzędową prekursora, uważa się, że se­
kw encja pre-tRN A  ma prawdopodobnie konfigurację dojrzałego tRNA 
(58).

Wiele danych w skazuje na to, że liczne geny tRNA znajdują się obok 
siebie tak, że pierw otny tran sk ry p t zawiera kilka następujących po sobie 
prekursorów  tRNA (Tyr, Gly, Thr) (59, 60), transkrybow anych z jednego 
m iejsca promotorowego. Końcowa sekw encja dojrzałego tRNA, C—C—A, 
jest w przypadku tyrozynowego tRNA zakodowana w DNA, jednak nie 
jest to regułą, gdyż do cząsteczek innych tRNA (Ser, Pro) dodawana jest 
sekw encyjnie po tra n sk ry p c ji . do 3’ końca zsyntetyzow anego łańcucha
(61).

VII. Mechanizm transkrypcji u eukariontów

Jak  już wspomniano, w procesie transk rypc ji DNA eukariontów , tak  
jak  i prokariontów , wym agane są takie same substra ty , cztery  nukleo- 
zydotrójfosforany, które w obecności jonów Mg2+ lub Mn2+, przyłączane 
są sekw encyjnie w takiej kolejności, jaką wyznacza im m atrycow a nić 
DNA. Końcowe produkty  reakcji (mRNA, rRNA i tRNA) są również 
bardzo podobne, jednakże m echanizm  transk rypc ji eukariontów  różni się 
od prokariotycznego pod wieloma względami.

Poniżej omówione będą podstawowe różnice w m echanizm ie tra n ­
sk rypcji DNA bakteryjnego i DNA jądrowego kom órek eukariotycznych:
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1. U bakterii proces tran sk rypc ji jest bardzo ściśle pow iązany z pro­
cesem translacji (52). P rzy  braku  kom partm entacji kom órkowej, odpo­
wiedź na bodźce fizjologiczne czy środowiskowe jest ściśle skoordynow ana 
w obu tych  procesach. Nowo syntetyzow any, policytronow y mRNA służy 
jako m atryca w biosyntezie białek jeszcze przed zakończeniem  tra n ­
skrypcji i jest cięty do wielkości dojrzałego tran sk ry p tu  w m iejscu po­
w staw ania (62). Tak więc pierw otny tran sk ry p t prokariontów  nie ulega 
zasadniczo większym  m odyfikacjom  potranskrypcjonalnym . U eukario- 
ntów  natom iast pierw otny transkryp t, z reguły  monocistronowy, zanim  
z jądra  przedostanie się do cytoplazm y do m iejsca syntezy białka, podlega 
skom plikowanem u procesowi dojrzew ania (ang. processing), obejm ujące­
m u specyficzne m odyfikacje.

Do m odyfikacji tych  należą:
a) poliadenylacja, k tó ra  następuje w krótce po ukończeniu tran sk ry p ­

cji i polega na kolejnym  dołączeniu do 3’—OH końca około 100 do 200 
reszt adenylow ych (63);

b) „oczapeczkowanie” (ang. capping) polegające na m odyfikacji 
5’-  końca przez przyłączenie 7-m etyloguanozyny (64, 65);

c) m etylacja, głównie w pozycji 2’-0 -rybozy (66);
d) wycięcie i odrzucenie sekw encji niekodujących.
Dwie pierwsze m odyfikacje dotyczą dojrzew ania pre-m RNA , trzecia 

dojrzew ania pre-rRN A , czw arty  zaś rodzaj m odyfikacji w ydaje się obej­
mować wszystkie p ierw otne transk ryp ty .

Zaznaczyć jeszcze należy, że nie w szystek prekursorow y RNA prze­
chodzi do cytoplazm y. M c C a r t h y  (67) i S c h e r r e r  (68) stosując 
technikę hybrydyzacji RNA jądrowego z DNA kom órek L myszy, lub 
komórek HeLa, wykazali, że wartość nasycająca DNA wynosi około 4°/e. 
Frakcja mRNA polisomów wzbogaca to nasycenie o l°/o w skazując na to, 
że zaledwie jedna czw arta hnRNA przechodzi do cytoplazm y i uczestniczy 
aktyw nie w procesie translacji.

2. Druga podstawowa różnica tkw i w wielkości i organizacji genomu 
prokariontów  i eukariontów , oraz jego dostępności dla procesu tra n ­
skrypcji. Ilość DNA zaw artego w genomie organizmów wyższych jest 
większa od ilości DNA chrom osomu baktery jnego o trzy  rzędy wielkości 
(u E. coli 3X10®, u człowieka 3X10® par nukleotydów). U prokariontów  
DNA jest w postaci nieosłoniętej, dostępnej dla polim erazy RNA na całej 
niem al długości. W chromosomach eukariontów  DNA w ystępuje w kom­
pleksie nukleoproteidowym , gdzie tylko nieznaczna jego część dostępna 
jest dla potrzeb transkrypcji. Chociaż w większości organizmów wyższych 
każda kom órka zawiera kom pletny zespół inform acji genetycznej, to 
jednak tylko nieznaczna część genów ulega ekspresji w kom órce danej 
tkanki, w danym  okresie rozwojowym, czy w określonych w arunkach  
środowiskowych (69). Jasne jest, że np. s tru k tu ra ln e  białka kera tyny  
znajdow ane w paznokciach czy rogach, nie są potrzebne w kom órkach
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w ydzielniczych trzustk i, k tó rych  główną funkcją jest produkcja pew nych 
enzym ów traw iennych. Nie tylko różne typy  tkanek  charak teryzu ją  się 
specyficznym  wzorem  transkrypcji, także na poziomie jednej kom órki 
poszczególne geny mogą być „w łączane” i „w yłączane” um ożliw iając 
produkcję białek ak tualn ie potrzebnych. Bardzo dobrym  obiektem  obser­
w acji zm ian w zoru transk rypcji są kom órki gruczołów śliniankow ych 
larw y  Drosophila (70), w k tórych poszczególne geny ak tyw nie tran sk ry - 
bowane m ożna identyfikow ać na podstaw ie charakterystycznego wzoru 
prążków  na chromosomie. Podczas rozw oju larw y i przepoczwarczania, 
obraz ak tyw nie transkrybow anych genów jest bardzo charakterystyczny 
i w skazujący na transk rypcję  genów w określonej kolejności. Uważa się 
więc, że chrom osom y in terfazalne m ają taką organizację, że można w nich 
w yróżnić s tany  „o tw arte” i „zam knięte” i że polim erazy odczytują tylko 
„o tw arte” m iejsca na chromosomie. B a u t z i wsp. (71) stosując technikę 
im m unofluorescencyjną wykazali, że nieaktyw na w transk rypc ji chrom a- 
tyna  Drosophila m elanogaster nie zawiera cząstek polim erazy RNA.

Pow szechnie przy jm uje się, że geny eukariontów  podlegają niespecy­
ficznej rep resji przez białka histonowe (73, 74). Przypuszcza się, że w a­
runkiem  koniecznym  ekspresji ganu jest przyłączenie białek regulatoro­
w ych do sekw encji rozpoznawanych w DNA, analogicznych z sekw encja­
mi rozpoznaw anym i prom otora prokariontów , co powoduje zmianę s tru k ­
tu ry  chrom osomu w m iejscu odczytywanym . Czynniki regulatorowe, 
podobnie jak  białka histonowe, stanow ią raczej elem ent s tru k tu ry  chro­
m atyny, a nie są, tak  jak  u bakterii, cząsteczkami przejściowo tylko 
tow arzyszącym i sekwencjom  kontrolnym  DNA. Jest rzeczą bezsporną, że 
jeśli te czynniki regulatorow e u eukariontów  zm ieniają w danym  m iejscu 
s tru k tu rę  chrom osomu, m uszą one oddziaływać nie tylko z DNA, lecz 
także z innym i składnikam i chrom atyny. Ich rola zatem  jest bardziej 
złożona niż rola regulatorow ych białek bak tery jnych , k tórych  działanie- 
ogranicza się do rozpoznania sekw encji DNA i (lub) in terakcji z poli- 
m erazą RNA. Taka in terakcja  ma miejsce zapewne i podczas transk rypcji 
u eukariontów , lecz postuluje się w niej współudział niehistonow ych 
białek chrom atyny, jako pozytyw nych regulatorów  ekspresji genów (74). 
Dużą rolę przypisuje się również chrom osom alnem u RNA w specyficznej 
„derepresji” chrom atyny. K rótkie łańcuchy tego RNA, około 50 nukleo- 
tydowe, w ystępujące w kilku zaledwie identycznych kopiach i stanowiące 
niew ielką część ogólnego RNA jądrowego, powiązane są zarów no z białka­
mi kw aśnym i jak  i z histonam i (75).

Podsum ow ując można więc powiedzieć, że głównym  determ inantem  
specyficzności tran sk rypc ji u eukariontów  jest s tru k tu ra  chrom atyny 
(euchrom atyna, czynna transkrypcy jn ie , h e te r ochr ornaty na, nieczynna).

3. U bak terii za syntezę całego kom órkowego RNA odpowiedzialny jest 
jeden enzym, polim eraza RNA. Jej specyficzność zależy od licznych czyn­
ników regulatorow ych transkrypcji, k tóre zm ieniając konform ację czą­
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steczki enzym u um ożliw iają rozpoznanie różnych prom otorów  przez ten  
sam  enzym  (7, 22, 24). W jądrach  kom órek eukariotycznych w ystępują 
liczne polim erazy RNA, k tóre ze względu na różne właściwości fizyko­
chemiczne, odm ienną budowę s truk tu ra lną  i odm ienne funkcje spełniane 
przez nie w komórce, zaliczono do trzech klas, nazwanych: polim eraza
I, II i III. Polim eraza I (inaczej A), zlokalizowana jest w jąderku  i syn te­
tyzuje rRNA, polim eraza II (lub B) znajduje się w nukleoplazm ie i ucze­
stniczy w syntezie hrRNA i pre-m RNA, polim eraza III (czyli C) w ystępuje 
w nukleoplazm ie (a prawdopodobnie i w cytoplazmie) i jest odpowie­
dzialna za syntezę tRNA i 5S rRNA. Enzym y te, podobnie jak  polim eraza 
baktery jna, są heterom ultim eram a, jednakże w ykazują znacznie większy 
stopień złożoności budowy podjednostkowej. Rycina 11 przedstaw ia sche-

Polimeraza I Polimeraza U

(j ° D

Polimeraza IH

Ryc. 11. Skład pod jednostkowy jądrowych polimeraz RNA z drożdży (77) 
figury owalne oznaczają podjednostki, którym przypisuje się aktywność kataliczną; f — pod­
jednostki łatwo dysocjujące; prostokąty oznaczają wspólne podjednostki;

m atycznie skład podjednostkow y trzech klas polim eraz RNA izolowanych 
z drożdży, z zaznaczeniem podjednostek, k tórym  przypisyw any jest udział 
w katalizie enzym atycznej. Enzym y te m ają znacznie większą specy­
ficzność w porów naniu z polim erazą bak tery jną , rozpoznają one bowiem 
tylko określone rodzaje „miejsc prom otor owych” , co więcej m iejsca 
efektyw nie rozpoznawane przez jeden enzym  nie są rozpoznawane przez 
pozostałe enzymy. Chociaż do tej pory nie wyizolowano sekw encji pro- 
m otorowych z żadnego z genomów kom órek eukariotycznych, to w geno-
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m ach tych  organizmów z pewnością istnieją odpowiedniki prokariotycz- 
nych prom otorów  (sekwencje program ujące i miejsca specyficznego w ią­
zania polim erazy RNA), od k tórych zależy wybiórcza ekspresja genów 
struk tu ra lnych . Właściwości eukariotycznych polim eraz RNA omówiono 
bardziej szczegółowo w ogłoszonych ostatnio pracach przeglądowych (12 , 
13, 14, 76, 77).

4. N astępna cecha szczególnie w yróżniająca m echanizm y transkrypcji 
eukarion tów  i prokariontów  w ynika z w ykry tej niedawno nieciągłości 
genów eukariotycznych, a co za tym  idzie, braku  kolinearności między 
genem  a funkcjonalną cząsteczką RNA. Chociaż zagadnienie nieciągłości 
genów należało omówić w punkcie drugim , dotyczącym  stru k tu ry  geno­
m u, jednakże chcąc podkreślić szczególnie w yróżniającą się właściwość 
oraz omówić proponowane m echanizm y transk rypcji takich genów, w y­
dzielono tem at w osobnym punkcie.

Badania ostatnich dwu lat, dotyczące organizacji i s tru k tu ry  szeregu 
genów  kom órek eukariotycznych ujaw niły, że niektóre dojrzałe mRNA, 
rRN A  i tRNA pochodzą z transk rypc ji nieciągłych sekw encji DNA (9, 10,
11, 78, 79, 80). Inaczej mówiąc, kodujące sekwencje n iektórych genów są 
rozdzielone w cząsteczce DNA sekw encjam i interw eniującym i (ang. inter­
vening sequences). Takie sekwencje mogą występować w danym  genomie 
w ielokrotnie (np. w genie owoalbum iny jest takich  sekw encji sześć, oddzie­
lających siedem fragm entów  sekwencji kodujących mRNA owoalbuminy), 
choć nie wiadomo, czy są one powszechne w przypadkach wielu genów 
s tru k tu ry . Wielkość tych ,,w staw ek” jest różna, od kilkunastu do kilkuset 
par zasad. Sekwencje kodujące genu podzielonego nazywane są również 
eksonam i (ang. exons), natom iast sekwencje interw eniujące, in tronarri 
(ang. introns) (81, 82).

VIII. Transkrypcja genów podzielonych

M echanizm transk rypcji genów podzielonych nie jest poznany. W i 1 - 
1 a m s o n  rozpatru je  trzy  możliwości powstania funkcjonalnego RNA 
genów podzielonych (83):

a) T ranskrybow any jest cały odcinek DNA w taki sposób, że p ier­
w otny tran sk ryp t, np. hnRNA zaw ierający sekwencje pre-m RNA, za­
w iera wszystkie regiony kodujące i sekwencje in terw eniujące, z tym , że 
są one specyficznie wycinane w procesie dojrzewania, a fragm enty kodu­
jące łączone, dając dojrzałą cząsteczkę mRNA. Jest to bardzo praw do­
podobne, gdyż np. pierw otny tran sk ryp t beta globiny ma współczynnik 
sedym entacji około 15S. t.j. wielkość oczekiwaną jedynie w przypadku 
obecności „w staw ki” m iędzy sekw encjam i kodującym i (84). Fakt, że za­
równo sekw encja poli(A) na 3’-końcu, jak  i m etylow ana sekwencja
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czapeczki 5’-końca w ydaje się być zachowana od hnRNA aż do polisomal- 
nego mRNA, popiera też pogląd powstawania tą drogą dojrzałego RNA.

|  Transkrypcja 

i A i a i B i b 1 c  ,

1 Dojrzewanie
7 r , a ; b C _JHi Lt

> ta 00 b , c  ,
CQ< c

a 0  O b
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■DNA 
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Ryc. 12. Model transkrypcji genów podzielonych (83) 
a, b, c — trzy możliwości powstawania funkcjonalnego RNA A, B, C — sekwencje białek 

strukturalnych; a i b — sekwencje interweniujące

Jeżeli sekw encje in terw eniujące ulegają transkrypcji, to m usi istnieć 
bardzo dokładny m echanizm  ich w ycinania. Jest bardzo praw dopodobne, 
że w takim  specyficznym  cięciu pośredniczą białka jądrowe, które wcho­
dząc w in terakcję  z transkrybow anym  RNA determ inu ją  zarówno pewną 
określoną jego konform acje jak  również działać mogą jako dodatkowe 
wyznaczniki specyficznych enzymów, bądź też same wykazywać ak tyw ­
ność enzym atyczną. Rycina 12a przedstaw ia model pow staw ania tą drogą 
dojrzałego mRNA.

b) D ruga możliwość, to pow staw anie pętli na m atrycy  DNA z se­
kw encji dzielących gen i zbliżanie w ten  sposób do siebie odległych od­
cinków kodujących. W takim  przypadku polim eraza RNA m ogłaby prze­
skoczyć taką w staw kę po utw orzeniu pętli i transkrybow ać w sposób 
ciągły sekw encje kodujące danego genu (Ryc. 12b). N iezbędnym  w ydaje 
się tu  założenie, że istn ieją  dodatkowe czynniki kontrolujące DNA ak tyw ­
nych genów. Niemożliwość zrekonstruow ania w pełni natyw nej chrom a- 
tyny  może być przyczyną w uzyskaniu przekonyw ujących i pow tarzalnych
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w yników  transk rypcji chrom atyny (zmieniona podczas p repara tyk i kon­
form acja DNA).

c) Trzecią możliwością jest niezależna transkrypcja  każdego kodują­
cego segm entu mRNA i enzym atyczne łączenie poszczególnych fragm en­
tów  w dojrzały mRNA (proces dojrzew ania mRNA) (Ryc. 12c). W takich 
przypadkach nie zachodziłaby konieczność transkrybow ania poszczegól­
nych odcinków w popraw nym  porządku w jakim  są one umieszczone 
w genomie. Można sobie wyobrazić, że poszczególne fragm enty  genu 
łączone są wym iennie lub w określonej sekw encji (np. pew ne odcinki 
genów globinowych kodujące łańcuchy peptydow e a i (3-globiny mogą 
być wspólne).

Prace publikow ane w ostatnim  roku potw ierdzają raczej słuszność 
pierwszej hipotezy (85, 86, 87). Poniżej podano przykłady, mogące zilu­
strow ać przebieg m echanizm u transk rypcji trzech głównych klas kom ór­
kowego RNA.

Szereg autorów  wykazało, że transkrypcje  sekw encji kodujących 
m RNA beta globiny w kom órkach ery tro idalnych  m yszy następuje  w taki 
sposób, że pow staje najp ierw  prekursorow a cząsteczka licząca 1860 nu­
kleotydów, blisko trzykro tn ie  większa niż cytoplazm atyczny beta glcbino- 
w y mRNA (88, 89). Badania biochemiczne i m ikroskopii elektronow ej 
w ykazały, że w cząsteczce tego prekursora znajdują się dwie sekwencje 
interw eniujące, które rozdzielają sekw encje kodujące (3-globinowy mRNA 
na trzy  fragm enty , zaw ierające 480, 205 i 155 nukleotydów  (85). Jedna 
z sekw encji in terw eniujących zawiera 780 nukleotydów , i znajduje się 
w środkowej części genu, natom iast m niejsza „w staw ka” in te rw en iu ją ­
cego RNA ma 125 lub nieco m niej nukleotydów  i znajduje się raczej 
bliżej 5’-końca tran sk ryp tu . P rekurso r ten  zawiera na 3’-końcu 150 nu- 
kleotydow y fragm ent poli(A), będący przedłużeniem  największego 
fragm entu  kodującego (Ryc. 13). Ten olbrzym i beta globinowy pre-m RNA 
w ciągu 20 min. po transk rypcji uzyskuje form ę dojrzałego mRNA (84, 97). 
Dane te wskazują, że podczas transk rypcji genu beta globiny komórek 
m yszy transkrybow ane są również interw eniujące sekwencje DNA, które 
są następnie usuw ane i w rezultacie pow staje cząsteczka funkcjonalnego 
mRNA. Badania T i l g h m a n a  i wsp. (89) potw ierdziły powyższe dane 
uzyskując dowody z m ikroskopu elektronowego, że 15S p rekursor f5-glo- 
binowego mRNA jest kolinearny z klonowanym , beta globinowym  DNA 
genomu.

Geny kodujące rRNA w kom órkach eukariotycznych są zgrupowane 
razem  w jąderku  w ilości od kilkuset (450 dla Xenopus laevis) do kilku 
tysięcy (3900 Cucurbita pepo) kopii na genom haploidalny w zależności 
od organizmu. Na pojedynczą jednostkę transk rypc ji odpowiadającą ge­
nowi rybosom alnem u składają się sekwencje kodujące 18S i 28S rRNA, 
z których każda poprzedzona jest krótkim  fragm entem  DNA ulegającym  
transk rypcji (ang. transcribed spacer), lecz nie odnajdyw anym  w dojrzą-
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łym  rybosom alnym  RNA. Każda para genów oddzielona jest od następnej 
przez region DNA, k tó ry  nie ulega transk rypcji (ang. nontranscribed  
spacer), nazyw any „przeryw nikiem  nietranskrybow anym ” . Bezpośrednim 
produktem  transk rypcji genów rRNA są olbrzym ie cząsteczki prekursora 
(40S— 45S), którego długość oblicza się na około 14 000 nukleotydów. 
Liczba ta  jest niem al dw ukrotnie większa, niż wyliczona dla dwu dojrza­
łych gatunków  rRNA łącznie. 28S rRNA składa się bowiem z około 
5000 nukleotydów , natom iast 18SrRN A  z około 2000 nukleotydów. P re- 
rRNA podlega potranskrypcjonalnym  m odyfikacjom: m etylacji tych re ­
gionów, które dają dojrzałe cząsteczki rRNA, oraz usuw aniu sekwencji 
niekodujących rRNA (90).

Ostatnio w n iektórych genach rybosom alnych (Drosophila melano- 
gaster) stw ierdzono podobne rozdzielenie sekw encji kodujących 28S rRNA, 
jak  w innych genach podzielonych (79, 91, 92, 93). Obok genów ciągłych, 
stw ierdzono wiele kopii genów, w k tórych sekwencje kodujące 28S są 
rozdzielane różnym i innym i sekwencjam i (ang. insertions), nazwijm y je 
„w staw kam i” . W stawki takie są różnego typu, jedne zaw ierają regiony
0 długości 500, 1000 i 5000 nukleotydów , są homologiczne względem siebie
1 w ystępują  praw ie w 50°/o wszystkich rybosom alnych jednostek tra n ­
skrypcji chromosomu X. Drugi typ  wstawek, o długości od 3000 do 
4000 nukleotydów, nie zaw ierających żadnych sekwencji homologicznych 
do poprzednich wstawek, w ystępuje w około 15% pow tarzających się 
jednostek zarówno w regionie jąderkotw órczym  chromosomu X jak  i Y. 
Nie jest wiadomo, czy w staw ki te są transkrybow ane i nieznana jest 
rów nież ich rola. Nie jest również wiadomo, czy pierwszy stabilny tra n ­
sk ryp t znajdow any w kom órkach eukariontów  jest odpowiednikiem rze­
czywistego, pierwotnego transk ryp tu , tzn. zawierającego wszystkie se­
kw encje pomiędzy m iejscem  inicjacji i term inacji transkrypcji. Na żadnej 
z m olekuł pre-rR N A  eukariontów  nie stw ierdzono 5’-tró jfosforanu, co 
w skazuje na to, że początek pierw otnego tran sk ry p tu  może być usunięty  
natychm iast po transkrypcji. Dotychczasowe dane nie pozwalają na jedno­
znaczne ustalenie, czy każda jednostka transk rypc ji ma swoje własne 
m iejsce inicjacji, czy też szereg cistronów jest zgrupow anych w jedną 
transk rypcy jną  jednostkę (94). Szereg danych w skazuje jednak  na to, że 
każdy gen rybosom alny jest transkrybow any  niezależnie (95). S c h e e r 
i wsp. wykazali obecność na tej samej nici jąderkowego DNA cistronów
0 różnym  stopniu aktyw ności transk rypcy jnej (96).

G eny kodujące 5S rRNA nie są związane z sekw encjam i genów 18S
1 28S rRNA, są rozproszone we wszystkich chromosomach, lecz praw do­
podobnie w ystępują w zgrupow aniach (97). Nie jest wiadomo, dlaczego 
w ystępują one w ilościach w ielokrotnie większych niż główne gatunki 
rRNA. Mimo, że geny te transkrybow ane są oddzielnie od genów rybo­
som alnych 18S i 28S, uważa się, że podlegają one w spólnej, skoordyno­
w anej kontroli.
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Ostatnio stw ierdzono także, że geny tRNA zaw ierają sekw encje in te r­
w eniujące (10, 80, 98). U eukariontów  geny tRNA w ystępują w licznych 
kopiach każdego z 60 różnych rodzajów  tRNA. U drożdży Saccharomyces  
cerevisiae stw ierdzono obecność ośmiu genów tRN A Tyr, rozmieszczonych 
na różnych chrom osomach (99). G o o d m a n  i wsp. oznaczyli sekwencje 
DNA trzech z tych  genów i stw ierdzili, że w środku każdego z nich 
znajduje się sekw encja 14 par zasad nieobecna w dojrzałym  tRNATyr. 
Również w trzech genach tRNAphe znaleziono sekw encje in terw eniu jące 
w środku genu, tym  razem  18— 19 par zasad (80). W obu przypadkach 
sekw encje te znajdują się blisko antykodonu (GUA, w tRNATyr i GAA 
w tRNAphe) i w ydają się być specyficzne wobec danego rodzaju tRNA. 
W yizolowano także p rekursory  tRN A Tyr i tRNAphe posiadające takie 
same 5’ i 3’ końce jak  dojrzały tRNA i zaw ierające sekw encje in te r­
w eniujące takie jak  w genie tRNA. Co więcej, w dzikim szczepie drożdży 
stw ierdzono obecność aktyw ności enzym atycznej, k tóra może usunąć 
sekwencje interw eniujące i połączyć oba końce rozdzielonego genu (10).

Tak więc w ykazano bezpośrednio, że synteza tRN A Tyr i tRNAphe prze­
biega według modelu m echanizm u transk rypc ji przedstaw ionego na Ryc. 
12 w punkcie a.

Chociaż nie ma w ystarczających dowodów na to, że transk rypcja  
wszystkich genów kom órek eukariotycznych odbywa się w tak i sam  spo­
sób, przytoczone przykłady zdają się świadczyć za tym , że sposób usuw a­
nia sekw encji in terw eniujących z prekursorów  podczas syntezy drożdżo- 
wego tRNA może być generalną właściwością ekspresji genomu eukario­
tycznego.

Zaakceptowano do druku  19.6.1979
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A N O N S  R E D A K C J I

U przejm ie przypom inam y, że oprócz artykułów  m onograficznych oma­
w iających w ąskie tem aty  oraz artykułów  przeglądow ych referujących 
szersze zagadnienia Postępy Biochemii publikują krótkie noty  o nowych 
w ażnych osiągnięciach biochemii.

Redakcja prosi autorów  o nadsyłanie takich zwięźle i syntetycznie 
napisanych not o objętości 2 do 4 stron m aszynopisu, przypom inając jed­
nocześnie o konieczności ograniczania objętości artykułów  monograficz­
nych i przeglądow ych do 25 stron tekstu  i uzyskania pisem nej zgody 
w ydaw nictw  i autorów na przedruk dokum entacji z prac źródłowych.
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I. Wstęp

W powszechnie p rzy jętym  modelu s tru k tu ry  centrum  aktyw nego enzy­
mów depolim eryzujących substra ty  łańcuchowe w yróżnia się dwa regiony
0 odm iennej funkcji: region katalityczny (ang. catalytic site) i region 
wiążący (ang. binding site) (1, 2). Region katalityczny  tw orzą reszty  am i­
nokwasów biorących bezpośredni udział w reakcji rozerw ania wiązań 
substra tu , region wiążący stanow ią tzw. am inokw asy kontaktow e, któ­
rych  zadaniem  jest praw idłowe zorientow anie substra tu  względem cen­
trum . Podany podział na regiony jest wyłącznie podziałem funkcyjnym
1 nie oznacza ich oddzielenia w sensie przestrzennym , natom iast sam 
obszar regionu wiążącego można przestrzennie podzielić na m niejsze 
jednostki, zwane m iejscam i wiążącym i (ang. subsites). Każde z m iejsc 
wiążących jest odpowiedzialne za przyłączenie jednego z m onomerów 
substra tu , zatem ich przestrzenne ustaw ienie ma charak ter liniowy (2, 3,
4, 5).

Niniejszy a rtyku ł przedstaw ia w skrócie m etody i w yniki badań nad 
centram i aktyw nym i amylaz, które prowadzono opierając się na powyż­
szym modelu. Badania te doprowadziły do ciekawej konfrontacji poglą­
dów na tem at zakresu funkcji m iejsc wiążących (6, 7). W spomniany model 
służy również jako podstaw a hipotez, w yjaśniających różne rodzaje am y- 
lolizy (8) oraz tłum aczących zjawisko katalizow ania przy udziale hydrolaz 
reakcji dwucząsteczkowych typu przeniesienia lub kondensacji (2, 5, 9).

II. Topografia miejsc wiążących

Term in „topografia m iejsc w iążących” (ang. subsite mapping) obej­
m uje następujące czynności: oznaczanie liczby m iejsc wiążących, lokali­
zacja regionu katalitycznego w odniesieniu do regionu wiążącego i oszaco­
wanie zmian standardow ych energii swobodnych tow arzyszących oddzia­
ływaniom  pomiędzy kolejnym i m iejscam i wiążącym i a m onom eram i sub­
s tra tu  (6).

Zgodnie z przedstaw ionym  modelem centrum  aktyw nego substra t poli- 
m eryczny znajdujący się w kom pleksie z enzym em  może zajmować różne 
pozycje względem regionu wiążącego am ylazy (Ryc. 1). S ubstra t o cha­
rak terze oligomeru może zająć wszystkie m iejsca wiążące lub ty lko ich 
część. Enzym  o danej liczbie m iejsc wiążących (m) może tw orzyć z sub- 
stra tem  o danym  stopniu polim eryzacji (n) określoną liczbę rodzajów 
kom pleksów zwanych izom eram i pozycyjnym i. Istn ieją  dwa typy  izome­
rów  pozycyjnych: produktyw ne (6, 10) i n ieproduktyw ne (6, 11, 12). W izo­
m erach produktyw nych jedno z wiązań substra tu  jest tak  ustaw ione 
względem regionu katalitycznego enzym u, że staje  się ono podatne na 
działanie reszt am inokwasowych tego regionu. N astępuje w tedy reakcja
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[3] M O D E L E  A M Y L O M Z Y 5 3 5

rozerw ania wiązania. W drugim  typie izomerów pozycyjnych żadne 
z w iązań substra tu  nie znajduje się w obrębie regionu katalitycznego 
(Ryc. 1) i kom pleksy tego typu nie doprowadzą do hydrolizy substratu .

Ryc. 1. Przykłady izomerów pozycyjnych amylazy z Bacillus amyloliąuejaciens w e­
dług T h o m a ’ y i A l l e n a  (6), (zmodyfikowane).

Cyfry arabskie oznaczają stopień polimeryzacji substratu (n); cfry rzymskie oznaczają liczbę 
porządkową miejsca wiążącego a równocześnie są indeksem danego izomeru produktywnego (p) 
lub nieproduktywnego (q). Kreskowanie oznacza położenie znakowanych monomerów substratu. 
A — miejsce katalityczne.

II-1. Podstawowe założenia teoretyczne.

Hydrolizę hom oglukanów przez am ylazy można przedstaw ić za po­
mocą następującego schem atu (6, 13, 14):

k

E+ SÓ ,P 
ES„ „

E + P

gdzie E, S, P oznaczają kolejno: enzym, substra t, produkt; k  jest stałą 
szybkości hydrolizy; Kn>p i Kn>q są stałym i asocjacji dla substra tu  o stop­
niu polim eryzacji n, przy tw orzeniu izomerów produktyw nych (p) i nie­
produktyw nych (q). Jeśli przez j oznaczymy jakikolw iek izomer pozy- 
cyjny, bez względu na jego charakter, w tedy:

l /K .  =  £  KnJ =  Y , K>-p +  Z  * ”■«
i  P  <1

gdzie K m jest stałą Michaelisa, K n>j jest stałą asocjacji substra tu  Sn przy 
tw orzeniu izom eru j  i wynosi [ESnJ]/[E][Sn].

Podstaw owym  założeniem pozwalającym  obliczy K n>j a więc umożli­
w iającym  pom iary wielkości powinowactwa poszczególnych miejsc wiążą­
cych (6, 7, 13, 15), jest zależność przedstaw iona rów naniem :

cov

RT ln KnJ =  AG,)„ j  -  lOkJ/mol = -  AG„j (3)
 ̂ I

gdzie RT jest iloczynem stałej gazowej i tem pera tu ry  bezwzględnej;
cov

S a g , ) , .  j oznacza sumę zmian standardow ych energii swobodnych w po­
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53 6 J .  H U T N Y 14}

szczególnych m iejscach wiążących (i) osłoniętych przez substra t S„ pod­
czas tworzenia izom eru j; 10 kJ/m ol oznacza zmianę standardow ej energii, 
spowodowaną zmianą liczby składników  roztw oru (16, 17). Rów nanie
3 przedstaw ia zatem  założenie, że w artość netto  zmian swobodnej energii 
danego izomeru pozycyjnego jest sum ą jej zmian cząstkowych w po­
szczególnych m iejscach wiążących w danym  momencie osłoniętych sub- 
stra tem  (7, 18). Zwiększenie stopnia polim eryzacji substra tu  (n), powo­
duje pojawienie się izomerów pozycyjnych o większej liczbie zajętych  
m iejsc wiążących i daje w efekcie w zrost powinowactwa całkowitego, 
objaw iający się spadkiem  K m (6, 13).

Dalsze zależności kinetyczne stosowane w topografii m iejsc wiążących 
(6,13) można przedstaw ić rów naniam i:

V/e„ = £  £  K„., +  £  K„., (4)
P P P

V/K„e„ =  (5)
P

gdzie V oznacza szybkość m aksym alną; e0 — stężenie enzymu. Zatem  
oprócz wspom nianego spadku K m, przy wzroście n substra tu , obserw uje 
się także wzrost szybkości m aksym alnej (V) oraz w zrost w spółczynnika 
V/Kme0, k tó ry  jest proporcjonalny do szybkości hydrolizy przy [S] 

K m. Dwie grupy badaczy zajm ujących się badaniem  centrów  ak tyw ­
nych am ylaz, w różny sposób tłum aczą m echanizm  zmian w ym ienionych 
param etrów  szybkości. W skutek różnic w poglądach na istotę m echanizm u 
działania enzymów depolim eryzujących, obie g rupy w ypracow ały nieco- 
odm ienne sposoby badania m iejsc wiążących (18, 19), co z kolei dopro­
wadziło do pojaw ienia się różnic w podaw anych wynikach.

II-2. Interpretacja Hiromi’ego.

Istota sporu sprowadza się od odmiennego trak tow ania  w artości 
k  w rów naniu 1. G rupa badaczy japońskich pod kierunkiem  H i r o -  
m i ’ e g o  (7, 13, 19, 20, 21, 22, 23) przy jm uje stałą szybkości hydrolizy 
w tym  rów naniu jako w artość niezależną od stopnia polim eryzacji sub­
stra tu , ani od rodzaju izom eru pozycyjnego. Hiromi (13) wyprow adza 
swoje założenie z danych dotyczących kwasowej hydrolizy hom ogluka- 
nów o różnych n. Żadne z wiązań glikozydowych polisacharydu nie jest 
term odynam icznie w yróżnione a stała szybkości kwasowej hydrolizy wią­
zania a-l,4-glikozydow ego nie zależy od stopnia polim eryzacji glukanu 
zawierającego to wiązanie. Zatem  grupy katalityczne enzym u pow inny 
hydrolizować to wiązanie zawsze w ten  sam sposób i z tą  samą szybkością 
k, bez względu na długości fragm entów  substra tu  połączonych danym  
wiązaniem  i bez względu na liczbę m iejsc wiążących enzym u, biorących
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[5] M O D E L E  A M Y L O L IZ Y 537

udział w „przytrzym aniu” substra tu . Czyli według H irom i’ego i współ­
pracow ników , jedyną przyczyną zależności K m i V od n substra tu , są 
zm iany praw dopodobieństw a pow stania izomerów produktyw nych (7, 13, 
19). Na te zm iany praw dopodobieństwa składają się z kolei dwa czynniki. 
P ierw szym  jest zmiana ilościowego stosunku m ożliwych izomerów pro­
duktyw nych, do wszystkich możliwych, drugim  jest całkow ita zmiana 
powinowactwa, spowodowana osłanianiem  różnej liczby m iejsc wiążących 
przez substra ty  o różnym  n. Spadek K m przy  wzroście n jest więc spowo­
dow any bezwzględnym  wzrostem  powinowactwa zarówno produktyw nych 
jak  i nieproduktyw nych izomerów pozycyjnych (rów nanie 2). Szybkość 
początkowa przy [S] K m jest proporcjonalna do współczynnika V /K me0, 
więc w zrost szybkości początkowej obserw owany przy wzroście n, jest 
rów nież spowodowany bezwzględnym  w zrostem  powinowactwa, ale już 
wyłącznie izom erów produktyw nych (rów nanie 5). N atom iast wzrost szyb­
kości m aksym alnej (rów nanie 4) jest spowodowany względnym  wzrostem  
powinowactwa izom erów produktyw nych w stosunku do sum y powino­
w actw  izomerów produktyw nych i nieprodukyw nych.

Z rów nania 3 można wyprowadzić wzór na wielkość stałej asocjacji 
K substra tu  o stopniu polim eryzacji n, tworzącego z enzym em  izom er 
pozycyjny j:

W spółczynnik 0,018 uzyskano po wyliczeniu w yrazu e-10kJ/RT dla tem ­
p e ra tu ry  298°K.

Przez podstaw ienie rów nania 6 do rów nania 5 otrzym ano zależność:

Podstaw iając do tego rów nania w yniki pom iarów hydrolizy k ilkunastu  
m altooligosacharydów , można obliczyć względne różnice pomiędzy po­
w inow actw am i kolejnych m iejsc wiążących centrum  katalitycznego. W iel­
kość tych  różnic oraz znajomość powinowactwa całkowitego dla długich 
substratów , pozwalają następnie na obliczenie bezwzględnych powino­
w actw  cząstkowych (7, 13, 20, 22).

Liczbę m iejsc wiążących Hiromi i wsp. szacują na podstawie zachowania 
się krzyw ych zależności logarytm u szybkości m aksym alnej od stopnia 
polim eryzacji substra tu . W zrost szybkości m aksym alnej spowodowany 
w ydłużaniem  się łańcucha substra tu , będzie m iał m iejsce dopóty, dopóki 
n nie przekroczy liczby m iejsc wiążących (m), gdyż tylko w tedy istnieje 
pew ne praw dopodobieństwo tw orzenia izomerów nieproduktyw nych 
(Ryc. 1). N atom iast przy n  >  m, prawdopodobieństwo tw orzenia izome­
rów  nieproduktyw nych praktycznie spada do w artości bliskich zera. Za­
tem  w artość n, przy k tórej następuje ham ow anie w zrostu szybkości

C OV

(6)

COV

V/K»e. =  (0 ,0 1 8 )k ^ ]ex p (^ ]/IG ,/R T ).,p (7)
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m aksym alnej, w skazuje liczbę m iejsc wiążących centrum  aktyw nego 
(13, 19).

Lokalizacji regionu katalitycznego można dokonać opierając się na 
metodzie opracowanej przez R o b y t a  i F r e n c h a  (5), na podstawie 
analizy względnej częstości hydrolizy poszczególnych wiązań substra tu  
o stopniu polim eryzacji rów nym  lub zbliżonym do liczby m iejsc w iążą­
cych. Izomer pozycyjny, w k tórym  w szystkie m iejsca wiążące są osłonięte, 
ma najw iększe szanse powstania (najwyższe K njj); zatem  liczba porządko­
wa wiązania, które podlega hydrolizie częściej niż wszystkie pozostałe 
w iązania substra tu  wskaże taki punk t pomiędzy kolejnym i m iejscam i 
wiążącymi, w którym  usytuow ane są reszty  aminokwasowe regionu ka ta ­
litycznego.

II-3. Interpretacja Thoma’y.

Sposób badania m iejsc wiążących zastosowany przez grupę T h o m a’ y 
(6, 15, 18) różni się od m etody H irom i’ego szerszym  użyciem analizy 
względnej częstości hydrolizy poszczególnych wiązań substratów , znako­
w anych na aldehydow ym  końcu cząsteczki. U tworzenie każdego z izome­
rów  produktyw nych powoduje hydrolizę substra tu  o danym  n, w innym  
m iejscu. Zatem  w w yniku inkubacji enzym u ze znakow anym  substratem  
Sn pow staną różne ilości znakow anych produktów  o różnych stopniach 
polim eryzacji n (Ryc. 1) i ilość danego produktu  będzie zależeć od ilo­
czynu stałej hydrolizy (k) i wielkości powinowactwa całkowitego (K„>p) 
danego produktyw nego izomeru pozycyjnego. Stosunek częstości hydro­
lizy dwóch sąsiadujących wiązań substra tu  można zatem  przedstaw ić 
rów naniem :

d[Pn',Pl/dt £n,pKn,p (8)d[Pn'+i,p+i]/dt Arn.p+1Kn>p+1 
Po szeregu przekształceń i po podstaw ieniu rów nania 3, otrzym ano:

RT In d[P„,,]/dt _  _  d  , +  RT |n _ (9)
a Lr n'+l,p+lJ/UŁ K n , p + 1

Jest to podstawowe rów nanie, używ ane przez T h o m a ’ ę i wsp. (6, 18) 
w badaniach m iejsc wiążących. Podczas wstępnego opracow ywania da­
nych, ułam ek k njP/k ntP+1 przyjm ow ano za rów ny jedności (18). Równanie 
9 pozwalało w tedy na obliczenie różnicy pomiędzy powinowactwam i 
cząstkowym i miejsc wiążących, oddzielonych od siebie przez n —1 m iejsc 
(Ryc. 1). Stosując do analizy substra ty  o różnym  stopniu polim eryzacji 
otrzym ano różnice pomiędzy powinowactwam i cząstkowym i kolejnych 
miejsc wiążących. Analiza częstości hydrolizy w iązań kolejnych substra ­
tów o długościach przekraczających długość regionu wiążącego daje stale 
jednakow y w ynik dla kolejnych, nie istniejących m iejsc wiążących, leżą­
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cych już poza regionem  wiążącym. Zatem  miejsca, przy których wyniki 
zaczynają się powtarzać, wskażą dość precyzyjnie granice regionu wiążą­
cego. Te pow tarzające się wartości powinowactwa pozornych m iejsc w ią­
żących, pozwalają również przesunąć skalę otrzym anych wyników w taki 
sposób, aby otrzym ać je w liczbach bezwzględnych.

Sporządzoną w ten  sposób mapę powinowactw cząstkowych spraw dza­
no za pomocą obliczeń teoretycznych wartości V i K m dla różnych substra­
tów. Okazało się, że istnieje znaczna rozbieżność m iędzy obliczonymi 
w artościam i V i K m a danym i doświadczalnym i (6, 15). Uzyskane różnice 
skłoniły  Thom a’ę i wsp. do postulow ania różnych wartości stałej hydro­
lizy k, dla różnych izomerów pozycyjnych oraz dla różnej liczby miejsc 
wiążących osłoniętych substratem . Na podstawie różnic między do­
świadczalnie uzyskanym i w ynikam i V i K m a teoretycznie wyliczonymi 
wartościam i, obliczono średni współczynnik przyrostu  częstości hydro­
lizy, będący udziałem  jednego, przeciętnego m iejsca wiążącego. Wielkość 
AG, odpowiadającą tem u współczynnikowi użyto następnie do korekty 
obliczeń powinowactw cząstkowych poszczególnych m iejsc wiążących. Po 
uwzględnieniu takiej korekty, uzyskano w przypadku am ylazy z Bacillus 
liąuejaciens, zgodność wyników eksperym entalnych z w artościam i teore­
tycznym i, obliczonymi na podstawie modelu (15).

T h  o m a  i wsp. (6, 15, 18) tra k tu ją  więc stałą szybkości hydrolizy 
k  w rów naniach 1, 4, 5, 8 jako wartość, k tóra jest funkcją liczby osłonię­
tych miejsc wiążących. Samo „chw ytanie” substra tu  przez obszar wiążący 
jest zatem  in tegralną częścią procesu hydrolitycznego. K atalityczne reszty  
am inokwasowe działają bowiem tym  spraw niej, im więcej miejsc wiążą­
cych enzym u jest w kontakcie z substratem .

Założenie T h o m a ’ y i wsp. (6, 15) w przeciw ieństw ie do założeń 
grupy  H i r  o m i’ e g o (13, 19, 22) nie jest aprioryczne, lecz zostało w pro­
wadzone jako popraw ka do wcześniej zbudowanego modelu. Zatem  wyniki 
otrzym ane przez grupę T h o m a’ y w ydają się być bardziej wiarygodne. 
Jednakże grupa H i r o m i ’ e g o  przedstaw iła modele glukoam ylazy 
z Rhizopus delemar (7) oraz Taka-am ylazy (13, 21), k tóre dobrze ilustru ją  
dane doświadczalne bez w prowadzania zm iennej wartości k. Zatem  przed 
uznaniem  racji jednej z dwu sprzecznych teorii należy raczej poczekać 
na dalsze w yniki badań.

III. Modele amylolizy.

Celem odróżnienia pojęcia m echanizm u działania am ylaz jako czynni­
ków prowadzących depolim eryzację w ielocukrów od pojęcia m echanizm u 
działania am ylaz jako katalizatorów  hydrolizy wiązania glikozydowego, 
wprowadzono term in  „atak  am ylolityczny” . Oznacza on kolejność i rodzaj 
zdarzeń zachodzących podczas rozkładu a-glukanu; term in  ten  odnosi się:
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Ryc. 2. Modele centrum aktywnego Taka-amylazy (A) i glukoamylazy (B) według
Hiromi’ego (13), (zmodyfikowane).

Obszary zakreskowane symbolizują wielkości powinowactwa dla poszczególnych miejsc 
wiążących. Kreskowanie prawoskośne w dół oznacza ujemne wartości powinowactwa.
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do położenia wiązań podatnych na działanie enzymu, do kolejności ich 
rozryw ania, do przebiegu zmian średniego liczbowego i średniego wago- 
wego stopnia polim eryzacji substra tu  oraz do przebiegu zmian stosunku 
stężeń poszczególnych produktów  amylolizy. O bserw ując w ym ienione 
param etry  w ielokrotnie stw ierdzono nieprzypadkowość w iązań podlega­
jących hydrolizie enzym atycznej (5, 24, 25, 26, 27).

Sposób rozkładu glukanu przez am ylazy zależy od wielu czynników, 
np.: rodzaju i źródła am ylazy, s tru k tu ry  substra tu , jego stopnia poli­
m eryzacji, pH, tem pera tu ry  oraz obecności inhibitorów . Znajomość topo­
grafii centrów  aktyw nych poszczególnych enzymów pozwala lepiej zrozu­
mieć stosow any od daw na podział am ylaz na egzo- i endaam ylazy. Egzo- 
am ylazy hydrolizują wiązania glikozydowe leżące bliżej niealdehydowego 
końca glukanu, natom iast endoam ylazy (a-am ylazy) mogą hydrolizować 
wiązania leżące w w ew nętrznych fragm entach łańcucha. Modele H i r  o - 
m i’ e g o (7, 13, 21) tłum aczą ten  podział różnicam i w kształcie centrum  
aktywnego, w położeniu regionu katalitycznego oraz odm ienną sekwencją 
w artości powinowactwa w kolejnych m iejscach wiążących (Ryc. 2).

http://rcin.org.pl



*9] M O D E L E  A M Y L O L IZ Y 541

Dla każdego z kilku poznanych rodzajów ataku  am ylolitycznego za­
proponowano odpowiedni model teoretyczny. T h o m a (8) analizując 
m atem atycznie poszczególne modele, zastosował rów nania, które mogą 
służyć do oceny zarówno dotychczasowych jak  i ew entualnych przyszłych 
hipotez dotyczących amylolizy. W yróżnia on cztery zasadnicze rodzaje 
a taku  amylolitycznego: a tak  przypadkow y, a tak  wybiórczy, a tak  prow a­
dzony przez enzym  wielowartościowy oraz a tak  wielokrotny.

III-l. Model ataku przypadkowego.

A tak przypadkow y polega na w iązaniu się am ylazy z dowolnym odcin­
kiem  liniowego substra tu . Po hydrolizie wiązania glikozydowego, oba 
nowo powstałe fragm enty  łańcucha oddysocjowują od enzym u. Proporcje 
pomiędzy stężeniam i poszczególnych produktów  amylolizy są w tedy po­
dobne do proporcji jakie tworzą się w w yniku hydrolizy kwasowej wielo- 
cukrów , k tó ra  rów nież przebiega w sposób zbliżony do przypadkowego 
(28). W większości podręczników biochemii w szystkim  a-am ylazom  przy­
pisuje się ten  właśnie sposób rozkładu wielocukrów. Tym czasem  według 
T h  o m a ’ y (8), w optym alnym  pH, jedynie a-am ylaza z Bacillus liąue- 
faciens jest zdatna do działania w sposób przypadkow y, a-am ylaza 
z trzu stk i wieprzowej hydrolizuje w ielocukry w sposób zbliżony do przy­
padkowego dopiero w pH 10,5, a więc w tedy gdy jej aktyw ność jest już 
daleka od m aksym alnej (24, 27) przy której rozkład stężeń produktów  jest 
wyraźnie nieprzypadkow y.

III-2. Model ataku wybiórczego.

N iektóre am ylazy hydrolizują wybiórczo wiązania glikozydowe leżące 
w określonych m iejscach łańcucha wielocukrowego. Mogą to być wiązania 
leżące w sąsiedztwie jednego z końców łańcucha lub przeciwnie, wiązania 
oddalone od końców na określoną odległość. Zarówno (3-amylazy jak  i glu- 
koam ylazy są zdolne do hydrolizy wiązań leżących przy niealdehydow ym  
końcu cząsteczki w ielocukru (29, 30). Zatem  charakterystyczny rozkład 
stężeń produktów , pow stały pod wpływem  egzoamylaz, można wyjaśnić 
przy pomocy modelu wybiórczego.

R o b y  t i F r e n c h  (24) podali półilościowy sposób oceny natężenia 
nieprzypadkow ego elem entu amylolizy. W ykreślając zależność między 
absorbancją prób redukcyjnych, w ykonanych w trakcie amylolizy, a ab- 
sorbancją kom pleksu substra tu  z jodem, otrzym ali dla różnych a-am ylaz 
krzyw e o różnym  nachyleniu. Nachylenie jest proporcjonalne do udziału 
a taku  przypadkowego. Z w yjątkiem  am ylazy trzustkow ej, inkubowanej 
w pH 10,5, w przypadku której obserw uje się krzyw ą zbliżoną do krzyw ej
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otrzym anej podczas hydrolizy kwasowej, w szystkie badane enzym y cha­
rak teryzu je  a tak  nieprzypadkow y. B a n k s  i G r e e n w o o d  (31) 
przedstaw iając nowy m atem atyczny model amylolizy, tłum aczą takie za­
chowanie się większości am ylaz w ystępow aniem  ataku wybiórczego. 
W pierwszych stadiach rozkładu amylozy, gdy jej łańcuchy są bardzo 
długie, „efekt końców” nie ma większego znaczenia i rozkład stężeń pro­
duktów jest zbliżony do przypadkowego, jednak  w m iarę postępow ania 
hydrolizy a tak  zmienia się na wybiórczy.

i
III-3. Wielowartościowy model amylaz.

W ielowartościowy model am ylaz został również zaproponow any przez 
B a n k s a  i G r e e n w o o d a  (25, 26). A utorzy przyjęli założenie 
o istnieniu kilku niezależnych centrów  aktyw nych w cząsteczce enzym u. 
Jedno z centrów  działa w sposób przypadkow y, inne a taku ją  wybiórczo 
wiązania leżące w pobliżu nowo utworzonego końca cząsteczki (26). Na 
podstawie danych kinetycznych enzym u wielowartościowego nie można 
odróżnić od m ieszaniny izoenzymów różniących się typem  ataku  (8). Zatem  
term in  „model wielow artościowy” obejm uje obydwie opisane możliwości: 
jest on połączeniem m odelu przypadkowego z modelem wybiórczym.

B a n k s  i G r e e n w o o d  (26, 27) inkubowali amylozę z a-am ylazam i 
w obecności takich czynników jak  glicerol, a-m etyloglukozyd lub ery - 
tritol. S tw ierdzili oni, że wym ienione substancje powodują wzrost nachy­
lenia w ykresu absorbancji prób redukcyjnych jako funkcji zaniku barw y 
kom pleksu z jodem. Taki w ynik wskazuje na ham owanie nieprzypadko­
wego elem entu amylolizy. Zatem  badane czynniki są przypuszczalnie w y­
biórczo działającym i inhibitoram i tego centrum  aktyw nego lub tego izo- 
enzym u, k tó ry  szybciej hydrolizuje wiązania leżące na końcach łańcucha 
substratu .

III-4. Model ataku wielokrotnego.

W pierwszej fazie ataku , enzym  wiąże i hydrolizuje substra t w miejscu 
przypadkow ym  a następnie oddysocjowuje tylko jeden z nowo utw orzo­
nych fragm entów  łańcucha. Drugi fragm ent pozostaje w kompleksie 
enzym —substrat, w postaci nieproduktyw nego izom eru pozycyjnego (14, 
24, 32). Kompleks ten  ulega następnie przekształceniu w izomer produk­
tyw ny, co prowadzi do hydrolizy jednego z dalszych wiązań glikozydo- 
wych i utw orzenia oligosacharydowego produktu. Cykl pow tarza się 
dopóty, dopóki drugi fragm ent substra tu  nie oddysocjuje od enzymu. 
Zatem  w wyniku ataku  w ielokrotnego pow staje oprócz dwóch dużych 
fragm entów  substra tu  szereg produktów  o niskim  stopniu polim eryzacji 
(14, 24, 25).
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R o b y t  i F r e n c h  (32) stw ierdzili, że a tak  w ielokrotny ma cha­
rak te r polarny. Oznacza to, że fragm ent substra tu , k tó ry  pozostał w kom­
pleksie z regionem  wiążącym amylazy, przesuw a się wobec centrum  
aktyw nego enzym u w k ierunku swojego końca aldehydowego. T h o m a 
(8, 14) proponuje następujący schem at przebiegu amylolizy:

E + S„ E-fS„_f E + Sn_i_n, E +  S„_j_Xł|/ 
k+i k_!  jk_i jk-i [k-i

ES„ti —p  ES„_ i , ¡ + n—j-* ESn_i_„,f ¡+2n' -y^ESn_i_xn,fI- + (j:+1)ł)̂ (10)

S, PB, P., •
gdzie i jest liczbą porządkową m onosacharydu w wielocukrze, w skazującą 
jego położenie wobec m iejsca aktyw nego; x  jest graniczną liczbą produk­
tów Pn> , k tóre mogą powstać w a taku  pow tarzalnym . Praw dopodobień­
stwo ($) w ystąpienia a taku w ielokrotnego można więc przedstaw ić rów na­
niem:

0  = k +3/k_ 1+ k +3
Zatem  Thoma, uważa, że m echanizm  a taku  w ielokrotnego jest m echa­
nizmem uniw ersalnym  dla am ylaz natom iast jego b rak  jest sy tuacją w y­
jątkow ą, która m a m iejsce jedynie gdy /c_i k +3 (14).

R o b y t  i F r e n c h  (24) podali sposób oceny stopnia ataku wielo­
krotnego. Oznaczając redukcję w pełnej m ieszaninie inkubacyjnej oraz we 
frakcji produktów  o wysokim stopniu polim eryzacji, o trzym anych po 
rozfrakcjonow aniu m ieszaniny etanolem , uzyskali liczebność serii działań 
hydrolitycznych (r) jednego efektyw nego spotkania enzym —substrat. 
Obliczenie można przedstaw ić równaniem :

wiązania rozerwane wiązania rozerwane
r  _  w  ataku przypadkow ym  + w  ataku powtarzalnym  

wiązania rozerwane w  ataku przypadkow ym  
Pierw sze z działań hydrolitycznych danej serii nastąpiło w spotkaniu 
przypadkow ym , zatem  chcąc obliczyć stopień ataku  wielokrotnego, należy 
je odjąć od całkow itej liczby działań w serii:

 ̂ — wiązania rozerwane w  ataku powtarzalnym  
wiązania rozerwane w  ataku przypadkow ym  

Am ylaza trzustkow a, działając w optym alnym  pH, w ykazuje wartość 
r  —1 =  6. W pH silnie zasadowym wartość ta spada do zera, wskazując na 
zmianę m echanizm u am ylolizy z a taku  w ielokrotnego na przypadkow y 
(24, 25). a-am ylazy z innych źródeł w ykazują niższe w artości r — 1, zawsze 
jednak wyższe od zera (24). Ten fak t uznano za przyczynę powszechnego 
występowania nieprzypadkowego rozkładu stężeń produktów  amylolizy.

Znajomość stopnia a taku  w ielokrotnego stw arza możliwość obliczenia 
zmian param etrów  kinetycznych jako funkcji stopnia polim eryzacji sub­
stra tu , spowodowanych w ystąpieniem  omawianego m echanizm u w trakcie 
amylolizy (33, 34). B a n k s  i G r e e n w o o d  (31) oraz niezależnie 
T h o m a  (14) opracowali modele am ylolizy w k tórych udow adniają, że
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nie można przyjm ow ać wartości r  —1 za w skaźnik stopnia a taku  wielo­
krotnego. W ykazali oni różnym i m etodam i, że w artość r  — 1 zmienia się 
w  trakcie inkubacji i rośnie w raz z ułam kiem  rozerw anych wiązań sub­
stra tu . Praw idłow ą w artość stopnia a taku  w ielokrotnego można obliczyć 
dopiero po ekstrapolacji wartości r  —1 do w arunków  w zerowym  czasie 
inkubacji. Na tej podstaw ie B a n k s  i G r e e n w o o d  (31) postulują, 
że jedynie trzustkow ą a-am ylazę cechuje a tak  w ielokrotny. N atom iast 
nieprzypadkow y rozkład stężeń produktów  am ylolizy dla a-am ylaz 
z innych źródeł można w yjaśnić prostszym  m odelem  ataku  wybiórczego.

IV. Reakcje dwucząsteczkowe.

Katalizę reakcji przenoszenia reszt cukrow ych i ich kondensacji (5, 9, 
35, 36, 37) tłum aczy hipoteza liniowego centrum  aktyw nego. Gdy stopień 
polim eryzacji substra tu  jest niższy lub zbliżony do liczby m iejsc w iążą­
cych enzym u zwiększa się praw dopodobieństwo równoczesnego wiązania 
dwóch cząsteczek substra tu  (Ryc. 3). Możliwie jest w tedy utw orzenie no­
wego wiązania pomiędzy oligomerami w raz z podwojeniem  stopnia poli­
m eryzacji substra tu . Możliwa jest również reakcja polegająca na prze­
niesieniu reszty  glukozylowej lub oligom eru na akceptor, k tórym  jest

Ryc. 3. Dwucząsteczkowe reakcje trzustkowej a-am ylazy według R o b y t a  i F r e n -  
c h a (5), (zmodyfikowane) dla maltotriozy (A) i maltotetraozy (B) jako substratu.
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następna cząsteczka substra tu . R o b y t  i F r e n c h  (5) wykazali, że 
trzustkow a a-am ylaza katalizuje kondensację m altotriozy a częściowo 
rów nież m alto tetraozy. Z dwóch cząsteczek m altotriozy pow staje m alto- 
heksaoza, k tó ra  następnie jest szybko rozkładana na trzy  cząsteczki m al­
tozy. P roduktem  kondensacji m alto tetraozy jest m altooktaoza, która z ko­
lei ulega hydrolizie z utw orzeniem  dwóch cząsteczek m altotriozy i jednej 
m altozy. Jednakże zasadniczą reakcją dwucząsteczkową m altotetraozy 
jako substra tu , jes t reakcja polegająca na przeniesieniu reszty  m altotrio- 
zylowej z jednej cząsteczki m alto tetraozy na drugą. P roduktam i reakcji 
są glukoza i m altoheptaoza, ta ostatnia również ulega natychm iastow ej 
hydrolizie.

Znając w artości powinowactw cząstkowych poszczególnych m iejsc 
wiążących, można w pew nym  stopniu przew idyw ać kinetykę i typ  reakcji 
dw ucząsteczkow ych w zależności od stężenia substra tu  i jego stopnia poli­
m eryzacji (38). A m ylazy można pobudzić do katalizy reakcji przenoszenia: 
dołączenie odpowiedniego aglikonu do redukującego końca cząsteczki sub­
s tra tu  powoduje zwiększenie jego zdolności akceptorow ych w stosunku do 
przenoszonych reszt glukozylowych (39, 40).

V. Uwagi końcowe.

A tak w ielokrotny oraz dwucząsteczkowe reakcje enzymów depolime- 
ryzujących są czynnikam i znacznie kom plikującym i badania topografii 
centrów  ak tyw nych  (6), gdyż powodują zmianę k inetyki reakcji. Możność 
przew idyw ania k ierunku  i wielkości tych zmian jest więc w arunkiem  od 
którego zależą badania dalszych am ylaz i innych enzymów depolim eryzu- 
jących. Z kolei uzyskanie inform acji o powinowactwie poszczególnych 
m iejsc wiążących różnych enzymów ma, oprócz oczywistej wartości po­
znawczej, pew ien aspekt praktyczny. Można bowiem, poprzez m odyfikacje 
w ybranych reszt am inokwasowych w odpowiednich m iejscach wiążących 
(13, 41) wpływać na swoistość substratow ą enzymów.

Zaakceptow ano do druku  26.5.1979
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PGEi — prostaglandyna Ei tj. kwas ll,15-dwuhydroksy-9-keto-13-prostenowy,
PGFia — prostaglandyna Fi« tj. kwas 9-a-ll,15-trójhydroksy-13-prostenowy, 
Prostaglandyny serii „1” są pochodnymi kwasu dwuhomo-gamma-linolenowego,
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HETE — kwas 12-hydroksy-5,8,ll,14-eikozatetraenowy,
HPETE — kwas 12-hydroperoksy-5,8,ll,14-eikozatetraenowy.
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I. Wstęp

W roku 1964 (1,2) stwierdzono, że frakcja m ikrosom alna pęcherzyków 
nasiennych zw ierząt przekształca n iektóre dwudziesto-węglowe kw asy 
tłuszczowe w opisane blisko 30 lat wcześniej p rostaglandyny (3). Zdawano 
sobie spraw ę, że synteza prostaglandyn o budowie cyklopentanow ej nie 
przebiega w jednej reakcji chemicznej i w ym aga działania wielu enzy­
mów. Nieznajomość enzymów katalizujących poszczególne reakcje spowo­
dowała nazwanie całego ich układu syntetazą prostaglandyn. Mimo nie­
jednorodności tego układu enzym atycznego opracowano szereg m etod 
służących do oznaczenia jego aktywności. Używano jako źródła enzym u 
frakcji m ikrosom alnych z pęcherzyków  nasiennych byka lub tryka , gdyż 
enzym  pochodzący z tych źródeł w ykazyw ał w yjątkow o dużą aktyw ność. 
Jako substra t reakcji służył jeden z 20-węglowych nienasyconych kwasów 
tłuszczowych: eikoza 8,11,14-trienowy (kwas dwuhom o-y-linolenowy) 
(4), eikoza 5,8,11,14-tetraenowy (kwas arachidonow y) (5) lub eikoza 
5,8,11,14,17-pentaenowy (6). Do m ieszaniny reakcyjnej dodawano kofakto- 
ry  najczęściej hydrochinon (4) lub adrenalinę (7) oraz glutation (4). Szyb­
kość reakcji enzym atycznej oznaczano jako ilość wytworzonego w jedno­
stce czasu końcowego produktu  reakcji tj. prostaglandyn. Ilość ich m ie­
rzono m etodą biologiczną (5), radioizotopową (7), za pomocą chrom ato­
grafii gazowej (8) lub spektroskopii masowej (9).

Z biegiem czasu poznano jeszcze inne oprócz prostaglandyn m etabolity  
„prostaglandynorodnych” kwasów. W 1975 roku stwierdzono, że enzym  
pochodzący z p ły tek  krw i (10) tw orzy z kwasu arachidonowego substancję
o budowie różnej od prostaglandyn. Związek ten  zaw ierający pierścień 
oksanowy nazwano trom boksanem . W 1977 roku w yodrębniono z m iesza­
niny inkubacyjnej zaw ierającej m ikrosom y ze ścian naczyń krw ionośnych, 
jeszcze inny m etabolit kwasu arachidonowego — prostacyklinę (11). Zwią­
zek ten  zawiera skondensow any układ oksolocyklopentanowy. Równo­
cześnie poznano produkty  pośrednie pow stające w toku biosyntezy prosta­
glandyn. Są nimi substancje o budowie cyklicznych nadtlenków  (12, 13).
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Obecnie wiadomo, że przem iana kwasów tłuszczowych w prostaglandyny 
pod wpływ em  syntetazy prostaglandyn odbywa się tak, jak  przedstaw io­
no na schemacie 1 , na przykładzie jednego z tych kwasów — kwasu arachi- 
donowego.

KWAS ARACHIDONOW Y

O —
? 0 2 jcYKLOOKSYGENAZA

PGG,
SYNTAZA
ENDONAD-
TLENKÓW

PGH,

PGE;
PGF

TRO M BO KSA N  A2 PGIc

2«

Schemat 1. Powstawanie prostaglandyn z kwasu arachidonowego

Kwas arachidonow y oraz dwuhom o-y-linolenowy może się rów nież 
utleniać przy pomocy enzymów o typie lipoksydaz według schem atu 2.

COOH

KWAS ARACHIDONOWY

O 2 jl-IPOKSYDAZA

HOO,
HPETE

HETE

Schemat 2. Utlenianie kwasu arachidonowego przez lipoksydazę
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Poznanie nowych m etabolitów  kw asu arachidonowego oraz produktów  
pośrednich biosyntezy prostaglandyn skierowało uwagę badaczy na po­
szczególne enzym y biorące udział w tych przem ianach. W łaściwości ich 
zostaną tu  opisane w kolejności katalizow ania poszczególnych etapów  
biosyntezy prostaglandyn.

II. Syntaza endonadtlenków (EC 1.14.99.1)

Pierw sze próby rozdzielenia syntetazy  prostaglandyn na poszczególne 
enzym y (14) doprowadziły do uzyskania 2 frakcji, z k tórych jedna ka ta ­
lizowała utlenienie kw asu dwuhom o-y-linolenowego do nadtlenków , a te 
pod wpływem  drugiej frakcji przechodziły w prostaglandynę Ex. Sama 
frakcja  druga nie powodowała konw ersji kw asu dwuhom o-y-linoleno- 
wego. W dalszych badaniach udało się uzyskać jednorodną frakcję p ierw ­
szą (15, 16, 17, 18, 19, 20, 21). Całkowite oczyszczenie syntazy endonad­
tlenków  nie było spraw ą łatw ą. Trudności w ynikały z faktu , że enzym  jest 
związany z błonam i m ikrosom alnym i oraz, że ulega inaktyw acji w czasie 
p reparatyki. Pierw szą trudność udało się ominąć przez dobranie odpo­
wiedniego odczynnika solubilizującego enzym. Najlepsze okazały się de te r­
genty  niejonowe, a wśród nich Tw een 20 i T riton  X-100. Solubilizowany 
enzym  oczyszczano następnie za pomocą chrom atografii na żelu, w ko­
lum nach z różnym i adsorbentam i, oraz za pomocą ogniskowania izo- 
elektrycznego (18, 19, 20). W celu zmniejszenia s tra t aktyw ności enzym u 
w czasie p repara tyk i dodawano odwracalne inhibitory  cyklooksygenacji 
kwasów tłuszczowych dw uetylodw utiokarbam inian sodu (22, 23, 24), flu - 
fenam at (20, 23, 24) lub flurbiprofen (20, 25).

Oznaczano ciężar cząsteczkowy oczyszczonego enzymu. W ynosi on 
70 000 (20), 126 000 (19) lub 300 000 (18) zależnie od zastosowanej m etody 
oczyszczenia. Stwierdzono, że enzym  jest glikoproteidem  zaw ierającym  
m annozę i N-acetyloglukozam inę (19). Zawiera m ałe ilości niehemowego 
żelaza (19, 20, 22).

Oczyszczony apoenzym  nie katalizuje przem ian kwasów tłuszczowych 
w nieobecności kofaktorów  np. hem u i tryp to fanu . W obecności obu tych 
kofaktorów  pow stają z kwasu tłuszczowego dwa cykliczne nadtlenki pro- 
staglandyna G i prostaglandyna H, (Schem at 1). Enzym jest więc zdolny 
do katalizow ania dwu etapów  reakcji:

1. Podw ójnej oksygenacji polegającej na w prow adzeniu dwu cząste­
czek tlenu  do cząsteczki kwasu tłuszczowego. Jedna z tych cząsteczek jest 
zużywana na w ytw orzenie cyklicznego nadtlenku, druga zaś potrzebna 
jest do powstania grupy hydronadtlenkow ej w łańcuchu bocznym.
Cały ten  etap określa się m ianem  cyklooksygenacji.

2. Przekształcenia grupy hydronadtlenkow ej w łańcuchu bocznym 
w grupę hydroksylową.
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Enzym  katalizujący oba e tapy  nazwano syntazą endonadtlenków . Za­
leżnie od rodzaju dodanych kofaktorów  pełni on rolę cyklooksygenazy 
(kofaktorem  tej reakcji jest hem) lub peroksydazy (kofaktorem  tej reakcji 
jest tryptofan).

II-l. Syntaza endonadtlenków o działaniu cyklooksygenazy

A ktywność cyklooksygenazowa syntazy endonadtlenków  jest to zdol­
ność katalizow ania utleniania kwasu tłuszczowego do prostaglandyny G.

N ajprostszą i najczęściej używ aną m etodą pom iaru aktyw ności cyklo- 
oksygenazowej enzym u jest polarograficzne m ierzenie ilości zużytego 
w czasie tej reakcji tlenu  (19, 20, 22, 24, 26, 27). Metodę tę używano 
rów nież do oznaczania aktyw ności nieoczyszczonego p repara tu  enzym a­
tycznego (26, 27), lecz w tych przypadkach ilość zużytego tlenu  niecałko­
wicie odpowiadała ilości wbudow ywanej w cykliczne nadtlenki prosta- 
glandynow e. Świadczy o tym  m.in. niemożność całkowitego zahamowania 
zużycia tlenu  przez inhibitory  reakcji cyklooksygenacji naw et użyte 
w dużych stężeniach np. przez indom etacynę (27). W przypadku jednak 
oczyszczenia enzym u, choćby częściowego, dodanie inhibitorów  cyklooksy­
genazy całkowicie ham uje zużycie tlenu  (23). A ktyw atoram i reakcji cyklo­
oksygenacji kwasów tłuszczowych są hem  i inne m etaloporfiryny wolne 
lub związane z białkiem  (15, 17, 18, 19, 20, 28). Stwierdzono, że hem tw o­
rzy  z cyklooksygenazą kom pleks (28) i że w tym  kompleksie w ystępuje 
zarówno żelazo hemowe jak  i niehemowe (20).

Inhibitoram i reakcji cyklooksygenacji są opisywane poprzednio (29, 30, 
31) jako inhibitory  syntetazy  prostaglandyn tzw. leki aspirynopodobne. 
W szystkie te leki m ają charak ter kwaśny, oraz wspólne cechy s tru k tu ­
ralne (5). Oprócz leków aspirynopodobnych inhibitoram i aktyw ności cy- 
klooksygenazowej są analogi substratów  posiadające zam iast podwójnych, 
potrójne wiązania (32) oraz natu ra lne  kwasy tłuszczowe zarówno nasy­
cone (33) jak  i nienasycone (34) a także związki o charakterze antyoksy- 
dantów  i n iektóre jony m etali. Szczegółowe zestawienie inhibitorów 
reakcji cyklooksygenacji przedstaw iono w pracy poglądowej F 1 o w e r  a 
(35). W nowszych pracach stw ierdzono (18), że ham ow anie przez te związ­
ki pow staw ania końcowego produktu  reakcji (prostaglandyn) jest w y­
łącznie inhibicją aktyw ności cyklooksygenazowej enzymu. Związki te nie 
ham ują żadnego innego etapu biosyntezy prostaglandyn.

Stopień ham ow ania cyklooksygenazy przez różne związki zależy m.in. 
od obecności w m ieszaninie inkubacyjnej kofaktorów, np. fenolu, hydro­
chinonu, lub noradrenaliny  (36, 37). Im więcej hydrochinonu lub nor­
adrenaliny , tym  działanie inhibitora silniejsze (37). Fenol nasila lub ha­
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m uje działanie inhibitorów  zależnie od ich budowy chemicznej (36). Obec­
ność w m ieszaninie inkubacyjnej hemoglobiny osłabia ham ow anie enzy­
mu przez aspirynę i indom etacynę (38).

M echanizm ham ow ania cyklooksygenazy przez inhibitory  szczegółowo 
przebadano w ostatnich latach w przypadku aspiryny. Stwierdzono, że 
inhibicja enzym u jest spowodowana acetylacją białka cyklooksygenazy 
przez kwas acetylosalicylowy (19, 39). Udało się w yodrębnić takie zaacety- 
lowane białko (39).

II-2. Syntaza endonadtlenków o właściwościach peroksydazy

Aktywność peroksydazowa syntazy endonadtlenków  jest to zdolność 
katalizow ania reakcji przem iany prostaglandyny G w prostaglandynę H. 
Aktywność tę można m ierzyć jako zdolność u tlenienia czterom etylofeny- 
lenodw uam iny przez H 20 2 w obecności oczyszczonego enzym u (19). Ilość 
powstającego w tej reakcji barw nego produktu  m ierzy się przy 603 nm. 
W spółczynnik absorpcji molowej wynosi 9000.

Początkowo uważano, że peroksydaza przeprow adzająca prostag landy­
nę G w prostaglandynę H jest identyczna z peroksydazą glutationu (13). 
Przeciwko takiej hipotezie przem aw ia jednak b rak  w pływ u heparyny, 
silnego inhibitora peroksydazy glutationu (40), na biosyntezę prostaglan- 
dyn (nasze niepublikow ane wyniki) oraz fakt, że M i y a m o t o  i wsp. (18) 
nie stw ierdzili aktyw ności peroksydazy glutationu w oczyszczonym p re ­
paracie enzymu.

W ysunięto rów nież sugestie, że rozpad prostaglandyny G do p rosta­
glandyny H odbywa się nieenzym atycznie. Używając oczyszczonego 
enzym u (18) stwierdzono, że reakcja ta  przebiega tylko w jego obecności. 
Kof aktoram i per oksydacji są różne związki chemiczne wym ienione w Ta­
beli 1. Część tych  związków używano do aktyw ow ania syntetazy  prosta-

Tabela 1

Związki chemiczne aktywujące czynność peroksydazową syntazy endonadtlenków

N a z w a Donor wodoru dla peroksydacji
Zmiatacz
wolnych

rodników
Piśmiennictwo

Tryptofan _ ? 15, 18, 19, 47
5-hydroksytryptamina + ? 15, 18, 19
Adrenalina + ? 15, 18,19
Adrenochrom — + 15,47
Hydrochinon + + 15, 18, 19
Benzochinon — + 15, 18, 44, 47
Fenol + + 19, 43, 44, 50
Paracetamol + ? 26
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glandyn jeszcze przed jej rozdzieleniem  na poszczególne enzymy. Rola 
kofaktorów  w reakcji peroksydacji jest kontrow ersyjna. N iektórzy au to ­
rzy  uw ażają, że kofaktory, które pełnią rolę donorów wodoru w tej 
reakcji, są u tlen iane stechiom etrycznie (16, 19). Proponowano naw et ozna­
czenie u tlenienia kofaktora (adrenaliny) jako m iary  aktyw ności syntetazy 
p rostaglandyn (41, 42). W yjątek  stanow i tryptofan , k tó ry  jest u tlen iany  
niestechiom etrycznie (16). Przyjm ow ano, że wspólną cechą kofaktorów  
jest obecność w cząsteczce grupy fenolowej (43, 44). Istn ieją  jednak związ­
ki ak tyw ujące peroksydazę, które nie m ają grupy  fenolowej np. pochodne 
pyrazolopirydyny (27), m etyloksantyny (45, 46), adrenochrom  (15, 47)
i benzochinon (15, 47). Z drugiej strony  stw ierdzono, że n iektóre związki
o silnych właściwościach oksydacyjno-redukcyjnych np. 6-hydroksydo- 
pam ina (48) nie ak tyw ują  układu syntetazy  prostaglandyn. Co więcej, 
zaham owanie utlenienia adrenaliny  przez inhibitory  oksydazy monoami- 
nowej powoduje u tra tę  zdolności katalizow ania biosyntezy prostaglandyn 
(49). •

Inną hipotezą w yjaśniającą aktyw ację peroksydazy przeprow adza­
jącej prostaglandynę G w prostaglandynę H przez związki wymienione 
w Tabeli 1 jest usuw anie przez te związki wolnych rodników tworzących 
się w procesie peroksydacji (43, 44, 50). Hipoteza ta może tłum aczyć opisy­
wane poprzednio przez L a n d s a  (51) zjawisko szybkiego sam ounie- 
czynniania się cyklooksygenazy w obecności substra tu . Te „samobójcze” 
właściwości enzym u tłum aczy się obecnie destrukcyjnym  wpływem  wol­
nych rodników  na aktyw ność cyklooksygenazy (43, 44, 50). W ytworzone 
m.in. w reakcji cyklooksygenacji hydronadtlenki reagują ze znajdującym  
się w środowisku nadtlenkiem  wodoru i zgodnie z reakcją Habera-W eissa 
w ytw arzają rodniki hydroksylow e (52).

ROOH + H20 2 -> H20  + ROH + OH-

Rola tych  rodników  w biosyntezie prostaglandyn była do niedaw na 
kontrow ersyjna. Sądzono, że są one konieczne do cyklooksygenacji (53). 
Taki wniosek wyciągano na podstawie badań, z k tórych  wynikało, że, 
chloroprom azyna, znany zmiatacz rodników  hydroksylow ych (54) ham uje 
biosyntezę prostaglandyn (49, 55, 56, 57). Późniejsze badania wykazały 
jednak, że chloroprom azyna nie jest inhibitorem , lecz aktyw atorem  bio­
syntezy prostaglandyn (48, 58). Przyczyną rozbieżności wyników był fakt, 
że w początkowych badaniach dodawano do m ieszaniny inkubacyjnej 
kofaktory. W obecności kofaktorów  (hydrochinonu, noradrenaliny) dzia­
łanie aktyw ujące chloroprom azyny zamienia się w ham ujące. Zjawisko 
maskowania rzeczywistego aktyw ującego działania różnych związków na 
syntezę prostaglandyn przez dodanie kofaktorów  (głównie hydrochinonu) 
opisywano w ielokrotnie (26, 27, 48). Można je tłum aczyć tym , że w obec­
ności dwu zm iataczy wolnych rodników  (a takim  jest m.in. hydrochinon) 
następuje ich wzajem ne unieczynnienie i w ytw orzone w reakcji H abera-
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Weissa wolne rodniki uszkadzają enzym. W ykazano, że n iektóre związki 
posiadające właściwości zm iatania wolnych rodników  takie jak: fenol (50, 
59), m etional tj. aldehyd 2-m etylo-tiopropionow y (50), chinon (47) i 2-ami- 
nom etylo-4-t-butylo-jodofenol (43, 59) ak tyw ują  przem ianę prostaglandy­
ny  G w prostaglandynę H. Dla innych zm iataczy (54) stw ierdzono tylko, 
że ak tyw ują one pow staw anie końcowego produktu  reakcji biosyntezy 
prostag landyn (48).

III. Enzymy przeprowadzające prostaglandynę H w trwałe prostaglandyny

Cykliczny nadtlenek, prostaglandyna H jest związkiem nietrw ałym . 
Ulega on przekształceniu w trw ałe  prostaglandyny: prostaglandynę D, 
prostaglandynę E i prostaglandynę F (Schem at 3).

p g f2o(, p g e2 pg d2

Schemat 3. Powstawanie trwałych prostaglandyn z nadtlenków

Pow staw anie prostaglandyny D i p rostaglandyny E jest w ynikiem  izome­
ryzacji, zaś prostaglandyny F redukcji. Zw ykle pow staje m ieszanina 
tych  trzech prostaglandyn. Ich ilość zależy od w arunków  prowadzenia 
reakcji. Reakcje te mogą zachodzić trzem a drogami: nieenzym atycznie 
(61, 62, 63, 65), pod wpływem  izom erazy — EC 5.3.99.3 (13, 60, 64) oraz pod 
w pływ em  S-transferazy  g lu ta tionow ej— EC 2.5.1.18 (62). Droga nieenzy- 
m atyczna je s t najlepiej udokum entow aną drogą pow staw ania trw ałych  
prostaglandyn in vitro. N ieenzym atycznie prostaglandyna H przechodzi 
głównie w prostaglandynę F (63). Jeżeli w środowisku reakcji znajduje się 
album ina osocza, prostaglandyna H izom eryzuje do prostaglandyny D
i prostaglandyny E (65) — w m iarę w zrostu stężenia album iny w zrasta 
stosunek ilościowy prostaglandyny D do E. Prawdopodobnie ta stym ulo­
w ana album iną reakcja  jest rów nież nieenzym atyczna. Kwas arachido- 
nowy, k tó ry  wiąże się z album iną pozbawia ją zdolności katalitycznych
(62).

Izomeraza endonadtlenków  jest enzym em  znajdującym  się w różnych 
tkankach  np. płucach i śledzionie szczura (13). W obecności glu tationu 
katalizu je ona tw orzenie głównie prostaglandyny D. Pierw sze próby od­
dzielenia syntazy endonadtlenków  od ich izom erazy doprowadziły do 
w yodrębnienia z pęcherzyków  nasiennych dwu frakcji (14). Jedna z nich
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katalizow ała przejście prostaglandyny Hi w prostaglandynę Ei, a nie po­
wodowała u tlenienia kwasu dwuhomo-y-linolenowego. Z frakcji tej udało 
się następnie w yodrębnić enzym  izom eryzujący prostaglandynę H x do 
prostaglandyny E x (64), izomerazę prostaglandyny H do E (EC 5.3.99.3). 
Metoda jej oczyszczenia polega na solubilizacji izomerazy mikrosomów 
z pęcherzyków nasiennych byka roztw orem  detergentu, a następnie zasto­
sowaniu chrom atografii kolumnowej na celulozie. Substratam i tak  oczy­
szczonego enzym u są prostaglandyna Hi, G 1} H2 i G2, przy czym prosta­
glandyny z grupam i hydroksylow ym i są lepszymi substra tam i niż pro­
stag landyny z grupam i hydronadtlenkow ym i. Reakcja jest nieodw racalna. 
Enzym  jest nietrw ały: jego okres półtrw ania wynosi około 30 min. w 24°C 
w pH 8. Przed inaktyw acją ochraniają go różne związki tiolowe przede 
w szystkim  zredukow any glutation. Rola glutationu nie ogranicza się 
jednak  do ochrony enzym u przed inaktyw acją, prawdopodobnie pełni on 
rolę kofaktora, gdyż jest niezbędny w reakcji izom eryzacji i nie może być 
zastąpiony przez inne związki tiolowe (64). Izom eryzację prostaglandyny 
H w E można zahamować związkami w ychw ytującym i grupy su lfhydry- 
lowe np. p-chlorortęciobenzoesanem  sodu (66). Przejście prostaglandyny 
H w trw ałe  prostaglandyny jest możliwe również pod wpływ em  innych 
transferaz. Rodzaj pow stałych w w yniku reakcji prostaglandyn zależy od 
źródła, z którego pochodzi enzym  (62). T ransferaza pochodząca z w ątroby 
szczura katalizuje głównie powstanie prostaglandyny F 2 a i E2, a z płuc 
owcy prostaglandyny F 2 a  i p rostaglandyny D2. Z płuc owcy otrzym ano 
jednorodny p repara t S -transferazy  glutationu (EC 2.5.1.18). Ciężar czą­
steczkow y tego enzym u wynosi 45 000. W ystępuje on w postaci dwu 
izoenzymów. Do pełnej aktyw ności wym aga dodatku glutationu.

Oznaczenie aktyw ności enzymów katalizujących reakcję przem iany 
prostaglandyny H w trw ałe prostaglandyny przeprow adza się mierząc 
ilość końcowego produktu  reakcji m etodam i opisanym i dla nieoczyszczo- 
nej syntetazy  prostaglandyn (5, 7, 8, 9).

Schemat 4. Powstawanie tromboksanu Aa z nadtlenku prostaglandynowego
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Częściowo oczyszczoną syntazę trom boksanów  otrzym ano z p ły tek  
krwi, w k tórych aktyw ność tego enzym u jest w yjątkow o duża (21). Jest 
ona enzymem  związanym  z błonam i m ikrosom alnym i (61). Można sądzić, 
że pow staw anie trom boksanów  z prostag landyny H zachodzi na drodze 
izom eryzacji (Schem at 4). Zaobserwowano jednak, że równolegle z two­
rzeniem  trom boksanu pow staje aldehyd m alonowy (61, 67, 68). Oznacza­
nie tego aldehydu jako barwnego kom pleksu z kwasem  tiobarbiturow ym  
było od dawna uw ażane za m iarę ilości w ytw orzonych nadtlenków  lipi­
dów (69). F 1 o w e r  i wsp. (7) zaproponowali oznaczenie ilości aldehydu 
malonowego jako m iary  aktyw ności układu enzym atycznego syntetazy 
prostaglandyn. W pracy  tej stw ierdzono zm niejszenie ilości aldehydu 
malonowego pod w pływ em  leków aspirynopodobnych, które jak  wiadomo 
ham ują pierw szy etap  biosyntezy prostaglandyn. Dalsze badania w yka­
zały jednak, że aldehyd m alonowy pow staje przede wszystkim , jeżeli nie 
wyłącznie, w toku przem iany prostag landyny H w trom boksan. Świadczy
o tym  fakt, że nie stw ierdzono obecności tego aldehydu w czasie reakcji 
prowadzącej do pow stania prostacykliny, a katalizow anej przez enzym  
pochodzący z m ikrosom ów aorty  (63). Stw ierdzono też, że aldehyd m alo­
nowy pow staje w czasie agregacji p ły tek  krw i (70), w trakcie k tórej jak  
wiadomo tw orzą się trom boksany. Oznaczenie ilości aldehydu m alono­
wego może być zatem  raczej m iarą aktyw ności syntazy trom boksanów.

Obecnie uważa się, że w pow staw aniu trom boksanu nie bierze udziału 
izomeraza, lecz enzym  o właściwościach podobnych do katalazy (61, 67, 68). 
W reakcji tej przedstaw ionej na schemacie 4, dwie cząsteczki prostaglan­
dyny H 2 przekształcają się w jedną cząsteczkę trom boksanu A 2 jedną 
aldehydu malonowego i jedną 17-węglowego hydroksykw asu. O takim  
przebiegu reakcji świadczy równoległe zmniejszenie się ilości wytw orzo­
nego trom boksanu i kwasu hydroksy-heptadekatrienow ego po inaktyw acji 
enzym u przez przechow yw anie i gotowanie (61), oraz przez działanie inhi­
bitorów  (68). P rostag landyna H 2 jest lepszym  substra tem  syntazy trom bo­
ksanów niż prostaglandyna H x. W ykazano to badając tworzenia trom bo­
ksanu z kwasu arachidonowego i dwuhom o-y-linolenowego (67). Inhibito­
ram i syntazy trom boksanów  są: imidazol (61, 71) i n iektóre jego pochodne 
(72), niktindol tj. (2 izopropylo-3-(2'pirydylo-keto) indol (73), kwas niko­
tynow y (74), oraz kwas 9 ,ll-azaprosta-5,13-dienow y (75).

Oznaczenie aktyw ności syntazy trom boksanów  przeprow adza się n a j-

OW

Schemat 5. Rozkład tromboksanu A2 do B2
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częściej m ierząc ilość trw ałego m etabolitu  tj. trom boksanu B 2 (schemat 5). 
Oznaczenie aktyw nego biologicznie trom boksanu A 2 jest możliwe tylko 
natychm iast po jego w ytw orzeniu, gdyż okres półtrw ania trom boksanu 
A 2 wynosi zaledwie 30 sekund (76). Trom boksan A 2 oznacza się biologicz­
nie (72). Trom boksan B 2 można oznaczyć radioizotopowo używ ając do 
inkubacji znakowanego kwasu tłuszczowego oraz rozdzielając wytworzone 
m etabolity  m etodą chrom atografii cienkow arstw owej (61, 74).

V. Syntaza prostacykliny

PGH2 pgi2 6-keto PGF1oc

Schemat 6. Powstawanie i rozkład prostacykliny

Enzym  przeprow adzający prostaglandynę H 2 w prostacyklinę (sche­
m at 6) nie został dotychczas wyizolowany w postaci czystej. Najbo­
gatszym  jego źródłem  są ściany naczyń krw ionośnych (63) choć znajduje 
się on także w innych tkankach  (77). Badania radioizotopowe wykazały, 
że frakcja  m ikrosom alna ścian naczyń krw ionośnych syntetyzuje z endo- 
nadtlenków  substancje o ruchliwości chrom atograficznej różnej od pro­
stag landyn F, E i D oraz kwasu hydroksy-heptadekatrienow ego (63). 
Równocześnie nie obserwowano utlenienia kwasu tłuszczowego do prosta- 
glandyny G. W nioskuje się więc, że frakcja zawiera jedynie enzym  syn te­
tyzujący  prostacyklinę. Przejście prostaglandyny H 2 w prostacyklinę jest 
reakcją enzym atyczną, gdyż nie zachodzi po inaktyw acji cieplnej m ikro- 
somów (63).

Znaleziono specyficzne inhibitory tej reakcji. Są nimi tranylcyprom ina
(63), kwas 15-hydroperoksyarachidonow y (63) i kwas 9,ll-azaprosta-5 ,13- 
dienowy (77). T ranylcyprom ina ham uje tworzenie prostacykliny w stęże­
niach nie w pływ ających zupełnie na aktyw ność syntazy trom boksanów, 
ani cyklooksygenazy. Ham owanie syntazy prostacykliny in  vitro  przez 
kwas 15-hydroperoksyarachidonow y jest specyficzne dla tego izomeru. 
Jeżeli grupa hydronadtlenkow a znajduje się w położeniu 12 działanie 
ham ujące nie w ystępuje, naw et w stężeniu 200 razy  wyższym. Kwas 
15-hydroperoksyarachidonow y w stężeniu 20 razy  wyższym  od ham ują­
cego biosyntezę prostacykliny nie wpływa na syntezę trom boksanów
i tylko nieznacznie ham uje cyklooksygenazę i izomerazę endonadtlen- 
ków.
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Ostatnio próbuje się tłum aczyć działanie kw asu 15-hydroperoksyara- 
chidonowego na enzym  syntetyzujący  prostacyklinę ham ującym  w pły­
wem wolnych rodników, które pow stają w czasie rozpadu tego nadtlenku. 
W edług tej hipotezy enzym  syntetyzujący  trom boksany ma być nie­
w rażliw y na obecność wolnych rodników  w przeciw ieństw ie do bardzo 
w rażliw ej syntazy prostacykliny (59). Nie tłum aczy to jednak specyficz­
ności kwasu 15-hydroperoksyarachidonowego jako inhibitora. W czasie 
rozpadu kwasu 12-hydroperoksyarachidonow ego pow stają również wolne 
rodniki, k tóre jednak  nie ham ują syntazy prostacykliny.

Oznaczenie aktyw ności enzym u syntetyzującego prostacyklinę prow a­
dzi się mierząc m etodą biologiczną ilość końcowego produktu  tej reakcji 
tj. prostacykliny (78). Oznaczenie m usi być jednak  wykonane natych­
m iast, bo okres półtrw ania prostacykliny wynosi tylko około 10 min. (79). 
T rw ałym  m etabolitem  prostacykliny jest 6-keto prostaglandyna 
(Schem at 6). Oznaczyć ją można m etodam i radiochem icznym i po oddziele­
niu od innych produktów  reakcji za pomocą chrom atografii cienkow ar­
stwowej (77,80). Ilość wytw orzonej 6-keto prostaglandyny F 2a uważa 
się za m iarę ilości pow stałej prostacykliny.

Syntazy prostacykliny pochodzące z innych poza naczyniam i krw io­
nośnym i narządów  np. z pęcherzyków  nasiennych tryka  lub ciałka żółtego 
krow y m ają różne właściwości niż enzym  pochodzący z naczyń (77). 
Różnice polegają na odm iennej wrażliwości na inhibitory, oraz różnym  
optim um  tem peratu ry . Enzym przeprow adzający PG H 2 w PG I2 a pocho­
dzący z pęcherzyków nasiennych i ciałka żółtego ham ują n iektóre leki 
aspirynopodobne jak  ibuprofen, aspiryna i indom etacyna, a oprócz tego 
kwas p-chlorortęciobenzoesowy, N -etylom aleinim id i kwas 2-jodobenzo- 
esowy. Enzym y pochodzące z różnych tkanek  są prawdopodobnie izoenzy- 
mami.

VI. Lipoksydazy zwierzęce (EC. 1.13.11.12)

Enzym y typu  lipoksydaz powodują w prowadzenie grupy hydronad- 
tlenkow ej do łańcucha nienasyconego kwasu tłuszczowego. Jest to druga 
poza cyklo-oksygenacją możliwość utlenienia substratów  prostaglandyno- 
wych (schem at 2).

Lipoksydazy zostały odkryte w roślinach i z tego źródła w yodrębniono 
je w postaci krystalicznej np. lipoksydaza z soji (81, 82). N astępnie opisano
i wyizolowano lipoksydazy zwierzęce z p ły tek  krw i (83), potem  z innych 
tkanek  (84, 85, 86, 87).

Początkowo sądzono, że lipoksydazy zwierzęce w ystępują w cytosolu, 
gdyż znajdow ano je w supernatancie otrzym anym  po odwirowaniu frakcji 
m ikrosom alnej (83). Należy jednak  zaznaczyć, że przed frakcjonow anym  
w irow aniem  hom ogenat zam rażano i rozm rażano co powodowało uw alnia­
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nie się enzym ów związanych z błonami. P rzy  użyciu ultradźw ięków  do 
rozbicia kom órek zjawisko przechodzenia enzymów m ikrosom alnych do 
superna tan tu  nie zachodzi (89). Obecnie uważa się, że lipoksydazy, po­
dobnie jak  cyklooksygenaza, są enzym am i związanym i z błonam i i znajdu­
jącym i się we frakcji m ikrosom alnej (89).

Zwierzęce lipoksydazy u tlen iają  różne kw asy tłuszczowe o co najm niej 
dwu podw ójnych wiązaniach (83), znajdujących się w układzie izolowa­
nym , do hydroperoksypochodnych. Kwas arachidonow y jest równie do­
brym  ich substra tem  jak  dwuhom o-y-linolenowy (67). Także kw asy nie 
będące substra tam i dla cyklooksygenazy są u tleniane przez lipoksyda­
zy (87).

A ktywność lipoksydazy zwiększa się w obecności jonów Ca++ (90), 
w przeciw ieństw ie do cyklooksygenazy, na aktyw ność której jony Ca++ 
nie w pływ ają. W rażliwość lipoksydaz na działanie inhibitorów  jest różna 
od wrażliwości cyklooksygenazy. Leki aspirynopodobne nie ham ują 
aktyw ności lipoksydaz (88, 92). A ntyoksydanty  silniej ham ują lipo­
ksydazy niż cyklooksygenazę (88, 92). Obie drogi utlenienia kwasów 
tłuszczowych ham ują: analog kwasu arachidonowego posiadający zam iast 
podwójnych, potrójne wiązania (84, 91, 93, 94, 95), l-fenylo-3-pyrazolidon 
(92) i 3-am ino-l-i[m -(trójfluorom etylo)fenylo]-2-pyrazolina (95).

W reakcji lipoksygenacji pow staje z kwasu arachidonowego najpierw  
kwas 12-hydroperoksyeikozatetraenow y, k tó ry  następnie rozkłada się w 
sposób prawdopodobnie nieenzym atyczny do kwasu 12 -hydroksyeikoza- 
tetraenow ego. Kwas ten  można oznaczyć radioizotopowo używ ając do in­
kubacji znakowanego kwasu arachidonowego i przeprow adzając rozdział 
za pomocą chrom atografii cienkow arstw owej w takim  układzie, w k tórym  
kwas hydroksyeikozatetraenow y ma różną ruchliwość niż produkty  cyklo- 
oksygenacji (67, 90). Aktywność oczyszczanych lipoksydaz można również 
m ierzyć m etodami; polarograficzną (96) lub spektrofotom etryczną (97). Są 
pewne przesłanki pozwalające sądzić, że pomiędzy cyklooksygenazą a lipo- 
ksydazą istnieje antagonizm , np. inhibitory  cyklooksygenazy nasilają 
aktyw ność lipoksydaz (84, 91). W m ieszaninie zaw ierającej oba enzym y 
obserw uje się najw iększą aktyw ność cyklooksygenazy w pierwszych dwu 
m inutach reakcji, podczas gdy aktyw ność lipoksygenazy w zrasta stopnio­
wo do 10 m inut trw ania  reakcji (67). W ydaje się możliwym, że wolne 
rodniki wytworzone w reakcji rozkładu hydroperoksykw asu do hydro- 
ksykw asu m ają swój udział w uszkodzeniu cyklooksygenazy.

VII. Podsumowanie

Mimo dużego zaaw ansow ania badań nad syntezą prostaglandyn daleko 
jeszcze do ostatecznego rozw iązania tego problem u. P raktyczne wnioski 
w ynikające z badań dotyczą możliwości sterow ania syntezą tych, pow sta­
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jących we wszystkich tkankach  ustro ju , niezw ykle czynnych biologicznie 
substancji. S terow anie takie możliwe będzie dopiero wtedy, gdy zostaną 
odkryte aktyw ne in  vivo  związki chemiczne selektyw nie działające na 
przem iany kwasów tłuszczowych w prostaglandyny.

Zaakceptowano do druku  23.6.1979
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Uzupełnienie:

Według najnowszych doniesień przedstawionych przez B. Samuelssona na Kon­
ferencji Prostaglandynowej w Waszyngtonie (czerwiec 1979), utlenienie kwasu 
arachidonowego przez syntazę endonadtlenków odbywa się dwuetapowo. Najpierw  
powstaje kwas 11-hydroperoksyeikozatetraenowy, z którego wytwarza się prostaglan­
dyna G2. W świetle tych doniesień syntaza endonadtlenków pełni 3 funkcje: 11-lipo- 
ksydazy, właściwej cyklooksygenazy i peroksydazy.
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KOMUNIKAT

Komitet Organizacyjny uprzejmie zawiadamia, że w dniach 18—20 września 
1980 roku odbędzie się w  Krakowie 50 Jubileuszowy Zjazd Chirurgów Polskich.

Tematy Zjazdu:

1. Wstrząs
2. Obrażenia wielomiejscowe
3. Ostre niedokrwienie kończyn
4. Zakażenia w chirurgii i leczenie antybiotykami
5. Odległe wyniki operacyjnego leczenia choroby wrzodowej żołądka i dwunastnicy
6. Chirurgia przewlekłego zapalenia trzustki
7. Nowości w chirurgii

Zgłoszenia tytułów doniesień prosimy nadsyłać do dnia 30.IX.1979 r. na adres 
Komitetu Organizacyjnego. Szczegółowe Komunikaty osobom zainteresowanym  
w uczestnictwie w  Zjeździe, zostaną rozesłane w  terminie późniejszym. Wszelkich 
dodatkowych informacji udziela: Komitet Organizacyjny 50 Jubileuszowego Zjazdu 
Chirurgów Polskich, ul. Prądnicka 37, 31-202 Kraków, III Katedra Chirurgii AM.

Sekretarz . Przewodniczący
Komitetu Organizacyjnego

Dr med. Jerzy Jamski
Prof. dr habil. Mieczysław Politowski

KOMUNIKAT

W dniach 25—28 IX 1980 r. odbędzie się w Poznaniu VII Zjazd Polskiego To­
warzystwa Farmakologicznego z międzynarodowym udziałem.

Program Zjazdu:

1. Farmakologia ośrodkowego układu nerwowego
2. Farmakologia układu krążenia
3. Tematy wolne
Podczas Zjazdu odbędą się 2 Sympozja
1. Sympozjum Europejskiego Towarzystwa Farmakologii Biochemicznej „On 

the arachidonic acid cascade”
2. Sympozjum: Farmakokinetyka i biotransformacja leków w  ustroju ludzkim  

i zwierzęcym.
Obrady toczyć się będą w języku angielskim. Przewidziane są także sesje pla­

katowe. Termin nadsyłania zgłoszeń upływa 30 listopada 1979, streszczeń prac 
29 lutego 1980. Zgłoszenia kierować należy na adres Komitetu Organizacyjnego 
VII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego ul. Fredry 10, 61-701 Poznań, 
Zakład Farmakologii Akademii Medycznej.

Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego

Doc. dr A. Mrozikiewicz
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RENATA DĄBROWSKA JA N  SOSIŃSKI **>

Białka aparatu kurczliwego w różnicującym się mięśniu 
szkieletowym

Proteins of Contractile Apparatus in Differentiating Skeletal Muscle

Spis treści:
'V  O

I. Wstęp
II. Różnicowanie się mięśni szkieletowych

III. Badania nad różnicowaniem się mięśni w warunkach in vivo  i in vitro
IV. Charakterystyka białek aparatu kurczliwego w różnicującym się mięśniu 

szkieletowym
IV-1. Miozyna 
IV-2. Aktyna 
IV -3. Białka regulujące 

V. Czynniki wpływające na różnicowanie się mięśni szkieletowych 
VI. Biosynteza białek aparatu kurczliwego mięśni szkieletowych

Contents:

I. Introduction
II. Differentiation of skeletal musclc

III. Studies of muscle differentiation in vivo  and in vitro
IV. Characterization of proteins of the contractile apparatus in differentiating 

skeletal muscle
IV-1. Myosin 
IV-2. Actin
IV-3. Regulatory proteins 

V. Factors active in differentiation of skeletal muscle 
VI. Biosynthesis of proteins of the contractile apparatus of skeletal muscle

I. Wstęp

Budowa apara tu  kurczliwego oraz współczesne poglądy na mechanizm 
skurczu m ięśni szkieletowych zostały dokładnie opisane w kilku a rty k u ­
łach opublikow anych w Postępach Biochemii (1— 5).

*> Doc. dr hab., **) Mgr, Zakład Biochemii Układu Nerwowego i Mięśni, Instytut 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Głównym i elem entam i apara tu  kurczliw ego m iofibryli są grube i cien­
kie filam enty. G rube filam enty zbudowane są z cząsteczek miozyny, na- 
m iast trzon cienkich filam entów  stanow i ak tyna. In terakcja  między 
miozyną i ak tyną oraz rozkład ATP przez ATPazę aktom iozynow ą pro­
wadzą do skurczu mięśni. Regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego 
m ięśni szkieletowych kręgowców zachodzi przy udziale tzw. białek regu­
lujących: troponiny (złożonej z trzech funkcjonalnie i s tru k tu ra ln ie  róż­
nych podjednostek: troponiny I, troponiny T i troponiny C) i tropom io- 
zyny, zlokalizowanych w cienkich filam entach. W iązanie jonów wapnia 
z troponiną C powoduje szereg zmian w s truk tu rze  cienkiego filam entu, 
k tóre um ożliw iają in terakcję ak tyny  z miozyną; usunięcie jonów wapnia 
przeryw a tę in terakcję  powodując rozkurcz mięśnia.

Badania s tru k tu ry  i funkcji białek kurczliw ych i regulujących w różni­
cującym  się m ięśniu szkieletowym  w skazują na występow anie ich w po­
staci różnych form  polim orficznych, które pojaw iają się podczas kolejnych 
etapów  miogenezy.

N iniejszy a rty k u ł poświęcony jes t charakterystyce białek apara tu  
kurczliwego w różnicującym  się m ięśniu szkieletowym  kręgowców, czyn­
nikom odpowiedzialnym za zastępowanie jednych form  polim orficznych 
tych  białek przez inne oraz kontroli ich biosyntezy.

II. Różnicowanie się mięśni szkieletowych

Tkanka mięśniowa zarodka pow staje z m ezoderm y z części som itu 
zwanej miotomem. Początkowo jest to zespół kom órek niezróżnicowa- 
nych, k tóre mogą wędrować poza miotom w ytw arzając określone mięśnie. 
Morfologicznie kom órki te nie różnią się od kom órek, z których pow stają 
p rekursory  tkanki łącznej i chrzęstnej — fibroblasty  i chondrioblasty (6). 
W w yniku, niew ystarczająco dotąd poznanych, procesów różnicowania na 
najw cześniejszym  etapie miogenezy pojaw iają się jednojądrzaste kom ór­
ki, tzw. „przypuszczalne m ioblasty” (presum ptive myoblasts), k tó re  prze­
chodzą przez cykl kom órkowy. Są one kom órkam i m acierzystym i mio- 
blastów, odgryw ającym i kluczową rolę w form owaniu się tkanki m ięśnio­
wej. Przekształcenie „przypuszczalnych m ioblastów ” w m ioblasty nastę­
puje w w yniku zmian jakościowych kom órek, spowodowanych zaham o­
waniem  ich cyklu podziałowego pod wpływem  nie znanych bliżej czyn­
ników (6, 8— 11) (Ryc. 1).

Term in m ioblast wprowadzony do lite ra tu ry  światowej już w 1901 roku 
przez G o d l e w s k i e g o  (12), określał kom órkę morfologicznie po­
dobną do innych kom órek m ezenchym alnych, z której różnicuje się tkan ­
ka mięśniowa. Późniejsze definicje określały m ioblast jako kom órkę jedno- 
lub w ielojądrzastą, niezdolną jeszcze do syntezy białek m iofibrylarnych 
(13), podlegającą podziałowi kom órkowem u (14, 15). Do tej pory pozostały
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Kom órka s a te lita rn a

Powsta­
w anie

wtókna

WŁÓKNO
M IĘ Ś N IO W E

Ryc. 1. Schemat rozwoju mięśnia szkieletowego (Modyfikacja schematów z 7 i 40).

rozbieżności w określeniu tego pojęcia. N ajbardziej tra fn a  w ydaje się 
definicja podana przez H o l t z e r a  i wsp. (16,17), k tórzy określają 
m ioblast jako postm itotyczną, jednojądrzastą kom órkę zdolną do fuzji 
kom órkowej i do syntezy białek mięśniowych. Definicja ta  została przy­
jęta  w niniejszym  artykule.

W m iejscu pow staw ania przyszłej tkank i m ięśniowej wrzecionowate 
m ioblasty tw orzą skupienia, a następnie ulegają fuzji w ytw arzając wielo- 
jądrzaste m iotuby. Początkowo m iotuby są długie i cienkie; w ystępują 
one w tym  stadium  w oddalonych od siebie skupiskach, k tóre są otoczone 
przez jednojądrzaste kom órki (18). Podczas rozwoju zarodkowego m iotuby 
powiększają się, a w nętrze ich wypełnia się nowopowstałym i cienkimi 
i grubym i filam entam i, k tóre na skutek in terakcji ak tyny  z miozyną 
układają się następnie w sposób heksagonalny (18,19). W zrost m iofibryli 
i stabilizacja organizacji przestrzennej filam entów  następuje w w yniku 
pojaw iania się białek linii Z (20), a później linii M (18, 21). Po urodzeniu 
się kręgowca jego tkanka mięśniowa zawiera już dobrze uform owane 
włókna, w k tórych  jądra  w ystępują peryfery jn ie, a w nętrze kom órki w y­
pełniają m iofibryle.

Układ w ew nątrzkom órkow ych kanalików  i cystern  otaczających mio­
fibryle, utw orzony przez błony sarkoplazm atycznego retiku lum  biorący 
udział w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego, zaczyna pojawiać się 
w czasie rozw oju m iotub (22, 23), a pełną sprawność funkcjonalną uzy­
skuje dopiero w kilkanaście dni po urodzeniu zwierzęcia (24, 25). W po­
w staw aniu błon sarkoplazm atycznego retiku lum  prawdopodobnie odgry­
w ają istotną rolę błony szorstkiego endoplazm atycznego retikulum . Poja­
wiające się w tym  sam ym  czasie na skutek inw aginacji błony plazm a- 
tycznej kom órki mięśniowej, błony system u T (transverse system ), tworzą 
razem  z błonam i sarkoplazm atycznego retiku lum  pierwsze triady  złożone 
z kanalika system u T i dwóch cystern  sarkoplazm atycznego retiku lum  
(26). Dalszy rozwój w łókien m ięśniowych cechuje przyrost ilości błon 
i tworzenie triad  regularn ie ułożonych wzdłuż m iofibryli. P roblem  bio- 
genezy błon sarkoplazm atycznego retiku lum  został szeroko omówiony 
w artyku le  w Postępach Biologii K om órki (27).
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O statni etap różnicowania się apara tu  kurczliwego jest konsekw encją 
zmian następujących w m ięśniu pod wpływem  jego unerw ienia. Jakko l­
wiek tw orzenie apara tu  kurczliwego m ięśni w zarodku nie zależy od 
układu nerwowego, to dalsze różnicowanie w łókien na w łókna szybkie 
i wolne zachodzi pod wpływem  ich unerw ienia (28) (patrz rozdz. V). 
U nerw ienie włókien jest nie tylko niezbędne dla norm alnego w zrostu 
i funkcjonow ania m ięśnia (29), ale ma również wpływ na jego właściwości 
fizjologiczne (30), u ltra s tru k tu rę  (31), aktyw ność enzym atyczną (32) i zdol­
ność do regeneracji (33).

Mimo wysokiego stopnia specjalizacji tkanka mięśniowa zachowuje 
niezw ykle dużą plastyczność w życiu pozazarodkowym. Badania nad 
uszkodzonymi lub odnerw ionym i m ięśniam i podważają dotychczasowe 
poglądy na ograniczone możliwości tw orzenia nowych kom órek i zwiększa­
nia liczby włókien w dojrzałym  m ięśniu. Wiele nowych danych na tem at 
wzrostu i rozwoju m ięśnia oraz jego regeneracji dostarczyły badania tzw. 
kom órek satelitarnych. W m ięśniach żaby zaobserwował je po raz p ierw ­
szy M a  u r  o w 1961 roku (34). W w ielojądrzastym  syncytium  m ięśnio­
wym  zaobserwować można nieliczne wydzielone kom órki satelitarne 
w obrębie wspólnej błony podstawowej. Podobnie jak  podczas rozwoju, 
po uszkodzeniu mięśnia lub jego odnerw ieniu następuje gw ałtow ny wzrost 
liczby kom órek sate litarnych  (35). Szybkość ich pojaw iania się wyklucza 
możliwość powstawania ich na drodze podziałów m itotycznych. Jedyną 
drogą powstawania kom órek sa te litarnych  w tych w arunkach jest szybkie 
oddzielanie się jąder w raz z częścią sarkoplazm y od włókna mięśniowego 
(36, 37). Tak powstałe kom órki satelitarne, przypom inające swoimi właści­
wościami „przypuszczalne m ioblasty” , mogą brać udział w tw orzeniu no­
wych włókien m ięśniowych (6, 38) (Ryc. 1).

III. Badania nad różnicowaniem się mięśni w warunkach in vivo  i in vitro

Aby śledzić syntezę białek tw orzących s tru k tu rę  apara tu  kurczliwego 
mięśni podczas jego różnicowania się w toku rozw oju zarodkowego zwie­
rząt opracowano w ostatnich latach szereg czułych cytochemicznych i bio­
chemicznych metod. B rak synchroniczności w różnicowaniu się tkanki 
m ięśniowej w w arunkach in vivo  u trudn ia  jednak często in terp re tac ję  
uzyskanych wyników. W każdym  rejonie zarodkowych m ięśni obserw uje 
się na ogół oprócz dobrze rozw iniętych kom órek mięśniowych, m ioblasty, 
a naw et kom órki m ezenchym alne (39). Syntezę białek m iofibrylarnych 
należałoby zatem  badać na poziomie kom órek a nie tkanki. Większość 
biochemicznych m etod nie nadaje się jednak do takich badań. Dopiero 
w ykorzystanie hodowli kom órek m ięśniowych pozwalające na uzyskanie 
względnie czystych populacji kom órek charakteryzujących  poszczególne 
stadia rozwoju zarodkowego, umożliwiło dokładniejszą analizę zmian za­
chodzących podczas miogenezy.
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Hodowla tkanek  i kom órek jest m etodą polegającą na izolowaniu 
skraw ka tkank i lub zawiesiny kom órek z organizm u i badaniu ich rozw oju 
in vitro  w uproszczonych, sztucznych w arunkach doświadczalnych. Wa­
runk i te można dowolnie modyfikować, co nie jest możliwe do przepro­
wadzenia bezpośrednio w organiżmie żywym. Do otrzym ania hodowli 
kom órek m ięśniowych używa się fragm entów  mięśnia płodowego lub 
m ięśnia zw ierząt nowonarodzonych, po potraktow aniu  go trypsyną lub 
innym  czynnikiem  dezintegrującym  tkanki. Rozwój kom órek mięśnio­
w ych w hodowli przebiega w kilku charakterystycznych etapach. W ciągu 
pierw szych 42 godzin następuje nam nażanie się kom órek, których w ięk­
szość (około 800/o) stanow ią „przypuszczalne m ioblasty” . Między 42 a 52 go­
dziną następuje okres poprzedzający fuzję kom órek, w czasie którego 
pow stające m ioblasty grupują  się blisko siebie. W kolejnym  etapie trw a­
jącym  aż do 66 godziny życia hodowli, przebiega in tensyw na fuzja m io- 
blastów. Szczegółowy opis hodowli kom órek mięśniowych podaje W h a ­
l e n  i wsp. (40) oraz Y a f f e (41).

Dzięki zastosowaniu hodowli kom órek udało się stw ierdzić szereg 
faktów  dotyczących miogenezy, których ustalenie było niemożliwe w ba­
daniach in vivo. Zastosowanie zm odyfikowanych pożywek przyczyniło 
się na przykład do zm iany dotychczasowych poglądów na tem at roli fuzji 
kom órek w czasie m iogenezy (42, 43). Początkowo uważano powszechnie,. 
że fuzja m ioblastów prowadząca do powstania m iotub jest konieczna dla 
zapoczątkowania syntezy białek mięśniowych (44, 45). Zastosowanie po­
żywek zaw ierających EGTA lub cytochalazynę B pozwoliło na uzyska­
nie populacji m ioblastów nie ulegających fuzji. Okazało się, że mimo za­
ham ow ania tego procesu m ioblasty posiadają zdolność syntezy białek 
m iofibrylarnych (42, 43).

P rzy  w ykorzystaniu hodowli kom órek m ięśniowych udało się również 
prześledzić zm iany w struk tu rze  i właściwościach białek syntetyzow anych 
podczas przekształcania się „przypuszczalnego m ioblastu” w m ioblast 
(8,46,47). P rzy  użyciu inhibitora syntezy DNA — arabinozydu cytozyny 
(Ara-C), czynnika synchronizującego kom órki, można uzyskać czystą po­
pulację m iotub, co daje możność dokładnego porów nania syntezy białek 
z dwóch odległych stadiów  hodowli: stadium  początkowego gdzie 80% ko­
m órek stanowią „przypuszczalne m ioblasty” z późniejszym  stadium  na 
poziomie m iotub (48).

Synchroniczność różnicowania się tkank i mięśniowej w w arunkach 
in vitro, umożliwiła też śledzenie zmian form  polim orficznych białek pod­
czas pow staw ania apara tu  kurczliwego. I tak  np. wyróżniono przynaj­
m niej trzy  różne form y miozyny, charakteryzujące poszczególne etapy 
miogenezy: tzw. miozynę cytoplazm atyczną charakterystyczną dla s ta ­
dium  „przypuszczalnych m ioblastów ” , miozynę zarodkową charak tery ­
styczną dla mioblastów i m iotub oraz miozynę charakterystyczną dla 
m ięśni rozw iniętych (8, 46, 47, 49).
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IV. Charakterystyka białek aparatu kurczliwego w różnicującym się 
mięśniu szkieletowym

IV -1. Miozyna

Miozyna szybkich m ięśni szkieletowych kręgowców jest białkiem
0 masie cząsteczkowej około 470 000, składającym  się z dwu ciężkich 
łańcuchów o m asach cząsteczkowych około 200 000 i trzech rodzajów 
lekkich łańcuchów o niskich m asach cząsteczkowych. W m ięśniu doj­
rzałym  stosunek molowy sumy lekkich łańcuchów LCi i LC3 : LC2 w y­
nosi 1 : 1 (3).

Miozyna syntetyzow ana w najw cześniejszym  okresie rozw oju hodowli 
kom órek m ięśniowych przez „przypuszczalne m ioblasty”, przypom ina 
swoimi właściwościami miozynę w ystępującą w kom órkach niem ięśnio- 
wych (46, 47). W kom órkach takich narządów  jak  w ątroba, mózg, nerki, 
tkank i sekrecyjne, a także w płytkach krwi, fibroblastach, chondriobla- 
stach, a naw et u am eb stw ierdzono obecność m iozyny różniącej się jednak 
pod względem s tru k tu ry  i właściwości enzym atycznych od m iozyny 
m ięśni szkieletowych (47, 49—53). Miozyna syntetyzow ana w „przypusz­
czalnych m ioblastach” podobnie jak  miozyna fibroblastów , zawiera tylko 
dwa lekkie łańcuchy o m asach cząsteczkowych 16 000 i 20 000 (Ryc. 2)
1 nie w ykazuje reakcji imm unologicznej z przeciwciałam i m iozyny z mię-

MHC —

A -  
T M -

M L C i -  

M L C j-  

MLC3-

-  CLCi 

- C L C 2

Ryc. 2. Formy polimorficzne miozyny charakteryzujące poszczególne etapy różnico­
wania się mięśni (47).

Rozdział aktom iozyny lub m iozyny otrzym ano za pomocą elektroforezy na żelu poliakrylo- 
m idowym w obecności SDS. a. aktom iozyna ze standardow ej hodowli kom órek mięśniowych, 
b. aktom iozyna z m iotub, c, miozyna z „przypuszczalnych m ioblastów”, d. dla porównania 
miozyna z hodowli fibroblastów . MLC — lekkie łańcuchy m iozyny mięśniowej, CLC — lekkie 
łańcuchy miozyny cytoplazm atycznej, MHC — ciężkie łańcuchy m iozyny mięśniowej, A — aktyna, 
TM — tropomiozyna.
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śni szkieletowych (47). Miozyna izolowana zarówno z mioblastów, k tórych 
fuzja została zaham owana, jak  i m iotub posiada dwa lekkie łańcuchy, 
LCj i LC2, identyczne z tym i jakie w ystępują w miozynie z szybkich 
m ięśni szkieletowych o m asach cząsteczkowych 25 000 i 18 000 (46, 47). 
Pod względem imm unologicznym  miozyna m ioblastów nie wykazuje 
różnic w stosunku do m iozyny z szybkich mięśni szkieletowych (47). B rak 
lekkiego łańcucha LC3 o masie cząsteczkowej 16 000 stwierdzono także 
w  badaniach in vivo, w zarodkowej miozynie izolowanej z m ięśni różnych 
ssaków (54— 61). Zm iany w zawartości lekkich łańcuchów m iozyny syn­
tetyzow anej w m ięśniach zarodków świadczą o stopniowym  pojaw ianiu 
się poszczególnych izoenzymów tego białka (62).

Miozyna z szybkich m ięśni szkieletowych zw ierząt dorosłych w ystę­
puje w postaci kilku izoenzymów (62). Ze względu na różnice w kompo­
zycji jej lekkich łańcuchów wyróżnia się dwa hom odim ery zawierające: 
dwa lekkie łańcuchy LCX i dwa lekkie łańcuchy LC2, oraz dwa lekkie 
łańcuchy LC2 i dwa lekkie łańcuchy LC3 i heterodim er zaw ierający dwa 
lekkie łańcuchy LC2 i po jednym  LCX i LC3 (Ryc. 3).

Ryc. 3. Schemat budowy izoenzymów miozyny z szybkich mięśni szkieletowych (5).
LC„ LCS> LCj — lekkie łańcuchy, HC — ciężki łańcuch, I i III — hom odim ery, II — hete­

rodim er.

Hom odim ery rozdzielono niedawno przy zastosowaniu chrom atografii 
powinowactwa, na kolum nie zaw ierającej Sepharose sprzężoną z przeciw­
ciałam i wobec LCj lub LC3 (63). Za pomocą elektroforezy przeprow a­
dzonej w w arunkach nie denaturu jących  białka Hoh (64) stw ierdził obec­
ność trzech izoenzymów m iozyny w szybkich m ięśniach szkieletowych 
zarodków kurczęcia. W 11-dniowych zarodkach występował tylko izo- 
enzym  zaw ierający 2 LCi i 2 LC2. W 14 dniu rozwoju można było stw ier­
dzić obecność izoenzymu z lekkim i łańcucham i 1 LCi, 2 LC2 i 1 LC3. Pod 
koniec rozw oju zarodkowego pojaw iał się izoenzym z lekkim i łańcucham i
2 LC2 i 2 LC3. W pierwszym  tygodniu życia poza płodowego zestaw izo­
enzymów m iozyny z m ięśni kurczęcia przypom inał zestaw izoenzymów 
z mięśni dorosłych kur: heterodim er stanow ił 34°/o, hom odim ery za wie-
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rające LCx — 29°/o, zaś hom odim ery zaw ierające LC 3 — 37fl/o (64). Zm iany 
w zawartości izoenzymów m iozyny w rozw ijającym  się m ięśniu w ydają 
się odpowiadać za zm iany aktyw ności ATPazy aktom iozynowej, niskiej 
we wczesnych stadiach rozwoju i system atycznie w zrastającej podczas 
rozw oju zarodkowego (60). Izoenzym zaw ierający lekkie łańcuchy 2 LCX 
i 2 LC2 w ykazuje w obecności ak tyny  niską aktyw ność ATPazy w po­
rów naniu  z izoenzymem zaw ierającym  lekkie łańcuchy 2 LC2 i 2 LC3 (65). 
B rak izoenzymu zawierającego lekki łańcuch LC3 we wczesnych stadiach 
rozw oju może tłum aczyć zatem  niższą aktyw ność enzym atyczną aktom io- 
zyny zarodkowej od aktyw ności enzym atycznej aktom iozyny osobników 
dojrzałych.

Różnice w budowie miozyny zarodkowej i w ystępującej w m ięśniu 
dojrzałym  dotyczą także ciężkiego łańcucha. H u  s z a  r (66) wykazał, że 
miozyna izolowana z m ięśni szkieletowych 2 1-dniowych zarodków królika 
zawiera peptyd homologiczny, ale nie identyczny z tym , jaki w ystępuje 
w miozynie z m ięśni dojrzałych. Cechą charakterystyczną tego peptydu 
jest b rak  m etylow anej h istydyny, k tórą zawiera miozyna dorosłego k ró li­
ka. Potw ierdzenie różnic w budowie ciężkiego łańcucha obu m iozyn uzy­
skano badając fragm enty  otrzym ane w w yniku traw ienia białek przy  
pomocy trypsyny  (67, 68). Również parakryształy  odtrawionej trypsyną 
części pałeczkowatej miozyny, tzw. lekkiej m erom iozyny, z m iozyny za­
rodkowej różnią się od tych, które tw orzy lekka m eromiozyna wyizolo­
wana z m ięśni zw ierząt dorosłych (67).

Opisane wyżej zm iany w struk tu rze  m iozyny podczas procesu różnico­
wania się apara tu  kurczliwego m ięśni szkieletowych kręgowców w skazują 
na obecność w genomie kom órkowym  szeregu genów, k tórych kolejna 
ekspresja w arunkuje  stopniowe pojaw ianie się różnych jej form  poli- 
m orficznych. W „przypuszczalnych m ioblastach” działa zestaw genów 
różny zarówno od tego, którego ekspresja podczas powstawania m iotub 
w arunkuje  syntezę m iozyny zarodkowej, jak również od tego, k tó ry  
decyduje o powstaw aniu m iozyny typow ej dla m ięśni osobników dojrza­
łych.

IV-2. Aktyna

Obecność aktyny, podobnie jak  miozyny, wykazano w bardzo wielu 
kom órkach niem ięśniowych (69). W ystępuje Gna u jednokom órkowych 
organizmów jak np. ameby, a także we wszystkich badanych kom órkach 
i tkankach organizmów wielokom órkowych (fibroblasty, chondrioblasty, 
p ły tk i krwi, kom órki nerwowe, mózg, nerka, wątroba). Za pomocą izo- 
elektrycznego ogniskowania stwierdzono, że ak tyna może występować 
w czterech form ach różniących się nieznacznie punktam i izoelektryczny- 
mi (69, 70). Form a a w ystępuje tylko w m ięśniach szkieletowych dorosłych 
zwierząt, form y (3 i y w ystępują w kom órkach niem ięśniowych (płytki
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krwi, mózg, w ątroba) i m ięśniach gładkich (69). A ktynę znalezioną u m ałej 
ameby (Acanthamoeba castellani) oznaczono jako formę 6 (69, 79).

Badania ak tyny  przy użyciu hodowli kom órek mięśniowych pozwoliły 
w ykryć różnice w aktynie syntetyzow anej przed i po fuzji m ioblastów 
(40, 71). A ktyna syntetyzow ana przed fuzją m ioblastów posiada głównie 
form y (3 i y. M apy peptydow e tych form aktyny, otrzym ane w w yniku 
specyficznego rozszczepienia łańcucha polipeptydowego przy resztach cy­
sternowych, są identyczne z m apam i peptydow ym i ak tyny  z nerk i (72). 
Po fuzji m ioblastów zaczyna przeważać form a a ak tyny  (Ryc. 4).

Ryc. 4. Formy polimorficzne aktyny charakteryzujące poszczególne etapy różnico­
wania się mięśni (40).

Rozdział uzyskano przy pomocy izoelektrycznego ogniskowania.
a. ak tyw na z m ięśni płodów cielaka, b. aktyw na z hodowli kom órek m ięśniowych przed fuzją 

m ioblastów, c. po fuzji mioblastów, d. dla porównania ak tyna izolowana z nerki.

A ktyna izolowana z mięśni zarodków w ystępuje wyłącznie jako form a 
a, podobnie jak  ak tyna z m ięśni dorosłych osobników (71). W yniki badań 
prowadzonych zarówno in vitro  jak  i in vivo  w skazują na to, że w „przy­
puszczalnych m ioblastach” jest syntetyzow ana ak tyna typu  niemięśnio- 
wego, a dopiero od m om entu fuzji m ioblastów pojaw ia się form a typowa 
dla m ięśnia dojrzałego. Badania sekw encji am inokwasów różnych form 
ak tyny  sugerują, że genom kom órki zwierzęcej zawiera przynajm niej trzy  
różne geny kodujące ak tynę (73).

IV-3. Białka regulujące

Jednym  z istotnych zadań w badaniach nad miogenezą było ustalenie 
kiedy pow staje system  regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mięśni: 
czy białka regulujące syntetyzow ane są równolegle z białkam i kurczli­
wymi, czy też pojaw iają się później. Z badań nad biogenezą sarkoplazm a- 
tycznego retikulum , które dostarcza troponinie jonów wapnia, inicjując
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w ten  sposób skurcz mięśnia, wiadomo było, że rozw ija się ono w później­
szym okresie rozwoju zarodkowego (rozdz. II).

N ajprostszym  sposobem spraw dzenia czy system  regulacji funkcjo­
nuje, są pom iary zależności aktyw ności enzym atycznej na tu ra lnej akto- 
m iozyny (aktom iozyny izolowanej z mięśni w kompleksie z białkam i regu ­
lującym i) od stężenia jonów wapnia. P rzy  pełnej sprawności system u 
regulacji, w obecności jonów wapnia, aktyw ność ATPazy aktom iozynowej 
jest wysoka na skutek in terakcji ak tyny  z miozyną, natom iast w nie­
obecności jonów wapnia następuje dysocjacja kom pleksu aktom iozyno- 
wego i spadek aktyw ności ATPazy. Pierw sze badania wrażliwości na jony 
w apnia aktyw ności enzym atycznej na tu ra lne j aktom iozyny w czasie roz­
w oju zarodka kurczęcia w ydaw ały się wskazywać, że szczególnie we 
wczesnych stadiach funkcjonowanie białek regulujących jest ograniczone 
(74). Dużo niższa wrażliwość natu ra lnej aktom iozyny na jony wapnia, jak  
też niższa ilość wiązanego przez nią wapnia, świadczyły o tym , że albo 
troponina jest syntetyzow ana później niż ak tyna i m iozyna, albo też 
wiązanie jej z aparatem  kurczliw ym  jest ograniczone. Cienkie filam enty  
z m ięśni zarodków kurczęcia i cienkie filam enty  izolowane z mięśni do­
rosłych ku r nie różniły się jednak  ani pod względem składu białkowego 
ani właściwości funkcjonalnych (75). Przeprow adzone następnie porów­
nawcze badania kom pleksu białek regulujących izolowanych z m ięśni 
zarodków kurczęcia i z m ięśni zwierząt dorosłych w ykazały również ich 
identyczność zarówno pod względem stechiom etrii białek wchodzących 
w ich skład, jak  i pod względem wpływ u na aktyw ność ATPazy aktom io-

Kompleks troponiny z tropomiozyną

Ryc. 5. Porównanie wpływu białek regulujących izolowanych z mięśni zarodków  
i mięśni dorosłego królika na aktywność ATPazy aktomiozynowej (wyniki własne

w opracowaniu).
K w adraty i tró jk ą ty  oznaczają obecność białek regulujących z mięśni zarodków królika, 

kw adraty  — zarodek 21 dniowy, tró jk ą ty  — zarodek 28 dniowy; koła — oznaczają białka regu lu­
jące z m ięśni królików  dorosłych. Symbole pełne — aktyw ność ATPazy m ierzona w nieobecności 
jonów w apnia, symbole puste — w obecności jonów w apnia.
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zynowej (76). Tak więc mimo obserwowanych (77, 78) różnic w ruchliwości 
elektroforetycznej i s truk tu rze  I rzędowej składników troponiny: tropo- 
n iny I i troponiny T syntetyzow anych we wczesnych stadiach miogenezy, 
właściwości funkcjonalne kom pleksu troponiny zarodkowej i izolowanej 
z m ięśni zw ierząt dorosłych w połączeniu z tropom iozyną są takie same 
(Ryc. 5). O statnie w yniki badań (79) nad pojaw ieniem  się troponiny 
w czasie m iogenezy przy użyciu znakowanych fluoresceiną przeciwciał 
ostatecznie potwierdziły, że synteza troponiny nie jest opóźniona w po­
rów naniu  z syntezą innych białek apara tu  kurczliwego, takich jak  ak tyna 
czy miozyna. Nie wiadomo jednak  czy troponina jest syntetyzow ana już 
w „przypuszczalnych m ioblastach” , tym  bardziej że nie udało się znaleźć 
tego białka w niem ięśniowych system ach lokomocyjnych, w k tórych w y­
stępu ją  form y polim orficzne aktyny, m iozyny i tropom iozyny.

Tropomiozyną — drugie białko, k tóre obok troponiny niezbędne jest do 
regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego m ięśni szkieletowych w ystę­
puje również w kom órkach niemięśniowych, m iędzy innym i w płytkach 
krw i, mózgu, trzustce, fibroblastach (80—83). W szystkie cytoplazm atycz- 
ne tropom iozyny charak teryzu ją  się, w porów naniu z tropom iozyną 
m ięśniową, niższą m asą cząsteczkową, która wynosi 30 000 (80—82), b ra ­
kiem  zdolności polim eryzacji (84, 85), brakiem  in terakcji z troponiną (85, 
86) i słabszą in terakcją  z ak tyną (84, 85). Niedawno w pracow ni Y a f f e 
(87) wykazano, że istnieje form a tropom iozyny, która charakteryzuje  ko-
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Ryc. 6. Zmiana proporcji łańcuchów a : 3 tropomiozyny w  mięśniu szkieletowym  
królika podczas jego rozwoju (wyniki własne w  opracowaniu).

Stosunek a:0 łańcuchów obliczano z densytogram ów żeli poliakryloam idow ych po e lek tro­
forezie tropom iozyny przeprowadzanej w obecności SDS.
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m órki mięśniowe sprzed fuzji kom órkowej. Tę form ę zarodkowej tropo- 
m iozyny można oddzielić na drodze izoelektrycznego ogniskowania od 
form tego białka izolowanych z m iotub (87). Tropomiozyna z mięśni szkie­
letowych dorosłego królika zawiera dwa łańcuchy a i (3 (o m asach cząstecz­
kowych 34 000 i 36 000) w proporcji a : (3 =  4 : 1 (88). W preparatach  
tropom iozyny izolowanej z m ięśni zarodków królika we wczesnych sta­
diach rozw oju w ystępuje przewaga zawartości łańcuchów (3; w m iarę 
rozwoju zarodkowego i wczesnego rozwoju pozazarodkowego w zrasta 
zawartość łańcuchów a i w około 30 dni po urodzeniu ustala się proporcja 
łańcuchów, charakterystyczna dla preparatów  tropom iozyny z mięśni 
zw ierząt dorosłych (78) (Ryc. 6).

In terakcja  tropom iozyny zarodkowej i tropom iozyny z mięśni zwierząt 
dorosłych z troponiną jest taka sama (78, 85, 89). W ydaje się więc, że 
kompleks troponina-tropom iozyna, tw orzący się podczas rozw oju zarodko­
wego, cechują wszystkie właściwości potrzebne do regulacji in terakcji 
ak tyny  z miozyną, w zależności od stężenia jonów wapnia, kiedy sarko- 
plazm atyczne retiku lum  nie jest jeszcze dostatecznie przygotowane do 
regulacji poziomu w apnia w komórce mięśniowej.

V. Czynniki wpływające na różnicowanie się m ięśni szkieletowych

Spośród mięśni szkieletowych osobników dorosłych, na podstawie k ry ­
teriów  fizjologicznych, biochemicznych i histochemicznych, wyróżnia się 
dwa zasadnicze typy: mięśnie wolne i m ięśnie szybkie (90). Szybkość ich 
skurczu pozostaje w ścisłej korelacji z aktyw nością ATPazy aktom iozyno- 
wej (32). C harakterystyka poszczególnych białek m iofibrylarnych izolo­
w anych z m ięśni szybkich i wolnych wykazała, że miozyna (ciężkie i lekkie 
łańcuchy) jak  też białka regulujące (tropomiozyna, troponiną I, tropo- 
nina T i troponiną C) w ystępują w różnych odm ianach polim orficznych 
charakterystycznych dla danego typu m ięśni (25, 91— 95). Pow stawało 
pytanie, jakie czynniki są odpowiedzialne za różnicowanie w łókien w roz­
w ijającym  się mięśniu? Obecnie uważa się, że zasadniczą rolę w tym  pro­
cesie odgrywa system  neurom otoryczny mięśni, od którego zależy ekspre­
sja genów steru jących  syntezą odpowiednich białek m iofibrylarnych. 
Pogląd ten  został oparty  na dwu rodzajach obserwacji:
1 ) korelacji różnicowania się m ięśni ze stopniem  unerw ienia,
2) eksperym entalnym  wprowadzeniu zmian fenotypu m ięśni w wyniku 

tzw. krzyżowego unerw ienia (cross innervation ), lub długotrw ałej sty­
m ulacji elektrycznej.
Zauważono, że apara t neurom otoryczny większości ssaków nie jest 

w pełni w ykształcony aż do chwili urodzenia, a wszystkie mięśnie szkie­
letowe w ykazują jednakow y obraz w łókien z punk tu  widzenia właściwości 
m etabolicznych i s truk tu ra lnych  (96, 97). Fenotyp tych  m ięśni ma pewne
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cechy m ięśni wolnych (mała szybkość skurczu) i pewne cechy m ięśni 
szybkich (28, 32). Tak np. miozyna izolowana z m ięśni (które odpow iadają 
szybkim  mięśniom osobników dorosłych) zarodków będących w różnych 
stadiach rozwoju, jak  też z m ięśni zw ierząt now onarodzonych zaw iera 
lekkie i ciężkie łańcuchy charakterystyczne dla m iozyny z szybkich 
m ięśni zw ierząt dorosłych (47, 59, 93). Je j aktyw ność enzym atyczna jest 
znacznie wyższa niż aktyw ność m iozyny izolowanej z wolnych m ięśni (32). 
W prepara tach  m iozyny izolowanej z m ięśni m łodych zarodków obserw uje 
się inne proporcje lekkich łańcuchów LCj : LC3 (rozdz. IV-1). W m ięśniach 
zarodków , k tóre odpowiadają w olnym  mięśniom osobników dorosłych, we 
wczesnych stadiach rozwoju pojaw ia się m iozyna charak terystyczna dla 
szybkich mięśni; w późniejszym  stadium  rozwoju, głównie po urodzeniu 
zw ierząt, zaczyna pojawiać się miozyna charakterystyczna dla m ięśni 
w olnych i równoczesny zanik m iozyny charakterystycznej dla m ięśni 
szybkich (61, 98, 99) i (Ryc. 7).

Ryc. 7. Lekkie łańcuchy miozyny izolowanej z szybkich i wolnych mięśni zarodków
kurcząt (61).

Elektroforezę na żelu poliakryloamidowym prowadzono w obecności SDS.
A — a. miozyna z mięśni szybkich (pectoralis) zarodka kurczęcia, b. miozyna z mięśni szybkich 
kury, c. miozyna z mięśni wolnych (anterior latlssimus dorsi) kury, d. mieszanina miozyny 
z mięśni szybkich i mięśni wolnych.
B — a. miozyna z mięśni szybkich (pectoralis) kury, b. miozyna z mięśni wolnych (anterior 
latissimus dorsi) 11 dniowego zarodka kurczęcia, c. 20 dniowego zarodka kurczęcia, d. miozyna 
z mięśni wolnych kury.
LCf — lekkie łańcuchy miozyny z mięśni szybkch, LCS — lekkie łańcuchy miozyny z mięśni 
wolnych.

O dnerw ienie m ięśni wolnych w kilka godzin po urodzeniu zwierzęcia po­
wodowało zaham owanie syntezy miozyny z lekkim i łańcucham i charak te ­
rystycznym i dla m ięśni wolnych (98). W świetle tych  badań w ydaje się
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oczywiste, że rozwój m ięśni szybkich odbywa się niezależnie od unerw ie­
nia, natom iast rozwój mięśni wolnych zależy od system u neurom otorycz- 
nego. Hipoteza ta została potw ierdzona w badaniach nad biosyntezą mio­
zyny w w arunkach in vitro. W ykazano, że miozyna syntetyzow ana w ho­
dowanych kom órkach m ięśni szybkich posiada wszystkie cechy m iozyny 
zarodkowej typowej dla mięśni szybkich (46, 56). Takie same cechy cha­
rak teryzu ją  również miozynę z kom órek m ięśni wolnych hodowanych' 
in vitro. Na skutek braku kontroli neurogennej w w arunkach in vitror 
nie mogła rozpocząć się synteza miozyny charakterystycznej dla mięśni 
wolnych (98).

Pogląd, że różnicowanie się mięśni na szybkie i wolne zależy od ich 
unerw ienia znalazł również potwierdzenie w w ynikach badań nad tzw. 
krzyżowym  unerw ieniem . W eksperym entach tych, zapoczątkowanych 
przez B u 11 e r a (28), włókna ruchow e unerw iające szybkie i wolne m ię­
śnie przecinano, a następnie łączono krzyżowo w ten  sposób, że szybkie m ię­
śnie łączyły nerw y ruchow e m ięśni wolnych, a mięśnie wolne łączono z ner­
wami m ięśni szybkich. W w yniku takich zmian w system ie unerw ienia po 
pewnym  czasie (ok. 20 tygodni) zmieniała się charak terystyka  danych 
mięśni: m ięśnie wolne kurczyły się szybciej, m ięśnie szybkie w olniej. 
Równolegle ze zmianą szybkości skurczu następow ała transform acja  
właściwości biochemicznych i histochem icznych poszczególnych mięśni. 
Analiza aktyw ności enzym atycznej i składu podjednostek m iozyny w y­
kazała, że miozynę charakterystyczną dla m ięśni wolnych zastępowała

Ryc. 8. Zmiana składu lekkich łańcuchów miozyny w wyniku elektrycznej stymulacji
mięśni szybkich (101).

Elektroforezę na żelu poliakryloamidowym prowadzono w obecności SDS. 
a. lekkie łańcuchy miozyny z mięśni szybkich .(tibialis anterior) królika, b. lekkie łańcuchy 
miozyny z mięśni szybkich po 4 tygodniowej stymulacji elektrycznej, c. lekkie łańcuchy miozyny 
z mięśni wolnych (soleus) królika. Oznaczenia LCf i LCg jak na rycinie 7.
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miozyna charakterystyczna dla mięśni szybkich i odwrotnie (100, 101). 
Później wykazano, że głównym  czynnikiem  indukującym  te zmiany jest 
zm iana częstotliwości impulsów nerw ow ych dochodzących do m ięśni (101). 
Zm ianę włókien m ięśni szybkich na wolne można było również osiągnąć 
w w yniku długotrw ałej elektrycznej stym ulacji w łókien szybkich (10 1, 
102) (Ryc. 8).

O statnio przy zastosowaniu przeciwciał specyficznych wobec miozyny 
m ięśni wolnych oraz wobec izoenzymów m iozyny m ięśni szybkich — ho- 
m odim erów zaw ierających LC i lub L C 3 wykazano, że we wczesnych 
etapach  rozw oju zarodkowego mięśnie szybkie ssaków zaw ierają w tym  
sam ym  włóknie obydwa typy  m iozyny charakterystyczne dla wolnych 
i szybkich m ięśni (z przew agą izoenzymu zawierającego LCO (91). P rzy  
czym we w łóknach mięśni zarodkowych zawartość m iozyny charak te ry ­
stycznej dla wolnych mięśni jest większa niż zawartość m iozyny cha­
rak terystycznej dla m ięśni szybkich. Obserw acja ta może tłum aczyć małą 
szybkość skurczu m ięśni zarodka we wczesnych okresach jego rozwoju. 
Pow staw ało jednak  pytanie dlaczego w dotychczasowych analizach ele- 
k troforetycznych m iozyny z m ięśni szybkich zarodków nie zauważono 
lekkich łańcuchów charakterystycznych  dla m iozyny wolnych mięśni, 
a tylko lekkie łańcuchy charakterystyczne dla szybkich m ięśni (46, 49, 56, 
61, 98). Ostatnio W h a l e n  i wsp. (103) przy zastosowaniu elektroforezy 
dw ukierunkow ej przeprowadzonej techniką O’ F a r r e l l ’ a (104) zna­
leźli dwie form y lekkiego łańcucha LCi zarówno w tkance m ięśnia płodo­
wego, jak  i w hodowli kom órek m ięśniowych. Jedna z form  charak te ry ­
zuje tylko wczesne stadia miogenezy.

Rola system u neurom otorycznego, zdaniem  G a u t h i e r  i wsp. (97), 
może polegać na segregacji poszczególnych form  polim orficznych białek 
w późnym  okresie rozw oju zarodkowego oraz wczesnym  okresie poza- 
zarodkowym  na dwie różne populacje w łókien i w ytw orzenie w ten  spo­
sób fenotypów  szybkich i wolnych mięśni.

Zm iany w unerw ieniu  powodują nie tylko zm iany polim orficznych 
form  enzymów biorących udział w produkcji energii potrzebnej do sku r­
czu m ięśni takich jak  miozyna, ale również n iektórych białek biorących 
udział w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego m ięśni szkieletowych. 
Z badań prow adzonych w pracow ni P e r r y ’ e g o  (95) wiadomo, że 
troponina I w ystępuje w dwu form ach polim orficznych w zależności od 
typu mięśni. Troponina I z szybkich m ięśni różni się od tej, k tóra w y­
stępuje w wolnych mięśniach, s tru k tu rą  I rzędową, ruchliwością w czasie 
elektroforezy przeprowadzonej w obecności mocznika, jonów wapnia 
i troponiny C oraz stopniem  ham ow ania ATPazy aktom iozynowej w nie­
obecności jonów w apnia (95, 105). Zauważono, że po połączeniu nerw ów 
ruchow ych szybkich m ięśni z m ięśniam i wolnym i — w raz ze wzrostem  
szybkości skurczu — następuje  zwiększenie intensyw ności syntezy form y 
polim orficznej troponiny I, typow ej dla szybkich m ięśni i zm niejszenie
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intensywności syntezy form y typow ej dla w olnych m ięśni (106). Z drugiej 
strony  wykazano, że we wczesnym  okresie zarodkowym  szybkie i wolne 
włókna mięśniowe posiadają jednakow ą wrażliwość na jony wapnia, taką 
samą jak  włókna szybkie m ięśni zw ierząt dorosłych (107). W m iarę roz­
woju wrażliwość na jony wapnia szybkich w łókien pozostaje stała, zm ie­
nia się natom iast wrażliwość na jony wapnia w łókien wolnych m ięśni. 
Sugeruje to, że mięśnie zarodków zaw ierają ty lko troponinę ch arak te ry ­
styczną dla szybkich mięśni; dopiero po urodzeniu, wraz z różnicowaniem  
się m ięśnia wolnego następuje akum ulacja troponiny charakterystycznej 
dla m ięśni wolnych. Sugestię tę popierają ostatnie badania im m unocyto- 
chemiczne (108). P rzy  użyciu specyficznych przeciw ciał dla polim orficz- 
nych form  troponiny I, troponiny T i troponiny C, charakterystycznych  
dla wolnych i szybkich m ięśni stw ierdzono, że w czasie rozwoju zarodko­
wego zwierząt, niezależnie od typu  mięśni, syntetyzow ane są form y pod- 
jednostek troponiny charakterystyczne dla szybkich mięśni. W raz ze 
stopniem  unerw ienia wolnych m ięśni następuje zmiana ekspresji genów 
i synteza białek charakteryzujących  wolne mięśnie. A utorzy nie zaobser­
wowali jednoczesnego w ystępow ania obydwu form  polim orficznych sk ład­
ników troponiny w jednej komórce rozw ijających się szybkich w łókien, 
natom iast w komórce wolnych w łókien przejściowo w ystępow ały obydwie 
form y polimorficzne składników  troponiny typow e zarówno dla m ięśni 
szybkich jak  i wolnych. W ydaje się, że kontrola ekspresji genów, k tóre są 
odpowiedzialne za syntezę form  polim orficznych składników troponiny 
charakterystycznych  dla wolnych mięśni, podobnie jak  kontrola genów 
odpowiedzialnych za syntezę miozyny wolnych mięśni, jest neurogenna.

Inna jest kontrola genetyczna syntezy łańcuchów tropom iozyny. Ja k ­
kolwiek wartość stosunku molowego łańcuchów a : (3 tropom iozyny kore­
lowano często z szybkością skurczu m ięśni (im większa zawartość pod- 
jednostki (3, tym  m niejsza szybkość skurczu) (88, 89, 109), a ostatnie ba­
dania imm unocytochem iczne potw ierdzają, że łańcuch a tropom iozyny 
w ystępuje wyłącznie we włóknach szybkich m ięśni (108), krzyżowe u n e r­
wienie nie wpływa na proporcję łańcuchów tego białka (106). Zatem  
mechanizm  kontroli ekspresji genów kodujących łańcuchy a i (3 tropom io­
zyny nie zależy od unerw ienia mięśni, podobnie jak  to ma m iejsce w przy ­
padku miozyny z szybkich mięśni.

VI. Biosynteza białek aparatu kurczliwego mięśni szkieletowych

Badania nad kontrolą biosyntezy białek m iofibrylarnych prowadzone 
są dopiero od kilku lat i ze względu na złożoność zagadnienia dotyczą 
ty lko najw cześniejszych etapów różnicowania się kom órek mięśniowych, 
tzn. głównie zmian w syntezie białek zachodzących podczas fuzji m iobla- 
stów.
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W „przypuszczalnych m ioblastach” syntetyzow ane są białka charak te ­
rystyczne dla kom órek niem ięśniowych (rozdz. IV), natom iast fuzji m io- 
blastów  tow arzyszy szybki przyrost ilościowy szeregu białek m iofibry lar- 
nych. Daje to możliwość badania m echanizm ów odpowiedzialnych za 
różnicowanie się kom órek m ięśniowych na bardzo wczesnym  etapie roz­
woju.

W czasie fuzji m ioblastów ilość ciężkiego łańcucha m iozyny w zrasta 
6-krotnie, lekkich łańcuchów LCj — 7,4, LC2 — 17,9, tropom iozyny— 3,0, 
ak tyny  — 0,8-krotnie (73).

Dodanie do hodowli kom órkowej aktynom ycyny D, k tóra blokuje syn­
tezę białek na poziomie transkrypcji, nie ma w pływ u na przyrost ilości 
m iozyny po fuzji (44). W skazuje to, że synteza mRNA ciężkiego łańcucha 
m iozyny poprzedza fuzję, a m echanizm y kontrolujące syntezę tego białka 
działają na poziomie translacji (40, 44).

W 1974 roku B u c k i n g h a m  i wsp. (110, 111) otrzym ali mRNA dla 
ciężkiego łańcucha miozyny. O stopniu trudności jego izolacji może św iad­
czyć fakt, że w cytoplaźm ie różnicujących się kom órek znajduje się około 
10 000 rodzajów inform acyjnych RNA (112). Czynnikam i u łatw iającym i 
otrzym anie mRNA miozyny są duża jej zawartość w m iotubach i znaczny 
ciężar cząsteczkowy. Porów nanie składów RNA (całkowitego i in form a­
cyjnego) z hodowli kom órek m ięśniowych przed i po fuzji w skazuje na 
obecność w obu w ypadkach mRNA o stałej sedym entacji 26S, k tó ry  
w  układzie in vitro  jest odpowiedzialny za syntezę ciężkiego łańcucha 
m iozyny (40, 44, 113, 114). W kom órkach nie zaw ierających m iozyny typo­
w ej dla m ięśni szkieletowych, np. w fibroblastach mRNA o stałej sedy­
m entacji 26S nie w ystępuje (40).

Stabilność mRNA ciężkiego łańcucha m iozyny ulega zmianie przed 
fuzją, a jego rozmieszczenie w komórce zmienia się podczas fuzji m iobla­
stów  (Ryc. 9). W okresie poprzedzającym  fuzję czas półtrw ania  miozyno- 
wego mRNA w zrasta 5— 6-krotnie, ale tylko SVo tego RNA w ystępuje 
we frakcji polisom alnej (44, 111, 114). Podczas fuzji aż 60°/o miozynowego 
mRNA przechodzi do frakcji polisom alnej, co w arunkuje  gw ałtow ną 
syntezę m iozyny (Ryc. 9).

Dane otrzym ane na tem at mRNA 26S izolowanego z hodowli kom órek 
mięśniowych znajdują potw ierdzenie w badaniach in vivo  prow adzonych 
na m ięśniach zarodków. F rakcja polisom alna otrzym ana z m ięśni zarod­
ków kurczaków  zawiera mRNA ciężkiego łańcucha miozyny, a także 
lekkich łańcuchów miozyny, ak tyny  i tropom iozyny (115,116). Obecność 
nie związanego z polisomami mRNA ciężkiego łańcucha m iozyny stw ier­
dzono w cytoplaźm ie kom órek m ięśni 14-dniowych zarodków kurcząt 
(117). Tw orzy on kom pleksy z białkam i o stałej sedym entacji 80— 120S. 
Zarówno mRNA izolowany z kom pleksu białkowego jak  i mRNA zaw arty  
we frakcji polisom alnej ulegają translac ji w system ie in vitro  dając ciężki 
łańcuch m iozyny (115,116, 117).
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Czas (godz)

Ryc. 9. Zmiany stabilności i rozmieszczenia mRNA ciężkiego łańcucha miozyny  
w różnicujących się komórkach mięśniowych (73).

Koła puste — synteza miozyny znakowej [14C] (hydrolizat białkowy), ktrójkąty puste — czas 
półtrwania mRNA 26S znakowanego [JH] urydyną, koła pełne — ilość mRNA 26S znakowanego 
[*H] urydyną związanego w polisomach.

W ostatnich latach przeprowadzono również charak terystykę inform a­
cyjnych mRNA ak tyny  (118, 120), lekkich łańcuchów m iozyny (119, 120)
i tropom iozyny (73). Cytoplazm atyczny RNA izolowany z hodowanych 
in  vitro  kom órek m ięśniowych przed i po fuzji ulega translacji w uk ła­
dach bezkom órkowych dając szereg białek, pośród k tó rych  za pomocą 
dw ukierunkow ej elektroforezy w ykazano obecność ak tyny , lekkich łańcu­
chów m iozyny i tropom iozyny. W yniki uzyskane w badaniach nad mRNA 
ak tyny  potw ierdzają w ystępow anie różnych form  polim orficznych tego 
białka (rozdz. IV-2). O statnio w ykryto  w m ioblastach ulegających fuzji 
trzy  rodzaje mRNA, odpowiedzialne za syntezę trzech form  ak tyny  (118). 
mRNA form y a ak tyny  posiada masę cząsteczkową 4 ,6X l08, a mRNA 
form  (3 i y ak tyny  posiadają m asy cząsteczkowe około 6,6X l 05 i różnią 
się m iędzy sobą zawartością kwasu poliadenylowego. W m ięśniach 14-dnio- 
wych zarodków kurzych także stw ierdzono obecność mRNA ak tyny  w po­
staci kom pleksów z białkam i o stałej sedym entacji 16—40S (121). mRNA 
izolowany z kom pleksów białkowych ulega translac ji w system ie in  vitro  
dając aktynę.

Analiza białek otrzym anych po translacji cytoplazm atycznego RNA 
izolowanego z hodowli kom órek m ięśniowych przed i po fuzji m ioblastów
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wskazuje, że lekkie łańcuchy m iozyny LCi i LC2 charakterystyczne dla 
szybkich m ięśni szkieletowych pojaw iają się dopiero po fuzji (73,119, 120). 
Synteza trzeciego lekkiego łańcucha LC3 następuje później i przebiega 
wolniej, co jest zgodne z pojaw ianiem  się poszczególnych izoenzymów 
miozyny w rozw oju ontogenetycznym  kręgowców (rozdz. IV-1).

Przedstaw ione wyżej dane przem aw iają za tym , że synteza form y 
a ak tyny  i lekkich łańcuchów m iozyny odbywa się poprzez przyrost ilości 
odpowiednich mRNA dla tych białek, k tó ry  ma m iejsce dopiero podczas 
fuzji m ioblastów (73).

Nieco odm ienne w yniki uzyskano za pomocą elektroforezy dw ukie­
runkow ej badając syntezę łańcuchów tropom iozyny po translac ji in vitro  
(73). Zarówno przed fuzją jak  i po fuzji m ioblastów intensyw ność syntezy 
łańcucha (3 tropom iozyny jest większa niż łańcucha a. Inne w yniki uzyska­
no badając mięśnie płodowe (73). P rzed  fuzją m ioblastów syntezow any 
jest głównie łańcuch a, a dopiero po fuzji w zrasta intensyw ność syntezy 
łańcucha (3 tropom iozyny. Rozbieżności w otrzym anych w ynikach mogą 
wynikać z bardziej efektyw nej translac ji w system ie in vitro  mRNA dla 
syntezy łańcucha |3 tropom iozyny.

Dotychczasowe w yniki uzyskane w badaniach biosyntezy białek apa­
ra tu  kurczliwego m ięśni w skazują na to, że procesy tran sk rypc ji i tran sla ­
cji dla większości białek m ięśniowych następują bezpośrednio podczas 
fuzji mioblastów. Jedynie badając syntezę ciężkiego łańcucha m iozyny 
w ykryto  odrębny m echanizm  kontroli (40, 110, 114). Synteza mRNA cięż­
kiego łańcucha m iozyny poprzedza fuzję mioblastów, a kontrola syntezy 
tego białka odbywa się na poziomie translacji.

Zaakceptowano do druku  30.6.1979
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KOM UNIKAT

Komitet organizacyjny uprzejmie zawiadamia, że w  dniach 21—23 kwietnia 
1980 roku odbędzie się w  Warszawie konferencja naukowo-szkoleniowa na temat: 
„CHEMICAL CARCINOGENESIS AND MUTAGENESIS-RELATIONSHIP AND 
PRACTICAL ASPECTS”. Organizatorami Konferencji są: Instytut Onkologii w  War­
szawie, Polskie Towarzystwo Biochemiczne, Polskie Towarzystwo Onkologiczne oraz 
Komitet Biochemii i Biofizyki PAN.

Program konferencji obejmuje wykłady zaproszonych prelegentów, głównie z za­
granicznych ośrodków badawczych, poświęcone między innymi mechanizmom muta- 
genezy i karcinogenezy, metodom ocen czynników mutagennych i karcinogennych oraz 
systemom kontroli i oceny czynników ryzyka środowiskowego. Przewiduje się także 
dyskusje panelowe prowadzone przez wybranych specjalistów oraz krótkie donie­
sienia uczestników krajowych w formie plakatów przedstawionych w języku an­
gielskim. Ze względu na ograniczoną ilość miejsc organizatorzy zastrzegają sobie mo­
żliwość wyboru doniesień.

Osoby zainteresowane proszone są o zgłaszanie uczestnictwa do dnia 15 stycznia 
1980, a streszczenie komunikatu do dnia 15 lutego 1980 na adres Komitetu organiza­
cyjnego, Zakład Badania Środowiska AM, 02-097 Warszawa, Banacha 1.

Organizatorzy nie pokrywają kosztów uczestnictwa, jedynie uczestnikom spoza 
Warszawy mogą pomóc w rezerwowaniu miejsc hotelowych.

Wpisowe dla członków Towarzystw Biochemicznego i Onkologicznego wynosi 
100 złotych, dla pozostałych 200 złotych.
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Z ŻYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Sympozjum Polskiego Towarzystwa Biochemicznego na temat 
„Metabolizm fluoru” 25—26 maja 1979, Szczecin

W miejsce corocznych zjazdów Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  ro­
ku 1979 zostało zorganizowane w  Szczecinie krajowe sympozjum dotyczące m eta­
bolizmu fluoru i jego związków. W sympozjum wzięło udział ponad 150 osób z na­
stępujących ośrodków i miejscowości: Białystok, Jelenia Góra, Katowice, Kraków, 
Kórnik, Lublin, Łódź, Poznań, Olsztyn, Skawina, Sosnowiec, Szczecin, Warszawa, 
Wrocław, Zabrze oraz San Francisco. Obrady zapoczątkował wykład inauguracyjny 
doc. dr Z. Machoya (Szczecin) pt. „Wpływ związków fluoru na łańcuch oddechowy”. 
W ramach sympozjum obrady toczyły się w  3 sekcjach. Oto ich tytuły i autorzy 
(w nawiasach podano ilość prezentowanyh plakatów w  każdej sekcji).

Sekcja A: Analityka i biochemia fluoru (20).
1. Zawartość fluoru w płynach ustrojowych i innym materiale biologicznym — ozna­

czona metodą fotokolorymetryczną. A. Marut, Jelenia Góra.
2. Application of (-) erythrofluorocitrate as a probe of enzymatic and transport 

processes in mitochondria. E. Kun, San Francisco.
3. Wpływ fluoru na fizjologię tarczycy. S. Kahl, Kraków.

Sekcja B: Profilaktyka i terapia związkami fluoru (11).
1. Ocena efektów 8-letniego programu profilaktyki fluorowej w  Szczecinie. Z. Jań- 

czuk i współpracownicy, Szczecin.
2. Wpływ 8-letniego fluorkowania wody we Wrocławiu na przebieg choroby próchni­

cowej u dzieci i młodzieży. N. Wigdorowicz-Makowerowa, Wrocław.
3. Lecznicze zastosowanie związków fluoru w  chorobach narządu ruchów. T. Żuk, 

Szczecin.
4. Zastosowanie związków fluoroorganicznych jako substytutu krwi. K. Zieliński, 

Z. Machoy, Szczecin.
Sekcja C: Toksykologia fluoru (22).

1. Fluoroorganiczne związki fluoru, ich rola biologiczna i toksyczność. K. Jacyszyn, 
Wrocław.

2. Toksyczność związków fluoru dla organizmów żywych. T. Dziubek, Poznań.
Przedstawione materiały plakatowe sekcji A podsumowała doc. dr M. Gumińska 

(Kraków), sekcji B — prof. dr N. Wigdorowicz-Makowerowa (Wrocław), a sekcji C — 
prof. dr T. Dziubek (Poznań).

W pracach przedstawionych w  formie plakatowej w  sekcji „Analityka i bioche­
mia fluoru” poruszano przede wszystkim problemy analityczne. Z dyskusji wynikało, 
że brak ujednoliconych metod ilościowych oznaczania fluoru nie pozwala często na 
korzystanie z przedstawianych i publikowanych wyników. Żywą dyskusję prowadzili 
zwolennicy i przeciwnicy fluorkowania wody. Szukano punktów zbieżnych, podkre­
ślano rozbieżności i domagano się ściślejszej kontroli dozowania fluorków w  wodo­
ciągach miejskich. Niektóre z prezentowanych plakatów stanowiły ogólniejsze opra­
cowania jak np. „Wpływ ostrego i przewlekłego zatrucia fluorkiem sodu na prze-
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mianę węglowodanową (nr A—15, Kraków) czy też „Wpływ podskórnego podawania 
NaF na poziom białka, glukozy i kreatyniny w  surowicy krwi oraz zmiany histo­
patologiczne w  wątrobie i nerkach królików (nr A—17, Sosnowiec).

W sekcji „Profilaktyka i leczenie związkami fluoru” mówiono o trudnościach 
w realizacji programu fluorkowania wody pitnej i postulowano jego ujednolicenie 
w innych miastach w  Polsce. Uczestnicy tej sekcji uznali fluorkowanie wody w  za­
sadzie za korzystne, chociaż wzmiankowano o stosowaniu indywidualnego a nie 
masowego dodawania fluorku sodowego do wody wodociągowej.

W sekcji „Toksykologia fluoru” ciekawie przedstawiały się porównawcze wskaźni­
ki biochemiczne i morfologiczne u różnych organizmów narażonych na działanie 
związków fluoru. Podkreślano przy tym znaczenie dawki fluoru.

Dyskusje toczyły się dalej po zakończeniu obrad w  sekcjach i przeniosły się do 
stołówki, hotelu, na spotkanie towarzyskie i w  czasie wycieczki do Zakładów Che­
micznych „Police”. Myślę, że wielu dyskutantów nadal nurtują nie rozwiązane w  tym  
zakresie problemy. W celu szerszego zapoznania ogółu z omawianymi zagadnieniami 
metabolizmu fluoru, Szczecińskie Towarzystwo Naukowe planuje zbiorcze wydruko­
wanie materiałów sesji i dyskusji.

W czasie trwania sympozjum uczestnicy mieli okazję uzyskać informację i obej­
rzeć materiały reklamowe firm produkujących związki fluorowe i odczynniki (Boerin- 
ger, Koch-Light), elektrody fluorkowe (Orion, Crytur), pasty zawierające fluor (Pol­
lena, Gaba) oraz preparaty lecznicze (Polfa). Dla lepszego zapoznania uczestników  
sympozjum ze Szczecinem wyświetlano w  przerwach barwne przeźrocza oraz zorgani­
zowano dwudziesto-minutowy seans „Szczecin nocą”.

Z. Machoy

KOMUNIKAT ZARZĄDU GŁÓWNEGO 
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego apeluje do członków  
Towarzystwa o terminowe wpłacanie składek członkowskich. Przypominamy, że 
składka wraz z ulgową prenumeratę Postępów Biochemii za rok następny winna 
być uregulowana do końca listopada roku poprzedzającego, ponieważ zgodnie z w y­
mogami Państwowego Wydawnictwa Naukowego Zarząd Główny zamawia Postępy 
dla swych członków z rocznym wyprzedzeniem. Opóźnienie w opłacaniu składki 
członkowskiej powoduje opóźnienie w  dostarczaniu Postępów Biochemii członkom 
Towarzystwa, a także przysparza Zarządowi Głównemu wiele niepotrzebnej pracy.
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Sprawy FEBS

Kolejne, dziewiętnaste zebranie Rady FEBS odbyło się 19 kwietnia 1979 r. 
w  miejscowości Cavtat pod Dubrownikiem w  czasie trwania specjalnego zjazdu 
Federacji na temat enzymów. W zebraniu Rady wzięli udział przedstawiciele wszyst­
kich (prócz Rumunii) towarzystw członkowskich. Po raz pierwszy reprezentowane 
było Tureckie Towarzystwo Biochemiczne, przyjęte do Federacji w lipcu 1978 r.

Organizatorzy Specjalnego Zjazdu FEBS poinformowali, że na około 850 zareje­
strowanych przybyło do Dubrownika tylko 635 osób. Również nie zjawiło się około 
jednej trzeciej autorów zgłoszonych doniesień plakatowych, co znacznie dezorganizo­
wało sesje „posterowe”. Zwrócono przy tym uwagę, że zarówno forma jak i treść 
pewnej ilości streszczeń budziły poważne zastrzeżenia. Było przy tym symptoma­
tyczne, że właśnie wielu autorów tych słabych doniesień nie zjawiło się na zjezdzie. 
Organizatorzy zjazdu w  Dubrowniku, jak zresztą i poprzednich zjazdów FEBS, 
przyjmowali w  zasadzie wszystkie zgłoszone komunikaty. Po dyskusji Rada zaleciła 
jednak, aby w  przyszłości stosować ostrzejszą selekcję. Materiały źle napisane lub 
merytorycznie słabe winny być odrzucane.

Zatwierdzono miejsca przyszłych zjazdów Federacji, a mianowicie:
XIII Zjazd — Jerozolima, 24—29 sierpnia 1980 r.
XIV Zjazd — Edynburg, 29 marca—4 kwietnia 1981 r.
Specjalny Zjazd — Ateny, 24—28 kwietnia 1982 r.
XV Zjazd — Bruksela, 1983 r.
XVI Zjazd — Z.S.R.R., 1984 r.
Specjalny Zjazd — Portugalia, 1985 r.
XVII Zjazd — R.F.N., 1986 r.
XVIII Zjazd — Austria, 1987 r.
Organizatorzy przyszłorocznego zjazdu w Jerozolimie poinformowali, że termin 

nadsyłania doniesień ustalono na około 15 marca 1980 r. (dokładniejsze informacje 
rozesłane zostaną później). Wpisowe w  pierwszym terminie wyniesie 220 marek za- 
chodnioniemieckich, wpisowe „spóźnione” — 275 marek. Rząd Izraela obiecał nie sto­
sować żadnych ograniczeń przyjazdowych w stosunku do biochemików z państw nie 
utrzymujących z Izraelem stosunków dyplomatycznych.

Sytuacja finansowa Federacji w  ubiegłym roku układała się pomyślnie, głównie 
dzięki dochodom ze sprzedaży czasopism: European Journal of Biochemistry i FEBS 
Letters. Umożliwiło to dalsze szerokie stosowanie stypendiów na wyjazdy na kursy 
FEBS (tak zwany Youth Travel Fund) i wprowadzenie nowego rodzaju stypendiów  
stażowych (komunikat w  tej sprawie ukazał się w  Postępach Biochemii, tom 25, 
nr 2). Warto dodać, że ze stypendiów FEBS na uczestnictwo w  kursach skorzystało 
w  ciągu ostatnich dwóch lat (od lutego 1977 r. do lipca 1979 r.) 14 młodych bioche­
mików z Polski.

European Journal of Biochemistry  zaakceptował do druku w  ciągu 1978 r. 
719 prac. Prawie połowa tej liczby pochodziła z R.F.N., Francji i Wielkiej Brytanii.
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Prace z Polski stanowiły 1,5*1*. Wzrósł w  ubiegłym roku procent prac odrzuconych 
(43% wszystkich nadesłanych maszynopisów w 1978 r. w  stosunku do 38% w  1977 r.). 
W FEBS Letters  zaakceptowano do druku w  ciągu 1978 r. 1022 artykułów. Stanowiło  
to 53% nadesłanych prac (pozostałe 47% odrzucono). Prace z Polski stanowiły tylko
0,6% artykułów opublikowanych w  tym piśmie.

Rada wybrała na skarbnika Federacji na następną kadencję ponownie prof. 
S. P. Dattę z Londynu. Zaakceptowała również uchwałę Komitetu Wykonawczego 
przyznającą dyplomy honorowe trzem wybitnym naukowcom zasłużonym w pracy 
organizacyjnej na rzecz Federacji, a mianowicie L. L. M. van Deenenowi (Holandia), 
M. Gruberowi (Holandia) i J. P. Ebelowi (Francja). Nagrodą FEBS przyznawaną na 
każdym zjeździe młodemu autorowi referatu sympozjalnego wyróżniono w  tym roku 
biochemika hiszpańskiego, C. Gancedo.

L. Wojtczak

III Europejskie Sympozjum na temat Witaminy B12 i Czynnika W ewnętrz­
nego: Aspekty fizjologiczne, biochemiczne, mikrobiologiczne i medyczne

Zurich, Szwajcaria, 5—10 marzec 1979

Powyższe -sympozjum odbyło się na terenie Uniwersytetu w Zurichu pod honoro­
wym przewodnictwem Lorda Todda— laureata nagrody Nobla w  dziedzinie chemii. 
W sympozjum uczestniczyło ponad 350 delegatów z ponad 25 krajów całego świata. 
Było to największe i będące na najwyższym poziomie spotkanie specjalistów zainte­
resowanych problematyką korynoidów w  okresie ostatnich 20 lat, doskonale zorgani­
zowane przez komitet, na którego czele stał doc. dr hab. B. Zagalak, pracownik na­
ukowy Zurich University Childrens Hospital. Z uwagi na szeroką problematykę, 
obrady sympozjum toczyły się poza spotkaniami plenarnymi w dwóch równoległych  
sekcjach.

W pierwszej sekcji dominowały zagadnienia chemii i biochemii związków kory- 
nowych ze szczególnym uwzględnieniem stereochemii pierścienia korynowego. 
Szczególnie interesujące były referaty dotyczące badań nad syntezą chemiczną w ita­
miny Bi2 i jej analogów a także zagadnienia biosyntezy związków korynowych. 
Dużo uwagi p o ś w i ę c o n o  mechanizmom działania form koenzymatycznych witaminy  
Bi2. Okazało się, że pomimo wieloletnich badań nad witaminą Bi2 prowadzonych 
przez szereg ośrodków na świecie i uwieńczonych dokonaniem syntezy chemicznej, 
w  dalszym ciągu brak jest jednoznacznych danych n.t. fizjologicznie istotnych funkcji 
związków korynoidowych, szczególnie w  organizmie człowieka, co między inny­
mi uzasadniło konieczność wydzielenia odrębnej sekcji problemowej w  ramach 
powyższego sympozjum. Obrady tej sekcji koncentrowały się nad fizjologicznymi, 
medycznymi i mikrobiologicznymi aspektami witaminy Bi2 i związków pokrewmych. 
Wiodącymi zagadnieniami w  szeroko ujętej problematyce tej sekcji były badania 
nad białkami wiążącymi kobalaminę in vivo, systemami transportującymi kobala- 
minę, naturalnymi antagonistami witaminy Bł2 oraz dystrybucją poszczególnych 
koenzymów kobalaminowych, między innymi w  kontekście różnorodnych zmian 
metabolicznych związanych z patologią, wzrostu komórkowego (proliferacje). Istotnym  
osiągnięciem badawczym wydaje się wyjaśnienie struktury receptorów transkobala- 
min i czynnika wewnętrznego. Zbadano działanie szeregu naturalnych antagonistów  
kobalamin wykazujących właściwości terapeutyczne. Odnotowano postęp w  badaniach 
nad syntetazą metioninową — układem enzymatycznym współdziałającym z metylo- 
kobalaminą. Kilka referowanych prac dotyczyło również konsekwencji deficytu
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kobalamin w  sprzężeniu z deficytem kwasu foliowego. Ten kierunek badań okazuje 
się szczególnie istotny w  neuropsychiatrii.

Z uczestników krajowych W. Fenrych i wsp. przedstawił najnowsze osiągnięcia 
w zakresie syntezy kobalofilin w  granulocytach podczas fagocytozy. W referacie 
sympozjalnym W. Walerych i wsp. przedstawił udział białek rybosomalnych w  bio­
syntezie kobalamin. Natomiast J. Skupin i wsp. referował zagadnienie interakcji 
między metylokobalaminą a niektórymi aminokwasami białek bakteryjnych.

Duża liczba doniesień eksponowana była w  formie plakatowej. Ponadto odbyły 
się posympozjalne konferencje specjalistyczne obejmujące zagadnienia nomenklatury 
białek wiążących kobalaminy, standaryzacji oznaczeń związków korynowych, oraz 
nowych przypadków zakłóceń metabolizmu witaminy B i2.

Referaty i dyskusje sympozjum wykazały wielokierunkowy zakres działania w i­
taminy B i2 jako związku biologicznie czynnego wskazując równocześnie celowość 
dalszych dociekań dla poznania nie wyjaśnionych jeszcze funkcji tej niezwykle cieka­
wej cząsteczki.

Warto podkreślić aktywny udział w  obradach sympozjum pięciu noblistów  
szczególnie zasłużonych w  rozwiązywaniu zagadnień związanych z witaminą Bi2.

W szyscy uczestnicy sympozjum zgodnie podkreślali nie tylko wysoki poziom 
naukowy obrad, lecz także doskonałą organizację i niezwykle gościnną atmosferę 
stworzoną przez gospodarzy.

J. Skupin, W. Walerych
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Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek 
nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w  artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku 
lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające przedstawioną dziedzinę 
z uwzględnieniem artykułów opublikowanych w  „Postępach Biochemii”. W tekście 
należy podawać jedynie nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znacze­
nie w  przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w kolejności ich 
cytowania w  tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej­
nymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne w in­
ny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Czasopism Biochemicznych Mię­
dzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, 
(1) np.:

Pipa J. P., Btichanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) inicjały auto- 
ra(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały jej redaktorów(a), tom, 
pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, nazwę wydawnictwa oraz miejsce 
wydania, np.

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

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

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w  2 egz. na oddzielnych kartkach 
i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w  tekście, oraz 
oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi 
wyrazami tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli i nagłówki 
rubryk powinny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich (jakiej) prac(y) po­
chodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją 
w kolejności ich omówienia w  tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi 
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) po­
winny być wykonane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tu­
szem na białym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być 
mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe wykresu. Cyfry
i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na 
rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie 
wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznacze­
nia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: O D A ® l  A . 
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czar­
nym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie 
oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. 
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich 
dokumentacją (Copyright). Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do 
artykułu przeznaczonego do publikacji w  Postępach Biochemii należy zatem uzyskać 
zgodę na przedruk lub wykorzystanie danych i przedłożyć ją Redakcji. W razie 
modyfikowania rycin zaczerpniętych z opublikowanych prac należy także przedłożyć 
Redakcji do wglądu kopie orginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopisy
1 ilustracje przed pogięciem.
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