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WSKAZOWKI DLA AUTOROW

Kwartalnik ,Postepy Biochemii” publikuje artykuty monograficzne omawiajace
waskie tematy oraz artykuty przeglagdowe referujgce szersze zagadnienia z biochemii
i nauk pokrewnych. Artykuty pierwszego typu winny obejmowac syntetyczny prze-
glad postepu wiedzy w omawianej dziedzinie opracowany na podstawie pismien-
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuty drugiego typu jedynie piSmiennictwo z ostat-
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje takze krotkie noty informujace o no-
wych i wazniejszych osiggnigciach biochemii. Przekazanie artykutu do Redakcji jest
rbwnoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta i nie bedzie publikowa-
na w innym czasopismie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Postepach Biochemii”. Autorzy
artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cistos¢ podanych informacji. Autoréw obo-
wigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w korekcie (poza poprawieniem
btedéw drukarskich) ponoszg autorzy. Artykuty honoruje sie wedtug obowiazuja-
cych stawek. Autorzy otrzymuja bezptatnie 25 odbitek swego artykutu; zaméwienia
na dodatkowe odbitki (ptatne) nalezy zgtosi¢ pisemnie odsytajac prace po ko-
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autoréw o przestrzeganie nastepujacych wskazéwek:

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

Uktad maszynopisu: strona oktadkowa nienumerowana zawiera imiona i na-
zwisko(a) autora(6éw), adres(y) Zaktadu(6w) w jezyku polskim i angielskim, w ktérych
pracujg autorzy, adres pocztowy, na ktory autorzy zycza sobie otrzymywaé kores-
pondencje, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytut artykutu (w jezyku polskim
i angielskim), oraz—w prawym dolnym rogU'—Iliczbe stron, liczbe rycin, wzoréw
i tabel oraz skrét tytutu (nie wiecej niz 25 znakéw drukarskich).

Strona tytutowa (1) imiona (w peitnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(éw), tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis treSci w jezyku polskim i angiel-
skim, tytut naukowy autora(6w) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrétéw stoso-
wanych w pracy.

Strona 2 i nastepne obejmuja tekst pracy do spisu piSmiennictwa wiacznie, tabele,
spis rycin, wzordw oraz tytuty i objasnienia do rycin na stronach korncowych.

Dla przejrzysto$ci tekstu obowigzuje podziat artykutu na rozdziaty i podrozdzia-
ty, ktérych tytuty rzeczowo winny informowa¢ o przedstawianych treSciach. Rze-
czowy spis tresci publikujemy bezpos$rednio po tytule pracy. Rozdziaty numerujemy
liczbami rzymskimi, a podrozdziaty odpowiednig rzymska i arabska (np. 1-1.). Tytu-
téw podrozdziatéw nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerowaé. W tek$cie nie
nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej nalezy zaznaczy¢ otéwkiem na
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w tekscie liter alfabetu greckie-
go nalezy na marginesie wpisa¢ otdwkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekscie nie nalezy umieszczaé
zadnych tablic, rycin czy wzoréw, lecz w zgdanym miejscu pozostawi¢ wolny wiersz
i zaznaczy¢: Tabela 1, Ryc. 1, Wzoér | itp. Numeracje wzoru w tek$cie nalezy podawacé
po nazwie zwigzku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autor6w o zwrdcenie szczegdlnej uwagi na poprawnos$¢ jezykowa
tekstu a takze na Scisto$¢ i jasno$¢ sformutowan, unikanie gwary laboratoryjnej oraz
0 niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraznie skrotéw, nawet jesli niektore
z nich bywajg uzywane w pracach obcojezycznych.
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JUBILEUSZOWY 25-TY TOM ,POSTEPOW BIOCHEMII”

W zwigzku z ukazaniem sie 25-go tomu ,,Postepow Biochemii” Re-
dakcja zwrécita sie do mnie jako jednego z najstarszych obecnie bioche-
mikow polskich z prosba o napisanie krétkiej przedmowy.

Prosbhe te chetnie spetniam, tym bardziej, ze bytem blisko zwigzany
z ,,Postepami” od samego poczatku ich istnienia; teraz mineto od tamtych
czaséw ponad 25 lat.

Przegladajac obecnie poszczegblne zeszyty ,Postepow” i zawarte
w nich artykuty nie bez wzruszenia uswiadamiam sobie, ze pewna czgs¢
autoréw nalezy, bezposrednio lub posrednio, do grupy moich bytych
uczniéw, dalej za$ spotykam nazwiska kolezanek i kolegéw, ktérzy z kolei
byli uczniami tamtych uczniéw.

Prawdziwg rado$¢ sprawia mi, tak jak chyba i kazdemu z moich kole-
gow starszego pokolenia, mys$l, ze niektérzy z tych kogo sie znato wdwczas,
gdy stawiali swoje pierwsze kroki w dziatalnosci naukowej, nie tylko
zaczeli przerastaé swoich oOwczesnych ,mistrzow”, co jest zjawiskiem
naturalnym, lecz z biegiem lat, poszerzajac i pogtebiajac swoja wiedze
i dzieki swoim osobistym talentom stawali sie stopniowo powaznymi
specjalistami a nawet autorytetami w swoich dziedzinach. Sadze, ze nasze
,»Postepy Biochemii” w wielu przypadkach odgrywaly w tym i nadal
odgrywajg powazng role.

Juz od wielu lat pewnego rodzaju tradycjag ,,Postepow” byto umozli-
wienie mtodym biochemikom pisanie dla ,,Postepow” obszernych krytycz-
nych referatéw, opartych na zrédtowych danych dotyczgcych zagadnien
zwigzanych z ich pracami doktorskimi. Dzieki coraz to doskonalszej
i ofiarnej dziatalnos$ci zespotow redakcyjnych, opracowanie tych referatéw
stawato sie dla mtodych adeptow dobrg szkotg nie tatwej do opanowania
sztuki poprawnego pisania prac naukowych. Ta tradycja dotyczyta row-
niez pisania przez nieco juz starszych kolegow artykutow dotyczacych
zagadnien poruszanych w ich pracach habilitacyjnych. Dla czytelnikow
za$ ,,Postepow” dawato to do pewnego stopnia mozno$¢ wglagdu do obsza-
row zagadnien biochemicznych ktérymi zajmuje sie biochemia polska.

»Postepy Biochemii” nigdy jednak nie mialy i nie mogty mie¢ zadania
omawiania catoksztattu wspo6iczesnej problematyki biochemicznej. Nie-
mozliwo$¢ wykonania tego rodzaju zadan staje sie tatwa do zrozumienia
gdy uswiadomimy sobie fakt publikowania za granicg coraz to nowych
wielotomowych wydawnictw typu ,Advances”, ,,Progress” itp., oraz
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systematycznie co rok ukazujacych sie i coraz to obszerniejszych ,,Annual
Reviews of Biochemistry” i innych wydawnictw tego typu.

Nie mniej jednak w ,,Postepach Biochemii” ukazujg sie réwniez prze-
gladowe o wysokich walorach artykuty przewaznie opracowywane przez
polskich biochemikdw, powiedziat bym, ,,Sredniego pokolenia”, poSwiecone
waznym zagadnieniom biochemicznym, ktére w naszym Kraju sg, lub
jeszcze nie sg badane.

Bardzo szczesliwg jest uchwalona przez Zarzad PTBioch zasada zgodnie
z ktérg wszyscy cztonkowie PTBioch w ramach swojej rocznej skiadki
cztonkowskiej otrzymuja ,,Postepy Biochemii”. W ten sposéb czasopismo
to dociera praktycznie biorgc do ragk kazdego polskiego biochemika. Biorac
za$ pod uwage fakt, ze spora ilos¢ egzemplarzy wysytana jest za granice,
nalezy stwierdzi¢, ze ,,Postepy Biochemii” sg dobrg propagandg biochemii
polskiej nie tylko w Kraju lecz i poza jego granicami.

Z zawartej w 25-ym tomie notatki do autorow i czytelnikéw od Re-
dakcji i Rady Redakcyjnej ,,Postepéw Biochemii” mozemy sie dowiedzieé
0 niektorych projektowanych zmianach na przyszto$¢. Dowiadujemy sie
m.in. o planowaniu utworzenia nowego dziatlu pt. ,Nowe w biochemiiy,
dziatu, ktdry ma zawiera¢ krotkie 1—2 stronicowe omowienia kilku naj-
nowszych zwigzanych ze sobg, szczeg6lnie waznych publikacji. Dowiadu-
jemy sie o zamiarze wznowienia dziatlu Kroniki z zycia PTBioch i do
szerszego rozbudowania dziatu szczegbétowych i bardzo krytycznie opraco-
wanych recenzji réznych wydawnictw zagranicznych. Sadze, ze te i temu
podobne projektowane zmiany podniosg znaczenie i walory ,,Postepow
Biochemii” na jeszcze wyzszy poziom.

Witodzimierz Niemierko
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STANISELAW SZALA*

Geny strukturalne Eucaryota

Eucaryotic Structural Genes
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VI. Regulacja transkrypcji genéw strukturalnych
VII. Eewolucja genow strukturalnych

Contents:
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I1. Isolation of DNA fragments containing coding sequences
I1-1. Isolation of DNA fragments containing repeated genes
11-2. Isolation of DNA fragments containing unique sequences
I11. Methods of characterization of DNA containing genes in Eucaryota
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* Dr hab. Zaktad Biologii Molekularnej, Instytut Onkologii, ul. Wybrzeze Armii
Czerwonej 15, 44-100 Gliwice.
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I. Wstep—Definicje

W biologii molekularnej przez termin gen — jako jednostke funkcji —
rozumie sie odcinek DNA o okres$lonej diugosci, zawierajacy informacje
genetycznag o syntezie okresSlonego tahcucha polipeptydowego lub RNA
(typu 5S, rRNA, tRNA) (1—5). Orientacyjnie wielko$¢ odcinka DNA od-
powiedzialnego za synteze okreslonego polipeptydu mozna wyznaczyé
przy pomocy testu komplementacji (testu cis-trans) (1). Judd i wsp. (6)
analizujac przy pomocy testow komplementacyjnych region 3A2—3C2
chromosomu X Drosophila melanogaster doszli do do$¢ zaskakujacych
wynikdw. Wyznaczona przy pomocy testdw komplementacyjnych jedno-
stka funkcji odpowiadata pod wzgledem wielkosci jednemu chromome-
rowi (25 000—30 000 par nukleotydéw) i byta znacznie wigksza od se-
kwencji kodujgcych aminokwasy w przecietnym, liczgcym np. 300 amino-
kwasow polipeptydzie (3X300 = 900 nukleotydéw). Ta r6znica pomiedzy
wielkosciag chromomeru Drosophila a wielko$cig sekwencji kodujacych
aminokwasy w polipeptydzie nasuneta zrozumiate trudnos$ci interpreta-
cyjne (6, 7, 7a). Przypuszcza sie, ze sekwencje DNA tworzgce jednostke
funkcji zawieraja oprécz sekwencji kodujgcych aminokwasy takze do-
datkowe sekwencje, ktore mogg mieé znaczenie regulacyjne (6).

Najczesciej jednak, ze wzgledu na trudnosci w stosowaniu testdw kom-
plementacyjnych u wyzszych eukariontdw wyznaczenie jednostki funkcji
polega na przypisaniu zgodnie z regutami kodowania znanej sekwencji
aminokwasowej polipeptydu sekwencji mRNA, a nastepnie DNA. | tak
np. Davidson i Britten (8) zakiladajg, ze gen strukturalny Eu-
caryota stanowig sekwencje DNA transkrybowane w postaci mRNA.
Podobnie zresztg definiowali gen strukturalny Darnell i wsp. (9).
Okre$lenie odcinka DNA stanowiacego gen strukturalny u Eucaryota
zalezy jednak od zdefiniowania jednostki transkrypcji, tzn. pierwotnego
transkryptu genu (10—12, 18). Pierwotny transkrypt, nazywany tez
pre-mRNA, posiada okreslone miejsce inicjacji i terminacji transkrypcji
i zawiera, w obrebie swoich sekwencji, sekwencje mRNA. Znaczna cze$¢
sekwencji pre-mRNA ulega specyficznej degradacji uwalniajagc mRNA.

| tak np. pre-mRNA j3-globiny myszy sktada sie z okoto 1860 nuklec
tydéw a mRNA tylko z okoto 780 nukleotydéw (13). Wielko$¢ sekwencji
kodujacych (3-globine myszy wynosi 441 nukleotydoéw (14). W obrebie
sekwencji kodujacych znajdujg sie ponadto dodatkowe sekwencje DNA
0 nieznanej jak dotad funkcji, nie wystepujgce jednak w mRNA, tzw.
insercje (introny) (15—17). Rycina 1, w pewnym uproszczeniu, przedsta-
wia wzajemne relacje sekwencji kodujgcych z innymi rodzajami sekwencji
tworzacych hipotetyczng jednostke transkrypcji.

Wyznaczenie wielkosci odcinka DNA stanowigcego gen strukturalny
Eucaryota wigze sie zatem nie tylko z izolowaniem i fizykochemiczng
charakterystyka okreslonych fragmentow DNA oraz mRNA i pre-mRNA,
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Miejsce inicjacji Insercje Miejsce terminacji

transkrypcji transkrypcji
* / \
DNA
Sekwencje kodujgce aminokwasy
Transkrypcja DNA
Transkrypt
pierwotny ppp
(pre-mRNA)
| Enzymatyczna degradacja

Y pre-mRNA
Produkt posredni
enzymatycznej

degradacji pre-mRNA
Degradacja insercji
modyfikacja konca 5'
Y poliadenylacja kohca 3 mRNA

mRNA m Gppp AAAAA

Ryc. 1. Schemat relacji pomiedzy sekwencjami tworzgcymi jednostke transkrypcji,
transkryptem pierwotnym oraz mRNA.

Jednostka transkrypcji posiadajgca zdefiniowane miejsca inicjacji transkrypcji i terminacji
transkrybowana jest w postaci pre-mRNA, ktéry w wyniku specyficznej enzymatycznej degra-
dacji i modyfikacji (m.in. metylacji i poliadenylacji) uwalnia aktywny polisomalny mRNA. Na
rysunku sekwencje kodujgce zaznaczono grubymi liniami. Insercje, sekwencje rozdzielajace
sekwencje kodujace w RNA, tworzace przypuszczalnie swoiste struktury drugorzedowe w postaci
petli, sa degradowane przez swoiste endonukleazy, a sekwencje kodujace taczone sg ligazami
RNA (153, 225).

ale takze z ustaleniem wzajemnych zaleznosci miedzy mRNA, pre-mRNA
a sekwencjami DNA, z ktérych transkrybowany jest pierwotny tran-
skrypt.

Il. Izolowanie fragmentow DNA zawierajgcych sekwencje kodujagce

Metodom izolowania i charakterystyki fragmentow DNA zawierajg-
cych geny Procaryota i Eucaryota poswiecone sg dwie prace przegladowe:
Fourniera iwsp. (19) oraz Browna i Sterna (20), gdzie Czy-
telnik moze znalez¢ szereg istotnych i podstawowych informacji dotycza-
cych tych zagadnien.

I1-1. l1zolowanie fragmentéw DNA zawierajagcych powtarzajgce sie geny

Fragmenty DNA zawierajgce sekwencje komplementarne do rRNA,
5S RNA, tRNA czy histonéw stanowig od 0,02 do 0,5% ogo6lnej ilosci DNA.
W odpowiednich warunkach wirowania w gradiencie gestosci CsCl (nie-
kiedy w obecnosci antybiotyk6w wiazacych sie preferencyjnie z niektéry-
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mi nukleotydami, np. aktynomycyny D), sedymentujg one w postaci pasm
wyraznie réznych od pasma gtdwnego DNA (20—23). Drogg wielokrotnych
wirowan otrzymano fragmenty DNA o wystarczajgcym stopniu czystosci
(z reguty okoto 95%), pozwalajacym na identyfikacje, metodami hybry-
dyzacji DNA—RNA, sekwencji komplementarnych do 5S RNA, rRNA,
tRNA, histondw; oraz sekwencji niekomplementarnych do tych RNA,
(nietranskrybowanych sekwencji), oddzielajagcych geny, tzw. ang. ,,non-
transcribed spacers™ (18).

11-2. 1zolowanie fragmentéw DNA zawierajacych unikalne sekwencje

Stosowanie opisanych wyzej metod izolowania fragmentéw DNA za-
wierajacych sekwencje komplementarne do mRNA transkrybowanych
z unikalnych sekwencji (np. gen globiny, owoalbuminy) jest trudne ponie-
waz poszczegdlne sekwencje unikalne stanowig zaledwie okoto 10 50/o
ogo6lnej ilosci DNA, teoretycznie zatem muszg by¢é zageszczone 107 razy.
Suzuki iwsp. (24) stosujac procedure opartg na wirowaniu w CsXS04,
byli w stanie wyizolowa¢ sekwencje komplementarne do mRNA fibroiny
Bombyx mori (stanowigce jednak 2X10~300 ogolnej wartosci ilosci DNA).

Interesujgcg metode izolowania sekwencji DNA komplementarnych
do mRNA zaproponowat Georgiev ze wsp. (25 26). Technika ta polega
na czesciowym usunieciu jednej z nici polinukleotydowej z natywnego
DNA przy pomocy egzonukleazy Il E. coli, a nastepnie na hybrydyzacji
tak przygotowanego DNA z mRNA wyznakowanym rtecig. Hybrydy
molekularne DNA*mRNA izolowano przy pomocy chromatografii na ko-
lumnach zawierajgcych Sepharose*SH lub Sepharose*poli (U). Za pomoca
tej techniki uzyskano zageszczenie genu globiny rzedu 10 000 razy.

W szeregu pracowni usitowano opracowa¢ metody izolowania sekwencji
DNA komplementarnych do mRNA owoalbuminy (27—29). Podstawg tych
technik byto uzyskanie, drogg hybrydyzacji DNA*RNA, sekwencji DNA
komplementarnych do mRNA owoalbuminy (tzn. nici ,,antykodujgcej”).
Zdenaturowany DNA przepuszczano przez kolumny zawierajagce zwigzane
z absorbentem (gtéwnie z celulozg) mRNA-owoalbuminy lub komplemen-
tarny do mRNA cDNA (30, 31). Reizolowane sekwencje DNA (zageszczone
wstepnie okoto 10 000 razy) hybrydyzowano z RNA wyznakowanym
rtecia (uzyskanym z transkrypcji dwuniciowego cDNA owoalbuminy)
1 hybrydy wigzano na absorbentach zawierajacych grupy SH (Sepha-
rose*SH). Stosujac te technike grupa O’Malley’a (29] uzyskata zageszczony
okoto 150 000 razy gen owoalbuminy (nié antykomplementarng). W konco-
wym preparacie DNA zawierajacym czasteczki DNA o diugosci okoto
5000 nukleotydow, tzn. okoto 2,5 razy wieksze od mRNA owoalbuminy,
2 czasteczki na 5 byty komplementarne z mRNA.

Manning i wsp. (32, 33) podali oryginalng metode izolacji hybrydu
DNA*RNA. RNA wigzano z biotyng przy pomocy cytochromu c, a na-
stepnie hybrydyzowano z DNA. Hybrydy molekularne RNA*DNA zawie-
rajace biotyne oddzielono od DNA przy pomocy chromatografii kolumno-
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wej zawierajacej zwigzang z kulkami szklanymi awidyne, badz poprzez

wirowanie w gradiencie gestosci CsCl preparatow RNA*DNA.

Powszechnie stosowanym podejSciem metodycznym pozwalajgcym
uzyskaé¢ sekwencje komplementarne z mRNA unikalnych genéw jest
enzymatyczna synteza DNA na matrycy swoistego mRNA za pomocg
enzymu rewertazy (34—37). W pewnym uproszczeniu zagadnienie ,,izo-
lacji genow” sprowadza sie do izolacji $cisle okreSlonych mRNA (38—44).
Nalezy jednak pamieta¢, ze metoda ta pozwala na otrzymanie tylko
sekwencji DNA komplementarnych z mRNA, a nie catej jednostki tran-
skrypcyjnej.

Metoda, ktora stuzy wzbogaceniu i selektywnemu frakcjonowaniu po-
szczeg6lnych sekwencji kodujacych, polega na wprowadzeniu do bakte-
ryjnych plazmidéw fragmentéw DNA, przede wszystkim komplementar-
nych wobec okreslonych mRNA. Jest to tzw. technika klonowania DNA
(45—57). Jako wektory tzn. plazmidy lub fagi do ktérych wprowadzano
eukariotyczne sekwencje DNA stosuje sie najczesciej plazmidy pSC 101,
pBR 313, pBR 322, Col E1E1, Col EI—Ap, pCRI, pMB 9 oraz fagi Xi M 13
(58, 59). zZ transformowanych kolonii bakteryjnych izolowano DNA
plazmidéw, ktéry zawiera sekwencje DNA komplementarne z mRNA
Eucaryota. Procedura klonowania eukariotycznego DNA przy pomocy
plazmidéw lub fagéw sktada sie z kilku etapéw (58, 59):

1. przygotowanie DNA wektora (izolowanie okreslonego DNA plazmidu
lub faga);

2. przygotowanie preparatu eukariotycznego DNA (np. otrzymanie dwu-
niciowego preparatu cDNA na matrycy okreslonego mRNA, lub wy-
izolowanie fragmentdw DNA otrzymanych po trawieniu enzymami
restrykcyjnymi);

3. przygotowanie preparatow DNA wektora i eukariotycznego DNA do
potaczenia i ligacji; stosuje sie tu kilka metod z ktérych wymienimy
najistotniejsze:

(@) po trawieniu niektérymi enzymami restrykcyjnymi DNA wektora

i DNA eukariotycznego powstajg w nich tzw. lepkie kofce; po
reasocjacji lepkich koncéw taczy sie je kowalencyjnie za pomoca
ligazy DNA,;

(b) po trawieniu enzymami restrykcyjnymi obu preparatéw DNA do-
syntetyzowuje sie przy pomocy terminalnej transferazy sekwencje
utatwiajgce reasocjacje, np. przy kornicach 3' czastek DNA plazmi-
du sekwencje oligo dA, przy koncach 3' DNA eukariotycznego
oligo dT (60);

(c) do trawionego za pomoca EcoRlI DNA wektora dotgcza sie przy
pomocy terminalnej transferazy oligo dC, a do DNA eukariotycz-
nego oligo dG; po ligacji DNA wektora i DNA eukariotyczne-
go uzyskuje sie odtworzenie sekwencji rozpoznawanych przez
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EcoRIl — zabieg ten utatwia ponowne odzyskanie eukariotycznego
DNA z hybrydowego plazmidu po trawieniu EcoRI (45);

(d) ligacje obu preparatow DNA uzyskuje sie przez dodanie do kon-
cOw 5' zsyntetyzowanych chemicznie dezoksynukleotydéw (o dtu-
gosci 10—12 nukleotyd6w) zawierajgcych sekwencje rozpoznawa-
ne przez okreslone enzymy restrykcyjne (61); zabieg ten jest po-
dobny do metody opisanej w punkcie (c).

4. transformacja odpowiednich szczepow E. coli przy pomocy czasteczek

DNA plazmidéw zawierajagcych wbudowane eukariotyczne DNA;

A. Przygotowanie cDNA B. Przygotowanie DNA plazmidu
MRNA
5- MAAAAZ' .
DNA plazmidu
BAAAAA
aTTT
aTTT Sekwencja
rozpoznawana
"AAA przez enzym
aTTT Hind BI
, Trawienie enzy-
5'- BAAA -
3™ aTTT 3 mem Hmd H
| Ligaza DNA + 5CCAAGCTTGG' i alkaliczng
+ 3,GGTTCGAACCS. fosfotaza
"CCAAGCTTGG- —omeeee AAACCAAGCTTGG3'
pPpGGTTCGAACC 1 W - tttggttcgaacch,
| Trawienie endonukleazg Hind HI
5pAGCTTGG. oo AAACCAZ JAGCTT -AZ
3'ACC-  —emeeeeee TTTGGTTCGAp IA TTCGACH
5
Ligacja fragmentéw cDNA
i DNA plazmidu
\%
cDNA
AAGCTTGG SAAACCA AGCTT-
TTCGAACC iTTTGGTTCGAA

DNA plazmidu

Ryc. 2. Schemat klonowania cDNA (55).

Metoda klonowania cDNA w plazmidach skfada sie z kilku etapdéw: A. otrzymanie dwunicio-
wego cDNA na matrycy mRNA przy pomocy rewertazy; dalej przytagczenia do cDNA przy
pomocy DNA ligazy dekanukleotydu zawierajacego sekwencje rozpoznana przez okreslony enzym
restrykcyjny w tym wypadku (Hind I11); dalsze trawienie Hind Ill uwalnia jednoniciowe, tzw.
lepkie konce, niezbedne przy potaczeniu z DNA wektora (plazmidu). B. Przygotowanie preparatu
DNA wektora: otwarcie kolistej czasteczki DNA plazmidu przy pomocy trawienia enzymem
restrykcyjnym (Hind Ill), oraz usuniecie koncowej reszty fosforanowej w pozycji 5' przy pomocy
alkalicznej fosfatazy; ten ostatni zabieg uniemozliwia ponowne odtworzenie cyklicznej czasteczki
plazmidu w procesie taczenia cDNA i DNA wektora w obecnosci DNA ligazy i ligacja zachodzi
wytgcznie pomiedzy czasteczkami cDNA i czgsteczkami DNA plazmidu.
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5. wykrywanie stransformowanych klonow E coli poprzez okreslenie
markeréw genetycznych (gtownie opornosci na odpowiednie anty-
biotyki poszczegdlnych plazmidéw) w transformowanych koloniach
E. coli, a takze przez hybrydyzacje wyizolowanego z poszczegdinych
klonéw DNA z eukariotycznym RNA lub DNA.

Przyktadowo na rycinie 2 przedstawiono metody klonowania i izolacji
sekwencji komplementarnych z mRNA insuliny (55). Uniwersalno$¢ tej
metody umozliwia klonowanie i izolacje dowolnych fragmentéw DNA
w duzych iloSciach. Oczywiscie peing kopie genu odpowiadajgcg np.
wielkosci jednostki transkrypcyjnej mozna uzyska¢ wowczas, gdy do klo-
nowania uzywa sie wysokoczgsteczkowego DNA (a nie kopii mRNA
w postaci np. cDNA) (62, 63).

I11. Metody charakterystyki fragmentéw DNA
zawierajacych geny eukariontow

I11-1. Hybrydyzacja DNA*RNA

Klasycznag technika identyfikacji sekwencji kodujacej jest technika
hybrydyzacji DNA z mRNA (bgdz cDNA). Opracowano kilka metod
hybrydyzacji molekularnej DNA*DNA i RNA*DNA:

1. Hybrydyzacja RNA z DNA, zwigzanym na filtrach miliporowych po-
zwalajgca oznaczy¢ zawarto$¢ niektorych, przede wszystkim powtarza-
jacych sie gendw, jak geny tRNA, rRNA 5S RNA, i histonéw (64—66).

2. Hybrydyzacja RNA lub cDNA z DNA w roztworze (w tzw. nadmiarze
DNA, gdy stosunek RNA (cDNA) : DNA wynosi na przyktad 1 : 10 000),
umozliwiajgca oznaczenie iloSci powtarzajgcych sie genow (67, 68).

3. Hybrydyzacja c¢cDNA z mRNA (w ,nadmiarze” mRNA) umozli-
wiajaca okreslenie ilosci poszczeg6lnych transkryptow, gtownie
(poli(A)(+ )MRNA, w poszczeg6lnych komérkach (69).

4. Hybrydyzacja tzw. in situ miedzy RNA lub cDNA a DNA chromo-
somow metafazowych lub chromatyny, umozliwiajgca lokalizacje po-
szczegblnych gendéw w chromosomach (70, 162).

5. Hybrydyzacja RNA lub cDNA z preparatami DNA otrzymanymi po
degradacji enzymami restrykcyjnymi, rozdzielonymi nastepnie ele-
ktroforetycznie i przeniesionymi na paski nitrocelulozy. Metoda ta
utatwia identyfikacje np. sekwencji kodujacych w poszczegdlnych
prazkach elektroforetycznych rozdzielonych preparatéw DNA (71).

6. Metoda hybrydyzacji RNA lub cDNA z DNA poszczeg6lnych transfor-
mowanych kolonii bakteryjnych (72, 73). Technika ta umozliwia iden-
tyfikacje kolonii bakteryjnych zawierajagcych plazmidy z eukariotycz-
nymi sekwencjami DNA.
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HI1-2. Mikroskopia elektronowa preparatow DNA

Badanie uszeregowania réznych typow sekwencji w czasteczce DNA
mozliwe jest takze przy pomocy mikroskopii elektronowej. Analize topo-
graficzng sekwencji DNA przeprowadza sie¢ za pomocg nastepujacych
metod:

(a) badanie czesSciowych produktéw denaturacji czasteczek DNA (21),
wykorzystywane gtownie, gdy np. sekwencje gendw réznig sie za-
sadniczo pod wzgledem sktadu zasad od sekwencji oddzielajgcych
geny, tzw. przerywnikow;

(b) analize heterodupleksdw (74), tzn. produktdw reasocjacji komplemen-
tarnych ‘tancuchéw DNA pochodzacych z rdznych Zzrodet (np.
DNA plazmidu z DNA plazmidu zawierajacym wbudowane fragmenty
eukariotycznego DNA);

(c) analiza tzw. petli R (75), tzn. produktéw reasocjacji dwuniciowej
czasteczki DNA z RNA (reagujgca z RNA komplementarna ni¢ DNA
uwalnia ni¢ antykomplementarng, podczas gdy pozostate sekwencje
DNA pozostajg dwutancuchowe);

(d) oznaczaniu koncow 3' zakonczonych poli A (np. w mRNA) uzyskuje
sie przy pomocy hybrydyzacji z kolistg czasteczkg DNA wirusa SV40,
ktora zawiera sekwencje poli dT dobudowane przy pomocy terminal-
nej transferazy (75a, 75b).

111-3. Degradacja DNA za pomocg enzymoéw restrykcyjnych

Jedng z najbardziej popularnych i podstawowych metod analizy se-
kwencji DNA jest trawienie preparatow DNA enzymami restrykcyjnymi
(76). Metoda ta oparta jest na trawieniu DNA enzymami endonukleo-
litycznymi rozpoznajagcymi $cisle okreSlone symetryczne sekwencje (Ta-
bela 1). Produkty trawienia poszczego6lnymi enzymami rozdziela sie na-
stepnie na drodze elektroforezy. Poprzez odpowiedni dobdr enzymoéw
restrykcyjnych mozna uzyskaé¢ szereg naktadajacych sie wzajemnie pro-
duktow degradacji, ktére pozwalajg utworzy¢ mapy restrykcyjne po-
szczegblnych DNA.

Mapowanie gendw, DNA komplementarnych z mRNA (cDNA) czyli ich
lokalizacja w uktadach zawierajagcych fragmenty DNA, pochodzace z de-
gradacji enzymami restrykcyjnymi, mozliwe jest dzieki technice opraco-
wanej przez Southerna (71). Technika ta umozliwia réwniez identyfikacje
sekwencji rozdzielajgcych sekwencje kodujace, nie wystepujacych
w mRNA (cDNA) (15—17). Scharakteryzowane fragmenty DNA, otrzy-
mane w wyniku degradacji enzymami restrykcyjnymi, mogg by¢ wyko-
rzystane do dalszej analizy sekwencyjnej opisanej przez grupe Sangera
(89,96) lub Maxama i Gilberta (99).
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Tabela 1

Niektére enzymy restrykcyjne oraz ,,rozpoznawane” przez nie sekwencje DNA (76)

Enzym Pochodzenie Sekwencja (5" “m3')*
Alu | Arthrobacter luteus AG"CT
Bam Bacillus amyloliquefaciens H G"GATCC
Bgl 11 Bacillus globiggi ANGATCT
Bsu RI Bacillus subtilis R GG~CC
Ball Brevibacterium albidum TGG~CCA
EcoRlI Escherichia coli RY13 GMNAATTC
Eco RTI Escherichia coli R 245 ~CC()GG
Hae | Haemophilus aegyptius ®Mgg”cc(l)
Hae 11 PuGCGC”Pi
Hae 111 — GG”CC
Hap 11 Haemophilus aphrophilus C~CGG
Hha | Haemophilus haemolyticus GCG"C
Hind 11 Haemophilus influenzae Rd GTPI"PuAC
Hind 111 Haemophilus influenzae Rd ANAGCTT
Hpa | Haemophilus parainfluenzae GTTMAAC
Mno | Moraxella nonliquefaciens CNCGG
Sma | Serratia marcescens sb CCCNGGG
Taq | Thermus aquaticus YTI T*CGA
Xmal Xanthomonas malvacearum CNCCGGA

Strzatka pionowa wskazuje miejsce ciecia

in-4. Sekwencjonowanie mMRNA i DNA

Wstepne oznaczenie kolejnosci nukleotydéw sekwencji kodujacych,
a $cislej produktéw ich transkrypcji w postaci mRNA, stato sie mozliwe
gtdwnie dzieki pracom Sangera i wsp. (77). Ze wzgledu na trudnoSci
w uzyskaniu preparatbw mRNA o stosunkowo duzej radioaktywnosci,
wiasciwej zaadaptowano wstepnie metody kopiowania mRNA na cDNA
przy pomocy rewertazy, a nastepnie przy uzyciu polimeraz RNA z E. coli
transkrybowano cDNA na cRNA (78,81). Dalszy postep metodyczny
w sekwencjonowaniu byt zwigzany z rozwojem metod sekwencjonowania
DNA. Komplementarny DNA otrzymany przy zastosowaniu primerow
typu oligo dT sekwencjonowano stosujac trawienie endonukleazg indu-
kowang przez faga T4 zwang endo IV, hydrolizujagcg do$¢ specyficznie



478 S. SZALA [123

Analizowana przykfadowo

5 sekwencja 3
DNA GGCTAT F-T.A CG
A-AT TGGC
3 5'
»primer” o znanej
. : sekwencji
Polimeraza DNA E. coli
+4xTP (w tym jeden znakowany ¥
5/
-G GCTAT TTAACG
CCGATA AATTGC
CGATA AATTGC
GATA AATTGC Produkty syntezy
ATA AATTGC o réznej dlugosci
T A AATTGC
A—AATTGC
/ itd.
System.,, minus” System ,, plus”
np. —A np. tA
CCGATA——AATTGC TT.GC
TA—AATTGC AR A AT T GIC
——— AN GO A—AATTGC
Elektroforeza Elektroforeza
4 systemdw ,minus” 4 systemodw , plus”
-c|-T|-Al|-6 +C | +T | +A|+C
C—|&» e e ——C
C—| & @ = at——C
PN el ) RN PO oG
A—F—1T—1@ ®+-——A
T——{® | T i
A—;—-—J»——* f=3 &®+-—1——A

Ryc. 3. Zarys metody ,,plus” i ,,minus” sekwencjonowania DNA (96).

Na schemacie przedstawiono przyktadowo oznaczenia sekwencji SGGCTAT’\ Analizowany
fragment DNA, w obecnosci tzw. ,,primera” o znanej sekwencji, stanowi matryce dla enzyma-
tycznej syntezy przez polimerazy DNA E.coli szeregu radioaktywnych produktéow. Produkty te
poddaje sie dalszej analizie w tzw. systemie ,,minus”, lub systemie ,plus”. System ,minus”
polega na ponownej inkubacji produktéw enzymatycznej syntezy z polimeraza DNA E.coli
w obecnosci tylko trzech prekursoréw: np. dGTP, dCTP, dTTP bez dATP (tzw. ,,minus A”)
i analogicznie dla pozostatych. W takich warunkach polimeraza E.coli ,,zatrzymuje sie” w miejscu
brakujacego nukleotydu (na Ryc. przed T). System ,plus” polega na inkubacji nowozsyntetyzo-
wanego DNA z polimeraza DNA faga T4, tylko w obecnosci jednego z prekursoréw (np. ,,plus
A” — inkubacja z dATP). W tych warunkach polimeraza DNA faga T4 degraduje nowozsynte-
tyzowany DNA od konica 3’ i zatrzymuje sie¢ w miejscu, gdzie wystepuje obecny w mieszaninie
reakcyjnej dany nukleotyd. Np. w systemie ,,plus A”, wszystkie fragmenty DNA przy koncu 3’
zawierajg A. Zaréwno w systemie ,,plus” jak i ,,minus” poszczeg6lne produkty réznig sie pod
wzgledem dtugosci o jeden nukleotyd. W rozdzielonych elektroforetycznie produktach reakcji
»plus” i ,,minus” mozna zidentyfikowaé¢ radioautograficznie szereg prazkéw, ktére pozwalajag
ustali¢ sekwencje DNA od konca 5 do 3’, w tym przypadku komplementarng do GGCTAT 3’,
sekwencje 5’ATAGCC 3.
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wigzania fosfodwuestrowe miedzy C i T (80, 82). Rozdzielone produkty
degradacji trawiono czeSciowo przez fosfodwuesterazy i rozdzielano
w dwukierunkowych systemach rozdzielczych (elektroforeza+ homochro-
matografia). Stosujgc powyzsze metody oznaczono m.in. wiekszo$¢ pozna-
nych dotad sekwencji znajdujacych sie przy koricu 3' r6znych mRNA
(84—95). Zastosowanie primerow o znanej sekwencji (np. oligonukleotydu
GCACCATT, sekwencji kodujgcej dwa pierwsze aminokwasy genu globi-
ny) pozwolito m.in. na ustalenie sekwencji niekodujagcego konca fragmen-
tu znajdujacego sie przy koncu 5 mRNA globiny krdlika (83).

Znakomitym udogodnieniem technicznym okazata sie metoda sekwen-
cjonowania DNA tzw. ,plus” i ,minus” [96]. Wykorzystanie jej umozli-
wito m.in. zespotowi Sangera ustalenie sekwencji DNA faga 3>X 174
(97). Dokiadny opis metody przedstawiony jest na rycinie 3. Metode
»plus” i ,minus” sekwencjonowania cDNA podali Brownlee i Car-
twright (98).

Pewng modyfikacjg metody ,,plus” i ,minus” jest wprowadzenie 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 wigzan glikozydowych specyficznych
dla GiAoraz CiT

Elektroforeza produktow
degradaciji
A>G ;G>A; C; C+T

ASG|G>A| C [C+T
® |1+ A
- @ C
® T
- T
® |+ A
® - -G
® e C
- T

Ryc. 4. Schemat sekwencjonowania DNA (99).

Na schemacie przedstawiono przykiadowo oznaczenie sekwencji 5 TCGATTCA 3. Fragment
DNA zostaje wyznakowany przy koncu 5’ reszta fosforanowa przy pomocy [y—SP] ATP i kinazy
polinukleotydowej. Radioaktywny DNA rozdziela sie na cztery porcje, ktére poddaje sie reakcji
degradacji wigzan glikozydowych specyficznych dla puryn i pirymidyn. Zmetylowane przy po-
mocy siarczanu dwumetylu puryny, poddaje sie specyficznej degradacji swoistej dla A lub G
(a $cislej A> G lub G> A). Pirymidyny z kolei ulegaja swoistej degradacji przy pomocy hydra-
zyny (reakcje swoiste dla C i C+ T). Warunki degradacji sa tak dobrane, ze poszczegdlne pro-
dukty degradacji roznig sie o jeden nukleotyd. Odpowiedni rozdziat elektroforetyczny i auto-
radiograficzna indentyfikacja rozdzielonych produktéw umozliwia odtworzenie od konca
5 Sekwencji TCGATTCA.
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Sangera i wsp. (98a) do reakcji z polimerazag DNA analogéw troj-
fosforanéw (2' 3'-dwudeoksy, i arabinozonukleozydowych pochodnych)

dziatajacych jako inhibitory syntezy DNA (wydiuzania tancucha DNA).
W miejscu wbudowania inhibitora (np. analogu C) synteza tancucha DNA
konczy sie na C, i podobnie w przypadku analogéw innych zasad.

Jeszcze prostszg pod wzgledem techniki metodg sekwencjonowania
DNA opracowali Maxam i Gilbert (99) (patrz Ryc. 4). Fragmenty
DNA uzyskane w wyniku degradacji enzymami restrykcyjnymi i rozdzie-
lone na komplementarne pasma znakowano przy korncu 5' przy pomocy
[y-3P]JATP i kinazy polinukleotydowej, badz przy koncu S”a-"PJATP
i terminalnej transferazy. Produkty otrzymane w wyniku czeSciowej
hydrolizy wigzan fosfodwuestrowych rozdzielono elektroforetycznie na
zelach poliakryloamidowych. Za pomocg tej metody oznaczono m.in.
sekwencje mRNA (3-globiny krdlika (100), mRNA insuliny szczura (55),
oraz liczacego 1859 nukleotydéw mRNA owoalbuminy kurczat (I00a).

IV. Organizacja sekwencji powtarzajacych sie genow

Powtarzajgce sie geny 5S RNA, tRNA i rRNA skiadajg sie najogdlniej
biorgc z dwdch typdw sekwencji: z sekwencji transkrybowanych (tworza-
cych jednostke transkrypcyjnag) oraz sekwencji nie ulegajacych tran-
skrypcji (tzw. nietranskrybowany przerywnik, ang. ,,non-transcribed
spacer™) (18, 101). Strukturalng organizacje powtarzajgcych sie genow
5S RNA, tRNA i rRNA Xenopus laevis oméwiono w Monografiach Bio-
chemicznych (102, 103), dlatego w niniejszym opracowaniu ograniczono
sie do nowszych danych o powtarzajgcych sie genach Drosophila melano-
gaster (Ryc. 5). Stosujac metody opisane uprzednio jak klonowanie DNA,
hybrydyzacja i mikroskopia elektronowa w DNA D. melanogaster zidenty-
fikowano nowy typ sekwencji, wystepujacy w obrebie niektérych se-
kwencji nietranskrybowanych przerywnikéw, badz sekwencji transkrybo-
wanych (104—108). Ten typ sekwencji nazwanej insercjg wystepuje w ge-
nach rRNA u Drosophila, a takze przypuszczalnie w jej genach koduja-
cych tRNA (Ryc. 5B, F), jak réwniez w genach tRNATyr u drozdzy (108a).
Sekwencje insercji stanowig niekiedy — jak wskazujg na to dane z mikro-
skopii elektronowej — odwrdcone symetrycznie sekwencje czyli palindro-
my. Dos$¢ szczegblny ukiad takich symetrycznych sekwencji zidentyfiko-
wano w sekwencjach DNA rozdzielajacych geny tRNA (Ryc. 5F) (163).
Jakkolwiek funkcja sekwencji tworzacych insercje jest nieznana, istniejg
interpretacje (104—108) sugerujgce, ze moga by¢ one analogiczne z inser-
cjami wystepujgcymi w chromosomach organizmdéw prokariotycznych
(tzw. ,,insertion sequences” — IS), o ktérych wiadomo ze odgrywaja role
w procesach tzw. nieuprawnionej rekombinacji (ang. ,,illegitimate recombi-
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Powtarzajgca sie jednostka

18s 58s 28s .spacer’
transkrypt r DNA
insercja D melanogasitr
.spacer
28s 28s'
0s symetrii
26s  19s Lo 198 268 r DNA
| — — Physarum potycephalum
i Tetrahymena pyrifarmis
D
-gen
120;)ar nukleotudéw
t 55 DNA
' f S D melanogaster
260 par nukleotydéw
(,,spacer”)
»gen” (121 per nukleofydéw)
/ | | \  ,pseudogen”
5s DNA
Xenopus laem
180 par 320-510 par
nukleotydéw bogatych w
G+C A+T
wtym 101 par
nukleotydéw- pseudogen
»Spacer”
»Spacer”
33kb 12kb = 2,7kb
ca a' c'b2 b.b
t RNA DNA
tRNA«  tRNA?t RNAo tRNA4 D. melanogaster
|
geny” t RNA
powtarzajaca sie jednostka
histon k. W2B

DNA kodujacy histony
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Ryc. 5. Strukturalna organizacja sekwencji DNA powtarzajgcych sie genéw: 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.

2 Postepy Biochemii
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nation™) i w procesach translokacji catego zespotu sekwencji w inny locus
genomu (109—114).

Z innych nowych informacji zastuguje na uwage fakt wystepowania
sekwencji genow rRNA w postaci sekwencji palindromowych (Rye. 5C)
u Physarum polycephalum, Tetrahymena pyriformis (115—117) i chloro-
plastow Zea mays (117a). Przypuszcza sie, ze taki uktad odwroconych
sekwencji moze odgrywac role w procesach amplifikacji, badZz rekombi-
nacji i translokacji tych genow.

Analizy dotyczace organizacji genéw 5S RNA wskazujg, ze np. u Droso-
phila melanogaster uktad genéw i nietranskrybowanych przerywnikow
jest bardzo regularny, przerywniki sg prawie identycznej wielkosSci
(Rye. 5D) (119). Natomiast u Xenopus laevis przerywniki rozdzielajace
geny 5S RNA sg niejednakowe pod wzgledem dtugosci (118) (Rye. 5E).
Zidentyfikowano w nich dwa typy sekwencji: bogate w pary G+ C iden-
tyczne we wszystkich przerywnikach i stanowigce jak sie okazuje, nie-
kompletny fragment genu 5S RNA, tzw. ,pseudogen” (121), oraz hetero-
genne co do wielko$ci sekwencje, bogate w pary A+T, zlozone z powta-
rzajacych sie sekwencji liczacych okoto 15 nukleotydéw (18, 120, 121a,
121b).

W ostatnich latach ukazato sie sporo prac dotyczgcych organizacji
sekwencji kodujacych histony (122—130). | tak na przyktad w Psammechi-
nus miliaris ta grupa powtarzajagcych sie gendw posiada nastepujaca
kolejnosé poszczegdlnych sekwencji kodujacych histony (kolejno$¢ podano
od miejsca inicjacji transkrypcji): H4, H2B, H3, H2A oraz HI (125). Se-
kwencje te sa oddzielone od siebie transkrybowanymi przerywnikami
(Rye. 5G). Zdaniem Melli i wsp. (131) geny te transkrybowane sg
w postaci policistronowego pre-mRNA, o masie czasteczkowej okoto
4—5X10® daltonéw, z ktdrego w wyniku enzymatycznej degradacji uwal-
niajg sie mMRNA dla poszczeg6lnych histonéw. Ostatnio jednak Levy
i wsp. (131a) wykazali, ze poszczeg6lne geny histonéw transkrybowane sg
w postaci odrebnych jednostek transkrypcyjnych.

Specyficzna organizacja sekwencji kodujacych cechuje geny immuno-
globulin (Rye. 6A) (4, 132—144¢). Geny te skitadajg sie z dwobch typow
sekwencji kodujgcych aminokwasy, sg to tzw. regiony zmienne (V) de-
terminujace specyficzno$é danego typu przeciwciata dla okreslonego anty-
genu oraz regiony state (C) obu tancuchéw polipeptydowych (lekkiego
tancucha (L) oraz tancucha ciezkiego (H). Lekkie i ciezkie tahcuchy poli-
peptydowe tworzgce czasteczke immunoglobuliny (ztozong z 2 tancuchow
H i 2 tancuchow L) programowane sg przez odrebne mRNA zawierajgce
sekwencje kodujgce regiony V i C danego faricucha immunoglobuliny
(Rye. 6B). Szereg danych wskazuje, ze dla danego typu tafcucha immuno-
globuliny istnieje wiele sekwencji DNA kodujgcych regiony V (101, 133,
136, 137, 141, 142, 144) — Rycina 6A. Kontrowersja, dotyczgca powstawa-
nia zmiennosci i r6znorodnosci typow przeciwciat, dotyczy gtéwnie liczby
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Ryc. 6. Sekwencje DNA tworzace geny immunoglobulinowe.

A — sekwencje regionéw zmiennych (V) i statych (C) kodujacych lekkie i cigezkie tancuchy
polipeptydowe immunoglobulin; B — struktura mRNA kodujacego lekki tarncuch k (UT — regiony
mRNA nie kodujgce aminokwaséw, P —sekwencje kodujgce fragment prekursorowy polipeptydu,
V i C — kodujace odpowiednio: regiony zmienny i staly); C — schemat ,wyciecia” sekwencji
DNA kodujacych cze$¢ zmienng (V) i jej translokacji w poblize sekwencji DNA kodujacych
cze$¢ statg (C).

regiondbw DNA kodujacych czes¢ zmienng przeciwciat. Hipoteza tzw. linii
zarodkowej (ang. ,germ-line”) zaktada, ze tyle jest regionéw DNA kodu-
jacych cze$¢ zmienng, ile jest mozliwych typow przeciwciat (133, 134).
Hipoteza mutacji somatycznych za$ zaklada, ze regiondbw DNA koduja-
cych cze$¢ V jest zaledwie kilka a zmienno$¢ tych regionow DNA powstaje
w wyniku somatycznych mutacji (4, 137) lub tez przez szereg crossing-
over specyficznych dla tych regionéw (143). Zadna jednak z tych hipotez
nie zostata, jak dotad, potwierdzona na drodze dos$wiadczalnej.
Przypuszcza sig, ze w procesach réznicowania komorkowego aktywujg-
cych ekspresje genéw kodujgcych imm.unoglobuliny w limfocytach B,
nastepuje wybranie jednego z regionéw kodujgcych czes¢ zmienng (V)
i przytaczenie go do czesci statej (C) (Ryc. 6C). W wyniku translokacji
regionu kodujacego cze$¢ zmienng (V) w okolice regionu kodujgcego czesc
statg powstaje nowy ukiad sekwencji, tworzagcych de novo gen struktu-
ralny okreSlonego typu tahAcucha immunoglobuliny (144a—144c, 144e).
Przypuszcza sie, ze w tak powstaltym genie strukturalnym sekwencje
DNA kodujace regiony zmienne i state sg oddzielone od siebie insercja
liczacg okoto 1250 par nukleotydow (142, 144a, 144d, 144e). Jednostka

2x
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transkrypcji genu kodujgcego lekki tancuch (x) immunoglobuliny mysiej
jest rzedu 11 000 nukleotyddéw, ktéra w wyniku enzymatycznej degradacji
przechodzi poprzez produkt wielkosci 4000 nukleotydéw do mRNA o wiel-
kosci okoto 1250 nukleotydow (144).

V. Unikalne sekwencje genow

W 1977 roku ustalono sekwencje 354 nukleotydow mRNA insuliny
szczura, ktéra koduje preproinsuline — prekursorowy polipeptyd tego
hormonu (55).

Stosunkowo duzo prac dotyczy analizy sekwencji kodujgcych a i @glo-
biny myszy, krélika i cztowieka (4, 17, 34—36, 38, 45—49, 51, 53, 54, 63,
78—84, 86, 88—95, 100, 145). Wstepne metody analityczne dotyczyty m.in.
sekwencjonowania mRNA oraz ustalenia zalezno$ci pomiedzy prekursoro-
wym mRNA a mRNA (146—150). Jak juz wspomniano, np. gen B globiny
myszy transkrybowany jest w postaci wielkoczasteczkowego pre-mRNA
(~ 1860 nukleotydéw), ktory nastepnie ulega degradacji do 9S mRNA
(~ 780 nukleotydéw) (13). Wydaje sie, ze oznaczenie petnych sekwencji
MRNA, a takze pre-mRNA pozwoli na okreslenie: wzajemnego ewolucyj-
nego pokrewieristwa oraz powstania poszczeg6lnych typow (@, @y i O
globin, ewentualnej struktury drugorzednej mRNA i pre-mRNA, funkcji
sekwencji niekodujacych w mRNA i pre-mRNA, jak réwniez roli kodo-
wania przez poszczeg6lne kodony mRNA aminokwasow (np. z szesciu
mozliwych kodonéw leucyny: UUA, UUG, CUU, CUC, CUA, CUG, gtdw-
nie kodom CUG bierze udziat w kodowaniu tego aminokwasu (151)).

W obrebie sekwencji DNA kodujgcych {3-globine krdlika (17) oraz
myszy (75b, 151a) wykryto dwie insercje o wielkoSci rownej mniej wiecej
sekwencjom kodujagcym (tzn. 550—600 nukleotyd6éw). Insercje zidenty-
fikowano rowniez w obrebie sekwencji DNA kodujgcych owoalbumine
(15,16,151b, 151c, 151d). Zdaniem O’Ma lie y’a i wsp. (151d) wielkos¢
siedmiu insercji wraz z sekwencjami kodujgcymi mRNA (1859 nukleoty-
déw) wynosi conajmniej 7000 par nukleotydow. Wykazanie obecnosci in-
sercji w sekwencjach DNA kodujgcych owoalbumine jest sprzeczne z da-
nymi McKnighta i Schimke’go (152), ktérzy sugerowali, ze
pierwotny transkrypt jest wielkosci mMRNA. Wydaje sig, z2 McKnight
i Schim ke (152) nie zidentyfikowali krotkozyjacego prekursora mRNA,
ktory w warunkach transkrypcji wszystkich insercji powinien mie¢ wiel-
ko$¢ odpowiadajgcg sumie wielkosci mMRNA i insercji (tzn. okoto 7000 nu-
kleotyddw)/Przypuszczenie, iz podczas transkrypcji genu owoalbuminy
polimeraza RNA moze ,omija¢” rozdzielajgce sekwencje wydaje sie mato
prawdopodobne, jezeli za podstawe rozumowania przyjmiemy analogie
transkrypcji i degradacji pre-mRNA np. adenowiruséw (153).

Intensywnie badanym jest gen fibroiny Bombyx mori (34,154—158,
158a). Gen ten liczacy okoto 17 000 par nukleotydéw (o przecietnym
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sktadzie G+ C = 59—60°/0), znajduje sie w sgsiedztwie sekwencji o masie
czasteczkowej rzedu 6X 107 daltondw o sktadzie G+ C = 39°/0 (155). Masa
MRNA jest rzedu okoto 5,8X10® daltonéw (okoto 1,6X104 nukleotyddw).
Zdaniem Lizzardi’ego (154,156) pre-mRNA fibroiny jest nieznacz-
nie, zaledwie o0 5% wiekszy od mRNA.

Dane o organizacji sekwencji kodujacych inne biatka dotyczg gtéwnie,
sekwencji mRNA ludzkiej somatropiny (57,159), hormonu wzrostowego
szczura (56), somotostatyny (160), protaminy (161).

V1. Regulacja transkrypcji genéw strukturalnych

Istnieje szereg danych wskazujgcych, ze ekspresja genéw decyduje
0 roznicowaniu sie fenotypu komdrek eukariotycznych pod wzgledem
funkcji i (lub) budowy w stosunku do komérek macierzystych Ilub
siostrzanych (1, 4, 8, 9, 132, 137, 146, 164— 185). Powstanie z komaorek pre-
kursorowych Scisle okreslonych linii komoérek potomnych wg schematu
A ->B-> C->D etc., gdzie A, B, C itd. reprezentujg poszczeg6lne fenotypy
komérek, moze by¢ efektem dwdch réznych programoéw genetycznych
(173, 184). Wedtug jednej z hipotez komdrki dysponujg programem gene-
tycznym, ktory pod wptywem jednego tylko sygnatu (dziatajgcego np. na
komorki macierzyste) determinuje sekwencyjne przejscia pozostatych linii
komérek potomnych, zgodnie z modelem:

Sygnat

i
A—yB—-=C—=D itd.

Jest to tzw. wewnetrzny program przejsé sekwencyjnych zakodowany
w genomie. Mozna sobie wyobrazi¢, ze sygnat aktywujgcy przejscie se-
kwencyjne komoérek wywotuje powstanie w kazdej z komdrek aktywatora
standw nastepnych. Alternatywny model przejsé sekwencyjnych komdrek
zaktada, ze powstanie linii komérek A->B-~C->D itd. spowodowane

jest kolejnym pojawieniem sie szeregu sygnatow zewngtrzkomaérkowych
wg schematu:

Sygnat 1 Sygnat 2 Sygnat 3 Sygnat 4
1 1 X | »
A >B »C *D
Wedtug tej koncepcji powstanie lini komérek A->B C->D .. jest

wynikiem $cisle okreslonego powstawania receptorow przysztych sygna-
téw. Sygnat 1 powoduje synteze receptora dla sygnatu 2 w komdrce B,
sygnat 2 determinuje powstanie w komdrce C receptora dla sygnatu 3 itd.
Mozna sobie réwniez wyobrazi¢ wzajemng regulacje dwoch réznych linii
komérkowych, w ktérych na przyktad sygnaty linii A B->C itd. wpty-
wajg na przejscie sekwencyjne linii X Y Z, a sygnaly komoérkowe
X->Y ->Z na przejScia linii komérek A->B-*-C itd. (173).
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Regulacja funkcji genu moze zachodzi¢ na réznych poziomach: tran-
skrypcji, potranskrypcyjnych modyfikacji pre-RNA i mRNA, transportu
MmRNA z jadra do cytoplazmy oraz modyfikacji zsyntetyzowanego biatka
(enzymu) (179) (Tabela 2). Zmiany w strukturze aparatu genetycznego,
a wiec regulacja na poziomie chromosomalnym, moze mie¢ dla niektorych
organizmow réwniez decydujgce znaczenie w procesach rdéznicowania ko-
morkowego (179,186,194).

W komérce Eucaryota regulacja transkrypcji jest specyficzna dla po-
szczegOlnych genéw badZz grupy genow. W komérkach Eucaryota identy-
fikuje sie geny strukturalne — przypominajgce pod wzgledem regulacji

Tabela 2
Poziomy regulacji aktywnosci genow strukturalnych Eucaryota
Poziom regulacji Przyktady
Chromatyna 1. Translokacje fragmentdw chromosoméw (113,

114, 137, 179, 185)

2. Inaktywacja chromosomu X (179)

3. Kondensacja heterochromatyny (176, 179)

4. Delecja niektorych chromosoméw w komérkach
somatycznych u Ascaris (20, 179)

5. Delecja fragmentéw chromatyny u Stylonychia
(186) i Cyclops (230)

=

DNA (regulacja transkrypcji) Regulacja indukcyjno-represyjna operonéw w

Aspergillus (187)

2. Amplifikacja genéw kodujacych rRNA (179)

3. Zintegrowana aktywnos$¢ lub inaktywacja réz-
nych genéw uwidoczniona pojawieniem sie lub
zanikaniem réznych klas mRNA (179)

4. Metylacja DNA (180)

RNA (regulacja potranskrypcyjna) 1. Enzymatyczna degradacja {,,processing’) pre-

kursorow mRNA, rRNA, 55 RNA i tRNA
(9, 146, 175, 179, 231)

2. Transport mRNA do cytoplazmy (181)

3. ,,Maskowanie” mRNA w formie nieaktywnej
179)

4. Wigzanie mRNA z rybosomami, inicjacja trans-
lacji, szybkos¢ translacji (179)

Biatka (regulacja potranslacyjna) 1. Enzymatyczna degradacja prekursorowych bia-
tek sekrecyjnych (179)
2. Modyfikacja biatek (232)
3. Degradacja roznych bialek z rdzng szybkoscig
(179)
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bakteryjne operony (187,187a). Geny te zatem — by¢ moze na zasadzie
analogii strukturalnych — moga by¢ regulowane zgodnie z klasycznym
modelem indukcji i represji operonu bakteryjnego Jacoba i Mono-
da (188). Geny te — ze wzgledu na charakter swojej aktywnos$ci oraz
regulacji — mogtyby by¢ wspoélne dla wiekszosci typéw zréznicowanych
komérek tego samego organizmu (np. geny biorgce udziat w wytwarzaniu
najbardziej podstawowych zestawdéw enzymoOw). Zdaniem Gierera
(177) geny takie stanowityby zintegrowany system gendéw z kombinacyj-
nym systemem regulacji, i mogtyby by¢ wiaczone w sekwencyjny sposéb
w procesach roznicowania komorkowego (Rye. 7A). Istniejg réwniez przy-
puszczenia, ze geny strukturalne regulowane zgodnie z modelem bakteryj-
nego operonu mogtyby by¢ regulowane u organizmoéw eukariotycznych
na poziomie chromosomalnym (chromatyny) wstepnie — tzn. uktad genéw
tylko wtedy mogtby by¢ podatny represji badz indukcji, gdyby struktura
chromatyny — pod wptywem specyficznych biatek (byé moze niehistono-
wych) — byta w stanie ,aktywnym?” badz ,nieaktywnym?™ (157, 176, 183).
Regulacja genéw bytaby zatem, dwupoziomowa: na poziomie chromatyny
oraz na poziomie samego genu (Ryc. 7).

W komérkach Eucaryota opisano szereg genéw strukturalnych, ktd-
rych regulacja aktywnosci zachodzi pod wptywem niektdrych hormonow
(173, 179, 184). Byty to geny strukturalne wysoce wyspecjalizowanych
komorek (tzw. ,,luxory genes” np. geny strukturalne owoalbuminy,
fibroiny, ferrytyny, laktoalbuminy, albuminy, mioglobiny, globiny etc.
W zaleznosci od komorki docelowej — wrazliwej na specyficzny hor-
mon — komorka badz przechodzi przez szereg sekwencyjnych stadidow
podziatowych (np. erytropoeza zwigzana z wytwarzaniem globiny) (179,
189), badz pod wptywem hormonu (gtéwnie sterydowego) ,moduluje”
wydajno$¢ transkrypcji $cisle okreslonych genéw (190—193). | tak np.
pod wptywem pobudzenia estrogenami komorek jajowodu ptakéw obser-
wuje sie wzrost ilosci syntetyzowanego mRNA owoalbuminy z 0,011%
do 50°/0 ogb6lnej ilosci syntetyzowanego mRNA (193). Mechanizmy re-
gulacji aktywnos$ci genéw pod wptywem hormonéw polipeptydowych
sg mniej jasne (179, 195—197, 199). Wprawdzie wiadomo w jaki sposéb
komérki docelowe wigzg hormony polipeptydowe oraz jak ,modulowa-
ne” jest pod wptywem cyklazy adenylowej stezenie cCAMP, a takze w ja-
ki sposob cAMP aktywuje kinazy biatkowe, nie jest jednak jasny me-
chanizm oraz rola fosforylacji histonéw oraz bialek niehistonowych
w procesach regulacji aktywnosci genéw (198). Przypuszcza sie jedynie,
ze zaaktywowane pod wptywem pobudzenia hormonalnego kinazy (prze-
transportowane z cytoplazmy do jadra) moga oddziatywaé¢ na kilku po-
ziomach regulacji. Na przykiad na procesy transkrypcji — fosforylujac
histony i biatka niehistonowe. Kinazy cytoplazmatyczne moga wptly-
waé na procesy translacji, regulujac szybkos$¢ i wydajno$¢ translacji np.
fosforylujgc biatka biorace udziat w tym procesie, a takze na poziomie
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zsyntetyzowanego enzymu — modyfikujgc jego aktywno$¢ (179). W ko-
morkach Eucaryota zidentyfikowano rdéwniez szereg genow, ktérych
aktywnos$ci wydajg sie regulowa¢ swoiste mechanizmy rekombinacyjne
polegajgce na przenoszeniu sekwencji DNA (,,sekwencji regulacyjnych™)
z jednego miejsca genomu w sasiedztwo genu, ktory ma ulec zaaktywo-
waniu (Ryc. 7C) (185). Szereg zjawisk takich jak efekt pozycji, gdzie
w zalezno$ci od pozycji w genomie gen wykazuje aktywno$¢ badz zablo-
kowanie (200), tak zwane skaczace geny (,,jumping genes”) obserwowane
u Zea mays (200a), lub tez aktywnos$¢ genow immunoglobulinowych —
mogg by¢ zinterpretowane jako mechanizmy translokacji przenoszace
specyficzne sekwencje DNA z jednego miejsca genomu w drugie (112, 113,
136).

Wystepowanie introndw w obrebie sekwencji DNA i ich usuwanie
w procesie dojrzewania pre-mRNA moze sugerowac, ze biorg one udziat
w procesach regulacyjnych jak to sugeruje sie w przypadku limfocytow B
(zjawisko tzw. ,,IgCHswitch™) (200b).

W mechanizmie regulacji aktywnos$ci genu istotng role odgrywa struk-
tura chromatyny (167,168,174,176,178,179,182,183, 198,201—206). Sze-
reg danych wskazuje na wysoce swoisty udziat biatek niehistonowych
w strukturze chromatyny aktywnych transkrypcyjnie genow (174,182,
198, 201, 205, 207, 208, 209, 209a). Z drugiej strony (202—204) biatka histo-
nowe w nukleosomach gendw ulegajgcych transkrypcji sag zmodyfiko-
wane. Charakter tej modyfikacji nie jest jasny, byé moze jest to fosfory-
lacja, acetylacja lub metylacja histonéw obejmujaca wszystkie nukleo-
somy znajdujgce sie w jednostce transkrypcyjnej. Np. jednostki tran-
skrypcyjne genéw owoalbuminy i globiny w komdérkach w ktérych oba
geny sa aktywne, majag zmodyfikowane nukleosomy, na catej swej diu-
gosci, natomiast w komorkach zawierajagcych nieaktywne geny mody-
fikacji takiej nie ma.

Mozna sadzi¢, ze modele regulacji aktywnos$ci aparatu genetycznego
Eucaryota powinny tlumaczy¢ nieodwracalng sekwencyjno$¢ wigczania
lub wytgczania okre$lonych zestawow gendéw w procesach rdéznicowania
komdrkowego oraz szybkie zmiany w stanie funkcjonalnym komorki na
drodze indukcji lub represji genéw tzw. przyzyciowych (4, 166, 171, 179,
183, 209b). Nieodwracalna sekwencyjno$¢ aktywacji lub inaktywacji ge-
noéw jest procesem wielofazowym zachodzgcym, by¢ moze pod wplywem
specyficznych tylko raz dziatajagcych wstepnie induktoréw — ,,morfoge-
now”, ,differonow” (172, 173,185), a zmiany funkcjonalne w komodrce —
decydujace o jej stanie funkcjonalnym w organizmie — ujawniajg sie po
szeregu podziatach komdrkowych. Zmiany odwracalne w aktywacji lub
inaktywacji genow sg zmianami szybkimi, jednofazowymi i niezaleznymi
od podziatow komdérkowych (171). Modele regulacji ekspresji genow po-
winny réwniez uwzgledni¢ zintegrowang i zharmonizowang na poziomie
molekularnym aktywnos$¢ ré6znych, opisanych wyzej typéw genow (Ryc. 7).
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Produktami transkrypcji i translacji tych genéw sg biatka, ktore stanowig
niejako stan ,determinacji” funkcjonalnej komoérki pod wptywem pro-
gramu rozwojowego — swoistego dla danego typu komérek, oraz enzymy
indukowane lub represorowane pod wptywem zmian $rodowiska, analo-
gicznie jak operony bakteryjne. Jest to raczej zarys bardzo hipotetyczny
i uproszczony oparty na przestankach natury logicznej, niz model obrazu-
jacy petng funkcjonalng charakterystyke uktadéw regulacyjnych znajdu-
jacych sie w komoérkach Eucaryota.

VII. Ewolucja genow strukturalnych

Powstanie i ewolucja molekularna genow strukturalnych, jest procesem
ztozonym, sktadajacym sie z kilku etapéw (179, 210). Szereg danych wska-
zuje, ze geny strukturalne Eucaryota powstaty w wyniku duplikacji
istniejgcych wczes$niej prymitywnych genéw ancestralnych (179, 210).
Zduplikowane geny ulegaly zapewnie do$¢ znacznej dywergencji tworzac
nowe typy genéw strukturalnych. Zmienione typy gendéw, dysponujace
réznymi wiasnosciami adaptacyjnymi, mogty ulegac eliminacji lub dalszej
adaptacji. Kontrowersje na temat teorii molekularnej ewolucji genow
dotyczg przede wszystkim roli i udziatu mutacji. Tak zwani neutralisci
(211—214) sadza, ze istnieje typ mutacji zwanych neutralno-przystoso-
wanymi, ktdre nie podlegajgc selekcji moga, w wyniku dryfu genetycz-
nego, zosta¢ utrwalone w populacji. Szybko$¢ pojawienia sie mutacji
neutralno-przystosowanych jest stata, lub prawie stata, oscylujaca wokot
pewnej wartosci (rzedu 10~9 podstawien aminokwaséw na rok). Mutacje
typu ,silent” — podstawienia w trzeciej pozycji kodondw — nie zmienia-
jace kodowanych aminokwaséw moga by¢ przyktadem mutacji neutralno-
przystosowanych. Tak zwani selekcjonisci za$ sugeruja, ze wszelkie zmia-
ny mutacyjne zachodzgce w genach strukturalnych ulegajg selekcji po-
przez dobér, oraz ze szybko$¢ mutacji nie jest stata (215—218). Przedsta-
wione powyzej teorie ewolucji molekularnej pozostajg nadal w sferze
hipotez (215). Wydaje sie jednak, ze dane uzyskane z sekwencjonowania
mRNA, pre-mRNA, DNA, moga dostarczy¢ informacji, ktore pozwolg na
rozstrzygniecie sporu pomiedzy neutralistami a selekcjonistami.

Coraz wiecej danych wskazuje na mozliwos$¢ ewolucji zwigzanej z ewo-
lucja uktadéw regulacyjnych u Eucaryota. Ewolucja systemow regula-
cyjnych zachodzi prawdopodobnie znacznie szybciej niz genéw struktu-
ralnych (219—223). | tak np. porownanie biatek ludzkich i szympansa
wykazywato podobienstwo w 99°/0, przy dos¢ istotnej i zasadniczej réznicy
w szybkosci tzw. ,,ewolucji anatomicznej” obu pordwnywanych organi-
zméw (224). Swiadczy to, nie tyle o ewolucji genéw strukturalnych,
co raczej o zmianie ich systemoéw regulujacych. Jako przykiad zmiany
systemu regulujgcego geny strukturalne mozna przytoczyé fakt odmien-
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nej regulacji dehydrogenazy mleczanowej A i B (powstatych w wyniku
duplikacji genu u gryzoni (210)).

Wydaje sie oczywiste, ze spontaniczne, punktowe mutacje u bakterii
0 czestotliwos$ci rzedu 10-6 nie sg w stanie zmodyfikowaé lub zmienié
w szybki sposéb sekwencji regulacyjnych (222). Szybkie modyfikacje
uktadoéw regulacyjnych moga zachodzi¢ w wyniku swoistej rekombinacji
lub translokacji sekwencji DNA modyfikujagcych ekspresje gendw (cze-
stotliwo$¢ ,mutacji” w wyniku rekombinacji jest rzedu 10~6 a ,mutacji”
wywotanych translokacjg sekwencji DNA rzedu 10~2 np. (222).

Sugeruje sie takze, ze istotng role w procesach ewolucji genéw
strukturalnych moga odgrywac insercje wystepujagce w obrebie sekwencji
kodujacych (200b, 225). Powstawanie nowych gendéw, z juz istniejgcych,
ma zachodzi¢ droga ,wybierania” fragmentow kodujacych i ,sumowania”
ich niejako w nowy uktad sekwencji. W wyniku takiego ,sumowania” sie
roznych typéw sekwencji kodujgcych — by¢ moze przez translokacje se-
kwencji DNA, czy nawet specyficzng enzymatyczng degradacje pre-
MRNA — nowe powstajagce geny muszg sprosta¢ dwom zasadniczym wy-
mogom: (1) muszg kodowac biatko o zachowanej okreslonej strukturze
drugo i trzeciorzedowej (tzw. ,domains” lub ,,supersecondary structures”),
ktora jest charakterystyczna dla wielu réznych biatek, (2) w nowo po-
wstajacym biatku musi by¢ utworzone nowe miejsce aktywne (226, 227).

Przez analogie do systeméw prokariotycznych zawierajgcych zdefinio-
wane systemy transpozycyjne typu np. plazmidéw i transposondéw (109,
110, 112,113, 114) postuluje sie u Eucaryota wystepowanie podobnych me-
chanizméw, ktore mogtyby odgrywac role w ich ewolucji (111). Ten natu-
ralny system inzynierii genetycznej zaklada wystepowanie u Eucaryota
sekwencji palindromowych, homologicznych, ufatwiajacych swoiste pro-
cesy rekombinacyjne wewnatrz genomu [228], a takze procesy rekombina-
cyjne z genomem np. wirusdw zawierajgcych DNA lub RNA, np. (229).
Epigenetyczne elementy — za ktére Reanney (111) uwaza wirusy
1viroidy mogtyby by¢ odpowiedzialne za ,,poziome” przenoszenie gendw
z komorki do komorki, za procesy w ktorych np. onkogenne wirusy RNA
i DNA modyfikowatyby i zmieniatyby regulacje genéw strukturalnych
Eucaryota.

Zaakceptowano do druku 2251979
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l. Wstep

Transkrypcja jest pierwszym etapem ekspresji informacji genetycznej
zawartej w sekwencji nukleotydowej DNA. W procesie transkrypcji syn-
tetyzowane sg wszystkie rodzaje czasteczek RNA wystepujgce w komarce,
zarowno informacyjne RNA (mRNA) stuzgce jako matryca w biosyntezie
biatka, jak i nieinformacyjne RNA (rRNA i tRNA) stanowigce nieodzowny
element aparatu biosyntetycznego biatka. Enzymem odpowiedzialnym za
synteze wszystkich rodzajéw RNA w komorce jest polimeraza RNA za-
lezna od DNA, zwana potocznie transkryptazg. Chociaz niektore aspekty
transkrypcji omodwiono ostatnio w kilku artykutach przegladowych
(1, 2, 3), jednak mechanizm jej nie zostat do tej pory szczegdtowo opisany
w jezyku polskim.

W niniejszej pracy oméwiono zagadnienia dotyczace mechanizmu
transkrypcji Procaryota na przyktadzie E. coli, najlepiej chyba zbadanego
pod wzgledem genetycznym i biochemicznym przedstawiciela tej grupy
(4, 5, 6, 7, 8), omoéwiono takze najnowsze doniesienia dotyczgce ekspresji
genéw u Eucaryota (9, 10, 11).

Mechanizm transkrypcji jest stosunkowo dobrze poznany u bakterii,
gdzie synteze catego komoérkowego RNA katalizuje jeden enzym przy
wspotudziale czynnikdw kontrolujgcych specyficznos¢ transkrypcji takich
jak: elementy pozytywnej kontroli, tj. aktywatory, czy negatywnej kon-
troli, tj. represory. W catym wielce skomplikowanym mechanizmie tran-
skrypcji mozna zauwazyC szereg elementdw czy wiasciwosci wspdlnych
komérkom prokariotycznym i eukariotycznym. Kazda z syntetyzowanych
molekut RNA jest komplementarna tylko do jednej nici matrycowego
DNA, co oznacza, ze transkrypcja jest asymetryczna. Kierunek syntezy
nowopowstajgcego tancucha RNA jest zawsze od 5 do 3’ konca. Kazdy
syntetyzowany odcinek RNA ma charakterystyczng dtugosé, okreslony
poczatek i koniec, kazdy jest produktem transkrypcji okre$lonego
fragmentu DNA, obejmujgcego nieinformacyjng strefe regulatorowa,
oraz informacyjny odcinek DNA zawierajagcy geny struktury. Taki
fragment DNA nazwano jednostka transkrypcji (ang. transcription unit)
lub jednostkg odczytywang (ang. reading unit). U Procaryota pojedyncza
jednostka transkrypcji jest odpowiednikiem operonu. Sekwencja regula-
torowa poprzedzajgca gen struktury zwana jest promotorem. Promotor
jest miejscem wigzania sie polimerazy RNA z matrycg DNA. Chociaz
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u Eucaryota nieznane sa jeszcze sygnaty inicjacji i zakoniczenia tran-
skrypcji, nie znaleziono réwniez odpowiednikdw bakteryjnych promoto-
réw, jednakze muszg wystepowaé w procesie przekazywania informacji
genetycznej podobne zdarzenia jak u organizmoéw nizszych. Muszg istnie¢
sygnaty umozliwiajagce rozpoznanie poczatku i konca odczytywanej je-
dnostki, polimeraza RNA musi by¢ zdolna do rozpoznawania specyficznego
miejsca, odpowiednika promotora bakteryjnego i wigzania sie z nim,
wybrania transkrybowanej nici, zainicjowania i prowadzenia syntezy
RNA, rozpoznawania terminatora i uwolnienia produktu reakcji, oraz
oddysocjowania enzymu od matrycy, tak aby stat sie zdolny do nastepnej
rundy transkrypcyjnej.

Rozpatrujgc mechanizm transkrypcji w komdrkach eukariotycznych
(12, 13, 14), nalezy zwroéci¢ uwage przede wszystkim na to, ze DNA, wy-
stepuje w postaci ztozonego kompleksu nukleoproteinowego chromatyny,
a w komorkach jest fizyczna kompartmentacja. Jadro, jaderko, mito-
chondria czy chloroplasty, wszystkie te organelle komorkowe sg od-
dzielnymi systemami transkrypcji z ich wiasna informacja genetyczng
i wlasna maszynerig transkrypcyjng. U prokariontow natomiast DNA
chromosomu nie jest ostoniety a ze wzgledu na brak kompartmentacji,
transkrypcja i translacja jest bardzo Scisle ze sobg powigzana i w czasie
i w przestrzeni.

Mimo wielu réznic w mechanizmie powstawania transkryptéw u ba-
katerii i wiruséw z jednej strony, a u roS$lin i zwierzat z drugiej, pod-
stawowy proces katalityczny prowadzony przez DNA zalezng polimeraze
RNA jest taki sam. Wydaje sie wiec celowym omoéwienie catego procesu
na przyktadzie znacznie lepiej poznanego mechanizmu transkrypcji u Pro-
caryota, a nastepnie, w oparciu o ten uklad odniesienia, przeanalizowanie
podobienstw i réznic w transkrypcji u bakterii i organizmow wyzszych.

Il. Budowa molekularna oraz niektére wiasciwosci polimerazy RNA
E. coli

Celem zobrazowania funkcji polimerazy RNA w procesie transkrypcji
postuzono sie przyktadem dobrze poznanego pod wzgledem biochemicz-
nym jak i genetycznym enzymu E. coli (4, 15, 16).

Enzym ten skiada sie z czterech podjednostek okre$lanych jako rdzeh
enzymu ((3 Ba2, oraz piatej, tatwo dysocjujacej podjednostki sigma (o).
Ciezary czasteczkowe poszczeg6lnych podjednostek wynosza: (3— 165 000;
(83— 155 000; a — 40 000 i a— 90 000.

Z pomiaréw rentgenograficznych wnioskuje sie, ze enzym jest wy-
dtuzong molekuta o wymiarach okoto 60X 150 A, co umozliwia kontakt
z trzema petnymi skretami heliksu DNA tzn. na dugosci okoto 30—40 par
zasad (17).
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Brak jest dotychczas danych o pierwszorzedowej i tréjwymiarowej
strukturze enzymu, natomiast dosy¢ szczeg6towo poznano funkcje po-
szczegblnych podjednostek (18,19).

Podjednostka |3 wykazuje najwieksze powinowactwo wobec DNA
w poréwnaniu z pozostatymi podjednostkami. Uwaza sie, ze wchodzi ona
w bezpos$rednie oddziatywanie z matrycowym DNA. Podjednostka ta jest
najbardziej zasadowg podjednostkg enzymu, wigze sie dobrze z heparyng
i innymi polianionami.

Podjednostka (3 zawiera miejsce wigzania podjednostek a i a oraz
rifamycyny (specyficznego inhibitora polimerazy bakteryjnej) i miejsce
wigzania inicjujgcego rybonukleozydotrdjfosforanu.

Podjednostce a przypisuje sie funkcje w rozpoznawaniu miejsca pro-
motorowego. Uwaza sie rowniez, ze podjednostka a ma swoj udziat w wia-
zaniu sie rifamycyny z podjednostkg (3 Nie jest do konca wyjasniona
sprawa, czy obie podjednostki a wchodzace w sktad enzymu sg identyczne.
W roku 1972 Chasa i Tsugita (20) postulowali, ze jedna z dwu
podjednostek wykazuje aktywno$¢ poli (A) polimerazowa nawet w nie-
obecnosci primera czy matrycy. Zadnej takiej aktywnosci .nie znaleziono
ani w izolowanej podjednostce a, ani w rdzeniu enzymu, ani tez w rekon-
struowanej z podjednostek polimerazie RNA (19).

a
e@e 3, —_— —_— ——

1p (o] cs |
5
—_—l - e ——
rdzeh enzymu
b
|
@6@ T3 Tol

holoenzym

[4)]
fra

Ryc. 1. Schemat inicjacji transkrypcji

a. w nieobecno$ci podjednostki o rdzen enzymu wiaze sie przypadkowo z DNA, transkrypcja
niespecyficzna

b. w obecnoséci podjednostki o holoenzym rozpoznaje specyficzng sekwencje promotora,
transkrypcja rozpoczyna sie od poczatku operonu i przebiega wzdluz jednej, kodogennej nici
matrycy

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

Podjednostka o jest konieczna do rozpoznania w DNA specyficznego
miejsca inicjujgcego transkrypcje. Sam rdzen enzymu jest zdolny do po-
prawnego zainicjowania syntezy RNA (Ryc. 1). Czasami zamiast o znajdo-
wany jest w kompleksie z rdzeniem enzymu, polipeptyd o ciezarze
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czasteczkowym okoto 56 000, oznaczany jako o’ i spetniajgcy podobng
funkcje. Nie wyjasniono dotad roli tych obu czynnikéw w wyborze
matrycy (21).

Oprocz wyzej wymienionych podjednostek w niektérych preparatach
enzymu znajduje sie niekiedy biatka o malym ciezarze czasteczkowym,
jak np. biatko o (c. cz. 12 500). Przypuszcza sie, ze moga one odgrywac
pewng role funkcjonalng w oddziatywaniu polimerazy RNA z okre$lonymi
jednostkami transkrypcji. Sktad podjednostkowy réznych prokariotycz-
nych polimeraz znajdzie Czytelnik w pracy Burgess’a (22). Nalezato-
by wspomnieé jeszcze o czynniku terminujgcym rho (q). Jest to biatko,
ktorego funkcja katalityczna sprowadza sie do zakonczenia transkrypcji
w specyficznych miejscach na matrycy DNA. Role tego czynnika oraz
jego funkcje katalityczng omowiono szczegétowo w dalszej czesci artykutu
dotyczacej terminacji transkrypciji.

Po infekcji komorek bakteryjnych fagami, w wiekszosci przypadkow
dotaczajg sie do polimerazy RNA nowe, specyficzne dla fagéw i kodowane
przez nie peptydy. Sg one konieczne do odczytywania fagowych jednostek
transkrypcji, ktére nie moga by¢ odczytane wyitgcznie przez enzym go-
spodarza.

I1l. Etapy w procesie syntezy RNA

W procesie syntezy RNA wyr6zniono 4 nastepujace po sobie etapy,
uwzgledniajac funkcje polimerazy RNA spetniane w tym skomplikowa-
nym procesie (6, 23). Sg to: asocjacja, inicjacja, elongacja i terminacja.

Asocjacja obejmuje poczatkowo wigzanie sie enzymu z matrycg. Ini-
cjacja rozumiana jest jako suma nastepujacych po sobie reakcji prowa-
dzacych do utworzenia pierwszego, miedzynukleotydowego wigzania.
Elongacja, czyli wasciwa polimeryzacja taficucha RNA, polega na do-

DNA + enzym —» DNA-enzym ] Asocjacja
DNA-enzym + PuTPj— »DNA- enzym-PuTP.|

DNA- enzym - PuTP1+NTP2—» DNA-enzym-PuTP1-NTP2 Inicjacja
DNA- enzym-PuTP.,-NTP2—» DNA-enzym-PuTP1-NMP2+PP

DNA- enzym-PuTP1-NMP2+NTP3.n—» DNA-enzym-PuTP:-NMP2-NMP3 n+PP ] Elongacja

DNA- enzym-PuTP1-NMP2-NMP3 n+ czynniki terminujgce— » "1
— »DNA+enzym+ RNA Terminacja

Ryc. 2. Etapy w procesie syntezy RNA
enzym — zalezna od DNA polimeraza RNA; PuTP — purynowy nukleozydotréjfosforan;
NTP — nukleozydotrdjfosforan (purynowy lub pirymidynowy); NMP — nukleozydomonofosforan
(purynowy lub pirymidynowy); PP — nieorganiczny pirofosforan.
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taczeniu reszt nukleozydomonofosforanowych do 3'—OH kofica rosngcego
tancucha i przemieszczaniu enzymu wzdtuz matrycy. Terminacja za$ jest
to etap zakonczenia syntezy tancucha RNA, uwolnienia go z matrycy
DNA, oraz oddysocjowania polimerazy RNA.

Kazdy z tych etapéw skitada sie z wielu elementarnych zdarzen i jest
wielce skomplikowany zaréwno pod wzgledem termodynamicznym jak
i kinetycznym. Ten formalny podziat implikuje wystepowanie w enzymie
czterech miejsc aktywnych: 1— miejsce wigzania DNA, w ktérym inter-
akcja z obu niémi DNA powoduje lokalng zmiane helikalnej struktury
celem odstoniecia transkrybowanej nici DNA; 2 — miejsce wigzania
pierwszego, inicjujgcego nukleotydu purynowego; 3— elongacyjne miejs-
ce nukleotydowe, w ktdrym przy udziale jondw dwuwartosciowych, Mg2+
lub Mn2+, wigzany jest nadchodzacy substrat, nukleozydotréjfosforan
(NTP), tworzac pierwsze wigzanie fosfodwuestrowe; 4 — miejsce termi-
nacji, w ktorym to zsyntetyzowany taricuch RNA pozostaje w kompleksie
z enzymem i matryca do chwili zakonczenia catego procesu i uwolnienia
z tego kompleksu produktu reakcji i enzymu.

Szczegotowe mechanizmy wymagane w transkrypcji nie sg jeszcze
dobrze poznane, a wiec i postulowane zmiany konformacyjne enzymu
w tym procesie wymagajg dalszego, eksperymentalnego potwierdzenia.
Ponizej omoéwione zostang dotychczas zebrane informacje dotyczace po-
szczegOlnych etapow w procesie biosyntezy RNA.

m -1. Asocjacja

Fizjologiczng matrycg polimerazy RNA jest dwuniciowy DNA, chociaz
in vitro enzym moze transkrybowaé¢ z jednoniciowego DNA, RNA oraz
hybrydu RNA-DNA (7, 24, 25). Wyro6znia sie trzy rodzaje komplekséw
polimerazy RNA z dwuniciowym DNA:

a) niespecyficzne, tatwo dysocjujace i przemieszczajgce sie kompleksy,
ktérych tworzenie nie wymaga ani czynnika sigma ani substratow,

b) specyficzne, tworzace sie w miejscu rozpoznania promotora, a wiec
w miejscu fizjologicznej inicjacji,

c) zaktywowane lub tzw. ,otwarte kompleksy” (ang. open promoter
complexes), charakteryzujace sie wysokim powinowactwem i trwatoscig,
powstaja w wyniku przesuniecia sie polimerazy RNA od miejsca rozpo-
znania do miejsca nazywanego miejscem ,topnienia” DNA (por. Ryc. 3).
Taki podwojny kompleks enzym—DNA jest gotowy do inicjacji tran-
skrypcji.

Dodatkowe miejsca umozliwiajace interakcje enzymu z matrycg stano-
wig wszystkie niespecyficzne pekniecia i przerwy w DNA posiadajgce
wolne konce 3—OH.

Stabilne kompleksy pomiedzy polimerazg RNA i miejscami promoto-
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rowymi czynig czasteczke enzymu stosunkowo oporng na dziatanie enzy-
mow proteolitycznych (26) oraz inhibitorow jak rifamycyne czy heparyne,
ktére hamuja interakcje enzymu z matryca, (27). Ponizej podsumowano
najwazniejsze wihasciwosci ,otwartych komplekséw promotorowych”:

— Wysoka stabilnosé (okres péttrwania kompleks6w wynosi wiele
godzin).

— Stata wigzania w standardowych warunkach reakcji = 104M-1.

— Stabilnos$¢ kompleksdw zalezy od temperatury i sity jonowej (obni-
zona w niskiej temperaturze czy w obecnosci umiarkowanych stezen soli).

— Duza oporno$¢ na dziatanie inhibitoréw (rifamycyny i heparyny).

— Szybka inicjacja tancucha RNA po dostarczeniu kompletu substra-
tow, ATP, GTP, CTP, UTP.

— Ochrona pewnego fragmentu DNA, okoto 40 par zasad, przed dzia-
taniem DNazy.

— Tworzenie sie kompleksu faworyzujg czynniki sprzyjajgce ,topnie-
niu” DNA lub lepszej interakcji pomiedzy biatkiem i jednoniciowym
DNA.

Aby wiec powstaty ,otwarte kompleksy promotorowe” muszag by¢
spetnione nastepujace warunki:

a) odpowiednia struktura polimerazy RNA z wyeksponowang pod-
jednostkg enzymu wigzaca sie z DNA (dla polimerazy E. coli z podje-
dnostkg (3),

b) odpowiednia struktura i sekwencja matrycy DNA,

c) odpowiednie Srodowisko reakcji, obecno$¢ jonéw metali dwuwar-
tosciowych,

d) odpowiednia temperatura reakcji,

e) otwarcie podwdéjnego heliksu DNA celem uzyskania dostepu do
informacji transkrybowanej nici,

f) sekwencja ,,topnienia” w miejscu promotorowym matrycy, umozli-
wiajgca wejscie polimerazy RNA w miejsce startu syntezy tancucha
RNA. Sekwencja taka znajduje sie okoto 5—6 nukleotyddw przed zasada
w DNA kierujacg wiaczaniem pierwszego, inicjujgcego 5-nukleozydotrdj-
fosforanu purynowego. Od nazwiska autora, ktéry takie sekwencje za-
obserwowat w réznych promotorach, nazywana jest ,,Pribnow box™ (28,
29).

Na rycinie 3 przedstawiono pie¢ ré6znych promotoréw, obejmujacych
przypuszczalny region rozpoznania miejsc wigzacych polimeraze w pro-
motorach, miejsc ,,topnienia” czyli ,Pribnow boxes”, oraz miejsc inicjacji
transkrypciji.

Pribnow (28, 29) zaproponowal model pozytywnej kontroli tran-
skrypcji genéw przez polimeraze RNA. Zgodnie z tym schematem, pro-
motor zawiera trzy typy sekwencji: sekwencje rozpoznawane, sekwencje
wigzace i miejsca inicjacji. Uwaza sie, powszechnie, ze pierwszym etapem
w transkrypcji jest tworzenie kompleksu polimerazy RNA z sekwencjg
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-40 -30 o HO 9
1

LAG GCTTT ACACTTT ATGCTT CCGGCTCG TATGTTG TGTGGAATTGTGA....

" TCCGAAATGTG AAATACGAAGGCCGAGC ATACA ACACACC TT AACACT...

lac

 TTTTGATGCAA TTCGCTTTGCTTCTGAC TATAATA GACAG GG TAAAGA.... o
_AAAACTACGTT AAGCGAAACGAAGACTG ATATTATCTGTCCCATTTCT...

 CGGTGTTGACA TAAAT ACCACTGGCGGT GATACTG AGCAC ATCAGC AG__
GCCACAACTGT ATTTATGGTGACCGCCA CTATGAC TCGTG TAGTCGTC__

TGTTGTTGTTA ACTTGTTT ATTGCAGCT TATAATG GTTAC AA AT AAAG.. .. gy g0
AC AACAACAAT TGAACAAAT AACGTCGA ATATTAC CAATGTT TATTTC__

_TAACACTTT ACAGCGGCGCGTCATTTGA TATGATG CGCCC CGCTTCCC___ tRNATY
ATTGTGAA ATGTCGCCGCGCAGT AAACT ATACTAC GCGGG GC GAAGGG__

a b c

Ryc. 3. Sekwencje obejmujgce 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; fagéw fd, X, SV 40; tRNAT' —
genu tRNA tyrozynowego;

rozpoznawang (Ryc. 3a). Podjednostka sigma posredniczy w wigzaniu
z sekwencja rozpoznajgcg. Jakkolwiek sama podjednostka sigma nie wigze
sie z DNA to zawiera ona informacje umozliwiajgce wigzanie sie holo-
enzymu do specyficznych nukleotydéw w regionie miejsca promotoro-
wego. Jedyng aktywnos$cig podjednostki sigma wydaje sie byé jej udziat
w inicjacji syntezy RNA. Po zapoczagtkowaniu syntezy RNA sigma nie jest
juz wiecej niezbedna w reakcji i uwalnia sie z kompleksu. Po zwigzaniu
sie z sekwencjg rozpoznajacg rdzen enzymu 4aczy sie z sekwencjg wigzaca
(Ryc. 3b), aby rozwing¢ dwie nici DNA. Zgodnie z tym modelem sekwencja
wigzaca jest identyczna dla wielu, jesli nie dla wszystkich promotoréw.
Natomiast miejsca rozpoznania sg rozne w poszczegolnych klasach promo-
torbw. W ich rozpoznaniu biorg udziat bgdZz dodatkowe polipeptydy (np.
(D-omega), badz tez ,,5-podobne” podjednostki. Hipoteza, iz pewne pod-
jednostki regulatorowe reprezentujg ,S-podobne” peptydy jest bardzo
przekonywujgca w przypadku komoérek B. subtilis infekowanych fagami,
dla ktorych udokumentowano, ze fagowe biatka regulatorowe Kkierujg
specyficzng transkrypcja w nieobecnosci podjednostki sigma gospoda-
rza (31).

I11-2. Inicjacja

Inicjacja syntezy RNA in vivo i in vitro jest ograniczona do specyficz-
nych miejsc na chromosomie. Reakcja inicjacji ma nature bimolekularng.
Postuluje sie, ze polimeraza zawiera co najmniej dwa miejsca wigzania
NTP. Jedno miejsce wigze specyficzne 5-koficowy NTP i jest okreslane
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jako ,inicjacyjne miejsce nukleotydowe” (INS ang. initiation nucleotide
site), drugie wigze nukleotyd dodawany do juz istniejagcego i jest nazy-
wane ,elongacyjnym miejscem nukleotydowym” (ENS, ang. elongation
nucleotide site), poniewaz funkcjonuje ono w analogiczny sposéb jak przy
~ongacji tancucha (Ryc. 4).

d AT- errzym
/1 ATP | I\
+ATP +UTP
d AT-enzym / \dAT-enzym dAT-enzym +PP
| I\ /I ATP | UTP I~ ' PPPAPU
INS ENS +UTP +ATP
\ dAT-enzym /
| I UTP |

Ryc. 4. Schemat dwumiejscowego modelu inicjacji tancucha RNA
dAT-enzym — podwdjny kompleks kopolimeru dAT z polimerazag RNA; ATP — adeno-
zyno-5’-trojfosforan; UTP — urydyno-5’-tréjfosforan; pppApU — poczatek nowosynte-

tyzowanego transkryptu; PP — nieorganiczny pirofosforan

Informacje odnos$nie wiasciwosci pierwszego miejsca (INS) pochodzg
z badan dotyczacych wymiany fosforu w pozycjach i y-nukleozydotréj-
fosforanow. Jesli jako matryce zastosujemy kopolimer d(AT) wymiana
nastepuje gtéwnie w UTP a nie w ATP, co $wiadczy, ze reakcja przebiega
pppA+pppU -vpppApU+PP, a nie odwrotnie (31). Z kopolimerem d(IC)
uzytym jako matryca, wymiana fosforu nastepuje w CTP przy inicjujacym
GTP. A zatem nukleotydem inicjujacym jest zawsze nukleotyd purynowy.
W reakcji inicjacji stuzy¢ mogag réwniez mono- i dwufosforany (AMP,
GMP, ADP, GDP), chociaz nie sg one wykorzystywane w reakcji elon-
gacji. Nastepne dowody specyficzno$Sci miejsca wigzania nukleotydéw
w INS dostarczaja badania dotyczace mozliwosci zastgpienia naturalnych
substratow ich analogami i pochodnymi (32, 33). W miejscu inicjacji ana-
logi purynowe jedynie w bardzo matym stopniu zastagpi¢ moga naturalne
substraty (miejsce elongacji ma. wiekszg tolerancje wobec zmian, w zasa-
dzie jest mozliwo$¢ zastagpienia wszystkich czterech substratow ich analo-
gami, zmienionymi badz w zasadzie, badZz w reszcie cukrowej). Sekwencje
nukleotydéw na 5-koncu taficucha RNA determinuje sekwencja nukleo-
tydow DNA w miejscu startu zgodnie z regutami parowania zasad wedtug
modelu Watsona i Cricka (Ryc. 5). Jezeli reakcje zainicjujemy primerem
oligonukleotydowym, nastepuje elongacja primera i nie ma potrzeby
inicjacji tancucha de novo.

Inicjacja taricucha w biologicznie btednych miejscach na matrycy
nastepuje wtedy, gdy jako matryca stuzy jednoniciowy lub uszkodzony
DNA, a takze kiedy zamiast holoenzymu w transkrypcji stosowany jest
rdzen enzymu (patrz Ryc. 1). Wprowadzenie peknie¢ lub uszkodzen do
natywnej, helikalnej matrycy DNA prowadzi do niepoprawnej inicjacji
syntezy RNA. Czesto$¢ wystepowania niewtasciwej inicjacji jest jednak
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Transkrybowana
Produkt reakcji, RNA ni¢ DNA
=
Y P-PP)

Kierunek transkrypciji

[

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 — fosfér;

znacznie mniejsza niz moznaby tego oczekiwac, jesli takie miejsca miaty-
by stuzyé jako miejsca startu. Swiadczy to o znaczeniu sekwencji nukleo-
tydéw w miejscu startu. Reakcja inicjacji tancucha wymaga znacznie
wyzszego stezenia substratow niz elongacja (o jeden rzad wielkosci).
Bezposredni dowod na istnienie INS pochodzi z badan fizycznych
samego biatka enzymu (34). Dzieki zastosowaniu metod fluorescencyjnych
oraz dializy réwnowaznej autorzy wykazali, ze ATP i GTP wigzg sie
z polimerazg w tym samym miejscu, natomiast sekwencja promotora
w miejscu startu transkrypcji decyduje, ktory z dwu nukleotydow za-
inicjuje reakcje. Nie stwierdzono wigzania sie w tym miejscu nukleotydu
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pirymidynowego, natomiast znacznie stabsze wigzanie ADP i AMP. Spe-
cyficzny inhibitor inicjacji tancucha RNA, rifamycyna, blokuje wigzanie
ATP i GTP z INS. Rifamycyna, jak wiadomo, wigze sie z podjednostka
(3 stad wyptywa bezposrednio wniosek, ze INS znajduje sie w tej wiasnie
podjednostce. Rifamycyna nie blokuje jednak wigzania nastepnych nu-
kleozydotrojfosforanéw, a wiec nie blokuje miejsca elongacji (ENS) i nie-
hamuje tworzenia wigzania fosfodwuestrowego.

Utworzenie pierwszego wigzania fosfodwuestrowego w etapie inicjacji
tancucha RNA zmienia kompleks podwdjny, enzym.—DNA, w kompleks
potrojny, enzym—DNA—substrat, zawierajagcy zaczatek narastajgcego
tancucha RNA (patrz Ryc. 6). Zmieniajg sie na skutek tego wiasciwosci

mRNA

— kierunek transkrypcii

polimera-

renaturacja DNA rozwijanie

dwuniciowego DNA

Ryc. 6. Model dziatania polimerazy RNA na matrycy DNA

Czasteczka polimerazy RNA przesuwa sie wzdtuz nici DNA powodujac jej stopniowe roz-
winiecie. Jedna z nich stuzy jako matryca dla syntezy komplementarnego do tej nici RNA.
Na transkrybowanej nici tworzy sie habryd DNA-RNA, z ktérego oddziela si¢ ni¢ nowosyntetyzo-
wanego RNA. Po przejsciu polimerazy DNA renaturuje tworzgc ponownie dwuniciowg strukture.

czasteczki polimerazy RNA i jej kompleksu z DNA. Enzym staje sie
bardziej oporny na dziatanie trypsyny i denaturacje cieplng, oraz zmienia
sie spektrum dichroizmu kotowego DNA z formy charakterystycznej dla
formy B-DNA w forme charakterystyczng dla A-DNA (35). Po utworze-
niu potrédjnego kompleksu stabnie wigzanie podjednostki o z polimeraza.
Jest mozliwe, ze narastajgcy taricuch RNA usuwa podjednostke o z holo-
enzymu (36). Jedng z sugerowanych mozliwosci jest wigzanie sie pod-
jednostki o z rdzeniem enzymu doktadnie w miejscu narastania tancucha
RNA, co powodowaé¢ ma automatyczne oddzielanie tej podjednostki z po-
tréjnego kompleksu i wypchniecie jej przez nowo syntetyzowany produkt.

111-3. Elongacja

Sekwencja nukleotydéw dodawanych do rosngcego tancucha RNA jest
precyzyjnie okre$lona przez sekwencje nukleotydow w matrycy DNA
(patrz Ryc. 5). Elongacja taricucha nastepuje po utworzeniu potréjnego
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kompleksu, enzym—DNA—narastajgcy RNA. Kompleksy takie mozna
izolowac, a nastepnie stosowac je do badan tego typu transkrypcji (37).

Proponuje sie powstawanie dwu form potrojnych komplekséw, z kto-
rych kazda jest charakterystyczna dla innego substratu, purynowego lub
pirymidynowego. Specyficzno$¢ procesu selekcji kierujacego wiaczaniem
NTP przy elongacji jest okreslona nie tylko przez sekwencje nukleotydow
w matrycy DNA, lecz takze strukturg zasad we wigczonym substracie
i strukturg samej polimerazy. Zdolno$¢ do tworzenia par zasad nie jest
wystarczajgca, jako ze pary zasad moga sie tworzy¢ rowniez pomiedzy
CiU (lub T) oraz G i U (lub T). Na przyktad mimo znacznych zmian
w strukturze analogéw zasad, moga one stuzy¢ rowniez jako substraty
w elongacji, pod warunkiem, ze ulegajg parowaniu. WHasciwosci niektd-
rych analogébw zasad wskazujg na to, ze wybdr kolejnej zasady jest
okreSlony przede wszystkim tym, czy pasuje ona doktadnie w miejscu
ENS polimerazy, a nie wytgcznie tym, czy jest zgodno$¢ do zasad matrycy
wedtug modelu Watsona i Cricka (38).

Kinetyka reakcji elongacji tancucha RNA byta przedmiotem wielu
badan (23, 25, 31). Reakcja ta wymaga znacznie nizszych stezen substra-
tow niz reakcja inicjacji (Kd= 0.015 mM dla PuTP i PiTP). Szybkosci
elongacji tancucha RNA in vivo i in vitro sg porownywalne i wynosza
okoto 20—50 nukleotydéw na sek w 37°C, w optymalnych warunkach
reakcji. Tempo reakcji zalezy od stezenia czterech nukleozydotréjfosfora-
néw, sity jonowej oraz jonéw Mg2+ (lub Mns+).

I11-4. Terminacja

Proces terminacji transkrypcji obejmuje: 1— zakoriczenie elongacji
tancucha RNA; 2— uwolnienie powstatego tancucha; 3— uwolnienie poli-
merazy RNA. Wszystkie te trzy reakcje wystepujag w miejscach terminacji
transkrypcji in vivo i in vitro, jednakze kolejno$¢ zdarzen oraz ich wy-
dajnos$¢ dla réznych terminatoréw nie zostata doktadnie zbadana. Wiek-
szo$¢ danych o molekularnych aspektach tego procesu pochodzi z badanh
in vitro i z badan genetycznych (39).

Podczas transkrypcji in vitro zachodzi¢ mogg r6zne terminacyjne pro-
cesy (40), jednakze tylko dwa z nich przedstawiono ponizej, bowiem wy-
dajg sie one mie¢ swoje odpowiedniki w transkrypcji in vivo. Sg to:

1 — bezposrednie zakonczenie transkrypcji w wyniku oddziatywania
polimerazy RNA ze specyficznymi sekwencjami DNA (mocny sygnat),

2 — N-zalezna terminacja tancucha RNA wymagajaca oprécz specyficz
nej sekwencji DNA oddziatywania polimerazy RNA z czynnikiem termi-
nujacym Q

In vivo, czynnik g uczestniczy prawdopodobnie w zakornczeniu wiek-
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szésci transkryptow, jednakze wydajg sie istnie¢ takie miejsca terminacji,
ktore nie zaleza od czynnika q.

Adl. Proces bezposredniej terminacji transkrypcji z udziatem, bakte-
ryjnej polimerazy RNA zbadano stosujagc matryce DNA: faga T7, fd, X
$ 80, $ 21, P22 oraz operonu tryptofanu E. coli i pre-rRNA E. coli (30, 39).
Stwierdzono, ze w przypadku operonu tryptofanu, oraz dwu krétkich
transkryptéw faga X ich 3’-koncowa sekwencja jest identyczna in vivo
i in vitro. Sekwencje te wykazywaly znaczne podobieAstwo, zawieraty
region bogaty w GC, po ktérym nastepowata sekwencja reszt oligourydy-
lowych oraz jedna lub dwie reszty adenylowe (rys. 7). Takie same bloki
sekwencyjne stwierdzono takze w RNA faga <£80, $ 21 i P22 oraz w wielu
naturalnych RNA bedacych prawdopodobnie bezposrednimi produktami
zakonczenia 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-OH 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-OH 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)-OH tip~?”

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)—CI)H 0 80 M3

Ryc. 7. Sekwencje 3’-terminalne czterech réznych transkryptéw (39)

Podkres$lono region bogaty w GC poprzedzajacy sekwencje terminalng oligo U. Heterogen-
nos$¢ 3-konca zaznaczono nawiasami. 6S, oop — transkrypty faga X ,leader” trp — transkrypt
.leadera” operonu tryptofanu; $80 M3— transkrypt faga $80 M3

Badania genetyczne dostarczyty dowodow na wazno$¢ i niezbednosc
obecnosci sekwencji GC i AT w regionie terminujacym (39), (patrz Ryc. 7).

Ad 2. Terminacja katalizowana przez czynnik g poznana zostata z chwi-
la wyizolowania i oczyszczenia przez Roberts’a biatka g dziatajacego
katalitycznie w uwalnianiu tancucha RNA z transkrypcyjnego kompleksu
w specyficznych miejscach na naturalnej matrycy DNA (41). Biatko to
nazwano czynnikiem terminujgcym. Czynnik q jest biatkiem oligomerycz-
nym, ztozonym z podjednostek o ciezarze czgsteczkowym 50 000. Wyka-
zuje on dwie aktywnosci: terminacji transkrypcji i RNA-zaleznej hydro-
lizy nukleozydotréjfosforandw (aktywno$¢ ATPazowa) (42). Rozne testy
wskazuja, iz obie aktywnos$ci sg zwigzane z tym samym biatkiem, chociaz
mono- i tetrametryczna forma enzymu wydajg sie by¢ aktywne jako
ATPaza, podczas gdy tetrameryczna forma i wyzszego rzedu oligomery
Qsa wymagane w terminacji transkrypcji. Badania z zastosowaniem mi-
kroskopu elektronowego wykazaty istnienie heksagonalnych form enzy-
mu, ztozonego z identycznych podjednostek, w przypuszczalnych miejs-
cach terminacji na matrycy DNA (43). Aktywno$¢ ATPazowa czynnika
g jest nieodzowna przy terminacji transkrypcji, gdyz reakcja katalizo-
wana przez ten czynnik wymaga ATP, jako Zrddia energii. (Biatko g ma
dwie aktywnosci ATPazowe: aktywno$¢ ATPazy obserwowana w obec-

4 Postepy Biochemii
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nosci wolnego RNA (ang. ,,uncoupled ATPase™), oraz aktywnos$¢ ATPazy
towarzyszgca terminacji transkrypcji (ang. ,,coupled ATPase”), (44).

Obie aktywnosci czynnika g, ATPazowa i terminujgca wymagajg statej
obecnosci produktu reakcji, RNA. g wykazuje matg specyficzno$¢ w od-
niesieniu do substratéw, np. dGTP i 3°'dGTP sg réwnie wydajnie hydro-
lizowane, natomiast wymagania w stosunku do polinukleotydu sg bardziej
specyficzne. Sztuczne polimery wykazujg znaczne réznice w zdolnosci do
wspomagania hydrolizy ATP. Najbardziej wydajne to poli C, poli UC
i poli AUC, natomiast poli A i poli AC sg nieaktywne. Bardziej szczegéto-
we dane odnosnie witasciwosci czynnika q i jego roli w kontroli terminacji
transkrypcji znajdzie Czytelnik w pracy przeglagdowej Adhya
i wsp. (44).

Wiele danych wskazuje na to, ze czynnik 9 wchodzi w interakcje
conajmniej z trzema skiadnikami reakcji:

— z produktem reakcji, prawdopodobnie rozpoznajac nukleotyd cyty-
dylowy, gdyz ma duze powinowactwo wobec kopolimeréw C,

— z RNA polimerazg, gdyz znajdowany jest razem z nig w warunkach
elektroforezy bez czynnikow denaturujgcych,

— z DNA matrycy, gdyz wigze sie z DNA na sgczkach miliporowych
jak réowniez ekstrahuje sie tgcznie z kwasami nukleinowymi (w mikro-
skopie elektronowym obserwowano heksagonalne formy tego faktora na
superhelikalnym DNA faga fd).

Lowery iwsp. (45) zaproponowali model wyjasniajacy udziat czyn-
nika g w procesie terminacji transkrypcji.

Wedtug hipotezy Lowery czynnik p przytwierdza sie do rosngcego
tannicucha RNA i przesuwa si¢ wzdtuz tancucha od 5' do 3'korica, w Kkie-
runku polimerazy RNA. Energii potrzebnej do przesuwania sie dostarcza
hydroliza ATP. Na koniec rho dociera do polimerazy RNA, ktéra witasnie
pauzuje w Q-zaleznym miejscu terminacji na matrycy DNA i wchodzi
z nig w interakcje, powodujgc uwolnienie rosngcego tancucha RNA. Przy-
puszcza sie, ze kompleks transkrypcyjny zatrzymany gdziekolwiek pod-
czas elongacji jest substratem dziatania czynnika g. Tak wiec czasteczki
RNA, ktérych synteza zostata przerwana np. w warunkach gtodu substra-
towego, sg uwalniane z kompleksu elongacyjnego pod wptywem czyn-
nika Q

Role czynnika q w terminacji transkrypcji in vivo potwierdzono
z chwilg wykrycia strukturalnego genu kodujacego biatko, ktory ozna-
czono symbolem suA (46). Poniewaz mutacje suA znoszg efekt mutacji
polarnych, przeto czynnik p musi rowniez kofczy¢ synteze RNA nie tylko
na koncu jednostki transkrypcyjnej, ale i wewnatrz jednostek tran-
skrypcji, kiedy normalny jej przebieg zostat zablokany na drodze mutacji
nonsensownej. W kazdym, przypadku postaé¢ zaleznego od czynnika p kom-
pleksu terminujacego jest prawdopodobnie zblizona, jednakze ich natura
moze si¢ roznic¢. | tak w doswiadczeniach in vitro wykazano, iz do zakon-
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czenia syntezy RNA w loci wewnatrzcistronowym wymagane sg wyzsze
stezenia czynnika g niz dla tej reakcji pomiedzy cistronami.

Omowione powyzej klasy terminacyjnych proceséw roznig sie gtdwnie
intensywnos$cig sygnatu przekazywanego przez specyficzng sekwencje
danego terminatora. Postuluje sige, ze bezposrednia terminacja ma miejsce
w przypadku mocnych sygnatow i przewaza na korncach operonow, nato-
miast sygnatly stabsze na DNA wymagajg posrednictwa czynnika q, ktéry
taczac sie z RNA poprzez specjalng sekwencje na RNA wchodzi w inter-
akcje z polimerazg. Dotychczasowe wyniki sugerujg, ze pierwotna se-
kwencja RNA rozpoznawana przez czynnik q wymaga regionu bogatego
w pirymidyny, zawierajagcego minimum jedng reszte cytydyny na 20 nu-
kleotydo*v (44).

Oprécz terminator6w wyznaczajgcych granice jednostek transkrypciji,
istniejg takie miejsca w czasteczce DNA, ktére wigzg specyficzne regula-
tory terminacji transkrypcji umozliwiajgc transkrypcje regiondw poza
terminatorami. Tego typu biatka regulatorowe zwane sg antyterminato-
rami. W przypadku faga Apoznana zostatla taka sekwencja, nazwana

Represory
Aktywatory
Czynniki antyterminujace

Zmodyfikowana 0 l
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polimeraza RNA%> N
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PPPAP
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1. Asocjacja - wigzanie
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PPPA

PPPA NTPJ
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NTP
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T F

3. Elongacja faricucha RNA

Ryc. 8. Cykl transkrypcyjny u prokariontéw (23)

Przedstawienie poszczegélnych etapéw w syntezie pojedynczego, specyficznego trans-
kryptu RNA.
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sekwencjg ,,nut”, ktdra taczy sie specyficznie z antyterminatorem, pro-
duktem, genu N. W wyniku tego potagczenia polimeraza RNA staje sie
niewrazliwa na sygnat otrzymany przez czynnik g do zakonczenia tran-
skrypcji (47).

Kontrolowana in vivo wybidrczo$é transkrypeyjna jest wiec wywazong
interakcjg miedzy réznymi pozytywnymi i negatywnymi czynnikami,
ktére tworzg ztozong, lecz wihasciwg odpowiedZ catego uktadu na rézne
Srodowiskowe impulsy (Ryc. 8).

IV. Synteza mRNA u prokariontéw

Bezposrednim produktem transkrypcji genéw kodujacych biatka u ba-
kterii jest dojrzaty mRNA. Geny o pokrewnych funkcjach metabolicznych
czesto sg zgrupowane razem w jednym operonie, a ich transkrypcja regu-
lowana jest w sposéb skoordynowany przez sekwencje regulatorowe, po-
poprzedzajgce geny struktury. W takim przypadku z jednego miejsca
promotorowego syntetyzowany jest policistronowy mRNA, niosacy infor-
macje dla syntezy poszczeg6lnych biatek danego ciggu metabolicznego.
Operon taki, mimo, ze zawiera wiele genéw strukturalnych stanowi po-
jedyncza jednostke transkrypcji.

Dobrze poznanym przyktadem tego typu regulacji ekspresji genow
jest operon laktozy E. coli (48, 49). Inicjacja transkrypcji gendéw operonu
laktozy jest wynikiem interakcji trzech specyficznych biatek z unikalny-
mi sekwencjami nukleotydowymi na poczatku operonu: polimerazy RNA
z promotorem, represora z operatorem, oraz biatka receptorowego cAMP
(cpr, ang. cCAMP receptor protein) — bedgcego katabolicznym aktywato-
rem tego operonu — z regionem promotorowym (30). Represor, wigzac sie
z DNA w tym regionie, z ktérego rozpoczyna sie transkrypcja mRNA,

t t
L ST | DA I A R R |
crp N
l (pot-RNA) ! lTranskrgpeja
5 3 5' - 4
(— =
mRNA policystronowy mRNA
[S—;

Ryc. 9. Interakcja pomiedzy polimerazag RNA i promotorem w operonie laktozy E. coli.

REP — biatka represorowe, czynniki negatywnej kontroli ekspresji genu; crp — kataboliczny
aktywator biatkowy wigzacy cAMP, czynnik pozytywnej kontroli; i — gen represora (w poprze-
dzajacym operonie); z, y, a — geny strukturalne operonu laktozy; O — operator; | — induktor;
t — terminator; 0-Gz — pgalaktozydaza; 0-P — permeaza galaktozydowa; AT — transacetylaza
tiogalaktozydowa;
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przykrywa réwniez miejsce w DNA, z ktérym sie wigze polimeraza RNA
(Ryc. 9. Majors (50) wykazat, ze represor operonu laktozy zwany
lac-represorem wigzgc sie z operatorem blokuje tgczenie sie polimerazy
RNA z promotorem, uniemozliwiajagc wejscie polimerazy w region genéw
strukturalnych. Dodanie induktora usuwa represor i umozliwia polime-
razie transkrypcje operonu.

Spos6b w jaki czynnik crp zwieksza efektywno$¢ polimerazy (¢n vivo
nastepuje okoto 50 krotne podwyzszenie funkcjonowania iac-promoto-
ra) — ttumaczony jest dwojako. Wedtug jednej z hipotez czynnik crp
wigze sie z DNA i denaturuje region DNA od miejsca wigzania crp wzdtuz
promotora, co utatwia interakcje miedzy polimeraza i matryca (30).
W alternatywnym modelu czynnik crp wchodzi w bezposrednig inter-
akcje z polimerazg, a wigzanie czynnika crp z DNA wzmacnia wigzanie
sie polimerazy z matrycag.

V. Synteza rRNA u prokariontéow

Z badan procesu syntezy rRNA in vitro wynika, ze oprécz holoenzymu
polimerazy RNA wymagany jest w tej reakcji jeszcze dodatkowy czynnik,
okreslany jako mediator konformacyjny enzymu. Funkcje takg spetnia
czynnik W. Czynnik 'F wyizolowano z frakcji porybosomalnej; jest to
biatko o ciezarze czasteczkowym okoto 20 000 i wspdtczynnik sedymen-
tacji 3S (51). Czynniki IF i crp sg podobne pod wieloma wzgledami, sg one
mniej wiecej tego samego rozmiaru, dla stymulujgcego dziatania tych
czynnik6w niezbedna jest obecnos¢ podjednostki sigma. Czynniki crp i psi
wydajg sie naleze¢ do klasy bakteryjnych elementéw pozytywnej kon-
troli. Na biatka te oddziatywuja niskoczasteczkowe efektory, jak cAMP
w przypadku czynnika crp i ppGpp w przypadku czynnika R, co sprawia,
ze komorka bakteryjna moze szybko reagowaé¢ na zmiany srodowiskowe.
Cistrony rybosomalne stanowig zaledwie 0,2—0,4°/o genomu bakteryjnego,
jednak w szybko dzielagcych sie komorkach synteza rRNA stanowié moze
do 40% ogo6lnej syntezy RNA. Taka preferencyjna synteza, rRNA in vivo
wymaga bardzo szybkiej inicjacji. Ponizej podano model opracowany
przez Travers’a (52), w ktdrym autor prébuje wyjasni¢ to szybkie
przejscie dla ukierunkowania syntezy stabilnych gatunkéw RNA. Travers
sugeruje, ze:

a) polimeraza RNA moze istnie¢ w dwu formach, z ktérych jedna
tylko jest zdolna do zainicjowania syntezy rRNA. Formy te mozna przed-
stawi¢ symbolicznie jako (Eo)i i (E0)2 Zmiana specyficznosci jest wyni-
kiem zmian konformacyjnych enzymu;

b) funkcja czynnika 'F jest zasadniczo zmiana formy (Ea)! w forme
(E0)2 ktora wykazuje zwiekszone powinowactwo wobec inicjujgcego
GTP. Forma (Ea)2czeSciej inicjuje z pppG niz forma (Ea)x
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c) Inhibitorem, konwersji pierwszej formy w drugg jest niskoczastecz-
kowy efektor, nukleotyd guaninowy, ppGpp (przynajmniej u pewnych
szczepéw bakteryjnych podlegajacych Scistej kontroli, ang. stringent
control). Efektor ten dziata poprzez zmiang powinowactwa polimerazy
RNA wobec regionu promotorowego. Inaktywujac czynnik 'P znosi zdol-
no$¢ rozpoznawania przez polimeraze cistrondw rRNA.

W E. coli na kazda pojedyncza jednostke transkrypcji, odpowiadajgca
genowi rybosomalnemu, sktadajg sie sekwencje kodujgce 16S, 23S i 5S
rRNA z pojedynczym promotorem na poczatku jednostki (53, 54). Jednak-
ze nie znaleziono dotad w dzikim szczepie E. coli takiej czasteczki pre-
rRNA, ktora odpowiadataby catej dlugosci jednostki transkrypcyjnej.
Tylko w komorkach mutanta, nie wykazujgcego aktywnos$ci RNazy IlI,
znaleziono pre-rRNA, ktérego wielko$¢ wskazywataby na to, ze zawarty
jest w nim caly transkrypt genu rybosomalnego (okoto 30S) (55). Jest to
wazna obserwacja, ktora wskazuje, ze nie istnieje transkrypt genéw rybo-
somalnych zawierajgcy wszystkie sekwencje pomiedzy miejscem inicjacji
i terminacji polimerazy RNA, lecz ze pierwotny transkrypt jest ciety
przez endonukleazy podczas transkrypcji lub natychmiast po jej ukon-
czeniu.

VI. Synteza tRNA u prokariontéw

Synteza tRNA in vitro nie.wymaga jakichkolwiek dodatkowych czyn-
nikéw potrzebnych do zainicjowania transkrypcji przez holoenzym poli-
meraze RNA. Dowiedziono tego stosujagc jako matryce fragment DNA
(faga O 80 psufh) zawierajacy tylko jeden gen tRNATyr i odpowiadajgcy
mu promotor (56). Sekwencja 59 nukleotydéw w regionie miejsca inicja-
cji transkrypcji w genie tRNA posiada wyrdzniajacg sie symetrie pod-
wdljng z rotacyjng osig symetrii przy 15 parze zasad od miejsca startu.
Przypisuje sie jej wazne fizjologiczne znaczenie, chociaz nie wiadomo do
tej pory jaka role odgrywa ta struktura w interakcji polimeraza RNA-
promotor. Sekwencja promotora genu tRNATyr wymaga nie mniej niz
33 pary zasad dla zainicjowania transkrypcji. R6zni sie ona od omdéwio-
nych sekwencji promotorowych tym, ze brak w niej regionu odpowiada-
jacego za stabilne wigzanie z polimeraza, oraz tym, ze ma stosunkowo
duzg zawarto$¢ sekwencji GC pomiedzy heptanukleotydem (okreslanym
jako ,,Pribnow box™) i miejscem, inicjacji (Ryc. 10).

Z badan in vivo wiadomo, ze transkrypcja genu tRNATyr zaczyna sie
od sekwencji pGpCpUpU. Po rozpoczeciu transkrypcji we wiasciwym
miejscu promotorowym polimeraza transkrybuje odcinek DNA ponad
50 nukleotyddow poza terminalng sekwencje C—C—A gotowego, dojrza-
tego transkryptu (57). Dodanie czynnika p nie ma wplywu na diugosc
transkryptu, a wiec sygnat dla naturalnego jego ukonczenia zawarty jest
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pGpCpUPU pCpCp a7

pre-tRNATyr nukleotydow

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

w sekwencji DNA. Pierwotny transkrypt tRNA jest dtuzszy od aktywnej
czasteczki np. jak obliczono w przypadku wielu tRNA, od 1/3 do 3/4
dtugosci i ulega nastepnie potranskrypcyjnej ,,obrobce” do witasciwego
rozmiaru. W przypadku tRNATyr pierwotny transkrypt ma 180 nukleoty-
déw, natomiast dojrzaty tRNA zbudowany jest z 85 nukleotydéw. Dojrze-
wanie prekursora tRNA wymaga usuniecia segmentow zaréwno z 5’ jak
i 3’ kofica prekursora. W procesie dojrzewania transkryptu tRNATyr od
5’ konca odcinany jest odcinek zbudowany z 41 reszt nukleotydowych.
Ciecie jest specyficzne i nastepuje przy reszcie guanozynowej, stanowig-
cej 5’ poczatek dojrzatego transkryptu (56, 57).

Jesli chodzi o strukture drugorzedowg prekursora, uwaza sie, ze se-
kwencja pre-tRNA ma prawdopodobnie konfiguracje dojrzatego tRNA
(58).

Wiele danych wskazuje na to, ze liczne geny tRNA znajduja sie obok
siebie tak, ze pierwotny transkrypt zawiera kilka nastepujgcych po sobie
prekursorow tRNA (Tyr, Gly, Thr) (59, 60), transkrybowanych z jednego
miejsca promotorowego. Koricowa sekwencja dojrzatego tRNA, C—C—A,
jest w przypadku tyrozynowego tRNA zakodowana w DNA, jednak nie
jest to regutag, gdyz do czasteczek innych tRNA (Ser, Pro) dodawana jest
sekwencyjnie po transkrypcji.do 3’ konca zsyntetyzowanego tancucha
(61).

VII. Mechanizm transkrypcji u eukariontéw

Jak juz wspomniano, w procesie transkrypcji DNA eukariontow, tak
jak i prokariontdw, wymagane sa takie same substraty, cztery nukleo-
zydotrojfosforany, ktdre w obecnosci jonow Mg2+ lub Mn2+, przytgczane
sg sekwencyjnie w takiej kolejnosSci, jakg wyznacza im matrycowa nic
DNA. Koncowe produkty reakcji (mMRNA, rRNA i tRNA) sg réwniez
bardzo podobne, jednakze mechanizm transkrypcji eukariontow rézni sie
od prokariotycznego pod wieloma wzgledami.

Ponizej omdwione beda podstawowe réznice w mechanizmie tran-
skrypcji DNA bakteryjnego i DNA jadrowego komdrek eukariotycznych:
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1. U bakterii proces transkrypcji jest bardzo $cisle powigzany z pro-
cesem translacji (52). Przy braku kompartmentacji komoérkowej, odpo-
wiedZ na bodzce fizjologiczne czy srodowiskowe jest $ciSle skoordynowana
w obu tych procesach. Nowo syntetyzowany, policytronowy mRNA stuzy
jako matryca w biosyntezie bialek jeszcze przed zakonczeniem tran-
skrypcji i jest ciety do wielkosci dojrzatego transkryptu w miejscu po-
wstawania (62). Tak wiec pierwotny transkrypt prokariontéw nie ulega
zasadniczo wiekszym modyfikacjom potranskrypcjonalnym. U eukario-
ntdw natomiast pierwotny transkrypt, z reguty monocistronowy, zanim
Z jadra przedostanie sie do cytoplazmy do miejsca syntezy biatka, podlega
skomplikowanemu procesowi dojrzewania (ang. processing), obejmujace-
mu specyficzne modyfikacje.

Do modyfikacji tych naleza:

a) poliadenylacja, ktéra nastepuje wkrétce po ukonczeniu transkryp-
cji i polega na kolejnym dotgczeniu do 3—OH kornca okoto 100 do 200
reszt adenylowych (63);

b) ,oczapeczkowanie” (ang. capping) polegajace na modyfikacji
5- korica przez przytaczenie 7-metyloguanozyny (64, 65);

c) metylacja, gtdwnie w pozycji 2’-0-rybozy (66);

d) wyciecie i odrzucenie sekwencji niekodujgcych.

Dwie pierwsze modyfikacje dotycza dojrzewania pre-mRNA, trzecia
dojrzewania pre-rRNA, czwarty za$ rodzaj modyfikacji wydaje sie obej-
mowac wszystkie pierwotne transkrypty.

Zaznaczy¢ jeszcze nalezy, ze nie wszystek prekursorowy RNA prze-
chodzi do cytoplazmy. McCarthy (67) i Scherrer (68) stosujac
technike hybrydyzacji RNA jadrowego z DNA komérek L myszy, lub
komérek HelLa, wykazali, ze warto$¢ nasycajgca DNA wynosi okoto 4°/e.
Frakcja mRNA polisoméw wzbogaca to nasycenie o I°/o wskazujac na to,
ze zaledwie jedna czwarta hnRNA przechodzi do cytoplazmy i uczestniczy
aktywnie w procesie translacji.

2. Druga podstawowa roéznica tkwi w wielkoS$ci i organizacji genomu
prokariontéw i eukariontow, oraz jego dostepno$ci dla procesu tran-
skrypcji. Ilos¢ DNA zawartego w genomie organizmow wyzszych jest
wieksza od iloSci DNA chromosomu bakteryjnego o trzy rzedy wielkosci
(u E. coli 3X10®, u cztowieka 3X10® par nukleotydéw). U prokariontéw
DNA jest w postaci nieostonietej, dostepnej dla polimerazy RNA na catej
niemal dtugosci. W chromosomach eukariontéw DNA wystepuje w kom-
pleksie nukleoproteidowym, gdzie tylko nieznaczna jego cze$¢ dostepna
jest dla potrzeb transkrypcji. Chociaz w wiekszosci organizmow wyzszych
kazda komdrka zawiera kompletny zespdt informacji genetycznej, to
jednak tylko nieznaczna cze$¢ gendow ulega ekspresji w komorce danej
tkanki, w danym okresie rozwojowym, czy w okre$lonych warunkach
srodowiskowych (69). Jasne jest, ze np. strukturalne biatka keratyny
znajdowane w paznokciach czy rogach, nie sg potrzebne w komodrkach
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wydzielniczych trzustki, ktérych gtowng funkcjg jest produkcja pewnych
enzymoéw trawiennych. Nie tylko rézne typy tkanek charakteryzujg sie
specyficznym wzorem transkrypcji, takze na poziomie jednej komorki
poszczegOlne geny moga by¢ ,wigczane” i ,wylgczane” umozliwiajgc
produkcje biatek aktualnie potrzebnych. Bardzo dobrym obiektem obser-
wacji zmian wzoru transkrypcji sg komorki gruczotow Sliniankowych
larwy Drosophila (70), w ktérych poszczegdlne geny aktywnie transkry-
bowane mozna identyfikowa¢ na podstawie charakterystycznego wzoru
prazkdw na chromosomie. Podczas rozwoju larwy i przepoczwarczania,
obraz aktywnie transkrybowanych gendw jest bardzo charakterystyczny
i wskazujacy na transkrypcje gendw w okreslonej kolejnosci. Uwaza sie
wiec, ze chromosomy interfazalne majg takg organizacje, ze mozna w nich
wyrézni¢ stany ,otwarte” i ,zamkniete” i ze polimerazy odczytujg tylko
»,otwarte” miejsca na chromosomie. Bautz iwsp. (71) stosujgc technike
immunofluorescencyjng wykazali, ze nieaktywna w transkrypcji chroma-
tyna Drosophila melanogaster nie zawiera czgstek polimerazy RNA.

Powszechnie przyjmuje sie, ze geny eukariontow podlegaja niespecy-
ficznej represji przez biatka histonowe (73, 74). Przypuszcza sie, ze wa-
runkiem koniecznym ekspresji ganu jest przytaczenie biatek regulatoro-
wych do sekwencji rozpoznawanych w DNA, analogicznych z sekwencja-
mi rozpoznawanymi promotora prokariontow, co powoduje zmiane struk-
tury chromosomu w miejscu odczytywanym. Czynniki regulatorowe,
podobnie jak biatka histonowe, stanowig raczej element struktury chro-
matyny, a nie sa, tak jak u bakterii, czasteczkami przejsciowo tylko
towarzyszacymi sekwencjom kontrolnym DNA. Jest rzeczg bezsporng, ze
jesli te czynniki regulatorowe u eukariontéw zmieniajg w danym miejscu
strukture chromosomu, muszg one oddziatywaé¢ nie tylko z DNA, lecz
takze z innymi skiadnikami chromatyny. Ich rola zatem jest bardziej
ztozona niz rola regulatorowych biatek bakteryjnych, ktérych dziatanie-
ogranicza sie do rozpoznania sekwencji DNA i (lub) interakcji z poli-
merazg RNA. Taka interakcja ma miejsce zapewne i podczas transkrypcji
u eukariontéw, lecz postuluje sie w niej wspoétudziat niehistonowych
biatek chromatyny, jako pozytywnych regulatorow ekspresji genéw (74).
Duza role przypisuje sie rowniez chromosomalnemu RNA w specyficznej
»derepresji” chromatyny. Krotkie tancuchy tego RNA, okoto 50 nukleo-
tydowe, wystepujgce w kilku zaledwie identycznych kopiach i stanowiace
niewielkg cze$¢ ogolnego RNA jadrowego, powigzane sg zarOwno z biatka-
mi kwasnymi jak i z histonami (75).

Podsumowujgc mozna wiec powiedzie¢, ze gtownym determinantem
specyficznosci transkrypcji u eukariontdw jest struktura chromatyny
(euchromatyna, czynna transkrypcyjnie, heterochrornatyna, nieczynna).

3. U bakterii za synteze calego komdrkowego RNA odpowiedzialny jest
jeden enzym, polimeraza RNA. Jej specyficzno$¢ zalezy od licznych czyn-
nikéw regulatorowych transkrypcji, ktdre zmieniajagc konformacje cza-
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steczki enzymu umozliwiajg rozpoznanie réznych promotoréw przez ten
sam enzym (7, 22, 24). W jadrach komdrek eukariotycznych wystepuja
liczne polimerazy RNA, ktére ze wzgledu na rédzne witasciwosci fizyko-
chemiczne, odmienng budowe strukturalng i odmienne funkcje spetniane
przez nie w komdrce, zaliczono do trzech klas, nazwanych: polimeraza
I, I1illl. Polimeraza | (inaczej A), zlokalizowana jest w jaderku i synte-
tyzuje rRNA, polimeraza Il (lub B) znajduje sie w nukleoplazmie i ucze-
stniczy w syntezie hrRNA i pre-mRNA, polimeraza Ill (czyli C) wystepuje
w nukleoplazmie (a prawdopodobnie i w cytoplazmie) i jest odpowie-
dzialna za synteze tRNA i 5SrRNA. Enzymy te, podobnie jak polimeraza
bakteryjna, sg heteromultimerama, jednakze wykazujg znacznie wiekszy
stopien ztozonosci budowy podjednostkowej. Rycina 11 przedstawia sche-
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Ryc. 11. Skiad podjednostkowy jadrowych polimeraz RNA z drozdzy (77)

figury owalne oznaczaja podjednostki, ktorym przypisuje sie aktywno$¢ kataliczng; f — pod-
jednostki tatwo dysocjujace; prostokaty oznaczaja wspélne podjednostki;

matycznie sktad podjednostkowy trzech klas polimeraz RNA izolowanych
z drozdzy, z zaznaczeniem podjednostek, ktdrym przypisywany jest udziat
w katalizie enzymatycznej. Enzymy te majg znacznie wiekszg specy-
ficzno$¢ w porownaniu z polimerazg bakteryjng, rozpoznaja one bowiem
tylko okre$lone rodzaje ,miejsc promotorowych”, co wiecej miejsca
efektywnie rozpoznawane przez jeden enzym nie Sg rozpoznawane przez
pozostate enzymy. Chociaz do tej pory nie wyizolowano sekwencji pro-
motorowych z zadnego z genoméw komorek eukariotycznych, to w geno-
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mach tych organizméw z pewnoscig istnieja odpowiedniki prokariotycz-
nych promotoréw (sekwencje programujace i miejsca specyficznego wia-
zania polimerazy RNA), od ktérych zalezy wybidrcza ekspresja genow
strukturalnych. Wiasciwosci eukariotycznych polimeraz RNA omdéwiono
bardziej szczegétowo w ogtoszonych ostatnio pracach przegladowych (12,
13, 14, 76, 77).

4. Nastepna cecha szczeg6lnie wyr6zniajgca mechanizmy transkrypcji
eukariontow i prokariontdw wynika z wykrytej niedawno nieciggtosci
gendw eukariotycznych, a co za tym idzie, braku kolinearnosci miedzy
genem a funkcjonalng czasteczkg RNA. Chociaz zagadnienie nieciggtosci
genow nalezato oméwié w punkcie drugim, dotyczacym struktury geno-
mu, jednakze chcac podkresli¢ szczeg6lnie wyr6zniajaca sie wihasciwose
oraz omowi¢ proponowane mechanizmy transkrypcji takich genéw, wy-
dzielono temat w osobnym punkcie.

Badania ostatnich dwu lat, dotyczace organizacji i struktury szeregu
gendéw komorek eukariotycznych ujawnity, ze niektére dojrzale mRNA,
rRNA i tRNA pochodzg z transkrypcji nieciggtych sekwencji DNA (9, 10,
11, 78, 79, 80). Inaczej mowiagc, kodujgce sekwencje niektorych genéw sg
rozdzielone w czasteczce DNA sekwencjami interweniujagcymi (ang. inter-
vening sequences). Takie sekwencje moga wystepowaé w danym genomie
wielokrotnie (np. w genie owoalbuminy jest takich sekwencji sze$é, oddzie-
lajgcych siedem fragmentéw sekwencji kodujagcych mRNA owoalbuminy),
choé nie wiadomo, czy sg one powszechne w przypadkach wielu gendw
struktury. Wielkos¢ tych ,wstawek” jest rézna, od kilkunastu do kilkuset
par zasad. Sekwencje kodujgce genu podzielonego nazywane sg roéwniez
eksonami (ang. exons), natomiast sekwencje interweniujgce, intronarri
(ang. introns) (81, 82).

VIII. Transkrypcja genéw podzielonych

Mechanizm transkrypcji genéw podzielonych nie jest poznany. Wi l-
lamson rozpatruje trzy mozliwosci powstania funkcjonalnego RNA
gendéw podzielonych (83):

a) Transkrybowany jest calty odcinek DNA w taki sposéb, ze pier-
wotny transkrypt, np. hnRNA zawierajgcy sekwencje pre-mRNA, za-
wiera wszystkie regiony kodujgce i sekwencje interweniujgce, z tym, ze
sg one specyficznie wycinane w procesie dojrzewania, a fragmenty kodu-
jace faczone, dajac dojrzalg czasteczke mRNA. Jest to bardzo prawdo-
podobne, gdyz np. pierwotny transkrypt beta globiny ma wspdiczynnik
sedymentacji okoto 15S. t.j. wielko$¢ oczekiwang jedynie w przypadku
obecnosci ,,wstawki” miedzy sekwencjami kodujacymi (84). Fakt, ze za-
rowno sekwencja poli(A) na 3%-korcu, jak i metylowana sekwencja
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czapeczki 5-konca wydaje sie byé zachowana od hnRNA az do polisomal-
nego mRNA, popiera tez poglad powstawania tg drogg dojrzatego RNA.

DNA
| Transkrypcja
i A i a i B ib 1 c » pre-mRNA
1Dojrzewanie
ai a ; b C poli A mRNA
A = 8 b c
. 8 C mDNA
a0 Ob
¢Transkrypcja
A ' B c m RNA
A , a , B b1 ¢ i  DNA
~Transkrypcja
i A i i B i L c | RNA
jligaza
i A i B ..— i— C | RNA

Ryc. 12. Model transkrypcji genéw podzielonych (83)

a, b, ¢ — trzy mozliwosci powstawania funkcjonalnego RNA A, B, C — sekwencje biatek
strukturalnych; a i b — sekwencje interweniujace

Jezeli sekwencje interweniujgce ulegaja transkrypcji, to musi istnieé
bardzo doktadny mechanizm ich wycinania. Jest bardzo prawdopodobne,
ze w takim specyficznym cieciu posredniczg biatka jagdrowe, ktére wcho-
dzgc w interakcje z transkrybowanym RNA determinujg zaréwno pewng
okreSlong jego konformacje jak rowniez dziata¢ mogg jako dodatkowe
wyznaczniki specyficznych enzyméw, badz tez same wykazywaé aktyw-
nos$¢ enzymatyczng. Rycina 12a przedstawia model powstawania tag droga
dojrzatego mRNA.

b) Druga mozliwosé, to powstawanie petli na matrycy DNA z
kwencji dzielgcych gen i zblizanie w ten sposob do siebie odlegtych od-
cinkéw kodujgcych. W takim przypadku polimeraza RNA mogtaby prze-
skoczy¢ takg wstawke po utworzeniu petli i transkrybowa¢ w sposob
ciggty sekwencje kodujgce danego genu (Ryc. 12b). Niezbednym wydaje
sie tu zatozenie, ze istniejg dodatkowe czynniki kontrolujgce DNA aktyw-
nych gendw. Niemozliwo$¢ zrekonstruowania w peini natywnej chroma-
tyny moze by¢ przyczyng w uzyskaniu przekonywujacych i powtarzalnych

se:
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wynikow transkrypcji chromatyny (zmieniona podczas preparatyki kon-
formacja DNA).

C) Trzecig mozliwoscig jest niezalezna transkrypcja kazdego koduja-
cego segmentu mRNA i enzymatyczne tgczenie poszczeg6lnych fragmen-
tow w dojrzalty mRNA (proces dojrzewania mRNA) (Ryc. 12¢). W takich
przypadkach nie zachodzitaby konieczno$¢ transkrybowania poszczego6l-
nych odcinkéw w poprawnym porzadku w jakim sg one umieszczone
w genomie. Mozna sobie wyobrazi¢, ze poszczeg6lne fragmenty genu
taczone sg wymiennie lub w okreslonej sekwencji (np. pewne odcinki
genow globinowych kodujace fancuchy peptydowe a i (3-globiny moga
by¢ wspdline).

Prace publikowane w ostatnim roku potwierdzajg raczej stusznos$¢
pierwszej hipotezy (85, 86, 87). Ponizej podano przyktady, mogace zilu-
strowaé przebieg mechanizmu transkrypcji trzech gtdwnych klas komor-
kowego RNA.

Szereg autorow wykazato, ze transkrypcje sekwencji kodujgcych
mRNA beta globiny w komorkach erytroidalnych myszy nastepuje w taki
sposéb, ze powstaje najpierw prekursorowa czasteczka liczagca 1860 nu-
kleotyd6éw, blisko trzykrotnie wieksza niz cytoplazmatyczny beta glcbino-
wy mRNA (88, 89). Badania biochemiczne i mikroskopii elektronowej
wykazaty, ze w czasteczce tego prekursora znajdujg sie dwie sekwencje
interweniujace, ktore rozdzielajag sekwencje kodujace (3-globinowy mRNA
na trzy fragmenty, zawierajgce 480, 205 i 155 nukleotydow (85). Jedna
z sekwencji interweniujgcych zawiera 780 nukleotydéw, i znajduje sie
w Srodkowej czeSci genu, natomiast mniejsza ,,wstawka” interweniuja-
cego RNA ma 125 lub nieco mniej nukleotydéw i znajduje sie raczej
blizej 5-konca transkryptu. Prekursor ten zawiera na 3-korncu 150 nu-
kleotydowy fragment poli(A), bedacy przedtuzeniem najwiekszego
fragmentu kodujgcego (Ryc. 13). Ten olbrzymi beta globinowy pre-mRNA
w ciggu 20 min. po transkrypcji uzyskuje forme dojrzatego mRNA (84, 97).
Dane te wskazuja, ze podczas transkrypcji genu beta globiny komorek
myszy transkrybowane sg réwniez interweniujgce sekwencje DNA, ktére
sq nastepnie usuwane i w rezultacie powstaje czasteczka funkcjonalnego
MRNA. Badania Tilghmana i wsp. (89) potwierdzity powyzsze dane
uzyskujagc dowody z mikroskopu elektronowego, ze 15S prekursor f5-glo-
binowego mRNA jest kolinearny z klonowanym, beta globinowym DNA
genomu.

Geny kodujgce rRNA w komodrkach eukariotycznych sg zgrupowane
razem w jaderku w iloSci od kilkuset (450 dla Xenopus laevis) do kilku
tysiecy (3900 Cucurbita pepo) kopii na genom haploidalny w zaleznosci
od organizmu. Na pojedyncza jednostke transkrypcji odpowiadajaca ge-
nowi rybosomalnemu sktadajg sie sekwencje kodujgce 18S i 28S rRNA,
z ktorych kazda poprzedzona jest krotkim fragmentem DNA ulegajacym
transkrypcji (ang. transcribed spacer), lecz nie odnajdywanym w dojrza-
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tym rybosomalnym RNA. Kazda para gendw oddzielona jest od nastepnej
przez region DNA, ktory nie ulega transkrypcji (ang. nontranscribed
spacer), nazywany ,przerywnikiem nietranskrybowanym?”. Bezposrednim
produktem transkrypcji gendw rRNA sg olbrzymie czgsteczki prekursora
(40S—45S), ktérego diugos$¢ oblicza sie na okoto 14 000 nukleotyddéw.
Liczba ta jest niemal dwukrotnie wieksza, niz wyliczona dla dwu dojrza-
tych gatunkow rRNA Igcznie. 28SrRNA skilada sie bowiem z okoto
5000 nukleotyddéw, natomiast 18SrRNA z okoto 2000 nukleotyddw. Pre-
rRNA podlega potranskrypcjonalnym modyfikacjom: metylacji tych re-
gionow, ktdre dajg dojrzate czasteczki rRNA, oraz usuwaniu sekwencji
niekodujagcych rRNA (90).

Ostatnio w niektérych genach rybosomalnych (Drosophila melano-
gaster) stwierdzono podobne rozdzielenie sekwencji kodujgcych 28S rRNA,
jak w innych genach podzielonych (79, 91, 92, 93). Obok gendéw ciagtych,
stwierdzono wiele kopii gendéw, w ktérych sekwencje kodujgce 28S sa
rozdzielane réznymi innymi sekwencjami (ang. insertions), nazwijmy je
~wstawkami”. Wstawki takie sg réznego typu, jedne zawierajg regiony
0 dtugosci 500, 1000 i 5000 nukleotydow, sg homologiczne wzgledem siebie
1 wystepujg prawie w 50°0 wszystkich rybosomalnych jednostek tran-
skrypcji chromosomu X. Drugi typ wstawek, o diugosci od 3000 do
4000 nukleotydow, nie zawierajagcych zadnych sekwencji homologicznych
do poprzednich wstawek, wystepuje w okoto 15% powtarzajgcych sie
jednostek zaréwno w regionie jagderkotworczym chromosomu X jak i Y.
Nie jest wiadomo, czy wstawki te sg transkrybowane i nieznana jest
robwniez ich rola. Nie jest rdwniez wiadomo, czy pierwszy stabilny tran-
skrypt znajdowany w komorkach eukariontéw jest odpowiednikiem rze-
czywistego, pierwotnego transkryptu, tzn. zawierajgcego wszystkie se-
kwencje pomiedzy miejscem inicjacji i terminacji transkrypcji. Na zadnej
z molekut pre-rRNA eukariontdw nie stwierdzono 5'-trojfosforanu, co
wskazuje na to, ze poczatek pierwotnego transkryptu moze by¢ usuniety
natychmiast po transkrypcji. Dotychczasowe dane nie pozwalajg na jedno-
znaczne ustalenie, czy kazda jednostka transkrypcji ma swoje wtiasne
miejsce inicjacji, czy tez szereg cistronéw jest zgrupowanych w jedng
transkrypcyjng jednostke (94). Szereg danych wskazuje jednak na to, ze
kazdy gen rybosomalny jest transkrybowany niezaleznie (95). Scheer
i wsp. wykazali obecno$¢ na tej samej nici jaderkowego DNA cistronéw
0 réznym stopniu aktywnosci transkrypcyjnej (96).

Geny kodujace 5SrRNA nie sa zwigzane z sekwencjami genéw 18S
1 28SrRNA, sg rozproszone we wszystkich chromosomach, lecz prawdo-
podobnie wystepuja w zgrupowaniach (97). Nie jest wiadomo, dlaczego
wystepujag one w ilosciach wielokrotnie wiekszych niz gtéwne gatunki
rRNA. Mimo, ze geny te transkrybowane sg oddzielnie od genéw rybo-
somalnych 18S i 28S, uwaza sie, ze podlegajg one wspolnej, skoordyno-
wanej kontroli.
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Ostatnio stwierdzono takze, ze geny tRNA zawierajg sekwencje inter-
weniujgce (10, 80, 98). U eukariontéw geny tRNA wystepujg w licznych
kopiach kazdego z 60 réznych rodzajow tRNA. U drozdzy Saccharomyces
cerevisiae stwierdzono obecnos$¢ osSmiu genéw tRNATyr, rozmieszczonych
na réznych chromosomach (99). Goodman i wsp. oznaczyli sekwencje
DNA trzech z tych gendéw i stwierdzili, ze w $rodku kazdego z nich
znajduje sie sekwencja 14 par zasad nieobecna w dojrzatym tRNATyr.
Rdéwniez w trzech genach tRNAphe znaleziono sekwencje interweniujgce
w $rodku genu, tym razem 18—19 par zasad (80). W obu przypadkach
sekwencje te znajduja sie blisko antykodonu (GUA, w tRNATyr i GAA
w tRNAphe) i wydajg sie byé specyficzne wobec danego rodzaju tRNA.
Wyizolowano takze prekursory tRNATyr i tRNAphe posiadajgce takie
same 5’ i 3’ konce jak dojrzaty tRNA i zawierajagce sekwencje inter-
weniujgce takie jak w genie tRNA. Co wiecej, w dzikim szczepie drozdzy
stwierdzono obecnos¢ aktywnos$ci enzymatycznej, ktéra moze usungé
sekwencje interweniujgce i potgczy¢ oba konce rozdzielonego genu (10).

Tak wiec wykazano bezposrednio, ze synteza tRNATyr i tRNAphe prze-
biega wedtug modelu mechanizmu transkrypcji przedstawionego na Ryc.
12 w punkcie a.

Chociaz nie ma wystarczajacych dowoddéw na to, ze transkrypcja
wszystkich genéw komorek eukariotycznych odbywa sie w taki sam spo-
séb, przytoczone przyktady zdajg sie Swiadczy¢ za tym, ze sposo6b usuwa-
nia sekwencji interweniujgcych z prekursoréw podczas syntezy drozdzo-
wego tRNA moze by¢ generalnag wtasciwoscig ekspresji genomu eukario-
tycznego.

Zaakceptowano do druku 19.6.1979
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I. Wstep

W powszechnie przyjetym modelu struktury centrum aktywnego enzy-
mow depolimeryzujacych substraty tancuchowe wyrdznia sie dwa regiony
0 odmiennej funkcji: region katalityczny (ang. catalytic site) i region
wigzacy (ang. binding site) (1, 2). Region katalityczny tworzg reszty ami-
nokwaséw biorgcych bezposredni udziat w reakcji rozerwania wigzan
substratu, region wigzacy stanowig tzw. aminokwasy kontaktowe, kté-
rych zadaniem jest prawidtowe zorientowanie substratu wzgledem cen-
trum. Podany podziat na regiony jest wytgcznie podziatem funkcyjnym
1 nie oznacza ich oddzielenia w sensie przestrzennym, natomiast sam
obszar regionu wigzacego mozna przestrzennie podzieli¢ na mniejsze
jednostki, zwane miejscami wigzacymi (ang. subsites). Kazde z miejsc
wigzacych jest odpowiedzialne za przytaczenie jednego z monomerdw
substratu, zatem ich przestrzenne ustawienie ma charakter liniowy (2, 3,
4, 5).

Niniejszy artykut przedstawia w skrécie metody i wyniki badan nad
centrami aktywnymi amylaz, ktore prowadzono opierajgc sie na powyz-
szym modelu. Badania te doprowadzity do ciekawej konfrontacji pogla-
dow na temat zakresu funkcji miejsc wigzacych (6, 7). Wspomniany model
stuzy rowniez jako podstawa hipotez, wyjasniajagcych rozne rodzaje amy-
lolizy (8) oraz ttumaczacych zjawisko katalizowania przy udziale hydrolaz
reakcji dwuczasteczkowych typu przeniesienia lub kondensacji (2, 5, 9).

Il. Topografia miejsc wigzgcych

Termin ,topografia miejsc wigzgcych” (ang. subsite mapping) obej-
muje nastepujace czynnos$ci: oznaczanie liczby miejsc wigzacych, lokali-
zacja regionu katalitycznego w odniesieniu do regionu wiazacego i 0szaco-
wanie zmian standardowych energii swobodnych towarzyszacych oddzia-
tywaniom pomiedzy kolejnymi miejscami wigzacymi a monomerami sub-
stratu (6).

Zgodnie z przedstawionym modelem centrum aktywnego substrat poli-
meryczny znajdujacy sie w kompleksie z enzymem moze zajmowac rézne
pozycje wzgledem regionu wigzacego amylazy (Ryc. 1). Substrat o cha-
rakterze oligomeru moze zajgé wszystkie miejsca wigzace lub tylko ich
cze$€. Enzym o danej liczbie miejsc wigzacych (m) moze tworzy¢ z sub-
stratem o danym stopniu polimeryzacji (n) okre$long liczbe rodzajow
komplekséw zwanych izomerami pozycyjnymi. Istniejg dwa typy izome-
row pozycyjnych: produktywne (6, 10) i nieproduktywne (6, 11, 12). W izo-
merach produktywnych jedno z wigzan substratu jest tak ustawione
wzgledem regionu katalitycznego enzymu, ze staje sie ono podatne na
dziatanie reszt aminokwasowych tego regionu. Nastepuje wtedy reakcja
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rozerwania wigzania. W drugim typie izomeréw pozycyjnych zadne
z wigzan substratu nie znajduje sie w obrebie regionu katalitycznego
(Ryc. 1) i kompleksy tego typu nie doprowadzg do hydrolizy substratu.

Ol 120 S - ol
T eYe Yot
Ok Dok ol akD) T e e

[\_I_W\_/w_\m]
1 n n Y v vi il Vil X X

Ryc. 1. Przyktady izomeréw pozycyjnych amylazy z Bacillus amyloliguejaciens we-
diug Thoma’y i Allena (6), (zmodyfikowane).

Cyfry arabskie oznaczajg stopien polimeryzacji substratu (n); cfry rzymskie oznaczaja liczbe
porzadkowa miejsca wigzacego a réwnoczesnie sg indeksem danego izomeru produktywnego (p)
lub nieproduktywnego (q). Kreskowanie oznacza potozenie znakowanych monomeréw substratu.
A — miejsce katalityczne.

I1-1. Podstawowe zatozenia teoretyczne.

Hydrolize homoglukandw przez amylazy mozna przedstawi¢ za po-
mocg nastepujgcego schematu (6, 13, 14):

k
E+P

E+SO P
ES.. .

gdzie E, S, P oznaczajg kolejno: enzym, substrat, produkt; k jest staig
szybkos$ci hydrolizy; Krep i Kreg sg statymi asocjacji dla substratu o stop-
niu polimeryzacji n, przy tworzeniu izomeréw produktywnych (p) i nie-
produktywnych (q). JeSli przez j oznaczymy jakikolwiek izomer pozy-
cyjny, bez wzgledu na jego charakter, wtedy:

/K. = £ KnJ=Y ,K>p+Z *"x
i p 4

gdzie Km jest statg Michaelisa, Ky jest statg asocjacji substratu Sn przy
tworzeniu izomeru j i wynosi [ESnJ]/[E][Sn].

Podstawowym zatozeniem pozwalajgcym obliczy K5 a wiec umozli-
wiajagcym pomiary wielkosci powinowactwa poszczeg6lnych miejsc wigza-
cych (6, 7, 13, 15), jest zalezno$¢ przedstawiona réwnaniem:

cov
RT InKnJ = AG)),j - IOkd/mol = - AG, (3)
A |

gdzie RT jest iloczynem statej gazowej i temperatury bezwzglednej;
cov

Sag,),.joznacza sume zmian standardowych energii swobodnych w po-
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szczegblnych miejscach wigzacych (i) ostonietych przez substrat S,, pod-
czas tworzenia izomeru j; 10 kJ/mol oznacza zmiane standardowej energii,
spowodowang zmiang liczby sktadnikéw roztworu (16, 17). Réwnanie
3 przedstawia zatem zalozenie, ze warto$¢ netto zmian swobodnej energii
danego izomeru pozycyjnego jest sumg jej zmian czastkowych w po-
szczeg6lnych miejscach wigzacych w danym momencie ostonietych sub-
stratem (7, 18). Zwiekszenie stopnia polimeryzacji substratu (n), powo-
duje pojawienie sie izomeréw pozycyjnych o wiekszej liczbie zajetych
miejsc wigzacych i daje w efekcie wzrost powinowactwa catkowitego,
objawiajacy sie spadkiem Km (6, 13).

Dalsze zaleznosci kinetyczne stosowane w topografii miejsc wigzgcych
(6,13) mozna przedstawi¢ réwnaniami:

Vle, = £ £ K, ,+£ K,., (4)
P p p

VIK, e, = (5)
P
gdzie V oznacza szybko$¢ maksymalng; e0— stezenie enzymu. Zatem
oprocz wspomnianego spadku Km, przy wzroscie n substratu, obserwuje
sie takze wzrost szybkosci maksymalnej (V) oraz wzrost wspoétczynnika
V/Kme0, ktéry jest proporcjonalny do szybko$ci hydrolizy przy [S]
Km Dwie grupy badaczy zajmujacych sie badaniem centréw aktyw-
nych amylaz, w rézny sposéb ttumacza mechanizm zmian wymienionych
parametréw szybkosci. Wskutek réznic w pogladach na istote mechanizmu
dziatania enzymow depolimeryzujacych, obie grupy wypracowaly nieco-
odmienne sposoby badania miejsc wigzacych (18, 19), co z kolei dopro-
wadzito do pojawienia sie réznic w podawanych wynikach.

11-2. Interpretacja Hiromi’ego.

Istota sporu sprowadza sie od odmiennego traktowania wartosci
k w réwnaniu 1. Grupa badaczy japonskich pod kierunkiem Hiro-
mi’ego (7, 13, 19, 20, 21, 22, 23) przyjmuje statg szybkosci hydrolizy
w tym réwnaniu jako warto$¢ niezalezng od stopnia polimeryzacji sub-
stratu, ani od rodzaju izomeru pozycyjnego. Hiromi (13) wyprowadza
swoje zatozenie z danych dotyczacych kwasowej hydrolizy homogluka-
noéw o réznych n. Zadne z wigzan glikozydowych polisacharydu nie jest
termodynamicznie wyrdznione a stata szybkosci kwasowej hydrolizy wig-
zania a-l,4-glikozydowego nie zalezy od stopnia polimeryzacji glukanu
zawierajgcego to wigzanie. Zatem grupy katalityczne enzymu powinny
hydrolizowaé to wigzanie zawsze w ten sam sposOb i z ta samg szybkos$cig
k, bez wzgledu na diugosci fragmentéw substratu potgczonych danym
wigzaniem i bez wzgledu na liczbe miejsc wigzacych enzymu, biorgcych
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udziat w ,,przytrzymaniu” substratu. Czyli wedtug Hiromi’ego i wspét-
pracownikdw, jedyng przyczyng zaleznoSci Kmi V od n substratu, sa
zmiany prawdopodobieristwa powstania izomeréw produktywnych (7, 13,
19). Na te zmiany prawdopodobienstwa sktadajg sie z kolei dwa czynniki.
Pierwszym jest zmiana ilosciowego stosunku mozliwych izomeréw pro-
duktywnych, do wszystkich mozliwych, drugim jest catkowita zmiana
powinowactwa, spowodowana ostanianiem rdznej liczby miejsc wigzacych
przez substraty o r6znym n. Spadek Kmprzy wzroscie n jest wiec spowo-
dowany bezwzglednym wzrostem powinowactwa zaréwno produktywnych
jak i nieproduktywnych izomeréw pozycyjnych (réwnanie 2). Szybkos¢
poczatkowa przy [S] Kmjest proporcjonalna do wspotczynnika V/Kne0,
wiec wzrost szybkosSci poczatkowej obserwowany przy wzroscie n, jest
rowniez spowodowany bezwzglednym wzrostem powinowactwa, ale juz
wytgcznie izomerow produktywnych (réwnanie 5). Natomiast wzrost szyb-
kosci maksymalnej (réwnanie 4) jest spowodowany wzglednym wzrostem
powinowactwa izomeréw produktywnych w stosunku do sumy powino-
wactw izomerow produktywnych i nieprodukywnych.

Z réwnania 3 mozna wyprowadzi¢ wz6r na wielko$¢ statej asocjacji
K substratu o stopniu polimeryzacji n, tworzagcego z enzymem izomer
pozycyjny j:

K,.; = (0,018)exp (Z AG/RT), (6)

Wspo6tczynnik 0,018 uzyskano po wyliczeniu wyrazu e-10kJRT dla tem-
peratury 298°K.
Przez podstawienie rownania 6 do rGwnania 5 otrzymano zaleznosc:

cov

VIK»e. = (0,018)k”]exp(*]/1G,/RT)..p )

Podstawiajagc do tego réwnania wyniki pomiardw hydrolizy kilkunastu
maltooligosacharydow, mozna obliczy¢ wzgledne r6znice pomiedzy po-
winowactwami kolejnych miejsc wigzacych centrum katalitycznego. Wiel-
kos¢ tych réznic oraz znajomo$é powinowactwa catkowitego dla diugich
substratow, pozwalajg nastepnie na obliczenie bezwzglednych powino-
wactw czgstkowych (7, 13, 20, 22).

Liczbe miejsc wigzacych Hiromi i wsp. szacujg na podstawie zachowania
sie krzywych zaleznosci logarytmu szybkoSci maksymalnej od stopnia
polimeryzacji substratu. Wzrost szybkos$ci maksymalnej spowodowany
wydtuzaniem sie tafcucha substratu, bedzie miat miejsce dopdty, dopdki
n nie przekroczy liczby miejsc wigzacych (m), gdyz tylko wtedy istnieje
pewne prawdopodobieAstwo tworzenia izomeréw nieproduktywnych
(Ryc. 1). Natomiast przy n> m, prawdopodobieristwo tworzenia izome-
row nieproduktywnych praktycznie spada do warto$ci bliskich zera. Za-
tem warto$¢ n, przy ktorej nastepuje hamowanie wzrostu szybkosci
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maksymalnej, wskazuje liczbe miejsc wigzacych centrum aktywnego
(13, 19).

Lokalizacji regionu katalitycznego mozna dokonaé opierajagc sie na
metodzie opracowanej przez Robyta i Frencha (5), na podstawie
analizy wzglednej czestosci hydrolizy poszczeg6lnych wigzan substratu
o stopniu polimeryzacji rownym lub zblizonym do liczby miejsc wiaza-
cych. Izomer pozycyjny, w ktdrym wszystkie miejsca wigzace sg ostoniete,
ma najwieksze szanse powstania (najwyzsze Knijj); zatem liczba porzadko-
wa wigzania, ktdre podlega hydrolizie czeSciej niz wszystkie pozostate
wigzania substratu wskaze taki punkt pomiedzy kolejnymi miejscami
wigzacymi, w ktorym usytuowane sg reszty aminokwasowe regionu kata-
litycznego.

11-3. Interpretacja Thoma'y.

Sposdb badania miejsc wigzgcych zastosowany przez grupe Thoma’y
(6, 15, 18) rbézni sie od metody Hiromi’ego szerszym uzyciem analizy
wzglednej czestosci hydrolizy poszczegblnych wigzaid substratéw, znako-
wanych na aldehydowym koncu czasteczki. Utworzenie kazdego z izome-
row produktywnych powoduje hydrolize substratu o danym n, w innym
miejscu. Zatem w wyniku inkubacji enzymu ze znakowanym substratem
Sn powstang rozne ilosci znakowanych produktow o rédznych stopniach
polimeryzacji n (Ryc. 1) i ilos¢ danego produktu bedzie zaleze¢ od ilo-
czynu statej hydrolizy (k) i wielko$ci powinowactwa catkowitego (K,,>)
danego produktywnego izomeru pozycyjnego. Stosunek czestosci hydro-
lizy dwéch sasiadujacych wigzan substratu mozna zatem przedstawié
réwnaniem:

d[Pn',A/dt £n,pKn,p ( )
d[Pn'+ip+il/dt  Anp+lKrepH 8
Po szeregu przeksztatcen i po podstawieniu réwnania 3, otrzymano:

RTIn d[P,,JJdt _ _d ,+RT|n _ 9
alrn'+l,p+1J/UL Knpt+l

Jest to podstawowe réwnanie, uzywane przez Thoma’e i wsp. (6, 18)
w badaniach miejsc wigzacych. Podczas wstepnego opracowywania da-
nych, utamek knPkntP+l przyjmowano za rowny jednosci (18). Réwnanie
9 pozwalato wtedy na obliczenie réznicy pomiedzy powinowactwami
czastkowymi miejsc wigzacych, oddzielonych od siebie przez n—1 miejsc
(Ryc. 1). Stosujac do analizy substraty o réznym stopniu polimeryzacji
otrzymano roznice pomiedzy powinowactwami czgstkowymi kolejnych
miejsc wigzacych. Analiza czestosSci hydrolizy wigzan kolejnych substra-
tow o dtugosciach przekraczajgcych diugos$é regionu wigzacego daje stale
jednakowy wynik dla kolejnych, nie istniejgcych miejsc wigzacych, leza-
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cych juz poza regionem wigzagcym. Zatem miejsca, przy ktédrych wyniki
zaczynaja sie powtarza¢, wskazg do$¢ precyzyjnie granice regionu wigza-
cego. Te powtarzajgce sie wartosci powinowactwa pozornych miejsc wig-
zacych, pozwalajg rowniez przesung¢ skale otrzymanych wynikéw w taki
sposéb, aby otrzymac je w liczbach bezwzglednych.

Sporzgdzong w ten sposéb mape powinowactw czastkowych sprawdza-
no za pomocg obliczen teoretycznych warto$ci V i Kmdla réznych substra-
tow. Okazato sie, ze istnieje znaczna rozbhiezno$¢ miedzy obliczonymi
wartos$ciami V i Kma danymi doswiadczalnymi (6, 15). Uzyskane r6znice
sktonity Thoma’e i wsp. do postulowania réznych wartosci statej hydro-
lizy k, dla roznych izomerow pozycyjnych oraz dla rdznej liczby miejsc
wigzgcych ostonietych substratem. Na podstawie réznic miedzy do-
Swiadczalnie uzyskanymi wynikami V i Kma teoretycznie wyliczonymi
wartosciami, obliczono $redni wspotczynnik przyrostu czestosci hydro-
lizy, bedacy udzialem jednego, przecietnego miejsca wigzacego. Wielkos¢
AG, odpowiadajgcg temu wspdiczynnikowi uzyto nastepnie do korekty
obliczen powinowactw czastkowych poszczegdlnych miejsc wigzacych. Po
uwzglednieniu takiej korekty, uzyskano w przypadku amylazy z Bacillus
liguejaciens, zgodnos¢ wynikéw eksperymentalnych z warto$ciami teore-
tycznymi, obliczonymi na podstawie modelu (15).

Thoma i wsp. (6, 15, 18) traktujg wiec stalg szybko$ci hydrolizy
k w réwnaniach 1, 4, 5, 8 jako wartos¢, ktéra jest funkcjg liczby ostonie-
tych miejsc wigzacych. Samo ,,chwytanie” substratu przez obszar wigzacy
jest zatem integralng czescig procesu hydrolitycznego. Katalityczne reszty
aminokwasowe dziatajg bowiem tym sprawniej, im wiecej miejsc wigza-
cych enzymu jest w kontakcie z substratem.

Zatozenie Thoma’y i wsp. (6, 15) w przeciwieristwie do zatozen
grupy Hiromi’ego (13, 19, 22) nie jest aprioryczne, lecz zostato wpro-
wadzone jako poprawka do wczes$niej zbudowanego modelu. Zatem wyniki
otrzymane przez grupe Thoma’y wydajg sie byé bardziej wiarygodne.
Jednakze grupa Hiromi’ego przedstawita modele glukoamylazy
z Rhizopus delemar (7) oraz Taka-amylazy (13, 21), ktore dobrze ilustruja
dane doswiadczalne bez wprowadzania zmiennej wartosci k. Zatem przed
uznaniem racji jednej z dwu sprzecznych teorii nalezy raczej poczekac
na dalsze wyniki badan.

I1l. Modele amylolizy.

Celem odréznienia pojecia mechanizmu dziatania amylaz jako czynni-
kéw prowadzacych depolimeryzacje wielocukrow od pojecia mechanizmu
dziatania amylaz jako katalizatoréw hydrolizy wigzania glikozydowego,
wprowadzono termin ,,atak amylolityczny”. Oznacza on kolejnos¢ i rodzaj
zdarzen zachodzacych podczas rozktadu a-glukanu; termin ten odnosi sie:
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do potozenia wiagzan podatnych na dziatanie enzymu, do kolejnosci ich
rozrywania, do przebiegu zmian $redniego liczbowego i $redniego wago-
wego stopnia polimeryzacji substratu oraz do przebiegu zmian stosunku
stezen poszczegblnych produktow amylolizy. Obserwujagc wymienione
parametry wielokrotnie stwierdzono nieprzypadkowos$é wigzan podlega-
jacych hydrolizie enzymatycznej (5, 24, 25, 26, 27).

Sposéb rozkiadu glukanu przez amylazy zalezy od wielu czynnikdw,
np.: rodzaju i zrodta amylazy, struktury substratu, jego stopnia poli-
meryzacji, pH, temperatury oraz obecnosci inhibitoréw. Znajomos$é topo-
grafii centrow aktywnych poszczegdlnych enzymdéw pozwala lepiej zrozu-
mie¢ stosowany od dawna podzial amylaz na egzo- i endaamylazy. Egzo-
amylazy hydrolizujg wigzania glikozydowe lezgce blizej niealdehydowego
konca glukanu, natomiast endoamylazy (a-amylazy) moga hydrolizowaé
wigzania lezagce w wewnetrznych fragmentach taricucha. Modele Hir o-
mi’ego (7, 13, 21) tlumaczg ten podziat roznicami w ksztatcie centrum
aktywnego, w potozeniu regionu katalitycznego oraz odmienng sekwencja
wartosci powinowactwa w kolejnych miejscach wigzacych (Ryc. 2).

Ryc. 2. Modele centrum aktywnego Taka-amylazy (A) i glukoamylazy (B) wedtug
Hiromi’ego (13), (zmodyfikowane).
Obszary zakreskowane symbolizujg wielkosci powinowactwa dla poszczegélnych miejsc
wigzacych. Kreskowanie prawosko$ne w dét oznacza ujemne wartoSci powinowactwa.
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Dla kazdego z kilku poznanych rodzajow ataku amylolitycznego za-
proponowano odpowiedni model teoretyczny. Thoma (8) analizujgc
matematycznie poszczegdlne modele, zastosowal réwnania, ktdre moga
stuzy¢ do oceny zaréwno dotychczasowych jak i ewentualnych przysztych
hipotez dotyczacych amylolizy. Wyr6znia on cztery zasadnicze rodzaje
ataku amylolitycznego: atak przypadkowy, atak wybi6rczy, atak prowa-
dzony przez enzym wielowartoSciowy oraz atak wielokrotny.

I11-1. Model ataku przypadkowego.

Atak przypadkowy polega na wigzaniu sie amylazy z dowolnym odcin-
kiem liniowego substratu. Po hydrolizie wigzania glikozydowego, oba
nowo powstate fragmenty tafcucha oddysocjowujg od enzymu. Proporcje
pomiedzy stezeniami poszczeg6lnych produktéw amylolizy sg wtedy po-
dobne do proporcji jakie tworzg sie w wyniku hydrolizy kwasowej wielo-
cukréow, ktéra réwniez przebiega w sposob zblizony do przypadkowego
(28). W wiekszosci podrecznikdw biochemii wszystkim a-amylazom przy-
pisuje sie ten witasnie sposéb rozktadu wielocukréw. Tymczasem wedtug
Thoma’y (8), w optymalnym pH, jedynie a-amylaza z Bacillus ligue-
faciens jest zdatna do dziatania w sposob przypadkowy, a-amylaza
z trzustki wieprzowej hydrolizuje wielocukry w sposdb zblizony do przy-
padkowego dopiero w pH 10,5, a wiec wtedy gdy jej aktywnos$¢ jest juz
daleka od maksymalnej (24, 27) przy ktdrej rozktad stezen produktow jest
wyraznie nieprzypadkowy.

111-2. Model ataku wybidrczego.

Niektére amylazy hydrolizuja wybiérczo wigzania glikozydowe lezace
w okreslonych miejscach tancucha wielocukrowego. Moga to by¢ wigzania
lezace w sasiedztwie jednego z koncow tancucha lub przeciwnie, wiazania
oddalone od kohAcow na okreslong odlegtos¢. Zarowno (3-amylazy jak i glu-
koamylazy sg zdolne do hydrolizy wiazan lezacych przy niealdehydowym
koncu czasteczki wielocukru (29, 30). Zatem charakterystyczny rozktad
stezen produktow, powstaty pod wpltywem egzoamylaz, mozna wyjasnié
przy pomocy modelu wybiérczego.

Roby t i French (24) podali pétilosSciowy sposéb oceny natezenia
nieprzypadkowego elementu amylolizy. Wykreslajac zalezno$¢ miedzy
absorbancjg préb redukcyjnych, wykonanych w trakcie amylolizy, a ab-
sorbancjg kompleksu substratu z jodem, otrzymali dla r6znych a-amylaz
krzywe o r6znym nachyleniu. Nachylenie jest proporcjonalne do udziatu
ataku przypadkowego. Z wyjatkiem amylazy trzustkowej, inkubowanej
w pH 10,5, w przypadku ktdrej obserwuje sie krzywg zblizong do krzywej
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otrzymanej podczas hydrolizy kwasowej, wszystkie badane enzymy cha-
rakteryzuje atak nieprzypadkowy. Banks i Greenwood (31)
przedstawiajgc nowy matematyczny model amylolizy, ttumacza takie za-
chowanie sie wiekszosci amylaz wystepowaniem ataku wybi6rczego.
W pierwszych stadiach rozktadu amylozy, gdy jej tancuchy sa bardzo
dtugie, ,,efekt koncdw” nie ma wiekszego znaczenia i rozktad stezen pro-
duktéw jest zblizony do przypadkowego, jednak w miare postepowania
hydrolizy atak zmienia sie¢ na wybidrczy.

111-3. Wielowartosciowy model amylaz.

Wielowartosciowy model amylaz zostat réwniez zaproponowany przez
Banksa i Greenwooda (25 26). Autorzy przyjeli zatozenie
o istnieniu kilku niezaleznych centréw aktywnych w czasteczce enzymu.
Jedno z centréw dziata w sposob przypadkowy, inne atakujg wybidrczo
wigzania lezace w poblizu nowo utworzonego kornca czasteczki (26). Na
podstawie danych kinetycznych enzymu wielowartoSciowego nie mozna
odrézni¢ od mieszaniny izoenzymdw réznigcych sie typem ataku (8). Zatem
termin ,model wielowarto$ciowy” obejmuje obydwie opisane mozliwosci:
jest on potgczeniem modelu przypadkowego z modelem wybidrczym.

Banks i Greenwood (26, 27) inkubowali amyloze z a-amylazami
w obecnosci takich czynnikéw jak glicerol, a-metyloglukozyd lub ery-
tritol. Stwierdzili oni, ze wymienione substancje powodujg wzrost nachy-
lenia wykresu absorbancji préb redukcyjnych jako funkcji zaniku barwy
kompleksu z jodem. Taki wynik wskazuje na hamowanie nieprzypadko-
wego elementu amylolizy. Zatem badane czynniki sg przypuszczalnie wy-
biérczo dziatajacymi inhibitorami tego centrum aktywnego lub tego izo-
enzymu, ktéry szybciej hydrolizuje wigzania lezagce na koncach tancucha
substratu.

I11-4. Model ataku wielokrotnego.

W pierwszej fazie ataku, enzym wiaze i hydrolizuje substrat w miejscu
przypadkowym a nastepnie oddysocjowuje tylko jeden z nowo utworzo-
nych fragmentdw tancucha. Drugi fragment pozostaje w kompleksie
enzym—substrat, w postaci nieproduktywnego izomeru pozycyjnego (14,
24, 32). Kompleks ten ulega nastepnie przeksztatceniu w izomer produk-
tywny, co prowadzi do hydrolizy jednego z dalszych wigzan glikozydo-
wych i utworzenia oligosacharydowego produktu. Cykl powtarza sie
dopoty, dopdki drugi fragment substratu nie oddysocjuje od enzymu.
Zatem w wyniku ataku wielokrotnego powstaje oprocz dwdéch duzych
fragmentow substratu szereg produktéw o niskim stopniu polimeryzacji
(14, 24, 25).
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Robyt i French (32) stwierdzili, ze atak wielokrotny ma cha-
rakter polarny. Oznacza to, ze fragment substratu, ktory pozostat w kom-
pleksie z regionem wigzgcym amylazy, przesuwa sie wobec centrum
aktywnego enzymu w kierunku swojego konca aldehydowego. Thoma
(8, 14) proponuje nastepujacy schemat przebiegu amylolizy:

E+S, E-fS,_f E+Sni_n, E+S,_j_ A
k+ik_! ki jkAi [k-i
ES,fi—p ES,_i,j+tn—-*ESn_i_,, fi+2n' -y ESn_i_xnfi-+(:+ L (10)
S, PB P, o

gdzie i jest liczbg porzadkowg monosacharydu w wielocukrze, wskazujaca
jego potozenie wobec miejsca aktywnego; x jest graniczng liczbg produk-
tow Pr>, ktére mogg powsta¢ w ataku powtarzalnym. Prawdopodobien-
stwo ($) wystgpienia ataku wielokrotnego mozna wiec przedstawi¢ réwna-
niem:
0 = k+3/k_1+k+3

Zatem Thoma, uwaza, ze mechanizm ataku wielokrotnego jest mecha-
nizmem uniwersalnym dla amylaz natomiast jego brak jest sytuacjg wy-
jatkowa, ktéra ma miejsce jedynie gdy /ci k43 (14).

Robyt i French (24) podali spos6b oceny stopnia ataku wielo-
krotnego. Oznaczajgc redukcje w petnej mieszaninie inkubacyjnej oraz we
frakcji produktow o wysokim stopniu polimeryzacji, otrzymanych po
rozfrakcjonowaniu mieszaniny etanolem, uzyskali liczebno$¢ serii dziatan
hydrolitycznych (r) jednego efektywnego spotkania enzym—substrat.
Obliczenie mozna przedstawi¢ rownaniem:

wigzania rozerwane wigzania rozerwane
r _ w ataku przypadkowym +w ataku powtarzalnym
wigzania rozerwane w ataku przypadkowym
Pierwsze z dziatan hydrolitycznych danej serii nastgpito w spotkaniu
przypadkowym, zatem chcac obliczy¢ stopieh ataku wielokrotnego, nalezy
je odjac od catkowitej liczby dziatan w serii:

N — wigzania rozerwane w ataku powtarzalnym

wigzania rozerwane w ataku przypadkowym

Amylaza trzustkowa, dziatajagc w optymalnym pH, wykazuje wartosé
r—1= 6. W pH silnie zasadowym warto$¢ ta spada do zera, wskazujgc na
zmiane mechanizmu amylolizy z ataku wielokrotnego na przypadkowy
(24, 25). a-amylazy z innych Zrédet wykazujg nizsze wartosci r—1, zawsze
jednak wyzsze od zera (24). Ten fakt uznano za przyczyne powszechnego
wystepowania nieprzypadkowego rozkiladu stezenn produktéw amylolizy.

Znajomos$¢ stopnia ataku wielokrotnego stwarza mozliwosé obliczenia
zmian parametrow kinetycznych jako funkcji stopnia polimeryzacji sub-
stratu, spowodowanych wystapieniem omawianego mechanizmu w trakcie
amylolizy (33, 34). Banks i Greenwood (31) oraz niezaleznie
Thoma (14) opracowali modele amylolizy w ktérych udowadniaja, ze
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nie mozna przyjmowaé wartosci r—1 za wskaznik stopnia ataku wielo-
krotnego. Wykazali oni réznymi metodami, ze warto$¢ r—1 zmienia sie
w trakcie inkubacji i rosnie wraz z utamkiem rozerwanych wigzan sub-
stratu. Prawidtowa warto$¢ stopnia ataku wielokrotnego mozna obliczy¢
dopiero po ekstrapolacji wartosci r—1 do warunkéw w zerowym czasie
inkubacji. Na tej podstawie Banks i Greenwood (31) postuluja,
ze jedynie trzustkowg a-amylaze cechuje atak wielokrotny. Natomiast
nieprzypadkowy rozktad stezehn produktow amylolizy dla a-amylaz
z innych Zrédet mozna wyjasni¢ prostszym modelem ataku wybiérczego.

IV. Reakcje dwuczgsteczkowe.

Katalize reakcji przenoszenia reszt cukrowych i ich kondensacji (5, 9,
35, 36, 37) ttumaczy hipoteza liniowego centrum aktywnego. Gdy stopien
polimeryzacji substratu jest nizszy lub zblizony do liczby miejsc wiaza-
cych enzymu zwieksza sie prawdopodobienstwo rownoczesnego wigzania
dwoéch czgsteczek substratu (Ryc. 3). Mozliwie jest wtedy utworzenie no-
wego wigzania pomiedzy oligomerami wraz z podwojeniem stopnia poli-
meryzacji substratu. Mozliwa jest rowniez reakcja polegajaca na prze-
niesieniu reszty glukozylowej lub oligomeru na akceptor, ktérym jest
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Ryc. 3. Dwuczgsteczkowe reakcje trzustkowej a-amylazy wedtug Robyta i Fren-
cha (5), (zmodyfikowane) dla maltotriozy (A) i maltotetraozy (B) jako substratu.
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nastepna czasteczka substratu. Robyt i French (5 wykazali, ze
trzustkowa a-amylaza katalizuje kondensacje maltotriozy a czesciowo
rowniez maltotetraozy. Z dwoch czasteczek maltotriozy powstaje malto-
heksaoza, ktora nastepnie jest szybko rozktadana na trzy czasteczki mal-
tozy. Produktem kondensacji maltotetraozy jest maltooktaoza, ktéra z ko-
lei ulega hydrolizie z utworzeniem dwoch czasteczek maltotriozy i jednej
maltozy. Jednakze zasadniczg reakcjg dwuczasteczkowg maltotetraozy
jako substratu, jest reakcja polegajgca na przeniesieniu reszty maltotrio-
zylowej z jednej czasteczki maltotetraozy na drugg. Produktami reakcji
sg glukoza i maltoheptaoza, ta ostatnia rowniez ulega natychmiastowej
hydrolizie.

Znajac wartosci powinowactw czastkowych poszczegdlnych miejsc
wigzacych, mozna w pewnym stopniu przewidywac kinetyke i typ reakcji
dwuczgsteczkowych w zaleznos$ci od stezenia substratu i jego stopnia poli-
meryzacji (38). Amylazy mozna pobudzi¢ do katalizy reakcji przenoszenia:
dotaczenie odpowiedniego aglikonu do redukujacego kohca czasteczki sub-
stratu powoduje zwiekszenie jego zdolnoSci akceptorowych w stosunku do
przenoszonych reszt glukozylowych (39, 40).

V. Uwagi koncowe.

Atak wielokrotny oraz dwuczasteczkowe reakcje enzymoéw depolime-
ryzujagcych sa czynnikami znacznie komplikujgcymi badania topografii
centrow aktywnych (6), gdyz powodujg zmiane kinetyki reakcji. Moznos$¢
przewidywania kierunku i wielko$ci tych zmian jest wiec warunkiem od
ktorego zalezg badania dalszych amylaz i innych enzyméw depolimeryzu-
jacych. Z kolei uzyskanie informacji o powinowactwie poszczegdlnych
miejsc wigzacych réznych enzyméw ma, oprocz oczywistej wartosci po-
znawczej, pewien aspekt praktyczny. Mozna bowiem, poprzez modyfikacje
wybranych reszt aminokwasowych w odpowiednich miejscach wigzacych
(13, 41) wptywac na swoisto$¢ substratowg enzymow.

Zaakceptowano do druku 26.5.1979
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PGEi — prostaglandyna Ei tj. kwas Il,15-dwuhydroksy-9-keto-13-prostenowy,
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HHT — kwas 12-hydroksy-5,8,10-heptadekatrienowy,

HETE — kwas 12-hydroksy-5,8,1l,14-eikozatetraenowy,

HPETE — kwas 12-hydroperoksy-5,8,l1,14-eikozatetraenowy.
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I. Wstep

W roku 1964 (1,2) stwierdzono, ze frakcja mikrosomalna pecherzykdw
nasiennych zwierzat przeksztatca niektdére dwudziesto-weglowe kwasy
ttuszczowe w opisane blisko 30 lat wczesniej prostaglandyny (3). Zdawano
sobie sprawe, Ze synteza prostaglandyn o budowie cyklopentanowej nie
przebiega w jednej reakcji chemicznej i wymaga dziatania wielu enzy-
moéw. Nieznajomo$é enzymow katalizujgcych poszczegélne reakcje spowo-
dowata nazwanie calego ich uktadu syntetazg prostaglandyn. Mimo nie-
jednorodnos$ci tego uktadu enzymatycznego opracowano szereg metod
stuzacych do oznaczenia jego aktywnos$ci. Uzywano jako Zrodia enzymu
frakcji mikrosomalnych z pecherzykéw nasiennych byka lub tryka, gdyz
enzym pochodzacy z tych zrédet wykazywat wyjatkowo duzag aktywnosc.
Jako substrat reakcji stuzyt jeden z 20-weglowych nienasyconych kwasow
thuszczowych: eikoza 8,11,14-trienowy (kwas dwuhomo-y-linolenowy)
(4), eikoza 5,8,11,14-tetraenowy (kwas arachidonowy) (5) lub eikoza
5,8,11,14,17-pentaenowy (6). Do mieszaniny reakcyjnej dodawano kofakto-
ry najczesciej hydrochinon (4) lub adrenaline (7) oraz glutation (4). Szyb-
kos¢ reakcji enzymatycznej oznaczano jako ilos¢ wytworzonego w jedno-
stce czasu koncowego produktu reakcji tj. prostaglandyn. llo$¢ ich mie-
rzono metodg biologiczng (5), radioizotopowa (7), za pomoca chromato-
grafii gazowej (8) lub spektroskopii masowej (9).

Z biegiem czasu poznano jeszcze inne oprocz prostaglandyn metabolity
»prostaglandynorodnych” kwaséw. W 1975 roku stwierdzono, ze enzym
pochodzacy z ptytek krwi (10) tworzy z kwasu arachidonowego substancje
0 budowie rdéznej od prostaglandyn. Zwigzek ten zawierajgcy pierscien
oksanowy nazwano tromboksanem. W 1977 roku wyodrebniono z miesza-
niny inkubacyjnej zawierajgcej mikrosomy ze $cian naczyn krwiono$nych,
jeszcze inny metabolit kwasu arachidonowego — prostacykline (11). Zwiga-
zek ten zawiera skondensowany uktad oksolocyklopentanowy. Réwno-
cze$nie poznano produkty posrednie powstajagce w toku biosyntezy prosta-
glandyn. Sa nimi substancje o budowie cyklicznych nadtlenkéw (12, 13).
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Obecnie wiadomo, ze przemiana kwaséw ttuszczowych w prostaglandyny
pod wptywem syntetazy prostaglandyn odbywa sie tak, jak przedstawio-

no na schemacie 1, na przyktadzie jednego z tych kwasdw — kwasu arachi-
donowego.

KWAS ARACHIDONOWY

?02jcYKLOOKSYGENAZA

AN e N GO0 SYNTAZA
l PGG, ENDONAD-
TLENKOW
78 \
OOH
'PEQOKSYDAZA
g R e S o o 1)
l PGH,
O DAY 1
OH
PGE; TROMBOKSAN A2 PGlc
PGF 2«

Schemat 1. Powstawanie prostaglandyn z kwasu arachidonowego

Kwas arachidonowy oraz dwuhomo-y-linolenowy moze sie rowniez
utlenia¢ przy pomocy enzyméw o typie lipoksydaz wedtug schematu 2.

COOH
KWAS ARACHIDONOWY

02jl-IPOKSYDAZA

HOO,
HPETE

HO_
HETE

Schemat 2. Utlenianie kwasu arachidonowego przez lipoksydaze
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Poznanie nowych metabolitéw kwasu arachidonowego oraz produktéw
posrednich biosyntezy prostaglandyn skierowalo uwage badaczy na po-
szczeg6lne enzymy bioragce udziat w tych przemianach. Wiasciwosci ich
zostang tu opisane w kolejnosci katalizowania poszczegolnych etapéw
biosyntezy prostaglandyn.

Il1. Syntaza endonadtlenkéw (EC 1.14.99.1)

Pierwsze préby rozdzielenia syntetazy prostaglandyn na poszczeg6lne
enzymy (14) doprowadzity do uzyskania 2 frakcji, z ktérych jedna kata-
lizowata utlenienie kwasu dwuhomo-y-linolenowego do nadtlenkéw, a te
pod wptywem drugiej frakcji przechodzity w prostaglandyne Ex Sama
frakcja druga nie powodowata konwersji kwasu dwuhomo-y-linoleno-
wego. W dalszych badaniach udato sie uzyska¢ jednorodng frakcje pierw-
szg (15, 16, 17, 18, 19, 20, 21). Catkowite oczyszczenie syntazy endonad-
tlenkow nie byto sprawg tatwg. Trudnosci wynikaty z faktu, ze enzym jest
zwigzany z btonami mikrosomalnymi oraz, ze ulega inaktywacji w czasie
preparatyki. Pierwszag trudno$é udato sie oming¢ przez dobranie odpo-
wiedniego odczynnika solubilizujgcego enzym. Najlepsze okazaty sie deter-
genty niejonowe, a wsréd nich Tween 20 i Triton X-100. Solubilizowany
enzym oczyszczano nastepnie za pomocg chromatografii na zelu, w ko-
lumnach z rdznymi adsorbentami, oraz za pomoca ogniskowania izo-
elektrycznego (18, 19, 20). W celu zmniejszenia strat aktywnos$ci enzymu
w czasie preparatyki dodawano odwracalne inhibitory cyklooksygenacji
kwasow tluszczowych dwuetylodwutiokarbaminian sodu (22, 23, 24), flu-
fenamat (20, 23, 24) lub flurbiprofen (20, 25).

Oznaczano ciezar czgsteczkowy oczyszczonego enzymu. Wynosi on
70 000 (20), 126 000 (19) lub 300 000 (18) zaleznie od zastosowanej metody
oczyszczenia. Stwierdzono, ze enzym jest glikoproteidem zawierajgcym
mannoze i N-acetyloglukozamine (19). Zawiera mate iloSci niehemowego
zelaza (19, 20, 22).

Oczyszczony apoenzym nie katalizuje przemian kwasow ttuszczowych
w nieobecnosci kofaktoréw np. hemu i tryptofanu. W obecnosci obu tych
kofaktoréw powstajg z kwasu ttuszczowego dwa cykliczne nadtlenki pro-
staglandyna G i prostaglandyna H, (Schemat 1). Enzym jest wiec zdolny
do katalizowania dwu etapoéw reakcji:

1. Podwojnej oksygenacji polegajacej na wprowadzeniu dwu czaste-
czek tlenu do czgsteczki kwasu ttuszczowego. Jedna z tych czasteczek jest
zuzywana na wytworzenie cyklicznego nadtlenku, druga za$ potrzebna
jest do powstania grupy hydronadtlenkowej w tafcuchu bocznym.

Caly ten etap okre$la sie mianem cyklooksygenacji.

2. Przeksztatcenia grupy hydronadtlenkowej w tancuchu bocznym

w grupe hydroksylows.
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Enzym katalizujagcy oba etapy nazwano syntaza endonadtlenkéw. Za-
leznie od rodzaju dodanych kofaktoréw peini on role cyklooksygenazy
(kofaktorem tej reakcji jest hem) lub peroksydazy (kofaktorem tej reakcji
jest tryptofan).

11-1. Syntaza endonadtlenkéw o dziataniu cyklooksygenazy

Aktywnos$é cyklooksygenazowa syntazy endonadtlenkéw jest to zdol-
no$¢ katalizowania utleniania kwasu tluszczowego do prostaglandyny G.

Najprostszg i najczeSciej uzywang metodg pomiaru aktywnosci cyklo-
oksygenazowej enzymu jest polarograficzne mierzenie ilosci zuzytego
w czasie tej reakcji tlenu (19, 20, 22, 24, 26, 27). Metode te uzywano
réwniez do oznaczania aktywnoS$ci nieoczyszczonego preparatu enzyma-
tycznego (26, 27), lecz w tych przypadkach ilos¢ zuzytego tlenu niecatko-
wicie odpowiadata ilosSci wbudowywanej w cykliczne nadtlenki prosta-
glandynowe. Swiadczy o tym m.in. niemozno$é¢ catkowitego zahamowania
zuzycia tlenu przez inhibitory reakcji cyklooksygenacji nawet uzyte
w duzych stezeniach np. przez indometacyne (27). W przypadku jednak
oczyszczenia enzymu, choéby czesciowego, dodanie inhibitoréw cyklooksy-
genazy catkowicie hamuje zuzycie tlenu (23). Aktywatorami reakcji cyklo-
oksygenacji kwaséw ttuszczowych sg hem i inne metaloporfiryny wolne
lub zwigzane z biatkiem (15, 17, 18, 19, 20, 28). Stwierdzono, ze hem two-
rzy z cyklooksygenazg kompleks (28) i ze w tym kompleksie wystepuje
zaréwno zelazo hemowe jak i niehemowe (20).

Inhibitorami reakcji cyklooksygenacji sg opisywane poprzednio (29, 30,
31) jako inhibitory syntetazy prostaglandyn tzw. leki aspirynopodobne.
Wszystkie te leki majg charakter kwasny, oraz wspolne cechy struktu-
ralne (5). Oprocz lekéw aspirynopodobnych inhibitorami aktywnosci cy-
klooksygenazowej sg analogi substratow posiadajgce zamiast podwdjnych,
potréjne wigzania (32) oraz naturalne kwasy tluszczowe zaréwno nasy-
cone (33) jak i nienasycone (34) a takze zwiazki o charakterze antyoksy-
dantéw i niektdre jony metali. Szczegdtowe zestawienie inhibitorow
reakcji cyklooksygenacji przedstawiono w pracy pogladowej F lowera
(35). W nowszych pracach stwierdzono (18), ze hamowanie przez te zwigz-
ki powstawania koncowego produktu reakcji (prostaglandyn) jest wy-
tacznie inhibicjg aktywnos$ci cyklooksygenazowej enzymu. Zwigzki te nie
hamujg zadnego innego etapu biosyntezy prostaglandyn.

Stopienn hamowania cyklooksygenazy przez rézne zwigzki zalezy m.in.
od obecno$ci w mieszaninie inkubacyjnej kofaktoréw, np. fenolu, hydro-
chinonu, lub noradrenaliny (36, 37). Im wiecej hydrochinonu lub nor-
adrenaliny, tym dziatanie inhibitora silniejsze (37). Fenol nasila lub ha-
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muje dziatanie inhibitoréw zaleznie od ich budowy chemicznej (36). Obec-
no$¢ w mieszaninie inkubacyjnej hemoglobiny ostabia hamowanie enzy-
mu przez aspiryne i indometacyne (38).

Mechanizm hamowania cyklooksygenazy przez inhibitory szczeg6towo
przebadano w ostatnich latach w przypadku aspiryny. Stwierdzono, ze
inhibicja enzymu jest spowodowana acetylacja biatka cyklooksygenazy
przez kwas acetylosalicylowy (19, 39). Udato sie wyodrebni¢ takie zaacety-
lowane biatko (39).

11-2. Syntaza endonadtlenkéw o witasciwosciach peroksydazy

Aktywnos$¢ peroksydazowa syntazy endonadtlenkéw jest to zdolnos¢
katalizowania reakcji przemiany prostaglandyny G w prostaglandyne H.
Aktywnos$¢ te mozna mierzy¢ jako zdolno$¢ utlenienia czterometylofeny-
lenodwuaminy przez HD 2 w obecnosci oczyszczonego enzymu (19). Ilos¢
powstajacego w tej reakcji barwnego produktu mierzy sie przy 603 nm.
Wspétczynnik absorpcji molowej wynosi 9000.

Poczatkowo uwazano, ze peroksydaza przeprowadzajgca prostaglandy-
ne G w prostaglandyne H jest identyczna z peroksydazg glutationu (13).
Przeciwko takiej hipotezie przemawia jednak brak wptywu heparyny,
silnego inhibitora peroksydazy glutationu (40), na biosynteze prostaglan-
dyn (nasze niepublikowane wyniki) oraz fakt, ze Miyamoto iwsp. (18)
nie stwierdzili aktywnoS$ci peroksydazy glutationu w oczyszczonym pre-
paracie enzymu.

Wysunieto rdwniez sugestie, ze rozpad prostaglandyny G do prosta-
glandyny H odbywa sie nieenzymatycznie. Uzywajac o0czyszczonego
enzymu (18) stwierdzono, ze reakcja ta przebiega tylko w jego obecnosci.
Kofaktorami peroksydacji sg r6zne zwigzki chemiczne wymienione w Ta-
beli 1. Cze$¢ tych zwigzkéw uzywano do aktywowania syntetazy prosta-

Tabela 1

Zwigzki chemiczne aktywujace czynnos¢ peroksydazowg syntazy endonadtlenkow

Zmiatacz
Nazwa Donor wodoru dla peroksydacji wolnych Pismiennictwo
rodnikéw
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 poszczeg6lne enzymy. Rola
kofaktoré6w w reakcji peroksydacji jest kontrowersyjna. Niektérzy auto-
rzy uwazajg, ze kofaktory, ktore peinig role donoréw wodoru w tej
reakcji, sg utleniane stechiometrycznie (16, 19). Proponowano nawet ozna-
czenie utlenienia kofaktora (adrenaliny) jako miary aktywnosci syntetazy
prostaglandyn (41, 42). Wyjatek stanowi tryptofan, ktéry jest utleniany
niestechiometrycznie (16). Przyjmowano, ze wspdlng cechg kofaktoréw
jest obecno$¢ w czasteczce grupy fenolowej (43, 44). Istniejg jednak zwiagz-
ki aktywujgce peroksydaze, ktére nie majg grupy fenolowej np. pochodne
pyrazolopirydyny (27), metyloksantyny (45, 46), adrenochrom (15, 47)
i benzochinon (15, 47). Z drugiej strony stwierdzono, ze niektére zwigzki
o silnych witasciwosciach oksydacyjno-redukcyjnych np. 6-hydroksydo-
pamina (48) nie aktywujg uktadu syntetazy prostaglandyn. Co wiecej,
zahamowanie utlenienia adrenaliny przez inhibitory oksydazy monoami-
nowej powoduje utrate zdolnoSci katalizowania biosyntezy prostaglandyn
(49).

Inng hipotezg wyjasniajagcq aktywacje peroksydazy przeprowadza-
jacej prostaglandyne G w prostaglandyne H przez zwiagzki wymienione
w Tabeli 1 jest usuwanie przez te zwigzki wolnych rodnikéw tworzgcych
sie w procesie peroksydacji (43, 44, 50). Hipoteza ta moze ttumaczy¢ opisy-
wane poprzednio przez Landsa (51) zjawisko szybkiego samounie-
czynniania sie cyklooksygenazy w obecnosci substratu. Te ,,samobdjcze”
wiasciwosci enzymu ttumaczy sie obecnie destrukcyjnym wptywem wol-
nych rodnikéw na aktywno$¢ cyklooksygenazy (43, 44, 50). Wytworzone
m.in. w reakcji cyklooksygenacji hydronadtlenki reagujg ze znajdujgcym
sie w Srodowisku nadtlenkiem wodoru i zgodnie z reakcjg Habera-Weissa
wytwarzajg rodniki hydroksylowe (52).

ROOH+H202->H2X + ROH + OH-

Rola tych rodnikéw w biosyntezie prostaglandyn byta do niedawna
kontrowersyjna. Sagdzono, ze sa one konieczne do cyklooksygenacji (53).
Taki wniosek wyciggano na podstawie badan, z ktérych wynikato, ze,
chloropromazyna, znany zmiatacz rodnikéw hydroksylowych (54) hamuje
biosynteze prostaglandyn (49, 55, 56, 57). Pdzniejsze badania wykazaty
jednak, ze chloropromazyna nie jest inhibitorem, lecz aktywatorem bio-
syntezy prostaglandyn (48, 58). Przyczyng rozbieznosci wynikoéw byt fakt,
ze w poczatkowych badaniach dodawano do mieszaniny inkubacyjnej
kofaktory. W obecnos$ci kofaktoréw (hydrochinonu, noradrenaliny) dzia-
tanie aktywujgce chloropromazyny zamienia sie¢ w hamujace. Zjawisko
maskowania rzeczywistego aktywujacego dziatania réznych zwigzkéw na
synteze prostaglandyn przez dodanie kofaktoréw (gtdwnie hydrochinonu)
opisywano wielokrotnie (26, 27, 48). Mozna je ttumaczy¢ tym, ze w obec-
nosci dwu zmiataczy wolnych rodnikow (a takim jest m.in. hydrochinon)
nastepuje ich wzajemne unieczynnienie i wytworzone w reakcji Habera-
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Weissa wolne rodniki uszkadzajg enzym. Wykazano, ze niektére zwiagzki
posiadajace wiasciwosci zmiatania wolnych rodnikéw takie jak: fenol (50,
59), metional tj. aldehyd 2-metylo-tiopropionowy (50), chinon (47) i 2-ami-
nometylo-4-t-butylo-jodofenol (43, 59) aktywuja przemiane prostaglandy-
ny G w prostaglandyne H. Dla innych zmiataczy (54) stwierdzono tylko,
ze aktywuja one powstawanie koncowego produktu reakcji biosyntezy
prostaglandyn (48).

I1l. Enzymy przeprowadzajgce prostaglandyne H w trwate prostaglandyny

Cykliczny nadtlenek, prostaglandyna H jest zwigzkiem nietrwatym.
Ulega on przeksztatceniu w trwate prostaglandyny: prostaglandyne D,
prostaglandyne E i prostaglandyne F (Schemat 3).
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Schemat 3. Powstawanie trwatych prostaglandyn z nadtlenkéw

Powstawanie prostaglandyny D i prostaglandyny E jest wynikiem izome-
ryzacji, za$ prostaglandyny F redukcji. Zwykle powstaje mieszanina
tych trzech prostaglandyn. Ich ilo$¢ zalezy od warunkéw prowadzenia
reakcji. Reakcje te moga zachodzi¢ trzema drogami: nieenzymatycznie
(61, 62, 63, 65), pod wptywem izomerazy — EC 5.3.99.3 (13, 60, 64) oraz pod
wptywem S-transferazy glutationowej— EC 2.5.1.18 (62). Droga nieenzy-
matyczna jest najlepiej udokumentowang drogg powstawania trwatych
prostaglandyn in vitro. Nieenzymatycznie prostaglandyna H przechodzi
gtéwnie w prostaglandyne F (63). Jezeli w Srodowisku reakcji znajduje sie
albumina osocza, prostaglandyna H izomeryzuje do prostaglandyny D
i prostaglandyny E (65) — w miare wzrostu stezenia albuminy wzrasta
stosunek ilosciowy prostaglandyny D do E. Prawdopodobnie ta stymulo-
wana albuming reakcja jest rdwniez nieenzymatyczna. Kwas arachido-
nowy, ktéry wigze sie z albuming pozbawia jg zdolno$ci katalitycznych
(62).

Izomeraza endonadtlenkow jest enzymem znajdujgcym sie w roéznych
tkankach np. ptucach i $ledzionie szczura (13). W obecnosci glutationu
katalizuje ona tworzenie gtéwnie prostaglandyny D. Pierwsze préby od-
dzielenia syntazy endonadtlenkéw od ich izomerazy doprowadzity do
wyodrebnienia z pecherzykdw nasiennych dwu frakcji (14). Jedna z nich
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katalizowata przejscie prostaglandyny Hi w prostaglandyne Ei, a nie po-
wodowata utlenienia kwasu dwuhomo-y-linolenowego. Z frakcji tej udato
sie nastepnie wyodrebni¢ enzym izomeryzujacy prostaglandyne Hx do
prostaglandyny Ex (64), izomeraze prostaglandyny H do E (EC 5.3.99.3).
Metoda jej oczyszczenia polega na solubilizacji izomerazy mikrosomoéw
z pecherzykow nasiennych byka roztworem detergentu, a nastepnie zasto-
sowaniu chromatografii kolumnowej na celulozie. Substratami tak oczy-
szczonego enzymu sg prostaglandyna Hi, GG H2i G2 przy czym prosta-
glandyny z grupami hydroksylowymi sg lepszymi substratami niz pro-
staglandyny z grupami hydronadtlenkowymi. Reakcja jest nieodwracalna.
Enzym jest nietrwatly: jego okres p6ttrwania wynosi okoto 30 min. w 24°C
w pH 8. Przed inaktywacjg ochraniajg go r6zne zwigzki tiolowe przede
wszystkim zredukowany glutation. Rola glutationu nie ogranicza sie
jednak do ochrony enzymu przed inaktywacjg, prawdopodobnie petni on
role kofaktora, gdyz jest niezbedny w reakcji izomeryzacji i nie moze byc¢
zastagpiony przez inne zwiazki tiolowe (64). lzomeryzacje prostaglandyny
H w E mozna zahamowa¢ zwigzkami wychwytujagcymi grupy sulfhydry-
lowe np. p-chlororteciobenzoesanem sodu (66). Przejscie prostaglandyny
H w trwate prostaglandyny jest mozliwe réwniez pod wptywem innych
transferaz. Rodzaj powstatych w wyniku reakcji prostaglandyn zalezy od
Zrddia, z ktédrego pochodzi enzym (62). Transferaza pochodzaca z watroby
szczura katalizuje gtéwnie powstanie prostaglandyny F2a i E2 a z ptuc
owcy prostaglandyny F2a i prostaglandyny D2 Z ptuc owcy otrzymano
jednorodny preparat S-transferazy glutationu (EC 2.5.1.18). Ciezar cza-
steczkowy tego enzymu wynosi 45 000. Wystepuje on w postaci dwu
izoenzymow. Do petnej aktywnosci wymaga dodatku glutationu.

Oznaczenie aktywnos$ci enzymow katalizujgcych reakcje przemiany
prostaglandyny H w trwate prostaglandyny przeprowadza sie mierzac
ilos¢ koncowego produktu reakcji metodami opisanymi dla nieoczyszczo-
nej syntetazy prostaglandyn (5, 7, 8, 9).

IV. Syntaza tromboksanow
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Schemat 4. Powstawanie tromboksanu Aa z nadtlenku prostaglandynowego
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Czesciowo oczyszczong syntaze tromboksandw otrzymano z piytek
krwi, w ktorych aktywnos$é tego enzymu jest wyjatkowo duza (21). Jest
ona enzymem zwigzanym z btonami mikrosomalnymi (61). Mozna sadzic,
ze powstawanie tromboksanéw z prostaglandyny H zachodzi na drodze
izomeryzacji (Schemat 4). Zaobserwowano jednak, ze réwnolegle z two-
rzeniem tromboksanu powstaje aldehyd malonowy (61, 67, 68). Oznacza-
nie tego aldehydu jako barwnego kompleksu z kwasem tiobarbiturowym
byto od dawna uwazane za miare iloSci wytworzonych nadtlenkéw lipi-
dow (69). Flower i wsp. (7) zaproponowali oznaczenie ilosci aldehydu
malonowego jako miary aktywnos$ci ukiadu enzymatycznego syntetazy
prostaglandyn. W pracy tej stwierdzono zmniejszenie ilosci aldehydu
malonowego pod wptywem lekow aspirynopodobnych, ktére jak wiadomo
hamujg pierwszy etap biosyntezy prostaglandyn. Dalsze badania wyka-
zaty jednak, ze aldehyd malonowy powstaje przede wszystkim, jezeli nie
wytacznie, w toku przemiany prostaglandyny H w tromboksan. Swiadczy
o tym fakt, ze nie stwierdzono obecnosci tego aldehydu w czasie reakcji
prowadzgcej do powstania prostacykliny, a katalizowanej przez enzym
pochodzacy z mikrosomoéw aorty (63). Stwierdzono tez, ze aldehyd malo-
nowy powstaje w czasie agregacji ptytek krwi (70), w trakcie ktorej jak
wiadomo tworzg sie tromboksany. Oznaczenie ilosci aldehydu malono-
wego moze by¢ zatem raczej miarg aktywnosci syntazy tromboksanow.

Obecnie uwaza sie, ze w powstawaniu tromboksanu nie bierze udziatu
izomeraza, lecz enzym o wiasciwosciach podobnych do katalazy (61, 67, 68).
W reakcji tej przedstawionej na schemacie 4, dwie czasteczki prostaglan-
dyny H2 przeksztatcajg sie w jedng czasteczke tromboksanu A2 jedng
aldehydu malonowego i jedng 17-weglowego hydroksykwasu. O takim
przebiegu reakcji $wiadczy réwnolegte zmniejszenie sie ilosci wytworzo-
nego tromboksanu i kwasu hydroksy-heptadekatrienowego po inaktywacji
enzymu przez przechowywanie i gotowanie (61), oraz przez dziatanie inhi-
bitorow (68). Prostaglandyna H2jest lepszym substratem syntazy trombo-
ksanow niz prostaglandyna Hx Wykazano to badajgc tworzenia trombo-
ksanu z kwasu arachidonowego i dwuhomo-y-linolenowego (67). Inhibito-
rami syntazy tromboksanow sg: imidazol (61, 71) i niektére jego pochodne
(72), niktindol tj. (2 izopropylo-3-(2'pirydylo-keto) indol (73), kwas niko-
tynowy (74), oraz kwas 9,ll-azaprosta-5,13-dienowy (75).

Oznaczenie aktywnosci syntazy tromboksandéw przeprowadza sie naj-
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Schemat 5. Rozktad tromboksanu A2 do B2
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czeSciej mierzac ilos¢ trwatego metabolitu tj. tromboksanu B2 (schemat 5).
Oznaczenie aktywnego biologicznie tromboksanu A2 jest mozliwe tylko
natychmiast po jego wytworzeniu, gdyz okres poéttrwania tromboksanu
A2wynosi zaledwie 30 sekund (76). Tromboksan A2oznacza sie biologicz-
nie (72). Tromboksan B2 mozna oznaczyé radioizotopowo uzywajac do
inkubacji znakowanego kwasu ttuszczowego oraz rozdzielajgc wytworzone
metabolity metodg chromatografii cienkowarstwowej (61, 74).

V. Syntaza prostacykliny
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Schemat 6. Powstawanie i rozktad prostacykliny

Enzym przeprowadzajacy prostaglandyne H2 w prostacykline (sche-
mat 6) nie zostat dotychczas wyizolowany w postaci czystej. Najbo-
gatszym jego zrédiem sg $ciany naczyn krwionos$nych (63) cho¢ znajduje
sie on takze w innych tkankach (77). Badania radioizotopowe wykazaly,
ze frakcja mikrosomalna $cian naczyn krwionosnych syntetyzuje z endo-
nadtlenkéw substancje o ruchliwosci chromatograficznej ro6znej od pro-
staglandyn F, E i D oraz kwasu hydroksy-heptadekatrienowego (63).
Réwnoczesnie nie obserwowano utlenienia kwasu tluszczowego do prosta-
glandyny G. Wnioskuje sie wiec, ze frakcja zawiera jedynie enzym synte-
tyzujacy prostacykline. PrzejsScie prostaglandyny H2w prostacykline jest
reakcjg enzymatyczng, gdyz nie zachodzi po inaktywacji cieplnej mikro-
somow (63).

Znaleziono specyficzne inhibitory tej reakcji. Sg nimi tranylcypromina
(63), kwas 15-hydroperoksyarachidonowy (63) i kwas 9,ll-azaprosta-5,13-
dienowy (77). Tranylcypromina hamuje tworzenie prostacykliny w steze-
niach nie wptywajacych zupetnie na aktywno$¢ syntazy tromboksanéw,
ani cyklooksygenazy. Hamowanie syntazy prostacykliny in vitro przez
kwas 15-hydroperoksyarachidonowy jest specyficzne dla tego izomeru.
Jezeli grupa hydronadtlenkowa znajduje sie w potozeniu 12 dziatanie
hamujgce nie wystepuje, nawet w stezeniu 200 razy wyzszym. Kwas
15-hydroperoksyarachidonowy w stezeniu 20 razy wyzszym od hamuja-
cego biosynteze prostacykliny nie wptywa na synteze tromboksanéow

i tylko nieznacznie hamuje cyklooksygenaze i izomeraze endonadtlen-
kow.
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Ostatnio prébuje sie ttumaczy¢ dziatanie kwasu 15-hydroperoksyara-
chidonowego na enzym syntetyzujacy prostacykling hamujgcym wpty-
wem wolnych rodnikéw, ktdre powstajg w czasie rozpadu tego nadtlenku.
Wedtug tej hipotezy enzym syntetyzujgcy tromboksany ma by¢ nie-
wrazliwy na obecno$¢ wolnych rodnikéw w przeciwienstwie do bardzo
wrazliwej syntazy prostacykliny (59). Nie ttumaczy to jednak specyficz-
nosci kwasu 15-hydroperoksyarachidonowego jako inhibitora. W czasie
rozpadu kwasu 12-hydroperoksyarachidonowego powstajg réwniez wolne
rodniki, ktore jednak nie hamujg syntazy prostacykliny.

Oznaczenie aktywnosci enzymu syntetyzujgcego prostacykline prowa-
dzi sie mierzac metoda biologiczng ilos¢ koncowego produktu tej reakcji
tj. prostacykliny (78). Oznaczenie musi by¢ jednak wykonane natych-
miast, bo okres pottrwania prostacykliny wynosi tylko okoto 10 min. (79).
Trwatlym metabolitem prostacykliny jest 6-keto prostaglandyna
(Schemat 6). Oznaczy¢ jg mozna metodami radiochemicznymi po oddziele-
niu od innych produktéow reakcji za pomocg chromatografii cienkowar-
stwowej (77,80). Ilos¢ wytworzonej 6-keto prostaglandyny F2a uwaza
sie za miare ilosci powstatej prostacykliny.

Syntazy prostacykliny pochodzace z innych poza naczyniami krwio-
nosnymi narzgdow np. z pecherzyk6éw nasiennych tryka lub ciatka zdttego
krowy maja rozne wiasciwosci niz enzym pochodzacy z naczyn (77).
Réznice polegajg na odmiennej wrazliwosci na inhibitory, oraz réznym
optimum temperatury. Enzym przeprowadzajagcy PGH2w PGI2a pocho-
dzacy z pecherzykéw nasiennych i ciatka zoéttego hamujg niektdre leki
aspirynopodobne jak ibuprofen, aspiryna i indometacyna, a oprécz tego
kwas p-chlororteciobenzoesowy, N-etylomaleinimid i kwas 2-jodobenzo-
esowy. Enzymy pochodzace z r6znych tkanek sg prawdopodobnie izoenzy-
mami.

VI1. Lipoksydazy zwierzece (EC.1.13.11.12)

Enzymy typu lipoksydaz powoduja wprowadzenie grupy hydronad-
tlenkowej do tanicucha nienasyconego kwasu ttuszczowego. Jest to druga
poza cyklo-oksygenacjg mozliwos¢ utlenienia substratow prostaglandyno-
wych (schemat 2).

Lipoksydazy zostaly odkryte w roSlinach i z tego Zrédta wyodrebniono
je w postaci krystalicznej np. lipoksydaza z soji (81, 82). Nastepnie opisano
i wyizolowano lipoksydazy zwierzece z ptytek krwi (83), potem z innych
tkanek (84, 85, 86, 87).

Poczatkowo sadzono, ze lipoksydazy zwierzece wystepuja w cytosolu,
gdyz znajdowano je w supernatancie otrzymanym po odwirowaniu frakcji
mikrosomalnej (83). Nalezy jednak zaznaczy¢, ze przed frakcjonowanym
wirowaniem homogenat zamrazano i rozmrazano co powodowato uwalnia-
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nie sie enzyméw zwigzanych z btonami. Przy uzyciu ultradzwiekéw do
rozbicia komérek zjawisko przechodzenia enzymoéw mikrosomalnych do
supernatantu nie zachodzi (89). Obecnie uwaza sie, ze lipoksydazy, po-
dobnie jak cyklooksygenaza, sg enzymami zwigzanymi z btonami i znajdu-
jacymi sie we frakcji mikrosomalnej (89).

Zwierzece lipoksydazy utleniajg rézne kwasy tluszczowe o0 co najmniej
dwu podwdjnych wigzaniach (83), znajdujgcych sie w uktadzie izolowa-
nym, do hydroperoksypochodnych. Kwas arachidonowy jest réwnie do-
brym ich substratem jak dwuhomo-y-linolenowy (67). Takze kwasy nie
bedace substratami dla cyklooksygenazy sa utleniane przez lipoksyda-
zy (87).

Aktywnosé lipoksydazy zwieksza sie w obecnosci jonéw Ca++ (90),
w przeciwienstwie do cyklooksygenazy, na aktywno$¢ ktorej jony Ca++
nie wptywajg. Wrazliwos¢ lipoksydaz na dziatanie inhibitoréw jest rdzna
od wrazliwosci cyklooksygenazy. Leki aspirynopodobne nie hamuja
aktywnosci lipoksydaz (88, 92). Antyoksydanty silniej hamujg lipo-
ksydazy niz cyklooksygenaze (88, 92). Obie drogi utlenienia kwasow
ttuszczowych hamuja: analog kwasu arachidonowego posiadajacy zamiast
podwdjnych, potréjne wigzania (84, 91, 93, 94, 95), I-fenylo-3-pyrazolidon
(92) i 3-amino-I-[m-(tréjfluorometylo)fenylo]-2-pyrazolina (95).

W reakcji lipoksygenacji powstaje z kwasu arachidonowego najpierw
kwas 12-hydroperoksyeikozatetraenowy, ktéry nastepnie rozktada sie w
spos6b prawdopodobnie nieenzymatyczny do kwasu 12-hydroksyeikoza-
tetraenowego. Kwas ten mozna oznaczy¢ radioizotopowo uzywajac do in-
kubacji znakowanego kwasu arachidonowego i przeprowadzajac rozdziat
za pomocg chromatografii cienkowarstwowej w takim uktadzie, w ktdrym
kwas hydroksyeikozatetraenowy ma rézna ruchliwos$¢ niz produkty cyklo-
oksygenacji (67, 90). Aktywnos$é oczyszczanych lipoksydaz mozna réwniez
mierzy¢ metodami; polarograficzng (96) lub spektrofotometryczng (97). Sa
pewne przestanki pozwalajgce sgdzi¢, ze pomiedzy cyklooksygenazg a lipo-
ksydaza istnieje antagonizm, np. inhibitory cyklooksygenazy nasilaja
aktywnos$¢ lipoksydaz (84, 91). W mieszaninie zawierajgcej oba enzymy
obserwuje sie najwiekszg aktywno$¢ cyklooksygenazy w pierwszych dwu
minutach reakcji, podczas gdy aktywnos¢ lipoksygenazy wzrasta stopnio-
wo do 10 minut trwania reakcji (67). Wydaje sie mozliwym, ze wolne
rodniki wytworzone w reakcji rozktadu hydroperoksykwasu do hydro-
ksykwasu majg swoj udziat w uszkodzeniu cyklooksygenazy.

VIl. Podsumowanie

Mimo duzego zaawansowania badah nad syntezg prostaglandyn daleko
jeszcze do ostatecznego rozwigzania tego problemu. Praktyczne wnioski
wynikajace z badan dotycza mozliwosci sterowania syntezg tych, powsta-
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jacych we wszystkich tkankach ustroju, niezwykle czynnych biologicznie
substancji. Sterowanie takie mozliwe bedzie dopiero wtedy, gdy zostang
odkryte aktywne in vivo zwigzki chemiczne selektywnie dziatajace na
przemiany kwaséw ttuszczowych w prostaglandyny.

Zaakceptowano do druku 23.6.1979
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Uzupetnienie:

Wedtug najnowszych doniesienn przedstawionych przez B. Samuelssona na Kon-
ferencji Prostaglandynowej w Waszyngtonie (czerwiec 1979), utlenienie kwasu
arachidonowego przez syntaze endonadtlenkéw odbywa sie dwuetapowo. Najpierw
powstaje kwas 11-hydroperoksyeikozatetraenowy, z ktérego wytwarza sie prostaglan-
dyna G2 W S$wietle tych doniesien syntaza endonadtlenkéw petni 3 funkcje: 11-lipo-
ksydazy, witasciwej cyklooksygenazy i peroksydazy.
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Nowosci w chirurgii
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Biatka aparatu kurczliwego w roéznicujagcym sie miesniu
szkieletowym

Proteins of Contractile Apparatus in Differentiating Skeletal Muscle

Spis tresci:
Vo
l. Wstep
Il. R6znicowanie si¢ miesni szkieletowych
I11. Badania nad réznicowaniem sie mie$ni w warunkach in vivo i in vitro
IV. Charakterystyka biatek aparatu kurczliwego w rdznicujgcym sie mieéniu
szkieletowym
1V-1. Miozyna
IV-2. Aktyna
1V-3. Biatka regulujace
V. Czynniki wptywajgce na rdznicowanie sie miesni szkieletowych
V1. Biosynteza biatek aparatu kurczliwego miesni szkieletowych

Contents:

I. Introduction

I1. Differentiation of skeletal musclc

I11. Studies of muscle differentiation in vivo and in vitro

IV. Characterization of proteins of the contractile apparatus in differentiating
skeletal muscle
1V-1. Myosin
1V-2. Actin
IV-3. Regulatory proteins

V. Factors active in differentiation of skeletal muscle

V1. Biosynthesis of proteins of the contractile apparatus of skeletal muscle

l. Wstep

Budowa aparatu kurczliwego oraz wspotczesne poglady na mechanizm
skurczu miesni szkieletowych zostaty doktadnie opisane w kilku artyku-
tach opublikowanych w Postepach Biochemii (1—5).

*> Doc. dr hab., **) Mgr, Zaktad Biochemii Uktadu Nerwowego i Mieéni, Instytut
Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa
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Gtéwnymi elementami aparatu kurczliwego miofibryli sa grube i cien-
kie filamenty. Grube filamenty zbudowane sg z czgsteczek miozyny, na-
miast trzon cienkich filamentéw stanowi aktyna. Interakcja miedzy
miozyna i aktyna oraz rozktad ATP przez ATPaze aktomiozynowa pro-
wadzg do skurczu mies$ni. Regulacja cyklu skurczowo-rozkurczowego
miesni szkieletowych kregowcoéw zachodzi przy udziale tzw. biatek regu-
lujacych: troponiny (ztozonej z trzech funkcjonalnie i strukturalnie réz-
nych podjednostek: troponiny I, troponiny T i troponiny C) i tropomio-
zyny, zlokalizowanych w cienkich filamentach. Wiazanie jonéw wapnia
z troponing C powoduje szereg zmian w strukturze cienkiego filamentu,
ktore umozliwiajg interakcje aktyny z miozyng; usuniecie jonéw wapnia
przerywa te interakcje powodujac rozkurcz migsnia.

Badania struktury i funkcji biatek kurczliwych i regulujacych w rézni-
cujacym sie miesniu szkieletowym wskazujg na wystepowanie ich w po-
staci réznych form polimorficznych, ktére pojawiajg sie podczas kolejnych
etap6w miogenezy.

Niniejszy artykut poswiecony jest charakterystyce biatek aparatu
kurczliwego w rdznicujagcym sie miesniu szkieletowym kregowcdw, czyn-
nikom odpowiedzialnym za zastepowanie jednych form polimorficznych
tych biatek przez inne oraz kontroli ich biosyntezy.

Il. Réznicowanie sie miesni szkieletowych

Tkanka miesniowa zarodka powstaje z mezodermy z czesci somitu
zwanej miotomem. Poczatkowo jest to zesp6t komodrek niezrdéznicowa-
nych, ktére moga wedrowa¢ poza miotom wytwarzajac okreslone migsnie.
Morfologicznie komorki te nie roznig sie od komorek, z ktédrych powstajg
prekursory tkanki tgcznej i chrzestnej — fibroblasty i chondrioblasty (6).
W wyniku, niewystarczajgco dotad poznanych, procesow réznicowania na
najwczesniejszym etapie miogenezy pojawiaja sie jednojadrzaste komor-
ki, tzw. ,,przypuszczalne mioblasty” (presumptive myoblasts), ktore prze-
chodza przez cykl komoérkowy. Sg one komérkami macierzystymi mio-
blastéw, odgrywajacymi kluczowa role w formowaniu sie tkanki miesnio-
wej. Przeksztatcenie ,przypuszczalnych mioblastéw” w mioblasty naste-
puje w wyniku zmian jakoSciowych komérek, spowodowanych zahamo-
waniem ich cyklu podziatowego pod wptywem nie znanych blizej czyn-
nikéw (6, 8—11) (Ryc. 1).

Termin mioblast wprowadzony do literatury Swiatowej juz w 1901 roku
przez Godlewskiego (12), okreslat komorke morfologicznie po-
dobng do innych komérek mezenchymalnych, z ktérej r6znicuje sie tkan-
ka miesniowa. P6Zniejsze definicje okreslaty mioblast jako komoérke jedno-
lub wielojadrzasta, niezdolng jeszcze do syntezy biatek miofibrylarnych
(13), podlegajaca podziatowi komoérkowemu (14, 15). Do tej pory pozostaty
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/ Ufozenie Powsta-
Zmiany ﬂ prze- Fuzja wanie
jakosciowe ﬂ strzenne komérkowa ﬂ wtékna
ﬂ /
-<>
& '

|
-PRZYPUSZCZAL- l MIOBLASTY = MIOTUBA WEOKNO
NE MIOBLASTY'| I MIESNIOWE

Ryc. 1. Schemat rozwoju miesnia szkieletowego (Modyfikacja schematéw z 7 i 40).

rozbieznosci w okreSleniu tego pojecia. Najbardziej trafna wydaje sie
definicja podana przez Holtzera i wsp. (16,17), ktorzy okres$laja
mioblast jako postmitotyczng, jednojadrzasta komorke zdolng do fuzji
komdrkowej i do syntezy biatek mieSniowych. Definicja ta zostata przy-
jeta w niniejszym artykule.

W miejscu powstawania przysztej tkanki mieSniowej wrzecionowate
mioblasty tworzg skupienia, a nastepnie ulegajg fuzji wytwarzajac wielo-
jadrzaste miotuby. Poczatkowo miotuby sg diugie i cienkie; wystepuja
one w tym stadium w oddalonych od siebie skupiskach, ktére sg otoczone
przez jednojadrzaste komarki (18). Podczas rozwoju zarodkowego miotuby
powiekszajag sie, a wnetrze ich wypeinia sie nowopowstatymi cienkimi
i grubymi filamentami, ktére na skutek interakcji aktyny z miozyng
uktadajag sie nastepnie w sposéb heksagonalny (18,19). Wzrost miofibryli
i stabilizacja organizacji przestrzennej filamentdw nastepuje w wyniku
pojawiania sie biatek linii Z (20), a pézniej linii M (18, 21). Po urodzeniu
sie kregowca jego tkanka mie$niowa zawiera juz dobrze uformowane
widkna, w ktorych jagdra wystepujg peryferyjnie, a wnetrze komorki wy-
petniajg miofibryle.

Uktad wewnatrzkomdrkowych kanalikéw i cystern otaczajacych mio-
fibryle, utworzony przez blony sarkoplazmatycznego retikulum biorgcy
udziat w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego, zaczyna pojawiac sie
w czasie rozwoju miotub (22, 23), a petng sprawnosé funkcjonalng uzy-
skuje dopiero w kilkanascie dni po urodzeniu zwierzecia (24, 25). W po-
wstawaniu bton sarkoplazmatycznego retikulum prawdopodobnie odgry-
wajg istotng role btony szorstkiego endoplazmatycznego retikulum. Poja-
wiajgce sie w tym samym czasie na skutek inwaginacji btony plazma-
tycznej komaorki mieSniowej, btony systemu T (transverse system), tworzg
razem z btonami sarkoplazmatycznego retikulum pierwsze triady ztozone
z kanalika systemu T i dwoch cystern sarkoplazmatycznego retikulum
(26). Dalszy rozwdéj widkien mieSniowych cechuje przyrost ilosci bton
i tworzenie triad regularnie utozonych wzdtuz miofibryli. Problem bio-
genezy bton sarkoplazmatycznego retikulum zostal szeroko omoéwiony
w artykule w Postepach Biologii Komorki (27).
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Ostatni etap roznicowania sie aparatu kurczliwego jest konsekwencjg
zmian nastepujgcych w mies$niu pod wplywem jego unerwienia. Jakkol-
wiek tworzenie aparatu kurczliwego miesni w zarodku nie zalezy od
uktadu nerwowego, to dalsze r6znicowanie widékien na widkna szybkie
i wolne zachodzi pod wpltywem ich unerwienia (28) (patrz rozdz. V).
Unerwienie wiokien jest nie tylko niezbedne dla normalnego wzrostu
i funkcjonowania miesnia (29), ale ma réwniez wptyw na jego witasciwosci
fizjologiczne (30), ultrastrukture (31), aktywnos$é enzymatyczng (32) i zdol-
no$¢ do regeneracji (33).

Mimo wysokiego stopnia specjalizacji tkanka mie$niowa zachowuje
niezwykle duzg plastyczno$¢ w zyciu pozazarodkowym. Badania nad
uszkodzonymi lub odnerwionymi mie$niami podwazajg dotychczasowe
poglady na ograniczone mozliwosci tworzenia nowych komoérek i zwieksza-
nia liczby witokien w dojrzatym miesniu. Wiele nowych danych na temat
wzrostu i rozwoju mie$nia oraz jego regeneracji dostarczyty badania tzw.
komorek satelitarnych. W mies$niach zaby zaobserwowat je po raz pierw-
szy Maur o w 1961 roku (34). W wielojagdrzastym syncytium mieénio-
wym zaobserwowaé mozna nieliczne wydzielone komorki satelitarne
w obrebie wspdlnej btony podstawowej. Podobnie jak podczas rozwoju,
po uszkodzeniu miesnia lub jego odnerwieniu nastepuje gwattowny wzrost
liczby komérek satelitarnych (35). Szybko$¢ ich pojawiania sie wyklucza
mozliwos¢ powstawania ich na drodze podziatéw mitotycznych. Jedyna
drogg powstawania komorek satelitarnych w tych warunkach jest szybkie
oddzielanie sie jagder wraz z czeScig sarkoplazmy od widkna mieSniowego
(36, 37). Tak powstate komarki satelitarne, przypominajgce swoimi wtasci-
wosciami ,,przypuszczalne mioblasty”, moga bra¢ udziat w tworzeniu no-
wych wiokien miesniowych (6, 38) (Ryc. 1).

I1l. Badania nad réznicowaniem sie mie$ni w warunkach in vivo i in vitro

Aby S$ledzi¢ synteze biatek tworzacych strukture aparatu kurczliwego
mies$ni podczas jego réznicowania sie w toku rozwoju zarodkowego zwie-
rzat opracowano w ostatnich latach szereg czutych cytochemicznych i bio-
chemicznych metod. Brak synchroniczno$ci w réznicowaniu sie tkanki
miesniowej w warunkach in vivo utrudnia jednak czesto interpretacje
uzyskanych wynikéw. W kazdym rejonie zarodkowych mies$ni obserwuje
sie na og6t oprocz dobrze rozwinietych komorek miesniowych, mioblasty,
a nawet komérki mezenchymalne (39). Synteze biatek miofibrylarnych
nalezatoby zatem bada¢ na poziomie komoérek a nie tkanki. Wiekszosé
biochemicznych metod nie nadaje sie jednak do takich badah. Dopiero
wykorzystanie hodowli komdrek miesniowych pozwalajgce na uzyskanie
wzglednie czystych populacji komdrek charakteryzujgcych poszczegdlne
stadia rozwoju zarodkowego, umozliwito doktadniejszg analize zmian za-
chodzacych podczas miogenezy.
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Hodowla tkanek i komodrek jest metoda polegajagca na izolowaniu
skrawka tkanki lub zawiesiny komdrek z organizmu i badaniu ich rozwoju
in vitro w uproszczonych, sztucznych warunkach dos$wiadczalnych. Wa-
runki te mozna dowolnie modyfikowac, co nie jest mozliwe do przepro-
wadzenia bezposrednio w organizmie zywym. Do otrzymania hodowli
komorek miesniowych uzywa sie fragmentow miesnia ptodowego lub
miesnia zwierzat nowonarodzonych, po potraktowaniu go trypsyng lub
innym czynnikiem dezintegrujgcym tkanki. Rozw06j komodrek miesnio-
wych w hodowli przebiega w kilku charakterystycznych etapach. W ciaggu
pierwszych 42 godzin nastepuje namnazanie sie komaérek, ktérych wiek-
szo$¢ (okoto 800/o) stanowig ,,przypuszczalne mioblasty”. Miedzy 42 a 52 go-
dzing nastepuje okres poprzedzajacy fuzje komdrek, w czasie ktérego
powstajgce mioblasty grupuja sie blisko siebie. W kolejnym etapie trwa-
jacym az do 66 godziny zycia hodowli, przebiega intensywna fuzja mio-
blastdw. Szczegbétowy opis hodowli komérek miesniowych podaje W ha-
len iwsp. (40) oraz Yaffe (41).

Dzieki zastosowaniu hodowli komérek udato sie stwierdzi¢ szereg
faktow dotyczgcych miogenezy, ktérych ustalenie byto niemozliwe w ba-
daniach in vivo. Zastosowanie zmodyfikowanych pozywek przyczynito
sie na przykiad do zmiany dotychczasowych pogladow na temat roli fuzji
komorek w czasie miogenezy (42, 43). Poczatkowo uwazano powszechnie,.
ze fuzja mioblastéw prowadzaca do powstania miotub jest konieczna dla
zapoczatkowania syntezy biatlek migsniowych (44, 45). Zastosowanie po-
zywek zawierajgcych EGTA lub cytochalazyne B pozwolito na uzyska-
nie populacji mioblastéw nie ulegajacych fuzji. Okazato sie, ze mimo za-
hamowania tego procesu mioblasty posiadaja zdolno$¢ syntezy biatek
miofibrylarnych (42, 43).

Przy wykorzystaniu hodowli komoérek miesniowych udato sie réwniez
przesledzi¢ zmiany w strukturze i wtasciwosciach biatek syntetyzowanych
podczas przeksztatcania sie ,przypuszczalnego mioblastu” w mioblast
(8,46,47). Przy uzyciu inhibitora syntezy DNA — arabinozydu cytozyny
(Ara-C), czynnika synchronizujgcego komorki, mozna uzyskac¢ czystg po-
pulacje miotub, co daje mozno$¢ doktadnego poréwnania syntezy biatek
z dwéch odlegtych stadiéw hodowli: stadium poczatkowego gdzie 80% ko-
modrek stanowig ,przypuszczalne mioblasty” z p6zniejszym stadium na
poziomie miotub (48).

Synchroniczno$¢ réznicowania sie tkanki miesniowej w warunkach
in vitro, umozliwita tez $ledzenie zmian form polimorficznych biatek pod-
czas powstawania aparatu kurczliwego. | tak np. wyrézniono przynaj-
mniej trzy rozne formy miozyny, charakteryzujgce poszczegllne etapy
miogenezy: tzw. miozyne cytoplazmatyczng charakterystyczng dla sta-
dium ,przypuszczalnych mioblastdw”, miozyne zarodkowg charaktery-
styczng dla mioblastéw i miotub oraz miozyne charakterystyczng dla
miesni rozwinietych (8, 46, 47, 49).
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IV. Charakterystyka biatek aparatu kurczliwego w roéznicujgcym sie
miesniu szkieletowym

V-1 Miozyna

Miozyna szybkich miesni szkieletowych kregowcéw jest biatkiem
0 masie czasteczkowej okoto 470 000, skiadajgcym sie z dwu ciezkich
fancuchéw o masach czasteczkowych okoto 200 000 i trzech rodzajéw
lekkich tancuchow o niskich masach czasteczkowych. W mie$niu doj-
rzatym stosunek molowy sumy lekkich tancuchéw LCi i LC3:LC2 wy-
nosi 1:1 (3).

Miozyna syntetyzowana w najwczes$niejszym okresie rozwoju hodowli
komdérek miesniowych przez ,przypuszczalne mioblasty”, przypomina
swoimi witasciwosSciami miozyne wystepujacg w komdrkach niemiesnio-
wych (46, 47). W komérkach takich narzadéw jak watroba, moézg, nerki,
tkanki sekrecyjne, a takze w ptytkach krwi, fibroblastach, chondriobla-
stach, a nawet u ameb stwierdzono obecno$¢ miozyny roznigcej sie jednak
pod wzgledem struktury i witasciwosci enzymatycznych od miozyny
miesni szkieletowych (47, 49—53). Miozyna syntetyzowana w ,,przypusz-
czalnych mioblastach” podobnie jak miozyna fibroblastow, zawiera tylko
dwa lekkie tancuchy o masach czgsteczkowych 16 000 i 20 000 (Ryc. 2)
1nie wykazuje reakcji immunologicznej z przeciwciatami miozyny z mie-

MHC —

MLCi-

Mbelr ' - cLCi

MLC3- cLC?2

Ryc. 2. Formy polimorficzne miozyny charakteryzujgce poszczeg6lne etapy réznico-
wania sie miesni (47).

Rozdziat aktomiozyny lub miozyny otrzymano za pomocg elektroforezy na zelu poliakrylo-
midowym w obecnosci SDS. a. aktomiozyna ze standardowej hodowli komdrek mie$niowych,
b. aktomiozyna z miotub, ¢, miozyna z ,przypuszczalnych mioblastéw”, d. dla poréwnania
miozyna z hodowli fibroblastéow. MLC — lekkie tancuchy miozyny mie$niowej, CLC — lekkie
tancuchy miozyny cytoplazmatycznej, MHC — cigzkie tancuchy miozyny mig$niowej, A — aktyna,
TM — tropomiozyna.
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$ni szkieletowych (47). Miozyna izolowana zardGwno z mioblastéw, ktérych
fuzja zostata zahamowana, jak i miotub posiada dwa lekkie tancuchy,
LCj i LC2 identyczne z tymi jakie wystepujg w miozynie z szybkich
mieséni szkieletowych o masach czasteczkowych 25000 i 18 000 (46, 47).
Pod wzgledem immunologicznym miozyna mioblastéw nie wykazuje
réznic w stosunku do miozyny z szybkich miesni szkieletowych (47). Brak
lekkiego tancucha LC3 o masie czasteczkowej 16 000 stwierdzono takze
w badaniach in vivo, w zarodkowej miozynie izolowanej z mie$ni réznych
ssakow (54—61). Zmiany w zawarto$ci lekkich tancuchéw miozyny syn-
tetyzowanej w mies$niach zarodk6éw Swiadczg o stopniowym pojawianiu
sie poszczegolnych izoenzymoéw tego biatka (62).

Miozyna z szybkich miesni szkieletowych zwierzat dorostych wyste-
puje w postaci kilku izoenzyméw (62). Ze wzgledu na r6znice w kompo-
zycji jej lekkich tancuchéw wyréznia sie dwa homodimery zawierajace:
dwa lekkie tancuchy LCXi dwa lekkie tancuchy LC2 oraz dwa lekkie
tancuchy LC2i dwa lekkie tahcuchy LC3i heterodimer zawierajgcy dwa
lekkie tancuchy LC2i po jednym LCXi LC3(Ryc. 3).

HC LC’@L
®

Cz

LCaW
HC Y
I <LC2
"C3W —‘%
HC ’4 LCy
Lo

Ryc. 3. Schemat budowy izoenzyméw miozyny z szybkich migé$ni szkieletowych (5).
LC, LCS LCj — lekkie tancuchy, HC — ciezki taricuch, I i Ill — homodimery, Il — hete-

rodimer.

Homodimery rozdzielono niedawno przy zastosowaniu chromatografii
powinowactwa, na kolumnie zawierajgcej Sepharose sprzezong z przeciw-
ciatami wobec LCj lub LC3 (63). Za pomocg elektroforezy przeprowa-
dzonej w warunkach nie denaturujgcych biatka Hoh (64) stwierdzit obec-
no$¢ trzech izoenzymoéw miozyny w szybkich miesniach szkieletowych
zarodkéw kurczecia. W 11-dniowych zarodkach wystepowat tylko izo-
enzym zawierajacy 2 LCi i 2LC2 W 14 dniu rozwoju mozna byto stwier-
dzi¢ obecnos$¢ izoenzymu z lekkimi tancuchami 1LCi, 2LC2i 1LC3 Pod
koniec rozwoju zarodkowego pojawiat sie izoenzym z lekkimi tancuchami
2LC2i 2LC3 W pierwszym tygodniu zycia pozaptodowego zestaw izo-
enzymow miozyny z mieé$ni kurczecia przypominat zestaw izoenzymow
z miesni dorostych kur: heterodimer stanowit 34°/o, homodimery zawie-



572 R. DABROWSKA, J. SOSINSKI 18]

rajgce LCx — 29°/0, zas homodimery zawierajgce LC3— 37f/lo (64). Zmiany
w zawarto$ci izoenzyméw miozyny w rozwijajacym sie miesniu wydaja
sie odpowiada¢ za zmiany aktywnos$ci ATPazy aktomiozynowej, niskiej
we wczesnych stadiach rozwoju i systematycznie wzrastajgcej podczas
rozwoju zarodkowego (60). 1zoenzym zawierajgcy lekkie tancuchy 2 LCX
i 2LC2 wykazuje w obecnosci aktyny niska aktywno$¢ ATPazy w po-
rownaniu z izoenzymem zawierajagcym lekkie tancuchy 2LC2i 2 LC3(65).
Brak izoenzymu zawierajgcego lekki tancuch LC3we wczesnych stadiach
rozwoju moze ttumaczy¢ zatem nizszg aktywnos$¢ enzymatyczng aktomio-
zyny zarodkowej od aktywno$ci enzymatycznej aktomiozyny osobnikow
dojrzatych.

Roznice w budowie miozyny zarodkowej i wystepujacej w miesniu
dojrzatym dotycza takze ciezkiego taficucha. Hu sza r (66) wykazat, ze
miozyna izolowana z mieé$ni szkieletowych 21-dniowych zarodkow krélika
zawiera peptyd homologiczny, ale nie identyczny z tym, jaki wystepuje
w miozynie z mies$ni dojrzatych. Cechg charakterystyczng tego peptydu
jest brak metylowanej histydyny, ktdrg zawiera miozyna dorostego kroli-
ka. Potwierdzenie r6znic w budowie ciezkiego taficucha obu miozyn uzy-
skano badajgc fragmenty otrzymane w wyniku trawienia biatek przy
pomocy trypsyny (67, 68). Réwniez parakrysztaty odtrawionej trypsyna
czesci pateczkowatej miozyny, tzw. lekkiej meromiozyny, z miozyny za-
rodkowej rdéznig sie od tych, ktore tworzy lekka meromiozyna wyizolo-
wana z miesni zwierzat dorostych (67).

Opisane wyzej zmiany w strukturze miozyny podczas procesu réznico-
wania sie aparatu kurczliwego miesni szkieletowych kregowcéw wskazuja
na obecno$¢ w genomie komdrkowym szeregu genow, ktérych kolejna
ekspresja warunkuje stopniowe pojawianie sie réznych jej form poli-
morficznych. W ,,przypuszczalnych mioblastach” dziata zestaw gendw
rozny zaréwno od tego, ktérego ekspresja podczas powstawania miotub
warunkuje synteze miozyny zarodkowej, jak réwniez od tego, ktéry
decyduje o powstawaniu miozyny typowej dla mie$ni osobnikéw dojrza-
tych.

IV-2. Aktyna

Obecno$é aktyny, podobnie jak miozyny, wykazano w bardzo wielu
komdrkach niemiesniowych (69). Wystepuje Gna u jednokomorkowych
organizméw jak np. ameby, a takze we wszystkich badanych komdrkach
i tkankach organizmdéw wielokomorkowych (fibroblasty, chondrioblasty,
ptytki krwi, komorki nerwowe, mdézg, nerka, watroba). Za pomoca izo-
elektrycznego ogniskowania stwierdzono, ze aktyna moze wystepowac
w czterech formach roznigcych sie nieznacznie punktami izoelektryczny-
mi (69, 70). Forma a wystepuje tylko w miesniach szkieletowych dorostych
zwierzat, formy @i y wystepujg w komérkach niemiesniowych (ptytki
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krwi, mézg, watroba) i miesniach gtadkich (69). Aktyne znaleziong u matej
ameby (Acanthamoeba castellani) oznaczono jako forme 6 (69, 79).

Badania aktyny przy uzyciu hodowli komoérek miesniowych pozwolity
wykry¢ roznice w aktynie syntetyzowanej przed i po fuzji mioblastéw
(40, 71). Aktyna syntetyzowana przed fuzjag mioblastéw posiada gtéwnie
formy @i y. Mapy peptydowe tych form aktyny, otrzymane w wyniku
specyficznego rozszczepienia tancucha polipeptydowego przy resztach cy-
sternowych, sg identyczne z mapami peptydowymi aktyny z nerki (72).
Po fuzji mioblastow zaczyna przewazaé forma a aktyny (Ryc. 4).

P R TR d
6.5
A e _— ! 7
- . .
6.0
A

Ryc. 4. Formy polimorficzne aktyny charakteryzujgce poszczeg6lne etapy réznico-
wania sie¢ miesni (40).
Rozdziat uzyskano przy pomocy izoelektrycznego ogniskowania.
a. aktywna z mieéni ptodéw cielaka, b. aktywna z hodowli komérek miesniowych przed fuzja
mioblastéw, c. po fuzji mioblastéw, d. dla poréwnania aktyna izolowana z nerki.

Aktyna izolowana z mies$ni zarodkow wystepuje wytgcznie jako forma
a, podobnie jak aktyna z miesni dorostych osobnikéw (71). Wyniki badan
prowadzonych zaréwno in vitro jak i in vivo wskazujg na to, ze w ,przy-
puszczalnych mioblastach” jest syntetyzowana aktyna typu niemigs$nio-
wego, a dopiero od momentu fuzji mioblastow pojawia sie forma typowa
dla mies$nia dojrzatego. Badania sekwencji aminokwaséw roznych form
aktyny sugeruja, ze genom komérki zwierzecej zawiera przynajmniej trzy
rézne geny kodujace aktyne (73).

1V-3. Biatka regulujace

Jednym z istotnych zadan w badaniach nad miogenezg byto ustalenie
kiedy powstaje system regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego mieséni:
czy biatka regulujgce syntetyzowane sg rownolegle z biatkami kurczli-
wymi, czy tez pojawiajg sie pdzniej. Z badan nad biogenezg sarkoplazma-
tycznego retikulum, ktére dostarcza troponinie jonow wapnia, inicjujac
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w ten sposob skurcz migsnia, wiadomo byto, ze rozwija sie ono w poézniej-
szym okresie rozwoju zarodkowego (rozdz. II).

Najprostszym sposobem sprawdzenia czy system regulacji funkcjo-
nuje, sg pomiary zalezno$ci aktywnos$ci enzymatycznej naturalnej akto-
miozyny (aktomiozyny izolowanej z miesni w kompleksie z biatkami regu-
lujgcymi) od stezenia jonow wapnia. Przy pelnej sprawnosci systemu
regulacji, w obecnosci jonéw wapnia, aktywnosé ATPazy aktomiozynowej
jest wysoka na skutek interakcji aktyny z miozyng, natomiast w nie-
obecnosci jonéw wapnia nastepuje dysocjacja kompleksu aktomiozyno-
wego i spadek aktywnos$ci ATPazy. Pierwsze badania wrazliwosci na jony
wapnia aktywnos$ci enzymatycznej naturalnej aktomiozyny w czasie roz-
woju zarodka kurczecia wydawatly sie wskazywaé, ze szczeg6lnie we
wczesnych stadiach funkcjonowanie biatek regulujgcych jest ograniczone
(74). Duzo nizsza wrazliwo$é naturalnej aktomiozyny na jony wapnia, jak
tez nizsza ilos¢ wigzanego przez nig wapnia, $wiadczyty o tym, ze albo
troponina jest syntetyzowana pdzniej niz aktyna i miozyna, albo tez
wigzanie jej z aparatem kurczliwym jest ograniczone. Cienkie filamenty
z miesni zarodkow kurczecia i cienkie filamenty izolowane z mieéni do-
rostych kur nie roznity sie jednak ani pod wzgledem sktadu biatkowego
ani witasciwosci funkcjonalnych (75). Przeprowadzone nastepnie porow-
nawcze badania kompleksu biatek regulujgcych izolowanych z miesni
zarodkow kurczecia i z mies$ni zwierzat dorostych wykazaly réowniez ich
identyczno$¢ zarowno pod wzgledem stechiometrii biatek wchodzacych
w ich skfad, jak i pod wzgledem wptywu na aktywno$¢ ATPazy aktomio-
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Ryc. 5. Poréwnanie wptywu biatek regulujgcych izolowanych z migsni zarodkéw
i miesni dorostego krolika na aktywno$¢ ATPazy aktomiozynowej (wyniki wiasne
W opracowaniu).

Kwadraty i trédjkaty oznaczajg obecno$¢ biatek regulujacych z mies$ni zarodkéw krdlika,
kwadraty — zarodek 21 dniowy, tréjkaty — zarodek 28 dniowy; kota — oznaczajg biatka regulu-
jace z miesni krolikow dorostych. Symbole petne — aktywno$¢ ATPazy mierzona w nieobecnosci
jonéw wapnia, symbole puste — w obecnos$ci jonéw wapnia.
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zynowej (76). Tak wiec mimo obserwowanych (77, 78) réznic w ruchliwosci
elektroforetycznej i strukturze | rzedowej sktadnikéw troponiny: tropo-
niny I itroponiny T syntetyzowanych we wczesnych stadiach miogenezy,
wiasciwosci funkcjonalne kompleksu troponiny zarodkowej i izolowanej
z miesni zwierzat dorostych w potgczeniu z tropomiozyng sg takie same
(Ryc. 5). Ostatnie wyniki badah (79) nad pojawieniem sie troponiny
w czasie miogenezy przy uzyciu znakowanych fluoresceing przeciwciat
ostatecznie potwierdzity, ze synteza troponiny nie jest op6zniona w po-
rownaniu z syntezg innych biatek aparatu kurczliwego, takich jak aktyna
czy miozyna. Nie wiadomo jednak czy troponina jest syntetyzowana juz
w ,,przypuszczalnych mioblastach”, tym bardziej ze nie udato sie znalez¢
tego biatka w niemie$niowych systemach lokomocyjnych, w ktérych wy-
stepuja formy polimorficzne aktyny, miozyny i tropomiozyny.
Tropomiozyng — drugie biatko, ktore obok troponiny niezbedne jest do
regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni szkieletowych wyste-
puje réwniez w komdérkach niemiesniowych, miedzy innymi w piytkach
krwi, médzgu, trzustce, fibroblastach (80—83). Wszystkie cytoplazmatycz-
ne tropomiozyny charakteryzujg sie, w poréwnaniu z tropomiozyng
miesniowa, nizszg masg czasteczkowg, ktéra wynosi 30 000 (80—82), bra-
kiem zdolnos$ci polimeryzacji (84, 85), brakiem interakcji z troponing (85,
86) i stabszg interakcjg z aktyng (84, 85). Niedawno w pracowni Yaffe
(87) wykazano, ze istnieje forma tropomiozyny, ktéra charakteryzuje ko-
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Ryc. 6. Zmiana proporcji tancuchéw a :3 tropomiozyny w mig$niu szkieletowym
krolika podczas jego rozwoju (wyniki wtasne w opracowaniu).

Stosunek a:0 fancuchow obliczano z densytograméw zeli poliakryloamidowych po elektro-
forezie tropomiozyny przeprowadzanej w obecnosci SDS.
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maérki miesniowe sprzed fuzji komdrkowej. Te forme zarodkowej tropo-
miozyny mozna oddzieli¢ na drodze izoelektrycznego ogniskowania od
form tego biatka izolowanych z miotub (87). Tropomiozyna z mie$ni szkie-
letowych dorostego krolika zawiera dwa tancuchy a i 3 (o masach czgstecz-
kowych 34000 i 36 000) w proporcji a:@= 4:1 (88). W preparatach
tropomiozyny izolowanej z miesni zarodkéw krdélika we wczesnych sta-
diach rozwoju wystepuje przewaga zawartosci tancuchéw @ w miare
rozwoju zarodkowego i wczesnego rozwoju pozazarodkowego wzrasta
zawarto$¢ tancuchéw a i w okoto 30 dni po urodzeniu ustala sie proporcja
tancuchdéw, charakterystyczna dla preparatéw tropomiozyny z mies$ni
zwierzat dorostych (78) (Ryc. 6).

Interakcja tropomiozyny zarodkowej i tropomiozyny z mie$ni zwierzat
dorostych z troponing jest taka sama (78, 85, 89). Wydaje sie wiec, ze
kompleks troponina-tropomiozyna, tworzacy sie podczas rozwoju zarodko-
wego, cechuja wszystkie wiasciwosci potrzebne do regulacji interakcji
aktyny z miozyna, w zalezno$ci od stezenia jondw wapnia, kiedy sarko-
plazmatyczne retikulum nie jest jeszcze dostatecznie przygotowane do
regulacji poziomu wapnia w komorce mieSniowej.

V. Czynniki wptywajgce na réznicowanie sie miesni szkieletowych

Sposrdd miesni szkieletowych osobnikéw dorostych, na podstawie kry-
teriow fizjologicznych, biochemicznych i histochemicznych, wyréznia sie
dwa zasadnicze typy: miesnie wolne i miesnie szybkie (90). Szybko$¢ ich
skurczu pozostaje w Scistej korelacji z aktywnoscig ATPazy aktomiozyno-
wej (32). Charakterystyka poszczegélnych biatek miofibrylarnych izolo-
wanych z mieéni szybkich i wolnych wykazata, ze miozyna (ciezkie i lekkie
tancuchy) jak tez biatka regulujace (tropomiozyna, troponing I, tropo-
nina T i troponing C) wystepujg w réznych odmianach polimorficznych
charakterystycznych dla danego typu miesni (25, 91—95). Powstawato
pytanie, jakie czynniki sg odpowiedzialne za r6znicowanie wiékien w roz-
wijajacym sie miesniu? Obecnie uwaza sie, ze zasadniczg role w tym pro-
cesie odgrywa system neuromotoryczny miegéni, od ktérego zalezy ekspre-
sja genow sterujacych synteza odpowiednich biatek miofibrylarnych.
Poglad ten zostat oparty na dwu rodzajach obserwacji:

1) korelacji ré6znicowania sie miesni ze stopniem unerwienia,

2) eksperymentalnym wprowadzeniu zmian fenotypu miesni w wyniku
tzw. krzyzowego unerwienia (cross innervation), lub dtugotrwatej sty-
mulacji elektrycznej.

Zauwazono, ze aparat neuromotoryczny wiekszosci ssakOw nie jest
w petni wyksztatcony az do chwili urodzenia, a wszystkie miesnie szkie-
letowe wykazujg jednakowy obraz wiokien z punktu widzenia wiasciwosci
metabolicznych i strukturalnych (96, 97). Fenotyp tych mie$ni ma pewne
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cechy miesni wolnych (mata szybkos$¢ skurczu) i pewne cechy miesni
szybkich (28, 32). Tak np. miozyna izolowana z mies$ni (ktére odpowiadaja
szybkim miesniom osobnikow dorostych) zarodkow bedacych w réznych
stadiach rozwoju, jak tez z mies$ni zwierzat nowonarodzonych zawiera
lekkie i ciezkie tancuchy charakterystyczne dla miozyny z szybkich
mies$ni zwierzat dorostych (47, 59, 93). Jej aktywno$¢ enzymatyczna jest
znacznie wyzsza niz aktywno$¢ miozyny izolowanej z wolnych miesni (32).
W preparatach miozyny izolowanej z miesni mtodych zarodkéw obserwuje
sie inne proporcje lekkich tafncuchow LCj : LC3(rozdz. IV-1). W migs$niach
zarodkow, ktére odpowiadajg wolnym miesniom osobnikéw dorostych, we
wczesnych stadiach rozwoju pojawia sie miozyna charakterystyczna dla
szybkich mieséni; w pdzniejszym stadium rozwoju, gtéwnie po urodzeniu
zwierzat, zaczyna pojawiaC sie miozyna charakterystyczna dla mieséni
wolnych i réwnoczesny zanik miozyny charakterystycznej dla miesni
szybkich (61, 98, 99) i (Ryc. 7).

Lcsf‘ | S— - e i )
Ryc. 7. Lekkie tancuchy miozyny izolowanej z szybkich i wolnych miesni zarodkow
kurczat (61).
Elektroforeze na zelu poliakryloamidowym prowadzono w obecnosci SDS.
A — a. miozyna z mieé$ni szybkich (pectoralis) zarodka kurczecia, b. miozyna z mies$ni szybkich
kury, c. miozyna z mies$ni wolnych (anterior latlssimus dorsi) kury, d. mieszanina miozyny
z mieéni szybkich i miesni wolnych.
B — a. miozyna z mie$ni szybkich (pectoralis) kury, b. miozyna z mieéni wolnych (anterior
latissimus dorsi) 11 dniowego zarodka kurczecia, c¢. 20 dniowego zarodka kurczecia, d. miozyna
z mie$ni wolnych kury.
LCf — lekkie tancuchy miozyny z migéni szybkch, LCS — lekkie tancuchy miozyny z miesni
wolnych.

Odnerwienie migsni wolnych w kilka godzin po urodzeniu zwierzecia po-
wodowato zahamowanie syntezy miozyny z lekkimi tafcuchami charakte-
rystycznymi dla mie$ni wolnych (98). W $wietle tych badan wydaje sie

i Postepy Biochemii
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oczywiste, ze rozw0j mieséni szybkich odbywa sie niezaleznie od unerwie-
nia, natomiast rozw6j miesni wolnych zalezy od systemu neuromotorycz-
nego. Hipoteza ta zostata potwierdzona w badaniach nad biosynteza mio-
zyny w warunkach in vitro. Wykazano, ze miozyna syntetyzowana w ho-
dowanych komdrkach miesni szybkich posiada wszystkie cechy miozyny
zarodkowej typowej dla mies$ni szybkich (46, 56). Takie same cechy cha-
rakteryzuja réwniez miozyne z komorek miesni wolnych hodowanych'
in vitro. Na skutek braku kontroli neurogennej w warunkach in vitror
nie mogta rozpocza€ sie synteza miozyny charakterystycznej dla miesdni
wolnych (98).

Poglad, ze roznicowanie sie mie$ni na szybkie i wolne zalezy od ich
unerwienia znalazt réwniez potwierdzenie w wynikach badan nad tzw.
krzyzowym unerwieniem. W eksperymentach tych, zapoczgtkowanych
przez Bu 1llera (28), wkdkna ruchowe unerwiajgce szybkie i wolne mie-
$nie przecinano, a nastepnie tgczono krzyzowo w ten sposoéb, ze szybkie mie-
$nie taczyty nerwy ruchowe miesni wolnych, a mies$nie wolne tgczono z ner-
wami mies$ni szybkich. W wyniku takich zmian w systemie unerwienia po
pewnym czasie (ok. 20 tygodni) zmieniala sie charakterystyka danych
mies$ni: miesnie wolne kurczyty sie szybciej, miesnie szybkie wolniej.
Réwnolegle ze zmiang szybkoSci skurczu nastepowata transformacja
wiasciwosci biochemicznych i histochemicznych poszczeg6élnych miesni.
Analiza aktywnos$ci enzymatycznej i sktadu podjednostek miozyny wy-
kazata, ze miozyne charakterystyczng dla miesni wolnych zastepowata

Ryc. 8. Zmiana sktadu lekkich tannicuchéw miozyny w wyniku elektrycznej stymulacji
miesni szybkich (101).
Elektroforeze na zelu poliakryloamidowym prowadzono w obecnosci SDS.
a. lekkie tancuchy miozyny z miesni szybkich .(tibialis anterior) krélika, b. lekkie fancuchy
miozyny z miesni szybkich po 4 tygodniowej stymulacji elektrycznej, c. lekkie tancuchy miozyny
z mie$ni wolnych (soleus) krélika. Oznaczenia LCf i LCg jak na rycinie 7.
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miozyna charakterystyczna dla miesni szybkich i odwrotnie (100, 101).
Pé&Zniej wykazano, ze gtéwnym czynnikiem indukujacym te zmiany jest
zmiana czestotliwos$ci impulséw nerwowych dochodzgcych do migsni (101).
Zmiane witokien mies$ni szybkich na wolne mozna byto rowniez osiggnaé
w wyniku dtugotrwatej elektrycznej stymulacji witékien szybkich (101,
102) (Ryc. 8).

Ostatnio przy zastosowaniu przeciwciat specyficznych wobec miozyny
miesni wolnych oraz wobec izoenzymoéw miozyny miesni szybkich — ho-
modimeréw zawierajagcych LCi lub LC3 wykazano, ze we wczesnych
etapach rozwoju zarodkowego miesnie szybkie ssakow zawierajg w tym
samym widknie obydwa typy miozyny charakterystyczne dla wolnych
i szybkich mieé$ni (z przewaga izoenzymu zawierajacego LCO (91). Przy
czym we wioknach miesni zarodkowych zawarto$¢ miozyny charaktery-
stycznej dla wolnych mies$ni jest wieksza niz zawarto$¢ miozyny cha-
rakterystycznej dla miesni szybkich. Obserwacja ta moze ttumaczyé mata
szybkos$é skurczu miesni zarodka we wczesnych okresach jego rozwoju.
Powstawato jednak pytanie dlaczego w dotychczasowych analizach ele-
ktroforetycznych miozyny z mies$ni szybkich zarodkéw nie zauwazono
lekkich tancuchow charakterystycznych dla miozyny wolnych miesni,
a tylko lekkie taricuchy charakterystyczne dla szybkich miesni (46, 49, 56,
61, 98). Ostatnio Whalen i wsp. (103) przy zastosowaniu elektroforezy
dwukierunkowej przeprowadzonej technikg O’Farrell’a (104) zna-
leZli dwie formy lekkiego fancucha LCi zarébwno w tkance mieé$nia ptodo-
wego, jak i w hodowli komoérek miesniowych. Jedna z form charaktery-
zuje tylko wczesne stadia miogenezy.

Rola systemu neuromotorycznego, zdaniem Gauthier i wsp. (97),
moze polega¢ na segregacji poszczegolnych form polimorficznych biatek
w poznym okresie rozwoju zarodkowego oraz wczesnym okresie poza-
zarodkowym na dwie rézne populacje wtdkien i wytworzenie w ten spo-
séb fenotypdw szybkich i wolnych mieéni.

Zmiany w unerwieniu powodujg nie tylko zmiany polimorficznych
form enzymoéw biorgcych udziat w produkcji energii potrzebnej do skur-
czu miesni takich jak miozyna, ale rdwniez niektérych biatek biorgcych
udziat w regulacji cyklu skurczowo-rozkurczowego miesni szkieletowych.
Z badah prowadzonych w pracowni Perry’ego (95 wiadomo, ze
troponina | wystepuje w dwu formach polimorficznych w zaleznos$ci od
typu miesni. Troponina | z szybkich mie$ni rézni sie od tej, ktéra wy-
stepuje w wolnych miesniach, strukturg | rzedowa, ruchliwoscig w czasie
elektroforezy przeprowadzonej w obecnosci mocznika, jonoéw wapnia
i troponiny C oraz stopniem hamowania ATPazy aktomiozynowej w nie-
obecnosci jonéw wapnia (95, 105). Zauwazono, ze po potgczeniu nerwow
ruchowych szybkich mie$ni z mie$niami wolnymi — wraz ze wzrostem
szybkosci skurczu — nastepuje zwiekszenie intensywnosci syntezy formy
polimorficznej troponiny I, typowej dla szybkich miesni i zmniejszenie
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intensywnosci syntezy formy typowej dla wolnych miesni (106). Z drugiej
strony wykazano, ze we wczesnym okresie zarodkowym szybkie i wolne
witdkna miesniowe posiadajg jednakowa wrazliwo$é na jony wapnia, takg
samg jak wiokna szybkie miesni zwierzat dorostych (107). W miare roz-
woju wrazliwos$¢ na jony wapnia szybkich wtdkien pozostaje stata, zmie-
nia sie natomiast wrazliwos¢ na jony wapnia widkien wolnych mieéni.
Sugeruje to, ze miesnie zarodkéw zawierajg tylko troponine charaktery-
styczng dla szybkich miesni; dopiero po urodzeniu, wraz z réznicowaniem
sie mieSnia wolnego nastepuje akumulacja troponiny charakterystycznej
dla miesni wolnych. Sugestie te popierajg ostatnie badania immunocyto-
chemiczne (108). Przy uzyciu specyficznych przeciwciat dla polimorficz-
nych form troponiny I, troponiny T i troponiny C, charakterystycznych
dla wolnych i szybkich mies$ni stwierdzono, ze w czasie rozwoju zarodko-
wego zwierzat, niezaleznie od typu miesni, syntetyzowane sg formy pod-
jednostek troponiny charakterystyczne dla szybkich miesni. Wraz ze
stopniem unerwienia wolnych mies$ni nastepuje zmiana ekspresji genéw
i synteza biatek charakteryzujgcych wolne miesnie. Autorzy nie zaobser-
wowali jednoczesnego wystepowania obydwu form polimorficznych sktad-
nikéw troponiny w jednej komdrce rozwijajacych sie szybkich witdkien,
natomiast w komérce wolnych widkien przejSciowo wystepowaty obydwie
formy polimorficzne sktadnikéw troponiny typowe zaréwno dla miesni
szybkich jak i wolnych. Wydaje sie, ze kontrola ekspresji gendw, ktore sg
odpowiedzialne za synteze form polimorficznych sktadnikdw troponiny
charakterystycznych dla wolnych miesni, podobnie jak kontrola genéw
odpowiedzialnych za synteze miozyny wolnych miegéni, jest neurogenna.

Inna jest kontrola genetyczna syntezy fancuchdw tropomiozyny. Jak-
kolwiek wartosé stosunku molowego fancuchéw a : @tropomiozyny kore-
lowano czesto z szybkoscig skurczu miesni (im wieksza zawartos¢ pod-
jednostki 3 tym mniejsza szybkos$¢ skurczu) (88,89, 109), a ostatnie ba-
dania immunocytochemiczne potwierdzajg, ze tancuch a tropomiozyny
wystepuje wytgcznie we widknach szybkich mieéni (108), krzyzowe uner-
wienie nie wplywa na proporcje tancuchéw tego biatka (106). Zatem
mechanizm kontroli ekspresji genéw kodujgcych tanicuchy a i @tropomio-
zyny nie zalezy od unerwienia miesni, podobnie jak to ma miejsce w przy-
padku miozyny z szybkich miesni.

VI. Biosynteza biatek aparatu kurczliwego miesni szkieletowych

Badania nad kontrolg biosyntezy biatek miofibrylarnych prowadzone
sq dopiero od kilku lat i ze wzgledu na ztozono$¢ zagadnienia dotycza
tylko najwczesniejszych etapow rdéznicowania sie komorek miesniowych,
tzn. gtéwnie zmian w syntezie biatek zachodzacych podczas fuzji miobla-
stow.
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W ,,przypuszczalnych mioblastach” syntetyzowane sg biatka charakte-
rystyczne dla komérek niemiesniowych (rozdz. 1V), natomiast fuzji mio-
blastow towarzyszy szybki przyrost ilosciowy szeregu biatek miofibrylar-
nych. Daje to mozliwo$¢ badania mechanizméw odpowiedzialnych za
réznicowanie sie komorek miesniowych na bardzo wczesnym etapie roz-
woju.

W czasie fuzji mioblastow ilos¢ ciezkiego tancucha miozyny wzrasta
6-krotnie, lekkich tancuchéw LCj— 7,4, LC2— 17,9, tropomiozyny— 3,0,
aktyny — 0,8-krotnie (73).

Dodanie do hodowli komorkowej aktynomycyny D, ktéra blokuje syn-
teze biatek na poziomie transkrypcji, nie ma wpltywu na przyrost ilosci
miozyny po fuzji (44). Wskazuje to, ze synteza mRNA ciezkiego tanicucha
miozyny poprzedza fuzje, a mechanizmy kontrolujgce synteze tego biatka
dziatajg na poziomie translacji (40, 44).

W 1974 roku Buckingham iwsp. (110, 111) otrzymali mRNA dla
ciezkiego tafcucha miozyny. O stopniu trudnosci jego izolacji moze Swiad-
czy¢ fakt, ze w cytoplazmie réznicujgcych sie komorek znajduje sie okoto
10 000 rodzajow informacyjnych RNA (112). Czynnikami utatwiajgcymi
otrzymanie mRNA miozyny sg duza jej zawarto$s¢ w miotubach i znaczny
ciezar czasteczkowy. Poréwnanie sktadow RNA (catkowitego i informa-
cyjnego) z hodowli komérek miesniowych przed i po fuzji wskazuje na
obecno$¢ w obu wypadkach mRNA o statej sedymentacji 26S, ktory
w uktadzie in vitro jest odpowiedzialny za synteze ciezkiego tancucha
miozyny (40, 44, 113, 114). W komorkach nie zawierajagcych miozyny typo-
wej dla miesni szkieletowych, np. w fibroblastach mRNA o statej sedy-
mentacji 26S nie wystepuje (40).

Stabilnos¢ mMRNA ciezkiego tancucha miozyny ulega zmianie przed
fuzja, a jego rozmieszczenie w komdrce zmienia sie podczas fuzji miobla-
stdow (Ryc. 9). W okresie poprzedzajagcym fuzje czas pottrwania miozyno-
wego mMRNA wzrasta 5—6-krotnie, ale tylko SVo tego RNA wystepuje
we frakcji polisomalnej (44, 111, 114). Podczas fuzji az 60°/0 miozynowego
MRNA przechodzi do frakcji polisomalnej, co warunkuje gwattowng
synteze miozyny (Ryc. 9).

Dane otrzymane na temat mRNA 26S izolowanego z hodowli komdrek
miesniowych znajduja potwierdzenie w badaniach in vivo prowadzonych
na mies$niach zarodkdéw. Frakcja polisomalna otrzymana z miesni zarod-
koéw kurczakéw zawiera mRNA ciezkiego tahAcucha miozyny, a takze
lekkich tancuchéw miozyny, aktyny i tropomiozyny (115,116). Obecnos¢
nie zwigzanego z polisomami mRNA ciezkiego tafcucha miozyny stwier-
dzono w cytoplazmie komoérek miesni 14-dniowych zarodkéw kurczat
(117). Tworzy on kompleksy z biatkami o statej sedymentacji 80— 120S.
Zarowno mRNA izolowany z kompleksu biatkowego jak i mMRNA zawarty
we frakcji polisomalnej ulegajg translacji w systemie in vitro dajac ciezki
tancuch miozyny (115,116, 117).
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Ryc. 9. Zmiany stabilnosSci i rozmieszczenia mRNA ciezkiego taricucha miozyny

w réznicujacych sie komérkach miesniowych (73).

Kota puste — synteza miozyny znakowej [14C] (hydrolizat biatkowy), ktréjkaty puste — czas
péttrwania mRNA 26S znakowanego [MH] urydyng, kota peine — iloé¢ mRNA 26S znakowanego
[*H] urydyng zwigzanego w polisomach.

W ostatnich latach przeprowadzono réwniez charakterystyke informa-
cyjnych mRNA aktyny (118, 120), lekkich tancuchéw miozyny (119, 120)
i tropomiozyny (73). Cytoplazmatyczny RNA izolowany z hodowanych
in vitro komdérek miesniowych przed i po fuzji ulega translacji w ukta-
dach bezkomorkowych dajac szereg biatek, posréd ktérych za pomoca
dwukierunkowej elektroforezy wykazano obecnos¢ aktyny, lekkich tancu-
choéw miozyny i tropomiozyny. Wyniki uzyskane w badaniach nad mRNA
aktyny potwierdzajag wystepowanie réznych form polimorficznych tego
biatka (rozdz. IV-2). Ostatnio wykryto w mioblastach ulegajgcych fuzji
trzy rodzaje mRNA, odpowiedzialne za synteze trzech form aktyny (118).
mRNA formy a aktyny posiada mase czasteczkowg 4,6X108 a mRNA
form @iy aktyny posiadajg masy czasteczkowe okoto 6,6X 105 i réznig
sie miedzy sobg zawarto$cig kwasu poliadenylowego. W migé$niach 14-dnio-
wych zarodkow kurzych takze stwierdzono obecno$¢ mRNA aktyny w po-
staci kompleksow z biatkami o statej sedymentacji 16—40S (121). mRNA
izolowany z kompleksow biatkowych ulega translacji w systemie in vitro
dajac aktyne.

Analiza biatek otrzymanych po translacji cytoplazmatycznego RNA
izolowanego z hodowli komdrek miesniowych przed i po fuzji mioblastow
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wskazuje, ze lekkie tancuchy miozyny LCi i LC2 charakterystyczne dla
szybkich miesni szkieletowych pojawiajg sie dopiero po fuzji (73,119, 120).
Synteza trzeciego lekkiego tancucha LC3 nastepuje pézniej i przebiega
wolniej, co jest zgodne z pojawianiem sie poszczegblnych izoenzymow
miozyny w rozwoju ontogenetycznym kregowcow (rozdz. 1V-1).

Przedstawione wyzej dane przemawiajg za tym, ze synteza formy
a aktyny i lekkich tancuchéw miozyny odbywa sie poprzez przyrost ilosci
odpowiednich mRNA dla tych biatek, ktdry ma miejsce dopiero podczas
fuzji mioblastéw (73).

Nieco odmienne wyniki uzyskano za pomoca elektroforezy dwukie-
runkowej badajac synteze tancuchow tropomiozyny po translacji in vitro
(73). Zaréwno przed fuzjg jak i po fuzji mioblastow intensywno$¢ syntezy
tafncucha @tropomiozyny jest wieksza niz tancucha a. Inne wyniki uzyska-
no badajagc miesnie ptodowe (73). Przed fuzja mioblastow syntezowany
jest gtdwnie tancuch a, a dopiero po fuzji wzrasta intensywnos$é syntezy
tancucha @ tropomiozyny. RozhieznosSci w otrzymanych wynikach moga
wynikac¢ z bardziej efektywnej translacji w systemie in vitro mRNA dla
syntezy tancucha [3tropomiozyny.

Dotychczasowe wyniki uzyskane w badaniach biosyntezy biatek apa-
ratu kurczliwego mies$ni wskazujg na to, ze procesy transkrypcji i transla-
cji dla wiekszosci biatek mie$niowych nastepujg bezposrednio podczas
fuzji mioblastow. Jedynie badajac synteze ciezkiego taricucha miozyny
wykryto odrebny mechanizm kontroli (40, 110, 114). Synteza mRNA ciez-
kiego tancucha miozyny poprzedza fuzje mioblastéw, a kontrola syntezy
tego biatka odbywa sie na poziomie translacji.

Zaakceptowano do druku 30.6.1979
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KOMUNIKAT

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

Program konferencji obejmuje wyktady zaproszonych prelegentéw, gtéwnie z za-
granicznych osrodkéw badawczych, poswiecone miedzy innymi mechanizmom muta-
genezy i karcinogenezy, metodom ocen czynnikéw mutagennych i karcinogennych oraz
systemom kontroli i oceny czynnikéw ryzyka Srodowiskowego. Przewiduje sie takze
dyskusje panelowe prowadzone przez wybranych specjalistéw oraz krotkie donie-
sienia uczestnikow krajowych w formie plakatéw przedstawionych w jezyku an-
gielskim. Ze wzgledu na ograniczong iloS¢ miejsc organizatorzy zastrzegajg sobie mo-
zliwo$¢ wyboru doniesien.

Osoby zainteresowane proszone sg o0 zgtaszanie uczestnictwa do dnia 15 stycznia
1980, a streszczenie komunikatu do dnia 15 lutego 1980 na adres Komitetu organiza-
cyjnego, Zakiad Badania Srodowiska AM, 02-097 Warszawa, Banacha 1.

Organizatorzy nie pokrywajg kosztow uczestnictwa, jedynie uczestnikom spoza
Warszawy moga poméc w rezerwowaniu miejsc hotelowych.

Whpisowe dla cztonkéw Towarzystw Biochemicznego i Onkologicznego wynosi
100 ztotych, dla pozostatych 200 ztotych.



Z ZYCIA POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

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

W miejsce corocznych zjazdéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w ro-
ku 1979 zostato zorganizowane w Szczecinie krajowe sympozjum dotyczace meta-
bolizmu fluoru i jego zwigzkéw. W sympozjum wzieto udziat ponad 150 os6b z na-
stepujacych osrodkéw i miejscowosci: Bialystok, Jelenia Géra, Katowice, Krakéw,
Kornik, Lublin, £6dz, Poznan, Olsztyn, Skawina, Sosnowiec, Szczecin, Warszawa,
Wroctaw, Zabrze oraz San Francisco. Obrady zapoczatkowal wyktad inauguracyjny
doc. dr Z. Machoya (Szczecin) pt. ,,Wptyw zwigzkéw fluoru na tancuch oddechowy”.
W ramach sympozjum obrady toczyty sie w 3 sekcjach. Oto ich tytuty i autorzy
(w nawiasach podano ilo$¢ prezentowanyh plakatéw w kazdej sekcji).

Sekcja A: Analityka i biochemia fluoru (20).

1 Zawartos¢ fluoru w ptynach ustrojowych i innym materiale biologicznym — ozna-
czona metodg fotokolorymetryczng. A. Marut, Jelenia Goéra.

2. Application of (-) erythrofluorocitrate as a probe of enzymatic and transport
processes in mitochondria. E. Kun, San Francisco.

3. Wptyw fluoru na fizjologie tarczycy. S. Kahl, Krakdéw.

Sekcja B: Profilaktyka i terapia zwigzkami fluoru (11).

1. Ocena efektéw 8-letniego programu profilaktyki fluorowej w Szczecinie. Z Jan-
czuk i wspotpracownicy, Szczecin.

2. Wptyw 8-letniego fluorkowania wody we Wroctawiu na przebieg choroby prochni-
cowej u dzieci i miodziezy. N. Wigdorowicz-Makowerowa, Wroctaw.

3. Lecznicze zastosowanie zwigzkéw fluoru w chorobach narzadu ruchéw. T. Zuk,

Szczecin.

4. Zastosowanie zwigzkéw fluoroorganicznych jako substytutu krwi. K. Zielinski,

Z. Machoy, Szczecin.

Sekcja C: Toksykologia fluoru (22).

1 Fluoroorganiczne zwiazki fluoru, ich rola biologiczna i toksyczno$¢. K. Jacyszyn,

Wroctaw.

2. Toksycznos$¢ zwigzkoéw fluoru dla organizmoéw zywych. T. Dziubek, Poznan.

Przedstawione materiaty plakatowe sekcji A podsumowata doc. dr M. Guminska
(Krakow), sekcji B — prof. dr N. Wigdorowicz-Makowerowa (Wroctaw), a sekcji C—
prof. dr T. Dziubek (Poznan).

W pracach przedstawionych w formie plakatowej w sekcji ,,Analityka i bioche-
mia fluoru” poruszano przede wszystkim problemy analityczne. Z dyskusji wynikato,
ze brak ujednoliconych metod iloSciowych oznaczania fluoru nie pozwala czesto na
korzystanie z przedstawianych i publikowanych wynikéw. Zywa dyskusje prowadzili
zwolennicy i przeciwnicy fluorkowania wody. Szukano punktéw zbieznych, podkre-
$lano rozbieznosci i domagano sie SciSlejszej kontroli dozowania fluorkéw w wodo-
ciggach miejskich. Niektére z prezentowanych plakatéw stanowity ogdlniejsze opra-
cowania jak np. ,,Wptyw ostrego i przewlekiego zatrucia fluorkiem sodu na prze-

9 Postepy Biochemii
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miane weglowodanowg (nr A—15, Krakéw) czy tez ,,Wptyw podskérnego podawania
NaF na poziom biatka, glukozy i kreatyniny w surowicy krwi oraz zmiany histo-
patologiczne w watrobie i nerkach krélikéw (nr A—17, Sosnowiec).

W sekcji ,,Profilaktyka i leczenie zwigzkami fluoru” mdéwiono o trudnosciach
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, chociaz wzmiankowano o stosowaniu indywidualnego a nie
masowego dodawania fluorku sodowego do wody wodociggowej.

W sekcji ,, Toksykologia fluoru” ciekawie przedstawiaty sie¢ poréwnawcze wskazni-
ki biochemiczne i morfologiczne u roéznych organizméw narazonych na dziatanie
zwigzkéw fluoru. Podkreslano przy tym znaczenie dawki fluoru.

Dyskusje toczyly sie dalej po zakonczeniu obrad w sekcjach i przeniosty sie do
stotowki, hotelu, na spotkanie towarzyskie i w czasie wycieczki do Zaktadéw Che-
micznych ,,Police”. Mysle, ze wielu dyskutantdw nadal nurtujg nie rozwigzane w tym
zakresie problemy. W celu szerszego zapoznania og6tu z omawianymi zagadnieniami
metabolizmu fluoru, Szczeciriskie Towarzystwo Naukowe planuje zbiorcze wydruko-
wanie materiatow sesji i dyskusji.

W czasie trwania sympozjum uczestnicy mieli okazje uzyska¢ informacje i obej-
rze¢ materialy reklamowe firm produkujacych zwigzki fluorowe i odczynniki (Boerin-
ger, Koch-Light), elektrody fluorkowe (Orion, Crytur), pasty zawierajgce fluor (Pol-
lena, Gaba) oraz preparaty lecznicze (Polfa). Dla lepszego zapoznania uczestnikow
sympozjum ze Szczecinem wys$wietlano w przerwach barwne przezrocza oraz zorgani-
zowano dwudziesto-minutowy seans ,,Szczecin nocg”.

Z. Machoy

KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO
POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Zarzad Gioéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego apeluje do cztonkow
Towarzystwa o terminowe wptacanie sktadek cztonkowskich. Przypominamy, ze
sktadka wraz z ulgowg prenumerate Postepéw Biochemii za rok nastgpny winna
by¢ uregulowana do konca listopada roku poprzedzajacego, poniewaz zgodnie z wy-
mogami Panstwowego Wydawnictwa Naukowego Zarzad Giéwny zamawia Postepy
dla swych cztonkéw z rocznym wyprzedzeniem. Opoéznienie w optacaniu skiadki
cztonkowskiej powoduje op6znienie w dostarczaniu Postepéw Biochemii cztonkom
Towarzystwa, a takze przysparza Zarzadowi Giownemu wiele niepotrzebnej pracy.



SPRAWOZDANIA

Sprawy FEBS

Kolejne, dziewietnaste zebranie Rady FEBS odbyto sie 19 kwietnia 1979 r.
w miejscowosci Cavtat pod Dubrownikiem w czasie trwania specjalnego zjazdu
Federacji na temat enzyméw. W zebraniu Rady wzieli udziat przedstawiciele wszyst-
kich (précz Rumunii) towarzystw cztonkowskich. Po raz pierwszy reprezentowane
byto Tureckie Towarzystwo Biochemiczne, przyjete do Federacji w lipcu 1978 r.

Organizatorzy Specjalnego Zjazdu FEBS poinformowali, ze na okoto 850 zareje-
strowanych przybyto do Dubrownika tylko 635 osob. Rowniez nie zjawito sie okoto
jednej trzeciej autoréw zgtoszonych doniesien plakatowych, co znacznie dezorganizo-
wato sesje ,,posterowe”. Zwrécono przy tym uwage, ze zaréwno forma jak i tresc
pewnej ilosci streszczen budzity powazne zastrzezenia. Byto przy tym symptoma-
tyczne, ze wiasnie wielu autoréw tych stabych doniesien nie zjawito sie na zjezdzie.
Organizatorzy zjazdu w Dubrowniku, jak zreszta i poprzednich zjazdéw FEBS,
przyjmowali w zasadzie wszystkie zgtoszone komunikaty. Po dyskusji Rada zalecita
jednak, aby w przysztosci stosowa¢ ostrzejsza selekcje. Materialy zle napisane lub
merytorycznie stabe winny by¢ odrzucane.

Zatwierdzono miejsca przysztych zjazdéw Federacji, a mianowicie:

X1l Zjazd — Jerozolima, 24—29 sierpnia 1980 r.

X1V 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.

XVIIl Zjazd — Austria, 1987 r.

Organizatorzy przysztorocznego zjazdu w Jerozolimie poinformowali, ze termin
nadsytania doniesien ustalono na okoto 15 marca 1980 r. (doktadniejsze informacje
rozestane zostang poOzniej). Wpisowe w pierwszym terminie wyniesie 220 marek za-
chodnioniemieckich, wpisowe ,,sp6znione” — 275 marek. Rzad lzraela obiecat nie sto-
sowa¢ zadnych ograniczeh przyjazdowych w stosunku do biochemikéw z panstw nie
utrzymujacych z lzraelem stosunkéw dyplomatycznych.

Sytuacja finansowa Federacji w ubieglym roku uktadata sie pomysinie, gtownie
dzieki dochodom ze sprzedazy czasopism: European Journal of Biochemistry i FEBS
Letters. Umozliwito to dalsze szerokie stosowanie stypendiéw na wyjazdy na kursy
FEBS (tak zwany Youth Travel Fund) i wprowadzenie nowego rodzaju stypendiow
stazowych (komunikat w tej sprawie ukazat sie w Postepach Biochemii, tom 25,
nr 2). Warto doda¢, ze ze stypendiéw FEBS na uczestnictwo w kursach skorzystato
w ciggu ostatnich dwoéch lat (od lutego 1977 r. do lipca 1979 r.) 14 miodych bioche-
mikéw z Polski.

European Journal of Biochemistry zaakceptowat do druku w ciggu 1978 r.
719 prac. Prawie potowa tej liczby pochodzita z R.F.N., Francji i Wielkiej Brytanii.

9
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Prace z Polski stanowity 15*1* Wzr6st w ubieglym roku procent prac odrzuconych
(43% wszystkich nadestanych maszynopiséw w 1978 r. w stosunku do 38% w 1977 r.).
W FEBS Letters zaakceptowano do druku w ciggu 1978 r. 1022 artykutéw. Stanowito
to 53% nadestanych prac (pozostate 47% odrzucono). Prace z Polski stanowity tylko
0,6% artykutow opublikowanych w tym pismie.

Rada wybrata na skarbnika Federacji na nastepna kadencje ponownie prof.
S. P. Datte z Londynu. Zaakceptowata réwniez uchwate Komitetu Wykonawczego
przyznajacg dyplomy honorowe trzem wybitnym naukowcom zastuzonym w pracy
organizacyjnej na rzecz Federacji, a mianowicie L. L. M. van Deenenowi (Holandia),
M. Gruberowi (Holandia) i J. P. Ebelowi (Francja). Nagroda FEBS przyznawang na
kazdym zjezdzie mtodemu autorowi referatu sympozjalnego wyrézniono w tym roku
biochemika hiszpanskiego, C. Gancedo.

L. Wojtczak

111 Europejskie Sympozjum na temat Witaminy B22i Czynnika Wewnetrz-
nego: Aspekty fizjologiczne, biochemiczne, mikrobiologiczne i medyczne

Zurich, Szwajcaria, 5—10 marzec 1979

Powyzsze -sympozjum odbyto sie na terenie Uniwersytetu w Zurichu pod honoro-
wym przewodnictwem Lorda Todda— laureata nagrody Nobla w dziedzinie chemii.
W sympozjum uczestniczyto ponad 350 delegatéw z ponad 25 krajow catego $wiata.
Byto to najwieksze i bedgce na najwyzszym poziomie spotkanie specjalistow zainte-
resowanych problematyka korynoidéw w okresie ostatnich 20 lat, doskonale zorgani-
zowane przez komitet, na ktorego czele stat doc. dr hab. B. Zagalak, pracownik na-
ukowy Zurich University Childrens Hospital. Z uwagi na szeroka problematyke,
obrady sympozjum toczyly sie poza spotkaniami plenarnymi w dwdch réwnolegtych
sekcjach.

W pierwszej sekcji dominowaty zagadnienia chemii i biochemii zwigzkéw kory-
nowych ze szczeg6élnym uwzglednieniem stereochemii pierscienia korynowego.
Szczego6lnie interesujace byty referaty dotyczace badan nad syntezg chemiczng wita-
miny Bi2 i jej analogéw a takze zagadnienia biosyntezy zwigzkéw korynowych.
Duzo uwagi poswiecono mechanizmom dziatania form koenzymatycznych witaminy
Bi2 Okazato sig, ze pomimo wieloletnich badan nad witaming Bi2 prowadzonych
przez szereg osrodkéw na S$wiecie i uwienczonych dokonaniem syntezy chemicznej,
w dalszym ciggu brak jest jednoznacznych danych n.t. fizjologicznie istotnych funkcji
zwiazkéw Kkorynoidowych, szczegélnie w organizmie czlowieka, co miedzy inny-
mi uzasadnito konieczno$¢ wydzielenia odrebnej sekcji problemowej w ramach
powyzszego sympozjum. Obrady tej sekcji koncentrowaty sie nad fizjologicznymi,
medycznymi i mikrobiologicznymi aspektami witaminy Bi2 i zwigzkéw pokrewmych.
Wiodacymi zagadnieniami w szeroko ujetej problematyce tej sekcji byly badania
nad biatkami wigzacymi kobalamine in vivo, systemami transportujagcymi kobala-
mine, naturalnymi antagonistami witaminy B# oraz dystrybucjg poszczeg6lnych
koenzymoéw kobalaminowych, miedzy innymi w Kkontek$cie réznorodnych zmian
metabolicznych zwigzanych z patologig, wzrostu komérkowego (proliferacje). Istotnym
osiggnieciem badawczym wydaje sie wyjasnienie struktury receptoréw transkobala-
min i czynnika wewnetrznego. Zbadano dziatanie szeregu naturalnych antagonistow
kobalamin wykazujacych wasciwosci terapeutyczne. Odnotowano postep w badaniach
nad syntetazg metioninowg — uktadem enzymatycznym wspoétdziatajagcym z metylo-
kobalaming. Kilka referowanych prac dotyczyto rowniez konsekwencji deficytu
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kobalamin w sprzezeniu z deficytem kwasu foliowego. Ten kierunek badan okazuje
sie szczegOlnie istotny w neuropsychiatrii.

Z uczestnikéw krajowych W. Fenrych i wsp. przedstawit najnowsze osiagniecia
w zakresie syntezy kobalofilin w granulocytach podczas fagocytozy. W referacie
sympozjalnym W. Walerych i wsp. przedstawit udziat biatek rybosomalnych w bio-
syntezie kobalamin. Natomiast J. Skupin i wsp. referowal zagadnienie interakcji
miedzy metylokobalaming a niektérymi aminokwasami biatek bakteryjnych.

Duza liczba doniesien eksponowana byta w formie plakatowej. Ponadto odbyty
sie posympozjalne konferencje specjalistyczne obejmujace zagadnienia nomenklatury
biatek wigzgcych kobalaminy, standaryzacji oznaczen zwigzkéw korynowych, oraz
nowych przypadkow zaktocen metabolizmu witaminy Bi2

Referaty i dyskusje sympozjum wykazaty wielokierunkowy zakres dziatania wi-
taminy Bi2 jako zwigzku biologicznie czynnego wskazujac roéwnoczes$nie celowosc
dalszych dociekan dla poznania nie wyjasnionych jeszcze funkcji tej niezwykle cieka-
wej czasteczki.

Warto podkreélic aktywny udziat w obradach sympozjum pieciu noblistow
szczegOlnie zastuzonych w rozwigzywaniu zagadnieh zwigzanych z witaming Bi2.

Wszyscy uczestnicy sympozjum zgodnie podkreslali nie tylko wysoki poziom
naukowy obrad, lecz takze doskonatg organizacje i niezwykle goscinng atmosfere
stworzong przez gospodarzy.

J. Skupin, W. Walerych
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Redakcja Acta Biochimical Polonica zamierza wyda¢ numer specjal-
ny, poswiecony dtugoletniemu redaktorowi pisma, prof. dr Irenie Moch-
nackiej, zmartej 1 listopada br.

Prace przeznaczone do tego numeru, odpowiadajgce normalnym wa-
runkom publikowania prac w Acta Biochimica Polonica, beda przyjmo-
wane do dn. 1 lutego 1980 r.

Adres pocztowy redakcji: Acta Biochimica Polonica, Wydziat Il PAN,
PKiN, 00-901 Warszawa. Ewentualne dodatkowe informacje mozna otrzy-
mac¢ telefonicznie (nr 20-63-82) w poniedziatki, $rody i piagtki w godzi-
nach 10—12.
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