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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

Uroczysta promocja odbyta sie 22 listopada 1996 r. w auli im. Adama Mickiewicza, budynku Auditorium

Maximum U.W.

Po laudacji wygtoszonej przez profesora Bogdana Lesynga, nastapita wzruszajgca chwila wreczenia dyplomu
przez rektora U.W. profesora Witodzimierza Siwinskiego. Po od$piewaniu Gaude Mater Polonia zabrat gtos

profesor David Shugar.

Magnificencjo, Wysoki Senacie, Cztonkowie Rady Wydzialu Fizyki, Szanowni PanAstwo:

Jestem naprawde wzruszony i gteboko Swiadomy
wielkiego zaszczytu, jakim obdarzyt mnie Uniwersytet
Warszawski, wybitny, swiatowy osrodek akademicki.
Jestem takze dumny z tego, ze doktadnie 30 lat temu,
kiedy Uniwersytet Warszawski podjat decyzje o utwo-
rzeniu na Wydziale Fizyki Katedry Biofizyki, wtasnie
mnie zaproponowano jej organizacje. W mojej pamieci
jest ciggle zywe spotkanie na ten temat z Ministrem
Szkolnictwa Wyzszego, w ktorym uczestniczyli m.in.:
Rektor Uniwersytetu oraz Dyrekcja Instytutu Fizyki
Doswiadczalnej z profesorami Jerzym Pniewskim i Le-
onardem Sosnowskim. Dzi$§ Katedra Biofizyki cieszy
sie Swiatowym uznaniem w niektérych dziedzinach
biofizyki i biologii molekularnej, zar6wno w zakresie
prac doswiadczalnych jak i teoretycznych.

Powstanie Katedry Biofizyki byto mozliwe tylko
dzieki poparciu Wydziatu Fizyki i Instytutu Biochemii

i Biofizyki PAN oraz wielu kolegéow i wspdtpracow-
nikéw z innych os$rodkéw. W tym miejscu chciatbym
ztozy¢ hold pamieci i przypomnie¢ udziat, przedwczes-
nie zmartego, profesora Wtodzimierza Kotosa, Swiato-
wej stawy uczonego zajmujgcego sie mechanikg kwan-
towg uktadow czgsteczkowych. Jego poparcie polega-
to nie tylko na prowadzeniu zaje¢ dydaktycznych, ale
rowniez na kierowaniu pierwszymi pracami teoretycz-
nymi, dotyczacymi m.in. mechanizméw mutagenezy.
Uwazam, ze zaszczyt, ktdrym mnie dzi$ obdarzono,
obejmuje takze tych wszystkich, ktdrzy przyczynili sie
do powstania Katedry.

Osiagniecia biologéw i genetykéw w drugiej poto-
wie tego wieku sg oszatamiajgce. Chce ograniczy¢ sie
tutaj do wktadu fizykéw i fizykochemikéw w po-
znawaniu i wyjasnianiu fizycznych podstaw zjawisk
biologicznych.
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Geneza mojego zainteresowania biologig byta w pe-
wnym sensie przypadkowa. Jeszcze w trakcie wykony-
wania pracy doktorskiej w dziedzinie fizyki atomowej
na uniwersytecie McGill w Montrealu, szpital uniwer-
sytecki zwrocit sie do mnie z prosbg o sprawowanie
nadzoru nad budowg ultrawiréwki do celéw biologicz-
nych i klinicznych. Umozliwiata ona badanie wielkosci
i ksztattu makroczgsteczek (enzyméw i innych biatek)
przy pomocy metod hydrodynamicznych. Praca ta
uswiadomita mi, ze fizyka moze odgrywac istotng role
w biologii i medycynie. Warto tu dodac, ze tak, jak
obrazy dyfrakcyjne promieniowania rentgenowskiego
przyczynity sie do odkrycia budowy przestrzennej
DNA, tak metody hydrodynamiczne pozwolity na
wyjasnienie mechanizmu replikacji DNA w organiz-
mach zywych ido dzi$ dnia sg nadal wykorzystywane,
nie tylko w biologii molekularnej.

Chociaz Scislejsze kontakty fizyki z biologig datuja
siejuz od dawna, to ich istotny rozwdéj nastapit z chwilg
wejsScia tak biologii, jak i fizyki, w Swiat struktur
czasteczkowych. Juz w latach trzydziestych, niektorzy
wybitni fizycy teoretycy, tacy jak Niels Bohr, Erwin
Schroedinger, Max Delbruck przy udziale genetyka,
Timofiejewa-Ressovskiego, spotykali sie na cotygod-
niowych dyskusjach na temat fizycznych podstaw
zjawiska zycia. W 1937 roku Delbruck, nie godzac sie
na zycie w warunkach systemu hitlerowskiego, opuscit
Niemcy i wyjechatl do Stanéw Zjednoczonych, gdzie
odegrat kluczowga role w stworzeniu molekularnych
podstaw genetyki, za co otrzymal pdzniej nagrode
Nobla. Dwa lata po6zniej, z tych samych powodow
opuscit Austrie Erwin Schroedinger przenoszac sie do
Irlandii, gdzie zostat Dyrektorem Instytutu for Advan-
ced Studies, utworzonym przez éwczesnego premiera
Irlandii, matematyka Eamon de Valera. Procz prowa-
dzenia badan naukowych, do podstawowego obowigz-
ku tego Instytutu nalezato zorganizowanie serii po-
pularnych, rocznych, wyktadéw dla mieszkahcdw
Dublina.

W 1943 roku Schroedinger, w ramach takiej serii,
prowadzit cykl wyktadéw, opublikowanych rok péz-
niej w niewielkiej ksigzeczce pod tytutem ,Co to jest
zycie — fizyczne podstawy zycia komdrki”. Powotujac
sie na wczesniejszy wniosek Delbrucka o tym, ze
wielko$¢ jednostki genetycznej, zwanej genem, jest
rzedu tylko tysiecy atomow, zwrécit uwage na trudng
do wyttumaczenia sprzeczno$é pomiedzy niezwyktym
uporzagdkowaniem proceséw zyciowych a zasadami
fizyki statystycznej. Po odkryciu natury genu, struk-
tury podwdjnej helisy DNA iwniknieciu w molekular-
ny przebieg procesu przekazywania informacji genety-
cznej, znamy dzi$ wyjasnienie tej pozornej sprzeczno-
Sci. Polega ona na tym, ze w komarce istniejg zespoty
enzymoéw, ktére w wysokim stopniu zapobiegajg nie-
doktadnosciom procesu replikacji oraz inne zespoty
enzymatyczne, ktore naprawiajg wiekszosé btedow,
pojawiajgcych sie z réznych powodéw w czasie roz-
woju komorki. Warto podkresli¢, ze enzymy napraw-
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cze zostaty odkryte przez fizykow w toku badan nad
wptywem Swiatta nadfioletowego na powstawanie mu-
tacji w DNA. Mito wspomniec¢,ze kiedy prof. Delbruck
zdecydowalt sie podjac te tematyke badan, przyjechat
najpierw na konsultacje naukowe wtasnie do naszego
warszawskiego $rodowiska, ktore juz wtedy byto zna-
ne ze swych osiggnie¢ w tej dziedzinie.

Ksigzka Schroedingera, przedstawiajgca podejscie
jednego z twdércéw mechaniki kwantowej do pod-
stawowych problemoéw genetyki iogdlniej, do zjawiska
zycia, wywotata ogromne zainteresowanie nie tylko
wsrdd fizykéw, ale rowniez wséréd naukowcow innych
dyscyplin. Mozna wymieni¢ tu dla przyktadu wspot-
odkrywcow struktury DNA, chemika — Jamesa Wat-
sona i fizyka Francisa Cricka. Watson wspominat, ze
w roku 1946 natrafit na ksigzeczke Schroedingera i od
tego witasnie momentu postanowit, ze swa dalsza
kariere naukowga poswieci badaniom struktury genu.
Wyjasnienie tej struktury, a nieco p6zniej, poznanie
kodu genetycznego oraz mechanizmu biosyntezy bia-
tek, doprowadzito do prawdziwej rewolucji w biologii
i genetyce molekularnej.

By gtebiej wyjasni¢ sposob funkcjonowania zywej
komérki, nie wystarcza juz okreSlenie struktury po-
szczegolnych jej sktadnikéw. Konieczne jest wykorzys-
tanie uniwersalnych praw oddziatywan pomiedzy ni-
mi, ktére umozliwityby wycigganie wnioskéw ilos-
ciowych. To zatem wymaga koniecznos$ci zastosowa-
nia praw fizyki, ktére sg z powodzeniem stosowane do
coraz to nowych odkry¢ biologdw, w szczeg6lnosci
biochemikéw, np. do proceséw réznicowania i morfo-
genezy, zachodzgcych w trakcie rozwoju organizmow
wyzszych. Wiadomo dzi$, ze mamy to do czynienia
z procesami regulacji genéw poprzez kombinacje tak
zwanych wewnetrznych izewnetrznych sygnatéw ko-
morkowych. Nic wiec dziwnego, ze kilka miesiecy
temu. Amerykanskie Towarzystwo Fizyczne posSwieci-
to poznawaniu zjawisk zycia kilkudniowg sesje
z udziatem biologéw, genetykdéw i chemikow. We
wnioskach konncowych tej konferencji podkreslono, ze
dalszy postep badan zalezy od rozwoju wspdipracy
interdyscyplinarnej.

Czy podobne osiagniecia nastapia w dziedzinie
wyjasniania podstawowych zasad funkcjonowania
uktadu nerwowego? Stosunkowo dobrze rozwiniete
badania neurofizjologiczne potrafiag wyjasni¢ wiele
aspektéw funkcjonowania neuronéw. Natomiast naj-
wieksze dotychczasowe osiggniecia fizyki, biologii mo-
lekularnej, elektrofizjologii i cybernetyki nie potrafig
stworzy¢ obiecujgcego podejscia do mechanizmow
pamieci, a tym bardziej swiadomosci. Niektérzy bada-
cze sugerujg nawet, ze mozg cztowieka nie jest zdolny
do podania wyjasnienia istoty swego dziatania. Z dru-
giej strony, wiele os6b, zafascynowanych ogromnym
postepem technik komputerowych, marzy o budowie
takiego komputera, ktory potrafitby symulowaé dzia-
tanie mozgu. Takim ideom przeciwstawit sig, w specjal-
nie napisanej ksigzce, jeden z najwybitniejszych auto-



rytetow w dziedzinie fizyki matematycznej, znany ze
swych prac z dziedziny ,czarnych dziur” we wszech-
Swiecie, Robert Penrose. Analiza mozliwosci fizyki
i matematyki, w wyjasnianiu mechanizmoéow funkc-
jonowania uktadu nerwowego, doprowadzita go do
whniosku, ze struktura maszyn i obliczen komputero-
wych nie jest zdolna do pojawienia sie w niej formy
$wiadomos$ci. Swiadomo$¢é bowiem, posiada pewne
cechy, ktore nie daja sie objag¢ metodami obliczeniowy-
mi. W pewnym sensie mozemy porownaé ,czarng
dziure Swiadomos$ci” z ,czarnymi dziurami” wszech-
Swiata. Czy potrafimy je pozna¢? Moge odpowiedzieé
starym powiedzeniem, ze: ,Trudne rzeczy robimy
natychmiast, realizacja niemozliwych potrwa troche
dtuzej”.

Wobec tak szybkiego i ogromnego postepu w bio-
logii i genetyce molekularnej, nalezy zada¢ sobie
pytanie, czy potrafimy odpowiednio wykorzystaé te
wiedze dla dobra ludzko$ci. Pytanie tego typu po-
stawiono juz wcze$niej, 50 lat temu. Jeszcze przed,
a zwtaszcza po Hiroszimie i Nagasaki. Chociaz wydaje
sie, ze jesteSmy jeszcze bardzo daleko od molekular-
nych mozliwosci manipulowania $wiadomoscia, to
mozna podziela¢ obawy Profesora Penrose’a, co do
ewentualnych ujemnych konsekwencji takich dziatan
i koniecznosci spotecznej kontroli skutkéw takiego
odkrycia.

Dwadzie$cia lat temu, kiedy biologia molekularna
opanowata technike manipulacji genami w bakteriach
(zwang inzynierig genetyczna, a pozniej biotechnolo-
gig), sami biologowie zdali sobie sprawe z potencjal-
nych zagrozen jakie ona niesie i podnie$li te sprawe
publicznie. Doprowadzito to do zorganizowania mie-
dzynarodowej konferencji w Asilomar w Kalifornii,
gdzie ustalono konkretne zasady bezpieczenistwa pra-
cy w tej dziedzinie.

Dzisiaj, umiemy juz manipulowa¢ genami roslin
i zwierzat. Od kilku miesiecy, na rynku Standéw
Zjednoczonych sprzedaje sie tak zmodyfikowane gene-

W imieniu Zarzadu Giéwnego Towarzystwa,

Redakcji

tycznie jarzyny, by byly odporne na dziatanie her-
bicydéw. Pomimo protestow w Europie Zachodniej,
wiadze amerykanskie odmawiajg handlowego ozna-
kowania tego rodzaju jarzyn. Co wiecej, jestesmy
w przeddzien rozpoczecia tzw. terapii genowej, czyli
metody leczenia choréb genetycznych poprzez modyfi-
kacje gendw ludzkich.

Postep jest imponujacy, wrecz oszatamiajacy. Ale
alarmujgcajest dla mnie, towarzyszgca temu, ogromna
komercjalizacja biologii i genetyki molekularnej (nie
wspominajac juz o innych dziedzinach nauki). Komer-
cjalizacja, w ktorej czynny udziat biorg takze niektorzy
czotowi badacze. Wielu z nich staje sie cztonkami
zarzgdow poteznych firm farmaceutycznych, czy bio-
technologicznych. Coraz czestsze sg przypadki ukry-
wania przed spotecznoscig naukowag wynikow wias-
nych badan naukowych, ktére traktowane sa jako
»,0sobista witasnos$¢ intelektualna”, przeznaczona dla
celéw komercyjnych. Jak pisat pare miesiecy temu, na
tamach Nature, angielski fizyk, John Ziman, nauka
akademicka, pod naciskiem wymagan technologicz-
nych, jest w trakcie przejscia do nowej fazy, zwanej
naukg post-akademicka. Skutki tego nie muszg by¢ dla
nas radosne. Czy potrafimy odpowiednio na to reago-
wac w interesie catej ludzkosci? Musimy chyba zada¢
sobie pytanie: ,,Czy podstawowym celem badan nau-
kowych bedzie nadal poszukiwanie prawdy, czy za-
stapi ja pogon za finansowym zyskiem?” | jakie bedg
tego skutki?

W Polsce, proces ten nastepuje wolniej. By¢ moze
czesciowo wskutek $miesznie niskich naktadéw na
nauke w ogole. Nie jest to jednak pocieszajgce. Paupe-
ryzacja nauki w Polsce, uniemozliwia bowiem od-
grywanie przez nig pozytywnej roli w réznorodnych
dziedzinach zycia spotecznego. Dochodze w tym miejs-
cu do pytania koncowego. Czy my, jako srodowisko
naukowe, potrafimy uruchomic¢ takie dziatania, ktére
uSwiadomig innym grupom spotecznym i ich przed-
stawicielom palagcg konieczno$¢ zmiany tej sytuacji?

,»Postepow Biochemii" oraz wszystkich cztonkéw

Polskiego Towarzystwa Biochemicznego sktadamy Panu Profesorowi serdeczne gratulacje i najlepsze zyczenia.

Liliana Konarska
Zofia Zielinska

Uprzejmie informujemy, Zze nasze pismo Acta Biochimica

Polonica jestindeksowane przez Biochemistry & Biophy-
sics Citation Index (ISI, U.S.A.), BIOSIS (U.S.A.), Chemi-
cal Abstract (Columbus, U.S.A.), Current Awareness in

Biological Sciences (England), Excerpta Medica (Else-
vier, Holland), Medline (U.S.A.).
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ARTYKULY

Wspotdziatanie biatek fagowych i bakteryjnych
w replikacji DNA bakteriofaga X

Phage and bacterial proteins as coplayers in bacteriophage

X DNA replication

JAROSLAW MARSZALEK*

Spis tresci:

I Wstep

Il.  Powstanie aktywnego kompleksu inicjacyjnego orik-XO

I11.  Wigzanie bakteryjnej helikazy DnaB

IV. Aktywacja preprimosomu prowadzi do jednokierun-
kowej replikacji XDNA

V. Uruchomienie drugiego kierunku replikacji XDNA

VI. Przetaczenie replikacji dwukierunkowej 0 na jedno-
kierunkowa zachodzgca zgodnie z mechanizmem a

VIIl. Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrétéow: XDNA—DNA zawierajgce
sekwencje orik; RNAP Polimeraza RNA; DNA Pol 1l
holoenzym polimerazy DNA 1II.

I. Wstep

Badania nad replikacjg genomu bakteriofaga X nie
tylko pozwolity na szczeg6towe poznanie biochemicz-
nego mechanizmu tego procesu, lecz poszerzyty réow-
niez nasza wiedze o fizjologii komdrki bakteryjnej
bedacej gospodarzem faga X Badania te doprowadzity
po raz pierwszy do wyizolowania i scharakteryzowa-
nia biochemicznego bakteryjnych biatek szoku ter-
micznego (heat shock proteins) (DnaK, Dnal, GrpE
oraz ClpX) [1-5], ktorych funkcje biologiczne wy-
kraczajg daleko poza udziat w replikacji DNA faga X

Podczas infekcji komdrki bakteryjnej (Escherichia
coli) fag X wstrzykuje do cytoplazmy dwuniciowg
liniowg czasteczke DNA o diugosci 48,5 kb, ktora jest
szybko przeksztatcana przez dwa bakteryjne enzymy
ligaze i gyraze w Kkolistg, ujemnie superhelikalng
czasteczke DNA [6, 7], Replikacja XDNA rozpoczyna
sie od specyficznej sekwencji inicjatorowej orik, zloka-
lizowanej w obrebie genu kodujgcego replikacyjne

*Dr, Katedra Biologii Molekularnej i Komérkowej Miedzy-
uczelniany Wydziat Biotechnologii AMG/UG Uniwersytet
Gdanski, ul. Ktadki 24, 80-822 Gdansk
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Contents:
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Il.  Formation of active initiation complex orik-XO

I11.  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

biatko fagowe XO. Poczgtkowo replikacja XDNA jest
dwukierunkowa izachodzi zgodnie z modelem 0 (teta).
Pomiedzy 10 a 15 minutg po infekcji nastepuje prze-
stawienie replikacji XDNA z dwukierunkowej 0 na
jednokierunkowga, zachodzaca zgodnie z mechaniz-
mem toczgcego sie kota (replikacja typu a (sigma).
W wyniku replikacji typu o dochodzi do syntezy
dtugich liniowych czasteczek DNA wielokrotnie dtuz-
szych od pojedynczego genomu faga. W pdznym
stadium infekcji te liniowe czasteczki DNA sg od-
powiednio ciete i pakowane do gtowek fagowych.

Badania biochemiczne, w ktérych zastosowano jako
matryce DNA plazmid zawierajacy sekwencje orik,
dostarczyty wielu szczeg6towych informacji na temat
molekularnego mechanizmu replikacji zachodzgcej
zgodnie z mechanizmem 0 [1]. Dotychczas nie udato
sie jednak opracowac systemu in vitro umozliwiajgce-
go badanie jednokierunkowej replikacji XDNA za-
chodzacej zgodnie z mechanizmem a [6], Nasza
wiedza na temat mechanizmu przejscia od replikacji
dwukierunkowej 0 do jednokierunkowej a jest réw-
niez bardzo uboga.

Genom faga X koduje jedynie dwa bhiatka biorgce
bezposredni udziat w replikacji XDNA (XO, XP),
wszystkie pozostate czynniki katalizujgce synteze fugo-
wego DNA kodowane sg przez genom gospodarza.
Rola replikacyjnych biatek wirusowych polega na
koordynowaniu powstawania kolejnych komplekséw'



nukleoproteinowych biorgcych udziat w replikacji
XDNA [8-12]. W niniejszym artykule chciatbym zwro-
ci¢ szczegdlng uwage na biochemiczne mechanizmy
umozliwiajgce wirusowi wykorzystanie replikacyjnego
aparatu gospodarza.

Il. Powstanie aktywnego kompleksu
inicjacyjnego orik-XO

Oddziatywanie pomiedzy inicjatorowym biatkiem
fagowych XO a specyficzng sekwencjg DNA-orU zapo-
czatkowuje proces inicjacji replikacji "DNA. Cztery
dimery XO wigzg sie z czterema powtérzonymi sek-
wencjami (iterony), zlokalizowanymi w obrebi orik
[13]. Badania za pomocg mikroskopu elektronowego
sugeruja, ze w obrebie kompleksu orik-XO tancuch
DNA nawiniety jest na czasteczki biatka tworzgc
strukture przypominajaca nukleosom [14]. Przez ana-
logie, kompleks orik-XO nazwano O-somem [15].
Doswiadczenia biochemiczne wykazaty, ze warunki
reakcji (rodzaj i stezenie soli oraz stopied ujemnej
superhelikalnos$ci matrycy DNA) wptywajg na specyfi-
czno$¢ zaleznej od biatka XO inicjacji replikacji dwu-
niciowego DNA [6, 16]. Biatko XO, podobnie jak
biatko inicjatorowe gospodarza (DnaA) wykazuje ten-
dencje do agregacji i inaktywowania sie, zwiaszcza
w warunkach niskiej sity jonowej roztworu i podwyz-
szonej temperatury srodowiska reakcji [17]. In vitro
wykazano, ze bakteryjne biatko opiekuncze (chapero-
ne protein) ClpX, bedace podjednostkag regulatorowg
proteazy CIpXP, moze chroni¢ XO przed agregacja,
a nawet katalizowaé¢ dysocjacje agregatéw [17].
W obecnosci ClpX zaobserwowano réwniez zwiek-
szong specyficzno$¢ wigzania biatka XO do DNA
zawierajgcego sekwencje orik [17]. Inne bakteryjne
biatka opiekuincze: CIpA, oraz DnaK/Dnal/GrpE
przynajmniej czeSciowo moga zastepowac biatko
ClpX w tych funkcjach (Wawrzyndéw A Zylicz
M — wyniki nieopublikowane). Rola bakteryjnych
biatek opiekunczych w tworzeniu kompleksu inicjacyj-
nego in vivo nie jest dotychczas doktadnie poznania,
mozna jednak przypuszczaé, ze fagowe biatko XO
znajduje sie pod stalg ,,opieka” biatek gospodarza.

Powstanie kompleksu O-somu, na ujemnie super-
helikalnej czasteczce plazmidowego DNA, prowadzi
do zmiany konformacji DNA w obrebie sekwencji
wigzagcej biatko ?X) oraz w przylegajacym regionie
bogatym w pary AT [18]. Dotychczas nie wiadomo czy
w przypadku ?"DNA dochodzi do trwatego rozdziele-
nia komplementarnych nici DNA w obrebie regionu
bogatego w pary AT [19]. Powstawanie takiej otwartej
struktury DNA pod wpltywem wigzania inicjatorowe-
go biatka DnaA zaobserwowano w obrebie sekwencji
oriC chromosomu bakteryjnego [20], Sekwencja bo-
gata w pary AT jest bardzo wazna z punktu widzenia
inicjacji replikacji ?"DNA, gdyz przypuszczalnie w jej
obrebie dochodzi do przytaczenia helikazy [6]. Od tej
sekwencji rozpoczyna sie katalizowane przez helikaze

rozwijanie dwuniciowego DNA, prowadzace do po-
wstania widetek replikacyjnych i umozliwiajgce przy-
taczenie do matrycy DNA biatek wchodzgcych w sktad
kompleksu replikacyjnego [6, 19]. Efektywne przyitg-
czenie tych biatek mozliwe jest jedynie wtedy, gdy
region bogaty w pary AT charakteryzuje sie zmieniong
konformacjg umozliwiajgcg tatwe rozdzielenie kom-
plementarnych nici DNA. In vivo, niezbednym czyn-
nikiem wspomagajagcym powstanie otwartej konfor-
macji regionu bogatego w pary AT jest transkrypcja
rozpoczynajaca sie od promotora pR zlokalizowanego
z lewej strony sekwencji orik (Rye. 1) (tzw. aktywacja
transkrypcyjna orik) [21]. In vitro udato sie wprawdzie
pokazac inicjacje replikacji 7DNA zachodzacg bez
udziatu polimerazy RNA. Do reakcji takiej dochodzi
jednak pod warunkiem stosowania silnie ujemnie
superhelikalnej matrycy DNA w nieobecnosci bak-
teryjnego biatka HU (histone like protein) [22, 23],
Biatko HU obniza stopien ujemnej superhelikalnosci
matrycy DNA iw jego obecnosci replikacja "DNA in
vitro jest catkowicie uzalezniona od aktywacji trans-
krypcyjnej [23].

W procesie aktywacji transkrypcyjnej orik moze
rowniez uczestniczy¢ bakteryjne inicjatorowe biatko
DnaA, ktdre przytacza sie do specyficznej sekwencji
DNA (DnaA-box). Biatko DnaA nie tylko inicjuje
replikacje chromosomu bakteryjnego, ale moze réow-
niez petni¢ role czynnika transkrypcyjnego, moduluja-
cego aktywno$¢ polimerazy RNA [24], Pomiedzy
promotorem pK a regionem orik wystepuje Kkilka
sekwencji DNA, ktdre potencjalnie mogg wigzac biat-
ko DnaA. In vitro udato sie wykaza¢ wigzanie biatka
DnaA do liniowego fragmentu DNA zawierajgcego te
sekwencje (Sza lewska-Patasz A Marszatek
J, Taylor K — wyniki nieopublikowane), za$ in vivo
wykazano, ze mutacja w genie dnaA prowadzi do
znacznego obnizenia transkrypcji z promotora pR
[25]. Wyniki te sg zgodne z wcze$niejszag obserwacija,
ze mutacyjna eliminacja funkcji DnaA blokuje replika-
cje plazmidu X [26], i ze w pewnych warunkach
replikacja faga X jest zalezna od funkcji DnaA [27].
Biatko DnaA regulujace przebieg cyklu komoérkowego
gospodarza moze wiec by¢jednym z czynnikéw kont-
rolujacych czesto$é inicjacji replikacji 7DNA [7],

I1l. Wigzanie bakteryjnej helikazy DnaB

Funkcja drugiego fagowego biatka replikacyjnego
- >P, polega na przytaczeniu bakteryjnej helikazy
DnaB do kompleksu inicjacyjnego orik-kO. Biatko
DnaB jest helikazg DNA odpowiedzialng za przesu-
wanie widetek replikacyjnych w procesie replikacji
chromosomu bakteryjnego [28]. W komorce wystepu-
je w postaci heksameru w kompleksie z 6 czgsteczkami
bakteryjnego biatka DnaC [29], Rolg biatka DnaCjest
umozliwienie specyficznego oddziatywania helikazy
DnaB z kompleksem inicjacyjnym onCDNA-DnaA
[30, 31].
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zahamowanie transkrypcji
lub aktywnosci ClpX

— replikacja typu
3 sigma (o)

Jednokierunkowe
rozwinigecie ADNA RNAP

DnaA?
3 ClpX?

LO-ClpX

primaza DnaG
DNA Pol III

dwukierunkowa replikacja typu teta (9)

Ryc. 1 Hipotetyczny udziat bakteryjnych biatek opiekunczych oraz polimerazy RNA w procesie inicjacji replikacji XDNA.
1 Aktywacja transkrypcyjna umozliwia powstanie aktywnego kompleksu preprimosomu on7,-A.O("P-DnaB)2

2. Bakteryjne biatka szoku termicznego DnaK/DnalJ/GrpE aktywuja helikaze DnaB powodujac dysocjacje biatka AP. Prowadzi to do

jednokierunkowej replikacji "DNA.

3. Transkrypcja przechodzaca przez sekwencje ori). powoduje dysocjacje kompleksu O-somu. Umozliwia to wigczenie drugiego

kierunku replikacji DNA.

3. Czasowe zahamowanie transkrypcji, lub aktywnos$ci ClpX prowadzi do zablokowania ruchu widetek rcplikacyjnych powodujac

wiaczenie jednokierunkowej replikacji Z.DNA zachodzacej zgodnie z mechanizmem a.
4. Biatka bakteryjnego aparatu replikacyjnego wiaza sie do XDNA.
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Fagowe biatko konkuruje z bakteryjnym biat-
kiem DnaC o wiazanie z helikazg DnaB. In vitro,
wykazano wigzanie biatka do kompleksu DnaB-
-DnaC. Nie wiadomo jednak czy w wyniku wigzania
XP dochodzi do uwolnienia DnaC, czy tez tworzy sie
tréjsktadnikowy kompleks DnaB-DnaC-~P [32, 33].
Réwniez stechiometria kompleksu IP-DnaB nie jest
doktadnie znana. Przypuszczalnie do heksameru
DnaB przytaczone sg 2 czasteczki XP [32], Wigzanie
>tP z DnaB hamuje ATPazowg oraz helikazowg ak-
tywnos$c¢ biatka DnaB, co z kolei powoduje zahamowa-
nie replikacji chromosomu bakteryjnego [28, 32, 33].
Utworzenie kompleksu i*P-DnaB prowadzi do po-
wstania nukleoproteinowego kompleksu or/z-~O-"P-
-DnaB tzw. preprimosomu [8-10], Przypuszczalnie
dwa heksamery DnaB modyfikowane przez 7P wigzg
sie zsekwencjg om dzieki oddziatywaniu z C-koricowg
domeng biatka XO [19]. Oddziatywanie pomiedzy
biatkami M3 i ?IP, chociaz wykryte in vivo i in vitro
[34], jest prawdopodobnie zbyt stabe, aby mogto by¢
jedyna sitg stabilizujgca kompleks preprimosomu.
Wedtug hipotezy zaproponowanej przez zespoét
McMackena [19] preprimosom tworzacy sie na
ujemnie superhelikalnej matrycy DNA zamraza ,o0t-
wartg” konformacje DNA w rejonie oriX bogatym
w pary AT. W pierwszej fazie tworzenia preprimosomu
jedynie biatka i ?iP bezpos$rednio oddzialywuja
z DNA. Helikaza DnaB miataby byé nastepnie przeno-
szona pomiedzy czes$ciowo rozdzielone komplemen-
tarne nici DNA. Sugeruje sie, ze ten ostatni proces
moze by¢ uzalezniony od aktywacji transkrypcyjnej
oriX [19]. Inni autorzy, w oparciu o badanie genetycz-
ne, sugerujg bezposredni udziat biatka DnaK w reakcji
wigzania helikazy DnaB z matrycg DNA [35].

IV. Aktywacja preprimosomu prowadzi do
jednokierunkowej replikacji XDNA

Dzieki zastosowaniu systemu replikacji ztozonego
z oczyszczonych biatek wykazano, ze kompleks pre-
primosomu oriX-XO-XP-DnaB jest nieaktywny [8-10],
Silne oddziatywania pomiedzy biatkami ?*P i DnaB
i przypuszczalnie migdzy XO i DnaB stabilizujg struk-
ture preprimosomu, jednocze$nie jednak hamuja ak-
tywno$¢ DnaB. Aktywacja helikazy DnaB wymaga
udziatu bakteryjnych biatek szoku termicznego
DnaK/Dnal/GrpE, zaliczanych takze do rodziny bia-
tek opiekunczych. Molekularny mechanizm dziatania
tych biatek zostat do$¢ doktadnie poznany [1, 36].
Konformacja biatka DnaK ijego powinowactwo do
biatkowych substratéw zalezy od tego czy biatko
DnaK zwigzane jest z ATP czy tez z ADP. Po
hydrolizie ATP, DnaK przyjmuje konformacje na-
zwang DnaK*-ADP charakteryzujgcg si¢ niskim po-
winowactwem do biatkowych substratéw, w tym do
XP [36-38]. Czynnikiem warunkujgcym specyficzne
wigzanie DnaK z kompleksem preprimosomu jest
biatko DnaJ, ktore oddziatuje ze znajdujacymi sie

w preprimosomie biatkami XP i DnaB [39]. Biatko
DnaJ indukuje zmiane konformacji DnaK prowadzac
do wytworzenia stabilnego kompleksu pomiedzy
DnaK a biatkami preprimosomu. Nastepnie, w obec-
nosci ATP, biatko GrpE powoduje wymiane ADP
zwigzanego z DnaK na ATP. Hydroliza ATP powodu-
je powr6t do konformacji DnaK*-ADP charakteryzu-
jacej sie niskim powinowactwem do substratu. Rezul-
tatem tego zaleznego od ATP cyklu reakcji jest uwol-
nienie biatek >P i DnaK z kompleksu preprimosomu
[1, 9, 40, 41], Biatko XO nie zostaje uwolnione
zkompleksu prawdopodobnie dlatego, ze powinowac-
two DnalJ do XO jest znacznie nizsze niz do 7.P [37],
Odpowiednia topologia sekwencji DNA obejmuja-
cej oriX jest niezbedna w procesie aktywacji prep-
rimosomu. Kompleks preprimosomu moze by¢ utwo-
rzony na liniowej czasteczce DNA, jednak taki kom-
pleks nie moze by¢ aktywowany przez biatka szoku
termicznego (Zylicz M — wyniki nieopublikowane).
Uwolnienie biatka AP aktywuje helikaze DnaB, ktéra
zaczyna rozwija¢ podwdjng nic DNA tworzac struk-
ture widetek replikacyjnych [9, 10], Nastepnie kolejne
replikacyjne biatka bakteryjne (primaza-DnaG, biatko
wigzgce pojedynczg ni¢ DNA-Ssb, holoenzym poli-
merazy Il DNA, gyraza Gyr A/B) przytaczajg sie do
matrycy DNA tworzac kompleks replikacyjny. Syn-
teza potomnych nici >VDNA zachodzi prawdopodob-
nie zgodnie z mechanizmem zaproponowanym dla
replikacji chromosomu bakteryjnego [12],
Mechanizm wigzania helikazy DnaB i aktywacji
preprimosomu z udziatem fagowego biatka oraz
bakteryjnych biatek opiekuriczych DnaK/DnalJ/GrpE
moze by¢ specyficzng adaptacjg faga X stuzacag do
replikacji swojego DNA w komédrce E. coli. Wyniki
prowadzonych ostatnio badania nad mutantem biatka
XP pozwolity na zaproponowanie hipotetycznego sce-
nariusza powstania tej adaptacji [33]. Od dawna
znane byly punktowe mutanty w genie ~P, ktdre
pozwalaty na efektywne namnazanie sie bakteriofaga
X w szczepach E. coli zawierajgcych mutacje w genach
dnaK/dnald/grpE, w ktérych niezmutowany fag X nie
moze sie namnazac [42], Badania biochemiczne wyka-
zaly, ze zmutowane biatko XP nazywane Xn, jest
aktywne w replikacji "DNA in vitro, ale jego powino-
wactwo do kompleksu DnaB-DnaC jest okoto 10-
-krotnie mniejsze niz biatka ZP. Z powodu obnizonego
powinowactwa do helikazy DnaB utworzony kom-
pleks preprimosomu jest znacznie mniej stabilny niz
kompleks utworzony z udziatem biatka XP. To z kolei
powoduje zmniejszone zapotrzebowanie na biatko
DnaK niezbedne w reakcji aktywacji helikazy. Stwier-
dzono, ze okoto 10-krotnie mniejsze stezenie biatka
DnaK jest wystarczajgce do aktywacji replikacji
XDNA zaleznej od Xn. Réwniez zmutowane biatko
Dnak756 catkowicie nieaktywne w standardowej re-
plikacji A.DNA in vitro, bylo aktywne w systemie
replikacji zaleznym od biatka [33]. Wyniki te
wskazujg, ze udziat biatek DnaK/DnalJ/GrpE w ak-
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tywacji helikazy DnaB jest uzalezniony od sity od-
dziatywania pomiedzy biatkami XP i DnaB. Zapropo-
nowano wiec nastepujacy scenariusz ewolucyjny [33]:
(1) Przodkowie faga X nie dysponowali biatkiem XP
o wysokim powinowactwie do DnaB i konkurencja
pomiedzy biatkami DnaC i 7P o wigzanie do helikazy
DnaB byta uzalezniona od stosunku stezen obu biatek.
Wigzato sie to z dtuzszym cyklem replikacyjnym faga,
gdyz potrzebowatl on wiecej czasu na synteze wystar-
czajacej ilosci biatka 7P. (2). Presja selekcyjna w kie-
runku szybszej replikacji 7DNA doprowadzita do
powstania biatka XP charakteryzujacego sie wysokim
powinowactwem do helikazy DnaB. Wynikiem tej
adaptacji byto powstanie bardziej stabilnego komplek-
su preprimosomu wymagajgcego aktywacji przy
wspotudziale bakteryjnych biatek opiekuficzych
DnaK/DnalJ/GrpE. (3) Poniewaz infekcja fagowa pro-
wadzi do wzrostu stezenia biatek szoku termicznego
w komérce E. coli, w tym rdwniez biatek
DnaK/Dnal/GrpE [43], wewnatrzkomérkowe $rodo-
wisko sprzyjato powstaniu nowej adaptacji. Przyjecie
takiego zatozenia prowadzi do wniosku, ze udziat
biatek DnaK/DnaJ/GrpE w aktywacji preprimosomu
jest ewolucyjnie nowg, unikalng adaptacjg bakterio-
faga X do pasozytniczego trybu namnazania w komor-
ce E. coli.

V. Uruchomienie drugiego kierunku replika-
cji XDNA

Wczesna replikacja 7DNA zachodzi dwukierun-
kowo zgodnie z modelem 0. In vitro, w reakcji re-
plikacji 7DNA katalizowanej przez ekstrakt bakteryj-
ny wzbogacony o fagowe biatka replikacyjne obser-
wowano réwniez dwukierunkowg replikacje. Jednak
w systemie replikacji A.DNA odtworzonym z oczysz-
czonych biatek fagowych i bakteryjnych zaobserwo-
wano replikacje jednokierunkowg. Zablokowanie dru-
giego kierunku replikacji w systemie oczyszczonym
moze wynika¢ z dwéch przyczyn: (1) niesymetrycznej
struktury preprimosomu oraz (2) ograniczonej wydaj-
nosci reakcji aktywacji helikazy DnaB.

McMacken i wsp. zaproponowali niesymet-
ryczng strukture kompleksu preprimosomu [6]. We-
dtug tych autoréw dwa heksamery helikazy DnaB
zwigzane sg z sekwencja DNA bogatg w pary AT,
zlokalizowang na prawo od kompleksu O-somu (Ryc.
1) W zwigzku z tym uaktywniona przez dziatanie
biatek DnaK/DnalJ/GrpE helikaza DnaB znajdujgca
sie z prawej strony kompleksu preprimosomu moze
bez przeszkdd rozwija¢ dwuniciowe DNA w kierunku
na prawo od sekwencji oriA. Czasteczka helikazy
zlokalizowana w bezposrednim sasiedztwie O-somu
(rozwijajgca DNA w kierunku na lewo od sekwencji
oriA) moze na swojej drodze napotykaé kompleks
oriA-XO bedacy pozostatoScig preprimosomu po dzia-
taniu biatek DnaK/DnalJ/GrpE [6, 44], W ten sposbb
moze dochodzi¢ do zablokowania jednego kierunku
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replikacji. Uruchomienie tego kierunku replikacji wy-
magatoby zaré6wno uwolnienia biatka XO z kompleksu
z DNA jak ijego degradacji zapobiegajacej ponow-
nemu powstaniu struktury O-somu. Zgodnie z wyni-
kami przedstawionymi przez zesp6t McMacken a,
transkrypcja rozpoczynajgca sie od zlokalizowanego
w okolicy oriA promotora pR powoduje czeSciowe
wiaczenie drugiego kierunku replikacji. Reakcja ta
odtworzona invitro niejestjednak wydajna, gdyz tylko
ok. 30% badanych czasteczek 7DNA wulega dwu-
kierunkowej replikacji [6]. Biatko XO jest niestabilne
in vivo, jego degradacje katalizuje proteaza ClpP przy
wspoétudziale ATPazy ClpX nadajgcej specyficznosé
substratowa reakcji proteolizy. [45-47], Badania in
vitro wskazujg na to, ze biatko XO w kompleksie
preprimosomu jest chronione przed dziataniem prote-
azy ClpXP. Dopiero przejscie kompleksu transkryp-
cyjnego pozwala na jego efektywng degradacje co
sugeruje, ze zarowno transkrypcyjna aktywacja jak
i ClpXP-zalezna proteoliza uczestniczag w usuwaniu
biatka 7.0 z kompleksu z oriA, a tym samym by¢é moze
w uruchamianiu drugiego kierunku replikacji 7DNA
(Wawrzynow A Zylicz M — wyniki nieopub-
likowane).

Druga przyczyng jednokierunkowej replikacji
7DNA moze by¢ ograniczona wydajnos$¢ reakcji ak-
tywacji helikazy DnaB [1, 41] zwigzanej z komplek-
sem preprimosomu. DoSwiadczenia in vitro wykazaty,
ze po dziataniu biatek szoku termicznego pewna ilos¢
biatka XP pozostaje zwigzana z helikazg DnaB. Praw-
dopodobnie jedynie te czasteczki helikazy DnaB, ktére
po dziataniu biatek DnaK/DnalJ/GrpE zostaty uwol-
nione od biatka XP sg aktywne w rozwijaniu dwu-
niciowego DNA. Tak wiec, jezeli po dziataniu biatek
szoku termicznego helikaza DnaB zlokalizowana
w poblizu O-somu nie zostanie uwolniona od XP to
jeden kierunek replikacji 7DNA pozostanie nieaktyw-
ny. Takie cze$ciowo zaktywowane kompleksy pre-
primosomu mogg rowniez powstawac in vivo, zwtasz-
cza gdy do replikacji 7TDNA dochodzi w warunkach
stresu termicznego lub gtodu aminokwasowego.
W warunkach stresu biatka szoku termicznego zaan-
gazowane sg w wielu procesach komoérkowych zwigza-
nych z ochrong przed jego skutkami. Tak wiec efek-
tywne stezenie tych biatek w komdrce moze by¢
znacznie obnizone, co moze prowadzi¢ do mniej
wydajnej reakcji aktywacji preprimosomu. Nie wiemy
jakie sg dalsze losy takiego ,,okrojonego” kompleksu
preprimosomu, byé moze jest on stabilny i pozostaje
zwigzany z 7DNA przez caly cykl replikacyjny (patrz
dyskusja ponizej).

Ostatnio zaproponowano hipoteze dziedziczenia
kompleksu replikacyjnego faga X [7, 48]. Autorzy
sugerujg, ze w wyniku dziatania biatek DnaK/-
-Dnal/GrpE nie dochodzi do dysocjacji biatka XP
a jedynie do zniwelowania hamujacego wptywu tego
biatka na aktywnos$¢ helikazy DnaB. W sktad kom-
pleksu replikacyjnego po aktywacji wchodzityby wiec



obydwa biatka fagowe. Taki wniosek autorzy opierajg
na danych wykazujgcych istnienie w komorce zawiera-
jacej replikujacy sie >IDNA niewielkiej frakcji biatka

odpornej na proteolize [34, 49, 50], Autorzy ci
wykazali rowniez, ze frakcja ta ulega proteolizie po
indukcji termicznej biatek GroEL i GroES [51].
Wyniki te sugerujg, ze nie tylko biatka DnaK/-
-Dnal/GrpE majg wptyw na stabilno$s¢ kompleksu
replikacyjnego faga X. Kompleks replikacyjny zawie-
rajacy bhiatka i AP mogtby by¢ trwale zwigzany
zjedng z nici DNA idziedziczony po podziale komérki
gospodarza. O dziedziczeniu kompleksu miatby Swiad-
czy¢ fakt, ze po indukcji gtodu aminokwasowego
synteza A.DNA jest kontynuowana w warunkach bra-
ku syntezy fagowych biatek replikacyjnych [48, 52-54],
Dotychczas nie ma jednak bezposrednich dowoddéw
biochemicznych wskazujgcych na to, ze biatka ?X) i
wchodzg w sktad fagowego kompleksu replikacyjnego
przesuwajgcego sie wzdtuz DNA i katalizujgcego
synteze nici potomnych. Do czasu uzyskania takich
dowodéw mozna przyja¢ alternatywng interpretacje
uzyskiwanych wynikow. Dziedziczonym kompleksem
replikacyjnym moze byé preprimosom zawierajacy
jedng lub dwie czasteczki helikazy DnaB, ktdre pomi-
mo dziatania biatek szoku termicznego nie zostaty
uwolnione z kompleksu z biatkiem ~P [1, 41]. Kom-
pleks onz-~O-~P-DnaB jest najbardziej stabilnym
intermediatem replikacji X.DNA. Ponadto, kompleks
taki najskuteczniej chroni przed proteolizg zwigzane
z nim biatko XO (Wawrzynow A Zylicz M
wyniki nieopublikowane). W zwigzku z tym mozna
przyja¢, ze raz utworzony kompleks preprimosomu
moze przetrwac podziat komoérki gospodarza i zostac
przekazany do komdérek potomnych. Tam, pod warun-
kiem wystarczajaco wysokiej aktywnosci biatek szoku
termicznego, moze ulec aktywacji, co inicjuje kolejng
runde syntezy potomnych nici fagowego DNA bez
koniecznos$ci syntezy fagowych biatek replikacyjnych.
Warto podkreslié jeszcze raz, ze dziedziczeniu mogtyby
ulega¢ dwa rodzaje komplekso6w preprimosomu: za-
wierajgce dwie czasteczki "P-DnaB lub zawierajace
jedynie jedng czasteczkg "P-DnaB. W tym ostatnim
przypadku replikacja A.DNA inicjowana przez ,,0-
krojony” kompleks preprimosomu, bytaby jednokie-
runkowa.

VI. Przetgczenie replikacji dwukierunkowej
0 najednokierunkowg zachodzgcg zgodnie
z mechanizmem a

Wydajno$é dwukierunkowej replikacji Z.DNA in
vitro nie jest wysoka, jednak nawet in vivo zaobser-
wowano tendencje do jednokierunkowej replikacji
genomu faga X [6]. By¢ moze jest to zwigzane z mecha-
nizmem odpowiedzialnym za przetgczenie replikacji
z typu 0 na typ a w pdznej fazie infekcji fagowe;j.
Replikacji typu a nie badano dotychczas za pomoca
metod biochemicznych, zaproponowano jednak hipo-

10

tetyczny mechanizm pozwalajgcy na przetgczenie typu
replikacji [6]. Kolizja pomiedzy kompleksem replika-
cyjnym syntetyzujagcym wiodgcg ni¢ DNA a komplek-
sem nieaktywnego preprimosomu pozostatym po eta-
pie inicjacji replikacji >iDNA miataby prowadzi¢ do
odsuniecia konca 5' nici wiodacej i kontynuacji jej
syntezy zgodnie z mechanizmem a. Warunkiem takiej
kolizji jest pozostanie po etapie inicjacji replikacji
stabilnego kompleksu nieaktywnego preprimosomu
zwigzanego z sekwencjg orik. Jak wspomniano wyzej,
transkrypcja przechodzgca przez region orik powoduje
miedzy innymi uwolnienie biatka zwigzanego
z DNA. W poznej fazie infekcji fagowej transkrypcja ta
jest prawdopodobnie wytgczona badz poprzez dziata-
nie fagowego represora Cro [6], lub tez, jak postulowa-
no ostatnio, na skutek wytgczenia aktywacji trans-
krypcyjnej wynikajacej z obnizenia stezenia bakteryj-
nego biatka DnaA [7]. Rdéwniez biatka opiekuncze
mogg potencjalnie uczestniczy¢ w zmianie typu re-
plikacji. Zahamowanie aktywnos$ci ClpX moze prowa-
dzi¢ do stabilizacji kompleksu onk-XO i w efekcie do
przetaczenia replikacji na typ a [17, 47], Prowadzone
ostatnio badania genetyczne wykazaty, ze w warun-
kach stresowych wywotanych przez gtdd aminokwaso-
wy kompleks preprimosomu jest stabilny i moze by¢
dziedziczony oraz ponownie wykorzystany w replika-
cji jednej z potomnych czasteczek "DNA. [48, 52-54],
Interesujgca mozliwos$¢, ze stabilizacja preprimosomu
w warunkach gtodu aminokwasowego powoduje prze-
taczenie replikacji z dwukierunkowej na jednokierun-
kowga, a w konsekwencji przejScie do replikacji typu
a nie byta dotychczas sprawdzona doswiadczalnie.

VIl. Podsumowanie

Wi ieloletnie badania genetyczne i biochemiczne do-
prowadzity do poznania sposobéw wykorzystywania
przez faga X enzymatycznego aparatu gospodarza do
wiasnych potrzeb. Znacznie mniej wiadomo na temat
mechanizméw, ktére pozwalajg bakteriofagowi X wy-
korzysta¢ biatka opiekuncze gospodarza do regulacji
replikacji swojego genomu. Proponuje wyrozni¢ trzy
klasy oddziatywan pomiedzy aparatem replikacyjnym
faga X a biatkami opiekunczymi gospodarza: (1) Biatka
opiekuricze stabilizujg biatko inicjatorowe AO [17]
wykazujgce tendencje do agregacji i inaktywacji. (Jest
to uniwersalny, niewyspecjalizowany typ dziatania
biatek opiekunczych wystepujacy w przypadku wielu
replikacyjnych biatek bakteryjnych (DnaA, ssb) [24]
oraz biatek replikacyjnych kodowanych przez rézne
genomy replikujagce sie w komdrce E. coli (plazmid
Pl-biatko RepA, plazmid F-biatko RepE) [55]. Biatka
opiekuncze dziatajg w tym przypadku na zasadzie
molekularnych detergentéw zapobiegajacych agrega-
cji wielu biatek komoérkowych [5].

(2) Proteolizg biatka XO katalizowana przez proteaze
ClpXP wymaga bardziej precyzyjnej regulacji. (Ostat-
nio zaproponowano, ze stabilno$¢ kompleksu substrat
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biatkowy-ClpX decyduje o tym czy zwigzane biatko
jest chronione czy tez degradowane przez proteaze
ClpXP [56]. Adaptacja faga X do wykorzystania
funkcji ClpX w replikacji XDNA mogtaby polegac¢ na
ewolucji takiej sekwencji aminokwasowej w biatku XO,
ktéra jest rozpoznawana przez system proteazy
ClpXP.) (3) Najbardziej wyspecjalizowana funkcja
biatek opiekunczych w replikacji DNA faga X to
aktywacja kompleksu preprimosomu polegajaca na
dysocjacji  biatka XP. W tej reakcji biatka
DnaK/DnalJ/GrpE rozpoznajg substrat XP znajdujacy
sie w kompleksie wielu biatek zwigzanych z DNA.
Czynnikiem warunkujgcym specyficzno$¢ dziatania
DnaK jest wigzanie biatka DnaJ do substratu biat-
kowego [37], Nie wiemy jednak jaki jest molekularny
sygnat (sekwencja aminokwasowa, konformacja tan-
cucha polipeptydowego) warunkujacy specyficznosé
tego oddziatywania. Tak skomplikowanej sytuacji nie
obserwuje sie w procesie replikacji chromosomu bak-
teryjnego, ani w replikacji innych genomoéw zaleznych
od bakteryjnych biatek opiekunczych. Jedynie podczas
replikacji bakteriofaga Mu dochodzi do podobnej
sytuacji, gdy biatko opiekuncze ClpX w nieobecnosci
ClpP katalizuje dysocjacje tetrameru biatka MuA
zwigzanego z DNA [57, 58].) Podsumowujac nalezy
podkresli¢, ze czesto spotykane stwierdzenie, iz bezpo-
$redni udziat biatek opiekuficzych w replikacji DNA
bakteriofaga X wskazuje na uniwersalng role tych
biatek w replikacji prokariotycznego DNA, jest zbyt
duzym uproszczeniem. Prawdopodobnie udziat bak-
teryjnych biatek opiekuriczych w replikacji XDNA
mozna uwaza¢ za unikalng adaptacje bakteriofaga
X umozliwiajgcg bardziej efektywne wykorzystanie
replikacyjnego aparatu gospodarza.
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Liniowy chromosom prokariotyczny; struktura i synteza

telomeréw

Linear prokaryotic chromosome; structure and synthesis of

telomers

MALGORZATA ZARKO-POSTAWKAl
JOLANTA ZAKRZEWSKA-CZERWINSKA?2

Spis tresci:

. Wstep

Il.  Liniowy chromosom prokariotyczny

I11. Struktura prokariotycznych telomerow

IV. Replikacja liniowych chromosomow prokariotycznych
— synteza telomeréw

V. Uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrotow: TIR — terminalne odwrécone
sekwencje powtdrzone (ang. terminal inverted repeats), mt
mitoehondrialny; PFGE — elektroforeza w pulsujgcym
polu elektrycznym (ang. pulsedfield gel electrophoresis): oriC
miejsce inicjacji replikacji DNA (ang. chromosomal origin):
ter — miejsce terminacji (ang. termination): TP — biatko
terminalne (ang. terminal protein).

I. Wstep

Wielko$¢ chromosomu prokariotycznego waha sie
od 0.6-0.8 Mpz u Mycoplasma [1-3] do 9.5 Mpz
u Myxococcus xanthus [4], Dotychczas uwazano, ze
chromosom bakteryjny w odrdéznieniu od liniowego

JMgr, Syngen Biotech, ul. Trzemeska 12, 53-679 Wroctaw,
2dr hab., Zaktad Mikrobiologii, Instytut Immunologii i Te-
rapii DoSwiadczalnej PAN, ul. Czerska 12, 53-114 Wroctaw
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V. Conclusions

chromosomu eukariotycznego, jest kowalencyjnie za-
mknietg kolista czasteczka dwuniciowego DNA.
Woprowadzenie w potowie lat 80. techniki elektroforezy
DNA w pulsujagcym polu elektrycznym (PFGE — Pul-
sed Field Gel Electrophopresis) [5, 6] umozliwito
rozdziat zaré6wno duzych fragmentéw chromosomu,
jak i calych chromosomdéw w zelach agarozowych.
Dzieki tej technice wyznaczono wielko$ci chromo-
somow, sporzgdzono ich fizyczne mapy oraz zlokalizo-
wano poszczeg6lne geny na mapie fizycznej chromo-
soméw wielu gatunkow bakterii [7]. Analizujac za
pomocg PFGE mapy fizyczne u bakterii niektérych
gatunkow stwierdzono, ze ich chromosomy wystepuja
w formie liniowej typowej dla organizmow eukarioty-
cznych.

Il. Liniowy chromosom prokariotyczny
Pierwszg poznang liniowg czasteczkg DNA u pro-
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kariota byt plazmid pSLA2 wyizolowany ze Strep-
tomyces rochei w 1979 r. [8]. Od tego czasu wyizolowa-
no wiele innych liniowych plazmidéw z organizméw
nalezacych do rodzaju Borrelia [9], Nocardia [10],
Rhodococcus [11], Streptomyces [8, 12] i Thiobacillus
[13]. Ich wielko$¢ miesci sie w zakresie od 3.7 do 1700
kpz (Tab. 1). Pod koniec lat 80. pojawity sie pierwsze
doniesienia dotyczgce liniowego charakteru chromo-
somu bakteryjnego. A zatem, dotychczasowy dogmat
0 podziale chromosomdéw na liniowe, charakterystycz-
ne dla organizméw eukariotycznych oraz koliscie
zamkniete, charakterystyczne dla Prokaryota zostat
podwazony.

Pierwszym poznanym liniowym chromosomem ba-
kteryjnym byt chromosom spirobakterii Borrelia burg-
dorferi. Inne liniowe chromosomy dotychczas pozna-
ne, to pochodzace z Agrobacterium tumefaciens [14],
Rhodococcusfascians [11] czy Streptomyces. Ich wiel-
ko$¢ wynosi od 0.96 Mpz [9,15] do 8 Mpz [16] (Tab. 2).
W przypadku Streptomyces obecno$¢ liniowej formy
czasteczki stwierdzono u wszystkich dotychczas bada-
nych gatunkéw w tym organizmow modelowych S.
coelicolor i S. lividans [17, 18].

Obecno$¢ liniowego chromosomu stwierdzono na
podstawie rozdziatu czasteczek DNA za pomocg elek-
troforezy w pulsujagcym polu elektrycznym. Whbrew
temu, ze duze, koliscie zamkniete czasteczki DNA nie
migrujg w zelu agarozowym podczas PFGE, zauwazo-
no wysokoczasteczkowe pasma pochodzace od geno-
mowego DNA, zblizone wielkosciag do okreslonej
wczesniej innymi metodami wielkosci chromosomu.
Mozliwos$¢, ze pasma te pochodzg od superskreconej,
kolistej czasteczki DNA wykluczono wprowadzajac
naciecia w pojedynczych niciach, powodujace relaksa-
cje superskreconej czasteczki. Naciecia te nie miaty
wptywu na przebieg elektroforezy [14]. Wyniki tych
doswiadczenn dowodzg liniowego charakteru chromo-
somu.

U Streptomyces, ktérych liniowa czgsteczka chromo-
somu posiada przytagczone kowalencyjnie do 5’ koAcow
biatka, poréwnywano migracje DNA trawionego i nie
trawionego proteinazg K [17]. W pierwszym przypad-
ku obserwowano migracje liniowego DNA, natomiast
prébki nie trawione enzymem nie migrowaty w Zzelu
agarozowym. Z dotychczasowych badah wynika, ze
istnieje zwigzek pomiedzy obecnoscig liniowych plaz-
midow, a wystepowaniem liniowej formy chromosomu
u bakterii. Elementy liniowego replikonu nie wyklucza-
ja jednak istnienia form Kkoliscie zamknietych w tej
samej komorce. Agrobacterium tumefaciens C58 to
mikroorganizm posiadajacy 2 chromosomy, z ktérych
jeden jest liniowy a drugi kolisty [14].

I1l1. Struktura prokariotycznych telomeréw
Liniowe czgsteczki DNA chromosomow eukarioty-
cznych zakonczone sg telomerami — charakterystycz-

nymi sekwencjami nukleotydowymi zbudowanymi
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Tabela 1.

Wielko$¢ bakteryjnych liniowych rcplikonéw

Wi ielkos$¢ liniowego chromosomu

Organizm [Mpz]*

Borrelia spp. 0.96-1.0
Agrobacterium tumefaciens 2.1
Rhodococcus fascians 4

Streptomyces spp. 8

Wielko$¢ liniowego plazmidu [kpz]

Thiobacillus versutus 3.7
Borrelia spp. 5-200
Rhodococcus fascians 200
Nocardia opaca 180-510
Streptomyces spp. 9-1700

* warto$¢ wyznaczona za pomocg PFGE (elektroforeza w pul-
sujacym polu elektrycznym).

z prostych, tandemowo powtdrzonych sekwencji. Sek-
wencje powtarzajgcych sie odcinkéw DNA wyrazi¢
mozna wzorem: Cn(A/T)mgdzien ~ 1i1”~ m " 4[19].

Funkcja telomeréw eukariotycznych polega na sta-
bilizacji chromosomu, zapobieganiu jego skracaniu
oraz przeciwdziataniu fuzjom i rearanzacjom DNA
prowadzagcym do zmian kariotypowych [19-22],
Zmiany tego typu wystepujg czesto w komoarkach
nowotworowych [23],

Wsrod liniowych replikonéw prokariotycznych roz-
rézniono dwa typy telomerdw: o strukturze ,szpilki do
witosow” i inwertrony (Tab. 2).

Struktura ,szpilki do wtos6w” wystepuje miedzy
innymi na koncach liniowych plazmidéw Borrelia
burgdorferi (Ryc. Ib). W regionie tym wystepujg od-
wrdcone sekwencje powtdrzone ipalindromy. Telome-
ry te zakonczone sg petlami bogatymi w nukleotydy
A-T [24-26],

Inwertrony wystepujg na koncach liniowych re-
plikonéw Streptomyces (Ryc. la). Cechy charakterys-
tyczne tego typu telomeréw to liczne odwrécone
sekwencje powtdrzone oraz biatka kowalencyjnie
zwigzane do 5’ konca. Wielko$¢ odwréconych sekwen-
cji powtdrzonych wynosi od 44 pz do 80 kpz w przypa-
dku plazmidéw gigantycznych (Tab. 3). Zaobserwo-
waé tu mozna réwniez obecnos$é sekwencji podobnych
do sekwencji insercyjnych [8, 26], Analiza przeprowa-
dzona za pomocg hybrydyzacji Southerna wykazata
brak homologii sekwencji telomerdw u réznych gatun-
kow Streptomyces [27, 28]. Jak ttumaczy¢ tak duzg
ré6znorodnos$¢ sekwencji koncowych, przy tak znacz-
nym, zdawatoby sie konserwatyzmie struktury telome-
row? Jaki wplyw majg te rdéznice na mechanizmy
stabilizacji i replikacji czasteczki DNA u Prokaryota?
Pytania te mimo wielu przeprowadzonych badan,
nadal wymagajg odpowiedzi.
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Tabela 2.

Bakteryjne telomcry

Struktura Charakterystyczne
telomeru cechy Prokaryota
Struktura szpil- sekwencje TIR; * Borrelici burgdorferi:
ki do wiosow palindromy - liniowe plazmidy;
— chromosom;
* N15 profag (E. coli)
Inwertrony sekwencje TIR; e Streptomyces:
biatka kowalencyjnie — liniowe plazmidy;
przytgczone do 5’ kon- — chromosom;
ca * bakteriofagi:
— 029 (B. suhtilis);
PRDI (£. coll);
HB-3 (Streptococ-
cus pneumoniae)
(@ -
Streptomyces lividarts (chromosom)
—_—
v I}

Przyktady eukariotycznych replikonéw

wirusy i plazmidy organellowy DNA

« mt DNA (drozdze);
*« mt liniowe plazmidy
(grzyby)

genomy wirusowe

- poOXwirusy;

- wirusy Chlorella;
- wirus gorgczki
afrykanskich swin

* mt liniowe plazmidy
(grzyby, rosliny)

adenowirusy;
cytoplazmatyczne,
liniowe plazmidy
(grzyby)

-~
1l I

S+ Cho5es - CGACGRCGCCICGCCCICG: (T TGTGGRCRCECTCRCRCCCACHR G ECATAGCCCCTCCCTATCO: A CEGCGAGCECCD) -

[ ' ! [T (RERRRNR RERRRN

RERE II [T ‘ ARARERERN

cwe::"*“zmcmccmmmtﬁ*mmcmmmﬁsm Wﬁm

(b)

Borrelia burgdorferi (plazmid)

5'- TACTAAATAAATATTAT
Lerrrrereerreer
3'~ ATGATTTATTTATAATAq

Ryc. 1. Struktury bakteryjnych telomerow.

Tabela 3.
Odwré6cone sekwencje powtérzone Streptomyces

Wielko$¢ odwréconych

Organizm Liniowa czasteczka sekwencji powtérzonych
S. rochei plazmid pSLA2 614 pz
S. clavuligerus plazmid pSCL 900 pz

S. lividans 66 plazmid pSLP2 44 pz

chromosom 25 kpz
S. coelicolor A3(2) plazmid pSCPI 80 kpz
S. griseus chromosom 24 kpz

IV. Replikacja liniowych chromosomoéw
prokariotycznych — synteza telomeroéw

Proces replikacji DNA zostat najlepiej poznany
u Escherichia coli [29], Replikacja u E. coli rozpoczyna
sie w S$ciSle okreslonym miejscu na chromosomie
- oriC (ang. chromosomal origin) i przebiega dwu-
kierunkowo (Ryc. 2a). Proces replikacji konczy sie gdy
widetki replikacyjne spotykaja sie w regionie termina-
torowym (ter) [29].

W jaki sposob odbywa sie replikacja DNA linio-
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- palindromy

_ - sekwencje powtorzone

wych chromosoméw? U Borellia [9, 30, 31] i Strep-
tomyces [17, 32] region oriC jest zlokalizowany w po-
towie liniowej czasteczki DNA (Ryc. 2b). Struktura
tego regionu jest zblizona do struktury regionu oriC
bakterii posiadajagcych chromosomy koliscie zamknie-
te. DoSwiadczenia in vivo i in vitro nad mechanizmem
inicjacji replikacji DNA u Streptomyces wykazaty, ze
nie ma istotnych rd6znic w mechanizmie inicjacji re-
plikacji chromosomoéw liniowych i kolistych. Ini-
cjatorowe biatko DnaA tgczac sie z 9-cio merowymi
odcinkami dwuniciowego DNA (tzw. boksy DnaA,
Ryc. 2) w regionie oriC powoduje odksztatcenie, a na-
stepnie rozdzielenie obu nici DNA w obrebie 13-sto
merowych sekwencji bogatych w pary AT. U E. coli,
biatko DnaA umozliwia takze wprowadzenie kom-
pleksu helikazy DnaB-DnaC w miejsce lokalnie roz-
plecionego DNA [29]. Rozplatanie dwuniciowego
DNA przebiega w dwéch kierunkach poczawszy od
oriC, podczas przesuwania sie helikazy DnaB wzdtuz
DNA. Powstaje w ten sposob matryca dla primingu
ienzymdéw uczestniczacych w syntezie obu nici DNA.
U E. coli i Bacillus suhtilis, organizméw posiadajacych
koliste chromosomy, ruch widetek replikacyjnych ule-
ga zatrzymaniu w obrebie regionu terminatorowego
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(b)

LS. S

>
terdA terD

terB terC

| - sekwencje bogate w AT
> - DnaA boksy

-C - sekwencje terminatorowe

Streptomyces lividans
8 Mpz

Ryc. 2. Struktura regionu inicjacji (oriC) i terminacji (ter) replikacji DNA u bakterii posiadajgcych (a) kolisty chromosom, (b) liniowy
chromosom. Strzatkami zaznaczono kierunek ruchu widetek replikacyjnych.

(ter), ktory jest zlokalizowany naprzeciwko regionu
oriC (Ryc. 2a) [33, 34], Dla obu tych mikroorganiz-
mow region ter zostat stosunkowo dobrze scharak-
teryzowany. U E. coli region ter obejmuje okoto 800 pz,
a najego obu koncach wystepujg po dwie powtdrzone
22-nukleotydowe sekwencje terminatorowe (terA,
terB, terC, terD, Ryc. 2a). Do sekwencji tych specyficz-
nie wigze sie biatko T us, ktdre jest inhibitorem helikazy
DnaB [35-37]. Biatko Tus hamuje aktywnos$¢ helikazy
DnaB tylko wowczas, gdy zwigze sie ono do sekwencji
ter o orientacji zgodnej z ruchem widetek replikacyj-
nych. A zatem widetki poruszajgce sie zgodnie z ru-
chem wskazoéwek sg zatrzymywane przez sekwencje
terC iterD, natomiast widetki replikacyjne poruszajace
sie w kierunku przeciwnym do ruchu wskazéwek sg
.aresztowane” przez sekwencje terA i terB [38, 39].
Dotychczas niewiele wiadomo na temat mechaniz-
mu terminacji replikacji DNA u bakterii posiadaja-
cych liniowe chromosomy. Wszystkie pro- ieukarioty-
czne polimerazy DNA syntetyzujag DNA tylko w kie-
runku 57 -> 3’ [29], Synteza DNA na matrycy zorien-
towanej w kierunku 3’—5" odbywa sie w sposob
ciggly, a nici przeciwnie zorientowanej w sposob
nieciggty, poprzez fragmenty Okazaki. Nastepnie sg
usuwane startery RNA z nowosyntetyzowanych frag-
mentow DNA a powstate po nich luki uzupetniane. Na
koniec fragmenty te sg tgczone za pomocg ligazy.
Poniewaz polimerazy DNA nie majg mozliwosci uzu-
petniania brakow powstatych w sekwencjach tancu-
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chéw po usunigciu starterow na obu 5’ konAcach
liniowej czasteczki DNA, w kazdej rundzie replikacji
nastepowatoby skracanie czasteczki DNA. A zatem
liniowe chromosomy, po kolejnym cyklu replikacji,
zakonczone bytyby na 3’ koncu jednoniciowym odcin-
kiem DNA. U Eukaryota obecnos$¢ telomeréw na
koncach chromosomdw zapobiega skracaniu tych
chromosomoéw przy kazdej nowej rundzie replikacji
DNA o odcinki rowne dtugosci koncowych starterow
RNA, niemozliwych do uzupeinienia przez polimerazy
DNA. Synteza telomerdw odbywa sie na innej zasadzie
niz synteza DNA w trakcie replikacji [40], Enzymem
odpowiedzialnym za proces wydtuzania telomerowych
zakonczen chromosomoéw jest telomeraza (200-500
kDa) [41, 42], ktéra w swoim centrum katalitycznym
zawiera tafcuch RNA (159-200 pz). Srodkowy frag-
ment czasteczki RNA stuzy jako matryca w syntezie
telomeréw [43].

Musialowski i wsp. [44] wykazali in vivo, ze
u Streptomyces replikacja DNA przebiega w przeciw-
nych kierunkach rozpoczynajac sie w regionie oriC
potozonym w S$rodku liniowego chromosomu (Ryc.
2b). Jaki jest mechanizm zapobiegajacy skracaniu sie
chromosoméw w kolejnych rundach replikacji u Strep-
tomyces |

Ostatnio Chen [45] zaproponowat cztery hipo-
tetyczne mechanizmy syntezy telomerdw liniowych
chromosomoéw Streptomyces (Ryc. 3). Mechanizm pierw-
szy zostat zaproponowany na podstawie analogii do
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Ryc. 3. Hipotetyczne mechanizmy syntezy telomeréw chromosomu
Streptomyces lwidans: (a) Synteza telomerow jest inicjowana
przez biatko terminalne, ktdre staje sie starterem dla poli-
merazy DNA; (b) Wolny jednoniciowy 3’ koniec tworzac
strukture ,szpilki do wltoséw” petni role startera syntezy
jednej z nici DNA. Synteza drugiej nici inicjowana jest przez
naciecie jednej nici struktury ,,szpilki do wtoséw” z wykorzy-
staniem grupy 3-OH stuzacej jako starter. Nacinajace
biatko terminalne wiaze sie do 5' konca (c). Biatko terminal-
ne i polimeraza DNA inicjujg synteze DNA w obrebie
dwuniciowego odcinka DNA utworzonego przez sparowa-
nie komplementarnych odcinkéw palindromow | i IV
wolnego 3’ konca, (d) 5’ koniec nowosyntetyzowanej nici
zostaje uzupetniony za pomocg homologicznej rekombinacji
z 3’ koncem nici rodzicielskiej, (wg C. W.C hena, Trcnds
in Genetics, 1996 — zmodyfikowane).

replikacji adenowiruséw [29] i bakteryjnego faga 4>29
[29]. W mechanizmie tym zaktada sie, ze terminalne
biatko (TP) stuzy jako starter dla polimerazy DNA do
syntezy koncow chromosomu (Ryc. 3a). Jednakze
w przypadku adenowiruséw terminalne biatko nie
tylko odgrywa role startera, ale réwniez inicjuje re-
plikacje genomu. W przeciwienstwie do Streptomyces
replikacja liniowej czasteczki DNA adenowirusa roz-
poczyna sie nie w $rodku czasteczki, lecz na obu jej
koricach. Substratem dla biatek inicjujacych replikacje
omawianych wiruséw jest stabilny, zakoficzony ,tepo”
dwuniciowy DNA. Wolny jednoniciowy odcinek
DNA na 3’ koncu liniowego chromosomu Streptomy-
ces jest mato stabilny i dlatego powyzszy model
syntezy telomerdw Streptomyces wydaje sie by¢ mato
prawdopodobny.

Dwa inne mechanizmy syntezy telomeréw zapropo-
nowane zostaty na podstawie Il-rzedowej struktury
jaka moga przyjmowacé¢ wolne, jednoniciowe 3’ konce
liniowych chromosomow Streptomyces. Korce te ze
wzgledu na obecno$¢ 4 palindromowych sekwencji
utworzy¢ moga swoiste 11-go rzedowe struktury
(Ryc. 3b, ¢). W jednym z tych mechanizmdw zaktada
sie, ze wolny 3’ koniec ulega zawinieciu itworzy petle
— strukture tzw. ,szpilki do wiosow”. Zawiniety
koniec DNA z wolng grupg 3-OH staje sie starterem
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syntezy jednej z nici DNA telomerowego. Nastepnie
biatko TP nacina drugg ni¢ DNA w obrebie struktury
»Szpilki do wloséw” i wigze sie kowalencyjnie do
nowopowstatego 5’ konca. Synteza drugiej nici telome-
row rozpoczyna sie od 3’ konca powstatego w wyniku
uprzedniego przeciecia nici DNA. Mechanizm ten jest
podobny do mechanizmu inicjacji replikacji parvowi-
ruséw: replikacja typu obracajgcej sie ,szpilki do
wiosow” (ang. ,rollincj-hairpin”). Wyzej omdwiony
mechanizm syntezy telomeréw moze rowniez zacho-
dzi¢ u Borrelia zaktadajac, ze liniowe chromosomy
Borrelia podobnie jak liniowe plazmidy (Ryc. Ib)
posiadajg na swych koncach strukture ,szpilki do
wiosow”.

Obecno$¢ 4 palindromoéw na wolnym 3’ koncu
telomeréw umozliwia utworzenie innej struktury niz
struktura ,,szpilki do wtosow”. Mozliwe jest utworze-
nie dwdéch petli na wolnym, jednoniciowym 3’ koncu
(Ryc. 3c). Dwuniciowe fragmenty tych petli powstaé
moga przez sparowanie komplementarnych odcinkéw

DNA w obrebie palindromoéow Il i Il (Ryc. la, 3c).
Dwuniciowy fragment DNA {3czacy obie petle tworza
komplementarne sekwencje palindromow | i IV. Do

tego miejsca przytaczajag sie biatko TP i polimeraza
DNA inicjujac synteze nici komplementarnej do wol-
nego 3’ konca chromosomu.

W ostatnim mechanizmie zaproponowanym przez
Chena zaktada sie, ze biatko TP inicjuje synteze
telomerdéw, a brakujgcy 3’koniec nowosyntetyzowanej
nici DNA zostaje uzupetniony za pomocg homologicz-
nej rekombinacji z 3’ koncem nici rodzicielskiej (Ryc.
3d). Poniewaz rekombinacja ta dotyczy konca chro-
mosomu nalezy oczekiwaé, ze produktem przejscio-
wym tego typu rekombinacji nie bedzie petna figura
krzyzowa (Hollidaya) lecz jej potowa. Gtownym biat-
kiem uczestniczagcym w procesie rekombinacji DNA
jest biatko RecA. Dowodem nie wprost przemawiajg-
cym za tym mechanizmem jest fakt, ze dotychczas nie
udato sie otrzymac stabilnych mutantéw recA ~ u Stre-
ptomyces.

V. Uwagi koricowe

Bakterie posiadajace liniowe chromosomy naleza
do rdoznych, odlegtych od siebie grup taksonomicz-
nych. Liniowe chromosomy wystepuja zaré6wno u bak-
terii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Najbliz-
sza przyszto$¢ pokaze czy lista mikroorganizmow
posiadajgcych liniowe chromosomy zostanie posze-
rzona. Dotychczas gtéwnym obiektem badan dotycza-
cych podstawowych proceséw zachodzacych w komaér-
ce prokariotycznej byt modelowy organizm E. coli.
Jednym z celéow tego artykutu jest pokazanie, ze nie
zawsze mechanizmy podstawowych procesé6w komar-
kowych u Prokaryota muszg by¢ uniwersalne. Dowo-
dem na to sg odmienne mechanizmy terminacji re-
plikacji u organizmow posiadajacych liniowe i koliscie
zamkniete replikony. Réznorodno$¢ struktur I-szo
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i li-go rzedowych bakteryjnych telomeréw moze suge-
rowac istnienie r6znych mechanizmoéw syntezy telome-
row réwniez wsrod replikonéw o liniowym charak-
terze.

Artykut otrzymano 28 listopada 1996 r.
Zaakceptowano do druku 9 grudnia 1996 r.
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l. Wstep

Juz przeszto 100 lat temu zauwazono, ze rak szyjki
macicy u kobiet moze by¢ indukowany przez czynniki
przenoszone drogg kontaktéw ptciowych. Uwage kon-
centrowano poczatkowo na takich czynnikach infek-
cyjnych jak Trichomonas, Chlamydia trachomatis, Her-
pes simplex, wirus cytomegalii [1, 2]. Wystepowanie
choroby nowotworowej wigzano rowniez z innymi
infekcjami [3, 4].

Na mozliwg role wirusow Papilloma (PV) w etiologii
raka szyjki macicy, zwrécono uwage w latach 70-tych
[5]. Zapoczatkowana wtedy seria badan dala konkret-
ne podstawy epidemiologiczne, kliniczne i doswiad-
czalne potwierdzajagce onkogenny charakter wiruséw
Papilloma. Ludzki wirus Papilloma (HPV) zwany takze
brodawczakiem nalezy do rodziny Papovaviridae, ro-
dzaju Papillomavirus [6]. Rodzaj ten obejmuje wirusy
chorobotwércze nie tylko dla ludzi ale réwniez dla
innych ssakéw i ptakéw [4, 7, 8]. Wirusy Papilloma
(PV) sa dwuniciowymi wirusami typu DNA, zawiera-
jacymi nieostoniety wirion o symetrii ikozaedralnej
i Srednicy 55 nm. Wykazuja one szczegélny tropizm do
komaérek nabtonka, a ich replikacja jest $cisle uzalez-
niona od stadium dojrzewania komdrki. Infekcyjne
czastki potomne wirusa powstaja tylko w zréznicowa-
nych w petni keratynocytach [9-11].

Znanych jest przeszto 60 réznych typow wiruséw

* Dr n. biol.. Zaktad Diagnostyki Patomorfologicznej
Narzadéw Piciowych IGiP AM, ul. Polna 33, Poznan 60-535
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V. Summary

Papilloma, z ktérych 23 infekujg narzady ptciowe u obu
ptci, a dwa typy HPV 16 i HPV 18 znajduje sie w okoto
80% raka szyjki macicy [4],

Il. Organizacja i struktura genomu wiruséw
Papilloma

Genom wiruséw Papilloma wystepuje w postaci
dwuniciowej kolistej czasteczki DNA zbudowanej
z okoto 7900 par zasad (pz) i jest podobnie zor-
ganizowany u wirusow PV wszystkich znanych typow.

W strukturze genomu wyrézniamy:

— region wczesny (E), kodujacy biatka enzymatycz-
ne i regulatorowe, niezbedne w replikacji wirusa
i transformacji onkogennej,

— region pozny (L), kodujacy biatka strukturalne
konieczne do sktadania czgstek wirusa, oraz

— region regulatorowy (naz. ang. upstream regula-
tory region URR), zwany tez dluzszym regionem
regulatorowym, lezagcy miedzy koncem regionu péz-
nego a poczatkiem regionu wczesnego, zawierajacy
miejsca inicjacji transkrypcji i replikacji. Schemat
organizacji genomu wiruséw Papilloma jest przed-
stawiony na rycinie 1 Funkcje poszczeg6lnych ramek
odczytu sa omoéwione w tabeli I

Wszystkie sekwencje przypuszczalnie kodujace biat-
ka, tj. zawierajgce tzw. otwarte ramki odczytu (ORFs),
zlokalizowane sg na jednej nici DNA. Na drugiej nici
DNA znajduja sie krotkie ramki odczytu o niejasnej
jak dotychczas funkcji. Wigekszo$¢ duzych ramek od-
czytu u réznych typow wiruséw Papilloma posiada te
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Tabela 1. ciach transformujacych biatek Papilloma uzyskano

Funkcje biatek kodowanych przez okre$lone otwarte ramki odczytu
(ORF) w genomie wiruséw Papilloma

ORF FUNKCIJE
E, utrzymanie formy plazmidowej wirusowego DNA
e2 regulator transkrypcji wirusowych promotoréw
e3 nie sa poznane
ed przypuszczalnie bierze udziat w dojrzewaniu wirionéw
e5 u BPV biatko transformujace, u innych PV nie poznane
eb transformujace
e7 transformujace
e8 nie sa poznane
0 duze biatka kapsydu, biatko strukturalne
L2 mate biatka kapsydu, biatko strukturalne

samg lokalizacje i wielkosé. Ze wzgledu na trudnosci
w otrzymaniu odpowiednich uktadéw (tzw. permisyj-
nych) do hodowli wiruséw Papilloma in vitro, trudno
jednoznacznie stwierdzi¢, ktére zramek odczytu ulega-
ja ekspresji przed replikacjg wirusa, a ktére koduja
biatka kapsydu wirusa. Szereg informacji o wtasciwos-
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prowadzac badania in vitro na ludzkich liniach komér-
kowych takich jak: SiHa, Caski, HeLa, C4-1 (otrzyma-
nych z komérek raka szyjki macicy kobiet), jak
rowniez liniach komérek gryzoni [12, 13].

Przyjeto, ze terminem wczesne ramki odczytu okres-
la sie geny ulegajace ekspresji w bazalnej warstwie
nabtonka, krdtko po infekcji ale przed rozpoczeciem
replikacji DNA. Produkty tych genéw petnig funkcje
kontrolne w replikacji iekspresji wirusowego DNA, s3
tez odpowiedzialne za transformacje komdérek gos-
podarza. Pdézne geny kodujgce biatko strukturalne
wirusa ulegajg aktywacji podczas ostatniego stadium
cyklu rozwojowego wirusa, ktéry zachodzi w zréz-
nicowanych powierzchniowych komodrkach nabtonka.
Produkty transkrypcji poszczegélnych otwartych ra-
mek odczytu moga sktadac sie tak, ze powstate biatka
sg hybrydami kilku ramek odczytu. Pojedyncza ramka
odczytu moze tez kodowaé wiecej niz jedno biatko.

I1-1. Region wczesny (Early region)
W regionie wczesnym genomu wirusow Papilloma,
ztozonym w przyblizeniu z 4500 par zasad, znajduje sie

do 8 otwartych ramek odczytu (ORF), z ktérych El,
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E2, E4, E6 i E7 wystepuja we wszystkich znanych
dotychczas genomach wiruséw Papilloma, E3 wykryto
tylko u BPV1 (Bovine papilloma virus typ 1) (14).
Natomiast ramki odczytu E5 i E8 wystepujace u réz-
nych typéw wiruséw Papilloma réznig sie miedzy sobg
zarowno lokalizacjg jak i wielkos$cig [15].

I1-2. Otwarte ramki odczytu E6 i E7 (ORFs E6
i E7)

Ramki E6 i E7, odkad zostatly rozpoznane jako
kodujace geny biatek transformujgcych komérki gos-
podarza, nalezg do najlepiej poznanych fragmentéw
w genomie wirusow HPV. ORF E6 i E7 znajduja sie
przy koncu 5’ regionu wczesnego i majg podobng
lokalizacje u wszystkich wiruséw Papilloma bez wzgle-
du na ich wiasciwosci onkogenne. Wielko$¢ biatek
kodowanych przez ORF E6 i E7 jest r6zna u réznych
typéw wirusoéw i waha sie dla ramki E6 od 137 do 158
aminokwaséw oraz dla E7 od 93 do 127 amino-
kwasow, a przypuszczalnym kodonem startu translacji
jest sekwencja ATG. Analiza sekwencji aminokwaséw
wykazata, ze E6 i E7 maja sekwencje, ktére moga by¢
rezultatem sukcesywnego powielania sie odcinka ko-
dujagcego 33 aminokwasy z pojedynczym dubletem
cysteinowym C-X-X-C. W biatku E6 wystepujg cztery
powtdrzenia sekwencji cysteinowej w odlegtosci 29, 35
lub 36 i 29 aminokwaséw, a w biatku E7 dwa
powtdrzenia oddzielone 29 aminokwasami od kofca
C czasteczki. Fragmenty bogate w cysteing moga
formowac petle stabilizowane jonami cynku tworzac
modut o strukturze tzw. ,palcéw cynkowych”, ktory
ma zdolno$¢ wigzania sie z DNA (Ryc. 2) [16, 17],
Sugeruje sie, ze potgczenia tych biatek z kwasami
nukleinowymi decydujg o réznym potencjale onko-
gennym wirus6w PV. Sugestie te uzasadnia fakt wy-
stepowania podobnych sekwencji zawierajgcych cys-
teine w biatkach innych wirus6w onkogennych od-
dziatujacych z DNA np. SV40, czy wczesnych biatkach
adenowirusow [18],

Produkt ramki EG6 jest biatkiem rozpuszczalnym,
ktére w zainfekowanej komodrce wystepuje w jadrze

i cytoplazmie. Koniec karboksylowy biatka E6 jest
bogaty w aminokwasy zasadowe, ktére przypuszczal-
nie umozliwiajg takze wigzanie biatka z DNA. Biatko
E6 wigze antyonkogenne biatko komodrkowe p53,
ktére jest rozpoznawane przez ubikwatyne i ulega
proteolizie [19]. Produkt ramki E7 wystepuje w cyto-
plazmie i moze ulega¢ fosforylacji oraz tworzy¢ kom-
pleksy z produktem genu kodujgcego biatko retino-
blastomy (Rb). E7 wigze sie preferencyjnie z nieufos-
forylowanym biatkiem Rb [17, 20, 21].

Obydwa biatka E6 i E7 majg witasciwosci transfor-
mujace, a rozny stopien onkogennosci tych biatek
zdaje sie byé uzalezniony od stabilnosci ich potgczen
z kwasami nukleinowymi.

Modut o strukturze palcow cynkowych odgrywa
rowniez wazng role w stabilizacji struktury obu biatek.
Biatka E6 i E7 nie wykazujg homologicznych sekwen-
cji do znanych biatek komérkowych, chociaz znaj-
dowano w strukturze biatka E7 pewne podobieAstwo
do antygenu LT SV40 i konserwatywnych domen
biatka EI A (CR2 i CR1) adenowirusow.

Natomiast biatko E6 wykazuje podobienstwo funk-
cjonalne do EI A i E1B adenowirusdw oraz duzego
antygenu LT SV40 polegajace na wigzaniu sie z p53
[22, 23],

11-3. Otwarta ramka odczytu EI (ORF EI)

ORF1 znajduje sie w Srodkowej czesci regionu
wczesnego. Jest to najwieksza i bardzo konserwatywna
ramka odczytu w genomie wirusow HPV. Biatka
kodowane w tym regionie sg bogate w aminokwasy
zasadowe, co wskazuje na mozliwosé ich oddziatywan
z kwasami nukleinowymi. Stwierdzono takze, ze sek-
wencje aminokwasowe na kofAcu karboksylowym wy-
kazuja okoto 60% homologii u réznych typéw PV isa
podobne do antygenu T wirusa SV40 (24). Region ten
u wirusa SV40 inicjuje replikacje DNA, zawiera tez
m.in. sekwencje aminokwaséw warunkujgcg przecho-
dzenie biatka z cytoplazmy do jagdra komoérkowego,
miejsce fosforylacji i wigzania ATP. Strukturalne po-
dobieristwa miedzy antygenem T wirusa SV 40 a biat-

modut o strukturze palcow cynkowych

HPV16 E6
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kiem El PV pozwalajg przypuszczaé, ze biatko El
bierze udziat w inicjacji replikacji DNA. Ponadto jest
niezbedne do utrzymywania sie w komorce formy
episomalnej wirusa. Mutacja w El prowadzi takze do
integracji DNA wirusa z genomem gospodarza.
Wykazano, ze w rejonie otwartej ramki odczytu
ORFE1 kodowane sg dwa biatka: R i M. R jest nie-
zbedne do wczesnej replikacji, natomiast M nie jest wy-
magane do wczesnej replikacji ale konieczne dla utrzy-
mania wirusowego DNA w formie episomalnej [15].

I1-4. Otwarte ramki odczytu E2 i E4 (ORFs E2
i E4)

Ramki odczytu E2 i E4 znajdujg sie na koncu 3’
regionu wczesnego. Ramka E2 koduje trzy biatka
0 masie czasteczkowej 28kD, 31kD i 48kD, ktore sg
regulatorami transkrypcji (Ryc. 3) [15, 25-29]. Peten
transkrypt E2 to biatko E2TA o masie czgsteczkowej
48kD, petnigce funkcje transaktywatora transkrypcji
lposiadajace zdolnosé taczenia sie z biatkiem El oraz
wigzania sie z DNA.

W czasteczce biatka E2 o pelnej diugosci mozna
wyréznié trzy domeny:

a — domene odpowiedzialng za funkcje transakty-
wacyjng biatka E2, zlokalizowang na kofncu N czaste-
czki.

b — domene biorgcg udziat w dimeryzacji czasteczki
E2 (koniec C czasteczki) oraz

¢ — region ,taczacy” obie domeny bogaty w reszty
prolinowe.

Dwa pozostate produkty E2, krotsze od peinego
transkryptu o odcinki usunigete z rejonu korica amino-
wego czasteczki, jeden o masie 31kD (E2TR) i drugi
0 masie 28kD (E8/E2TR) sa represorami transkrypcji
zaleznej od transaktywatora E2TA. Rejon na konfcach
karboksylowych obu biatek ma zdolno$¢ wigzania sie
z DNA oraz taczenia sie z E2TA w heterodimeryczne
kompleksy.

Biatko E2 wigze sie z sekwencjg w DNA o strukturze
ACCGNA4CGGT wystepujaca wielokrotnie w genomie
wirusow PV.

206 AA
E8/E2 C- koniec 28 KD
162 AA
C-koniec 31 KD
) 77
N - koniec C- koniec 48 KD
1AA 410 AA

Ryc. 3. Struktura biatek E2 wiruséw Papilloma [18]. Objasnienia:
a— domena odpowiedzialna za whasciwosci transaktywuja-
ce biatko E2, b — domena wigzaca biatko z DNA oraz
biorgca udziat w tworzeniu dimeru biatka E2, ¢ — rejon
taczacy domeny a i b
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Formga funkcjonalng biatka E2TA jest najczesciej
kompleks dwdch dimeréow zwigzany z dwoma miej-
scami w DNA. Wykazano, ze tempo aktywacji trans-
krypcji z udziatem biatka E2TA znacznie zwieksza si¢
w obecnos$ci innych aktywatoréw jak np. komdérkowe
biatka Spl, NF1 czy Apl [18, 30-36], Stwierdzono, ze
krotsze formy biatka E2 sg represorami transkrypcji.
Mechanizm represji przy udziale biatka E2 polega
przypuszczalnie na tworzeniu sie nieaktywnych dime-
row biatka wiazacych sie z DNA, co utrudnia dostep
komérkowych czynnikow transkrypcyjnych do pro-
motora. Transkrypcja jest takze regulowana przez
fosforylacje biatka E2. Fosforylowane sg wszystkie trzy
formy biatka E2. Miejscami fosforylacji sa reszty
serynowe 298 i 301 w rejonie konca C czasteczki.
Stwierdzono, ze peinej dtugosci biatko E2 moze takze
nieznacznie aktywowac transkrypcje gendw w promo-
torach innych wirusé6w oraz w promotorach ssakow,
nawet pozbawionych w rejonie promotorowym miejsc
wigzagcych E2 [18]. Obecnos¢jednak miejsc wigzacych
biatko E2 w DNA moze zwiekszy¢ tempo transkrypcji
od 6 do 100 razy [18, 36, 37]. Produkt E2 bierze
rowniez udziat w replikacji wirusowego DNA [30, 38],

W hodowlach wirusa Papilloma in vitro stwierdzono,
ze genom wirusa moze ulega¢ integracji z DNA
komérek gospodarza. W integracji bierze udziat rejon
El i E2 wirusa. Ramka E4 cechuje sie duzg zmienno-
$cig wsréd wirusow Papilloma. E4 wirus6w HPVS8
i HPV 16 nie zawierajg kodonu ATG, dlatego ulegajg
sktadaniu z fragmentem zawierajacym przy koncu 5’
kodon ATG. Produkt E4 u HPV8 wykazuje czesciowg
homologie z biatkiem transformujagcym limfocyty
B-wirusa Epsteina-Barra. E4 wirusa HPV1 bierze
udziat w péznej fazie cyklu replikacji ijest biatkiem
obecnym takze w kapsydzie. Wskazuje to raczej na
jego role strukturalng w dojrzewaniu czastki wirusa
niz na role regulatorowa.

I1-5. Odcinek miedzy regionem wczesnym
a péznym E2

Odcinek miedzy koncem 3’ otwartej ramki E2
a koncem 5’ otwartej ramki L2 zbudowany jest
uréznych wiruséw PV z 13-36 par zasad i u wiekszosci
z wiruséw nie zawiera sekwencji kodujgcej. Wyjatek
stanowig m.in. HPV1, 6, 16, BPV1, BPV2, u ktdrych
w tym regionie znajduje sie ramka E5, zachodzaca na
kodon startowy ORF L2 [39],

Biatko bedgce produktem otwartej ramki odczytu
ORFE5 (u BPV) jest uznawane za biatko transfor-
mujace. Zbudowane jest z 44 aminokwaséw, a jego
masa czgsteczkowa wynosi 7 KD. Jest to najmniejsze
dotychczas scharakteryzowane biatko onkogenne. Za-
wiera ono 68% aminokwasow hydrofobowych (w tym
34% leucyny) oraz modut o strukturze palcow cyn-
kowych zlokalizowany w cze$ci koncowej C czgsteczki.
Biatko to w komérkach zainfekowanych BPV jest
zakotwiczone w btonach komdérkowych, gdzie moze
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mie¢ wptyw na aktywno$¢ receptorow czynnikéw
wzrostu.

Do wyjasnienia pozostaje jego udziat w transfor-
macji keratynocytéw [15].

11-6. Region p6zny

Region poézny (L), sktada sie z dwdch otwartych
ramek odczytu LI i L2, zachodzacych na siebie.
W produkcie L2 ponad 70 aminokwaséw z rejonu
konca aminowego czasteczki iokoto 10 aminokwasow
z rejonu konca karboksylowego sa identyczne u réz-
nych typow PV. Sekwencje srodkowe natomiast wyka-
zujg niewielki stopien homologii, chociaz w grupach
wiruséw infekujgcych podobne tkanki np. HPV1
i HPV8 oraz HPV6 i HPV16 wykryto wiecej podob-
nych sekwencji. Sekwencje te moga by¢ niezbedne
w oddziatywaniu wirusa z komérka [10],

Wérod wiruséw PV ramka LI ma strukture konser-
watywng. Poréwnujac ten region u réznych wiruséw
Papilloma stwierdzono, ze homologia sekwencji jest na
poziomie 50%. Przypuszcza sig, ze ORF LI i L2
kodujg odpowiednio wiekszy i mniejszy komponent
biatka kapsydu wirusa. Biatka te wykryto przy uzyciu
odpowiednich przeciwciat [40]. W przypadku wirusa
BPV1 biatko kapsydu i przewidywany polipeptyd LI
sg podobne. Natomiast biatko kodowane przez L2
u HPV1 jest znacznie wieksze niz prawdopodobny
produkt ramki L2, byé moze produkt L2 jest taczony
na poziomie mRNA z produktem innej ramki, cho¢
dostepne obecnie przeciwciata dla transkryptéw ra-
mek E2, EI, E4 i E7 nie reagujg z tym biatkiem [10,
40-42],

11-7. Odcinek miedzy regionami péznym
i wczesnym

U wirusow Papilloma odcinek znajdujacy sie miedzy
koncem 3’ ramki LI a koncem 5’ rozpoczynajacy sie
kodonem ATG ramki EG6, okres$la sie jako region
niekodujacy. Wielko$¢ tego regionu waha sie od 454
(HPV8) do 979 (HPV1) pz. Zawiera on liczne sygnaty
kontrolne w postaci sekwencji palindromowych boga-
tych w pary AT [10]. Koniec 3’zawiera rejon o wielko-
§ci od 140 do 580 pz, posiadajgcy miejsca odpowiedzia-
Ine za transkrypcje LI. Koniec 5°, ktdry jest bardziej
konserwatywny cechuje sie wielokrotnymi powtorze-
niami sekwencji ACCGN4CGGT. Wirusy infekujace
narzady piciowe sg rozrdzniane poprzez obecnos$¢
w tym regionie pojedynczej sekwencji TATA zamiast
dwoch takich sekwencji charakterystycznych dla in-
nych PV. Wyjatek stanowi HPV6b, u ktérego miedzy
regionem p6éznym a wczesnym wystepuje ORF ES8.

U wirusa BPV 1lregion ten posiada miejsca poczatku
replikacji na nici ,.cis”, w przeciwienstwie do wszyst-
kich ORF znajdujacych sie na nici ,trans”. Wyréz-
niono takze dwa miejsca inicjacji replikacji oznaczone
jako EM ori i DZ ori oraz sekwencje: wzmacniajgce
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transkrypcje (tzw. sekwencje enhancerowe) zawierajga-
ce miejsca wigzania dla licznych czynnikéw transkryp-
cyjnych (tj. Apl, Spl, NF1), element wigzacy dla
receptorow glukokortykosteroidéw [43-46], jak row-
niez sekwencje TTTGGCTT. Sekwencje podobng
w odwrdconej orientacji AANCCAA zwang sekwencja
K znajdowano w sekwencjach wzmacniajagcych (en-
hancerach) promotoréw wielu gendéw specyficznie
transkrybowanych w keratynocytach [47].

I1l. Cykl zyciowy wirusow Papilloma

Wirus Papilloma wnika w postaci nici DNA do
komoérek warstwy bazalnej (podstawnej) nabtonka
szyjki macicy, gdzie przechodzi w faze latentng pozo-
stajac w formie kolisthego pozachromosomalnego
DNA okreslanego jako episom [48, 49],

Przypuszcza sie, ze niedojrzate komorki nabtonka
posiadajg pewne witasnos$ci blokujgce proliferacje wi-
rusowga. Sg to tzw. czynniki interferujgce (ang. cellular
interferingfactors), ktére zwiekszajg odpornos¢ komo-
rek i zalezg od kontroli genetycznej. Mutacje w loci
DNA kodujacym te czynniki upo$ledzajg ich funk-
cjonowanie, umozliwiajagc whudowanie DNA wirusa
do DNA komérkowego. W ten sposéb powstaja
warunki do transkrypcji wczesnych ramek odczytu
ORFsE wirusa, ktorych produkty regulujg replikacje
wirusowego DNA [50, 51]. W czasie podziatu komad-
rek warstwy podstawnej nabtonka dochodzi do jedno-
razowej replikacji DNA wirusa w ciggu jednego cyklu
komoérkowego. Ekspresja p6znych genéw kodujacych
biatka strukturalne kapsydu zachodzi w bardziej zréz-
nicowanych, powierzchniowych warstwach nabtonka
szyjki macicy. Tworzenie zatem dojrzatych czastek
wirusa mozliwe jest w zrdéznicowanych komérkach
nabtonka, keratynocytach [52]. Stad wynikajg trud-
nosci badawcze w pracy nad wirusami Papilloma, gdyz
hodowane in vitro komorki nabtonka nie ulegaja
dostatecznemu zréznicowaniu.

IV. Replikacja wiruséw Papilloma

Jedyny dostepny model do badan replikacji wiruséw
Papilloma zostat opracowany dla BPV 1, ktory zdolny
jest transformowac¢ komarki gryzoni w kulturach in
vitro [14]. Wirusy Papilloma infekuja komdrke gos-
podarza iprzenikajg do jadra, gdzie nastepuje replika-
cja wirusowego DNA. Do zainicjowania replikacji
niezbedne sg produkty ORFs EIl i E2. Biatko El samo
nie posiada zdolno$ci wigzania sie z DNA, natomiast
taczy sie w kompleks z produktem ORF E2-biatkiem
E2 TA, zawierajacym specyficzng domene wiazacga sie
z sekwencja DNA. Ekspresja genéw EI i E2 jest
wystarczajagca do zapoczatkowania replikacji, nato-
miast produkty ORF E5, E6 i E7 sg niezbedne do jej
podtrzymania. Kompleks E1/E2 TA przytgcza sie do
miejsca inicjacji na nici ,cis” i biatko El dzieki
witasciwosciom zaleznej od ATP helikazy rozwija ni¢
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genom wirusa HPV 16
w formie episomalnej
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biatka E6 i E7
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1
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Forma wirusa HPV
spotykana w komdérce nowotworowej

Ryc. 4. Integracja wirusowego DNA do genomu gospodarza i zwigzany z tym rozw6j nowotworu [17]

DNA rozpoczynajac replikacje.
Replikacja kontrolowana jest w dwoch etapach:
Etap 1 Tworzenie sie kompleksu E1/E2 TA
- EI taczy sie z nieufosforylowang formag biatka
E2TA,
biatka E2 TR i E8/E2 TR gdy wystepujg w duzej
ilosci moga taczyc sie, uniemozliwiajgc tworzenie kom-
pleksu E2TA z EI,
zwiekszenie stezenia E2 TA inicjuje replikacje (w
transformowanych komorkach biatka EI i E2 TA
wystepujg w niskich stezeniach)

Etap 2. Laczenie sie kompleksu E1/E2 TA z DNA
jest kontrolowane przez

- produkty E2 TR i E8/E2 TR, ktére mogg taczyc
sie z DNA oraz

- biatko E2 TA moze takze tgczy¢ sie miedzy sobg
w kompleksy, utrudniajac zapoczatkowanie replikacji.

Peina replikacja wirusowego DNA oraz wytwarza-
nie wirioné6w potomnych zachodzi tylko w dojrzatych
komoérkach nabtonka — keratynocytach. W niedo-
jrzatych warstwach nabtonka skutkiem infekcji wiru-
sowej jest bardzo czesto transformacja nowotworowa
komorki.

W komérkach takich dochodzi do integracji wiruso-
wego DNA z DNA komoérkowym. Uszkodzona zo-
staje ramka odczytu kodujgca biatko E2, co prowadzi
do niekontrolowanej ekspresji w komorce onkogen-
nych biatek wirusowych E6 i E7. Onkogenne biatka
wirusowe poprzez tworzenie komplekséw z biatkami
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antyonkogenéw (p53 i Rb) wptywajg na regulacje
transkrypcji genéw biorgcych udziat w cyklu komér-
kowym [5, 53]. Skutkiem tego jest deregulacja fazy
spoczynkowej komorki ijej ponowne wejscie w cykl
komoérkowy idalsza proliferacja [24, 41, 54], Schemat
procesu nowotworzenia w wyniku integracji wiruso-
wego DNA do genomu gospodarza jest przedstawiony
na rycinie 4.

Integracja wirusowego DNA z DNA gospodarza
moze takze zmieni¢ (przez mutageneze insercyjng) eks-
presje genéw komdrkowych np. aktywujac onkogeny
komérkowe lub inaktywujac antyonkogeny [55],

V. Podsumowanie

Przedstawione sposoby transformacji nowotworo-
wej ukazujg niektére z mozliwych mechanizmoéw dzia-
tania w komadrce wirusow Papilloma. Nalezy réwniez
pamietaé, ze wirus jest tylko jednym z czynnikow
mogacym braé udziat w indukcji i rozwoju procesu
nowotworowego. Wazng role odgrywajg w nim takze
czynniki genetyczne, w tym mutacje w genach sup-
resorowych, onkogenach komdérkowych, genach mo-
dulatorowych, uposledzony system immunologiczny,
jak réwniez zaburzenia hormonalne.

Artykut otrzymano 29 lutegol996 r.
Zaakceptowano do druku 28 listopada 1996 r.
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,X7 — ostatnia niewiadoma wirusa zapalenia watroby

typu B?

Gen X 1 produkty jego ekspresji

,X7 — the last unknown of hepatitis B virus? X gene and its

expression products

MALGORZATA SIDORKIEWICZ*

Spis tresci:

l.  Wstep
Il. Gen X
11-1. ORF X
11-2. Promotor genu X
11-3. Produkty transkrypcji genu X
I1-4. Mutacje zwigzane z ORF X
I11. Wiasnosci biatka X
I11-1. HBxAg — nowoodkryty marker serologiczny
I11-2. Biatko X a domena Kunitz’a
111-3. Inne wiasnosci biatka X
1IV. Wplyw biatka X na przebieg wirusowego zapalenia watro-
by typu B
V. Uwagi kohcowe

Wykaz stosowanych skrotéw: H BV — wirus zapalenia watro-
by typu B; ORF — otwarta ramka odczytu; HBXAg — anty-
gen x; anty-HBx — przeciwciata skierowane przeciw biatku
X; pz — pary zasad; kz — tysigc zasad; aa  aminokwas (y);
ENH — enhancer; nt — nukleotyd(y).

. Wstep

Wirus zapalenia watroby typu B (HBV) nalezy do
rodziny wirus6w Hepadna, charakteryzujgcych sie
silnym hepatotropizmem iswoisto$cig gatunkowa [1],
Specyficzng cecha zakazenia HBV jest mozliwosé
rozwoju zapalenia watroby o charakterze przewlektym
(ok. 10% przypadkow), co dalej prowadzi¢ moze do
marskos$ci i/lub pierwotnego raka watroby.

HBYV posiada czeSciowo dwuniciowy, kolisty genom
(Ryc. 1). Dtuga ni¢ (—) genomowego DNA, majaca
dtugos¢ 3,2 kz zawiera przesuniete w fazie i czesciowo
naktadajgce sie cztery otarte ramki odczytu (ORF): P,
preS/S, preC/C i X. ORF P — najdtuzsza ramka
odczytu koduje wirusowg polimeraze o wtasnosciach
odwrotnej transkryptazy, ktéra bierze udziat w unikal-
nym procesie replikacji HBV [2], ORF preS/S koduje
trzy biatka powierzchniowe (L, M, S) tworzgce otoczke
wirusa. ORF C koduje antygen rdzeniowy C otaczaja-

* Dr, | Zaktad Biochemii, IFiB Akademii Medycznej
w todzi, 90-131 £6dz, ul. Lindleya 6

POSTEPY BIOCHEMII 43(1), 1997

Contents:

. Introduction
Il. X gene
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Ryc. 1. Schemat organizacji genetycznej wirusa zapalenia watroby
typu B. Zaznaczono cztery otwarte ramki odczytu; preS/S,
X, P, preC/C i powstajgce produkty transkrypcji.

Cy genom wirusowy oraz rozpuszczalny antygen ,e”
obecny w surowicy oséb zakazonych ,dzikim” szcze-
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pem HBV. Organizacja genetyczna i produkty eks-
presji ORF preS/S ipreC/C omdwione zostaty doktad-
niej na tamach wcze$niejszych numerdéw Postepow
Biochemii [3, 4],

Najmniejsza ramka odczytu w genomie HBV ORF
X koduje biatko X, inaczej HBxAg [5,6]. Okreslenie X,
uzyte w stosunku do genu jak i biatka, zwigzane jest
z faktem, ze przez wiele lat nie udawato sie wykry¢
biatkowego produktu genu X, a jego funkcja w cyklu
zyciowym wirusa do tej pory nie jest w petni wyjas-
niona. Obecnie wiadomo, ze biatko X ma witasnosci
transaktywatora i jest zdolne do modyfikacji trans-
krypcji zaréwno gendéw wirusowych jak i komor-
kowych. Wiele badan wskazuje, ze transaktywujgce
dziatanie biatka X ma bezposredni wptyw nie tylko na
rozwoj przewlektego zapalenia watroby, ale takze na
powstawanie raka watroby.

Il. Gen X
I1-1. ORF X

ORF X wystepuje tylko u tych przedstawicieli
wirusow Hepadna, ktérych gospodarzami sg ssaki:
cztowiek (HBV), s$wistak (WHV), wiewidrka ziemna
(GSHV) [7]. Silny konserwatyzm sekwencyjny rejonu
X wystepujacy wsréd podtypéw HBV [8] oraz obec-
no$¢ homologicznych z X ORF w genomach WHV
i GSHV sugeruje, ze biatkowy produkt genu X moze
odgrywac istotng role w replikacji wirusa. W geno-
mach ptasich Hepadna wiruséw brak jest ORF X,
a w nastepstwie zakazenia tymi wirusami nie dochodzi
do rozwoju pierwotnego raka watroby.

ORF X HBYV zawiera 462 zasady. W podtypie ayw
ulokowana jest pomiedzy 1374 i 1836 nukleotydem.
ORF X naktada sie czeSciowo na ORF P, preC oraz
pewne rejony regulatorowe wirusa w tym: sekwencje
prostych powtdrzen (direct repeats) DR1, DR2, rejon
enhancera Il i promotor genu C (Ryc. 2). Taka
lokalizacja sugeruje, ze zmiany w sekwencji rejonu
X mogg mie¢ wpltyw na regulacje cyklu zyciowego
wirusa.

Specyficzng cechg ORF X jest obecnos¢ kodondw
charakterystycznych dla genéw komérek eukariotycz-
nych [8]. Sugeruje sie w zwigzku z tym, ze gen

PROM PROM

DRl C DR2 X
Ol =

ORF X

Il ORF C

ORF P

Ryc. 2. ORF X w otoczeniu innych otwartych ramek odczytu
i rejondw regulatorowych genomu HBV.

26

X pochodzi¢ moze od homologicznej sekwencji ko-
moérkowej. Wykrycie sekwencji podobnych do genu
X (,,X-like") w genomie ludzkim wydaje sie upraw-
dopodabnia¢ te hipoteze [10],

11-2. Promotor genu X

Promotor genu X znajduje sie w odlegtosci ponad
100 nukleotydéw w kierunku 5" od ORF X [11].
W podtypie ayw jest to sekwencja miedzy nukelotydem
1239 a 1376. Promotor genu X nie zawiera charak-
terystycznych sekwencji TATA box ani GC box.
Komorkowy czynnik, ktdry w sposdb swoisty wptywa
na transkrypcje genu X, nazwano roboczo biatkiem
wigzacym promotor X — X-PBP (promotor binding
protein) [12, 13]. Za pomocg mapowania DNA-zg
linukleazg SI miejsce wigzania X-PBPzlokalizowano
w sekwencji promotorowej graniczacej z sekwencja
enhancera. Miejsce to zawiera charakterystyczng pa-
lindromowg sekwencje o dtugosci 8 pz, z centralnie
potozonym miejscem rozpoznawanym przez nukleaze
restrykcyjng Sphl. Wykazano, ze miejsce startu syn-
tezy X-specyficznego m-RNA znajduje zaraz obok
miejsca wigzacego X-PBP. Wprowadzenie mutacji do
palindromowej sekwencji odpowiedzialnej za wigzanie
z X-PBP powoduje utrate zdolnosci wigzania biatka
X oraz utrate aktywnos$ci promotorowej. Niepoznana
jest dotad struktura czynnika X-PBP. Prawdopodob-
ne wydaje sie, ze X-PBP oddziatuje z ktdrym$ z typo-
wych czynnikéw transkrypcyjnych. Jako oddziatujace
z promotorem genu X/ ENH I opisano liczne czynniki
biatkowe jak: NF-1, C/EBP, AP-1, EF-c, eH-TF [14],
Biatko X-PBP jest nie tylko niezbedne do transkrypcji
genu X, ale umozliwia takze synteze biatka X z x-
specyficznego m-RNA (0,7 kz), ale nie z innych wiruso-
wych transkryptéw np. z pregenomowego RNA (3,5
kz). Nie znaleziono Zzadnej homologii pomiedzy sek-
wencjg wigzgcg X-PBP a klasycznymi sekwencjami
wigzacymi czynniki transkrypcyjne, takimi jak TATA
box czy GT box. Sekwencja promotora genu X stanowi
zupetnie odrebny typ sekwencji inicjujacej transkryp-
cje [15],

Na poziom transkrypcji genu X ma takze wplyw
sekwencja enhancera | wirusa (ENH1), potozona po-
miedzy 1071 i 1238 nt. Jak wykazaly badania sub-
region zawarty pomiedzy 1222-1238 nt wpilywa na
aktywnos$¢ transkrypcyjna genu X w rdznych typach
linii komdrkowych [16], Natomiast na poziom eks-
presji genu X w komorkach rdéznicujgcych sie (np.
pochodzacych z linii Huh7, Hep3B, HepG2) oddziatuje
subregion ENH | zawarty pomiedzy nukleotydami
1117-1204.

Charakterystyczng cechg ENH | jest wrazliwo$¢ na
transaktywacje przez biatko X [14], Transaktywacyjne
dziatanie HBxAg odbywa sie poprzez krotka, 26-
-nukleotydowg sekwencje XRE, ktora zostata ziden-
tyfikowana [17] w ENH | genomu HBV jako element
odpowiadajgcy na biatko X (X-response element).
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Podobne elementy odnaleziono w innych genach,
ktore ulegajg transaktywacji pod wpitywem biatka
X [18-20], Ostatnie doniesienia dotyczace regulacji
ekspresji genu X [21] potwierdzajg, ze jest ona ak-
tywowana przez biatko X natomiast czynnikiem, ktory
powoduje represje jest normalne biatko supresorowe
p53 (produkt biatkowy zmutowanego genu p53 nie
wykazuje takiej zdolnosci), przy czym biatko X i nor-
malny produkt p53 majg antagonistyczny wpltyw na
regulacje ekspresji genu X.

11-3. Produkty transkrypcji genu X

Trudnosci z wykryciem transkryptu specyficznego
dla genu X ex vivo wynikajg z faktu, ze prezentuje on
mniej niz 1% catego m-RNA obecnego w zakazonych
komdérkach watroby [22]. Specyficzny dla genu
X m-RNA o dtugoéci 0,7 kz zostat wykryty poczat-
kowo w komodrkach ssakéw transfekowanych catym
genomem HBV [4] lub fragmentem genomu HBV
zawierajagcym ORF S i X [23]. Oprécz X-specyficz-
nego produktu transkrypcji o dtugosci 0,7 kz, w liniach
komoérkowych pochodzgcych od ludzkiego watrobia-
ka transfekowanego genem HBYV, zaobserwowano
powstawanie transkryptow o diugosci 3,9 kz, ktore
zawieraty dwie sekwencje charakterystyczne dla genu
X [24]. Powstawanie tego transkryptu inicjowane jest
przez promotor genu X. Po odczytaniu genu X, na
skutek ,ignorowania” przez aparat transkrypcyjny
sygnatu stop, nastepuje przepisanie catej informacji
genetycznej HBV tgcznie z ponowng transkrypcja
genu X. Powstajgca w efekcie czgstka RNA jest dtuzsza
od najwiekszego naturalnie wystepujacego transkryp-
tu wirusa (3,5 kz).

I1-4. Mutacje zwigzane z ORF X

Opisane sg liczne przypadki naturalnie wystepuja-

90 180 270

nt. i 1 ! g —
30 60 90

93 | 1 ! 1

cych zakazen wirusem, majagcym zmieniong sekwencje
w rejonie ORF X. Jedna ze zmian polega na wy-
stepowaniu dodatkowego, znajdujgcego sie w fazie
kodonu ATG w odlegtosci 56 tripletdw przed ATG
specyficznym dla genu X i utworzeniu tzw. rejonu
.prexX” [25], Tego typu mutacja wykrywana jest
zaréwno u ,,zdrowych” jak i,chorych” nosicieli HBV.
Interesujace jest wystepowanie w tym rejonie mutacji,
ktore stwierdza sie tylko u ,,chorych”, nie za$ u ,,zdro-
wych” nosicieli, co wskazuje na powigzanie zmiennosci
w rejonie preX z przebiegiem choroby [26], Stwier-
dzono takze, ze przynajmniej cze$¢ przypadkoéw zapa-
lenia watroby nie-A, nie-B, nie-C, nie-D, nie-E czyli
tzw. typu F wywotywana jest przez zmieniong forme
HBV, w ktdrej wystepuje mutacja (T-*C) lub delecja (8
pz) w rejonie ORF X [27]. Wykryto liczne inne typy
mutantéw delecyjnych zwigzanych z genem X [28, 29].
Delecje w rejonie X prowadzi¢ mogg do zahamowania
replikacji i ekspresji biatek wirusowych, czego efektem
jest brak u chorych serologicznych markerow HBV.
Obok zakazenia mutantami typu ,,e-minus”, zakazenia
wywotywane przez ,,ciche” mutanty typu X stanowig
etiologiczng podstawe zapalenia watroby typu F.

I1l. Wtasnos$ci biatka X

Biatko X pojawia sie w czasie zakazenia HBV ijest
immunogenne [30, 31]. W surowicy wykrywane jest
w postaci polipeptydu o masie 17 kD, co odpowiada
tanicuchowi polieptydowemu o dtugosci 154 aa (Ryc. 3)
[32], Mimo zasadowego charakteru (pi = 8,3), biatko
X nie wigze sie bezposrednio z DNA [33]. N- i C-
konce biatka X zawierajg gtownie aminokwasy o cha-
rakterze hydrofobowym. C-kofcowa cze$¢ biatka
X jest preferencyjnie rozpoznawana przez przeciwciata
i zawiera immunodominujacy rejon ztozony z dwoéch
epitopow [34], Wiele danych wskazuje, ze funkcje
transaktywujgce lub/i onkogenne tego biatka zwigzane

360 450

1

Rvc. 3. Schemat ilustrujgcy budowe i whasciwosci biatka X.
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a helix (aa kwasne)
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do transaktywacji
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sg z oddziatywaniami typu biatko-biatko miedzy
HBxAg i komdérkowymi czynnikami regulacyjnymi.

I11-1. HBxAg — nowoodkryty marker
serologiczny

Bezposredni dowod na to, ze gen X moze kodowac
produkt biatkowy dostarczyta jego ekspresja w sys-
temach prokariotycznych [5, 30, 31, 34] ieukariotycz-
nych [6, 35]. Rekombinacyjne antygeny jak i syn-
tetyczne peptydy, analogi fragmentéw biatka X po-
stuzyty do wykrywania przeciwciat anty-HBx w suro-
wicach zakazonych oséb [5, 6, 30, 31, 35]. Wykazano
wyrazng heterogennos$¢ w odpowiedzi humoralnej na
biatko X. Przeciwciata anty-X pojawiajg sie okoto 3-4
tygodni po wystgpieniu objawdéw klinicznych. Prze-
ciwciata te wykrywane sg przede wszystkim w surowi-
cach chorych z pierwotnych rakiem watroby, prze-
wlektym aktywnym zapaleniem i marskos$cig watroby.
Najwyzsze miano anty-HBx wykrywano u chorych
z aktywnym przewlektym zapaleniem watroby. Nizsze
miana przeciwcial wystepujg u pacjentéw z normal-
nym ostrym przebiegiem zapalenia watroby typu Bjak
i z infekcjg ustepujacag [36],

O wystepowaniu biatka X w surowicy chorych na
zapalenie watroby typu B dowiedziano sie réwniez
droga posrednia. Przeciwciata anty-HBXx uzyte zostaty
do wykrycia krzyzowo reagujacych biatek w komadr-
kach watrobowych pochodzacych od oséb zakazo-
nych HBV oraz liniach komérkowych hepatoma za-
wierajacych zintegrowany genom HBV [37], Wiruso-
wa integracja z genomem gospodarza, wystepujgca
w nastepstwie rozwoju przewlekiego zapalenia watro-
by, daje w wyniku nadprodukcje HBxAg [38], ktory
zachowuje funkcje transaktywatora ijest $cisle zwigza-
ny z rozwojem pierwotnego raka watroby.

111-2. Biatko X a domena Kunitz’a

Pordwnanie sekwencji aminokwasowej biatka
X Hepadna wiruséw wskazuje na obecno$¢ trzech
silnie zakonserwowanych rejonéw: w cze$ci aminoter-
minalnej pomiedzy 1-20 aa, w cze$ci wewnetrznej
pomiedzy 58-84 aa oraz w rejonie karboksyterminal-
nym (98-140 aa).

Wykazano takze silne podobienstwo sekwencji ami-
nokwasowej pomiedzy biatkiem X iinhibitorami pro-
teaz serynowych [39]. Podobienstwo dotyczy niezbed-
nej do funkcjonowania inhibitora domeny Kunitz’a
i obejmuje dwa rejony (Ryc. 3) w obrebie biatka
X (61-69aa i 132-140aa). Inhibitory proteaz seryno-
wych (typu Kunitz’a) posiadajg charakterystyczng
domene, w obrebie ktorej wystepujg rdwniez dwa
fragmenty wykazujgce znaczny konserwatyzm sek-
wencyjny [40]. Jedna z nich (Gly-Pro-Gly) potozona
jest obok miejsca reakcji (Arg lub Lys). Sekwencja taka
wystepuje w biatkach X pochodzacych ze wszystkich
podtypoéw HBYV oraz analogicznych pochodzgcych od
hepadnawiruséw zakazajgcych Swistaki (WHY) i wie-
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wiorki ziemne (GSH V). Druga sekwencja charakterys-
tyczna dla domeny Kunitz’a (Phe-Val/lle-X-Gly-
-Gly-Cys-Arg/Lys) jest rowniez zblizona do miejsca
katalitycznego poprzez wewnetrzny mostek dwusiar-
czkowy. Podobna sekwencja wystepuje w biatku X, ale
jej odlegtosé (na poziomie struktury pierwszorzedowej)
od miejsca katalitycznego jest wieksza niz w przypad-
ku inhibitoré6w serynowych. Istnieje $cista zalezno$¢
miedzy wtasnosciami transaktywujacymi biatka X iza-
chowaniem niezmienionej struktury rejonu biatka
X analogicznego do domeny Kunitz’a [41]. Badano
takze bezposrednio zdolno$¢ biatka X do inhibicji
proteaz serynowych izolowanych z hepatocytéw [42],
Dziatanie inhibitoréw proteaz serynowych oparte jest
na wigzaniu do centrum aktywnego proteazy, co
blokuje jej funkcje. Okazato sig, ze rekombinacyjne
biatko X ma zdolno$¢ wigzania sie zdwoma dominuja-
cymi w hepatocytach proteazami serynowymi, przy
czym nie ulega jednocze$nie degradacji. Wigzanie
biatka X z tryptazami TL,iTL2powodowato inhibicje
ich dziatania, co wykazano stosujac jako substraty
odpowiednie syntetyczne peptydy. Jest wiec praw-
dopodobne, ze transaktywujgce witasnosci biatka
X ujawniajg sie poprzez modulacje aktywnosci proteaz
serynowych, a tym samym ograniczenie proteolitycz-
nej degradacji komorkowych czynnikéw transkrypcyj-
nych.

111-3. Inne whasnoéci biatka X

Biatko X wykazuje in vitro szereg innych wtasciwo-
Sci, ktére moga mie¢ wptyw na jego transaktywujace
funkcje. Biochemiczna analiza rekombinacyjnego biat-
ka X [43] wykazata, ze posiada ono aktywnos$¢
hydrolityczng specyficzng w stosunku do nukleotydow
adeninowych. To samo biatko X pochodzace ze zre-
kombinowanych bakterii E. coli wykazuje struktural-
ne jak i funkcjonalne podobienstwo do kinaz difos-
fonukleozydowych [44], Gen kodujacy biatko X mogt,
jak sugerujg autorzy, wyewoluowaé z genéw tej grupy
kinaz. Inna potencjalna aktywno$¢ zwigzana z biat-
kiem X to udziat w przekazywaniu sygnatu komor-
kowego poprzez zwiekszanie aktywnos$ci endogennej
biatkowej kinazy C [45, 46]. Wykazano takze, ze
biatko X posiada aktywnos$¢ biatkowej kinazy seryno-
wo/treoninowej [47]. Jednak te wyniki przyjmowac
nalezy z duzag ostroznos$cig, gdyz nie udato sie ich
powtorzy¢ [48].

IV. Wplyw biatka X na przebieg wirusowego
zapalenia watroby

Wptywem HBxAg na komdérkowe sekwencje regula-
torowe w hepatocytach ttumaczyé mozna pewne zjawi-
ska towarzyszgce infekcji HBV. Zmiany w poziomie
ekspresji antygenow zgodnos$ci tkankowej (MHC) kla-
sy Il na powierzchni zakazonych hepatocytéw moga
wynikaé z transaktywacji rejonu regulatorowego genu
MHC Il przez HBxAg [49]. Ekspresja MHC Il przez
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hepatocyty moze mie¢ réznorodne konsekwencje. He-
patocyty staé sie moga komodrkami prezentujgcymi
antygen pomocniczym komoérkom T, ktére wydziela-
jac limfokiny aktywujg cytotoksyczne limfocyty
T (CTL), zwiekszajac tym samym lize hepatocytoéw
wywotang przez CTL. Z drugiej strony ekspresja MHC
klasy Il przez zakazone hepatocyty przyczyniaé sie
moze do inaktywacji pomocniczych komdrek T przez
prezentacje antygenu przy jednoczesnym braku zdol-
nosci wydzielania limfokin przez komérki prezen-
tujgce antygen, co w konsekwencji prowadzi¢ moze do
rozwoju zakazenia o charakterze przewlektym [7],

Transaktywacja genu MHC klasy | przez HBxAg
ma wptyw na zwiekszong ekspresje antygendéw zgod-
nosci tkankowej na powierzchni hepatocytéow w czasie
infekcji. Z hou i wsp. [50] wykazali, ze rejon promo-
torowy mysiego genu MHC klasy | jest pobudzany
przez HBxAg w komédrkach ludzkiego hepatoma.
Wynik ten jest zgodny z obserwowang zwiekszong
produkcja MHC | przez komérki HepG2 transfeko-
wane dimerem genomu HBV i produkujgce czgstki
wirusowe. Zwiekszona ekspresja antygenéw MHC
Imoze powodowac przyspieszong martwice hepatocy-
tow spowodowang dziataniem cytotoksycznych ko-
morek T, co ma miejsce na przyktad w tzw. nadostrym
przebiegu zapalenia watroby (hepatitis fulminans).

Charakterystyczng cechg przewlekiego zapalenia
watroby typu B jest integracja genomu HBV z geno-
mem gospodarza. Najczesciej odnajdywang w postaci
zintegrowanej z ludzkim genomem sekwencjg wiruso-
wa jest sekwencja kodujaca biatko X (gtdwnie w po-
staci skrdconej na 3’ koncu). Zachowany w takiej
postaci rejon X ulega ekspresji, a powstajace biatko
X zachowuje zdolnos$¢ do transaktywacji. W konsek-
wencji prowadzi¢ to moze do zmiany ekspresji genow
komérkowych odpowiedzialnych za proliferacje ko-
mdrkowga i moze mie¢ wptyw na powstanie lub rozwoj
raka watroby [37, 38, 51].

V. Uwagi koricowe

Biatko X, produkt ekspresji ORF X genomu HBV,
wykazuje funkcje transaktywatora, dziatajac poprzez
tzw. XRE (”"X-responsive element,s’) na ekspresje licz-
nych genéw wirusowych oraz komaérkowych trans-
krybowanych przez polimeraze Il i Ill. Biatko X nie
wigze sie bezposrednio z DNA za$ funkcje transak-
tywujace sg nastepstwem oddziatywan typu biatko-
-biatko pomiedzy HBxAg a biatkowymi czynnikami
regulatorowymi. Mechanizm tych oddziatywan wyni-
kajacy z podstawowych strukturalnych i biochemicz-
nych wtasciwosci biatka X (podobienistwo do domeny
Kunitz’a inhibitoréw proteaz serynowych, aktywnosé
ATP-azowa,) i ich powigzanie z rozwojem pierwo-
tnego raka watroby sg obecnie przedmiotem intensyw-
nych badan.

Artykut otrzymano 16 wrzesnia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 10 grudnia 1996 r.
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Oksydacyjne uszkodzenia mitochondrialnego DNA zwig-
zane z rozwojem stanow patologicznych i starzeniem sie

Oxidative damage of mitochondrial DNA in degenerative

diseases and aging

MAREK JURGOWIAK],
RYSZARD OLINSK12

Spis tresci:

l.  Wstep

Il. Powstawanie RFT w mitochondriach. tancuch oddecho-
wy

I11. Oksydacyjne uszkodzenia mitochondrialnego DNA
I11-1. Charakterystyka mtDNA
I11-2. Uszkodzenia mtDNA spowodowane dziataniem

RFT

IV. Niektore jednostki chorobowe zwigzane z uszkodzeniami
mitochondriéw

V. Mitochondria a proces starzenia sie

V1. Ochronne dziatanie czynnikéw antyoksydacyjnych w cho-
robach i starzeniu sie

Wykaz stosowanych skrétéow: RFT — reaktywne formy tlenu;
SOD — dysmutaza ponadtlenkowa; MnSOD — dysmutaza
ponadtlenkowa zawierajgca mangan; 0 2~ — anionorodnik
ponadtlenkowy; OH — rodnik hydroksylowy; H20 2— nad-
tlenek wodoru; 8-OH-dG — 8-hydroksy-2’-deoksyguanozy-
na; 8-0xo0-dG — 8-o0x02’-deoksyguanozyna; ATP — adenozy-
notrojfosforan; mtDNA — mitochondrialny DNA; TNF
—czynnik martwicy nowotworu; HPLC — wysokoci$nienio-
wa chromatografia cieczowa; PCR — polimerazowa reakcja
tancuchowa; MPP + — metylfenylopirydyna.

I. Wstep

W ciggu ostatniego dziesieciolecia, w wielu pracach,
zwrocono uwage na znaczenie dysfunkcji mitochon-
driéw (najczesciej bedacych skutkiem defektow geno-
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85-092 Bydgoszcz

30

Contents:

. Introduction

Il. Reactive oxygen species production in mitochondria.
Respiratory chain

I11. Oxidative damage to mitochondrial DNA
I11-1. Mitochondrial DNA
111-2. Damage to mtDNA

IV. Damage of mitochondria in degenerative diseases

V. Mitochondria and aging

VI. Prevention and antioxidative therapy in diseases and

aging

mu mitochondrialnego), jako czynnika decydujacego
0 patogenezie wielu chordb inaturalnego starzenia sie
[1, 2], Wykazano, ze postepujgce uszkodzenia mito-
chondriéw spowodowane dziataniem endogennie ge-
nerowanych oksydantéw sg prawdopodobnie zwigza-
ne z zaburzeniami funkcji tych organelli jakie obser-
wuje sie wraz ze wzrastajgcym wiekiem badanych
organizméw [3]. Wiadomo rowniez, ze procesy utle-
niania mogg mie¢ znaczacy udziatl, zar6wno w starze-
niu sie komérek, jak i rozwoju choréb degeneracyj-
nych charakterystycznych dla osobnikéw w wieku
starczym, takich jak: nowotwory, choroby uktadu
krazenia, niedobory uktadu immunologicznego, cho-
roby zwigzane z uszkodzeniami moézgu (choroba Par-
kinsona, choroba Alzheimera) czy tez za¢ma [4-6],
W tym aspekcie interesujgce wydajg sie spostrzezenia,
ze naturalne antyoksydanty zawarte w diecie, takiejak:
kwas askrobinowy, tokoferol, karotenoidy, ktérych
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znacznym zrodtem sg warzywa i owoce, chronig w pe-
wnym stopniu przed rozwojem wymienionych wyzej
chorob [7].

Reaktywne formy tlenu (RFT), takie jak
0 2~ (anionorodnik ponadtlenkowy), H20 2 (nadtlenek
wodoru), OH (rodnik hydroksylowy), powstajg w mi-
tochondriach jako produkt uboczny metabolizmu
tlenu. RFT moga powodowaé¢ uszkodzenia makro-
molekut komoérkowych, takich jak DNA, biatka i lipi-
dy. Akumulacja oksydacyjnie uszkodzonych makro-
czasteczek jest, jak wykazano czynnikiem przyspiesza-
jacym starzenie sie i rozwo6j licznych zmian patologicz-
nych [4, 6],

Okoto 1-2% tlenu metabolizowanego w warunkach
fizjologicznych moze uczestniczy¢ w generowaniu
H20 2 [8], Ilos¢ ta moze wzrasta¢ pod wpltywem
ksenobiotykdw wyzwalajgcych w komaérce szok tleno-
wy [9], Etiologia wielu chor6b, czesto zwigzanych
z zaburzeniami funkcji mitochondriéw to zagadnienie
wymagajace jeszcze licznych, szczeg6towych wyjas-
nien. Poniewaz mitochondria sg znaczacym Zzrédiem
RFT przyjmuje sie, ze DNA tych organelli (mtDNA)
jest w sposob szczegdlny narazony na uszkodzenia
oksydacyjne. Wykazano w nich bardzo wysoki (w
porownaniu z DNA jagdrowym) poziom 8-hydroksy-2’
deoksyguanozyny (8-OH-dG), jednej z wielu oksyda-
cyjnych modyfikacji zasad azotowych DNA. Nie bez
znaczenia pozostajg oksydacyjne uszkodzenia biatek
i lipidow obecnych w mitochondriach. Uszkodzone
w ten sposéb organella sa z pewnos$cig czynnikiem
destabilizujgcym funkcjonowanie poszczeg6lnych ko-
moérek a tym samym tkanek i catego organizmu
wielokomoérkowego.

Il. Powstawanie RFT w mitochondriach.
tancuch oddechowy

W poréwnaniu z innymi systemami komdérkowymi
generujacymi oksydanty (np. cytochrom P-450, rézne
oksydazy cytozolowe, (3-oksydacja kwaséw ttuszczo-
wych w peroksysomach), mitochondria bedac niezbed-
nymi do produkcji ATP zuzywanego przez komérke,
obecne sg w stosunkowo duzych ilosciach, niemal we
wszystkich komdrkach ciata. Deficyt energii w komor-
ce spowodowany spadkiem wydolno$ci mitochond-
riow ostabia jej prawidtowag aktywnos$é, jak réwniez
ogranicza mozliwosci adaptacyjne komoérki w warun-
kach réznego typu szoku fizjologicznego [7],

Mitochondria okreslane sg czesto we wspdtczesnym
piSmiennictwie jako swoisty ,zegar biologiczny”, od-
mierzajacy czas zycia organizmu [10]. Na przyktad,
okres zycia myszy wynosi tylko okoto 2 lat, co wyjasnia
sie faktem, ze mitochondria tych zwierzat ,pracuja”
40-krotnie intensywniej w poréwnaniu do mitochond-
riow cztowieka, wytwarzajac jednocze$nie duze ilosci
0 2~, ktory tatwo ulega przemianie do H20 2.

MnSOD

02+02T2H+ >H20 2+ 0 2 [2.1]
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Mitochondria wykorzystujg 85%-95% tlenu zuzy-
wanego przez komérke [11]. Jak obliczono, jedno
mitochondrium watroby szczura produkuje w przebie-
gu prawidtowego metabolizmu okoto 3 x 107 aniono-
rodnika ponadtlenkowego kazdego dnia [12]. Po-
wstajgce w mitochondriach 0 2~ i H20 2 (w ilosciach
pikomolarnych i nanomolarnych) sg prekursorami
wysoce reaktywnej czasteczki jaka jest rodnik hydro-
ksylowy (OH). Ponadto, RFT generowane moga by¢
w duzych ilosciach przez mitochondria w niektorych
stanach patologicznych, jak rowniez pod wptywem
roznorodnych ksenobiotykéw. Do czynnikow tych
zalicza sie etanol [13], alloksan, menadion, rotenon,
metylfenylopirydyne (MPP +) (Ryc. 1), podwyzszony
poziom Ca2+ oraz TNF-a i stan ischemii/reperfuzji
stymulujacy produkcje RFT w mitochondriach (rézni
autorzy, wg [14]). Konsekwencja oddziatywania np.
rotenonu i M PP+ jest inaktywacja (niedob6r) mito-
chondrialnego kompleksu 1, co przyczynia sie do
nasilonej produkcji 0 2-, a dalszg konsekwencja moze
by¢ nadmierne generowanie rodnika hydroksylowego
i uszkodzenie a nawet $mieré komarki (Ryc. 2). Bada-
nia przeprowadzone zaréwno na komoérkach owadow
jak i ssakéw wykazaly, ze mitochondria podlegaja
znacznym zmianom morfologicznym jak réwniez pro-
dukujg wiekszg ilos¢ RFT podczas starzenia sie komd-
rek [15-18]. Badania dotyczyty zatem organizmow,
ktorych maksymalny czas zycia jest przeciwnie skore-
lowany z tempem zuzycia tlenu i wykazuje pozytywna
korelacje odnosnie wydajnosci systeméw antyoksyda-
cyjnych [19].

Produkowane w mitochondriach 0 2~ i H20 2 sg
metabolizowane w tych organellach, odpowiednio
z udziatem manganowej dysmutazy ponadtlenkowej
(Mn SOD) izawierajacej selen (Se) peroksydazy gluta-
tionowej [20], Ponadto RFT zmiatane sg przez wita-
miny o dziataniu antyoksydacyjnym, glutation oraz
ubichinol-10 (Co0Q10) [21-23], Pomimo obecnosci tak
licznych mechanizméw ochronnych w mitochond-
rium, makroczasteczki zawarte w tej organelli ulegajg
oksydacyjnym modyfikacjom; np. wykorzystujagc me-
tode HPLC z detekcjg elektrochemiczng wykazano, ze
w mtDNA watroby szczura poziom 8-hydroksyguani-
ny jest do$¢ wysoki i stanowi 25 czasteczek na 105 pz
[11], Dla poréwnania w mtDNA watroby myszy
wykazujacej wyzsze tempo metabolizmu (zuzycia tle-
nu) odnotowano znacznie wyzszy poziom 8-hydroksy-
guaniny [24], Rézni autorzy wskazujg jednak na
mozliwo$¢ powstania artefaktéw wynikajacych ze sto-
sowania metod chromatograficznych i stosujac inne
metody oznaczenn wykazali nizszy poziom oksydacyj-
nie uszkodzonych zasad mtDNA w tkankach zwierzat
[25]. Mitochondria starych szczurdw wykazujg pod-
wyzszony poziom produktow peroksydacji lipidow
i ubytek wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych co
wskazuje na nasilenie szoku tlenowego wraz ze wzras-
tajgcym wiekiem badanych zwierzat [26]. Mitochond-
rialny tancuch oddechowy whudowany jest w wewne-
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ROTENON
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Ryc. 1. Schemat obrazujgcy mechanizm nadmiernego
generowania anionorodnika ponadtlenkowe-
go po czesciowej inaktywacji mitochondrial-
nego kompleksu I. Cze$ciowa inhibicja kom-
pleksu | wywolywana oddziatywaniem na
mitochondria np. M PP+ badZ rotenonu po-
woduje wzmozony przeptyw elektronéw via
kompleks II, co przyczynia sie do powstawa-
nia duzych ilosci OJ. KI, KII, Kill, KIV
— kompleksy I, I, 1Il, IV tahncucha od-
dechowego, Q — ubichinon. (wg Biochim
Biophys Acta 1271, 171-176, zmienione).

trzng btone mitochondrialng i skomponowany jest
z produktow genéw zawartych, zaréwno wjagdrowym
DNA, jak i mtDNA. W skitad tanncucha oddechowego
wchodzi 5 komplekséw biatkowych (I-V). mtDNA
zawiera geny kodujgce 13 biatek wchodzgcych w skiad
tych komplekséw, natomiast jagdrowy DNA koduje
okoto 60 biatek [27],

Niedostatecznefunkcjonowanie

BURSZTYNLAN

2e-

FADH,

FAD
FUMARAN

Jakkolwiek wiekszo$¢ czgsteczek tlenu konsumowa-
nego przez mitochondria ulega konwersji do wody
w kompleksie IV tancucha oddechowego, to jednak
okoto 4%-5% tlenu przyjmuje elektrony wprost z de-
hydrogenaz flawinowych i zredukowanej formy CoQ
(CoQH?2), generujgc anionorodnik ponadtlenkowy.
Powstajacy na skutek takiego ,przecieku” elektronow

Kompleksu I tahcucha oddechowego

Mn SOD
| 2

[O0j-1" hZ2o, h 20

Nadmierna aktywacja Kompleksu Il Fe™

Ryc. 2. Zwigkszony poziom O j w obrebie mitochondrium moze
by¢ przyczyna $mierci komarki, badz uposledzenia jej
funkcji co jest nastgepstwem wzmozonego generowania
rodnika hydroksylowego o silnym dziataniu cytotok-
sycznym. Anionorodnik ponadtlenkowy wyzwala reak-
cje Fentona. 07 redukuje Fe3+ do Fe2+, ktory reagujac
z H20 2 generuje rodnik hydroksylowy. Konsekwencja
uszkodzen spowodowanych przez OH moze by¢ $mierc
komoérki, (wg Biochim Biophys Acta 1271, 171-176,
zmienione).
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0 2~ (jest to najwazniejsze zrédto anionorodnika po-
nadtlenkowego w wiekszosci komérek aerobowych)
ulega przemianie do H20 2 w reakcji katalizowanej
przez mitochondrialng Mn SOD [2.1.] i do wysoce
reaktywnej czasteczki OH, w obecnos$ci metali przejs-
ciowych.

0 2+Fe3+ Fe2+ +0 2 [2.2.]
H20 2+ Fe2+->Fe3++ OH “ + OH [2.3.]

W tym miejscu nalezy rowniez podkresli¢ role
cytochromu c jako czynnika generujgcego rodniki

hydroksylowe. Jest on okoto 20-krotnie bardziej wy-
dajny od jonéw Fe3+ w reakcji Fentona (patrz powy-
zej), iwystepujac w wewnetrznej btonie mitochondrial-
nej (ruchomy sktadnik tancucha oddechowego) moze
by¢ jednym z gtéwnych zrodet rodnikéw OH w tym
organellum.

Hamowanie mitochondrialnego transportu elektro-
néw wzmaga wytwarzanie RFT [28, 29]. Generowane
w mitochondriach RFT uszkadzajg btony mitochond-
riow, biatka i DNA, a nastepstwem tego jest upo-
$ledzenie procesu fosforylacji oksydacyjnej.

I11. Oksydacyjne uszkodzenia mitochondrial
nego DNA

I11-1. Charakterystyka mtDNA

Przecietna komdrka ciata cztowieka zawiera¢ moze
tysigce czasteczek mtDNA. Mitochondrialny DNA
cztowieka jest kolistg, zamknietg czgsteczkg zbudowa-
ng z 16 568 par nukleotydéw i uformowang przez dwa
komplementarne tancuchy-tancuch ciezki (H) i lekki
(F). DNA mitochondriow zawiera 37 gendw: 13 z tej
liczby to geny polipeptydow bedacych podjednost-
kami tancucha oddechowego i uktadu fosforylacji
oksydacyjnej wewnetrznej btony mitochondrialnej, in-
ne to geny kodujgce 12Si 16SrRNA i22 geny kodujace
czasteczki tRNA [30]. Biatka siedmiu podjednostek
kompleksu | kodowane sg przez geny ND1, ND2,
ND3, ND4F, ND4, ND5, ND6; jedna podjednostka
kompleksu Il kodowana jest przez gen cytochromu
b (Cyt b); trzy podjednostki kompleksu 1V kodowane
sg przez geny COI, COIl iCOIlI1Il oraz dwie podjednos-
tki kompleksu V kodujg geny ATPazy 6 i 8 Inne,
bardzo liczne mitochondrialne polipeptydy kodowane
sg3 w DNA jadra komoérkowego i muszg byé inkor-
porowane przez organellum z cytoplazmy [31].

Mitochondria dzielg sie niezaleznie od przebiegu
cyklu komaérkowego w sposéb przypominajacy wzrost
i podziat bakterii. Jest to interesujgca obserwacja
w Swietle teorii wywodzacych pochodzenie mitochon-
driow komorek Eukaryota od symbiotycznych komé-
rek bakteryjnych [32], W przypadku dorostych szczu-
row okres péttrwania ich mtDNA wynosi od kilku dni
do miesigca w zalezno$ci od narzgdu [33], Podczas
podziatu komorki mitochondria podlegajg dystrybuciji
do komérek potomnych w procesie okre$lanym jako
segregacja replikacyjna.
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U ssakéw mtDNA podlega mutacji 5-10 razy szyb-
ciej niz DNA jadrowy [34]. Ciekawy jest fakt, ze
w przypadku rekinéw, ktorych tempo metabolizmu
(tym samym zuzycie tlenu) jest 5-10 razy nizsze niz
u ssakéw, przy zblizonej masie ciata, tempo ewoluowa-
nia mtDNA jest 7-8 razy nizsze niz w przypadku
Naczelnych [35].

Mutacje mtDNA powstajg zarowno w komérkach
linii ptciowej, jak iw komérkach somatycznych. Ficzne
mutacje w komaorkach linii ptciowej sg przyczyng wielu
choréb przekazywanych potomstwu przez matke (ko-
mdrka jajowa jest zrodiem mitochondriéw a tym
samym mtDNA dla rozwijajgcego sie zarodka), pod-
czas gdy akumulacja mutacji somatycznych w obrebie
tkanek postmitotycznych powoduje postepujacy spa-
dek wydolnos$ci mitochondriow co moze byé przy-
czyng rozwoju wielu chor6b i starzenia sie [28, 30],

I11-2. Uszkodzenia mtDNA spowodowane
dziataniem RFT

Powszechno$¢ wystepowania w komorkach Euka-
ryota jadrowych enzymow usuwajagcych oksydacyjnie
uszkodzone zasady z DNA [36, 37] sugeruje, ze
oksydacyjne uszkodzenia tej makromolekuty moga
mie¢ olbrzymie implikacje biologiczne. Wiadomo row-
niez, ze mutanty Escherichia coli z upos$ledzona zdol-
noscig do naprawy DNA sg zabijane w hodowli przez
niskie stezenia nadtlenku wodoru [38]. Brak mechani-
zmoéw naprawy oksydacyjnie uszkodzonego DNA
moze zatem by¢ dla komdrki letalny.

Poziom oksydacyjnych uszkodzen mtDNA izolo-
wanego z watroby szczura, badz réznych obszaréw
ludzkiego mozgu jest ponad 10-krotnie wyzszy w po-
rownaniu do DNA jadrowego [39, 40]. Koreluje to ze
znacznie wyzszym tempem pojawiania sie mutacji
w mtDNA w poréwnaniu do DNA jadrowego [41].
Podobnie interesujagcym wydaje sie stwierdzony fakt,
ze chroniczna ekspozycja na dziatanie etanolu powo-
duje wzrost poziomu utlenienia biatek i DNA mito-
chondriéw, czego nie obserwowano w przypadku
biatek cytozolowych ijagdrowego DNA [13].

Wynikiem oddziatywania RFT z DNA sg oksyda-
cyjne modyfikacje zasad azotowych wchodzacych
w skiad tej makromolekuty [42, 43]. Jedng z najbar-
dziej znanych inajczesciej badanych modyfikacji zasad
jest 8-oxo dG (8-oxo-2'deoksyguanozyna) znana tez
i opisywana jako forma tautomeryczna 8-OH-dG
(8-hydroksy-2’'deoksyguanozyna), ktéra jednak w wa-
runkach fizjologicznych jest mniej stabilna. Powstaje
ona w wyniku oddziatywania rodnika hydroksylowe-
go, badz tlenu singletowego z DNA. 8-OH-dG (nazwy
obu form tautomerycznych stosowane sg w tym opra-
cowaniu zgodnie z pracami zréodtowymi) zduzg czutos$-
cigjest wykrywana za pomocg metody HPFC. Szacuje
sie, ze poziom wymienionego markera wolnorodniko-
wych modyfikacji DNA jest 16-krotnie wyzszy
w mtDNA w poréwnaniu z DNA jadrowym, co
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odpowiada poziomowi uszkodzern 1na 8000 zasad [11,
43]. W mitochondriach watroby szczura poziom czas-
teczek 8-hydroksyguaniny wynosi 0,8 £0,2 na 105 pz.
Nizszy poziom 8-oxo dG stwierdzono w nerce $wi-
ni (0,5+0,3 na 105 pz) i watrobie (0,4%0,2 na
105pz). Natomiast ilos¢ miejsc z delecja zasad (miejsca
AP, miejsca apurynowe i apirymidynowe) byta nizsza
niz, 0,2 na 105 pz we wszystkich badanych przypad-
kach [25].

Z biologicznego, ale iz klinicznego punktu widzenia
istotny wydaje sie fakt, ze 8-OH-dG bedaca swoistym
markerem oksydacyjnych uszkodzen DNA ma dziata-
nie mutagenne [44], Poziom 8-0x0-dG mtDNA w mie-
$niu przepony cztowieka, w wieku 85 lat, stanowi
okoto 0,5% czasteczek deoksyguanozyny (dG) w DNA
tej organelli. W mtDNA izolowanym od osobnikow
miodych stwierdzono 25-krotnie nizszy poziom
8-0x0-dG. Wysoki poziom 8-oxo-dG (0,87% czas-
teczek dG) obserwowano takze w mtDNA izolowa-
nym z tkanki mdzgowej pochodzgcej od osobnika
w wieku 90 lat [39].

Wyzszy poziom uszkodzonych oksydacyjnie zasad
i mutacji w mtDNA w poréwnaniu do DNA jad-
rowego wynika z kilku przyczyn:

1) jest efektem lokalizacji DNA w poblizu wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej gdzie produkowane sg
oksydanty;

2) mtDNA nie jest skompleksowany z biatkami (brak
histonéw i biatek niehistonowych, ktére w jadrze
komoérki wchodzg w skiad chromatyny);

3) mniej skutecznie dziatajg w mitochondriach mecha-
nizmy naprawy DNA (sg jednak w nich obecne);

4) mtDNA ssakow (w tym i cztowieka) nie zawiera
intronéw, co powoduje, ze do utrzymania funkcji
bioenergetycznych niezbedna jest ekspresja catego
genomu, a w jadrze tylko jego 7%.

RFT moga powodowaé rowniez pekniecia nici
mtDNA. Takie czynniki jak adriamycyna i bleomycy-
na sg przyczyng tlenowo-zaleznych peknie¢ mtDNA
w warunkach in vivo, w hodowlach komdrkowych, jak
rowniez w izolowanych mitochondriach. Alloksan,
ulegajacy cyklom redoks w komdrkach (co prowadzi
do wytwarzania RFT) powoduje, jak wykazano, frag-
mentacje tancucha DNA w izolowanych mitochond-
riach. mtDNA jest rowniez w wiekszym stopniu za-
grozony uszkodzeniami wywotanymi przez S$rodki
alkilujgce i policykliczne aromatyczne weglowodory
niz DNA jadrowy [14].

W mitochondriach system naprawy DNA jest, jak
wspomniano, mniej skuteczny niz w jadrze komor-
kowym, ale w prawidtlowym stanie fizjologicznym
poziom oksydacyjnych modyfikacji mtDNA jest niz-
szy niz zaobserwowany w stanach chorobowych zwig-
zanych z uposledzeniem funkcji mitochondriow, czy
tez podczas starzenia sie. Jest to w pewnym stopniu
wynik czeSciowej inaktywacji generowanych w orga-
nelli RFT jak i obecnos$ci mechanizméw naprawczych
w prawidtowo funkcjonujgcych mitochondriach. Mi-
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tochondria ssakéw nie posiadajg funkcjonujgcych
w wystarczajacy spos6b mechanizmdéw reperacji re-
kombinacyjnej ale mogag usuwac uszkodzone zasady,
zawierajac glikozylazy uracylu, AP endonukleazy oraz
posiadaja zdolno$¢ naprawy alkilowanych zasad DNA
[45-47, 25], Natomiast wyraznie mozna zauwazy¢, ze
poziom 8-0x0-dG w mtDNA watroby szczura (Fisher
344) ulega 2-3 krotnemu podwyzszeniu u zwierzat
starych tzn. w wieku 24 miesiecy (przy maksymalnym
okresie zycia wynoszacym 30 miesiecy) [48]. Zwigzana
ze wzrastajagcym wiekiem organizmu akumulacja ok-
sydacyjnych uszkodzeh mtDNA koreluje z poziomem
delecji stwierdzonych w licznych tkankach. Tego typu
uszkodzenia mogg by¢ przyczyng dysfunkcji mito-
chondriow.

IV. Niektdére jednostki chorobowe zwigzane
z uszkodzeniami mitochondriéw

Miopatie, encefalomiopatie, encefalopatie. Koncep-
cja zaktadajgca, ze dysfunkcje mitochondriow moga
by¢ przyczynag chor6b cztowieka wysunieta zostata
poczatkowo gtownie przez zesp6t Ernstera i Lu-
ft a [49]. W 1962 roku opisany zostat przypadek
pacjentki z objawami ostrego hipermetabolizmu,
u ktérej stwierdzono zaburzenia w funkcjonowaniu
mitochondriow widkien miesniowych [50], W ciagu
nastepnych lat opisane zostaty przypadki innych sta-
now patologicznych, w ktérych zaburzenia funkcji
mitochondriéw stanowig istotny czynnik patogenety-
czny. Szczeg6lng uwage zwrécono na mutacje mtDNA
obecne w niektérych miopatiach mitochondrialnych
czy tez wrodzonej neuropath nerwu wzrokowego
Lebera (ang. Leber's hereditary optic neuropathy,
LHON). W przypadku LHON obserwuje sie ostrg lub
podostrg utrate wzroku u mezczyzn okoto 20 roku
zycia. W 1988 roku opisano przypadek encefalomiopa-
tii z duzg delecja w obrebie mtDNA [51], oraz
tranzycje G na A w parze nukleotydéw 11778 mtDNA
u pacjenta z LHON bedacg przyczyng zmiany struk-
tury podjednostki 4 dehydrogenazy NADH [52],
W przypadku LHON charakterystyczng cechg, (doty-
czaca zresztg takze wiekszosci miopatii jak np.
MERRF, MELAS i innych — patrz ponizej), jest
wystepowanie (koegzystencja) w tej samej komorce,
zarbwno zmutowanych czasteczek mtDNA, jak i ma-
kromolekut typu dzikiego (heteroplazmia). Najpraw-
dopodobniej wynika to z faktu losowej segregacji
mitochondriow w czasie podziatu do komdrek potom-
nych, oraz mutacji powstajgcych de novo, wskutek
czego tworzy sie swoisty rodzaj mozaiki komdrek
zawierajgcych rdznag liczbe uszkodzonych kopii ge-
néw. Wigze sie z tym mniejsze lub wieksze upo-
$ledzenie funkcji mitochondriéw irdzny stopien nasile-
nia objawoéw chorobowych. Heteroplazmia moze by¢
specyficzna narzadowo oraz zréznicowana indywidual-
nie. Do dnia dzisiejszego opisanych zostalo szereg
zespotéw klinicznych u podtoza ktorych lezg specyficz-
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ne mutacje, delecje i duplikacje mtDNA oraz upo-
$ledzona synteza biatek podjednostek komplekséw
mitochondrialnego tancucha oddechowego. Przyktad
stanowi¢ mogg mutacje punktowe lizynowego tRNA
(gen tRN A Lys, pozycja 8344) w mioklonalnej padaczce
z kosmatymi czerwonymi wioknami (ang. myoclonic
epilepsy with ragged-red fibers (RRF), MERRF) [53]
i mutacje punktowe leucynowego tRNA (gen
tRN A Leu,UUR), pozycja 3243) w encefalopatii mitochon-
drialnej z kwasicg mleczanowga iepizodami udaropo-
dobnymi (ang. mitochondrial encephalomyopathy with
lactic acidosis and strokelike episodes, MELAS) [54]
(patrz rowniez Rye. 3.). U 50% pacjentéw z chroniczng
postepujaca zewnetrznag oftalmoplegia (ang. chronic
progressive external ophthalmoplegia, CPEO) z kos-
matymi czerwonymi widknami, stwierdzone zostaty
duze delecje od 1,3do 7,6 kz, badz duplikacje, a w pra-
wie 100% dotyczy to pacjentéw z zespotem Kearn-
-Sayrea (ang. Kearn-Sayre syndrome, KSS) [49], Sto-
pien delecji czesto skorelowany jest z natezeniem
objawéw CPEO. Delecje tego typu wydajg sie po-
wstawaé w czasie oogenezy i stagd nie sg dziedziczone
po matce. Co réwniez jest interesujgce nie muszg one
wystepowaé we wszystkich komdrkach, np. moze ich
nie by¢ w leukocytach.

Interesujgce wydajg sie obserwacje wskazujace, ze
jeden zczynnikow egzogennych jakim jest AZT (3’azy-

v @Q

3250, TAC (MM)
3251, A—»G (MELAS)
3252, A—>G (MELAS)

3256, C—T (PEO)
3260, A—>G (MM/CM)
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do-3’deoksytymidyna) podawany w diugofalowym le-
czeniu HIV-pozytywnych pacjentow moze by¢ przy-
czyna rozwoju miopatii z RRF [2], Poniewaz AZT jest
analogiem zasad, ktéry podlega inkorporacji
w mtDNA, fakt ten wigze sie obecnie z upo$ledzeniem
zdolnos$ci do syntezy tej makroczagsteczki. Ponadto
znane sg inne analogi zasad podobnie hamujace re-
plikacje mtDNA, takie jak 2’, 3’-dideoksycytydyna
i fialurydyna [2], Podejrzewa sie, ze terapia z za-
stosowaniem AZT wyzwala w komaérkach ,,szok tleno-
wy”. Na podstawie badan eksperymentalnych dowie-
dziono, ze podawanie myszom AZT wyzwalato kon-
wersje deoksyguanozyny do 8-hydroksy-2’-deoksygu-
anozyny w mitochondrialnym DNA komérek tych
zwierzat.

Wyniki wielu badan wskazuja, ze generalnie wyro6z-
ni¢ mozna dwie grupy zespotdw klinicznych w ktérych
stwierdza sie uszkodzenia mtDNA. Pierwsza grupa
obejmujgca miopatie iencefalomiopatie charakteryzu-
je sie wystepowaniem u pacjentow kosmatych czer-
wonych wiokien (RRF). Widékna te barwiace sie chara-
kterystycznie metodg Gomoriego, zawierajg rozmiesz-
czone peryferycznie i w obszarze intermiofibrylarnym
nieprawidtowe mitochondria. RRF stanowig zatem
Lhistologiczny marker” choréb tej grupy do Kktérej
zalicza sie: MERRF, MELAS, KSS, CPEO oraz
dziedziczong po matce miopatie i kardiomiopatie (ang.

<— 3303, C ->T (MM/CM)
<— 3302, A—>G (MM)

Ryc. 3. Gen tRNAleuUR (zlokalizowany pomiedzy ge-
nami 16rRNA i ND1 mtDNA) z zaznaczonymi
pozycjami dziewieciu charakterystycznych muta-
cji punktowych bedacych przyczyng choréb mi-
tochondrialnych.  Pozycja 3243 (MELAS/
/PEO/cukrzyca); 3250 (miopatia mitochondrial-
na); 3251. 3252 (M ELAS); 3256 (PEO); 3260, 3271
(MELAS); 3302 (miopatia mitochondrialna);
3303 (kardiomiopatia/miopatia) — dane réznych
autoréw wg [2],

35



maternally inherited myopathy and cardiomyopathy,
MMC). Druga grupe choréb stanowig ,czyste” en-
cefalopatie (bez znaczgcych zmian w obrebie tkanki
mie$niowej). Obejmuje ona LHON iataksje neurogen-
ng, neurogenng stabosé miesni oraz barwnikowe zwy-
rodnienie siatkdwki. Ostatnia z wymienionych choréb
(RP-matczyne barwnikowe zwyrodnienie siatkdwki)
opisana zostata w jednej rodzinie. Charakterystyczna
dla tej jednostki chorobowej jest mutacja punktowa
w podjednostce 6 H+-ATPazy w pozycji 8993 (wg
Harding AE (1991) Trends Neurosci 14, 132).

Oprocz wymienionych powyzej stanéw chorobo-
wych do dnia dzisiejszego zidentyfikowano i opisano
wiele innych chordb powigzanych z uszkodzeniami
mtDNA. Czesto sg to przypadtosci charakterystyczne
dla osobnikéw w starszym wieku (choroby degenera-
cyjne wieku starczego) [49], W badaniach patogenezy
choréb powigzanych z defektami procesu fosforylacji
oksydacyjnej w mitochondriach i uszkodzeniami
mtDNA zwraca sie uwage na tkanki, ktére w sposob
szczegOlny zalezne sa od doptywu duzych ilosci ATP
zapewniajgcego ich prawidtowe funkcjonowanie. Sg to
tkanki centralnego uktadu nerwowego, mie$nia ser-
cowego, miesni szkieletowych, nerki, watroby oraz siat-
kowka i wyspy trzustki. M6zg cztowieka stanowigc ok.
2% masy ciata konsumuje az 20% tlenu zuzywanego
przez organizm. Dla poréwnania, miesnie szkieletowe
stanowigc ok. 30% masy ciata zuzywajg tylko 40%
tlenu wykorzystywanego przez organizm. Niemniej
istotnym jest fakt, ze konsumpcja tlenu w miesniach
wzrasta ponad dwukrotnie podczas wysokiej aktywno-
§ci fizycznej iw niektorych stanach patologicznych [55].

Uktad sercowo-naczyniowy. Jak wykazano, chroni-
cznemu niedokrwieniu mies$nia sercowego towarzyszga
delecje 5-kz mtDNA, jak rdéwniez kompensacyjna
indukcja niektdrych gendw mitochondrialnych [56].
Stwierdzone delecje mtDNA izahamowanie aktywno-
sci enzymow procesu fosforylacji oksydacyjnej w sta-
rzejagcym sie mie$niu sercowym stanowi¢ moga przy-
czyne zachwiania réwnowagi oksydacyjnej (co nasila
szok tlenowy), z bardzo rozlegtymi konsekwencjami
biologicznymi. Przejawia si¢ to miedzy innymi od-
ktadaniem ptytek miazdzycowych (ktérych jednak
gtowng pierwotng przyczyng jest zaburzony metabo-
lizm cholesterolu) i rozwojem chordb miegsnia ser-
cowego, takich jak np. kardiomiopatia rozstrzeniowa
i zespoOt niedokrwienia uktadu sercowo-naczyniowego.
Wedtug niektérych autorow w tych przypadkach
niezbedne jest okre$lenie poziomu antyoksydantow
w piynach ustrojowych pacjentow i w razie jego
obnizenia podanie duzych — terapeutycznych dawek
koenzymu Q [49],

Cukrzyca. Insulino-niezalezna cukrzyca (ang. non-
-insulin dependent diahetes mellitus, NIDDM) jest
schorzeniem czesto wystepujacym u osobnikéw w wie-
ku starszym. Z patogenezg tej choroby zwigzane sg
mutacje w obrebie mtDNA [57]. U pacjentow dot-
knietych NIDDM stwierdzone zostaty bardzo duze
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delecje (10,4 kz) mtDNA, ktore zaburzajag replikacje
tancucha lekkiego tej makroczasteczki. NIDDM, kt6-
rg dotknietych jest 90% populacji cukrzykéw moze
by¢ powigzana ze specyficznymi mutacjami mtDNA.
Nie nalezy jednakze zapominaé, ze w patofizjologii
cukrzycy odgrywac¢ moga pewng role zaré6wno czynniki
Srodowiskowe zwigzane ze stylem zycia, jak i obnizenie
wydajnosci procesu fosforylacji oksydacyjnej jakie ob-
serwuje sie wraz ze wzrastajacym wiekiem [49].

Wiele tzw. czynnikéw diabetogennych atakujgcych
stabo chroniony genom mitochondrialny wyzwala
w tych organellach szok tlenowy [58]. Do czynnikow
tych nalezg interleukina-1 3 interferon-y, TNF-a, al-
loksan istreptozotocyna [59], Ich patogenne dziatanie
jest hamowane przez antyoksydanty, co stwierdzono
zarobwno w badaniach na modelach zwierzecych jak
iw przypadku cztowieka [58, 60], Powyzsze obserwa-
cje pozwolity na wysunigcie hipotezy, ze czynniki
0 dziataniu diabetogennym indukujg pekniecia tan-
cucha mtDNA komorek beta wysp trzustki, co stanowi
jedng z przyczyn $mierci tych komérek [61], chociaz
niektorzy autorzy kwestionujg uniwersalnos¢ tej hipo-
tezy [62]. Uszkodzenia genomu mitochondrialnego
brane sg takze pod uwage jako czynnik w patogenezie
cukrzycy insulino-zaleznej (ang. insulin-dependent dia-
betes mellitus, IDDM) [59], Niektére dane kliniczne
zdajg sie potwierdza¢ role uszkodzen mtDNA w roz-
woju cukrzycy. Ot6z pacjenci z KSS iCPEO zapadaja
na cukrzyce znacznie czesciej niz przecietny osobnik
populacji [63-65], Oprdcz wspomnianej wyzej delecji,
w rodzinach cukrzykéw opisane zostaty tranzycje A do
G w parze nukleotydéw np. 3243 mitochondrialnego
genu dla tRNAleu(UUR) [66, 67], Mutacje tego typu s3g
przyczyng zaburzen terminacji transkrypcji mitochon-
drialnej wynikiem czego sg defekty syntezy biatek
mitochondrialnych [68].

Centralny uktad nerwowy. Komorki centralnego
uktadu nerwowego konsumujg w procesach metaboli-
cznych duze ilosci tlenu (gtéwnie podczas produkcji
energii w procesie fosforylacji oksydacyjnej). Zmiany
degeneracyjne w obrebie neuron6w moga by¢ wyni-
kiem zaburzenia réwnowagi oksydacyjno/antyoksy-
dacyjnej co wyzwala w komérce szok tlenowy [69, 70],
Konsekwencjg tego stanu sg akumulowane w komdrce
uszkodzenia DNA, biatek ilipidéw. Implikacje zwigza-
ne z szokiem tlenowym odnosi sie obecnie do nie-
ktorych chordb neurodegeneracyjnych, takich jak cho-
roba Parkinsona, stwardnienie zanikowe boczne (ang.
amyotrophic lateral sclerosis, ALS), choroba Hunting-
tona i choroba Alzheimera. Wszystkie wymienione
stany patologiczne charakteryzujg sie wystepowaniem
delecji, bagdz mutacji mtDNA oraz nieprawidtowym
funkcjonowaniem kompleksdw tafncucha oddechowe-
go. We wszystkich przypadkach szok tlenowy stano-
wi¢ moze jedng z przyczyn postepujacej degeneracji
neurondw co jest charakterystycznym objawem cho-
rob centralnego uktadu nerwowego. Mitochondria
pacjentéw dotknietych chorobg Alzheimera wykazuja
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defekty kompleksu 1V tancucha oddechowego [71],
nie do konca jest jednak wyjasnione czy przyczyna
tego sg mutacje mtDNA. Podobnie jest w przypadku
choroby Huntingtona. Defekty kompleksu | i IV
stwierdzone zostalty w zwojach podstawy mdézgu i mi-
tochondriach ptytek krwi pacjentéw [72, 73]. U pac-
jentéw z chorobg Huntingtona obserwuje sie 5-11-
-krotny wzrost delecji mtDNA w obrebie neurondw
korowych, w poréwnaniu do os6b tej samej grupy
wiekowej, stanowigcych kontrole [74], W przypadku
choroby Parkinsona niektorzy autorzy opisali choro-
bowo-specyficzne delecje mtDNA w mdzgu pacjentéw
[75, 76], nie zostato to jednak potwierdzone przez
innych badaczy [77, 78], Stwierdzono natomiast aku-
mulacje delecji (podobnego typu) w mézgach o0s6b
w podesztym wieku.

V. Mitochondria a proces starzenia sie

Na podstawie wynikéw uzyskanych w wielu bada-
niach przyjmuje sie obecnie, ze wolne rodniki tlenowe
mogg by¢jednym z czynnikéw wyzwalajacych zmiany
prowadzgce do starzenia sie [4, 6]. W jednej z hipotez
zaktada sie, ze mutacje mtDNA itym samym zmiany
w bioenergetyce komoérkowej stanowig znaczacy czyn-
nik starzenia sie i rozwoju choréb czesto wystepuja-
cych w wieku podesztym [2, 79]. Wykazano, ze
wydajnos$¢ procesu fosforylacji oksydacyjnej obniza sie
wraz ze wzrastajgcym wiekiem [80], czemu towarzyszy
akumulacja defektéw mitochondrialnego badz jad-
rowego DNA (czasem dotyczy to obu makromolekut).
Produkcja ATP spada ponizej poziomu niezbednego
dla prawidtowego funkcjonowania komoérek. Udowo-
dnionym jest fakt, ze procesowi ,fizjologicznego sta-
rzenia” towarzyszg uszkodzenia makroczasteczek ko-
maérkowych takich jak mtDNA (ale rdwniez biatek
i lipidow) oraz, ze tego typu uszkodzenia akumulowa-

Tabela 1.

ne sg wraz z wiekiem [81-84] (Tab. 1, Ryc. 4). Stosujac
metode PCR stwierdzono w mitochondrialnym geno-
mie roznych tkanek cztowieka (w starszym wieku)
wystepowanie delecji 5-kz (pomiedzy pozycjami nuk-
leotydéw 8, 470 i 13, 459) [85]. Ta sama metoda
pozwolita na detekcje delecji w prawidtowym mies$niu
sercowym i moézgu osobnikéw w podesztym wieku
[86], jak rowniez w watrobie cztowieka. Delecje
mtDNA w mies$niu sercowym, wielkoSci 3,6-kz, jak
i delecje 3-kz w miesSniach szkieletowych wystepuja
u ludzi powyzej 35 roku zycia [56, 86-88], Ponadto,
poziom czasteczek mitochondrialnych mRNA irRNA
obniza sie wraz z wiekiem, co wykazano w badaniach
mozgu i serca szczurow [89] i zwigzane to jest z 50%
spadkiem tempa transkrypcji [90], W ischemicznych
sercach, hamowanie procesu fosforylacji oksydacyjnej
jest zwigzane ze wzrostem uszkodzen mtDNA [91].
Znaczenie reaktywnych form tlenu jako czynnika
generujacego delecje mtDNA jest poparte obserwac-
jami wskazujacymi, ze doksorubicyna — bedgca czyn-
nikiem stymulujagcym produkcje wolnych rodnikéw
tlenowych w mitochondriach wyzwala znaczacy
wzrost delecji mtDNA tkanki miesnia sercowego.
Efekt ten jest natomiast hamowany przez ubihinon
(Koenzym Q 10), kluczowy sktadnik mitochondrial-
nego tancucha transportu elektronéw, ktérego zredu-
kowana forma (ubihinol) wykazuje dziatanie antyok-
sydacyjne [23],

Interesujgce sa wyniki badan wykazujacych, ze
szybko$¢é wytwarzania QJ przez mitochondria migesni
poruszajgcych skrzydtami muchy domowej (Musca
domestica) zwieksza sie ponad dwukrotnie pomiedzy
8 a 15 dniem zycia owada dorostego (co odpowiada
40% i 75% przecietnej dtugos$ci trwania zycia imago).
Podobnie u szczurow, szybko$¢ uwalniania H20 2
przez mitochondria serca i mézgu jest odpowiednio
021 % i30% wieksza dla zwierzat 18 miesiecznych niz

Zmiany w mitochondriach obserwowane podczas starzenia sie organizmdw (dane réznych autoréow wg [3])

Obserwowany

Badany parametr efekt Narzad Organizm
produkcja O”- i H20 2 wzrost serce szczur
produkcja 0 2 i H20 2 wzrost watroba rézne
produkcja 0 2~ i H20 2 wzrost nerka, serce rézne
oksydacyjne uszkodzenia mtDNA wzrost mo6zg i migsien przepony  cztowiek
oksydacyjne uszkodzenia mtDNA wzrost watroba szczur
delecie mtDNA wzrost rézne obszary mézgu cztowiek
delecje mtDNA wzrost miesieni przepony, cztowiek

inne narzady
addycje/delecje wzrost watroba mysz, szczur
mMtDNA
wigzania krzyzowe wzrost watroba szczur
mtDNA-biatko
peroksydacja lipidéw wzrost frakcja mikrosomalna szczur
mitochondriéw watroby
ptynno$¢ btony obnizenie watroba szczur
ADP/O bez zmian rézne narzady rézne

ADP/O — oznacza stosunek produkcji ATP do wielko$ci konsumpcji tlenu czgsteczkowego.
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Ryc. 4. Poziom oksydacyjnych uszkodzen DNA wzrasta wraz z wiekiem. Schemat obrazuje wzrost poziomu 8-oxo-2’deoksyguanozyny
w mitochondrialnym ijgdrowym DNA izolowanym z watroby miodych i starych szczuréw (wg [40]).

3 miesiecznych. Efekt ten wynika¢ moze z wzglednego
obnizenia aktywnos$ci oksydazy cytochromowej (w
stosunku do aktywnosci enzyméw komplekséw I-111
tarnicucha oddechowego) u zwierzat starszych [92],
Ponadto, wykazane zostaty wiekowo-zalezne zmiany
poziomu koenzymu Q w obrebie rdéznych tkanek
szczura [93] i cztowieka [94],

Obecnie, coraz powszechniej przyjmuje sie, ze pro-
ces starzenia sie zwigzany jest z zaburzeniami réwno-
wagi pomiedzy formowaniem reaktywnych form tlenu
i dziataniem ochronnego systemu antyoksydacyjnego
(co wyzwala szok tlenowy). Lezy to u podstaw ob-
nizenia wydajnosci procesu fosforylacji oksydacyjnej
w wielu tkankach i uszkodzen makromolekut komar-
kowych, w tym mtDNA. Morfologicznym wyznacz-
nikiem tych zmian w komérce mogg by¢ gromadzone,
wraz ze wzrastajgcym wiekiem, ziarnisto$ci lipofus-
cyny, znane tez jako ,,pigment starczy” [95].

V1. Ochronne dziatanie czynnikéw antyoksy-
dacyjnych w chorobach i starzeniu sie

Petne zrozumienie mechanizméw lezacych u pod-
toza rozwoju tzw. ,choréb mitochondrialnych”, moze
zaowocowacé opracowaniem skutecznych form terapii
i umozliwi¢ zapobieganie rozwojowi tych dotkliwych
schorzen, oraz opdzniaé i tagodzi¢ efekty starzenia sie
organizmu. W prawidtowych warunkach fizjologicz-
nych wolnorodnikowym uszkodzeniom makromole-
kut komoérkowych zapobiegajg, w pewnym stopniu,
obecne w organizmie endogenne systemy ochronne.
W przypadku nadmiernej produkcji wolnych rod-
nikdw, czy tez obnizenia aktywnos$ci endogennych
antyoksydantéw badz/i sprawnosci mechanizmow na-
prawczych ten stan réwnowagi zostaje zaburzony
(patrz: artykut opisujacy cykl rodnikéw tlenowych
w organizmie [96]).
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Obiecujgce wyniki terapii z zastosowaniem antyo-
ksydantéw (tzw. terapia redoks) opisano w przypadku
licznych pacjentéw dotknietych , klasycznymi” scho-
rzeniami mitochondrialnymi, np. KSS. Koenzym
Q (CoQ) zajmuje szczeg6lne miejsce w tego typu
terapii. CoQ, bedacy nosnikiem elektronéw w wewnet-
rznej btonie mitochondrialnej, stabilizuje podjednostki
tancucha oddechowego i wykazuje dziatanie antyok-
sydacyjne. Ochrona wrazliwej na peroksydacje kardio-
lipiny ma istotne znaczenie w utrzymaniu funkcji
mitochondriow, na co wskazuje fakt, ze lipid ten
warunkuje prawidtowg interakcje pomiedzy cytochro-
mem c i oksydazg cytochromowg [97]. CoQ, jak
wykazano, ma znaczgce dziatanie lecznicze w przypad-
ku wspomnianego powyzej zespotu KSS jak i CPEO
oraz w przypadku MELAS. Bursztynian, dawca elek-
tronéw dla mitochondrialnego tancucha oddechowe-
go, eliminuje udaropodobne epizody u pacjentow
z MELAS. Witaminy Kj i K3 transportujg elektrony
na cytochrom c¢ z pominieciem elektronéw z CoQ.
Réwniez witamina C, bgdz witamina C tgcznie z mena-
dionem (witamina K3) moze redukowaé cytochrom c.
Kombinacja obu reduktantow poprawia wydolnosé
bioenergetyczng miesni szkieletowych z réznymi defe-
ktami w kompleksie Ill tahcucha oddechowego, jak
wykazano w badaniach in vivo. Witamina Kj uspraw-
nia funkcje siatkéwki u pacjentow z CPEO. Podawa-
nie chorym ryboflawiny, prekursora flawinowych nuk-
leotydéw adeninowych, popawia sprawno$¢ pacjen-
tow z dysfunkcjg kompleksu | [14]. CoQ stosowany
zaczyna byé rowniez jako $rodek leczniczy w przypad-
ku zaburzenia rownowagi oksydacyjno/antyoksyda-
cyjnej w chorobach wieku starczego [49]. Pomimo
licznych juz pozytywnych doniesieri, prowadzenie dal-
szych badan nad zastosowaniem antyoksydantow
w terapii jest niezbedne dla doktadniejszego zrozumie-
nia ich roli jako $rodkoéw terapeutycznych tacznie
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z zastosowaniem ich w terapii innych niz opisywane
schorzen, oraz jako czynnikéw tagodzacych objawy
starzenia sie.
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grode uzyska osoba, ktéra otrzyma najwieksza
liczbe punktow. Nazwisko zwyciezcy Konkursu
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Biatko Rieskego — skiadnik
komplekséw cytochromowych

transmembranowych

Rieske Protein — a component of transmembrane cytochrome

complexes
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Wykaz stosowanych skrétéw: cyt. — cytochrom; pi — punkt
izoelektryczny; kDal — Kkilodalton; EPR elektronowy
rezonans paramagnetyczny; NMR — jadrowy rezonans
magnetyczny; UHDBT — 5-n-undecyl-6-hydroksy-4,7-dio-
ksobenzotiazol; Qp— miejsca wigzania chinolu po stronie
pozytywnej btony; bp hem cytochromu b po stronie
pozytywnej btony; LHCIlI — kompleks zbierajgcy $wiatto II;
NADP — 2'-fosforan dwunukleotydu nikotynoamidoadeni-
nowego; bej — kompleks cytochroméw bct; b6f kompleks
cytochroméw béf, Cpn6O — biatko chaperonowe 60 kDal;
Hsp biatko szoku cieplnego 70 kDal.

I. Wstep

Biatko Rieskego wystepuje powszechnie w btonach
zaangazowanych w procesy energetyczne (wewnetrzne
btony mitochondrialne, btony tylakoidowe, btony
chromatoforéw), jako niezbedny sktadnik wielopod-
jednostkowych, transmembranowych kompleksow cy-
tochromowych bct i b6f. Nazwa biatka pochodzi od
nazwiska jego odkrywcy: J. S. Rieske, ktdry po raz
pierwszy opisal wspomniane biatko, jako sktadnik
mitochondrialnego kompleksu cytochrom bej [1-2].

JMgr, 2dr, Uniwersytet Wroctawski, Instytut Biochemii
i Biologii Molekularnej, ul. Tamka 2, 50-137 Wroctaw. 3mgr,
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, ul.
Czerska 12, 53-114 Wroctaw.
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Uniwersalno$s¢ wystepowania transmembranowych
biatkowych kompleksdw bct i b6f w Swiecie materii
ozywionej zwigzana jest z ich zaangazowaniem w pro-
cesy energetyczne: heterotroficznego metabolizmu od-
dechowego i autotroficznego metabolizmu fotosyn-
tetycznego. Zardéwno kompleks cytochrom bcl jak
icytochrom b6fsg zaangazowane w transport elektro-
noéw wzdtuz btony lipidowej z rownoczesng transloka-
cja protonéw w poprzek membrany. Energia wy-
tworzonego gradientu protonéw wykorzystywana jest
nastepnie do produkcji energii chemicznej w postaci
ATP.

Kompleks typu bct zostat wyizolowany z wewnetrz-
nej btony mitochondrialnej [3-4], chromatoforow ba-
kterii fotosyntetyzujgcych oraz z bton bakterii hetero-
troficznych [5-7], Kompleks b6f wyizolowano z tyla-
koidowych bton chloroplastow roslin wyzszych oraz
sinic [8-9]. Petnigce analogiczng funkcje, kompleksy te
znacznie réznig sie sktadem polipeptydowym. Wszyst-
kie zawierajg trzy podstawowe podjednostki biatkowe:
cytochrom typu b (cyt. b lub cyt. b6), biatko Rieskego
zawierajagce centrum zelazowo-siarkowe oraz cyto-
chrom typu c (cyt. G lub cyt. f). W kompleksie b6f
cytochrom b6 oraz podjednostka IV stanowig struk-
turalny oraz funkcjonalny analog cytochromu b kom-
pleksu bej [10]. Kompleksy te zawierajg rowniez
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identyczny sktad grup prostetycznych: dwa hemy typu
b, jeden hem typu c¢ i jedno wysokopotencjatowe
centrum zelazowo-siarkowe [4-5, 11].

Najprostszy aktywny bakteryjny kompleks bej skta-
da sie z trzech podjednostek biatkowych: cyt. b, cyt. c,
i biatko Rieskego [5] z wyjatkiem kompleksu wyizolo-
wanego z Rhodobacter spheroides wykazujacego obec-
no$¢ czterech podjednostek polipeptydowych [6-7],

W$rod badaczy istnieje powszechna zgoda dotycza-
ca struktury oraz lokalizacji (liczby fragmentow trans-
membranowych i orientacji) cytochroméw typu
b i c w bionie biologicznej. Natomiast badania nad
biatkiem Rieskego nadal dostarczajg kontrowersyj-
nych danych dotyczacych struktury przestrzennej tej
podjednostki oraz jej usytuowania w btonie.

Niniejsza praca jest proba zestawienia dostepnych
danych dotyczacych struktury, umiejscowienia w bto-
nie, funkcji oraz biosyntezy biatka Rieskego pochodzg-
cego z roznych organizméw — od prymitywnych
bakterii po wyzsze organizmy roSlinne i zwierzece.

Il. Budowa
I1-1. Struktura pierwszorzedowa

Biatko Rieskego zawiera od 179 (szpinak) do 215
(drozdze) reszt aminokwasowych. Jedynymi fragmen-
tami konserwatywnymi tego biatka sg dwa regiony
blisko C-konca o nastepujacej sekwencji: C-T-H-L-G-
-C-V i C-P-C-14-G-S (Ryc. 1) [12]. Fragmenty te sg
bezposrednio zaangazowane w koordynacje zelazowo-
-siarkowej grupy prostetycznej, a podkreslone amino-
kwasy sg ligandami centrum zelazowo-siarkowego.
N-koniec, zawierajacy niepolarne reszty aminokwaso-
we, zaangazowany jest w zakotwiczenie biatka w kom-
pleks lub/i btone (Ryc. 1i 2) [12-13],

Sekwencje chloroplastowych i sinicowych biatek
Rieskego wykazujg obecno$¢ hydrofobowego frag-
mentu sktadajgcego sie z 21 reszt aminokwasowych.
Fragment ten zaczyna sie od reszty siedemnastej,
nastepnie wystepuje Lys lub Ser i drugi fragment
hydrofobowy sktadajacy sie z 16 reszt [12]. Analiza ta
sugeruje wystepowanie jednej lub dwdch transbtono-
wych helis a. Potozenie transhtonowych fragmentow
w biatku Rieskego z komplekséw’bej jest inne. Dlate-
go, jezeli porownuje sie sekwencje biatek Rieskego
z chloroplastéw, mitochondriow i chromatoforéow
bakteryjnych nie mozna wykaza¢ wystepowania kon-
serwatywnych hydrofobowych fragmentéw [12]. To
sugeruje, ze polipeptyd ten nie jest biatkiem btonowym.

11-2. lzoformy

Biatko Rieskego pochodzace z bton tylakoidowych
lisci szpinaku wystepuje w dwoch izoformach
0 pi = 5.4 (nazwanej Rt)oraz pi = 5.1 (nazwanej R2)
[14], Przyczyna roznicy w warto$ci pi izoform R, i R2
pozostaje nieznana. W przypadku tytoniu, zidentyfi-
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Ryc. 1 Hipotetyczny schemat struktury biatka Rieskego z wy-
szczegdlniong grupa prostetyczng i konserwatywnymi sek-
wencjami aminokwasowymi biorgcymi udziat w koordyna-
cji centrum 2Fe-2S. Fragment w ksztalcie walca, blisko
N-korca, symbolizuje segment polipeptydu oddziatywuja-
cy z btona; jasny obszar — cze$¢ segmentu o wtasciwos$ciach
hydrofobowych, ciemny obszar — cze$¢ segmentu o wias-
ciwos$ciach hydrofilowych.

kowano dwa typy klonow cDNA nazwane TR3 i TR6
kodujace biatko Rieskego [15], Poréwnanie sekwencji
aminokwasowej, ustalonej na podstawie analizy sek-
wencji nukleotydow dwdch klonéw cDNA wykazato,
ze polipeptydy réznig sie jedynie czterema resztami
aminokwasowymi. Na tej podstawie zasugerowano, ze
biatko Rieskego z chloroplastéw tytoniu jest kodo-
wane w genomie jagdrowym przez dwa rozne geny [ 15].
Nieznane jest fizjologiczne znaczenie wystepowania
dwoéch izoform polipeptydu. Interesujacy jest jednak
fakt, ze kompleks cytochrom b6f jak i bc, zostaty
wyizolowane w formie dimeru [16-17] i— jak sugeruja
autorzy pracy [14] — polimorfizm biatka Rieskego
moze mie¢ znaczenie we whasciwym funkcjonowaniu
kompleksu in vivo, co wyrazatoby sie koniecznos$cig
udziatu kazdej z izoform w utworzonym dimerze.
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Ryc. 2. Schematy struktury biatka
Rieskego zaktadajgce wy-
stepowanie: A) dwoch lub
B)jcdnej helisy transmemb-
ranowej.

11-3. Grupa prostetyczna

Grupa prostetyczng biatka Rieskego jest zelazowo-
-siarkowe centrum o charakterystycznym widmie EPR
(q = 1.90) [18-20], charakteryzujace sie bardzo wyso-
kim potencjatem redoks (Tab. 1) o stalej wartosci
w zakresie pH od 6.5 do 8.0. Zalezno$¢ potencjatu od
pH ukazuje sie dopiero w niefizjologicznym, alkalicz-
nym pH [21-22], Tego typu centrum zelazowo-siar-
kowe po raz pierwszy zostato zidentyfikowane jako
sktadnik mitochondrialnego kompleksu cytochrom
bcr Na bazie danych pochodzacych z analizy widma
EPR wywnioskowano, ze jest to centrum typu 2Fe-2S
(Ryc. 1) [23]. Sktadnik o podobnych wtasciwosciach
zidentyfikowano nastepnie w bakteriach fotosyntety-
zujacych [21, 24-25] oraz w chloroplastach roSlin
wyzszych [19]. We wszystkich badanych grupach
bakterii fotosyntetyzujacych: siarkowe bakterie pur-
purowe [26], niesiarkowe bakterie purpurowe [24]
oraz bakterie zielone [21] wykazano wystepowanie
charakterystycznego centrum 2Fe-2S dowodzgc tym
samym wystepowanie biatka Rieskiego w tych or-
ganizmach. Bakterie purpurowe na og6t charakteryzu-
je wysoki potencjat redoks centrum 2Fe-2S wynoszgcy
okoto +280 mV (Tab. 1). Jest to warto$¢ zblizona do

Tabela 1.

Potencjat oksydo-redukcyjny centrum reakcyjnego

SN\ INININGINES

‘/\\?\r.;('/ \« Yoy

potencjatdw redoks analogicznych sktadnikéw bton
mitochondrialnych i chloroplastowych. Jednak
w przypadku innych bakterii fotosyntetyzujgcych cen-
trum 2Fe-2S ma zredukowany potencjat redoks do
wartosci okoto + 160mV w pH = 7.0 (Tab. 1). Potenc-
jat w tym przypadku jest pH zalezny: 60 mV/jednostke
pH, co wskazuje na udzial protonéw w redukcji
centrum reakcyjnego [21],

Zastosowanie technik spektroskopowych pozwolito
na wyjasnienie zastanawiajgco wysokiego potencjatu
redoks centrum 2Fe-2S biatka Rieskego. Badania
wykazaty, ze ligandami centrum zelazowo-siarkowego
sg: dwie reszty Cys idwie reszty His w rejonie C-kofhca
(Ryc. 1) [27], Wystepowanie dwoch atomoéw azotu
jako ligandoéw ttumaczy bardzo wysokg warto$é¢ po-
tencjatu redoks. Dane te zostaty réwniez potwierdzone
technikami biologii molekularnej [28],

I1l. Lokalizacja w btonie

Na podstawie analizy profilu hydrofobowos$ci ami-
nokwasow stwierdzono w biatku Rieskego z réznych
organizméw obecnos$¢ regiondw o charakterze hydro-
fobowym. Jednakze, poréwnanie sekwencji amino-
kwasowi biatka pochodzacego z mitochondriow,

iatka Rieskego

Organizm Em(mV) pK Pismiennictwo
Drozdze + 280 [29]
Chloroplasty 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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chloroplastéw i chromatoforow bakteryjnych nie wy-
kazato konserwatywnos$ci segmentow hydrofobowych.
Spostrzezenie to stato sie zrodiem sporéow na temat
struktury przestrzennej biatka, a zwtaszcza wystepo-
wania fragmentéw transmembranowych. Zapropono-
wano dwie hipotetyczne struktury biatka Rieskego:

1. Strukture zdwiema transmembranowymi helisa-
mi a w obszarze N-korica w przypadku polipeptydu
pochodzgcego z mitochondriow wotu [35] i chloro-
plastow roslin wyzszych [36];

2. Strukture z jedng transmembranowg helisg o w
obszarze N-konca w przypadku biatka Rieskego po-
chodzacego z chloroplastéw lisci szpinaku [37], mito-
chondriéw Neurospora crassa [38] i sinic [39] (Ryc. 2).

Stosowanie jednak rdznych metod szczegotowej
analizy struktury biatka Rieskego, nie potwierdzito
istnienia transmembranowej helisy & w hydrofobo-
wym N-koAcowym obszarze czasteczki [40], Bez po-
wodzenia okazaty sie rowniez préby znakowania hyd-
rofobowego polipeptydu, w wyniku ktoérych nie stwier-
dzono obecnosci znacznika zwigzanego z podjednost-
ka Rieskego. [41]. Niezbednym stato sie przeprowa-
dzenie kolejnych badan nad witasciwosciami biatka
Rieskego, stosujac metody biochemiczne. Stwierdzo-
no, ze w wyniku inkubacji bton mitochondrialnych
w alkalicznym pH (100 mM CaCOd [42], biatko
Rieskego jest uwalniane do buforu. Na tej podstawie
zasugerowano, ze jest to biatko peryferyjne bez ob-
szaro6w transmembranowych (Ryc. 3) [40, 42, 43].
Badania wptywu wysokiego pH, czynnikéw chao-

Ryc. 3. Prawdopodobny schemat usytuowania biatka
Rieskego wzgledem btony z wyszczeg6lnionym
N-koncowym segmentem bezposrednio oddzia-
tywujacym z btong. Jasna cze$¢ segmentu poli-
peptydu symbolizuje obszar hydrofobowy, ciem-
na — hydrofilowy; owalne znaki w poblizu
C-konca symbolizujg centrum 2Fe-2S; p — stro-
na pozytywna; n — strona negatywna.
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tropowych, detergentéw i soli na zwigzanie biatka
Rieskego z btong tylakoidowa roslin wyzszych [44-45]
i glonéw [46] rowniez dowodzg, ze jest to biatko
peryferyjne. Te wyniki, eksperymenty z uzyciem prote-
az [45] oraz rekonstytucja komplekséw b6f [47] i bc,
[40, 48] doprowadzity do nastepujacych wnioskéw:

1 Biatko Rieskego wystepuje peryferyjnie (znajduje
sie po stronie pozytywnej btony) (Ryc. 3) ijest hydro-
fobowo zwigzane z kompleksem najprawdopodobniej
za posrednictwem cytochromu b (Ryc. 4) [40, 42-46];

2. W wigzaniu tym bierze udziat amfipatyczny frag-
ment sktadajacy sie z 20 reszt aminokwasowych blisko
N-kornca od Lys33 do Lys52 [40];

3. Biatko Rieskego ulega tatwej, odwracalnej dyso-
cjacji z wyizolowanego kompleksu bct, a warunkiem
ponownego zasocjowania podjednostki z kompleksem
jest obecno$¢ fosfolipidow [48],

Kolejnym ciekawym spostrzezeniem byto stwier-
dzenie, ze w obrebie nienatadowanego fragmentu
N-koncowego biatka Rieskego niektdre pozycje reszt
hydrofobowych sg konserwatywne. Proba utozenia
z jednowymiarowej sekwencji aminokwasowej trdj-
wymiarowej helisy ot wskazuje na uktadanie sie hydro-
fobowych konserwatywnych reszt po jednej ze stron
struktury ot [49], Sugerowatoby to co pozostaje
w zgodno$ci z wnioskami wysunietymi wcze$niej

powierzchniowe oddziatywanie helisy ot z hydro-
fobowymi czesciami pozostatych skiadnikéw kom-
pleksu, ewentualnie powierzchniowe oddziatywanie

z btong lipidowa.
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Ryc. 4. Schemat lokalizacji gtéwnych podjednostek w obrebie homologicznych komplekséw cytochromowych: be, ib,f. PC — plastocyjanina
(akceptor elektronéw z kompleksu bhf); cyt. ¢ — cytochrom c (akceptor elektronéw z kompleksu be,); R — biatko Rieskego z centrum
reakcyjnym 2 Fe-2S; cyt. f— cytochrom f(sktadnik kompleksu b(if); cyt. c, — cytochrome, (sktadnik kompleksu be,); @li o2 — helisy
a cytochromu typu b bezpos$rednio oddziatywujace z biatkiem Rieskego; p — strona pozytywna; n — strona negatywna; owalne znaki
w obrebie biatka Rieskego symbolizujg centrum 2Fe-2S; ukos$ny, pogrubiony odcinek symbolizuje ugrupowanie hemowe.

W S$wietle danych eksperymentalnych biatko Ries-
kego jawi sie jako peryferyjna podjednostka komplek-
sow cytochrom bc, i b6f, zasocjowana z powierzchnig
btony lub pozostatymi sktadnikami kompleksu od-
dziatywaniami hydrofobowymi (Ryc. 4).

1IV. Funkcja

Kompleksy cytochromowe bc, i b6fwykazujg oksy-
doreduktazowga aktywnos$¢. Cytochrom bc, peini funk-
cje oksydoreduktazy ubichinon — cytochrom c,
a kompleks b~f funkcjonuje jako oksydoreduktaza
plastochinon — plastocyjanina. Kompleksy te sg zaan-
gazowane w elektrogeniczny transport protonow
w poprzek btony lipidowej. W przypadku kompleksu
bc, bton mitochondrialnych ichromatoforéw bakterii
fotosyntetyzujacych translokacja protonéw odbywa
sie przy zachowaniu stosunku H +/e = 2. Przeniesienie
dwdéch protonéw w poprzek btony towarzyszace prze-
ptywowi jednego elektronu wzdtuz dwuwarstwy wyja-
$nia mechanizm zwany cyklem Q [50], Mniej danych
przemawiajgcych za takim mechanizmem transportu
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dostarczajg badania nad chloroplastowym komplek-
sem b6f, w ktérym stosunek H +/e in vivo jest zmienny
i waha sie od wartosci 1do 2. Wskazuje to na inny

niz cykl Q — mechanizm transportu elektronéw
przez ten kompleks. Pomimo pewnych kontrowersji
dotyczacych mechanizmu elektrogenicznej transloka-
cji protonéw w kompleksie bc, ib6f, dane eksperymen-
talne wskazujg, ze miejsce wigzania chinolu (Qp)
znajduje sie w poblizu centrum zelazowo-siarkowego
biatka Rieskego i cytochromu b. Centrum to jest
nastepnie donorem elektronu dla cytochromu c,.
Zostato to potwierdzone badaniami zmian potenc-
jatow redoks cyt. b icyt. c,, jak i wptywem inhibitoréow
(antymycyna i UHDBT) na zmiany potencjatu cent-
rum reakcyjnego biatka Rieskego, co wykazaty pomia-
ry widm EPR [25]. Takie potozenie centrum reakcyj-
nego biatka Rieskego — blisko miejsca wigzacego
chinon Qp i w sasiedztwie cyt. b — udowodniono
rowniez w przypadku kompleksu b6f(Ryc. 5). Wskazu-
ja na to wyniki eksperymentéw znakowania komplek-
su analogami inhibitoréw utleniajgcych chinol i po-
chodnych azydowych chinonu [51, 52] oraz oddziaty-
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Ryc. 5. Schemat drogi transportu elektronu i translokacji protonéw w kompleksie b(fz uwzglednieniem prawdopodobnej lokalizacji biatka

Rieskego wzgledem pozostatych podjednostek kompleksu.

PC — plastocyjanina; cyt. f — cytochrom f, cyt. bh — cytochrom b6;

R — biatko Rieskego; IV — podjednostka czwarta; bY, — hem cytochromu b6 usytuowany w poblizu strony negatywnej; bF — hem
cytochromu b6 usytuowany w poblizu strony pozytywnej; Q N— miejsce wigzania chinonu; Q P— miejsce wigzania chinolu; owalne znaki
w obrebie biatka Rieskego symbolizujg centrum 2Fe-2S; ukos$ne, pogrubione odcinki symbolizuja ugrupowania hemowe; strzatki
-* wskazuja droge transportu elektronu; strzatki sees> wskazuja droge translokacji protonéw; n — strona negatywna; p — strona

pozytywna.

wanie dwubromotymochinonu (inhibitora przytagcza-
jacego sie do miejsca Qp) z hemem bp i biatkiem
Rieskego [53], Zgodnie z faktami przytoczonymi
powyzej, w chloroplastach funkcja centrum 2Fe-2S
polegataby na przenoszeniu elektronu pomiedzy plas-
tochinolem a cyt. f Dodatkowym argumentem byto
stwierdzenie braku sygnatu w widmie EPR pochodzg-
cego od centrum reakcyjnego biatka Rieskego z mu-
tanta Lemna perpusilla, charakteryzujgcego sie upo-
§ledzonym transportem elektronéw pomiedzy plas-
tochinolem a cyt. f [54],

Analiza wynikéw doswiadczen pozwala na stwier-
dzenie, ze biatko Rieskego jest posrednim donorem
elektron6w dla cyt. ¢ lub plastocyjaniny w wielosktad-
nikowych kompleksach cytochromowych: bct i bhf,
odpowiednio.

V. Biosynteza
V-1. Struktura genu

a) Prokaryota

Badania genomu Rhodopseudomonas viridis wyka-
zaty, ze geny: fbc F, fbc B i fbc C kodujgce odpowied-
nio: biatko Rieskego, cyt. b icyt. c,, nastepujg kolejno
po sobie, posiadajg identyczna orientacje transkryp-
cyjna oraz, ze caly zespdt gendw zawiera przypuszczal-
nie tylko jedno miejsce wigzania rybosomu [55],
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Wskazuje to na strukture pojedynczego operonu.
Istotnie, dla Rhodopseudomonas capsulatus udowod-
niono, ze mMRNA jest pojedynczym policistronowym
transkryptem [55].

Wystepowanie pojedynczego operonu fbc stwier-
dzono réwniez w genomach Rhodopseudomonas sphae-
roides [56], Rhodospirillum rubrum [57] i Paracoccus
denitrificans [58], W przypadku Bradyrhisohium japo-
nicum organizacja genow kompleksu bej jest odmien-
na niz u innych organizméw bakteryjnych. Trzy
podjednostki polipeptydowe cytochromu bc{ kodo-
wane sg jedynie przez dwa geny oznaczone: fbc F i fbc
H. Pierwszy gen koduje biatko homologiczne do
polipeptydu Rieskego, natomiast produkt drugiego
jest potranslacyjnie rozcinany na dwa polipeptydy
— homologi cyt. b icyt. ¢, [59],

Sinice (Nostoc, Synechococcus) u ktérych analogiem
bakteryjnego kompleksu cyt. bej jest cyt. b6fwykazujg
inng, bardziej skomplikowang organizacje genow
kompleksu. Geny podjednostek biatkowych zorgani-
zowane sg w dwdch operonach: pet CA i pet BD.
Pierwszy z nich zawiera geny kodujace biatko Ries-
kego icyt. f, drugi natomiast cyt. b6 i podjednostke 1V
[39,60,61].

b) Eukaryota

W wyniku szeregu przeprowadzonych badan wyka-
zano, ze gen tak chloroplastowego jak i mitochondrial-
nego biatka Rieskego jest pochodzenia jadrowego,
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Tabela 2.

Wielkos$¢ presekwencji biatek Rieskego

Typ kompleksu Organizm

be. drozdze
serce wotu
cztowiek

b 6f Chi reinhardtii
bulwy ziemniaka
tyton
szpinak
groch

a translacja mRNA polipeptydu przebiega w cytoplaz-
mie [62].

U organizmdw eukariotycznych sama budowa genu
biatka Rieskego wykazuje bardziej skomplikowang
budowe niz u Prokaryota. W obrebie genu pojawiajg
sie nukleotydowe sekwencje intronowe. Juz u nizszego
eukariota Chlamydomonas reinhardtii, gen ten zawiera
4 introny [63]. R6zne organizmy eukariotyczne posia-
daja odmienng ilos¢ kopii genu polipeptydu Rieskego,
przyktadowo: ssaki (mysz, szczur) [64] i grzyby [65]
posiadaja tylko jedna kopie genu biatka Rieskego
w kazdej komorce, podobnie groch [66] iszpinak [67],
jednak kukurydza i tyton posiadaja w genomie calg
rodzine genéw kodujgcych biatko Rieskego [65].
Ponadto kazdy eukariotyczny gen biatka Rieskego
koduje sekwencje liderows.

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

a) Charakterystyka presekwencji

W komoérkach eukariotycznych produkt translacji
zostaje przeniesiony do odpowiednich organelli. Umo-
zliwiajg to odpowiednie sekwencje aminokwasowe
(presekwencje) ulokowane na N-koncu biatka, w kto-
rych zakodowana jest informacja o transporcie. Presek-
wencje biatek chloroplastowych i mitochondrialnych

Wi ielko$¢ presekwencji

S . PiSmiennictwo
(ilo$¢ reszt aminokw.)

30 [69]
73 lub 78 [70-71]
78 [72]

29 [63]

53 [73]

49 [15]

66 lub 68 [15, 66]
50 [66]

majg wiele wspélnych cech: sg hydrofitowe, bogate
w reszty hydroksylowe (Ser, Thr) i majg wypadkowy
tadunek dodatni. W presekwencjach biatek mitochon-
drialnych, stwierdzono dodatkowo wystepowanie am-
fifilowej helisy a, podczas gdy presekwencje chloro-
plastowe maja zazwyczaj postac statystycznego kiebka
[66, 68]. Presekwencje te, zwane sekwencjami lidero-
wymi lub sygnalnymi, a takze sekwencjami tranzyto-
wymi, sg po spetnieniu swej funkcji proteolitycznie
odcinane. Wielkos$¢ presekwencji biatek Rieskego po-
chodzgcych z r6znych organizméw waha sie od 30 do
78 reszt aminokwasowych (Tab. 2.).

Presekwencje takie roznig sie znacznie, lecz mozna
zauwazy¢ ich pokrewienstwo. Przyktadem sg sekwen-
cje DNA zlokalizowanych w jadrze genow biatek
Rieskego z chloroplastdw grochu, tytoniu i szpinaku
oraz opracowane na ich podstawie sekwencje amino-
kwasowe tej podjednostki wraz z sekwencja liderowa.
Po poréwnaniu wszystkich trzech sekwencji [66]
(nukleotydowych i aminokwasowych) mozna zauwa-
zy€, ze:

1 Presekwencja biatka Rieskego ze szpinaku zawie-
ra w obrebie N-konca 17 reszt aminokwasowych
nieobecnych w sekwencjach sygnatowych tytoniu
i grochu;

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

1
Groch MSSTTLSPTTPSQLCSGKSGISCPSIALLVKPTRT
36 Vv
g -mtgrgn-kgmkitcqat Il
1
Tyton M ASSTLSPVT- -QLCSSKSGLSSVSQCLLVKPMK!
34 v
N -SHGLGKDKRMK7KCM N M
1 18
Szpinak M IiSIFNOLHLTENSSL M ASFTLSSATPSQLCSSKNGMFAPSLAL-AKAGRV

52

v

NVLISKERIRGMKLTCQAT JG-IeRGF

Ryc. 6. Poréwnanie sekwencji aminokwasowych w obrebie sekwencji liderowych biatek Rieskego z: grochu, tytoniu oraz szpinaku. Szare wstegi
symbolizujg dojrzate biatko; strzatki wskazujg miejsce ciecia pomiedzy presekwencjg a dojrzatym biatkiem.
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metionine, ktéra odpowiada kodonowi ,start trans-
lacji” w sekwencjach grochu i tytoniu;

3. Brak homologii miedzy sekwencjami nukleoty-
dowymi grochu i szpinaku w regionie ,,upstream” od
kodonu ,start” dla grochu;

4. W kierunku ,,downstream” od powyzszego kodo-
nu wystepuje duzy stopien podobienstwa sekwencji
(46-55%) (Ryc. 6).

Réznice w diugosciach presekwencji biatka Ries-
kego pochodzacego z: grochu, tytoniu i szpinaku
mozna zatem wytlumaczy¢ delecjg fragmentu DNA,
ktora spowodowata utrate czeSci tej presekwencji
w toku procesu ewolucyjnego.

b) Ukierunkowany transport do organelli

Znaczace réznice w dtugosci sekwencji liderowych
biatek Rieskego pochodzacych z r6znych organizmoéw
oraz roznice w iloSciach cie¢ proteolitycznych prowa-
dzacych do powstania dojrzatego biatka wbudowane-
go prawidtowo w odpowiedni kompleks nasuwaja
pytanie: czy wytgcznie odcinana sekwencja odpowie-
dzialna jest za import biatka Rieskego do organelli?
Coraz czesciej uwaza sie, ze sekwencje liderowe nie-
zbedne sg w przypadku biatek nieposiadajgcych od-
powiednich hydrofobowych odcinkéw na koncach
sekwencji biatkowej koniecznych do przeniesienia na-
tadowanej czastki przez dwuwarstwe lipidowa. Biatka
btonowe z zatozenia posiadajg takie odcinki i nie
wymagajg osobnych sekwencji liderowych by prawid-
towo wbudowac¢ sie w btone. Potwierdzeniem tej
hipotezy jest eksperyment w ktdrym btonowe apobiat-
ko chlorofilowe a/b nawet po fuzji ze skierowujacg go
do stromy sekwencjg liderowg pochodzacg z malej
podjednostki karboksyoksygenazy rybulozodwufosfo-
ranowej nadal prawidtowo byto wbudowywane do
btony tylakoidowej [74], Dane te sugerujg zatem, ze
informacja o wbudowaniu polipeptydu w btone zawar-
ta jest w dojrzatym biatku, a konieczno$¢ wystepowa-
nia sekwencji liderowej jest zwigzana z przeniesieniem
biatka przez pierwszg bariere hydrofobowga jaka jest
otoczka (envelope) organellum. Proces ten jest jedno-
etapowy, bowiem transport odbywa sie w obszarze
styku obu bton otoczki [75]. Prawdopodobny model
wygladatby zatem nastepujgco: ukierunkowany trans-
port do stromy chloroplastu lub matriks mitochond-
rialnej, nastepnie odciecie niepotrzebnej juz sekwencji
liderowej i wreszcie wbhudowanie w btone tylakoidowg
lub wewnetrzng btone mitochondrialng przy pomocy
sekwencji hydrofobowych zawartych w dojrzatym biat-
ku. Wiele faktéw wskazuje, ze tak witasnie przebiega
import biatka Rieskego do odpowiednich organelli.

Waznym narzedziem badan jest wspomniana wyzej
fuzja sekwencji liderowych jednych biatek z innymi
biatkami i badani loséw tak powstatych hybryd.
Przeprowadzono szereg tego typu eksperymentow
z biatkiem Rieskego, ktore wykazaly, ze sekwencja
liderowa istotnie gra role w imporcie biatka do or-
ganellum ijest proteolitycznie odcinana w stromie lub
w matriks, natomiast informacja o whudowywaniu do
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btony znajduje sie w czesci dojrzatego produktu (po-
zbawionego odpowiedniej presekwencji) [76, 77],
Udowodniono, ze informacja ta zawarta jest
w N-koricowym fragmencie biatka Rieskego (pierwsze
55 reszt aminokwasowych) [76, 77].

c) Proteolityczna obrobka prekursora biatka Ries-
kego

Po wprowadzeniu do organellum prekursora biatka
Rieskego nastepuje proteolityczne odciecie sekwencji
liderowej. W réznych organizmach proces ten przebie-
ga roznie. Wykazano, ze np. w matriks mitochondrial-
nej nizszych Eukaryota (Neurospora erassa, Saccharo-
myces cerevisiae [73, 78] i inne grzyby [69, 79] proces
ciecia jest dwuetapowy, przy czym drugie ciecie za-
chodzi juz po umieszczeniu biatka Rieskego w kom-
pleksie bej. Natomiast w organizmach wyzszych pro-
ces ten wydaje sie by¢jednoetapowy (np. w mitochond-
riach szczura czy wotu [71, 78] lub w mitochondriach
z bulw ziemniaka [73]). Zaskakujgcy fakt odkryto
w mitochondriach z serca wotu, gdzie jeden ze sktad-
nikéw kompleksu bej — podjednostka IX — okazata
sie by¢ sekwencjg liderowa biatka Rieskego, ktéra po
odcieciu pozostaje w kompleksie [71].

d) Dotaczanie grupy prostetycznej do apobiatka

Nadal nieznany pozostaje mechanizm iczas (timing)
wbudowywania centrum reakcyjnego 2Fe-2S do apo-
biatka. W mitochondriach stwierdzono, iz brak cyto-
chromu b obniza wydajnos$¢ transportu innych biatek
i dodatkowo wykazuja one brak grup prostetycznych
oraz nie wbudowywuja sie stabilnie w btone [80].
Ekspresjonowane w E. coli biatko Rieskego pozbawio-
ne N-koncowego, hydrofobowego fragmentu réwniez
nie posiadato centrum Zzelazowo-siarkowego [49], co
doprowadzito do sugestii, ze wbudowywanie grupy
prostetycznej zachodzi dopiero po asocjacji biatka
z btong lub/i kompleksem.

e) Rola biatka Rieskego w tworzeniu funkcjonal-
nych kompleksow b6f oraz bCj

Badania nad mutantem Lemna perpusilla charak-
teryzujacego sie brakiem biatka Rieskego, wykazaty
nieobecno$¢ pozostatych podjednostek polipeptydo-
wych kompleksu b6f [81]. Wykazano rdéwniez, ze
w ro$linach etiolowanych (groch) zawarto$¢ mRNA
podjednostki Rieskego jest znikoma i raptownie zwie-
ksza sie podczas procesu zielenienia ro$liny. Natomiast
transkrypty pozostatych sktadnikéw chloroplastowe-
go kompleksu b6f obecne sg w organellum w stosun-
kowo duzych iloSciach przez caly czas, a ro6znica
w ilosciach przed i po naswietleniu jest niewielka [82],
Te oraz inne obserwacje doprowadzity do sformutowa-
nia hipotezy wedtug ktérej polipeptyd Rieskego miat-
by odgrywac¢ kluczowg role w tworzeniu kompleksu
b6f. Bytby zatem niezbedny do prawidtowego potacze-
nia sie wszystkich podjednostek kompleksu, regulujac
tym samym proces tworzenia sie funkcjonalnego kom-
pleksu [82], Jednakze kolejne badania nad mutantami
L. perpusilla wykazaty, ze nie mozna stwierdzi¢ obec-
nosci kompleksu, w ktorym brakowatoby ktéregokol-
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wiek ze sktadnikéw, a pojawienie sie polipeptydu
Rieskego warunkuje raczej stabilne wbhudowanie kom-
pleksu w btone [83]. Obserwacje te doprowadzity do
sugestii, ze proces powstawania i stabilizacji komplek-
su bytby procesem zachodzacym wg schematu: ,,wszys-
tko albo nic” w ktdrym wymagana jest obecnos¢
wszystkich sktadnikdw w odpowiednim czasie i miejs-
cu, by mogta zajs¢ prawidtowa asocjacja i wbudowanie
w bione [83]. Hipoteza ,biatka kluczowego” coraz
czesciej jest zarzucana.

W przypadku kompleksu bej uwaza sie, ze jedynie
polipeptyd Rieskego nie wywiera efektu na wiaczanie sie
pozostatych sktadnikéw w kompleks [84], Przyjmuje
sie, ze biatko Rieskego jest wigczane do kompleksu jako
ostatnie [78,85], a obrobka prekursora do formy doj-
rzatej w drozdzowym i ssaczym cytochromie bej ma
miejsce po wbudowaniu do kompleksu [71, 78],

Dodatkowo, tworzenie funkcjonalnego kompleksu
wymaga nie tylko obecnosci polipeptydow lecz takze
grup prostetycznych cytochromdw oraz centrum 2Fe-
-2S biatka Rieskego [82],

f) Biatka towarzyszace polipeptydowi Rieskego

Zaréwno w matriks mitochondrialnej jak i w stro-
nnie chloroplastowej biatku Rieskego towarzyszg rdz-
ne biatka opiekuficze. W chloroplastach jest to, jak
w przypadku wiekszosci biatek tego organellum,
CpnoO (chaperonin 60kDal). Nie wiadomo jednak czy
biatko Rieskego wigze si¢ z CpndO dopiero w formie
dojrzatej, czy w takiej, w ktdrej zawiera jeszcze presek-
wencje [84]. Drugim chloroplastowym biatkiem opie-
kufAczym jest Hsp70 (biatko szoku cieplnego 70 kDal).
Badanie jego oddziatywania na LHCII wskazuje, ze
dziata ono jako swoisty regulator wbudowywania
biatek w btone. Utrzymujac biatka w stanie czeSciowo
rozfatdowanym sprawia, ze sa one niezdolne do uloko-
wania sie w miejscu przeznaczenia [86], Zaskakujaca
jest kolejnosé dziatania powyzszych czynnikéw towa-
rzyszacych na biatko Rieskego. Otéz wyniki badan
wskazuja, ze biatko oddziatuje najpierw z CpnoO,
a dopiero potem z Hsp70, czyli w odwrotnej kolejnosci
niz np. reduktaza ferrodoksyna-NADP [87], czy biat-
ka mitochondrialne [88], By¢ moze w gre wchodzg
dwa rézne stromalne homologi Hsp70 o masach 75i 78
kDa [89] dziatajagce na rdznych etapach transportu
biatka Rieskego do tylakoidow?

W matriks mitochondrialnej wystepuje biatko chape-
ronowe Hsp6O (bedace analogiem GroEL u Escherichia
coli), funkcje pomocniczg spetnia kochaperonin HsplO
(analog GroES z E. coli). Oba biatka konieczne sg do
prawidtowego fatdowania i wbudowywania biatek
w kompartymenty matriks, ponadto sg rowniez zaan-
gazowane w prawidtowe skierowywanie réznych biatek
przechodzacych przez matriks mitochondrialng w dro-
dze do przestrzeni miedzybtonowej [90],

Produkt genu drozdzowego BCS1 petni prawdopo-
dobnie takze funkcje biatka chaperonowego. Mutacja
w tym genie powoduje brak biatka Rieskego w mito-
chondrium [63], Dodanie do mutantow plazmidu
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zawierajacego gen biatka Rieskego powoduje pojawie-
nie sie duzej ilosci tego biatka w mitochondriach, lecz
aktywno$¢ enzymatyczna kompleksu bej nie zostaje
przywrocona. Dane te sugeruja, ze produkt genu BCS1
petni funkcje chaperonowg, zwitaszcza, ze 200 amino-
kwasowy odcinek sekwencji tego genu wykazuje ho-
mologie do sekwencji innych chaperonow.

V1. Podsumowanie

W przeciwienstwie do stosunkowo dobrze poznanej
struktury oraz lokalizacji cytochroméw typu:
b ic kompleksow: bej ib6f dane dotyczace podjednos-
tki Rieskego sg kontrowersyjne. Ostatnio jednak bada-
nia nad biatkiem Rieskego poczynity duze postepy
i dostarczyty nowych informacji odnos$nie lokalizaciji,
struktury, oddziatywania z podjednostkami komplek-
su oraz funkcji w kompleksie. W $wietle najnowszych
danych biatko Rieskego wydaje sie byé podjednostka
peryferyjng oddziatywujgcg z kompleksem (najpraw-
dopodobniej przez cyt. b) hydrofobowym fragmentem
usytuowanym w poblizu N-konca. Badania nad funk-
cjag podjednostki Rieskego w kompleksie wskazaty na
charakter posredniego donora elektronéw dla cyt.
¢ lub plastocyjaniny w kompleksach: bej i b6f, od-
powiednio. Nadal jednak pozostaje nieznany mecha-
nizm przytgczania grupy prostetycznej do apobiatka
oraz mechanizm wtaczania podjednostki do komplek-
su. Rowniez rola biatka Rieskego w tworzeniu funk-
cjonalnego kompleksu, biorgc pod uwage dane doty-
czace badan nad tg podjednostkg w kompleksie bej
i b6f nie jest jasna. Pytania te nadal czekajg na
wyjasnienie.

Artykut otrzymano 2 lutego 1996 r.
Zaakceptowano do druku 8 grudnia 1996 r.
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Inhibitor biatka C: jego wiasciwosci, funkcje i znaczenie
w uktadzie rownowagi hemostatycznej

Protein C Inhibitor: its properties, functions and significance in

haemostatis

IWONA FIJALKOWSKA*

Spis tresci:

I.  Wprowadzenie

1. Wiasciwosci fizykochemiczne PCI

I1l. Organizacja genu kodujacego PCI

IV. Wigzanie sie inhibitora z aktywnym biatkiem C
V. Oddziatywania PCI z innymi enzymami

VI. kliniczne znaczenie PCI

Wykaz stosowanych skrétéw: ACT — antychymotrypsyna;
AP antyplazmina; APC — aktywne biatko C; AT
—antytrypsyna; AT Il — antytrombina; ClI inhibitor
esterazy; DFP/DIPF/- dwuizopropylofluorofosforan; Gp

glikoproteina; KK kallikreina;, M makroglobulina;
PAI inhibitory aktywatoréw plazminogenu; PC — fos-
fatydylocholina; PClI — inhibitor biatka C; PS fos-

fatydyloseryna; PSA specyficzny antygen prostaty; tPA
tkankowy aktywator plazminogenu; uPA moczowy
aktywator plazminogenu.

I. Wprowadzenie

Aktywne biatko C /APC/ odgrywa dos$¢ istotng role
w utrzymaniu réwnowagi pomiedzy procesami krzep-
niecia i fibrynolizy. Inaktywuje czynniki Va i Villa
zapobiegajac powstawaniu aktywnego czynnika
X (Xa), a co za tym idzie, tworzeniu sie trombiny.
Oprécz reakcji blokujagcych kaskade prowadzaca do
powstania skrzepu, poprzez wigzanie inhibitoréw ak-
tywatordw plazminogenu: pierwszego (PAI-1) i trze-
ciego (PAI-3), aktywne biatko C wspomaga reakcje
powstawania plazminy itrawienia skrzepu [1], Ponie-
waz obnizona aktywnos$¢ antykoagulacyjna lub niedo-
bor biatka C mogag by¢é przyczynami choroby za-
krzepowo-zatorowej niejednokrotnie prowadzgcej do
Smierci, enzym ten okreslany jest mianem regulatora
rownowagi hemostatycznej (Ryc. 1).

Ow regulator hemostazy sam takze podlega regula-
cji. Enzymy biorgce udziat w procesach krzepniecia
i fibrynolizy aktywujg sie wzajemnie tworzgac samo-
wzmacniajgcg sie kaskade, a swoistg kontrole nad tym
procesem sprawuja inhibitory proteaz serynowych.

*Adiunkt, Pracownia Biologii Molekularnej, Centrum
Mikrobiologii i Wirusologii PAN, 93-232 £6dz, ul. Lodo-
wa 106
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nazywane skrotowo serpinami (SERine Protease IN-
hibitors). Wiecej informacji o serpinach znalez¢ mozna
w pracach przeglgdowych [2-5], tutaj przypomnijmy
tylko, ze do tej grupy inhibitoréw nalezg takie biatka
jak: antytrombina Il (AT Ill), ktéra hamuje nie tylko
trombine, ale i czynniki IXa i Xla, c2AP (antyplaz-
mina), a2M (makroglobulina), ot!AT (antytrypsyna),
kofaktor Il heparyny, inhibitory aktywatoréow plaz-
minogenu 1i2 (PAI-1, PAI-2), iponad 30 innych [6,7].

Pierwsze sygnaty o obecnos$ci w osoczu czynnika
kontrolujgcego aktywne biatko C pochodzg z 1980 r.
[8], Proby jego wyizolowania i scharakteryzowania
poczatkowo konczyty sie niepowodzeniem: w 1982 r.
oczyszczono biatko, ktére uwazano za PCI, a ktére
w 1985 r. zidentyfikowano jako (32Gp (glikoproteing)
[9, 10], Dopiero trzy lata po odkryciu obecnosci
inhibitora biatka C w krwi doktadnie opisano jego
czasteczke [11]. W 1986 r. wyizolowano z moczu
i zidentyfikowano nieznany dotad, heparyno-zalezny
inhibitor o masie 50000, tzw. moczowy inhibitor
urokinazy [12, 13]. W badaniach in vitro przy braku
heparyny w mieszaninie inkubacyjnej z taka samg
szybkos$cig unieczynnia on urokinaze jak i biatko C,
w obecnosci heparyny natomiast aktywnos$¢ jego wo-
bec biatka C znacznie wzrasta. Immunologicznie rézni
sie od innych serpin, wigcznie z AT 111 i PAI-1, ale jest
identyczny z osoczowym inhibitorem biatka C. PézZniej
okazato sig, ze jest on identyczny takze z PAI-3 [14],
Mozna zatem sadzi¢, ze okreslenia ,,moczowy inhibitor
urokinazy”, ,PAI-3” i ,0s0czowy inhibitor biatka C”
dotyczg jednej substancji.

Il. Wtasciwosci fizykochemiczne PCI
Ludzki inhibitor biatka C jest jednotancuchowg
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FIBRYNA

PLAZM INA
FIBRYNOGEN
/ PLAZMINOGEN
TROMBINA /Ila/ — BIALKO C |
I AKTYWATORY
PLAZMINOGENU

Xa, Ca"', Ca"", / tPA, uPA /
I1, pF3, Va

1 AKTYWNE BIALKO C

IXa, Ca', Vllla
XlIa, XIla, HMWK

INHIBITORY
AKTYWATOROW
PLAZMINOGENU
/PAI-1, PAI-2, PCl/

X /Xa
UKLAD
\ DOPELNIACZA
VII / Vlla KALLIKREINA KININY
XIla HMWK
CZYNNIK TKANKOWY CZYNNIK KONTAKTU

Ryc. 1. Schemat ilustrujacy kaskade proceséw krzepniecia (po lewej stronie) oraz tancuch reakcji fibrynolitycznych (po prawej stronie). Czynnik
tkankowy lub czynnik kontaktu dajg poczatek reakcjom, ktére prowadzag do powstania trombiny. Trombina ma zdolnos$¢
przeksztatcania fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne, ktora jest ,rusztowaniem” skrzepu. Nadmiar trombiny wychwytywany jest
przez biatko btonowe komorek $rédbtonka: trombomoduline. Trombina traci wtedy aktywno$¢ wobec fibrynogenu, a aktywuje biatko
C, ktore z kolei nabiera zdoIlno$¢ trawienia niezbednych kofaktoréw krzepnigcia: czynnikéw Va i Villa ograniczajac tworzenie trombiny,
a zatem ma wiasnoséci antykoagulacyjne. Aktywne biatko C wigzane jest przez inhibitor biatka C, czasteczke z grupy inhibitoréw
aktywatorow plazminogenu. Biatka te wiazac lub uwalniajac aktywatory plazminogenu reguluja przeksztatcanie plazminogenu
w aktywna plazmine, ktéra rozpuszcza skrzep. Bialtko C wykazuje witasciwosci profibrynolityczne w ten sposob, ze wigzac sie
z inhibitorem, utatwia dziatanie aktywatorom plazminogenu.

glikoproteing. Wyizolowany z osocza, oczyszczony, nosi 43759, co oznacza, ze pozostate 13200 masy
wedruje w zelu poliakryloamidowym w postaci poje- czasteczkowej stanowig weglowodany. Podczas im-
dynczego pragzka o masie 57000, zarébwno w warun- munoelektroforezy biatko to migruje z frakcjg alfa
kach redukujgcych jak inieredukujgcych [15]. Ciezar jeden-alfa dwa globulin. Punkt izoelektryczny miesci
czasteczkowy PCI obliczony na podstawie sekwencji sie w przedziale 4.5-6.0, co wskazuje na pewng niejed-
tripletow kodujacych poszczeg6lne aminokwasy wy- norodno$¢ biatka. Wspotczynnik absorpcji wynosi
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E~o 14.1. Przy dtuzszym przechowywaniu biatko two-
rzy dimery o masie 118000-115000 tatwo wykrywalne
metoda elektroforezy w warunkach nieredukujacych
[16, 15, 11, 17]. Stezenie PCIl w osoczu oznaczane
metodg ELISA wynosi od 3.3 mikrograméw/ml do 6.8
mikrogramow/ml [18],

U os6b zdrowych fizjologiczna zawarto$¢ antygenu
PClI moze waha¢ sie w granicach 56%-162%
(98.6 + 23.1) [19, 15]. Aktywno$¢ PCI oznacza sie na
podstawie ilosci inhibitora potrzebnej do zahamowa-
nia aktywnos$ci amidolitycznej biatka C. (Przypomnij-
my, ze aktywno$¢ amidolityczna jest to zdolnos$¢
enzymOw do rozktadania in vitro réznych substratow
chromogennych do koncowego produktu barwnego
majacego maximum pochtaniania przy diugosci fali
405 nm). Jednostka aktywnosci jest zatem ilo$¢ in-
hibitora jaka wigze aktywne biatko C obecne w 1 ml
osocza. Wyznaczona w ten sposob aktywnos$¢ specyfi-
czna oczyszczonego PCIl wynosita 220U/mg-225U/mg
[14, 15]. Wyizolowany inhibitor zachowuje zdolnos¢
wigzania biatka C przez okoto 4 tygodnie, o ile
przechowywany jest w temperaturze 4°C [7], Badania,
w ktorych oczyszczone biatko znakowane radioizoto-
pem jodu |125] podawano krélikom pokazaty, ze
potokres jego trwania w organizmie tych zwierzat
wynosi 23.4 godziny.

I1l. Organizacja genu kodujacego PCI

Strukture i rozmiar mRNA kodujgcego PCI okres-
lono na podstawie analiz cDNA wyizolowanego z ko-
morek watrobowych linii lambda gt 11. Ilo$ci ponad
2100 par zasad odpowiada dojrzata czasteczka PCI
0 dtugosci 387 aminokwasow z peptydem sygnatowym
dtugosci 19 aminokwasow [20],

Gen kodujgcy PCIl wyizolowano z trzech niezaleznie
infekowanych fagow, ktore zawieraty naktadajace sie
wstawki kodujace caly gen. lzolowany genomowy
DNA mapowano i sekwencjonowano. Wykazano, ze
sktada sie on z 11500 par zasad poczawszy od przypu-
szczalnego miejsca rozpoczecia transkrypcji do regio-
nu poliadenylowego i obejmuje pie¢ eksonow: I-1V,
lcztery introny A-D [21]. W pierwszym eksonie, ktéry
ma dtugos$¢ 98 par zasad znajduje sie przypuszczalne
miejsce inicjacji transkrypcji i region 5'-nietranslacyj-
ny. W wielu dobrze poznanych genach, w sasiedztwie
miejsca inicjacji transkrypcji obecne sa charakterys-
tyczne sekwencje: TAT A czy CCAAT. W genie koduja-
cym PCI takich obszaréw nie znaleziono, napotkano
jednak sekwencje, ktdra w pewnych genach indukowa-
nych estrami forbolu czy cAMP wigze czynniki trans-
krypcyjne. Przez analogie zatem — a takze na pod-
stawie obserwacji, ze w wiekszosci genéw eukariotycz-
nych dwunukleotyd CA powtarza sie jako miejsce
startu transkrypcji — przyjeto, ze w genie PCI miejs-
cem startu transkrypcji jest adenina (A) i dlatego
przypisano jej pozycje 1 Ekson drugi (I1) o dtugosci
636 par zasad koduje poczatkowg metionine, peptyd
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sygnatowy iczes¢ N-terminalng biatka, tj. aminokwasy
od Hisl do LysI87. Eksony trzeci (IIl) o dtugosci 271
par zasad i czwarty (IV) o diugosci 148 par zasad
koduja odpowiednio regiony Alal88-Arg278 i
Arg278-Glu327 dojrzatego biatka. Nie ma zgody jaki
triplet koduje aminokwas w pozycji 316: czy jest to
CGC (Arg) czy GGC (Gly) [21,22], Najwiekszy ekson:
piaty (V), ma dtugos$é 1061 par zasad, iobejmuje obszar
Met328-Pro387 biatka wraz zjego centrum aktywnym
Arg354-Ser355, kodon stop oraz 879 par zasad regionu

3-niekodujacego. Eksony li Il oddzielone sg od siebie
intronem A, najwiekszym w genie, zawierajgcym 5600
par zasad. Intron B pomiedzy eksonami Il i Ill ma

dtugos$¢ 2060 par zasad, intron C jest krétszy: ma 526
par zasad. Intron D zawiera 1100 par zasad, z czego
okoto 600 par obejmuje sekwencje statlitarne typu 3.
Zauwazono, ze na wszystkich granicach ekson-intron
pary GT i AG wystepujg czesciej nizw innych rejonach
(Ryc. 2).

A B C D
5060 pz 2060 pz 526 pz 1100 pz
- -
. m 498590608800 36427337 3084392
I l [ v \%
98 pz 636 pz 271 pz 148pz 1062 pz

Ryc. 2. Diagram ilustrujacy proporcje pomiedzy poszczegdélnymi
intronami i eksonami w genie kodujagcym czasteczke in-
hibitora biatka C. Pionowe stupki oznaczone literami A, B.
C, D symbolizujg introny, cyfry rzymskie 1-V odnoszg sie do
poziomych, zaciemnionych prostokatéw i oznaczajg eks-
ony. Pod kazdym symbolem umieszczono informacje o ilo-
§ci par zasad tworzacych dang strukture.
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Badania hybryd komdrkowych ludzko-
-chomicznych zawierajagcych gen kodujacy czasteczke
inhibitora biatka C wykazaty, ze jest on ulokowany na
chromosomie 14. Na tym samym chromosomie w po-
zycjach 14q31-32.3 znajduja sie geny dla alfajeden AT
1 alfa jeden ACT. Strukturalnie geny te sg bardzo
podobne, np. majg takie same ilosci intronéw i ek-
sonow. Introny B, C i D zajmujg te same pozycje
w sekwencji biatka. Wykazuja tez duzy stopied homo-
logii: 42.3% homologn z alfa jeden antychymotryp-
syng (0gACT), 41.6% — z alfa jeden antytrypsyna
(aj-AT), 27.9% — 1z antytrombing (ATIII), 26.9%
homologii z owoalbuming [21, 13]. Geny innych
biatek z rodziny serpin maja wiecej intronéw. Rdéznice
miedzy nimi przypisuje sie insercjom lub delecjom
podczas ewolucji [23],

Badania przeprowadzone w Japonii wykazaty, ze
w populacji przebadanych 377 osobnikéw znaleziono
2 fenotypy PCIl: PCI 1 — wystepujacy z czestoscig
0.988 oraz PCl 2 — 1z czesto$cig 0.012. Napotkano
nawet rodzine, gdzie obecne byly oba allele kodo-
minujgce PCIl 1i PCI 2 [24],

IV. Wiazanie sie inhibitora z aktywnym
biatkiem C

Podczas inkubacji aktywnego biatka C (M W 67 000)
zinhibitorem (MW 57 000) powstaje kompleks enzym-
-substrat w stosunku stechiometrycznym 1.1 Reakcji
tej towarzyszy utrata przez biatko C aktywnosci
amidolitycznej w sposob zalezny od czasu i stezenia
[15]. Szybko$¢ hamowania aktywnego enzymu przez
PCI wynosi 7.5x 105 M _1Imin_1 i wzrasta znacznie
w obecnosci heparyny (5 IU/ml). Gdy mieszaning
inkubacyjnag rozdziela sie elektroforetycznie w zelu
poliakryloamidowym z SDS, kompleks inhibitor-en-
zym widoczny jest w postaci pragzka o masie MW
102000. W warunkach redukujacych w zelu widoczne
sg nastepujagce prazki: kompleks inhibitor-enzym MW
88 000, niezwigzany enzym MW 62000 i dodatkowy
prazek MW 54000, ktdry za pomocg technik auto-
radiograficznych i immunologicznych zidentyfikowa-
no jako zdegradowany, niezwigzany z enzymem in-
hibitor. Doktadniejsze analizy pokazujg, ze podczas
tworzenia sie kompleksu nastepuje proteoliza PCI
[17], Jak ustalono, podczas reakcji PCl z enzymem
wigzanie peptydowe w obszarze reaktywnym Arg354-
-Ser355 w czgsteczce inhibitora hydrolizowane jest
przez enzym, wskutek czego oditgczany jest 33-amino-
kwasowy odcinek od strony C czasteczki. Identyczna
degradacja proteolityczna inhibitora ma miejsce pod-
czasjego reakcji ztrombing, czynnikiem Xa, urokinazg
i kallikreing. Trypsyna i chymotrypsyna, choé¢ nie sg
specyficznymi substratami inhibitora, takze modyfiku-
jg go do postaci MW 54 000. Podobnie na kompleksy
inhibitora z enzymem o masie MW 102000 dziatajg
czynniki nukleofilowe: IM amoniak pH 11.0 czy IM
hydroksylamina pH 8.0 powodujag dysocjacje kom-
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pleksu na enzym i zdegradowany inhibitor o masie
5400. Niezaktywowane biatko C czy aktywne biatko
lecz z zablokowang przez DFP domeng katalityczng
nie powodujg proteolizy inhibitora [25, 26, 17], ROow-
niez nieaktywny jest inhibitor pochodzacy z diugo
przechowywanego osocza. Czasteczka taka nadtra-
wiona enzymami obecnymi w osoczu dodatkowo
pozbawionajest 3,6 lub 12 aminokwasow od strony N.
Prawdopodobnie owo dodatkowe trawienie nastepuje
w miejscach Arg357-Feu358 oraz Arg362-Leu363. Ta-
kie réznice mas czasteczkowych sg zapewne przyczyng
heterogennos$ci majacej odbicie w nieostrym punkcie
izoelektrycznym [27],

Reakcje wigzania si¢ inhibitora z biatkiem C przy-
spiesza heparyna. Wczesniej sagdzono, ze gtéwny ob-
szar PCI wigzacy heparyne to — podobnie jak w in-
nych serpinach — odcinek kilkunastu konserwatyw-
nych, zasadowych aminokwaséw zwany helisg D,
mogacy zwigza¢ 8-10 natadowanych ujemnie reszt
cukrowych heparyny. Tymczasem nowsze badania
wykazaty, ze w czasteczce inhibitora sg az trzy takie
regiony: His 1-Arg 11, Lys82-Arg90 i Lys266-Arg278,
a wigzanie heparyny odbywa sie poditug innego sche-
matu. Zastosowanie technik modelowania biologicz-
nego pozwolito na skonstruowanie hipotezy o przebie-
gu oddziatywania PCIl z substratami [28], Sugeruje sie,
ze wskutek przemieszczenia sie pierwszych 15
N-koncowych aminokwaséw (obszar ten zwany jest
helisg A+), w sgsiedztwo odcinka Ser264-Arg278 (tzw.
helisy H), tworzy sie duzy, natadowany dodatnio
obszar wigzacy heparyne [29]. Z heparyng oddziatuje
takze aktywne biatko C, prawdopodobnie za pos$red-
nictwem aminokwaséw Lys37, Lys38 i Lys39 w taki
sposob, ze dochodzi do ich bliskiego sasiedztwa
z Arg278 inhibitora. Innymi stowy, heparyna gra role
mostka tgczacego inhibitor z enzymem neutralizujac
ich dodatnio natadowane obszary i w ten sposob
przyspieszajac reakcje [30-32, 28, 33, 29], Nawiasem
mowigc, PCI jest jedynym inhibitorem serpinowym,
ktéry hamuje biatko C przy udziale heparyny. Wspo-
mniane zmiany konformacyjne zachodzgce podczas
oddziatywan z heparyng powoduja, ze petla reaktywna
inhibitora szybciej staje si¢ dostepna dla reakcji prote-
olizy ze strony enzymu. Jak pokazaty badania za
pomocag NMR, petla reaktywna inhibitora utworzona
przez aminokwasy: Thr352-Phe353-Arg354-Ser355-
-Arg357 odpowiada za specyficzno$¢ i rozpoznawanie
proteazy przez inhibitor. W serpinach, w odréznieniu
od innych inhibitoréw jest ona do$¢ ruchliwa. Po
przytaczeniu sie heparyny do czasteczki, petla przyj-
muje konformacje pozwalajagcg na wsuniecie sie
w szczeline centrum katalitycznego enzymu. Podczas
reakcji, wigzanie peptydowe Arg354-Ser355 inhibitora
jest atakowane nukleofilowo przez Ser z centrum
aktywnego proteazy, wskutek czego odtgczany zostaje
33-aminokwasowy odcinek od strony C czasteczki
inhibitora i tworzy sie niezwykle stabilny zwigzek
przejSciowy. Przemieszczenie sie poszczeg6lnych ele-
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mentow struktury trzeciorzedowej w obszarze petli
reaktywnej po reakcji PCIl z substratem polega na tym,
ze N-korncowa czes¢ petli powstata po rozcieciu prote-
azg wsuwa sie w $rodek sasiadujacej, rozlegtej struk-
tury beta-sheet. Powstata forma jest rozluzniona, bar-
dziej uporzgdkowana itermostabilna. Przemieszczenie
to jest nieodwracalne, stad zdegradowany inhibitor
staje sie catkowicie nieaktywny [6, 2, 3, 34] (Ryc. 3).

Badania in vivo przeprowadzone na zwierzetach
znacznie wzbogacity wiedze na temat PCI. Wyniki
tych eksperymentow pokazaty, ze okres poéttrwania
znakowanego radioizotopem wolnego inhibitora, po-
danego krolikom dozylnie, wynosit 23.4 godziny.
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Ryc. 3. Sekwencja aminokwasowa czasteczki PCl wyznaczona na
podstawie sekwencji DNA. Strzatka (j.) zaznaczono miejsce
trawione przez proteaze, podkre$lenia wskazuja amino-
kwasy zwigzane z weglowodanami, gwiazdkami (****)
zaznaczono obszar petli reaktywnej.
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Okres pottrwania podawanych zwierzetom komplek-
sow: aktywne biatko C-inhibitor (APC-PCI), wyzna-
czony na podstawie szybkosci ich usuwania z krwio-
biegu, wynosit 19.6 + 03.1 minut. [27],

Tempo wigzania sie inhibitora z enzymem badano
po podaniu pawianom znakowanego, aktywnego biat-
ka C. Najwieksze stezenie tworzacych sie w organizmie
komplekséw: 1.4+ 0.3 pg/ml zaobserwowano po upty-
wie 1 godziny od wstrzykniecia dawki APC: 0.25
mg/kg masy ciata. Okres pottrwania tych kompleksow
wynosit 40 min. Po podaniu pieciokrotnie wiekszej
dawki aktywnego enzymu zawarto$¢ komplekséw
osiggata poziom zaledwie 2.5 gg/ml, po czym szybko
malata. Jednocze$nie zwiekszata si¢ ilos¢ kompleksow
APC zinnym inhibitorem, alfajeden AT. Gdy zwierze-
tom wstrzykiwano nieaktywne biatko C, PCI nie
wchodzit z nim w reakcje [18]. Inny ciekawy eks-
peryment przeprowadzono na szympansach. Podawa-
no im dozylnie okres$long dawke zwigzkéw urucha-
miajacych system biatka C: mieszaning aktywnego
czynnika X (Xa) i pecherzykéw z fosfatydylocholiny
(PC) i fosfatydyloseryny (PS). Po 2 minutach jakie
uptynety od injekcji, ilos¢ zymogenu biatka C zmniej-
szyta sie 0 60% przy niezmienionej zawarto$ci anty-
genu. Jednocze$nie obserwowano gwattowny, 50%-
-70%, spadek aktywnos$ci substratow biatka C tj.
czynnikéw Villa i Va przy niskiej dawce (24.5 pM
Xa-37.7 nm PC/PS), a prawie 100% spadek aktywno-
sci przy wysokiej (36.6 pM Xa-56.3 nm PC/PS) dawce
aktywujgcej. Oznaczato to tworzenie sie aktywnego
biatka C /APC/. Pierwsze kompleksy APC z inhibito-
rem /APC-PCI/ pojawiaty sie w uktadzie krazenia juz
w 5 min., a maksymalng zawarto$¢ osiagnety w 30-tej
min. od injekcji. Po tym czasie ilos¢ kompleksow
zmniejszata sie szybko i systematycznie. Wysnuto
wniosek, ze prawdopodobnie wskutek wysycenia PCI
role jego przejmuje alfa jeden AT [34], Wykazano, ze
kompleksy APC-PCI usuwane sg z krgzenia 5-krotnie
szybciej niz kompleksy biatka C z alfa jeden AT,
a takze szybciej niz sam inhibitor. Zdegradowany
proteolitycznie, nieaktywny inhibitor usuwany jest
z krwiobiegu wolniej niz kompleksy APC-PCI [16],
Uwaza sie, ze szybszy klirens kompleksow jest Scisle
zwigzany z katabolizmem jakiemu podlegajg. Panuje
poglad, ze kompleksy proteaz z serpinami usuwane sg
droga receptorowg i ze jest to wspoOlny receptor
w btonie hepatocytéw. ROzne tempa usuwania réz-
nych kompleks6w moznaby ttumaczy¢ tym, ze rozpo-
znawana jest gtownie ich cze$¢ serpinowa [36, 37],

Jak wcze$niej wspomniano, tempo hamowania en-
zymu przez PCI znacznie wzrasta w obecnosci hepary-
ny. Dodanie 5-10 IU/ml heparyny do mieszaniny
reakcyjnej pieciokrotnie podwyzsza wartos¢ drugo-
rzedowej statej szybkosci reakcji hamowania aktyw-
nego biatka C przez inhibitor. Podobnie dzieje sie
w przypadku reakcji ztrombing iczynnikiem Xa. [17].
Niektorzy badacze dowodzga, ze bez udziatu heparyny
reakcja wigzania sie inhibitora z biatkiem C wcale nie
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zachodzi, nawet przy 12-krotnym nadmiarze molar-
nym PCI [26]. Zauwazono, ze potisiarczany chondro-
ityny bardziej niz heparyna przyspieszajg tworzenie sie
komplekséw; by¢ moze decydujg o tym ciezar czastecz-
kowy i zawarto$¢ reszt siarczanowych [28, 38],

Z przedstawionych powyzej danych wynika, ze PCI
jest preferowanym, szybko dziatajagcym inhibitorem
aktywnego biatka C.

V. Oddziatywania PCIl z innymi enzymami

Jak wspomniano, po wysyceniu sie inhibitora nad-
miar aktywnego enzymu wigzany jest i unieczynniany
przez alfa jeden AT i alfa dwa M [32, 39]. Z drugiej
strony, jesli inhibitor biatka C jest w nadmiarze
w stosunku do ilosci aktywnego biatka C, moze on
reagowaé takze z innymi enzymami. Wykazano na
przyktad, ze zalezne od heparyny powinowactwo in-
hibitora wobec urokinazy jest takie samo jak wobec
APC. Uwaza sie nawet, ze urokinaza moze wspot-
zawodniczy¢ z biatkiem C o wigzanie z inhibitorem.
[40-42], Trombina oraz czynniki Xa i Xla takze mogg
by¢ wigzane i unieczynniane przez PCI, chociaz pod
wzgledem iloSciowym nie sg to reakcje o duzym
znaczeniu fizjologicznym. Sg doniesienia, ze PCI unie-
czynnia urokinazowy aktywator plazminogenu (uPA)
i tkankowy aktywator palzminogenu (tPA). W tych
przypadkach, jak wykazano w doswiadczeniach z za-
stosowaniem przeciwciat monoklonalnych, czgsteczka
dziatajac jako trzeci inhibitor aktywatoréw plazmino-
genu (PAI-3) moze mie¢ inng konformacje, niz kiedy
wystepuje jako PCI [43],

Ciekawe, i takze nie do konca wyjasnione, jest
oddziatywanie PCIl z kallikreing (KK). Tworzg sie
wtedy kompleksy w stosunku molarnym 1:1, w ktérych
uczestniczy jedynie tafcuch lekki kallikreiny, podob-
nie jak ma to miejsce w jej reakcji z inhibitorem
esterazy (Cl) czy ATI11. W odr6znieniu od wymienio-
nych wczesniej, reakcja ta jest niezalezna, a nawet, jak
sgdzg niektorzy, znoszona przez heparyne [35, 26, 44],
Owe kompleksy PCI z kallikreing osoczowg czy
moczowag sg stabilne i znoszg aktywnos$¢ amidolitycz-
na kallikreiny w sposob zalezny od czasu, stezenia
i odwrotnie proporcjonalnie od temperatury, jesli
reakcje prowadzono w chiodzie. Im wyzsza byta
temperatura inkubacji tym mniej tworzyto sie kom-
plekséw KK-PCI, a tym wiecej APC-PCI. Niewy-
kluczone, ze to witasnie PCI jest owym tajemniczym,
niezidentyfikowanym dotad biatkiem wigzacym Kkal-
likreine (KK Binding Protein) [45, 46],

W ostatnich latach pojawity sie doniesienia, ze duzg
zawartos¢ PCI, niemal 40-krotnie wieksza niz w 0so-
czu znaleziono w ludzkim ptynie nasiennym. Poniewaz
PCI nie tworzy tu komplekséw z APC sadzi sie, ze on
wystepuje w formie zdegradowanej MW 54000, albo
jako wielkoczgsteczkowy polimer. W pewnych stanach
patologicznych PCI tworzy kompleksy ze specyficz-
nym antygenem prostaty (PSA — Prostate Specific
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Antigen). Za pomocg badan immunohistochemicznych
wykryto PCIl takze w jgdrach, najgdrzach i gruczole
krokowym. Eksperymenty, w ktorych oznaczano
MRNA inhbitora biatka C metodg Nothern-blotting
pokazaty, ze inhibitor obecny w tych organach syn-
tetyzowany jest w pecherzykach nasiennych. Nie wia-
domo na raziejaka role moze odgrywaé¢ PCIl w meskim
uktadzie rozrodczym, jednak pewne dane wskazujg, ze
biatko to moze uczestniczyé w procesach zwigzanych
z ptodnosciag [47-49].

V1. Kliniczne znaczenie PClI

Wprawdzie udziat PClI w kompleksowaniu enzy-
mow innych niz APC jest niewielki, rzedu 7% -11 %
(odpowiednio KK i cz. Xla), to jednak dos$¢ szeroki
zasieg dziatania moze nadawa¢ mu znaczenie w catym
systemie hemostazy. Owa wieloptaszczyznowos$¢ jest
tez powaznym utrudnieniem przy probie oceny jego
znaczenia klinicznego. Panuje poglad, ze w schorze-
niach zakrzepowych wobec ciggtego pobudzenia sys-
temu fibrynolitycznego nastepuje zuzycie PCI [50],
Jednak doniesienia na temat ilosci i aktywnos$ci in-
hibitora w takich stanach patologicznych jak: ztozony
niedobdr czynnikéw V/VIII, glteboka zakrzepica zylng,
czy niektdére schorzenia watroby sg sprzeczne [45, 51,
20, 52, 39, 8, 53], Jedynie chorzy na ostrg niewydolnosé
watroby mieli zawsze bardzo niski poziom PCI, co jest
zjawiskiem wtérnym, zwigzanym z zahamowaniem
syntezy biatek przez komdrki watrobowe [20]. Nad-
zwyczaj interesujace sg wstepne wyniki badan dotycza-
cych udziatu inhibitora biatka C w procesach reguluja-
cych ptodnos$é. Prace nad tym problemem prowadzone
sg bardzo intensywnie i byé moze juz niedtugo nasza
wiedza o inhibitorze biatka C znajdzie szersze prak-
tyczne zastosowanie w lecznictwie.

Artykut otrzymano 19 stycznia 1996 r.
Zaakceptowano do druku 14 pazdziernika 1996 r.

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

Warszawa, 10 grudzienn 1996 r.

Prof. dr Zofia Zielinska
Redaktor Naczelny Postepow Biochemii
w Warszawie

Szanowna Pani Profesor,

W 41. numerze naszego biuletynu (LIST do cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Szczecin,
czerwiec/lipiec 1996 r.) ukazata sie notatka, informujgca, ze kierownicy zaktadéw biochemii na swym
dorocznym (dydaktycznym) zebraniu zaprotestowali przeciwko ,zamystom zniesienia Centralnej Komisji ds.
Tytutu i Stopni Naukowych” i protest ten skierwali do Marszatkéw Sejmu i Senatu RP. Protest ten nie

odpowiada moim poglagdom na te sprawe i byé moze — wielu innych polskich biochemikéw. Tych
mianowicie, ktdrzy nie widzg merytorycznego (w odroznieniu od biurokratycznego) uzasadnienia dla
kontynuowania dziatalnosci owego reliktu lat minionych — Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej ds. Kadr

Naukowych (CKK). CKK byta bowiem instancjg nadrzedng nad Radami Wydziatéw uczelni wyzszych i Radami
Naukowymi instytutow naukowych i miata zapobiega¢ nadawaniu tytutow i stopni naukowych osobom na
zaszczyt ten w oczach tejze CKK nie zastugujacym. Nie zapobiegta jednak pojawianiu sie tytutow i stopni
naukowych przy nazwiskach raczej nie znanych w srodowiskach naukowych, najczesciej przy okazji tych czy
innych perturbacji politycznych. Odmowy za$ zatwierdzenia tytutéw nadanych przez Rady Wydziatowe czy
Naukowe, czesto nietrwate, z reguty budzily ostrg nieche¢ w srodowiskach naukowych. Zaréwno tradycja jak
aktualne przepisy prawa gwarantujg kompetencje tych Rad: jezeli zrobig btad, to tym gorzej dla danej Rady.

A moze jednak aktualna Centralna Komisja nie bedzie kontynuatorkg bytej CKK, a postepowac bedzie
zgodnie z literg swojej nazwy, a nie jej duchem tj. zajmie sie semiotyka tytutdéw istopni naukowych? Przeciwko
tej supozycji przemawia fakt utrzymania — jak to sie pokazato przy okazji aktualnych wyboréw do CKdsTiSN
— dwu komisji dla badania stopni i tytutéw nadawanych biofizykom (odrebnie ,fizycznym” i odrebnie
.biologicznym™). Niestety, nie tylko nie zlikwidowano btedu, jak popetnit przed okoto trzydziestu laty jakis
urzednik centrali, ale utworzono jeszcze dwa nowe dziwolagi: odrebna komisje dla biochemii z nauk
biologicznych i odrebng dla biochemii z nauk chemicznych. Sapienti sat!

Cieszy¢ sie bede, jezeli uzna Pani Redaktor list ten za godny opublikowania na tamach Postep6w Biochemii,
ajeszcze bardziej — jes$li uzna Pani, ze daje on asumpt do utworzenia w Postepach Biochemii statej rubryki dla
dyskutowania pogladow cztonkéw naszego Towarzystwa na aktualne i spodziewane transformacje w ob-
szarze nauk biologicznych.

Prosze przyja¢ wyrazy mego gtebokiego powazania i serdeczne pozdrowienia
Prof. dr med. Kazimierz Zakrzewski
Szanowni Czytelnicy

Zapraszamy do dyskusji

Redaktorzy

58 POSTEPY BIOCHEMII 43(1), 1997



SPRAWOZDANIE

XXXIl Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Krakow, 17-20.09.1996

W dniach od 17 do 20 wrzes$nia 1996 roku obradowat w Krakowie XXXII Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego. W Zjezdzie wzieto udziat okoto 800 os6b z kraju i z zagranicy. Dzieki ofiarnosci NSZZ
Solidarnosé Akademii Medycznej w todzi i Fundacji UJ-Janineum sfinansowano udziat w Zjezdzie czterem
z dziewieciu zaproszonych os6b polskiego pochodzenia z Ukrainy i Litwy.

Organizatorzy przygotowali dla uczestnikow Zjazdu 3 komunikaty informujace na biezgco o zaawan-
sowaniu prac organizacyjnych. Ponadto wydano ,Program” Zjazdu (liczacy 46 stron) i ,Streszczenia”
referatow, liczace 336 stron (w tym 573 pozycje streszczen wyktadoéw plenarnych i komunikatéw).

Obrady Zjazdu odbywaty sie w Centrum Kongresowym Akademii Rolniczej, w budynku Wydziatu Le$nego
przy ul. 29-Listopada w dniach 18-20 wrzes$nia. Wyktady prowadzone byly po polsku. Jedynie referaty w sesji
.Proteinazy i ich inhibitory” wygtoszone zostalty po angielsku, ze wzgledu na udziat wyktadowcow
Z zagranicy.

Ceremonia otwarcia Zjazdu odbyta sie 17 wrzes$nia o godzinie 18.00 w Teatrze im. Juliusza Stowackiego.
Gosci serdecznie powitat Przewodniczagcy Komitetu Organizacyjnego dr hab. Piotr Laidler i Rektor
Uniwersytetu Jagiellonskiego, biochemik-profesor Aleksander Koj.

Profesor Liliana Konarska, Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, w barwny sposob omoéwita
biochemiczne wydarzenia, ktére mialy miejsce w minionym roku, a nastepnie przeszta do uroczystosci
wreczania nagréd laureatom konkurséw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Nagrode im. Antoniego Dmochowskiego otrzymata pani profesor Leokadia Klyszejko-Stefanowicz za
podrecznik ,Cytobiochemia”, a pan profesor Grzegorz Bartosz otrzymat wyrdznienie za ksigzke ,Druga twarz
tlenu” (oboje laureaci z Uniwersytetu £ 6dzkiego). Nagrode im. prof. Jakuba Parnasa w konkursie na najlepsza
prace doswiadczalng otrzymali: dr Alicja Wawrzynéw i prof. Maciej Zylicz z Uniwersytetu Gdanskiego za
prace: ,Divergent effects of native and denaturated protein substrates”. Nagrode im. prof. Bolestawa
Skarzynskiego za publikacje ,Regulacja cyklu komdrkowego — wudziat biatkowych inhibitorow kinaz
cyklinozaleznych” otrzymata pani profesor Barbara Grzelakowska-Sztabert z Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie.

Mitym akcentem uroczystos$ci otwarcia Zjazdu byto wreczenie Profesorom: Zygmuntowi Machoyowi,
Wtodzimierzowi Ostrowskiemu, Kazimierzowi Zakrzewskiemu i Mariuszowi Zydowo dyplomoéw Honorowych
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Inauguracyjny wyktad pt.: ,Wiesci za Swiata RNA", otwierajagcy naukowag czes¢ Zjazdu, wygtosit profesor
Witold Filipowicz z Bazylei.

Ceremonie otwarcia Zjazdu zakonczyt peten ekspresji wystep artystéw z krakowskiej ,Piwnicy pod
Baranami” zudziatem Jacka Wéjcickiego, aw foyer teatru uczestnicy Zjazdu witali sie tradycyjng lampka wina!

W programie naukowym Zjazdu znalazto sie 11 sesji tematycznych, ktérych tytuly wraz z nazwiskami
przewodniczacych podano ponizej:

1. Biotechnologia w medycynie i rolnictwie - Z. Zak, F. Dubert, Krakow.

Biochemia i $rodowisko - M. Guminska, Krakow.

Biochemia kliniczna - J. Naskalski, Z. Szafran, Krakow.

Zaleznos$¢ struktury i funkcji biatek oraz kwasow nukleinowych - Z. Wasylewski, Krakow.

Genetyka molekularna cztowieka - H. Rokita, Krakow.

Posttranslacyjne modyfikacje biatek - G. Palamarczyk, Warszawa.

Proteinazy i ich inhibitory - A. Dubin, J. Potempa, Krakéw.

Rodniki tlenowe iich znaczenie w biologii imedycynie-T. Stelmaszyriska-Zgliczynska, T. Sarna, Krakéw.
Sympozjum Glikokonjugatéw - J. Koscielak, Warszawa.
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10. Nauczanie biochemii - J. Frendo, Krakow.
11. Doniesienia rézne - P. Laidler, T. Kedryna, A. Litynska, Krakéw.

Atrakcyjna tres¢ i ciekawy, nieszablonowy sposéb prezentacji wzbudzaly olbrzymie zainteresowanie
stuchaczy, o czym $wiadczyta wysoka frekwencja na wszystkich wyktadach.

Podczas Zjazdu rozstrzygnieto kolejne edycje Konkurséw: o nagrode im. prof. Wiodzimierza Mozotows-
kiego za najlepsza prace przedstawiong na Zjezdzie przez biochemika do 30 rokuzycia oraz o nagrode im. prof.
Janiny Opienskiej-Blauth za najlepsza prezentacje przedstawiong przez autora-studenta, ktéry wmomencie
przystania streszczenia nie posiada dyplomu ukonczenia studidw.

Komisji konkursowej o nagrode im. Witodzimierza Mozotowskiego przewodniczyt prof. Andrzej Klein
(Krakéw). Komisja przyznata nagrode pani dr Ewie Missol z Zaktadu Biologii Nowotworéw w Gliwicach za
prace: ,Wykorzystanie liposoméw kationitowych do wprowadzenia in vivo samobdjczego genu dezaminazy
cytozyny z E. co/i". Ponadto w konkursie tym wyr6zniono: dr Alicje Wegrzyn z Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN, Pracowni Biologii Molekularnej afiliowanej przy Uniwersytecie Gdarnskim za prace: ,Mechanizm
rozpadu kompleksu replikacyjnego bakteriofaga - po szoku termicznym” (wspoétautorami opracowania sg
Grzegorz Wegrzyn i Karol Taylor) oraz mgr Mariusza R. Wieckowskiego (wspétautor Lech Wojtczak) zZaktadu
Biochemii Komorki Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN w Warszawie za prezentacje pracy ,Rola
nosnikdw mitochodrialnych w rozprzegajgcym dziataniu kwasow ttuszczowych”.

Komisji konkursowej o nagrode im. Janiny Opienskiej-Blauth przewodniczyt profesor Tomasz Borkowski
(Lublin). Komisja przyznata nagrode studentowi medycyny Maciejowi Wiznerowiczowi z Zakiadu Im-
munologii Nowotworéw Akademii Medycznej w Poznaniu za opracowanie merytoryczne i metodyczne
tematu: ,Konstrukcja dwucistronowych wektoréw retrowirusowych dla celéw terapii genowej nowotworow
u ludzi”. Wyréznienie w tym konkursie otrzymat Borys Wrébel z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu
Gdanskiego za dwie prezentacje: ,Amplifikacja plazmidéw w komérkach Escherichia coli w warunkach
niedoboru aminokwasow” i ,Degradacja DNA w podwyzszonej temperaturze po amplifikacji plazmidow
w gtodzonych komorkach Escherichia coli”.

Informacje o Zjezdzie zamiesScita lokalna gazeta ,Dziennik Polski” a w dziesiatym numerze miesiecznika
.Nauka i Przysztos¢”, wydawanego przez Polskg Akademie Nauk w Warszawie, ukazata sie krétka notka
w statej rubryce pt.: ,Z zycia nauki”. Ponadto radio Krakéw podatlo wiadomosci o Zjezdzie w codziennym
serwisie informacyjnym, a telewizja Krakow, Telewizja Wista, Radio Mariackie i Polska Agencja Prasowa
przeprowadzity rozmowy z uczestnikami Zjazdu, prof. prof.: W. Filipowiczem, A. Mackiewiczem iJ. Lubinskim
oraz dr hab. P. Laidlerem.

Organizatorzy starali sie dostarczy¢ uczestnikom XXXII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
takze innych - poza intelektualnymi - przezyé. W programie: zwiedzanie Krakowa, wycieczka do Wieliczki,
Ojcowa i Pieskowej Skaty, koncert organowy w Kosciele Mariackim oraz spektakl w Teatrze Starym. Imprezg
dodatkowa byto réwniez, petne ciepta iserdecznosci spotkanie towarzyskie stwarzajgce mozliwo$¢ petniejszej
integracji naszej spotecznosci biochemicznej.

W przygotowaniu Zjazdu pomocy finansowej udzielity firmy: Boehringer Mannheim, KZF Polfa SA Krakow,
Bank PKO SA Krakéw. PPSIiD Polmos Lrakéw, MPK Krakow.

Piotr Laidler

Wydawca prosi o kontakt tych, ktorzy
chcieliby wykorzysta¢ tamy ,Poste-
pow Biochemii” do reklamowania
swych produktow i ustug zwigzanych
z biochemig, biologia molekularng
i biologig komorki.

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

60 POSTEPY BIOCHEMII 43(1), 1997



INFORMACJE

XXXIIl Zjazd
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Katowice, 9-12 wrzeSnia 1997

XXXl Zjazd
Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego

Zarzad Katowickiego Oddziatu Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego informuje, ze w dniach
9-12 wrzes$nia 1997 roku w Katowicach od-
bedzie sie XXXIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego.

Komitet Organizacyjny ma zaszczyt i przyjemnos$¢
zaprosi¢ wszystkich Cztonkéw Towarzystwa i Oso-
by zainteresowane Biochemia do udzialu w Zjez-
dzie.

Mamy nadzieje, ze liczne uczestnictwo stworzy
mozliwo$¢ szerokiej wymiany doswiadczen inawig-
zania nowych kontaktéw.

Obrady Zjazdu odbywaé¢ sie beda na terenie
Slaskiej Akademii Medycznej w Katowicach-Ligo-
cie ul. Medykéw 18-14.

Przewidujemy zakwaterowanie Uczestnikow Zjaz-
du w pobliskich domach akademickich i hotelach
w centrum Katowic.

Uroczystos$¢ otwarcia Zjazdu z wyktadem plenar-
nym Prof. dr hab. Aleksandra Koja pt. ,Rola cytokin
w indukcji i hamowania stanu zapalnego" odbedzie
sie 9 wrzesnia 1997 o godz. 1800w Goérnoslgskim
Centrum Kultury w Katowicach, Plac Sejmu Slas-
kiego 2.

Serdecznie zapraszamy.

Program Naukowy Zjazdu

1. Struktura ifunkcja genu i genomu
Patobiochemia tkanki tacznej

Problemy biochemiczne w biologii i medycynie
srodowiskowej

Biotechnologia

Rodniki tlenowe i antyoksydanty

Postepy biochemii klinicznej

Biochemia wysitku fizycznego

Doniesienia rézne

Sesja firmowa

w N

© ® N ook
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Prezentacja wynikoéw przewidziana
jest w formie:

1. referatéw wygtaszanych przez zaproszonych
Wyktadowcow

2. plakatow prezentowanych przez pozostatych
Uczestnikéw. Indywidualne streszczenia donie-
sien w postaci wydrukowanej oraz zapisanej na
pojedynczych dyskietkach beda przyjmowane
w nieprzekraczalnym terminie do 15 kwietnia
1997 roku. Szczegotowe instrukcje dotyczagce
przygotowania streszczen zostang podane w ko-
munikacie nr 2 i rozestane osobom, ktére przesla
zgtoszenia wstepne.

Komitet Naukowo-Organizacyjny

L. Badura, J. Chmielowski, M. Chorazy, M. Drozdz,
R. Grabowska-Bochenek, B. Klapcifnska, Z. Kraw-
czyk, E Kucharz, S. Labuzek, K. O/czyk, J. RzeszOw -
ska-Wolny, S. Szala, R. Tarnowski, M. Wardas,
L. Weglarz, T. Wilczok, /. Zak.

Kontakt z Organizatorami

Polskie Towarzystwo Biochemiczne Oddziat Kato-
wicki ~ Komitet Organizacyjny XXXIII  Zjazdu
PTBioch. Katedra i Zaktad Biochemii i Chemii Slas-
kiej Akademii Medycznej 40-752 Katowice, ul.
Medykow 18

tel./fax (032) 152 50 54,

tel. 1527081 -4 wew. 1467, 1462, 1459

e-mail: (biochemik @ infomed.slam.katowice.pl

Dr hab. Iwona Zak-Przewodniczaca
Dr Rozalia Grabowska-Bochenek — Sekretarz

Wystawy i sesje firmowe
W trakcie Zjazdu zaproszone przez Organizatoréw
Firmy prezentowaé¢ beda sprzet laboratoryjny, apa-

rature i odczynniki.
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Imprezy towarzyszace

Organizatorzy przewiduja mozliwos¢ zwiedzania
Zamku Pszczynskiego oraz Sztolni Czarnego Pstrg-

zorganizowanie catodniowej (13.X.97) wycieczki
na Babig Goére lub w Beskid Slaski i Zywiecki.
Zachecamy takze do udziatu w koncercie, spektaklu
teatralnym oraz spotkaniu towarzyskim.

ga w Tarnowskich Goérach. Ponadto planujemy

1)

2)
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NOWE WYDAWNICTWA PTBIOCH.:

JHORMONY GLIKOPROTEINOWE — Struktura, biosynteza i funkcja ich oligosacharydéw”
Monografia biochemiczna nr 41 cena 5,- zt

autor lwona Zak i Marian Drézdz

rok wydania 1996

+JWLODZIMIERZ MOZOLOWSKI 1895— 1975 w 100-lecie urodzin” cena 25,- zt
Wydawca Oddziat Gdanski PTBioch. r. 1995
pod red. Wiestawa Makarewicza praca zbiorowa
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Zarzad P.T.Bioch.

Do cztonkow
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

uprzejmie prosi wszystkich cztonkéw o wptate

zalegtych i biezgacych sktadek cztonkowskich. Zachecamy takze do
zaprenumerowania ,Postepow Biochemii”.

Aby zaprenumerowaé¢ ,Po-
stepy Biochemii" w 1997 r.
nalezy wptaci¢ odpowiedniag
kwote na konto bankowe wy-
dawcy (Polskiego Towarzys-
twa Biochemicznego) za po-
mocg przekazu zamieszczo-
nego na odwrocie. Zamowio-
ne egzemplarze bedziemy
wysyta¢ pocztg na adres po-
dany nam na przekazie. Po-
niewaz odcinek przekazu do-
cierajacy do nas jest jedno-
czesnie zamowieniem, prosi-
my o bardzo wyrazne napi-

POSTEPY BIOCHEMII 43(1), 1997

sanie imienia, nazwiska (lub
nazwy instytucji) i doktadne-
go adresu wraz z kodem po-
cztowym (DRUKOWANYMI
LITERAMI) na wszystkich
trzech odcinkach przekazu.

Prenumerata krajowa dla
instytucji:
60. zt

Prenumerata krajowa in-
dywidualna:

30. zt (50% znizki dla czton-
kow Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego).

Prenumerujac
.,Postepy”
Biochemii”
wspierasz
swoje
czasopismo!
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Pokwitowanie dla wptacajagcego

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztowym
na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XI11/O0 W-wa, Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
Pobrano oplatg

74 | HA——.

podpis przyjmujacego
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Odcinek dla posiadacza rachunku

SEOW NI e e e .

WpHCAJaCY. .o

imie, nazwisko, doktadny adres z kodera pocztowym

na rachunek

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XI11/0 W-wa. Al. Jerozolimskie
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
Pobrano oplatg

podpis przyjmujacego

Odcinek dla poczty lub banku

SEOWNIC oo .

WpPHaCa aCY . ccvvereee e

imie, nazwisko, doktadny adres z kodem pocztow
na rachunek
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
02-093 Warszawa, ul. Pasteura 3

P.B.K. XI11/0 W-wa. Al. Jerozolimski
37 00 44-1225-2720-3-69

stempel
Pobrano opO

Zt.
podpis przyjmujacego
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Wskazowki
dla autoroéw

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,Postepy Biochemii" publikuje prace przegladowe oma-
wiajagce biezgce osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze
w dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty
z historii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemi-
cznego, recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze
zjazdow, konferenciji i szkot, w ktorych biorg udziat cztonkowie
Towarzystwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,Postepach Biochemii"
moga mie¢ charakter artykutéw monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron
tekstu), oraz krétkich not o najnowszych osiggnieciach i po-
gladach (do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos$¢ i $cisto$¢ poda-
wanych informacji oraz poprawno$¢ cytowania piSmiennictwa.
Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienie
zilustrowane za pomoca tabel, rycin, (wykresy, schematy, reak-
cje), wzoréw i fotografii.

Wskazany jest podziat artykutdw monograficznych na rozdzialy
i podrozdzialy, ktérych rzeczowe tytuly tworzg spis tresci. Zgod-
nie z przyjeta konwencja rozdziaty noszg cyfry rzymskie, podroz-
dzialy odpowiednio rzymskie i arabskie np. 1-1, I-2. Poprawnos$¢
logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznacznos$¢
i czytelno$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni obcojezycznej,
gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowanie doraznie
tworzonych skréotéw, nawet jezeli bywaja uzywane w pracach
specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji prac podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja
zastrzega sobie mozliwos¢ skrécenia tekstu i wprowadzenie
zmian nie wptywajgcych na tre$¢ pracy, deklaruje tez gotowos¢
konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykutu do redakcji jest rwnoznaczne z o$wiad-
czeniem, ze nadestana praca nie byfa i nie bedzie publikowana
w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,Postepach
Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja) wiaczy¢
do swego artykutu ilustracje publikowane przez autoréw prac
cytowanych, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam odpowiednia zgode
na przedruk.

Redakcja prosi Autoréw o przestrzeganie nastepujacych
wskazowek szczegb6towych:

TEKST: Maszynopis powinien by¢ napisany jednostronnie

czcionkg wielko$ci standartowej, z podwdjng interlinig, z lewym
marginesem ok. 4 cm.
W tekscie nie nalezy stosowa¢ zadnych podkreslen, ani roz-
strzelonego druku. Ewentualne sugestie co do charakteru czcion-
ki drukarskiej moga Autorzy zaznaczy¢ otéwkiem na marginesach
maszynopisu. W przypadku stosowania w tekscie liter alfabetu
greckiego trzeba na marginesie wpisa¢ otéwkiem ich fonetyczne
brzmienie.

Strona informacyjna maszynopisu jest nienumerowana, za-
wiera imiona i nazwisko (a) autora (6w), nazwy, adresy wraz
z numerem telefonu zaktadéw (w jezyku polskim i angielskim),
w ktérych pracujg autorzy, adres do korespondenciji, nr telefonu

i ewentualnie fax, adresy prywatne autoréw, tytut artykutu
w jezyku polskim i angielskim oraz — w prawym dolnym rogu
— liczbe tabel, rycin, wzordéw i fotografii oraz skrét tytutu pracy
(do 25 znakow).

Strona 1 (tytutowa) zawiera imiona i nazwiska autoréw, tytut
pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z autoréw iich miejsce
pracy z adresem pocztowym oraz wykaz stosowanych skrétow.
Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy,
piSmiennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw
i fotografii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9— 26].
Odnosniki bibliograficzne winny mie¢ nowa uproszczong forme.
Sposo6b cytowania czasopism (1), monografii (2), rozdziatow
z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatébw ztomow serii opraco-
wanej przez tych samych redaktoréw (4), rozdziatéw z tomoéw
serii opracowanych przez réznych redaktorow (5) wskazujg
ponizej podane przyktady:

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, North-Hol-
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 winny byé gotowe do reprodukcji. Foto-
grafie czarno-biate (kontrastowe), powinny by¢ wykonane na
papierze matowym. Po porozumieniu z Redakcjg mozna propo-
nowac reprodukcje fotografii barwnych. Pozostate ryciny nalezy
wykona¢ tuszem na bialym papierze lub kalce techniczne;j.
Wskazane jest, aby ryciny byly dwukrotnie wieksze od przysziej
reprodukcji, tj. w skali 2:1. Cyfry i litery stuzgce do opisu rysunku
powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejsza niz 5 mm. Na rysunkach nie
nalezy umieszczac¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrota-
mi. Osie wykreséw winny by¢ opatrzone napisem tatwo zro-
zumialym. Decyzje o stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje
wydawca. llustracji nie nalezy wigcza¢ w tekst maszynopisu, lecz
odpowiednio ponumerowac: tabele iryciny noszg cyfry arabskie,
wzory za$ rzymskie. Na marginesie tekstu nalezy zaznaczy¢
otobwkiem preferowane miejsce umieszczenia tabeli, ryciny czy
wzoru. Tabele odpowiednio porubrykowane, winny by¢ opat-
rzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie takze niezbednymi
objasnieniami. Stowne objasnienia znakéw graficznych mozna
umiesci¢ w podpisie pod rycing, rysunkowe za$ jedynie na
planszy ryciny. Tytuty i objasnienia rycin sporzadza sie w postaci
oddzielnego wykazu. llustracje nalezy podpisa¢ nazwiskiem
pierwszego z autoréw i pierwszym stowem tytutu pracy oraz
oznaczy¢ ,g6ra-dot" (otéwkiem, na odwrocie). Ze wzgledu na
wewnetrzng spoisto$¢ artykutu wskazane jest konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych
z piSmiennictwa.

Maszynopis i zataczniki (w dwu egzemplarzach), wtasciwie
zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie transportu, nalezy
przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3,

02-093 Warszawa
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