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JAN FRONK *»

Geny mozaikowe — struktura, ekspresja, ewolucja

Split Genes — Structure, Expression, Evolution

Spis tresci:

I. Wykrycie genéw mozaikowych
Il. Wystepowanie i budowa gendw mozaikowych
I11. Ekspresja genéw mozaikowych
I11-1. Obrobka pierwotnego transkryptu genéw mozaikowych
IV. Ewolucyjne pochodzenie gendw mozaikowych i rola intronéw

Contents:

I. Discovery of split genes
Il. Occurence and structure of split genes
I11. Expression of split genes
I11-1. Processing of the primary transcript of split genes
1V. Evolutionary origin of split genes and possible roles of introns

I. Wykrycie genéw mozaikowych

Poznanie struktury kodu genetycznego i liczne dane genetyczne do-
prowadzity w latach sze$¢dziesigtych do wniosku, ze sekwencja amino-
kwaséw w biatkach jest jednoznacznie okreslona, zgodnie z kodem gene-
tycznym, przez kolejno$¢ nukleotydéw genu; kazda kolejna trojka nu-
kleotydow koduje jeden aminokwas. Stwierdzenie takie zawiera przeko-
nanie o kolinearnosci sekwencji nukleotydéw ciagtego odcinka DNA
i aminokwaséw biatka.

Rozwo0j technik badawczych, zwilaszcza zwigzanych z ,inzynierig ge-
netyczng” **), umozliwit bezposrednie badanie organizacji gendéw i se-

*) Mgr, Zaktad Biochemii Ogdlnej, Instytut Biochemii Uniwersytetu Warszaw-
skiego, ul. Zwirki i Wigury 93, 02-089 Warszawa.

**) Znakomity przeglad technik ,inzynierii genetycznej” daje monografia Weglen-
skiego i Gajewskiego (1).
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kwencji nukleotydow DNA organizméw wyzszych. W konsekwencji takich
badan doszto w roku 1977 do odkrycia zjawiska ,,genéw mozaikowych” *K

Obserwujagc w mikroskopie elektronowym hybrydy mRNA*DNA
adenowirusa 2 (2, 3) i SV 40 (4, 5) stwierdzono, ze odcinki DNA genomu
komplementarne z czasteczkg mRNA s3g poprzedzielane odcinkami nie
majacymi w mRNA odpowiednika. Odcinki, lezagce w mRNA tuz obok
siebie, stanowia transkrypt sekwencji odlegtych w DNA o setki czy ty-
sigce nukleotydéw. Tak wiec geny tych wiruséw stanowig mozaike sek-
wencji komplementarnych z mRNA i odcinkéw, ktorych transkryptéw
w czasteczce mRNA brak.

Rye. 1. Schemat przedstawiajagcy wyglad w mikroskopie elektronowym hybrydy
mRNA*DNA genu mozaikowego

dwuniciowy DNA, pojedyncza ni¢ DNA - MRNA e odcinek poliadeny-
lowy na koncu 3' mRNA, E—odcinki DNA wyparte przez mRNA (tzw. R-loops) —eksony, | — od-
cinki DNA genu, nie hybrydyzujagce z mRNA —introny

W tym samym czasie, stosujac inng technike, analogiczne zjawisko
wykryto w genomie organizmow wyzszych. Porownanie mapy restryk-
cyjnej cDNA uzyskanego w wyniku odwrotnej transkrypcji mRNA z ma-
pa odpowiedniego odcinka genomu pozwala na wykrycie ewentualnych
réznic sekwencji nukleotydow mRNA i genu. Takg metodg Jeffreys
i Flavell zbadali strukture genu i mRNA (3-globiny krolika (6),
Leder i wsp.— (3-globiny myszy (7, 8, Doel i wsp. (9 i Breat-
hnach i wsp. (10) — owoalbuminy kury. Okazato sie, ze te geny za-
wierajg jeden lub kilka odcinkéw, ktérych kopii brak w mRNA.

Powyzsze fakty dowodzily, ze w niektérych przynajmniej genach

* Brak powszechnie przyjetego polskiego okreslenia dla oddania sensu angiel-
skiego ,,split genes”. Wydaje sie, ze termin ,geny mozaikowe” dobrze oddaje istote
zjawiska.
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Eukaryota i ich wirusow odcinki komplementarne z mMRNA lezg na prze-
mian z odcinkami niekomplementarnymi.

Zgodnie z propozycja Gilberta (11) przyjeto sie nazywac¢ odcinki
genéw komplementarne z mRNA eksonami (ulegajacymi ekspresji), a roz-
dzielajace je, niekomplementarne z mRNA ,wstawki” — intronami (inter-
vening sequences).

Doniesienia 0 wykryciu gendéw mozaikowych wywotaty natychmiast
wiele pytan (przeglagdowy artykut Cricka (12) zawiera ich obszerng
liste):

— czy geny mozaikowe wystepujg powszechnie?

— jaki jest mechanizm ekspresji genéw mozaikowych? Czy obecnos¢ in-
tronow jest skorelowana z ekspresjg genu?

— jak i kiedy powstaty geny mozaikowe?

— jaka — i czy w ogo6le — jest funkcja introndw?

Il. Wystepowanie i budowa gendéw mozaikowych

W latach 1977-81 ukazato sie bardzo wiele prac donoszacych o wy-
kryciu i zbadaniu kolejnych genéw mozaikowych w organizmach eukario-
tycznych i ich wirusach.

Geny mozaikowe wykryto w wirusach polioma, SV 40, adenowirusie 2
(13), VSV (14), MVM (15), licznych retrowirusach (16-18). Stwierdzono,
ze niektore geny kodujagce tRNA drozdzy (19-21), Neurospora crassa (22),
Drosophila melanogaster (23), rRNA wielu organizméw (Tab. 1), a przede
wszystkim liczne geny kodujgce biatka Eukaryota (Tab. 2) zawieraja
introny. Ws$réd tych ostatnich badano poczatkowo geny ulegajgce eks-
presji w wyspecjalizowanych komdrkach (geny globin, hormondéw, biatek
jaj, immunoglobulin *). Wynika to z przyczyn metodycznych, gdyz do
badania struktury genu niezbedne jest najczeSciej wyizolowanie specy-
ficznego mRNA, co jest najtatwiejsze, gdy komorka produkuje jeden ro-
dzaj biatka w bardzo duzych iloSciach.

Ostatnio opublikowano prace dowodzace, ze takze geny ulegajace
ekspresji w niezr6znicowanych komdrkach majag budowe mozaikowa. Ta-
kg strukture ma gen aktyny drozdzy (38, 39), gen o nieznanej funkcji
Dictyostellium discoideum (56) (sa to organizmy jednokomdrkowe), gen
oksydoreduktazy dihydrofolianowej myszy (55), dehydrogenazy alkoho-
lowej Drosophila melanogaster (58). Zbadanie struktury hybrydéw utwo-
rzonych pomiedzy DNA genomu a cDNA zsyntetyzowanym na matrycy
catkowitego preparatu mRNA z mézgu myszy pozwolito na stwierdzenie,
ze w genomie myszy dziesigtki tysiecy gendéw majg strukture mozaiko-
wg (59).

* Omdwione w odrebnym artykule (Kwiatowski, w przygotowaniu).
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Tabela 1.
Mozaikowe geny rRNA

Dhugos¢ . . I
Organizm Organeilum rRNA intronu Uwagi doty’czqce Intro- P|§m|en-
(par zasad) néw nictwo
Saccharomyces mitochon- 218 1160 w niektérych (24, 25)
cerevisiae drium szczepach
Neurospora mitochon- 24 S 2300 (26)
crassa drium
i Chlamydomonas chloroplast 23S 8700 — 27)
reinhardii
Physarum jadro 26 S 500 i 1000 zawsze dwa introny (28)
polycephalum
Tetrahymena jadro 25'S 400 w niektorych szcze- (29)
pigmentosa pach
tylko w niektdrych ge-
nach ; w réznych genach
Drosophila jadro 28 S 500—6500 intron roznej dtugosci;  (30—35)
mmelanogaster sekwencje nukleotydo-
we intronéw wystepu-
ja w innych miejscach
genomu
tylko w niektorych ge-
nach; sekwencje nu-
! Drosophila jadro 28'S 9600 kleotydowe intronow  (36)
j virilis wystepuja  w innych
miejscach genomu
Drosophila hydei jadro 28 S 5000 tylko w nieczynnych 37
genach? |

Wsrdéd przebadanych organizmoéw tylko Prokaryota wydajg sie nie
mie¢ gendw mozaikowych. Wykryto je natomiast u wszystkich Eukaryota,
poczynajac od drozdzy (24, 25, 38, 39) i Sluzowcdw (28, 56), przez szkar-
tupnie (57), owady (30-37, 40, 41, 58, 60), ptazy (54), na ptakach (44, 45-50,
52, 53) i ssakach (42, 43, 51, 55) konczac. Takze w stosunkowo stabo po-
znanym i trudnym do badania genomie jadrowym roslin wykryto geny
mozaikowe (62, 62a). Rdéwniez niektdre geny chloroplastow (rRNA
Chlamydomonas reinhardii (27)) i mitochondriow (fRNA drozdzy, 24,
25) i Neurospora crassa (26), cytochromu b i oksydazy cytochromowej
drozdzy (omoéwione w (61)) majag budowe mozaikowa.

Do nielicznych, dobrze poznanych, genéw Eukaryota, nie zawieraja-
cych intronéw, nalezg geny histonéw (63) i interferondéw (64-66).

Liczba i rozmiary intronbw moga by¢ bardzo rézne. Najkrotsze intro-
ny w genach tRNA maja 14 nukleotydéw (20), w genach kodujacych
biatka okoto 50 nukleotydéw (48, 54). Jest prawdopodobne, ze krotsze
introny moga pozosta¢ niezauwazone, jesli analizuje sie strukture genu
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Tabela 2.
Niektoére mozaikowe geny jadrowe kodujace biatka
Organizm Biatko LI* I?#ugo'sc (par’zasad) gprx  FiSMiEN-
Introndéw j Eksonéw  genu nictwo
S. cerevisiae aktyna 1 304 ? 1500 20 (38, 39)
D. melanogaster  aktyna 1 1650 100, 1550 3300 50 (40, 41)
Krélik (3-globina 2 126, 573 146-222 1288 5 (42
Cztowiek preproinsulina 2 179, 786 i 42-210 1429 67  (43)
Kura preproinsulina 2 119, 3500  37-221 4080 89  (44)
Kura lizozym 3 76-1870 94-211 3900 83 (45)
Kura owomukoid 7 220-1050 20-130 5600 85 (46)
Kura owoalbumina 7 220-1600 49-1030 7 600 5 (47, 48)
Kura 8-krystalina 14 130-1300 70-240 10000 80  (49)
Kura konalbumina 16 99-1306 64-203 10300 77 (50)
Szczur albumina 13 297-1458 94-245 14500 8  (51)
X. laevis witellogenina 3 50-1900 30-225 21000 72 (54)
Kura prokolagen 50 80-2200 31-327 37 000 8 (52, 53)
Mysz reduktaza
DHF *** 5 7 ? 42000 96 (55)
* LI — liczba intronéw w genie

** bl — stosunek dtugosci sumy intronéw do diugosci catego genu, w procentach.
*** reduktaza DHF — oksydoreduktaza 7, 8-dihydrofolianu, E.C. 1. 5. 1. 4

przy pomocy mikroskopii elektronowej. Najdtuzsze introny majg Kkilka
tysiecy nukleotydéw diugosci — 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 majg tgczng diugo$¢ okoto 38000 nukleotyddw (55).

Nie wydaje sie, by dlugosci intronow stanowity wielokrotno$¢ jakiej$
podstawowej wielkosci, lub tez tworzyly wyodrebnione klasy.

Liczba intronébw moze wynosi¢ od jednego (geny aktyny, 38-41, 57,
fibroiny (60)) do kilkudziesieciu (33 w genach witellogenin X. leavis (54),
50 w genie prokolagenu kury (52, 53)). Introny moga leze¢ w obrebie
czesci genu kodujacej tancuch polipeptydowy, a takze w odcinkach nie
kodujacych biatka na koncu 5' genu (w odcinkach liderowych) 40, 43-45,
48, 55, 67).

Sekwencje intronowe stanowig od okoto 20 do ponad 90% dtugosci
catego genu, najczesciej 50—=80°/o. Fakt ten moze czeSciowo tlumaczyc
wystepowanie w genomach wyzszych Eukaryota znacznych iloSci sek-
wencji nukleotydowych, ktérych kopie nie sg odnajdywane w postaci
mRNA.

Dtugosci eksonow sg mniej zréznicowane, niz intronéw. Najkrotszy
ekson — 20 nukleotyddw — zaobserwowano w genie owomukoidu (46),
najdtuzszy — 1550 nukleotydéw — w genie aktyny D. melanogaster (40).
W genach zawierajacych wiele intronéw dtugosci poszczeg6lnych eksonow
sg zwykle podobne i wynoszg od okoto 50 do okoto 250 nukleotyddw.
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I11. Ekspresja genéw mozaikowych

Poza niektorymi genami rRNA owaddw (37), we wszystkich pozosta-
tych przypadkach nie ulega watpliwosci, ze struktura genéw w komor-
kach aktywnie je transkrybujacych jest taka sama, jak w komorkach,
w ktérych gen nie ulega ekspresji (6, 48, 68) (wyjatek stanowig oczywiscie
geny immunoglobulin). W wiekszosci przebadanych sytuacji geny mo-
zaikowe wystepujg w jednej kopii w haploidalnym genomie; wynika z te-
go, ze geny te ulegajg ekspresji bez usuniecia sekwencji intronowych
z DNA. Mozna sobie wyobrazi¢ kilka mechanizméw mogacych zapewnié
powstanie mMRNA na matrycy genu mozaikowego:

1. Wypetlenie sekwencji intronu w aktualnie transkrybowanym ge-
nie, tak, ze polimeraza RNA transkrybuje tylko sekwencje eksonow.

2. Polimeraza RNA przeskakuje wraz z syntetyzowanym tafAcuchem
RNA z konica jednego eksonu na poczatek nastepnego.

3. Poszczegblne eksony transkrybowane sa oddzielnie, a nastepnie
taczone we wiasciwej kolejnosci w funkcjonalny mRNA.

4. Transkrybowana jest catkowita sekwencja nukleotydéow genu
(eksony i introny); pierwotny produkt transkrypcji podlega obrdébce po-
legajacej na wycieciu sekwencji intronowych i potgczeniu sasiednich
eksondéw.

Dane doswiadczalne wskazujg, ze tylko ostatni z wymienionych me-
chanizméw funkcjonuje w rzeczywistosci. Analiza krotkozyciowych, wiel-
koczasteczkowych pierwotnych produktow transkrypcji gendw Eukaryota
i ich wiruséw, tzw. hnRNA, wykazata, iz ich dtugos¢ odpowiada doktad-
nie dtugosci catego genu (69, 70); hnRNA hybrydyzuje z catym odcin-
kiem genu mozaikowego (67, 71), co oznacza, iz jest peing kopig zaréwno
sekwencji eksonowych, jak i intronowych. Wobec powyzszego, gen Euka-
ryota nalezy zdefiniowa¢ jako odcinek DNA, ktory stanowi matryce do
syntezy ciggtego tancucha RNA.

I11-1. Obrdbka pierwotnego transkryptu gendw mozaikowych

W zachodzacym w jadrze procesie obrébki (dojrzewania) hnRNA
transkrypty sekwencji intronowych sg usuwane i powstaje w koAcu znacz-
nie skrocony, mogacy podlega¢ translacji w cytoplazmie, mRNA. Udato
sie wyizolowac produkty posrednie obrobki hnRNA, o diugosciach mniej-
szych niz pierwotny transkrypt, zawierajgce sekwencje tylko niektorych
introndw (72, 73). Pierwotny transkrypt, zawierajagcy sekwencje nukleo-
tydéw catego genu, najpierw podlega modyfikacjom na koncach (przy-
taczenie czapeczki na koncu 5' i poliadenylacja na 3, przy czym obydwa
konce wraz z dodanymi nukleotydami sg odnajdywane w mRNA (74—76).
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Tak wiec przeksztatcanie hnRNA w mRNA polega na wycinaniu se-
kwencji intronowych, a nie, jak sadzono dawniej, przycinaniu koncéw
hnRNA.

Przeksztatcanie hnRNA, stanowigcego peiny transkrypt genu, w mRNA
»zlepiony” tylko z sekwencji eksonowych, wywotuje pytanie, jaki jest
mechanizm rozpoznawania w pierwotnym transkrypcie granic pomiedzy
intronami a eksonami (77—79). Mechanizm taki musi by¢ bardzo precy-
zyjny, gdyz kazde niedoktadne wyciecie intronu *} prowadzitoby w kon-
sekwencji do powstania mRNA o nieprawidtowej strukturze pierwszo-
rzedowe;j.

Mechanizm ten mogtby opiera¢ sie na zasadzie rozpoznawania sek-
wencji nukleotydow na granicach introndw i eksonow przez specyficzne
lybonukleazy (analogiczne do nukleaz restrykcyjnych). Po wycieciu in-
tronu ten sam enzym, lub odrebna ligaza, tgczytby powstate wolne kon-
ce sasiednich ekson6éw. Jest nieprawdopodobne, by dla kazdej pary ekson-
intron istniat swoisty enzym rozpoznajacy sekwencje nukleotydéw na ich
granicy, totez nalezaloby oczekiwac, iz wszystkie sekwencje nukleoty-
déw na granicach eksondw i intronéw sg jednakowe, lub co najwyzej,
ze jest kilka typow takich sekwencji, a co za tym idzie, kilka enzymow
je rozpoznajacych.

Mozliwe jest takze powstawanie specyficznych struktur drugo- lub
trzeciorzedowych w obrebie hnRNA. Struktury takie bytyby rozpoznawane
przez specyficzng rybonukleaze, natomiast doktadne miejsce jej dzia-
tania bytoby okres$lone przez szczegdlng konformacje tafcucha hnRNA
lub sekwencje kilku nukleotydéw w obrebie struktury wyzszego rzedu
(taki mechanizm funkcjonuje zapewne przy obr6bce pierwotnych trans-
kryptow genéw rRNA E. coli (80)). W mysl podobnej zasady w rozpozna-
waniu granic intronéw mogtyby uczestniczyé tworzone z innymi czastecz-
kami RNA struktury czwartorzedowe.

Ustalenie, jaki jest rzeczywisty mechanizm rozpoznawania granic
ekson-intron w hnRNA wymaga poznania sekwencji nukleotydéw gendéw
mozaikowych. Za pomocg prostych i szybkich technik (81, 82) ustalono
sekwencje nukleotydéw kilku genow w catosci (38, 39, 42-44, 60, 67, 83,
85), a takze wielu obszar6w na granicach intron-ekson. Zestawienie uzys-
kanych danych dostarczyto szeregu istotnych informacji *):

1 Sekwencje nukleotydowe introndw sg unikalne, tzn. wystepujg

w genomie najwyzej w kilku kopiach (86, 87) (wyjatek stanowig introny
gendw rRNA D. virilis i D. melanogaster (30-36)).

*) Okreslenia intron i ekson stosowane sg do odpowiednich odcinkbw DNA, jak
tez ich kopii w RNA.

**) Przedstawione w dalszej czesci artykutu dane i przypuszczenia dotycza gtow-
nie jadrowych genow kodujgcych biatka.



ao J. FRONK

2. Poszczegolne sekwencje nukleotydow na granicach intronow z ekso-
nami nie sg identyczne, jednakze wykazujg miedzy soba pewne homolo-
gie (60, 79, 88—92).

3. Konice 5' intronéw sa bogate w reszty adenylowe, konce 3' zawie-
raja liczne reszty pirymidynowe, gtownie tymidylowe *).

4. Wystepujace na granicach ekson-intron i intron-ekson jednakowe
sekwencje od 1 do 4 nukleotydow uniemozliwiajg jednoznaczne okreSle-
nie miejsca, w ktorym nastepuje wyciecie intronu z hnRNA. Obserwowa-
na w mRNA sekwencja nukleotydéw moze by¢ utworzona z hnRNA na
kilka sposobow (Ryc. 2).

Ekson Intron Ekson
DNA: 5 .. TGAGCAG'GTATGGC CTTGCAG'CTT GA ... 3
. ' AN N A N CUUGCAGCUUG A ....... 3
hnRNA: 5' ... u G Q:\Q—\.(‘SS:J\,VJV.. R //;éﬁ/’/
b el A
N NN -~ < ot
AR s S
SO \\\ b A
AN N s
RSRNENN S T s

NRELZ T ‘
mMRNA: 5 UGAGCAGCUUGA 3

Ityc. 2. Powtarzajace sie jednakowe odcinki oligonukleotydowe uniemozliwiajg jed-
noznaczne okreslenie granic intronu

Sekwencja nukleotydéw fragmentu genu owoalbuminy w okolicy jednego z intronéw i odpo-
wiadajagcego odcinka mMRNA (88). Granice intronu zaznaczono zgodnie z ,regutg GT — AG”
«(patrz p. 5). Powtarzajacy sie przy obu koncach intronu tetranukleotyd — wyttuszczony. mRNA
*0 znanej sekwencji nukleotydéw moze byé¢ utworzony z hnRNA na kilka sposobéw.

5. Biorgc pod uwage niemoznos$¢ jednoznacznego okreSlenia granic
intronu (patrz wyzej), we wszystkich zbadanych przypadkach mozna
miejsce ciecia w hnRNA ustali¢ tak, by wyciety intron zaczynat sie sek-
wencjg GU a konczyt AG (88).

6. Niektdrzy badacze twierdzg, iz utworzenie struktur dwuniciowych
w hnRNA w rejonie potgczen eksonow z intronami nie jest prawdopo-
dobne (60, 84, 85, 88, 89). Istnieje jednak szereg prac wykazujacych, ze
mstruktury takie mogg sie tworzy¢ (93—96).

Zestawienie wszystkich poznanych sekwencji nukleotydéw na gra-
nicach intronéw z eksonami pozwala na ustalenie sekwencji ,,najwiekszej
zgodnosci” (consensus sequence), nazywanej tez prototypowa, to jest ta-
kiej, z ktéra sekwencje rzeczywiste sg w najwiekszym stopniu homolo-
giczne (60, 79, 88—92) (Ryc. 3).

Niektére miejsca sekwencji najwiekszej zgodnosci sg bardzo konser-
watywne, tj. w zdecydowanej wiekszosci zbadanych sekwencji wystepuja
tam jednakowe nukleotydy (np. GT na poczatku i AG na koncu intro-
néw); w niektdrych miejscach dowolno$¢ sekwencji nukleotydéw jest
duza (79).

*) Sekwencje nukleotydéw podawane sg w kierunku od konca 5' do 3', w przy-
padku DNA —dla nici antysensownej.
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5 ekson TC AG|GTAAGT ..intron..TTNCAGliG ekson 3
a ...tctg:gtatgt T gtttagla ...
b. ...GCAG GTGAGT . .eeerreree tttcagl|t .....
C. ...GA Aglg TCCAT ..cceeirenee ctctaglg ..
d. ...CT AGIlGTAAGT. ................ TGGCAGIilT .........
e ..gcaglgttggt. ... TTTTAGIE-S .........
f. .,cagglgtgagt ... CCACAGIT ........
[o} ...tcaglgtacag ... attcagl|t .....

Ryc. 3. Sekwencja najwiekszej zgodnosci

~Sekwencje najwiekszej zgodno$ci” opracowano na podstawie zestawienia ponad 50 sekwen-
cji nukleotydowych na granicach intronéw z eksonami (60, 79, 88-92). Dla poréwnania pokazano
kilka, przypadkowo wybranych, sekwencji nukleotydowych granic eksonéw z intronami roéz-
nych genéw: a. gen aktyny drozdzy (38), b. gen fibroiny jedwabnika (60), c. gen preproinsuliny
kury, | intron (44), d. gen preproinsuliny kury, Il intron (44), e. gen {5-globiny myszy, | in-
tron (132), f. gen (3-globiny myszy, Il intron (132), g. gen owoalbuminy kury, intron C (88)

Stosunkowo duza dowolnos¢ sekwencji nukleotydow przy koncach
réoznych introndéw i tylko bardzo krétkie obszary silnie konserwatywne
oznaczaja, iz sygnatem okres$lajgcym miejsce dziatania nukleazy nie moze
by¢ sama struktura pierwszorzedowa hnRNA, tym bardziej, ze w kilku
przypadkach wykazano, iz sekwencje nukleotydow koncéw intronu wy-
stepujg takze w innych miejscach genu (42, 89). W licznych wirusach
(97), a takze w niektérych genach Eukaryota (98, 99) te same obszary
genu raz ulegaja wycieciu z pierwotnych transkryptéw, a wiec sg intro-
nami, kiedy indziej zostajg zachowane w mRNA, petnigc funkcje ekso-
néw. Tego rodzaju zréznicowana obrdobka Swiadczy o istnieniu innych
czynnikéw poza samg sekwencja nukleotydow, decydujacych o usuwaniu
fragmentéw pierwotnego transkryptu.

Sekwencja najwiekszej zgodnosci jest w duzym stopniu komplemen-
tarna z koricem 5' snRNA Ul # (91, 92). Az 13 nukleotydéw sekwencji
najwiekszej zgodnosci moze tworzy¢ wigzania wodorowe z nukleotydami
snRNA UIl. Powstajgca dwuniciowa struktura jest stabilna, a jej utwo-
rzenie prowadzi do zblizenia kohncéw sasiednich eksondw. Z poznanych
sekwencji na granicach intronéw i eksonéw wszystkie mogg tworzy¢ od-
cinki dwuniciowe z snRNA Ul, przy czym komplementarne sg co naj-
mniej 4 nukleotydy konca 5' intronu i 3 korca 3.

Analiza sekwencji nukleotydéw jednego z intronéw genu prokolage-

*) Mate jadrowe RNA (snRNA), wsrdéd nich Ul, stanowig klase konserwatyw-
nych ewolucyjnie, stabilnych metabolicznie czgsteczek (100-102). W kompleksach
rybonukleoproteinowych (hnRNP) wystepuja zwigzane niekowalencyjnie z hnRNA
(103-106).
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nu kury wykazata, iz obok obszarow na koncach intronu istniejg takze
trzy rejony wewnatrz intronu komplementarne z koricem 5' Ul (73). Gdy-
by tworzenie struktur dwuniciowych pomiedzy hnRNA a snRNA Ul sta-
nowito sygnat kierujgcy wycinaniem intronéw, to powinny wystepowaé
produkty posrednie obrébki, powstajagce w wyniku wycinania fragmen-
téw intronu, lezacych pomiedzy odcinkami komplementarnymi z Ul
Tego rodzaju prekursory mRNA zostaly przez autoréw wykryte, a roz-
miary wycietych odcinkéw intronu sg zgodne z przewidzianymi na pod-
stawie analizy sekwencji nukleotyddw (73). Powyzsze fakty S$wiadcza
0 tym, ze udziat snRNA w procesie obrobki hnRNA jest bardzo prawdo-
podobny. Analogiczny mechanizm obrébki pierwotnych transkryptéw za-
proponowano dla adenowirusa 2 (107, 108). W tym wypadku struktury
dwuniciowe tworzone bylyby z tzw. VA RNA 1, pojawiajgcym sie w pdz-
nej fazie infekcji komorki przez adenowirusa 2. Rejon koinca 5 VA RNA 1
moze tworzyé uktad dwuniciowy z obszarem 19 nukleotydéw koncow
intronu pre-mRNA heksonu (108).

Regulacja dostepnosci matego RNA (sn lub VA), poprzez regulacje
jego syntezy lub modulowanie oddziatywan z biatkami, mogtaby stano-
wi¢ jeden z mechanizméw regulujgcych obrobke hnRNA, a w konsek-
wencji ekspresje informacji genetycznej (takg hipoteze zaproponowali
w 1979 roku Davidson i Britten (109)).

Mozliwo$é tworzenia uktadéw dwuniciowych przez odcinki hnRNA
w okolicach koincdw intronéw stanowi podstawe hipotezy mdwiagcej o udzia-
le takich struktur w obrébce hnRNA (93-96). Na podstawie analizy sek-
wencji nukleotydéw obszaréw na granicach introndw z eksonami wyli-
czono, ze mogace sie tworzy¢ struktury dwuniciowe sg stabilne i za-
pewniajg takie potozenie koncéw eksondw, ktédre umozliwia wyciecie
intronu i nastepnie potgczenie eksonéw. Z proponowang hipotezg zgodny
jest fakt, ze w hnRNA wystepujg wewnatrzczasteczkowe uktady dwuni-
ciowe, ktérych ilos¢ w czasie dojrzewania RNA silnie maleje (110, 111).
Przy takim modelu zwigzanie snRNA z hnRNA uniemozliwiatoby two-
rzenie wewnatrzczasteczkowych uktadéw dwuniciowych i hamowatoby
obrobke hnRNA (94). Eksperymenty z zastosowaniem proflawiny (barw-
nika interkalujgcego pomiedzy ptaszczyzny zasad azotowych w dwuni-
ciowych kwasach nukleinowych) wykazaty, ze istnienie niezaburzonych
struktur dwuniciowych jest istotne dla obrdbki pierwotnych transkryp-
tow genomu SV 40 (112).

Kolejna hipoteza zaktada powstawanie struktur tréjniciowych z udzia-
tem bogatych w nukleotydy pirymidynowe koricow intronu i odcinka
poliadenylowego konca 3' hnRNA (113). Struktura taka ma wigza¢ enzy-
my dokonujgce wyciecia intronu, a miejsce ich dziatania moze okreslaé
krotka sekwencja nukleotydow (np. GU i AG na koncach intronu). Jest
takze prawdopodobne, ze obrobke hnRNA regulujg biatka wystepujace
w kompleksach hnRNP, lub tez bardzo ztozone i dlatego trudne do zi-
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dentyiikowania sekwencje nukleotydéw *K Bez wzgledu na to, jaki jest
rzeczywiscie mechanizm rozpoznawania granic miedzy eksonami a intro-
nami, wiele eksperymentow wskazuje, ze jest on uniwersalny u wszyst-
kich badanych organizmoéw.

Stwierdzono, ze odcinki DNA zawierajgce geny mozaikowe po wpro-
wadzeniu do komérek obcych gatunkéw mogg ulega¢ ekspresji, dajac
w efekcie produkty biatkowe identyczne, lub bardzo podobne do normal-
nych. Oznacza to, ze pierwotne transkrypty tych gendéw, zawierajgce in-
trony, ulegaja prawidtowej obrébce, polegajacej na doktadnym wycieciu
intronéw i polgczeniu eksondw. Sprawdzono, ze struktura genu wprowa-
dzonego do obcej komorki nie ulega zmianom (114, 115) i ze istotnie
transkrybowane sg takze sekwencje intronowe (116). Dos$wiadczenia tego
rodzaju wykonano wprowadzajgc geny owoalbuminy kury (114, 115),
(3-globiny krdlika (116, 117), [3-globiny cztowieka (118) do komdrek my-
sich, geny SV 40 (119-121) i owoalbuminy kury (122) do oocytow X. lae-
vis, gen (3-globiny myszy za poS$rednictwem SV 40 do komorek mal-
py (123).

We wszystkich przypadkach wprowadzone obce geny kierowaly syn-
tezg hnRNA, ktéry ulegat normalnej obrdbce (koniec 5 powstajgcego
w fibroblastach myszy mRNA (3-globiny krolika nie zawierat 48 nukleo-
tydow (117), mRNA owoalbuminy syntetyzowany w mysich komdrkach L
miat dtuzszy odcinek liderowy, niz normalny (115)). Normalne produkty
translacji wykryto we wszystkich przypadkach, w ktérych je badano
(114, 119-121).

Uniwersalny charakter mechanizmu obrobki hnRNA potwierdzit wy-
nik eksperymentu, w ktorym w miejsce intronu w genie biatek wiriona
SV 40 (VP 1, VP 2, VP 3) wprowadzono intron wraz z krétkimi odcin-
kami eksonow genu (3-globiny myszy (124). Tak skonstruowany gen ulegat
transkrypcji i sekwencja intronu byta wycinana z hnRNA. W efekcie
gromadzit sie stabilny mRNA stanowigcy hybryde sekwencji eksonéw
genu SV 40 i (3-globiny myszy. Stosujac tego rodzaju eksperymenty wy-
kazano, ze uniwersalny sygnat kierujgcy wycinaniem intronéw nie jest
symetryczny. Intron genu (3-globiny wstawiony w gen SV 40 w kierunku
takim, jak w genie (3-globiny ulegat prawidtowemu wycieciu z pierwot-
nego transkryptu, wstawiony natomiast w kierunku przeciwnym — nie,
mimo, ze kierunek wstawienia intrcnu nie wptywat na wydajno$¢ trans-
krypcji hybrydowego genu (124, 125). Stwierdzono takze, ze do prawidio-
wego wycinania intronu z hnRNA wystarcza odcinek 18 nukleotydéw
eksonu po stronie 5' intronu (125).

Gen (3-globiny krélika wprowadzony do komérek drozdzy ulega trans-

* Danych o ewentualnych mechanizmach rozpoznawania intronéw w prekur-
sorach tRNA i rRNA jest znacznie mniej; w kazdym razie sekwencje nukleotydow
koAcow intronéw tych RNA nie wykazujg homologii z sekwencjg najwiekszej zgod-
nosci.
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krypcji, jednakze nie nastepuje wyciecie intronéw ani translacja (126),
mimo, ze w genomie jadrowym drozdzy wystepuje co najmniej jeden
gen mozaikowy (38, 39), ktérego intron ma na koncach sekwencje nu-
kleotydow podobne, jak u wyzszych Eukaryota. Jest jednakze mozliwe,
ze uzyty do transformacji drozdzy plazmid nie wnika do jadra komorki,
co mogtoby ttumaczyé brak wiasciwej obrobki pierwotnego transkryptu.

Geny mozaikowe wprowadzone do komorek E. coli nie prowadza
do syntezy odpowiednich biatek, natomiast po wprowadzeniu cDNA be-
dacego kopia mRNA owoalbuminy kury komorki E. coli syntetyzuja
owoalbumine (127). Fragmenty genomu drozdzy moga znosi¢ efekty mu-
tacji auksotrofowych w E. coli, co oznacza, iz odpowiednie geny drozdzy
nie majg struktury mozaikowej (128). Bezposrednie sprawdzenie sek-
wencji nukleotydéw hybrydowych plazmidéw uzytych w tych dos$wiad-
czeniach potwierdza ten wniosek.

Nie stwierdzono, by in vivo dochodzito do omytkowego wycinania od-
cinka intron-ekson-intron zamiast jednego intronu i w konsekwencji two-
rzenia zaburzonych mRNA, pozbawionych sekwencji catych eksonow.
Zaden z proponowanych mechanizméw obrébki hnRNA nie tlumaczy za-
sady, pozwalajgcej unikac¢ takich bledéw. Mozliwe, ze Srodkowe odcinki
intronow zawierajg jaki$ sygnat, uniemozliwiajacy omytkowe wyciecie
zbyt duzego odcinka hnRNA. Mozliwe jest takze, iz kompleksy enzyma-
tyczny lub mate czasteczki RNA, uczestniczace w wycinaniu intronéw,
przemieszczajg sie wzdtuz czasteczki hnRNA poczynajgc od konca 5' lub
3' i prowadzg do usuniecia fragmentdw hnRNA lezgcych miedzy dwoma
sgsiednimi sygnatami, nie pomijajgc zadnego z nich (79). Fakt, ze sygnatly
kierujace wycinaniem intronéw nie sg symetryczne, umozliwia precy-
zyjne funkcjonowanie tego hipotetycznego mechanizmu. Nie wydaje sie,
by okre$lona diugos¢ intronu mogta uniemozliwia¢ wycinanie zbyt diu-
giego odcinka.

IV. Ewolucyjne pochodzenie genéw mozaikowych i rola intronéw

Zardwno powszechne wystepowanie genéw mozaikowych u Eukaryota,
jak i prawdopodobnie uniwersalny mechanizm obrébki mozaikowych
hnRNA wskazujg na to, ze geny mozaikowe sa ewolucyjnie bardzo stare.
Poréwnanie struktury gendw kodujacych homologiczne biatka réznych
gatunkéw, lub biatka pokrewne w obrebie jednego gatunku, daje wiele
interesujgcych informacji o prawdopodobnej historii ewolucyjnej genow
mozaikowych, a takze o ewentualnym znaczeniu intronow.

Wszystkie zbadane geny globin zawierajg dwa introny, ktérych po-
tozenie jest we wszystkich przypadkach bardzo zblizone (zwiezte omoéwie-
nie struktury gendw globin dajg Leder i wsp. (129) i Proudfoot
i wsp. (130)). Oznacza to, ze gen pra-globiny (przed pojawieniem sie w wy-
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niku duplikacji i niezaleznej ewolucji genéw kodujacych rézne typy glo-
bin) takze zawierat dwa introny. Moment pojawienia sie odrebnych
a- i (3-globin ocenia sie na okoto 5X108 lat temu. Poréwnanie diugosci
i sekwencji nukleotyddw odpowiednich intronéw gendw a- i (3-globin
myszy (131), (3-globin myszy i krélika (42, 132), @ngj i @min-globin myszy
(133) wskazuje, ze tempo zmian ewolucyjnych jest w tych obszarach ge-
néw bardzo nierownomierne. Sekwencja nukleotydow w poblizu koAcow
intronéw jest niemal niezmienna (dotyczy to nie tylko oméwionego wczes-
niej obszaru najwiekszej zgodnosci), natomiast im blizej $rodka intronur
tym wieksze tempo zmian ewolucyjnych sekwencji nukleotydow. Doty-
czy to szczegdlnie drugiego intronu, potozonego w miejscu kodujacym
aminokwasy 104—105, ktérego dtugo$¢ wynosi od 128 (w genie a-globiny
cztowieka (134)) do 904 nukleotydéw (w genie y-globiny cztowieka (135)).
Ewolucja tych fragmentow intronéw zachodzi w wyniku licznych dupli-
kacji, delecji i insercji. Wydaje sie, ze sekwencja nukleotyddw w tym
obszarze genu moze by¢ dowolna, a dlugos¢ intronu jest wypadkowg pro-
cesow delecji i insercji.

Sekwencja nukleotydéw pierwszego intronu genéw globin wykazuje-
bardzo matg zmienno$¢ ewolucyjng, zblizong do zmiennos$ci obszaréw ko-
dujacych sekwencje aminokwasdw globin. W genach @min- i @maj-globin
myszy, ktorych powstanie ocenia si¢ na okoto 5X107 lat temu, sekwencje
nukleotydéw tego intronu rdznig sie pomiedzy sobg tylko trzema na 11&
nukleotydami (133). Fakt, ze wszystkie ulegajace ekspresji geny globin
zawierajg takg samg liczbe introndw wskazuje, ze pojawianie sie i delecje
catych introndw nie sg w funkcjonujacych genach zjawiskiem czestym.
Takze w genach witellogenin X. laevis liczba i potozenie intronéw sg state,,
natomiast ich diugosci i sekwencje nukleotydowe — bardzo r6zne (54).

Geny preproinsuliny cztowieka i kury zawierajg dwa introny w iden-
tycznym potozeniu (43, 44). Szczur ma dwa geny preproinsulin — jeden
z nich ma strukture taka, jak geny cztowieka i kury, natomiast drugi za-
wiera tylko jeden intron, w potozeniu takim, jak w innych genach (67).
Mozna przypuszczaé, ze pierwotny gen preproinsuliny, przed rozejSciem
sie przodkéw ptakéw i ssakéw, zawierat dwa introny. U przodka szczura
nastgpita duplikacja genu i jedna z kopii utracita intron. Utrata intronu
nie zaburzyta ekspresji genu (136, 137).

Takze geny pokrewnych biatek jednego gatunku (owoalbuminy i owo-
mukoidu kury (46-48), a-fetoproteiny i albuminy szczura (51, 138)) za-
wierajg zblizong liczbe intronéw w podobnym potozeniu.

Fakt ewolucyjnej statoSci liczby i potozenia intronéw moze Swiadczyc
o roli, jakg odgrywajag w ekspresji genéw. Mozliwe jest tez, iz nie istnieje
wydajny mechanizm wstawiajgcy i usuwajacy introny na poziomie ge-
nomu. Mechanizm taki musiatby dziata¢ bardzo precyzyjnie, gdyz kazda
niedoktadno$¢ przy wycinaniu intronu z DNA prowadzitaby do powstania
genu o zaburzonej sekwencji nukleotydéw kodujacych biatko.



il6 J FRONK [14]

Dane uzyskane w badaniach ekspresji genéw pozbawionych intronéw
in vitro Swiadczg o tym, ze przynajmniej jeden intron w genie potrzebny
jest do utworzenia mogacego podlega¢ translacji, stabilnego, mRNATY)
(nie dotyczy to oczywiscie genow, ktére normalnie nie zawierajg intro-
now).

Mutant SV 40, pozbawiony in vitro intronu w genie kodujgcym biat-
ka otoczki wirionu nie syntetyzuje tych biatek i nie gromadzi odpowied-
niego mMRNA, mimo, ze transkrypcja sekwencji eksonowych tak sprepa-
rowanego genu nie jest zaburzona (139, 140). Podobnie, hybrydowy gen
SV 40, zawierajagcy sekwencje cDNA (3-globiny krolika kieruje syntezg
stabilnego, podlegajagcego translacji, hybrydowego mRNA tylko wtedy,
gdy zachowany jest intron w obszarze genu SV 40. Gdy intronu tego brak,
pomimo wydajnej transkrypcji, nie gromadzi sie mRNA (141).

Jesli do takiego genu wprowadzié¢ fragment genu (3-globiny krdlika,
zawierajagcy maty intron wraz z krétkimi odcinkami eksonow, to pierwot-
ny, hybrydowy transkrypt ulega obrébce i gromadzi sie stabilny mRNA
(124). Co ciekawe, miejsce wstawienia fragmentu globinowego byto w
tym eksperymencie odlegte od potozenia naturalnego intronu SV 40 o 221
nukleotydéw. Dla obrébki hybrydowego transkryptu istotny jest Kieru-
nek wbudowania fragmentu zawierajgcego intron — musi on by¢ zgodny
z naturalnym kierunkiem transkrypcji.

Zardwno duza zmienno$¢ sekwencji nukleotydow intronéw, jak i bez-
posrednia analiza tych sekwencji wskazujg, iz zadne biatka nie sg przez
introny kodowane. Poza tym, sekwencje intronowe nie sg odnajdywane
w cytoplazmatycznym RNA, a synteza biatek w jadrze wydaje sie nie
zachodzic.

By¢ moze odmienne pod tym wzgledem sg geny w mitochondriach
drozdzy. Jeden z intronéw genu cytochromu b koduje biatko, nazwane
przez Stonimskiego maturazg, biorgce udziat w wycinaniu z pier-
wotnego transkryptu tego wtasnie intronu, a takze zapewne intronéw
genu oksydazy cytochromowej (142). Réwniez intron w genie rRNA 21 S
mogtby kodowac polipeptyd o diugosci 235 aminokwaséw (25). Ta za-
pewne wyjagtkowa sytuacja ma miejsce w mitochondriach, gdzie nie ma
przestrzennego rozdzielenia proceséw transkrypcji (i obrdbki transkryp-
tu) i translacji.

Powszechne wystepowanie gendw mozaikowych i dane o znaczeniu
introndw w ich ekspresji prowokujg pytanie o moment i przyczyny po-
jawienia sie dwoch typow organizacji genow — mozaikowej i ciggtej. Po-
niewaz w bardzo dobrze poznanych genomach Prokaryota nie wykryto

* Wyniki eksperymentu przeprowadzonego przez grupe O’Malley’a (114) wy-
dajg sie Swiadczy¢ przeciw pogladowi o koniecznosci intronu dla utworzenia stabil-
nego transkryptu. cDNA owoalbuminy wprowadzony w postaci zrekombinowanego
plazmidu do oocytéw X. laevis ulega transkrypcji, a transkrypt jest stabilny; jed-
nakze nie ulega on translacji.



15] GENY MOZAIKOWE 17

genow mozaikowych, mozna przyjaé, ze wystepowanie intronéw jest cha-
rakterystyczne tylko dla genomu jadrowego i organellarnego Eukaryota.
Organizacje genoméw Prokaryota i Eukaryota rozni wyraZznie jeszcze
jedno. Nawet u nizszych Eukaryota nie ma operon6w, tzn. wspoélnie
transkrybowanych ciggéw gendéw kodujacych enzymy jednego szlaku
metabolicznego, podczas gdy taka organizacja i wspélna regulacja eks-
presji genoéw ciggéw metabolicznych jest regutg u Prokaryota.

Przyjecie klasycznego schematu powstawania organizméw (przeksztat-
cenie pra-Prokaryota w Eukaryota i prokariotyczne pochodzenie orga-
nelli) oznaczatoby przejScie od oszczednie wykorzystywanego, upakowa-
nego genomu typu prokariotycznego, do genomu typu eukariotycznego.
Wspolnie transkrybowane i regulowane geny operonéw ulegtyby rozsia-
niu po catym genomie — co trudno uznaé za zjawisko mogace dawac¢ orga-
nizmowi przewage selekcyjng. Podobnie, introny musiatyby zostaé ,wsta-
wione” w ciggte geny. Sytuacja taka wydaje sie mato prawdopodobna —
wstawienie obcej sekwencji nukleotydowej w obszar funkcjonujacego ge-
nu powinno raczej zaburzy¢ jego dziatanie, niz by¢ dla organizmu ko-
rzystne. Poza tym musiatby najpierw istnie¢ mechanizm pozwalajgcy na
wycinanie intronéw z RNA, ktérego funkcja w organizmie zawierajgcym
poczatkowo wyitgcznie geny ciagte bytaby niewyttumaczona. Co wiecej,
obecno$¢ gendw mozaikowych w organellach, ktérych wiele wiasciwosci
sugeruje, ze ich ewolucja byta bardzo powolna (dzieki bardzo malej
zmiennosci ich srodowiska) wskazuje, ze ich przodkowie, bedacy zapewne
jednymi z pierwszych organizmdéw na Ziemi, réwniez mieli geny mo-
zaikowe.

Mozna zatem przypuszczaé, ze mozaikowa organizacja genéw byta
pierwotng, a ciggte, bezintronowe geny (jak u wspotczesnych Prokaryota)
sg zjawiskiem wtornym (143).

Gilbert (11), Doolittle (144), Blake (145, Darnell
Jr. (146) przedstawili szereg wzajemnie uzupetniajgcych sie koncepcji,
ttumaczacych przyczyny bardzo wczesnego pojawienia sie gendéw mo-
zaikowych.

Wiekszo$¢ biatek o ciezarze czasteczkowym ponad 20.000 zbudowa-
nych jest z wyraznie wyodrebnionych globularnych jednostek, zwanych
domenami, potgczonych odcinkami tancucha polipeptydowego o ubogiej
strukturze trzeciorzedowej. W wielu réznych enzymach wystepujg do-
meny o podobnej strukturze i funkcji (147, 148). Zestawienie domenowej
budowy biatek z mozaikowag budowa kodujacych je genéw prowadzi do
logicznego przypuszczenia, ze by¢ moze poszczeg6lne eksony kodujg od-
cinki tancucha polipeptydowego odpowiadajace poszczeg6lnym domenom
(11, 145). Gdyby tak byto, to tworzenie biatek o nowych witasciwosciach
w wyniku potgczenia w jeden tancuch polipeptydowy kilku juz funkcjo-
nujagcych w innych biatkach domen wymagatoby na poziomie genu pro-
stego przeniesienia jednego eksonu w sasiedztwo drugiego tak, by wspol-

2 Postepy Biochemii 1-2/82



18 J. FRONK [16]

nie tworzyly jednostke transkrypcyjng. Oddzielajagcy je odcinek intro-
nowy, o niemal dowolnej dtugosci, ulegatby wycieciu z pierwotnego trans-
kryptu. Operacja taka bytaby znacznie trudniejsza, gdyby geny byly
ciggte i nie istniat mechanizm usuwajgcy introny z RNA; wowczas prze-
niesienie odcinka DNA kodujacego jedng domene na koniec innego od-
cinka DNA musiatoby odby¢ sie z dokiadnos$cia do jednego nukleotydu,
tzn. ,,na styk”.

Mozliwos$é tworzenia enzymoéw o nowych wiasciwosciach dzieki wy-
korzystaniu juz dziatajacych i sprawdzonych fragmentow biatek (domen)
pozwalataby na znacznie szybszg ewolucje, niz przy koniecznosci two-
rzenia oryginalnych rozwigzan dla kazdej nowej funkcji metoda poje-
dynczych mutacji i diugotrwatej selekcji powstajagcych przypadkowych
produktéw. (Podobnie w elektronice zastosowanie uktadéw scalonych w
miejsce pojedynczych tranzystoréw, diod, opornikéw niestychanie przy-
spieszyto rozw0j tej dziedziny.) Szczeg6lne znaczenie miatoby przenosze-
nie odcinkéw regulujacych ekspresje gendéw (np. odcinkéw liderowych),
kodujacych polipeptydy sygnatowe, czy tez domeny wigzace grupy pro-
stetyczne.

W wielu przypadkach udato sie wykazaé, ze istotnie eksony koduja
pojedyncze domeny biatek. W genach globin $rodkowy ekson koduje
odcinek biatka zdolny do wigzania hemu z powinowactwem niemal iden-
tycznym, jak kompletne biatko (149). Podobnie, zwigzek miedzy eksona-
mi a domenami biatek wykazano dla lizozymu (150) i owomukoidu (151).

Introny mogtyby mieé jeszcze inne znaczenie. Szybka ewolucja sek-
wencji nukleotydéw intronéw moze prowadzi¢ do zmniejszenia homologii
sekwencji nukleotydéw duplikowanych genéw, co obnizatoby prawdopo-
dobieAstwo ich niewzajemnej rekombinacji i delecji jednego z nich (131).

Jest bardzo prawdopodobne, ze we wczesnych etapach ewolucji ge-
néw mozliwosci réznej obrébki pierwotnych transkryptéw genu mo-
zaikowego pozwalaly na uzyskanie wiekszej réznorodnosci produktéw
biatkowych, niz bytoby to mozliwe, gdyby jeden gen (jednostka trans-
krypcji) kodowat tylko jeden rodzaj tancucha polipeptydowego. Takie
»wieloznaczne” wykorzystanie genédw mozaikowych dzieki zréznicowanej
obrébce hnRNA jest charakterystyczne dla wiruséw, gdzie prawdopodob-
nie wielko$¢ genomu jest bardzo ograniczona (97).

W organizmach prostych, w ktérych replikacja i transkrypcja geno-
mu sg istotnym wydatkiem energetycznym, wystepowanie stosunkowo
dtugich sekwencji nukleotydowych pozbawionych bezposredniej funkcji
stanowi duze obcigzenie; totez usuniecie ,zbednych” odcinkéw intro-
nowych pozwolitoby na znaczne oszczednosci w wydatkowaniu energii,
umozliwiajac np. czestsze podziaty komoérek. Z drugiej strony perspekty-
wy ewolucyjne takiego organizmu bytyby znacznie ograniczone z po-
wodu utracenia mozliwosci tatwego i szybkiego tworzenia biatek o no-
wych wiasciwosciach i nowych sposobéw regulacji ekspresji genow. Jest
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prawdopodobne, ze przodkowie obecnych Prokaryota utracili introny, co
umozliwito im bardzo szybki, ale krétkotrwaty rozwdj. Powstat szereg
wyspecjalizowanych gatunkéw niezdolnych jednakze do tworzenia ztozo-
nych organizméw. Organizmy, ktére zachowaly mozaikowa budowe ge-
néw mogly ustepowac¢ w bezposrednim wspotzawodnictwie organizmom
prokariotycznym, natomiast dzieki zdolnosci do szybkiego tworzenia no-
wych funkcji enzymatycznych i systemow regulacyjnych datly poczatek
ztozonym Eukaryota.

Tak wiec, by¢ moze, ogromng réznorodno$¢ Swiata zywego i istnienie
nas samych zawdzieczamy mozaikowym genom.

Zaakceptowano do druhu 30.10.1981
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Wykaz stosowanych skrotow: snRNA — niskoczasteczkowe jadrowe RNA;
snRNP — czastki rybonukleoproteinowe zawierajgce snRNA; NHP — biatka nie-
histonowe; LE — Lupus Erythematosus; pre-mRNP — czastki rybonukleoproteino-
we zawierajagce pre-mRNA; hnRNA — heterogenny jadrowy RNA; hnRNP —
czastki rybonukleoproteinowe zawierajgce hnRNA.

I. Wprowadzenie

Dynamiczny rozwdj technik elektroforetycznego frakcjonowania kwa-
sow nukleinowych w latach 60-tych przyczynit sie w znacznej mierze do
wykrycia nieznanych dotagd typow RNA o niskim ciezarze czasteczko-
wym, (4,5-8S), wystepujacych powszechnie w jadrach komérkowych
(1, 2). Sg one rozne od dotychczas poznanych mRNA, tRNA i rRNA, i ze
wzgledu na unikalne wystepowanie w jgdrze komdérkowym zostaty umow-
nie nazwane niskoczgsteczkowymi jagdrowymi RNA (snRNA). Wykazano,
ze sa one natywnymi czasteczkami, a nie produktami degradacji RNA
0 wiekszej masie (3). Wiykryto réwniez nieznane dotad RNA o podobnej
wielkoSci w bakteriach (4) i wirusach (5, 6, 7). Zidentyfikowano kilka do
kilkunastu frakcji snRNA w zaleznosci od pochodzenia komérek. Cha-
rakterystycznymi cechami tej grupy kwaséw rybonukleinowych jest
wysoka trwatos¢ metaboliczna oraz wystepowanie struktury Cap na kon-
'Cu 5' czasteczki, roznigcej sie istotnie od struktury Cap, wystepujacej
w mRNA (8).

Mimo, ze wiele grup badawczych na S$wiecie prowadzi od kilku lat
intensywne badania biochemiczne tych RNA, nie wyjasniono dotad ich
funkcji w komoérce. Zainteresowanie niskoczgsteczkowymi jgdrowymi
RNA wzrosto w ostatnim czasie dzieki stwierdzeniu ich bliskiego zwigzku
z metabolizmem mRNA. Wiele danych doswiadczalnych przemawia za
ich udziatem w wycinaniu sekwencji intronowych z pierwotnych trans-
kryptow mRNA (9, 10).

Il. Charakterystyka niskoczgsteczkowych, jadrowych RNA

I1-1. Klasyfikacja i nomenklatura snRNA

Jednym z podstawowych kryteriéw klasyfikacji snRNA jest ich wiel-
ko$¢ oznaczana na podstawie migracji w zelu poliakryloamidowym. Naj-
czesciej stosowany jest do tego celu 10°/0 zel. Elektroforetyczne frakcjo-
nowanie snRNA jest réwniez przeprowadzane w warunkach denaturujg-
cych w obecnosci 7M mocznika. Na podstawie elektroforezy w 10°0 zelu
poliakryloamidowym wyrézniono od kilku do kilkunastu frakcji snRNA
w zaleznosci od ich pochodzenia i warunkéw rozdziatu. Powstato kilka
niezaleznych nomenklatur snRNA. Do najczeSciej stosowanych w pismien-
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nictwie nalezg nomenklatura Weinberga i Penmana (1, 2) oraz
nomenklatura Buscha i wspotpracownikow (3). Wyrdzniono naste-
pujace frakcje wedtug rosngcej ruchliwosci elektroforetycznej: K, 8S(L),
U3A), B, UZC), Ui(D), F, 5SHI(G"), 4,5S(H) (W nawiasach nazewnictwo
Weinberga i Penmana). Najtatwiej identyfikowanymi snRNA w komor-
kach eukariotycznych sg: U3A), UZXC), Ui(D), 5SIHII(G"), 4,55(H) (2.

11-2. Wystepowanie snRNA w komoérce

Niskoczasteczkowe jadrowe RNA wystepujg unikalnie w jadrze ko-
morkowym (3) i sg SciSle zwigzane z jego metabolizmem. Z danych z pi-
Smiennictwa wynika, ze niektore snRNA sg przejsciowo obecne w cyto-
plazmie w formie prekursoréw (2, 11). Stwierdzono, np. ze frakcje UZC)
i Ui(D) znajduja sie w cytoplazmie przez kilka minut po ich syntezie, po
czym przechodzg do potomnych jader (12, 13, 14, 15). Dojrzate czasteczki
wystepuja w cytoplazmie jedynie po zaniku biony jadrowej podczas po-
dziatu komérki, a po zakonczeniu kariokinezy znajdujg sie w potomnych
jadrach (16, 17). Frakcja U3A) jest specyficznie zwigzana z jaderkiem
(1, 2) podobnie jak frakcja 8S(L) (1, 18, 19, 20). Frakcje UZC) i UXD) oraz
4,5S(H) wystepuja w regionie pozajaderkowym (3).

11-3. Wystepowanie snRNA w komoérkach réznych rodzajow

snRNA zidentyfikowano zaréwno w wyzszych Eukaryota jak i w niz-
szych np.: w Neurospora crassa (21), Amoeba proteus (16, 22, 23) i Dic-
tyostelium discoideum (24). W obrazie elektroforetycznym snRNA po-
chodzacych z réznych komdrek istnieje pewne zrdéznicowanie. W komor-
kach szpiczakowych myszy pierwotnie nie zidentyfikowano frakcji U3A)
ktora, jak ostatecznie ustalono, migruje w tym wypadku razem z frakcja
U2ZC) (25). Frakcja Ui(D) jest homogenna w komoérkach Hela, natomiast
w innych ludzkich komorkach zawiera co najmniej dwie komponenty (9).
Frakcja 4,5S(H) zawiera trzy komponenty — 4,5SI, 4,5SIl, 4,5SIIl w ko-
morkach watrobiaka Novikoffa i w komorkach raka wysiekowego Ehrli-
cha, bedac homogenng w komorkach HelLa (3). Dzieki precyzyjnym me-
todom frakcjonowania ustalono, ze snRNA stanowig okoto 10°/0 catkowi-
tego jadrowego RNA (2, 18). Najliczniej wystepuje Uj(D) RNA, przeciet-
nie w liczbie 1X10® czasteczek na komérke, U3A)RNA i 5SIHI(G)RNA
wystepuje w liczbie po okoto 2X105 czgsteczek na komorke, a UZC)
i 45S(H) w liczbie po okoto 1X105czasteczek na komorke (1, 26).

I1-4. Asocjacja snRNA z biatkami i chromatyna

Z dotychczasowych badan wynika, ze snRNA wystepujag w jadrze
komdérkowym w formie komplekséw z biatkami (1, 11, 27). Lerner,
oraz inni autorzy wykazali obecno$¢ snRNA w postaci czastek rybonu-
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kleoproteinowych 10S w obrebie hnRNP (9, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
51, 52), przy czym snRNA stanowig 10-20°/0 RNA wystepujacego w hnRNP
40S (36). Stosujgc frakcjonowanie solne wykazano, ze przecietnie okoto
65-75°/0 sSnRNA jest zwigzane z chromatyng (37). Stopien zwigzania z chro-
matyng zalezy od stanu funkcjonalnego komorki. Frakcja U3A) w wa-
runkach wysokiej aktywnosci transkrypcyjnej jaderka jest silnie zwigzana
z chromatyna jaderkowg i nie ulega oddzieleniu w stezeniu 0,5M NacCl,
jak rowniez po trawieniu DNaza trzustkowa. W obecnosci aktynomycyny
D w stezeniu 0,04 fxg/ml U3A)RNA ulega oddzieleniu od jaderka w znacz-
nie nizszym stezeniu soli — 0,2M NaCl.

Doniesienia dotyczace stopnia zwigzania z chromatyng innych snRNA
sq sprzeczne (1, 11). Stwierdzono wysokie powinowactwo snRNA do cze-
Sciowo zespiralizowanej chromatyny (profazalnej i anafazalnej) (23).

11-5. Synteza i dojrzewanie snRNA

Do najwazniejszego stwierdzenia nalezato, ze niskoczgsteczkowe ja-
drowe RNA nie sg produktami degradacji innych RNA (3, 38). Badania
majace na celu stwierdzenie, ktéra z trzech podstawowych polimeraz RNA
jest odpowiedzialna za synteze snRNA daty sprzeczne wyniki.

Wedtug ostatnich badan synteza U3A), UZC) i Ui(D) RNA odbywa sie
przy udziale polimerazy II, biorgcej udziat w syntezie mRNA (39, 40).
Powyzszy fakt moze dowodzi¢ bliskiego wspétdziatania tych RNA.

Niskoczasteczkowe jadrowe RNA s3g syntetyzowane w formie prekur-
soréw (13, 41, 42), a ich dojrzewanie polega na odcieciu 5-10 nukleotydow
(42) oraz modyfikacji niektérych nukleotydéw. Proces dojrzewania trwa
okoto 15 minut (1). Niektdre snRNA sg przejsciowo obecne w cytoplaz-
mie w formie prekursorow niezwigzanych z biatkami (13, 42, 61).

Proces metylacji snRNA jest zlozony. Sugerowano, iz pewne jego
etapy zachodzg w cytoplazmie, czego dowodem jest fakt, ze kilka snRNA
ma na konfcu 5' charakterystyczng strukture Capll, ktérej powstanie wa-
runkujag enzymy cytoplazmatyczne. W przeciwienstwie do tego struk-
tura Capi powstaje w jadrze komorkowym (41). Proces odcinania nad-
miernych nukleotydéw zachodzi w cytoplazmie i w jadrze, po czym
snRNA dopiero w postaci dojrzatych czasteczek wigza sie z biatkami (13).

11-6. Trwato$é snRNA w komérkach

Jedng z charakterystycznych cech niskoczgsteczkowych jadrowych
RNA jest ich wysoka trwato$¢ metaboliczna (3, 11, 19, 43). Pétokres trwa-
nia niektdrych snRNA jest dtuzszy od pojedynczego cyklu komérkowego
(1, 44). Stwierdzono, ze pdtokres trwania frakcji L, UJA), UZC), Uj(D)
pochodzacych z komdrek chomika (BHK-21) wynosi 5-7 dni (44). Wedtug
Weinberga, potokres trwania frakcji U3A), Uj(D) i 5SIII(G") z ko-
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morek HelLa jest réwny potokresowi trwania cytoplazmatycznego rRNA,
natomiast potokresy trwania frakcji U2C) i 4,5S(H) sag odpowiednio krét-
sze: 25 godz., 30 godz. Fo 24 godz. cd odmycia radioaktywnego izotopu
po pulsowym znakowaniu komorek HelLa, snRNA stanowiag gtéwny zna-
kowany jadrowy RNA (1). Podobne zjawisko stwierdzano w odniesieniu
do Amoeba proteus (23, 45). Trwatos¢ metaboliczna wielu snRNA jest
uwarunkowana obecnoscia modyfikowanych nukleotydéw szczego6lnie
przy koncu 5, oraz odpowiednig drugorzedowa strukturg i trzeciorze-
dowymi oddziatywaniami fragmentow czgsteczki przy koncu 3' (3, 46).

11-7. Synteza snRNA a cykl zyciowy komorki

Powigzanie syntezy snRNA z fazami cyklu komérkowego nie jest wy-
jasnione, a doniesienia na ten temat nie sg jednoznaczne. Stwierdzono,
ze synteza snRNA w komorkach Hela zsynchronizowanych przez po-
dwdjny blok tymidynowy przebiega niezaleznie od faz cyklu komoérko-
wego (1). Ponadto nie wykazano zadnych réznic jakoSciowych w syntezie
SnRNA w komorkach stymulowanych in vitro (47, 48, 49, 50). Doniesiono
tez jednak o specyfice syntezy niektérych snRNA w poszczegdlnych fa-
zach cyklu zyciowego komérki. Wykazano, ze w zsynchronizowanych
komérkach nerki chomika pewne snRNA sg syntetyzowane szczegoélnie
aktywnie przed lub po syntezie DNA, inne natomiast nie wykazujg zr6z-
nicowania syntezy w cyklu komdrkowym. Stad sugerowano, ze niektore
sNRNA sg czynnikami regulacji podziatu komdrki (51). Stwierdzono réw-
niez, ze synteza snRNA ulega 5-10 krotnej supresji w komdérkach 3T3,
ktérych wzrost zostat zahamowany przez inhibicje kontaktowa (2). Sa
dane wskazujace, ze synteza UZC), Ui(D) i 4,55(H) RNA wystepuje tylko
jeden raz w cyklu zyciowym komorki, podobnie jak synteza DNA i hi-
stonow (52). CiekawE® zmiany jakosciowe w syntezie powyzszych frakcji
zaobserwowano réwniez w rozwoju embrionalnym jezowca. We wczes-
nym okresie rozwoju embrionalnego jezowca — intensywnej syntezie
tRNA i mRNA oraz dojrzewaniu mRNA towarzyszy synteza UZC)
i Ui(D) DNA. W fazie wylegu jezowca synteza U3A) towarzyszy proce-
sowi formowania jaderek i syntezie rRNA (53). Zaobserwowano réwniez
zmiany ilosciowe i jakoSciowe w syntezie snRNA podczas metamorfozy
kijanek w osobniki doroste (54\

11-8. Organizacja genéw snRNA

Na podstawie hybrydyzacji shnRNA-DNA w roztworze stwierdzono, ze
geny niskoczasteczkowych jagdrowych RNA nalezg do grupy gendéw $red-
niopowtarzajacych sie w genomie ssakéw (55), sa rownomiernie rozmiesz-
czone w nim a nie wystepujg w zespotach. Kazda frakcja snRNA jest ko-
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dowana przecietnie przez okoto 2000 genéw. W tych samych warunkach
doswiadczenia ustalono, ze rRNA jest kodowany przez okoto 200 gendw.
Wykazano, ze liczba gendéw kodujacych U3JA), 8S(L) i Ui(D) RNA jest
zblizona do liczby genoéw kodujgcych 5S i tRNA (38). Liczba genéw snRNA
jest zaskakujagco duza w zestawieniu z ich niewielka iloscia w komorce
gdyz stanowi tylko 2-3% komdrkowego RNA (26). Na podstawie ostatnich
badan jednak mozna sgdzi¢, ze nie wszystkie geny snRNA ulegajg eks-
presji. Termiczna stabilno$¢ hybrydéw snRNA-DNA jest nizsza niz na-
lezatoby oczekiwa¢ w przypadku wysokiego stopnia komplementarnosci
zasad w dupleksie RNA-DNA. Jest wysoce prawdopodobne, ze wiele ge-
néw snRNA ulegto mutacjom, ktére uniemozliwity ich ekspresje oraz
spowodowaty obnizenie stopnia komplementarnosci miedzy snRNA wy-
stepujacymi aktualnie w komoérce a ich genami (38). Weiner i wspOipra-
cownicy analizowali strukture gendw snRNA komoérek ludzkiego tozyska
wbudowanych w genom faga X Kazdy z 24-ech w ten sposéb uzyskanych
rekombinantéw faga Azawierat fragment restrykcyjny DNA ludzkiego to-
zyska o wielkosci 15 kilozasad, zawierajacy sekwencje komplementarng
do U3A), UZC) lub U~AD) RNA. Badania sekwencyjne dwoch z powyz-
szych rekombinantdw faga 1 zawierajagcych ludzki DNA wykazaty obec-
nos$¢ gendw U2AC) i UMD) RNA o0 nieco zmienionej sekwencji; sg to tzw.
pseudogeny tych RNA. Pseudogeny odpowiadajg genom zmienionym na
skutek mutacji zaistniatych w rozwoju filogenetycznym, tak dalece, ze
ich ekspresja zostata zahamowana. Hybrydyzacja shRNA-DNA na filtrze
nitrocelulozowym z pozostatymi 22-oma rekombinantami faga 1 wyka-
zala w 20-tu przypadkach réwniez wystepowanie pseudogenéw wyzej
wymienionych trzech frakcji snRNA. Nie wykazano w tych przypadkach
obecnosci duplekséw snRNA-DNA odpornych na dziatanie RNazy TI.
Na podstawie profilu topnienia hybryddw snRNA-DNA stwierdzono dos¢
znaczna jednorodnos$¢ (56). Mutacje niektérych gendw snRNA nie do-
prowadzitly do zahamowania ich ekspresji. Swiadczy o tym pewne zréz-
nicowanie sekwencji czasteczek nalezacych do tej samej frakcji snRNA.
W komérkach HelLa oraz w komdrkach mézgu szczura zidentyfikowano
kilka rodzajow U5G")RNA. Oznacza to, ze jest on syntetyzowany na pod-
stawie wiekszej liczby genéw podobnie jak np. 55 rRNA. Oznacza to
réwniez, ze mutacje, ktére wptynety na zmiennos$é tych genow, nie za-
hamowaty ich ekspresji. Stato sie to mozliwe, poniewaz nie wywotaty
zmian struktury przestrzennej i rozmieszczenia modyfikowanych nukleo-
tydow, co jest niezwykle istotne dla funkcji dojrzatej czasteczki snRNA.
Réwniez w przypadku U3A)RNA z komdrek hepatoma Novikoffa (57)
i Dictyostelium discoideum (24) wykazano obecno$¢ kilku typéw czaste-
czek pod wzgledem sekwencji nukleotydow. Mimo, ze niektdre pseudo-
geny moga ulegac transkrypcji in vivo nie prowadzi to do powstania doj-
rzatej czasteczki snRNA, o czym Swiadczy wysoka konserwatywnos$¢ sek-
wencji tych RNA w réznych gatunkach ssakéw. Istnieje alternatywna
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interpretacja, wedtug ktérej, niektére pseudogeny sg aktywne transkryp-
cyjnie i produkujg niewielkie ilosci czasteczek danego typu snRNA o nie-
co zmienionej sekwencji, ale niezmienionej ruchliwosci elektroforetycz-
nej. Pseudogeny wykryto réwniez w odniesieniu do innych dobrze ziden-
tyfikowanych rodzin genow, jak geny a i @globin réznych ssakow, geny
aktyny w Dictyostelium discoideum. Z dotychczasowych badan wynika,
ze z wyjatkiem gendéw aktyny w Dictyostelium discoideum i genow
a-globiny myszy, pseudogeny sg wykrywane w sasiedztwie rodzin gendéw
wystepujagcych w zespotach. Tymczasem pseudogeny snRNA sg rozpro-
szone w genomie. Wskazuje na to miedzy innymi fakt, ze kazdy z 24-ech
fragmentéw restrykcyjnych ludzkiego DNA w rekombinantach faga za-
wierat tylko jedng sekwencje komplementarng do U3A), UZAC) lub
U”D) RNA. Istnieje przypuszczenie, ze pseudogeny powstajg przez dup-
likacje genow i na skutek dziatajacego w konsekwencji dryftu genetycz-
nego (56). Podobny mechanizm mogt doprowadzi¢ réwniez do powstania
pseudogendéw snRNA. Jest godnym podkres$lenia, ze rozproszenie, wyso-
ka powtarzalnos¢ w genomie i réznorodno$¢ sekwencji pseudogendéw
snRNA moga mie¢ istotne znaczenie funkcjonalne. Moga mie¢ mianowicie
znaczenie regulacyjne dzieki zdolnosci hybrydyzacji z odpowiadajgcymi
im snRNA. Wykazano obecno$¢ Sredniopowtarzajacych sie sekwencji na-
lezacych do rodziny sekwencji Alu, w sasiedztwie pseudogenéw sSnRNA
(56). Sekwencje Alu zostaty zidentyfikowane w genomie Eukaryota. Po-
siadajg dtugos¢ okoto 300 nukleotydéw i sg powtdrzone okoto 300 000
razy w genomie ludzkim. Nazwa Alu pochodzi stad, ze wszystkie te
sekwencje posiadajg specyficzne miejsca ciecia dla enzymu restrykcyj-
nego Alul (59). Sekwencje Alu wystepujg miedzy innymi w poblizu
pseudogenéw UZC) i Ui(D) RNA od strony kofica 5. Stwierdzono ponad-
to, ze sekwencje Alu wystepujag w tej samej orientacji, co pseudogeny
tych snRNA. Wykryto ich obecno$¢ réwniez w sasiedztwie zespotdw
genow a i @Bglobiny ludzkiej i zespotu genow (3-globiny krélika. Dotych-
czas stwierdzono, ze sekwencje Alu wystepuja w sasiedztwie konca 5'
i w tej samej orientacji, co jednostki transkrypcyjne przepisywane przy
udziale polimerazyll. Funkcja sekwencji Alu w genomie nie jest do-
tychczas wyjasniona. Dalsze badania pseudogenéw snRNA mogg dopro-
wadzi¢ do wyjasnienia ich pochodzenia i roli (12).

11-9. Sekwencje snRNA

Wielko$¢ snRNA waha sie w granicach 100-300 nukleotydow (3). Cha-
rakterystyczna jest obecno$¢ zmodyfikowanych nukleozydéw (60, 61)
i wysoka zawarto$¢ urydyny (8, 62, 63). W przeciwiefistwie do tRNA,
snRNA nie wykazujg miedzy sobg bliskiej homologii sekwencji (3). Nie-
ktére frakcje sg spolaryzowane pod wzgledem rozmieszczenia zasad pu-
rynowych i pirymidynowych w czasteczce. Stwierdzono, ze 4,5S(H)RNA
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-chomika i myszy zawiera duzo reszt purynowych w centralnej czeSci cza-
steczki (64), natomiast 4,5S(H)RNA komoérek hepatoma Novikoffa wyka-
zuje obecno$é wielu reszt purynowych od potowy czasteczki do konca 5
i wiele reszt pirymidynowych w drugiej potowie czasteczki (61). snRNA
zawierajg przecietnie 2-3 razy mniej grup metylowych niz tRNA. Grupy
metylowe wystepujg czesciej w pozycji 2'-0-rybozy, niz w pierscieniach
zasad (2, 65, 66). Frakcje K 8S(L) i 4,5S;H)RNA sg nielicznymi snRNA
nie zawierajagcymi zmodyfikowanych nukleozydéw (61, 64). W przypadku
5SIII(G)RNA wykazano obecno$¢ kilku zmodyfikowanych nukleozydow
w odroznieniu od 5Sj i 5Sn (5S rRNA), ktore nie ulegajg modyfikacjom (3).
Ui(D) i UXA) RNA nalezg réwniez do snRNA stabiej zmodyfikowanych
(2, 3, 48). Jeden z ostatnio wykrytych snRNA — U64,7S)RNA migrujacy
miedzy 5S a 4,5S(H)RNA zawiera az 13 zmodyfikowanych nukleozydéw
i wtym trzy reszty pseudourydyny wystepujgce w centralnej czesci cza-
steczki (62). Jedng z najsilniej zmodyfikowanych frakcji snRNA jest
UZAC)RNA — zawierajgca 10 metylowanych nukleozydow i 10 reszt pseu-
dourydyny. Przy czym prawie wszystkie zmodyfikowane nukleozydy
znajduja sie w jednej trzeciej czasteczki przy koncu 5' (3, 52, 67). Bardzo
charakterystyczng cechg snRNA jest wystepowanie w nich struktury
5'Cap. Gtéwnym elementem struktury Cap w SnRNA jest 2,2,7 trojme-
tyloguanina bardzo rzadko wystepujaca u innych RNA. 2,2,7 tréjmetylo-
guanozyna jest potgczona z nastepnym nukleozydem wigzaniem 5'-5'fos-
foranowym. Sugerowano, ze zmodyfikowane nukleozydy stanowig miej-
sca wigzania okres$lonych biatek i w tym rowniez polimeraz RNA (67).
Wykazano wysoka homologie sekwencji poszczegdlnych snRNA pocho-
edzacych z réznych organizmow (3, 24, 64). Ui(D)RNA mézgu szczura,
watroby kurczecia i komorek HelLa réznig sie tylko 6-oma nukleotyda-
mi (68). Dzieki zastosowaniu metod sekwencjonowania stato sie mozliwe
stwierdzenie komplementarno$ci fragmentéw sekwencji niektorych snRNA
do sekwencji wystepujacych na granicy intron/egzon wielu pre-mRNA.
Dotyczy to 4,55(H) i UND) RNA. Jest to jedna z przestanek przemawia-
jacych za hipoteza dotyczacg udziatlu snRNA w wycinaniu intronowych
sekwencji z pre-mRNA (9, 64).

11-10. Struktura przestrzenna snRNA

Dotychczasowe badania struktury przestrzennej SnRNA dotyczg
Uia(D), UYG") i 4,55(H) RNA. Modele struktury przestrzennej snRNA
powstaty w oparciu o zatozenie maksymalnej ilosci mozliwych par zasad
w czgsteczce. Pojedynczo- i podwojnoniciowe regiony czasteczki identy-
fikowano przy uzyciu takich metod jak: hydroliza przy pomocy réznych
nukleaz — nukleazy TI, SI i nukleazy z Naja oxiana\ hybrydyzacja RNA
do oligomerow DNA i badanie wrazliwosci hybrydéw na dziatanie
RNazy H; analiza interakcji fragmentow czasteczki. Badania struktury
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przestrzennej Uia(D)RNA w roztworze doprowadzity do stwierdzenia,
ze jest ona bardzo podobna niezaleznie od pochodzenia z komdrek mébzgu
szczura, watroby kurczecia czy komoérek HelLa. Wykazano jej duzg trwa-
tos¢ w szerokim zakresie warunkéw pH i sity jonowej. Duza zawarto$¢ par
G-C jest najprawdopodobniej przyczyng wysokiej stabilnosci struktury
drugorzedowej snRNA (69). Na podstawie znanej sekwencji nukleotydéw
(4) i badan konformacji ustalono 4 podstawowe modele struktury prze-
strzennej U!a(D)RNA. Za najbardziej stabilng uznano strukture 4-ech

tzw. ,szpilek do witoséw” (I, I, I, 1V) i dwdch regionéw pojedynczo-
niciowych (pierwszy przy koncu 5 — ,e”, drugi — ,,g” wystepujacy mie-
dzy ,szpilkami do witoséw” IIl i IV (Ryc. 1).

»Szpilki do witoséw” 111 i IV przy kohcu 3' majg bardzo trwate regiony

podwdéjnoniciowe odporne na dziatanie 8M mocznika i kwasnego pH.
Stwierdzono rowniez, ze w przeciwienstwie do potowy czasteczki przy
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Ryc. 1. Struktura przestrzenna Uia(D)RNA w roztworze

Przedstawiona sekwencja nukleotydéw odpowiada U,a(D)RNA kem“é\‘é-we%zgu kurczecia.
Rozrnce w sekwencji nukleotydéw w stosunku do Uta(D)RNA komérek szczura i komoérek HelLa
zaznaczono odpowiednio OO . specyficzne miejsca ciecia przez odpowiednie enzymy hydroli-
tyczne: -O RNaza TI,-* nukleaza SI, —3 RNaza z Naja oziana, fragmenty czasteczki
zasocjowane ze sobg w warunkach niedenaturujacych. Zaznaczono fragmenty czasteczki hybry-
dyzujace z oligomerami DNA — (dGp)6 (69).

3 Postepy Biochemii 1-2/82
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koricu 5', potowa czasteczki przy koncu 3' ma bardzo zwartg strukture
stabilizowang przez oddziatywania trzeciorzedowe. Jest to skuteczna
ochrona przed dziataniem nukleaz. Zwarto$¢ struktury przestrzennej
przy koncu 3' czasteczki Uia(D)RNA jest powodem obnizonej wydajnosci
znakowania konca 3' w poréwnaniu z wydajnoscig znakowania konca 3'
5S i tRNA. Koniec 5' czasteczki nie ma struktury podwdjnoniciowej na
przestrzeni pierwszych kilkunastu nukleotydéw (e) (Ryc. 1). Jego dostep-
no$¢ umozliwia hybrydyzacje z innymi RNA. Jesli wzig¢é pod uwage
sekwencje czesto wystepujace na granicy intron/egzon w réznych pre-
mRNA (U-G, G-A), to odcinki Uja(D) RNA komplementarne do tych
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Ryc. 2. Struktura drugorzedowa UsSA(SSIII)RNA w roztworze

Przedstawiona sekwencja nukleotydéw odpowiada UBA(5SIII)RNA moézgu kurczecia. Zaznaczono
réznice w sekwencji nukleotydéw w stosunku do innych rodzajéw US55SIII)RNA, oraz specy-
ficzne miejsca ciecia przez odpowiednie enzymy hydrolityczne: —O RNaza TIl, —I nukleaza SI,
— RNaza z Naja oxiana (46).
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granicznych sekwencji mieszczg sie miedzy 8 a 11 nukleotydem (A-C-
C-Up). Z wykonanych badan struktury Uia(D)RNA w roztworze wynika,
ze segment 8-11 znajduje sie w centrum jednoniciowego odcinka czgstecz-
ki (e) przy koncu 5' dostepnego na dziatania enzymoéw. Jezeli nawet kon-
formacja Ula(D)RNA jest inna in vivo i odpowiada innemu z 4-ech mo-
deli, to segment 8-11 pozostaje zawsze jednoniciowy i dostepny (69).

Na podstawie wynikow uzyskanych dzieki zastosowaniu wyzej wspo-
mnianych metod, zaproponowano model struktury przestrzennej UG
RNA. Ma on strukture dwoch ,szpilek do wtoséw” | i Il przedzielonych
jednoniciowym fragmentem (d) (Ryc. 2).

Mimo réznic w sktadzie nukleotydowym wykazano istotne podobien-
stwa struktury przestrzennej UG") i Uja(D)RNA. Podobienstwa dotycza
w szczegdlnosci regionu 3' czasteczki: 1) oba RNA posiadajg bardzo trwa-
tg strukture ,szpilki do wtoséw” przy koncu 3' z bardzo podobng sek-
wencjg w obrebie petli (Py-Py-Py-G); 2) w przypadku obu RNA 3' kon-
cowe ,szpilki do witos6w” sg poprzedzone Kkilkunastonukleotydowymi
sekwencjami jednoniciowymi zawierajgcymi duzg ilos¢ A i U; 3) istnieje
duza homologia sekwencji w obrebie ,szpilki do wtoséw” wystepujacej
przy koncu 5' czasteczki; 4) stwierdzono oddziatywania trzeciorzedowe
w regionach czasteczek przy koricu 3. W tych oddziatywaniach biorg udziat
m.in. jednoniciowe fragmenty ,szpilki do wlosow” wystepujgcej przy
koncu 3'. PodobieAstwa w strukturze przestrzennej obu snRNA zdaja sie
Swiadczy¢ o ich podobnej funkcji w komorce, np. je$li chodzi o udziat
w wycinaniu sekwencji intronowych z pre-mRNA. Dotychczas nie stwier-
dzono jednak komplementarnosci UXG)RNA wobec sekwencji granicz-
nych intron/egzon w pre-mRNA (46). Wystepuje natomiast podobienstwo
funkcji Uia(D) a 4,55(H) RNA w wycinaniu sekwencji intronowych z pre-
MmRNA. Struktura przestrzenna 4,5S(H)RNA skiada sie z trzech ,szpilek
do wtosdw” przedzielonych jednoniciowymi fragmentami. Rycina 3 przed-
stawia wstepny model struktury przestrzennej 4,5S(H)RNA. Sekwencje
bezposrednio zaangazowane w tym oddziatywaniu znajdujg sie w $rodko-
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Ryc. 3. Prawdopodobna struktura drugorzedowa 4.5S(H)RNA komorek nerki myszy
i chomika (64)
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wej czesci czasteczki bogatej w puryny, oraz w ,szpilce do wioséw” sga-
siadujacej z koncem 3' czasteczki (64).

Ze wzgledu na to, ze niektére snRNA sa najprawdopodobniej zaanga-
zowane w wycinaniu sekwencji intronowych z pre-mRNA i tgczeniu od-
powiednich egzondw, blizsze zbadanie struktury przestrzennej tych
snRNA powinno przyczyni¢ sie w znaczny sposéb do wyjasnienia mecha-
nizmu dojrzewania mRNA.

I1l. Rola snRNA

Pomimo bardzo wnikliwej analizy biochemicznej snRNA, ich rola w
komorce jest dotad mato poznana. Wiele doniesien literaturowych prze-
mawia za ich udziatem w regulacji ekspresji genu. Ekspresja genu jest
skomplikowanym procesem biochemicznym, podlegajagcym zlozonej re-
gulacji poczawszy od poziomu transkrypcji a skonczywszy na translacji.
Rola snRNA jako aktywatorow transkrypcji zostata zasugerowana po raz
pierwszy przez Brittena i Davidsona w modelu regulacji eks-
presji genu u Eukaryota (70). O bliskim zwigzku snRNA z procesem
transkrypcji $wiadczy réwniez bliskie powinowactwo snRNA do czescio-
wo zespiralizowanej chromatyny (profazalnej i anafazalnej). W anafazie
i profazie transkrypcja jest szczeg6lnie intensywna. Na tej podstawie po-
wstata koncepcja o wspo6tudziale snRNA i niehistonowych biatek chroma-
tyny (NHP) w ,,programowaniu” pomitotycznych chromosomoéw (22). Wy-
sunieto alternatywna koncepcje, wedtug ktérej powinowactwo snRNA do
czeSciowo zespiralizowanej chromatyny jest odzwierciedleniem ich roli
w spiralizacji chromosoméw, analogicznie do pewnych RNA w Prokaryo-
ta (71, 72).

Bardziej szczeg6towe badania oddziatywan snRNA z chromatyng prze-
prowadzone w uktadzie homologicznym in vitro potwierdzity role 4,55(H)
i 5SII(G)RNA jako aktywatoréw transkrypcji (73, 74). lIstnieje przy-
puszczenie, ze funkcja 4,5S(H)RNA polega na zwiekszeniu liczby inicju-
jacych komplekséw w chromatynie (75), a 5SIHI(G)RNA na elongacji
transkryptu przez odstanianie kolejnych sekwencji genu. Zaobserwowano
bliskie oddziatywanie 5SIHI(G)RNA z biatkami histonowymi i niehisto-
nowymi chromatyny (63, 76).

Sugerowano réwniez, ze udziat shnRNA w transkrypcji polega na spe-
cyficznym wigzaniu polimeraz RNA poprzez modyfikowane nukleozydy
(67). Tym niemniej nie stwierdzono wptywu snRNA na aktywno$¢ poli-
meraz | i Il (77, 78). Bioragc pod uwage wysokg trwato$¢ metaboliczng ni-
skoczasteczkowych jadrowych RNA niektorzy badacze przypisali im role
czynnikdw stabilizujgcych strukture chromatyny (11, 79).

Poznanie pierwszorzedowej struktury wielu mRNA i snRNA, dzieki
dynamicznemu rozwojowi technik sekwencjonowania kwaséw nukleino-
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wych, przyczynito sie w ostatnich latach do sformutowania hipotezy uza-
sadniajacej udziat niskoczgsteczkowych jadrowych RNA w dojrzewaniu
mRNA (9, 10, 33).

Dotychczasowe badania poSrednio przemawialy za udziatem jedynie
jaderkowej frakcji U3A) w dojrzewaniu rRNA o czym S$wiadczg naste-
pujace fakty: a) przejsciowa asocjacja UJA)RNA z pierwotnymi trans-
kryptami rRNA — stosunek ilosciowy UJA) : (32S-28S)rRNA wynosi 1:2
(3), b) frakcja U3A) jest ScisSle zwigzana z jaderkiem tylko podczas inten-
sywnej syntezy 45S rRNA, c) UJA)RNA jest potaczony wiagzaniami wo-
dorowymi z (325-28S) rRNA (11).

Kilka grup badaczy wykazato obecno$¢ pozajaderkowych snRNA w
czastkach rybonukleoproteinowych zawierajagcych pre-mRNA (pre-mRNP)
przypisujagc im poczatkowo role w stabilizacji struktury pre-mRNP
(80, 81).

Nowsze prace wskazujg, ze obecnos¢ snRNA w pre-mRNP ma bar-
dziej ztozone znaczenie. Szereg danych swiadczy obecnie o bardzo bliskim
powiazaniu metabolizmu niskoczasteczkowych jadrowych RNA z infor-
macyjnym RNA czego dowodzg nastepujgce dane: a) antybiotyki wy-
wotujace przedwczesng terminacje transkrypcji pre-mRNA powoduja
réwniez zmniejszenie ilosci sSnRNA z charakterystyczng strukturg Cap,
w jadrze komdrki (82), b) UZAC) i Uj"RNA sg syntetyzowane przy
udziale polimerazy Il podobnie jak pre-mRNA (39, 40), ¢c) snRNA poia-
czone sg z pre-mRNA wigzaniami wodorowymi (36) — pod wptywem
wysokiego stezenia NaCl okoto 50% U2C) i Uj*RNA jest uwalniane
z pre-mRNP, w postaci sSnRNP, a okoto 40%) pozostaje zwigzane z czy-
stym pre-mRNA, d) na jedng czasteczke pre-mRNA przypada mniej niz
jedna czasteczka snRNA (83), e) fragmenty sekwencji niektorych snRNA
sg komplementarne do sekwencji na granicy intron/egzon wielu pre-
mRNA (9, 33, 64, 84).

Powyzsze dane $Swiadczg za hipoteza Murray’a i Holliday’a dotyczaca
udziatu snRNA w wycinaniu intronowych sekwencji z pre-mRNA. Hipo-
teza zaklada, ze niektore snRNA hybrydyzuja z pre-mRNA dzieki ich
komplementarnosci wobec sekwencji na granicy intron/egzon w pierwot-
nych transkryptach mRNA. Dzieki temu struktura przestrzenna pre-mRNA
ulega S$cistej modyfikacji, warunkujacej precyzyjne wyciecie intronu
przez odpowiedni uktad enzymdw wycinajacych i fgczacych poszczegédine
egzony w nieprzerwang ni¢ mRNA (splicing enzymes) (10). Autorzy przyj-
muja trzy mozliwosci hybrydyzacji snRNA z pre-mRNA (Ryc. 4):

— hybrydyzacja czasteczki sSnRNA z granicznymi sekwencjami egzo-
nu pre-mRNA,

— hybrydyzacja snRNA z granicznymi sekwencjami intronu i egzonu
pre-mRNA,

— hybrydyzacja snRNA z granicznymi sekwencjami intronu pre-
mMRNA.
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Ryc. 4. Trzy mozliwe sposoby wigzania czasteczki sSnRNA wspomagajgcej wycinanie
intronéw (,,splicer RNA”) z sekwencjami hnRNA wystepujacymi na granicy intron/
egzon; a) hybrydyzacja z sekwencjami egzonu, b) hybrydyzacja z sekwencjami
egzonu i intronu, c¢) hybrydyzacja z sekwencjami intronu. Miejsca wyciecia intronu
i polaczenia egzondow zaznaczono krotkimi strzatkami (10).

Wszystkie trzy przedstawione modele zapewniajg precyzyjne wyciecie
intronéw i potgczenie odpowiednich egzonéw (10).

Jak juz wyzej wspomniano, Lerner stwierdzit wystepowanie
snRNA w pre-mRNP w postaci specyficznych komplekséw rybonukleo-
proteinowych (snRNP 10S). Kazdy kompleks zawiera jedng czasteczke
snRNA i 7 zawsze tych samych peptydow (12 000-35000 D) (33). Ler-
ner zasugerowat, ze snRNP jako catos¢ mogtyby stanowi¢ enzymy od-
powiedzialne za dojrzewanie mRNA (9). Znane sg przyktady enzymodw
sktadajacych sie z czesci biatkowej i z kwasu rybonukleinowego jak np.
RNaza P w JE coli (85). Precyzyjne wyciecie sekwencji intronowych wy-
maga wysokiej konserwatywnos$ci struktur biorgcych udziat w tym pro-
cesie. Stwierdzono, ze 3 surowice wyizolowane z krwi chorych na LE
precypituja SnRNP pochodzace z gatunkéw bardzo oddalonych ewolu-
cyjnie. Przy pomocy trzech wyzej wymienionych surowic precypitowano
snRNP pochodzace zardwno z komoérek ssakéw jak i owadéw. Swiadczy to
0 wysokiej konserwatywnos$ci snRNP (33).

Badania sekwencyjne wykazaly wysoka konserwatywno$¢ odcinkéw
sekwencji U”D) i 4,5S(H)RNA hybrydyzujgcych z pre-mRNA, jak
1 sekwencji wystepujgcych na granicy intron/egzon w pre-mRNA (9, 64).
Frakcja U~D) wystepuje w duzej ilosci w komdrkach o szczeg6lnie
aktywnym metabolizmie, w ktdrych procesy dojrzewania mRNA sg inten-
sywne (9). Za hipotezg Murray’a i Holliday’a przemawia rowniez fakt, ze
dwie z surowic izolowanych z krwi chorych na LE hamujag proces dojrze-
wania mRNA w ukiladzie in vitro o 45-80% (86). Badania struktury prze-
strzennej Uja(D)RNA wykazaty, ze fragment czasteczki komplementarny
wobec sekwencji wystepujgcej na granicy intron/egzon w pre-mRNA
pozostaje zawsze dostepny i jednoniciowy w szerokim zakresie pH i sity
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jonowej w przypadku wszystkich dotychczas skonstruowanych modeli
struktury przestrzennej Uia(D)RNA (69).

Wedtug Murray’a i Holliday’a specyficzno$¢ wyciecia sekwencji in-
tronowych moze byé zapewniona przez odpowiedni snRNA, natomiast
ten sam ukiad enzymatyczny (endonukleaza+ligaza RNA) zaangazowany
w tym procesie niezaleznie od rodzaju pre-mRNA bytby ten sam. Jezeli
tak jest w istocie to snRNA, a przynajmniej Uia(D) i 4,5S(H)RNA, byty-
by czynnikami regulacji ekspresji genu na poziomie dojrzewania mRNA
warunkujac tym samym transport mRNA do cytoplazmy i translacje,
jako ze mRNA przechodzi do cytoplazmy tylko w formie pozbawionej
sekwencji intronowych.

Mimo, ze hipoteza Murray’a i Holliday’a jest prawdopodobna i popar-
ta danymi doswiadczalnymi, mechanizm regulacji dojrzewania mRNA
przez specyficzne snRNA nie wydaje sie byé wystarczajacy. Sekwencje
snRNA i pre-mRNA wielu mRNA zaangazowane w wycinaniu intronéw
sg bardzo podobne. Stwierdzono réwniez, ze wiele poznanych mRNA za-
wiera kilka sekwencji intronowych. Istnieje zatem pytanie, jaki mecha-
nizm decyduje o wyborze wiasciwej sekwencji intron/egzon przez okres-
lony snRNA. Powyzszy problem stat sie jeszcze bardziej skomplikowany
kiedy wykazano, ze je$li chodzi o wycinanie intronéw, ten sam pierwot-
ny transkrypt moze podlega¢ r6znej obrébce dajac w rezultacie rézne
biatka. Stad, dany fragment pre-mRNA w jednym przypadku jest usu-
wany z pierwotnego transkryptu jako intron, w innym jest zachowywany
jako sekwencja kodujgca. Klasycznym przykiadem takiego zjawiska jest
synteza immunoglobulin oraz antygen6éw nowotworowych T i t wirusa
SV40.

Stad, konieczne sg dalsze badania by wyjasni¢ w jaki sposob hybry-
dyzacja okreslonego snRNA z odpowiednig sekwencjg pre-mRNA jest
kontrolowana przez komorke.

IV. Uwagi koncowe

Jesli spojrze¢ z perspektywy kilku lat na to czego dokonano w dzie-
dzinie niskoczasteczkowych jadrowych RNA, staje sie jasne, ze wiedza
na ten temat zostata poszerzona w istotny sposob. Witasnosci snRNA sg
coraz lepiej poznane wilgcznie z rozszyfrowaniem sekwencji niektérych
z nich. Tym niemniej wyjasnienie w jaki sposéb metabolizm smRNA jest
powigzany z metabolizmem calej komorki pozostaje w sferze hipotez
mniej lub bardziej popartych danymi doswiadczalnymi.

0 istotnej roli sSnARNA w metabolizmie komérki Swiadczy wysoka kon-
serwatywnos$é czasteczek obserwowana w rozwoju filogenetycznym od
owaddéw do ssakow wigcznie.

Pytaniem pozostajagcym dotychczas bez jednoznacznej odpowiedzi jest
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to, czy wspolne cechy ktore t3czg te grupe RNA determinujg ich podobng
funkcje w komorce, czy tez funkcja ta jest zr6znicowana w zaleznosci od
typu snRNA.

W miare postepowania badan obserwuje sie pewng zasadniczg zmiane
w pogladach o ich roli w komorce. Jeszcze przed kilku laty, zwazywszy
wysokg trwato$¢ metaboliczng snRNA, dominowal poglad, ze sg one
stabilizatorami struktur subkomdrkowych, takich jak chromatyna i in-
formosomy. Obecnie, dzieki nowym danym duzg popularno$cig cieszy sie
opinia o ich istotnej roli w regulacji ekspresji genu na poziomie trans-
krypcji i dojrzewania RNA. Istotnym krokiem naprzod w badaniach na
powyzszy temat byto wyizolowanie przez Lernera i wsp. przeciwciat skie-
rowanych przeciwko czastkom rybonukleoproteinowym zawierajgcym
snRNA (snRNP). Umozliwia to przeprowadzenie wielu niezbednych testow
w uktadzie in vitro bez ktérych bardziej precyzyjne badania np. oddziaty-
wan snRNA — pre-mRNA bytyby niezwykle utrudnione.

Nalezy sie spodziewaé, ze zywe zainteresowanie niskoczgsteczkowymi
jadrowymi RNA spowoduje znaczne przyspieszenie badah co z pewnoscia
zaowocuje nowymi ciekawymi informacjami o ich funkcji w komérce.

Zaakceptowano do druku 4.12.1981
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I. Wstep

Od czasu wyjasnienia molekularnych podstaw dziatania kodu gene-
tycznego, w czym niematg role odegraty fragmenty kwaséw nukleino-
wych otrzymanych na drodze chemicznej syntezy (1), notuje sie ciggly
wzrost udziatu tej syntezy przy rozwigzywaniu roznych probleméw
wspotczesnej biologii (2). Niemniej jednak dopiero na poczatku lat sie-
demdziesigtych, z chwilg wprowadzenia do biologii molekularnej nowych
technik eksperymentalnych okreslanych tgczng nazwa inzynierii gene-
tycznej, nastapit gwattowny wzrost zapotrzebowania na syntetyczne
fragmenty kwasoéw nukleinowych, a zwilaszcza na fragmenty DNA (3).

Stosowanie w badaniach biologicznych syntetycznych oligodezoksy-
rybonukleotydow, zamiast fragmentow uzyskiwanych ze zrodet natu-
ralnych, daje wiele korzysci. Syntetyczne fragmenty DNA mozna otrzy-
mywaé jednorazowo w duzych iloSciach, w stanie wysoce homogennym
i bez zanieczyszczen innymi zwigzkami biologicznie czynnymi pochodze-
nia naturalnego, ktére mogtyby wptywacé na wyniki doswiadczen. Jednak
najwieksza korzyscia wynikajgcg ze stosowania syntetycznych fragmen-
téw, jest mozliwos¢ precyzyjnego dobierania oligodezoksyrybonukleoty-
déw o rdéznej sekwencji nukleotydow, réznej diugosci taricucha, z wpro-
wadzonymi modyfikowanymi zasadami itp., w zaleznosci od potrzeb, co
w konsekwencji pozwala na przeprowadzanie bardziej precyzyjnych eks-
perymentéw, nawet takich, ktdrych nie mozna by wykona¢ uzywajac
tylko fragmentéw kwaséw nukleinowych dostepnych ze Zrédet natu-
ralnych.

Il. Synteza fragmentéw DNA

Synteza dwuniciowych fragmentéw DNA przebiega w trzech eta-
pach (4):
— chemiczna synteza krétkich, jednoniciowych fragmentow DNA (12-16
nukleotydowych)
— enzymatyczna fosforylacja grupy hydroksylowej na koncu 5' oligo-
nukleotydu za pomocg kinazy polinukleotydowej (E.C. 2.7.1.7.8)
— enzymatyczne tgczenie dwoch fragmentéw DNA w obecnosci komple-
mentarnej nici DNA za pomocg DNA-ligazy (E.C. 6.5.1.1)
W tak otrzymanych fragmentach DNA ponad 90% wszystkich wigzan
miedzynukleotydowych obecnych w koncowym produkcie jest wytwarza-
nych na drodze chemicznej. Odzwierciedla to do$¢ dobrze udziat pracy
typowo chemicznej w ogdlnej syntezie DNA.
Chemiczna synteza krétkich fragmentdw DNA polega na wytwarza-
niu wigzan miedzynukleotydowych (3'-5") miedzy kolejnymi nukleotyda-
mi drogg aktywacji grupy 3'-fosforanowej jednego nukleotydu i konden-
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sacji z grupag 5'-hydroksylowa nastepnego, o odpowiednio zablokowanej
grupie 3. Po kazdej kondensacji oligomer wyodrebnia sie, oczyszcza od
substratéw i produktéw ubocznych i poddaje nastepnym kondensacjom,,
az do uzyskania oligomeru o pozadanej diugosci tancucha. W toku takiej
wieloetapowej syntezy wigzania miedzynukleotydowe moga wystepowac
w formie fosforodwuestrow (metoda dwuestrowa), (4), lub fosforotrdj-
estrow (metoda trojestrowa) (5).

0 0
i , * ,
RO— P— OH + ROH— » RO P— OR

e °®
b
) 0 0]
I I
RO— P—OH + ROH-—» RO— P— OR
1 |
0X oX

Ryc. 1. Metoda dwuestrowa (a) i tréjestrowa (b) syntezy oligonukleotydéw (X —gru-
pa ochronna, R —R"'—reszty nukleozydowe)

Mimo, ze obie metody sg jeszcze stosowane, bardziej obiecujgca (i roz-
wijajgcg sie bardziej dynamicznie) jest metoda trojestrowa, ktora pozwala
na zastgpienie dtugotrwatych rozdzialbw mieszanin poreakcyjnych na
wymieniaczach jonowych szybka i efektywng chromatografiag na zelu
krzemionkowym.

W ostatnich latach czas syntezy oligonukleotydow metodg trdjestrowg
ulegt powaznemu skréceniu, dzieki wprowadzeniu do syntezy bardzo re-
aktywnych czynnikéw kondensujagcych typu arylosulfonylotetrazoli (6).
Czas wytwarzania wigzania miedzynukleotydowego zmniejszyt sie z Kil-
ku dni do kilkunastu minut.

Potgczenie efektywnych metod wytwarzania wigzan mi~dzynukleoty-
dowych (7) z innymi udoskonaleniami, jak np. nowymi sposobami usuwa-
nia grup ochronnych (7, 8) i nowymi technikami rozdzielczymi (9) spo-
wodowato, ze prace ktéra na przetomie lat szeSédziesigtych i siedemdzie-
sigtych wymagata duzego wysitku dwudziestu kilku pracownikéw w ciggu
5 lat obecnie moze wykonaé jeden pracownik w czasie 3-4 miesiecy.

Bardziej szczegotowe informacje na temat chemicznej syntezy oligo-
nukleotyddw mozna znalez¢ w artykutach przeglagdowych poswieconych
tym zagadnieniom (10, 11).

Mimo tak znacznego postepu chemiczna synteza duzych fragmentow
DNA (np. gendw strukturalnych) jest ciggle zadaniem bardzo pracochton-
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nym *). Prawdopodobnie metod chemicznych nie da sie zastapi¢ analogicz-
ng syntezg enzymatyczng, jednak istniejg mozliwosci stosowania w tych
badaniach odpowiednich enzyméw polimeryzujacych, np. polimerazy DNA
(E.C. 2.7.7.7.7) lub tzw. odwrotnej transkryptazy, ktére wykorzystujg nic¢
DNA jako matryce w syntezie nici komplementarnej (13-15). Pozwala to
na zredukowanie prawie o potowe syntezy chemicznej, gdyz druga nié
komplementarng z syntetyczng, mozna otrzymac¢ uzywajgc krotkiego syn-
tetycznego startera oraz czterech podstawowych dezoksyrybonukleozy-
do-5'-trojfosforandw, w obecnosci jednego z wyzej wspomnianych enzy-
méw. Koniecznym przy takim podejsciu, jest otrzymywanie dtugich, jed-
noniciowych fragmentow DNA na drodze syntezy chemicznej lub che-
miczno-enzymatycznej. Ten problem wymaga jeszcze pozytywnego roz-
wigzania doswiadczalnego. Duze nadzieje wigze sie obecnie z mozliwoscia-
mi stosowania RNA-ligazy (E.C. 2.7.7.6) (16), ktdra, jak stwierdzono w do-
Swiadczeniach z syntetycznymi oligodezoksyrybonukleotydami, moze 1t3-
czy¢ jednoniciowe fragmenty DNA bez dodania do mieszaniny inkubacyj-
nej komplementarnej nici DNA (16). Jednakze zadawalajace rezultaty
udato sie dotychczas uzyskaé tylko przy tgczeniu krotkich oligodezoksy-
rybonukleotydow (Tizi§ (17).

Nalezy w tym miejscu wspomnie¢ o jeszcze jednym uzytecznym enzy-
mie, mianowicie o fosforylazie polinukleotydowej (E.C. 2.7.7.8), ktéra po-
zwala na stopniowe przytaczanie dezoksyrybonukleotydéw do 3' konca
startera (minimum tréjnukleotydu) (18). Jest to podejscie racjonalne,
jesli celem doswiadczenia jest otrzymanie z jednego syntetycznego frag-
mentu wielu pochodnych, réznigcych sie jednym lub dwoma nukleoty-
dami przy korhcu 3. Otrzymywanie ta metodg diuzszych tancuchow,
aczkolwiek mozliwe (19, 20), nie wydaje sie byé specjalnie korzystne z po-
wodu niskich wydajnosci i pracochtonno$ci syntezy.

| wreszcie ostatnia uwaga dotyczaca wykorzystania syntetycznyck
oligonukleotydow w eksperymentach biologicznych. Ze wzgledu na bar-
dzo precyzyjny charakter niektérych tego rodzaju eksperymentéw nalezy
pamieta¢, ze syntetyczne fragmenty stosowane w badaniach biologicz-
nych muszag by¢ bardzo starannie oczyszczone, najlepiej za pomoca efek-
tywnych metod jonowymiennych (21). Wskazane jest réwniez dodatkowe
sprawdzanie homogennos$ci oligonukleotydéw po reakcji znakowania kon-
cow 5' y-3P-ATP przez kinaze polinukleotydowg. Na etapie tym moze bo-
wiem zachodzi¢ degradacja oligonukleotydu na skutek mozliwosci wy-
stagpienia aktywnosci endonukleazowej, nawet w tzw. preparatach ,kinazy
wolnej od nukleaz” (22).

*) W zwigzku ze znacznym postepem w syntezie oligonukleotydéw na podiozu
polimerowym, pojawita sie ostatnio mozliwo$¢ mechanizacji catej syntezy (12). Obec-
nie dostepne sg juz w handlu aparaty do syntezy oligonukleotydéw firm Vega Bio-
echemicals i Bio Logical. Ta ostatnia firma przyjmuje takze zlecenia na synteze
oligodezoksyrybonukleotydéw o dtugosci do 20 jednostek nukleotydowych.
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1. Zastosowanie jednoniciowych syntetycznych fragmentéw DNA

Zastosowanie jednoniciowych fragmentéw DNA w badaniach biolo-
gicznych opiera sie na ich zdolnosci do rozpoznawania komplementar-
nych sekwencji w DNA lub w RNA i tworzeniu z nimi podwojnej helisy.
Wykazano (23, 24), ze trwate i specyficzne struktury dwuniciowe mozna
otrzymywac juz z tak krotkimi fragmentami jak heksanukleotydy. Za-
obserwowano takze, ze oligodezoksyrybonukleotydy oddziatywujg bar-
dziej specyficzne z DNA niz z RNA (25). Réznica ta wynika prawdopodob-
nie z wiekszej stabilnosci niewtasciwie dopasowanych par typu guanozy-
na-tymidyna niz dezoksyguanozyna-tymidyna (25).

I1-1. Wykrywanie okreslonych sekwencji w DNA i w RNA

Podstawowymi etapami na drodze do poznania mechanizméw eks-
presji genow, proceséw ich regulacji, ewolucji itp., jest zlokalizowanie,
a nastepnie wyizolowanie i poznanie struktury danego fragmentu DNA.
Poniewaz mozliwos$é wykrycia i identyfikacji okreslonego fragmentu DNA
ma podstawowe znaczenie w tego typu badaniach, ostatnie lata przyniosty
intensywne poszukiwania metod pozwalajgcych na szybka i doktadng
lokalizacje poszukiwanych sekwencji nukleotydéw.

Do wykrywania okreslonych sekwencji DNA (26, 27) lub RNA (28, 29)
w izolowanych preparatach kwaséw nukleinowych, lub tez do stwierdze-
nia obecnosci okreslonych genéw lub okreslonych sekwencji w klonach
bakteryjnych (26, 27) bardzo uzytecznymi okazaty sie syntetyczne oligo-
dezoksyrybonukleotydy o dtugosci 10-20 nukleotydéw, ktdére mozna sto-
sowac jako tzw. sondy hybrydyzacyjne (26).

Aby oligonukleotyd mogt spetniaé role sondy hybrydyzacyjnej pod-
daje sie go znakowaniu radioaktywnym izotopem fosforu [8P], co po-
zwala na prostg, fotograficzng detekcje miejsca wigzania sondy z bada-
nym DNA Ilub RNA. Do zwiekszenia efektywnosci hybrydyzacji badany
DNA zwykle wigze sie z azotanem celulozy (30, 31) (wigzanie niekowalen-
cyjne) lub z DBM-celulozg (RNA lub DNA, wigzanie kowalencyjne) (32).

Warunki hybrydyzacji muszg by¢ bardzo precyzyjnie dobierane (26)
aby osiggna¢ wysoka czuto$¢ wykrywania okres$lonej sekwencji, przy
jednoczesnym zachowaniu specyficznosci oddziatywan. Kluczowg role od-
grywa temperatura hybrydyzacji. Prowadzi sie jg przewaznie w tempe-
raturze o 15-20°C nizszej od temperatury topnienia danej struktury dwu-
niciowej (dupleksu). Zbyt niska temperatura powoduje obnizenie specy-
ficznosci sondy (asocjacja z sekwencjami DNA Ilub RNA zblizonymi do
komplementarnej), natomiast zbyt wysoka temperatura podwyzsza spe-
cyficznos$é hybrydyzacji lecz znacznie obniza jej efektywnos$¢.

Specyficzno$¢ danego oligonukleotydu jako sondy hybrydyzacyjnej
zalezy od jego diugosSci oraz iloSci i miejsca wystepowania niesparowa-
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nych zasad miedzy sondg a badang sekwencjg. Mozliwo$é wystepowania
niesparowanych zasad w obrebie sekwencji do ktérej sonda powinna by¢
w peini komplementarna bierze sie stad, ze do niedawna wiekszo$¢ infor-
macji o sekwencjach DNA i RNA pochodzita z rozszyfrowanych sekwencji
biatek. Na skutek degeneracji kodu genetycznego trzeba sie liczy¢ z fak-
tem, ze sekwencja wydedukowana moze nie by¢ identyczng z naturalng
sekwencja DNA Ilub RNA. Aby ograniczy¢ do minimum skutki degene-
racji kodu genetycznego wskazane jest stosowanie sond komplementar-
nych z DNA w obszarze kodujacym gtdwnie aminokwasy o pojedynczych
kodonach (Met, Trp) lub aminokwasy o najmniej licznych kodonach (Asp,
Asn, Cys, His, Phe, Tyr, Glu, Gin, Lys). W tym ostatnim przypadku, ma-
jac do wyboru pomiedzy dA i dG lub T i dC, nalezy wybiera¢ odpowiednio
dG i T, co bedzie prowadzito do powstawania prawidtowej pary zasad,
lub niedopasowanej, aczkolwiek wzglednie stabilnej, pary dG:T (25, 33).

Ciekawe badania nad wptywem rodzaju i miejsca wystepowania nie-
sparowanych zasad na stabilno$¢ tworzacych sie dwuniciowych struktur
(co ma bhezposredni zwigzek z czutoScig i specyficznoscig sond hybrydy-
zacyjnych) zostaty przeprowadzone przez Wu i wsp. (26). Uzywajac
syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydéw komplementarnych z opera-
torem laktozowym do hybrydyzacji z réznymi mutantami tego operatora
wykazano, ze przy diuzszych sondach hybrydyzacyjnych (pentadekanu-
kleotydy) w pierwszej kolejnosci na stabilnosé dwuniciowej struktury ma
wplyw rodzaj niesparowanych zasad. Stwierdzono, ze wystepowanie na-
przeciw siebie zasad purynowych dziata bardziej destabilizujgco na taka
strukture, niz obecnos$¢ pirymidyn lub niedopasowanych par typu pury-
na-pirymidyna. Przy Kkrétszych sondach (dodekanukleotydy) wiekszy
wptyw na stabilno$¢ dwuniciowych struktur ma pozycja wystepowania
niedopasowania. Niesparowane zasady dziatajg destabilizujgco na sasied-
nie, prawidtowo sparowane ukiady zasad, przez co zmniejsza sie efek-
tywna wielkos¢ (ilos¢ catkowicie sparowanych zasad) sondy hybrydyza-
cyjnej. Jest rzeczg zrozumiatg, ze destabilizujgce dziatanie niesparowa-
nych zasad bedzie miato szczeg6lnie duze znaczenie w przypadku krot-
kich sond hybrydyzacyjnych, gdy niesparowane zasady beda wystepo-
watly w srodkowej czesSci sondy. Obserwowano takze duzy wplyw tem-
peratury na specyficzno$¢ hybrydyzacji. Na przykitad, dodekanukleotyd
catkowicie komplementarny z operatorem laktozowym, w temperaturze
30°C hybrydyzowat tak samo efektywnie z operatorem szczepu dzikiego
(catkowita komplementarno$¢) jak z mutantem r6znigcym sie jedng parg
zasad, natomiast w temperaturze 37°C sonda ta hybrydyzowala wytgcz-
nie z operatorem szczepu dzikiego (26).

Przyktadami praktycznego zastosowania syntetycznych sond hybry-
dyzacyjnych moze by¢ wykrycie wielu specyficznych sekwencji w DNA
i w RNA, np. genu cytochromu C drozdzy (27, 34), mRNA insulin | i 1l
szczura (35), gastrynowego mRNA Swini (28, 29) i innych (patrz nizej).
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Mimo, ze krotkie syntetyczne sondy hybrydyzacyjne pozwalajg zawsze
znalezé poszukiwang sekwencje, nie zawsze sondy te sg tak specyficzne
jak mozna by tego oczekiwa¢. Na przykiad, jest bardzo mato prawdo-
podobne, aby specyficzna sekwencja 12-to nukleotydowa wystepowata
wiecej niz jeden raz w genomie drozdzy (2X107par zasad), jednakze z ba-
dan nad genem cytochromu C drozdzy wynika (27, 34), ze oligomery o 13
i 15 nukleotydach uzyte jako sondy hybrydyzacyjne asocjuja odpowiednio
z siedmioma (27) i dwoma (34) fragmentami genomu. Swiadczy to o od-
dziatywaniu sond nie tylko z pozadang sekwencjg nukleotydéw, ale takze
z sekwencjami zblizonymi. Podobna analiza bardziej ztozonego materiatu
genetycznego, np. ssakow (wielko$¢ unikalnej sekwencji DNA wzrasta
do okoto 16 nukleotydow) narzuca konieczno$¢ stosowania dtuzszych sond
hybrydyzacyjnych (ok. 20 nukleotydéw). Przy tak diugich sondach moga
wystapi¢ trudnosci z takim wydedukowaniem odpowiedniej sekwencji
sondy z sekwencji aminokwaséw, ktdra mogtaby zapewni¢ mozliwie ma-
ta liczbe niesparowanych zasad miedzy sondg a badanym DNA (RNA).
Rozwigzaniem tych trudnos$ci, w przypadku poszukiwania okreslonych
sekwencji nukleotydowych w tzw. ,banku gendw”, moze by¢ uzycie
dwoéch krétszych sond hybrydyzacyjnych, dla ktérych prawidtowa sek-
wencje jest tatwiej dobra¢ i wybranie tych klonow z ktérymi hybrydy-
zujg obie sondy. Jeszcze innym rozwigzaniem moze by¢ poszukiwanie no-
wych wektoréw klonujgcych (36) typu bakteriofagéw uzywanych do spo-
rzagdzania banku gendéw. Wektory, ktére dajg wiekszg liczbe fagow w ty-
sinkach niz np. powszechnie stosowany fag A powodujg wzrost efektyw-
nosci hybrydyzacji *} co umozliwia stosowanie krotkich sond hybrydy-
zacyjnych.

111-2. Specyficzne startery enzymoéw polimeryzujagcych kwasy nukleinowe

Syntetyczne oligonukleotydy zhybrydyzowane z DNA lub z RNA mo-
ga stuzyé nie tylko jako sondy wskazujgce na obecno$¢ okreslonych sek-
wencji nukleotydow w badanym kwasie nukleinowym, ale takze jako
specyficzne startery (primery) dla takich enzymoéw polimeryzujacych jak
polimeraza DNA lub odwrotna transkryptaza (rewertaza).

Specyficzne startery znalazty szerokie zastosowanie w biologii mole-
kularnej, szczegdlnie w syntezie dtuzszych fragmentéw DNA lub cDNA.
Synteza ta jest punktem wyjscia w poznaniu sekwencji badanego DNA
(RNA) (33, 37, 38), do klonowania okreslonych sekwencji DNA otrzyma-
nych z mRNA (35 39), lub wykrywania komplementarnych sekwencji
z duzo wiekszg czutoScig niz pozwalajg na to krotkie sondy hybrydyza-
cyjne (29, 35).

* Na przyktad, fag M13 (36) wytwarza tysinki zawierajace do 109 czgsteczek
faga, przez co hybrydyzacja (plaque hybridization) jest okoto 100 krotnie wydaj-
niejsza niz w przypadku uzycia faga X

4%
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Do oznaczenia sekwencji nukleotydéw nieznanego DNA wymagany
jest specyficzny starter na kazde 200-250 nukleotydéw badanej czastecz-
ki (40). Rodzaj startera (jego sekwencje) dobiera sie na podstawie znanej
sekwencji aminokwasdw biatka, ktére dany fragment koduje (33, 37, 41),
lub na podstawie znanej sekwencji RNA (34, 42) lub DNA (43, 44) w po-
blizu badanego regionu. Jako fragmenty o znanej sekwencji (ktére spet-
niajg zarazem role punktéw odniesienia przy dalszym oznaczaniu sek-
wencji nukleotydow) wykorzystuje sie czesto sekwencje rozpoznawane
przez enzym restrykcyjny w DNA, a jako startery — fragmenty restryk-
cyjne badanego DNA (45-47). Jest to bardzo dogodne podejscie ze wzgle-
du na stosunkowo tatwe Uzyskiwanie fragmentéw restrykcyjnych DNA.
Poniewaz jednak, rozpoczynajgc analize sekwencji od jednego startera,
mozna okresli¢ sekwencje do okoto 250 nukleotydéw, to w przypadku
braku dodatkowych miejsc restrykcyjnych w badanym fragmencie cza-
steczki DNA jedyng mozliwoscig poznania dalszych sekwencji tego frag-
mentu jest uzycie syntetycznego startera, komplementarnego z badanym
DNA w odlegtosci okoto 200 nukleotydéw od miejsca restrykcyjnego.

Ustalanie sekwencji nukleotydéw w DNA z uzyciem starteréw bardzo
utatwito stwierdzenie mozliwosci prowadzenia reakcji wydtuzania star-
tera w obecnosci drugiej, komplementarnej nici DNA (48), co nie wy-
maga, klopotliwego niekiedy, izolowania jednej tylko nici DNA. Zwykle
badany DNA poddaje sie jedynie denaturacji termicznej i w takiej formie
uzywa jako matrycy dla startera. Postepowanie takie zastosowano z po-
wodzeniem do oznaczenia sekwencji nukleotydéw w genach izo-l-cyto-
chromu C (48) i izo-2-cytochromu C (49) drozdzy.

Wprowadzenie w 1977 roku przez Gronenberga i Messinga
(50) jednoniciowego DNA faga M13mp2 jako wektora klonujgcego stwo-
rzyto jednoczes$nie mozliwos¢ szybkiego oznaczania sekwencji nukleoty-
dow w DNA z uzyciem tzw. uniwersalnego startera (51). Jako startera
uzyto fragmentu restrykcyjnego EcoRI/Alul, komplementarnego do DNA
faga w poblizu miejsca EcoRI, ktére stuzyto do wszczepiania badanego
fragmentu DNA. Jedyng wadg tego podejscia byta zbyt duza wielkos$¢
startera (93 lub 96 nukleotydoéw) (51, 52), ktéry byt przynajmniej cztery
razy za diugi niz to bylo potrzebne, aby oddziatywanie z matrycowym
DNA faga byto specyficzne. Poniewaz dtugo$é oznaczanej sekwencji DNA
ograniczona jest przede wszystkim zdolnoscig rozdzielcza metod chroma-
tograficznych i elektroforetycznych stosowanych przy ustalaniu se-
kwencji nukleotydéw, uzycie diugich starterow automatycznie redukuje
wielko$¢ oznaczanej sekwencji nieznanej. Zastosowanie w takich przy-
padkach syntetycznych starteréw daje wyrazne korzysci. Na przyktad,
syntetyczny starter o diugosci 30 nukleotydow (53) pozwala wydtuzyé
realnie poznawang sekwencje o okoto 70 nukleotyddw, a nonadekanukleo-
tyd (54), o jeszcze dalsze 10-15 nukleotydéw. Wprowadzenie dodatkowych
modyfikacji do wektora M13mp2 (54), a w szczegblnosSci nowych miejsc
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restrykcyjnych w poblize miejsca EcoRI, pozwoli na wszczepianie do
faga innych niz EcoRIl fragmentow restrykcyjnych, co w konsekwencji
umozliwi ustalanie ich sekwencji nukleotydowych, uzywajac tylko jed-
nego syntetycznego startera.

Synteza cDNA pozwalajgca na badanie i klonowanie dowolnego ge-
nu, dla ktérego dostepny jest mRNA, stanowi inny przykiad zastosowan
syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydéw jako starteréw. Po raz
pierwszy syntetyczny starter zastosowano przy klonowaniu genu proin-
suliny szczurzej (39). Wykorzystujgc znajomos$¢ dwdéch nukleotydéw po-
przedzajacych sekwencje poli-A w mRNA proinsuliny, do otrzymania
cDNA uzyto jako startera oligonukleotydu dT8GC. Podobne postepowanie
zastosowano przy otrzymywaniu cDNA insuliny | i Il szczura (35), stosu-
jac jednoczes$nie otrzymany cDNA jako czutg sonde hybrydyzacyjng przy
selekcji transformowanych bakterii metodg Grunsteina-Hognes-
sa (55).

Krétkie syntetyczne oligodezoksyrybonukleotydy okazaty sie bardzo
specyficznymi starterami. Badajgc inicjacje odwrotnej transkrypcji
mMRNA hormonu wzrostowego stwierdzono, ze spos$rod 15 oligonukleoty-
dow o sekwencjach dT&N (N= A, C, G) i dT&NN' (N'= A, G, C, T), tyl-
ko dwa, a mianowicie dT8 i dT8C, dziataty jako efektywne startery
(56). Z powyzszego wynika, ze w przypadkach niemoznosci dokonania
jednoznacznego wyboru sekwencji nukleotydowej startera (np. gdy se-
kwencja nukleotydowa mRNA zostata wydedukowana z sekwencji amino-
kwasow odpowiedniego fragmentu biatka) zamiast jednego startera moz-
na uzywaé mieszanine oligodezoksyrybonukleotydéw o sekwencjach od-
powiadajgcych wszystkim kombinacjom wynikajagcym z kodu genetycz-
nego. Takie podejscie z powodzeniem zastosowano przy syntezie cDNA
interferonu ludzkiego (57), uzywajac 24 syntetycznych dodekanukleoty-
doéw *\ Dalszymi przyktadami zastosowan syntetycznych starter6w sg np.
inny sposéb syntezy cDNA interferonu ludzkiego (58) **\ synteza cDNA
owoalbuminy (59) i inne (60, 61).

Synteza cDNA jest stosunkowo prosta, gdy matrycowym kwasem nu-
kleinowym jest np. mRNA roznych globin wchodzgcych w skiad hemo-

*) Wszystkie te oligonukleotydy podzielono na 6 grup, po 4 oligomery w kazdej.
Oligonukleotydy bedgce w jednej grupie otrzymywane bylty w jednym cyklu syn-
tetycznym i uzywane jako startery w formie mieszanin. Powyzsze 6 grup oligo-
nukleotydow otrzymano przez kondensacje dwdch grup heksanukleotydéw (zawie-
rajagcych po dwa heksamery roznigce sie sekwencjami nukleotydéw przy korncach 5')
z trzema grupami heksanukleotydow (zawierajgcych po dwa heksamery rdznigce
sie sekwencjami nukleotydéw przy koncach 3').

**) W tym przypadku, w odr6znieniu od (57), oznaczono najpierw fragment se-
kwencji nukleotydowej mRNA interferonu z jego konca 5 korzystajagc z dwdch
syntetycznych starterow. Na podstawie tak poznanej sekwencji fragmentu mRNA
syntetyzowano starter, ktéry postuzyt do syntezy catego cDNA interferonu ludz-
kiego.
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globiny, mRNA owoalbuminy, lekkiego tancucha immunoglobiny lub im
podobne mRNA, ktére sg gtowng frakcja mRNA znajdujacg sie w wy-
twarzajacej te biatka komorce, a wiec ich wydzielanie i oczyszczanie nie
przedstawia wigkszych trudnosci. W wiekszosci jednak przypadkdéw po-
szukiwany mRNA stanowi jedynie utamek procenta z og6lnej puli mRNA
komorki, co wymaga stosowania specjalnych metod jego wykrywania
i oczyszczania. Zwykle w tym celu stosuje sie bezkomoérkowy uktad trans-
lacyjny w potgczeniu z testem radioimmunologicznym wykrywajacym
specyficzne biatko kodowane przez dany mRNA (62). Podejscie takie nie
moze by¢ jednak stosowane do badania tych mRNA, ktére kodujg biatka
podlegajace modyfikacji po zakonczeniu translacji. W takich przypad-
kach dobre rezultaty moze dawac uzycie syntetycznych oligodezoksyry-
bonukleotydéw jako sond hybrydyzacyjnych i specyficznych starteréw.
Na przyktad, aby wykry¢é gastrynowy mRNA, ktdry stanowi 0,005% cat-
kowitego ekstraktu RNA lub 0,6°/0 puli poliadenylowanego mRNA, za-
stosowano syntetyczne oligonukleotydy o dtugos$ciach 8, 12 i 15 nukleoty-
déw (28, 29). Syntetyczne sondy umozliwity nie tylko iloSciowe oznaczenie
badanego mRNA w puli RNA, ale takze pozwolity na specyficzng od-
wrotng transkrypcje gastrynowego mRNA bez wydzielania go z ogélnej
puli mRNA. Wszystkie trzy sondy okazaly sie specyficznymi starterami,
mimo znacznych roznic w ich optymalnych temperaturach hybrydyzacji
(oktanukleotyd 4°C, dodeka-i pentadekanukleotyd 37°C). Interesujacym
byto takze stwierdzenie, ze np. dodekamer, mimo ze hybrydyzowat spe-
cyficznie tylko z jednym fragmentem mRNA, uzyty jako starter odwrot-
nej transkryptazy inicjowal specyficznie synteze dwéch réznych cDNA
(29). Takie zjawisko Swiadczy prawdopodobnie o stabilizujacym wplywie
odwrotnej transktyptazy (lub) i warunkdw procesu transkrypcji, na trwa-
to$¢ tworzacych sie komplekséw starter-mRNA.

111-3. Ukierunkowana mutageneza

Posiadanie r6znych mutantéw punktowych w badanym obszarze DNA
pozwala czesto na bardzo precyzyjne przypisanie funkcji okreSlonemu
odcinkowi DNA. Mimo opracowania wielu uzytecznych metod induko-
wania takiej ukierunkowanej mutagenezy (63, 64) zadna z nich nie po-
zwala na otrzymywanie mutacji punktowych w dowolnym miejscu DNA,
ani tez na wywotywanie wszystkich znanych typow mutacji.

W zasadzie jedynym mutagenem * zdolnym do spetnienia wszystkich
tych funkcji jest oligonukleotyd o odpowiedniej sekwencji (65). Badania
stabilnosci krotkich struktur helikalnych DNA zawierajacych niesparo-

*) Termin ,mutagen” rozumiany jest tu bardzo szeroko jako kazdy czynnik
indukujgcy mutacje.
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wane zasady wykazaty, ze mimo mniejszej stabilnosci tych niecatkowicie
dopasowanych struktur sg one wystarczajgco trwate, aby stuzy¢ jako pre-
cyzyjne mutageny (25). Gtdwng zaletg syntetycznych oligodezoksyrybo-
nukleotydéw jako potencjalnych mutagendw jest mozliwo$¢ doktadnego
wprowadzania mutacji do dowolnej sekwencji DNA, jak réwniez mozli-
wos¢ indukowania wszystkich typoéw mutacji: tranzycji (66), transwersji
(67), insercji (68) i delecji (69).

Badania z zastosowaniem bakteriofaga 0X 174 w peini potwierdzity
przydatno$¢ oligonukleotydéw jako potencjalnych mutagendéw. Metoda
tak ukierunkowanej mutagenezy polega w duzym skr6cie na dobudowie
komplementarnej nici do matrycowego DNA faga z uzyciem odpowied-
niego oligonukleotydu, petnigcego funkcje startera i jednoczes$nie muta-
genu (ryc. 2). Sekwencje takiego startera dobiera sie w ten sposob, aby
byt w peini komplementarny z DNA faga, z wyjatkiem miejsca, ktdre
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Ryc. 2. Ukierunkowana mutageneza z uzyciem syntetycznego oligonukleotydu jako
mutagena (—m —) (@) i metoda selekcji DNA mutanta (b)

ma podlegaé mutacji (66). Poniewaz forma dojrzata faga 0X 174 za-
wiera jednoniciowy kolisty DNA, forma dwuniciowa powstata przez wy-
dtuzenie syntetycznego startera-mutagena odpowiada formie replikatyw-
nej faga. W zwigzku z obecnoscia w dwuniciowej formie faga niedopaso-
wania, ktérego rodzaj zalezy od sekwencji nukleotydowej startera-muta-
genu i determinuje rodzaj mutacji, mozna sie spodziewaé, ze po namno-
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zeniu faga np. w sferoplastach E. coli, stosunek potomnych fagéw szcze-
pu dzikiego i mutanta bedzie jak 1:1.

Praktycznie, wydajnosci mutagenezy sa zwykle nizsze od teoretycz-
nej wartosci 50°/0 i zaleza od wielu czynnikéw, wséréd ktérych bardzo waz-
ng role odgrywa dilugo$¢ uzytego startera-mutagenu oraz pozycja nie-
sparowanej zasady w sekwencji nukleotydowej startera (70). Poczatkowo
uzyskane wyniki zdawaty sie sugerowac, ze ze wzgledu na obecno$¢ 5' -> 3'
i 3'-> 5' egzonukleolitycznej aktywnosci DNA-polimerazy | (E.C. 2.7.7.7.7)
uzywanej do wydtuzania startera-mutagenu, niesparowane zasady (miej-
sce mutacji) powinny znajdowac¢ sie w odlegtosci okoto 10-ciu zasad od
konca 3' i tylez mniej wiecej zasad od konca 5' oligomeru (70), co zmu-
szatlo do stosowania 'oligonukleotydéw-mutagenéw o dtugosci okoto 20
nukleotyddéw. Dos$wiadczalnie stwierdzone réznice w efektywnos$ci mu-
tagennego dziatania oligonukleotyddw w zaleznosci od ich diugosci (nie-
sparowane zasady wystepowaty w Srodkowej czesSci oligonukleotyddw)
byty znaczne i wynosity: 32°/0 mutacji przy uzyciu startera liczacego 23
nukleotydy i tylko 0,02% przy uzyciu startera 11-to nukleotydowego (70).

Réwnocze$nie prowadzone badania (67) wykazaty, ze diugo$é star-
tera-mutagenu moze byé powaznie zmniejszona, je$li jako enzymu po-
limeryzujagcego uzywa sie nie DNA-polimerazy |, lecz jej fragmentu
(zwanego enzymem lub fragmentem Klenowa), ktéry jest pozbawiony
aktywnosci 5°  3' egzonukleolitycznej. Uzywajac tego enzymu uzyskano
juz z undekanukleotydem wydajnosci mutacji rzedu 15-20%. Co wiecej,
nie obserwowano roznic w efektywnosci mutagennego dziatania wtedy,
gdy niesparowane zasady znajdowaty sie w pozycji trzeciej lub széstej
od konca 3' oligonukleotydu. Dalsza optymalizacja warunk6éw mutagene-
zy (71), a doktadniej wydtuzanie startera, pozwolita na zblizenie sie do
teoretycznej granicy 50°0 przy uzyciu zaledwie dodekanukleotydu jako
mutagenu, a zastosowanie heptanukleotydu dawato wydajnosci mutacji
az 39%.

Podane wyzej wydajnosci mutagenezy nie sg oczywiscie warto$ciami
uzyskiwanymi rutynowo, gdyz zalezg nie tylko od diugosci oligonukleo-
tydu, czy pozycji niesparowanej zasady, lecz takze od rodzaju mutacji (71).
Wydajnos¢ tranzycji jest zwykle wyzsza niz wydajnos¢ transwersji, a w
tym ostatnim przypadku, przejscie T ->dG jest czestsze niz dG -> T.

Jezeli mutacja punktowa prowadzi do zmian fenotypowych, nowe ce-
chy moga byé podstawg wykrywania i selekcji mutanta (67, 72). Czesto
zdarza sie jednak, ze mutacje punktowe nie powodujg zmian fenotypo-
wych (67), co utrudnia lub wrecz uniemozliwia wykrycie mutanta. W ta-
kich przypadkach niezwykle cenng jest metoda selekcji in vitro zmuto-
wanego DNA (73) z mieszaniny z DNA szczepu dzikiego. Metoda ta opiera
sie na roznicy w stabilnosci struktur dwuniciowych dopasowanych cat-
kowicie lub czeSciowo. Réznice te sg nadspodziewanie duze i wyrazajg
sie obnizeniem temperatury topnienia struktury dwuniciowej az o 10-15°C
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w przypadku obecnosci jednej niedopasowanej pary zasad w strukturze
dwuniciowej zawierajacej od 11 do 17 par zasad (73, 74).

Omawiana metoda selekcji mutantow (ryc. 2) jest rownie prosta jak
efektywna (69, 73). Polega ona na wykorzystaniu oligonukleotydu-muta-
genu jako startera do inicjacji syntezy DNA w mieszaninie zawierajgcej
DNA szczepu dzikiego i mutanta. Mieszanine takg otrzymuje sie np. po
wyizolowaniu DNA faga poddanego mutagenezie i namnozonego w sfero-
plastach E. coli. Reakcje wydtuzania startera prowadzi sie jednak w wyz-
szej temperaturze niz podczas omawianej uprzednio mutagenezy, co po-
woduje wybidrcze oddzialywanie syntetycznego oligonukleotydu z DNA
mutanta (struktura catkowicie komplementarna). Po zakonczeniu syntezy
komplementarnej nici i zamknieciu powstatych dwuniciowych tafcuchow
w formy koliste za pomocg DNA-ligazy, mieszanine traktuje sie endo-
nukleazg SI (E.C. 3.1.4.x), ktéra degraduje obecny w mieszaninie jedno-
niciowy DNA, a wiec gtownie DNA szczepu dzikiego. Powtarzajac dwu-
krotnie cykl operacji: wzbogacanie — namnazanie, mozna otrzymac¢ pre-
parat zawierajgcy prawie wylgcznie DNA mutanta (69, 73).

IV. Zastosowanie dwuniciowych syntetycznych fragmentéw DNA
1V-1. Syntetyczne geny

Wykorzystanie dwuniciowych fragmentéw DNA do syntezy gendw
byto jednym z pierwszych zastosowan chemicznej syntezy w badaniach
struktury i funkcji genéw. Mimo, ze syntetyczne geny dotychczas otrzy-
mane majg swoje odpowiedniki wsréd gendw naturalnych, to jednak
istnieje podstawowa rdéznica lezagca u podstaw chemicznej syntezy i syn-
tezy DNA zachodzacej w zywych organizmach. Chemiczna synteza genow
jest tworzeniem nowej informacji genetycznej, ktéra moze, lecz nie musi
mieé¢ swego odpowiednika w naturze, natomiast synteza gendéw jaka za-
chodzi in vivo, jest jedynie powielaniem (jesli pomingé mutacje i rekom-
binacje) istniejgcej juz informacji genetycznej. W konsekwencji stoso-
wanie syntetycznych fragmentdw DNA jako podstawowych cegietek w
konstruowaniu genéw stwarza mozliwo$s¢ wprowadzania réznych zmian
do syntetyzowanych genow. Szczegdllnie uzyteczne sg takie modyfikacje,
ktére nie powodujagc zmian znaczenia informacji genetycznej, utatwiajag
prace z syntetycznym genem. Typowym przykiadem takiego dziatania
jest wprowadzanie dodatkowych miejsc restrykcyjnych do sekwencji
kodujacej (dzieki zjawisku degeneracji kodu genetycznego). Temu po-
dobne modyfikacje naturalnego genu przy planowaniu jego syntetycznego
odpowiednika zwiekszajg potencjat badawczy biologicznych funkcji da-
nego genu (75, 76).

Otrzymanie pierwszego syntetycznego genu w 1970 roku w labora-
torium Khorany (77) byto wielkim sukcesem chemii i enzymologiL
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Niestety, po testach biologicznych, na skutek braku w genie odpowied-
nich sygnatowych sekwencji transkrypcji okazato sie, ze polimeraza RNA
zamiast oczekiwanego produktu transkrypcji genu (tRNA alaninowego)
wytwarzata jedynie niewielkie ilosci RNA, bedacego wynikiem niespe-
cyficznej inicjacji i terminacji transkrypcji.

Pierwszym syntetycznym fragmentem DNA wykazujagcym peing
aktywnos$¢ biologiczng byt operator laktozowy (78). Wykazanie biologicz-
nej aktywnosci polegato na stwierdzeniu in vivo specyficznego oddziaty-
wania tego DNA z represorem laktozowym. W tym celu syntetyczny gen
wszczepiono do plazmidu pMB9 i przeprowadzono transformacje kompe-
tantnych komoérek E. coli. Poniewaz plazmid pMB9 moze wystepowac
w komdrkach E. coli w ilosci 10-20 czasteczek na jedng komorke, nato-
miast represora laktozowego — biatka, ktore specyficznie oddziatywuje
z operatorem jest w komorce o potowe mniej, nalezato sie spodziewac, ze
w przypadku wykazywania przez syntetyczny operator biologicznej
aktywnosci bedzie nastepowato wychwytywanie represora przez nadmiar
sekwencji syntetycznego operatora. Wynikiem takiego oddziatywania po-
winna by¢ derepresja chromosomalnego operonu laktozowego, przeja-
wiajaca sie m.in. konstytutywng syntezg (3-galaktozydazy. Takie zjawisko
rzeczywiscie zaobserwowano, co w potgczeniu z izolacjg plazmidu zawie-
rajgcego operator laktozowy z kolonii bakteryjnych produkujacych kon-
stytutywnie (3-galaktozydaze stanowito przekonywujacy dowdd na prze-
jaw biologicznej aktywnosci syntetycznego fragmentu DNA (78).

Nastepnym genem biologicznie aktywnym byt gen somatostatyny.
W tym przypadku podstawg testu biologicznego bylo stwierdzenie obec-
nosci somatostatyny (lub biatka hybrydowego zawierajgcego fragment
somatostatynowy) w komorkach E. coli transformowanych plazmidem
zawierajgcym syntetyczny gen tego polipeptydu. Wykrycie nowego pro-
duktu biatkowego w komorkach bakteryjnych Swiadczyto jednoznacznie
0 zachodzeniu prawidtowej transkrypcji i translacji syntetycznego ge-
nu (79).

Wykazanie biologicznej aktywnosci syntetycznych gendw (78, 79)
byto nie tylko doswiadczalnym potwierdzeniem zatozen i teorii lezacych
u podstaw biologii molekularnej, lecz otworzyto réwniez droge do prak-
tycznych zastosowan wynikajagcych z otrzymania i klonowania synte-
tycznych genéw, m.in. do syntezy biologicznie aktywnych substancji me-
todami inzynierii genetycznej. Dotychczas wprowadzajgc do bakterii syn-
tetyczne geny udato sie otrzymac szczepy produkujace nastepujgce poli-
peptydy: somatostatyne (79), insuline ludzka (80), Na-dezacetylotymozyne
al (81), bradykinine (82), enkefaling (83), ludzki interferon (84) * i ludzki
hormon wzrostowy (85). W tym ostatnim przypadku zastosowano bardzo

*) Gen interferonu ludzkiego, liczacy 514 par zasad jest najdtuzszym dotychczas
otrzymanym syntetycznym genem. Badania nad konstrukcjg szczepéw bakteryjnych
produkujacych interferon na podstawie tego genu sg w toku.
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interesujgce potgczenie metod chemicznych i enzymatycznych i otrzyma-
no gen, ktérego poczatek (sekwencja odpowiadajgca pierwszym 24 amino-
kwasom) zostal otrzymany chemicznie, natomiast pozostata cze$¢ po-
chodzita z klonowanego cDNA.

W ostatnim dziesiecioleciu otrzymano jeszcze wiele innych syntetycz-
nych genow, ktérych synteza torowata droge metodom chemicznym w
biologii molekularnej. Wymieni¢ tu nalezy synteze fragmentu genu tan-
cucha A insuliny wotowej (86), genu S-peptydu rybonukleazy trzustko-
wej A (87), genu ludzkiego hormonu angiotensyny Il (88), genu hormo-
nu GIP (Gastric Inhibitory Polypeptide) (89), synteze fragmentu DNA
kodujacego polipeptyd poli (Asp-Phe) (90), oraz synteze peinego genu
(wraz z promotorem i terminatorem) tyrozynowego tRNA z drozdzy (4).

1V-2. Badanie oddziatywan biatko — DNA

Podstawowe funkcje jakie speiniajg kwasy nukleinowe w zywych
organizmach wigzg sie z ich zdolnosciami do specyficznego oddziatywania
z biatkami. Zrozumiatym wiec jest, ze do jednych z najbardziej podsta-
wowych problemdw biologii molekularnej nalezy zrozumienie tych od-
dziatywan, ktére leza u podstaw budowy réznych nukleoproteidéw (np.
chromosomoéw, wiruséw, rybosomow), jak roéwniez odgrywaja kluczowa
role w dynamicznych procesach, w ktdrych udziat biorg kwasy nukleino-
we i biatka (np. konformacyjne zmiany w rybosomach podczas biosyn-
tezy biatka, oddziatywanie tRNA z aminoacylosyntetazami, reakcje re-
presora z operatorem, polimerazy RNA z promotorami itp.).

Odcinki DNA, z ktérymi oddziatywujg biatka w procesach dynamicz-
nych sg zwykle krdtkie, rzedu kilkunastu do kilkudziesieciu par zasad,
co stwarza mozliwo$¢ intensywnego korzystania w tego rodzaju bada-
niach z syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydéw.

W ostatnim dziesiecioleciu badacze skupili najwiekszg uwage na ukia-
dzie operator-represor laktozowy, ktéry byt uktadem najlepiej poznanym
pod wzgledem biochemicznym i genetycznym (7, 92, 93). Opr6cz chemicz-
nej syntezy operatora laktozowego (7, 94, 95), pierwszego syntetycznego
fragmentu DNA, ktérego aktywnos$¢ biologiczng wykazano in vivo (77),
przeprowadzono synteze wielu analogéow tego operatora (7, 95 97, 98).
Dzigki nim, a szczeg0lnie tym, do ktorych wprowadzono zmodyfikowane
zasady (7, 95, 97), zlokalizowano tzw. ,miejsca kontaktowe” uktadu opera-
tor-represor, co jest pierwszym krokiem na drodze do zrozumienia mole-
kularnych podstaw oddziatywania biatko-DNA (96).

Dzieki uzyciu syntetycznych fragmentéw udato sie takze okresli¢ mi-
nimalng diugo$¢ operatora laktozowego (98). Stosujac oligodezoksyrybo-
nukleotydy o roéznej diugosci oraz postugujac sie testem biologicznej
aktywnosci jakim jest oddzialywanie z represorem, precyzyjnie okreslo-



60 J. STAWINSKI [16]

no udziat réznych par zasad operatora w jego oddziatywaniu z represo-
rem (98). Byto to wazne zarowno ze wzgledéw poznawczych (lokalizacja
miejsc oddziatywania z represorem), jak réwniez praktycznych (np. syn-
teza mini-operatora dla potrzeb inzynierii genetycznej).

Dos¢ dobrze zdefiniowanymi z punktu widzenia chemicznego sg réw-
niez uktady promotor-polimeraza RNA. CzeSciowa znajomos$¢ I-rzedowej
struktury polimerazy RNA z E. coli (E.C. 2.7.7.6) (99) oraz poznanie se-
kwencji nukleotydowych wielu promotoréw bakteryjnych i wirusowych
(100), stwarzajg podstawy do szczegotowych badan nad oddziatywaniem
polimerazy RNA z r6znymi promotorami (101, 102).

Obecnie oddziatywania te sg do$¢ dobrze poznane w og6lnych zary-
sach (102) dzieki badaniom biochemicznym i genetycznym. Wydaje sie
natomiast, ze dla uzyskania precyzyjnych ustalen potrzebne sg bardziej
réznorodne substraty niz te, ktére mozna pozyskiwac¢ ze zrodet natural-
nych. Substratow takich, a wiec réznych analogéw promotoréw réznia-
cych sie od promotoréw naturalnych delecjami, insertami, obecnoscig
zmodyfikowanych zasad itp., moze dostarczy¢ chemiczna synteza. Do-
tychczas przeprowadzono synteze zaledwie kilku naturalnych promoto-
réw (101, 103, 104). Badania oddziatywan polimerazy RNA z promoto-
rami bardzo komplikuje fakt, ze ten sam enzym (polimeraza RNA) roz-
poznaje wiele znacznie rdzniacych sie miedzy soba sekwencji DNA (pro-
motory). Przez poréwnanie wszystkich dotychczas poznanych promotoréw
ustalono sekwencje nukleotydowg tzw. promotora idealnego (105), be-
dacego niejako ich pierwowzorem. Poniewaz jest mato prawdopodobne,
aby taki promotor wystepowat w przyrodzie, podjeto prébe jego syntezy
(106), jako uzytecznego modelu badania oddziatywan polimeraza RNA-
promotor. Promotor taki, jesli rzeczywiscie charakteryzowatby sie wy-
jatkowo silnym oddziatywaniem z polimerazg RNA madgtby znalez¢ prak-
tyczne zastosowanie w inzynierii genetycznej, np. do podwyzszania efek-
tywnosci ekspresji réznych syntetycznych lub naturalnych gendw.

W ostatnich latach, w zwigzku z intensywnym rozwojem inzynierii
genetycznej, wzrosto takze zainteresowanie enzymami restrykcyjnymi
(107) (endonukleazy restrykcyjne lub w skrécie, restryktazy), ktére sa
powszechnie stosowane przy otrzymywaniu réznych zrekombinowanych
czasteczek DNA. Enzymy te rozpoznaja okreslone sekwencje DNA (o dtu-
gosci 4-6 i wiecej par zasad) i powodujg specyficzne rozszczepianie wig-
zan miedzynukleotydowych w obu niciach DNA. Badania przeprowadzo-
ne na syntetycznym, dwuniciowym, samokomplementarnym oktanukleo-
tydzie (dTGAATTCA) zawierajagcym sekwencje rozpoznawang przez re-
stryktaze EcoRI wykazaty, ze oktanukleotydowa struktura dwuniciowa
jest substratem zaréwno enzymu restrykcyjnego jak i odpowiedniej me-
tylazy (108). Zaobserwowano jednak, ze mimo zachowania specyficznosci
co do rejonu przecinania nici DNA, powinowactwo enzymu do oktanu-
kleotydu jest duzo nizsze niz do analogicznej sekwencji wystepujacej w
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natywnym DNA wirusa SV40 (108). Swiadczy to o zachodzeniu dodatko-
wych oddziatywan z sekwencjami otaczajgcymi miejsce restrykcyjne,
ktére nie wptywajg na specyficznos¢ dziatania enzymu, lecz na jego efek-
tywnos¢, tzn. szybko$¢ ciecia przez enzym restrykcyjny tych samych se-
kwencji nukleotydowych lecz wystepujacych w otoczeniu sekwencji réz-
nigcych sie miedzy sobg (109, 110).

W ostatnich latach zapoczatkowano zatem bardziej szczeg6towe ba-
dania nad znaczeniem sekwencji sgsiadujgcych z miejscami restrykcyj-
nymi w procesie restrykcji (111-114). Umieszczajagc sekwencje rozpozna-
wane przez enzymy restrykcyjne w réznych miejscach syntetycznych
oligonukleotydéw otrzymano rézne struktury dwuniciowe, ktore testowa-
no jako substraty odpowiednich restryktaz. Okazato sie, ze wymagania
enzymoéw restrykcyjnych w stosunku do diugosci struktur dwuniciowych
oraz miejsca usytuowania rozpoznawanych przez nie sekwencji nukleoty-
dowych, sg bardzo rézne dla réznych restryktaz (111, 112, 114). Na przy-
ktad, dla restryktazy EcoRl wystarcza, je$li sekwencja nukleotydowa
rozpoznawana przez ten enzym posiada tylko jeden dodatkowy nukleotyd
na jednym z koncow struktury dwuniciowej, natomiast restryktaza
Hindlll nie rozszczepia charakterystycznej dla siebie sekwencji nawet
jesli otoczona jest z obu stron heksanukleotydami. Przypuszcza sie, ze
enzym ten wymaga do dziatania obecnosci sekwencji nukleotydowej
o dtugosci odpowiadajgcej przynajmniej dwém skretom helisy DNA (114).

V. Zastosowanie syntetycznych oligodezoksyrybonukleotydéw w inzynierii
genetycznej

Wszczepianie fragmentow DNA naturalnych lub syntetycznych do
plazmidowego lub wirusowego DNA (wektorowy DNA) jest kluczowym
etapem w procesie wprowadzania nowej informacji genetycznej do zy-
wych organizmow metodami inzynierii genetycznej.

NajczeSciej stosowanym podejSciem wyjsciowym jest trawienie wek-
torowego i badanego DNA za pomoca takiego samego enzymu restryk-
cyjnego (115, 116), co powoduje powstawanie jednoniciowych, wzajemnie
komplementarnych koncowek (tzw. lepkich koncéw) w obu rodzajach
DNA. Po zmieszaniu tych dwoch rodzajow DNA, w obecnosci DNA-liga-
zy, nastepuje ich specyficzne potgczenie z wytworzeniem hybrydowego
DNA (wektorowy DNA + wszczepiony fragment), ktéry moze byé wpro-
wadzony do kompetentnych komorek bakteryjnych.

Drugim, alternatywnym podejsciem, jest enzymatyczne wprowadza-
nie do wszczepianego i wektorowego DNA, jako 3'-koncowych sekwencji,
oligo-T i oligo-dA lub oligo-dC i oligo-dG, ktore spetniajg analogiczng
role jak lepkie konce wytwarzane przez enzymy restrykcyjne (117).

Z obu metod, zdecydowanie prostszg i wygodniejszg jest metoda sto-
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sujaca enzymy restrykcyjne i to zaréwno jesli chodzi o wszczepianie ba-
danego DNA do wektora, jak i o pézniejsze nim operowanie (np. powrot-
ne wycinanie badanego DNA z wektora). Mimo niewatpliwych zalet po-
dejscie to mialo pewne ograniczenie: konieczna obecno$¢ odpowiednich
miejsc restrykcyjnych w badanym DNA limitowata zardwno rodzaj jak
i rozmiar wszczepianego DNA. Ograniczenie to dotyczyto rowniez syn-
tetycznych fragmentéw DNA, ktére aczkolwiek mozna wyposaza¢ w do-
wolne lepkie konce, to jednak raz zsyntetyzowane, mogly by¢ wszcze-
piane tylko w jedno miejsce do wektora, okreslone sekwencjg lepkich
koncow. W przypadku koniecznosci np. klonowania takiego fragmentu
w innym miejscu plazmidu, nalezalo syntetyzowa¢ nowe koricowe frag-
menty i powtarzaé¢ proces ligowania catego syntetycznego fragmentu z je-
go komponentow.

W przezwyciezeniu tych ograniczen bardzo pomocne okazaly sie syn-
tetyczne fragmenty DNA, za pomocg ktérych mozna wprowadza¢ do
dowolnego DNA sekwencje nukleotydowe rozpoznawane przez restryk-
tazy (118). W skrocie, metoda wytwarzania miejsc restrykcyjnych polega
na przytaczeniu za pomocg DNA-ligazy syntetycznego dwuniciowego
fragmentu (zwykle samokomplementarny okta-lub dekanukleotyd) =za-
wierajgcego sekwencje rozpoznawang przez wybrany enzym restrykcyj-
ny, do fragmentu DNA, ktdry ma byé wszczepiony do wektora. Po tra-
wieniu produktow reakcji odpowiednig restryktazg otrzymuje sie ten
fragment DNA przedtuzony z obu stron sekwencjami tacznikéw z lepki-
mi koncami (ryc. 3).

Stosujac rozne syntetyczne oligodezoksyrybonukleotydy (nazywane
tacznikami lub adaptorami) mozna wytwarza¢ dowolne lepkie konce, od-
powiadajgce réznym enzymom restrykcyjnym (118, 119). tatwos¢ wy-
twarzania lepkich koncéw stwarza dodatkowe mozliwosci przytaczania do
fragmentu DNA poddawanego klonowaniu innych sekwencji DNA (np.
operatora laktozowego) pozwalajacych na tatwiejsze wykrywanie i oczysz-

5' GGAATTCC GGAATTCC 3
of +
3 CCTTAAGG CCTTAAGG 5'
DNA ligaza
5' GGAATTCC GGAATTCC 3
3 CCTTAAGG CCTTAAGG 5'
Eco RI
5' AATTCC GG 3
3 GG CCTTAA 5

Ryc. 3. Metoda wytwarzania ,lepkich koncow” za pomocg syntetycznych oligonu-
kleotydéw i enzymu restrykcyjnego
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czanie hybrydowego plazmidu zawierajgcego badany DNA (118). Do
zalet tej metody nalezy réwniez mozliwos¢ wytwarzania réznych lepkich
koncéw za pomocag jednego tylko syntetycznego oligonukleotydu. Na
przyktad, dekanukleotyd dCCGGATCCGG (118) w formie dwuniciowej
zawiera sekwencje rozpoznawane przez endonukleazy Baml (GGATCCQC),
Hpall (CCGG), Mbol (GATC), a po dimeryzacji, takze sekwencje dla
Haelll (GGCC).

Opisana metoda zostata ostatnio ulepszona. Wprowadzenie tzw. asyme-
trycznych tacznikéw (120, 121), ktére nie wymagajg trawienia restryk-
tazami oraz adaptorow pozwalajacych na zmiane jednych lepkich kon-
cow na inne (120) uczynity metode te jeszcze bardziej przydatna.

Przyktadami wykorzystania w biologii molekularnej metody wytwa-
rzania lepkich koncéw za pomocg syntetycznych oligodezoksyrybonu-
kleotyddw, moga by¢ m.in. prace nad operatorem laktozowym (118, 122),
badania genow insulin szczurzych (123), genu (3-endorfiny (124) i in-
ne (125).

Celem réznych zabiegéw polegajacych na wszczepianiu okre$lonych
fragmentéw DNA do plazmidowego lub wirusowego DNA moze by¢ klo-
nowanie danego fragmentu lub badanie jego ekspresji. W tym drugim
przypadku informacja genetyczna zawarta w badanym fragmencie DNA
musi ulega¢ transkrypcji i translacji. Poniewaz w inicjacji transkrypcji
wykorzystuje sie zwykle promotory znajdujgce sie w wektorowym DNA
(116) moze sie zdarzy¢, ze kodony mRNA transkrybowanego z wszczepio-
nego DNA beda w procesie translacji odczytywane z przesunieciem fa-
zowym n+1 lub n+ 2 Dla skorygowania tych mozliwych przesunieé
fazowych postanowiono wykorzystaé syntetyczne oligonukleotydy o dtu-
gosciach n+1 i n+ 2 (gdzie n jest liczhg podzielng przez 3), ktére oprécz
tej funkcji mogtyby petni¢ zarazem role tgcznikéw i sygnatow startowych
translacji (54). Fragmenty takie, nazywane adaptorami startowymi, za-
wierajg sekwencje nukleotydowg rozpoznawang przez okreslony enzym
restrykcyjny + dodatkowy nukleotyd (0,1 lub 2)+ kodon inicjujacy ATG.
Oproécz takich adaptoréw, syntetyzowano takze: adaptory stopu (54) (ko-
don terminujgcy + sekwencja rozpoznawana przez restryktaze), adaptory
zawierajgce tzw. sekwencje Shine-Dalgarno, odpowiedzialng za oddzia-
tywanie mRNA z rybosomami (54) oraz adaptory do ,przycinania” DNA
po klonowaniu (retrieving adaptor) (54). Ten ostatni adaptor jest specy-
ficznym tacznikiem zawierajgcym sekwencje nukleotydowg rozpoznawa-
ng przez restryktazy Mbol lub Hpnl, ktére rozszczepiajg dwuniciowy
DNA w odlegtosci 8 par zasad od miejsca rozpoznawania. Uzycie takich
adaptoréw posiadajacych oprécz sekwencji Mbol lub Hpnl zmienng ilo$é
nukleotydéw od 1 do 7 pozwala po ich przytgczeniu i trawieniu odpowied-

*) Asymetryczne tgczniki sg dwuniciowymi oligonukleotydami o niejednakowej

dtugosci obu nici. Jedna strona takiego tgcznika posiada rowno zakorczone nici,
natomiast druga — gotowe lepkie korce.
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nig restryktazg usung¢ z badanego DNA od 7 do 1 pary zasad (54). Po-
stepowanie takie moze by¢ uzyte np. do usuniecia zbednych korncowych
fragmentéw obecnych w DNA po klonowaniu.

V1. Uwagi kohcowe

Opisane powyzej przyklady zastosowania syntetycznych fragmentéw
DNA w biologii molekularnej wskazujg, ze potgczenie chemicznej synte-
zy z réznymi metodami genetycznymi i biochemicznymi jest niezwykle
uzyteczne przy rozwigzywaniu roznych probleméw wspo6tczesnej bio-
logii. Chemiczna synteza fragmentow kwaséw nukleinowych o dowol-
nych sekwencjach nukleotydowych dostarcza biologii coraz bardziej pre-
cyzyjnych narzedzi i metod badawczych. Z drugiej strony biologia mo-
lekularna, stawiajac coraz to nowe i wazniejsze problemy do rozwigzania,
stymuluje dalsze badania nad podniesieniem efektywnosci chemicznej
syntezy fragmentow kwaséw nukleinowych. Nalezy takze wspomnie¢, ze
bardzo istotng korzyscig jakg chemia moze czerpa¢ z biologii moleku-
larnej jest mozliwos¢ powielania syntetycznych fragmentéw DNA. Raz
zsyntetyzowana sekwencja nukleotydowa moze byé bowiem klonowana
np. w bakteriach i namnazana in vivo w duzych ilosciach, stuzac do dal-
szych badan.

Powyzszy przeglad nie wyczerpuje oczywiscie wszystkich zastosowan
syntetycznych fragmentéw DNA. Do ciekawszych zastosowan, ktére nie
zostaly omoéwione w niniejszym artykule zaliczy¢ mozna wykorzystanie
syntetycznych fragmentéw DNA w selektywnej inhibicji replikacji nie-
ktorych wirusow (126, 127), w badaniach topografii rybosomoéow (128)
i inne (128, 129).

Te roznorodne i szerokie zastosowania *) sg Swiadectwem, ze przy
-obecnym stanie rozwoju metod chemicznej syntezy polinukleotydow je-
dynym ograniczeniem w stosowaniu syntetycznych fragmentéw DNA w
biologii molekularnej jest tylko nasza wyobraznia.

Zaakceptowano do druku 9.12.1981
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I. Wstep

Wzrost komdrek zwierzecych in vitro uzalezniony jest od dostarczenia
im sktadnikow pokarmowych, a takze pewnych czynnikéw polipeptydo-
wych zawartych w surowicy krwi. Prawidtowe komarki rosng w piynnej
hodowli w obecnosci czynnikow polipeptydowych wytacznie jednowar-
stwowo na dnie naczynia; nie rosng zas w pozywkach z poiptynnych zeli
agarowych, mimo obecnosci w nich czynnikow wzrostowych zawartych
w surowicy. Komérki nowotworowe i stransformowane onkogennie, prze-
ciwnie, zdolne sg w tych warunkach do wzrostu i tworzenia kolonii. Nie
dotyczy to wzrostu klonalnego granulocytéow, ktére rosng na szkle w sy-
stemie agarowym i wymagaja swoistego stymulatora, jakim jest czynnik
klonotwérczy CSF (colony stimulating factory).

Przez termin wzrost komoérek rozumie sie zwiekszenie ilosci sktad-
nikbw komorkowych (wzrost masy) i mnozenie sie komdérek, tj. zwiek-
szenie sie liczbowe populacji. O biochemicznych czynnikach reguluja-
cych wzrost fibroblastéw hodowanych in vitro traktuje praca pogladowa
Bankowskiego (l)a niektore peptydy izolowane z surowicy opisat
w 1978 r. Sudot w Postepach Biologii Komaérki (2).

W niniejszym artykule omoéwiono wazniejsze, niezbedne dla wzrostu
komdrek prawidtowych, czynniki peptydowe, ich charakterystyke i po-
chodzenie oraz przedstawiono hipotetyczne mechanizmy ich oddziatywa-
nia na komorki. Szybki postep badah w ostatnich latach, szczegdlnie nad
polipeptydowymi czynnikami wytwarzanymi i uwalnianymi do $rodo-
wiska przez komorki nowotworowe i stransformowane onkogennie,
Swiadczy o wadze omawianego zagadnienia i skionit nas do dokonania
przegladu osiggnie¢ w tej dziedzinie.

Il. Naskérkowy czynnik wzrostu (EGF — Epidermal Growth Factor)

Jednym z doktadniej poznanych peptydowych czynnikdw wzrostu
jest wystepujagcy w osoczu, a wyizolowany po raz pierwszy przez Co-
hena w 1962 roku z gruczotdéw podszczekowych myszy, naskérkowy
czynnik wzrostu (EGF) (3). Czynnik ten w stezeniu 10“1t—10-10M, tj. w
stezeniu wystepujagcym w surowicy, swoiscie pobudza in vitro prolife-
racje i keratynizacje komorek nabtonkowych pochodzgcych ze zwierzat
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roznych gatunkéw (4—7). Cohen wykazat, ze EGF podawany nowo-
narodzonym myszom powodowat przedwczesne otwieranie oczu i wyrzy-
nanie zebdw (3).

Masa czasteczkowa EGF wynosi 6045 daltonéw; zbudowany jest on
z 53 aminokwas6w, ktorych sekwencja zostata okreslona (4). Charakter
kwas$ny nadajg czasteczce wchodzgce w jej skiad aminokwasy dwukar-
boksylowe. Trzy mostki dwusiarczkowe miedzy resztkami cysteiny wpty-
wajg na swoiste pofatdowanie pojedynczego tancucha polipeptydowego,
ktérego konformacja okreslona metoda dichroizmu kotowego w Swietle
UV, jest w przewazajagcym stopniu niehelikalna. In vivo dwie czgsteczki
EGF potaczone sg z dwiema czgsteczkami biatka, z ktérych kazda ma ma-
se 29 000 daltonow (8).

Bardzo podobng strukture wykazuje polipeptydowy inhibitor wydzie-
lania soku zotadkowego, ktéry nazwano urogastryng (9, 10).

EGF z gruczotow podszczekowych myszy, zaleznie od wielkoSci daw-
ki, stymuluje synteze DNA (wzrost wigczania tymidyny) oraz synteze
biatka (wzrost wigczania znakowanej proliny do biatek i proteoglikandw)
w synchronizowanych hodowlach fibroblastow, pochodzacych ze zdro-
wej ludzkiej tkanki tgcznej dzigset. EGF dodany w stezeniu 10 ng/ml
hodowli komérkowej stymuluje po 48 godzinach inkubacji wilgcznie
[4C] — proliny do biatek komoérkowych w 82°/0 w poréwnaniu z hodowla
kontrolng (11). Wnioskowano, ze proces ten nie przebiega poprzez wzmo-
zong synteze prostaglandyn, poniewaz aspiryna i indometacyna, zasto-
sowane w badanym ukladzie doswiadczalnym, nie hamujg dziatania
EGF (112).

Pobudzenie wigczania tymidyny do fibroblastdw ludzkich przez EGF
obniza interferon, przy czym maksymalne zmniejszenie inkorporacji za-
obserwowano wowczas, gdy komorki poddane najpierw dziataniu inter-
feronu, a nastepnie EGF (12). Interferon, zwiekszajac glikozylacje biatek
btonowych (13) wywotuje zmiany we witasciwosciach btony plazmatycz-
nej, objawiajace sie m.in. wzmozeniem ekspresji antygenowej komorki
(14, 15). Dlatego nalezy przypuszczac, ze obnizenie przez interferon dzia-
tania czynnika pobudzajgcego wzrost komoérek (EGF) nastepuje w wy-
niku zmian w oddziatywaniu czynnik — receptor powierzchniowy komo-
rek (12).

Wiasciwy mechanizm dziatania EGF na wzrost komorek pozostaje
nadal niewyjasniony. Najbardziej prawdopodobna wydaje sie hipoteza
przedstawiona przez Maxfielda i wsp. (16). Autorzy ci, stosujgc
inhibitory endocytozy, ktérej przebieg obserwowali w komérkach
BALB/c 3T3 bogatych w receptory, wykazali, ze poczatkowym etapem
dziatania peptydu na komorke jest wigzanie go przez receptory po-
wierzchniowe. Podobny mechanizm zaproponowano réwniez w przypadku
insuliny i innych hormonow peptydowych (17). Badania autoradiograficz-
ne z zastosowaniem mikroskopu elektronowego potwierdzity, ze EGF
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wigzac sie z receptorami w obecnosci jonéw wapnia jest gromadzony na
powierzchni fibroblastow (18). W wyniku wpuklania sie kompleksow w
btony plazmatyczne, tworzg sie pecherzyki endocytarne, ktdre zlewajg
sie z lizosomami, tworzagc wtérne lizosomy (16).

Podobny mechanizm zaktada sie na podstawie badan z zastosowaniem
moczyszczonego [1H] — EGF z gruczotdw podszczekowych myszy i komo-
rek naskorkowego nowotworu linii KB (19). Receptory powierzchniowe
tych komérek sa ustawicznie syntetyzowane i po interakcji z EGF wpukla-
ne do bton plazmatycznych. Proces ten jest tylko przejsciowo stymulo-
wany przez wigzanie EGF z receptorami, przy czym receptory nie ulegaja
ponownie recyklizacji i nie wracajg na powierzchnie btony plazmatycznej.

Nalezy podkresli¢, ze komédrki pod wptywem oddziatywania wielu
réoznych czynnikéw z zewnatrz moga wytwarza¢ pewne substancje, kto-
re majg istotny wptyw na szybkos$¢ ich wzrostu. Stwierdzono, ze EGF
w nastepstwie interakcji z receptorami zwieksza aktywnos$¢ dekarboksy-
lazy L-ornityny EC 4.1.1.17 w komorkach naskorkowych myszy; enzym
ten katalizuje wazny etap w biosyntezie putrescyny, ktéra w znacznym
stopniu reguluje wzrost komorek (20). Sam fakt stymulacji jej syntezy
przez EGF moze ttumaczyé biologiczng aktywno$¢ tego czynnika. Ponad-
to putrescyna moze dziata¢ jako endogenny inhibitor transglutaminazy
EC 2.3.2.13, katalizujgcej tworzenie wigzan krzyzowych miedzy grupami
«-aminowymi lizyny polipeptydéw i biatek (21). Niski poziom tego enzy-
mu a wysoka zawarto$¢ putrescyny, powstajacej w wyniku interakcji
peptyd-receptor, moze zmniejszaé zdolno$¢ oddziatywania czynnik-re-
ceptor, a ponadto powodowa¢, ze komorki stajg sie bardziej wrazliwe na
EGF, ktéry ulega wigzaniu z receptorami (16).

Przedstawiony powyzej mechanizm dziatania EGF na wzrost komorek
moze czesciowo ttumaczy¢é obserwacja, ze znacznie wiekszg mitogenng
odpowiedz uzyskuje sie po dtuzszym czasie kontaktu czynnika z komor-
kami (20 godz.) a jednym z wczesnych wynikéw reakcji wigzania EGF
z receptorami jest indukcja dekarboksylazy ornitynowej, katalizujacej
wytworzenie putrescyny (20).

Nalezy podkre$li¢, ze mitogenne dziatanie EGF ma zwigzek z jego
oddziatywaniem z receptorami i nagromadzeniem sie na powierzchni ko-
moérek. Z chwilg wchioniecia kompleksu do wnetrza pecherzyka endo-
cytarnego i degradacji kompleksu komoérka przestaje odpowiada¢ na
EGF (16).

Carpenter i wsp. (22) zaobserwowali, ze znakowany [IB]-EGF
nie tylko oddziatywuje z btonami komorek nowotworowych linii A-431,
lecz takze, ze fosforyluje on niektdre biatka btonowe. Fosforylowane przy
udziale [BP]-ATP sg wytacznie dwie specyficzne glikoproteiny bton ko-
morkowych o ciezarze czasteczkowym 170 000 i 150 000 (23). Autorzy
wysuwaja wniosek, ze biochemiczng konsekwencja wytworzenia kom-
pleksu EGF-receptor jest fosforylacja przez kinaze biatkowg treoniny
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zawartej w glikoproteinach (22). Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze po-
wyzsze dziatanie EGF nie odnosi sie wylgcznie do komorek nowotworo-
wych linii A-431, lecz rdwniez do prawidtowych fibroblastow ludzkich.
Ta swoista odpowiedZ komdrki, objawiajgca sie fosforylacjg glikoprotein
0 okres$lonych masach czasteczkowych moze by¢ poczatkowym sygnatem,
ktéry uruchamia zakodowane genetycznie w jadrze komérkowym okres-
lone czynnosci komdrki. Na szybko$¢ przekazywania sygnatu wywiera
wptyw ptynnos$¢ btonowych lipiddw komoarki (24).

I11. Czynnik przysadkowy (fibroblast growth factor — FGF)

Przysadka mdzgowa produkuje czynnik wzrostowy zwany czynni-
kiem wzrostowym fibroblastéw (fibroblast growth factor — FGF), ktdre-
go dziatanie daje sie poréwnaé¢ z dziataniem czynnikéw wzrostowych za-
wartych w surowicy krwi. Tkanka mézgowa zawiera FGF w iloSci okoto
czterokrotnie wiekszej niz przysadka, lecz wyodrebnienie tego czynnika
z mozgu napotyka na wiele trudnosci (25—28).

FGF jest polipeptydem o ciezarze czasteczkowym 13 300, bogatym
w lizyne, powstajacym w wyniku ograniczonej proteolizy zasadowego
biatka mieliny (29). Wykazuje on aktywno$¢ mitogenng wzgledem fibro-
blastow linii 3T3 juz w stezeniu 0,01 mg/ml. FGF stymuluje transport
aminokwasow i nukleotydow, pobudza synteze DNA, mRNA oraz two-
rzenie rybosomow, jak rowniez synteze biatka. Pobudza réwniez do do-
datkowych podziatdw fibroblasty bedgce w stanie zahamowania kontak-
towego. Dziatanie FGF dotyczy nie tylko fibroblastow, lecz réwniez
chondrocytéw, komorek nadnerczy, komdrek glejowych i endometrial-
nych (26). Nie wykazuje on wptywu na wzrost komdrek nabtonkowych
nerki (30). Nie wykazuje réwniez swoistosci gatunkowej. W rownym
stopniu ludzki FGF dziata na komorki bydlece, mysie i ludzkie (26).
Stwierdzono, ze w ciggu 5 min po dodaniu FGF do hodowli komorek
Swiss 3T3 obserwowano wzrost fosforylacji btonowego biatka o ciezarze
czasteczkowym okoto 33 000. Fosforylacja tego biatka odbywa sie przy
udziale cyklicznego AMP. Bardzo szybka i specyficzna odpowiedz ko-
morki na mitogen wskazuje, ze fosforylacja moze byé sygnatem inicju-
jacym, prowadzacym do syntezy DNA (31).

IV. Czynniki wzrostowe pochodzace z ptytek krwi

Ludzkie ptytki krwi zawierajg dwa polipeptydowe czynniki wzro-
stu, ktore sg uwalniane podczas ich rozpadu w procesie krzepniecia krwi
(32—37a). Jeden z nich jest czynnikiem termostabilnym o ciezarze cza-
steczkowym 13 000-16 000 i punkcie izoelektrycznym 9,5-10,2, okres$la-
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ny jest skrétem PGF-1 lub PDGF-1 (pletelet-derived growth factor-1).
Jest to czynnik stymulujgcy w stezeniach 10-9—10-11M wzrost komdrek
fibroblastow myszy, komorek miesni gtadkich i komaérek glejowych (34).
Jego obecno$¢ w hodowli nie jest konieczna do wzrostu fibroblastow
stransformowanych wirusami onkogennymi (38). Rozmieszczenie tego
czynnika w ptytkach wykryto poprzez wirowanie w gradiencie sacharozy
homogenatu ptytkowego i rozdziat frakcji podkomoérkowych. Stwierdzo-
no, ze w najwiekszej ilosci wystepuje on w alfa-granulach (39).

Czynnik wzrostowy PGF-1 ma cechy biologiczne hormonéw polipep-
tydowych: jest czasteczkag informacyjng, przenoszong przez krew i dzia-
tajacg w nanogramowych stezeniach na swoiste komorki docelowe. Rézni
go jednak od innych hormondw polipeptydowych to, ze nie wystepuje
w osoczu krwi (32, 33, 35). Czynnik ten wystepuje w ptytkach krwi w
postaci utajonej. Nieuszkodzone piytki krwi dodane do hodowli nie sty-
mulujg podziatbw komérkowych. Dopiero po homogenizacji ptytek i znisz-
czeniu struktur btonowych ujawnia sie in vitro jego dziatanie biologicz-
ne lub in vivo po uszkodzeniu $ciany naczyn i odstonieciu kolagenu uwal-
nia sie z agregowanych ptytek czynnik wzrostowy, ktdry dziatajac na
komérki tkanki tgcznej pobudza podziaty komérkowe (40).

Drugi czynnik mitogenny wyizolowany ostatnio z ptytek krwi przez
Kepnera i Liptona zostat zidentyfikowany jako glikoproteina termola-
bilna, niedializujgca przez biony celofanowe, o ciezarze czasteczkowym
okoto 72000 i pi 7,8—8,3, zw. PDGF-2 (platelet-derived growth factor-2).
Jest ona odpowiedzialna za stymulacje podziatéw komorek nabtonkowych,
stransformowanych wirusami onkogennymi i czynnikami chemicznymi
oraz za pobudzenie do podziatdw komorek pochodzacych od nowotworéw
i komorek nowotworowych dobrze dajgcych sie hodowaé in vitro (37).

V. Czynniki wzrostowe pochodzgce z komoérek srédbtonkowych

Stwierdzono, ze komorki Srodbtonkéw zyly pepowinowej ludzkiej, jak
rowniez $rodbtonkéw aorty matp rosng przy braku niektérych czynni-
kéw wzrostu (41, 42). Nasuneto to mysl, ze komorki te produkujg wiasne
czynniki wzrostowe. W rok po6zniej wykazano, ze polipeptydy pocho-
dzace z tych komdrek o ciezarze czasteczkowym 10 000—30 000 znacznie
stymulujg wiaczanie [H]-tymidyny do fibroblastéw linii 3T3 i komodrek
mies$ni gtadkich (43). Polipeptydy te okazaty sie termolabilne, nie tracity
aktywnosci podczas inkubacji przez 24 godz. w zakresie pH od 3 do 10
i nie ulegaly absorpcji na CM-Sephadex.

Z uwagi na fakt, ze komorki $rédbtonkowe tworzg pojedynczg war-
stwe powierzchniowg $ciany naczynh przypuszcza sie, ze czynniki wzrostu
wytwarzane przez te komorki mogg uczestniczyé w procesie tworzenia
nowych naczyn. Uwalniane z komorek $rédbtonkowych (44, 45) czynniki
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peptydowe pobudzajg wzrost i réznicowanie komdrek miesni gtadkich.

W warunkach patologicznych, w miejscu uszkodzenia $ciany naczyn
czynniki wzrostu pochodzenia $rodbtonkowego i piytkowego moga od-
grywac istotng role w proliferacji komdérek i w mechanizmie powstawania
aterosklerozy (46, 47).

V1. Czynnik wzrostowy komoérek nerwowych (Nerve growth factor —
NGF)

Termin ,czynnik wzrostowy komorek nerwowych” (Nerve growth
factor — NGF) odnosimy do wszystkich polipeptyddw, ktére majg zdol-
no$¢ podtrzymywania in vitro wzrostu neurondéw wspétczulnych i czu-
ciowych (48). Peptydy te wzbudzajg rowniez rozlegte wyrastanie neury-
tbw z komorek nerwowych wrazliwych na NGF.

Na podkreslenie zastuguje obserwacja, ze czynnik wzrostowy komo-
rek nerwowych (NGF) powoduje w neuronach wspo6tczulnych i czucio-
wych mézgu wzrost aktywnosci kluczowego enzymu biorgcego udziat w
biosyntezie poliamin — dekarboksylazy L-ornityny EC 4.1.1.17 (49). Jed-
norazowa dozotgdkowa dawka 4,68 i"g na szczura o wadze 150 g, zwiek-
sza okoto 7-krotnie te aktywnos$é po 4,5 godzinach od podania czynnika
wzrostu (49).

Pierwsze prdéby iloSciowego oznaczania czynnika wzrostowego komo-
rek nerwowych (NGF) w surowicy zwierzat réznych gatunkéw napoty-
katy trudnosci, poniewaz NGF tatwo wigze sie z biatkami surowicy, gtdw-
nie z azmakroglobuling (a2V) (50, 51). Wigzanie czynnika z tym biatkiem
wykazuje matg specyficzno$¢ gatunkowag; ludzka i koriska aZmakroglo-
bulina wigza polipeptydy pochodzgce z komérek mysich (52).

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

Somatomedyny sg polipeptydowymi czynnikami wzrostu zaleznymi od
hormonu wzrostu wykazujacego dziatanie w okresie dziecinstwa i dojrze-
wania (53) (,,somato”— wskazuje na hormonalny zwigzek z somatotro-
ping). Sg to wiec mediatory hormonu wzrostu swoiste gtdwnie wzgledem
komorek tkanki chrzestnej.

Omawiane czynniki wystepuja w osoczu krwi w postaci zwigzanej
kowalencyjnie ze swoistymi biatkami nosnikowymi o ciezarach czastecz-
kowych 60 000— 150 000. Uwaza sie, ze rola tych biatek polega na ochro-
nie czynnikéw wzrostu przed dziataniem proteaz uwalnianych z komérek
oraz na transporcie do odpowiednich tkanek (54). Pomimo znacznej zdol-
nosci wigzania czynnikéw z biatkami, tworzenie komplekséw jest od-
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wracalne. Catkowitag dysocjacje kompleksu mozna uzyska¢ po zakwa-
szeniu osocza do pH 2,3 (55). Somatomedyny izoluje sie najczesciej
z IV frakcji Cohna. Dotychczas wyizolowano i oczyszczono z osocza ludz-
kiego 4 somatomedyny okreslane jako: somatomedyna A (SM-A), soma-
tomedyna C (SM-C) oraz dwa czynniki wzrostu o dziataniu podobnym do
insuliny, tzw. insulin-like growth factor-1 (IGF-1) i insulin-like growth
jactor-2 (IGF-2). Efekty metaboliczne dwdch ostatnich czynnikdw sa
podobne do efektéw insuliny. Polipeptydy te wykazuja charakter obojet-
ny lub lekko zasadowy, ich ciezary czgsteczkowe wynoszg 7 000—8 000,
a pod wzgledem strukturalnym zblizone sg do proinsuliny (56, 57). Sa
termo- i kwasostabilne, odporne na czynniki denaturujagce SDS i mocznik.
Okres$la sie je rowniez skrétami nazw angielskich NSILA | i NSILA 1l
(non-suppresible insulin-like activity 1 i IlI). Wszystkie wyzej wymie-
nione czynniki wywotujg mitogenng odpowiedz komdrek w hodowli i sty-
mulujg wigczanie siarczandw do proteoglikanéw komorek chrzastki mied-
nicy kurczat i zeber szczuréw.

Somatomedyny wydajg sie odgrywac szczegdlnie wazng role w roz-
woju zarodka i ptodu. Hormon wzrostu nie przechodzi z organizmu matki
przez bariere tozyska, mimo to ptody z niedoborem hormonu wzrostu
osiggajg prawidtowe rozmiary (58). Ostatnio stwierdzono wystepowanie
somatomedyn rowniez w ptynie owodniowym i we krwi pepowinowej
(59—64). Tkanki ptodowe zawierajg specyficzne receptory tych substancji
(60). Zjawisko to moze sugerowa¢ role somatomedyn, jako substancji
wzrostowych zarodka i ptodu.

Do tej grupy czynnikéw nalezy réwniez peptyd o aktywnos$ci stymu-

Tabela 1

Wiasnosci biologiczne czynnika wzrostu MSA, wyizolowanego z hodowli komérek watroby pto-
dowej szczuréw (65)

Wiaczanie [3H]-tymi- . , Wigczanie [35S] siar-
dyny do DNA fibrobla- Wzrostlbrol?Iastow czanéw do komorek
stow zarodkow kurczat  Z3r0dKOW KUTCZat - opactii seber szczura®

. . Liczba komoérek/ . : ;
Liczb A ig SOi2/100 g suche
iczba 1mp plytke x 10“5 9 g )

ptytke x 10~3 masy
Kontrola 6,0+0,25 6,3+0,2 12,7+1,1
Czynnik wzrostowy
MSA 0,1 [¢g/ml 150540,25 - -
Czynnik wzrostowy . 270+ 18

MSA 1,33 [ig/ml —

Czynnik wzrostowy

MSA 5 [ig/ml — 10,05+0,35 _

* — liczbe impulséw 35S 04/min przeliczono na zawarto$¢ SO“2
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lujacej mnozenie komorek fibroblastow zarodka kurczecia (multiplication
stimulating activity — MSA) (65). Czynnik ten dodany do hodowli ko-
moérek stymuluje wigczanie [H]-tymidyny do DNA, wigczanie siarcza-
néw do chrzastek zeber szczurdw, ktdrym usunieto przysadke mozgows,
utlenianie glukozy i lipogeneze w komorkach tluszczowych oraz w nie-
znacznym stopniu hamuje wigzanie insuliny z receptorami limfocytow
IM9. Niektore efekty dziatania czynnika wzrostu MSA, wyizolowanego
z hodowli komdrek watroby ptodowej zebrane sg w tabeli 1

Jako materiat do wyodrebnienia peptydow o aktywnos$ci MSA stosu-
je sie najczesciej hodowle komdrek watroby ptodowej szczurow w $rodo-
wisku wolnym od surowicy i od hormonéw (65). Stwierdzono, ze komarki
te sa rowniez odpowiedzialne za produkcje biatka wigzacego somatome-
dyny (66—68).

Ostatnio opisano badania, ktérych wyniki wskazujg na synergistycz-
ne dziatanie polipeptydowych czynnikéw wzrostu. Np. dodanie egzogen-
nego PDGF-1 do hodowli fibroblastébw BALB/c 3T3, zawierajgcej znako-
wang jodem SM-C powodowato wzrost jej wigzania z receptorami ko-
morek. Stwierdzono, ze nie jest to wynikiem zmian w powinowactwie
czynnika do receptorow lecz wynikiem wzrostu ilosci receptoréw biono-
wych; zaobserwowano bowiem, ze komorki bedace w pomitotycznym
okresie spoczynku metabolicznego, po dodaniu PDGF-1 przechodzity w
faze syntezy DNA a nastepnie w faze syntezy biatka (69).

VIIl. Polipeptydowe czynniki wzrostu wytwarzane przez komdrki strans-
formowane i nowotworowe

Komorki w hodowli poddane transformacji nowotworowej wykazujg
zmniejszone zapotrzebowanie na polipeptydowe czynniki wzrostu, w tym
i na surowice (70—76). Zmiana zapotrzebowania na egzogenne czynniki
wzrostu jest jedng z pierwszych zmian wséréd fenotypowych zmian obser-
wowanych po transformacji nowotworowej. Transformacja komoérek wi-
rusami onkogennymi zawierajacymi DNA swoiscie zmniejsza zapotrze-
bowanie na czynniki wzrostu. W miare zwiekszenia populacji komérek
stransformowanych w hodowli, stajg sie one stopniowo coraz bardziej
niezalezne od egzogennych czynnikOw wzrostu, przy czym wiekszos¢
komérek wykazuje duzg zmiennosé pod wzgledem diugosci cykléw po-
dziatowych. Fakt niezaleznosci komdrek stransformowanych od czynni-
kéw wzrostu ttumaczy sie zmianami regulacji wewnatrzkomdrkowej.

Transformacja komorek wzbudzona onkogennymi czynnikami che-
micznymi, onkogennymi wirusami zawierajacymi RNA i tzw. transfor-
macja ,spontaniczna”, tylko w nieznacznym stopniu zmniejsza zapotrze-
bowanie komdrek na polipeptydowe czynniki wzrostu. Uwaza sie, ze
wspomniane czynniki onkogenne wywotujag mutacje jednego lub kilku
sposréd wielu genéw (77, 78). Prowadzi to do zmiany zapotrzebowania
komorek tylko na niektore czynniki wzrostowe. POZniejsze zmiany, za-
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chodzgce w metabolizmie tych komorek, zmniejszajg zapotrzebowanie
réwniez na inne czynniki wzrostu.

Badania z uzyciem komorek fibroblastow chomika chinskiego i sy-
ryjskiego BHK-21, stransformowanych wirusem polyoma hodowanych
w warunkach niedoboru jednego z niezbednych czynnikéw wzrostu (EGF)
lub przysadkowego czynnika wzrostu (FGF)) wykapaty korelacje miedzy
zmniejszeniem zapotrzebowania tych komoérek na EGF, a stopniem ich
transformacji (79). Uniezaleznienie wzrostu komorek nowotworowych
i onkogennie transformowanych od egzogennych czynnikéw wzrostu in
vitro, moze by¢ skutkiem wydzielania do Srodowiska witasnych swoistych
polipeptyddéw, pozwalajgcych na wzrost komérek w pozywce nie zawie-
rajgcej surowicy.

W 1978 roku wyizolowano ze $rodowiska hodowlanego mysich ko-
morek 3T3 zainfekowanych wirusem miesaka myszy (MSV) polipeptydy
wrazliwe na trypsyne, ktére De Larco i Todaro nazwali czynni-
kami wzrostu miesaka (sarkoma growth factors — SGFs) (80). Aktyw-
no$¢ biologiczna SGF byta odrebna od czynnika pobudzajgcego wzrost
komérek naskérka — EGF a takze czynniki SGF nie reagowaty z prze-
ciwciatami wytworzonymi wobec EGF, ale czynniki te wzajemnie ze sobg
wspotzawodniczyty o receptory powierzchniowe komorek. Aktywnosc
biologiczng stwierdzano w trzech frakcjach, odpowiadajgcych cigzarom
czasteczkowym: 7000, 12 000 i 25 000. Frakcje te uzyskano z rozdziatu
na kolumnie wypetnionej Bio-Gelem P-60 ekstraktu pohodowlanego ko-
morek 3T3 zainfekowanych wirusem MSV. Najaktywniejszg frakcjg sty-
mulujacg wbudowywanie sie [H]-tymidyny do DNA fibroblastéw nerki
szczura (linii komorkowej 49F) byt polipeptyd o ciezarze czasteczkowym
12 000. Pobudzat on w stezeniu 750 ng/ml hodowli komorkowej wigczanie

| 1
0 01 1,0 10 100 1600
Polipeptyd, ng

Ryc. 1. Wiaczanie [8H]-tymidyny do fibroblastow nerki szczura linii klonalnej 49F
pod wptywem roznych stezeh EGF (—e —e¢ —) i SGF (—O0—0—) (80)
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tymidyny w takim samym stopniu jak czynnik wzrostowy EGF w ste-
zeniu 1 ng/ml. Na rycinie 1 poréwnano zdolnosci wbudowywania tymi-
dyny pod wptywem obu czynnikéw wzrostu. Kazda z trzech frakcji po-
lipeptydowych, dodana do hodowli fibroblastow mysich i szczurzych wy-
wotywata nowg faze wzrostu logarytmicznego i zanik zjawiska zahamo-
wania kontaktowego. Komorki uzyskiwaty nowe cechy morfologiczne —
cechy komorek stransformowanych (80). Po usunieciu polipeptydow (SGF)
z ptynnego S$rodowiska hodowlanego komérki odzyskiwaty po pewnym
czasie cechy morfologiczne, funkcjonalne i wzrostowe, charakterystyczne
dla komorek prawidtowych. Polipeptydy te pozwalaly ponadto na pro-
gresywny wzrost komoérek w postaci kolonii w pétptynnym zelu agaro-
wym, co uwarunkowane byto zmiang fenotypu komdrek. Rycina 2 przed-
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Ryc. 2. Poréwnanie zdolnosSci wytwarzania kolonii w péiptynnym zelu agarowym
pod wptywem rdéznych stezen SGF (—0 —0 —) i EGF (—e+ —# —) (80)

stawia wzrost fibroblastow linii 49F w potptynnym zelu agarowym pod
wptywem SGF. W tych samych warunkach nie dochodzi do tworzenia
kolonii pod wplywem EGF. Nie wykazano, czy polipeptydy (SGF) po-
wodujg zmiany genetyczne w fibroblastach (80).

De Larco i wsp. wykorzystujac zdolno$¢ wiazania czynnikéw
wzrostu miesaka przez receptory niektérych komérek wyizolowali i oczy-
Scili jeden z polipeptydowych czynnikéw z podtoza pohodowlanego trans-
formowanych fibroblastéw (81). Autorzy zastosowali ludzkie komorki
linii nowotworowej A-431 wykazujgce znaczng liczbe receptoréw wobec
EGF (ok. 2,2X108komdrke) i wiazacych SGF. W wyniku dwukrotnego
wigzania czynnika wzrostu przez receptory uzyskano homogenny poli-
peptyd, ktorego ciezar czasteczkowy okreSlono na 10000 a pi 6,8 (pi
EGF — 4,4).

Dotychczas nie wyjasniono specyficznosci wytwarzania i uwalniania
z komdrek stransformowanych do medium hodowlanego polipeptydéw tej
klasy. Probe izolowania polipeptydow bezposrednio z komoérek nowotwo-

6 Postepy Biochemii 1-2/82



82 R. FARBISZEWSKI, H. GABRYEL [12]

rowych, z przeszczepianych rakow pecherza myszy i z fibroblastéw ner-
ki szczura, stransformowanych wirusem miesaka myszy podjeli dopiero
Roberts i wsp. (82). Autorzy zastosowali do izolowania czynnych bio-
logicznie zwigzkéw kwasng ekstrakcje etanolem homogenatu komorko-
wego. Stwierdzili, ze najwiekszg zdolno$¢ do tworzenia kolonii wykazy-
waty komorki prawidtowe rosngce w pdiptynnym zelu agarowym w obec-
nosci polipeptydéw uzyskanych z komérek 3T3, stransformowanych wi-
rusem miesaka myszy. Polipeptydy izolowane z przeszczepialnych rakéw
pecherza myszy wykazywaly mniejsza zdolnos¢ stymulowania komorek
do wzrostu, za$ polipeptydy wyodrebnione z chemicznie indukowanych
rak6w tchawicy szczuréw wykazywaty takie dziatanie w najmniejszym
stopniu. Wyniki tych badan przedstawione sg na rycinie 3.
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Ryc. 3. Wytwarzanie kolonii w potptynnym zelu agarowym przez fibroblasty nerki
szczura pod wptywem réznych stezen peptydéw uzyskanych droga kwasnej ekstrakcji
etanolem komérek 3T3 transformowanych wirusem miesaka myszy (—e —e¢ —),
komérek nowotworu pecherza indukowanych N-butylo-N-(4-hydroksybutylo)nitrozo-
aming (—A—A—) i komdrek raka tchawicy szczuréw indukowanego 7,12-dwumety-
lobenzeno(a)antracenem (—O —0—) (82)

Wiasciwosci mitogenne wszystkich polipeptydéw wewnatrzkomoérko-
wych sg podobne do witasciwosci czynnikow wzrostowych, wyizolowanych
ze Srodowiska hodowlanego komérek 3T3 stransformowanych wirusem
miesaka myszy (czynnik SGF). Wskazuje to, ze wytwarzane sg podobne
czynniki wzrostu komorek, niezaleznie od czynnika indukujacego trans-
formacje nowotworowg lub pochodzenia komérek nowotworowych. Czyn-
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niki te zostaty okreslone przez autordw wspdlng nazwg: transformujace
czynniki wzrostu — transforming growth factors (TGFs). Sa one pod
wzgledem wiasciwosci biologicznych bardzo podobne do SGFs. Wywo-
tujg nowg faze wzrostu logarytmicznego w hodowli zawiesinowej, zanik
zjawiska zahamowania kontaktowego, stymulujg wzrost fibroblastéw
nerki szczura linii klonalnej 49F w poiptynnym zelu agarowym, wspoi-
zawodniczg z EGF o receptory bton komo6rkowych i tracg aktywno$¢ bio-
logiczng pod wpltywem trypsyny lub dwutiotreitolu. Transformujgce
czynniki wewnatrzkomorkowe (TGFs) odpowiadajg czynnikom wzrostu
miesaka (SGFs) o ciezarach czasteczkowych 10 000 i 7 000 (83).

Badania nad czynnikami polipeptydowymi wytwarzanymi przez ludz-
kie komérki nowotworowe hodowane w pozywce wolnej od surowicy
wykazaly, ze komérki te produkujg czynniki zdolne do wzbudzania trans-
formacji komorek prawidtowych (84). Czynniki te majg wiele cech wspél-
nych z polipeptydami wytwarzanymi i uwalnianymi przez komorki trans-
formowane wirusem miesaka myszy i szczuréw.

Wykazano, ze niektére polipeptydy z komorek raka wysiekowego
Ehrlicha, zawierajagce dodatkowe sktadniki cukrowe, pobudzajg rowniez
wzrost komdrek. Ostatnio z frakcji cytoplazmatycznej tych komorek wy-
izolowano drogg sgczenia molekularnego i chromatografii jonowymiennej
sjaloglikopeptyd o takim dziataniu. Ten zitozony polipeptyd o ciezarze
czasteczkowym 18 500 i pi = 5,0 zawierajagcy obojetne heksozy, heksoza-
miny i kwas sjatowy, znacznie stymuluje wigczanie [H]-tymidyny do
nierozpuszczalnego w kwasie trdjchlorooctowym materiatu komérkowego,
w hodowli mysich fibroblastow linii BALB/c 3T3 (85). Stymuluje on po-
nadto mnozenie fibroblastéw in vitro (86).

Ostatecznie nie rozstrzygnieto, czy komoérki nowotworéw ludzkich
produkuja identyczne czynniki wzrostowe jak komérki stransformowa-
ne. Wydaje sie jednak, ze czynniki polipeptydowe pochodzace z komdrek
nowotworowych i stransformowanych nie moga by¢ utozsamiane z czyn-
nikami wzrostowymi obecnymi w surowicy.

IX. Uwagi kohcowe

Komadrki zwierzece in vitro wymagajg wielu réznorodnych substanciji,
wsréd ktérych czynniki polipeptydowe (hormonalne) odgrywajg istotng
role w regulacji wzrostu komorki.

Przyjmuje sie, ze nastepujgca kolejnos¢ zdarzen sktada sie na aktyw-
no$¢ czynnikéw peptydowych w stymulacji i regulacji komérkowego wzro-
stu (87): 1) wigzanie peptydow ze specyficznymi, o wysokim powinowac-
twie nasycenia, receptorami powierzchniowymi komdarki; 2) gromadzenie
lub agregacja komplekséw receptor-czynnik; 3) tworzenie pecherzykow
endocytarnych, zawierajagcych te kompleksy; 4) indukcja ekspresji geno-
mu komérkowego; 5) wewnatrzkomorkowa degradacja kompleksu.

6~
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Badania nad regulatorami wzrostu wskazujg, ze w odpowiedzi na ich
obecno$¢ w sSrodowisku komorki moga wytwarzaé swoiste mechanizmy
kompetencyjne lub synergistyczne (69, 88), przejawiajagce sie zmiang
zdolnosci wigzania czynnika przez receptor lub indukcjg biosyntezy spe-
cyficznych receptorow na powierzchni komoérki. Moga réwniez przyspie-
sza¢ poszczegdlne wymienione powyzej fazy dziatania.

Czynniki te in vivo mogg byé sterowane przez r6znego typu efektory,
do ktérych nalezg nukleotydy cykliczne, jony lub rézne substancje orga-
niczne, bedace pod kontrolg bodzcéw hormonalnych i innych ciat czyn-
nych. Fosforylacja specyficznych glikoprotein btonowych moze dziataé
regulatorowo, stanowi¢ odpowiedZ na sygnat zewnatrzkomorkowy, ktory
przeniesiony do jadra komorkowego indukuje ekspresje genomu (22,
23, 31).

Komérki stransformowane i nowotworowe sg w znacznym stopniu
niezalezne od peptydowych czynnikow wzrostowych, prawdopodobnie
dzieki wytwarzaniu i uwalnianiu do S$rodowiska swoistych peptyddw,
ktére ,autostymulujg” wzrost komorek. Czynnikéw tych nie mozna utoz-
samia¢ z polipeptydowymi czynnikami wzrostowymi wytwarzanymi przez
niektore komorki prawidtowe.

Zaakceptowano do druku 20.11.1981
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l. Wstep

Badania nad funkcjonowaniem tancucha oddechowego w roslinach
wyzszych, a takze w niektérych mikroorganizmach doprowadzity w ostat-
nim dziesiecioleciu do wykazania rozgatezienia tego tafcucha i wynikaja-
cej stad mozliwosci przeptywu elektron6w z pominieciem przenos$nikow
cytochromowych (1). Te droge transportu elektronéw zaczeto wiec na-
zywaé ,alternatywng drogg oddechowga” — alternatywng do opisywanej
gtdwnej drogi transportu elektronéw — drogi cytochromowej. Jej obec-
no$¢ w mitochondriach ttumaczyta obserwowang od dawna matg wraz-
liwo$¢ oddychania organizméw roslinnych na inhibitor oksydazy cyto-
chromowej — cyjanek potasu.

W ciggu ostatnich pieciu lat ukazatly sie liczne artykuty przeglagdowe
poSwiecone problemowi oddychania niewrazliwego na cyjanek (2—S8),
a wsérod nich artykut A. Drabikowskiej w Postepach Biochemii
(6) omawiajagcy gtéwnie wyniki badarn przeprowadzonych na mikroorga-
nizmach. Ostatnio opublikowane badania pozwolity na uporzadkowanie
i ujednolicenie terminologii opisujgcej omawiane procesy i rzucity nowe
Swiatto na regulacje zjawisk oddechowych w organizmach roslinnych.

Obecnie terminem ,oddychanie niewrazliwe na cyjanek” powszechnie
eokresla sie oddychanie catych roslin, tkanek lub tez izolowanych mito-
chondriéw, nie hamowane przez cyjanek potasu. Oddychanie to moze by¢
zwigzane zarowno z pobieraniem tlenu przez mitochondria jak i z ukia-
dami oksydaz wystepujacych poza mitochondriami. Terminem ,alterna-
tywna droga oddechowa” okresla sie fragment mitochondrialnego tancu-
cha oddechowego, w ktorym elektrony przenoszone sg na tlen z pomi-
nieciem przenos$nikéw cytochromowych. Alternatywna droga oddechowa
moze funkcjonowa¢ w obecnosci inhibitorow oksydazy cytochromowej
(cyjanku, azydku, tlenku wegla) oraz inhibitoréw #fancucha cytochromo-
wego dziatajacych miedzy cytochromami b i ¢ (antymycyna A, N-tlenek
hydroksychinoliny). ,,Oksydaza alternatywng” okresla sie koncowy frag-
ment drogi alternatywnej, blizej nie zbadany ukiad enzymatyczny, kata-
lizujgcy przeniesienie elektron6w na tlen. Ukfad ten jest hamowany przez
kwasy hydroksamowe.

Celem niniejszego artykutu jest ogdlna charakterystyka oraz omdwie-
nie regulacji i mechanizmu dziatania alternatywnej drogi oddechowej
u ros$lin wyzszych i jej fizjologicznego znaczenia.



[3] ALTERNATYWNA DROGA ODDECHOWA 91

Il1. Lokalizacja oddychania niewrazliwego na cyjanek w komdrce

Brak hamowania przez cyjanek oddychania roslin lub ich tkanek
przypisuje sie w czeSci udziatowi obecnych w cytoplazmie cyjanoodpor-
nych oksydaz przenoszacych elektrony wprost na tlen (9). Jednakze wy-
niki wielu badan izolowanych mitochondriéw wskazuja, ze zasadnicza
role w tzw. cyjanoodpornosci oddychania odgrywa funkcjonujgca w mi-
tochondriach (1, 10—13) alternatywna droga oddechowa.

Cyjanek w rdznym stopniu hamuje oddychanie mitochondriéw izolo-
wanych z réznych roslin. | tak np. oddychanie mitochondriéw izolowa-
nych z chwastu pdéinocno amerykanskiego Symplocarpus foetidus nie
jest wcale hamowane przez cyjanek (12), cyjanek hamuje oddychanie mi-
tochondriow fasoli w okoto 75% (14), natomiast oddychanie mitochond-
riow ziemniaka jest catkowicie zahamowane (15). Najczesciej mito-
chondria izolowane z ros$lin lub tkanek, ktdrych oddychanie nie jest ha-
mowane przez cyjanek, charakteryzujg sie niewrazliwoscig na ten inhi-
bitor.

Mitochondria wyizolowane z tkanek, ktérych oddychanie jest niewraz-
liwe na cyjanek wykazujag obecnos¢ obu drog transportu elektrondw:
hamowang przez cyjanek, droge cytochromowga, powigzang z oksyda-
cyjng fosforylacja oraz nie hamowang przez cyjanek, alternatywng droge
oddechowsg, ktora prawdopodobnie nie jest zwigzana z produkcjg energii
w postaci ATP.

Odmienna charakterystyka mitochondriow tkanek, ktdrych oddycha-
nie jest niewrazliwe na cyjanek wskazuje na obecno$¢ w nich uktadu od-
dechowego odpornego na cyjanek. Mitochondria izolowane z takich tkanek
charakteryzujg sie malym stopniem sprzezenia oddychania z oksyda-
cyjng fosforylacjg (niski stosunek ADP/O). Zahamowanie drogi alterna-
tywnej przez podanie mitochondriom specyficznych inhibitorow tej drogi,
moze stosunek ADP/O podnie$¢, wskazujac rowniez na to, ze obie drogi
moga funkcjonowaé¢ réwnoczesnie (14). Alternatywna droga oddechowa,
podobnie, jak ftafncuch oddechowy funkcjonuje w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej (16).

I11. Struktura i przenosniki drogi alternatywnej
I11-1. Miejsce rozgatezienia gtdwnego tancucha przenoszenia elektronow

Uproszczony schemat roslinnego tancucha transportu elektronéw
przedstawia rycina 1. W mitochondriach, ktdrych oddychanie byto nie-
wrazliwe na cyjanek zaobserwowano, ze przy zahamowaniu cyjankiem po-
tasu gtownej drogi transportu elektronéw — drogi cytochromowej, utle-
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nianie substratow oddajgcych elektrony przed pierwszym miejscem sprze-
zenia, prowadzito do wytworzenia jednej czasteczki ATP (17, 18). Nato-
miast wszystkie substraty oddajgce elektrony przed drugim miejscem
sprzezenia (np. bursztynian) moga by¢ utleniane w obecnos$ci cyjanku bez
jednoczesnej syntezy ATP (17, 18). Ponadto antymycyna A, inhibitor
dziatajacy na poziomie cytochromu b, nie hamuje, podobnie jak cyjanek,
alternatywnej drogi oddechowej (1). Obserwacje te wskazywaly na to,
ze obie drogi (wrazliwa i niewrazliwa na cyjanek) biegng wspélnie przez
pewien fragment taricucha przenoszenia elektronéw, a odgatezienie drogi
alternatywnej nastepuje w rejonie ubichinon-flawoproteina-cytochrom b
Egzogl\. NADH

\ u m
[rotenon] \\

A Fp \
Endoa. NADNV;Fp Q Pl cytochromu b —i” cytochromy c — m— cyt. aa3.
f f

Fe-S*| 0
[antymycyna a] [ken] '
FAD
[MALON!ANI/e _S
Bur¥tynian Fp ------ » oksyd. alternatywna
[shL ]~ h*°

Ryc. 1. Schemat roslinnego tancucha oddechowego. Zmodyfikowane wg (7)

Fp — flawoproteina, Fe-S — zelazosulfoproteiny, Q —ubichinon, SHAM —kwas salicylohydroksa-
mowy.

Grubymi strzatkami zaznaczono miejsca hamowania tancucha przez powszechnie uzywane inhi-
bitory, w nawiasach.

Rzymskimi cyframi oznaczono fosforylacje.

(19—23). Doktadniej miejsce rozgatezienia tancucha oddechowego wy-
kazano stosujgc metode pulsowego utleniania mitochondriéw Symplocar-
pus foetidus bedgacych w warunkach anaerobowych, przy jednoczesnym
zahamowaniu tafAcucha cytochromowego tlenkiem wegla (24). Transport
elektronéw przy pulsowym utlenianiu przebiegatl gtéwnie drogg alterna-
tywng. Utlenianie ubichinonu i czesci flawoprotein zachodzito w tych
warunkach bardzo szybko (ti2= 1 sek), przy do$¢ powolnym utlenianiu
cytochromow a i a3 (t12= 3 sek), odpowiadajagcym szybkosci dysocjacji
tlenku wegla ze zredukowanego cytochromu a, a3 Kwasy hydroksamowe,
inhibitory drogi alternatywnej, gwattownie hamowaly utlenianie ubichi-
nonu i flawoprotein. Zaproponowano wiec, ze ubichinon jest miejscem
rozgatezienia i wspdlnym przeno$nikiem zaréwno dla drogi cytochromo-
wej jak i dla drogi alternatywnej (24).

Chemioosmotyczna teoria Mitchella (25) zakfada, ze tzw. cykl
ubichinonu petni zasadnicza role w dziataniu pompy protonowej. Okres-
lenie stosunku P/O, stanu utlenienia lub redukcji przenosnikéw podczas
pulsowego podawania tlenu oraz potencjatow oksydo-redukcyjnych po-
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szczegblnych przenos$nikow pozwolito na zaproponowanie kolejnosci re-
akcji zachodzacych w cyklu ubichinonu i powigzanie ich z alternatywna
droga oddechowg (26, 27). Zaproponowano wiec (28), ze dehydrogenaza
bursztynianowa redukuje uktad QH7QHZ natomiast uktad enzymatycz-
ny drogi alternatywnej (byé moze kompleks oksydazy alternatywnej) ka-
talizuje reakcje odwrotng (Ryc. 2). Odgatezienie drogi alternatywnej

U+ I-T

cytibugs el < cyt. ¢yfc
|

| !

l \ bursztgnlin/,
\ ~ 7
cyt.bsgo——7— < =/

. S
QI |
ANTYMYCYNA \ oksydaza

H* A \ alfernatgwrm
; iy cyt.aay

F suam RS KCN\‘
H,O (O] H,O
Ryc. 2. Schemat rozgatezienia roslinnego tancucha oddechowego uwzgledniajacy
cykl ubichinonu. Zmodyfikowane wg (28)

Strzatkami oznaczono miejsca hamowania niektérych inhibitoréw. Reszta objasnief w tekscie.

z gtéwnej drogi cytochromowej jest wiec odwroceniem Kkatalizowanej
przez dehydrogenaze bursztynianowga reakcji redukcji QH’ do QH?2 (29).

I11-2. Przenos$niki wchodzace w sktad drogi alternatywnej

111-2-1. Flawoproteiny

Duza réznorodnos$¢ flawoprotein roSlinnych oraz tatwo$¢ wchodzenia
w reakcje utleniania-redukcji sugerowaty ich udziat w przenoszeniu elek-
tronow na drodze alternatywnej (30, 31). Wyniki opisanego powyzej do-
Swiadczenia (24), w ktérym pulsowo podawano tlen zawiesinie mito-
chondriow w obecnosci tlenku wegla, wskazywaty na udzial w utlenianiu
alternatywng drogg oddechowg flawoproteiny o potencjale redukcyjnym
+ 20 mV. Zaproponowano wiec (24), ze flawoproteina ta jest w réwno-
wadze oksydoredukcyjnej z ubichinonem (potencjat oksydo-redukcyjny
+ 70 mV). Duza r6znica potencjatu miedzy tymi dwoma przeno$nikami
mogtaby sprawiaé, ze niewielka redukcja ubichinonu powodowataby
znaczny stopien redukcji tej flawoproteiny. Taki uktad przenosnikow
doskonale odpowiada wczes$niejszemu hipotetycznemu schematowi regu-
lacji funkcjonowania obu drdg, ktéry zaproponowat Bahr i Bonner
(32). Schemat ten zaklada (dokitadne jego omowienie w dalszej czeSci
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artykutu) istnienie przenos$nika o charakterze ,przetgcznika” mogacego
zmieni¢ kierunek przeptywu elektronéw z drogi cytochromowej (gtdwnej
drogi przenoszenia elektronéw w 3-cim stanie energetycznym mito-
chondrionu, przy duzym stezeniu ADP) na droge alternatywna (gtéwna
droge przenoszenia elektroné6w w stanie 4-ym, przy braku ADP lub przy
catkowitym lub czeSciowym zahamowaniu drogi cytochromowej).

111-2-2. Zelazosulfoproteiny

Udziat zelazosulfoprotein w przenoszeniu elektron6w alternatywna
droga oddechowg postulowano gtéwnie w wyniku odkrycia specyficz-
nych inhibitorow drogi alternatywnej — kwaséw hydroksamowych (33).
Kwasy hydroksamowe majg zdolno$¢ do chelatowania metali, a szczego6l-
nie zelaza. Zelazosulfoproteiny sg biatkami, w ktorych zelazo zwigzane
jest z labilnym atomem siarki. Sgdzono (33), ze mechanizm hamowania
przez kwasy hydroksamowe oddychania drogg alternatywng moze pole-
ga¢ na chelatowaniu zelaza z zelazosulfoprotein. Nie stwierdzono jednak
wiekszej zawartosci tych biatek w mitochondriach wykazujagcych wysoka
aktywnos$¢ oksydazy alternatywnej np. u stonecznika bulwiastego (34).
Réwniez wyniki badan poréwnawczych mitochondriow o duzej wrazli-
wosci oddychania na cyjanek i mitochondriéw, ktorych oddychanie byto
catkowicie niewrazliwe na cyjanek, nie wykazaty zasadniczych réznic
iloSciowych w skiadzie zelazosulfoprotein (34).

Natomiast argumentem za udziatem zelazosulfoprotein w drodze
alternatywnej byt fakt wydzielania siarkowodoru podczas cieplnej inak-
tywacji tej drogi w mitochondriach (35, 36). DoSwiadczenie to jednak zo-
stato zinterpretowane (37) w odmienny sposob niz proponowany przez
autorow. W mitochondriach bowiem, w ktérych cyjanek nie hamuje od-
dychania wystepuje wiecej dehydrogenazy bursztynianowej, zawierajgcej
w swym kompleksie centra zelazo-siarkowe. Inaktywacja cieplna drogi
alternatywnej i wykrywalnie wyzsze wydzielanie siarkowodoru w mi-
tochondriach z dziatajagcg drogg alternatywnag mogtoby polega¢ na pro-
porcjonalnie (do jej ilosci) wiekszej inaktywacji dehydrogenazy burszty-
nianowej. W mitochondriach z dziatajgcg drogg alternatywng 1 czgsteczka
dehydrogenazy bursztynianowej przypada na 1 tancuch oddechowy, na-
tomiast w mitochondriach, w ktérych cyjanek hamuje oddychanie przy-
pada tylko jedna czasteczka dehydrogenazy bursztynianowej na trzy tan-
cuchy przenos$nikéw elektronow.

Udziat zelazosulfoprotein w oddychaniu niewrazliwym na cyjanek w
spos6b nie budzacy zastrzezehn wykazano u drozdzy (38). Cyjanek hamo-
wat oddychanie drozdzy, gdy hodowle ich prowadzono w warunkach
braku zelaza czy tez przy udziale $rodkéw chelatujgcych (EDTA) (39).

Natomiast wprowadzenie zelaza lub siarki do S$rodowiska hodowli
powodowato indukcje alternatywnej drogi oddechowej (40, 41).
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Przez pare lat, az do roku 1978, wykazywano specyficzno$¢ dziatania
kwasoéw hydroksamowych jako inhibitorow drogi alternatywnej i sadzo-
no, ze mechanizm ich hamowania polega na wigzaniu zelaza z zelazo-sul-
foproteinami. Mechanizm ten jest obecnie podwazany, poniewaz uwaza sie,
ze zelazo w zelazosulfoproteinach jest trudno dostepne do wigzania sie
z kwasami hydroksanowymi (42). Ponadto wykazano, ze kwasy hydroksa-
mowe hamujg wiele innych ukladéw enzymatycznych m.i. peroksydaze,
tyrozynaze i lipoksygenaze (43, 44, 45). Zaproponowano wiec (45), ze
mechanizm dziatania kwaséw hydroksamowych moze polega¢ na ich
wspotzawodnictwie z substratem fenolowym o miejsce wigzania z bial-
kiem enzymatycznym. Tym substratem oksydazy alternatywnej ma by¢
ubichinon, a wigzanie — wigzaniem wodorowym.

Silniejszym i bardziej specyficznym inhibitorem alternatywnej dro-
gi oddechowej jest disulfram (46). Nieznany jest jak dotagd mechanizm
jego dziatania, zwiazek ten ma jednak réwniez witasnosci chelatujace
metale.

Z mitochondriow Arum maculatum wyizolowano kompleks enzyma-
tyczny utleniajacy durohydrochinon (2,3,5,6-tetrametylo-1,4-benzochi-
non), bedacy sztucznym substratem oksydazy alternatywnej (47, 48).
Cho¢ kompleks ten nie moze by¢ catkowicie utozsamiany z oksydaza al-
ternatywna, to jednak godnym odnotowania jest fakt, ze nie zawiera on
zelazosulfoprotein, a w jego sktad wchodzi prawdopodobnie flawopro-
teina i znaczna ilos¢ miedzi (48, 49). W innej pracowni (37) rowniez podje-
to prébe izolowania i czeSciowego oczyszczenia oksydazy alternatywnej.
Wyizolowany kompleks enzymatyczny utleniat ubichinol-1 i menadiol,
jednakze nie wykazano obecnosci w nim centrow zelazosiarkowych, albo-
wiem nie odnotowano charakterystycznych sygnatéw przy badaniu re-
zonansu elektroparamagnetycznego (50).

Tak wiec powyzej opisane badania praktycznie wykluczyty udziat
zelazosulfoprotein w przenoszeniu elektrondw drogg alternatywng. Za-
stosowanie sztucznych substratdw drogi alternatywnej oraz prdby izolo-
wania tego fragmentu fafncucha oddechowego dajg nadzieje, ze wkrétce
zostanie doktadnie okre$lona sekwencja oraz charakter przenos$nikow
alternatywnej drogi oddechowe;j.

IV. Charakterystyka drogi alternatywnej
IV-1. Powinowactwo wobec tlenu

Flawinowy charakter drogi alternatywnej wskazywatby na jej niskie
powinowactwo do tlenu. Potwierdzaja to obserwacje, ze wymaga ona do

swego dziatania czesto nieco wyzszych stezen tlenu niz droga cytochro-
mowa. | tak, wysokie stezenie tlenu (powyzej 21°/0) powoduje wzrost



96 A. M. RYCHTER 8]

aktywnosci oddychania niewrazliwego na cyjanek w mitochondriach psze-
nicy (51). Wysokie stezenie tlenu indukuje synteze drogi niewrazliwej na
cyjanek w kulturach komorkowych jesionu (52). Skrawki ziemniaka
z bulw traktowanych poprzednio mieszaning etylenu z tlenem (o steze-
niu bliskim 100%) wykazujg wiekszg odpornos¢ oddychania na cyjanek
w poréwnaniu ze skrawkami z ziemniakéw traktowanych mieszaning
metylenu i powietrza (53). Wykazano, ze niskie powinowactwo oddychania
korzeni Senecio (starca) do tlenu spowodowane jest wysoka aktywnos$cig
oksydazy niewrazliwej na cyjanek (54-56).

Powinowactwo oksydazy alternatywnej do tlenu u ros$lin wyzszych
okreslono w przyblizeniu jako dziesieciokrotnie nizsze od powinowactwa
do tlenu oksydazy cytochromowej (5). Wyniki badah powinowactwa oksy-
dazy alternatywnej do tlenu u drozdzy i mikroorganizméw (57-60) po-
twierdzajg, ze jest ono niskie i okreSlajg je jako 3,5-10 razy nizsze niz
oksydazy cytochromowej.

TV-2. Koncowy produkt redukcji tlenu

Mechanizm dziatania drogi alternatywnej zwigzany jest z zagadnie-
niem stechiometrii koncowej reakcji redukcji tlenu w tancuchu oddecho-
wym. Tak wiec istotng kwestig jest okreslenie, czy redukcja tlenu za-
chodzaca w wyniku przeniesienia elektronéw drogg alternatywng jest
procesem wymagajacym 4 elektrondw i wytwarzajagcym wode, czy pro-
cesem zwigzanym z przeniesieniem 2 elektronéw i wytwarzajgcym nad-
tlenek wodoru, czy tez procesem 1 elektronowym wytwarzajgcym anion
ponadtlenkowy. llo$¢ nadtlenku wodoru wytwarzana podczas oddychania
alternatywng droga oddechowag w izolowanych mitochondriach fasoli
jest bardzo mata (61). Mogtoby to byé zwigzane z obecno$cig w nienaru-
szonych mitochondriach katalazy i peroksydazy oraz donoréw wodoru
dla tego enzymu. Oba te enzymy moga rozktada¢ nadtlenek wodoru wy-
twarzany przez droge alternatywng i w ten sposéb zapobiega¢ jego gro-
madzeniu. Whniosek ten potwierdzata obserwacja, ze czasteczki submi-
tochondrialne otrzymane z tych samych mitochondriow, w obecnosci
antymycyny A, wytwarzaty nadtlenek wodoru w iloSciach odpowiadaja-
cych ilosci tlenu pochtanianego przez funkcjonujaca droge alternatywna,
aczkolwiek nie mozna byto stwierdzi¢ czy reakcja ta zachodzi réwniez
w obecnosci KCN i jest hamowana przez kwasy hydroksamowe bowiem
oba te zwiazki przeszkadzalty w oznaczaniu peroksydazy utleniajacej cy-
tochrom c¢ (61). Wyniki tych doswiadczeh nie odpowiedziaty jednak na
pytanie, czy redukcja tlenu jest procesem dwu czy jedno elektronowym,
bowiem reakcja mogtaby by¢ jednoelektronowa, a nadtlenek wodoru
mogtby powsta¢ w wyniku dziatania dysmutazy ponadtlenkowej. Wy-
kazano jednak (62), ze zarbwno oksydaza cytochromowa jak i oksydaza
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alternatywna nie wytwarzajg anionu ponadtlenkowego w znaczacych
iloSciach. Ponadto stwierdzono (62), ze obserwowane poprzednio wytwa-
rzanie nadtlenku wodoru mozna przypisa¢ redukcji tlenu do ponadtlenku
przez fragment tancucha oddechowego w rejonie ubichinon-cytochrom b.
Ponadtlenek rozktadany byitby nastepnie do nadtlenku wodoru przez
dysmutaze ponadtlenkowg. Jednak, gdy jako donora elektronow dla tan-
cucha drogi alternatywnej uzywano bursztynianiu, oksydaza alternatyw-
na nie redukowata tlenu do nadtlenku wodoru ani do ponadtlenku wo-
doru (63). Tak wiec, wydaje sie obecnie, na podstawie omoéwionych wy-
nikdw badan, ze woda jest bezposrednim, koncowym produktem re-
dukcji tlenu przez alternatywng droge oddechowg u roslin wyzszych (50)
i drozdzy (64).

IV-3. Problem syntezy ATP

Zagadnienie syntezy ATP zwigzanej z przeptywem elektronéw dodat-
kowa, alternatywng drogg utleniania badano réznymi metodami w wielu
pracowniach (17, 28, 65-67). Wyniki badan, w ktoérych okres$lano stosunek
ADP/O wskazujg, ze utlenianie bursztynianu przez izolowane mito-
chondria na drodze alternatywnej, przy zahamowanej drodze cytochro-
mowej, nie jest zwigzane z synteza ATP. Natomiast przy utlenianiu
jabtczanu w obecnosci cyjanku okre$lono stosunek ADP/O jako bliski
jednosci. Znaczytoby to, ze w przypadku substratdw oddajgcych elek-
trony przed pierwszym miejscem sprzezenia, czynne jest jedno miejsce
fosforylacji, we fragmencie tancucha wspélnym dla obu drég. W mito-
chondriach Symplocarpus foetidus, w ktérych droga alternatywna dziata
w 3 stanie energentycznym zaréwno kontrola oddechowa jak i stosunek
ADP/O jest niski, podwyzszenie tego stosunku mozna uzyskaé przy za-
hamowaniu drogi alternatywnej kwasami hydroksamowymi (14).

Wedtug cheipioosmotycznej teorii Mitchella synteza ATP powigzana
jest z reakcjami utleniania w taficuchu oddechowym poprzez wytworzony
na bionie mitochondrialnej gradient stezenia jonow H+ (25). W mito-
chondriach zwierzecych stwierdzono, zgodnie z tg hipoteza, ze gradient
protondw na wewnetrznej btonie mitochondrialnej, podczas oddychania
mitochondriow regulowanego przez poziom ADP, jest istotnym wskazni-
kiem stanu energetycznego mitochondrionu (68, 69). Zenergizowany mi-
tochondrion ma duzg site protonomotoryczng Ap, rowng ¢(VH+/F gdzie F
jest statg Faradaya. Oznaczenia sity protonomotorycznej w mitochondriach
roslinnych potwierdzity, ze jest to najbardziej bezposredni wskaznik sta-
nu energetycznego mitochondrionu (71, 72). Site protonomotoryczng
oznaczono w mitochondriach izolowanych z tkanek roslinnych charak-
teryzujacych sie oddychaniem niewrazliwym na cyjanek (Phaseolus au-
reus, Symplocarpus foetidus i Arum) (26, 27). Wykazano, ze utlenianie
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98 A. M. RYCHTER [10]

bursztynianu droga alternatywng nie wytwarza potencjatu transmem-
branowego i w zwigzku z tym nie jest zwigzane z syntezag ATP. Podob-
nie w mitochondriach drozdzy przenoszenie elektronéw droga alterna-
tywng nie jest zwigzane z syntezg ATP (67). Sg jednak dane (pochodzgce
z jednej pracowni) wskazujagce na mozliwos¢ jednej fosforylacji przy
przeptywie elektron6w zwigzanym z utlenianiem bursztynianu na drodze
alternatywnej (73). Dane te dotyczg izolowanych mitochondriow z kultur
komorkowych jesionu oraz kwiatbw Arum maculatum, inkubowanych
przy stezeniach tlenu w S$rodowisku reakcji przekraczajgcych 70 mM
a takze sg potwierdzane przez zaobserwowanie odwrotnego transportu
elektronéw, czesSciowo niewrazliwego na cyjanek przy uzyciu sztucznego
donora elektronéw — askorbinianu oraz NNN'N'-tetrametyleno p-feny-
leno dwuaminy w mitochondriach fasoli. Obserwowany odwrotny trans-
port elektrondw zuzywatby energie wytworzong przy transporcie elek-
tronéw poprzez droge alternatywng (74, 75). Na podstawie tych danych
postuluje sie jedno miejsce sprzezenia, wytwarzajagce ATP, zwiazane
z dziataniem oksydazy alternatywnej (76).

V. Regulacja przeptywu elektronéw droga alternatywna

Wykazanie w mitochondriach dwéch drdg oddechowych, dziatajgcych
w pewnym fragmencie wspoélnie, a nastepnie rozgateziajgcych sie i dzia-
tajacych rownolegle, z ktérych jedna zwigzana jest z wytwarzaniem ATP,
a druga nie — stawia pytanie — jaki jest udziat kazdej z nich w pobie-
raniu tlenu przez mitochondria i w jaki sposo6b zachodzi regulacja prze-
ptywu elektronow przez te drogi.

Maksymalny przeptyw elektronéw przez droge alternatywng Valt
mozna tatwo oznaczy¢ mierzac pobieranie tlenu przez mitochondria w
obecnosci cyjanku. Maksymalny przeptyw elektronéw drogg cytochro-
mowg (Vcyt), natomiast mozna oznaczy¢ przy zahamowaniu drogi alter-
natywnej np. odpowiednimi stezeniami kwasow hydroksamowych. Ma-
ksymalne aktywnosci obu drég wyznaczone w ten sposéb po zsumowaniu
daja ilos¢ pobranego tlenu wyzszg niz oddychanie (VT) mierzone przy
braku inhibitorow. Wskazuje to na czeSciowe tylko wykorzystywanie
jednej z drog (lub obu) i wobec tego konieczne jest oznaczenie udziatu
kazdej z nich w pobieraniu tlenu przez izolowane mitochondria przy
braku inhibitorow. Oznaczenie i analize tego typu opracowali i przepro-
wadzili po raz pierwszy Bahr i Bonner (32). Ustaliwszy maksymal-
ng aktywno$¢ drogi alternatywnej w obecnosci cyjanku, dodawano na-
stepnie stopniowo wzrastajagce stezenia kwasu hydroksamowego (tzw.
miareczkowanie drogi alternatywnej). Otrzymane w tych warunkach
ilosci pobieranego tlenu wyznacza funkcja g(i) opisujagca maksymalny



ALTERNATYWNA DROGA ODDECHOWA 99

udziat drogi alternatywnej przy danym stezeniu inhibitora tej drogi. Na-
stepnie oznaczono pobieranie tlenu przez mitochondria wobec wzrasta-
jacych stezen kwasu hydroksamowego przy nie zahamowanej drodze cy-
tochromowej (VT). Wyniki obu miareczkowan przedstawia liniowa zalez-
no$¢ VT od g(i) (Ryc. 3). Wykres ten wykazuje, ze po pierwsze, droga
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Ryc. 3. Oznaczenie udziatu alternatywnej drogi oddechowej w pobieraniu tlenu przy

nie zahamowanej drodze cytochromowej. Zmodyfikowane wg (32), objasnienia w
tekscie.

W

l

alternatywna dziala przy pewnej statej aktywnos$ci drogi cytochromowej,
okreslonej przez odcinek Vot na osi rzednych, po drugie, ze zmiany
aktywnosci drogi alternatywnej nie majg wptywu na aktywnosci drogi
cytochromowej (w przeciwnym wypadku zalezno$¢ nie bytaby linig pro-
stg), po trzecie, ze rzeczywisty udziat drogi alternatywnej w pobieraniu
tlenu (Valt) okresla tangens kata miedzy prostg a osig odcietych, oznacza-
ny jako wspditczynnik o (ro). Tak wiec oddychanie izolowanych mito-
chondriéw (VT) moze byé opisane przez réwnanie okre$lajagce udziat obu
drog w przenoszeniu elektronéw VT = e*g(i)+Vcyt. Gdy droga alternatyw-
na uczestniczy w przenoszeniu elektronow wykorzystujgc swg maksy-
malng aktywno$¢ to wspétczynnik g = 1, natomiast przy braku udziatu
drogi alternatywnej wspdiczynnik o = 0, a zalezno$¢ przybiera postac
linii poziomej, rownolegtej do osi odcietych i VT = Vot (32).

Opisane powyzej oznaczenia udziatu obu drog w oddychaniu mito-
chondrialnym pozwolity na dokonanie ciekawej obserwacji. Mianowicie,
okazato sie, ze udziat drogi alternatywnej w oddychaniu czesciowo nie-
wrazliwych na cyjanek mitochondriéw, znajdujgcych sie w stanie energe-
tycznym 3 *\ izolowanych z fasoli azjatyckiej lub grochu, jest réwny ze-
ru; natomiast, gdy te same mitochondria znajda sie w stanie energetycz-

*) Okreélenia stanéw wg Chance’a.

7*
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nym 4 (brak ADP) — droga alternatywna uczestniczy w przenoszeniu
elektronéw (wspoéiczynnik 9 = 1) (14). Udziat drogi alternatywnej w od-
dychaniu prawie catkowicie nie wrazliwych na cyjanek mitochondriéw
Symplocarpus joetidus bedgcych w 3-cim stanie energetycznym jest maty
(wspobtczynnik g = 0,5) i nieco wzrasta w stanie energetycznym 4 (14).
Tak wiec brak wrazliwosci oddychania mitochondriéw na dodany cyjanek
Swiadczy wytacznie o obecnosci w mitochondriach alternatywnej drogi
oddechowej, natomiast jej rzeczywisty udziat w przenoszeniu elektronéw
mozna okresli¢ jedynie na podstawie opisanego powyzej miareczkowania
drogi alternatywnej.

Okreslajac aktywnos$¢ drogi cytochromowej przy roznych stezeniach
cyjanku, w obecnos$ci lub braku kwasu hydroksamowego, ktéry hamuje
catkowicie droge alternatywng, wykazano, ze przy dzialajgcej drodze
alternatywnej droga cytochromowa jest catkowicie wysycona (77). Po-
czagtkowe dodawanie niskich stezen cyjanku (przy braku kwasu hydro-
ksamowego) nie ma wplywu na oddychanie, poniewaz elektrony Kkiero-
wane sg na droge alternatywng. Gdy droga ta zostanie wysycona, wtedy
wyzsze stezenia cyjanku hamujg oddychanie. Oznaczony w ten sposéb
wspébtczynnik g dla drogi cytochromowej byt rowny jednosci, wskazujac
na petne wysycenie drogi cytochromowej przy dziatajacej drodze alter-
natywnej (77).

Opisane wczesniej roznice we wspotczynniku q, czyli w udziale drogi
alternatywnej w przeptywie elektron6w w mitochondriach znajdujacych
sie w 3-cim lub 4-ym stanie energetycznym, $wiadczg o regulacji aktyw-
nosci drogi alternatywnej przez droge cytochromowga. Przy wyzszej
aktywnosci drogi cytochromowej niz drogi alternatywnej, droga cytochro-
mowa moze pomiesci¢ caty przeptyw elektrondw w 3-cim stanie energe-
tycznym mitochondriow. Natomiast ograniczenie aktywnosci drogi cy-
tochromowej np. brakiem ADP w stanie 4-ym, lub niskim stezeniem cy-
janku sprawia, ze elektrony sg kierowane na droge alternatywng i wspot-
czynnik g jest wiekszy od zera. Natomiast, gdy aktywnos$¢ drogi alterna-
tywnej (Valt) jest wyzsza niz drogi cytochromowej (Vcy), to droga alter-
natywna dziata w stanie 3-cim (np. w mitochondriach Symplocarpus
foetidus). W tym przypadku ilo$¢ elektronéw przekracza mozliwo$é prze-
niesienia ich droga cytochromowa i musza by¢ one skierowane na droge
alternatywng. Tak wiec faktyczny udzial drogi alternatywnej w prze-
ptywie elektronbw w 3-cim stanie energetycznym zalezy miedzy innymi
i od pojemnosci przeptywu obu drdg czyli stosunku ich wzajemnej aktyw-
nosci.

Biorgc pod uwage wszystkie wymienione powyzej obserwacje Bahr
i Bonner opracowali nastepujacy model regulacji przeptywu elek-
tronéw przez obie drogi (32) (Ryc. 4).

Droga alternatywna i droga cytochromowa majag wspélny przenos-
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nik B, ktory tatwo osigga stan rownowagi z pierwszym przenosnikiem
drogi alternatywnej A. Przenos$nik B ma potencjat oksydoredukcyjny
wyzszy niz A, tak, ze przy czeSciowo zredukowanym przenosniku B, prze-
nosnik A — pierwszy akceptor drogi alternatywnej — jest catkowicie
utleniony. Przy catkowicie utlenionym przenos$niku A nie ma przeptywu
elektron6w droga alternatywng. Natomiast czeSciowa redukcja A mogta-
by powodowal przeptyw elektronéw drogag alternatywng i wielko$¢ tego
przeptywu okresla omdwiony wczesniej wspoiczynnik 9. ROznica po-
tencjatow miedzy przenosnikiem B i A powinna wynosi¢ minimum 35 mV
(32). W opisanych wczesniej pracach jako wsp6lny przenosnik obu drég
proponowano ubichinon, ktérego potencjal oksydoredukcyjny wynosi

cytochromy O,
>
2ADP 2ATP
SUBSTRAT
oksydaza

alternatywna

Ryc. 4. Proponowany mechanizm regulacji przeptywu elektronédw przez alternatyw-
na droge oddechowg, wg (32). Objasnienia w tekscie.

+ 70 mV. Natomiast flawoproteina FPma z potencjatem oksydoredukcyj-
nym +20 mV miataby role pierwszego akceptora drogi alternatywnej
(23, 24). Réznica potencjatéw miedzy tymi skiadnikami +50 mV jest
zgodna z opisanym powyzej modelem przeptywu elektrondéw przez obie
drogi. Ubichinon jest wobec tego przenos$nikiem B i stopieA jego zredu-
kowania okresla aktywno$¢ drogi alternatywnej. Poniewaz za$ redukcja
ubichinonu zalezy zaréwno od doptywu elektronéw z substratu, jak i od
ich odptywu na droge cytochromowg, to aktywno$¢ drogi cytochromowej
bedzie okre$lata aktywno$¢ drogi alternatywnej. Przy catkowitym wy-
syceniu drogi cytochromowej wiekszo$¢ ubichinonu bedzie zredukowana
i wtedy moze dziataé droga alternatywna. Przy zahamowaniu drogi cy-
tochromowej (np. cyjankiem) ubichinon jest w peini zredukowany i caty
przeptyw elektrondw zachodzi poprzez droge alternatywng. Podsumowu-
jac wiec, mozna powiedzie¢ na podstawie dotychczasowych badan, ze
przeptyw elektron6w przez droge alternatywng zalezy od stopnia zre-
dukowania ubichinonu, ktéry z kolei zalezy od doptywu elektronéw
z substratu dehydrogenaz oraz od aktywnosci drogi cytochromowej.
Zaproponowano rowniez inny model regulacji przeptywu elektronéw
przez obie drogi (78, 79). Cho¢ opiera sie on na nowoczesniejszej koncepcji
ruchomej puli ubichinonu (80) to jednak zaktada wspétzawodnictwo obu
dréog o zredukowane rownowazniki (zatozenie odrzucone przez Bon-
nera (32)) i przypadkowos¢ w kierowaniu elektrondw na jedng lub dru-
ga droge. Model ten nie znalazt zadnego oddzwieku w piSmiennictwie.
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V1. Funkcjonowanie alternatywnej drogi oddechowej

VI-1. Dziatanie alternatywnej drogi oddechowej w cyklu rozwojowym roslin

Udziat oddychania niewrazliwego na cyjanek w oddychaniu catkowi-
tym jest w roznych tkankach i organizmach ro$linnych rézny, moze tez
zmienia¢ sie w cyklu rozwojowym rosliny. Obszerny wykaz organizmodw,
u ktérych zaobserwowano oddychanie niewrazliwe na cyjanek zamieScit
Nyns (2. W cytowanych pracach udziat oddychania niewrazliwego na
cyjanek w oddychaniu catkowitym okreslano na podstawie procentu ha-
mowania oddychania przez cyjanek. W ten sposob nie mozna jednak
oceni¢ czy w warunkach naturalnych, przy nie zahamowanej drodze cy-
tochromowej, alternatywna droga oddechowa rzeczywiscie uczestniczy
w pobieraniu tlenu. W pracach publikowanych przed rokiem 1970 ozna-
czano przewaznie oddychanie catych organizmoéw, tkanek badZ skrawkow
tkanek, bez uwzgledniania izolowanych mitochondriéw i techniki mia-
reczkowania obu drog (bylo to spowodowane brakiem znanych inhibito-
réw drogi alternatywnej). W najlepszym przypadku, przy tego typu ba-
daniach, mozna jedynie stwierdzi¢ obecnos¢ oddychania niewrazliwego
na cyjanek, nie koniecznie zwigzanego z dziataniem alternatywnej drogi
oddechowej. Ponadto wzrost oddychania niewrazliwego na cyjanek (ozna-
czany jako wzrost hamowania oddychania przez cyjanek) obserwowany
w czasie cyklu rozwojowego rosliny, nie zawsze $wiadczy o rzeczywistym
zwiekszonym udziale w oddychaniu alternatywnej drogi oddechowej, na-
tomiast moze oznacza¢ po prostu spadek oddychania hamowanego przez
cyjanek, przy nie zmienionym poziomie oddychania cyjanoodpornego.
Przyktadem moze by¢ obserwowany wzrost oddychania niewrazliwego
na cyjanek w procesie starzenia sie liSci marchwi (81). Starzeniu temu
towarzyszy jednak gtownie zmniejszenie sie oddychania drogg cytochro-
mowg, natomiast oddychanie niewrazliwe na cyjanek pozostaje na statym
poziomie (7). Przy$pieszonemu starzeniu sie nasion soi towarzyszy row-
niez spadek intensywnosci oddychania drogg cytochromowa, przy utrzy-
mujacym sie bez zmian poziomie oddychania niewrazliwego na cyjanek;
droga alternatywna przejmuje jednak elektrony i uczestniczy w pobie-
raniu tlenu przez starzejace sie nasiona (82). W starzejagcych sie skraw-
kach ziemniaka oddychanie nie jest hamowane przez cyjanek (83-86).

Oznaczenie rzeczywistego udziatu drogi alternatywnej w pobieraniu
tlenu wykazato — ze wspdtczynnik p, okreslajacy ten udziat, ma warto$¢
zero, tzn. przy braku cyjanku oddychanie zachodzi wytacznie przy udzia-
le drogi cytochromowej (77).

W wielu pracach opisywano stymulacje kietkowania nasion przez cy-
janek (89-91) i postulowano udziat oddychania niewrazliwego na cyjanek
we weczesnych etapach kietkowania nasion (87, 88, 92-95). Aczkolwiek
nie mozna catkowicie odrzuci¢ tego pogladu, sa podstawy, aby kwestio-
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nowa¢ udzial mitochondrialnej drogi alternatywnej w kietkowaniu i nie
wydaje sie, by mozna byto uogolniaé¢ te spostrzezenia (87, 96). Jak stwier-
dzita autorka tego artykutu w nasionach jabtoni, podczas ustepowania
spoczynku w niskiej temperaturze, oddychanie catych nasion oraz izolo-
wanych mitochondriéw jest w czesci niewrazliwe na cyjanek (80% hamo-
wania), ale transport elektronéw zachodzi wytgcznie przy udziale drogi
cytochromowej. Natomiast w tych samych nasionach, w czasie kietko-
wania, oddychanie jest w 50°/0 niewrazliwe na cyjanek i obie drogi w row-
nym stopniu uczestniczg w pobieraniu tlenu; wspotczynnik o, okre$lajacy
udziat drogi alternatywnej, rowna sie jednosci (97). W trzech rodzajach
nasion (stonecznik, jeczmien, groch) charakteryzujgcych sie odmiennym
materiatem zapasowym (lipidy, skrobia, biatko) kwasy hydroksamowe nie
hamujg wecale, lub hamujg w bardzo matym stopniu obserwowane oddy-
chanie niewrazliwe na cyjanek (98). Ciekawg obserwacjg byt duzy udziat
oddychania niewrazliwego zarowno na cyjanek jak i kwas salicylohydro-
ksamowy w oddychaniu ziarniak6w jeczmienia. Oddychanie to nie wy-
stepuje w izolowanych mitochondriach i zwigzane jest prawdopodobnie
z ukiadem oksydaz cytoplazmatycznych (98). Podobnie, duzy udziat
oksydaz niewrazliwych na cyjanek i kwasy hydroksamowe zaobserwowa-
no w skrawkach ziemniaka (77). Udziat tego typu oksydaz niewrazliwych
na cyjanek, ale nie majacych jednoczesnie nic wspdlnego z alternatywna
drogg oddechowg, w pracach publikowanych przed rokiem 1970 prawdo-
podobnie czesto charakteryzowano jako oddychanie niewrazliwe na cy-
janek.

W skrawkach dojrzewajacych owocéw awokado i banana droga alter-
natywna nie uczestniczy w pobieraniu tlenu (wspotczynnik g = 0) (99).
Z drugiej strony wykazano, ze inhibitory alternatywnej drogi oddecho-
wej hamujg proces dojrzewania owocdw, a takze wykazano w sposéb bez-
sporny zalezno$¢ miedzy indukcja oddychania przez etylen i odpornoscia
na cyjanek w trakcie dojrzewania owocéw (100, 101, 102). Totez udziat
drogi alternatywnej w pobieraniu tlenu w procesie dojrzewania owocow
jest dyskusyjny (7).

VI-2. Wptyw czynnikéw zewnetrznych na funkcjonowanie drogi alternatywnej

Szereg autoréw probuje powigza¢ funkcjonowanie alternatywnej dro-
gi oddechowej zaréwno z warunkami metabolitycznymi na terenie cyto-
plazmy, jak réwniez z wptywem czynnikéw zewnetrznych, ktére powo-
dujg indukcje lub uaktywnienie tej drogi. Solomos i Laties (100)
zaobserwowali, ze zar6wno podanie etylenu jak i cyjanku powoduje za-
inicjowanie klimakterycznego wzrostu oddychania i dojrzewania owocow
awokado. Zaobserwowano ponadto, ze etylen stymuluje oddychanie wy-
tgcznie w tkankach, ktére wykazujg oddychanie cyjanoodporne (101).
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Wyciagnieto wiec wniosek, ze wzrost oddychania powodowany przez
etylen jest wynikiem indukcji drogi alternatywnej, a dziatanie tej drogi
zwigzane jest SciSle z typem metabolizmu w cytoplazmie, a SciSlej, ze
wzrostem glikolizy aerobowej (100, 103). Oddychanie catych bulw ziem-
niaka podawane byto jako klasyczny przykiad oddychania niewrazliwego
na cyjanek (103, 104), natomiast cyjanek hamuje oddychanie $wiezo przy-
gotowanych skrawkéw, jak rowniez izolowanych mitochondriow (86, 15).
Fakt ten grupa Latiesa tlumaczyta labilnoscig alternatywnej drogi
oddechowej, ktora przy krojeniu ziemniaka na skrawki lub homogenizacji
podczas izolowania mitochondriow, ulega inaktywacji (5, 7, 100, 105-108).
Potraktowanie nieuszkodzonych ziemniakéw etylenem lub cyjankiem po-
woduje w ciggu 12 godzin znaczny wzrost intensywnosci oddychania
bulw (103, 109, 110). Wykazano, ze oddychanie skrawkéw oraz mito-
chondridw izolowanych z traktowanych w ten sposéb ziemniakéw jest
w duzym stopniu odporne na cyjanek (111-114). Wyniki tych badan
umozliwity inng interpretacje zjawiska ,utraty cyjanoodpornosci” oddy-
chania izolowanych mitochondriéw ziemniaka. Prawdopodobnie nie labil-
no$¢ oksydazy alternatywnej, ale brak tego uktadu lub jego obecno$é¢ w
formie nieaktywnej w catych bulwach sprawia, ze cyjanek silnie hamuje
oddychanie mitochondriow izolowanych z bulw nietraktowanych. Nie-
wielka intensywno$¢ oddychania spoczynkowych bulw ziemniaka praw-
dopodobnie nie ma zwigzku z oddychaniem mitochondrialnym, lecz wy-
nika z funkcjonowania oksydaz cytoplazmatycznych, niewrazliwych na
cyjanek, inaktywowanych byé moze przy krojeniu skrawkéw. Przy znacz-
nie zwiekszonym, pod wplywem traktowania etylenem oddychaniu bulw,
nastepuje wzrost oddychania mitochondrialnego, wysycenie elektronami
drogi cytochromowej i uaktywnienie drogi alternatywnej, wyrazajgce si¢
odpornoscig na cyjanek oddychania skrawkdéw oraz izolowanych mito-
chondriow. Podanie etylenu lub cyjanku w mieszaninie z tlenem (stezenie
prawie 100°0) powoduje nie tylko znaczne zwigkszenie oddychania (110),
ale rowniez catkowitg odporno$¢ na cyjanek oddychania $wiezo przygo-
towanych skrawkow i izolowanych mitochondriéw (53, 111-113). Wspot-
czynnik g takich skrawkoéw wynosi 0,5, co $wiadczy o faktycznym udzia-
le drogi alternatywnej w oddychaniu (114). Ponadto stwierdzono, ze
traktowanie bulw ziemniaka etylenem lub cyjankiem powoduje réwniez
zmiane stezenia produktow posrednich glikolizy, w sposob Swiadczacy
o stymulacji glikolizy (101, 103, 115).

Traktowanie catych ziemniakéw alkoholem etylowym, aldehydem
octowym czy kwasem octowym (podanymi w formie gazowej jako mie-
szanina z powietrzem lub tlenem) moze réwniez uaktywnia¢ droge alter-
natywng w bulwach ziemniaka (115-117). Zwiazki te dziatajg bardziej
efektywnie, gdy podawane sg w obecnosci tlenu (tlen w stezeniu blisko
100%) i podobnie jak etylen oraz cyjanek powodujg stymulacje glikolizy
aerobowej (115). Wysokie stezenie tlenu stosowane wraz z wymienionymi
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powyzej zwigzkami skraca rowniez okres zwitoki niezbedny do uaktywnie-
nia drogi alternatywnej (116). Wptyw wysokiego stezenia tlenu (ponad
21%) na aktywacje drogi alternatywnej obserwowano réwniez w nasio-
nach (51) i kulturach komérkowych jesionu (52).

Uaktywnienie drogi alternatywnej w roslinach wyzszych moze nie
by¢ wynikiem syntezy jej sktadnikow, ale moze polega¢ na regulacji do-
stepu tlenu do biatek btony mitochondrialnej (34). Etylen, cyjanek (by¢
moze rdwniez etanol i aldehyd octowy) mogg zmienia¢ witasnosci bton
mitochondrialnych, miedzy innymi ich przepuszczalno$¢, utatwiajgc do-
step tlenu (100).

Mozliwy jest réwniez inny mechanizm dziatania tzw. ,induktoréw”
alternatywnej drogi oddechowej. Zaréwno aldehyd octowy, alkohol ety-
lowy czy kwas octowy mogg stuzy¢ jako substraty oddechowe powodujac
w ten sposdb wysycenie tarficucha przenoszenia elektronow i zwigkszenie
catkowitego pobierania tlenu (118). Obserwowany wzrost aktywnosci
glikolizy pod wptywem etylenu lub cyjanku i innych ,induktoréw” prze-
mawiatby za tym mechanizmem (117). Indukowany przez etylen wzrost
oddychania w tkance batatow (Ipomoea batatas) (119) odzwierciedla
przemiany metaboliczne w cytoplazmie (120). Oddychanie bulw ziem-
niaka w warunkach naturalnych jest ograniczone dostepnos$cig substra-
tébw, podanie etylenu czy tez innych zwigzkbw moze to ograniczenie
usuwa¢ powodujac stymulacje oddychania (121). Choé¢ koncepcja ta, jak
podkre$lano wcze$niej, jest zgodna z postulowanym przez Bahra
i Bonnera (32) mechanizmem uaktywniania drogi alternatywnej
poprzez wysycenie drogi cytochromowej, to jednak pozostaja pewne
watpliwosci, np. czy intensywna glikoliza jest przyczyng czy skutkiem
zwiekszonej aktywnosci drogi alternatywnej (7).

Inng wreszcie mozliwoscig uaktywnienia drogi alternatywnej w ziem-
niaku jest hamujace dziatanie aldehydu octowego, etanolu czy kwasu
octowego na droge cytochromowg, co powodowaloby ograniczenie jej
aktywnosci, wysycenie i wigczenie oddychania drogg alternatywng (117).
Koncepcja ta jest analogiczna do opisywanej indukcji alternatywnej dro-
gi oddechowej u drozdzy lub Neurospora (64, 122).

Uaktywnienie oddychania drogg alternatywng moze nastgpi¢ réwniez
w wyniku podania 10% dwutlenku wegla wraz z tlenem i etylenem (123).
Prawdopodobnie tlen i dwutlenek wegla dziatajg synergistycznie z etyle-
nem, aczkolwiek rola tych gazéw w indukcji oddychania niewrazliwego
na cyjanek nie jest wyjasniona (7, 123).

Synergistyczny efekt dwutlenku wegla i etylenu wykazano réwniez
w przerywaniu spoczynku nasion sataty (124) oraz w aktywacji ATP-azy
w lisciach grochu (125). Hodowla zyta w atmosferze 75% tlenu i 25%
dwutlenku wegla powoduje wzrost oddychania niewrazliwego na cyjanek
w izolowanych mitochondriach (51).

Uaktywnienie drogi alternatywnej na skutek traktowania catego orga-
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nizmu roslinnego réznymi czynnikami zachodzi w wiekszosci opisywa-
nych przypadkdéw przy nie zahamowanej, dzialajacej drodze cytochro-
mowej. Swiadczg o tym wyniki oznaczenia oddychania mitochondriow
izolowanych z tkanek traktowanych etylenem; dodanie inhibitora drogi
alternatywnej powoduje w tych mitochondriach wzrost kontroli odde-
chowej oraz stosunku ADP/O, $wiadczace o dziatajacej drodze cyto-
chromowej (112).

VIl. Znaczenie fizjologiczne alternatywnej drogi oddechowej

Omawiajgc znaczenie fizjologiczne obecnosci i funkcjonowania drogi
alternatywnej (a nie oddychania niewrazliwego na cyjanek!) nalezy
ograniczy¢ sie do rozpatrywania tych przypadkéw, gdzie udziat tej drogi
w oddychaniu og6lnym zostat bezspornie stwierdzony.

Udziat drogi alternatywnej w oddychaniu wykazano u ros$lin naleza-
cych do rodziny Obrazkowate (Araceae). Omdwiono juz w pierwszej czes-
ci artykutu wyniki doswiadczen, w ktérych zastosowano mitochondria
izolowane z Sauromatum gattatum, Symplocarpus foetidus czy Arum
maculatum (3). Procesowi kwitnienia tych ros$lin towarzyszy znaczny
wzrost temperatury w poblizu kwiatdw oraz kwiatostanéw. Temperatura
ta moze przekroczy¢ nawet o 22° temperature otoczenia (3). Znaczenie
fizjologiczne drogi oddechowej u tych roslin polega¢ mogtoby wiec na
ogrzewaniu rodliny, co powodowatoby intensywniejszy jej zapach, wa-
bigc owady i umozliwiajac zapylenie, w warunkach gdy temperatura
otoczenia jest niska. Jednak przypadek ten jest do$¢ odosobniony i u wie-
lu innych ros$lin dziatanie drogi alternatywnej nie ma zwiazku z wydzie-
laniem ciepta.

Aktywno$¢ (pojemnos¢ transportu elektronéw) drogi cytochromowej
i alternatywnej zwigzana moze by¢ ze stezeniem zwigzkéw cyjanogen-
nych w ro$linie. Oddychanie mitochondriow z korzeni tapioki o niskiej
zawartosci glikozydéw cyjanogennych jest przez cyjanek bardziej ha-
mowana niz oddychanie mitochondriéw izolowanych z korzeni tapioki
0 wysokim stezeniu tych zwigzkdw (réznica 30°/0) (126). Wystepowanie
glikozydéw cyjanogennych oraz cyjanowodoru stwierdzono u wielu ga-
tunkéw roslin (127, 128). Amygdalina oraz wolny cyjanowodor wystepuje
miedzy innymi w nasionach jabtoni (129, 130, potwierdzone w nowszych
badaniach 131, 132). W nasionach tych, w procesie kietkowania, droga
alternatywna bierze udziat w oddychaniu (97) i zwigzane to by¢ moze
wtasnie z ograniczeniem, przez endogenny cyjanowodor, aktywnos$ci drogi
cytochromowej.

Jednakze udziatl drogi alternatywnej wykazano u wielu roslin, u kté-
rych nie stwierdzono cyjanowodoru i ktére nie wytwarzajg ciepta. Wig-
za¢ to mozna z gospodarka energetyczng tkanki w okre$lonym stadium
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fizjologicznym. Bahr i Bonner (32) okreslili, ze rola alternatyw-
nej drogi oddechowej polega na przyjmowaniu elektronéw, ktére nie
moga by¢ akceptowane (na skutek ograniczonej aktywnosci) przez droge
cytochromowg. W tym przypadku dziatanie drogi alternatywnej, cha-
rakteryzujgce sie ograniczong zdolnoscig do fosforylacji, moze prowadzi¢
do odtwarzania utlenionych form koenzyméw. Odgrywac¢ to moze szcze-
g6lng role np. w procesie kietkowania nasion. Palmer (4) sadzi, ze
wysycenie drogi cytochromowej i wiaczenie drogi alternatywnej moze
mie¢ miejsce przy zwiekszonym utlenianiu NADH w warunkach matego
zapotrzebowania na ATP. Pozwalatoby to na funkcjonowanie cyklu
Krebsa i dzieki temu dostarczenie prekursorow do biosyntez. Moze to
mie¢ miejsce nie tylko we wczesnych etapach kietkowania nasion, ale
réwniez w dojrzewaniu owocéw czy w warunkach szeroko pojetego stresu
fizjologicznego, ograniczajgcego aktywnos$¢ drogi cytochromowej. Udziat
alternatywnej drogi oddechowej wykazano miedzy innymi w oddycha-
niu roslin znajdujacych sie w warunkach stresu spowodowanego chio-
dem (133, 134) oraz zranieniem (118). Alternatywna droga oddechowa
odgrywataby wiec w pewnych okre$lonych warunkach role ,wentyla
bezpieczenstwa” przy zwiekszonym zapotrzebowaniu na procesy oksy-
dacyjne w tkance. Obecnos$¢ drogi alternatywnej bytaby tkance potrzeb-
na, natomiast jej funkcjonowanie bytoby uzaleznione od potrzeb orga-
nizmu.

VIII. Uwagi koncowe

Oméwione w niniejszym artykule wyniki dwudziestoletnich badan
prowadzonych w wielu pracowniach nie doprowadzity do okreslenia prze-
no$nikbw wchodzacych w skiad alternatywnej drogi oddechowej. Po-
nadto zar6wno kwestia koAcowego produktu redukcji tlenu jak i oksy-
dacyjnej fosforylacji wymagajg definitywnego wyjasnienia.

Badania alternatywnej drogi oddechowej napotykajg na trudnosci
gtéwnie natury metodycznej — wiasnosci spektralne jej przenos$nikéw
sg zblizone do przenos$nikow gtéwnego tancucha oddechowego. Ponadto
izolowanie oksydazy alternatywnej przy obecnie dostepnych technikach
jest utrudnione jej Scistym powigzaniem z wewnetrzng btong mitochon-
drialng i pozostatg czescig taricucha oddechowego. Znalezienie sztucznych
donoréow elektronéw (49, 50) oraz izolacja kompleksu enzymatycznego,
ktory moze by¢ fragmentem alternatywnej drogi oddechowej, stanowi
napewno postep w tych badaniach.

Przy jednolitym systemie regulacji dziatania alternatywnej drogi od-
dechowej u roslin wyzszych trudno jednak doszukiwaé sie jednolitego
znaczenia fizjologicznego jej funkcjonowania. Z omoéwionych w poprzed-
nim rozdziale przyktadéw wynika, ze znaczenie to moze by¢ rdznorakie,
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w zaleznosci od rosliny, jej cyklu rozwojowego, a przede wszystkim od
typu metabolizmu tkanki.

Zaakceptowano do druku 10.12.1981
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I. Wstep

Badanie toksycznego dziatania tlenu, zwiaszcza produktow posred-
nich jego redukcji doprowadzity Fridovicha i McCorda (l)do
odkrycia w 1968 roku zjawiska dysmutacji jonéw ponadtlenkowych i wy-
odrebnienia enzymu katalizujgcego reakcje dysproporcjonowania. Enzym

e O] @02+ 2M+—'- W02+ 02

Reakcja 1: Reakcja dysmutacji jonéw ponadtlenkowych katalizowana przez dysmu-
taze ponadtlenkowg (3)

ten nazwany dysmutazg ponadtlenkowg (2), nalezy do grupy oksydoredu-
ktaz o nazwie systematycznej — oksydoreduktaza ponadtlenek : ponadtle-
nek (EC 1.18.1.1). W pracach poswieconych dysmutazie ponadtlenkowej
najczesciej uzywa sie skrotu pochodzgcego od jej angielskiej nazwy super-
oxide dismutase — SOD.

Réznorodne zagadnienia dotyczace dysmutazy ponadtlenkowej byty
ostatnio przedmiotem dwoéch Miedzynarodowych Sympozjow w 1976
i 1979 roku oraz artykutu Michalskiego zamieszczonego w Postepach Bio-
chemii (3), w ktérym autor oméwit miedzy innymi: reakcje wytwarzajace
rodniko-jon ponadtlenkowy, lokalizacje tychze w komorce oraz metody
oznaczania aktywnosci enzymu. Tematem niniejszego artykutu sg badania
nad roslinnymi dysmutazami ponadtlenkowymi i ich rolg w komorce
roslinnej.

Z bogatego materiatu roslinnego wyizolowano r6zne, pod wzgledem
wiasciwosci fizyko-chemicznych, dysmutazy ponadtlenkowe. Enzymy
kazdego typu zawierajg specyficzng grupe prostetyczng, ktérg jest jon
metalu. Stosujac to kryterium podziatu wyrdznia sie dysmutazy ponad-
tlenkowe: a) zelazowg (Fe-SOD), b) manganowg (Mn-SOD), i ¢) miedzio-
wo-cynkowg (Cu/Zn-SOD) (4).
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Tabela 1

Wykaz organizméw roslinnych, z ktérych otrzymano badz oczyszczono dysmutazy ponadtlenkowe
(Objasnienia: (+) — oznacza, z danego organizmu otrzymano, badz oczyszczano enzym, (—), nhie
badano, badz nie stwierdzono enzymu).

Rodzaje dysmutazy ponadtlenko-
Organizm Wej Pismiennictwo
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 agaticus — + — 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
Rosliny wyzsze
Pisum 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

g
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Il. Wystepowanie dysmutaz ponadtlenkowych w organizmach roslinnych
i ich organellach komoérkowych w aspekcie filogenetycznym

I1-1. Dysmutazy ponadtlenkowe mikroorganizméw, glonoéw, grzybéw i roslin wyz-
szych

W 1975 roku Morris i Hewitt (5) wykryli obecno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w fotosyntetyzujagcych anaerobach: bakteriach reduku-
jacych siarczany i beztlenowych Clostridium. Nastepnie enzym ten wy-
kryto u obligatoryjnych anaerobéw (6), w bakterioidach (7, 11) i innych
bakteriach fermentacyjnych (8, 9, 10). Zelazowa dysmutaze ponadtlenko-
wg wyizolowano z fotosyntetyzujacych beztlenowcédw (Tabela 1). Mole-
kularne wiasciwosci zelazowej dysmutazy ponadtlenkowej z wymienio-
nych w tabeli 1 anaerobdw sg podobne do witasciwos$ci tego enzymu z pro-
kariontow tlenowych (40). Wystepowanie dysmutazy ponadtlenkowej w
organizmach beztlenowych sugeruje, ze wytwarzaty one tlen w prze-
sztosci co mogtoby wskazywa¢ na prawdopodobna korelacje pomiedzy
wystepowaniem dysmutazy ponadtlenkowej i skiadem atmosfery.

JesSli w Srodowisku anaerobowych bakterii siarkowych znajdujg sie
siarczyny i tiosiarczan, to w organizmach tych syntetyzowana jest zela-
zowa dysmutaza ponadtlenkowa. Fakt ten potwierdza wazna role dysmu-
tazy w procesie detoksykacji tlenu (40).

Bakterie tlenowe i wzglednie tlenowe zawierajg zelazowg lub man-
ganowga dysmutaze ponadtlenkowga, badZz obie jednoczes$nie (poréwnaj ry-
cine 1). Odosobnionym przykiadem jest Photobacterium leiognathi, bak-
teria zawierajagca oprocz enzymu zelazowego réwniez dysmutaze ponad-
tlenkowg z miedzig i cynkiem w centrum aktywnym (18). P. leiognathi
jest symbiontem ryb. Przypuszcza sie wiec, ze do tego mikroorganizmu
przedostal sie gen kodujacy miedziowo-cynkowa dysmutaze ponadtlen-
kowg, a pochodzacy z ryby gospodarza (19).

Britton i wsp. (25) badajgc bakterie 24 gatunkéw tlenowych prze-
prowadzili testy z zastosowaniem H2 2 jako specyficznego inhibitora
dysmutazy zelazowej. Wykazali oni, ze wiekszo$¢ bakterii zawierajacych
enzym manganowy jest bakteriami gramm-dodatnimi, natomiast bakterie
zawierajgce enzym zelazowy, badZ jednocze$nie zelazowy i manganowy
sg najczesciej bakteriami gramm-ujemnymi. Z badan tych wynika, ze
bakterie tlenowe fotosyntetyzujace zawierajg tylko manganowg dysmu-
taze ponadtlenokwg, z wyjatkiem bakterii luminescencyjnych, ktdre
ponadto majg zelazowa dysmutaze ponadtlenkowg. Stad wystepowanie
zelazowej i manganowej dysmutazy ponadtlenkowej u prokariontéw mo-
ze stanowi¢ kryterium taksonomiczne.

Wiekszos¢ diazotroféw (Clostridium, Chromatium, Chlorobium i De-
sulfovibrio) jest beztlenowcami, lecz bakterie takie jak Azotobactert
Rhizobium i sinice sg aerobami. Nitrogenaza jest kompleksem enzyma-
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tycznym umozliwiajgcym diazotrofom wigzanie azotu atmosferycznego.
Enzym ten jest wrazliwy na tlen, jego potokres zycia w atmosferze tlenu
wynosi tylko 4,5 minuty (34). Jak juz wspomniano dysmutazy ponadtlen-
kowe ochraniajg organizmy przed toksycznym dziataniem tlenu oraz pro-
duktéw posrednich jego redukcji. Azeby nastgpito wigzanie azotu, ste-
zenie tlenu wewnatrz komorki musi by¢é wiec bardzo niskie badz bliskie
zeru. Na przyktadzie komoérek Rhizobium wykazano skokowy gradient
stezenia tlenu miedzy wnetrzem komorki a Srodowiskiem zewnetrznym;
wewnatrz Rhizobium stezenie to utrzymuje sie na statym niezmienionym
poziomie wynoszagcym mniej niz 3X10-8—3X10-9 M (35). Biosynteza ze-
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lazowego enzymu i jego ,,hybrydu” manganowej dysmutazy ponadtlen-
kowej jest indukowana przez 02 (36, 37) lub Oi (38). Stad tez biosynteza
zelazowej dysmutazy ponadtlenkowej nastepuje wowczas, gdy stezenie
tlenu wewnatrz komorki jest bardzo niskie. Aerobowe diazotrofy moga
zawiera¢ tylko enzym zelazowy z powodu bardzo niskiego stezenia tlenu
wewnatrz komérek. Jest to jednak zjawisko odosobnione (39). Anaeroby
i anaerobiotycznie rosngce beztlenowce fakultatywne oraz tlenowe dia-
zotrofy zawieraja tylko zelazowg dysmutaze ponadtlenkowg (Ryc. 1).
Wiasciwoscig wspolng tych trzech bakterii jest niskie stezenie tlenu i jo-
nu ponadtlenkowego wewnatrz komdérek. Biosynteza enzymu zelazowego
nastepuje wiec zapewne tylko wtedy, gdy stezenie 02 i Oi wewnatrz
komdrki bliskie jest zeru. Enzym manganowy za$ jest syntetyzowany
zapewne w tych komorkach, w ktorych poziom tlenu i rodniko-jonu po-
nadtlenkowego jest wyzszy od stezenia optymalnego dla wnetrza komor-
ki (3X10-8—3X10“9 M) (40). JesSli dalsze dane doSwiadczalne potwierdza
te obserwacje to by¢ moze okreslenie rodzaju dysmutazy w komorce
bedzie mogto stanowi¢ kryterium stezenia 02 lub Oi* w jej wnetrzu (40).

Wczesniejsze badania sugerowaly, ze sinice podobnie jak inne pro-
karionty zawierajg tylko enzym zelazowy lub manganowy (8), jednakze
dalsze badania wykazaty, ze organizmy te majg obydwa wspomniane
enzymy (40). Glony poza fragmoplastem (44) nie majg wrazliwego na
cyjanek enzymu miedziowo-cynkowego, natomiast zawierajg zelazowg
i/lub manganowg dysmutaze ponadtlenkowg (4, 6—8, 15, 40, 41, 44, 45, 92).

W grzybach wystepujg manganowa i miedziowo-cynkowa dysmutazy
ponadtlenkowe (poréwnaj Ryc. 1 i Tabele 1). Wystepowanie miedziowo-
cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej w ekstraktach grzybni dwu gatun-
kéw Myxomycota i 42 gatunkéw Eumycota (m.in. Mastigomycotina,
Zygomycotina, Ascomycotina, Basidiomycotina, Deuteromycotina) badali
Asada iwsp. (41).

Wszystkie badane ros$lny wyzsze, w tym nagonasienne i okrytona-
sienne, zawierajg wrazliwg na cyjanek miedziowo-cynkowg dysmutaze
ponadtlenkowa (7, 8). Enzym ten wykryto w lisciach i innych organach
roslin takich jak: nasiona, owoce, korzenie (54—58, 87, 96). Ostatnio
Salin i Bridges (68) wyizolowali zelazowg dysmutaze ponadtlen-
kowg z Brassica campestris (poi. rzepa).

11-2. Wystepowanie dysmutaz ponadtlenkowych w komoérkach prokariontéow i euka-
riontéw roslinnych

Jak juz wspomniano, sinice i glony majg zelazowg i manganowg dys-
mutaze ponadtlenkowg. Okada i wsp. (1979) okreslili subkomorkowe
rozmieszczenie manganowej i zelazowej dysmutazy ponadtlenkowej w
trzech sinicach. Wyniki analizy immunologicznej i badanie wptywu H2 2
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na aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej, wykazaty, ze zelazowa dysmu-
taza wystepuje w cytosolu, natomiast manganowa zwigzana jest z tyla-
koidami chloroplastow (poréwnaj tabele 2).

Tabela 2

Subkomérkowe rozmieszczenie dysmutaz ponadtlenkowych w roélinnych organizmach prokario-
tycznych i eukariotycznych

Organellum komérkowe

. . Chloroplast Mitochondrion
Rodzaj organizmu cytosol
. Przestrzen -
Tylakoid Stroma Matriks
y y miedzybtonowa
Sinice Mn-SOD — — — Fe-SOD
Glony Mn-SOD Fe-SOD Fe-SOD — Cu/zZn
Rosliny wyzsze Mn-SOD /
Cu/Zn-SOD Cu/zZn Cu/Zn-SOD  Mn-SOD Cu/zn

W roslinach wyzszych wykryto obecnos$¢ dysmutaz ponadtlenkowych
zawierajgcych w centrum aktywnym miedZz i cynk, mangan, a takze
zelazo.

Aktywno$¢é dysmutazowa frakcji tylakoidowej byla hamowana przez
cyjanek w 1/2 do 1/3 w stosunku do préby kontrolnej, natomiast aktyw-
no$¢ dysmutazowa stromy ulegata catkowitemu zahamowaniu. Stad wy-
nikato, ze 33-50°/0 catkowitej aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej od-
powiada enzymowi miedziowo-cynkowemu, manganowemu za$ 50-67%,
oraz, ze w stromie znajduje sie tylko enzym miedziowo-cynkowy. Ana-
logiczne badania dotyczace rozmieszczenia dysmutaz ponadtlenkowych
w subfrakcjach chloroplastow Brassica campestris wykazaty, ze wiek-
szo$¢ aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej znajduje sie we frakcji
stromy chloroplastéw (ponad 60%>), natomiast mniej niz 40°0 catkowitej
ilosci enzymu wystepuje w granach (86). Stroma chloroplastow lisci
Brassica campestris zawiera wszystkie trzy rodzaje dysmutazy ponad-
tlenkowej. Sg jednak poglady, ze jednym z tych enzymow jest zelazowa
dysmutaza ponadtlenkowa, a drugim enzymem niewrazliwym na cyjanek
moze byé dysmutaza manganowa lub tez kompleks manganu z dowolnym
biatkiem majacy aktywnos$¢ dysmutazy (86). Te same spostrzezenia do-
tyczace aktywnosci manganowej dysmutazy ponadtlenkowej z chloropla-
stow sygnalizowano wczes$niej (98, 108).

Enzym manganowy zwigzany z tylakoidami chloroplastéw szpinaku
nie jest uwalniany podczas inkubacji tych substruktur w S$rodowisku
hypotonicznym czy roztworach soli (40). Catkowitg jego aktywnos$¢ obser-
wowano tylko wtedy, gdy mieszanina reakcyjna zawierata detergent taki
jak Triton X-100 (Triton X-100 nie wpitywa na enzymy zawarte w stro-
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mie) (40). Wpityw Tritonu X-100 na manganowga dysmutaze ponadtlen-
kowg z tylakoidéw chloroplastow lisci szpinaku wskazuje, ze enzym ten
jest silniej wigzany z btonami, niz miedziowo-cynkowa dysmutaza po-
nadtlenkowa (39). Podobne wyniki otrzymano podczas badania tego sa-
mego rodzaju enzymu zwigzanego z tylakoidami sinic (15) i Euglena (46).
Tylakoidy chloroplastéw odpowiadajg wewnetrznej btonie i matriks
mitochondrionu w odniesieniu do ich funkcji transportowania elektronéw.
Dlatego tez subchloroplastowe i submitochondrialne rozmieszczenie dys-
mutazy ponadtlenkowej wskazuje, ze te organelle wywodzga sie od wspél-
nego prokarionta (40). Wykazano bowiem, ze w mitochondriach Euglena
zawarta jest zelazowa dysmutaza ponadtlenkowa. Na podstawie tego spo-
strzezenia zesp6t Asady sugeruje (40), ze enzym ten zlokalizowany
w przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw glonéw i pierwotniakéw,
w roslinach wyzszych i grzybach zastgpiony jest przez miedziowo-cyn-
kowg dysmutaze ponadtlenkowg. W mitochondriach grzybdw i roslin
wyzszych manganowa dysmutaza ponadtlenkowa zwigzana jest z biong
wewnetrzng, a takze wystepuje w matriks (53, 61, 64, 88, 90, 91).

11-3. Whnioski, hipotezy, spekulacje

Do dnia dzisiejszego pozostajg nierozstrzygnietymi: czas pojawienia
sie beztlenowych prokariontéw, oraz okres, w ktdrym tlen uwalniany byt
w reakcjach abiotycznych (16, 17).

Analizujagc rycing 1 mozna zauwazy¢, ze we wczesnym okresie ery
prekambryjskiej (30—20X10® lat temu) stezenie tlenu w atmosferze wy-
nosito 10-4 obecnego jego poziomu (65). Wéwczas to jedynymi organiz-
mami, ktérych dowody istnienia zachowaty sie w najstarszych geologicz-
nie poktadach, byty bakterie beztlenowe i siarkowe zawierajgce tylko ze-
lazowe dysmutazy ponadtlenkowe. Pojawienie sie manganowej dysmutazy
ponadtlenkowej obok zelazowej mogto nastgpi¢ w odpowiedzi na zwigk-
szenie sie stezenia tlenu w biosferze (poréwnaj ryc. 1). Wysoki stopien
homologii w sekwencjach aminokwasowych zarowno zelazowej jak i man-
ganowej dysmutazy ponadtlenkowej, wskazuje, ze enzymy te moga wy-
wodzié¢ sie od wspélnego antenata — dysmutazy zelazowej organizmow
anaerobowych (40). Wytworzenie miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad-
tlenkowej przez organizmy eukariotyczne szacuje sie na okres kambryjski
(6—4,5X108lat temu). Zdaniem Berknera i Marshalla (65) ste-
zenie tlenu w atmosferze w tym czasie wynosito 10-2 obecnego. Rozwa-
zania nad wystepowaniem trzech rodzajéw dysmutaz ponadtlenkowych
w organizmach i organellach komérkowych oraz ich molekularng ewo-
lucjg skupiajg sie wokot takich zagadnien jak:

— przyczyny ewoluowania organizméw w kierunku wytworzenia trzech
rodzajéw dysmutaz ponadtlenkowych,
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— brak zelazowej dysmutazy ponadtlenkowej w komoérkach organizméw
eukariotycznych i jednoczesna niezbedno$¢ enzymu miedziowo-cyn-
kowego.

Ostatnio Salin i Bridges (1980) doniesli o otrzymaniu zelazo-
wej dysmutazy ponadtlenkowej z Brassica campestris. Fakt 6w podwaza
dotychczas ogo6lnie przyjmowany poglad, ze dysmutaza zelazowa jest
enzymem charakterystycznym dla prymitywnej flory. Zatem w jaki spo-
s6b wyttlumaczyé obecnos$¢ zelazowej dysmutazy ponadtlenkowej w orga-
nizmie eukariotycznym, tym bardziej, ze jej sklad aminokwasowy jest
bardzo podobny do skiadu aminokwasowego enzymu zelazowego z Rho-
dopseudomonas spheroides (29). Czy mozna fakt ten przypisa¢ mutacjom
jakie mogly zajs¢ w genie kodujagcym miedziowo-cynkowg dysmutaze
ponadtlenkowg?

Z punktu widzenia Kkinetyki enzymatycznej zelazowa dysmutaza
z E. coli, manganowa z S. coli i miedziowo-cynkowa z erytrocytow wotu,
osiggajg zblizone wartosci k (stata szybkosci reakcji dysmutacji jonéw
ponadtlenkowych) przy pH 7,8 wynoszace odpowiednio 1,6; 1,8; 1,9X10~9
M-1s-1 (12). Ponad dwukrotnie wyzszg statg szybkosci reakcji dysmutacji
w tych samych warunkach wykazuje dysmutaza manganowa z mito-
chondriéw (95). Na podstawie danych tych mozna przypuszczaé, ze jesli
nie decydujaca, to przynajmniej istotng role w zabezpieczaniu zywych
organizméw przed toksycznym dziataniem tlenu odgrywa szybkos$é dys-
mutacji O2 katalizowana przez dysmutazy ponadtlenkowe. Wskazujg na
to wartosci k wyznaczone w pH 6,0 i 10,2, gdzie dysmutazy miedziowo-
cynkowa i manganowa osiggajg odpowiednio dwu i czterokrotnie wyzsze
warto$ci w poréwnaniu z zelazowg dysmutazg z E. coli czy Clnroma-
tium (95).

I11. WiHasciwosci fizyko-chemiczne roslinnych dysmutaz

I11-1. Masy czasteczkowe i budowa enzymow

Dysmutazy ponadtlenkowe sg metaloprodeinami o zréznicowanych
masach czasteczkowych. Najmniejsze zrd6znicowanie obserwuje sie w
obrebie dysmutaz miedziowo-cynkowych ze szpinaku (59), pszenicy (56),.
zielonego groszku (54). Ich masy mieszcza sie w granicach 31000— 35000.
Najwiekszg mase czgsteczkowg ma dysmutaza manganowa z Pisum sati-
vum (62), bo wynoszgcg 94000 (poréwnaj tabele 3).

Czasteczki tych enzymow zbudowane sg z dwu identycznych podjed-
nostek. Masy czgsteczkowe podjednostek wynoszg od 16000 do 20000 (po-
rébwnaj tabele 3). Obecne w czgsteczce enzymu mostki dwusiarczkowe nie
uczestniczg w tworzeniu dimeru (4, 20, 31, 42, 56).
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Tabela 3
Masy czasteczkowe i podjednostkowe trzech typéw roélinnych dysmutaz ponadtlenkowych

Zrodio Typ Masa Masa Pismiennictwo
SOD czasteczkowa*  podjednostki

Brassica campestris Fe 41 000 (a) 20 000 Salin i wsp. (1980)
Pisum sativum Mn 94 000 (b) Sevilla i wsp. (1980)
Phasoleus vulgaris Mn 44 000 (b) Kono i wsp. (1979)
Triticum sp. Cu/zn 31 000 (d) 17 000 Beauchamp i wsp. (1973)
Spinacia oleracea Cu/Zn 31 000 (b) 16000 Asada i wsp. (1973)
Pisum sativum Cu/Zn 31000 (c) Sawada i wsp. (1972)

* Oznaczono metoda:
(a) Saczenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-150.
<(b) Saczenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-100.
(c) Saczenia molekularnego na kolumnie Sephadex G-75.
<(d) Statej sedymentacji.

I11-2. Widma absorpcji

Tabela 4 podaje przyktady maksimoéow absorpcji w zakresie UV i fal
widzialnych niektérych dysmutaz ponadtlenkowych otrzymanych z réz-
nych materiatdéw biologicznych. Znajomo$¢ tych wartoSci moze stanowic
dodatkowe kryterium rozrdzniania poszczegOlnych rodzajéw dysmutaz
ponadtlenkowych. Z analizy tabeli 4 wynika, ze dysmutazy miedziowo-

Tabela 4
Maksima absorpcji oraz molowe wspotczynniki absorpcji wybranych dysmutaz ponadtlenko-
wych otrzymanych z roélin wyzszych. Indeksy 1 i 11 oznaczajg dwa izoenzymy tego samego
typu
5 Zfakr_es fal em uv em Pismien-
Zrodto yp W|dz(|:1rIT:1)ych (M-1ecm_1) (m) (M-lcm_1) nictwo
Pisum Cu/zn 680 290 259 — (54)
sativum
Triticum sp. Cu/zZn 670 330, 258 9740 (56)
360, 9960
Brassica Fe — — 278 7,4x104 (68)
campestris

cynkowe maksymalnie pochtaniajg wigzke $wiatta widzialnego w zakresie
fal o diugosci 670-680 nm, natomiast w zakresie UV przy 258-259 nm.
Maksimum pochtaniania dysmutaz zelazowych w zakresie UV przypada
na fale elektromagnetyczng o diugosci 272-278 nm. Nie ma natomiast
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danych dotyczacych manganowej dysmutazy ponadtlenkowej z roSlin
wyzszych.
Sktad aminokwasowy dysmutaz ponadtlenkowych nie jest jednakowy.

I11-3. Sktad aminokwasowy

Dotyczy to przede wszystkim obecnosci badz nieobecnosci reszt trypto-
fanu, fenyloalaniny, leucyny i waliny. Zelazowa dysmutaza ponadtlen-
kowa z Brassica campestris (68) zawiera wszystkie wyzej wymienione
aminokwasy, natomiast w miedziowo-cynkowej dysmutazie z Pisum
sativum (54) nie stwierdzono ich (poréwnaj tabele 5). W enzymie mie-
dziowo-cynkowym (54) znajduje sie znacznie wiecej niz w zelazowym,

Tabela 5

Skfad aminokwasowy zelazowej i miedziowo-cynkowej dysmutazy ponadtlenkowej z roslin wyz-
szych

Liczba reszt aminokwasu/mol podjednostki

Aminokwas Brassica campestris Pisum sativum
Fe-SOD (a) Cu/Zn-SOD (b)
Alanina 17 21
Glicyna 16 56
Kwas asparaginowy 18 45
Treonina 9 30
I1zoleucyna 6 21
Histydyna 4 18
Cysteina 2 21
Metionina 1 20
Leucyna 14 0
Fenyloalanina 7 0
Tryptofan 4 0
Walina n 0
Tyrozyna 6 9
Prolina 10 14
Kwas glutaminowy 16 19
Seryna 1 14
Arginina 5 6
Lizyna 1n 10

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

reszt glicyny, kwasu asparaginowego, treoniny, izoleucyny, histydyny,
cysteiny i metioniny odpowiednio 4, 2, 3, 4, 4, 10 i 20-to krotnie.
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I11-4. Metale jako grupy prostetyczne, sposéb i miejsce wigzania oraz ich funkcja
w enzymie

Katalityczne wiasciwosci dysmutaz ponadtlenkowych wynikajg z obec-
nos$ci jonéw metali potgczonych z podjednostkami enzymoéw. Zelazowe
dysmutazy ponadtlenkowe z r6znego materiatu biologicznego zawierajg
zwykle po 2 atomy Fe na czasteczke biatka (4, 31, 68). Kazdy atom Zzelaza
wigzany jest co najmniej przez jedng z reszt histydyny i tryptofanu kaz-
dej podjednostki (70, 71). Badania z zastosowaniem EPR wskazujg na
obecno$¢ 1 atomu Mn w kazdej podjednostce dysmutazy manganowej
(20, 26, 88), wyjatek stanowi dysmutaza z Pisum sativum (63), gdzie
1 atom Mn przypada na dimer. Mangan wystepuje w formie Mn+3 i jest
mocno zwigzany z biatkiem (75).

Wszystkie wyodrebnione i zbadane dotagd dysmutazy ponadtlenkowe
typu Cu/Zn (54, 56, 59, 60), zawieraty po 2 atomy Cu i Zn na czasteczke
biatka. Kazdy atom Cu w czasteczce dysmutazy jest potgczony trzema
wigzaniami koordynacyjnymi z atomami azotu grup imidazolowych histy-
dyny, natomiast czwarty orbital jest wolny (3, 72). Cynk potaczony jest
z His-61, His-69, His-78 i Asp-81, natomiast miedz z His-44, His-46,
His-61 i His-118. W natywnym enzymie do kazdego z tych metali przy-
taczona jest czasteczka wody, co stwierdzono na podstawie badan EPR (73).

Podczas gdy Fe i Mn petnig jednocze$nie funkcje katalityczna i stabi-
lizujacag strukture enzymu, w miedziowo-cynkowej dysmutazie ponadtlen-
kowej funkcje katalityczng spetnia Cu, podczas gdy cynk petni funkcje
stabilizujgcg w stosunku do apoenzymu (3, 72).

I11-5. Mechanizmy dziatania centrow aktywnych

W dysmutazie ponadtlenkowej zawierajgcej zelazo obydwa atomy Fe
biora udziat w przytaczaniu jonu ponadtlenkowego i wytwarzaniu kom-
pleksu ,,superozo” (71). Badania z zastosowaniem EPR wykazaty, ze jeden
z dwoch atomoéw zelaza petni funkcje katalityczng, polegajacg na zmianie
stopnia jego utlenienia podczas cyklu katalitycznego. Kolejnos¢ reakcji
przedstawiono na rycinie 2. Jon ponadtlenkowy jest wigzany przez jony
Fe+3, przy czym reszta badz reszty histydyny, z ktorymi potgczony jest
jon Fe+3 moga uczestniczyé w przyjmowaniu elektronu, jak réwniez w
rozszczepianiu kompleksu ,superoxoJon ponadtlenkowy jest utlenia-
ny z uwolnieniem 02i redukcja jednego z jonow Fe+3 (reakcja 2). Druga
czasteczka ponadtlenku wigze sie z Fe+2, nastepuje redukcja uktadu enzy-
matycznego i utworzenie kompleksu ,,peroxo”, a Fe+2 jest ponownie utle-
niane. W koncowym etapie (reakcja 4) kompleks ,,peroxo” ulega rozpa-
dowi z uwolnieniem H20z i regeneracjg centrum aktywnego (74).
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Ryc. 2. Reakcje przebiegajgce w centrum aktywnym zelazowej dysmutazy ponad-
tlenkowej (74)

Kataliza reakcji dysmutacji O2 przez manganowg dysmutaze ponad-
tlenkowg przebiega w sposéb podobny jako opisano powyzej. W reakcji
tej zaktada sie mozliwo$¢ tworzenia par Mn+S centrum aktywnego enzy-
mu z wolnym manganem S$rodowiska. Hipotetyczny mechanizm dziata-

nia tych par przedstawiono na rycinie 3. Para Mn (IV), Mn (lll) katalizuje

O; —~. Mn (IV)~ H,0,
\l/ (’

0= ™M (m)< N0+ 21t
1/2 HyOp— 3 / \ H,0,

\Mn(H)// \ i
1/2 Oy + H* =~ S~ 03+ 2H*

Ryc. 3. Proponowany przebieg reakcji w centrum aktywnym manganowej dysmutazy
ponadtlenkowej, zaktadajacy wspotudziat wolnego manganu (75)

usuwanie jonu ponadtlenkowego znacznie efektywniej niz para Mn (l11),
Mn (I1). Do Mn (ll) przytgczany jest Oi w obecnosci 2H+, nastepuje
utlenienie manganu do Mn (ll1) z jednoczesnym uwolnieniem HZ2 2
Mn (111) silniej reaguje z aniono-rodnikiem ponadtlenkowym i utlenia sie
do Mn (IV). Kompleks enzymatyczny rozpada si¢ z uwolnieniem HX 2
a Oi (nastepna czasteczka) przytacza sie do Mn (IV) i utlenia do Oz z jed-
noczesng redukcjag manganu do trzeciego stopnia utlenienia. Mn (lll) od-
dziatujgc z H20z jest redukowany do Mn (Il) i cykl zamyka sie (75).

Badajagc cykl katalityczny miedziowo-cynkowej dysmutazy ponad-
tlenkowej wykazano (76, 77), ze Cu podlega cyklicznej redukcji i utle-
nieniu podczas katalizy:

2 | etap; ECu2++ - > ECu++ 02
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3 E etap: ECu++ 02+ 2H+— » ECu2++ H20 2

Zasugerowano (89), ze wewnetrzne przeniesienie elektronu musi na-
stagpi¢ na pierwszym etapie katalizy zgodnie z procesem podstawiania li-
gandu. Okazato sie bowiem, ze Cu+2 dziata w potgczeniu z czasteczkg wo-
dy, ktéra wymieniana jest w statym czasie 10 8 tm<4X10~6s.
Uwzgledniajac powyzsze spostrzezenie zaproponowano (79) nastepujacy
mechanizm drugiego etapu katalizy (reakcja 4),

ECu2+0W2+ 02 ECu+0W2---0; A ECutOj--H” — >

@ HO

— » ECu2+ 0 -0 + OW~— ECu2+0H2+H202
H

w ktorym OT wigze sie z wolng pozycjg koordynacyjng Cu+ i oddziatuje
z protonem czasteczki wody. Strukturg przestrzenng wody zaznaczono
w celu podkre$lenia jej stalej obecnosci w czasie dziatania enzymu. Prze-
niesienie elektronu indukuje tworzenie anionu nadtlenkowego potgczone-
go koordynacyjnie z Cu+2, po czym anion ten jest szybko usuwany
z kompleksu enzymatycznego (78).

111-6. Inhibitory dysmutaz ponadtlenkowych

Jednym ze sposob6w rozrdzniania poszczegdlnych rodzajow dysmutaz
ponadtlenkowych jest badanie wrazliwosci danego enzymu na obecno$é
jonéw N“, CN~ i F-. W pH 7,8 IOmM jon azydkowy hamuje dysmutazy
miedziowo-cynkowa, manganowg i zelazowg odpowiednio w 10, 30 i 73°/0.
Zatem jon azydkowy hamuje dysmutazy w kolejnosci Fe-SOD>Mn-
SOD > Cu/Zn-SOD. Natomiast jon CN- hamuje tylko dysmutaze mie-
dziowo-cynkowg i w nieznacznym stopniu manganowsg (12, 80, 81).
Wszystkie dysmutazy miedziowo-cynkowe s bardziej wrazliwe na CN-
w pH 10,2 niz w pH 7,8 (56).

Zwigzki reagujgce z grupami tiolowymi i zwigzki chelatujgce (82),
hamujg enzym miedziowo-cynkowy nieznacznie w niskich stezeniach
(rzedu 0,1 mM), natomiast w stezeniach wysokich (rzedu 1 do 10 mM)
nawet do 70%. Dysmutazy sg rowniez wrazliwe na produkt reakcji dys-
mutacji — nadtlenek wodoru (2), dotyczy to dysmutazy miedziowo-cyn-
kowej i zelazowej. Manganowa dysmutaza ponadtlenkowa jest niewraz-
liwa na H2D 2 (83).

IV. Dysmutazy ponadtlenkowe roslin wrazliwych na przechtadzanie

Badania Kaniugi i wsp. (97, 98, 99 100, 101) dostarczyty intere-
sujagcych obserwacji zwigzanych z wptywem obnizonej temperatury na
aparat fotosyntetyczny ro$lin wrazliwych na przechtadzanie, w tym
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miedzy innymi na aktywno$¢ chloroplastowych dysmutaz ponadtlenko-
wych (98) i zmian zawartos$ci takich jonow jak Mn+2 (99) oraz Cu+2i Zn+2
(100) w chloroplastach odcietych lisci i rosngcych ro$lin pomidora
(Lycopersicon esculentum Mili.). Stwierdzono bowiem, ze catkowita
aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej w chloroplastach (98) ulega wy-
raznemu obnizeniu w wyniku przechtadzania w 0°C, w ciemnosci, za-
rowno odcietych lisci jak i rosnacych ro$lin pomidora, a oswietlanie lisci
czy roslin tylko czeSciowo przywraca mierzong aktywno$¢. Ponadto
stwierdzono, ze catkowita aktywno$¢ dysmutaz ponadtlenkowych zalezy
nie tylko od aktywnos$ci dysmutaz chloroplastowych, ale takze od ilosci
manganu (labilnego i/lub silnie zwigzanego z btonami tylakoidéw), ktéry
w nieobecnosci biatkowych sktadnikéw bton tylakoidéw ma zdolnos¢
dysmutacji Ol (98).

A B
i
Yl
I
]
I
S \J
M SOD
| R TR N
i n
i f
/ 1
7 "||
P ’ y
| EvAn EAWREGARFTRSD  NONH RUSSY RRAGRGNN
n
i
I|| n
I} I\
[ ] [
R !
-
Rl i e e

Ryc. 4. Densytogramy rozdziatu biatek ekstraktow butanolowych chloroplastéw po-
midora (A) i szpinaku (B), metodg elektroforezy ,natywnej”. Lokalizacja aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej: M — erytrokupreina jako wskaznik aktywnosci SOD;
PC — plastocyjanina; S — liscie Swieze; P — liscie przechowywane w 0°C i ciem-
nosci; R — liscie oswietlane po przechowywaniu w 0°C i ciemnosci (100).
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W dalszych badaniach (100, 101) nad mechanizmem zaniku aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej w przechtadzanych lisciach i rosngcych rosli-
nach pomidora stwierdzono, ze aktywno$¢ miedziowo-cynkowej dysmu-
tazy ponadtlenkowej w ekstraktach butanolowych biatek chlorostéw lisci
pomidora przechowywanych w temperaturze 0°C i ciemnosci (Ryc. 4A),
oraz przechtadzanych i oswietlanych (Ryc. 4A), catkowicie zanika. Nato-
miast w przypadku lisci szpinaku, aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej
nie ulegata zmianie w takich samych warunkach (Ryc. 4B). Obserwacje
te wskazujg, ze zmiany tego typu sg charakterystyczne dla roslin wrazli-
wych na przechtadzanie (np. pomidor), lecz nie dla opornych na niskie
temperatury (np. szpinak). Badajagc przyczyny tego zjawiska stwierdzono,
ze jest ono wynikiem wyptywu jonéw Cu+2 i Zn+2 z chloroplastéw lisci
pomidora (100), analogicznie jak to wcze$niej zaobserwowano w przy-
padku zmian zawarto$ci manganu w chloroplastach pod wptywem prze-
chowywania w 0°C i w ciemnoS$ci oraz reinkorporacji go po naswietlaniu
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Ryc. 5. Zmiany w aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej i reakcji Hilla oraz za-
wartosci Mn, Cu i Zn w lisciach roslin pomidora przechowywanych w temperaturze
OW i w ciemnosci a nastepnie naswietlanych w temperaturze 25°C (8000 Ix). Za-
warto$¢ Cu i Zn w prdbie kontrolnej chloroplastow Mn wynosita 20,30; 17,15; i 34,33
ngatoméw/mg chi., natomiast w probie kontrolnej ekstraktéw biatkowych Cu i Zn
odpowiednio 26,38 i 43,35 ngatomow/mg biatka (100).
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lisSci (99). W przeciwienstwie jednak do reaktywacji aktywnosci reakcji
Hilla (97, 99), oswietlanie odcietych lisci przechowywanych uprzednio
w chtodzie i ciemnosci nie przywracato aktywnos$ci dysmutazy ponad-
tlenkowej (101).

Analogiczne badania wplywu niskiej temperatury i ciemnosci na
aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej wykonano w rosngcych roslinach
pomidora (Ryc. 5) (100). Dwunastogodzinne naswietlanie tych roslin w
temperaturze 20°C z dwunastogodzinng przerwg nocng (w tej samej tem-
peraturze) i ponowne naswietlanie przez 3 godziny powoduje catkowitg
reaktywacje aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, reakcji Hilla, przy
réwnoczesnej reinkorporacji manganu i miedzi (Ryc. 5) (100). Natomiast
przechowywanie preparatow chloroplastéw pomidora w temperaturze
4°C w ciggu nawet 7 dni, nie powoduje istotnych zmian w aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej, ani w zawartosci Mn i Cu (100).

Badania te dostarczyty nastepujgcych obserwacji:

— Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej nie ulega zmianie podczas prze-
chowywania preparatow chloroplastéw w ciemnos$ci i chtodzie.

— W warunkach ciemnosci przechtadzania rosngcych roslin nastepuje
migracja Cu i Zn z chloroplastéw i ich reinkorporacja podczas na-
Swietlania roslin.

— W czasie przechowywania odcietych lisci i rosngcych roslin w tempe-
raturze 0°C i ciemnosci nastepuje inaktywacja dysmutazy ponadtlen-
kowej.

— Proces inaktywacji dysmutazy ponadtlenkowej pod wptywem chiodu
i ciemnosci jest odwracalny tylko w rosnacych roslinach poddawanych
kilkunastogodzinnemu naswietlaniu.

V. Rola dysmutazy ponadtlenkowej

Dysmutaza ponadtlenkowa wychwytuje reaktywne czasteczki rodni-
kojonu ponadtlenkowego i katalizuje reakcje ich dysmutacji. Zabezpie-
cza wiec organizmy przed spontaniczng dysmutacjg rodnikéw organicz-
nych indukowanych obecnoscig O”. Te role ochronng petnig rowniez pe-
roksydazy i katalazy, ktérych substratem jest produkt dysmutacji jonow
ponadtlenkowych — H2 2 Dysmutazy ponadtlenkowe zabezpieczajg DNA
przed mozliwymi modyfikacjami, a struktury subkomérkowe przed
uszkodzeniami, ktére niekiedy moga by¢ nawet nieodwracalne, jak to
moze mie¢ miejsce w przypadku bton lizosoméw i mitochondridw (69,
84, 85). Dysmutazy ponadtlenkowe chronig przed fotodynamicznymi
uszkodzeniami tkanek ros$lin zielonych, przed uszkodzeniami wywotany-
mi promieniami stonecznymi w pomidorach, szczeg6lnie zielonych owo-
cach i innych zielonych tkankach roslin (87).

9 Postepy Biochemii 1-2/82
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Tabela 6

Szybkos¢ peroksydacji lipidéw w stosunku do aktywnosci reakcji Hilla w kontroli i chloroplastach
przemywanych buforem Tris (101)

Fotoperoksydacja Aktywno$¢ reakcji
5 . [nmol wytworzonego Hilla
Zf6dio-chloroplastow dialdehydu malonowe-  [[¢mol zred. DCIP/
go/min/mg chi.] /h/mg ch.l]
Kontrola
liscie Swieze 1,92 76,0
liscie przechowywane w chtodzie i ciem-
nosci 3,90 24,3
liscie naswietlane po przechowywaniu 4,30 70,4
Przemywane buforem Tris
liscie Swieze 4,56 144
liscie przechowywane w chtodzie i ciem-
nosci 4,48 10,3
liscie naswietlane po przechowywaniu 4,40 12,6

Wskazuje sie (86, 108) na wspotdziatanie dysmutazy ponadtlenkowej
z Il, a takze czesciowo z | uktadem fotosyntezy.

Jak juz wspomniano, przechowywanie lisci pomidora w temperaturze
0°C i ciemnosci (101), powoduje utrate aktywnos$ci dysmutazy ponad-
tlenkowej, ale naswietlanie ich nie przywraca aktywnos$ci chloroplasto-

Tabela 7

Aktywno$¢ wrazliwej na cyjanek dysmutazy ponadtlenkowej w biatkowych ekstraktach butano-
lowych z chloroplastow lisci pomidora: Swiezych, przechowywanych w chiodzie i ciemnosci oraz
przechowywanych i nastepnie naswietlanych. Aktywnos¢ reakcji Hilla podano w jj.mol zredukowa-
nego DCIP/mg chlorofilu/h,(101). Wersja skrocona.

Aktywnosé
o ] dysmutazy po- »
Doswiadczenie Zr6dto chloroplastow nadtlenkowej Aldywmosc
numer (jednostki reakcji Hilla
mg/biatka)

1 liscie Swieze 10,3 85,0
liscie przechowywane w ciemnosci i chto- 0,6 53
dzie
liscie przechowywane i na$wietlane 0,0 81,4

2. liscie $wieze 8,4 58,0
liscie przechowywane w ciemnosci i chto- 03 4,6
dzie
liscie przechowywane i naswietlane 01 50,1

3 liscie Swieze 8,6 68,0
liscie przechowywane w ciemnosci i chio- 0,0 11,0
dzie

liscie przechowywane i naswietlane 0,0 70,0
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wej dysmutazy. Zanikiem aktywnos$ci chloroplastowej dysmutazy ponad-
tlenkowej spowodowany jest wzrost szybkosci fotoperoksydacji lipidow
(101) lecz nie zmniejszonym transportem elektronéw (103, 104) (pordw-
naj tabele 6 i 7). Zdaniem badaczy (101) wskazuje to, ze dysmutaza
ponadtlenkowa jest czynnikiem kontrolujgcym szybkos$¢ procesu peroksy-
dacji lipidow, ktory z kolei jest jednym z elementéw powodujacych uszka-
dzanie ro$lin wrazliwych na przemarzanie, poddawanych dziataniu
chiodu.

V1. Podsumowanie

Jak to wynika z przedstawionego powyzej przegladu, dysmutazy po-
nadtlenkowe wystepujg powszechnie w Swiecie roslin poczawszy od tych
najprymitywniejszych (bakterie, sinice), po wysoce ourganizowane na-
sienne. Mozna przypuszcza¢ (w kontek$cie wcze$niej omawianych hi-
potez), ze S$rodowiska, ktdre organizmy te zasiedlity, zdeterminowaty
rodzaje enzymu spotykane u poszczeg6lnych przedstawicieli. Tak wiec
bakterie zyjagce w Srodowisku beztlenowym majg tylko zelazowg dysmu-
taze ponadtlenkowa, glony, ktére w gtéwnej mierze opanowaty wody —
zelazowa i manganowa, natomiast rosliny wyzsze charakterystyczne dla
biocenoz lagdowych, zawierajg manganowg i cynkowo-miedziowga, a Brassi-
ca campestris (86) ma takze zelazowag dysmutaze ponadtlenkowg. Co
prawda jest to jedyne doniesienie, ktdre podwaza dotychczas ogodlnie
przyjety poglad, ze organizmy ewoluowaty w kierunku wytworzenia ta-
kiego rodzaju enzymu, ktdry skutecznie i z duzg wydajnoscia dysmutuje
rodniko-jony ponadtlenkowe, szczegblnie w tych, ktérych procesy zycio-
we przebiegajg w warunkach tlenowych. State szybkos$ci reakcji dysmu-
tacji Oi katalizowanych przez dysmutazy, a wyznaczone w réznych prze-
dziatach pH potwierdzajg powyzsze, dysmutazy miedziowo-cynkowa
i manganowa bowiem dysmutujg rodniko-jony ponadtlenkowe dwu i czte-
rokrotnie szybciej niz dysmutaza zelazowa (12). Brak dysmutazy ponad-
tlenkowej w komoérce powodowatby spontaniczng dysmutacje Oi", oraz
indukcje rodniko-jondw organicznych, ktére miedzy innymi, w wyniku
szeregu reakcji chemicznych powodujg peroksydacje wolnych nienasyco-
nych kwasow tluszczowych (109) i lipidéw bton chloroplastowych (101).

Z przedstawionych dotychczas badan wynika, ze enzymy te stanowig
skuteczne zabezpieczenie organizmow przed toksycznym dziataniem tle-
nu i jego form zredukowanych. Fakty te potwierdzajg kluczowg role dys-
mutaz ponadtlenkowych w zywych uktadach biologicznych.

Sktadam serdeczne podziekowania Panu Prof. Zbigniewowi Kaniudze za kry-
tyczne uwagi i pomoc w przygotowaniu niniejszej pracy.

Cze$¢ badan przedstawionych w artykule wykonano w ramach problemu wezto-
wego Nr 10.2.10 i miedzyresortowego MR-I1/15 oraz MR.11.7.

Zaakceptowano do druku 4.12.1981
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JADWIGA GNIOT-SZULZYCKA *

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego

L-Ascorbic acid 2-sulphate

2-Wodorosiarczan kwasu L-askorbinowego zostat wyizolowany po raz:
pierwszy w 1969 roku przez Mead i Finamore (l)z cyst krewetki
Artemid salina. Naturalny zwigzek okazal sie 2-wodorosiarczanem kwasu
askorbinowego, chociaz poczatkowo przypuszczano, ze jest to 3-wodoro-
siarczan kwasu askorbinowego. Wspomnie¢ wypada, ze o obecnosci ,,zwig-
zanego” kwasu askorbinowego w watrobach $wini i kozy, donosili juz w
1952 roku Summerwell i Sealock (2), aw 1963 roku Mala-
kar (3). Nie jest wykluczone, ze wspomniang zwigzang pochodng byt
2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego.

OM
O— S= O
(0]
P
o= r
Q,,,A
HCOH
cw2ow

Ryc. 1. 2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego

W warunkach fizjologicznych 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego
ma wiasciwosci dwuanionu; czysty zwigzek w $rodowisku o pH 2, wy-
kazuje maksimum absorpcji przy 233 nm, a w $rodowisku o pH 7.0 przy
254 nm. Ekstynkcja molowa EZ4 wynosi 16 000 przy pH 7.0, a przy diu-
gosci fali 330 nm i w pH 2.0 ma warto$¢ 12 000 (4-6).

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego jest naturalnym metabolitem

*) Doc. dr hab., Zaktad Biochemii Instytutu Biologii, Uniwersytet Mikotaja Ko-
pernika, ul. Gagarina 7, 87-100 Torun.
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wydalanym z moczem przez organizmy syntetyzujace kwas askorbinowy,
jak tez przez niezdolne do jego syntezy (7-10). Wedlug Bakera
i wspltpracownikéw (7), az 25°/0 ogdlnej ilosci kwasu askorbinowego wy-
dalana jest w postaci 2-wodorosiarczanu. Po iniekcji podskdrnej nieorga-
nicznego siarczanu-3B 04 wraz z [l-MClaskorbinianem szczurom, 2-wodo-
rosiarczan kwasu askorbinowego odnajdowano w réznych tkankach jak:
watroba, S$ledziona, nadnercza (11). Stezenie 2-wodorosiarczanu kwasu
askorbinowego w watrobie wynosi 12.3 do 40.2 mg na 100 gramoéw tkanki
i zalezy w duzej mierze od wieku zwierzecia (11-13).

Opracowanie szeregu metod syntezy 2-wodorosiarczanu kwasu askor-
binowego (6, 14-16) umozliwito przesledzenie niektérych jego efektow
fizjologicznych jak i wpltywu na przemiany metaboliczne. Z efektéw
fizjologicznych w pierwszym rzedzie wykazano, ze jest on skutecznym
srodkiem w zapobieganiu szkorbutu u ryb i matp (17-19). Dziatania prze-
ciwszkorbutowego nie wykazano jednak u Sswinki morskiej (17, 20). Brak
efektu leczniczego u swinki morskiej moze by¢é wynikiem szybkiego wy-
dalania 2-wodorosiarczanu witaminy C, ktdre praktycznie rzecz biorgc
zachodzi w przeciggu pieciu godzin od momentu iniekcji. Po 100 godzi-
nach stwierdzono zaledwie I°/o wprowadzonej dawki. U ryb nagromadza-
nie sie radioaktywnego 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego naste-
powato szczegdlnie obficie w obszarach intensywnej biosyntezy kolagenu,
w chrzastce a takze w skorze i kosciach. 2-Wodorosiarczan kwasu askor-
binowego podany pawianowi doustnie, nie ulegat wchianianiu z jego
przewodu pokarmowego (21). Zwigzek ten podany w iniekcji dozylnej
ulegat szybszemu wydalaniu anizeli kwas askorbinowy; ustalono, ze okres
pottrwania kwasu askorbinowego wynosi 120 min a 2-wodorosiarczanu
kwasu askorbinowego 90 min. Podanie dozylne 2-wodorosiarczanu kwa-
su askorbinowego wraz z kwasem askorbinowym wywotywato znacznie
wolniejsze wydalanie kwasu askorbinowego. 2-Wodorosiarczan kwasu
askorbinowego nie ulegat hydrolizie we krwi pawiana (21).

Katabolizm 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego zalezy od orga-
nizmu. U matp stwierdzono, ze gtdbwnymi produktami katabolizmu obydwu
zwigzkow jest dwutlenek wegla wydalany z oddechem. U innych zwie-
rzat i ludzi wydalany zostaje wraz z moczem niezmieniony kwas askor-
binowy, dehydroaskorbinowy, 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego
oraz kwas szczawiowy.

Wystepowanie w moczu 2-wodorosiarczanu MC-kwasu askorbinowego
po wprowadzeniu znakowanego [l-MC]Jaskorbinianu, wskazywatoby na
istnienie u zwierzat enzymow zdolnych do syntezy tego zwigzku.

Z doniesien Horniga i wspotpracownikdéw (22), wynika, ze askor-
binian podany doustnie wraz z nieorganicznym siarczanem — 304, ulega
procesowi ,usiarczanowania” w S$luzéwce przewodu pokarmowego. Enzy-
matyczng synteze 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego in vitro,
przeprowadzili Mohamram i wspotpracownicy (23). Zrodio sulfo-
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transferazy stanowity watroba i jelito grube szczura. Fibroblasty ludzkie
w warunkach hodowli tkankowej posiadajg réwniez nieznaczng zdolnos¢
syntezy 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego (24). Z badan nad me-
tabolizmem 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego w fibroblastach wy-
nika, ze grupa siarczanowa, najprawdopodobniej po uprzednim hydroli-
tycznym odszczepieniu przy udziale sulfohydrolazy, uczestniczy w takich
samych reakcjach jak nieorganiczny siarczan.

Aktywnos$¢ sulfohydrolazowa wobec 2-wodorosiarczanu kwasu askor-
binowego wykazali Hatanaka i wspotpracownicy (6, 25-28). Enzym
0 masie czasteczkowej 56 000 zostat wyizolowany z watroby $limaka mor-
skiego Charonia Lampas, optimum jego dziatania przypada przy
pH 4.0; enzym ten jest silnie hamowany przez jony fosforanowe, Km ma
wartos¢ 0.34 mM (25). Enzymy hydrolizujgce 2-wodorosiarczan kwasu
askorbinowego wyizolowano roéwniez z watroby i mézgu wotu oraz z wa-
troby Swinki morskiej (6, 20, 29, 30). Z prac Roya (29, 30) wynika, ze
2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego hydrolizowany jest przez oczysz-
czone preparaty arylosulfatazy A (E.C. 3.1.6.8 — Cerebrozydo-3-siarczano
sulfohydrolaza), dla ktérej fizjologicznym substratem jest cerebrozy-
do-3-siarczan. Hydrolize 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego kata-
lizuje réwniez arylosulfataza A z moczu ludzkiego (31, 32). Arylosulfatazy
B (E.C. 3.1.6.9 — Chondroityno-4-sulfataza), nie hydrolizujag w tym sa-
mym stopniu 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego co arylosulfa-
taza A.

Wedtug Tolberta (20), enzym z watroby wolu hydrolizujgcy
2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego jest biatkiem o masie czastecz-
kowej 138 000 przy pH 8.0 i 300 000 przy pH 5.4. Optimum jego dziatania
przypada w zakresie pH 5.0-5.7, wartos¢ Km wynosi 3 mM, jony fosfo-
ranowe silnie hamujg enzym. Ustalona przez Tolberta i wspoétpra-
cownikéw (20) masa czasteczkowa sulfohydrolazy 2-wodorosiarczanu
kwasu askorbinowego, rézni sie od masy czasteczkowej arylosulfatazy A,
ktéra w zaleznosci od zrodta enzymu wynosi 104 000—109 000 przy pH 7.5
1 okoto 400 000 przy pH 5.0 (33). Sprawa identycznosSci arylosulfatazy A
z sulfatazg 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego jest nadal dysku-
syjna.

W Swietle tych jeszcze nielicznych danych, bezsporna jednak wydaje
sie mozliwo$¢ syntezy i hydrolizy 2-wodorosiarczanu kwasu askorbino-
wego w organizmach zwierzecych, kwestiag otwartg pozostaje sprawa
znaczenia tego zwiazku i miejsca w procesach biochemicznych.

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego (6), jako zwigzek bardziej
stabilny od wolnego kwasu (14), moze stanowi¢ depozytowa forme uru-
chomiang w warunkach wyczerpania wolnego kwasu askorbinowego.
Obecnos¢ 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego w duzych ilo$ciach
w spoczynkowych cystach krewetki morskiej Artemiy salina, mogtoby
potwierdzaé to przypuszczenie.
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Istniejg rowniez dane, ze 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego
uczestniczy w regulacji reakcji zaleznych od obecnosci kwasu askorbino-
wego np. zwiazek ten jest inhibitorem reakcji hydroksylacji dopami-
ny, zachodzgcej przy udziale (3-hydroksylazy dopaminy (E.C. 1.14.17.1 —
3,4-dwufenyloetanoloamina, askorbinian: tlen oksydoreduktaza) (25).

Udziatl 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego w przekazywaniu
grupy siarczanowej na wiele zwigzkdéw, w tej liczbie réwniez na chole-
sterol, wykazano zaréwno w doswiadczeniach in vivo jak i in vitro (34-37).
Dla przyktadu, po dosercowym wprowadzeniu 35042-wodorosiarczanu
kwasu askorbinowego, radioaktywno$¢ odnajdowano w siarczanie chole-
sterolu zotci (21, 37, 38), nie stwierdzano natomiast radioaktywnosci w
siarczanie chondroityny.

Zdolnos¢ przekazywania grupy siarczanowej na cholesterol skiero-
wata uwage na ewentualny udziat 2-wodorosiarczanu kwasu askorbino-
wego na procesy wchianiania, wydalania oraz poziom cholesterolu we
krwi. Badania nad 2-wodorosiarczanem witaminy C wydawaly sie tym
bardziej celowe, iz efekt hipolipemiczny i antysklerotyczny wolnego kwa-
su askorbinowego stwierdzany byt przez wielu badaczy (39-41). Badania
przeprowadzone w tym aspekcie z 2-wodorosiarczanem witaminy C, wy-
kazaty, ze jest on zwigzkiem bardziej skutecznym od witaminy C w usu-
waniu hiperlipidemii a w szczegdlnosci hipercholesterolemii.

Obnizenie poziomu cholesterolu i lipidow krwi po doustnym podaniu
2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego, zostato stwierdzone przez
Hayashi i wspdtpracownikow w 1974 roku (42). Ta sama grupa bada-
czy (43), wykazata, ze 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego wywotuje
rowniez znaczny efekt hipolipemiczny w eksperymentalnej hiperlipidemii
krolikbw wywotanej podaniem Tritonu X-100. Przyktadowo w grupie
kontrolnej z hiperlipidemia, poziom cholesterolu wynosit 277 £15.4 mg°/o;
w grupie zwierzat, ktérym podano kwas askorbinowy, zawartos¢ chole-
sterolu nie ulegata obnizeniu i wynosita 262 +23.4 mg %, natomiast
u zwierzat, ktéorym podano 2-wodorosiarczan kwasu askorbinowego steze-
nie cholesterolu obnizato sie do wartosci 203 +15.4 mg °/o.

Z dalszych prac opublikowanych przez Hayashi i wspo6tpracowni-
kow (44,45) i dotyczacych wptywu doustnie podanego 2-wodorosiarczanu
kwasu askorbinowego i wolnego kwasu askorbinowego w eksperymen-
talnej hiperlipidemii u krélikbw wywotanej wysokocholesterolowa dieta,
wynika, ze hipolipemiczny efekt obydwu zwigzkdéw jest odmienny. Wy-
cigg danych liczbowych z pracy Hayashi i wspdipracownikéw (44)
zestawiono w tabeli I.

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego wydaje sie by¢ efektywniej-
szym czynnikiem w usuwaniu hipercholesterolemii, natomiast wolny
kwas askorbinowy wptywa wydatniej na obnizenie poziomu trojglicery-
déw, w szczegélnosci w diugoterminowej diecie wysokocholesterolowej.

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego okazal sie réwniez skutecz-
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Tabela 1

Wphtyw kwasu askorbinowego i 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego na poziom cho.
lesterolu i trojglicerydéw w eksperymentalnej hipercholesterolemii u krélikow (44)

1 .
2-wodorosiar-

kwas askorbino-

Czas trwania |

Lipid eksperymentu kontrola czan kwasu
w tygodniach (mg %) Wyo askorbinowego
(mg %) (mg %)
cholesterol 4 899+68 1025+117 372+53
tréjglicerydy 4 230+ 10 250+52 182+15
cholesterol 10 2119+ 125 1446 + 125 910+ 100
trojglicerydy 10 552 +39 211+ 18 315+ 57

Hipercholesterolemie wywolywano u zwierzat o wadze 2,5 kg, przez podawanie paszy, dziennie 100 g, zawierajacej
1%cholesterolu (1). Zwierzetom grupy Il podawano dodatkowo doustnie 150 mg kwasu askorbinowego, natomiast zwie-
rzetom grupy |11, 300 mg 2-wodorosiarczanu kwasu askorbinowego X3H20.

niejszym czynnikiem zapobiegawczym przed nagromadzaniem sie chole-
sterolu w tkankach a w szczego6lnosSci w aorcie zwierzat; i tak jeSli w
grupie kontrolnej procent zmian miazdzycowych wynosit 44.7 +6%, to
w grupie zwierzat, ktorym podano kwas askorbinowy lub 2-wodorosiar-
czan kwasu askorbinowego odpowiednie warto$ci wynosity: 51+2.2%
i 29+0.7%,

2-Wodorosiarczan kwasu askorbinowego nie obnizat jednak poziomu
juz odtozonego cholesterolu (44, 46, 47).

Na podstawie dotychczasowych danych mozna sadzi¢, ze 2-wodoro-
siarczan kwasu askorbinowego w blizej jeszcze nieokreslony sposéb wpty-
wa na proces wchianiania cholesterolu, co w konsekwencji objawia sie
efektem hipolipemicznym. Nie jest wykluczone, ze jako dawca grupy
siarczanowej z wysokim potencjatem transferu wywotuje estryfikacje
cholesterolu, umozliwiajac tym samym proces wchianiania tego zwigzku.

Reasumujac wydaje sie, ze warto przebada¢ szerzej mechanizmy bio-

chemiczne lezace u podstaw biologicznych efektéw 2-wodorosiarczanu
witaminy C.

Zaakceptowano do druku 15.11.1981
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. Wstep

Enzymy proteolityczne dodane do zageszczonych, czeSciowych hydroli-
zatow biatek katalizujg powstawanie nierozpuszczalnego produktu, o kon-
systencji zelu nazwanego ,,plasteing” (1-3). Wiasciwosci plasteiny roznig
sie wyraznie od wilasciwosci biatek, ktore poddano enzymatycznej hy-
drolizie.

W prezentowanym opracowaniu omawiamy aktualny stan wiedzy do-
tyczacy plasteinowania biatek, charakterystyke procesu oraz mozliwosci
zastosowania dotychczasowych osiggnie¢ w praktyce.
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146 W. BEDNARSKI, S. POZNANSKI 2
Il. Podstawowe zasady plasteinowania

Wiekszos¢ autoréw definiuje proces plasteinowania jako enzymatycz-
ne przeprowadzenie hydrolizatéw biatkowych w wysokoczasteczkowe pep-
tydy, nierozpuszczalne w 10-procentowym roztworze kwasu tréjchloro-
octowego, w acetonie lub 70-procentowym roztworze etanolu (4-6).

Proces plasteinowania przebiega najskuteczniej jezeli: stezenie oligo-
peptydow w hydrolizacie jest w granicach 30-50%), hydrolizat zawiera
niskoczasteczkowe peptydy, a stezenie jonéw wodorowych rézni sie od
tego w jakim prowadzono enzymatyczng hydrolize biatek (7, 8). Wydaj-
nos¢ procesu plasteinowania zalezy w duzym stopniu od rodzaju i spe-
cyficznosci dziatania enzymu proteolitycznego wprowadzonego do za-
geszczonych hydrolizatow (9).

Dobre wydajnosci uzyskiwano stosujagc a-chymotrypsyne, pepsyne,
nagaraze, esperaze, pronaze (2, 3, 10-12).

Na wydajnos$¢ procesu wptywa rowniez rodzaj substratu (11). Hydro-
lizaty biatek hydrofilnych nie sg wtasciwymi substratami, poniewaz otrzy-
muje sie plasteiny rozpuszczalne, co utrudnia ich wydzielanie ze $rodo-
wiska reakcji. Natomiast z hydrolizatow, charakteryzujgcych sie duza
zawartoscig substancji hydrofobowych, powstajg tatwo strgcalne plastei-
ny jeszcze przed optymalnym ich nagromadzeniem (13, 14).

W celu utatwienia kontroli plasteinowania, Ar ai i wspoétautorzy (15)
wprowadzili wskaznik okre$lajacy zalezno$¢ wydajnosci procesu (a) od
rozpuszczalno$ci plasteiny ((3. Stwierdzono, ze wydajno$¢ procesu pla-
steinowania (a) hydrolizatu wysokohydrofilnej kazeiny wynosi 40%,
natomiast wyliczony wspo6tczynnik (3/a wynosi zaledwie 0,28. W przy-
padku hydrolizatéw zeiny, ktora jest biatkiem hydrofobowym warto$¢
wynosi 57%, a warto$¢ (3/a az 0,87; mieszanine za$ tych dwoéch hydroli-
zatow w stosunku 3:1 charakteryzujg wartosci a = 88% i (3/a= 0,47.
Arai i wspotautorzy (15, 16) podkreslajg, ze przebieg procesu plasteino-
wania jest optymalny, gdy wspoétczynnik (3/a siega 0,5.

Na wydajnos¢ procesu plasteinowania wptywajg czynniki aktywu-
jace lub inhibitujgce dziatanie enzymdw proteolitycznych. Do czynni-
kéw hamujacych plasteinowanie przez a-chymotrypsyne mozna zaliczyé
n-heksan, benzyl-D,L-fenyloalanine oraz dwuwartosSciowe kationy. Wy-
dajno$¢ procesu zalezy tez od stezenia jondw w S$rodowisku. Stwierdzo-
no, ze obecno$¢ NaCl w granicach od 0,1 M do 0,8 M w hydrolizatach
ovalbuminy stymuluje wydajno$¢ syntezy plasteiny o 10% (16). Ponadto
dodanie 0,2 M roztworu NaCl przyspiesza proces plasteinowania (11).

I1l. Hipotezy dotyczgce tworzenia plastein

Dotychczas brak jest jednoznacznej teorii wyjasniajgcej mechanizm
plasteinowania biatek. Hipotezy, dotyczace mechanizmu powstawania
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plastein, réznig sie znacznie i czesto sg przeciwstawne (2, 3). Stwierdzo-
no, ze ilos¢ substancji nierozpuszczalnych w 10°0 roztworze kwasu troj-
chlorooctowego wzrasta podczas plasteinowania biatek, lecz nie zawsze
prowadzi to do ich wytrgcania sie (18). Eriks en i wspdétautorzy (12)
stwierdzajg, ze powstawanie plastein jest wynikiem agregacji i polime-
ryzacji peptydéow w wyniku oddziatywania niepolarnych reszt amino-
kwas6w. Reakcja ta zachodzi tatwiej w roztworach o wysokiej sile jono-
wej, np. w obecnosci duzego stezenia NaCl. Yamashita i wspotauto-
rzy (7, 12, 19) przypuszczaja, ze plasteinowanie polega gtéwnie na poli-
kondensacji. Za podstawe tej interpretacji cytowani autorzy przyjmuja
wzrost ilosci wigzan peptydowych.

Podczas polikondensacji powstajg nowe wigzania peptydowe, a tym
samym zmniejsza sie ilos¢ grup aminowych (20). Jednakze Hofsten
(11), Horowitz i Haurowitz (21), stosujac trzy rézne metody
oznaczania wolnych grup aminowych, nie stwierdzili zmniejszania sie ich
ilosci podczas plasteinowania. Z drugiej strony stwierdzenie, ze estry
aminokwaséw, a nie wolne aminokwasy moga by¢ przytagczane do pep-
tydéw, sugerowa¢ moze, iz podczas plasteinowania zachodzi transpepty-
dacja, tj. przenoszenie reszt aminoacylowych z peptydu donatora do pep-
tydu akceptora (2).

Za hipoteza, ze w procesie plasteinowania zachodza polikondensacja
i transpeptydacja przemawiajg doSwiadczenia Determanna i wspot-
autoréw (22) i Wielanda i wspétautorow (23), ktérzy otrzymali pla-
steing -H/Tyr-Leu-Gly-Glu-Phe/n OH jako wynik polikondensacji mo-
nomeru pod dziatlaniem pepsyny w srodowisku o pH 4 (gdzie n — 2, 9,
41 5).

W przypadku, gdy substratem byt hydrolizat globuliny sojowej, ktorej
grupy karboksylowe znaczone byty izotopem OI18 stwierdzono uwalniania
sie HX B podczas reakcji plasteinowania w obecnosci a-chymotrypsyny
w Srodowisku o pH 5,3. Stwierdzono réwniez, ze warto$¢ pH jest waz-
nym czynnikiem w powstawaniu acylo-a-chymotrypsyny. Powstawanie
jej maleje wraz ze wzrostem pH powyzej 7 (13). Natomiast Tamimoto
i wspotautorzy (17) wskazali na znaczenie seryny 195 i histydyny 57 oraz
a-chymotrypsyny w tworzeniu plastein. Schemat reakcji inicjujagcych
powstawanie plastein przedstawia Ryc. 1. Wedlug Ara i’ego i wspot-
autorow (15) zrozumienie mechanizmu procesu plasteinowania moze
utatwi¢ schemat proteolizy zaproponowany przez Werbera (24).
Po reakcji enzymu z substratem powstaje kompleks ES, ktéry przechodzi
w acyloenzymatyczng forme posrednig (ES') z uwolnieniem peptydu Pj.
Posrednia forma (ES') ulega nastepnie hydrolizie przy wspoétudziale wo-
dy z uwolnieniem peptydu P2

W przedstawionym przez Werbera schemacie proteolizy mogg wyste-
powaé reakcje transestryfikacji, transamidacji i transpeptydacji. Podczas
transpeptydacji koricowe grupy -COOH z substratu S reagujg z enzymem

10»
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Ryc. 1. Schemat reakcji inicjujagcych tworzenie plastein w obecnosci a-chymotryp-

syny (1)

i powstaje peptydyloenzym, ktéry reaguje z tak zwanym peptydem N two-
rzac peptyd P30 wyzszym ciezarze czgsteczkowym. Estry aminokwaséw
mogg by¢ réwniez w ten sposéb wbudowywane w plasteine (25). Wydaj-
no$¢ reakcji plasteinowania zalezy od rodzaju wbudowywanych estrow

E+Pp
o X
K i /7~ +H,0O
1 52 p
E+S =le ES — > ES
k‘ + ke 4N
Py ;4\ k
NESIN e E4P,
KN

Ryc. 2. Schemat proteolizy wg Werbera (24)
Oznaczenia: E —enzym, ES —kompleks enzym-substrat,
Srednia, N, Ptl P2, P, — peptydy

ES' —acyloenzymatyczna forma

po-
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aminokwasow. Lepsze efekty uzyskano stosujgc np. estry waliny czy
(3-izoleucyny (25). O wyniku syntezy wysokoczasteczkowego peptydu P3
0 jego wiasciwosciach decyduje réwniez rodzaj alkoholu, ktory brat udziat

Tabela 1
Kinetyka wbudowywania estrow aminokwaséw do peptydéw w reakcji z hippurylo-
papaing (1)
Rodzaj estru Km Vinax
L-alanina mM mmole/min
ester etylowy 27,0 0,98
ester butylowy 9,0 0,91
L-norwalina
ester etylowy 25 0,91
ester butylowy 2,0 0,93
L-walina
ester etylowy 333 0,95
ester butylowy 139 0,88
L-fenyloalanina
ester etylowy 2,0 0,85
ester butylowy 19 0,80

w powstawaniu estru. Im wyzsze witasciwosci hydrofobowe zastosowanego
alkoholu, tym wyzsza wydajnos$¢ procesu, tym bardziej hydrofobowy pro-
dukt. Parametry, okre$lajace kinetyke procesu plasteinowania w zalez-
nosci od rodzaju estréw przedstawiono w tabeli 1. Rycina 3 przedstawia
natomiast schemat wbhudowywania estrow w fancuch peptyddéw.

Sa Sg SQ 51 CgS-?b S:: SQ Sg

! ' l N ‘ ‘

NH-CH—CO-NH-CH~CO—~NH-CH~CO-NH-CH——C-NHzCH-CO-0-~CH, —
0
Peptyd Ester aminokwasu
hi
/ His-159 ~
Ryc. 3. Schemat przytgczania estru aminokwasu do peptydu przy wspoétudziale pa-
painy (1)

Wedtug hipotezy zaprezentowanej przez Schechtera i Berge-
ra, a opisanej przez Arai’ego i wspotautorow (1), zewnetrznej czesci
fancucha substratu Rj, R2 R3 R4 oraz R R2 i R3 odpowiadajg aktywne
miejsca w enzymie Sx S2 S3 S4 oraz S2i S3 ktére uwalniajg sie na-
przeciw siebie i wéwczas mozliwa jest resynteza (schemat reakcji str. 148).



150 W. BEDNARSKI, S. POZNANSKI [6]

Uwzgledniajgc powyzszg interpretacje oraz kinetyke reakcji plasteino-
wania (tabela 1), przyjeto, ze zewnetrzne grupy estréw aminokwasow
przytaczajg sie do aktywnych miejsc w enzymie Sif a mozliwym jest
réwniez przytaczenie czesci alkoholowej do S2i dlatego estry aminokwa-
séw moga tatwo sie wbudowaé¢ w plasteine, szczegblnie wéwczas kiedy
majg mozliwo$¢ przytaczenia sie do grupy karboksylowej, np. tioestrow
w acylo-papainie (1, 15, 16, 26).

@] wydajnosci i szybkosSci tego procesu decyduje rodzaj enzymu, a $cis-
lej acylo-enzymu (27, 28). Na przyktad stosujgc jako (ES') cynamoil-pa-
paine uzyskano 670 razy szybszy przebieg procesu niz w przypadku cyna-
moil-chymotrypsyny (1).

Proces plasteinowania hydrolizatow biatek drozdzy oraz bobiku lub
ich potaczen z hydrolizatami biatek serwatkowych wzglednie biatek plaz-
my krwi bydlecej badat Bednarski i wspdtautorzy (29, 30). Pod dzia-
taniem a-chymotrypsyny na hydrolizaty tych biatek otrzymano zel, w
ktorym zawarto$¢ substancji azotowych, rozpuszczalnych w 12-procen-
towym roztworze kwasu trojchlorooctowego, wynosita 35°0 substancji
azotowych w hydrolizacie.

Poprzez poréwnanie cigezaréw czasteczkowych peptydow hydrolizatéw
biatek wyjsciowych z ciezarami czasteczkowymi peptyddéw hydrolizatow
poddanych plasteinowaniu stwierdzono w tych ostatnich 3-4-krotny
wzrost ilosci peptydéw o c.cz. powyzej 4X103 (30).

Stwierdzono réwniez (stosujac rozdzial na zelu DEAE Sephadex) roz-
nice w skladzie aminokwaséw w poszczeg6lnych frakcjach surowcow
i plastein, co sugeruje, ze plasteinowanie polega na ponownym odtworze-
niu wigzan peptydowych biatek hydrolizowanych pepsynag (29, 30). Po
dziataniu a-chymotrypsyny na hydrolizaty, niezaleznie od obecnosci lub
nieobecnosci merkaptoetanolu, otrzymano plasteiny, ktére nie réznig sie
iloScig rozdzielonych frakcji na zelu DEAE Sephadex. Wnioskowano stad,
ze w plasteinie nie tworza sie wigzania dwusiarczkowe. Podobne wyniki
uzyskali Aso i wspotautorzy (25), badajac plasteinowanie zachodzace
w hydrolizatach biatek soi.

W badaniach Bednarskiego i wspotautoréw (29) stwierdzono,
ze plasteiny, otrzymane z biatek drozdzy lub bobiku, mozna rozpusci¢
w 8 M roztworze mocznika, co sugeruje, ze plasteinowanie polega na po-
wstawaniu n-meréw tgczonych wigzaniami wodorowymi.

Analiza hydrolizatu biatek bobiku oraz plasteiny otrzymanej z tego
hydrolizatu w podczerwieni (w zakresie fal od 1000 cm-1 do 3400 cm™J)
wykazata réznice w pasmach absorpcji 1530, 1650 i 3300 do 3400 cm-1
(30). Pasmo absorpcji przy 1530 cm-1 okazato sie bardziej niejednorodne
w przypadku hydrolizatu biatek bobiku. W pas$mie tym uwidacznia sie
oddziatywanie grup NH i zjonizowanych grup COO-. Otrzymane wyniki
sugeruja, ze wiecej tych grup wystepuje w hydrolizacie niz w plasteinie.
Analiza calego widma pozwala takze przypuszczaé, ze podczas dziatania
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a-chymotrypsyny na hydrolizaty nastgpit wzrost liczby wigzan peptydo-
wych. Podobnie analiza widma w podczerwieni hydrolizatu ze zdenaturo-
wanych biatek soi oraz plasteiny z tego hydrolizatu pozwolita stwierdzié
réznice w absorpcji w pasmach 1575 c¢cm-1 i 1450 cm-1 co sugeruje row-
niez, ze podczas procesu plasteinowania powstawaty wigzania peptydowe.

Przedstawione powyzej hipotezy wskazujg, ze w zaleznosci od enzy-
mu katalizujgcego proces tworzenia plastein, mechanizm jego moze by¢
rézny.

IV. Praktyczne wykorzystanie procesu plasteinowania

Zapotrzebowanie na biatko spozywcze skitania do poszukiwan nowych
metod uszlachetniania i modyfikacji biatek z surowcéw nietradycyjnych
i produktéw ubocznych.

Do znanych metod ,uszlachetniania biatek” tzn. poprawy jakosSci za-
licza sie ich enzymatyczng hydrolize. Hydroliza biatek poprawia ich
przyswajalnosé i umozliwia eliminacje towarzyszacych biatkom substancji
toksycznych. Podczas hydrolizy biatek wystepuje degradacja substancji
toksycznych, lecz pojawiajg sie tak zwane ,gorzkie peptydy” wywotujgce
niekorzystny smak. Metody usuwania gorzkich peptydéw, np. z zastoso-
waniem absorpcji na weglu aktywnym lub ich enzymatyczny rozktad,
np. karboksypeptydaza, nie znalazty praktycznego zastosowania (4, 5, 10,
31). Stosujac natomiast proces plasteinowania mozna otrzymaé biatko po-
zbawione gorzkiego smaku (charakterystycznego dla hydrolizatow biat-
kowych) o zmienionych w poréwnaniu do surowca wiasciwosciach fizyko-
chemicznych.

W tym zakresie istniejg duze mozliwosci kombinacji, np. faczenie roz-
norodnych peptydéw lub hydrolizatow biatek réznego pochodzenia albo
wbudowywania zgdanych aminokwaséw w strukture biatek plasteiny.

Zmiane wiasciwosci fizykochemicznych biatek soi uzyskano wprowa-
dzajagc do hydrolizatu przed plasteinowaniem ester etylowy kwasu glu-
taminowego (32). W innych badaniach wskazano na mozliwos¢ wyodreb-
nienia fenyloalaniny z roztworu hydrolizatow biatek soi z rownoczesnym
wzbogaceniem ich w tyrozyne lub tryptofan (26). Po plasteinowaniu otrzy-
mano produkty o zmienionych w wiekszosci korzystniejszych wiasciwos-
ciach fizykochemicznych, np. lepszym emulgowaniu tluszczéw, wyzszg
odpornoscig termiczng. W poréwnaniu do biatek surowca uzyskano pro-
dukty o wyzszej wartosci odzywczej (26, 30).

Mieszajagc hydrolizat biatek soi z hydrolizatem keratyny weiny uzy-
skano wyrazny wzrost warto$ci odzywczej wyrazonej wskaznikiem wy-
dajnosci wzrostowej biatek (protein efficiency ratio — PER) z 1,2 stwier-
dzonego dla biatek maki sojowej do 2,86 wykazanego dla plasteiny (14).
Poprawe wartosci odzywczej plasteiny soi uzyskano przez wprowadzenie
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bogatego w aminokwasy siarkowe hydrolizatu keratyny przed reakcja
plasteinowania. Podobne wyniki w tym zakresie uzyskano poprzez wbu-
dowywanie zestryfikowanych aminokwaséw siarkowych w strukture pla-
steiny otrzymanej z hydrolizatu biatek soi w reakcji z nagarazag (14).

Bednarski i wspdtautorzy (29, 30), prowadzac proces plasteino-
wania biatek bobiku, otrzymali produkt o zmniejszonej zawartosci inhi-
bitoré6w trypsyny z 15,8 jednostek/mg biatek surowca do 1,04 jedno-
stek/mg biatek plasteiny.

W porownaniu z biatkami surowcow, biatka bobiku oraz drozdzy po
plasteinowaniu charakteryzowaty sie korzystniejszymi wiasciwosciami
fizykochemicznymi (30). Na podkreslenie zastuguje poprawa wartosci bio-
logicznej biatek bobiku oraz drozdzy, szczeg6lnie w plasteinie otrzymanej
z mieszaniny hydrolizatow tych biatek z hydrolizatem biatek serwatko-
wych w stosunku 3:2. Stwierdzono, ze wspditczynnik PER biatek bobiku
wzrést z 0,93 do 2,43 dla plasteiny otrzymanej z fgczonych hydrolizatow
pod wptywem dziatania a-chymotrypsyny. W przypadku biatek drozdzy
wzrost wspotczynnika PER wynosit od 1,42 do 2,62. Dla poréownania w
mieszaninie biatek bobiku i biatek serwatkowych w tym samym stosunku
co w mieszaninie hydrolizatdw poddanych reakcji plasteinowania wspot-
czynnik ten wynosit 1,32, a drozdzy i biatek serwatkowych 2,38 (30).

Ostatnio Avrai i wspdtautorzy (1) w wyniku tworzenia peptydow
z udziatem proteaz otrzymali plasteiny wykazujace wiasciwosci biolo-
giczne aktywnych peptydéw. W ten sposob otrzymali oni angiotensyne,
sekretyne, elediozyne.

V. Podsumowanie

Mozna przypuszcza¢, ze proces plasteinowania znajdzie zastosowanie
w ,uszlachetnianiu” i ,modyfikacji biatek” z surowcow nietradycyjnych
i odpadowych produktéw przemystu spozywczego.

Otrzymane w ten sposéb biatka o $wiadomie uksztattowanych wtas-
ciwosciach, o okreslonym sktadzie aminokwaséw i soli mineralnych moz-
na bedzie stosowaé¢ do modyfikowania sktadu i konsystencji produktow
zywnosciowych, sporzgdzania diet dla ludzi cierpigcych na fenyloketo-
nurie lub dolegliwosci uktadu pokarmowego.

Postep w unieruchamianiu enzymow proteolitycznych stwarzajacy
mozliwos$¢ wielokrotnego wykorzystania tej samej porcji enzymow (33-35)
pozwoli w niedtugim czasie obnizy¢ koszty procesu oraz utatwi wykorzy-
stanie reakcji plasteinowania w przemystowym uszlachetnianiu, czy tez
modyfikowaniu biatek do celow farmaceutycznych i spozywczych.

Zaakceptowano do druku 14.11.1981



[

PLASTEINOWANIE BIALEK 153

PISMIENNICTWO

~owwnN e

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

Arai S, Fujimaki M., (1978), Ann. Nutr. Alim. 32, 701—707.

Erikson S, Fagerson J. S, (1976), J. Food Sc. 41, 490—492.
Schmandke H. (1976), Nahrung 20, 567—573.

Fujimaki M, Yamashita M, Arai S, Kato M., (1970), Agricult.
Biol. Chem., 34, 1325—1332.

Fujimaki M, Yamashita M., Arai S, (1973), Agricult. Biol. Chem. 37,
2303—2312.

Yamashita M, Arai S, Matsuyama J, Gonda M, Kato M, Fuji-
maki M. (1970) Agricult. Biol. Chem. 34, 1484—1491.

Yamashita M, Arai S, Tsai S, Fujimaki M. (1970) Agricult. Biol.
Chem. 34, 1593—1596.

Yamashita M, Arai S, Tsai S, Kato M, Fujimaki M. (1971),
Agricult. Biol. Chem., 35, 86—091.

Determan H, Heuer I, Jaworek D. (1956) Ann. Chem. 690, 189—202.
Edwards J. H, Shipe W. F., (1978), J. Food Sc., 43, 1215—1218.

Hofsten B, Lalasidis G. (1976), J. Agricult. Food Chem. 24, 460—465.
Yamashita M, Arai S, Gonda M, Kato H., Fujimaki M. (1970),
Agricult. Biol. Chem. 34, 1333—1337.

Yamashita M, Arai S, Tanimoto S, Fujimaki M. (1974), Biochim.
Biophys. Acta 358, 105—107.

Yamashita M, Arai S, Aso K, Fujimaki M. (1971), J. Agricult.
Chem. 19, 1151—1154.

Arai S, Yamashita M, Fujimaki M., Aso K. (1975), J. Food Sc. 40,
342—344.

Aso K, Yamashita M, Arai S, Fujimaki M., (1973), Agricult. Biol.
Chem. 37, 2505—25009.

Tanimoto S, Yamashita M, Arai S, Fujimaki M. (1972), Agricult.
Biol. Chem. 36, 1595—1602.

Tsai S J, Yamashita M, Arai S, Fujimaki M., (1973), Agricult.
Biol. Chem., 36, 1045—1048.

Yamashita M, Arai S, Tanimoto S, Fujimaki M. (1973), Agricult.
Biol. Chem., 37, 953—954.

Yamashita M, Arai S, Fujimaki M. (1976), J. Food Sc. 41, 1029—
1032.

Horowitz I, Haurowitz F. (1959), Biochim. Biophys. Acta 33, 231—233.
Determann H, Eggenschwiller S, Michel W, (1965) Ann. Chem.
690, 182—188.

Wieland T., Determann H., Albrecht E., (1960), Ann. Chem. 633,
185—188.

Werber M, Greenzaid P. (1973), Biochim. Biophys. Acta 293, 208—211.
Yamashita M, Arai S, Aso K, Fujimaki M. (1972), Agricult. Biol.
Chem. 36, 1253—1356.

Aso K., Yamashita M, Arai S, Fujimaki M., (1974), Agricult. Biol.
Chem. 38, 679—682.

Blackburn G. M, Jeneks W. P, (1968), J. Amer. Chem. Soc., 90, 2638—
2641.

Brub eher L J, Bender M. L. (1966), J. Amer. Chem. Soc. 88, 5871—
5872.

Bednarski W, Poznanski S, Jedrychowski L, Leman ],
Szczepanik M., (1976), J. Milk Food Technol. 39, 521—525.



154

30.

3L

32.

33.

34.
35.

W. BEDNARSKI, S. POZNANSKI 110]

Bednarski W, (1979), Zeszyty Naukowe Akademii Rolniczo-Technicznej w
Olsztynie Nr. 14, Technologia Zywnosci 3—71.

Yamashita M, Arai S, Matsayama J., Kato H, Fujimaki M,
(1970), Agricult. Biol. Chem. 34, 1492—1500.

Yamashita M, Arai S, Kakubo S, Aso K, Fujimaki M. (1975),
J. Agricult. Food Chem. 23, 27—30.

Kowalewska J, Poznandski S, Bednarski W, Jakubowski J.,
Leman J., (1978), North European Dairy Journal 1, 20—26.

Kowalewska J, Poznanski S. (dane niepublikowane).

Pallavicini C, Finley J. W, Stanley W. L, Watters G. G., (1980),
J. Sc. Food Agric., 31, 273—278.



SPRAWOZDANIA

The 11-th Linderstrém-Lang Conference — Poliaminy jako regulatory komdrkowe

W dniach 9—13.08.1981 roku w Hanasaari Swedish-Finnish Cultural Center
Espoo (Helsinki, Finlandia odbywata sie The 11-th Linderstrom-Lang Conference
na temat: ,Poliaminy jako regulatory komdrkowe”.

W konferencji, ktéra miata charakter wybitnie monotematyczny, wzieto udziat
okoto 100 oséb z catego $wiata (z Europy, Kanady, USA, Nowej Zelandii, Japonii).
Obecni byli chyba wszyscy przedstawiciele o$rodkéw zajmujgcych sie problemem
poliamin.

Program naukowy obejmowat wystapienia zaproszonych gosci — prominentow
w odpowiedniej tematyce w pieciu sesjach.

Sesja |

Tabor C. W. (Bethesda) — Zaburzenia w biosyntezie poliamin u mutantéw

Saccharomycea cerevisiae; Badania nad regulacjg dekarboksylazy ornitynowej.
Canellakis E. S. (New Haven) — Dekarboksylaza ornitynowa (przeglad). Russel D. H.
(Tucson) — Dekarboksylaza ornitynowa; Klucz regulacyjny biatek. Canellakis Z. N.
(New Haven) — Wptyw acetylowanych poliamin na dekarboksylaze ornitynowg ko-
morek HTC szczura. Morris D. R. (Seattle) — Regulacja syntezy i degradacja de-
karbosylazy S-adenozylo-metioniny w aktywowanych limfocytach.

Sesja Il

Stevens L. (Stirling) — Regulacja biosyntezy dwuamin, spermidyny i sperminy
u grzybéw. Rosengren E. (Lund) — Metabolizm poliamin a wzrost i hormony. Pegg
A. E. (Hershey) — Regulacja poziomu putrescyny w watrobie szczura. Seiler N.

(Strasbourg) — Konwersja i katabolizm poliamin. Mamont P. S. (Strasbourg) — Meta-
bolizm acetylowych pochodnych poliamin w komdrkach hepatoma u szczura. Hayas-
hi S. (Tokyo) — Dekarboksyloza ornitynowa watroby szczura — oczyszczanie, wia-
snosci immunochemiezne.

Sesja 111

Tabor H. (Bethesda) — Biosynteza poliamin u mutantéw Escherichia coli. Co-
hen S. S. (Stony Brook) — Poliaminy a namnazanie sie¢ wirusa w chloroplastach.
Bagni N. (Bologna) — Wplyw ro6znych inhibitordw syntezy poliamin na wzrost
Helianthus tuberosus. Herbst E. J. (Durham) — Rola poliamin w proliferacji komdrek
HelLa. Heby O. (Lund) — Rola poliamin w réznicowaniu komdrkowym. Suzuki F.
(Osaka) — Rola poliamin w ekspresji odréznicowania chondriocytow w hodowli.

Sesja IV

Raina A. (Kuopio) — Rola poliamin w replikacji wirusow zwierzecych. McCann
P. P. (Cincinnati) — Hamowanie dekarboksylazy ornitynowej u nizszych eukariotéw.
Bachrach U. (Jerusalem) — Poliaminy a wzrost parazytow Leishmanii. Janne J.
(Helsinki) — Zastosowanie antymetabolitow poliamin w eksperymentalnych guzach
i w leukemii u ludzi. Marton L. J. (San Francisco) — Inhibitory poliamin w terapii
guzéw mozgu.

Sesja V

Algranti I. D. (Buenos Aires) — Wpltyw poliamin i antybiotyk6bw na translacje.
Abraham A. K. (Bergen) — Poliaminy a synteza makromolekut. Kleppe K. (Ber-
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gen) — Wptyw poliamin na naprawczy DNA. Jacob S. T. (Hershey) — Rola sperminy
aktywujgcej kinaze biatkowg a ekspresja genowa w rybosomach.

Wystgpienia sympozjalne miaty czesto charakter wyktadow, czasami za$ byto to
szerokie przedstawienie dorobku danego zespotu badawczego. Dyskuje towarzyszace
kazdej sesji byly prowadzone w postaci bardzo swobodnych i spontanicznych wy-
stapien. Konferencja stworzyta okazje do poznania i wyjasnienia szeregu zagadnien
bezposrednio z autorami interesujgcych prac. Szczegélng korzyscig byta mozliwosé
zaznajomienia sie z niektorymi szczegdtami metodycznymi. Konferencja byta jedno-
cze$nie okazjg do nawigzania kontaktu naukowego z ludzmi prezentujgcymi osrodki
0 najwyzszym poziomie a zajmujace sie tylko tym waskim zakresem badan doty-
czacym poliamin. Fakt ten ma zasadnicze znaczenie dla rozpoczecia i programowania
dalszych badan wiasnych w tym zakresie juz w rodzimym os$rodku.

Podczas konferencji odbywata sie rowniez prezentacja 25 prac plakatowych. Sesja
plakatowa zajeta cate popotudnie, byta zatem traktowana réwnocennie z wystapienia-
mi sympozjalnymi. W dyskusji przy plakatach uczestniczyli chyba prawie wszyscy
obecni na konferencji.

Do najciekawszych z prezentowanych w tej sesji prac nalezy zaliczy¢ doniesie-
nia S. Hayashi i K. Fujita (Japonia) na temat mechanizmu regulacji komoérkowej
dekarboksylazy ornitynowej w watrobie szczura oraz prace D. Morgana (W. Bry-
tania) dotyczacg poliaminooksydazy (PAO) ludzkiej.

Interesujace prace przedstawili S. Henningsson, A. Henningsson i G. O. Léwen-
dahl z Uniwersytetu w Lund (Szwecja). W pracach powyzszych autorow omoéwiono
metabolizm dwuamin i poliamin podczas rozwoju ssakdw. Powyzsza grupa badawcza
przedstawita ciekawe dane zwigzane z wptywem DFMO (dwufluorometyloomityny)
na metabolizm kadaweryny i putrescyny w nerce pobudzonej do wzrostu przez
anaboliczne sterydy. Bardzo ciekawe, szczeg6lnie dla medykéw byty prace dotyczace
acetylowanych poliamin u pacjentow z nowotworami (W. Kersten, RFN) oraz wyniki
badan H. Desser’a (Austria) przedstawiajgce poziomy poliamin w surowicy krwi i w
skorze pacjentow z czerniakiem ztoSliwym. W powyzszej grupie prac nalezatoby
wspomnie¢ réwniez prace G. Scalabrino (Wtochy) dotyczacg biosyntezy i aktywnosci
dekarboksylaz w guzach mézgu ludzkiego.

K. Kaminski

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

Spetses (Grecja), 30.VII1—12.1X.1981

Wyspa Spetses, potozona u potudniowo-wschodnich brzegéw Peloponezu, byta
miejscem kolejnej Szkoty Biologii Molekularnej i Komorkowej. Szkote (formalnie
okres$long jako kurs FEBS) zorganizowano wsp6lnym wysitkiem FEBS i EMBO
a pracami organizatoréw kierowat prof. B. F. C. Clark (Aarhus).

Zagadnienie podane w tytule jest obszerne i obejmuje caty wachlarz problemoéw
biologii molekularnej. Ale tez takie byto zalozenie Szkoty — spotkanie biochemikow,
reprezentujacych rézne kierunki badawcze i przekaznie im najnowszych wiadomosci
z podanego wyzej, szeroko zakre$lonego tematu. Byto to wiec podejsScie przeciwstaw-
ne spotkaniom poswieconym waskiemu, $cisle okreslonemu zagadnieniu.

Cel swoj organizatorzy realizowali przy pomocy 25 wyktadowcéw — wybitnych
specjalistow z dziedzin podanych w temacie. Z zalozenia wyktady podawaty gtow-
nie ustalenia, przy rezygnacji ze szczeg6towego opisu strony doswiadczalnej. Przy-
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jeto bowiem, ze przy roéznych zainteresowaniach badawczych uczestnikow Szkoty
lepiej pozostawi¢ cze$¢ dosSwiadczalng do odrebnego przedstawienia i przedyskuto-
wania w mniejszych grupach.

Uzupetnieniem wyktadéw i wigzacych sie z nimi dyskusji byta prezentacja prac
wiasnych uczestnikow w sesjach plakatowych oraz doktadna dyskusja tych prac
w matych zespotach pod kierunkiem wyktadowcéw.

Wyktad wstepny na temat struktury chromatyny wygtosit A. Klug (Cambridge),
dokonujac przegladu ustalen uzyskanych na drodze dysocjacji i renaturacji chro-
matyny, trawienia nukleazami i metod krystalograficznych.

Po tym nastgpita najobszerniejsza seria wyktadow na temat organizacji, struk-
tury i ekspresji genéw. Wprowadzenie stanowit wyktad Ph. Kourilskyego (Paryz),
omawiajacy analize genomu za pomocag enzymoéw restrykcyjnych oraz przeglad me-
tod izolacji genu. Dla przyktadu przedstawiono blizej izolacje genu kodujacego mRNA
owalbuminy i genéw mRNA antygenéw zgodnosci tkankowej H2, wystepujacych w
krahcowo réznej zawartosci w obrebie genomu. Z kolei N. Kjeldgaard (Aarhus)
i H. Bujard (Heidelberg) omodwili strukture i transkrypcje genéw prokariotycznych.
Transkrypcje gendw eukariotycznych, na przyktadzie genéw kodujacych tRNA,
przedyskutowat G. Tocchini-Valentini (Rzym). Z duzym zainteresowaniem wystu-
chaliSmy wyktadu Ch. Weissmanna (Zurich) na temat manipulacji w obrebie genu
i promotora, polegajgcych na delecjach, insercjach i mutacjach punktowych. W kon-
sekwencji zabiegi te doprowadzity do ustalenia wktadu poszczegdlnych fragmentéw
w regulacje ekspresji. Temat kontynuowat R. Kamen (Londyn), koncentrujac sie na
genach transkrybowanych za pomoca polimerazy Il. W. Fiers (Ghent) omowit zasto-
sowanie bakteriofagbw RNA, jako uktadéw modelowych do badania ekspresji genu.
Nastepnie H. Feldmann (Monachium) zreferowat strukture i ekspresje ludzkiego, mi-
tochondrialnego DNA, odbijajacego w uproszczony sposdb wiekszo$¢ proceséw za-
chodzacych podczas ekspresji genu u eukariotow. Przy okazji zwrocono uwage na
odczytywanie niektorych stow kodu genetycznego w mitochondriach w sposéb odbie-
gajacy od zasady uniwersalnosci kodu. Uzupetnieniem tego tematu byty 2 wyklady
informujagce o przemystowych mozliwosciach zastosowan inzynierii genetycznej
Przejsciem do nastepnego tematu byty 2 krotkie wyktady D. Peattie (Londyn)
i G. Marboix (Bruksela), w ktédrych podano zasady badania ekspresji RNA.

Badania nad translacjg przedstawili obszernie M. Grunberg-Manago (Paryz)
i B. F. C. Clark, zatrzymujac sie po kolei na problemach wigzgcych sie z inicjacja,
elongacja i terminacjg biosyntezy biatka oraz strukturg rybosomow.

Trzecig grupe tematyczng stanowita regulacja ekspresji genu pod wptywem
hormonoéw (R. Palmiter, Seattle) oraz fosforylacji in vivo i in vitro (P. Cohen, Aber-
deen i J. Demaille, Paryz).

Czwartg i ostatnia grupe tematyczng wprowadzit A. E. Smith (Londyn) —
omawiajgc ogoélnie transformacje komérek pod wptywem wiruséw. Utatwieniem dla
Sledzenia dalszych wyktadéw byto podanie klasyfikacji onkogennych wiruséw na
podstawie sposobu ekspresji materiatu genetycznego. Wyktad R. Eriksona (Denver)
stanowit czeSciowe nawigzanie do poprzedniego tematu poprzez zarysowanie roli
fosforylacji w regulacji ekspresji wirusa. Temat dopetnito omowienie organizacji
genomu onkogennych wirusow RNA (N. Kjeldgaard) i DNA (A. Levin, Stony Brook).
W ostatnim wyktadzie duzo uwagi poswiecono funkcji biologicznej antygenéw T pro-
dukowanych podczas wirusowej transformacji komaérki.

W ostatniej czesci zaprezentowano jeszcze 4 wyktady nie powigzane z poprzedni-
mi. Omoéwiono m.in. hipoteze sygnalng (T. Rapoport, Berlin) oraz udziat enzymoéw
proteolitycznych w regulacji biosyntezy biatka (T. Petersen, Aarhus).

W Szkole wzieto udziat 175 uczestnikdw z Europy, USA, Kanady i lzraela. Pol-
ske reprezentowaty 4 osoby.

Smiato mozna méwié¢ o walorach spotkania tego typu. Z jednej strony umozliwia

11 Postepy Biochemii 1-2/82
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ono kontakt z najnowszymi osiggnieciami biologii molekularnej (na co przy $ledzeniu
literatury z wilasnego tematu nie zawsze starcza czasu) a z drugiej daje nowe spoj-
rzenie na wtasne badania w kontekscie postepu w innych d”edzinach biochemii.

K. Szyfter

VIIl Zjazd Miedzynarodowego Towarzystwa Neurochemicznego (ISN)

W dniach 7—11 wrze$nia 1981 odbyt sie w Nottingham (Anglia) VIII Zjazd Mie-
dzynarodowego Towarzystwa Neurochemicznego. W obradach uczestniczyto ponad
800 os6b, w tym 7 o0s6b z Polski. W ramach zjazdu zorganizowano nastepujace sym-
pozja, kolokwia i dyskusje okragtego stotu:

Sympozja — 1. Nowe aspekty badahA nad receptorami neurotransmiterowymi —
regulacja fizjologiczna i genetyka molekularna, 2. Immunohistochemia, 3. Mielinoge-
neza, 4. Biosynteza i metabolizm neuropeptydéw, 5. Pochodne purynowe w neuro-
transmisji, 6. Aminokwasy jako neurotransmitery, 7. Zmiany biochemiczne a rozwdj
mézgu (Sympozjum zorganizowane pod auspicjami UNESCO), 8 Monoaminooksy-
daza — zagadnienia kliniczne i podstawowe, 9. Interakcje transmiterowe w zwojach
postawnych, 10. OdpowiedZ immunologiczna biatek uktadu nerwowego w chorobach
neurologicznych, 11. Ukfad wzrokowy jako model do badan neurochemicznych,
13. Wrodzone i nabyte zaburzenia w metabolizmie weglowodanowym mdézgu.

Kolokwia — 1. Neurofilamenty, 2. Wspdétczesne poglady na udziat wapnia w re-
gulacji proceséw neurochemicznych, 3. Podstawowe kwasy ttuszczowe i prostaglan-
dyny, 4. Choroby wywotane neurotoksynami — mechanizmy, 5. Zastosowanie wyso-
kocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC) w neurochemii, 6. Konkanawalina A
a neuroreceptory, 7. Fosforylacja biatek i rola inozytolu w przekaznictwie synap-
tycznym, 8. Nowe neurotoksyny, 9. Mozg a peptydy trzewne — najnowsze odkrycia.

Dyskusje okragtego stotu — 1. Dezoksyglukoza w neurofarmakologii, 2. Charak-
terystyka i wiasciwosci pierwotnych hodowli astrogleju, 3. Siadowe aminy, 4. Neuro-
chemiczne efekty etanolu w os$rodkowym uktadzie nerwowym, 5 Historia neuro-
chemii, 6. Szybki transport lipidow i glikoproprotein, 7. Paraneurony nadnerczy
i komorek PC 12 jako modele czynnos$ci neuronalnych, 8. Problemy napotykane w
neurochemii moézgu cztowieka post-mortem, 9. Strukturalna i biochemiczna organi-
zacja granul chromafinowych, 10. Mechanizmy kontrolne w synapsie cholinergiczne;j.

Zagadnieniom poruszanym w trakcie sympozjow, kolokwiéw i dyskusji okragtego
stotu towarzyszyty sesje komunikatow ustnych i plakatowych. W czasie trwania
Zjazdu odbyto sie szereg posiedzen poza programowych m.in. sesja poSwiecona sy-
tuacji naukowcéw w Ameryce tacinskiej w zwigzku z naruszaniem Praw Czlowieka
w tych krajach.

Ze wzgledu na obfito$¢ tematyczng oméwimy jedynie niektére zagadnienia po-
ruszane na Zjezdzie.

W sekcji sympozjalnej pt.: ,Nowe aspekty badan nad receptorami neurotrasmi-
terowymi — regulacja fizjologiczna i genetyka molekularna” duzo miejsca poswie-
cono receptorom bezodiazepinowym, ich charakterystyce oraz interakcjom z recep-
torami kwasu y-aniinomastowego (GABA). W pracowni Snydera (USA) wyka-
zano, ze po solubilizacji i bardzo intensywnym oczyszczaniu tych receptoréw stwier-
dza sie w dalszym ciggu jednoczesne wystepowanie miejsc rozpoznawania benzo-
diazepin i GABA, co sugeruje, ze stanowig one cze$¢ tego samego wielkoczastecz-
kowego kompleksu. Przedstawiono réwniez nowe dane z pracowni Braestrupa
(Dania) na temat interakcji pomiedzy receptorami benzodiazepinowymi a réznymi
pochodnymi P-karbolin. Szeroko omawiana byta tez sprawa lokalizacji receptoréow
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na roznych elementach komoérkowych w mézgu: zwracano uwage na obecnos$¢ klasy
tzw. autoreceptorow — tj. receptordw wystepujacych na elementach presynaptycz-
nych i regulujgcych proces uwalniania neurotransmitera. Przedstawiono nowe przy-
ktady lokalizacji niektérych receptoréw na elementach glejowych. Podnoszono kwe-
stie modulacji dziatania receptoréw jednych neurotransmiterow przez inne klasyczne
neurotransmitery (Ladinsky, Wilochy) jak réwniez niektére neuropeptydy
(Costa, USA).

Na specjalnej sesji sympozjalnej jak i w czasie dyskusji okragtego stotu, omawia-
jac zagadnienia interakcji neurony — glej, zwracano szczeg6lng uwage na wydziela-
nie réznych czynnikow troficznych przez komdrki astrocytéw, stymulujgcych rozra-
stanie sie wypustek komoérek nerwowych (Seifert, RFN).

Dane przedstawione na sekcji sympozjalnej na temat neurochemicznych kore-
latbw zachowania nie wniosty wiele nowego w poszerzenie wiedzy dotyczacej tego
zagadnienia: jeszcze raz ukazano jak trudna jest sprawa odpowiedniego postawienia
problemu i skorelowania uzyskiwanych wynikéw behawioralnych i biochemicznych
(R o se, Anglia).

Sympozjum pt.: ,Uklad wzrokowy jako model do badan neurochemicznych”
miato charakter interdyscyplinarny. Przedstawiono dwa referaty o charakterze
ogoélnobiologicznym, ktére dotyczyly organizacji anatomicznej (Guilery, Anglia)
i funkcjonalnej (Wiesel— laureat tegorocznej nagrody Nobla z dziedziny medy-
cyny, USA) uktadu wzrokowego. Pomimo doskonale poznanej budowy i witasciwosci
elektrofizjologicznych tego uktadu nadal niewiele mozna powiedzie¢ na temat neuro-
chemicznego podtoza jego specyficznych wiasciwosci. Stosujgc bardzo r6znorodna
technike badawcza, tj. na przyktad skrawki mozgu, mikrojontoforeze, wybidrcze
niszczenie neuron6w przy pomocy kwasu kainowego, metody ablacyjne oraz bada-
nia podczas rozwoju, usitowano zidentyfikowaé neurotransmitery pobudzajgce i ha-
mulcowe w uktadzie wzrokowym. Z referatu Fonnum (Norwegia) wynika, ze z kory
wzrokowej do ciata kolankowatego bocznego biegng potgczenia glutamergiczne. Pra-
ce innych autoréw zdajg sie wskazywaé na pobudzajacg role kwasu glutaminowego
i hamujaca kwasu y-aminomastowego w uktadzie wzrokowym. Postuluje sie réwniez,
ze transmisja GABA-ergiczna bierze udziat w ksztattowaniu takich wiasciwosci
neurondéw kory wzrokowej jak selektywno$é odpowiedzi na kierunek prezentowanych
bodzcéw wzrokowych (Sillito, Anglia).

Specyficzne neurotoksyny sg doskonalym narzedziem w badaniach organizacji
neurochemicznej i funkcjonalnej moézgu. Podczas obrad (kolokwium pt.: ,,Nowe
neurotoksyny”) zaprezentowano dane o witasciwosciach i zastosowaniach do badan
neurochemicznych nowych substancji neurotoksycznych. Jak dotychczas mechanizm
dziatania tych neurotoksyn jest nieznany, a informacje o ich dziataniu majg cha-
rakter opisowy. Na przyktad DSP4 (N-2-chloroetylo-N-etylo-2 bromobenzyloamina) na
skutek degeneracji potaczen noradrenergicznych powoduje wybiérczo diugotrwaty
spadek zawarto$ci noradrenaliny w zakoriczeniach nerwowych, dajac mozliwos¢ Sle-
dzenia wzajemnych relacji pomiedzy réznymi uktadami neurotransmiterowymi.
Kwas ibotenowy — neurotoksyna niszczaca lokalnie ciata glutamergicznych komoérek
nerwowych, wydaje sie mie¢ wieksze zastosowanie niz kwas kainowy. Jady mito-
tyczne: metyloazoksymetanol oraz kolchicyna wykazujg preferencje w niszczeniu
niektérych neuronéw. Zwiazki te zatem moga mie¢ zastosowanie w badaniach roz-
woju ukiadu nerwowego.

Kolokwium na temat neurofilamentow dotyczyto ich sktadu biatkowego. Fila-
menty komorek nerwowych sg zbudowane z trzech biatek o masie okoto 200 000,
150 000 i 70 000. W preparatach filamentow z komérek astroglejowych wystepuje na-
tomiast biatko o masie okoto 50000. Obserwuje sie réznice gatunkowe i regionalne
(Soifer, USA). Badania immunochemiczne wykazaly, ze biatko 70 000 stanowi rdzen
filamentu, ktoéry jest opleciony biatkiem 150 000, natomiast biatko 200000 jest po-

li*
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wigzane do$¢ luzno z pozostatymi dwoma tworzac mostki miedzy niciami (Willard,
USA). Stwierdzono tez, ze biatko 200 000 nie ma witasciwosci ATPazy, co postulowano
poprzednio. Przedstawiono dane wskazujace, ze synteza biatek filamentéw wystepuje
na oddzielnych niciach mRNA (Soifer). Nie mniej badania immunologiczne wy-
kazujg obecno$¢ wspdlnych determinantéw antygenowych na biatkach filamentéw,
co sugeruje ich homologie (Ander ton, Anglia). Postuluje sie role filamentow w
regulacji szybkos$ci transportu aksonalnego. W wielu jednostkach chorobowych na-
stepuje akumulacja filamentéw zbudowanych z biatka 50000 (Wisniewski, USA).
Podczas sesji plakatowej towarzyszacej omdwionemu kolokwium przedstawiano pra-
ce dotyczace zaréwno filamentow jak i mikrotubul. Stwierdzono obecno$¢ tubuliny,
w formie spolimeryzowanej w mikrotubule, w synaptosomach (Gordon-Weeks,
Anglia), a takze przedstawiono dane wskazujgce na interakcje tubuliny z btonami
(Hargreaves, Anglia). Z zagadnieA funkcjonalnych wykazano zwiekszenie syn-
tezy tubuliny w procesach regeneracji (Koenig, USA).

Problemom fosforylacji i roli wapnia w uktadzie nerwowym byto poswiecone
wiele doniesien ustnych i plakatowych. Grupa badaczy z Utrechtu (Holandia)
przedstawita cigg prac dotyczgcych fosforylacji synaptycznego biatka B-50 i lipidow
z udziatem kinazy zaleznej od Ca2+ i kalmoduliny. Stwierdzono, ze ACTH sty-
muluje fosforylacje lipidow hamujac fosforylacje B-50. Role fosfolipidow btonowych
w regulacji fosforylacji biatek synaptycznych, zaleznej od kalmoduliny i jonow
wapnia przedstawit Rodnight (Anglia). Sporo uwagi poswiecono wielostronnej
roli kalmoduliny w uktadzie nerwowym. Z ciekawszych doniesien warto odnotowac
plakat Puszkina (USA), ktéry metodami radioimmunologicznymi wykazat obec-
no$¢ kalmoduliny w pecherzykach synaptycznych i potwierdzit, ze kalmodulina nie
jest troponing C.

Wiele miejsca poswigecono oméwieniu nowych technik badz ich modyfikacji oraz
mozliwosciom ich zastosowania. Miedzy innymi wskazywano na szerokie zastosowa-
nie wysokocisnieniowej chromatografii cieczcowej w badaniach amin biogennych
i ich metabolitow. Ciekawostka metodyczng byta nowa chemiluminiscencyjna metoda
oznaczania zawartosci acetylocholiny, uzyteczna takze przy pomiarach wydzielania
tego neurotransmitera, oparta na chemiluminiscencyjnej reakcji H2 2 (powstatej przy
przemianie choliny w betaing) z luminolem. W sposéb krytyczny omoéwiono proble-
my napotykane przy zastosowaniu znakowanej 2-dezoksyglukozy do badan meta-
bolizmu weglowodanéw w mézgu w normie i stanach patologicznych oraz w powig-
zaniu z badaniami neurofarmakologicznymi. Uyskane dane wskazuja na ogét na
Sciste powigzanie metabolizmu energetycznego struktur mézgowych z ich stanem
funkcjonalnym. Nie jest to jednak reguta: na przykiad wzmozonej aktywnosci re-
ceptora dopaminergicznego wywotanej podaniem $rodkéw farmakologicznych, towa-
rzyszy spadek zuzycia glukozy. Ciekawa réwniez byta zorganizowana przez Sta-
vinohe (USA) nieformalna (poza programem) dyskusja okrggtego stotu na temat
nowych zastosowan mikrofal do badan metabolizmu neurotransmiteréw.

W czasie Zjazdu odbyto sie posiedzenie robocze cztonkéw Miedzynarodowego To-
warzystwa Neurochemicznego (z Polski wziety w nim udziat 3 osoby). W trakcie
zebrania ustepujace wiladze przedstawity sprawozdanie z dziatalnosci w okresie
swej kadencji. Szczegdlnie szeroko dyskutowano sprawy redakcyjne oficjalnego pi-
sma Towarzystwa — ,Journal of Neurochemistry”, ktére niedawno zmienito wy-
dawce. Nowym przewodniczgcym Towarzystwa jest obecnie dr Kvamme (Norwegia)
a sekretarzem pozostaje na nastepng kadencje dr Porcellati (Witochy).

B. Oderjeld-Nowak
A. Potempska
J. Skangiel-Kramska
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XVIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

W dniach 16—18 wrzes$nia 1981 roku odbyt sie we Wroctawiu XVIII Zjazd Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego. Miejscem obrad byta Politechnika Wroctawska,
ktéra udostepnita swojg aule i kilka przylegtych pomieszczen dla potrzeb Zjazdu.

Inauguracyjny wyktad: ,Neurotransmitery peptydowe” wygtosit prezes PTBioch.
prof. Kazimierz Zakrzewski. Naszkicowat on aktualny stan wiedzy w tej dziedzinie,
ktora taczy problematyke biochemiczng z zagadnieniami neurofizjologii i endokryno-
logii, oraz wskazat zarysowujace sie tu koncepcje i hipotezy.

W ramach sesji otwierajacej Zjazd jego uczestnicy uczcili pamie¢ profesora Mi-
chata Laskowskiego seniora, honorowego cztonka Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego, zmartego w biezagcym roku. Wspomnienie o profesorze Laskowskim wy-
gtosit dr Tomasz Kurecki z Instytutu Badan Jadrowych. Uczczono takze pamigé za-
mordowanych przez hitlerowcéw we Lwowie w 1941 roku uczonych polskich, skita-
dajagc kwiaty pod ich pomnikiem znajdujgcym sie na terenach Politechniki Wroc-
tawskiej.

Wiodgca tematyka Zjazdu zgrupowana zostala w trzech sympozjach: | — Re-
ceptory komoérkowe, lektyny, Il — Struktura biopolimeréw i Il — Zmiennos$¢ ga-
tunkowa enzyméw. Doniesienia nie zwigzane bezposrednio tematycznie z tymi sym-
pozjami przedstawiano w formie plakatowej na odrebnych sesjach biegnacych row-
nolegle z sympozjami. Doniesienia te podzielono na 6 sekcji: Genetyka molekularna,
Sktadniki chromatyny, Biosynteza biatka, Enzymy, Biochemia kliniczna i Doniesie-
nia rézne.

Organizatorzy Zjazdu starali sie utozy¢ program tak, aby umozliwi¢ uczestnikom
swobodny udziat we wszystkich trzech sympozjach; odbywaty sie one kolejno w
trzech dniach Zjazdu, nie kolidujac ze soba. Starano sie tez tak rozmiesci¢ sesje
plakatowe, aby ich tematyka nie byta zbiezna z tematykg rownoczes$nie biegnacego
sympozjum.

Sympozjum |, ,Receptory komdérkowe, lektyny”, zorganizowane przez E. Lisowska
i B. Morawieckg miato w programie dwa pétgodzinne referaty oraz kilkanascie ko-
munikatow przygotowanych w formie plakatowej. Referat ,Microheterogeneity of
glycoproteins tested by affinity electrophoresis with lectins” wygtosit prof. T. C.
Bog-Hansen z Kopenhagi. Przedstawit w nim technike elektroforezy powinowactwa
glikoproteiddw z zastosowaniem wolnych i zwigzanych lektyn. Uzyskiwane tg tech-
nikg rezultaty rzucaja $wiatto na molekularne podstawy mikroheterogennosci gliko-
proteidéw w normalnych i patologicznych surowicach ludzkich. Wyniki takich ba-
dan majg znaczenie zaréwno poznawcze, jak i diagnostyczne.

Referat ,Przeciwciata reagujgce z laktozylosfingozydem u chorych na nowo-
twory” J. Koscielaka i W. Jézwiaka w zastepstwie nieobecnych Autoréw przedstawit
dr H. J. Krauze.

Plakatowa cze$¢ Sympozjum obejmowata 19 doniesien. Dotyczyly one m.in. za-
gadnien: wydzielania i oczyszczania lektyn, wptywu lektyn na aktywno$¢ enzymow,
wydzielania, wtasciwosci i funkcji receptoréw insulinowych, serotoninowych i cho-
linergicznych z réznych tkanek oraz badan nad strukturg gtdwnego glikoproteidu
erytrocytow ludzkich. Plakaty rozmieszczone byty w sali, w ktérej odbywato sie
Sympozjum. Zaproponowano Autorom dokonanie krdtkiej, ustnej prezentacji zasad-
niczych tez kazdego doniesienia, aby utatwi¢ bardziej zorganizowang dyskusje. Tej
formy nie stosowano na nastepnych Sympozjach.

Na Sympozjum II, ,,Struktura biopolimeréw”, zorganizowanym przez K. Maskosa
i K. Nowaka, sporg cze$¢ doniesien: 4 referaty i 6 komunikatéw przedstawiono w for-
mie ustnej; 20 komunikatow w formie plakatowej eksponowano na sali obrad. Byty
one dostepne w czasie przerw Sympozjum.

Organizatorzy Zjazdu przewidywali omowienie w ramach tego Sympozjum za-
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gadnien struktury biatek i kwasoéw nukleinowych, wytaczajagc problematyke struk-
tury polisacharydow. Tematyka Sympozjum byta jednak wyraznie zdominowana
przez problemy biatkowe. Obszernie omdéwiono badania nad biatkami wiagzacymi
wapn. Zagadnienia te, przedstawione w referacie Drabikowskiego i wspétpracowni-
kéw, byty takze tematem kilku innych doniesied ustnych i plakatowych; tematycznie
taczyty sie z nimi doniesienia o pracach nad innymi biatkami mie$niowymi. Zagad-
nienia konformacji biatek przedstawit I. Z. Siemion w swoim referacie: , Beta-zgiecie
jako element struktury biatek”. Inne zagadnienia z tej dziedziny poruszono w kilku
dalszych doniesieniach. J. tomako przedstawit obszerng prace (ktérej wspotautorami
byli E. Smith i W. J. Whelan z Miami, USA): ,,Biatko jako integralny sktadnik gliko-
genu mie$niowego”. Duze zainteresowanie i zywa dyskusje wzbudzit referat T. Wi-
lusza i wspdtpracownikdw: ,Preperacja i struktura pierwotna obszaru reaktywnego
inhibitora trypsyny z nasion og6rkéw”. Do tej tematyki nawigzywato réwniez jedno
z doniesien plakatowych.

Wspotczesng problematyke badan nad strukturg pierwszorzedowa kwaséw nu-
kleinowych przedstawit J. Augustyniak w referacie: ,Szybkie metody sekwencjo-
nowania kwaséw nukleinowych i ich znaczenie dla wspoétczesnej biochemii”. Przed-
stawiono tez kilka doniesien dotyczacych innych zagadnien struktury pierwszorzedo-
wej oraz fizykochemicznych witasciwosci kwaséw nukleinowych.

W dyskusjach i podsumowaniu obrad uczestnicy Sympozjum podkreslali koniecz-
no$¢ i mozliwosci zacie$nienia wspéipracy miedzy paroma polskimi o$rodkami zaj-
mujacymi sie strukturg biatek. Zwr6cono tez uwage na upodabnianie sie technik
badania kwaséw nukleinowych do technik stosowanych dla biatek i wynikajace
z tego mozliwosci wspotpracy i wzajemnej pomocy réznych laboratoriow.

Sympozjum |11, ,,Zmienno$¢ gatunkowa enzymow”, otwierat referat organizatora
Sympozjum, St. Karpiaka. Dokonat on og6lnego przegladu rozwoju badan nad gatun-
kowa zmiennosciag enzymdw, uzaleznionego w duzej mierze od rozwoju technik ba-
dawczych. Wskazat tez na korelacje zachodzace miedzy zmiennoscia morfologiczng
gatunkéw a powstawaniem nowych form enzymatycznych. Te ostatnie miaty funda-
mentalne znaczenie w dostosowywaniu sie gatunkéw do rodzaju dostepnego pozy-
wienia i trybu zycia. Autor przedstawit duze znaczenie poznawcze i praktyczne, jakie
ma wiedza o zmienno$ci gatunkowej enzymow dla genetykéw, hodowcoéw, farma-
kologdw i in.

Tezy wyktadu St. Karpiaka zostaty rozwiniete i potwierdzone w nastepnych
referatach. | tak, M. Kochman oméwit zmiennos$¢ strukturalng aldolaz w rozwoju
filogenetycznym. Szczegdlnie zaciekawita stuchaczy jego teza o bliskim pokrewien-
stwie aldolaz z kinazami, oparta na badaniach witasnych, wykazujacych istnienie do-
men wiazacych nukleotydy w aldolazach. W referacie M. Zydowo znalazty sie do-
wody na przystosowanie sie form enzymu do rodzaju metabolizmu zachodzgcego
u réznych gatunkéw zwierzat. | tak, aktywno$¢ deaminazy AMP jest daleko wyzsza
w organach wydzielniczych zwierzat amoniotelicznych niz ureotelicznych. Duze za-
interesowanie enzymologéw wzbudzit referat H. Strzeleckiej-Gotaszewskiej, trak-
tujacy o zmiennosci form bardzo swoistego biatka o funkcji enzymatycznej, jakim
jest miozyna. Zmienno$¢ kinaz biatkowych w tkankach roslin i zwierzat byta tema-
tem wyktadu K. Wagnera (z Braunschweig-Stockheim, RFN). Ré6znorodno$¢ form
molekularnych fosfataz u kregowcéw zostata ciekawie omoéwiona przez A. Kubiczo-
wa, a arylosulfataz — przez J. Nagadowska.

Plakatowe doniesienia sympozjalne (w liczbie 18) stanowity doskonatg ilustracje
tematéw poruszanych w wyk#tadach.

W XVIII Zjezdzie PTBioch. uczestniczyto okoto 460 os6b, w tym 2 gosci zagra-
nicznych. Na Zjazd zgtoszono 330 prac z nastepujacych osrodkow:

Warszawy — 90 prac, Wroctawia — 50, Poznania — 44, todzi — 35, Biategosto-
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ku — 20, Lublina — 19, Katowic — 19, Gdanska — 14, Torunia i Bydgoszczy — 13,
Olsztyna — 12, Szczecina — 6, innych o$rodkéw — 8.

Mniej formalne dyskusje mozna byto prowadzi¢ na spotkaniu towarzyskim, ktore
odbyto sie w drugim dniu Zjazdu, w lokalu Klubu Lekarza.

Dziatajgca w czasie Zjazdu komisja pod przewodnictwem prof. A. Szewczuka
oceniata prace 14 mtodych biochemikéw ubiegajacych sie o nagrode im. Wiodzimierza
Mozotowskiego. Odbyto sie roéwniez plenarne posiedzenie Zarzagdu Giownego Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego. Ustalono, ze nastepny zjazd Towarzystwa od-
bedzie sie w 1982 roku w Szczecinie.

Po zakonczeniu Zjazdu, w sobote, uczestnicy mogli wzig¢ udziat w wycieczce
autokarowej do najciekawszych zabytkéw Swidnicy, Ksigza i Krzeszowa.

A. Morawiecki
J. Kwiatkowska

Biochemia-82 — Przewodnik po bibliotekach

Przewodnik niniejszy lokalizuje miedzynarodowe czasopisma naukowe niezbedne w
codziennej pracy biochemika, w polskich bibliotekach w potowie roku 1982. Dobdr
czasopism — z natury rzeczy — jest dosy¢ subiektywny: pominigto pisma wyspecja-
lizowane, nawet jezeli sg szeroko czytane (np. Nucl. Acid Res., Clin. Biochemistry)
natomiast wtgczono czasopisma bardziej ogdlne (np. Nature, Science). Tabela ponizej
moze wiec by¢ traktowana jako zawierajaca informacje o czasopismach potrzebnych
kazdemu biochemikowi, stanowigcych warunek konieczny (ale niewystarczajacy) dla
prowadzenia efektywnej dziatalnoSci naukowej, dydaktycznej, produkcyjnej, czy
ustugowej. Dla unikniecia zbednych telefondéw czy podrézy biochemikéw szukajgcych
tych czasopism, w tabeli zamieszczono tylko te pisma, ktére w danym os$rodku biblio-
teki maja kompletne i w formie oryginalnej (tj. nie jako mikrofiszki, kserokopie).
Adresy i telefony bibliotek majgcych dane czasopismo znajdujg sie we wszystkich
oddziatach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego. Ré6znych czasopism, niestety,
biochemik musi szukaé w réznych os$rodkach i w rozmaitych bibliotekach, nie ma
bowiem w Polsce ani jednej biblioteki, ktéra miataby komplet podstawowych (wg. za-
stosowanej definicji) czasopism biochemicznych o charakterze ogélnym. Stosunkowo
najlepiej sytuowany jest Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie (brak
tam tylko Arch. Bioch. Bioph.), majacy jednak tylko po jednym egzemplarzu poszcze-
gélnych czasopism (w cze$ci — dzieki darom). Gdyby tylko cze$¢ zainteresowanych
zawodowo pracujacych biochemikdw chciata zaoszczedzi¢ delegacji i korzysta¢ z bi-
blioteki IBB w Warszawie, to powstat by tam wielki ttok, bo jest nas tgcznie nie
mniej niz 1250. Nb. w tabeli w ostatniej kolumnie zamieszczono ,,Indeks” dostepnosci
czasopism — iloraz liczby egzemplarzy danego czasopisma i liczby owych zawodowo
pracujgcych biochemikéw w Polsce w roku 1982.

S. A. Pientisat
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RECENZIJE

Biochemia w cukrownictwie

M. Z. Cbelemski, M. L. Pelc, |I. P. Sapoznikowa
WNT, Warszawa 1981, stron 234, cena 40 zi
ttum. z rosyjskiego |. Januszewicz

Ksigzka jest przeznaczona gtéwnie dla pracownikéw inzynieryjno-technicznych*
cukrowni, kadry agrotechnicznej PGR i spdtdzielni produkcyjnych. Lepsze poznanie
przez nich proceséw biochemicznych, zachodzacych w buraku cukrowym powinno
przynie$¢ w efekcie ograniczenie strat surowca i potproduktéw oraz uzyskanie wy-
sokiej jakos$ci krystalicznego cukru.

Tres$¢ ksigzki ujeta jest w dwoéch czeSciach. W czesci | oméwione sg zagadnie-
nia dotyczace biochemii rozwoju i przechowywania burakéw cukrowych: ukilady
enzymatyczne buraka cukrowego, podstawowe procesy fizjologiczne i biochemiczne-
zachodzace w buraku cukrowym w okresie wegetacji i przechowywania oraz bio-
chemiczne podstawy ochrony burakéw przed chorobami, porazeniem drobnoustrojami
fitopatogennymi i przed porastaniem. W czeéci Il oméwiono zagadnienia zwigzane
z biochemia przerobu burakéw cukrowych: procesami biochemicznymi zachodzacymi,
podczas otrzymywania soku surowego, podczas oczyszczania sokéw i otrzymywania
cukru oraz przerobu wystodkéw i melasu.

Kazda cze$¢ ksigzki sktada sie z 3 rozdziatbw. W formie zatgcznika ujeto me-
tody oznaczania niektérych wskaznikéw biochemicznych burakéw i produktéw ich
przerobu. Ksigzka zakonczona jest spisem literatury dotyczacej kazdego rozdziatu
i zatgcznika oraz skorowidzem.

Uktad ksigzki jest logiczny, informacja przedstawiona w sposob jasny i przej-
rzysty, a tre$¢ odpowiada poziomowi potencjalnego odbiorcy, jakim ma by¢ kadra
inzynieryjno-techniczna, zatrudniona w przemysle cukrowniczym oraz w produkcji
surowca. Stabg strong ksigzki jest brak nowszych informacji w zakresie omawia-
nych zagadnien. PiSmiennictwo oparte jest gtdwnie o Zrédta radzieckie z lat szesédzie-
sigtych, czesto przytaczane sg tez pozycje wcze$niejsze np. z lat trzydziestych. Naj-
nowsze, nieliczne zresztg pozycje pisSmiennictwa pochodzg z lat 1973-74. Przekazanie
polskiemu Czytelnikowi w 1981 r. przez WNT tlumaczenia oryginatu wydanego w
1977 r. w oparciu czesto o tradycyjng literature jest zdaniem recenzenta mocno opéz-
nione. Niektdre uaktualnienia do tekstu (np. dotyczagce nazewnictwa enzymow) wno-
szg opiniodawcy.

Na polskim rynku wydawniczym nie ma wielu pozycji z zakresu biochemii prze-
mystu rolno-spozywczego. Praca Chelemskiego, Pelca i Sapoznikowej, stanowiaca
prébe uog6lnienia wczesniejszych doswiadczen w dziedzinie badan biochemicznych
w przemysle cukrowniczym, prowadzonych gtéwnie w ZSRR uzupetni w pewnym
stopniu braki istniejagce w tym zakresie.

B. JacoOrzynski
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Gaurangakumar Das

Aspects of Photosynthesis
Publ. Mitra Das, 1981, Calcutta, stron j+176+XXVII, cena Rs 212

Obecne podreczniki akademickie wyraznie zaczynaja dzieli¢ sie na dwie grupy.
Do pierwszej nalezg te tradycyjne, omawiajgce catosciowo dang dziedzing wiedzy.
Poniewaz za$ wiedza szybko poszerza sie, przeto podreczniki takie pecznieja, nie-
rzadko osiggajac ponad tysigc stron (np. 1). Niby to dobrze, ze student w jednym to-
mie znajduje catoSciowy zarys osiggnie¢ danej dziedziny wiedzy. Ilu jednak studen-
tébw podreczniki takie przestudiuje? Zapewne niewielu, poniewaz specjalizacja siega
juz pierwszych lat studidw. Najwazniejszy jest jednak czynnik psychologiczny: zbyt
eobszerny podrecznik dziata odstreczajgco przez samg swg opastosé.

Jako swoiste remedium na elephantiasis tradycyjnego podrecznika akademic-
kiego, coraz czeSciej pojawiaC sie zaczynajg opracowania wysoce specjalistyczne,
a przez to niezbyt obszerne, obiecujgce studentowi opanowanie wiedzy co prawda
waskiej, ale za to dogtebnie. Takim wtasnie podrecznikiem jest ksigzka G. Dasa,
napisana na podstawie wieloletnich wyktadéw i seminariow magisterskich oraz dokto-
ranckich. Majac duze doswiadczenie dydaktyczne, Autor $wiadomie stosuje pewne
powtorki oraz odnosniki do innych miejsc tekstu, majgce na celu ulatwienie czytel-
nikowi opanowania materiatu w sposéb powiazany i catoéciowy. Swiadomie tez autor
nie skupia sie na omawianiu prac szczegétowych i technicznych, aby nie rozpra-
sza¢ uwagi, nie gubié istoty zagadnienia w powodzi spraw jednostkowych.

Catos¢ sktada sie z 14-tu rozdziatdw, zgrupowanych w trzech cze$ciach. W czes-
ci I omdwiono fizyczne, biochemiczne i strukturalne podstawy procesu fotosyntezy.
*Cze$¢ druga poswiecono omodwieniu czynnikéw, wptywajacych na efektywnos$¢ fo-
tosyntezy w lisciach ro$lin wyzszych i w bakteriach fotosyntetyzujacych; nie za-
pomniano o pewnych problemach ekologicznych i genetycznych. Cze$¢ trzecia,
zwykle nie omawiana w tego rodzaju podrecznikach, poswiecona jest praktycznym
-aspektom fotosyntezy — zwtaszcza powigzaniu fotosyntezy z odzywianiem azotowym
roslin (rozdziat 13) oraz zwigzkowi fotosyntezy ze wzrostem owocéw i plonowaniem.
Te dwa rozdzialy uznaé nalezy za wyjagtkowo cenne, poniewaz pozwalajg studentowi
edostrzec powigzania pomiedzy dosy¢ abstrakcyjnym procesem fotosyntezy a wzro-
stem i rozwojem ro$lin. Cato$¢ uzupeiniajg czarnobiate plansze z mikroskopu elek-
tronowego, wykaz literatury uzupetniajacej, stowniczek terminologiczny oraz indeks
rzeczowy.

Dzigki narzuconym sobie samemu ograniczeniom autor nie nudzi i nie meczy,
a jednocze$nie przekazuje istote zagadnienia — prosto, zrozumiale, z wyjasnieniem
pewnych podstawowych faktow, ktére ,powinny” by¢ skad ingd znane, ale znane
by¢é nie muszg. Zalete stanowi wigzanie proceséw fizycznych i biochemicznych z fi-
zjologicznymi — a tych z ultrastrukturg i strukturag komorki i rosliny. Dodatkowa
zalete podrecznika stanowi prosty i precyzyjny jezyk; widaé, iz autor hotduje za-
sadzie, ze madrze ten mowi tylko, kto zrozumiale mowi. Wystepujace w tekscie
Lliterowki” sg tatwe do skorygowania. W sumie otrzymaliSmy bardzo dobry podrecz-
nik, godny polecenia kazdemu, kto pragnie zdoby¢ podstawy wiedzy o fotosyntezie
tj. o procesie, warunkujacym zycie na Ziemi.

J. S. Knypl

1 Por. Z. Kaniuga, Post. Bioch. 25 (2): 266-269, 1979.
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Das Stabilitdtsverhalten von Osteosynthesen mit dusserer Knochenfixation und
Kompression.
Biomechanische Modellversuche und tierexperimentelle Untersuchungen.

G. Mayer przy wspoétpracy K. H. Haase
VEB Georg Thieme Leipzig 1981, str. 112, cena 28 M.

,Stabilno$¢ osteosyntez z zewnetrznym unieruchomieniem i kompresjg kosci.
Biomechaniczne badania modelowe i doSwiadczenia na zwierzetach” stanowi 26 tom
z serii: Fortschritte der experimentellen und theorethischen Biophysik, redagowanej
przez prof. W. Beiera w Lipsku.

Osteosynteza przy pomocy aparatow unieruchamiajgcych odtamy kostne z ze-
wnatrz stanowi nowy spos6b leczenia ztaman, pod pewnymi wzgledami przewyzsza-
jacy dotychczas stosowane metody #aczenia odtaméw za pomoca Srub, ptytek meta-
lowych czy gwozdziowania jamy szpikowej. Dr Mayer przy wspoéipracy inz. Haase
(przy okazji jesteSmy S$wiadkami nie stosowanej w Polsce praktyki — na oktadce
autorem jest Mayer, natomiast na stronie tytutlowej — Mayer przy wspoipracy
Haase) przeprowadzili podstawowe badania z zakresu hiomechaniki kosci i potgczen
odtaméw kostnych zestalanych za pomocag roznego typu aparatéw kompresyjno-
-dystrakcyjnych zewnetrznego unieruchomienia (typ AO, Hoffmana-Vidala, Wagnera,
Ilisarowa oraz Heillingera-Hoffmana) na modelu ludzkich ko$ci piszczelowych z ma-
teriatu sekcyjnego. Podobny typ badan, uzupetnionych analizg rentgenowska i histo-
logiczng, przeprowadzono in vivo na zwierzetach doswiadczalnych.

Rozdziat ,Podstawy wytrzymatosci mechanicznej” (sity nacisku miedzy odtama-
mi, elastyczne odksztatcenia kosci, dziatanie sit nacisku w zaleznosci od ich przy-
tozenia) oraz opis aparatury do pomiaru tych sit stanowig cze$¢ ogdlng monografii.
W czesci szczegétowej przedstawiono wyniki pomiaru sit nacisku miedzy fragmen-
tami modelowej osteotomii przy zastosowaniu réznych systeméw unieruchamiania
zewnetrznego oraz stabilno$ci osteosyntez na zginanie i skrecanie, okreslajgc takie
parametry jak krytyczny moment zginania, warto$¢ opornosci na zginanie, krytycz-
ny moment skretu i oporno$¢ skrecania.

W doswiadczeniach na owcach, ktdrym wykonywano osteotomie poprzeczng kosci
piszczelowych, zastosowano aparaty kompresyjno-dystrakcyjne unieruchomienia ze-
wnetrznego AO, Hoffmana-Vidala oraz Hellingera-Hoffmana. Celem tych do$wiad-
czen byta analiza sit nacisku pomiedzy odtamami, jakie aparaty te wywierajg i zwig-
zek tych sit z przebiegiem leczenia ztamania. Wyniki pomiarow korelowano z wy-
nikami badan rentgenowskich oraz histologiczng oceng osteogenezy. W oparciu o pa-
renteralne podawanie zwierzegtom r6znych fluorochroméw wykazujacych powino-
wactwo do kosci oceniano przebieg regeneracji kosci w miejscu osteotomii na nie-
odwapnianych skrawkach w mikroskopie UV. Jest to metoda bardzo nowoczesna
i czuta, niestety stosunkowo mato popularna, gdyz wymaga sporzadzania albo bardzo
cienkich szliféw kostnych, albo dysponowania, jak w przypadku autoréw recenzo-
wanej pracy, specjalnym mikrotomem do twardych tkanek i tkanek zmineralizowa-
nych. Niech mi bedzie w tym miejscu wolno wyrazi¢ zal, ze takiego mikrotomu nie
maja w Warszawie placowki, gdzie problematyka kosci jest tematem wiodgcym
(np. Instytut Biostruktury A.M. w W-wie), a ,,Bokassa polskiej medycyny” bez trudu
zakupit go dla swego Zaktadu w Katowicach, lecz nie stychaé, by byt wykorzy-
stywany.

Zmiany podczas fazy konsolidacji osteotomii przytozonego nacisku na odfamy
kostne sa $cisle skorelowane z szybkoscig osteosyntezy, a stabilno$¢ potgczenia od-
tamow kostnych determinuje typ i przebieg gojenia kosci zbitej. Przy osteosyntezie
stabilnej ko$¢ goi sie przez rychtozrost, natomiast przy osteosyntezach niestabilnych
osteotomia konsoliduje sie przez wytwarzanie koinierza kostniny.
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Monografia napisana jest bardzo hermetycznym, lapidarnym, technicznym jezy-
kiem i ma charakter wysoce specjalistyczny. Zatgczony na poczatku monografii
stowniczek skrotow i stosowanych symboli stanowi dwie strony druku. Praca jest
naszpikowana wzorami, tabelami (33) i rycinami (40), z ktérych przewazajgca czes¢
to wykresy. Praca oparta jest na 115 pozycjach literatury ostatnich lat, z podaniem
petnych tytutéw prac, co oczywiscie podnosi jej walor.

Uwazam, ze jest to bardzo cenna pozycja dla dos¢ waskiego grona specjalistow
traumatologéw i biomechanikéw. Niezwykle trudna w odbiorze dla czytelnika bez
przygotowania matematyczno-fizycznego.

f K. Wiodarski

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

Plenum Press, 1980, New York, London, str. 385+XIX, $ 35

Recenzowana ksigzka jest pracg zbiorowg wybitnych badaczy, ktdrzy przedsta-
wili biezacy stan wiedzy w dziedzinie biochemii glikoprotein i proteoglikandw.

Powszechnie znanym faktem jest to, ze glikoproteiny stanowiag duza, bardzo zréz-
nicowana grupe makroczasteczek, w ktérych tancuchy oligosacharydowe powigzane
sg kowalencyjnie ze szkieletem biatkowym. Glikoproteiny i proteoglikany budzg
stale rosngce zainteresowanie zaréwno ze wzgledu na ich powszechno$¢ jak i spe-
cyficzno$¢ funkcji biologicznych. Glikoproteiny wystepujag w komorkach zwierzat
wyzszych, roélin zielonych, grzybéw, bakterii i wirusow. Zwigzki te wchodzg w skitad
hormonéw, enzyméw, immunoglobulin, wydzielin $luzowych przewodu pokarmowe-
go, ptynow ustrojowych, wielu receptordw powierzchniowych komorki jak i po-
wierzchniowych ostonek wirusowych. Proteoglikany natomiast stanowig element
strukturalny tkanki tgcznej réznych gatunkéw zwierzat.

Z uwagi na olbrzymi zakres poruszanych zagadnien, ksigzka podzielona zostata
na siedem rozdziatow.

Rozdziat pierwszy dotyczy prac nad strukturg glikoprotein i ich jednostek oligo-
sacharydowych, oraz roli oligosacharydéw w syntezie glikoprotein.

W nastepnym rozdziale omowiona zostata rola poliizoprenoli w biosyntezie gliko-
protein, oraz opisano model glikozylacji glikoprotein btonowych i wydzielniczych,
regulacje syntezy glikoprotein i inhibitory glikozylacji.

Autorzy trzeciego rozdziatlu bardzo szczeg6towo scharakteryzowali zwierzece
glikozylotransferazy bioragce udziat w wydtuzaniu toncuchéw oligosacharydowych po-
taczonych wigzaniem N-glikozydowym jak i O-glikozydowym. Podkreslili réwniez
role aparatu Golgiego jako gtdwnego miejsca w procesie wydtuzania taricucha. Poza
tym cze$¢ rozdzialu autorzy poswigcili omoéwieniu gangliozydéw, ktérych taincuchy
oligosacharydowe podlegajg reakcji glikozylacji.

Kolejny rozdziat traktuje o strukturalnych zmianach wystepujagcych w czesci
weglowodanowej glikoprotein powierzchniowych wyselekcjonowanych mutantéw ko-
madrek zwierzgcych opornych na lektyny roslinne.

Dane przedstawione w rozdziale pigtym dotyczg przemian w glikoproteinach po-
wierzchniowych komérki zachodzacych w czasie ich wzrostu lub transformaciji.
Zmiany te wystepuja w tancuchach oligosacharydowych zwigzanych z asparaging
i seryng (czasem treoning). Przedstawione wyniki badafA dotycza oznaczania struk-
tury oligosacharydéw tj. sktadnikéw cukrowcowych, wielkosci oligosacharydu, typu
wigzan oligosacharydu z tancuchem peptydowym, sekwencji cukrow w tancuchu
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oligosacharydowym, oraz przestrzennej konfiguracji poszczegdlnych wiagzan glikozy-
dowych. Ostatnim osiaggnieciem jest wprowadzenie do omoéwionych badan struktu-
ralnych endoglikozydaz, wykrytych w latach siedemdziesiagtych.

Rozdziat szosty poswiecony zostal zagadnieniu pinocytozy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem receptoréw posredniczacych, ktére biorg udziat w rozpoznawaniu
specyficznych reszt weglowodanowych. Znanych jest pie¢ systeméw receptoréw po-
$redniczacych w pinocytozie glikoprotein. Systemy te wystepuja specyficznie w pew-
nych komérkach i tak np. w hepatocytach ssaczych sg to galaktoza i L-fukoza, w he-
patocytach ptasich — N-acetyloglukozoamma, w ssaczych komérkach siateczkowo-
-§rédbtonkowych — N-acetyloglukozoamina lub mannoza, w ludzkich fibroblastach —
mannozo-6-fosforan.

W ostatnim rozdziale przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat biosyntezy
i katabolizmu proteoglikandéw tkanki tacznej, a mianowicie: kwasu hialuronowego,
siarczanu chondroityny, siarczanu keratanu, heparyny i siarczanu dermatanu.

Recenzowana ksigzka zawiera bardzo duzo wskazéwek metodycznych, oraz oma-
wia wiele mechanizméw reakcji. Bogaty materiat zawarty w omawianej monografii
poparty jest licznymi wzorami, schematami, tabelami oraz piSmiennictwem do
1979 roku wiacznie.

Ksigzka ta powinna zainteresowa¢ badaczy zajmujgcych sie biochemig, immu-
nologia, replikacjg wiruséw, rozwojem embrionalnym, oddziatywaniem pomiedzy ko-
morkami, dziataniem hormonoéw.

B. Kedzierska
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