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1. W S T Ę P 

1.1. Niedokrwienie i niedotlenienie a biosynteza białka 

w mózgu 

Powszechnie wiadomo, że ośrodkowy układ nerwowy cha-

rakteryzuje się wyjątkową wrażliwością na towarzyszące 

niedotlenieniu bądź niedokrwieniu obniżenie stanu energe-

tycznego jego tkanek. Fakt, że procesem o podstawowym zna-

czeniu dla zachowania struktury i funkcji, a jednocześ-

nie wysoce zależnym od energii jest biosyntezs białek, 

zwrócił uwagę szeregu badaczy na możliwość udziału jej za-

burzeń w patomechaniźmie uszkodzeń wywołanych niedotle-

nieniem i niedokrwieniem. Zgodnie z tym założeniem wyka-
/ 

zano, że obniżenie aktywności biosyntezy białek jest ce-

chą wspólną dla takich stanów mózgu jak: całkowite bądź 

częściowe 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 /YapiSpector 1965, Albrecht 1972, Al-

brecht i wsp. 1972/, zatrucie tlenkiem węgla /Albrecht 

1973/, ozy też asfiksjs okołoporodowa /Holstein i Myers 

1971/. To obniżenie obejmuje wszystkie typy komórek ośrod-

kowego układu nerwowego, chociaż obserwowano pewne różnice 

ilościowe w reakcji komórek nerwowych i glejowych oraz od-

rębności w dynamice powrotu zaburzonych procesów do normy 
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/Bloemstrand 1970, Albrecht i Śmiałek: 1975> Yanagihara 

1976a/. 

Zahamowanie biosyntezy białek w warunkach niedotle-

nienia i niedokrwienia z reguły wiąże się ze spadkiem za-

wartości polirybosoraów /Kleihues i Hossman 1971,Hartmann 

i Becker 1973, Albrecht 1973, 1974, Metter iYanagihara 

1974, Yanagihara 1976 a, Westerlain 1977/. Fakt ten wska-

zuje na szczególną wrażliwość któregoś z procesów związa-

nych z tworzeniem się kompleksu inicjującego, większą niż 

samego procesu wydłużania /elongacji/ łańcucha polipepty-

dowego. Wnioskowanie takie jest zgodne z ustaleniami Nol-

la /1969/, który wykazał, że inicjacja biosyntezy białka 

wymaga wyższej energii aktywacji niż synteza wiązań pepty-

dowych i elongacja łańcucha,przez co szybciej ulega zaha-

mowaniu w warunkach niedoboru energetycznego. Bardziej 

bezpośrednie dowody rozprzężenia inicjacji i elongacji w 

tych warunkach uzyskano dotychczas w kilku jedynie przy-

padkach. Doświadczenia własne wykazały, że ostre zatrucie 

tlenkiem węgla u szczura powoduje spadek zawartości po-

lirybosomów w mózgu, natomiast pozostaje bez wpływu na 

zdolność zachowanych polirybosomów do włączania aminokwa-

su do białek in vivo oraz in vitro /Albrecht 1973/. Cooper 

i wsp. /1977/ stwierdzili, że zdolność do syntezy białka 

preparatów polirybosomalnych z mózgu szczura poddanego 

całkowitemu niedokrwieniu nie ulega obniżeniu pod wpływem 

inhibitora inicjacji-kwasu poliinozylowego; inhibitor ten 

natomiast znacznie hamuje aktywność preparatów kontrolnych. 

http://rcin.org.pl



- 3 -

Podobną zeleżność zaobserwowali ostatnio Morimoto i wsp. 

/1976/ w stosunku do preparatów z mózgu królika poddanego 

krótkotrwałej anoksji, przy użyciu innego Inhibitora ini-

cjacji - kwasu aurynotrójkarboksylowego. Przytoczone po-

wyżej wyniki wskazują na stosunkowo mniejszy wpływ niedo-

tlenienia i niedokrwienia na zdolność elongacyjną pollry-

bosomćw, niż na sam proces ich tworzenia. Warto nadmienić, 

że podobnie wybiórcze zahamowanie inicjacji zaobserwowali 

Cajone i wsp. /1971/ w niedokrwionej wątrobie. 

1.2. Związek zaburzeń biosyntezy białka z metabolizmem RNA 

ile fakt względnie wysokiej wrażliwości inicjacji 

biosyntezy białka w mózgu na niedobór energetyczny można 

uznać za udowodniony, o tyle brak w piśmiennictwie danych 

na temat zachowania się w tych warunkach poszczególnych re-

akcji składających się na syntezę czynnego polirybosomu. 

Oczywista zależność aktywności łączenia się rybosomów z 

informacyjnym RNA /mRNA/ w polirybosomy od poziomu RNA w 

komórce, uzasadniła przyjęcie hipotezy roboczej, że w któ-

rymś stadium niedotlenienia lub niedokrwienia dochodzi do 

zaburzeń w syntezie RNA lub jego transporcie z jądra do 

cytoplazmy, a w efekcie do polirybosomów. Za słusznością 

takiego rozumowania przemawiała analiza wyników własnych 

badań w modelu ostrego zatrucia tlenkiem węgla. Jak przed-

stawiono w tabeli 1, dezagregacji polirybosomów towarzyszy-

ło w tych warunkach znaczne obniżenie ich znakowania 
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in vivo radioaktywnym ortofosforanem, co interpretowano 

jako wyraz spadku włączania nowozsyntetyzowanego RNA do 

frakcji polirybosomalnej# Inne badania w tym samym modelu 

wykazały obniżenie wbudowywania przyżyciowo podawanej 

3H-urydyny do RNA cytoplazma tycznego /Albrecht, 1976/. 

Dla wyjaśnienia spadku zawartości polirybosomów w 

mózgu można było również przyjąć hipotezę alternatywną, 

zakładającą wzmożoną degradację mRNA-wolnego bądź zwią-

zanego z polirybosomami. Mogło to być następstwem aktywa-

cji rybonukleaz lub zwiększenia wrażliwości RNA na ich 

działanie. W dalszych badaniach wykazano, że w warunkach 

ostrego zatrucia tlenkiem węgla dochodzi do niewielkiego, 

przejściowego wzrostu aktywności rybonukleazy zasadowej w 

mózgu /Albrecht 1977a/, aczkolwiek brak jest danych świad-

czących o tym, że stan ten pociąga za sobą istotne zmiany 

w jakości RNA w cytoplazmie i polirybosomach.Morrell /1977/ 

zaobserwował, że polirybosomy mózgu chomika mongolskiego 

poddanego niedokrwieniu są 100-krotnie wrażliwsze na 

działanie podanej in vitro rybonukleazy z trzustki niż po-

lirybosomy kontrolne. Jak dotychczas brak w piśmiennictwie 

bardziej szczegółowych danych na temat degradacji RNA w wa-

runkach niedotlenienia i niedokrwienia. Warto jednakże 

wspomnieć, że Roberts i Morelos /1976/ zwrócili uwagę na 

występowanie korelacji pomiędzy rozpadem polirybosomów a 

aktywacją rybonukleazy zasadowej w mózgu w warunkach doś-

wiadczalnej hiperfenyloalaninemii. 
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Związki promieniotwórcze podawano domózgowo. 

*Wartości średnie- odchylenia standardowe. W nawiasach -
liczba doświadczeń. 

**Oznaczano przy użyciu testu t Studenta. 

sowych badaniach, włącznie ze wspomnianymi badaniami włas-

nymi, stosowano podawanie przyżyciowe - bezpośrednio do 

mózgu, bądź poprzez układ krwionośny /Vesco i Guiditta 1967, 

Campagnoni i wsp. 1971, Oravec 1973, Kanig 1974, Yu i Gorb-

man 1978/. Przydatność metody przyżyciowej do bardziej 

1.3. Wybór metody badania metabolizmu RNA w mózgu 

śledzenie syntezy i przemian RNA oparte jest na włą-

czaniu doń promieniotwórczych prekursorów - głównie nu-

kleozydów lub nieorganicznego ortofosforanu, co w przypad-

ku mózgu wiąże się z problemem ich podawania• W dotychcza-

Tabela 1 

Wpływ ostrego zatrucia tlenkiem węgla na włączanie in vivo 

Se-selenometioniny oraz 32P-nieorganicznego ortofosfora-
nu do polirybosomów mózgu szczura oraz na stopień agrega-
cji polirybosomów /Albrecht, 1973/ 

Grupa zwierząt 
Radioaktywność polirybo-

somów /imp/min/A
2 6 0 n m

/ 

Procentowa 
zawartość po-
lirybosomów 
w preparacie 
rybosomalnym 

Grupa zwierząt 

75
S e 

32P 

Procentowa 
zawartość po-
lirybosomów 
w preparacie 
rybosomalnym 

Kontrolna 2731*-330/5/* 422*97/5/ 59,7* 0,5/7/ 

Doświadczalna 2817* 298/5/ 190* 67/5/ 52,9*0,1/5/ 

P > 0 , 0 5 * * P < 0 , 0 1 P < 0 , 0 0 1 
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szczegółowych badań nad metabolizmem RNA w mózgu jest jed-

nak: z szeregu powodów ograniczona, a uzyskane przy jej u-

życiu wyniki wymagają ostrożnej interpretacji. Prekursory 

RNA charakteryzują się słabym przechodzeniem przy barierę 

krew-mózg, co utrudnia ich wydajne wbudowywanie do szybko 

metabolizującego się RNA, a zwłaszcza mRNA. W przypadku 

stosunkowo efektywnego podawania dokomorowego problemem 

jest nierównomierna dyfuzja prekursorow, co uniemożliwia 

równocenne ich włączanie do RNA w rożnych strukturach czy 

też typach komórek /Altman i Chorover 1963, Berthold i Lim 

1976 a,b,Yu i Gorbman 1978/. 

W świetle powyższych zastrzeżeń wiele argumentów prze-

mawia za stosowaniem metody włączania radioaktywnych pre-

kursorów in vitro do skrawków mózgu. Ominięcie bariery 

krew-mózg pozwala założyć wydajniejsze przechodzenie nu-

kleozydów do tkanek mózgu, a ponadto, jak wykazał Yanagi-

hare /1973/ w badaniach nad włączaniem radioaktywnych a-

minokwasów do białek mózgu, zastosowanie skrawków tkanko-

wych o odpowiedniej grubości /300-400u/ oraz starannie do-

branych wsruhków inkubacji zapewnis znaczną integralność 

tkanek oraz ich stosunkowo długą żywotność. W układzie o-

pracowanym przez Yanagiharę /1974- b/skrawki mózgu włącza-

ły 3H-urydynę do RNA z niezmienną wydajnością przez okres 

2 godz. Powyższe argumenty zadecydowały o zastosowaniu w 

niniejszej pracy metody włączanis radioaktywnych prekurso-

rów do RNA w skrawkach mózgu jako podstawowego narzędzia 

badawczego. 

- 6 -
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1.4. Kryteria identyfikacji mRNA znakowanych radioaktyw-

nymi prekursorami 

Z szeregu prsc wiadomo, że w mózgu wbudowywanie radio-

aktywnych prekursorów do RNA frakcji cytoplazmatycznej lub 

polirybosomalnej przebiega w dwóch fazach. Krótko po ich 

podaniu /do około 60 min/, radioaktywność wykrywana jest 

przede wszystkim w nierybosomalnym RNA, podczss gdy włącza-

nie do RNA rybosomalnego /rRNA/ o stałych sedymentacji 28S 

i 18S obserwuje się w okresie późniejszym. Prawidłowość ta 

występuje niezależnie od drogi podania prekursora /Vesco 

i Guiditta 1967, Campagnoni i wsp. 1971, Orsyec 1973, De 

Guglielmone i Duvilansky 1977/, w związku z czym, wobec 

braku innych kryteriów, do niedawna na tej podstawie utoż-

samiano mRNA z klasą heterogennych, szybko znakujących się 

RNA. 

W ostatnich latach wykazano, że większość eukarionty-

cznych mRNA zswiera przyłączony kowalencyjnie do 3"końca 

fragment poliadenylowy /poli/A// o długości około 200 nu-

kleotydów /Brawerman 1974, Perry 1976/. RNA zawierający po-

li/A/ /poli/A/* RNA/ występuje również w mózgu /Be Larco 

i wsp. 1972, 1975 a,b, Bantle i Hahn 1976/ gdzie jego syn-

tezę z udziałem radioaktywnych prekursorów udsło się prze-

śledzić w warunkach in vivo /De Larco i Guroff 1972, Bon-

dy i wsp. 1977/ oraz in vitro /De Larco i Guroff 1972, 

Banks i Johnson 1973/• Polirybosomalny poli/A/*" RNA charak-

teryzuje się dużą heterogennością, przy przewadze stcładni-
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ków o stałej sedymentacji bliskiej 18S /Mahony i Brown 

1975, Heikkil8 i Brown 1977/» wśród których wyróżniono 

mRNA kodujący tubulinę /Gilmore-Hebert i Heywood 1976/. 

Obecność fragmentów poli/A/ znacznie ułatwia identyfikację 

poli/A/*mRNA, które można wyodrębnić metodą chromatografii 

powinowactwa /affinity chromatography/ na oligo/dT/-ce-

lulozie /Aviv i Leder 1972, Schechter, 1973/, poli/U/-Se-

pharozie /Molloy i wsp. 1974, Moore i wsp. 1977/, lub na 

sączkach miliporowych /Brawerman i wsp. 1971, Lee i wsp. 

1971/* Te same metody stosuje się do rozdzielania hetero-

gennego jądrowego RNA /hhRNA/ zawierającego fragmenty 

poli/A/. 

Jak dotychczas nie opracowano jednoznacznego kryterium 

identyfikacji mRNA nie zawierających fragmentu poli/A/ 

/pol4A/~RNA/, których występowanie w wielu tkankach udowo-

dniono na podstawie bad8ń ich aktywności matrycowej w syn-

tezie białka /Milcarek i wsp. 1974, Nemer i wsp. 1974, 

Sierra i wsp. 1976, Sonenshein i wsp. 1976/. Jedynymi dob-

rze rozpoznanymi mRNA tej klasy są RNA kodujące histony 

/Aaesnik i Darnell 1972/. Badań nad poli/A/"mRNA w mózgu 

dotychczas nie prowadzono. 

http://rcin.org.pl



- 9 -

2. CEL PRACY 

Uwzględniając omówione we wstępie przesłanki, w ni-

niejszej prscy podjęto próbę uzyskania odpowiedzi na pyta-

nie, czy i w jakim stopniu zmiany w biosyntezie białek w 

mózgu towarzyszące różnym okresom niedotlenienia i niedo-

krwienia związane są z zaburzeniami metabolizmu RNA, a 

zwłaszcza mRNA. Wśród elementów metabolizmu RNA uwzględnio-

no jego syntezę w jądrach komórkowych, transport z jąder 

do cytoplazmy i polirybosomów oraz degradację w różnych 

frakcjach podkomorkowych. W badaniach posłużono się układem 

doświadczalnym, w którym wbudowywanie radioaktywnych pre-

kursorów do RNA prowadzono in vitro na skrawkach mózgu. Oce-

iie przydatności tego układu do wybiórczej analizy metabo-

lizmu mRNA poświęcono osobny rozdział pracy. 

Z przyczyn przytoczonych poniżej, szczególną uwagę 

zwrócono na zachowanie się poli/A/+ RNA oraz sam proces po-

lisdenylacji RNA w jądrze. Jak podkreślono we wstępie, zna-

izna część dotychczas zidentyfikowanych mRNA posiada reszty 

poliadenylowe. W świetle najnowszych danych wydaje się, że 

dołączenie do prekursorów mRNA w jądrze fragmentów poli/A/ 

o długości conajmniej 200 nukleotydów jest warunkiem konie-

cznym dl8 wytransportowania poli/A/*mRNA z jądra do cytopla-

zmy /Darnell i wsp. 1973, Jelinek i wsp. 1973, Sawicki i 

rsp. 1977/. Chociaż funkcja reszt poli/A/ w mRNA w cytopla-

zmie nie jest jeszcze dokładnie znana, istnieją dane wskazu-

jące na ich działanie stabilizujące mRNA i chroniące je 
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przed działaniem rybonukleaz /Kuez i wsp.,1974, Marbaix i 

wsp. 1974 Williamson i wsp., 1974, Nudel i wsp. 1976/. 

Zaobserwowano również, że poli/A/+RNA łatwiej łączy się 

z rybosomami niż poli/A/+RNA /Numer i wsp. 1975/, co ma 

zapewne związek ze szczególnym powinowactwem reszt polia-

denylowych do niektórych białek będących składnikami komp-

leksów mRNA-białko /mRNP/ w cytoplazmie i polirybosomach 

/Blobel 1973, Cardelli i Pitot 1977, Jeffery 1977/. Fakt, 

że jedno z tych białek posiada jednocześnie własności czyn-

nika inicjującego przyłączającego F-met tRNA F /formylo-

metionylo tRNA F /do rybosomów /Hellerman i Shafritz 1975/ 

pozwala przypuszczać, że fragmenty poli/A/ mogą być zaanga-

żowane pośrednio w proces inicjacji. 

W końcowym fragmencie pracy, w oparciu o spostrzeże-

nia własne oraz wyniki badań przeprowadzonych przez innych 

autorów, poruszono zagadnienie udziału zaburzeń metaboliz-

mu RNA w patomechanizmie uszkodzeń towarzyszących różnym 

fazom niedotlenienia i niedokrwienia. Postawiono hipotezę, 

że wystąpienie tych zaburzeń może być czynnikiem warunkują-

cym nieodwracalność zmian metabolicznych w mózgu bądź też 

opóźnienie ich restytucji w stosunku do czasu działania 

czynnika uszkadzającego. 
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3. MATERIAŁ I METODY 

3.1. Model niedotlenienia 

Niedotlenienie wywoływano in vitro na skrawkach mózgu 

królika metodą opisaną przez Yanagiharę /1973A Króliki 

białe o ciężarze ciała 2,5-3 kg poddawano lekkiej narkozie 

barbiturancwej, a następnie perfundowano lodowatym płynem 

Ringera przez lewą komorę serca. Mózg natychmiast po wyję-

ciu z jamy czaszki umieszczano w łaźni lodowej. Po odpre-

parowaniu móżdżku, pnia i międzymózgowia, półkule mózgu 

skrawano osobno na aparacie do skrawania tkanek według 

Mcllwaina ustawionym na grubość skrawków 0,35 mm. Skrawki 

0 ciężarze około 4 g przenoszono do 125 ml kolbki Erlen-

meyera z ujściem, zawierającej 15 ml roztworu inkubacyjne-

go o następującym składzie: 38 ml/ bufor Tris-HCl,pH 7,4,2 mM 

bufor sodowo-fosforanowy, pH 7,4,5 mM KCI,100 mM KCI,100 mM 

NaCl,1 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2 oraz 10 mM glukoza. Kolbkę 

zamykano korkiem z rurką szklaną, stanowiącą wlot dla gazu 
o 

i mieszaninę preinkubowano przez 15 min. w 37 C w łaźni o-

brotowej przy 140 obr./min. oraz przy stałym przepływie 

100% 0
2
 /szybkość przepływu: 0,75 1/min/kolbkę/. Niedotle-

nienie wywoływano przepuszczając przez roztwór ze skrawka-

mi 100% N2 w sposób identyczny jsk 0
2
. Celem szybkiego wy-

sycenia gazem, rurkę doprowadzającą zanurzano w roztworze 

na okres pierwszych 2 min. Skrawki poddawano niedotlenie-

niu przez różne okresy czasu - do 30 min. Celem ujednolice-
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nia całkowitego czasu trwania inkubacji do 30 min., przy-

jęto następujący schemat przepuszczania gazów: 

dla 10 min niedotlenienia - 20 min 02+ 10 min N2 

dla 15 min niedotlenienia - 15 min 02+ 15 min N2 

dla 20 min niedotlenienia - 10 min 02+20 min N2 

dla 30 min niedotlenienia - 30 min N2 

dla kontroli - 30 min 02 

Celem zminimalizowania wpływu błędów metody, każdej inkuba-

cji w warunkach niedotlenienia towarzyszyła równoległa in-

kubacja kontrolna. 

5.2. Model niedokrwienia 

Badania nad niedokrwieniem przeprowadzano na chomikach 

mongolskich /Meriones unguiculatus/o ciężarze ciała 60-70g. 

Jednostronne niedokrwienie mózgu wywoływano przez podwią-

zanie tętnicy szyjnej wspólnej prawej /Levine i Payan 1966, 

Yanagihara 1978/, na okres 3 lub 6 godzin. 

Do badań nad metabolizmem RNA użyto wyłącznie mózgi 

tych zwierząt, które charakteryzowały się klinicznymi obja-

wami szybko postępującego niedokrwienia mózgu, świadczącymi 

o występowaniu w nich anatomicznej anomalii pierścienia tę-

tniczego mózgu upośledzającej krążenie oboczne /Levine i 

Spohn, 1975/. Wśród objawów zwracano uwagę na ruchy rota-

cyjne zwierząt, najczęściej w kierunku zgodnym z ruchem 

wskazówek zegara, skręt szyi lub tułowia w tym samym kie-

runku, niepokój ruchowy, porażenie połowiczne lewostronne, 
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napady drgawkowe oraz obniżoną odpowiedź na bodźce zewnę-

trzne /Yanagihare 1978a/. Zwierzęta objawowe stanowiły ok. 

35% całej przebadanej populacji. Doświadczenia na półku-

lach niedokrwionych /prawych/ oraz kontrolnych /lewych/ 

przeprowadzano równolegle. Mózgów nie perfundowano. Tkankę 

skrawano identycznie jak u królika. 

3.3. Włączanie radioaktywnych prekursorów do RNA 

Skrawki półkul mózgu królika lub chomika o grubości 

0,33 mm inkubowano w środowisku identycznym do tego, w 

którym wywoływano niedotlenienie /rozdz. 3.1./, przy sta-

łym przepływie tlenu w obecności 250 uiCi 2-3H-urydyny /25 

Ci/mnol/ lub 400 juCi 2-3H-adenozyny /21,5 Ci/mmol/, oba 

preparaty z firmy Amersham, Searle. W przypadku mózgu kró-

lika, skrawki pochodzące z jednej półkuli inkubowano w 15 

ml roztworu, natomiast skrawki z czterech półkul mózgu 

chomika zawieszano w 10 ml roztworu. Skrawki mózgu królika 

po niedotlenieniu i/lub natlenieniu /rozdz. 3.1./ odsącza-

no na sitach nylonowych, a następnie zawieszano w świeżym 

roztworze inkubacyjnym z prekursorem. O ile w tekście nie 

zaznaczono inaczej, inkubację prowadzono przez okres 

60 min. 

3.4. Otrzymywanie frakcji podkomórkowych 

Skrawki po inkubacji odwirowywano w wirówce wolnoob-

rotowej /500xg/. Frakcje polirybosomów wolnych oraz zwią-
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nych z szorstką siatką śródplazmatyczną izolowano niezna-

cznie zmodyfikowaną metodą Cardelli'ego i wsp. /1976/. 

Skrawki homogenizowano w 5 objętościach 0,44 M sacharozy 

w buforze TKM /50 mM Tris-HCl,pH 7,4, 25 mil KC1,7,5 mM 

MgCl2 w homogenizatorze szklanym z tłokiem teflonowym, a 

następnie homogenat wirowano przez 10 min przy 11400xgśr. 

w wirówce Beckmana J-21. Uzyskaną frakcję postmitochond-

rialną doprowadzano 2,0 M sacharozą w buforze TKM do końco-

wego stężenia sacharozy 1,2 M i nakładano na 10 na 2,0 M 

sacharozy także w buforze TKM. Probówkę wypełniano przez 

nałożenie warstwy 0,44 M sacharozy w buforze TKM i niecią-

gły gradient wirowano przez 3 godz. przy 214000xgśr w 

ultrawirówce Beckmana przy użyciu głowicy 70 Ti. Błony 

szorstkiej siatki z polirybosomami związanymi izolowano z 

interfazy pomiędzy 1,2 a 2,0 M sacharozą, natomiast poli-

rybosomy wolne znajdowały się na dnie probówki. Osad po-

lirybosomalny zawieszano w 0,44 M sacharozie w buforze TKM, 

a do odsączonej frakcji błonowej dodawano 300 ug albuminy 

krwi bydlęcej oraz równą objętość 10% kwasu trójchloroocto-

wego /TCA/. 

Frakcję jądrową uzyskiwano z osadu po pierwszym wiro-

waniu homogenatu. Osad zawieszano w 20 ml 2,0 M sacharozy 

zawierającej 1 mM MgCl2,pH 6,5. Zawiesinę nakładano na 10 ml 

tego samego roztworu sacharozy i gradient wirowano przez 

75 min przy 56000xg
śr
, w głowicy SW 27 w wirówce Beckmana. 

Część osadu zachowywano do ekstrakcji RNA, a resztę zawie-

szano w 0,25 M sacharozie zawierającej 1 mM MgCl2 i trakto-

wano róvmą objętością 10% TCA. 
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Całkowitą frakcję polirybosomalną, zawierającą poli-

rybosomy zarówno wolne jak i związane uprzednio z błonami, 

otrzymywano metodą opisaną przez Bantlea i Hahna /1976/. 

Skrawki homogenizowano w 5 objętościach 5% sacharozy w bu~ 

forze P /50mM Tris-HCl, pH 7,4,250 mM KOI, 10 mM MgCl2/ za-

wierającym 10ug/ml siarczanu poliwinylu oraz 0,1% Triton 

X-100. Homogenat wirowano przez 10 min przy 3000xgśr, a 

nadsącz wirowano powtórnie przez 10 min. przy 16000xgśr 

Nadsącz po drugim wirowaniu /20 ml/ nakładano na 10 ml 20% 

sacharozy w buforze P nie zawierającym Tritonu X-100. Po-

lirybosomy osadzano przy 90000xg
ś r
 przez 110 min. 

* 

3.5. Izolacja RNA z jąder komórkowych, polirybosomów 

i cytoplazmy. 

Jądrowy RNA izolowano metodą ekstrakcji gorącym feno-

lem według Edmonds i Carameli /1969A Jądra komórkowe za-

wieszano w kwaśnym buforze do ekstrakcji KBE /50 mM 

CH3COGNa pH 5,2,100 mM NaCl
t
5 mM EDTA/ i zawiesinę uzupeł-

niano 5% SDS do końcowego stężenia 0,5% Bo zawiesiny do-

dawano następnie równą objętość fenolu nasyconego buforem 

KBE i mieszaninę wytrząsano przez 15 min. w temperaturze 

pokojowej oraz przez 6 min. w 65oC a następnie chłodzono 

w lodzie i wirowano przez 10 min. w 3000xgśr. Po wirowaniu 

fazę wodną odpipetowywano do oddzielnych naczyń, a fazę fe-

nolową i interfazę przemywano buforem KBE, wytrząsając 

przez 7 min. w temperaturze pokojowej. Połączone fazy wod-
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ne z 2 wirowań ekstrahowano jeszcze dwukrotnie fenolem na-

syconym buforem KEE, a następnie trzykrotnie pięcioma ob-

jętościami eteru. RNA wytrącano z ostatecznej fazy wodnej 

dwiema objętościami 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-

jącym 100 mM NaCl oraz 100ug/ml DN-szy wolnej od rybonu-

klesz /Worthington/ i roztwór inkubowano w 37°C przez 30 

min., a następnie ekstrahowano 1 objętością zimnego chlo-

roformu. Oczyszczone RNA ponownie wytrącano z fazy wodnej 

2 objętościami 96% etanolu. 

Polirybosomalny RNA izolowano przy użyciu techniki 

chloroformowo-fenolowej opisanej przez Perry'ego i wsp. 

/1972/. Polirybosomy zawieszano w buforze NETS /10 mM 

Tris-HCl,pH 7,4,1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 0,5% SDS/i wy-

trząsano przez 10 min, w temperaturze pokojowej z 1,5 ob-

jętości mieszaniny fenolu z chloroformem /1:1/ nasyconej 

0,01 M buforem octanowym, pH 6,0, zawierającym 100 mM 

NaCl i 1 mM EDTA. Dalsze etapy izolacji przebiegały podob-

nie jak w przypadku RNA jądrowego, z tym tylko że: 1-inter-

fazy przemywano buforem NETS, 2-dalsze ekstrakcje przepro-

wadzano mieszaniną fenol:chloroform /1:1/ oraz 3-pominięto 

etap inkubacji z DN-8zą. 

Cytoplazmatyczny RNA ekstrahowano z frakcji postmito-

chondrialnej po wirowaniu homogenatu przez 20 min. przy 

11400xg
ś r
 w sposób identyczny jak ENA polirybosomalny. 

Szkło używane do ekstrakcji RNA sterylizowano w autoklawie 

po uprzednim przeąyciu 0,2% roztworem dwuetylopirowęglanu. 
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3.6. Chromatografia kolumnowa na oligo/dT/ celulozie 

Rozdział RNA na poli/A/+RNA i p o l i / A + N A na kolum-

nach z oligo/dT/celulozą prowadzono w sposób standardowy 

/Aviv i Leder 1972, De Larco i Guroff 1972/. RNA rozpusz-

czano w 0,01 M buforze Tris-HCl ,pH 7,2, zawierającym 0,5 

M KC1 /bufor K/ i próbki o zawartości RNA nie wyższej niż 

3,0 jednostki A260mm. nakładano na kolumny, sporządzone z 

pipet Pasteura, zawierające 200 mg oligo/dT/celulozy u-

przednio przemytej kilkunastoma objętościami tego samego 

buforu. Poli/A/~RNA wymywano z kolumny buforem K do momen-

tu kiedy radioaktywność oraz gęstość optyczna eluatu przy 

260nm stały się niemierzalne, a następnie wymywano 

poli/A/+RNA wodą. Rutynowo nie powtarzano przepuszczania 

poli/A/+RNA przez kolumnę, bowiem ilość radioaktywności 

nie adsorbującej się na oligo/dT/ celulozie w wyniku re-

chromatografii nie przekraczała 10%. W niektórych doświad-

czeniach do buforów stosowanych do chromatografii dodawano 

0,5% SDS /sól sodowa siarczanu dodecylu/, a w przypadku ją-

drowego RNA próbki denaturowano 25% amidem kwasu mrówkowe-

go/formamidem/, co nie wpływało na rozdział. Poli/A/RNA 

wytrącano bezpośrednio czystym 96% etanolem, natomiast 

poli/A/+RNA po uprzednim dodaniu doń nieradioaktywnego ry-

bosomalnego RNA w charakterze nośnika. 
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3.7. Ultrawirowania w gradiencie sacharozy 

RNA rozpuszczano w 10 mM buforze Tris-HCl,pH 7,4, za-

wierającym 1 mM EDTA, 100 mM NaCl oraz sacharozę. Na 

gradient nanoszono próbki o objętości 0,23 - 0,50 ml. 

Skład gradientu oraz warunki wirowania podano w podpisach 

pod rycinami. Gęstość optyczną poszczególnych frakcji po 

wirowaniu mierzono spektrofotometrycznie przy 260 nm, a 

ich radioaktywność oznaczano w liczniku scyntylacyjnym cie-

czowym po zmieszaniu z płynem scyntylacyjnym Instagel /Pac-

kard/, przy wydajności liczenia około 54%. 

3.8. Oznaczanie zawartości BNA i DNA oraz pomiary radioak-

tywności 

Osady frakcji błon szorstkiej siatki śródplazmatycznej 

oraz polirybsomów po wytrąceniu TCA /patrz 3.4./ przemywano 

czterokrotnie 5% TCA, a następnie ekstrahowano mieszaniną 

alkohol etylowy-eter /1:1/ oraz suszono eterem. RNA hydro-

lizowano przez noc w 0,3 M KOH w temperaturze pokojowej, a 

następnie z hydrolizatorów usuwano DNA i białko przez wy-

trącanie kwasem nadchlorowym /Yanagihara 1976b/ RNA w hy-

drolizacie oznaczano metodą orcynolową /Mejbaum 1939/. 0-

sad frakcji jądrowej przemywano trzykrotnie 5% TCA, a nas-

tępnie hydrolizowano przez ogrzewanie w 80°C przez 20 min. 

Radioaktywność w hydrolizatach mierzono w sposób opisany w 

rozdziale 3.6., a DNA oznaczano metodą Burtona /1956/. 
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3.9. Oznaczanie radioaktywności fragmentu poliadenylowego 

w preparatach jądrowego RNA znakowego 3H-adenozyną 

Włączanie 3H-adenozyny do RNA, izolowanie frakcji ją-

drowej oraz ekstrakcję RNA wykonano w sposób opisany w roz-

działach 3.3., 3.4. i 3.5. Radioaktywność fragmentu poli/A/ 

oznaczano metodą Wilta /1973/ w modyfikacji Quinlana i 

wsp. /1977A W metodzie tej wykorzystano zjawisko oporności 

poli/A/ na większość rybonukleaz z wyjątkiem rybonukleazy 

T2. Szczegóły metody oraz przykład obliczenia procentowego 

udziału radioaktywności fragmentu poli/A/ w całkowitej ra-

dioaktywności RNA przedstawiono w tabeli 2. 

Tabela 2 

Oznaczanie radioaktywności poli/A/ w stosunku do radioakty-
wności całkowitej jądrowego RNA znakowanego 3H-adenozyną 

Jądrowy RNA preinkubowany z DN-azą /patrz 3.5./ rozpuszczo-
no w 10 mM buforze cytrynianowym ,pH~7»0, zawierającym 0,15 
M NaCl, podzielono na porcje zawierające równe ilości /oko-
ło 20jug/ RNA w 0,25 ml roztworu i inkubowano bez lub z do-
datkiem rybonukleaz przez 30 min, w 37 C. RNA po Inkubacji 
wytrącano równą objętością 10% TCA w obecności 200 Mg albu-
miny krwi bydlęcej. Osady płukano trzykrotnie 5% TCA, a na-
stępnie ogrzewano w 5% TCA przez 20 min. w 80 C. Radioaktyw-
ność frakcji rozpuszczonej w gorącym TCA mierzono w sposób 
opisany w rozdziale 3.8. 

%radioaktywności całkowitej w poli/A/ = 625 - 272 ~
 9 

15623
 =

 ' 

Warunki pomiaru Radioaktywność 
/rozpady/min./próbę/ 

Inkubacja bez rybonukleazy 

Inkubacja z rybonukleazą: 

A / ^ g / m l A i y i O j./ml/ 

A/SyUg/mlAOyiO j./ml/+T
2
/2j./ml/ 

średnia: 1.5623 

średnia: 625 

średnia: 2?2 
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3.10. Oznaczanie aktywności poli/A/ polimerazy /adenylilo-

transferazy ATP: polinukleotyd. E.C.2.7.7-19/ 

W celu zapobieżenia ubytkom wolnej poli/A/polimerazy 

z jądra, co na ogół towarzyszy homogenizacji tkanek w izo-

tonicznym roztworze sacharozy /Rose i wsp. 1976/, skrawki 

mózgu homogenizowano w 2,2 U sacharozie zawierającej 1mM 

MgCl
2
/16 ml roztworu na półkulę mózgu królika/. Frakcję 

jądrową odwirowywano z homogenatu przy 65000xg^
p
 przez 60 

min, w głowicy SW 27.1 ultrawirówki Beckmana. Zastosowane wa-

runki inkubacji były podobne do opisanych przez Rose i wsp. 

/1977A 0 ile nie podano inaczej, standardowa mieszanina 

inkubacyjna zawierała: 40 mM bufor Tris-HCl,pH 8,0 mM 

KC1,0,8 mM MnCl
2
,1,5 mg/ml fosfo-enolo-pirogronianu, 5 /Ug/al 

kinazy pirogronianowej, 2,3 ;uCi 8-^H ATP /29 Ci/mmol, Amers-

ham/, 0,25 mU nieradioktywny ATP oraz frakcję jądrową w i-

lości odpowiadającej 80-120 jug DNA, w końcowej objętości 

0,5 ml. Inkubację prowadzono przez 45 min. w temp. 37°C, a 

reakcję zatrzymywano przez dodanie 500 >ug nieradioaktywnego 

ATP oraz równej objętości zimnego 10% TCA. Osady płukano 

pięciokrotnie 5% TCA oraz jeden raz mieszaniną etanol-eter 

/1:1/ i suszono eterem, a następnie rozpuszczano w rozpusz-

czalniku Soluene 350 /Packard/. Radioaktywność mierzono w 

płynie scyntylacyjnym toluenowym z 55% wydajnością. Pomiary 

aktywności enzymu w preparatach kontrolnych oraz po niedo-

tlenieniu wykonywano równolegle, przy użyciu tej samej iloś-

ci frakcji jądrowej, a wyniki uzyskane w próbach po niedo-
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tlenieniu wyrażano w procentach radioaktywności właściwej 

prób kontrolnych. 

3.11. Badanie aktywności rybonukleaz we frakcjach podko-

mórkowych 

i 
Frakcję jądrową do oznaczania aktywności rybonukleaz 

wyodrębniano w sposób opisany w rozdziale 10., poczym za-

wieszano ją w 50 mM buforze fosforanowym,pH 7»5* Inne 

frakcje podkomórkowe otrzymywano z homogenatów przygoto-

wanych w 10 mM buforze potasowo-fosforanowym,pH 7,5* za-

wierającym 10% sacharozę i 5 mM MgC^* Homogenaty odwiro-

wywano przy 800xg
ś r
 przez 10 min., a następnie część nad-

sączu po frakcji jądrowej wirowano przez 20 min. przy 

11400xg. Po tym wirowaniu osad stanowił nieoczyszczoną 

frakcję initochondrialno-lizosomalną, którą następnie homo-

genizowano ręcznie w 50 mM buforze pot8sowo-fosforanowym, 

pH 6,0. Nadsącz po ostatnim wirowaniu stanowił frakcję 

pos t mi t ochondri aIną. 

Substratem w reakcji rybonukleazowej był homologiczny 

jądrowy RITA znakowany ^H-urydyną, uzyskany w wyniku inkuba-

cji skrawków mózgu królika lub chomika z prekursorem według 

schematu opisanego w rozdziale 3*3 • i oczyszczony metodą 

przedstawioną w rozdziale 3.5. Warunki inkubacji były i-

dentyczne dla wszystkich frakcji podkomórkowych. Aktywność 

rybonukleazy kwaśnej oznaczano w 50 mM buforze fosforano-

wym,pH 6,0, a rybonukleazy zasadowej - w tym samym buforze, 
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pH 7>5» Pozostałe warunki oznaczenia były dla obu rybonu-

kleaz identyczne. Mieszaniny intubacyjne o objętości 0,5 

ml zawierały 0,8-1,4 mg białka frakcji oraz 0,1-0,2 jedno-

stek ^260ma ^órego radioaktywność wahała się w gra-

nicach 3000-9000 imp/min. Inkubację prowadzono w 37°C, a 

reakcję zatrzymywano dodając równą objętość zimnego 10% 

TCA w obecności 100 >ug albuminy krwi bydlęcej. Miarą roz-

kładu RNA był przyrost radioaktywności we frakcji niewy-

trącającej się TCA. Oznaczenia prób kontrolnych i po nie-

dotlenieniu lub niedokrwieniu wykonywano równolegle, przy 

użyciu identycznych ilości białka frakcji oraz substratu. 

Białko oznaczano metodą Lowry i wsp. /1951/. 
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4. CHARAKTERYSTYKA SYNTEZY RNA W UKŁADZIE IN VITRO 

NA SKRAWKACH MÓZGU KRÓLIKA I CHOMIKA MONGOLSKIEGO 

4.1. Uwagi wstępne 

Z przesłanek omówionych we wstępie wynika, że układ 

in vitro na skrawkach może stwarzać dogodne warunki do 

badań nad syntezą RNA w mózgu. Wcześniejsze badania Yanagi-

hary /1974/ wykazały, że włączanie radioaktywnych prekurso-

rów do RNA w skrawkach mózgu królika przebiega z dużą wy-

dajnością w warunkach długotrwałej inkubacji /do 3 godz./. 

Z wyników uzyskanych przez De Larco i Guroffa /1972/ w doś-

wiadczeniach z użyciem skrawków mózgu szczura można z kolei 

wnioskować, że część nowozsyntetyzowanych RNA zawiera sek-

wencje poli/A/, a więc spełnia jedno z kryteriów identyfi-

kacji mRNA. W części badań przedstawionych w niniejszym 

rozdziale, układ in vitro na skrawkach mózgu królika i cho-

mika mongolskiego scharakteryzowano z punktu widzenia jego 

przydatności do śledzenia syntezy mRNA i jego transportu z 

jądra do polirybosomów. Prześledzono wbudowywanie ^H-urydy-

ny do RNA frakcji jądrowej i szorstkiej siatki śródplazma-

tycznej oraz polirybosomów. Zwrócono uwagę na wpływ obecnoś-

ci w mieszaninie inkubacyjnej aktynomycyny D - antybiotyku 

hamującego syntezę RITA, który w niskich stężeniach/O,08 ^ug/mO/ 

powinien oddziaływać przede wszystkim na syntezę rRNA /Pen-

man i wsp. 1968, Simard i wsp. 1974, Spohr i wsp. 1974/. 

Szczegółowo zajęto się nowozsyntetyzowanym RITA połączonym 

z polirybosomami jako końcowym produktem reakcji. Polirybo-
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somalny RNA frakcjonowywano na poli/A/^RNA i poli/A/lRNA 

oraz poddawano analizie sedymentacyjnej w gradiencie sa-

charozowym. Zbieżność własności RNA zsyntetyzowanego w wa-

runkach in vitro z cechami natywnego mRNA mózgu oceniano w 

oparciu o kryteria omówione w rozdziale 1.4. 

4.2. Synteza RNA w warunkach kontrolnych. 

W wyniku 60-minutowej inkubacji, skrawki mózgu króli-

ka i chomika mongolskiego wbudowywały ^H-urydynę do RNA 

wszystkich baaanych frakcji podkomórkowych /tabela 

Układ z mózgu chomika charakteryzował się nieco wyższą ak-

tywnością od układu mózgu królika, lecz stosunek radioak-

tywności włączonych do poszczególnych frakcji był prawie 

jednakowy. W obu przypadkach, radioaktywność właściwa RNA 

frakcji związanej z błonami siatki śródplazmatycznej była 

około dwukrotnie wyższa od radioaktywności RNA wolnych po-

lirybosomów. Obserwacja ta w powiązaniu z faktem, że radio-

aktywność właściwa oczyszczonego preparatu polirybosomalne-

go RNA pochodzącego łącznie z polirybosomów wolnych i zwią-

zanych nie różniła się zasadniczo od radioaktywności RNA 

w polirybosomach wolnych /porównaj kolumny 3 i 4 tabeli 3/ 

wskazuje na to, że część nowozsyntetyzowanego RNA wiązała 

się z błonami siatki bezpośrednio, a nie poprzez polirybo-

somy. Jest to zjawisko występujące typowo w różnych 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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Tabela 5 

Włączanie -'H-urydyny do RNA frakcji podkomorkowych mózgu 
chomika mongolskiego i królika 

Zwierzę 
Radioaktywność właściwa /rozpady/min. />ug RNA/ 

Zwierzę Jądra Frakcja 
błonowa 

Wolne po-
lirybosomy 

Oczyszczone 
RNA z poli-
rybosomów 
wolnych + 
związanych 

Chomik 4182-510/9/ 415*35/9/ 221-57/9/ 171-27/8/ 

Królik 5213-189/4/ 245-26/4/ 111± 8/4/ 95 "14/4/ 

Radioaktywność oraz zawartość RNA w osadach po wytrąceniu 
frakcji TCA mierzono w sposób opisany w rozdziale "Materiał 
i Metody", Wyniki przedstawiono jako wartości średnie ± od-
chylenie standardowe. W nawiasach - liczba doświadczeń. 

Analiza sedymentacyjna polirybosomalnego RNA przeprowa-

dzona pod nieobecność czynnika denaturującego wykazała 

względnie równomierne rozmieszczenie radioaktywnego produktu 

syntezy w całym gradiencie, choć można było wyróżnić dwie 

grupy składników; jedną o stałej sedymentecji nieco wyższej 

niż 18S, która przeważała ilościowo w preparacie z mózgu 

chomika /Ryc.1 "-Formamid"/, oraz drugę zaznaczoną szczegól-

nie wyraźnie w przypadku RNA króliczego /Ryc.2, "-Formamid
1

^ 

osadzającą się szybciej niż 28S rRNA. Na uwagę zasługuje nis-

ka radioaktywność frakcji odpowiadających 28S i 18S rRNA, 

przeważających pod względem masy. Spośród rybosomalnych RNA 

prekursor wbudowywał się jedynie do 5S RNA. Powyższe obser-

wacje znalazły potwierdzenie w doświadczeniach w których RNA 

wirowano po uprzedniej denaturacji formamidem /Ryc.1 i 2/, 

"-••Formamid"/. Działanie czynnikiem denaturującym prowadziło 

do częściowej degradacji 28S rRNA, co mogło być wynikiem 
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Ryc. 1. Własności sedymentacyjne polirybosomalnego ^H-RNA 
z mózgu cnomika mongolskiego i wpływ denaturacji amidem 
kwasu mrówkowego /formamidem/. RITA denaturowano inkubując 
je przez 10 min. w 3% roztworze de jonizowanego formamidu 
w 0,01 U buforze Tris-HCl /pH 7,4/ zawierającym 1 mM EDTA 
i 100 mM NaCl, w temp. 63°C /Heikkila, Brown, 1977/. Por-
cję RNA odpowiadającą 4,0 jednostkom A260 nakładano na li-
niowy gradient sacharozowy 10%-25% a następnie wirowano 
przez 7 godzin przy 39000 obr./min. w głowicy SW 41 wirów-
ki Beckmana, w temp. 4<>C. Roztwory sacharozy w których wi-
rowano zdenaturowany RNA zawierały 1% formamid. 
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Ryc. 2. Własności sedymentacyjne polirybosomalnego ^H-RNA 
5
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 w p ł ^ denaturacji formamidem. °Warunki 
doświadczenia identyczne do opisanych w legendzie ryciny 1. 
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już istniejącego "pęknięcia" w cząsteczce. Kie powodowało 

to jednak spadku radioaktywności w rejonie 28S. Radioaktyw 

ność odpowiadająca RNA o stałej sedymentacji wyższej niż 

28S nie znikała pod wpływem formamidu, co świadczy o tym, 

że "ciężki" RNA, charakterystyczny zwłaszcza dla polirybo-

somów mózgu królika, nie był agregatem mniejszych cząste-

czek. Nie obserwowano również w tych warunkach gromadzenia 

się produktów o niskim ciężarze cząsteczkowym. 

W warunkach kontrolnych, około 52% radioaktywności 

związanej z polirybosomalnym RNA mózgu królika oraz 26% 

radioaktywnego RNA z polirybosomów mózgu królika adsorbo-

wało się na oligo /dT/ celulozie, podczas gdy adsorpcja 

mierzona na masę /gęstość optyczna przy 260 nm/ wynosiła 

odpowiednio 5,6 oraz 6,2% /Tabela 4/. Wynik ten świadczy 

o aktywnym wbudowywaniu się prekursora do poli/A/^RNA. 

Tabela 4 

Adsorpcja na oligo/dT/celulozie polirybosomalnego RNA z 
mózgu chomika mongolskiego i królik8, znakowanych 5H-ury-
dyną w wyniku inkubacji w obecności i pod nieobecność 
aktynomycyny D 

Dawka akty-
nomycyny D 
/Lig/ml/ 

&NA związany z oligo/dT/celulozą Dawka akty-
nomycyny D 
/Lig/ml/ 

Radioaktywność 
A

260nm 
Dawka akty-
nomycyny D 
/Lig/ml/ Chomik Królik Chomik Królik 

0 26**3/7/ 52 * 4/5/ 6,2*2,0/10/ 5,6*1,8/6/ 

0,04 26 ±3/5/ 44 * 7/4/ 6,0*2,8/7/ 5,1*1,V5/ 
0,08 26 ±5/5/ 58 * 5/5/ 6,0*1,6/6/ 4,8*0,9/5/ 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie - odchylenia 
standardowe. W nawiasie - liczba doświadczeń. Szczegóły 
izolacji polirybosomalnego RNA oraz chromatografii na 
oligo/dT/ celulozie opisano w rozdziale "Materiał i Meto-
dy". 
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Profile sedymentacyjne nowozsyntetyzowanego polirybo-

somalnego poli/A/^RNA z mózgu chomika /ryc. 3A/ oraz kró-

lika /ryc. 3B/ były bardzo zbliżone i charakteryzowały się 

przewagą składników o stałej sedymentacji nieznacznie wyż-

szej od 18S. Frakcja poli/A/~RNA, w której, jak wynika z 

profilu gęstości optycznej, pod względem masy dominowały 

28S i 18S rRNA, była w stosunku do RNA niefrakcjonowanego 

wzbogacona w składniki radioaktywne "ciężkie" o stałej se-

dymentacji powyżej 28S /ryc, 4 A i B/. 

4.3. Wpływ aktynomycyny D na syntezę RNA 

Nieobecność wśród radioaktywnych produktów syntezy 

RNA składników odpowiadających 28S rRNA nie wykluczała mo-

żliwości występowania w preparacie poli/A/~RNA radioaktyw-

nych fragmentów lub agregatów rybosomalnego RNA. Pierwot-

nym założeniem doświadczeń z aktynomycyną D było wyelimi-

nowanie syntezy rRNA w oparciu o znane z piśmiennictwa 

zjawisko wybiórczego hamowania tej syntezy przez niskie 

stężenia antybiotyku /patrz rozdz. 4.11./. 

Aktynomycyną D w stężeniach 0,04 oraz 0,08 >ug/ml, ha-

mowała wbudowywanie ^H-urydyny do polirybosomalnego RNA w 

obu układach /tabela 5/. W innych doświadczeniach nie zi-

lustrowanych tabelę wykazano, że spadek włączania prekur-

sora do RNA innych frakcji podkomórkowych był w tym zakre-

sie stężeń antybiotyku tego samego rzędu. Aktynomycyną D 

nie wpływała wybiórczo na wbudowywanie ^H-urydyny do po-

li/A/^RNA czy poli/A/~RNA mózgu chomika, powodowała nato-
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Numer frakcji 

Hyc. 3* Własności sedymentacyjne polirybosomalnego 
^H-poli/A/^RNA z mózgu chomika mongolskiego /A/ oraz króli-
ka /B/. Wbudowywanie ^H-urydyny przeprowadzano pod nieobec 
ność /•-•/ lub w obecności / O — O / 0,04Mg/ml aktynomycyny D. 
Na każdy gradient nakładano próbkę RNA o identycznej radio-
aktywności /±500Q imp/min./. RNA odwirowywano w 15%-3Q% li-
niowym gradiencie sacharozowym, przez 18 godzin przy 22500 
obr/min. w głowicy SW 27.1. wirówki Beckmana, w temp. 4°C. 
Jako nośnik użyto nieradioaktywny polirybosomalny RNA. 
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Hyc. 4. Własności sedymentacyjne polirybosomalnego 
^H-poli/A/llNA z mózgu

7
chomika mongolskiego /A/ oraz króli-

ca /B/. Wbudowywanie ^H-urydyny przeprowadzano pod nieobec-
ność lub w obecności /O—O/ 0,04 M&/ml aktynomycyny 
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A

 saźdy gradient nakładano 6,0 jednostek AD£
0
 RNA. Wa-

runki wirowania identyczne do opisanych w legendzie ryciny 3. 
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miast dość wyraźny spadek względnej radioaktywności zwią-

zanej z poli/A/^RNA w mózgu królika /tabela 4, kolumny 2 

i 3/. Antybiotyk nie wpływał na przebieg rozdziału RNA na 

oligo/dT/ celulozie, bowiem rozkład gęstości optycznej 

przy 260 nm pomiędzy poli/A/^RNA i pcli/A/~RNA pozostał 

niezmieniony /tabela 4, kolumny 4 i 5 A 

\ 

Tabela 5 

Wpływ aktynomycyny D na włączanie ^H-urydyny do polirybo-
somalnego RNA mózgu chomika mongolskiego i królika 

Dawka aktynomycyny D 
/M&/ml/ 

Radioaktywność właściwa 
/% wartości kontrolnych/ 

Dawka aktynomycyny D 
/M&/ml/ 

Chomik Królik 

0,04 

0,08 
77- 19/10/ 

56- 13/6/ 

73 * 12/8/ 

47 - 12/6/ 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie - odchylenia 
standardowe. W nawiasie - liczba równoległych doświadczeń. 
Wyniki dotyczą RNA oczyszczonego z polirybosomów wolnych 
+ związanych. 

Profile sedymentacyjne polirybosomalnego RNA zsynte-

tyzowanego w obecności 0,04 >ug/ml aktynomycyny D były 

zbliżone do profilów preparatów kontrolnych. W przypadku 

RNA z mózgu chomika, rozmieszczenie radioaktywności w gra-

diencie było identyczne, zarówno w preparatach poli/A/^lRNA 

/ryc. 3 B/ jak i poli/A/^RNA /ryc. 4 B/. W mózgu królika, 

synteza frakcji poli/A/^RNA osiadających w gradiencie szyb-

ciej niż 28S rRNA okazała się nieco mniej wrażliwa na akty-

nomycynę D od syntezy frakcji lżejszych /ryc. 4 A/. W pre-

paracie poli/A/~RNA nie stwierdzono wyraźnego zróżnicowania 

wrażliwości poszczególnych składników /ryc. 3 A/. 
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4.4. Omówienie i wnioski 

Uzyskane wyniki skłaniają do wniosku, że w warunkach 

inkubacji zastosowanych w badaniach skrawki mózgu królika 

i chomika syntetyzują i/lub transportują do polirybosomów 

radioaktywny RNA o cechach RNA nierybosomalnego, którego 

znaczną część przypuszczalnie stanowią cząsteczki autenty-

cznych mRNA. Rybosomalne RNA 28S i 18S osiągały w procesie 

znakowania prekursorem bardzo niską radioaktywność właści-

wą, na co wskazywała analiza zarówno niefrakcjonowanego 

RNA jak i poli/A/"&NA. ̂ H-urydyna wbudowywała się szczegól-

nie intensywnie do poli/A/^RNA, stanowiącego w myśl naj-

nowszych poglądów podstawową klasę mRNA /Perry, 1976/. 

W polirybosomach mózgu królika, względny udział radioaktyw-

ności poliadenylowanych RNA w całej puli polirybosomalnego 

RNA /ponad 52%/, był niemal tak wysoki, jak w przypadku ho-

dowli komórkowych wbudowujących prekursor w warunkach zu-

pełnego wyłączenia syntezy rRNA /Perry i wsp. 1972/. Wzglę-

dna radioaktywność poli/A/
+

RNA w preparacie z mózgu chomika, 

aczkolwiek dwukrotnie niższa, również kilkakrotnie prze-

kraczała względną masę poli/A/^RNA ustaloną na podstawie 

pomiaru gęstości optycznej. 

Uderza zbieżność własności sedymentacyjnych, a zwłasz-

cza średniej wartości 8 /ok. 18/, poli/A/^RNA syntetyzowa-

nych w skrawkach, z parametrami natywnego polirybosomalne-

go poli/A/
+

BNA z mózgu królika znakowanego in situ, opisa-

nymi przez Heikkilę i Browna /1977/. Podobny profil sedy-

mentacji, z nieco niższą średnią wartością S, cechuje 
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poli/A/*RNA mózgu szczura /De Larco i wsp. 1975/ oraz 

myszy /Bantle i Hahn 1976/. 

Wobec braku danych na temat występowania poli/A/~&NA 

w mózgu, trudno w chwili obecnej odpowiedzieć na pytanie, 

w jakim stopniu syntetyzowany in vitro RNA nie posiadający 

reszt poliadenylowych odpowiada funcjonalnemu mRNA. Można 

jedynie przypuszczać że wśród obecnych w preparacie nisko-

cząsteczkowych radioaktywnych RNA znajdują się mRNA kodują-

ce histony /Adesnik i Darnell 1972/. Bardziej szczegółowe 

badania powinny wyjaśnić, czy mózg zawiera poli/A/~~mRNA od-

powiadające tym, które występują np. w wirusach /Stoltzfus 

i wsp. 1973/» czy też w komórkach nowotworowych /Milcarek 

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

że część poli/A/~RNA zidentyfikowanych w preparacie stano-

wi produkty degradacji poli/A/^RNA, pojawiające się w trak-

cie inkubacji bądź ekstrakcji RNA; wydaje się to zwłaszcza 

prawdopodobne w przypadku RNA z mózgu chomika, gdzie zawar-

tość radioaktywnego poli/A/^RNA okazała się niska w porów-

naniu z preparatem króliczym. 

Doświadczenia z aktynomycyną D potwierdziły przypusz-

czenie, że skrawki mózgu w zastosowanych warunkach inkuba-

cji nie wbudowują w znacznym stopniu prekursora do ryboso-

malnego RNA. Wiadomo, że 28S i 18S RNA należą do klasy po-

li/A/""kNA oraz, że ich synteza jest wybiórczo hamowana 

przez aktynomycynę D przy jej niskich stężeniach. Gdyby 

rRNA stanowił liczący się ilościowo składnik puli nowosyn-

tetyzowanych poli/A/~RNA, antybiotyk powinien wówczas w 

znaczniejszym stopniu hamować syntezę poli/A/~RNA niż 
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poli/A/TtNA, a zatem powodować wzrost względnej radioaktyw-

ności poli/A/^RNA w preparacie. Uzyskane wyniki przeczą ta-

kiemu założeniu; aktynomycyna D nie wpływała na względną 

radioaktywność poli/A/^RNA w polirybosomach mózgu chomika, 

a w przypadku mózgu królika prowadziła nawet do jego obni-

żenia. W związku z tym ostatnim spostrzeżeniem warto nad-

mienić, że według opinii Kessler-Iceksona i Yaffe /1977/ 

i Falmitera i Schimke /1973/» aktynomycyna D może niejedna-

kowo oddziaływać na syntezę różnych mRNA w tej samej tkance 

/patrz ryc. 4A/. 

W podsumowaniu, zastosowany układ doświadczalny należy 

uznać za dogodny do badań nad syntezą mRNA w mózgu w róż-

nych stanach fizjologicznych i patologicznych, aczkolwiek 

przy interpretacji wyników uwzględniać należy niezupełną 

jasność co do autentyczności produktów syntezy in vitro. 
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5. SYNTEZA POLI/A/+RNA I POLI/A/~kNA 

W WARUNKACH CAŁKOWITEGO NIEDOTLENIENIA IN YITRO 

5.1. Uzasadnienie wyboru modelu i czasu niedotlenienia 

W badaniach posłużono się modelem bezpośredniego nie-

dotlenienia skrawków mózgu czystym azotem. Model ten, za-

stosowany po raz pierwszy przez Cohena /1962/ oraz Mcllwa-

ina i Rodnighta /1962/, doczekał się wielu modyfikacji, 

spośród których wybrano wersję opracowaną szczegółowo przez 

Yanagiharę /1972, 1973/* W przeciwieństwie do modelu przy-

życiowego, w którym stopień zubożenia tkanek mózgu w tlen 

zależy w znacznej mierze od czynników ogólnoustrojowych, 

związanych z dynamiką krążenia i oddychania, zawartością 

hemoglobiny we krwi itp., efektywność niedotlenienia bez-

pośrednio in vitro jest prostą funkcją grubości skrawków 

tkanki, ciśnienia parcjalnego azotu i szybkości jego prze-

pływu przez środowisko inkubacyjne oraz czasu niedotlenia-

nia. Łatwość "wykalibrowania" parametrów niedotlenienia w 

modelu in vitro pozwoliła na dokładne oznaczenie zależnoś-

ci pomiędzy czasem trwania niedotlenienia a stopniem zaha-

mowania biosyntezy białek, mierzonej włączaniem radioaktyw-

nych aminokwasów /Yanagihara, 1975A Ponadto, dzięki za-

stosowaniu przemiennej inkubacji skrawków w atmosferze azo-

tu i tlenu, można było określić w przybliżeniu krytyczny o-

kres niedotlenienia, po upływie którego nie udawało się 

przywrócić zahamowanej aktywności biosyntezy białka w tkan-

ce poprzez przeniesienie skrawków do atmosfery tlenowej, 
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nawet na dłuższy okres czasu /do 1 godz./. Okres ten wahał 

się w granicach 10-15 minut i był mniej więcej zbieżny z 

momentem ujawnienia się dezagregacji polirybosomów w skraw-

kach /Metter i Yanagihara, 1974 Yanagihara 1975, 1976 a/. 

Podczas gdy niedotlenianie przez okres do 10 min. prowadzi-

ło jedynie do niewielkiego /ok. 20%/ i odwracalnego spadku 

biosyntezy białka jej zahamowanie po inkubacji w atmosfe-

rze azotu przez okres 15 min. i dłuższy było bardzo znacz-

ne i nieodwracalne. Po 30 min. niedotlenienia włączanie ra-

dioaktywnego aminokwasu do wszystkich frakcji podkomórko-

wych nie przekraczało 20% wartości kontrolnych /Yanagihara 

1974 a/. Okres niedotleniania pomiędzy 10 a 30 minutą nale-

żało więc potraktować jako krytyczny dla rozwoju zaburzeń w 

biosyntezie białek. W związku z tym wydawało się prawdopo-

dobne, że w tym przedziale czasu mogłyby ujawnić się zmiany 

w metabolizmie mRNA. W myśl tego założenia, syntezę RNA w 

tkance kontrolnej porównywano z syntezą w skrawkach podda-

nych niedotlenieniu przez okres od 10 do 30 minut. Przy 

wyborze czasu niedotleniania uwzględniono również dobrze 

udokumentowane spostrzeżenie Cohena /1973/, że okres 10-30 

minutowej ekspozycji skrawków na azot jest krytyczny dla u-

trwalenia się spadku poziomu związków wysokoenergetycznych 

oraz dl8 nieodwracalnego zahamowania innych syntez makro-

cząsteczkowych, m.in. fosfolipidów. 

/ 
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5.2. Włączanie
 p

H-urydyny do poli/A/^RNA i poli/A/ RNA 

w jądrach i cytoplazmie 

Wpływ niedotlenienia skrawków przez różne okrasy cza-

su na włączanie 'H-urydyny do RITA poszczególnych frakcji 

podkomórkowych przedstawiono w tabeli 6. Najwcześniejsze 

zmiany pojawiły się po 15-20 min. niedotleniania. Cechą cha 

rakterystyczną tego okresu był 25—35% spadek włączania pre 

kursora do RNA frakcji cytoplazmatycznych /polirybosomalnej 

oraz szorstkiej siatsi śródplazmatycznej/, przy jednoczesnym 

braku zmian, s nawet nieznacznej tendencji do wzrostu wbu-

dowywania do frakcji jądrowej. Na tym etapie niedotlenienia 

znakowanie prekursorem nierozfrakcjonowanego homogenatu rów 

nież nie odbiegało od wartości kontrolnych. Zjawisko to na-

leży tłumaczyć tym, że na wynik oznaczenia w 3posób dominu-

jący rzutowała radioaktywność właściwa frakcji jądrowej,któ 

ra w warunkach doświadczenia 10-krotnie przewyższała radio-

aktywność właściwą polirybosomów /tabela 3/. Niedotlenienie 

przez okres 30 min, powodowało znaczne /40-6Q%/ zahamowanie 

wbudowywania ^H-urydyny do RITA wszystkich frakcji podkomór-

kowych. Zwraca uwagę fakt, że obie fezy - wybiórczy wpływ 

na wbudowywanie prekursora do RNA polirybosomalnego we 

wczesnym okresie niedotlenienia i brak takiej wybiórczoś-

ci po 30 minutach - ujawniły się niezależnie od czasu trwa-

nia inkubacji z prekursorem, chociaż w przypadku niedotle-

nienia 30-minutowego zaobserwowano pogłębienie się efektu 

hamowania przy inkubacji 60-minutowej. Ze względu na niską 
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Tabela 6 

Wpływ niedotlenienia na włączanie - H-urydyny do RNA frakcji podkomórkowych mózgu 
królika 

Czas niedotle-
nienia /min/ 

Czas inkuba-
cji z 

Względna radioaktywność właściwa w 
aktywności kontrolnej 

% rodio-

* 
^H-urydyną 

/min./ 
Homogenat Jądra frakcja 

błonowa 
Polirybosomy 

wolne 

10 20 123-28/6/ 125*23/6/ 104*13/6/ 115*31/6/ 

15 20 
60 

111*21/6/ 
121*25/8/ 

120*24/6/ 
116*17/8/ 

63*10/6/ 
69*12/8/ 

83*10/6/ 
76*6/8/ 

20 20 
60 

133*42/8/ 
109*24/6/ 

115*13/6/ 
111*20/6/ 

60*14/8/ 
72*17/6/ 

78*10/8/ 
68*15/6/ 

30 20 
60 

77*11/7/ 
56*11/5/ 

63*25/6/ 
36*5/5/ 

76*19/6/ 
63*12/5/ 

71*15/8/ 
59* 7/5/ 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie - odchylenia standardowe. W nawiasach 
liczba równoległych doświadczeń. Termin "frakcja błonowa" odnosi się do szorstkiej 
siatki śródplazmatycznej. 
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wydajność reakcji, w późniejszych doświadczeniach zaniecha-

no inkubacji krótkotrwałej. 

Rozdział RNA frakcji jądrowej i polirybosomalnej na 

oligo/dT/celulozie potwierdził dwufazowe ujawnianie się 

wpływu nie dotleniani a /Tabela 7/. W wyniku 20-minutowej in-

kubacji w warunkach beztlenowych, nastąpił ok. 25% względny 

spadek włączania prekursora do poli/A/^RNA polirybosomalne-

go, podczas gdy udział radioaktywnego poli/A/^RNA w całko-

witej radioaktywności jądrowego RNA nie uległ zmianie. Po 

30 min. niedotleniania nie obserwowano wybiorczego spadku 

Tabela 7 

Adsorpcja na oligo/dT/celulozie jądrowego oraz poliryboso-
malnego RNA mózgu królika zsyntetyzowanego w warunkach kon-
trolnych i po niedotlenieniu 

Czas niedotle-
nienia /min./ 

Radioaktywność związana 
z oligo/dT/celulozą/%/ 

Czas niedotle-
nienia /min./ 

Jądrowy RNA Polirybosomalny 
RNA 

0 23*2-3,0/7/ 48,0-2,1/9/ 
20 24,4*4,7/6/ 37,2-6,0/6/

x 

30 19,5-2,3/4/ 48,2-4,0/5/ 

Wynik przedstawiono jako wartości średnie - odchylenia stan 
dardowe. W nawiasach liczba doświadczeń. 
JL 
tfynik różni się statystycznie znamiennie od wartości kon-
trolnej przy p<^0,01. 

radioaktywności poli/A/*RNA w polirybosomach, obniżyła się 

natomiast nieznacznie względna radioaktywność poli/A/^RNA 

we frakcji jądrowej. Spadek ten był jednak statystycznie 

nieznamienny. 
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Jądrowy RNA, zarówno poli/A/
4

" jak i poli/A/"", zsynte-

tyzowany w warunkach kontrolnych charakteryzował się prze-

wagą składników ciężkich, o stałej sedymentacji wyższej niż 

28S /ryc. 5 A Obraz ten odpowiada charakterystyce hetero-

gennego jądrowego RNA/hnRNA/ wyodrębnionego z innych tka-

nek eukariontów /Choi i wsp. 1974, Georgiev 1974/. Profile 

sedymentacji poli/A/^RNA oraz poli/A/~*RNA frakcji jądrowej, 

zsyntetyzowanych w następstwie 20-minutowego niedotlenienia 

nie różniły się od profilów kontrolnych. Poli/A/~RNA wypro-

dukowany w następstwie 30-minutowej inkubacji w atmosferze 

azotu był wzbogacony w składniki lekkie osadzające się w 

gradiencie w pobliżu 5S RNA /ryc. 5> górny wykres/, nato-

miast poli/A/
+

RNA zsyntetyzowany w tym czasie zachował nie-

zmienione własności sedymentacyjne /ryc. wykres dolny/. 

W celu scharakteryzowania całej populacji nowosyntety-

zowanych RNA wytransportowanych do cytoplazmy, RNA ekstra-

howano bezpośrednio z nierozdzielonej frakcji postmitochon 

drialnej. Sedymentację cyt opla zma tycznych poli/A/~*RNA zsyn-

tetyzowanych w warunkach kontrolnych i niedotlenienia po-

równywano nakładając na każdy gradient identyczną masę RNA 

/ryc. 6, wykres górny/, natomiast do analizy poli/A/^RNA 

stosowano próbki o mniej więcej identycznej radioaktywności 

/ryc. 6, wykres dolny/. W preparacie poli/A/^RNA, przeważa-

jąca część radioaktywności była związana z RNA niskocząste-

czkowym, najprawdopodobniej z 4S RNA. Niedotlenienie przez 

20 minut pozostało bez wpływu na syntezę poli/A/~!RNA, nato-

miast 30-minutowa inkubacja 7/ atmosferze azotu prowadziła 
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Ryc. 5. Wpływ niedotlenienia na własności sedymentacyjne 
nowozsyntetyzowanego jądrowego poli/A^RNA i poli/A/ RNA 
mózgu królika. Próbki zawierające odpowiednio 65000 imp/min. 
poli/A/~!RNA oraz 39000 imp/min. poli/A/^RNA nakładano na 
liniowy gradient sacharozy 10%-25% i wirowano przez 8 go-
dzin przy

o
39000 obr./min. w głowicy SW 41 wirówki Beckmana 

w temp. 4 C. Jako nośnik użyto nieradioaktywny poliryboso-
malny RNA. Profile sedymentacyjne charakteryzują RNA zsyn-
tetyzowane w warunkach kontrolnych / # — # / oraz w następs-
twie 20 min./*- x/ i 30 min./o-o/ niedotlenienia. 
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Ryc. 6. Własności sedymentacyjne cytoplazmatycznego 
poli/A/*RNA i poli/A/ RITA mózgu królika z syntetyzowane go 
w warunkach kontrolnych / % — % / oraz w następstwie 20 min./ 

-x/ i 30 min./o—0/ niedotlenienia. Cytoplazmatyczny 
RNA izolowano z pełnej frakcji postmitochondrialnej /rozdz. 
3.5-/. Na każdy gradient poli/A/~RNA w ilości odpowiadają-
cej 14,0 jednostkom A ^ n oraz poli/A/*RNA o radioaktywnoś-
ci ok. 10000 imp*/min. Warunki wirowania identyczne do o-
pisanych w legendzie ryciny 5. 
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do znacznego /ok. 50%/ spadku włączania prekursora do 4S 

i/lub 5S RNA /ryc. 6. wykres górny/. Nowozsyntetyzowany 

poli/A/^RNA frakcji postmitochondrislnej osadzał się w 

gradiencie podobnie do poli/A/^RNA polirybosomalnego -

przeważały składniki o stałej sedymentacji nieco powyżej 

1SS. Poli/A/^RNA zsyntetyzowany w następstwie 20-minutowe-

go niedotlenienia nie różnił się od preparatu kontrolnego. 

Niedotlenienie 30-minutowe wpłynęło na profil sedymentacyj-

ny radioaktywnego poli/A/
+

RNA bardzo wyraźnie - preparat 

odwirowywał się wolniej od kontrolnego i charakteryzował 

się średnią stałą sedymentacji równą 18S. 

5.3* Omówienie i wnioski 

Uzyskane wyniki pozwoliły na wyróżnienie dwóch sta-

diów zaburzeń metabolizmu RNA pod wpływem niedotlenienia. 

Szczególnie interesującym wydaje się stadium wczesne, u-

jawniające się w następstwie niedotlenienie tkanki przez 

okres 10-20 minut. Najbardziej charakterystyczną cechą te-

go okresu jest wybiórcze zahamowanie włączania prekursora 

do polirybosomalnego poli/A/^RNA. Z porównania danych przed 

stawionych w tabelach 6 i 7 wynika, że spadek radioaktywnoś 

ci właściwej całkowitego polirybosomalnego RNA oraz obniże-

nie względnej radioaktywności poli/A/^RNA w preparacie o-

siągały zbliżone do siebie wartości /25-35%A Za wybiórczą 

wrażliwością poli/A/^RNA przemawiał również brak wpływu 20-

minutowego niedotlenienia na znakowanie prekursorem poszczę 

gólnych frakcji cytoplazmatycznego poli/A/^RNA /ryc. 6., wy 
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kres górny/. Powstało pytanie, czy zaobserwowane zjawisko 

wystąpiło na skutek zahamowania syntezy poli/A/
+

 w jądrze, 

czy też obniżenia jego transportu z jądra do cytoplazmy. 

Fakt, że włączanie ^H-urydyny do RNA frakcji jądrowej, a 

w tym również do jądrowego poli/A/^RNA nie ulegało zmianie 

pod wpływem 20-minutowego niedotlenienia /tabele 6 i 7/, 

wydaje się zaprzeczać pierwszej możliwości. Uzyskane na 

tym etapie wyniki skłaniały więc raczej do interpretacji, 

że krótkotrwałe niedotlenienie zaburza wybiórczo mechanizm 

przenoszenia nowozsyntetyzowanego poli/A/
+

RNA z jądra do 

cytoplazmy. Nieujawnienie się w tych warunkach zjawiska gro-

madzenia nadmiaru radioaktywnego produktu w jądrze można 

tłumaczyć niską radioaktywnością RNA wiążącego się z poli-

rybosomami w stosunku do RNA zsyntetyzowanego we frakcji ją-

drowej /tabela 3/. Powyższe spostrzeżenie potwierdza ogólnie 

znaną prawidłowość, że tylko nieznaczna część heterogennego 

jądrowego RNA /hnRNA/ ulega ostatecznie przekształceniu w 

mRNA i zostaje przetransportowana do polirybosomów /Scher-

rer i Marcaud 1968, Darnell i wsp. 1971, Jelinek i wsp. 

1973/. 

Bezpośrednie prześledzenie dynamiki transportu nowozsyn-

tetyzowanego RNA z jądra do cytoplazmy w układzie skrawkowym 

okazało się technicznie niewykonalne. Bardzo intensywny po-

bór ^H-urydyny przez tkankę i stosunkowo znacznie wolniej-
/ 

sze jej wbudowywanie do RNA /Yanagihara 1974b/ uniemożliwi-

ło zastosowanie metody "pulse and chase" z użyciem nieznako-

wanej urydyny. Nie powiodła się również próba zablokowania 

włączania prekursora do jądrowego RNA przy użyciu wysokich 
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stężeń aktynomycyny D, a następnie śledzenie wzrostu ra-

dioaktywności w polirybosomalnym RNA, bowiem antybiotyk 

silnie hamował jego transport /Grouse i Schrier 1977/* In-

terpretację wiążącą powyższe zmiany z zaburzeniami transpor-

tu dodatkowo komplikuje brak jasności co do stopnia pokre-

wieństwa pomiędzy poli/A/*RNA występującym w jądrze a po-

li/A/* mRNA. Wykazano bowiem, że znaczna część jądrowego po-

li/A/
+

RlNA nie jest prekursorem poli/A/*RNA wykrywanego w 

polirybosomach /Berger i Cooper 1978/, a same fragmenty 

poli/A/ w jądrowym RNA często przylegają do sekwencji RNA 

o charakterze nieinformacyjnym, nie spotykanych w mRNA 

/Herman i wsp. 1976, Mackedonsky i McConkey 1978, Minty i 

wsp. 1977A Wydaje się ponadto, że większość jądrowego po-

li/A/ nigdy nie dociera do cytoplazmy /Edmonds i wsp. 1971, 

Perry i wsp. 1974/. 

W świetle nowszych danych wskazujących, że transport 

RNA z jądra do cytoplazmy jest procesem czynnym i zużywają-

cym energię /Spirin,1969, Ishikawa i wsp. 1972, Schumm i 

wsp. 1972, Georgiev 1974, Schumm i Webb 1974, McNamara i 

wsp. 1975, Sato i wsp. 1977/, nietrudno zrozumieć jego zaha-

mowanie w warunkach niedoboru energetycznego. Tak prosta za-

leżność nie wyjaśnia jednak wybiórczo spadtcu transportu po-

li/A/*RNA. Ostatnio Sawicki i wsp. /1977/ wykazali, że w 

komórkach HeLe warunkiem wytransportowania poli/A/*RNA z 

jądra do cytoplazmy jest przyłączenie doń fragmentu polia-

denylowego o długości conajmniej 200 nukleotydów. Przy za-

łożeniu, że zjawisko to odnosi się również do innych tkanek 

eukariontów, zahamowanie transportu poli/A/*RNA w warunkach 
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niedotlenienia można było hipotetycznie wiązać z zaburze-

niem procesu poliadenylacji RNA w jądrze. Fakt, że tkanka 

niedotleni8na przez 20 min. syntetyzowała niezmienioną i-

lość jądrowego poli/A/^RNA /tabela 7/ aie przeczy tej hi-

potezie, bowiem dołączone do RNA fragmenty poli/A/ mogły 

mieć niedostateczną długość, nie zapewniającą wyjścia RNA 

z jądra. Hipotezę tę omówiono szerzej w rozdziale 6, po-

święconym porównaniu syntezy jądrowego RNA i poli/A/ w a-

nalogicznych warunkach niedotlenienia. 

Zmiany obserwowane w późniejszej fazie niedotlenienia, 

tzn. po 30 min., nie ograniczały się wybiórczo do poli/A/
+ 

RNA, a spadek włączania prekursora do RNA wszystkich frak-

cji podkomórkowych odzwierciedlał ogólne zahamowanie synte-

zy RNA. Wynik ten pokrywa się z wcześniejszym spostrzeżeniem 

Yanagihary /1974a/, który stwierdził znaczne obniżenie akty-

wności obu głównych polimeraz RNA I i II, w następstwie 30-

minutowego niedotlenienia w tym samym modelu. 

W przeciwieństwie do niedotlenienia 20-minutowego, in-

kubacja skrawków w atmosferze azotu przez okres 30 min.pro-

wadziła do syntezy RNA o zmienionych własnościach sedymen-

tacyjnych. Nowozsyntetyzowany jądrowy poli/A/"&NA oraz cy-

toplazmatyczny poli/A/^RNA charakteryzowały się średnimi 

stałymi sedymentacji niższymi od preparatów kontrolnych 

/ryc. 3 i 6/. Trudno na podstawie obecnie dostępnych da-

nych odpowiedzieć na pytanie, dlaczego 30-minutowe niedo-

tlenienie nie wpłynęło na sedymentację poli/A/
+

RNA frakcji 

jądrowej. Niewykluczone, że w badanym układzie substratami 

poliadenylacji mogą być tylko pełne, "dojrzałe" cząstki RNA 
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/Perry i wsp. 1974/; hipoteza ta oczekuje na doświadczalne 

potwierdzenie. Dostępne dane nie pozwalają również na 

wyjaśnienie, dlaczego ^O-^i&utowe niedotlenienie prowadzi 

do syntezy RNA o krótszym łańcuchu. Wydaje się, że przy-

czyna tego zjawiska nie leży we wzmożonej degradacji RNA, 

bowiem analiza sedymentacyjna nie wykazała gromadzenia się 

krótkich fragmentów RNA na szczycie gradientu. Uzyskany wy-

nik prawdopodobnie odzwierciedla zahamowanie elongacji łań-

cuchów RNA. Dane świadczące o małej wrażliwości rybonukleaz 

mózgu na niedotlenienie przedstawiono w rozdziale 8. 
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6. POLIADENYLACJA A SYNTEZA JĄDROWEGO RNA 

W WARUNKACH NIEDOTLENIENIA 

6.1
#
 Założenie badań i układ doświadczalny 

Dla wytłumaczenia opisanego w poprzednim rozdziale wy-

biórczego zahamowanie przechodzenia /transportu?/ poli/A/
4

" 

RNA z jąder do polirybosomów mózgu we wczesnej fazie niedo-

tlenienia zaproponowano hipotezę, że zjawisko to jest sku-

tkiem zaburzeń poliadenylacji RNA w jądrze /rozdz. 5.3/. 

Choć jak dotychczas nie ma pełnej jasności co do mechanizmu 

transportu mRNA z jądra do cytoplazmy, a zwłaszcza co do 

roli fragmentów poli/A/ w tym transporcie, szereg danych 

wskazuje na sprzężenie transportu z poliadenylacją. Poza 

wspominaną pracą Sawickiego i wsp./1977/, w której autorzy 

dowiedli, że warunkiem wyjścia poli/A/*RNA z jądra jest po-

siadanie przezeń fragmentu poli/A/ o długości conajmniej 

200 nukleotydów, na uwagę zasługuje seria badań z użyciem 

kordycepiny /3'-dezoksyadenozyny/, która w niskich stężeniach 

swoiście hamuje syntezę poli/A/. Dodanie tego związku do 

hodowli komórek HeLa bądź mięsaka wysiękowego 180 hamowało 

pojawianie się nowozsyntetyzowanego RNA w polirybosomach 

/Penman i wsp.1970, Darnell i wsp.1971
f
 Adesnik i wsp.1972/, 

a

 dego podanie szczurom powodowało wybiórczy spadek uwalnia-

nia mRNA z jąder wątroby w układzie bezkomórkowym /Schumm i 

Webb, 1974/. Z zahamowaniem poliadenylacji przez kordyce-

pinę wiązano również blokowanie przez ten związek indukcji 

syntetazy glutaminianowej w niedojrzałej siatkówce /Sarkar 

i wsp. 1973/. 
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W przedstawionym cyklu badań sprawdzono zasadność przy-

jętej hipotezy przez porównanie w tym samym układzie do-

świadczalnym syntezy jądrowego RNA i poli/A/ w dwóch sta-

diach niedotlenienia mózgu. W tym celu skrawki mózgu inku-
3 

bowano z ^K-adenozyną w warunkach identycznych do inkubacji 

z ^H-urydyną /rozdz. 3*4/, a następnie mierzono włączanie 

prekursora do RNA oraz do poli/A/.' Metodę wyodrębniania 

fragmentu poli/A/, opartą na trawieniu RNA rybonukleazami 

oraz sposób obliczania radioaktywności zawartej w poli/A/ 

opisano szczegółowo w rozdz. 3*9- oraz w legendzie do ta-

beli 2. Określono ponadto wpływ niedotlenienia na aktywność 

polimerazy poli/A/ w izolowanych jądrach /rozdz. 3*10/, po-

przedzając je ustaleniem optymalnych warunków polimeryzacji 

w preparacie kontrolnym. 

z 
6.2. Włączanie ^H-adenozyny do poli/A/ i RNA. 

Radioaktywność właściwa jądrowego RNA po inkubacji 

skrawków w warunkach kontrolnych wahała się w granicach 

400-900 rozpadów/min/zig RNA, przy odzysku RNA wynoszącym 

110-150 >ug/półkulę mózgu. W tych warunkach na fragmenty 

poli/A/ przypadało średnio 2,4% radioaktywności całkowitej 

włączonej do RNA /tabela 8, kolumna 2/. Niedotlenienie 

skrawków przez okres 20 min. nie miało wpływu na włączanie 

adenozyny do RITA /tabela 8, kolumna 1/, prowadziło nato-

miast do spadku udziału radioaktywnego poli/A/ w nowozsyn-

tetyzowanym RNA do wartości średnio 1,8%, tzn. do około 

75% wartości kontrolnej. Spadek ten był wysoce znamienny 
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Tabela 8 

Wpływ niedotlenienia na włączanie ^H-adenozyny do jądro-
wego RNA i poli/A/ oraz na aktywność polimerazy poli/A/ 

Czas niedo-
tlenienia 

/min/ 

Włączanie ^H -adenozyny Aktywność 
polimerazy 

poli/A/* 

Czas niedo-
tlenienia 

/min/ RNA* Poli/A/** 

Aktywność 
polimerazy 

poli/A/* 

0 100 2,4 ± 0,3/14/ 100 

20 91 - 16/6/ 1,8 i 0,3/7/ 
P<P,01 

104 i 10/6/ 

30 56 ± 16/5/ 2,6 i 0,4/6/ 
PX»,05 

97 - 13/6/ 

Wyniki przedstawiono jako wartości średnie - odchylenia 
standardowe. W nawiasach - liczba doświadczeń. Analizę sta-
tystyczną przeprowadzono przy użyciu testu t-Studenta. 

* % kontroli, 

** %'całkowitej radioaktywności RNA. 

statystycznie/Tabela 8 kolumna 2/. W wyniku niedotleniania 

trwającego 30 min., dochodziło do prawie 50% obniżenia wbu-

dowywania prekursora do RNA, przy czym na poli/A/ przypa-

dało średnio 2,6% radioaktywności całkowitej, a więc ułamek 

równy wartości kontrolnej /różnica była statystycznie niezna' 

mienna/. 

6 . 3 . Aktywność polimerazy poli/A/. 

Synteza poli/A/ w jądrach komórkowych przebiegała 
»o 

optymalnie w obecności jonów lin w stężeniu 0,8 mM /ryc.7/. 

Reakcja nie ulegała zahamowaniu pod wpływem aktynomycyny D 
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w wysokim stężeniu /5 iig/ml/, natomiast była wrażliwa na 

kordycepino-5 trójfosforan /tabela 9/. W innych doświadcze-

niach, których nie zilustrowano, wykazano następujące cechy 

Tabela 9 

Wpływ aktynomycyny D i kordycepino-5-trójfosforanu na 
sztywność polimerazy poli/A/. 

Związek dodany 
i jego dawka 

Aktywność 
polimerazy poli/A/ 
/% kontroli/ 

Aktynomycyną D /5 >ug/nil/ 

Kordycepino-5-trójfosforan /50;ug/ml/ 

/300jug/ml/ 

108 

32 

18 

Wyniki stanowią średnią z 3 oznaczeń, przy odchyleniu 
nieprzekraczającym 3%« 

reakcji w tym układzie: brak wpływu jonów Mg
+

^ w zakresie 

stężeń 0,02-2mM oraz egzogennego poli/A/ w stężeniu do 

400 ng/ml, liniowy przebieg reakcji przez okres 60 minut, 

oraz liniową zależność od ilości dodanej frakcji jądrowej 

w zakresie 20-150 /ag jądrowego DNA. Włączanie prekursora 

do DNA stanowiło nie więcej niż 2% radioaktywności całko-

witej włączonej do kwasów nukleinowych /por. tabela 2, 

radioaktywność frakcji strącającej się TCA w obecności 

kompletu rybonukleaz/. 

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 8 

/kolumna 3/ jądra izolowane ze skrawków po niedotlenieniu 

zarówno 20- jak i 30-minutowym posiadały niezmienną ak-

tywność polimerazy poli/A/. 
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l 1 1 I I L 
2 U 6 - 8 10 

Mn2+ [mM] 
» 

ffpływ stężenia jonów Mn
Ł

"
+

 na aktywność polimerazy 
poli/A/ w mózgu królika. Oznaczenia aktywności przeprowa-
dzano w warunkach standardowych /rozdz. 3.10/. Próbka 
frakcji jądrowej użyta w każdym teście odpowiadała 
100 Alg DNA. D H = rozpady/min. 
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6.4, Omówienie i wnioski 

Uzyskane wyniki potwierdziły hipotezę, że we wczesnej 

fazie niedotlenienia dochodzi do zahamowania poliadenylacji 

jądrowego RNA. Zjawisko to poprzedza spadek syntezy RNA. 

Jeżeli sprzężenie syntezy poli/A/ z transportem poli/A/^RNA 

z jądra do cytoplazmy uznać za udowodnione, to występujący 

we wczesnym okresie niedotlenienia wybiórczy spadek wbudo-

wywania prekursora do poli/A/^RNA związanego z poliryboso-

mami można tłumaczyć zahamowaniem jego transportu. Na uwagę 

zasługuje fakt, że zahamowanie poliadenylacji oraz spadek 

radioaktywności polirybosomalnego poli/A/^RNA osiągały po 

20 min. niedotlenienia prawie identyczną wartość /odpowie-

dnio 25% i 25%/. Ta zbieżność dodatkowo przemawia za słu-

sznością przyjętej interpretacji, chociaiż jej ostateczne 

zweryfikowanie będzie możliwe dopiero wówczas, gdy w pełni 

wyjaśnią się 7/ątpliwości co do relacji prekursor-produkt 

pomiędzy jądrowym a polirybosomalnym poli/A/^RNA /Berger 

i Cooper 1978/> oraz rola procesu wydłużania łańcucha 

poli/A/ w cytoplazmie o kilka reszt poliadenylowych /Slater 

i wsp. 1973» Diez i Brawerman 1974/. Teoretycznie, zaburze-

nie poliadenylacji mogło mieć dwojakie następstwa: 1- zu-

pełne ominięcie w procesie poliadenylacji niektórych poten-

cjalnych prekursorów jądrowych poli/A/* mRNA oraz 2- dołą-

czenie sekwencji poli/A/ zbyt krótkich, nie zapewniających 

transportu /Sawicki i wsp. 1977/. Wydaje się że sytuacja 

zaistniała w wyniku niedotlenienia bardziej odpowiada możli-

wości drugiej. Przeprowadzona uprzednio analiza jądrowego 
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5 
RNA zsyntetyzowali ego z udziałem ^H-urydyny nie wykazała 

bowiem spadku ilości cząstek RNA zawierających reszty polia-

denylowe pod wpływem 20-minutowego niedotlenienia /tabela 7/• 

Najlepszym sposobem udokumentowania słuszności tego wniosku 

byłoby dokonanie analizy długości fragmentów poli/A/ dołą-

czonych do jądrowego RNA, np. metodą elektroforezy na żelu 

poliakrylamidowym /Darnell i wsp. 1971/, co w tym układzie 

okazało się niemożliwe ze względu na zbyt niską radioakty-

wność poli/A/. Warto jednak podkreślić podobieństwo niektó-

rych parametrów syntezy jądrowego RNA w kontrolnych skraw-

kach mózgu /26% stanowił poli/A/^RNA, a do sekwencji poli/A/ 

włączało się 2,4% %-adenozyny/ do danych opisanych przez 

Jelinka i wsp. /1973/ dla radioaktywnego hnRNA komórek HeLa 

/odpowiednio 20-40% oraz 2,1-2,3% w wyniku 45-sekundowej 

inkubacji/, co w ich przypadku odpowiadało dołączeniu do 

RNA sekwencji poli/A/ o długości 200 nukleotydów. W świetle 

tych danych, towarzyszący 20-minutowemu niedotlenieniu spa-

dek względnej radioaktywności poli/A/ z 2,4% do 1,8% przy 

niezmienionej syntezie oraz własnościach sedymentacyjnych 

radioaktywnego RNA, najprawdopodobniej odzwierciedla syntezę 

łańcuchów poli/A/ o długości mniejszej niż 200 nukleotydów. 

W następstwie 30-minut^owego niedotlenienia nie zaobser-

wowano wybiórczego zahamowania poliadenylacji, bowiem tej 

fazie towarzyszył ogólny spadek syntezy RNA. Wynik ten jest 

zgodny z wcześniejszym spostrzeżeniem /tabela 7/, że na tym 

etapie niedotlenienia spadek wbudowywania prekursora do poli-

rybosomalnego RNA obejmuje w równej mierze poli/A/^RNA i 

poli/A/"~RNA. 
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Według nowszych danych, jądrowa polinieraza poli/A/ 

stanowi grupę enzymów występujących pod różnymi postaciami 

i w różnych przedziałach jądra oraz charakteryzujących się 

+ 2 +2 

niejednakową zależnością od jonów Mn lub Mg , jak rów-

nież od obecności oligo/A/ jako primera /Haft i Keller, K 
1973, Niessing 1975, Pellicer i wsp.1975, Jacob i wsp.1976 

Rose i wsp. 1977, Louis i wsp. 1978/* Większość cech re-

akcji w opisanym powyżej układzie doświadczalnym, takich 

jak: wyraźnie zaznaczone optimum dla jonów zupełny 

brak wpływu Mg"*"̂  oraz niezupełne hamowanie przez kordyce-

pino-3'trójfosforan w stężenie 50 ug/ml, przypominały wła-

sności polimerazy poli/A/ niezwiązanej z chromatyną, wystę 

pującej i przeważającej ilościowo w wątrobie /Rose i wsp. 

1977/* Inne postaci polimerazy mózgowej, choć prawdopo-

dobnie istnieją /Kato i Kurokawa 1970/, nie ujawniły się w 

zastosowanych warunkach inkubacji. Z tym zastrzeżeniem, 

aktywność polimerazy poli/A/ mózgu można uznać za niewra-

żliwą na niedotlenienie. Pod tym względem enzym ten różni 

się więc od polimeraz RNA, których aktywność w następstwie 

30-minutowego niedotlenienia w tych samych warunkach wy-

raźnie spadała /Yanagihara, 1974a/. Warto przy tym zazna-

czyć, że zmiany aktywności polimerazy poli/A/ pod wpływem 

czynników egzogennych spostrzegano dotychczas w niewielu 

tylko warunkach i tak: jej wzrost towarzyszył stymulacji 

limfocytów fitohemaglutyniną /Coleman i wsp. 1 9 7 V , nato-

miast spadek następował w wątrobie szczura w wyniku głodzę 

nia /Jacob i wsp. 1976b/ oraz w niewielkim stopniu w mózgu 

szczura po zatruciu tlenkiem węgla /Albrecht 1977b/. 
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Łączna analiza wyników badań nad poliadenylacją RNA 
•Z 

przy użyciu ^E-adenozyny, aktywności polimerazy poli/A/ 

oraz syntezy jądrowego RNA skłania do przypuszczenia, że 

niedotlenienie we wczesnej fazie prowadzi do kompartmenta-

cji ATF w obrębie jądra; zahamowanie poliadenylacji mogło 

wyniknąć z obniżonej dostępności ATP dla tej reakcji w 

okresie, gdy jego poziom nadal zabezpieczał prawidłową 

syntezę RNA. Zjawisko to można interpretować jeszcze proś-

ciej przyjmując, że proces poliadenylacji, zużywający wy-

łącznie ATP, jest bardziej wrażliwy na jego niedobór niż 

synteza RNA. Winters i Sdmonds /1973/» a następnie Jelinek 

/1974/ zaobserwowali, że polimeraza poli/A/ wymaga dla 

osiągnięcia maksymalnej aktywności kilkudziesięcio-, a 

nawet kilkusetkrotnie wyższych stężeń ATP niż polimeraza 

RNA. Wybiórcza wrażliwość procesu poliadenylacji na niedo-

tlenienie przypomina więc równie wybiórcze hamowanie przez 

analogi ATP - takie jak omawiana powyżej kordycepina oraz 

widarabina /9- D-arabinofuranozyloadenina/ /Rose i Jacob 

1978/. 
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7 o WPŁYW NIEDOKRWIENIA NA SYNTEZĄ RNA 

7.1. Charakterystyka modelu i uzasadnienie wyboru czasu 

przeprowadzania niedokrwienia 

W badaniach posłużono się powszechnie stosowanym mo-

delem jednostronnego niedokrwienia mózgu chomika mongolskie-

go przez uniedrożnienie jednej z tętnic szyjnych wspólnych. 

Model ten jest szczególnie przydatny ze względu na dużą, 

ocenianą na 30%-60% osobników w populacji, częstość wystę-

powania u tego gatunku anomalii pierścienia tętniczego pod-

stawy mózgu /Kahn 1972, Harrison i wsp. 1973> Ito i wsp. 

1975f Levine i Sohn 1975/. Związane z tą nieprawidłowością 

upośledzenie krążenia, obocznego powoduje wystąpienie obja-

wów ciężkiego niedokrwienia półkuli mózgu po stronie nie-

drożnej tętnicy charakteryzujących się typowym zespołem 

neurologicznym /Kahn 1972, Yanagihara 1976a/, które stanowią 

podstawę selekcji materiału doświadczalnego do badań. Do-

godność modelu dla badań biochemicznych polega na tym, że 

u zwierząt "objawowych" skutki metaboliczne niedokrwienia 

uwidaczniają się prawie wyłącznie w półkuli niedokrwionej, 

a tylko w bardzo nieznacznym stopniu w półkuli przeciwle-

głej, która w związku z tym może służyć jako kontrolny 

układ odniesienia /Levy i Duffy 1977/• Zmiany metaboliczne 

towarzyszące niedokrwieniu mózgu w tym modelu zostały scha-

rakteryzowane dość szczegółowo. Już w kilkanaście minut po 

zamknięciu tętnicy obserwuje się spadek zawartości związków 

wysokoenergetycznych /fosfokreatyny, ATP/, glukozy i gliko-
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genu oraz wzrost poziomu mleczanów w półkuli niedokrwionej. 

Zmiany te pogłębiają się wraz z przedłużeniem okresu niedo-

krwienia do 1,3 lub 6 godzin /Lust i wsp.1975, Mrsulja i 

wsp.1976a, Lery i Duffy 1977/. Niedokrwieniu towarzyszy 

również postępujące obniżanie się poziomu norepinefryny i 

dopaminy oraz wzrost zawartości serotoniny i kwasuj^-aminoma-

słowego /Mrsulja i wsp. 1976b/. Wznowienie krążenia po okre-

sie niedokrwienia wpływa na zawartość różnych metabolitów 

w mózgu w zróżnicowany sposób® Poziom związków wysokoenerge-

tycznych oraz glukozy stosunkowo szybko powraca do normy lub 

7/artości bliskich normie, natomiast podwyższone stężenie 

mleczanu utrzymuje się przez dłuższy okres czasu, a szybkość 

ponownego ustalenia się poziomu kontrolnego tego związku 

jest odwrotnie proporcjonalna do czasu trwania niedokrwienia 

/Mrsulja i wsp. 1976a/. Zmiany w poziomie glikogenu oraz 

dopaminy i norepinefryny są z kolei dość wierną ilustracją 

teorii Klatzo o "dojrzewaniu" zmian poniedokrwiennych: za-

wartość tych związków w mózgu po wznowieniu krążenia wzrasta, 

a szybkość osiągania poziomu "szczytowego" jest wprost pro-

porcjonalna do czasu trwania niedokrwienia /Klatzo 1975/* 

Do zmian pojawiających się lub potęgujących w okresie recy-

rkulacji zalicza się również krótkotrwały wzrost poziomu 

cAMP /Lust i wsp. 1975, Mrsulja i wsp. 1976a/, a następnie 

spadek aktywności cyklazy adenylowej i Na V K
+

 -zależnej 

ATPazy /Schwartz i v/sp. 1976/. Wyniki te wskazują wyraźnie, 

że proces powracania stanu metabolicznego mózgu do normy po 

wznowieniu krążenia nie jest prostym odwróceniem zmian za-

istniałych w okresie niedokrwienia. W związku z tym nasunęło 
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się pytanie, w jakim stopniu zjawisko "dojrzewania" oraz 

opóźnienia powrotu do normy niektórych parametrów metabo-

licznych wiąże się z przejściowym zaburzeniem funkcji en-

zymów, a w jakim z uszkodzeniem białek enzymatycznych bądź 

strukturalnych a następnie ich niedostatecznie wydajną re-

syntezą. Pytanie to skierowuje uwagę na zagadnienie roli 

syntez makromolekularnych w patomechanizmie uszkodzeń wy-

wołanych niedokrwieniem, a w tym na problem syntezy RNA i 

jej powiązań z syntezą białek, 

Z badań opisanych w poprzednich rozdziałach wynika, 

że niedotlenienie tkanek mózgu hamuje dopływ nowosyntety-

zowanego RNA do polirybosomów i że zahamowanie to przebie-

ga w dwóch fazach: w fazie wczesnej dochodzi do wybiórczego 

obniżenia przechodzenia poli/A/^RNA na skutek zaburzonej 

poliadenylacji, natomiast efekt późniejszy nie jest wybiór-

czy i wiąże się z zahamowaniem syntezy RNA. Doświadczenia 

opisane w niniejszym rozdziale miały na celu ustalenie, w 
« 

jakim stopniu niedokrwienie wpływa na procesy decydujące o 

poziomie mRNA w cytoplazmie i polirybosomach oraz, czy sek-

7/encja zmian w metabolizmie RNA jest podobna do stwierdzo-

nej w modelu niedotlenienia pozaustrojowego. 

W celu uchwycenia wczesnych zmian w metabolizmie RNA, 

zdecydowano się na prowadzenie niedokrwienia przez okres 3 

godzin. Podstawę wyboru czasu trwania niedokrwienia stano-

wiło spostrzeżenie Yanagihary /1976, 1978a/, że zachodzącemu 

w tym czasie znacznemu spadkowi syntezy białka towarzyszy 

jedynie niewielkie obniżenie aktywności polimeraz RITA w 

izolowanych jądrach. Scharakteryzowano ponadto wpływ niedo-
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krwienia 6-godzinnego, w wyniku którego dochodzi do niemal 

90-procentowego zahamowania syntezy białka /Yanagihara 

1978b/. 

Skrawki mózgu inkubowano w warunkach standardowych z 
3 

"n-urydyną /rozdz. 3.3/» a następnie mierzono radioaktywność 

właściwą RNA frakcji jądrowej, błon szorstkiej siatki śród-

plazmatycznej oraz wolnych polirybosomów. Oczyszczony cyto-

plaznatyczny RNA /rozdz. 3*5/ rozdzielano na oligo/dT/ celu-

lozie na poli/A/^RNA i poli/A/HRNA /rozdz. 3.6/. Jądrowy' 

oraz cytoplazmatyczny RNA poddawano analizie sedymentacyj-

nej /rozdz. 3.7/. 

7.2. Wyniki 

Tabela 10 ilustruje włączanie %-urydyny do frakcji 

podkomórkowych niedokrwionej półkuli mózgu w stosunku do 

półkuli przeciwległej 

Niedokrwienie 3-godzinne powodowało spadek zdolności 

skrawków mózgu do włączania prekursora do RITA frakcji bło-

nowej i polirybosomalnej, przy niezmienionym włączaniu do 

homogenatu oraz frakcji jądrowej. W wyniku niedokrwienia 

6-godzinnego zanotowano spadek radioaktywności właściwej 

Doświadczenia pilotowe wykazały, że półkule przeciwległe 
do półkuli niedokrwionej nie różnią się pod względem para-
metrów badanych od mózgów zwierząt nie poddanych żadnemu 
zabiegowi. Obserwacja ta odnosi się zarówno do wczesnego 
jak i późnego stadium niedokrwienia. 
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Tabela 10 

Wpływ niedokrwienia na włączanie %-urydyny do RNA frakcji 
podkomórkowych mózgu chomika mongolskiego 

Czas trwania Względna radioaktywność właściwa RNA 
niedokrwie-
nia /godz./ Homogenat Jądra Siatka śród-

plazmatyczna 
szorstka 

Polirybo-
somy 
wolne 

3 120*18 101*13 72*13 63*11 

6 80*12 70*13 63*16 54*12 

«7yniki przedstawiono jako wartości średnie - odchylenia 
standardowe uzyskane w 6-ciu równoległych doświadczeniach 
i wyrażono w procentach wartości kontrolnych. Kontrolny 
układ odniesienia stanowiły półkule mózgu po stronie nie-
podwiązanej tętnicy szyjnej wspólnej. 

• 

nowozsyntetyzowanego RNA we wszystkich frakcjach podkomórko-

wych, przy czym największemu zahamowaniu ulegało wbudowywa-

nie prekursora do polirybosomalnego RNA. 

7/pływ niedokrwienia na własności sedymentacyjne nowo-

zsyntetyzowanego poli/A/^RNA oraz poli/A/~"RNA frakcji cyto-

plazmatycznej przedstawiono na ryc.8. Doświadczenia z 

poli/A/~"RNA, w których na gradienty nakładano równą masę 

RNA, wykazały bardzo nieznaczny wpływ 3-godzinnego niedo-

krwienia na jego syntezę, podczas gdy niedokrwienie 6-go-

dzinne powodowało ponad 40% obniżenie włączania %-urydyny 

do przeważających w preparacie frakcji niskocząsteczkowych, 

reprezentujących 4S i/lub 5S RNA. Profil sedymentacyjny 

poli/A/^RNA zsyntetyzowanego po 3-godzinnym niedokrwieniu 

nie różnił się od profilu preparatu kontrolnego, natomiast 

radioaktywny RNA z półkuli po 6-godzinnym niedokrwieniu osa-

dzał się w gradiencie sacharozowym wolniej niż M A kontrolny. 
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Własności sedymentacyjne jądrowego RNA zsyntetyzowa-

nego po 3 godz. niedokrwienia nie różniły się w widoczny 

sposób od własności preparatu kontrolnego. Oba preparaty 

charakteryzowały się przewagą składników wysokocząsteczko-

wych /ryc. 9/<> W radioaktywnym RNA uzyskanym po 6 godzinach 

niedokrwienia występowała obfitość produktów niskocząstecz-

kowych, w większości o stałej sedymentacji poniżej 28S. 

7.3« Omówienie i wnioski 

Uzyskane wyniki potwierdziły założenie, że niedokrwie-

niu towarzyszą zmiany prowadzące w efekcie do obniżenia po-

ziomu nowozsyntetyzowanego mRNA w cytoplazmie i/lub w poli-

rybosomach oraz że podobnie jak w modelu niedotlenienia, 

charakter tych zmian jest różny w dwu fazach niedokrwienia. 

Zahamowanie włączania urydyny do RNA po 3 godz. niedokrwie-

nia objęło tylko frakcje cytoplazmatyczne, co wskazuje, że 

w tym stadium - podobnie jak to miało miejsce w wyniku 20-

minutowego niedotlenienia - zaburzeniu uległ proces przecho-

dzenia RITA z jądra do cytoplazmy i polirybosomów, a nie 

jego synteza. Bardzo niski odzysk radioaktywnego RNA, zwła-

szcza polirybosomalnego poli/A/^RNA, ograniczony dodatkowo 

ilością uzyskiwanego materiału patologicznego /tylko 30% 

operowanych zwierząt charakteryzowało się klinicznymi obja- # 

wami udaru mózgu, a wśród nich 30% nie przeżywało 3 godzin, 

a ok. 60% - 6 godzin/, uniemożliwiał przeprowadzenie statys-
» 

tycznie znaczącej oceny zmian ilościowych w syntezie poli/A/ 

RNA na podstawie badań bezpośrednich, jak to uczyniono w 

/ 
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Ryc,8 Własności sedymentacyjne cytoplazmatycznego poli/A/ 
RNA oraz poli/A/ RNA z mózgu chomika mongolskiego, zsynte-
tyzowanego w skrawkach kontrolnych /%-%/ oraz uzyskanych z 
mózgu po 3 godz. /A-A/ lub 6 godz. / O - O / niedokrwienia. 
Na każdy gradient nakładano odpowiednio po li/A/""RNA w ilości 
odpowiadającej ok. 10,0 jednostkom A26O poli/A/^RNA o 
radioaktywności ok. 4000 imp./nin. Cytoplazmatyczny RNA izo-
lowano z pełnej frakcji postmitochondrialnej. Warunki wiro-
wania identyczne do opisanych w legendzie ryc. 1. 
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Hyc. 9 Wpływ niedokrwienia na własności sedymentacyjne 
nowozsyntetyzowanego jądrowego RITA mózgu chomika mongol-
skiego. Profile sedymentacyjne charakteryzują RITA zsynte-
tyzowane w skrawkach kontrolnych / • • / oraz izolowanych 
po 3 / A A / 1 6 / O — O / godzinach niedokrwienia. Na 
każdy gradient nakładano RNA o radioaktywności ok. 30000 
imp/min. Warunki wirowania identyczne do opisanych w legen-
dzie do ryc. 5. Jako nośnik użyto nieradioaktywny RNA poli-
rybosomalny. 
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modelu niedotlenienia. Niemniej fakt, że radioaktywność wła-

ściwa poszczególnych frakcji cytoplazmatycznego poli/A/~RNA 

zsyntetyzowanych po 3-godzinnym niedokrwieniu nie różniła 

się od wartości kontrolnych /ryc. 8, wykres górny/, świad-

czył pośrednio, że w tym czasie zmiany dotyczyły głównie 

poli/A/^mRNA. Warto nadmienić, że w pojedynczym doświadcze-

niu z 3-Sodzi'nnym niedokrwieniem zanotowano spadek względnej 

radioaktywności polirybosomalnego poli/A/^RNA o ok. 20%. 

Zbieżność własności sedymentacyjnych poszczególnych klas RNA 

zsyntetyzov/anych po 20-minutowym niedotlenieniu i 3-godzin-

nym niedokrwieniu /por. ryc.5 z ryc.9 oraz ryc.6 z ryc.8/ 

dodatkowo przemawiała za podobieństwem wczesnych zmian w 

obu modelach. Przez analogię można więc przypuszczać, że 

3-godzinne niedokrwienie zaburza przede wszystkim proces 

poliadenylacji RNA w jądrze, co prowadzi do zahamowania tran-

sportu poli/A/^RNA. 

Niedokrwienie trwające przez okres 6 godzin prowadziło 

do znacznego zahamowania syntezy RNA i powodowało znaczne 

zmiany we własnościach sedymentacyjnych nowozsyntetyzowanego 

RNA. Podobnie jak w przypadku 30-minutowego niedotlenienia, 

zmiany nie ograniczały się do poli/A/^RNA. Nasunęło się przy-

puszczenie, że obok spadku rezerw energetycznych i substra-

towych do poziomu nie zabezpieczającego prawidłowego prze-

biegu syntezy, poliadenylacji i transportu RNA z jądra do 

cytoplazmy, na zaobserwowany obraz zmian mogła rzutować v/zmo-

żona degradacja RITA. 
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8 . WPŁYW NIEDOTLENIENIA I NIEDOKRWIENIA 

NA AKTYWNOŚĆ RYBONUKLEAZ MÓZGU 

8.1. Założenie badań 

W poprzednich rozdziałach przedstawiono dane wskazu-

jące, że towarzyszące niedotlenieniu lub niedokrwieniu zu-

bożenie polirybosomów mózgu w nowosyntetyzowane RNA/mRNA/ 

wiąże się we wczesnej fazie z wybiórczym zahamowaniem tran-

sportu poli/A/^mRNA z jądra do cytoplazmy na skutek zaburzo-

nej poliadenylacji, a w fazie późniejszej ze spadkiem syn-

tezy RITA. Uzyskane w tych badaniach wyniki nie pozwalały 

jednakże wykluczyć, że zmiany te mogły w jakimś stopniu wy-

nikać również ze wzmożonej degradacji RNA w jądrach lub 

cytoplazmie. Aktywacja i inaktywacja rybonukleaz jest częstym 

zjawiskiem, towarzyszącym fizjologicznym i patologicznym 

procesom zachodzącym w różnych tkankach /Kraft i Shortman 

1970, Liu i wsp. 1975A Zjawisko to występuje również w 

mózgu, gdzie - jak wspomniano w rozdz. 1.2 - wzrost akty-

wności rybonukleazy zasadowej jest jednym z następstw hiper-
1 

fenyloalaninemii /Roberts i Morelos 1976/ oraz zatrucia 

tlenkiem węgla /Albrecht 1977a/. W związku z tym, postano-

wiono scharakteryzować aktywność rybonukleaz kwaśnej i za-

sadowej we frakcjach podkomórkowych v/yodrębnionych z mózgów 

kontrolnych, oraz niedokrwionych lub niedotlenianych przez 

okresy czasu odpowiadające wystąpieniu wczesnej i późnej 

fazy zmian w metabolizmie RN;i. Substratem w reakcji był 

homologiczny jądrowy 3NA z mózgu królika bądź chomika, a 
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aktywność oznaczano w pH 6,0 /rybcnukleaza kwaśna/ i 7,5 

/zasadowa/, a więc w warunkach ustalonych od dawna jako 

optymalne dla rybonukleaz cytoplazmatycznych różnych tkanek 

/DaLamirande i wsp. 1954, Roth i wsp. 1954/. Ostatnio wyka-

zano, że analogiczne optima pH charakteryzują rybonukleazę 

kwaśną i zasadową frakcji jądrowej mózgu /Ittel i wsp.1974, 

Niedergang i wsp. 1974/. 

8.2. Aktywność rybonukleazy kwaśnej i zasadowej w warun-

kach kontrolnych 

« 

Kinetykę degradacji RNA w środowisku kwaśnym i zasado-

wym przez różne frakcje podkomórkowe mózgu królika przed-

stawiono na ryo. 10. We wszystkich frakcjach podkomórkowych, 

aktywność rybonukleazy zasadowej była wyższa niż rybonukle-

azy kwaśnej, a różnica ta zaznaczyła się najwyraźniej w 

przypadku frakcji jądrowej. Najwyższą aktywność właściwą 

/hydroliza RNA/mg białka/ obu rybonukleaz wykazywała frakcja 

postmitochondrialna, a frakcja jądrowa charakteryzowała się 

aktywnością wielokrotnie niższą od pozostałych. Hydroliza 

RNA przebiegała w sposób liniowy przez okres ok. 15 min. we 

frakcji postmitochondrialnej i postnuklearnej oraz przez o-

kres 30 min. we frakcji jądrowej. Powyższe okresy inkubacji 

zastosowano w doświadczeniach z frakcjami izolowanymi z 

tkanki niedotlenionej. Trzydziesto-minutowa preinkubacja 

skrawków mózgu w warunkach tlenowych prowadziła do 10% za-

ledwie wzrostu aktywności obu rybonukleaz we frakcji post-

mitochondrialne j , w stosunku do frakcji wyodrębnionych ze 
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skrawków nieinkubowanych bądź z bezpośrednio przyrządzonych 

homogenatów mózgu, co uznano za efekt nie mający znaczenia 

dla interpretacji wyników uzyskanych w warunkach niedotle-

nienia. Nie odnotowano mierzalnej degradacji RNA inkubowa-

nego w tych samych warunkach pod nieobecność frakcji tkan-

kowych względnie z frakcjami preinkubowanymi z proteinazą 

K . 

Charakterystyka degradacji RNA przez frakcje podkociór-

kowe mózgu chomika mongolskiego nie różniła się od parame-

trów reakcji opisanych dla mózgu królika, przy czym rybo-

nukleaza kwaśna frakcji lizosomalno-mitochondrialnej mózgu 

chomika /rozdz. zachowywała się identycznie jak enzym 

frakcji postnuklearnej mózgu królika. Wyjątek stanowiły 

rybonukleazy jądrowe, których zbyt niska aktywność w połą-

czeniu z niewielkim odzyskiem frakcji jądrowej z mózgu cho-

mika, uniemożliwiły przeprowadzenie statystycznie znaczą-

cych oznaczeń. 

8.3. Aktywność rybonukleazy kwaśnej i zasadowej w warunkach 

niedotlenienia i niedokrwienia 

Niedotlenienie skrawków mózgu królika przez okres 13 

i 30 min. nie wpłynęło na aktywność żadnej z rybonukleaz 

w badanych frakcjach podkomórkowych./tabela 11/. Niedokrwie-

nie nie wywołało zmian akty?/ności rybonukleazy zasadowej we 

frakcji postmitochońdrialnej, natomiast aktywność rybonukle-

azy kwaśnej wykazywała nieznaczną tendencję wzrostową po 3 

godz. niedokrwienia i przeszło 1,5-krotny wzrost w wyniku 
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Tabela 11 

Wpływ niedotlenienia na aktywność rybonukleazy kwaśnej /pH 6,0/ i zasadowej /pH 7>5/ 
we frakcjach podkomórkowych mózgu królika. 

Czas trwania 
niedotlenie-
nia /min./ 

Aktywność enzymu /% wartości kontrolnych/ 
Czas trwania 
niedotlenie-
nia /min./ 

J ą d r a Frakcja postnukle-
arna 

Frakcja postmitochon-
drialna 

Czas trwania 
niedotlenie-
nia /min./ 

pH 6,0 pH 7,5 pH 6,0 pH 7,5 pH 6,0 PH 7,5 

15 

30 

nn 

99+13/4/ 
i 

96-17/4/ 

98* 12/6/ 

95*3/6/ 

105*6/6/ 

105*9/6/ 

102*7/5/ 

97*3/6/ 

100*12/5/ 

104*8/5/ 
• • 

Wyniki wyrażono w % radioaktywności uwolnionej w wyniku inkubacji RNA z odpowiednimi 
frakcjami z kontrolnych skrawków mózgu, przy użyciu identycznych ilości białka i 
stężeń substratu. Tabela przedstawia wartości średnie - odchylenia standardowe. 
W nawiasach - liczba równoległych doświadczeń, nm = nie mierzono. 
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6-godzinnego niedokrwienia /tabela 12/. Wzmożeniu aktywno-

ści tego enzymu we frakcji postmitochondrialnej towarzyszył 

po 6 godz. jej niewielki spadek we frakcji zawierającej 

lizosomy /tabela 12/. 

Tabela 12 

Wpływ niedokrwienia na aktywność rybonukleazy kwaśnej 
/pH 6,0/ i zasadowej /pH 7,5/ we frakcjach podkomórkowych 
mózgu chomika mongolskiego. 

Czas trwa-
nia niedo-
krwienia 
/godz./ 

Aktywność enzymu /% wartości kontrolnych/ 
Czas trwa-
nia niedo-
krwienia 
/godz./ 

Frakcja postmitochon-
drialna 

Mitochondria + li-
zosomy 

Czas trwa-
nia niedo-
krwienia 
/godz./ pH 6,0 PH 7,5 pH 6,0 PH 7,5 

3 112-12/3/ 104±3/3/ nm nm 

6 174+48/4/ 103-9/4/ 80—15/4/ nm 

Wyniki przedstawiono w sposób opisany w legendzie tab.11. 
Układ odniesienia /materiał kontrolny/ stanowiły półkule 
mózgu po stronie niepodwiązanej tętnicy szyjnej wspólnej. 

8.4. Omówienie i wnioski 

W dotychczas publikowanych badaniach nad aktywnością 

rybonukleaz mózgu jako substrat reakcji stosov;ano radio-

aktywny RNA pochodzenia bakteryjnego bądź syntetyczne po-

linukleotydy. Substratami w przedstawionych powyżej bada-

niach były homologiczne RNA jądrowe mózgu. Ich zastosowa-

nie wydawało się słuszniejsze z uwagi na to, że homolo-

giczne preparaty RNA zawierają nie tylko komplet nukleoty-

dów, ale również większość sekwencji nukleotydowych wystę-

pujących w natywnym mRNA. Substratem z wyboru dla rybonu-
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Ryc.10 Kinetyka reakcji hydrolizy RNA przez frakcję 
jądrową /A/, postnuklearną /B/ i postmitochondrialną /C/ 
mózgu królika. Oznaczenia wykonano w sposób standardowy 
w warunkach ujawniających rybonukleazę kwaśną / • / 
i zasadową / o — O /. Mieszaniny reakcyjne zav/ierały po 
około 1,0 mg białka odpowiedniej frakcji oraz 4000 imp/min. 
3

H-RNA. 
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kleaz cytoplazmatycznych byłby radioaktywny polirybosomalny 

RNA, jednakże uzyskanie takiego preparatu w wystarczających 

ilościach i o dostatecznym stopniu wyznakowania prekursorem 

okazało się niemożliwe. 

Niewystąpienie zmian w aktywności rybonukleaz we frak-

cjach cytoplazmatycznych pod wpływem niedotlenienia wskazu-

je, że zaobserwowany uprzednio w tych warunkach spadek za-

wartości nowozsyntetyzowanego RNA w-polirybosomach, jak 

również towarzyszący jeszcze wcześniejniejszej fazie niedo-

tlenienia rozpad polirybosomów /Yanagihara 1976a/, nie były 

spowodowane wzmożoną degradacją RNAo Na uwagę zasługuje 

brak wrażliwości rybonukleaz jądrowych, a zwłaszcza rybonu-

kleazy kwaśnej, która według opinii niektórych autorów po-

siada zdolność hydrolizowania sekwencji poli/A/ /Kwan i 

wsp. 1974, Ittel i wsp. 1975/* Świadczy to dodatkowo, że 

towarzyszący niedotlenieniu spadek radioaktywności sekwencji 

poli/A/ w jądrowym RNA zsyntetyzowanym z udziałem ^H-adeno-

zyny /tabela 10/ był wynikiem zahamowania poliadenylacji, a 

nie wzmożonego rozkładu kwasu poliadenylowego* 

Wzrost aktywności rybonukleazy kwaśnej we frakcji post-

ni it o c ho ndrialnej po 6-godzinnym niedokrwieniu był prawdopo-

dobnie związany z uwalnianiem się enzymu z lizosomów, bowiem 

towarzyszył mu spadek aktywności enzymu we frakcji wzbogaćo— 
* 

nej w lizosomy. Wniosek ten pokrywa się ze spostrzeżeniami 

innych autorów, że w tej fazie niedokrwienia ujawnia się 

znaczny obrzęk i uogólniona wakuolizacja półkuli niedokrwio-

nej /Fujimoto i wsp. 1976, Dodson i wsp, 1977* Yanagihara 

197Sa/. Wydaje się więc, że spadek zawartości RNA w polirybo-
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somach w zaawansowanym stadium niedokrwienia jest po częśc 

wynikiem jego rozkładu przez rybonukleazę lizosomalną, na-

tomiast udział tego procesu w stadiach wcześniejszych jest 

raczej znikomy. 

Uzyskane wyniki należy interpretować z zastrzeżeniem 

ze względu na fakt, że czułość zastosowanej metody oznacza 

ni a aktywności rybonukleaz, opartej na pomiarze radioakty-
/ 

wności uwalnianych w reakcji wolnych nukleotydów, nie za-

pewnia wykrycia bardziej subtelnych uszkodzeń RNA, prowa-

dzących do pojawienia, się cząsteczek o niższym ciężarze 

cząsteczkowym. Wyniki analiz sedymentacyjnych nowozsyntety 

zowanych RNA /por. ryc. 5,6,9,10/ nie wskazywały jednak na 

wystąpienie takich uszkodzeń, zwłaszcza we wczesnych sta-

diach niedotlenienia i niedokrwienia. 

^ o 
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9 . ZABURZENIA METABOLIZMU RNA A PATOMECHANIZM 

ZMIAN TOWARZYSZĄCYCH NIEDOTLENIENIU 

I NIEDOKRWIENIU 

W świetle oczywistej współzależności pomiędzy pozio-

mem i jakością RNA w komórce a prawidłowym funkcjonowaniem 

aparatu syntezy białek, udział zaburzeń metabolizmu RNA w 

kształtowaniu się nieprawidłowości czynnościowych i zmian 

strukturalnych w tkance można a priori uznać za niewątpliwy 

W poprzednich rozdziałach pracy wykazano, że jednym z na-

stępstw metabolicznych niedotlenienia i niedokrwienia mózgu 

jest włączanie się mniejszych niż w warunkach prawidłowych 

ilości nowozsyntetyzowanych mRNA w cykl polirybosomalny• 

Efekt ten w stadium wczesnym obejmuje głównie poli/A/^RNA i 

wynika z zaburzenia procesów poliadenylacji i związanego z 

tym transportu z jądra do polirybosomów, natomiast w fazie 

późniejszej jest konsekwencją ogólnego zahamowania syntezy 

RNA. Nasuwa się pytanie, na jakim etapie niedotlenienia 

bądź niedokrwienia, powstający niedobór mRNA zaczyna rzuto-

wać na aktywność biosyntezy białka, a w konsekwencji współ-

uczestniczyć w pojawianiu się innych zmian metabolicznych 

i strukturalnych? Z tym pytaniem wiąże się zagadnienie za-

leżności • czasowe j pomiędzy występowaniem zaburzeń w biosyn-

tezie RNA i białek. 

Z dostępnych danych piśmiennictwa wynika, że zahamowa-

nie biosyntezy białka i towarzysząca temu dezagregacja poli-

rybosomów ujawniają się wcześniej niż zaburzenia w syntezie 

i transporcie mRNA. W modelu niedotlenienia, spadek włącza-
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nia radioaktywnych aminokwasów do białek w skrawkach obser-

wuje się już po 5 min. inkubacji w warunkach beztlenowych 

/Yanagihara 1973, 1974b/, a dezagregację polirybosomów po 

10 minutach /Yanagihara 1976a/. Tę samą prawidłowość zanoto 

wano w przypadku niedokrwienia: znaczne /ok. 30^/ zahamowa-

nie mikrosomalnej biosyntezy białka w półkuli niedokrwionej 

występuje już w 30 min. po zamknięciu tętnicy /Yanagihara 

1978b/. Badania mikroskopowo elektronowe wykazały wystąpie-

nie w tym samym okresie niedokrwienia dezagregacji poliry-

bosomów w dużych neuronach /Hartman i Becker 1973/o Stąd 

wniosek, że w bardzo wczesnym stadium niedotlenienia i nie-

dokrwienia, upośledzenie aktywności układu biosyntezy biał-

ka, polegające jak się wydaje na zahamowaniu inicjacji 

/rozdz. 1.1/, wynika z przyczyn niezależnych od dostępno-

ści mRNA. Sekwencja zmian prowadzących do zahamowania ini-

cjacji nie jest jeszcze dokładnie znana. W świetle danych 

wskazujących na bezpośredni udział ATP w tworzeniu się kom-

pleksu inicjującego /Staehlin i wsp. 1975/
f
 można przypusz-

czać, że znaczenie ma w tym przypadku spadek poziomu ATP, 

obserwowany w krótkim czasie po rozpoczęciu niedotleniania 

/Cohen 1973/ oraz po uniedrożnieniu tętnicy /Levy i Duffy 

1977/. Brak jest podstaw do oceny, w jakim stosunku do za-

hamowania inicjacji pozostają inne wczesne zmiany metabo-

liczne nie rzutujące w sposób bezpośredni na stan energe-

tyczny tkanek mózgu, jak np. zmiany w poziomie neurotransmi 

terów, którym przypisuje się rolę regulacyjną w biosyntezie 

białka /Munro i wsp. 1977/. Interpretację w tym przypadku 

zaciemnia fakt, że niedokrwieniu towarzyszy wzrost poziomu 
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kwasu^-azninomasłowego oraz spadek stężenia dopaminy /Mrsulja 

i wsp. 1976b/: taki stan powinien powodować raczej wzrost 

niż zahamowanie biosyntezy białka /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 wystąpieniem spadku biosyntezy białek /Weiss i 

wsp. 1973/* Dalsze badania powinny przynieść wyjaśnienie, 

czy neurotransmiter ten różnicuje w swoim oddziaływaniu 

procesy inicjacji i elongacji biosyntezy białka. Niezale-

żnie od niejasności wokół reakcji prowadzących do zahamo-

wania inicjacji oraz do dezagregacji polirybosomów wydaje 

się jednak pewne, że we wczesnym stadium niedotlenienia 

bądź niedokrwienia nie wiążą się one w sposób znaczący ze 

zmianami w metabolizmie RITA. Zbyt niska czułość zastosowa-

nych metod nie pozwoliła wykluczyć występowania we wczesnej 

fazie niedokrwienia zmian w syntezie lub transporcie RNA o 

charakterze lokalnym, ograniczonych do okolic mózgu szcze-

gólnie wrażliwych na niedokrwienie, np. do sektora H^ kory 

amonalnej /Klatzo 1975/. Wydaje się jednak mało prawdopo-

dobne, ażeby globalny spadek biosyntezy białek w niedokrwio-

nej półkuli mózgu mógł być wynikiem lokalnych zmian w syn-

tezie RNA. Wypływa stąd wniosek, że skutków zaburzeń w 

metabolizmie RNA należy się doszukiwać wśród zmian później-

szych. Poniżej rozważono hipotezę, że następstwa zaburzeń 

w syntezie i transporcie MRNA mogą się kształtować w sposób 

potwierdzający słuszność teorii "dojrzewania uszkodzeń" za-

proponowanej przez Klatzo /1975/* Teorię tę rozszerzono o 

elementy związane swoiście z metabolizmem RNA, a następnie 

przytoczono dano doświadczalne zgodne z jej założeniami. 
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Zahamowanie odnowy puli mRNA zdolnych do łączenia się 

z rybosomami w polirybosomy, niezależnie od tego czy wynika 

ono ze spadku syntezy czy też transportu RNA, może być przy-

czyną ujawnienia się trzech najbardziej charakterystycznych 

cech dojrzewania zmian: 

1/ opóźnienia ich wystąpienia w stosunku do okresu 

działania czynnika patogennego, 

2/ ich stopniowego narastania w okresie po wyelimino-

waniu tego czynnika oraz 

3/ opóźnionej lub niepełnej odwracalności tych zmian, 

W myśl tej koncepcji, istota opóźnienia polegałaby na tym, 

że niedobór nowo z syntetyzowanych mRNA w cytoplazmie spowo-

duje upośledzenie czynności polirybosomów dopiero z chwilą, 

gdy zasoby mRNA zsyntetyzowanego w okresie poprzedzającym 

niedotlenienie bądź niedokrwienie okażą się niewystarezają-

ce o Stopniowemu wyczerpywaniu się starszych mRNA, przy nie-

dostatecznie wydajnym uzupełnianiu niedoboru, towarzyszyć 

będzie narastanie zaburzeń w biosyntezie białka i ich dal-

szych konsekwencji. Jednym z czynników określających czas, 

po upływie którego uwidocznią się skutki spadku transportu 

danego mRNA jest jego trwałość. Okres półtrwania cząsteczek 

mRNA w mózgu waha się od 1 godz. do znacznie powyżej 24 godz 

przy czym udało się wyróżnić 3 zasadnicze grupy RNA o okre-

sach półtrwania odpowiednio 1-4 godz. 10-12 godz. oraz 

bardzo trwałych /Appel 1967/* Wyniki nowszych badań dotyczą-

cych poli/A/^mRNA w różnych tkankach /wątroba, komórki HeLa/ 

wskazują, że okres półtrwania mRNA tej klasy waha się od 

kilku godzin do kilku dni /Murphy i Attardi 1973 > Moore 
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i wsp. 1977/• Dotychczas nie opublikowano danych odnośnie 

trwałości mRNA kodujących poszczególne białka, co w konkre-

tnych przypadkach uniemożliwia dowodzenie zależności zmiany 

poniedokrwiennej od metabolizmu mRNA. Ogólnie można założyć, 

że skutki zaburzenia metabolizmu mRNA będą się pojawiać po 

upływie czasu obejmującym pełny zakres okresów półtrwania 

różnych mRNA. W myśl przyjętej hipotezy, szybkość pojawia-

nia się zmian będzie również zależeć od głębokości deficytu i 

RNA, który z kolei jest uwarunkowany czasem oddziaływania 

czynnika patogennego. Innymi słowy, zmiany pojawią się tym 

szybciej, im dłużej mózg znajdował się w warunkach niedo-

krwienia lub niedotlenienia. 

Współzależność pomiędzy głębokością i czasem trwania 

niedoboru mRNA a stopniem nieodwracalności następczych 

zmian metabolicznych charakteryzowałaby się prostą propor-

cjonalnością, co również pokrywałoby się z teorią Klatzo 

/1975A Skrajnym przejawem tej zależności byłaby sytuacja, 

w której nieodwracalne uszkodzenie aparatu syntezy RNA wy-

wołuje trwałe zaburzenie biosyntezy białka i w konsekwencji 

nieodwracalne zmiany w strukturze i funkcji komórek. Odwra-

calność zmian które pojawiły się z przyczyn niezwiązanych 

z syntezą bądź transportem mRNA, również może zależeć od 

poziomu mRNA; dotyczyć to będzie sytuacji, w których warun-

kiem powrotu do normy jest resynteza enzymu bądź białka 

strukturalnego. Można również założyć występowanie zmian o 

charakterze łańcuchowym, z natury rzeczy nieodwracalnych, 

a przebiegających wg schematu: niedobór mRNA • spadek 

syntezy enzymu spadek aktywności enzymatycznej 
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uszkodzenie strukturalne •zaburzenie syntezy mRNA ** 

niedobór mRNA, z możliwym pominięciem niektórych ogniw łań-

cucha o 

Wykazanie w sposób bezsporny, że konkretna zmiana bądź 

łańcuch zmian występujących w następstwie niedotlenienia 

lub niedokrwienia wiąże się z niedoborem mRNA, jest bardzo 

trudne. Trudności wynikają przede wszystkim ze wspomnianego 

już braku danych na temat własności fizykochemicznych, 

trwałości i aktywności matrycowej poszczególnych mRNA,które 

pozwolibyły na bezpośrednią ocenę ich zachowania w warunkach 

patologicznych. Ponadto niedoskonałość dotychczas stosowa-

nych metod uniemożliwia dokładne prześledzenie lokalnych 

zmian w metabolizmie RNA, dotyczących struktur szczególnie 

wrażliwych, nie mówiąc już o poszczególnych typach komórek 

występujących w obrębie tych struktur. Interpretację doda-

tkowo komplikuje złożoność towarzyszących niedokrwieniu i 

niedotlenieniu różnych zjawisk wywołujących uszkodzenie tka-

nek bądź będących ich skutkiem, których wzajemne powiązania 

z metabolizmem RNA są bardzo trudne do ustalenia. Do zja-

wisk takich można zaliczyć pojawiające się już we wczesnym 

stadium niedokrwienia zaburzenia bariery krew-mózg dla 

różnych związków /Spatz i Klatzo 1976/, oraz obrzęk niedo-

krwionej półkuli /Fujimoto i wsp, 1976/, ze wszystkimi wy-

pływającymi stąd konsekwencjami dla środowiska zewnątrzko-

mórkowego i wewnątrzkomórkowego w ośrodkowym układzie ner-

wowym. Stąd też podane poniżej przykłady, mające ilustro-

wać powiązanie typowych dla niedokrwienia oraz niedotlenie-

nia zmian metabolicznych z zaburzeniami w syntezie lub tran-
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sporcie mRNA, będą wymagały bezpośredniego potwierdzenia 

doświadczalnego* Przy wyborze przykładów kierowano się dwoma 

zasadniczymi kryteriami: następczości pojawienia się tych. 

zmian w stosunku do wystąpienia spadku transportu i syntezy 

mRNA oraz zgodnością ich przebiegu z przedstawioną powyżej 

koncepcją dojrzewania zaburzeń zależnych od niedoboru MRNA, 

przewidującą w szczególności wprost proporcjonalną zależność 

pomiędzy głębokością deficytu nowozsyntetyzowanego MRNA a 

szybkością narastania względnie opóźnionym cofaniem się in-

nych zmian metabolicznych. Kryteriom tym odpowiadają nastę-

pujące przykłady: 

- Spadek biosyntezy białka w modelu niedotlenienia jest od-

wracalny w okresie poprzedzającym zahamowanie transportu 

mRNA do 15 minuty /patrz rozdziały 5 i 6/» natomiast sta-

je się nieodwracalny z chwilą pojawienia się niedoboru 

nowozsyntetyzowanego RNA w cytoplazmie. Yanagihara /1975/ 

wykazał, że w następstwie niedotleniania in vitro trwają-

cego dłużej niż 15 min., skrawki mózgu przeniesione do wa-

runków aerobowych nie odzyskują pełnej zdolności włączania 

radioaktywnego aminokwasu do białek. Wydaje się że ta sama 

prawidłowość dotyczy również i innych zmian w tym modelu
0 

Cohen /1973/ zaobserwował niepełną odwracalność obniżenia 

poziomu fosfokreatyny i ATP po 20 min. niedotleniania, 

podczas gdy zmiany te były całkowicie odwracalne jeżeli 

niedotlenianie przerwano po 10 min. Webster i Ames /1965/ 

zwrócili uwagę, że obrzęk mitochondriów i siatki śródpla-

zmatycznej, pojawiający się już w 3 min. po rozpoczęciu 

niedotlenienia, może się cofnąć jeżeli okres niedotlenia-

http://rcin.org.pl



- 82 -

nia nie przekroczy 20 min. Powyższe wyniki ilustrują zbie 

żność czasową i sugerują istnienie związku przyczynowego 

pomiędzy pełną odwracalnością skutków niedotlenienia a 

prawidłowym funkcjonowaniem mechanizmów syntezy i tran-

sportu mRNA. 

Jednym z następstw niedokrwienia jest wzrost zawartości 

mleczanów w tkance /Mrśulja i wsp. 1976a/. W niedokrwie-

niu mózgu u chomików mongolskich, wzrost ten w półkuli 

po stronie niedrożnej tętnicy osiąga bardzo wysoką war-

tość już po 1 godz. niedokrwienia /800% wartości kontrol-

nej/ i nieco wyższą /ok. 900%/ po 3 godz. Przerwanie nie-

dokrwienia po 1 godz. powoduje prawie zupełny powrót po-

ziomu mleczanów do normy już po upływie następnej godziny, 

natomiast udrożnienie tętnicy po 3 godz. jest znacznie 

mniej efektywne: zawartość mleczanów przewyższającą po-

ziom kontrolny notuje eię jeszcze po upływie 20 godz. 

Zjawisko opóźnionego powracania poziomu mleczanów do 

normy można hipotetycznie wiązać z pojawieniem się w 

3-ciej godzinie niedokrwienia niedoboru nowozsyntetyzo-

wanego mRNA /patrz rozdział 7/. Przyczyną tak opóźnionego 

odwrócenia efektu niedokrwienia mogłoby być uszkodzenie 

jednego z kluczowych układów enzymatycznych związanych z 

utlenianiem, a następnie jego niewydajna resynteza. Niska 

wydajność resyntezy białka/ek/ enzymatycznego/ych/ wiąże 

się z kolei z niedoborem mRNA. Warto nadmienić, że cały 

szereg następstw metabolicznych niedokrwienia, takich jak 

np. spadek poziomu glukozy czy też glutaminianu, ulega od-

wróceniu bez znacznego opóźnienia niezależnie od czasu 
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trwania stanu patologicznego /Mrśulja i wsp. 1976a/. 

Można uznać, że w tych przypadkach proces powrotu do 

normy albo był niezależny od resyntezy białek, albo re-

synteza odbywała się z udziałem trwałych mRNA. 

- Zmiany w zawartości serotoniny w następstwie niedokrwie-

nia w tym samym modelu charakteryzują się dynamiką zgodną 

z założeniami przyjętymi dla zmian związanych z narasta-

jącym deficytem mRNA. Szybkość obniżania się poziomu se-

rotoniny w mózgu jest wprost proporcjonalna do czasu 

trwania niedokrwienia. W następstwie 13-minutowego nie-

dokrwienia, poziom serotoniny osiąga minimum dopiero po-

20 godz., podczas gdy przy niedokrwieniu 6-godzinnym naj-

niższą zawartość tego związku notuje się w momencie wzno-

wienia krążenia /Mrsulja i wsp. 1976b/. Z innego źródła 

wiadomo, że obniżenie się zawartości serotoniny w przebie-

gu niedokrwienia trwającego przez okres 3 i 6 godz. jest 

procesem stosunkowo powolnym i związanym z zahamowaniem 

aktywności hydroksylazy tryptofanu /Welch i wsp. 1977A 

Można przyjąć, że obserwowane zaburzenia są związane z 

niedostateczną syntezą enzymu, bowiem zmiany uwarunkowane 

prostą aktywacją i inaktywacją hydroksylazy przebiegałyby 

szybciej i nie narastałyby po przerwaniu niedokrwienia. 

Z kolei, bardzo długi okres narastania zmian pozwala przy-

puszczać, że przyczyną spadku syntezy enzymu jest powię-

kszający się niedobór mRNA. W celu udowodnienia słuszno-

ści tej hipotezy konieczne będzie określenie trwałości 

metabolicznej hydroksylazy tryptofanowej i jej mRNA, jak 

również innych enzymów warunkujących poziom serotoniny. 
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Stawianie hipotez co do zależności występowania zmian 

towarzyszących niedokrwieniu w innych jego modelach doświad-

czalnych od nieprawidłowości w metabolizmie RNA jest utrud-

nione przez brak danych na temat syntezy i transportu RNA w 

tych warunkach. Być może z obniżeniem zawartości RNA zdolne-

go do łączenia się z rybosomami wiążą się w jakiejś mierze 

zmiany towarzyszące całkowitemu niedokrwieniu mózgu kota 

/Kleihues i Hossman 1971/ i małpy /Kleihues i wsp. 1975/» 

bądź niedokrwieniu mózgu szczura spowodowanemu wzrostem ciś-

nienia śródczaszkowego /Cooper i wsp. 1977/. tf wymienionych 

przypadkach, zahamowanie inicjacji biosyntezy białka oraz 

degradacja polirybosomów nie występowały w trakcie niedo-

krwienia, natomiast pojawiały się w różnych czasach po wzno-

wieniu krążenia. 

Współwystępowanie zmian w metabolizmie RNA i spadku 

biosyntezy białka zostało wcześniej spostrzeżone w mózgach 

szczurów poddanych ostremu zatruciu tlenkiem węgla. W warun-

kach doświadczenia, opisanych szczegółowo przez Śmiałka i 

wsp. /1973/> niedotlenienie było przede wszystkim wynikiem 

upośledzenia transportu tlenu, na skutek przekształcenia 75% 

hemoglobiny w karboksyhemoglobinę. Brak jest zgodności poglą-

dów co do znaczenia bezpośredniego oddziaływania CO na łań-

cuch oddechowy komórek mózgu, bowiem nie wyjaśniono ostate-

cznie, czy związek ten przechodzi przez barierę krew-mózg 

/Weinreich i wsp. 1975/* Wg najnowszych klasyfikacji ten mo-

del doświadczalny określa się mianem "hipoksji anemicznej" 
% 

/Brierley, 1977/. 
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Wyniki badań własnych na tym właśnie modelu stały się 

punktem wyjścia dla poszukiwania powiązań pomiędzy zaburze-

niami transkrypcji i translacji. Dezagregacji polirybosomów 

obserwowanej w następstwie 1-godzinnego zatrucia CO towarzy-

szył jeszcze poważniejszy spadek włączania prekursora do 

polirybosomalnego RNA /tabela 1/, co wskazywało, że w tym 

okresie wystąpiły niezależnie od siebie zahamowanie tworze-

nia się polirybosomów i spadek udziału w tym procesie nowo-

zsyntetyzowanego RNA. Fonadto zanotowano, że jedno-godzinna 

ekspozycja na tlenek węgla powoduje spadek włączania przy-
3 

życiowo podanej ^H-urydyny do RNA frakcji cytoplazmatycznej, 

przy jednoczesnym nieznacznym wzroście radioaktywności wła-

ściwej RNA we frakcjach jądrowych /tabela 1 3 A W świetle 

obserwacji, że w tym czasie nie dochodziło do istotnych 

Tabela 13 
z 

Wpływ zatrucia tlenkiem węgla na włączanie ^H-urydyny in 
vivo do RNA frakcji jądrowych oraz cytoplazmy mózgu szczura 

Czas po 
zatruciu 
CO 

Względna radioaktywność RNA Czas po 
zatruciu 
CO Jądra duże Jądra małe Cytoplazma 

0 godz. 

24 godz. 

124,9-15,2/8/ 

103,4-24,6/6/ 

123,7-19,0/8/ 

105,5-26,4/6/ 

61,2-5,5/8/ 

76,1-12,9/6/ 

Wyniki wyrażono w % wartości kontrolnych i przedstawiono 
jako wartości średnie - odchylenia standardowe. W nawia-
sach - liczba równoległych doświadczeń /Albrecht 1976/. 

zmian w aktywności mózgowych polimeraz RNA /Albrecht 1976/ 

- efekt ten należy uznać za typowy dla wczesnej fazy niedo-

tlenienia, a niedobór nowozsyntetyzowanego RNA w cytoplazmie 

można wiązać z zahamowaniem jego transportu. Najistotniej-
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szym dla oceny powiązania zaburzeń metabolizmu RNA i synte-

zy białek jest spostrzeżenie, że zarówno obniżona zdolność 

do wbudowywania prekursora do cytoplazmatycznego RNA /tabe-

la 13/, jak i niższy od kontrolnego poziom biosyntezy biał-

ka, zwłaszcza w neuronach /tabela 14/ - utrzymują się przez 

Tabela 14 
75 

Wpływ zatrucia tlenkiem węgla na włączanie ^ Se-selenome-
tioniny do frakcji białkowych neuronów i gleju 

Czas po 
zatruciu CO 

Względna radioaktywność białek Czas po 
zatruciu CO Neurony Glej 

0 godz. 

2 godz. 

24 godz. 

68,7 - 6,0/5/ 

62,4 ± 2,7/5/ 

71,7 - 3,5/5/ 

83.2 t 6,7/5/ 

86.3 i 3 , 5 A / 

113,7 * 9 , V 4 / 

Sposób przedstawienia wyników identyczny jak w tab. 13 
/Albrecht i Śmiałek 1975/. 

okres co najmniej 24 godzin po zakończeniu ekspozycji na 

tlenek węgla. W myśl przyjętej hipotezy byłby to przykład 

upośledzenia odwracalności efektu metabolicznego /w tym przy' 

padku - bezpośrednio zahamowania biosyntezy białka/, na sku-

tek niedoboru mRNA. 

Liczebność danych pośrednio świadczących o udziale za-

burzeń metabolizmu RITA w rozwoju zmian towarzyszących różnym 

formom niedotlenienia i niedokrwienia mózgu, bądź będących 

ich odległymi skutkami, wskazuje na zasadność podjęcia bar-

dziej szczegółowych badań na ten temat. Wraz z postępem tech-

nik badawczych należy się spodziewać uzyskania odpowiedzi na 

dwa zasadnicze pytania: 
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1/ jak w warunkach niedotlenienia i niedokrwienia za-

chowują się poszczególne mKNA kodujące określone białka 

enzymatyczne i strukturalne? 

2/ jakim zmianom ulega poziom i jakość mRNA w różnych 

okolicach mózgu i różnych typach komórek ośrodkowego układu 

narwowego? 
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10. PODSUMOWANIE I WNIOSKI 

1. Skrawki mózgu inkubowane in vitro w obecności radio-

aktywnych nukleozydów syntetyzują i/lub transportują do cy-

toplazmy i polirybosomów radioaktywny RNA o cechach RNA nie-

rybosomalnego, wzbogaconego we frakcje posiadające reszty 

poliadenylowe /poli/A/^RNA/. Zastosowany układ doświadczalny 

należy uznać za przydatny do oceny metabolizmu mRNA w mózgu. 

2. Zarówno niedotlenienie jak i niedokrwienie prowadzą 

do zmniejszenia dopływu nowozsyntetyzowanego mRNA do cyto-

plazmy i polirybosomów mózgu, co wydaje się jedną z istot-

nych przyczyn zahamowania biosyntezy białka w następstwie 

działania czynnika uszkadzającego. 

3. Wpływ niedotlenienia mózgu na metabolizm mRNA ujaw-

nia się w dwóch fazach. Faza wczesna charakteryzuje się za-

hamowaniem transportu RNA z jądra do cytoplazmy i polirybo-

somów. Efekt ten obejmuje głównie poli/A/^RNA, a wiąże się 

z wybiórczą wrażliwością na niedotlenienie procesu poliade-

nylacji RNA w jądrze. Fazę późną cechuje ogólny spadek syn-

tezy RNA, nie obserwowany w fazie wczesnej. Żadnemu z eta-

pów niedotlenienia nie towarzyszy aktywizacja rybonukleaz, 

co wyklucza udział wzmożonej degradacji RNA w ustalaniu się 

niedoboru mRNA w tych warunkach. 

4. Zmiany w metabolizmie RNA w niedokrwieniu przypomi-

nają zaburzenia spowodowane niedotlenieniem, z tym, że w 

zaawansowanym stadium niedokrwienia ujawnia się wzrost akty-

wności rybonukleazy kwaśnej, związany z uszkodzeniem lizoso-

mów. Zjawisko to przypuszczalnie stanowi dodatkowy czynnik 
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I 

wpływający na obniżenie poziomu RNA. 

5. Porównanie wyników badań własnych z danymi pocho-

dzącymi z innych prac wykonanych na tych samych modelach 

doświadczalnych skłania do przypuszczenia, że występowanie 

zaburzeń w metabolizmie mRNA jest czynnikiem mogącym wa-

runkować nieodwracalność, opóźnienie odwrócenia, bądź po-

głębianie się innych zmian metabolicznych, których istota 

związana jest z funkcjonowaniem aparatu syntezy białek. 
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