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1. WSTE

1.1. Niedokrwienie i niedotlenienie a biosyntezs bialka

w mézgu

Powszechnie wiadomo, Ze o8rodkowy uklad nerwowy cha-
rakteryzuje sie wyjgqtkowg wrazliwoscig na towarzyszgce
niedotlenieniu bgdz niedokrwieniu obniZenie stanu energe-
tycznego jego tkanek. Fakt, 2e procesem o podstawowym zna-
czeniu dls zachowania struktury i funkcji, sa jednoczes-
nie wysoce zaleznym od energii jest biosyntezs bialek,
zwr6cil uwage szeregu badaczy na mozliwos¢ udzialu jej za-
burzeh w patomechanifmie uszkodzeA wywolanych niedotle-
nieniem i niedokrwieniem. Zgodnie z tym zatoieniem wyka-
zano, 2e obnizenie aktywnodci biosyntezy biaiek jest ce-
chg wspdélng dlas takich stanéw mézgu jak: calkowite bgds
cze8ciowe niedotlenienie /Sanders i wsp.1965, Albrecht
1972, Yanagihara 1972, 1973, 1975/, niedokrwienie /Klei-
hues .i Hossman 1971, Albrecht 1972, Albrecht i wsp.1972,
Wasterlain 1974, Morrell 1977/, niedotlenienie skojarzone
z niedokrwieniem /Yap i Spector 1965, Albrecht 1972, Al-
brecht i wsp. 1972/, zatrucie tlenkiem wegla /Albrecht
1973/, c2y tez asfiksjas okoloporodowa /Holstein i Myers
1971/. To obnizenie obejmuje wszystkie typy komérek osrod-
kowego uktadu nerwowego, chociaz obserwowano pewne réznice
ilosciowe w reakcji komérek nerwowych i glejowych oraz od-

rebnosci w dynamice powrotu zaburzonych proceséw do normy



/Bloemstrand 1970, Albrecht i Smialek 1975, Ysnagihara
1976a/.

Zahamowanie biosyntezy biatek w warunkach niedotle-
nienis i niedokrwienias z reguty wigze sie¢ ze spadkiem za-
wartosdci polirybosoméw /Kleihues i Hossman 1971,Hartmenn
1 Becker 1973, Albrecht 1973, 1974, Metter i Yanagihars
1974, Yanagihars 1976 a, Westerlain 1977/. Fakt ten wska-
zuje na szczegbdélng wrazliwosé ktoéregos z procesd/w zwigza-
nych z tworzeniem sig¢ kompleksu inicjujacego,wigkszg niz
semego procesu wydluzsnis /elongacji/ tshcucha polipepty-
dowego. Wnioskowanie takie jest zgodne z ustalenismi Nol-
la /1969/ ktéry wykazal, 2e inicjscjs biosyntezy bialka
wymaga wyzszej energii aktywacji niz synteza wigzah pepty-
dowych 1 elongacja tancucha,przez co szybciej ulegas zaha-
mowaniu w warunkach niedoboru energetycznego. Bardziej
bezposrednie dowody rozprzeienis inicjecji i elongacji w
tych warunkach uzyskeno dotychczas w kilku jedynie przy-
padkach. Doswiadczenia wiasne wykazaly, Ze ostre zatrucie
tlenkiem weg u szczura powoduje spadek zswartosci po-
lirybosoméw w mbézgu, natomiast pozostaje bez wplywu na
2zdolnosé zachowanych polirybosoméw do wiaczania sminokwa-
su do bialek in vivo orez in vitro /Albrecht 1973/. Cooper
i wsp. /1977/ stwierdzili, Ze zdolno4é do syntezy bialkas
preparatéw polirybosomalnych z mézgu szczura poddanego
catkowitemu niedokrwieniu nie ulegs obniZeniu pod wplywem
inhibitors inicjacji-kwesu poliinozylowego; inhibitor ten

natomiast znacznie hamuje asktywnosé preparatéw kontrolnych.



Podobng zeleznodé zaobserwowall ostatnio Morimoto i wsp.
/1976/ w stosunku do preparatéw z mbdézgu krdlika poddanego
krotkotrwatej anoksji, przy uzyciu innego inhibitora ini-
cjacji - kwasu aurynotréjkarboksylowego. Przytoczone po-
wyzej wyniki wskazujg na stosunkowo mniejszy wpiyw niedo-
tlenienia 1 niedokrwienias ns zdolnosé¢ elongacyjng poliry-
bosoméw, niz na sam proces ich tworzenia. Warto nadmienié,
%2e podobnie wybiodrcze zshamowasnie inicjacji zaobserwowali

Cajone i wsp. /197 w niedokrwionej watrobie.

1.2. Zwigzek zaburzehA biosyntezy biatka z metabolizmem RNA

ile fakt wzglednie wysokiej wrazliwosci inicjacji
biosyntezy biatka w mézgu n niedobdér energetyczny moina
uznaé¢ za udowodniony, o tyle brak w pismiennictwie danych
na temat zachowania si¢ w tych warunkach poszczegdlnych re-
akcji sktadajgcych sie na synteze czynnego polirybosomu.
Oczywista zaleznosé aktywnosci 1gczenia sie rybosoméw =z
informacyjnym RNA /mRNA/ w polirybosomy od poziomu RNA w
komérce, uzassdnita przyjecie hipotezy roboczej, z2e w kté-
rym$8 stadium niedotlenienia lub niedokrwienia dochodzi do
zaburzeh w syntezie RNA lub jego transporcie z jadra do
cytoplazmy, a w efekcie do polirybosomow. Za siusznoscig
takiego rozumowania przemawials analiza wynikéw wiasnych
badan w modelu ostrego zatrucia tlenkiem wegla. Jak przed-
stawiono w tabeli 1, dezagregacji polirybosoméw towarzyszy-

10 w tych warunkach znaczne obnizenie ich znakowania



in v vo radiosktywnym ortofosforsnem, co interpretowano
Jako wyraz spadku wigczanis nowozsyntetyzowasnego RNA do
frakcji polirybosomalnej. Inne badanis w tym ssmym modelu
wykazaly obnizenie wbudowywania przyzyciowo podawanej
H-urydyny do RNA cytoplazmatycznego /Albrecht, 1976/.

Dla wyjassnienis spadku zawartosci polirybosoméw w
mézgu mozna byito réwniei przyjaé hipotez¢ slternatywns,
zakladajgcg wzmozong degradacje mKNA-wolnego bgdzi zwig-
zanego z polirybosomami. Moglo to byé nastepstwem aktywae-
cji rybonukleaz 1lub zwigkszenis wrazliwosci RNA na ich
dziastanie. W dalszych badeniach wykazano, Z2e w warunkach
ostrego zatrucia tlenkiem wegla dochodzi do niewielkiego,
przejsciowego wzrostu sktywnoSci rybonukleazy zasadowe]j w
mczgu /Albrecht 19778/, sczkolwiek brak jest danych $wiad-
czgcych o tym, 2e stan ten pociggs za sobg istotne zmiany
w jakosci R A w cytoplazmie i polirybosomach.Morrell /
zgobserwowal, 2e polirybosomy mézgu chomiks mongolskiego
poddanego niedokrwieniu sg 100-krotnie wraszliwsze na
dziatanie podanej in vitro rybonukleszy z trzustki niz po-
lirybosomy kontrolne. Jak dotychczas brak w pismiennictwie
bardziej szczegdétowych danych na temat degradacji RNA w wa-
runkach niedotlenienia i niedokrwienis. Warto jednakze
wspomnieé, 2e Roberts i Morelos / zwrécili uwage na
wystepowanie korelacji pomiedzy rozpadem polirybosoméw a
aktywacjg rybonukleazy zasadowej w mbézgu w warunkach dos-

wiadczalnej hiperfenyloalsninemii.



1 Wybor metody badenis metabolizmu RNA w mdzgu

Sledzenie syntezy i1 przemisn RNA oparte jest na wig-

czaniu doA promieniotwérczych prekursoréw - gidwnie nu-
kleozydow lub nieorganicznego ortofosforanu, co w przypad-

ku mézgu wigze sie¢ z problemem ich podawania. W dotychcza-

Tabela 1

W lyw ostrego zatrucis tlenkiem wegla na wlgczanie in vivo

Se-selenometioniny orez - r-nieorganicznego ortofosfora-
nu do polirybosomdéw mézgu szczura oraz na stopieA agrega-
cJji polirybosoméw /Albrecht, 1973/

Radiosktywnos$é polirybo- | Procentows
Grupa zwierzgt zawartosé po-
soméw /imp/min/Ayqn np/ | Tirybosomow
w preparacie

7536 rybosomalnym
Kontrolna 2731%-2320/5/%| 422%97/5/ | 59,7t 0,5/7/
Dosdwiadczalna 2817% 298/5/ 190t 67/5/ 52,9%0,1/5/

p >0,05 ** p< 0,01 | p< 0,001

Zwigzki promieniotwércze podawsno domdzgowo.

Wartoéci Srednie- odchylenis standardowe. W nawiasach -
liczba doswiadczen.

Oznaczano przy uzyciu testu t Studenta.

sowych badaniach, wigcznie ze wspomnianymi badsniami wlas-
nymi, stosowano podawanie przyiyciowe - bezposrednio do
mézgu, bgdz poprzez uklad krwionodny /Vesco i Guiditta 1967,
Campagnoni i wsp. 1971, Oravec 1973, Kanig 1974, Yu i Gorb-
man 1978/. Przydatnos$é metody przyzyciowej do bardziej



szczegbtrowych badan nad metabolizmem RNA w mézgu jest jed-
nak z szeregu powodow ogreniczona, 8 uzyskane przy jej u-
¢yciu wyniki wymagajq ostroznej interpretacji. Prekursory

cherakteryzujgq sie¢ stabym przechodzeniem przy bariere
krew-mézg, co utrudnis ich wydajne wbudowywanie do szybko
metabolizujgcego sie RNA, 8 zwiaeszczs mRNA. W przypadku
stosunkowo efektywnego podawanias dokomorowego problemem
jest nierdéwnomiernas dyfuzjs prekursorow, co uniemozliwia
réwnocenne ich wigczenie do RNA w roznych strukturach czy
te2 typach komorek /Altman i Chorover 1963, Berthold i Lim
1976 a,b,Yu i Gorbman 1978/.

¥ Swietle powyzszych zastrzezen wiele asrgumentéw prze-

mawis za stosowsniem metody wigczenie rediosktywnych  pre-
kursoréw in vitro do skreswkow mézgu. Ominiecie bariery
krew-m6zg pozwala z8tozyé wyd niejsze przechodzenie nu-
kleozydéw do tkanek mézgu, & ponadto, jek wykazsl Yanagi-
her /1973/ ©badaniach nad wigczaniem radiosktywnych a-
minokwaséw do bialek mézgu, zastosowanie skrawkéw tkanko-
wych o odpowiedniej grubosci /300-40 / oraz sterennie do-
branych warubhkéw inkubacji zepewnis znaczng integralnosé
tkanek oraz ich stosunkowo diugg zZywotnosé. W uktadzie o-
pracowanym przez Ysnagihare /197 skrawki mézgu wigcza-
1y H-urydyne do RNA z niezmienng wydajnoscig przez okres
2 godz. Powyzsze argumenty zadecydowsly o zastosowaniu w
niniejszej pracy metody wlaczanis radiosktywnych prekurso-
row do RNA w skrawkach mézgu jako podstawowego n

badawczego.
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1.4, Eryteria identyfikacji mRNA znakowanych radiosktyw-

nymi prekursorami

Z szeregu prac wisdomo, 2e w mézgu wbudowywanie radio-
aktywnych prekursoréw do RNA frakcji cytoplaszmstycznej lub
polirybosomalnej przebiega w dwéch fazach., Krétko po ich
podaniu /do okolo 60 min/, radiosktywno§é wykrywsna jest
przede wszystkim w nierybosomalnym RNA, podczas gdy wiagcza-
nie do RNA rybosomalnego /rRNA/ o stalych sedymentacji 28S
i 18S obserwuje si¢ w okresie péiniejszym. Prawidiowosé ta
wystepuje niezaleznie od drogi podsnias prekursora /Vesco
i Guiditta 1967, Campegnoni i wsp. 1971, Orasvec 1973, De
Guglielmone i Duvilansky 1977/, w zwigzku z czym, wobec
braku innych kryteriéw, do niedawna na tej podstawie utoz-
samieno mRNA z klssg heterogennych, szybko znakujgcych sie
RNA.

W ostetnich latach wykazano, Ze wig¢kszosé eukarionty-
cznych mRNA zswiera przyaczony kowslencyjnie do 3 “konca
fragment poliasdenylowy /poli/A// o dlugosdci okolo 200 nu-
kleotydow /Brawerman 1974, Perry 1976/. RNA zawierajgcy po-
1i/A/ /poli/a/* RNA/ wystepuje réwniez w mézgu /De Larco
i wsp. 1972, 1975 e,b, Bantle i Hahn 1976/ gdzie jego syn-
tez¢ z udziatem radiocsktywnych prekursoréw udslo sie prze-
$8ledzié¢ w warunkach in vivo /De Larco i Guroff 1972, Bon-
dy i wsp. 1977/ orez in vitro /De Larco i Guroff 1972,
Banks i Johnson 1973/. Polirybosomalny poli/A/* KNA charak-

teryzuje sie¢ duiza heterogennoscig, przy przewadze skladni-



kéw o statej sedymentacji bliskiej 18S /Mahony i Brown
1975, Heikkils i Brown 1977/, w8réd ktérych wyrézniono
mRNA kodujgcy tubuline /Gilmore-Hebert i Heywood 1976/.
Obecnos¢ fragmentéw poli/A/ znacznie ulatwia identyfikacje
poli/A/YmRNA, ktére mozna wyodrebnié metodg chromstografii
powinowactwa /affinity chromatography/ nas oligo/dT/-ce-
lulozie /Aviv 1 Leder 1972, Schechter, 1973/, poli/U/-Se-
pharozie /Molloyi wsp. 1974, Moore i wsp. 1977/, lub ns
saczkech miliporowych /Brawermsn i wsp. 1971, Lee i wsp.
1971/. Te sesme metody stosuje sie¢ do rozdzielanis hetero-
gennego jadrowego RNA /hnRNA/ zawiersjgcego fragmenty
poli/a/.

Jak dotychczss nie oprsascowano jednoznacznego kryterium
identyfikscji mRNA nie zawielrajgcych fragmentu poli/A/
/poliA/ RNA/, ktérych wystepowsnie w wielu tkankach udowo-
dniono na podstawie badah ich sktywnosci matrycowej w syn-
tezie bistks /Milcarek i wsp. 1974, Nemer i wsp. 1974,
Sierra i wsp. 1976, Sonenshein i wsp. 1976/. Jedynymi dob-
rze rozpoznanymi mRNA tej klasy s RNA kodujgce histony
/Adesnik i Darnell 1972/. Badah nad poli/A/ mRNA w mbézgu

dotychczas nie prowadzono.



2. CEL PRACY

Uwzgledniajgc oméwione we wstepie przestanki, w ni-
Jjszej pracy podjeto prébe uzyskanis odpowiedzi na pyta-
ie, czy 1 w jakim stopniu zmiany w biosyntezie bialek w
towarzyszgce réznym okresom niedotlenienis i niedo-
rwienia zwigzane sg z zaburzeniami metabolizmu RNA, a
wiaszcza mRNA. W8rod elementéw metabolizmu RNA uwzglednio-
jego synte w jgdrach komérkowych, transport z Jjader
cytoplazmy i polirybosoméw oraz degradacje w réinych
‘rakcjach podkomorkowych. W badaniach posiuzono si¢ ukladem
oswiadczalnym, w ktérym wbudowywenie radiosktywnych  pre-
ursoréw do RNA prowadzono in vitro ns skrawkach mézgu. ce-
tie przydatnosci tego ukladu do wybidérczej analizy metabo-
izmu mRNA poswiecono osobny rozdzi  pracy.

Z przyczyn przytoczonych ponizej, szczegbdlng uwage
wrécono na zachowanie sie poli/A/ RNA or proces po-
iadenylacji RNA w jgdrze Jsak podkreslono we wstepie, zna-
izna cze8¢ dotychczas zidentyfikowanych mRNA posiada reszty
oli denylowe. Swietle najnowszych danych wydaje sie, Ze
otgczenie do prekursoréw mRNA w jadrze fragmenté4w poli/A

diugosci conajmniej 200 nukleotydéw jest warunkiem konie-

znym dle wytransportowania poli/A/*mRNA z jgdra do cytopla-
my /Darnell i wsp. 1973, Jelinek i wsp. 1973, Sawicki i
i8pe 1977/. Chociaz funkcja reszt poli/A/ w mRNA w cytopla-

mie nie jest jeszcze dokladnie znana, istniejg dane wskazu-

jgce na ich dzialanie stabilizujgce mRNA i chronigce Je
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przed dzialaniem rybonukleaz /Huez i wsp.,1974, Marba
WSp. Willismson i wsp., 1974, Nudel i wsp. 1976
Zaobserwowano réwniez, 2e poli/A;, RNA tatwiej 1gczy sie
z rybosomami niz poli/A/ RNA /Numer i wsp. 1975/ co ms
zgpewne zwigzek ze szczegélnym powinowactwem reszt polia-
denylowych do niektérych bisitek bedgcych skladnikami komp
lekséw mRNA-bistko /mRNP/ w cytoplazmie i polirybosomach
/Blobel 1973, Cardelli i Pitot 1977, Jeffery 1977/. Fakt,
ze jedno z tych bislek posiada jednoczesnie wiasnosci czyn-
nika inicjujgcego przytaczajgcego F-met tRNA® /formylo-
metionylo tRNA® do rybosoméw /Hellerman i Shafritz 1975/
pozwala przypuszczaé, 2e fragmenty poli/A/ mogg byé zaanga
Zowane posrednio w proces inicjacji

W koAcowym fragmencie pracy, w oparciu o spostrzeze-
nia wiassne orsz wyniki badah przeprowsdzonych przez innych
autoréw, poruszono zagadnienie udziaslu zaburzen metaboliz-
mu RNA w patomechanizmie uszkodzen towsrzyszgcych réznym
fazom niedotlenienia i niedokrwienia. Postawiono hipotezeg,
2e wystgpienie tych zsburzen moze by¢ czynnikiem warunkujg-
cym nieodwracalnos8é zmisn metabolicznych w mézgu bgdz tez
opéznienie ich restytucji w stosunku do czasu dzislanis

czynnika uszkadzsjgcego.
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3. MATERIAL I METODY
3.1. Model

Niedotlenienie wywoiywano in vitro na skrawkach mézgu
kré6lika metodg opisang przez Yasnagihare /1973/. Kr6liki
biate o ciezsarze ciata 2, -3 g poddewano lekkiej narkozie
barbiturancwej, a nastepnie perfundowano lodowatym piynem
Ringera przez lewq komore serca. Mbézg natychmiast po wyje
ciu z jamy czaszki umieszczano w 1tazni lodowej. Po odpre-
parowaniu mé2dzku, pnis i miedzymézgowia, pdixule mozgu
skrawano osobno na aspsracie do skrawenia tkanek wediug
McIlwaina ustawionym na grubosé skrawkéw O,3 mm. Skrawki
0 ciezarze okoio 4 g przenoszono do 125 kolbki Erlen-
meyera z ujsciem, zawierajgcej 15 ml roztworu inkubacyjne-
g0 o nastepujgcym skiedzie: 38 m bufor Tris-HCl,pH 7,4,2 mM
bufor sodowo~fosforasnowy, pH 7,4,5 mM C1,100 mM C1,100 mM
NeCl,1 mM MgCl , 1,8 mM CaC oraz 10 mi glukoza. Kolbke
zamykano korkiem z rurksg szklang, stanowigcg wlot d gazu

mieszanine preinkubowano przez 15 min. w 5700 w tazni o-
brotowej przy 140 obr./min. oraz przy stalym przepiywie
100% O2 /8zybkoédé przepiywu: 0,75 1/min/kolbke/. Niedotle-
nienie wywolywano przepuszczajac przez roztwér ze skrawka-
mi 100% N w sposéb identyczny jek 02. Celem szybkiego wy-
sycenia gazem, rurke¢ doprowadzajaca zanurzano w roztworze
na okres plerwszych 2 min. Skrawki poddawano niedotlenie-

niu przez réine okresy czasu - do 30 min., Celem ujednolice-
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nia catkowitego czasu trwania inkubacji do min., przy-
jeto nastepujgcy schemat przepuszczania gazéw:

dla 10 min niedotlenienia - 20 min O + 10

dla 15 niedotlenienia - min O + 15 min

dla 20 min niedotlenienis - 10 min G~+ 20 min

dla 30 min niedotlenienia - 30 min N

dla kontroli 30 min O
Celem zminimalizowania wpiywu bieddéw metody, kazdej inkuba-
cji w warunkach niedotlenienia towsrzyszyia réwnolegia in-

kubacja kontrolna.

3.2. Model niedokrwienia

Badani nad ni okrwieniem przeprowadzano na chomikach
mongolskich /Meriones unguiculatus/o ciezarze ciala 60-70g.
Jednostronne niedoxrwienie mézgu wywolywano przez podwig-
zanie tetnicy szyjnej wspélnej prawej /Levine i Payan 1966,
Yanagihara 1978/, na okres lub 6 godzin.,

Do badsn nad metabolizmem RNA uiyto wylgcznie mozgi
tych zwierzqt, ktére charakteryzowaly sie¢ klinicznymi obja-
wami szybko postepujqcego niedokrwienias mézgu, Swiadczgcymi
0 wystepowaniu w nich anatomicznej anomalii pierscienia te-
tniczego mézgu uposledzajacej krgzenie oboczne /Levine i
Spohn, 1975/ W&sr6d objawoéw zwracano uwage na ruchy rota-
cyjne zwierzat, najczesciej w kierunku zgodnym z ruchem
wskazdwek zegara, skret szyi lub tulowia w tym samym kie-

runku, niepokdj ruchowy, porazenie polowiczne lewostronne,
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napady drgawkowe oraz obnizong odpowiedi nas bodice zewne-
trzne /Yanagi 19788/. Zwierzeta objawowe stanowilty ok,
35% catej przebadanej populacji. Doswiadczenias ns pdiku-
lach niedokrwionych /prawych/ oraz kontrolnych /lewych/
przeprowadzano réwnolegle. Mézgdéw nie perfundowano. Tkanke

skrawano identycznie jak u krélika.

3 Wigczanie radioaktywnych prekursorow do RNA

Skrawki pétkul mozgu kréliks lub chomik o grubosci
0,35 inkubowano w srodowisku identycznym do tego, w
ktérym wywolywano niedotlenienie /rozdz. 3 przy sta-
tym przepiywie tlenu w obecnosci 2 iCi 2- H-urydyny /25
Ci/mnol/ lub 400 uCi 2- H-adenozyny /21,5 Ci/mmol/, oba
preparaty z firmy Amersham, Searle. W przypadku mézgu kré-
lika, skrawki pochodzgce z jednej pdéizuli inkubowano w
ml roztworu, natomiast skrawki z czterech pdéikul mézgu
chomika zawieszano w 10 ml roztworu. Skrawki mézgu krdlika
po niedotlenieniu i/lub natlenieniu /rozdz. 3.1./ odsgcza-
no na sitach nylonowych, & nastepnie zawieszano w Swiezym
roztworze inkubacyjnym z prekursorem. O ile w tekscie nie
zaznaczono inaczej, inkubacje prowadzono przez okres

60 min.

b) Otrzymywasnie frakcji podkomérkowych

Skrawki po inkubacji odwirowywsno w wiréwce wolnoob-

rotowej /500xg/. Frakcje polirybosoméw wolnych orsz zwig-
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nych z szorstkg siatkg Srédplazmatyczng izolowano niezna-
cznie zmodyfikowana metodg Cardelli’ego i wsp. /1976/
Skrawki homogenizowano w 5 objetosciach 0,44 M sachsarozy
w buforze TKM /50 mM Tris-HCl,pH 7,4, 25 mi KCl,7,5 mM

w homogenizatorze szklanym z tiokiem teflonowym, a
nastepnie homogenat wirowano przez 10 min przy 11400xg
w wiréwce Beckmana J-21. Uzyskang frakcje¢ postmitochond-
rialng doprowadzsno 2,0 M sacharozg w buforze TKM do konco-
wego stezenia sacharozy 1,2 M i nskiadsno na 10 ml 2,0 M
sscharozy takze w buforze TKM. Probdéwke wypeiniano przez
nalozenie warstwy O,44 M sacharozy w buforze TKM i niecig-
81y gradient wirowano przez 3 godz. przy 214000x w
ultrawirowce Beckmsna przy uzyciu giowicy 70 Ti. Blony
szorstkiej siatki z polirybosomami zwigzasnymi izolowano 2z
interfazy pomiedzy 1,2 a 2,0 M sacharozg, natomiast poli-
rybosomy wolne znajdowaly sie¢ na dnie probdéwki. Osad po-
lirybosomalny zawieszano w O,44 M sacharozie w buforze TKi,
a do odsgczonej frakcji bionowej dodawasno 300 ug albuminy
krwi bydlecej oraz réwng objetosé 10% kwasu tréjchloroocto-
wego /

Frakcje¢ Jjadrowg uzyskiwano z osadu po pierwszym wiro-
waniu homogenatu. Osad zawieszano w 20 ml 2,0 M sacharozy
zawierajgcej 1 M MgCl ,pH 6,5. Zswiesine nakladsno na 1
tego samego roztworu sacharozy i gradient wirowano przez
75 min przy 56000xgé“ w giowicy SW 27 w wiréwce Beckmans.
Cz¢s8¢ osadu zachowywano do ekstrakcji RNA, a reszte zawie-
szano w 0,25 M sacharozie zawierajgcej 1 mM MgCl i trakto-
wano réwng objetoscig 10% TCA.
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Catkowityg frakcje polirybosomalng, zawierajgcg poli-
rybosomy zaréwno wolne Jjak i zwigzane uprzednio z bionsami,
otrzymywano metodg opisana przez Bantlea i Hahna /1976/.
Skrawki homogenizowano w 5 objetosciach 5% sacharozy w bu-
forze P /50mM ris-HCl, pH 7,4,250 mM KC1l,10 mM MgCl za-
wierajgcym 10ug/ml siarczanu poliwinylu oraz 0,1% Triton
X-100. Homogenat wirowano przez 10 min przy 3000x y 8
nadsgcz wirowasno powtérnie przez 10 min. przy
Nadsgcz po drugim wirowaniu /20 ml/ nakiadano na 10 ml 20%
sacharozy w buforze P nie zawierajgcym Tritonu X-100. Po-

lirybosomy osadzeno przy 9OOOOxgér przez 110 min.

Izolacja ‘RNA z jgder komorkowych, polirybosoméw
i cytoplazmy.

Jadrowy izolowano metodg ekstrakcji gorgcym feno-
lem wediug Edmonds i Casrameli /1969/. Jgdras komdérkowe za-
wieszano w kwasnym buforze do ekstrakcji KBE /50 mM
CH COONa pH 5,2,100 mM NaCl,5 mM EDTA/ i zawiesine uzupel-
nisno 5% SDS do kohcowego steienia 0,5% Do zawiesiny do-
dawano nastepnie réwng objetosé fenolu nasyconego buforem
EBE 1 mieszaning¢ wytrzgssno przez 15 min. w temperaturze
pokojowej oraz przez 6 min. w 6 a nastepnie chiodzono
w lodzie i wirowsno przez 10 min. w Po wirowaniu
faz¢ wodng odpipetowywano do oddzielnych naczyh, a faze fe-
nolowg i interfaz¢ przemywano buforem KBE, wytrzgsajac

przez 7 min. w temperaturze pokojowej. Potaczone fazy wod-
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ne z 2 wirowa ekstrahowano jeszcze dwukrotnie fenolem na
syconym buforem XBE, a nastepnie trzykrotnie piecioma ob-
Jetosciami eteru. RNA wytrgcano z ostatecznej fazy wodnej
dwiema objetosciami 96% etanolu w - 20°c przez noc i osad
przemywano trzykrotnie zimnym 67% etanolem. Ostateczny o-
sad rozpuszczano w 10 mM buforze Tris-HCl,pH 7,4, zawiera-
jgcym 100 mM NaCl oraz 100ug/ml DN- y wolnej od rybonu-
kle z /Vorthington/ i roztwédr inzubowano w 37°C przez
min., a nastepnie ekstrahowano 1 objetoscig zimnego chlo-
roformu. Oczyszczone RNA ponownie wytrgcano z fazy wodnej
2 objetosciami 96% etanolu.

Polirybosomalny RNA izolowano przy uzyciu techniki

chloroformowo-fenolowej opisanej przez Perry ego i wsp

1972 Polirybosomy zawieszano w buforze NETS /10 mM
Tris-HCl,pH 7,4,1 md4 EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% SDS/i wy-
trzasano przez 10 min. w temperaturze pokojowej z 1,5 ob-
jetosci mieszaniny fenolu z chloroformem /1:1/ nasyconej
0,01 M buforem octanowym, pH 6,0, zawierajacym 100 mM
NaCl i 1 mM EDTA. Dalsze etapy izolacji przebiegaly podob-
nie jak w przypadku RNA jadrowego, z tym.tylko Ze: 1-inter-
fazy przemywano buforem NETS, 2-dalsze ekstrakcje przepro-
wadzano mieszaning fenol:chloroform /1:1/ oraz 3-pominieto
etap inkubacji z DN-azj.

Cytoplazmatyczny RNA ekstrahowano z frakcji postmito-
chondriaslnej po wirowaniu homogenatu przez 20 min. przy
11400xgér W Sposob identyczny jak RNA polirybosomalny.
Szklo uzywane do ekstrakcji RNA sterylizowano w autoklawie

po uprzednim przemyciu 0,2% roztworem dwuetylopiroweglanu.
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3.6, Chromatografias kolumnowa na o0ligo/dT/ celulozie

Rozdzial RNA na poli/A/ RNA i poli/A NA ne kolum-
nach z oligo/dT/celulozg prowadzono w sposéb standardowy
/Aviv 1 Leder 1972, De Larco i Guroff 1972/. RNA rozpusz-
czgno w 0,01 M buforze Tris-HCl ,pH 7,2, zawierajgcym 0,5
M Cl /bufor K/ i prébki o zawartosci RNA nie wyZszej niz

3,0 jednostxki kolumny, sporzgdzone =z

26 mm
pipet Pasteura, zawierajace 200 mg oligo/dT/celulozy u-
przednio przemytej kilkunastoma objetosciami tego samego
buforu. Poli/A/ RNA wymywano z kolumny buforem K do momen-
tu kiedy radioaktywnosé oraz gestosé optyczna eluatu przy
260nm staty sie¢ niemierzalne, a naste¢pnie wymywano

poli/A/ RNA wodg. Rutynowo nie powtarzano przepuszczania
poli/A/ RNA przez kolumne, bowiem i1ilo8é radiosktywnosci

nie adsorbujgcej si¢ na oligo/dT'/ celulozie w wyniku re-
chromatografii nie przekraczalas 10%. W niektorych doswiad-
czeniach do buforéw stosowanych do chrometografii dodawano
0,5% SDS /sél sodows siarczanu dodecylu/, a w przypadku jg-
drowego RNA prébki densturowano 25% smidem kwasu mréwkowe-—
go/formemidem/, co nie wptywalo na rozdziesi. Poli/A/
wytrgcano bezposrednio czystym 96% etenolem, natomiast
poli/A/ RNA po uprzednim dodaniu don nieradiosktywnego ry-

bosomalnego RNA w charskterze n
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Ultreawirowanie w gradiencie sacharozy

RNA rozpuszczano w 10 mM buforze Tris-HCl,pH 7 , za-
wierajgcym 1 mM EDTA, 100 mM NaCl oraz 9% sacharoze. Na
gradient nanoszono prébki o objetosci 0,25 - 0,50 ml.

Sktad gradientu orez warunki wirowasnis podano w podpi

pod rycinami Gestosé optyczng poszczegbélnych frakcji po
wirowaniu mierzono spektrofotometrycznie przy 260 nm, s

ich radiocaktywnosé oznaczano w liczniku scyntylecyjnym cie-
czowym po zmieszaniu z piynem scyntylacyjnym Instagel /Pac-
kerd/, przy wydajnosci liczenia okolo 54%.

%.8. Oznaczanie zawartosci RNA i DNA oraz pomiary radioak-
tywnosci

Osady frekcji bion szorstkiej siatki Srédplazmatycznej
oraz polirybsoméw po wytrgceniu TCA /patrz 3 przemywano
czterokrotnie 5% TCA, a nasstepnie ekstrahowsno mieszaning
alkohol etylowy-eter /1:1/ oraz suszono eterem. RNA hydro-
lizowano przez noc w 0,3 M KOH w temperaturze pokojowej, a
nastepnie z hydrolizatoréw usuwano DNA i biatko przez wy-
tracenie kwasem nasdchlorowym /Yanagihara 1976b/ RNA w hy-
drolizacie oznaczano metodg orcynolowa /Mejbaum 1939/. O-
sad frakcji jgdrowej przemywsno trzykrotnie 5% TCA, & nas-
tepnie hydrolizowano przez ogrzewanie w 80°¢ przez 20 min.
Radioaktywnosé w hydrolizastach mierzono w sposéb opisany w

rozdziasle 3.6., a DNA oznaczano metodg Burtona /1956/.
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Oznaczanie rsdioaktywnosci fragmentu polisdenylowego

w preparatach jgdrowego RNA znakowego H-adenozyng

Wizczanie H-adenozyny do RNA, izolowanie frakcji Jjg-
drowej oraz ekstrakcje RNA wykonano w sposdéb opisany w roz-
dzialach 3 i Radioaktywnosé fragmentu poli/A/
oznaczano metodg Wilta /1973/ w modyfikacji Quinlana i
wsp. /1977/. W metodzie tej wykorzystano zjawisko opornosci
poli/A/ na wiekszo8é rybonukleaz z wyjatkiem rybonukleazy
T . Szczegdély metody orez przyklad obliczenia procentowego
udziatu radiosktywnosdci fragmentu poli/A/ w catkowitej ra-
dioaktywnosci RNA przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2

Oznaczanie radioaktywnosci poli/A/ w stosunky do radioakty
wnosci cetkowitej jgdrowego RNA znakowanego ZH-adenozyng

Radloaktywnose
Werunki pomiaru /rozpady/min./prébe/
Inkubacja bez rybonukleazy drednia: 15623
Inkubacje z rybonukleazg:
A/iug/ml/+T1/10 Je/ml/ Srednia: 625
A/Sug/ml/+T1/4O j./ml/+T2/23./ml/ Srednia: 272

radioaktywnosci catkowitej w poli/A/ = 625 - 272 _ . ,
15623 = <

Jadrowy RNA preinkubowany z DN-azg /patrz 3.5./ rozpuszczo-
no w 10 mMd buforze cytrynienowym ,pH 7,0, zawierajgcym 0,15
M NaCl, podzielono na porcje zawierajgce réwne ilosci /oko-
1o 20ug/ RNA w 0,25 ml roztworu i inkubowano bez lub z do-
datkiem rybonukleaz przez 30 min, w 37¥C. RNA po inkubacji
wytracano réwng objetoscig 10% TCA w obecnosci 200 ug albu-
miny krwi bydlecej. Osady piukano trzykrotnie 5% TCA, a na-
stepnie ogrzewano w 5% TCA przez 20 min.w 80¥C. Radioaktyw-
nos¢ frakcji rozpuszczonej w goracym TCA mierzono w sposéb
opiseny w rozdziasle 3.8.
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3.10. Oznaczanie sktywnoséci poli/A/ polimerazy /edenylilo-
transferazy ATP : polinukleotyd. B.C.2.7.7.19/

W celu zapobiezenia ubytkom wolnej poli/A/polimerazy
z jgdra, co na ogdl towarzyszy homogenizacji tkanek w izo-
tonicznym roztworze sacharozy /Rose i wsp. 1976/, skrawki
mézgu homogenizowsno w 2,2 M sacharozie zawierajgcej 1mM
MgCl2/16 ml roztworu na pétkule mézgu krolika/. Frakcje
jgdrowg odwirowywano z homogenatu przy 65000xgér przez 60
min. w giowicy SW 27.1 ultraswirowki Bectmana.Zastosowane wa-
runki inkubacji byly podobne do opisanych przez Rose i wsp.
/1977/. O ile nie podano inaczej, standardowa mieszanina
inkubacyjna zawieratas 40 mM bufor Tris-HCl,pH 8,0 mM
KC1,0,8 mM Mn012,1,5 mg/ml fosfo-enolo-pirogronianu, 5 ug/ml
kinazy pirogronisnowej, 2,5 uCi 8-H ATP /29 Ci/mmol, Amers-
ham/, 0,25 mM niersdioktywny ATP oraz frakcje jadrowg w i-
losci odpowiadajgcej 80-120 ug DNA, w korncowej objetoSci
0,5 ml. Inkubacje prowadzono przez 45 min. w teamp. 37°C, 8
reakcj¢ zatrzymywano przez dodanie 500 ug nieradioaktywnego
ATP oraz réwnej objetosci zimnego 10% TCA. Osady piukano
Pieciokrotnie 5% TCA orsz jeden raz mieszaning etasnol-eter
/1:1/ 1 suszono eterem, s nastepnie rozpuszczano w rozpusz-—
czalniku Soluene 350 /Packard/. Radiosktywnosé mierzono w
pPiynie scyntylacyjnym toluenowym z 5%% wydajnoscig. Pomiary
aktywnosci enzymu w preparastach kontrolnych orasz po niedo-
tlenieniu wykonywano réwnolegle, przy uzyciu tej samej ilos-

ci frakcji jadrowej, a wyniki uzyskane w prébach po niedo-
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tlenieniu wyrazano w procentach radioaktywnosci wiasciwe]j

préb kontrolnych.

3+.11, Badasnie aktywnosci rybonukleaz we frskcjach podko-

mérkowych

Frakcje jadrowg do oznaczanis sktywnosci rybonukleaz
wyodrebniano w sposéb opisany w rozdzisle 10., poczym za-
wieszano jg w 50 mM buforze fosforsnowym,pH 7,5. Inne
frakc je podkomérkowe otrzymywano z homogenatéw przygoto-
wanych w 10 mM buforze potasowo-fosforanowym,pH 7,5, za-
wierajacym 10% sacharoze i 5 mM MgClz. Homogenaty odwiro-
Wywano przy 800xgér przez 10 min., a nastepnie cz¢sé nad-
sgczu po frakcji jgdrowej wirowasno przez 20 min. przy
11400xg. Po tym wirowesniu osad stsnowil nieoczyszczong
frakcje mitochondrislno-lizosomalng, ktérg nastepnie homo-
genizowano recznie w 50 mM buforze potasowo-fosforsnowynm,
pH 6,0. Nadsgcz po ostatnim wirowaniu stanowil frakcje
postmitochondrialng.

Substratem w reakcji rybonukleazowej byt homologiczny
jadrowy RNA znaskowany 5H-urydyna, uzyskany w wyniku inkubs-
cJji skrawkéw mozgu krdlika lub chomiks z prekursorem wediug
schematu opissnego w rozdzisle 3.3. i oczyszczony metodg
przedstawiong w rozdziasle 3.5. Warunki inkubacji byty i-
dentyczne dla wszystkich frakcji podkomérkowych. Aktywnosé
rybonukleazy kwasnej oznaczano w 50 mM buforze fosforano-

wym,pH 6,0, a rybcnukleazy zasadowej — w tym samym buforze,
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pPH 7,5. Pozostale warunki oznaczenia byly dla obu rybonu-
kleaz identyczne. Mieszaniny inkubacyjne o objetosci 0,5
ml zawieraly 0,8-1,4 mg biatks frakcji oraz 0,1-0,2 jedno-
stek Ao, RNA, ktérego radioasktywnosé wahala si¢ w gra-
nicach 3000-9000 imp/min. Inkubacje prowadzono w 37°C, a
reakcje zatrzymywano dodajac réwng objetosé zimnego 10%
TCA w obetnosci 100 ug albuminy krwi bydlecej. Miara roz-
ktadu RNA byt przyrost radiosktywnosci we frakcji niewy-
tracajacej sie TCA. Oznaczenia préb kontrolnych i po nie-
dotlenieniu lub niedokrwieniu wykonywano réwnolegle, przy
uzyciu identycznych ilosci biasika frakcji oraz substratu.

Bialko oznaczano metody Lowry i wsp. /1951/.
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4, CHARAKTERYSTYKA SYNTEZY RNA W UKLADZIE IN VITRO
NA SKRAWKACH MOzZGU EKROLIKA I CHOMIKA MONGOLSKIEGO

4,1, Uwagli wstepne

Z przestanek oméwionych we wstepie wynikas, 2e ukilad
in vitro na skrawkach moZe stwarzal¢ dogodne warunki do
badar nad syntezg RNA w mézgu. Wczesniejsze badanis Yanagi-
hary /1974/ wykazaly, 2e wigczanie radioaktywnych prekurso-
réw do RNA w skrawkach mézgu krélika przebiegas z duzg wy-
dajnoscig w warunkach diugotrwalej inkubacji /do 3 godz./.
Z wynikédw uzyskanych przez De Larco i Guroffa /1972/ w dos-
wiadczeniach z uzyciem skrewkéw moézgu szczura mozna z kolei
wnioskowad, Z2e cze8é nowozsyntetyzowanych RNA zawiera sek-
wencje poli/A/, a wiec spelnia jedno z kryteriéw identyfi-
kacji mRNA. W czeSci badan przedstawionych w niniejszym
rozdziale, uklad in vitro na skrawkach mézgu krélika i cho-
miks mongolskiego scharskteryzowano z punktu widzenia Jjego
przydatnosci do Sledzenia syntezy mRNA i jego tramnsportu =z
Jadrs do polirybosoméw. Przesledzono wbudowywanie 5H-urydy-
ny do RNA frakcji jgdrowej i szorstkiej siatki &rédplazma-
tycznej oraz polirybosoméw. Zwrécono uwage na wplyw obecnod-
ci w mieszasninie inkubacyjnej aktynomycyny D - antybiotyku
hamujgcego synteze RNA, ktéry w niskich stezeniach/0,08 ug/ml/
powinien oddziastywaé przede wszystkim na synteze rRNA /Pen-
man i wsp. 1968, Simard i wsp. 1974, Spohr i wsp. 1974/.
Szczegbélowo zajeto sie nowozsyntetyzowanym RNA polgczonym

z polirybosomami jako koncowym produktem reakcji. Polirybo-
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somalny RNA frakcjonowywano na poli/A/*RNA i poli/A/"RNA
oraz poddawano analizie sedymentacyjnej w gradiencie sa-
charozowym. Zbie2no4¢ wiasnosci RNA zsyntetyzowenego w wa-
runkach in vitro z cechami natywnego mRNA mézgu ocenisno w

oparciu o kryteria oméwione w rozdzisle 1.4.

4,2, Synteza RNA w warunkach kontrolnych.

W wyniku 60-minutowej inkubacji, skrawki mézgu kré6li-
ka 1 chomika mongolskiego wbudowywaly “H-urydyne do RNA
wszystkich basaanych frakcji podkomoérkowych /tabels
Uktad z mézgu chomika charskteryzowat sie¢ nieco wy2szg ak-
tywnoscig od ukladu mézgu krélika, lecz stosunek radiosk-
tywnosci wigczonych do poszczegbdlnych frakcji byl prawie
jednakowy. W obu przypadkach, radiosktywnosé wiasciwa RNA
frakcji zwigzenej z blonami siastki &rdédplazmatycznej byla
okoto dwukrotnie wyzsza od radioasktywnosci RNA wolnych po-
lirybosoméw. Obserwacja ta w powigzaniu z faktem, 2e radio-
aktywnosé wiasciwa oczyszczonego preparatu polirybosomalne-
g0 RNA pochodzgcego 13cznie z polirybosoméw wolnych i zwig-
zanych nie ré2nits sie¢ zssadniczo od radiosktywnosci RNA
W polirybosomach wolnych /poréwnaj kolumny 3 i 4 tabeli 3/
wskazuje na to, 2e cze8é nowozsyntetyzowanego RNA wiazala
si¢ z bionami sistki bezposrednio, a nie poprzez polirybo-
somy. Jest to zjawisko wystepujace typowo w réinych tkan-
kach w warunkach in vivo /Milcarek i Penman 1974, Lande
i wsp. 1975, Adesnik i wsp. 1976, Cardelli i wsp. 1976/.
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Tabelas 3

Wigczanie “H-urydyny do RNA frakcji podkomorkowych mézgu
chomiks mongolskiego i kréliks

Radioaktywnosé wiaSciwa /rozpady/min. /ug RNA/

Zwierze Jadra Frakc ja Wolne po- §§§y§z§§§?3
bionowa lirybosony rybosomow
wolnych +

zwigzanych

Chomik & 4182-510/9/ 415t85/9/ | 221-37/9/ | 171-27/8/

Kr6lik | 3213-189/4/ 245-26/4/ | 111t 8/4/ 93-14/4/

Radioaktywnosé oraz zawartosé RNA w osadach po wytrgceniu
fraxcji TCA mierzono w sposdéb opisany w rozdzisle "Material
i Metody". Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednie % od-
chylenie standardowe. ¥ nawiasach - liczba doswiadczen.
Analiza sedymentacyjna polirybosomelnego RNA przeprowa-
dzona pod nieobecnosé czynnika denaturujgcego wykazatla

wzglednie réwnomierne rozmieszczenie radioaktywnego produktu
syntezy w catym gradiencie, choé mozines byto wyréznié dwie

grupy s<tadnikéw; jedng o statej sedymentscji nieco wyzszej
niz 18S, ktéra przewazata ilosciowo w preparacie z mozgu

chomika /Ryc.1 "-Formamid"/, oraz drugg zasznaczong szczegdl-
nie wyraznie w przypadku RNA kr6liczego /Ryc.2, "-Formamid"/
osadza jgcg sie szybciej niz 28S rRNA. Na uwage zasituguje nis.
ka radioaktywnosé frekcji odpowiadajgcych 28S i 18S rRNA,

przewazajgcych pod wzgledem masy. Sposréd rybosomelnych RNA
prekursor wbudowywel si¢ jedynie do 5S RNA. Powyzsze obser-
wacje znalazly potwierdzenie w dosdwiasdczeniach w ktérych RNA
wiroweno po uprzedniej denaturacji formesmidem /Ryc.1 i 2/,

“+Forzemid"/. Dzialanie czynnikiem denaturujgcym prowadziilo

do czg¢sciowej degradacji 28S rRNA, co moglo byé wynikiem
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Ryc. 1. Wiassnosci sedymentacyjne polirybosomalnego 3H—RNA
z mézgu cnomika mongolskiego i wpilyw denaturacji amidem
kwasu mrowkowego /formemidem/. RNA denaturowano inkubujgc
Je przez 10 min. w 3% roztworze dejonizowsnego formsmidu
w 0,01 M buforze Tris-HCl1l /pH 7,4/ zswiersjgcym 1 mM EDTA
i 100 mM NeCl, w temp. 63°C /Heikkila, Brown, 1977/. Por-
cje RNA odpowiadajgcg 4,0 jednostkom Apgo nakiadsno na 1li-
niowy gradient sacharozowy 10%-25% a nastepnie wirowano
przez 7 godzin przy 39000 obr./min. w giowicy SW 41 wirow-
ki Beckmana, w temp. 40C, Roztwory sacharozy w ktérych wi-
rowano zdenaturowasny kNA zawieraly 1% formamid.
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Ryc. 2. Witasnosci sedymentacyjne polirybosomalnego 3H—RNA
z mozgu krolikas i wplyw densturascji formsmidem. Warunki
doswisdczenis identyczne do opissnych w legendzie ryciny 1.
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juz istnie jgcego "pekniecia" w czasteczce. Nie powodowalo
to jednak spadku radioaktywnodci w rejonie 28S. Radioaktyw
nosé odpowiadajace RNA o stalej sedymentacji wyzszej niz
28S nie znikatsa pod wpiywem formamidu, co Sswiadczy o tym,
2e "ciez2ki"™ RNA, charakterystyczny zwiaszcza dla polirybo-
soméw mézgu krdlika, nie byl agregatem mniejszych czaste-
czek. Nie obserwowano réwniez w tych warunkach gromadzenia
sie produktéw o niskim ciezsrze czagsteczkowym.

W warunkach kontrolnych, okolo 52% radioaktywnosci
zwigqzanej z polirybosomsalnym RNA mézgu krélika oraz 26%
radioaktywnego RNA z polirybosoméw mbézgu krdlikas adsorbo-
walo si¢ na oligo /dT/ celulozie, podczas gdy adsorpcja
mierzona na masg¢ /gestosé optyczna przy 260 nm/ wynosila
odpowiednio 5,6 orasz 6,2% /Tabela 4/. Wynik ten &wiadczy
o sktywnym wbudowywaniu sie prekursora do poli/A/'RNA.

Tabela 4

Adsorpcja na o0ligo/dT/celulozie polirybosomslnego RNA z
mézgu chomika mongolskiego i krélikas, znakowanych S5H-ury-
dyng w wyniku inkubacji w obecnosci i pod nieobecnosé
aktynomycyny D

RNA zwigazany z oligo/dT/celuloza

Dawka akty- : A
nomycyny D Radioaktywnosé 260nm
/vg/ml/ Chomik Krélik Chomik Krélik

0 26*3/7/ |52 t a5/ | 6,2%2,0/10/|5,6%1,8/6/
0,04 26 13/5/ a4 L gy |6,0t2,8/7/ |5,1%1,4/5/
0,08 26 *3/5/ |38 t 5/5/ 6,0t1,6/6/ |4,8%0,9/5/

Wyniki przedstawiono jako wartoéci Arednie - odchylenia
standardowe. W nawiasie - liczba doswiadczen. Szczegdly
izolacji polirybosomalnego RNA oraz chromatografii na
géago/dT/ celulozie opisano w rozdziasle "Materiat i Meto-
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Profile sedymentacyjne nowozsyntetyzowanego polirybo-
somalnego poli/A/*RNA z mézgu chomika /ryc. 3A/ oraz kroé-
lika /ryc. 3B/ byly bardzo zblizone i charakteryzowaly sie¢
przewagyg skitadnikédw o statej sedymentacji nieznacznie wyz-
szej od 18S. Frakcja poli/A/ RNA, w ktérej, jek wynika z
profilu gestosci optycznej, pod wzgledem masy dominowaly
285 i1 18S rRNA, byta w stosunku do RNA niefrakcjonowanego
wzbogacona w skiadniki radiosktywne "ciezkie" o statej se-

dymentacji powyzej 28S /ryc. 4A i B/.
4.3, Wplyw sktynomycyny D na synteze RNA

Nieobecnosé wsréd radiosktywnych produktéw syntezy
RNA skladnikéw odpowiadajacych 28S rRNA nie wykluczala mo-
321iwosci wystepowania w preparacie poli/A/ RNA radioaktyw-
nych fragmentéw lub agregatéw rybosomalnego RNA. Pierwot-
nym zatozeniem doswiadczen z aktynomycyng D bylo wyelimi-
nowanie syntezy rRNA w oparciu o znsne z pismiennictwa
zjawisko wybiérczego hamowania tej syntezy przez niskie
stezenia antybiotyku /patrz rozdz. 4.11./.

Aktynomycyna D w stezeniach 0,04 orasz 0,08 umg/ml, ha-
mowata wbudowywanie “H-urydyny do polirybosomalnego RNA w
obu uktadach /tabela 5/. W innych doswiadczeniach nie zi-
lustrowanych tabelg wykazano, 2e spadek wlgczanis prekur-
sora do RNA innych frakcji podkomérkowych byt w tym zakre-
sie stezen antybiotyku tego samego rzedu. Aktynomycyna D
nie wplywals wybiérczo na wbudowywanie 5H-urydyny do po-
1i/A/*RNA czy poli/A/ RNA mézgu chomika, powodowala nato-
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Numer frakcj

Ryc. 3. Wlasnosci sedymentacyjne polirybosomalnego
SH-poli/A/*RNA z mézgu_chomika mongolskiego /A/ oraz kréli-
ka /B/. Wbudowywanie JH-urydyny przeprowadzano pod nieobec
noé¢ /@-e/ lub w obecnosdci /0—Q/ 0,04ug/ml aktynomycyny D.
Na kazdy gradient nakladano prébke RNA o identycznej radio-
aktywnosci /25000 imp/min./. RNA odwirowywano w 15%-30% li-
niowym gradiencie sacharozowym, przez 18 godzin przy 22500
obr/min. w gtowicy SW 27.1. wiréwki Beckmana, w temp. 4°C.
Jako nosnik uZyto nieradioaktywny polirybosomalny RNA.
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Ryc. 4. Wiasnosci sedymentacyjne polirybosomalnego
2H-poli/A/ RNA z mbézgu_chomika mongolskiego /A/ oraz kroli-
ka /B/. Wbudowywanie 3H-urydyny przeprowadzano pod nieobec-
nos¢ /L——A/ lub w obecnoéci /O— 0,04 Mg/ml aktynomycyny
o na kazdy gradient naklsdano 6,0 jednostek A>ogp RNA. Wa-
runki wirowania identyczne do opisanych w legendzie ryciny 3.
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miast dos¢ wyraziny spadek wzglednej radioaktywnosci zwig-
zanej z poli/A/*RNA w mézgu krélika /tabela 4, kolumny 2
i 3/. Antybiotyk nie wplywal na przebieg rozdziasitu RNA na
0ligo/dT/ celulozie, bowiem rozklad gestosci optyczne}
przy 260 nm pomiedzy poli/A /*RNA i pcli/A/"RNA pozostal
niezmieniony /tabels 4, kolumny 4 i 5/.

Tabelas 5

Wpiyw sktynomycyny D na wigczanie 3H—urydyny do polirybo-
somalnego RNA mézgu chomiks mongolskiego i krélika

Dawka aktynomycyny D Radioaktywnosé witasciwa
/ng/ml/ /% wartosci kontrolnych/
Chomik Kré6lik
0,04 77- 19/10/ 73 L 12/8/
0,08 56- 13/6/ 47 - 12/6/

Wyniki przedstawiono jsko wartosci érednie - odchylenis
standardowe. W nawiasie - liczbs réwnolegiych doswiadczen.
Wyniki dotyczg RNA oczyszczonego z polirybosoméw wolnych
+ zwigzanych.

Profile sedymentacyjne polirybosomalnego RNA zsynte-
tyzowanego w obecnosci 0,04 ug/ml sktynomycyny D. byty
zblizone do profiléw preparatéw kontrolnych. W przypadku
RNA z mézgu chomika, rozmieszczenie radiosktywnosci w gra-
diencie bylo identyczne, zaréwno w preparatach poli/A/ RNA
/ryc. 3 B/ jak i poli/A/*RNA /ryc. 4 B/. W mbézgu krélika,
synteza frakcji poli/A/+RNA osiadajgcych w gradiencie szyb-
ciej niz 28S rRNA okazala sie¢ nieco mniej wrazliws na akty-
nomycyng D od syntezy frakcji lzejszych /ryc. 4 A/. W pre-
paracie poli/A/ RNA nie stwierdzono wyraznego zréZnicowania

wrazliwosci poszczegdélnych sktadnikéw /ryc. 3 A/.
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4.4, Oméwienie i wnioski

Uzyskane wyniki sklaniajg do wniosku, Ze w warunkach
inkubacji zastosowanych w badaniach skrawki mézgu krélika
i chomiks syntetyzujg i/lub trensportujg do polirybosoméw
radioaktywny RNA o cechach RNA nierybosomalnego, ktoérego
znaczng cze8¢ przypuszczalnie stanowig czgsteczki sutenty-
cznych mRNA. Rybosomalne RNA 28S i 18S osiggaty w procesie
zngkowania prekursorem bardzo niskg radioasktywnosé wilasci-
w3, na coO wskazywala ansliza zaréwno niefrakcjonowanego
RNA jek i poli/A/ RNA.~“H-urydyna wbudowywata sie szczegdl-
nie intensywnie do poli/A/+RNA, steanowigcego w mysl na j-
nowszych pogladéw podstawowa klase mRNA /Perry, 1976/.

W polirybosomach mézgu krélika, wzgledny udzial radioaktyw-
nosci poliadenylowanych RNA w catej puli polirybosomalnego
RNA /ponad 52%/, byl niemel tak wysoki, jak w przypadku ho-
dowli komérkowych wbudowujgcych prekursor w warunkach zu-
peinego wyitgczenia syntezy rRNA /Perry i wsp. 1972/. Wzgle-
dne radioaktywnosé poli/A/*RNA w preparacie z mézgu chomiksa,
aczkolwiek dwukrotrie niZsza, réwniez kilkakrotnie prze-
kraczata wzgledng mase poli/A/*RNA ustalong na podstawie
pomiaru gestosci optycznej.

Uderza zbieinosé wiasnosci sedymentacyjnych, a zwitasz-
cza sredniej wartosci S /ok. 18/, poli/A/YRNA syntetyzowa-
nych w skrawkach, z parsmetrami natywnego polirybosomalne-
g0 poli/A/*RNA 2z mbézgu krélika znskowsnego in situ, opisa-
nymi przez Heikkile i Browna /1977/. Podobny profil sedy-

mentacji, z nieco nizsza $srednig wartoscig S, cechuje
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poli/A/*RNA mézgu szczura /De Larco i wsp. 1975/ oraz
myszy /Bantle i Hahn 1976/.

Wobec braku danych na temat wystepowania poli/A/ RNA
w mézgu, trudno w chwili obecnej odpowiedzieé na pytanie,

w jekim stopniu syntetyzowany in vitro RNA nie posiadajgcy

reszt poliadenylowych odpowiada funcjonalnemu mRNA. MoZna

jedynie przypuszczaé 2e wiréd obecnych w preparacie nisko-

czgsteczkowych radioaktywnych RNA znajdujg sie mRNA kodujg-
ce histony /Adesnik i Darnell 1972/. Bardziej szczegdlowe

badanis powinny wyjasnié, czy mézg zawiera poli/A/ mRNA od-
powiadajgce tym, ktére wystepujg np. w wirusach /Stoltzfus

i wsp. 1973/, cz2y tez w komérkach nowotworowych /Milcarek

i wsp. 1974, Sonenshein i wsp. 1974/. Nie jest wykluczone,

2e czesé poli/A/ RNA zidentyfikowasnych w preparacie stano-
wil produkty degradacji poli/A/*RNA, pojawiajgce sie w trak-
cie inkubacji bgdz ekstrakcji RNA; wydaje sie to zwlaszcza

prawdopodobne w przypadku RNA z mozgu chomika, gdzie zawar-
tosé radioaktywnego poli/A/*RNA okazala sie niska w pordéw-

naniu z preparastem kréliczym.

Doswiadczenia z aktynomycyng D potwierdzily przypusz-
czenie, 2e skrawki mézgu w zastosowanych warunkach inkuba-
¢ji nie wbudowujg w znacznym stopniu prekursora do ryboso-
malnego RNA. Wiadomo, 2e 28S i 18S RNA nalezg do klasy po-
1li/A/"RNA oraz, 2e ich synteza jest wybidérczo hamowana
przez aktynomycyne D przy jej niskich stezeniach. Gdyby
TRNA stanowil liczgcy sie iloscicwo skladnik puli nowosyn-
tetyzowanych poli/A/ RNA, antybiotyk powinien wéwczas w
znaczniejszym stopniu hamowaé synteze poli/A/ RNA niz
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poli/A/"RNA, a zatem powodowaé wzrost wzglednej radioaktyw-
nosci poli/A/*RNA w preparacie. Uzyskane wyniki przeczg ta-
kiemu zatozZzeniu; sktynomycyna D nie wpiywats na wzgledng
radioaktywnosé poli/A/*RNA w polirybosomach mézgu chomiksa,
a8 w przypadku mézgu krélika prowadzita nawet do jego obni-
Zzenia. W zwigzku z tym ostatnim spostrzeZeniem warto nad-
mienié, Z2e wediug opinii Kessler-Iceksona i Yaffe /1977/

i Palmitera i Schimke /1973/, ektynomycyna D moze niejedna-
kowo oddzialywaé ns synteze¢ réznych mRNA w tej samej tkance
/patrz ryc. 4A/.

W podsumowaniu, zastosowany uklad doswiadczalny nalezy
uznaé¢ za dogodny do badan nad syntezg mRNA w mézgu w rédz-
nych stanach fizjologicznych i patologicznych, aczkolwiek
przy interpretacji wynikéw uwzgledniaé nalezy niezupeing

Jasnos¢ co do sutentycznosci produktéw syntezy in vitro.
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5, SYNTEZA POLI/A/YRNA I POLI/A/ RNA
W WARUNKACH CALKOWITEGO NIEDOTLENIENIA IN VITRO

5.1. Uzasadnienie wyboru modelu i czasu niedotlenienia

W badaniach postuiono si¢ modelem bezposredniego nie-
dotlenisnia skrawkéw mézgu czystym azotem. Model ten, za-
stosowany po raz pierwszy przez Cohena /1962/ oraz Mcllwa-
ina i Rodnighta /1962/, doczekal sig¢ wielu modyfikacji,
sposréd ktérych wybrano wersje opracowang szczegdiowo przez
Yanagihare /1972, 1973/. W przeciwienstwie do modelu przy-
zyciowego, w ktérym stopied zubozenias tkanek mbézgu w tlen
zalezy w znacznej mierze od czynnikéw ogbdlnoustrojowych,
zwigzanych z dynamikg krgzenia i oddychania, zawartoscis
hemoglobiny we krwi itp., efektywnosé niedotlenienia bez-
posrednio in vitro jest prostg funkcjg grubosci skrawkéw
tkanki, cisnienia parcjalnego azotu i szybkosci jego prze-
piywu przez Srodowisko inkubacyjne oraz czasu niedotlenia-
nis. lLatwosé "wykalibrowania"™ parasmetréw niedotlenienia w
modelu in vitro pozwolila na dokladne oznaczenie zaleznos-
ci pomiedzy czasem trwania niedotlenienis a stopniem zsha-
mowania biosyntezy bialek, mierzonej wigczaniem radioasktyw-
nych aminokwaséw /Yanagihara, 1975/. Ponadto, dzieki z8-
stosowaniu przemiennej inkubacji skrawkéw w atmosferze szo-
tu i tlenu, moZna byto okreslié¢ w przyblizeniu krytyczny o-
kres niedotlenienia, po uplywie ktérego nie udawalo sie
przywr6écié zshamowsnej aktywnodci biosyntezy biaslka w tkan-

ce poprzez przeniesienie skrawkéw do atmosfery tlenowe],
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nawet na diuzszy okres czasu /do 1 godz./. Okres ten wahal
si¢ w granicach 10-15 minut i byl mniej wiecej zbiezny 2
momentem ujawnienia sie¢ dezagregacji polirybosoméw w skraw-
kach /Metter i Yanagihara, 1974  Yanagihara 1975, 1976 a/.
Podczas gdy niedotlenianie przez okres do 10 min. prowadzi-
1o jedynie do niewielkiego /ok. 20%/ i odwracalnego spadku
biosyntezy bialka jej zahamowanie po inkubacji w atmosfe-
rze agzotu przez okres 15 min. i diuzszy byto bardzo znacz-
ne i nieodwracalne. Po 30 min. niedotlenienis wlaczanie ra-
dioaktywnego aminokwasu do wszystkich frakcji podkomérko-
wych nie przekraczato 20% wartosci kontrolnych /Yanagihara
1974 a/. Okres niedotleniania pomig¢dzy 10 a 30 minuta nale-
zalo wigc potraktowaé¢ jako krytyczny dla rozwoju zaburzen w
biosyntezie biatex. W zwigzku z tym wydawalo sie¢ prawdopo-
dobne, 2e w tym przedziale czasu moglyby ujawnié sie¢ zmiany
w metabolizmie mRNA. W my$l tego zalozenia, synteze RNA w
tkance kontrolnej poréwnywano z syntezg w skrawkach podda-
nych niedotlenieniu przez okres od 10 do 30 minut. Przy
wyborze czasu niedotleniania uwzgledniono réwniez dobrze
udokumentowane spostrzezenie Cohena /1973/, 2e okres 10-30
minutowej ekspozycji skrawkéw na azot jest krytyczny dla u-
trwalenia sig¢ spadku poziomu zwigzkéw wysokoenergetycznych
oraz dle nieodwracalnego zshamowania innych syntez makro-

czgsteczg«owych, m.in. fosfolipidéw.
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5.2. Wigczanie DH-urydyn do poli/A/+RHA i poli/A/ RNA
J

w jadrach i cytoplazmie

Wplyw niedotlenienia skrawkow przez rdéine okrasy cza-
su na wigczanie -“H-urydyny do RNA poszczegbélnych frakcji
podkomérkowych przedstawiono w tabeli 6. Najwczesdniejsze
zmiany pojawily sie po 15-20 min. niedotleniania. Cechg cha
rakterystyczng tego okresu byt 25--35% spadek wigczania pre
kursora do RNA frakcji cytoplazmatycznych /polirybosomalne]
oraz szorstkiej siat«i Srdédplazmastycznej/, przy jednoczesnym
braku zmisn, s nawet nieznacznej tendencji do wzrostu wbu-
dowywania do frakcji jgdrowej. Na tym etapie niedotlenienis
znagtowanie prekursorem nierozfrskcjonowanego homogenatu réw
niez nie odbiegalo od wartosci kontrolnych. Zjawisko to na-
lezy tiumaczy¢é tym, 2e na wynik oznaczenia w sposdéb dominu-
Jacy rzutowala radioaktywnosé wtasciws frakcji jgdrowej,kté
ra w warunkach doséwiadczenia 10-krotnie przewyzszala radio-
aktywnos¢ witasciwg polirybosoméw /tabela 3/. Niedotlenisgnie
przez okres 30 min. powodowailo znaczne /40-60C%/ zahamowanie
wbudowywania “H-urydyny do RNA wszystkich frakcji podkomér-
kowych. Zwraca uwage fakt, ze obie fazy - wybiodrczy wpiyw
na wbudowywanie prekursora do RINA polirybosomalnego we
wczesnym okresie niedotlenienia 1 brak taskiej wybidrczos-
ci po 30 minutach - ujawnily si¢ niezasleznie od czasu trwa-
nia inkubacji z prekursorem, chociaz w przypedku niedotle-
nisria 30-minutowego zaobserwowano poglebienie sie efektu

hamowania przy inkubacji 60-minutowej. Ze wzgledu na niskg



Tabela 6

Wpiyw niedotlenienia na wigczanie “H-urydyny do RNA frakcji podkomérkowych mézgu
krélika

Czas niedotle~ Czas inkuba-
nienis /min/ cji =z

Wzgledua radioaktywnosé witasciwa w % radio-
aktywnosci kontrolnej

3H-urydynq
Homogenat Jgdra Frakcja Polirybosomy
/min./ btonowa wolne
10 20 123-28/6/ 12523 /6/ 104%1%/6/ 115%31/6/
15 20 111121/6/ 120-24/6/ 63 10/6/ 83-10/6/
60 121%25/8/ 1161778/ 69+12/8/ 76t6/8/
20 20 135—42/8/ 115-15/6/ 60*14/8/ 78*10/8/
60 10924 /6/ 111*20/6/ 72t172/6/ 68+15/6/
30 20 77%11/7/ 63%25/6/ 76319/6/ 71315/8/
60 56%11/5/ 2615/5/ 63%¥12/5/ 59L 2/5/

Wyniki przedstawiono jako wartosci sSrednie - odchylenis stasndardowe. W nawiasach
liczba rownolegiych doswiadczen. Termin "frakcja bionowa" odnosi sie do szorstkiej
siatki érédplazmatycznej.
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wydajnosé reakcji, w pézniejszych doswiadczeniack zaniecha-
no inkubacji krotkotrwalej.

Rozdzial RNA frakcji jgdrowej i polirybosomalnej na
oligo/dT/celulozie potwierdzit dwufazowe ujawnienie sie
wpiywu niedotleriania /Tabela 7/. W wyniku 20-minutowej in-
kubacji w warunkach beztlenowych, nastgapii ok. 25% wzgledny
spadek witgczaria prekursora do poli/A/+RNA polirybosomalne-
g0, podczas gdy udzial radioaktywnego poli/A/*RNA w calko-
witej radioasktywnosci jgdrowego RNA nie ulegil zmianie. Po

30 min. niedotleniania nie obserwowano wybiorczego spadku

Tabela 7

Adsorpcja na oligo/dT/celulozie jadrowego oraz poliryboso-
malnego RNA mézgu krélika zsyntetyzowanego w warunkach kon-
trolnych i po niedotlenieniu

Czas niedotle- Radioaktywvnos¢é zwigzaena
nienia /min./ z oligo/dT/celulozg/%/
Jagdrowy RNA Polirybosomalny
RNA
0 2392'5’0/7/ 4800‘2’1/9/
20 24,4%4,7/6/ 37,2-6,0/6/%
30 19,5-2,3/4/ 48,2-4,0/5/

Wynik przedstawiono jako wartosci Srednie - odchylenia stan
dardowe., W nawiasach liczba doswiadczen.

T#ynik rézni sie¢ statystycznie znamiennie od wartosci kon-
trolnej przy p< 0,01,

radioaktywnosci poli/A/*RNA w polirybosomach, obnizyta sie

natomiast nieznacznie wzgledna radioaktywnosé poli/A/"RNA

we frakcji jagdrowej. Spadek ten byl jednak statystycznie

nieznamienny.
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Jadrowy RNA, zarowno poli/A/* jak i poli/A/~, zsynte-
tyzowany w warunkach kontrolnych charaskteryzowat sig¢ prze-
wagg skladnikéw ciezkich, o stalej sedymentacji wyzszej niz
285 /ryc. 5/. Obraz ten odpowiada charakterystyce hetero-
gennego jadrowego RNA/hnRNA/ wyodrebnionego z innych tka-
nek eukariontéw /Choi i wsp. 1974, Georgiev 1974/. Profile
sedymentacji poli/A/TRNA oraz poli/A/ RNA frakcji jadrowej,
zsyntetyzowanych w nastepstwie 20-minutowego niedotlenienia
nie résnily sie od profiléw kontrolnych. Poli/A/ RNA wypro-
dukowany w nast¢pstwie 30-minutowej inkubacji w atmosferze
azotu byt wzbogacony w skitadniki lekkie osadzajgce sie¢ w
gradiencie w poblizu 5S RNA /ryc. 5, gérny wykres/, nato-
niast poli/A/+RNA zsyntetyzowany w tym czasie zachowal nie-
zmienione wlasnosci sedymentacyjne /ryc. 5. wykres dolny/.

W celu scharskteryzowania calej populacji nowosyntety-
zowanych RNA wytransportowanych do cytoplezmy, RNA ekstra-
howano bezpodrednio z nierozdzielonej frakcji postmitochon:
drialnej. Sedymentacje cytoplazmatycznych poli/A/ RNA zsyn-
tetyzowanych w warunkach kontrolnych i niedotlenienis po-
réwnywano naxtadajac na kazdy gradient identyczng mase RNA
/ryc. 6,wykres goérny/, natomiast do analizy poli/A/*RNA
stosowano prébki o mniej wiecej identycznej radioaktywnosci
/ryc. 6, wykres dolny/. W preparacie poli/A/ RNA, przewaia-
Jgca czed¢ radioaktywnosci byta zwigzana z RNA niskoczgste-
czkowym, najprawdopodobniej z 4S RNA. Niedotlenienie przez
20 minut pozostalo bez wplywu na synteze poli/A/ RNA, nato-

miast 30-minutowa inkubacja w atmosferze azotu prowadzila
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Ryc. 5. Wplyw niedotlenienia na wtasnosci sedymentaclgne
nowozsyntetyzowanego jadrowego poli/A/'RNA i poli/A/ RNA
mézgu krélika., Prébki zawierajgce odpowiednio 65000 imp/min.
poli/A/"RNA oraz 39000 imp/min., poli/A/ RNA nakladano na
linjowy gradient sacharozy 10%-25% i wirowano przez 8 go-
dzin przy, 39000 obr./min. w giowicy SW 41 wiréwki Beckmana
w temp. 4°C. Jako nofnik uzyto nieradioaktywny poliryboso-
malny RNA. Profile sedymentacyjne charakteryzujg RNA zsyn-
tetyzowane w warunkach kontrolnych /e—e/ oraz w nasteps-
twie 20 min./% ---- x/ 1 30 min.,/0—0O/ niedotlenienia.
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Ryc. 6. Wlasnos$ci sedymentacyjne cytoplazmatycznego
poli/A/¥RNA i poli/A/ RNA mézgu kroliks zsyntetyzowanego
w warunkach kontrolnych /@—e/ orez w nastepstwie 20 min./
---x/ 1 30 min./0—0O/ niedotlenienia. Cytoplazmatyczny
RNA izolowano z peinej frakcji postmitochondrialnej */rozdz.
3¢5./+ Na kazdy gradient poli/A/"RNA w ilodci odpowiadajz-
cej 14,0 jednostxom Aogn oraz poli/A/*RNA o radioaktywnos-
ci ok. 10000 imp./min. Werunki wirowania identyczne do o-
pisanych w legendzie ryciny 5.
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do znacznego /ok. 50%/ spadku wigczania prekursoras do 4S
i/lub 5S RNA /ryc. 6. wykres goérny/. Nowozsyntetyzowany
poli/A/*RNA frakcji postmitochondrislnej osadzal sie w
gradiencie podobnie do poli/A/*RNA polirybosomalnego -
przewazaty skitadniki o statej sedymentacji nieco powyzej
18S. Poli/A/*RNA zsyntetyzowany w nastepstwie 20-minutowe-
go niedotlenienia nie ré6znit si¢ od preparatu kontrolnego.
Niedotlenienie 30-minutowe wplynelo na profil sedymentacyj-
ny radioaktywnego poli/A/YRNA bardzo wyraznie - preparat
odwirowywal sie wolniej od kontrolnego i charskteryzowail

sie 48rednig statg sedymentacji réwng 18S.

5.3. Oméwienie i wnioski

Uzyskane wyniki pozwolily na wyroéinienie dwoéch sta-
diéw zaburzen metasbolizmu RNA pod wpiywem niedotlenienisa.
Szczegoélnie interesujgcym wydaje sie stadium wczesne, u-
Jawnisjgce sie w nastepstwie niedotleniania tkanki przez
okres 10-20 minut. Najbardziej charakterystyczng cechg te-
g0 okresu Jjest wybidércze zahamowanie wlgczania prekursora
do polirybosomalnego poli/A/*RNA. Z poréwnania danych przed
stawionych w tabelach 6 i 7 wynika, 2e spadek radioaktywno$s
cil wiasciwej catkowitego polirybosomslnego RNA oraz obnizZe-
nie wzglednej radiosktywnosci poli/A/*RNA w prepsracie o-
siggaty zblizone do siebie wartodci /25-35%/. Za wybioérczg
wrazliwoscia poli/A/YRNA przemawial réwniez brak wpiywu 20-
minutowego niedotlenienia na znakowanie prekursorem poszcze

gélnych frakcji cytoplazmatycznego poli/A/ RNA /ryc. 6., wy
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kres goéorny/. Powstato pytanie, czy zaobserwowane zjawisko
wystapito na skutek zahamowania syntezy poli/A/+ w jgdrze,
czy tez obnizenia jego transportu z jgdra do cytoplazmy.
Fakt, 2e wigczanie 3H—urydyny do RNA frekcji jadrowej, a

w tym rowniez do jadrowego poli/A/*RNA nie ulegato zmianie
pod wptywem 20-minutowego niedotlenienia /tabele 6 i 7/,
wydaje sie¢ zaprzeczaé pierwszej mozliwosci. Uzyskane na

tym etapie wyniki sklaniaty wiec raczej do interpretacji,

2e krotkotrwate niedotlenienie zaburzes wybidérczo mechanizm
przenoszenia nowozsyntetyzowanego poli/A/*RNA z jadra do
cytoplazmy. Nieujawnienie si¢ w tych warunkach zjawiska gro-
madzenia nadmiaru radioaktywnego produktu w jgdrze mozna
tlumaczyé niskg radioaktywnoscig RNA wigzacego sie z poli-
rybosomami w stosunku do RNA zsyntetyzowanego we frakcji ja-
drowej /tabela 3/. Powyzsze spostrzezenie potwierdza ogdlnie
znang prawidiowosé, 2e tylko nieznaczna cz¢$é heterogennego
jadrowego RNA /hnRNA/ ulega ostatecznie przeksztalceniu w
mRNA i zostaje przetransportowana do polirybosoméw /Scher-
rer i Marcaud 1968, Darnell i wsp. 1971, Jelinek i wsp.
1973/,

Bezposrednie przesledzenie dynamiki transportu nowozsyn:
tetyzowanego RNA z jgdra do cytoplazmy w ukladzie skrawkowym
okazalo sig¢ technicznie niewykonalne. Bardzo intensywny po-
bér “H-urydyny przez tkanke i stosunkowo znacznie wolniej-
sze jej wbudowywanie do RNA /Yanagihara 1974b/ uniemozliwi-
o zastosowanie metody "pulse and chase" z uzyciem nieznako-
wanej urydyny. Nie powiodla sie réwniez préba zablokowania

wlgczania prekursora do jadrowego RNA przy uzyciu wysokich



stezen aktynomycyny D, a nastepnie $ledzenie wzrostu ra-
dioaktywnoSci w polirybosomalnym RNA, bowiem antybiotyk
Silnie hamowat jego transport /Grouse i Schrier 1977/. In-
terpretacje wigzgcg powyisze zmiany z zaburzeniami transpor-
tu dodatkowo komplikuje brak jasnoSci co do stopnia pokre-
wienstwa pomiedzy poli/A/+RNA wystepujgcym w jgdrze a8 po-
1i/A/* oRNA, Wykazano bowiem, Ze znaczna czes¢é¢ jgdrowego po-
1i/A/*RNA nie jest prekursorem poli/A/+RNA wykrywanego w
polirybosomach /Berger i Cooper 1978/, a same fragmenty
poli/A/ w Jjadrowym RNA czesto przylegaja do sekwencji RNA
0 charskterze nieinformacyjnym, nie spotykanych w mRNA
/Herman i wsp. 1976, Mackedonsky i McConkey 1978, Minty i
wsp. 1977/. VWydaje sie ponadto, Ze wiekszo$é jadrowego po-
li/A/ nigdy nie dociera do cytoplazmy /Edmonds i wsp. 1971,
Perry i wsp. 1974/.

W 8wietle nowszych danych wskazujgcych, Zze transport
RNA z jgdra do cytoplazmy jest procesem czynnym i zuzywajg-
cym energie /Spirin,1969, Ishikawa i wsp. 1972, Schumm i
wsp. 1973, Georgiev 1974, Schumm i Webb 1974, McNamars i
wsp. 1975, Sato i wsp. 1977/, nietrudno grozumieé jego zaha-
mowanie w warunkach niedoboru energetycznego. Tak prosta zg-
leznos¢ nie wyjasnia jednak wybiérczo spad«u transportu po-
1i/A/*RNA. Ostatnio Sawicki i wsp. /1977/ wykazali, ze w
komérkach HeLs warunkiem wytransportowania poli/A/*RNA z
jadra do cytoplazmy jest przytaczenie doh fragmentu polia-
denylowego o diugosci conajmniej 200 nukleotydéw. Przy za-
tozeniu, ze zjawisko to odnosi si¢ rowniez do innych tkanek

eukariontéw, zshamowanie transportu poli/A/*RNA w warunkach
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niedotlenienia mozna byto hipotetycznie wigzaé z zaburze-
niem procesu poliadenylacji RNA w jgdrze. Fakt, ze tkanka
niedotleniana przez 20 min. syntetyzowala niezmieniong i-
losé jadrowego poli/A/YRNA /tabela 7/ nie przeczy tej hi-
potezie, bowiem doilgczone do RNA fragmenty poli/A/ mogty
mieé¢ niedostateczng diugosé, nie zapewniajjcqg wyjscia RNA
z jgdra. Hipoteze te omdéwiono szerzej w rozdziale 6, po-
swigconym poréwnaniu syntezy jgdrowego RNA i poli/A/ w a-
nalogicznych warunkach niedotlenienia.
Zmiany obserwowane w péiniejszej fazie niedotlenienia,

tzn. po 30 min., nie ograniczaly si¢ wybidérczo do poli/A/+
RNA, a spadek wigczania prekursora do RNA wszystkich frak-

c¢Jji podkoméorkowych odzwierciedlat ogdélne zahamowanie synte-
2y RNA. Wynik ten pokrywa sie z wczesdniejszym spostrzezeniem
Yanagihary /1974a/, ktéry stwierdzil znaczne obnizenie akty-
wnosci obu gidéwnych polimeraz RNA I i II, w nastepstwie 30-
minutowego niedotlenienia w tym samym modelu.

W przeciwienistwie do niedotlenienia 20-minutowego, in-
kubacja skrawkéw w atmosferze azotu przez okres 30 min.pro-
wadzita do syntezy RNA o zmienionych wtasnosciach sedymen-
tacyjnych. Nowozsyntetyzowany jgdrowy poli/A/ RNA oraz cy-
toplazmatyczny poli/A/+RNA charakteryzowaty sie¢ Srednimi
statymi sedymentacji nizszymi od preparatéw kontrolnych
/ryc. 5 i1 6/. Trudno na podstawie obecnie dostepnych da-
nych odpowiedzieé na pytanie, dlaczego 30-minutowe niedo-
tlenienie nie wpiyneto na sedymentacje poli/A/*RNA frakcji
jadrowej. Niewykluczone, 2e w badanym ukladzie substratami

poliadenylacji mogz byé tylko pelne, "dojrzale" czgstki RNA
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/Perry i wsp. 1974/; hipoteza ta oczekuje na doéwiadczalne
potwierdzenie. Dostepne dane nie pozwalajg roéwniez na
wyjasnienie, dlaczego 30-minutowe niedotlenienie prowadzi
do syntezy RNA o krétszym tancuchu. Wydaje sie, 2e przy-
czyna tego zjawiska nie lezy we wzmozonej degradacji RNA,
bowiem analiza sedymentacyjna nie wykazala gromadzenia sie
krotkich fragmentéw RNA na szczycie gradientu. Uzyskeny wy-
nik prawdopodobnie odzwierciedla zahamowanie elongacji tan-
cuchéw RNA. Dane 4wiadczgce o matej wrazliwoSci rybonukleaz

mézgu na niedotlenienie przedstawiono w rozdziale 8.
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©. POLTADENYLACJA A SYNTEZA JADROWEGO RNA
W WARUNKACH NIEDOTLENIENTA

©+.1. Zalozenie badah i uklad dos$wiadczalny

Dla wyttumaczenia opisanego w poprzednim rozdziale wy-
biérczego zahamowanie przechodzenia /transportu?/ poli/a/*
RNA z jader do polirybosoméw mbézgu we wczesnej fazie niedo-
tlenienia zaproponowano hipoteze, Ze zjawisko to jest sku-
tkiem zaburzen poliadenylacji RNA w jadrze /rozdz. 5.3/.
Cho¢ jak dotychczas nie ma pelnej jasnosci co do mechanizmu
transportu mRNA z jadra do cytoplazmy, a zwlaszcza co do
roli fragmentéw poli/A/ w tym transporcie, szereg danych
wskazuje na sprzezenie transportu z poliadenylacjg. Poza
wspominang pracg Sawickiego i wsp./1977/, w ktérej autorzy
dowiedli, Ze warunkiem wyjscia poli/A/*RNA z jadra jest po-
siadanie przezen fragmentu poli/A/ o diugoéci conajmnie]
200 nukleotydéw, na uwage zasituguje seria badan z uizyciem
kordycepiny /3-dezoksyadenozyny/, ktéra w niskich stezeniach
swoiscie hamuje synteze poli/A/. Dodanie tego zwigzku do
hodowli komérek Hela bads miesaka wysiekowego 180 hamowalo
pojawianie si¢ nowozsyntetyzowanego RNA w polirybosomach
/Penman i wsp.1970, Darnell i wsp.1971, Adesnik i wsp.1972/,
a jego podanie szczurom powodowalo wybiérczy spadek uwalnia-
nia mRNA z jgder watroby w ukladzie bezkomérkowym /Schumm i
Webb, 1974/, Z zahamowaniem poliadenylacji przez kordyce-
Ping wigzano réwniez blokowanie przez ten zwigzek indukecji
syntetazy glutaminianowej w niedojrzatej siatkéwce /Sarkar

i wsp. 1973/,
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W przedstawionym cyklu badan sprawdzono zasadno$¢ przy-
Jjetej hipotezy przez pordé6wnanie w tym samym uktadzie do-
Swiadczalnym syntezy jgdrowego RNA i poli/A/ w dwéch sta-
diach niedotlenienia mézgu. W tym celu skrawki mézgu inku-
bowano 2z 3H-—adenozynq w warunkach identycznych do inkubacji
z “H-urydyng /rozdz. 3.4/, a nastepnie mierzono wlgczanie
prekursora do RNA oraz do poli/A/. Metod¢ wyodr¢bniania
fragmentu poli/A/, oparta na trawieniu RNA rybonukleazami
oraz sposéb obliczania radioaktywnosci zawartej w poli/A/
opisano szczegbétowo w rozdz. 3.9. oraz w legendzie do ta-
beli 2. OkresSlono ponadto wrlyw niedotlenienia na aktywnosé
polimerazy poli/A/ w izolowanych jadrach /rozdz. 3.10/, po-
przedzajgc je ustaleniem optymalnych warunké6w polimeryzacji

w preparacie kontrolnym.,
6.2. Wiaczanle ~H-adenozyny do poli/A/ i RNA.

Radioaktywnos¢ wtasciwa jadrowego RNA po inkubacji
skrawké6w w warunkach kontrolnych wahala sie¢ w granicach
400-900 rozpadéw/min/ug RNA, przy odzysku RNA wynoszgcym
110-150 ug/pbétkule mézgu. W tych warunkach na fragmenty
poli/A/ przypadalo Srednio 2,4% radioaktywnosci calkowite]
wigczonej do RNA /tabela 8, kolumna 2/, Niedotlenienie
skrawké4w przez okres 20 min. nie mialo wplywu na wlgczanie
adenozyny do RNA /tabela 8, kolumna 1/, prowadzilo nato-
miast do spadku udziatu radioaktywnego poli/A/ w nowozsyn-
tetyzowanym RNA do wartoéci érednio 1,8%, tzn. do okolo
75% wartoéci kontrolnej. Spadek ten byl wysoce znamienny
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Tabela 8

piyw niedctlenienia na wigczanie 3H-adenozyny do jadro-
wego RNA i poli/A/ oraz na aktywno$é polimerazy poli/A/

Czas niedo- | Wigczanie 3H-adenozyny Aktywnosé
tlenienia - — polimerazy
/min/ RNA Poli/A/ poli/A/x
0 100 2,4 £ 0,3/14/ 100
20 91 - 16/6/ 1,8 £ 0,3/7/ 104 * 10/6/

p<0,01
30 56 ¥ 16/5/ | 2,6 X 0,4/6/ 97 - 13/6/
p>0,05

dyniki przedstawiono jako wartosci srednie - odchylenia
standardowe. W nawiasach - liczba dosSwiadczehn. Analize sta-
tystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu t-Studenta.

®q kontroli,
H %'catkowitej radioaktywnosci RNA.

statystycznie /Tabela 8 kolumna 2/. W wyniku niedotleniania
trwajgcego 30 min., dochodzilo do prawie 50% obnizenia wbu-
dowywania prekursora do RNA, przy czym na poli/A/ przypa-

dato Srednio 2,6% radioaktywnosci catkowitej, a wigc ulamek
réwny wartosci kontrolnej /réznica byla statystycznie niezna

mi enna/ .
©e¢%. Aktywnosé polimerazy poli/A/.
Synteza poli/A/ w jadrach komérkowych przebiegala

optymalnie w obecnoéci jonbw Mn'> w stezeniu 0,8 mM /ryc.?/.

Reakcja nie ulegala zahamowaniu pod wplywem aktynomycyny D
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w wysokim stezeniu /5 ag/ml/, natomiast byla wrazliwa na
kordycepino-5 tréjfosforan /tabela 9/. W innych doéwiadcze-

niach, ktérych nie zilustrowano, wykazano nastepujace cechy

Tabela 9

Wplyw aktynomycyny D i kordycepino-5-tréjfosforanu na
aktywnosé polimerazy poli/A/.

Aktywmosé
polimerazy poli/A/
/% kontroli/

Zwigzek dodany
i jego dawka

Aktynomycyna D /5 ug/ml/ 108
Kordycepino-5-tréjfosforan /50ug/ml/ 32
/300ug/ml/ 18

Wyniki stanowig Srednig z 3 oznaczen, przy odchyleniu
nieprzekraczajgcym 3%.

reakcji w tym ukladzie: brak wpiywu jonéw Mg'< w zakresie
stezen 0,02-2mM oraz egzogennego poli/A/ w stezeniu do
400 pg/ml, liniowy przebieg reakcji przez okres 60 minut,
oraz liniowga zalezno$¢é od ilosci dodanej frakcji jadrowe
w zakresie 20-150 mg jadrowego DNA. Wiaczanie prekursora
do DNA stanowilo nie wiecej niz 2% radioaktywnosci catko-
witej wiaczonej do kwaséw nukleinowych /por. tabela 2,
radioaktywnosé frakcji strgcajacej sie TCA w obecnosci
kompletu rybonukleaz/,

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 8
/kolumna 3/ jadra izolowane ze skrawkéw po niedotlenieniu
zaréwno 20- jak i 30-minutowym posiadaly niezmienng  ak-
tywnos¢ polimerazy poli/A/.



fiptyw stezenia jonéw Mn“t na axtywnosé polimerazy
poli/A/ w mézgu krblika. Oznaczenia aktywnosci przeprowa-
dzeno w warunkach standardowych /rozdz. 3.10/. Prébka
frakcji jadrowej uzyta w kazdym tescie odpowiadala
100 ug DNA. DPM = rozpady/min.
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6.4, OmOéwienie i wnioski

Uzyskane wyniki potwierdzily hipotezg, ze we wczesne]
fazie niedotlenienia dochodzi do zahamowania poliadenylacji
jadrowego RNA, Zjawisko to poprzedza spadek syntezy RNA,
Jezeli sprzezenie syntezy poli/A/ z transportem poli/A/+RNA
z jadra do cytoplazmy uznaé¢ za udowodnione, to wystepujacy
we wczesnym okresie niedotlenienia wybidérczy spadek wbudo-
wywania prekursora do poli/A/*RNA zwiazanego z poliryboso-
mami mozna tlumaczy¢é zahamowaniem jego transportu. Na uwage
zastuguje fakt, ze zahamowanie poliadenylacji oraz spadek
radioaktywnosci polirybosomalnego poli/A/+RNA osiggaly po
20 min., niedotlenienia prawie identyczng wartosé /odpowie-
dnio 25% i 23%/. Ta zbieznoéé¢ dodatkowo przemawia za siu-
sznoscig przyjetej interpretacji, chociaz JjeJ ostateczne
zweryfikowanie b¢dzie mozliwe dopiero wéwczas, gdy w peini
wyJjasnig sie watpliwosci co do relacji prekursor-produkt
pomiedzy jadrowym a polirybosomalnym poli/A/*RNA /Berger
i Cooper 1978/, oraz rola procesu wydiuzania lancucha
poli/A/ w cytoplazmie o kilka reszt poliadenylowych /Slater
i wsp. 1973, Diez i Brawerman 1974/. Teoretycznie, zaburze-
nie poliadenylacji moglo mieé dwojakie nastepstwa: 1- zu-
peilne ominiecie w procesie poliadenylacji niektérych poten-
¢ jalnych prekursoréw jadrowych poli/A/"mRNA oraz 2- dotg-
czenie sekwencji poli/A/ zbyt krétkich, nie zapewniajgcych
transportu /Sawicki i wsp. 1977/. Wydaje si¢ ze sytuacja
zaistniala w wyniku niedotlenienia bardziej odpowiada mozli.

woéci drugiej. Frzeprowadzona uprzednio analiza jgdrowego
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RNA zsyntetyzowanego z udzialem 5H-urydyny nie wykazala
bowiem spadku ilos$ci czgstek RNA zawierajgcych reszty polia-
denylowe pod wpiywem 20-minutowego niedotlenienia /tabela 7/.
Najlepszym sposobem udokumentowania situsznoéci tego wniosku
bytoby dokonanie analizy diugosci fragmentédw poli/A/ doig-
czonych do jgdrowego RNA, np. metodg elektroforezy na zelu
poliakrylamidowym /Darnell i wsp. 1971/, co w tym ukladzie
oxazato si¢ niemozliwe ze wzgledu na zbyt niskg radioakty-
wnos¢ poli/A/. Warto jednak podkre$lié podobienstwo niektéd-
rych parametréw syntezy jadrowego RNA w kontrolnych skraw-
kach mézgu /26% stanowil poli/A/TRNA, a do sekwencji poli/A/
wlgczato si¢ 2,4% 5H-—adenozyny/ do danych opisanych przez
Jelinka i wsp. /1973/ dla radioaktywnego hnRNA komérek Hela
/odpowiednio 20-40% oraz 2,1-2,3% w wyniku 45-sekundowe j
inkubacji/, co w ich przypadku odpowiadato doigczeniu do
RNA sekwencji poli/A/ o diugoéci 200 nukleotydéw. ¥ Swietle
tych danych, towarzyszacy 20-minutowemu niedotlenieniu spa-
dek wzglednej radioaktywnosci poli/A/ z 2,4% do 1,8% przy
niezmienionej syntezie oraz wlasnoé$ciach sedymentacyjnych
radioaktywnego RNA, najprawdopodobniej odzwierciedla synteze¢
tancuchéw poli/A/ o diugoséci mniejszej niz 200 nukleotydéw.
W nastepstwie 30-minutowego niedotlenienia nie zaobser-
wowano wybidrczego zahamowania poliadenylacji, bowiem te
fazie towarzyszyl ogbélny spadek syntezy RNA. Wynik ten jest
zgodny z wczeSniejszym spostrzezeniem /tabela 7/, %e na tym
etapie niedotlenienia spadek wbudowywania prekursora do poli-
rybosomalnego RNA obejmuje w réwnej mierze poli/A/+RNA i
poli/A/ RNA,
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Wedlug nowszych danych, jadrowa polimeraza poli/A/
stanowi grupe enzyméw wystepujacych pod réznymi postaciami
i w réznych przedziatach jgdra oraz charakteryzujacych sie

*2, jak réw-

niejednakowg zaleznos$cig od jondw Mn+2 ludb Mg
niez od obecnoséci oligo/A/ jako primera /Haft iAKeller,
1973, Niessing 1975, Pellicer i wsp.1975, Jacob i wsp.1976
Rose i wsp. 1977, Louis i wsp. 1978/. Wigkszo$é cech re-
akcji w opisanym powyzej ukladzie doswiadczalnym, takich
jak: wyraznie zaznaczone optimum dla Jjonéw wn ~. zupelny
brak wplywu Mg+‘ oraz niezupeine hamowanie przez kordyce-
pino-3°‘tréjfosforan w stezenie 50 ug/ml, przypominaty wka-
snosci polimerazy poli/A/ niezwigzanej z chromatyng, wyste
pujacej i przewazajgcej ilosciowo w watrobie /Rose i wsp.
1977/. Inne postaci polimerazy mézgowej, choé prawdopo-
dobnie istniejga /Kato i Kurokawa 1970/, nie ujawnily sie¢ w
zastosowanych warunkach inkubacji. Z tym zastrzezeniem,
aktywnosé polimerazy poli/A/ mézgu mozna uznaé¢ za niewra-
Zliwg na niedotlenienie. Pod tym wzgledem enzym ten rézni
sig¢ wigc od polimeraz RNA, ktérych aktywnos$é w nastepstwie
30-minutowego niedotlenienia w tych samych warunkach wy-
raznie spadata /Yanagihara, 1974a/. Warto przy tym zazna-
czy¢, ze zmiany aktywnosci polimerazy poli/A/ pod wplywem
czynnikéw egzogennych spostrzegano dotychczas w niewielu
tylko warunkach i tak: jej wzrost towarzyszyl stymulacji
limfocytéw fitohemaglutyning /Coleman i wsp. 1974/, nato-
miast spadek nastepowal w watrobie szczura w wyniku glodze
nia /Jacob i wsp. 1976b/ oraz w niewielkim stopniu w mézgu
szczura po zatruciu tlenkiem wegla /Albrecht 1977b/.
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Laczna analiza wynikéw badan nad poliadenylacjg RNA
przy uzyciu 3H-adenozyny, aktywnoéci polimerazy poli/A/
oraz syntezy jadrowego RNA skilania do przypuszczenia, zZe
niedotlenienie we wczesne] fazie prowadzi do kompartmenta-
cji ATF w obrebie Jjadra; zahamowanie poliadenylacji mogio
wynikngé z obnizonej dostepnosci ATP dla tej reakcji w
okresie, gdy jego poziom nadal zabezpieczal prawidiowg
synteze RNA, Zjawisko to mozna interpretowaé jeszcze pros-—
ciej przyjmujac, Ze proces poliadenylacji, zuziywajgcy wy-
t3cznie ATP, Jjest bardziej wrazliwy na jego niedobér niz
synteza RNA. Winters i Zdmonds /1973/, a nastepnie Jelinek
/1974/ zaobserwowali, Ze polimeraza poli/A/ wymaga dla
osiggniecia maksymalnej aktywnosci kilkudziesigcio-, a
nawet kilkusetkrotnie wyiszych stezehd ATP niz polimeraza
RNA, WWybiércza wrazliwosé procesu poliadenylacji na niedo-
tlenienie przypomina wiec réwnie wybidércze hamowanie przez
analogi ATP - takie jak omawiana powyze]j kordycepina oraz
widarabina /9- D-arabinofuranozyloadenina/ /Rose i Jacob

1978/.



- 58 -

7. WPLYV NIEDOKRWIENIA NA SYNTEZE RNA

7.1. Charakterystyka modelu i uzasadnienie wyboru czasu

przeprowadzania niedokrwienia

W badaniach posituzono sie¢ powszechnie stosowanym mo-
delem jednostronnego niedokrwienia mézgu chomika mongolskie-
g0 przez uniedroznienie jednej z tetnic szyjnych wspélnych.
Model ten jest szczegbdlnie przydatny ze wzglgdu na duzg,
oceniang na 30%-60% osobnikéw w populacji, czgstosé wyste-
powania u tego gatunku anomalii pierscienia tetniczego pod-
stawy mézgu /Kahn 1972, Harrison i wsp. 1973, Ito i wsp.
1975, Levine i Sohn 1975/. Zwiazane z ta nieprawidlowosciag
upoSledzenie krgzenia obocznego powoduje wystapienie obja-
wow ciezkiego niedokrwienia pétkuli mézgu po stronie nie-
droznej tetnicy charakteryzujacych si¢ typowym zespoiem
neurologicznym /Kahn 1972, Yanagihara 1978a/, ktére stanowia
podstaw¢ selekcji materiatu dos$wiadczalnego do badan. Do-
godno$¢ modelu dla badan biochemicznych polega na tym, zZe
u zwierzat "objawowych" skutki metaboliczne niedokrwienia
uwidaczniajg si¢ prawie wylgcznie w péikuli niedokrwionej,
a tylko w bardzo nieznacznym stopniu w pélkuli przeciwle-
glej, ktéra w zwigzku z tym moze stuzyé jako kontrolny
uktad odniesienia /Levy i Duffy 1977/. Zmiany metaboliczne
towarzyszgce niedokrwieniu mézgu w tym modelu zostaty scha-
rakteryzowane dosé szczegdlowo, Juz w kilkanascie minut po
zamknigciu tetnicy obserwuje sie spadek zawartosci zwigzkéw

wysokoenergetycznych /fosfokreatyny, ATP/, glukozy i gliko-
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genu oraz wzrost poziomu mleczanbéw w pétkuli niedokrwionej.
Zmiany te pogiebiaja si¢ wraz z przediuzeniem okresu niedo-
krwienia do 1,3 lub 6 godzin /Lust i wsp.1975, Mrsulja i
wsp.1976a, Levy i Duffy 1977/. Niedokrwieniu towarzyszy
réwniez postepusace obnizanie si¢ poziomu norepinefryny i
dopaminy oraz wzrost zawartosci serotoniny i kwasuxiaminoma-
stowego /Mrsulja i wsp. 1976b/. Wznowienie krazenia po okre-
sie niedokrwienia wplywa na zawarto$é rézinych metabolitéw

w mézgu w zrdéznicowany sposéb., Poziom zwigzkédw wysokoenerge-
tycznych oraz glukozy stosunkowo szybko powraca do normy lub
wartosci bliskich normie, natomiast podwyzszone ste¢Zenie
mleczanu utrzymuje sie przez diuzszy okres czasu, a szybkosé
ponownego ustalenia si¢ poziomu kontrolnego tego zwigzku
jest odwrotnie proporcjonalna do czasu trwania niedokrwienia
/¥rsulja i wsp. 1976a/. Zmiany w poziomie glikogenu oraz
dopaminy i norepinefryny sa z kolei do$¢ wierng ilustracjg
teorii Klatzo o "dojrzewaniu" zmian poniedokrwiennych: za-
wartosé tych zwigzkéw w mbézgu po wznowieniu krazenia wzrasta,
a szybkosé osiagania poziomu "szczytowego" jest wprost pro-
porcjonalna do czasu trwania niedokrwienia /Klatzo 1975/.

Do zmian pojawiajgacych sie lub potegujacych w okresie recy-
rkulacji zalicza sie réwniez krétkotrwaly wzrost poziomu
cAMP /Lust i wsp. 1975, Mrsulja i wsp. 1976a/, a nastepnie
spadek’ aktywnosci cyklazy adenylowe] 1 Na+/K+—zaleZnej
ATPazy /Schwartz i wsp. 1976/. Wyniki te wskazujg wyrasznie,
Ze proces powracania stanu metabolicznego mézgu do normy po
wznowieniu krgzenia nie jest prostym odwréceniem zmian za-

istnialych w okresie niedokrwienia. W zwigzku z tym nasunelo
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sie pytanie, w jakim stopniu zjawisko "dojrzewania" oraz
opbéznienia powrotu do .normy niektérych parametréw metabo-
licznych wigze si¢ z przejéciowym zaburzeniem funkcji en-
zyméw, a w jakim z uszkodzeniem bialek enzymatycznych bgdz
strukturalnych a nastepnie ich niedostatecznie wydajng re-
syntezg. Pytanie to skierowuje uwage na zagadnienie roli
syntez makromolekularnych w patomechanizmie uszkodzen wy-
wotanych niedokrwieniem, a w tym na problem syntezy RNA i
jeJ powigzan z syntezg bialek.

Z badan opisanych w poprzednich rozdziatach wynika,
ze niedotlenienie tkanek mézgu hamuje dopiyw nowosyntety-
zowanego RNA do polirybosoméw i ze zahamowanie to przebie-
ga w dwéch fazach: w fazie wczesnej dochodzi do wybidrczego
obnizenia przechodzenia poli/A/+RNA na skutek zaburzone]j
poliadenylacji, natomiast efekt péiniejszy nie jest wybior-
czy i wigze si¢ z zahamowaniem syntezy RNA. Doswiadczenia
opisane w niniejszym rozdziale mialy na celu ustalenie, w
Jakim stopniu niedokrwienie wplywa na procesy decydujgce o
poziomie mRNA w cytoplazmie i polirybosomach oraz, czy sek-
wencja zmian w metagbolizmie RNA jest podobna do stwierdzo-
nej w modelu niedotlenienia pozaustrojowego.

W celu uchwycenia wczesnych zmian w metabolizmie RNA,
zdecydowano sie na prowadzenie niedokrwienia przez okres 3
godzin, Podstawe wyboru czasu trwania niedokrwienia stano-
wito spostrzezenie Yanagihary /1976, 1978a/, %2e zachodzgcemu
w tym czasie znacznemu spadkowi syntezy bialka towarzyszy
jedynie niewielkie obnizenie aktywnosci polimeraz RNA w

izolowanych jgdrach. Scharakteryzowano ponadto wpiyw niedo-
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krwienia 6-godzinnego, w wyniku ktérego dochodzi do niemal
90-procentowego zahamowania syntezy bialka /Yanagihara
1978b/.

Skrawki mézgu inkubowano w warunkach standardowych z
3n-urydynq /rozdz. 3.3/, a nastepnie mierzono radioaktywnoséé
wlasciwg RNA frakcji jgdrowej, blon szorstkiej siatki $réd-
plazmatycznej oraz wolnych polirybosoméw. Oczyszczony cyto-
plazmatyczny RNA /rozdz. 3.5/ rozdzielano na o0ligo/dT/ celu-~
lozie na poli/A/*RNA i poli/A/ RNA /rozdz. 3.6/. Jadrowy
oraz cytoplazmatyczny RNA poddawano analizie sedymentacyj-

nej /rozdz. 3.7/.
7.2. Wyniki

Tabela 10 ilustruje wlgczanie 3H-urydyny do frakecji
podkomérkowych niedokrwionej pétkuli mézgu w stosunku do
pé1kuli przeciwleglej

Niedokrwienie 3-godzinne powodowalo spadek zdolnosci
skrawkéw mézgu do wiaczania prekursora do RNA frakcji bio-
nowej i polirybosomalnej, przy niezmienionym witgczaniu do
homogenatu oraz frakcji jadrowej. W wyniku niedokrwienia

6-godzinnego zanotowano spadek radioaktywnos$ci wtasciwe]

Doswiadczenia pilotowe wykazaly, ze pdikule przeciwlegle
do péikuli niedokrwionej nie réznig sie pod wzgledem para:
metréw badanych od mb6zgdéw zwierzat nie poddanych Zadnemu
zabiegowi. Obserwacja ta odnosi sie zardéwno do wczesnego
jak i péinego stadium niedokrwienia.



- 62 -

Tabela 10

Wpiyw niedokrwienia na wigczanie 5H-urydyny do RNA frakcji
podkomérkowych mézgu chomika mongolskiego

Czas trwania | W¥zgledna radioaktywnosé wiasSciwa RNA

gigdskggie7 Homogenat |Jadra Siatka &ré6d-|Polirybo-
) . plazmatyczna | somy

szorstka wolne
120218 101315 | 72%13 63211
g8ot12 70t13 63t16 sytqo

7yniki przedstawiono jako wartosci Srednie - odchylenia
standardowe uzyskane w 6-ciu réwnoleglych doswiadczeniach
i wyrazono w procentach wartoé$ci kontrolnych. Kontrolny
uktad odniesienia stanowily péikule mézgu po stronie nie-
podwigzanej tetnicy szyjnej wspblnej.

nowozsyntetyzowanego RNA we wszystkich frakcjach podkomérko-
wych, przy czym najwiekszemu zshamowaniu ulegalo wbudowywa-
nie prekursora do polirybosomalnego RNA.

Wplyw niedokrwienia na wasnofci sedymentacyjne nowo-
zsyntetyzowanego poli/A/TRNA oraz poli/A/ RNA frakcji cyto-
plazmatycznej przedstawiono na ryc.8. Doswiadczenia z
poli/A/ RNA, w ktérych na gradienty naktadano réwna mase
RNA, wykazaly bardzo nieznaczny wpiyw 3-godzinnego niedo-
krwienia na jego synteze, podczas gdy niedokrwienie 6-go-
dzinne powodowaio ponad 40% obnizenie wlaczania 3H—urydyny
do przewazajacych w preparacie frakcji niskoczasteczkowych,
reprezentujacych 4S i/lub 5S RNA. Profil sedymentacyjny
poli/A/*RNA zsyntetyzowanego po 3-godzinnym niedokrwieniu
nie réznit sig¢ -od profilu preparatu kontrolnego, natomiast
radioaktywny RNA z pbéikuli po 6-godzinnym niedokrwieniu osa-

dzal si¢ w gradiencie sacharozowym wolniej niz RNA kontrolny.



Wtasnos$ci sedymentacyjne jgdrowego RNA zsyntetyzowa-
nego po 3 godz. niedokrwienia nie réznity si¢ w widoczny
sposéb od witasnosci preparatu kontrolnego. Oba: preparaty
charakteryzowaly sie przewagg sktadnikéw wysokoczgsteczko-
wych /ryc. 9/. ¥ radioaktywnym RNA uzyskanym po 6 godzinach
niedokrwienia wystepowala obfitosé produktdédw niskoczgstecz-
kowych, w wiekszoéci o stalej sedymentacji ponizej 28S.

7¢3. Ombéwienie i wnioski

Uzyskane wyniki potwierdzity zatozenie, Ze niedokrwie-
niu towarzyszg zmiany prowadzgce w efekcie do obnizenia po-
ziomu nowozsyntetyzowanego mRNA w cytoplazmie i/lub w poli-
rybosomach oraz ze podobnie jak w modelu niedotlenienia,
charakter tych zmian jest rézny w dwu fazach niedokrwienia.
Zahamowanie wlgczania urydyny do RNA po 3 godz. niedokrwie~
nia objeto tylko frakcje cytoplazmatyczne, co wskazuje, ze
w tym stadium - podobnie jak to mialo miejsce w wyniku 20-
minutowego niedotlenienia - zaburzeniu ulegt proces przecho-
dzenia RNA z jadra do cytoplazmy i polirybosoméw, a nie
Jjego synteza. Bardzo niski odzysk radioaktywnego RNA, zwla-
szcza polirybosomalnego poli/A/+RNA, ograniczony dodatkowo
iloscig uzyskiwanego materiatu patologicznego /tylko 30%
operowanych zwierzgat charakteryzowalo sie¢ klinicznymi obja- .
wami udaru mézgu, a wsréd nich 30% nie przezywalo 3 godzin,
a ok, 60% - 6 godzin/, uniemozliwial przeprowadzenie statys-
tycznie znaczgcej oceny zmian ilosciowych w syntezie poli/A/'

RNA na podstawie badan bezposérednich, jak to uczyniono w
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Ryc.8 Wlasnosci sedymentacyjne cytoplazmatycznego poli/A/
RNA oraz poli/A/"RNA z mézgu chomika mongolskiego, zsynte-—
tyzowanego w skrawkach kontrolnych /@-@/ oraz uzyskanych z
mézgu po 3 godz. /A—A/ lub 6 godz. /O—0O/ niedokrwienia.

Na kazdy gradient nakladano odpowiednio poli/A/'RNA+w ilosci
odpowiadajgcej ok, 10,0 jednostkom Apgp Lub poli/A/"RNA o
radioaktywnosci ok. 4000 imp./min. Cytoplazmatyczny RNA izo-
lowano z petnej frakcji postmitochondrialnej. Warunki wiro-
wania identyczne do opisanych w legendzie ryc. 1.
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Ryc. 9 qplyw niedokrwienia na wtasnosci sedymentacyjne
nowozsyntetyzowanego jgdrowego RNA ndézgu chomika mongol-
skiego. Profile sedymentacyjne charakteryzuja RNA zsynte-
tyzowane w skrawkach kontrolnych /@&—@ / oraz izolowanych
po 3 /& A/ 16/ 0—0 [/ godzinach niedokrwienia. Na
kazdy gradient naktadano RNA o radioaktywnosci ok. 30000
imp/min. Warunki wirowania identyczne do opisanych w legen-
dzie do ryc. 5. Jako nosnik uzyto nieradioaktywny RNA poli.
rybosomalny.
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modelu niedotlenienia. Niemniej fakt, ze radioaktywnosé¢ wita-—
$éciwa poszczegdlnych frakcji cytoplazmatycznego poli/A/ RNA
zsyntetyzowanych po 3-godzinnym niedokrwieniu nie réznita
si¢ od wartosci kontrolnych /ryc. 8, wykres gérny/, Swiad-
czyt pos$rednio, ze w tym czasie zmiany dotyczyily gitodwnie
poli/A/TmRNA, Warto nadmienié¢, ze w pojedynczym doswiadcze-
niu z 3-godzinnym niedokrwieniem zanotowano spadek wzgledne]
radioaktywnoéci polirybosomalnego poli/A/TRNA o ok. 20%.
Zbieznos¢é wiasnosci sedymentacyjnych poszczegdlnych klas RNA
zsyntetyzowanych po 20-minutowym niedotlenieniu i 3-godzin-
nyn niedokrwieniu /por. ryce5 2z ryc.d 0raz ryc.d z ryc.8/
dodatkowo przemawiala za podobienstwem wczesnych zmian w

obu modelach. Przez analogi¢ mozna wigc przypuszczaé, ze
3-godzinne niedokrwienie zaburza przede wszystkim proces
poliadenylacji RNA w jadrze, co prowadzi do zahamowania tran-
sportu poli/A/YRNA.

Niedokrwienie trwajace przez okres 6 godzin prowadzito
do znacznego zahamowania syntezy RNA i powodowalo znaczne
zmiany we wlasnos$ciach sedymentacyjnych nowozsyntetyzowanego
RNA. Podobnie jak w przypadku 30-minutowego niedotlenienia,
zmiany nie ograniczaly sie¢ do poli/A/+RNA. Nasunéelo sie przy-
puszczenie, ze obok spadku rezerw energetycznych i substra-
towych do poziomu nie zabezpieczajacego prawidiowego prze-
biegu syntezy, poliadenylacji i transportu RNA z Jjadra do
cytoplazmy, na zaobserwowany obraz zmian mogla rzutowaé wzmo-

zona degradacja RNA.
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8. WPLYV NIEDOTLENIENIA I NIEDOKRWIENIA
NA AKTYWNOSE RYBONUKLEAZ MOZGU

8.1, Zatozenie badan

W poprzednich rozdziatach przedstawiono dane wskazu-
jace, ze towarzyszgce niedotlenieniu lub niedokrwieniu zu-
bozenie polirybosoméw mbézgu w nowosyntetyzowane RNA/mRNA/
wigze sie we wczesnej fazie z wybidérczym zahamowaniem tran-
sportu poli/A/TmRNA z jadra do cytoplazmy na skutek zaburzo-
nej poliadenylacji, a w fazie pdézniejsze] ze spadkiem syn-
tezy RNA. Uzyskane w tych badaniach wyniki nie pozwalaly
jednakze wykluczyé, ze zmiany te mogly w jakimé$é stopniu wy-
nikaé réwniez ze wzmozZonej degradacji RNA w jgdrach lub
cytoplazmie. Aktywacja i inaktywacja rybonukieaz jest czestym
z jawiskiem, towarzyszgcym fizjologicznym i patologicznym
procesom zachodzgacym w réznych tkankach /Kraft i Shortman
1970, Liu i wsp. 1975/. Zjawisko to wystepuje réwniez w
mézgu, gdzie - jak wspomniano w rozdz. 1.2 - wzrost akty-
wnosci rybonukleazy zasadowej jest jednym z nastepstw hiper-
fenyloalaninemii /Roberts i Morelos 1976/ oraz zatrucia
tlenkiem wg¢gla /Albrecht 1977a/. W zwiazku z tym, postano-
wiono scharakteryzowaé aktywnosé rybonukleaz kwasnej i za-
sadowej we frakcjach podkomérkowych wyodrebnionych z mézgdw
kontrolnych, oraz niedokrwionych lub niedotlenianych przez
oxresy czasu odpowiadajace wystapieniu wczesnej i pbine]
fazy zmian w metabolizmie RNi., Substratem w reakcji byi

homologiczny jadrowy RNA z mézgu krbélika badz chomika, a



aktywno$é oznaczano w pH 6,0 /rybonukleaza kwasna/ i 7,5
/zasadowa/, a wiec w warunkach ustalonych od dawna jako
optymalne dla rybonukleaz cytoplazmatycznych réznych tkanek
/Delamirande i wsp. 1954, Roth i wsp. 1954/. Ostatnio wyka-
zano, ze analogiczne optima pH charakteryzujg rybonukleaze
kwasng i1 zasadowg frakcji jgdrowej mézgu /Ittel i wsp.1974,
Niedergang i wsp. 1974/.

8+.2. Aktywnos$é rybonukleazy kwaénej i zasadowej w warun-—
kach kontrolnych
L)

Kinetyke¢ degradacji RNA w Srodowisku kwasnym i zasado-
wyn przez roézne frakcje podkomérkowe mbézgu krdélika przed-
stawiono na rye. 10. We wszystkich frakcjach podkomérkowych,
aktywnos¢ rybonukleazy zasadowej byta wyzsza niz rybonukle-
azy kwasnej, a réznica ta zaznaczyla si¢ najwyrazniej w
przypadku frakcji jadrowej. Najwyzsza aktywnosé wiasciwag
/hydroliza RNA/mg bialtka/ obu rybonukleaz wykazywala frakc ja
postmitochondrialna, a frakcja jadrowa charakteryzowala sig
aktywnoscig wielokrotnie nizszg od pozostalych. Hydroliza
RNA przebiegata w sposéb liniowy przez okres ok. 15 min. we
frakcji postmitochondrialnej i postnuklearnej oraz przez o-
kres 30 min. we frakcji jadrowej. Powyzsze okresy inkubacji
zastosowano w doSwiadczeniach z frakcjami izolowanymi z
tkanki niedotlenionej. Trzydziesto-minutowa preinkubacja
skrawkéw mézgu w warunkach tlenowych prowadzita do 10% za-
ledwie wzrostu aktywnosci obu rybonukleaz we frakcji post-

nitochondrialnej, w stosunku do frakcji wyodrebnionych =ze



- 69 -

skrawkéw nieinkubowanych bgdZz z bezposrednio przyrzgadzonych
homogenatéw mbézgu, co uznano za efekt nie majacy znaczenia
dla interpretacji wynikéw uzyskanych w warunkach niedotle-
nienia. Nie odnotowano mierzalnej degradacji RNA inkubowa-
nego w tych samych warunkach pod nieobecno$é frakcji tkan-
kowych wzglgdnie z frakcjami preinkubowanymi z proteinazg
K.

Charakterystyka degradacji RNA przez frakcje podkomér-
kowe mézgu chomika mongolskiego nie réznita sie¢ od parame-
tréw reakcji opisanych dla mézgu krélika, przy czym rybo-
nukleaza kwasna frakcji lizosomalno-mitochondrialnej mézgu
chomika /rozdz. 5.1/ zachowywala sie identycznie jak enzym
frakcji postnuklearnej mézgu krélika. JFyjatek stanowily
rybonukleazy jadrowe, ktérych zbyt niska aktywnosé w polg-
czeniu z niewielkim odzyskiem frakcji jadrowej z mézgu cho-
mika, uniemozliwily przeprowadzenie statystycznie znaczg-

cych oznaczen.

8.3. Aktywnosé rybonukleazy kwasnej i zasadowej w warunkach
niedotlenienia i niedokrwienia

Niedotlenienie skrawkéw mézgu krdlika przez okres 15
i 30 min. nie wpiynelo na aktywno$é zadnej z rybonukleaz
w badanych frakcjach podkomérkowych./tabela 11/. Niedokrwie-
nie nie wywolalo zmian aktywnosSci rybonukleazy zasadowe] we
frakcji postmitochondrialnej, natomiast aktywnoéé rybonukle-
azy kwasnej wykazywala nieznaczng tendencj¢ wzrostowg po 3

godz. niedoxrwienia i przeszto 1,5-kroctny wzrost w wyniku



Tabela 11

Wptyw niedotlenienia na aktywnosé rybonukleazy kwasnej /pH 6,0/ i zasadowej /pH 7,5/
we frakcjach podkomérkowych mézgu krélika.

Czas trwania

Aktywnosé enzymu /% wartosci kontrolnych/
niedotlenie-~

Jadra Frakcja postnukle~ Frakcja postmitochon-
nia /min./ arna drialna
pH 6,0 PH 7,5 pPH 6,0 PH 7,5 PH 6,0 PH 7,5
15 nm 98t 12/6/ | 105%6/6/ | 102 7/5/ | 100%12/5/
30 99%13/4/| 96-172/4/ | 95-8/6/

105%9/6/ 97¥3/6/ | 104t8/5/

Wyniki wyrazono w % radioaktywnosci uwolnionej w wyniku inkubacji RNA z odpowiednimi

frakcjami z kontrolnych skrawkéw mézgu, przy uzyciu identycznych ilosci biatka i

stezen substratu. Tabela przedstawia wartosci Srednie - odchylenia standardowe.
W nawiasach -~ liczba réwnoleglych doswiadczen.

nn = nie mierzono.



6-godzinnego niedokrwienia /tabela 12/. Wzmozeniu akXtywno-
$ci tego enzymu we frakcji postmitochondrialnej towarzyszyt
po 6 godz. JoJ niewielki spadek we frakcji zawierajgcej
lizosomy /tabela 12/.

Tabela 12
Wptyw niedokrwienia na aktywnos$é rybonukleazy kwasne]

/pH 6,0/ 1 zasadowej /pH 7,5/ we frakcjach podkomérkowych
mézgu chomika mongolskiego.

Aktywnosé enzymu /% wartosci kontrolnych/

Czas trwa- Frakc ja postmitochon- |Mitochondria + 1li-
nia niedo- drialna zosom
krwienia a.n J

3 112-12/3/ | 104%5/3/ nm nm

6 14t48/8/ | 103-9/4/ 80~-15/4/ nm

Wynikl przedstawiono w sposéb opisany w legendzie tab.11.
Uktad odniesienia /material kontrolny/ stanowity pdikule
moézgu po stronie niepodwigzanej tetnicy szyjnej wspdlnej.

8.4, Oméwienie i wnioski

W dotychczas publikowanych badaniach nad aktywnoscig
rybonukleaz mézgu jako substrat reakcji stosowano radio-
aktywny RNA pochodzenia bakteryjnego bgdZ syntetyczne po-
linukleotydy. Substratami w przedstawionych powyzej bada-
niach byity homologiczne RNA jgdrowe mézgu. Ich zastosowa-
nie wydawato si¢ stuszniejsze z uwagi na to, ze homolo-
giczne preparaty RNA zawierajg nie tylko komplet nukleoty-
déw, ale réwniez wiekszo$é sexwencji nukleotydowych wyste-
Pujgcych w natywnym wRNA. Substratem z wyboru dla rybonu-
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Ryc.10 Kinetyka reakcji hydrolizy RNA przez frakcje
jgdrows /A/, postnuklearns /B/ i postmitochondrialng /C/
mézgu krélika., Oznaczenia wykonano w spos6b standardowy

w warunkach ujawniajgcych rybonukleaze kwasna / @—e /

i zasadowg / 0—0O /. Mieszaniny reakcyjne zawieraly po
okolo 1,0 mg bialka odpowiedniej frakcji oraz 4000 imp/min.

3H-RNA.
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kleaz cytoplazmatycznych byiby radioaktywny polirybosomalny
RNA, jednakze uzyskanie takiego preparatu w wystarczajgcych
ilosciach i o dostatecznym stopniu wyznakowania prekursorem
okazato sie niemozliwe.,

Niewystgpienie zmian w aktywnosci rybonukleaz we frak-
cjach cytoplazmatycznych pod wpiywem niedotlenienia wskazu-
je, ze zaobserwowany uprzednio w tych warunkach spadek za-
wartosci nowozsyntetyzowanego RNA w-'polirybosomach, jak
réwniez towarzyszacy jeszcze wczeSniejniejszej fazie niedo-
tlenienia rozpad polirybosoméw /Yanagihara 1976a/, nie byily
spowodowane wzmozong degradacjg RNA. Na uwage zasluguje
brak wrazliwo$ci rybonukleaz jgadrowych, a zwlaszcza rybonu-
kleazy kwasnej, ktéra wediug opinii niektérych autoréw po-
siada zdolnos$¢ hydrolizowania sekwencji poli/A/ /Kwan i
wsp. 1974, Ittel i wsp. 1975/. Swiadczy to dodatkowo, ze
towarzyszacy niedotlenieniu spadek radioaktywnos$ci sekwencji
poli/A/ w jadrowym RNA zsyntetyzowanym z udzialem 3H-adeno-
zyny /tabela 10/ byl wynikiem zahamowania poliadenylacji, a
nie wzmozonego rozktadu kwasu poliadenylowegoe.

Wzrost aktywnoéci rybonukleazy kwasnej we frakcji post-
mitochondrialnej po 6-godzinnym niedokrwieniu byt prawdopo-
dobnie zwigzany z uwalnianiem sie enzymu z 1lizosomébéw, bowiem
towarzyszyt mu spadek aktywnosci enzymu we frakcji wzbogaco-
nej w lizosomy. Wniosek ten pokrywa sie¢ ze spostrzeZeniam&
innych autoréw, ze w tej fazie niedokrwienia ujawnia sie
znaczny obrzek i uogbdlniona wakuolizacja pdéikuli niedokrwio-
nej /Fujimoto i wsp. 1976, Dodson i wsp. 1977, Yanagihara
1978a/. Wydaje sie wigc, ze spadek zawartosci RNA w polirybo-
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somach w zaawansowanym stadium niedokrwienia jest po czgsc
wynikiem jego rozktadu przez rybonukleaz¢ lizosomalng, na-
tomiast udzial tego procesu w stadiach wczesniejszych jest
racze] znikonmy.

Uzyskane wyniki nalezy interpretowaé z zastrzezeniem
ze wzgledu na fakt, Ze czutosé zastosowanej metody oznacza
nia aktywnosci rybonukleaz, opartej na pomiarze radioakty-—-
wnoséci uwalnianych w reakcji wolnych nukleotyddéw, nie za-
pewnia wykrycia bardziej subtelnych uszkodzen RNA, prowa-
dzgcych do pojawienia si¢ czgsteczek o0 nizszym cigzarze
czgsteczkowym., Nyniki analiz sedymentacyjnych nowozsyntety
zowanych RNA /por. ryc. 5,6,9,10/ nie wskazywaly jednak na
wystapienie takich uszkodzen, zwtaszcza we wczesnych sta-

diach niedotlenienia i niedokrwienia.
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9. ZABURZENIA METABOLIZMU RNA A PATOMECHANIZM
ZMIAN TOWARZYSZACYCH NIEDOTLENIENIU
I NIEDOKRWIENIU

W Swietle oczywistej wspbizaleznosci pomiedzy pozio-
mem i1 jakoscig RNA w komérce a prawidiowym funkcjonowaniem
aparatu syntezy biatek, udzial zaburzeh metabolizmu RNA w
ksztattowaniu si¢ nieprawidiowosci czynnosciowych i zmian
strukturalnych w tkance mozna a priori uznaé za niewgtpliwy
N poprzednich rozdziatach pracy wykazano, 2e jednym z na-
st¢pstw metabolicznych niedotlenienia i niedokrwienia mézgu
jest wigczanie si¢ mniejszych ni% w warunkach prawidiowych
1lo5¢ci nowozsyntetyzowanych mRNA w c¢ykl polirybosomalny.
Efekt ten w stadium wczesnym obejmuje gléwnie poli/A/*RNA 1
wynika z zaburzenia procesé6w poliadenylacji i zwigzanego z
tym transportu z jgdra do polirybosombéw, natomiast w fazie
péiniejszej jest konsekwencjg ogbélnego zahamowania syntezy
RNA. Nasuwa sie¢ pytanie, na jakim etapie niedotlenienia
bgdz niedokrwienia, powstajacy niedobé6r mRNA zaczyna rzuto-
waé na aktywnosé biosyntezy biatka, a w konsekwencji wspbi-
uczestniczyé w pojawianiu sie¢ innych zmian metabolicznych
i strukturalnych? Z tym pytaniem wigze si¢ zagadnienie za-
leznosci-czasowej pomiedzy wystepowaniem zaburzehr w biosyn-
tezie RNA i1 bialek.

Z dostepnych danych pisSmiennictwa wynika, Ze zshamowa-
nie biosyntezy bialka i towarzyszgca temu dezagregacja poli-
rybosombéw ujawniajg sie wczesniej niz zaburzenia w syntezie

i transporcie mRNA., W modelu niedotlenienia, spadek witgcza-
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nia radioaktywnych aminokwaséw do biatek w skrawkach obser-
wuje sie juz po 5 min. inkubacji w warunkach beztlenowych
/Yanagihara 1973, 1974b/, a dezagregacje polirybosoméw po
10 minutach /Yanagihara 1976a/. T¢ samg prawidiowosé zanoto
wano w przypadku niedokrwienia: znaczne /ok. 30%/ zahamowa-
nie mikrosomalnej biosyntezy biatka w pétkuli niedokrwione}
wystepuje juz w 30 min. po zamknieciu tetnicy /Yanagihara
1978b/. Badania mikroskopowo elektronowe wykazaly wystqpie-
nie w tym samym okresie niedokrwienia dezagregacji poliry-
bosoméw w duzych neuronach /Hartman i Becker 1973/. Stad
wniosek, Ze w bardzo wczesnym stadium niedotlenienia i nie-
dokrwienia, uposledzenie aktywnosci ukiadu biosyntezy bial-
ka, polegajgce jak sie wydaje na zahamowaniu inicjacji
/rozdz. 1.1/, wynika z przyczyn niezaleinych od dostepno-
5ci mRNA, Sekwencja zmian prowadzgcych do zshsmowania ini-
cjacji nie jest jeszcze dokladnie znana. W 4wietle danych
wskazujgcych na bezposredni udzial ATP w tworzeniu sie kom-
Pleksu inicjujgcego /Staehlin i wsp. 1975/, moina przypusz-
czaé, Ze znaczenie ma w tym przypadku spadek poziomu ATP,
obserwowany w krétkim czasie po rozpoczeciu niedotleniania
/Cohen 1973/ oraz po uniedroznieniu tetnicy /Levy i Duffy
1977/. Brak jest podstaw do oceny, w jakim stosunku do za-
hamowania inicjacji pozostaja inne wczesne zmiany metabo-
liczne nie rzutujgce w sposé6b bezposredni na stan energe-
tyczny tkanek mézgu, jak np. zmiany w poziomie neurotransmi
teréw, kté6rym przypisuje sie role regulacyjng w biosyntezie
biatka /Munro i wsp. 1977/. Interpretacje w tym przypadku

zaciemnia fakt, Ze niedokrwieniu towarzyszy wzrost poziomu
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kwasug;nm*nomaslowego oraz spadek stezenia dopaminy /Mrsulja
i wsp. 1976b/: taki stan powinien powodowaé raczej wzrost
niz zahamowanie biosyntezy bialka /Tewari i Baxter 1969,
Roel i wsp. 1974, Sandoval i wsp. 1976/. Obserwowany w wy-
niku niedokrwienia wzrost poziomu serotoniny jest do pogo-
dzenia z wystgpieniem spadku biosyntezy biatek /Weiss i
wspe. 1973/. Dalsze badania powinny przynieéé wyJjasnienie,
czy neurotransmiter ten réznicuje w swoim oddziatywaniu
procesy inicjacji i elongacji biosyntezy biatka. Niezale-
2nie od niejasnosci wokél reakcji prowadzgacych do zshamo-
wania 1inicjacji oraz do dezagregacji polirybosoméw wydaje
sie jednak pewne, 2e we wczesnym stadium niedotlenienia
bgdsz niedokrwienia nie wigzg sie¢ one w sposéb znaczgcy ze
zmianami w metabolizmie RNA. Zbyt niska czulosé zastosowa-
nych metod nie pozwolila wykluczyé wystepowania we wczesne]
fazie niedokrwienia zmian w syntezie lub transporcie RNA o
charakterze lokalnym, ograniczonych do okolic mézgu szcze=-
gélnie wrazliwych na niedokrwienie, np. do sektora H2 kory
amonalnej /Klatzo 1975/. Wydaje sie jednak mato prawdopo-
dobne, aZeby globalny spadek biosyntezy bialek w niedokrwio-
neJ pétkuli mézgu mbégt byé wynikiem lokalnych zmian w syn-—
tezie RNA, Wypiywa stad wniosek, Ze skutké4w zaburzeh w
metabolizmie RNA nalezy sie doszukiwaé wér6d zmian pdiniej—
szych, Ponizej rozwazono hipoteze, Ze nastepstwa zaburzeh

w syntezie 1 transporcie mRNA mogg sie ksztaltowaé w sposéd
potwierdzajgcy stusznosé teorii "dojrzewania uszkodzen™ za-
proponowanej przez Klatzo /1975/. Teorie te rozszerzono o
elementy zwigzane swoiscie z metabolizmem RNA, a nastepnie

przytoczono dane doswiadczalne zgodne z jej zalozeniami.
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Zahamowanie odnowy puli mRNA zdolnych do 1gczenia sie
z rybosomami w polirybosomy, niezaleznie od tego czy wynika
ono ze spadku syntezy czy tez transportu RNA, moze by¢ przy-
czyng ujawnienia si¢ trzech najbardziej charakterystycznych
cech dojrzewania zmian:

1/ opbéinienia ich wystapienia w stosunku do okresu
dziatania czynnika patogennego,

2/ ich stopniowego narastania w okresie po wyelimino-
waniu tego czynnika oraz

3/ opbinionej lub niepetnej odwracalnosci tych zmian.
W mysl tej koncepcji, istota opdinienia polegataby na tym,
2e niedobér nowozsyntetyzowanych mRNA w cytoplazmie spowo-
duje uposledzenie czynnosci polirybosoméw dopiero z chwilg,
gdy zasoby mRNA zsyntetyzowanego w okresie poprzedzajgacym
niedotlenienie bgd% niedokrwienie okazg sie¢ niewystarczajg-
ce, Stopniowemu wyczerpywaniu si¢ starszych mRNA, przy nie-
dostatecznie wydajnym uzupeinianiu niedoboru, towarzyszyé
bedzie narastanie zaburzeh w biosyntezie bialtka i ich dal-
szych konsekwencji. Jednym- -z czynnikéw okreslajgcych czas,
po uplywie ktérego uwidocznig sie skutki spadku transportu
danego mRNA jest jego trwalosé. Okres péitrwania czgsteczek
mRNA w mézgu waha sie¢ od 1 godz. do znacznie powyzej 24 godz
przy czym udato si¢ wyréznié 3 zasadnicze grupy RNA o okre-
sach péitrwania odpowiednio 1-4 godz. 10=12 godz. oraz
bardzo trwatych /Appel 1967/. Wyniki nowszych badan dotyczg-
cych poli/A/*mRNA w réznych tkankach /watroba, komérki Hela/
wskazujg, 2e okres péltrwania mRNA tej klasy waha sie¢ od
kilku godzin do kilku dni /Murphy i Attardi 1973, Moore
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i wsp. 77 /. Dotychczas nie opublikowano danych odnoénie
trwalosci mRNA kodujgcych poszczegdlne bialtka, co w konkre-
tnych przypadkach uniemozliwia dowodzenie zaleznosci zmiany
poniedokrwiennej od metabolizmu mRNA. Ogélnie mozna zalozyé,
ze skutki zaburzenia metabolizmu mRNA bedg sie pojawiac po
uptywie czasu obejmujacym peiny zakres okreséw péitrwania
réznych mRNA, W mysl przyjetej hipotezy, szybkosé pojawia-
nia sie zmian bedzie réwniez za}eZeé od gtebokosci deficytu
RNA, ktéry z kolei jest uwarunkowany czasem oddzialywania
czynnika patogennego. Innymi siowy, zmiany pojawig si¢ tym
szybciej, im dluzej mbézg znajdowal sie¢ w warunkach niedo-
krwienia lub niedotlenienia,

Wspblzaleznosé pomiedzy giebokoscig i czasem trwania
niedoboru mRNA a stopniem nieodwracalnosci nastepczych
zmian metabolicznych charakteryzowataby si¢ prostg propor-
c jonalnoscig, co réwniez pokrywaloby sie z teorig Klatzo
/1975/. Skrajnym przejawem tej zaleznosci bytaby sytuac ja,
w ktérej nieodwracalne uszkodzenie aparatu syntezy RNA wy-
wotuje trwale zaburzenie biosyntezy bialka i w konsekwencji
nieodwracalne zmiany w strukturze i funkcji komérek. Odwra-
calnos¢ zmian ktére pojawily sie z przyczyn niezwigzanych
z syntezg badz transportem mRNA, réwniez moze zalezeé od
poziomu mRNA; dotyczyé to bedzie sytuacji, w ktérych warun-
kiem powrotu do normy jest resynteza enzymu badsz bialka
strukturalnego. Mozna réwniez zatozyé wystepowanie zmian o
charakterze lancuchowym, z natury rzeczy nieodwracalnych,

a przebiegajacych wg schematu: niedobér mRNA —= spadek

syntezy enzymu — spadek aktywnosci enzymatyczne] -
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uszkodzenie strukturalne »zaburzenie syntezy mRNA -
niedobér mRNA, z mozliwym pomini¢ciem niektérych ogniw an-
cucha,

Wykazanie w sposéb bezsporny, 2e konkretna zmiana bgdz
Yancuch zmian wystepujgcych w nastepstwie niedotlenienia
lub niedokrwienia wigze sie¢ z niedoborem mRNA, jest bardzo
trudne. Trudnos$ci- wynikajga przede wszystkim ze wspomnianego
juz braku danych na temat wtasnosci fizykochemicznych,
trwaltosci i aktywnoéci matrycowej poszczegbdlnych mRNA,ktére
pozwolibyly na bezposrednig ocene ich zachowania w warunkach
patologicznych. Ponadto niedoskonato$é dotychczas stosowa-
nych metod uniemozliwia dokladne przes$ledzenie lokalnych
zmian w metabolizmie RNA, dotyczgcych struktur szczegblnie
wrazliwych, nie méwigc juz o poszczegdlnych typach komérek
wystepujgacych w obrebie tych struktur. Interpretacj¢ doda-
tkowo komplikuje ziozonos$é towarzyszacych niedokrwieniu i
niedotlenieniu réznych zjawisk wywotujgcych uszkodzenie tka-
nek bgdZz bedacych ich skutkiem, ktérych wzajemne powigzania
z metabolizmem RNA sg bardzo trudne do ustalenia. Do 2zja-
wisk takich mozna zaliczyé pojawiajgce sie juz we wczesnym
stadium niedokrwienia zaburzenia bariery krew-mézg dla
ré2nych zwigzkéw /Spatz i Klatzo 1976/, oraz obrzek niedo-
krwionej péikuli /FPujimoto i wsp. 1976/, ze wszystkimi wy-
pPiywajacymi stgd konsekwencjami dla Srodowiska zewngtrzko-
mérkowego i wewngtrzkomérkowego w osrodkowym ukladzie ner-
wowym., Stgd tez podane poniZej przyktady, majgce ilustro-
waé¢ powigzanie typowych dla niedokrwienia oraz niedotlenie-

nia zmian metabolicznych z zaburzeniami w syntezie lub tran-
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sporcie mRNA, beda wymagaly bezposSredniego potwierdzenia

doswiadczalnego. Przy wyborze przyktadéw kierowano si¢ dwoma

zasadniczymi kryteriami: nastepczosci pojawienia sig¢ tych
zmian w stosunku do wystgpienia spadku transportu i syntezy
mRNA oraz zgodnoscig ich przebiegu z przedstawiong powyze]j
koncepcjg dojrzewania zaburzen zaleznych od niedoboru mRNA,
przewidujgcg w szczegbdlnosci wprost proporcjonalng zaleznosé

pomiedzy glebokoscig deficytu nowozsyntetyzowanego mRNA a

szybkoscia narastania wzglednie opézinionym cofaniem si¢ in-

nych zmian metabolicznych. Kryteriom tym odpowiadajg naste-
pujgace przyktady:

- Spadek biosyntezy biaika w modelu niedotlenienia jest od-
wracalny w okresie poprzedzajgcym zahamowanie transportu
mRNA do 15 minuty /patrz rozdziaty 5 i 6/, natomiast sta-
je sie nieodwracalny z chwilg pojawienia si¢ niedoboru
nowozsyntetyzowanego RNA w cytoplazmie. Yanagihara /1975/
wykazal, Ze w nastepstwie niedotleniania in vitro trwajg-
cego dtuzej niz 15 min., skrawki mézgu przeniesione do wa-
runkéw aerobowych nie odzyskujg peilnej zdolnosSci wigczania
radioaktywnego aminokwasu do biaiek. Wydaje si¢ 2e ta sama
prawidlowosé dotyczy réwniez i innych zmian w tym modelu.
Cohen /1973/ zaobserwowal niepeing odwracalno$é obnizenia
poziomu fosfokreatyny i ATP po 20 min. niedotleniania,
podczas gdy zmiany te byity calkowicie odwracalne jezeli
niedotlenianie przerweno po 10 min. Webster i Ames /1965/
zwrécili uwage, 2e obrzek mitochondriéw i siatki Srédpla-
zmatycznej, pojawiajgcy sie juz w 3 min. po rozpoczeciu

niedotlenienia, moze sie cofngé jezelli okres niedotlenia-
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nia nie przekroczy 20 min. Powyzsze wyniki ilustrujg zbie
zno$¢ czasowg i sugerujgq istnienie zwigzku przyczynowego
pomiedzy peing odwracalnos$cig skutké4w niedotlenienia a
prawidiowym funkcjonowaniem mechanizméw syntezy i tran-
sportu mRNA,

Jednym z nastepstw niedokrwienia jest wzrost zawartosci
mleczanéw w tkance /Mrsulja i wsp. 1976a/. ¥ niedokrwie-
niu mézgu u chomiké4w mongolskich, wzrost ten w péikuli

po stronie niedroznej tetnicy osigga bardzo wysokg war-
tos¢ juz po 1 godz. niedokrwienia /800% wartosci kontrol-
nej/ i nieco wyzszg /ok. 900%/ po 3 godz. Przerwanie nie-
dokrwienia po 1 godz. powoduje prawie zupelny powrét po-
ziomu mleczanéw do normy juz po upiywie nastepnej godziny.
natomiast udroznienie tetnicy po 3.godz. jest znacznie
mniej efektywne: zawarto$é mleczandéw przewyzszajgcg po-
ziom kontrolny notuje €ie jeszcze po uplywie 20 godz.
Zjawisko opézinionego powracania poziomu mleczanéw do
normy mozna hipotetycznie wigzaé z pojawieniem si¢ w
3-ciej godzinie niedokrwienia niedoboru nowozsyntetyzo-
wanego mRNA /patrz rozdziatr 7/. Przyczyng tak opbéznionego
odwrécenia efektu niedokrwienia mogtoby byé uszkodzenie
jednego z kluczowych ukladé4w enzymatycznych zwigzanych z
utlenianiem, a nastepnie jego niewydajna resynteza., Niska
wydajnosé resyntezy bialka/ek/ enzymatycznego/ych/ wigze
sie¢ z kolei z niedoborem mRNA. Warto nadmienié, e caly
szereg nastepstw metabolicznych niedokrwienia, takich jak
np. spadek poziomu glukozy czy tez glutaminianu, ulega od-

wréceniu bez znacznego opdinienia niezaleznie od czasu
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trwania stanu patologicznego /Mrsulja i wsp. 1976a/.
Mozna uznaé, Ze w tych przypadkach proces powrotu .do
normy albo byt niezaleiny od resyntezy bialek, albo re-
synteza odbywala si¢ z udziatem trwalych mRNA,

Zmiany w zawartosci serotoniny w nastepstwie niedokrwie-
nia w tym samym modelu charakteryzujg sie¢ dynamikg zgodng
z zatozeniami przyjetymi dla zmian zwigzanych z narasta-
jacym deficytem mRNA. Szybkoéé obnizania sie poziomu se-
rotoniny w mézgu jest wprost proporcjonalna do czasu
trwania niedokrwienia. W nastepstwie 15-minutowego nie-
dokrwienia, poziom serotoniny osigga minimum dopiero po-
20 godz., podczas gdy przy niedokrwieniu 6-godzinnym naj-
nizszg zawartosé tego zwigzku notuje sie w momencie wzno-
wienia krgzenia /Mrsulja i wsp. 1976b/. Z innego 4rédia
wiadomo, Ze obniZenie si¢ zawartosci serotoniny w przebie-
gu niedokrwienia trwajgcego przez okres 3 i 6 godz. jest
procesem stosunkowo powolnym i zwigzanym z zshamowaniem
aktywnosci hydroksylazy tryptofanu /Welch i wsp. 1977/,
Mozna przyjaé, Z2e obserwowane zaburzenia sg zwigzane 2
niedostateczng syntezg enzymu, bowiem zmiany uwarunkowane
prosty aktywacjq 1 inaktywacjg hydroksylazy przebiegalyby
szybciej 1 nie narastalyby po przerwaniu niedokrwienia.

Z kolei, bardzo ditugi okres narastania zmian pozwala przy-
puszczaé, Ze przyczynga spadku syntezy enzymu jest powieg-
kszajgcy si¢ niedobé4r mRNA. W celu udowodnienia stuszno-
Sci tej hipotezy konieczne bedzie okreslenie trwalosci
metabolicznej hydroksylazy tryptofanowej i jej mRNA, jak
réwniez irnych enzyméw warunkujgcych poziom serotoniny.



Stawianie hipotez co do zaleznoSci wystepowania zmian
towarzyszgcych niedokrwieniu w innych jego modelach doswiad-
czalnych od nieprawidiowoSci w metabolizmie RNA jest utrud-
nione przez brak danych na temat syntezy i transportu RNA w
tych warunkach. By¢ moze z obnizeniem zawartosci RNA zdolne-
go do 13czenia sie z rybosomami wigzg sie w jakiejs mierze
zmiany towarzyszgce catkowitemu niedokrwieniu mézgu kota
/Kleihues i Hossman 1971/ i malpy /Kleihues i wsp. 1975/,
bgdsz niedokrwieniu mézgu szczura spowodowanemu wzrostem cis-
nienia $rédczaszkowego /Cooper i wsp. 1977/. ¥ wymienionych
przypadkach, zshamowanie inicjacji biosyntezy biatka oraz
degradacja polirybosoméw nie wystepowaly w trakcie niedo-
krwienia, natomiast pojawialy sie¢ w réznych czasach po wzno-
wieniu krgzenia.

Wspbdlwystepowanie zmian w metabolizmie RNA i spadku
biosyntezy bialka zostalo wczeSniej spostrzezone w mbézgach
szczuréw poddanych ostremu zatruciu tlenkiem wegla. W warun-
kach doSwiadczenia, opisanych szczegdiowo przez Smiatka i
wspe. /1973/, niedotlenienie bylo przede wszystkim wynikiem
upoSledzenia transportu tlenu, na skutek przeksztalcenia 75%
hemoglobiny w karboksyhemoglobine. Brak jest zgodnosci poglg-
déw co do znaczenia bezposredniego oddziatywania CO na tan-
cuch oddechowy komérek mézgu, bowiem nie wyjasniono ostate-
cznie, czy zwigzek ten przechodzi przez bariere krew-mézg
/Weinreich i wsp. 1975/. Wg najnowszych klasyfikacji ten mo-
del doSwiadczalny okre$la sie mianem "hipoksji anemicznejt

/Brierley, 1977/.
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Wyniki badain wiasnych na tym wlasnie modelu staly sie
punktem wyjscia dla poszukiwania powigzan pomiedzy zaburze-
niami transkrypcji i translacji. Dezagregacji polirybosoméw
obserwowanej w nastepstwie 1-godzinnego zatrucia CO towarzy-
szyt Jjeszcze powazniejszy spadek wigczania prekursora do
polirybosomalnego RNA /tabela 1/, co wskazywalo, 2e w tym
okresie wystgpity niezaleznie od siebie zahamowanie tworze-
nia si¢ polirybosomé4w i spadek udziatu w tym procesie nowo-
zsyntetyzowanego RNA, Fonadto zanotowano, Ze jedno-godzinna
ekspozycja na tlenek w¢gla powoduje spadek wilaczania prazy-
2yciowo podanej 3H-urydyny do RNA frakcji cytoplazmatyczne],
przy Jjednoczesnym nieznacznym wzroScie radioaktywnosci wia-
Sciwej RNA we frakcjach jadrowych /tabela 13/. W Swietle

obserwacji, 2e w tym czasie nie dochodzito do istotnych

Tabela 13

z
Wplyw zatrucia tlenkiem w¢gla na wiaczanie “H-urydyny in
vivo do RNA frakcji jadrowych oraz cytoplazmy mbézgu szczura

Czas po Wzgledna radioaktywnosé RNA
égtruciu Jadra duze Jadra mate Cytoplazma

0 godz. 124,9-15,2/8/ | 123,7-19,0/8/ | 61,2-5,5/8/
24 godz. 103,4-24,6/6/ | 105,5-26,4/6/| 76,1-12,9/6/

Wyniki wyrazono w % wartosci kontrolnych i przedstawiono
Jako wartosci Srednie - odchylenia standardowe. W nawia-
sach = liczba réwnoleglych doséwiadczen /Albrecht 1976/.

zmian w aktywnosci mézgowych polimeraz RNA /Albrecht 1976/
- efekt ten nalezy uznaé za typowy dla wczesnej fazy niedo-
tlenienia, a niedobér nowozsyntetyzowanego RNA w cytoplazmie

mozna wigzaé z zahamowaniem jego transportu. Najistotniej-
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szym dla oceny powigzania zaburzen metabolizmu RNA i synte-
2y bialek jest spostrzezenie, Ze zaréwno obnizona zdolnosé

do wbudowywania prekursora do cytoplazmatycznego RNA /tabe-
la 13/, jak i nizszy od kontrolnego poziom biosyntezy bial-

ka, zwlaszcza w neuronach /tabela 14/ - utrzymujg sie przez

Tabelag 14

Wplyw zatrucia tlenkiem wegla na wlaczanie75 Se-selenome-
tioniny do frakcji bialkowych neuronéw i gleju

Czas po Wzgledna radioaktywnosé bialek
zatruciu CO Neurony Gle;
0 godz. 68,7 - 6,0/5/ 83,2 £ 6,7/5/
2 godz. 62,4 ¥ 2,7/5/ 86,3 & 3,5/4/
24 godz. 71,7 = 3,5/5/ 113,7 £ 9,4/4/

Sposéb przedstawienia wynikéw identyczny jak w tab. 13
/Albrecht i Smialek 1975/.

okres co najmniej 24 godzin po zakonczeniu ekspozycji na
tlenek wegla, W mySl przyjetej hipotezy byiby to przykiad
upo$ledzenia odwracalnosci efektu metabolicznego /w tym przy
padku - bezposrednio zahamowania biosyntezy biatka/, na sku-
tek niedoboru mRNA,

Liczebno$¢ danych posSrednio Swiadczgacych o udziale za-
burzen metabolizmu RNA w rozwoju zmian towarzyszgcych réznym
formom niedotlenienia i niedokrwienia mézgu, badi bedgcych
ich odlegtymi skutkami, wskazuje na zasadno$¢é¢ podjecia bar-
dziej szczegbdlowych badan na ten temat. Wraz z postepem tech:
nik badawczych nalezy sie spodziewaé uzyskania odpowiedzi na

dwa zasadnicze pytania:
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1/ jak w warunkach niedotlenienia i niedokrwienia za-
chowujqg si¢ poszczegbdlne mrNA kodujgce okreSlone biatka
enzymatyczne i strukturalne?

2/ jakim zmianom ulega poziom i jakos¢é mRNA w réznych
okolicach mézgu i réznych typach komérek osSrodkowego ukitadu

narwowego?
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10. PODSUMOWANIE I WNIOSKI

1, Skrawki mézgu inkubowane in vitro w obecnosci radio-
aktywnych nukleozydéw syntetyzuja i/ludb transportujg do cy-
toplazmy i polirybosoméw radioaktywny RNA o cechach RNA nie-
rybosomalnego, wzbogaconego we frakcje posiadajgce reszty
poliadenylowe /poli/A/YRNA/. Zastosowany uklad doéwiadczalny
nalesy uznaé za przydatny do oceny metabolizmu mRNA w mézgu.

2. Zar6éwno niedotlenienie jak i niedokrwienie prowadzg
do zmniejszenia dopiywu nowozsyntetyzowanego mRNA do cyto-
plazmy i polirybosoméw mézgu, co wydaje sie jedng z istot-
nych przyczyn zahamowania biosyntezy bialka w nastepstwie
dziatania czynnika uszkadzajgcego.

3. Wplyw niedotlenienia mézgu na metabolizm mRNA ujaw-
nia sie w dwéch fazach, Faza wczesna charakteryzuje si¢ za-
hamowaniem transportu RNA z jadra do cytoplazmy i polirybo-
soméw. Efekt ten obejmuje gtéwnie poli/A/YRNA, a wiaze sie
z wyblércza wrazliwoscig na niedotlenienie procesu poliade-
nylacji RNA w jadrze. Faze pézing cechuje ogbélny spadek syn-
tezy RNA, nie obserwowany w fazie wczesnej. Zadnemu z eta-
péw niedotlenienia nie towarzyszy aktywizacja rybonukleaz,
co wyklucza udzial wzmoZonej degradacji RNA w ustalaniu sie
niedoboru mRNA w tych warunkach.

4, Zmiany w metabolizmie RNA w niedokrwieniu przypomi-
najgq zaburzenia spowodowane niedotlenieniem, z tym, 2e w
zaawansowanym stadium niedokrwienia ujawnia si¢ wzrost akty-
wnoséci rybonukleazy kwasnej, zwigzany z uszkodzeniem lizoso-

méw, Zjawisko to przypuszczalnie stanowi dodatkowy czynnik
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wplywajgcy na obnizenie poziomu RNA.

5. Poréwnanie wynikéw badan wiasnych z danymi pocho-
dzacymi z innych prac wykonanych na tych samych modelach
doswiadczalnych sktania do przypuszczenia, Ze wyst¢powanie
zaburzen w metabolizmie mRNA jest czynnikiem moggcym wa-
runkowaé nieodwracalnosé, opdinienie odwrécenia, badsz po-
glebianie si¢ innych zmian metabolicznych, ktérych istota

zwigzana Jest z funkcjonowaniem aparatu syntezy biatek.,
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