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ARTYKUŁY

Cysteine Regulon of Enterobacteriaceae

MAŁGORZATA ZATYKA1 
AGNIESZKA SIRKO2 
GRAŻYNA JAGURA-BURDZY2 
MONIKA HRYNIEWICZ2 
DANUTA HULANICKA3

Abréviations:
CBS-J1 — binding site of CysB protein in the promoter 
region of cysJ gene; CBS-K1, CBS-K2 — binding sites of 
CysB protein in the promoter region of cysK gene; OAS 
— O-acetyl-L-serine; PCR — polymerase chain reaction; 
SBP — sulfate binding protein; TSBP — thiosulfate binding 
protein

Sulfate, the main sulfur source in the environment 
can be reduced by two distinct enzymatic systems: 
a dissimilatory for energy production and an as- 
similatory for biosynthetic purpose. Reduction of 
sulfate to sulfide and its covalent binding to carbone 
occurs mainly in microorganisms and plants which 
then provide reduced organic sulfur compounds for all 
other life forms. This unique position of cysteine as 
a funnel for sulfur assimilation makes the regulation of 
its biosynthesis, not only an im portant aspect of amino 
acid metabolism but also a key step in the sulfur cycle 
[1, 2, 3].

In Salmonella typhimurium and E. coli cysteine 
biosynthesis constitutes a branched, convergent path­
way. Genes coding for enzymes of cysteine biosynthesis 
in these bacteria are scattered over the chromosome 
forming a regulon. Cysteine regulon in Enterobac­
teriaceae is positively regulated by the CysB, an 
activator protein. In addition, derepression of this 
pathway requires O-acetyl- serine (OAS), and sulfur 
limitation [4].

We have been working on sulfate metabolism in 
Enterobacteriaceae for several years, concentrating at 
the beginning, on identificaton of unknown cysteine 
genes and mechansm of their expression. At that time 
growth inhibitors were often used as a tool in studies 
on a regulation of gene expression. Studies on the 
mechanism of growth inhibition of Enterobacteriaceae 
led us to the identification of the cysK  gene, coding for

1 mgr, 2 dr, 3 prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki 
PAN, Warszawa, ul. Rakowiecka 36.

O-acetylserine (thiol) lyase-A (formely designated
O-acetyl sulfhydrylase) and a finding that the same 
enzyme catalyzes a reaction between OAS and 1, 2, 
4 triazole giving 1, 2 ,4-triazolealanine as a product [5, 
6, 7, 8,]. This reaction significantly lowers the levels of 
several of the enzymes necessary for sulfate reduction 
by diminishing the cellular concentration of the inter­
nal inducer — OAS. The inhibition of bacterial growth 
probably results from L-cysteine starvation, caused by 
a decreased availability of cysteine precursors.

The isolation of the triazole resistant m utant m ap­
ping in the cysE gene confirmed the triazole resistance 
mechanism [9]. A high level of serine transacetylase of 
this mutant, the enzyme encoded by cysE gene, resulted 
from a mutation in the prom otor region. Sequencing of 
regulatory region of this m utant a few years later 
showed one base change in -10 box of promoter region 
as compared with the wild type (unpublished results).

The prototrophy of cysK  mutants indicates that 
there is another enzyme catalyzing sulfhydrylation of 
OAS, O-acetylserine (thiol) lyase-B. We have isolated 
m utants lacking the activity of this enzyme. The locus 
responsible for this defect has been designated cysM
[10]. A few years later N a k a m u r a  e ta l have found 
that O-acetylserine (thiol) lyase-B catalyzes also the 
synthesis of S-sulfocysteine from OAS and thiosulfate
[11]. Presumably, S-sulfocysteine is then hydrolyzed 
to L-cysteine and sulfate or reduced by glutatione to 
L-cysteine and sulfite [12] thereby eliminating the 
need to reduce inorganic sulfur to the level of sulfide. 
Our observation that cysM  mutants when grown 
anaerobically are cysteine bradytrophs [13] suggests 
that in its natural enteric environment, which is 
essentially anaerobic, Enterobacteriaceae prefer to syn­
thesize L-cysteine from tiosulfate via S-sulfocysteine.

Isolation of regulatory mutants facilitates studies on 
the mechanism of gene expression. We have developed 
methods for the isolation of constitutive regulatory
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mutants in the cysteine regulon. All of these mutations 
mapped in the cysB locus. Strains carrying these 
m utations showed a high level of cysteine enzymes, not 
repressible by cysteine [14, 15].

Since the degree of DNA supercoiling appears to be 
an im portant factor in the control of gene expression 
[16], it was of interest to check whether the expression 
of cysteine regulon depends on DNA topology. Gyrase 
inhibitors of both units of this enzyme, nalidixic acid 
and novobiocin, decreased the expression of cysteine 
genes being under control of CysB protein [17]. In 
addition the expression of cysB, the regulatory gene of 
this system was also sensitive to gyrase inhibitors [18]. 
The am ount of cysB specific mRNA found in cells 
grown in the presence of inhibitors was significantly 
lower as compared with the control. However, gyrase 
inhibitors have pleiotropic effects on cellular m etabo­
lism. Urea affects therm odenaturation profile of DNA, 
but it does not interfere with overall cellular m etabo­
lism. This makes urea particularly useful in studies of 
the dependence of gene expression on DNA topology. 
Urea, like the gyrase inhibitors, decreased the cysB 
gene expression [18], which suggested that DNA 
topology might play a role in cysteine regulon expres­
sion.

The other line of our research concerned the regula­
tion of the cysB gene expression. The best method to 
study the expression of genes the products of which 
have no enzymatic activities is a fusion technique [19], 
A regulatory region of the studied gene is fused to 
a gene with easily monitored product. We have 
constructed several operon fusions of the cysB gene 
with lacZ gene [20], The observed decrease of B- 
galactosidase activity in the presence of cysB+ allele 
indicated that the gene is autoregulated. The finding, 
that the amount of mRNA transcribed from cysB gene 
promoter is significantly reduced after the introduction 
of cysB+ gene on multicopy plasmid, suggests that the 
CysB protein inhibits the transcription of its own gene 
[21]. A few years later our results have been confirmed 
by in vitro assay in dr. K r e d i c h s laboratory [22],

Later, when genetic engineering techniques become 
available, we cloned and sequenced several cysteine 
genes: cysE, cysK, cysM  [23-26].

The cysB gene of S. typhimurium and E. coli showed 
80,5% identity in the cysB coding region. In both 
proteins a helix-turn-helix region has been found, 
similar to that found in other DNA-binding proteins 
[26, 27].

Recently, we have studied sulfate transport system in 
Enterobacteriaceae. The term “sulfate permease” is 
commonly used for designation of the active transport 
system, which ensures the entrance of sulfate to the 
interior of bacterial cell. This process, unlike other 
steps of cysteine biosynthesis, has not been well 
described. M utations impairing sulfate uptake, deno­
ted cysA, were localized on chromosome of E. coli and 
S. typhimurium [28, 29]. Besides, a sulfate binding

protein (SBP) of S. typhimurium was isolated, purified 
and its amino acids sequence was determined [30]. 
However, despite numerous attempts the gene coding 
for SBP has not been found [31]. Genetic experiment 
indicated the presence of three complementation 
groups in cysA region [28]. Using mini-Mu replicon 
technique we have cloned a region of E. coli [24] 
complementing cysA mutants, impaired in sulfate 
transport. The cysB dependent promoter governing 
the expression of sulfate transport system was iden­
tified in the cloned fragment and the direction of 
transcription has been established [32]. Sequencing of 
this region (7.000 bp) and its analysis revealed the 
presence of five open reading frames, designated cysP, 
cysT, cysW, cysA and cysM  [33]. The deduced amino 
acids sequence of the cysP gene indicates the presence 
of a signal peptide. The amino acids sequence of CysP 
protein was found to be different from the sequence of 
the SBP protein of Salmonella typhimurium. Construc­
tion of a cysP insertional m utant and assays of binding 
and uptake of sulfate and thiosulfate by this mutant 
identified the cysP gene product as a thiosulfate 
binding protein (TSBP) [34]. The deduced amino acids 
sequences of cysT  and cysW  polipeptides include 
a substial number of hydrophobic residues. The hydro­
pathy profiles and the location of transmembrane 
segments of these polypeptides are similar to memb­
rane-bound components of other, binding protein 
dependent transport systems. The cysA sequence sho­
wed similarity with the “conserved” component com­
mon for such systems and contained a consensus 
sequence for ATP binding domain. Therefore, it seems 
likely that CysA protein serves as an energy coupling 
component. Expression of five genes (cysPTWAM) was 
analyzed in the T7 promoter-polymerase system [33].

All the above results indicate that the organization 
of sulfate transport system in Enterobacteriaceae is 
similar to that of other periplasmic permeases [35].

Investigations were also undertaken to identify the 
gene encoding SBP, designated, cysX. PCR technique 
has been used to amplify the cysX  gene from chromo­
somal DNA [36]. The amplified fragment containing 
cysX  gene has been cloned and its sequence was 
determined. K o h a r a  library on phage has been used 
to map cysX  on E. coli chromosome [37]. The cysX  
gene is located on 89' minute of the chromosome. The 
insertion of “kanamycin cassette” into cysX  gene in 
plasmid and the integration of this mutated gene into 
chromosome enabled us the construction of cysX  
mutant. Assay of the sulfate binding activity showed its 
lack in this m utant [38]. However, the cysX  mutant, 
similarly to the cysP insertional mutant, is a cysteine 
prototroph. Cysteine auxotrophy appeared in the 
double m utant cysX  cysP [38]. Since mutants lacking 
sulfate permease are also defective in thiosulfate uptake 
it appears that transport of these two anions (sulfate 
and thiosulfate) utilizes the same membrane com­
ponents (cysT, cysW, and cysA proteins).
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Further development of molecular biology tech­
niques such as DNase I footprinting, gel retardation, 
runoff transcription enabled the in vitro studies of 
protein interactions with the regulatory regions of 
genes. Positive regulation of procaryotic gene expres­
sion frequently involves binding of an activator protein 
immediately upstream of the -35 promoter region, that 
enables formation of a transcription complex, either 
through an interaction with RNA polymerase or by 
affecting the DNA itself or both [39].

In vitro studies in dr K r e d i c h laboratory (Duke 
University, USA) on the interaction of CysB protein 
with regulatory regions of the cysJ, cysK  and cysP 
genes revealed, that “the mode” of CysB binding to the 
particular promoters is different. In the case of the cysJ 
promoter one binding site CBS-J1 was identified [40], 
in the cysK  promoter region two binding sites have 
been found (CBS-K1 and CBS-K2) [41] whereas, there 
were three binding sites in the regulatory region of the 
cysP gene [42], The binding of CysB protein proceeds 
without the inducers either OAS or N-acetyl-L-serine. 
However, the presence of an inducer, not only stimula­
ted the binding of CysB but was necessary for the 
transcription initiation. Runoff transcription experi­
ments have showed that sulfide inhibits both transcrip­
tion initiation and binding by competing with the 
inducer [42], These findings indicate that sulfide is an 
anti-inducer and may explain why the full expression of 
the cysteine regulon requires sulfur limitation. L- 
cysteine did not affect in vitro transcription initiation 
or binding of CysB protein to the cysJ promoter 
region. The effects of L-cysteine observed in vivo may 
result from its degradation to sulfide by the inducible 
enzyme cysteine desulfhydrase [40].

The studies described above resulted in important 
findings which allowed the elucidation of the mecha­
nism of cysteine biosynthesis regulation. However, 
there are still some obscure points in this system, for 
example the regulation of cysE gene expression. This 
gene is not under control of CysB protein.

It is worth noting that all the results obtained in the 
in vitro experiments using new molecular biology 
techniques, confirmed the general picture of cysteine 
biosynthesis regulation, established previously by clas­
sical genetic and biochemical methods.

Artykuł otrzymano 10 stycznia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 13 lutego 1992 r.
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Gen DM D — największy gen człowieka

DM D gene — the largest human gene

JOLANTA KWIATKOWSKA1 
RYSZARD SŁOMSKI2

Spis treści:

I. Wykrycie genu DMD  
II. Struktura genu DMD

III. Struktura dystrofiny
IV. Ekspresja dystrofiny
V. Lokalizacja i funkcja dystrofiny w mięśniach szkieleto­

wych
VI. Dystrofie mięśniowe D u c h e n n e ’a i B e c k e r a

VII. Mutacje genu DM D
VIII. Korelacja objawów klinicznych ze zmianami w genoty­

pie
IX. Diagnostyka molekularna 
X. Uwagi końcowe

Contents:

I. Discovery of DM D gene
II. Structure of DMD gene

III. Structure of dystrophin
IV. Expression of dystrophin
V. Localisation and function of dystrophin in skeletal 

muscle
VI. Duchenne and Becker muscular dystrophies 

VII. Mutations in the DMD gene
VIII. Correlation of clinical symptomes with changes in 

genotype 
IX. Molecular diagnostics 
X. Final remarks

Wykaz stosowanych skrótów: DMD — dystrofia mięśniowa 
Duchenne’a; BMD — dystrofia mięśniowa Beckera; CK 
— kinaza fosfokreatyny.

I. Wykrycie genu D M D

W 1861 i 1868 r. D u c h e n n e  opisał po raz 
pierwszy chorobę, nazwaną później dystrofią mięśnio­
wą Duchenne’a. Pierwsze doniesienia o chorobie były 
jak na ówczesne lata bardzo nowoczesne — zawierały 
dokładne opisy kliniczne uzupełnione wynikami ba­
dań z zakresu fizjologii i histologii mięśni [1, 2, 3]. 
Jeszcze na długo zanim prawa Mendla zostały uznane 
przez naukę zauważono, że choroba występuje jedynie 
u mężczyzn i przenoszona jest przez zdrowe kobiety. 
W 1955 r. B e c k e r opisał alleliczną względem DM D, 
łagodniejszą postać dystrofii mięśniowej, opisaną jako 
BMD [4]. Przez wiele następnych lat starano się

1 Mgr, 2 Prof. dr hab., Zakład Genetyki Człowieka PAN, ul. 
Strzeszyńska 32, 60-479 Poznań.

poznać przyczynę obydwu dystrofii. Jeszcze 10 lat 
temu jedyną potwierdzoną obserwacją było sprzężenie 
choroby z chromosomem X. U większości chorych 
w badaniach cytogenetycznych nie obserwowano jed­
nak anomalii struktury chromosomu.

Rozwój nowych technik badawczych w ostatnich 
latach umożliwił bliższe poznanie molekularnego pod­
łoża dystrofii. W 1986 r. zlokalizowano w prążku Xp21 
w chromosomie X gen wywołujący dystrofię (gen 
DMD). Od tej pory rozwój wydarzeń potoczył się 
w błyskawicznym tempie. W okresie krótszym niż rok 
wyizolowano gen [5, 6], poznano strukturę cDNA 
i wykryto białkowy produkt genu, który nazwano 
dystrofmą [7, 8]. Okazało się, że gen DM D jest 
największym opisanym dotychczas genem u Eukaryo- 
ta. Należy również do najlepiej poznanych genów 
człowieka. Nowe techniki badawcze opracowane do 
badania struktury genu D M D  znajdują także za­
stosowanie do sekwencjonowania innych genów ludz­
kiego genomu, a także w rutynowej diagnostyce medy­
cznej.

II. Struktura genu D M D

Dystrofia mięśniowa Duchenne’a jest pierwszą cho­
robą genetyczną człowieka, do badania której za­
stosowano z powodzeniem strategię badawczą okreś­
loną mianem odwrotnej genetyki (ang. reverse gene­
tics). Określenie to mówi, że zmiany sekwencji nukleo- 
tydów w DNA prowadzące do wystąpienia choroby 
poznano bez jakichkolwiek wcześniejszych informacji 
o produkcie genu. Techniką elektroforezy w zmiennym 
polu wykazano, że gen D M D  zawiera 2.5 miliona par 
zasad (2.5 Mbp), co stanowi ponad 1 % DNA chrom o­
somu X (0.001 genomu człowieka) [9]. Jest więc ponad 
12 razy większy od olbrzymiego genu kodującego 
czynnik VIII krzepnięcia krwi. Liczba eksonów genu 
DM D nie jest dokładnie znana, ale przyjmuje się, że 
jest ich ponad 75 (Rye. 1). Eksony przedzielone są 
intronami o średniej wielkości 35 kb [6, 10]. cDNA 
dystrofiny jest stosunkowo mały, złożony z 13973 
nukleotydów, z czego pierwsze 11336 nukleotydów 
koduje białko, a reszta stanowi region nie ulegający 
translacji [11]. Z porównania sekwencji cDNA genu
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dystrofmy z mięśni szkieletowych człowieka i cDNA 
z komórek mięśnia sercowego wynika, że sekwencje te 
są homologiczne w 88%, a sekwencje na poziomie 
aminokwasów w 86% [12].

Chromosom X

Gen DMD

mRNA

D ystrofina
3685 AA

Ryc. 1. D iagram  przedstaw iający chrom osom  X człowieka oraz 
lokalizację i wielkość genu D M D .

III. Struktura dystrofiny

Dystrofina kodowana przez gen DM D jest dużym 
białkiem, o masie 427 kDa zbudowanym z 3685 
aminokwasów i jest białkiem mocno konserwatyw­
nym, szczególnie na końcu karboksylowym. Dystrofi­
na jest strukturalnie pokrewna grupie białek obej­
mującej a-aktyniny oraz a-i P-spektryny [8, 13]. 
Analizując sekwencję aminokwasów opisaną na pod­
stawie zsekwencjonowanego cDNA dystrofiny K o ­
e n i g  i w s p ó ł a u t o r z y  [11] sugerują, że białko 
zawiera cztery domeny. N-term inalna domena złożona 
z 240 aminokwasów cechuje się wysoką homologią 
z a-aktyniną w części odpowiedzialnej za wiązanie 
aktyny [11,14]. Druga, największa domena składająca 
się z 25 potrójnie helikalnych segmentów, obejmuje 
aminokwasy 278-3080 i jest podobna do powtarzają­
cych się segmentów a-aktyniny i spektryny [11, 15]. 
W 20-tu pierwszych eksonach granice ekson-intron 
odpowiadają krańcom powtarzających się segmentów, 
co sugeruje, że ewolucja białka obejmowała wielokrot­
ne duplikacje. Trzecia domena obejmuje aminokwasy 
3080-3360. Na 280 aminokwasów tego segmentu przy­
pada 15 cystein. Domenę tę porównuje się z C- 
terminalną domeną a-aktyniny, zawierającą miejsca 
wiązania jonów C a2 + . Ostatnia, C-terminalna dome­
na, złożona z 420 aminokwasów, nie wykazuje podo­
bieństwa do żadnego z poznanych białek.

IV. Ekspresja dystrofiny

Techniką Northern blottingu wykazano, że gen 
DM D ulega ekspresji w mięśniach szkieletowych pło­
dów i osobników dorosłych, lecz nie stwierdzono 
ekspresji w kom órkach fibroblastów skóry i kom ór­

kach zarodkowych [16, 17]. Dalsze badania wykazały 
ekspresje w hodowanych in vitro komórkach miogen- 
nych dopiero po wyróżnicowaniu się tych komórek 
[18]. W badaniach ekspresji tkankowo-specyficznej 
zastosowano bardzo czułą metodę enzymatycznej am- 
plifikacji odcinków mRNA. Produkty reakcji uzys­
kano na matrycy mRNA z komórek mięśni szkieleto­
wych, mięśnia sercowego, mięśni gładkich, a także, 
choć w mniejszych ilościach z mózgu, nerek, płuc, 
łożyska, wątroby, śledziony, hodowli fibroblastów 
i limfoblastów (Tabela 1). Celem zlokalizowania dys­
trofiny w poszczególnych tkankach centralnego ukła­
du nerwowego u zdrowych i dystroficznych myszy 
zastosowano metody immunocytochemiczne [20]. 
Okazało się, że najwięcej dystrofiny występuje w móż­
dżku, korze mózgowej i rdzeniu kręgowym. Brak 
dystrofiny w mięśniach szkieletowych prowadzi u czło­
wieka i zwierząt do dystrofii mięśniowej [7, 21, 22].

Tabela 1.
W ystępow anie transkryptów  genu D M D  w tkankach  człowieka

T kanka

Zaw artość tran s­
kryptów  genu 

D M D  w badanej 
tkance w %  ich 

zawartości w mię­
śniach szkieleto­

wych

Piśm.

M ięsień szkieletowy 100 16,19
Serce 80— 100 16,19
M ięsień gładki 2— 10 16
N erka 1.6 16
K ora  mózgu 1 16
Płuco 1 16
W ątroba 0.05 16
Łożysko 0.05 16
Śledziona 0.05 16
Fibroblasty  {in vitro) <0.05 16
H epatom a {in vitro) <0.05 16
Limfocyty {in vitro) 0.01 16
Limfocyty krwi 1 tran sk ry p t/ 

1000 kom órek
50, 51, 52

V. Lokalizacja i funkcja dystrofiny w mięś­
niach szkieletowych

H o f f m a n  i w s p ó ł a u t o r z y [13] zastosowali 
cDNA dystrofiny myszy, (homologiczny względem 
dwóch różnych regionów genu DM D człowieka) do 
uzyskania poliklonalnych przeciwciał, które w analizie 
białek z mięśni szkieletowych metodą Western blotting 
rozpoznawały białka o masie cząsteczkowej około 400 
kDa. Nie zaobserwowano sygnałów na filtrach zawie­
rających białka pacjentów z dystrofią. Subkomórkowe 
frakcjonowanie komórek mięśniowych myszy wykaza­
ło, że dystrofina występuje razem z białkami kanału 
wapniowego, we frakcji z triadami. Triady są kom­
ponentami włókien mięśniowych, złożonymi z układu 
poprzecznych kanalików otaczających miofibrylle i bę­
dących wpukleniami sarkolemmy (tzw. kanaliki T)
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oraz terminalnych części cystern retikulum sarkoplaz- 
matycznego. Do miejsca, gdzie znajdują się triady 
dochodzą z neuronów ruchowych sygnały depolaryzu- 
jące błonę, po czym następuje uwolnienie jonów 
wapniowych z retikulum sarkoplazmatycznego 
i skurcz mięśnia. Prawdopodobnie funkcja dystrofiny 
polega na zakotwiczaniu triad w cytoszkielecie miofib- 
rylarnym [21].

Celem dokładnego poznania lokalizacji dystrofiny 
w komórkach mięśniowych zastosowano przeciwciała 
ze znacznikiem fluorescencyjnym [23, 24]. Na prze­
krojach podłużnych i poprzecznych preparatów mik­
roskopowych włókien mięśniowych zaobserwowano, 
że dystrofina występuje w sarkolemmie, w postaci 
cienkiej, nieprzerwanej warstwy. W preparatach po­
chodzących od pacjentów z DM D wynik był negatyw­
ny, a od pacjentów z BMD białko tworzyło przerywa­
ną warstwę [24]. Uzyskane wyniki sugerują, że dys­
trofina pełni również funkcję białka strukturalnego 
w membranach włókien mięśniowych, a dystrofie typu 
Duchenne’a i Beckera są wynikiem niestabilności tych 
membran powodowanej niedoborem dystrofiny [13, 
22, 23].

Pierwsze eksony mRNA dystrofiny mózgu i mięśni 
mają inne sekwencje nukleotydów co oznacza, że 
ekspresja jest regulowana przez inny promotor. Rów­
nież na końcu 3' transkryptu z mózgu stwierdzono 
alternatywny splicing, w wyniku którego powstają 
różne formy domeny karboksylowej. Dystrofina musi 
pełnić tu inną funkcję niż w mięśniach szkieleto­
wych [25].

VI. Dystrofie mięśniowe Duchenne’a i Bec­
kera

Dystrofie mięśniowe zaliczane są do najczęstszych 
chorób genetycznych. W oparciu o dane kliniczne 
i genetyczne wyodrębniono dystrofie sprzężone z chro­
mosomem X (DMD, dystrofie Duchenn’a i BMD, 
Beckera oraz dystrofia Emery’ego-Dreifussa), dystrofie 
dziedziczone jako autosomalne cechy recesywne (np. 
dystrofia kończynowo-obręczowa) i jako autosomalne 
cechy dominujące (np. dystrofia twarzowo-łopatkowo- 
ramieniowa i dystrofia miotoniczna) [26]. DM D jest 
chorobą letalną, występującą z częstością 1:3500 
noworodków płci męskiej i w 1/3 przypadków jest 
następstwem nowych, sporadycznych mutacji [27]. 
BMD występuje z ok. 10-krotnie mniejszą częstością.

Pierwsze objawy dystrofii Duchenne’a występują 
w wieku 3— 5 lat i polegają głównie na trudnościach 
w chodzeniu z powodu dystrofii mięśni obręczy bio­
drowej. Zmiany postępują i przesuwają się do obręczy 
barkowej. Występuje przerost rzekomy głównie mięśni 
łydek, przykurcze mięśniowe, aż dochodzi do zaniku 
mięśni i ogólnego wyniszczenia. Zmiany dotyczą rów­
nież mięśnia sercowego. Zgon następuje w drugiej lub 
trzeciej dekadzie życia.

Dystrofia mięśniowa typu Beckera polega na mniej­
szych ale identycznych jakościowo nieprawidłowoś­
ciach jak w przypadku DM D. Pierwsze objawy klini­
czne występują na ogół w drugiej dekadzie życia, 
następuje kolejno dystrofia mięśni kończyn dolnych, 
potem górnych, przerost rzekomy mięśni i w efekcie 
wczesne inwalidztwo. BMD w odróżnieniu od DM D 
nie jest letalna i chorzy mężczyźni w części przypadków 
są zdolni do wydania potomstwa.

Anomalie metaboliczne przejawiają się zwiększo­
nym w surowicy poziomem enzymów mięśniowych 
(aldolazy, fosfokinazy kreatyny, transaminazy, dehyd­
rogenazy mleczanowej). Param etrem  diagnostycznym 
u chorych może być poziom fosfokinazy kreatyny 
w moczu i surowicy [27, 28]. N a podstawie stopnia 
zaawansowania choroby G i l l a r d  [29] opracował 
numeryczną skalę dystrofii: 1 — oznacza postać ciężką 
DMD; 2 — formę łagodniejszą DM D; 3 — formę 
pośrednią między DM D i BMD; 4 — ciężką postać 
BMD; 5 — łagodną postać BMD. Podkreśla się 
ostatnio potrzebę włączenia badań molekularnych 
i biochemicznych do diagnostyki klinicznej pacjentów 
z chorobami neuromięśniowymi. Dla przykładu wielu 
pacjentów z rdzeniowym zanikiem mięśni [30] lub 
dystrofią obręczowo-kończynową [31] okazało się po 
badaniach DNA, że są chorymi na BM D oraz, że 
niektórzy z pacjentów z diagnozą D M D  mają chorobę 
autosomalną recesywną. Całkowicie swoistą cechą 
DM D/BM D jest niedobór dystrofiny w mięśniach 
szkieletowych i dlatego współczesna diagnostyka tych 
dystrofii powinna obejmować, oprócz badań klinicz­
nych, także badania biochemiczne i molekularne.

VII. Mutacje genu D M D

Lokalizacja i sklonowanie genu D M D  umożliwiły 
poznanie mutacji wywołujących chorobę. Przyczyniły 
się także do określenia nosicielstwa nieprawidłowego 
allelu u prawidłowych fenotypowo kobiet, pozwoliły 
również na prenatalne wykrywanie choroby. Jako 
mutacje najczęściej występujące w locus DM D/BM D 
stwierdzono delecje; stanowią one 60-65% wszystkich 
mutacji [6, 9, 29, 32, 33] i często obejmują duże 
fragmenty genu. Po raz pierwszy zostały wykryte przy 
użyciu sondy pERT87 [34] rozpoznającej region 
DXS164 genu i sondy XJ [35] z sąsiedniego regionu 
DXS206. Duplikacje w locus D M D /B M D  wykazano 
u ok. 5% pacjentów; obejmują one zarówno sekwencje 
wewnątrzgenowe jak  i położone w bezpośrednim sąsie­
dztwie genu. Pozostałe mutacje (ok. 30%) to praw­
dopodobnie mutacje punktowe. Zarówno delecje jak 
i duplikacje oraz mutacje punktowe prowadzą do 
zmian w strukturze dystrofiny i w rezultacie do zabu­
rzeń funkcji tego białka.

Wykazano, że istnieją w genie D M D  dwa regiony, 
w których najczęściej występują mutacje (ang. hot 
spots). W odległości 0,5 miliona par zasad od prom oto­
ra, a więc w regionie DXS164/DXS206 i w części
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centralnej genu, tj. 1,2 miliona par zasad od prom oto­
ra. U około 10% pacjentów wykazano delecje w pierw­
szym z wymienionych regionów [36, 37]. W central­
nym regionie genu delecje pojawiają się częściej [6]. 
Częstość występowania delecji jest taka sama w DM D 
i BMD [32, 36].

Duplikacje w genie DM D po raz pierwszy opisał 
B e r t e l s o n  i w s p ó ł a u t o r z y  [38]. Jak wiele 
innych mutacji w genie dystrofiny zostały one wykryte 
m etodą blottingu wg S o u t h e r n a  i hybrydyzacji 
z sondą pERT87-l 5. Dalsze badania z użyciem klonów 
genomowego DNA i klonów cDNA wykazały, że 
duplikacje stanowią około 5% ogółu mutacji, a więc 
występują ok. 10 razy rzadziej niż delecje [29, 39].

D M D i BMD występują prawie wyłącznie u osób 
płci męskiej, opisano jednak nieliczne przypadki dys­
trofii u kobiet [40, 41]. Są one wynikiem translokacji 
między locus Xp21, a różnymi regionami chromo­
somów autosomalnych. Wszystkie przypadki są wyni­
kiem mutacji de novo, nie stwierdzono zmian struk­
turalnych w materiale genetycznym krewnych pacjen­
tek. Zadziwiający jest fakt, że pomimo występowania 
dwóch chromosonów X (prawidłowego i zmutowane­
go) inaktywacji ulega chromosom prawidłowy. Być 
może inaktywacja jest procesem rozprzestrzeniającym 
się od centrum inaktywacji na końcu długiego ramie­
nia chromosomu X. Częściową ekspresję genu obser­
wuje się też niekiedy u nosicielek bez translokacji (ang. 
manifesting carrier).

VIII. Korelacja objawów klinicznych ze zmia­
nami w genotypie

Z dotychczas opublikowanych prac wynika, że nie 
ma ścisłej korelacji między wielkością delecji lub 
duplikacji, a stopniem zaawansowania choroby [6, 33, 
42]. M o n a c o  i w s p ó ł a u t o r z y  [12] wysunęli 
hipotezę, że mutacje nie powodujące zmiany ramy 
odczytu prowadzą do łagodnej postaci dystrofii typu 
Beckera, a zmieniające ramę odczytu powodują letalną 
dystrofię typu Duchenne’a. Badania w innych ośrod­
kach potwierdziły słuszność tej hipotezy dla 92% 
przypadków [42]. Hipoteza M o n a c o nie sprawdza 
się jedynie w przypadku delekcji eksonów 3-7, w wy­
niku której zmieniona jest ramka odczytu i usunięta 
większość sekwencji domeny N-terminalnej, prowa­
dząca do pośredniego stanu klinicznego między typem 
Beckera a Duchenne’a [43]. Również duże delecje 
obejmujące ponad 30 eksonów muszą prowadzić do 
DM D, gdyż powstające na tak zmienionej matrycy 
białko jest zbyt małe, aby pełnić prawidłową funkcję 
biologiczną. Hipoteza M o n a c o  jednak znajduje po­
twierdzenie w 96% badanych przypadkach. Nie zmie­
niające ramki odczytu delecje eksonów 31-44 powo­
dują łagodną postać BMD lub nawet przebiegają 
bezobjawowo [42]. Wiele delecji rozpoczyna się w ob­
rębie intronu między eksonem 44 a 45. Prawdopodob­
nie wpływa na to olbrzymia wielkość tego intronu

(ponad 200 kb). Opisano już kilkaset delecji rozpo­
czynających się w tym intronie, obejmujących frag­
menty DNA o bardzo zróżnicowanej wielkości i pro­
wadzących zarówno do łagodnej jak i ciężkiej postaci 
dystrofii.

IX. Diagnostyka molekularna

Współczesna diagnostyka chorób nerwowo-mięś- 
niowych powinna uwzględniać wyniki badań klinicz­
nych, biochemicznych i molekularnych. Pacjenci speł­
niający kryteria kliniczne dystrofii Duchenne’a lub 
Beckera i wykazujący podwyższony poziom kinazy 
fosfokreatyny poddawani są w wielu krajach już 
rutynowo nowoczesnej diagnostyce molekularnej. 
W naszym kraju badania molekularne wykonuje Za­
kład Genetyki Człowieka PAN (Poznań), Instytut 
Psychiatrii i Neurologii (Warszawa) i Centrum Zdro­
wia Dziecka (Warszawa). Materiałem do badań może 
być genomowy DNA wyizolowany z krwi obwodowej, 
z fibroblastów lub kosmków łożyska, a w przypadku 
diagnostyki prenatalnej z fibroblastów płodu. Pod­
stawową metodą badawczą zmian strukturalnych ge­
nu dystrofiny była do niedawna hybrydyzacja geno­
mowego DNA pacjentów z radioaktywnymi sondami 
molekularnymi. Pierwszymi sondami molekularnymi 
były sklonowane, naturalne fragmenty genu jak rów­
nież fragmenty DNA flankujące gen. Po sklonowaniu 
cDNA, sondy cDNA znalazły natychmiast zastosowa­
nie diagnostyczne i w zasadzie wyparły wcześniej 
stosowane sondy genomowe. Obecnie, w metodzie 
Southerna, po trawieniu genomowego DNA endonuk- 
leazą Hind III, stosuje się najczęściej pięć subklonów 
cDNA pokrywających cały region kodujący genu. Ze 
względu na olbrzymią wielkość genu DM D i różno­
rodność fragmentów restrykcyjnych analiza uzyska­
nych wyników jest skomplikowana.

Nowszą metodą wykrywania delecji jest amplifika- 
cja in vitro (PCR) eksonów genu DM D. Zasady 
metody PCR zostały przedstawione czytelnikom Po­
stępów Biochemii w artykule J u n g e r m a n  i S ł o ­
m s k i e g o  [44]. W badaniach genu D M D  zastosowa­
no po raz pierwszy wariant PCR (multiplex) umoż­
liwiający jednoczesną amplifikację kilku eksonów. 
W pionierskiej pracy C h a m b e r l a i n a  i w s p ó ł ­
a u t o r ó w  [45] reakcja multiplex obejmowała sześć 
eksonów, w regionach genu DM D, w których najczęś­
ciej występują delecje. Pojedynczą reakcją PCR można 
było wykryć ok. 60% wszystkich delecji. Nic dziwnego, 
że ta reakcja znalazła natychmiastowe zastosowanie 
w diagnostyce DM D i BMD. Wkrótce reakcją multi­
plex objęto jeszcze trzy eksony, a wykrywalność delecji 
wzrosła do 80% [46]. Ostatnio B e g g s  i w s p ó ł ­
a u t o r z y  włączyli do reakcji multiplex jeszcze 9 eks­
onów i region prom otora genu, zwiększając w ten 
sposób wykrywalność delecji do 98% [47]. Orygi­
nalne doniesienia zakładały, że 19 fragmentów genu 
DM D można analizować w dwóch reakcjach PCR
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(Tabela 2). W praktyce diagnostycznej rozdział i ocena 
fragmentów o zbliżonej wielkości jest prawie niemoż­
liwy, dlatego z reguły wykonuje się ok. 5 reakcji PCR. 
Autorzy niniejszego opracowania metodą PCR anali­
zują 20 regionów genu DM D — region prom otora 
i eksony 3,4, 6, 8 ,12,13,17,19,43,44,45,46,47,48,49, 
50, 51, 52 i 60, wykonując 6 reakcji typu multiplex.

Tabela 2.
W ykrywanie delacji w genie D M D  prow adzących do dystrofii 
m ięśniowych typu D uchenne’a i Beckera z zastosow aniem  m etody 
PCR.

być stosowane zarówno w diagnostyce, jak i wy­
krywaniu nosicielstwa dystrofii.

A utor m etody Eksony objęte reakcją W ykryw al­ Piśm.
PCR ność delecji

C ham berlain 8, 17, 19, 44, 45, 48 70% 45
i wsp.
C ham berlain 4 ,8 ,1 2 ,1 7 ,1 9 ,4 4 ,4 5 ,4 8 , 80% 46
i wsp. 51
Beggs i wsp. Pm, 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 

19, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 
50, 51, 52, 60

98% 47

Abbs i wsp. Pm, 3, 4, 6, 8, 13, 19, 42, 
43,44, 45, 47, 48, 50,51, 
52, 53, 60

98% 56

Pm —  p ro m o to r genu D M D .

M etoda PCR jest również stosowana do wykrywa­
nia nosicielstwa zmutowanego genu DM D w rodzi­
nach z ryzykiem wystąpienia dystrofii. Wykorzystano 
tutaj naturalny polimorfizm regionu pERT genu 
DMD, oceniany poprzez trawienie uzyskanych produ­
któw PCR endonukleazami Xmn I, Barn HI i Taq 
I [48].

Ukazały się ponadto doniesienia o wykrywaniu 
delecji i ustalaniu nosicielstwa dystrofii poprzez anali­
zę mRNA limfocytów krwi obwodowej, z wykorzys­
taniem zjawiska nieuprawnionej transkrypcji (ang. 
illegitimate transcńption) wykazanej po raz pierwszy 
przez C h e 11 y’e g o i w s p ó ł a u t o r ó w  [49]. M ate­
riałem wyjściowym jest tu całkowity RNA limfocytów. 
Na matrycy RNA przeprowadza się syntezę cDNA 
stosując primery specyficzne dla genu DM D, a następ­
nie dwie reakcje PCR z wewnętrznymi primerami (ang. 
nested PCR). Ukazało się już kilka doniesień o za­
stosowaniu tej metody nie tylko do analizy patologicz­
nych transkryptów, lecz również do ustalania nosiciel­
stwa dystrofii [50, 51, 52]. Szczególnie cenne jest 
bezpośrednie ustalanie nosicielstwa, gdyż próby usta­
lenia nosicielstwa metodą hybrydyzacji z subklonami 
cDNA, metodą PCR lub poprzez analizę sprzężeń nie 
dają informatywnych wyników w wielu przypadkach 
osób z rodzin z ryzykiem DMD. Pełna analiza moleku­
larna powinna zawierać oprócz wyników bezpośred­
niego badania genu także wyniki badań produktu 
genu. Dystrofinę można obecnie oznaczać techniką 
immunoblottingu lub immunofluorescencji [53, 54, 
55]. Badania zmierzają do uzyskania przeciwciał roz­
poznających poszczególne domeny dystrofmy i mogą

Ryc. 2. W ykrywanie delecji genu D M D  m etodą PC R  w wersji 
multiplex (58, 59). Rycina przedstaw ia rozdzielone elektro- 
foretycznie w żelu agarozow ym  produkty  reakcji, w której 
jednocześnie am plifikow ano 6 eksonów (ekson 8,17, 19, 44, 
45,48). T or 1, zdrow a osoba (kontro la pozytywna); to r 2— 9, 
chorzy na D M D ; (u części pacjentów  zauw ażalne delecje); 
to r 10, kon tro la  negatywna; to r 11, m arker wielkości. 
Przeprow adzenie analizy 20 eksonów umożliwia wykrycie 
98%  delecji.

X. Uwagi końcowe

Poznanie struktury genu DM D i wyjaśnienie mole­
kularnego podłoża dystrofii mięśniowych Duchnne’a 
i Beckera jest przykładem ogromnego postępu genety­
ki molekularnej w ostatnich latach. W okresie obej­
mującym zaledwie jeden rok, przy zastosowaniu od­
wrotnej genetyki poznano białkowy produkt najwięk­
szego genu człowieka. Wyjaśniono również podstawo­
we mechanizmy prowadzące do wystąpienia DM D 
i BMD. Poznawaniu genu DM D towarzyszyło olb­
rzymie zainteresowanie wielu renomowanych ośrod­
ków naukowych. Zaowocowało to wprowadzeniem do 
nauki nowych metod badawczych — metody PCR 
w wersji multiplex i kompleksowej analizy mutacji 
poprzez cDNA-PCR. Również nieuprawniona trans­
krypcja została opisana po raz pierwszy na przykładzie 
tego genu. Badania genu DM D nie zostały jednak 
zakończone. Poszukiwane są mutacje punktowe, k tó­
re, aż u 30% pacjentów, prowadzą do wystąpienia 
łagodnej lub złośliwej postaci dystrofii. Prowadzone są 
również badania DNA i dystrofmy mające na celu 
wyjaśnienie różnorodności postaci DM D i BMD [56]. 
Na ostatnim Zjeździe Europejskich Towarzystw Ge­
netycznych w Leuven [Belgia, 1991] zagadnieniom 
dotyczącym DM D poświęcono wiele uwagi. Przed­
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stawiono również wstępne informacje o sklonowaniu 
całego genomowego DNA w sztucznym chromosomie 
drożdży oraz o kilku mutacjach punktowych.
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Enzymy naprawiające DNA: UvrABC-endonukleza
Escherichia coli

DNA repair enzymes: UvrABC-endonuclease of
Escherichia coli

CELINA J A N IO N 1

Spis treści:

I Specyficzność naprawy DNA
II Rola poszczególnych białek

III Genetyka i ekspresja białek
IV Metabolizm białka UvrB
V Preferencyjna naprawa DNA

Contents:

I Specyficity of DNA repair
II Role of the proteins

III Genetics and expression of the proteins
IV Metabolism of the UvrB protein
V Preferential DNA repair

Wykaz stosowanych skrótów: UvrA, UvrB, UvrC, LexA, 
OmpT, Ada — są to nazwy białek kodowanych przez geny 
uvrA, uvrB, uvrC, lexA, ompT, ada; IPTG — tiogalak- 
topyranozyd izopropylu; System SOS — indukcyjny system 
komórkowy obejmujący w E. coli około 20 genów, których 
ekspresja zachodzi gdy, na skutek zbyt licznych uszkodzeń 
DNA, synteza DNA zostaje zahamowana.

I. Specyficzność naprawy D N A

Ostatnie lata przyniosły wiele nowych danych na 
temat działania UvrABC-endonukleazy, enzymu zna­
nego głównie z usuwania dimerów pirymidynowych 
z DNA. Przede wszystkim okazało się, że specyficzność 
substratowa enzymu, zakres uszkodzeń usuwanych 
z DNA jest o wiele szerszy niż początkowo przypusz­
czano. Utarło się przekonanie, że UvrABC-endonuk- 
leaza usuwa fragmenty DNA zawierające tak zwane 
“bulky adducts”, zmodyfikowane zasady o znacznie 
zwiększonej objętości, powodujące zaburzenia i zagię­

1 Prof. dr hab., Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-532 
Warszawa, ul. Rakowiecka 36.

cia struktury DNA o 30— 50°. Takimi uszkodzeniami 
są dimery i 6-4 fotoprodukty pirymidynowe powsta­
jące pod wpływem promieniowania UV265nm [1— 3], 
mono i di-addukty różnych pochodnych psoralenu 
powstające pod wpływem promieni UVA365nm [4], 
addukty cis-plytyny [5], benzo(a)pyrenu [6] i wielu 
innych związków. Okazało się jednak, że UvrABC- 
endonukleaza usuwa uszkodzenia, które nieznacznie 
lub wcale nie zmieniają struktury DNA, jak np. 
miejsca pozbawione zasad i glikol-tyminy [7] lub 
06metyloguanina [8]. Szybkość naprawy usuwanych 
uszkodzeń jest różna. I tak na przykład fotoaddukty 
psoralenu usuwane są z 5-krotnie większą szybkością 
niż dimery pirymidynowe, a dimery pirymidynowe 
z 5-krotnie większą szybkością niż 06metyloguanina 
[8].

II. Rola poszczególnych białek

Aktywność UvrABC-endonukleazy jest wynikiem 
współdziałania trzech różnych białek o całkowicie 
odrębnej roli. Uszkodzenie któregokolwiek z genów 
kodujących te białka powoduje zanik aktywności 
endonukleolitycznej. Białko UvrA, jako jedyne z po­
śród nich, ma zdolność do wiązania się z dwuniciowym 
DNA [9, 10]. W jego składzie aminokwasowym znaj­
dują się sekwencje wskazujące na istnienie dwóch 
palców cynkowych — struktur ułatwiających interak­
cje z kwasami nukleinowymi [11, 12]. Czy te struktury 
pomagają przy wiązaniu białka UvrA z DNA nie 
zostało ustalone.

Białko UvrA w kom órkach E. coli występuje głów­
nie w formie dimeru UvrA2. Dimeryzacja zachodzi po 
przyłączeniu się do białka ATP [13, 14]. Przy czym
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ATP nie ulega defosforylacji, chociaż białko UvrA ma 
słabe właściwości ATPazy, a także GTPazy [10]. 
Dimer UvrA2 wiąże się z białkiem UvrB w kompleks 
UvrA2B przed lub po przyłączeniu się do DNA. 
Kompleks UvrA2B, w porównaniu z białkiem UvrA2, 
wykazuje znacznie zwiększoną aktywność ATPazy 
[15]. Białko UvrB ma w swej strukturze motyw 
spotykany w białkach o aktywności ATPazy, jednak 
natywne białko UvrB aktywności ATPazy nie wyka­
zuje [16, 17].

W ytworzony kompleks UvrA2B po przyłączeniu się 
i rozluźnieniu struktury DNA przemieszcza się wzdłuż 
osi DNA w kierunku 5' — 3' (aktywność translokazy, 
lub helikazy [18,19]), czerpiąc energię z rozkładu ATP 
lub dATP. Po dotarciu do miejsca uszkodzenia 
UvrA2B umieszcza się naprzeciw nici wymagającej 
naprawy, wtedy przyłącza się białko UvrC i przecina 
wiązania fosfodiestrowe w dwóch miejscach: wiązanie 
8-me w kierunku 5' i wiązanie 4-te lub 5-te w kierunku 
3', licząc od zasady uszkodzonej [20]. Wycięciu ulega 
więc 12 lub 13 nukleotydowy odcinek DNA bez 
względu na rodzaj uszkodzenia [21]. Powstała luka 
ulega wypełnieniu w wyniku działania polimerazy 
DNAI i nowosyntetyzowany fragment zostaje związa­
ny z DNA działaniem ligazy.

Proces naprawy DNA zawierającego di-addukty 
psoralenu, który wiąże jednocześnie obie nici DNA, 
albo związki interkalujące w sferę obydwu nici DNA, 
jest bardziej złożony i wymaga procesów rekombinacji 
z udziałem białka RecA [22, 23].

Po wycięciu uszkodzonego fragmentu DNA białka 
nie ulegają oddysocjowaniu. Oddysocjowanie i obrót 
białek następuje w obecności helikazy II i DNA 
polimerazy I [24—26].

Aktywność UvrABC-endonukleazy wycinającej di- 
mery pirymidynowe wzrasta około 5-krotnie w obec­
ności fotoliazy, enzymu, który przy udziale światła 
widzianego odwraca proces dimeryzacji i rozbija dime- 
ry pirymidynowe z utworzeniem zasad wyjściowych 
[27]. W warunkach gdy monodimeryzacja nie za­
chodzi enzym, poprzez przyłączenie się do dimeru, 
zwiększa prawdopodobnie powinowactwo białek 
UvrA2B do wiązania się z DNA.

O r r e n  i S a n c a r  [14] uważają, że rolą białka 
UvrA jest przeniesienie UvrB do miejsca uszkodzenia, 
natomiast proces wycinania zachodzi przy udziale 
białek UvrB i UvrC. Zaznaczają to w nazewnictwie 
enzymu przez umieszczenie A w nawiasie: Uvr(A)BC- 
endonukleaza (właściwie, używają nazwy (A)BC-eks- 
cinukleaza, którą nie wszyscy akceptują [28]). Istotnie 
w badaniach in vitro obserwuje się aktywność nukleo- 
lityczną już w obecności dwóch białek UvrB i UvrC. 
G r o s s m a n  uważa jednak, że jest to proces nie­
specyficzny. Gdy substratem jest natywne DNA, wy­
cięciu ulega fragment 9-cio nukleotydowy, a stężenie 
białek UvrB i UvrC wymaganych do tej reakcji 
znacznie przekracza stężenie białek występujących 
w warunkach fizjologicznych [29].

Z badań nad ochroną DNA przed trawieniem DNazą 
I wynika, że białko UvrA ochrania przed nukleolizą 
fragment o wielkości 33 par zasad, natomiast po 
dodaniu białka UvrB powierzchnia ochraniana maleje 
do 19 nukleotydów [30]. Może być to wynikiem 
zarówno oddysocjowania białka UvrA, jak i zmiany 
konformacyjnej białek po wytworzeniu kompleksu 
UvrA2B. Wytworzony kompleks UvrA2B-uszkodzone 
DNA jest bardzo trwały. Okres półtrwania wynosi w/g 
Y o u n g a  i w s p ó ł a u t o r ó w  42 minuty [31 ] w/g 
O r r e n a  i S a n c a r a  100 minut [14].

III. Genetyka i ekspresja białek

Geny uvrA, uvrB, uvrC kodujące poszczególne biał­
ka są rozmieszczone w różnych miejscach chromo­
somu bakteryjnego, a mianowicie na 92, 18, i 42 
minucie mapy genetycznej E. coli [32]. Geny te zostały 
sklonowane, zsekwencjonowane, a białka przez nie 
kodowane oczyszczone do homogenności [33— 39]. 
Ciężar cząsteczkowy białek wynosi (w kDa) 103, 870 
(UvrA) 78, 116 (UvrB) i 66, 038, lub 68, 510 (UvrC). 
Przez dłuższy czas sądzono, że ekspresja tych trzech 
genów jest regulowana wspólnie, supresorem jest biał­
ko LexA, a ekspresja zachodzi po indukcji systemu 
SOS. System SOS obejmuje wspólną regulacją około 
20 genów. Ich indukcja jest następstwem wypadków 
zachodzących po uszkodzeniu i zahamowaniu syntezy 
DNA. Promienie UV i wiele innych czynników powo­
dują indukcję regulonu SOS [40]. Tymczasem okazało 
się, że tylko ekspresja genów uvrA i uvrB zachodzi po 
indukcji SOS, natomiast ekspresja genu i synteza 
białka UvrC przebiega w sposób konstytutywny [41 
— 44]. Ponadto okazało się, że gen uvrB ma dwa 
czynne promotory, z których tylko jeden jest re- 
presorowany przez białko LexA [42]. Rejon regulato­
rowy genu uvrC jest jeszcze bardziej skomplikowany, 
występują w nim trzy promotory chociaż transkrypcja 
tylko z jednego z nich pozwala na normalną naprawę 
uszkodzeń indukowanych ultrafioletem [45]. Zależnie 
od tego, z którego prom otora zachodzi transkrypcja, 
białko UvrC składa się z 588 lub 610 aminokwasów. 
W komórce bakteryjnej w stanie podstawowym znaj­
duje się około 25 cząstek białka UvrA, 250 — UvrB i 10 
do 20 cząstek białka UvrC. Po indukcji systemu SOS 
ilość białek na komórkę zwiększa się do 250 w przypa­
dku białka UvrA i do 1000 w przypadku białka UvrB 
[46 — 47].

IV. Metabolizm białka UvrB

W czasie izolowania z ekstraktów E. coli białko 
UvrB łatwo ulega hydrolizie do krótszego o 40 amino­
kwasów białka UvrB* [35, 48, 49]. Okazało się, że jest 
to wynik działania OmpT-proteazy, enzymu związane­
go z błoną komórkową, który bierze również udział 
w obróbce białka Ada — białka o dwóch funkcjach 
enzymatycznych i jednocześnie regulatora regulonu 
“the adaptive response” [50]. Ciekawy jest fakt, że
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ekspresja genu ompT wzrasta 5— 7-krotnie po indukcji 
termicznej [49], Białko OmpT należy więc do rodziny 
białek szoku termicznego [51]. Szczep E. coli ze 
skonstruowanym genem uvrB, którego transkrypcja 
zależy od prom otora faga lambda P L blokowanego 
cieplochwiejnym represorem Q —hodowany w tem­
peraturze 42° gromadzi w dużych ilościach głównie 
białko UvrB* [34].

Białko UvrB* w odróżnieniu od UvrB ma aktyw­
ność ATPazy i chociaż łączy się z białkiem UvrA 
w kompleks UvrA2B*, kompleks ten nie wykazuje 
aktywności helikazy i nie jest aktywny w reakcji 
naprawy DNA. Być może proces proteolizy UvrB 
stanowi sposób na szybką inaktywację nadmiaru 
UvrABC endonukleazy, który może być dla komórki 
szkodliwy [48, 49].

V. Preferencyjna naprawa DNA
Preferencyjną naprawę DNA zauważono w kom ór­

kach chomika chińskiego [52], badając szybkość na­
prawy dimerów pirymidynowych w DNA uszkodzo­
nym przez UV. Naprawa DNA poprzez wycięcie 
fragmentu uszkodzonego zachodzi w sposób podobny 
w komórkach eukariotycznych (drożdże — ssaki 
— komórki ludzkie), jak i prokariotycznych (bakterie), 
chociaż białka biorące udział w tym procesie u Eukary- 
ota są o wiele mniej znane niż u E. coli. B o h r  
i w s p ó ł a u t o r z y  [52] badając kinetykę naprawy 
DNA w komórkach jajników chomika zauważyli, że 
geny aktywne są naprawiane o wiele szybciej niż geny 
milczące. Podczas gdy w aktywnie transkrybowanym 
genie DHFR (gen kodujący reduktazę dihydrofoliano- 
wą) o wielkości 1400 par zasad 70% uszkodzeń zostało 
naprawione, to w pozostałej masie DNA proces na­
prawy obejmował tylko 10 — 20% uszkodzeń. Dalsze 
badania prowadzone na tej samej tkance, jak i na 
komórkach ludzkich ujawniły, że istnieje preferencja 
w stosunku do naprawianej nici aktywnego genu: nicią 
intensywnie naprawianą w genie DHFR była nić 
transkrybowana [53], Ten kierunek badań jest inten­
sywnie rozwijany, a obiektem badań są głównie tkanki 
organizmów wyższych [54— 57]: Przyczym zwraca się 
uwagę nie tylko na preferencje w naprawie DNA, ale 
i na preferencje w mutagenezie. Szybsza naprawa 
uszkodzeń w nici transkrybowanej powoduje, że m uta­
cje będą zachodzić częściej na nici nietranskrybowanej 
[58].

Preferencyjną naprawę u E. coli wykazano w sposób 
jednoznaczny poprzez porównanie szybkości zanika­
nia dimerów pirymidynowych z ogólnej masy DNA 
oraz z DNA operonu lac będ^ego  bądź w stanie 
represji, bądź w stanie transkryp_(i [59]. Okazało się, 
że naprawa DNA milczącego operonu lac, pozostałej 
masy DNA i nici nietranskrybowanej operonu lac 
będącego w stanie ekspresji — przebiega z jednakową 
szybkością. Natomiast, transkrybowana nić naprawia­
na jest z szybkością 5— 7-krotnie wyższą.

Na pytanie w jaki sposób transkrypcja może kiero­

wać naprawą DNA próbują odpowiedzieć S e 1 b y 
i S a n c a r, badając te dwa procesy w układach in 
vitro przy użyciu oczyszczonych białek UvrABC, poli- 
merazy RNA i innych czynników wymaganych do 
ekspresji genów i naprawy DNA [60, 61]. Do badań 
używano dwóch substratów: syntetycznego, liniowego 
fragmentu DNA o długości 137-par zasad, który 
zawierał w nici transkrybowanej, lub w nici nietransk­
rybowanej pojedynczy dimer tyminy — oraz plazmidu 
pBR3274 (pochodna pBR328) stosowanego jako wek­
tora trzech genów: umuC transkrybowanego z prom o­
tora tac, słabo ulegającego ekspresji genu amp i bezpro- 
motorowego genu cam. DNA plazmidowe uszkadzane 
było przez naświetlanie UV254nm, przez dodanie 
pochodnej psoralenu i naświetlanie UVA365nm oraz 
przez dodanie cisplatyny. Poprzez użycie represora 
(białko LacI) lub induktora (IPTG) operonu lac au to­
rzy mogli swobodnie wpływać na stan ekspresji genu.

Badania te wykazały, że obecność dimeru na nie­
transkrybowanej (kodującej) nici DNA nie wpływa na 
proces transkrypcji, natomiast obecność dimeru na 
transkrybowanej (matrycowej) nici DNA powoduje 
zatrzymanie się transkrypcji w miejscu występowania 
dimeru i utworzenie stałego kompleksu elongacyjnego. 
Efektem tego jest proces odwrotny od spodziewanego: 
nić transkrybowana naprawiana była wolniej [60]. 
Preferencyjną naprawę transkrybowanej nici DNA, 
której intensywność zależała od poziomu transkrypcji 
genu, przywracał dopiero izolowany z ekstraktów E. 
coli czynnik białkowy o wielkości 40— 120 kDa [61].

W jaki sposób ten czynnik może kierować naprawą 
DNA nie jest wiadomo. Przypisywane mu są dwie role:
1. kierowanie naprawy do nici, która ulega transkryp­
cji i 2. przeciwdziałanie sterycznej przeszkodzie, jaką 
stanowi dla naprawy DNA unieruchomiona w proce­
sie transkrypcji polimeraza RNA [61]. Można jednak 
przypuszczać, że białko spełnia tylko rolę podaną 
w punkcie 2. Być może, że samo zatrzymanie procesu 
transkrypcji (poprzez zmiany elektrostatyczne czy za­
burzenia struktury DNA) przyciąga białka naprawy 
do uszkodzonego miejsca. Jednak naprawa, zgodnie 
z naszą wiedzą zachodzi na dwuniciowym DNA. 
Możliwe jest więc, że rolą czynnika białkowego jest 
odciąganie polimerazy RNA z miejsca transkrypcji. 
Powoduje to czasowe zamknięcie oczka transkrypcyj- 
nego i umożliwia naprawę nici uszkodzonej. Tak więc 
samo zatrzymanie procesu transkrypcji wskazuje na 
miejsce naprawy, a oddysocjowanie RNA polimerazy 
jest konieczne, aby mogło nastąpić wycięcie fragmentu 
i odbudowanie struktury pierwotnej DNA. Nie była­
bym zdziwiona, gdyby — czynnikiem białkowym 
przywracającym preferencyjną naprawę DNA — oka­
zało się być białko DnaK ochraniające RNA poli- 
merazę przed denaturacją [61], lub inne białko z rodzi­
ny białek szoku termicznego znanych ze swych funkcji 
opiekuńczych [62].

Artykuł otrzymano 28 stycznia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 18 lutego 1992 r.
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Wykaz stosowanych skrótów: recA, lexA, umuDC, mucAB
— geny regulonu SOS; RecA, LexA, UmuDC, MucAB
— białka kodowane przez te geny; system SOS-regulon SOS
— zespół genów regulowanych przez białka RecA-LexA, 
indukowanych w odpowiedzi na uszkodzenie DNA.

I. Wstęp

W odpowiedzi na działanie czynników uszkadzają­
cych DNA, lub interferujących z jego replikacją, 
w komórce bakteryjnej dochodzi do ekspresji szeregu 
genów, których produkty biorą udział w takich proce­
sach jak naprawa DNA, rekombinacja i mutageneza. 
Pomimo, że geny te są zlokalizowane w różnych 
miejscach chromosomu bakteryjnego jednak podlega­
ją  wspólnej regulacji. Taki układ genów objętych 
wspólną regulacją określa się mianem regulonu. Po­
nieważ ekspresja wspomnianych genów jest odpowie­
dzią komórki na działanie czynników zagrażających 
jej życiu, to zespół tych genów nazwano regulonem 
SOS lub systemem SOS [1, 2]. W wyniku działania 
czynników indukujących system SOS dochodzi do

1 Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 02-532 Warszawa, 
ul. Rakowiecka 36.

powstawania mutacji. Zjawisko to określa się mianem 
mutagenezy SOS.

Negatywnym regulatorem systemu SOS jest białko 
represorowe LexA, produkt genu lexA. Białko LexA 
wiążąc się z sekwencją promotorową genów SOS 
zapobiega ich ekspresji. Jednakże promotory takich 
genów jak: uvrA, uvrB, i recA wiążą represor LexA na 
tyle słabo, że nawet w niezaindukowanej komórce 
poziom białek kodowanych przez te geny jest dość 
wysoki.

W indukcji genów SOS główną rolę odgrywa białko 
RecA. Pod wpływem działania czynników uszkadzają­
cych DNA w komórce gromadzi się dużo jedno- 
niciowego DNA, który w obecności ATP powoduje 
aktywację białka RecA. Takie aktywne białko powo­
duje proteolityczny rozpad represora, co w konsek­
wencji prowadzi do derepresji genów regulonu SOS.

Przykładem uszkodzenia indukującego system SOS 
są dimery tyminy, które tworzą się w DNA po 
naświetlaniu komórki promieniami UV. Dimer tyminy 
nie może utworzyć pary z żadną zasadą i wobec tego 
replikacja DNA ulega zahamowaniu. Dopiero induk­
cja systemu SOS umożliwia dalszą syntezę DNA. 
Mutacja powstająca zwykle w miejscu uszkodzenia 
DNA jest ceną, jaką płaci kom órka za kontynuację 
replikacji, a tym samym za przeżycie.

Jedną z największych zagadek mutagenezy SOS jest 
rola operonu umuDC. Indukcja dwóch genów wcho­
dzących w skład tego operonu: umuD i umuC jest 
konieczna dla wydajnej mutagenezy. Mutacje umuD 
lub umuC blokują mutagenezę SOS lecz jedynie w nie­
wielkim stopniu wpływają na przeżywalność komórek 
po działaniu różnych mutagenów.

Sekwencje chromosomalne podobne do umu znale­
ziono jedynie u kilku gatunków bakteryjnych. Udało 
się jednak zidentyfikować pozachromosomalne loci 
kodujące funkcje umu-podobne w przynajmniej dzie­
sięciu plazmidach [3]. Określono sekwencję dwóch 
loci: mucAB i impAB [2, 3]. Okazało się, że geny te są 
regulowane przez RecA i LexA, ich DNA wykazuje 35 
do 50% homologii z umuDC, a białka przez nie 
kodowane są podobnej do UmuDC wielkości. Obec­
ność mucAB lub impAB w mutantach umuDC E. coli 
powoduje przywrócenie mutabilności.

W artykule zostanie omówiona rola genów recA,
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umuD i umuC w mutagenezie SOS, a także mechanizm 
powstawania mutacji indukowanych działaniem UV 
i niektórych czynników chemicznych.

II. System SOS i jego regulacja

W regulacji odpowiedzi SOS kluczową rolę od­
grywają dwa geny: recA i lex A. Gen lex A koduje białko 
LexA będące represorem genów regulonu SOS. Wią­
żąc się z sekwencjami operatorowymi znajdującymi się 
na początku każdego genu, białko LexA blokuje 
również ekspresję genów recA i lex A. Niektóre geny, 
takie jak recA mają pojedyncze miejsce operatorowe 
wiążące LexA, podczas gdy inne, jak lexA i umuDC 
mają po dwa operatory.

Sygnał indukcyjny wywołany uszkodzeniem DNA 
powoduje przekształcenie białka RecA w formę aktyw­
ną RecA* o właściwościach proteazy. RecA* przecina

białko LexA w pobliżu środka cząsteczki pomiędzy 
Ala 84 i Gly 85 [4]. Dwa proteolityczne fragmenty nie 
spełniają już roli represora, co prowadzi do wyrażenia 
genów SOS (w tym genu recA) na wysokim poziomie 
[1]. Z chwilą gdy komórka uwalnia się spod działania 
sygnału indukcyjnego dzięki temu, że uszkodzone 
DNA zostało naprawione, cząsteczki RecA* powraca­
ją do stanu podstawowego. Wobec braku aktywności 
proteolitycznej RecA, a jednocześnie dzięki ciągłej 
syntezie LexA, pula białka LexA powiększa się. Prowa­
dzi to do wiązania LexA z operatorami genów SOS, 
a więc ich represji i powrotu komórki do stanu 
wyjściowego.

Izolowano szereg mutantów, które fenotypowo wy­
kazują konstytutywne lub podwyższone wyrażenie 
odpowiedzi SOS (Tabela 2). Wszystkie dotychczas 
znalezione mutacje powodują nieprawidłowości w me­
tabolizmie DNA lub replikacji.

Tabela 1
G eny regulonu SOS

Gen Lokalizacja na mapie 
chrom osom u (min)

P roduk t genu lub funkcja

lex A 92 Represor SOS
recA 58 Rekom binacja, cięcie represora LexA oraz białka U m uD , m utageneza SOS, i inne

umuD, C 26 M utagcneza SOS
sulA (sfiA  ) 22 Inhibitor podziałów kom órkow ych

uvrA 92 N apraw a DNA
uvrB 18 N apraw a DNA
uvrD 85 Helikaza II, rekom binacja zależna od RecF, napraw a DNA, replikacja DNA
run 41 Rekom binacja zależna od białka RecF

recN 58 Rekom binacja zależna od białka RecF
recQ 85 Rekom binacja zależna od białka RecF
himA 37 Miejscowo swoista rekom binacja

din A (po lB ) 2 Polim eraza II DNA
dinB 8 Nieznany
dinD 80— 85 Nieznany
dinF 92 N ieznany

mucA, B (na plazmidzie 
pK M IO l) M utageneza SOS

Tabela 2
L ista genów, których uszkodzenie ułatwia lub prow adzi do indukcji regulonu SOS.

Gen K odow ane białko Funkcja białka

dam M etylaza adeninow a DNA M etylacja adeniny w DNA do 6-m etyloadeniny w sekwencji 5 '-GA TC-3'
dnaB H elikaza DnaB Inicjacja replikacji DNA
dnaE Podjednostka a  polim erazy III DNA Replikacja DNA
dnaG Prim aza Inicjacja replikacji DNA

Ligaza DNA Ligacja fragm entów DNA
polA Polim eraza I DNA Replikacja DNA, napraw a DNA
recF Nieznane Szlak rekom binacyjny RecF i napraw a DNA
ruv Nieznane Szlak rekom binacyjny RecF i napraw a DNA
ssb Białko wiążące jednoniciow e DNA Replikacja DNA, rekom binacja

uvrD Helikaza II DNA Replikacja DNA, napraw a źle dopasow anych zasad, napraw a przez wycinanie, szlak 
rekom binacyjny RecF i napraw a DNA
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III. Wielofunkcyjne białko RecA

Białko RecA odgrywa fundamentalną rolę w ogólnej 
rekombinacji oraz regulacji i wyrażeniu odpowiedzi 
SOS. W roku 1965 C l a r k  i M a r g u l i e s [ 5 ]  opisali 
po raz pierwszy m utanta recA E. coli niezdolnego do 
rekombinacji. W dziesięć lat później G u d a s  i P a r ­
d e e  [6] opublikowali pierwszy model regulacji SOS, 
w którym główną rolę przypisali „białku X”. W roku 
1977 stosując najnowsze metody biologii molekularnej 
trzy laboratoria niezależnie wykazały, że „białko X” to 
białko RecA [7, 8, 9].

Jak już wspomniano białko RecA musi być za- 
ktywowane aby zapoczątkować cięcie innych białek. 
Na podstawie doświadczeń przeprowadzonych in vitro 
S a s s a n f a r  i R o b e r t s  [10] stwierdzili, że nie­
odzownym warunkiem aktywacji białka RecA jest 
obecność w komórce jednopasmowego DNA (ssDNA) 
i trójfosforanu nukleozydowego (NTP). Wobec tego, 
że zarówno RecA jak i N TP są obecne w komórkach 
niezależnie od tego czy system SOS jest indukowany 
czy nie, to kandydatem do roli sygnału indukcyjnego 
pozostaje ssDNA. Aktywacja RecA (i następująca po 
niej indukcja SOS) jest spowodowana w pierwszym 
rzędzie przez współdziałanie RecA z ssDNA, lub 
z uszkodzonym dwupasmowym DNA (dsDNA). Re­
akcja cięcia kierowana przez aktywne białko RecA 
wymaga dodatkowo niezidentyfikowanego kofaktora 
mononukleotydowego, którym może być ATP lub 
dATP [10],

W arto w tym miejscu zaznaczyć, że chociaż białko 
RecA pośredniczy w cięciu represora LexA, jak rów­
nież białka UmuD, to RecA nie jest proteazą. Każde 
z wymienionych białek zawiera autodestrukcyjną do­
menę, w której jedno z wiązań jest szczególnie labilne 
i w pH alkalicznym podlega hydrolizie. Tak więc 
RecA* katalizuje jedynie reaktywność tych hom o­
logicznych domen [11].

Działanie białka RecA jako regulatora jest dobrze 
poznane. Białko to ułatwia cięcie LexA — represora 
genów SOS doprowadzając do indukcji odpowiedzi 
SOS, oraz białka UmuD, co jest niezbędnym warun­
kiem zajścia mutagenezy.

Wydaje się, że są dwie możliwe drogi wznowienia 
replikacji w miejscu uszkodzenia DNA: replikacja 
poprzez uszkodzenie (ang. translesion replication) i po­
nowny start replikacji (ang. replication restart). Re­
plikacja poprzez uszkodzenie jest odpowiedzialna za 
powstawanie mutacji w miejscu uszkodzenia DNA 
i stanowi uboczny szlak wznowienia replikacji. Głów­
ną drogą jest natomiast nie pozostawiający błędów 
ponowny start replikacji. Obie drogi wymagają uczest­
nictwa białka RecA, ale replikacja poprzez uszkodze­
nie dodatkowo zależy od białek UmuDC [12]. S w e - 
a s y  i w s p ó ł a u t o r z y [ 1 3 ]  uważają, że oprócz roli 
regulatorowej białko RecA bierze również bezpośredni 
udział w replikacji poprzez uszkodzenie.

IV. Operon umuDC

W 1977 r. K a t o  i S h i n o u r a [ 1 4 ] i  niezależnie 
S t e i n b o r n  [15] opisali mutacje, których obecność 
powodowała brak zdolności komórek E. coli do muta- 
genizacji przez l-oksydo-4-nitrochinolinę i promienio­
wanie UV. Mutacje te zmapowano w nowym locus na 
25 minucie mapy E. coli i nazwano umuC (od ang. UV  
nonmutable). Wkrótce okazało się, że w miejscu tym 
znajdują się dwa przylegające do siebie geny umuD 
i umuC [16].

Szczepy zawierające mutacje umuD lub umuC nie 
ulegają mutacji nie tylko przez UV i l-oksydo-4- 
nitrochinolinę, ale również przez inne czynniki, np. 
sulfonian metanometylowy (MMS) [17], czy neokar- 
cynostatynę [18]. Są jednakże takie czynniki chemicz­
ne, jak N-metylo-N'-nitro-N-nitrozoguanidyna 
(MNNG) i sulfonian etylometanowy (EMS), które 
indukują mutagenezę w mutantach umuDC. Uszko­
dzenia DNA wywołane przez wymienione mutageny 
wynikają z nieprawidłowego parowania zasad, co nie 
wymaga wyrażenia odpowiedzi SOS aby pojawiła się 
mutacja [19].

IV. 1. Identyfikacja genów umuD i umuC

E l l e d g e  i W a l k e r  [20] sklonowali geny z locus 
umuC E. coli na niskokopiowym plazmidzie pSElOl. 
Zidentyfikowali oni region 2.2kb kodujący dwa białka: 
16000 oraz 45 000 i wykazali, że oba te białka są 
wymagane do zajścia mutagenezy UV. Nieco później 
K i t a g a w a  i w s p ó ł a u t o r z y  [21] zsekwenc- 
jonowali fragment DNA Pstl/Pstl o wielkości 2.8kb 
i udowodnili, że na tym fragmencie znajdują się dwa 
geny umuD i umuC tworzące dwucistronowy operon, 
w którym gen umuD zlokalizowany jest przed genem 
umuC. Końcowa adenina kodonu UGA, który jest 
kodonem stop genu umuD jest jednocześnie pierwszą 
zasadą kodonu inicjacyjnego AUG genu umuC. U pro- 
kariotów wiele, jeśli nie wszystkie regiony intercis- 
tronowe wykazują ścisłe połączenie, właśnie takie jak 
umuD i umuC i często spotyka się opinię, że ta 
niezwykła bliskość obu sygnałów odgrywa znaczącą 
rolę regulatorową w wyrażeniu operonu. Jednakże 
takie zachodzenie na siebie genów niekoniecznie łączy 
się z wydajną translacją. Okazało się, że w komórkach 
E. coli naświetlanych UV powstaje około 30 razy 
więcej UmuD niż UmuC [22]. Nie wiadomo jaki jest 
mechanizm regulacji powodujący taką zróżnicowaną 
syntezę produktów obu genów.

Transkrypcja operonu umuDC in vitro jest specyficz­
nie hamowana przez białko LexA. LexA wiąże się do 
regionu operatorowego umuD, co wykazano określając 
rejon chroniony przez LexA przed trawieniem DNaząl
[21], Silne powinowactwo represora LexA do regionu 
operatorowego umuD zapobiega mutagenezie w nieza- 
indukowanych komórkach.
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IV. 2. mucA i mucB plazmidowe analogi umuD 
i umuC

Plazmid pKM IOl jest 34.5 kb DNA pochodzącym 
z plazmidu R46, który zwiększa wrażliwość E. coli 
i Salmonella typhimurium na mutagenezę wywołaną 
przez różne czynniki chemiczne, a także UV [23]. 
Izolowano mutanty insercyjne Tn5 plazmidu pKM 101, 
które utraciły zdolność do mutagenezy i naprawy DNA
[24], Mapowanie insercji Tn5 doprowadziło do identy­
fikacji fragmentu wielkości około 2kb określonego jako 
muc (mutagenesis: UV and Chemical), który był odpo­
wiedzialny za wzrost wrażliwości komórek na mutage­
nezę i oporność na UV. Analiza locus muc wykazała, że 
składa się on z dwóch genów: muc A i mucB i że locus 
muc AB  jest bardzo podobny do kodowanego przez 
chromosom locus umuDC. Gen mucA koduje białko 
16000, a mucB 45000. Te dwa geny są zorganizowane 
w operon, w którym gen mucA jest położony przed 
genem mucB, a cały operon jest represorowany przez 
białko LexA [22]. Sekwencja aminokwasowa białek 
UmuD i MucA jest homologiczna z końcem -COOH 
represora LexA, jak również represorów bakteriofagów 
X, 434 i P22 [25],

IV. 3. Białka UmuD i UmuC —  wzajemne od­
działywanie

Badania genetyczne wykazały, że aby spełnić swoją 
rolę w mutagenezie białko UmuD musi być przecięte, 
a powstały fragment karboksylowy Um uD'jest zarów­
no konieczny, jak i wystarczający, do spełnienia tej roli 
[26]. Proteolityczne cięcie białka UmuD zapocząt­
kowane przez aktywne białko RecA* zachodzi w wią­
zaniu Cys-Gly (pozycja 24-25) przy końcu -COOH 
cząsteczki.

Aby po naświetlaniu komórek promieniami UV 
powstały mutacje konieczne jest fizyczne współdziała­
nie UmuD (lub jego pochodnych) z UmuC. Kompleks 
formowany przez UmuC i UmuD' wykazuje dużą 
trwałość. Białko UmuC jako wysoce zasadowe ułatwia 
wiązanie kompleksu UmuC-UmuD' z DNA. Współ­
działanie UmuC-UmuD' z uszkodzeniem w DNA 
może hamować proces replikacji. Zakłada się, że do 
przejścia replikacji przez miejsce uszkodzenia koniecz­
ne jest białko UmuD'. Kompleks inicjacyjny zawiera­
jący nieprzetworzone białko UmuD może być szkod­
liwy dla komórki ponieważ nadprodukcja białek 
UmuDC inhibuje replikację DNA [27]. Zjawisko 
cięcia UmuD przez RecA* jest dużo bardziej skom­
plikowane jeśli porównać je do przypadku represora 
LexA czy represorów fagowych. Cięcie tych ostatnich 
zainicjowane przez RecA* prowadzi do utraty przez 
nie aktywności biologicznej, odwrotnie niż białko 
UmuD, które musi być przecięte, aby było aktywne 
w mutagenezie. Rola białka UmuD' nie jest dokładnie 
poznana. Niejasne są też kolejne etapy procesu m uta­
genezy następujące po reakcji cięcia UmuD. Wiadomo

jednak, że jedną z pierwszych jest reakcja dimeryzacji 
cząstek UmuD' [28, 29] i wiązanie z UmuC [28, 30].

B a t t i s t a  i w s p ó ł a u t o r z y  [29] wysuwają 
hipotezę, że białko UmuD nie jest po prostu nieaktyw­
ną formą UmuD' lecz inhibitorem mutagenezy. Auto­
rzy twierdzą, że gdy na skutek naprawy DNA od­
powiedź SOS zaczyna być wyłączana, białko UmuD 
akumuluje się w komórce i tworzy heterodimery 
z aktywną formą UmuD'. Związane z UmuD białko 
UmuD' nie spełnia swego zadania, a więc można 
uznać, że UmuD jest dobrym kandydatem do roli 
negatywnego regulatora.

V. Mutageneza SOS

Mutageneza spowodowana przez UV i niektóre 
czynniki chemiczne jest procesem wymagającym inter­
wencji systemu komórkowego, który przekształca 
uszkodzone DNA w sposób prowadzący do powstania 
mutacji. Do zajścia mutagenezy wymagane są produk­
ty trzech genów: recA, umuD i umuC.

Znakomita większość mutacji zależnych od SOS 
powstaje w miejscach uszkodzenia DNA. Ponieważ 
w tych samych miejscach replikacja DNA zatrzymuje 
się wysunięto hipotezę, że białka SOS współdziałają 
z aparatem replikacyjnym, a w szczególności z poli- 
merazą III DNA [31]. B r i d g e s  i w s p ó ł a u t o ­
r z y  [32] sugerują dwustopniowy mechanizm mutage­
nezy UV. W pierwszym etapie (ang. misincorporatioń) 
dochodzi do wbudowania nieprawidłowej zasady na­
przeciwko uszkodzenia w matrycowym DNA. Drugi 
etap (ang. bypass) wymaga indukcyjnego poziomu 
białek UmuDC [14] i zezwala na replikację DNA poza 
miejsce uszkodzenia. Szereg spostrzeżeń eksperymen­
talnych wskazuje, że polimeraza III DNA bierze udział 
w mutagenezie SOS [32, 33].

Od dość dawna wysuwa się hipotezę, że kiedy 
polimerazy DNA replikują uszkodzone matryce, ich 
zdolność do usuwania nieprawidłowych zasad z DNA 
musi być zablokowana aby zapobiec „utknięciu” kom­
pleksu replikacyjnego w miejscu uszkodzenia [34], 
I rzeczywiście okazało się, że oczyszczone białko RecA 
(w doświadczeniu in vitro) inhibuje aktywność 3 '-> 5 ' 
egzonukleazy podjednostki epsilon (e) polimerazy III 
DNA. Funkcjonalny kompleks polimerazy III DNA 
E. coli jest zbudowany z co najmniej siedmiu białek 
[35]. Podstawowym zadaniem tego kompleksu jest 
duplikacja genomu bakteryjnego przy zachowaniu 
wysokiej wierności replikacji [36]. Podjednostka £ po­
limerazy III DNA kodowana przez gen dnaQ [37] 
zapewnia wierność replikacji poprzez pełnienie funkcji 
edytorskiej polegającej na usuwaniu z nowosyntetyzo- 
wanego pasma DNA zasady, która tworzy nieprawid­
łową parę z zasadą matrycowego pasma DNA. Inter­
akcja 8 z inną podjednostką polimerazy III DNA 
— podjednostką a kodowaną przez gen dnaE prowa­
dzi do 10-80 krotnego podwyższenia aktywności 3'- 
> 5 ' egzonukleazy [37]. W pewnych warunkach do­
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chodzi do deficytu e w komórce i w konsekwencji do 
obniżenia wierności replikacji. Dzieje się tak wówczas, 
gdy na skutek uszkodzenia zmienia się struktura DNA. 
Wyniki uzyskane przez J o ń c z y k a  i w s p ó ł a u ­
t o r ó w  [38] wyraźnie sugerują, że utrata zdolności 
edytorskiej przez podjednostkę e odgrywa krytyczną 
rolę w powstawaniu mutacji podczas odpowiedzi SOS. 
Nadprodukcja s uzyskana dzięki wprowadzeniu do 
komórki wielokopiowego plazmidu zawierającego gen 
dnaQ powoduje dramatyczne obniżenie mutagenezy 
[31, 38]. F o s t e r  i w s p ó ł a u t o r z y  [31] uważają, 
że nadprodukcja s blokuje mutagenezę interferując 
z etapem „bypass”. Blok ten może być usunięty dzięki 
wiązaniu e przez inne białko indukowane w systemie 
SOS. Dobrym kandydatem są białka UmuDC, które 
jak wiadomo również biorą udział w drugim etapie 
mutagenezy.

Obecnie uważa się, że na jednym z początkowych 
etapów mutagenezy holoenzym polimerazy III DNA 
zatrzymuje replikację DNA w miejscu uszkodzenia 
(np. przy dimerze pirymidyny). Polimeraza może za­
trzymać się z dwóch powodów: po pierwsze jeśli nie 
rozpoznaje wystarczająco wydajnie zasad nadających 
się do wbudowania gdyż nie zezwala na to nieprawid­
łowa matryca, a po drugie nawet prawidłowo wbudo­
wana zasada może być odczytana jako źle sparowana 
przez aktywność edytorską 3'-+5' egzonukleazy. Auto­
rzy uważają, że replikacyjne ominięcie defektu w DNA 
zależy od tworzenia struktury nukleoproteinowej 
w miejscu uszkodzenia, tzw mutasomu. Proponuje się 
[39] następujący mechanizm tworzenia mutasomu. 
Cząsteczki RecA opłaszczają DNA w miejscu uszko­
dzenia tworząc filamenty. Związanie z DNA powoduje 
aktywację RecA co zapoczątkowuje cięcie LexA i pro­
wadzi do syntezy UmuD i UmuC; następnie dochodzi 
do przekształcania UmuD w aktywny fragment 
UmuD'. W miejscu uszkodzenia DNA wiąże się muta- 
som, w skład którego wchodzi UmuC, UmuD', RecA 
i holoenzym polimerazy III DNA. Być może podczas 
indukcji SOS dochodzi do interakcji UmuDC z PolIII, 
a skutkiem tego współdziałania jest oddysocjowanie 
podjednostki e co powoduje obniżenie wierności re­
plikacji i pozwala na jej kontynuację ( Ci e ś l a ,  Z., inf. 
ustna).

VI. Uwagi końcowe

Szlak mutagenezy SOS zależy od dwóch reakcji 
regulatorowych: indukowanej syntezy UmuC i UmuD 
oraz przetworzenia UmuD do aktywnej formy 
UmuD'. Najnowsze badania dostarczyły dowodów na 
współdziałanie systemu SOS z białkami szoku termicz­
nego, syntetyzowanymi w komórce gdy temperatura 
wzrośnie ponad wartość fizjologiczną. Pierwszym syg­
nałem uczestnictwa tych białek w odpowiedzi SOS 
była obserwacja, że określone mutacje w genach szoku 
termicznego znoszą zimnowrażliwość (niezdolność do

wzrostu w 30°C) komórek nadprodukujących białka 
Um uDC [27],

Dwa geny groE: groES i groEL znajdują się w grupie 
20 genów szoku termicznego E. coli, których synteza 
jest indukowana w wysokiej temperaturze przez pro­
dukt genu rpoH [40]. D o n e l l y  i W a l k e r  [41] 
stwierdzili, że mutanty groE nie są podatne na mutage­
nezę indukowaną UV, z czego wynika, że GroES i Gro 
EL są potrzebne aby mogły powstawać mutacje po 
naświetlaniu UV. Autorzy ci wykazali, że mutacje 
w genach groES i groEL powodują niestabilność 
białka UmuC nie wpływając na UmuD. Spostrzeżenie 
to sugeruje, że białka GroE pochodzące ze szczepu 
dzikiego są zdolne do fizycznego osłaniania UmuC 
przed proteolizą. Istnieje też możliwość, że białka te 
poprzez regulację aktywności proteazy mają pośredni 
wpływ na stabilność UmuC [41].

W mutagenezie indukowanej UV ilość białek 
Um uDC wydaje się być czynnikiem limitującym. Fakt, 
że nadprodukcja UmuDC z wysokokopiowego plaz­
midu powoduje przywrócenie mutagenezy UV w mu­
tantach groES i groEL potwierdzają tą obserwację. 
Odpowiedni poziom UmuDC komórka naświetlana 
UV może uzyskać poprzez indukowaną ekspresję 
genów umuDC lub przez wyrażenie genów groE, co 
prowadzi do podwyższenia stabilności UmuC.

Nieomal każdy miesiąc przynosi nowe dane wyjaś­
niające jakiś aspekt mechanizmu mutagenezy SOS. 
Ciągle jednak nie jest jasna sekwencja zdarzeń w miejs­
cu uszkodzenia DNA, jak też nie wiadomo jakie są 
wzajemne relacje pomiędzy białkami uczestniczącymi 
w mutagenezie SOS.

Artykuł otrzymano 28 stycznia 1992 r.
Zaakceptowano do druku 9 kwietnia 1992 r.
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Rybozymy — katalityczne cząsteczki RNA 

Ribozymes — catalytical RNA molecules
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I. Wstęp

Zdolność cząsteczek RNA do działania w roli bio­
logicznego katalizatora została stwierdzona po raz 
pierwszy w 1982 roku przez C e c h a  i jego w s p ó ł ­
p r a c o w n i k ó w ,  którzy wykazali, że intron genu 
26S rRNA Tetrahymena thermophila samodzielnie wy­
cina się z pre-rRNA po przyjęciu aktywnej konformacji
[1], W następnych latach wiedza na temat katalitycz­
nej aktywności RNA ulegała szybkiemu wzbogaceniu. 
W 1983 roku wykazano, że aktywnym, katalitycznym 
składnikiem RNazy P jest RNA [2], Dziś znanych jest 
już kilka odrębnych klas enzymów rybonukleinowych 
tzw. rybozymów i wysuwane są hipotezy na temat 
katalitycznej aktywności wielu innych cząsteczek 
RNA. O znaczeniu tych odkryć niech świadczy fakt, że 
pionierzy prac nad rybozymami, T. C e c h i S. 
A 11 m a n, otrzymali w 1989 roku nagrodę Nobla 
w dziedzinie chemii.

Katalityczny RNA, podobnie jak białka enzymaty­
czne, ma zdolność zwiększania szybkości reakcji che­
micznej, wykazuje specyficzność wobec substratu 
i produktu, który tworzy. Reakcja katalizowana przez 
rybozym zachodzi bez zużycia energii pochodzącej np.
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z ATP, wymagane jest jedynie odpowiednie stężenie 
jonów dwudodatnich (najczęściej Mg2+ lub M n2 + ).

II. Typy rybozymów

Najwcześniej wykryte rybozymy są intronami zdol­
nymi do samodzielnego wycinania się z pre-RNA 
(self-splicing ribozymes). Introny te są zróżnicowane 
pod względem budowy i mechanizmu reakcji. Jedne 
z nich to introny określane jako grupa I, do której 
zaliczono prawie 70 intronów mitochondrialnych ge­
nów grzybów niższych, jądrowych genów rRNA pier­
wotniaków, chloroplastowych genów tRNA roślin 
wyższych, chloroplastowych genów mRNA i rRNA 
Chlamydomonas oraz genów mRNA bakteriofagów T4 
i SPO I. Przedstawicielem tej właśnie grupy jest pierw­
szy poznany rybozym — intron genu 26S rRNA 
Tetrahymena thermophila [3]. Do grupy II zaliczanych 
jest około 70 intronów pochodzących z genów mito­
chondrialnych grzybów niższych i roślin, a także 
z genów chloroplastowych roślin i pierwotniaków [4], 
W większości przypadków nie wykazano zachodzenia 
samowycinania intronu in vitro. Introny te zalicza się 
do rybozymów tylko na podstawie homologii sekwen­
cji.

Mniej liczne są wykryte kilka lat później tzw. 
rybozymy samotnące (self-cleaving ribozymes ), auto- 
katalitycznie tnące się na monomery. Tym mianem 
określa się małe, potogenne, jednoniciowe RNA roślin­
ne i zwierzęce. Są to: wiroid skazy słonecznej avocado 
(ASBV), satelitarny RNA wirusa pierścieniowatej pla­
mistości tytoniu (sTRSF), cztery wirusoidy towarzy­
szące wirusom roślinnym, transkrypt satelitarnego 
DNA 2 traszki Nophtalemus viridescens i RNA wirusa 
żółtaczki delta (HDV)  towarzyszącego wirusowi żółta­
czki B [5], Cięcie wymienionych cząsteczek związane 
jest z ich namnażaniem, ponieważ replikacja tych RNA 
zachodzi według mechanizmu toczącego się koła, dając 
długie konkatametryczne transkrypty, które następnie 
zostają pocięte na monomery. Dotyczy to albo tylko 
nici (+  )RNA lub też nici (+ )  i ( —). Domeny katalitycz­
ne większości tych RNA tworzą strukturę przypomi­
nającą główkę młotka, stąd ich nazwa angielska 
— hammerhead ribozymes [6]. Wyjątkiem jest tu nić 
( —) sTRSV, której aktywna domena katalityczna przyj­
muje kształt szpilki (hairpin ribozyme) [7]. Odmienną 
strukturę tworzy też H D V [ 8].

W mitochondriach Neurospora wykryto nieznane 
dotąd krótkie, koliste cząsteczki DNA i kodowane 
przez nie multimery i monomery RNA (o długości 
jednostki 881 nukleotydów). Mulrimery RNA ulegają 
samocięciu in vitro nie tworząc struktur typu ham­
merhead, ich sekwencja wykazuje podobieństwo do 
sekwencji intronów grupy I [9],

1 Patrz: B. S e l i w a n o w i c z ,  Post. Biochem., 1988,34,351
2 Patrz: M. S z y m a ń s k i ,  J. B a r c i s z e w s k i ,  Post. 
Biochem., 1990, 36, 2

Dobrze poznaną cząsteczką RNA o właściwościach 
katalitycznych, działającą na odmienny substrat niż na 
samą siebie, jest RNowy składnik endorybonukleazy 
RNazy P. Tnie ona pre-tRNA, usuwając prekursorową 
sekwencję z 5' końca cząsteczki i tworząc ufosforylo- 
wany koniec 5' dojrzałego tRNA. Wykazano, że przy 
wysokich stężeniach soli RNA może przeprowadzać tę 
reakcję bez udziału białka [2].

Zaobserwowano, że in vitro może następować samo- 
wycinanie 20-nukleotydowego intronu z pętli anty- 
kodonowej ludzkiego pre-tRNATyr. Jak wykazano, 
nieenzymatyczne cięcie zachodziło głównie na styku 3' 
(między intronem a eksonem 3'). Być może, in vivo 
cięcie w tym miejscu także zachodzi autokatalitycznie, 
a na styku 5' przy udziale endonukleazy [10],

2,5 S RNA — 31-nukleotydowa cząsteczka RNA, 
składnik glukozylotransferazy z mięśni królika, katali­
zującej reakcję rozgałęziania łańcucha glikogenu, uwa­
żana była za jedyny rybozym działający na substrat nie 
będący kwasem nukleinowym [11]. Wynik ten nie 
został jednak potwierdzony przez inne laboratoria.

Od kilku lat uważa się, że właściwości katalityczne 
mogą mieć także cząsteczki RNA, które wchodzą 
w skład kompleksów rybonukleoproteinowych, takich 
jak:
rybosomy — np. 16S, 23S rRNA E. coli posiadają być 

może aktywność transferazy peptydylowej a 23S 
rRNA prawdopodobnie bierze także udział 
w translokacji peptydylo-tRNA [12] 

spliceosomy1 — wchodzące w ich skład małe, jądrowe 
RNA (snRNA) mogą wykazywać aktywność ka­
talityczną, szczególnie U6, który przypuszczalnie 
uczestniczy w katalizie cięcia na styku intron- 
ekson [13].

Być może, aktywności katalityczne mają również inne 
snRNA — U3, U7, Ul i ,  biorące udział w obróbce 
pre-mRNA i rRNA.

Ponadto przypuszcza się, że rybozymem może być 
RNowy składnik enzymu rybonukleoproteinowego 
telomerazy, będącej specyficzną odwrotną transkryp- 
tazą, która syntetyzuje bogatą w G nić telomerowego 
DNA złożoną z sekwencji powtórzonych (6-8-nukleo- 
tydowych). RNA telomerazy (długości 159-192 nukleo­
tydów) ma bardzo silnie zachowywaną strukturę dru- 
gorzędową; jego fragment jest matrycą, na której 
syntetyzowane są powtórzenia telomerowe [14].

T. C e c h wysunął hipotezę (częściowo już potwier­
dzoną), że redagowanie2 RNA może przebiegać we­
dług mechanizmu zbliżonego do samowycinania 
i wstawiania intronu tj. poprzez reakcję transestryfika- 
cji, gdzie intronom odpowiadałyby pojedyncze reszty 
urydylowe. Katalizatorem tej reakcji mógłby być tak 
zwany guide RNA,  czyli krótfca cząsteczka RNA (40 
nukleotydów) z łańcuchem poli(U) na końcu 3', niosą­
ca informację o insercji lub delecji urydyn [15].

Specyficzna hydroliza w pętli D tRNAphe z drożdży, 
zachodząca in vitro pod wpływem hydratu Pb2+ (a 
także M g2 + , M n2+ , i jonów lantanowców) związanego
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w obszarze pętli TNPC, uważana jest przez wielu 
autorów za reakcję katalizowaną przez metaloenzym, 
w tym przypadku kompleks jonu metalu i części 5' 
tRNA [16].

II. Struktury rybozymów

W rozdziale tym zostaną przedstawione podstawo­
we informacje dotyczące budowy cząsteczek RNA 
uznawanych za rybozymy ze szczególnym uwzględ­
nieniem struktur związanych z ich aktywnością katali­
tyczną.

III-l. Introny grupy I

Najlepiej z nich zbadany jest intron z genu 26S 
rRNA T. termophila o długości 414 nukleotydów. 
Mimo znacznych różnic w sekwencjach intronów 
grupy I stwierdzono u wszystkich występowanie 
w strukturze drugorzędowej podobnego regionu rdze­
nia (złożonego z około 70 nukleotydów), zawierające­
go sekwencje i struktury niezbędne dla funkcji katality­
cznej. Z dodatkowych nukleotydów, tworzących częs­
to długie, otwarte ramki odczytu, uformowane są 
heliksy i pętle, położone peryferyjnie w stosunku do 
rdzenia. Większość zachowywanych nukleotydów ze­
brana jest w czterech krótkich sekwencjach: P, Q, R,

S (Rye. 1). Pozostałe prawie niezmienne nukleotydy to 
U, poprzedzający miejsce cięcia 5' i sparowany z nim 
G, para GC w P3 i G stanowiący ostatni nukleotyd 
intronu. Sekwencje P, Q, R i S częściowo parują ze 
sobą, tworząc heliksy P4, P6, i P7, przy czym te 
fragmenty sekwencji są bardziej zmienne niż regiony 
jednoniciowe [3], W heliksie P7 znajduje się uniwersal­
na para GC (G264-C311 u Tetrahymena), która praw­
dopodobnie wiąże GTP w pierwszym etapie samowy- 
cinania i ostatni nukleotyd intronu w drugim etapie 
reakcji [17]. W obrębie 20 nukleotydów od miejsca 
cięcia 5' w większości intronów rozpoczyna się IGS 
— internal guide sequence. Region ten hybrydyzuje 
z końcem eksonu 5', tworząc heliks PI, a także, 
w większości intronów, z eksonem 3', tworząc heliks 
PIO (często tylko 2 bp) [3]. Powstanie oddziaływań 
IGS-ekson konieczne jest do zajścia samowycinania 
intronu, szczególnie odziaływanie IGS-ekson 5', które 
jest decydujące w wyborze miejsca cięcia 5' oraz 
skierowaniu wolnego końca eksonu 5' do ataku na 
styk intron-ekson 3'. W wyborze miejsca cięcia 3' i przy 
ligacji eksonów duże znaczenie ma parowanie ozna- 
czonejako P 9 .0 (A 314G 313-C413 U 412 u Tetrahymena)
[18]. W trzeciorzędowej strukturze, stabilizowanej 
przez jony magnezu lub manganu, rdzeń katalityczny 
znajduje się we wnętrzu cząsteczki [19].

Ryc. 1. S tru k tu ra  d rugorzędow a in tronów  grupy I (wg [16], zmodyfikowano).
O dpow iednim i sym bolam i oznaczono identyczne dla całej grupy 
nukleotydy; P, Q, R, S oznaczają sekwencje zachowywane, PI...PIO  
—  stałe elem enty stru k tu ry  drugorzędow ej.
S trzałkam i zaznaczono  miejsca cięcia 5' i 3'.
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III-2. Introny grupy II

Introny grupy II to sekwencje długie (około 700 
nukleotydów) o skomplikowanej strukturze drugo- 
rzędowej. Składa się na nią 6 domen położonych 
peryferyjnie w stosunku do centralnego obszaru jedno- 
niciowego, złożonych z fragmentów heliksów zakoń­
czonych pętlami. Największa domena I, stanowiąca 
ponad połowę długości intronu, zbudowana jest z czte­
rech subdomen, z których dwie są także złożone z kilku 
obszarów dwuniciowych i pętli. Do nielicznych silnie 
zachowywanych sekwencji należą: pierwsze i ostatnie 
nukleotydy intronu, niektóre wewnętrzne pętle i heliks
V. Po 2 sekwencje eksonu i intronu długości około 
6 nukleotydów, parujące ze sobą, tj. IBS1 -EBS1 i IBS2- 
EBS2 (intron binding sequence — exon binding sequen­
ce) są zaangażowane w interakcje ekson-intron, konie­
czne do zajścia samowycinania oraz wyboru miejsca 
cięcia 5'. IBS1 i 2 znajdują się w eksonie 5' przy styku 
ekson-intron, natomiast EBS1 i 2 we wnętrzu intronu. 
Mutacje w tych regionach, uniemożliwiające paro­
wanie zasad, powodują zaburzenie samowycinania 
intronu. Jedną z najbardziej stałych cech struktury 
intronów II grupy jest „wystająca” adenozyna, od­
dalona o 7 lub 8 nukleotydów od 3' końca intronu, 
która pełni podstawową rolę przy tworzeniu lassa. 
Drugim takim elementem jest szpilka V, niezbędna do 
zajścia cięcia na styku intron-ekson 5' [4].

krypt satelitarnego DNA 2 traszki, które mają bardzo 
krótki heliks III z bardzo małą pętlą, mogą ulegać 
samocięciu po utworzeniu struktur dimerycznych. 
Ponadto możliwe jest zachodzenie cięcia trans, gdy 
katalizator i substrat znajdują się na oddzielnych 
cząsteczkach, muszą one jednak parować ze sobą, 
tworząc aktywną strukturę hammerhead [5, 6].

III-4. Rybozym o strukturze hairpin

Jedynym przykładem rybozymu tworzącego aktyw­
ną strukturę szpilki jest nić ( —) satelitarnego RNA 
wirusa plamistości tytoniu (( —) sTRSV) o długości 359 
nukleotydów. Na katalityczne centrum składają się tu 
2 sekwencje R N A : RNA katalityczne o długości 50 
nukleotydów i RNA substratowe o długości 14 nukleo­
tydów. Ta nowa struktura zbudowana jest praw­
dopodobnie z czterech regionów sparowanych zasad 
(Ryc. 3.). Dwa heliksy tworzą się między katalizatorem 
a substratem, tj. heliks I — 4 pz i II — 6 pz, dwa 
pozostałe w obrębie rybozymu. Sekwencja heliksów 
substrat-katalizator może być dowolnie zmieniana bez 
utraty aktywności rybozymu pod warunkiem, że za­
chowane zostało parowanie zasad. Cztery pozostałe 
nukleotydy substratu tworzą pętlę o sekwencji AGUC, 
gdzie A, za którym następuje cięcie, może być za­
stąpione dowolnym nukleotydem [7].

Ryc. 2. Budowa centrum  aktyw nego ry- 
bozym ów o struk turze  hammer­
head (wg [5], zmodyfikowano). 
Przedstaw iono nukleotydy zacho­
wane we wszystkich znanych ry- 
bozym ach tej grupy. Literam i ,N ’ 
oznaczono nukleotydy zmienne, 
zaś cyframi rzymskimi heliksy, bę­
dące stałym elem entem  struktury; 
strzałka wskazuje miejsce cięcia.

III-3. Rybozymy o strukturze hammerhead

W wyniku porównania wszystkich znanych sekwen­
cji RNA samotnących patogenów roślin i transkryptu 
DNA 2 traszki powstał model domeny katalitycznej, 
identycznej dla całej tej grupy. Składają się nań 
3 heliksy ułożone wokół jednoniciowego regionu rdze­
nia o kształcie główki młotka, zawierającego 11 stałych 
zasad (Ryc. 2.). Sekwencja fragmentów dwuniciowych 
nie jest silnie zachowywana, oprócz heliksu III, złożo­
nego z 2 niezmiennych par zasad. Cięcie zachodzi za 
sekwencją GUX, gdzie X nie może być resztą guanozy- 
nową. Wykazano, że możliwe jest samocięcie rybo­
zymu złożonego tylko z 52 nukleotydów. ASBY i trans-

III-5. Wirus delta żółtaczki

Stanowi on odrębny typ rybozymu samotnącego. 
Jego genom zbudowany jest z jednoniciowej, kolistej 
cząsteczki RNA długości 1.7 kz i ma wiele cech 
wirusoidów i stelitarnych RNA roślin, min. wykazuje 
wysoką komplementarność wewnątrzcząsteczkową 
oraz zawiera pewne sekwencje ważne dla replikacji 
wiroidów. RNA HDV jest jednak większy od wiroido- 
wego i koduje co najmniej jedno białko strukturalne 
(antygen 5). Replikacja, jak u wiroidów, zachodzi 
według mechanizmu toczącego się koła, tj. z po­
wstawaniem długich nici ( +  ) i ( —). Wykazano, że 
autokatalityczne cięcie następuje w obu niciach RNA,
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Ryc. 3. Budowa centru kata li­
tycznego rybożym u o 
strukturze hairpin (wg 
[7], zmodyfikowano). 
C entrum  aktyw ne tw o­
rzą dwa fragm enty 
( - )R N A  sT R S Y  — 
RNA substratu, d ługo­
ści 14 nukleotydów  (u- 
mieszczony w ramce) 
i RNA katalityczny, 
długości 50 nukleoty­
dów. Litery ,N ’ ozna­
czają nukleotydy, k tó ­
rych zam iana nie wpły­
wa na aktyw ność rybo- 
zymu, zaś cyfry a rab s­
kie heliksy, będące pod­
stawowym elementem 
struk tury  drugorzędo- 
wej. Strzałką oznaczo­
no miejsce cięcia.

RYB0ZVM
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w genomowym RNA między U688 a G689, a w anty- 
genomowym między G900 i C901, zaś obszary otacza­
jące miejsca cięcia wykazują znaczne podobieństwo 
(80%) [8, 20]. Środkowy odcinek genomu jest za­
chowywany, co wykazano ustalając sekwencje różnych 
szczepów. Wydaje się, że aby mogło nastąpić cięcie (4-) 
i ( —)RNA niezbędne są domeny aktywne obejmujące 
sekwencje długości około 100 nukleotydów wokół 
miejsca cięcia, choć na aktywność tych rybozymów 
i ich stabilność mają wpływ sekwencje bardziej od­
dalone [8, 20, 21]. Sugeruje się powstawanie aktywnej 
struktury „koniczynki” w genomowym RNA, umoż­
liwiającej zajście reakcji [20].

III-6. RNA —  składnik RNazy P

Najlepiej znany to M l RNA z E. coli, o długości 
375 nukleotydów. Kofaktor białkowy RNazy P (białko 
C 5) ułatwia przyjęcie odpowiedniej konformacji ry- 
bozymu (tę rolę mogą spełniać jony M g2+ i M n2 +
[22]. Właściwości katalityczne RNA związane są z za­
chowywanymi filogenetycznie strukturami, stanowią­
cymi rdzeń cząsteczki [23]. Zasadniczymi ich ele­
mentami są 3 jednoniciowe domeny i kilka heliksów, 
często zakończonych pętlami. Znaleziono 2 regiony 
krytyczne dla aktywności enzamatycznej tj. nukleo­
tydy 20-95 i 205-255. Główne regiony oddziaływań 
tRNA-RNA rybozymu znajdują się między nukleo- 
tydami 248-249 i 300-333. Ponadto nukleotyd 92 
bierze udział w wiązaniu tRNA [24, 25]. Usunięcie 
kilkudziesięciu nukleotydów z 5' czy 3' końca nie 
likwiduje aktywności enzymu, o ile nie zmienia się 
równocześnie obu końców [22],

3 Dokładny opis mechanizmów i kinetyki reakcji można 
znaleźć m.in. w pracach: M. Z. B a r c i s z e w s k a ,  J. 
B a r c i s z e w s k i ,  Wiad. Chem., 1988, 7-8. 545; D. H e r s -  
c h l a g ,  T. R. C e c h ,  Biochemistry, 1990,29, 10159 i 10172

IV. Mechanizmy reakcji
Reakcje katalizowane przez rybozymy zachodzą in 

vitro bez udziału białek, w obecności jonów dwuwar- 
tościowych (Mg2 + , M n2 + ). In vivo białka związane 
z RNA mogą ułatwiać powstawanie aktywnej konfor­
macji rybozymu lub odpowiedniego środowiska reak­
cji. Do jej zajścia niezbędne jest tworzenie właściwych 
struktur i kompleksów trzeciorzędowych, odpowied­
nio orientujących reagujące grupy. Kompleksy te 
obniżają energię aktywacji wystarczająco i dość specy­
ficznie, aby nastąpiło rozerwanie i przeniesienie (trans- 
estryfikacja) lub specyficzna hydroliza określonego 
wiązania nukleotydowego [5, 26]. Najczęściej propo­
nowanym mechanizmem reakcji jest podstawienie 
nukleofilowe typu SN2P [26, 27]. Zmiana energii 
swobodnej jest niewielka, reakcja przebiega w pobliżu 
stanu równowagi a o jej przesunięciu w jedną stronę 
decydują stężenia substratów i produktów, typ produ­
któw oraz warunki reakcji (czyli czynniki takie, jak np. 
stężenie GTP, M g2 + )3. Procesy samocięcia i samowy- 
cinania intronów są procesami transestryfikacji tj. 
przeniesienia wiązań fosfoestrowych z zachowaniem 
całkowitej ich liczby [26].

IV-1. Samowycinanie intronów

Jest to dwuetapowa transestryfikacja, czyli dwa 
następujące po sobie przeniesienia wiązań fosfoest­
rowych; powstające cząsteczki RNA mają grupę OH 
na końcu 3' i fosforan na końcu 5'.
Introny grupy I. Charakterystyczna dla tej grupy jest 
inicjacja reakcji przez wolną guanozynę lub jej po­
chodne. Konieczne jest odpowiednie, ukierunkowanie 
reagujących grup, polegające na parowaíniu IGS z sek­
wencją położoną na końcu eksonu 5'; oddziaływania 
P9.0, PIO (Ryc. 1.) przygotowują miejsce cięcia 3' na 
atak eksonu 5'. Wiązania fosfodwuestrowe w miejscu 
cięcia i w miejscu wiązania guanozyny są szczególnie 
podatne na atak nukleofilowy. W pierwszym etapie 
składania grupa 3'OH wolnego GTP, związanego
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wstępnie przez selektywną kieszeń RNA (w przypadku 
intronu Tetrahymena — nukleotyd G 264 i sąsiednie), 
dokonuje ataku nukleofilowego na wiązanie fosfo- 
dwuestrowe na styku (miejscu cięcia) 5' i wiąże się 
kowalencyjnie z ostatnim nukleotydem eksonu 5' (Ryc.
4.a). Związanie terminalnej guanozyny intronu z miejs­
cem wiążącym guanozynę aktywuje grupę 3'OH koń­
cowej urydyny eksonu 5' do ataku na miejsce cięcia 3'. 
W rezultacie następuje transestryfikacja prowadząca 
do połączenia eksonów [18, 26]. Uwolniony intron 
podlega serii cyrkularyzacji i specyficznych hydroliz, 
dających jako produkt liniowy intron bez końcowych 
19 nukleotydów, zawierających miejsca cyrkularyzacji 
[26], Reakcja samowycinania jest odwracalna. Udo­
wodniono, że in vitro, w warunkach wysokiego stężenia 
intronu i zligowanych eksonów, a także M g2 + , przy 
braku guanozyny, następuje wstawienie intronu we 
właściwe położenie między eksonami [28]. Dla wielu 
intronów grupy I nie wykazano zachodzenia samowy­
cinania in vitro, prawdopodobnie do przyjęcia aktyw­
nej konformacji wymagany jest udział białka. W przy­

G R U P A  I

padku niektórych intronów mitochondrialnych była­
by to kodowana przez nie maturaza [29],
Introny grupy II. Samowycinanie zachodzi tu bez 
udziału wolnych nukleotydów, mechanizm reakcji 
zbliżony jest do składania jądrowego pre-mRNA, stąd 
przypuszczenie, że proces zachodzący z udziałem spli- 
ceosomu jest ewolucją pochodną samowycinania in­
tronów grupy II [29]. Do zajścia składania konieczna 
jest hybrydyzacja sekwencji IBS1-EBS1. Reakcję inic­
juje atak nukleofilowy grupy 2'OH wewnętrznego 
nukleotydu intronu — adenozyny (położonej 7-8 nuk­
leotydów od styku 3') na wiązanie fosfodwuestrowe na 
styku 5' (Ryc. 4.b). W wyniku pierwszej transest- 
ryfikacji powstaje tzw. lasso, czyli pętla zamknięta 
przez adenozynę tworzącą wiązanie 2',3'-fosfodwuest- 
rowe. Grupa 3' OH eksonu 5' atakuje miejsce cięcia 3'. 
W wyniku tak zachodzącej końcowej transestryfikacji 
następuje łączenie eksonów i uwolnienie intronu. Re­
akcja ta jest odwracalna in vitro, choć jej równowaga 
przesunięta jest wyraźnie w kierunku wycinania intro­
nu [26, 28],

b  G R U P A  I I

OH

Ryc. 4. Przebieg sam ow ycinania intronów  grup I i II (wg [26, 27], zmodyfikowano).
G iętą linią przedstaw iono intron (IVS), kreseczkami oznaczono parow anie na styku ekson 5 '-intron (a) i EBS-IBS (b). 
D okładny opis w tekście.
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Jest to proces jednoetapowej transestryfikacji, 
w którym cięcie wiązania międzynukleotydowego na­
stępuje poprzez katalizowany przez M g2 + atak grupy 
2'OH na wiązanie fosfodwuestrowe przy najbliższej 
grupie 3' OH. W efekcie powstaje cykliczny 2',3' 
fosforan na 3' końcu jednego produktu i grupa hy­
droksylowa na 5' końcu drugiego. W przypadku 
rybozymów o strukturze hammerhead reakcja ta jest 
nieodwracalna. Przy cięciu trans te RNA działają 
jak prawdziwe enzymy (o liczbie obrotów do 1 m in-1 ) 
[5, 30].

Rybozym o strukturze hairpin. Ulega on samocięciu 
prawdopodobnie wg mechanizmu proponowanego 
dla rybozymów o strukturze hammerhead, powstają te 
same końce (cykliczny 2',3' fosforan i 5'OH). Aby zaszła 
reakcja konieczne jest tylko parowanie rybozym- 
substrat w heliksach I i II, ich sekwencja wpływa 
jednak na wartość K m i kcat. Najefektywniejszy otrzy­
many dotąd rybozym charakteryzował się k^, =  7,1 
m in-1 . Samocięcie ( —) sT R S V jest odwracalne, oba 
procesy są w równowadze, której przesunięcie zależy 
od warunków reakcji [5, 7].

HD V — samocięcie zachodzi prawdopodobnie według 
tego samego mechanizmu, jak w przypadku poprzed­
nich rybozymów, powstają produkty o takich samych 
końcach [8]. Wzrost szybkości reakcji następuje pod 
wpływem czynników denaturujących, takich jak mocz­
nik lub formamid, prawdopodobnie wskutek destabili­
zacji pewnych struktur, tworzonych przez sekwencje 
otaczające miejsce cięcia i dających formę nieaktywną 
rybozymu. Niektóre pochodne rybozymu (180-nuk- 
leotydowy fragment ( —) HDV)  zachowują aktywność 
nawet w 18 M formamidzie, w 75°C [21]. Reakcja 
zachodzi szybko nawet przy bardzo niskim stężeniu 
M g2 + (kcat rzędu 1-2 min -1 ). Samocięcie (-F) RNA jest 
odwracalne; o kierunku reakcji decyduje obecność 
jonów M g2 + , przy ich braku, np. po dodaniu EDTA, 
nastąpi ligacja, o ile rozcięte fragmenty są jeszcze 
połączone wiązaniami wodorowymi [20, 31].

IV-3. RNaza P

Do zajścia reakcji odcinania sekwencji prekursoro- 
wej z pre-tRNA potrzebne jest wysokie (około 100 mM) 
stężenie jonów dwudodatnich (M g2 + , M n2 + ) albo 
białko (C5), umożliwiające przyjęcie przez RNA struk­
tury aktywnej, modyfikujące specyficzność substrato­
wą, szybkość reakcji, ekranujące elektrostatyczne od­
pychanie rybozym-substrat tRNA [22, 32]. Wymaga­
ny substrat, jak  ostatnio wykazano, musi zawierać 
tylko ramię aminoacyloakceptorowe, długości co naj­
mniej 6 pz, sekwencję CCA na 3' końcu (jej brak lub 
zmiany drastycznie obniżają szybkość reakcji katalizo­
wanej przez sam RNA) oraz kilka nukleotydów na 5'

IV-2. Mechanizm samocięcia końcu. Heliks może powstawać poprzez parowanie 
substratu z oddzielnym, komplementarnym fragmen­
tem RNA (external guide sequence), można więc ciąć 
prawie dowolne RNA [24, 33]. Mechanizm reakcji jest 
odmienny od dotychczas omówionych, nie przebiega 
ona drogą transestryfikacji — prawdopodobnie głów­
ną rolę odgrywa w niej kompleks M g-H20  i cząsteczka 
wody, wiążąca się z nim oraz z rybozymem wiązaniami 
wodorowymi. Cząsteczka ta, zaktywowana przez en­
zym RNowy i kompleks M g-H20  atakuje wiązanie 
fosfodwuestrowe w pre-tRNA (także związanym przez 
ten kompleks). W wyniku tej specyficznej hydrolizy 
powstają cząsteczki z grupą OH na 3' końcu i fos­
foranem na 5' końcu [27].

V. Inne aktywności rybozymów

Rozpoczęto doświadczenia nad możliwością katali­
zowania przez rybozymy różnych typów reakcji. N aj­
szerzej wykorzystywane są w tych badaniach pochod­
ne intronu Tetrahymena, np. L-19IVS RNA i L-21IVS 
RNA — introny liniowe, skrócone, pozbawione sek­
wencji umożliwiających cyrkularyzację. 
Endorybonukleaza. Introny grupy I i II wykazują tę 
aktywność w trakcie samowycinania, ale L-19ÍVS 
RNA przejawia ją  także w stosunku do innych sub­
stratów — jednoniciowych RNA, komplementarnych 
do IGS [34]. Specyficzność substratowa podobna jest 
do specyficzności restryktazy DNA. Cięcie następuje 
w miejscach odpowiadających miejscu cięcia 5' pre- 
rRNA, z udziałem wolnej guanozyny lub GTP, reakcja 
przypomina pierwszy etap samowycinania. Rybozym 
rozróżnia stopnie sparowania — ilość zasad hyb- 
rydyzujących z IGS, preferuje substraty najbardziej 
komplementarne. Prowadzenie reakcji w warunkach 
utrudniających parowanie zasad zwiększa jej specyfi­
czność [34]. Podobnie, jako endorybonukleazy tnące 
różne substraty, wykorzystuje się rybozymy o struk­
turze hammerhead, hairpin, RNA RNazy P. 
Endonukleaza tnąca jednoniciowy DNA. L-21 IVS 
RNA Scal działa jako specyficzna endonukleaza, o me­
chanizmie reakcji analogicznym do opisanego powyżej 
(z udziałem GTP). Cięcie substratu DNA, komplemen­
tarnego do IGS, zachodzi w tym samym miejscu co 
odpowiadającego mu RNA. Km jest jednak wyższe 104 
razy, szybkość reakcji 10 razy mniejsza, co świadczy
0 istotnej roli grupy 2'OH rybozy w katalizie prowa­
dzonej przez rybozymy, tj. w wiązaniu substratu
1 przyjęciu właściwej geometrii heliksu; prawdopodob­
nie jest ona także konieczna do stabilizacji stanu 
przejściowego kompleksu [35]. Otrzymano m utanta 
delecyjnego, który tnie jednoniciowy DNA lepiej niż 
dziki rybozym RNA. Prawdopodobnie mechanizm 
reakcji jest odmienny, z udziałem katalizowanej przez 
rybozym miejscowo-specyficznej hydrolizy [36]. Ry­
bozymy o strukturze hammerhead przeprowadzają 
cięcie oligodezoksynukleotydów, zawierających 1 lub
2 rybonukleotydy w miejscu cięcia, jednak efektyw-
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ność reakcji jest znacznie niższa (7-8 razy) niż dla 
substratów RNA, wskutek słabszego wiązania i zmian 
w strukturze miejsca aktywnego [37]. 
Nukleotydylotransferaza. Transfer nukleotydów kata­
lizowany jest przez L-19, L-21 IVS RNA. Po każdej 
rundzie reakcji następuje regeneracja rybozymu, pole­
gająca na dysocjacji substratu i pojawieniu się formy 
wyjściowej rybozymu. Substrat wiąże się z IGS, po 
powstaniu kompleksu grupa 3'OH ostatniego nuk- 
leotydu intronu G 414 dokonuje ataku nukleofilowego

na atom fosforu substratu (przy ostatniej cytydynie) 
i powstaje przejściowo wiązanie kowalencyjne (Ryc. 
5.a). Substrat zostaje oddysocjowany, a związany 
nukleotyd uwolniony wskutek specyficznej hydrolizy 
(między G 414 a związanym nukleotydem). Rybozym 
może się też zregenerować po przyłączeniu nowego 
substratu, wydłużając go przez transestryfikację (np. 
C 5 -> C 6). Typową reakcją jest dysproporcjonowanie: 
np. z dwu cząsteczek C 5 powstają cząsteczki C4 i C 6 
[26, 38].

Ryc. 5. M echanizm  reakcji: transferu nukleotydów  (a) i polimeryzacji (b), katalizow anych przez zm odyfikowany in tron Tetrahymena (wg [26, 
36], zmodyfikowano).
C 4, C 5, C 6 oznaczają odpow iednio cztero-, pięcio- i sześcio-rybonukleotydy cytydylowe. Ryc. 5.b. przedstaw ia dystrybucyjną drogę 
polimeryzacji, objaśnienia w tekście.
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Polimeraza RN A . L-21 Scal RNA katalizuje reakcję 
wydłużania substratu, kwasu pentacytydylowego, na­
wet do dwunastonukleotydu. Miejsce wiążące substrat 
(primer), odpowiadające IGS, jest zarazem matrycą, 
która być może ślizga się przez centrum aktywne 
w sposób odpowiadający właściwej matrycy (Ryc. 5.b). 
Do reakcji niezbędny jest dwunukleotyd CpN, gdzie 
N nie może być guanozyną, gdyż powoduje to cięcie 
substratu. Obserwuje się wpływ matrycy na dodawanie 
nukleotydów (preferencja tych, które tworzą z nią pary 
Watsona-Cricka), choć nie jest to w pełni polimeryza­
cja matryco-zależna. Istnieją dwie hipotetyczne drogi 
przebiegu reakcji [38]:
dystrybucyjna — primer C 5 hybrydyzuje z IGS, GpN  

przyłącza się zaś do miejsca wiążącego styk in- 
tron-ekson 3', następuje transestryfikacja, zbliżo­
na do drugiego etapu samowycinania — pN 
zostaje przeniesiony na 3' koniec C 5, wolna gua- 
nozyna zostaje oddysocjowana; następuje przesu­
nięcie — ślizganie oligonukleotydu o 1 zasadę 
i powtórzenie procesu po związaniu nowego GpN  
(Ryc. 5.b).

procesywna — przyłączenie C 5 zachodzi nieco dalej 
w kierunku 3' końca rybozymu i kolejne rundy 
dołączania nukleotydów zachodzą bez oddysoc- 
jowania wydłużanego łańcucha.

Stosując zmutowany rybozym (ze zmienionym miej­
scem wiążącym guanozynę), można wydłużyć primer 
stosując wszystkie 4 nukleotydy w formie 2-amino- 
puryno-pN [39].

Intron Tetrahymena liguje także nukleotydy kom ­
plementarne do zewnętrznej matrycy, z liczbą obrotów 
do 4 m in-1 [40]. Innym rybozymem katalizującym 
reakcję polimeryzacji jest pochodna intronu sunY  
— skrócony intron, ze zmienioną nieco sekwencją, 
pocięty na 3 fragmenty, które tworzą aktywny kom­
pleks katalityczny. Intron ten przeprowadza analogi­
czną do intronu Tetrahymena ligację 9-10-nukleoty- 
dów, komplementarnych do zewnętrznej matrycy lub 
do jednej z własnych podjednostek [41]. 
Fosfotransferaza i kwaśna fosfataza. L-19 IVS RNA 
posiada aktywność fosfotransferazy przenoszącej 3' 
końcową grupę fosforanową z jednego nukleotydu na 
drugi; zachodzi to prawdopodobnie w tym samym 
miejscu aktywnym co inne reakcje rybozymu. Grupa 
fosforanowa przenoszona jest na 3' końcową guanozy­
nę L-19 IVS RNA. Powstaje przejściowo fosfoenzym, 
który może przenieść fosforan na dodany do reakcji 
oligonukleotyd (fosfotransferaza) lub w pH 4.0 ulec 
hydrolizie, uwalniając nieorganiczny fosforan (fos­
fataza) [26].
Rekombinacja R N A  in vitro. Mitochondrialny intron 
drożdżowy grupy II — b il  katalizuje miejscowo- 
specyficzną rekombinację RNA in vitro. W wyniku 
inkubacji intronu (w postaci lassa lub w formie linio­
wej) z dwiema różnymi cząsteczkami RNA, z których 
każda zawiera sekwencję IBS1 — komplementarną do 
EBS1 intronu, oprócz normalnych produktów od­

wrócenia reakcji samowycinania, powstają cząsteczki 
zawierające połączone ze sobą fragmenty różnych 
RNA; miejsce rekombinacji położone jest bezpośred­
nio 3' za IBS1. Prawdopodobnie w pierwszym etapie 
wstawiania intronu, cząsteczki RNA wchodzą w inter­
akcję z lassem poprzez parowanie IBS1-EBS1, po­
wstaje kowalencyjnie powiązany produkt — intron- 
ekson 3' i związany z intronem niekowalencyjnie ekson 
5'. W tym momencie może nastąpić wymiana eksonów 
5', a następnie drugi etap reakcji, tj. połączenie eks­
onów przez kolejną transestryfikację [42].

V. Rybozymy w terapii genowej

Wykrycie katalitycznych właściwości cząsteczek 
RNA, a zwłaszcza zdolności do cięcia egzogennego 
RNA, doprowadziło do koncepcji wykorzystania tych 
aktywności w celu otrzymania zmodyfikowanych or­
ganizmów, do zwalczania infekcji wirusowych w tera­
pii genowej poprzez cięcie i blokowanie aktywności 
konkretnych cząsteczek RNA w obrębie komórki. 
Najbardziej obiecującym kandydatem do tej roli wy­
daje się rybozym o strukturze hammerhead, kolejnym
— rybozym o strukturze hairpin, o wyższej od poprzed­
niego aktywności katalitycznej. Z opisanych dotąd 
eksperymentów wynika jednak, że prawie wszystkie 
badane rybozymy mogą być w przyszłości wykorzys­
tane w terapii genowej.

Przeprowadzono szereg doświadczeń in vitro z uży­
ciem rybozymów hammerhead skonstruowanych tak, 
aby poprzez parowanie rozpoznawały specyficznie 
i cięły konkretne cząsteczki RNA. Wiele z tych reakcji 
zachodzi z powodzeniem in vivo.

Pierwszymi takimi katalitycznymi RNA były 3 oli- 
gonukleotydy skierowane przeciwko mRNA kodują­
cemu acetylotransferazę chloramfenikolową (CAT), 
zawierające niezbędne nukleotydy tworzące domenę 
katalityczną i sekwencje komplementarne do ciętego 
RNA. Przeprowadzały one in vitro specyficzne cięcie 
substratu [43].

Na razie tylko in vitro uzyskano cięcie RNA P LR V  
(wirusa liściozwoju ziemniaka), stosując dwa syntety­
czne rybozymy o ramionach komplementarnych do 
fragmentów sekwencji białka płaszcza i RNA-zależnej 
polimerazy RNA, które są niezbędne dla infekcyjności 
wirusa [44].

W przypadku eksperymentów in vivo można za­
stosować dwie strategie wprowadzania katalitycznych 
cząsteczek RNA do komórek. Jedną z nich jest tech­
nika bezpośredniego umieszczania w komórkach ak­
tywnych rybozymów. Zaletą tego podejścia jest moż­
liwość wprowadzenia dowolnie skonstruowanego ry­
bozymu (także zmodyfikowanego w celu zwiększenia 
stabilności); wadą, że daje to tylko efekt przejściowy
— do momentu degradacji rybozymu i wymaga wielu 
jego kopii [45]. W jednym z doświadczeń tego typu 
wprowadzono do oocytów Xenopus laevis poprzez 
mikroiniekcję rybozym skierowany przeciwko jednej
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z domen 28S rRNA i wykazano poprawne cięcie rRNA 
i inhibicję syntezy białka [46].

Druga technika polega na wprowadzaniu genów 
kodujących rybozymy. Można to osiągnąć wstawiając 
np. DNA kodujący rybozym do genu transkrybowane- 
go przez polimerazę II lub III (Ryc. 6.). Uzyskuje się 
w ten sposób namnożenie rybozymu, możliwość jego 
dziedziczenia, chronienie RNA np. przez 5' cap i sek­
wencję poli (A) [47].

PROMOTOR

ne cięcie RNA integrazy HIV-1 i blokadę syntezy 
białka przez rybozymy skierowane przeciwko temu 
RNA po wprowadzeniu genów kodujących integrazę 
i rybozymy do komórek E. coli [50].

Zakończone sukcesem doświadczenia, w których nie 
stwierdzono toksyczności rybozymów dla gospodarza, 
budzą nadzieję na szersze ich wykorzystanie w terapii 
genowej. Konieczna jest optymalizacja działania rybo­
zymów poprzez odpowiednie dobieranie miejsc cięcia

RYBOZYM TERMINATOR

GEN POLIMERAZY II

TRANSKRYPCJA 

DOJRZEWANIE PRE-m RNA

i— po li (A) RYBOZYM

5'CAP

Ryc. 6. Strategia użycia rybozym u o stru k ­
turze hammerhead do cięcia w ybra­
nych cząsteczek RNA. O dcinek DNA 
kodujący rybozym  wstawiono do ge­
nu polim erazy II.
W obrębie odcinka kodującego rybo­
zym ciemnym kolorem  zaznaczono 
sekwencje substratu  i kom plem entar­
ne do nich fragm enty rybozym u, ja s­
nym zaś sekwencję tw orzącą centrum  
aktywne.
S trzałka oznacza miejsce cięcia.

Tę technikę zastosowali w swoim eksperymencie 
C o t t o n  i B r i n s t i e l ,  wstawiając do pętli anty- 
kodonowej genu na tRNAMet rybozym skierowany do 
cięcia U7 RNA. Po wprowadzeniu chimerycznego 
genu na plazmidzie do oocytu Xenopus, obserwowano 
jego aktywną transkrypcję, a powstająca 125-nukleo- 
tydowa cząsteczka ribtRNA przedostawała się do 
cytoplazmy, gdzie cięła U7 RNA [47]. W innym 
doświadczeniu wprowadzano odcinek DNA kodujący 
rybozym skierowany przciwko mRNA CAT do genu 
polimerazy II, poprzedzonego wczesnym promotorem 
SV40 i uzyskano znaczne obniżenie aktywności acety- 
lotransferazy w transfekowanych komórkach ssaczych
[48]. Podobna strategia zastosowana została w eks­
perymencie, który doprowadził do zablokowania re­
plikacji wirusa HIV-1. Kulturę tkankową komórek 
C D 4+ HeLa transfekowano ssaczym wektorem eks­
presyjnym, w którym za silnym, konstytutywnym 
promotorem P-aktynowym umieszczono sekwencje 
kodujące rybozym skierowany przeciwko RNA gag. 
Stabilne transformanty produkowały katalityczny 
RNA. Po zainfekowaniu tych komórek wirusem HIV- 
1, wykazano powstawanie produktów cięcia, stwier­
dzono niższy poziom RNA gag oraz antygenu p24 niż 
w komórkach nietransformowanych. Co więcej, w ko­
mórkach wyrażających rybozym było około sto razy 
mniej prowirusowego DNA niż w komórkach macie­
rzystych [49]. Inna grupa badaczy wykazała efektyw-

h
GUC

SUBSTRAT

GUC

O
GUC 2' ,3'P 

+

5' HO -------

RYBOZYM

(sekwencje zachowywane, bez struktury drugorzędo- 
wej, miejsca składania, jednoniciowe pętle), zwięk­
szenie specyficzności poprzez dobranie optymalnej 
długości sekwencji komplementarnej do sekwencji 
wokół miejsca cięcia oraz skierowanie rybozymu do 
odpowiedniego przedziału komórkowego [47],

VII. Nowe poglądy na ewolucję

Wykrycie katalitycznych właściwości RNA zmieniło 
poglądy na temat ewolucji prebiotycznej na Ziemi. 
Fakt, że RNA posiada zdolności katalityczne i może 
działać jako własna polimeraza, pozwala na przyjęcie 
poglądu, że RNA było pierwotną, samoreplikującą się 
cząsteczką i że współczesne systemy biologiczne po­
wstały na drodze ewolucji ze świata RNA, w którym 
genomy i enzymy były RNowe. Przemawia za tym 
także wiele innych danych, świadczących o bardzo 
istotnej roli rybonukleotydów i cząsteczek RNA w syn­
tezie dezoksyrybonukleotydów, replikacji DNA i kata­
lizie prowadzonej przez enzymy białkowe. Te informa­
cje pozwalają sądzić, że synteza DNA pojawiła się po 
ustaleniu systemu kopiującego RNA, że przed poja­
wieniem się katalizatorów białkowych mogły powstać 
już wcześniej złożone aktywności metaboliczne „rybo- 
organizmów” („organizmów” zbudowanych z RNA). 
Etapem przejściowym mógł być świat rybonukleop- 
rotein. Za stopniowym przejmowaniem funkcji en­
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zymatycznych RNA przez białka przemawia fakt, że 
kompleksy rybonukleoproteinowe, takie jak ryboso­
my i spliceosomy, odgrywają wciąż niezwykle istotną 
rolę w metabolizmie, i wysuwane są przypuszczenia, że 
ich składniki RNowe posiadają aktywności katalitycz­
ne [51, 52].
Postulowany przebieg ewolucji [51]:
1. W płynnym i otwartym środowisku bezkomór- 
kowym („pierwotnej zupie”) przeważały cząsteczki 
RNA i proste cząsteczki organiczne, m.in. amino­
kwasy, które mogły być wykorzystywane przez nośniki 
RNowe na szlakach biosyntezy. Szlaki te stawały się 
coraz bardziej skomplikowane, aż do powstania meta- 
bolosomów — organizujących struktur RNA. Zawie­
rały one rodzaj kodu metabolicznego czyli miejsca 
wiążące dla adaptorowych RNA (cząsteczek niosących 
i aktywujących metabolity). Metabolosomy mogły 
wiązać się z błoną fosfolipidową, powstającą samo­
rzutnie w pierwotnym środowisku wodnym; proste 
białka mogły następnie tworzyć pory umożliwiające 
transport.

2. Powstawały zamknięte błoną lipidową komórki, 
następowało wzbogacanie zestawu aminokwasówe, 
wchodzących w skład białek. Te ostatnie stawały się 
coraz bardziej złożone strukturalnie i wiązały się 
z RNA, co wzmacniało i chroniło składniki RNowe. 
Składniki białkowe kompleksów rybonukleoproteino- 
wych mogły także zwiększać specyficzność i szybkość 
reakcji.

3. Kolejnym etapem ewolucji mógł być wzrost 
zawartości białka w rybonukleoproteinach, stopniowa 
redukcja funkcji RNA, który został w wielu przypad­
kach sprowadzony do roli kofaktora nukleotydowego. 
Kod genetyczny, w którym zapisany był przebieg 
metabolizmu został zastąpiony kodem zawierającym 
informacje o syntezie białek. DNA przejął od RNA rolę 
materiału genetycznego.

Jest to tylko jedna z hipotez opisujących przebieg 
ewolucji. Dalsze badania zmuszą z pewnością do 
zmodyfikowania obecnych poglądów. Na pewno jed­
nak wiedza o katalitycznych właściwościach cząste­
czek RNA pozwala wyjaśnić wiele wątpliwości i o t­
wiera tu nowe perspektywy, podobnie jak w wielu 
innych dziedzinach biologii.
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Wykaz stosowanych skrótów:
ASO — oligonukleotyd specyficzny dla allelu; RFLP — poli­
morfizm długości fragmentów restrykcyjnych; VNTR — tan­
demowe powtórzenia o dużej zmienności.

I. Wstęp

Reakcja łańcuchowa polimerazy (PCR) należy obec­
nie do najczęściej stosowanych technik w biologii 
molekularnej. Umożliwia uzyskiwanie milionów kopii 
specyficznego fragmentu DNA poprzez jego enzyma­
tyczną amplifikację. Od opublikowania pionierskiej 
pracy S a i k i  i w s p ó ł a u t o r ó w  [1] o amplifikacji 
in vitro i analizie genomowych sekwencji (3-globiny 
minęło już kilka lat lecz dopiero ostatnio PCR znalazła 
olbrzymie zastosowanie w praktyce. W piśmiennictwie 
naukowym przeważa zastosowanie PCR w diagnos­
tyce klinicznej [2]. Podstawy i możliwości wykorzys­
tania tej techniki zostały przedstawione czytelnikom 
Postępów Biochemii w artykule J u n g e r m a n  
i S ł o m s k i e g o  „Enzymatyczna amplifikacja DNA” 
[3]. Niepokojący jest prawie całkowity brak oryginal­

1 Prof. dr hab., 2 mgr, 3 dr, Zakład Genetyki Człowieka 
PAN, 60-479 Poznań, ul. Strzeszyńska 32, Institut für 
Humangenetik der Universität, Gosslerstr. 12 D, 3400 
Göttingen, RFN.

nych prac o stosowaniu PCR z ośrodków naukowych 
w naszym kraju. Do końca 1991 r. ukazało się zaledwie 
kilka prac (dane z systemu informacyjnego Medline). 
Autorzy niniejszej pracy zamierzają przedstawić zaró­
wno aktualne możliwości stosowania PCR w diagnos­
tyce klinicznej jak i te, które pojawią się w najbliższej 
przyszłości.

Technika PCR dokonała przełomu w diagnostyce 
klinicznej dlatego, że nie wymaga stosowania radioak­
tywnych izotopów, a ilość uzyskiwanego DNA jest 
wystarczająca do bezpośredniej obserwacji i oceny 
podczas rozdziałów elektroforetycznych. W celach 
diagnostycznych wykonuje się przeciętnie 35 cykli 
PCR obejmujących denuturację dwuniciowego DNA, 
przyłączenie oligonukleotydów (tzw. primerów) i syn­
tezę. Początkowo w etapie syntezy stosowano termo- 
labilną polimerazę Klenowa, co wymagało dodawania 
świeżego enzymu każdorazowo po denaturacji. Często 
w reakcji powstawały niespecyficzne produkty, gdyż 
tem peratura syntezy ograniczona była do 37°C i do­
chodziło do niespecyficznego wiązania primerów [4]. 
Wprowadzenie termostabilnej polimerazy z bakterii 
Thermus aąuaticus (polimeraza Taq) [5] w znaczący 
sposób uprościło reakcję amplifikacji, obniżyło jej 
koszty oraz przyczyniło się do szybkiego zastosowania 
tej reakcji w biologii i medycynie. Obecnie na rynku 
dostępna jest liczna grupa polimeraz z termofilnych 
Prokaryota, nie zmieniających swej aktywności w pod­
wyższonych temperaturach.

II. Zastosowanie PCR w diagnostyce klinicz­
nej

W początkowym okresie PCR wykonywano m anu­
alnie, przenosząc probówki reakcyjne do łaźni wod­
nych o określonych temperaturach. Wstępna auto­
matyzacja PCR polegała na adaptacji robotów labora­
toryjnych do przenoszenia próbek. W krótkim czasie 
pojawiło się wiele specjalistycznych urządzeń, tzw.
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Tabela 1.
Z astosow anie techniki PC R  w diagnostyce klinicznej

G en/genom C horoba/zastosow anie Piśm iennictw o

I. G eny człowieka
a-N -acety logalaktozoam inidaza C h o ro b a  Schindlera [52]
a-l-an ty try p sy n a N iedobór [53, 54, 55, 56]
Am inotransferaza alaniny H iperoksaluria  typ I [57]
Amyloid C h o ro b a  Alzheimera [58]
Antygeny HLA T ypow anie dawców [59, 60]
A rom ataza Rak sutka [61]
ß-globina H em oglobinopatie [62]
C FT R M ukow iscydoza [31, 63, 64, 65]
C ytochrom  P450IA1 Podatność  na now otw ory [66]
Czynnik V III krzepnięcia H em ofilia A [67]
C zynnik IX krzepnięcia Hem ofilia B [68]
Czynnik von W illebrandta C h o ro b a  von W illebrandta [69]
D ehydrogenaza N A D H Z apalenie siatków ki i nerwu wzrokowego [70]
D M D D ystrofia m ięśniowa D uchenne’a [11, 27, 28, 29]
Fosforybozylotransferaza h ipoksan tyna/guanina Zespół Lesh-N yhana [71]
Fosforybozylotransferaza adeniny N iedobór enzym u [72]
G en Ras O stra  b iałaczka szpiku [73, 76]
H eksozam inidaza A C h o ro b a  Tay-Sachsa [59, 60]
IgG  (łańcuch ciężki VDJ) C hłoniak [75, 76]
K w aśna ß-glukozydaza C h o ro b a  G auchera [77]
Receptor LD L H ipercholesterolem ia [78]
Receptor 8 kom órek T C h o ro b a  M R D [79, 80]
T ranslokacja  t(l;19Xq23;pl3) O stra  białaczka lim foblastyczna [81, 82]
T ranslokacja  t(I4;18) T ransp lan tacja  szpiku [83]
tRNA(Lys) M ioklonia [84]

II. M ikroorganizm y
Adenowirus Nieżyt jelit [85]
A erom onas Biegunka [86]
Borrelia recurrentis D ur pow rotny [87]
C lostridium  difficile Biegunka, zapalenie jelit [88]
Cytom egalow irus T ransp lan tac ja  szpiku [89]
Legionella pneum ofila Zapalenie płuc [13]
Papillom aw irus B rodaw czak [13]
R ikettsia tsutsugam ushi C h o ro b a  tsutsugam ushi [90]
T reponem a pallidum Kiła [91, 92]
T rypanosom a cruzzi C h o ro b a  C hagasa [13]
W irus Epstein-B arr C hłoniak [93]
W irus H epatitis B Rak w ątrobow o-kom órkow y [94]
W irus H epatitis C Przewlekłe zapalenie w ątroby [96-98]
W irus H erpes simplex O pryszczka warg [99]
W irus HIV-1 B rak odporności imm unologicznej [100-104]

Inform acje o zastosow aniu techniki PC R  w diagnostyce klinicznej, k tó re  ukazały się do 1991 roku znajdzie czytelnik w opracow aniu  R e i s s a  
i C o o p e r a  [2],

thermocyclers. Zapewniają one właściwą temperaturę 
i czas kolejnych etapów reakcji, przy czym próbki 
pozostają przez cały czas w bloku reakcyjnym. Bardzo 
istotna (np. dla sekwencjonowania produktów PCR) 
jest możliwość precyzyjnego doboru czasu trwania 
reakcji, jak również zmiany czasu syntezy w kolejnych 
cyklach i ochładzanie próbek po zakończeniu reakcji.

Najprostszym zastosowaniem reakcji PCR w diag­
nostyce medycznej jest wykazanie obecności lub nie­
obecności specyficznego fragmentu DNA. Niezwykle 
duża czułość metody powoduje, że w warunkach 
suboptymalnych może dojść do amplifikacji niespecy­
ficznego fragmentu. Dla uzyskania właściwego produ­
ktu konieczna jest również ściśle określona ilość 
poszczególnych substratów oraz doświadczalnie usta­
lone warunki reakcji. Nieodzowne jest również przygo­

towanie wspólnej mieszaniny reakcyjnej dla poszcze­
gólnych próbek DNA i przeprowadzanie reakcji 
w obecności pozytywnej i negatywnej próby kontrol­
nej. Kolejne zalecenie dotyczy oddzielnych stanowisk 
pracy (najlepiej wyłączonego pomieszczenia) dla wy­
konywania PCR oraz stosowania urządzeń laborato­
ryjnych (przede wszystkim mikropipet) przeznaczo­
nych wyłącznie do tej reakcji [6]. Należy również 
pamiętać o większej w porównaniu z enzymem Kleno- 
wa możliwości pojawienia się błędu replikacji przy 
zastosowaniu polimerazy Taq [7], dlatego nie można 
dla celów diagnostycznych stosować zbyt małej ilości 
wyjściowego DNA [8], chociaż możliwa jest amp- 
lifikacja DNA pojedynczej komórki [9]. Niedopusz­
czalne jest przechowywanie produktów PCR w bezpo­
średnim sąsiedztwie banku DNA lub klonów DNA,
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gdyż nieuchronnie doprowadzi to do zanieczyszczenia 
DNA.

Wykazanie obecności lub braku produktu PCR 
znalazło zastosowanie w wykrywaniu delecji powodu­
jących występowanie chorób dziedzicznych u hemi- 
zygotycznych pacjentów, np. z dystrofią mięśniową 
Duchenne’a lub Beckera [10,11], w licznych testach na 
obecność wirusa HIV [12], Hepatitis B, Papillomavi­
rus, Legionella pneumophila i Trypanosoma cruzi [13]. 
Przy wykrywaniu nosicielstwa chorób genetycznych 
wyłania się problem pomiaru ilości zamplifikowanego 
DNA. Opisano szereg podejść badawczych, jednak nie 
wydaje się by znalazły one zastosowanie w rutynowych 
badaniach diagnostycznych [14,15,16]. W przypadku 
diagnostyki prenatalnej chorób genetycznych koniecz­
na była ocena błędu wywołanego zanieczyszczeniem 
genomu płodu przez komórki matki. Wydaje się, że nie 
ma ono wpływu na wiarygodność badań, pod warun­
kiem, że stopień zanieczyszczenia nie jest zbyt wysoki, 
a doświadczenia są przeprowadzane z nieodzowną 
dokładnością [17, 19].

Drugim najważniejszym zastosowaniem PCR w dia­
gnostyce jest wykorzystanie tej techniki do uzyskania 
zwiększonej ilości DNA przed jego dalszą analizą. 
W badaniach chorób związanych z polimorfizmem 
długości fragmentów restrykcyjnych (RFLP) do nieda­
wna posługiwano się wyłącznie metodą Southern blot­
ting i hybrydyzacją z radioaktywnymi sondami mole­
kularnymi, przy czym wynik uzyskiwano dopiero po 
tygodniu. Technika PCR zastępuje metodę Southern 
blotting i jest już rutynowo stosowana do wykrywania 
polimorfizmu DNA charakterystycznego dla wielu 
chorób genetycznych, m.in. anemii sierpowatej, niedo­
boru a-l-antytrypsyny, hemofilii i dystrofii mięśniowej 
Duchenne’a [2].

Klasycznym przykładem postępu jaki nastąpił 
w bezpośredniej diagnostyce DNA przy pomocy PCR 
jest jedna z najczęstszych chorób genetycznych — mu- 
kowiscydoza. Stosując metodę PCR, W i l l i a m s  
i w s p ó ł a u t o r z y  już w 1988 r. przeprowadzili 
pełną diagnostykę tej choroby w ciągu jednego dnia
[19]. Szybkie zgromadzenie danych z różnych krajów, 
o typach i częstości mutacji genu CFTR (genu od­
powiedzialnego za występowanie mukowiscydozy), 
wkrótce po sklonowaniu genu [20], byłoby niemo­
żliwe bez techniki PCR. W większości tych badań 
potwierdzono już zidentyfikowaną mutację. Obecnie 
stosuje się PCR celem wykrycia nieznanych jeszcze 
mutacji w połączeniu z takimi technikami jak bez­
pośrednie sekwencjonowanie jednoniciowego produ­
ktu PCR (asymetryczna PCR) [21], niesparowanie 
chemiczne (ang. chemical mismatch) [22, 23], poli­
morfizm konformacyjny jednoniciowego DNA (ang. 
single-stranded conformational polymorphism, SSCP)
[24] i denaturującą elektoforezę (w żelu) gradientową 
(ang. denaturing gradient gel electrophoresis, DGGE)
[25].

Identyfikacja nie znanych jeszcze mutacji, prowa­

dzących do stanów chorobowych może być znacznie 
uproszczona przez zastąpienie używanego do analizy 
genomowego DNA przez mRNA. Ukazały się już 
doniesienia o wykrywaniu delecji i ustalaniu nosicielst­
wa dystrofii mięśniowej Duchenne’a poprzez analizę 
mRNA limfocytów krwi obwodowej, z wykorzysta­
niem zjawiska nieuprawnionej transkrypcji (ang. il­
legitimate transcription) wykazanej po raz pierwszy 
przez C h e l l y ’e g o  i w s p ó ł a u t o r ó w  [26]. Sto­
sując jako materiał wyjściowy całkowity RNA lim­
focytów przeprowadzono syntezę cDNA stosując pri- 
mery specyficzne dla genu DM D, a następnie dwie 
reakcje PCR z wewnętrznymi primerami (ang. nested 
PCR). Ukazało się już kilka doniesień o zastosowaniu 
tej metody nie tylko do analizy patologicznych trans- 
kryptów, lecz również do ustalania nosicielstwa dys­
trofii [27, 28, 29]. Szczególnie cenne jest bezpośrednie 
ustalenie nosicielstwa, gdyż próby ustalenia nosicielst­
wa metodą hybrydyzacji z sondami cDNA, metodą 
PCR lub poprzez analizę sprzężeń nie dają infor- 
matywnych wyników w wielu przypadkach osób z ro­
dzin z ryzykiem DMD. Wykorzystanie łatwo dostęp­
nych limfocytów z krwi obwodowej jako źródła rzad­
kich transkryptów przedstawiono w pracy, w której 
transkrypty specyficzne dla spermatogenezy u człowie­
ka wykryto w limfocytach nie tylko mężczyzn, ale 
i kobiet [30]. Bezpośrednia analiza transkryptów 
metodą PCR przyczyniła się również do wykrycia 
alternatywnego splicingu genu CFTR [31].

PCR może być również zastosowana do wykrywa­
nia translokacji specyficznych dla nowotworów 
w mRNA lub genomowym DNA. Najwcześniej za­
stosowano PCR w diagnostyce białaczek limfoblas- 
tycznych. Markerem cytogenetycznym tych białaczek 
jest występowanie chromosomu Philadelphia, nato­
miast na poziomie molekularnym dochodzi do fuzji 
genu BCR na chromosomie 22 z genem ABL na 
chromosomie 9 i powstawania chimerycznej formy 
mRNA i białka. Gdy fuzji towarzyszy rearanżacja genu 
BCR dochodzi do chronicznej białaczki myeloblas- 
tycznej (CML), a gdy nie występuje rearanżacja do­
chodzi do ostrej białaczki limfoblastycznej (ALL). 
mRNA BCR-ABL mogą być poddane odwrotnej 
transkrypcji i analizowane metodą PCR [32], a uzys­
kane wyniki wykorzystywane do śledzenia przebiegu 
terapii [33]. Znaczenie tego postępowania wzrosło 
jeszcze bardziej po wykryciu mRNA BCR-ABL u pac­
jentów, których kariotyp nie wykazywał obecności 
chromosomu Philadelphia (34).

PCR jest stosowana coraz częściej do wykrywania 
mRNA specyficznych dla nowotworów, a także oceny 
ich ekspresji i rearanżacji. Olbrzymie znaczenie PCR 
dla oceny leczenia pacjentów wykazano ostatnio w ba­
daniach mutacji genu supresorowego p53 w nowo­
tworach pęcherza i dróg moczowych [35]. Opisano 
także szereg mutacji punktowych powodujących alter­
natywny splicing tego genu w nowotworach płuc [36] 
i szyjki macicy [37].
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III. Rodzaje PCR stosowane w diagnostyce

Ostatnio pojawiło się w piśmiennictwie naukowym 
bardzo wiele doniesień o wariantach PCR. Wydano 
również pierwsze opracowania książkowe [38]. Spo­
śród wielu nowych wariantów PCR jedynie nieliczne 
znalazły szersze zastosowanie w praktyce. Autorzy 
niniejszego opracowania przygotowując corocznie 
specjalistyczne kursy z zakresu biologii molekularnej 
wypróbowali wiele nowych wariantów PCR i zalecają 
dużą ostrożność w ich wdrażaniu. Przede wszystkim 
uwaga ta dotyczy substancji dodawanych do mieszani­
ny reakcyjnej celem podwyższenia wydajności i specy­
ficzności reakcji (np. DM SO, BSA, gp32), które w przy­
padkach różnych amplifikowanych sekwencji mogą 
mieć pozytywny lub negatywny wpływ.

Jak już wspomniano, PCR, podobnie jak metoda 
Southern blotting może być zastosowana w badaniach 
polimorfizmu DNA. Produkty PCR trawi się w tym 
celu enzymami restrykcyjnymi. Jeśli nie można użyć 
enzymu restrykcyjnego ze względu na brak miejsca 
rozpoznawania, przeprowadza się hybrydyzację z oli- 
gonukleotydami specyficznymi dla allelu (ASO). 
W obydwu przypadkach analiza może być uprosz­
czona przez bezpośrednie zastosowanie techniki PCR 
specyficznej dla allelu. Dochodzi wówczas do wybiór­
czej amplifikacji konkretnego allelu i w ten sposób 
jedna reakcja umożliwia zarówno rozróżnienie alleli 
jak i amplifikację DNA [39, 40].

Polimorfizm DNA wykrywany poprzez PCR za­
stosowano do ustalania nosicielstwa zmutowanego 
genu w rodzinach z ryzykiem wystąpienia najczęst­
szych chorób genetycznych — mukowiscydozy i dys- 
trofii mięśniowej. W przypadku dystrofii mięśniowej 
wykorzystano naturalny polimorfizm regionu pERT 
genu DM D, oceniany poprzez trawienie uzyskanych 
produktów PCR endonukleazami Xmn I, Barn HI 
i Taq I [41].

N a potrzeby diagnostyki klinicznej opracowano 
wariant PCR umożliwiający jednoczesną amplifikację 
kilku fragmentów DNA. Po raz pierwszy ten wariant 
PCR (multiplex) zastosowano w badaniach najwięk­
szego dotąd poznanego genu człowieka (gen DMD). 
W pionierskiej pracy C h a m b e r l a i n a  i w s p ó ł ­
a u t o r ó w  [10] reakcja multiplex obejmowała sześć 
eksonów w regionach genu DM D, w których najczęś­
ciej występują delecje prowadzące do dystrofii. Poje­
dynczą PCR można było wykryć ok. 60% wszystkich 
delecji. Nic dziwnego, że ta reakcja znalazła natych­
miastowe zastosowanie w diagnostyce. Wkrótce reak­
cją multiplex objęto jeszcze trzy eksony, a wykrywal­
ność delecji wzrosła do 80%. Ostatnio B e g g s 
i w s p ó ł a u t o r z y  włączyli do reakcji multiplex 
jeszcze 9 eksonów i region prom otora genu, zwięk­
szając w ten sposób wykrywalność delecji do 98%
[11]. Autorzy niniejszego opracowania metodą PCR 
analizują 20 regionów genu DM D — region prom o­
tora i eksony 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45,

46, 47, 48, 49, 50, 51, 52 i 60, wykonując 6 reakcji typu 
multiplex.

Głównym ograniczeniem standardowej PCR jest 
wymóg znajomości sekwencji ograniczającej odcinek 
DNA przeznaczony do amplifikacji, niezbędny do 
syntezy primerów. Ten problem można wyeliminować 
przy pomocy tzw. odwrotnej PCR (ang. inverted PCR) 
[42, 43]. PCR próbowano zastosować do amplifikacji 
sekwencji DNA, dla której znany był tylko jeden 
specyficzny primer, a uniwersalny fragment, zawierają­
cy sekwencję komplementarną do drugiego primera 
przyłączono przed amplifikacją do końca 3' badanego 
fragmentu. Z tą techniką wiązano duże nadzieje na 
szybkie wykrywanie niepoznanych dotąd mutacji [44], 
Własne obserwacje sugerują, że ta technika nie znajdu­
je większego zastosowania w badaniach DNA Eukary- 
ota, zwłaszcza genomu człowieka. Bardziej obiecująca 
wydaje się być inna wersja tzw. zakotwiczona PCR 
(ang. anchored PCR), w której koniec 3' amplifikowa­
nej sekwencji wydłuża się przez dołączenie homopoli- 
meru z zastosowaniem terminalnej transferazy, a na­
stępnie przeprowadza się amplifikację w obecności 
primera specyficznego do końca 5' i dwóch primerów 
współdziałających z homopolimerem [45].

IV. Perspektywy wykorzystania techniki 
PCR w przyszłości

W piśmiennictwie naukowym pojawiają się donie­
sienia o nowych możliwościach zastosowania PCR 
w diagnostyce klinicznej. Spektakularnym przykładem 
może być tworzenie nowych, sztucznych miejsc re­
strykcyjnych umożliwiających wykrywanie mutacji 
punktowych. To nowe podejście metodyczne znalazło 
już zastosowanie w diagnostyce mukowiscydozy i fe- 
nyloketonurii, będąc znacznie tańszym od sekwenc- 
jonowania.

Charakterystyczną cechą wielu chorób człowieka 
jest występowanie mutacji w określonych regionach 
genów. Opisano np. kilka mutacji wywołujących mu- 
kowiscydozę, które występują w tych samych eks- 
onach. Rutynowym podejściem jest w takich przypad­
kach sekwencjonowanie całych eksonów, celem wy­
krycia wszystkich mutacji. Najczęściej przeprowadza 
się amplifikację eksonu a następnie reamplifikację 
stosując wewnętrzny primer (ang. nested primer) prze­
dłużony na końcu 5' o sekwencję komplementarną do 
primera sekwencyjnego faga M l3. Przeprowadzenie 
PCR w obecności primerów w różnych proporcjach 
stężeń (np. 50:1, tzw. asymetryczna PCR) prowadzi do 
nagromadzenia jednoniciowego fragmentu, który mo­
żna następnie sekwencjonować stosując primer M l3. 
Asymetryczna wersja PCR doprowadziła do opraco­
wania uniwersalnych primerów M13 zawierających 
znaczniki fluorescenycjne i konstrukcji pierwszych 
półautomatycznych urządzeń do sekwencjonowania. 
Oznacza to całkowite zaprzestanie prac z radioaktyw­
nymi izotopami.
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M etoda PCR znajdzie na pewno szersze zastosowa­
nie w medycynie sądowej i kryminalistyce [46, 47], 
gdyż umożliwia ustalanie ojcostwa i identyfikację 
śladów biologicznych. W tym celu przeprowadza się 
amplifikację regionów DNA charakteryzujących się 
w populacji znacznym polimorfizmem [48]. Opisano 
już kilka regionów wykazujących polimorfizm długo­
ści wynikający z zawartości różnej liczby krótkich, 
tandemowych powtórzeń (ang. variable number tandem 
repeats, VNTR). Znając częstość występowania alleli 
w populacji można obliczyć prawdopodobieństwo 
pokrewieństwa, co w zasadniczy sposób różni tę 
technikę od analizy typu multilocus, składającej się na 
tzw. DNA fingerprinting. Dokładność oznaczeń po­
przez analizę VNTR zbliżona jest do 100%. Olbrzymie 
znaczenie ma również możliwość wykonania analizy 
na materiale częściowo zdegradowanym lub dostęp­
nym jedynie w śladowych ilościach.

W porównaniu z innymi technikami, PCR jest 
stosunkowo prostą techniką, należy jednak pamiętać, 
że wyniki uzyskiwane przy pomocy PCR dla diagnos­
tyki klinicznej powinny być interpretowane wyłącznie 
przez doświadczone osoby, znające ujemne strony tej 
techniki. Nieprzekonywujące wydaje się np. wykrywa­
nie specyficznych sekwencji chromosomu Y w krwi 
obwodowej ciężarnych kobiet (gdy płód był męski)
[49]. Dążenie do analizy pojedynczych kopii DNA 
spowodowało, że ponownie zwrócono uwagę na błędy 
mogące wystąpić podczas replikacji. K r a w c z a k
1 w s p ó ł a u t o r z y  [8] oszacowali poziom błędu 
analizy pojedynczej kopii na 1%. Metodę PCR za­
stosowano z powodzeniem do diagnostyki preimplan- 
tacyjnej, w której, po przeprowadzeniu zapłodnienia in 
vitro, pobiera się z 8-komórkowego stadium zygoty
2 komórki i w ciągu kilku godzin wykonuje się na 
jednej komórce analizę cytogenetyczną, a na drugiej 
molekularną najczęstszych aberracji chromosomo­
wych i chorób genetycznych [50]. Badania preimplan- 
tacyjne są już wykonywane w Wielkiej Brytanii 
iw  1991 r. umożliwiły urodzenie kilkunastu zdrowych 
dzieci w rodzinach z wysokim ryzykiem wystąpienia 
ciężkich chorób genetycznych [51]. W wielu krajach 
diagnostyka preimplantacyjna regulowana jest pra­
wem lub normami etycznymi.

Artykuł otrzymano 10 lutego 1992 r.
Zaakceptowano do druku 18 lutego 1992 r.
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1. Wstęp

Ogólną nazwą glikokoniugatów objęto różne typy 
substancji zawierających węglowodany połączone ko­
walencyjnie z innymi typami związków chemicznych. 
Głównymi grupami glikokoniugatów są glikoprotei­
ny, glikopeptydy, peptydoglikany, glikolipidy i lipo- 
polisacharydy. W niniejszym dokumencie uwzględ­
niono pierwsze trzy z tych grup. Słownictwo glikolipi­
dów było przedmiotem wcześniejszego dokumentu, 
który jest obecnie aktualizowany [1],

Wcześnie, bo już w 1907 r, gdy niewiele było 
wiadomo na temat glikoprotein, zostały one określone

przez Komisję Nom enklatury Białek Amerykańskiego 
Towarzystwa Chemii Biologicznej i Amerykańskiego 
Towarzystwa Fizjologicznego jako „związki cząste­
czek białkowych z substancją lub substancjami zawie­
rającymi grupy węglowodanowe inne niż kwas nuk­
leinowy” [2]. Pomimo ogromnego postępu naszej 
wiedzy o występowaniu, biosyntezie, właściwościach 
i funkcjach glikoprotein, definicja ta nadal pozostaje 
właściwa.

Glikoproteiny są szeroko rozpowszechnione we 
wszystkich formach życia, z możliwym wyjątkiem 
eubakterii. Występują w komórkach, zarówno w for­
mie rozpuszczalnej jak i związane z błonami oraz 
w substancji zewnątrzkomórkowej i w płynach poza- 
komórkowych. Najbardziej pospolitymi glikoprotei- 
nami są te, w których cukier jest związany z białkiem 
wiązaniami glikozydowymi. Glikozylacja jest jedną 
z ważnych kotranslacyjnych i potranslacyjnych mody­
fikacji białek.

Termin „glikoproteina” powinien obejmować prote­
oglikany, które kiedyś uważano za odrębną klasę 
związków. Proteoglikany są to takie glikoproteiny, 
których jednostki węglowodanowe tworzą długie, nie- 
rozgałęzione łańcuchy powtarzających się przemiennie 
reszt heksozaminy i kwasu uronowego lub galaktozy, 
często siarczanowanych. Proteoglikanów nie zalicza­
no dawniej do glikoprotein, ponieważ wydawało się, że 
ich część cukrowa różni się bardzo znacznie od stosun­
kowo małych, rozgałęzionych, zwykle nieusiarczano- 
wanych jednostek cukrowych, pozbawionych powta­
rzających się jednostek, występujących w innych gliko­
proteinach. Inną przyczyną było jedyne w swoim 
rodzaju rozmieszczenie: proteoglikany występują głó­
wnie w tkankach łącznych, gdzie mają swój udział 
w organizowaniu oraz we właściwościach fizycznych 
substancji zewnątrzkomórkowej. Wiadomo jednak, że 
proteoglikany także są glikozylowanymi białkami, 
syntezowanymi przez działanie glikozylotransferaz,
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i że powtarzające się dwucukrowe jednostki występują 
również w typowych glikoproteinach. Proteoglikany 
są wobec tego uważane za podklasę glikoprotein.

Terminy „glukozylacja (lub glikozylacja) białka” 
i „glukozylowana (lub glikozylowana) hemoglobina” 
były używane niewłaściwie w odniesieniu do produk­
tów nieenzymatycznych reakcji między glukozą lub 
innymi cukrami i wolnymi grupami aminowymi bia­
łek. Związki tworzone w ten sposób nie są jednakże 
glikozydami, ponieważ powstają one w wyniku utwo­
rzenia zasady Schiffa z następnym przegrupowaniem 
Amadorfego, co daje 1-deoksyketozylowe pochodne 
białek. Na przykład, produktem reakcji między gluko­
zą i hemoglobiną nie jest glukozylowana hemoglobina, 
ale A/-(l-deoksyfruktozylo)hemoglobina. Zaleca się 
stosowanie terminu „glikacja” na określenie wszyst­
kich reakcji polegających na przyłączeniu cukru do 
białka lub peptydu, niezależnie od tego czy tworzy się 
wiązanie glikozydowe czy nie. Produktem glikacji jest 
glikoproteina lub, w specjalnym przypadku reakcji 
z hemoglobiną, glikohemoglobina. W odpowiednich 
przypadkach można użyć dokładniejszej nazwy, takiej 
jak deoksyfruktozylohemoglobina.

Peptydoglikany, czasami zwane mureinami, są gli- 
kokoniugatami znalezionymi tylko w bakteryjnych 
ściankach komórkowych. Chociaż także składają się 
z węglowodanów i aminokwasów związanych kowa­
lencyjnie, tworzą odrębną klasę związków, ponieważ:
a) nie zawierają części białkowej; b) zawierają cukry nie 
znalezione gdzie indziej; c) składają się z liniowych 
polisacharydów (klasy glikozoaminoglikanów) zwią­
zanych krzyżowo przy pomocy oligopeptydów, two­
rząc w ten sposób ogromną i sztywną sieć. Dotychczas 
brak było dostępnej oficjalnej nomenklatury gliko­
protein, glikopeptydów i peptydoglikanów. Przygoto­
wując niniejszy dokument stosujemy się do ogólnych 
zasad słownictwa biochemicznego [3], zwłaszcza tych 
nowszych, na temat węglowodanów [4-7] oraz amin- 
kowasów i peptydów [8].

2. Słownictwo

2.1. Glikoproteiny, proteoglikany i glikozoamino- 
glikany

Glikoproteina jest związkiem zawierającym 
węglowodan (lub glikan) kowalencyjnie związany 
z białkiem. Węglowodan może być w postaci 
monosacharydu, disacharydu(ów), oligosachary- 
du(ów), polisacharydu(ów) lub ich pochodnych 
(np. sulfo- lub fosfopodstawionych). W cząsteczce 
glikoproteiny może występować jedna, kilka lub 
wiele jednostek węglanowych. Proteoglikany są 
podklasą glikoprotein, w których jednostki węg­
lowodanowe są polisacharydami zawierającymi 
aminocukry. Takie polisacharydy są także znane 
jako glikozoaminoglikany.

2.2. Glikopeptydy, glikoaminokwasy i glikozyloa- 
minokwasy

Glikopeptyd jest związkiem zawierającym węglo­
wodan związany z oligopeptydem złożonym z L- i/lub 
D-aminokwasów. Glikoaminokwas jest sacharydem 
przyłączonym do pojedynczego aminokwasu za po­
mocą jakiegokolwiek wiązania kowalencyjnego. Gli- 
kozyloaminokwas jest związkiem złożonym z sachary- 
du przyłączonego poprzez wiązanie glikozylowe (0-, 
N- lub S-) do aminokwasu. (Wymagane są łączniki, aby 
nie sugerować, że węglowodan jest koniecznie przyłą­
czony do grupy aminowej).

2.3. Peptydoglikany

Peptydoglikan zawiera glikozoaminoglikan utwo­
rzony przez naprzemienne reszty D-glukozoaminy 
i kwasu muraminowego {2-amino-3-0-[(S)-l-karbok- 
syetylo]-2-deoksy-D-glukozy} albo kwasu L-taloza- 
minuronowego (kwasu 2-amino-2-deoksy-L-taluro- 
nowego), które są zwykle N-acetylowane lub A-gliko- 
zylowane. G rupa karboksylowa kwasu muraminowe­
go jest zwykle podstawiona peptydem zawierającym 
reszty zarówno L-jak  i D-aminokwasów, podczas gdy 
grupy ta w kwasie L-talozaminurowym jest podsta­
wiona przez peptyd zawierający tylko L-aminokwasy.

3. Komentarze

3.1. Rodzaj węglowodanu w glikoproteinach

W wielu glikoproteinach (np. glikoproteinach oso­
cza, takich jak ludzka kwaśna o^-glikoproteina lub 
fetuina) węglowodan występuje w postaci oligosacha- 
rydów liniowych lub rozgałęzionych, przy czym te 
ostatnie zawierają aż około 20 reszt monosacharydo- 
wych; znane są również glikoproteiny zawierające 
jednostki mono- lub disacharydowe, np. kolageny, 
glikoproteiny przeciw zamarzaniu (antifreeze) ryb, 
glikoproteiny podszczękowe (lub podżuchwowe) ow­
cy, jak też takie, które zawierają oligosacharydy złożo­
ne z powtarzających się jednostek N-acetylogalak- 
tozoaminy (np. pasmo 3 błony ludzkich erytrocytów).

3.2. Proteoglikany

Proteoglikan jest białkiem glikozylowanym przez 
jeden lub więcej (aż do około 100) glikozoamino­
glikanów (Tab. 1).
Glikozoaminoglikany proteoglikanów są liniowymi 
polimerami zawierającymi do około 200 powtarzają­
cych się disacharydowych jednostek, które składają się 
z heksozaminy (D-glukozoaminy lub D-galaktozoa- 
miny) naprzemiennie z kwasem uronowym (D-gluku- 
ronowym lub L-iduronowym) lub cukrem obojętnym 
(D-galaktozą). Heksozoaminy są zwykle N-acetylowa- 
ne, a w niektórych glikozoaminoglikanach D-glukozo-
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Tabela 1.
Struktura glikozoaminoglikanów. Opracowana głównie na podstawie: L i n d a h l  U,  H o o k  M, (1978) Ann Rev Biochem 47: 385-417 
i R o d e n  L, (1980) w The biochemistry of glycoproteins and proteoglycans, red. W J Lennerz, Plenum Press, New York, 267-371

Nazwa Powtarzający się disacharyd Siarczanowanie Region łączący

Kwas hialuronowy 
Chondroityno 4- i 6-siarczan

Siarczan dermatanu

Heparyna i siarczan hepara- 
nu

Siarczan keratanu

G lcN Ac(P 1 -4)Glc A( J31-3) 
G alN Ac(pi-4)G lcA (pi-3)

G alN Ac(pi-4)G lcA (pi-3) i 
G alN  Ac(p 1 -4)L-Ido A (al -3)

GlcNR(<xl-4)GlcA(pl-4) i 
G lcNR(a 1 -4)L-Ido A (al -4)

G lcN  Ac(p 1 -3)Gal(P 1 -4)

Brak
GalNAc-4-O-siarczan, 6-0-siar- 
czan lub hybrydy 
GalNAc-4-O-siarczan; lub 
6-O-siarczan; kwas L-iduronowy 
może być siarczanowany w po­
zycji 2
W heparynie (bogato siarczano­
wanej) R to głównie S 0 3H i trochę 
acetylu, w siarczanie heparanu 
ogólnie mniej SO aH i więcej acety­
lu niż w heparynie. Trochę N-ace- 
tylo-D-glukozoaminy jest 6-0-siar- 
czanowanej i trochę kwasu L-idu- 
ronowego jest 2-0-siarczanowa- 
nego
GlcNAc-6-O-siarczan;
Gal-6-O-siarczan

Nie potwierdzono połączenia z białkiem  
GlcA(P 1 -3)Gal(P 1 -3)Gal(p 1 -4)Xyl-(p 1 - 
-0)Ser
GlcA(P 1 -3)Gal(P 1 -3)Gal(p 1 -4)Xyl-(p 1 - 
-0)Ser

Gic A( p 1 - 3)Gal( p 1 -3)Gal( P1 -4)X y l-( P1 - 
-0)Ser

Patrz Rys. 1

amina jest N-siarczanowana. Różne stopnie usiar- 
czanowania wynikają z występowania grup siarczano­
wych w innych pozycjach heksozamin jak też w kwasie 
L-iduronowym. Łańcuch powtarzających się jedno­
stek jest przyłączony do białka przez oligosacharyd 
o strukturze odmiennej od powtarzających się jedno­
stek. Ten region łączący (patrz Tab. 1) jest identyczny 
w większości proteoglikanów (siarczany chondroityny, 
siarczan dermatanu, heparyna, siarczan herparanu), 
ale jest odmienny w siarczanie keratanu. Ten ostatni 
glikozoaminoglikan zawiera powtarzające się jedno­
stki N-acetylolaktozaminy, które są O-siarczanowane 
(Ryc. 1).

mi metabolizmu proteoglikanów, łącznie z zespołami 
H u n t e r a  i H u r l e r a .  Określa się je jako mukopo- 
lisacharydozy, ale właściwszą nazwą byłaby „gliko- 
proteinozy”, gdyż obejmuje ona również inne zaburze­
nia metabolizmu glikoprotein, takie jak mannozydoza 
i fukozydoza.

3.3. Mikroheterogenność

Poszczególne glikoproteiny mogą występować 
w odmianach, które różnią się co do struktury jednej 
lub więcej jednostek węglowodanowych, a zjawisko to 
jest znane jako mikroheterogenność. Takie różnice

-GlcNAc( ^ l-Z jM a n C c ć l-ó )^  

-GlcNAc( f>1-2)Man(^ 1-3)

F u c(oć  1 -6 )

Man( ^>1-4)GlcNAc( ^1-4)G1cNAc( £1-N)Asn

-GlcNAc(

vGalNAc(ck 1 -0 )Ser (lu b  Thr)

NeuAc(o( 2-3)G al( £>1- 3) / " ^

Ryc. 1. Region łączący siarczan keratanu rogówkowego i szkieletowego. Struktura górna przedstawia region łączący w siarczanie keratanu 
typu I (rogówkowego); dolna przedstawia go w siarczanie keratanu typu II (szkieletowego).

Glikozoaminy proteoglikanów są anionowymi poli- 
elektrolitami, ponieważ zawierają kwasy uronowe 
i ugrupowania siarczanowe, to też zwno je „kwaśne 
glikozoaminoglikany” (równoznaczne ze starym ter­
minem „kwaśne mukopolisacharydy”). Proteoglikany 
mogą też zawierać jeden lub więcej oligosacharydów 
o strukturach podobnych do tych, które znaleziono 
w innych glikoproteinach.

Wyróżniono kilka chorób wywołanych zaburzenia-

mogą wpływać zarówno na wielkość jak i na ładunek 
indywidualnych glikoprotein; czasami różnice mogą 
być związane wyłącznie ze zmienionymi pozycjami 
połączeń w jednostkach węglowodanowych. Na przy­
kład owoalbumina kurza zawiera pojedynczą glikozy- 
lowaną resztę aminokwasową (Asn-293), jednakże 
w tym miejscu zidentyfikowano ponad tuzin różnych 
oligosacharydów. W proteoglikanach indywidualne 
łańcuchy glikozoaminoglikanowe mogą różnić się co
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do struktury, np. stopniem usiarczanowania, propor­
cją kwasu glukuronowego do kwasu L-iduronowego 
i długością łańcucha. Proteoglikany są wobec tego 
wysoce polidyspersyjne, w przeciwieństwie do typo­
wych glikoprotein, które pomimo swej mikrohetero- 
genności są nieznacznie polidyspersyjne co do wielko­
ści swych cząsteczek.

3.4. Glikopeptydy i inne

Glikopeptydy, głikoaminokwasy, glikozyloamino- 
kwasy i glikozylopeptydy otrzymuje się drogą enzyma­
tycznej lub chemicznej degradacji glikoprotein albo za 
pomocą syntezy chemicznej lub enzymatycznej. Przy­
kładami glikozyloaminokwasów, które stanowią po­
spolite jednostki łączące pomiędzy węglowodanem 
a białkiem w glikoproteinach są (patrz Tab. 2): 2-acet- 
amido-N-(L-aspar-4-ylo)-2-deoksy-|3-D-glukopirano- 
zyloamina, to znaczy iV4-(N-acetylo-P-D-glukozoami- 
nylo) asparagina, która jest zapisywana skrótowo jako 
(GlcNAc-)Asn (nawiasy, obejmujące tutaj węglowoda­
ny umieszczone przy symbolu reszty aminokwasowej 
wskazują podstawienie w jej łańcuchu bocznym: patrz 
dział 3AA-17.2 w poz. 8); 0 3-(N-acetyło-a-D-galak- 
tozoaminyloj-seryna i treonina, (GalNAc-)-Ser i (Gal- 
NAc-)Thr:, 0-(3-D-ksylozyloseryna, (Xyl-)Ser:, 0 5-a- 
-D-galaktozylohydroksylizyna1, (Gal-)Hyl; oraz p-L- 
-arabinozylohydroksyprolina2, (L-Ara-)Hyp. Innym 
przykładem glikoaminokwasu jest [M an9-GlcNAc 
(PI ->4)-GlcNAc-] Asn, wydzielony z mieszaniny po 
proteolizie aglutyniny ziaren soi. Taki składnik można 
uważać za oligosacharyloasparaginę.

3.5. A^O-Glikoproteiny

W razie potrzeby sposób połączenia między węg­
lowodanem a białkiem można określić przy pomocy 
lokantów N- lub O-. Lokant N- jest używany do 
zapisu wiązania N-glikozylowego z asparaginą. N- 
związane oligosacharydy są podzielone na dwie głów­
ne klasy: typ AT-acetylolaktozoaminowy, zawierający 
N-acetylo-D-glukozoaminę, D-mannozę, D-galakto- 
zę, L-fukozę i kwas sjalowy; oraz typ oligomannozowy, 
zawierający N-acetylo-D-glukozoaminę i zmienną li­
czbę reszt D-mannozy. Struktury zawierające oligo­
sacharydy, zarówno typu oligomannozowego jak i N- 
acetylolaktozoaminowego określa się jako typ hyb­
rydowy. Przykładami N-glikoprotein (lub N-glikozy- 
loprotein) są owoalbumina kurza, rybonukleaza wiep­
rzowa, ludzka kwaśna o^-glikoproteina i aglutynina 
ziaren soi.

Lokant O- jest używany do zapisu wiązania 0-

1 Ten składnik mógłby być dokładniej opisany jako 5(a- 
D-galaktopiranozyloksy)-L-lizyna, ale „hydroksylizyna” jest 
uważana za nazwę zwyczajową [8], tak więc na niej oparte są 
nazwy.
2 Hydroksyprolina jest nazwą zwyczajową trans-4-hydro- 
ksy-L-proliny.

glikozylowego z seryną, treoniną, hydroksylizyną lub 
hydroksyproliną. Glikoproteina podszczękowa owcy, 
kolagen, glikoproteiny przeciw zamarzaniu ryb oraz 
lektyna ziemniaka są O-glikoproteinami (lub O-gliko- 
zyloproteinami).

Dwa typy wiązania węglowodan-peptyd w tym 
samym białku lub łańcuchu peptydowym można zapi­
sać za pomocą kombinacji lokantów. Stąd fetuityna 
cielęca, prokolagen, glikoforyna błony ludzkich eryt­
rocytów i gonadotropina kosmówki ludzkiej są N- 
,O-glikoproteinami (lub iV-,0-glikozyloproteinami).

3.6. Asjaloglikoproteiny 
i asjalo-agalaktoglikoproteiny

Glikoproteiny, z których został usunięty kwas sjalo­
wy (przez potraktowanie enzymem lub łagodnym 
kwasem) określa za pomocą przedrostka asjalo-, np. 
asjalo-ar kwaśna glikoproteina i asjalofetuityna. Usu­
nięcie zarówno kwasu sjalowego jak i galaktozy daje 
asjalo-agalaktoglikoproteiny.

3.7. Zwięzły zapis łańcuchów cukrowych

W celu zapisania struktury łańcuchów cukrowych, 
koniec nieredukujący łańcucha węglowodanowego na­
leży zawsze umieszczać po lewej stronie (patrz odn. 6). 
W bieżącej praktyce można stosować albo formę 
rozszerzoną (a) albo formę zwięzłą (b), które pozwalają 
na przedstawienie struktury w jednej, jak też w dwu 
i więcej liniach, w których najdłuższy łańcuch powinien 
być zawsze łańcuchem głównym:

a) Form a rozszerzona

(3-D -G alp(l 4 )-P -D -G lcN A cp-(l -> 2 )-a -D -
Manp-(1 -> 6)-

3
T
i

a-L-Fucp

b) Forma zwięzła w dwu liniach

Gal( p 1 -4)GlcNAc( p 1 -2)Man(a 1 -6)

Fuc(al-3) 

lub forma zwięzła w jednej linii

Gal(pi-4)[Fuc(al-3)]GlcNAc(pi-2)Man(al-6)

Forma zwięzła jest jednak w dalszym ciągu niepo­
trzebnie długa i dlatego nie byłoby większej szkody, jeśli 
tę formę skróciłoby się jeszcze bardziej przez (i) pominię­
cie lokantów anomerycznych atomów węgla, (ii) pomi­
nięcie nawiasów wyszczególniających wiązanie oraz (iii) 
pominięcie, jeśli to pożądane, łączników. Proponujemy 
wobec tego bardziej zwięzłą albo krótką formę zapisu 
(c):
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c) Forma krótka
Gal(34(Fuca3)GlcNAc(32Mancx6- 

Podobnie sekwencja glikopeptydu, przedstawiona 
w formie zwięzłej w dwu liniach jako 

Gal(P 1 -3)GalN Ac(a 1 -0)
I

Ala-Thr-Ala 
albo w zwięzłej formie w jednej linii jako 

-Ala-[Gal(p 1 -3)GalN Ac(ocl -0)]Thr-Ala- 
może być zapisana w formie krótkiej w dwu liniach jako 

Gaip3GalNAcoc
n

-Ala-Thr-Ala- 
albo w krótkiej formie w jednej linii jako 

-Ala-(Galß3GaNAca)Thr-Ala-

Tab. 2
Pospolicie występujące glikozyloam inokwasy. W oparciu o Sharon N, Lis H, (1982) w: The Proteins, wyd. 3. red. H N eurath , R L  Hill, t. 5. 
Academ ic Press, New York, 1-144.

Ryc. 2. W zór H aw ortha  struk tury  piranozowej m onosacharydów .

3.9. Peptydoglikany

W peptydoglikanach, jednostki peptydowe sąsiadu­
jących polisacharydów (glikozoaminoglikanów) mogą 
być usieciowane za pomocą wiązania peptydowego 
pomiędzy C-końcową resztą alaniny jednej podjednos- 
tki peptydowej a grupą co-aminową reszty diaminok- 
wasu drugiej podjednostki (np. L-lizyny lub kwasu

Przykład ¿truktura Występowanie

N-glikozyd

ę>-N-Ace tyło glukoz aminylo- 
-asparagina, (GlcNAc-)Asn

O-glikozydy

o( -N-Acetylogalaktozaminylo- 
seryna lub -treonina, 

(GalNAc-)Ser, (GalNAc-)Thr

$ -Ksyl ozyloseryna,

(Xyl-)Ser

(^-Galaktozylo-hydroksylizyna

(Gal-)Hyl

(^-L-Arabinozylo-hydroksyprolina

( L -A ra - )H y p

CH.OH
•°v NH-CO-CHjCHINH, ICO, h

Szeroko rozpowszechnione u zwierząt, 

roślin i mikroorganizmów

Glikoproteiny pochodzenia zwierzęcego 

Proteoglikany, tyreoglobulina ludzka

Kolagen

Glikoproteiny roślin i glcnów

a/
Tradycyjnie termin "glikozyd" odnosił się do związków O-związanych; tutaj użyliśmy terminu "N-glikozyd" 

zamiast "azotowy analog glikozydu", który jest nieporęczny

3.8. Zapis 7V-związanych oligosacharydów

Oligosacharydy N-związane zawierają z reguły na­
stępujący rdzeń pentasacharydowy:

M ana6\
ManP4GlcNAc(34GlcNAc

M a n a s /

W celu ujednolicenia, umiejscowienie podstawienia 
powinno być pisane jak powyżej w zgodności z wzorem 
Hawortha struktury piranozowej monosacharydów, 
analogicznie z cząsteczką glikogenu (Ryc. 2)

mezo-diaminopimelinowego) urastając w ten sposób 
w gigantyczną makrocząsteczkę, która tworzy sztywną 
ścianę komórkową („saccu/us”). Makrocząsteczka ta 
wyróżnia się tym, że występuje jako jednocząsteczkowa 
warstwa pomiędzy błoną wewnętrzną a zewnętrzną 
u bakterii Gram-ujemnych oraz jako wielocząstecz- 
kowa warstwa, często zasocjowana kowalencyjnie lub 
niekowelancyjnie z różnymi dodatkowymi składnikami 
(kwasy tejchojowe, obojętne polisacharydy itd.) u bak­
terii Gram-dodatnich.

Szerokie badania peptydoglikanów tysięcy szczepów 
bakteryjnych wykazały istnienie ponad 100 chemo- 
typów u eubakterii [9]. Peptydoglikany eubakterii po­
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dzielono na dwie główne grupy (A i B) i kilka pod­
grup według sposobu usieciowania. W obrębie grupy 
A wyróżniono dwie główne podgrupy: pierwszą, w któ­
rej C-końcowa reszta alaniny jest bezpośrednio przy­
łączona do (o-aminowej grupy diaminokwasu w po­
zycji 3 podjednostki peptydowej sąsiadującego poli­
sacharydu (glikozoaminoglikanu) oraz drugą, w której 
usieciowaniu pośredniczy wewnątrzpeptydowy mo­
stek złożony z jednej lub aż do 5 reszt amino- 
kwasowych (np. typ [Lys- G ly]5, patrz (Ryc. 3). W za­
leżności od rodzaju diaminokwasu w pozycji 3 i ami­
nokwasów służących jako mostki wewnątrzpepty- 
dowe istnieje wiele odmian tych podgrup mureiny. 
W obrębie typów peptydoglikanowych grupy B wią­
zanie sieciujące nie występuje w pozycji 3 podjedno­
stki peptydowej, ale w pozycji 2, z wykorzystaniem 
grupy a-karboksylowej reszty D-glutaminianowej. We­
wnątrzpeptydowy mostek musi zawierać diamino- 
kwas, którym może być lizyna, ornityna lub kwas 
diaminomasłowy w konfiguracji L do D. Drugą szcze­
gólną charakterystyczną cechą typów peptydoglika­
nowych grupy B jest zastąpienie reszty L-alaniny w po­
zycji 1 podjednostki peptydowej przez glicynę lub 
serynę.

U archebakterii niektóre organizmy zawierają pep- 
tydoglikan, który różni się pod pewnymi względami od 
opisanych powyżej, typowych dla eubakterii (10, 11). 
Zawiera on polisacharyd utworzony przez naprzemien­
ne A-acetylowane, połączone ((31-3) reszty D-glukozoa- 
miny lub D-galaktozoaminy i N-acetylowane, połączo-
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Ryc. 3. S truk tu ra  pierw szorzędowa peptydoglikanu, w którym  
w usieciowaniu między sąsiednimi polisacharydam i p o d ­
stawionymi peptydam i pośredniczy m ostek w ew nątrzpep­
tydowy zawierający L ys-[G ly ]s.

- 4 -  )  G ic  NAc ( £> 1 - 4  ) MurNAc ( - 4  ) G ic  NAc ( §1 - 4 )  MurNAc ( j«,1 -  

A la
T

D -G lu-N H ~
U  ¿

L y s ¿ — G l y ^  G ly  G ly < — G ly ^ -  G ly ^ - D - A la
2 t  f

L y s  i=r

Tłf
D -G lu -N H ,

T  ‘
A la

Î
- Ł )  GlcNAc ( £1 -4 )  MurNAc ( £1 -4 )  GlcNAc ( j}1 -4 )  MurNAc (^  1 -

ne (P1-3) reszty kwasu L-talozaminuronowego oraz 
peptyd zawierający wyłącznie L-aminokwasy przyłą­
czone do grupy karboksylowej kwasu L-talozaminuro­
nowego. Jednostki peptydowe sąsiadujących polisacha­
rydów mogą być usieciowane za pomocą wiązania 
peptydowego pomiędzy grupą y-karboksylową kwasu 
glutaminowego jednej podjednostki peptydowej oraz 
grupę a-aminową reszty lizyny drugiej podjednostki, 
tworząc w ten sposób sztywną ścianę komórkową 
bakterii metanogennych. Ta wielocząsteczkowa warst­
wa jest często zasocjowana kowalencyjnie, ale także 
niekowalencyjnie z obojętnymi polisacharydami. D o­
tychczas opisano tylko kilka chemotypów takich pep- 
tydoglikanów.

9. S c h l e i f e r  K H,  K a n d i e r  O, (1972) Bacteriol Rev 36: 
407-477.

10. K a n d i e r  O, (1982) Z bl Bakt H yg I Abt Orig C3: 149-160.
11. K ö n i g  H,  K r a l i k  R,  K a n d i e r  O, (1982) Z b l B akt Hyg  

I A bt Orig C3: 179-191.

5. Dodatek: Umowne konfiguracje i wielkości 
pierścienia

W zwięzłym systemie symboli reszt cukrowych 
sugestia o pospolicie występującej konfiguracji i wiel­
kości pierścienia (zwykle piranoza) zawarta jest już
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w samym symbolu. Tak więc Gal oznacza D-galak- 
topiranozę; Man, D-mannopiranozę; Fuc, L-fukopira- 
nozę; GlcNAc, 2-acetamido-2-deoksy-D-glukopirano- 
zę lub N-acetylo-D-glukozoaminę; Neu5Ac (który 
może być skrócony do NeuAc), kwas N-acetyloneura- 
minowy. Symbol Sia oznnacza kwas sjalowy, ogólny 
termin, który może być również użyty w przypadku, 
gdy nie jest znana dokładna struktura. Jeżeli wiadomo,

że konfiguracja lub wielkość pierścienia różni się od 
powszechnie występujących, należy to wskazać przez 
użycie odpowiednich symboli z rozszerzonego sys­
temu. O ile nie wskazano inaczej, konfiguracja amino­
kwasów jest L. Chociaż takie symbole jak Gal i Man są 
użyteczne przy przedstawianiu struktur oligosachary- 
dów, nie należy jednak ich używać w tekście dla zapisu 
monosacharydów.
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glądowe omawiające bieżące osiągnięcia, koncepcje 
i kierunki badawcze w dziedzinie biochemii i nauk pokrew­
nych; publikuje też noty z historii biochemii, zasady 
polskiego słownictwa biochemicznego, recenzje nade­
słanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, konferen­
cji i szkół, w których biorą udział członkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Bio­
chem ii” mogą mieć charakter artykułów monograficznych 
(do 20 stron tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), minire- 
views (do 10 stron tekstu), oraz krótkich not o najnowszych 
osiągnięciach i poglądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowania piś­
miennictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przed­
stawione zagadnienie zilustrowane za pomocą tabel, 
rycin, (wykresy, schematy, reakcje), wzorów i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na 
rozdziały i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą 
spis treści. Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą 
cyfry rzymskie podrozdziały odpowiednio rzymskie i arab­
skie np. 1-1, I-2. Poprawność logiczna i stylistyczna tekstu 
warunkuje jego jednoznaczność i czytelność. Autorzy 
przeto winni unikać składni obcojęzycznej, gwary labora­
toryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie tworzo­
nych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac 
podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjne­
mu. Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu 
i wprowadzenie zmian nie wpływających na treść pracy, 
deklaruje też gotowość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznacznie 
z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie 
publikowana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogło­
szona w „Postępach Biochemii” . W przypadku, gdy Au- 
tor(zy) zamierza(ją) włączyć do swego autora artykułu 
ilustracje publikowane przez autorów prac cytowanych, 
należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę na 
przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych;

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostron­
nie czcionką wielkości standartowej, z podwójną inter­
linią, z lewym marginesem ok. 4 cm .
W tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani 
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charak­
teru czcionki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołów­
kiem na marginesach maszynopisu. W przypadku stoso­
wania w tekście liter alfabetu greckiego trzeba na mar­
ginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, 
zawiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy 
wraz z numerem telefonu zakładów (w języku Dolskim 
i angielskim), w których pracują autorzy, adres do kore­
spondencji nr telefonu i ewentualnie fax, adresy prywatne 
autorów, tytuł artykułu w języku polskim i angielskim oraz 
—  w prawym dolnym rogu — liczbę tabel, rycin, wzorów 
i fotografii oraz skrót tytułu pracy (do 25 znaków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis 
treści też w obu językach, tytuł naukowy każdego z auto­
rów i ich miejsce pracy z adresem pocztowym oraz wykaz 
stosowanych skrótów.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśmiennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzo­
rów i fotografii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je 
liczbami porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, 
np. [3,7,9,— 26]. Odnośniki bibliograficzne winny mieć 
nową uproszczoną formę. Sposób cytowania czasopism 
(1), monografii (2), rozdziałów z książek jednotomowych 
(3), rozdziałów z tomów serii opracowanej przez tych 
samych redaktorów (4), rozdziałów z tomów serii opraco­
wanych przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej 
podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Bio- 
phys Acta 631: 499— 502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chro­
mosome, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg 
GF, Von VB (red) Handbook on the Toxicology of 
Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 
541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, 
North-Holland Amsterdam, str 1-77
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5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) 
Research Monographs in Cell and Tissue Physiolo­
gy, t 7. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 
243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny być gotowe do reprodukcji. 
Fotografie czarno-białe (kontrastowe), powinny być wyko­
nane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotnie większe od 
przyszłej reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery służące 
do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 
5 mm. Na rysunkach nie naley umieszczać opisów słow­
nych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów winny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o sto­
pniu zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. Ilustracji nie 
należy włączać w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio 
ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, wzory 
zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryci­

ny, czy wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny 
być opatrzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także 
niezbędnymi objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków 
graficznych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysun­
kowe zaś jedynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia 
rycin sporządza się w postaci oddzielnego wykazu. Ilust­
racje należy podpisać nazwiskiem pierwszego z autorów 
i pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć ,,gó­
ra-dół”  (ołówkiem, na odwrocie). Ze względu na wewnęt­
rzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w dwu egzemplarzach), właś­
ciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans­
portu, należy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochem ii”
Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa
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N ow e w y d a w n ic tw a  PTBioch!

I. Repetytorium z biochemii w testach pt.
„ZARYS BIOCHEMII W PYTANIACH 
I ODPOWIEDZIACH"
praca zbiorowa pod red. Lilii Lachowicz 
Warszawa 1992 cena 30 000 zł

II. Seria krótkich monografii biochemicz­
nych szczególnie przydatnych w pracy 
dydaktycznej:
„ROZPAD FOSFOLIPIDÓW 
A PRZEKAZYWANIE INFORMACJI 
W KOMÓRCE"
autor — Jolanta Barańska 
Warszawa 1992 cena 30 000 zł
Wykład akademicki pod powyższym ty ­
tułem uzyskał nagrodę Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego w 1992 roku

„ATPazy — BUDOWA I FUNKCJE"
autorzy: Wiesława Leśniak 

i Zofia Porembska 
Warszawa 1992 cena 30000 zł

Zamówienia prosimy kierować na adres Za­
rząd Główny Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego, ul. Freta 16, 00-227 War­
szawa, tel. 31 13 04

http://rcin.org.pl



2nd IUBMB CONFERENCE 
BIOCHEMISTRY OF CELL MEMBRANES 

SEPTEMBER 29 -  October 3, 1993 
Bari, Italy

The 2nd IUBMB International Conference 
— "Biochemistry of Cell Membranes" — will be held 
at the Sheraton Congress Centre in Bari, Italy on 
September 29 — October 3, 1993.
The Conference, which w ill cover the most topical 
aspects and developments in the area of biochemist­
ry of cell membranes, is intended for biochemists 
and scientists of related disciplines.

The Secretariat
2nd IUBMB Conference c/o Centro Internazionale 
Congressi Viale Papa Pio XI1,18 — 70125 Bari, Italy 
Tel. +39-80-517299, Fax +39-80-514533

http://rcin.org.pl
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