Biotech, PCz M. Pab.

Zwiazki Polifluoroalkilowe (PFAS) to grupa syntetycznych zwiazkow chemicznych sze-
roko stosowanych w przemysle i produktach konsumenckich. Cechuja si¢ wyjatkowa stabil-
no$cia chemiczna, przez co sa trudne do rozktadu, co powoduje ich dtugotrwala obecno$é¢ w
srodowisku i bioakumulacje w organizmach.

1. Charakterystyka PFAS

1) PFAS zawieraja atomy fluoru przytaczone do laricucha weglowego, tworzac bardzo stabilne
wigzania wegiel-fluor (C-F).

a. Stabilno$é chemiczna: Wigzania C-F s jednymi z najsilniejszych wiazan kowalen-
cyjnych, co czyni PFAS odpornymi na rozktad biologiczny i chemiczny.

b. Wlasciwosci hydrofobowe i lipofobowe: PFAS odpychaja wode i ttuszcze, co jest
przydatne w produktach przemystowych.

c. Zastosowanie w przemysle: Sa szeroko stosowane w produktach takich jak odziez,
naczynia kuchenne, farby, srodki gasnicze.

2. Problemy $rodowiskowe i zdrowotne PFAS

1) PFAS sa znane jako ,wieczne chemikalia” (ang. forever chemicals) ze wzgledu na ich trudnosé
w rozktadzie i trwalo$¢ w $rodowisku.
a. Bioakumulacja: PFAS kumuluja sie w tkankach organizméw, przez co moga przenikaé
przez taricuch pokarmowy.
b. Wplyw na zdrowie: Badania wskazuja na ich powiazania z zaburzeniami hormonal-
nymi, problemami immunologicznymi oraz zwigkszonym ryzykiem nowotwordw.

c. Zanieczyszczenie Srodowiska: PFAS wystepuja w wodach gruntowych, rzekach oraz
organizmach zywych, co sprawia, ze stanowia zagrozenie dla ekosystemow.

3. Degradacja PFAS przez mikroorganizmy

1) Badania nad mikroorganizmami zdolnymi do degradacji PFAS koncentruja sie na wykorzysta-
niu bakterii i grzybow.
2) Przyklady mikroorganizmow:
a. Bakterie glebowe: Bakterie z rodzajow Pseudomonas, Mycobacterium, ktore sa w
stanie czesciowo przeksztatcaé PFAS.
b. Grzyby glebowe: Grzyby z rodzaju Phanerochaete, ktore posiadaja enzymy (lakazy,
peroksydazy) zdolne do degradacji zwiazkow organicznych.
c. Konsorcja mikrobiologiczne: Ro6zne mikroorganizmy moga dziala¢ synergicznie,
umozliwiajac etapowy rozktad PFAS.
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Enzymy Potencjalnie Uczestniczace w Degradacji PFAS to grupa enzymoéw, ktore
moga rozkladaé trwale wiazania wegiel-fluor (C-F) w PFAS. Badania nad tymi enzymami
koncentruja sie na ich zdolnosci do transformacji lub czesciowej degradacji PFAS.

1. Dehalogenazy

1) Charakterystyka: Dehalogenazy sa enzymami zdolnymi do usuwania atomow halogenow (np.
fluoru) z czasteczek organicznych. Ich prosta struktura i nieskomplikowane centrum aktywne
sprawiaja, ze sa obiecujace dla degradacji PFAS.

2) Przyklad: Dehalogenazy haloalkanowe, takie jak DhaA z Xanthobacter autotrophicus, sa sto-
sowane do rozktadu pochodnych PFAS.

2. Oksydoreduktazy (np. Peroksydazy i Lakazy)

1) Charakterystyka: Oksydoreduktazy katalizuja reakcje redoks, ktore moga rozklada¢ stabilne
wiazania w zwiazkach organicznych. Dziataja w obecnosci reagentoéw, takich jak nadtlenek
wodoru.

2) Przyklad: Peroksydaza chrzanowa (HRP) i lakazy z grzybow, takich jak Phanerochaete chry-
sosporium, s3 stosowane w badaniach nad degradacjg zwiazkow fluoroorganicznych.

3. Hydrolazy Amidowe
1) Charakterystyka: Hydrolazy amidowe rozktadaja wiazania amidowe w czasteczkach, co jest
przydatne w degradacji PFAS zawierajacych grupy amidowe.

2) Przyklad: Amidohydrolazy moga by¢ stosowane do rozkladu pochodnych PFAS, ktore posia-
daja grupy amidowe, umozliwiajac czesciows degradacje.

4. Monooksygenazy i Dioksygenazy

1) Charakterystyka: Enzymy te katalizuja reakcje wprowadzania tlenu do zwiazkow organicz-
nych, co ulatwia rozkltad struktury weglowej.

2) Przyklad: Monooksygenazy podobne do P450 (cytochrom P450) sa stosowane w modyfika-
cjach fluoroorganicznych zwiazkéw, chociaz ich skutecznosé jest ograniczona w pelnej degra-
dacji PFAS.

5. Projektowane Enzymy i Enzymy Syntetyczne

1) Charakterystyka: Enzymy modyfikowane genetycznie oraz enzymy syntetyczne sa projekto-
wane, aby rozktadac¢ trwale wigzania C-F. Dzigki inzynierii biatek mozliwe jest modyfikowanie
miejsc aktywnych w celu poprawienia aktywnosci degradacyjnej.

2) Zastosowanie: Zastosowanie syntetycznych enzymow jest obiecujaca metoda degradacji PFAS,
szczegoblnie przy pochodnych zwiazkach fluoroorganicznych.
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Dehalogenaza Haloalkanowa (DhaA) jest enzymem odpowiedzialnym za usuwanie ato-
moéw halogendéw z organicznych zwiazkow chemicznych. Enzym ten jest stosowany w badaniach
nad biodegradacja i biotransformacja zwiazkéw fluoro- i chloroorganicznych, ktore sa trudne
do rozkladu [jansson2004structural].

1. Opis Bialka i Struktura

1) Dehalogenaza haloalkanowa (DhaA) pochodzi z bakterii Xanthobacter autotrophicus.

2) Enzym sklada sie z **293 aminokwaséw** i ma mase czasteczkowa okoto 33 kDa [jansson2004structural].

3) Struktura przestrzenna DhaA nalezy do klasy «/S-hydrolaz i zawiera charakterystyczny fald
a/B z helisami i arkuszami 3, ktore tworza stabilny rdzen biatka [schindler2009chemical].

4) Struktura dzikiego typu DhaA jest dostepna w bazie danych PDB pod identyfikatorem **4E46**
co stanowi istotny punkt odniesienia w analizie mutantow tego enzymu [jansson2004structural].

2. Centrum Katalityczne

1) Centrum aktywne DhaA zawiera triade katalityczna, typowsa dla enzymow z klasy o/ 8-hydrolaz.

a. Triada katalityczna sklada sie z trzech kluczowych reszt aminokwasowych: seryny

(Ser145), kwasu asparaginowego (Asp176) oraz histydyny (His272) [prokop2010structure|.

b. W reakcji dehalogenacji seryna dziata jako nukleofil, ktory atakuje substrat, inicjujac
reakcje rozszczepienia wiazania C-Hal (np. C-Cl lub C-F).

2) W centrum aktywnym wystepuje takze kieszenn hydrofobowa, ktora stabilizuje hydrofobowe
fragmenty substratu, utatwiajac jego wiazanie i rozktad [kalum2006substrate].

3. Kofaktory i Wymagania
1) Enzym nie wymaga dodatkowych kofaktorow, co czyni go stosunkowo latwym do syntezy i
uzycia w systemach ekspresji heterologicznej, takich jak E. coli [jansson2004structural].

2) Optymalna aktywnos¢ DhaA wystepuje w obecnosci jonéw sodu i potasu, ktore stabilizuja
strukture biatka i centrum aktywne.

4. Dostepne Mutanty DhaA

1) W celu zwiekszenia aktywnosci i specyficznosci DhaA dla réznych substratow, opracowano
szereg mutantéw tego enzymu.

a. DhaA80 (mutacja T148L/W264F): Wykazuje wyzsza specyficzno$é wobec zwiaz-
kow chloroorganicznych i jest stabilniejsza termicznie niz typ dziki. Struktura tego mu-

tanta jest dostepna w bazie PDB pod identyfikatorem **70O8B** [stsiapanava2010characterization].

b. DhaA31 (mutacja T148L/Y273F): Zwickszona aktywno$é¢ w dehalogenacji krot-
szych alkanéw fluoroorganicznych [stsiapanava2010characterization].

c. DhaA115 (mutacja T148L/W264F /L175A): Ta mutacja sprawia, Ze enzym jest
bardziej stabilny i wykazuje zwiekszona aktywnosé w szerszym zakresie pH, co czyni
go uzytecznym do zastosowan przemystowych [prokop2010structure|.

Podsumowanie: Dehalogenaza haloalkanowa (DhaA) jest wszechstronnym enzymem stosowanym w
biodegradacji zwiazkéw halogenowych. Zaréwno struktura dzikiego typu (4E46), jak i mutanty, takie
jak DhaA80 (708B), stanowia cenne obiekty do badari mechanizmu dzialania tego enzymu oraz jego
wykorzystania w zastosowaniach przemystowych [jansson2004structural, schindler2009chemical,
stsiapanava2010characterization).
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Protokét eksperymentalny: Pomiar efektywnosci pracy dehalogenazy haloalkano-
wej (DhaA) przy uzyciu spektrofotometru. Eksperyment umozliwia ocene parametrow
kinetycznych enzymu, takich jak Vi,ax i K, poprzez pomiar szybkosci reakeji dehalogenacji
halogenowanego substratu [damborsky2006haloalkane].

1. Cel eksperymentu
1) Ocena efektywnosci katalitycznej dehalogenazy haloalkanowej (DhaA) poprzez pomiar szyb-
kosci dehalogenacji substratu halogenowanego [stsiapanava2010characterization].

2) Uzyskanie parametrow kinetycznych enzymu, takich jak Viyax 1 Ky, [chowdhury2009kinetic].

2. Wybor Substratu
1) Przyktadowy substrat: chlorometan (CH3Cl) lub 1-chlorobutan, ktory ulega dehalogenacji
przez enzym DhaA [damborsky2006haloalkane].
2) Reakcja:

CH5C1 2224, CH,0H + C1™

3) Anion chlorkowy (C17) tworzy produkt, ktérego wzrost stezenia mozna monitorowaé spektro-
fotometrycznie [chowdhury2009kinetic].

3. Przygotowanie odczynnikéw i roztwordw
1) Roztwor substratu: Przygotowany w buforze fosforanowym o pH optymalnym dla dzialania
enzymu (zwykle pH 7-8) [stsiapanava2010characterization].

2) Roztwoér enzymu: Roztwor oczyszczonego enzymu DhaA w buforze, o stezeniu dostosowanym
do widocznej zmiany absorbancji [damborsky2006haloalkane].

3) Bufor reakcyjny: Bufor fosforanowy o odpowiednim pH dla maksymalnej aktywnosci en-
Zymu.

4. Ustawienie Spektrofotometru

1) Dlugosé fali: Ustaw spektrofotometr na 240 nm, co odpowiada maksymalnej absorbancji anionu
chlorkowego (C17) [chowdhury2009kinetic]|.

5. Procedura pomiarowa
1) Przygotowanie probki kontrolnej: Zmieszaj substrat z buforem bez dodatku enzymu, aby
wyeliminowaé absorbancje substratu.
2) Przygotowanie probki badanej:

a. Do kuwety spektrofotometrycznej dodaj roztwoér substratu i enzymu w buforze.
b. Dokladnie zmieszaj i natychmiast umie$é¢ w spektrofotometrze.

3) Pomiar absorbancji:

a. Mierz zmiane absorbancji co 15 sekund przez okres 5-10 minut.

b. Monitoruj zmniejszanie absorbancji substratu lub wzrost absorbancji produktu (anionu
chlorkowego) [chowdhury2009kinetic].

6. Obliczenia
1) Szybkosé reakcji: Oblicz poczatkowa szybkosé reakeji (Vp) jako zmiane absorbancji w jed-
nostce czasu (AA/At) [chowdhury2009kinetic].
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2) Parametry Vi.x i K,,: Dla réznych stezenn substratu wykonaj wykres Lineweavera-Burka
lub krzywa Michaelisa-Menten w celu obliczenia Vi,ax 1 Ky

7. Interpretacja wynikow

1) Wyzsze Vinax 0znacza wyzszg maksymalng szybkosé reakeji, a nizsze K, wskazuje na wyzsze
powinowactwo enzymu do substratu [stsiapanava2010characterization].

8. Kontrole i powtarzalnosé

1) Powtorz eksperyment dla réznych stezen enzymu i w réznych warunkach pH oraz temperatury,
aby ocenié stabilnosé i optymalne warunki aktywnosci enzymu [damborsky2006haloalkane].
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Ekspresja bialka dehalogenazy haloalkanowej (DhaA) w E. coli z uzyciem pla-
zmidu pET-28a. Ekspresje biatka dzikiego typu DhaA oraz jego mutantéw mozna przepro-
wadzi¢ z uzyciem szczepu Escherichia coli BL21(DE3) oraz wektora ekspresyjnego pET-28a,
co umozliwia wysoka wydajnos¢ i kontrolowana ekspresje biatka [studier1990use].

1. Szczep Escherichia coli BL21(DE3)

1) Genotyp: BL21(DE3) zawiera insercje T7 RNA polymerase pod kontrola promotora lacUV3,
co pozwala na kontrolowana ekspresje gendéw umieszczonych za promotorem 77 na plazmidach
pET [del997engineering].
2) Indukcja ekspresji: Ekspresje mozna indukowaé za pomocag IPTG (izopropylo--D-tiogalaktopiranozydu),
ktory odblokowuje promotor 77, inicjujac produkcje biatka [novagen1995].
3) Zastosowania: Dzieki niskiemu poziomowi proteaz oraz wysokiej wydajnosci translacji BL21(DE3)
jest szeroko stosowany do ekspresji rekombinowanych biatek w warunkach laboratoryjnych.

2. Wektor pET-28a dla ekspresji biatka DhaA i jego mutantow

1) Promotor T7: pET-28a posiada promotor T7, ktory jest specyficznie aktywowany przez
polimeraze T7, umozliwiajac precyzyjna i wysoka ekspresje biatka w szczepach zawierajacych
T7 RNA polymerase (jak BL21(DE3)) [studier1990use|.

2) Znacznik His-tag: pET-28a umozliwia fuzje biatka z heksamerycznym znacznikiem histydy-
nowym (His-tag) na konicu N- lub C-terminalnym, co ulatwia oczyszczanie biatka za pomoca
chromatografii na kolumnie niklowej [petersen1994purification].

3) Miejsce MCS (Multiple Cloning Site): Plazmid pET-28a posiada miejsce MCS, ktore
umozliwia tatwe wstawienie genu kodujacego DhaA lub jego mutanty.

4) Selekcja antybiotykowa: pET-28a zawiera gen opornosci na kanamycyne, co ulatwia selekcje
kolonii E. coli z plazmidem [novagen1995|.

3. Procedura klonowania i ekspresji
1) Klonowanie genu: Gen kodujacy biatko DhaA (dzikie lub zmutowane) zostaje wstawiony do
wektora pET-28a przy uzyciu odpowiednich enzyméw restrykeyjnych i ligazy.

2) Transformacja: Zrekombinowany plazmid jest transformowany do szczepu E. coli BL21(DE3)
za pomocy elektroporacji lub chemicznie kompetentnych komorek [sambrook1989molecular]|.

3) Indukcja ekspresji: Po uzyskaniu transformantow hodowle wprowadza sie do $rodowiska z
IPTG, co indukuje ekspresje genu pod promotorem T7.

4) Oczyszczanie bialka: Bialko mozna tatwo oczysci¢ dzigki obecnosci znacznika His-tag za
pomoca chromatografii afinacyjnej na kolumnie niklowej [petersen1994purification].
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‘ Szczegbélowy opis sekwencji w plazmidzie pET28a(+)

1. Promotor T7
1) Promotor T7 jest miejscem inicjacji transkrypcji przez polimeraze RNA T7, umozliwiajac
wysokopoziomowa ekspresje genow.
2) Lokalizacja: complement (368..386) (na nici antysensownej, (-))
3) Sekwencja DNA (5’ — 37):
52 -TAATACGACTCACTATAGGG-3?

4) Szczegbly procesu transkrypcji:

a. Poniewaz promotor T7 znajduje sie na nici antysensownej (-), ni¢ ta pelni funkcje
matrycy dla procesu transkrypcji.

b. Polimeraza RNA T7 odczytuje sekwencje tej nici matrycowej (antysensownej) w kie-
runku 3’ — 5.

c. W wyniku transkrypcji syntetyzowane mRNA jest komplementarne do nici antysen-
sownej i powstaje w kierunku 5 — 3.

d. Sekwencja mRNA jest identyczna (z wyjatkiem zamiany tyminy na uracyl) z nicia
sensowna, (+), ktora koduje biatko.

5) Inne promotory i miejsca inicjacji transkrypcji:

5’ * 3’
T7  TAATACGACTCACTATAGGGAGA
T3  AATTAACCCTCACTAAAGGGAGA
K11 AATTAGGGCACACTATAGGGAGA
SP6 ATTTACGACACACTATAGAAGAA

2. Operator lac

1) Operator lac jest miejscem wiazania represora Lacl, co hamuje transkrypcje w nieobecnosci
induktora [Lewis2005].

2) Lokalizacja: complement (343..367) (na nici antysensownej, (-))
3) Sekwencja DNA (5’ — 3°):
57 -AATTGTGAGCGGATAACAATT-3’

3. Miejsce wigzania rybosomu (RBS)

1) RBS jest sekwencja umozliwiajaca wigzanie rybosomu i inicjacje translacji.
2) Lokalizacja: complement (306..328) (na nici antysensownej, (-))
3) Sekwencja DNA (5’ — 3°):

57 -AGGAGATATACAT-3?

4. Miejsce startu translacji

1) Kodon start (ATG) inicjuje translacje bialka.
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2) Lokalizacja: complement (289) (na nici antysensownej, (-))
3) Sekwencja DNA (5’ — 3°):
5’ -ATG-3’

5. Znaczniki Hisg-tag (szeSciokrotny histydynowy tag)
1) Znacznik Hisg umozliwia oczyszczanie biatka za pomoca chromatografii na kolumnie niklowej
[Hochulil988].
2) Lokalizacje:
e complement (140..157) (N-koncowy, (-))
e complement (270..287) (C-konicowy, (-))

3) Sekwencja aminokwasowa: HHHHHH

6. Miejsce ciecia trombiny
1)
2)
3)
4) Sekwencja DNA (5’ — 3°):
5’ -CTGGTGCCGCGCGGCAGC-3’

Umozliwia specyficzne usuniecie znacznika Hisg przez enzym trombine.
Lokalizacja: complement (243..260) (na nici antysensownej, (-))

Sekwencja aminokwasowa: LVPRGS

7. Region terminacji T7

1) Sekwencja terminacyjna zapewnia zakorniczenie transkrypcji przez polimeraze RNA T7 [Studier1990].
2) Lokalizacja: complement (26..73) (na nici antysensownej, (-))
3) Sekwencja DNA (5’ — 3°):

57 -GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3?

8. Gen opornoéci na kanamycyne (Kan®)

1) Koduje aminoglikozydowa, fosfotransferaze, zapewniajac opornoéé na kanamycyne [Reynolds1986|.
2) Lokalizacja: 3995..4807 (na nici sensownej, (+))

3) Sekwencja aminokwasowa: MSHIQRETSCSRPRLNSNMDADLYGYKWARDNVGQSGATIYRLYGKPDAPELFLKHGKGSVA. . .

9. Region inicjacji replikacji (ori)
1) Region ori typu ColE1/pMB1/pBR322/pUC odpowiedzialny za replikacje plazmidu [Sutcliffe1978].
2) Lokalizacja: complement (3285..3873) (na nici antysensownej, (-))

10. Gen lacl

1) Koduje represor Lacl, hamujacy ekspresje genéw pod kontrola operatora lac [Lewis2005].
2) Lokalizacja: 773..1852 (na nici sensownej, (+4))
3) Sekwencja aminokwasowa: VKPVTLYDVAEYAGVSYQTVSRVVNQASHVSAKTREKVEAAMAEL. . .
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11. Gen rop

1) Koduje biatko Rop, stabilizujace liczbe kopii plazmidu [Cesarenil982|.
2) Lokalizacja: 2664..2852 (na nici sensownej, (+))

3) Sekwencja aminokwasowa:

VTKQEKTALNMARFIRSQTLTLLEKLNELDADEQADICESLHDHADELYRSCLARFGDDGENL

12. Miejsce MCS (Multiple Cloning Site)
1) MCS zawiera wiele unikalnych miejsc cigcia dla enzymow restrykeyjnych, umozliwiajac klono-
wanie genu dhaA.
2) Lokalizacja: Obejmuje region okolo complement (140..300) (na nici antysensownej, (-))
3) Enzymy restrykcyjne i ich miejsca ciecia:
Ncol: CCATGG
EcoRI: GAATTC
HindIII: AAGCTT
e BamHI: GGATCC

4) Sekwencje DNA w MCS (5’ — 37):
5? -GGTACCGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCC-3?

Wyjasdnienie orientacji nici:

W plazmidzie pET-28a promotor T7 jest zlokalizowany na nici antysensownej ((-)), co oznacza, ze
transkrypcja zachodzi w kierunku przeciwnym do sekwencji podanej w GenBanku. W praktyce oznacza
to, ze gen wstawiany do MCS powinien by¢ w orientacji zgodnej z nicia sensowna ((+)), aby mRNA
byto poprawnie syntetyzowane.

Geny lacl i rop sa zlokalizowane na nici sensownej ((4)), co jest typowe dla ich funkcji w regulacji
ekspres;ji i replikacji plazmidu. Réznice w orientacji wynikaja z konstrukcji plazmidu i funkcji poszcze-
gblnych elementéow genetycznych.

Kolejne kroki:

Dzieki powyzszym informacjom mozemy zaprojektowaé wstawienie genu dehalogenazy haloalkanowej
(dhaA) do plazmidu pET-28a, korzystajac z odpowiednich miejsc restrykcyjnych w MCS i upewniajac
sie, ze gen jest wstawiony w poprawnej orientacji.
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Nié kodujaca, ni¢ matrycowa oraz indeksowanie w plazmidzie pET-28a: Przyktad
dla genu kanamycyny i regionu ekspresyjnego

1. Ni¢ kodujaca (+) i ni¢ matrycowa (-)

1) Nié¢ kodujaca (positive strand, +):
a. Ni¢ kodujaca to ta, ktorej sekwencja odpowiada mRNA (z uracylem zamiast tyminy),
dlatego jest okreslana jako nié +.
b. W pET-28a pozycje nukleotydéw sa indeksowane wzgledem tej nici, co umozliwia jed-
noznaczne okreslenie pozycji elementéw na mapie plazmidu.
c. Przyklad: Gen kanamycyny (KanR), ktory jest skierowany na nici - (od 3’ do 5” wzgle-
dem nici +), posiada pozycje opisane w odniesieniu do nici +.
2) Nié¢ matrycowa (negative strand, -):
a. Nié matrycowa jest komplementarna do nici kodujacej i stuzy jako matryca podczas
transkrypcji, umozliwiajac synteze mRNA.
b. W przypadku genu na nici -, transkrypcja bedzie przebiega¢ od wyzszej do nizszej
pozycji (np. od pozycji 4807 do 3995 dla genu KanR), zachowujac jednak kierunek od
5" do 3’ na mRNA.

2. Orientacja genéow w plazmidzie pET-28a i przyktad dla regionu ekspresyjnego

1) W plazmidzie pET-28a, geny w regionie ekspresyjnym pod kontrola promotora T7 sa skie-
rowane na nici +. Oznacza to, ze polimeraza T7 bedzie wiazaé si¢ z nicia + i syntetyzowaé
mRNA komplementarne do nici matrycowej (-).

2) Geny kontrolowane przez promotor T7 (w regionie MCS) beda zatem transkrybowane w kie-
runku od 5’ do 3’ na nici +.

3) Przyklad: Jesli gen docelowy zostanie wstawiony miedzy 100 a 200, bedzie transkrybowany w
kierunku od 5’ (100) do 3’ (200) na nici +.

3. Podsumowanie: Indeksowanie i orientacja w pET-28a

1) W plazmidzie pET-28a wszystkie pozycje nukleotydowe sa indeksowane wzgledem nici +,
nawet je$li dany gen znajduje sie na nici -.

2) Transkrypcja dla genéw na nici - (np. KanR) przebiega od wyzszego do nizszego indeksu,
podczas gdy dla genéw na nici + (np. w regionie MCS) transkrypcja przebiega od nizszego do
wyzszego indeksu.

3) W ten sposob orientacja promotora oraz przypisanie nici kodujacej/matrycowej wpltywa na
kierunek transkrypcji, ale zawsze odnosi sie do ustalonego indeksowania wzgledem nici +.
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