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Profesor David Shugar doktorem Honoris Causa Uniwer­
sytetu Warszawskiego*

Professor David Shugar awarded a Honorary Doctorate from the 
University of Warsaw

U roczysta  p rom oc ja  odby ła  się 22 lis topada  1996 r. w auli im. A dam a Mickiewicza, budy n k u  A uditorium  
M ax im um  U.W.

Po  laudacji wygłoszonej przez profesora  Bogdana Lesynga, nastąpiła  wzruszająca chwila wręczenia dyp lom u 
przez rek to ra  U.W. profesora  W łodzim ierza Siwińskiego. Po odśpiew aniu  G a u d ę  M ate r  P o lon ia  zabra ł  głos 
profesor D avid  Shugar.

Magnificencjo, W ysoki Senacie, C złonkow ie Rady W ydziału Fizyki, Szanowni Państwo:

Jestem nap raw d ę  wzruszony i g łęboko świadom y 
wielkiego zaszczytu, jak im  obdarzył mnie Uniwersytet 
W arszawski, wybitny, światowy ośrodek  akademicki. 
Jestem także d u m n y  z tego, że dok ładn ie  30 lat temu, 
kiedy Uniwersytet W arszawski podją ł decyzję o u tw o ­
rzeniu na  W ydziale Fizyki K atedry  Biofizyki, właśnie 
mnie zap ro p o n o w a n o  jej organizację. W mojej pamięci 
jest ciągle żywe spo tkan ie  na ten tem at z M inistrem  
Szkolnictwa Wyższego, w k tó rym  uczestniczyli m.in.: 
R ek to r  Uniw ersy te tu  oraz  D yrekcja  Insty tu tu  Fizyki 
Doświadczalnej z profesoram i Jerzym Pniewskim i Le­
o n ard em  Sosnowskim. Dziś K a ted ra  Biofizyki cieszy 
się św iatowym  uznaniem  w n iektórych dziedzinach 
biofizyki i biologii m olekularnej,  za rów no  w zakresie 
p rac  dośw iadczalnych jak  i teoretycznych.

Pow stan ie  K a ted ry  Biofizyki było możliwe tylko 
dzięki poparc iu  W ydziału  Fizyki i Insty tu tu  Biochemii

i Biofizyki PA N  oraz  wielu kolegów i w spó łp racow ­
ników z innych ośrodków . W tym miejscu chciałbym 
złożyć hołd pamięci i p rzypom nieć udział, przedwcześ­
nie zmarłego, profesora W łodzim ierza K ołosa, św ia to ­
wej sławy uczonego zajm ującego się m echan iką  k w a n ­
tow ą układów  cząsteczkowych. Jego poparc ie  po lega­
ło nie tylko na p row adzeniu  zajęć dydaktycznych , ale 
również na k ierowaniu  pierwszymi p racam i teore tycz­
nymi, dotyczącymi m.in. m echanizm ów  mutagenezy. 
U w ażam , że zaszczyt, k tórym  mnie dziś obdarzono ,  
obejmuje także tych wszystkich, k tórzy przyczynili się 
do pow stan ia  Katedry.

Osiągnięcia bio logów i genetyków w drugiej p o ło ­
wie tego wieku są oszałamiające. Chcę ograniczyć się 
tutaj do w kładu  fizyków i fizykochemików w p o ­
znaw aniu  i wyjaśnianiu fizycznych podstaw  zjawisk 
biologicznych.
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G eneza  m ojego  zain teresow ania  biologią była w pe­
w nym  sensie p rzypadkow a. Jeszcze w trakcie w ykony­
w ania  pracy dok torsk ie j  w dziedzinie fizyki a tom ow ej 
na  uniwersytecie M cGill w M ontrea lu ,  szpital un iw er­
sytecki zwrócił się do  mnie z p rośbą  o spraw ow anie  
n ad zo ru  nad  b u d o w ą  ultraw irów ki do  celów biologicz­
nych i klinicznych. U m ożliw iała  ona  badan ie  wielkości 
i ksz ta łtu  m akrocząsteczek  (enzymów i innych białek) 
przy pom ocy  m etod  hydrodynam icznych . P raca  ta 
uśw iadom iła  mi, że fizyka może odgryw ać is to tną  rolę 
w biologii i medycynie. W ar to  tu dodać , że tak, jak  
obrazy  dyfrakcyjne prom ien iow ania  rentgenowskiego 
przyczyniły się do  odkrycia  budow y przestrzennej 
D N A , tak  m e tody  hydrodynam iczne pozwoliły na 
wyjaśnienie m echan izm u  replikacji D N A  w o rgan iz ­
m ach żywych i do  dziś dnia  są nadal wykorzystywane, 
nie ty lko w biologii molekularnej.

C hociaż  ściślejsze ko n tak ty  fizyki z biologią da tu ją  
się już  od daw na , to  ich is totny rozwój nastąpił  z chwilą 
wejścia tak biologii, jak  i fizyki, w świat s t ru k tu r  
cząsteczkowych. Już  w latach trzydziestych, niektórzy 
wybitni fizycy teoretycy, tacy jak  Niels Bohr, Erwin 
Schroedinger, M ax  Delbruck przy udziale genetyka, 
Timofiejewa-Ressovskiego, spotykali się na co ty g o d ­
niowych dyskusjach  na tem at fizycznych podstaw  
zjawiska życia. W  1937 roku  Delbruck, nie godząc się 
na  życie w w aru n k ach  systemu hitlerowskiego, opuścił 
N iem cy i wyjechał do  S tanów  Z jednoczonych, gdzie 
odegra ł k luczow ą rolę w stworzeniu m olekularnych  
podstaw  genetyki, za co o trzym ał później nagrodę 
N obla .  D w a la ta  później, z tych samych pow odów  
opuścił Austrię Erwin Schroedinger przenosząc się do 
Irlandii, gdzie został D yrek to rem  Insty tu tu  for A dvan­
ced Studies, u tw orzonym  przez ówczesnego prem iera  
Irlandii, m a te m a ty k a  E am o n  de Valera. Prócz p ro w a ­
dzenia  bad ań  naukow ych , do podstaw ow ego  obow iąz ­
ku tego Ins ty tu tu  należało zorganizow anie  serii p o ­
pularnych, rocznych, w ykładów  dla mieszkańców 
Dublina.

W 1943 roku  Schroedinger, w ram ach  takiej serii, 
prow adził  cykl w ykładów , opub likow anych  rok póź­
niej w niewielkiej książeczce pod tytułem „Co to jest 
życie —  fizyczne podstaw y życia k o m ó rk i”. Pow ołując 
się na wcześniejszy wniosek D elb rucka  o tym, że 
wielkość jed n o s tk i  genetycznej, zwanej genem, jest 
rzędu tylko tysięcy a tom ów , zwrócił uwagę na tru d n ą  
do  w ytłum aczenia  sprzeczność pomiędzy niezwykłym 
u p o rząd k o w an iem  procesów życiowych a zasadam i 
fizyki statystycznej. Po odkryciu  na tu ry  genu, s t ru k ­
tury  podwójnej helisy D N A  i wniknięciu w m olek u la r­
ny przebieg procesu przekazyw ania  informacji genety­
cznej, znam y dziś wyjaśnienie tej pozornej sp rzeczno­
ści. Polega o n a  na  tym, że w kom órce  istnieją zespoły 
enzym ów, k tó re  w wysokim stopniu  zapobiegają  nie­
do k ładnośc iom  procesu replikacji o raz  inne zespoły 
enzymatyczne, k tó re  napraw ia ją  większość błędów, 
pojaw iających się z różnych pow odów  w czasie roz­
woju kom órki. W a r to  podkreślić, że enzymy n a p ra w ­

cze zostały odkry te  przez fizyków w toku  badań  nad 
wpływem światła nadfioletowego na pow staw anie  m u ­
tacji w DNA. Miło w spom nieć ,że kiedy prof. Delbruck 
zdecydował się podjąć tę tem atykę  badań , przyjechał 
najpierw na konsultacje naukow e właśnie do naszego 
warszawskiego środowiska, k tóre  już  wtedy było z n a ­
ne ze swych osiągnięć w tej dziedzinie.

Książka Schroedingera, przedstaw ia jąca  podejście 
jednego z tw órców  m echaniki kwantowej do  p o d ­
stawowych prob lem ów  genetyki i ogólniej, do zjawiska 
życia, wywołała og rom ne zainteresowanie  nie tylko 
wśród fizyków, ale również wśród naukow ców  innych 
dyscyplin. M o żn a  wymienić tu dla przykładu współ- 
odkryw ców  s truk tu ry  D N A , chem ika —  Jam esa  W at- 
sona  i fizyka Franc isa  Cricka. W atson  wspominał, że 
w roku  1946 natrafił na książeczkę Schroedingera  i od 
tego właśnie m om en tu  postanowił, że swą dalszą 
karierę nau k o w ą  poświęci bad an io m  struk tu ry  genu. 
W yjaśnienie tej s truk tury , a nieco później, poznanie  
kodu  genetycznego oraz m echanizm u biosyntezy b ia ­
łek, doprow adziło  do  prawdziwej rewolucji w biologii 
i genetyce molekularnej.

By głębiej wyjaśnić sposób  funkcjonow ania  żywej 
kom órki,  nie wystarcza już określenie s truk tu ry  p o ­
szczególnych jej składników. Konieczne jest w ykorzys­
tanie uniwersalnych praw oddziaływ ań pomiędzy ni­
mi, k tóre  umożliwiłyby wyciąganie w niosków iloś­
ciowych. T o  zatem w ym aga konieczności zas to sow a­
nia praw fizyki, k tóre  są z pow odzeniem  stosow ane do 
coraz  to nowych odkryć  biologów, w szczególności 
b iochem ików, np. do procesów różnicow ania  i morfo- 
genezy, zachodzących w trakcie rozwoju organizm ów  
wyższych. W iad o m o  dziś, że m am y to do czynienia 
z procesami regulacji genów poprzez kom binację  tak 
zwanych wewnętrznych i zewnętrznych sygnałów k o ­
m órkow ych. Nic więc dziwnego, że kilka miesięcy 
temu. A m erykańskie  Tow arzystw o  Fizyczne poświęci­
ło poznaw aniu  zjawisk życia k ilkudniow ą sesję 
z udziałem biologów, genetyków  i chemików. We 
w nioskach  końcow ych tej konferencji podkreślono, że 
dalszy postęp  badań  zależy od rozwoju współpracy 
in terdyscyplinarnej.

Czy po d o b n e  osiągnięcia nastąp ią  w dziedzinie 
wyjaśniania  podstaw ow ych zasad funkcjonow ania  
uk ładu  nerwowego? S tosunkow o  dobrze rozwinięte 
badan ia  neurofizjologiczne potrafią wyjaśnić wiele 
aspektów  funkc jonow ania  neuronów . N a tom ias t  na j­
większe do tychczasow e osiągnięcia fizyki, biologii m o ­
lekularnej, elektrofizjologii i cybernetyki nie potrafią 
stworzyć obiecującego podejścia do  m echanizm ów  
pamięci, a tym bardziej świadomości. N iektórzy b a d a ­
cze sugerują nawet, że mózg człowieka nie jest zdolny 
do  pod an ia  wyjaśnienia istoty swego działania. Z d ru ­
giej strony, wiele osób, zafascynowanych og rom nym  
postępem  technik kom puterow ych , marzy o budowie 
takiego kom pu te ra ,  k tóry  potrafiłby sym ulować dzia­
łanie mózgu. T ak im  ideom przeciwstawił się, w specjal­
nie napisanej książce, jeden  z najwybitniejszych a u to ­
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ry tetów  w dziedzinie fizyki m atem atycznej, znany  ze 
swych prac z dziedziny „czarnych dz iur” we wszech- 
świecie, R obert  Penrose. Analiza możliwości fizyki 
i m atem atyk i,  w wyjaśnianiu m echanizm ów  funkc­
jo n o w a n ia  uk ładu  nerwowego, doprow adziła  go do 
w niosku, że s t ru k tu ra  maszyn i obliczeń k o m p u te ro ­
wych nie jest zdo lna  do  pojawienia  się w niej formy 
świadomości. Św iadom ość bowiem, posiada  pewne 
cechy, k tóre  nie da ją  się objąć m etodam i obliczeniowy­
mi. W pewnym  sensie m ożem y po rów nać  „czarną 
dziurę św iadom ości” z „czarnymi dz iu ram i” wszech­
świata. Czy potrafim y je poznać? M ogę odpowiedzieć 
s tarym  powiedzeniem, że: „T rudne  rzeczy robim y 
natychm iast,  realizacja niemożliwych po trw a  trochę 
dłużej”.

W obec tak szybkiego i ogrom nego  postępu  w b io ­
logii i genetyce m olekularnej,  należy zadać  sobie 
pytanie, czy potrafim y odpow iednio  wykorzystać tę 
wiedzę dla d o b ra  ludzkości. Pytanie  tego typu p o ­
s taw iono już  wcześniej, 50 lat temu. Jeszcze przed, 
a zwłaszcza po Hiroszimie i Nagasaki. C hociaż wydaje 
się, że jesteśmy jeszcze bardzo  daleko  od m o leku la r­
nych możliwości m an ipu low an ia  świadomością, to 
m ożna  podzielać obaw y Profesora  Penrose’a, co do 
ew entualnych  ujemnych konsekwencji takich działań 
i konieczności społecznej kontroli sku tków  takiego 
odkrycia.

Dwadzieścia lat temu, kiedy biologia m oleku larna  
op an o w a ła  technikę manipulacji genami w bakteriach 
(zwaną inżynierią genetyczną, a później b io techno lo ­
gią), sami biologowie zdali sobie sprawę z po tencja l­
nych zagrożeń jak ie  ona  niesie i podnieśli tę sprawę 
publicznie. D oprow adziło  to do  zorganizow ania  mię­
dzynarodow ej konferencji w A silom ar w Kalifornii, 
gdzie usta lono  konkre tne  zasady bezpieczeństwa p ra ­
cy w tej dziedzinie.

Dzisiaj, umiemy już  m anipu low ać  genami roślin 
i zwierząt. O d  kilku miesięcy, na rynku  Stanów  
Z jednoczonych  sprzedaje się tak zm odyfikow ane gene­

tycznie jarzyny, by były o d porne  na działanie her­
bicydów. Pom im o  pro testów  w Europie  Zachodniej,  
władze am erykańskie  odm aw ia ją  handlow ego o zn a ­
kow ania  tego rodzaju  jarzyn. Co  więcej, jesteśmy 
w przeddzień rozpoczęcia tzw. terapii genowej, czyli 
m etody  leczenia cho rób  genetycznych poprzez modyfi­
kację genów ludzkich.

Postęp  jest im ponujący, wręcz oszałamiający. Ale 
a la rm ująca  jest dla mnie, towarzysząca temu, og ro m n a  ; 
komercjalizacja biologii i genetyki m olekularnej (nie 
w spom inając  już  o innych dziedzinach nauki). K o m er­
cjalizacja, w której czynny udział b iorą  także n iektórzy i  

czołowi badacze. Wielu z nich staje się członkam i ! 
zarządów  potężnych firm farmaceutycznych, czy b io ­
technologicznych. C oraz  częstsze są przypadki ukry- i 

wania przed społecznością naukow ą  w yników włas­
nych bad ań  naukow ych, k tóre  t rak to w an e  są ja k o  
„osobista  własność in te lek tualna”, przeznaczona dla 
celów komercyjnych. Jak  pisał parę  miesięcy temu, na 
łam ach  N atu rę ,  angielski fizyk, John  Z im an, n au k a  
akadem icka, pod naciskiem w ym agań  technologicz­
nych, jest w trakcie przejścia do  nowej fazy, zwanej 
nau k ą  post-akadem icką. Skutki tego nie m uszą być dla 
nas radosne. Czy potrafimy odpow iednio  na to reago­
wać w interesie całej ludzkości? M usim y chyba  zadać  
sobie pytanie: „Czy podstaw ow ym  celem badań  n a u ­
kowych będzie nadal poszukiwanie  prawdy, czy za ­
stąpi ją  pogoń za finansowym zyskiem?” I jak ie  będą 
tego skutki?

W Polsce, proces ten następuje wolniej. Być może 
częściowo wskutek śmiesznie niskich nak ład ó w  na 
naukę w ogóle. Nie jest to jednak  pocieszające. P au p e ­
ryzacja nauki w Polsce, uniemożliwia bowiem o d ­
grywanie przez nią pozytywnej roli w różnorodnych  
dziedzinach życia społecznego. D ochodzę  w tym miejs­
cu do pytan ia  końcowego. Czy my, ja k o  środow isko  
naukowe, potrafimy uruchom ić  takie działania, k tóre  
uśw iadom ią  innym g rupom  społecznym i ich p rzed­
stawicielom palącą konieczność zmiany tej sytuacji?

W imieniu Z a rząd u  G łów nego Tow arzystw a, Redakcji „Postępów Biochemii" o raz wszystkich członków 
Polskiego Tow arzystw a  Biochemicznego sk ładam y Panu  Profesorowi serdeczne gratulacje i najlepsze życzenia.
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I. Wstęp

B adania  nad replikacją genom u bakteriofaga  X nie 
tylko pozwoliły na szczegółowe poznanie  biochem icz­
nego m echanizm u tego procesu, lecz poszerzyły ró w ­
nież naszą wiedzę o fizjologii kom órk i  bakteryjnej 
będącej gospodarzem  faga X. Badania  te doprow adziły  
po raz pierwszy do w yizolowania i scharak te ryzow a­
nia b iochemicznego bakteryjnych białek szoku te r­
micznego (heat shock proteins) (D n aK , D naJ, G rp E  
o raz  ClpX) [1-5], k tórych  funkcje biologiczne wy­
kraczają  da leko  poza udział w replikacji D N A  faga X.

Podczas infekcji kom órk i bakteryjnej (Escherichia 
coli) fag X wstrzykuje do  cytoplazm y dw uniciow ą 
liniową cząsteczkę D N A  o długości 48,5 kb, k tó ra  jest 
szybko przekszta łcana  przez dw a baktery jne  enzymy 
ligazę i gyrazę w kolistą, ujemnie superhelikalną 
cząsteczkę D N A  [6, 7], Replikacja XDNA rozpoczyna 
się od specyficznej sekwencji in icjatorowej orik, z lo k a ­
lizowanej w obrębie  genu kodującego  replikacyjne

*Dr, Katedra Biologii Molekularnej i Komórkowej Między­
uczelniany Wydział Biotechnologii A M G /U G  Uniwersytet 
Gdański, ul. Kładki 24, 80-822 Gdańsk

Contents:
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III. Loading of bacterial DnaB helicase
IV. Activation of preprimosome leads to unidirectional

replication of XDNA
V. Activation of second direction of XDNA replication
VI. Switch from bidirectional 0 into unidirectional 6-mode 

of XDNA replication
VII. Conclusion

białko fagowe XO. P oczą tkow o replikacja XDNA jest 
d w u k ie runkow a  i zachodzi zgodnie z modelem 0 (teta). 
Pom iędzy 10 a 15 m inu tą  po infekcji następuje p rze ­
stawienie replikacji XDNA z dwukierunkow ej 0 na 
jednok ie runkow ą , zachodzącą  zgodnie z m echan iz­
mem toczącego się koła (replikacja typu a  (sigma). 
W wyniku replikacji typu ct dochodzi do syntezy 
długich liniowych cząsteczek D N A  wielokrotnie d łu ż ­
szych od pojedynczego genom u faga. W późnym  
s tad ium  infekcji te liniowe cząsteczki D N A  są o d ­
pow iednio  cięte i pakow ane  do  główek fagowych.

Badania  biochemiczne, w k tórych zas tosow ano  ja k o  
m atrycę D N A  plazmid zawierający sekwencję orik , 
dostarczyły wielu szczegółowych informacji na tem at 
m oleku larnego  m echanizm u replikacji zachodzącej 
zgodnie z m echanizm em  0 [1]. Dotychczas nie udało  
się jed n ak  opracow ać  systemu in vitro um ożliw iające­
go badanie  jednok ierunkow ej replikacji XDNA za ­
chodzącej zgodnie z m echanizm em  a  [6], N asza  
wiedza na tem at m echanizm u przejścia od replikacji 
dw ukierunkow ej 0 do jednok ierunkow ej a  jest ró w ­
nież bardzo  uboga.

G en o m  faga X koduje  jedynie dw a białka biorące 
bezpośredni udział w replikacji XDNA (XO, XP), 
wszystkie pozostałe czynniki katalizujące syntezę fugo­
wego D N A  kodow ane  są przez genom  gospodarza .  
Rola replikacyjnych białek wirusowych polega na 
koo rd y n o w an iu  pow staw ania  kolejnych kompleksów'
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nukleopro te inow ych biorących udział w replikacji 
XDNA [8-12]. W niniejszym artykule  chciałbym zw ró ­
cić szczególną uwagę na biochemiczne mechanizm y 
umożliwiające wirusowi wykorzystanie  replikacyjnego 
a p a ra tu  gospodarza.

II. Powstanie aktywnego kompleksu  
inicjacyjnego orik-XO

Oddziaływ anie  pom iędzy in icja torowym  białkiem 
fagowych XO  a specyficzną sekwencją D N A -o rU  z a p o ­
czątkowuje proces inicjacji replikacji ^ D N A . Cztery 
dimery XO  wiążą się z czterem a pow tórzonym i sek­
wencjami (iterony), z lokalizowanym i w obrębi orik  
[13]. Badania  za pom ocą  m ik ro sk o p u  elektronow ego 
sugerują, że w obrębie  kom pleksu  orik-XO  łańcuch 
D N A  nawinięty jest na  cząsteczki białka tworząc 
struk tu rę  przypom ina jącą  nukleosom  [14]. Przez a n a ­
logię, kom pleks orik-XO  nazw ano  O -som em  [15]. 
D ośw iadczenia  biochemiczne wykazały, że w arunki 
reakcji (rodzaj i stężenie soli o raz  stopień ujemnej 
superhelikalności m atrycy  D NA) wpływają na specyfi­
czność zależnej od białka XO  inicjacji replikacji dwu- 
niciowego D N A  [6, 16]. Białko XO, podobn ie  jak  
b iałko inicjatorowe g ospodarza  (DnaA) wykazuje ten ­
dencję do  agregacji i inak tyw ow ania  się, zwłaszcza 
w w arunkach  niskiej siły jonow ej roztw oru  i podw yż­
szonej tem pera tu ry  ś rodow iska  reakcji [17]. In vitro 
w ykazano, że bakteryjne białko opiekuńcze (chapero­
ne protein) ClpX, będące pod jednos tką  regula torow ą 
proteazy C lpXP, może chronić  XO  przed agregacją, 
a nawet ka talizow ać dysocjację agregatów  [17]. 
W obecności ClpX zaobse rw ow ano  również zwięk­
szoną specyficzność wiązania  b iałka XO  do D N A  
zawierającego sekwencję orik  [17]. Inne bakteryjne 
białka opiekuńcze: ClpA, oraz  D n a K /D n a J /G r p E  
przynajmniej częściowo m ogą zastępow ać białko 
ClpX w tych funkcjach ( W a w r z y n ó w  A,  Ż y l i c z  
M —  wyniki n ieopublikowane). Rola bakteryjnych 
białek opiekuńczych w tworzeniu kom pleksu  inicjacyj­
nego in vivo nie jest do tychczas dok ładn ie  poznania , 
m ożna  jednak  przypuszczać, że fagowe białko XO  
znajduje się pod stalą „op ieką” białek gospodarza .

Pow stan ie  kom pleksu  O -som u, na ujemnie super- 
helikalnej cząsteczce p lazm idow ego D N A , prowadzi 
do  zm iany konform acji D N A  w obrębie  sekwencji 
wiążącej białko ?X) oraz  w przylegającym regionie 
boga tym  w pary  AT [18]. D otychczas nie w iadom o czy 
w p rzypadku  ?^DNA dochodzi do  trwałego rozdziele­
nia kom plem entarnych  nici D N A  w obrębie  regionu 
bogatego  w pary  AT [19]. Pow staw anie  takiej otwartej 
s truk tu ry  D N A  pod  wpływem wiązania inicjatorowe- 
go białka D naA  zaobse rw ow ano  w obrębie  sekwencji 
oriC  ch ro m o so m u  baktery jnego  [20], Sekwencja b o ­
ga ta  w pary AT jest bardzo  w ażna z p u n k tu  widzenia 
inicjacji replikacji ?^DNA, gdyż przypuszczalnie w jej 
obrębie  dochodzi do  przyłączenia helikazy [6]. O d  tej 
sekwencji rozpoczyna się ka ta lizow ane przez helikazę

rozwijanie dwuniciowego D N A , p row adzące  do  p o ­
wstania  widełek replikacyjnych i umożliwiające przy­
łączenie do m atrycy D N A  białek w chodzących w skład 
kom pleksu  replikacyjnego [6, 19]. Efektywne przyłą­
czenie tych białek możliwe jest jedynie wtedy, gdy 
region bogaty  w pary  AT charak teryzuje  się zm ienioną 
konform acją  umożliwiającą łatwe rozdzielenie k o m ­
p lem entarnych  nici DNA. In  vivo, n iezbędnym  czyn­
nikiem w spom agającym  pow stanie  o twartej kon fo r­
macji regionu bogatego w pary  AT jest t ranskrypc ja  
rozpoczynająca  się od p ro m o to ra  p R, zlokalizow anego 
z lewej s trony sekwencji orik (Rye. 1) (tzw. ak tyw acja  
transkrypcy jna  orik) [21]. In vitro udało  się wprawdzie  
p okazać  inicjację replikacji 7 D N A  zachodzącą  bez 
udziału polimerazy RNA. D o reakcji takiej dochodzi 
jed n ak  pod  w arunk iem  s tosow ania  silnie ujemnie 
superhelikalnej m atrycy D N A  w nieobecności b a k ­
teryjnego białka H U  (histone like protein) [22, 23], 
Białko H U  obniża  stopień ujemnej superhelikalności 
m atrycy D N A  i w jego obecności replikacja ^ D N A  in 
vitro jest całkowicie uzależniona od aktywacji trans- 
krypcyjnej [23].

W procesie aktywacji transkrypcyjnej orik  może 
również uczestniczyć baktery jne  in icja torowe białko 
DnaA, k tóre  przyłącza się do  specyficznej sekwencji 
D N A  (DnaA-box). Białko D naA  nie ty lko inicjuje 
replikację ch ro m o so m u  bakteryjnego, ale może ró w ­
nież pełnić rolę czynnika transkrypcyjnego , m o d u lu ją ­
cego ak tyw ność  polimerazy RNA [24], Pom iędzy 
p ro m o to rem  p K a regionem orik  występuje kilka 
sekwencji D N A , które  potencjalnie  m ogą wiązać biał­
ko DnaA. In vitro udało  się wykazać wiązanie białka 
D naA  do  liniowego fragm entu  D N A  zawierającego te 
sekwencje (S z a 1 e w s k a -P  a ł a s z  A, M a r s z a ł e k  
J, T a y l o r  K —  wyniki n ieopublikowane), zaś in vivo 
w ykazano, że m utacja  w genie dnaA  prow adzi do 
znacznego obniżenia  transkrypcji z p ro m o to ra  p R. 
[25]. Wyniki te są zgodne z wcześniejszą obserwacją, 
że m utacy jna  eliminacja funkcji D naA  blokuje  rep lika­
cję p lazm idu X [26], i że w pewnych w aru n k ach  
replikacja faga X jest zależna od funkcji D naA  [27]. 
Białko D naA  regulujące przebieg cyklu k o m ó rk o w eg o  
gospodarza  może więc być jednym  z czynników  k o n t ­
rolujących częstość inicjacji replikacji 7 D N A  [7],

III. Wiązanie bakteryjnej helikazy D naB

Funkcja  drugiego fagowego białka replikacyjnego 
-  >^P, polega na przyłączeniu bakteryjnej helikazy 

D naB  do  kom pleksu  inicjacyjnego orik-kO .  Białko 
D naB  jest helikazą D N A  odpow iedz ia lną  za przesu­
wanie widełek replikacyjnych w procesie replikacji 
ch ro m o so m u  baktery jnego  [28]. W kom órce  w ystępu­
je w postaci heksam eru w kom pleksie  z 6 cząsteczkam i 
baktery jnego  białka D n aC  [29], Rolą b iałka D n a C je s t  
umożliwienie specyficznego oddz ia ływ ania  helikazy 
D naB  z kom pleksem  inicjacyjnym o n C D N A -D n a A  
[30, 31].
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replikacja typu 
s ig m a  (o)

DnaG

dw ukierunkow a replikacja typu teta (9)

Ryc. 1 H ipotetyczny udział bakteryjnych białek opiekuńczych oraz polim erazy RNA w procesie inicjacji replikacji XDNA.
1. Aktywacja transkrypcyjna um ożliwia powstanie aktyw nego kom pleksu preprim osom u on7,-A.O(^P-DnaB)2
2. Bakteryjne białka szoku term icznego D n aK /D n aJ/G rp E  aktyw ują helikazę DnaB powodując dysocjację białka A.P. Prow adzi to do 
jednokierunkow ej replikacji ^D N A .
3. T ranskrypcja przechodząca przez sekwencję ori). powoduje dysocjację kom pleksu O-somu. Um ożliwia to włączenie drugiego 
kierunku replikacji DNA.
3’. Czasowe zaham ow anie transkrypcji, lub aktywności ClpX prowadzi do zablokow ania ruchu widełek rcplikacyjnych pow odując 
włączenie jednokierunkow ej replikacji Ż.DNA zachodzącej zgodnie z m echanizmem  a.
4. Białka bakteryjnego apara tu  replikacyjnego wiążą się do XDNA.
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Fagow e białko k o n kuru je  z bak tery jnym  biał­
kiem D n a C  o wiązanie z helikazą DnaB. In vitro, 
w ykazano  wiązanie b iałka do  kom pleksu  D naB- 
-D naC . Nie w iadom o jed n ak  czy w wyniku wiązania 
XP dochodzi do uwolnienia  D naC , czy też tworzy się 
tró jsk ładnikow y kom pleks D n a B -D n a C -^ P  [32, 33]. 
Również stech iom etria  kom pleksu  I P - D n a B  nie jest 
dok ładn ie  znana. Przypuszczalnie do  heksam eru 
D naB  przyłączone są 2 cząsteczki XP [32], W iązanie 
>tP z D n aB  ham uje  A T P azo w ą  oraz  helikazową a k ­
tywność białka D naB , co z kolei pow oduje  z a h a m o w a ­
nie replikacji ch ro m o so m u  baktery jnego  [28, 32, 33]. 
U tw orzenie  kom pleksu  i^P-DnaB prow adzi do p o ­
wstania  nuk leopro te inow ego  kom pleksu  o r /ż -^O -^ P -  
-D naB  tzw. p rep rim osom u  [8-10], Przypuszczalnie 
dw a heksam ery D n aB  m odyfikow ane przez ?^P wiążą 
się z sekwencją o m  dzięki oddzia ływ aniu  z C -końcow ą 
do m en ą  b iałka XO  [19]. O ddzia ływ anie  pomiędzy 
białkam i M3 i ?lP, chociaż wykryte in vivo i in vitro 
[34], jest p ra w d o p o d o b n ie  zbyt słabe, aby mogło być 
jedyną  siłą stabilizującą kom pleks p reprim osom u. 
W edług hipotezy zap roponow ane j przez zespół 
M c M a c k e n a  [19] p reprim osom  tworzący się na 
ujemnie superhelikalnej m atrycy D N A  zam raża  „o t­
w a r tą ” konform ację  D N A  w rejonie oriX bogatym  
w pary AT. W pierwszej fazie tworzenia  p rep rim osom u  
jedynie b iałka i ?iP bezpośrednio  oddziaływują 
z DNA. Helikaza D naB  miałaby być następnie  p rzeno­
szona pom iędzy częściowo rozdzielone kom p lem en ­
tarne  nici D N A . Sugeruje się, że ten osta tn i proces 
może być uzależniony od aktywacji transkrypcyjnej 
oriX [19]. Inni autorzy, w oparc iu  o badan ie  genetycz­
ne, sugerują bezpośredni udział białka D n aK  w reakcji 
w iązania helikazy D naB  z m atrycą  D N A  [35].

IV. Aktywacja preprimosomu prowadzi do 
jednokierunkowej replikacji X D N A

Dzięki zastosow aniu  systemu replikacji złożonego 
z oczyszczonych białek w ykazano, że kom pleks pre ­
p r im osom u oriX-XO-XP- D naB  jest n ieaktyw ny [8-10], 
Silne oddzia ływ ania  pom iędzy b iałkam i ?^P i D naB  
i przypuszczalnie między XO  i D n aB  stabilizują s t ru k ­
turę preprim osom u, jednocześnie  jed n ak  ham ują  a k ­
tywność DnaB. Aktywacja  helikazy D naB  w ym aga 
udziału baktery jnych  białek szoku termicznego 
D n a K /D n a J /G rp E ,  zaliczanych także do  rodziny b ia ­
łek opiekuńczych. M oleku larny  m echanizm  działania  
tych białek został dość dok ładn ie  poznany  [1, 36]. 
K onform acja  b iałka D n a K  i jego pow inow actw o  do 
białkowych substra tów  zależy od tego czy białko 
D n a K  związane jest z A T P  czy też z A D P. Po 
hydrolizie A TP, D n a K  przyjmuje konform ację  n a ­
zw aną  D n a K * -A D P  charak te ryzu jącą  się niskim p o ­
winow actw em  do  białkowych substra tów , w tym do 
XP  [36-38]. Czynnikiem  w arunku jącym  specyficzne 
wiązanie D n a K  z kom pleksem  p rep rim osom u  jest 
b iałko D naJ,  k tóre  oddziałuje  ze znajdującym i się

w preprim osom ie  białkami XP i D naB  [39]. Białko 
D naJ indukuje  zm ianę konformacji D n a K  prow adząc  
do  wytworzenia  stabilnego kom pleksu  pom iędzy 
D n aK  a białkam i preprim osom u. N astępnie , w obec­
ności A TP, białko G rp E  pow oduje  w ym ianę A D P  
związanego z D n aK  na ATP. H ydro liza  A T P  p o w o d u ­
je pow ró t do  konform acji D n a K * -A D P  ch a rak te ry zu ­
jącej się niskim pow inow actw em  do  substra tu .  Rezul­
ta tem  tego zależnego od A T P  cyklu reakcji jest uw ol­
nienie białek >.P i D n a K  z kom pleksu  p rep r im osom u  
[1, 9, 40, 41], Białko XO  nie zostaje uw olnione 
z kom pleksu  p ra w d o p o d o b n ie  dlatego, że po w in o w ac­
two D naJ  do XO  jest znacznie niższe niż do  7.P [37], 

O dpow iedn ia  topologia  sekwencji D N A  obe jm u ją ­
cej oriX jest n iezbędna w procesie aktywacji p rep ­
rim osom u. K om pleks p rep rim osom u  może być u tw o ­
rzony na liniowej cząsteczce D N A , jed n ak  taki k o m ­
pleks nie może być ak tyw ow any  przez b iałka szoku 
termicznego ( Ż y l i c z  M —  wyniki n ieopublikowane). 
Uwolnienie białka A.P aktywuje helikazę D naB , k tó ra  
zaczyna rozwijać podw ójną  nić D N A  tw orząc  s t ru k ­
turę widełek replikacyjnych [9, 10], N astępn ie  kolejne 
replikacyjne białka bakteryjne (p r im aza-D n aG , białko 
wiążące pojedynczą nić DNA-Ssb, holoenzym  poli- 
m erazy III DN A , gyraza G y r  A/B) przyłączają się do 
m atrycy D N A  tw orząc kom pleks replikacyjny. Syn­
teza po tom nych  nici >VDNA zachodzi p ra w d o p o d o b ­
nie zgodnie z m echanizm em  za p ro p o n o w a n y m  dla 
replikacji ch ro m o so m u  baktery jnego  [12],

M echanizm  wiązania  helikazy D naB  i aktywacji 
p reprim osom u z udziałem fagowego białka oraz 
bakteryjnych białek opiekuńczych D n a K /D n a J /G r p E  
może być specyficzną adap tac ją  faga X służącą do 
replikacji swojego D N A  w kom órce  E. coli. Wyniki 
p row adzonych  os ta tn io  badan ia  nad m u tan tem  białka 
XP pozwoliły na zap ro p o n o w an ie  h ipotetycznego sce­
nariusza pow stan ia  tej adaptacji  [33]. O d  daw na  
znane były punk tow e m u tan ty  w genie ^P ,  k tóre  
pozwalały na efektywne nam nażan ie  się bakteriofaga  
X w szczepach E. coli zawierających mutacje  w genach 
dnaK /dnaJ/grpE ,  w k tórych n iezm utow any fag X nie 
może się n am nażać  [42], B adania  b iochemiczne w y k a ­
zały, że zm utow ane  białko XP nazyw ane Xn , jest 
ak tyw ne w replikacji ^ D N A  in vitro , ale jego p o w in o ­
wactwo do  kom pleksu  D n a B -D n a C  jest oko ło  10- 
-krotnie  mniejsze niż białka Ż.P. Z p ow o d u  obniżonego  
pow inow actw a do  helikazy D naB  u tw orzony  k o m ­
pleks p rep rim osom u jest znacznie mniej stabilny niż 
kom pleks u tw orzony  z udziałem białka XP. T o  z kolei 
pow oduje  zmniejszone zapo trzebow anie  na białko 
D n aK  niezbędne w reakcji aktywacji helikazy. S tw ier­
dzono , że około  10-krotnie mniejsze stężenie b iałka 
D n a K  jest wystarczające do  aktywacji replikacji 
XDNA zależnej od Xn. Również zm utow ane  białko 
Dnak756  całkowicie n ieaktyw ne w s tandardow ej re­
plikacji A.DNA in vitro, było ak tyw ne  w systemie 
replikacji zależnym od białka [33]. W yniki te 
wskazują, że udział białek D n a K /D n a J /G r p E  w a k ­
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tywacji helikazy D naB  jest uzależniony od siły o d ­
dzia ływ ania  pomiędzy białkami XP i DnaB. Z a p ro p o ­
n o w an o  więc następujący scenariusz ewolucyjny [33]:
(1) P rzodkow ie  faga X nie dysponow ali  białkiem XP 
o w ysokim  powinowactwie do  D naB  i konkurenc ja  
pom iędzy  b iałkam i D n a C  i 7 P  o wiązanie do helikazy 
D naB  była uzależniona od s tosunku  stężeń obu  białek. 
W iązało  się to z dłuższym cyklem replikacyjnym faga, 
gdyż potrzebow ał on  więcej czasu na syntezę w ysta r­
czającej ilości białka 7P. (2). Presja selekcyjna w kie­
ru n k u  szybszej replikacji 7 D N A  doprow adziła  do  
pow stan ia  białka XP  charak teryzującego  się wysokim 
pow inow actw em  do  helikazy DnaB. W ynikiem  tej 
adap tac ji  było powstanie  bardziej stabilnego ko m p lek ­
su p rep r im o so m u  w ym agającego aktywacji przy 
w spółudziale  bakteryjnych białek opiekuńczych 
D n a K /D n a J /G rp E .  (3) Poniew aż infekcja fagowa p ro ­
wadzi do  wzrostu  stężenia białek szoku termicznego 
w kom órce  E. coli, w tym również białek 
D n a K /D n a J /G r p E  [43], w ew ną trzkom órkow e  ś ro d o ­
wisko sprzyjało pow stan iu  nowej adaptacji. Przyjęcie 
takiego założenia prow adzi do  wniosku, że udział 
białek D n a K /D n a J /G r p E  w aktywacji p reprim osom u 
jest ewolucyjnie nową, un ika lną  adap tac ją  bak te r io ­
faga X do  pasożytniczego trybu  nam n ażan ia  w k o m ó r ­
ce E. coli.

V. Uruchomienie drugiego kierunku replika­
cji X D N A

W czesna replikacja 7 D N A  zachodzi d w u k ie ru n ­
kow o zgodnie  z modelem 0. In vitro , w reakcji re­
plikacji 7 D N A  katalizowanej przez eks trak t  bak te ry j­
ny w zbogacony o fagowe białka replikacyjne obse r­
w o w ano  również d w uk ie runkow ą  replikację. Jednak  
w systemie replikacji A.DNA o d tw orzonym  z oczysz­
czonych białek fagowych i bakteryjnych zaobse rw o­
w ano  replikację jednok ie runkow ą . Z ab lokow an ie  d ru ­
giego k ie runku  replikacji w systemie oczyszczonym 
może wynikać z dwóch przyczyn: (1) niesymetrycznej 
s t ru k tu ry  p rep rim osom u oraz  (2) ograniczonej wydaj­
ności reakcji aktywacji helikazy DnaB.

M c M a c k e n  i w s p .  zaproponow ali  n iesymet­
ryczną s t ruk tu rę  kom pleksu  p rep rim osom u  [6]. W e­
dług tych au to ró w  dw a heksam ery  helikazy D naB  
związane są z sekwencją D N A  bogatą  w pary AT, 
z lokalizow aną na praw o od kom pleksu  O -som u  (Ryc. 
1) W związku z tym uak tyw niona  przez działanie 
białek D n a K /D n a J /G r p E  helikaza D naB  znajdująca  
się z prawej s trony kom pleksu  p rep rim osom u  może 
bez przeszkód rozwijać dwuniciowe D N A  w kierunku 
na p raw o  od sekwencji oriA. Cząsteczka helikazy 
z lokalizow ana w bezpośrednim  sąsiedztwie O -som u 
(rozwijająca D N A  w k ierunku  na lewo od sekwencji 
oriA) może na swojej d rodze  n ap o ty k ać  kom pleks 
oriA-XO  będący pozostałością  p rep rim osom u po dz ia ­
łaniu białek D n a K /D n a J /G r p E  [6, 44], W ten sposób 
m oże dochodzić  do  zab lokow an ia  jednego k ierunku

replikacji. U ruchom ienie  tego k ierunku  replikacji wy­
m agałoby  zarów no  uwolnienia b iałka XO z kom pleksu  
z D N A  jak  i jego degradacji zapobiegającej p o n o w ­
nem u pow stan iu  s truk tu ry  O -som u. Zgodnie  z wyni­
kami przedstaw ionym i przez zespół M c M a c k e n  a, 
t ranskrypcja  rozpoczynająca  się od z lokalizowanego 
w okolicy oriA p ro m o to ra  p R pow oduje  częściowe 
włączenie drugiego k ierunku  replikacji. Reakcja ta 
od tw o rzo n a  in vitro nie jest jed n ak  wydajna, gdyż tylko 
ok. 30%  badanych  cząsteczek 7 D N A  ulega d w u ­
kierunkowej replikacji [6]. Białko XO  jest niestabilne 
in vivo, jego  degradację  katalizuje pro teaza  C lp P  przy 
współudziale A T Pazy  ClpX nadającej specyficzność 
substra tow ą  reakcji proteolizy. [45-47], Badania  in 
vitro wskazują  na to, że białko XO  w kompleksie 
p rep rim osom u  jest ch ron ione  przed działaniem prote- 
azy C lpXP. D opiero  przejście kom pleksu  transkryp-  
cyjnego pozw ala na jego efektywną degradację  co 
sugeruje, że za rów no  transkrypcy jna  aktyw acja  jak  
i C lpX P-zależna  proteoliza  uczestniczą w usuw aniu  
białka 7.0 z kom pleksu  z oriA, a tym samym być może 
w urucham ian iu  drugiego k ie runku  replikacji 7 D N A  
(W a w r z y n ó w  A, Ż y l i c z  M —  wyniki n ieopub- 
likowane).

D rugą  przyczyną jednok ierunkow ej replikacji 
7 D N A  m oże być ogran iczona wydajność reakcji a k ­
tywacji helikazy D naB  [1, 41] związanej z k o m p lek ­
sem preprim osom u. D oświadczenia  in vitro wykazały, 
że po działaniu białek szoku termicznego pewna ilość 
białka XP pozostaje  zw iązana z helikazą DnaB. P raw ­
dop o d o b n ie  jedynie te cząsteczki helikazy DnaB, k tóre  
po działaniu białek D n a K /D n a J /G r p E  zostały uw ol­
nione od białka XP są ak tyw ne w rozwijaniu dwu- 
niciowego DNA. Tak więc, jeżeli po działaniu białek 
szoku termicznego helikaza D naB  zlokalizow ana 
w pobliżu O -som u nie zostanie  uw oln iona  od XP to 
jeden kierunek replikacji 7 D N A  pozostanie  n ieak tyw ­
ny. Takie  częściowo zak tyw ow ane  kom pleksy pre­
p r im osom u m ogą również pow staw ać in vivo, zwłasz­
cza gdy do  replikacji 7 D N A  dochodzi w w arunkach  
stresu termicznego lub głodu am inokw asow ego. 
W w arunkach  stresu białka szoku termicznego z a a n ­
gażow ane są w wielu procesach kom órkow ych  zw iąza­
nych z och ro n ą  przed jego skutkam i. Tak więc efek­
tywne stężenie tych białek w kom órce  może być 
znacznie obniżone, co może prow adzić  do mniej 
wydajnej reakcji aktywacji p reprim osom u. Nie wiemy 
jak ie  są dalsze losy takiego „o k ro jonego” kom pleksu  
preprim osom u, być może jest on stabilny i pozostaje 
związany z 7 D N A  przez cały cykl replikacyjny (patrz 
dyskusja  poniżej).

O s ta tn io  za p ro p o n o w a n o  hipotezę dziedziczenia 
kom pleksu  replikacyjnego faga X [7, 48]. Autorzy 
sugerują, że w wyniku działania  białek D n a K /-  
- D n a J /G rp E  nie dochodzi do dysocjacji b ia łka XP 
a jedynie  do  zniwelowania ham ującego  wpływu tego 
białka na ak tyw ność  helikazy DnaB. W skład k o m ­
pleksu replikacyjnego po aktywacji wchodziłyby więc
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obydw a b iałka fagowe. Taki wniosek au to rzy  opierają 
na  danych  wykazujących istnienie w kom órce  zaw iera­
jącej replikujący się >lDNA niewielkiej frakcji białka 

odpornej na proteolizę [34, 49, 50], A utorzy ci 
wykazali również, że frakcja ta ulega proteolizie po 
indukcji termicznej białek G ro E L  i G ro E S  [51]. 
W yniki te sugerują, że nie tylko białka D n aK /-  
-D n a J /G rp E  m ają  wpływ na  stabilność kom pleksu  
replikacyjnego faga X. K om pleks  replikacyjny zawie­
rający b iałka i A.P mógłby być trwale związany 
z jed n ą  z nici D N A  i dziedziczony po podziale k om órk i  
gospodarza .  O  dziedziczeniu kom pleksu  miałby świad­
czyć fakt, że po  indukcji głodu am inokw asow ego  
synteza A.DNA jest k o n ty n u o w an a  w w aru n k ach  b ra ­
ku  syntezy fagowych białek replikacyjnych [48, 52-54], 
Dotychczas  nie m a je d n a k  bezpośrednich dow odów  
biochem icznych w skazujących na  to, że b iałka ?X) i 
w chodzą  w skład fagowego kom pleksu  replikacyjnego 
przesuwającego się wzdłuż D N A  i katalizującego 
syntezę nici po tom nych . D o czasu uzyskania  takich 
d ow odów  m ożna  przyjąć a l te rna tyw ną  interpretację 
uzyskiwanych wyników. Dziedziczonym kom pleksem  
replikacyjnym może być p reprim osom  zawierający 
jed n ą  lub dwie cząsteczki helikazy D naB, k tóre  p o m i­
m o działania  białek szoku termicznego nie zostały 
uw olnione z kom pleksu  z białkiem ^ P  [1, 41]. K o m ­
pleks o n ż -^ O -^ P -D n a B  jest najbardziej stabilnym 
in term edia tem  replikacji X.DNA. P onad to ,  kom pleks 
taki najskuteczniej chroni przed proteolizą  związane 
z nim białko XO ( W a w r z y n ó w  A,  Ż y l i c z  M 
wyniki n ieopublikowane). W związku z tym m ożna  
przyjąć, że raz u tw orzony  kom pleks preprim osom u 
może przetrw ać podział k om órk i gospodarza  i zostać 
przekazany  do  kom órek  po tom nych . Tam , pod w a ru n ­
kiem w ystarczająco wysokiej aktywności białek szoku 
termicznego, może ulec aktywacji, co inicjuje kolejną 
rundę  syntezy p o tom nych  nici fagowego D N A  bez 
konieczności syntezy fagowych białek replikacyjnych. 
W a r to  podkreślić  jeszcze raz, że dziedziczeniu mogłyby 
ulegać dw a rodzaje kom pleksów  preprim osom u: za ­
wierające dwie cząsteczki ^ P -D n a B  lub zawierające 
jedynie  jed n ą  cząsteczką ^P -D n aB . W tym osta tn im  
przypadku  replikacja A.DNA inicjowana przez „o- 
k ro jo n y ” kom pleks p reprim osom u, byłaby jed n o k ie ­
runkow a.

VI. Przełączenie replikacji dwukierunkowej 
0 na jednokierunkową zachodzącą zgodnie 
z mechanizmem a

W ydajność  dw ukierunkow ej replikacji Ż.DNA in 
vitro nie jest wysoka, jed n ak  nawet in vivo zaobse r­
w ow ano  tendencję do  jednok ierunkow ej replikacji 
genom u faga X [6]. Być może jest to związane z m echa­
nizmem odpow iedzia lnym  za przełączenie replikacji 
z typu 0 na  typ a  w późnej fazie infekcji fagowej. 
Replikacji typu a  nie b a d a n o  dotychczas za pom ocą  
m etod  biochemicznych, za p ro p o n o w a n o  jed n ak  h ipo ­

tetyczny mechanizm  pozwalający na przełączenie typu 
replikacji [6]. Kolizja pomiędzy kom pleksem  replika­
cyjnym syntetyzującym wiodącą nić D N A  a kom p lek ­
sem nieaktyw nego p reprim osom u pozostałym  po e ta ­
pie inicjacji replikacji >iDNA m iałaby prow adzić  do 
odsunięcia końca  5' nici wiodącej i kontynuacji jej 
syntezy zgodnie z m echanizm em  a. W arunk iem  takiej 
kolizji jest pozostanie  po etapie inicjacji replikacji 
stabilnego kom pleksu  nieaktywnego preprim osom u 
związanego z sekwencją orik. Jak  w spom niano  wyżej, 
t ranskrypcja  przechodząca przez region orik  pow oduje  
między innymi uwolnienie b iałka związanego 
z D N A . W późnej fazie infekcji fagowej transkrypcja  ta 
jest p raw d o p o d o b n ie  wyłączona bądź poprzez dzia ła­
nie fagowego represora  C ro  [6], lub też, jak  pos tu low a­
no ostatn io , na skutek wyłączenia aktywacji trans- 
krypcyjnej wynikającej z obniżenia  stężenia bak te ry j­
nego białka D naA  [7]. Również białka opiekuńcze 
m ogą potencjalnie uczestniczyć w zmianie typu re­
plikacji. Z ah am o w an ie  aktywności ClpX może p ro w a­
dzić do  stabilizacji kom pleksu  oń k-X O  i w efekcie do 
przełączenia replikacji na typ a  [17, 47], P row adzone  
os ta tn io  badan ia  genetyczne wykazały, że w w a ru n ­
kach stresowych wywołanych przez głód am inokw aso-  
wy kom pleks p reprim osom u jest stabilny i może być 
dziedziczony o raz  ponow nie  w ykorzystany w replika­
cji jednej z po tom nych  cząsteczek ^D N A . [48, 52-54], 
Interesująca możliwość, że stabilizacja p reprim osom u 
w w arunkach  głodu am inokw asow ego  pow oduje  prze­
łączenie replikacji z dw ukierunkow ej na je d n o k ie ru n ­
kową, a w konsekwencji przejście do  replikacji typu 
a  nie była do tychczas sp raw dzona  doświadczalnie.

VII. Podsumowanie

Wieloletnie bad an ia  genetyczne i b iochemiczne d o ­
prowadziły  do poznan ia  sposobów  w ykorzystyw ania  
przez faga X enzym atycznego ap a ra tu  gospodarza  do 
własnych potrzeb. Znacznie mniej w iadom o na  tem at 
m echanizm ów, k tóre  pozwalają  bakteriofagowi X wy­
korzystać białka opiekuńcze gospodarza  do  regulacji 
replikacji swojego genomu. P roponu ję  wyróżnić trzy 
klasy oddzia ływ ań pomiędzy ap a ra tem  replikacyjnym 
faga X a białkam i opiekuńczym i gospodarza: (1) Białka 
opiekuńcze stabilizują białko inicjatorowe A.O [17] 
wykazujące tendencję do  agregacji i inaktywacji. (Jest 
to uniwersalny, niewyspecjalizowany typ działania 
białek opiekuńczych występujący w p rzypadku  wielu 
replikacyjnych białek bakteryjnych (DnaA, ssb) [24] 
o raz  białek replikacyjnych kodow anych  przez różne 
genom y replikujące się w kom órce  E. coli (plazmid 
P l -b ia łk o  RepA, plazmid F-b ia łko  RepE) [55]. Białka 
opiekuńcze działają w tym przypadku  na zasadzie 
m olekularnych  detergentów  zapobiegających agrega­
cji wielu białek kom órkow ych  [5].
(2) P roteolizą  białka XO  ka ta lizow ana  przez proteazę 
C lpX P  w ym aga bardziej precyzyjnej regulacji. (O s ta t­
nio zap ro p o n o w an o ,  że s tabilność kom pleksu  substra t
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białkowy-ClpX decyduje o tym czy związane białko 
jest ch ron ione  czy też deg radow ane  przez proteazę 
C lp X P  [56]. A dap tac ja  faga X do w ykorzystan ia  
funkcji ClpX w replikacji XDNA m ogłaby  polegać na 
ewolucji takiej sekwencji am inokw asow ej w białku XO, 
k tó ra  jest ro zp o zn aw an a  przez system proteazy 
ClpXP.) (3) Najbardziej wyspecjalizowana funkcja 
białek opiekuńczych w replikacji D N A  faga X to 
ak tyw acja  kom pleksu  p rep rim osom u  polegająca na 
dysocjacji b iałka XP. W tej reakcji białka 
D n a K /D n a J /G r p E  rozpozna ją  substra t  XP znajdujący 
się w kom pleksie  wielu białek związanych z DNA. 
C zynnikiem  w arunku jącym  specyficzność działania  
D n aK  jest wiązanie b iałka D naJ  do substra tu  biał­
kowego [37], Nie wiemy jed n ak  jaki jest m olekularny  
sygnał (sekwencja am inokw asow a, konform acja  łań ­
cucha po lipeptydow ego) w arunku jący  specyficzność 
tego oddziaływania . T ak  skom plikow anej sytuacji nie 
obserwuje się w procesie replikacji ch ro m o so m u  b a k ­
teryjnego, ani w replikacji innych genom ów  zależnych 
od bakteryjnych białek opiekuńczych. Jedynie podczas 
replikacji bak teriofaga  M u dochodzi do  podobnej 
sytuacji, gdy białko opiekuńcze ClpX w nieobecności 
C lp P  katalizuje dysocjację te tram eru  białka M uA 
związanego z D N A  [57, 58].) Podsum ow ując  należy 
podkreślić, że często spo tykane  stwierdzenie, iż bezpo­
średni udział białek opiekuńczych w replikacji D N A  
bakteriofaga  X wskazuje na uniwersalną rolę tych 
białek w replikacji p rokario tycznego  D N A , jest zbyt 
dużym  uproszczeniem. P raw d o p o d o b n ie  udział b a k ­
teryjnych białek opiekuńczych w replikacji XDNA 
m ożna  uważać za un ikalną  adaptac ję  bakteriofaga 
X umożliwiającą bardziej efektywne w ykorzystanie 
replikacyjnego ap a ra tu  gospodarza.
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Wykaz stosowanych skrótów: TIR — terminalne odwrócone 
sekwencje powtórzone (ang. terminal inverted repeats); mt 

mitoehondrialny; P F G E  — elektroforeza w pulsującym 
polu elektrycznym (ang. pulsed field gel electrophoresis): oriC 

miejsce inicjacji replikacji DNA (ang. chromosomal origin): 
ter — miejsce terminacji (ang. termination): T P  — białko 
terminalne (ang. terminal protein).

I. Wstęp

Wielkość ch ro m o so m u  prokario tycznego  w aha się 
od 0.6-0.8 M pz  u Mycoplasma  [1-3] do 9.5 M pz 
u M yxococcus xanthus  [4], D otychczas uw ażano, że 
ch ro m o so m  baktery jny  w odróżnien iu  od liniowego

JMgr, Syngen Biotech, ul. Trzemeska 12, 53-679 Wrocław,
2dr hab., Zakład Mikrobiologii, Instytut Immunologii i Te­
rapii Doświadczalnej PAN, ul. Czerska 12, 53-114 Wrocław

ch ro m o so m u  eukario tycznego, jest kowalencyjnie  za ­
m knię tą  kolistą cząsteczką dw unic iow ego DNA. 
W prow adzenie  w połowie lat 80. techniki elektroforezy 
D N A  w pulsującym polu elektrycznym ( P F G E  —  Pul- 
sed Field Gel Electrophopresis)  [5, 6] umożliwiło 
rozdział za rów no  dużych fragm entów  c h ro m o so m u , 
jak  i całych ch rom osom ów  w żelach agarozow ych. 
Dzięki tej technice w yznaczono wielkości c h ro m o ­
somów, spo rządzono  ich fizyczne m apy o raz  z lokalizo­
w ano poszczególne geny na mapie fizycznej c h ro m o ­
som ów  wielu g a tunków  bakterii [7]. A nalizując za 
pom ocą  P F G E  m apy fizyczne u bakterii  n iek tórych  
ga tu n k ó w  stwierdzono, że ich ch ro m o so m y  występują  
w formie liniowej typowej dla organ izm ów  eu k a r io ty ­
cznych.

II. Liniowy chromosom prokariotyczny

Pierwszą poznaną  liniową cząsteczką D N A  u pro-
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k a r io ta  był p lazm id pSLA2 wyizolowany ze Strep- 
tomyces rochei w 1979 r. [8]. O d  tego czasu w yizolow a­
no wiele innych liniowych plazm idów  z o rganizm ów  
należących do  rodzaju  Borrelia [9], Nocardia  [10], 
Rhodococcus  [11], Streptomyces  [8, 12] i Thiobacillus 
[13]. Ich wielkość mieści się w zakresie od 3.7 do  1700 
kpz (Tab. 1). P o d  koniec lat 80. pojawiły się pierwsze 
doniesienia  do tyczące liniowego ch a rak te ru  c h ro m o ­
som u bakteryjnego. A zatem, do tychczasow y do g m a t  
o podziale  ch ro m o so m ó w  na liniowe, charak te rys tycz­
ne d la  o rgan izm ów  eukario tycznych  oraz  koliście 
zam knię te , charak terys tyczne dla Prokaryota  został 
podw ażony.

Pierwszym p o znanym  liniowym ch ro m o so m em  b a ­
ktery jnym  był ch ro m o so m  spirobakterii  Borrelia burg- 
dorferi. Inne liniowe ch ro m o so m y  dotychczas p o z n a ­
ne, to  pochodzące  z Agrobacterium tumefaciens [14], 
Rhodococcus fascians  [11] czy Streptomyces. Ich wiel­
kość wynosi od 0.96 M pz [9 ,15]  do 8 M pz [16] (Tab. 1). 
W p rzy p ad k u  Streptomyces  obecność liniowej formy 
cząsteczki s tw ierdzono  u wszystkich dotychczas b a d a ­
nych g a tu n k ó w  w tym organ izm ów  m odelow ych S. 
coelicolor i S. lividans [17, 18].

O becność  liniowego ch ro m o so m u  s tw ierdzono na 
podstaw ie  rozdzia łu  cząsteczek D N A  za pom ocą  elek­
troforezy w pulsu jącym  polu elektrycznym. W brew  
temu, że duże, koliście zam knię te  cząsteczki D N A  nie 
m igru ją  w żelu agarozow ym  podczas P F G E ,  zau w ażo ­
no w ysokocząsteczkow e p asm a pochodzące  od geno- 
m ow ego  D N A , zbliżone wielkością do  określonej 
wcześniej innym i m etodam i wielkości chrom osom u. 
Możliwość, że pasm a  te pochodzą  od superskręconej, 
kolistej cząsteczki D N A  w ykluczono w prow adza jąc  
nacięcia w pojedynczych niciach, pow odujące  re laksa­
cję superskręconej cząsteczki. Nacięcia te nie miały 
wpływu na przebieg elektroforezy [14]. W yniki tych 
dośw iadczeń d o w o d zą  liniowego ch a rak te ru  c h ro m o ­
somu.

U Streptomyces, k tórych liniowa cząsteczka c h ro m o ­
som u posiada przyłączone kowalencyjnie do 5’ końców 
białka, po rów nyw ano  migrację D N A  trawionego i nie 
trawionego p ro te inazą  K [17]. W pierwszym przypad­
ku obserw ow ano  migrację liniowego DN A , natom iast 
p róbki nie traw ione enzymem nie migrowały w żelu 
agarozowym . Z  dotychczasowych badań  wynika, że 
istnieje związek pomiędzy obecnością liniowych plaz­
midów, a występowaniem  liniowej formy chrom osom u 
u bakterii. Elementy liniowego replikonu nie wyklucza­
ją  jednak  istnienia form koliście zamkniętych w tej 
samej komórce. Agrobacterium tumefaciens C58 to 
m ikroorgan izm  posiadający 2 chrom osom y, z których 
jeden jest liniowy a drugi kolisty [14].

III. Struktura prokariotycznych telomerów

Liniowe cząsteczki D N A  ch ro m o so m ó w  eu k a r io ty ­
cznych zakończone  są te lom eram i —  charak te rys tycz­
nymi sekwencjam i nuk leo tydow ym i zbudow anym i

Tabela 1.
W ielkość bakteryjnych liniowych rcplikonów

Organizm
W ielkość liniowego chrom osom u 

[M pz]*

Borrelia spp. 0.96-1.0

Agrobacterium tumefaciens 2.1

Rhodococcus fascians 4

Streptomyces spp. 8

Wielkość liniowego plazm idu [kpz]

Thiobacillus versutus 3.7

Borrelia spp. 5-200

Rhodococcus fascians 200

Nocardia opaca 180-510

Streptomyces spp. 9-1700

* w artość wyznaczona za pom ocą P F G E  (elektroforeza w pul­
sującym polu elektrycznym).

z prostych, tandem ow o pow tórzonych  sekwencji. Sek­
wencję pow tarza jących  się odcinków  D N A  wyrazić 
m ożna wzorem: C n(A/T)m, gdzie n ^  1 i 1 ^  m ^  4 [19].

F unkc ja  te lom erów  eukario tycznych polega na s ta ­
bilizacji ch rom osom u, zapobieganiu  jego skracaniu  
o raz  przeciwdziałaniu fuzjom i rearanżacjom  D N A  
prow adzącym  do zmian kario typow ych [19-22], 
Zm iany  tego typu występują często w k om órkach  
now otw orow ych  [23],

W śród  liniowych replikonów  prokario tycznych  roz­
różn iono  dw a typy telomerów: o s truk tu rze  „szpilki do 
w łosów” i inw ertrony  (Tab. 2).

S tru k tu ra  „szpilki do  włosów” występuje między 
innymi na końcach  liniowych plazm idów Borrelia 
burgdorferi  (Ryc. Ib). W regionie tym występują o d ­
wrócone sekwencje pow tórzone  i palindrom y. Telome- 
ry te zakończone  są pętlami bogatym i w nukleotydy 
A-T [24-26],

Inw ertrony  występują na końcach  liniowych re­
p likonów  Streptomyces  (Ryc. la). Cechy cha rak te rys­
tyczne tego typu te lom erów to liczne odw rócone 
sekwencje pow tórzone  o raz  białka kowalencyjnie 
związane do  5’ końca. Wielkość odw róconych  sekw en­
cji pow tórzonych  wynosi od 44 pz do  80 kpz w p rzypa­
d k u  plazm idów  gigantycznych (Tab. 3). Z ao b se rw o ­
wać tu m ożna  również obecność sekwencji podobnych  
do  sekwencji insercyjnych [8, 26], Analiza p rzep row a­
dzona  za pom ocą  hybrydyzacji S ou therna  wykazała  
brak  hom ologii sekwencji te lom erów  u różnych g a tu n ­
ków Streptomyces  [27, 28]. Jak  tłumaczyć tak dużą 
różnorodność  sekwencji końcowych, przy tak znacz­
nym, zdaw ałoby  się konserw atyzm ie s truk tu ry  te lom e­
rów? Jaki wpływ m ają te różnice na mechanizm y 
stabilizacji i replikacji cząsteczki D N A  u Prokaryota? 
P y tan ia  te m im o wielu przeprow adzonych  badań , 
nadal w ym agają  odpowiedzi.
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Tabela 2.
Bakteryjne telomcry

Struk tura
telom eru

C harakterystyczne
cechy Prokaryo ta

Przykłady eukariotycznych replikonów

wirusy i plazmidy organellowy DNA

Struktura szpil­
ki do włosów

sekwencje TIR; 
palindrom y

•  Borrelici burgdorferi:
-  liniowe plazmidy;
— chrom osom ;

•  N15 profag (E. coli)

•  genomy wirusowe
-  poxwirusy;
-  wirusy Chlorella;
-  wirus gorączki 

afrykańskich świń

•  mt DNA (drożdże);
•  mt liniowe plazmidy 

(grzyby)

Inw ertrony sekwencje TIR; 
białka kowalencyjnie 
przyłączone do 5’ koń­
ca

•  Streptomyces:
— liniowe plazmidy;
— chrom osom ;

•  bakteriofagi:
— o2 9  (B. suhtilis);

PR D l (£. co//); 
HB-3 (Streptococ- 
cus pneumoniae)

•  adenowirusy;
•  cytoplazm atyczne, 

liniowe plazmidy 
(grzyby)

•  mt liniowe plazmidy 
(grzyby, rośliny)

(a)
Streptomyces lividarts (chromosom)

Tabela 3.
O dw rócone sekwencje pow tórzone Streptomyces

Organizm Liniowa cząsteczka
Wielkość odwróconych 
sekwencji powtórzonych

S. rochei plazmid pSLA2 614 pz

S. clavuligerus plazmid pSCL 900 pz

S. lividans 66 plazmid pSLP2 44 pz
chrom osom 25 kpz

S. coelicolor A3(2) plazmid pSC Pl 80 kpz

S. griseus chrom osom 24 kpz

IV. Replikacja liniowych chromosomów  
prokariotycznych —  synteza telomerów

Proces replikacji D N A  został najlepiej poznany  
u Escherichia coli [29], Replikacja u E. coli rozpoczyna 
się w ściśle określonym  miejscu na chrom osom ie  

-  oriC  (ang. chromosomal origin) i przebiega d w u ­
k ie runkow o (Ryc. 2a). Proces replikacji kończy się gdy 
widełki replikacyjne spo tyka ją  się w regionie te rm in a­
to row ym  (ter) [29].

W jaki sposób  odbyw a  się replikacja D N A  linio­

wych ch rom osom ów ? U Borellia [9, 30, 31] i Strep­
tomyces  [17, 32] region oriC  jest z lokalizowany w p o ­
łowie liniowej cząsteczki D N A  (Ryc. 2b). S tru k tu ra  
tego regionu jest zbliżona do  s truk tu ry  regionu oriC  
bakterii posiadających ch rom osom y koliście zam k n ię ­
te. D oświadczenia  in vivo i in vitro nad m echanizm em  
inicjacji replikacji D N A  u Streptomyces  wykazały, że 
nie ma istotnych różnic w mechanizm ie inicjacji re­
plikacji ch ro m o so m ó w  liniowych i kolistych. Ini- 
c ja torow e białko D naA  łącząc się z 9-cio m erowym i 
odc inkam i dwuniciowego D N A  (tzw. boksy  D naA , 
Ryc. 2) w regionie oriC  pow oduje  odkształcenie, a n a ­
stępnie rozdzielenie obu  nici D N A  w obrębie  13-sto 
merowych sekwencji bogatych  w pary  AT. U E. coli, 
białko D naA  umożliwia także w prow adzenie  k o m ­
pleksu helikazy D n a B -D n a C  w miejsce lokalnie roz­
plecionego D N A  [29]. Rozplatanie  dw uniciow ego 
D N A  przebiega w dw óch k ie runkach  począwszy od 
oriC, podczas przesuw ania  się helikazy D naB  wzdłuż 
DNA. Powstaje  w ten sposób  m atryca  dla prim ingu 
i enzym ów  uczestniczących w syntezie obu  nici D N A . 
U E. coli i Bacillus suhtilis , o rgan izm ów  posiadających  
koliste ch rom osom y, ruch widełek replikacyjnych ule­
ga za trzym aniu  w obrębie  regionu te rm ina to row ego
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(b)

Streptomyces lividans 
8 Mpz

l - s ek w en c je  b o g a te  w  AT

► - D n a A  boksy

- c  - se k w e n c je  te rm in a to ro w e
Ryc. 2. S truk tu ra  regionu inicjacji (oriC) i term inacji (ter) replikacji DNA u bakterii posiadających (a) kolisty chrom osom , (b) liniowy 

chrom osom . Strzałkam i zaznaczono kierunek ruchu widełek replikacyjnych.

(ter), k tóry  jest z lokalizowany naprzeciw ko regionu 
oriC  (Ryc. 2a) [33, 34], Dla obu tych m ik roo rgan iz ­
m ów  region ter został s to sunkow o  dobrze  sch a rak ­
teryzowany. U E. coli region ter obejm uje około  800 pz, 
a na  jego obu  końcach  występują po dwie pow tórzone  
22-nukleo tydow e sekwencje te rm ina to row e  (terA , 
terB, terC, terD, Ryc. 2a). D o sekwencji tych specyficz­
nie wiąże się białko T  us, które  jest inh ibitorem  helikazy 
D naB  [35-37]. Białko Tus ham uje ak tyw ność  helikazy 
D naB  tylko wówczas, gdy zwiąże się ono  do  sekwencji 
ter o orientacji zgodnej z ruchem widełek replikacyj­
nych. A zatem  widełki poruszające się zgodnie z ru ­
chem wskazówek są za trzym yw ane przez sekwencje 
terC  i terD, n a tom ias t  widełki replikacyjne poruszające 
się w k ie runku  przeciwnym do  ruchu  wskazówek są 
„aresz tow ane” przez sekwencje terA  i terB  [38, 39].

D otychczas niewiele w iadom o na tem at m echaniz­
mu terminacji replikacji D N A  u bakterii p os iada ją ­
cych liniowe chrom osom y. Wszystkie pro- i eu k a r io ty ­
czne polimerazy D N A  syntetyzują D N A  tylko w kie­
ru n k u  5’ -> 3’ [29], Synteza D N A  na m atrycy zor ien­
towanej w k ie runku  3’ —► 5’ odbyw a się w sposób 
ciągły, a nici przeciwnie zorientow anej w sposób  
nieciągły, poprzez  fragmenty O kazak i.  N astępn ie  są 
usuw ane startery  RNA z now osynte tyzow anych frag­
m entów  D N A  a powstałe po nich luki uzupełniane. N a  
koniec fragm enty  te są łączone za pom ocą  ligazy. 
Poniew aż polim erazy D N A  nie m ają możliwości uzu­
pełniania b rak ó w  powstałych w sekwencjach łańcu­

chów po usunięciu starterów  na ob u  5’ końcach  
liniowej cząsteczki D N A , w każdej rundzie  replikacji 
następow ałoby  skracanie  cząsteczki D N A . A zatem 
liniowe chrom osom y, po kolejnym  cyklu replikacji, 
zakończone  byłyby na 3’ końcu  jednon ic iow ym  odcin ­
kiem DN A . U Eukaryota  obecność te lom erów  na 
końcach ch ro m o so m ó w  zapobiega  sk racan iu  tych 
ch ro m o so m ó w  przy każdej nowej rundzie  replikacji 
D N A  o odcinki równe długości końcow ych starterów  
RNA, niemożliwych do  uzupełnienia przez polimerazy 
DNA. Synteza te lom erów odbyw a się na innej zasadzie 
niż synteza D N A  w trakcie replikacji [40], Enzym em  
odpowiedzia lnym  za proces w ydłużania  te lom erowych 
zakończeń ch ro m o so m ó w  jest te lom eraza  (200-500 
kD a) [41, 42], k tó ra  w swoim cen trum  katalitycznym  
zawiera łańcuch RN A  (159-200 pz). Ś rodkow y frag­
ment cząsteczki RNA służy ja k o  m atryca  w syntezie 
te lom erów [43].

M u s i a l o w s k i  i w s p .  [44] wykazali in vivo, że 
u Streptomyces  replikacja D N A  przebiega w przeciw­
nych k ie runkach  rozpoczynając się w regionie oriC  
po łożonym  w środku  liniowego ch ro m o so m u  (Ryc. 
2b). Jaki jest m echanizm  zapobiegający skracaniu  się 
ch ro m o so m ó w  w kolejnych ru ndach  replikacji u Strep­
tomyces l

O sta tn io  C h e n  [45] zap ro p o n o w a ł  cztery h ip o ­
tetyczne m echanizm y syntezy te lom erów  liniowych 
chrom osom ów Streptomyces (Ryc. 3). Mechanizm pierw­
szy został zap ro p o n o w an y  na podstaw ie  analogii do
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(a) (d)

I II III IV

•  - b ia łko  t e rm ina lne

■+ - D N A  p o l im era za

«► - p a l in d r o m y

Ryc. 3. H ipotetyczne mechanizmy syntezy telom erów chrom osom u 
Streptomyces Iwidans: (a) Synteza telom erów jest inicjowana 
przez białko term inalne, k tóre staje się starterem  dla poli- 
merazy DNA; (b) W olny jednoniciow y 3’ koniec tworząc 
struk turę  „szpilki do włosów” pełni rolę startera syntezy 
jednej z nici DNA. Synteza drugiej nici inicjowana jest przez 
nacięcie jednej nici struk tury  „szpilki do włosów” z w ykorzy­
staniem  grupy 3’-OH służącej jak o  starter. Nacinające 
białko term inalne wiąże się do 5' końca (c). Białko term inal­
ne i polim eraza DNA inicjują syntezę DNA w obrębie 
dwuniciowego odcinka DNA utw orzonego przez sparow a­
nie kom plem entarnych odcinków  palindrom ów  I i IV 
wolnego 3’ końca, (d) 5’ koniec nowosyntetyzow anej nici 
zostaje uzupełniony za pom ocą homologicznej rekombinacji 
z 3’ końcem  nici rodzicielskiej, (wg C. W. C h e n a, T r c n d s  
i n G  e n e t i c s, 1996 — zmodyfikowane).

replikacji adenow irusów  [29] i baktery jnego  faga 4>29 
[29]. W mechanizm ie tym zak łada  się, że term inalne 
b iałko (TP) służy ja k o  s tarter  dla polimerazy D N A  do 
syntezy końców  ch ro m o so m u  (Ryc. 3a). Jednakże  
w przypadku  adenow irusów  term inalne białko nie 
tylko odgryw a rolę s tartera , ale również inicjuje re- 
plikację genomu. W przeciwieństwie do  Streptomyces  
replikacja liniowej cząsteczki D N A  adenow irusa  roz­
poczyna się nie w ś rodku  cząsteczki, lecz na obu jej 
końcach. Substra tem  dla białek inicjujących replikację 
om aw ianych  wirusów jest stabilny, zakończony  „ tępo” 
dwuniciowy D N A . W olny jednonic iow y odcinek 
D N A  na 3’ końcu  liniowego ch ro m o so m u  Strep tom y­
ces jest m ało  stabilny i dla tego powyższy model 
syntezy te lom erów  Streptomyces  wydaje się być mało 
p raw dopodobny .

D w a inne m echanizm y syntezy te lom erów  z a p ro p o ­
now ane  zostały na podstaw ie II-rzędowej s t ruk tu ry  
ja k ą  m ogą przyjm ow ać wolne, jednonic iow e 3’ końce 
liniowych ch ro m o so m ó w  Streptomyces. K ońce te ze 
względu na obecność  4 pa lindrom ow ych  sekwencji 
utworzyć m ogą swoiste 11-go rzędowe s truk tu ry  
(Ryc. 3b, c). W jednym  z tych m echanizm ów  zak łada  
się, że wolny 3’ koniec ulega zawinięciu i tworzy pętle 
—  s truk tu rę  tzw. „szpilki do w łosów ”. Zawinięty 
koniec D N A  z wolną  g rupą  3’-O H  staje się s tarterem

syntezy jednej z nici D N A  telomerowego. N astępnie  
białko T P  nacina d rugą  nić D N A  w obrębie  s t ruk tu ry  
„szpilki do  włosów” i wiąże się kowalencyjnie do 
now opow sta łego  5’ końca. Synteza drugiej nici te lom e­
rów rozpoczyna się od 3’ końca  powstałego w wyniku 
uprzedniego przecięcia nici DNA. M echan izm  ten jest 
p odo b n y  do  m echanizm u inicjacji replikacji parvowi- 
rusów: replikacja typu obracającej się „szpilki do 
w łosów ” (ang. „rollincj-hairpin” ). Wyżej om ów iony  
m echanizm  syntezy te lom erów  może również zach o ­
dzić u Borrelia zakładając, że liniowe ch ro m o so m y  
Borrelia podobn ie  jak  liniowe plazmidy (Ryc. Ib) 
posiadają  na swych końcach  s truk tu rę  „szpilki do 
w łosów ”.

O becność  4 pa lindrom ów  na w olnym  3’ końcu 
te lom erów umożliwia utworzenie innej s t ruk tu ry  niż 
s t ru k tu ra  „szpilki do  włosów”. Możliwe jest u tw orze­
nie dwóch pętli na wolnym, jednon ic iow ym  3’ końcu  
(Ryc. 3c). Dwuniciowe fragmenty tych pętli pow stać  
m ogą przez sparow anie  kom plem entarnych  odcinków  
D N A  w obrębie pa lind rom ów  II i III (Ryc. la, 3c). 
D wuniciowy fragment D N A  łączący obie pętle tworzą 
kom plem en ta rne  sekwencje pa lindrom ów  I i IV. Do 
tego miejsca przyłączają się białko T P  i polim eraza  
D N A  inicjując syntezę nici kom plem entarne j do w ol­
nego 3’ końca  chrom osom u.

W osta tn im  mechanizmie zap ro p o n o w an y m  przez 
C h e n a  zak łada  się, że białko T P  inicjuje syntezę 
telomerów, a b raku jący  3’ koniec now osyntetyzow anej 
nici D N A  zostaje uzupełniony za pom ocą  hom olog icz­
nej rekom binacji z 3’ końcem nici rodzicielskiej (Ryc. 
3d). Poniew aż rekom binac ja  ta dotyczy końca  c h ro ­
m osom u  należy oczekiwać, że p rod u k tem  przejścio­
wym tego typu rekombinacji nie będzie pełna figura 
krzyżowa (Hollidaya) lecz jej połowa. G łów nym  biał­
kiem uczestniczącym w procesie rekom binacji  D N A  
jest białko RecA. D ow odem  nie wprost p rzem aw ia ją ­
cym za tym m echanizm em  jest fakt, że dotychczas nie 
udało  się o trzym ać stabilnych m u tan tó w  recA ~ u Stre­
ptomyces.

V. Uwagi końcowe

Bakterie posiadające liniowe ch ro m o so m y  należą 
do różnych, odległych od siebie grup  tak so n o m icz ­
nych. Liniowe ch rom osom y  występują za ró w n o  u b a k ­
terii G ram -d o d a tn ich ,  jak  i G ram -u jem nych . N ajb liż­
sza przyszłość pokaże  czy lista m ik roo rgan izm ów  
posiadających  liniowe ch rom osom y  zostanie  posze­
rzona. Dotychczas g łównym  obiektem  bad ań  do ty czą ­
cych podstawowych procesów zachodzących w k o m ó r­
ce prokario tycznej był m odelow y organizm  E. coli. 
Jednym  z celów tego a r tyku łu  jest pokazanie , że nie 
zawsze m echanizm y podstaw ow ych procesów  k o m ó r ­
kowych u Prokaryota  m uszą być uniwersalne. D o w o ­
dem na to są odm ienne m echanizm y terminacji re­
plikacji u o rgan izm ów  posiadających liniowe i koliście 
zam knię te  replikony. R óżnorodność  s t ru k tu r  I-szo

16 POSTĘPY BIOCHEMII  43 (1 ) ,  1997http://rcin.org.pl



i I i-go  rzędowych baktery jnych  te lom erów  może suge­
row ać istnienie różnych m echan izm ów  syntezy te lom e­
rów również wśród replikonów  o liniowym c h a ra k ­
terze.
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I. Wstęp

Już przeszło 100 lat tem u zauw ażono, że rak szyjki 
macicy u kobiet może być in d ukow any  przez czynniki 
przenoszone d rogą  k o n ta k tó w  płciowych. Uwagę k o n ­
cen trow ano  począ tkow o  na takich  czynnikach infek­
cyjnych jak  Trichomonas, Chlamydia trachomatis, H er­
pes simplex, wirus cytomegalii [1, 2]. W ystępow anie  
choroby  now otw orow ej w iązano  również z innymi 
infekcjami [3, 4].

N a  możliwą rolę wirusów Papilloma  (PV) w etiologii 
raka  szyjki macicy, zw rócono  uwagę w latach 70-tych 
[5]. Z ap o czą tk o w an a  wtedy seria b ad ań  dala  k o n k re t ­
ne podstaw y epidemiologiczne, kliniczne i d ośw iad ­
czalne potw ierdzające onkogenny  ch a rak te r  wirusów 
Papilloma. Ludzki wirus Papilloma  (HPV) zwany także 
b rodaw czakiem  należy do  rodziny Papovaviridae, ro ­
dzaju Papillomavirus [6]. Rodzaj ten obejm uje wirusy 
chorobo tw órcze  nie tylko dla ludzi ale również dla 
innych ssaków i p tak ó w  [4, 7, 8]. W irusy Papilloma 
(PV) są dwuniciowym i wirusam i typu D N A , zaw iera­
jącym i nieosłonięty wirion o symetrii ikozaedralnej 
i średnicy 55 nm. W ykazu ją  one szczególny trop izm  do 
kom órek  nab łonka , a ich replikacja jest ściśle uzależ­
n iona  od s tad ium  do jrzew ania  kom órki.  Infekcyjne 
cząstki p o tom ne  wirusa pow sta ją  tylko w zróżn icow a­
nych w pełni kera tynocy tach  [9-11].

Z nanych  jest przeszło 60 różnych typów  wirusów
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Papilloma, z k tórych 23 infekują narządy  płciowe u obu 
płci, a dw a typy H P V 16 i H P V 18 znajduje  się w około  
80%  raka  szyjki macicy [4],

II. Organizacja i struktura genomu wirusów 
Papillom a

G en o m  wirusów Papilloma  występuje w postaci 
dwuniciowej kolistej cząsteczki D N A  zbudow anej  
z oko ło  7900 par  zasad (pz) i jest pod o b n ie  z o r ­
ganizow any u wirusów PV  wszystkich znanych  typów.

W struk tu rze  genom u wyróżniamy:
—  region wczesny (E), kodujący białka enzym atycz­

ne i regulatorowe, niezbędne w replikacji wirusa 
i transformacji onkogennej,

—  region późny (L), kodujący  białka s t ru k tu ra ln e  
konieczne do  sk ładania  cząstek wirusa, o raz

—  region regula torow y (naz. ang. upstream regula­
tory region URR) ,  zwany też dłuższym regionem 
regula torow ym , leżący między końcem  regionu póź­
nego a początkiem  regionu wczesnego, zawierający 
miejsca inicjacji transkrypcji i replikacji. Schem at 
organizacji genom u wirusów Papilloma  jest p rzed ­
s tawiony na rycinie 1. Funkcje  poszczególnych ram ek 
odczytu  są om ów ione  w tabeli I.

Wszystkie sekwencje przypuszczalnie kodu jące  biał­
ka, tj. zawierające tzw. o tw arte  ram ki odczytu  (ORFs), 
z lokalizowane są na jednej nici DNA. N a  drugiej nici 
D N A  znajdują  się krótkie  ram ki odczytu o niejasnej 
jak  dotychczas funkcji. W iększość dużych ram ek o d ­
czytu u różnych typów wirusów Papilloma pos iada  tę
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Ryc. 1. Schem at organizacji różnych wirusów 
Papilloma [56]
H PV  — ludzki wirus Papilloma, BPV 

bydlęcy wirus Papilloma, DPV 
wirus Papilloma atakujący jelenie, 

C R PV  —  króliczy wirus Papilloma; 
E —  fragm enty DNA kodujące „wcze­
sne” białka wirusowe, L — fragmenty 
DN A kodujące „późne” białka w iru­
sowe, —  fragment DNA nie zawiera­
jący sekwencji kodującej białka, zwa­
ny rejonem regulatorow ym  (URR).

Tabela 1.
Funkcje białek kodow anych przez określone otw arte ramki odczytu 
(O R F) w genomie wirusów Papilloma

O R F FU N K C JE

E, utrzymanie formy plazmidowej wirusowego DNA

e 2 regulator transkrypcji wirusowych promotorów

e 3 nie są poznane

e 4 przypuszczalnie bierze udział w dojrzewaniu wirionów

e 5 u BPV białko transformujące, u innych PV nie poznane

e 6 transformujące

e 7 transformujące

e 8 nie są poznane

0 duże białka kapsydu, białko strukturalne

L2 małe białka kapsydu, białko strukturalne

sam ą lokalizację i wielkość. Ze względu na trudności 
w o trzym an iu  odpow iednich  uk ładów  (tzw. permisyj- 
nych) do  hodowli wirusów Papilloma in vitro, t ru d n o  
jednoznaczn ie  stwierdzić, k tóre  z ram ek odczytu  ulega­
ją  ekspresji przed replikacją wirusa, a k tóre  kodu ją  
b ia łka  kapsydu  wirusa. Szereg informacji o właściwoś­

ciach transform ujących białek Papilloma  uzyskano 
p row adząc  bad an ia  in vitro na ludzkich liniach k o m ó r­
kowych takich jak: SiHa, Caski, HeLa, C4-1 (o trzym a­
nych z kom órek  raka  szyjki macicy kobiet), jak  
również liniach kom órek  gryzoni [12, 13].

Przyjęto, że term inem  wczesne ram ki odczytu  okreś­
la się geny ulegające ekspresji w bazalnej warstwie 
nab łonka , k ró tk o  po infekcji ale przed rozpoczęciem 
replikacji DNA. P roduk ty  tych genów pełnią funkcje 
kon tro lne  w replikacji i ekspresji w irusowego D N A , są 
też odpowiedzialne za transform ację  k om órek  gos­
podarza. Późne geny kodujące  białko s truk tu ra lne  
wirusa ulegają aktywacji podczas osta tn iego  stadium  
cyklu rozwojowego wirusa, k tóry  zachodzi w zróż­
nicowanych powierzchniowych k o m ó rk a c h  nabłonka. 
P ro d u k ty  transkrypcji poszczególnych o tw artych  ra ­
mek odczytu m ogą  składać się tak, że powstałe  białka 
są hybrydam i kilku ram ek odczytu. Po jedyncza ram ka  
odczytu  może też kodow ać  więcej niż je d n o  białko.

II-l. Region wczesny (Early region)

W regionie wczesnym genom u wirusów Papilloma, 
z łożonym  w przybliżeniu z 4500 par  zasad, znajduje się 
do  8 o tw artych  ram ek odczytu (ORF), z k tó rych  E l ,
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E2, E4, E6 i E7 występują we wszystkich znanych 
dotychczas genom ach wirusów Papilloma, E3 wykry to  
tylko u BPV1 (Bovine papilloma virus typ 1) (14). 
N a to m ias t  ram ki odczytu  E5 i E8 występujące u róż­
nych typów wirusów Papilloma  różnią się między sobą 
zarów no  lokalizacją jak  i wielkością [15].

II-2. Otwarte ramki odczytu E6 i E7 (ORFs E6 
i E7)

Ramki E6 i E7, o d k ąd  zostały rozpoznane  ja k o  
kodujące  geny białek transform ujących  k om órk i  gos­
podarza , należą do  najlepiej poznanych  fragm entów  
w genomie wirusów H PV . O R F  E6 i E7 znajdują  się 
przy końcu  5’ regionu wczesnego i m ają  p o d o b n ą  
lokalizację u wszystkich wirusów Papilloma bez wzglę­
du  na ich właściwości onkogenne. Wielkość białek 
kodow anych  przez O R F  E6 i E7 jest różna  u różnych 
typów wirusów i w aha  się dla ram ki E6 od 137 do  158 
am inokw asów  oraz  dla E7 od 93 do 127 a m in o ­
kwasów, a przypuszczalnym  kodonem  s tartu  translacji 
jest sekwencja ATG. Analiza sekwencji am inokw asów  
wykazała, że E6 i E7 m ają  sekwencje, k tóre  m ogą być 
rezulta tem  sukcesywnego powielania się odc inka  k o ­
dującego 33 am inokw asy  z pojedynczym  duble tem  
cysteinowym C-X-X-C. W białku E6 występują cztery 
pow tórzenia  sekwencji cysteinowej w odległości 29, 35 
lub 36 i 29 am inokw asów , a w białku E7 dwa 
pow tórzenia  oddzielone 29 am inokw asam i od końca  
C cząsteczki. F ragm en ty  bogate  w cysteinę m ogą 
form ow ać pętle s tabilizowane jo n am i cynku tw orząc 
m oduł o s truk tu rze  tzw. „palców cynkow ych”, k tóry  
m a zdolność wiązania  się z D N A  (Ryc. 2) [16, 17], 
Sugeruje się, że połączenia tych białek z kw asam i 
nukleinowymi decydują  o różnym  potencjale onko- 
gennym wirusów PV. Sugestię tę uzasadnia  fakt wy­
stępow ania  podobnych  sekwencji zawierających cys­
teinę w białkach innych wirusów onkogennych  o d ­
działujących z D N A  np. SV40, czy wczesnych białkach 
adenow irusów  [18],

P ro d u k t  ram ki E6 jest białkiem rozpuszczalnym, 
k tóre  w zainfekowanej kom órce  występuje w jądrze

i cytoplazmie. Koniec karboksylow y b ia łka  E6 jest 
bogaty  w am inokw asy  zasadowe, k tóre  p rzypuszczal­
nie umożliwiają także wiązanie białka z D N A . Białko 
E6 wiąże an tyonkogenne  białko k o m ó rk o w e  p53, 
k tóre  jest rozpoznaw ane  przez ub ikw atynę  i ulega 
proteolizie [19]. P ro d u k t  ram ki E7 występuje w cy to ­
plazmie i m oże ulegać fosforylacji o raz tworzyć k o m ­
pleksy z p roduk tem  genu kodującego  b iałko retino- 
b lastom y (Rb). E7 wiąże się preferencyjnie z nieufos- 
forylowanym  białkiem Rb [17, 20, 21].

O b y d w a  białka E6 i E7 mają właściwości transfo r­
mujące, a różny stopień onkogenności tych białek 
zdaje się być uzależniony od stabilności ich połączeń 
z kw asam i nukleinowymi.

M o d u ł  o s truk tu rze  palców cynkowych odgryw a 
również ważną rolę w stabilizacji s t ruk tu ry  obu  białek. 
Białka E6 i E7 nie wykazują  hom ologicznych sekw en­
cji do  znanych białek kom órkow ych , chociaż zna j­
d o w an o  w struk tu rze  białka E7 pewne podob ieństw o  
do  antygenu LT SV40 i konserw atyw nych dom en  
białka El A (CR2 i CR1) adenowirusów.

N ato m ias t  białko E6 wykazuje podob ieńs tw o  funk­
cjonalne do  E l A i E1B adenow irusów  o raz  dużego 
an tygenu LT SV40 polegające na wiązaniu się z p53 
[22, 23],

II-3. Otwarta ramka odczytu El (ORF El)

O R F1 znajduje się w środkowej części regionu 
wczesnego. Jest to największa i bardzo  konserw atyw na  
ram ka  odczytu w genomie wirusów H PV . Białka 
kodow ane  w tym regionie są bogate  w am inokw asy  
zasadowe, co wskazuje na możliwość ich oddzia ływ ań 
z kwasam i nukleinowymi. S tw ierdzono także, że sek­
wencje am inokw asow e na końcu ka rboksy low ym  wy­
kazują około  60%  homologii u różnych typów  PV i są 
pod o b n e  do antygenu T  wirusa SV40 (24). Region ten 
u wirusa SV40 inicjuje replikację DNA, zawiera  też 
m.in. sekwencję am inokw asów  w arunku jącą  p rzecho ­
dzenie białka z cy toplazm y do ją d ra  kom órkow ego ,  
miejsce fosforylacji i wiązania ATP. S tru k tu ra ln e  p o ­
dobieństw a między antygenem  T wirusa SV 40 a biał-

HPV16E7

98 (AA)

Ryc. 2. S truk tu ra  onk o ­
gennych białek 
w irusa HPV16 
[17] rejon biał­
ka o sekwen­
cjach hom olo­
gicznych do d u ­
żego antygenu 
wirusa SV40 
oraz białek regu­
latorow ych ade­
nowirusów; c — 
reszty cysteiny.
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kiem El PV pozwalają  przypuszczać, że białko El 
bierze udział w inicjacji replikacji D N A . P o n a d to  jest 
niezbędne do  u trzym yw ania  się w kom órce  formy 
episomalnej wirusa. M utac ja  w El p row adzi także do 
integracji D N A  wirusa z genom em  gospodarza.

W ykazano, że w rejonie otwartej ramki odczytu 
O R FE1 kodow ane  są dw a białka: R i M. R jest nie­
zbędne do wczesnej replikacji, na tom iast M nie jest wy­
m agane do wczesnej replikacji ale konieczne dla utrzy­
m ania  wirusowego D N A  w formie episomalnej [15].

II-4. Otwarte ramki odczytu E2 i E4 (ORFs E2 
i E4)

Ramki odczytu  E2 i E4 znajdują  się na końcu  3’ 
regionu wczesnego. R am k a  E2 koduje  trzy białka
0 masie cząsteczkowej 28kD, 31kD  i 48kD , k tóre  są 
regula toram i transkrypcji (Ryc. 3) [15, 25-29]. Pełen 
transk ryp t  E2 to  białko E2TA o masie cząsteczkowej 
48kD , pełniące funkcje t ran sak ty w a to ra  transkrypcji
1 posiadające zdolność  łączenia się z białkiem El oraz 
wiązania  się z DN A .

W cząsteczce białka E2 o pełnej długości m ożna  
wyróżnić trzy domeny:
a —  dom enę  odpow iedzia lną  za funkcję transak ty -  
wacyjną białka E2, z lokalizow aną na końcu  N cząste­
czki.
b —  dom enę  biorącą  udział w dimeryzacji cząsteczki 
E2 (koniec C  cząsteczki) o raz
c —  region „łączący” obie dom eny  bogaty  w reszty 
prolinowe.

D wa pozostałe  p roduk ty  E2, krótsze od pełnego 
transk ryp tu  o odcinki usunięte z rejonu końca am in o ­
wego cząsteczki, jeden  o masie 31kD  (E2TR) i drugi 
o masie 28kD (E8/E2TR) są represoram i transkrypcji 
zależnej od t ran sak ty w a to ra  E2TA. Rejon na końcach  
karboksylow ych obu  białek m a zdolność w iązania się 
z D N A  oraz łączenia się z E2TA w heterodim eryczne 
kompleksy.

Białko E2 wiąże się z sekwencją w D N A  o s truk turze  
A C C G N 4C G G T  występującą w ielokrotnie  w genomie 
w irusów PV.

206 AA

E 8 /E 2 C- koniec

162 AA

C-koniec

N - koniec
"7_7

C- koniec

28 KD

31 KD

48 KD

1 AA 410 AA

Ryc. 3. Struktura  białek E2 wirusów Papilloma [18]. Objaśnienia: 
a — dom ena odpow iedzialna za właściwości transaktyw ują- 
ce białko E2, b —  dom ena wiążąca białko z DNA oraz 
biorąca udział w tworzeniu dim eru białka E2, c —  rejon 
łączący dom eny a i b

F o rm ą  funkcjonalną białka E2TA jest najczęściej 
kom pleks  dwóch dim erów  związany z dw om a miej­
scami w DNA. W ykazano , że tem po  aktywacji t ra n s ­
krypcji z udziałem białka E2TA znacznie zwiększa się 
w obecności innych ak tyw ato rów  jak  np. k om órkow e  
białka Spl, NF1 czy A pl [18, 30-36], S twierdzono, że 
krótsze formy białka E2 są represoram i transkrypcji. 
M echan izm  represji przy udziale białka E2 polega 
przypuszczalnie na tworzeniu się nieaktywnych d im e­
rów b ia łka  wiążących się z D N A , co u trudn ia  dostęp  
k o m ó rk o w y ch  czynników transkrypcyjnych do  p ro ­
m oto ra .  T ranskrypc ja  jest także regulow ana przez 
fosforylację białka E2. Fosfory low ane są wszystkie trzy 
formy białka E2. Miejscami fosforylacji są reszty 
serynow e 298 i 301 w rejonie końca  C cząsteczki. 
S tw ierdzono, że pełnej długości białko E2 może także 
nieznacznie ak tyw ow ać  transkrypcję  genów w p ro m o ­
to rach  innych wirusów oraz w p ro m o to rach  ssaków, 
nawet pozbaw ionych  w rejonie p rom oto row ym  miejsc 
wiążących E2 [18]. O becność  jednak  miejsc wiążących 
białko E2 w D N A  może zwiększyć tem po transkrypcji 
od  6 do  100 razy [18, 36, 37]. P ro d u k t  E2 bierze 
również udział w replikacji wirusowego D N A  [30, 38],

W h odow lach  wirusa Papilloma in vitro s twierdzono, 
że genom  wirusa może ulegać integracji z D N A  
k om órek  gospodarza . W integracji bierze udział rejon 
E l  i E2 wirusa. R am ka E4 cechuje się dużą zm ienno­
ścią w śród  wirusów Papilloma. E4 wirusów H PV 8 
i H P V 16  nie zawierają k o d o n u  A TG , dlatego ulegają 
sk ładan iu  z fragmentem zawierającym przy końcu 5’ 
k o d o n  A TG . P ro d u k t  E4 u H PV 8 wykazuje częściową 
hom ologię  z białkiem transform ującym  limfocyty 
B-wirusa Epsteina-Barra. E4 wirusa HPV1 bierze 
udział w późnej fazie cyklu replikacji i jest białkiem 
obecnym  także w kapsydzie. W skazuje to raczej na 
jego rolę s t ru k tu ra ln ą  w dojrzew aniu  cząstki wirusa 
niż na rolę regulatorową.

II-5. Odcinek między regionem wczesnym 
a późnym E2

O dcinek  między końcem  3’ otwartej ramki E2 
a końcem  5’ otwartej ram ki L2 zbudow any  jest 
u różnych wirusów PV z 13-36 par  zasad i u większości 
z w irusów  nie zawiera sekwencji kodującej. Wyjątek 
s tanow ią  m.in. HPV 1, 6, 16, BPV1, BPV2, u których 
w tym regionie znajduje się ram k a  E5, zachodząca  na 
ko d o n  s ta r tow y O R F  L2 [39],

Białko będące p ro d u k tem  otwartej ramki odczytu 
O R F E 5  (u BPV) jest uznaw ane  za białko transfor­
mujące. Z b u d o w an e  jest z 44 am inokw asów , a jego 
m asa  cząsteczkow a wynosi 7 K D . Jest to najmniejsze 
dotychczas  scharak te ryzow ane  białko onkogenne. Z a ­
wiera o n o  68%  am inokw asów  hydrofobowych (w tym 
34%  leucyny) oraz m oduł o s truk tu rze  palców cyn­
kow ych zlokalizow any w części końcowej C cząsteczki. 
Białko to  w kom ó rk ach  zainfekowanych BPV jest 
zako tw iczone  w b łonach kom órkow ych , gdzie może
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mieć wpływ na ak tyw ność  receptorów  czynników 
wzrostu.

D o  wyjaśnienia pozostaje  jego udział w t ransfo r­
macji kera tynocy tów  [15].

II-6. Region późny

Region późny (L), sk łada  się z dwóch o tw artych  
ram ek  odczytu  LI i L2, zachodzących na siebie. 
W produkcie  L2 p o nad  70 am inokw asów  z rejonu 
ko ń ca  am inow ego cząsteczki i oko ło  10 am inokw asów  
z re jonu końca  karboksy low ego  są identyczne u róż­
nych typów  PV. Sekwencje środkow e na tom ias t  w y k a ­
zują niewielki s topień homologii, chociaż w g rupach  
wirusów infekujących p o d o b n e  tkanki np. HPV1 
i H P V 8  oraz  H P V 6 i H PV 16 w ykry to  więcej p o d o b ­
nych sekwencji. Sekwencje te m ogą być niezbędne 
w oddzia ływ aniu  wirusa z k o m ó rk ą  [10],

W śród  wirusów PV ram k a  LI m a s truk tu rę  k o n se r­
w atyw ną. P o rów nu jąc  ten region u różnych wirusów 
Papilloma  stwierdzono, że hom ologia  sekwencji jest na 
poziom ie 50%. Przypuszcza się, że O R F  LI i L2 
k o d u ją  odpow iedn io  większy i mniejszy k o m p o n en t  
b ia łka  kapsydu  wirusa. Białka te w ykry to  przy użyciu 
odpow iedn ich  przeciwciał [40]. W p rzypadku  wirusa 
BPV1 białko kapsydu  i przewidywany polipeptyd  LI 
są podobne . N a to m ias t  białko kodow ane  przez L2 
u HPV1 jest znacznie większe niż p ra w d o p o d o b n y  
p ro d u k t  ram ki L2, być może p ro d u k t  L2 jest łączony 
na poziom ie mR NA z p ro d u k tem  innej ramki, choć 
dostępne  obecnie przeciwciała dla tran sk ry p tó w  ra ­
m ek E2, E l ,  E4 i E7 nie reagują z tym białkiem [10, 
40-42],

II-7. Odcinek między regionami późnym 
i wczesnym

U  wirusów Papilloma  odcinek znajdujący się między 
końcem  3’ ram ki LI a końcem  5’ rozpoczynający  się 
k o d o n em  A T G  ram ki E6, określa  się j a k o  region 
niekodujący. Wielkość tego regionu w aha  się od 454 
(H PV 8) do  979 (HPV1) pz. Zaw iera  on liczne sygnały 
k o n tro ln e  w postaci sekwencji pa l indrom ow ych  b o g a ­
tych w pary AT [10]. Koniec 3’ zawiera rejon o w ielko­
ści od  140 do  580 pz, posiadający miejsca odpow iedz ia ­
lne za transkrypcje  LI. Koniec 5’, k tóry  jest bardziej 
konserw atyw ny  cechuje się w ie lokrotnym i pow tó rze ­
niam i sekwencji A C C G N 4C G G T . W irusy infekujące 
n a rząd y  płciowe są rozróżniane  poprzez obecność 
w tym regionie pojedynczej sekwencji TATA zam iast 
dw óch  takich sekwencji charak terys tycznych  dla  in­
nych PV. W yjątek stanow i H PV 6b, u k tórego  między 
regionem  późnym  a wczesnym występuje O R F  E8.

U wirusa B P V 1 region ten posiada  miejsca począ tku  
replikacji na  nici „cis”, w przeciwieństwie do  wszyst­
kich O R F  znajdujących się na nici „ trans”. W y ró ż ­
n io n o  także dw a miejsca inicjacji replikacji oznaczone 
j a k o  E M  ori i D Z  ori o raz  sekwencje: wzm acniające

transkrypcję  (tzw. sekwencje enhancerow e) zaw iera ją ­
ce miejsca wiązania dla licznych czynników  transkryp-  
cyjnych (tj. A p l ,  S p l ,  NF1), element wiążący dla 
receptorów  g lukokortykoste ro idów  [43-46], jak  ró w ­
nież sekwencję T T T G G C T T .  Sekwencję p o d o b n ą  
w odw róconej orientacji A A N C C A A  zw aną  sekwencją 
K zna jdow ano  w sekwencjach w zm acniających (en- 
hancerach) p ro m o to ró w  wielu genów specyficznie 
transk rybow anych  w kera tynocytach  [47].

III. Cykl życiowy wirusów Papillom a

W irus Papilloma w nika w postaci nici D N A  do 
kom órek  warstwy bazalnej (podstawnej) n a b ło n k a  
szyjki macicy, gdzie przechodzi w fazę la ten tn ą  p o zo ­
stając w formie kolistnego po zach ro m o so m aln eg o  
D N A  określanego ja k o  episom [48, 49],

Przypuszcza się, że niedojrzałe k om órk i n a b ło n k a  
posiadają  pewne własności blokujące proliferację wi­
rusową. Są to tzw. czynniki interferujące (ang. cellular 
interfering factors), które  zwiększają o d p o rn o ść  k o m ó ­
rek i zależą od kontro li  genetycznej. M utac je  w loci 
D N A  kodującym  te czynniki upośledzają  ich funk­
cjonowanie, umożliwiając w budow anie  D N A  wirusa 
do  D N A  kom órkow ego . W ten sposób  pow sta ją  
w arunki do transkrypcji wczesnych ram ek  odczytu 
O R F s E  wirusa, k tórych p ro duk ty  regulują replikację 
wirusowego D N A  [50, 51]. W czasie podz ia łu  k o m ó ­
rek warstwy podstawnej n ab ło n k a  dochodzi do  je d n o ­
razowej replikacji D N A  wirusa w ciągu jed n eg o  cyklu 
kom órkow ego . Ekspresja późnych genów kodujących  
białka s truk tu ra lne  kapsydu  zachodzi w bardziej z róż­
nicowanych, powierzchniowych w arstw ach  n a b ło n k a  
szyjki macicy. Tworzenie  zatem dojrzałych cząstek 
wirusa możliwe jest w zróżnicow anych  k o m ó rk ach  
nab łonka , kera tynocytach  [52]. Stąd w ynikają  t ru d ­
ności badawcze w pracy nad wirusami Papilloma, gdyż 
hodow ane  in vitro  kom órk i n a b ło n k a  nie ulegają 
dosta tecznem u zróżnicowaniu.

IV. Replikacja wirusów Papillom a

Jedyny dostępny  model do  badań  replikacji wirusów 
Papilloma  został op racow any  dla BPV 1, k tó ry  zdolny 
jest transfo rm ow ać  kom órk i  gryzoni w k u ltu rach  in 
vitro [14]. W irusy Papilloma  infekują k o m ó rk ę  gos­
po d arza  i przenikają  do  jąd ra ,  gdzie następuje  rep lika­
cja w irusowego DNA. D o  zainicjow ania  replikacji 
niezbędne są p ro d u k ty  O R F s  El i E2. Białko E l sam o 
nie posiada  zdolności wiązania się z D N A , na tom ias t  
łączy się w kom pleks z p ro d u k tem  O R F  E2-białkiem 
E2 TA, zawierającym specyficzną do m en ę  wiążącą się 
z sekwencją DNA. Ekspresja  genów E l i E2 jest 
wystarczająca do zapoczą tkow an ia  replikacji, n a to ­
miast p ro duk ty  O R F  E5, E6 i E7 są n iezbędne do  jej 
pod trzym ania .  K om pleks E1/E2 TA przyłącza się do 
miejsca inicjacji na nici „cis” i b ia łko E l dzięki 
właściwościom zależnej od A T P  helikazy rozwija nić

22 POSTĘPY BIOCHEMII  43 (1 ) ,  1997http://rcin.org.pl



LI
El

DNA gospodarza

genom wirusa HPV 16 
w formie episomalnej

E6
□ Ł---1 E7

1JRR L _ L

E2
El C I

DNA gospodarza

niekontrolowana transkrypcja genów  
białka E6 i E7

nadprodukcja w komórce 
białka E6 i E7

niekontrolowana proliferacja komórek 

1
nowotwór

Forma wirusa HPV w początkowej 
fazie infekcji komórki

Ryc. 4. In tegracja wirusowego DNA do genom u gospodarza i związany z tym  rozwój now otw oru [17]

Forma wirusa HPV
spotykana w komórce nowotworowej

D N A  rozpoczynając  replikację.
Replikacja k o n tro lo w an a  jest w dw óch etapach:
E tap  1. Tw orzenie  się kom pleksu  E1/E2 TA

- E l łączy się z nieufosforylowaną form ą białka 
E2TA,

b ia łka  E2 TR i E8/E2 TR gdy występują  w dużej 
ilości m ogą  łączyć się, uniemożliwiając tworzenie k o m ­
pleksu E2TA  z E l ,

zwiększenie stężenia E2 TA inicjuje replikację (w 
transfo rm ow anych  kom ó rk ach  białka E l  i E2 TA 
w ystępują  w niskich stężeniach)

E tap  2. Łączenie się kom pleksu  E1/E2 TA z D N A  
jest k o n tro lo w an e  przez

-  p ro d u k ty  E2 TR i E8/E2 TR, k tó re  m ogą  łączyć 
się z D N A  oraz

- b ia łko  E2 TA może także łączyć się między sobą 
w kom pleksy, u trudn ia jąc  zapoczątkow anie  replikacji.

Pełna replikacja  wirusowego D N A  oraz  w ytw arza ­
nie w irionów  po tom nych  zachodzi tylko w dojrzałych 
k o m ó rk a c h  nab ło n k a  —  kera tynocytach . W n iedo­
jrzałych w arstw ach  n ab łonka  skutkiem  infekcji w iru ­
sowej jest ba rdzo  często transform acja  n o w o tw o ro w a  
kom órki.

W k o m ó rk ach  takich  dochodzi do  integracji w iruso­
wego D N A  z D N A  kom órkow ym . U szk o d zo n a  zo ­
staje ram k a  odczytu  kodu jąca  białko E2, co prow adzi 
do  n iekontro low anej ekspresji w kom órce  onkogen- 
nych białek wirusowych E6 i E7. O n k o g en n e  białka 
wirusowe poprzez  tworzenie kom pleksów  z białkam i

an ty o n k o g en ó w  (p53 i Rb) wpływają na regulację 
transkrypcji  genów biorących udział w cyklu k o m ó r ­
kow ym  [5, 53]. Skutk iem  tego jest deregulacja  fazy 
spoczynkow ej kom órk i  i jej ponow ne wejście w cykl 
k o m ó rk o w y  i dalsza proliferacja [24, 41, 54], Schem at 
p rocesu  now otw orzen ia  w wyniku integracji w iru so ­
wego D N A  do  genom u gospodarza  jest p rzeds taw iony  
na rycinie 4.

Integracja wirusowego D N A  z D N A  gospodarza  
może także zmienić (przez mutagenezę insercyjną) eks­
presję genów kom órkow ych np. aktywując onkogeny  
k om órkow e  lub inaktywując an tyonkogeny [55],

V. Podsumowanie

Przedstaw ione  sposoby transformacji n o w o tw o ro ­
wej ukazu ją  niektóre  z możliwych m echan izm ów  d z ia ­
łania  w kom órce  wirusów Papilloma. Należy również 
pam iętać ,  że wirus jest tylko jednym  z czynników  
m ogącym  brać  udział w indukcji i rozwoju procesu  
now otw orow ego . W ażną  rolę odgryw ają w nim także 
czynniki genetyczne, w tym mutacje  w genach  sup- 
resorowych, onkogenach  kom órkow ych , genach  m o ­
d u la to row ych ,  upośledzony system im m unologiczny , 
jak  również zaburzenia  horm onalne .

A rtyku ł  otrzymano 29 lu tegol996  r. 
Zaakceptowano do druku 28 listopada 1996 r.
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„X” — ostatnia niewiadoma wirusa zapalenia wątroby 
typu B? 
Gen X i produkty jego ekspresji

„X” — the last unknown of hepatitis B virus? X gene and its 
expression products

MAŁGORZATA SIDORKIEWICZ*

Spis treści:

I. Wstęp
II. Gen X

11-1. ORF X
II-2. Promotor genu X
11-3. Produkty transkrypcji genu X
II-4. Mutacje związane z ORF X

III. Własności białka X
III-l. HBxAg —  nowoodkryty marker serologiczny
III-2. Białko X a domena Kunitz’a
II1-3. Inne własności białka X

IV. Wpływ białka X na przebieg wirusowego zapalenia wątro­
by typu B

V. Uwagi końcowe

Wykaz stosowanych skrótów: H B V — wirus zapalenia w ątro­
by typu B; O R F  — otwarta ramka odczytu; HBxAg — anty­
gen x; anty-HBx — przeciwciała skierowane przeciw białku 
X; pz — pary zasad; kz —  tysiąc zasad; aa aminokwas (y); 
ENH —  enhancer; nt — nukleotyd(y).

I. Wstęp

W irus zapalenia  w ą troby  typu B (HBV) należy do 
rodziny wirusów Hepadna , charak teryzujących  się 
silnym h epa to trop izm em  i swoistością ga tu n k o w ą  [1], 
Specyficzną cechą zakażenia  HBV jest możliwość 
rozw oju zapalen ia  w ątroby  o charak te rze  przewlekłym 
(ok. 10% przypadków), co dalej prow adzić  m oże do 
m arskości i/lub p ierw otnego raka  wątroby.

HBV posiada  częściowo dwuniciowy, kolisty genom  
(Ryc. 1). D ługa nić (— ) genom ow ego D N A , m ająca 
długość 3,2 kz zawiera przesunięte w fazie i częściowo 
nak łada jące  się cztery o ta r te  ram ki odczytu (ORF): P, 
preS/S, p reC /C  i X. O R F  P —  najdłuższa ram ka  
odczytu  koduje  w irusow ą polim erazę o własnościach 
odw rotnej transkryp tazy , k tó ra  bierze udział w un ika l­
nym procesie replikacji HBV [2], O R F  preS/S koduje  
trzy białka powierzchniowe (L, M, S) tworzące otoczkę 
wirusa. O R F  C koduje  antygen rdzeniowy C otaczają-

* Dr, I Zakład Biochemii, IFiB Akademii Medycznej 
w Łodzi, 90-131 Łódź, ul. Lindleya 6
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Ryc. 1. Schemat organizacji genetycznej wirusa zapalenia w ątroby 
typu B. Zaznaczono cztery o tw arte ramki odczytu; preS/S, 
X, P, preC /C  i powstające produkty  transkrypcji.

cy genom  wirusowy oraz  rozpuszczalny antygen  „e” 
obecny w surowicy osób  zakażonych  „dzikim” szcze­
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pem  HBV. O rgan izacja  genetyczna i p ro d u k ty  eks­
presji O R F  preS/S i p reC /C  om ów ione  zostały d o k ła d ­
niej na  łam ach  wcześniejszych num erów  Postępów  
Biochemii  [3, 4],

N a jm nie jsza  ram k a  odczytu  w genomie HBV O R F  
X kodu je  b iałko X, inaczej HBxAg [5 ,6 ] .  Określenie X, 
użyte w s to su n k u  do  genu ja k  i białka, związane jest 
z faktem , że przez wiele lat nie udaw ało  się wykryć 
b ia łkow ego  p ro d u k tu  genu X, a jego funkcja w cyklu 
życiowym  wirusa do  tej pory  nie jest w pełni wyjaś­
n iona. O becn ie  w iadom o, że białko X m a własności 
t r a n sa k ty w a to ra  i jest zdolne do  modyfikacji t ra n s ­
krypcji z a ró w n o  genów wirusowych jak  i k o m ó r­
kowych. Wiele b ad ań  wskazuje, że transaktyw ujące  
działanie  b ia łka  X m a bezpośredni wpływ nie tylko na 
rozwój przewlekłego zapalen ia  w ątroby, ale także na 
p o w s taw an ie  raka  wątroby.

II. Gen X

II-l. ORF X

O R F  X występuje tylko u tych przedstawicieli 
w irusów  H epadna , k tórych  gospodarzam i są ssaki: 
człowiek (HBV), świstak (WHV), wiewiórka ziemna 
(G SH V ) [7]. Silny konserw atyzm  sekwencyjny rejonu 
X w ystępujący  wśród pod typów  HBV [8] o raz  obec­
ność hom ologicznych  z X O R F  w genom ach W H V  
i G S H V  sugeruje, że białkowy p ro d u k t  genu X może 
o dg ryw ać  is to tną  rolę w replikacji wirusa. W geno­
m ach p tasich  Hepadna  wirusów brak jest O R F  X, 
a w następstw ie  zakażenia  tymi wirusami nie dochodzi 
do  rozw oju  p ierw otnego raka  wątroby.

O R F  X HBV zawiera 462 zasady. W podtypie  ayw  
u lo k o w a n a  jest pom iędzy 1374 i 1836 nukleotydem. 
O R F  X n a k ła d a  się częściowo na O R F  P, preC  oraz 
pewne rejony regula torow e wirusa w tym: sekwencje 
p ros tych  pow tórzeń  (direct repeats) DR1, DR2, rejon 
e n h an ce ra  II i p ro m o to r  genu C (Ryc. 2). T ak a  
lokalizacja  sugeruje, że zm iany w sekwencji rejonu 
X m o g ą  mieć wpływ na regulację cyklu życiowego 
wirusa.

Specyficzną cechą O R F  X jest obecność k o d onów  
charak te rys tycznych  dla genów kom órek  eukario tycz­
nych [8]. Sugeruje się w związku z tym, że gen

PROM 
DR1 C DR2

PROM
X

Ol ENH I

ORF X

II ORF C

ORF P

Ryc. 2. O R F  X w otoczeniu innych otw artych ramek odczytu 
i rejonów  regulatorow ych genom u HBV.

X pochodzić  może od homologicznej sekwencji k o ­
m órkowej. Wykrycie sekwencji podobnych  do  genu 
X („X-like") w genomie ludzkim wydaje się upraw- 
d o p o d ab n iać  tę hipotezę [10],

II-2. Promotor genu X

P ro m o to r  genu X znajduje się w odległości p o n ad  
100 nuk leo tydów  w k ierunku 5’ od O R F  X [11]. 
W podtypie  ayw jest to sekwencja między nukelo tydem  
1239 a 1376. P ro m o to r  genu X nie zawiera c h a ra k ­
terystycznych sekwencji TATA box ani G C  box. 
K o m ó rk o w y  czynnik, k tóry  w sposób  swoisty wpływa 
na transkrypcję  genu X, nazw ano  roboczo białkiem 
wiążącym p ro m o to r  X —  X -P B P  (promotor binding 
protein) [12, 13]. Z a  pom ocą  m apow an ia  D N A -zą  
I i nukleazą SI miejsce wiązania X - P B P zlokalizow ano 
w sekwencji p rom otorow ej graniczącej z sekwencją 
enhancera. Miejsce to zawiera charak terys tyczną pa- 
l ind rom ow ą sekwencję o długości 8 pz, z centralnie  
po łożonym  miejscem rozpoznaw anym  przez nukleazę 
restrykcyjną SphI. W ykazano, że miejsce s tartu  syn­
tezy X-specyficznego m -R N A  znajduje zaraz  obok  
miejsca wiążącego X-PBP. W prow adzenie  mutacji do 
palindrom ow ej sekwencji odpowiedzialnej za wiązanie 
z X -P B P  pow oduje  u tra tę  zdolności w iązania białka 
X oraz  u tra tę  aktywności p rom otorow ej.  N iep o zn an a  
jest do tąd  s t ru k tu ra  czynnika X-PBP. P ra w d o p o d o b ­
ne wydaje się, że X -P B P  oddziałuje z k tórym ś z ty p o ­
wych czynników transkrypcyjnych. Jak o  oddziałujące 
z p ro m o to rem  genu X/ E N H  I op isano  liczne czynniki 
białkowe jak: N F-1, C /E B P, AP-1, EF-c, e H -T F  [14], 
Białko X -P B P  jest nie tylko niezbędne do transkrypcji 
genu X, ale umożliwia także syntezę białka X z x- 
specyficznego m -R N A  (0,7 kz), ale nie z innych w iruso­
wych transk ryp tów  np. z pregenom ow ego RNA (3,5 
kz). Nie znaleziono żadnej homologii pomiędzy sek­
wencją wiążącą X -P B P  a klasycznymi sekwencjami 
wiążącymi czynniki transkrypcyjne, takimi jak  TA TA  
box czy G T  box. Sekwencja p ro m o to ra  genu X stanowi 
zupełnie odrębny  typ sekwencji inicjującej t r a n sk ry p ­
cję [15],

N a  poziom transkrypcji genu X m a także wpływ 
sekwencja enhancera  I wirusa (ENH1), po łożona  p o ­
między 1071 i 1238 nt. Jak wykazały bad an ia  su b ­
region zaw arty  pomiędzy 1222-1238 nt wpływa na 
ak tyw ność  transkrypcyjną  genu X w różnych typach 
linii kom órkow ych  [16], N a to m ias t  na poziom eks­
presji genu X w kom ó rk ach  różnicujących się (np. 
pochodzących  z linii Huh7, Hep3B, H epG 2) oddziałuje  
subregion E N H  I zaw arty  pom iędzy nuk leo tydam i 
1117-1204.

C harak te rys tyczną  cechą E N H  I jest wrażliwość na 
transak tyw ację  przez białko X [14], T ransak tyw acy jne  
działanie HBxAg odbyw a się poprzez k ró tką , 26- 
-nuk leo tydow ą sekwencję XRE, k tó ra  została z iden­
tyfikowana [17] w E N H  I genom u HBV ja k o  element 
odpow iada jący  na białko X ( X -response element).
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P o d o b n e  elementy odna lez iono  w innych genach, 
k tóre  ulegają transaktyw acji  pod  wpływem białka 
X [18-20], O sta tn ie  doniesienia dotyczące regulacji 
ekspresji genu X [21] potwierdzają , że jest ona  a k ­
tyw ow ana  przez białko X n a tom ias t  czynnikiem, k tóry  
pow oduje  represje jest no rm alne  białko supresorow e 
p53 (p ro d u k t  białkowy zm utow anego  genu p53 nie 
wykazuje takiej zdolności), przy czym białko X i n o r ­
m alny  p ro d u k t  p53 m ają  an tagonis tyczny  wpływ na 
regulację ekspresji genu X.

II-3. Produkty transkrypcji genu X

T rudnośc i  z wykryciem tran sk ry p tu  specyficznego 
dla genu X ex  vivo w ynikają  z faktu, że prezentuje on 
mniej niż 1% całego m -R N A  obecnego w zakażonych  
k o m ó rk a c h  w ą troby  [22]. Specyficzny dla genu 
X m -R N A  o długości 0,7 kz został wykryty począ t­
kow o w k o m ó rk a c h  ssaków transfekow anych całym 
genom em  HBV  [4] lub fragm entem  genom u HBV 
zaw ierającym  O R F  S i X [23]. O prócz  X-specyficz- 
nego p ro d u k tu  transkrypcji o długości 0,7 kz, w liniach 
kom ó rk o w y ch  pochodzących  od ludzkiego w ątrobia-  
ka transfekow anego genem HBV, zaobserw ow ano  
pow staw anie  t ransk ryp tów  o długości 3,9 kz, k tóre  
zawierały dwie sekwencje charak terys tyczne dla genu 
X [24]. Pow staw anie  tego tran sk ry p tu  inicjowane jest 
przez p ro m o to r  genu X. Po odczytan iu  genu X, na 
skutek „ igno row an ia” przez a p a ra t  transkrypcyjny  
sygnału stop, następuje  przepisanie całej informacji 
genetycznej HBV łącznie z po n o w n ą  transkrypcją  
genu X. Pow sta jąca  w efekcie cząstka RNA jest dłuższa 
od największego natura ln ie  występującego t ra n sk ry p ­
tu w irusa (3,5 kz).

II-4. Mutacje związane z ORF X

O pisane  są liczne przypadki natura ln ie  występują- 

90 180 270
nt. i------------------ 1-------------------1------------------ 1------

cych zakażeń wirusem, mającym  zm ienioną sekwencję 
w rejonie O R F  X. Jedna  ze zm ian polega na  wy­
stępow aniu  doda tkow ego , znajdującego  się w fazie 
k o d o n u  A T G  w odległości 56 trip le tów przed A T G  
specyficznym dla genu X i u tw orzeniu  tzw. rejonu 
„preX ” [25], Tego typu m utacja  w yk ry w an a  jest 
za rów no  u „zdrow ych” jak  i „chorych” nosicieli HBV. 
Interesujące jest występowanie  w tym rejonie mutacji, 
k tóre  stwierdza się tylko u „chorych”, nie zaś u „zd ro ­
w ych” nosicieli, co wskazuje na pow iązanie  zmienności 
w rejonie preX z przebiegiem cho roby  [26], S tw ier­
dzono  także, że przynajmniej część p rz y p ad k ó w  z a p a ­
lenia w ątroby  nie-A, nie-B, nie-C, nie-D, nie-E czyli 
tzw. typu F w yw oływ ana jest przez zm ien ioną  formę 
HBV, w której występuje m utacja  (T -*C ) lub delecja (8 
pz) w rejonie O R F  X [27]. W ykry to  liczne inne typy 
m u tan tó w  delecyjnych związanych z genem  X [28, 29]. 
Delecje w rejonie X prow adzić  m ogą  do za h a m o w a n ia  
replikacji i ekspresji białek wirusowych, czego efektem 
jest b rak  u chorych serologicznych m ark e ró w  HBV. 
O b o k  zakażenia  m u tan tam i typu „e-m inus”, zakażenia  
w ywoływane przez „ciche” m u tan ty  typu X s tanow ią  
etiologiczną podstaw ę zapalenia  w ą troby  typu  F.

III. Własności białka X

Białko X pojawia się w czasie zakażen ia  H B V  i jest 
im m unogenne  [30, 31]. W surowicy w ykryw ane  jest 
w postaci po lipeptydu o masie 17 kD, co o d p o w iad a  
łańcuchowi poliep tydow em u o długości 154 aa  (Ryc. 3) 
[32], M im o zasadow ego charak te ru  (pi =  8,3), b iałko 
X nie wiąże się bezpośrednio  z D N A  [33]. N- i C- 
końce białka X zawierają głównie am inokw asy  o ch a ­
rakterze hydrofobow ym . C -końcow a część białka 
X jest preferencyjnie ro zpoznaw ana  przez przeciwciała 
i zawiera im m u n odom inu jący  rejon z łożony z dwóch 
ep itopów  [34], Wiele danych  wskazuje, że funkcje 
transaktyw ujące  lub/i onkogenne  tego b ia łka  związane

360 450
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epitopy B-komórkowe

a helix (aa kwaśne)

domeny wiążące się 
z białkami

domena niezbędna
do transaktywacji

domena Kunitz’a

Rvc. 3. Schemat ilustrujący budowę i właściwości białka X.
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są z oddzia ływ aniam i typu b ia łko-b ia łko  między 
H BxA g i kom órkow ym i czynnikam i regulacyjnymi.

III-I. HBxAg —  nowoodkryty marker 
serologiczny

Bezpośredni dow ód  na to, że gen X m oże kodow ać  
p ro d u k t  białkowy dostarczyła  jego ekspresja  w sys­
tem ach  prokario tycznych  [5, 30, 31, 34] i eukario tycz­
nych [6, 35]. Rekom binacyjne  antygeny ja k  i syn­
tetyczne peptydy, analogi fragm entów  białka X p o ­
służyły do  w ykryw ania  przeciwciał an ty -H B x w su ro ­
wicach zakażonych  osób  [5, 6, 30, 31, 35]. W ykazano  
w yraźną  heterogenność  w odpowiedzi hum oralnej na 
b ia łko  X. Przeciwciała anty-X pojaw iają  się około  3-4 
tygodni po wystąpieniu ob jaw ów  klinicznych. Prze­
ciwciała te wykryw ane są przede wszystkim w surow i­
cach chorych z p ierw otnych rakiem  w ątroby , p rze­
wlekłym ak tyw nym  zapaleniem  i m arskością  wątroby. 
Najwyższe m iano  an ty -H B x w ykryw ano u chorych 
z a k tyw nym  przewlekłym zapaleniem  w ątroby. Niższe 
m iana  przeciwciał występują u pacjentów z n o rm a l­
nym  ostrym  przebiegiem zapalen ia  w ątroby  typu B ja k  
i z infekcją ustępującą [36],

O  występow aniu  białka X w surowicy chorych na 
zapalenie  w ątroby  typu B dow iedziano  się również 
d ro g ą  pośrednią. Przeciwciała an ty -H B x użyte zostały 
do  wykrycia krzyżow o reagujących białek w k o m ó r­
kach  w ątrobow ych  pochodzących  od osób  zak ażo ­
nych HBV oraz  liniach k om órkow ych  hep a to m a  za ­
wierających z in tegrow any genom  HBV [37], W iruso ­
wa integracja z genom em  gospodarza ,  występująca 
w następstw ie rozwoju przewlekłego zapalenia  w ą tro ­
by, daje w wyniku nadprodukc ję  HBxAg [38], k tóry  
zachow uje  funkcję tran sak ty w a to ra  i jest ściśle zw iąza­
ny z rozwojem p ierw otnego raka  wątroby.

III-2. Białko X a domena Kunitz’a

P oró w n an ie  sekwencji am inokw asow ej białka 
X Hepadna  w irusów wskazuje na obecność trzech 
silnie zakonserw ow anych  rejonów: w części am inoter-  
m inalnej pom iędzy 1-20 aa, w części wewnętrznej 
pom iędzy  58-84 aa  oraz  w rejonie karboksy te rm ina l-  
nym  (98-140 aa).

W y k azan o  także silne podob ieńs tw o  sekwencji am i­
nokw asow ej pom iędzy białkiem X i inh ib ito ram i pro- 
teaz serynowych [39]. Podob ieńs tw o  dotyczy n iezbęd­
nej do  funkcjonow ania  inh ib itora  dom eny  K u n itz ’a 
i obejm uje  dw a rejony (Ryc. 3) w obrębie  białka 
X (61-69aa i 132-140aa). Inh ib ito ry  p ro teaz  seryno­
wych (typu K un itz ’a) posiadają  charak te rys tyczną  
dom enę , w obrębie  której występują również dw a 
fragm enty  wykazujące znaczny konserw atyzm  sek­
wencyjny [40]. Jedna  z nich (G ly-Pro-G ly) po łożona  
jest obo k  miejsca reakcji (Arg lub Lys). Sekwencja taka  
występuje  w białkach X pochodzących  ze wszystkich 
p o d ty p ó w  HBV oraz  analogicznych pochodzących  od 
hepadnaw irusów  zakażających świstaki (W HY) i wie­

wiórki ziemne (GSH V). D ruga  sekwencja ch a rak te ry s­
tyczna dla dom eny  K un itz ’a (Phe-Val/Ile-X-Gly- 
-Gly-Cys-Arg/Lys) jest również zbliżona do  miejsca 
katalitycznego poprzez wewnętrzny mostek  dwusiar- 
czkowy. P o d o b n a  sekwencja występuje w białku X, ale 
jej odległość (na poziomie s truk tu ry  pierwszo rzędowej) 
od miejsca katalitycznego jest większa niż w p rzypad ­
ku inh ib itorów  serynowych. Istnieje ścisła zależność 
między własnościami transaktyw ującym i b iałka X i za ­
chow aniem  niezmienionej s truk tu ry  re jonu białka 
X analogicznego do dom eny  K unitz ’a [41]. Badano  
także bezpośrednio  zdolność b iałka X do  inhibicji 
p ro teaz  serynowych izolowanych z hepa tocy tów  [42], 
Działanie inhibitorów  pro teaz  serynowych oparte  jest 
na wiązaniu do  cen trum  aktyw nego proteazy, co 
blokuje jej funkcję. O kaza ło  się, że rekom binacyjne  
białko X m a zdolność wiązania się z d w o m a  d o m in u ją ­
cymi w hepa tocy tach  p ro teazam i serynowymi, przy 
czym nie ulega jednocześnie degradacji. W iązanie 
białka X z tryp tazam i T L , i T L 2 pow o d o w ało  inhibicję 
ich działania, co w ykazano  stosując j a k o  substra ty  
odpow iednie  syntetyczne peptydy. Jest więc p raw ­
d o p odobne ,  że transak tyw ujące  własności białka 
X ujawniają  się poprzez modulację  aktyw ności p roteaz 
serynowych, a tym sam ym  ograniczenie proteolitycz­
nej degradacji kom órkow ych  czynników  transkrypcyj- 
nych.

III-3. Inne własności białka X

Białko X wykazuje in vitro szereg innych właściwo­
ści, k tóre  m ogą mieć wpływ na jego transak tyw ujące  
funkcje. Biochemiczna analiza  rekom binacyjnego  biał­
ka X [43] wykazała, że posiada  o n o  aktyw ność  
hydrolityczną specyficzną w stosunku  do  nukleo tydów  
adeninowych. T o  sam o białko X pochodzące  ze zre- 
kom binow anych  bakterii E. coli wykazuje s t ru k tu ra l­
ne jak  i funkcjonalne podob ieńs tw o  do  kinaz difos- 
fonukleozydowych [44], G en  kodujący białko X mógł, 
jak  sugerują autorzy, wyewoluować z genów  tej grupy 
kinaz. Inna potencja lna  ak tyw ność  zw iązana z biał­
kiem X to udział w przekazyw aniu  sygnału k o m ó r­
kowego poprzez zwiększanie aktyw ności endogennej 
białkowej kinazy C [45, 46]. W y k azan o  także, że 
b iałko X posiada  aktyw ność  białkowej kinazy seryno- 
w o/treoninow ej [47]. Jednak  te wyniki przyjm ować 
należy z dużą  ostrożnością, gdyż nie udało  się ich 
pow tórzyć  [48].

IV. Wpływ białka X na przebieg wirusowego 
zapalenia wątroby

W pływem  HBxAg na k o m ó rk o w e  sekwencje regula­
torow e w hepa tocytach  tłumaczyć m o żn a  pewne zjawi­
ska towarzyszące infekcji HBV. Z m iany  w poziomie 
ekspresji an tygenów  zgodności tkankow ej (M H C ) k la ­
sy II na  powierzchni zakażonych  hepa tocy tów  m ogą 
wynikać z transaktyw acji  rejonu regula torow ego genu 
M H C  II przez HBxAg [49]. Ekspresja  M H C  II przez
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h epa tocy ty  może mieć różno rodne  konsekwencje. He- 
pa tocy ty  stać się m ogą k o m ó rk am i prezentującymi 
antygen  pom ocniczym  k o m ó rk o m  T, k tóre  wydziela­
jąc  limfokiny ak tyw ują  cytotoksyczne limfocyty 
T  (CTL), zwiększając tym sam ym  lizę hepa tocy tów  
w yw ołaną przez CTL. Z drugiej strony ekspresja M H C  
klasy II przez zakażone  hepatocyty  przyczyniać się 
m oże do  inaktywacji pom ocniczych kom órek  T  przez 
p rezentację  an tygenu przy jednoczesnym  b rak u  zdo l­
ności wydzielania  limfokin przez kom órk i  prezen­
tu jące an tygen , co w konsekwencji p row adzić  może do 
rozwoju zakażen ia  o charak te rze  przewlekłym [7],

T ran sak ty w ac ja  genu M H C  klasy I przez HBxAg 
m a wpływ na  zwiększoną ekspresję an tygenów  zgod­
ności tkankow ej na powierzchni hepa tocytów  w czasie 
infekcji. Z  h o u i w s p. [50] wykazali, że rejon prom o- 
to row y mysiego genu M H C  klasy I jest pobudzany  
przez H B xA g w kom ó rk ach  ludzkiego hepatom a. 
W ynik ten jest zgodny z obserw ow aną  zwiększoną 
p ro dukc ją  M H C  I przez kom órk i  H epG 2  transfeko- 
wane d im erem  genom u HBV i p roduku jące  cząstki 
wirusowe. Zw iększona ekspresja an tygenów  M H C  
I m oże p o w o d o w ać  przyspieszoną martwicę hepa tocy ­
tów sp o w o d o w a n ą  działaniem cytotoksycznych k o ­
m órek T, co ma miejsce na przykład w tzw. nadostrym  
przebiegu zapalen ia  w ątroby  (hepatitis fulminans).

C h arak te ry s ty czn ą  cechą przewlekłego zapalenia  
w ą troby  typu  B jest integracja genom u HBV z geno­
mem gospodarza .  Najczęściej odna jdyw aną  w postaci 
z in tegrow anej z ludzkim genom em  sekwencją w iruso­
wą jest sekwencja kodu jąca  białko X (głównie w p o ­
staci skróconej na 3’ końcu). Z achow any  w takiej 
postaci rejon X ulega ekspresji, a powstające białko 
X zachow uje  zdolność do  transaktywacji.  W konsek ­
wencji p row adzić  to może do  zm iany ekspresji genów 
k o m ó rk o w y ch  odpow iedzialnych za proliferację k o ­
m ó rk o w ą  i może mieć wpływ na powstanie  lub rozwój 
rak a  w ą tro b y  [37, 38, 51].

V. Uwagi końcowe

Białko X, p ro d u k t  ekspresji O R F  X genom u HBV, 
wykazuje funkcje t ransak tyw ato ra ,  działając poprzez 
tzw. XRE (”X-responsive element„s”) na ekspresję licz­
nych genów wirusowych oraz  k o m órkow ych  trans- 
k rybow anych  przez polimerazę II i III. Białko X nie 
wiąże się bezpośrednio  z D N A  zaś funkcje transak- 
tywujące są następstw em  oddziaływ ań typu białko- 
-białko pom iędzy HBxAg a białkowym i czynnikam i 
regula torow ym i. M echanizm  tych oddzia ływ ań wyni­
kający z podstaw ow ych  s t ruk tu ra lnych  i biochem icz­
nych właściwości białka X (podobieństw o do  dom eny 
K u n itz ’a inh ib ito rów  pro teaz  serynowych, aktyw ność  
A TP-azow a,)  i ich powiązanie  z rozwojem pierw o­
tnego raka  w ą troby  są obecnie p rzedm iotem  intensyw­
nych badań .

A rtyku ł  otrzymano 16 września 1996 r.
Zaakceptow ano do druku 10 grudnia 1996 r.
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Oxidative damage of mitochondrial DNA in degenerative 
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Wykaz stosowanych skrótów: RFT — reaktywne formy tlenu; 
SO D  —  dysmutaza ponadtlenkowa; M nSO D  — dysmutaza 
ponadtlenkowa zawierająca mangan; 0 2'~ — anionorodnik 
ponadtlenkowy; OH —  rodnik hydroksylowy; H 20 2 — nad­
tlenek wodoru; 8-OH-dG — 8-hydroksy-2’-deoksyguanozy- 
na; 8-oxo-dG — 8-oxo2’-deoksyguanozyna; ATP — adenozy- 
notrójfosforan; m tDNA  — mitochondrialny DNA; T N F  
— czynnik martwicy nowotworu; H PL C  — wysokociśnienio­
wa chromatografia cieczowa; PCR — polimerazowa reakcja 
łańcuchowa; M P P  + — metylfenylopirydyna.

I. Wstęp

W ciągu osta tn iego  dziesięciolecia, w wielu pracach, 
zw rócono  uwagę na  znaczenie dysfunkcji m ito ch o n ­
driów  (najczęściej będących skutk iem  defektów geno-

! Dr, 2prof. dr hab. Katedra i Zakład Biochemii Klinicznej, 
Akademia Medyczna im. L. Rydygiera, ul. Karłowicza 24, 
85-092 Bydgoszcz

m u m itochondrialnego), ja k o  czynnika decydującego 
o patogenezie wielu cho ró b  i na tu ra lnego  s tarzenia  się 
[1, 2], W ykazano , że postępujące uszkodzenia  m ito ­
chondriów  spow odow ane  działaniem endogennie  ge­
nerow anych  oksydan tów  są p raw d o p o d o b n ie  zw iąza­
ne z zaburzeniam i funkcji tych organelli jak ie  obse r­
wuje się wraz ze w zrastającym  wiekiem badanych  
organ izm ów  [3]. W iad o m o  również, że procesy utle­
niania m ogą mieć znaczący udział, za rów no  w s tarze­
niu się kom órek , jak  i rozwoju  cho rób  degeneracyj- 
nych charak terys tycznych  dla osobników  w wieku 
starczym, takich  jak: now otw ory , choroby  uk ładu  
krążenia, n iedobory  uk ładu  immunologicznego, c h o ­
roby  związane z uszkodzeniam i mózgu (choroba  P a r ­
kinsona, ch o ro b a  Alzheimera) czy też zaćm a [4-6], 
W tym aspekcie interesujące wydają  się spostrzeżenia, 
że na tu ra lne  an tyoksydan ty  zaw arte  w diecie, takie jak: 
kwas askrobinow y, tokoferol, karo tenoidy , k tórych
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znacznym  źródłem są w arzyw a i owoce, ch ron ią  w pe­
w nym  stopn iu  przed rozwojem wymienionych wyżej 
ch o ró b  [7].

Reaktyw ne formy tlenu (RFT), takie jak  
0 2~ (an ionorodn ik  ponadtlenkow y), H 20 2 (nadtlenek 
wodoru), O H  (rodnik hydroksylowy), pow sta ją  w mi- 
to chondr iach  ja k o  p ro d u k t  uboczny  m etabolizm u 
tlenu. R F T  m ogą  pow odow ać  uszkodzenia  m akro-  
m olekuł kom órkow ych , takich jak  D N A , b iałka i lipi­
dy. A kum ulac ja  oksydacyjnie uszkodzonych  m a k ro ­
cząsteczek jest, jak  w ykazano  czynnikiem przyspiesza­
jącym  starzenie się i rozwój licznych zm ian  pato log icz­
nych [4, 6],

O k o ło  1-2% tlenu m etabo lizow anego  w w arunkach  
fizjologicznych m oże uczestniczyć w generow aniu  
H 20 2 [8], Ilość ta  może w zrastać  pod wpływem 
ksenob io tyków  wyzwalających w kom órce  szok tleno­
wy [9], E tio logia  wielu chorób , często związanych 
z zaburzeniam i funkcji m itochondriów  to zagadnienie 
w ym agające jeszcze licznych, szczegółowych wyjaś­
nień. Ponieważ m itochondria  są znaczącym  źródłem  
R F T  przyjmuje się, że D N A  tych organelli (m tD N A ) 
jest w sposób  szczególny na rażony  na uszkodzenia  
oksydacyjne. W ykazano  w nich bardzo  wysoki (w 
p o ró w n an iu  z D N A  jądrow ym ) poziom  8-hydroksy-2’ 
deoksyguanozyny  (8-OH-dG), jednej z wielu o k sy d a ­
cyjnych modyfikacji zasad azotow ych D N A . Nie bez 
znaczenia  pozosta ją  oksydacyjne uszkodzenia  białek 
i lip idów obecnych w m itochondriach . U szkodzone 
w ten sposób  organella  są z pewnością czynnikiem 
destabilizującym funkcjonow anie poszczególnych k o ­
mórek a tym sam ym  tkanek  i całego o rganizm u 
w ielokom órkow ego.

II. Powstawanie R F T  w mitochondriach. 
Łańcuch oddechowy

W porów nan iu  z innymi systemami kom órkow ym i 
generującymi oksydan ty  (np. cy tochrom  P-450, różne 
oksydazy cytozolowe, (3-oksydacja kwasów tłuszczo­
wych w peroksysom ach), m itochondr ia  będąc niezbęd­
nymi do  produkcji A T P  zużyw anego przez kom órkę , 
obecne są w s to sunkow o  dużych ilościach, niemal we 
wszystkich k o m ó rk ach  ciała. Deficyt energii w k o m ó r­
ce spow odow any  spadkiem  wydolności m ito ch o n d ­
riów osłabia jej p raw idłow ą aktyw ność, jak  również 
ogranicza  możliwości adap tacy jne  k om órk i  w w a ru n ­
kach różnego typu szoku fizjologicznego [7],

M itochondria  określane są często we współczesnym 
piśmiennictwie ja k o  swoisty „zegar biologiczny”, o d ­
mierzający czas życia organ izm u [10]. N a  przykład, 
okres życia myszy wynosi tylko oko ło  2 lat, co wyjaśnia 
się faktem, że m itochondr ia  tych zwierząt „p racu ją” 
40-krotnie  intensywniej w po ró w n an iu  do  m i to c h o n d ­
riów człowieka, w ytw arzając jednocześnie  duże ilości 
0 2~, k tóry  ła two ulega przem ianie  do  H 20 2.

„  , M n  S O D
0 2- + 0 2“ T 2 H + > H20 2 + 0 2 [2.1.]

M itochondr ia  wykorzystują  85% -9 5 %  tlenu zuży­
wanego przez k om órkę  [11]. Jak  obliczono, jed n o  
m itochondr ium  w ątroby  szczura p roduku je  w przebie­
gu praw idłow ego m etabolizm u około  3 x 107 an iono -  
rodn ika  ponad tlenkow ego  każdego dnia [12]. P o ­
wstające w m itochondriach  0 2~ i H 20 2 (w ilościach 
p ikom olarnych  i nanom olarnych)  są p reku rso ram i 
wysoce reaktywnej cząsteczki ja k ą  jest rodnik  h y d ro ­
ksylowy ( OH). P onad to ,  R F T  generow ane m ogą  być 
w dużych ilościach przez m itochondria  w n iektórych 
stanach  patologicznych, ja k  również pod wpływem 
różnorodnych  ksenobiotyków . D o  czynników tych 
zalicza się e tanol [13], a lloksan, m enadion, ro tenon , 
metylfenylopirydynę (M P P  + ) (Ryc. 1), podwyższony 
poziom  C a 2+ oraz T N F - a  i s tan  ischemii/reperfuzji 
s tymulujący produkcję  R F T  w m itochondriach  (różni 
autorzy, wg [14]). K onsekw encją  oddzia ływ ania  np. 
ro tenonu  i M P P + jest inaktyw acja  (niedobór) mito- 
chondria lnego  kom pleksu  I, co przyczynia się do 
nasilonej p rodukcji  0 2~, a dalszą konsekw encją  może 
być nadm ierne  generowanie  rodn ika  hydroksylow ego 
i uszkodzenie a nawet śmierć kom órk i (Ryc. 2). B ada­
nia p rzeprow adzone  zarów no  na k om órkach  ow adów  
ja k  i ssaków wykazały, że m itochondria  podlegają  
znacznym  zm ianom  m orfologicznym jak  również p ro ­
duku ją  większą ilość R F T  podczas starzenia się k o m ó ­
rek [15-18]. Badania dotyczyły zatem organizm ów , 
k tórych  m aksym alny  czas życia jest przeciwnie sk o re ­
lowany z tem pem  zużycia tlenu i wykazuje pozytyw ną 
korelację odnośnie  wydajności systemów an tyoksyda-  
cyjnych [19].

P ro d u k o w an e  w m itochondriach  0 2~ i H 20 2 są 
m etabolizow ane w tych organellach, odpow iedn io  
z udziałem m anganow ej dysm utazy  ponadtlenkow ej 
(M n SO D ) i zawierającej selen (Se) peroksydazy gluta- 
t ionowej [20], P o n a d to  R F T  zm iatane  są przez w ita ­
miny o działaniu antyoksydacyjnym , g lu ta tion  oraz  
ubichinol-10 ( C o Q 10) [21-23], Pom im o  obecności tak 
licznych m echanizm ów  ochronnych  w m ito c h o n d ­
rium, m akrocząsteczki zaw arte  w tej organelli ulegają 
oksydacyjnym  modyfikacjom; np. wykorzystując m e­
todę H P L C  z detekcją e lektrochem iczną w ykazano, że 
w m tD N A  w ątroby  szczura poziom  8-hydroksyguani- 
ny jest dość wysoki i stanowi 25 cząsteczek na 105 pz
[11], D la po ró w n an ia  w m tD N A  w ątroby  myszy 
wykazującej wyższe tem po  m etabolizm u (zużycia tle­
nu) o d n o to w a n o  znacznie wyższy poziom 8-hydroksy- 
guaniny  [24], Różni au torzy  wskazują jed n ak  na 
możliwość pow stan ia  artefak tów  wynikających ze s to ­
sow ania  m etod  chrom atograficznych  i s tosując inne 
m etody  oznaczeń wykazali niższy poziom  oksydacy j­
nie uszkodzonych  zasad m tD N A  w tkankach  zwierząt 
[25]. M ito ch o n d r ia  starych szczurów w ykazują  p o d ­
wyższony poziom  p ro d u k tó w  peroksydacji lipidów 
i ubytek wielonienasyconych kwasów tłuszczowych co 
wskazuje na nasilenie szoku tlenowego wraz ze w zras­
ta jącym  wiekiem badanych  zwierząt [26]. M itochond-  
rialny łańcuch oddechow y w budow any  jest w wewnę-
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RO TEN O N  
M PP + O Mn SOD > h 2o 2

Ryc. 1. Schemat obrazujący m echanizm nadm iernego 
generow ania an ionorodnika ponadtlenkow e- 
go po częściowej inaktywacji m itochondrial- 
nego kom pleksu I. Częściowa inhibicja kom ­
pleksu I wywoływana oddziaływaniem  na 
m itochondria np. M P P + bądź ro tenonu po­
woduje wzm ożony przepływ elektronów  via 
kom pleks II, co przyczynia się do pow staw a­
nia dużych ilości O J .  KI, K II, K ill, KIV 
-— kom pleksy I, II, III, IV łańcucha od­
dechowego, Q  —  ubichinon. (wg Biochim 
Biophys Acta  1271, 171-176, zmienione).

FAD

BURSZTYNLAN FUMARAN

trzną  błonę m ito chondr ia lną  i sk o m p o n o w an y  jest 
z p ro d u k tó w  genów zawartych, za rów no  w jąd row ym  
D N A , jak  i m tD N A . W skład łańcucha  oddechow ego 
wchodzi 5 kom pleksów  białkowych (I-V). m tD N A  
zawiera geny kodujące  13 białek w chodzących w skład 
tych kom pleksów , na tom ias t  ją d ro w y  D N A  koduje  
oko ło  60 białek [27],

Jakkolw iek  większość cząsteczek tlenu k o n s u m o w a ­
nego przez m itochondr ia  ulega konwersji do  wody 
w kom pleksie  IV łańcucha oddechow ego, to  jed n ak  
około  4 % -5 %  tlenu przyjmuje e lektrony w prost  z de­
hydrogenaz  flawinowych i zredukow anej form y C o Q  
(CoQ H 2), generując an io n o ro d n ik  ponad tlenkow y. 
Powstający na skutek takiego „przecieku” e lek tronów

Niedostateczne funkcjonowanie  
Kompleksu I łańcucha oddechowego

Nadmierna aktywacja Kompleksu II

[ O j - ] '

Mn SOD 
 ►

h 2o , h 2o

Fera

Fe11 + 0 2
h 2o 2

OH + HO- + Feiii

Ryc. 2. Zwiększony poziom  O j  w  obrębie m itochondrium  może 
być przyczyną śmierci kom órki, bądź upośledzenia jej 
funkcji co jest następstw em  wzm ożonego generowania 
rodnika hydroksylowego o silnym działaniu cytotok- 
sycznym. A nionorodnik ponadtlenkow y wyzwala reak­
cję Fentona. 0 7  redukuje F e3+ do F e2 + , k tóry reagując 
z H 20 2 generuje rodnik hydroksylowy. Konsekwencją 
uszkodzeń spow odow anych przez O H  może być śmierć 
kom órki, (wg Biochim Biophys Acta  1271, 171-176, 
zmienione).
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0 2~ (jest to  najważniejsze źródło  an io n o ro d n ik a  po- 
n ad tlenkow ego  w większości kom órek  aerobow ych) 
ulega przem ianie  do  H 20 2 w reakcji katalizowanej 
przez m ito c h o n d r ia ln ą  M n  S O D  [2.1.] i do  wysoce 
reaktywnej cząsteczki O H , w obecności metali przejś­
ciowych.

0 2~ + F e 3+ F e 2+ +  0 2 [2.2.]
H 20 2 +  F e 2 + -> F e 3 + +  O H  “ +  O H  [2.3.]

W  tym  miejscu należy również podkreślić  rolę 
cy to ch ro m u  c j a k o  czynnika generującego rodniki 
hydroksylow e. Jest  on około  20-krotnie  bardziej wy­
da jny  od jo n ó w  F e 3+ w reakcji F en to n a  (patrz  pow y­
żej), i występując  w wewnętrznej błonie m itochondria l-  
nej (ruchom y sk ładn ik  łańcucha oddechow ego) może 
być jednym  z g łów nych źródeł rodn ików  O H  w tym 
organellum .

H am o w an ie  m itochondria lnego  tran sp o r tu  e lek tro ­
nów  w zm aga  w ytw arzanie  R F T  [28, 29]. G enerow ane  
w m ito ch o n d r iach  R F T  uszkadzają  b łony m itochond-  
riów, b ia łka  i D N A , a następstw em  tego jest u p o ­
śledzenie p rocesu  fosforylacji oksydacyjnej.

III. O ksydacyjne uszkodzenia m itochondrial­
nego D N A

III-I. Charakterystyka mtDNA

Przeciętna k o m ó rk a  ciała człowieka zawierać może 
tysiące cząsteczek m tD N A . M itochondr ia lny  D N A  
człowieka jest kolistą , zam knię tą  cząsteczką z b u d o w a ­
ną z 16 568 p a r  nuk leo tydów  i u fo rm ow aną  przez d w a 
k o m p lem en ta rn e  łańcuchy-łańcuch ciężki (H) i lekki 
(F). D N A  m ito ch o n d r ió w  zawiera 37 genów: 13 z tej 
liczby to geny po lipep tydów  będących podjednost-  
kam i łańcucha  oddechow ego i uk ładu  fosforylacji 
oksydacyjnej wewnętrznej błony m itochondria lnej, in­
ne to  geny kodu jące  12S i 16S rR N A  i 22 geny kodujące  
cząsteczki tR N A  [30]. Białka siedmiu podjednostek  
kom pleksu  I k o d o w an e  są przez geny N D 1 , N D 2, 
N D 3 , N D 4 F ,  N D 4 ,  N D 5, N D6; jed n a  pod jed n o s tk a  
kom pleksu  III k o d o w a n a  jest przez gen cy toch rom u  
b (Cyt b); trzy pod jednostk i  kom pleksu  IV kodow ane  
są przez geny C O I ,  C O II  iC O I I I  oraz  dwie p o d jed n o s ­
tki kom pleksu  V kodu ją  geny A T Pazy  6 i 8. Inne, 
b a rd zo  liczne m itochondria lne  polipeptydy kodow ane  
są w D N A  ją d r a  k o m órkow ego  i m uszą być inkor- 
po ro w an e  przez organellum  z cy top lazm y [31].

M ito ch o n d r ia  dzielą się niezależnie od przebiegu 
cyklu k o m ó rk o w eg o  w sposób  przypom inający  wzrost 
i podział bakterii. Jest to interesująca obserw acja  
w świetle teorii wywodzących pochodzenie  m ito c h o n ­
driów  kom órek  E ukaryota  od sym biotycznych k o m ó ­
rek baktery jnych  [32], W p rzypadku  dorosłych szczu­
rów okres p ó łtrw an ia  ich m tD N A  wynosi od kilku dni 
do  miesiąca w zależności od na rząd u  [33], Podczas  
podzia łu  k om órk i  m itochondria  podlegają  dystrybucji 
do  kom órek  p o to m n y ch  w procesie okreś lanym  ja k o  
segregacja replikacyjna.

U ssaków m tD N A  podlega mutacji 5-10 razy szyb­
ciej niż D N A  jąd row y  [34]. C iekawy jest fakt, że 
w p rzypadku  rekinów, k tórych  tem po m etabolizm u 
(tym samym zużycie tlenu) jest 5-10 razy niższe niż 
u ssaków, przy zbliżonej masie ciała, tem po ew oluow a­
nia m tD N A  jest 7-8 razy niższe niż w p rzypadku 
Naczelnych [35].

M utacje  m tD N A  powstają  za rów no  w k o m órkach  
linii płciowej, ja k  i w k o m ó rk ach  somatycznych. Ficzne 
mutacje  w k o m ó rk ach  linii płciowej są przyczyną wielu 
cho ró b  przekazyw anych p o tom stw u  przez m atkę  (ko­
m ó rk a  ja jow a jest źródłem m itochondriów  a tym 
sam ym  m tD N A  dla rozwijającego się zarodka), p o d ­
czas gdy akum ulac ja  mutacji som atycznych w obrębie 
tkanek  postm ito tycznych pow oduje  postępujący spa ­
dek wydolności m itochondriów  co może być przy­
czyną rozwoju wielu cho ró b  i starzenia  się [28, 30],

III-2. Uszkodzenia mtDNA spowodowane 
działaniem RFT

Powszechność występow ania  w kom ó rk ach  E uka­
ryota  jąd row ych  enzym ów  usuwających oksydacyjnie 
uszkodzone zasady z D N A  [36, 37] sugeruje, że 
oksydacyjne uszkodzenia  tej m akrom oleku ły  m ogą 
mieć olbrzymie implikacje biologiczne. W iadom o rów ­
nież, że m u tan ty  Escherichia coli z upośledzoną zdo l­
nością do  napraw y D N A  są zabijane w hodowli przez 
niskie stężenia nad tlenku  w odoru  [38]. Brak m echan i­
zm ów napraw y oksydacyjnie uszkodzonego D N A  
może zatem być dla kom órk i  letalny.

Poziom  oksydacyjnych uszkodzeń m tD N A  izolo­
wanego z w ątroby  szczura, bądź różnych obszarów  
ludzkiego mózgu jest ponad  10-krotnie wyższy w p o ­
rów naniu  do  D N A  jąd row ego  [39, 40]. Koreluje to ze 
znacznie wyższym tem pem  pojaw iania  się mutacji 
w m tD N A  w p o rów nan iu  do  D N A  jądrow ego  [41]. 
Podobn ie  interesującym wydaje się stwierdzony fakt, 
że ch roniczna  ekspozycja na działanie e tanolu  p o w o ­
duje wzrost poziom u utlenienia białek i D N A  m ito ­
chondriów , czego nie obserw ow ano  w przypadku  
białek cytozolowych i jąd row ego  D N A  [13].

W ynikiem  oddzia ływ ania  R F T  z D N A  są o k sy d a ­
cyjne modyfikacje zasad azotow ych wchodzących 
w skład tej m akrom oleku ły  [42, 43]. Jedną  z n a jb a r ­
dziej znanych i najczęściej badanych  modyfikacji zasad 
jest 8-oxo dG  (8-oxo-2’deoksyguanozyna) znana  też 
i opisyw ana ja k o  form a tau tom eryczna  8 -O H -dG  
(8-hydroksy-2’deoksyguanozyna), k tó ra  jednak  w w a ­
runkach  fizjologicznych jest mniej stabilna. Powstaje 
ona  w wyniku oddzia ływ ania  rodn ika  hydroksylow e­
go, bądź  tlenu singletowego z DNA. 8 -O H -dG  (nazwy 
obu  form tau tom erycznych  stosow ane są w tym o p ra ­
cow aniu  zgodnie z p racam i źródłowymi) z dużą czułoś­
cią jest w ykryw ana  za pom ocą  m etody  H P F C . Szacuje 
się, że poziom  w ym ienionego m arkera  w olnorodn iko-  
wych modyfikacji D N A  jest 16-krotnie wyższy 
w m tD N A  w po rów n an iu  z D N A  jądrow ym , co
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odpow iada  poziom owi uszkodzeń 1 na 8000 zasad [11, 
43]. W m itochondriach  w ą troby  szczura poziom cząs­
teczek 8 -hydroksyguaniny  wynosi 0,8 ± 0 ,2  na 105 pz. 
Niższy poziom  8-oxo d G  stw ierdzono w nerce świ­
ni (0,5 ± 0 ,3  na 105 pz) i w ątrobie  (0,4 ± 0 ,2  na 
105 pz). N a to m ias t  ilość miejsc z delecją zasad (miejsca 
AP, miejsca apu rynow e i apirym idynowe) była niższa 
niż, 0,2 na 105 pz we wszystkich badanych  p rzy p ad ­
kach [25].

Z biologicznego, ale i z klinicznego p u n k tu  widzenia 
istotny wydaje się fakt, że 8 -O H -d G  będąca  swoistym 
m arkerem  oksydacyjnych uszkodzeń D N A  m a dzia ła­
nie m utagenne  [44], Poziom  8-oxo-dG  m tD N A  w mię­
śniu przepony człowieka, w wieku 85 lat, stanowi 
około  0 ,5%  cząsteczek deoksyguanozyny  (dG) w D N A  
tej organelli. W m tD N A  izolow anym  od osobn ików  
m łodych s tw ierdzono 25-krotnie  niższy poziom
8-oxo-dG. W ysoki poziom  8-oxo-dG  (0,87% cząs­
teczek dG ) obserw ow ano  także w m tD N A  izolow a­
nym z tkank i  mózgowej pochodzącej od osobn ika  
w wieku 90 lat [39].

Wyższy poziom  uszkodzonych  oksydacyjnie zasad 
i mutacji w m tD N A  w po ró w n an iu  do  D N A  j ą d ­
rowego w ynika z kilku przyczyn:
1) jest efektem lokalizacji D N A  w pobliżu w ew nętrz­
nej błony m itochondria lnej gdzie p ro d u k o w an e  są 
oksydanty;
2) m tD N A  nie jest skom pleksow any  z białkam i (brak 
his tonów  i białek niehistonowych, k tóre  w jądrze  
kom órk i  wchodzą w skład chromatyny);
3) mniej skutecznie działają w m itochondriach  m ech a ­
nizmy nap raw y  D N A  (są jed n ak  w nich obecne);
4) m tD N A  ssaków (w tym i człowieka) nie zawiera 
in tronów , co powoduje , że do  u trzym ania  funkcji 
bioenergetycznych niezbędna jest ekspresja całego 
genom u, a w jąd rze  tylko jego 7%.

R F T  m ogą pow odow ać  również pęknięcia nici 
m tD N A . Takie  czynniki jak  ad r iam ycyna  i bleomycy- 
na są przyczyną tlenowo-zależnych pęknięć m tD N A  
w w arunkach  in vivo, w hodow lach  kom órkow ych , jak  
również w izolowanych m itochondriach . Alloksan, 
ulegający cyklom redoks w k o m ó rk ach  (co prowadzi 
do  w ytw arzania  RFT) powoduje , jak  w ykazano, frag- 
m entację łańcucha  D N A  w izolowanych m i to c h o n d ­
riach. m tD N A  jest również w większym stopniu  za ­
grożony uszkodzeniam i wywołanym i przez środki 
alkilujące i policykliczne arom atyczne  w ęglow odory 
niż D N A  jąd ro w y  [14].

W m itochondriach  system nap raw y  D N A  jest, jak  
w spom niano , mniej skuteczny niż w jąd rze  k o m ó r ­
kowym, ale w praw id łow ym  stanie fizjologicznym 
poziom  oksydacyjnych modyfikacji m tD N A  jest niż­
szy niż zaobserw ow any  w stanach  chorobow ych  zw ią­
zanych z upośledzeniem funkcji m itochondriów , czy 
też podczas starzenia  się. Jest to w pewnym  stopniu  
wynik częściowej inaktywacji generow anych  w o rg a ­
nelli R F T  jak  i obecności m echanizm ów  napraw czych 
w praw id łow o funkcjonujących m itochondriach . Mi-

tochondr ia  ssaków nie posiadają  funkcjonujących 
w wystarczający sposób  m echanizm ów  reperacji re- 
kombinacyjnej ale m ogą usuwać uszkodzone zasady, 
zawierając glikozylazy uracylu, A P  endonukleazy  oraz 
pos iadają  zdolność napraw y alkilowanych zasad D N A  
[45-47, 25], N a to m ias t  wyraźnie m ożna zauważyć, że 
poziom  8-oxo-dG  w m tD N A  w ątroby  szczura (Fisher 
344) ulega 2-3 k ro tnem u  podwyższeniu u zwierząt 
s tarych tzn. w wieku 24 miesięcy (przy m aksym alnym  
okresie życia w ynoszącym  30 miesięcy) [48]. Zw iązana  
ze w zrastającym  wiekiem organ izm u akum ulac ja  o k ­
sydacyjnych uszkodzeń m tD N A  koreluje z poziom em  
delecji s tw ierdzonych w licznych tkankach . Tego typu 
uszkodzenia  m ogą  być przyczyną dysfunkcji m ito ­
chondriów.

IV. N iektóre jednostki chorobowe związane 
z uszkodzeniam i mitochondriów

Miopatie, encefalomiopatie, encefalopatię. K oncep­
cja zak ładająca, że dysfunkcje m itochondriów  m ogą 
być przyczyną cho ró b  człowieka wysunięta została 
p oczą tkow o głównie przez zespół E r n s t e r a  i L u ­
f t  a [49]. W 1962 roku opisany został przypadek 
pacjentki z ob jaw am i ostrego h iperm etabolizm u, 
u której s tw ierdzono zaburzenia  w funkcjonow aniu  
m itochondriów  włókien mięśniowych [50], W ciągu 
następnych lat opisane zostały przypadki innych s ta ­
nów patologicznych, w których  zaburzenia  funkcji 
m itochondriów  stanow ią  is totny czynnik patogenety- 
czny. Szczególną uwagę zw rócono  na m utacje m tD N A  
obecne w niektórych m iopa tiach  m itochondria lnych  
czy też wrodzonej neu ropa th  nerwu w zrokow ego 
Lebera (ang. Leber's hereditary optic neuropathy , 
LH O N ). W przypadku  L H O N  obserwuje się ostrą  lub 
pod o s trą  u tra tę  w zroku u mężczyzn około  20 roku  
życia. W 1988 roku  op isano  przypadek encefalomiopa- 
tii z dużą  delecją w obrębie  m tD N A  [51], oraz 
tranzycję G  na A w parze nuk leo tydów  11778 m tD N A  
u pacjenta  z L H O N  będącą przyczyną zmiany s t ru k ­
tury podjednostk i 4 dehydrogenazy  N A D H  [52], 
W p rzypadku  L H O N  charak terys tyczną  cechą, (do ty­
czącą zresztą także większości miopatii  jak  np. 
M E R R F , M E L A S i innych —  pa trz  poniżej), jest 
występowanie  (koegzystencja) w tej samej kom órce, 
za rów no  zm utow anych  cząsteczek m tD N A , jak  i ma- 
k rom oleku ł  typu dzikiego (heteroplazmia). N a jp ra w ­
dopodobnie j  wynika to z faktu losowej segregacji 
m itochondriów  w czasie podziału do kom órek  p o to m ­
nych, o raz  mutacji powstających de novo , wskutek 
czego tworzy się swoisty rodzaj mozaiki kom órek  
zawierających różną  liczbę uszkodzonych  kopii ge­
nów. Wiąże się z tym mniejsze lub większe u p o ­
śledzenie funkcji m itochondriów  i różny stopień nasile­
nia ob jaw ów  chorobow ych. H eterop lazm ia  może być 
specyficzna narządow o oraz zróżnicow ana indywidual­
nie. D o dnia  dzisiejszego opisanych zostało szereg 
zespołów klinicznych u podłoża  k tórych  leżą specyficz­
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ne m utacje, delecje i duplikacje  m tD N A  oraz  u p o ­
śledzona synteza białek podjednostek  kom pleksów  
m itochondria lnego  łańcucha  oddechow ego. P rzykład 
s tanow ić  m ogą m utacje  punk tow e  lizynowego tR N A  
(gen t R N A Lys, pozycja 8344) w m ioklonalnej padaczce 
z kosm atym i czerwonymi w łóknam i (ang. m yoclonic  
epilepsy with ragged-red fib ers  (R R F ), M E R R F )  [53] 
i m utacje  p unk tow e  leucynowego tR N A  (gen 
t R N A Leu,UUR), pozycja 3243) w encefalopatii m itochon- 
drialnej z kwasicą m leczanow ą i epizodam i ud a ro p o -  
dobn y m i (ang. m itochondrial encephalom yopathy with 
lactic acidosis and strokelike episodes, M ELA S) [54] 
(patrz  również Rye. 3.). U 50%  pacjen tów  z chroniczną 
postępu jącą  zewnętrzną  ofta lm oplegią  (ang. chronic 
progressive external ophthalmoplegia, C P E O )  z kos­
m atym i czerwonym i w łóknam i, stw ierdzone zostały 
duże delecje od 1,3 do  7,6 kz, bądź  duplikacje, a  w p ra ­
wie 100% dotyczy to pacjentów  z zespołem K earn- 
-Sayrea (ang. K earn-Sayre syndrome, KSS) [49], S to ­
pień delecji często skore low any jest z natężeniem 
ob jaw ów  C P E O .  Delecje tego typu  wydają się p o ­
w staw ać w czasie oogenezy i s tąd  nie są dziedziczone 
po  matce. C o  również jest interesujące nie muszą one 
w ystępow ać we wszystkich k o m ó rk ach ,  np. może ich 
nie być w leukocytach.

Interesujące w ydają  się obserwacje wskazujące, że 
jeden  z czynników egzogennych jak im  jest A Z T  (3’azy-

do-3’deoksytym idyna) pod aw an y  w długofalowym le­
czeniu H IV -pozytyw nych pacjentów może być przy­
czyną rozwoju miopatii  z R R F  [2], Ponieważ A Z T  jest 
analogiem  zasad, k tóry  podlega inkorporacji  
w m tD N A , fakt ten wiąże się obecnie z upośledzeniem 
zdolności do  syntezy tej makrocząsteczki. P o n a d to  
znane są inne analogi zasad podobn ie  ham ujące  re- 
plikację m tD N A , takie jak  2’, 3’-dideoksycytydyna 
i f ialurydyna [2], Podejrzew a się, że terapia  z za ­
s tosow aniem  A ZT wyzwala w k o m órkach  „szok tleno­
wy”. N a  podstawie badań  eksperym entalnych dow ie­
dziono, że podaw anie  m yszom A ZT wyzwalało k o n ­
wersję deoksyguanozyny do  8-hydroksy-2’-deoksygu- 
anozyny w m itochondria lnym  D N A  kom órek  tych 
zwierząt.

Wyniki wielu bad ań  wskazują, że generalnie w yróż­
nić m ożna  dwie g rupy  zespołów klinicznych w k tórych 
stwierdza się uszkodzenia  m tD N A . Pierwsza g rupa  
obejm ująca  m iopatie  i encefalom iopatie  ch a rak te ry zu ­
je się w ystępowaniem  u pacjentów kosm atych  czer­
wonych włókien (RRF). W łó k n a  te barwiące się ch a ra ­
kterystycznie m etodą  G om oriego , zawierają rozmiesz­
czone peryferycznie i w obszarze intermiofibrylarnym 
nieprawidłowe m itochondria .  R R F  stanow ią zatem 
„histologiczny m ark e r” cho ró b  tej grupy do której 
zalicza się: M E R R F , M ELA S, KSS, C P E O  oraz 
dziedziczoną po m atce m iopatię  i kard iom iopa tię  (ang.

3303, C ->T (MM/CM) 
3302, A—>G (MM)

3243, A—>G (MELAS/PEO)

4 *
3250, T ^ C  (MM) 

3251, A—»G (MELAS) 
3252, A—>G (MELAS)

3271, T—>C (MELAS)

Ryc. 3. Gen tR N A 1 eu,UUR| (zlokalizowany pomiędzy ge­
nami 16rRNA i ND1 m tD NA) z zaznaczonym i 
pozycjami dziewięciu charakterystycznych m uta­
cji punktow ych będących przyczyną chorób mi- 
tochondrialnych. Pozycja 3243 (M ELAS/ 
/PE O /cukrzyca); 3250 (m iopatia m itochondrial- 
na); 3251. 3252 (M ELAS); 3256 (PEO); 3260, 3271 
(MELAS); 3302 (m iopatia m itochondrialna); 
3303 (kardiom iopatia/m iopatia) — dane różnych 
autorów  wg [2],

POSTĘPY BIOCHEMII  43(1 ) ,  1997 35http://rcin.org.pl



m aternally inherited m yopa thy  and cardiom yopathy, 
M M C). D rugą  grupę cho ró b  stanow ią  „czyste” en ­
cefalopatię (bez znaczących zm ian w obrębie tkanki 
mięśniowej). O bejm uje o n a  L H O N  i a taksję neurogen- 
ną, neu rogenną  słabość mięśni oraz barw nikow e zwy­
rodnienie  siatkówki. O sta tn ia  z wymienionych cho rób  
(R P-m atczyne barw nikow e zwyrodnienie siatkówki) 
o p isana  została  w jednej rodzinie. C harak te rys tyczna  
dla tej jednostk i chorobow ej jest m utacja  p u n k to w a  
w pod jednostce  6 H +-A T Pazy  w pozycji 8993 (wg 
H a r d i n g  A E  (1991) Trends Neurosci 14, 132).

O p ró cz  wymienionych powyżej s tanów  c h o ro b o ­
wych do  dn ia  dzisiejszego zidentyfikowano i op isano  
wiele innych cho ró b  pow iązanych  z uszkodzeniam i 
m tD N A . Często są to przypadłości charakterys tyczne  
dla osobn ików  w starszym  wieku (choroby degenera- 
cyjne wieku starczego) [49], W badan iach  patogenezy 
c h o ró b  pow iązanych z defektami procesu fosforylacji 
oksydacyjnej w m itochondriach  i uszkodzeniami 
m tD N A  zw raca się uwagę na tkanki, k tóre  w sposób  
szczególny zależne są od dopływ u dużych ilości A T P  
zapew niającego ich praw idłow e funkcjonowanie. Są to 
tkank i centra lnego  uk ładu  nerwowego, mięśnia ser­
cowego, mięśni szkieletowych, nerki, w ątroby oraz siat­
ków ka i wyspy trzustki. M ózg człowieka stanowiąc ok. 
2%  masy ciała konsum uje aż 20%  tlenu zużywanego 
przez organizm. Dla porów nania , mięśnie szkieletowe 
stanowiąc ok. 30%  masy ciała zużywają tylko 40%  
tlenu wykorzystywanego przez organizm. Niemniej 
is totnym jest fakt, że konsum pcja  tlenu w mięśniach 
wzrasta ponad  dw ukrotn ie  podczas wysokiej ak tyw no­
ści fizycznej i w niektórych stanach patologicznych [55].

U kład  sercowo-naczyniowy. Jak  w ykazano, ch ron i­
cznem u niedokrwieniu  mięśnia sercowego towarzyszą 
delecje 5-kz m tD N A , jak  również kom pensacy jna  
indukcja  n iektórych genów m itochondria lnych  [56]. 
S tw ierdzone delecje m tD N A  i zaham ow an ie  a k ty w n o ­
ści enzym ów  procesu fosforylacji oksydacyjnej w s ta ­
rzejącym się mięśniu sercowym stanowić m ogą przy­
czynę zachw iania  rów now agi oksydacyjnej (co nasila 
szok tlenowy), z bardzo  rozległymi konsekwencjam i 
biologicznymi. Przejawia się to między innymi o d ­
k ładaniem  płytek m iażdżycowych (których jednak  
głów ną pierw otną  przyczyną jest zaburzony  m e ta b o ­
lizm cholesterolu) i rozwojem cho ró b  mięśnia ser­
cowego, takich jak  np. kard io m io p a t ia  rozstrzeniowa 
i zespół niedokrwienia  uk ładu  sercowo-naczyniowego. 
W edług  niektórych au to ró w  w tych p rzypadkach  
niezbędne jest określenie poziom u an ty o ksydan tów  
w p łynach ustro jowych pacjentów i w razie jego 
obniżenia  podanie  dużych —  terapeutycznych  dawek 
koenzym u Q [49],

Cukrzyca. Insulino-niezależna cukrzyca (ang. non- 
-insulin dependent diahetes m ellitus , N ID D M )  jest 
schorzeniem  często w ystępującym u osobn ików  w wie­
ku starszym. Z patogenezą  tej choroby  związane są 
m utacje  w obrębie m tD N A  [57]. U pacjentów d o t ­
kniętych N I D D M  stwierdzone zostały bardzo  duże

delecje (10,4 kz) m tD N A , które  zaburzają  replikację 
łańcucha lekkiego tej makrocząsteczki. N I D D M , k tó ­
rą do tknię tych  jest 90%  populacji cukrzyków  może 
być pow iązana  ze specyficznymi m utacjam i m tD N A . 
Nie należy jednakże  zapom inać , że w patofizjologii 
cukrzycy odgrywać mogą pewną rolę zarów no czynniki 
środowiskowe związane ze stylem życia, jak i obniżenie 
wydajności procesu fosforylacji oksydacyjnej jakie  o b ­
serwuje się wraz ze wzrastającym wiekiem [49].

Wiele tzw. czynników diabetogennych a taku jących  
s łabo chron iony  genom  m itochondria lny  wyzwala 
w tych organellach szok tlenowy [58]. D o czynników 
tych należą interleukina-1 (3, interferon-y, T N F -a ,  al- 
loksan i s trep tozo tocyna  [59], Ich patogenne działanie 
jest ham ow ane  przez an tyoksydan ty ,  co s tw ierdzono 
zarów no  w badan iach  na m odelach zwierzęcych jak  
i w p rzypadku  człowieka [58, 60], Powyższe obse rw a­
cje pozwoliły na wysunięcie hipotezy, że czynniki 
o działaniu d iabe togennym  indukują  pęknięcia łań ­
cucha m tD N A  k om órek  beta wysp trzustki, co stanow i 
jed n ą  z przyczyn śmierci tych kom órek  [61], chociaż 
niektórzy au torzy  kwestionują  uniwersalność tej h ip o ­
tezy [62]. U szkodzenia  genom u m itochondria lnego  
brane  są także pod uwagę ja k o  czynnik w patogenezie 
cukrzycy insulino-zależnej (ang. insulin-dependent dia- 
betes m ellitus , ID D M ) [59], N iek tó re  dane kliniczne 
zdają się po tw ierdzać rolę uszkodzeń m tD N A  w roz­
woju cukrzycy. O tó ż  pacjenci z KSS i C P E O  zapada ją  
na cukrzycę znacznie częściej niż przeciętny osobnik  
populacji [63-65], O prócz  wspom nianej wyżej delecji, 
w rodzinach cukrzyków  opisane zostały tranzycje A do 
G  w parze nuk leo tydów  np. 3243 m itochondria lnego  
genu dla tR N A leu(UUR) [66, 67], M utacje  tego typu są 
przyczyną zaburzeń terminacji transkrypcji m itochon- 
drialnej wynikiem czego są defekty syntezy białek 
m itochondria lnych  [68].

Centralny układ nerwowy. K om órk i  cen tralnego 
układu  nerwowego konsum ują  w procesach m etabo li­
cznych duże ilości tlenu (głównie podczas produkcji 
energii w procesie fosforylacji oksydacyjnej). Z m iany  
degeneracyjne w obrębie  neu ronów  m ogą być w yni­
kiem zaburzenia  równowagi oksydacy jno /an tyoksy- 
dacyjnej co wyzwala w kom órce  szok tlenowy [69, 70], 
K onsekw encją  tego s tanu  są akum u lo w an e  w kom órce  
uszkodzenia  DN A , białek i lipidów. Implikacje zw iąza­
ne z szokiem tlenowym odnosi się obecnie do  nie­
których  cho ró b  neurodegeneracyjnych, takich jak  c h o ­
roba  P ark insona, s twardnienie  zanikow e boczne (ang. 
am yotrophic lateral sclerosis, ALS), ch o ro b a  H u n tin g ­
tona  i ch o ro b a  Alzheimera. Wszystkie wymienione 
stany patologiczne charak te ryzu ją  się w ystępowaniem  
delecji, bądź  mutacji m tD N A  oraz nieprawidłowym  
funkcjonow aniem  kom pleksów  łańcucha oddechow e­
go. We wszystkich p rzypadkach  szok tlenowy s ta n o ­
wić może jedną  z przyczyn postępującej degeneracji 
neu ronów  co jest charak terys tycznym  objaw em  c h o ­
rób  centralnego uk ładu  nerwowego. M itochondria  
pacjentów  do tknię tych  ch o ro b ą  Alzheimera wykazują
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defekty kom pleksu  IV łańcucha oddechow ego  [71], 
nie do  końca  jest jednak  wyjaśnione czy przyczyną 
tego są m utacje  m tD N A . Podobn ie  jest w p rzypadku  
ch o roby  H u n ting tona .  Defekty kom pleksu  I i IV 
s tw ierdzone zostały w zwojach podstaw y m ózgu i mi- 
to chondr iach  płytek krwi pacjentów  [72, 73]. U pac ­
jen tó w  z ch o ro b ą  H u n tin g to n a  obserwuje się 5-11- 
-k ro tny  wzrost delecji m tD N A  w obrębie  neu ronów  
korow ych, w p o rów nan iu  do  osób  tej samej grupy 
wiekowej, stanowiących kon tro lę  [74], W p rzypadku  
ch o ro b y  P a rk in so n a  niektórzy au to rzy  opisali choro- 
bowo-specyficzne delecje m tD N A  w m ózgu pacjentów 
[75, 76], nie zostało  to jed n ak  po tw ierdzone przez 
innych badaczy [77, 78], S tw ierdzono n a tom ias t  a k u ­
mulację delecji (podobnego  typu) w m ózgach osób 
w podeszłym wieku.

V. M itochondria a proces starzenia się

N a  podstaw ie  wyników uzyskanych w wielu b a d a ­
niach przyjm uje się obecnie, że wolne rodniki tlenowe 
m ogą być jednym  z czynników wyzwalających zm iany 
p row adzące  do  starzenia  się [4, 6]. W jednej z hipotez 
zak ład a  się, że m utacje  m tD N A  i tym sam ym  zmiany 
w bioenergetyce kom órkow ej s tanow ią  znaczący czyn­
nik starzenia  się i rozwoju cho ró b  często w ystępują­
cych w wieku podeszłym [2, 79]. W ykazano , że 
wydajność procesu fosforylacji oksydacyjnej obniża  się 
wraz ze w zrastającym  wiekiem [80], czemu towarzyszy 
akum ulac ja  defektów m itochondria lnego  bądź j ą d ­
rowego D N A  (czasem dotyczy to obu  m akrom olekuł).  
P rodukc ja  A T P  spada  poniżej poz iom u niezbędnego 
dla praw idłow ego funkcjonow ania  kom órek . U d o w o ­
dn ionym  jest fakt, że procesowi „fizjologicznego s ta ­
rzenia” towarzyszą uszkodzenia m akrocząsteczek k o ­
m órkow ych  takich jak  m tD N A  (ale również białek 
i lipidów) oraz, że tego typu uszkodzenia  akum ulow a-

ne są wraz z wiekiem [81-84] (Tab. 1., Ryc. 4). Stosując 
m etodę PCR stw ierdzono w m itochondria lnym  geno­
mie różnych tkanek człowieka (w starszym wieku) 
w ystępowanie delecji 5-kz (pomiędzy pozycjami nuk- 
leotydów 8, 470 i 13, 459) [85]. T a  sam a m etoda  
pozwoliła na detekcję delecji w prawidłowym  mięśniu 
sercowym i mózgu osobn ików  w podeszłym wieku 
[86], jak  również w w ątrob ie  człowieka. Delecje 
m tD N A  w mięśniu sercowym, wielkości 3,6-kz, jak  
i delecje 3-kz w mięśniach szkieletowych występują 
u ludzi powyżej 35 roku  życia [56, 86-88], P onad to ,  
poziom  cząsteczek m itochondria lnych  m R N A  i rR N A  
obniża  się wraz z wiekiem, co w ykazano w badaniach  
mózgu i serca szczurów [89] i związane to jest z 50%  
spadkiem  tem pa transkrypcji [90], W ischemicznych 
sercach, ham ow anie  procesu fosforylacji oksydacyjnej 
jest związane ze wzrostem uszkodzeń m tD N A  [91]. 
Znaczenie reaktywnych form tlenu ja k o  czynnika 
generującego delecje m tD N A  jest poparte  obserw ac­
jam i wskazującymi, że d okso rub icyna  —  będąca czyn­
nikiem stym ulującym  produkcję  wolnych rodników  
tlenowych w m itochondriach  wyzwala znaczący 
wzrost delecji m tD N A  tkanki mięśnia sercowego. 
Efekt ten jest na tom ias t  ham o w an y  przez ub ihinon 
(Koenzym  Q 10), kluczowy składnik m itochondria l­
nego łańcucha t ranspo r tu  e lektronów, k tórego z redu­
k o w an a  forma (ubihinol) wykazuje działanie antyok- 
sydacyjne [23],

Interesujące są wyniki b ad ań  wykazujących, że 
szybkość w ytw arzania  Q J  przez m itochondria  mięśni 
poruszających skrzydłami muchy dom owej (M usca  
domestica) zwiększa się p o n ad  dw ukro tn ie  pomiędzy 
8 a 15 dniem  życia ow ada  dorosłego (co odpow iada  
4 0%  i 75%  przeciętnej długości trw ania  życia imago). 
P odobn ie  u szczurów, szybkość uwalniania  H 20 2 
przez m itochondria  serca i mózgu jest odpow iednio  
o 21 %  i 30%  większa dla zwierząt 18 miesięcznych niż

Tabela 1.
Zm iany w m itochondriach obserw ow ane podczas starzenia się organizm ów (dane różnych au torów  wg [3])

Badany param etr
Obserw owany

N arząd Organizmefekt

produkcja O^- i H 20 2 wzrost serce szczur
produkcja 0 2” i H 20 2 wzrost w ątroba różne
produkcja 0 2~ i H 20 2 wzrost nerka, serce różne
oksydacyjne uszkodzenia m tD N A wzrost mózg i mięsień przepony człowiek
oksydacyjne uszkodzenia m tD N A wzrost w ątroba szczur
delecje m tD N A wzrost różne obszary mózgu człowiek
delecje m tD N A wzrost mięsień przepony, 

inne narządy
człowiek

addycje/delecje wzrost w ątroba mysz, szczur
m tD N A
wiązania krzyżowe wzrost w ątroba szczur
m tD N A -białko
peroksydacja lipidów wzrost frakcja m ikrosom alna 

m itochondriów  w ątroby
szczur

płynność błony obniżenie w ątroba szczur
A D P/O bez zmian różne narządy różne

A D P/O  —  oznacza stosunek produkcji A TP do wielkości konsum pcji tlenu cząsteczkowego.
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Ryc. 4. Poziom  oksydacyjnych uszkodzeń DNA wzrasta wraz z wiekiem. Schemat obrazuje wzrost poziom u 8-oxo-2’deoksyguanozyny 
w m itochondrialnym  i jądrow ym  DNA izolowanym  z w ątroby m łodych i starych szczurów (wg [40]).

3 miesięcznych. Efekt ten wynikać może z względnego 
obniżenia  aktywności oksydazy cy tochrom ow ej (w 
s tosunku  do  aktywności enzym ów  kom pleksów  I-III 
łańcucha oddechow ego) u zwierząt starszych [92], 
P onad to ,  w ykazane zostały wiekowo-zależne zm iany 
poziom u koenzym u Q  w obrębie  różnych tkanek 
szczura [93] i człowieka [94],

Obecnie, coraz  powszechniej przyjmuje się, że p ro ­
ces starzenia się związany jest z zaburzeniam i ró w n o ­
wagi pomiędzy form ow aniem  reaktyw nych form tlenu 
i działaniem och ronnego  systemu antyoksydacyjnego  
(co wyzwala szok tlenowy). Leży to u podstaw  o b ­
niżenia wydajności procesu fosforylacji oksydacyjnej 
w wielu tk ankach  i uszkodzeń m ak rom oleku ł k o m ó r ­
kowych, w tym m tD N A . M orfologicznym  wyznacz­
nikiem tych zm ian w kom órce  m ogą być g rom adzone, 
wraz ze w zrastającym  wiekiem, ziarnistości lipofus- 
cyny, znane też ja k o  „pigm ent starczy” [95].

VI. Ochronne działanie czynników antyoksy- 
dacyjnych w chorobach i starzeniu się

Pełne zrozumienie m echanizm ów  leżących u p o d ­
łoża rozwoju tzw. „chorób  m itochondria lnych”, może 
zaow ocow ać op racow aniem  skutecznych form terapii 
i umożliwić zapobieganie  rozwojowi tych dotkliwych 
schorzeń, o raz  opóźniać  i łagodzić efekty starzenia się 
organizm u. W praw idłow ych w arunkach  fizjologicz­
nych w o lno rodn ikow ym  uszkodzeniom  m a k ro m o le ­
kuł kom órkow ych  zapobiegają, w pewnym  stopniu, 
obecne w organizm ie endogenne systemy ochronne. 
W  p rzypadku  nadm iernej p rodukcji  wolnych ro d ­
ników, czy też obniżenia  aktywności endogennych 
an ty oksydan tów  bądź/i sprawności m echanizm ów  n a ­
prawczych ten s tan  rów now agi zostaje zaburzony  
(patrz: a r tyku ł opisujący cykl rodn ików  tlenowych 
w organizm ie [96]).

Obiecujące wyniki terapii z zas tosow aniem  a n ty o ­
ksydan tów  (tzw. terapia  redoks) op isano  w p rzypadku  
licznych pacjentów  dotkn ię tych  „k lasycznym i” scho ­
rzeniami m itochondria lnym i, np. KSS. K oenzym  
Q  (CoQ) zajmuje szczególne miejsce w tego typu 
terapii. C o Q , będący nośnikiem  e lek tronów  w w ew nęt­
rznej błonie mitochondria lnej,  stabilizuje pod jednostk i 
łańcucha oddechow ego i w ykazuje  działanie an tyok-  
sydacyjne. O c h ro n a  wrażliwej na peroksydację  kard io -  
lipiny m a istotne znaczenie w u trzym an iu  funkcji 
m itochondriów , na co wskazuje  fakt, że lipid ten 
w arunku je  praw idłow ą interakcję  pom iędzy cy tochro- 
mem c i oksydazą  cy to ch ro m o w ą [97]. C o Q , jak  
w ykazano, m a znaczące działanie lecznicze w p rz y p a d ­
ku w spom nianego  powyżej zespołu KSS jak  i C P E O  
oraz  w przypadku  M ELA S. Bursztynian, daw ca  elek­
tronów  dla m itochondria lnego  łańcucha  o d d ech o w e­
go, eliminuje u d a ro p o d o b n e  epizody u pacjen tów  
z M ELA S. W itam iny  K j i K 3 t ran sp o r tu ją  e lek trony  
na cy tochrom  c z pominięciem elek tronów  z C oQ . 
Również w itam ina  C, bądź  w itam ina  C łącznie z m ena- 
d ionem  (witam ina K 3) m oże redukow ać  cy toch rom  c. 
K om binac ja  obu  red u k tan tó w  p opraw ia  w ydolność 
b ioenergetyczną mięśni szkieletowych z różnym i defe­
k tam i w kom pleksie  III łańcucha  oddechow ego, jak  
w ykazano  w badan iach  in vivo. W itam in a  Kj u sp ra w ­
nia funkcję s ia tkówki u pacjen tów  z C P E O .  P o d a w a ­
nie chorym  ryboflawiny, p re k u rso ra  flawinowych nuk- 
leotydów adeninowych, p opaw ia  sp raw ność  pac jen ­
tów z dysfunkcją kom pleksu  I [14]. C o Q  stosow any  
zaczyna być również ja k o  środek  leczniczy w p rz y p a d ­
ku zaburzenia  rów now agi o k sy d acy jno /an tyoksyda-  
cyjnej w cho robach  wieku starczego [49]. P o m im o  
licznych już  pozytywnych doniesień, p row adzen ie  d a l­
szych b ad ań  nad zas tosow aniem  a n ty o k sy d an tó w  
w terapii jest niezbędne dla dokładnie jszego  zrozum ie ­
nia ich roli ja k o  środków  te rapeutycznych  łącznie

38 POSTĘPY BIOCHEMII  43(1 ) ,  1997http://rcin.org.pl



z zas to sow an iem  ich w terapii innych niż opisywane 
schorzeń, o raz  ja k o  czynników  łagodzących objawy 
starzen ia  się.
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Zarząd Główny  
Polskiego Tow arzystw a  
Biochemicznego
zaprasza do udziału w  Konkursie 
na najlepszy wykład akademicki 
w roku 1 997

Regulamin nagrody

1. Intencją nagrody jest popularyzacja b ioche­
mii i b io logii molekularnej oraz pozyskanie 
materiałów dydaktycznych.

2. Warunkiem wzięcia udziału w  Konkursie jest 
przygotowanie wykładu na wybrany temat 
uwzględniający najnowsze osiągnięcia w  tej 
dziedzinie oraz ilustrujących go materiałów 
w  postaci maszynopisu, rysunków i kom ­
pletu przezroczy. Termin nadsyłania materia­
łów  mija 30.04.1997 r.

Zarząd G łówny Polskiego Towarzystwa B io ­
chemicznego zorganizuje sesję, na której zo ­
staną wygłoszone konkursowe wykłady. M ak ­
symalny czas wystąpienia 2 x  45 minut. 
W 1997 roku sesja odbędzie się na początku 
czerwca. Nagroda Główna i wyróżnienia zo­
staną przyznane w  dniu Konkursu.

Członkowie Zarządu G łównego tworzą Komisję 
Konkursową. Ocenią oni prezentację, wartość 
merytoryczną i dydaktyczną w yk ładów  przyz­
nając od 0 do 10 punktów. Komisja obraduje

niejawnie, a protokół z obrad i inne materiały 
pozostają w  dokumentacji Towarzystwa. Na­
grodę uzyska osoba, która otrzyma największą 
liczbę punktów. Nazwisko zwycięzcy Konkursu 
zostanie podane do w iadomości Członków Pol­
skiego Towarzystwa Biochemicznego w  „ P o ­
stępach B iochemii”  oraz w  „L is tach ” .

Materiały konkursowe: maszynopis wykładu, 
rysunki, przezrocza i programy komputerowe 
stają się własnością Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego i będą rozpowszechniane 
w  placówkach naukowych i dydaktycznych 
jako wykłady autorskie nagrodzonych osób, 
rekomendowane przez Oddziały Polskiego T o ­
warzystwa Biochemicznego. Wymagana jest 
pisemna zgoda na przekazanie materiałów na 
własność Towarzystwa. Towarzystwo zastrzega 
sobie prawo do zakupu materiałów nienagro- 
dzonych.

Niniejsza wersja regulaminu została uchwalona 
przez Zarząd G łów ny Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego w  dniu 5 listopada 1 990 roku.
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Białko Rieskego — składnik transmembranowych 
kompleksów cytochromowych

Rieske Protein — a component of transmembrane cytochrome 
complexes
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Wykaz stosowanych skrótów: cyt. — cytochrom; pi — punkt 
izoelektryczny; kDal — kilodalton; EPR elektronowy 
rezonans paramagnetyczny; N M R — jądrowy rezonans 
magnetyczny; U H D B T  — 5-n-undecyl-6-hydroksy-4,7-dio- 
ksobenzotiazol; Q p — miejsca wiązania chinolu po stronie 
pozytywnej błony; bp hem cytochromu b po stronie 
pozytywnej błony; LHCII — kompleks zbierający światło II; 
N A D P  — 2'-fosforan dwunukleotydu nikotynoamidoadeni- 
nowego; bej — kompleks cytochromów b c t; b 6f kompleks 
cytochromów b 6f; CpnóO — białko chaperonowe 60 kDal; 
Hsp białko szoku cieplnego 70 kDal.

I. W stęp

Białko Rieskego występuje powszechnie w błonach 
zaangażow anych  w procesy energetyczne (wewnętrzne 
błony m itochondria lne ,  błony ty lakoidowe, błony 
chrom atoforów ), ja k o  niezbędny składnik wielopod- 
jednostkow ych , transm em branow ych  kom pleksów  cy­
toch rom ow ych  b c t i b 6f. N azw a białka pochodzi od 
nazw iska jego odkrywcy: J. S. R i e s k e ,  k tó ry  po raz 
pierwszy opisał w spom niane białko, j a k o  składnik  
m itochondria lnego  kom pleksu  cy tochrom  bej [1-2].

JMgr, 2dr, Uniwersytet Wrocławski, Instytut Biochemii
i Biologii Molekularnej,  ul. Tam ka 2, 50-137 Wrocław. 3mgr,
Instytut Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN, ul.
Czerska 12, 53-114 Wrocław.

Uniw ersa lność  występow ania  transm em branow ych  
białkowych kom pleksów  b c t i b 6f w świecie materii 
ożywionej zw iązana jest z ich zaangażow aniem  w p ro ­
cesy energetyczne: heterotroficznego m etabolizm u o d ­
dechowego i au totroficznego m etabolizm u fotosyn- 
tetycznego. Z a ró w n o  kom pleks cy tochrom  b c l jak  
i cy tochrom  b 6f są zaangażow ane  w transport  e lek tro­
nów wzdłuż błony lipidowej z rów noczesną transloka- 
cją p ro to n ó w  w poprzek m em brany . Energia wy­
tw orzonego  gradientu  p ro to n ó w  wykorzystyw ana jest 
następnie  do produkcji energii chemicznej w postaci 
ATP.

K om pleks typu b c t został wyizolowany z wew nętrz­
nej błony m itochondria lne j [3-4], ch rom atoforów  b a ­
kterii fotosyntetyzujących o raz  z błon bakterii hetero- 
troficznych [5-7], K om pleks b 6f wyizolowano z tyla- 
koidow ych błon ch lo roplastów  roślin wyższych oraz 
sinic [8-9]. Pełniące analogiczną  funkcję, kom pleksy te 
znacznie różn ią  się składem  polipeptydowym . W szyst­
kie zawierają trzy podstaw ow e podjednostk i białkowe: 
cy tochrom  typu b (cyt. b lub cyt. b 6), białko Rieskego 
zawierające cen trum  żelazowo-siarkowe oraz cy to ­
chrom  typu c (cyt. Cj lub cyt. f). W kompleksie b 6f 
cy tochrom  b 6 oraz pod jednos tka  IV stanow ią s t ru k ­
turalny oraz  funkcjonalny ana log  cy tochrom u b k o m ­
pleksu bej [10]. Kom pleksy  te zawierają również
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identyczny skład g rup  prostetycznych: dw a hemy typu 
b, jeden  hem typu c i jed n o  w ysokopo tenc ja łow e 
cen trum  żelazowo-siarkowe [4-5, 11].

N ajp ros tszy  ak tyw ny baktery jny  kom pleks  bej sk ła­
d a  się z trzech podjednostek  białkowych: cyt. b, cyt. c, 
i b ia łko  Rieskego [5] z wyjątkiem k om pleksu  wyizolo­
w anego z Rhodobacter spheroides w ykazu jącego  obec­
ność czterech pod jednostek  polipep tydow ych  [6-7],

W śród  badaczy istnieje pow szechna zgoda  d o ty czą ­
ca s t ru k tu ry  oraz lokalizacji (liczby f ragm entów  trans- 
m em b ran o w y ch  i orientacji) c y to ch ro m ó w  typu 
b i c w błonie biologicznej. N a to m ia s t  b ad an ia  nad 
białkiem Rieskego nadal dos ta rcza ją  k on trow ersy j­
nych danych  dotyczących s t ru k tu ry  przestrzennej tej 
pod jednostk i  o raz  jej usy tuow ania  w błonie.

Niniejsza p raca  jest p ró b ą  zestawienia  dostępnych  
d anych  dotyczących s truk tury , umiejscowienia w b ło ­
nie, funkcji oraz  biosyntezy białka Rieskego p o c h o d z ą ­
cego z różnych organ izm ów  —  od prym ityw nych 
bakterii  po wyższe organizm y roślinne i zwierzęce.

II. Budowa

II-l. Struktura pierwszorzędowa

Białko Rieskego zawiera od 179 (szpinak) do  215 
(drożdże) reszt am inokw asow ych. Jedynym i fragm en­
tam i konserw atyw nym i tego b iałka są dw a regiony 
blisko C -końca  o następującej sekwencji: C -T -H -L -G - 
-C-V i C-P-C-14-G-S (Ryc. 1) [12]. F rag m en ty  te są 
bezpośrednio  zaangażow ane  w ko ordynac ję  żelazowo- 
-siarkowej grupy  prostetycznej, a podkreś lone  a m in o ­
kw asy są ligandam i cen trum  żelazow o-siarkow ego. 
N-koniec , zawierający n iepolarne reszty am inokw aso-  
we, zaangażow any  jest w zakotw iczenie  b iałka w k o m ­
pleks lub/i błonę (Ryc. 1 i 2) [12-13],

Sekwencje ch lo roplastow ych i sinicowych białek 
Rieskego w ykazują  obecność hyd rofobow ego  frag­
m en tu  składającego się z 21 reszt am inokw asow ych . 
F ra g m e n t  ten zaczyna się od reszty siedemnastej, 
następnie  występuje Lys lub Ser i drugi fragm ent 
hydrofobow y składający się z 16 reszt [12]. Analiza ta 
sugeruje w ystępow anie  jednej lub dw óch  transb łono -  
wych helis a. Położenie t ransb łonow ych  fragm entów  
w białku Rieskego z kom pleksów’ bej jest inne. D la te ­
go, jeżeli porów nuje  się sekwencje białek Rieskego 
z ch loroplastów , m itochondriów  i ch ro m ato fo ró w  
bak tery jnych  nie m ożna  wykazać w ystępow ania  k o n ­
serw atyw nych  hydrofobow ych fragm entów  [12]. To  
sugeruje, że polipeptyd ten nie jest b ia łk iem  błonow ym .

II-2. Izoformy

Białko Rieskego pochodzące  z b łon  ty lakoidow ych 
liści szpinaku występuje w dw ó ch  izoformach 
o p i  =  5.4 (nazwanej R t ) o raz  p i =  5.1 (nazwanej R 2)
[14], Przyczyna różnicy w wartości p i  izoform R, i R 2 
pozosta je  nieznana. W p rzypadku  ty toniu , zidentyfi-

Ryc. 1. Hipotetyczny schemat struk tury  białka Rieskego z wy­
szczególnioną grupą prostetyczną i konserwatyw nym i sek­
wencjami am inokwasow ym i biorącymi udział w koordyna­
cji centrum  2Fe-2S. Fragm ent w kształcie walca, blisko 
N-końca, symbolizuje segment polipeptydu oddziaływ ują­
cy z błoną; jasny obszar — część segm entu o właściwościach 
hydrofobowych, ciemny obszar —  część segm entu o właś­
ciwościach hydrofilowych.

kow ano  dwa typy klonów  cD N A  nazw ane TR3 i TR 6 
kodujące białko Rieskego [15], P o rów nan ie  sekwencji 
am inokw asow ej, ustalonej na podstawie analizy sek­
wencji nuk leo tydów  dwóch klonów  c D N A  wykazało, 
że polipeptydy różnią się jedynie  czterem a resztami 
am inokw asow ym i. N a  tej podstaw ie  zasugerow ano, że 
białko Rieskego z ch lo rop las tów  ty toniu  jest k o d o ­
wane w genom ie jąd row ym  przez dw a różne geny [ 15].

N ieznane jest fizjologiczne znaczenie w ystępow ania  
dwóch izoform polipeptydu. Interesujący jest jed n ak  
fakt, że kom pleks cy tochrom  b 6f jak  i bc, zostały 
wyizolowane w formie dim eru [16-17] i — jak sugerują  
autorzy  pracy [14] —  polimorfizm białka Rieskego 
m oże mieć znaczenie we właściwym funkc jonow aniu  
kom pleksu  in vivo, co w yrażałoby się koniecznością  
udziału każdej z izoform w u tw orzonym  dimerze.
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Ryc. 2. Schem aty struk tury  białka 
Rieskego zakładające wy­
stępowanie: A) dwóch lub 
B)jcdnej helisy transm em b- 
ranowej.

A

II-3. Grupa prostetyczna

G ru p ą  proste tyczną  b iałka Rieskego jest żelazowo- 
-siarkowe cen trum  o charak terys tycznym  widmie EPR  
(q =  1.90) [18-20], charak teryzujące  się bardzo  w yso­
kim potencjałem  redoks (Tab. 1) o stałej wartości 
w zakresie pH  od 6.5 do 8.0. Zależność potencja łu  od 
pH ukazuje się dopiero  w niefizjologicznym, alkalicz­
nym pH [21-22], Tego typu cen trum  żelazowo-siar- 
kowe po raz pierwszy zostało  z identyfikowane ja k o  
składnik  m itochondria lnego  kom pleksu  cy tochrom  
b c r  N a  bazie danych  pochodzących z analizy w idm a 
EPR  wyw nioskow ano, że jest to cen trum  typu 2F e-2S  
(Ryc. 1) [23]. Składnik o podobnych  właściwościach 
zidentyfikow ano następnie w bakteriach  fotosyntety- 
zujących [21, 24-25] oraz w ch loroplastach  roślin 
wyższych [19]. We wszystkich badanych  grupach  
bakterii fotosyntetyzujących: s iarkowe bakterie  p u r ­
purow e [26], niesiarkowe bakterie  pu rp u ro w e  [24] 
oraz  bakterie  zielone [21] w ykazano  w ystępow anie  
charak terys tycznego centrum  2Fe-2S dow odząc  tym 
sam ym  występowanie  białka Rieskiego w tych o r ­
ganizmach. Bakterie pu rpu row e  na ogół ch a rak te ry zu ­
je wysoki potencjał redoks cen trum  2F e-2S  wynoszący 
oko ło  + 2 8 0  mV (Tab. 1). Jest to w artość zbliżona do

Tabela 1.
Potencjał oksydo-redukcyjny centrum  reakcyjnego

potencja łów  redoks  analogicznych sk ładników  błon 
m ito ch o n d r ia ln y ch  i chloroplastowych. Jednak  
w p rzypadku  innych bakterii fotosyntetyzujących cen­
trum  2 F e -2 S  m a z redukow any  potencjał redoks  do 
w artości o k o ło  +  160m V  w pH =  7.0 (Tab. 1). P o te n c ­
ja ł  w tym p rz y p a d k u  jest pH zależny: 60 m V /jednostkę  
pH, co wskazuje  na udział p ro tonów  w redukcji 
c en trum  reakcyjnego  [21],

Z as to sow an ie  technik  spek troskopow ych  pozwoliło  
n a  wyjaśnienie zas tanaw ia jąco  wysokiego potencja łu  
redoks cen trum  2 F e -2 S  białka Rieskego. B adan ia  
wykazały, że l igandam i cen trum  żelazow o-siarkow ego 
są: dwie reszty Cys i dwie reszty His w rejonie C -końca  
(Ryc. 1) [27], W ystępow anie  dwóch a to m ó w  azotu  
ja k o  ligandów  tłum aczy  bardzo  wysoką w artość  p o ­
tencjału redoks. D ane  te zostały również p o tw ierdzone 
technikam i biologii molekularnej [28],

III. Lokalizacja w błonie

N a podstaw ie  analizy profilu hydrofobow ości am i­
nokw asów  stw ie rdzono  w białku Rieskego z różnych 
o rgan izm ów  obecność  regionów o charak te rze  h y d ro ­
fobowym. Jednakże ,  po rów nan ie  sekwencji a m in o ­
k w a s o w i  b ia łka  pochodzącego  z m itochondriów ,

iałka Rieskego

Organizm Em (mV) pK Piśm iennictwo

Drożdże +  280 [29]
C hloroplasty szpinaku +  290 — [19]
Chlorobium sp. +  160 (pH 7.0) >  6.5 [30]
Heliobacillus mobilis +  150 [31]
Chromatium +  285 (pH 8.0) 7.4 [24, 32]
Rdp. spheroides +  285 (pH 7.0) 8.0 [22]
Rdp. capsulatus +  310 (pH 7.0) — [33]
Rhodospirillum rubrum +  160 (pH 7.0) — [34]
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ch loroplastów  i ch rom ato fo rów  bakteryjnych nie wy­
kazało  konserw atyw ności segm entów hydrofobowych. 
Spostrzeżenie to stało się źródłem  sporów  na tem at 
s t ruk tu ry  przestrzennej białka, a zwłaszcza występo­
w ania  fragm entów  transm em branow ych . Z a p ro p o n o ­
w ano  dwie hipotetyczne s truk tu ry  białka Rieskego:

1. S truk tu rę  z dw iem a transm em branow ym i helisa­
mi a  w obszarze N -końca  w przypadku  polipeptydu 
pochodzącego  z m itochondriów  wołu [35] i ch lo ro ­
p lastów  roślin wyższych [36];

2. S trukturę  z jedną t ransm em branow ą helisą ot w 
obszarze N -końca  w przypadku białka Rieskego p o ­
chodzącego z chloroplastów liści szpinaku [37], m ito­
chondriów  Neurospora crassa [38] i sinic [39] (Ryc. 2).

Stosowanie jed n ak  różnych m etod szczegółowej 
analizy s truk tu ry  białka Rieskego, nie potwierdziło 
istnienia t ransm em branow ej helisy ot w h ydro fobo­
wym N -końcow ym  obszarze cząsteczki [40], Bez p o ­
w odzenia  okazały  się również p róby  znak o w an ia  hy d ­
rofobow ego polipeptydu, w wyniku których  nie stwier­
dzono  obecności znacznika związanego z podjednost-  
ką Rieskego. [41]. N iezbędnym  stało się p rzep row a­
dzenie kolejnych badań  nad właściwościami białka 
Rieskego, stosując m etody  biochemiczne. S tw ierdzo­
no, że w wyniku inkubacji błon m itochondria lnych  
w alkalicznym pH (100 m M  C a C O d  [42], białko 
Rieskego jest uwalniane do  buforu. N a  tej podstawie 
zasugerow ano, że jest to białko peryferyjne bez o b ­
szarów  transm em branow ych  (Ryc. 3) [40, 42, 43]. 
Badania  wpływu wysokiego pH, czynników chao-

Ryc. 3. Praw dopodobny schemat usytuow ania białka 
Rieskego względem błony z wyszczególnionym 
N -końcowym  segmentem bezpośrednio oddzia­
ływującym z błoną. Jasna część segm entu poli­
peptydu symbolizuje obszar hydrofobowy, ciem ­
na —  hydrofilowy; owalne znaki w pobliżu 
C-końca sym bolizują centrum  2Fe-2S; p —  stro ­
na pozytywna; n — strona negatywna.

t ropow ych, de tergentów  i soli na  związanie białka 
Rieskego z b łoną ty lako idow ą roślin wyższych [44-45] 
i g lonów [46] również dow odzą, że jest to  białko 
peryferyjne. Te wyniki, eksperym enty  z użyciem prote- 
az [45] oraz rekonsty tucja  kom pleksów  b6f [47] i bc, 
[40, 48] doprow adziły  do  następujących wniosków:

1. Białko Rieskego występuje peryferyjnie (znajduje 
się po stronie pozytywnej błony) (Ryc. 3) i jest hydro- 
fobowo związane z kom pleksem  n a jp raw dopodobn ie j  
za pośrednictw em  cy tochrom u b (Ryc. 4) [40, 42-46];

2. W wiązaniu tym bierze udział am fipatyczny frag­
ment składający się z 20 reszt am inokw asow ych  blisko 
N -k o ń ca  od Lys33 do  Lys52 [40];

3. Białko Rieskego ulega łatwej, odwracalnej dyso- 
cjacji z wyizolowanego kom pleksu  b c t , a w a runk iem  
ponow nego  zasocjow ania podjednostk i z kom pleksem  
jest obecność fosfolipidów [48],

Kolejnym ciekawym spostrzeżeniem było stw ier­
dzenie, że w obrębie n iena ładow anego  fragm entu  
N -końcow ego  białka Rieskego n iektóre  pozycje reszt 
hydrofobow ych są konserwatywne. P ró b a  ułożenia 
z jednow ym iarow ej sekwencji am inokw asow ej tró j­
wymiarowej helisy ot wskazuje na uk ładan ie  się h y d ro ­
fobowych konserw atyw nych  reszt po jednej ze stron 
s t ruk tu ry  ot [49], Sugerow ałoby to co pozosta je  
w zgodności z w nioskam i wysuniętymi wcześniej 

powierzchniowe oddziaływanie helisy ot z h y d ro ­
fobowymi częściami pozostałych sk ładn ików  k o m ­
pleksu, ewentualnie  powierzchniowe oddzia ływ anie  
z błoną lipidową.

COOH
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n

cyt.f lub cyt.c^
Ryc. 4. Schemat lokalizacji głównych podjednostek w obrębie hom ologicznych kom pleksów cytochrom ow ych: be, i b„f. PC —  plastocyjanina 

(akceptor elektronów  z kom pleksu b hf); cyt. c — cytochrom  c (akceptor elektronów  z kom pleksu b e ,); R — białko Rieskego z centrum  
reakcyjnym 2 Fe-2S; cyt. f — cytochrom  f (składnik kom pleksu b (lf); cyt. c, — cy to ch ro m e, (składnik kom pleksu b e ,); oc 1 i oc2 —  helisy 
a  cytochrom u typu b bezpośrednio oddziaływujące z białkiem Rieskego; p — strona pozytywna; n — strona negatywna; owalne znaki 
w obrębie białka Rieskego sym bolizują centrum  2Fe-2S; ukośny, pogrubiony odcinek sym bolizuje ugrupow anie hemowe.

W świetle danych  eksperym entalnych białko Ries­
kego jawi się ja k o  peryferyjna p o d jednos tka  k o m p lek ­
sów cytochrom  bc, i b6f, zasocjow ana z powierzchnią 
błony lub pozostałymi składnikam i kom pleksu  o d ­
działywaniami hydrofobowym i (Ryc. 4).

IV. Funkcja

K om pleksy cytochrom ow e bc, i b 6f w ykazują  oksy- 
doreduk tazow ą aktywność. Cytochrom  bc, pełni funk­
cję oksydoreduk tazy  ubichinon —  cy tochrom  c, 
a kom pleks b^f funkcjonuje ja k o  o k sy d oreduk taza  
p las toch inon  — plastocyjanina. K om pleksy  te są za a n ­
gażow ane w elektrogeniczny t ranspor t  p ro tonów  
w poprzek błony lipidowej. W przypadku  kom pleksu  
bc, błon m itochondria lnych  i ch ro m ato fo ró w  bakterii 
fotosyntetyzujących translokacja  p ro to n ó w  odbyw a 
się przy zachow aniu  s tosunku H +/e =  2. Przeniesienie 
dw óch p ro to n ó w  w poprzek błony towarzyszące prze­
pływowi jednego e lektronu wzdłuż dw uw arstw y wyja­
śnia mechanizm  zwany cyklem Q  [50], Mniej danych 
przem awiających za takim m echanizm em  tran sp o r tu

dostarczają  bad an ia  nad  ch lo rop las tow ym  k o m p lek ­
sem b 6f, w k tó rym  stosunek H +/e in vivo jest zmienny 
i w aha  się od wartości 1 do  2. W skazuje  to na inny 

niż cykl Q  —  m echanizm  tran sp o r tu  e lek tronów  
przez ten kompleks. P o m im o  pewnych kontrow ersji 
dotyczących m echanizm u elektrogenicznej trans loka-  
cji p ro tonów  w kompleksie bc, i b 6f, dane  eksperym en­
talne wskazują, że miejsce w iązania chinolu  (Q p) 
znajduje  się w pobliżu cen trum  żelazow o-siarkow ego 
białka Rieskego i cy toch rom u  b. C en trum  to jest 
następnie don o rem  elek tronu  dla cy toch rom u  c,. 
Z osta ło  to potw ierdzone b adan iam i zm ian  po tenc­
ja łów  redoks cyt. b i cyt. c , ,  jak  i wpływem inhib ito rów  
(antym ycyna i U H D B T ) na zm iany potencjału cen t­
rum reakcyjnego białka Rieskego, co wykazały p o m ia ­
ry widm EPR  [25]. Takie  położenie cen trum  reakcyj­
nego białka Rieskego —  blisko miejsca wiążącego 
ch inon  Q p i w sąsiedztwie cyt. b — ud o w o d n io n o  
również w przypadku kom pleksu  b 6f (Ryc. 5). W sk azu ­
ją  na to wyniki eksperym entów  znak o w an ia  k o m p lek ­
su ana logam i inh ib itorów  utleniających chinol i p o ­
chodnych  azydowych ch inonu  [51, 52] o raz  oddz ia ły ­
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Ryc. 5. Schemat drogi tran sp o rtu  elektronu i translokacji protonów  w kom pleksie b(,f z uwzględnieniem praw dopodobnej lokalizacji białka 
Rieskego względem pozostałych podjednostek kom pleksu. PC —  plastocyjanina; cyt. f — cytochrom  f; cyt. bh —  cytochrom  b 6; 
R — białko Rieskego; IV —  podjednostka czwarta; b ,̂ —  hem cytochrom u b6 usytuowany w pobliżu strony negatywnej; bF —  hem 
cytochrom u b 6 usytuow any w pobliżu strony pozytywnej; Q N — miejsce w iązania chinonu; Q P — miejsce w iązania chinolu; owalne znaki 
w obrębie białka Rieskego sym bolizują centrum  2Fe-2S; ukośne, pogrubione odcinki sym bolizują ugrupow ania hemowe; strzałki 
-* wskazują drogę transportu  elektronu; strzałki ••••> wskazują drogę translokacji protonów ; n —  strona  negatywna; p —  strona 
pozytywna.

wanie d w u b ro m o ty m o ch in o n u  (inhibitora  przyłącza­
jącego się do  miejsca Q p) z hemem bp i białkiem 
Rieskego [53], Zgodnie  z faktam i przytoczonym i 
powyżej, w ch lo rop las tach  funkcja cen trum  2Fe-2S  
polegałaby na przenoszeniu e lek tronu  pomiędzy plas- 
tochinolem  a cyt. f. D o d a tk o w y m  argum en tem  było 
stwierdzenie b raku  sygnału w widmie EPR  p o ch o d zą ­
cego od cen trum  reakcyjnego białka Rieskego z m u ­
tan ta  Lem na perpusilla , charak teryzującego  się u p o ­
śledzonym transportem  e lek tronów  pom iędzy plas- 
tochinolem  a cyt. f [54],

Analiza wyników doświadczeń pozwala na stwier­
dzenie, że białko Rieskego jest pośrednim  donorem  
elek tronów  dla cyt. c lub p lastocyjaniny w w ieloskład­
nikowych kom pleksach  cytochrom ow ych: b c t i b hf, 
odpowiednio .

V. Biosynteza

V-1. Struktura genu

a) Prokaryota
B adania  genom u Rhodopseudom onas viridis w yka­

zały, że geny: fbc F, fbc B i fbc C kodujące odpo w ied ­
nio: białko Rieskego, cyt. b i cyt. c , ,  nas tępują  kolejno 
po sobie, posiadają  identyczną orientację transkryp- 
cyjną oraz, że cały zespół genów zawiera przypuszczal­
nie tylko jed n o  miejsce wiązania rybosom u [55],

W skazuje  to na s truk tu rę  pojedynczego operonu . 
Istotnie, dla Rhodopseudom onas capsulatus u d o w o d ­
niono, że m R N A  jest pojedynczym polic istronow ym  
transkryp tem  [55].

W ystępowanie  pojedynczego o p eronu  fbc stwier­
dzono  również w genom ach Rhodopseudom onas sphae- 
roides [56], Rhodospirillum  rubrum  [57] i Paracoccus 
denitrificans [58], W przypadku  Bradyrhisohium  japo-  
nicum  o rganizacja  genów kom pleksu  bej jest o d m ie n ­
na niż u innych organ izm ów  bakteryjnych. Trzy 
podjednostk i polipeptydow e cy toch rom u  b c { k o d o ­
wane są jedynie przez dw a geny oznaczone: fbc F i fbc
H. Pierwszy gen koduje  białko hom ologiczne  do 
po lipeptydu Rieskego, na tom ias t  p ro d u k t  d rugiego 
jest potranslacyjnie  rozcinany na dw a polipep tydy  
—  hom ologi cyt. b i cyt. c, [59],

Sinice (N ostoc, Synechococcus) u k tórych analogiem  
bakteryjnego kom pleksu  cyt. bej jest cyt. b 6f w ykazują  
inną, bardziej skom plikow aną  organizację  genów 
kompleksu. G eny pod jednostek  białkowych z o rg an i­
zow ane są w dwóch operonach: pet CA i pet BD. 
Pierwszy z nich zawiera geny kodujące  b ia łko  Ries­
kego i cyt. f, drugi na tom ias t cyt. b 6 i pod jednostkę  IV 
[ 3 9 ,6 0 ,6 1 ] .

b) E ukaryota
W wyniku szeregu przeprow adzonych  b a d a ń  w yka­

zano, że gen tak ch lo roplastow ego jak  i m itochondria l-  
nego białka Rieskego jest pochodzen ia  jąd row ego ,
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T abela 2.
W ielkość presekwencji białek Rieskego

Typ kom pleksu O rganizm
Wielkość presekwencji 
(ilość reszt aminokw.) Piśmiennictwo

be. drożdże 30 [69]
serce wołu 73 lub 78 [70-71]
człowiek 78 [72]

b 6f C hi reinhardtii 29 [63]
bulwy ziem niaka 53 [73]
tytoń 49 [15]
szpinak 66 lub 68 [15, 66]
groch 50 [66]

a translacja  m R N A  polipeptydu przebiega w cytoplaz- 
mie [62].

U organ izm ów  eukario tycznych sam a bu d o w a  genu 
białka Rieskego wykazuje bardziej skom plikow aną  
budow ę niż u P rokaryota. W obrębie  genu pojawiają  
się nuk leo tydow e sekwencje in tronowe. Już u niższego 
eu k ar io ta  Chlam ydom onas reinhardtii, gen ten zawiera 
4 in trony  [63]. Różne organizm y eukario tyczne posia­
dają  odm ienną  ilość kopii genu po lipep tydu  Rieskego, 
przykładowo: ssaki (mysz, szczur) [64] i grzyby [65] 
posiadają  tylko jedną  kopię genu bia łka  Rieskego 
w każdej kom órce, podobn ie  groch [66] i szpinak [67], 
jednak  kukurydza  i ty toń posiadają  w genomie całą 
rodzinę genów kodujących białko Rieskego [65]. 
P o n a d to  każdy eukario tyczny gen białka Rieskego 
koduje  sekwencję liderową.

V-2. Transport białka do organelli i wbudowanie 
w kompleks

a) C harak te rys tyka  presekwencji
W k om órkach  eukario tycznych p ro d u k t  translacji 

zostaje przeniesiony do  odpow iednich  organelli. U m o ­
żliwiają to odpow iednie  sekwencje am inokw asow e 
(presekwencje) u lokow ane na N -k o ń cu  białka, w k tó ­
rych zakodow ana  jest informacja o transporcie. Presek­
wencje białek chloroplastow ych i m itochondria lnych

mają wiele wspólnych cech: są hydrofitowe, bogate  
w reszty hydroksylow e (Ser, Thr) i mają w ypadkow y 
ładunek dodatn i.  W presekwencjach białek m ito ch o n ­
drialnych, s tw ierdzono d o d a tk o w o  występowanie am- 
fifilowej helisy a, podczas gdy presekwencje ch lo ro ­
plastowe m ają  zazwyczaj postać  statystycznego kłębka 
[66, 68]. Presekwencje te, zwane sekwencjami lidero- 
wymi lub sygnalnymi, a także sekwencjami tran zy to ­
wymi, są po spełnieniu swej funkcji proteolitycznie 
odcinane. Wielkość presekwencji białek Rieskego p o ­
chodzących z różnych organ izm ów  w aha  się od 30 do 
78 reszt am inokw asow ych  (Tab. 2.).

Presekwencje takie różnią się znacznie, lecz m ożna  
zauważyć ich pokrewieństwo. P rzykładem  są sekwen­
cje D N A  zlokalizowanych w jądrze  genów białek 
Rieskego z ch loroplastów  grochu, ty toniu  i szpinaku 
oraz  o p racow ane  na ich podstawie sekwencje a m in o ­
kwasowe tej podjednostk i wraz z sekwencją liderową. 
Po p o rów nan iu  wszystkich trzech sekwencji [66] 
(nukleotydowych i am inokw asow ych) m ożna zau w a­
żyć, że:

1. Presekwencja białka Rieskego ze szpinaku zawie­
ra w obrębie N -końca  17 reszt am inokw asow ych 
nieobecnych w sekwencjach sygnałowych ty toniu  
i grochu;

2. W przypadku  polipeptydu Rieskego pochodzące­
go ze szpinaku presekwencja zawiera w pozycji 18

Groch
1
MSSTTLSPTTPSQLCSGKSGISCPSIALLVKPTRT 
36 V
q - m tg rg n-kgm kitcqat I I

Tytoń

1

1
M ASSTLSPVT- - QLCSSKSGLSSVSQCLLVKPMK!
34 ▼
N -SHGLGKDKRMK7KCM ^ M

18
Szpinak M liSIFNOLHLTENSSL M ASFTLSSATPSQLCSSKNGMFAPSLAL-AKAGRV

52 ▼
NVLISKERIRGMKLTCQAT J.Ci-. ."i .te 1G dł Gj I*

Ryc. 6. Porów nanie sekwencji am inokwasow ych w obrębie sekwencji liderowych białek Rieskego z: grochu, tytoniu oraz szpinaku. Szare wstęgi 
symbolizują dojrzałe białko; strzałki wskazują miejsce cięcia pomiędzy presekwencją a dojrzałym  białkiem.
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metioninę, k tó ra  odpow iada  kodonow i „start t ra n s ­
lacji” w sekwencjach grochu  i tytoniu;

3. Brak hom ologii między sekwencjami nukleoty- 
dow ym i g rochu  i szpinaku w regionie „ups tream ” od 
k o d o n u  „ s ta r t” dla grochu;

4. W k ie ru n k u  „dow nstream ” od powyższego k o d o ­
nu występuje  duży stopień podob ieńs tw a  sekwencji 
(46-55%) (Ryc. 6).

Różnicę w długościach presekwencji białka Ries­
kego pochodzącego  z: grochu, ty ton iu  i szpinaku 
m ożna  za tem  wytłumaczyć delecją fragm entu  D N A , 
k tó ra  sp o w o d o w a ła  u tra tę  części tej presekwencji 
w toku  procesu  ewolucyjnego.

b) U k ie ru n k o w an y  t ran sp o r t  do organelli
Z naczące  różnice w długości sekwencji liderowych 

białek Rieskego pochodzących  z różnych organ izm ów  
oraz  różnice w ilościach cięć proteolitycznych p ro w a ­
dzących do  pow stan ia  dojrzałego białka w b u d o w a n e ­
go p raw id łow o  w odpow iedni kom pleks nasuw ają  
pytanie: czy wyłącznie odc inana  sekwencja o dpow ie ­
dzialna jest za im port  b ia łka Rieskego do  organelli? 
C o raz  częściej uważa się, że sekwencje liderowe nie­
zbędne są w p rzypadku  białek n ieposiadających o d ­
pow iednich hydrofobow ych odc inków  na końcach  
sekwencji białkowej koniecznych do  przeniesienia n a ­
ładow anej cząstki przez dw uw arstw ę lipidową. Białka 
b łonow e z założenia pos iadają  takie odcinki i nie 
w ym agają  osobnych  sekwencji liderowych by p raw id ­
łowo w b u d o w ać  się w błonę. Potwierdzeniem  tej 
hipotezy jest eksperym ent w k tó rym  błonow e apobia ł-  
ko  chlorofilowe a /b  nawet po fuzji ze skierowującą go 
do  s trom y sekwencją liderową pochodzącą  z małej 
p od jednos tk i  karboksyoksygenazy  rybulozodwufosfo- 
ranowej nada l  p raw id łow o było w budow yw ane  do 
błony ty lakoidow ej [74], D ane  te sugerują zatem, że 
inform acja  o w b udow an iu  po lipeptydu  w błonę zaw a r­
ta jest w do jrza łym  białku, a konieczność w ystępow a­
nia sekwencji liderowej jest zw iązana z przeniesieniem 
białka przez pierwszą barierę hydrofobow ą ja k ą  jest 
o toczka  (envelope) organellum. Proces ten jest j e d n o ­
etapow y, bow iem  tran sp o r t  odbyw a się w obszarze 
styku o b u  b łon  otoczki [75]. P ra w d o p o d o b n y  model 
w yglądałby za tem  następująco: uk ie runkow any  t r a n s ­
p o rt  do  s trom y ch lo roplastu  lub m atriks  m itochond-  
rialnej, nas tępnie  odcięcie niepotrzebnej już  sekwencji 
liderowej i wreszcie w budow anie  w błonę ty lakoidow ą 
lub w ew nętrzną  błonę m itochondria lną  przy pom ocy 
sekwencji hydrofobowych zawartych w dojrzałym biał­
ku. Wiele fak tów  wskazuje, że tak właśnie przebiega 
im port  b ia łka  Rieskego do  odpow iednich  organelli.

W ażnym  narzędziem  bad ań  jest w spom niana  wyżej 
fuzja sekwencji liderowych jednych  białek z innymi 
b ia łkam i i badan i  losów tak powstałych hybryd. 
P rzep ro w ad zo n o  szereg tego typu eksperym entów  
z białkiem Rieskego, k tóre  wykazały, że sekwencja 
l iderow a istotnie gra  rolę w imporcie białka do  o r ­
ganellum  i jest proteolitycznie odc inana  w strom ie lub 
w m atriks, na to m ias t  informacja o w budow yw aniu  do

błony znajduje się w części dojrzałego p ro d u k tu  (po­
zbaw ionego odpowiedniej presekwencji) [76, 77], 
U dow odn iono ,  że informacja ta zaw ar ta  jest 
w N -końcow ym  fragmencie b iałka Rieskego (pierwsze 
55 reszt am inokw asow ych) [76, 77].

c) Proteo lityczna  o b ró b k a  p rek u rso ra  b iałka Ries­
kego

Po  w prow adzen iu  do organellum  p rek u rso ra  białka 
Rieskego następuje  proteolityczne odcięcie sekwencji 
liderowej. W różnych organ izm ach  proces ten przeb ie­
ga różnie. W ykazano , że np. w m atriks  m itochondria l-  
nej niższych E ukaryota  (Neurospora erassa , Saccharo- 
myces cerevisiae [73, 78] i inne grzyby [69, 79] proces 
cięcia jest dw uetapow y, przy czym drugie  cięcie za ­
chodzi już  po umieszczeniu b iałka Rieskego w k o m ­
pleksie bej. N a to m ias t  w o rganizm ach  wyższych p ro ­
ces ten wydaje się być jed n oe tapow y  (np. w m ito c h o n d ­
riach szczura czy wołu [71, 78] lub w m itochondriach  
z bulw ziem niaka  [73]). Z askaku jący  fakt o d k ry to  
w m itochondriach  z serca wołu, gdzie jeden  ze sk ład ­
ników kom pleksu  bej —  p o d jednos tka  IX —  okaza ła  
się być sekwencją liderową białka Rieskego, k tó ra  po 
odcięciu pozostaje  w kom pleksie  [71].

d) D ołączanie  grupy  prostetycznej do  ap o b ia łk a
N ad a l  nieznany pozostaje  m echanizm  i czas (tim ing)

w budow yw ania  cen trum  reakcyjnego 2 F e -2 S  do  a p o ­
białka. W m itochondriach  stw ierdzono, iż b rak  cyto- 
ch rom u b obniża  wydajność t ran sp o r tu  innych białek 
i d o d a tk o w o  wykazują  one brak grup  prostetycznych 
oraz nie w budow yw ują  się stabilnie w błonę [80]. 
E kspresjonow ane w E. coli białko Rieskego p o zb aw io ­
ne N -końcow ego, hydrofobow ego fragm entu  również 
nie posiadało  cen trum  żelazow o-siarkow ego [49], co 
doprow adziło  do  sugestii, że w budow yw anie  grupy 
prostetycznej zachodzi dop ie ro  po asocjacji białka 
z b łoną lub/i kompleksem.

e) Rola b iałka Rieskego w tworzeniu funkc jona l­
nych kom pleksów  b 6f oraz  bCj

Badania  nad m utan tem  Lem na perpusilla  c h a ra k ­
teryzującego się brak iem  białka Rieskego, wykazały 
nieobecność pozostałych pod jednostek  polipep tydo- 
wych kom pleksu  b 6f [81]. W y k azan o  również, że 
w roślinach e tio low anych (groch) zaw artość  m R N A  
podjednostk i Rieskego jest zn ikom a  i rap tow nie  zwię­
ksza się podczas procesu zielenienia rośliny. N a to m ias t  
t ransk ryp ty  pozostałych sk ładników  ch lo ro p las to w e­
go kom pleksu  b 6f obecne są w organe llum  w s to su n ­
kow o dużych ilościach przez cały czas, a różnica 
w ilościach przed i po naświetleniu jest niewielka [82], 
Te oraz inne obserwacje doprow adziły  do  s fo rm ułow a­
nia hipotezy według której polipeptyd Rieskego m iał­
by odgryw ać kluczową rolę w tworzeniu  kom pleksu  
b 6f. Byłby zatem  niezbędny do  praw id łow ego po łącze­
nia się wszystkich podjednostek  kom pleksu , regulując 
tym sam ym  proces tworzenia  się funkcjonalnego  k o m ­
pleksu [82], Jednakże  kolejne bad an ia  nad  m u tan tam i 
L. perpusilla  wykazały, że nie m ożna  stwierdzić obec­
ności kom pleksu, w k tó rym  b rak o w ało b y  k tó reg o k o l­
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wiek ze składników , a pojawienie się polipeptydu  
Rieskego w arunku je  raczej s tabilne w budow anie  k o m ­
pleksu w błonę [83]. O bserwacje te doprow adziły  do 
sugestii, że proces pow staw ania  i stabilizacji k o m p lek ­
su byłby procesem  zachodzącym  wg schematu: „wszys­
tko  albo nic” w k tó rym  w ym agana  jest obecność 
wszystkich sk ładników  w odpow iedn im  czasie i miejs­
cu, by m ogła  zajść praw id łow a asocjacja i w budow anie  
w błonę [83]. H ipoteza  „białka k luczow ego” coraz  
częściej jest zarzucana.

W przypadku kom pleksu bej uważa się, że jedynie 
polipeptyd Rieskego nie wywiera efektu na włączanie się 
pozostałych składników w kompleks [84], Przyjmuje 
się, że białko Rieskego jest włączane do kom pleksu ja k o  
ostatnie [78,85], a o b ró b k a  prekursora  do  formy d o j­
rzałej w drożdżow ym  i ssaczym cytochromie bej m a 
miejsce po w budow aniu  do  kom pleksu [71, 78], 

D o d a tk o w o , tworzenie funkcjonalnego kom pleksu  
w ym aga  nie tylko obecności po lipep tydów  lecz także 
grup  prostetycznych cy tochrom ów  oraz  cen trum  2F e-  
-2S białka Rieskego [82],

f) Białka towarzyszące polipeptydowi Rieskego 
Z a ró w n o  w m atriks  m itochondrialnej jak  i w s t ro ­

nnie ch loroplastow ej białku Rieskego tow arzyszą róż ­
ne białka opiekuńcze. W ch lo roplastach  jest to, jak  
w p rzypadku  większości białek tego organellum , 
CpnóO (chaperonin  60kD al) .  Nie w iadom o jed n ak  czy 
białko Rieskego wiąże się z CpnóO dopiero  w formie 
dojrzałej, czy w takiej, w której zawiera jeszcze presek- 
wencję [84]. D rugim  ch lo roplastow ym  białkiem op ie ­
kuńczym  jest Hsp70 (białko szoku cieplnego 70 kDal). 
Badanie jego oddziaływ ania  na L H C II  wskazuje, że 
działa  ono  ja k o  swoisty regula tor  w budow yw an ia  
białek w błonę. U trzym ując  białka w stanie częściowo 
rozfa łdow anym  sprawia, że są one niezdolne do  u lo k o ­
wania  się w miejscu przeznaczenia [86], Z ask ak u jąca  
jest kolejność działania  powyższych czynników to w a ­
rzyszących na białko Rieskego. O tó ż  wyniki b ad ań  
wskazują, że białko oddziałuje najpierw z CpnóO, 
a dop iero  po tem  z Hsp70, czyli w odw rotnej kolejności 
niż np. reduk taza  fe r ro d o k sy n a -N A D P  [87], czy b ia ł­
ka m itochondria lne  [88], Być może w grę w chodzą  
dw a różne s trom alne  hom ologi Hsp70 o m asach 75 i 78 
k D a  [89] działające na różnych e tapach  t ra n sp o r tu  
b iałka Rieskego do  tylakoidów?

W matriks mitochondrialnej występuje białko chape- 
ronowe HspóO (będące analogiem G ro E L  u Escherichia 
coli), funkcję pomocniczą spełnia kochaperonin  H splO  
(analog G ro E S  z E. coli). O b a  białka konieczne są do  
prawidłowego fałdowania i w budow yw ania białek 
w kom partym enty  matriks, ponad to  są również z a a n ­
gażowane w prawidłowe skierowywanie różnych białek 
przechodzących przez matriks m itochondria lną  w d r o ­
dze do  przestrzeni międzybłonowej [90],

P ro d u k t  genu drożdżow ego BCS1 pełni p ra w d o p o ­
dobn ie  także funkcję białka chaperonow ego. M utac ja  
w tym genie pow oduje  brak białka Rieskego w mito- 
chondrium  [63], D odan ie  do  m u tan tó w  p lazm idu

zawierającego gen białka Rieskego pow o d u je  pojaw ie­
nie się dużej ilości tego białka w m itochondriach , lecz 
ak tyw ność  enzym atyczna kom pleksu  bej nie zostaje 
przyw rócona. D ane te sugerują, że p ro d u k t  genu BCS1 
pełni funkcję chaperonow ą, zwłaszcza, że 200 am ino- 
kw asow y odcinek sekwencji tego genu w ykazuje  ho- 
mologię do  sekwencji innych chaperonów .

VI. Podsum owanie

W przeciwieństwie do  s tosunkow o do b rze  poznanej 
s truk tu ry  oraz lokalizacji cy to ch ro m ó w  typu: 
b i c kompleksów: bej i b 6f, dane  do tyczące podjednos- 
tki Rieskego są kontrowersyjne. O sta tn io  je d n a k  b a d a ­
nia nad białkiem Rieskego poczyniły duże postępy 
i dostarczyły nowych informacji odnośn ie  lokalizacji, 
s truk tu ry , oddzia ływ ania  z p o d jednos tkam i k o m p lek ­
su oraz  funkcji w kompleksie. W świetle najnow szych 
danych  białko Rieskego wydaje się być pod jed n o s tk ą  
peryferyjną oddziaływującą z kom pleksem  (na jp raw ­
dopodobn ie j  przez cyt. b) hydrofobow ym  fragm entem  
usy tuow anym  w pobliżu N -końca. B adan ia  nad  funk­
cją pod jednostk i Rieskego w kom pleksie  wskazały  na 
c h a rak te r  pośredniego d o n o ra  e lek tronów  dla cyt. 
c lub plastocyjaniny w kom pleksach: bej i b 6f, o d ­
powiednio. N ad a l  jednak  pozostaje n ieznany m ech a ­
nizm przyłączania grupy prostetycznej do  ap o b ia łk a  
o raz  m echanizm  włączania pod jednostk i do  k o m p le k ­
su. Również rola b iałka Rieskego w tw orzeniu  funk­
cjonalnego kom pleksu, b iorąc pod uwagę dane  d o ty ­
czące badań  nad tą p o d jednos tką  w kom pleksie  bej 
i b 6f, nie jest jasna . Py tan ia  te nadal czekają na 
wyjaśnienie.
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Inhibitor białka C: jego właściwości, funkcje i znaczenie 
w układzie równowagi hemostatycznej

Protein C Inhibitor: its properties, functions and significance in 
haemostatis
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Wykaz stosowanych skrótów: ACT — antychymotrypsyna; 
AP antyplazmina; APC — aktywne białko C; AT 
— antytrypsyna; AT III — antytrombina; C l inhibitor 

esterazy; D F P / D I P F / -  dwuizopropylofluorofosforan; G p
glikoproteina; KK kallikreina; M makroglobulina; 

PAI inhibitory aktywatorów plazminogenu; PC — fos- 
fatydylocholina; PCI — inhibitor białka C; PS fos- 
fatydyloseryna; PSA specyficzny antygen prostaty; tPA

tkankowy aktywator plazminogenu; u PA moczowy 
aktywator plazminogenu.

I. W prowadzenie

Aktyw ne białko C / A P C /  odgryw a dość is to tną rolę 
w u trzym an iu  równowagi pomiędzy procesami k rzep­
nięcia i fibrynolizy. Inaktyw uje czynniki Va i V i l la  
zapob iegając  pow staw aniu  ak tyw nego czynnika 
X (Xa), a co za tym idzie, tworzeniu  się trombiny. 
O prócz  reakcji b lokujących kaskadę  p row adzącą  do 
pow stan ia  skrzepu, poprzez wiązanie inh ib itorów  a k ­
tyw atorów  plazminogenu: pierwszego (PAI-1) i trze­
ciego (PAI-3), aktyw ne białko C w spom aga  reakcję 
pow staw an ia  plazminy i trawienia  skrzepu [1], Pon ie­
waż obn iżo n a  ak tyw ność  an tykoagu lacy jna  lub n iedo­
bó r  b iałka C  m ogą być przyczynami choroby  za- 
k rzepow o-zatorow ej n ie jednokro tn ie  prowadzącej do 
śmierci, enzym  ten określany jest m ianem  regula tora  
rów now agi hem ostatycznej (Ryc. 1).

Ów regu la to r  hem ostazy sam także podlega regula­
cji. Enzymy biorące udział w procesach krzepnięcia 
i fibrynolizy ak tyw ują  się wzajemnie tw orząc samo- 
w zm acnia jącą  się kaskadę, a swoistą kon tro lę  nad tym 
procesem spraw ują  inhibitory pro teaz  serynowych.

*Adiunkt, Pracownia Biologii Molekularnej,  Centrum 
Mikrobiologii i Wirusologii PAN, 93-232 Łódź, ul. Lodo­
wa 106

nazyw ane sk ró tow o  serpinami (SE R ine Protease IN -  
hibitors). Więcej informacji o serpinach znaleźć m ożna  
w pracach  przeglądowych [2-5], tutaj p rzypom nijm y 
tylko, że do  tej grupy inhibitorów  należą takie białka 
jak: a n ty t ro m b in a  III (AT III), k tó ra  ham uje nie tylko 
trom binę , ale i czynniki IXa i XIa, oc2A P (antyplaz­
mina), a 2M (m akroglobulina), ot!AT (antytrypsyna), 
ko fak to r  II heparyny, inhibitory  ak tyw ato rów  plaz­
m inogenu 1 i 2 (P A I-1, P A I-2), i p o nad  30 innych [6 ,7] .

Pierwsze sygnały o obecności w osoczu czynnika 
kon tro lu jącego  aktyw ne białko C pochodzą z 1980 r. 
[8], P róby  jego  w yizolowania i scharak teryzow ania  
począ tkow o  kończyły się niepowodzeniem: w 1982 r. 
oczyszczono białko, k tóre  uw ażano  za PCI, a k tóre  
w 1985 r. z identyfikow ano ja k o  (32G p  (glikoproteinę) 
[9, 10], D o p ie ro  trzy lata po odkryciu  obecności 
inh ib ito ra  b iałka C w krwi dokładnie  op isano  jego 
cząsteczkę [11]. W 1986 r. wyizolowano z m oczu 
i z identyfikow ano nieznany do tąd , heparyno-zależny 
inh ib ito r  o masie 50000, tzw. m oczowy inhibitor 
u rokinazy  [12, 13]. W badan iach  in vitro przy b raku  
heparyny  w mieszaninie inkubacyjnej z taką  samą 
szybkością  unieczynnia  on urokinazę jak  i białko C, 
w obecności heparyny  na tom ias t  aktyw ność  jego w o ­
bec b iałka C znacznie wzrasta. Im m unologicznie różni 
się od innych serpin, włącznie z AT III i P A I-1, ale jest 
identyczny z osoczow ym  inhibitorem  białka C. Później 
okaza ło  się, że jest on identyczny także z PAI-3 [14], 
M o ż n a  za tem  sądzić, że określenia „moczowy inhibitor 
u ro k in azy ”, „P A I-3” i „osoczowy inhibitor białka C ” 
do tyczą  jednej substancji.

II. W łaściw ości fizykochem iczne PCI

Ludzki inh ib ito r  b iałka C jest jedno łańcuchow ą
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FIBRYNA

FIBRYNOGEN

/

PLAZM INA

P L A Z M IN O G E N

C Z Y N N IK  T K A N K O W Y  C Z Y N N IK  K O N T A K T U

Ryc. 1. Schemat ilustrujący kaskadę procesów krzepnięcia (po lewej stronie) oraz łańcuch reakcji fibrynolitycznych (po prawej stronie). Czynnik 
tkankow y lub czynnik kon tak tu  dają początek reakcjom , które prow adzą do pow stania trom biny. T rom bina ma zdolność 
przekształcania fibrynogenu w nierozpuszczalną fibrynę, k tóra jest „rusztow aniem ” skrzepu. N adm iar trom biny wychwytywany jest 
przez białko błonowe kom órek śródbłonka: trom bom odulinę. T rom bina traci wtedy aktyw ność wobec fibrynogenu, a aktyw uje białko 
C, które z kolei nabiera zdolność traw ienia niezbędnych kofaktorów  krzepnięcia: czynników Va i V illa  ograniczając tworzenie trom biny, 
a zatem ma własności antykoagulacyjne. Aktywne białko C wiązane jest przez inhibitor białka C, cząsteczkę z grupy inhibitorów  
aktyw atorów  plazm inogenu. Białka te wiążąc lub uwalniając aktyw atory plazm inogenu regulują przekształcanie plazm inogenu 
w aktyw ną plazminę, k tó ra  rozpuszcza skrzep. Białko C wykazuje właściwości profibrynolityczne w ten sposób, że wiążąc się 
z inhibitorem , ułatw ia działanie aktyw atorom  plazm inogenu.

glikoproteiną. W yizolow any z osocza, oczyszczony, 
wędruje  w żelu po liak ry loam idow ym  w postaci po je ­
dynczego p rążka  o masie 57000, za rów no  w w a ru n ­
kach  redukujących  ja k  i n ieredukujących [15]. C iężar 
cząsteczkowy P C I obliczony na  podstaw ie  sekwencji 
tr ip le tów  kodujących  poszczególne am inokw asy  w y­

nosi 43759, co oznacza, że pozosta łe  13200 masy 
cząsteczkowej s tanow ią  węglowodany. Podczas im- 
m unoelektroforezy białko to migruje z frakcją alfa 
jeden-alfa dw a globulin. P un k t  izoelektryczny mieści 
się w przedziale 4.5-6.0, co wskazuje na pew ną niejed­
n o ro d n o ść  białka. W spółczynnik  absorpcji wynosi
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E^o 14.1. Przy dłuższym przechow yw aniu  białko tw o ­
rzy d im ery  o masie 118000-115000 ła two wykrywalne 
m e to d ą  elektroforezy w w aru n k ach  nieredukujących 
[16, 15, 11, 17]. Stężenie PC I w osoczu oznaczane 
m e to d ą  ELISA  wynosi od 3.3 m ik rog ram ów /m l do  6.8 
m ik ro g ram ó w /m l [18],

U o só b  zdrow ych fizjologiczna zaw artość  an tygenu  
PCI m oże  w ahać się w granicach 56% -162%  
(98.6 +  23.1) [19, 15]. A ktyw ność PC I oznacza się na 
p odstaw ie  ilości inh ib ito ra  potrzebnej do z a h a m o w a ­
nia ak tyw ności amidolitycznej b iałka C. (P rzypom nij­
my, że ak tyw ność  am idolityczna  jest to zdolność 
enzym ów  do  rozk ładan ia  in vitro  różnych substra tów  
c h rom ogennych  do  końcow ego p ro d u k tu  barw nego 
m ającego  m axim um  poch łan ian ia  przy długości fali 
405 nm). Jed n o s tk ą  aktywności jest zatem  ilość in­
h ib i to ra  ja k a  wiąże ak tyw ne białko C obecne w 1 ml 
osocza. W yznaczona  w ten sposób  ak tyw ność  specyfi­
czna oczyszczonego PCI wynosiła 220U /m g-225U /m g 
[14, 15]. W yizolowany inh ib itor  zachowuje zdolność 
w iązania  białka C  przez oko ło  4 tygodnie, o ile 
przechow yw any  jest w tem pera tu rze  4°C [7], Badania, 
w k tó rych  oczyszczone białko znakow ane  rad io izo to ­
pem jo d u  | 125| p o d aw an o  k ró likom  pokazały, że 
pó łokres  jego trw an ia  w organizm ie tych zwierząt 
wynosi 23.4 godziny.

III. Organizacja genu kodującego PC I

S tru k tu rę  i rozm iar m R N A  kodującego  PC I okreś­
lono na  podstawie analiz cD N A  wyizolowanego z k o ­
m órek  w ątrobow ych  linii lam bda  gt 11. Ilości ponad  
2100 p a r  zasad od p o w iad a  do jrza ła  cząsteczka PCI
0 długości 387 am inokw asów  z peptydem  sygnałowym 
długości 19 am inokw asów  [20],

G en  kodu jący  PCI wyizolowano z trzech niezależnie 
infekow anych fagów, k tóre  zawierały nak ładające  się 
w stawki kodujące  cały gen. Izolowany genom ow y 
D N A  m a p o w a n o  i sekw encjonow ano. W ykazano , że 
sk łada  się on  z 11500 par  zasad począwszy od p rzy p u ­
szczalnego miejsca rozpoczęcia transkrypcji do regio­
nu po liadenylow ego i obejmuje pięć eksonów: I-IV,
1 cztery in trony  A-D [21]. W pierwszym eksonie, k tóry  
m a d ługość 98 par  zasad znajduje  się przypuszczalne 
miejsce inicjacji transkrypcji i region 5'-nietranslacyj- 
ny. W wielu dobrze poznanych  genach, w sąsiedztwie 
miejsca inicjacji transkrypcji obecne są cha rak te rys­
tyczne sekwencje: T  AT A czy C C  A AT. W  genie k o d u ją ­
cym PCI takich obszarów  nie znaleziono, n a p o tk a n o  
jed n ak  sekwencję, k tó ra  w pewnych genach in d u k o w a ­
nych estram i forbolu czy c A M P  wiąże czynniki trans- 
krypcyjne. Przez analogię zatem  —  a także na p o d ­
stawie obserwacji, że w większości genów eukario tycz­
nych dw unuk leo tyd  CA pow tarza  się ja k o  miejsce 
s ta r tu  transkrypcji —  przyjęto, że w genie PCI miejs­
cem s ta r tu  transkrypcji jest aden ina  (A) i dlatego 
przypisano  jej pozycję 1. Ekson drugi (II) o długości 
636 pa r  zasad koduje  począ tkow ą metioninę, peptyd

sygnałowy i część N -te rm ina lną  białka, tj. am in o k w asy  
od H is l  do  Lysl87. Eksony trzeci (III) o długości 271 
pa r  zasad  i czwarty (IV) o długości 148 p a r  zasad  
k od u ją  odpow iedn io  regiony A lal88-A rg278 i 
A rg278-Glu327 dojrzałego białka. Nie m a zgody jak i  
tr iplet koduje  am inokw as w pozycji 316: czy jest to  
C G C  (Arg) czy G G C  (Gly) [21 ,22], Największy ekson: 
p iąty  (V), m a  długość 1061 pa r  zasad, i obejm uje ob sza r  
M et328-Pro387  białka wraz z jego cen trum  a k ty w n y m  
Arg354-Ser355, k o d o n  stop oraz  879 par  zasad reg ionu  
3’-niekodującego. Eksony I i II oddzielone są od  siebie 
in tronem  A, największym w genie, zawierającym  5600 
pa r  zasad. In tro n  B pom iędzy eksonam i II i III  m a  
d ługość  2060 pa r  zasad, in tron  C jest krótszy: m a  526 
par  zasad. In tron  D zawiera 1100 par  zasad, z czego 
ok o ło  600 par  obejmuje sekwencje sta tl i tarne ty p u  3. 
Z au w ażo n o ,  że na wszystkich granicach ek so n - in tro n  
pary  G T  i AG występują częściej niż w innych re jonach  
(Ryc. 2).

A B C D
5060 pz 2060 pz 526 pz 1100 pz

I li III IV V

98 pz 636 pz 271 pz 148pz 1062 pz
Ryc. 2. D iagram  ilustrujący proporcje pomiędzy poszczególnym i 

in tronam i i eksonam i w genie kodującym  cząsteczkę in­
h ib ito ra  białka C. Pionowe słupki oznaczone literam i A, B. 
C, D symbolizują introny, cyfry rzymskie I-V odnoszą się do 
poziom ych, zaciem nionych prostokątów  i oznaczają eks­
ony. Pod każdym symbolem umieszczono inform ację o ilo­
ści par zasad tworzących daną strukturę.
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Badania  hybryd kom órkow ych  ludzko- 
-chomicznych zawierających gen kodujący cząsteczkę 
inh ib ito ra  białka C wykazały, że jest on u lokow any  na 
chrom osom ie  14. N a  tym sam ym  chrom osom ie  w p o ­
zycjach 14q31-32.3 znajdują  się geny dla alfa jeden AT
1 alfa jeden  ACT. S truk tu ra ln ie  geny te są bardzo  
podobne, np. m ają  takie same ilości in tronów  i ek- 
sonów. In trony  B, C  i D  zajm ują  te same pozycje 
w sekwencji białka. W ykazują  też duży stopień hom o- 
logii: 42.3 %  hom ologn z alfa jeden  an tychym otryp-  
syną (oqACT), 41.6%  —  z alfa jeden  an ty trypsyną  
(aj-AT), 27.9% —  z a n ty tro m b in ą  (ATIII), 26.9% 
hom ologii z ow oa lbum iną  [21, 13]. G eny innych 
białek z rodziny serpin m ają  więcej in tronów. Różnice 
między nimi przypisuje się insercjom lub delecjom 
podczas ewolucji [23],

B adania  p rzeprow adzone  w Japonii  wykazały, że 
w populacji p rzebadanych  377 osobn ików  znaleziono
2 fenotypy PCI: PCI 1 —  występujący z częstością
0.988 oraz  PCI 2 —  z częstością 0.012. N a p o tk a n o  
nawet rodzinę, gdzie obecne były oba  allele kodo- 
minujące PC I 1 i PCI 2 [24],

IV. W iązanie się inhibitora z aktywnym  
białkiem C

Podczas inkubacji ak tyw nego białka C (M W 67 000) 
z inh ibitorem  (M W  57 000) powstaje kom pleks enzym- 
-substrat  w s tosunku  stechiom etrycznym  1:1. Reakcji 
tej towarzyszy u tra ta  przez białko C aktywności 
amidolitycznej w sposób  zależny od czasu i stężenia
[15]. Szybkość h am ow an ia  ak tyw nego enzymu przez 
PC I wynosi 7.5 x 105 M _1m in _1 i w zrasta  znacznie 
w obecności heparyny  (5 IU/ml). G dy  mieszaninę 
inkubacyjną  rozdziela się elektroforetycznie w żelu 
po liak ry loam idow ym  z SDS, kom pleks inhibitor-en- 
zym widoczny jest w postaci p rążka  o masie M W  
102000. W w arunkach  redukujących w żelu widoczne 
są następujące prążki: kom pleks inhibitor-enzym  M W  
88 000, niezwiązany enzym M W  62 000 i do d a tk o w y  
prążek M W  54000, k tóry  za pom ocą  technik au to- 
radiograficznych i im m unologicznych z identyfikow a­
no ja k o  zdegradow any, niezwiązany z enzymem in­
hibitor. Dokładniejsze analizy pokazują , że podczas 
tworzenia  się kom pleksu  następuje  proteoliza  PCI 
[17], Jak  ustalono, podczas reakcji PCI z enzymem 
wiązanie peptydow e w obszarze reak tyw nym  Arg354- 
-Ser355 w cząsteczce inh ib ito ra  hydrolizow ane jest 
przez enzym, wskutek czego odłączany jest 33-amino- 
kw asow y odcinek od s trony C cząsteczki. Identyczna 
degradacja  proteolityczna inh ib itora  ma miejsce p o d ­
czas jego reakcji z trom biną , czynnikiem Xa, u rokinazą  
i kallikreiną. T rypsyna  i chym otrypsyna, choć nie są 
specyficznymi substra tam i inhibitora , także m odyfiku­
ją  go do  postaci M W  54 000. P odobn ie  na kom pleksy 
inh ib ito ra  z enzym em  o masie M W  102000 działają 
czynniki nukleofilowe: IM  am on iak  pH 11.0 czy IM  
hydroksy lam ina  pH 8.0 pow odu ją  dysocjację k o m ­

pleksu na enzym i zdegradow any  inhib ito r  o masie 
5400. N iezak tyw ow ane  białko C czy aktyw ne białko 
lecz z zab lokow aną  przez D F P  dom eną  katalityczną 
nie pow odują  proteolizy inh ib ito ra  [25, 26, 17], R ów ­
nież nieaktywny jest inh ib itor  pochodzący  z długo 
p rzechow yw anego osocza. Cząsteczka taka  nad tra -  
wiona enzym am i obecnym i w osoczu d o d a tk o w o  
p ozbaw iona  jest 3 ,6  lub 12 am inokw asów  od s trony N. 
P raw d o p o d o b n ie  ow o d o d a tk o w e  trawienie następuje  
w miejscach Arg357-Feu358 oraz  Arg362-Leu363. T a ­
kie różnice mas cząsteczkowych są zapewne przyczyną 
heterogenności mającej odbicie w nieostrym punkcie 
izoelektrycznym [27],

Reakcję wiązania  się inh ib itora  z białkiem C przy­
spiesza heparyna. Wcześniej sądzono, że główny o b ­
szar PCI wiążący heparynę to —  podobnie  jak  w in­
nych serpinach — odcinek k ilkunastu  konse rw a tyw ­
nych, zasadow ych am inokw asów  zwany helisą D, 
m ogący związać 8-10 na ładow anych  ujemnie reszt 
cukrow ych heparyny. Tym czasem  nowsze badan ia  
wykazały, że w cząsteczce inh ib ito ra  są aż trzy takie 
regiony: His 1 -Arg 11, Lys82-Arg90 i Lys266-Arg278, 
a wiązanie heparyny  odbyw a się podług  innego sche­
matu. Zastosow anie  technik m odelow ania  biologicz­
nego pozwoliło na skonstruow anie  hipotezy o przebie­
gu oddzia ływ ania  PCI z substra tam i [28], Sugeruje się, 
że wskutek przemieszczenia się pierwszych 15 
N -końcow ych am inokw asów  (obszar ten zwany jest 
helisą A + ), w sąsiedztwo odc inka  Ser264-Arg278 (tzw. 
helisy H), tworzy się duży, na ładow any  do d a tn io  
obszar  wiążący heparynę [29]. Z heparyną  oddziałuje 
także ak tyw ne białko C, p raw d o p o d o b n ie  za po śred ­
nictwem am inokw asów  Lys37, Lys38 i Lys39 w taki 
sposób, że dochodzi do  ich bliskiego sąsiedztwa 
z Arg278 inhibitora. Innymi słowy, heparyna  gra rolę 
m ostka  łączącego inhibitor  z enzym em  neutralizując 
ich d o d a tn io  na ładow ane  obszary  i w ten sposób  
przyspieszając reakcję [30-32, 28, 33, 29], N aw iasem  
mówiąc, PCI jest jedynym  inh ibitorem  serpinowym, 
który  ham uje białko C przy udziale heparyny. W sp o ­
m niane  zmiany konform acyjne  zachodzące  podczas 
oddzia ływ ań z heparyną  pow odują ,  że pętla reak tyw na  
inh ib ito ra  szybciej staje się dos tępna  dla reakcji p ro te ­
olizy ze s trony enzymu. Jak  pokazały  badan ia  za 
pom ocą  N M R , pętla reak tyw na inh ib ito ra  u tw orzona  
przez am inokwasy: Thr352-Phe353-Arg354-Ser355- 
-Arg357 odp o w iad a  za specyficzność i rozpoznaw anie  
proteazy przez inhibitor. W serpinach, w odróżnieniu  
od innych inh ib ito rów  jest ona  dość ruchliwa. Po 
przyłączeniu się heparyny  do  cząsteczki, pętla przyj­
muje konform ację  pozw ala jącą  na wsunięcie się 
w szczelinę cen trum  katalitycznego enzymu. Podczas 
reakcji, wiązanie peptydow e Arg354-Ser355 inh ib itora  
jest a tak o w an e  nukleofilowo przez Ser z cen trum  
aktyw nego proteazy, wskutek czego odłączany zostaje 
33-am inokw asow y odcinek od s trony C cząsteczki 
inh ib ito ra  i tworzy się niezwykle stabilny związek 
przejściowy. Przemieszczenie się poszczególnych ele­
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m entów  s truk tu ry  trzeciorzędowej w obszarze pętli 
reaktywnej po reakcji PCI z substra tem  polega na tym, 
że N -k o ń c o w a  część pętli pow sta ła  po rozcięciu prote- 
azą w suw a się w środek sąsiadującej, rozległej s t ru k ­
tury  beta-sheet. P ow sta ła  form a jest rozluźniona, b a r ­
dziej u p o rz ą d k o w a n a  i term ostabilna. Przemieszczenie 
to jest n ieodwracalne, stąd zdegradow any  inhibitor  
staje się całkowicie n ieaktyw ny [6, 2, 3, 34] (Ryc. 3).

B adan ia  in vivo p rzeprow adzone  na zwierzętach 
znacznie wzbogaciły wiedzę na  tem at PCI. Wyniki 
tych eksperym entów  pokazały, że okres pó łtrw an ia  
znak o w an eg o  rad io izo topem  wolnego inhibitora, p o ­
danego  k ró likom  dożylnie, wynosił 23.4 godziny.

- 1 9  -1

M Q L F L L L C L V L L S P Q G A S L

+ 1 ( HELISA A + ) 20 30

H R H H  P R E M K K R V E D L H V G A T V A P S S R R D F T

40 50  60

F D L Y R A L A  S_AA P S Q N I F F S P  V S I S M S L A M L

70 80 90

S L G A G S S T K M Q I L E G L G L N L Q K S S E K E L H R

1 0 0  1 1 0  1 2 0  

G F Q Q L L Q E L N Q P R D G F Q L S L G N A L F T D L V V

130 140 150

D L Q D T F V S A M K T L Y L A D T F P T N F R D S A G A M

160 170 180

K Q I N D Y V A K Q T K G K I V D L L K N L D S N A V V I  M

190 200 210

V N Y I F F K A A K W E T S F N H K G T Q E Q D F Y V T S E T

220 230 240

V V R V P M M S R E D Q Y H Y L L D R N L S C R  V V  G V P Y

2 5 0  260 ( helisa H
Q G N A T A L  F I L P S E G K M Q Q V E N G L S E K T L R K

helisa H ) 280 290  300

W L K M F K K R R Q L E L Y L P K F S I E G S Y Q L E K V L P

310 320 330

S L G I S N V F T S H A D L S G I S N H S N I Q V S E M V H

( struktura beta ) U 360

K A V V E V D E S G T R A A A A T G T I F T F R S A R L N S
* * * * * * * * * *

370 387

Q R L V F N R P F L M F I V D N N I L F L G K V N R P

Ryc. 3. Sekwencja am inokw asow a cząsteczki PCI wyznaczona na 
podstawie sekwencji DNA. Strzałką (j.) zaznaczono miejsce 
traw ione przez proteazę, podkreślenia wskazują am ino­
kwasy związane z węglowodanam i, gwiazdkami (****) 
zaznaczono obszar pętli reaktywnej.

O kres półtrw an ia  podaw anych  zwierzętom k om plek ­
sów: ak tyw ne białko C -inh ib itor  (A PC-PCI), w yzna­
czony na podstawie szybkości ich usuw ania  z krwio- 
biegu, wynosił 19.6 +  03 .1 minut. [27],

T em po  wiązania się inh ib ito ra  z enzymem b ad an o  
po podan iu  paw ianom  znakow anego , aktyw nego biał­
ka C. Największe stężenie tworzących się w organizmie 
kompleksów: 1.4 +  0.3 pg/ml zaobserw ow ano  po upły­
wie 1 godziny od wstrzyknięcia dawki APC: 0.25 
m g/kg  masy ciała. O kres  pó łtrw an ia  tych kom pleksów  
wynosił 40 min. Po podan iu  pięciokrotnie większej 
dawki ak tyw nego enzym u zaw artość  kom pleksów  
osiągała poziom  zaledwie 2.5 gg/ml, po czym szybko 
malała. Jednocześnie zwiększała się ilość kom pleksów  
A P C  z innym inhibitorem, alfa jeden AT. G dy  zwierzę­
tom  w strzykiw ano nieaktywne białko C, PCI nie 
wchodził z nim w reakcję [18]. Inny ciekawy eks­
perym ent p rzep row adzono  na szympansach. P o d a w a ­
no im dożylnie określoną daw kę związków u ru c h a ­
miających system białka C: mieszaninę ak tyw nego 
czynnika X (Xa) i pęcherzyków z fosfatydylocholiny 
(PC) i fosfatydyloseryny (PS). Po 2 m inutach  jakie  
upłynęły od injekcji, ilość zym ogenu białka C zm niej­
szyła się o 60%  przy niezmienionej zawartości a n ty ­
genu. Jednocześnie obserw ow ano  gwałtowny, 50% - 
-70% , spadek aktywności subs tra tów  białka C tj. 
czynników V i l l a  i Va przy niskiej dawce (24.5 pM  
Xa-37.7 nm PC/PS), a prawie 100% spadek ak ty w n o ­
ści przy wysokiej (36.6 pM  Xa-56.3 nm PC/PS) dawce 
aktywującej. O znaczało  to tworzenie się aktyw nego 
białka C /A P C /.  Pierwsze kom pleksy A PC  z inh ib ito ­
rem /A P C -P C I /  pojawiały się w układzie krążenia  już  
w 5 min., a m aksym alną  zaw artość  osiągnęły w 30-tej 
min. od injekcji. Po tym czasie ilość kom pleksów  
zmniejszała się szybko i systematycznie. W ysnuto  
wniosek, że p raw d o p o d o b n ie  wskutek wysycenia PCI 
rolę jego przejmuje alfa jeden  AT [34], W ykazano, że 
kom pleksy A P C -P C I usuwane są z krążenia  5-krotnie 
szybciej niż kom pleksy białka C z alfa jeden AT, 
a także szybciej niż sam inhibitor. Z degradow any  
proteolitycznie, nieaktywny inhibitor usuwany jest 
z krwiobiegu wolniej niż kom pleksy A P C -P C I [16], 
U w aża się, że szybszy klirens kom pleksów  jest ściśle 
związany z ka tabolizm em  jak iem u podlegają. Panuje 
pogląd, że kom pleksy p ro teaz  z serpinami usuwane są 
drogą  receptorow ą i że jest to wspólny receptor 
w błonie hepatocytów. Różne tem pa usuw ania  róż­
nych kom pleksów  m ożnaby  tłumaczyć tym, że ro zp o ­
znaw ana  jest głównie ich część serpinowa [36, 37], 

Jak  wcześniej w spom niano , tem po ham ow an ia  en ­
zymu przez PCI znacznie wzrasta  w obecności hepary ­
ny. D odan ie  5-10 IU /m l heparyny  do mieszaniny 
reakcyjnej pięciokrotnie  podwyższa w artość drugo- 
rzędowej stałej szybkości reakcji ham ow an ia  ak tyw ­
nego białka C przez inhibitor. P odobn ie  dzieje się 
w p rzypadku  reakcji z t ro m b in ą  i czynnikiem Xa. [17]. 
N iek tórzy  badacze dow odzą, że bez udziału heparyny 
reakcja wiązania  się inh ib ito ra  z białkiem C wcale nie
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zachodzi, nawet przy 12-krotnym nadm iarze  m olar-  
nym PC I [26]. Z auw ażono , że połisiarczany chondro -  
ityny bardziej niż heparyna  przyspieszają tworzenie się 
kom pleksów ; być może decydują  o tym ciężar cząstecz­
kowy i zaw artość  reszt siarczanowych [28, 38],

Z  przedstaw ionych  powyżej danych  wynika, że PCI 
jest preferowanym , szybko działającym inhib ito rem  
ak tyw nego  białka C.

V. O ddziaływania PCI z innymi enzym am i

Jak  w spom niano , po wysyceniu się inh ib ito ra  n a d ­
m ia r  ak tyw nego  enzym u wiązany jest i unieczynniany 
przez alfa jeden AT i alfa dw a M [32, 39]. Z drugiej 
s trony, jeśli inh ib ito r  b iałka C jest w nadm iarze  
w s to su n k u  do  ilości ak tyw nego bia łka  C, może on 
reagow ać także z innymi enzymami. W y k azan o  na 
przykład , że zależne od heparyny  pow inow actw o  in­
h ib ito ra  wobec urok inazy  jest takie sam o jak  wobec 
A PC . U w aża się nawet, że u rok inaza  może w spół­
zaw odniczyć z białkiem C o wiązanie z inhibitorem . 
[40-42], T ro m b in a  oraz  czynniki Xa i XIa także m ogą  
być wiązane i unieczynniane przez PCI, chociaż pod 
względem ilościowym nie są to  reakcje o dużym  
znaczeniu  fizjologicznym. Są doniesienia, że PCI unie- 
czynnia  urok inazow y a k ty w a to r  p lazm inogenu  (uPA) 
i tk an k o w y  a k ty w a to r  palzm inogenu (tPA). W tych 
p rzypadkach , jak  w ykazano  w doświadczeniach z za ­
s tosow aniem  przeciwciał m onoklona lnych , cząsteczka 
działa jąc ja k o  trzeci inhib ito r  ak ty w a to ró w  p lazm ino­
genu (PAI-3) może mieć inną konformację, niż kiedy 
występuje ja k o  PCI [43],

Ciekawe, i także nie do  końca  wyjaśnione, jest 
oddzia ływ anie  PCI z kallikreiną (KK). T w orzą  się 
w tedy kom pleksy w stosunku  m o larnym  1:1, w k tórych  
uczestniczy jedynie łańcuch lekki kallikreiny, p o d o b ­
nie ja k  m a to miejsce w jej reakcji z inhibitorem  
esterazy (C l)  czy ATI11. W odróżnien iu  od w ym ienio­
nych wcześniej, reakcja ta jest niezależna, a nawet, jak  
sądzą  niektórzy, znoszona  przez heparynę [35, 26, 44], 
O w e kom pleksy  PCI z kallikreiną osoczową czy 
m oczow ą są stabilne i znoszą ak tyw ność  amidolitycz- 
ną kallikreiny w sposób  zależny od czasu, stężenia 
i odw ro tn ie  proporc jona ln ie  od tem pera tu ry , jeśli 
reakcję p ro w adzono  w chłodzie. Im wyższa była 
tem p era tu ra  inkubacji tym mniej tworzyło się k o m ­
pleksów K K -P C I ,  a tym więcej A P C -P C I. N iew y­
kluczone, że to  właśnie PCI jest owym tajemniczym, 
n iezidentyfikowanym  d o tąd  białkiem wiążącym kal- 
likreinę (K K  Binding P rotein ) [45, 46],

W  osta tn ich  la tach pojawiły się doniesienia, że dużą 
zaw artość  PCI, niemal 40-krotnie  większą niż w o so ­
czu znaleziono w ludzkim płynie nasiennym. Poniew aż 
P C I nie tworzy tu kom pleksów  z A P C  sądzi się, że on 
występuje w formie zdegradow anej M W  54000, albo 
j a k o  wielkocząsteczkowy polimer. W pewnych s tanach  
patologicznych PCI tworzy kom pleksy  ze specyficz­
nym  antygenem  pros ta ty  ( PSA  —  P rostatę Specific

Antigen). Z a  pom ocą  bad ań  im m unohis tochem icznych  
w ykry to  PCI także w jąd rach , na jąd rzach  i gruczole 
k rokow ym . Eksperym enty , w k tórych  oznaczano  
m R N A  inhb ito ra  białka C m etodą  N o th e rn -b lo t t in g  
pokazały, że inh ib ito r  obecny w tych o rg an ach  syn­
te tyzow any jest w pęcherzykach nasiennych. Nie w ia­
do m o  na razie ja k ą  rolę może odgryw ać P C I  w męskim 
układzie rozrodczym , jed n ak  pewne dan e  w skazują , że 
b iałko to  może uczestniczyć w procesach zw iązanych 
z p łodnością  [47-49].

VI. Kliniczne znaczenie PCI

W praw dzie  udział PCI w k o m pleksow an iu  enzy­
m ów  innych niż A P C  jest niewielki, rzędu 7 %  -11 % 
(odpow iednio  K K  i cz. XIa), to jed n ak  dość  szeroki 
zasięg działania  może nadaw ać  mu znaczenie  w całym 
systemie hemostazy. O w a wielopłaszczyznowość jest 
też pow ażnym  utrudnien iem  przy prób ie  oceny jego 
znaczenia klinicznego. Panuje  pogląd, że w schorze­
niach zakrzepow ych wobec ciągłego p o b u d zen ia  sys­
tem u fibrynolitycznego następuje zużycie P C I [50], 
Jednak  doniesienia na tem at ilości i ak tyw nośc i in­
hib itora  w takich stanach  patologicznych jak: z łożony 
n iedobór  czynników V/VIII, g łęboka zakrzep ica  żylną, 
czy n iektóre  schorzenia  w ątroby  są sprzeczne [45, 51, 
20, 52, 39, 8, 53], Jedynie chorzy na ostrą  n iewydolność  
w ątroby  mieli zawsze bardzo  niski poziom  PC I, co jest 
zjawiskiem w tórnym , związanym  z zah am o w an iem  
syntezy białek przez kom órk i w ą trobow e  [20]. N a d ­
zwyczaj interesujące są wstępne wyniki b ad ań  d o ty czą ­
cych udziału inh ib ito ra  białka C w procesach regu lu ją ­
cych płodność. Prace nad  tym problem em  p ro w ad zo n e  
są bardzo  intensywnie i być może już  n ied ługo  nasza 
wiedza o inhibitorze białka C znajdzie szersze p r a k ­
tyczne zastosow anie  w lecznictwie.

A rtyku ł otrzym ano 19 styczn ia  1996 r.
Zaakceptow ano do druku 14 października  1996 r.

Prezentowana publikacja jest częściowo finansowana 
z grantu nr 6 P203, KBN.
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LIST DO REDAKCJI

Warszawa, 10 grudzień 1996 r.

Prof. dr Zofia Zielińska
Redaktor Naczelny P ostępów  B iochem ii
w  Warszawie

Szanowna Pani Profesor,

W  41. numerze naszego biuletynu (LIST do cz łonków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Szczecin, 
czerwiec/lipiec 1996 r.) ukazała się notatka, informująca, że k ierownicy zakładów biochemii na swym 
dorocznym (dydaktycznym) zebraniu zaprotestowali przeciwko „zamysłom zniesienia Centralnej Komisji ds. 
Tytułu i Stopni N aukow ych”  i protest ten skierwali do Marszałków Sejmu i Senatu RP. Protest ten nie 
odpowiada moim poglądom na tę sprawę i być może —  wielu innych polskich biochemików. Tych 
mianowicie, którzy nie widzą merytorycznego (w  odróżnieniu od biurokratycznego) uzasadnienia dla 
kontynuowania działalności owego reliktu lat m inionych —  Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej ds. Kadr 
Naukowych (CKK). CKK była bowiem instancją nadrzędną nad Radami W ydzia łów uczelni wyższych i Radami 
Naukowym i ins ty tu tów  naukowych i miała zapobiegać nadawaniu ty tu łów  i stopni naukowych osobom na 
zaszczyt ten w  oczach tejże CKK nie zasługującym. Nie zapobiegła jednak pojawianiu się ty tu łów  i stopni 
naukowych przy nazwiskach raczej nie znanych w  środowiskach naukowych, najczęściej przy okazji tych czy 
innych perturbacji politycznych. O dm owy zaś zatwierdzenia ty tu łów  nadanych przez Rady Wydzia łowe czy 
Naukowe, często nietrwałe, z reguły budziły ostrą niechęć w  środowiskach naukowych. Zarówno tradycja jak 
aktualne przepisy prawa gwarantują kompetencję tych Rad: jeżeli zrobią błąd, to tym gorzej dla danej Rady.

A może jednak aktualna Centralna Komisja nie będzie kontynuatorką byłej CKK, a postępować będzie 
zgodnie z literą swojej nazwy, a nie jej duchem tj. zajmie się semiotyką ty tu łów  i stopni naukowych? Przeciwko 
tej supozycji przemawia fakt utrzymania —  jak to się pokazało przy okazji aktualnych w ybo rów  do CKdsTiSN 
—  dw u  komisji dla badania stopni i ty tu łów  nadawanych biofizykom (odrębnie „ f izycznym ” i odrębnie 
„b io log icznym ” ). Niestety, nie tylko nie z l ikw idow ano błędu, jak popełnił przed około trzydziestu laty jakiś 
urzędnik centrali, ale u tworzono jeszcze dwa nowe dziw o ląg i:  odrębną komisję dla biochemii z nauk 
biologicznych i odrębną dla biochemii z nauk chemicznych. Sapienti sat!

Cieszyć się będę, jeżeli uzna Pani Redaktor list ten za godny opublikowania na łamach P ostępów  Biochemii, 
a jeszcze bardziej — jeśli uzna Pani, ze daje on asumpt do utworzenia w  Postępach B iochem ii stałej rubryki dla 
dyskutowania pog lądów  członków naszego Towarzystwa na aktualne i spodziewane transformacje w  o b ­
szarze nauk biologicznych.

Proszę przyjąć wyrazy mego głębokiego poważania i serdeczne pozdrowienia

Prof. dr med. Kazimierz Zakrzewski

S za n o w n i C zy te ln icy  
Zapraszam y do dyskusji

Redaktorzy
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SPRAWOZDANIE

XXXII Zjazd 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Kraków, 17-20.09.1996

W  dniach od 17 do 20 września 1996 roku obradował w  Krakowie XXXII Zjazd Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego. W  Zjeździe wzięło udział około 800 osób z kraju i z zagranicy. Dzięki ofiarności NSZZ 
Solidarność Akademii Medycznej w  Łodzi i Fundacji U J-Jan ineum  sfinansowano udział w  Zjeździe czterem 
z dziewięciu zaproszonych osób polskiego pochodzenia z Ukrainy i Litwy.

Organizatorzy przygotowali dla uczestników Zjazdu 3 komunikaty informujące na bieżąco o zaawan­
sowaniu prac organizacyjnych. Ponadto wydano „P rogram ”  Zjazdu (liczący 46 stron) i „Streszczenia”  
referatów, liczące 336 stron (w  tym 573 pozycje streszczeń w yk ładów  plenarnych i kom unikatów).

Obrady Zjazdu odbyw a ły  się w  Centrum Kongresowym Akademii Rolniczej, w  budynku Wydziału Leśnego 
przy ul. 2 9 - Listopada w  dniach 18-20  września. Wykłady prowadzone były po polsku. Jedynie referaty w  sesji 
„Prote inazy i ich inh ib ito ry ”  wygłoszone zostały po angielsku, ze względu na udział w yk ła d o w có w  
z zagranicy.

Ceremonia otwarcia Zjazdu odbyła się 1 7 września o godzinie 18.00 w  Teatrze im. Juliusza Słowackiego. 
Gości serdecznie pow ita ł Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego dr hab. Piotr Laidler i Rektor 
Uniwersytetu Jagiellońskiego, biochemik-profesor Aleksander Koj.

Profesor Liliana Konarska, Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, w  barwny sposób om ów iła  
biochemiczne wydarzenia, które miały miejsce w  minionym roku, a następnie przeszła do uroczystości 
wręczania nagród laureatom konkursów Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Nagrodę im. Anton iego Dm ochowskiego otrzymała pani profesor Leokadia Kłyszejko-Stefanowicz za 
podręcznik „C y tob iochem ia ” , a pan profesor Grzegorz Bartosz otrzymał wyróżnienie za książkę „D ruga  twarz 
t lenu”  (oboje laureaci z Uniwersytetu Łódzkiego). Nagrodę im. prof. Jakuba Parnasa w  konkursie na najlepszą 
pracę doświadczalną otrzymali: dr Alicja W aw rzynów  i prof. Maciej Żylicz z Uniwersytetu Gdańskiego za 
pracę: „D ivergent effects of native and denaturated protein substrates” . Nagrodę im. prof. Bolesława 
Skarżyńskiego za publikację „Regulacja cyklu kom órkowego —  udział b ia łkowych inh ib ito rów  kinaz 
cyklinozaleznych” otrzymała pani profesor Barbara Grzelakowska-Sztabert z Polskiej Akademii Nauk 
w  Warszawie.

M iłym  akcentem uroczystości otwarcia Zjazdu było wręczenie Profesorom: Zygm untow i M achoyow i, 
W łodzim ierzowi Ostrowskiemu, Kazimierzowi Zakrzewskiemu i Mariuszowi Zydow o dyp lom ów  Honorowych 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Inauguracyjny wykład pt.: „W ieści za świata RN A” , otwierający naukową część Zjazdu, wyg łos ił profesor 
W ito ld  Fil ipowicz z Bazylei.

Ceremonię otwarcia Zjazdu zakończył pełen ekspresji występ artystów z krakowskiej „P iw n ic y  pod 
Baranami”  z udziałem Jacka Wójcickiego, a w  foyer teatru uczestnicy Zjazdu wita li się tradycyjną lampką wina!

W  programie naukowym Zjazdu znalazło się 11 sesji tematycznych, których ty tu ły  wraz z nazwiskami 
przewodniczących podano poniżej:

1. Biotechnologia w  medycynie i ro ln ic tw ie -  Z. Żak, F. Dubert, Kraków.
2. Biochemia i środowisko -  M. Gumińska, Kraków.
3. Biochemia kliniczna -  J. Naskalski, Z. Szafran, Kraków.
4. Zależność struktury i funkcji białek oraz kwasów nukle inowych - Z. Wasylewski, Kraków.
5. Genetyka molekularna człowieka -  H. Rokita, Kraków.
6. Posttranslacyjne modyfikacje białek -  G. Palamarczyk, Warszawa.
7. Proteinazy i ich inhib itory -  A. Dubin, J. Potempa, Kraków.
8. Rodniki t lenowe i ich znaczenie w  biologii i m edycyn ie -T .  Stelmaszyńska-Zgliczyńska, T. Sarna, Kraków.
9. Sympozjum G likokon jugatów  -  J. Kościelak, Warszawa.
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10. Nauczanie biochemii -  J. Frendo, Kraków.
11. Doniesienia różne -  P. Laidler, T. Kędryna, A. Lityńska, Kraków.

Atrakcyjna treść i ciekawy, nieszablonowy sposób prezentacji wzbudzały olbrzymie zainteresowanie 
słuchaczy, o czym świadczyła wysoka frekwencja na wszystkich wykładach.

Podczas Zjazdu rozstrzygnięto kolejne edycje Konkursów: o nagrodę im. prof. Włodzimierza M ozo łows- 
kiego za najlepszą pracę przedstawioną na Zjeździe przez biochemika do 30 roku życia oraz o nagrodę im. prof.
Jan iny Opieńskiej-Blauth za najlepszą prezentację przedstawioną przez autora-studenta, który w  momencie
przysłania streszczenia nie posiada dyplomu ukończenia studiów.

Komisji konkursowej o nagrodę im. Włodzimierza M ozołowskiego przewodniczył prof. Andrzej Klein 
(Kraków). Komisja przyznała nagrodę pani dr Ewie Missol z Zakładu Bio logii N ow o tw o rów  w  G liw icach za 
pracę: „Wykorzystanie liposom ów kation itowych do wprowadzenia in vivo samobójczego genu dezaminazy 
cytozyny z E. co/i". Ponadto w  konkursie tym wyróżniono: dr Alicję Węgrzyn z Instytutu Biochemii i Biofizyki 
PAN, Pracowni B iologii Molekularnej afi l iowanej przy Uniwersytecie Gdańskim za pracę: „M echan izm  
rozpadu kompleksu replikacyjnego bakteriofaga -  po szoku termicznym”  (współautorami opracowania są 
Grzegorz Węgrzyn i Karol Taylor) oraz mgr Mariusza R. W ięckowskiego (współautor Lech Wojtczak) zZakładu 
Biochemii Komórki Instytutu Biologii Doświadczalnej PAN w  Warszawie za prezentację pracy „Rola 
nośn ików  mitochodrialnych w  rozprzęgającym działaniu kwasów tłuszczowych” .

Komisji konkursowej o nagrodę im. Jan iny Opieńskiej-Blauth przewodniczył profesor Tomasz Borkowski 
(Lub lin ). Komisja przyznała nagrodę studentow i medycyny Macie jow i W iznerowiczowi z Zakładu Im ­
munolog ii N o w o tw o ró w  Akademii Medycznej w  Poznaniu za opracowanie merytoryczne i metodyczne 
tematu: „Konstrukcja dw uc is tronow ych w ek to rów  retrowirusowych dla celów terapii genowej n o w o tw o ró w  
u ludz i” . Wyróżnienie w  tym konkursie otrzymał Borys Wróbel z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu 
Gdańskiego za dw ie  prezentacje: „Am plif ikac ja  plazmidów w  komórkach Escherichia coli w  warunkach 
niedoboru am inokw asów ”  i „Degradacja DNA w  podwyższonej temperaturze po amplifikacji p lazmidów 
w  g łodzonych komórkach Escherichia coli".

Informacje o Zjeździe zamieściła lokalna gazeta „Dz ienn ik  Polski”  a w  dziesiątym numerze miesięcznika 
„Nauka i Przyszłość” , w ydawanego przez Polską Akademię Nauk w  Warszawie, ukazała się krótka notka 
w  stałej rubryce pt.: „Z  życia nauki” . Ponadto radio Kraków podało w iadomości o Zjeździe w  codziennym 
serwisie informacyjnym, a telewizja Kraków, Telewizja Wisła, Radio Mariackie i Polska Agencja Prasowa 
przeprowadziły rozmowy z uczestnikami Zjazdu, prof. prof.: W. Filipowiczem, A. Mackiewiczem i J. Lubińskim 
oraz dr hab. P. Laidlerem.

Organizatorzy starali się dostarczyć uczestnikom XXXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
także innych -  poza intelektualnymi -  przeżyć. W programie: zwiedzanie Krakowa, wycieczka do Wieliczki, 
O jcowa i Pieskowej Skały, koncert o rganowy w  Kościele Mariackim oraz spektakl w  Teatrze Starym. Imprezą 
dodatkową było również, pełne ciepła i serdeczności spotkanie towarzyskie stwarzające możliwość pełniejszej 
integracji naszej społeczności biochemicznej.

W  przygotowaniu Zjazdu pomocy finansowej udzieliły firmy: Boehringer Mannheim, KZF Polfa SA Kraków, 
Bank PKO SA Kraków. PPSiD Polmos Lraków, MPK Kraków.

Piotr Laidler

Wydawca prosi o kontakt tych, którzy 
chcieliby wykorzystać łamy „Postę­
pów Biochemii”  do reklamowania 
swych produktów i usług związanych 
z biochemią, biologią molekularną 
i biologią komórki.

Please contact the Editors if you wish 
to advertise in „Postępy Biochemii”  
the products and services related to 
biochemistry, molecular biology and 
cell biology.
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INFORMACJE

XXXIII Zjazd 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

K a to w ic e ,  9 -12  w rze ś n ia  1997

XXXIII Zjazd 
Polskiego Tow arzystw a  
Biochemicznego

Zarząd Katowickiego Oddziału Polskiego T o w a ­
rzystwa Biochemicznego informuje, ze w  dniach
9-12  w rześn ia  1997 roku w  K a to w ic a c h  o d ­
będzie się XXXIII Zjazd Polskiego T o w a rz y s tw a  
B iochem icznego .

Komitet Organizacyjny ma zaszczyt i przyjemność 
zaprosić wszystkich Członków Towarzystwa i Oso­
by zainteresowane Biochemią do udziału w  Zjeź- 
dzie.

Mamy nadzieję, ze liczne uczestnictwo stworzy 
możliwość szerokiej wym iany doświadczeń i naw ią ­
zania nowych kontaktów.

Obrady Zjazdu odbywać się będą na terenie 
Śląskiej Akademii Medycznej w  Katow icach-L igo- 
cie ul. M edyków  18-14.
Przewidujemy zakwaterowanie Uczestników Zjaz­
du w  pobliskich domach akademickich i hotelach 
w  centrum Katowic.

Uroczystość otwarcia Zjazdu z wykładem plenar­
nym Prof. dr hab. Aleksandra Koja pt. „Rola cytokin 
w  indukcji i hamowania stanu zapalnego" odbędzie 
się 9 w rześn ia  1997 o godz. 1 800 w  Górnośląskim 
Centrum Kultury w  Katowicach, Plac Sejmu Śląs­
kiego 2.

Serdecznie zapraszamy.

Program Naukowy Zjazdu

1. Struktura i funkcja genu i genomu
2. Patobiochemia tkanki łącznej
3. Problemy biochemiczne w  biologii i medycynie 

środowiskowej
4. Biotechnologia
5. Rodniki t lenowe i antyoksydanty
6. Postępy biochemii klinicznej
7. Biochemia wysiłku fizycznego
8. Doniesienia różne
9. Sesja f irmowa

Prezentacja w y n ikó w  przewidziana  
jest w  formie:

1. referatów wygłaszanych przez zaproszonych 
W yk ładow ców

2. plakatów prezentowanych przez pozostałych 
Uczestników. Indywidualne streszczenia d o n ie ­
sień w  postaci wydrukowanej oraz zapisanej na 
pojedynczych dyskietkach będą przyjmowane 
w  nieprzekraczalnym terminie do 15 kw ietn ia 
1997 roku. Szczegółowe instrukcje dotyczące 
przygotowania streszczeń zostaną podane w  k o ­
munikacie nr 2 i rozesłane osobom, które prześlą 
zgłoszenia wstępne.

Komitet Naukowo-Organizacyjny

L. Badura, J. Chmielowski, M. Chorąży, M. Drózdz, 
R. Grabowska-Bochenek, B. Klapcińska, Z. Kraw­
czyk, E. Kucharz, S. Łabuzek, K. O/czyk, J. R zeszó w  - 
ska-W olny, S. Szala, R. Tarnowski, M. Wardas, 
L. Węglarz, T. Wilczok, /. Zak.

Kontakt z Organizatorami

Polskie Towarzystwo Biochemiczne Oddział Kato­
w ick i Komitet Organizacyjny XXXIII Zjazdu 
PTBioch. Katedra i Zakład Biochemii i Chemii Śląs­
kiej Akademii Medycznej 40-752  Katowice, ul. 
M edyków  1 8 
tel./fax (032) 152 50 54, 
tel. 1527081  - 4  wew. 1467, 1462, 1459 
e-mail: (b iochem ik  @ infomed.slam.katowice.pl

Dr hab. Iwona Żak-Przewodnicząca 
Dr Rozalia Grabowska-Bochenek —  Sekretarz

W ystaw y i sesje f irm ow e

W  trakcie Zjazdu zaproszone przez Organizatorów 
Firmy prezentować będą sprzęt laboratoryjny, apa­
raturę i odczynniki.
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Imprezy towarzyszące

Organizatorzy przewidują możliwość zwiedzania 
Zamku Pszczyńskiego oraz Sztolni Czarnego Pstrą­
ga w  Tarnowskich Górach. Ponadto planujemy

zorganizowanie całodniowej (1 3.X.97) wycieczki 
na Babią Górę lub w  Beskid Śląski i Żywiecki. 
Zachęcamy także do udziału w  koncercie, spektaklu 
teatralnym oraz spotkaniu towarzyskim.

NOWE W YDAW NICTW A PTBIOCH.:

1) „H O R M O N Y  GLIKOPROTEINOWE —  Struktura, biosynteza i funkcja ich o ligosacharydów” 
Monografia biochemiczna nr 41 cena 5,- zł 
autor Iwona Żak i Marian Drózdz
rok wydania 1 996

2) „W ŁO D ZIM IE R Z MOZOŁOWSKI 1895— 1975 w  100-lecie urodzin”  cena 25,- zł 
Wydawca Oddział Gdański PTBioch. r. 1995
pod red. Wiesława Makarewicza praca zbiorowa
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Do członków 
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarząd P.T.Bioch. uprzejmie prosi wszystkich członków o wpłatę 
zaległych i bieżących składek członkowskich. Zachęcamy także do 
zaprenumerowania „Postępów Biochemii” .

Aby zaprenumerować „P o ­
stępy Biochemii" w  1997 r. 
należy wpłacić odpowiednią 
kwotę na konto bankowe w y ­
dawcy (Polskiego Towarzys­
twa Biochemicznego) za po ­
mocą przekazu zamieszczo­
nego na odwrocie. Zam ów io­
ne egzemplarze będziemy 
wysyłać pocztą na adres po ­
dany nam na przekazie. Po­
nieważ odcinek przekazu d o ­
cierający do nas jest jedno­
cześnie zamówieniem, prosi­
my o bardzo wyraźne napi­

POSTĘPY BIOCHEMII  43(1 ) ,  1997

sanie imienia, nazwiska (lub 
nazwy instytucji) i dokładne­
go adresu wraz z kodem po­
cztowym (DRUKO W ANYM I 
LITERAMI) na wszystkich 
trzech odcinkach przekazu.

Prenumerata krajowa dla 
instytucji:
60. zł
Prenumerata krajowa in­
dywidualna:
30. zł (50%  zniżki dla cz łon­
ków Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego).

Prenumerując
„Postępy”
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Pokwitowanie dla wpłacającego

z ł ..............................................
słownie....... ..............................

Odcinek dla posiadacza rachunku

zł..............................................
słow nie............. ........... ................. .

Odcinek dla poczty lub banku

z ł .........................................
słownie....................................... .

wpłacający...................................... wpłacający..................................... wpłacający..................................

imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodera pocztowym imię, nazwisko, dokładny adres z kodem pocztow

na rachunek na rachunek na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. XI11/O W -wa, Al. Jerozolimskie 
37 00 44-1225-2720-3-69

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. XI11/O W -wa. Al. Jerozolimskie 
37 00 44 -1225-2720-3 -69

Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3 
P.B.K. XI11/O W -wa. Al. Jerozolimski 
37 00 44 -1225-2720-3 -69

stempel

podpis przyjmującego

stem pel

podpis przyjmującego

stem pel

podpis przyjmującego

Pobrano opO

Zł.
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W skazów ki 
dla a u to ró w

W ydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
ta ln ik „Postępy B iochem ii" publikuje prace przeglądowe oma­
wiające bieżące osiągnięcia, koncepcje i kierunki badawcze 
w  dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty 
z historii biochemii, zasady polskiego słow nictw a biochem i­
cznego, recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze 
zjazdów, konferencji i szkół, w  których biorą udział członkowie 
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach B iochem ii" 
mogą mieć charakter artykułów  monograficznych (do 20 stron 
tekstu licząc piśm iennictwo i tabele), m inireviews (do 10 stron 
tekstu), oraz krótkich not o najnowszych osiągnięciach i po­
glądach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za praw idłowość i ścisłość poda­
wanych informacji oraz poprawność cytowania piśmiennictwa. 
Ujęcie prac w inno być syntetyczne, a przedstawione zagadnienie 
zilustrowane za pomocą tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak­
cje), wzorów  i fotografii.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na rozdziały 
i podrozdziały, których rzeczowe tytu ły tworzą spis treści. Zgod­
nie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, podroz­
działy odpow iednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawność 
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczność 
i czytelność. Autorzy przeto w inni unikać składni obcojęzycznej, 
gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowanie doraźnie 
tworzonych skrótów, nawet jeżeli bywają używane w  pracach 
specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji prac podlega 
ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja 
zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowadzenie 
zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też gotowość 
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z ośw iad­
czeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowana 
w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach 
Biochem ii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ją) włączyć 
do swego artykułu ilustracje publikowane przez autorów prac 
cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpowiednią zgodę 
na przedruk.

Redakcja prosi A u to ró w  o przestrzeganie następujących  
w skazó w ek szczegółow ych:

TEKST: Maszynopis powinien być napisany jednostronnie 
czcionką wielkości standartowej, z podwójną interlinią, z lewym 
marginesem ok. 4 cm.
W  tekście nie należy stosować żadnych podkreśleń, ani roz­
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion­
ki drukarskiej mogą Autorzy zaznaczyć ołówkiem  na marginesach 
maszynopisu. W przypadku stosowania w  tekście liter alfabetu 
greckiego trzeba na marginesie wpisać ołówkiem  ich fonetyczne 
brzmienie.

Strona inform acyjna maszynopisu jest nienumerowana, za­
wiera imiona i nazwisko (a) autora (ów ), nazwy, adresy wraz 
z numerem telefonu zakładów (w  języku polskim i angielskim), 
w  których pracują autorzy, adres do korespondencji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autorów, ty tu ł artykułu 
w  języku polskim i angielskim oraz —  w  prawym dolnym rogu 
—  liczbę tabel, rycin, wzorów  i fotografii oraz skrót tytu łu pracy 
(do 25 znaków).

Strona 1 (ty tu ło w a ) zawiera imiona i nazwiska autorów, tytu ł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w  obu językach, ty tu ł naukowy każdego z autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrótów. 
Kolejno num erow ane dalsze strony obejmują tekst pracy, 
piśm iennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów 
i fotografii.

P IŚ M IE N N IC T W O : Wykaz piśm iennictwa obejmuje prace 
w  kolejności ich cytowania w  tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w  nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9— 26]. 
Odnośniki bibliograficzne w inny mieć nową uproszczoną formę. 
Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziałów 
z książek jednotom owych (3), rozdziałów z tom ów  serii opraco­
wanej przez tych samych redaktorów (4), rozdziałów z tom ów 
serii opracowanych przez różnych redaktorów (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Hildenbrandt GR, Aronson NN (1980) Biochim Biophys 
Acta 631: 499-502

2. Bostock CJ, Sumner AT (1978) The Eukaryotic Chromo­
some, Elsevier, North-Holand, Amsterdam

3. Norberth T, Piscator M (1979) W: Friberg L, Nordberg GF, 
Von VB (red) Handbook on the Toxicology of Metals. 
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 541-553

4. Delej J, Kesters K (1975) W: Florkin M, Stotz EH (red) 
Comprehensive Biochemistry t 29B. Elsevier, N o rth -H o l­
land Amsterdam, str. 1 -77

5. Franks NP, Lieb WR (1981) W: Knight CG (red) Research 
Monographs in Cell and Tissue Physiology, t 7. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: Ryciny w inny być gotowe do reprodukcji. Foto­
grafie czarno-białe (kontrastowe), pow inny być wykonane na 
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcją można propo­
nować reprodukcję fotografii barwnych. Pozostałe ryciny należy 
wykonać tuszem na białym papierze lub kalce technicznej. 
Wskazane jest, aby ryciny były dwukrotn ie większe od przyszłej 
reprodukcji, tj. w  skali 2 :1 . Cyfry i litery służące do opisu rysunku 
pow inny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na rysunkach nie 
należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skróta­
mi. Osie wykresów w inny być opatrzone napisem ła tw o zro­
zumiałym. Decyzję o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje 
wydawca. Ilustracji nie należy włączać w  tekst maszynopisu, lecz 
odpow iednio ponumerować: tabele i ryciny noszą cyfry arabskie, 
wzory zaś rzymskie. Na marginesie tekstu należy zaznaczyć 
ołówkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy 
wzoru. Tabele odpow iednio porubrykowane, w inny być opat­
rzone jednoznacznym tytułem i ewentualnie także niezbędnymi 
objaśnieniami. Słowne objaśnienia znaków graficznych można 
umieścić w  podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś jedynie na 
planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się w  postaci 
oddzielnego wykazu. Ilustracje należy podpisać nazwiskiem 
pierwszego z autorów i pierwszym słowem tytu łu pracy oraz 
oznaczyć „g ó ra -d ó ł" (ołówkiem , na odwrocie). Ze względu na 
wewnętrzną spoistość artykułu wskazane jest konstruowanie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych 
z piśmiennictwa.

Maszynopis i załączniki (w  dwu egzemplarzach), w łaściw ie 
zabezpieczone przed uszkodzeniem w  czasie transportu, należy 
przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy B iochem ii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne 
ul. Pasteura 3,
02-093 Warszawa

http://rcin.org.pl
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