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Zbliza sie koniec grudnia 1990 ro-
ku, dotad jednak nie ukazat sie 4 ze-
szyt, 35 tomu, sygnowany rokiem
1989. Tak znaczne przedtuzenie cyk-
lu wydawniczego skiania Redakcje
do zrezygnowania z dalszej wspot-
pracy z Panstwowym Wydawnict-
wem Naukowym, a Zarzad Gtowny
do zbierania ofert innych firm wyda-
whiczych. Zanim jednak zostanie
wybrana najkorzystniejsza z nich
materiaty przeznaczone do publika-
cji w tomie 36, rocznika 1990 tytu-
tem préby przekazujemy do druku
w SUPER-GRAF.

Zmierzajac do nadania kwartalni-
kowi bardziej nowoczesnej postaci
wybralismy format A4, zmieniliSmy
oktadke, uktad tekstu. Rozwazamy
celowos$é publikowania, wjezyku an-
gielskim — wylacznie na zaproszenie
Redakcji — prac typu minireviews,

Ju

ktorych przedmiotem bytyby wnio-
ski i hipotezy oparte na wynikach
_w’:asnych badan wykonanych w kra-

Zmienia sie tez spos6b finansowa-
nia naszego pisma. Od rocznika 1991
przechodzimy na wiasny rozrachu-
nek. Informujemy, ze podstawe ma-
terialng kwartalnika stanowié beda
wptywy z prenumerat i ogtoszen.
W zwigzku z og6lnym wzrostem cen
wzrosng oczywiscie ceny naszych ze-
szytdw. Przewidujemy znaczng pod-
wyzke prenumerat dokonywanych
przez instytucje, mniejszg — prenu-
merat indywidualnych. Zgtoszenia
prenumerat i ewentualne pytania
prosimy kierowa¢ na adres Zarzadu
Giéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, ul. Freta 16, 00-227
Warszawa. Warunki prenumerat
oraz nr konta Towarzystwa podaje-
my na stronie 47 i 48.
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ARTYKULY

Redagowanie RNA — nowo odkryty mechanizm zmian

Informacji genetycznej

RNA editing — newly described mechanism
of genetic information changes — minireview

MACIEJ SZYMANSKI 1
JAN BARCISZEWSKI 2

Do potowy lat siedemdziesigtych dominowato prze-
konanie o kolinearno$ci sekwencji nukleotydowej ge-
néw (DNA) oraz produktéw ich transkrypcji tj.
informacyjnych RNA (mMRNA), rybosomalnych RNA
(rRNA) oraz transferowych RNA (tRNA). W roku
1977 po raz pierwszy wykazano eksperymentalnie, ze
DNA adenowirusa zawiera odcinki sekwencji, ktorych
odpowiedniki nie wystepuja w dojrzatych mRNA [1].
Proces usuwania z RNA odcinkéw niekodujacych
(ang. intron) oraz taczenie fragmentow kodujacych
(ang. exon) okre$la sie terminem skiadanie (ang.
splicing).

Innym sposobem zmiany struktury pierwszorzednej
pierwotnego transkryptu jest redagowanie (edytowa-
nie) RNA (ang. RNA editing). W szerokim znaczeniu
tego stowa przemiana ta obejmowa¢ moze modyfika-
cje inne niz wycinanie intrond6w pierwotnego trans-
kryptu poprzez:

1 przylgczanie tréjnukleotydu CCA do
3’transkryptow niektérych tRNA,

2. przytagczanie modyfikowanego nukleotydu 2,2,7-
-trojmetyloguanozyny do konca 5’ niektérych nis-
koczasteczkowych RNA i mRNA, lub 7-metylo-
guanozyny do konca 5'wiekszosci eukariotycznych
mMRNA,

3. modyfikacja nukleotydow w tRNA, snRNA (smali
nuclear RNA) rRNA, mRNA,

4. tworzenie specyficznego aminoacylo-tRNA z bted-
nie acylowanych tRNA,

5. specyficzng zmiange C-*U w niektérych transkryp-
tach mitochondrialnych u roslin,

6. dodawanie i usuwanie reszt urydynowych lub cyty-
dynowych w okre$lonych miejscach pierwotnego
transkryptu (Kinetoplastida, Physarum polycepha-
lum).

konca

1 Student V roku, Uniwersytet im. Adama Mickiewicza
wPoznaniu,2Doc. dr hab. w Instytucie Chemii Bioorganicz-
nej Polskiej Akademii Nauk, ul. Noskowskiego 12/14,
61-704 Poznan.
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Obecnie termin redagowanie RNA uzywany jest
w wezszym znaczeniu tylko dla okre$lenia dwoch
ostatnich typédw modyfikacji, obejmujacych pierwotne
transkrypty gendw kodujacych biatka. Wynikiem tych
modyfikacji s§ zmiany w pierwotnej ramce odczytu,
prowadzace do zmiany jej znaczenia. Po raz pierwszy
zjawisko to zostato opisane w roku 1986 dla mMRNA
podjednostki 11 oksydazy cytochromowej w mito-
chondriach Trypanosoma brucei i Crithidiafasciculata
[2]. Gen tego biatka zawiera wewnetrzne przesuniecie
fazy odczytu (ang. frameshift), wynoszace -1, ktore
ulega supresji poprzez wstawienie czterech dodatko-
wych reszt urydyny w regionie 5’ sekwencji kodujacej
pierwotnego transkryptu. W podobny sposéb modyfi-
kacji ulega wiele innych genéw mitochondrialnych
u Kinetoplastida. Zakres modyfikacji i region, w kté-
rych one zachodza sag zalezne od RNA. Geny, ktérych
transkrypty podlegajg redagowaniu okresla sie jako
kryptogeny. Na podstawie dotychczasowych badan
wyrézniono trzy typy kryptogendéw [3]:

1. redagowane w $rodku sekwencji kodujacej,
2. redagowane w rejonie 5’ sekwencji kodujacej,
3. redagowane na catej dtugosci mRNA.

Najbardziej spektakularnym przyktadem redago-
wania RNA jest modyfikacja transkryptu genu pod-
jednostki 111 oksydazy cytochromowej (COIII) u T.
brucei [4]. Poczatkowo w genomie mitochondrialnym
tego pierwotniaka nie stwierdzono wystepowania
wspomnianego genu. Nie znaleziono genu tego row-
niez w genomie jagdrowym. Na podstawie wzglednego
potozenia w genomie mitochondrialnym, zidentyfiko-
wano odcinek, bogaty w pary GC, ktdérego pozycja
odpowiada pozycjom genéw COIIl u C. fasciculata
i L. tarentolae. Sekwencja ta moze by¢ komplementar-
na do sekwencji mMRNA, jesli zostang wprowadzone
do niej dodatkowe reszty urydynowe, oraz nastgpi
usuniecie kilkunastu innych reszt urydyny kodowa-
nych przez gen. Jest to pierwszy znany przypadek,
w ktorym edycja obejmuje usuwanie nukleotydéw
kodowanych przez gen. Do badanego odcinka
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MRNA, odpowiadajgcego 65% diugosci dojrzatej cza-
steczki wstawieniu ulega ponad 50% nukleotyddw.

Redagowanie RN A stwierdzono réwniez w przypad-
ku grzybéw, roslin i kregowcow. W mitochondrialnym
genie podjednostki a syntetazy ATP Physarum polyce-
phalum odnotowano ponad 50 przesunie¢ fazy odczytu
[-1], ktdre ulegaja supresji przez wstawienie pojedyn-
czych reszt cytydyny [3], miedzy ktérymi zachowane sg
state ilosci nukleotydow. W przeciwienstwie do Kine-
toplastida wiaczaniu ulegaja reszty cytydyny, a nie
urydyny.

Odmienny typ redagowania mRNA zachodzi u ssa-
kéw iroslin. U cztowieka organospecyficzna zamiana
C na U w mRNA kodujgcym apolipoproteing powo-
duje synteze typowej dla tkanki jelita apolipoproteiny
B-48 (apo B-48) [6, 12]. Biatko to jest produktem tego
samego genu, ktory koduje watrobowga apolipoprotei-
ne B-100 (apo B-100). Powstaje ono w wyniku trans-
lacji zmodyfikowanego mRNA, w ktdrym kodon
glutaminy CAA (Gin 25 zmieniony zostat na kodon
stop — UAA (ochre). Obydwa biatka majg podobne
funkcje, przy czym apo B-48 bez C-koricowego odcin-
ka nie ma zdolno$ci wigzania receptora LDL. Mecha-
nizm zmiany C na U nie jest dotychczas znany. Nie
wiadomo, czy ta konwersja zachodzi na poziomie
pierwotnego transkryptu, czy na poziomie dojrzatej
czasteczki mRNA.

Podobny mechanizm redagowania zauwazono
w mitochondriach roslinnych, w ktérych, jak dotych-
czas sadzono, realizowany jest unikalny kod genetycz-
ny [7]. Jedng z jego cech jest kodowanie tryptofanu
przez kodon argininy CGG. Ostatnio wykazano, ze ta
pozorna niezgodno$¢ jest wynikiem redagowania
mMRNA, np. cox3, nad3, rpsl2 w mitochondriach
pszenicy [8], w ktérych kodony CGG wystepujace
w pozycjach odpowiadajacych tryptofanowi w tan-
cuchu polipeptydowym ulegaja zmianie w kodony
UGG, kodujace tryptofan. Redagowaniu prawdopo-
dobnie moga rowniez podlegac inne kodony [9]. Na tej
podstawie mozna powiedzie¢, ze redagowanie RNA
stanowi takze mechanizm korekcyjny pozwalajgcy na
wigczanie odpowiednich aminokwasoéw bez koniecz-
nosci modyfikacji uniwersalnego kodu genetycznego.

Proces redagowania RN A moze stanowi¢ potencjal-
ny potranskrypcyjny mechanizm regulacyjny, modu-
lujacy ekspresje genéw [5]. Moze o tym Swiadczy¢ np.
fakt, iz w przypadku edytowania kilku pierwotnych
transkryptow u Kinetoplastida powstajg inicjujace
kodony AUG [10]. Ponadto redagowanie RNA wrejo-
nie kofnca 5’ moze by¢ odpowiedzialne za tworzenie
sekwencji kodujacych N-koricowe aminokwasy [3],
ktére mogg by¢ niezbedne do prawidtowego funkc-
jonowania biatka. U T. brucei taficuch oddechowy nie
funkcjonuje w stadium rozwojowym, ktéry pasozyt
przechodzi we krwi kregowca [4]. Za zrdéznicowanie
ekspresji elementow tancucha, w zaleznosci od sta-
dium rozwojowego odpowiedzialne jest prawdopodo-
bnie redagowanie. W ten sposéb regulowana jest
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ekspresja genéw COII (gen podjednostki Il oksydazy)
cytochromowej) i CYb (gen apocytochromu b) [5].
Inne RNA podlegaja edytowaniu w ciggu catego cyklu
rozwojowego.

Jak dotychczas niewiele wiadomo na temat mecha-
nizmu redagowania. W przypadku zmiany znaczenia
mitochondrialnych transkryptéw u Kinetoplastida jest
to prawdopodobnie proces potranskrypcyjny, zacho-
dzacy juz po dodaniu do pierwotnych transkryptow
odcinkdéw poli(A), ktore rowniez podlegajg redagowa-
niu. Proces ten, zachodzacy w odcinkach poli(A) jest
mniej precyzyjny (rézne transkrypty tego samego genu
posiadajg roznej dtugosci odcinki poli(U) w obrebie
poli(A) [3]). Drugi fakt przemawiajacy za potransk-
rypcyjnym zachodzeniem tego procesu to rézny stosu-
nek catkowicie i czesciowo edytowanych czasteczek
MmRNA odpowiadajacych r6znym genom.

Redagowanie jest prawdopodobnie procesem polar-
nym, rozpoczynajacym sie w regionie kornca 3’ pierwo-
tnego transkryptu i postepuje wraz z przesuwaniem sie
wieloenzymatycznego kompleksu edytujacego (ang.
editosome) w kierunku 5’ [5],

Jest to najprawdopodobniej proces dwuetapowy.
Pierwszy etap obejmowac¢ moze endonukleolityczne
rozerwanie pierwotnego transkryptu i dodanie zmien-
nej ilosci reszt urydynowych przez 3’-terminalng trans-
feraze urydylowa. Drugi etap polega zapewne na
przycieciu pierwotnych odcinkéw poli(U) do osta-
atecznych rozmiaréw [3]. Na taki mechanizm wskazu-
je obecnos$¢ dtuzszych ciagoéw urydyn w czesciowo
zredagowanych czasteczkach mRNA, w przeciwienst-
wie do dojrzatych czasteczek mMRNA. Kompleks en-
zymatyczny jest prawdopodobnie do$¢ duzy i moze
zawiera¢ miejsca katalityczne dla co najmniej szesciu
punktow modyfikacji RNA [3]. Dotychczas we frakcji
mitochondrialnej L. tarentolae stwierdzono terminal-
ng 3’ transferaze urydylowg i ligaze RNA.

Znacznie mniej jest danych na temat drugiego
mechanizmu redagowania RNA (apolipoproteina, mi-
tochondrialne geny u roslin). Mozliwe sg dwa warian-
ty: deaminacja cytydyny lub delecja C iinsercja U. Jak
dotad brak jakichkolwiek dowod6éw, potwierdzaja-
cych ktdérgkolwiek z tych mozliwosci.

Proces redagowania RNA jest prawdopodobnie
ewolucyjnie stary, za czym przemawia jego wystepo-
wanie u stosunkowo odlegtych gatunkow jak Crithidia
i Trypanosoma czy Physarum. Podobieristwo mecha-
nizméw redagowania, u Kinetoplastida i Physarum
wskazuje na ich wspdlne ewolucyjne pochodzenie.
Fakt stwierdzenia tego procesu w odniesieniu do
transkryptu genu jadrowego (apolipoproteina) moze
sugerowaé, ze redagowanie RNA jest zjawiskiem
powszechnie wystepujagcym w przyrodzie. Jezeli tak
jest, to pod znakiem zapytania stoi rowniez przewidy-
wanie sekwencji biatek jedynie na podstawie analizy
sekwencji nukleotyddw w genach. Mozliwe jest, ze
cze$¢ niekodujgcych sekwencji i pseudogendw w geno-
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mach eukariotycznych stanowi prawdziwe geny,
w ktorych ekspresji uczestniczy proces redagowania.
Na odpowiedz czeka jeszcze wiele pytan dotyczacych
mechanizmow i znaczenia redagowania oraz ich roz-
powszechnienia [11].

Artykut otrzymano 15 grudnia 1989 r.
Zaakceptowano do druku 19 wrze$nia 1990 r.
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rDNA gene expression in Eukaryotes
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I. Wprowadzenie

Prawidtowa ekspresja gendéw kodujacych ryboso-
mowe kwasy nukleinowe jest bardzo istotna dla meta-
bolizmu komérki. PoziomTybosomowego RNA zmie-
nia sie dramatycznie wraz ze zmiang wzrostu komérek

1 mgr, 2 prof. dr hab. Instytut Biochemii, Uniwersytet
Wroctawski ul. Tamka 2, 50-137 Wroctaw
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oraz w odpowiedzi na szereg czynnikéw S$rodowis-
kowych [1, 2]. Podczas intensywnego wzrostu komo-
rek synteza RNA moze osigga¢ 80-90% catkowitej
syntezy kwasow rybonukleinowych w komdrce. Olb-
rzymia zawarto$¢ rRNA jest konsekwencjg ogromnej
ilosci kopii genow kodujacych ten specyficzny kwas
rybonukleinowy. Wyro6zniajacg wiasciwoscig gendw
rRNA w poréwnaniu z genami pozostatymi jest row-
niez i to, ze ostatecznym ich produktem jest kwas
rybonukleinowy. Wiasciwos$¢ ta znajduje swoje od-
zwierciedlenie w odmiennos$ci ich budowy w poréw-
naniu zgenami kodujacymi biatka. Przyktadowo, geny
kodujgce rRNA nie zawierajg tak istotnych sekwencji
jak sekwencje gwarantujace ,,oczapeczkowanie” pro-
duktu transkrypcji czy jego poliadenylacji.

Przyczyng ogromnego zainteresowania regulacja
ekspresji genéw rybosomowych jest tatwos¢ ich izo-
lowania, nieskomplikowany spos6b monitorowania
ekspresji poniewaz ostatecznym produktem jest rRNA
oraz, jako jeden z gtdwnych sktadnikéw rybosomaéw
odgrywaja istotng role w syntezie biatka [3, 4].

W ostatnich latach obserwuje sie istotne nasilenie
badan nad regulacjg syntezy rybosomowego RNA.
Badania zmierzajg w dwoch zasadniczych kierunkach:
1. Badania strukturalne genu majace na celu ustalenie
miejsc inicjacji syntezy, ustalenie potozenia sekwencji
promotorowych i wzmacniajgcych transkrypcje ge-
néw oraz ustalenie funkcji sekwencji nietranskrybo-
wanych, znajdujacych sie w obrebie genu. 2. Badanie
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elementéw biatkowych zaangazowanych w procesie
transkrypcji, a wiec badania sktadu podjednostkowe-
go enzymu DNA-zateznej RNA polimerazy I, polipep-
tydéw zasocjowanych z polimerazg | oraz polipep-
tydow rozpoznajacych swoiscie region promotora ge-
néw RNA rybosomowego.

Il. Struktura eukariotycznych genéw rDNA
I1-1. Organizacja genéw kodujacych rDNA

Geny kodujgce rRNA sg zlokalizowane w chromo-
somach w miejscach okre$lanych jako organizator
jaderka (NOR) formujgcych sie w interfazie. Sg one
miejscem transkrypcji rDNA oraz dojrzewania
pre-rRNA i wstepnego sktadania sie podjednostek
rybosoméw [5, 6].

Geny kodujace rRNA tworzg w genomie wspdlng
jednostke transkrypcyjng powtarzajacg sie kilkaset
razy (utozongw tandemy). Wielokrotno$¢ wystepowa-
nia tych genow umozliwia synteze wystarczajacej ilosci
rybosomowego RNA. U wiekszosci gatunkéw Euca-
ryota geny rDNA powt6rzone sg od 100 do 5000 razy
w obrebie haploidalnego genomu [7]. Dla przykiadu
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Ryc. 1. Schemat budowy genu rDNA i powstawania koncowych
 produktéw jego transkrypcji.
NTS — wstawka nietranskrybowana, ETS — zewnetrzna
sekwencja transkrybowana, ITS — wewnetrzna sekwen-
* cja transkrybowana
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komorki ludzkie zawierajg ok. 200 kopii  DNA w hap-
loidainym genomie obejmujgcym pie¢ réznych chro-
mosomoéw. Gwarantuje to zdolno$¢ komdarki do wy-
twarzania odpowiedniej ilosci rybosomdéw potrzeb-
nych do syntezy biatka prowadzonej bardzo intensyw-
nie w pewnych etapach jej rozwoju.

Wspo6lna jednostka transkrypcyjna rDNA zawiera
€0 najmniej trzy rodzaje sekwencji nukleotydowych.
Obok transkrybowanych sekwencji odnajdywanych
w dojrzatych rRNA znajdujg sie sekwencje nietransk-
rybowane oraz sekwencje obecne w pierwotnym trans-
krypcie, ktore ulegajg wycieciu w czasie jego doj-
rzewania. Nietranskrybowane wstawki (NTS — non-
transcribing spacer) dtugosci 31 kz rozdzielajg od siebie
jednostki transkrypcyjne utozone w tandemach.
W sklonowanych sekwencjach NTS wykazano obec-
nos¢ wielu fragmentéw odpowiedzialnych za regulacje
ekspresji  DNA [8].

Miedzy innymi znaleziono w NTS cztery sekwencje
Alu (rodzina powtarzajacych sie sekwencji rozsianych
w genomie ssakdw), sekwencje bogate w adenozyne
przypuszczalnie odpowiedzialne za ,,zginanie” DNA
oraz sekwencje bogate w pary GC, mogace wystepo-
wac jako lewoskretny DNA.

Na Ryc. 1przedstawiono schematycznie strukture
genéw rDNA oraz dojrzewanie 45S rybosomowego
RNA prekursora dla 18S, 58S i 28S rRNA trans-
krybowanego przez DNA-zalezng RNA polimeraze
I (Pol. I).

11-2. Promotor gendw rybosomowych

Analizujac strukture genéw rDNA ustalono, ze
region promotora jest swoisty gatunkowo. Miedzy
réznymi gatunkami ssakéw zauwazono jednak w bu-
dowie tego odcinka DNA strukturalne podobienistwo.
Wskazuje sie na co najmniej dwie domeny istniejgce
w obrebie sekwencji promotorowych: rdzeh promoto-
ra istotny dla prawidtowej inicjacji transkrypcji bedacy
prawdopodobnie obszarem gdzie nastepuje, podobnie
jak u Prokaryota izomeryzacja kompleksu polimeraza
— promotor z ,,zamknietego” do ,,otwartego” tj. do
czesciowo rozdysocjowanych dwéch nici DNA, oraz
drugi region okreslany jako UPE (upstream promoter
element) wymagany dla transkrypcji in vivo [9].

Badania okreslajace potozenie i sekwencje promoto-
ra przeprowadzono przy uzyciu serii mutantéw wyka-
zujacych defekty w miejscu inicjacji transkrypcji. Mu-
tanty tego typu skonstruowano dla rDNA z wielu
organizméw takich jak: Acanthamoeba [10, 11, 12],
mysz [13, 14, 15], cztowiek [16], Drosophila [17, 18],
zaba [19, 20], Tetrahymena [21] i drozdze [22]. Dla
oocytow Xenopus iaevis miejsce promotorowe znaj-
duje sie w pozycji od -39 (w gore od miejsca startu
transkrypcji oznaczonego jako + 1)do +6. Sekwencje
odpowiedzialne za inicjacje transkrypcji rDNA w ko-



morkach mysich sg zlokalizowane w regionie od -39 do
+ 9. Nalezy jednak podkresli¢, ze nie sg to Sciste
granice poniewaz mozna obserwowaé wzrost poziomu
swoistej transkrypcji przy zwiekszajgcej sie dtugosci
promotora do pozycji -45 a nawet -100 i -140 [23].
U szczura, oprocz rdzenia promotora znajdujacego sie
miedzy -39 a -1-6 wykazano, ze istnieje dodatkowe
miejsce inicjacji transkrypcji w rejonie -731 do -719. Ta
13 nukleotydowa sekwencja jest w 100% homologicz-
na z czesciag promotora -18 do -6 [24].

Promotor dla ludzkiego rDNA zlokalizowany jest
w pozycji -140 do +18, ale obserwowano efekt
swoistej transkrypcji takze przy uzyciu promotora
odpowiadajgcego sekwencji -50 do + 5[25]. Sekwencja
promotorowa dla muszki owocowej Drosophila roz-
cigga sie w przedziale od -40 do +4 [17,18]. U drozdzy
promotor odpowiada sekwencji -32 do - 10 [22].

W najlepiej obecnie poznanym uktadzie transkryp-
cyjnym rDNA u Acanthamoeba promotor zlokalizo-
wano w pozycji od -29 do +5 [11].

Jak juz wspomniano rdzeniowe regiony promoto-
réw sg w wiekszosci badanych organizméw swoiste
gatunkowo, daje sie jednak zauwazy¢ strukturalne
podobieristwo miedzy nimi. Szczegétowe wyniki ba-
dan sekwencji wykazaty, ze wszystkie kregowce zawie-
rajag w regionie promotora guanozyne w pozycji -16
i -17 [26]. Wskazuje sie na istotne znaczenie tego
nukleotydu w inicjacji syntezy RNA sugerujac, ze co
najmniejjeden z czynnikéw wymaganych w transkryp-
cji rDNA lub/i enzym polimeryzujacy (Pol 1) swoiscie
oddziatywuje z tym regionem [26, 27].

Ponadto istnieje druga sekwencja, bardziej odlegta
od miejsca startu transkrypcji, majgca istotny wplyw
na poziom swoistej transkrypcji. Okresla sie jg jako
,mtrapromoter element”— IPE. Jest ona zlokalizowa-
na w rejonie -110 do -140. Przypuszczalna rola tej
sekwencji polega na stabilizowaniu kompleksu inic-
jacyjnego [28, 29].

Poza rdzeniem promotora, réwniez sekwencje poto-
zone po stronie jego 5’konica (np. UPE) sag konieczne
dla wydajnej transkrypcji [16, 26, 29-31]. Sekwencje
graniczne po stronie 5’ tej domeny lezg pomiedzy
pozycjami nukleotydow -250 i -143, w zaleznoS$ci od
metody oznaczania tego potozenia. Region ten jest
wymagany dla utworzenia stabilnego kompleksu prei-
nicjacyjnego. Co najmniej dwa czynniki izolowane
z komorek ludzkich oraz szczurzych oddziatujg z re-
gionem pomiedzy -150 do -50. Przypuszcza sig, ze
sekwencje UPE zwiegkszajg szybko$¢ przesuwania sie
kompleksu transkrypcyjnego z miejsca preinicjacyj-
nego do inicjacyjnego z utworzeniem ,otwartego”
kompleksu promotor-polimeraza-czynniki transkryp-
cyjne.

Z sekwencjg UPE sasiaduje trzynastonukleotydowy
fragment homologiczny do tych elementéw ktoére
sterujg terminacjg prekursora rybosomowego RNA
[32]. Fragment ten, znajdujacy sie w pozycji okoto -167
u szczura, oznaczono jako TO Podobny fragment
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oznakowany T3odnaleziono wrDNA komdrek X lae-
vis. Element ten przypuszczalnie reguluje ekspresje
genu w ten sposdb, ze nie zezwala na kontynuacje
transkrypcji genu potozonego w gore (poprzedzajgce-
go) od miejsca jego lokalizacji oraz nie zezwala na
inicjacje transkrypcji z UPE jako elementu promoto-
rowego. Delecja sekwencji promotorowej nie powodu-
je wylaczenia promotora. Wydaje sie zatem, ze region
terminatorowy nie jest wylgcznie miejscem zakon-
czenia transkrypcji, ale dziata réwniez jako czesé
mechanizmu umozliwiajgcego natychmiastowe rozpo-
czecie transkrypcji nastepnego genu rRNA poprzez
automatyczne przesuniecie RNA polimerazy | (Pol I)
do miejsca inicjacji transkrypcji [32, 33]. Taki mecha-
nizm ekspresji genéw rybosomowych okresla sie na-
zwg Readthrough enhancement. Przyjecie tej interp-
retacji pozwala na lepsze zrozumienie wzmacniajgcej
ekspresje roli sekwencji UPE.

11-3. Sekwencje wzmacniajace ekspresje rDNA

Poziom transkrypcji genéw rDNA jest miedzy in-
nymi regulowany przez cis-dziatajgce sekwencje roz-
lokowane gtownie w nietranskrybowanych wstawkach
(NTS — nontranscribed spacer). Wykazano, ze sek-
wencje NTS Xenopus, drozdzy i Drosophila zawierajg
elementy ktére uwydatniajg transkrypcje w obecnosci
kompletnego promotora. Dwa elementy tej sekwencji
t.j. powtarzajgca sie sekwencja ,,60/81 bp” oraz tzw.
»Barnislands” okazaty sie homologiczne do promoto-
ra 45S, co sugerowato ich istotng role w procesie
transkrypcji [34, 35]. Te odlegte sekwencje lezagce
w gore od miejsc inicjacji wspomagaja wigzanie sie
swoistych biatek z regionami promotorowymi, wzma-
gajac intensywnos$¢ transkrypcji.

Po raz pierwszy efekt wzmacniania transkrypcji
rDNA przez sekwencje odlegte od miejsca startu zostat
opisany przez Mossa’a [34]. Geny rRNA wprowadzo-
ne przez mikroinjekcje do occytow Xenopus laevis byty
transkrybowane z rézna szybkoscia, w zaleznosci od
wielkosci wstawek lezacych ,,w gore” od genow kodu-
jacych.

Seria doswiadczen przeprowadzanych w laborato-
rium Reederaz uzyciem plazmidow zawierajacych
promotor oraz powtarzajgce sie w NTS sekwencje
,00/81 bp” wskazata na to, ze elementy ,,60/81 bp”
odgrywajg zasadniczg role we wzmacnianiu transkryp-
cji  DNA [36, 37]. Zostaly one nazwane elementami
wzmacniajagcymi dla polimerazy | [37, 38]. Molekular-
ny mechanizm dziatania tych elementdw nie jest
catkowicie wyjasniony. Sekwencje te posiadajg okoto
90% homologii strukturalnej z sekwencjg od -119 do
-72 regionu promotorowego genéw rDNA. Ten wias-
nie region promotora prawdopodobnie wigze swoiscie
biatkowe czynniki regulujgce aktywnos$¢ polimera-
zy | [37, 38].

Stwierdzono, ze mikroinjekcja do jadra dodatko-
wych blokdéw zawierajacych powtérzone elementy
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»,00/81 bp” stwarza konkurencje dla sekwencji sprze-
zonych z funkcjonalnymi genami przez wigzaiye czyn-
nikéw transkrypcyjnych dziatajgcych w uktadzie trans
[36]. Sekwencje ..60/81 bp” sg specyficznymi wzmac-
niaczami tylko dla genow transkrybowanych przez
polimeraze I [39]. Okazato sie réwniez, ze opisywane
sekwencje przejawiajg kumulujace sie, wraz ze wzros-
tem ieh powtdrzen, dziatanie wzmacniajgce transkryp-
cje jedynie w obecnosci kompletnego promotora.

Obserwacja ta sugeruje, ze funkcja sekwencji ,,60/81
bp” moze polega¢ na wigzaniu czynnikéw transkryp-
cyjnych utatwiajgcych nastepnie wigzanie sie polime-
razy | z rdzeniem promotora. Zjawisko to jest opisy-
wane albo jako efekt kooperatywnosci wigzania poli-
merazy oraz biatkowych czynnikéw transkrypcyjnych
do specyficznych sekwencji rDNA, albo tez jako efekt
tzw. ,,nasuwania sie” {sliding) enzymu polimeryzujace-
go na rdzen promotora [39].

Zdolno$¢ sekwencji ,,60/81 bp” do uwydatniania
poziomu transkrypcji okazata sie niezalezna od orien-
tacji i odlegtosci od miejsca startu transkrypcji [40-43].
Dla przyktadu sekwencje wzmacniajgce transkrypcje
u drozdzy sg zlokalizowane w przedziale sekwencji od
-2230 do -2420 podczas gdy u szczura nieco powyzej
pozycji -280 w obrebie fragmentu oznakowanego UAS
{upstream activator element), rozpoznawanego swois-
cie przez biatka znajdujace sie w ekstrakcie jadrowym
[44].

I11. Metody badania transkrypcji rRNA

Ogromny postep w zakresie metod stosowanych
w biologii molekularnej mozliwi! badania swoistej
transkrypcji. Przy uzyciu homologicznej matrycy za-
wierajgcej fragment rDNA, zelu sekwencyjnego i tech-
niki autoradiografii mozna analizowaé uzyskiwane
transkrypty. W badaniach transkrypcji rDNA stosuje
sie najczesciej metode run off\ w ktérej powstaty
transkrypt posiada z reguty kilkaset par zasad.

Matryce uzywane do transkrypcji zawierajg zdefi-

Ryc. 2. A. Schemat budowy plazmidu prMAB oraz fragmentu
mysiego genu rDNA uzywanego w badaniach swoistej
transkrypcji.

B. Autoradiogram produktéw transkrypcji liniowej for-
my plazmidu prMAB.

Sciezka Pol | — do testu uzywano oczyszczonego prepara-
tu jadrowej polimerazy |

Sciezka Pol I* — do testu uzywano czeéciowo oczysz-
czonego preparatu polimerazy | izolowanego z ekstraktu

S-100

Sciezka Pol | + TF — do testu uzyto oczyszczonej
. jadrowej polimerazy | uzupetnionej o czynniki swoistosci

transkrypcyjnej

Sciezka Pol I* + TF — w teécie stosowano polimeraze
| czesciowo oczyszczona, pochodzacg z ekstraktu S-100
uzupetniong o czynniki swoistosci transkrypcyjnej.

292 pz — oczekiwany produkt transkrypcji plazmidu
prMAB o wielkosci 292 par zasad
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niowany fragment rDNA zjego promotorem, wbudo-
wany w plazmid. Liniowg forme matrycy otrzymuje sie
po trawieniu plazmidu jednym z enzymow restrykcyj-
nych w taki sposéb, aby 3’kofAcowy fragment zawierat
okre$lonej dtugosci sekwencje rDNA poprzedzong
sekwencjg promotora. Synteza rRNA kohczy sie wraz
z osiggnieciem przez ukiad transkrypcyjny konca
czasteczki plazmidu. Do badania czynnikéw trans-
krypcyjnych rDNA w komorkach Hela uzywano
fragmentu rDNA wycietego enzymem restrykcyjnym
Barn HI lub Xhol. W czasie transkrypcji powstawaty
fragmenty rRNA o dtugosci odpowiednio 1500 lub
1360 par zasad [45]. W badaniach transkrypcji mysie-
go rRNA czesto stosowano plazmid prM 600 zawiera-
jacy fragment ca. 600 pz rDN A powstaty po trawieniu
Pvu Il. Odcinek ten trawi sie jeszcze dodatkowo Sma
I lub Eco RI tak, ze powstate transkrypty maja
odpowiednio 155 i 297 par zasad [46].

Do transkrypcji  DNA u Acanthamoeba castellani
stosowano sklonowany fragment rDNA wbudowany
w plazmid pBR 322. Produktem transkrypcji byt
fragment rRNA o dlugosci 495 pz [47, 48].

Powszechna obecnie technika run off uzywana do
oznaczania swoistej transkrypcji posiada wszakze je-
den istotny mankament — jest zbyt czasochtonna.
W najlepszym razie wynik eksperymentu otrzymuje sie
po 24 godzinach od jego rozpoczecia, utrudnia to
znacznie analize oczyszczonych, zwykle w kilkunasto-
etapowym postepowaniu enzymu i czynnikow trans-
krypcyjnych.

Biorac pod uwage niezwyklg labilno$¢ czynnikéw
transkrypcyjnych, nawet przechowywanych w -70°C,
staje sie zrozumiatym ograniczone zastosowanie tech-
niki run off. Dlatego tez poszukuje sie nowych, szyb-
kich i pewnych metod oznaczania tej aktywnosci.

W ostatnich latach rozwinieto dwie metody z powo-
dzeniem zastosowane do badania czynnikéw bial-
kowych swoiscie oddziatujgcych z sekwencjami regu-
latorowymi genéw rDNA, a mianowicie band— shift

plazmid pr MAB

‘Woudowany
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assay oraz protection assay (footprinting). Zatozeniem
tych technik jest wskazanie sekwencji DNA, oddziatu-
jacych swoiscie z czynnikami transkrypcyjnymi oraz
enzymem polimeryzujgcym [49-52]. Techniki te umoz-
liwity wykazanie swoistego oddziatywania dwdch
czynnikdéw SL-1 i SF-1, wyizolowanych z komorek
szczura, z sekwencjg UPE. Technika band — shift
assay postuzyta do izolowania i oczyszczenia polipep-
tydu oznaczonego pl6, podobnego do biatek grupy
HMG, wigzacego sie do sekwencji NTS i aktywujace-
go transkrypcje [53].

Y. Struktura i funkcja polimerazy |

W komdérkach eukariotycznych transkrypcja genéw
rybosomowych odbywa sie z udziatem DNA-zaleznej
RNA polimerazy | (Pol I). W przeciwienistwie do
pozostatych jadrowych polimeraz, Pol | syntetyzuje
pojedynczy typ RNA, a mianowicie rRNA.

Aktywnos$¢ Pol | w réznych komdrkach odzwier-
ciedla ich stan metaboliczny: i tak, wiecej enzymu
zawierajg komarki regenerujacej watroby od nierege-
nerujgcej. Wiekszg aktywnoscig enzymu odznaczaja
sie komorki limfocytow T i B stymulowane mito-
genami od niestymulowanych: zwiekszonym pozio-
mem aktywnosci Pol | odznaczajg si¢ komdrki nowo-
tworowe w pordwnaniu do ich normalnych partneréw.
Podwyzszona aktywno$¢ enzymu w cytowanych przy-
padkach jest wynikiem zaréwno aktywacji enzymu
(np. przez fosforylacje), jak i podwyzszonej ilosci kopii
enzymu w komdrce, co stwierdzono technikami im-
munologicznymi [6, 54, 55].

Technikg immunocytochemiczng, stosujac przeciw-
ciata anty-Pol I, ustalono, ze ilo$¢ enzymu zaan-
gazowanego w transkrypcji rDNA in situ w regeneru-
jacej watrobie czy w komaérkach hepatoma Morrisa
byta zdecydowanie wyzsza niz w komérkach normal-
nych. Dzialanie aktynomycyng D na te komorki
powodowato dysocjacje enzymu od rybosomowego
DNA. Stwierdzono réwniez, ze niewielka ilos¢ enzymu
pozostawata zwigzana z organizatorem jaderka nawet
podczas mitozy. Ustalono, ze Pol | jest zlokalizowana
w fibrylarnych centrach jaderka, oraz ze jednym
z objawoéw reaktywnosci erytrocytow kurczecia po ich
fuzji z komdrkami mioblastycznymi szczura jest mig-
racja szczurzej Pol | do jader kurczecia i inicjacja
transkrypcji genéw rybosomowych [56-58].

Polimeraze | wyizolowano z wielu zrodet, enzym
wykazuje strukture podjednostkowa, a ilos¢ podjed-
nostek waha sie od 4 do 16 w zaleznosci od Zrodta
i metody izolacji. | tak Pol | izolowana z nowo-
tworowych komorek ssakow zawierata od 6 do 8 poli-
peptyddéw, enzym izolowany z grasicy cielecej i watro-
by szczura 4 do 6, natomiast izolowany z drozdzy
zawieral od 11 do 16 r6znych polipeptydéw. Cechg
wspdllng zdecydowanej wiekszosci preparatéw jest
obecno$¢ dwodch polipeptyddw o Mcz 190000
i 120000-135000 odznaczajacych sie stechiometrig 1:1,
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wsérod pozostatych polipeptydow obserwowano duzg
zmiennos$¢ zaréwno masy czasteczkowej jak i zawarto-
§ci w enzymie.

Niedawno sklonowano gen dla najwiekszej podjed-
nostki Pol | zdrozdzy. Gen zawiera sekwencje koduja-
cg polipeptyd o masie czgsteczkowej 186.270 [59].
Chociaz powyzsze dane sugerujg minimalng ilosé
polipeptydéw odpowiedzialnych za nieswoistg synteze
RNA (zaden z tych enzyméw nie inicjuje swoiscie
ekspresji DNA), to jednak trudno jest w dalszym
ciggu oceni¢ minimalny skfad polimerazy | oraz wska-
za¢, ktdre z polipeptydow towarzyszacych duzym
podjednostkom maja znaczenie regulatorowe w trans-
krypcji. Nalezy podkresli¢, ze co najmniej dwie aktyw-
nosci enzymatyczne sg S$ciSle, chociaz odwracalnie
zasocjowane z polimerazg I, a mianowicie N |1 kinaza
biatkowa modyfikujgca Pol I iwzmagajgca aktywnos$¢
polimeryzujacq oraz topoizomeraza | [60, 61]. W kilku
niezaleznych pracach udokumentowano Scisty zwig-
zek topoizomerazy | zekspresjg gendw rybosomowych
[62]. Chociaz w dalszym ciggu doktadna struktura
Pol I nie jest znana, to jednak obserwuje sie postep
w tym zakresie. Wykazano, ze enzym izolowany
z hepatomy Morrisa w warunkach sterylnych i wzmo-
zonego rezimu temperaturowego zawierat tylko dwa
polipeptydy o Mcz 190000 i 120000. Analiza porow-
nawcza map peptydowych tych polipeptydéw, z poli-
peptydow o nizszej masie czasteczkowej, wykazata ich
ogromne podobienstwo. Na tej podstawie sugeruje sie,
ze enzym korowy zbudowany jest z dwéch podjednos-
tek, a pozostate polipeptydy o nizszej masie czastecz-
kowej sg produktami ich degradacji prawdopodobnie
generowanymi w procesie izolacji enzymu [63]. Wczes-
niej juz obserwowano samodegradacje podjednostki
190-kDa do polipeptydéw 14 — 18 kDa [64]. Na
uwage zastuguje réwniez wykazanie w komdrkach
limfocytdw B polipeptydu 240 kDa rozpoznawanego
przez poliklonalne przeciwciata anty-polimeraza |I.
Mapy peptydowe tego najwiekszego polipeptydu wy-
kazuja podobienstwo do map peptydowych podjed-
nostek 190 kDa i 120 kDa. Polipeptyd 240 kDa nie
wykazuje zadnej aktywnos$ci polimeryzujgcej [63]. Wy-
daje sie, ze polimeraza | jest syntetyzowana w formie
prekursora o masie czasteczkowej 240 kDa i ulega
ograniczonej proteolizie do aktywnego enzymu poli-
meryzujacego. Jezeli degradacja taka zachodzi to musi
by¢ $cisle kontrolowana, bowiem preinkubacja en-
zymu w temperaturze zblizonej do pokojowej prowa-
dzi do powstania polipeptydéw o niskich masach
czasteczkowych z rownoczesng utratg aktywnosci po-
limeryzujgcej. Polipeptydy o niskiej masie czastecz-
kowej wykazujg wysokie powinowactwo do natywnej
formy Pol | hamujac jej aktywnosc [64]. By¢ moze jest
to naturalny mechanizm wy#gczania enzymu polime-
ryzujacego.

Istnienie prekursora enzymu polimeryzujacego zo-
stato dobrze udokumentowane. Duza podjednostka
RNA polimerazy Il 'wystepuje w kilku formach a mia-
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nowicie 110 (240 kDa), I1A (190 kDa) i IIB (170 kDa).
Forma 1IB tworzy sie z IIA wskutek ograniczonej
proteolizy. Sugeruje sie, ze forma 110jest prekursorem
aktywnego enzymu [65].

Jak juz wspomniano zaden z dotychczasowych
oczyszczonych jadrowych preparatéw Pol | nie jest
zdolny do swoistej inicjacji syntezy rRNA nawet
w obecnosci odpowiednich czynnikéw transkrypcyj-
nych. Sugeruje to istnienie unikalnej formy enzymu
ktora zostata zagubiona lub zmodyfikowana w proce-
sie izolacji i oczyszczania. Istnieje mozliwos$é, ze enzym
zaangazowany w swoistg transkrypcje rDNA jest
rézny pod wzgledem struktury molekularnej lub/i
obszaru zmian posttranslacyjnych od enzymu uczest-
niczacego w nieswoistej transkrypcji [66, 67]. Jesli tak,
to powinno by¢ mozliwym rozdzielenie obu aktywno-
§ci. W wielu laboratoriach przeprowadzono takie
proby iw rezultacie ustalono, ze zastosowane standar-
towe metody biochemiczne nie dajg zadowalajacego
wyniku ze wzgledu na olbrzymi nadmiar aktywnosci
nieswoistej Pol I. Wyliczono, ze swoista aktywno$¢
transkrypcyjna stanowi mniej niz 1% catkowitej ak-
tywnosci Pol | [Szopa i Rose, dane
nieopublikowane].

Ogolnie znanym jest, ze chociaz w cytoplazmie
komdrek wykazano obecno$¢ wszystkich polipepty-
dow budujacych Pol | to jednak aktywna forma
enzymu znajduje sie tylko w jadrze komorkowym.
Nadto pewna cze$¢ jadrowej Pol | jest zwigzana
z DNA rybosomowym i mogtby to by¢ enzym w peni
»uksztattowany”, zdolny do swoistej syntezy rRNA.
Zatem wydawato sie prawdopodobnym, ze standar-
dowo przygotowywany ekstrakt komorkowy (komo-
rki ekstrahowane 100 mM KC1) nazwany w literaturze
S-100 (komdrki ekstrahowane 100 mM KO) zdolny
do swoistej transkrypcji genoéw rybosomowych powi-
nien zachowac chociaz cze$¢ polimerazy | w formie
nukleoproteidu zawierajgcego enzym swoisty. Dla
sprawdzenia takiej hipotezy rozdzielono ekstrakt
S-100 komdrek mysiej biataczki L 1210 w zelu agaro-
zowym i po rozdziale analizowano pod wzgledem
lokalizacji kwaséw nukleinowych w zelu, eluowane
z zelu makroczasteczki analizowano pod wzgledem ich
zdolnoSci inicjacji swoistej transkrypcji oraz pod
wzgledem zawartosci polipeptydow rozpoznawanych
przez poliklonalne przeciwciata anty Pol 1 [68].
Enzym zdolny do swoistej transkrypcji rDNA zlokali-
zowano we frakcji wedrujacej wspolnie z DNA. En-
zym nieswoisty wedrowat w wiekszosci w kierunku
przeciwnym oraz cze$¢ wedrowata wspélnie z RNA.
Ustalono, ze enzym nieswoisty zawierat gtdwnie
podjednostke 190 kDa natomiast enzym swoiscie
transkrybujagcy rDNA zawierat polipeptydy 240 kDa
i 160 kDa.

Otrzymane dane w potaczeniu z wyzej cytowang
analiza map peptydowych sugeruja, ze enzym swoiscie
transkrybujacy rDNA zawiera w swym sktadzie poli-
peptyd 240 kDa i nie posiada polipeptydu 190 kDa.
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Zatem enzym swoisty jest subforma Pol | r6znigcg sie
sktadem podjednostkowym.

V. lzolowanie czynnikéw
transkrypeyjnych

Réwnolegle z badaniem roli poszczegélnych pod-
jednostek polimerazy | oraz polipeptydéw zasocjowa-
nych z enzymem w syntezie RNA podjeto badania
szczegllnie w ostatnich latach nad opracowaniem
metody izolacji i charakterystyka biatek uczestnicza-
cych w procesie swoistej transkrypcji rDNA. Wstepne
doswiadczenia polegaty na frakcjonowaniu ekstrak-
tow komdrkowych S-100 (komdrki ekstrahowane 100
mM KC1) lub jgdrowych tak, aby oddzieli¢ aktywno$¢
polimeryzujagcg od czynnikow odpowiedzialnych za
swoistg inicjacje syntezy rRNA [46, 69].

I tak rozdzielono ekstrakt S-100 na kolumnie z fos-
focelulozg na cztery frakcje: ,,A” (eluowana 0.1
M KC1), ,,B” (0,1—0,4 M KC1), ,C” (0,4—0,6 M KC1)
i,,D” (0,6—1.0 M KC1) [70]. Zadna z pojedyriczych
frakcji nie jest zdolna do swoistej transkrypcji rDNA,
zauwazono jednak, ze frakcja C posiada aktywno$¢
polimeryzujaca, a uzupetniona o frakcje D swoiscie
transkrybuje gen rybosomowy. Frakcja A posiada
wiasciwos¢ zapobiegania degradacji RNA i mozna ja
zastgpi¢ inhibitorem RNazy (RNasin) [71]. Frakcja
B odznacza sie wiasciwoS$cig supresji nieswoistej syn-
tezy RNA.

W wielu laboratoriach podjeto prace nad doktadna
charakterystyka czynnikéw C i D izolowanych z réz-
nych zrodet. Stwierdzono, ze czynnik C wspotoczysz-
cza sie z polimeraza | [41, 45, 47, 71]. Oczyszczona
w kilku etapach chromatograficznych (DE celuloza,
DNA celuloza, heparyna-agaroza) i wirowaniu w gra-
diencie glicerolowo-sacharozowym frakcja C (C fac-
tor), analizowana w zelu poliakryloamidowym daje
kilka pasm biatkowych przy czym dwa z nich posiada
Mcz powyzej 100 kDa, tj. 190 kDa i 120 kDa [66}-.
Masa czasteczkowa obu polipeptyddéw jest identyczna
z masg czasteczkowg jadrowej Pol 1. Ponadto polik-,,
lonalne przeciwciata anty Pol | rozpoznajg wiekszo$é
polipeptydow (w tym dwa najwieksze) obecnych we
frakcji C, réwniez 1gG anty-Pol | hamuja ekspresje
rDNA. Stad wysunieto przypuszczenie, ze frak-
cja C jest polimeryzg I. Wyliczono, ze enzym ten**
(factor C) uzupetniony o czynniki transkrypcyjne jest
w stani® specyficznie efepresjonowa¢ rDNA tylko
w 1% [Sollner-W eb b, dane nieopublikowane],
sugeruje sie zatem, ze tylko znikoma cze$¢ enzymu
zawartego we frakcji C jest enzymem zaangazowanym
w specyficznej transkrypcji rDNA. Wysunieto przypu-
szczenie, ze enzym specyficznie transkrybujacy rDNA
jest polimerazg | kowalencyjnie zmodyfikowang (np.
poliADP rybozylowany tub glikozylowany).



Wiele uwagi poswiecono réwniez doktadnej charak-
terystyce czynnika D. Wcze$niejsze badania dowiodty,
ze posiada on swoisto$¢ gatunkowaq, zatem nalezato
oczekiwac, iz jest to biatko (lub grupa biatek) specyfi-
cznie wigzace sie z sekwencjami odpowiedzialnymi za
inicjacje syntezy rRNA w genomie. Pomimo ogrom-
nego naktadu pracy, do chwili obecnej udato sie
wstepnie oczysci¢ zaledwie kilka czynnikéw trans-
krypcyjnych. Podstawowg trudno$¢ sprawia metoda
detekcji oczyszczanego biatka. Analiza aktywnosci
biologicznej oczyszczonej frakcji D wymaga uzupet-
nienia o frakcje C, nastepnie wykonania tekstu run off
i iloSciowego oznaczenia nowosyntetyzowanego
RNA. To sprawia, ze analiza jest dtugotrwata i ucigz-
liwa. Drugi nie mniej wazny problem, jaki napotyka
sie przy izolacji czynnikéw transkrypcyjnych, to ich
ogromna labilnos¢ i bardzo niski poziom w komorce
(do 500 kopii na 1 komorke) [45], Przykiadowo,
ekstrakt S-100 z komorek mysich przechowywany
w -70°C traci do 30% swojej aktywnosci w czasie
24 h, przechowywany w -20°C traci catkowicie aktyw-
nos$¢ swoistej transkrypcji w ciagu 1 doby.

Pomimo trudnos$ci zwigzanych ze sposobem detek-
cji oraz labilnos$cig udato sie wydzieli¢ kilka czynnikéw
biorgcych udziat w inicjacji transkrypcji rDNA. | tak
w laboratorium Pauliego wydzielono czynnik trans-
krypcyjny z Acanthamoeba oznakowany TIF (trans-
cription initiation factor) [67]. Wyizolowane biatko
posiada mase Mr ok. 300 kDa.

Kolejnym wydzielonym czynnikiem transkrypcyj-
nym jest frakcja Sil zkomorek HeLa [45]. W metodzie
preparacji zastosowano podwd@jng chromatografie na
ztozu Heparyna—agaroza i sgczenie molekularne na
Ultragel ACA34 oraz chromatografie powinnowact-
wa na rDNA. Oczyszczony tg metodg czynnik SL1
miat Mr ok. 100 kDa i posiadat ok. 100 tysiecy razy
wiekszg aktywnos¢ wihasciwg niz w ekstrakcie z catych
komoérek [45]. W tym samym laboratorium oczysz-
czono drugi polipeptyd oddziatujacy z promotorem
rDNA i nazwano go czynnikiem UBF1 (upstream
binding factor) [72].

Udato sie rowniez wyizolowacé biatka biorace udziat
w procesie inicjacji i terminacji syntezy rRN A u myszy.
Stosujac pie¢ réznych kolumn, uzyskano homogenny
preparat czynnika transkrypcyjnego o Mr 220 kDa
wigzacego siez promotorem inazwano TIF-IB [73]. Ta
sama grupa badaczy, dzieki chromatografii powino-
wactwa na unieruchomionym rDNA, oczysScita do
stanu homogennosci biatko odpowiedzialne za proces
terminacji syntezy rRNA. Polipeptyd ten o Mr 105
kDa posiada domene odporng na dziatanie proteinaz,
wigzaca sie z DNA.

V1. Mechanizm inicjacji syntezy rRNA

Juz w latach 70-tych wiadomo byto, Ze traktowanie
komorek takimi inhibitorami syntezy biatka jak cyk-
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loheksymid czy puromycyna powoduje szybki spadek
syntezy rRNA. Zauwazono przy tym, ze nieswoista
aktywnos$¢ polimerazy | nie ulegata obnizeniu [74-76].
Z danych tych wywnioskowano, ze swoista transkryp-
cja rDNA wymaga nie samej tylko polimerazy I, ale
réwniez pewnych czynnikdw bedgcych niestabilnymi,
szybko degradowanymi w komoérce biatkami, ktdre
regulujg dziatanie enzymu polimeryzujacego.

Do chwili obecnej zgromadzono juz wiele danych na
temat mechanizmu regulacji transkrypcji rDNA przez
swoiste czynniki polipeptydowe, wigzace si¢ z sekwen-
cjami regulatorowymi w obrebie rDNA.

Ze wzgledu na prostote budowy najlepiej dotych-
czas poznanym jest ukiad transkrybujacy rDNA
u Acanthamoeba. Z komérek tych wydzielono polipep-
tyd oznaczony TIF wigzgacy sie z regionem -67 do -17
promotora rDNA tworzgc kompleks preinicjacyjny.
W bezposrednim sgsiedztwie tego regionu wigze sie
Pol I (-16 do +18). Interesujacym jest, ze enzym nie
jest zdolny do bezposredniego wigzania sie z DNA.
Wigzanie to zachodzi po wczesniejszej interakcji
Pol I z czynnikiem TIF a nastepnie kompleks Pol |
— TIF dysocjuje z przeniesieniem Pol | do obszaru -16

1-8 promotora i tworzy sie kompleks inicjacyjny,
ktérego cechg charakterystyczng, podobnie jak u Pro-
karyota, jest miejscowa denaturacja kilku par zasad
DNA w poblizu miejsca startu transkrypcji. Dostar-
czenie trifosforandw rybonukleotyd6w inicjuje proces
transkrypcji rDNA. W przeciwienstwie do Pol |
lokalizacja czynnika TIF nie ulega zmianie co umoz-
liwia natychmiastowe rozpoczecie transkrypcji przez
nastepng czasteczke Pol | [77].

Nie wiadomo czy i jakim zmianom ulega Pol I
nabywajac wihasciwosci swoistej transkrypcji rDNA.

Podobny chociaz nieco bardziej skomplikowany
mechanizm inicjacji syntezy rRNA przedstawiono dla
organizméw ssakoéw. | tak czeSciowo oczyszczony,
swoisty gatunkowo czynnik SL-1 z komdrek ludzkich
jest odpowiedzialny za specyficzng transkrypcje
rDNA. Czynnik ten nie tworzy kompleksu z DNA.
Inny czynnik UBF-1 z tych komdrek wigze sie z frag-
mentem rDNA w pozycji od -80 do -110. Kompleks
UBF-1 — DNA wigze nastepnie czynnik SL-1 [78, 79].
Obecnos¢ analogicznych czynnikéw wykazano row-
niez u innych organizméw. Czynnik SL-1 wykryto
w komdrkach szczura, czynnik ten wymaga jeszcze
obecnos$ci czynnika SF-1 do inicjacji swoistej trans-
krypcjirDNA [R oth b 1u m, dane nieopublikowane].
W komdérkach mysich z zastosowaniem technikifoot-
printing (trawienie DNA DNazg 1) wykazano, ze
czynnik transkrypcyjny TFID wigze sie z sekwencjami
promotora od -140 do -40 oraz regionem rdzeniowym
promotora od -40 do -12 pozycji, przy czym najpierw
wigzanie nastepuje z sekwencjg rdzenia. Interakcja
TFID z regionem promotora ma charakter posredni:
a mianowicie z matrycg wigze sie najpierw inny
czynnik TFIA, a nastepnie z nim wigze sie TFID.
Dopiero po utworzeniu takiego kompleksu uktad jest
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zdolny do przytaczenia Pol 1. Wykazano ponadto, ze
czynnik TFID jest swoisty dla danego gatunku, czyn-
nik izolowany z komoérek ludzkich nie wigze sie
z promotorem genu rDNA gryzoni i vice versa.

W innym laboratorium [73] wyizolowano z ko-
morek mysich czynnik nazwany TIF-IB. Czynnik ten
inicjuje swoistg transkrypcje i wigze sie z regionem
promotora od -39 do -1. Wigzanie to nastepuje jedynie
wtedy gdy obecna jest sekwencja UCE lezaca okoto
100 par zasad w gore od rdzenia promotora. Sadzi¢
nalezy, ze TIF-1B zawiera w sobie oba wyzej wzmian-
kowane czynniki: TFIA i TFID.

Wszystkie dotychczas opisane w literaturze przy-
ktady inicjacji transkrypcji rDNA zakiadaja udziat
zaledwie dwoch do trzech, obok Pol I, czynnikéw
inicjujgcych. Dodac¢ nalezy, ze pomimo wysokiego
stopnia oczyszczenia tych czynnikéw (5000 i wiecej
razy) zadnemu z zajmujgcych sie tym zagadnieniem
laboratoridow nie udato sie wydzieli¢ homogennych
polipeptydéw odpowiedzialnych za inicjacje transkry-
pcji. Kazdy ze wzmiankowanych czynnikéw zawiera
w najlepszym razie co najmniej kilka réznych pod
wzgledem masy czasteczkowej polipeptydéw. Stad
trudno ocenic jak wiele ijakie polipeptydy uczestniczg
bezposrednio w transkrypcji rDNA. Istnieje zatem
potrzeba rozwoju innych niestandardowych metod
rozdziatlu makroczgsteczek do ostatecznego rozwigza-
nia tego zagadnienia. Jak juz podkreslono w poprze-
dnim rozdziale obok sekwencji promotora rdzeniowe-
go i sekwencji UPE, istotne znaczenie dla regulacji
transkrypcji rDNA posiada sekwencja terminatora
lezaca w bezposrednim sasiedztwie sekwencji UPE.
Dotychczas poznano kilka tego typu sekwencji ozna-
kowanych TOlub T3. Xenopus laevis [80] lub Sal box
w komoérkach mysich. Sal box stanowi 3’koficowa
cze$¢ fragmentu NTS o sekwencji AGGTCGAC-
CAGT/AA/TNTCCG [73]. Sekwencje te sg rozpoz-
nawane przez polipeptydy takiejak Rib2 z Xenopus lub
polipeptyd 105 kDa z komérek mysich.

Tylko kompleks odpowiedniego polipeptydu z sek-
wencja terminatorowg wytgcza transkrypcje. Jezeli Pol |
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transkrybujaca gen poprzedni nie ulegnie zatrzymaniu
na sekwencji terminatorowej genu nastepnie trans-
krybujac sekwencje NTS, to dochodzi do wytaczenia
promotora tego genu (promoter occlusion) przez roz-
bicie kompleksu preinicjacyjnego, tj. kompleksu czyn-
nika transkrypcyjnego z regionem promotorowym
(UPE) [81, 82]. Uwaza sie, ze najwazniejszym zada-
niem sekwencji terminatorowej w kompleksie ze swois-
tym biatkiem jest zatrzymanie enzymu polimeryzuja-
cego, jego dysocjacja od DNA i przekazanie enzymu
do pobliskiego miejsca UPE zwigzanego z czynnikami
transkrypcji w celu inicjacji syntezy rRNA na nastep-
nym genie.

VII. Podsumowanie

W niniejszym artykule przedstawiono najwczesniej-
szy etap transkrypcji tj. inicjacje transkrypcji genéw
rybomosowych. Do najwazniejszych elementédw struk-
turalnych tego procesu nalezy zaliczyé: 1 sekwencje
rdzenia promotora potozong w przedziale od ok. -40
par zasad do miejsca inicjacji, ktéra bezposrednio
steruje syntezg rRNA i jest wystarczajacg do jej
inicjacji, 2. sekwencje wzmacniajacg transkrypcje po-
tozong ok. 100 par zasad w gére od rdzenia promotora
(UPE, UCE), ktora nie jest niezbedna do inicjacji
syntezy, ale jest wymagana dla wydajnej transkrypcji,
3. krotkag 7 do 13 par zasad sekwencje terminatorowg
potozong w obrebie UPE, ktérej zadanie wynika
z tandemowej organizacji gendw rDNA, ktora regulu-
je wiasciwe zakonczenie transkrypcji genu poprze-
dniego i determinuje prawidtowe rozpoczecie trans-
krypcji genu nastepnego.

Prawidtowa ekspresja genéw rDNA wymaga, obok
elementéw strukturalnych, okreslonych czynnikéw
biatkowych. Do najwazniejszych zaliczy¢ nalezy en-
zym DNA — zalezng RNA polimeraze | oraz czynnik
lub czynniki swoistosci transkrypcyjnej. Jak do tej
pory nie udato sie okresli¢ doktadnej struktury enzymu
jak roéwniez nie odnotowano powodzenia w izolacji
homogennego czynnika lub czynnikéw transkrypcyj-
nych. Tym niemniej z calg pewnoscig ustalono, ze oba
elementy (enzym + czynnik, -i) sg niezbedne i wystar-
czajace do swoistej transkrypcji rDNA. Udokumen-
towano, ze enzym nie rozpoznaje i nie wigze sie
bezposrednio z genem kodujacym rRNA wiasciwos¢
taka natomiast posiada czynnik (-i) transkrypcyjny,
ktory nastepnie utatwia wigzanie Pol I.

Do najwazniejszych etapow swoistej transkrypcji
gendéw rybosomowych zalicza sie: 1. wczesne rozpoz-
nanie i wigzanie sie z regionem UPE czynnika nie
bedacego swoistym gatunkowo (np. SF-1), nastepnie,
2. wigzanie czynnika swoistego gatunkowo (np. SL-1)
zregionem UPE i UCE, dalej, 3. wigzanie enzymu Pol |
(etap ten okresla siejako powstanie kompleksu preini-
cjacyjnego), a nstepnie, 4. przeniesienie Pol | do
miejsca startu transkrypcji z utworzeniem kompleksu
inicjacyjnego, ktdremu towarzyszy denaturacja krot-
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Ryc. 3. Schemat organizacji sekwencji regulatorowych rDNA i czynnikéw biatkowych w inicjacji syntezy rybosomowego RNA. Objasnienia

skrotow w tekscie.

kiego fragmentu genu w obrebie miejsca startu trans-
krypcji. W obecnej chwili trudno jest jeszcze przed-
stawi¢ w sposéb zwarty ijednoznaczny catos¢ procesu
transkrypcji rDNA. Mnogos¢ czynnikow o réznym
nazewnictwie, niedostateczna znajomos¢ formy struk-
turalnej enzymu Pol | zaangazowanej w swoistg trans-
krypcje utrudniajg zrozumienie opisanego procesu.
W tym réwniez celu podczas ostatniego Sympozjum
w Cold Spring Harbour poswieconego syntezie rybo-
somoOw zorganizowano seminarium, ktorego celem
byto ujednolicenie nazewnictwa czynnikdw transkryp-
cyjnych. Nie uzyskano jednak porozumienia, labora-
toria zajmujace sie tymi zagadnieniami stosujg rézne
procedury izolowania czynnikéw i enzymu, ponadto
do tej pory w zadnym z laboratoriow nie udato sie
uzyska¢ homogennegp preparatu, trudnym jest zatem
porébwnanie preparatow miedzy soba. Tym niemniej
uzgodniono, ze istnieje wielka potrzeba wymiany
preparatdw Pol | jak réwniez czynnikow transkrypcyj-
nych pomiedzy laboratoriami w celu ich poréwnania.
Sadzi¢ nalezy, ze w niedlugim czasie zarysuje sie
pewien porzagdek w nazewnictwie w rozwazanym zaga-
dnieniu.

Artykut otrzymano 22 czerwca 1989 r.
Zaakceptowano do druku 27 lutego 1990 r.
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First announcement of the

Second European

Symposium on Calcium

Binding Proteins in Normal

and Transformed Cells.

This symposium will be held in Marseille, March
1-4 1992. The session will be held at the CNRS
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campus, 31, Chemin J. Aiguier, 13009, Marseille.
The campus is located in the south of Marseille,
near the University of Luminy (Aix-Marseille I1).
Marseille is located on the border of the Mediter-
ranean sea, only 100 miles from the French
Riviera. The Marseillecuisine is well known for its
seafood and its bouillabaisse. Provence and Ca-
margue are nearby (about 50 miles).

Lectures will be presented in an auditorium
with poster presentations in adjacent rooms. The
official languages of the Symposium will be
English and French. The number of participants
will be limited to 200.

Scientific Programme:

Structural and Functional Aspects of Calcium
Binding Proteins in Normal and Pathological
States will be covered, including topics such as:
calcium binding proteins in cell cycle and dif-
ferentiation, regulation of cytoskeleton, novel
calcium binding proteins in prokaryotes and in-
vertebrates and new technics.
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Enzymatyczna amplifikacja In vitro
specyficznych sekwencji DNA

In vitro enzymatic amplification

of specific DNA sequences

MALGORZATA JUNGERMAN1
RYSZARD St OMSKI2
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1. Techniki rekombinacji DNA w diagnostyce choréb
genetycznych
I1l. Zasada enzymatycznej amplifikacji specyficznych sek-
wencji DNA
IV. Zastosowania PCR z uzyciem fragmentu Klenowa
polimerazy DNA |
V. Zastosowania PCR z uzyciem polimerazy Tag
VI. Oznaczanie sekwencji nukleotydéw amplifikowanych
odcinkéw DNA
VII. Zastosowania PCR w medycynie sadowej
VIII. Uwagi koncowe

Contents:

I. Introduction
Il. Recombinant DNA techniques in diagnosis of genetic
diseases
I11. Principle of enzymatic amplification of specific DNA
sequences
1V. Application of PCR with the use of Klenow fragment of
DNA polymerase |
V. Application of PCR with the use of Tag polymerase
VI. Nucleotide sequence determination of amplified DNA
fragments
VII. Application of PCR to forensic medicine
VIII. Concluding remarks

Wykaz stosowanych skrétow: ASO — ang. allele specific
oligonucleotide (oligonukleotyd specyficzny dla allelu); PCR
— ang. polymerase chain reaction (synteza tafcuchowa
fragmentéw DNA przy uzyciu polimerazy i specyficznych
primeréw)

l. Wstep

Diagnostyka chorob genetycznych opierata sie do
niedawna wylgcznie na badaniu lekarskim potaczo-
nym z biochemicznymi testami laboratoryjnymi i ana-
liza rodowoddéw. Nowym podejsciem badawczym jest
analiza DNA pacjentdw i ich rodzin, umozliwiajgca
znacznie doskonalszg ocene choroby genetycznej niz
poprzednio stosowane metody. Przede wszystkim po-
wstata mozliwos$¢ diagnostyki danej choroby przed
wystapieniem jej objawdw klinicznych, diagnostyki
prenatalnej, identyfikacji nosicieli oraz mozliwos¢ roz-

*Mgr, 2Doc. dr hab.
Zaktad Genetyki Cztowieka PAN, Strzeszynska 32, 60-479
Poznan
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réznienia wad genetycznych wywotujacych podobne
efekty fenotypowe. Ogromny postep w diaghozowa-
niu wad genetycznych na poziomie molekularnym jaki
dokonat sie w ciggu ostatnich lat jest bezposrednig
konsekwencjg wprowadzenia do badan klinicznych
technik rekombinacji DNA.

Il. Techniki rekombinacji DNA
w diagnostyce chordéb genetycznych

Podstawowg metodg wykorzystywang obecnie
w diagnostyce choréb genetycznych jest hybrydyzacja
badanego DNA z sondami molekularnymi [1] DNA
przeznaczony do badania mozna uzyskaé z krwi
obwodowej, flbroblastow lub cebulek wtosowych. Dla
celow diagnostyki prenatalnej DNA izolowany jest
z kosmkow7kosmowki lub flbroblastéw ptodu zawar-
tych w plynie owodniowym, pobranym metoda
amniocentezy. Oczyszczony wysokoczasteczkowy
DNA poddawany jest trawieniu endonukleazami re-
strykcyjnymi, uzyskane fragmenty rozdzielane sg me-
toda elektroforezy w zelach agarozowym, po czym
przeprowadza sie hybrydyzacje z radioaktywnymi
sondami molekularnymi. Nastepuje woOwczas iden-
tyfikacja fragmentu o sekwencji nukleotydéw homo-
logicznej z sekwencjg zastosowanej sondy. Fragment
ten lokalizowany jest w zelu metodg autoradiografii.

W populacji ludzkiej wystepuje polimorfizm dtugo-
Sci fragmentdw restrykcyjnych DNA zwigzany z natu-
ralng zmiennoscig w obrebie gatunku. Powoduje on,
ze badana sekwencja nukleotydéw moze u roznych
0s6b wystepowac we fragmentach restrykcyjnych réz-
nigcych sie wielkoscia. Na podstawie badan hyb-
rydyzacyjnych mozna ustali¢ w danej rodzinie wiel-
kos¢ fragmentdw zawierajgcych gen zmutowany oraz
prawidtowy, a nastepnie identyfikowa¢ w tej rodzinie
osoby zdrowe i chore oraz nosicieli choréb (hetero-
zygoty). Mozna roéwniez, co jest szczeg6lnie wazne,
przeprowadzi¢ diagnostyke prenatalng. W badaniach
chorob genetycznych spowodowanych wystepowa-
niem znanej mutacji punktowej stosuje sie hybrydyza-
cje DNA z sondami typu ASO (ang. allele specific
oligonucleotide) komplementarnymi do prawidtowe;j
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lub zmutowanej sekwencji genu. Warunki do$wiad-
czeniadobierane sg tak, aby hybrydyzacja wystepowa-
ta tylko w przypadku petnej homologii sekwencji.
Porownanie wynikéw hybrydyzacji badanego DNA
zdwiema sondami pozwala okreslié, czy badana osoba
jest homozygotg (prawidtowg lub zmutowang), czy
heterozygota (nosicielem zmutowanego genu).

Doktadniejsze omdwienie wspomnianych metod
i ich zastosowania ukazato sie juz w polskim pismien-
nictwie w kilku wcze$niejszych publikacjach [2, 3, 4].

Zastosowanie omawianej metody hybrydyzacji do
badan chorob genetycznych spowodowato ogromny
postep w genetyce cztowieka, chociaz podstawowym
ograniczeniem metody jest konieczno$¢ wyizolowania
oczyszczonego wysokoczasteczkowego DNA w ilosci
przynajmniej kilku mikrograméw. Nie stanowi to
utrudnienia w przypadku badania os6b, gdyz mozna
pobra¢ od kilku do kilkudziesieciu mililitrédw krwi
obwodowej, jednak uzyskanie odpowiedniej ilosci
DNA dla celéw diagnostyki prenatalnej jest mozliwe
tylko przy zastosowaniu hodowli in vitro komorek
ptodu pochodzacych z ptynu owodniowego. Etap
hodowli wydtuza czas konieczny do otrzymania wyni-
ku nawet do Kilku tygodni.

I1l. Zasada enzymatycznej amplifikacji
specyficznych sekwencji DNA

Szereg problemdéw, jakie stwarzato stosowanie kla-
sycznej hybrydyzacji wg Southerna [1] udato sie
przezwyciezy¢ dzieki zastosowaniu metody amplifika-
cji in vitro wybranych sekwencji DNA, opublikowanej
w 1985 roku przez Saiki i wspo6tautordéw [5].
Badanie genotypu przebiega tu w dwdch etapach:
pierwszym jest zwielokrotnienie (amplifikacja) wy-
branej sekwencji genomowego DNA, drugim — anali-
za uzyskanego w ten spos6b materiatlu metodami
hybrydyzacji i sekwencjonowania. Wybrane fragmen-
ty DNA sg amplifikowane w wyniku tzw. reakcji PCR
(ang. polymerase chain reaction), w kt6rej stosuje sie
polimeraze DNA i syntetyczne oligonukleotydy (pri-
mery) o wielkosci 20-30 nukleotyddéw, komplementar-
ne do koricow wybranej sekwencji DNA, ktéra ma by¢
uzyskana w zwielokrotnionej ilosci kopii (Rye. 1).
Jeden z oligonukleotyddw jest komplementarny do
nici kodujacej (+), drugi odpowiednio do nici nieko-
dujacej (—. Zwiazanie primera z nicig (+) zdenaturo-
wanego genomowego DNA, po ktérym nastepuje jego
wydtuzanie przez polimeraze DNA z wykorzystaniem
trifosforandéw dezoksyrybonukleotydoéw jako substra-
téw, powoduje synteze nowej nici (—) zawierajacej
zgdang sekwencje DNA. W tym samym czasie reakcja
zachodzi z udziatem drugiego primera, powstaje wiec
réwniez nowa ni¢ (+ ). Reakcje prowadzi sig¢ cyklicznie
— po pierwszej syntezie nastepuje ponowna denatura-
cja oraz wigzanie oligonukleotydéw z matryca, przy
czym nowo zsyntetyzowane nici sg rowniez matrycg do
syntezy nastepnych. W kazdym cyklu nastepuje teore-
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Ryc. 2. Protokét reakcji PCR z zastosowaniem polimerazy Taq.

liczba cykli

Ryc. 3. Wydajnos¢ syntezy DNA w reakcji PCR.
Schemat przedstawia amplifikacje 1ng genomowego DNA
w kolejnych cyklach reakcji. Reakcje przeprowadzono
w objetosci 100 /il w obecnosci 2.5 jednostek polimerazy
DNA Tag.
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tycznie podwojenie ilosci wybranej sekwencji DNA
ograniczonej odpowiednio dobranymi primerami
W rzeczywistosci efektywnos$¢ syntezy jest nieco niz
sza, tym niemniej w wyniku 20 do 30 cykli PCR
nastepuje co najmniej 105- krotne powielenie zgdanej
sekwencji o dtugosci od kilkudziesieciu do kilkuset
nukleotydéw, odpowiadajacej odlegtosci miedzy koni-
cami 5’ primerow. Typowy protokdt reakcji oraz
wydajnos¢ syntezy DNA w zaleznosci od liczby cykli
PCR przedstawiono na rycinie 2 i 3.

IV. Zastosowania PCR z uzyciem fragmentu
Klenowa polimerazy DNA |

W poczatkowym okresie enzymem stosowanym
w reakcji byt fragment Klenowa polimerazy
DNA | z E. coli. Enzym ten wykazuje aktywnos$é
5’—> 3’ polimerazy oraz 3’—> 5’ egzonukieazy, brak
jest natomiast aktywnosci 5’—> 3’ egzonukieazy,
dzieki czemu nie wystepuje niebezpieczeristwo degra-
dacji primeréw w toku reakcji.

Pionierskie zastosowanie PCR dotyczylo anemii
sierpowatej [5]. Amplifikacji poddano 110-nukleoty-
dowy fragment genu /J-globiny obejmujacy m.in. szés-
ty kodon tego genu, w ktérym punktowa mutacja,
substytucja T—> A wywotuje ceche sierpowatosci
krwinek czerwonych. Kodon ten lezy w obrebie sek-
wencji rozpoznawanej w prawidtowym genie (iA przez
endonukleaze restrykcyjng Ddel, do ktorej bezposred-
nio przylega sekwencja rozpoznawana przez enzym
Hinfl. W genie zmutowanym ff zmieniona sekwencja

BGACTCCIGAG =
CTGAGGACTC -

nie jest trawiona przez enzym Ddel, a fakt ten
wykorzystano w diagnostyce choroby. Uzyskany
w wyniku PCR DNA uzyto do hybrydyzacji w roz-
tworze z radioaktywng sondg oligonukleotydowg
RS06 obejmujaca szosty kodcn genu /Tglobiny, po
czym przeprowadzono trawienie enzymami Ddel i Hi-
nfl. Prawidtowa sekwencja nukleotydéw w genie byta
rozpoznawana i trawiona przez enzym Ddel, przy
czym warunki doswiadczenia tak dobrano, aby 8-nuk-
leotydowy fragment sondy zawierajgcej znacznik izo-
topowy oddysocjowywat od reszty czasteczki zapobie-
gajac w ten sposéb jej trawieniu enzymem Hinfl.
(Rye. 4A). Z kolei obecno$¢ mutacji powodowata
wytaczenie hydrolizy enzymem Ddel i umozliwiata
dziatanie enzymu Hinfl. W tym przypadku (Rye. 4B)
po trawieniu oddysocjowat znakowany 3-nukleotydo-
wy fragment. Wielko$¢ uwalnianych fragmentéw (3
lub 8 nukleotydow) byta identyfikowana po elektro-
forezie w 12% zelu poliakryloamidowym i autoradio-
grafii i Swiadczyta o wystepowaniu lub braku mutacji
w széstym kodonie genu /t-globiny.

W opisanym powyzej pionierskim doswiadczeniu
zastosowanie PCR pozwolito znacznie skroci¢ czas
badan niezbednych dla postawienia diagnozy. Wystar-
czajacy ilos¢ kopii genu /Tglobiny uzyskano w ciggu
kilku godzin przy uzyciu zaledwie 1 pg genomowego
DNA, co w przypadku diagnostyki prenatalnej po-
zwolito ominag¢ etap hodowli in vitro fibroblastow
ptodu. R6éwnie wazng zaletg jest mozliwo$¢ uzycia do
reakcji preparatu genomowego DNA w znacznym
stopniu zdegradowanego w miejsce wysokoczgstecz-
kowego wymaganego w klasycznej analizie hybrydy-

B (135)

mGACTCCTGTG -
mCTGAGGACAC-

DENATU RACJA

WIA ZANIE

* — GACTCCTGAG - xRS 06)
CTGAGGACTC'

TRAWIENIE
[8 nt)*— GACTCC TGAG-
.................. CTGACCACT C-

TRAWIENIE
*— CACTCC

TGAG-

................... CTGAGGACT C-

SONDY

* — GACTCCTG G
CTGAGGACA Cc’

(RS 06)

Dde |
* — GACTCCTG G-
CTGAGGACAC-
Hint |
Bnt) *—G ACT CCTG G-

.................. CTGA GGACAC-

Ryc. 4. Schemat diagnostyki anemii sierpowatej w oparciu o trawienie enzymami Ddel i Hinfl. Zaznaczono sekwencje nukleotydow
obejmujaca szosty kodon genu /f-globiny wraz z miejscami rozpoznawanymi przez enzymy Ddel (CTNAG. N — dowolny nukleotyd)
i Hinfl (GANTC). Pozostate sekwencje w DNA zaznaczono jako linie ciggte. RS06 jest sondg oligonukleotydowg uzytg do
hybrydyzacji w roztworze z DNA po amplifikacji. Gwiazdka oznacza potozenie radioaktywnego izotopu 3P wprowadzonego na koniec

5’ sondy RS06 za pomocg kinazy polinukleotydowe;j.
A — przebieg trawienia sekwencji prawidtowej
B — przebieg trawienia sekwencji zmutowanej
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zacyjnej. Degradacja nie moze jednak obejmowaé
amplifikowanej sekwencji.

W wyniku kolejnych modyfikacji procedury, wy-
krywanie mutacji odpowiedzialnej za anemie sier-
powatg ulegto dalszemu znacznemu uproszczeniu.
Eliminacji ulegly etapy trawienia endonukleazami
restrykcyjnymi i elektroforezy. Postuzono sie sondami
oligonukleotydowymi typu ASO, ktére uzyto do hyb-
rydyzacji punktowej (ang. dot-blot hybridization) z am-
plifikowanym DNA naniesionym na nitroceluloze [6].
Zastosowano dwie 19-nukleotydowe sondy: 19A
— komplementarng do prawidtowej sekwencji /?Ai 19S
— komplementarng do zmutowanej sekwencji /Is. Po-
dobniejak w klasycznej hybrydyzacji punktowej waru-
nki doswiadczenia pozwolity na utworzenie trwatych
hybrydéw tylko w przypadku petnej komplementar-
nosci sekwencji. DNA homozygot prawidtowych lub
zmutowanych hybrydyzowat tylko Zz"jedng sonda,
natomiast DNA heterozygot (nosicieli zmutowanego
genu) z obydwiema sondami, co umozliwito iden-
tyfikacje poszczegdlnych genotypéw. Réznica w sto-
sunku do klasycznej hybrydyzacji punktowej polegata
na tym, ze DNA nakrapiany na nitroceluloze po-
ddawany jest wczesniej reakcji amplifikacji, co po-
zwolito znacznie zmniejszy¢ ilos¢ wyjsciowego geno-
mowego DNA potrzebnego do badan. Doswiadczenia
z zastosowaniem serii rozcienczen genomowego DNA
amplifikowanego w 25 cyklach PCR wykazaty, ze
nawet 1 ng DNA stanowi wystarczajgcg ilos¢ dla
uzyskania pozytywnego sygnatu w hybrydyzacji punk-
towej z odpowiednig sondg. Biorgc pod uwage wiel-
kos¢ haploidalnego genomu ludzkiego wynoszaca
3x109 par zasad, 1 ng DNA jest ilosciag zawartg
w zaledwie 150 diploidalnych komoérkach. W innym
doswiadczeniu genomowy DNA otrzymywano po-
przez inkubacje zawiesiny komdrek pochodzacych
z hodowli in vitro przez kilka minut w temperaturze
95°C. Uzyskane w ten sposob preparaty zawierajgce
silnie zanieczyszczony i zdegradowany genomowy
DNA amplifikowano w 25 cyklach PCR, po czym
uzyto do hybrydyzacji punktowej z sondami ASO.
Uzyskiwano pozytywne rezultaty w przypadku nieo-
czyszczonych lizatébw z zaledwie 75 komérek. Za-
stosowanie PCR pozwolito wiec nie tylko znacznie
zmniejszy¢ wyjsciowg ilos¢ genomowego DNA po-
trzebng do analizy, ale takze uprosci¢ proces izolacji
DNA oraz wykorzystaé do badan preparaty DNA zlej
jakosci, silnie zdegradowane i zanieczyszczone mate-
riatem komérkowym.

W podobny sposéb badano polimorfizm genowy
w obrebie drugiego eksonu locus HLA-DQa [6].
W tym przypadku amplifikowane 242-nukleotydowy
fragment tego eksonu, ktéry poddano nastepnie hyb-
rydyzacji punktowej z odpowiednimi sondami oligo-
nukleotydowymi, co umozliwito identyfikacje réznych
alleli w obrebie tego locus.

W opisanych powyzej doSwiadczeniach amplifika-
cje DNA prowadzono z uzyciem fragmentu Klenowa
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polimerazy I DNA z E. coli. Enzym ten jest termolabil-
ny i wysoka temperatura stosowana przy denaturacji
matrycy inaktywuje go. Konieczne jest wiec uzupet-
nienie polimerazy podczas kazdego cyklu reakcji.
Wymagane jest réwniez stosowanie niskiej (37°C)
temperatury wigzania primeréw z matryca, co z kolei
obniza znacznie specyficzno$¢ tego wigzania. W tych
warunkach oligonukleotydy #gczg sie réwniez z in-
nymi, przypadkowymi sekwencjami o niepetnej kom-
plementarnosci, czego wynikiem jest amplifikacja fra-
gmentéw na matrycy genomowego DNA.

Y. Zastosowanie PCR
z uzyciem polimerazy Taq

Niekorzystne efekty zwigzane ze stosowaniem w re-
akcji fragmentu Klenowa polimerazy | DNA zostaty
wyeliminowane w wyniku uzycia innego enzymu poli-
merazy Taq otrzymywanej z termofilnych bakterii
Thermus aguaticus [7]. Polimeraze Taq cechuje znacz-
na termostabilnos¢; optymalna temperatura dziatania
wynosi 80°C i temperatura denaturacji matrycy nie
pozbawia enzymu aktywnosci. Nie wystepuje w zwigz-
ku z tym konieczno$¢ dodawania enzymu w kazdym
kolejnym cyklu amplifikacji, co znacznie upraszcza
procedure PCR. Bardzo wazng korzyscig wynikajaca
z wprowadzenia polimerazy Taq jest znaczny wzrost
specyficznosci reakcji. Termostabilnos¢ enzymu po-
zwala na podwyzszenie temperatury wigzania oligo-
nukleotyddéw z matrycg do okoto 45°C, podczas gdy
sama reakcja wydtuzania primerow przebiega w 63°C.
W tych warunkach primery zwigzane z matrycg w mie-
jscach o niepetnej komplementarnosci sekwencji od-
dysocjowuja, natomiast wigzania utworzone w miejs-
cach catkowicie komplementarnych sa trwate. Wysoka
specyficzno$é reakcji pociaga za sobg znaczne zwiek-
szenie wydajnosci syntezy wybranego fragmentu
DNA, co w praktyce prowadzi do wystgpienia inten-
sywnego pojedynczego prazka DNA na zelu [8].
Identyfikacja specyficznego fragmentu DN A syntety-
zowanego przez fragment Klenowa polimerazy | DNA
wymaga przeprowadzenia po elektroforezie hybrydy-
zacjiwg Southerna z odpowiednig radioaktywna
sondg i autoradiografii. Przy zastosowaniu polimerazy
Taq wystarczy poréwnac szybko$¢ migracji elektro-
foretycznej produktu reakcji i fragmentébw DNA
o znanej wielkosci. Nastepuje wiec dalsze znaczne
skrécenie i uproszczenie postepowania oraz co jest
szczegllnie wazne, wyeliminowana jest konieczno$é
uzycia radioaktywnych sond. Kolejng zaleta reakcji
z polimerazg Taq jest mozliwos¢ syntezy diugich
(ponad 3000 par zasad) fragmentéw DNA, podczas
gdy przy pomocy enzymu Klenowa mozna uzyskac
tancuchy nie dtuzsze niz 250 par zasad [8].

Zastosowanie polimerazy Taqg pozwolito tez znacz-
nie obnizy¢ ilos¢ genomowego DNA potrzebnego do
badan. We wrze$niu 1988 roku opublikowano donie-
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sienie o badaniu sekwencji DNA pojedynczej komarki
diploidalnej oraz pojedynczego plemnika [9]. Tym
samym osiggnieto dolng granice ilosci DNA niezbed-
nego do oznaczania sekwencji nukleotydéw. Badania
te dotyczyty genu /?-globiny dwéch hodowanych in
vitro linii komdrkowych: homozygot /iA?Aoraz /%/%.
Podobnie jak w opisanych wczesniej doswiadczeniach
amplifikowano odcinek obejmujacy szésty kodon ge-
nu /i-globiny z ta rdznicg, ze mieszanina reakcyjna
zawierata DNA uzyskany droga lizy pojedynczej ko-
morki. Po 50 cyklach PCR produkty badano metoda
hybrydyzacji punktowej z radioaktywnymi sondami
ASO specyficznymi dla sekwencji prawidtowej lub
zmutowanej, uzyskujac pozytywny wynik z jedng
z uzytych sond. Analogiczne do$wiadczenia przep-
rowadzono z DNA otrzymanym metodg lizy pojedyn-
czego plemnika. Amplifikowano fragment genu recep-
tora lipoprotein o niskiej gestosci (LDL — ang. low
density lipoprotein) w DN A pojedynczych plemnikow
heterozygotycznego mezczyzny. Produkty PCR bada-
no metodg hybrydyzacji punktowej z dwiema radioak-
tywnymi sondami komplementarnymi do poszczegél-
nych alleli. Kazda z prob pochodzacych z pojedyn-
czego plemnika hybrydyzowata tylko z jedng sonda.
Dowodzi to, ze dwa amplifikowane allele segregowaty
w mejozie zgodnie z prawami M end la i za pomocg
PCR amplifikowany byt pojedynczy produkt.

Ostatnio w diagnostyce a-talasemii oraz anemii
sierpowatej wykorzystano mozliwos¢ nieizotopowego
badania produktéw PCR z uzyciem polimerazy Taq
[10]. W badaniach a-talasemii spowodowanej delecja
odcinka DNA o dtugosci okoto 23 tys. par zasad
lezagcego w obrebie rodziny genéw a-globiny amp-
lifikowano czes¢ tego odcinka ztozong ze 136 par
zasad. Na matrycy DNA o0s6b z prawidtowym genoty-
pem, w przeciwieAstwie do o0s0b z delecja, zachodzi
wwyniku PCR synteza 136-nukleotydowego fragmen-
tu. W celu wykrycia mutacji powodujacej anemie
sierpowatg amplifikowano fragment o diugosci 294
par zasad obejmujacy m.in. szésty kodon genu /1-glo-
biny. Produkt reakcji poddano dziataniu enzymu
restrykcyjnego OxaNIl. Mutacja odpowiedzialna za
anemie sierpowatg zmienia sekwencje rozpoznawang
przez OxaNI, dlatego odcinek amplifikowany na mat-
rycy zmutowanego DNA nie ulega trawieniu. Nato-
miast produkt PCR syntetyzowany na prawidlowej
matrycy jest przecinany na dwa mniejsze fragmenty
o dbtugosci 191 i 103 par zasad.

Zarowno w przypadku a-talasemii jak i anemii
sierpowatej elektroforeza produktow amplifikacji bez-
posrednio lub po cieciu enzymem restrykcyjnym wy-
starcza dla postawienia diagnozy.

Opisane powyzej postepowanie moze by¢ zastoso-
wane w diagnostyce prenatalnej. Genomowy DNA
ptodu potrzebny jako matryca do PCR uzyskuje sie
metodg lizy komorek ptodu pochodzacych z biopsji
trofoblastu. Nieoczysaczony preparat DNA poddaje
sie bezposrednio amplifikacji i opisanym powyzej
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dalszym etapom badan. Ostateczny wynik mozna
uzyskaé w 3 do 4 godzin od chwili pobrania komorek.
Podobne postepowanie wykorzystano w badaniach
hemofilii A [11]. Jest to sprzezony z chromosomem
X defekt czynnika WVIII krzepniecia krwi, tzw.
czynnika przeciwhemofiliowego, ktérego niedobdr
w surowicy krwi prowadzi do klasycznej hemofilii.
Poniewaz sekwencje polimorficzne w obrebie genu
tego czynnika, rozpoznawane przez enzymy Bell [12],
Bgll [13] oraz Xbal [14] zostaly juz poznane, badania
rodzinne, potgczone z analizg rodowodow, pozwolity
powigza¢ okreslony wzdr trawienia tymi endonuk-
leazami z obecnoscig prawidtowego badz zmutowane-
go allelu. Umozliwito to diagnostyke prenatalng i ide-
ntyfikacje nosicieli zmutowanego genu w rodzinie,
w ktérej mutacja wywotujaca te chorobe byta zwiaza-
na z zanikiem miejsca rozpoznawanego przez Bell.
PCR z uzyciem polimerazy Taq zastosowano do
amplifikacji dwdch odcinkow genu (67 i 142 pary
zasad) obejmujgcych odpowiednio miejsca Xbal
i Bell. Uzyskane fragmenty DNA poddawano trawie-
niu tymi enzymami oraz elektroforezie. Obserwacja
wielkosci fragmentow DNA po PCR i trawieniu
pozwolita zidentyfikowaé nosicieli zmutowanego ge-
nu. W tej samej rodzinie wykorzystano PCR do
prenatalnej determinacji ptci. W tym przypadku pri-
mery stosowane w amplifikacji kierowaly syntezg
sekwencji o diugosci okoto 300 par zasad w obrebie
chromosomu Y. Po eletroforezie w zelu obecno$¢ lub
brak prazka tej wielkosci stanowity dowo6d na wy-
stepowanie odpowiednio pici meskiej lub zenskiej.

V1. Oznaczanie sekwencji nukleotyddw
amplifikowanych odcinkéw DNA

Wysoka specyficznos¢ PCR z uzyciem polimerazy
Taq umozliwia bezposrednie poznawanie sekwencji
wybranych regionéw genomowego DNA. Polaczenie
PCR i analizy sekwencji produktu amplifikacji moze
by¢ zastosowane np. do badania genéw wystepujacych
pojedynczo w haploidalnym genomie ijest szczegdélnie
wazne w studiach nad chorobami genetycznymi wywo-
fanymi nieznang wczes$niej mutacjg.

W analizie genomowego DNA pochodzgcego od
pieciu pacjentow z /?-talasemia [15], ktérych zmutowa-
ne aliele nie byly wczesniej scharakteryzowane, poia-
czenie PCR i sekwencjonowania jej produktow po-
zwolito wykryé dwie rdézne nieopisane dotychczas
mutacje punktowe odpowiedzialne za powstanie tej
choroby. U trzech pozostatych osdb dzieki zastosowa-
niu tej samej metody udowodniono wystepowanie
znanych juz wczesniej zmutowanych alleli. W pieciu
analizowanych przypadkach amplifikowano i sekwen-
cjonowano fragmenty genu /Fglobiny o dtugosci 563
i 727 par zasad, a w jednym dodatkowo fragment
o0 diugosci 336 par zasad zawierajgcy sekwencje pro-
motorows.
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W prowadzonych wecze$niej badaniach sekwenc-
jonowano produkty PCR syntetyzowane przez poli-
meraze Klenowa [16, 17], jednak wdwczas konieczna
byta wstepna eliminacja produktéw niespecyficznych.
W badaniach dotyczacych genu /i-globiny oraz alleli
HLA-DQa [16] prowadzono wstepne klonowanie pro-
duktéw PCR w odpowiednim wektorze, a po wprowa-
dzeniu ich do komérek gospodarza bakteryjnego
— selekcja klonéw zawierajacych specyficzne sekwen-
cje DNA. Klony te stanowity zaledwie 1% wszystkich
uzyskiwanych, pozostate 99% zawierato inne pro-
dukty amplifikacji syntetyzowane przez polimeraze
Klenowa wskutek niespecyficznego wigzania oligo-
nukleotydéw do genomowego DNA. Dopiero po
przeprowadzeniu wstepnej selekcji klonéw mozliwe
byto sekwencjonowanie specyficznych fragmentéw
DNA.

Badania ludzkiego mitochondrialnego DNA [17]
z zastosowaniem PCR zmierzaty do ustalenia sekwen-
cji nukleotydowej niewielkiego regionu niekodujace-
go, charakteryzujacego sie zmienng dtugoscig. W tym
przypadku obecnos$¢ niespecyficznych produktéw am-
plifikacji nie stanowita przeszkody w sekwencjonowa-
niu, do ktérego uzyto oligonukleotydu komplemen-
tarnego do fragmentu DNA zawartego miedzy prime-
rami Kierujgcymi procesem amplifikacji. Primer sek-
wencyjny hybrydyzowat jedynie ze specyficznym pro-

duktem PCR, co jest przedstawione schematycznie na
ryc. 5.

PRIMER A
r~ i
OKSYDAZA CYTOCHROMOWA I t RNA
m m -
PRIMER B

AMPLIFIKACJA Z DWOMA PRIMERAM1

PRIMERA c,

PRIMER B
SEKWENCJONOWANIE Z TRZECIM PRIMEREM-

t

PRIME* A
3t NN B T

PRIMER C

Ryc. 5. Metoda sekwencjonowania fragmentu ludzkiego mitocho-
ndrialnego DNA. W pierwszym etapie primery A i B kieru-
ja amplifikacja wybranej sekwencji DNA. Drugim etapem
jest sekwencjonowanie z zastosowaniem oligonukleotydu
C komplementarnego do rejonu lezacego pomiedzy
A i B (doktadny opis w tekscie).

REGULAMIN

Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
na najlepszy wyktad z biochemii i biologii molekularnej

1. Intencjg Nagrodyjest popularyzacja biochemii
i biologii molekularnej oraz pozyskanie mate-
riatow dydaktycznych.

2. Warunkiem wziecia udzialu w Konkursie jest
przygotowanie wyktadu na wybrany temat
uwzgledniajacy najnowsze osiggniecia w tej

* dziedzinie oraz ilustrujgcych go materiatéw
w postaci maszynopisu, rysunkow i kompletu
przezroczy. Termin nadsylania materialow
mija 31.04.1991 r.

3. Przewidziana jest Nagroda Gtéwna w wyso-
kosci 3 milion6éw ztotych (w 1991 r.) oraz
dwa wyrdznienia. Srodki finansowe na Na-
grode zapewnia Zarzad Gtowny Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego.

4. Zarzad Gitéwny Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego zorganizuje sesje, na ktérej zo-
stang wygtoszone konkursowe wyktady. Ma-
ksymalny czas wystgpienia 2 x 45 minut.
W 1991 roku eesja odbedzie sie na poczatku
czerwca. Nagroda Gidéwna i wyrdéznienia zo-
stang przyznane w dniu Konkursu.

5. Czlonkowie Zarzadu Gtownego tworzg Komi-
sje Konkursowg. Ocenig oni prezentacje, war-
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tos¢ merytoryczng i dydaktyczng wyktadow
przyznajac od 0 do 10 punktéw. Komisja
obraduje niejawnie, a protokot z obrad i inne
materialy pozostajg w dokumentacji Towarzy-
stwa. Nagrode uzyska osoba, ktéra otrzyma
najwiekszg liczbe punkéw. Nazwisko zwycie-
zcy Konkursu zostanie podane do wiadomosci
Cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemi-
cznehgo w ,Postepach Biochemii" orazw ,Li-
stach'.

6. Materiaty konkursowe: maszynopis wyktadu,
rysunki, przezrocza i programy komputerowe
stajg sie wlasnoscig Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i beda rozpowszechniane
w placowkach naukowych i dydaktycznych
jako wyktady autorskie nagrodzonych osob,
rekomendowane przez Oddzialy Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego. Wymagana
jest pisemna zgoda na przekazanie materiatow
na wtasnos¢ Towarzystwa. Towarzystwo za-
strzega sobie prawo do zakupu materiatow
nienagrodzonych.

7. Niniejsza wersja regulaminu zostata uchwalo-
na przez Zarzaa Gtowny Polskiego Towarzyst-
wa Biochemicznego w dniu 5 listopada
1990 roku i wchodzi w zycie z dniem uchwa-
lenia.
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VIIl. Zastosowania PCR
w medycynie sgdowej

Ostatnio zastosowano PCR w badaniach z dziedzi-
ny kryminalistyki i medycyny sadowej do identyfikacji
0s0b na podstawie analizy DNA [18]. W tych bada-
niach zrodtem DNA sg $lady materiatu biologicznego,
jak pojedyncze wiosy lub zaschniete plamy krwi czy
nasienia. 1lo§¢ DNA izolowanego z takiego materiatu
jest z reguly niewystarczajgca do przeprowadzenia
badan polimorfizmu diugosci fragmentéw restrykcyj-
nych. Ponadto uzyskiwany preparat zawiera na ogoét
DNA zdegradowany, co rowniez eliminuje mozliwo$¢
prawidtowej analizy hybrydyzacyjnej. Zastosowanie
PCR pozwala analizowaé nanogramowe ilosci geno-
mowego DNA nawet wtedy, gdy jest to preparat, jak
juz wspomniano ztej jakosci. Badania przeprowadzo-
no na probkach DNA izolowanych z pojedynczych
$wiezo pobranych wioséw, a takze zgubionych kilka
miesiecy wczesniej. Analizowano uktad alleli HLA,
ktorych wysoka zmienno$¢ pozwala na odroznienie
dawcow probek DNA. Stosujgc polimeraze Taq amp-
lifikowano fragment genu HLA DQ-a o dtugosci 242
par zasad. Produkt amplifikacji poddano nastepnie
hybrydyzacji punktowej z sondami typu ASO kom-
plementarnymi do réznych alleli tego genu. Wyniki
uzyskiwane z zastosowaniem amplifikowanych pro-
bek DNA z wioséw byly zgodne u badanych oséb
z wynikami prowadzonych réwnolegle doswiadczen
kontrolnych na probkach DNA izolowanych z ich
krwi. Pozytywny rezultat uzyskano okreslajac tg meto-
da uktad HLA w prébce wyizolowanej z pojedynczego
witosa, w ktdrej ilos¢ DNA nie przekraczata 1 ng.
Mozliwos$¢ analizowania preparatu DNA wyizolowa-
nego z pojedynczego wiosa jest niezwykle wazna, gdyz
daje gwarancje badania probki pochodzacej od jednej
osoby, nie zanieczyszczonej obcym materiatem bio-
logicznym.

VIIIl. Uwagi koncowe

Wprowadzenie PCR do badan genetycznych na
poziomie molekularnym pozwala w fatwy i szybki
sposoOb realizowac rézne cele zwigzane z diagnostyka
wad genetycznych: 1) badanie choréb wywotanych
delecjg pewnych sekwencji DNA, jak np. a-talasemia
— obserwuje sie brak lub obecnos¢ fragmentu o okres-
lonej wielkosci w amplifikowanych prébkach, po-
stepowanie to zastosowano réwniez do determinacji
ptci ptodu; 2) badanie polimorfizmu miejsc rozpoz-
nawanych przez enzymy restrykcyjne poprzez dziata-
nie odpowiednimi endonukleazami na produkty amp-
lifikacji DNA — to podejScie mozna zastosowac
w badaniach choréb zwigzanych z polimorfizmem
dtugosci fragmentéw restrykcyjnych DNA, badania
moga by¢ stosowane do wykrywania choréb genetycz-
nych; 3) badanie polimorfizmu sekwencji nie zwigza-
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nego ze zmiang miejsc rozpoznawanych przez en-
donukleazy restrykcyjne metodg hybrydyzacji produ-
ktow amplifikacji DNA z sondami typu ASO — stoso-
wane w analizie choréb wywotanych znanymi mutac-
jami punktowymi, jak np. niedobdr a,-antytrypsyny;
4) bezposrednia analiza sekwencji amplifikowanych
fragmentéw DNA.

Gtéwne zalety wynikajgce z wprowadzenia PCR do
badafA to: znaczne skrécenie czasu diagnozowania
chorob genetycznych, mozliwos$¢ analizowania $lado-
wych ilosci DNA, znaczne obnizenie tta w badaniach
hybrydyzacyjnych w stosunku do klasycznych metod,
ominiecie koniecznosci wyizolowania wysokoczgste-
czkowego DNA oraz zwigzana z tym mozliwosc
wykorzystania zdegradowanego DNA szczegblnie wa-
zna w medycynie sgdowej. Nie mniej istotna jest
mozliwo$¢ pominiecia pracy z radioaktywnymi izo-
topami. Zastosowanie PCR do wstepnego namnoze-
nia fragmentu DNA przeznaczonego do sekwen-
cjonowania pozwala ominaé¢ konieczno$¢ zmudnego
konstruowania i analizy biblioteki catego ludzkiego
genomu, przy czym 1 ng DNA wystarcza dla uzys-
kania pozytywnego wyniku. Wytonita sie realna moz-
liwo$¢ oznaczenia sekwencji nukleotydow specyficz-
nego regionu w genomie ptodu w przeciggu bardzo
kréotkiego czasu. Wreszcie niestychanie wazna jest
mozliwo$¢ badania genotypu pojedynczej komorki
diploidalnej, ktéra czyni realnym np. badanie réz-
nicowania komorek w ontogenezie zwigzanego z prze-
grupowaniem sekwencji DNA lub innymi zmianami
genetycznymi. Z kolei analiza DNA pojedynczego
plemnika moze by¢ natychmiast zastosowana w medy-
cynie sgdowej w badaniach zmierzajgcych do ustalenia
ojcostwa oraz identyfikacji przestepcdw na podstawie
oznaczania haplotypdw alleli HLA. Do tej pory ustale-
nie haplotypu danej osoby wymagato rownolegtego
badania bliskich krewnych, nie zawsze mozliwego do
przeprowadzenia. Analiza alleli HLA pojedynczego
plemnika umozliwi jednoznaczne okreslenie ich hap-
lotypu i pozwoli przez to w sposéb znacznie pewniejszy
zidentyfikowac jego dawce.

Technika enzymatycznej amplifikacji znajduje obe-
cnie coraz szersze zastosowanie w laboratoriach bio-
chemicznych i medycznych zaangazowanych w anali-
zowanie sekwencji DNA. Jej niepodwazalne zalety
moga jg uczyni¢ w najblizszym czasie jednym z pod-
stawowych narzedzi badawczych genetyki moleku-
larnej.

W najblizszym czasie nalezy oczekiwa¢ dalszych
udoskonalen metody PCR i rozszerzenia zakresu jej
stosowania. DNA na potrzeby amplifikacji mozna
wyizolowac z utrwalonych i zatopionych w parafinie
tkanek. Jest to szczegdlnie wazne przy pracach z mate-
riatem zakaznym, np. mozna wykry¢ wirusa HIV
(wywotujagcego AIDS) jeszcze przed pojawieniem sie
przeciwciat przeciwwirusowych w surowicy krwi [19].
Metoda PCR znajduje coraz szersze zastosowanie
w dostarczaniu wyjsciowego DNA do oznaczania
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sekwencji nukleotydow metodg Sanger alub Ma-
xama i Gilberta. Wykorzystuje sie tez metode
PCR do wbudowywania modyfikowanych nukleoty-
déw do DNA [20]. Wprowadzanie modyfikowanych
nukleotydéw ma w przysztoSci umozliwi¢ kolorymet-
ryczne uwidocznienie amplifikowanych fragmentéw
DNA.

Artykut otrzymano 3 stycznia 1989- r.
Zaakceptowano do druku 2 listopada 1989 r.
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Nowoczesne metody sekwencjonowania DNA
Modern methods of DNA sequencing
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Wykaz stosowanych skrétow: dNTP— tréjfosforan dezo-
ksynukleozydu, ddNTP —trojfosforan dwudezoksynukle-
ozydu, dITP—trdjfosforan dezoksyinozyny, dc7 GTP —
trojfosforan 7-deazaguanozyny, pz—par zasad, kpz—tysie
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cy par zasad, DMS—siarczan dwumetylu, DEPC — piro-
weglan dwuetylu, DE, CCS celulozy— podtoza jonowy-
mienne NBD—7X—4 nitrobenzo-2-okso-I, 3-diazol

. Wstep

W latach piecdziesigtych przedstawiono model
budowy przestrzennej czgsteczki DNA, a w toku
dalszych badan ustalono przebieg proceséw replikaciji,
transkrypcji i translacji oraz uzyskano wiele informacji
o strukturze i organizacji genéw.

Szybki postep tych badan jaki nastapit w ostatnim
dziesiecioleciu stat sie mozliwy dzieki opracowaniu
metod klonowania i sekwencjonowania DNA. Meto-
dy klonowania rozwigzalty sprawe dostepnosci od-
powiedniej ilosci materiatu do badan. Natomiast opra-
cowanie szybkich metod sekwencjonowania dato bio-
logii molekularnej podstawowe narzedzie precyzyjnej
analizy struktury DNA. Chociaz podstawy metod
sekwencjonowania opracowano ponad 10 lat temu
ciaggle pojawiajg sie ich udoskonalenia i modyfikacije,
dyskutowane w opracowaniach przegladowych [1-3].

Celem tego artykutu jest przedstawienie aktual-
nego stanu rozwoju tych metod ze szczegdélnym
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uwzglednieniem najnowszych tendencji obejmujacych
automatyzacje procesu sekwencjonowania DNA.

1. Metoda chemiczna

Chemiczna metoda sekwencjonowania zwana takze
metodg Maxama-Gilberta wykorzystuje specyficzne
reakcje poszczegolnych zasad prowadzace do prze-
rwania taficucha DNA w miejscach chemicznej mody-

fikacji. Procedura metody obejmuje kilka etapow:

1. Statystyczng modyfikacje DNA w warunkach,
w ktdérych nie wiecej niz jedna zasada w czasteczce
DNA ulega modyfikacji,

2. Usuniecie zmodyfikowanej zasady,

3. Przerwanie tancucha fosforanowo-cukrowego.

Dzieki umieszczeniu radioaktywnego znacznika na

koncu 5’ lub 3’ fragmentu DNA, po elektroforezie na

zelu poliakryloamidowym, autoradiografia uwidacz-

AGCGTATACG

1. Znakowamie

2. Reakcje modyfikacji

A+G
pASCGTATACG PAGCGTATACG
PAGCGTATACG PAGCGTATACG
PAGCGTATACG PAGCGTATACG
PAGCGTATACG

PAGCGTATACG

T+C
PAGCGTATACG PAGCGTATACG
PAGCGTATACG PAGCGTATACG
PAGCGTATACG

PAGCGTATACG

3. Wyszczepienie zmodyfikowanej zasady

4. Przeciecie tancucha

pA pA

pAGC PAGC
PAGCGTATAC PAGCGT
PAGCGTAT

PAGCGTATAC

pAG pPAG
pAGCG pPAGCGTATA
pPAGCGTA

PAGCGTATA

5. Elektroforeza

6. Autoradiografia

G+A T+C c

¢ BT [EESRTae T

A TR

T )

A )

T s
Ryc. 1.

G sz EEEEE
Schemat chemicznej

c ez RS metody - sekwencjo-
nowania.  Gwiazd-

G TR RS kami oznaczono za-
sady ulegajace mo-

A s L s dyfikacji poszczegol-
nymi reagentami.
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nia potozenie fragmentdw na zelu. Analiza poszczeg6l-
nych linii na autoradiogramie (kazda linia po reakcji
zinnym odczynnikiem) umozliwia odczytanie sekwen-
cji nukleotydéw w badanym fragmencie DNA.

Do znakowania fragmentu DNA stosuje sie najczes-
ciej jedng z metod przedstawionych ponizej:

1. Jednoniciowy DNA znakowany jest na koncu 5’ za
pomocyg (y—32P) ATP i kinazy polinukleotydowej faga
T4 [4-6]. Znakowanie poprzedzone jest hydroliza
grupy fosforanowej obecnej na koricu 5’ fragmentu
DNA zuzyciem alkalicznej fosfatazy [4-6]. Do znako-
wania konca 3’ wykorzystuje sie (a-32P)NTP i ter-
minalng transferaze [5-7].

2. Dwuniciowy fragment DN A uzyskany przez sonifi-
kacje [8], badZz dziataniem DNazy | w obecnoscijonéw
Mnz+ [9] lub dziataniem jonow metali [10, 11], a naj-
czesciej za pomocg enzymow restrykcyjnych [12] zna-
kowany jest widentyczny sposéb jak opisano powyzej.
Procedura taka wprowadza jednak znacznik promie-
niotworczy na obydwa konce 5’ lub 3’ dwuniciowego
DNA. Fragment DNA znakowany na jednym korcu
uzyskuje sie przez rozdziat elektroforetyczny obydwu
nici w warunkach denaturujgcych [13], badz przez
hydrolize odpowiednio dobranym enzymem restryk-
cyjnym w wyniku ktorej powstajg dwa asymetryczne
(o réznej dtugosci) fragmenty DNA [6].

3. Jezeli do otrzymania fragmentu DNA zastosowano
trawienie enzymami restrykcyjnymi pozostawiajgcymi
lepkie konce to alternatywnym sposobem znakowania
konca 3‘ obydwu nici jest uzycie fragmentu Klenowa
polimerazy | DNA z E. colii (a-32P)NTP [5, 6, 14].

Opisane metody otrzymywania fragmentéw DNA
znakowanych na jednym z koincdw sa dos¢ pracoch-
tonne. Dla ich uproszczenia zastosowano znakowanie
klonowanego DNA bezposrednio w wektorach plaz-
midowych. Ruther i wspotautorzy[15] skon-
struowali wektor plazmidowy pUR 222, ktéry posiada
odpowiednie miejsca klonowania i czes¢ operonu
laktozy przeniesione z wektora M13mp7 [16]. Wklo-
nowanie operonu laktozy pozwolito na szybka selekcje
klonéw zawierajgcych badany insert DNA. Zrekom-
binowany plazmid przecinano enzymem restrykcyj-
nym i znakowano wolny koniec 3’ insertu DNA
stosujagc metode 3. Fragment zawierajacy pietno izo-
topowe uwalniano nastepnie z plazmidu i poddawano
sekwecjonowaniu. Opisano réwniez wektor pCSV 31
[17] posiadajacy polilinker* z miejscem restrykcyjnym
dla Sma | (gdzie wstawiano badany insert DNA)
otoczony z obydwu stron dwoma réznymi sekwenc-
jamirozpoznawanymi przez Tth 1111, ktére wykorzy-
stano do znakowania jednej nici DNA.

Enzym restrykcyjny Tth 1111 rozpoznaje sekwencje
5" GACTNAGTCT (N=A, G, T, C). Po hydrolizie,

* — krotki syntetyczny fragment DNA posiadajacy
(s:ekr¥v%rr1]c1e rozpoznawang przez szereg enzymow restryk-
yjnych.
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na koncach 5" nici DNA pozostaje niesparowany
nukleotyd N, na kazdym konAcu inny. Stosujgc do
znakowania fragment Klenowa polimerazy | DNA
z E. coli oraz komplementarny (a-32P)dNTP [5, 6, 14]
(metoda 3) mozna selektywnie wprowadzi¢ znacznik
radioaktywny na jedng badZ drugg ni¢ DNA. Wada
tego plazmidu jest, ze moze on wystepowaé¢ w komor-
kach gospodarza w stosunkowo niewielkiej ilosci
kopii. PoOZniej skonstruowane wektory pSP64CS
i pSP65CS posiadajg wiasciwosci wektora pCSV 31,
ale majg bardziej uniwersalne zastosowanie [18], wy-
stepujg bowiem w znacznie wiekszej liczbie kopii
i zaopatrzone sg w promotory dla polimerazy RNA
faga SP6, co pozwala réwniez na ich uzycie jako
wektoréw transkrypcyjnych.

Po znakowaniu, kolejnym etapem w procedurze
sekwencjonowania jest chemiczna modyfikacja od-
czynnikami wykazujagcymi zr6znicowang reaktywnos¢
w stosunku do poszczeg6lnych zasad wystepujacych
w DNA.

Zestawienie najczesciej stosowanych do modyfikacji
zasad odczynnikow chemicznych zawiera tabela 1

Tabela 1
Odczynniki stosowane w metodzie chemicznej sekwencjonowania
DNA oraz ich specyficznosc¢.

Lp Odczynniki Specyf. Pism.
1 DMS pH 80 G>A 4,13
2 DMSpH 35 A 4,13
3 Hydrazyna C+T 4,13
4 Hydrazyna + 15 M NacCl Cc 4,13
5 DEPC pH 50 A+G 19
6 DEPC pH 8,0 G>C 19
7  utlenianie w obecnosci bekitu

metylenowego G 20
8 0s04 T 20
9 fotoliza w obecno$ci amin T>C 21

10 fotoliza w obecnosci spermidyny T 22
1 66% HCOOH A+G 23, 24

12 KMn04 T>Pu 25

13 NH20H pH 6,0 C 25

A AN T+C 26

A+G 23

Stosowana obecnie szeroko kombinacja reagentow
obejmuje DMS w S$rodowisku alkalicznym (reagu-
je G), HCOOH (reagujg A+ G), hydrazyne (reaguja
T+ C), hydrazyne w obecnosci 1,5 M soli (reaguje C).
Modyfikacja zasady ostabia wigzanie glikozydowe
i w dalszych etapach dochodzi do usuniecia zasady
ztancucha fosforanowo-cukrowego, a nastepnie, w re-
akcji z piperydyng zachodzi przerwanie tafncucha
DNA wedtug mechanizmu B - eliminacji [27].
Najpowazniejszg wadg metody Maxama-Gilberta
jest jej pracochtonnos$¢ i czasochtonno$é, gdyz obok
znakowania i reakcji chemicznych procedura obejmuje
szereg precypitacji i liofilizacji. Celem ich ominiecia
i uatrakcyjnienia metody wprowadzano szereg mody-
fikacji. Jedng z nich bylo prowadzenie sekwencjono-
wania na podtozu statym, celulozie DE 81 [28], i celulo-
zie CCS [23]. Celuloza DE 81 nie znalazta szerszego
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zastosowania z powodu niskiej odporno$ci mechanicz-
nej. Wady tej nie posiadato jonowymienne podtoze
syntetyzowane przez grupe Rosenthala [23]. W reakc-
jach modyfikacji fragmentu DNA o dtugosci 0,5-5 kpz
unieruchomionego na CCS-celulozie najlepsze rezul-
taty uzyskano stosujgc DMS, HCOOH, KMnOt
i NH20H. Inng modyfikacjg procedury sekwencjono-
wania wg Maxama-Gilberta byto zastosowanie chro-
matografii w fazie odwrdconej na kolumnie Cis
Sep-Pac [29], do usuwania nadmiaru reagentow po
reakcji modyfikacji i piperydyny po reakcji rozerwania
taricucha. To techniczne usprawnienie moze znalezé
w przysztosci zastosowanie do automatyzacji procesu
sekwencjonowania DNA. Przeprowadzono takze pro-
by zastosowania do sekwencjonowania wygcznie pi-
perydyny. Stosowano jej 0,5 M roztwor oraz ten sam

roztwér z dodatkiem 0,3 M NaCl [30, 31]. Sekwencje
nukleotydéw odczytywano analizujac szybkos¢ mig-
racji poszczegdlnych fragmentow jak i odpowiadajgce
im intensywnos$ci pasm na autoradiogramie. Metode
te, stanowiaca daleko idace uproszczenie standar-
dowej procedury mozna stosowac, jak zastrzegaja
sami autorzy, do potwierdzania znanych sekwencji czy
identyfikacji mutantéw. Stosowanie jej do okreslania
nieznanych sekwencji bytoby obarczone zbyt duzym
btedem.

Istotnymi zaletami metody chemicznej sg stosun-
kowo niski procent btedu - rzedu 1%, - osiggany przy
sekwencjonowaniu jednej nici oraz nieznaczny wplyw
struktury drugorzedowej na czytelnos¢ autoradiogra-
mow.

pnu# i
-AGTTCTAGCA-
dTTP, dCTP, <icTP
<a- 2?2 piatp
polini~ruau DWA
4<iA dadT ddC ddC
,TCAAGddA iTCAAGATCGAdT m TCAAGATddC m TCAAGATCddO
[TCAdd.A gTCAAGAddT TddC TCAAddo
mTCddA mddT
5. E1 kilofor a<
6 . Autorudiygrufiu
A T C G
T P
G TR
c b pos)
T [
A TETEEE
G TSR
A ISR
A et i)
c R
T P R 2 oy “oawangiaone.
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I11. Metoda enzymatyczna

W enzymatycznej metodzie sekwencjonowania zwa-

nej inaczej metodg Sangera lub dideoxy, wykorzystuje
sie kontrolowang synteze drugiej nici DNA [32,33]. Po
hybrydyzacji primera (komplementarnego oligonuk-
ieotydu) do jednoniciowej matrycy synteza drugiej nici
przez polimeraze DNA ulega terminacji w miejscach
wprowadzenia dwudezoksynukleotydow. W ten spo-
s6b otrzymuje sie szereg fragmentdéw réznej dtugosci
zakonczonych na koncu 3’ odpowiednim terminato-
rem. Elektroforeza na zelu poliakryloamidowym po-
zwala na ich rozdzielenie, a wbudowanie radioaktyw-
nego znacznika najczesciej (a-32P)dATP do tancucha
podczas jego syntezy oraz autoradiografia uwidacz-
niajg potozenie fragmentow DNA na zelu. Przy za-
stosowaniu 4 roznych terminatoréw w oddzielnych
reakcjach mozna odczytaé sekwencje nici DNA kom-
plementarnej do matrycy.
Jako primery Stosuje sie zazwyczaj syntetyczne oligo-
nukleotydy [34, 35] lub znacznie rzadziej fragmenty
restrykcyjne [32]. Najczesciej stosowang polimeraza
jest fragment Klenowa polimerazy | DNA z Es-
cherichia coli. Jest to wieksza podjednostka tej polime-
razy pozbawiona aktywnosci 5’- 3’ egzonukleazowej
[36].

Kluczowym problemem przy stosowaniu metody
enzymatycznej Sangera jest wiasciwy stosunek
molowy dezoksy i dwudezoksynukleotydéw. Zbyt
wysoki udziat terminatorow w mieszaninie reakcyjnej
prowadzi do zahamowania syntezy na poziomie krot-
kich fragmentow, a zbyt niski do duzego udziatu
fragmentéw diugich. Przy dobieraniu stosunku
dNTP/ddNTP nalezy takze bra¢ pod uwage czynnik
zwigzany z wbhudowaniem radioaktywnego znacznika
w taficuch DNA w trakcie syntezy drugiej nici, gdyz ze
wzrostem diugosci rosnie ilos¢ zawartej w nim radio-
aktywnos$ci. Aby zapewnié rdwng dystrybucje radio-
aktywnosci we fragmentach, ich frakcje molowe mu-
sza male¢ wraz z diugoscia lub nalezy zastosowac
znakowany primer [37]. Metoda enzymatyczna dzieki
swej prostocie jest obecnie znacznie czeéciej stosowana
i zostanie szerzej przedstawiona w dalszej czesci ar-
tykutu.

IV. Sekwencjonowanie w systemie
bakteriofaga M13

Metoda enzymatyczna Sangera do niedawna wy-
magata stosowania wytgcznie jednoniciowej matrycy
(poréwnaj rozdziat V). Otrzymywano ja przez za-
stosowanie do klonowania jednoniciowych bakterio-
fagow M1 3. Informacje dotyczace sekwencjonowania
z zastosowaniem faga M13 ijego pochodnych przed-
stawione zostang skrétowo, gdyz w Postepach Bio-
chemii ukazat sie ostatnio artykut przeglagdowy po-
Swiecony temu zagadnieniu [38].
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Bakteriofag M13 jest fagiem DNA o genomie
wielkosci 6407 nukleotydéw [39], namnazajagcym sie
w komarkach E. coli. Nalezy do grupy fagéw Ff, ajego
cykl zyciowy jest dobrze poznany [40-42]. Poniewaz
fag M13 nie posiada markerow umozliwiajgcych tatwg
selekcje rekombinantéw, zostat zmodyfikowany po-
przez wstawienie do jego genomu czesci genu jS-galak-
tozydazy. W ten sposdb powstat wektor M13mp [43].
Dalsza modyfikacja tego wektora polegata na wsta-
wieniu do genu /t-galaktozydazy polilinera wielkosci
42-57 nukleotyddéw posiadajgcego unikatowe miejsca
restrykcyjne. Powstata w ten sposdb cata seria wek-
toré6w M13mp réznigcych sie iloScig miejsc restrykcyj-
nych w polilinkerze i jego orientacjg [16, 44-49].
Metoda sekwencjonowania w bakteriofagu M13 jest
obecnie najczesciej stosowana. Wigze sie to z fatwoscig
otrzymywania formy dwuniciowej, replikatywnej, wy-
korzystywanej do klonowania insertow badanego
DNA oraz formy jednoniciowej stuzacej jako matryca
do sekwencjonowania, gdyz sekrecja dojrzatychjedno-
niciowych fagow nastepuje bezposrednio do pozywki
hodowlanej. Wada tej metody jest czesto stwierdzane
samorzutne usuwanie wiekszych insertéw DNA ()3
kpz) [42, 50, 51], ktére nie zachodzi przy stosowaniu
wektorow hybrydowych fagemidéw posiadajgcych za-
réwno wiasciwosci plazmidéw jak i fagow. Skon-
struowano je przez przeniesienie do plazmidoéw rodzi-
ny pBR oraz pUC fragmentu DNA zawierajacego
miejsce inicjacji replikacji i morfogenezy (ori) wirusa
M13 [51-56]. Zakazenie komadrki bakterii zawierajgcej
fagemid fagiem wspomagajacym (helper phage) pro-
wadzi do upakowania jednoniciowego DNA do oto-
czki i jego sekrecji do pozywki. Wykorzystujgc hyb-
rydowe wiasciwosci plazmidu i wirusa w fagemidach
mozna klonowa¢ wieksze fragmenty DNA, tworzy¢
biblioteki genowe oraz otrzymywac jednoniciowy
DNA do sekwencjonowania.

V. Sekwencjonowanie dwuniciowych
fragmentow DNA

Zastosowanie faga M13 do sekwencjonowania me-
todg enzymatyczng znacznie upraszcza i przyspiesza
proces okreslania sekwencji DNA. Wiaze sie ono
jednak z pewng niedogodnoscig jaka jest koniecznos¢
przenoszenia insertu DNA zplazmidu do wektora serii
M13mp celem sekwencjonowania. Niedogodnos¢ te
ominieto poprzez bezposrednie uzycie do sekwen-
cjonowania dwuniciowego plazmidowego DNA.
W celuumozliwienia hybrydyzacji primera do matrycy
zastosowano denaturacje termiczng [57-63] lub al-
kaliczng [64-67] plazmidowego DNA. Jako polimera-
zy stosowano najczesciej: fragment Klenowa polime-
razy | DNA z E. coli [57-62, 64], odwrotng transkryp-
taze [63, 65, 66] oraz modyfikowang T7 DNA polime-
raze [67] (,,sekwenaze™), przy czym najlepsze rezultaty
uzyskiwano przy zastosowaniu dwéch ostatnich poti-
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meraz [63, 65, 67]. Poprawe jakosci rezultatow uzys-
kano takze przez podwyzszenie temperatury reakcji
polimeryzacji, uzycie oczyszczonej matrycy oraz uzy-
cie (a-35S) dATP zamiast (a-32P) dATP [66]. Metoda
ta jest coraz czeSciej stosowana gdyz jest szybka,
prosta i powtarzalna. Ponadto bez konieczno$ci doda-
tkowego klonowania istnieje mozliwos¢ sekwencjono-
wania obydwu nici, co ma istotne znaczenie w przy-
padku stwierdzenia pewnych niejasnosci w sekwencji
jednej z nich.

V1. Ulepszenia techniczne metody Sangera

Poprawne okreslenie sekwencji metodg enzymaty-
czng utrudnia pojawienie sie ,,zatrzyman” syntezy
i ,kompresji” pasm. Zatrzymania sg zwigzane z obec-
noscig duzej ilosci par G-C w zwartych strukturach
DNA. Polimeraza nie syntetyzuje w tym rejonie kom-
plementarnej nici DNA. Natomiast kompresje po-
wstajg w miejscu tworzenia sie struktur drugorzedo-
wych jednoniciowego DNA, tak trwalych, ze nie
niszcza ich denaturujgce warunki elektroforezy. Oby-
dwie trudnosci moga by¢ przyczyna btednego od-
czytywania sekwencji. Problem zatrzyman usitowano
rozwigza¢ stosujac rozne polimerazy: 1. fragment
Klenowa polimerazy 1z E. coli [68, 69] 2. odwrotng
transkryptaze [70-73] 3. sekwenaze [74] 4. fragment
polimerazy z Basillus stearothermopbhilus [75) 5. fagowe
polimerazy RNA [76-79]. Problem kompresji pasm na
zelu rozwigzywano przez zastosowanie w sekwenc-
jonowaniu dITP [80, 81] oraz dc7GTP [82] w migjsce
dGTP. Obydwa analogi nukleotydéw tworzg z cytydy-
ng wigzania wodorowe znacznie stabsze od pary G-C
[80-82]. Innym proponowanym rozwigzaniem jest
podwyzszenie wiasciwosci denaturujacych zelu poliak-
ryloamidowego przez dodatek formamidu [84] lub
prowadzenie elektroforezy w wyzszej temperaturze
[85]. Wiele usprawnien technicznych zmierza w kierun-
ku zwiekszenia ilosci informacji uzyskiwanych z poje-
dynczego eksperymentu, mozna to osiggnac np. przez
zastosowanie izotopu siarki 35Sdo znakowania DNA.
[86-90]. Izotop 35Semituje stabo energetyczne promie-
niowanie fi przez co praca z nim jest bezpieczniejsza niz
w przypadku stosowania izotopu 32P, a znaczne ob-
nizenie szybkosci radiolizy wigzan fosfodiestrowych
sprawia, ze identyczny rozkiad fragmentow DNA
uzyskuje sie z Swiezo przygotowanych i kilkutygod-
niowych mieszanin poreakcyjnych. Ponadto, prazki
na autoradiogramie sg bardziej ostre przez co mozna
odczyta¢ wiekszg ilos¢ informacji — ok. 600 nuk-
leotydow. NiedogodnosScig zwigzang ze stosowaniem
izotopu 35Sjest konieczno$¢ usuwania mocznika z zelu
oraz suszenie zelu przed autoradiografig. W celu
zwiekszenia rozdzielczosci elektroforezy stosowano
cienkie zele poliakryloamidowe [85, 91, 92], termo-
statowane aparaty do elektroforezy [85, 89, 93], gra-
dient buforu elektroforetycznego [86], gradient pola
elektrycznego [94, 95] lub metode transferu fragmen-
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tébw DNA z zelu po rozdziale na poruszajacag sie
membrane [96],

VII. Sekwencjonowanie genomowe i inne metody

Cechg charakterystyczng eukariotycznego DNA
jest duza zawarto$¢ metylowanych zasad. U kregow-
cow 12% a w roslinach 50% cytydyn wystepuje
w postaci 5-metylocytydyny, gtéwnie w sekwencjach
G-C [97]. Miejsca metylacji w genomowym DNA
okreslano stosujgc hydrolize enzymami restrykcyjny-
mi, wrazliwymi na metylacje zasady w sekwencji
rozpoznawanej np. Hpa Il, Msp I, Sal I, Xho I [97, 98]
lub metode sekwencjonowania genomowego [99]. Po-
niewaz zastosowanie enzymow restrykcyjnych jest
ograniczone konieczno$cig wystepowania metylacji
w sekwencji rozpoznawanej, dlatego metoda sekwenc-
jonowania genomowego jest powszechniej stosowana.
W celu okreslenia sekwencji oraz miejsc metylacji
wybrany fragment DNA poddawany jest reakcji z hy-
drazyng oraz pozostatymi odczynnikami uzywanymi
do sekwencjonowania metodg chemiczng. Hydrazyna
nie reaguje z 5-metylocytydyng natomiast reaguje
z cytydyng i tymidyng [4]. Po reakcji fragmenty DNA
rozdzielane sg na zelu poliakryloamidowym i przeno-
szone na nylonowg membrane, a DN A wigzany jest do
podtoza Swiattem UV lub termicznie [99, 100]. Badany
fragment wykrywany jest poprzez hybrydyzacje krét-
kiego jednoniciowego odcinka DNA lub RNA do
DNA unieruchomionego na podtozu. Znakowany
radioaktywnie primer jest komplementarny do konca
5" lub 3’ badanego DNA. W ten sposob tylko hyb-
rydyzujgce fragmenty badanego DNA wykrywane sg
poprzez autoradiografie. Jako odnos$nik w metodzie
sekwencjonowania genomowego stosowany jest ten
sam badany fragment DNA klonowany w wektorze
M13mp, co pozbawia go metylacji. Brak pasma hyb-
rydyzacyjnego we fragmencie genomowego DNA,

fragment 0 (o J-T— 0
restrykcyjny g— cC C £-
reakcja z hydrazyng

i przeciecie -tancucha DNA
wszystkie

utworzone "
fragmenty

fragmenty wykrywane przez hybrydyzacje

Ryc. 3. Schemat metody sekwencjonowania genomowego. Tylko
fragmenty posiadajace nienaruszony koniec 3’ sg wykrywa-
ne przez autoradiorafie.
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a jego obecno$¢ w odnos$nikowym DNA $wiadczg
0 wystepowaniu w tej pozycji 5-metylocytydyny. Sto-
sujgc pozostate odczynniki jak w metodzie Maxa-
ma-Gilberta mozna oznaczy¢ petng sekwencje anali-
zowanego fragmentu DNA. Powyzszg metode stoso-
wano do badania struktury szeregu genow [101-103]
oraz miejsc oddziatywan DNA — biatko [104—106].

Inna metoda stosowana do okre$lania pozycji 5-me-
tylocytydyny zaktada uzycie nadmanganianu potasu
jako czynnika modyfikujacego, ktéry w Srodowisku
kwasnym reaguje znacznie szybciej z metylowang
cytydyng niz z cytydyng [107]. W tym przypadku
wzmocnienie pasma na autoradiogramie Swiadczy
0 obecnosci metylowanej cytydyny w tej pozycji.

Kolejna odmiana metod sekwencjonowania wyko-
rzystuje wiasciwos¢ hamowania aktywnosci nukleazo-
wej egzonukleazy 11l przez tiofosforanowe analogi
nukleotydéw [108]. Wprowadzenie tioanalogéw do
taricucha DN A uzyskano w reakcji syntezy drugiej nici
przez fragment Klenowa polimerazy | DNA, przy
czym w czterech réznych reakcjach stosowano za
kazdym razem tioanalog innego nukleotydu. Hydro-
liza egzonukleazg IIl doprowadzita ,do uzyskania
spektrum fragmentow DNA koriczgcych sie wbhudo-
wanym tioanalogiem nukleotydu. Zaletg tej metody,
wedtug jej autoréw, jest znacznie mniejsze prawdopo-
dobienstwo popetnienia btedéw w odczycie sekwencji
niz w metodzie Sangera.

Natomiast metoda sekwencjonowania fragmentéw
polipirymidynowych wystepujagcych w genomie (w
ilosci rzedu 105106 zasad w segmentach do 200
nukleotydéw), polega na potaczeniu metody chemicz-
nej i enzymatycznej [109].

W ostatnich latach szybko wzrasta znaczenie meto-
dy amplifikacji DNA do otrzymywania duzych ilosci
wybranych krotkich fragmentéw (kilkaset nukleoty-
déw). Pozwala to oming¢ etap namnazania DNA
w fagu M13 (rozdziat 4). Amplifikacja z udziatem
dwdch primeréw i fragmentu Klenowa polimerazy
1DNA z E. coli prowadzi do uzyskania nawet 3x105
kopii DNA [110]. Pozwala to na okre$lenie wybranej
sekwencji DNA wyodrebnionego z pojedyniczego wito-
sa ludzkiego [111]. Amplifikacja odcinkéw genomu
ludzkiego o duzej zmienno$ci znalazta zastosowanie
w testowaniu choréb genetycznych [112, 113] a takze
przy identyfikacji osobnikéw np. w kryminalistyce
[114-116].

VI11. Sekwencjonowanie krotkich
oligonukleotydow

Obecnie stosowane sg czesto krétkie odcinki DNA
(od kilku do kilkudziesieciu nukleotydéw) jako prime-
ry do sekwencjonowania ukierunkowanej mutagene-
zy, polilinkery stosowane w klonowaniu fragmentow
DNA oraz sondy hybrydyzacyjne. Chociaz synteze
oligonukleotydéw prowadzi sie obecnie automatycz-
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nie, wedtug zaprogramowanej uprzednio sekwencji,
niekiedy zachodzi potrzeba weryfikacji sekwencji nuk-
leotydow w otrzymanym fragmencie DNA. Opisane
wczesniej metody sekwencjonowania daja najlepsze
rezultaty dla fragmentéw o diugosci 50-300 nuk-
leotydow. Stad tez zaistniata konieczno$é modyfikacji
tych procedur lub opracowania odrebnych metod
sekwencjonowania dla fragmentéw krotkich. Naj-
wczesniej opisang jest metoda tzw. ,wedrujacej pla-
mki” [117, 118]. Podstawg metody jest dwukierun-
kowy rozdziat fragmentéw DNA powstatych po hyd-
rolizie egzonukleazg. Jako pierwszy kierunek stosuje
sie elektroforeze na octanie celulozy a nastepnie dalszy
rozdzial metodg chromatografii cienkowarstwowej.
Po autoradiografii sekwencja analizowana jest na
podstawie potozenia danego fragmentu w stosunku do
fragmentu krétszego o jeden nukleotyd.

Black i G ilh a m [119] wykorzystali
chromatografie cienkowarstwowa w oznaczaniu sek-
wencji. DNA hydrolizowano fosfodwuesterazg ze Sle-
dziony i znakowano. Rozwijano w jednym kierunku
i hydrolizowano ,,in situ”. Chromatografia w drugim
kierunku pozwalata na identyfikacje 5’ koncowych
nukleotydéw (takze modyfikowanych) i odczytanie
sekwencji.

Zmodyfikowang metode chemiczng Maxama-Gil-
berta stosowano z powodzeniem nawet dla tetranuk-
leotyd6éw dobierajgc odpowiednio czynniki modyfiku-
jace i warunki reakcji [120, 121]. Sekwencjonowanie
z zastosowaniem podtoza statego znacznie zwiekszyto
w tym przypadku szybkos$¢ analizy sekwencji [122].

Metoda spektrometrii masowej [123-125], aczkol-
wiek bardzo szybka ma ograniczone zastosowanie
z uwagi na mozliwo$¢ odczytywania sekwencji co
najwyzej 16 zasad w tafncuchu oraz konieczno$¢ posia-
dania skomplikowanej i kosztownej aparatury.

IX. Automatyzacja sekwencjonowania DNA

Zastosowanie do sekwencjonowania DNA dwéch
podstawowych metod Maxama-Gilberta [4, 13] oraz
Sangera [32,33] pozwolito na zgromadzenie informacji
o sekwencjach DN A o sumarycznej dtugosci rzedu 107
pz, ktore zebrano w komputerowych bankach sekwen-
cji: GenBank [126] oraz banku EMBL [127]. Jest to
niewiele zwazywszy na podejmowany wielki projekt
sekwencjonowania genomu ludzkiego [128-130] licza-
cego ok. 3x109 pz. Koniecznoscig stato sie wiec
znaczne zwiekszenie szybkos$ci procesu sekwencjono-
wania przez jego automatyzacje. Jednym z pierwszych
krokéw w tym kierunku byto skonstruowanie auto-
matycznego czytnika autoradiogramow. Czytnik po-
taczony z komputerem posiadajgcym odpowiednie
oprogramowanie [131] koryguje krzywizny linii na
autoradiogramie, usuwa artefakty oraz analizuje pas-
ma bardzo stabo rozdzielone. Skonstruowany przez
firme Bio-Rad czytnik autoradiogramow Gen-Master
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wykonuje wszystkie te operacje i jest w stanie od-
czytywacé sekwencje z szybkoscig 105zasad dziennie,
a przy wspoipracy z wiekszg iloscig komputerow
10-krotnie wiecej z doktadnos$cig 99% [132]. To uspra-
whienie nie eliminuje jednakze tradycyjnego sposobu
przeprowadzenia catego procesu sekwencjonowania.
Inne projekty zakladajg zastosowanie mikrorobotow
do sekwencjonowania metodg Maxama-Gilberta
[133] lub Sangera [134].

Prawdziwym przetomem w automatyzacji procesu
sekwencjonowania byto zastosowanie fluoroscencyj-
nych primerédw w metodzie Sangera [135, 136]. Do
konca 5’ primera przytgczono chemicznie barwnik
fluoroscencyjny jako grupe znacznikowg [137], przy
czym w kazdej z reakcji sekwencjonowania stosowano
inny barwnik fluoroscencyjny. Po rozdziale elektro-
foretycznym calej mieszaniny poreakcyjnej na jednej
Sciezce zelu poliakryloamidowego automatycznie wy-
krywano rodzaj fluoroforu i okre$lano sekwencje
DNA.

Przy doborze poszczegdlnych fluoroforow kierowa-
no sie nastepujacymi kryteriami: 1 potozenie mak-
siméw widm absorpcji fluoroforéw moze byé zréz-
nicowane w niewielkim stopniu i znajdowac sie w cze-
$ci widzialnej widma azeby do wzbudzenia fluoro-
scencji mozna byto zastosowa¢ monochromatycz-
ne Swiatto laserowe, 2. widma emisji poszczeg6l-
nych fluoroforéw musza sie r6zni¢ na tyle aby umoz-
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Ryc. 4. Fluorofory stosowane do znakowania primera w zautoma-
tyzowanej wersji sekwencjonowania enzymatycznego.

Detektor rozrézniajacy

poszczegdlne barwniki

Ryc. 5. Uproszczony schemat dziatania aparatu
do automatycznego sekwencjonowania DNA
firmy Applied Biosystems wg [136, 138].
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liwi¢ ich identyfikacje, 3. intensywnos$¢ fluorescen-
cji powinna byé wystarczajaca do wykrycia fragmen-
tow DNA, 4. obecno$¢ fluoroforu w primerze nie
powinna utrudniaé procesu hybrydyzacji, 5. ponadto,
ich obecnos¢ nie powinna zaburza¢ wzglednych szyb-
kosci migracji fragmentéw na zelu poliakryloamido-
wym. Stosunek dNTP/ddNTP powinien by¢ tak dob-
rany aby zapewni¢ rowny udziat molowy fragmentéw
0 dtugosci 1-350 nukleotydéw z uwagi na pojedyricza
grupe reporterowg. Zasade dziatania pierwszego apa-
ratu do automatycznej analizy sekwencji DNA firmy
Applied Biosystem [138] przedstawia ryc. 5.
Fragmenty DNA zawierajgce na swym koncu 5’
barwnik fluoroscencyjny sg wzbudzane w dolnej czesci
zelu Swiattem laserowym. Liniowo spolaryzowany
promien lasera przechodzi przez ptyte pod katem 56°
celem maksymalnej redukcji rozpraszania promienio-
wania. Laser oraz uktad zbierajacy dane w 194 punk-
tach zelu przesuwaja sie prostopadle do kierunku
elektroforezy. Optyka uktadu zbierajagcego zawiera
filtry wybierajagce 4 rézne diugosci fali. Nastepnie
sygnatjest wzmacniany przez fotopowielacz i analizo-
wany przez komputer. Po 12 godzinach elektroforezy
uzyskano informacje o sekwencji okoto 400 nuk-
leotyd6w, co przy 16 Sciezkach rozdziatu daje sekwen-
cje okoto 6000 nukleotydow przy wykrywalnosci rzedu
10 16- 10'15mola fluoroforu w prazku. Zastosowanie
komputera do analizy danych pozwala na 1. obnize-
nie poziomu szuméw 2. okre$lenie stezenia kazdego
z barwnikéw jako funkcji czasu 3. korekcje zmian
w migracji 4. poprawe rozdzielczosci pikéw
5. przypisanie sygnatéw poszczeg6lnym zasadom.
Stwierdzono, ze precyzja metody zalezy od stosunku
iloSci primera do matrycy, temperatury reakcji polime-
ryzacji oraz stosowanej polimerazy. Najlepsze rezul-
taty osiggnieto przy stosunku primer/matryca 2:1
1 temperaturze reakcji wynoszacej 16°C [139]. Ze
stosowanych polimeraz fragment Klenowa polimera-
zy | DNA z E. coli pozwalat osiggna¢ precyzje rzedu
94%, aw przypadku zastosowania sekwenazy wynosi-
ta ona 97-99% [139]. Podobng zasade wykorzystano
przy budowie automatycznego aparatu do sekwenc-
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| na zelu

poliakrylamidowym
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jonowania DNA w laboratorium EMBL w Heidelber-
gu z tg réznica, ze stosowano jeden primer z przytgczo-
nag fluoresceing [140]. Po reakcji z 4 terminatorami
fragmenty rozdzielano elektroforetycznie podobnie
jak w tradycyjnej metodzie Sangera (rozdziat 3) na
4 oddzielnych Sciezkach. System detekcji byt podobny
do wyzej opisanego.

Metoda proponowana przez badaczy z firmy Du
Pont i Kalifornijskiego Instytutu Technologicznego
polega na zastosowaniu do metody Sangera znakowa-
nych fluorescencyjnie terminatoréw [141]. Do pirymi-
dyn w pozycje 5 oraz puryn w pozycje 7 przytgczono
pochodne fluoresceiny za pomocg mostka acetyleno-
wego. ROznity sie one potozeniem grup metylowych
w pierscieniu barwnika. Mimo tej niewielkiej roznicy
widma emisji fluorescencji poszczegélnych fluorofo-
réw roznit sie wystarczajaco dla ich rozréznienia przez
detektor. Jako polimeraze stosowano odwrotng trans-
kryptaze lub sekwenaze gdyz fragment Klenowa nie
wigcza tych dwudezoksypochodnych do syntetyzowa-
nego tancucha DNA. Metoda z zastosowaniem znako-
wanych fluorescencyjnie dwudezoksy terminatorow
ma szereg zalet: 1. umozliwia dowolny wybdr wektora
2. daje mozliwo$¢ prowadzenia 4 reakcji w jednej
probowce 3. wykrywane sg tylko fragmenty zawieraja-
ce fluorofory na koncu 3’ co eliminuje szereg artefak-
tow obserwowanych w przypadku stosowania fluores-
cencyjnego primera 4. podobieristwo chemiczne barw-
nikéw nie wywotuje zadnych komplikacji w kolejnosci
elucji.

Impulsem do intensywnego rozwoju automatycz-
nych technik sekwencjonowania byt, jak juz wspo-
mniano, projekt sekwencjonowania genomu ludzkie-
go [128-130]. Wedtug obecnych szacunkowych ob-
liczen projekt ten pochtonatby ok. 600 min $w ciagu 15
lat [129]. Opracowanie metod seperacji chromosomow
[142-146], oraz metod klonowania duzych fragmen-
tow DNA [147] a zwiaszcza postep technologiczny
w metodach sekwencjonowania czyniag ten projekt
mozliwym do zrealizowania.

Artykut otrzymano 22 wrze$nia 1988 r.
Zaakceptowano do druku 10 listopada 1989 r.
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Rola biatek szoku termicznego
Role of the heat shock proteins
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Wykaz stosowanych skrétéw: Hsp - biatka szoku termicz-
nego, Hsc - biatka podobne do biatek szoku termicznego,
GroEl - biatko szoku termicznego u E. coli, Grp - biatka
indukowane niedoborem glukozy, Rubisco - ang. ribulose
biphosphate carboxylase-oxygenase, Ssb - biatko wigzace
jednoniciowy DNA, BIiP - biatko wigzace cigzkie faricuchy
immunoglobulin (ang. - binding protein).

I. Wstep

Komérki prokariotyczne i eukariotyczne, w od-
powiedzi na podwyzszenie temperatury ponad wartos$¢
fizjologiczng lub inne stresy, syntetyzuja biatka szoku
termicznego, czyli biatka Hsp. W komérkach nie
poddanych stresowi znajdujg sie biatka o bardzo
podobnej sekwencji, okreslane czesto jako Hsc (ang.
heat shock cognate). Razem tworzg one rodziny biatek
Hsp, ktére charakteryzuja sie niezwykig stabilnoscia
w ewolucji. Stosujgc kryterium masy czasteczkowej,
wyroznia sie rodziny: Hsp90 [80-100 kD], Hsp70

Dr, Katedra Biologii Molekularnej, Uniwersytet Gdariski,
Kiadki 24, 80-822 Gdansk.
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[68-78 kD] i Hsp20 [18-30 kD" (patrz artykut Skowy-
ra, Zylicz, [1] oraz [2-4]). Klasyfikacja ta nie jest
idealna i istniejg biatka Hsp nie dajace sie zaliczy¢ do
zadnej z tych rodzin. Wiele prac przeglagdowych po-
Swiecono systematyce, analizie genetycznej i regulacji
syntezy Hsp, natomiast do niedawna mechanizm ich
dziatania pozostawatl w sferze hipotez. Jakie funkcje
petnig te powszechnie wystepujace biatka?

W komérkach ssakéw, pod wptywem szoku ter-
micznego, Hsp70 i Hsc70 migrujg do jadra komor-
kowego gdzie tworzg kompleksy z nierozpuszczalnymi
agregatami biatkowymi tworzgcymi sie w efekcie pod-
wyzszenia temperatury. Odpornosé tych komplekséw
na wysokie stezenie soli wskazuje na istnienie od-
dziatywan hydrofobowych [5]. Nastepnie Hsp70 kon-
centrujg sie w jaderku, wigzac sie z niekompletnymi
rybosomami. Jaderka sg bardzo wrazliwe na wzrost
temperatury, lecz nadprodukcja Hsp70 ze sklonowa-
nego genu przyspiesza ich powrot do stanu normal-
nego po ustgpieniu szoku termicznego [6]. Stabilne
kompleksy Hsp70 zjaderkami, wytworzone w wyniku
szoku termicznego, w warunkach in vitro ulegaja
dysocjacji, do czego niezbedna jest hydroliza ATP [7].
Na podstawie tej obserwacji, Pelham przedstawit
hipoteze dziatania Hsp70 [8]. Wg tej hipotezy, w czasie
szoku termicznego, biatka ulegajg czesciowej denatu-
racji, eksponujgc rejony hydrofobowe, ktére oddziaty-
wuja ze sobg, co prowadzi do wytworzenia nierozpusz-
czalnych biatkowych agregatéw. Hsp70, wigzac sie
z hydrofobowymi rejonami, mogg ogranicza¢ nieko-
rzystne interakcje. Nastepnie, wykorzystujgc energie
hydrolizy ATP, moga zmienia¢ swojg konformacje
i dysocjowa¢ z kompleksu. Zmiana konformacji
Hsp70 moze z kolei indukowaé¢ zmiane struktury
biatka zwigzanego z Hsp70 i powodowac jego dysocja-
cje. Uwolnione biatko miatoby teraz szanse wréci¢ do
konformacji sprzed szoku termicznego. Proces tego
typu rpégtby uczestniczy¢ w naprawie uszkodzen spo-
wodowanych wysoka temperaturg. Do powstania tej
hipotezy przyczynity sie takze badania nad dysocjacja
biatka optaszczajgcego pecherzyki btony komaérkowej,
tzw. klatryny (ang. clathrin). W procesie komorkowej
endocytozy tworzg sie pecherzyki btony, optaszczone
przez koszyczek ztozony gtéwnie z trimerow klatryny
(kazda podjednostka trimeru zbudowana jest z dwu
tarnicuchdw polipeptydowych). W doswiadczeniach in
vitro wykazano, ze biatko Hsc70 jest ATPaza od-
powiedzialng za uwalnianie z pecherzykéw bton trime-
réw Kklatryny, w reakcji zaleznej od hydrolizy ATP i ze
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w czasie reakcji Hsc70 tworzy kompleksy z klatryna
[9-12].

Ostatnie badania nad cytoplazmatycznymi Hsp70
z drozdzy wykazaty, ze biorg one udziat w transporcie
biatek przez btony. Sugeruje sie, ze mechanizm ich
dziatania polega na ATP-zaleznym rozwijaniu i utrzy-
mywaniu rozwinietej struktury transportowanych bia-
tek [13,14]. Co sie dzieje z transportowanymi biatkami
wewnatrz retikulum endoplazmatycznego? Retikulum
zawiera biatko BiP, nalezgce do rodziny Hsp70, o kto-
rym wiadomo? ze w obecnosci ATP wigze przejsciowo
ciezkie fancuchy immunoglobuliny, zanim zostang one
wiaczone w czasteczke przeciwciata, a takze wigze
preferencyjnie zmutowane lub niewtasciwie uksztat-
towane biatka [15, 16]. Na podstawie powyzszych
danych Pelham wysungt uog6iniong hipoteze funk-
cjonowania biatek typu Hsp70, ktére wedtug niego
moga wybidrczo wigza¢ niekompletne lub niewtas-
ciwie uksztattowane biatka, zapobiegaC ich agregacji
oraz rozwijac strukture polipeptyddéw, zuzywajac ene-
rgie hydrolizy ATP. W ten sposob Hsp70 ma uczest-
niczy¢ w formowaniu wilasciwej struktury biatek
i przywracac¢ natywng konfrontacje biatkom zdenatu-
rowanym [17]. W formowaniu struktury biatek biorg
udziat takze inne biatka nalezace do rodziny szoku
termicznego. Przykiadem jest wystepujgce w chloro-
plastach biatko wigzace podjednostki karboksylazy
rybulozo-1, 5-dwufosforanu, konieczne do wytworze-
nia oligomerycznej struktury tego enzymu, a zarazem
homologiczne z bakteryjnym biatkiem GroEL [18].
GroEL jest biatkiem szoku termicznego u E. coli
i bierze udziat w formowaniu biatkowych struktur
ztozonych z wielu podjednostek [3, 18]. Biatka homo-
logiczne do GroEL powszechnie wystepujg w mito-
chondriach, gdzie uczestniczg w zwijaniu (ang.folding)
polipeptydéw [19, 20, 21].

Biatka pomocnicze, ktére zapobiegaja tworzeniu
niewtasciwych asocjacji i wspomagaja wytworzenie
wiasciwych struktur, nie wchodzac w ich sktad, okresla
sie coraz czesciej mianem ,,molecular chaperones”,
czyli biatek towarzyszacych lub ,,molekularnych przy-
zwoitek” [22]. Do kategorii tej mozna réwniez zaliczyé
biatka z rodziny Hsp90, wigzace receptory hormonow
sterydowych i najprawdopodobniej, zapobiegajace
w ten sposob niespecyficznemu wigzaniu sie recep-
toréw z regulatorowymi rejonami DNA.

Niniejszy artykut jest przeglagdem biatek rodziny
szoku termicznego pod katem peinionych przez nie
funkcji. Nie zostaty w nim orfiéwione wszystkie Hsp,
m.in. pominieto Hsp20, ktorych rola jest bardzo
niejasna [23].

Il. Rodzina Hsp70

U E. coli wystepuje tylko jedno biatko Hsp70,
produkt genu dnaK [3], natomiast u Saccharomyces
cerevisiae, Drosophila i ssakéw wystepuja rodziny
Hsp70, ztozone z szeregu biatek o podobnych sekwen-
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cjach aminokwasow, przy czym okreslone biatko moze
by¢ kodowane przez kilka kopii genu [1, 2, 23]. Hsp70
wykazujg homologie sekwencji rzedu 50% lub wyzsza
[23] i ich wspblng cechg jest wysokie powinowactwo do
ATP [24, 25]. Regulacja syntezy Hsp70 jest bardzo
zréznicowana, czego przykiadem moze by¢ rodzina
Hsp70 ssakow, przedstawiona w Tabeli 1. U ssakow
wystepuje, oprécz gtdwnego biatka Hsp70, biatko
Hsc70, syntetyzowane w znacznych ilosciach w warun-
kach fizjologicznych oraz biatko Grp78, obecne w wa-
runkach fizjologicznych oraz indukowane przez gtéd
glukozowy. Ssaki naczelne zawierajg dodatkowo
Hsx70, indukowane termicznie lecz obecne tez w waru-
nkach bezstresowych; jest ono indukowane takze
przez biatko Ela adenowirusa i nie ma odpowiednika
w komoérkach gryzoni. W wielu doswiadczeniach
Hsx70 i Hsp70 sa nieodroznialne i okreslane jako
Hsp70 [8].

Tabela 1. Rodzina Hsp70 ssakéw

Nazwa Inne

biatkal nazwy Regulacja Uwagi
Hsp70 Hsp722  Scidle indukowane gtéwne Hsp.
termicznie (2).
Hsx70 72K3, indukowane termi-  wazne biatko szoku
Hsp684, cznie lecz wysoki u naczelnych, brak
Hsp702 poziom podstawowy, odpowiednika
indukowane przez u gryzoni (1)
Ela, indukowane
w cyklu komorko-
wym (1,2).
Hsc70 p722, wysoki poziom pod- enzym dysocjujacy
73K3 stawowy, staba klatryne (2).
indukcja termiczna
1,2).
Grp78 BiP5, wysoki poziom wystepuje w retiku-
80K1 w komdrkach sekre- lum endoplazma-

cyjnych, indukowane

tycznym (1).

przez gtod glukozo-
wy (1, 2, 5).

1 Pelham, 1986 [8]; 2. Watowich i Morimoto, 1988 [158]; 3. Welch
i Feramisco, 1984 [25]; 4. Lowe i Moran, 1986 [159]; 5. Munro
i Pelham, 1986 [51].

Il. 1. Rola biatek Hsp70 w transporcie przez blony

Translokacja prekursoréw biatek przez btony moze
zachodzi¢ réwnoczesnie z procesem translacji lub tez
potranslacyjnie [26-28]. Badania nad potranslacyjnym
eksportem biatek do mitochondriéw i retikulum endo-
plazmatycznego wykazaty, ze w obu procesach nie-
zbedna jest hydroliza ATP [29-36]. Jednocze$nie wia-
domo, ze translokacja do wnetrza mitochondriéw
wymaga aby prekursory biatek mitochondrialnych
posiadaty strukture rozwinietg [29,37,42]. Des-
haies iwspotautorzy, na podstawie eksperymentéw
przeprowadzonych na drozdzach, postulowali, ze bia}-
ka z grupy Hsp70 stuza jako biatka rozwijajace
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w potranslacyjnym, ATP-zaleznym transporcie do
mitochondridw oraz do wnetrza retikuhim endoplaz-
matycznego [13].

Saccharomyces cerevisiae majg co najmniej 9 homo-
logicznych genow kodujgcych Hsp70 [44]. Podgrupe
w obrebie gendw hsp70 stanowig geny ssA (ssAl-4).
SsAl issA2 sg transkrybowane konstytutywnie, lecz
poziom ich mRNA wzrasta kilkakrotnie w efekcie
szoku termicznego, natomiast ssA3 i ssA4 ulegajg
ekspresji tylko w warunkach stresu termicznego. Poje-
dyncza mutacja wjednym z gendéw ssA fenotypowo nie
rézni sie od typu dzikiego, podczas gdy potrdjna
mutacja ssalssa2ssa4 jest letalna [45]. Ekspresja genu
ssat sklonowanego na plazmidzie przywraca przezy-
walno$é¢ komorek ssalssa2ssad4 [45]. Deshaies
i wspotautorzy badali in vivo wptyw produktu genu
ssat na traslokacje biatek [13]. W warunkach istnienia
letalnego tta, produkt genu ssat wytwarzany byt
z plazmidu w spos6b kontrolowany. Stwierdzono, ze
przy braku produktu ssat, komorki nagromadzaty
w cytoplazmie czynnik prepro-a, biatko, ktére wwaru-
nkach fizjologicznych jest transportowane do wnetrza
retikulum endoplazmatycznego. Komorki pozbawio-
ne produktu ssat akumulowaly rowniez prekursor
podjednostki /? F1ATPazy mitochondrialnej, biatko,
ktére w warunkach normalnych ulega translokacji do

wnetrza mitochondriow.
Badania prowadzone in vitro potwierdzity wpltyw

Hsp70 na translokacje biatek. Z wczesniejszych badan
wiadomo bylo, ze drozdzowy czynnik prepro-a, syn-
tetyzowany w lizacie z kietkbw pszenicy nie byt
efektywnie transportowany poprzez btony mikroso-
malne drozdzy [46]. Deshaies i wspo6tautorzy [13]
wykazali, ze biatka wigzace ATP, izolowane z komé-
rek drozdzy produkujacych biatko ssa 1, stymuluja
translokacje w powyzszym uktadzie, natomiast biatka
wigzgce ATP, otrzymane z komérek nie wytwarzaja-
cych produktu genu, ssa 1, nie podtrzymujg trans-
lokacji. Tak wiec, biatko ssat 1 utatwia translokacje
czynnika prepro-a do retikulum endoplazmatycznego.
Chiricoiwspotautorzy [14] wyizolowali z komorek
drozdzy biatko wigzace ATP o0 masie czasteczkowej
70 kD i stwierdzili, ze stymuluje ono translokacje
czynnika prepro-a do mikrosoméw drozdzy. Wykazali
réwniez, ze ten preparat biatkowy jest mieszaning dwu
biatek o tej samej masie czasteczkowej i roznych
punktach izoelektrycznych, produktéw gendw
ssa 1 i ssa 2. Jednocze$nie stwierdzono, ze dziatanie
biatek Ssa mozna nasladowaé poprzez traktowanie
prekursora czynnika a8M roztworem mocznika. Au-
torzy postuluja, ze Hsp70, produkty genéw' ssa 1
i ssa 2, zuzywajg energie hydrolizy ATP aby zapobiec
zwijaniu sie rosnacych tancuchdw potipeptydowych,
tub zeby je rozwing¢ przed translokacjg. Oprdcz biatek
Hsp70 przy translokacji biatek sekrecyjnych jest nie-
zbedny jeszcze co najmniej jeden czynnik cytoplaz-
matyczny, ktory nie wigze ATP [13, 14]. Hipotetyczna
rola Hsp70 w transporcie potranslacyjnym do mit-
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rochondrium i retikulum endoplazmatycznego przed-
stawiona jest na Ryc.l [13]. Niedawno wykazano, ze,
in vitro, potranslacyjna translokacja czynnika prep-
ro-a drozdzy moze by¢ stymulowana przez Hsp70
z bakterii, mianowicie przez biatko DnaK [47]. Swiad-
czy to o ewolucyjnym zachowaniu funkcji Hsp70.

Rye. 1. Hipotetyczna rola biatek Hsp70 w procesie translokacji
biatek (wg J. Deshaies iwspdtautoréw [13], zmodyfi-
kowano).

Jedna (lub wiecej) czasteczka Hsp70 wigze sie z prekur-
sorem biatka mitochondriainego tub sekrecyjnego. Zuzycie
ATP moze nastepowaé na tym etapie lub niezhydrolizowa-
ny ATP moze by¢ zwigzany z kompleksem. Transport do
retikulum endoplazmatycznego wymaga co najmniej jed-
nego dodatkowego czynnika cytoplazmatycznego (czyn-
nik X). Kompleks translokowanego biatka i Hsp70 wigze
sie z whasciwg btong i w czasie penetracji, ulega dysocjacji
po czym Hsp70 mogg by¢ uzyte ponownie. ATP moze by¢
hydrolizowany w tym etapie, utatwiajgc dysocjacje.

Czy biatka Hsp70 sg zaangazowane réwniez w pro-
cesie translokacji w komorkach ssakow? Prace zespotu
Zimmermana wykazaly, ze prekursor biatka kap-
sydu bakteriofaga M I3 moze by¢ transportowany
potransiacyjnie w uktadzie in vitro zawierajgcym frak-
cje mikrosomalng z trzustki [39, 48]. Transport tego
prekusora biatkowego jest stymulowany przez doda-
nie biatka z rodziny Hsp70, wyizolowanego ze ssakéw
[49]. Niewatpliwie interesujgce bedzie sprawdzenie,
czy Hsp7Q i aktywnos$¢ ATPazy sg potrzebne rowniez
w procesie kotranslacyjnego transportu.

0.2. BiP(Grp78) i jego interakcje z biatkami
sekrecyjnymi

Biatka sekrecyjne sa transportowane do wnetrza
retikulum endoplazmatycznego, gdzie ulegaja gtikozy-
lacji, osiggajg odpowiednig strukture trzecio- i czwar-
torzedowag po czym, poprzez aparat Golgiego, sa
wydzielane na zewngtrz. Typowymi biatkami sekrecyj-
nymi sg immunoglobuliny. BiP jest biatkiem, ktdre
zostato zidentyfikowane jako biatko wigzace ciezkie
tancuchy immunoglobulin (ang. Binding Protein) w re-
tikulum endoplazmatycznym komérek pre—B, ktore
nie wytwarzajg tancuchow lekkich [50]. Wigzanie to
jest typu niekowalencyjnego [51]. BiP wigze ciezkie
tancuchy rowniez w komdrkach B i w komérkach
plazmatycznych, przy czym poziom tego biatka jest
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najwyzszy w komérkach wydzielajacych przeciwciata
[50, 51]. Okazato sig, ze BiP jest identyczne (na
podstawie badan immunologicznych i mapowania
peptydow) z biatkiem Grp78,. indukowanym przez
gtod glukozowy i zaliczanym do rodziny Hsp70 [51].
Obecnos¢ Grp78 wykazano w fibrobiastach pocho-
dzacych od réznych gatunkow i z szeregu tkanek [52,
53]. Grp78 z watroby szczura wykazuje ok. 60%
homologii z Hsp70 z Drosophila i cztowieka [51].
Biatka te (Grp78/BiP) majg typowag N-terminaing
sekwencje sygnatowa, kierujaca je do Swiatta retiku-
lum endoplazmatycznego oraz C-terminalng sekwen-
cje, skladajgcg sie z czterech aminokwaséw
tys-asp-glu-leu, powodujgcg zatrzymanie biatek we-
whnatrz retikulum [51, 54].

BiP(Grp78) nie ulega indukcji termicznej, natomiast
syntezajego jest stymulowana przez czynniki hamuja-
ce N-gtikozylacje biatek (np. przez tunikamycyne,
gtukozoamine), a takze przez niedotlenienie, jonofory
wapniowe, analogi aminokwasow i czynniki redukuja-
ce grupy S-S, czyli, generalnie, przez czynniki za-
ktocajace wytwarzanie wihasciwej konformacji biatek
[51, 55]. Stwierdzono réwniez, ze w warunkach zaha-
mowania glikozylacji przez tunikamycyne BiP wyka-
zuje zwiekszone wigzanie ciezkich tancuchéw immu-
noglobuliny, a takze hemaglutyniny grypy oraz ak-
tywatora plazminogenu, przy czym BiP znajdowane
jest w kompleksach z tymi tafcuchami peptydowymi,
ktore nie utworzyly jeszcze oligomerycznej struktury
czwartorzedowej [56-58].

Synteza BiP jest stymulowana przez ekspresje zmu-
towanych genéw hemaglutyniny w komérkach maipy.
Tylko zmienione czasteczki hemaglutyniny, nie majgce
wiasciwej konformaciji, nie ulegajg transportowi z reti-
kulum endoplazmatycznego i indukujg synteze BiP,
czyli obecno$¢ biatek o niewtasciwej konformacji jest
sygnatem syntezy BiP [59].

Normalne komorki Bwydzielajgjedynie ostatecznie
uformowane przeciwciata. Okazuje sie, ze ciezkie
tancuchy immunoglobulin nie posiadajgce domeny
CHI, ktére nie wigzg sie z BiP, sg wydzielane szyhciej
i na roznych etapach tworzenia struktury immunog-
tobuliny [60]. Zdolnos$¢ wigzania sie z BiP wydaje sie
wiec konieczna do zatrzymania biatka, ktore nie
osiggneto wiasciwej konformaciji.

Badania D ornera i wsp6tautorow wykazaty, ze
w linii komdrkowej ssakdw, w ktdrej obnizono ekspre-
sje grp78(BiP) stosujac antysensowny RNA, docho-
dzito do zwiekszonego wydzielania biatek o zmienionej
konformacji [61].

Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze BiP wiaze sie
wybiérczo z biatkami o niewfasciwej strukturze trze-
ciorzedowej. Kassenbrock i wspétautorzy [62]
zastosowali system, w ktérym translacja biatek w eks-
trakcie z kietkow pszenicy byta sprzezona z transloka-
cja biatek poprzez btony mikrosomalne z trzustki psa.
Wykazano, ze w warunkach zahamowanej glikozylacji
BiP tworzy stabilne kompleksy tylko z nieglikozylowa-
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ng formg inwertazy drozdzowej (biatka, ktére w nor-
malnych warunkach ulega glikozylacji). Inne biatko
sekrecyjne, prolaktyna bydleca, w normalnych warun-
kach tworzy trzy wewnetrzne mostki dwusiarczkowe.
W ukladzie in vitro, zmieniajgc warto$¢ potencjatu
red-ox, mozna regulowac ilo$¢ wigzan dwusiarczko-
wych. Okazato sieg, ze biatko BiP wybidrczo wigze sie ze
zredukowang forma prolaktyny. Stwierdzono réw-
niez, ze BiP asocjuje tylko z polipeptydami o peinej
dtugosci, tzn. nie tworzy komplekséw z peptydami
bedacymi w stadium translacji/translokacji [62]. Z ba-
dan in vitro wynika wiec, ze BiP wigze sie wyhidrczo
z bialtkami o niewfasciwej konformacji, po zakon-
czeniu ich syntezy.

Badanie komplekséw BiP z ciezkimi taricuchami
immunoglobuliny wykazato, ze mogg one in vitro
ulegac¢ dysocjacji w efekcie hydrolizy ATP [51], podob-
nie jak dzieje sie to w przypadku komplekséw Hsp70
z biatkami jadrowymi [7], z biatkiem optaszczajagcym
pecherzyki btony [11], czy z biatkiem p53 [63].

Przedstawione powyzej dane pozwalajg sadzi¢, ze
BiP taczy sie preferencyjnie z biatkami o niewfasciwie
uksztattowanej strukturze lub z normalnymi biatkami,
ktdre jeszcze nie osiggnety wiasciwej struktury, przez
co zapobiega tworzeniu sie nierozpuszczalnych lub
niewtasciwych agregatow, ktére mogtyby powstaé
w efekcie interakcji odstonietych rejonow hydrofobo-
wych [17]. Dzieki temu, ze wigzanie BiP jest odwracal-
ne w obecnosci ATP, normalne biatka majg szanse
wytworzenia wiasciwej struktury trzecio- i czwartorze-
dowe;.

11.3. Rola biatka DnaK w replikacji bakteriofaga X

U E. coli znajduje sie jedno biatko z rodziny Hsp70,
mianowicie produkt genu dnaK, w ok. 50% homo-
logiczny z Hsp70 organizmow eukariotycznych [3],
posiadajacy staba aktywnos¢ ATPazy i zdolno$¢ do
autofosforylacji przy udziale ATP [24, 64], Gen dnaK
jest istotny dla bakterii takze w warunkach bez-
stresowych, poniewaz mutanty delecyjne przezywaja
jedynie dzieki wytworzeniu mutacji supresorowych
w innych genach [24].

Biatko DnaK jest niezbedne do inicjacji replikacji
bakteriofaga X [65, 66]. Ryc. 2 przedstawia schematy-
cznie hipoteze inicjacji replikacji DNA faga X W pier-
wszym etapie biatko XO rozpoznaje specyficzng sek-
wencje ori X, po czym dochodzi do zwiazania komplek-
su ZP-DnaB z Xori [67]. DnaB jest DNA helikazg [68]
oraz elementem niezbednym do przytaczenia prymazy
DnaG, syntetyzujacej starter RNA, konieczny do
zainicjowania syntezy DN A [69]. Jednakze, aktywno$¢
helikazy DnaB zwigzanej w kompleksie preinicjuja-
cym oriX.XO. ZP.DnaB jest zahamowana przez obec-
no$¢ IP [70]. W nastepnym etapie inicjacji, Dnal
i DnaK wigzg sie z kompleksem i warunkujg oddysoc-
jowanie ZP z kompleksu w reakcji zaleznej ATP.
Oddysocjowane z kompleksu ZP nie wigze sie ponow-
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Ryc. 2. Hipotetyczna rola biatek DnaK i DnaJ w inicjacji replikacji
DNA bakteriofaga A(wg Zylicza i wsp6tautorow [72],
zmodyfikowano).

Biatko AO rozpoznaje sekwencje nukleotydowsg oriX po-
wodujac utworzenie sie jednoniciowej struktury, z ktérg
wigze sie kompleks ztozony z biatek APi DnaB. W komplek-
sie: or/A-AO AP DnaB, aktywnos$¢ biatka DnaB (ktore jest
helikazg) jest zahamowana obecnoscig biatka AP. Nastepnie
biatko Dnal wigze si¢ z AP i DnaB a biatko DnaK wigze sie
z biatkiem P, przy czym wykazuje wigksze powinowactwo
do czasteczek AP uprzednio zasocjowanych z biatkiem
DnalJ. Hydroliza ATP, najprawdopodobniej katalizowa
przez DnaK, powoduje dysocjacje kompleksu, w efekcie
ktérej uwalnia sie AP, oraz biatko DnaJ. Helikaza DnaB,
uwolniona od AP, rozpoczyna rozwijac spirale DNA a Ssb,
biatko wigzace jednoniciowy DNA, zapobiega ponownemu
potaczeniu sie nici.

nie z DnaB, prawdopodobnie dzieki asocjacji z DnaK.
Uwolniona w ten spos6b helikaza DnaB rozpoczyna
rozwijanie podwaojnej spirali DNA. DnaG rozpoznaje
strukture: DnaB-jednoniciowy DNA i inicjuje starter
RNA [70, 71 i Zylicz, nieopublikowane dane].

Doswiadczenia in vitro wykazaty, ze w zaleznym od
DnaK i DnalJ procesie dysocjacji ZP zkompleksu moze
bra¢ udziat rowniez bakteryjne biatko GrpE [72], kt6re
oddziatywuje z DnaK [73, 74]. Obecnos¢ GrpE po-
zwala na obnizenie stezenia DnaK niezbednego w re-
plikacji [72]; wiadomo takze, ze jednoczesna obecno$é
GrpE i DnaJ stymuluje aktywno$¢ ATPazowg DnaK
in vitro [ Zylicz, nieopublikowane dane].

Rola biatka DnaK w replikacji potwierdza hipoteze
Pelhama, ktéry sugerowat udziat Hsp70 w dysocjacji
kompleksow biatkowych [8]. Ten szczeg6lny przypa-
dek dziatania Hsp70 jest niezmiernie interesujgcy
réwniez z tego wzgledu, ze pozwolit na okreslenie
funkcji biatek GrpE i Dnal, ktore sg takze biatkami
szoku termicznego, o masach czasteczkowych od-
powiednio 24kD i 37kD [75, 76]. Dotychczas moleku-
larna rola tzw. niskoczgsteczkowych biatek szoku
termicznego byta catkowicie nieznana.

Funkcja DnaK w niezakazonej fagiem o komaorce
niejestjasna. Wiadomo, ze gen dnaKjest negatywnym
regulatorem transkrypcji genéw szoku termicznego
[77]. Biatko DnaK efekt ten wywotuje poprzez stymu-
lacje degradacji i hamowania syntezy czynnika cr32,
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wspodtdziatajagcego z polimerazg RNA w czasie trans-
krypcji gendéw szoku termicznego [78]. Molekularny
mechanizm tego zjawiska nie jest wyjasniony. Jedna
z mozliwych hipotez sugeruje, ze DnaK stymuluje
dysocjacje czynnika 032 z kompleksu polimerazy
RNA, co moze powodowac zwiekszong podatno$¢ 32
na dziatanie proteaz komérkowych [78]. Mutacje
w genach dnaJ oraz grpE majg podobny do mutacji
¢foaK wptyw na synteze i stabilnosé ar32[78]. Byé moze,
i w tym procesie, podobnie jak w replikacji X DNA,
biatko DnaK wspétdziata z Dnal i GrpE.

Wykazano réwniez, ze mutacje w genie dnak,
podobnie jak i w genach dnal, grpE oraz groEL,
powoduja drastyczne obnizenie zdolno$ci komérki
bakteryjnej do degradacji anormalnych biatek [79].
Réwnoczes$nie wykazano, ze DnaK, podobnie jak jego
analogi w komorkach eukariontéw [62], w warunkach
in vitro preferencyjnie wigze sie ze zdenaturowanymi
biatkami (Johnson, nieopublikowane dane). Dane
te sugerujg, ze biatka szoku termicznego biorg udziat
w degradowaniu biatek komdérkowych o nienormalnej
strukturze [80]. Ich rola moze polega¢ na bezposred-
nim wigzaniu substratu i np. na rozwijaniu struktury
biatkowej, co czynitoby ja bardziej podatna na dziata-
nie proteaz.

I11. Biatko GroEL oraz biatka homologiczne
i ich rola w tworzeniu struktur oligo-
merycznych

W niedawno opublikowanej pracy, Hemming-
sen iwspotautorzy zaproponowali aby biatka uczest-
niczace w tworzeniu struktury przestrzennej innych
biatek — wystepujace u Prokaryota oraz w chloroplas-
tach i mitochondriach Eukaryota — okresli¢ nazwg
“chaperonins” [81]. Funkcje owych ’chaperonins”
(zwanych tez biatkami towarzyszacymi) bytoby two-
rzenie przejsSciowych komplekséw z podjednostkami
biatek oligornerycznych, niezbednych do utworzenia
ostatecznej struktury oligomeru (w skiad tej ostatecz-
nej struktury biatka towarzyszgce nie wchodzg [22].

111.1. Biatko GroEL

Rejon groE u E. coli ztozony jest z dwu gendw,
groEL oraz groES, kodujacych polipeptydy o masie
czasteczkowej odpowiednio 65 kD i 15kD. Oba geny
sg istotne dla przezycia bakterii rowniez w warunkach
bezstresowych lecz ich rola w fizjologii komorki jest
niejasna. Stanowig one jeden operon, ktérego trans-
krypcja zalezy od polimerazy RNA wspotdziatajacej
z podjednostkg <32, czyli elementem regulonu szoku
termicznego E. coli [3,82,83]. Biatka GroE wystepuja
in vivo w postaci oligomerow, a in vitro biatko GroEL
jest 14-merem zbudowanym z dwu natozonych na
siebie pierscieni, po 7 podjednostek kazdy [84,85],
natomiast biatko GroES jest zbudowane z 6—8 pod-
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jednostek tworzacych pojedynczy pierscien [86]. Bial-
ko GroEL, podobnie jak niektdre biatka Etsp70, jest
ATPazg i w obecnosci Mg-ATP, tworzy kompleksy
z GroES [84, 86].

Oba biatka GroE sg niezbedne na bardzo wczesnym
etapie budowy gtéwki bakteriofaga X, mianowicie przy
tworzeniu pierScieniowego oligomeru ztozonego z 12
podjednostek, produktow fagowego genu B. Ten
12-rner tworzy tzw. tgcznik, na ktérym budowany
nastepnie jest biatkowy kapsyd i ktory, w p6zniejszych
etapach, wigze sie z ogonkiem fagowym [87]. Produkty
genéw groE biorg takze udziat w budowaniu ogonka
faga T5 [88]. Produkt genu groEL wspétdziata we
wbudowywaniu gtdwnego biatka kapsydu w strukture
gtowki faga T4. U mutantow groEL biatko kapsydu,
zamiast tworzy¢ zorganizowang strukture, w formie
bezpostaciowych grudek wigze sie zbtong komoérkowa
[89].

Jaka jest rola biatek GroE w niezakazonej komorce
bakteryjnej? Wykazano, ze nadprodukcja GroEL
i GroES powoduje supresje temperaturowrazliwosci
u niektérych mutantow dnaAts [90,91], Sugeruje sie, ze
biatka GroE moga uczestniczy¢ w tworzeniu oligo-
meru biatka DnaA, niezbednego w inicjacji replikacji
DNA [92].

Analiza genetyczna sugeruje, ze GroEL bierze
udziat w zachowaniu réwnowagi pmiedzy mono-
i tetrameryczng postacig biatka Ssb (biatka wigzgcego
jednoniciwy DNA). Stwierdzono, ze mutacja w genie
groEL moze znosié temperaturowrazliwy defekt w ge-
nie 550-7[93]. Temperaturowrazliwo$¢ mutantéw ssh-1
jest prawdopodobnie spowodowana tym, ze zmutowa-
ne biatko Ssb nie tworzy tetrameréw w podwyzszonej
temperaturze. Sepresorowa mutacja groEL411 mogta-
by wiec przywraca¢ odpowiednie stezenie tetrameru
przez zapobieganie dysocjacji lub wspomaganie asoc-
jacji monomeréw zmutowanego Ssb [94].

Niedawno wykazano, ze biatko GroEL wigze sie
przejsciowo z pewnymi polipeptydami, bezposrednio
po ich zsyntetyzowaniu, natomiast nie tworzy kom-
pleksow z ostatecznie uformowanymi biatkami [95].
Dane te wskazujg, ze GroEL moze asystowac nie tylko
w tworzeniu sie struktury oligomerycznej, ale takze
w osigganiu wiasciwej struktury przez pojedyncze

polipeptydy.

I11. 2. Biatko wigzace podjednostki karboksylazy
rybulozo-1, 5-dwufosforanu

Karboksylaza rybulozo-1,5-dwufosforanu jest cent-
ralnym enzymem fotosyntezy katalizujgcym wigzanie
CO02 Enzym ten, zlokalizowany w matrix chloroplas-
téw, zbudowany jest z oSmiu duzych podjednostek
(55kD), syntetyzowanych wewnatrz chloroplastow,
oraz z o$miu matych podjednostek (12kD— 16kD,
zaleznie od gatunku), ktére sg syntetyzowane w cyto-
plazmie i transportowane do wnetrza chloroplastow
[22,96].
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Badania nad izolowanymi chloroplastami Pisum
sativum wykazaty, ze nowosyntetyzowane duze pod-
jednostki karboksylazy wystepujg w kompleksie z biat-
kiem wigzacym, zanim zostang whudowane w struk-
ture holoenzymu, przy czym biatko wigzace nie wcho-
dzi w sktad holoenzymu karboksylazy[97].

Wykazano, ze in vitro, w ekstraktach z chloroplas-
tow, ATP i Mg+2 powodujg dysocjacje kompleksu
ztozonego z duzej podjednostki i biatka wigzacego,
przy czym w procesie tym niezbedna jest hydroliza
ATP. Duze podjednostki, po dysocjacji z kompleksu,
mogg by¢ wbudowane w strukture holoenzymu [96,
98], Przekonywujagcym dowodem na to, ze biatko
wigzace peini istotng role w tworzeniu karboksylazy,
sg doswiadczenia Cannon i wspdlautorzy, ktérzy
wykazali, ze w uktadzie in vitro przeciwciata skierowa-
ne przeciwko biatku wigzagcemu hamujg wigczanie sie
duzych podjednostek do holoenzymu karboksylazy
[99], Réwnoczes$nie wiadomo, ze duze podjednostki
karboksylazy, w nieobecnosci biatka wigzacego, two-
rzg nierozpuszczalne agregaty in vitro, a takze in vivo
w komérkach E. coli, w ktérych zachodzi ekspresja
sklonowanych genow karboksylazy z roslin wyzszych
[100, 101].

Dotychczas zgromadzone dane pozwalajg sadzic, ze
biatko wigzace tworzy kompleksy stabilizujgce duze
podjednostki karboksylazy, zapobiegajac powstawa-
niu niewfasciwych agregatéw i umozliwiajgc utworze-
nie ostatecznej struktury holoenzymu.

Badania Musgrovei wsp6tautoréw [102], doty-
czace biatka wigzacego z chloroplastéw Pisum sativum
wskazujg, ze jest ono oligomerem o wzorze a7, gdzie
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Ryc. 3. Hipotetyczny udziat biatka wigzacego w tworzeniu holoen-
zymu karboksylazy rybulozo-1, 5-dwufosforanu (wgCan -
p on i wspétautoréw [99], zmodyfikowano).

Duze podjednostki karboksylazy (DPK), syntetyzowane
wewnatrz chloroplastéw, tworzg kompleks z biatkiem wia-
zacym (BW), transportowanym z cytoplazmy. Kompleks
(stata sedymentacji 29S), ztozony z oligomeru biatka wigza-
cego i duzej podjednostki karboksylazy, pod wptywem ATP
i Mg2+dysocjuje, w efekcie czego powstaje duza podjednos-
tka karboksylazy zwigzana najprawdopodobniej z jedng
podjednostkg biatka wigzacego (BW monomer), o statej
sedymentacji 7S. Duze podjednostki z kompleksu 7S asoc-
juja z matymi podjednostkami (MPK) transportowanymi
z cytoplazmy, tworzac holoenzym ztozony z 16 podjednos-
tek.
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podjednostki a i @majg mase czasteczkowg odpowied-
nio 62kD i 60kD i sg syntetyzowane w cytoplazmie.
Oligomery te dysocjujg in vitro pod wpltywem ATP
i Mg+2. Kompleks z duzg podjednostka karboksylazy
zawiera jedng czasteczke podjednostki i oligomer
biatka wiazacego. Udziat biatka wiazacego w po-
wstawaniu kompleksu przedstawiony jest na Ryc. 3.

We wczesniej opublikowanej pracy opisano biatko
wyizolowane z lisci Pisum sativum, bardzo podobne do
GroEl w tym, Zze skiada sie ono z 14 monomeréw
utozonych w dwuwarstwowy pierscief o siedmiokrot-
nej osi symetrii i wykazuje stabg aktywno$¢ ATPazy
[103]. Autorzy tej pracy nie poréwnywali oczysz-
czonego przez siebie biatka z biatkiem wigzgcym
podjednostki karboksylazy, wydaje sie jednak praw-
dopodobne, ze sg one identyczne. Gdyby to przypusz-
czenie okazato sie stuszne, nalezatoby zweryfikowac
stwierdzenie, ze biatko wigzace ma strukture a@i6-byc
moze jest to oligomer typu a77?7, zawierajagcy w sumie
l4podjednostek, podobnie jak GroEL [84,85]. Wiado-
mo na podstawie sekwencji DNA, Zze podjednostka
a jest w 46% homologiczna z biatkiem GroEL [81].
Jest wiec wysoce prawdopodobne, ze podobieAstwo to
dotyczy takze ultrastruktury. Ostatnie badania wyka-
zaty réwniez, ze w komorkach E. coli, w ktérych
dochodzi do ekspresji genow karboksylazy z sinicy, do
wytworzenia odpowiedniej struktury karboksylazy
konieczne sg produkty gendéw groEL oraz groES [104].

Podobienstwo struktury iroli jakg petnig omawiane
biatka chloroplastow i bakterii w tworzeniu struktur
oligomerycznych pozwala sadzi¢, ze sg to ewolucyjne
homologi.

111.3. Mitochondrialne biatka Hsp58

Ostatnie doniesienia wykazaty, ze w mitochond-
riach Tetrahymena thermophila znajduje sie biatko
0 wzglednej masie czasteczkowej 58 000, ktére im-
munologicznie oraz strukturalnie (na podstawie anali-
zy sedymentacyjnej i mikroskopiii elektronowej) jest
niezwykle podobne do biatka GroEL [105,106]. Biatko
to produkowane jest w cytoplazmie a nastepnie trans-
portowane do mitochondriéw, przy czym poziom jego
w efekcie szoku termicznego wzrasta dwu- trzykrotnie
1nastepuje jego akumulacja w mitochondriach [105].
Stosujgc przeciwciata skierowane przeciwko Hsp58
z Tetrahymena, wykazano obecno$é pokrewnych bia-
tek o zblizonej masie czasteczkowej w mitochondriach
cztowieka, Saccharomyces cerevisiae, Xenopus laevis
i kukurydzy [106]. Biatko Saccharomyces cerevisiae
ulega réwniez indukcji termicznej i tworzy oligomery,
ktére maja bardzo zblizong statg sedymentacji i prak-
tycznie identyczng strukture obserwowana w mikro-
skopie elektronowym do biatek z Tetrahymenai E. coli
[106]. Na podstawie przedstawionych wynikow mozna
sgdzié, ze biatka podobne do GroEL powszechnie
wystepujg w mitochondriach.

Badania Ostermanna i wspotautoréw suge-
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ruja, ze mitochondrialne Hsp58, podobnie jak GroEL
u E. coli czy biatko wigzace w chloroplastach, biorg
udziat w stabilizowaniu i tworzeniu struktury biat-
kowej wyzszego rzedu wewnatrz mitochondriow [21].

IV. Rodzina Hsp90

Sklonowano i zsekwencjonowano geny kodujace
biatka Hsp90 z szeregu organizméw, a mianowicie
z bakterii, pierwotniakéw, Drosophila, drozdzy, kur-
czecia, ssakéw. Na podstawie analizy DNA stwier-
dzono, ze homologia sekwencji aminokwasowych
w biatkach Hsp90 organizméw eukariotycznych wy-
nosi ok. 50% oraz, ze sekwencje te sa homologiczne
z Hsp90 z E. coli w co najmniej 40% [107]. Biatka
z rodziny Hsp90 sg syntetyzowane w znacznych ilos-
ciach w normalnej temperaturze i ulegajg dalszej
indukcji przez podniesienie temperatury lub inne stre-
sy [2].

U E. coli stwierdzono do tej pory obecnos¢ tylko
jednego genu nalezacego do rodziny hsp90:jest to gen
htpG, kodujacy biatko C62. 5 [3]. htpG nie jest genem
istotnym dla bakterii, poniewaz jego delecja nie jest
letalna [108]. Jedynym efektem fenotypowym mutacji
htpG' jest temperaturowrazliwo$¢ mutantéw [109].
Ustalenie funkcji biatka C62. 5 wymaga dalszych
badan.

Drosophila melanogaster rowniez posiada jeden gen
z tej rodziny, ktérego produkt, Hsp83 jestindukowany
termicznie oraz w trakcie oogenezy [110].

U drozdzy, S. cerevisiae, stwierdzono dwa geny typu
hsp90, mianowicie hsp83 i hsc83, przy czym ekspresja
hsc83 jest stabiej indukowana przez podwyzszenie
temperatury. Pojedyncze mutacje w tych genach po-
wodujg temperaturowrazliwo$¢ komaorek, natomiast
podwdjna mutacja hsp83~ hsc83~ jest letalna [111].
Swiadczy to, ze drozdze wymagaja do przezycia obec-
nosci biatka typu Hsp90, ktérego zwiekszona ilos¢ jest
potrzebna w podwyzszonej temperaturze.

U kregowcéw znajdujg sie co najmniej dwa geny
zrodziny hsp90, poniewaz wykazano, ze niezaleznie od
cytoplazmatycznego Hsp90, wewnatrz retikulum en-
doplazmatycznego znajduje sie nieco wieksze biatko
Hsp90, endoplazmina (Grp94) [112,113].

IV. 1. Endoplazmina (Grp94)

Endoplazmina jest glikoproteing o masie czastecz-
kowej 90-1 OOkD wystepujgcg w retikulum endoplaz-
matycznym [113, 114], Analiza sekwencji “klonow
cDNA endoplazminy wykazata, ze jest to biatko
podobne, jesli nie identyczne z biatkiem Grp94 in-
dukowanym przez niedobdr glukozy, i ze posiada ok.
50% homologii z Hsp90 drozdzy i Drosophila
[112,115]. Sekwencja DNA wskazuje, ze Grp94 roz-
poczyna sie sekwencjg sygnatowg, typowg dla biatek
transportowanych przez btony [113]. C-koniec Grp94
zawiera natomiast sekwencje, uwazang za sygnat kot-
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wiczacy biatka wewnatrz retikulum endoplazmatycz-
nego, podobnie jak ma to miejsce w przypadku Grp78
(BiP) [113, 116, 117]. Biatka Grp94 i Grp78, oprécz
wspalnej lokalizacji w retikulum endoplazmatycznym,
wykazuja bardzo podobng regulacje syntezy. Induko-
wane sg mianowicie przez gtéd glukozowy i czynniki
zaburzajace tworzenie struktury trzecio- i czwartorze-
dowej biatek [118, 119] oraz przez anormalne biatka
[120]. Wydaje sie wysoce prawdopodobne, ze Grp94
moze, podobnie jak Grp78(BiP) bra¢ udziat w tworze-
niu sie struktury wyzszego rzedu biatek sekrecyjnych
transportowanych do wnetrza retikulum iw zatrzymy-
waniu tamze biatek o btednej strukturze [111].

1V.2. Kompleksy Hsp90 z kinazami tyrozynowymi

Cytoplazmatyczne Hsp90 tworzy kompleksy z sze-
regiem biatek o aktywnosci kinazy tyrozynowej. Od
czasu wykrycia kompleksu Hsp90 z pp60sc— biatkiem
wirusa RSV odpowiedzialnym za transformacje nowo-
tworowg i posiadajagcym aktywno$¢ kinazy [121,122]
stwierdzono, ze produkty innych onkogenéw bedace
kinazami tyrozynowymi (yes, fps, fes, fgr) asocjuja
z biatkami o masie czasteczkowej ok. 90kD [123-125].
W przypadku komplekséw z produktami onkogenéw
fes ifgr wykazano, ze sg to rzeczywiscie Hsp90 [123].
W przypadku pp60scokazato sie, ze kompleks tworzy
sie bezposrednio po syntezie, a dysocjacja Hsp90
z kompleksu zbiega sie w czasie z fosforylacjg onkop-
roteiny, uaktywnieniem jej aktywnosci kinazowej
i wbudowaniem do biony cytoplazmatycznej
[121,122], Na podstawie tych danych sugerowano, ze
Hsp90 bierze udziat w transporcie onkoproteiny do
btony, zapewniajgc jego rozpuszczalno$é i hamujac
aktywnos$¢. Wiadomo, ze wirusowy produkt onkoge-
nu fes réwniez asocjuje z Hsp90 bezposrednio po
syntezie i w formie kompleksu jest nieaktywny w pro-
cesie autofosforylacji reszt tyrozynowych in vitro [124].
By¢ moze, funkcja Hsp90jaka sugerowano w przypad-
ku pp60scjest bardziej ogo6lna i biatka te petnig role
biatek towarzyszacych w wewngatrzkomorkowym
transporcie kinaz.

1V.3. Rola biatek Hsp90 w dziataniu hormonéw
sterydowych

Hormony sterydowe funkcjonujg jako aktywatory
transkrypcji, przy czym efekt ten wywierajg za posred-
nictwem biatek receptorowych, majacych zdolnos¢
wigzania hormonoéw. W obecnosci hormonu, biatko
receptorowe wigze sie z sekwencjag DNA rozpoznajaca
receptor, co z kolei stymuluje transkrypcje genu pozos-
tajacego pod kontrolg tego rejonu DNA [126].

Analizujac receptory w ekstraktach komdrkowych
stwierdzono, ze mogg one wystepowaé¢ w dwu for-
mach, o statej sedymentacji ok. 4S lub 8-10S. Forma 8S
otrzymywana jest z cytoplazmy komoérek, ktore nie
byty traktowane hormonem ijest nieaktywna, tzn. nie
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wigze sie z DNA. Forma 4S jest aktywna, tzn. aczy sie
z DNA i jest izolowana z jagder komorek uprzednio
poddawanych dziataniu odpowiedniego hormonu
[127,128]. Kompleks 8S moze by¢ stabilizowany przez
molibdenian [129-131]. Badania kompleksow stabili-
zowanych motibdenianem wykazaty, ze sg to oligo-
mery ztozone z receptora hormonu i z biatka o masie
czasteczkowej ok. 90kD. Obecnos¢ biatka 90kD wyka-
zano w kompleksach receptorow progesteronu, est-
rogendw, glukokortykoidéw, androgenow i minerato-
kortykoidow kurczecia [132, 133], a takze zwierzat
innych gatunkéw [134, 135]. Biatko to zostato ziden-
tyfikowane jako biatko szoku termicznego, Hsp90
[136-137]. "W przypadku receptoréw progesteronu
i glukokortykoiddw dimer Hsp90 wigze sie z jedng
czasteczkg receptora [138-139], natomiast w przypad-
ku receptora estrogenu, dimer Hsp9Q wigze sie z dwie-
ma czasteczkami receptora [140]. Ostatnie badania
wykazaty, ze w kompleksie z receptorem glukokor-
tykoidu z komérek mysich zasocjowane sa dwie izo-
formy Hsp90, tzn. dwie czasteczki Hsp90 rézniace sie
nieco masg czgsteczkowg lecz reagujgce z tymi samymi
przeciwciatami monoklonalnymi [141,142].

W dyskusji szeregu wczesniejszych prac sugerowano
mozliwo$é, ze kompleksy receptoré6w z Hsp90 sg
artefaktami, tworzacymi sie w trakcie preparatyki.
Wyniki Howarda i Distelhorsta Swiadcza
o tym, ze Hsp90 asocjujg z receptorem glukokor-
tykoidow w nienaruszonych komaorkach i ze proces ten
jest hamowany przez hormon [143].

Elementy kompleksu 8S potgczone sg ze sobg
stabymiwigzaniami elektrostatycznymi iw warunkach
in vitro mogg dysocjowa¢ pod wplywem wzrostu
temperatury lub zwiekszonej sity jonowej, przy czym
przejsciu formy 8S do 4S towarzyszy odtgczenie Hsp90
od receptora hormonu [137,141,144]. Badajac termicz-
nie indukowang dysocjacje formy 8S receptora gluko-
kortykoidu z komorek myszy stwierdzono, ze na-
stepuje ona tylko w obecnosci hormonu i rozpadowi
temu towarzyszy przejscie receptora ze stanu nieak-
tywnego do aktywnego, czyli zdolnego do wigzania
DNA. Natomiast dysocjacja wywotana wzrostem sity
jonowej nie wymaga hormonu i réwniez powoduje
wytworzenie aktywnej formy 4S [145], Wigzanie sie
receptora z DNA niezaleznie od obecnosci hormonu
jest mozliwe tylko in vitro, in vivo proces ten zachodzi
wytacznie przy wspoétudziale hormonu [146-148]. Hi-
poteza interpretujgca powyzsze dane, zaproponowana
przez Bauli'eu i Catelli [144] zaklada, ze in vivo
receptor hormonu tworzy kompleks z biatkiem Hsp90,
ktére umozliwia interakcje receptora z DNA. Zwigza-
nie hormonu powoduje dysocjacje kompleksu, co z ko-
lei odstania domene receptora wigzagcg DNA. Zgodnie
ze schematem przedstawionym na Ryc. 4 do zwigzania
sie receptora z DNA nie jest konieczna obecno$¢
hormonu, o ile zostanie uprzednio odfgczone Hsp9o0.
Badania nad efektem substancji antagonistycznej wo-
bec receptora glukokortykoidéw kurczecia potwier-
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Ryc. 4. Schemat przedstawiajacy role biatek Hsp90 w mechanizmie
dziatania hormonéw sterydowych (wg Baulieu i Ca-
telli [144], zmodyfikowano).

W nieobecnosci hormonu (H), receptor hormonu stery-
dowego (R) pozostaje w niekowalencyjnym kompleksie
z biatkiem Hsp90, blokujagcym miejsce receptora wigzacego
DNA. Zwigzanie hormonu powoduje dysocjacje Hsp90;
receptor wiaze sie z DNA i stymuluje transkrypcje. An-
tyhormon (AH) stabilizuje kompleks receptora z Hsp90.
dzajg stusznos¢ przedstawionego schematu. Groy -
er iwspoétautorzy wykazali, ze zarébwno w tkankach
jak iw ekstraktach komdrkowych hormon stymuluje
transformacje nieaktywnego kompleksu 8S w aktywng
forme 4S, natomiast antyhormon sterydowy RU486
stabilizuje kompleks 8S. W kontrolnych dos$wiad-
czeniach in vitro, forma 4S potgczona z RU486 wigzata
sie z DNA podobnie jak forma 4S potgczona z hor-
monem [149]. Stabilizujagcy wptyw RU486 na kom-
pleksy 8S wykazano rowniez w przypadku receptora

prosteronu z macicy krolika [150].

Analiza sekwencji DNA Hsp90 z r6znych organiz-
moéw wskazuje, ze biatka te posiadajg dwa rejony,
A i B, o duzej ilosci negatywnie natadowanych amino-
kwasow [139, 151-154]; (Hsp90 z E. coli nie posiada
rejonu A [155]). Budowe drugorzedowej struktury
rejonu A Hsp90 z kurczecia przedstawia sie jako
a-spirale przypominajacg DNA ze wzgledu na to, ze
rozmieszczenie negatywnie natadowanych aminokwa-
séw podobne jest do rozkiadu reszt fosforanowych
w B-DNA. Struktura taka teoretycznie moze zakry-
wac miejsce, ktdrym receptor wigze sie z DNA [139].
Poparciem tej hipotezy sg doSwiadczenia, w ktérych
przeciwciata przeciwko syntetycznemu peptydowi z re-
jonu A wigzaly sie z wolnym biatkiem Hsp90, nato-
miast nie reagowaty z 8S kompleksem Hsp90-receptor
[156],

Podsumowujac, Hsp90 zapobiegajg nieuzasadnio-
nemu (tzn. bez obecnos$ci sygnatu-hormonu) oddziaty-
waniu pomiedzy receptorem a DNA. Pojawia sie wiec
znowu idea ’chaperone protein”, biatka zapobiegaja-
cego niewtasciwym interakcjom [22].

Niedawno opublikowana praca, ktdérej autorzy wy-
kazali, ze ludzki receptor estrogendw moze funkc-
jonowac jako regulator transkrypcji w komarkach
drozdzy, stanowi szanse zastosowania metod genety-
cznych w badaniu roli Hsp90 w regulacji hormonalnej
[157].
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V. Podsumowanie

Kilka lat temu, wszystkie prace poswiecone biatkom
szoku termicznego zaczynaty sie podobnie, mianowi-
cie, ze sg to biatka powszechnie wystepujace, in-
dukowane przez rézne warunki' stresowe, niezwykle
dobrze zachowane w ewolucji i skoro tak jest, najpraw-
dopodobniej petnig niezwykle wazne funkcje. Ostatnie
lata przyniosty szereg prac wnikajgcych w molekular-
ne podstawy dziatania biatek z rodziny Hsp. Mimo
zr6znicowania biatek i proceséw, w ktérych dziataja,
generalng zasada jest tworzenie przejSciowych kom-
plekséw z innymi biatkami: receptorami hormonéw
sterydowych, onkoproteinami, koszyczkami klatryny,
biatkami sekrecyjnymi, karboksylazg rybulozo-1,
5-dwufosforanu, kompleksem replikacyjnym. Te in-
terakcje wydaja sie prowadzi¢ do: (1) wytworzenia
biatkowych struktur oligomerycznych, (2) dysocjacji
kompleksow, (3) zapobiegania niewtasciwym oddzia-
tywaniom pomiedzy biatkami lub pomiedzy biatkami
a DNA, (4) rozwijania (ang. unfolding) polipeptyddéw.
Omawiane kompleksy tworzg sie w warunkach fizjo-
logicznych. Jaka jest wiec funkcja Hsp w obronie
organizmu przed negatywnymi efektami szoku ter-
micznego? Dotychczasowe badania wydajg sie po-
twierdzi¢ hipoteze P e 1h am a, zgodnie z kt6rg biatka
szoku termicznego powodujg dysocjacje agregatow
wytworzonych w efekcie denaturacji biatek i umoz-
liwiajag ich powrét do stanu natywngo. Wiekszos¢
kompleksow Hsp z innymi biatkami byla badana
w uktadach in vitro. Dla udowodnienia hipotezy
Pelhama potrzebne bedzie wykazanie, ze postulo-
wane interakcje majg miejsce in vivo, w warunkach
stresowych.

Artykut otrzymano 16 maja 1989r.
Zaakceptowano do druku 15 stycznia 1990r.
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reasons are the sensitivity and reproducibility
of this popular assay. Speed and convenience
of the one-step Bio*Rad assay also rank high

among users. In fact, more than 50 million

Bio-Rad protein assays have been performed

over the last 10 years.

The Bio-Rad protein
assay has been
cited thousands
of times. For
details on the 6
assay, a free copy ofour _
updated Applications Bibli-
ography, and a copy ofour
Methods for Automation, contact:

A i Laboratories Ges.m.b.H. Tel. 222/82 89 010
AehofStraRe 78 D Fax 222/82 .85 829
A~1130 WABH Telex 136565 biora

Ordering information

Catalog
Number

500-0001

500-0002

500-0006
500-0005

500-0007

Product Description

Bio-Rad Protein Assay Kit I: 450 ml Dye Reagent Concentrate and

lyophilized bovine gamma globulin protein standard. Sufficient for

450 protein assay determinations with standard procedure or 2,250
assays with microassay.

Bio-Rad Protein Assay Kit Il: Same as 500-0001, except protein
standard is bovine serum albumin.

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 450 ml.

Protein Standard 1 Bovine gamma globulin, lyophilized. Will provide
20 ml, 1.4 mg/ml.

Protein Standard II: Bovine serum albumin, lyophilized. Will provide
20 ml, 1.4 mg/ml.
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us$

usg

us
us$

us

104,00

104,00

73,00
32,00

32,00
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RECENZJE

,MOLECULAR BIOLOGY OF THE
CELL™, Second Edition

Bruce Alberts, Dennis Bray, Julian Lewis,
Martin Raff, Keith Roberts, James D. Wat-
son. Garland Publishing Inc. New York, Lon-
don, 1989.1218 stron tekstu oraz indeks. Cena
51,95 dolaréw.

~-MOLECULAR BIOLOGY OF THE
CELL”. , THE PROBLEMS BOOK”
John Wilson, Tim Hunt Garland Publishing
Company, Inc. New York, London, 1989.
354 strony tekstu, oraz indeks. Cena 14.95
dolarow.

W 1983 ukazato sie pierwsze wydanie ksigzki ,,Mo-
lecular Biology of the Celi”. Pozycja ta byta wielkim
wydarzeniem na rynku wydawniczym. O tym zadecy-
dowaty moim zdaniem trzy czynniki. Pierwszy to
zesp6t autorski z laureatem Nagrody Nobla z 1962
Jamesem D. Watsonem na czele, ktéry dysponuje
wielkim doswiadczeniem edytorskim. Drugi czynnik
to spos6b prezentacji materiatu, nasycony rysunkami,
zdjeciami i schematami oraz trzeci element to format
ksigzki, inny niz dotychczas prezentowany, umoz-
liwiajgcy dodatkowe artykutowanie okreslonych zaga-
dnien aktualnie omawianych (np. rysunki i schematy
na szerokim marginesie).

W zwigzku z tym bardzo celowe okazato sie drugie
wydanie tego podrecznika. Rdzni sie ono od poprze-
dniego (tego z 1983) nowym rozdziatem o raku
(Rozdziat 21) oraz wyodrebnieniem zagadnien kont-
roli ekspresji genow w formie Rozdziatu 10. Ksigzka
sktada sie z trzech czesci: Introduction to the Celi, The
molecular organisation of the Celi oraz From Cells to
multicellular organisms, na ktdre sktada sie 21 roz-
dziatdbw. Mimo podobnego uktadu graficznego i mery-
torycznego obu wydan to ostatnie jest w wielu miejscach
uzupetnione i wyraznie rozszerzone. Mozna znalezé
informacje na temat zagadnien niedawno odkrytych
jak splicing, kataliza RNA czy RNA editing.

Wspaniatym uzupetnieniem wydania drugiego i no-
woscig jest ,, The Problems Book”. Jest to swego
rodzaju przewodnik po tym olbrzymim materiale
z zakresu biologii komorki a takze stanowi doskonaty
pomoc umozliwiajagcg sprawdzanie opanowanego
materiatu, proponowanych hipotez, i.t.d..

Uktad ksigzki pozwala studiowac zawarty tam
materiat w dowolny sposo6b, niekoniecznie zaczynajac
od poczatku. Mimo, ze tekst ten byt pisany przez
szeSciu autoréw jest on jednak jednolity i trudno
zauwazy¢ indywidualne obcigzenia poszczeg6lnych
autorow.

Nie popetnie btedu, jesli powiem, ze drugie wydanie
»Molecular Biology of the Celi” stanowi duzy stan-
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dard edytorski w biologii molekularnej, ktory diugo
nie bedzie doscigniety. Szczerze zachecam do nabycia
tej ksiazki i polecanie jej szczegélnie doktorantom.

Jan Barciszewski

»Bilospektroskopia”

Opracowanie zbiorowe

pod redakcjg Jacka Twardowskiego
Panstwowe Wydawnictwo Naukowe, Warsza-
wa 1989

Tom I, 352 strony, 165 rycin, 20 tabel
Tom Il, 312 stron, 164 ryciny, 12 tabel
Tom 111, 214 stron, 63 ryciny, 8 tabel

Tom 1V, 397 stron, 186 rycin, 38 tabel

Tom V, 234 strony, 52 ryciny, 26 tabel

Pieciotomowe opracowanie ,Biospektroskopia”,

ktorego pierwsze tomy wiasnie sie pojawity na rynku
stanowi cenne wypekienie luki podrecznikowej w za-
kresie metod spektroskopowych w zastosowaniu do
materiatu badawczego pochodzenia biologicznego.
Opracowanie jest ukierunkowane na szeroki krag czyte-
Inikow ale gtdwnie moze stanowi¢ pomoc dla studen-
téw o kierunku biofizycznym a takze doktorantow in-
nych specjalnosci, ktorzy pragneliby zapoznac sie z
tymi zagadnieniami. Ksigzka daje bardzo szeroki prze-
glad metod spektroskopowych. Tom | skiada sie z
trzech czesci: 1. Zastosowanie dyfrakcji promieni Ro-
entgena 2. Spektroskopia mossbauerowska 3. Pro-
mieniowanie rentgenowskie
W pozostalych tomach sg poruszane nastepujace
tematy:
Tom |I: Spektroskopia elektronéw, spektroskopia
elektronowa UV—VIS, spektroskopia pikosekundo-
wa, spektroskopia MCD i MORD. Tom Ill: Metody
luminescencyjne, absorpcyjna spektroskopia réznico-
wa i rdézniczkowa, metody badania stabych emisji
fotonowych. Tom IV: spektroskopia Ramana, spekt-
roskopia rezonansowego efektu Ramana, spektrosko-
pia absorpcyjna w podczerwieni. Tom V: spektro-
skopia fotoakustyczna i inne metody fototermiczne,
spektroskopia ultradzwiekowa, dziatanie p6l i promie-
niowania elektromagnetycznego.

Tak szeroko zakrojone przedsiewziecie wydawnicze
jest pozycja niewatpliwie potrzebng na rynku polskim.
Redaktor zadbat aby kazdy z rozdziatéw pisanych
przez réznych przeciez autorow napisany byt wedtug
pewnego schematu utatwiajgcego czytelnikowi studio-
wanie poszczegdlnych metod spektroskopowych. Ka-
zdy rozdziat rozpoczyna sie wprowadzeniem w pod-
stawy fizyczne zjawiska, zasade pomiaru, i zastosowa-
nie do badan materiatu biologicznego oraz spis litera-
tury umozliwiajacy czytelnikowi znalezienie pozycji
szerzej obejmujgcych interesujgce go szczegdélnie zaga-
dnienia. Autorzy bogato ilustrujg poruszane problemy
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rycinami utatwiajagcymi zrozumienie omawianego ma-
teriatu. W tomie | nalezaloby wyrézni¢ szczeg6lnie
rozdziat | dotyczacy dyfrakcji promieni Roentgena,
ktory zawiera bardzo doktadne i ciekawe omoéwienie
zastosowania tej metody do badania struktury biatek,
prezentujac najnowszy stan wiedzy z tej dziedziny.

Reasumujac, pieciotomowe wydanie ,,Biospektro-
skopia” powinno znalez¢ sie w kazdej bibliotece
instytutowe;j.

Dariusz Stepkowski

»Virologische Arbeitsmethoden t. 111 Bioche-
mische und biophysikalische Methoden”
VEB Gustav Fischer Verlag, Jena, 1989

610 stron tekstu

Podrecznik ,Virologische Arbeitsmethoden” t. 11l
zgodnie z tytutem, jest obszernym zbiorem biochemi-
cznych i biofizycznych metod stosowanych w bada-
niach wirusologicznych. Przedstawiono je przede
wszystkim w postaci doktadnych przepiséw robo-
czych. W szeregu przypadkach podano réwniez uzasa-
dnienia teoretyczne, wyjasnienia i komentarze, utat-
wiajgce zrozumienie toku postepowania i mozliwosci
modyfikacji.

Podrecznik dzieli sie na 4 czeSci napisane przez
réznych autoréw. Autorami pierwszej czesci ksigzki sg
Rudolf Dernick z Uniwersytetu w Hamburgu
i Hanns-Joachim Rziha z Instytutu Wirusologii Wete-
rynaryjnej w Tlibingen. Poswiecono ja metodom bada-
nia wirusowych k\yaséw nukleinowych. Pierwsze czte-
ry podrozdziaty tej czesci podrecznika podajg metody,
ktore stuzg do wszechstronnej analizy wirusowego
DNA. Pierwszy z nich poswiecono metodom izo-
lowania oraz oczyszczania DNA, drugi metodom
identyfikacji i charakteryzowania DNA. Wiele uwagi
zwrocono na réznorodne sposoby hybrydyzacji. Tech-
niki klonowania fragmentéw wirusowego DNA
przedstawiono w rozdziale trzecim uwzgledniajac
przede wszystkim optymalne warunki dla herpeswiru-
séw. Czwarty podrozdzial podaje metody analizy
sekwencji nukleotydéw. Jak sygnalizujg autorzy pis-
miennictwo nie jest kompletnym zbiorem prac, od-
noszacych sie do zagadnienia; cytowane prace sg
wybrane przez autoréw w sposdb subiektywny w celu
rozszerzenia informaciji.

W drugim rozdziale pierwszej czesci ksigzki prze-
stawiono metody izolowania biologicznie aktywnego
messenger RNA z komoérek Eukaryota zakazonych
wirusami. We wstepie autorzy podajg uwagi ogolne
wytyczajace sposOb postepowania, ktéry winien za-
bezpieczyé przed enzymatycznym rozktadem RNA.
W kolejnych podrozdziatach przedstawiajg metody
izolowania i oceny biologicznej aktywnosci RNA oraz
przepisy ogolne pozwalajgce na otrzymanie cDNA.

W czesci drugiej, ktorej autorami sg R. Dernick i J.
Heukeshoven z Uniwersytetu w Hamburgu przed-
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stawiono r6znorodne metody iloSciowego oznaczania
biatek i peptyddw oraz metody analityczne stuzace do
identyfikacji i sekwencjonowania aminokwasow.
W obszernym rozdziale poSwieconym chromatografii
kolumnowej oméwiono poszczegOlne etapy rozwoju
metody, przedstawiono podstawy teoretyczne oraz
zasady rozdziatu biatek i peptydéw. W podobny ale
bardziej obszerny sposdb podano rézne metody elekt-
roforezy uwzgledniajagc w sposéb szczeg6towy zasto-
sowanie tych metod w wirusologii.

W kolejnej czesci ksigzki autorzy (Manfred Wagner
z Akademii Nauk w Jenie i Milos Ryc z Instytutu
Higieny i Epidemiologii w Pradze) przedstawiajg me-
tody mikroskopii elektronowej i immunomikroskopii
elektronowej. We wstepie autorzy zwracajg uwage na
niezbednos$é tych metod w diagnostyce wiruséw i okre-
$laniu obecnosci jak i lokalizacji wirusowych antyge-
now. Te ostatnie mozliwosci stworzyto powigzanie
metod immunologicznych z metodami mikroskopii
elektronowej. W spos6b szczegdétowy autorzy podaja
przepisy robocze wspotczesnych metod mikroskopii
elektronowej i wytyczne utatwiajgce interpretacje wy-
nikéw. W podrozdziale dotyczacym diagnostyki wiru-
s6w znajdujg sie réwniez przepisy dotyczace sposobu
obchodzenia sie z materiatem klinicznym. Obszerne
rozdziaty poswiecono metodom immunoelektroskopii
elektronowej z zastosowaniem przeciwciat wyznako-
wanych i niewyznakowanych oraz wyznakowanych
i niewyznakowanych lektyn.

Czwartg czes$¢ ksiazki poSwiecono metodom prepa-
ratywnego ultrawirowania. Napisat ja Oskar Drees
z Uniwersytetu w Hamburgu. Autor poswieca wiele
uwagi podstawom teoretycznym tej metody. W sposéb
wyczerpujacy podaje przepisy metod ultrawirowania
i mozliwosci uzyskania zgdanych efektow. W sposéb
szczegbtowy omawia metode wirowania réznicowego,
wirowania w gradientach i wirowania izopyknicznego.
Sposbb przedstawienia metod jest przejrzysty i wyczer-
pujacy. SzczegOlnie w tej czesci zrealizowano zamie-
rzenia redakcji by podrecznik mégt stuzyé rowniez
niezbyt jeszcze doswiadczonym pracownikom nauki.

Ksigzka ,,Virologische Arbeitsmethoden” t. 111 ma
610 stron, 128 rycin i 36 tabel. Jest oprawiona w sztucz-
ng skére. Koszt ksigzki wynosi 155 DM. Redaktorami
sgvon A. Mayr, P.A. Bachman, B. Mayr-Bibrack i G.
Wittmann: zostata wydana przez VEB Gustav Fischer
Verlag w Jenie.

Omawiany podrecznik bedzie niewatpliwie wartos-
ciowg pozycjag w bibliotece pracowni wirusologicz-
nych. Moze by¢ przydatny réwniez dla biochemikéw,
biologow i biofizykdw. Przeszkodg moze by¢ to, ze
zostat napisany w jezyku niemieckim, mniej znanym
w Polsce niz jezyk angielski.

Jadwiga Koziorowska
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FEBS ADVANCED COURSES

PROGRAMME 1991

STRUCTURAL AND MOTILE PROTEINS
OF THE NUCLEUS AND CYTOPLASM
Lecture Course; 60-80 participants

Winter resort Schladming (Austria);

March 18-22, 1991

Dr. J. V. Small, Austrian Academy of Sciences,
Institute of Molecular Biology, Billrothstr. 11,
A-5020 Salzburg (Austria)

Deadline for applications: December 31, 1990

ONCOGENES AND CELL GROWTH
Lecture Course; 100 participants

Moscow and Kiev, USSR;

June 17-20 and 24-27, 1991

Dr. Inder M. Verma, The Salk Institute,
POB 85800, San Diego, CA 92138 (USA)
Deadline for applications: January 15, 1991

TECHNIQUES IN CELL BIOLOGY

Practical Course; 20 participants

Aarhus University; June 17-26, 1991

Prof. Julio E Celis, Department of Medical Biochemistry,
Aarhus University, Univ. Park, Ole

Worms Allé, Building 170,

DK-8000 Aarhus C (Denmark)

Deadline for applications: April 1, 1991

THE PLANT VIRUS GENOME:
STRUCTURE AND EXPRESSION

Practical and Lecture Course; 50 participants
Jurmala/Riga (Latvia); April 29 - May 5, 1991

Prof. G. Atabekov,

Lab. of Molecular Biology and Bioorganic Chemistry,
Dept, of Virology, Moscow State University,

119899 Moscow, Building A.

Deadline for applications: January 15, 1991

REGULATORY MECHANISMS

OF DNA REPLICATION

Lecture Course; 40 participants

Les Arcs, 73700 Bourg Saint Maurice (France);
March 17-23, 1991

Dr. M. Kohiyama, Institut Jaques Monod,
Université Paris VII, 2, Place Jussieu,

75251 Paris Cedes 05

APPLICATIONS OF DNA METHODS

FOR THE DIAGNOSIS OF HUMAN DISEASES
Practical and Lecture Course; 15 and 50 participants
Laboratory of Biology and Hotel Porto Rio,

Patras (Greece); May 9-19, 1991.

Professor Aglaia Athanassiadou,

Lab. of Biology, Faculty of Medicine,

University of Patras, 261 10 Patras, Greece

Deadline for applications: March 15, 1991

PRACTICAL ASPECTS

ON MEMBRANE PROTEINS

Practical Course; 20 participants

Biochimie, Bat. 432, Université Paris Sud;
June 30 - July 6, 1991

Dr. Marc le Maire,

Centre de Genetique Moléculaire,

C.N.R.S., 91 198 Gif-sur-Yvette Cedex, France.
Deadline for applications: May 1, 1991
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ADVANCED METHODOLOGIES

FOR THE STRUCTURAL AND FUNCTIONAL
ANALYSIS OF PROTEINS

Practical and Lecture Course;

15 and 70 participants

Campus Bellaterra, Barcelona (Spain);

April 22-25, 1991.

Dr. F. X. Aviles, Institute of Fundamental Biology,
Autonomous University of Barcelona,

E-08193 Bellaterra (Barcelona), Spain

Deadline for applications: February 15, 1991

DYNAMICS OF MEMBRANE ASSEMBLY
Lecture Course; 65 participants

Cargese (Corsica); June 17 - 29, 1991

Prof. J. A. F. Op den Kamp,

Centrum voor Biomembranen en Lipide Enzymologie,
Postbus 80.054, NL-3508TB Utrecht (The Netherlands).
Deadline for applications: February 1, 1991

REGULATION

OF CHLOROPLAST BIOGENESIS
Lecture Course; 150 participants

Aghia Pelagia, Crete; July 18 - August 2, 1991
Prof. J. H. Argyroudi-Akoyunoglou,

Institute of Biology,

NRCPS ,Demokritos” - 153 10 Aghia
Paraskevi, Athens (Greece)

MICROBIAL BREEDING

Lecture Course; 60 participants
Dubrovnik-Interuniversity Centre;

October 14 - 21, 1991

Dr. Marija Alacevic, University of Zagreb,
Lab. of Biology and Microbial Genetics,

41 000 Zagreb, Krsnjavoga 25 (Yugoslavia)

MODERN METHODS

IN MOLECULAR BIOLOGY

Practical and Lecture Course; 25 participants

late Sept.-early Oct., 1991 (8 days).

Dr. J. Weiser, Institute of Microbiology,
Czechoslovak Academy of Sciences, Videnska 1083.
142 20 Praha 4 (Czechoslovakia)

PROTEIN PHOSPHATASES

Lecture Course; 80 participants

Campus Gasthuisberg; August 25 - 29, 1991
Prof. W. Merlevede,

Katholieke Universiteit te Leuven,

Afdeling Biochemie, Campus

Gasthuisberg, B-3000 Leuven (Belgium).
Deadline for applications: May 1, 1991

CRYSTAL GROWTH

OF BIOLOGICAL MACROMOLECULES
Lecture Course; 80 participants

Universitat Freiburg; August 18 - 24, 1991

PD Dr. Walter Littke,

Chem. Laboratorium der Universitat Freiburg,
Albert-StraBe 21, D-7800 Freiburg/FRG.
Deadline of applications: April 15, 1991

EXTREMES OF THE GENETIC CODE
Lecture Course; 70 participants

Spetsai, Greece; Sept. 2 - 9, 1991

Prof. Julian Dauvies,

Institut Pasteur, Dept. Biotechnologies;

25, rue du Dr. Roux, 75724 Paris Cedes 15, France
Deadline for applications: May 1, 1991
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KOMUNIKAT KOMISJI
StOWNICTWA BIOCHEMICZNEGO

W piSmiennictwie pojawia sie state wiele
nowych nazw i poje¢. Skionito to Komisje
Stownictwa Biochemicznego do przygotowa-
nia ,,Leksykonu nowych terminéw biochemi-
cznych”, w ktorych obok nazw polskich
podaje sie oryginalne terminy w brzmieniu
angielskim, definicje oraz odnosniki do pis-
miennictwa. Taki leksykon ukazuje sie sys-
tematycznie w ,,Biochemical Education”
I jest bardzo pomocny w opracowaniu stow-
nika polskiego. Definicje haset noszg niejed-
nokrotnie charakter roboczy. Wydaje siejed-
nak pozyteczne opublikowanie Leksykonu
w obecnej formie, przewidujgc mozliwe uzu-
petnienia i korekty. Zachecamy Czytelnikow
do udziatu w kompletowaniu naszego Lek-
sykonu przez proponowanie haset z wiasnej
dziedziny badan.

Pierwsza czes¢ Leksykonu obejmujaca has-

ta od litery ado 1, ukaze sigjako suplement do
zeszytu 3-4, tomu 36, 1990.

Aby zaprenumerowac kazu

docierajgcy do

%%"‘ %’
- //// /4// ////

et ORDER
WL <11l FORM

‘)’Advvqnces in Blochemlstry

ISSN 0032-5422
Please enter my subscription for 1991 at:
|:| institutional rate US$ 60 or personal rate
US$ 30 (including postage and handling)

|:| | enclose my cheque (bank draft) for
Uss.........
| am interested in receiving further infor-

I:I mation (a free sample) copy of ,Postepy
Biochemii"

NAME: .....

ADDRESS:

POSTAL CODE............. DATE

Cheques should be made payable or remittance
transferred to:

Polish Biochemical Society
16 Freta Street, 00-227 Warszawa
Bank Handlowy, PBK XII I/O Warszawa
370044 -1225-139 - 11

Send orders to:
Polish Biochemical Society
16 Freta Street
00-227 Warszawa
Poland

> £ -

Prenumerata Kkrajo-
indywidualna:

, Postepy Biochemii”
w 1991 r. nalezy wpta-
ci¢ odpowiednig kwote
na konto bankowe wy-
dawcy (Polskiego To-
warzystwa Biochemi-
cznego) za pomocy
przekazu zamieszczo-
nego na odwrocie. Za-
moéwione egzemplarze
bedziemy wysyta¢ po-
czta na adres podany
nam na przekazie. Po-
niewaz odcinek prze-

nas jest jednoczes$nie wa

zamowieniem, prosimy
o bardzo wyrazne
napisanie imienia, na-
zwiska (lub nazwy in-
stytucji) i dokladnego
adresu razem z kodem
pocztowym (DRUKO-
WANYMI LITERAMI)
na wszystkich trzech
odcinkach przekazu.
Prenumerata krajo-
wa dla instytucji:
180 000 z.
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80 000 zk (50% znizki
dla cztonkow Polskie-
go Towarzystwa Bio-
chemicznego).
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EUROPEAN TISSUE
CULTURE SOCIETY

39th Annual Meeting
Krakow 16-19 September 1991

Location:
Academy of Physical Education,
Krakéw, Al. Planu 6-letniego 62a.

Further information:
Dr M. Stomczyriska (Secretary)
Jaglellonian University

Telephone: 48-12 336377 ext. 445
Fax: 48-12-340785

Institute of Zoology Tix: 032-22-97 uj pi
Karasia 6

P1-30-060 Krakdw,

POLAND

A number of Luciano Morasca awards are avaiable to cover
travel and all expenses for young ETCS members.
Apply early to the following address:

Telephone: 071-955 4410
Fax: 071-357-7563
(Attention: Dr Wigley,
Anatomy Department)

Dr. C. Wigley (ETCS Secretary)
Davision of Anatomy and Cell Biology
UMDS (Guys Campus)

London Bridge, London SE1 9RT

Please contact the Editors if you wish
to advertise in ,Postepy Biochemii”
the products and services related to
biochemistry, molecular biology and
cell biology.

Odcinek dla posiadacza rachunku

KOMUNIKAT

IX Europejski Kongres Chemii Klinicznej
odbedzie sie w Polsce, w Krakowje
w dniach oa 8 do 14 wrzes$nia 1991 roku

Zainteresowani, ktorzy zgloszq zamiar udziatu
w Kongresie otrzymajg od Organizatorow formularz
rejestracyjny oraz szczeg6towe informacje.

Zamiar udzialu nalezy zgtosi¢ na adres:

Komitet Organizacyjny TX Europejskiego Kongresu
Chemii Klinicznej

31-501 Krakow

ul. Kopernika 15

telefon: 21-38-76, telex: 326269 KDB PL,
telefax: 21-97-86

y Program naukowy Kongresu przewiduje 17 sym-
pozjow w takich tematach jak: lipidy, I|popro.te|n?{,
Sciana naczynia, krwinki i miazdzyca, chemia kli-
niczna w gastrologii, cukrzyca, enzymologia klinicz-
na, biatka, onkologia, %Qs_podarka wodno-elektro-
litowa, immunologia kliniczna i AIDS, wrodzone
defekty metaboliczne, medycyna prewencyjna, po-
rownawcza chemia kliniczna, kontrola jakosci, szy-
bkie testy diagnostyczne, krzepnigcie | fibrynoliza,
przysztos¢ chemii klinicznej, nauczanie biochemii
a Eonadto_takle ter_natK_ja_l . metody analityczne,
bakteriologia, chemia kliniczna Jv epidemiologii,
monitorowanie stezenia lekoéw, endokrynologia,
biochemia pediatryczna, pierwiastki Sladowe, wita-
miny.

KOMITET ORGANIZACYJNY

Wydawca prosi o kontakt tych, ktérzy
chcieliby wykorzysta¢ tamy ,Poste-
pow Biochemii” do reklamowania
swych produktéw i ustug zwigzanych
z biochemig, biologia molekularng
i biologia komorki.

Odcinek dla poczty lub banku

wptacajacy.
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Wskazdowki
dla autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwartalnik
,Postepy Biochemii” publikuje prace przegladowe omawiajgce
biezgce osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze w dziedzinie
biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z historii
biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego, recenzje
nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazdéw, konferencji
i szkot, w ktérych biorg udziat cztonkowie Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii” mogg
mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron tekstu
liczac pismiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tekstu), oraz
krotkich not o najnowszych osiagnieciach i pogladach (do 5 stron
tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistos¢
podawanych informacji oraz poprawnos¢ cytowania piSmiennictwa.
U{'ecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienie
zilustrowane za pomocg tabel, rycin, (wykresy, schematy, reakcje),
wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutow monograficznych na rozdziaty
i podrozdziaty, ktorych rzeczowe tytuty tworzg spis tresci. Zgodnie
z przyjeta konwencja rozdziaty nosza cyfry rzymskie, podrozdziaty
odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1,1-2. Poprawno$¢ logiczna
i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢ i czytelnos¢.
Autorzy przeto winni unikac sktadni obcojezycznej, gwary
laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie tworzonych
skrotow, nawet jezeli bywajg uzywane w pracach specjalistycznych.
Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega ocenie specjalistow
i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega sobie mozliwo$¢
skrocenia tekstu i wprowadzenie zmian nie wptywajacych na tres¢
pracy, deklaruje tez gotowo$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do Redakcji jest rownoznaczne
z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie bylfa i nie bedzie
publikowana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona
w ,,Postepach Biochemii”. Autoréw obowigzuje korekta autorska
szpalt po wstepnym ztozeniu (ze wzgledu na op6znienia publikacji
tomu 36 korekta zostanie zrobiona przez zespdt Redakcji).
W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(jg) wigczy¢ do swego
artykutu ilustracje publikowane przez autoréw prac cytowanych,
nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpowiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujgcych wskazowek
szczegdtowych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jdnostronnie, czcionka
wielkosci standardowej, z podwadjng interlinig, z lewym marginesem
ok. 4 cm z trzydziestoma wierszami na stronie i 60 znakami

w wierszu (litery + odstep), odstepy pomiedzy wyrazami powinny
odpowiadac jednemu znakowi (nie réwnac¢ do prawego marginesu).
W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen, ani
rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru
czcionki drukarskiej mogg Autorzy zaznaczy¢ otéwkiem na
marginesach maszynopisu. W przypadku stosowania w tekscie liter
alfabetu greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otdwkiem ich
fonetyczne brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, zawiera
imiona i nazwisko (a) autora(ow), nazwy, adresy wraz z numerem

XXVII Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

odbedzie sie w dniach 18-20 wrzesnia 1991 roku

W programie naukowym Zjazdu przewidujemy referaty plenarne
i sympozjalne wygtoszone przez zaproszonych gosci oraz prezen-
tacje doniesien w nastepujgcych sympozjach tematycznych:

1. Molekularna regulacja proceséw wzrostu i réznicowania ko-
morek somatycznych — organizuje prof. dr hab. Danuta
Rozynkowa,

2. Procesy biotechnologiczne w produkcji zywnosci i ochronie
Srodowiska — organizuje prof. dr hab. Andrzej Leonowicz,

telefonu zaktadoéw (w jezyku polskim i angielskim), w ktdrych
pracujg autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu i ewentualnie
fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu w jezyku polskim

i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu — liczbe tabel, rycin,
wzoréw i fotografii oraz skrot tytutu pracy (do 25 znakdéw).

Strona I(tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut pracy
w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez w obu
jezykach, tytut naukowy kazdego z autoréw i ich miejsce pracy

z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrotow.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
pismiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw

1 fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz piSmiennictwa obejmuje prace

w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9, -26],
Odnosniki bibliograficzne, poczynajac od tomu 36 (1991) bedg mie¢
nowg uproszczong forme. Sposob cytowania czasopism (1),
monografii (2), rozdziatow z ksigzek jednotomowych (3),
rozdziatdw z tomow serii opracowanej przez tych samych
redaktorow (4), rozdziatdw z tomoéw serii opracowanych przez
réznych redaktoréw (5) wskazujg ponizej podane przyktady:

1 Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic
Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. Norbeth 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 29B. Elsevier, North-Holland
Amsterdam, str 1-77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) Research
Monographs in Cell and Tissue Physiology, t 7.
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str 243-272

ILUSTRACJE: Ryciny winny by¢ gotowe do reprodukcji.
Fotografie czarno-biate (kontrastowe) powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tuszem na
biatym papierze lub kalce technicznej. Wskazane jest, aby ryciny
byty dwukrotnie wieksze od przysztej reprodukcji, tj. w skali 2:1.
Cyfry i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie
mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykresdw winny by¢
opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmie wydawca. llustracji nie nalezy wigczac¢
w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac: tabele

i ryciny noszg cyfry arabskie, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce
umieszczenia tabeli, ryciny, czy wzoru. Tabele odpowiednio
porubrykowane, winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem
1ewentualnie takze niezbgednymi objasnieniami. Stowne objasnienia
znakéw graficznych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycina,
rysunkowe za$ jedynie na planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin
sporzadza sie w postaci oddzielnego wykazu. Ilustracje nalezy
podpisa¢ nazwiskiem pierwszego z autoréw i pierwszym stowem
tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,,géra-dot” (otéwkiem, na odwrocie). Ze
wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ artgku%u wskazane jest
konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie
danych z pismiennictwa.

Maszynopis i zatgczniki (w dwu egzemplarzach), wiasciwie
zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie transportu, nalezy
przesta¢ na adres:

Redakcja Kwartalnika ,,Postepy Biochemii”

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, PAN
ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa

3. Toksyczne oddziatywanie czynnikéw $rodowiska na organiz-
my zywe — organizuje doc. dr hab. Zofia Tynecka,

4. t-RNA i syntetazy aminoacylo-t RNA — organizuje prof. dr
hab. Tomasz Borkowski.

Zapraszamy do udziatu w Zjezdzie i towarzyszacych imprezach
(spotkanie towarzyskie i wycieczki) cztonkéw i sympatykéw
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Do zobaczenia w Lublinie

Komitet Organizacyjny Zjazdu
Zaktad Chemii hizj. AM,

ul. Lubartowska 85 20-123 Lublin

tel. 77-49-48



many Polish biochemis
molecular biologists
and medical doctors.

Looking for a post-doctoral fellow?
Looking for ajob?

We will publish

your advertisement!

(Advertisements up to 300 letters
are free in 1991).

Szukasz pracy? Szukasz pracownika?

Zamiescimy Twoje ogt
20 pierwszych ogtoszen
bedzie w 1991 roku bez
Dziat Ogtoszen
,Postepow Biochemii"
moze posredniczycC

w wymianie informacji
gdy osoba ogtaszajgca sie
saeenzachowac incognito.
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