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Post.  B loch em .,  28, 3—24, (1982)

JAN FRONK *>

Geny mozaikowe —  struktura, ekspresja, ewolucja 

Split Genes — Structure, Expression, Evolution

Spis treści:

I. Wykrycie genów mozaikowych
II. Występowanie i budowa genów mozaikowych

III. Ekspresja genów mozaikowych
III-l. Obróbka pierwotnego transkryptu genów mozaikowych
IV. Ewolucyjne pochodzenie genów mozaikowych i rola intronów

Contents:

I. Discovery of split genes
II. Occurence and structure of split genes

III. Expression of split genes
III-l. Processing of the primary transcript of split genes
IV. Evolutionary origin of split genes and possible roles of introns

I. Wykrycie genów mozaikowych

Poznanie s tru k tu ry  kodu genetycznego i liczne dane genetyczne do
prowadziły w latach sześćdziesiątych do wniosku, że sekwencja amino
kwasów w białkach jest jednoznacznie określona, zgodnie z kodem gene
tycznym , przez kolejność nukleotydów genu; każda kolejna tró jka nu- 
kleotydów koduje jeden aminokwas. Stw ierdzenie takie zawiera przeko
nanie o kolinearności sekwencji nukleotydów  ciągłego odcinka DNA 
i aminokwasów białka.

Rozwój technik badawczych, zwłaszcza związanych z „inżynierią ge
netyczną” **), umożliwił bezpośrednie badanie organizacji genów i se

*) Mgr, Zakład Biochemii Ogólnej, In sty tu t Biochemii U niw ersytetu W arszaw
skiego, ul. Żw irki i W igury 93, 02-089 W arszawa.

**) Znakom ity przegląd technik „inżynierii genetycznej” daje m onografia W ęgleń
skiego i Gajewskiego (1).
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4 J. FRONK [2]

kwencji nukleotydów DNA organizmów wyższych. W konsekwencji takich 
badań doszło w roku 1977 do odkrycia zjawiska „genów mozaikowych” *K 

Obserwując w mikroskopie elektronowym hybrydy mRNA* DNA 
adenowirusa 2 (2, 3) i SV 40 (4, 5) stwierdzono, że odcinki DNA genomu 
kom plem entarne z cząsteczką mRNA są poprzedzielane odcinkami nie 
mającym i w mRNA odpowiednika. Odcinki, leżące w mRNA tuż obok 
siebie, stanowią transkrypt sekwencji odległych w DNA o setki czy ty 
siące nukleotydów. Tak więc geny tych wirusów stanowią mozaikę sek
wencji kom plem entarnych z mRNA i odcinków, których transkryptów  
w cząsteczce mRNA brak.

Rye. 1. Schem at przedstaw iający wygląd w mikroskopie elektronow ym  hybrydy 
mRNA*DNA genu mozaikowego

d w u n ic io w y  D N A , ______  pojed yncza  n ić  D N A , ------ m R N A ,-------------o d c in ek  p o lia d en y -
lo w y  na k o ń cu  3' m R N A , E — od cin k i D N A  w y p a r te  przez m RNA (tzw . R - lo o p s ) — ek so n y , I — o d 
c in k i D N A  gen u , n ie  h yb ryd yzu jące  z m R N A  — in tro n y

W tym  samym  czasie, stosując inną technikę, analogiczne zjawisko 
w ykryto w genomie organizmów wyższych. Porównanie mapy res try k 
cyjnej cDNA uzyskanego w wyniku odwrotnej transkrypcji mRNA z ma
pą odpowiedniego odcinka genomu pozwala na wykrycie ew entualnych 
różnic sekwencji nukleotydów mRNA i genu. Taką metodą J  e f f r e y s  
i F 1 a v e 11 zbadali strukturę genu i mRNA (3-globiny królika (6), 
L e d er i wsp. — (3-globiny myszy (7, 8), D o e 1 i wsp. (9) i B r e a t -  
h n a c h  i wsp. (10) — owoalbuminy kury. Okazało się, że te geny za
w ierają jeden lub kilka odcinków, których kopii brak w mRNA.

Powyższe fak ty  dowodziły, że w niektórych przynajm niej genach

*) B rak powszechnie przyjętego polskiego określenia dla oddania sensu angiel
skiego „split genes”. W ydaje się, że term in „geny mozaikowe” dobrze oddaje istotę 
zjawiska.
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[3] G ENY M OZAIKOW E 5

Eukaryota  i ich wirusów odcinki kom plem entarne z mRNA leżą na prze
mian z odcinkami niekom plem entarnym i.

Zgodnie z propozycją G i l b e r t a  (11) przyjęło się nazywać odcinki 
genów kom plem entarne z mRNA eksonami (ulegającym i ekspresji), a roz
dzielające je, niekom plem entarne z mRNA „w staw ki” — intronam i (inter
vening sequences).

Doniesienia o w ykryciu genów mozaikowych wywołały natychm iast 
wiele pytań (przeglądowy artyku ł C r i c k a  (12) zawiera ich obszerną 
listę):
— czy geny mozaikowe w ystępują powszechnie?
— jaki jest mechanizm ekspresji genów mozaikowych? Czy obecność in- 

tronów jest skorelowana z ekspresją genu?
— jak i kiedy powstały geny mozaikowe?
— jaka — i czy w ogóle — jest funkcja intronów?

II. Występowanie i budowa genów mozaikowych

W latach 1977-81 ukazało się bardzo wiele prac donoszących o w y
kryciu i zbadaniu kolejnych genów mozaikowych w organizmach eukario
tycznych i ich wirusach.

Geny mozaikowe w ykryto w wirusach polioma, SV 40, adenowirusie 2 
(13), VSV (14), MVM (15), licznych retrow irusach (16-18). Stwierdzono, 
że niektóre geny kodujące tRNA drożdży (19-21), Neurospora crassa (22), 
Drosophila melanogaster (23), rRNA wielu organizmów (Tab. 1), a przede 
wszystkim liczne geny kodujące białka Eukaryota  (Tab. 2) zawierają 
introny. Wśród tych ostatnich badano początkowo geny ulegające eks
presji w wyspecjalizowanych komórkach (geny globin, hormonów, białek 
jaj, immunoglobulin *). W ynika to z przyczyn metodycznych, gdyż do 
badania struk tu ry  genu niezbędne jest najczęściej wyizolowanie specy
ficznego mRNA, co jest najłatw iejsze, gdy kom órka produkuje jeden ro
dzaj białka w bardzo dużych ilościach.

Ostatnio opublikowano prace dowodzące, że także geny ulegające 
ekspresji w niezróżnicowanych komórkach m ają budowę mozaikową. Ta
ką struk turę  ma gen ak tyny  drożdży (38, 39), gen o nieznanej funkcji 
Dictyostellium discoideum  (56) (są to organizm y jednokomórkowe), gen 
oksydoreduktazy dihydrofolianowej myszy (55), dehydrogenazy alkoho
lowej Drosophila melanogaster (58). Zbadanie s tru k tu ry  hybrydów utwo
rzonych pomiędzy DNA genomu a cDNA zsyntetyzow anym  na m atrycy 
całkowitego p repara tu  mRNA z mózgu myszy pozwoliło na stwierdzenie, 
że w genomie myszy dziesiątki tysięcy genów m ają struk tu rę  mozaiko
wą (59).

*) Omówione w odrębnym  artyku le  (Kwiatowski, w przygotowaniu).
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6 J. FRO NK [4]

Tabela 1.

Mozaikowe geny rRNA

Organizm Organeilum rRNA
Długość 
intronu 

(par zasad)

Uwagi dotyczące intro
nów

Piśmien
nictwo

Saccharomyces
cerevisiae

mitochon-
drium

21 S 1160 w niektórych 
szczepach

(24, 25)

Neurospora
crassa

mitochon-
drium

24 S 2300 (26)

i Chlamydomonas chloroplast 23 S 8700 — (27) !
reinhardii
Physarum jądro 26 S 500 i 1000 zawsze dwa introny (28)
polycephalum
Tetrahymena
pigmentosa

jądro 25 S 400 w niektórych szcze
pach
tylko w niektórych ge
nach ; w różnych genach

(29)

Drosophila 
'■ melanogaster

jądro 28 S 500—6500 intron różnej długości; 
sekwencje nukleotydo- 
we intronów występu
ją w innych miejscach 
genomu
tylko w niektórych ge
nach; sekwencje nu-

(30—35)

! Drosophila 
j virilis

jądro 28 S 9600 kleotydowe intronów 
występują w innych 
miejscach genomu

(36)

Drosophila hydei jądro 28 S 5000 tylko w nieczynnych 
genach?

(37)

_______ !

Wśród przebadanych organizmów tylko Prokaryota wydają się nie 
mieć genów mozaikowych. W ykryto je natom iast u wszystkich Eukaryota, 
poczynając od drożdży (24, 25, 38, 39) i śluzowców (28, 56), przez szkar- 
łupnie (57), owady (30-37, 40, 41, 58, 60), płazy (54), na ptakach (44, 45-50, 
52, 53) i ssakach (42, 43, 51, 55) kończąc. Także w stosunkowo słabo po
znanym  i trudnym  do badania genomie jądrowym  roślin w ykryto geny 
mozaikowe (62, 62a). Również niektóre geny chloroplastów (rRNA 
Chlamydomonas reinhardii (27)) i m itochondriów (rRNA drożdży, 24, 
25) i Neurospora crassa (26), cytochrom u b i oksydazy cytochromowej 
drożdży (omówione w (61)) m ają budowę mozaikową.

Do nielicznych, dobrze poznanych, genów Eukaryota , nie zaw ierają
cych intronów, należą geny histonów (63) i interferonów  (64-66).

Liczba i rozm iary intronów mogą być bardzo różne. Najkrótsze intro- 
ny w genach tRNA m ają 14 nukleotydów  (20), w genach kodujących 
białka około 50 nukleotydów  (48, 54). Jest prawdopodobne, że krótsze 
introny mogą pozostać niezauważone, jeśli analizuje się s truk tu rę  genu
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[5] G E N Y  M OZAIKOW E 7

Tabela 2.
Niektóre mozaikowe geny jądrowe kodujące białka

’
Organizm Białko LI*

Długość (par zasad)
%I** Piśmien

Intronów j Eksonów genu nictwo

S. cerevisiae aktyna 1 304 ? 1 500 20 (38, 39)
D. melanogaster aktyna 1 1650 100, 1550 3 300 50 (40, 41)
Królik (3-globina 2 126, 573 146-222 1 288 54 (42)
Człowiek preproinsulina 2 179, 786 i 42-210 1 429 67 (43)
Kura preproinsulina 2 119, 3500 37-221 4 080 89 (44)
Kura lizozym 3 76-1870 94-211 3 900 83 (45)
Kura owomukoid 7 220-1050 20-130 5 600 85 (46)
Kura owoalbumina 7 220-1600 49-1030 7 600 75 (47, 48)
Kura 8-krystalina 14 130-1300 70-240 10 000 80 (49)
Kura konalbumina 16 99-1306 64-203 10 300 77 (50)
Szczur albumina 13 297-1458 94-245 14 500 85 (51)
X. laevis witellogenina 33 50-1900 30-225 21 000 72 (54)
Kura prokolagen 50 80-2200 31-327 37 000 85 (52, 53)
Mysz reduktaza 

DHF *** 5 7 ? 42 000 96 (55)

* LI — liczba intronów w genie 
** %I — stosunek długości sumy intronów do długości całego genu, w procentach. 

*** reduktaza DHF — oksydoreduktaza 7, 8-dihydrofolianu, E.C. 1. 5. 1. 4

przy pomocy m ikroskopii elektronowej. Najdłuższe in trony m ają kilka 
tysięcy nukleotydów długości — 2200 w genie prokolagenu kury  (52, 53) 
3500 w genie preproinsuliny kury  (44), 9600 w genie rRNA 28 S Drosop
hila virilis (36). W genie oksydoreduktazy dihydrofolianowej myszy czte
ry  introny m ają łączną długość około 38000 nukleotydów (55).

Nie wydaje się, by długości intronów  stanow iły wielokrotność jakiejś 
podstawowej wielkości, lub też tw orzyły wyodrębnione klasy.

Liczba intronów  może wynosić od jednego (geny aktyny, 38-41, 57, 
fibroiny (60)) do kilkudziesięciu (33 w genach w itellogenin X. leavis (54), 
50 w genie prokolagenu kury  (52, 53)). In trony mogą leżeć w obrębie 
części genu kodującej łańcuch polipeptydowy, a także w odcinkach nie 
kodujących białka na końcu 5' genu (w odcinkach liderowych) 40, 43-45, 
48, 55, 67).

Sekwencje intronow e stanowią od około 20 do ponad 90% długości 
całego genu, najczęściej 50—80°/o. Fakt ten  może częściowo tłumaczyć 
występowanie w genomach wyższych Eukaryota  znacznych ilości sek
wencji nukleotydowych, których kopie nie są odnajdyw ane w postaci 
mRNA.

Długości eksonów są mniej zróżnicowane, niż intronów. Najkrótszy 
ekson — 20 nukleotydów  — zaobserwowano w genie owomukoidu (46), 
najdłuższy — 1550 nukleotydów  — w genie aktyny D. melanogaster (40). 
W genach zawierających wiele intronów  długości poszczególnych eksonów 
są zwykle podobne i wynoszą od około 50 do około 250 nukleotydów.
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III. Ekspresja genów mozaikowych

8 3.  FRONK [6]

Poza niektórym i genami rRNA owadów (37), we wszystkich pozosta
łych przypadkach nie ulega wątpliwości, że s tru k tu ra  genów w kom ór
kach aktyw nie je transkrybujących jest taka sama, jak w komórkach, 
w których gen nie ulega ekspresji (6, 48, 68) (wyjątek stanowią oczywiście 
geny immunoglobulin). W większości przebadanych sytuacji geny mo
zaikowe w ystępują w jednej kopii w haploidalnym  genomie; w ynika z te 
go, że geny te ulegają ekspresji bez usunięcia sekwencji intronowych 
z DNA. Można sobie wyobrazić kilka mechanizmów mogących zapewnić 
powstanie mRNA na m atrycy genu mozaikowego:

1. W ypętlenie sekwencji intronu w aktualnie transkrybow anym  ge
nie, tak, że polimeraza RNA transkrybu je  tylko sekwencje eksonów.

2. Polimeraza RNA przeskakuje wraz z syntetyzowanym  łańcuchem  
RNA z końca jednego eksonu na początek następnego.

3. Poszczególne eksony transkrybow ane są oddzielnie, a następnie 
łączone we właściwej kolejności w funkcjonalny mRNA.

4. Transkrybow ana jest całkowita sekwencja nukleotydów genu 
(eksony i introny); pierw otny produkt transkrypcji podlega obróbce po
legającej na wycięciu sekwencji intronowych i połączeniu sąsiednich 
eksonów.

Dane doświadczalne wskazują, że tylko ostatni z wym ienionych m e
chanizmów funkcjonuje w rzeczywistości. Analiza krótkożyciowych, w iel
kocząsteczkowych pierw otnych produktów  transkrypcji genów Eukaryota  
i ich wirusów, tzw. hnRNA, wykazała, iż ich długość odpowiada dokład
nie długości całego genu (69, 70); hnRNA hybrydyzuje z całym odcin
kiem genu mozaikowego (67, 71), co oznacza, iż jest pełną kopią zarówno 
sekwencji eksonowych, jak i intronowych. Wobec powyższego, gen Euka
ryota  należy zdefiniować jako odcinek DNA, który  stanowi m atrycę do 
syntezy ciągłego łańcucha RNA.

III-l. Obróbka pierwotnego transkryptu genów mozaikowych

W zachodzącym w jądrze procesie obróbki (dojrzewania) hnRNA 
transkryp ty  sekwencji intronowych są usuwane i powstaje w końcu znacz
nie skrócony, mogący podlegać translacji w cytoplazmie, mRNA. Udało 
się wyizolować produkty pośrednie obróbki hnRNA, o długościach m niej
szych niż pierw otny transkrypt, zawierające sekwencje tylko niektórych 
intronów (72, 73). Pierw otny transkrypt, zawierający sekwencję nukleo
tydów całego genu, najpierw  podlega m odyfikacjom na końcach (przy
łączenie czapeczki na końcu 5' i poliadenylacja na 3'), przy czym obydwa 
końce wraz z dodanymi nukleotydam i są odnajdyw ane w mRNA (74—76).
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[7] GENY M OZAIKOW E 9'

Tak więc przekształcanie hnRNA w mRNA polega na wycinaniu s e 
kwencji intronowych, a nie, jak  sądzono dawniej, przycinaniu końców 
hnRNA.

Przekształcanie hnRNA, stanowiącego pełny transkryp t genu, w mRNA 
„zlepiony” tylko z sekwencji eksonowych, wywołuje pytanie, jaki jest 
m echanizm  rozpoznawania w pierw otnym  transkrypcie granic pomiędzy 
intronam i a eksonami (77—79). M echanizm taki musi być bardzo precy
zyjny, gdyż każde niedokładne wycięcie in tronu *} prowadziłoby w kon
sekwencji do powstania mRNA o nieprawidłowej strukturze pierwszo- 
rzędowej.

M echanizm ten  mógłby opierać się na zasadzie rozpoznawania sek
wencji nukleotydów  na granicach intronów  i eksonów przez specyficzne 
lybonukleazy (analogiczne do nukleaz restrykcyjnych). Po wycięciu in
tronu ten  sam enzym, lub odrębna ligaza, łączyłby powstałe wolne koń
ce sąsiednich eksonów. Jest nieprawdopodobne, by dla każdej pary ekson- 
intron istniał swoisty enzym rozpoznający sekwencję nukleotydów na ich 
granicy, toteż należałoby oczekiwać, iż wszystkie sekwencje nukleoty
dów na granicach eksonów i intronów  są jednakowe, lub co najwyżej, 
że jest kilka typów takich sekwencji, a co za tym  idzie, kilka enzymów 
je rozpoznających.

Możliwe jest także powstawanie specyficznych s tru k tu r drugo- lub 
trzeciorzędowych w obrębie hnRNA. S truk tu ry  takie byłyby rozpoznawane 
przez specyficzną rybonukleazę, natom iast dokładne miejsce jej dzia
łania byłoby określone przez szczególną konform ację łańcucha hnRNA 
lub sekwencję kilku nukleotydów w obrębie s tru k tu ry  wyższego rzędu 
(taki m echanizm  funkcjonuje zapewne przy obróbce pierwotnych trans- 
kryptów  genów rRNA E. coli (80)). W myśl podobnej zasady w rozpozna
waniu granic intronów  mogłyby uczestniczyć tworzone z innym i cząstecz
kami RNA s tru k tu ry  czwartorzędowe.

Ustalenie, jaki jest rzeczywisty mechanizm rozpoznawania granic 
ekson-intron w hnRNA wymaga poznania sekwencji nukleotydów genów 
mozaikowych. Za pomocą prostych i szybkich technik (81, 82) ustalono 
sekwencje nukleotydów kilku genów w całości (38, 39, 42-44, 60, 67, 83,. 
85), a także wielu obszarów na granicach intron-ekson. Zestawienie uzys
kanych danych dostarczyło szeregu istotnych inform acji **):

1. Sekwencje nukleotydowe intronów  są unikalne, tzn. w ystępują 
w genomie najw yżej w kilku kopiach (86, 87) (wyjątek stanowią introny 
genów rRNA D. virilis i D. melanogaster (30-36)).

*) O kreślenia intron i ekson stosowane są do odpowiednich odcinków DNA, jak 
też ich kopii w RNA.

**) Przedstaw ione w  dalszej części a rtyku łu  dane i przypuszczenia dotyczą głów
nie jądrow ych genów kodujących białka.
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2. Poszczególne sekwencje nukleotydów  na granicach intronów z ekso- 
nam i nie są identyczne, jednakże w ykazują między sobą pewne homolo- 
gie (60, 79, 88—92).

3. Końce 5' intronów  są bogate w reszty adenylowe, końce 3' zawie
rają  liczne reszty pirym idynow e, głównie tym idylow e *).

4. W ystępujące na granicach ekson-intron i intron-ekson jednakowe 
sekwencje od 1 do 4 nukleotydów uniem ożliwiają jednoznaczne określe
nie miejsca, w którym  następuje wycięcie in tronu z hnRNA. Obserwowa
na w mRNA sekwencja nukleotydów może być utworzona z hnRNA na 
kilka sposobów (Ryc. 2).

Ityc. 2. P ow tarzające się jednakow e odcinki oligonukleotydowe uniem ożliw iają jed 
noznaczne określenie granic in tronu
S e k w e n c ja  n u k le o ty d ó w  fra g m en tu  g en u  o w o a lb u m in y  w  o k o lic y  je d n eg o  z in tro n ó w  i od p o
w ia d a ją ceg o  o d cin k a  m R N A  (88). G ran ice  in tro n u  zazn aczon o  zg o d n ie  z „ regu łą  GT — A G ” 

«(patrz p. 5). P o w ta rz a ją c y  s ię  p rzy  obu k o ń ca ch  in tro n u  te tr a n u k le o ty d  — w y tłu sz c zo n y . m R N A  
•o zn an ej s e k w e n c j i n u k le o ty d ó w  m oże  być u tw o rzo n y  z hnR N A  na k ilk a  sp osob ów .

5. Biorąc pod uwagę niemożność jednoznacznego określenia granic 
in tronu (patrz wyżej), we wszystkich zbadanych przypadkach można 
miejsce cięcia w hnRNA ustalić tak, by wycięty in tron zaczynał się sek
wencją GU a kończył AG (88).

6. N iektórzy badacze tw ierdzą, iż utworzenie s tru k tu r dwuniciowych 
w hnRNA w rejonie połączeń eksonów z intronam i nie jest prawdopo
dobne (60, 84, 85, 88, 89). Istnieje jednak szereg prac w ykazujących, że 
■struktury takie mogą się tworzyć (93— 96).

Zestawienie wszystkich poznanych sekwencji nukleotydów na gra
nicach intronów  z eksonami pozwala na ustalenie sekwencji „największej 
zgodności” (consensus sequence), nazywanej też prototypową, to jest ta 
kiej, z którą sekwencje rzeczywiste są w najw iększym  stopniu homolo
giczne (60, 79, 88— 92) (Ryc. 3).

N iektóre miejsca sekwencji najw iększej zgodności są bardzo konser
w atyw ne, tj. w zdecydowanej większości zbadanych sekwencji w ystępują 
tam  jednakowe nukleotydy (np. GT na początku i AG na końcu in tro 
nów); w niektórych miejscach dowolność sekwencji nukleotydów jest 
duża (79).

Ekson Int ron Ekson

DNA: 5' ....... T G A G C A G ' G T A T G G C C T T G C A G ' C T T  G A .......  3'

hnRNA: 5' ........u G A ^ ^ ^ ^ n ^ r C U U G C A G C U U G  A ....... 3'

mRNA: 5' UGAGCAGCUUGA 3‘

*) Sekw encje nukleotydów  podaw ane są w k ierunku  od końca 5' do 3', w przy
padku  DNA — dla nici an ty  sensownej.
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5 ' ekson TC AG|GTA AGT  . . i n t r o n . . T T N C A G | G  ekson 3' 
i

a.
i

. ..  t c t g Ig t a t g t  . ................ g t t t a g |a ........

b. . . . G C A G  G T G A G T  . ................ t t t c a g |t ........

c. . . .G A  A g Jg T C C A T  . ................ c t c t a g |g ........

d. . . . C T  A G I G T A A G T .  
1

1
................ T G G C A G l T .........

i
e .. . g c a g |g t t g g t .

i
................T T T T A G l G .........

I
f. .. , c a g g |g t g a g t  .

1
................ C C A C A G l C ........1

g. . . .  t c a g |g t a c a g  . ................ a t t c a g |t .........

Ryc. 3. Sekw encja największej zgodności
„ S e k w e n c ję  n a jw ięk sze j z g o d n o śc i” o p racow an o  na p o d sta w ie  z e s ta w ien ia  p on ad  50 sek w e n 
c ji n u k le o ty d o w y c h  na g ra n ica ch  in tro n ó w  z e k so n a m i (60, 79, 88-92). D la  p orów n an ia  p ok azan o  
k ilk a , p rzy p a d k o w o  w y b ra n y ch , s e k w e n c ji n u k le o ty d o w y c h  g ran ic  ek so n ó w  z in tro n a m i róż
n ych  g e n ó w : a. g en  a k ty n y  d rożd ży  (38), b. g en  f ib ro in y  je d w a b n ik a  (60), c. g en  p rep ro in su lin y  
k u ry , I in tro n  (44), d. g e n  p r e p r o in su lin y  k u ry , II in tro n  (44), e . g en  {5-globiny m y szy , I in - 
tron  (132), f. gen  (3-globiny m y szy , II in tro n  (132), g. g e n  o w o a lb u m in y  k u ry , in tron  C (88)

Stosunkowo duża dowolność sekwencji nukleotydów przy końcach 
różnych intronów  i tylko bardzo krótkie obszary silnie konserw atywne 
oznaczają, iż sygnałem  określającym  miejsce działania nukleazy nie może 
być sama stru k tu ra  pierwszorzędowa hnRNA, tym  bardziej, że w kilku 
przypadkach wykazano, iż sekwencje nukleotydów końców intronu w y
stępują także w innych m iejscach genu (42, 89). W licznych wirusach 
(97), a także w niektórych genach Eukaryota  (98, 99) te same obszary 
genu raz ulegają wycięciu z pierwotnych transkryptów , a więc są in tro
nami, kiedy indziej zostają zachowane w mRNA, pełniąc funkcję ekso
nów. Tego rodzaju zróżnicowana obróbka świadczy o istnieniu innych 
czynników poza samą sekwencją nukleotydów, decydujących o usuwaniu 
fragm entów  pierwotnego transkryptu .

Sekwencja najw iększej zgodności jest w dużym stopniu kom plemen
tarna  z końcem 5' snRNA U l #) (91, 92). Aż 13 nukleotydów  sekwencji 
najw iększej zgodności może tworzyć wiązania wodorowe z nukleotydam i 
snRNA U l. Pow stająca dwuniciowa struk tu ra  jest stabilna, a jej utwo
rzenie prowadzi do zbliżenia końców sąsiednich eksonów. Z poznanych 
sekwencji na granicach intronów i eksonów wszystkie mogą tworzyć od
cinki dwuniciowe z snRNA U l, przy czym kom plem entarne są co na j
mniej 4 nukleotydy końca 5' intronu i 3 końca 3'.

Analiza sekwencji nukleotydów jednego z intronów  genu prokolage-

*) Małe jądrow e RNA (snRNA), wśród nich U l, stanowią klasę konserw atyw 
nych ewolucyjnie, stabilnych metabolicznie cząsteczek (100-102). W kompleksach 
rybonukleoproteinow ych (hnRNP) w ystępują związane niekowalencyjnie z hnRNA 
(103-106).
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nu kury  wykazała, iż obok obszarów na końcach intronu istnieją także 
trzy  rejony wewnątrz intronu kom plem entarne z końcem 5' U l (73). Gdy
by tworzenie struk tu r dwuniciowych pomiędzy hnRNA a snRNA Ul sta
nowiło sygnał kierujący wycinaniem intronów, to powinny występować 
produkty pośrednie obróbki, powstające w wyniku wycinania fragm en
tów intronu, leżących pomiędzy odcinkami kom plem entarnym i z U l. 
Tego rodzaju prekursory mRNA zostały przez autorów w ykryte, a roz
m iary wyciętych odcinków intronu są zgodne z przewidzianymi na pod
stawie analizy sekwencji nukleotydów (73). Powyższe fakty świadczą
o tym , że udział snRNA w procesie obróbki hnRNA jest bardzo praw do
podobny. Analogiczny mechanizm obróbki pierwotnych transkryptów  za
proponowano dla adenowirusa 2 (107, 108). W tym  w ypadku struk tu ry  
dwuniciowe tworzone byłyby z tzw. VA RNA 1, pojawiającym  się w póź
nej fazie infekcji komórki przez adenowirusa 2. Rejon końca 5' VA RNA 1 
może tworzyć układ dwuniciowy z obszarem 19 nukleotydów końców 
intronu pre-mRNA heksonu (108).

Regulacja dostępności małego RNA (sn lub VA), poprzez regulację 
jego syntezy lub modulowanie oddziaływań z białkami, m ogłaby stano
wić jeden z mechanizmów regulujących obróbkę hnRNA, a w konsek
wencji ekspresję informacji genetycznej (taką hipotezę zaproponowali 
w 1979 roku D a v i d s o n  i B r i t t e n  (109)).

Możliwość tworzenia układów dwuniciowych przez odcinki hnRNA 
w okolicach końców intronów stanowi podstawę hipotezy mówiącej o udzia
le takich s tru k tu r w obróbce hnRNA (93-96). Na podstawie analizy sek
wencji nukleotydów obszarów na granicach intronów z eksonami wyli
czono, że mogące się tworzyć s tru k tu ry  dwuniciowe są stabilne i za
pew niają takie położenie końców eksonów, które umożliwia wycięcie 
in tronu i następnie połączenie eksonów. Z proponowaną hipotezą zgodny 
jest fakt, że w hnRNA w ystępują wewnątrzcząsteczkowe układy dw uni
ciowe, których ilość w czasie dojrzewania RNA silnie maleje (110, 111). 
Przy takim  modelu związanie snRNA z hnRNA uniemożliwiałoby tw o
rzenie wewnątrzcząsteczkowych układów dwuniciowych i hamowałoby 
obróbkę hnRNA (94). Eksperym enty z zastosowaniem proflawiny (barw
nika interkalującego pomiędzy płaszczyzny zasad azotowych w dw uni
ciowych kwasach nukleinowych) wykazały, że istnienie niezaburzonych 
s tru k tu r dwuniciowych jest istotne dla obróbki pierwotnych transk ryp
tów genomu SV 40 (112).

Kolejna hipoteza zakłada powstawanie s tru k tu r trójniciowych z udzia
łem bogatych w nukleotydy pirym idynowe końców intronu i odcinka 
poliadenylowego końca 3' hnRNA (113). S truk tu ra  taka ma wiązać enzy
my dokonujące wycięcia intronu, a miejsce ich działania może określać 
krótka sekwencja nukleotydów (np. GU i AG na końcach intronu). Jest 
także prawdopodobne, że obróbkę hnRNA regulują białka występujące 
w kompleksach hnRNP, lub też bardzo złożone i dlatego trudne do zi-
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dentyiikow ania sekwencje nukleotydów *K Bez względu na to, jaki jest 
rzeczywiście mechanizm rozpoznawania granic między eksonami a intro- 
nami, wiele eksperym entów wskazuje, że jest on uniw ersalny u wszyst
kich badanych organizmów.

Stwierdzono, że odcinki DNA zawierające geny mozaikowe po wpro
wadzeniu do komórek obcych gatunków mogą ulegać ekspresji, dając 
w efekcie produkty białkowe identyczne, lub bardzo podobne do norm al
nych. Oznacza to, że pierw otne transk ryp ty  tych genów, zawierające in
trony, ulegają prawidłowej obróbce, polegającej na dokładnym  wycięciu 
intronów  i połączeniu eksonów. Sprawdzono, że s truk tu ra  genu wprowa
dzonego do obcej komórki nie ulega zmianom (114, 115) i że istotnie 
transkrybow ane są także sekwencje intronowe (116). Doświadczenia tego 
rodzaju wykonano wprowadzając geny owoalbuminy kury  (114, 115), 
(3-globiny królika (116, 117), [3-globiny człowieka (118) do komórek m y
sich, geny SV 40 (119-121) i owoalbuminy kury  (122) do oocytów X. lae- 
vis, gen (3-globiny myszy za pośrednictwem  SV 40 do komórek mał- 
py (123).

We wszystkich przypadkach wprowadzone obce geny kierowały syn
tezą hnRNA, k tóry  ulegał norm alnej obróbce (koniec 5' powstającego 
w fibroblastach myszy mRNA (3-globiny królika nie zawierał 48 nukleo
tydów (117), mRNA owoalbuminy syntetyzowany w mysich komórkach L 
miał dłuższy odcinek liderowy, niż norm alny (115)). Normalne produkty 
translacji w ykryto we wszystkich przypadkach, w których je badano 
(114, 119-121).

Uniwersalny charakter mechanizmu obróbki hnRNA potwierdził wy
nik eksperym entu, w którym  w miejsce in tronu w genie białek wiriona 
SV 40 (VP 1, V P  2, V P  3) wprowadzono intron wraz z krótkim i odcin
kami eksonów genu (3-globiny myszy (124). Tak skonstruow any gen ulegał 
transkrypcji i sekwencja intronu była w ycinana z hnRNA. W efekcie 
gromadził się stabilny mRNA stanowiący hybrydę sekwencji eksonów 
genu SV 40 i (3-globiny myszy. Stosując tego rodzaju eksperym enty wy
kazano, że uniw ersalny sygnał kierujący wycinaniem intronów nie jest 
sym etryczny. In tron genu (3-globiny wstawiony w gen SV 40 w kierunku 
takim , jak w genie (3-globiny ulegał prawidłowem u wycięciu z pierwot
nego transkryptu , wstawiony natom iast w kierunku przeciwnym  — nie, 
mimo, że k ierunek wstawienia in trcnu  nie wpływał na wydajność tran s
krypcji hybrydowego genu (124, 125). Stwierdzono także, że do prawidło
wego wycinania in tronu z hnRNA wystarcza odcinek 18 nukleotydów 
eksonu po stronie 5' in tronu (125).

Gen (3-globiny królika wprowadzony do kom órek drożdży ulega trans

*) Danych o ew entualnych m echanizm ach rozpoznawania intronów w p reku r
sorach tRNA i rRNA jest znacznie m niej; w każdym  razie sekwencje nukleotydów 
końców intronów tych RNA nie w ykazują homologii z sekwencją największej zgod
ności.
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krypcji, jednakże nie następuje wycięcie intronów ani translacja (126), 
mimo, że w genomie jądrow ym  drożdży w ystępuje co najm niej jeden 
gen mozaikowy (38, 39), którego in tron  ma na końcach sekwencje nu
kleotydów podobne, jak  u wyższych Eukaryota. Jest jednakże możliwe, 
że użyty do transform acji drożdży plazmid nie wnika do jądra komórki, 
co mogłoby tłumaczyć brak właściwej obróbki pierwotnego transkryptu .

Geny mozaikowe wprowadzone do kom órek E. coli nie prowadzą 
do syntezy odpowiednich białek, natom iast po wprowadzeniu cDNA bę
dącego kopią mRNA owoalbuminy kury  kom órki E. coli syntetyzują 
owoalbuminę (127). Fragm enty genomu drożdży mogą znosić efekty m u
tacji auksotrofowych w E. coli, co oznacza, iż odpowiednie geny drożdży 
nie m ają s tru k tu ry  mozaikowej (128). Bezpośrednie sprawdzenie sek
wencji nukleotydów hybrydowych plazmidów użytych w tych doświad
czeniach potwierdza ten  wniosek.

Nie stwierdzono, by in vivo  dochodziło do omyłkowego w ycinania od
cinka intron-ekson-intron zamiast jednego intronu i w konsekwencji two
rzenia zaburzonych mRNA, pozbawionych sekwencji całych eksonów. 
Żaden z proponowanych mechanizmów obróbki hnRNA nie tłum aczy za
sady, pozwalającej unikać takich błędów. Możliwe, że środkowe odcinki 
intronów  zawierają jakiś sygnał, uniem ożliwiający omyłkowe wycięcie 
zbyt dużego odcinka hnRNA. Możliwe jest także, iż kompleksy enzym a
tyczny lub małe cząsteczki RNA, uczestniczące w wycinaniu intronów, 
przemieszczają się wzdłuż cząsteczki hnRNA poczynając od końca 5' lub 
3' i prowadzą do usunięcia fragm entów  hnRNA leżących między dwoma 
sąsiednimi sygnałami, nie pom ijając żadnego z nich (79). Fakt, że sygnały 
kierujące wycinaniem intronów  nie są sym etryczne, umożliwia precy
zyjne funkcjonowanie tego hipotetycznego mechanizmu. Nie wydaje się, 
by określona długość in tronu mogła uniemożliwiać wycinanie zbyt dłu
giego odcinka.

IV. Ewolucyjne pochodzenie genów mozaikowych i rola intronów

Zarówno powszechne występowanie genów mozaikowych u Eukaryota, 
jak  i prawdopodobnie uniw ersalny mechanizm obróbki mozaikowych 
hnRNA wskazują na to, że geny mozaikowe są ewolucyjnie bardzo stare. 
Porównanie s truk tu ry  genów kodujących homologiczne białka różnych 
gatunków, lub białka pokrewne w obrębie jednego gatunku, daje wiele 
interesujących informacji o prawdopodobnej historii ewolucyjnej genów 
mozaikowych, a także o ew entualnym  znaczeniu intronów.

Wszystkie zbadane geny globin zaw ierają dwa introny, k tórych po
łożenie jest we wszystkich przypadkach bardzo zbliżone (zwięzłe omówie
nie s truk tu ry  genów globin dają L e d e r  i wsp. (129) i P r o u d f o o t  
i wsp. (130)). Oznacza to, że gen pra-globiny (przed pojawieniem  się w w y
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niku duplikacji i niezależnej ewolucji genów kodujących różne typy glo- 
bin) także zawierał dwa introny. Moment pojawienia się odrębnych 
a- i (3-globin ocenia się na około 5X108 lat tem u. Porównanie długości 
i sekwencji nukleotydów odpowiednich intronów  genów a- i (3-globin 
myszy (131), (3-globin myszy i królika (42, 132), (3maj i (3min-globin myszy 
(133) wskazuje, że tempo zmian ewolucyjnych jest w tych obszarach ge
nów bardzo nierównom ierne. Sekwencja nukleotydów w pobliżu końców 
intronów  jest niem al niezm ienna (dotyczy to nie tylko omówionego wcześ
niej obszaru największej zgodności), natom iast im bliżej środka in tronur 
tym  większe tempo zmian ewolucyjnych sekwencji nukleotydów. Doty
czy to szczególnie drugiego intronu, położonego w miejscu kodującym  
aminokwasy 104— 105, którego długość wynosi od 128 (w genie a-globiny 
człowieka (134)) do 904 nukleotydów (w genie y-globiny człowieka (135)). 
Ewolucja tych fragm entów  intronów zachodzi w w yniku licznych dupli
kacji, delecji i insercji. W ydaje się, że sekwencja nukleotydów w tym 
obszarze genu może być dowolna, a długość in tronu jest wypadkową pro
cesów delecji i insercji.

Sekwencja nukleotydów  pierwszego in tronu genów globin wykazuje- 
bardzo małą zmienność ewolucyjną, zbliżoną do zmienności obszarów ko
dujących sekwencje aminokwasów globin. W genach (3min- i (3maj-globin 
myszy, których powstanie ocenia się na około 5X107 lat tem u, sekwencje 
nukleotydów  tego intronu różnią się pomiędzy sobą tylko trzem a na 11& 
nukleotydam i (133). Fakt, że wszystkie ulegające ekspresji geny globin 
zaw ierają taką samą liczbę intronów wskazuje, że pojawianie się i delecje 
całych intronów  nie są w funkcjonujących genach zjawiskiem częstym. 
Także w genach witellogenin X. laevis liczba i położenie intronów są stałe,, 
natom iast ich długości i sekwencje nukleotydowe — bardzo różne (54).

Geny preproinsuliny człowieka i ku ry  zaw ierają dwa introny w iden
tycznym  położeniu (43, 44). Szczur ma dwa geny preproinsulin — jeden 
z nich ma struk tu rę  taką, jak  geny człowieka i kury, natom iast drugi za
w iera tylko jeden intron, w położeniu takim , jak w innych genach (67). 
Można przypuszczać, że pierw otny gen preproinsuliny, przed rozejściem 
się przodków ptaków  i ssaków, zawierał dwa introny. U przodka szczura 
nastąpiła duplikacja genu i jedna z kopii utraciła intron. U trata intronu 
nie zaburzyła ekspresji genu (136, 137).

Także geny pokrew nych białek jednego gatunku (owoalbuminy i owo- 
m ukoidu kury  (46-48), a-fetoproteiny i album iny szczura (51, 138)) za
w ierają zbliżoną liczbę intronów  w podobnym położeniu.

Fakt ewolucyjnej stałości liczby i położenia intronów  może świadczyć
o roli, jaką odgryw ają w ekspresji genów. Możliwe jest też, iż nie istnieje 
w ydajny m echanizm  wstawiający i usuwający in trony na poziomie ge
nomu. M echanizm taki m usiałby działać bardzo precyzyjnie, gdyż każda 
niedokładność przy wycinaniu intronu z DNA prowadziłaby do powstania 
genu o zaburzonej sekwencji nukleotydów kodujących białko.
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Dane uzyskane w badaniach ekspresji genów pozbawionych intronów 
in vitro świadczą o tym , że przynajm niej jeden intron w genie potrzebny 
jest do utworzenia mogącego podlegać translacji, stabilnego, m R N A t) 
(nie dotyczy to oczywiście genów, k tóre norm alnie nie zawierają in tro 
nów).

M utant SV 40, pozbawiony in vitro in tronu w genie kodującym  biał
ka otoczki w irionu nie syntetyzuje tych  białek i nie gromadzi odpowied
niego mRNA, mimo, że transkrypcja  sekwencji eksonowych tak  sprepa
rowanego genu nie jest zaburzona (139, 140). Podobnie, hybrydow y gen 
SV 40, zawierający sekwencję cDNA (3-globiny królika k ieruje syntezą 
stabilnego, podlegającego translacji, hybrydowego mRNA tylko w tedy, 
gdy zachowany jest in tron w obszarze genu SV 40. Gdy in tronu tego brak, 
pomimo wydajnej transkrypcji, nie gromadzi się mRNA (141).

Jeśli do takiego genu wprowadzić fragm ent genu (3-globiny królika, 
zawierający mały in tron wraz z krótkim i odcinkami eksonów, to pierw ot
ny, hybrydow y transkryp t ulega obróbce i gromadzi się stabilny mRNA 
(124). Co ciekawe, miejsce wstawienia fragm entu globinowego było w 
tym  eksperym encie odległe od położenia naturalnego intronu SV 40 o 221 
nukleotydów. Dla obróbki hybrydowego transk ryp tu  istotny jest k ieru 
nek wbudowania fragm entu zawierającego in tron — musi on być zgodny 
z naturalnym  kierunkiem  transkrypcji.

Zarówno duża zmienność sekwencji nukleotydów intronów, jak i bez
pośrednia analiza tych sekwencji wskazują, iż żadne białka nie są przez 
introny kodowane. Poza tym , sekwencje intronowe nie są odnajdyw ane 
w cytoplazm atycznym  RNA, a synteza białek w jądrze w ydaje się nie 
zachodzić.

Być może odmienne pod tym  względem są geny w m itochondriach 
drożdży. Jeden z intronów genu cytochromu b koduje białko, nazwane 
przez S ł o n i m s k i e g o  m aturazą, biorące udział w w ycinaniu z pier
wotnego transk ryp tu  tego właśnie intronu, a także zapewne intronów 
genu oksydazy cytochromowej (142). Również in tron w genie rRNA 21 S 
mógłby kodować polipeptyd o długości 235 aminokwasów (25). Ta za
pewne w yjątkow a sytuacja ma miejsce w mitochondriach, gdzie nie ma 
przestrzennego rozdzielenia procesów transkrypcji (i obróbki transk ryp
tu) i translacji.

Powszechne występowanie genów mozaikowych i dane o znaczeniu 
intronów w ich ekspresji prowokują pytanie o moment i przyczyny po
jawienia się dwóch typów organizacji genów — mozaikowej i ciągłej. Po
nieważ w bardzo dobrze poznanych genomach Prokaryota  nie w ykryto

*) W yniki eksperym entu przeprowadzonego przez grupę O’ M a l l e y ’a (114) w y
d a ją  się świadczyć przeciw poglądowi o konieczności in tronu dla utw orzenia stabil
nego transkryptu . cDNA owoalbum iny wprowadzony w postaci zrekombinowanego 
plazmidu do oocytów X. laevis ulega transkrypcji, a transk ryp t jest stabilny; jed 
nakże nie ulega on translacji.

http://rcin.org.pl



15] GENY M OZAIKOW E 17

genów mozaikowych, można przyjąć, że występowanie intronów jest cha
rakterystyczne tylko dla genomu jądrowego i organellarnego Eukaryota. 
Organizację genomów Prokaryota i Eukaryota  różni wyraźnie jeszcze 
jedno. N aw et u niższych Eukaryota nie ma operonów, tzn. wspólnie 
transkrybow anych ciągów genów kodujących enzymy jednego szlaku 
metabolicznego, podczas gdy taka organizacja i wspólna regulacja eks
presji genów ciągów metabolicznych jest regułą u Prokaryota.

Przyjęcie klasycznego schem atu powstawania organizmów (przekształ
cenie p ra -Prokaryota w Eukaryota i prokariotyczne pochodzenie orga
nelli) oznaczałoby przejście od oszczędnie wykorzystywanego, upakowa
nego genomu typu prokariotycznego, do genomu typu  eukariotycznego. 
Wspólnie transkrybow ane i regulowane geny operonów uległyby rozsia
niu po całym  genomie — co trudno uznać za zjawisko mogące dawać orga
nizmowi przewagę selekcyjną. Podobnie, introny m usiałyby zostać „wsta
wione” w ciągłe geny. Sytuacja taka wydaje się mało prawdopodobna — 
wstawienie obcej sekwencji nukleotydowej w obszar funkcjonującego ge
nu powinno raczej zaburzyć jego działanie, niż być dla organizm u ko
rzystne. Poza tym  musiałby najpierw  istnieć mechanizm pozwalający na 
wycinanie intronów z RNA, którego funkcja w organizmie zawierającym  
początkowo wyłącznie geny ciągłe byłaby niewytłumaczona. Co więcej, 
obecność genów mozaikowych w organellach, których wiele właściwości 
sugeruje, że ich ewolucja była bardzo powolna (dzięki bardzo małej 
zmienności ich środowiska) wskazuje, że ich przodkowie, będący zapewne 
jednym i z pierwszych organizmów na Ziemi, również mieli geny mo
zaikowe.

Można zatem  przypuszczać, że mozaikowa organizacja genów była 
pierwotną, a ciągłe, bezintronowe geny (jak u współczesnych Prokaryota) 
są zjawiskiem  w tórnym  (143).

G i l b e r t  (11), D o o l i t t l e  (144), B l a k e  (145), D a r n e l l  
J r. (146) przedstaw ili szereg wzajemnie uzupełniających się koncepcji, 
tłum aczących przyczyny bardzo wczesnego pojawienia się genów mo
zaikowych.

Większość białek o ciężarze cząsteczkowym ponad 20.000 zbudowa
nych jest z wyraźnie wyodrębnionych globularnych jednostek, zwanych 
domenami, połączonych odcinkami łańcucha polipeptydowego o ubogiej 
struk tu rze trzeciorzędowej. W wielu różnych enzymach w ystępują do
m eny o podobnej strukturze i funkcji (147, 148). Zestawienie domenowej 
budowy białek z mozaikową budową kodujących je genów prowadzi do 
logicznego przypuszczenia, że być może poszczególne eksony kodują od
cinki łańcucha polipeptydowego odpowiadające poszczególnym domenom 
(11, 145). Gdyby tak  było, to tworzenie białek o nowych właściwościach 
w wyniku połączenia w jeden łańcuch polipeptydowy kilku już funkcjo
nujących w innych białkach domen wymagałoby na poziomie genu pro
stego przeniesienia jednego eksonu w sąsiedztwo drugiego tak, by wspól-
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nie tw orzyły jednostkę transkrypcyjną. Oddzielający je odcinek intro- 
nowy, o niemal dowolnej długości, ulegałby wycięciu z pierwotnego trans- 
kryptu. Operacja taka byłaby znacznie trudniejsza, gdyby geny były 
ciągłe i nie istniał mechanizm usuw ający introny z RNA; wówczas prze
niesienie odcinka DNA kodującego jedną domenę na koniec innego od
cinka DNA musiałoby odbyć się z dokładnością do jednego nukleotydu, 
tzn. ,,na styk”.

Możliwość tworzenia enzymów o nowych właściwościach dzięki wy
korzystaniu już działających i sprawdzonych fragm entów  białek (domen) 
pozwalałaby na znacznie szybszą ewolucję, niż przy konieczności two
rzenia oryginalnych rozwiązań dla każdej nowej funkcji metodą poje
dynczych m utacji i długotrw ałej selekcji powstających przypadkowych 
produktów. (Podobnie w elektronice zastosowanie układów scalonych w 
miejsce pojedynczych tranzystorów , diod, oporników niesłychanie przy
spieszyło rozwój tej dziedziny.) Szczególne znaczenie m iałoby przenosze
nie odcinków regulujących ekspresję genów (np. odcinków liderowych), 
kodujących polipeptydy sygnałowe, czy też dom eny wiążące grupy pro- 
stetyczne.

W wielu przypadkach udało się wykazać, że istotnie eksony kodują 
pojedyncze domeny białek. W genach globin środkowy ekson koduje 
odcinek białka zdolny do wiązania hem u z powinowactwem niem al iden
tycznym , jak  kom pletne białko (149). Podobnie, związek między eksona- 
mi a domenami białek wykazano dla lizozymu (150) i owomukoidu (151).

Introny mogłyby mieć jeszcze inne znaczenie. Szybka ewolucja sek
wencji nukleotydów intronów  może prowadzić do zmniejszenia homologii 
sekwencji nukleotydów duplikow anych genów, co obniżałoby prawdopo
dobieństwo ich niew zajem nej rekom binacji i delecji jednego z nich (131).

Jest bardzo prawdopodobne, że we wczesnych etapach ewolucji ge
nów możliwości różnej obróbki pierw otnych transkryptów  genu mo
zaikowego pozwalały na uzyskanie większej różnorodności produktów 
białkowych, niż byłoby to możliwe, gdyby jeden gen (jednostka tran s
krypcji) kodował tylko jeden rodzaj łańcucha polipeptydowego. Takie 
„wieloznaczne” wykorzystanie genów mozaikowych dzięki zróżnicowanej 
obróbce hnRNA jest charakterystyczne dla wirusów, gdzie prawdopodob
nie wielkość genomu jest bardzo ograniczona (97).

W organizmach prostych, w których replikacja i transkrypcja  geno
mu są istotnym  w ydatkiem  energetycznym , występowanie stosunkowo 
długich sekwencji nukleotydowych pozbawionych bezpośredniej funkcji 
stanowi duże obciążenie; toteż usunięcie „zbędnych” odcinków intro- 
nowych pozwoliłoby na znaczne oszczędności w w ydatkow aniu energii, 
umożliwiając np. częstsze podziały komórek. Z drugiej strony perspekty
wy ewolucyjne takiego organizm u byłyby znacznie ograniczone z po
wodu utracenia możliwości łatwego i szybkiego tworzenia białek o no
wych właściwościach i nowych sposobów regulacji ekspresji genów. Jest
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prawdopodobne, że przodkowie obecnych Prokaryota u tracili introny, co 
umożliwiło im bardzo szybki, ale krótkotrw ały  rozwój. Powstał szereg 
wyspecjalizowanych gatunków niezdolnych jednakże do tworzenia złożo
nych organizmów. Organizmy, które zachowały mozaikową budowę ge
nów mogły ustępować w bezpośrednim współzawodnictwie organizmom 
prokariotycznym , natom iast dzięki zdolności do szybkiego tworzenia no
wych funkcji enzym atycznych i systemów regulacyjnych dały początek 
złożonym Eukaryota.

Tak więc, być może, ogromną różnorodność świata żywego i istnienie 
nas sam ych zawdzięczamy mozaikowym genom.
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Wykaz stosowanych skrótów: snRNA — niskocząsteczkowe jądrow e RNA; 
snR N P — cząstki rybonukleoproteinow e zaw ierające snRNA; NHP — białka nie- 
histonowe; LE — Lupus E rythem atosus ; pre-m RN P — cząstki rybonukleoproteino
we zaw ierające pre-m RNA; hnRNA — heterogenny jądrow y RNA; hnRNP — 

cząs tk i rybonukleoproteinow e zaw ierające hnRNA.

I. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwój technik elektroforetycznego frakcjonow ania kwa
sów nukleinowych w latach 60-tych przyczynił się w znacznej mierze do 
w ykrycia nieznanych dotąd typów  RNA o niskim  ciężarze cząsteczko
wym, (4,5-8S), w ystępujących powszechnie w jądrach komórkowych 
(1, 2). Są one różne od dotychczas poznanych mRNA, tRNA i rRNA, i ze 
względu na unikalne występowanie w jądrze kom órkowym zostały umow
nie nazwane niskocząsteczkowymi jądrowym i RNA (snRNA). Wykazano, 
że są one natyw nym i cząsteczkami, a nie produktam i degradacji RNA
o większej masie (3). WTykryto również nieznane dotąd RNA o podobnej 
wielkości w bakteriach (4) i w irusach (5, 6, 7). Zidentyfikowano kilka do 
kilkunastu frakcji snRNA w zależności od pochodzenia komórek. Cha
rakterystycznym i cechami tej grupy kwasów rybonukleinow ych jest 
wysoka trw ałość m etaboliczna oraz w ystępowanie s tru k tu ry  Cap na koń- 
'Cu 5' cząsteczki, różniącej się istotnie od stru k tu ry  Cap, występującej 
w mRNA (8).

Mimo, że wiele grup badawczych na świecie prowadzi od kilku lat 
intensyw ne badania biochemiczne tych RNA, nie wyjaśniono dotąd ich 
funkcji w komórce. Zainteresowanie niskocząsteczkowymi jądrowym i 
RNA wzrosło w ostatnim  czasie dzięki stw ierdzeniu ich bliskiego związku 
z metabolizmem mRNA. Wiele danych doświadczalnych przem awia za 
ich udziałem w wycinaniu sekwencji intronowych z pierw otnych trans- 
kryptów  mRNA (9, 10).

II. Charakterystyka niskocząsteczkowych, jądrowych RNA

II-l. Klasyfikacja i nomenklatura snRNA

Jednym  z podstawowych kryteriów  klasyfikacji snRNA jest ich w iel
kość oznaczana na podstawie m igracji w żelu poliakryloamidowym . N aj
częściej stosowany jest do tego celu 10°/o żel. Elektroforetyczne frakcjo
nowanie snRNA jest również przeprowadzane w w arunkach denatu ru ją
cych w obecności 7M mocznika. Na podstawie elektroforezy w 10°/o żelu 
poliakryloamidowym  wyróżniono od kilku do kilkunastu frakcji snRNA 
w zależności od ich pochodzenia i w arunków  rozdziału. Powstało kilka 
niezależnych nom enklatur snRNA. Do najczęściej stosowanych w piśm ien

http://rcin.org.pl



[3] NISK O C ZĄSTEC ZK O W E JĄDROW E RNA 27

nictw ie należą nom enklatura W e i n b e r g a  i P e n m a n a  (1, 2) oraz 
nom enklatura B u s c h a i współpracowników (3). Wyróżniono nastę
pujące frakcje według rosnącej ruchliwości elektroforetycznej: K, 8S(L), 
U3(A), B, U2(C), U i(D), F, 5SIII(G'), 4,5S(H) (W nawiasach nazewnictwo 
W einberga i Penmana). N ajłatw iej identyfikow anym i snRNA w komór
kach eukariotycznych są: U3(A), U2(C), Ui(D), 5SIII(G'), 4,5S(H) (2).

II-2. Występowanie snRNA w komórce

Niskocząsteczkowe jądrowe RNA w ystępują unikalnie w jądrze ko
m órkowym  (3) i są ściśle związane z jego metabolizmem. Z danych z pi
śm iennictwa wynika, że niektóre snRNA są przejściowo obecne w cyto- 
plazmie w form ie prekursorów  (2, 11). Stwierdzono, np. że frakcje U2(C) 
i Ui(D) znajdują się w cytoplazmie przez kilka m inut po ich syntezie, po 
czym przechodzą do potomnych jąder (12, 13, 14, 15). Dojrzałe cząsteczki 
w ystępują w cytoplazmie jedynie po zaniku błony jądrow ej podczas po
działu komórki, a po zakończeniu kariokinezy znajdują się w potomnych 
jądrach (16, 17). F rakcja U3(A) jest specyficznie związana z jąderkiem  
(1, 2) podobnie jak  frakcja 8S(L) (1, 18, 19, 20). Frakcje U2(C) i UX(D) oraz 
4,5S(H) w ystępują w regionie pozająderkowym  (3).

II-3. Występowanie snRNA w komórkach różnych rodzajów

snRNA zidentyfikowano zarówno w wyższych Eukaryota  jak i w niż
szych np.: w Neurospora crassa (21), Amoeba proteus (16, 22, 23) i Dic- 
tyostelium discoideum (24). W obrazie elektroforetycznym  snRNA po
chodzących z różnych kom órek istnieje pewne zróżnicowanie. W komór
kach szpiczakowych myszy pierwotnie nie zidentyfikowano frakcji U3(A) 
która, jak ostatecznie ustalono, m igruje w tym  w ypadku razem  z frakcją 
U2(C) (25). F rakcja Ui(D) jest homogenna w kom órkach HeLa, natom iast 
w innych ludzkich kom órkach zawiera co najm niej dwie kom ponenty (9). 
Frakcja 4,5S(H) zawiera trzy  kom ponenty — 4,5SI, 4,5SII, 4,5SIII w ko
m órkach w ątrobiaka Novikoffa i w komórkach raka wysiękowego Ehrli- 
cha, będąc homogenną w komórkach HeLa (3). Dzięki precyzyjnym  m e
todom frakcjonow ania ustalono, że snRNA stanowią około 10°/o całkowi
tego jądrowego RNA (2, 18). Najliczniej w ystępuje Uj(D) RNA, przecięt
nie w liczbie 1X10® cząsteczek na komórkę, U3(A)RNA i 5SIII(G')RNA 
w ystępuje w liczbie po około 2X105 cząsteczek na komórkę, a U2(C) 
i 4,5S(H) w liczbie po około 1X105 cząsteczek na komórkę (1, 26).

II-4. Asocjacja snRNA z białkami i chromatyną

Z dotychczasowych badań wynika, że snRNA w ystępują w jądrze 
komórkowym w form ie kompleksów z białkami (1, 11, 27). L e r n e r ,  
oraz inni autorzy wykazali obecność snRNA w postaci cząstek rybonu-
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kleoproteinowych 10S w obrębie hnRN P (9, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 
51, 52), przy czym snRNA stanowią 10-20°/o RNA występującego w hnRNP 
40S (36). Stosując frakcjonow anie solne wykazano, że przeciętnie około 
65-75°/o snRNA jest związane z chrom atyną (37). Stopień związania z chro- 
m atyną zależy od stanu funkcjonalnego komórki. F rakcja U 3(A) w w a
runkach wysokiej aktywności transkrypcyjnej jąderka jest silnie związana 
z chrom atyną jąderkow ą i nie ulega oddzieleniu w stężeniu 0,5M NaCl, 
jak również po traw ieniu  DNazą trzustkow ą. W obecności aktynom ycyny 
D w stężeniu 0,04 fxg/ml U3(A)RNA ulega oddzieleniu od jąderka w znacz
nie niższym stężeniu soli — 0,2M NaCl.

Doniesienia dotyczące stopnia związania z chrom atyną innych snRNA 
są sprzeczne (1, 11). Stwierdzono wysokie powinowactwo snRNA do czę
ściowo zespiralizowanej chrom atyny (profazalnej i anafazalnej) (23).

II-5. Synteza i dojrzewanie snRNA

Do najważniejszego stw ierdzenia należało, że niskocząsteczkowe ją 
drowe RNA nie są produktam i degradacji innych RNA (3, 38). Badania 
mające na celu stw ierdzenie, która z trzech podstawowych polimeraz RNA 
jest odpowiedzialna za syntezę snRNA dały sprzeczne wyniki.

Według ostatnich badań synteza U 3(A), U2(C) i Ui(D) RNA odbywa się 
przy udziale polim erazy II, biorącej udział w syntezie mRNA (39, 40). 
Powyższy fakt może dowodzić bliskiego współdziałania tych RNA.

Niskocząsteczkowe jądrowe RNA są syntetyzowane w formie p reku r
sorów (13, 41, 42), a ich dojrzewanie polega na odcięciu 5-10 nukleotydów 
(42) oraz modyfikacji niektórych nukleotydów. Proces dojrzewania trw a 
około 15 m inut (1). N iektóre snRNA są przejściowo obecne w cytoplaz- 
mie w formie prekursorów  niezwiązanych z białkami (13, 42, 61).

Proces m etylacji snRNA jest złożony. Sugerowano, iż pewne jego 
etapy zachodzą w cytoplazmie, czego dowodem jest fakt, że kilka snRNA 
ma na końcu 5' charakterystyczną struk tu rę  CapII, k tórej powstanie wa
runkują  enzymy cytoplazmatyczne. W przeciwieństwie do tego s tru k 
tu ra  Capi powstaje w jądrze komórkowym (41). Proces odcinania nad
m iernych nukleotydów zachodzi w cytoplazmie i w jądrze, po czym 
snRNA dopiero w postaci dojrzałych cząsteczek wiążą się z białkami (13).

II-6. Trwałość snRNA w komórkach

Jedną z charakterystycznych cech niskocząsteczkowych jądrow ych 
RNA jest ich wysoka trwałość m etaboliczna (3, 11, 19, 43). Półokres trw a 
nia niektórych snRNA jest dłuższy od pojedynczego cyklu komórkowego 
(1, 44). Stwierdzono, że półokres trw ania  frakcji L, U3(A), U2(C), Uj(D) 
pochodzących z komórek chomika (BHK-21) wynosi 5-7 dni (44). W edług 
W e i n b e r g a ,  półokres trw ania frakcji U3(A), Uj(D) i 5SIII(G') z ko
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mórek HeLa jest równy półokresowi trw ania cytoplazmatycznego rRNA, 
natom iast półokresy trw ania frakcji U2(C) i 4,5S(H) są odpowiednio kró t
sze: 25 godz., 30 godz. Fo 24 godz. cd odmycia radioaktywnego izotopu 
po pulsowym  znakowaniu komórek HeLa, snRNA stanowią główny zna
kowany jądrow y RNA (1). Podobne zjawisko stw ierdzano w odniesieniu 
do Amoeba proteus (23, 45). Trwałość m etaboliczna wielu snRNA jest 
uw arunkow ana obecnością modyfikowanych nukleotydów szczególnie 
przy końcu 5', oraz odpowiednią drugorzędową s truk tu rą  i trzeciorzę
dowymi oddziaływaniam i fragm entów cząsteczki przy końcu 3' (3, 46).

II-7. Synteza snRNA a cykl życiowy komórki

Powiązanie syntezy snRNA z fazami cyklu komórkowego nie jest w y
jaśnione, a doniesienia na ten  tem at nie są jednoznaczne. Stwierdzono, 
że synteza snRNA w komórkach HeLa zsynchronizowanych przez po
dwójny blok tym idynowy przebiega niezależnie od faz cyklu komórko
wego (1). Ponadto nie wykazano żadnych różnic jakościowych w syntezie 
snRNA w komórkach stym ulowanych in vitro (47, 48, 49, 50). Doniesiono 
też jednak o specyfice syntezy niektórych snRNA w poszczególnych fa
zach cyklu życiowego komórki. Wykazano, że w zsynchronizowanych 
kom órkach nerki chomika pewne snRNA są syntetyzowane szczególnie 
aktyw nie przed lub po syntezie DNA, inne natom iast nie wykazują zróż
nicowania syntezy w cyklu komórkowym. Stąd sugerowano, że niektóre 
snRNA są czynnikami regulacji podziału komórki (51). Stwierdzono rów
nież, że synteza snRNA ulega 5-10 krotnej supresji w komórkach 3T3, 
których wzrost został zahamowany przez inhibicję kontaktow ą (2). Są 
dane wskazujące, że synteza U2(C), Ui(D) i 4,5S(H) RNA w ystępuje tylko 
jeden raz w cyklu życiowym komórki, podobnie jak synteza DNA i hi- 
stonów (52). CiekawTe zmiany jakościowe w syntezie powyższych frakcji 
zaobserwowano również w rozwoju em brionalnym  jeżowca. We wczes
nym  okresie rozwoju embrionalnego jeżowca — intensywnej syntezie 
tRNA i mRNA oraz dojrzewaniu mRNA towarzyszy synteza U2(C) 
i Ui(D) DNA. W fazie wylęgu jeżowca synteza U3(A) towarzyszy proce
sowi form owania jąderek i syntezie rRNA (53). Zaobserwowano również 
zmiany ilościowe i jakościowe w syntezie snRNA podczas m etamorfozy 
kijanek w osobniki dorosłe (54\

•
II-8. Organizacja genów snRNA

Na podstawie hybrydyzacji snRNA-DNA w roztworze stwierdzono, że 
geny niskocząsteczkowych jądrowych RNA należą do grupy genów śred- 
niopowtarzających się w genomie ssaków (55), są równom iernie rozmiesz
czone w nim a nie w ystępują w zespołach. Każda frakcja snRNA jest ko
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dowana przeciętnie przez około 2000 genów. W tych samych warunkach 
doświadczenia ustalono, że rRNA jest kodowany przez około 200 genów. 
Wykazano, że liczba genów kodujących U3(A), 8S(L) i Ui(D) RNA jest 
zbliżona do liczby genów kodujących 5S i tRNA (38). Liczba genów snRNA 
jest zaskakująco duża w zestawieniu z ich niewielką ilością w komórce 
gdyż stanowi tylko 2-3% komórkowego RNA (26). Na podstawie ostatnich 
badań jednak można sądzić, że nie wszystkie geny snRNA ulegają eks
presji. Termiczna stabilność hybrydów  snRNA-DNA jest niższa niż na
leżałoby oczekiwać w przypadku wysokiego stopnia komplementarności 
zasad w dupleksie RNA-DNA. Jest wysoce prawdopodobne, że wiele ge
nów snRNA uległo mutacjom, które uniemożliwiły ich ekspresję oraz 
spowodowały obniżenie stopnia kom plem entarności między snRNA wy
stępującym i aktualnie w komórce a ich genami (38). W einer i współpra
cownicy analizowali s truk tu rę  genów snRNA kom órek ludzkiego łożyska 
wbudowanych w genom faga X. Każdy z 24-ech w ten  sposób uzyskanych 
rekom binantów faga A zawierał fragm ent restrykcyjny  DNA ludzkiego ło
żyska o wielkości 15 kilozasad, zawierający sekwencję kom plem entarną 
do U3(A), U2(C) lub U^D) RNA. Badania sekwencyjne dwóch z powyż
szych rekom binantów faga 1 zawierających ludzki DNA wykazały obec
ność genów U2(C) i U^D) RNA o nieco zmienionej sekwencji; są to tzw. 
pseudogeny tych RNA. Pseudogeny odpowiadają genom zmienionym na 
skutek m utacji zaistniałych w rozwoju filogenetycznym, tak  dalece, że 
ich ekspresja została zahamowana. H ybrydyzacja snRNA-DNA na filtrze 
nitrocelulozowym  z pozostałymi 22-oma rekom binantam i faga 1 w yka
zała w 20-tu przypadkach również występowanie pseudogenów wyżej 
wym ienionych trzech frakcji snRNA. Nie wykazano w tych przypadkach 
obecności dupleksów snRNA-DNA odpornych na działanie RNazy T l. 
Na podstawie profilu topnienia hybrydów  snRNA-DNA stwierdzono dość 
znaczną jednorodność (56). M utacje niektórych genów snRNA nie do
prowadziły do zahamowania ich ekspresji. Świadczy o tym  pewne zróż
nicowanie sekwencji cząsteczek należących do tej samej frakcji snRNA. 
W kom órkach HeLa oraz w kom órkach mózgu szczura zidentyfikowano 
kilka rodzajów U5(G')RNA. Oznacza to, że jest on syntetyzow any na pod
stawie większej liczby genów podobnie jak np. 5S rRNA. Oznacza to 
również, że m utacje, które w płynęły na zmienność tych genów, nie za
ham ow ały ich ekspresji. Stało się to możliwe, ponieważ nie wywołały 
zmian stru k tu ry  przestrzennej i rozmieszczenia modyfikowanych nukleo
tydów, co jest niezwykle istotne dla funkcji dojrzałej cząsteczki snRNA. 
Również w przypadku U3(A)RNA z kom órek hepatom a Novikoffa (57) 
i Dictyostelium discoideum (24) wykazano obecność kilku typów cząste
czek pod względem sekwencji nukleotydów. Mimo, że niektóre pseudo
geny mogą ulegać transkrypcji in vivo  nie prowadzi to do powstania doj
rzałej cząsteczki snRNA, o czym świadczy wysoka konserwatywność sek
wencji tych RNA w różnych gatunkach ssaków. Istnieje alternatyw na
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interpretacja, według której, niektóre pseudogeny są aktyw ne transkryp- 
cyjnie i produkują niewielkie ilości cząsteczek danego typu  snRNA o nie
co zmienionej sekwencji, ale niezmienionej ruchliwości elektroforetycz- 
nej. Pseudogeny w ykryto również w odniesieniu do innych dobrze ziden
tyfikow anych rodzin genów, jak geny a i (3 globin różnych ssaków, geny 
aktyny w Dictyostelium discoideum. Z dotychczasowych badań wynika, 
że z w yjątkiem  genów aktyny w Dictyostelium discoideum  i genów 
a-globiny myszy, pseudogeny są w ykryw ane w sąsiedztwie rodzin genów 
występujących w zespołach. Tymczasem pseudogeny snRNA są rozpro
szone w genomie. W skazuje na to między innym i fakt, że każdy z 24-ech 
fragm entów  restrykcyjnych ludzkiego DNA w rekom binantach faga za
wierał tylko jedną sekwencję kom plem entarną do U 3(A), U2(C) lub 
U^D) RNA. Istnieje przypuszczenie, że pseudogeny pow stają przez dup
likację genów i na skutek działającego w konsekwencji d ry ftu  genetycz
nego (56). Podobny m echanizm  mógł doprowadzić również do powstania 
pseudogenów snRNA. Jest godnym podkreślenia, że rozproszenie, wyso
ka powtarzalność w genomie i różnorodność sekwencji pseudogenów 
snRNA mogą mieć istotne znaczenie funkcjonalne. Mogą mieć mianowicie 
znaczenie regulacyjne dzięki zdolności hybrydyzacji z odpowiadającymi 
im snRNA. W ykazano obecność średniopow tarzających się sekwencji na
leżących do rodziny sekwencji Alu, w sąsiedztwie pseudogenów snRNA 
(56). Sekwencje Alu zostały zidentyfikowane w genomie Eukaryota. Po
siadają długość około 300 nukleotydów i są powtórzone około 300 000 
razy w genomie ludzkim. Nazwa Alu pochodzi stąd, że wszystkie te  
sekwencje posiadają specyficzne miejsca cięcia dla enzymu restrykcy j
nego A lul (59). Sekwencje Alu w ystępują między innym i w pobliżu 
pseudogenów U2(C) i Ui(D) RNA od strony końca 5'. Stwierdzono ponad
to, że sekwencje Alu w ystępują w tej samej orientacji, co pseudogeny 
tych snRNA. W ykryto ich obecność również w sąsiedztwie zespołów 
genów a i (3 globiny ludzkiej i zespołu genów (3-globiny królika. Dotych
czas stwierdzono, że sekwencje Alu w ystępują w sąsiedztwie końca 5' 
i w tej samej orientacji, co jednostki transkrypcyjne przepisywane przy 
udziale polim erazyll. Funkcja sekwencji Alu w genomie nie jest do
tychczas wyjaśniona. Dalsze badania pseudogenów snRNA mogą dopro
wadzić do w yjaśnienia ich pochodzenia i roli (12).

II-9. Sekwencje snRNA

Wielkość snRNA waha się w granicach 100-300 nukleotydów (3). Cha
rakterystyczna jest obecność zmodyfikowanych nukleozydów (60, 61) 
i wysoka zawartość urydyny (8, 62, 63). W przeciw ieństwie do tRNA, 
snRNA nie w ykazują między sobą bliskiej homologii sekwencji (3). Nie
które frakcje są spolaryzowane pod względem rozmieszczenia zasad pu- 
rynowych i pirym idynow ych w cząsteczce. Stwierdzono, że 4,5S(H)RNA
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-chomika i myszy zawiera dużo reszt purynow ych w centralnej części czą
steczki (64), natom iast 4,5S(H)RNA kom órek hepatom a Novikoffa w yka
zuje obecność wielu reszt purynow ych od połowy cząsteczki do końca 5' 
i wiele reszt pirym idynow ych w drugiej połowie cząsteczki (61). snRNA 
zawierają przeciętnie 2-3 razy mniej grup m etylowych niż tRNA. Grupy 
m etylowe w ystępują częściej w pozycji 2 '-0-rybozy, niż w pierścieniach 
zasad (2, 65, 66). Frakcje K 8S(L) i 4,5S;H)RNA są nielicznymi snRNA 
nie zawierającym i zmodyfikowanych nukleozydów (61, 64). W przypadku 
5SIII(G')RNA wykazano obecność kilku zmodyfikowanych nukleozydów 
w odróżnieniu od 5Sj i 5Sn (5S rRNA), które nie ulegają modyfikacjom (3). 
Ui(D) i U3(A) RNA należą również do snRNA słabiej zmodyfikowanych 
(2, 3, 48). Jeden z ostatnio w ykrytych snRNA — U6(4,7S)RNA m igrujący 
między 5S a 4,5S(H)RNA zawiera aż 13 zmodyfikowanych nukleozydów 
i w tym  trzy  reszty pseudourydyny w ystępujące w centralnej części czą
steczki (62). Jedną z najsilniej zmodyfikowanych frakcji snRNA jest 
U2(C)RNA — zawierająca 10 m etylow anych nukleozydów i 10 reszt pseu
dourydyny. Przy czym prawie wszystkie zmodyfikowane nukleozydy 
znajdują się w jednej trzeciej cząsteczki przy końcu 5' (3, 52, 67). Bardzo 
charakterystyczną cechą snRNA jest występowanie w nich struk tu ry  
5'Cap. Głównym elem entem  s tru k tu ry  Cap w snRNA jest 2,2,7 tró jm e- 
tyloguanina bardzo rzadko w ystępująca u innych RNA. 2,2,7 trójm etylo- 
guanozyna jest połączona z następnym  nukleozydem  wiązaniem 5'-5'fos- 
foranowym. Sugerowano, że zmodyfikowane nukleozydy stanowią m iej
sca wiązania określonych białek i w tym  również polimeraz RNA (67). 
W ykazano wysoką homologię sekwencji poszczególnych snRNA pocho- 
•dzących z różnych organizmów (3, 24, 64). Ui(D)RNA mózgu szczura, 
w ątroby kurczęcia i komórek HeLa różnią się tylko 6-oma nukleotyda- 
mi (68). Dzięki zastosowaniu metod sekwencjonowania stało się możliwe 
stw ierdzenie kom plem entarności fragm entów  sekwencji niektórych snRNA 
do sekwencji występujących na granicy intron/egzon wielu pre-mRNA. 
Dotyczy to 4,5S(H) i U ^ D )  RNA. Jest to jedna z przesłanek przem aw ia
jących za hipotezą dotyczącą udziału snRNA w wycinaniu intronowych 
sekwencji z pre-m RNA (9, 64).

11-10. Struktura przestrzenna snRNA

Dotychczasowe badania s tru k tu ry  przestrzennej snRNA dotyczą 
Uia(D), U5(G') i 4,5S(H) RNA. Modele struk tu ry  przestrzennej snRNA 
powstały w oparciu o założenie m aksym alnej ilości możliwych par zasad 
w cząsteczce. Pojedynczo- i podwójnoniciowe regiony cząsteczki identy
fikowano przy użyciu takich metod jak: hydroliza przy pomocy różnych 
nukleaz — nukleazy T l, SI i nukleazy z Naja oxiana\ hybrydyzacja RNA 
do oligomerów DNA i badanie wrażliwości hybrydów  na działanie 
RNazy H; analiza in terakcji fragm entów  cząsteczki. Badania s tru k tu ry
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przestrzennej Uia(D)RNA w roztworze doprowadziły do stwierdzenia, 
że jest ona bardzo podobna niezależnie od pochodzenia z kom órek mózgu 
szczura, w ątroby kurczęcia czy komórek HeLa. W ykazano jej dużą trw a
łość w szerokim zakresie warunków  pH i siły jonowej. Duża zawartość par 
G-C jest najprawdopodobniej przyczyną wysokiej stabilności s truk tu ry  
drugorzędowej snRNA (69). Na podstawie znanej sekwencji nukleotydów 
(4) i badań konform acji ustalono 4 podstawowe modele s truk tu ry  prze
strzennej U!a(D)RNA. Za najbardziej stabilną uznano s truk tu rę  4-ech 
tzw. ,,szpilek do włosów” (I, II, III, IV) i dwóch regionów pojedynczo- 
niciowych (pierwszy przy końcu 5' — „e”, drugi — „g” w ystępujący mię
dzy „szpilkami do włosów” III i IV (Ryc. 1).

„Szpilki do włosów” III i IV przy końcu 3' m ają bardzo trw ałe regiony 
podwójnoniciowe odporne na działanie 8M mocznika i kwaśnego pH. 
Stwierdzono również, że w przeciw ieństwie do połowy cząsteczki przy

k o m ó rek  m ózgu k u rczęc ia .

Ryc. 1. Struktura przestrzenna Uia(D)RNA w roztworze
P rzed staw ion a  sek w e n c ja  n u k le o ty d ó w  od p ow iad a  U ,a(D )R N A  „ ___ « .u itz e c ia
Rozrnce w  sek w e n c ji n u k le o ty d ó w  w  s to su n k u  do U ta(D )R N A  k om órek  szczura  i k om órek  H eL a  
zazn aczono  o d p o w ied n io  O O  . sp e c y f ic z n e  m ie jsca  c ię c ia  przez o d p o w ied n ie  e n zy m y  h y d ro li-
tyczn e: - O  R N aza T l , - *  n u k lea za  SI, —□  R N aza z N a ja  o z ia n a ,  _____  fr a g m e n ty  czą steczk i
za so c jo w a n e  ze  sobą  w  w a r u n k a ch  n ied en a tu r u ją cy ch . Z azn aczon o  fr a g m e n ty  czą steczk i h y b ry -  
d yzu jące  z o lig o m era m i D N A  — (dGp)6 (69).
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końcu 5', połowa cząsteczki przy końcu 3' ma bardzo zw artą strukturę 
stabilizowaną przez oddziaływania trzeciorzędowe. Jest to skuteczna 
ochrona przed działaniem nukleaz. Zwartość stru k tu ry  przestrzennej 
przy końcu 3' cząsteczki Uia(D)RNA jest powodem obniżonej wydajności 
znakowania końca 3' w porównaniu z wydajnością znakowania końca 3' 
5S i tRNA. Koniec 5' cząsteczki nie m a stru k tu ry  podwójnoniciowej na 
przestrzeni pierwszych kilkunastu  nukleotydów  (e) (Ryc. 1). Jego dostęp
ność umożliwia hybrydyzację z innym i RNA. Jeśli wziąć pod uwagę 
sekwencje często w ystępujące na granicy intron/egzon w różnych pre- 
mRNA (U-G, G-A), to odcinki Uja(D) RNA kom plem entarne do tych

^  0
Ryc. 2. S tru k tu ra  drugorzędow a UsA(5SIII)RNA w  roztw orze
P rzed sta w io n a  sek w e n c ja  n u k le o ty d ó w  od p o w ia d a  U 5A (5SIII)R N A  m ózgu  k u rcz ęc ia . Z azn aczono  
r ó żn ice  w  s e k w e n c ji n u k le o ty d ó w  w  s to su n k u  do in n y ch  ro d za jó w  U 5(5SIII)R N A , oraz s p e c y 
fic z n e  m ie jsca  c ię c ia  przez o d p o w ied n ie  e n z y m y  h y d ro lity c zn e: —O R N aza  T l,  —I  n u k lea za  SI, 
—□  R N aza z N a ja  o x ia n a  (46).
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granicznych sekwencji mieszczą się między 8 a 11 nukleotydem  (A-C- 
C-Up). Z wykonanych badań s truk tu ry  Uia(D)RNA w roztworze wynika, 
że segm ent 8-11 znajduje się w centrum  jednoniciowego odcinka cząstecz
ki (e) przy końcu 5' dostępnego na działania enzymów. Jeżeli naw et kon
form acja U!a(D)RNA jest inna in vivo  i odpowiada innem u z 4-ech mo
deli, to segm ent 8-11 pozostaje zawsze jednoniciowy i dostępny (69).

Na podstawie wyników uzyskanych dzięki zastosowaniu wyżej wspo
m nianych metod, zaproponowano model s tru k tu ry  przestrzennej U5(G') 
RNA. Ma on s truk tu rę  dwóch „szpilek do włosów” I i II przedzielonych 
jednoniciowym  fragm entem  (d) (Ryc. 2).

Mimo różnic w składzie nukleotydowym  wykazano istotne podobień
stw a s tru k tu ry  przestrzennej U5(G') i Uja(D)RNA. Podobieństwa dotyczą 
w szczególności regionu 3' cząsteczki: 1) oba RNA posiadają bardzo trw a
łą s tru k tu rę  „szpilki do włosów” przy końcu 3' z bardzo podobną sek
wencją w obrębie pętli (Py-Py-Py-G ); 2) w przypadku obu RNA 3' koń
cowe „szpilki do włosów” są poprzedzone kilkunastonukleotydow ym i 
sekw encjam i jednoniciowy mi zawierającymi dużą ilość A i U; 3) istnieje 
duża homologia sekwencji w obrębie „szpilki do włosów” występującej 
przy końcu 5' cząsteczki; 4) stwierdzono oddziaływania trzeciorzędowe 
w regionach cząsteczek przy końcu 3'. W tych oddziaływaniach biorą udział 
m.in. jednoniciowe fragm enty „szpilki do włosów” w ystępującej przy 
końcu 3'. Podobieństwa w strukturze przestrzennej obu snRNA zdają się 
świadczyć o ich podobnej funkcji w komórce, np. jeśli chodzi o udział 
w wycinaniu sekwencji intronow ych z pre-mRNA. Dotychczas nie stw ier
dzono jednak kom plem entarności U 5(G')RNA wobec sekwencji granicz
nych intron/egzon w pre-mRNA (46). W ystępuje natom iast podobieństwo 
funkcji Uia(D) a 4,5S(H) RNA w wycinaniu sekwencji intronow ych z pre- 
mRNA. S truk tu ra  przestrzenna 4,5S(H)RNA składa się z trzech „szpilek 
do włosów” przedzielonych jednoniciowymi fragm entam i. Rycina 3 przed
staw ia w stępny model s truk tu ry  przestrzennej 4,5S(H)RNA. Sekwencje 
bezpośrednio zaangażowane w tym  oddziaływaniu znajdują się w środko-

G G
J C A G
G G G G C A

G • C G C C G
U • A A A G • C
G • C A G G • C

\ G A A • U
U o G U o G G
G • C C • G C • G
G • C G • G U o G
C • G U • A U o G
C • G U o G G • C

ppp  G o  U A G G A U • A G G G A U C A C G A t U A C A C A U U U U U U

Ryc. 3. Prawdopodobna s tru k tu ra  drugorzędowa 4.5S(H)RNA kom órek nerk i myszy 
i chom ika (64)
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wej części cząsteczki bogatej w puryny, oraz w „szpilce do włosów” są
siadującej z końcem 3' cząsteczki (64).

Ze względu na to, że niektóre snRNA są najprawdopodobniej zaanga
żowane w w ycinaniu sekwencji intronowych z pre-mRNA i łączeniu od
powiednich egzonów, bliższe zbadanie struk tu ry  przestrzennej tych  
snRNA powinno przyczynić się w znaczny sposób do wyjaśnienia m echa
nizmu dojrzewania mRNA.

III. Rola snRNA

Pomimo bardzo wnikliwej analizy biochemicznej snRNA, ich rola w 
komórce jest dotąd mało poznana. Wiele doniesień literaturow ych prze
mawia za ich udziałem  w regulacji ekspresji genu. Ekspresja genu jest 
skomplikowanym  procesem biochemicznym, podlegającym złożonej re 
gulacji począwszy od poziomu transkrypcji a skończywszy na translacji. 
Rola snRNA jako aktyw atorów transkrypcji została zasugerowana po raz 
pierwszy przez B r i t t e n a  i D a v i d s o n a  w modelu regulacji eks
presji genu u Eukaryota  (70). O bliskim związku snRNA z procesem 
transkrypcji świadczy również bliskie powinowactwo snRNA do częścio
wo zespiralizowanej chrom atyny (profazalnej i anafazalnej). W anafazie 
i profazie transkrypcja  jest szczególnie intensywna. Na tej podstawie po
w stała koncepcja o współudziale snRNA i niehistonowych białek chrom a
tyny  (NHP) w „program ow aniu” pomitotycznych chromosomów (22). W y
sunięto alternatyw ną koncepcję, według której powinowactwo snRNA do 
częściowo zespiralizowanej chrom atyny jest odzwierciedleniem ich roli 
w spiralizacji chromosomów, analogicznie do pewnych RNA w Prokaryo- 
ta (71, 72).

Bardziej szczegółowe badania oddziaływań snRNA z chrom atyną prze
prowadzone w układzie homologicznym in vitro potw ierdziły rolę 4,5S(H) 
i 5SIII(G')RNA jako aktywatorów transkrypcji (73, 74). Istnieje przy
puszczenie, że funkcja 4,5S(H)RNA polega na zwiększeniu liczby inicju
jących kompleksów w chromatynie (75), a 5SIII(G')RNA na elongacji 
transkryp tu  przez odsłanianie kolejnych sekwencji genu. Zaobserwowano 
bliskie oddziaływanie 5SIII(G')RNA z białkami histonowym i i niehisto- 
nowymi chrom atyny (63, 76).

Sugerowano również, że udział snRNA w transkrypcji polega na spe
cyficznym wiązaniu polimeraz RNA poprzez modyfikowane nukleozydy 
(67). Tym niem niej nie stwierdzono wpływu snRNA na aktywność poli
meraz I i II (77, 78). Biorąc pod uwagę wysoką trwałość metaboliczną ni- 
skocząsteczkowych jądrowych RNA niektórzy badacze przypisali im rolę 
czynników stabilizujących strukturę  chrom atyny (11, 79).

Poznanie pierwszorzędowej s truk tu ry  wielu mRNA i snRNA, dzięki 
dynamicznem u rozwojowi technik sekwencjonowania kwasów nukleino
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wych, przyczyniło się w ostatnich latach do sform ułowania hipotezy uza
sadniającej udział niskocząsteczkowych jądrowych RNA w dojrzewaniu 
mRNA (9, 10, 33).

Dotychczasowe badania pośrednio przem aw iały za udziałem jedynie 
jąderkowej frakcji U3(A) w dojrzew aniu rRNA o czym świadczą nastę
pujące fakty: a) przejściowa asocjacja U3(A)RNA z pierwotnym i trans- 
kryptam i rRNA — stosunek ilościowy U3(A) : (32S-28S)rRNA wynosi 1:2 
(3), b) frakcja U3(A) jest ściśle związana z jąderkiem  tylko podczas in ten
sywnej syntezy 45S rRNA, c) U3(A)RNA jest połączony wiązaniami wo
dorowymi z (32S-28S) rRNA (11).

Kilka grup badaczy wykazało obecność pozająderkowych snRNA w 
cząstkach rybonukleoproteinow ych zaw ierających pre-mRNA (pre-mRNP) 
przypisując im początkowo rolę w stabilizacji struk tu ry  pre-m RNP 
(80, 81).

Nowsze prace wskazują, że obecność snRNA w pre-m RN P ma bar
dziej złożone znaczenie. Szereg danych świadczy obecnie o bardzo bliskim 
powiązaniu m etabolizm u niskocząsteczkowych jądrow ych RNA z infor
m acyjnym  RNA czego dowodzą następujące dane: a) antybiotyki w y
wołujące przedwczesną term inację transkrypcji pre-m RNA powodują 
również zmniejszenie ilości snRNA z charakterystyczną s truk tu rą  Cap, 
w jądrze kom órki (82), b) U2(C) i U j^ R N A  są syntetyzowane przy 
udziale polim erazy II podobnie jak pre-m RNA (39, 40), c) snRNA połą
czone są z pre-m RNA wiązaniami wodorowymi (36) — pod wpływem 
wysokiego stężenia NaCl około 50% U2(C) i U j^ R N A  jest uwalniane 
z pre-m RNP, w postaci snRNP, a około 40%) pozostaje związane z czy
stym  pre-mRNA, d) na jedną cząsteczkę pre-m RNA przypada mniej niż 
jedna cząsteczka snRNA (83), e) fragm enty sekwencji niektórych snRNA 
są kom plem entarne do sekwencji na granicy intron/egzon wielu pre- 
mRNA (9, 33, 64, 84).

Powyższe dane świadczą za hipotezą M urray’a i Holliday’a dotyczącą 
udziału snRNA w wycinaniu intronow ych sekwencji z pre-mRNA. Hipo
teza zakłada, że niektóre snRNA hybrydyzują z pre-mRNA dzięki ich 
kom plem entarności wobec sekwencji na granicy intron/egzon w pierw ot
nych transkryptach mRNA. Dzięki tem u stru k tu ra  przestrzenna pre-mRNA 
ulega ścisłej modyfikacji, w arunkującej precyzyjne wycięcie intronu 
przez odpowiedni układ enzymów wycinających i łączących poszczególne 
egzony w nieprzerw aną nić mRNA (splicing enzymes) (10). Autorzy przyj
m ują trzy  możliwości hybrydyzacji snRNA z pre-m RNA (Ryc. 4):

— hybrydyzacja cząsteczki snRNA z granicznym i sekwencjami egzo- 
nu pre-mRNA,

— hybrydyzacja snRNA z granicznym i sekwencjam i intronu i egzonu 
pre-mRNA,

— hybrydyzacja snRNA z granicznym i sekwencjami intronu pre- 
mRNA.
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hnRNA Ekson Intron Ekson Spl icer RNA

Ryc. 4. Trzy możliwe sposoby w iązania cząsteczki snRNA wspom agającej w ycinanie 
intronów  („splicer R N A ”) z sekwencjam i hnRNA występującym i na  granicy in tron / 
egzon; a) hybrydyzacja z sekwencjam i egzonu, b) hybrydyzacja z sekw encjam i 
egzonu i intronu, c) hybrydyzacja z sekwencjam i intronu. Miejsca wycięcia in tronu  
i połączenia egzonów zaznaczono krótkim i strzałkam i (10).

W szystkie trzy  przedstawione modele zapewniają precyzyjne wycięcie 
intronów i połączenie odpowiednich egzonów (10).

Jak  już wyżej wspomniano, L e r n e r  stw ierdził występowanie 
snRNA w pre-m RN P w postaci specyficznych kompleksów rybonukleo- 
proteinowych (snRNP 10S). Każdy kompleks zawiera jedną cząsteczkę 
snRNA i 7 zawsze tych samych peptydów (12 000-35 000 D) (33). L e r 
n e r  zasugerował, że snRNP jako całość mogłyby stanowić enzymy od
powiedzialne za dojrzewanie mRNA (9). Znane są przykłady enzymów 
składających się z części białkowej i z kwasu rybonukleinowego jak  np. 
RNaza P  w jE. coli (85). P recyzyjne wycięcie sekwencji intronow ych wy
maga wysokiej konserw atywności s tru k tu r  biorących udział w tym  pro
cesie. Stwierdzono, że 3 surowice wyizolowane z krw i chorych na LE 
precypitują snRNP pochodzące z gatunków  bardzo oddalonych ewolu
cyjnie. Przy pomocy trzech wyżej wym ienionych surowic precypitowano 
snRNP pochodzące zarówno z kom órek ssaków jak  i owadów. Świadczy to
0 wysokiej konserw atywności snRNP (33).

Badania sekwencyjne w ykazały wysoką konserwatywność odcinków 
sekwencji U ^ D )  i 4,5S(H)RNA hybrydy żujących z pre-mRNA, jak
1 sekwencji w ystępujących na granicy intron/egzon w pre-mRNA (9, 64). 
Frakcja U ^ D )  w ystępuje w dużej ilości w kom órkach o szczególnie 
aktyw nym  metaboliźmie, w których procesy dojrzewania mRNA są in ten
sywne (9). Za hipotezą M urray’a i Holliday’a przem awia również fakt, że 
dwie z surowic izolowanych z krw i chorych na LE ham ują proces dojrze
wania mRNA w układzie in vitro o 45-80% (86). Badania struk tu ry  prze
strzennej Uja(D)RNA wykazały, że fragm ent cząsteczki kom plem entarny 
wobec sekwencji występującej na granicy intron/egzon w pre-mRNA 
pozostaje zawsze dostępny i jednoniciowy w szerokim zakresie pH i siły
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jonowej w przypadku wszystkich dotychczas skonstruow anych modeli 
s tru k tu ry  przestrzennej Uia(D)RNA (69).

Według M urray’a i Holliday’a specyficzność wycięcia sekw encji in- 
tronow ych może być zapewniona przez odpowiedni snRNA, natom iast 
ten  sam układ enzym atyczny (endonukleaza+ligaza RNA) zaangażowany 
w tym  procesie niezależnie od rodzaju pre-m RNA byłby ten  sam. Jeżeli 
tak  jest w istocie to snRNA, a przynajm niej Uia(D) i 4,5S(H)RNA, były
by czynnikami regulacji ekspresji genu na poziomie dojrzewania mRNA 
w arunkując tym  samym transport mRNA do cytoplazmy i translację, 
jako że mRNA przechodzi do cytoplazmy tylko w form ie pozbawionej 
sekwencji intronowych.

Mimo, że hipoteza M urray’a i Holliday’a jest prawdopodobna i popar
ta  danym i doświadczalnymi, mechanizm regulacji dojrzewania mRNA 
przez specyficzne snRNA nie wydaje się być wystarczający. Sekwencje 
snRNA i pre-mRNA wielu mRNA zaangażowane w wycinaniu intronów 
są bardzo podobne. Stwierdzono również, że wiele poznanych mRNA za
wiera kilka sekwencji intronowych. Istnieje zatem  pytanie, jaki m echa
nizm decyduje o wyborze właściwej sekwencji intron/egzon przez okreś
lony snRNA. Powyższy problem  stał się jeszcze bardziej skomplikowany 
kiedy wykazano, że jeśli chodzi o wycinanie intronów, ten  sam pierw ot
ny transk ryp t może podlegać różnej obróbce dając w rezultacie różne 
białka. Stąd, dany fragm ent pre-mRNA w jednym  przypadku jest usu
wany z pierwotnego transk ryp tu  jako intron, w innym  jest zachowywany 
jako sekwencja kodująca. Klasycznym przykładem  takiego zjawiska jest 
synteza imm unoglobulin oraz antygenów nowotworowych T i t  w irusa 
SV40.

Stąd, konieczne są dalsze badania by wyjaśnić w jaki sposób hybry 
dyzacja określonego snRNA z odpowiednią sekwencją pre-m RNA jest 
kontrolowana przez komórkę.

IV. Uwagi końcowe

Jeśli spojrzeć z perspektyw y kilku lat na to czego dokonano w dzie
dzinie niskocząsteczkowych jądrow ych RNA, staje się jasne, że wiedza 
na ten  tem at została poszerzona w istotny sposób. Własności snRNA są 
coraz lepiej poznane włącznie z rozszyfrowaniem  sekwencji niektórych 
z nich. Tym niem niej wyjaśnienie w jaki sposób metabolizm smRNA jest 
powiązany z metabolizmem całej kom órki pozostaje w sferze hipotez 
m niej lub bardziej popartych danym i doświadczalnymi.

O istotnej roli snRNA w metabolizmie kom órki świadczy wysoka kon- 
serwatywność cząsteczek obserwowana w rozwoju filogenetycznym  od 
owadów do ssaków włącznie.

Pytaniem  pozostającym  dotychczas bez jednoznacznej odpowiedzi jest
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to, czy wspólne cechy które łączą tę  grupę RNA determ inują ich podobną 
funkcję w komórce, czy też funkcja ta jest zróżnicowana w zależności od 
typu snRNA.

W m iarę postępowania badań obserw uje się pewną zasadniczą zmianę 
w poglądach o ich roli w komórce. Jeszcze przed kilku laty, zważywszy 
wysoką trw ałość metaboliczną snRNA, dominował pogląd, że są one 
stabilizatoram i s tru k tu r subkomórkowych, takich jak chrom atyna i in- 
formosomy. Obecnie, dzięki nowym  danym  dużą popularnością cieszy się 
opinia o ich istotnej roli w regulacji ekspresji genu na poziomie tran s
krypcji i dojrzewania RNA. Istotnym  krokiem  naprzód w badaniach na 
powyższy tem at było wyizolowanie przez Lernera i wsp. przeciwciał skie
rowanych przeciwko cząstkom rybonukleoproteinow ym  zawierającym  
snRNA (snRNP). Umożliwia to przeprowadzenie wielu niezbędnych testów  
w układzie in vitro bez k tórych bardziej precyzyjne badania np. oddziały
wań snRNA — pre-mRNA byłyby niezwykle utrudnione.

Należy się spodziewać, że żywe zainteresowanie niskocząsteczkowymi 
jądrowym i RNA spowoduje znaczne przyspieszenie badań co z pewnością 
zaowocuje nowymi ciekawymi inform acjam i o ich funkcji w komórce.
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I. Wstęp

Od czasu wyjaśnienia m olekularnych podstaw działania kodu gene
tycznego, w czym niem ałą rolę odegrały fragm enty kwasów nukleino
wych otrzym anych na drodze chemicznej syntezy (1), notuje się ciągły 
wzrost udziału tej syntezy przy rozwiązywaniu różnych problemów 
współczesnej biologii (2). Niemniej jednak dopiero na początku lat sie
demdziesiątych, z chwilą wprowadzenia do biologii m olekularnej nowych 
technik eksperym entalnych określanych łączną nazwą inżynierii gene
tycznej, nastąpił gwałtowny wzrost zapotrzebowania na syntetyczne 
fragm enty kwasów nukleinowych, a zwłaszcza na fragm enty DNA (3).

Stosowanie w badaniach biologicznych syntetycznych oligodezoksy- 
rybonukleotydów, zamiast fragm entów  uzyskiwanych ze źródeł na tu 
ralnych, daje wiele korzyści. Syntetyczne fragm enty DNA można otrzy
mywać jednorazowo w dużych ilościach, w stanie wysoce hom ogennym  
i bez zanieczyszczeń innym i związkami biologicznie czynnymi pochodze
nia naturalnego, które m ogłyby wpływać na wyniki doświadczeń. Jednak 
najw iększą korzyścią w ynikającą ze stosowania syntetycznych fragm en
tów, jest możliwość precyzyjnego dobierania oligodezoksyrybonukleoty- 
dów o różnej sekwencji nukleotydów, różnej długości łańcucha, z wpro
wadzonymi modyfikowanymi zasadami itp., w zależności od potrzeb, co 
w konsekwencji pozwala na przeprowadzanie bardziej precyzyjnych eks
perym entów , naw et takich, których nie można by wykonać używając 
tylko fragm entów kwasów nukleinowych dostępnych ze źródeł n a tu 
ralnych.

II. Synteza fragmentów DNA

Synteza dwuniciowych fragm entów  DNA przebiega w trzech e ta
pach (4):
— chemiczna synteza krótkich, jednoniciowych fragm entów DNA (12-16 

nukleotydowych)
— enzym atyczna fosforylacja grupy hydroksylowej na końcu 5' oligo- 

nukleotydu za pomocą kinazy polinukleotydowej (E.C. 2.7.1.7.8)
— enzymatyczne łączenie dwóch fragm entów DNA w obecności kom ple

m entarnej nici DNA za pomocą DNA-ligazy (E.C. 6.5.1.1.)
W tak  otrzym anych fragm entach DNA ponad 90% wszystkich wiązań 
m iędzynukleotydowych obecnych w końcowym produkcie jest w ytw arza
nych na drodze chemicznej. Odzwierciedla to dość dobrze udział pracy 
typowo chemicznej w ogólnej syntezie DNA.

Chemiczna synteza krótkich fragm entów  DNA polega na w ytw arza
niu wiązań m iędzynukleotydowych (3'-5') między kolejnym i nukleotyda- 
mi drogą aktyw acji grupy 3'-fosforanowej jednego nukleotydu i konden
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sacji z grupą 5'-hydroksylową następnego, o odpowiednio zablokowanej 
grupie 3'. Po każdej kondensacji oligomer wyodrębnia się, oczyszcza od 
substratów  i produktów  ubocznych i poddaje następnym  kondensacjom,, 
aż do uzyskania oligomeru o pożądanej długości łańcucha. W toku takiej 
wieloetapowej syntezy wiązania m iędzynukleotydowe mogą występować 
w formie fosforodwuestrów (metoda dwuestrowa), (4), lub fosforotrój- 
estrów  (metoda trójestrow a) (5).

a) o  o
ii , * ,

RO— P — OH + R O H — ►  RO P —  OR

° e  °®

b) 0  O
II II

RO— P —  OH + R O H -----►  RO —  P —  OR
1 I
ox ox

Ryc. 1. M etoda dw uestrow a (a) i tró jestrow a (b) syntezy oligonukleotydów (X — g ru 
pa ochronna, R — R ' — reszty nukleozydowe)

Mimo, że obie m etody są jeszcze stosowane, bardziej obiecującą (i roz
w ijającą się bardziej dynamicznie) jest metoda trójestrow a, k tóra pozwala 
na zastąpienie długotrw ałych rozdziałów mieszanin poreakcyjnych na 
wymieniaczach jonowych szybką i efektyw ną chrom atografią na żelu 
krzemionkowym.

W ostatnich latach czas syntezy oligonukleotydów metodą trój estrową 
uległ poważnemu skróceniu, dzięki w prowadzeniu do syntezy bardzo re 
aktyw nych czynników kondensujących typu arylosulfonylotetrazoli (6). 
Czas w ytw arzania wiązania międzynukleotydowego zmniejszył się z k il
ku dni do kilkunastu m inut.

Połączenie efektyw nych metod w ytw arzania wiązań m i^dzynukleoty- 
dowych (7) z innym i udoskonaleniami, jak np. nowymi sposobami usuwa
nia grup ochronnych (7, 8) i nowymi technikam i rozdzielczymi (9) spo
wodowało, że pracę k tóra na przełomie lat sześćdziesiątych i siedemdzie
siątych wym agała dużego wysiłku dw udziestu kilku pracowników w ciągu 
5 lat obecnie może wykonać jeden pracow nik w czasie 3-4 miesięcy.

Bardziej szczegółowe inform acje na tem at chemicznej syntezy oligo
nukleotydów można znaleźć w artykułach  przeglądowych poświęconych 
tym  zagadnieniom (10, 11).

Mimo tak  znacznego postępu chemiczna synteza dużych fragm entów  
DNA (np. genów strukturalnych) jest ciągle zadaniem bardzo pracochłon
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nym  *). Prawdopodobnie metod chemicznych nie da się zastąpić analogicz
ną syntezą enzymatyczną, jednak istnieją możliwości stosowania w tych 
badaniach odpowiednich enzymów polimeryzujących, np. polim erazy DNA 
(E.C. 2.7.7.7.7) lub tzw. odwrotnej transkryptazy, które w ykorzystują nić 
DNA jako m atrycę w syntezie nici kom plementarnej (13-15). Pozwala to 
na zredukowanie prawie o połowę syntezy chemicznej, gdyż drugą nić 
kom plem entarną z syntetyczną, można otrzymać używając krótkiego syn
tetycznego s tartera  oraz czterech podstawowych dezoksyrybonukleozy- 
do-5'-trójfosforanów , w obecności jednego z wyżej wspomnianych enzy
mów. Koniecznym przy takim  podejściu, jest otrzym ywanie długich, jed- 
noniciowych fragm entów  DNA na drodze syntezy chemicznej lub che- 
m iczno-enzymatycznej. Ten problem wymaga jeszcze pozytywnego roz
wiązania doświadczalnego. Duże nadzieje wiąże się obecnie z możliwościa
mi stosowania RNA-ligazy (E.C. 2.7.7.6) (16), która, jak stwierdzono w do
św iadczeniach z syntetycznym i oligodezoksyrybonukleotydami, może łą
czyć jednoniciowe fragm enty DNA bez dodania do mieszaniny inkubacyj- 
nej kom plem entarnej nici DNA (16). Jednakże zadawalające rezultaty  
udało się dotychczas uzyskać tylko przy łączeniu krótkich oligodezoksy- 
rybonukleotydów (Ti2-i8) (17).

Należy w tym  miejscu wspomnieć o jeszcze jednym  użytecznym  enzy- 
mie, mianowicie o fosforylazie polinukleotydowej (E.C. 2.7.7.8), która po
zwala na stopniowe przyłączanie dezoksyrybonukleotydów do 3' końca 
sta rte ra  (minimum trójnukleotydu) (18). Jest to podejście racjonalne, 
jeśli celem doświadczenia jest otrzymanie z jednego syntetycznego frag
m entu  wielu pochodnych, różniących się jednym  lub dwoma nukleoty- 
dam i przy końcu 3'. Otrzymywanie tą metodą dłuższych łańcuchów, 
aczkolwiek możliwe (19, 20), nie wydaje się być specjalnie korzystne z po
wodu niskich wydajności i pracochłonności syntezy.

I wreszcie ostatnia uwaga dotycząca wykorzystania syntetycznych 
oligonukleotydów w eksperym entach biologicznych. Ze względu na bar
dzo precyzyjny charakter niektórych tego rodzaju eksperym entów należy 
pamiętać, że syntetyczne fragm enty stosowane w badaniach biologicz
nych muszą być bardzo starannie oczyszczone, najlepiej za pomocą efek
tyw nych metod jonowymiennych (21). Wskazane jest również dodatkowe 
sprawdzanie homogenności oligonukleotydów po reakcji znakowania koń
ców 5' y-32P-A TP przez kinazę polinukleotydową. Na etapie tym  może bo
wiem  zachodzić degradacja oligonukleotydu na skutek możliwości w y
stąpienia aktywności endonukleazowej, nawet w tzw. preparatach „kinazy 
wolnej od nukleaz” (22).

*) W związku ze znacznym postępem w syntezie oligonukleotydów na podłożu 
polim erowym, pojaw iła się ostatnio możliwość mechanizacji całej syntezy (12). Obec
nie dostępne są już w  handlu aparaty  do syntezy oligonukleotydów firm  Vega Bio- 
•chemicals i Bio Logical. Ta ostatnia firm a przyjm uje także zlecenia na syntezę 
oligodezoksyrybonukleotydów o długości do 20 jednostek nukleotydowych.
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III. Zastosowanie jednoniciowych syntetycznych fragmentów DNA

Zastosowanie jednoniciowych fragm entów  DNA w badaniach biolo
gicznych opiera się na ich zdolności do rozpoznawania kom plem entar
nych sekwencji w DNA lub w RNA i tw orzeniu z nimi podwójnej helisy. 
W ykazano (23, 24), że trw ałe i specyficzne s tru k tu ry  dwuniciowe można 
otrzym ywać już z tak  krótkim i fragm entam i jak  heksanukleotydy. Za
obserwowano także, że oligodezoksyrybonukleotydy oddziaływują bar
dziej specyficzne z DNA niż z RNA (25). Różnica ta  wynika praw dopodob
nie z większej stabilności niewłaściwie dopasowanych par typu guanozy- 
na-tym idyna niż dezoksyguanozyna-tym idyna (25).

III-l. Wykrywanie określonych sekwencji w DNA i w RNA

Podstawowym i etapam i na drodze do poznania mechanizmów eks
presji genów, procesów ich regulacji, ewolucji itp., jest zlokalizowanie, 
a następnie wyizolowanie i poznanie s truk tu ry  danego fragm entu  DNA. 
Ponieważ możliwość w ykrycia i identyfikacji określonego fragm entu  DNA 
ma podstawowe znaczenie w tego typu  badaniach, ostatnie lata przyniosły 
intensyw ne poszukiwania metod pozwalających na szybką i dokładną 
lokalizację poszukiwanych sekwencji nukleotydów.

Do w ykryw ania określonych sekwencji DNA (26, 27) lub RNA (28, 29) 
w izolowanych preparatach kwasów nukleinowych, lub też do stw ierdze
nia obecności określonych genów lub określonych sekwencji w klonach 
baktery jnych  (26, 27) bardzo użytecznym i okazały się syntetyczne oligo
dezoksyrybonukleotydy o długości 10-20 nukleotydów, które można sto
sować jako tzw. sondy hybrydyzacyjne (26).

Aby oligonukleotyd mógł spełniać rolę sondy hybrydyzacyjnej pod
daje się go znakowaniu radioaktyw nym  izotopem fosforu [82P], co po
zwala na prostą, fotograficzną detekcję miejsca wiązania sondy z bada
nym  DNA lub RNA. Do zwiększenia efektywności hybrydyzacji badany 
DNA zwykle wiąże się z azotanem  celulozy (30, 31) (wiązanie niekow alen- 
cyjne) lub z DBM-celulozą (RNA lub DNA, wiązanie kowalencyjne) (32).

W arunki hybrydyzacji muszą być bardzo precyzyjnie dobierane (26) 
aby osiągnąć wysoką czułość w ykryw ania określonej sekwencji, przy 
jednoczesnym zachowaniu specyficzności oddziaływań. Kluczową rolę od
grywa tem peratu ra  hybrydyzacji. Prowadzi się ją przeważnie w tem pe
raturze o 15-20°C niższej od tem peratu ry  topnienia danej s tru k tu ry  dw u- 
niciowej (dupleksu). Zbyt niska tem peratu ra  powoduje obniżenie specy
ficzności sondy (asocjacja z sekwencjam i DNA lub RNA zbliżonymi do 
kom plem entarnej), natom iast zbyt wysoka tem peratura  podwyższa spe
cyficzność hybrydyzacji lecz znacznie obniża jej efektywność.

Specyficzność danego oligonukleotydu jako sondy hybrydyzacyjnej 
zależy od jego długości oraz ilości i miejsca występowania niesparow a-
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nych zasad między sondą a badaną sekwencją. Możliwość występowania 
niesparowanych zasad w obrębie sekwencji do której sonda powinna być 
w pełni kom plem entarna bierze się stąd, że do niedawna większość infor
macji o sekwencjach DNA i RNA pochodziła z rozszyfrowanych sekwencji 
białek. Na skutek degeneracji kodu genetycznego trzeba się liczyć z fak
tem, że sekwencja wydedukowana może nie być identyczną z natu ralną 
sekwencją DNA lub RNA. Aby ograniczyć do m inimum  skutki degene
racji kodu genetycznego wskazane jest stosowanie sond kom plem entar
nych z DNA w obszarze kodującym  głównie aminokwasy o pojedynczych 
kodonach (Met, Trp) lub aminokwasy o najm niej licznych kodonach (Asp, 
Asn, Cys, His, Phe, Tyr, Glu, Gin, Lys). W tym  ostatnim  przypadku, m a
jąc do wyboru pomiędzy dA i dG lub T i dC, należy w ybierać odpowiednio 
dG i T, co będzie prowadziło do powstawania prawidłowej pary  zasad, 
lub niedopasowanej, aczkolwiek względnie stabilnej, pary dG:T (25, 33).

Ciekawe badania nad wpływem rodzaju i miejsca występowania nie
sparow anych zasad na stabilność tworzących się dwuniciowych s tru k tu r 
(co ma bezpośredni związek z czułością i specyficznością sond hybrydy- 
zacyjnych) zostały przeprowadzone przez W u i wsp. (26). Używając 
syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydów kom plem entarnych z opera
torem  laktozowym do hybrydyzacji z różnym i m utantam i tego operatora 
wykazano, że przy dłuższych sondach hybrydyzacyjnych (pentadekanu- 
kleotydy) w pierwszej kolejności na stabilność dwuniciowej s tru k tu ry  ma 
wpływ rodzaj niesparowanych zasad. Stwierdzono, że występowanie na
przeciw siebie zasad purynow ych działa bardziej destabilizująco na taką 
struk turę , niż obecność pirym idyn lub niedopasowanych par typu  pury- 
na-pirym idyna. Przy krótszych sondach (dodekanukleotydy) większy 
wpływ na stabilność dwuniciowych s tru k tu r ma pozycja występowania 
niedopasowania. Niesparowane zasady działają destabilizująco na sąsied
nie, prawidłowo sparowane układy zasad, przez co zmniejsza się efek
tyw na wielkość (ilość całkowicie sparow anych zasad) sondy hybrydyza- 
cyjnej. Jest rzeczą zrozumiałą, że destabilizujące działanie niesparow a
nych zasad będzie miało szczególnie duże znaczenie w przypadku k ró t
kich sond hybrydyzacyjnych, gdy niesparowane zasady będą w ystępo
wały w środkowej części sondy. Obserwowano także duży wpływ tem 
pera tu ry  na specyficzność hybrydyzacji. Na przykład, dodekanukleotyd 
całkowicie kom plem entarny z operatorem  laktozowym, w tem peraturze 
30°C hybrydyzow ał tak  samo efektyw nie z operatorem  szczepu dzikiego 
(całkowita komplementarność) jak z m utantem  różniącym się jedną parą 
zasad, natom iast w tem peraturze 37°C sonda ta  hybrydyzow ała wyłącz
nie z operatorem  szczepu dzikiego (26).

Przykładam i praktycznego zastosowania syntetycznych sond hyb ry 
dyzacyjnych może być wykrycie wielu specyficznych sekwencji w DNA
i w RNA, np. genu cytochromu C drożdży (27, 34), mRNA insulin I i II 
szczura (35), gastrynowego mRNA świni (28, 29) i innych (patrz niżej).
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Mimo, że krótkie syntetyczne sondy hybrydyzacyjne pozwalają zawsze 
znaleźć poszukiwaną sekwencję, nie zawsze sondy te są tak specyficzne 
jak można by tego oczekiwać. Na przykład, jest bardzo mało praw do
podobne, aby specyficzna sekwencja 12-to nukleotydowa występowała 
więcej niż jeden raz w genomie drożdży (2X107 par zasad), jednakże z ba
dań nad genem cytochrom u C drożdży wynika (27, 34), że oligomery o 13
i 15 nukleotydach użyte jako sondy hybrydyzacyjne asocjują odpowiednio 
z siedmioma (27) i dwoma (34) fragm entam i genomu. Świadczy to o od
działywaniu sond nie tylko z pożądaną sekwencją nukleotydów, ale także 
z sekwencjami zbliżonymi. Podobna analiza bardziej złożonego m ateriału  
genetycznego, np. ssaków (wielkość unikalnej sekwencji DNA wzrasta 
do około 16 nukleotydów) narzuca konieczność stosowania dłuższych sond 
hybrydyzacyjnych (ok. 20 nukleotydów). Przy tak  długich sondach mogą 
wystąpić trudności z takim  wydedukowaniem  odpowiedniej sekwencji 
sondy z sekwencji aminokwasów, która mogłaby zapewnić możliwie m a
łą liczbę niesparowanych zasad między sondą a badanym  DNA (RNA). 
Rozwiązaniem tych trudności, w przypadku poszukiwania określonych 
sekwencji nukleotydowych w tzw. „banku genów”, może być użycie 
dwóch krótszych sond hybrydyzacyjnych, dla których prawidłową sek
wencję jest łatwiej dobrać i w ybranie tych klonów z którym i hybrydy- 
zują obie sondy. Jeszcze innym  rozwiązaniem może być poszukiwanie no
wych wektorów klonujących (36) typu bakteriofagów używanych do spo
rządzania banku genów. W ektory, które dają większą liczbę fagów w ły- 
sinkach niż np. powszechnie stosowany fag A, powodują wzrost efektyw 
ności hybrydyzacji *}, co umożliwia stosowanie krótkich sond hybrydy
zacyjnych.

III-2. Specyficzne startery enzymów polimeryzujących kwasy nukleinowe

Syntetyczne oligonukleotydy zhybrydyzowane z DNA lub z RNA mo
gą służyć nie tylko jako sondy wskazujące na obecność określonych sek
wencji nukleotydów w badanym  kwasie nukleinowym , ale także jako 
specyficzne startery  (primery) dla takich enzymów polim eryzujących jak 
polimeraza DNA lub odw rotna transkryptaza (rewertaza).

Specyficzne sta rte ry  znalazły szerokie zastosowanie w biologii mole
kularnej, szczególnie w syntezie dłuższych fragm entów DNA lub cDNA. 
Synteza ta  jest punktem  wyjścia w poznaniu sekwencji badanego DNA 
(RNA) (33, 37, 38), do klonowania określonych sekwencji DNA otrzym a
nych z mRNA (35, 39), lub w ykryw ania kom plem entarnych sekwencji 
z dużo większą czułością niż pozwalają na to krótkie sondy hybrydyza
cyjne (29, 35).

*) Na przykład, fag M13 (36) w ytw arza łysinki zaw ierające do 109 cząsteczek 
faga, przez co hybrydyzacja (plaque hybridization) jest około 100 krotnie w ydaj
niejsza niż w przypadku użycia faga X.
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Do oznaczenia sekwencji nukleotydów nieznanego DNA wym agany 
jest specyficzny s ta rte r  na każde 200-250 nukleotydów badanej cząstecz
ki (40). Rodzaj s tartera  (jego sekwencję) dobiera się na podstawie znanej 
sekwencji aminokwasów białka, które dany fragm ent koduje (33, 37, 41), 
lub na podstawie znanej sekwencji RNA (34, 42) lub DNA (43, 44) w po
bliżu badanego regionu. Jako fragm enty o znanej sekwencji (które speł
n iają  zarazem rolę punktów  odniesienia przy dalszym oznaczaniu sek
wencji nukleotydów) w ykorzystuje się często sekwencje rozpoznawane 
przez enzym restrykcyjny w DNA, a jako sta rte ry  — fragm enty restryk 
cyjne badanego DNA (45-47). Jest to bardzo dogodne podejście ze wzglę
du na stosunkowo łatw e Uzyskiwanie fragm entów restrykcyjnych DNA. 
Ponieważ jednak, rozpoczynając analizę sekwencji od jednego startera, 
można określić sekwencję do około 250 nukleotydów, to w przypadku 
braku dodatkowych miejsc restrykcyjnych w badanym  fragm encie czą
steczki DNA jedyną możliwością poznania dalszych sekwencji tego frag
m entu  jest użycie syntetycznego startera, kom plem entarnego z badanym  
DNA w odległości około 200 nukleotydów od miejsca restrykcyjnego.

Ustalanie sekwencji nukleotydów w DNA z użyciem starterów  bardzo 
ułatw iło stw ierdzenie możliwości prowadzenia reakcji wydłużania s ta r
tera  w obecności drugiej, kom plem entarnej nici DNA (48), co nie w y
maga, kłopotliwego niekiedy, izolowania jednej tylko nici DNA. Zwykle 
badany DNA poddaje się jedynie denaturacji term icznej i w takiej formie 
używa jako m atrycy dla startera. Postępowanie takie zastosowano z po
wodzeniem do oznaczenia sekwencji nukleotydów w genach izo-l-cyto- 
chrom u C (48) i izo-2-cytochromu C (49) drożdży.

W prowadzenie w 1977 roku przez G r o n e n b e r g a  i M e s s i n g a  
(50) jednoniciowego DNA faga M13mp2 jako w ektora klonującego stwo
rzyło jednocześnie możliwość szybkiego oznaczania sekwencji nukleoty
dów w DNA z użyciem tzw. uniwersalnego sta rte ra  (51). Jako startera  
użyto fragm entu restrykcyjnego EcoRI/AluI, kom plem entarnego do DNA 
faga w pobliżu miejsca EcoRI, które służyło do wszczepiania badanego 
fragm entu DNA. Jedyną wadą tego podejścia była zbyt duża wielkość 
s ta rte ra  (93 lub 96 nukleotydów) (51, 52), k tó ry  był przynajm niej cztery 
razy za długi niż to było potrzebne, aby oddziaływanie z m atrycow ym  
DNA faga było specyficzne. Ponieważ długość oznaczanej sekwencji DNA 
ograniczona jest przede wszystkim  zdolnością rozdzielczą metod chrom a
tograficznych i elektroforetycznych stosowanych przy ustalaniu se
kw encji nukleotydów, użycie długich starterów  autom atycznie redukuje 
wielkość oznaczanej sekwencji nieznanej. Zastosowanie w takich przy
padkach syntetycznych starterów  daje w yraźne korzyści. Na przykład, 
syntetyczny s ta rte r o długości 30 nukleotydów (53) pozwala wydłużyć 
realnie poznawaną sekwencję o około 70 nukleotydów, a nonadekanukleo- 
tyd  (54), o jeszcze dalsze 10-15 nukleotydów. W prowadzenie dodatkowych 
m odyfikacji do w ektora M13mp2 (54), a w szczególności nowych miejsc
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restrykcyjnych w pobliże miejsca EcoRI, pozwoli na wszczepianie do 
faga innych niż EcoRI fragm entów restrykcyjnych, co w konsekwencji 
umożliwi ustalanie ich sekwencji nukleotydowych, używając tylko jed 
nego syntetycznego startera.

Synteza cDNA pozwalająca na badanie i klonowanie dowolnego ge
nu, dla którego dostępny jest mRNA, stanowi inny przykład zastosowań 
syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydów jako starterów . Po raz 
pierwszy syntetyczny sta rte r zastosowano przy klonowaniu genu proin- 
suliny szczurzej (39). W ykorzystując znajomość dwóch nukleotydów po
przedzających sekwencję poli-A w mRNA proinsuliny, do otrzym ania 
cDNA użyto jako startera  oligonukleotydu dT8GC. Podobne postępowanie 
zastosowano przy otrzym ywaniu cDNA insuliny I i II szczura (35), stosu
jąc jednocześnie otrzym any cDNA jako czułą sondę hybrydyzacyjną przy 
selekcji transform owanych bakterii metodą G r u n s t e i n a - H o g n e s -  
s a (55).

Krótkie syntetyczne oligodezoksyrybonukleotydy okazały się bardzo 
specyficznymi starteram i. Badając inicjację odwrotnej transkrypcji 
mRNA horm onu wzrostowego stwierdzono, że spośród 15 oligonukleoty- 
dów o sekwencjach dT8N (N =  A, C, G) i dT8NN' (N' =  A, G, C, T), ty l
ko dwa, a mianowicie dT8G i dT8GC, działały jako efektyw ne sta rte ry  
(56). Z powyższego wynika, że w przypadkach niemożności dokonania 
jednoznacznego wyboru sekwencji nukleotydowej s tartera  (np. gdy se
kwencja nukleotydowa mRNA została wydedukowana z sekwencji amino
kwasów odpowiedniego fragm entu białka) zamiast jednego startera  moż
na używać mieszaninę oligodezoksyrybonukleotydów o sekwencjach od
powiadających wszystkim kombinacjom w ynikającym  z kodu genetycz
nego. Takie podejście z powodzeniem zastosowano przy syntezie cDNA 
interferonu ludzkiego (57), używając 24 syntetycznych dodekanukleoty- 
dów *\ Dalszymi przykładam i zastosowań syntetycznych starterów  są np. 
inny sposób syntezy cDNA interferonu ludzkiego (58) **\ synteza cDNA 
owoalbuminy (59) i inne (60, 61).

Synteza cDNA jest stosunkowo prosta, gdy m atrycow ym  kwasem nu
kleinowym jest np. mRNA różnych globin wchodzących w skład hemo

*) W szystkie te oligonukleotydy podzielono na 6 grup, po 4 oligom ery w każdej. 
Oligonukleotydy będące w jednej grupie otrzym yw ane były w jednym  cyklu syn
tetycznym i używane jako startery  w form ie mieszanin. Powyższe 6 grup oligo- 
nukleotydów otrzym ano przez kondensację dwóch grup heksanukleotydów (zawie
rających po dwa heksam ery różniące się sekwencjam i nukleotydów przy końcach 5') 
z trzema grupam i heksanukleotydów (zawierających po dwa heksam ery różniące 
się sekwencjami nukleotydów przy końcach 3').

**) W tym przypadku, w odróżnieniu od (57), oznaczono najp ierw  fragm ent se
kw encji nukleotydowej mRNA interferonu z jego końca 5' korzystając z dwóch 
syntetycznych starterów . Na podstawie tak poznanej sekwencji fragm entu  mRNA 
syntetyzowano starter, który posłużył do syntezy całego cDNA interferonu ludz
kiego.
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globiny, mRNA owoalbuminy, lekkiego łańcucha immunoglobiny lub im 
podobne mRNA, które są główną frakcją mRNA znajdującą się w wy
tw arzającej te białka komórce, a więc ich wydzielanie i oczyszczanie nie 
przedstawia większych trudności. W większości jednak przypadków po
szukiwany mRNA stanowi jedynie ułam ek procenta z ogólnej puli mRNA 
komórki, co wymaga stosowania specjalnych metod jego wykrywania
i oczyszczania. Zwykle w tym  celu stosuje się bezkomórkowy układ trans- 
lacyjny w połączeniu z testem  radioimmunologicznym wykrywającym  
specyficzne białko kodowane przez dany mRNA (62). Podejście takie nie 
może być jednak stosowane do badania tych mRNA, które kodują białka 
podlegające m odyfikacji po zakończeniu translacji. W takich przypad
kach dobre rezultaty  może dawać użycie syntetycznych oligodezoksyry- 
bonukleotydów jako sond hybrydyzacyjnych i specyficznych starterów . 
Na przykład, aby wykryć gastrynow y mRNA, k tóry  stanowi 0,005% cał
kowitego ekstrak tu  RNA lub 0,6°/o puli poliadenylowanego mRNA, za
stosowano syntetyczne oligonukleotydy o długościach 8, 12 i 15 nukleoty
dów (28, 29). Syntetyczne sondy umożliwiły nie tylko ilościowe oznaczenie 
badanego mRNA w puli RNA, ale także pozwoliły na specyficzną od
w rotną transkrypcję gastrynowego mRNA bez wydzielania go z ogólnej 
puli mRNA. W szystkie trzy  sondy okazały się specyficznymi starteram i, 
mimo znacznych różnic w ich optym alnych tem peraturach hybrydyzacji 
(oktanukleotyd 4°C, dodeka-i pentadekanukleotyd 37°C). Interesującym  
było także stwierdzenie, że np. dodekamer, mimo że hybrydyzow ał spe
cyficznie tylko z jednym  fragm entem  mRNA, użyty jako s ta rte r odwrot
nej transkryptazy  inicjował specyficznie syntezę dwóch różnych cDNA 
(29). Takie zjawisko świadczy prawdopodobnie o stabilizującym  wpływie 
odwrotnej transktyptazy  (lub) i warunków  procesu transkrypcji, na trw a
łość tworzących się kompleksów starter-m RN A.

III-3. Ukierunkowana mutageneza

Posiadanie różnych m utantów  punktow ych w badanym  obszarze DNA 
pozwala często na bardzo precyzyjne przypisanie funkcji określonemu 
odcinkowi DNA. Mimo opracowania wielu użytecznych metod induko
wania takiej ukierunkow anej m utagenezy (63, 64) żadna z nich nie po
zwala na otrzym ywanie m utacji punktow ych w dowolnym miejscu DNA, 
ani też na wywoływanie wszystkich znanych typów m utacji.

W zasadzie jedynym  m utagenem  *> zdolnym do spełnienia wszystkich 
tych funkcji jest oligonukleotyd o odpowiedniej sekwencji (65). Badania 
stabilności krótkich s tru k tu r helikalnych DNA zawierających niesparo-

*) Term in „m utagen” rozum iany jest tu  bardzo szeroko jako każdy czynnik 
indukujący m utację.
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wane zasady wykazały, że mimo mniejszej stabilności tych niecałkowicie 
dopasowanych s tru k tu r są one wystarczająco trw ałe, aby służyć jako pre
cyzyjne m utageny (25). Główną zaletą syntetycznych oligodezoksyrybo- 
nukleotydów jako potencjalnych m utagenów jest możliwość dokładnego 
wprowadzania m utacji do dowolnej sekwencji DNA, jak również możli
wość indukowania wszystkich typów m utacji: tranzycji (66), transw ersji 
(67), insercji (68) i delecji (69).

Badania z zastosowaniem bakteriofaga 0 X  174 w pełni potwierdziły 
przydatność oligonukleotydów jako potencjalnych mutagenów. Metoda 
tak  ukierunkow anej m utagenezy polega w dużym skrócie na dobudowie 
kom plem entarnej nici do matrycowego DNA faga z użyciem odpowied
niego oligonukleotydu, pełniącego funkcję s tartera  i jednocześnie m uta- 
genu (ryc. 2). Sekwencję takiego startera  dobiera się w ten  sposób, aby 
był w pełni kom plem entarny z DNA faga, z w yjątkiem  miejsca, które

Ryc. 2. U kierunkow ana m utageneza z użyciem syntetycznego oligonukleotydu jako 
m utagena (— m —) (a) i m etoda selekcji DNA m utan ta (b)

ma podlegać m utacji (66). Ponieważ form a dojrzała faga 0X  174 za
wiera jednoniciowy kolisty DNA, form a dwuniciowa powstała przez wy
dłużenie syntetycznego startera-m utagena odpowiada form ie replikatyw - 
nej faga. W związku z obecnością w dwuniciowej formie faga niedopaso
wania, którego rodzaj zależy od sekwencji nukleotydowej startera-m uta- 
genu i determ inuje rodzaj m utacji, można się spodziewać, że po namno
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żeniu faga np. w sferoplastach E. coli, stosunek potomnych fagów szcze
pu dzikiego i m utanta będzie jak 1:1.

Praktycznie, wydajności m utagenezy są zwykle niższe od teoretycz
nej w artości 50°/o i zależą od wielu czynników, wśród których bardzo waż
ną rolę odgrywa długość użytego startera-m utagenu oraz pozycja nie- 
sparow anej zasady w sekwencji nukleotydowej s ta rte ra  (70). Początkowo 
uzyskane wyniki zdawały się sugerować, że ze względu na obecność 5' -> 3'
i 3' -> 5' egzonukleolitycznej aktywności DNA-polimerazy I (E.C. 2.7.7.7.7) 
używanej do wydłużania startera-m utagenu, niesparowane zasady (miej
sce m utacji) powinny znajdować się w odległości około 10-ciu zasad od 
końca 3' i tyleż mniej więcej zasad od końca 5' oligomeru (70), co zmu
szało do stosowania 'oligonukleotydów -m utagenów o długości około 20 
nukleotydów. Doświadczalnie stwierdzone różnice w efektywności m u
tagennego działania oligonukleotydów w zależności od ich długości (nie
sparow ane zasady występowały w środkowej części oligonukleotydów) 
były  znaczne i wynosiły: 32°/o m utacji przy użyciu startera  liczącego 23 
nukleotydy i tylko 0,02% przy użyciu startera  11-to nukleotydowego (70).

Równocześnie prowadzone badania (67) wykazały, że długość s ta r
tera-m utagenu może być poważnie zmniejszona, jeśli jako enzymu po
lim eryzującego używa się nie DNA-polimerazy I, lecz jej fragm entu  
(zwanego enzymem lub fragm entem  Klenowa), k tóry  jest pozbawiony 
aktyw ności 5' 3' egzonukleolitycznej. Używając tego enzymu uzyskano 
już z undekanukleotydem  wydajności m utacji rzędu 15-20%. Co więcej, 
nie obserwowano różnic w efektywności m utagennego działania wtedy, 
gdy niesparowane zasady znajdowały się w pozycji trzeciej lub szóstej 
od końca 3' oligonukleotydu. Dalsza optymalizacja warunków m utagene
zy (71), a dokładniej wydłużanie startera, pozwoliła na zbliżenie się do 
teoretycznej granicy 50°/o przy użyciu zaledwie dodekanukleotydu jako 
m utagenu, a zastosowanie heptanukleotydu dawało wydajności m utacji 
aż 39%.

Podane wyżej wydajności m utagenezy nie są oczywiście wartościam i 
uzyskiwanym i rutynowo, gdyż zależą nie tylko od długości oligonukleo
tydu, czy pozycji niesparowanej zasady, lecz także od rodzaju m utacji (71). 
W ydajność tranzycji jest zwykle wyższa niż wydajność transw ersji, a w 
tym  ostatnim  przypadku, przejście T -> dG jest częstsze niż dG ->  T.

Jeżeli m utacja punktow a prowadzi do zmian fenotypowych, nowe ce
chy mogą być podstawą w ykryw ania i selekcji m utanta (67, 72). Często 
zdarza się jednak, że m utacje punktow e nie powodują zmian fenotypo
wych (67), co utrudnia lub wręcz uniemożliwia w ykrycie m utanta. W ta 
kich przypadkach niezwykle cenną jest metoda selekcji in vitro zm uto
wanego DNA (73) z mieszaniny z DNA szczepu dzikiego. Metoda ta  opiera 
się na różnicy w stabilności s tru k tu r dwuniciowych dopasowanych cał
kowicie lub częściowo. Różnice te są nadspodziewanie duże i w yrażają 
się obniżeniem tem peratury  topnienia s truk tu ry  dwuniciowej aż o 10-15°C
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w przypadku obecności jednej niedopasowanej pary  zasad w struk tu rze  
dwuniciowej zawierającej od 11 do 17 par zasad (73, 74).

Omawiana metoda selekcji m utantów  (ryc. 2) jest równie prosta jak  
efektyw na (69, 73). Polega ona na w ykorzystaniu oligonukleotydu-m uta- 
genu jako s tartera  do inicjacji syntezy DNA w mieszaninie zawierającej 
DNA szczepu dzikiego i m utanta. Mieszaninę taką otrzym uje się np. po 
wyizolowaniu DNA faga poddanego m utagenezie i namnożonego w  sfero- 
plastach E. coli. Reakcję w ydłużania startera  prowadzi się jednak w wyż
szej tem peraturze niż podczas omawianej uprzednio m utagenezy, co po
woduje wybiórcze oddziaływanie syntetycznego oligonukleotydu z DNA 
m utanta (struktura całkowicie kom plem entarna). Po zakończeniu syntezy 
kom plem entarnej nici i zamknięciu powstałych dwuniciowych łańcuchów 
w form y koliste za pomocą DNA-ligazy, mieszaninę trak tu je  się endo- 
nukleazą SI (E.C. 3.1.4.x), która degraduje obecny w mieszaninie jedno
niciowy DNA, a więc głównie DNA szczepu dzikiego. Pow tarzając dw u
krotnie cykl operacji: wzbogacanie — namnażanie, można otrzym ać p re 
para t zawierający prawie wyłącznie DNA m utanta (69, 73).

IV. Zastosowanie dwuniciowych syntetycznych fragmentów DNA

IV-1. Syntetyczne geny

W ykorzystanie dwuniciowych fragm entów  DNA do syntezy genów  
było jednym  z pierwszych zastosowań chemicznej syntezy w badaniach 
s tru k tu ry  i funkcji genów. Mimo, że syntetyczne geny dotychczas otrzy
mane m ają swoje odpowiedniki wśród genów naturalnych, to jednak 
istnieje podstawowa różnica leżąca u podstaw chemicznej syntezy i syn
tezy DNA zachodzącej w żywych organizmach. Chemiczna synteza genów 
jest tworzeniem  nowej inform acji genetycznej, która może, lecz nie musi 
mieć swego odpowiednika w naturze, natom iast synteza genów jaka za
chodzi in vivo, jest jedynie powielaniem (jeśli pominąć m utacje i rekom 
binacje) istniejącej już inform acji genetycznej. W konsekwencji stoso
wanie syntetycznych fragm entów DNA jako podstawowych cegiełek w 
konstruow aniu genów stw arza możliwość wprowadzania różnych zmian 
do syntetyzowanych genów. Szczególnie użyteczne są takie modyfikacje, 
które nie powodując zmian znaczenia inform acji genetycznej, ułatw iają 
pracę z syntetycznym  genem. Typowym przykładem  takiego działania 
jest wprowadzanie dodatkowych m iejsc restrykcyjnych do sekwencji 
kodującej (dzięki zjawisku degeneracji kodu genetycznego). Temu po
dobne modyfikacje naturalnego genu przy planow aniu jego syntetycznego 
odpowiednika zwiększają potencjał badawczy biologicznych funkcji da
nego genu (75, 76).

Otrzymanie pierwszego syntetycznego genu w 1970 roku w labora
torium  K h o r  a n y (77) było w ielkim  sukcesem chemii i enzymologiL
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Niestety, po testach biologicznych, na skutek braku w genie odpowied
nich sygnałowych sekwencji transkrypcji okazało się, że polim eraza RNA 
zam iast oczekiwanego produktu transkrypcji genu (tRNA alaninowego) 
w ytw arzała jedynie niewielkie ilości RNA, będącego wynikiem  niespe
cyficznej inicjacji i term inacji transkrypcji.

Pierw szym  syntetycznym  fragm entem  DNA w ykazującym  pełną 
aktyw ność biologiczną był operator laktozowy (78). W ykazanie biologicz
nej aktyw ności polegało na stw ierdzeniu in vivo specyficznego oddziały
w ania tego DNA z represorem  laktozowym. W tym  celu syntetyczny gen 
wszczepiono do plazmidu pMB9 i przeprowadzono transform ację kompe- 
tan tnych  komórek E. coli. Ponieważ plazmid pMB9 może występować 
w kom órkach E. coli w ilości 10-20 cząsteczek na jedną komórkę, nato
m iast represora laktozowego — białka, które specyficznie oddziaływuje 
z operatorem  jest w komórce o połowę mniej, należało się spodziewać, że 
w przypadku wykazywania przez syntetyczny operator biologicznej 
aktywności będzie następowało w ychw ytyw anie represora przez nadm iar 
sekwencji syntetycznego operatora. W ynikiem takiego oddziaływania po
w inna być derepresja chromosomalnego operonu laktozowego, przeja
w iająca się m.in. konstytutyw ną syntezą (3-galaktozydazy. Takie zjawisko 
rzeczywiście zaobserwowano, co w połączeniu z izolacją plazmidu zawie
rającego operator laktozowy z kolonii bakteryjnych produkujących kon
sty tu tyw nie (3-galaktozydazę stanowiło przekonyw ujący dowód na prze
jaw  biologicznej aktywności syntetycznego fragm entu DNA (78).

Następnym  genem biologicznie aktyw nym  był gen som atostatyny. 
W tym  przypadku podstawą testu  biologicznego było stw ierdzenie obec
ności som atostatyny (lub białka hybrydowego zawierającego fragm ent 
somatostatynowy) w komórkach E. coli transform ow anych plazmidem 
zaw ierającym  syntetyczny gen tego polipeptydu. W ykrycie nowego pro
duk tu  białkowego w kom órkach bakteryjnych świadczyło jednoznacznie 
o zachodzeniu prawidłowej transkrypcji i translacji syntetycznego ge
nu (79).

W ykazanie biologicznej aktywności syntetycznych genów (78, 79) 
było nie tylko doświadczalnym potwierdzeniem  założeń i teorii leżących 
u podstaw biologii m olekularnej, lecz otworzyło również drogę do p rak 
tycznych zastosowań wynikających z otrzym ania i klonowania synte
tycznych genów, m.in. do syntezy biologicznie aktyw nych substancji m e
todam i inżynierii genetycznej. Dotychczas wprowadzając do bakterii syn
tetyczne geny udało się otrzym ać szczepy produkujące następujące poli- 
peptydy: som atostatynę (79), insulinę ludzką (80), Na-dezacetylotym ozynę 
a! (81), bradykininę (82), enkefalinę (83), ludzki in terferon (84) *> i ludzki 
horm on wzrostowy (85). W tym  ostatnim  przypadku zastosowano bardzo

*) Gen in terferonu  ludzkiego, liczący 514 par zasad jest najdłuższym  dotychczas 
otrzym anym  syntetycznym  genem. Badania nad konstrukcją szczepów baktery jnych  
produkujących in terferon  na podstaw ie tego genu są w toku.
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interesujące połączenie metod chemicznych i enzymatycznych i otrzym a
no gen, którego początek (sekwencja odpowiadająca pierwszym 24 amino
kwasom) został otrzym any chemicznie, natom iast pozostała część po
chodziła z klonowanego cDNA.

W ostatnim  dziesięcioleciu otrzym ano jeszcze wiele innych syntetycz
nych genów, których synteza torowała drogę metodom chemicznym w 
biologii m olekularnej. W ymienić tu  należy syntezę fragm entu genu łań
cucha A insuliny wołowej (86), genu S-peptydu rybonukleazy trzustko
wej A (87), genu ludzkiego horm onu angiotensyny II (88), genu horm o
nu GIP (Gastric Inhibitory Polypeptide) (89), syntezę fragm entu  DNA 
kodującego polipeptyd poli (Asp-Phe) (90), oraz syntezę pełnego genu 
(wraz z prom otorem  i term inatorem ) tyrozynowego tRNA z drożdży (4).

IV-2. Badanie oddziaływań białko — DNA

Podstawowe funkcje jakie spełniają kwasy nukleinowe w żywych 
organizmach wiążą się z ich zdolnościami do specyficznego oddziaływania 
z białkami. Zrozumiałym więc jest, że do jednych z najbardziej podsta
wowych problemów biologii m olekularnej należy zrozumienie tych  od
działywań, które leżą u podstaw budowy różnych nukleoproteidów (np. 
chromosomów, wirusów, rybosomów), jak  również odgrywają kluczową 
rolę w dynamicznych procesach, w których udział biorą kwasy nukleino
we i białka (np. konform acyjne zmiany w rybosomach podczas biosyn
tezy białka, oddziaływanie tRNA z aminoacylosyntetazam i, reakcje re
presora z operatorem , polimerazy RNA z promotoram i itp.).

Odcinki DNA, z którym i oddziaływują białka w procesach dynam icz
nych są zwykle krótkie, rzędu kilkunastu  do kilkudziesięciu par zasad, 
co stwarza możliwość intensywnego korzystania w tego rodzaju bada
niach z syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydów.

W ostatnim  dziesięcioleciu badacze skupili największą uwagę na ukła
dzie operator-represor laktozowy, k tóry był układem  najlepiej poznanym 
pod względem biochemicznym i genetycznym  (7, 92, 93). Oprócz chemicz
nej syntezy operatora laktozowego (7, 94, 95), pierwszego syntetycznego 
fragm entu DNA, którego aktywność biologiczną wykazano in vivo  (77), 
przeprowadzono syntezę wielu analogów tego operatora (7, 95, 97, 98). 
Dzięki nim, a szczególnie tym, do których wprowadzono zmodyfikowane 
zasady (7, 95, 97), zlokalizowano tzw. „miejsca kontaktow e” układu opera
tor-represor, co jest pierwszym  krokiem  na drodze do zrozumienia mole
kularnych podstaw oddziaływania białko-DNA (96).

Dzięki użyciu syntetycznych fragm entów  udało się także określić mi
nimalną długość operatora laktozowego (98). Stosując oligodezoksyrybo- 
nukleotydy o różnej długości oraz posługując się testem  biologicznej 
aktywności jakim  jest oddziaływanie z represorem , precyzyjnie określo
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no udział różnych par zasad operatora w jego oddziaływaniu z represo- 
rem  (98). Było to ważne zarówno ze względów poznawczych (lokalizacja 
miejsc oddziaływania z represorem), jak  również praktycznych (np. syn
teza m ini-operatora dla potrzeb inżynierii genetycznej).

Dość dobrze zdefiniowanymi z punktu  widzenia chemicznego są rów 
nież układy prom otor-polim eraza RNA. Częściowa znajomość I-rzędowej 
struk tu ry  polimerazy RNA z E. coli (E.C. 2.7.7.6) (99) oraz poznanie se
kwencji nukleotydowych wielu promotorów bakteryjnych i wirusowych 
(100), stw arzają podstawy do szczegółowych badań nad oddziaływaniem  
polim erazy RNA z różnymi prom otoram i (101, 102).

Obecnie oddziaływania te są dość dobrze poznane w ogólnych zary
sach (102) dzięki badaniom biochemicznym i genetycznym. W ydaje się 
natom iast, że dla uzyskania precyzyjnych ustaleń potrzebne są bardziej 
różnorodne substraty  niż te, k tóre można pozyskiwać ze źródeł n a tu ra l
nych. Substratów  takich, a więc różnych analogów promotorów różnią
cych się od promotorów naturalnych delecjami, insertam i, obecnością 
zmodyfikowanych zasad itp., może dostarczyć chemiczna synteza. Do
tychczas przeprowadzono syntezę zaledwie kilku natu ralnych  promoto
rów (101, 103, 104). Badania oddziaływań polim erazy RNA z promoto
ram i bardzo kom plikuje fakt, że ten  sam enzym (polimeraza RNA) roz
poznaje wiele znacznie różniących się między sobą sekwencji DNA (pro- 
motory). Przez porównanie wszystkich dotychczas poznanych promotorów 
ustalono sekwencję nukleotydową tzw. promotora idealnego (105), bę
dącego niejako ich pierwowzorem. Ponieważ jest mało prawdopodobne, 
aby taki promotor występował w przyrodzie, podjęto próbę jego syntezy
(106), jako użytecznego modelu badania oddziaływań polim eraza RNA- 
promotor. Prom otor taki, jeśli rzeczywiście charakteryzow ałby się w y
jątkowo silnym  oddziaływaniem z polimerazą RNA mógłby znaleźć p rak
tyczne zastosowanie w inżynierii genetycznej, np. do podwyższania efek
tywności ekspresji różnych syntetycznych lub naturalnych  genów.

W ostatnich latach, w związku z intensyw nym  rozwojem  inżynierii 
genetycznej, wzrosło także zainteresowanie enzymami restrykcyjnym i
(107) (endonukleazy restrykcyjne lub w skrócie, restryktazy), które są 
powszechnie stosowane przy otrzym yw aniu różnych zrekom binowanych 
cząsteczek DNA. Enzymy te rozpoznają określone sekwencje DNA (o dłu
gości 4-6 i więcej par zasad) i powodują specyficzne rozszczepianie wią
zań m iędzynukleotydowych w obu niciach DNA. Badania przeprowadzo
ne na syntetycznym , dwuniciowym, sam okom plem entarnym  oktanukleo- 
tydzie (dTGAATTCA) zawierającym  sekwencję rozpoznawaną przez re- 
stryktazę EcoRI wykazały, że oktanukleotydow a struk tu ra  dwuniciowa 
jest substratem  zarówno enzymu restrykcyjnego jak  i odpowiedniej me- 
ty lazy (108). Zaobserwowano jednak, że mimo zachowania specyficzności 
co do rejonu przecinania nici DNA, powinowactwo enzym u do oktanu- 
kleotydu jest dużo niższe niż do analogicznej sekwencji w ystępującej w
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natyw nym  DNA wirusa SV40 (108). Świadczy to o zachodzeniu dodatko
wych oddziaływań z sekwencjami otaczającymi miejsce restrykcyjne, 
które nie w pływ ają na specyficzność działania enzymu, lecz na jego efek
tywność, tzn. szybkość cięcia przez enzym restrykcyjny tych samych se
kwencji nukleotydowych lecz występujących w otoczeniu sekwencji róż
niących się między sobą (109, 110).

W ostatnich latach zapoczątkowano zatem bardziej szczegółowe ba
dania nad znaczeniem sekwencji sąsiadujących z miejscami restrykcy j
nym i w procesie restrykcji (111-114). Umieszczając sekwencje rozpozna
wane przez enzymy restrykcyjne w różnych miejscach syntetycznych 
oligonukleotydów otrzym ano różne struk tu ry  dwuniciowe, które testow a
no jako substra ty  odpowiednich restryktaz. Okazało się, że wymagania 
enzymów restrykcyjnych w stosunku do długości s tru k tu r dwuniciowych 
oraz miejsca usytuowania rozpoznawanych przez nie sekwencji nukleoty
dowych, są bardzo różne dla różnych restryktaz (111, 112, 114). Na przy
kład, dla restryktazy  EcoRI wystarcza, jeśli sekwencja nukleotydowa 
rozpoznawana przez ten  enzym posiada tylko jeden dodatkowy nukleotyd 
na jednym  z końców stru k tu ry  dwuniciowej, natom iast restryktaza 
H ind lll nie rozszczepia charakterystycznej dla siebie sekwencji nawet 
jeśli otoczona jest z obu stron heksanukleotydam i. Przypuszcza się, że 
enzym ten wymaga do działania obecności sekwencji nukleotydowej
o długości odpowiadającej przynajm niej dwóm skrętom  helisy DNA (114).

V. Zastosowanie syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydów w inżynierii
genetycznej

Wszczepianie fragm entów DNA naturalnych lub syntetycznych do 
plazmidowego lub wirusowego DNA (wektorowy DNA) jest kluczowym 
etapem  w procesie wprowadzania nowej inform acji genetycznej do ży
wych organizmów metodami inżynierii genetycznej.

Najczęściej stosowanym podejściem wyjściowym jest traw ienie wek
torowego i badanego DNA za pomocą takiego samego enzymu restryk- 
cyjnego (115, 116), co powoduje powstawanie jednoniciowych, wzajemnie 
kom plem entarnych końcówek (tzw. lepkich końców) w obu rodzajach 
DNA. Po zmieszaniu tych dwóch rodzajów DNA, w obecności DNA-liga- 
zy, następuje ich specyficzne połączenie z wytworzeniem  hybrydowego 
DNA (wektorowy DNA +  wszczepiony fragm ent), k tóry może być wpro
wadzony do kom petentnych kom órek bakteryjnych.

Drugim, alternatyw nym  podejściem, jest enzymatyczne wprowadza
nie do wszczepianego i wektorowego DNA, jako 3'-końcowych sekwencji, 
oligo-T i oligo-dA lub oligo-dC i oligo-dG, które spełniają analogiczną 
rolę jak lepkie końce w ytw arzane przez enzymy restrykcyjne (117).

Z obu metod, zdecydowanie prostszą i wygodniejszą jest metoda sto
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sująca enzymy restrykcyjne i to zarówno jeśli chodzi o wszczepianie ba
danego DNA do wektora, jak  i o późniejsze nim  operowanie (np. pow rot
ne wycinanie badanego DNA z wektora). Mimo niew ątpliw ych zalet po
dejście to miało pewne ograniczenie: konieczna obecność odpowiednich 
miejsc restrykcyjnych w badanym  DNA lim itowała zarówno rodzaj jak 
i rozm iar wszczepianego DNA. Ograniczenie to dotyczyło również syn
tetycznych fragm entów  DNA, które aczkolwiek można wyposażać w do
wolne lepkie końce, to jednak raz zsyntetyzowane, mogły być wszcze
piane tylko w jedno miejsce do wektora, określone sekwencją lepkich 
końców. W przypadku konieczności np. klonowania takiego fragm entu 
w innym  miejscu plazmidu, należało syntetyzować nowe końcowe frag 
m enty i powtarzać proces ligowania całego syntetycznego fragm entu z je 
go komponentów.

W przezwyciężeniu tych ograniczeń bardzo pomocne okazały się syn
tetyczne fragm enty DNA, za pomocą których można wprowadzać do 
dowolnego DNA sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez restryk - 
tazy (118). W skrócie, metoda w ytw arzania miejsc restrykcyjnych polega 
na przyłączeniu za pomocą DNA-ligazy syntetycznego dwuniciowego 
fragm entu  (zwykle sam okom plem entarny okta-lub dekanukleotyd) za
wierającego sekwencję rozpoznawaną przez w ybrany enzym restrykcy j
ny, do fragm entu DNA, k tóry  ma być wszczepiony do wektora. Po tra 
w ieniu produktów reakcji odpowiednią restryktazą otrzym uje się ten  
fragm ent DNA przedłużony z obu stron sekwencjami łączników z lepki
mi końcami (ryc. 3).

Stosując różne syntetyczne oligodezoksyrybonukleotydy (nazywane 
łącznikami lub adaptoram i) można w ytw arzać dowolne lepkie końce, od
powiadające różnym  enzymom restrykcyjnym  (118, 119). Łatwość w y
tw arzania lepkich końców stw arza dodatkowe możliwości przyłączania do 
fragm entu DNA poddawanego klonowaniu innych sekwencji DNA (np. 
operatora laktozowego) pozwalających na łatwiejsze w ykryw anie i oczysz-

5'  G G A A T T C C
■f

3'  C C T T A A G G

5'  G G A A T T C C  

3'  C C T T A A G G

DNA ligaza

G G A A T T C C  3'
+

C C T T A A G G  5'

G G A A T T C C  3'  

C C T T A A G G  5'

Eco RI

5'  A A T  T C C 

3'  G G

G G 3'

C C T  T A A 5'

Ryc. 3. Metoda w ytw arzania „lepkich końców” za pomocą syntetycznych oligonu- 
kleotydów  i enzymu restrykcyjnego
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czanie hybrydowego plazm idu zawierającego badany DNA (118). Do 
zalet tej m etody należy również możliwość w ytw arzania różnych lepkich 
końców za pomocą jednego tylko syntetycznego oligonukleotydu. Na 
przykład, dekanukleotyd dCCGGATCCGG (118) w form ie dwuniciowej 
zawiera sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy Bam l (GGATCC), 
H pall (CCGG), Mbol (GATC), a po dimeryzacji, także sekwencję dla 
H aelll (GGCC).

Opisana metoda została ostatnio ulepszona. W prowadzenie tzw. asyme
trycznych łączników (120, 121), które nie wym agają traw ienia restryk- 
tazam i oraz adaptorów pozwalających na zmianę jednych lepkich koń
ców na inne (120) uczyniły metodę tę jeszcze bardziej przydatną.

Przykładam i wykorzystania w biologii m olekularnej m etody w ytw a
rzania lepkich końców za pomocą syntetycznych oligodezoksyrybonu- 
kleotydów, mogą być m.in. prace nad operatorem  laktozowym (118, 122), 
badania genów insulin szczurzych (123), genu (3-endorfiny (124) i in 
ne (125).

Celem różnych zabiegów polegających na wszczepianiu określonych 
fragm entów  DNA do plazmidowego lub wirusowego DNA może być klo
nowanie danego fragm entu lub badanie jego ekspresji. W tym  drugim  
przypadku inform acja genetyczna zaw arta w badanym  fragm encie DNA 
musi ulegać transkrypcji i translacji. Ponieważ w inicjacji transkrypcji 
w ykorzystuje się zwykle prom otory znajdujące się w wektorowym  DNA 
(116) może się zdarzyć, że kodony mRNA transkrybow anego z wszczepio
nego DNA będą w procesie translacji odczytywane z przesunięciem fa
zowym n + 1  lub n +  2. Dla skorygowania tych możliwych przesunięć 
fazowych postanowiono wykorzystać syntetyczne oligonukleotydy o d łu 
gościach n + 1  i n +  2 (gdzie n jest liczbą podzielną przez 3), które oprócz 
tej funkcji mogłyby pełnić zarazem  rolę łączników i sygnałów startow ych 
translacji (54). Fragm enty takie, nazywane adaptoram i startowymi, za
w ierają sekwencję nukleotydową rozpoznawaną przez określony enzym 
restrykcyjny  +  dodatkowy nukleotyd (0,1 lub 2) +  kodon inicjujący ATG. 
Oprócz takich adaptorów, syntetyzowano także: adaptory stopu (54) (ko- 
don term inujący +  sekwencja rozpoznawana przez restryktazę), adaptory 
zawierające tzw. sekwencję Shine-Dalgarno, odpowiedzialną za oddzia
ływanie mRNA z rybosomami (54) oraz adaptory do „przycinania” DNA 
po klonowaniu (retrieving adaptor) (54). Ten ostatni adaptor jest specy
ficznym  łącznikiem zawierającym  sekwencję nukleotydową rozpoznawa
ną przez restryktazy Mbol lub HpnI, które rozszczepiają dwuniciowy 
DNA w odległości 8 par zasad od miejsca rozpoznawania. Użycie takich 
adaptorów posiadających oprócz sekwencji Mbol lub HpnI zmienną ilość 
nukleotydów od 1 do 7 pozwala po ich przyłączeniu i traw ieniu  odpowied

*) Asym etryczne łączniki są dwuniciowym i oligonukleotydam i o niejednakow ej 
długości obu nici. Jedna strona takiego łącznika posiada równo zakończone nici, 
natom iast druga — gotowe lepkie końce.
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nią restryktazą usunąć z badanego DNA od 7 do 1 pary zasad (54). Po
stępowanie takie może być użyte np. do usunięcia zbędnych końcowych 
fragm entów  obecnych w DNA po klonowaniu.

VI. Uwagi końcowe

Opisane powyżej przykłady zastosowania syntetycznych fragm entów  
DNA w biologii m olekularnej wskazują, że połączenie chemicznej synte
zy z różnym i metodami genetycznym i i biochemicznymi jest niezwykle 
użyteczne przy rozwiązywaniu różnych problemów współczesnej bio
logii. Chemiczna synteza fragm entów  kwasów nukleinowych o dowol
nych sekwencjach nukleotydowych dostarcza biologii coraz bardziej pre
cyzyjnych narzędzi i metod badawczych. Z drugiej strony biologia mo
lekularna, staw iając coraz to nowe i ważniejsze problem y do rozwiązania, 
stym uluje dalsze badania nad podniesieniem efektywności chemicznej 
syntezy fragm entów  kwasów nukleinowych. Należy także wspomnieć, że 
bardzo istotną korzyścią jaką chemia może czerpać z biologii m oleku
larnej jest możliwość powielania syntetycznych fragm entów  DNA. Raz 
zsyntetyzowana sekwencja nukleotydowa może być bowiem klonowana 
np. w bakteriach i nam nażana in vivo  w dużych ilościach, służąc do dal
szych badań.

Powyższy przegląd nie wyczerpuje oczywiście wszystkich zastosowań 
syntetycznych fragm entów  DNA. Do ciekawszych zastosowań, które nie 
zostały omówione w niniejszym  artykule zaliczyć można wykorzystanie 
syntetycznych fragm entów  DNA w selektywnej inhibicji replikacji nie
których wirusów (126, 127), w badaniach topografii rybosomów (128) 
i inne (128, 129).

Te różnorodne i szerokie zastosowania *) są świadectwem, że przy 
-obecnym stanie rozwoju metod chemicznej syntezy polinukleotydów je
dynym  ograniczeniem w stosowaniu syntetycznych fragm entów  DNA w 
biologii m olekularnej jest tylko nasza wyobraźnia.
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Wykaz stosowanych skrótów: EGF (epidermal growth factor) — naskórkowy
czynnik wzrostu; FGF (fibroblast grow th factor) — czynnik przysadkowy; PDGFs
(platelet-derived growth factors) — czynniki wzrostowe pochodzące z płytek; NGF
(nerve growth factor) — czynnik wzrostowy kom órek nerwowych; SM — som ato
m edyny; SM-A — som atomedyna A; SM-C — som atom edyna C; IGF (insulin-like
grow th factor) — czynnik wzrostowy o działaniu podobnym do insuliny =  NSLA
(nonsuppresible insulin-like activity)-, MSA (m ultiplication stim ulating activity) —
aktywność stym ulująca mnożenie kom órek; SGFs (sarcoma growth factors) — czyn
niki wzrostu komórek mięsaka; TGFs (transform ing growth factors) — transfo rm u
jące czynniki wzrostu; cAMP — cykliczny 3i5'adenozynomonofosforan; CSF (colony 
stim ulating factor) — czynnik pobudzający wzrost kolonii granulocytów; MSV — 
w irus m ięsaka myszy; 3T3 — linia fibroblastów  mysich; BHK — linia fibroblastów  
nerk i noworodka chomika syryjskiego.
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V. Endothelial growth factors
VI. Nerve growth factor (NGF)

VII. Growth hormon-dependent growth factors — somatomedins and insulin-like 
growth factors

VIII. Growth factors produced by transformed and neoplastic cells
IX. Concluding remarks

I. Wstęp

W zrost kom órek zwierzęcych in vitro  uzależniony jest od dostarczenia 
im składników pokarmowych, a także pewnych czynników polipeptydo- 
wych zawartych w surowicy krwi. Prawidłow e kom órki rosną w płynnej 
hodowli w obecności czynników polipeptydowych wyłącznie jednow ar
stwowo na dnie naczynia; nie rosną zaś w pożywkach z półpłynnych żeli 
agarowych, mimo obecności w nich czynników wzrostowych zaw artych 
w surowicy. Komórki nowotworowe i stransform ow ane onkogennie, prze
ciwnie, zdolne są w tych w arunkach do wzrostu i tworzenia kolonii. Nie 
dotyczy to wzrostu klonalnego granulocytów, k tóre rosną na szkle w sy
stem ie agarowym i wym agają swoistego stym ulatora, jakim  jest czynnik 
klonotwórczy CSF (colony stim ulating factory).

Przez term in wzrost kom órek rozumie się zwiększenie ilości skład
ników komórkowych (wzrost masy) i mnożenie się komórek, tj. zwięk
szenie się liczbowe populacji. O biochemicznych czynnikach regu lu ją
cych wzrost fibroblastów hodowanych in vitro  trak tu je  praca poglądowa 
B a ń k o w s k i e g o  ( l ) a  niektóre peptydy izolowane z surowicy opisał 
w 1978 r. S u d o ł  w Postępach Biologii Komórki (2).

W niniejszym  artykule omówiono ważniejsze, niezbędne dla wzrostu 
komórek prawidłowych, czynniki peptydowe, ich charakterystykę i po
chodzenie oraz przedstawiono hipotetyczne mechanizmy ich oddziaływa
nia na komórki. Szybki postęp badań w ostatnich latach, szczególnie nad 
polipeptydowymi czynnikami w ytw arzanym i i uw alnianym i do środo
wiska przez komórki nowotworowe i stransform ow ane onkogennie, 
świadczy o wadze omawianego zagadnienia i skłonił nas do dokonania 
przeglądu osiągnięć w tej dziedzinie.

II. Naskórkowy czynnik wzrostu (EGF — Epidermal Growth Factor)

Jednym  z dokładniej poznanych peptydowych czynników wzrostu 
jest w ystępujący w osoczu, a wyizolowany po raz pierwszy przez C o 
h e n a  w 1962 roku z gruczołów podszczękowych myszy, naskórkowy 
czynnik wzrostu (EGF) (3). Czynnik ten  w stężeniu 10“ 11— 10-10M, tj. w 
stężeniu w ystępującym  w surowicy, swoiście pobudza in vitro  prolife
rację i keratynizację kom órek nabłonkowych pochodzących ze zwierząt
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różnych gatunków  (4—7). C o h e n  wykazał, że EGF podawany nowo
narodzonym  myszom powodował przedwczesne otw ieranie oczu i w yrzy- 
nanie zębów (3).

Masa cząsteczkowa EGF wynosi 6045 daltonów; zbudowany jest on 
z 53 aminokwasów, których sekwencja została określona (4). C harakter 
kw aśny nadają cząsteczce wchodzące w jej skład aminokwasy dw ukar- 
boksylowe. Trzy mostki dwusiarczkowe między resztkam i cysteiny wpły
w ają na swoiste pofałdowanie pojedynczego łańcucha polipeptydowego, 
którego konform acja określona metodą dichroizmu kołowego w świetle 
UV, jest w przew ażającym  stopniu niehelikalna. In vivo  dwie cząsteczki 
EGF połączone są z dwiema cząsteczkami białka, z których każda ma ma
sę 29 000 daltonów (8).

Bardzo podobną s truk tu rę  w ykazuje polipeptydowy inhibitor wydzie
lania soku żołądkowego, k tóry  nazwano urogastryną (9, 10).

EGF z gruczołów podszczękowych myszy, zależnie od wielkości daw
ki, stym uluje syntezę DNA (wzrost włączania tym idyny) oraz syntezę 
białka (wzrost włączania znakowanej proliny do białek i proteoglikanów) 
w synchronizowanych hodowlach fibroblastów, pochodzących ze zdro
wej ludzkiej tkanki łącznej dziąseł. EGF dodany w stężeniu 10 ng/m l 
hodowli komórkowej stym uluje po 48 godzinach inkubacji włącznie 
[14C] — proliny do białek komórkowych w 82°/o w porównaniu z hodowlą 
kontrolną (11). Wnioskowano, że proces ten  nie przebiega poprzez wzmo
żoną syntezę prostaglandyn, ponieważ aspiryna i indometacyna, zasto
sowane w badanym  układzie doświadczalnym, nie ham ują działania 
EGF (11).

Pobudzenie włączania tym idyny do fibroblastów ludzkich przez EGF 
obniża interferon, przy czym m aksym alne zmniejszenie inkorporacji za
obserwowano wówczas, gdy kom órki poddane najpierw  działaniu in te r
feronu, a następnie EGF (12). Interferon, zwiększając glikozylację białek 
błonowych (13) wywołuje zmiany we właściwościach błony plazmatycz- 
nej, objawiające się m.in. wzmożeniem ekspresji antygenow ej kom órki 
(14, 15). Dlatego należy przypuszczać, że obniżenie przez interferon dzia
łania czynnika pobudzającego wzrost kom órek (EGF) następuje w w y
niku zmian w oddziaływaniu czynnik — receptor powierzchniowy komó
rek (12).

W łaściwy mechanizm działania EGF na wzrost komórek pozostaje 
nadal niewyjaśniony. Najbardziej prawdopodobna w ydaje się hipoteza 
przedstawiona przez M a x f i e l d a  i wsp. (16). Autorzy ci, stosując 
inhibitory endocytozy, której przebieg obserwowali w komórkach 
BALB/c 3T3 bogatych w receptory, wykazali, że początkowym etapem  
działania peptydu na komórkę jest wiązanie go przez receptory po
wierzchniowe. Podobny mechanizm zaproponowano również w przypadku 
insuliny i innych hormonów peptydow ych (17). Badania autoradiograficz- 
ne z zastosowaniem mikroskopu elektronowego potwierdziły, że EGF
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wiążąc się z receptoram i w obecności jonów wapnia jest gromadzony na 
powierzchni fibroblastów (18). W w yniku wpuklania się kompleksów w 
błony plazmatyczne, tworzą się pęcherzyki endocytarne, k tóre zlewają 
się z lizosomami, tworząc w tórne lizosomy (16).

Podobny mechanizm zakłada się na podstawie badań z zastosowaniem 
■oczyszczonego [125J] — EGF z gruczołów podszczękowych myszy i komó
rek naskórkowego nowotworu linii KB (19). Receptory powierzchniowe 
tych komórek są ustawicznie syntetyzow ane i po in terakcji z EGF w pukla- 
ne do błon plazm atycznych. Proces ten  jest tylko przejściowo stym ulo
wany przez wiązanie EGF z receptoram i, przy czym receptory nie ulegają 
ponownie recyklizacji i nie wracają na powierzchnię błony plazm atycznej.

Należy podkreślić, że kom órki pod wpływem  oddziaływania w ielu 
różnych czynników z zew nątrz mogą w ytw arzać pewne substancje, k tó
re m ają istotny wpływ na szybkość ich wzrostu. Stwierdzono, że EGF 
w następstw ie in terakcji z receptoram i zwiększa aktywność dekarboksy- 
lazy L -ornityny EC 4.1.1.17 w kom órkach naskórkowych myszy; enzym 
ten katalizuje ważny etap w biosyntezie putrescyny, która w znacznym 
stopniu reguluje wzrost kom órek (20). Sam fakt stym ulacji jej syntezy 
przez EGF może tłumaczyć biologiczną aktywność tego czynnika. Ponad
to putrescyna może działać jako endogenny inhibitor transglutam inazy 
EC 2.3.2.13, katalizującej tworzenie wiązań krzyżowych między grupami 
«-aminowymi lizyny polipeptydów i białek (21). Niski poziom tego enzy
mu a wysoka zawartość putrescyny, powstającej w w yniku interakcji 
peptyd-receptor, może zmniejszać zdolność oddziaływania czynnik-re- 
ceptor, a ponadto powodować, że kom órki stają się bardziej wrażliwe na 
EGF, k tóry ulega wiązaniu z receptoram i (16).

Przedstawiony powyżej mechanizm działania EGF na wzrost komórek 
może częściowo tłum aczyć obserwacja, że znacznie większą m itogenną 
odpowiedź uzyskuje się po dłuższym czasie kontaktu  czynnika z kom ór
kami (20 godz.) a jednym  z wczesnych wyników reakcji wiązania EGF 
z receptoram i jest indukcja dekarboksylazy ornitynow ej, katalizującej 
wytworzenie putrescyny (20).

Należy podkreślić, że m itogenne działanie EGF ma związek z jego 
oddziaływaniem z receptoram i i nagrom adzeniem  się na powierzchni ko
mórek. Z chwilą wchłonięcia kompleksu do w nętrza pęcherzyka endo- 
cytarnego i degradacji kompleksu kom órka przestaje odpowiadać na 
EGF (16).

C a r p e n t e r  i wsp. (22) zaobserwowali, że znakowany [125J]-EG F 
nie tylko oddziały wu je z błonami kom órek nowotworowych linii A-431, 
lecz także, że fosforyluje on niektóre białka błonowe. Fosforylowane przy 
udziale [82P]-ATP są wyłącznie dwie specyficzne glikoproteiny błon ko
mórkowych o ciężarze cząsteczkowym 170 000 i 150 000 (23). Autorzy 
w ysuw ają wniosek, że biochemiczną konsekwencją w ytworzenia kom 
pleksu EG F-receptor jest fosforylacja przez kinazę białkową treoniny
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zaw artej w glikoproteinach (22). Należy jednak mieć na uwadze, że po
wyższe działanie EGF nie odnosi się wyłącznie do komórek nowotworo
wych linii A-431, lecz również do prawidłowych fibroblastów ludzkich. 
Ta swoista odpowiedź komórki, objawiająca się fosforylacją glikoprotein
o określonych masach cząsteczkowych może być początkowym sygnałem, 
k tóry urucham ia zakodowane genetycznie w jądrze kom órkowym  okreś
lone czynności komórki. Na szybkość przekazywania sygnału wyw iera 
wpływ płynność błonowych lipidów kom órki (24).

III. Czynnik przysadkowy (fibroblast growth factor — FGF)

Przysadka mózgowa produkuje czynnik wzrostowy zwany czynni
kiem wzrostowym fibroblastów (fibroblast growth factor — FGF), które
go działanie daje się porównać z działaniem czynników wzrostowych za
w artych w surowicy krwi. Tkanka mózgowa zawiera FGF w ilości około 
czterokrotnie większej niż przysadka, lecz wyodrębnienie tego czynnika 
z mózgu napotyka na wiele trudności (25—28).

FGF jest polipeptydem  o ciężarze cząsteczkowym 13 300, bogatym  
w lizynę, powstającym  w w yniku ograniczonej proteolizy zasadowego 
białka m ieliny (29). W ykazuje on aktywność m itogenną względem fibro
blastów linii 3T3 już w stężeniu 0,01 mg/ml. FGF stym uluje transport 
aminokwasów i nukleotydów, pobudza syntezę DNA, mRNA oraz two
rzenie rybosomów, jak również syntezę białka. Pobudza również do do
datkowych podziałów fibroblasty będące w stanie zahamowania kontak
towego. Działanie FGF dotyczy nie tylko fibroblastów, lecz również 
chondrocytów, komórek nadnerczy, kom órek glejowych i endom etrial- 
nych (26). Nie w ykazuje on w pływu na wzrost kom órek nabłonkowych 
nerki (30). Nie wykazuje również swoistości gatunkowej. W równym  
stopniu ludzki FGF działa na kom órki bydlęce, mysie i ludzkie (26). 
Stwierdzono, że w ciągu 5 min po dodaniu FGF do hodowli komórek 
Swiss 3T3 obserwowano wzrost fosforylacji błonowego białka o ciężarze 
cząsteczkowym około 33 000. Fosforylacja tego białka odbywa się przy 
udziale cyklicznego AMP. Bardzo szybka i specyficzna odpowiedź ko
mórki na mitogen wskazuje, że fosforylacja może być sygnałem  inicju
jącym, prowadzącym do syntezy DNA (31).

IV. Czynniki wzrostowe pochodzące z płytek krwi

Ludzkie p łytki krw i zaw ierają dwa polipeptydowe czynniki wzro
stu, które są uw alniane podczas ich rozpadu w procesie krzepnięcia krw i 
(32—37a). Jeden z nich jest czynnikiem  term ostabilnym  o ciężarze czą
steczkowym 13 000-16 000 i punkcie izoelektrycznym  9,5-10,2, określa
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ny jest skrótem  PGF-1 lub PDGF-1 (pletelet-derived growth factor-1). 
Jest to czynnik stym ulujący w stężeniach 10-9— 10-11M wzrost komórek 
fibroblastów myszy, kom órek mięśni gładkich i kom órek glejowych (34). 
Jego obecność w hodowli nie jest konieczna do wzrostu fibroblastów 
stransform ow anych wirusam i onkogennymi (38). Rozmieszczenie tego 
czynnika w płytkach w ykryto poprzez wirowanie w gradiencie sacharozy 
hom ogenatu płytkowego i rozdział frakcji podkomórkowych. Stw ierdzo
no, że w największej ilości w ystępuje on w alfa-granulach (39).

Czynnik wzrostowy PGF-1 ma cechy biologiczne hormonów polipep- 
tydowych: jest cząsteczką inform acyjną, przenoszoną przez krew  i dzia
łającą w nanogram owych stężeniach na swoiste kom órki docelowe. Różni 
go jednak od innych hormonów polipeptydowych to, że nie w ystępuje 
w osoczu krw i (32, 33, 35). Czynnik ten  w ystępuje w płytkach krw i w 
postaci utajonej. Nieuszkodzone płytki krw i dodane do hodowli nie sty 
m ulują podziałów komórkowych. Dopiero po homogenizacji p łytek i znisz
czeniu s tru k tu r błonowych ujaw nia się in vitro  jego działanie biologicz
ne lub in vivo  po uszkodzeniu ściany naczyń i odsłonięciu kolagenu uwal
nia się z agregow anych płytek czynnik wzrostowy, k tóry działając na 
komórki tkanki łącznej pobudza podziały komórkowe (40).

Drugi czynnik m itogenny wyizolowany ostatnio z płytek krw i przez 
K epnera i Liptona został zidentyfikowany jako glikoproteina term ola- 
bilna, niedializująca przez błony celofanowe, o ciężarze cząsteczkowym 
około 72 000 i pi 7,8—8,3, zw. PDGF-2 (platelet-derived growth factor-2). 
Jest ona odpowiedzialna za stym ulację podziałów komórek nabłonkowych, 
stransform ow anych wirusam i onkogennymi i czynnikami chemicznymi 
oraz za pobudzenie do podziałów kom órek pochodzących od nowotworów 
i komórek nowotworowych dobrze dających się hodować in vitro  (37).

V. Czynniki wzrostowe pochodzące z komórek śródbłonkowych

Stwierdzono, że kom órki śródbłonków żyły pępowinowej ludzkiej, jak 
również śródbłonków aorty małp rosną przy braku niektórych czynni
ków wzrostu (41, 42). Nasunęło to myśl, że kom órki te produkują własne 
czynniki wzrostowe. W rok później wykazano, że polipeptydy pocho
dzące z tych kom órek o ciężarze cząsteczkowym 10 000—30 000 znacznie 
stym ulują włączanie [3H ]-tym idyny do fibroblastów linii 3T3 i komórek 
mięśni gładkich (43). Polipeptydy te  okazały się term olabilne, nie traciły  
aktywności podczas inkubacji przez 24 godz. w zakresie pH od 3 do 10 
i nie ulegały absorpcji na CM-Sephadex.

Z uwagi na fakt, że kom órki śródbłonkowe tw orzą pojedynczą w ar
stwę powierzchniową ściany naczyń przypuszcza się, że czynniki wzrostu 
w ytw arzane przez te komórki mogą uczestniczyć w procesie tworzenia 
nowych naczyń. Uwalniane z komórek śródbłonkowych (44, 45) czynniki
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peptydowe pobudzają wzrost i różnicowanie komórek mięśni gładkich.
W w arunkach patologicznych, w miejscu uszkodzenia ściany naczyń 

czynniki wzrostu pochodzenia śródbłonkowego i płytkowego mogą od
grywać istotną rolę w proliferacji komórek i w mechanizmie powstawania 
aterosklerozy (46, 47).

VI. Czynnik wzrostowy komórek nerwowych (Nerve growth factor — 
NGF)

Term in „czynnik wzrostowy komórek nerw owych” (Nerve growth  
factor — NGF) odnosimy do wszystkich polipeptydów, które m ają zdol
ność podtrzym yw ania in vitro  wzrostu neuronów współczulnych i czu
ciowych (48). Peptydy te wzbudzają również rozległe w yrastanie neury- 
tów z kom órek nerwowych wrażliwych na NGF.

Na podkreślenie zasługuje obserwacja, że czynnik wzrostowy komó
rek nerw owych (NGF) powoduje w neuronach współczulnych i czucio
wych mózgu wzrost aktywności kluczowego enzymu biorącego udział w 
biosyntezie poliamin — dekarboksylazy L -ornityny EC 4.1.1.17 (49). Jed 
norazowa dożołądkowa dawka 4,68 i^g na szczura o wadze 150 g, zwięk
sza około 7-krotnie tę aktywność po 4,5 godzinach od podania czynnika 
wzrostu (49).

Pierwsze próby ilościowego oznaczania czynnika wzrostowego komó
rek nerw owych (NGF) w surowicy zwierząt różnych gatunków napoty
kały trudności, ponieważ NGF łatwo wiąże się z białkam i surowicy, głów
nie z a 2-m akroglobuliną (a2M) (50, 51). Wiązanie czynnika z tym  białkiem  
wykazuje małą specyficzność gatunkow ą; ludzka i końska a2-makroglo- 
bulina wiążą polipeptydy pochodzące z komórek mysich (52).

VII. Czynniki wzrostu zależne od hormonu wzrostu — somatomedyny 
(SM) i czynniki wzrostu podobne do insuliny (IGF)

Som atom edyny są polipeptydowymi czynnikami wzrostu zależnymi od 
horm onu wzrostu wykazującego działanie w okresie dzieciństwa i dojrze
wania (53) („somato” — wskazuje na horm onalny związek z som atotro- 
piną). Są to więc m ediatory horm onu wzrostu swoiste głównie względem 
kom órek tkanki chrzęstnej.

Omawiane czynniki w ystępują w osoczu krw i w postaci związanej 
kowalencyjnie ze swoistymi białkam i nośnikowymi o ciężarach cząstecz
kowych 60 000— 150 000. Uważa się, że rola tych białek polega na ochro
nie czynników wzrostu przed działaniem  proteaz uw alnianych z kom órek 
oraz na transporcie do odpowiednich tkanek (54). Pomimo znacznej zdol
ności wiązania czynników z białkami, tworzenie kompleksów jest od
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wracalne. Całkowitą dysocjację kom pleksu można uzyskać po zakwa
szeniu osocza do pH 2,3 (55). Som atom edyny izoluje się najczęściej 
z IV frakcji Cohna. Dotychczas wyizolowano i oczyszczono z osocza ludz
kiego 4 somatomedyny określane jako: somatomedyna A (SM-A), soma- 
tomedyna C (SM-C) oraz dwa czynniki wzrostu o działaniu podobnym do 
insuliny, tzw. insulin-like growth factor-1 (IGF-1) i insulin-like growth  
jactor-2  (IGF-2). Efekty metaboliczne dwóch ostatnich czynników są 
podobne do efektów insuliny. Polipeptydy te w ykazują charakter obojęt
ny lub lekko zasadowy, ich ciężary cząsteczkowe wynoszą 7 000—8 000, 
a pod względem struk tura lnym  zbliżone są do proinsuliny (56, 57). Są 
term o- i kwasostabilne, odporne na czynniki denaturujące SDS i mocznik. 
Określa się je również skrótam i nazw angielskich NSILA I i NSILA II 
(non-suppresible insulin-like activity  I i II). Wszystkie wyżej w ym ie
nione czynniki wywołują m itogenną odpowiedź komórek w hodowli i s ty 
m ulują włączanie siarczanów do proteoglikanów kom órek chrząstki m ied
nicy kurcząt i żeber szczurów.

Somatomedyny wydają się odgrywać szczególnie ważną rolę w roz
woju zarodka i płodu. Hormon wzrostu nie przechodzi z organizm u m atki 
przez barierę łożyska, mimo to płody z niedoborem horm onu wzrostu 
osiągają prawidłowe rozm iary (58). Ostatnio stwierdzono występowanie 
somatomedyn również w płynie owodniowym i we krw i pępowinowej 
(59—64). Tkanki płodowe zaw ierają specyficzne receptory tych substancji 
(60). Zjawisko to może sugerować rolę somatomedyn, jako substancji 
wzrostowych zarodka i płodu.

Do tej grupy czynników należy również peptyd o aktyw ności stym u-

Tabela 1

Własności biologiczne czynnika wzrostu MSA, wyizolowanego z hodowli komórek wątroby pło
dowej szczurów (65)

Włączanie [3H]-tymi- 
dyny do DNA fibrobla- 
stów zarodków kurcząt 

Liczba imp./ 
płytkę x 10~3

Wzrost fibroblastów 
zarodków kurcząt 
Liczba komórek/ 
płytkę x 10“ 5

Włączanie [35S] siar
czanów do komórek 

chrząstki żeber szczura* 
¡i.g SOi2 /100 g suchej 

masy

Kontrola 6,0 ±0,25 6,3 ±0,2 12,7 ±1,1

Czynnik wzrostowy 
MSA 0,1 [¿g/ml 15,05 ±0,25 — —

Czynnik wzrostowy 
MSA 1,33 [ig/ml — — 27,0 ±  1,8

Czynnik wzrostowy 
MSA 5 [i.g/ml — 10,05 ±0,35 —

* — liczbę impulsów 35S 0 4/min przeliczono na zawartość SO“2
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lującej mnożenie komórek fibroblastów zarodka kurczęcia (multiplication  
stim ulating activity  — MSA)  (65). Czynnik ten  dodany do hodowli ko
m órek stym uluje włączanie [3H]-tym idyny do DNA, włączanie siarcza
nów do chrząstek żeber szczurów, k tórym  usunięto przysadkę mózgową, 
utlenianie glukozy i lipogenezę w kom órkach tłuszczowych oraz w nie
znacznym stopniu ham uje wiązanie insuliny z receptoram i limfocytów 
IM9. N iektóre efekty działania czynnika wzrostu MS A, wyizolowanego 
z hodowli komórek w ątroby płodowej zebrane są w tabeli 1.

Jako m ateriał do w yodrębnienia peptydów o aktywności MS A stosu
je się najczęściej hodowlę komórek w ątroby płodowej szczurów w środo
wisku wolnym od surowicy i od hormonów (65). Stwierdzono, że komórki 
te są również odpowiedzialne za produkcję białka wiążącego somatome- 
dyny (66—68).

Ostatnio opisano badania, których wyniki wskazują na synergistycz- 
ne działanie polipeptydowych czynników wzrostu. Np. dodanie egzogen
nego PDGF-1 do hodowli fibroblastów BALB/c 3T3, zawierającej znako
waną jodem SM-C powodowało wzrost jej wiązania z receptoram i ko
mórek. Stwierdzono, że nie jest to wynikiem  zmian w powinowactwie 
czynnika do receptorów lecz wynikiem  wzrostu ilości receptorów błono
wych; zaobserwowano bowiem, że kom órki będące w pom itotycznym  
okresie spoczynku metabolicznego, po dodaniu PDGF-1 przechodziły w 
fazę syntezy DNA a następnie w fazę syntezy białka (69).

VIII. Polipeptydowe czynniki wzrostu wytwarzane przez komórki strans- 
formowane i nowotworowe

Komórki w hodowli poddane transform acji nowotworowej wykazują 
zmniejszone zapotrzebowanie na polipeptydowe czynniki wzrostu, w tym  
i na surowicę (70—76). Zmiana zapotrzebowania na egzogenne czynniki 
wzrostu jest jedną z pierwszych zmian wśród fenotypowych zmian obser
wowanych po transform acji nowotworowej. Transform acja kom órek wi
rusam i onkogennymi zawierającym i DNA swoiście zmniejsza zapotrze
bowanie na czynniki wzrostu. W m iarę zwiększenia populacji kom órek 
stransform ow anych w hodowli, stają się one stopniowo coraz bardziej 
niezależne od egzogennych czynników wzrostu, przy czym większość 
komórek wykazuje dużą zmienność pod względem długości cyklów po
działowych. Fakt niezależności kom órek stransform ow anych od czynni
ków wzrostu tłum aczy się zmianam i regulacji w ew nątrzkom órkowej.

Transform acja komórek wzbudzona onkogennymi czynnikam i che
micznymi, onkogennymi w irusam i zawierającym i RNA i tzw. transfor
macja „spontaniczna”, tylko w nieznacznym  stopniu zmniejsza zapotrze
bowanie komórek na polipeptydowe czynniki wzrostu. Uważa się, że 
wspomniane czynniki onkogenne w yw ołują m utację jednego lub kilku 
spośród wielu genów (77, 78). Prowadzi to do zmiany zapotrzebowania 
komórek tylko na niektóre czynniki wzrostowe. Późniejsze zmiany, za
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chodzące w metabolizmie tych komórek, zm niejszają zapotrzebowanie 
również na inne czynniki wzrostu.

Badania z użyciem kom órek fibroblastów chomika chińskiego i sy
ryjskiego BHK-21, stransform ow anych wirusem  polyoma hodowanych 
w w arunkach niedoboru jednego z niezbędnych czynników w zrostu (EGF) 
lub przysadkowego czynnika w zrostu (FGF)) wykąpały korelację między 
zmniejszeniem zapotrzebowania tych kom órek na EGF, a stopniem  ich 
transform acji (79). Uniezależnienie wzrostu kom órek nowotworowych 
i onkogennie transform ow anych od egzogennych czynników w zrostu in 
vitro, może być skutkiem  wydzielania do środowiska własnych swoistych 
polipeptydów, pozwalających na wzrost kom órek w pożywce nie zawie
rającej surowicy.

W 1978 roku wyizolowano ze środowiska hodowlanego mysich ko
m órek 3T3 zainfekowanych wirusem  mięsaka myszy (MSV) polipeptydy 
wrażliwe na trypsynę, które D e  L a r c o  i T o d a r o  nazwali czynni
kam i w zrostu mięsaka (sarkoma growth factors — SGFs) (80). A ktyw 
ność biologiczna SGF była odrębna od czynnika pobudzającego wzrost 
komórek naskórka — EGF a także czynniki SGF nie reagowały z prze
ciwciałami wytworzonym i wobec EGF, ale czynniki te wzajem nie ze sobą 
współzawodniczyły o receptory powierzchniowe komórek. Aktywność 
biologiczną stw ierdzano w trzech frakcjach, odpowiadających ciężarom 
cząsteczkowym: 7 000, 12 000 i 25 000. Frakcje te uzyskano z rozdziału 
na kolumnie wypełnionej Bio-Gelem P-60 ekstrak tu  pohodowlanego ko
m órek 3T3 zainfekowanych wirusem  MSV. N ajaktyw niejszą frakcją s ty 
m ulującą wbudowywanie się [3H ]-tym idyny do DNA fibroblastów nerki 
szczura (linii komórkowej 49F) był polipeptyd o ciężarze cząsteczkowym 
12 000. Pobudzał on w stężeniu 750 ng/m l hodowli komórkowej włączanie

Polipeptyd, ng

Ryc. 1. W łączanie [8H ]-tym idyny do fibroblastów  nerki szczura linii klonalnej 49F 
pod w pływ em  różnych stężeń EGF (—• —• —) i SGF (—O —O —) (80)
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tym idyny w takim  samym stopniu jak  czynnik wzrostowy EGF w stę 
żeniu 1 ng/ml. Na rycinie 1 porównano zdolności wbudowywania tym i
dyny pod wpływem  obu czynników wzrostu. Każda z trzech frakcji po- 
lipeptydowych, dodana do hodowli fibroblastów mysich i szczurzych w y
woływała nową fazę wzrostu logarytmicznego i zanik zjawiska zaham o
wania kontaktowego. Komórki uzyskiwały nowe cechy morfologiczne — 
cechy kom órek stransform ow anych (80). Po usunięciu polipeptydów (SGF) 
z płynnego środowiska hodowlanego kom órki odzyskiwały po pewnym  
czasie cechy morfologiczne, funkcjonalne i wzrostowe, charakterystyczne 
dla kom órek prawidłowych. Polipeptydy te  pozwalały ponadto na p ro
gresyw ny wzrost komórek w postaci kolonii w półpłynnym  żelu agaro
wym, co uwarunkow ane było zmianą fenotypu komórek. Rycina 2 przed-

Polipepłyd, ng

Ryc. 2. Porów nanie zdolności w ytw arzania kolonii w  półpłynnym  żelu agarowym  
pod w pływ em  różnych stężeń SGF (—0 —0 —) i EGF (—• — # —) (80)

stawia wzrost fibroblastów linii 49F w półpłynnym  żelu agarowym  pod 
wpływem SGF. W tych samych w arunkach nie dochodzi do tworzenia 
kolonii pod wpływem  EGF. Nie wykazano, czy polipeptydy (SGF) po
wodują zmiany genetyczne w fibroblastach (80).

D e  L a r c o  i wsp. w ykorzystując zdolność wiązania czynników 
wzrostu mięsaka przez receptory niektórych komórek wyizolowali i oczy
ścili jeden z polipeptydowych czynników z podłoża pohodowlanego tran s
form owanych fibroblastów (81). A utorzy zastosowali ludzkie kom órki 
linii nowotworowej A-431 w ykazujące znaczną liczbę receptorów wobec 
EGF (ok. 2,2X108/komórkę) i w iążących SGF. W w yniku dwukrotnego 
wiązania czynnika wzrostu przez receptory uzyskano homogenny poli- 
peptyd, którego ciężar cząsteczkowy określono na 10 000 a p i 6,8 (pi 
EGF — 4,4).

Dotychczas nie wyjaśniono specyficzności w ytw arzania i uwalniania 
z komórek stransform ow anych do m edium  hodowlanego polipeptydów tej 
klasy. Próbę izolowania polipeptydów bezpośrednio z kom órek nowotwo-
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rowych, z przeszczepianych raków pęcherza myszy i z fibroblastów  ner
ki szczura, stransform ow anych wirusem  mięsaka myszy podjęli dopiero 
R o b e r t s  i wsp. (82). Autorzy zastosowali do izolowania czynnych bio
logicznie związków kwaśną ekstrakcję etanolem  hom ogenatu kom órko
wego. Stwierdzili, że najw iększą zdolność do tworzenia kolonii w ykazy
wały kom órki prawidłowe rosnące w półpłynnym  żelu agarowym  w obec
ności polipeptydów uzyskanych z kom órek 3T3, stransform ow anych wi
rusem  mięsaka myszy. Polipeptydy izolowane z przeszczepialnych raków 
pęcherza myszy wykazywały m niejszą zdolność stym ulowania komórek 
do wzrostu, zaś polipeptydy wyodrębnione z chemicznie indukowanych 
raków tchawicy szczurów w ykazywały takie działanie w najm niejszym  
stopniu. W yniki tych badań przedstawione są na rycinie 3.

Ryc. 3. W ytw arzanie kolonii w półpłynnym  żelu agarow ym  przez fibroblasty  nerki 
szczura pod wpływem  różnych stężeń peptydów  uzyskanych drogą kw aśnej ekstrakcji 
etanolem  kom órek 3T3 transform ow anych w irusem  m ięsaka myszy (— • — • —), 
kom órek now otw oru pęcherza indukow anych N -butylo-N -(4-hydroksybutylo)nitrozo- 
am iną (—A —A —) i kom órek raka tchaw icy szczurów indukow anego 7,12-dwumety- 
lobenzeno(a)antracenem  (—O —O —) (82)

Właściwości m itogenne wszystkich polipeptydów w ew nątrzkom órko
wych są podobne do właściwości czynników wzrostowych, wyizolowanych 
ze środowiska hodowlanego kom órek 3T3 stransform ow anych wirusem  
m ięsaka myszy (czynnik SGF). W skazuje to, że w ytw arzane są podobne 
czynniki wzrostu komórek, niezależnie od czynnika indukującego tran s
form ację nowotworową lub pochodzenia komórek nowotworowych. Czyn-
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niki te zostały określone przez autorów wspólną nazwą: transform ujące 
czynniki wzrostu — transform ing growth factors (TGFs). Są one pod 
względem właściwości biologicznych bardzo podobne do SGFs. Wywo
łują nową fazę wzrostu logarytmicznego w hodowli zawiesinowej, zanik 
zjaw iska zahamowania kontaktowego, stym ulują wzrost fibroblastów 
nerk i szczura linii klonalnej 49F w półpłynnym  żelu agarowym, współ
zawodniczą z EGF o receptory błon komórkowych i tracą aktywność bio
logiczną pod wpływem  trypsyny  lub dw utiotreitolu. Transform ujące 
czynniki wewnątrzkom órkowe (TGFs) odpowiadają czynnikom wzrostu 
mięsaka (SGFs) o ciężarach cząsteczkowych 10 000 i 7 000 (83).

Badania nad czynnikami polipeptydowymi w ytw arzanym i przez ludz
kie kom órki nowotworowe hodowane w pożywce wolnej od surowicy 
wykazały, że komórki te produkują czynniki zdolne do wzbudzania trans
form acji komórek prawidłowych (84). Czynniki te m ają wiele cech wspól
nych z polipeptydam i w ytw arzanym i i uwalnianym i przez kom órki trans
form owane wirusem  mięsaka myszy i szczurów.

W ykazano, że niektóre polipeptydy z kom órek raka wysiękowego 
Ehrlicha, zawierające dodatkowe składniki cukrowe, pobudzają również 
wzrost komórek. Ostatnio z frakcji cytoplazmatycznej tych kom órek wy
izolowano drogą sączenia molekularnego i chrom atografii jonowymiennej 
sjaloglikopeptyd o takim  działaniu. Ten złożony polipeptyd o ciężarze 
cząsteczkowym 18 500 i pi =  5,0 zawierający obojętne heksozy, heksoza- 
m iny i kwas sjałowy, znacznie stym uluje włączanie [3H ]-tym idyny do 
nierozpuszczalnego w kwasie trój chlorooctowym m ateriału  komórkowego, 
w hodowli mysich fibroblastów linii BALB/c 3T3 (85). S tym uluje on po
nadto mnożenie fibroblastów in vitro  (86).

Ostatecznie nie rozstrzygnięto, czy kom órki nowotworów ludzkich 
produkują identyczne czynniki wzrostowe jak kom órki stransform ow a- 
ne. W ydaje się jednak, że czynniki polipeptydowe pochodzące z komórek 
nowotworowych i stransform ow anych nie mogą być utożsamiane z czyn
nikam i wzrostowymi obecnymi w surowicy.

IX. Uwagi końcowe

Komórki zwierzęce in vitro  w ym agają wielu różnorodnych substancji, 
wśród których czynniki polipeptydowe (hormonalne) odgryw ają istotną 
rolę w regulacji wzrostu komórki.

Przyjm uje się, że następująca kolejność zdarzeń składa się na aktyw 
ność czynników peptydowych w stym ulacji i regulacji komórkowego wzro
stu  (87): 1) wiązanie peptydów ze specyficznymi, o wysokim powinowac
twie nasycenia, receptoram i powierzchniowymi komórki; 2) gromadzenie 
lub agregacja kompleksów receptor-czynnik; 3) tworzenie pęcherzyków 
endocytarnych, zawierających te  kompleksy; 4) indukcja ekspresji geno
mu komórkowego; 5) wew nątrzkom órkowa degradacja kompleksu.
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Badania nad regulatoram i w zrostu wskazują, że w odpowiedzi na ich 
obecność w środowisku kom órki mogą wytwarzać swoiste m echanizmy 
kom petencyjne lub synergistyczne (69, 88), przejaw iające się zmianą 
zdolności wiązania czynnika przez receptor lub indukcją biosyntezy spe
cyficznych receptorów na powierzchni komórki. Mogą również przyśpie
szać poszczególne wym ienione powyżej fazy działania.

Czynniki te in vivo  mogą być sterowane przez różnego typu efektory, 
do których należą nukleotydy cykliczne, jony lub różne substancje orga
niczne, będące pod kontrolą bodźców horm onalnych i innych ciał czyn
nych. Fosforylacja specyficznych glikoprotein błonowych może działać 
regulatorowo, stanowić odpowiedź na sygnał zewnątrzkomórkowy, k tóry  
przeniesiony do jądra  komórkowego indukuje ekspresję genomu (22, 
23, 31).

Komórki stransform ow ane i nowotworowe są w znacznym stopniu 
niezależne od peptydowych czynników wzrostowych, prawdopodobnie 
dzięki w ytw arzaniu i uw alnianiu do środowiska swoistych peptydów, 
które „autostym ulują” wzrost komórek. Czynników tych nie można utoż
samiać z polipeptydowymi czynnikami wzrostowymi w ytw arzanym i przez 
niektóre kom órki prawidłowe.
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I. Wstęp

Badania nad funkcjonowaniem  łańcucha oddechowego w roślinach 
wyższych, a także w niektórych m ikroorganizm ach doprowadziły w ostat
nim  dziesięcioleciu do wykazania rozgałęzienia tego łańcucha i w ynikają
cej stąd możliwości przepływ u elektronów z pominięciem przenośników 
cytochromowych (1). Tę drogę transportu  elektronów zaczęto więc na
zywać „alternatyw ną drogą oddechową” — alternatyw ną do opisywanej 
głównej drogi transportu  elektronów — drogi cytochromowej. Jej obec
ność w m itochondriach tłum aczyła obserwowaną od dawna małą w raż
liwość oddychania organizmów roślinnych na inhibitor oksydazy cyto
chromowej — cyjanek potasu.

W ciągu ostatnich pięciu lat ukazały się liczne artyku ły  przeglądowe 
poświęcone problemowi oddychania niewrażliwego na cyjanek (2—8), 
a  wśród nich artyku ł A. D r a b i k o w s k i e j  w Postępach Biochemii 
(6) om awiający głównie wyniki badań przeprowadzonych na m ikroorga
nizm ach. Ostatnio opublikowane badania pozwoliły na uporządkowanie 
i ujednolicenie term inologii opisującej omawiane procesy i rzuciły nowe 
światło na regulację zjawisk oddechowych w organizmach roślinnych.

Obecnie term inem  „oddychanie niewrażliwe na cyjanek” powszechnie 
•określa się oddychanie całych roślin, tkanek lub też izolowanych m ito- 
chondriów, nie ham owane przez cyjanek potasu. Oddychanie to może być 
związane zarówno z pobieraniem  tlenu przez m itochondria jak i z ukła
dami oksydaz w ystępujących poza m itochondriami. Term inem  „alterna
tyw na droga oddechowa” określa się fragm ent mitochondrialnego łańcu
cha oddechowego, w którym  elektrony przenoszone są na tlen z pomi
nięciem przenośników cytochromowych. A lternatyw na droga oddechowa 
może funkcjonować w obecności inhibitorów oksydazy cytochromowej 
(cyjanku, azydku, tlenku  węgla) oraz inhibitorów łańcucha cytochromo- 
wego działających między cytochromami b i c (antym ycyna A, N -tlenek 
hydroksychinoliny). „Oksydazą alternatyw ną” określa się końcowy frag
m ent drogi alternatyw nej, bliżej nie zbadany układ enzymatyczny, ka ta 
lizujący przeniesienie elektronów na tlen. Układ ten  jest hamowany przez 
kwasy hydroksamowe.

Celem niniejszego artyku łu  jest ogólna charakterystyka oraz omówie
n ie  regulacji i mechanizmu działania alternatyw nej drogi oddechowej 
u roślin wyższych i jej fizjologicznego znaczenia.
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II. Lokalizacja oddychania niewrażliwego na cyjanek w komórce

Brak ham ow ania przez cyjanek oddychania roślin lub ich tkanek 
przypisuje się w części udziałowi obecnych w cytoplazmie cyjanoodpor- 
nych oksydaz przenoszących elektrony wprost na tlen  (9). Jednakże wy
niki wielu badań izolowanych m itochondriów wskazują, że zasadniczą 
rolę w tzw. cyjanoodporności oddychania odgrywa funkcjonująca w mi- 
tochondriach (1, 10— 13) alternatyw na droga oddechowa.

Cyjanek w różnym  stopniu ham uje oddychanie mitochondriów izolo
wanych z różnych roślin. I tak  np. oddychanie mitochondriów izolowa
nych z chwastu północno am erykańskiego Symplocarpus foetidus nie 
jest wcale ham owane przez cyjanek (12), cyjanek ham uje oddychanie mi
tochondriów fasoli w około 75% (14), natom iast oddychanie m itochond
riów ziem niaka jest całkowicie zahamowane (15). Najczęściej m ito- 
chondria izolowane z roślin lub tkanek, których oddychanie nie jest ha
mowane przez cyjanek, charakteryzują się niewrażliwością na ten  inhi
bitor.

M itochondria wyizolowane z tkanek, których oddychanie jest niewraż
liwe na cyjanek w ykazują obecność obu dróg transportu  elektronów: 
ham owaną przez cyjanek, drogę cytochromową, powiązaną z oksyda
cyjną fosforylacją oraz nie ham owaną przez cyjanek, a lternatyw ną drogę 
oddechową, k tóra prawdopodobnie nie jest związana z produkcją energii 
w postaci ATP.

Odmienna charakterystyka m itochondriów tkanek, k tórych oddycha
nie jest niewrażliwe na cyjanek w skazuje na obecność w nich układu od
dechowego odpornego na cyjanek. M itochondria izolowane z takich tkanek 
charakteryzują się m ałym  stopniem  sprzężenia oddychania z oksyda
cyjną fosforylacją (niski stosunek ADP/O). Zahamowanie drogi a lte rna
tyw nej przez podanie m itochondriom  specyficznych inhibitorów tej drogi, 
może stosunek ADP/O podnieść, wskazując również na to, że obie drogi 
mogą funkcjonować równocześnie (14). A lternatyw na droga oddechowa, 
podobnie, jak  łańcuch oddechowy funkcjonuje w w ew nętrznej błonie 
m itochondrialnej (16).

III. Struktura i przenośniki drogi alternatywnej

III-I. Miejsce rozgałęzienia głównego łańcucha przenoszenia elektronów

Uproszczony schem at roślinnego łańcucha transportu  elektronów 
przedstawia rycina 1. W m itochondriach, k tórych oddychanie było nie
wrażliwe na cyjanek zaobserwowano, że przy zaham owaniu cyjankiem  po
tasu  głównej drogi transportu  elektronów  — drogi cytochromowej, utle-
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nianie substratów  oddających elektrony przed pierwszym  miejscem sprzę
żenia, prowadziło do wytw orzenia jednej cząsteczki ATP (17, 18). Nato
m iast wszystkie substra ty  oddające elektrony przed drugim  miejscem 
sprzężenia (np. bursztynian) mogą być utleniane w obecności cyjanku bez 
jednoczesnej syntezy ATP (17, 18). Ponadto antym ycyna A, inhibitor 
działający na poziomie cytochromu b, nie ham uje, podobnie jak cyjanek, 
alternatyw nej drogi oddechowej (1). Obserwacje te  wskazywały na to, 
że obie drogi (wrażliwa i niew rażliwa na cyjanek) biegną wspólnie przez 
pewien fragm ent łańcucha przenoszenia elektronów, a odgałęzienie drogi 
alternatyw nej następuje w rejonie ubichinon-flaw oproteina-cytochrom  b

[r o t e n o n ]

^ V fp

Egzog. NADH
|\

\  u m
\

\
Fp \

Endoa. NADM — Q — cytochromu b '— i ^  cytochromy c — ■■■— cyt. aa3 .
F e - S ^ |  f  f

[a n t y m y c y n a  a] [k c n ]
FAD

[MALON!ANl/e _ S

H,0

VBursztynian Fp ------► oksyd. alternatywna

[shL ] ^ h*°
Ryc. 1. Schemat roślinnego łańcucha oddechowego. Zmodyfikowane wg (7)
Fp — fla w o p ro te in a , F e -S  — ż ela zo su lfo p r o te in y , Q — u b ich in o n , SH A M  — k w a s  sa lic y lo h y d r o k sa -  
m o w y .
G ru b y m i strza łk a m i za zn a czo n o  m ie jsca  h am ow an ia  łań cu ch a  przez p o w sze c h n ie  u ży w a n e  in h i
b ito ry , w  n a w ia sa ch .
R zym sk im i cy fra m i ozn a czo n o  fo s fo r y la c je .

(19—23). Dokładniej miejsce rozgałęzienia łańcucha oddechowego w y
kazano stosując metodę pulsowego utleniania m itochondriów Sym plocar- 
pus foetidus będących w w arunkach anaerobowych, przy jednoczesnym 
zahamowaniu łańcucha cytochromowego tlenkiem  węgla (24). Transport 
elektronów  przy pulsowym utlenianiu przebiegał głównie drogą a lterna
tywną. U tlenianie ubichinonu i części flawoprotein zachodziło w tych  
w arunkach bardzo szybko (ti/2 =  1 sek), przy dość powolnym utlenianiu 
cytochromów a i a3 (t1/2 =  3 sek), odpowiadającym szybkości dysocjacji 
tlenku  węgla ze zredukowanego cytochromu a, a3. Kwasy hydroksamowe, 
inhibitory drogi alternatyw nej, gwałtownie ham ow ały utlenianie ubichi
nonu i flawoprotein. Zaproponowano więc, że ubichinon jest miejscem 
rozgałęzienia i wspólnym  przenośnikiem  zarówno dla drogi cytochromo- 
wej jak  i dla drogi alternatyw nej (24).

Chemioosmotyczna teoria M i t c h e l l a  (25) zakłada, że tzw. cykl 
ubichinonu pełni zasadniczą rolę w działaniu pompy protonowej. Okreś
lenie stosunku P/O, stanu utlenienia lub redukcji przenośników podczas 
pulsowego podawania tlenu  oraz potencjałów oksydo-redukcyjnych po-
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szczególnych przenośników pozwoliło na zaproponowanie kolejności re 
akcji zachodzących w cyklu ubichinonu i powiązanie ich z alternatyw ną 
drogą oddechową (26, 27). Zaproponowano więc (28), że dehydrogenaza 
bursztynianow a redukuje układ QH7QHZ, natom iast układ enzym atycz
ny drogi alternatyw nej (być może kompleks oksydazy alternatyw nej) ka
talizuje reakcję odwrotną (Ryc. 2). Odgałęzienie drogi alternatyw nej

U+ l-T

Ryc. 2. Schem at rozgałęzienia roślinnego łańcucha oddechowego uw zględniający 
cykl ubichinonu. Zm odyfikowane wg (28)
S trza łk a m i ozn a czo n o  m ie jsc a  h a m o w a n ia  n ie k tó ry c h  in h ib ito ró w . R eszta  o b ja śn ień  w  te k śc ie .

z głównej drogi cytochromowej jest więc odwróceniem katalizowanej 
przez dehydrogenazę bursztynianow ą reakcji redukcji QH’ do QH2 (29).

III-2. Przenośniki wchodzące w skład drogi alternatywnej

III-2-1. F la w o p ro te in y

Duża różnorodność flaw oprotein roślinnych oraz łatwość wchodzenia 
w reakcje u tleniania-redukcji sugerowały ich udział w przenoszeniu elek
tronów  na drodze alternatyw nej (30, 31). W yniki opisanego powyżej do
świadczenia (24), w którym  pulsowo podawano tlen  zawiesinie m ito- 
chondriów w obecności tlenku węgla, wskazywały na udział w utlenianiu 
alternatyw ną drogą oddechową flaw oproteiny o potencjale redukcyjnym  
+  20 mV. Zaproponowano więc (24), że flawoproteina ta  jest w równo
wadze oksydoredukcyjnej z ubichinonem  (potencjał oksydo-redukcyjny 
+  70 mV). Duża różnica potencjału między tym i dwoma przenośnikam i 
mogłaby sprawiać, że niew ielka redukcja ubichinonu powodowałaby 
znaczny stopień redukcji tej flawoproteiny. Taki układ przenośników 
doskonale odpowiada wcześniejszemu hipotetycznem u schematowi regu
lacji funkcjonowania obu dróg, k tóry  zaproponował B a h r  i B o n n e r  
(32). Schem at ten  zakłada (dokładne jego omówienie w dalszej części
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artykułu) istnienie przenośnika o charakterze „przełącznika” mogącego 
zmienić kierunek przepływ u elektronów  z drogi cytochromowej (głównej 
drogi przenoszenia elektronów  w 3-cim stanie energetycznym  mito- 
chondrionu, przy dużym  stężeniu ADP) na drogę alternatyw ną (główną 
drogę przenoszenia elektronów  w stanie 4-ym, przy braku ADP lub przy 
całkowitym  lub częściowym zaham owaniu drogi cytochromowej).

III-2-2. Ż e la zo su lfo p ro te in y

Udział żelazosulfoprotein w przenoszeniu elektronów alternatyw ną 
drogą oddechową postulowano głównie w w yniku odkrycia specyficz
nych inhibitorów drogi a lternatyw nej — kwasów hydroksam owych (33). 
Kwasy hydroksam owe m ają zdolność do chelatowania m etali, a szczegól
nie żelaza. Żelazosulfoproteiny są białkami, w których żelazo związane 
jest z labilnym  atomem siarki. Sądzono (33), że m echanizm  hamowania 
przez kwasy hydroksam owe oddychania drogą alternatyw ną może pole
gać na chelatow aniu żelaza z żelazosulfoprotein. Nie stwierdzono jednak 
większej zawartości tych  białek w m itochondriach wykazujących wysoką 
aktywność oksydazy alternatyw nej np. u słonecznika bulwiastego (34). 
Również wyniki badań porównawczych m itochondriów o dużej w rażli
wości oddychania na cyjanek i m itochondriów, k tórych oddychanie było 
całkowicie niewrażliwe na cyjanek, nie wykazały zasadniczych różnic 
ilościowych w składzie żelazosulfoprotein (34).

Natomiast argum entem  za udziałem  żelazosulfoprotein w drodze 
alternatyw nej był fakt wydzielania siarkowodoru podczas cieplnej inak- 
tyw acji tej drogi w m itochondriach (35, 36). Doświadczenie to jednak zo
stało zinterpretow ane (37) w odm ienny sposób niż proponowany przez 
autorów. W m itochondriach bowiem, w których cyjanek nie ham uje od
dychania w ystępuje więcej dehydrogenazy bursztynianow ej, zawierającej 
w swym kompleksie centra żelazo-siarkowe. Inaktyw acja cieplna drogi 
alternatyw nej i w ykryw alnie wyższe wydzielanie siarkowodoru w m i
tochondriach z działającą drogą alternatyw ną mogłoby polegać na pro
porcjonalnie (do jej ilości) większej inaktyw acji dehydrogenazy burszty
nianowej. W m itochondriach z działającą drogą alternatyw ną 1 cząsteczka 
dehydrogenazy bursztynianow ej przypada na 1 łańcuch oddechowy, na
tom iast w mitochondriach, w których cyjanek ham uje oddychanie przy
pada tylko jedna cząsteczka dehydrogenazy bursztynianow ej na trzy  łań
cuchy przenośników elektronów.

Udział żelazosulfoprotein w oddychaniu niew rażliwym  na cyjanek w 
sposób nie budzący zastrzeżeń wykazano u drożdży (38). Cyjanek hamo
wał oddychanie drożdży, gdy hodowlę ich prowadzono w w arunkach 
braku żelaza czy też przy udziale środków chelatujących (EDTA) (39).

Natomiast wprowadzenie żelaza lub siarki do środowiska hodowli 
powodowało indukcję alternatyw nej drogi oddechowej (40, 41).
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Przez parę lat, aż do roku 1978, wykazywano specyficzność działania 
kwasów hydroksam owych jako inhibitorów drogi alternatyw nej i sądzo
no, że mechanizm ich hamowania polega na wiązaniu żelaza z żelazo-sul- 
foproteinam i. Mechanizm ten jest obecnie podważany, ponieważ uważa się, 
że żelazo w żelazosulfoproteinach jest trudno dostępne do wiązania się 
z kwasam i hydroksanowym i (42). Ponadto wykazano, że kwasy hydroksa- 
mowe ham ują wiele innych układów enzym atycznych m.i. peroksydazę, 
tyrozynazę i lipoksygenazę (43, 44, 45). Zaproponowano więc (45), że 
m echanizm  działania kwasów hydroksam owych może polegać na ich 
współzawodnictwie z substratem  fenolowym o miejsce wiązania z biał
kiem enzymatycznym. Tym substratem  oksydazy alternatyw nej ma być 
ubichinon, a wiązanie — wiązaniem  wodorowym.

Silniejszym  i bardziej specyficznym inhibitorem  alternatyw nej dro
gi oddechowej jest disulfram  (46). N ieznany jest jak  dotąd mechanizm 
jego działania, związek ten  ma jednak również własności chelatujące 
metale.

Z mitochondriów A rum  m aculatum  wyizolowano kompleks enzym a
tyczny utleniający durohydrochinon (2,3,5,6-tetram etylo-l,4-benzochi- 
non), będący sztucznym  substratem  oksydazy alternatyw nej (47, 48). 
Choć kompleks ten  nie może być całkowicie utożsam iany z oksydazą al
ternatyw ną, to jednak godnym odnotowania jest fakt, że nie zawiera on 
żelazosulfoprotein, a w jego skład wchodzi prawdopodobnie flawopro- 
teina i znaczna ilość miedzi (48, 49). W innej pracowni (37) również podję
to próbę izolowania i częściowego oczyszczenia oksydazy alternatyw nej. 
W yizolowany kompleks enzym atyczny u tleniał ubichinol-1 i menadiol, 
jednakże nie wykazano obecności w nim  centrów  żelazosiarkowych, albo
wiem nie odnotowano charakterystycznych sygnałów przy badaniu re 
zonansu elektroparam agnetycznego (50).

Tak więc powyżej opisane badania praktycznie w ykluczyły udział 
żelazosulfoprotein w przenoszeniu elektronów drogą alternatyw ną. Za
stosowanie sztucznych substratów  drogi alternatyw nej oraz próby izolo
wania tego fragm entu łańcucha oddechowego dają nadzieję, że wkrótce 
zostanie dokładnie określona sekwencja oraz charakter przenośników 
alternatyw nej drogi oddechowej.

IV. Charakterystyka drogi alternatywnej

IV-1. Powinowactwo wobec tlenu

Flawinowy charakter drogi alternatyw nej wskazywałby na jej niskie 
powinowactwo do tlenu. Potw ierdzają to obserwacje, że wym aga ona do 
swego działania często nieco wyższych stężeń tlenu  niż droga cytochro- 
mowa. I tak, wysokie stężenie tlenu  (powyżej 21°/o) powoduje wzrost

http://rcin.org.pl



9 6 A . M. RYCHTER [8]

aktyw ności oddychania niewrażliwego na cyjanek w m itochondriach psze
nicy (51). Wysokie stężenie tlenu  indukuje syntezę drogi niewrażliwej na 
cyjanek w kultu rach  komórkowych jesionu (52). Skraw ki ziemniaka 
z bulw  traktow anych poprzednio mieszaniną etylenu z tlenem  (o stęże
n iu  bliskim 100% ) w ykazują większą odporność oddychania na cyjanek 
w porównaniu ze skraw kam i z ziemniaków traktow anych mieszaniną 
■etylenu i powietrza (53). Wykazano, że niskie powinowactwo oddychania 
korzeni Senecio (starca) do tlenu  spowodowane jest wysoką aktywnością 
oksydazy niew rażliwej na cyjanek (54-56).

Powinowactwo oksydazy alternatyw nej do tlenu  u roślin wyższych 
określono w przybliżeniu jako dziesięciokrotnie niższe od powinowactwa 
do tlenu  oksydazy cytochromowej (5). W yniki badań powinowactwa oksy
dazy alternatyw nej do tlenu  u drożdży i m ikroorganizmów (57-60) po
tw ierdzają, że jest ono niskie i określają je jako 3,5-10 razy niższe niż 
oksydazy cytochromowej.

TV-2. Końcowy produkt redukcji tlenu

Mechanizm działania drogi alternatyw nej związany jest z zagadnie
niem  stechiom etrii końcowej reakcji redukcji tlenu  w łańcuchu oddecho
wym. Tak więc istotną kw estią jest określenie, czy redukcja tlenu  za
chodząca w w yniku przeniesienia elektronów drogą alternatyw ną jest 
procesem wym agającym  4 elektronów  i w ytw arzającym  wodę, czy pro
cesem  związanym z przeniesieniem  2 elektronów i w ytw arzającym  nad
tlenek wodoru, czy też procesem 1 elektronow ym  w ytw arzającym  anion 
ponadtlenkowy. Ilość nadtlenku wodoru w ytw arzana podczas oddychania 
a lternatyw ną drogą oddechową w izolowanych m itochondriach fasoli 
jest bardzo m ała (61). Mogłoby to być związane z obecnością w n ienaru
szonych m itochondriach katalazy i peroksydazy oraz donorów wodoru 
dla tego enzymu. Oba te  enzym y mogą rozkładać nadtlenek wodoru w y
tw arzany przez drogę alternatyw ną i w ten  sposób zapobiegać jego gro
madzeniu. Wniosek ten  potwierdzała obserwacja, że cząsteczki submi- 
tochondrialne otrzym ane z tych samych m itochondriów, w obecności 
an ty  my cyny A, w ytw arzały nadtlenek wodoru w ilościach odpowiadają
cych ilości tlenu  pochłanianego przez funkcjonującą drogę alternatyw ną, 
aczkolwiek nie można było stw ierdzić czy reakcja ta  zachodzi również 
w obecności KCN i jest hamowana przez kwasy hydroksam owe bowiem 
oba te  związki przeszkadzały w oznaczaniu peroksydazy utleniającej cy- 
tochrom  c (61). W yniki tych doświadczeń nie odpowiedziały jednak na 
pytanie, czy redukcja tlenu  jest procesem dwu czy jedno elektronowym, 
bowiem reakcja mogłaby być jednoelektronowa, a nadtlenek wodoru 
mógłby powstać w w yniku działania dysm utazy ponadtlenkowej. W y
kazano jednak (62), że zarówno oksydaza cytochromowa jak  i oksydaza
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alternatyw na nie w ytw arzają anionu ponadtlenkowego w znaczących 
ilościach. Ponadto stwierdzono (62), że obserwowane poprzednio w ytw a
rzanie nadtlenku wodoru można przypisać redukcji tlenu  do ponadtlenku 
przez fragm ent łańcucha oddechowego w rejonie ubichinon-cytochrom  b. 
Ponadtlenek rozkładany byłby następnie do nadtlenku wodoru przez 
dysm utazę ponadtlenkową. Jednak, gdy jako donora elektronów dla łań
cucha drogi alternatyw nej używano bursztynianiu, oksydaza alternatyw 
na nie redukow ała tlenu  do nadtlenku wodoru ani do ponadtlenku wo
doru (63). Tak więc, wydaje się obecnie, na podstawie omówionych w y
ników badań, że woda jest bezpośrednim, końcowym produktem  re
dukcji tlenu  przez a lternatyw ną drogę oddechową u roślin wyższych (50) 
i drożdży (64).

IV-3. Problem syntezy ATP

Zagadnienie syntezy ATP związanej z przepływem  elektronów dodat
kową, alternatyw ną drogą utleniania badano różnymi metodami w wielu 
pracowniach (17, 28, 65-67). W yniki badań, w których określano stosunek 
ADP/O wskazują, że utlenianie bursztynianu przez izolowane m ito- 
chondria na drodze alternatyw nej, przy zahamowanej drodze cytochro- 
mowej, nie jest związane z syntezą ATP. Natomiast przy utlenianiu 
jabłczanu w obecności cyjanku określono stosunek ADP/O jako bliski 
jedności. Znaczyłoby to, że w przypadku substratów  oddających elek
trony przed pierwszym  m iejscem  sprzężenia, czynne jest jedno miejsce 
fosforylacji, we fragm encie łańcucha wspólnym dla obu dróg. W m ito- 
chondriach Sym plocarpus foetidus, w których droga alternatyw na działa 
w 3 stanie energentycznym  zarówno kontrola oddechowa jak i stosunek 
ADP/O jest niski, podwyższenie tego stosunku można uzyskać przy za
ham ow aniu drogi a lternatyw nej kwasam i hydroksam owym i (14).

W edług cheipioosmotycznej teorii M itchella synteza ATP powiązana 
jest z reakcjam i utleniania w łańcuchu oddechowym poprzez wytworzony 
na błonie m itochondrialnej gradient stężenia jonów H + (25). W mito- 
chondriach zwierzęcych stwierdzono, zgodnie z tą  hipotezą, że gradient 
protonów na w ew nętrznej błonie m itochondrialnej, podczas oddychania 
m itochondriów regulowanego przez poziom ADP, jest istotnym  wskaźni
kiem stanu  energetycznego m itochondrionu (68, 69). Zenergizowany mi- 
tochondrion ma dużą siłę protonom otoryczną Ap, równą ¿VH+/F  gdzie F 
jest stałą Faradaya. Oznaczenia siły protonom otorycznej w m itochondriach 
roślinnych potwierdziły, że jest to najbardziej bezpośredni wskaźnik s ta 
nu energetycznego m itochondrionu (71, 72). Siłę protonom otoryczną 
oznaczono w m itochondriach izolowanych z tkanek roślinnych charak
teryzujących się oddychaniem  niew rażliw ym  na cyjanek (Phaseolus au- 
reus, Sym plocarpus foetidus i Arum ) (26, 27). Wykazano, że utlenianie
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bursztynianu drogą alternatyw ną nie w ytw arza potencjału transm em - 
branowego i w związku z tym  nie jest związane z syntezą ATP. Podob
nie w m itochondriach drożdży przenoszenie elektronów  drogą a lte rna
tyw ną nie jest związane z syntezą ATP (67). Są jednak dane (pochodzące 
z jednej pracowni) wskazujące na możliwość jednej fosforylacji przy 
przepływie elektronów związanym z utlenianiem  bursztynianu na drodze 
a lternatyw nej (73). Dane te dotyczą izolowanych mitochondriów z k u ltu r 
kom órkowych jesionu oraz kwiatów  A rum  m aculatum , inkubowanych 
przy stężeniach tlenu  w środowisku reakcji przekraczających 70 m-M 
a także są potwierdzane przez zaobserwowanie odwrotnego transportu  
elektronów, częściowo niewrażliwego na cyjanek przy użyciu sztucznego 
donora elektronów — askorbinianu oraz N N N 'N '-tetram etyleno p-feny- 
leno dwuam iny w m itochondriach fasoli. Obserwowany odw rotny tran s
port elektronów zużywałby energię wytworzoną przy transporcie elek
tronów  poprzez drogę alternatyw ną (74, 75). Na podstawie tych danych 
postuluje się jedno miejsce sprzężenia, w ytw arzające ATP, związane 
z działaniem  oksydazy alternatyw nej (76).

V. Regulacja przepływu elektronów drogą alternatywną

W ykazanie w m itochondriach dwóch dróg oddechowych, działających 
w pew nym  fragm encie wspólnie, a następnie rozgałęziających się i dzia
łających równolegle, z których jedna związana jest z w ytw arzaniem  ATP, 
a druga nie — staw ia pytanie — jak i jest udział każdej z nich w pobie
ran iu  tlenu  przez m itochondria i w jaki sposób zachodzi regulacja prze
pływ u elektronów przez te drogi.

M aksym alny przepływ elektronów  przez drogę a lternatyw ną Valt 
można łatwo oznaczyć mierząc pobieranie tlenu  przez m itochondria w 
obecności cyjanku. M aksym alny przepływ  elektronów  drogą cytochro- 
mową (Vcyt), natom iast można oznaczyć przy zaham owaniu drogi a lte r
natyw nej np. odpowiednimi stężeniam i kwasów hydroksam owych. Ma
ksym alne aktywności obu dróg wyznaczone w ten  sposób po zsumowaniu 
dają  ilość pobranego tlenu  wyższą niż oddychanie (VT) mierzone przy 
braku  inhibitorów. W skazuje to na częściowe tylko wykorzystyw anie 
jednej z dróg (lub obu) i wobec tego konieczne jest oznaczenie udziału 
każdej z nich w pobieraniu tlenu  przez izolowane m itochondria przy 
braku  inhibitorów. Oznaczenie i analizę tego typu  opracowali i przepro
wadzili po raz pierwszy B a h r  i B o n n e r  (32). Ustaliwszy m aksym al
ną aktywność drogi alternatyw nej w obecności cyjanku, dodawano na
stępnie stopniowo w zrastające stężenia kwasu hydroksamowego (tzw. 
miareczkowanie drogi alternatyw nej). O trzym ane w tych w arunkach 
ilości pobieranego tlenu  wyznacza funkcja g(i) opisująca m aksym alny
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udział drogi alternatyw nej przy danym  stężeniu inhibitora tej drogi. Na
stępnie oznaczono pobieranie tlenu  przez m itochondria wobec w zrasta
jących stężeń kwasu hydroksamowego przy nie zahamowanej drodze cy- 
tochromowej (VT). W yniki obu m iareczkowań przedstaw ia liniowa zależ
ność VT od g(i) (Ryc. 3). W ykres ten  w ykazuje, że po pierwsze, droga

Ryc. 3. Oznaczenie udziału alternatyw nej drogi oddechowej w pobieraniu tlenu  przy 
nie zaham owanej drodze cytochrom owej. Zm odyfikowane wg (32), objaśnienia w 
tekście.

alternatyw na działa przy pewnej stałej aktywności drogi cytochromowej, 
określonej przez odcinek Vcyt na osi rzędnych, po drugie, że zm iany 
aktywności drogi alternatyw nej nie m ają w pływu na aktywności drogi 
cytochromowej (w przeciwnym  wypadku zależność nie byłaby linią pro
stą), po trzecie, że rzeczywisty udział drogi alternatyw nej w pobieraniu 
tlenu (Valt) określa tangens kąta między prostą a osią odciętych, oznacza
ny jako współczynnik q (ro). Tak więc oddychanie izolowanych m ito- 
chondriów (VT) może być opisane przez równanie określające udział obu 
dróg w przenoszeniu elektronów VT =  e*g(i)+V cyt. Gdy droga a lte rna tyw 
na uczestniczy w przenoszeniu elektronów w ykorzystując swą m aksy
malną aktywność to współczynnik q =  1 , natom iast przy braku udziału 
drogi a lternatyw nej współczynnik q =  0, a zależność przybiera postać 
linii poziomej, równoległej do osi odciętych i VT =  Vcyt (32).

Opisane powyżej oznaczenia udziału obu dróg w oddychaniu m ito- 
chondrialnym  pozwoliły na dokonanie ciekawej obserwacji. Mianowicie, 
okazało się, że udział drogi alternatyw nej w oddychaniu częściowo nie
wrażliwych na cyjanek m itochondriów, znajdujących się w stanie energe
tycznym  3 *\ izolowanych z fasoli azjatyckiej lub grochu, jest rów ny ze
ru; natom iast, gdy te same m itochondria znajdą się w stanie energetycz-

*) O kreślenia stanów  wg Chance’a.
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nym  4 (brak ADP) — droga alternatyw na uczestniczy w przenoszeniu 
elektronów  (współczynnik 9 =  1) (14). Udział drogi a lternatyw nej w od
dychaniu praw ie całkowicie nie wrażliwych na cyjanek m itochondriów 
Sym plocarpus joetidus będących w 3-cim stanie energetycznym  jest m ały 
(współczynnik q =  0,5) i nieco w zrasta w stanie energetycznym  4 (14). 
Tak więc brak wrażliwości oddychania m itochondriów na dodany cyjanek 
świadczy wyłącznie o obecności w m itochondriach alternatyw nej drogi 
oddechowej, natom iast jej rzeczywisty udział w przenoszeniu elektronów  
można określić jedynie na podstawie opisanego powyżej miareczkowania 
drogi alternatyw nej.

Określając aktywność drogi cytochromowej przy różnych stężeniach 
cyjanku, w obecności lub braku kw asu hydroksamowego, k tóry  ham uje 
całkowicie drogę alternatyw ną, wykazano, że przy działającej drodze 
alternatyw nej droga cytochromowa jest całkowicie wysycona (77). Po
czątkowe dodawanie niskich stężeń cyjanku (przy braku kwasu hydro
ksamowego) nie ma wpływu na oddychanie, ponieważ elektrony kiero
w ane są na drogę alternatyw ną. Gdy droga ta  zostanie wysycona, wtedy 
wyższe stężenia cyjanku ham ują oddychanie. Oznaczony w ten  sposób 
w spółczynnik q dla drogi cytochromowej był równy jedności, w skazując 
na pełne wysycenie drogi cytochromowej przy działającej drodze a lte r
natyw nej (77).

Opisane wcześniej różnice we współczynniku q, czyli w udziale drogi 
alternatyw nej w przepływie elektronów  w m itochondriach znajdujących 
się w 3-cim lub 4-ym stanie energetycznym , świadczą o regulacji ak tyw 
ności drogi alternatyw nej przez drogę cytochromową. Przy wyższej 
aktyw ności drogi cytochromowej niż drogi alternatyw nej, droga cytochro
mowa może pomieścić cały przepływ  elektronów w 3-cim stanie energe
tycznym  mitochondriów. Natomiast ograniczenie aktyw ności drogi cy
tochrom owej np. brakiem  ADP w stanie 4-ym, lub niskim  stężeniem  cy
janku  sprawia, że elektrony są kierow ane na drogę alternatyw ną i współ
czynnik q jest większy od zera. Natomiast, gdy aktywność drogi a lte rna
tyw nej (Valt) jest wyższa niż drogi cytochromowej (Vcyt), to droga a lte r
natyw na działa w stanie 3-cim (np. w m itochondriach Symplocarpus 
foetidus). W tym  przypadku ilość elektronów  przekracza możliwość prze
niesienia ich drogą cytochromową i muszą być one skierowane na drogę 
alternatyw ną. Tak więc faktyczny udział drogi a lternatyw nej w prze
pływ ie elektronów w 3-cim stanie energetycznym  zależy między innym i 
i od pojemności przepływu obu dróg czyli stosunku ich wzajem nej aktyw 
ności.

Biorąc pod uwagę wszystkie wym ienione powyżej obserwacje B a h r 
i B o n n e r  opracowali następujący model regulacji przepływ u elek
tronów  przez obie drogi (32) (Ryc. 4).

Droga alternatyw na i droga cytochromowa m ają wspólny przenoś
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nik B, k tóry  łatwo osiąga stan równowagi z pierwszym  przenośnikiem  
drogi alternatyw nej A. Przenośnik B ma potencjał oksydoredukcyjny 
wyższy niż A, tak, że przy częściowo zredukowanym  przenośniku B, prze
nośnik A — pierwszy akceptor drogi alternatyw nej — jest całkowicie 
utleniony. Przy całkowicie utlenionym  przenośniku A nie ma przepływ u 
elektronów drogą alternatyw ną. Natom iast częściowa redukcja A m ogła
by powodować przepływ elektronów  drogą alternatyw ną i wielkość tego 
przepływu określa omówiony wcześniej współczynnik 9. Różnica po
tencjałów  między przenośnikiem  B i A powinna wynosić m inim um  35 mV 
(32). W opisanych wcześniej pracach jako wspólny przenośnik obu dróg 
proponowano ubichinon, którego potencjał oksydoredukcyjny wynosi

SUBSTRAT

cytochrom y O,,
> 2 

2 ADP 2 ATP

oksydaza

a lte rna tyw na

Ryc. 4. Proponow any m echanizm  regulacji przepływ u elektronów  przez a lte rn a ty w 
ną drogę oddechową, wg (32). O bjaśnienia w  tekście.

+  70 mV. Natomiast flaw oproteina F P ma z potencjałem  oksydoredukcyj- 
nym + 20  mV m iałaby rolę pierwszego akceptora drogi a lternatyw nej 
(23, 24). Różnica potencjałów między tym i składnikam i + 50  mV jest 
zgodna z opisanym powyżej modelem przepływ u elektronów przez obie 
drogi. Ubichinon jest wobec tego przenośnikiem  B i stopień jego zredu
kowania określa aktywność drogi alternatyw nej. Ponieważ zaś redukcja 
ubichinonu zależy zarówno od dopływu elektronów z substratu , jak  i od 
ich odpływu na drogę cytochromową, to aktywność drogi cytochromowej 
będzie określała aktywność drogi a lternatyw nej. P rzy całkow itym  wy- 
syceniu drogi cytochromowej większość ubichinonu będzie zredukowana 
i w tedy może działać droga alternatyw na. Przy zaham owaniu drogi cy
tochromowej (np. cyjankiem) ubichinon jest w pełni zredukow any i cały 
przepływ elektronów zachodzi poprzez drogę alternatyw ną. Podsum owu
jąc więc, można powiedzieć na podstawie dotychczasowych badań, że 
przepływ elektronów przez drogę alternatyw ną zależy od stopnia zre
dukowania ubichinonu, k tóry  z kolei zależy od dopływu elektronów 
z substratu  dehydrogenaz oraz od aktyw ności drogi cytochromowej.

Zaproponowano również inny model regulacji przepływ u elektronów  
przez obie drogi (78, 79). Choć opiera się on na nowocześniejszej koncepcji 
ruchomej puli ubichinonu (80) to jednak zakłada współzawodnictwo obu 
dróg o zredukowane równoważniki (założenie odrzucone przez B o n -  
n e r a  (32)) i przypadkowość w kierow aniu elektronów  na jedną lub d ru 
gą drogę. Model ten  nie znalazł żadnego oddźwięku w piśm iennictwie.
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VI. Funkcjonowanie alternatywnej drogi oddechowej

VI-1. Działanie alternatywnej drogi oddechowej w cyklu rozwojowym roślin

Udział oddychania niewrażliwego na cyjanek w oddychaniu całkowi
tym  jest w różnych tkankach i organizmach roślinnych różny, może też 
zmieniać się w cyklu rozwojowym rośliny. Obszerny wykaz organizmów, 
u których zaobserwowano oddychanie niewrażliwe na cyjanek zamieścił 
N y n s (2). W cytow anych pracach udział oddychania niewrażliwego na 
cyjanek w oddychaniu całkowitym  określano na podstawie procentu ha
mowania oddychania przez cyjanek. W ten  sposób nie można jednak 
ocenić czy w w arunkach naturalnych, przy nie zahamowanej drodze cy
tochromowej, alternatyw na droga oddechowa rzeczywiście uczestniczy 
w pobieraniu tlenu. W pracach publikow anych przed rokiem  1970 ozna
czano przeważnie oddychanie całych organizmów, tkanek bądź skrawków 
tkanek, bez uwzględniania izolowanych mitochondriów i techniki m ia
reczkowania obu dróg (było to spowodowane brakiem  znanych inhibito
rów drogi alternatyw nej). W najlepszym  przypadku, przy tego typu  ba
daniach, można jedynie stwierdzić obecność oddychania niewrażliwego 
na cyjanek, nie koniecznie związanego z działaniem  alternatyw nej drogi 
oddechowej. Ponadto wzrost oddychania niewrażliwego na cyjanek (ozna
czany jako wzrost ham owania oddychania przez cyjanek) obserwowany 
w czasie cyklu rozwojowego rośliny, nie zawsze świadczy o rzeczywistym  
zwiększonym udziale w oddychaniu alternatyw nej drogi oddechowej, na
tom iast może oznaczać po prostu spadek oddychania hamowanego przez 
cyjanek, przy nie zmienionym poziomie oddychania cyjanoodpornego. 
Przykładem  może być obserwowany wzrost oddychania niewrażliwego 
na cyjanek w procesie starzenia się liści m archwi (81). S tarzeniu tem u 
towarzyszy jednak głównie zmniejszenie się oddychania drogą cytochro- 
mową, natom iast oddychanie niew rażliwe na cyjanek pozostaje na stałym  
poziomie (7). Przyśpieszonem u starzeniu się nasion soi towarzyszy rów
nież spadek intensywności oddychania drogą cytochromową, przy u trzy
m ującym  się bez zmian poziomie oddychania niewrażliwego na cyjanek; 
droga alternatyw na przejm uje jednak elektrony i uczestniczy w pobie
raniu tlenu  przez starzejące się nasiona (82). W starzejących się skraw 
kach ziem niaka oddychanie nie jest ham owane przez cyjanek (83-86).

Oznaczenie rzeczywistego udziału drogi a lternatyw nej w pobieraniu 
tlenu  wykazało — że współczynnik p, określający ten  udział, ma wartość 
zero, tzn. przy braku cyjanku oddychanie zachodzi wyłącznie przy udzia
le drogi cytochromowej (77).

W wielu pracach opisywano stym ulację kiełkowania nasion przez cy
janek (89-91) i postulowano udział oddychania niewrażliwego na cyjanek 
we wczesnych etapach kiełkowania nasion (87, 88, 92-95). Aczkolwiek 
nie można całkowicie odrzucić tego poglądu, są podstawy, aby kwestio
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nować udział m itochondrialnej drogi alternatyw nej w kiełkowaniu i nie 
w ydaje się, by można było uogólniać te  spostrzeżenia (87, 96). Jak  stw ier
dziła autorka tego artyku łu  w nasionach jabłoni, podczas ustępowania 
spoczynku w niskiej tem peraturze, oddychanie całych nasion oraz izolo
wanych m itochondriów jest w części niewrażliwe na cyjanek (80% ham o
wania), ale transport elektronów zachodzi wyłącznie przy udziale drogi 
cytochromowej. Natom iast w tych  samych nasionach, w czasie kiełko
wania, oddychanie jest w 50°/o niew rażliwe na cyjanek i obie drogi w rów
nym  stopniu uczestniczą w pobieraniu tlenu; współczynnik q , określający 
udział drogi alternatyw nej, równa się jedności (97). W trzech rodzajach 
nasion (słonecznik, jęczmień, groch) charakteryzujących się odmiennym 
m ateriałem  zapasowym (lipidy, skrobia, białko) kwasy hydroksam owe nie 
ham ują wcale, lub ham ują w bardzo m ałym  stopniu obserwowane oddy
chanie niew rażliwe na cyjanek (98). Ciekawą obserwacją był duży udział 
oddychania niewrażliwego zarówno na cyjanek jak i kwas salicylohydro- 
ksamowy w oddychaniu ziarniaków jęczmienia. Oddychanie to nie wy
stępuje w izolowanych m itochondriach i związane jest prawdopodobnie 
z układem  oksydaz cytoplazm atycznych (98). Podobnie, duży udział 
oksydaz niew rażliw ych na cyjanek i kwasy hydroksam owe zaobserwowa
no w skraw kach ziemniaka (77). Udział tego typu  oksydaz niewrażliwych 
na cyjanek, ale nie m ających jednocześnie nic wspólnego z alternatyw ną 
drogą oddechową, w pracach publikow anych przed rokiem  1970 prawdo
podobnie często charakteryzow ano jako oddychanie niewrażliwe na cy
janek.

W skraw kach dojrzewających owoców awokado i banana droga a lte r
natyw na nie uczestniczy w pobieraniu tlenu  (współczynnik q =  0) (99). 
Z drugiej strony wykazano, że inhibitory  alternatyw nej drogi oddecho
wej ham ują proces dojrzewania owoców, a także wykazano w sposób bez
sporny zależność między indukcją oddychania przez etylen i odpornością 
na cyjanek w trakcie dojrzewania owoców (100, 101, 102). Toteż udział 
drogi alternatyw nej w pobieraniu tlenu  w procesie dojrzew ania owoców 
jest dyskusyjny (7).

VI-2. Wpływ czynników zewnętrznych na funkcjonowanie drogi alternatywnej

Szereg autorów  próbuje powiązać funkcjonowanie alternatyw nej dro
gi oddechowej zarówno z w arunkam i m etabolitycznym i na terenie cyto- 
plazmy, jak również z wpływem  czynników zewnętrznych, które powo
dują indukcję lub uaktyw nienie tej drogi. S o l o m o s  i L a t i e s  (100) 
zaobserwowali, że zarówno podanie ety lenu jak i cyjanku powoduje za
inicjowanie klim akterycznego w zrostu oddychania i dojrzew ania owoców 
awokado. Zaobserwowano ponadto, że etylen stym uluje oddychanie wy
łącznie w tkankach, które w ykazują oddychanie cyjanoodporne (101).
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W yciągnięto więc wniosek, że wzrost oddychania powodowany przez 
etylen jest wynikiem  indukcji drogi alternatyw nej, a działanie tej drogi 
związane jest ściśle z typem  m etabolizmu w cytoplażmie, a ściślej, ze 
wzrostem glikolizy aerobowej (100, 103). Oddychanie całych bulw ziem
niaka podawane było jako klasyczny przykład oddychania niewrażliwego 
na cyjanek (103, 104), natom iast cyjanek ham uje oddychanie świeżo przy
gotowanych skrawków, jak również izolowanych m itochondriów (86, 15). 
Fakt ten  grupa L a t i e s a tłum aczyła labilnością alternatyw nej drogi 
oddechowej, która przy krojeniu ziemniaka na skraw ki lub homogenizacji 
podczas izolowania mitochondriów, ulega inaktyw acji (5, 7, 100, 105-108). 
Potraktow anie nieuszkodzonych ziemniaków etylenem  lub cyjankiem  po
woduje w ciągu 12 godzin znaczny wzrost intensywności oddychania 
bulw (103, 109, 110). W ykazano, że oddychanie skraw ków oraz m ito
chondriów izolowanych z traktow anych w ten  sposób ziemniaków jest 
w dużym stopniu odporne na cyjanek (111-114). W yniki tych badań 
umożliwiły inną in terpretację zjawiska „u tra ty  cyjanoodporności” oddy
chania izolowanych m itochondriów ziemniaka. Prawdopodobnie nie labil- 
ność oksydazy alternatyw nej, ale brak tego układu lub jego obecność w 
formie nieaktyw nej w całych bulwach sprawia, że cyjanek silnie ham uje 
oddychanie m itochondriów izolowanych z bulw nietraktow anych. Nie
wielka intensywność oddychania spoczynkowych bulw ziemniaka praw 
dopodobnie nie ma związku z oddychaniem m itochondrialnym , lecz wy
nika z funkcjonowania oksydaz cytoplazmatycznych, niewrażliwych na 
cyjanek, inaktyw ow anych być może przy krojeniu skrawków. Przy znacz
nie zwiększonym, pod wpływem  traktow ania etylenem  oddychaniu bulw, 
następuje wzrost oddychania mitochondrialnego, wysycenie elektronam i 
drogi cytochromowej i uaktyw nienie drogi alternatyw nej, w yrażające się 
odpornością na cyjanek oddychania skrawków oraz izolowanych m ito
chondriów. Podanie etylenu lub cyjanku w mieszaninie z tlenem  (stężenie 
praw ie 100°/o) powoduje nie tylko znaczne zwiększenie oddychania (110), 
ale również całkowitą odporność na cyjanek oddychania świeżo przygo
towanych skrawków i izolowanych m itochondriów (53, 111-113). Współ
czynnik q takich skraw ków wynosi 0,5, co świadczy o faktycznym  udzia
le drogi alternatyw nej w oddychaniu (114). Ponadto stwierdzono, że 
traktow anie bulw ziemniaka etylenem  lub cyjankiem  powoduje również 
zmianę stężenia produktów pośrednich glikolizy, w sposób świadczący
o stym ulacji glikolizy (101, 103, 115).

Traktowanie całych ziemniaków alkoholem etylowym, aldehydem  
octowym czy kwasem octowym (podanymi w form ie gazowej jako mie
szanina z powietrzem  lub tlenem) może również uaktyw niać drogę a lte r
natyw ną w bulwach ziemniaka (115-117). Związki te działają bardziej 
efektywnie, gdy podawane są w obecności tlenu  (tlen w stężeniu blisko 
100%) i podobnie jak  etylen oraz cyjanek powodują stym ulację glikolizy 
aerobowej (115). Wysokie stężenie tlenu stosowane wraz z wymienionymi
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powyżej związkami skraca również okres zwłoki niezbędny do uaktyw nie
nia drogi alternatyw nej (116). W pływ wysokiego stężenia tlenu  (ponad 
21%) na aktyw ację drogi alternatyw nej obserwowano również w nasio
nach (51) i ku ltu rach  komórkowych jesionu (52).

Uaktywnienie drogi alternatyw nej w roślinach wyższych może nie 
być wynikiem  syntezy jej składników, ale może polegać na regulacji do
stępu tlenu  do białek błony m itochondrialnej (34). Etylen, cyjanek (być 
może również etanol i aldehyd octowy) mogą zmieniać własności błon 
m itochondrialnych, między innym i ich przepuszczalność, ułatw iając do
stęp tlenu  (100).

Możliwy jest również inny mechanizm działania tzw. „induktorów ” 
alternatyw nej drogi oddechowej. Zarówno aldehyd octowy, alkohol e ty 
lowy czy kwas octowy mogą służyć jako substraty  oddechowe powodując 
w ten  sposób wysycenie łańcucha przenoszenia elektronów  i zwiększenie 
całkowitego pobierania tlenu  (118). Obserwowany wzrost aktywności 
glikolizy pod wpływem  etylenu lub cyjanku i innych „induktorów ” prze
m aw iałby za tym  mechanizmem (117). Indukowany przez etylen wzrost 
oddychania w tkance batatów  (Ipomoea batatas) (119) odzwierciedla 
przem iany metaboliczne w cytoplaźmie (120). Oddychanie bulw ziem
niaka w w arunkach naturalnych  jest ograniczone dostępnością substra
tów, podanie etylenu czy też innych związków może to ograniczenie 
usuwać powodując stym ulację oddychania (121). Choć koncepcja ta, jak 
podkreślano wcześniej, jest zgodna z postulowanym  przez B a h r a  
i B o n n e r a  (32) mechanizmem uaktyw niania drogi alternatyw nej 
poprzez wysycenie drogi cytochromowej, to jednak pozostają pewne 
wątpliwości, np. czy intensyw na glikoliza jest przyczyną czy skutkiem  
zwiększonej aktywności drogi alternatyw nej (7).

Inną wreszcie możliwością uaktyw nienia drogi alternatyw nej w ziem
niaku jest ham ujące działanie aldehydu octowego, etanolu czy kwasu 
octowego na drogę cytochromową, co powodowałoby ograniczenie jej 
aktywności, wysycenie i włączenie oddychania drogą alternatyw ną (117). 
Koncepcja ta  jest analogiczna do opisywanej indukcji alternatyw nej dro
gi oddechowej u drożdży lub Neurospora (64, 122).

Uaktyw nienie oddychania drogą alternatyw ną może nastąpić również 
w w yniku podania 10% dw utlenku węgla wraz z tlenem  i etylenem  (123). 
Prawdopodobnie tlen  i dw utlenek węgla działają synergistycznie z etyle
nem, aczkolwiek rola tych gazów w indukcji oddychania niewrażliwego 
na cyjanek nie jest wyjaśniona (7, 123).

Synergistyczny efekt dw utlenku węgla i etylenu wykazano również 
w przeryw aniu spoczynku nasion sałaty (124) oraz w aktyw acji ATP-azy 
w liściach grochu (125). Hodowla żyta w atm osferze 75% tlenu  i 25% 
dw utlenku węgla powoduje wzrost oddychania niewrażliwego na cyjanek 
w izolowanych m itochondriach (51).

U aktywnienie drogi alternatyw nej na skutek traktow ania całego orga
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nizm u roślinnego różnym i czynnikami zachodzi w większości opisywa
nych przypadków przy nie zahamowanej, działającej drodze cytochro- 
mowej. Świadczą o tym  wyniki oznaczenia oddychania m itochondriów 
izolowanych z tkanek traktow anych etylenem; dodanie inhibitora drogi 
alternatyw nej powoduje w tych mitochondriach wzrost kontroli odde
chowej oraz stosunku ADP/O, świadczące o działającej drodze cyto
chrom owej (112).

VII. Znaczenie fizjologiczne alternatywnej drogi oddechowej

Omawiając znaczenie fizjologiczne obecności i funkcjonowania drogi 
alternatyw nej (a nie oddychania niewrażliwego na cyjanek!) należy 
ograniczyć się do rozpatryw ania tych przypadków, gdzie udział tej drogi 
w  oddychaniu ogólnym został bezspornie stwierdzony.

Udział drogi alternatyw nej w oddychaniu wykazano u roślin należą
cych do rodziny Obrazkowate (Araceae). Omówiono już w pierwszej częś
ci a rtyku łu  wyniki doświadczeń, w których zastosowano m itochondria 
izolowane z Saurom atum  gattatum , Sym plocarpus foetidus  czy A rum  
m aculatum  (3). Procesowi kw itnienia tych roślin towarzyszy znaczny 
wzrost tem peratury  w pobliżu kwiatów oraz kwiatostanów. Tem peratura 
ta  może przekroczyć naw et o 22° tem peraturę otoczenia (3). Znaczenie 
fizjologiczne drogi oddechowej u tych roślin polegać mogłoby więc na 
ogrzew aniu rośliny, co powodowałoby intensywniejszy jej zapach, wa
biąc owady i umożliwiając zapylenie, w w arunkach gdy tem peratura  
otoczenia jest niska. Jednak przypadek ten  jest dość odosobniony i u wie
lu innych roślin działanie drogi alternatyw nej nie ma związku z wydzie
laniem  ciepła.

Aktywność (pojemność transportu  elektronów) drogi cytochromowej
i alternatyw nej związana może być ze stężeniem związków cyjanogen- 
nych w roślinie. Oddychanie mitochondriów z korzeni tapioki o niskiej 
zawartości glikozydów cyjanogennych jest przez cyjanek bardziej ha
mowana niż oddychanie mitochondriów izolowanych z korzeni tapioki
o wysokim stężeniu tych związków (różnica 30°/o) (126). W ystępowanie 
glikozydów cyjanogennych oraz cyjanowodoru stwierdzono u wielu ga
tunków  roślin (127, 128). Am ygdalina oraz wolny cyjanowodór w ystępuje 
między innym i w nasionach jabłoni (129, 130, potwierdzone w nowszych 
badaniach 131, 132). W nasionach tych, w procesie kiełkowania, droga 
alternatyw na bierze udział w oddychaniu (97) i związane to być może 
właśnie z ograniczeniem, przez endogenny cyjanowodór, aktywności drogi 
cytochromowej.

Jednakże udział drogi alternatyw nej wykazano u wielu roślin, u któ
rych nie stwierdzono cyjanowodoru i które nie w ytw arzają ciepła. Wią
zać to można z gospodarką energetyczną tkanki w określonym  stadium
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fizjologicznym. B a h r  i B o n n e r  (32) określili, że rola a lternatyw 
nej drogi oddechowej polega na przyjm ow aniu elektronów, k tóre nie 
mogą być akceptowane (na skutek ograniczonej aktywności) przez drogę 
cytochromową. W tym  przypadku działanie drogi alternatyw nej, cha
rakteryzujące się ograniczoną zdolnością do fosforylacji, może prowadzić 
do odtwarzania utlenionych form  koenzymów. Odgrywać to może szcze
gólną rolę np. w procesie kiełkowania nasion. P a l m e r  (4) sądzi, że 
wysycenie drogi cytochromowej i włączenie drogi alternatyw nej może 
mieć miejsce przy zwiększonym utlenianiu NADH w w arunkach małego 
zapotrzebowania na ATP. Pozwalałoby to na funkcjonowanie cyklu 
Krebsa i dzięki tem u dostarczenie prekursorów  do biosyntez. Może to 
mieć miejsce nie tylko we wczesnych etapach kiełkowania nasion, ale 
również w dojrzew aniu owoców czy w w arunkach szeroko pojętego stresu 
fizjologicznego, ograniczającego aktywność drogi cytochromowej. Udział 
alternatyw nej drogi oddechowej wykazano między innym i w oddycha
niu roślin znajdujących się w w arunkach stresu spowodowanego chło
dem (133, 134) oraz zranieniem  (118). A lternatyw na droga oddechowa 
odgrywałaby więc w pewnych określonych w arunkach rolę „wentyla 
bezpieczeństwa” przy zwiększonym zapotrzebowaniu na procesy oksy
dacyjne w tkance. Obecność drogi alternatyw nej byłaby tkance potrzeb
na, natom iast jej funkcjonowanie byłoby uzależnione od potrzeb orga
nizmu.

VIII. Uwagi końcowe

Omówione w niniejszym  artykule  wyniki dwudziestoletnich badań 
prowadzonych w wielu pracowniach nie doprowadziły do określenia prze
nośników wchodzących w skład alternatyw nej drogi oddechowej. Po
nadto zarówno kwestia końcowego produktu  redukcji tlenu  jak  i oksy
dacyjnej fosforylacji w ym agają definityw nego wyjaśnienia.

Badania alternatyw nej drogi oddechowej napotykają na trudności 
głównie natu ry  metodycznej — własności spektralne jej przenośników 
są zbliżone do przenośników głównego łańcucha oddechowego. Ponadto 
izolowanie oksydazy alternatyw nej przy obecnie dostępnych technikach 
jest utrudnione jej ścisłym powiązaniem z w ew nętrzną błoną mitochon- 
drialną i pozostałą częścią łańcucha oddechowego. Znalezienie sztucznych 
donorów elektronów (49, 50) oraz izolacja kompleksu enzymatycznego, 
k tóry  może być fragm entem  alternatyw nej drogi oddechowej, stanowi 
napewno postęp w tych badaniach.

Przy jednolitym  systemie regulacji działania alternatyw nej drogi od
dechowej u roślin wyższych trudno jednak doszukiwać się jednolitego 
znaczenia fizjologicznego jej funkcjonowania. Z omówionych w poprzed
nim rozdziale przykładów wynika, że znaczenie to może być różnorakie,
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w zależności od rośliny, jej cyklu rozwojowego, a przede wszystkim  od 
typu metabolizmu tkanki.
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Al. Żw irki i W igury 93, 02-089 W arszawa.

Stosowane skróty: Fe-SOD — żelazowa dysm utaza ponadtlenkow a, Mn-SOD — 
m anganowa dysm utaza ponadtlenkow a, Cu/Zn-SOD — miedziowo-cynkowa dysm u
taza ponadtlenkow a, EPR — elektronow y rezonans param agnetyczny, DNA — kwas 
dezoksyrybonukleinowy; Tris — tris (hydroksym etylo-) am inom etan, DCIP — 2,6-di- 
chlorofenoloindofenol.
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II-2. Distribution of superoxide dismutases in procariotic and eucariotic plant 
cells

II-3. Conclusions, hypotheses, apeculations
III. The physic-chemical properties of the plant dismutases

III-l. Molecular weights and structure of the enzymes
III-2. The absorption spectra
III-3. Amino acid composition
HI-4. Metals as prostetic groups — binding, involvement and function in enzyme 
HI-5. Mechanisms of action of the active centers 
IH-6. Inhibitors of superoxide dismutases

IV. Superoxide dismutases in the chilling-sensitive plants
V. The role of Superoxide dismutase

VI. Summary

I. Wstęp

Badanie toksycznego działania tlenu, zwłaszcza produktów pośred
nich jego redukcji doprowadziły F r i d o v i c h a  i M c C o r d a  ( l ) d o  
odkrycia w 1968 roku zjawiska dysm utacji jonów ponadtlenkowych i w y
odrębnienia enzymu katalizującego reakcję dysproporcjonowania. Enzym

(1) Oj «■ O2 + 2M+— '-  W202 + 02

Reakcja 1: Reakcja dysm utacji jonów ponadtlenkowych katalizow ana przez dysm u- 
tazę ponadtlenkow ą (3)

ten  nazwany dysm utazą ponadtlenkową (2), należy do grupy oksydoredu- 
ktaz o nazwie system atycznej — oksydoreduktaza ponadtlenek : ponadtle- 
nek (EC 1.18.1.1). W pracach poświęconych dysm utazie ponadtlenkowej 
najczęściej używa się skrótu pochodzącego od jej angielskiej nazwy super- 
oxide dismutase — SOD.

Różnorodne zagadnienia dotyczące dysm utazy ponadtlenkowej były 
ostatnio przedm iotem  dwóch M iędzynarodowych Sympozjów w 1976
i 1979 roku oraz artyku łu  Michalskiego zamieszczonego w Postępach Bio
chemii (3), w którym  autor omówił między innymi: reakcje w ytw arzające 
rodniko-jon ponadtlenkowy, lokalizację tychże w komórce oraz metody 
oznaczania aktywności enzymu. Tem atem  niniejszego artyku łu  są badania 
nad roślinnym i dysm utazam i ponadtlenkowym i i ich rolą w komórce 
roślinnej.

Z bogatego m ateriału  roślinnego wyizolowano różne, pod względem 
właściwości fizyko-chemicznych, dysm utazy ponadtlenkowe. Enzymy 
każdego typu  zaw ierają specyficzną grupę prostetyczną, k tórą jest jon 
m etalu. Stosując to kry terium  podziału wyróżnia się dysm utazy ponad
tlenkowe: a) żelazową (Fe-SOD), b) manganową (Mn-SOD), i c) miedzio- 
wo-cynkową (Cu/Zn-SOD) (4).
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Tabela 1

Wykaz organizmów roślinnych, z których otrzymano bądź oczyszczono dysmutazy ponadtlenkowe 
(Objaśnienia: (+ )  — oznacza, z danego organizmu otrzymano, bądź oczyszczano enzym, (—), nie 
badano, bądź nie stwierdzono enzymu).

Organizm
Rodzaje dysmutazy ponadtlenko- 

wej Piśmiennictwo
Fe-SOD Mn-SOD Cu/Zn-SOD

Bakterie beztlenowe
Chromatium vinosum + — _ 12
Chlorobium thiosulfatophilum + — — 13
Desulfovibrio desulfuricans + — — 14

Bakterie fakultatywne i tlenowe
Escherichia coli + + — 20, 31, 32
Mycobacterium phlei — + — 21
M. sp. Strain Takeo — + — 22
M . lepraemurium — + — 23
Streptococcus mutnas — + — 24
S. faecalis — + — 25
Bacillus stearothermophilus — + — 26
Termus aqaticus — + — 27
T. termophilus — + — 28
Rhodopseudomonas spheroides — + — 29
Mycobacterium tuberculosis + — — 30
Photobacterium sepiae + — — 19
P. leiognathi + — — 19
Pseudomonas ovalis + — — 33
Bacillus megaterium + — — 67

Glony
Plectonema boryanum + — — 4,42
Spirulina platensis + — — 10
Anacystis nidulans + — — 43
Porphyridium cruentum — + — 45
Porphyratenera — + — 40

Grzyby
Saccharomycetes — + + 49, 50, 53
Fusarium — — + 51
Neurospora — — + 52
Pleurotus olearius — + — 53

Rośliny wyższe
Pis um sativum — + + 54, 55, 63
Triticum sp. — + + 56
Spinacia oleracea — + + 59, 62
Phasoleus vulgaris — + + 60
Heliantus tuberosus — + — 61
Zea mays — + — 55
Lycopersicon esculentum — + + 98—101
Brassica campestris + — _ 68
Camélia sp. — + 62
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II. Występowanie dysmutaz ponadtlenkowych w organizmach roślinnych
i ich organellach komórkowych w aspekcie filogenetycznym

II-l. Dysmutazy ponadtlenkowe mikroorganizmów, glonów, grzybów i roślin w yż
szych

W 1975 roku M o r r i s  i H e w i t t  (5) w ykryli obecność dysm utazy 
ponadtlenkowej w fotosyntetyzujących anaerobach: bakteriach reduku
jących siarczany i beztlenowych Clostridium. Następnie enzym ten  w y
kryto  u obligatoryjnych anaerobów (6), w bakterioidach (7, 11) i innych 
bakteriach ferm entacyjnych (8, 9, 10). Żelazową dysm utazę ponadtlenko- 
w ą wyizolowano z fotosyntetyzujących beztlenowców (Tabela 1). Mole
kularne właściwości żelazowej dysm utazy ponadtlenkowej z wym ienio
nych w tabeli 1 anaerobów są podobne do właściwości tego enzym u z pro- 
kariontów  tlenowych (40). W ystępowanie dysm utazy ponadtlenkowej w 
organizmach beztlenowych sugeruje, że w ytw arzały one tlen  w prze
szłości co mogłoby wskazywać na prawdopodobną korelację pomiędzy 
występowaniem  dysm utazy ponadtlenkowej i składem  atmosfery.

Jeśli w środowisku anaerobowych bakterii siarkowych znajdują się 
siarczyny i tiosiarczan, to w organizmach tych syntetyzow ana jest żela
zowa dysm utaza ponadtlenkowa. Fakt ten  potwierdza ważną rolę dysm u
tazy w procesie detoksykacji tlenu  (40).

Bakterie tlenowe i względnie tlenowe zawierają żelazową lub m an
ganową dysmutazę ponadtlenkową, bądź obie jednocześnie (porównaj ry 
cinę 1). Odosobnionym przykładem  jest Photobacterium leiognathi, bak
teria  zawierająca oprócz enzymu żelazowego również dysm utazę ponad
tlenkow ą z miedzią i cynkiem  w centrum  aktyw nym  (18). P. leiognathi 
jest sym biontem  ryb. Przypuszcza się więc, że do tego m ikroorganizm u 
przedostał się gen kodujący miedziowo-cynkową dysm utazę ponadtlen
kową, a pochodzący z ryby  gospodarza (19).

B r i t t o n  i wsp. (25) badając bakterie 24 gatunków  tlenowych prze
prowadzili testy  z zastosowaniem H 20 2, jako specyficznego inhibitora 
dysm utazy żelazowej. W ykazali oni, że większość bakterii zawierających 
enzym  manganowy jest bakteriam i gram m -dodatnim i, natom iast bakterie 
zawierające enzym żelazowy, bądź jednocześnie żelazowy i m anganowy 
są najczęściej bakteriam i gram m -ujem nym i. Z badań tych wynika, że 
bakterie tlenowe fotosyntetyzujące zawierają tylko m anganową dysm u
tazę ponadtlenokwą, z w yjątkiem  bakterii lum inescencyjnych, które 
ponadto m ają żelazową dysmutazę ponadtlenkową. Stąd występowanie 
żelazowej i m anganowej dysm utazy ponadtlenkowej u prokariontów mo
że stanowić k ry terium  taksonomiczne.

Większość diazotrofów (Clostridium, Chromatium, Chlorobium  i De- 
sulfovibrio) jest beztlenowcami, lecz bakterie takie jak  Azotobactert 
Rhizobium  i sinice są aerobami. Nitrogenaza jest kom pleksem  enzyma
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tycznym  umożliwiającym  diazotrofom wiązanie azotu atmosferycznego. 
Enzym ten  jest wrażliwy na tlen, jego półokres życia w atmosferze tlenu  
wynosi tylko 4,5 m inuty (34). Jak  już wspomniano dysm utazy ponadtlen- 
kowe ochraniają organizmy przed toksycznym  działaniem tlenu  oraz pro
duktów  pośrednich jego redukcji. Ażeby nastąpiło wiązanie azotu, stę
żenie tlenu  w ew nątrz kom órki musi być więc bardzo niskie bądź bliskie 
zeru. Na przykładzie kom órek Rhizobium  wykazano skokowy gradient 
stężenia tlenu  między w nętrzem  komórki a środowiskiem zewnętrznym ; 
w ew nątrz Rhizobium  stężenie to u trzym uje się na stałym  niezmienionym 
poziomie wynoszącym mniej niż 3X 10-8—3X 10-9 M (35). Biosynteza że-

Ryc. 1. W ystępowanie dysm utaz ponadtlenkow ych w  organizm ach roślinnych — 
aspekt filogenetyczny
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lazowego enzymu i jego „hybrydu” m anganowej dysm utazy ponadtlen- 
kowej jest indukow ana przez 0 2 (36, 37) lub O i (38). Stąd też biosynteza 
żelazowej dysm utazy ponadtlenkowej następuje wówczas, gdy stężenie 
tlenu  w ew nątrz kom órki jest bardzo niskie. Aerobowe diazotrofy mogą 
zawierać tylko enzym żelazowy z powodu bardzo niskiego stężenia tlenu  
w ew nątrz komórek. Jest to jednak zjawisko odosobnione (39). Anaeroby
i anaerobiotycznie rosnące beztlenowce fakultatyw ne oraz tlenowe dia
zotrofy zaw ierają tylko żelazową dysm utazę ponadtlenkową (Ryc. 1). 
Właściwością wspólną tych  trzech bakterii jest niskie stężenie tlenu  i jo
nu ponadtlenkowego w ew nątrz komórek. Biosynteza enzymu żelazowego 
następuje więc zapewne tylko w tedy, gdy stężenie 0 2 i O i w ew nątrz 
komórki bliskie jest zeru. Enzym m anganowy zaś jest syntetyzow any 
zapewne w tych komórkach, w których poziom tlenu  i rodniko-jonu po
nadtlenkowego jest wyższy od stężenia optymalnego dla w nętrza kom ór
ki (3X 10-8— 3X 10“ 9 M) (40). Jeśli dalsze dane doświadczalne potwierdzą 
te obserwacje to być może określenie rodzaju dysm utazy w komórce 
będzie mogło stanowić k ry terium  stężenia 0 2 lub Oi* w jej w nętrzu (40).

Wcześniejsze badania sugerowały, że sinice podobnie jak  inne pro- 
karionty  zaw ierają tylko enzym żelazowy lub manganowy (8), jednakże 
dalsze badania wykazały, że organizmy te m ają obydwa wspomniane 
enzymy (40). Glony poza fragm oplastem  (44) nie m ają wrażliwego na 
cyjanek enzymu miedziowo-cynkowego, natom iast zaw ierają żelazową 
i/lub m anganową dysm utazę ponadtlenkową (4, 6—8, 15, 40, 41, 44, 45, 92).

W grzybach w ystępują m anganowa i miedziowo-cynkowa dysmutazy 
ponadtlenkowe (porównaj Ryc. 1 i Tabelę 1). W ystępowanie miedziowo- 
cynkowej dysm utazy ponadtlenkowej w ekstraktach grzybni dwu gatun
ków M yxom ycota  i 42 gatunków  Eumycota  (m.in. M astigomycotina , 
Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina, Deuteromycotina) badali 
A s a d a i wsp. (41).

W szystkie badane roślny wyższe, w tym  nagonasienne i okrytona
sienne, zawierają wrażliwą na cyjanek miedziowo-cynkową dysmutazę 
ponadtlenkową (7, 8). Enzym ten w ykryto w liściach i innych organach 
roślin takich jak: nasiona, owoce, korzenie (54—58, 87, 96). Ostatnio 
S a l i n  i B r i d g e s  (68) wyizolowali żelazową dysm utazę ponadtlen
kową z Brassica campestris (poi. rzepa).

II-2. Występowanie dysmutaz ponadtlenkowych w  komórkach prokariontów i euka- 
riontów roślinnych

Jak  już wspomniano, sinice i glony m ają żelazową i manganową dys
mutazę ponadtlenkową. O k a d a i wsp. (1979) określili subkomórkowe 
rozmieszczenie m anganowej i żelazowej dysm utazy ponadtlenkowej w 
trzech sinicach. W yniki analizy immunologicznej i badanie w pływu H20 2
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na aktywność dysm utazy ponadtlenkowej, wykazały, że żelazowa dysmu- 
taza w ystępuje w cytosolu, natom iast manganowa związana jest z tyla- 
koidami chloroplastów (porównaj tabelę 2).

Tabela 2

Subkomórkowe rozmieszczenie dysmutaz ponadtlenkowych w roślinnych organizmach prokario- 
tycznych i eukariotycznych

Rodzaj organizmu

Organellum komórkowe

cytosol
Chloroplast Mitochondrion

Tylakoidy Stroma Przestrzeń 
między błonowa

Matriks

Sinice Mn-SOD — — — Fe-SOD

Glony Mn-SOD Fe-SOD Fe-SOD — Cu/Zn

Rośliny wyższe Mn-SOD
Cu/Zn-SOD Cu/Zn Cu/Zn-SOD Mn-SOD Cu/Zn

W roślinach wyższych w ykryto obecność dysm utaz ponadtlenkowych 
zaw ierających w centrum  aktyw nym  miedź i cynk, mangan, a także 
żelazo.

Aktywność dysmutazowa frakcji tylakoidowej była hamowana przez 
cyjanek w 1/2 do 1/3 w stosunku do próby kontrolnej, natom iast aktyw 
ność dysmutazowa strom y ulegała całkowitemu zahamowaniu. Stąd w y
nikało, że 33-50°/o całkowitej aktyw ności dysm utazy ponadtlenkowej od
powiada enzymowi miedziowo-cynkowemu, m anganowem u zaś 50-67%, 
oraz, że w strom ie znajduje się tylko enzym miedziowo-cynkowy. Ana
logiczne badania dotyczące rozmieszczenia dysm utaz ponadtlenkowych 
w subfrakcjach chloroplastów Brassica campestris wykazały, że w ięk
szość aktywności dysm utazy ponadtlenkowej znajduje się we frakcji 
strom y chloroplastów (ponad 60%>), natom iast m niej niż 40°/o całkowitej 
ilości enzymu w ystępuje w granach (86). Strom a chloroplastów liści 
Brassica campestris zawiera wszystkie trzy  rodzaje dysm utazy ponad
tlenkowej. Są jednak poglądy, że jednym  z tych enzymów jest żelazowa 
dysmutaza ponadtlenkowa, a drugim  enzymem niew rażliwym  na cyjanek 
może być dysm utaza m anganowa lub też kompleks m anganu z dowolnym 
białkiem m ający aktywność dysm utazy (86). Te same spostrzeżenia do
tyczące aktywności m anganowej dysm utazy ponadtlenkowej z chloropla
stów sygnalizowano wcześniej (98, 108).

Enzym manganowy związany z tylakoidam i chloroplastów szpinaku 
nie jest uw alniany podczas inkubacji tych substruk tu r w środowisku 
hypotonicznym  czy roztworach soli (40). Całkowitą jego aktywność obser
wowano tylko wtedy, gdy m ieszanina reakcyjna zawierała detergent taki 
jak  Triton X-100 (Triton X-100 nie wpływa na enzymy zaw arte w stro-
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mie) (40). W pływ Tritonu X-100 na manganową dysm utazę ponadtlen- 
kową z tylakoidów chloroplastów liści szpinaku wskazuje, że enzym ten 
jest silniej wiązany z błonami, niż miedziowo-cynkowa dysm utaza po- 
nadtlenkowa (39). Podobne wyniki otrzym ano podczas badania tego sa
mego rodzaju enzymu związanego z tylakoidam i sinic (15) i Euglena (46).

Tylakoidy chloroplastów odpowiadają w ew nętrznej błonie i m atriks 
m itochondrionu w odniesieniu do ich funkcji transportow ania elektronów. 
Dlatego też subchloroplastowe i subm itochondrialne rozmieszczenie dys- 
mutazy ponadtlenkowej wskazuje, że te organelle wywodzą się od wspól
nego prokarionta (40). W ykazano bowiem, że w m itochondriach Euglena 
zaw arta jest żelazowa dysm utaza ponadtlenkowa. Na podstawie tego spo
strzeżenia zespół A s a d y sugeruje (40), że enzym ten zlokalizowany 
w przestrzeni międzybłonowej mitochondriów glonów i pierwotniaków, 
w roślinach wyższych i grzybach zastąpiony jest przez miedziowo-cyn- 
kową dysmutazę ponadtlenkową. W m itochondriach grzybów i roślin 
wyższych m anganowa dysmutaza ponadtlenkowa związana jest z błoną 
wew nętrzną, a także w ystępuje w m atriks (53, 61, 64, 88, 90, 91).

II-3. Wnioski, hipotezy, spekulacje

Do dnia dzisiejszego pozostają nierozstrzygniętym i: czas pojawienia 
się beztlenowych prokariontów, oraz okres, w którym  tlen  uw alniany był 
w reakcjach abiotycznych (16, 17).

Analizując rycinę 1 można zauważyć, że we wczesnym okresie ery 
prekam bryjskiej (30—20X10® lat temu) stężenie tlenu  w atm osferze w y
nosiło 10-4 obecnego jego poziomu (65). Wówczas to jedynym i organiz
mami, których dowody istnienia zachowały się w najstarszych geologicz
nie pokładach, były bakterie beztlenowe i siarkowe zawierające tylko że
lazowe dysm utazy ponadtlenkowe. Pojawienie się manganowej dysmutazy 
ponadtlenkowej obok żelazowej mogło nastąpić w odpowiedzi na zwięk
szenie się stężenia tlenu  w biosferze (porównaj ryc. 1). Wysoki stopień 
homologii w sekwencjach aminokwasowych zarówno żelazowej jak i m an
ganowej dysm utazy ponadtlenkowej, wskazuje, że enzymy te mogą w y
wodzić się od wspólnego an tenata — dysm utazy żelazowej organizmów 
anaerobowych (40). W ytworzenie miedziowo-cynkowej dysm utazy ponad
tlenkowej przez organizmy eukariotyczne szacuje się na okres kam bryjski 
(6—4,5X108 lat temu). Zdaniem B e r k n e r a  i M a r s h a l l a  (65) stę
żenie tlenu  w atm osferze w tym  czasie wynosiło 10-2 obecnego. Rozwa
żania nad występowaniem  trzech rodzajów dysm utaz ponadtlenkowych 
w organizmach i organellach komórkowych oraz ich m olekularną ewo
lucją skupiają się wokół takich zagadnień jak:
— przyczyny ewoluowania organizmów w kierunku wytw orzenia trzech

rodzajów dysm utaz ponadtlenkowych,
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— brak  żelazowej dysm utazy ponadtlenkowej w komórkach organizm ów
eukariotycznych i jednoczesna niezbędność enzymu miedziowo-cyn-
kowego.
Ostatnio S a l i n  i B r i d g e s  (1980) donieśli o otrzym aniu żelazo

wej dysm utazy ponadtlenkowej z Brassica campestris. Fakt ów podważa 
dotychczas ogólnie przyjm ow any pogląd, że dysm utaza żelazowa jest 
enzymem charakterystycznym  dla prym ityw nej flory. Zatem  w jak i spo
sób wytłum aczyć obecność żelazowej dysm utazy ponadtlenkowej w  orga
nizmie eukariotycznym , tym  bardziej, że jej skład aminokwasowy jest 
bardzo podobny do składu aminokwasowego enzymu żelazowego z Rho- 
dopseudomonas spheroides (29). Czy można fak t ten  przypisać m utacjom  
jakie mogły zajść w genie kodującym  miedziowo-cynkową dysm utazę 
ponadtlenkową?

Z punktu  widzenia k inetyki enzymatycznej żelazowa dysm utaza 
z E. coli, manganowa z S. coli i m iedziowo-cynkowa z erytrocytów  wołu, 
osiągają zbliżone wartości k (stała szybkości reakcji dysm utacji jonów 
ponadtlenkowych) przy pH 7,8 wynoszące odpowiednio 1,6; 1,8; 1,9X10~9' 
M-1s-1 (12). Ponad dw ukrotnie wyższą stałą szybkości reakcji dysm utacji 
w tych samych w arunkach wykazuje dysm utaza manganowa z m ito- 
chondriów (95). Na podstawie danych tych można przypuszczać, że jeśli 
nie decydującą, to przynajm niej istotną rolę w zabezpieczaniu żywych 
organizmów przed toksycznym  działaniem  tlenu  odgrywa szybkość dys
m utacji O2 katalizowana przez dysm utazy ponadtlenkowe. W skazują na 
to wartości k wyznaczone w pH 6,0 i 10,2, gdzie dysm utazy miedziowo- 
cynkowa i m anganowa osiągają odpowiednio dwu i czterokrotnie wyższe 
wartości w porównaniu z żelazową dysm utazą z E. coli czy Clnroma- 
tium  (95).

III. Właściwości fizyko-chemiczne roślinnych dysmutaz 

III-I. Masy cząsteczkowe i budowa enzymów

Dysm utazy ponadtlenkowe są m etaloprodeinam i o zróżnicowanych 
masach cząsteczkowych. Najm niejsze zróżnicowanie obserw uje się w 
obrębie dysm utaz miedziowo-cynkowych ze szpinaku (59), pszenicy (56),. 
zielonego groszku (54). Ich masy mieszczą się w granicach 31000— 35000. 
Największą masę cząsteczkową m a dysm utaza m anganowa z Pisum  sati
vum  (62), bo wynoszącą 94000 (porównaj tabelę 3).

Cząsteczki tych enzymów zbudowane są z dwu identycznych pod jed
nostek. Masy cząsteczkowe podjednostek wynoszą od 16000 do 20000 (po
równaj tabelę 3). Obecne w cząsteczce enzymu mostki dwusiarczkowe nie 
uczestniczą w tw orzeniu dim eru (4, 20, 31, 42, 56).
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Masy cząsteczkowe i podjednostkowe trzech typów roślinnych dysmutaz ponadtlenkowych

Źródło Typ
SOD

Masa
cząsteczkowa*

Masa
podjednostki

Piśmiennictwo

Brassica campestris 
Pisum sativum 
Phasoleus vulgaris 
Triticum sp. 
Spinacia oleracea 
Pisum sativum

Fe 
Mn 
Mn 

Cu/Zn 
Cu /Zn 
Cu/Zn

41 000 (a) 
94 000 (b) 
44 000 (b) 
31 000 (d) 
31 000 (b) 
31 000 (c)

20 000

17 000 
16000

Salin i wsp. (1980)
Sevilla i wsp. (1980) 
Kono i wsp. (1979) 
Beauchamp i wsp. (1973) 
Asada i wsp. (1973) 
Sawada i wsp. (1972)

* Oznaczono metodą:
(a) Sączenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-150. 

<(b) Sączenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-100. 
(c) Sączenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-75. 
<(d) Stałej sedymentacji.

III-2. Widma absorpcji

Tabela 4 podaje przykłady maksimów absorpcji w zakresie UV i fal 
w idzialnych niektórych dysmutaz ponadtlenkowych otrzym anych z róż
nych m ateriałów  biologicznych. Znajomość tych wartości może stanowić 
dodatkowe kry terium  rozróżniania poszczególnych rodzajów dysmutaz 
ponadtlenkowych. Z analizy tabeli 4 wynika, że dysm utazy miedziowo-

Tabela 4

Maksima absorpcji oraz molowe współczynniki absorpcji wybranych dysmutaz ponadtlenko
wych otrzymanych z roślin wyższych. Indeksy I  i I I  oznaczają dwa izoenzymy tego samego 
typu

Źródło Typ
Zakres fal 
widzialnych 

(nm)

em
(M-1cm_1)

UV
(nm)

em
(M-1cm_1)

Piśmien
nictwo

Pisum Cu/Zn 680 290 259 — (54)
sativum
Triticum sp. Cu/Zn 670 330, 258 9740 (56)

360„ 9960
Brassica Fe — — 278 7,4x104 (68)
campestris

cynkowe m aksym alnie pochłaniają wiązkę światła widzialnego w zakresie 
fal o długości 670-680 nm, natom iast w zakresie UV przy 258-259 nm. 
Maksimum pochłaniania dysm utaz żelazowych w zakresie UV przypada 
na falę elektrom agnetyczną o długości 272-278 nm. Nie ma natom iast
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danych dotyczących manganowej dysm utazy ponadtlenkowej z roślin 
wyższych.

Skład aminokwasowy dysm utaz ponadtlenkowych nie jest jednakowy.

III-3. Skład aminokwasowy

Dotyczy to przede wszystkim obecności bądź nieobecności reszt trypto- 
fanu, fenyloalaniny, leucyny i waliny. Żelazowa dysm utaza ponadtlen- 
kowa z Brassica campestris (68) zawiera wszystkie wyżej wymienione 
aminokwasy, natom iast w miedziowo-cynkowej dysmutazie z Pisum  
sativum  (54) nie stwierdzono ich (porównaj tabelę 5). W enzymie mie- 
dziowo-cynkowym (54) znajduje się znacznie więcej niż w żelazowym,

Tabela 5
Skład aminokwasowy żelazowej i miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej z roślin wyż
szych

Aminokwas
Liczba reszt aminokwasu/mol podjednostki

Brassica campestris 
Fe-SOD (a)

Pisum sativum 
Cu/Zn-SOD (b)

Alanina 17 21
Glicyna 16 56
Kwas asparaginowy 18 45
Treonina 9 30
Izoleucyna 6 21
Histydyna 4 18
Cysteina 2 21
Metionina 1 20
Leucyna 14 0
Fenyloalanina 7 0
Tryptofan 4 0
Walina 11 0
Tyrozyna 6 9
Prolina 10 14
Kwas glutaminowy 16 19
Seryna 11 14
Arginina 5 6
Lizyna 11 10

(a) Salin i wsp. (1980)
(b) Savada i wsp. (1972)

reszt glicyny, kwasu asparaginowego, treoniny, izoleucyny, histydyny, 
cysteiny i m etioniny odpowiednio 4, 2, 3, 4, 4, 10 i 20-to krotnie.
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III-4. Metale jako grupy prostetyczne, sposób i miejsce wiązania oraz ich funkcja 
w enzymie

K atalityczne właściwości dysmutaz ponadtlenkowych w ynikają z obec
ności jonów m etali połączonych z pod jednostkam i enzymów. Żelazowe 
dysm utazy ponadtlenkowe z różnego m ateriału  biologicznego zaw ierają 
zwykle po 2 atom y Fe na cząsteczkę białka (4, 31, 68). Każdy atom  żelaza 
wiązany jest co najm niej przez jedną z reszt histydyny i tryp to fanu  każ
dej podjednostki (70, 71). Badania z zastosowaniem EPR wskazują na 
obecność 1 atom u Mn w każdej podjednostce dysm utazy m anganowej 
(20, 26, 88), w yjątek  stanowi dysm utaza z Pisum sativum  (63), gdzie 
1 atom Mn przypada na dimer. M angan w ystępuje w form ie M n+3 i jest 
mocno związany z białkiem  (75).

W szystkie wyodrębnione i zbadane dotąd dysm utazy ponadtlenkowe 
typu Cu/Zn (54, 56, 59, 60), zawierały po 2 atom y Cu i Zn na cząsteczkę 
białka. Każdy atom  Cu w cząsteczce dysm utazy jest połączony trzem a 
wiązaniami koordynacyjnym i z atomami azotu grup imidazolowych h isty
dyny, natom iast czw arty orbital jest wolny (3, 72). Cynk połączony jest 
z His-61, His-69, His-78 i Asp-81, natom iast miedź z His-44, His-46, 
His-61 i His-118. W natyw nym  enzymie do każdego z tych m etali przy
łączona jest cząsteczka wody, co stwierdzono na podstawie badań EPR (73).

Podczas gdy Fe i Mn pełnią jednocześnie funkcję katalityczną i stabi
lizującą struk tu rę  enzymu, w miedziowo-cynkowej dysm utazie ponadtlen
kowej funkcję katalityczną spełnia Cu, podczas gdy cynk pełni funkcję 
stabilizującą w stosunku do apoenzymu (3, 72).

III-5. Mechanizmy działania centrów aktywnych

W dysm utazie ponadtlenkowej zawierającej żelazo obydwa atom y Fe 
biorą udział w przyłączaniu jonu ponadtlenkowego i w ytw arzaniu kom
pleksu „superozo” (71). Badania z zastosowaniem EPR wykazały, że jeden 
z dwóch atomów żelaza pełni funkcję katalityczną, polegającą na zmianie 
stopnia jego utlenienia podczas cyklu katalitycznego. Kolejność reakcji 
przedstawiono na rycinie 2. Jon ponadtlenkowy jest w iązany przez jony 
F e+3, przy czym reszta bądź reszty histydyny, z którym i połączony jest 
jon F e+3 mogą uczestniczyć w przyjm owaniu elektronu, jak również w 
rozszczepianiu kompleksu „s u p e r o x o Jon ponadtlenkowy jest u tlen ia
ny z uwolnieniem  0 2 i redukcją jednego z jonów F e+3 (reakcja 2). Druga 
cząsteczka ponadtlenku wiąże się z F e+2, następuje redukcja układu enzy
matycznego i utworzenie kompleksu „peroxo”, a F e +2 jest ponownie u tle
niane. W końcowym etapie (reakcja 4) kompleks „peroxo” ulega rozpa
dowi z uwolnieniem  H 2Oz i regeneracją centrum  aktywnego (74).
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Ryc. 2. Reakcje przebiegające w centrum  aktyw nym  żelazowej dysm utazy ponad
tlenkow ej (74)

K ataliza reakcji dysm utacji O2 przez m anganową dysm utazę ponad
tlenkow ą przebiega w sposób podobny jako opisano powyżej. W reakcji 
tej zakłada się możliwość tw orzenia par M n+S centrum  aktywnego enzy
mu z wolnym m anganem środowiska. H ipotetyczny mechanizm działa
nia tych par przedstawiono na rycinie 3. Para  Mn (IV), Mn (III) katalizuje

Ryc. 3. Proponow any przebieg reakcji w  centrum  aktyw nym  m anganowej dysmutazy 
ponadtlenkow ej, zakładający w spółudział wolnego m anganu (75)

usuwanie jonu ponadtlenkowego znacznie efektyw niej niż para Mn (III), 
Mn (II). Do Mn (II) przyłączany jest O i  w obecności 2H+, następuje 
utlenienie m anganu do Mn (III) z jednoczesnym uwolnieniem  H 20 2. 
Mn (III) silniej reaguje z aniono-rodnikiem  ponadtlenkowym  i u tlenia się 
do Mn (IV). Kompleks enzym atyczny rozpada się z uwolnieniem  H 20 2, 
a O i (następna cząsteczka) przyłącza się do Mn (IV) i utlenia do Oz z jed
noczesną redukcją m anganu do trzeciego stopnia utlenienia. Mn (III) od
działując z H2Oz jest redukow any do Mn (II) i cykl zamyka się (75).

Badając cykl katalityczny miedziowo-cynkowej dysm utazy ponad
tlenkowej wykazano (76, 77), że Cu podlega cyklicznej redukcji i u tle
nieniu podczas katalizy:

(2) I  e tap  ; ECu2+ + ------► ECu+ + 0 2
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(3) E etap: ECu+ + 0 '2 + 2H+— ► ECu2+ + H20 2 

Zasugerowano (89), że w ew nętrzne przeniesienie elektronu musi na
stąpić na pierwszym  etapie katalizy zgodnie z procesem podstawiania li- 
gandu. Okazało się bowiem, że Cu+2 działa w połączeniu z cząsteczką wo
dy, która w ym ieniana jest w stałym  czasie 10 8 tm < 4 X 1 0 ~ 6 s. 
Uwzględniając powyższe spostrzeżenie zaproponowano (79) następujący 
mechanizm drugiego etapu katalizy (reakcja 4),

ECu2+0W2 + 0 2 ECu+0W2- - - 0 ;  ^  ECu+O j- -H ^  — ►

(4) H O
— ► ECu2+-  0 - 0  + OW~— ECu2+0 H 2+ H 20 2 

H
w którym  OT wiąże się z wolną pozycją koordynacyjną Cu+ i oddziałuje 
z protonem  cząsteczki wody. S truk tu rą  przestrzenną wody zaznaczono 
w celu podkreślenia jej stałej obecności w czasie działania enzymu. Prze
niesienie elektronu indukuje tworzenie anionu nadtlenkowego połączone
go koordynacyjnie z Cu+2, po czym anion ten  jest szybko usuwany 
z kompleksu enzymatycznego (78).

III-6. Inhibitory dysmutaz ponadtlenkowych

Jednym  ze sposobów rozróżniania poszczególnych rodzajów dysm utaz 
ponadtlenkowych jest badanie wrażliwości danego enzymu na obecność 
jonów N “ , CN~ i F - . W pH 7,8 lOmM jon azydkowy ham uje dysm utazy 
miedziowo-cynkową, manganową i żelazową odpowiednio w 10, 30 i 73°/'o. 
Zatem  jon azydkowy ham uje dysm utazy w kolejności F e -S O D > M n - 
SOD >  Cu/Zn-SOD. Natomiast jon CN-  ham uje tylko dysmutazę m ie
dziowo-cynkową i w nieznacznym stopniu m anganową (12, 80, 81). 
W szystkie dysm utazy miedziowo-cynkowe są bardziej wrażliwe na CN-  
w pH 10,2 niż w pH 7,8 (56).

Związki reagujące z grupam i tiolowymi i związki chelatujące (82), 
ham ują enzym miedziowo-cynkowy nieznacznie w niskich stężeniach 
(rzędu 0,1 mM), natom iast w stężeniach wysokich (rzędu 1 do 10 mM) 
naw et do 70%. Dysmutazy są również wrażliwe na produkt reakcji dys- 
m utacji — nadtlenek wodoru (2), dotyczy to dysm utazy miedziowo-cyn
kowe j i żelazowej. Manganowa dysmutaza ponadtlenkowa jest niew raż
liwa na H 20 2 (83).

IV. Dysmutazy ponadtlenkowe roślin wrażliwych na przechładzanie

Badania K a n i u g i  i wsp. (97, 98, 99 100, 101) dostarczyły in tere
sujących obserwacji związanych z wpływem  obniżonej tem peratury  na 
aparat fotosyntetyczny roślin wrażliwych na przechładzanie, w tym
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między innym i na aktywność chloroplastowych dysm utaz ponadtlenko- 
wych (98) i zmian zawartości takich jonów jak  M n+2 (99) oraz Cu+2 i Z n+2
(100) w chloroplastach odciętych liści i rosnących roślin pomidora 
(Lycopersicon esculentum  Mili.). Stwierdzono bowiem, że całkowita 
aktywność dysm utazy ponadtlenkowej w chloroplastach (98) ulega w y
raźnem u obniżeniu w w yniku przechładzania w 0°C, w ciemności, za
równo odciętych liści jak i rosnących roślin pomidora, a oświetlanie liści 
czy roślin tylko częściowo przyw raca mierzoną aktywność. Ponadto 
stwierdzono, że całkowita aktywność dysm utaz ponadtlenkowych zależy 
nie tylko od aktywności dysm utaz chloroplastowych, ale także od ilości 
m anganu (labilnego i/lub silnie związanego z błonami ty  lako idów), k tóry  
w nieobecności białkowych składników błon tylakoidów ma zdolność 
dysm utacji O l (98).

S

P

R

Ryc. 4. Densytogram y rozdziału białek ekstrak tów  butanolow ych chloroplastów  po
m idora (A) i szpinaku (B), m etodą elektroforezy „natyw nej”. Lokalizacja ak tyw ności 
dysm utazy ponadtlenkow ej: M — ery trokupreina  jako w skaźnik aktyw ności SOD; 
PC — plastocyjanina; S — liście świeże; P — liście przechow yw ane w  0°C i ciem 
ności; R — liście ośw ietlane po przechow yw aniu w 0°C i ciemności (100).
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W dalszych badaniach (100, 101) nad mechanizmem zaniku aktywności 
dysm utazy ponadtlenkowej w przechładzanych liściach i rosnących rośli
nach pomidora stwierdzono, że aktyw ność miedziowo-cynkowej dysm u
tazy ponadtlenkowej w ekstraktach butanolowych białek chlorostów liści 
pom idora przechowyw anych w tem peraturze 0°C i ciemności (Ryc. 4A), 
oraz przechładzanych i oświetlanych (Ryc. 4A), całkowicie zanika. Nato
miast w przypadku liści szpinaku, aktywność dysm utazy ponadtlenkowej 
nie ulegała zmianie w takich samych w arunkach (Ryc. 4B). Obserwacje 
te  wskazują, że zmiany tego typu są charakterystyczne dla roślin w rażli
wych na przechładzanie (np. pomidor), lecz nie dla opornych na niskie 
tem peratury  (np. szpinak). Badając przyczyny tego zjawiska stwierdzono, 
że jest ono wynikiem  w ypływ u jonów Cu+2 i Z n+2 z chloroplastów liści 
pomidora (100), analogicznie jak  to wcześniej zaobserwowano w przy
padku zmian zawartości m anganu w chloroplastach pod wpływem  prze
chowywania w 0°C i w ciemności oraz reinkorporacji go po naśw ietlaniu

Ryc. 5. Zm iany w  aktyw ności dysm utazy ponadtlenkow ej i reakcji H illa oraz za
w artości Mn, Cu i Zn w  liściach roślin pom idora przechow yw anych w tem peraturze 
0UC i w  ciemności a następnie naśw ietlanych w  tem peratu rze 25°C (8000 lx). Za
w artość Cu i Zn w  próbie kontrolnej chloroplastów  Mn wynosiła 20,30; 17,15; i 34,33 
ngatom ów/m g chi., natom iast w  próbie kontrolnej ekstrak tów  białkow ych Cu i Zn 
odpowiednio 26,38 i 43,35 ngatomów/mg białka (100).
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liści (99). W przeciw ieństwie jednak do reaktyw acji aktywności reakcji 
Hilla (97, 99), oświetlanie odciętych liści przechowywanych uprzednio 
w chłodzie i ciemności nie przywracało aktywności dysmutazy ponad- 
tlenkow ej (101).

Analogiczne badania w pływu niskiej tem peratu ry  i ciemności na 
aktyw ność dysm utazy ponadtlenkowej wykonano w rosnących roślinach 
pomidora (Ryc. 5) (100). Dwunastogodzinne naświetlanie tych roślin w 
tem peraturze 20°C z dwunastogodzinną przerw ą nocną (w tej samej tem 
peraturze) i ponowne naświetlanie przez 3 godziny powoduje całkowitą 
reaktyw ację aktywności dysm utazy ponadtlenkowej, reakcji Hilla, przy 
równoczesnej reinkorporacji m anganu i miedzi (Ryc. 5) (100). Natomiast 
przechowywanie preparatów  chloroplastów pomidora w tem peraturze 
4°C w ciągu naw et 7 dni, nie powoduje istotnych zmian w aktywności 
dysm utazy ponadtlenkowej, ani w zawartości Mn i Cu (100).

Badania te dostarczyły następujących obserwacji:
— Aktywność dysm utazy ponadtlenkowej nie ulega zmianie podczas prze

chowywania preparatów  chloroplastów w ciemności i chłodzie.
— W w arunkach ciemności przechładzania rosnących roślin następuje 

m igracja Cu i Zn z chloroplastów i ich reinkorporacja podczas na
św ietlania roślin.

— W czasie przechowywania odciętych liści i rosnących roślin w tem pe
ratu rze 0°C i ciemności następuje inaktyw acja dysm utazy ponadtlen
kowej.

— Proces inaktyw acji dysm utazy ponadtlenkowej pod wpływem chłodu 
i ciemności jest odwracalny tylko w rosnących roślinach poddawanych 
kilkunastogodzinnem u naświetlaniu.

V. Rola dysmutazy ponadtlenkowej

Dysm utaza ponadtlenkowa w ychw ytuje reaktyw ne cząsteczki rodni- 
kojonu ponadtlenkowego i katalizuje reakcję ich dysmutacji. Zabezpie
cza więc organizmy przed spontaniczną dysm utacją rodników organicz
nych indukowanych obecnością O^. Tę rolę ochronną pełnią również pe- 
roksydazy i katalazy, których substratem  jest produkt dysm utacji jonów 
ponadtlenkowych — H 20 2. Dysm utazy ponadtlenkowe zabezpieczają DNA 
przed możliwymi modyfikacjami, a s truk tu ry  subkomórkowe przed 
uszkodzeniami, które niekiedy mogą być naw et nieodwracalne, jak to 
może mieć miejsce w przypadku błon lizosomów i m itochondriów (69, 
84, 85). Dysm utazy ponadtlenkowe chronią przed fotodynamicznymi 
uszkodzeniami tkanek roślin zielonych, przed uszkodzeniami wywołany
mi prom ieniam i słonecznymi w pomidorach, szczególnie zielonych owo
cach i innych zielonych tkankach roślin (87).
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Tabela 6

Szybkość peroksydacji lipidów w stosunku do aktywności reakcji Hilla w kontroli i chloroplastach 
przemywanych buforem Tris (101)

Źródło chloroplastów

Fotoperoksydacja 
[nmol wytworzonego 

dialdehydu malonowe- 
go/min/mg chi.]

Aktywność reakcji 
Hilla

[[¿mol zred. DCIP/ 
/h/mg ch.l]

Kontrola
liście świeże 1,92 76,0
liście przechowywane w chłodzie i ciem
ności 3,90 24,3
liście naświetlane po przechowywaniu 4,30 70,4

Przemywane buforem Tris
liście świeże 4,56 14,4
liście przechowywane w chłodzie i ciem
ności 4,48 10,3
liście naświetlane po przechowywaniu 4,40 12,6

Wskazuje się (86, 108) na współdziałanie dysm utazy ponadtlenkowej 
z II, a także częściowo z I układem  fotosyntezy. 

Jak  już wspomniano, przechowywanie liści pomidora w tem peraturze 
0°C i ciemności (101), powoduje u tra tę  aktywności dysm utazy ponad
tlenkowej, ale naświetlanie ich nie przyw raca aktywności chloroplasto-

Tabela 7

Aktywność wrażliwej na cyjanek dysmutazy ponadtlenkowej w białkowych ekstraktach butano
lowych z chloroplastów liści pomidora: świeżych, przechowywanych w chłodzie i ciemności oraz 
przechowywanych i następnie naświetlanych. Aktywność reakcji Hilla podano w ¡j.mol zredukowa
nego DCIP/mg chlorofilu/h,(101). Wersja skrócona.

Doświadczenie
numer

Źródło chloroplastów

Aktywność 
dysmutazy po
nadtlenkowej 

(jednostki 
mg/białka)

Aktywność 
reakcji Hilla

1. liście świeże 10,3 85,0
liście przechowywane w ciemności i chło
dzie

0,6 5,3

liście przechowywane i naświetlane 0,0 81,4

2. liście świeże 8,4 58,0
liście przechowywane w ciemności i chło
dzie

0,3 4,6

liście przechowywane i naświetlane 0,1 50,1

3. liście świeże 8,6 68,0
liście przechowywane w ciemności i chło
dzie

0,0 11,0

liście przechowywane i naświetlane 0,0 70,0
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wej dysmutazy. Zanikiem aktywności chloroplastowej dysm utazy ponad
tlenkowej spowodowany jest wzrost szybkości fotoperoksydacji lipidów
(101) lecz nie zmniejszonym transportem  elektronów (103, 104) (porów
naj tabele 6 i 7). Zdaniem badaczy (101) wskazuje to, że dysmutaza 
ponadtlenkowa jest czynnikiem  kontrolującym  szybkość procesu peroksy- 
dacji lipidów, k tóry z kolei jest jednym  z elementów powodujących uszka
dzanie roślin wrażliwych na przem arzanie, poddawanych działaniu 
chłodu.

VI. Podsumowanie

Jak to wynika z przedstawionego powyżej przeglądu, dysm utazy po- 
nadtlenkowe w ystępują powszechnie w świecie roślin począwszy od tych 
najprym ityw niejszych (bakterie, sinice), po wysoce ourganizowane na
sienne. Można przypuszczać (w kontekście wcześniej omawianych h i
potez), że środowiska, które organizmy te zasiedliły, zdeterm inowały 
rodzaje enzymu spotykane u poszczególnych przedstawicieli. Tak więc 
bakterie żyjące w środowisku beztlenowym  mają tylko żelazową dysm u
tazę ponadtlenkową, glony, które w głównej mierze opanowały wody — 
żelazową i manganową, natom iast rośliny wyższe charakterystyczne dla 
biocenoz lądowych, zawierają m anganową i cynkowo-miedziową, a Brassi
ca campestris (86) ma także żelazową dysm utazę ponadtlenkową. Co 
prawda jest to jedyne doniesienie, które podważa dotychczas ogólnie 
przyjęty pogląd, że organizmy ewoluowały w kierunku wytworzenia ta 
kiego rodzaju enzymu, który skutecznie i z dużą wydajnością dysm utuje 
rodniko-jony ponadtlenkowe, szczególnie w tych, których procesy życio
we przebiegają w warunkach tlenowych. Stałe szybkości reakcji dysm u
tacji Oi katalizowanych przez dysm utazy, a wyznaczone w różnych prze
działach pH potwierdzają powyższe, dysmutazy miedziowo-cynkowa 
i manganowa bowiem dysm utują rodniko-jony ponadtlenkowe dwu i czte
rokrotnie szybciej niż dysm utaza żelazowa (12). B rak dysm utazy ponad
tlenkowej w komórce powodowałby spontaniczną dysm utację Oi", oraz 
indukcję rodniko-jonów organicznych, które między innymi, w wyniku 
szeregu reakcji chemicznych powodują peroksydację wolnych nienasyco
nych kwasów tłuszczowych (109) i lipidów błon chloroplastowych (101).

Z przedstawionych dotychczas badań wynika, że enzymy te stanowią 
skuteczne zabezpieczenie organizmów przed toksycznym  działaniem  tle 
nu i jego form  zredukowanych. F ak ty  te potwierdzają kluczową rolę dys
mutaz ponadtlenkowych w żywych układach biologicznych.

Składam  serdeczne podziękowania Panu Prof. Zbigniew ow i Kaniudze za k r y 
tyczne uwagi i pomoc w przygotowaniu niniejszej pracy.

Część badań przedstawionych w  artyku le w ykonano w  ramach problemu w ęzło
wego Nr 10.2.10 i m iędzyresortowego M R-II/15 oraz MR.11.7.
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JADW IGA GNIOT-SZULŻYCKA *>

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego 

L-Ascorbic acid 2-sulphate

2-W odorosiarczan kwasu L-askorbinowego został wyizolowany po raz: 
pierwszy w 1969 roku przez M e a d  i F i n a m o r e  ( l ) z  cyst k rew etk i 
Artem id salina. N aturalny związek okazał się 2-wodorosiarczanem kwasu 
askorbinowego, chociaż początkowo przypuszczano, że jest to 3-wodoro- 
siarczan kwasu askorbinowego. Wspomnieć wypada, że o obecności „zwią
zanego” kwasu askorbinowego w w ątrobach świni i kozy, donosili już w 
1952 roku S u m m e r w e l l  i S e a l o c k  (2), a w 1963 roku M a l a 
k a  r  (3). Nie jest wykluczone, że wspom nianą związaną pochodną był 
2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego.

OM

O —  S =  O

O

cw2ow
Ryc. 1. 2-W odorosiarczan kw asu askorbinowego

W w arunkach fizjologicznych 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego' 
ma właściwości dwuanionu; czysty związek w środowisku o pH 2, w y
kazuje maksimum  absorpcji przy 233 nm, a w środowisku o pH 7.0 przy 
254 nm. Ekstynkcja molowa E254 wynosi 16 000 przy pH 7.0, a przy d łu
gości fali 330 nm  i w pH 2.0 ma wartość 12 000 (4-6).

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego jest natu ralnym  m etabolitem

*) Doc. d r hab., Zakład Biochemii Insty tu tu  Biologii, U niw ersytet M ikołaja Ko
pernika, ul. G agarina 7, 87-100 Toruń.
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wydalanym  z moczem przez organizmy syntetyzujące kwas askorbinowy, 
jak też przez niezdolne do jego syntezy (7-10). Według B a k e r a 
i współpracowników (7), aż 25°/o ogólnej ilości kwasu askorbinowego w y
dalana jest w postaci 2-wodorosiarczanu. Po iniekcji podskórnej nieorga
nicznego siarczanu-35S 0 4 wraz z [ l-14C]askorbinianem szczurom, 2-wodo- 
rosiarczan kwasu askorbinowego odnajdowano w różnych tkankach jak: 
wątroba, śledziona, nadnercza (11). Stężenie 2-wodorosiarczanu kwasu 
askorbinowego w wątrobie wynosi 12.3 do 40.2 mg na 100 gramów tkanki 
i zależy w dużej m ierze od wieku zwierzęcia (11-13).

Opracowanie szeregu metod syntezy 2-wodorosiarczanu kwasu askor
binowego (6, 14-16) umożliwiło prześledzenie niektórych jego efektów 
fizjologicznych jak i wpływu na przem iany metaboliczne. Z efektów 
fizjologicznych w pierwszym  rzędzie wykazano, że jest on skutecznym  
środkiem  w zapobieganiu szkorbutu u ryb i małp (17-19). Działania prze- 
ciwszkorbutowego nie wykazano jednak u świnki morskiej (17, 20). Brak 
efektu leczniczego u świnki morskiej może być wynikiem  szybkiego wy
dalania 2-wodorosiarczanu witam iny C, które praktycznie rzecz biorąc 
zachodzi w przeciągu pięciu godzin od momentu iniekcji. Po 100 godzi
nach stwierdzono zaledwie l°/o wprowadzonej dawki. U ryb nagrom adza
nie się radioaktywnego 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego nastę
powało szczególnie obficie w obszarach intensywnej biosyntezy kolagenu, 
w chrząstce a także w skórze i kościach. 2-W odorosiarczan kwasu askor
binowego podany pawianowi doustnie, nie ulegał wchłanianiu z jego 
przewodu pokarmowego (21). Związek ten podany w iniekcji dożylnej 
ulegał szybszemu wydalaniu aniżeli kwas askorbinowy; ustalono, że okres 
półtrw ania kwasu askorbinowego wynosi 120 min a 2-wodorosiarczanu 
kwasu askorbinowego 90 min. Podanie dożylne 2-wodorosiarczanu kw a
su askorbinowego wraz z kwasem askorbinowym wywoływało znacznie 
wolniejsze w ydalanie kwasu askorbinowego. 2-W odorosiarczan kwasu 
askorbinowego nie ulegał hydrolizie we krw i pawiana (21).

Katabolizm 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego zależy od orga
nizmu. U małp stwierdzono, że głównymi produktam i katabolizm u obydwu 
związków jest dw utlenek węgla wydalany z oddechem. U innych zwie
rząt i ludzi wydalany zostaje wraz z moczem niezmieniony kwas askor
binowy, dehydroaskorbinowy, 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego 
oraz kwas szczawiowy.

W ystępowanie w moczu 2-wodorosiarczanu 14C-kwasu askorbinowego 
po wprowadzeniu znakowanego [ l-14C]askorbinianu, wskazywałoby na 
istnienie u zwierząt enzymów zdolnych do syntezy tego związku.

Z doniesień H o r  n i g a i współpracowników (22), wynika, że askor- 
binian podany doustnie wraz z nieorganicznym siarczanem — 35S 0 4, ulega 
procesowi „usiarczanowania” w śluzówce przewodu pokarmowego. Enzy
m atyczną syntezę 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego in vitro, 
przeprowadzili M o h a m r a m  i współpracownicy (23). Źródło sulfo-
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transferazy stanowiły w ątroba i jelito grube szczura. Fibroblasty ludzkie 
w w arunkach hodowli tkankow ej posiadają również nieznaczną zdolność 
syntezy 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego (24). Z badań nad me
tabolizm em  2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego w fibroblastach wy
nika, że grupa siarczanowa, najprawdopodobniej po uprzednim  hydroli- 
tycznym  odszczepieniu przy udziale sulfohydrolazy, uczestniczy w takich 
samych reakcjach jak nieorganiczny siarczan.

Aktywność sulfohydrolazową wobec 2-wodorosiarczanu kwasu askor
binowego wykazali H a t a n a k a  i współpracownicy (6, 25-28). Enzym
0 masie cząsteczkowej 56 000 został wyizolowany z w ątroby ślimaka m or
skiego Charonia L a m p a s ,  optim um  jego działania przypada przy 
pH 4.0; enzym ten jest silnie ham owany przez jony fosforanowe, Km ma 
wartość 0.34 mM (25). Enzymy hydrolizujące 2-wodorosiarczan kwasu 
askorbinowego wyizolowano również z w ątroby i mózgu wołu oraz z wą
troby świnki morskiej (6, 20, 29, 30). Z prac R o y a (29, 30) wynika, że 
2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego hydrolizowany jest przez oczysz
czone p reparaty  arylosulfatazy A (E.C. 3.1.6.8 — Cerebrozydo-3-siarczano 
sulfohydrolaza), dla której fizjologicznym substratem  jest cerebrozy- 
do-3-siarczan. Hydrolizę 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego kata
lizuje również arylosulfataza A z moczu ludzkiego (31, 32). Arylosulfatazy 
B (E.C. 3.1.6.9 — Chondroityno-4-sulfataza), nie hydrolizują w tym  sa
mym stopniu 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego co arylosulfa
taza A.

W edług T o l b e r t a  (20), enzym z wątroby wołu hydrolizujący 
2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego jest białkiem o masie cząstecz
kowej 138 000 przy pH 8.0 i 300 000 przy pH 5.4. Optimum  jego działania 
przypada w zakresie pH 5.0-5.7, wartość Km wynosi 3 mM, jony fosfo
ranowe silnie ham ują enzym. Ustalona przez T o l b e r t a  i współpra
cowników (20) masa cząsteczkowa sulfohydrolazy 2-wodorosiarczanu 
kwasu askorbinowego, różni się od masy cząsteczkowej arylosulfatazy A, 
która w zależności od źródła enzym u wynosi 104 000— 109 000 przy pH 7.5
1 około 400 000 przy pH 5.0 (33). Spraw a identyczności arylosulfatazy A 
z sulfatazą 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego jest nadal dysku
syjna.

W świetle tych jeszcze nielicznych danych, bezsporna jednak wydaje 
się możliwość syntezy i hydrolizy 2-wodorosiarczanu kwasu askorbino
wego w organizmach zwierzęcych, kwestią otw artą pozostaje sprawa 
znaczenia tego związku i m iejsca w procesach biochemicznych.

2-W odorosiarczan kwasu askorbinowego (6), jako związek bardziej 
stabilny od wolnego kwasu (14), może stanowić depozytową formę u ru 
chomianą w w arunkach w yczerpania wolnego kwasu askorbinowego. 
Obecność 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego w dużych ilościach 
w spoczynkowych cystach krew etki morskiej A rtem iy salina , mogłoby 
potwierdzać to przypuszczenie.
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Istnieją również dane, że 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego 
uczestniczy w regulacji reakcji zależnych od obecności kwasu askorbino
wego np. związek ten  jest inhibitorem  reakcji hydroksylacji dopami- 
ny, zachodzącej przy udziale (3-hydroksylazy dopaminy (E.C. 1.14.17.1 — 
3,4-dwufenyloetanoloamina, askorbinian: tlen oksydoreduktaza) (25).

Udział 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego w przekazyw aniu 
grupy siarczanowej na wiele związków, w tej liczbie również na chole
sterol, wykazano zarówno w doświadczeniach in vivo  jak i in vitro  (34-37). 
Dla przykładu, po dosercowym wprowadzeniu 35S 0 4-2-wodorosiarczanu 
kwasu askorbinowego, radioaktywność odnajdowano w siarczanie chole
sterolu żółci (21, 37, 38), nie stw ierdzano natom iast radioaktyw ności w 
siarczanie chondroityny.

Zdolność przekazywania grupy siarczanowej na cholesterol skiero
wała uwagę na ew entualny udział 2-wodorosiarczanu kwasu askorbino
wego na procesy wchłaniania, w ydalania oraz poziom cholesterolu we 
krwi. Badania nad 2-wodorosiarczanem witam iny C wydaw ały się tym  
bardziej celowe, iż efekt hipolipemiczny i antysklerotyczny wolnego kw a
su askorbinowego stw ierdzany był przez wielu badaczy (39-41). Badania 
przeprowadzone w tym  aspekcie z 2-wodorosiarczanem w itam iny C, w y
kazały, że jest on związkiem bardziej skutecznym  od w itam iny C w usu
waniu hiperlipidem ii a w szczególności hipercholesterolem ii.

Obniżenie poziomu cholesterolu i lipidów krw i po doustnym  podaniu 
2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego, zostało stw ierdzone przez 
H a y a s h i  i współpracowników w 1974 roku (42). Ta sama grupa bada
czy (43), wykazała, że 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego wywołuje 
również znaczny efekt hipolipemiczny w eksperym entalnej hiperlipidem ii 
królików wywołanej podaniem Tritonu X-100. Przykładowo w grupie 
kontrolnej z hiperlipidem ią, poziom cholesterolu wynosił 277 ±15.4 mg°/o; 
w grupie zwierząt, k tórym  podano kwas askorbinowy, zawartość chole
sterolu nie ulegała obniżeniu i wynosiła 262 ±23.4 mg %>, natom iast 
u zwierząt, którym  podano 2-wodorosiarczan kw asu askorbinowego stęże
nie cholesterolu obniżało się do wartości 203 ±15.4 mg °/o.

Z dalszych prac opublikowanych przez H a y a s h i  i współpracowni
ków (44,45) i dotyczących wpływu doustnie podanego 2-wodorosiarczanu 
kwasu askorbinowego i wolnego kwasu askorbinowego w eksperym en
talnej hiperlipidem ii u królików wywołanej wysokocholesterolową dietą, 
wynika, że hipolipemiczny efekt obydwu związków jest odmienny. W y
ciąg danych liczbowych z pracy H a y a s h i  i współpracowników (44) 
zestawiono w tabeli I.

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego wydaje się być efektyw niej
szym czynnikiem  w usuwaniu hipercholesterolem ii, natom iast wolny 
kwas askorbinowy wpływa w ydatniej na obniżenie poziomu trójglicery- 
dów, w szczególności w długoterminowej diecie wysokocholesterolowej.

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego okazał się również skutecz-
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Tabela 1
Wpływ kwasu askorbinowego i 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego na poziom cho. 
lesterolu i trójglicerydów w eksperymentalnej hipercholesterolemii u królików (44)

Lipid
Czas trwania 
eksperymentu 
w tygodniach

I
kontrola 
(mg %)

II
kwas askorbino

wy 
(mg %)

III
2-wodorosiar- 

czan kwasu 
askorbinowego 

(mg %)

cholesterol 4 899 ±68 1025 ±117 372 ±53

trójglicerydy 4 230± 10 250 ±52 182 ±15

cholesterol 10 2119 ± 125 1446 ± 125 910± 100

trójglicerydy 10 552 ±39 211 ± 18 315 + 57

Hipercholesterolemię wywoływano u zwierząt o wadze 2,5 kg, przez podawanie paszy, dziennie 100 g, zawierającej 
1% cholesterolu (I). Zwierzętom grupy II podawano dodatkowo doustnie 150 mg kwasu askorbinowego, natomiast zwie
rzętom grupy III, 300 mg 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego X 3 H20 .

niejszym  czynnikiem zapobiegawczym przed nagrom adzaniem  się chole
sterolu w tkankach a w szczególności w aorcie zwierząt; i tak  jeśli w 
grupie kontrolnej procent zmian miażdżycowych wynosił 44.7 ± 6 % , to 
w grupie zwierząt, k tórym  podano kwas askorbinowy lub 2-wodorosiar- 
czan kwasu askorbinowego odpowiednie wartości wynosiły: 5.1 ±2.2%  
i 2.9 ±0.7% ,

2-W odorosiarczan kwasu askorbinowego nie obniżał jednak poziomu 
już odłożonego cholesterolu (44, 46, 47).

Na podstawie dotychczasowych danych można sądzić, że 2-wodoro- 
siarczan kwasu askorbinowego w bliżej jeszcze nieokreślony sposób w pły
wa na proces wchłaniania cholesterolu, co w konsekwencji objaw ia się 
efektem  hipolipemicznym. Nie jest wykluczone, że jako dawca grupy 
siarczanowej z wysokim potencjałem  transferu  wywołuje estryfikację 
cholesterolu, umożliwiając tym  samym proces w chłaniania tego związku.

Reasum ując wydaje się, że w arto przebadać szerzej mechanizm y bio
chemiczne leżące u podstaw biologicznych efektów 2-wodorosiarczanu 
witam iny C.
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I. Wstęp

Enzymy proteolityczne dodane do zagęszczonych, częściowych hydroli
zatów białek katalizują powstawanie nierozpuszczalnego produktu, o kon
systencji żelu nazwanego ,,plasteiną” (1-3). Właściwości plasteiny różnią 
się wyraźnie od właściwości białek, które poddano enzym atycznej hy 
drolizie.

W prezentow anym  opracowaniu omawiamy aktualny stan wiedzy do
tyczący plasteinowania białek, charakterystykę procesu oraz możliwości 
zastosowania dotychczasowych osiągnięć w praktyce.

*) dr hab., **) prof. d r hab., In sty tu t Inżynierii i Biotechnologii Żywności, A kade
mia Rolniczo-Techniczna, 10-957 Olsztyn.
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II. Podstawowe zasady plasteinowania

Większość autorów  definiuje proces plasteinow ania jako enzym atycz
ne przeprowadzenie hydrolizatów białkowych w wysokocząsteczkowe pep- 
tydy, nierozpuszczalne w 10-procentowym roztworze kwasu tró j chloro
octowego, w acetonie lub 70-procentowym roztworze etanolu (4-6).

Proces plasteinow ania przebiega najskuteczniej jeżeli: stężenie oligo- 
peptydów w hydrolizacie jest w granicach 30-50%), hydrolizat zawiera 
niskocząsteczkowe peptydy, a stężenie jonów wodorowych różni się od 
tego w jakim  prowadzono enzymatyczną hydrolizę białek (7, 8). W ydaj
ność procesu plasteinow ania zależy w dużym stopniu od rodzaju i spe
cyficzności działania enzymu proteolitycznego wprowadzonego do za
gęszczonych hydrolizatów (9).

Dobre wydajności uzyskiwano stosując a-chym otrypsynę, pepsynę, 
nagarazę, esperazę, pronazę (2, 3, 10-12).

Na wydajność procesu wpływa również rodzaj substra tu  (11). H ydro
lizaty białek hydrofilnych nie są właściwymi substratam i, ponieważ otrzy
m uje się plasteiny rozpuszczalne, co u trudnia ich wydzielanie ze środo
wiska reakcji. Natomiast z hydrolizatów, charakteryzujących się dużą 
zawartością substancji hydrofobowych, powstają łatwo strącalne plastei
ny jeszcze przed optym alnym  ich nagrom adzeniem  (13, 14).

W celu ułatw ienia kontroli plasteinowania, A r  a i i współautorzy (15) 
wprowadzili wskaźnik określający zależność wydajności procesu (a) od 
rozpuszczalności plasteiny ((3). Stwierdzono, że wydajność procesu p la
steinowania (a) hydrolizatu wysokohydrofilnej kazeiny wynosi 40%, 
natom iast wyliczony współczynnik (3/a wynosi zaledwie 0,28. W przy
padku hydrolizatów zeiny, k tóra jest białkiem  hydrofobowym  wartość 
wynosi 57%, a wartość (3/a aż 0,87; mieszaninę zaś tych dwóch hydroli
zatów w stosunku 3:1 charakteryzują wartości a =  88% i (3/a =  0,47. 
A r a i  i współautorzy (15, 16) podkreślają, że przebieg procesu plasteino
w ania jest optym alny, gdy współczynnik (3/a sięga 0,5.

Na wydajność procesu plasteinow ania w pływ ają czynniki ak tyw u
jące lub inhibitujące działanie enzymów proteolitycznych. Do czynni
ków ham ujących plasteinow anie przez a-chym otrypsynę można zaliczyć 
n-heksan, benzyl-D ,L-fenyloalaninę oraz dwuwartościowe kationy. W y
dajność procesu zależy też od stężenia jonów w środowisku. Stw ierdzo
no, że obecność NaCl w granicach od 0,1 M do 0,8 M w hydrolizatach 
ovalbum iny stym uluje wydajność syntezy plasteiny o 10% (16). Ponadto 
dodanie 0,2 M roztw oru NaCl przyśpiesza proces plasteinow ania (11).

III. Hipotezy dotyczące tworzenia plastein

Dotychczas brak jest jednoznacznej teorii w yjaśniającej mechanizm 
plasteinow ania białek. Hipotezy, dotyczące m echanizm u powstawania
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plastein, różnią się znacznie i często są przeciwstawne (2, 3). Stw ierdzo
no, że ilość substancji nierozpuszczalnych w 10°/o roztworze kwasu tró j- 
chlorooctowego wzrasta podczas plasteinowania białek, lecz nie zawsze 
prowadzi to do ich w ytrącania się (18). E r  i k s  e n  i współautorzy (12) 
stw ierdzają, że powstawanie plastein jest wynikiem  agregacji i polime
ryzacji peptydów w wyniku oddziaływania niepolarnych reszt amino
kwasów. Reakcja ta  zachodzi łatw iej w roztworach o wysokiej sile jono
wej, np. w obecności dużego stężenia NaCl. Y a m a s h i t a  i współauto
rzy (7, 12, 19) przypuszczają, że plasteinowanie polega głównie na poli- 
kondensacji. Za podstawę tej in terpretacji cytowani autorzy przyjm ują 
wzrost ilości wiązań peptydowych.

Podczas polikondensacji pow stają nowe wiązania peptydowe, a tym  
samym zmniejsza się ilość grup aminowych (20). Jednakże H o f s t  e n 
(11), H o r o w i t z  i H a u r o w i t z  (21), stosując trzy  różne m etody 
oznaczania wolnych grup aminowych, nie stw ierdzili zm niejszania się ich 
ilości podczas plasteinowania. Z drugiej strony stw ierdzenie, że estry 
aminokwasów, a nie wolne aminokwasy mogą być przyłączane do pep
tydów, sugerować może, iż podczas plasteinowania zachodzi transpepty- 
dacja, tj. przenoszenie reszt aminoacylowych z peptydu donatora do pep- 
tydu akceptora (2).

Za hipotezą, że w procesie plasteinow ania zachodzą polikondensacja 
i transpeptydacja przem aw iają doświadczenia D e t e r m a n n a  i współ
autorów  (22) i W i e l a n d a  i współautorów (23), którzy otrzym ali pla- 
steinę -H /T yr-L eu-G ly-G lu-Phe/n  OH jako w ynik polikondensacji mo
nom eru pod działaniem  pepsyny w środowisku o pH 4 (gdzie n  — 2, 9, 
4 i 5).

W przypadku, gdy substratem  był hydrolizat globuliny sojowej, której 
grupy karboksylowe znaczone były izotopem O18, stwierdzono uwalniania 
się H20 18 podczas reakcji plasteinow ania w obecności a-chym otrypsyny 
w środowisku o pH 5,3. Stwierdzono również, że wartość pH jest waż
nym  czynnikiem  w pow staw aniu acylo-a-chym otrypsyny. Powstawanie 
jej m aleje wraz ze wzrostem pH powyżej 7 (13). Natomiast T a m i m o t o  
i współautorzy (17) wskazali na znaczenie seryny 195 i histydyny 57 oraz 
a-chym otrypsyny w tw orzeniu plastein. Schem at reakcji inicjujących 
powstawanie plastein przedstaw ia Ryc. 1. W edług A r a  i’ e g o  i współ
autorów (15) zrozumienie m echanizm u procesu plasteinow ania może 
ułatwić schem at proteolizy zaproponowany przez W e r b e r  a (24). 
Po reakcji enzym u z substratem  powstaje kompleks ES, k tóry  przechodzi 
w acyloenzymatyczną formę pośrednią (ES') z uwolnieniem  peptydu Pj. 
Pośrednia form a (ES') ulega następnie hydrolizie przy współudziale wo
dy z uwolnieniem  peptydu P 2.

W przedstaw ionym  przez W erbera schemacie proteolizy mogą w ystę
pować reakcje transestryfikacji, transam idacji i transpeptydacji. Podczas 
transpeptydacji końcowe grupy -COOH z substra tu  S reagują z enzymem
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Ryc. 1. Schem at reakcji inicjujących tw orzenie plastein w  obecności a-chym otryp- 
syny (1)

i powstaje peptydyloenzym , który  reaguje z tak  zwanym  peptydem  N tw o
rząc peptyd P 3 o wyższym ciężarze cząsteczkowym. Estry aminokwasów 
mogą być również w ten  sposób wbudowywane w plasteinę (25). W ydaj
ność reakcji plasteinow ania zależy od rodzaju wbudowywanych estrów

*3/

Ryc. 2. Schem at proteolizy wg W e r  b e r  a (24)
O zn aczen ia: E — en zym , ES — k o m p lek s  en z y m -su b stra t, E S ' — a cy lo e n z y m a ty c z n a  form a p o 
śred n ia , N , P tI P 2, P , — p ep ty d y
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aminokwasów. Lepsze efekty uzyskano stosując np. estry  waliny czy 
(3-izoleucyny (25). O w yniku syntezy wysokocząsteczkowego peptydu P 3
o jego właściwościach decyduje również rodzaj alkoholu, k tóry brał udział

Tabela 1
Kinetyka wbudowywania estrów aminokwasów do peptydów w reakcji z hippurylo- 
papainą (1)

Rodzaj estru Km V▼ m a x

L-alanina mM mmole/min
ester etylowy 27,0 0,98
ester butylowy 9,0 0,91

L-norwalina
ester etylowy 2,5 0,91
ester butylowy 2,0 0,93

L-walina
ester etylowy 33,3 0,95
ester butylowy 13,9 0,88

L-fenyloalanina
ester etylowy 2,0 0,85
ester butylowy 1,9 0,80

w powstaw aniu estru. Im  wyższe właściwości hydrofobowe zastosowanego 
alkoholu, tym  wyższa wydajność procesu, tym  bardziej hydrofobowy pro
dukt. Param etry , określające k inetykę procesu plasteinow ania w zależ
ności od rodzaju estrów przedstawiono w tabeli 1. Rycina 3 przedstawia 
natom iast schem at wbudowywania estrów w łańcuch peptydów.

HI
/ His-159 ^

Ryc. 3. Schem at przyłączania estru  am inokw asu do peptydu przy współudziale pa
painy (1)

Według hipotezy zaprezentowanej przez S c h e c h t e r a  i B e r g e 
r a ,  a opisanej przez A r  a i’ e g o i współautorów (1), zewnętrznej części 
łańcucha substra tu  Rj, R2, R 3, R4 oraz R1( R2, i R3 odpowiadają aktywne 
miejsca w enzymie Sx, S2, S 3, S4 oraz S2 i S3, k tóre uw alniają się na
przeciw siebie i wówczas możliwa jest resynteza (schemat reakcji str. 148).
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Uwzględniając powyższą in terpretację  oraz kinetykę reakcji plasteino
wania (tabela 1), przyjęto, że zew nętrzne grupy estrów aminokwasów 
przyłączają się do aktyw nych miejsc w enzymie S if a możliwym jest 
również przyłączenie części alkoholowej do S2 i dlatego estry aminokwa
sów mogą łatwo się wbudować w plasteinę, szczególnie wówczas kiedy 
m ają możliwość przyłączenia się do grupy karboksylowej, np. tioestrów 
w acylo-papainie (1, 15, 16, 26).

O wydajności i szybkości tego procesu decyduje rodzaj enzymu, a ściś
lej acylo-enzymu (27, 28). Na przykład stosując jako (ES') cynamoil-pa- 
painę uzyskano 670 razy szybszy przebieg procesu niż w przypadku cyna- 
m oil-chym otrypsyny (1).

Proces plasteinowania hydrolizatów białek drożdży oraz bobiku lub 
ich połączeń z hydrolizatam i białek serw atkow ych względnie białek plaz
my krwi bydlęcej badał B e d n a r s k i  i współautorzy (29, 30). Pod dzia
łaniem a-chym otrypsyny na hydrolizaty tych białek otrzym ano żel, w 
którym  zawartość substancji azotowych, rozpuszczalnych w 12-procen- 
towym roztworze kwasu trójchlorooctowego, wynosiła 35°/o substancji 
azotowych w hydrolizacie.

Poprzez porównanie ciężarów cząsteczkowych peptydów hydrolizatów 
białek wyjściowych z ciężarami cząsteczkowymi peptydów hydrolizatów 
poddanych plasteinow aniu stwierdzono w tych ostatnich 3-4-krotny 
wzrost ilości peptydów o c.cz. powyżej 4X103 ( 30).

Stwierdzono również (stosując rozdział na żelu DEAE Sephadex) róż
nice w składzie aminokwasów w poszczególnych frakcjach surowców 
i plastein, co sugeruje, że plasteinowanie polega na ponownym odtworze
niu wiązań peptydowych białek hydrolizowanych pepsyną (29, 30). Po 
działaniu a-chym otrypsyny na hydrolizaty, niezależnie od obecności lub 
nieobecności m erkaptoetanolu, otrzym ano plasteiny, które nie różnią się 
ilością rozdzielonych frakcji na żelu DEAE Sephadex. Wnioskowano stąd, 
że w plasteinie nie tworzą się wiązania dwusiarczkowe. Podobne wyniki 
uzyskali A s o  i współautorzy (25), badając plasteinowanie zachodzące 
w hydrolizatach białek soi.

W badaniach B e d n a r s k i e g o  i współautorów (29) stwierdzono, 
że plasteiny, otrzym ane z białek drożdży lub bobiku, można rozpuścić 
w 8 M roztworze mocznika, co sugeruje, że plasteinowanie polega na po
wstawaniu n-m erów  łączonych wiązaniami wodorowymi.

Analiza hydrolizatu białek bobiku oraz plasteiny otrzym anej z tego 
hydrolizatu w podczerwieni (w zakresie fal od 1000 cm -1 do 3400 cm "1) 
wykazała różnice w pasmach absorpcji 1530, 1650 i 3300 do 3400 cm -1 
(30). Pasmo absorpcji przy 1530 cm -1 okazało się bardziej niejednorodne 
w przypadku hydrolizatu białek bobiku. W paśmie tym  uwidacznia się 
oddziaływanie grup NH i zjonizowanych grup COO- . O trzym ane wyniki 
sugerują, że więcej tych grup w ystępuje w hydrolizacie niż w plasteinie. 
Analiza całego widma pozwala także przypuszczać, że podczas działania
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a-chym otrypsyny na hydrolizaty nastąpił wzrost liczby wiązań peptydo- 
wych. Podobnie analiza widma w podczerwieni hydrolizatu ze zdenaturo- 
wanych białek soi oraz plasteiny z tego hydrolizatu pozwoliła stwierdzić 
różnice w absorpcji w pasmach 1575 cm -1 i 1450 cm -1 co sugeruje rów
nież, że podczas procesu plasteinow ania powstawały wiązania peptydowe.

Przedstaw ione powyżej hipotezy wskazują, że w zależności od enzy
mu katalizującego proces tworzenia plastein, mechanizm jego może być 
różny.

IV. Praktyczne wykorzystanie procesu plasteinowania

Zapotrzebowanie na białko spożywcze skłania do poszukiwań nowych 
m etod uszlachetniania i modyfikacji białek z surowców nietradycyjnych 
i produktów  ubocznych.

Do znanych metod „uszlachetniania białek” tzn. poprawy jakości za
licza się ich enzymatyczną hydrolizę. Hydroliza białek popraw ia ich 
przysw ajalność i umożliwia eliminację towarzyszących białkom substancji 
toksycznych. Podczas hydrolizy białek w ystępuje degradacja substancji 
toksycznych, lecz pojaw iają się tak  zwane „gorzkie peptydy” wywołujące 
niekorzystny smak. Metody usuwania gorzkich peptydów, np. z zastoso
w aniem  absorpcji na węglu aktyw nym  lub ich enzym atyczny rozkład, 
np. karboksypeptydazą, nie znalazły praktycznego zastosowania (4, 5, 10, 
31). Stosując natom iast proces plasteinowania można otrzym ać białko po
zbawione gorzkiego sm aku (charakterystycznego dla hydrolizatów  biał
kowych) o zmienionych w porównaniu do surowca właściwościach fizyko
chemicznych.

W tym  zakresie istnieją duże możliwości kombinacji, np. łączenie róż
norodnych peptydów lub hydrolizatów białek różnego pochodzenia albo 
wbudowywania żądanych aminokwasów w struk tu rę  białek plasteiny.

Zmianę właściwości fizykochemicznych białek soi uzyskano w prowa
dzając do hydrolizatu przed plasteinow aniem  ester etylowy kw asu glu
taminowego (32). W innych badaniach wskazano na możliwość wyodręb
nienia fenyloalaniny z roztw oru hydrolizatów białek soi z równoczesnym 
wzbogaceniem ich w tyrozynę lub tryptofan  (26). Po plasteinow aniu otrzy
mano produkty o zmienionych w większości korzystniejszych właściwoś
ciach fizykochemicznych, np. lepszym emulgowaniu tłuszczów, wyższą 
odpornością term iczną. W porównaniu do białek surowca uzyskano pro
dukty  o wyższej wartości odżywczej (26, 30).

Mieszając hydrolizat białek soi z hydrolizatem  keratyny  w ełny uzy
skano w yraźny wzrost wartości odżywczej wyrażonej wskaźnikiem  wy
dajności wzrostowej białek (protein efficiency ratio — PER) z 1,2 stw ier
dzonego dla białek mąki sojowej do 2,86 wykazanego dla plasteiny (14). 
Poprawę wartości odżywczej plasteiny soi uzyskano przez wprowadzenie
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bogatego w aminokwasy siarkowe hydrolizatu keratyny  przed reakcją 
plasteinowania. Podobne wyniki w tym  zakresie uzyskano poprzez wbu
dowywanie zestryfikowanych aminokwasów siarkowych w s tru k tu rę  pla- 
steiny otrzym anej z hydrolizatu białek soi w reakcji z nagarazą (14).

B e d n a r s k i  i współautorzy (29, 30), prowadząc proces plasteino
wania białek bobiku, otrzym ali produkt o zmniejszonej zawartości inhi
bitorów trypsyny z 15,8 jednostek/m g białek surowca do 1,04 jedno
stek/m g białek plasteiny.

W porównaniu z białkami surowców, białka bobiku oraz drożdży po 
plasteinow aniu charakteryzow ały się korzystniejszym i właściwościami 
fizykochemicznymi (30). Na podkreślenie zasługuje popraw a wartości bio
logicznej białek bobiku oraz drożdży, szczególnie w plasteinie otrzym anej 
z mieszaniny hydrolizatów  tych białek z hydrolizatem  białek serw atko
w ych w stosunku 3:2. Stwierdzono, że współczynnik PER białek bobiku 
wzrósł z 0,93 do 2,43 dla plasteiny otrzym anej z łączonych hydrolizatów 
pod wpływem działania a-chym otrypsyny. W przypadku białek drożdży 
wzrost współczynnika PER wynosił od 1,42 do 2,62. Dla porów nania w 
mieszaninie białek bobiku i białek serw atkowych w tym  samym  stosunku 
co w mieszaninie hydrolizatów  poddanych reakcji plasteinow ania współ
czynnik ten  wynosił 1,32, a drożdży i białek serw atkow ych 2,38 (30).

Ostatnio A r a i  i współautorzy (1) w w yniku tw orzenia peptydów 
z udziałem proteaz otrzym ali plasteiny wykazujące właściwości biolo
giczne aktyw nych peptydów. W ten  sposób otrzym ali oni angiotensynę, 
sekretynę, elediozynę.

V. Podsumowanie

Można przypuszczać, że proces plasteinowania znajdzie zastosowanie 
w „uszlachetnianiu” i „modyfikacji białek” z surowców nietradycyjnych
i odpadowych produktów  przem ysłu spożywczego.

Otrzym ane w ten  sposób białka o świadomie ukształtow anych właś
ciwościach, o określonym  składzie aminokwasów i soli m ineralnych moż
na będzie stosować do modyfikowania składu i konsystencji produktów  
żywnościowych, sporządzania diet dla ludzi cierpiących na fenyloketo- 
nurię  lub dolegliwości układu pokarmowego.

Postęp w unierucham ianiu enzymów proteolitycznych stw arzający 
możliwość wielokrotnego wykorzystania tej samej porcji enzymów (33-35) 
pozwoli w niedługim  czasie obniżyć koszty procesu oraz ułatw i w ykorzy
stanie reakcji plasteinow ania w przemysłowym uszlachetnianiu, czy też 
modyfikowaniu białek do celów farm aceutycznych i spożywczych.

Z a a k c e p to w a n o  d o  d r u k u  14.11.1981
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SPRAW OZDANIA

The 11-th Linderström-Lang Conference — Poliaminy jako regulatory komórkowe

W dniach 9—13.08.1981 roku w H anasaari Sw edish-Finnish C ultural Center 
Espoo (Helsinki, F inlandia odbyw ała się The 11-th L inderström -Lang Conference 
na tem at: „Poliaminy jako regulatory  kom órkowe”.

W konferencji, k tóra m iała charak ter w ybitnie monotematyczny, wzięło udział 
około 100 osób z całego św iata (z Europy, K anady, USA, Nowej Zelandii, Japonii). 
Obecni byli chyba wszyscy przedstaw iciele ośrodków zajm ujących się problem em 
poliamin.

Program  naukow y obejm ował w ystąpienia zaproszonych gości — prom inentów  
w odpowiedniej tem atyce w pięciu sesjach.

Sesja I
Tabor C. W. (Bethesda) — Zaburzenia w biosyntezie poliam in u m utantów  

Saccharomycea cerevisiae; B adania nad regulacją dekarboksylazy ornitynowej. 
Canellakis E. S. (New Haven) — Dekarboksylaza ornitynow a (przegląd). Russel D. H. 
(Tucson) — Dekarboksylaza ornitynow a; Klucz regulacyjny białek. Canellakis Z. N. 
(New Haven) — W pływ acetylow anych poliam in na dekarboksylazę ornitynow ą ko
mórek HTC szczura. M orris D. R. (Seattle) — Regulacja syntezy i degradacja de- 
karbosylazy S-adenozylo-m etioniny w  aktyw ow anych limfocytach.

Sesja II
Stevens L. (Stirling) — R egulacja biosyntezy dw uam in, sperm idyny i sperm iny 

u grzybów. Rosengren E. (Lund) — M etabolizm poliam in a wzrost i hormony. Pegg 
A. E. (Hershey) — Regulacja poziomu putrescyny w w ątrobie szczura. Seiler N. 
(Strasbourg) — K onw ersja i katabolizm  poliamin. M am ont P. S. (Strasbourg) — M eta
bolizm acetylowych pochodnych poliam in w kom órkach hepatom a u szczura. H ayas- 
hi S. (Tokyo) — Dekarboksyloza ornitynow a w ątroby szczura — oczyszczanie, w ła
sności immunochemiezne.

Sesja III
Tabor H. (Bethesda) — Biosynteza poliam in u m utantów  Escherichia coli. Co

hen S. S. (Stony Brook) — Poliam iny a nam nażanie się w irusa w chloroplastach. 
Bagni N. (Bologna) — W pływ różnych inhibitorów  syntezy poliam in na wzrost 
H elianthus tuberosus. H erbst E. J. (Durham ) — Rola poliam in w  pro liferacji komórek 
HeLa. Heby O. (Lund) — Rola poliam in w  różnicowaniu komórkowym. Suzuki F. 
(Osaka) — Rola poliam in w ekspresji odróżnicowania chondriocytów w  hodowli. 

Sesja IV
Raina A. (Kuopio) — Rola poliam in w replikacji w irusów zwierzęcych. McCann 

P. P. (Cincinnati) — H am ow anie dekarboksylazy ornitynow ej u niższych eukariotów. 
Bachrach U. (Jerusalem ) — Poliam iny a wzrost parazytów  Leishm anii. Jänne J. 
(Helsinki) — Zastosowanie antym etabolitów  poliam in w  eksperym entalnych guzach 
i w leukem ii u ludzi. M arton L. J. (San Francisco) — Inhib ito ry  poliam in w terapii 
guzów mózgu.

Sesja V
A lgranti I. D. (Buenos Aires) — W pływ poliam in i antybiotyków  na translacje. 

A braham  A. K. (Bergen) — Poliam iny a synteza m akrom olekuł. K leppe K. (Ber-
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gen) — W pływ poliam in na napraw czy DNA. Jacob S. T. (Hershey) — Rola sperm iny 
aktyw ującej kinazę białkow ą a ekspresja genowa w rybosomach.

W ystąpienia sym pozjalne m iały często charak ter wykładów, czasami zaś było to 
szerokie przedstaw ienie dorobku danego zespołu badawczego. Dyskuje towarzyszące 
każdej sesji były prowadzone w  postaci bardzo swobodnych i spontanicznych w y 
stąpień. K onferencja stworzyła okazję do poznania i w yjaśnienia szeregu zagadnień 
bezpośrednio z autoram i interesujących prac. Szczególną korzyścią była możliwość 
zaznajom ienia się z niektórym i szczegółami metodycznymi. K onferencja była jedno
cześnie okazją do naw iązania kontaktu  naukowego z ludźmi prezentującym i ośrodki
o najwyższym  poziomie a zajm ujące się tylko tym  wąskim zakresem  badań doty
czącym poliamin. F ak t ten ma zasadnicze znaczenie dla rozpoczęcia i program ow ania 
dalszych badań w łasnych w tym  zakresie już w rodzimym ośrodku.

Podczas konferencji odbyw ała się również prezentacja 25 p rac plakatow ych. Sesja 
plakatow a zajęła całe popołudnie, była zatem trak tow ana równocennie z w ystąpienia
mi sympozjalnymi. W dyskusji przy p lakatach uczestniczyli chyba praw ie wszyscy 
obecni na konferencji.

Do najciekaw szych z prezentow anych w tej sesji prac należy zaliczyć doniesie
nia S. H ayashi i K. F u jita  (Japonia) na tem at m echanizm u regulacji komórkowej 
dekarboksylazy ornitynow ej w w ątrobie szczura oraz pracę D. M organa (W. B ry
tania) dotyczącą poliaminooksydazy (PAO) ludzkiej.

In teresu jące prace przedstaw ili S. Henningsson, A. Henningsson i G. O. Lów en- 
dahl z U niw ersytetu w Lund (Szwecja). W pracach powyższych autorów  omówiono 
metabolizm  dw uam in i poliam in podczas rozwoju ssaków. Powyższa grupa badawcza 
przedstaw iła ciekawe dane związane z wpływem  DFMO (dw ufluorom etyloom ityny) 
na m etabolizm kadaw eryny i putrescyny w nerce pobudzonej do wzrostu przez 
anaboliczne sterydy. Bardzo ciekawe, szczególnie dla medyków były prace dotyczące 
acetylow anych poliam in u pacjentów  z nowotw oram i (W. K ersten, RFN) oraz w yniki 
badań H. Desser’a (Austria) przedstaw iające poziomy poliam in w surowicy krw i i w 
skórze pacjentów  z czerniakiem  złośliwym. W powyższej grupie prac należałoby 
wspomnieć również pracę G. Scalabrino (Włochy) dotyczącą biosyntezy i aktywności 
dekarboksylaz w guzach mózgu ludzkiego.

K. K am iński

FEBS Advanced Course N° 81, “Control and Processing in the Biosynthesis of 
Macromolecules”

S p etse s  (G recja), 30.VIII—12.IX.1981

W yspa Spetses, położona u południowo-wschodnich brzegów Peloponezu, była 
m iejscem  kolejnej Szkoły Biologii M olekularnej i Komórkowej. Szkołę (form alnie 
określoną jako kurs FEBS) zorganizowano wspólnym w ysiłkiem  FEBS i EMBO 
a pracam i organizatorów  kierow ał prof. B. F. C. C lark (Aarhus).

Zagadnienie podane w ty tu le jest obszerne i obejm uje cały w achlarz problem ów 
biologii m olekularnej. Ale też takie było założenie Szkoły — spotkanie biochemików, 
reprezentujących różne kierunki badawcze i przekaznie im najnowszych wiadomości 
z podanego wyżej, szeroko zakreślonego tem atu. Było to więc podejście przeciw staw 
ne spotkaniom  poświęconym wąskiem u, ściśle określonem u zagadnieniu.

Cel swój organizatorzy realizowali przy pomocy 25 wykładowców — w ybitnych 
specjalistów  z dziedzin podanych w temacie. Z założenia w ykłady podaw ały głów 
nie ustalenia, przy rezygnacji ze szczegółowego opisu strony doświadczalnej. P rzy
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jęto bowiem, że przy różnych zainteresow aniach badawczych uczestników Szkoły 
lepiej pozostawić część doświadczalną do odrębnego przedstaw ienia i przedyskuto
w ania w m niejszych grupach.

U zupełnieniem  w ykładów  i wiążących się z nim i dyskusji była prezentacja prac 
w łasnych uczestników w sesjach plakatow ych oraz dokładna dyskusja tych prac 
w m ałych zespołach pod kierunkiem  wykładowców.

W ykład w stępny na tem at struk tu ry  chrom atyny wygłosił A. Klug (Cambridge), 
dokonując przeglądu ustaleń  uzyskanych na drodze dysocjacji i rena tu racji chro
m atyny, traw ien ia nukleazam i i metod krystalograficznych.

Po tym  nastąp iła  najobszerniejsza seria wykładów na tem at organizacji, s truk
tu ry  i ekspresji genów. W prowadzenie stanowił wykład Ph. K ourilskyego (Paryż), 
om aw iający analizę genomu za pomocą enzymów restrykcyjnych oraz przegląd m e
tod izolacji genu. Dla przykładu przedstawiono bliżej izolację genu kodującego mRNA 
ow album iny i genów mRNA antygenów  zgodności tkankow ej H2, w ystępujących w 
krańcowo różnej zaw artości w obrębie genomu. Z kolei N. K jeldgaard (Aarhus) 
i H. B ujard (Heidelberg) omówili s truk tu rę  i transkrypcję genów prokariotycznych. 
T ranskrypcję genów eukariotycznych, na przykładzie genów kodujących tRNA, 
przedyskutow ał G. Tocchini-V alentini (Rzym). Z dużym zainteresow aniem  w ysłu
chaliśm y w ykładu Ch. W eissm anna (Zurich) na tem at m anipulacji w obrębie genu 
i prom otora, polegających na delecjach, insercjach i m utacjach punktowych. W kon
sekw encji zabiegi te doprowadziły do ustalenia w kładu poszczególnych fragm entów 
w regulację ekspresji. Tem at kontynuow ał R. K am en (Londyn), koncentru jąc się na 
genach transkrybow anych za pomocą polim erazy II. W. F iers (Ghent) omówił zasto
sowanie bakteriofagów  RNA, jako układów  modelowych do badania ekspresji genu. 
Następnie H. Feldm ann (Monachium) zreferow ał struk turę i ekspresję ludzkiego, mi- 
tochondrialnego DNA, odbijającego w uproszczony sposób większość procesów za
chodzących podczas ekspresji genu u eukariotów . Przy okazji zwrócono uwagę na 
odczytywanie niektórych słów kodu genetycznego w m itochondriach w sposób odbie
gający od zasady uniw ersalności kodu. Uzupełnieniem  tego tem atu  były 2 w ykłady 
inform ujące o przem ysłowych możliwościach zastosowań inżynierii genetycznej 
Przejściem  do następnego tem atu  były 2 krótkie w ykłady D. Peattie (Londyn) 
i G. M arboix (Bruksela), w  których podano zasady badania ekspresji RNA.

B adania nad translac ją  przedstaw ili obszernie M. G runberg-M anago (Paryż) 
i B. F. C. Clark, zatrzym ując się po kolei na problem ach wiążących się z inicjacją, 
elongacją i term inacją biosyntezy białka oraz s truk tu rą  rybosomów.

Trzecią grupę tem atyczną stanow iła regulacja ekspresji genu pod wpływem 
hormonów (R. Palm iter, Seattle) oraz fosforylacji in vivo  i in vitro  (P. Cohen, A ber
deen i J. Demaille, Paryż).

Czw artą i ostatnią grupę tem atyczną w prow adził A. E. Sm ith (Londyn) — 
om aw iając ogólnie transform ację komórek pod w pływ em  wirusów. U łatw ieniem  dla 
śledzenia dalszych wykładów  było podanie klasyfikacji onkogennych wirusów na 
podstaw ie sposobu ekspresji m ateria łu  genetycznego. W ykład R. Eriksona (Denver) 
stanowił częściowe naw iązanie do poprzedniego tem atu  poprzez zarysowanie roli 
fosforylacji w regulacji ekspresji w irusa. Tem at dopełniło omówienie organizacji 
genomu onkogennych w irusów RNA (N. K jeldgaard) i DNA (A. Levin, Stony Brook). 
W ostatnim  w ykładzie dużo uwagi poświęcono funkcji biologicznej antygenów  T pro
dukowanych podczas w irusowej transform acji komórki.

W ostatniej części zaprezentow ano jeszcze 4 w ykłady nie powiązane z poprzedni
mi. Omówiono m.in. hipotezę sygnalną (T. Rapoport, Berlin) oraz udział enzymów 
proteolitycznych w  regulacji biosyntezy białka (T. Petersen, Aarhus).

W Szkole wzięło udział 175 uczestników z Europy, USA, K anady i Izraela. Pol
skę reprezentow ały 4 osoby.

Śm iało można mówić o w alorach spotkania tego typu. Z jednej strony umożliwia
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ono kontakt z najnowszym i osiągnięciami biologii m olekularnej (na co przy śledzeniu 
lite ra tu ry  z własnego tem atu  nie zawsze starcza czasu) a z drugiej daje nowe spoj
rzenie na w łasne badania w kontekście postępu w innych d^edzinach  biochemii.

K. Szy fter

VIII Zjazd Międzynarodowego Towarzystwa Neurochemicznego (ISN)

W dniach 7—11 w rześnia 1981 odbył się w N ottingham  (Anglia) VIII Zjazd Mię
dzynarodowego Towarzystwa Neurochemicznego. W obradach uczestniczyło ponad 
800 osób, w tym  7 osób z Polski. W ram ach zjazdu zorganizowano następujące sym
pozja, kolokwia i dyskusje okrągłego stołu:

Sympozja — 1. Nowe aspekty badań nad receptoram i neurotransm iterow ym i — 
regulacja fizjologiczna i genetyka m olekularna, 2. Im m unohistochem ia, 3. Mielinoge- 
neza, 4. Biosynteza i metabolizm  neuropeptydów, 5. Pochodne purynow e w neuro- 
transm isji, 6. Aminokwasy jako neurotransm itery , 7. Zm iany biochemiczne a rozwój 
mózgu (Sympozjum zorganizowane pod auspicjam i UNESCO), 8. Monoaminooksy- 
daza — zagadnienia kliniczne i podstawowe, 9. In terakcje transm iterow e w zwojach 
postaw nych, 10. Odpowiedź immunologiczna białek układu nerwowego w chorobach 
neurologicznych, 11. Układ wzrokowy jako model do badań neurochemicznych,
13. Wrodzone i nabyte zaburzenia w metabolizm ie węglowodanowym mózgu.

Kolokwia — 1. N eurofilam enty, 2. W spółczesne poglądy na udział w apnia w re 
gulacji procesów neurochem icznych, 3. Podstawowe kw asy tłuszczowe i prostaglan- 
dyny, 4. Choroby w yw ołane neurotoksynam i — mechanizm y, 5. Zastosowanie wyso
kociśnieniowej chrom atografii cieczowej (HPLC) w neurochem ii, 6. K onkanaw alina A 
a neuroreceptory, 7. Fosforylacja białek i rola inozytolu w przekaźnictw ie synap
tycznym , 8. Nowe neurotoksyny, 9. Mózg a peptydy trzew ne — najnowsze odkrycia.

Dyskusje okrągłego stołu — 1. Dezoksyglukoza w neurofarm akologii, 2. C harak
terystyka i w łaściwości pierw otnych hodowli astrogleju, 3. Siadowe am iny, 4. Neuro- 
chemiczne efekty etanolu w ośrodkowym układzie nerwow ym , 5. H istoria neuro
chemii, 6. Szybki transport lipidów i glikoproprotein, 7. P araneurony nadnerczy 
i komórek PC 12 jako modele czynności neuronalnych, 8. Problem y napotykane w 
neurochem ii mózgu człowieka post-m ortem , 9. S truk tu ra lna  i biochemiczna organi
zacja granul chrom afinowych, 10. M echanizmy kontrolne w  synapsie cholinergicznej.

Zagadnieniom poruszanym  w trakcie sympozjów, kolokwiów i dyskusji okrągłego 
stołu towarzyszyły sesje kom unikatów  ustnych i plakatowych. W czasie trw ania 
Z jazdu odbyło się szereg posiedzeń poza program ow ych m.in. sesja poświęcona sy
tuacji naukowców w Ameryce Łacińskiej w związku z naruszaniem  P raw  Człowieka 
w  tych krajach.

Ze względu na obfitość tem atyczną omówimy jedynie niektóre zagadnienia po
ruszane na Zjeździe.

W sekcji sympozjalnej pt.: „Nowe aspekty badań nad receptoram i neurotrasm i- 
terow ym i — regulacja fizjologiczna i genetyka m olekularna” dużo miejsca poświę
cono receptorom  bezodiazepinowym, ich charakterystyce oraz interakcjom  z recep
toram i kw asu y-aniinomasłowego (GABA). W pracow ni S n y d e r  a (USA) w yka
zano, że po solubilizacji i bardzo intensyw nym  oczyszczaniu tych receptorów  stw ier
dza się w  dalszym ciągu jednoczesne występowanie m iejsc rozpoznawania benzo- 
diazepin i GABA, co sugeruje, że stanowią one część tego samego wielkocząstecz
kowego kompleksu. Przedstawiono również nowe dane z pracow ni B r a e s t r u p a  
(Dania) na tem at in te rakcji pomiędzy receptoram i benzodiazepinowymi a różnymi 
pochodnym i P-karbolin. Szeroko om awiana była też spraw a lokalizacji receptorów
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na różnych elem entach kom órkowych w  mózgu: zwracano uwagę na obecność klasy 
tzw. autoreceptorów  — tj. receptorów  w ystępujących na elem entach presynaptycz- 
nych i regulujących proces uw alniania neurotransm itera. Przedstawiono nowe przy
kłady lokalizacji niektórych receptorów  na elem entach glejowych. Podnoszono kw e
stię m odulacji działania receptorów  jednych neurotransm iterów  przez inne klasyczne 
neuro transm itery  (L a d i n s k y, Włochy) jak  również niektóre neuropeptydy 
(C o s t a, USA).

Na specjalnej sesji sympozjalnej jak  i w czasie dyskusji okrągłego stołu, om awia
jąc zagadnienia in terakcji neurony — glej, zwracano szczególną uwagę na w ydziela
nie różnych czynników troficznych przez komórki astrocytów , stym ulujących rozra
stanie się w ypustek kom órek nerw ow ych ( S e i f e r t ,  RFN).

Dane przedstaw ione na sekcji sympozjalnej na tem at neurochem icznych kore- 
latów  zachowania n ie wniosły w iele nowego w poszerzenie wiedzy dotyczącej tego 
zagadnienia: jeszcze raz ukazano jak  trudna jest spraw a odpowiedniego postaw ienia 
problem u i skorelow ania uzyskiwanych wyników behaw ioralnych i biochemicznych 
(R o se , Anglia).

Sympozjum pt.: „Układ wzrokowy jako model do badań neurochem icznych” 
miało charak ter interdyscyplinarny. Przedstaw iono dwa refera ty  o charakterze 
ogólnobiologicznym, k tóre dotyczyły organizacji anatom icznej ( G u i l e r y ,  Anglia) 
i funkcjonalnej (W i e s e 1 — lau rea t tegorocznej nagrody Nobla z dziedziny m edy
cyny, USA) układu wzrokowego. Pomimo doskonale poznanej budowy i właściwości 
elektrofizjologicznych tego układu nadal niewiele można powiedzieć na tem at neuro- 
chemicznego podłoża jego specyficznych właściwości. Stosując bardzo różnorodną 
technikę badawczą, tj. na przykład skraw ki mózgu, m ikrojontoforezę, wybiórcze 
niszczenie neuronów  przy pomocy kw asu kainowego, m etody ablacyjne oraz bada
nia podczas rozwoju, usiłowano zidentyfikować neuro transm itery  pobudzające i ha
mulcowe w układzie wzrokowym. Z refera tu  Fonnum  (Norwegia) w ynika, że z kory 
wzrokowej do ciała kolankowatego bocznego biegną połączenia glutam ergiczne. P ra 
ce innych autorów  zdają się wskazywać na pobudzającą rolę kw asu glutaminowego 
i ham ującą kw asu y-am inom asłowego w układzie wzrokowym. Postuluje się również, 
że transm isja  GABA-ergiczna bierze udział w kształtow aniu takich  właściwości 
neuronów  kory wzrokowej jak  selektywność odpowiedzi na kierunek prezentow anych 
bodźców wzrokowych (S i 11 i t o, Anglia).

Specyficzne neurotoksyny są doskonałym  narzędziem  w  badaniach organizacji 
neurochem icznej i funkcjonalnej mózgu. Podczas obrad (kolokwium pt.: „Nowe 
neurotoksyny”) zaprezentowano dane o właściwościach i zastosowaniach do badań 
neurochem icznych nowych substancji neurotoksycznych. Jak dotychczas m echanizm 
działania tych neurotoksyn jest nieznany, a inform acje o ich działaniu m ają cha
rak te r opisowy. Na przykład DSP4 (N-2-chloroetylo-N-etylo-2 bromobenzyloam ina) na 
skutek degeneracji połączeń noradrenergicznych powoduje wybiórczo długotrw ały 
spadek zawartości noradrenaliny  w zakończeniach nerwowych, dając możliwość śle
dzenia w zajem nych relacji pomiędzy różnymi układam i neurotransm iterow ym i. 
Kwas ibotenowy — neurotoksyna niszcząca lokalnie ciała glutam ergicznych komórek 
nerwowych, w ydaje się mieć większe zastosow anie niż kwas kainowy. Jady  m ito- 
tyczne: m etyloazoksym etanol oraz kolchicyna w ykazują preferencję w  niszczeniu 
niektórych neuronów. Związki te zatem mogą mieć zastosowanie w badaniach roz
w oju układu nerwowego.

Kolokwium na tem at neurofilam entów  dotyczyło ich składu białkowego. F ila- 
m enty kom órek nerw ow ych są zbudowane z trzech białek o m asie około 200 000, 
150 000 i 70 000. W prepara tach  filam entów  z komórek astroglejow ych w ystępuje n a 
tom iast białko o masie około 50 000. O bserw uje się różnice gatunkowe i regionalne 
(S o i f e r, USA). Badania im m unochem iczne wykazały, że białko 70 000 stanowi rdzeń 
filam entu, który jest opleciony białkiem  150 000, natom iast białko 200 000 jest po-
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wiązane dość luźno z pozostałymi dwoma tworząc m ostki między niciam i ( W i l l a r d ,  
USA). Stwierdzono też, że białko 200 000 n ie ma właściwości ATPazy, co postulowano 
poprzednio. Przedstawiono dane wskazujące, że synteza białek filam entów  w ystępuje 
na oddzielnych niciach mRNA (S o i f e r). Nie m niej badania immunologiczne wy
kazują obecność wspólnych determ inantów  antygenow ych na białkach filam entów, 
co sugeruje ich homologię (A n  d e r  t o n ,  Anglia). Postuluje się rolę filam entów  w 
regulacji szybkości transportu  aksonalnego. W wielu jednostkach chorobowych na
stępuje akum ulacja filam entów  zbudowanych z białka 50 000 ( W i ś n i e w s k i ,  USA). 
Podczas sesji plakatow ej towarzyszącej omówionemu kolokwium przedstaw iano p ra 
ce dotyczące zarówno filam entów  jak  i m ikrotubul. Stwierdzono obecność tubuliny, 
w form ie spolimeryzowanej w m ikrotubule, w synaptosom ach ( G o r d o n - W e e k s ,  
Anglia), a także przedstawiono dane wskazujące na in terakcję tubuliny z błonam i 
( H a r g r e a v e s ,  Anglia). Z zagadnień funkcjonalnych wykazano zwiększenie syn
tezy tubuliny w procesach regeneracji ( K o e n i g ,  USA).

Problemom fosforylacji i roli w apnia w układzie nerwowym  było poświęcone 
wiele doniesień ustnych i plakatowych. G rupa badaczy z U t r e c h t u  (Holandia) 
przedstaw iła ciąg prac dotyczących fosforylacji synaptycznego białka B-50 i lipidów 
z udziałem  kinazy zależnej od Ca2+ i kalm oduliny. Stwierdzono, że ACTH sty
m uluje fosforylację lipidów ham ując fosforylację B-50. Rolę fosfolipidów błonowych 
w regulacji fosforylacji białek synaptycznych, zależnej od kalm oduliny i jonów 
wapnia przedstaw ił R o d n i g h t (Anglia). Sporo uwagi poświęcono wielostronnej 
roli kalm oduliny w układzie nerwowym. Z ciekawszych doniesień w arto odnotować 
p lakat P u s z k i n a  (USA), który m etodam i radioim m unologicznym i w ykazał obec
ność kalm oduliny w pęcherzykach synaptycznych i potw ierdził, że kalm odulina nie 
jest troponiną C.

Wiele m iejsca poświęcono om ówieniu nowych technik bądź ich m odyfikacji oraz 
możliwościom ich zastosowania. Między innym i wskazywano na szerokie zastosowa
nie wysokociśnieniowej chrom atografii cieczowej w badaniach am in biogennych 
i ich m etabolitów. Ciekawostką metodyczną była nowa chem ilum iniscencyjna metoda 
oznaczania zawartości acetylocholiny, użyteczna także przy pom iarach wydzielania 
tego neurotransm itera, oparta na chem ilum iniscencyjnej reakcji H20 2 (powstałej przy 
przem ianie choliny w betainę) z luminolem. W sposób krytyczny omówiono proble
my napotykane przy zastosowaniu znakowanej 2-dezoksyglukozy do badań m eta
bolizmu węglowodanów w mózgu w  norm ie i stanach patologicznych oraz w powią
zaniu z badaniam i neurofarm akologicznym i. U yskane dane w skazują na ogół na 
ścisłe powiązanie m etabolizm u energetycznego struk tu r mózgowych z ich stanem 
funkcjonalnym . Nie jest to jednak regułą: na przykład wzmożonej aktywności re 
ceptora dopam inergicznego wywołanej podaniem środków farm akologicznych, tow a
rzyszy spadek zużycia glukozy. Ciekawa również była zorganizowana przez S t a - 
v i n o h ę (USA) nieform alna (poza program em ) dyskusja okrągłego stołu na tem at 
nowych zastosowań m ikrofal do badań metabolizm u neurotransm iterów .

W czasie Zjazdu odbyło się posiedzenie robocze członków Międzynarodowego To
w arzystw a Neurochemicznego (z Polski wzięły w nim udział 3 osoby). W trakcie 
zebrania ustępujące władze przedstaw iły sprawozdanie z działalności w okresie 
swej kadencji. Szczególnie szeroko dyskutowano spraw y redakcyjne oficjalnego pi
sma Towarzystwa — „Journal of N eurochem istry”, które niedawno zmieniło w y
dawcę. Nowym przewodniczącym Towarzystwa jest obecnie dr Kvam m e (Norwegia) 
a sekretarzem  pozostaje na następną kadencję dr Porcellati (Włochy).

B. O derjeld-Now ak
A. Potempska  

J. Skangiel-K ram ska
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XVIII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W dniach 16—18 września 1981 roku odbył się we W rocławiu XVIII Zjazd Pol
skiego Tow arzystwa Biochemicznego. Miejscem obrad była Politechnika W rocławska, 
która udostępniła swoją aulę i kilka przyległych pomieszczeń dla potrzeb Zjazdu.

Inauguracyjny w ykład: „N eurotransm itery peptydowe” wygłosił prezes PTBioch. 
prof. K azim ierz Zakrzewski. Naszkicował on aktualny stan wiedzy w tej dziedzinie, 
która łączy problem atykę biochemiczną z zagadnieniam i neurofizjologii i endokryno
logii, oraz wskazał zarysow ujące się tu  koncepcje i hipotezy.

W ram ach sesji o tw ierającej Zjazd jego uczestnicy uczcili pam ięć profesora Mi
chała Laskowskiego seniora, honorowego członka Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego, zm arłego w bieżącym roku. W spomnienie o profesorze Laskowskim w y
głosił d r Tomasz K urecki z Insty tu tu  Badań Jądrow ych. Uczczono także pamięć za
m ordowanych przez hitlerow ców  we Lwowie w 1941 roku uczonych polskich, sk ła
dając kw iaty  pod ich pomnikiem znajdującym  się na terenach Politechniki W roc
ławskiej.

Wiodąca tem atyka Zjazdu zgrupowana została w trzech sympozjach: I — Re
ceptory komórkowe, lektyny, II — S truk tu ra  biopolimerów i III — Zmienność ga
tunkow a enzymów. Doniesienia nie związane bezpośrednio tem atycznie z tym i sym
pozjam i przedstaw iano w form ie plakatow ej na odrębnych sesjach biegnących rów 
nolegle z sympozjami. Doniesienia te podzielono na 6 sekcji: Genetyka m olekularna, 
Składniki chrom atyny, Biosynteza białka, Enzymy, Biochemia kliniczna i Doniesie
nia różne.

O rganizatorzy Zjazdu starali się ułożyć program  tak, aby umożliwić uczestnikom 
swobodny udział we wszystkich trzech sympozjach; odbywały się one kolejno w 
trzech dniach Zjazdu, nie kolidując ze sobą. Starano się też tak rozmieścić sesje 
plakatow e, aby ich tem atyka nie była zbieżna z tem atyką równocześnie biegnącego 
sympozjum.

Sympozjum I, „Receptory komórkowe, lektyny”, zorganizowane przez E. Lisowską 
i B. M orawiecką m iało w program ie dwa półgodzinne refera ty  oraz kilkanaście ko
m unikatów  przygotowanych w form ie plakatow ej. R eferat „M icroheterogeneity of 
glycoproteins tested by affin ity  electrophoresis w ith lectins” wygłosił prof. T. C. 
Bog-Hansen z K openhagi. Przedstaw ił w nim  technikę elektroforezy powinowactwa 
glikoproteidów z zastosowaniem wolnych i związanych lektyn. Uzyskiwane tą tech
niką rezultaty  rzucają światło na m olekularne podstawy m ikroheterogenności gliko
proteidów w norm alnych i patologicznych surowicach ludzkich. Wyniki takich ba
dań m ają znaczenie zarówno poznawcze, jak  i diagnostyczne.

R eferat „Przeciw ciała reagujące z laktozylosfingozydem u chorych na nowo
tw ory” J. Kościelaka i W. Jóźwiaka w zastępstw ie nieobecnych Autorów  przedstaw ił 
dr H. J. Krauze.

P lakatow a część Sympozjum obejm ow ała 19 doniesień. Dotyczyły one m.in. za
gadnień: w ydzielania i oczyszczania lektyn, wpływ u lektyn na aktywność enzymów, 
wydzielania, w łaściwości i funkcji receptorów  insulinowych, serotoninowych i cho- 
linergicznych z różnych tkanek oraz badań nad s truk tu rą  głównego glikoproteidu 
erytrocytów  ludzkich. P lakaty rozmieszczone były w sali, w  której odbywało się 
Sympozjum. Zaproponowano Autorom dokonanie krótkiej, ustnej prezentacji zasad
niczych tez każdego doniesienia, aby ułatw ić bardziej zorganizowaną dyskusję. Tej 
form y nie stosowano na następnych Sympozjach.

Na Sympozjum II, „S truktura biopolimerów”, zorganizowanym przez K. Maskosa 
i K. Nowaka, sporą część doniesień: 4 referaty  i 6 kom unikatów  przedstawiono w fo r
mie ustnej; 20 kom unikatów  w form ie plakatow ej eksponowano na sali obrad. Były 
one dostępne w czasie przerw  Sympozjum.

Organizatorzy Zjazdu przewidywali omówienie w ram ach tego Sympozjum za
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gadnień struk tu ry  białek i kwasów nukleinowych, w yłączając problem atykę struk 
tu ry  polisacharydów. Tem atyka Sympozjum była jednak w yraźnie zdominowana 
przez problem y białkowe. Obszernie omówiono badania nad białkam i wiążącymi 
wapń. Zagadnienia te, przedstaw ione w  referacie Drabikowskiego i w spółpracowni
ków, były także tem atem  k ilku innych doniesień ustnych i plakatow ych; tem atycznie 
łączyły się z nim i doniesienia o pracach nad innym i białkam i m ięśniowymi. Zagad
nienia konform acji białek przedstaw ił I. Z. Siemion w swoim referacie: „Beta-zgięcie 
jako elem ent struk tu ry  białek”. Inne zagadnienia z tej dziedziny poruszono w kilku 
dalszych doniesieniach. J. Łomako przedstaw ił obszerną pracę (której w spółautoram i 
byli E. Sm ith i W. J. W helan z Miami, USA): „Białko jako in tegralny składnik gliko
genu mięśniowego”. Duże zainteresow anie i żywą dyskusję wzbudził re fera t T. Wi- 
lusza i współpracowników: „Preperacja i s truk tu ra  pierw otna obszaru reaktyw nego 
inhibitora trypsyny z nasion ogórków”. Do tej tem atyki nawiązywało również jedno 
z doniesień plakatowych.

W spółczesną problem atykę badań nad struk tu rą  pierwszorzędową kwasów nu 
kleinow ych przedstaw ił J. A ugustyniak w  referacie: „Szybkie m etody sekwencjo- 
now ania kw asów  nukleinow ych i ich znaczenie dla współczesnej biochem ii”. P rzed
stawiono też kilka doniesień dotyczących innych zagadnień struk tu ry  pierwszorzędo- 
wej oraz fizykochemicznych właściwości kwasów nukleinowych.

W dyskusjach i podsum owaniu obrad uczestnicy Sympozjum podkreślali koniecz
ność i możliwości zacieśnienia w spółpracy między parom a polskimi ośrodkami za j
m ującym i się struk tu rą  białek. Zwrócono też uwagę na upodabnianie się technik 
badania kwasów nukleinow ych do technik stosowanych d la białek i w ynikające 
z tego możliwości w spółpracy i w zajem nej pomocy różnych laboratoriów .

Sym pozjum  III, „Zmienność gatunkowa enzymów”, o tw ierał re fera t organizatora 
Sympozjum , St. K arpiaka. Dokonał on ogólnego przeglądu rozwoju badań nad gatun
kową zm iennością enzymów, uzależnionego w dużej mierze od rozwoju technik ba
dawczych. W skazał też na korelacje zachodzące między zm iennością morfologiczną 
gatunków  a pow stawaniem  nowych form  enzymatycznych. Te ostatn ie m iały funda
m entalne znaczenie w dostosowywaniu się gatunków  do rodzaju dostępnego poży
wienia i trybu  życia. A utor przedstaw ił duże znaczenie poznawcze i praktyczne, jak ie 
m a wiedza o zmienności gatunkowej enzymów dla genetyków, hodowców, fa rm a
kologów i in.

Tezy w ykładu St. K arpiaka zostały rozwinięte i potw ierdzone w następnych 
referatach. I tak, M. Kochm an omówił zmienność struk tu ralną  aldolaz w rozwoju 
filogenetycznym. Szczególnie zaciekawiła słuchaczy jego teza o bliskim  pokrew ień
stw ie aldolaz z kinazam i, oparta  na badaniach własnych, w ykazujących istnienie do
men wiążących nukleotydy w  aldolazach. W referacie M. Żydowo znalazły się do
wody na przystosowanie się form  enzymu do rodzaju metabolizm u zachodzącego 
u różnych gatunków  zwierząt. I tak, aktywność deam inazy AMP jest daleko wyższa 
w organach wydzielniczych zw ierząt am oniotelicznych niż ureotelicznych. Duże za
interesow anie enzymologów wzbudził refera t H. Strzeleckiej-Gołaszewskiej, t ra k 
tu jący  o zmienności form  bardzo swoistego białka o funkcji enzym atycznej, jak im  
jest miozyna. Zmienność kinaz białkowych w tkankach roślin i zw ierząt była tem a
tem  w ykładu K. W agnera (z Braunschw eig-Stockheim , RFN). Różnorodność form  
m olekularnych fosfataz u kręgowców została ciekawie omówiona przez A. Kubiczo- 
wą, a ary losulfataz — przez J. Nagadowską.

P lakatow e doniesienia sympozjalne (w liczbie 18) stanow iły doskonałą ilustrację 
tem atów  poruszanych w w ykładach.

W X V III Zjeździe PTBioch. uczestniczyło około 460 osób, w tym  2 gości zagra
nicznych. Na Zjazd zgłoszono 330 prac z następujących ośrodków:

W arszawy — 90 prac, W rocławia — 50, Poznania — 44, Łodzi — 35, Białegosto
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ku — 20, Lublina — 19, K atow ic — 19, Gdańska — 14, Torunia i Bydgoszczy — 13, 
Olsztyna — 12, Szczecina — 6, innych ośrodków — 8.

M niej form alne dyskusje można było prowadzić na spotkaniu towarzyskim , które 
odbyło się w  drugim  dniu Zjazdu, w lokalu K lubu Lekarza.

D ziałająca w  czasie Zjazdu kom isja pod przewodnictwem  prof. A. Szewczuka 
oceniała prace 14 młodych biochemików ubiegających się o nagrodę im. W łodzimierza 
Mozołowskiego. Odbyło się również p lenarne posiedzenie Zarządu Głównego Pol
skiego Tow arzystwa Biochemicznego. Ustalono, że następny zjazd Tow arzystwa od
będzie się w  1982 roku w Szczecinie.

Po zakończeniu Zjazdu, w sobotę, uczestnicy mogli wziąć udział w  wycieczce 
autokarow ej do najciekaw szych zabytków Świdnicy, Książa i Krzeszowa.

A. M orawiecki 
J. K w iatkow ska

Biochemia-82 — Przewodnik po bibliotekach

Przew odnik niniejszy lokalizuje m iędzynarodow e czasopisma naukow e niezbędne w 
codziennej pracy biochemika, w polskich bibliotekach w  połowie roku 1982. Dobór 
czasopism — z n a tu ry  rzeczy — jest dosyć subiektyw ny: pominięto pism a w yspecja
lizowane, naw et jeżeli są szeroko czytane (np. Nucl. Acid Res., Clin. Biochemistry) 
natom iast włączono czasopisma bardziej ogólne (np. N aturę, Science). Tabela poniżej 
może więc być trak tow ana jako zaw ierająca inform acje o czasopismach potrzebnych 
każdem u biochemikowi, stanow iących w arunek  konieczny (ale niew ystarczający) dla 
prowadzenia efektyw nej działalności naukow ej, dydaktycznej, produkcyjnej, czy 
usługowej. Dla uniknięcia zbędnych telefonów  czy podróży biochemików szukających 
tych czasopism, w  tabeli zamieszczono tylko te pism a, k tóre w danym  ośrodku biblio
teki m ają  kom pletne i w  form ie oryginalnej (tj. nie jako m ikrofiszki, kserokopie). 
Adresy i telefony bibliotek m ających dane czasopismo znajdują się we wszystkich 
oddziałach Polskiego Tow arzystw a Biochemicznego. Różnych czasopism, niestety, 
biochemik m usi szukać w  różnych ośrodkach i w rozm aitych bibliotekach, nie ma 
bowiem w Polsce ani jednej biblioteki, k tóra m iałaby kom plet podstaw owych (wg. za
stosowanej definicji) czasopism biochemicznych o charak terze ogólnym. Stosunkowo 
najlepiej sytuow any jest In sty tu t Biochemii i Biofizyki PAN w W arszawie (brak 
tam  tylko Arch. Bioch. Bioph.), m ający jednak  tylko po jednym  egzem plarzu poszcze
gólnych czasopism (w części — dzięki darom). Gdyby tylko część zainteresow anych 
zawodowo pracujących biochem ików chciała zaoszczędzić delegacji i korzystać z b i
blioteki IBB w  W arszawie, to pow stał by tam  w ielki tłok, bo jest nas łącznie nie 
mniej niż 1250. Nb. w tabeli w  ostatniej kolum nie zamieszczono „Indeks” dostępności 
czasopism — iloraz liczby egzem plarzy danego czasopisma i liczby owych zawodowo 
pracujących biochemików w Polsce w  roku 1982.

S. A. Pientisat
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RECENZJE

Biochemia w  cukrownictwie

M. Z. C b e lem sk i, M. L. P e lc , I. P . S a p o żn ik o w a  
W N T, W arszaw a 1981, s tro n  234, c en a  40 zł 
t łu m . z r o sy jsk ie g o  I. J a n u sz ew icz

Książka jest przeznaczona głównie dla pracowników inżynieryjno-technicznych* 
cukrow ni, kadry  agrotechnicznej PGR i spółdzielni produkcyjnych. Lepsze poznanie 
przez nich procesów biochemicznych, zachodzących w buraku  cukrow ym  powinno 
przynieść w efekcie ograniczenie s tra t surowca i półproduktów  oraz uzyskanie w y
sokiej jakości krystalicznego cukru.

Treść książki u ję ta  jest w dwóch częściach. W części I omówione są zagadnie
nia dotyczące biochemii rozw oju i przechow yw ania buraków  cukrow ych: układy 
enzym atyczne buraka cukrowego, podstawowe procesy fizjologiczne i biochemiczne- 
zachodzące w  buraku  cukrowym  w okresie w egetacji i przechow yw ania oraz bio
chemiczne podstaw y ochrony buraków  przed chorobami, porażeniem  drobnoustrojam i 
fitopatogennym i i przed porastaniem . W części II omówiono zagadnienia związane 
z biochemią przerobu buraków  cukrow ych: procesam i biochemicznymi zachodzącymi, 
podczas otrzym yw ania soku surowego, podczas oczyszczania soków i otrzym ywania 
cukru oraz przerobu wysłodków i melasu.

Każda część książki składa się z 3 rozdziałów. W form ie załącznika ujęto m e
tody oznaczania niektórych wskaźników biochemicznych buraków  i produktów  ich 
przerobu. Książka zakończona jest spisem litera tu ry  dotyczącej każdego rozdziału
i załącznika oraz skorowidzem.

Układ książki jest logiczny, inform acja przedstaw iona w sposób jasny i p rzej
rzysty, a treść odpowiada poziomowi potencjalnego odbiorcy, jakim  m a być kadra 
inżynieryjno-techniczna, zatrudniona w przem yśle cukrowniczym oraz w produkcji 
surowca. Słabą stroną książki je s t brak nowszych inform acji w zakresie om aw ia
nych zagadnień. Piśm iennictw o oparte  je s t głównie o źródła radzieckie z la t sześćdzie
siątych, często przytaczane są też pozycje wcześniejsze np. z la t trzydziestych. N aj
nowsze, nieliczne zresztą pozycje piśm iennictw a pochodzą z la t 1973-74. Przekazanie 
polskiem u Czytelnikowi w 1981 r. przez WNT tłum aczenia oryginału wydanego w 
1977 r. w oparciu często o tradycy jną lite ra tu rę  jest zdaniem  recenzenta mocno opóź
nione. N iektóre uaktualnienia do tekstu  (np. dotyczące nazew nictw a enzymów) w no
szą opiniodawcy.

Na polskim rynku w ydawniczym  nie ma w ielu pozycji z zakresu biochemii p rze
m ysłu rolno-spożywczego. P raca Chelemskiego, Pelca i Sapożnikowej, stanowiąca 
próbę uogólnienia wcześniejszych doświadczeń w dziedzinie badań biochemicznych 
w przemyśle cukrowniczym, prowadzonych głównie w ZSRR uzupełni w pew nym  
stopniu braki istniejące w tym  zakresie.

B. Jacórzyński
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G aurangakum ar Das

A sp ects  o f  P h o to sy n th e s is
P u b l. M itra D as, 1981, C a lcu tta , s tro n  j+ 1 7 6 + X X V II, c en a  Rs 212

Obecne podręczniki akadem ickie wyraźnie zaczynają dzielić się na dwie grupy. 
Do pierwszej należą te tradycyjne, om aw iające całościowo daną dziedzinę wiedzy. 
Ponieważ zaś wiedza szybko poszerza się, przeto podręczniki takie pęcznieją, nie
rzadko osiągając ponad tysiąc stron (np. 1). Niby to dobrze, że student w jednym  to
mie znajduje całościowy zarys osiągnięć danej dziedziny wiedzy. Ilu  jednak studen
tów podręczniki tak ie przestudiuje? Zapewne niewielu, ponieważ specjalizacja sięga 
już pierwszych la t studiów. N ajw ażniejszy jest jednak czynnik psychologiczny: zbyt 
•obszerny podręcznik działa odstręczająco przez sam ą swą opasłość.

Jako swoiste rem edium  na elephantiasis tradycyjnego podręcznika akadem ic
kiego, coraz częściej pojawiać się zaczynają opracowania wysoce specjalistyczne, 
a przez to niezbyt obszerne, obiecujące studentow i opanow anie wiedzy co praw da 
w ąskiej, ale za to dogłębnie. Takim  w łaśnie podręcznikiem  jest książka G. Dasa, 
napisana na podstaw ie w ieloletnich w ykładów i sem inariów  m agisterskich oraz dokto
ranckich. M ając duże doświadczenie dydaktyczne, A utor świadomie stosuje pew ne 
powtórki oraz odnośniki do innych m iejsc tekstu, m ające na celu ułatw ienie czytel
nikow i opanow ania m ateria łu  w sposób pow iązany i całościowy. Świadomie też au to r 
nie skupia się na om aw ianiu prac szczegółowych i technicznych, aby nie rozpra
szać uwagi, nie gubić istoty zagadnienia w powodzi spraw  jednostkowych.

Całość składa się z 14-tu rozdziałów, zgrupowanych w trzech częściach. W częś
ci I omówiono fizyczne, biochemiczne i struk tu ralne podstawy procesu fotosyntezy. 

•Część drugą poświęcono omówieniu czynników, w pływ ających na efektywność fo
tosyntezy w liściach roślin wyższych i w bakteriach fotosyntetyzujących; n ie za
pomniano o pewnych problem ach ekologicznych i genetycznych. Część trzecia, 
zwykle nie om awiana w tego rodzaju podręcznikach, poświęcona jest praktycznym  
-aspektom fotosyntezy — zwłaszcza powiązaniu fotosyntezy z odżywianiem azotowym 
roślin (rozdział 13) oraz związkowi fotosyntezy ze wzrostem owoców i plonowaniem. 
Te dw a rozdziały uznać należy za wyjątkowo cenne, ponieważ pozw alają studentowi 

•dostrzec powiązania pomiędzy dosyć abstrakcyjnym  procesem fotosyntezy a wzro
stem i rozwojem roślin. Całość uzupełniają czarnobiałe plansze z mikroskopu elek
tronowego, wykaz lite ra tu ry  uzupełniającej, słowniczek term inologiczny oraz indeks 
rzeczowy.

Dzięki narzuconym  sobie samem u ograniczeniom autor nie nudzi i nie męczy, 
a jednocześnie przekazuje istotę zagadnienia — prosto, zrozumiale, z w yjaśnieniem  
pewnych podstawowych faktów , które „powinny” być skąd inąd znane, ale znane 
być nie muszą. Zaletę stanow i wiązanie procesów fizycznych i biochemicznych z f i
zjologicznymi — a tych z u ltra stru k tu rą  i s truk tu rą  kom órki i rośliny. Dodatkową 
zaletę podręcznika stanowi prosty i precyzyjny język; widać, iż autor hołduje za
sadzie, że m ądrze ten  mówi tylko, kto zrozumiale mówi. W ystępujące w tekście 
„literów ki” są łatw e do skorygowania. W sumie otrzym aliśm y bardzo dobry podręcz
nik, godny polecenia każdem u, kto pragnie zdobyć podstaw y wiedzy o fotosyntezie 
tj. o procesie, w arunkującym  życie na Ziemi.

J. S. K nypl

1. Por. Z. K a n i u g a ,  Post. Bioch. 25 (2): 266-269, 1979.
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Das Stabilitätsverhalten von Osteosynthesen mit äusserer Knochenfixation und 
Kompression.
Biomechanische Modellversuche und tierexperimentelle Untersuchungen.

G. M ayer  p rzy  w sp ó łp r a cy  K . H . H aase
VEB  G eorg  T h iem e L eip z ig  1981, s tr . 112, c en a  28 M.

„Stabilność osteosyntez z zew nętrznym  unieruchom ieniem  i kom presją kości. 
B iom echaniczne badania modelowe i doświadczenia na zw ierzętach” stanowi 26 tom 
z serii: F ortsch ritte  der experim entellen  und theorethischen Biophysik, redagowanej 
przez prof. W. Beiera w Lipsku.

Osteosynteza przy pomocy aparatów  unierucham iających odłam y kostne z ze
w nątrz stanow i nowy sposób leczenia złam ań, pod pewnym i względami przewyższa
jący dotychczas stosowane metody łączenia odłamów za pomocą śrub, płytek m eta
lowych czy gwoździowania jam y szpikowej. Dr M ayer przy współpracy inż. Haase 
(przy okazji jesteśm y świadkam i nie stosowanej w Polsce prak tyki — na okładce 
autorem  jest M ayer, natom iast na stronie tytułow ej — M ayer przy współpracy 
Haase) przeprow adzili podstawowe badania z zakresu biom echaniki kości i połączeń 
odłam ów  kostnych zestalanych za pomocą różnego typu aparatów  kom presyjno- 
-dystrakcyjnych zewnętrznego unieruchom ienia (typ AO, H offm ana-V idala, W agnera, 
Ilisarow a oraz H eillingera-H offm ana) na modelu ludzkich kości piszczelowych z m a
teria łu  sekcyjnego. Podobny typ badań, uzupełnionych analizą rentgenow ską i histo
logiczną, przeprowadzono in  vivo  na zw ierzętach doświadczalnych.

Rozdział „Podstawy wytrzym ałości m echanicznej” (siły nacisku między odłam a
mi, elastyczne odkształcenia kości, działanie sił nacisku w zależności od ich przy
łożenia) oraz opis apara tu ry  do pom iaru tych sił stanowią część ogólną monografii. 
W części szczegółowej przedstawiono wyniki pom iaru sił nacisku między fragm en
tam i modelowej osteotomii przy zastosowaniu różnych systemów unierucham iania 
zewnętrznego oraz stabilności osteosyntez na zginanie i skręcanie, określając takie 
param etry  jak  krytyczny mom ent zginania, w artość oporności na zginanie, krytycz
ny m om ent skrętu  i oporność skręcania.

W doświadczeniach na owcach, k tórym  wykonywano osteotomię poprzeczną kości 
piszczelowych, zastosowano aparaty  kom presyjno-dystrakcyjne unieruchom ienia ze
w nętrznego AO, H offm ana-Vidala oraz H ellingera-H offm ana. Celem tych doświad
czeń była analiza sił nacisku pomiędzy odłam am i, jak ie  aparaty  te w yw ierają i zwią
zek tych sił z przebiegiem  leczenia złam ania. W yniki pom iarów  korelowano z w y
nikam i badań  rentgenow skich oraz histologiczną oceną osteogenezy. W oparciu o pa- 
ren tera lne  podaw anie zwierzętom różnych fluorochrom ów  w ykazujących powino
wactwo do kości oceniano przebieg regeneracji kości w m iejscu osteotomii na nie- 
odw apnianych skraw kach w m ikroskopie UV. Jest to m etoda bardzo nowoczesna
i czuła, niestety stosunkowo mało popularna, gdyż wymaga sporządzania albo bardzo 
cienkich szlifów kostnych, albo dysponowania, jak  w przypadku autorów  recenzo
wanej pracy, specjalnym  m ikrotom em  do tw ardych tkanek i tkanek zm ineralizowa- 
nych. Niech m i będzie w tym  m iejscu wolno wyrazić żal, że takiego m ikrotom u nie 
m ają w W arszawie placówki, gdzie problem atyka kości jest tem atem  wiodącym 
(np. In sty tu t B iostruktury  A.M. w W -wie), a „Bokassa polskiej m edycyny” bez trudu 
zakupił go dla swego Zakładu w K atowicach, lecz nie słychać, by był wykorzy
stywany.

Zm iany podczas fazy konsolidacji osteotomii przyłożonego nacisku na odłamy 
kostne są ściśle skorelowane z szybkością osteosyntezy, a stabilność połączenia od
łam ów kostnych determ inuje typ i przebieg gojenia kości zbitej. Przy osteosyntezie 
stabilnej kość goi się przez rychłozrost, natom iast przy osteosyntezach niestabilnych 
osteotomía konsoliduje się przez w ytw arzanie kołnierza kostniny.
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M onografia napisana jest bardzo herm etycznym , lapidarnym , technicznym  języ
kiem  i ma charak ter wysoce specjalistyczny. Załączony na początku monografii 
słowniczek skrótów i stosowanych symboli stanowi dwie strony druku. P raca jest 
naszpikowana wzorami, tabelam i (33) i rycinam i (40), z których przew ażająca część 
to wykresy. Praca oparta jest na 115 pozycjach litera tu ry  ostatnich lat, z podaniem 
pełnych ty tu łów  prac, co oczywiście podnosi jej walor.

Uważam, że jest to bardzo cenna pozycja dla dość wąskiego grona specjalistów 
traum atologów  i biomechaników. Niezwykle trudna w odbiorze dla czytelnika bez 
przygotowania matematyczno-fizycznego.

f K. W łodarski

The Biochemistry of Glycoproteins and Proteoglycans 
Red. W. J. Lennarz

P len u m  P ress , 1980, N ew  Y ork, L ondon , str . 385+X IX , $ 35

Recenzowana książka jest pracą zbiorową w ybitnych badaczy, którzy przedsta
wili bieżący stan wiedzy w dziedzinie biochemii glikoprotein i proteoglikanów.

Powszechnie znanym  faktem  jest to, że glikoproteiny stanowią dużą, bardzo zróż
nicowaną grupę makrocząsteczek, w których łańcuchy oligosacharydowe powiązane 
są kow alencyjnie ze szkieletem białkowym. Glikoproteiny i proteoglikany budzą 
stale rosnące zainteresow anie zarówno ze względu na ich powszechność jak  i spe
cyficzność funkcji biologicznych. G likoproteiny w ystępują w  kom órkach zwierząt 
wyższych, roślin zielonych, grzybów, bakterii i wirusów. Związki te  wchodzą w skład 
hormonów, enzymów, immunoglobulin, wydzielin śluzowych przewodu pokarm ow e
go, płynów ustrojowych, wielu receptorów  powierzchniowych komórki jak  i po
w ierzchniowych osłonek wirusowych. Proteoglikany natom iast stanowią elem ent 
struk tu ralny  tkanki łącznej różnych gatunków  zwierząt.

Z uwagi na olbrzymi zakres poruszanych zagadnień, książka podzielona została 
na siedem rozdziałów.

Rozdział pierwszy dotyczy prac nad struk tu rą  glikoprotein i ich jednostek oligo- 
sacharydowych, oraz roli oligosacharydów w syntezie glikoprotein.

W następnym  rozdziale omówiona została rola poliizoprenoli w biosyntezie gliko
protein, oraz opisano model glikozylacji glikoprotein błonowych i wydzielniczych, 
regulację syntezy glikoprotein i inhibitory glikozylacji.

Autorzy trzeciego rozdziału bardzo szczegółowo scharakteryzow ali zwierzęce 
glikozylotransferazy biorące udział w w ydłużaniu łońcuchów oligosacharydowych po
łączonych w iązaniem  N-glikozydowym jak  i O-glikozydowym. Podkreślili również 
rolę aparatu  Golgiego jako głównego miejsca w procesie w ydłużania łańcucha. Poza 
tym  część rozdziału autorzy poświęcili omówieniu gangliozydów, których łańcuchy 
oligosacharydowe podlegają reakcji glikozylacji.

K olejny rozdział trak tu je  o struk turalnych  zm ianach w ystępujących w części 
węglowodanowej glikoprotein powierzchniowych wyselekcjonowanych m utantów  ko
mórek zwierzęcych opornych na lektyny roślinne.

Dane przedstaw ione w rozdziale piątym  dotyczą przem ian w glikoproteinach po
wierzchniowych komórki zachodzących w czasie ich w zrostu lub transform acji. 
Zm iany te  w ystępują w  łańcuchach oligosacharydowych związanych z asparaginą
i seryną (czasem treoniną). Przedstawione wyniki badań dotyczą oznaczania s tru k 
tu ry  oligosacharydów tj. składników cukrowcowych, wielkości oligosacharydu, typu 
w iązań oligosacharydu z łańcuchem  peptydowym , sekwencji cukrów w łańcuchu
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oligosacharydowym , oraz przestrzennej konfiguracji poszczególnych w iązań glikozy- 
dowych. O statnim  osiągnięciem jest wprowadzenie do omówionych badań s tru k tu 
ralnych endoglikozydaz, w ykrytych w latach siedemdziesiątych.

Rozdział szósty poświęcony został zagadnieniu pinocytozy, ze szczególnym 
uwzględnieniem  receptorów  pośredniczących, które biorą udział w rozpoznawaniu 
specyficznych reszt węglowodanowych. Znanych jest pięć systemów receptorów  po
średniczących w pinocytozie glikoprotein. System y te  w ystępują specyficznie w pew 
nych kom órkach i tak np. w hepatocytach ssaczych są to galaktoza i L-fukoza, w he- 
patocytach ptasich — N-acetyloglukozoam ma, w ssaczych kom órkach siateczkowo- 
-śródbłonkowych — N-acetyloglukozoam ina lub mannoza, w ludzkich fibroblastach — 
mannozo-6-fosforan.

W ostatnim  rozdziale przedstawiono aktualny stan wiedzy na tem at biosyntezy
i katabolizm u proteoglikanów tkanki łącznej, a m ianowicie: kw asu hialuronowego, 
siarczanu chondroityny, siarczanu keratanu , heparyny i siarczanu derm atanu.

Recenzowana książka zaw iera bardzo dużo wskazówek metodycznych, oraz om a
wia wiele m echanizm ów reakcji. Bogaty m ateriał zaw arty w om awianej monografii 
poparty jest licznymi wzorami, schem atam i, tabelam i oraz piśm iennictw em  do 
1979 roku włącznie.

Książka ta powinna zainteresow ać badaczy zajm ujących się biochemią, im m u
nologią, replikacją wirusów, rozwojem em brionalnym , oddziaływaniem  pomiędzy ko
m órkam i, działaniem  hormonów.

B. Kędzierska
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