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POŻEGNANIE PROFESORA KORZYBSKIEGO

W imieniu Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ze 
smutkiem żegnam Profesora Tadeusza Korzybskiego zmarłego w Warszawie 1. 
marca bieżącego roku.

Profesor Korzybski, wybitny uczony, wychowawca wielu pokoleń biochemików, 
był honorowym członkiem naszego Towarzystwa. Nadanie Profesorowi tej godności 
było oczywiste i naturalne, należał On bowiem do grona Członków Założycieli 
Towarzystwa Biochemicznego. W końcu lat pięćdziesiątych i sześćdziesiątych 
Profesor Korzybski był członkiem Redakcji Acta Biochimica Polonica. Pod auspicjami 
Towarzystwa zainicjował powstanie Komisji Słownictwa Biochemicznego i stanął na 
jej czele. Komisja ustaliła reguły polskiego nazewnictwa biochemicznego, które 
obowiązują do dzisiaj.

Wspominając Profesora Korzybskiego nie sposób pominąć tak ważnego 
okresu w Jego życiu, jakim była, jeszcze przed wojną, kilkuletnia współpraca z 
Jakubem Karolem Parnasem, wykładowcą chemii lekarskiej w Uniwersytecie Jana 
Kazimierza we Lwowie. Po wojnie, Tadeusz Korzybski podtrzymywał pamięć osoby 
Parnasa i jego słynnej lwowskiej szkoły biochemii. Profesor Korzybski należał do 
osób, dzięki którym Towarzystwo ustanowiło nagrodę za najlepszą wykonaną w kraju 
pracę doświadczalną z dziedziny biochemii, nazwaną nagrodą imienia Jakuba 
Karola Parnasa.

Profesor Korzybski serdecznie popierał inicjatywę Towarzystwa organizowania 
polsko-ukraińskich konferencji naukowych, nazywanych potocznie Konferencjami 
Parnasowskimi. Odbywają się one co dwa lata na przemian w Polsce i na Ukrainie, 
Pierwsza taka konferencja odbyła się w 1996 roku we Lwowie. Profesor ubolewał 
ogromnie, że zdrowie nie pozwoliło Mu w niej uczestniczyć.

Na koniec chciałam pozwolić sobie na bardziej osobistą refleksję. Profesor 
Korzybski był recenzentem mojej pracy doktorskiej, którą wykonałam w Instytucie 
Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Praca dotyczyła 
metabolizmu fosfolipidów i kwasów tłuszczowych. Z tego okresu zapamiętałam 
Profesora jako krytycznego, ale niezwykle otwartego i serdecznego człowieka, wielce 
pomocnego młodej osobie, jaką wówczas byłam.

Profesor Tadeusz Korzybski pozostanie w naszej życzliwej pamięci nie tylko 
jako naukowiec, ale i Człowiek.

Cześć Jego pamięci

Jolanta Barańska 
Prezes Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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Ojciec  polskiej  pen icy l iny ,  cz ło nek  rzeczywis ty  
Polskiej  A ka d e m i i  N a uk ,  l aurea t  w ie lu  nagród  n a ­
ukow ych,  j e d e n  z za łożyc ie l i  i cz łone k  hon o ro w y  
Polsk iego T o w a rz y s tw a  B io c h e m ic z n e g o ,  p rofesor  
dr hab.  med.  T adeus z  K o rz y b s k i  urodzi ł  się w 
Mławie  4 cze rw ca  1906 roku.  Je go  Ojciec,  Alojzy  
Korzybski ,  był  c e n io n y m  w m ieśc i e  leka rzem i sz a ­
n o w a n y m  sp oł eczn ik i em .  Ta de usz  wyb ra ł  s tudia m e ­
dyczne  i w w ie ku  os i em n as tu  lat w s t ąp i ł  na  Wydzia ł  
Lekarski  U n iw er sy te tu  J ag i e l lo ńsk i ego  w Krakowie .  
W  1927 roku  został  a sy s te n tem,  poc z ą tk o w o  przy 
Katedrze  F izjolog ii ,  późnie j  His to log i i  t egoż  U n i ­
wersy te tu,  a w 1934 roku ,  po  u z y s k a n iu  d yp lo m u le ­
karza,  rozpoczą ł  k i lk u l e tn ią  a sys te n tu rę  przy Klinice  
Chorób  Wewnę t r znych .

Jeszcze przed u z y s k a n ie m  ty tułu doktora  wszech  
nauk  lekarsk ich w 1937 roku  Ta deus z  Korzybski  
nawiąza ł  konta k t  z p ro fe so re m  J a k u b e m  Karo lem 
Par nasem  —  ki e ro w n ik ie m  Za k ła d u  Chemi i  Leka r ­
skiej,  tw ór cą  lwowskie j  szkoły  b iochemi i .  M am  
przed  sobą  oryg ina ły  l i s tów p ro fe so ra  Parnasa ,  ad re ­
sowanyc h  do Tadeusz a  K orz yb sk ie go .  D o ty c z ą  one 
uposażenia  i t e rminu  po d jęc ia  asys t en tu ry  w U n iw e r ­
sytecie Jana  Kaz imier za .  Z l i s tów tych wynika ,  że nie 
tylko Tadeuszowi  K o r z y b s k ie m u ,  lecz  i Parnasowi  
za leżało na  naw ią zan iu  wsp ółpracy .  Efek ty  ich badań 
podję tych w roku a k a d e m i c k i m  1937/38  zna leźć m o ­
żna  ju ż  w w yka z ie  w s p ó ln y c h  publ ikacj i  z 1938 
roku*.  W badaniach  tych Parnas  i Korzybski ,  pierwsi

w świec ie ,  zas tosowal i  fos foran n ieorganiczny  w y ­
zn ako w any  ra d io a k ty w n y m  izo topem fosforu 32P. 
Preparaty fos foranu  o t r zymy wal i  od G. Hevesego  
drogą  p o c z to w ą  z Kopenhagi .  Dzięki  sprawnej  i b e z ­
pośrednie j komun ikac j i  lotniczej mi ęd zy  K o p e n h a g ą  
a L w o w e m  prepara ty  w c iągu ki lku godzin doc ie ra ły 
do labora tor ium Parnasa ,  a ra d io ak tyw ne  próbki  d o ­
św iadcza lne  pow ra ca ł y  do labora tor ium Hevesego.  
Tam je  ana l izowano.  W e  Lw o w ie  bo w ie m  nie było 
jeszcze  w ó w c z a s  odpowiednie j  aparatury.

Z as to sow an ie  rad i oa kt yw nego  fosforanu p o z w o ­
liło u c z o n y m  po lsk im w yzn a c z y ć  szybkość  w ym ia ny  
reszt  fo s foranow ych ATP i opisać je g o  rolę f iz jolo­
giczną.  G. Hevesy ,  twórca  tzw. znaczni ków  izo topo ­
wych,  o t rzymał  w  1943 roku  N agr od ę  Nobla.  W c z e ­
śniej,  w 1935 roku,  Fryderyk  Jol io t-Cur ie  dos tał  tę 
na grodę  za  wyk ry c ie  rad io ak ty wn eg o  izotopu fos fo­
ru. Polscy  uczeni  N ob la  nie o trzymali .  W sp ółpracę  
m ię d z y n a r o d o w ą  prze rw ała  wojna .  O ku pant  dążył 
do zn iszczenia  mater ia lnego,  b io log icznego  i ku l tu ­
ra lnego Polski .  Wie lu  uczonyc h  polskich  zginęło lub 
umar ło  podczas  bl isko sześć  lat t rwającej  okupacj i  
hi t l erowskie j.  W  Warszawie  zginą ł  p rofesor  
Stanis ław Przyłęcki .  W M os kw ie  zmar ł  p rofesor  Ja ­
kub Karol  Parnas.  Po wo jn ie  ze Lw o w a  wyjecha ło  
wielu Jego uc zn ió w  i w powojennej  Polsce tworzyl i  
now e ośrodki  b iochemiczne .

Dr T adeusz  K o rzyb sk i ,  j e s z c z e  we  Lwo wie ,  
szybko a w an sow a ł :  w je s i en i  1937 ro zpo czą ł  p racę
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j a k o  asysten t ,  ale parą  lat późnie j  mia ł  j u ż  tytuł  d o ­
centa.  W la tach 1941-1944  był  k i e r o w n i k i e m  p r a ­
cowni  b io che m ic zne j  Klin ik i  G ru ź l icze j ,  w latach 
1944 i 1945 —  k i e r o w n i k i e m  K a te d ry  C h em i i  O r g a ­
nicznej  L w o w s k i e g o  Ins ty tu tu  M e d y c z n e g o .  W p a ź ­
dz ie rn iku  1945 op uśc i ł  L w ó w :  w y j e c h a ł  do K r a k o ­
wa,  l ecz w kró tc e  p o te m  zna la z ł  się w W a r s z a w i e  i 
został  k ie ro w n ik ie m  P r a c o w n i  B i o c h e m ic z n e j  w 
P a ń s t w o w y m  Z ak ła d z ie  H ig i e n y  i d o r a d c ą  n a u k o ­
w y m  przy  w y tw ó rn i  p en ic y l in y ,  a późnie j  p rzy  
Zakła dz i e  A n t y b i o t y k ó w  Ins ty tu t u  P r z e m y s ł u  F a r ­
m aceu ty czn ego .

Na  prze łomie  lat 1945/1946 u zys kano  w naszym  
kraju pierwszy,  n iekrys ta l iczny  prepara t  penicyl iny.  
A Tadeusz  Korzybski  był  tym,  kto zdoła ł  o t r zymać  
jej p ie rwszy  prepara t  krystal iczny.  W roku  1946, 
wraz z prof esorem  W ło d z i m i e r z e m  K ury ło w ic z e m  
udał  sią On do Toronto w celu b l iższego  poznan ia  
technologi i  tego an tybiotyku.  Szczep  pro du ku ją cy  
penicyl iną ,  P énic i l l ium  chrysogenum ,  t e chnologia  
produkcji  an tybio tyku  i apara tura  były darem 
U N R R A  dla Polski .  D a r  ten z a w d z i ę c z a m y  us i lnym 
sta ran iom dr Lu dw ik a  R a jchm ana ,  tw ór cy  i p i e r w ­
szego dyrektora PZH w Warszawie ,  a po wojnie  
przedstawicie la Polski  w U N R R A  w Waszyngtonie .  
W Zakładach  Fa rm aceu ty czn y ch  w Tarchominie  już  
w 1950 roku uzyskano  krys ta l iczny  prepara t  pe n ic y ­
liny. Za  uruchom ienie  produkcj i  p rofesorowie  
Włodzimierz  Ku ry ł ow icz  i Tadeusz  Korzybski  o t r zy­
mali  w ów czas  nagrodą  p a ń s t w o w ą  II s topnia.

W 1955 roku ukazało  sią p ie rwsze  wydanie  m o ­
nograf ii  p.t. „Antybiotyki .  Pochodzenie ,  Rodz a je  i 
W ła śc iw o śc i ” au tors twa  Tadeusza  Korzybskie go  i 
W ło dz im ie rz a  Kury łowicza .  W da lszych,  r o z b u d o ­
wa nych  wydan iach ,  w s pó ła u t o rem  była  też dr chemi i  
Zuzanna  Kowszyk-Gindi fe r .  P ie rwsze  polsk ie  w y d a ­
nie o b e jm ow a ło  około 600 stron,  drugie —  z 1959 
roku — j uż  1228 stron, a wy dani e  z 1967 roku —  
1740 stron. W miarą  rozw oju  produkcj i  an t yb io t y­
k ów  zais tnia ła  ko nie cznoś ć  pr zygo to w ani a  ich p o ­
p ra w nego  polsk iego  nazewnic twa .  S tworzył  j e  p ro ­
fesor  Korzybski .  U kaza ły  sią też w ydan ia  obc o ję ­
zyczne  Monografi i :  n iemieckie ,  rosyjskie,  an gi e l ­
skie i angloamerykańskie .

W  1954 roku Tadeusz  Korzybs ki  został  p r o fe so ­
rem n a d zw ycza j nym ,  a w 1966 pro fe so rem z w y c z a j ­
nym  nauk m edyczny ch .  W Ins tytuc ie  Biochemi i  i 
Biof izyki  PAN p raco wał  w latach 1956-1976.  Był 
k ie rownik iem Za kła du  Bioc hemi i  Porów nawcze j  i 
w ie lo le tn im P rz e w o d n ic z ą cy m  Rady  Naukowej .  Bl i ­
skie kontak ty  nau k o w e  i ko leżeńskie  Profesora  z In­
s ty tu tem t rwały b li sko p ięćdz ies ią t  lat. W latach 
1957-1959 był  Re da k to re m  Kwar ta ln i ka  „Acta  Bio- 
ch imica  Po lon ica” . Był  j e d n y m  z cz ło nk ów  Z a ło ż y ­
cieli Po lsk iego  Tow arz ys t w a  Bio che m ic zne go  i w la­
tach 1961-1963 k ie rował  pracami  Komis j i  S ł o w n ic ­
twa  Bioch emicznego .  O w o c e m  tej dzia ła lnośc i  było 
op raco wan ie  tomu  p.t. „S ło w n ic tw o  e n z y m ó w ” .

W latach sześćdz ies ią tych  o t rz yma ł  Profesor  dwie  
nagrody  p a ńs tw ow e  za ca łoksz ta ł t  działalności  n a ­
ukowej .  W 1973 roku u c h w a łą  og óln ego  z g r o m a d z e ­
nia Polskiej  Akad em i i  N auk  został  w yb ra ny  na jej 
Cz łon ka  Rzeczywistego .

Na  eme ryt urą  profesor  Kor zybski  p rzeszedł  w 
styczniu 1977 roku.  Jego  kontak ty  z uczniami  p o z o ­
stały żywe  i t rwałe.  Z m ar ł  1 m arca  2002 roku w W ar ­
szawie  p rzeżyw szy  96 lat. Po uroczys te j  mszy  w K o ­
ściele pod w e z w a n ie m  św. A ndrz e ja  Bobol i  w W ar ­
szawie  odbył  się wz ru sz a ją cy  pog rzeb  w Mławie ,  
gdzie  je s t  grób Jego  Rodziców.  Że gna ło  Go tam 
społ eczeńs two doros łych  i mło dz ież  szkolna ,  dla 
której ustanowi ł  s ty pe nd iu m imienia  Korzyńskich .  
Corocznie  ze s ty pendi um  mo że  korzys tać  ki lkoro 
zdolnej  mło dz ież y  z rodzimej  Mławy,  by kształcić 
się w którejś  ze szkół  w y ż sz y c h  w kraju.

Tadeusz  Korzybski  był  c z ło w ie k ie m  szeroko i 
g łęboko wy ksz ta ł co nym .  Zna ł  ki lka języków.  Wie le  
czytał.  P am ię t am  Go w kuluarach  F i lharmoni i  r o z ­
m aw ia ją ceg o  z m oi m  szefem,  pr ofeso rem W ło d z i ­
m ie rzem  Niemierką :  ws pom in a l i  z oż yw ieni em  
wcześn ie j s ze  w y k o n a n ia  granych  tego wieczoru  
u tworów. W domu,  często Tadeusz  s iadał  do p ianina  
—  w w ar szaw ski ch  m ie szk an iach  mie js ca  na  for te ­
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pian na ogół  nie ma —  i g rywał ,  n iek iedy  przez  kilka 
godzin,  na jczęśc iej  Bacha .  P rzeb yw ał  wtedy  w in­
nym,  lepszym świecie.

Mia ł  w sp an ia łą  pam ięć  i bardzo  c iekawie  o p o w i a ­
dał. Budził  zaufanie .  Pob ud za ł  do myślenia .  W 1984 
roku —  w stulecie urodz in  Jak ub a  Karo la  Parnasa  —  
profesor  Tadeusz  Korzybski  p rzyw róc i ł  sp o łe c z n o ­
ści po lskich  b i o c h e m ik ó w  pam ięć  o s w y m  wie lk im 
Nauczycielu .  To dz ięki  p ro fesorowi  K orzybs ki em u  
w 1985 roku podczas  z jazdu w K rako w ie  odbyła  się 
sesja biograf iczna,  w 1996 roku p ie rwsz a  p o l ­
sko-ukra ińska  konf erenc j a  P ar n aso w sk a  we L w o ­
wie,  w której Profeso r  nie m ó g ł  j u ż  uczes tniczyć.

W  s iedemd zies i ą tym  roku życ ia  Profe sor  zda ł  e g ­
zamin  na prawo j a z d y  i j e sz c z e  k i lkanaśc ie  lat j e źdz i ł  
—  b e z w y p a d k o w o  —  po drogach  Polski  i Europy.  Z 
w yc ieczek  tych przywoz i ł  nie tylko fotograf ie,  lecz 
także własnoręczne ,  znakom i te ,  szkice zabytków,  
k tóre  Go szczególn ie  zafascynowały .  Pa m ię t am  w y ­
s tawę tych szk ic ów w lokalu Warszaw sk iego  Klubu 
Intel igencji  Katol ick ie j .  Pa m ię ta m  też swoje  zdz i ­
wienie,  gdy obe j r za łam tę wys tawę .  Nigd y  b o w ie m  
przedtem nie s łysza łam o ta len tach ry so wnicz yc h  
profesora  Korzybskiego .

rzęcym (1938) ,  Spraw. Tow. Nauk., L w ó w , 18 , 

112-113; Korzybski  T., Parnas  J.K. —  Uber  Abbau  
und  W ie de rau fb au  der  A den y ls au re  im Warmbl i i -  
t e rmuskel  (1938) ,  Z. Physiol.  Chem.  255 , 195-204; 
Korzybski  T., Parnas J.K. —  Obse rva t ion  sur les éc ­
hanges  des a tomes  du pho sp hor e  renfermés  dans  l ’­
ac ide  adénos in e t r ip hosphor iq ue ,  dans l ’animal  
vivant ,  a l ’aide du ph osphor  ma rq ué  par du radiopho-  
sphore  32P (1939) ,  Bull. Soc. Chim. Biol.,  21 , 
713-716

Post scriptum

Serdecznie  dziękuję  Koleżankom:  prof. prof. Jo ­
lancie Barańskiej ,  Lilianie Konarskiej  i Zuzannie 
Kowszyk-Gindi fe r  oraz Koledze  prof. Włodz im ier zo ­
wi Zagórsk iemu za udostępnienie  mater ia łów b iogra­
f icznych i boga tych  w refleksje wspomnień ,  z których 
korzys ta łam przygotowując  po wyżs zy  tekst o życiu i 
zas ługach Profesora Tadeusza Korzybskiego.

Szczególn ie  se rdecznie  dz iękuję  pani Mar i i  Ko- 
rzybskiej  za zgod ę  na m o j ą  wizy t ę  w Piasecznie,  za 
p iękne fotografie  do reprodukcj i  w kwar ta ln iku  „ P o ­
stępy B io c h e m i i ” oraz za cenne  uwagi  do tyczące  
op racow ane go  przeze mnie  tekstu.

*Hevesy  G., Korzybski  T., Parnas J.K. —  Badania  
nad przemian ą  kwasu  adcni l ow ego w ust roju zwie-

Z ofia  Z ie lińska
23/24 kwie tn ia  2002
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ARTYKUŁY
Eukariotyczne i archebakteryjne białka opiekuńcze 
CpnóO typu II 

Eukaryotic and Archaeal Chaperonins of Group II
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II. B udow a białek op ieku ńczych  C p n 6 0  typu II
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V. Rozwój ew olucyjny  bia łek  o p ieku ńczy ch  CpnóO typu II

I. Wprowadzenie

Białka  opiekuńcze ,  zwane  też czape ronam i  (ang. 
chaperones,  p race przeglądowe:  [1, 2]),  są  uw ażane  
za b ia łka  n ie zbędne  w k a ż d y m  ż y w y m  organizmie.  
G łó w n ą  ro lą  tych bia łek je s t  zapob ieganie  n i e ­
p oż ąda ny m  o d dz ia ływ ani om  m ię dz y  n iewłaśc iwie  
zwinię tymi  b iałkami  i w s p o m a g a n ie  w łaś c iwe go  
zwi jania białek.  Tylko n iek tóre  b iałka  w y k a z u ją  
zdolność  samois tnego  zwi jan ia ,  czyli  p rz y jm o w an ia  
b io logicznie  ak tywnej  s t ruktury  przes trzennej .  W 
w arunk ach  na tura lnych  w p ł y w  na  przebieg  zwi jania 
białek m a ją  również  zm ia ny  tempera tury,  skład ś r o­
dowiska  d r o b nocząs t ecz ko w ego  j a k  i n ie specyf iczne  
oddz ia ływania  z b ia łkami w ys t ępu ją cym i  w w y s o ­
kich s tężeniach w ew n ą t r z  kom órek .  Opr óc z  po m o cy  
w po p ra w n y m  zwi jan iu  białek,  b ia łka  op iekuńcze  
pe łn ią  rolę równ ież  w ochronie  b ia łek  przed  c zynn i ­
kami  s t resowymi ,  u czes t n ic zą  w ich t ransporcie  m i ę ­
dzy organe llami  k o m ó rk o w y m i ,  a t akże  w degradac ji

Dr; E U R x sp. z o.o., ul. Jaśk o w a  D olina  29, 80-286  G dańsk, tel.: 
(0-58) 345 2155, e-m ail: o sip iu k @ eu rx .co m .p l

Contents:

I. In troduction
II. Structure  o f  chaperonins  o f  the group II
III. M ech a n ism  o f  protein fo ld ing by chaperonins
IV. Substrate  specific ity o f  chaperonins  o f  the group II
V. E volutionary  or igins o f  chaperonins  o f  the group  II

n iepożądan ych  białek.  Te wszys tk ie  procesy  są b a r ­
dzo wa żne  dla funk c jo now ani a  ż y w ych orga niz mó w.

Pra wid łow o zwin ię te  b ia łka  m a j ą  h y d ro fo bow e  
resz ty  am in o k w a s o w e  um ie szczon e  we  wnęt r zu  s w o ­
ich struktur.  W przy pad ku  b ia łek n ie p ra wid ło wo  
zw in ię tych  i no w os y n te ty zo w an y ch ,  reszty h y d r o f o ­
bowe w ys t ę p u ją  na ich powierzchni .  Bia łka  o p ie k u ń ­
cze r o zpo znaj ą  w y e k s p o n o w a n e  reszty h y d ro fob ow e  
i oddz ia łu j ą  z nimi.  Stabi l izu je  to s t ruk turę b iałek-  
substratów,  chroni  j e  p rzed  ag regac ją  i i zoluje  od o to ­
czenia.  Taka  sy tuac ja  sprzy ja  p r a w id ło w e m u  p rz e ­
b iegowi  zwi jan ia  białek.  W  skrócie,  dzia łanie  b ia łek  
op ie kuń czych  polega  na zape wni eni u  czasu i w a r u n ­
ków do n i ezak łó co nego  i wła śc iw ego  zwin ięc ia  
białek w ed łu g  zasad te rmodynamiki .  W s p o m n ia n y  
powyżej  m e c h a n iz m  dz ia łan ia  b ia łek op ie kuń czych  
charak te ryzuje  się szerokim spe kt r um  subst ratów.  Z 
tego w zg lędu  b iałka  op i eku ńc ze  nie m o g ą  być u w a ­
żane  za e n z y m y  w k l a sy c z n y m  znaczeniu ,  w edł ug  
k tórego po w in n y  one  w y k a z y w a ć  d u ż ą  sp ecyf ic z ­
ność  ka ta l izowanej  reakcj i ,  j a k  i do bo ru  subst ratów.  
Ponadto  na leży zaznaczyć ,  że wyn ik ie m  dz iałan ia  
b ia łek op iekuń czyc h  nie jes t  p r zepr ow ad ze ni e  o k r e ­
ślonej reakcj i  chemiczne j ,  a j e d y n ie  zm ia na  s truk tury 
przes trzennej  substratu,  k tóra nada je  ak ty wność  b i o ­
log ic zną  n o w o s y n t e t y z o w a n y m  bia łk om i p r zyw ra ca
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tę ak tywność  w p r z yp adku n ie p raw id ło w o  z w in ię ­
tych subst ra tów.

Białka op ie kuń cze  dz ie l imy  na rodz iny  wed ług  
ich masy. Je d n ą  z rodzin  b iałek op ieku ńc zy ch  są 
bia łka  CpnóO (ang.  chaperon ins ,  p race  przeglądowe:  
[3, 4]) zbu dow ane  z m e r ó w  o mas ie  około 60 kDa.  
Wykazano ,  że b ia łka te są n ie o d z o w n e  do p o p r a w n e ­
go zwi jania  innych  b ia łek  we  wszys t k ic h  t em p era tu ­
rach.

II. Budowa białek opiekuńczych  
CpnóO typu II

Białka  CpnóO m a ją  c h a rak te ry s ty cz ną  pos tać c y ­
l indra z łożonego z dw óc h p o łą czon yc h  pierścieni  
(Ryc. 1 A, B). Ka żd y  z tych p ierścien i  zawiera  w e w ­
nęt rzną  ko mo rę  zd o ln ą  po mi eśc ić  b iałka  o mas ie  do 
60 kD a [5, 6] i s t w a rza ją cą  warunk i  sprzy ja jące  z w i ­
ja n i u  białek.  R oz ró żni am y  dwie  p odgru py  białek

na podw yższ en ie  temp era tury  powyżej  war tośc i  fi­
z jolog icznej .  Jest  ono  równi eż  określane ja k o  Hsp60 
(ang. heat sh o c k  p r o te in ) . G łó w n y m  kofaktorem tego 
b ia łka  jes t  inne b ia łko  szoku  te rmicznego ,  białko 
GroES (HsplO) ,  w ys tę pu jące  w formie pie rścienia 
sk łada jącego  się z s iedmiu podj ednos tek  o masie  10 
kDa każdy.

Bia łka  CpnóO typu II, będące  te matem  tej pu b l ik a ­
cji, są b iałkami  op iek uńczym i  wys tę puj ącymi  w ar- 
chebakter iach  i w cy tosolu o rg an iz m ó w  euka r io ty cz ­
nych.  Bia łka te n o sz ą  wie le  nazw,  jak:  TF55 lub te r ­
m o s o m  (ang. therm osom e)  w  p rzypa dku  archebakte-  
rii oraz C-cpn  (cy toso low e b ia łko Cpn),  TCP-1 (ang. 
t -c o m p le x p o ly p ep t id e ) ,  T R iC  (ang.  TCP-1 ring c o m ­
p lex )  i C C T  (ang. chaperonin  co n ta in ing  TC P -1 ) w 
p rzypa dku  białek euka r io tyc znego  cytosolu.  W  nie­
k tórych  o rgan izmach ,  j a k  np. w archebakter iach  M et-  
h anococcus  ja n n a sh i i ,  b iałka tej po dgru py  tw or zą  
ko m pl eks y  z łożone  z j e d n a k o w y c h  m o n o m e r ó w

elastyczna 
wypustka

domena górna

domena środkowa

domena 
przyrównikowa

D

CpnóO. P ie rwszą  z nich tw or zą  białka  okreś lane  jako  
b ia łka  CpnóO typu I, które w y s tę p u ją  w bakteriach  
oraz eukar io tycznych  m i t oc hon dr iach  i ch lo ro p la ­
stach. Przykładem bia łka  z tej pod g ru p y  jes t  białko 
GroE L z bakteri i  E scherich ia  coli  [7-9],  z łożone  z 14 
j e d n a k o w y c h  podjednos tek  o mas ie  57 kDa każda.  
Jest  to białko szoku te rmicznego ,  co oznacza ,  że jego  
ilość w kom órk ach  znacznie  wz ras ta  w odpowiedz i

Ryc. 1. Budowa białek CpnóO typu II 
opracowana na podstawie 
struktury atomowej białka 
termosomu z Therm oplasm a  
acidophilum  w formie za­
mkniętej (forma odpowia­
dająca Ryc. 2 Fi i F). Rycinę 
wykonano przy pomocy pro­
gramu Molscript [46] na 
podstawie współrzędnych 
lAóD.pdb. A) Widok bocz­
ny pokazujący podwójny 
pierścień białka. Jeden z 14 
monomerów białka został 
wytłuszczony. B) Domeno­
wa budowa podjednostek 
białek CpnóO. C) Widok z 
góry na cząsteczkę białka 
CpnóO. D) Widok z góry na 
domenę szczytową w j e d ­
nym z pierścieni białka 
CpnóO.

[10]. Jednakże ,  na jczęśc iej  b ia łka  te sk łada ją  się z 16 
podjednos tek ,  po 8 pod jednos te k  w każdym  z p ie rś ­
cieni. Wyją tek  s tanowi  b iałko  TF55 z a rchebakter ii  
Sulfo lobus,  które składa  się z 2 pierścieni  po 9 p o d ­
jed n o s t ek  [12-14],  Organizac ja  podjednos te k  w p ie r­
ścien iach  nie jes t  p r zypadko wa.  Każdy pierśc ień e u ­
ka r io tycznych  białek CpnóO typu II zawiera po j e d ­
nej z 8 różnych  pod jedno s te k  o masach  55-60 kDa w
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ściśle okreś l onym  po rządku [11, 15]. W bia łkach ar- 
chebak tery jnych  zwy kle  w ys tę p u ją  2 rodza je pod-  
jednos tek ,  które są  u łoż one  n ap rzem ienn ie  [4, 16]. 
Jak do tąd nie w y ja śn i ono  organizac ji  s t ruktury 
białek Cpn60 z a rchaebakter i i  Su lfo lobus .  Z b u d o w a ­
ne są one  z 2 pierśc ieni  zaw ier a jącyc h  po 9 m o n o m e ­
rów 3 różnych  podjednos tek .  M o ż n a  przypuszczać ,  
że wys t ępuje  w nich okreś lone  us ze re go w an ie  3 róż ­
nych podjednos tek ,  które je s t  t rzykro tn ie  p o w t ó r z o ­
ne w ka żd y m  z pierścieni .

Z b ia łkami  CpnóO typu II oddz ia łu ją  b ia łka op ie ­
kuńcze  G im C  (znane równ ież  ja k o  ang. prefoldin')  
[17-20],  Nie  zaw ier a j ą  one  e l em en tó w  h o m o lo g ic z ­
nych  znanych  b ia łek baktery jnych .  Subs t ra tami  obu 
białek op iekuńczych ,  CpnóO i G im C,  jes t  wiele 
b ia łek cy toso lowych,  j e d n a k ż e  d o m in u ją c ą  grupę  
subs t ra tów s t anow ią  ak tyny  i tubuliny,  będące  g ł ó w ­
nymi składnikami  euka r io ty czneg o  cy toszkiele tu

[5].
St ruk tura  podjednos tek  b ia łek  CpnóO na poz iomie  

a to m o w y m  została dokładnie  p o zn ana  na pods tawie  
badań  krys t a lograf icznych  białek Gr oE L  z bakteri i  
E scherich ia  coli  [7, 9] i t e r m o s o m u  z a rchebakter i i  
T herm oplasm a acidoph ilum  (Rye. 1) [16]. Wykaza ły  
one p o d o b n ą  kons t ru kc ję  po j edy nc zyc h  p o d j e d n o ­
stek składa jących  się z t rzech domen:  szczytowej 
(ang. a p ica l), ł ączn ikowej  (ang.  in term ed ia te )  i r ó w ­
nikowej  (ang. equa tor ia l)  ( R y c . l B ) .  D o m e n a  r ó w n i ­
kowa odp ow iad a  za wię ksz ość  odd z i a ły wa ń 
w ew ną t r z  pierścieni  b ia łek CpnóO, ja k  i pom iędzy  
nimi.  Na  górnej  powie rzchni  tej d o m e n y  po w e w ­
nętrznej  stronie kom ó r  b iałka  i w pobl iżu  do m eny  
łącznikowej  zna jduje  się mie jsce  w ią zani a  ATP, k tó ­
rego hydrol iza  je s t  n iezbędna  do ak tywnośc i  białka 
op iekuńczego.  D o m e n a  sz czy to w a  służy do wiązania  
subs t ra tów i pod leg a  z n aczn ym  z m ia n o m  k o n f o r m a ­
cji podczas  zwi jan ia b ia łek-subst ra tów. Struk tura 
przes t rzenna  obu typ ów b ia łek CpnóO jes t  niemal 
iden tyczna .  Ró żni ą  się one g łó wn ie  ob ecn o śc i ą  e la ­
stycznej  wypus tk i  z łożonej  z 33 a m in o k w a s ó w  i 
zna jdującej  się w szczytowej  do m en ie  b ia łek typu  II 
( R y c . l B )  [16]. W ypus tka  ta p r a w d o p o d o b n ie  zas tę ­
puje b iałko GroES,  które m a  za zadanie  zam yka nie  
ko m ory  białka G ro E L  gdy w ew n ą t r z  zna jduje  się 
substrat .

III. Mechanizm zwijania białek przez białka 
opiekuńcze CpnóO

Na pods tawie  badań  krys ta lograf icznych  i m ik r o ­
skopii  e lekt ronowej  w n isk ich  te mp era tu rach  udało 
się wykry ć  3 formy ko n fo rm acy jn e  białek CpnóO 
[22-24],  Są to forma otwar ta ,  o tw ar to -z am kn ię ta  (w

formie poc isku)  i zamkn ię ta  (Ryc.2) .  W z n acząc ym  
s topniu pr z y p o m in a ją  one konformacje  b ia łka  G r o ­
EL [9, 25], Za tem p rzypuszc za  się, że forma o twar ta

A

E F

Ryc. 2. Rekonstrukcja struktury cząsteczki białka CpnóO na podstawie 
wyników badań za pom ocą mikroskopii elektronowej w niskich 
temperaturach. A) i B) —  formy otwarte, C) i D) —  formy 
otwarto-zamknięte , E) i F) —  formy zamknięte. Ryciny A, C i E 
pokazują rekonstrukcje białka w rzucie ukośnym akcentującym 
zmianę wymiarów otworu komory białka CpnóO (rycina A 
względem E). Ryciny B, D i F przedstawia ją  przekroje rekon­
strukcji cząsteczki białka. Reprodukcja została wykonana za 
zgodą dr Helen R. Saibil [20].

od powia da  b ia łkom  CpnóO bez zw iązanego  nukle-  
otydu.  O tw ór  we jśc io wy  do k o m ó r  b ia łka  w tej fo r ­
mie  jes t  znacznie  rozszerzony ,  co u ła twia pr z y łą c z e ­
nie subs tratu mającego  ulec zwi janiu.  Forma z a ­
m knię ta  zaś jes t  b i a łk iem ze zwią zany m i  nukleo ty-  
dami  i może  zawierać  subst ra t  w ew ną t r z  komór .  F o r ­
ma o tw ar to -zam kn ię t a  je s t  fo rm ą  pośrednią .  W y s t ę ­
puje w niej j ede n  p ierścień  ze zwią zany m i  nukleoty-  
dami , a drugi  bez  nuk leo tydów.  Pr aw d o p o d o b n ie  jes t  
to forma ak t yw na  w proces ie  zwi jan ia  białek in vivo
[24],

Działan ie b ia łka Gr oE L  ja k o  b ia łka op i ek uńc zego  
zostało s to su nk owo dokładnie  poznane.  F o rm ą  a k ­
ceptorową,  czyli  fo rm ą w ią ż ą c ą  substraty,  j es t  G r o ­
EL bez zwią zaneg o  nukleo tyd u  bądź  ze zw iązan y m
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A D P  (Ryc .3A)  [26, 27].  Bia łka  o n ieprawid łowej  
konformacj i  zwyk le  w y k a z u j ą  w y e k s p o n o w a n e  h y ­
d rofo bow e resz ty a m in o k w a s o w e ,  k tóre  pr zy łącza ją  
się do hy dro fo b o w y ch  resz t a m i n o k w a s o w y c h  zn a j ­
dujących  się przy o tw orze  k o m ó r  w d o m en ach  s zczy ­
towy ch  b ia łka  GroEL.  Przy ł ączenie  A T P  do p ie rśc ie ­
nia Gro E L  ze z w ią z a n y m  sub s t ra tem powod uj e  
uw oln ien ie  subst ratu (Ryc .3A) .  Częs to  ten typ re a k ­
cji lub k i lkakrotne jej  p ow tó rzen ie  wy s ta rc za  aby 
substrat  p rzy ją ł  fo rm ę  n a t y w n ą  [26, 27].

Z a o b s e rw o w a n o  ró wni eż  bardz ie j  z łożo ny proces 
zwi jania  b ia łek przez  G ro EL ,  k tóry  je s t  p r z e d s t a w io ­
ny na ryc in ie  3B [28]. W tym prz yp ad ku  substrat  
p rzy łącza się do k o m p le k s u  G r o E L / G r o E S / A D P  od 
st rony pierścienia  G r o E L  nie mająceg o  zw iązanego  
b ia łka  GroES.  Nas t ępnie ,  b ia łko GroE S i ATP 
p rzy łą cza ją  się do p ie rśc ien ia  G r o E L  ze zw ią zan ym  
subst ra tem.  Po wod uj e  to zam kn ię c ie  o twor u  ko mo ry  
z subs t ra tem i p r ze sunięc ie  subst ra tu w g łąb komory,  
gdz ie  na skutek  zm ia n  k o n fo rm a c y jn y c h  ods łan ia ją  
się hydrof i towe resz ty  a m i n o k w a s o w e  b ia łka  GroE L  
sprzy ja jące p r a w id ło w e m u  zwi jan iu  białek.  W w y n i ­
ku obrotu do m en  s zczy to w yc h o 90° wo kó ł  ich g ł ó w ­
nej osi (przeb iegające j  od p o d s ta w y  do m e n  do ich 
wierzchołka)  i odchyle n ia  o 60° od osi p ierścieni ,  h y ­
dr ofobow e reszty a m i n o k w a s o w e  wcześn ie j  wiążące  
substrat  uczes t n i czą  w wiązaniu  b ia łka  GroES [9, 
28], Te zmi any  przes t rzenne  o d p o w ia d a j ą  p rze ­
ksz ta łceniu białka GroE L  z formy o twar tej  do formy 
zamknię te j .  Z ako ńczenie  cyklu następuje  po hydr o l i ­
zie ATP, która p o w odu je  od łączenie  b iałka GroES od 
białka  Gr oE L  i uw oln ien ie  subst ra tu  z k o m o ry  czape-  
ronin. Przemiany  te u m o ż l i w ia ją  przy łączen ie  G r o ­
ES i ATP do przec iwl eg łego  p ierśc ien ia  GroEL.  Czas 
hydro l izy  ATP, w y n o szący  w tej reakcj i  około 15 se­
kund [2], daje cząs teczce  b iałka  moż l iw oś ć  przyjęc ia  
poprawnej  konformacj i  w czasie,  gdy  pozosta je  ono 
wewnąt rz  ko m ory  GroEL.  Po kole jne j hydrol iz ie 
ATP, ewentua ln ie  po odłączeniu  ATP i nas tępnie  
przy łączeniu  ADP, b iałko G r o E L  jes t  go towe do 
przyjęc ia  nas tępnego  substratu.  W przy pad ku  w i ę k ­
szości  subs tratów,  op isany  pow yżej  cykl  zwi jan ia  
musi  być wie lokro tn ie  p o w tó rz o n y  aby zwi jane 
b iałko przyjęło p r a w id ło w ą  kon fo rm ac ję  [28, 29].

Jest  bardzo  p r aw dopodo bn e ,  że dwie  kom or y  
b ia łka  Gr oE L  m o g ą  pracow ać  jed noc ześn ie ,  gdy k a ż ­
da z nich uczestniczy  w inn ym etapie procesu  z w i ja ­
nia  (Ryc. 3 C). W sytuacj i  gdy  po hydro liz ie  ATP do 
A D P  zwinię ty  substra t  pozos ta je  je sz c z e  w komorze ,  
p rzec iwległy  p ie rśc ień  G ro E L  je s t  w stanie związać 
następny  substrat .  Tak z ap o czą t k o w an a  akc ja  b ia łka  
Gro EL po zw ala  na przebieg  z s y nc hr on iz ow any ch

Ryc. 3. Schemat  objaśniający działanie białka opiekuńczego GroEL. 
A) Schemat zwijania białek poprzez cykle wiązania i uwalnia­
nia substratu spowodowanego wiązaniem ATP przez GroEL. B) 
Schemat zwijania białek wewnątrz  komór białka GroEL w yko­
rzystujący kompleks białkowy GroEL-GroES i hydrolizą ATP. 
Kompleks GroEL-GroES-ADP jest akceptorem nieprawidłowo 
zwiniętych białek. Po przyłączeniu substratu, komora białka 
GroEL jest zamykana przez białko GroES. Uwolnienie substra­
tu z komory następuje po odłączeniu się białka GroES spow odo­
wanego hydrolizą ATP. C) Schemat zwijania białek w ykorzy­
stujący jednocześnie  obie komory białka GroEL. Oba cykle 
zwijania substra tów przebiegają jednocześnie, jednakże  na in­
nych etapach procesu wg schematu analogicznego do pokazane­
go na rysunku B. W celu uzyskania przejrzystości, opis procesu 
zwijania białek został uproszczony w porównaniu do rysunku B.

cyk lów  zwi jan ia  b iałek j ed n o cz eśn ie  w obu  k o m o ­
rach G ro E L  [28],

Po m im o szeregu  prac do tyczących  zwi jan ia  
b iałek  przez  b iałka  Cp n60  typu II [22-24,  30-32] ,  j a k  
do tąd nie uda ło  się w pełni  opisać tego procesu .  W i ę ­
kszość  doniesień wy ka za ło  znaczne  p o do bi eńs tw o  
m e c h a n iz m ó w  dz iałan ia  b ia łek C pn6 0 typu II oraz  
b iałka  GroEL.  G ł ó w n ą  różni cą  je s t  obecność  e la ­
stycznej  wypus tk i  w b ia łkach  typu II, k tóra z a m y k a  
k o m o ry  b ia łek  C pn60  typu II i zas tępuje  b ia łko  G r o ­
ES [23]. Poza tym z a o b s e rw o w a n o  mnie jsze  s k rę c e ­

POSTĘPY BIOCHEMII 48(2), 2002 97http://rcin.org.pl



nie do m e n  szczy to wych  tych b ia łek  w p o ró w na ni u  ze 
s t ruk turą  b ia łka  GroE L  i wyno s i  ono  około  40° dla 
obrotu w okó ł  głównej  osi d o m e n  i 30° dla  odchylen ia  
od osi pierścieni  [15].

IV. Specyfika wyboru substratów przez 
białka opiekuńcze CpnóO typu II

Poc zą tk ow o  uwa żano ,  że j e d y n y m i  subst ra tami  
b ia łek CpnóO w e u ka r i o ty czny m  cytoso lu  są aktyny  i 
tubul iny  [4, 33, 34], Je dn ak że  n ie d a w n o  wykazano ,  
że 9- 15%  wszys tk ich  n o w o s y n te ty z o w a n y c h  białek 
cy t oso low ych o masach  w gra n ic ach  30-60 kDa u le ­
ga imm uno pre cypi t ac j i  wraz  z b ia łk am i  C pn60  [5]. 
Wśró d  opisanych  subs t r a tów by ły  b iałka  takie ja k  
m io zyna  II, bia łka k a p sy d ó w  w ir u s o w y c h ,  białko su- 
pre so ro we  n o w o tw o r ó w  H ip p e la - L a n d au a  (VHL)  i 
lucyferaza  świe t l ików [4, 5, 35-37] .  Ż adne  z tych 
b ia łek nie wy s tępuje  w  prokar io n t ach  i j ak  dotąd  nie 
s twie rdzono by subst ra ty  te m o g ły  być  zwi jane  przez  
baktery jne  białka CpnóO. Suge ru je  to możl iwość ,  że 
jed y n ie  euka r io tyczne  b ia łka  CpnóO są w stanie 
w s p o m a g a ć  zwi jan ie  subs t ra tów po c h o d z e n ia  e u k a ­
r iotycznego.

Po m im o  faktu od dz ia ły w a n ia  eukar io t ycznych  
b ia łek CpnóO z w ie lom a subs t ra tami ,  to ich g ł ó w n y ­
mi pod mi otam i  dzia łania  są b ia łka  cy toszkie le tu:  a k ­
tyny i tubuliny.  Białka te po u trac ie  na tywnej  s t ruk tu­
ry m o g ą  zwi jać się sa m odz ie l n i e  w obecnośc i  s a m e ­
go ATP. Jednakże  proces  ten je s t  ma ło  e fektywny.  
Białko Gr oE L  mo że  wiązać  n i e a k ty w n e  formy a k ty ­
ny P i tubul iny a ,  a następnie  u w a ln ia ć  je  w reakcji  
za leżnej  od ATP. U waln ia ne  p ro d u k ty  nie są je d n a k  
praw id ł ow o zwinię te  [38], Inaczej  j e s t  w przypadku 
eukar io tycznych  bia łek CpnóO typu  II, które z p o ­
m o c ą  swoich  ko fak torów jak  b ia łko  G im C ,  są  zdolne  
do zwi jan ia  tubul in i aktyn.  Je dy ni e  w wyn iku  
dzia łan ia  euka r io tycznych  b ia łek  op iekuń czych  
CpnóO typu II, w s p o m n ia n e  subs t ra ty  s tają się w 
pełni  ak tywn e b io logicznie  [4, 11],

Dok ład nych  informacji  o cha ra k te rze  od d z i a ły ­
wań eukar io tycznych  bia łek CpnóO z subst ratami  d o ­
s tarczyły badania  w y k or zys tu ją ce  m ik ro s k o p ię  e le k ­
t r o n o w ą  w niskich te m pera tur ach .  Wyk aza ły  one, że 
ak tyny  a  wi ążą  się do b ia łek CpnóO w pobl iżu  o t w o ­
ru ich kom ó r  w ściśle ok re ś lo ny  sposób.  Mnie jsza 
d o m e n a  ak tyn (zawiera jąca  p o d d o m e n y  I i II) wiąże 
się z p o dj edn os tk ą  8 czap e ro ni n  zaś  w ię ksz a  do m ena  
ak tyn  (zawierająca p o d d o m e n y  III i IV) z po d je d ­
no s tk ą  P lub c (Ryc. 4A)  [39, 40].  A na lo g ic z n e  b a d a ­
nia wykaza ły ,  że tubul iny w i ą ż ą  się je d n o c z e ś n ie  z 5 
pod jednos tka mi  b ia łek  CpnóO [41],  Wiązan ie  to z a ­
chodzi  na większej  powier zchn i  oddz ia łu jących

Ryc. 4. Specyfika oddziaływania eukariotycznych białek CpnóO z akty­
nami (A) i tubulinami (B). Białka-substraty łączą się swoimi do­
menami w poprzek pierścienia z określonymi podjednostkami 
białka CpnóO. Powoduje to „rozciągnięcie” białek wewnątrz ko­
mór białka CpnóO, co ułatwia zwijanie się częściowo rozdzielo­
nych domen substratu. Litery na obwodzie  pierścienia odpowia­
dają nazwom podjednostek eukariotycznych białek CpnóO.

bia łek niż w pr zypadku  wiązan ia  z ak tyn am i  i p o k r y ­
wa obszar  od pods ta wy  dom en sz czy to w y ch  po e la ­
s tyczną  wypus tkę .  Poza tym z a o b s e r w o w a n o  w y r a ­
źne zac ieśnienie  o tworu  ko m ory  w d o m e n a c h  s z c z y ­
towych białek CpnóO podczas  wiązan ia  tubulin,  co 
nie wy s tę pow a ło  przy wiązaniu  ak tyn [39, 41],  W i ę ­
ksza powie rzchnia  od dz ia ły wa ń tubul in  z b ia łkami  
CpnóO typu II, niż jes t  to w p rz y p a d k u  aktyn,  ś w i a d ­
czy o większej  specyf ice  i sile oddz i a ły wań .  M o ż e  to 
oznaczać ,  że p ierwotnie  tubul iny  były  g ł ó w n y m  sub- 
s t ra tem białek CpnóO, zaś ak tyny  do pie ro  później  d o ­
s tosowały  się do i stniejącego  j u ż  apara tu  białek op ie ­
ku ńczych  rodz iny  CpnóO. I m m u n o p re c y p i t a c j a  p o d ­
je dn os te k  białka  CpnóO ze z w ią z a n y m i  tub ul inami  i 
zna jomo ść  bu d o w y  pierścieni  b ia łka  u jawni ły  2 for ­
my  oddz ia ływań tubul in (Ryc.  4B)  [41], Jednakże  
nie było możl iwe  okreś lenie ,  czy obie formy o d ­
dz ia ływań w ys t ępują  podczas  j e d n e g o  cyklu z w i j a ­
nia tubul in czy też wy n ik a ją  z faktu w y s t ę p o w a n ia  
dw óch rodza jów tubul in a  i p. O b ra z y  uzys ka ne  przy 
pom o cy  mikroskopi i  e lek t ronowej  su g e ru ją  m e c h a ­
n izm zwi jan ia  aktyn i tubulin.  O ba  rodzaje  białek- 
subs t ra tów zbu do w ane  są z d w ó c h  dom en  i m o g ą  
ulec „ rozc ią gni ęc iu” pom ię dz y  pod je dn os tk am i  p i e ­
rścieni białek CpnóO. W tej pos tac i  d o m e n y  su bs t ra ­
tów roz łącza ją  się i pozos t a j ą  p o łą czone  j e dyni e  p o ­
przez wąski  p rzegub  ł ańcucha  a m i n o k w a s o w e g o
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(Ryc.  4) [39, 41 ]. Uła twia  to zwi jan ie  częśc iow o r o z ­
dz ie lonych  d o m e n  subs tra tów.

Jak dotąd,  nie us ta lono sposobu  w y b o ru  subs t ra ­
tów przez  a r ch eb ak tery j ne  b ia łka  CpnóO. W ykazano  
w ys tę p o w an ie  częśc i  ak tywnoś c i  b ia łek o p ie k u ń ­
czych  tj. w iązani e  n i ew łaś c iwi e  zwin ię tych  białek,  
ochro nę  przed  czyn n ik a m i  n i sz czącym i  s t rukturę i 
opóźnian ie  ich sp on ta n ic zne go  zwi jan ia  [4], Tylko w 
jednej  p racy  op isano  a k t yw no ść  zwi jan ia  subs t ra tów 
przez  b ia łka  CpnóO z a rchebakter i i  S u lfo lobus  [42], 
Je d n ą  z pr zycz yn  takiej sytuacj i  są t rudnośc i  z n i sz ­
czen iem  na tywnej  s t ruk tury  a rchebak tery jn ych  
b ia łek-subs t ra tów,  które  są  często b ia łkami  te rmof i l ­
nymi  i w y k a z u j ą  d użą  odpo rn oś ć  na dz ia łan ie  ty p o ­
wych dena turan tów.  Ponad to  j a k  dotąd nie zna lez io ­
no żadnych  ko fa k to ró w  oddzia łu j ących  z a rchebak-  
te ry jnymi  b ia łka mi  CpnóO (ko fak torów  an a lo gi cz ­
nych  do e u k a r i o ty czn ych  b ia łek  w sp o m ag aj ący ch  
b ia łka  CpnóO [4, 11]).

V. Rozwój ewolucyjny białek opiekuńczych  
CpnóO typu II

Je d n ą  z g ł ó w n y c h  cech  od różn ia jących  eukar ion ty  
od prokar io n t ów jes t  cy toszkie le t  ko m ó rek  eukario-

l iny i kera tyny .  Jak  w yk a z a n o ,  p roces  zwi jan ia  aktyn 
i tubul in w y m a g a  udz ia łu  b ia łek  CpnóO typu II [4, 
11]. Jedynie  w ten spo sób  ak tyny  i tubu l in y  m o g ą  
uzyskać  s w ą  a k ty w n o ś ć  b io logiczną .  A na l iz a  se ­
kwencj i  a m i n o k w a s o w y c h  ak tyn i tubulin  nie w y k a ­
zała ho mo logi i  z j a k i m k o l w i e k  i nnym  zn any m  
bia łk ie m b ak te ry jn ym .  Dop iero  po ró w n an ie  b ia łk o ­
wych s t ruktur  p rzes t r zenny ch ,  u z y s k a n y c h  z badań  
r e n tg enogra f i cz ny ch  kry sz t a łów  białek,  u jawn i ło  p o ­
dobie ńs t wo  ak tyn  i tubul in  do bakt e ry jn ych  b ia łek 
FtsA i Ft sZ b io rących  udz ia ł  w podzia le  ko m ó re k  
bak tery jny ch  [43, 44],

Uw aża  się, że b i a łka  op ie kuń cze  CpnóO oraz 
b ia łka p r y m i t y w n e g o  cy toszkie le tu  w sp ó łw y s t ęp o -  
wały  w p i e rw sz y c h  organi zm ach  euk a r i o tycznych  
(Ryc. 5) [34], N a w e t  u na jbardz ie j  p ry m i t y w n y c h  eu- 
kariontów,  j a k  G iardia  lam blia ,  która nie zawiera  
mi toc hondr ió w,  wys tę pu je  cy toszkie le t  o raz  białka 
CpnóO sk łada jące  się  z 8 różnych  pod je dnos t ek  c h a ­
rak te ry s ty czny ch  d la  euk ar io ty czne go  cy to so l u  [11, 
45].  To samo  do ty czy  b ia łka G im C,  ko fak to ra  białek 
CpnóO, sk ła da ją cego  się w Giardii  z 6 ró ż n y c h  p o d ­
jednos tek ,  tak j a k  u innych  eu ka r ion t ów  [18, 45].  W 
p rz ypadku archebak ter i i ,  gdz ie  nie s tw ie rd zo no w y ­
s tępowan ia  cy toszk ie le tu ,  b iałka  CpnóO w ys tę p u ją

bakterie eukarionty archebakterie

ę g)G ro E L i3 )G ro E S  

T R iC /C C T .j^ G im C

- arch. o p  arch.
Cpn60 J o  GimC

v  Praorganizm
sy stem y  Cpn60

p  FtsA  

*'-i aktyny 
O FtsZ  
u  tubuliny

białka
strukturalne

tycznych.  Do j e g o  zadań  na l eżą  stab il izac ja  i zmiana  
kształ tu k o m ór ek ,  t ranspor t  organel l i ,  segregac ja 
c h r o m o s o m ó w  oraz  skurcze  mięśni .  Gł ów nym i  
b ia łkami  sk ła d o w y m i  cy toszkie le tu  są  aktyny,  tubu-

Ryc. 5. Hipotetyczny rozwój ewolucyjny i po­
dział systemów białek opiekuńczych ro­
dziny CpnóO na tle ewolucji żywych or­
ganizmów w królestwach: bakterii, eu­
kariontów i archebakterii. Białka u pod­
stawy drzewa ewolucyjnego reprezen­
tują przodków obecnych białek CpnóO, 
ich kofaktorów i białek strukturalnych. 
Strzałki pokazujące utratą genów przed­
stawiają braki białek w określonych kró­
lestwach. Alternatywne drogi ewolucji 
białek są  oznaczone znakami zapytania 
np. albo wspólny przodek białek GimC 
ewoluował tylko w linii eukariotycz- 
no-archebakteryjnej  albo został on utra­
cony w linii bakteryjnej. Rycina została 
wykonana na podstawie [34] za zgodą dr 
F. Ulricha Hartla. (na rycinie zas tosowa­
no skrót: arch. = archebakteryjne).

najczęśc iej  j a k o  16-mery  z łożone  z d w ó c h  różnych  
pod jednos tek ,  a b ia łka  G im C  ja k o  h e k sa m e ry  2 ró ż ­
nych  po d je d n o s t e k  [19]. Z tych fak tów w ys nu to  
wnioski ,  że b ia łka  CpnóO i G im C  zos ta ły bardzo
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wcześnie  w yksz t a łc one  w proces ie  ewoluc ji ,  p r a w ­
dopodobnie  je szcze  przed  rozdz ie le n iem  się k r ó ­
lestw euka r ion tó w i a rchebakter i i  (Ryc.  5) [34], W 
późnie j szym okresie  oba  b ia łka  e w o lu o w a ły  we  w z a ­
jemne j  za leżnośc i  od siebie,  j e d n a k ż e  ewolu c j a  ta 
p rzeb ieg ła  inaczej  w k a ż d y m  z królestw.  S p o w o d o ­
wało to u tworzenie  dw óc h w yraźn ie  różn iących  się 
sys te mów  białek op i eku ńc zyc h  w eukar ion tach  i ar- 
chebakter iach.  Jest  bardzo  p r a w d o p o d o b n e ,  że p r z e ­
bieg pr ocesó w e w olu cy jn yc h  uksz ta ł to wał  e uka r io ­
tyczne białka  CpnóO typu  II j a k o  ko mpleks  
składający  się z 8 różnych  pod jed n o s t ek  i dzięki  
t emu w yk azujący  wy so ce  sp ecy f ic zn ą  ak tywn ość  
zwi jania białek cy toszkie le tu  [34],
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Zjawisko zwijania łańcucha polipeptydowego białek 

Folding of the polypeptide chain
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W y k a z  sto so w a n y ch  sk rótów :  BPT1 —  in h ib ito r  try p sy n y  z 
trzu s tk i w o łow ej; B SE  —  en ce fa lo p a tia  g ąb czas ta  b y d ła; E G F
—  ep id e rm a ln y  czy n n ik  w zro stu ; PD I —  (ang. protein disul- 
ph ide  isom erases) izo m erazy  d w u s ia rcz k o w e  b ia łek ; P P Iazy
—  (ang. pep tidyl p ro ly l isom erases) p ep ty d y lo p ro ly lo w e  izo ­
m erazy

I. Wprowadzenie

Na począ tku  lat 60- tych ubi eg łego  wieku  A n -  
f i n s e n  [1] wykaza ł ,  że ak ty wn ość  b io logiczna  
b ia łka  n ierozerwaln ie  zw ią zana  je s t  z odpo w ie d n ią  
s t ruk turą  pr ze s t r zenną  je g o  cząs teczek  (współcz esne  
pog lądy  w pracy przeg lądo we j  [2]). St ruk turę taką  
cząs teczka  przy jmuje  spo ntan iczn ie  (nawet  w p rz y ­
padku z r edukow an ia  wsz ys tk ic h  jej  w e w nę t r zny ch  
m o s tk ó w  dw us ia rc zkow yc h) ,  p rze to uw aża  się j ą  za 
s t rukturę  natywną .  Proces jej  fo rm o w an ia  określa  się 
skró towo,  jako  z jawisko  zwi jan ia  b iałka  ( łańcucha 
po l ipeptydowego) .

N a  począ tku  lat 70-tych do opisu  procesu  zwi jania 
s t ruktury na tywnej białka,  w l i teraturze ang lo ję zycz ­
nej,  A n f i  n s e n [3 ,4]  zap ro p o n o w a ł  te rmin „ p r o te ­
in f o l d i n g ”, a dla procesu  odwr ot nego  —  rozwi jan ia 
s t ruktury ,,p ro te in  u n fo ld in g ” . Ten ostatni  t ermin 
o zn acza  odwraca lne  n iszczenie  s t ruktury  b ia łka i j es t  
odróżn iany  od te rminu  „ d é n a tu r a t io n ”, k tóry o z n a ­
cza  n ieodw raca lne  zn iszczenie  s t ruk tury bia łka  naj-

D r hab.; Insty tu t B io log ii D o św iadcza lnej im. M. N enck iego , ul. 
P asteu ra  3, 02-093 W -w a, tel. 65 9 -8 5 -7 1 , wew. 229; e-m ail: 
eczu ry lo@ nenck i.gov .p l

częściej  związane  również  z agregac ją  i w y pa dan ie m  
osadu b ia łek  (w ko m órce  tw orzen iem się z łogów 
b ia łkowych) .  Termi no lo gi a  zap ro p o n o w a n a  przez 
A n f i n s e n a  szybko zyska ła  p o w s z e c h n ą  akc ep ta ­
cję, na co n iewątp l iwie  mia ło  w p ły w  przyznanie  mu 
w 1972 roku N ag ro d y  N ob la  za os iągnięc ia w dz ie ­
dzinie badań  s t ruktura lnych białek.

II. Proces zwijania białek

Pierwsze  d oś wiad czen ia  wykazały,  że proces z w i­
jan ia  s t ruktury b ia łka  jes t  p roc ese m  sponta n i cznym i 
bardzo  szybkim,  jeś l i  uwzględn ić  wie lkość  cząs te ­
czek  b ia łkowych,  które w tej reakcji  uczestniczą.  
Po czą tkowo sądzono nawet ,  że jes t  to proces  prze jś ­
cia pom ięd zy  d w o m a  m oż l i w y m i  s tanami s t ruk tura l ­
nymi (U<£> N): s tanem ca łkowic ie  rozwinię tym (c zę ­
sto myln ie  u t oż sam ia ny m  z k on fo rm ac ją  k łębka  s ta ­
tys tycznego)  i s t ruk turą  n a ty w n ą  [5-7]. Stany te, w 
okreś lonych  warunkac h ,  są  stabilne,  więc  można  je  
charak te ryzować  na  wie le  sp o so b ó w  za leżnie od d o ­
s tępnośc i  meto d  po m ia ro wych .  Po dsum ow an ie  
p ie rwszego  okresu  badań  przejść (zmian)  s t ruk tura l­
nych  w b ia łkach  m o ż n a  znaleźć  w pracach  
przeg lą dow ych [8-10].  Z na czni e  trudniej  p o w i e ­
dzieć coś o drodze ,  po jakiej  o d b y w a  się proces  z w i­
jan ia  struktury.  Badania  k ine tyki  p rocesu  zwi jania  i 
rozwi jan ia  s t ruktury łańcucha  b i a łko we go  pozwol i ły  
stwierdzić ,  że proces ten często o d byw a  się za p o ­
ś r ednic tw em  s tanów pośrednich ,  a nawet,  że różne  
cząsteczki  m o g ą  wybier ać  różne  drogi  zwi jan ia  [11], 
Za te m  proces  taki m o ż n a  opis yw ać  uk ład em  przejść:  

U o  Ikn o  N,
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gdzie wskaźnik i  o z n acza j ą  o d p ow ie dn io  drogę,  po 
której o d b y w a  się zwi jan ie  i stan pośredni ,  p rzez k tó ­
ry proces ten przechodzi  na  rozpa t rywa nej  drodze.  
Jako przykład  wie lo to rowośc i  p rocesu  zwi jan ia  m o ­
żna przy toczyć  proces  o d t warzan ia  m o s tk ów  dwu-  
s ia rczkowych w cząs teczce  inhibi tora  t ry ps yn ow ego  
z t rzustki  wołowej  [12-18] ,  BPTI  (R yc . l ) .  Dowol-

wa roz tworu  i j e g o  pH,  a cza sem ob ecnoś ć  j o n ó w  m e ­
tali dw uw ar to śc io w yc h ,  cząs teczek  organicznych  
lub grup pros te tycznych  (np. hemu) .  Dla tego  op i ­
sując teore tycznie  proces  zwi jan ia  b iałka  m us i my  
uw zględniać  wszys tk ie  te paramet ry ,  czyli  op isywać  
ten proces w przes trzeni  w ie low ym ia row e j ,  d latego 
też często m ó w im y ,  że o d b y w a  się on na wic iowy-

7 f

bardzo
szybko

Ryc. 1. Drogi zwijania łańcucha cząsteczek inhibitora trypsynowego z trzustki wołowej (BPTI) opracowane na podstawie prac cytowanych w tekście. 
Liczbami, pisanymi czcionką pogrubioną,  zaznaczono numery reszt cysteinowych tworzących mostki dwusiarczkowe występujące w struktu­
rze natywnej, a liczbami, pisanymi czcionką zwykłą, zaznaczono mostki nic występujące w strukturze natywnej cząsteczek inhibitora. Podano 
też względne szybkości przejść pomiędzy poszczególnymi izoformami strukturalnymi inhibitora.

ność wyboru  drogi  widać  j u ż  na e tapie  for mo wan ia  
p ie rwszego  mostka  dw us ia rc zkow ego .  Oko ło  70% 
cząs teczek  inh ib itora tw orzy  p ie rwszy  m os tek  (po ­
między  Cys30  i Cys51),  k tóry  w ys tę puj e  w s t ruk tu­
rze natywnej i p rowadz i  do pows ta n ia  prawid łowej  
ich struktury. Na to m ia s t  około  2 0 %  cząs teczek  inhi ­
b itora jako  p ie rwszy  tw orzy  m os tek  ( po m ię dzy  Cys5 
i Cys30),  który w p raw d z ie  nie w ys t ępuje  w s t ruk tu­
rze na tywnej,  ale po zwa la  dojść  do niej.  Pozos ta łe  
10% cząs teczek  inhibi tora,  j a k o  p i e rwszy  mos tek  
dwusia rczkowy,  tworzy  mos tk i  inne od  w y m i e n i o ­
nych,  a żaden  z nich nie po z w a la  cząs teczce  zwinąć  
się w s trukturę na tywną ,  j e d n a k ż e  po ich rozerwan iu  
cząsteczki  te m o g ą  pow róc ić  na  j e d n ą  z dw u dróg 
p ro w adzących  do celu.  N a  e tapie fo rm o w an ia  dr u ­
giego mos tk a  dw u s ia rczk o w eg o  cząs teczki  inhib i to­
ra m o g ą  wybrać  j e d n ą  z t rzech izoform,  w których  
pos iada ją  po j e d n y m  m os tk u  w ła ś c iw y m  i j e d n y m  
niewłaś c iwy m (patrz Ryc. 1), a i zo fo rm y te p o z w a ­
lają na dalsze p r aw id ło w e  zwi jan ie  cząs teczek  inh i ­
bitora.

III. Energetyka procesu zwijania białka

Struktura na ty w na  za leży  od wie lu  p a ra m e t r ó w  fi­
zykoc hemi cznych ,  t akich jak:  t empera tura ,  siła jo no -

miarowej h iperpowie rzchn i  energetyczne j .  Zgodnie  
z prawam i  fizyki każda  cząs t eczka  stara się przyjąć  
moż l iwie  na jm n ie j s zą  energ ię  sw obo dną ,  a tak się 
składa,  że s t ruktura  n a tyw na  je s t  s tab i lną  s t rukturą  i 
o d pow ia da  jej ,  j eś l i  nie na jn iższa ,  to b l i ska  na j ­
niższej  energia  [19-24],

P o l ip ept ydow y  łańcuch  b ia łka  m o ż n a  roz pa t ry­
wać  ja k o  k op o l im er  p łask ich  grup pe pt y d o w y c h  p o ­
przedz ie lany  a toma mi  w ęgl a  (o zn aczo nego  C a), od 
k tórego  o d c h o d z ą  tzw. łańcuchy  boczne ,  lub homo-  
po l im er  tzw. j e d n o s t e k  pep ty do wych .  Wiązan ia  p o ­
m iędz y  grup ami  p e p ty d o w y m i  i w sp o m n ia n y m i  a to ­
ma m i  węg la  C a są  w iązan iami  po je dync zym i ,  wokół  
k tórych  m o żl iw a  je s t  og ran iczo na  rotacja.  To p o w o ­
duje,  że naw e t  s t o sunko w o krótkie  łańcuchy  
b ia łkowe m o g ą  przy jąć  bardzo  dużo  ró żny ch  k o n f o r ­
macji .  Jeśli założyć,  że w proces ie  zwi jan ia  sp r a w ­
dzane  są  wszys tk ie  kon formac je ,  to dla ma łego  
b ia łka (o d ługośc i  ł ańcucha  rzędu 100 reszt ,  i przy 
moż l iw ie  na jkr ó t szym  czas ie  zm iany  konformacj i  
rzędu  10 '11 s) p roces  zwi jan ia  t rwałby  dłużej  niż ist­
nieje wszechświa t .  Jest  to tzw. paradoks  Levin tha la
[25], który pr zekonu je  nas o tym,  że zwi jan ie  b ia łka  
od b y w a  się nie  na drodze  s ta tys tycznego  p rz eszuk i ­
wania  je g o  przes t rzen i  ko nf or ma cy jn e j  (wszys tk ich  
dozw o lo n y c h  konformacj i ) ,  a na ściśle określonej ,
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krótkiej  d rodze  za p o ś re d n ic tw e m  s tanów p o ś r e d ­
nich (Ryc.  2).

Hip e rp owie rz ch n ię  en e rg e ty czn ą  i l eżącą  na niej 
drogę,  po której zwi ja  się bia łko,  m o ż n a  ob razowo  
przeds tawić ja k o  w ew nę t r zną ,  c h r o p o w a tą  p o ­
wierzchnię  lejka [26, 27],  k tórego  przekrój  poka zany  
jest  na  Ryc. 2. Szerokość  lejka je s t  p ropo rc jona lna  do 
ilości dos tępnych  konfo rmac j i ,  dla rozpa t rywanej  
cząs teczki ,  o zadane j war tości  energii  swobodnej .  W 
miarę ja k  coraz  większ a  część  reszt  am in okwaso -  
wych  cząsteczki  b ia łkowej  p rz y j m uj e  kon fo rm ac ję

st rukturze  roz luźnione j  globul i  [28-33],  Energia 
sw o b o d n a  odpow ia da j ąca  s t ruk turze  rozluźnionej  
globuli  j e s t  n iska  i tylko n ie znacznie  w yż sz a  od en e r ­
gii odpowiada jące j  s t ruk turze  na tywnej (patrz 
Ryc.  2).

Badania  przejść  s t ruk turalnych  prow ad zon e  są z a ­
zwyczaj  na małych  b ia łkach o je d n o d o m e n o w e j  
s t rukturze,  po ni ewa ż  w tedy  ła twie jsza jes t  in te rpre­
tacja wyników.  Jeśli d o m e n a  je s t  n iekomple tna ,  to 
białko mo że  nie os iągnąć  stabilnej  s t ruktury zb l i ­
żonej  do s t ruktury na tywnej  (np. rybonuk leaza  A po-

Q
Ryc. 2. Zależność energii swobodnej od uogólnionej współrzędnej (Q) opisującej proces zwijania białka za pom ocą tzw. hipotezy lejka. Na rysunku za­

znaczono lokalne minima energii, które odpowiadają  kinetycznym stanom pośrednim, strukturze rozluźnionej globuli i błędnic zwiniętej 
cząsteczce białkowej. Zaznaczono leż globalne minimum odpowiadające strukturze natywnej.

natywną,  l iczba dos t ępnych  konformacj i  szybko m a ­
leje. Zm nie jsz a  się en tropia  układu.  W końcu  d o c h o ­
dz imy do jedne j  możl iwej  s t ruktury  (konformacj i )  i 
to jes t  właśn ie  s t ruk tura na ty w na  poł ożona  w na jn iż ­
szej części  lejka. Żeby  być w zgodzie  z prawam i  f izy­
ki należy powiedz ieć ,  że każdy  atom w c h odzą cy  w 
skład makrocząs teczk i  b ia łkowej  ma ok re ś l o n ą  s w o ­
bodę  drgań wokół  swego po łożenia  r ó w n o w a g o w e ­
go, a więc cała m a kr ocząs t ec zka  m a  wie le  zb l i ­
żonych do siebie struktur.  Z a t em  st ruk tura  na tywna  
je s t  s t rukturą  uś re dn io ną  i o p is y w a n ą  przez r ó w n o ­
wago we  u łożenie  wszys tk ich  a to m ó w  m a ­
krocząs teczki .

Proces zwi jan ia  b iałka  jes t  szybki  w por ów nani u  z 
dostępnymi  me tod am i  obserwacj i ,  a s tany pośrednie  
są  niestabi lne,  krótkot rwałe .  Je dn akże  w przy pa dk u 
n iek tórych białek osiąga lny  je s t  s tabi lny stan p o ś r e d ­
ni, który zwany jes t  s tanem roz luźnione j  globuli  
(ang. m olten  g lobu le) .  P oni ew aż  je s t  to stan s tabi lny i 
łatwy do obserwacj i ,  więc często m ó w i m y  wręcz  o

zbawiona  czterech  reszt  z końca  C [34] lub a - l ak to-  
a lbumina  po zb aw io n a  swej su b d o m e n y  P-struktural-  
nej [35]). Większe  b iałka  m o g ą  tworzyć  wie lod ome -  
nowe struktury,  w k tórych  poszczególn e  domen y 
m o g ą  zwi jać się n ieza leżn ie  od siebie,  z różnymi 
szybkośc iami  [36], a c zase m do m en y  są po łączone  
giętkimi  f r agmentami  ł ańcucha  ( łącznikami)  [37]. 
Wszys tk o  to u t rudnia  in te rpre tację  uzyskiw anych  
w y n ik ów  pomiarów.  Stąd, da lsze rozważan ia  ogran i ­
czymy  właśn ie  do b ia łek je d n o d o m e n o w y c h  lub ta ­
kich,  w k tórych prze jścia s t ruk tura lne  we wszys tk ich  
dom en ach  o d b y w a ją  się równocz eśn ie  i / lub są w z a ­
je m n ie  zależne.

IV. Schematy opisujące zwijanie łańcucha 
białkowego

Wiele sc hem a tó w  zostało z ap rop on ow any ch  do 
opisu procesu  zwi jan ia  białek,  a często różni autorzy 
tym s a m y m  te r m in om  przypis u ją  inne znaczenie,
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szersze opisy m o ż n a  zna leźć  w pracach  p r z e g lą d o ­
wych [38-44],

P ie rwszym pomyś ln i e  z a s t o so w a n y m  sch em ate m 
zwi jan ia / rozwi jan ia  b ia łek  był  d w u s ta n o w y  schemat  
[5], który był  p ros tą  k o n s e k w e n c j ą  obserwacj i  A  n - 

f i  n s e n  a [1], a wszys tk ie  nas tępne  schema ty  to 
jego  kole jne rozwinięc ie  (patrz Ryc. 3).

Białka,  k tórych  cząs teczki  zwi jane  są  po jedne j  
d rodze można  opisać sc h e m a te m  s ekw enc y jn ym  
(U o  Ii o  o  I„ #  N) [45, 46],  k tórego  szersze 
omó wien ie  pod ano  w pracach  p r z egl ądo w yc h  [38, 
47]. P rzechod zą  one przez  ko lejne s tany pośrednie ,  
w k tórych p rzy jm uj ą  ściśle  okreś lone ,  j e d n a k o w e  na 
danym etapie struktury.

Jeśli p ie rwsze  przejśc ie  (U o  11) w p o w y ż s z y m  
schemacie  charak te ryzuje  się d ług im cza sem p rze j ś ­
cia ( trwa długo) ,  a pozos ta łe  prze jścia  o d b y w a ją  się 
szybko,  to m ó w i m y  o s che ma cie  ro snącego  zarodka . 
W p ierwszym  etapie,  k tóry je s t  de cydujący  dla 
całego procesu ,  musi  nag ro m ad z ić  się odpo wi ed ni a  
l iczba molekuł ,  aby proces  był  o bserwowalny .  Nale-

ku szeroko  d ys ku to w ano  nad h i po tezą  t rak tującą 
resz tę  pr o l i n o w ą  ja k o  ją dr o  (zarodek) ,  od k tórego 
rozpoczyna  się proces  zwi jan ia  łańcucha  b ia łkowego 
[51-56].  Hipoteza  rosnącego  zarodka ,  z a p r o p o n o w a ­
na  przez  B r a n d t s a  ze w s pó łp racow ni ka m i  [57], 
p rzecenia ła  rolę resz ty  prol inowej .  Na  przykład,  w 
cząs teczce  rybonu kle azy  A  dwie  z czte rech  reszt  p r ó ­
bny  wy s tę pu ją  w konformacj i  cis, a w sąs iedztwie  
obu w konfigurac ji  cis  w y s t ęp u ją  reszty tyrozyny 
[58, 59]. D o d g e  i S c h e r a g a  [60] wykaza l i ,  że 
zas tąpien ie ,  w wy n ik u  punk towej  mutacj i  w 
cząs teczce  rybonukl eazy  A , reszty Pro wys tępujące j  
w konf iguracj i  cis  r esz tą  a la n in o w ą  powoduje ,  że 
reszta a la n in ow a zm ienia  s w ą  na jczęśc iej  spo t ykaną  
konf igurac ję  trans  na cis,  a zastąp ienie  resz ty  Pro 
wys tępującej  w konf igurac j i  trans  r esz tą  a l an in ow ą  
nie zmienia  jej normaln ie  spotykane j  konf iguracj i .  
Za tem  konf igurac ja  cis  j e s t  w y m u s z a n a  na każdej  
reszc ie  am in ok w aso w e j ,  k tóra zna jdz ie  się w tym 
mie jscu  łańcucha  pol i pe pt ydo we go ,  po ni eważ  dla lo­
kalnej  s t ruk tury jes t  to energe tyc znie  na jkorzystnie j-

Ryc. 3. Schematy stosowane w kinetycznych opisach zwijania łańcuchów różnych białek (szczegóły w tekście).

ży podkreśl ić,  że m ó w iąc  o ją d rz e  (zarodku)  s t ruk tu ­
ry myś l im y o m a ły m  e lemen cie  s t ruk tura lnym,  a w 
całym rozważan iu  ważna  jes t  tylko k ine tyka  procesu  
[48-50],  W  latach os i em dz ie s ią tyc h  m in io ne go  w i e ­

sza konfigurac ja.  Należy  na tomia s t  podkreśl ić ,  że w 
wie lu łańcuchach  b i a łko wych  osobl iwe ,  w p o r ó w n a ­
niu z pozos ta łymi  am in o k w asam i ,  moż l iwoś c i  zmian  
k on fo rm acy jn yc h  reszty prol inowej  są  w y k o r z y s ty ­
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wane (pat rz w pracy przeglą dow ej  [61]).  Zna ne  są 
przypadki,  że w sąs iedz twie  reszty pro l inowej  na in ­
nych resztach m a i n o k w a s o w y c h  też m oże  być w y ­
muszana  konf igurac j i  cis  [61, 62],

W schema tac h  d y fu zyj no -zder ze n io w o- adh ezy j -  
nym  i szk ie l e tow ym  nie n a k ła dam y  żadnyc h  og ran i ­
czeń (w arunków )  na ko le jne  s tany pośrednie .  L i ­
czebność  stanu pr ze jśc io weg o zależy od szybkości  
przejść.  W pierwszym p r z ypadku  podkre ś l a  się p r o ­
cesy dyfuzji  e l em ent ów  s truk tury drugorzędow ej ,  
która do p row adza  do e f ek t yw nych ich zderzeń ,  a w 
konsekwencj i  do p rz e b u d o w y  lokalnej  s t ruktury j a ­
kiegoś f r agmentu  cząs teczki  (np. adhezj i )  [63, 64], 
W drugiej  hipotez ie  proces dyfuzj i  e le m en tó w  s t ruk­
turalnych jes t  e tapem l imi tu jącym  zwi jan ie  s t ruk tu­
ry. W tym pr zyp adku  zakłada  się obecnoś ć  kolekcj i  
e lemen tów  st ruktury drugo rzędowe j  o określonej  
wewnęt rzne j  s tabi lności ,  k tóre w e jd ą  w skład s t ruk­
tury na tywnej [65-67].  Ł ączen ie  i d o paso w an ie  (ang. 
d o ck in g ) tych s t ruk tur  do s iebie jes t  e tapem l imi­
tującym cały proces.  Sc he m a ty  te d o p u szcza ją  wielo-  
to rowość procesu  zwi jania,  a ich sz cz egó ln ym  p r z y ­
padkiem jes t  schemat  se kw enc y jn y  (Ryc. 3).

Jeśli w bia łku dość  l icznie re pr ezen to wa ne  są 
reszty hyd ro fob ow e  to m o ż l iw y  je s t  sch em at  h y d r o ­
fobowej zapaści  [68-70].  Przy dużej  l iczbie reszt  h y ­
drofobow ych od dz ia ły wa n ia  hyd ro fo b o w e  s tają się 
wiodą cą  si łą w procesie  zwi jan ia  łańcuc ha  b i a łk o w e ­
go. W takim pr zyp adk u  dochodzi  do gw a ł to w ne go  
wypieran ia  cząs teczek  w ody  i po la rnych reszt  na 
zewnąt rz  cząs teczki b iałkowej  —  tw orzenia  ją d ra  
hydrofo bow ego,  p r a w d o p o d o b n ie  począ tk ow o  bez 
tworzenia  e l em en tó w s truk tury drugorzędowej .  W 
nas tępnym  etapie p o w st a ją  e le me nty  s truk tury d r u ­
gorzędowej ,  a w kole jnych ,  znacznie  woln ie j szych ,  
etapach,  dochodzi  do loka lnych  przeg ru pow ań  i d o ­
pasow an ia  s truk tury przes t rzennej  globul i  (Ryc. 3). 
Jednym z os ta tnich  e tap ów  tego procesu  może  być 
powstan ie s t ruktury zwanej  roz lu źni oną  g lo bu lą  [32, 
33],

W schemacie  uk ładanki  (ang.  j ig s a w  p u z z le ) nie 
czynimy żadnych  og ran iczeń  do tyczących  fazy 
począ tkowej  procesu  zwi jan ia  i do da tk ow o u w z g l ę d ­
n iamy wie lo to rowoś ć  procesu  zwi jan ia ,  czyli  c zyn i ­
m y  wszys tko  byl eby  dojść  do j e d y n e g o  celu —  s t ruk­
tury natywnej  [71-73],  pa trz  Ryc. 3. Wiadomo ,  że 
proces  do p aso w y w an ia  e l em en tó w  zachodzi  p ły n ­
nie, k iedy  posz czególne  e lemen ty  uk ładanki  m a ją  
wy ra źną  kolorystykę ,  a w tedy  schema t  s ekwency jny  
je s t  j ego  sz czeg ól nym przypadk iem.  Natom ias t  w 
przypadku,  gdy kolorys t yka  e l em en tó w  układanki  
je s t  zawiła,  to o t r zy m y w an e  s tany pośrednie  w kole j ­
nych „p ró b a c h ” dokła dania  e l em ent ów  b ę d ą  p r z y p o ­

mina ły  pos tę po wa ni e  po dobne  do tych znanych  ze 
s c he m a tó w  szk ie le towego  lub dyf uzyjno-zderzenio-  
w o-adhezy jne go .  Schemat  uk ładanki  nie pok rywa  
p rz y p a d k ó w  opi sy wa ny ch  przez  sc hematy  rosnącego  
zarodka  i zapaści  hydro fobowej .

Większość  z po w y ższy ch  sc hem a tó w  została 
op ra c o w a n a  dla opisu zwi jan ia  konkre tnyc h  białek 
toteż m a j ą o n e  różny  stop ień ogólnośc i  i s t os ow a ln o ­
ści. O gó ln ego  sc hema tu  zwi jan ia  b ia łek jeszcze  nie 
op racowa no,  a z p rzeds ta wio ny ch  opi sów widać  jak  
z ło żon ym  je s t  ten proces  i j a k  t rudno  będz ie taki 
schema t  opracować .

Proces zwi jan ia  łańcuch a  b ia łko wego  jes t  p roc e­
sem bardzo  szybkim,  np. ł ańcuch  anhy drazy  w ę g la ­
nowej  w 23°C ca łkowic ie  zwi ja się w ciągu 0,3 s [29, 
74], N atomias t  tworzenie  zwartej ,  ale je sz cze  niena- 
tywnej  struktury,  o b s e rw o w a n e  za p o m o c ą  zmian 
am pl i tudy  d ichro iz mu k o ło w ego  w da lek im UV, t rwa 
około s tukro tn ie  krócej .

V. Drogi zwijania białek

Roz win ię ty  łańcuch  pol ipeptydowy,  umi esz cz on y 
w na tura lnych  wa runkach ,  zawsze  zaczyna  się s a m o ­
dz ie lnie  zwijać.  Jego ce lem je s t  s truktura  na tywna ,  
ale czy cel zos tanie os iągnię ty  samodzie ln ie  zależy 
od z łożonośc i  s t ruktury na tywnej .  Zwi ja jące  się 
białka  m o g ą  wy br ać  j e d n ą  z t rzech dróg (Ryc. 4): (i) 
sekw enc yj ne  zwi jan ie  się do s t ruk tury na tywnej  za 
po śre dn ic tw em  kine tycznych  s tanów pośrednich ;  (ii ) 
szybkie  zwin ięc ie  się do s tanu  roz luźnione j  globuli ,  
a nas tępnie  do p a so w y w a n ie  łań cu chó w  boc znych  do 
zwartej ,  na tywnej st ruktury;  (iii) zwi jan ie  za p o m o c ą  
białek op ie kuń czych  (chaperonów) .

W  p rz ypadku zwi jan ia  się b ia łka  zgodnie  z j e d ­
ny m  z cz terech  p ie r wsz ych  z łożonych  schematów,  
przeds tawio nych  na  Ryc. 3, o t rz ym uj em y  dość luźne 
struktury,  a p rze jśc ia  s t ruk turalne m a ją  charak te r  
prze jść fazowych drugiego  rodzaju.  Jeśli,  natomiast ,  
zwi janie się b ia łka  o d byw a  się za pośrednic twem 
s truktury roz luźnione j  g lobul i  to st ruktura będz ie  si l­
nie up ak ow an a ,  zwar ta  i w ys oc e  stabilna.  Zm ia ny  
s t ruk tura lne  pr ow adz ące  do s t ruk tury rozluźnione j  
globul i  b ę d ą  mia ły  charak te r  przej ść  fazowych dr u­
giego rodzaju,  na tom ias t  p rze jśc ie  st rukturalne  od 
s t ruktury roz luźnione j  globul i  do s t ruktury natywnej 
będz ie  mia ło  charak te r  p rze jśc ia  fazowego  p ie rw sz e­
go rodza ju [29, 75].

Jeśli s t ruktura bia łka  jes t  dosta tecznie  sk o m p l i k o ­
wana  lub w trakcie zwi jan ia  się łańcucha  pol ipepty-  
dowego zdarzy ły  się ja k i eś  n a dz w ycz a j ne  procesy,  
które sp o w o d o w a ły  proces  n i ep rawid ło weg o z w i ja ­
nia, to takie łańcuchy  b ia łkowe m u s z ą  skorzys tać  z
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struk tu ra
ro zw in ię ta

fo rm o w a n ie  ko le jn ych  
k in e tyczn ych  s ta n ó w  

p o ś re d n ich

s a m o d z ie ln e  zw ija n ie  
do lu źne j s tru k tu ry  

p rze s trze n n e j

sa m o d z ie ln e  zw ija n ie  
do s tru k tu ry  

ro z lu źn io n e j g lobu li

sa m o d z ie ln e  fo rm o w a n ie  
zw a rte j s tru k tu ry  na tyw n e j

s tru k tu ry  na tyw n e

sa m o d z ie ln e  fo rm o w a n ie  
e le m e n tó w  s tru k tu ry  

d ru g o rzę d o w e j

Ryc. 4. Schemat  opisujący poznane drogi zwijania łańcuchów białkowych. Na schemacie pokazano stany strukturalne cząsteczek w poszczególnych fa­
zach zwijania łańcuchów, a nie zwracano uwagi na ich długość w poszczególnych częściach ryciny.

białek op iek uńczych  (chaper onó w) .  W dalszej  części  
b ia łkom tym po św ię c im y  nieco więcej  uwagi .

VI. Rodziny białek opiekuńczych  
(chaperonów)

Łańcuch  b ia łko wy częśc io wo zwin ię ty  lub 
n iewłaśc iwie  zwinięty,  który nie m oże  dalej  k o n ty ­
nuować  swego zwi jan ia  mus i  skorzys tać  z po m ocy  
białek op i ekuńczych ,  często,  z p rz yczyn  h is to rycz ­
nych,  zwa nych  także b ia łkami  szoku  te rmi czneg o  —  
Hsp (ang. heat s h o c k p r o te in )  [76], Zn an y ch  jes t  ki l ­
ka rodzin b ia łek op ie ku ńc zych  (Ryc.  5).

Na  wstęp ie  na leży  w s p o m n ie ć  o tzw. 
w ew ną t r zczą s te czkow ych  chaperona ch ,  czyli  o pep-  
tydach opiekuńczych .  W p r z yp adk u pro-b ia łek  lub 
pre-pro-b ia łek  często od t r awia l na  część  łańcucha  ma 
decydujące  znaczenie  dla pr aw id ło w eg o  zwinięc ia 
cząsteczki  b ia łka  [77]. Np.  p u n k to w a  mu tac ja  w od- 
trawialnej  części  ł ańcuch  pro -su bty l izyny  prowadzi  
do n i ewłaśc iwe go zwi jan ia  całej cząs teczki  bia łka  i 
to n iewłaśc iwe  u łożenie  łań cuc ha  po zos ta je  nawet  po 
odt rawieniu pro-pep tydu  [78, 79]. Niek tór e  pro-pep- 
tydy m o g ą  też uczes tn iczyć  w regulac j i  p rocesó w k o ­
m ór kow ych,  takich jak:  t ranspor t  i loka l izacja  [80], 
o l igomeryzac ja  [81, 82], a nawet  r egulac ja  a k t y w n o ­

ści białka  [83]. Więcej  in formacji  na ten temat  C z y ­
telnik znajdz ie  w pracach  p r z egl ądow yc h  [84-86],  

Rodz ina  na jmni e j szych  białek op iekuńczych  c z ę ­
sto jes t  n azy w an a  rod z in ą  Hsp25,  w której tak n a ­
p rawd ę  wy s t ępu ją  bia łka o m asach  od 20 do 30 kDa.  
Jak się obecnie sądzi,  na pods tawie  w yni kó w  badań  
je d n e g o  z najbardziej  ro zp o w sz ec h n io n y ch  p rz eds t a ­
wiciel i  tej rodz iny  —  a - k ry s ta l i n y  ( ~ 3 0 %  białek oka 
i —90 %  soczewki oczne j)  —  bia łka te mają  za z a d a ­
nie wiązanie  białek zn a jdu jący ch  się w stanach p o ­
średnich na drodze zwi jan ia ,  aby nic dopuśc ić  do ich 
agregacj i .  Np. a -k ry s t a l i n a  odpo w ie dz ia ln a  jes t  za 
pr zezroczys tość  soczewki  i j es t  j e d n y m  z g łównych  
sk ład ników tej soczewki  [87],

G łó w n y m  przeds t aw ic ie le m rodz iny białek op ie ­
kuń czych  HspóO jes t  b iałko  G ro E L  bakteri i  E. coli 
zwane  też czaperoniną .  Us ta lono  s t rukturę  jej m o n o ­
meru  [88] i ak t yw nego  ko m p lek su  [89], Czaperonin a  
baktery jna  [90-94] pod ob n ie  ja k  jej  odp owiednik i  z 
kom ór ek  euka r io tycznych  [95-99]  są przedmio tem  
l icznych prac p r ze gl ądo w yc h  (więcej  o tych b ia łkach 
w towarzyszącej  p racy [100]).

Ko le jn ą  rodz inę  b ia łek  op ie kuń czych  są b ia łka ro­
dz iny Hsp70,  które po s i ada ją  właśc iwośc i  s łabych 
ATPaz  i j ako  n iel iczne  m o g ą  dz ia łać w formie mono-  
meryczne j  (zwłaszcza  w p rzypadk u  świeżo sy nt ezo ­
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wanych białek),  choć  m o g ą  też w s p o m a g a ć  białka 
op iekuńcze  innych rodzin [101].  Jeśli  b ia łka  rodz iny 
Hsp70  nie m o g ą  zwinąć  łań cuc ha  po l ip ep ty do w ego  
samodzie ln ie  to m o g ą  dos ta rczyć  go czaperonin ie
[102],  Mi edzy  innymi  w re t icu lum endop lazm aty cz-  
n ym  (ER)  wys tępu je  b ia łko  op ie kuńcze  tej rodz iny  o 
nazwie  BiP,  k tóry nadzoru je  łączenie  się podjedno-  
stek imm unog lo bu l in  w ich ak t yw ne  o l igom ery
[103].  Bia łka  op ie kuń cze  tej rodz iny  b io rą  udział  w 
regulacji  ak tywnośc i  supresora  kom órek  n o w o t w o ­
rowych  - bia łka p53 [104,  105], Gene ra ln ie  bia łka 
op iekuńcze  tej rodz iny  ch ro n ią  odcinki  n ow o synte-

dobnie  j ak  Hsp70,  ta rodz ina  b ia łek (Hsp90)  jes t  w 
stanie ro zpo zna w ać  eks p o n o w a n e  sekwencje  w p ó ź ­
nym s tad ium zwi jania  ła ńcucha  p e p t yd ow ego [1 10].

Inną  rodz in ą  b ia łek op iek uń czych  jes t  rodz ina 
H s p l 0 4  ( w c h o d z ą  do niej b iałka  op iekuńcze  o m a ­
sach c z ą s t ecz kow ych powyżej  100 kDa).  U w a ż a  się, 
że u drożdży  białka te są od powied z ia lne  za ter ­
m ic z n ą  w raż l iw ość  komórek .  Bia łka  rodziny  H s p l  04 
m o g ą  w sp ółu czes t n i czyć  w proces ie  naprawiania  
s t ruktury b ia łek -subs t ra tów z innymi  b ia łkami  op ie ­
kuńczymi  [111]. Prz ypus zcza  się, że ko m ple ksy  
b ia łek H s p l 04 m o g ą  w y w o ł y w a ć  rozpad  agrega tów

Ryc. 5. Schemat ilustrujący uczestnictwo głównych rodzin białek opiekuńczych w procesie zwijania łańcucha białkowego. Nazwy rodzin podane pod 
schematami przedstawiającymi ich budową, a pod nazwami wymieniono składniki istotne dla funkcjonowania danej rodziny białek opieku­
ńczych. PDI —  (ang. protein d isu lphide isom erases) izomerazy dwusiarczkowe białek; PPIazy —  (ang. p e p tid y lpro ly l isom erases) peptydylo- 
prolylowe izomerazy.

zo w any ch  ła ńcuc hów  p o l ipept yd ow ych bogate  w 
reszty hy d ro fo bowe  [106,  107] lub hyd ro fo b o w e  o b ­
szary powierzchni  częśc iow o zwin ię tych  b ia łek [76, 
108, 109],

Na s tę pn ą  rodz iną  białek op iek uń czych  są białka 
Hsp90,  które na jczęśc iej  w y s tę p u ją  w towarzys twie  
innych białek,  a zwłasz cza  Hsp 70  i i zomeraz  prolylo-  
w y c h  (np. Cyp40,  F K P B  56 zw ane  też p56).  K o m ­
pleksy  tych b ia łek często sp e łn ia ją  oprócz  funkcji  
białek op ieku ńczych  równi eż  funkc je  t ranspor towe 
(dos ta rcza ją  steroidy,  k inazy  o k o ło b ło no w e  itp. do 
błon).  W badan iach  in vitro Hs p9 0 rozpoznaje  i 
wiąże  również  b ia łka zna jdujące  się w s tanach niena- 
tywnych ,  a więc zapobi ega  ich agregacj i .  Hsp90  o d ­
dzia łuje  również  z pept ydam i ,  a to oznacza,  że po-

b ia łk owyc h i w ten sposób  umo żl i w iać  dz ia łanie in ­
nych  rodzin b ia łek op ieku ńc zyc h  [112].

Zazwycza j  pośród  białek  op ieku ńc zy ch  w ym ie n ia  
się izomerazy:  p ep ty dy lo pr o l y lo w e (PPI)  i d w u ­
s ia rczkowe b iałek (PDI),  a więc e n zym y  bardzo  w a ­
żne dla procesu  zwi jan ia  na tywnej s t ruktury n i ek t ó ­
rych białek.  P ie rwszy  z tych e n z y m ó w  (PPI) ka ta l i­
zuje reakc ję  c is /trans  i zomeryzac j i  reszt  prol ino-  
w y c h  w sytuacj i ,  k iedy proces  zwi jan ia  łańcucha  z o ­
stał z ab lo k o w a n y  przez  n ie wła śc iw y  izomer  reszty 
pro l inowej  [113, 114]. Izom eraza  dw us ia rc zko w a  
(PDI) ka ta l izuje reakcje  tw orz en ia  m o s t k ó w  dwu- 
s ia rczkowych  lub ich redukcj i ,  jeśl i  o k a ż ą  się one 
n iewłaśc iw e  dla na tywnej  s t ruk tury  białka  [76, 115]. 
Mostk i  te są w ią zania mi  c he m ic znym i  stabili-
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żującymi  s t rukturę  wielu,  a zw ła sz cza  małych ,  
białek. Poza tym PDł  mo że  czasem spe łniać typowe 
funkcje chape ro nowe  [116,  1 17].

Wiele białek pełni  s w ą  funkc ję  będąc  zanurzone  w 
b łonach ko m órk ow ych,  dla tych białek obecność  li­
p idów często jes t  n iezbędna  dla procesu  p r a w i d ł o w e ­
go zwi jania  i os iągnięc ia s t ruktury  na tywnej .  C zyt e l ­
n ików za in t e r esow anych  tą t e m a ty k ą  od sy ła m  do 
pracy przeglądowej  [118].

VII. Zakończenie

Nieza leżn ie  od tego,  że bada nia  nad  p rocesem  
zwi jan ia  ła ńc uchó w  po l i p e p ty d o w y c h  p ro w ad zo n e  
są od ponad  cz te rdz ies tu lat, a w os ta tn im okres ie  p o ­
j a w ia  się rocznie  około  2500  prac po św ię co n y ch  
temu pr obl em ow i  [27], c iągle nie z n a m y  do końca,  w 
ja k im  s topniu  poszczególne  rodza je  sił d e cyd uj ą  o 
tym procesie  oraz  w jak i  sposób  o d c z y ty w a n a  jes t  in­
formacja  zawar ta  w sekwencj i  białka.  Innymi  słowy, 
w yc ho dząc  z sekwencj i  b ia łka  nie po t ra f imy,  w sp o ­
sób wiarygodny,  p rzewidz ieć  je g o  struktury.  N a t o ­
miast  zda jemy sobie sp ra w ę  j a k  cenna  je s t  to wiedza,  
p oni ew aż  wiele  gr oźnych  chorób  m a  s w ą  p r zycz yn ę  
w źle zwin ię tych  cząs teczkach  b ia łko wych 
[119-124],

Chorob a  znana  pod n a z w ą  s y n d ro m u  Mar fana  
w yw oła na  jes t  p u n k t o w ą  m uta c ją  (R11 37P)  w ł a ń c u ­
chu bia łka  zwanego  fibry l iną  [125],  Zas tąp ien ie  
reszty argininowej resz tą  pro l inową,  k tóra c h a rak te ­
ryzuje się un ika lnymi  m o ż l i w oś c ia m i  konformacyj -  
nymi ,  po w oduj e  n iewłaśc iw e  zwi jan ie  jedne j  z d o ­
men tego bia łka  (dom eny  podobnej  do d o m e n y  epi- 
dermalnego  czynnika  wzros tu ,  EGF) ,  a w k o n s e ­
kwencji  cała cząs teczka  nie m oż e  przy jąć  s t ruktury 
natywnej b ia łka  dz ik iego  typu.

Groźna  choroba  —  enc efa lopa t ia  g ąbc zas ta  bydła  
(BSE) ,  popularn ie  zw ana  „c h o ro b ą  sz a lony ch  k r ó w ” , 
która je szcze  n ie daw no  za jm o w a ła  p i e rwsze  miejsce  
w serwisach  informa cy jnyc h ,  p r a w d o p o d o b n ie  też 
ma sw ą  przyc zyn ę  w zm ia na ch  s t ruk tu ra lnych  białka 
pr ionowego  [126-130] .  A je g o  cząs teczki  ze z m i e ­
n ioną  s t ruk turą  m a ją  tendenc j ę  do agregac ji  i tw o r z e ­
nia z łogów b i a łkow ych w  ko m órc e  [13 1-133].  Sądzi  
się, że tworzenie  am y lo id o w y c h  p ły tek  przez  P-amy- 
lo idowy peptyd  to pr zyczyna  c ho roby  A lz he im era  
[134-137] .  Do tej samej  grupy  chorób,  k tórych  p r z y ­
czyną  je s t  ch or ob ot w órc za  s t ruktura  (ang.  toxic  
fo ld s ) ,  na le żą  cho roby  H an t in g to na  i Pa rk insona  
[138-140] oraz k i lkanaśc ie  innych  [119, 124].

A nem ia  s ie rpowata  przes ta ła  być  d y ż u r n ą  c h o ­
robą  „ m ole ku la rną ” , a za pe w nik  m o ż n a  przyjąć,  że 
dalszy rozwój nauk  b i o l ogi cznych  będz ie  sprzy jał

ko ja rzen iu  ko le jnych  chorób  z „ to k s y c z n y m i ” s t ruk­
turami b ia łkowymi .
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W ykaz  s to so w a n y ch  skrótów: C at —  katepsyna; CP —  prote- 
azy cyste inow e; M H C  —  g łó w n y  uk ład  zgodnośc i tkankow ej; 
uPA —  ak ty w ato r p lazm in o g en u  typu  u rok in azo w eg o ; E G F —  
naskórkow y  czy n n ik  w zrostu ; T N F -a  —  c z y n n ik -a  m artw icy  
n ow otw oru ; R A  —  kw as re tino jow y; ECM  —  m ac ierz  p o zak o ­
m órkow a; pl —  p u n k t izo e lek tryczny ; U T R  —  reg ion  nie p o d le ­
gający  translacji; ER  —  re tiku lum  en d o p lazm aty czn e

I. Wstęp

N a z w a  k a t ep sy n a  pochodz i  od greckiego  wyrazu  
ozna cza jącego  „ t r a w ić ” i zos ta ła  w p r o w a d z o n a  w 
1929 roku dla okr eś len ia  e n z y m u  pro teo l i tycznego
[1], Dziś t e rm in e m  tym określa  się e n z y m y  pro teo l i ­
tyczne w ys tę pu ją ce  g łó wn ie  w l izosom ach i w y k a ­
zujące  o p t i m u m  akty wno śc i  katal i tyczne j  p rzy  pH 
5.0-6.5 [2, 3], K atep sy na  B (EC 3.4.22.1)  j es t  l izoso- 
m a ln ą  pr o t eazą  cys te ino wą ,  której p o d w y ż s z o n ą  a k ­
tywność  i z m ie n io n ą  loka l izację  obse rw u je  się w 
wielu s tanach  ch o ro b o w y ch ,  w tym także w procesie 
inwazji  now o tw o ro w e j  [4-13],  C echa  inwazyjnośc i  
no w o tw o ru  z w ią z a n a  je s t  z a k ty w nośc ią  proteaz ,  z lo ­
ka l iz ow any ch  na powie rz chn i  k om órek  n o w o t w o r o ­
wych,  co um o ż l i w ia  tym k o m ó r k o m  pok on an ie  k o ­
le jnych bar ier  w  proces ie  prz er zu t ow an ia  do od-

'M gr, 2m gr, 3dr hab.; U n iw ersy te t W rocław ski, In sty tu t M ik ro ­
b io log ii, Z ak ład  F izy k o ch em ii D robnoustro jów , ul. P rzy b y ­
szew sk iego  63 /77 , 52-148  W rocław

ległych miejsc  od guza  p ie rwotnego .  Rola  pro teaz w 
rozwoju  no w o tw o ru  je s t  in t ensywnie  badana  i d y s k u ­
towana,  po ni eważ  terapia i d iagnos tyka  chorób  n o ­
w o tw o ro w y c h  wciąż  są j e d n y m i  z na jwięks zyc h  w y ­
zw ań  medy cyny.  N atom ias t  p o d s ta w ą  współczesne j  
walki  z n o w ot w oram i  są  badan ia  nad wy jaśn ien iem 
sz cz egó ło w yc h  m e c h a n i z m ó w  p ow st aw ani a  i r o z w o ­
j u  k om órek  n o w o tw o ro w y c h  na poz iomie  m o le ku la r ­
nym,  z za s to so wan ie m  metodologi i  biologi i  m o l e k u ­
larnej i b iochemi i .

Spośród cys te rnowych pro teaz  (CP),  ka tepsyna  B 
(CatB) je s t  enzy mem ,  k tórego  rola w procesie  prze­
rzu towa nia  na leży do naj lepiej  u d o k u m en to w an ych  
[patrz art. przegl .  4, 6, 9, 14, 15],

W nin ie j szym ar tykule  p rzeds ta wi ono  aktua lny 
stan wiedzy  dotyczącej  za ró w no  roli zmian  ekspresj i  
ka tepsyny  B w k o m órk ach  rozw i ja jących  się n o w o ­
tworów,  j a k  i po ds taw ana l izy  ak tywnośc i  tej ka tep­
syny w d ia gn ozow an iu  typu i s tadium choroby  n o ­
wo tw oro wej .  Dokła dne  poznanie  m echa ni zm u a k ­
tywnośc i  katal i tycznej  i jej  regulacj i  w stanach f izjo­
log icznych  i pa to log icznych  nie jes t  j e d n a k  moż l iwe  
bez zna jomoś c i  w y n ik ó w  badań  dotyczących  s t ruk­
tury cząsteczki  tego enzymu.  Dla tego omó wi en ie  
roli ka t epsyn y  B w proces ie  n ow ot w orzeni a  p op rze ­
dz i l i śmy zagadnien iami  zwi ązanym i  z biosyntezą ,  
s t ruk turą  czą s t e c zk o w ą  oraz regulac ją  ak tywnośc i  
enzyma tyczne j  tej p ro teazy  w tkankach  pr a­
wid ło wyc h i now o tw o ro w y ch .
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Dla poznania  relacji  po m ię d z y  s t ruk turą  czą s te cz ­
k o w ą  i funkc ją  ka tepsyny  B wy korz ys tu je  się b a d a ­
nia oddz ia ływań tego e n z y m u  zc znanymi ,  a także 
wciąż od kr yw an ym i  na tur a ln ymi  i syn te tycznymi  in­
h ibi torami [16-18].  Badania  te, oprócz  ba rdzo  w a ż ­
nego znaczenia  s tr ic te  po zna w c z eg o ,  m a ją  og rom ne  
perspektywy  w rozwoju  m e d y c y n y  [2, 14, 19, 20]. 
Pomiar  ak tywnośc i  p ro teol i tyczne j  ka tepsy ny  B z n a ­
lazł za s tosowanie  w d i agnos tyce  now otw oró w,  p o ­
zwalając  na  identyf ikację  s tad iu m ch oro by  n o w o ­
tworowej  oraz na określenie  inw azyjnośc i  guza  p ie r ­
wotnego  [14, 21, 22]. P od e jm uje  się próby  s to s o w a ­
nia inh ibi torów cys te in owyc h  pro teaz  do ingerowa-  
nej regulacji  ak tywnoś c i  CP w walce  z przerzu tami  
komórek  n o w o tw o r o w y c h  [19].

II. Charakterystyka cysteinowych katepsyn  
lizosomalnych

W bazie danych  M E R O P S  (dos tępnej  pod  ad re ­
sem w w w .m e ro p s . c o .u k ) cys te ino we pro teazy  sk la ­
syf ikowane  są w s iedmiu  k lanach  o nazwach:  CA, 
CD, CE,  CF, CH,  PA i PB. W p os zczegó ln yc h  k l a ­
nach wyróżnia  się rodz iny  proteaz ,  p rzy c z y m  około 
po ł owę wszys tk ich  rodz in  pro teaz  cys te in ow yc h z a ­
k la syf ikowano do k lanu CA [23]. Ka te psy ny  B, C, F, 
H, K, L, S, O, V, X, W  na leż ą  do rodz iny  papa iny  
( C l )  w klanie CA  [23]. Większość  cys te inow ych 
proteaz funkc jonuje  ja k o  endopep tydazy ,  p rzy  czym 
CatC jes t  d ipe pt ydy lo -a m in opept ydazą ,  a CatH en- 
do- i am ino peptydazą .  K a te ps yn a  B op rócz  a k t y w n o ­
ści endopep tydazowej  w y k azu je  równ ież  ak tyw ność  
d ipeptydylo  karboksypepty dazy ,  czyli  m a  zdolność  
odc inania  d ipe pty dów  z ka rb o k sy lo w e g o  końca  
łańcucha  po l ip ep ty do w ego [24], Większość  k a te p­
syn to s tos unkow o małe  b iałka  o mas ie  M r 20-35 
kDa,  za wyją tk iem ka tepsyny  C, która  je s t  o l i g o m e ­
rem o M r ok. 200 kD a [6].

Dość dobrze  poz nany  je s t  udział  ka tepsyn  w wielu 
procesach meta bol icznych  ko mó re k  pra wid łow ych,  
j akkol wie k  nadal  iden tyf ikuje  się no w e  f iz jo log icz ­
ne substraty tych e n z y m ó w  [15]. K a te psy ny  uczes t ­
n iczą  w l izosomalne j  degradacj i  białek,  której  p r o ­
dukty ( am in okw asy  i d ipep tyd y)  d y f u n d u ją  przez  
b łonę  l i z o s o m a ln ą i  zu ży w an e  są wtórn ie  do syntezy  
białek.  Wysoki  po z iom  ka tepsy n  obs erwu je  się w 
tkankach ,  w k tórych  za c h o d z ą  in t ensywne p r z e m ia ­
ny białek,  np. w wąt robie  i ś ledz ionie  [7, 25].  K a te p ­
syny uczes tn iczą  także  w poza l iz osom alne j  d e g ra d a ­
cji białek [1], Cy s t e inow e pro t eazy  l izoso ma lne  z a ­
a ngażow ane  są w pr o te o l i tyc zną  o br ób kę  prohormo-  
nów b ia łk owy ch i p ro enzymó w.  N a  przykład ,  ak ty ­
wacja pr o h o rm o n ó w  ta rczycy  o d b y w a  się dzięki  po-

zak om ór ko wej  ak tywnośc i  cys te ino wych  proteaz
[26]. Katepsyna  B ak tywu je  m.in.  p r ek u rso r  P-gala-  
k tozydazy  i z y m oge n  ren iny [6, 27] a wraz  z katep- 
syną  L i k a te ps yn ą  S degraduje  inhibi tor  leukopro te -  
azy, ochran ia jący  komórki  płuc przed p ro teo l i t yczną  
a k ty w no śc ią  e las tazy  uwaln iane j  p rzez  neut rofi le  
[12], Wynik i  na jn owszy ch  badań  nad mys zami ,  u 
k tórych in ak ty w ow ano  geny  kod ujące  ka t epsyn y  B i 
D wykaza ły ,  że (wbre w w cześn ie j szy m p rz y p u s z c z e ­
n i om [28]) ak tyw noś ć  tych pro teaz  nie je s t  n ie zbędna  
w proces ie  prezentacj i  an tygenu  przez  bia łka  uk ładu  
M H C  klasy  II [29]. Katepsyna  B m oże  ak ty w ow ać  
u P A  (ak tywator  p la zm in og en u  typu uro ki nazow ego )  
[30], b ie rze udział  w degradac ji  EGF (nask ó rk owy 
czynnik  wzrostu)  [31] oraz w s tymulac j i  angiogene-  
zy przez  degradac ję  inh ibi torów me ta lopro te inaz  
[32], S twierdzono,  że ak t yw ność  CatB jes t  g łó w n ą  
p rzyczyną  pa to logicznej ,  p rzedwczesne j  aktywacji  
t r yp syn ogenu w trzustce,  na skutek czego  dochodzi  
do ost rego  zapa len ia  trzustki  [33]. W i a d o m o  r ó w ­
nież,  że ka tepsyna  B b ie rze  udz iał  w kaskadz ie  pr z e ­
ka zywani a  sygnału do apop tozy  w he pa to cy tach  m y ­
szy indukowanej  p rzez  T N F - a  ( c z y n n i k - a  mar tw icy  
now otw oru )  [34]. Rola  ka te psy ny  B w apoptoz ie  nie 
je s t  ca łkowic ie  wyjaśn iona .  Wyda je  się je d n ak ,  że in­
dukuje  ona  uw aln ian ie  cy to ch ro mu  c z mi tochon-  
dr iów,  a to z kolei  ak tywuje  kaspazy  9 i 3 [34, 35]. 
P o z a k o m ó r k o w ą  lokal izac ję  i p o d w y ż s z o n ą  a k t y w ­
ność pro teo l i tyczną  ka tepsy n  z a o b s e rw o w a n o  w w ie ­
lu stanach  ch or ob owyc h ,  np. ka tepsyn  B i L w z a p a ­
leniu s tawów,  ka tepsyn  B, D i S w chorobie  A l z h e ­
imera,  ka tepsyny  B w dyst rof i i  mię śn i owej  oraz  k a ­
tepsyn B, D i L w pr ze rzu to waniu  k o m ó re k  n o w o ­
tw orow yc h [ 1 ,2 ,  14, 36, 37]. Ka te psy na  B jes t  e n z y ­
m em  na j in tensywnie j  b a dan ym  spośród  w y m i e n i o ­
nych  ka tepsyn ,  g łówn ie  ze w zglę du  na rolę,  j a k ą  o d ­
gr ywa w procesie  p r ze rzu t ow an ia  k o m ó re k  n o w o ­
tw oro w ych [ 1 , 7 ,  19].

III. Synteza, aktywacja i kierowanie  
katepsyny B do lizosomów

Katepsy na  B w ko m órk ach  wołu  k o d o w a n a  jes t  
przez  gen o d ługośc i  7.3 kbp,  z łożony  z dz iewięc iu  
eksonów. Anal iza  sekwencj i  tego genu  wy k aza ła  ist­
nien ie  t rzech  pote nc ja l nych  miejsc  po l iadenylacj i ,  
co wska zu je  na is tnienie trzech różnych  typów tran- 
skryp tów m R N A  dla ka tepsy ny  B [38], W k o m ó r ­
kach ludzkich  gen ko du jąc y  CatB z loka l izo wan y jes t  
na ch ro m o so m ie  8p22,  ma  d ługość  27 kbp  i z b u d o ­
w any je s t  z 13 ek so n ó w  [39, 40].  Mie jsce  s ta r t  t r ans­
lacji zna jduje  się w eksonie  3, eksony  1, 2, 2a /2b i 
część  ekson u  3 tw or zą  5 ’- U T R  (ang. u n tra n s la te d re -
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gion),  n iekodu jący  ekson  12 i większa  część  eksonu  
11 tworzy  3 ’-U T R  [41,42],  G łó w n y  pr om ot o r  nie 
posiada kasety T A T A  ani C A A T ,  je s t  boga ty  w  GC, 
co jes t  charak te rys tycz ne  dla ge n ó w  hou sekeep in g  
[41]. P o m im o  takiej b u d o w y  sekwencj i  p romotoro-  
wej ekspresja  genu koduj ącego  ka t eps ynę  B nie jes t  
kons ty tu tywna  [36], Dokładne  m e c h a n iz m y  re gu la ­
cji ekspres ji  nie zos ta ły j e d n a k  j e sz cze  opisane.  
P rawdop odobnie  ekspres ja  genu  ka tepsy ny  B zależy 
od typu i s tad ium z róż n ic ow ani a  k om ór ek  [43]. Dla 
genu ko du jącego  ka tep syn ę  B w k o m ó rk a c h  ludzkich  
także w y k azan o  i stnienie ki lku różnych  rodza jów 
t ranskryptów,  pows ta ją cyc h  na skutek  a l t e rn a ty w ne ­
go sp lic ingu  p r e - m R N A  [41]. Ró żne  typy  t ranskryp- 
tu dla ka t epsyny  B m o g ą  być  sp o w o d o w a n e  także 
dużą  zm ie n n o ś c i ą  w y s t ę p u ją c ą  w reg ionach  5 ’-UTR 
i 3 ’-UTR,  która mo że  pr ow adz ić  do różnic na p o z i o ­
mie ilości m R N A ,  czy szybkośc i  t ranslacj i  [36].

N a  skutek  t rans lac j i  t r ans kr yp tu  pows ta je  
p r e -pr oka te psy na  B w pos t ac i  p o l ip e p ty d u  o d ł u g o ­
ści 339 am in o k w a s ó w ,  w k t ó r y m  w y r ó ż n ia  się: s e ­
kw enc ję  s y g n a ł o w ą  (17 aa),  p ro p e p ty d  (62 aa), s e ­
kwenc ję  doj rzałej  k a te p s y n y  B (254  aa) o raz  C- koń-  
c o w ą  s e k w e n c ję  (6 aa) [44],  Dzięk i  sekwencj i  s y ­
gna łowej  p re -p ro k a t e p sy n a  B k i e r o w a n a  j e s t  do ER, 
następnie  do p rz e d z ia łó w  cis  i trans  apa ra tu  G olg ie -  
go, gdz ie  u lega  g l ikozylac j i .  W aparac ie  G o lg ie go  
m a ją  mi e js ce  m o d y f ik a c je  resz t c u k r o w y c h  i fo s f o­
rylacja resz ty m a n n o z o w e j ,  na skute k  czego  p o ­
wsta je  resz ta  m a n n o z o - 6 - f o s f o r a n u  [14]. Tak z m o ­
d y f i k o w a n y  p r o e n z y m  r o z p o z n a w a n y  i w ią z a n y  je s t  
przez  zna jd u ją c y  się w b łon ie  apara tu  Go lg ie g o  r e ­
cep tor  m a n n o z o - 6 - f o s f o r a n u ,  n a s t ępn ie  ko m p le k s  
p ro e n z y m /r e ce p to r  ( z w ią z a n y  z b ł oną)  k i e ro w a n y  
je s t  do w s tę p n y c h  p ę c h e r z y k ó w  l izoso ma ln yc h .  
Kwaśn e  pH  p o w o d u je  o d d y s o c j o w a n i e  receptora  
m a n n o z o -6 - fo s fo ra n u ,  k tóry  p o w r a c a  do apara tu  
Go lg iego ,  na t o m ia s t  w s t ę p n e  pęch e rz y k i  l i zos om al -  
ne d o j r z e w a ją  do l i z o s o m ó w  [2, 14, 45],  Za b u rz e n ia  
k ie ro w an ia  ka te p sy n y  B do l i z o s o m ó w  są  p r a w d o ­
podobni e  g ł ó w n ą  p r z y c z y n ą  zm ie ni one j  loka lizac ji  
b ia łka  w ko m ó rk a c h  n o w o t w o r o w y c h .  Nie  w i a d o ­
mo dokładnie ,  j ak ie  z m i a n y  w w e w n ą t r z k o m ó r k o ­
w y m  t ranspo rc ie  e n z y m ó w  l i z o so m a ln y c h  p r o ­
w a d z ą  do n ie f iz jo log iczne j  loka lizac j i  Ca tB,  p o w o ­
dującej  wy s t ąp ie n ie  i n w a z y j n e g o  feno ty pu  k o m ó ­
rek n o w o tw o r o w y c h .  W y k a z a n o ,  że kwa s  re t inojo-  
w y  (RA) łącząc  się z r e c e p to r em  m a n n o z o -6 - fo s fo -  
ranu  p o w o d u je  z m i a n ę  w w e w n ą t r z k o m ó r k o w e j  lo ­
kal izac ji  ka te p sy n y  B w f ib ro b la s ta ch  szczu ra  [46], 
W k o m ó r k a c h  p o d d a n y c h  dz ia ła n iu  RA  o b s e r w o ­
wano r ó w n o m i e r n e  ro z m i e s z c z e n i e  Ca tB w cyto-  
p lazmie ,  podczas  gdy  w k o m ó r k a c h  h o d o w a n y c h

bez RA o b s e rw o w a n o  jej  obecność  wyłącznie  w 
przestrzeni  około jądrowej  [46].

N a jw ażn ie j s zy m  e tapem pot ranslacy jne j  m o d y f i ­
kacji p roka t ep sy ny  B je s t  odc ięc ie  propeptydu ,  które 
rozpoczyna  się w kw aśn y m  środo wisku  przedzia łu  
trans  apara tu  Golg iego  i t rwa  ok. 24-48  godzin [47]. 
Enzyma mi  do konu jącymi  proteol i tyczne j  aktywacj i  
ka tepsyny  B in vivo  są na jpr aw dop odo bn ie j  katepsy-  
na D [48], m e ta lop ro te i naza  [49] lub sama CatB [50]. 
In vitro sekwenc ja  prop ep ty du  CatB może  być r ó w ­
nież odc ina na  dzięki  ak tywnośc i  elastazy,  papainy,  
pe psy ny  i ka t epsyn y  L [51  ]. Odcięc ie  propeptydu  p o ­
woduje  pows tan ie  ka ta l i tycznie  czynnej ,  j ed-  
no ł ańcucho we j  cząsteczki  e n z y m u  o długości  254 aa, 
mas ie  30 kD a i pun kc ie  izoe lek t rycznym (pi) r ó w ­
ny m  5.2-5.8 [52], Ko le jn ym e tapem pro teol i tycznej  
obróbki  en zy m u  jes t  autoka ta l i tyczne  odc ięcie se ­
kwencj i  C-k oń co wej  [47]. W  ko m órk ach  ssaków ka- 
tepsyna B wys t ępuje  p rzew ażn ie  w postaci  
dw uł ańc uc howe j ,  z łożonej  z ł ań cucha  lekkiego o 
masie 5 kD a i ł ańcucha  c iężk iego  o mas ie  25 kDa 
[38, 53]. Ta d w u ła ń c u c h o w a  postać  powsta je  przez 
wycięc ie  z je dn o ła ń c u c h o w ej  cząs teczki  ka tepsyny  
B d i pepty du  z łożonego z reszt  48 i 49,  co od b y w a się 
au toka tal i tycznie lub przy udziale innej l izosomalnej  
proteazy,  l eguma in y  [44, 54], Nie op isano  d o ty ch­
czas różnic w ak tywnoś c i  pom ięd zy  je dno -  a 
d w u ł a ń c u c h o w ą  formą ka tepsyny  B. L i n e b a u g h  
i wsp.  wykaza l i ,  że ludzkie komórki  raka piersi  wy- 
d z ie la ją g łó w n ie  j e d n o ł a ń c u c h o w ą p o s t a ć  CatB,  p o d ­
czas gdy w l izosomach tych samych ko mó re k  pr z e ­
waża  jej  d w u ła ń c u c h o w a  forma [55],

S t wie rdzon o także t ranslac ję  t ranskryp tów  kró t ­
szych w po ró w n a n iu  z t ranskryptem op isa ny m w y ­
żej, co po w o d u je  powstan ie  cząs teczek  proenzymu ,  
które poz b a w io n e  są sekwencj i  sygna łowej  i części 
p ropeptydu ,  w związku  z czym nie nas tępuje  k ie ro­
wanie  p r o e n z y m u  do E R  i do l izosomów.  Nie  w y k r y ­
to do tychczas  h ipo te tyczne j  cy toplazmatyczne j  for ­
my  ka te psy ny  B. Nie w ia d o m o  również ,  czy poza  
ś r odow isk iem l izosomu  m oż e  dochodz ić  do p ra ­
wid łowej  ak tywacj i  p r o e n z y m u  [56].

IV. Strukturalne podstawy aktywności 
enzymatycznej katepsyny B

Strukturę ludzkiej  ka t eps yny  B po znano  dzięki  
bada n io m  krys t a log ra f i cznym  en zy m u  z ko mó re k  
wąt roby  ludzkiej  [53]. Ba dania  CatB w kom ple ks ie  z 
inh ib i torem wyka za ły  p o d o b n ą  b u d o w ę  katepsyny  B 
z ko mó re k  szczura  [57]. D w u ła ń c u c h o w a  cząs teczka  
ludzkiej  CatB ma w przybl iżen iu  kształ t  dysku  o 
ś rednicy 50 Á i grubośc i  30 Á z w y ra źnym  zag łęb ie ­
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niem,  m ie sz cz ący m  ce nt ru m ak tywne  enzymu. 
Ł a ń c u c h  p e pt yd ow y  zo rg a n iz o w a n y  je s t  w dwie  d o ­
m e n y  nazwane ,  podobn ie  j a k  w cząs teczce  papainy,  
d o m e n ą  L (left) i R (.r ig h t) [53]. D o m e n a  L u tw o rz o ­
na  je s t  z f r agm en tó w  ła ńcucha  po l ip ept ydow ego:  
G l n l 3 - G l y  147 i P r o 2 51-A sp 25 4 ,  a d o m e n a  R z f rag­
m e n tó w  L e u l - P r o l 2  i T y r l 4 8 - I l e 2 5 0  (Rys.  1). P o ­

lowa grupa Asn219  s tabi lizuje  u p r o t o n o w a n ą  formę 
H i s l 9 9 ,  pow st a ją c ą  w stanie prz e jś c i ow ym  reakcji .  
Bia łk ow y substrat  p rzy łącza  się w zd łuż  szczel iny 
cen t rum akty wne go,  tworząc  wiązania  w o d o r o w e  z 
okreś lonymi  łańcuch ami  bo cz ny m i  am in o k w a só w  
tworzących  cząs t eczkę  en zy m u  [37]. Do opisu  sp e ­
cyf icznośc i  od dz ia ły wań  subs tratu z pro te azą  uży-

Rys. 1. Schemat drugo- i trzeciorzędowej struktury katepsyny B. (A) —  drugorzędowa struktura katcpsyny B. Nici 13 przedstawiono jako białe strzałki, 
fragmenty o budowie helisy a  jako szare walce; (B) —  schemat trzeciorzędowej budowy cząsteczki katcpsyny B. Domenę R zaczerniono, do­
menę L zakropkowano. Zaznaczono także reszty aminokwasowe ważne dla aktywności  enzymatycznej [38],

m ię dzy  dom e n a m i  obse rw u je  się V-ksz ta ł tn ą  sz cze­
linę, na dnie której  zna jduje  się cen t r um  ak ty w ne  e n ­
z y m u  [53]. Po łożenie  d o m e n  s tab i l iz owa ne  je s t  d ip o ­
low ymi  i j o n o w y m i  o ddz ia ływ ani am i  reszt  amino-  
kw aso wych.

W dwuła ńcuc ho we j  formie  ka t epsyn y  B w skład 
ła ńcucha  lekkiego,  o mas ie  5 kDa w chodzi  f ragment  
L e u l - A s n 4 7 ,  zaś f r agmen t  Vał50 -Asp2 54 tworzy 
łańcuch  ciężki  o mas ie  25 kD a [38], C ząs te czka  e n ­
z y m u  s tab i l izowana  je s t  sze śc io m a  m ost kam i  dwu-  
s i a r czkow ym i ,  tw orzonym i  przez  reszty cysteiny,  
zna jdując e  się w N -k o ń c o w e j  po łow ie  łańcucha  
p e p t yd ow ego  [53]. Po rów nan ie  sekwencj i  amino-  
k w a s o w y c h  CatB i papa in y  wyka za ło ,  że 59 reszt  w 
obu  cząs t eczkach  jes t  iden ty cznyc h  (s top ień  hom o-  
logii 24%) .  S trukturalnie cząs tec zka  CatB je s t  p o ­
d ob na  do cząsteczki  p ap a in y  (166 reszt  a m in okw aso -  
w y c h  w obu  cząs teczkach  je s t  topolog iczni e  r ó w n o ­
waż ny ch) ,  j e d n a k  i s tnieją różn ice  w pł y w a ją c e  na o d ­
mi en ne  właśc iwośc i  ka ta l i tyczne  tych dw óc h e n z y ­
mów. Resz ty  Serl  04 -P ro l  26 tw o r z ą  u n ik a ln ą  dla k a ­
tepsyny  B strukturę,  tzw. z a m y k a j ą c ą  pęt lę,  (ang. 
o cc lu d in g  loop), kow a le nc yj n ie  z a m k n ię tą  za p o ­
m o c ą  wiązania  dw u s i a r c z k o w e g o  p o m ię d z y  C y s l 0 8  
a C y s l  19 [53].

Kata l i tyczna  funkc ja  ka te psyny  B, podo b n ie  ja k  w 
p rz yp adku  poz os ta łych  pro teaz  pap a in o w y ch ,  de te r ­
m i n o w a n a  jes t  ob ecn ośc ią  tzw. t r iady  kata l i tyczne j ,  
z lok a l izowanej  w obrębie  szcze l iny  cen t r um  a k t y w ­
nego  i tworzonej  p rzez  Cys29 ,  His  199 i Asn219.  
Pierśc ień im id azol ow y  His 199 zw iększ a  nukleof i lo-  
wość  reak tywnej grupy  t iolowej  Cys29 ,  a karboksy-

wane  je s t  na zew nic tw o  w p ro w a d z o n e  w 1967 roku,  
w ed ług  k tórego  cen t r um  akt yw ne  pro teazy  składa  się 
z miejsc  przy j mu ją cyc h  okreś lone  reszty a m i n o k w a ­
sowe subst ra tu  [58], Resz ty  subst ra tu  C -k o ń c o w e  w 
s tosunku do h y dro l iz ow ane go  wiązania  p e p t y d o w e ­
go n azwan e  są resztami  P 1 ’ do P3 ’ i wi ązane  są przez 
mie jsca  S I ’ do S 3 ’ w cen t rum  a k ty w n y m  enzymu. 
Reszty N - k o ń c o w e  subst ratu  (PI do P3) w iązane  są 
przez  mie jsca  SI do S3. N u m e r a c j ę  miejsc  S i P ro z­
po czyna  się od tych sąs iadujących  z hydro l izowa-  
ny m  wią zan ie m  p e p t y d o w y m  (Rys.  2) [58],

W pr zypadku  p a p a inow ych  pro teaz  cys te rnowych 
sp ecyf iczność  w s tosunku do subst ra tu  określana  
jes t ,  przede  wszys tk im,  przez  resztę zn a jdu jącą  się w 
pozyc ji  P2 [59, 60], I s tn ie ją prefe renc je  w s tosunku 
do okreś lonych  a m i n o k w a s ó w  w pozos ta łych  m ie j ­
scach S i S ’, l ecz reszty PI ,  P3, P I ’, P 2 ’ i P 3 ’ ma ją  
mnie j szy  w p ł y w  na spe cyf iczność  subs t ra tow ą [37]. 
H yd ro fo b o w y  charak te r  mie jsca  S2 pow o d u je  pr ef e ­
rencje dla subs t ra tów zawie ra jących  resz ty fenylo-  
a lan iny  w pozyc ji  P2. Kate psy na  B ja k o  j e d y n a  s p o ­
śród pro teaz  p apa in ow ych akceptu je  także resztę a r­
gininy  w pozycj i  P2. Jest  to sp o w o d o w a n e  o b e c n o ś ­
c ią  Gln245,  k tóra  um ożl iw ia  oddz i a ły wa nie  z d oda t ­
nio n a ła d o w a n ą  grup ą  g u a n id y lo w ą  argininy,  przy 
czym  war tość  k cJ K m j e s t  s ie dmiokro tn ie  w yżs za  dla 
subs t ra tów zawiera j ących  Phe w P2 [60, 61]. Miejsce 
SI w cząs teczce  CatB w yk azu je  pr efe renc ję  dla d o ­
datnio na ła dow any ch ,  a l i fa tycznych  reszt  argininy. 
Ł ańcuch  boczny  Arg w PI sk ie rowany jes t  na 
zewnąt rz  szczel iny cen t rum ak ty wne go  i oddzia łu je  
z G l u l 2 2 ,  po prawia jąc  do pa sow ani e  subs tratu [53].
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Rys. 2. Schemat ilustrujący nazewnic two miejsc S i reszt P. A —  sub­
strat; B —  centrum aktywne proteazy; N —  koniec aminowy 
substratu; C —  koniec karboksylowy substratu. Literą X ozna­
czono hydrolizowane wiązanie peptydowe [58], Szczegóły w 
tekście.

Jako P3 pr ef erow ane  są  resz ty a rom atyczne ,  h y d r o ­
fobowe,  twor zące  wiązanie  w o d o r o w e  z Asp69 i o d ­
dz ia łu jące z Tyr75  [62]. Mie jsce  S I ’ ka te psy ny  B 
tworzy  dużą,  nie e k s p o n o w a n ą  na zewnąt rz  h y d ro fo ­
b o w ą  k ieszeń ,  m o g ą c ą  pr z y jm o w a ć  a romatycz ne  
reszty [57]. Nie  je s t  znana  spe cy f iczność  h y d ro fo b o ­
wego mie jsca  S 2 ’ poza  tym,  że s twierdzono brak  a k ­
tywnośc i  CatB w s to sunku do subs t ra tów z a w ie ­
rających pro l inę  w P27P1  ’ o raz  a rg in inę  w P 2 ’ [53]. 
W yk a z a n o  także m a ł ą  to le ranc ję  dla g l icyny  w P 2 ’
[63], Za m y k a ją c a  pętla,  charak te rys tyczna  i un ikalna  
dla CatB st ruktura,  w dużej  mierze  określa ka ta l i­
tyczny  cha rak te r  białka,  wp ły w a ją c  za rów no na jego  
egzo-  jak  i e n d o p e p t y d a z o w ą  ak tywnoś ć  [64, 65]. 
W e w n ą t r z  l i zosomu (pH ok. 4 .5-5.5)  CatB wyka zu je  
g łównie  ak ty wn ość  d ipeptydy lo  karboksy pepty da -  
zową,  zaś op t i m u m  ak tyw nośc i  endope pty dazowej  
en zym u  w ys tęp uje  przy pH =  7.4 [55, 66-68].  W 
związku  z tym, że zam y k a ją ca  pęt la  k od ow ana  jes t  
p rzez po j edy nc zy  ekson  (ekson  7) można  p rz y p u sz ­
czać,  że inserc ja  lub de lec ja tego eksonu  w obrębie 
g enu-p rz od ka  cys t e rnow ych pro teaz  doprowadzi ła  
do po ws tan ia  od rębny ch  grup pro teaz  [38, 69], A n a ­
l iza s t ruk tura lna  cząs teczki  CatB wykaza ła ,  że d i ­
peptydy lo  k a r b o k s y p e p ty d a z o w a  ak tywnoś ć  tej p r o ­
teazy w y n ik a  z prze s t r zenn eg o  um ie jsc ow ie n ia  z a ­
mykające j  pętli  w obręb ie  cen t r um  akt yw nego  e n z y ­
mu [53, 64], Za m y k a ją c a  pę tla  b lokuje  dos tęp dwóch 
C - k o ń c o w y c h  reszt  subs tratu od cen t rum aktywnego,  
zas łan ia jąc  mie jsca  S 2 ’ i S 3 ’ [53, 65], Dodatn io  
na ła dow ane  pierścienie  im id azol ow e  dw óch k lu c z o ­
wych reszt  w c h o d z ą c y ch  w skład  zamykające j  pętli ,  
H is l  10 i H is l  11, oddz ia łu ją  z C - k o ń c o w ą  k a r b o k s y ­

lo w ą  g r u p ą  subs tratu [53], Degradac ja  tak z w ią z a n e ­
go subs tratu po l ega  na odcięc iu  C -k o ń c o w e g o  d ipep-  
tydu.  Poł ożenie  zamyka jące j  pętli  w dojrzałej  
cząsteczce  CatB s ta b i l izowane  je s t  g łównie  przez 
mostki  solne  tw orzone  m ię dzy  H is l  10 a As p22  oraz 
A r g l  16 a Asp224,  dzięki  czem u  st ruktura ta zna jduje  
się w bl iskości  cen t rum a k ty w ne go  [53], Taka  k o n ­
formacja  n azw an a  zos ta ła  „z a m k n ię tą ” w o d róż ni e ­
niu od „o tw ar t e j” , o bse rw ow an ej  w cząs teczce  pro- 
ka tep syny  B z pr zy łą czo n y m  pror eg io ne m  [70], R ó ż ­
nice w t rzec iorzędowej  s t rukturze  pr oka t epsyny  B i 
do j rza łego en zy m u  w y n i k a j ą  przede  wszys t k im  z 
obecnośc i  p roreg ionu ,  k tórego  przy łączenie  do pro- 
CatB związane  jes t  z o d m ie n n y m  przes t rzennym 
uł ożeniem zamykające j  pętli  w cząs teczce  proCatB.  
P ro segm en t  na całej swej d ługośc i  j es t  po łączony z 
mie jscami  wiązania  w  szcze linie  cen t rum ak tyw nego 
proCatB pod obn ie  j a k  p o l ip ept ydow y  subs tra t  z do j ­
rzałą  CatB,  lecz w o d w r o tn y m  kierunku [70], Takie 
przy łączenie  prop ept yd u  m oż l i w e  je s t  dzięki  o d c h y ­
leniu na zewną t r z  zamykające j  pętli ,  w s z czegól no ­
ści jej górnej  części  [70],

Po równanie  zamknię te j  i o twar tej  s t ruktury CatB 
dało po ds ta wę  do prób  wy ja śn ien i a  m e c h a n iz m ó w  
wiązania  i degradacj i  subs t ra tów b ia łkowych,  oraz 
stało się ź ród łem szeregu  h ipotez  do tycz ących  roli 
zamykające j  pętli  w ak tywnośc i  ka tepsyny  B. B e z ­
pośrednich  do w o d ó w  na związek  zamykające j  pętli  z 
e g z o p e p ty d a zo w ą  a k ty w n o ś c ią  CatB dos ta rczy ły b a ­
dania  ak tywnośc i  jej  zmienione j  gene tycznie  formy. 
D ok onano delecj i  części  genu  ko duj ącego  ludzką  
CatB,  w wynik u  ekspres j i  tego genu w kom órkach  
drożdży  S. cerev is iae  pow sta ł a  zm u to w an a  forma k a ­
tepsyny  B (nazyw an a  dalej Ml ) ,  p ozbaw io na  części  
zamykające j  pętli  [64], W badaniach  nad a k t y w n o ­
śc ią  e g z o p e p ty d a zo w ą  mu ta nt a  M l  i ka tepsyny  B 
typu dz ik iego  w s tosunku do subs tratu dan- 
sy l - P h e -A rg -P h e (N 0 2 ) -L eu  w y k azan o  zu pe łn ą  u t ra ­
tę ak tywnośc i  egzope p ty da zo we j  mutan ta ,  podczas  
gdy  ka tepsyna  B typu dz ik iego  ma ak tyw noś ć  e g z o ­
p e p ty d a z o w ą  z w a r to śc ią  kcJ K m = 432 ,000  M ' V
[64], Z m ie ni on a  forma CatB wy ka zuj e  także 1,6-kro- 
tnie zm n ie js z o n ą  war tość  k cal/K m dla substratu 
C b z - P h e - A r g - M C A  w s to sunku do CatB typu  dz ik ie ­
go (Tabela 1) [64], Poza różnicami  w ak tywnośc i  e g ­
zopepty dazowej ,  z m u to w a n a  CatB w yka zu je  w i ę k ­
szą  wraż l iw ość  na tempera turę ,  co świadczy  o tym, 
że zamy ka ją ca  pęt la  ma  rów nie ż  udz ia ł  w s tab i l izo­
waniu  s t ruk tury en zy m u  [64]. Z a o b s e rw o w a n o  r ó w ­
nież różnice  w pr ow adzone j  in vitro  au toaktywacji  
p r o e n z y m ó w  M l  i C a t B - M l  u lega  ca łkowitej  ak ty ­
wacji  po p ięc iu  dn iach,  CatB po je dn od n io w e j  inku ­
bacji  [64],
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Obecność  zamykające j  pętli ,  j a k  op isano p o w y ­
żej, de te rminuje  e g z o p e p ty d a zo w e  właśc iwośc i  
CatB. Zbadano  także jej  zwią zek  z e n d o p e p t y d a z o w ą  
ak ty wnośc ią  enz ym u ana lizując formy CatB p o ­
wstałe przez  w p ro w ad zen ie  do ge nu  koduj ącego  
ludzką  ka tepsynę  B mutac ji  punk to w y ch  d o ­
tyczących reszt a m in o k w a s o w y c h ,  które z a a n g a ­
żowane  są w związanie  za m ykające j  pętli  z 
cząs teczką  en zym u  [65]. K atepsyn a  B, w po ró wna-

się na całej d ługośc i  ce n t rum  ak ty w n eg o  enzymu,  
lecz po łożenie  zamykają ce j  pętl i  u t rudnia  tego typu 
interakcję z subs t ra tem [65]. E nd o p e p ty d a z o w a  a k ­
tywność  CatB w y m a g a  więc  takiej  z m ia n y  położenia  
zamykające j  pętli ,  aby subs trat  mógł  bez  przeszkód 
oddz ia ł yw ać  z ce n t rum  aktyw nym.  N a  podstawie 
w y n ik ó w  badań  krys ta log ra f i cznych  p r ok a te ps yn y  B 
z pr zy łączonym p ror eg i onem  za p ro p o n o w a n o ,  że za ­
my kaj ąca  pęt la j es t  e l em ent em,  który m o ż e  zmieniać

Tabela 1

Aktywności  enzymatyczne CatB, zmutowanych form CatB i papainy przy pH = 6.0. M l  —  mutant CatB bez fragmentu zamykającej pętli; Asp2- 
2Ala/Hisl lOAla/Argl 16Ala —  mutant CatB z mutacjami zmniejszającymi związanie zamykającej pętli z cząsteczką enzymu. Znakiem  U oznaczono 
hydrolizowane wiązanie peptydowe w obrębie substratu.

S u b s tr a t _____________________________ E n z y m __________________________________ k QJ K m [ M ^ s 1! P i ś m ie n n ic t w o

C b z -P h e -A rg # M C A k a te p sy n a  B 4 2 2  00 0 [64]

M l 261 0 0 0 [64]

p a p a in a 863 0 0 0 [65]

d a n s y l-P h e -A rg # P h e (N 0 2)-L e u k a te p sy n a  B 4 3 2  0 0 0 [64]

M l 0 [64]

A b z -A la -P h e -A rg # S e r-
A la -A la -G ln -E D D n p

k a te p sy n a  B 1950 [65]

A sp 2 2  A la /H is  1 lO A la /A rg l 16A la 92 8  0 0 0 [65]

p a p a in a 3 30 0  0 0 0 [65]

A b z -G lu -V a l-V a l-A la#
G ly -A la -E D D n p

k a te p sy n a  B 3 0 0 0 [65]

A s p 2 2 A la /H is l  lO A la /A rg l 16A la 1 635  00 0 [65]

p a p a in a 14 83 0  0 0 0 [65]

niu z pap a iną  czy k a t ep sy n ą  L, ma bardzo  n i ew ie lk ą  
ak tywność  wobec  subs t ra tów tak ich  ja k  Abz -  
A la -P h e -A rg -S e r -A la -A la -G ln -E D D n p  i Abz -G lu -  
Va l -V al - Ala-Gly-Ala-EDDnp,  h y d r o l i z o w a n y c h  
dzięki  end opep ty da zo wej  ak t yw nośc i  (war tość  
kcJ K m ok. 1700 razy m nie j sza  niż dla  papa iny)  [65], 
Mutant  A sp 2 2 A la /H is l  lOAla /Ar gl  16Ala,  w k tó rym  
reszty Asp22,  His  110 i Arg]  16 zas tąp ion o  resz tami  
alaniny, znosząc  tym s a m y m  o d dz ia ły w ani a  s tab i l i ­
zujące zam y k a ją cą  pę tlę  w pozyc ji  zamknię te j ,  hy- 
drol izuje te subst ra ty z w a r t oś c ią  kcJ K m po na d  500 
razy w y ż s z ą n i ż  CatB typu dz ik iego  (Tabe la  1) [65].

Anal izu jąc  pr zeds t aw ion e  wyżej  wynik i  ba dań  
m ożna  s twierdzić,  że obecność  zam ykające j  pętli  p o ­
woduje  n i ską  en d o p e p t y d a z o w ą  ak ty w no ść  k a t e p s y ­
ny B i j ed nocześn ie  jes t  p r z y c z y n ą  d ipepty dy lo  kar-  
boksypepty dazowe j  ak tywn ośc i  enzymu .  CatB w y ­
kazuje e n d o p e p ty d a z o w ą  a k ty w no ść  je d y n ie  w o b ec  
substratów,  k tórych  łańcuch  p e p t y d o w y  p rzy łącza

położenie  w obręb ie  cząs teczki  en zy m u  w przypadku 
przy łą czania  e n d o p e p ty d a z o w eg o  subs t ra tu  [65,70].  
Os ta te czną  w ery f ik ac ją  powyższe j  h ipotezy 
m og ły b y  być wynik i  badań  ak tyw nośc i  Cat B z w p r o ­
w a d z o n ą  m u ta c j ą  p o w o d u j ą c ą  z ab lo ko w ani e  z a m y ­
kającej  pętli  w konfo rmac j i  „ z a m k n ię te j” , co p o w i n ­
no p o w o d o w a ć  ca łkow i ty  brak  a k t yw nośc i  e n d opep ­
tydazowej  e n z y m u  [65].

Ana l iz a  b u d o w y  i sz laków  b io syn tezy  e n zym u jest  
w a ru n k ie m  ko n ie c z n y m  dla poznania  wp ły w u  a k ­
tywnośc i  ka te psy ny  B na po w s taw an ie  i p rzeb ieg 
szeregu  chorób .  S t ruk tura  CatB de te rmi nu je  nie tyl ­
ko ak ty wność  en zy matyc zną ,  ale równ ież  o d ­
dz ia ływa nie  e n zym u z inh ib itorami .  Ba danie  a k ty w ­
ności  ka t epsyn y  B staje się czu łą  m e t o d ą  d ia gn o­
s ty czną  w prz ypadk ach  chorób  n o w o tw o ro w y c h ,  zaś 
s to sowanie  sy nt e ty cznyc h  lub na tu ra lnych  inhibi to­
rów CP m o ż e  być  j e d n y m  ze sp o so b ó w  e l imin owan ia  
pa to logiczne j  ak tywnoś c i  CatB [71].
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V. Rola katepsyny B w procesie przerzuto- 
wania nowotworów

En zymy pro teo l i tyczne  —  w szczególnośc i  zaś li- 
zo so m a ln e  pr o te azy  cys te ino we  —  p rzyc i ąg a ją  u w a ­
gę j u ż  nie tylko b io lo gó w  m ol eku la rn ych  i b io c h e m i ­
ków, ale rów ni eż  lekarzy,  a to ze w zg lę du  na wielość  
s tanów ch o ro b o w y ch ,  w k tórych obse rwu je  się p a to ­
log iczną  ekspres ję ,  loka l izację  i ak tyw ność  tych e n ­
z y m ó w  [37], W p r z yp adku wie lu ludzkich  n o w o t w o ­
rów ka te psy na  B je s t  z a a n g a żo w a n a  w proces  inwazji  
no w o tw o ro w e j ,  czyli  w tw orzenie  pr ze rzu tó w (meta- 
staz) n o w o t w o r ó w  z łoś l iw ych  [1, 2 ,10, 36, 45], 
W pływ  CatB na  prz e rz u t owan ie  n o w o t w o r ó w  wiąże  
się ściśle z p o z i o m e m  na tura lnych  inh ib i torów re g u ­
lujących ak ty w n o ść  cys t e in owyc h  pro teaz [37, 72], 
Inhibi tory te k la sy f ikow ane  s ą j a k o  trzy g łówne  g ru ­
py białek:  cystatyny,  stefiny, k in in og eny  [72-75],  
B udow a e n d o g e n n y c h  inh ib i torów i ich w p ły w  na re ­
gulację  pro teaz  c y s te in ow ych s t ano w ią  zagadnien ia  
w y m ag a jące  szerszego  om ów ie ni a ,  j e d n a k  w y k r a ­
cza jące  zn aczn ie  poza  z a m ie rzony  zakres tem atów 
przeds ta wio ny ch  w n in ie j sz ym  opracowaniu .

N ade ks pr e s j ę  m R N A  kodu jącego  ka tepsynę  B 
s twierdzon o w ko m ó rk a c h  ludzkich  gu zów m.in.  m ó ­
zgu  [76], t a rczy cy  [77] i ok rężnicy  [78]. W p rz y p a d ­
ku ko móre k  raka  okrężn icy  za o b se rw o w a n o  cz t e ro­
krotnie w yższ y  po z io m  m R N A  kodu jącego  CatB niż 
w o d pow ie dni ch  nie zm ie n io n y c h  n o w o t w o r o w e  k o ­
mó rkach  [78]. Po do bn ie  je s t  w innych typach n o w o ­
tw oró w [36], O p ró cz  badań  doty czących  nadekspre-  
sji CatB na po z io m ie  m R N A  ana l izowa no poz iom  
białka  i ak ty w no śc i  enzy ma ty czn e j  ka tepsyny  B, i 
ich p o d w y ż s z o n e  war tośc i  s twie rdzono w  przypadku 
n o w o t w o r ó w  piersi  [79], m ó z g u  [76, 80], płuc  [21], 
żo łądka ,  t a rczycy,  szyjki  macicy ,  j a j n ik a  i innych 
na rz ądó w  [14, 45],  Po z io m  aktywnoś c i  CatB w p rz y ­
padku in w azy jn ego  raka  okrę żn icy  i innych n o w o ­
tw oró w p o d w y ż s z o n y  je s t  szczegó ln ie  na obrzeżach  
guza,  gdz ie ak t yw no ść  pro teo l i tycz na  ka tepsyny  B 
je s t  p r z y c z y n ą  degradac ji  b ia łek ma cierzy  pozako-  
mórkowej  (E C M ,  ang. ex tra ce l lu la r  m atrix)  U m o ż l i ­
wia to k o m ó r k o m  n o w o t w o r o w y m  a takowanie  
sąs iednich  tka ne k  oraz tworzenie  odleg łych w t ó r ­
nych ognisk  n o w o t w o r o w y c h  [81]. Proces  p o w s ta ­
wania  m etas taz  w y m a g a  p rzedos t an ia  się kom órek  
n o w o t w o r o w y c h  z guza  p ie rw otn ego  do naczyń  
k rw io noś ny ch  lub ch łonnych ,  co je s t  moż l iw e  po p o ­
konan iu  przez  ko mó rki  n o w o t w o r o w e  bariery,  j a k ą  
jes t  b łona  pod s ta wna .  Błona  po d s t a w n a  zbudow ana  
jes t  z ko la g en u  typu IV, będą c e g o  szk ie le tem całej 
struktury,  o raz  z g l ikop ro te in  takich j a k  laminina  i 
en tak tyna  [82], W edłu g  h ipo tezy  zapropon owanej

przez  L i o 11 a (1986)  d eg radac ja  b łony  pods tawnej  
w  pro ces ie  inwazj i  no w o tw o ro w e j  nas tępuje  w 
t rzech  e tapach:
—  k o m ó r k a  n o w o t w o r o w a  wiąże  się za p o m o c ą  o d ­

po w ie dni ch  re ce pt o ró w na swojej  powierzchni  ze 
sk ład ni k iem  b łony  pods ta wne j  —  lamininą;

—  zw ią zana  z b ło ną  p o d s t a w n ą  kom ór ka  n o w o t w o ­
ro w a  w ydz ie l a  e n z y m y  hydrol i tyczne ,  lokalnie 
deg radu jące  składniki  b łony  pods tawnej ;

—  k o m ó r k a  n o w o t w o r o w a  przem ies zcza  się w o b ­
szar nie o g ran i czony  ju ż  b ło n ą  p o d s ta w n ą  [82],

Op is any  powyżej  z w ią zek  CatB z proc esem in w a­
zji n o w o tw o ro w e j  po pr zez  degradac ję  EC M  znajduje 
po tw ie rd zen ie  dzięki  w y n i k o m  l icznych obserwacj i  
k l in icznych .  W y k azano  śc i s łą  kore lac ję  p o d w y ż s z o ­
nego  p o z io m u  ak ty wnoś c i  CatB z inw azy jn ym  p o ­
tenc ja łem k o m ó re k  n o w o t w o r o w y c h  w przypadku 
m.in.  n o w o t w o r ó w  p łuc,  piersi ,  skóry [9, 14, 22, 83, 
84], E ks p re s ja  ludzkiej  CatB w n ie inw azyjn ych  m y ­
sich k o m ó rk a c h  n o w o t w o r o w y c h  B 16 F 1 po w o d u je  3 
do 5-kro tny  w zros t  po tenc ja łu  inwazy jneg o  tych k o ­
mó re k  w z g lę d e m  mo delu  E C M  (Matr ige l) ,  co także 
p o tw ie rdza  zwią zek  CatB  z procese m  tworzenia  m e ­
tastaz [9], A k ty w n o ś ć  ka t epsyny  B jes t  także 
z w ią zana  z ang iog enezą ,  czyli  p rocesem p o w s t a w a ­
nia no w yc h  na czyń  k rw io n o ś n y c h  w obrębie  guza 
n o w o t w o r o w e g o  [85], A n g io g e n e z ą  jes t  bardzo w a ­
żnym  e le m e n te m  rozw oju  nowo tw or u ,  pon iewa ż  bez 
rozwoju  no w y ch  na czyń  k rwi onośnych  z krwią  d o ­
s ta rcza jącą  t len do w nę t r za  guza  i od p ro w adz a ją cą  
p ro duk ty  pr zem ia ny  mater ii ,  rozmiar  guza  ogran i ­
czony  je s t  j e d y n i e  do około  2 m m  [86]. W po czą tk o ­
wych s tadiach  u n aczyn ie n ia  guza ,  n iezbędna  jes t  a k ­
ty wno ść  p r o te azow a  dla um oż l iw ien ia  procesu  p o ­
w s taw an ia  n o w y c h  n a czyń  krwiono śnych ,  w k tórym 
bezpośredni  udz ia ł  b i o rą  m e ta l op ro t e inazy  [32], K a ­
tepsyna  B pośre dnio  u ła twia  tworzenia  naczyń 
w ło so w a ty c h  guza  p rzez  degradację ,  a tym samym  
in ak ty wa cję  inh ib i torów meta lopro te ina z  [32],

VI. W ew nątrzkom órkowa i pozakomórkowa  
aktywność katepsyny B w nowotworach

Z a ró w n o  ob se rw acj e  gu zów  no w o tw o ro w y c h  jak  
i bada nia  ak tywnoś c i  CatB w zgl ęde m  e l em en tów  
b łony  pods tawne j  in vitro  wskazują ,  że ka tepsyna  B 
je s t  z a a n g a ż o w a n a  w proces  inwazj i  now otw orow ej ,  
a jej p ro teo l i tyczna  ak ty w no ść  jes t  poś r edn ią  lub 
bezpoś re dn ią  p r z y c z y n ą  degradac ji  b łony  p o d s ta w ­
nej i m acie rzy  p o z a k o m ó rk o w e j  [87], Pośredni  
udz ia ł  Ca tB w w y m i e n i o n y c h  procesach  polega  na 
a k ty w o w a n iu  innych  proteaz,  deg raduj ących  sk ł ad ­
niki  b ło ny  pods t awne j .  K a te psyna  B mo że  a k ty w o ­
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wać uPA (ak tywator  p la z m in o g e n u  typu urokinazo-  
wego) ,  k tóry z kolei  ak tyw uje  p l a zm in og en  do pla- 
zminy  [30]. P lazmina  zdolna  je s t  do degradac ji  m.in.  
f ibryny i l amininy  oraz do ak ty w o w a n ia  szeregu  me-  
taloproteaz,  k tórych  subs t ra tem je s t  ko lagen  IV [10, 
80, 88]. Szerzej  ana l iz owa ny je s t  j e d n a k  bezpośredni  
wp ływ CatB na tworzenie  me tas taz  z w ią zany  z fa k ­
tem, że subs t ra tem CatB m o g ą  być takie  składniki  
macierzy  p o z a ko m órko w e j ,  j a k  laminina ,  ko lagen  
typu I, II, III, IV, f ib ronek tyna  [45, 89]. Komórki  n o ­
w ot w orow e  m o g ą  poch łan iać  czę śc io wo z d e g r a d o ­
wane  k o m pone n ty  ECM  na drodze  en docyt ozy  i 
w e w n ą t r z k o m ó rk o w o  trawić je  p rzy  udz ia le  ka t ep sy ­
ny B [2, 36], Wyn ik i  na jn o w sz y ch  badań  wskazują,  
że w ew n ą t r z k o m ó r k o w a  CatB o d g ry w a  zn acz ąc ą  
rolę w degradacj i  b łony  pods ta wne j  i E C M  [9], Ka- 
tepsyna  B m oże  być  także wy dz ie la na  na zewnąt rz  
komó rek  n o w o tw o r o w y c h  i w za leżności  od rodza ju  
n ow otw oru  sekrecja obe jm uje  a k t y w n ą  CatB lub n ie ­
ak t yw ną  (prekursorową)  formę b ia łka  [2, 90], 
Pocz ą tkowo sądzono,  że o b s e r w o w a n a  zewną t r zko -  
m ór ko w a  ak tyw ność  CatB pochodz i  z m ar tw y ch  k o ­
mórek,  które uw oln i ły  l i z os om a ln ą  zawartość.  O s t a t ­
nio je d n a k  w yka zano  sekrec ję  ak tywnej  CatB z ż y ­
wych ko mó re k  ludzkiego  raka  piersi  [55] i s tw ie r ­
dzono pod w y ższ o n y  po z io m CatB we wczesny ch  
stadiach guza,  bez w yk ryc ia  nekrozy  tkanek  [45], Se ­
krecja ka tepsyny  w yn ik a  p r a w d o p o d o b n ie  z z a b u ­
rzeń w w e w n ą t r z k o m ó r k o w y m  t ransporc ie  CatB do 
l izosomów lub jes t  sku tk iem uw a ln ia n i a  zawar tości  
l i zosomów poza komó rkę ,  l ecz do kł ad ne  m e c h a n i ­
zmy odpowiad a ją ce  za taki t ranspor t  Ca tB nie są 
je szcze  znane  [36], A k t y w n ą  CatB zna jduje  się w 
p łynach  us t ro jowych kon tak tu jących  się z guzem,  
np. w p rzypadku n o w o tw o r ó w  ja jn ika  i płuc.  Wysok i  
poz iom CatB obse rwuje  się też w  sur owicy  i mo czu  
pac jen tów c ie rpiących na  n o w o t w o r y  tw orzące  me-  
tastazy [2], Anal izu jąc  wynik i  badań  s twierdza jące  
znaczny  wzros t  ak tyw nośc i  CatB w p rz yp adk u g u ­
zów n o w o tw o ro w y c h  m o ż n a  by  przypus zczać ,  że 
zmiana  ak tywnośc i  sp o w o d o w a n a  je s t  i s tn ien iem o d ­
miennej,  specyf icznej  dla k o m ó r e k  n o w o tw o ro w y c h  
formy ka tepsyny  B. Nie  m o ż n a  j e d n o z n a c zn ie  r o z ­
s t rzygnąć czy is tnieje w ła śc iw a  tylko dla n o w o t w o ­
rów forma CatB.  W yka zano ,  że za ró w no w k o m ó r ­
kach n o w otw or ow ych,  j a k  i w od po w ie d n ich  z d r o ­
wych ko mó rk ach  w y s tę p u ją  formy CatB o masach  
cząs teczkowyc h ok. 31 kD a  ( fo rm a je dno ła ń c u c h o -  
wa)  oraz ok. 26 kD a  (ciężki  ł ańcuch  formy 
dwułańcu chowej ) ,  co nie po t w ie rdza  istnienia o d ­
miennej formy CatB w n o w o tw o ra c h  [91, 92],  c h o ­
ciaż w ludzkich  i m ys ich  k o m ó r k a c h  n o w o t w o r o ­
wych zna lez iono  izo for my  CatB różniące  się w a r to ­

śc ią  punktu  izoe lek t rycznego  od tych w komó rk ach  
zdrowych.  W  ko m órk ach  n o w o t w o r o w y c h  w i ę k ­
szość s tanow ią  formy o niskiej  war tośc i  pi 
(4.82-4 .33) ,  charak te ryzujące  się znacznie  więks zą  
ak t yw no śc ią  niż izofo rmy CatB w z d row ych  k o m ó r ­
kach [36],

N iezw yk le  in t rygującym z j aw is k ie m  je s t  w y s t ę ­
powan ie  l izosomalnej  proteazy,  j a k ą  jes t  Ca tB,  na 
powierzchni  b łony  k o m ór kow e j  ko m ó re k  n o w o t w o ­
rowyc h  [56, 93]. A k ty w noś ć  Ca tB związane j  z b łoną  
k o m ó r k o w ą  ko mó re k  n o w o t w o r ó w  z łoś l iwych  opi ­
sano w wielu p rzypa dkach  n o w o t w o r ó w  m ysi ch  i 
ludzkich  [45, 94, 95]. Z ap r o p o n o w a n o ,  że właśn ie  
CatB w asocjacj i  z b ło ną  k o m ó r k o w ą  ma p i e r w s z o ­
rzędne  znaczenie  w proces ie  r oz kł adu  e l em ent ów  
E C M  i inwazj i  no w ot w o ro w e j ,  zaś w p ły w  CatB 
uwalniane j  na zewną t r z  k o m ó r e k  na  inwazję  n o w o ­
tworu  jes t  zn ik o m y  [94], D o ty c h c z a s  nie znane  są 
pr zy czyny  ani m e c h a n iz m y  t ra nsp or tu  CatB do błony 
kom órkow ej .  Prz ypuszcza  się, że jes t  to wtórny  
t ranspor t  z l i zosomów  [91]. Po t ransfekc ji  ludzkich 
komórek ,  w k tórych  obse rwuje  się f iz jo l og iczną  (l i ­
zosomalną)  loka l izac ję  k a te psy ny  B, o n k o g e n e m  
c - H a -ras  w y k ry w a  się na ich pow ie rz chn i  CatB 
zw iązan ą  z b łon ą  k o m ó r k o w ą  [95], Wykazano ,  że 
obie formy ka tepsyny  B —  l iz osom a ln a  i zw ią za na  z 
b łoną  k o m ó r k o w ą  —  w y k a z u j ą  p o d o b n ą  ak tywn ość  
en z y m a ty c zn ą  w z g lę d e m  synt e ty cznych  subs t ra tów 
[91], Dotąd nie w pełni  poznano  m e c h a n iz m y  asoc j a ­
cji ka tepsyny  B z b łoną , j e d n a k  wynik i  na jnow szych  
badań dos ta rczy ły  szeregu in te re su jących  in fo rm a­
cji. Wi adom o,  że ludzka  p r o ka te psyna  B oddzia łu je  z 
lekkim łańcuche m  ( p i l )  t e t ra me ru  an n ek sy n y  II na 
po wierzchni  ko mó re k  n o w o t w o r o w y c h  in vitro  [96]. 
Os ta tn io odkryto,  że ka te ps yna  B m oże  być s p e c y ­
ficznie wiązana  przez  g l ik o z o a m in o g l i k a n y  zna j ­
dujące  się w  b łonie  kom ó rk o w e j ,  t akie jak  he pa ry na  i 
s iarczan heparanu.  O d d z ia ły w a n ie  to po w od u je  
zmi an y  k o nf or m ac yj ne  CatB pol ega ją ce  na z m n ie j ­
szen iu zawar tośc i  he l i sy  a  w s t ruk turze  cząs teczki  
białka.  Ponadto ,  zw iązana  Ca tB charak te ryzuje  się 
z m ni e js z o n ą  a k ty w no śc ią  e g z o p e p t y d a z o w ą  w z g l ę ­
de m synte ty cznych  subs t r a tów  [97]. Siarczan  h e p a ­
ranu mo że  wiązać  się z t e t ra m erem  ann eksyny  II. Z a ­
p ro p o n o w an o  więc h ipo te ty czny  mode l  w iązania  
CatB z b ło n ą  k o m ó r k o w ą  [97]. M od e l  ten zak łada,  że 
zna jdujący  się w b łonie  k o m ó r k o w e j  te t ramer  a n n e k ­
syny  II p r zy łącza  siarczan he pa ra nu ,  który z kolei  
specyf iczn ie  wiąże się z c z ą s t e c z k ą  ka t eps yny  B 
[97]. Nie  w ia d o m o  j e dn ak ,  czy  je s t  to j e d y n y  sposób 
interakcji  CatB z b ł o n ą  oraz czy  zm ia na  ak tywnośc i  
tak związanej  ka tepsyny  ma is to tne  k on se kw enc je  w 
kontekśc ie  propagacj i  now o tw o ru .  Pr ob le m y  te w y ­
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m a g a ją  da lszych  badań ,  w k tórych na leży  brać  pod  
uw agę  nie tylko o b s e rw a c je  k l iniczne ,  ale również  
wykorzys tać  w ie dz ę  d o t y c z ą c ą  syntezy,  k ie rowania  i 
budow y  cząs tec zkowe j  ka te ps yny  B.

VII. Podsumowanie

Wyniki  badań  p r o w a d z o n y c h  w labora tor iach  na 
ca łym świecie  w s k a z u j ą  na  ko re lac ję  p o d w y ż s z o n e ­
go p oz io m u  ak ty w no śc i  p ro teo l i tyczne j  CatB i zmian  
po z io m u  jej  e n d o g e n n y c h  inh ib i to rów ze s tadiami 
rozwo ju  n o w o t w o r ó w  z ło ś l iw ych  róż ny ch  typów [2, 
14, 36, 73, 80, 83]. Ten fakt  poz wo l i ł  na w y k o r z y s ta ­
nie ana l izy  po z io m u  ak ty w n o śc i  CatB w klinicznej  
d ia gnos tyce  wie lu  c ho rób  n o w o tw o r o w y c h ,  u m o ż l i ­
wiając  także  ok reś len ie  ry z y k a  wys tąp ien ia  p r z e rz u ­
tów i na w ro tó w  c h o r o b y  po usunięc iu  guza  p ie rw o t ­
nego [10, 14, 22,  24,  76,  80, 83, 98]. K lu czo w a rola 
l i z osomalnych  e n z y m ó w  pr o t eo l i t ycznych  (w tym w 
z naczny m  s topniu  k a te p s y n y  B) w proces ie  przerzu-  
towania  jes t  g ł ó w n y m  p o w o d e m  identyf ikacj i  s ub ­
stratów h y d ro l i z o w a n y c h  w proces ie  inwazj i  oraz 
ana lizy zmian  w t ra ns po rc ie  pro teaz  w ko mó rce  n o ­
wotworo we j  [36], S z c z e g ó ło w e  po znanie  m e c h a n i ­
z m ó w  i okreś len ie  c z y n n i k ó w  mającyc h  w p ły w  na 
pa to logiczne  k ie row ani e  CatB poza  k o m ó rk ę  lub na 
jej  po wier zchn ię  m o g ł o b y  pr zyczyn ić  się do o p r a c o ­
wania  me to d  z a p o b ie g a n ia  wys tą p ie n iu  przerzutów.  
Z a o b s e rw o w a n o  udz ia ł  Ca t B w apoptoz ie  nie z m i e ­
nionych cho ro b o w o  k o m ó re k ,  nie w ia d o m o  jednak ,  
j ak  i czy  zmia na  loka lizac j i  Ca tB z w e w n ą t r z k o m ó r ­
kowej  na z e w n ą t r z k o m ó r k o w ą  w p ły w a  na apoptozę  
w kom ór ka ch  n o w o t w o r o w y c h  [15, 34], Zaburzenie  
regulacj i  apop tozy  pr zez  k i e r o w a n ą  na zewną t rz  k o ­
mórek  rakow yc h  Ca tB  m o g ł o b y  przyczyn iać  się do 
propagacj i  p rocesu  n o w o t w o r o w e g o  w tych k o m ó r ­
kach. Coraz  więcej  s y g n a ł ó w  w l i teraturze światowej  
wskazu je  także na m o ż l i w o ś ć  n i ezwyk le  sk ut eczne ­
go w yko rzys t an ia  na tu ra ln yc h  i syn te tyc zny ch  inh i­
b i to rów pro teaz  cys te rnow ych w walce  z n o w o t w o r a ­
mi [17, 19, 21, 72]. U p ods t aw  skutecznej  terapii 
opartej  na b lo k o w an iu  ak ty wno śc i  p roteo li tycznej  
tych en z y m ó w  leży dok ła d n e  poznanie  ich regulacj i  
(na poz iomie  t ra nskrypc j i ,  sk ładania  t ranskryptu ,  
t ranslacj i ,  obróbki  pos t rans la cy jne j  i k ie rowania  do 
l izosomów) ,  b u d o w y  cząs te czk ow ej  oraz  w p ły w u 
ewen tua lnych  zmi an  k o n fo rm a c y jn y c h  p o w o d o w a ­
nych przez  inte rakc ję z b ł o n ą  k o m ó r k o w ą  i/lub poza-  
k o m ó r k o w ą  loka l izac ję  na  a k t yw no ść  e n z y m a ­
tyczną.
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Molekularne podstawy działania arszeniku w 
komórkach białaczki promielocytowej 

Molecular base of arsenie action in promyelocytic 
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g lu ta tionow a; L B D  —  do m en a  w iążąca  ligand  w recep to rze  
R A R a  (ang. Ugand binding domain)', M A P —  k inaza  ak ty w o ­
w ana  m itogenem  (ang. m itogen-activated protein)', M H C  —  
głów ny  kom pleks zgodnośc i tkankow ej (ang. m ajor histocom- 
pability  complex)', NB —  z iarn iste  stru k tu ry  jąd ro w e  zaw ie ­
ra jące  m .in  b iałko  PM L, synon im  PO D  (ang. nuclear body)', 
PARP —  p o lim eraza  p o Ii(A D P -rybozy); PM L  —  gen i b iałko

'D r, "studentka; Z ak ład  G enetyk i, Insty tu t G enetyk i i M ik ro b io ­
logii, U niw ersy tet W rocław sk i, ul. P rzy byszew sk iego  63/77, 
51-148 W rocław , e-m ail: ro b b y @ m icro b .u n i.w ro c .p l

b ia łaczk i p ro m ie lo cy to w ej (a n g .prom yelocytic leukemia); PO D  
—  onkogenna  d o m en a  PM L  (ang. PML oncogenic domain)', 
A T m  —  po ten c ja ł tran sb ło n o w y  m itochondrium ; R A  —• kw as 
re tin o jo w y  (ang. retinoic acid)', R A R a  —  recep to r a  kw asu  re ti­
n o jo w eg o  (ang. retinoic cicid receptor a); R A R E  —  elem en t se ­
k w en cji D N A  ro zp o zn aw an y  p rzez  recep to ry  kw asu  re tin o jo w e­
go (ang. retinoic acid response element)', R FT  —  reak tyw ne fo r­
m y  tlenu ; R X R  —  re ce p to r re tin o id u  X (ang. retinoid X  recep­
tor); SO D  —  d y sm u taza  p o n ad tlenkow a.

I. Historia medyczna arszeniku

A rszen ik  ( t ró j t lenek  arsenu;  A s 20 3) jes t  j e d n ą  z 
na jbardzie j  z n any ch  t rucizn.  Ze wzg lędu  na brak  za ­
p achu  i sm aku oraz  ła tw ą  dostępność ,  a rszeniku  uży ­
to do z a m o r d o w a n ia  wie lu znanych  postaci  h i s to­
rycznych ,  m.in.  N a p o le o n a  Bonapar te  [1]. Dane ep i ­
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demio logic zne  w s k a z u j ą  p on adt o  na  z w ią zek  mi ęd zy  
ob ecnoś c i ą  a rsenu w w o d z ie  pitnej  a zw ię k sz o n y m  
ryzykiem zachoro wan ia  na  raka  skóry ,  płuc,  wąt roby
[2], M uta gen noś ć  i k a n c e ro g e n n o ś ć  a rsenu  m o ż e  w y ­
nikać z zaburzenia  w  k o m ó r c e  pr ocesów  u s u ­
wa jących  reak t yw ne  fo rm y  t lenu,  które us zka dza ją  
l ipidy, białka  oraz D N A  [3]. A rsen  zwiększa  także 
muta genność  innych k a rc in o g e n ó w ,  np.  poprzez  h a ­
mowan ie  n ap rawy  us zk o d zeń  D N A  sp o w o d o w a n y c h  
p r om ieni ow an iem  u l t r a f io le to wy m  [4],

P o m im o  swej złej reputac j i  a r szen ik  by ł  s to s o w a ­
ny w m edy cyn ie  od po nad  2400 lat [5]. Arsen  był  a k ­
tyw nym sk ładn ik iem  r oz tw oru  Fow le ra ,  który u ż y ­
wano od XVII I  wieku  do leczenia  wie lu  chorób ,  w 
tym astmy, p ląsawicy ,  w y p ry sk ó w ,  pęcherzycy,  
łuszczycy  [6], Pod  koniec  X I X  w ie k u  po raz p i e r w ­
szy wyk azan o  w p ły w  arszeniku  na l iczbę le u k o c y ­
tów u cz łowieka  [6], D z i e s i ę c io ty g o d n io w a  te rapia 
roz tworem Fowle ra  p o w o d o w a ł a  zna cz ne  obniżenie  
l iczby bia łek c ia łek krwi  u c ho ryc h  z prz ewle k łą  
b ia łaczką  szp ikową. Aż  do lat t rzydz ie s tyc h  X X  w i e ­
ku specyf ik ten był  p o d s t a w ą  w leczeniu  anemi i ,  c h o ­
roby Hod gk in a  i bia łaczek  [7]. W 1910 roku n i e m i e c ­
ki uczony P a u 1 E h r l i c h  i j a p o ń s k i  bakte r io log  
S a h a c h i r o  H a t a odkryl i  zabój cze  dz ia łanie or ­
ganicznych  zw ią zków  arsenu  na krę tk i  i p ie rw o tn ia ­
ki, co doprowadz i ło  do o p r a c o w a n i a  p ie rw sz ego  sk u ­
tecznego leku przec iwk o kile —  sa lw ar sa nu  [6]. P ó ź ­
niej arsen zas tąp iono  ch e m io -  i r a d i o te r ap ią  i do n ie ­
dawna tylko melarsopro l  był  j e d y n y m  lekiem z a w i e ­
rającym arsen d o p u s z c z o n y m  w m e d y c y n ie  i s t o so ­
wan y m  do leczenia śp iączki  a f rykańskie j  w jej o s ta t ­
niej fazie, w której z a a t a k o w an y  je s t  cen t ra lny  układ 
ne rw ow y  [8],

II. Wprowadzenie arszeniku do leczenia pa­
cjentów z nawrotami ostrej białaczki pro- 
mielocytowej

N ajno wsza  histor ia a rszeniku  j a k o  leku antyno-  
w o t w or ow ego  rozpoczę ła  się 30 lat t emu  w p ó ł n o c ­
no-wscho dni ch  Chinach ,  k iedy  grupa  lekarzy  z 
uczelni  medyczne j  w Ha rb in ie  zos ta ła  wys ła na  na 
prowinc ję ,  żeby u d o w o d n ić  w y ższ o ść  chińskie j  m e ­
dycyny ludowej  nad z a c h o d n i ą  [9], Dzięki  tym p o ­
szukiwan iom  odkryto ,  że a k ty w n y m i  sk ładnikami  
miks tur  s toso wanyc h  od w i e k ó w  do n i szczenia  m i a ­
zgi zębowej oraz do leczenia  tak ich  chorób  jak kiła, 
reumatyzm,  łuszczyca ,  są  wł aśn ie  związki  a rsenu  
[10], Grupa  z Harbinu t es tow ała  sku tecznoś ć  a r sze ­
niku w wielu rodza jach  n o w o tw o r ó w ,  ale na j lepsze  
wynik i  uzyskano  w p r z y p a d k u  ostrej  b ia łaczki  pro- 
mie locytowej  —  A P F  (ang.  a c u te p r o m y e lo c y t ic  leu ­

kem ia)  [10, 11], P odawa nie  dożyln ie a rszeniku w 
da wce  10 mg  na dzień przez 20-60  dni spowodowało  
remis ję  choroby  u ponad  65 %  pac jen tów,  a u prawie 
30% nie nastąp ił  nawrót  ch oro by  przez  następne  10 
lat [10, 11]. Arszenik  okaza ł  się również  bardzo sku­
teczny u chorych  z nawrotami  ostrej białaczki  pro- 
mie locytowej  w formie  oporne j na ko nw encjona lną  
chemio ter ap ię  kw a se m  ca łko wicie-zAms-ret inojo-  
w y m  —  A T R A  (ang. all- trans-re tino ic  acicl) oraz an- 
t racyklinami  [12], Nies te ty u 30% chorych  leczo­
nych  t radycyjn ie  nas tępuje  nawrót  choroby,  zwykle 
w formie opornej  na A T R A  i ro ko wa n ia  dla tych p a ­
c jen tów były  do tej pory bardzo  n ie pomyślne  [13], 
Stąd wyniki  chińskich badaczy  spotka ły się z o g r o m ­
n y m  za in te r esow aniem  i rozpoczę to  in tensywne b a ­
dania nad a r szenik iem w ośrodka ch  nau kow ych  na 
ca łym świecie.

W drugiej  po ł owie  lat 90- tych  w USA  terapię ar- 
sz en ik o w ą  za s to sowano  u 52 śmierte ln ie  chorych  p a ­
c jen tów z naw rotami  ostrej białaczki  p romie locyto-  
wej w formie  oporne j na ws zys tk ie  znane leki [13, 
14], C h o ry m  p o d a w a n o  codz iennie  kroplówkę  z a r ­
szen ik iem w dawce  10-15 mg  lub 0,15 mg / kg masy 
ciała w p rzypadku  dzieci ,  aż do zn iknięc ia  komórek  
b ia ła czkow ych  ze szp iku kos tnego ,  ś rednio przez 34 
dni (od 14 do 63 dni).  U 87% pac j en tów  nastąpi ła  re ­
misja  choroby  (45 z 52),  co ca łkowic ie  potwierdz i ło  
wyniki  z Chin  [13, 14], G łó w n y m i  skutkami  ub oc z ­
nymi terapii  a r szen ik iem były: zw iększona  leukocy-  
toza (u 50% pacjen tów) ,  zm ian y  w e lckt rokardiogra-  
mie (wydłużenie  odc inka  QT; 40%) ,  syndrom różn i ­
cow an ia  A P F  (wysięki  w  opłucne j ,  duszności ,  
gorączka,  wzros t  wagi  ciała;  22%) ,  hipergl ikemia,  
wysypka ,  bó le  głowy, nudnośc i ,  w ym io ty  [14, 15]. 
Po 18 mies iącach  od zakoń czen ia  terapii  27 pa c j en ­
tów z 40 pozos ta ło  przy życ iu (68%) ,  a u 23 osób 
(58%)  nie nastąp ił  nawrót  choroby  [15], Na  pods t a ­
wie  tych w y n ik ó w  arszenik  jako  Tr i se no x™  został  
z aa pr ob ow any w USA  do leczenia naw ro tó w A P F  w 
formie  opornej  na ATRA we wrześn iu  2000 roku 

[15].

III. Rola receptora kwasu retinojowego oraz 
białka PML w patogenezie ostrej białacz­
ki promielocytowej

Ostra b ia łaczka  p r om ie lo cy to w a  charak teryzuje 
się na d m ie rn ą  ak u m u la c ją  w szpiku  kos t nym  p rek u r ­
sorów k om órek  mie lo ida lnych  za t r zy man ych  w ró ż ­
n icowaniu  się na etapie k o m ó re k  promi e locyto wych,  
co prowadzi  do ciężkiej  n i edokrwis tośc i  i ob j aw ów  
skazy  krwotoczne j  (Ryc. 1) [16]. W 95% p r z y p a d ­
ków ostrej bia łaczki  p romie lo cy towe j  obserwuje  się
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Różnicow anie K O M Ó R K A

Kwas retinojowy BLA ŁA CZK O W A

M E T A M IE L O C Y T

G R A N U L O C Y T
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K O M Ó R K A ŚM IERĆ
P O D O B N A  DO K O M O R K I
M IE L O C Y T A B IA Ł A C Z K O  W EJ

Ryc. 1. Schemat  powstawania ostrej białaczki promielocytowcj oraz efekty terapeutyczne kwasu retinojowego i arszeniku. Dojrzewanie i różnicowanie 
granulocytów odbywa sią w szpiku i obejmuje wiele etapów pośrednich. Na skutek translokacji chromosomowej t( 15; 17), w wyniku której do­
chodzi do fuzji genów kodujących receptor kwasu ret inojowego R A R a  i białko białaczki promielocytowcj PML, promielocyty nie różnicują 
sią do mielocytów i zaczynają sią niekontrolowanie dzielić. Lecznicze dawki kwasu retinojowego pow odują  różnicowanie sią komórek 
białaczkowych do mielocytów. Natomiast arszenik w zależności od zastosowanego stężenia m oże indukować częściowe różnicowanie kom ó­
rek białaczkowych lub ich śmierć.

dom in u ją c ą  mu tac j ę  w pos tac i  t rans lokacj i  c h r o m o ­
somowej  t( 15; 17), w wyn ik u  której dochodzi  do fuzji 
genu PM L (ang. p ro m y e lo c y t ic  leukem ia)  leżącego 
na ch ro m o so m ie  1 5 z g e n e m  R A R a  (ang. retino ic  
ac id  recep tor  a )  z c h r o m o s o m u  17 i powstan ia  ch i ­
merycznego  b iałka  P M L - R A R a  lub R A R a - P M L  
[17, 18].

III-I. Mechanizm regulacji transkrypcji genów 
odpowiedzialnych za różnicowanie komórek 
mieloidalnych przez receptor kwasu retinojo­
wego

Produkt  białkowy genu R A R a  na leży do nadrodzi-  
ny jądrowych receptorów hor monalnych  będących re ­
gulatorami transkrypcji  genów [16]. Receptor  R A R a  
modu lowany  jes t  przez re t inoidy (wi tamina  A), które 
nie tylko zapewnia ją  prawid łow e widzenie ,  ale także 
są ważnymi  regulatorami  podz ia łów komórk owyc h i 
p rocesów różnicowania  [19].

Receptor  kwasu  re t in o jo wego  R A R a  ja k o  hetero-  
d imer  z receptorem RX R (ang.  re t ino id  X  receptor)  
p rzy łącza się do specyf iczne j  sekwencj i  D N A  -  e le ­
mentu  odpowiedz i  na kwas  re t ino jowy R A R E  (ang. 
retinoic ac id  response  e lem ent)  i tworzy  jednos t kę  
t ranskry pcy jną  in d u k o w a n ą  przez  l igand w postaci  
kwasu  re t ino jowego [ 16] (Ryc. 2). Przy  n ieobecnośc i  
kwasu  re t ino jowego he te ro d im er  R A R a - R X R  
połączony jes t  z ko m p le k s e m  ko re pr es or ow ym ,  w

skład k tórego w c h o d z ą  b ia łka  N - C o R  lub SM RT,  
m Sin 3  oraz deace ty laza  h i s tonowa  H D A C  [20, 21, 
22], Obe cn ość  ko re p re so ra  p o w odu je  kondensac ję  
chr om a ty ny  w obsza rze  p r o m o t o r o w y m  re g u lo w a n e ­
go genu  poprzez  deace ty l ac j ę  h i s tonów,  co jes t  p rz y ­
czy n ą  n i emo żnośc i  p rzy łączeni a  się w tym miejscu  
DN A  ko m ple ksu  inicju jącego  t ranskrypcję  (Ryc.  2). 
Zw ią zan ie  k w asu  re t i no j ow ego z d o m e n ą  wiązania 
Uganda  LBD (ang.  l ig a n d  b in d in g  dom ain )  r ecep tora 
R A R a  pozwala  na  oddy so c jo w a n ie  ko m ple ksu  kore-  
p re so ró w i p r zy łączeni e  się w je g o  mie jsce koakty-  
w at o ró w  t ranskrypc j i ,  m. in .  ace ty lo t ransferaz  histo- 
n o w y c h  [23] (Ryc.  2).

W przypadku ostrej białaczki  promielocytowej 
białko P M L - R A R a  jako  hom o d im er  przyłączone  jest  
również  do sekwencj i  R A R E  w promotorach  regulo­
wanych  genów, ale na stałe związane jes t  z kom pl ek­
sem korepresorów,  gdyż  nie reaguje na fizjologiczne 
s tężenia kwasu  re t ino jowego w  komórce.  W rezul ta­
cie transkrypc ja  genów  regulujących podzia ły  i różni ­
cowanie  promie locytów  ulega ciągłej represji  [16].

G łó w ną  rolą  b io log ic zną  receptora R A R a  jest  
p rawdopodobnie  regulacja  procesu  różnicowania ko ­
mórek  mielo ida lnych  [24], Wiadomo od dawna,  że 
n iedobór wi taminy  A powo du je  zaburzenia hemato- 
poezy, a kwas re t ino jowy indukuje ekspresję genu 
R A R a  głównie w k om ór ka ch  mie lo idalnych  [25, 26]. 
Ponadto nadekspres ja  R A R a  powoduje  zablokowanie 
różnicowania  ko mó re k  mie lo ida lnych  na etapie pro-
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B.

Ryc. 2. Regulacja transkrypcji genów przez kwas retinojowy. (A) W promotorach genów regulowanych przez kwas retinojowy (RA) znajduje się spe­
cyficzna sekwencja DNA —  element odpowiedzi na kwas retinojowy (RARE), która jest miejscem przyłączenia heterodimeru złożonego z re­
ceptora kwasu retinojowego ( R A R a )  i receptora retinoidu X (RXR). Przy nieobecności RA z heterodimerem R A R a -R X R  połączony jes t kom ­
pleks korepresorów. W skład kompleksu wchodzi m.in. deacetylaza histonowa HDAC, której aktywność prowadzi do kondensacji chromatyny 
i represji transkrypcji. (B) Przyłączenie kw'asu retinojowego (RA) do receptora R A R a  powoduje zmianą konformacji dimeru R A R a-R X R  i w 
konsekwencji  odłączenie kompleksu korepresorów. (C) Do dimeru R A R a-R X R  może teraz przyłączyć się kompleks koaktywatorów wraz z 
acetylazą histonową. Dzięki acetylacji histonów następuje rozluźnienie struktury chromatyny i do promotora genu może się przyłączyć kom ­

pleks transkrypcyjny.

mielocytów [27]. Białko R A R a  reguluje p raw d o p o ­
dobnie ekspresją genów  kodujących  inne czynniki  
t ranskrypcyjne (np. Hox,  STAT,  C/EBP) ,  a także re ­
gulatory cyklu ko m ór ko w ego  oraz apoptozy [24].

III-2. Mutacja w genie kodującym białko białaczki 
promiełocytowej PML prowadzi do zaburze­
nia regulacji cykłu komórkowego i apoptozy

Podczas  gdy rolę re t ino id ów  i ich recep to ró w w 
procesach różn icowa nia  czę śc io w o  wyja śn i ono ,  to 
funkcja b io logiczna  b ia łka  P M L  była  do n ie daw na  
słabo poznana ,  ale wie le  danyc h  w sk azuj e  na jego  
udz ia ł  w regulacj i  t ranskrypc j i  g e n ó w  zw ią zan ych  z 
apoptozą  i p rocesami  s tarzen ia się komórki ,  a c h i m e ­
ra P M L - R A R a  b lokuje  te funkc je  w przy pa dk u 
ostrej bia łaczki  p romie ło cy towe j .

W zdrow ych kom ó rk a c h  b ia łko P M L  zna jduje  się 
w specyf icznych j ą d r o w y c h  s t ruk turach  zw an y ch  on- 
kogennymi  d o m enam i  P M L  —  P O D  (ang.  P M L  o n ­
cogenic  d o m a in ) lub c ia łkami  j ą d r o w y m i  —  NB

(ang. nuc lear  body)  [28, 29],  do k tórych  b ia łko PML 
jes t  k ie rowane  po ko w a le n c y jn y m  związaniu  z 
ma łym,  p o d o b n y m  do u b ik w i ty ny  pol ipeptydem 
SUMO-1 [30], Na to m ia s t  w  ko mó rk ach  białaczki  
p romie łoc yto we j  z a ob se rw ow ano ,  że c iałka j ą d ro w e  
NB są rozbite na  wiele mikros t ruk tu r  zawiera jących  
norma lne  i zm u to w a n e  b ia łka  P M L  [28, 29]. Os ta t ­
nio poka zano ,  że ko mórki  z usunię tymi  ob i ema k o ­
piami  genu  PM L  w y k a z u j ą  równi eż  dezorganizac ję  
s t ruktur  NB [31]. Pona dto  do p r aw id ło w ego  w y t w o ­
rzenia  c ia łek ją d r o w y c h  N B  w y m a g a n a  jes t  m o d y f i ­
kacja b iałka  P M L  przez  SUMO -1  [3 1 ]. Białko PML 
wys tępuj e  w c iałkach ją d r o w y c h  NB razem z ponad 
d w u dz ie s to m a  bia łkami ,  t akimi jak  regula tory  t ran­
skrypcj i  (CBP,  RFP) ,  supresory  n o w o tw o r o w e  (Rb, 
p53) ,  b ia łka  związane  z a p op tozą  i cyk lem k o m ó r k o ­
w y m  (Daxx,  BAX,  cykl ina  D3, K IPI /p 27 ) ,  a także 
b ia łka to wa rzysz ące  in fekc jom  w ir u s o w y m  (SplOO) 
[32, 33], Pos ta wion o  h ipotezę,  że s t ruktury NB są 
mie jscami  ak tywnej  t ranskrypc j i  albo obszarami  
gdz ie ak ty wność  różnych  cz y n n ik ó w  transkrypcyj-
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nych jes t  re gu lo w ana  w sposób  z in teg ro wa ny  [33]. 
Białko  PM L  zawiera  d o m e n ę  pa lca  cyn k o w e g o  typu 
R IN G  boga tą  w reszty cys te iny  i h i s tydyny (mo tyw 
C3 H C 4) ,  która je s t  char ak t e rys ty cz na  dla wielu 
białek  b iorących  udz ia ł  w regulac ji  ekspres ji  genów,  
onkogenez ie ,  r ekombinac j i  i na pr aw ie  D NA [32, 33], 
Ja kko lw iek  b ia łko P M L  samo nie przy łącza  się do 
D N A ,  to wchodzi  w inte rakcje  z koak ty wa to ra m i  i 
korepresora mi  t ranskrypc j i  [32, 33].

W c ia łkach  j ą d r o w y c h  N B  b ia łk o  P M L  w y s t ę p u ­
je  często ra zem z k o a k t y w a t o r e m  t r ansk rypc j i  ace- 
ty lo t r a n s f e ra zą  C B P  [34],  W y k a z a n o ,  że b ia łko 
P M L  nie tylko  w z m a c n i a  a k t y w n o ś ć  ace ty lo t r ansfe-  
razy CBP, ale także  sa m o  fu n k c jo n u je  j a k o  ko ak ty-  
w a t o r  dla innych  c z y n n i k ó w  t r a n s k ry p c y jn y c h ,  t a ­
k ich  j a k  re cepto ry  j ą d r o w e  i c zyn n ik  t r a n sk ry p c y jn y  
AP-1 [34, 35],  Os ta tn io  w y j a ś n i o n o  m e c h a n i z m  a k ­
tywacj i  t ra nsk ryp c j i  g e n ó w  p rzez  b ia łko  PM L  na 
p r zyk ła dz ie  regulac j i  ak ty w n o śc i  b ia łka  p53 [36, 
37],  Su pr eso r  n o w o t w o r o w y  p53 ind uk uj e  proces  
s ta rzen ia  się k om ór k i  w o d p o w ie d z i  na sy gnały  on- 
ko g e n n e  [37]. O ka z a ło  się, że P M L  w c hodz i  w b e z ­
poś red n ie  in t e rakc je  z p53 i oba  b ia łka  lo ka l iz u j ą  się 
w s t r uk turach  NB [36],  Po na dt o  w k o m ó r k a c h  
PM L - / -  nie z a o b s e r w o w a n o  za leżne j  od p53 apopto-  
zy indukow ane j  p rzez  u s z k o d z e n i a  D N A ,  a także 
s tw ie rd zo n o  brak a k ty w n o śc i  t ranskrypc yjn e j  
b ia łka  p53 [36]. Bia łko  p53 je s t  t r ansk ry pcyj n i e  a k ­
ty w ne  po ace ty lacj i  p r zez  a c e ty lo t r an sf er azę  
C B P / p 3 0 0  [33], P o s t a w io n o  h ip otezę ,  że b ia łko  
PM L m oż e  s ta b i l iz ow ać  k o m p l e k s  p 5 3 - C B P  [33], 
P e a r s o n  i współpr .  [37] wy ka za l i ,  że b ia łko  on- 
ko g e n n e  Ras  ind uku je  eks pr e s j ę  genu  P M L  oraz  p o ­
w o d u je  p rz e m ie s z cz e n ie  b ia łek  p53 i C B P  do c iałek  
j ą d r o w y c h  NB,  w ob ręb ie  k t ó ry ch  p o w s ta je  k o m ­
pleks p 5 3 -P M L -C B P .  Je d n o c z e ś n ie  takie z ja wisk a  
jak:  in d u k o w a n a  przez  Ras ace ty la c j a  p53,  s tab i l i ­
zac ja  k o m p le k s u  p 5 3 - C B P  i p roces  s ta rzen ia  się k o ­
mórki ,  nie w y s t ę p u j ą  w  f ibrobl as tac h  P M L - / -  [37],

Białko P M L  indukuje  ponadto  ekspresję  ge nó w  
k om ple ksu  M H C  (ang. m a jo r  h is to c o m p abili ty  c o m ­
p l e x ), które od powiedz i a ln e  są  za pr ezen tac ję  obcych 
an tygenów na powie rzchni  ko m órek  w celu 
wywoła nia  odpo wiedz i  im m un olo gic zne j  [38], W 
przypadku ostrej białaczki  p rom ie l ocyto wej  ch imera  
P M L - R A R a  obniża t ranskrypc ję  gen ó w  M H C ,  co 
powodu je  nie ro zpo zna w ani e  k o m ó re k  z m u t o w a ­
nych jako  now o tw o ro w e  przez  układ o dp or noś c io w y 
organizmu [38].

Jedną  z wie lu funkcj i  b ia łka  P M L  je s t  represja 
t ranskrypcj i .  Ace ty lac ja  reszt  l i zyny w h is tonach  
neutral izuje ładunek  dodatni  b iałka  i p r a w d o p o d o b ­
nie wp ły w a  na inte rakcje  h i s to nó w  i DNA,  co p o z w a ­

la na przy łączenie  się cz y n n ik ó w  t ranskrypcyjnych  
do promo tor a  okreś lon ego  genu  [39], Okazuje  się, że 
białko PM L  bezpoś redn io  łączy  się deace ty lazą  hi- 
s to n o w ą  H D A C  i ta in te rakc ja  je s t  n iez będna  do r e ­
presj i  gen ó w  przez  supresory  n o w o tw o ro w e  Mad i 
Rb [40, 41,  42],  C h im eryczne  białko P M L - R A R a  
p raw d o p o d o b n ie  w iąże  deace ty lazę  h i s ton ową  
H D A C  w sposób  un iemo żl iw ia jący  interakcję 
H D A C  z Mad i Rb,  co prow adzi  do aktywacj i  ekspr e­
sji gen ó w  w ar un ku ją cych  np. p rzej ście komórki  z 
fazy G1 do fazy S cyklu k o m ó r k o w e g o  [41, 42],

Osta tn io  wyk azan o ,  że b ia łko  P M L  hamuje  t rans­
formację  n o w o t w o r o w ą  także  pop rzez  regulację  
translacj i  [43]. Do d o m e n y  RI N G  białka  PML 
przy łącza  się czynnik  inicjujący 4E (eIF4E) , który 
b ie rze  udz ia ł  w t ransporc ie  z ją d ra  do cytosolu grupy  
t ranskryptów,  w  tym regula tora  cyklu k o m ór kow ego  
cykl iny  D l .  Bia łko PM L  zm ienia  ak tywność  e IF4E 
przez  dras tyczne  obniżenie  je g o  p o w in o w a c tw a  do 
subst ra tu  w pos taci  cząs t eczek  m R N A  z czapecz ką  
7 - m e ty lo guany la nu  na końc u  5 ’, w tym m R N A  cykl i ­
ny  D l  [43]. Tym s a m y m  bia łko PM L obniża  poz iom 
bia łka  cykl iny  D l  i h am u je  t ra nsformację  n o w o t w o ­
rową.

IV. Leczenie ostrej białaczki promielocytowej 
kwasem retinojowym polega na aktywacji 
procesu różnicowania komórek nowotwo­
rowych w neutrofile

W 1980 roku B r e i t m a n i współpr.  z a o b se rw o ­
wali ,  że kwas  ca łkowic ie  —  / ra /w-re t ino jowy może  
in du kow ać  różnic ow an ie  linii kom órkow ej  HL-60,  
k tóra  je s t  p o d ob na  do p r om ie lo cy to w yc h komórek  
b ia łac zkow ych ,  ale nie pos iada  mutacj i  t( 15; 17) 
[44], Ki lka  lat późnie j  ch ińscy  n a u k o w c y  donieśl i ,  że 
dous t ne  p o da w an ie  kw asu  re t ino jowego pac jentom 
chory m na  os t rą  b ia łaczkę  p ro m ie lo c y to w ą  p o w o d u ­
j e  ca łko wi tą  remis ję  cho roby  bez zn aczących  sku t ­
k ów  ubo cznyc h  [45]. Wyleczen ie  na s tępowało  dz ię ­
ki k o ń c o w e m u  ró żni cow ani u  ko móre k  b i a ł aczk o­
w yc h w neutrof ile ,  co było p ie rw szym  przykładem 
tzw. terapii  różn icowan ia ,  której  ce lem nie jes t  z ab i ­
cie ko mó re k  no w o tw o ro w y c h ,  ale ich przemiana  w 
p ra w id ło w e  komó rk i  [46] (Ryc.  1).

N a  poz iom ie  k o m ó r k o w y m  kwas  re t ino jowy p o ­
wodu je  zniknięc ie  l icznych mik ros t ruk tur  zaw ie ­
ra jących ch im ery  P M L - R A R a  w ją d rze  oraz p r z y ­
w raca  no rm a ln e  c ia łka  ją d r o w e  NB z b ia łkami  PML
[47], Jednocześn ie  kwa s  re t ino jowy przyczynia  się 
do degradac ji  c h im eryc zn ych  b ia łek P M L - R A R a
[48] oraz ak tywuje  t r anskrypc ję  dzikiego  genu 
R A R a  [49]. Nies te ty u prawie  wszys tk ich  pac jen tów
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l eczonych tylko kw asem  r e t in o jo w ym  nas tę powa ł  
nawrót  choroby  w c iągu ki lku mi es ięcy  [50]. O p o r ­
ność na kwas  re t ino jowy m oże  być s p o w o d o w a n a  
wiązaniem tego związku  przez  b iałko  C R A B P  (ang. 
ce llu lar  R A -b in d in g  p r o te in ), z w ię k s z o n y m  k a ta b o ­
l izmem kwasu  re t ino jowego  przy udziale cytochro- 
rnu P450 oraz us u w a n ie m  k w asu  re t in o jo we go z k o ­
mórki  przez t ranspor ter  M D R 1 [5 1, 52], Ponadto  z i ­
de ntyf ikowano wie le  mutac j i  w d om eni e  wiążącej  li- 
gand (LBD)  ch imer  PML-RARcc izo lowanych  z a ­
równo z linii k o m ó rk o w y c h  bia łaczki  p ro m ie lo c y to ­
wej,  j ak  i z pac jen tów z o p o rn ośc ią  na kwas  r e t ino jo­
wy [53]. Większość  tych mutac ji  powodu je ,  że do 
komp leksu  P M L - R A R a - k o r e p r e s o r  nie m oże  się w 
ogóle przyłączyć  l igand w pos tac i  kw asu  re t i n o jo w e­
go. Z tego pow o d u  nie dochodzi  do o d b lo ko w an ia  
t ranskrypcj i  odp ow iedn ich  ge n ó w  (Ryc.  2), mi mo  
zas tosowania  dawek leku pr zew y ż sz a ją c y c h  w ie lo ­
krotnie f iz jo log iczne  stężenie  kwasu  re t ino jo wego  w 
komó rce  [53],

Włączenie  kwasu  re t ino jowe go do s ta n d a rd o ­
wych chemioterap i i  sp o w o d o w a ło  zwiększ en ie  l i cz ­
by wyleczeń  i tylko u 2 0 -3 0 %  pa c je n tó w  obse rwu je  
się nawrót  choroby  [ 19]. U tych ostatnich próbuje  się 
s tosować  synte tyczny  ret inoid Am 80,  w i t am in ę  K2 
lub inhibi tory deace ty laz  h i s tonowych,  np. fenylo-  
maś lan sodu,  oraz ostatnio,  z na j le ps zy m skutk iem, 
arszenik [16].

V. Molekularny mechanizm działania arsze­
niku w komórkach białaczki promielocy­
towej

Wraz z za s to so wan ie m  arszeniku  w leczeniu 
ostrej białaczki  p romie loc yto we j  rozpoczę to  badania  
nad w p ły w e m  arszeniku  na linie k o m ó re k  n o w o t w o ­
rowych białaczki  p romi e locyto we j .  S twierdzono,  że 
arszenik w niskich s tężeniach po w o d u je  czę śc iow e 
różnicowanie  się ko m ó rek  n o w o t w o r o w y c h  (Ryc. 1), 
a s tosunkowo  wyso kie  s tężenia  tego zw iązku  in d u ­
kują  apoptozę  [54, 55] (Ryc.  3).

V -l.  Częściowe różnicowanie się komórek białacz- 
kowych indukowane przez arszenik spowodo­
wane jest degradacją chimerycznych białek 
złożonych z receptora kwasu retinojowego i 
białka białaczki promielocytowej

Komórki  b ia łac zkowe  izo lo wane  od pac jen tów  
chorych na  ost rą b ia łaczkę  p ro m i e l o c y t o w ą  p o s ia ­
da ją  na swej powie rzchni  an tygen  CD 33  cha ra k t e ry ­
s tyczny dla n iedoj rza łych  k om óre k  mie lo i da lny ch  
[6]. Zaob se rw ow ano ,  że w toku terapii  a r szen ikowej

wśród  kom óre k  b ia ła czkow ych  izo lo wa nyc h  od  p a ­
c jen tów p oj aw ia j ą  się komórki  z an ty ge ne m  p o ­
w i e rzchn io w ym  C D I  lb ty p o w y m  dla doj rza łych  
mie locytów,  co by w sk azy w a ło  na  indukcję  procesu 
różn ico wan ia  [13]. Jedna kże  komórki  C D l l b  były 
tylko po dobne  do m ie lo cyt ów  i nie od po w ia da ły  k o ń ­
co w e m u  s tad ium różnicowania  —  granul ocyto m,  co 
można  osiągnąć w terapii  k w a s e m  re t in o j ow ym [13,
54] (Ryc.  1). Badania  z użyc iem hodowl i  k o m ó r k o ­
wych pokazały ,  że proces częśc iow ego różnic ow an ia  
ko mó re k  białaczki  p romie locy towej  ma mie jsce  przy 
zas tos owani u  nisk ich  dawek arszeniku  w s tężeniach  
0,1-0,5 pM  [54], M ole kul arny  m ec h an iz m  tego z ja ­
wiska  po lega  pr aw d o p o d o b n ie  na be zpo ś redn im  o d ­
dz ia ływaniu  a rszeniku  na b ia łka  P M L  i P M L - R A R a ,  
pon ie waż  a rszenik indukuje  ich t ranspor t  do ciałek 
ją d ro w y c h  NB,  gdz ie  u le ga ją  degradacj i  [56]. Jak  ju ż  
w sp o m n ia n o  wcześn ie j ,  b ia łko  PM L  kie ro wan e  jest  
do ciałek ją d r o w y c h  NB po zw iązaniu  z pol ipepty-  
dem SU M O -1 ,  a p roces ten w p rzypadku  za równ o 
białka P M L  jak  i ch ime ry  P M L - R A R a  in du k o w an y  
je s t  właśn ie  przez  a rszenik i związki  p ok rew ne go  
meta lo idu  an ty m o n u  [57], Os tatnio po kazano ,  że ar- 
senin hamuje  interakcje kor epresora  S M R T  z c z y n n i ­
kami t ransk ryp cy jny mi ,  w tym z P M L - R A R a  [58]. 
Arsenin pop rzez  ak tywac ję  kaskady  k inazy  M AP 
(ang. m ito g en -a c t iva ted  p ro te in )  pow odu je  fosfory-  
lację kor epresora  SM RT ,  w wyniku  czego  dochodzi  
do odłączenia  S M R T  od recep tor ów j ą d ro w y c h  
R A R a  i usunięc ia  go z ją d ra  do cy t op la zm y  [58]. Z a ­
tem arsen in może  o d b lo k o w y w a ć  ekspres ję  ge nów 
re gul ow any ch  przez  receptor  kw asu  re t ino jow ego 
R A R a  i indukow ać  w ten sposób  ró żn ic ow ani e  k o ­
mó rek  n o w o tw o ro w y c h  bia łaczki  p romie loc ytow ej .

V-2. Arszenik indukuje apoptozę poprzez zwiększe­
nie ilości nadtlenku wodoru w komórkach  
białaczkowych

Badając  m o lekula rny  m e c h a n iz m  dz ia łan ia  a r sz e ­
niku w leczeniu ostrej b iałaczki  p rom ie loc yto we j  
s twierdzono,  że a rszenik w re la tywnie  wy so k ic h  s tę ­
żen iach 0 ,5-2,0 p M  indukuje  apopto zę  w k o m ór ka ch  
b ia ła czkowych linii N B 4  z t r ans lo kac ją t (  15; 17) [54,
55]. Szybko okaza ło  się, że z jawisko  to nie za leży  od 
obecnośc i  ch im ery  P M L - R A R a ,  gdyż  apo pto zę  in ­
d u k o w a n ą  przez  a rszenik za o b se rw o w a n o  w wie lu li­
niach k om ór ek  b i a ł acz ko w yc h z różnymi  mut ac jami  
[59], A p op to za  ind ukow an a  przez  a rszenik  w k o m ó r ­
kach linii N B 4  nie jes t  zw iąz an a  z a k ty w a c ją  z n a ­
nych bia łek apopto genny ch ,  t akich  ja k  Bax,  c -myc  
czy p53,  lecz raczej z ob ni żen iem p oz io m u  b ia łka  
Bcl-2,  które jes t  zn anym  inhib i torem apop tozy  [54,
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59, 60]. Jedn akże  tego z jawisk a  nie zaobserwowa l i  
inni badacze  ani w ko m ó rk a c h  N B 4  ani w innych  ty ­
pach komór ek  n o w o t w o r o w y c h  [61, 62], Jaki j es t  
więc  m ec h a n iz m  in dukow ani a  apopt ozy  przez  arsze-  
nik i d laczego doc hodz i  tylko do śmierci  ko mó re k  
b ia łaczko  wy ch?

G ł ó w n ą  rolę w tole ranc ji  ko m ó re k  ssaków na 
związki  a rsenu  t ró jw ar to śc io wego  pełni  z r e d u k o w a ­
ny glutat ion (G SH )  [63, 64], G SH  je s t  g łó w ny m  
„ z m i a ta cz e m ” w ol nyc h  ro d n ik ó w  w kom órc e  oraz 
pełni  w a ż n ą  rolę w de toksykac j i  l icznych ksenobio-

rowe wąt roby  i płuc,  które char ak t e ryzowały  się na j ­
w y ż s z ą  zawa r to śc i ą  GSH ,  to le rowały  re latywnie  w y ­
sokie  s tężenia  a rszeniku  [67]. Ponadto związki  
zmnie j sza jące  w kom órce  poz iom  GSH,  takie jak  bu- 
t i on inosul f oks yim ina  (BSO,  inhibi tor  syntetazy 
y- g lu tamylocys te inowe j  e n z y m u  sz laku b iosyntezy 
G S H )  czy kwas  askor b in owy,  który poprzez  autook-  
sydac ję  generu je  H 20 2, w s p o m a g a j ą  a rszenik w in­
dukcj i  apop tozy  [67, 68], Jednocześn i e  w obecności  
ka ta lazy,  e n z y m u  rozkłada jącego  H 20 2, nie za obse r ­
w o w a n o  w zm ocni en ia  apop tozy  indukowanej  przez

R yc.3 .  Mechanizm indukcji apoptozy przez arszenik w komórkach białaczki promiełocytowej. Produktem ubocznym tlenowego metabolizmu komór­
ki są rodniki ponadtlenkowe, które są  przekształcane w nadtlenek wodoru przy udziale dysmutazy ponadtlcnkowej  (SOD). Nadtlenek wodoru 
z kolei rozkładany jest do wody przez katalazę i peroksydazę glutationową (GPx). W komórkach białaczki promiełocytowej po zadziałaniu ar- 
szenikiem obserwuje się wzrost stężenia nadtlenku wodoru spowodowany prawdopodobnie bezpośrednim hamowaniem peroksydazy gluta- 
tionowej przez jony  arsenu. Na zwiększenie ilości nadtlenku wodoru w komórkach białaczki promiełocytowej ma wpływ również obniżona 
aktywność katalazy. N agrom adzony nadtlenek wodoru łatwo ulega przekształceniu w rodniki hydroksylowe,  które przez obniżenie potencjału 
transbłonowego mitochondrium A Ym  uruchamiają kaskadę zjawisk prowadzących do apoptozy. Indukcję apoptozy w komórkach białaczki 
promiełocytowej można uzyskać używając stosunkowo niskie stężenia arszeniku, ponieważ komórki te charakteryzują się zmniejszonym usu­
waniem arsenu z komórki przez białka MRP1 i MRP2. Substratem dla tych transporterów m ogą być tylko koniugaty arsenu z glutationcm 
As(GS),. Reakcja koniugacji  arsenu z g lutationcm (GSH) katal izowana jes t  przez S-transfcrazę glutationową (G ST-tt), której aktywność jest 
znacznie obniżona w komórkach białaczki promiełocytowej. W efekcie zwiększa się ilość wolnych jonów  arsenu hamujących peroksydazę 
glutationową.

tyk ów [65, 66], Z w ię k s z o n a  ekspres ja  S- t ransferazy 
g lutat ionowej  ( G S T - jt) oraz  GS H o b s e r w o w a n a  jes t  
w l iniach k o m ó rk o w y c h  op orn ych  na a rszenik  [67], 
Okaza ło  się, że komórki  b iałaczki  p romie łoc ytowej ,  
które są najbardziej  w ra ż l iw e  na a rszenik,  m a ją  b a r ­
dzo niski poz iom G S H  [68], W przy pa dk u  innych ty ­
pów  komórek  b ia ła czk ow ych  oraz g u z ó w  litych o b ­
serwow ano spadek wraż l iwośc i  na a rszenik  wraz  ze 
wzros tem w e w n ą t r z k o m ó r k o w e g o  s tężenia  GSH 
[67, 68], Z s iedemna s tu  linii kom órek  n o w o t w o r o ­
w ych zbadanych  przez  Y a n g a i współpr .  [67] k o ­
mórki  now o tw o ro w e  żo łądka  i jel i t ,  pęcherza  oraz 
komórki  białaczki  p romie łocy tow ej  były najbardziej  
wraż l iwe  na działan ie  arszeniku.  Komó rk i  now otwo-

arszenik,  co w s k a z y w a ło b y  na rolę reak tyw nych 
form t lenu (RFT)  w tym procesie  [68],

Jeden  z osta tnio pozn anych  m e c h a n iz m ó w  ind uk­
cji apoptozy,  op isanych  sz czegóło wo na łamach  P o ­
s tę p ó w  B io ch em ii  [69], obe jm uje  wzros t  ilości re a k ­
ty wnych  form tlenu,  które p o w o d u ją  w kolejności  
spadek  potencja łu  t ran sb ło noweg o mi toch ond r ium 
(ASFm), zwiększ en ie  pr zepuszcza lnośc i  błony mito-  
chondr ia lne j ,  w w yn ik u  czego  dochodzi  do u w ol n ie ­
nia do cy to p lazm y c y tochr om u c, aktywacj i  kaspaz 
(pro teazy  specyf iczne  dla reszty asparag inianowej ) ,  
a dalej do inak tywacji  wie lu  białek,  m.in.  pol imerazy  
p ol i (ADP -rybo zy)  (PARP)  współdz ia łające j  w n a ­
prawie  i u t r zymaniu  stabi lnośc i  D N A  (Ryc. 3). U d o ­
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wodniono ,  że wiele  róż nych  cz y n n ik ó w  takich jak  
ceramidy,  cy tokina  T N F - a ,  p r om ie n io w an ie  UV i 
ant racykl ina  induku ją  apop tozę  pop rzez  g e n e r o w a ­
nie RFT [61].

Osta tn io  wykazano ,  że indukcja  apopt ozy  przez 
arszenik w kom ór ka ch  bia łaczki  p romie loc yto wc j  
zależy od enz y m ó w  re gu lu jących  p o z io m  H 20 2 [61] 
(Ryc. 3). Nadt lenek  w o d o ru  roz kła dany  jes t  p rzez ka-  
talazę w cy toplazmie  oraz przez  p e rok sy dazę  gluta-  
t io nową  (GPx)  dz ia ła jącą  w c y to pla zm ie  i mi t och on-  
driach [65, 66]. Redukcj i  H 20 2 przez  pe rok sy da zę  
g lu t a t ion ową tow arzyszy  u t len ien ie  g lu ta t ionu  do di- 
sulf idu glu tat ionu (G SSG ) ,  który następnie  zostaje 
z re du kow any  z p o w ro te m  do g lu ta t ionu  przy  udz ia le  
reduktazy g lu tat ionowej i N A D P H  [65, 66] (Ryc. 3). 
Arszenik  po w od u je  wzros t  s tężenia  H 20 2 w k o m ó r ­
kach bia łaczki  p romi e locyto wej ,  a t akże h am uj e  a k ­
tywność pe rok sydazy  g luta t ionowej  [61]. W c z e ­
śniejsze po t rak towanie  k o m ó re k  se len inem,  a k ty w a ­
torem pe roksydazy  g lu ta t ionowej ,  ham uje  za równo  
wzros t  p oz io m u  H 20 2J a k  i sam proces  apop tozy  in­
du ko wany  przez  a rszenik  [61]. Z drugiej  strony,  inh i ­
bitory ka talazy  i pe ro ksydaz y  g luta t ionowej  sp rzy ­
ja j ą  apoptoz ie  w k o m órk ach  b iałaczki  p r o m ie lo c y to ­
wej [61]. G ł ó w n ą  dr o g ą  de toksykac j i  zw ią z k ó w  a rse­
nu t ró jwar to śc iowego  u ssaków  jes t  ak ty w ny  t rans ­
port  S-kon iuga tów g lu ta t ionu  i a r senu  na  zewnąt rz  
komórki  [63, 64, 70], Tworzenie  kon iu ga tó w  g l u ta ­
t ionu w y m a g a  obecnośc i  S- t ransferazy  g lu ta t io no ­
wej ( G S T - ti), której po z iom  jes t  t akże znaczn ie  o b ­
n iżony w kom órk ach  b iałaczki  p rom ie loc yto wej  
[61]. Na  pods tawie  po w y ż sz y c h  danych  pos tawi ono  
hipotezę,  że wzros t  p o z io m u  H 20 2 w ko m órk ach  
białaczki  p ro mie locytow ej  s p o w o d o w a n y  jes t  b e z ­
pośrednim h a m o w a n ie m  pe roksyda zy  g luta t ionowej

Tabela 1

przez  wolne  j o n y  A s 3+, k tórych ilość jes t  s tosunkowo 
większ a  z pow o d u  niskiej  ak tywnośc i  S- transferazy 
glutat ionowej  [61]. Arszenik  mo że  zwiększać  też 
produkc ję  H 20 2 pop rzez  ak tywac ję  oksydazy 
N A D P H  w m i to chondr i ach  [71]. N ag ro m adz ony  
H 20 2 ła two ulega  przeksz ta łcen iu  w rodniki  hy d ro ­
ksy lowe,  które p o w o d u j ą  spadek  potenc ja łu 
t r ansb łonowego m i t oc hondr iu m  A T m  i zwiększa ją  
przepuszcza lnoś ć  b łony  mi tochondr ia lne j ,  co p r o w a ­
dzi w kolejności  do uwoln ien ia  cy toc hrom u c do cy- 
tosolu,  aktywacji  kaspaz,  degradac ji  białek oraz 
D N A  i w końcu do śmierc i komórki  (Ryc.  3). P o w y ż ­
sze z jawiska  ob se rw o w an o  wie lokro tn ie  podczas  in­
dukcj i  apoptozy  przez  a rszenik w wielu rodzajach 
komó re k  n o w o tw o r o w y c h  [61, 71-73],

VI. Arszenik hamuje wzrost różnych typów  
komórek nowotworowych

Donies ien ia  o dużej  sku tecznośc i  a rszeniku  w le­
czeniu ostrej bia łaczki  p romie locy towe j  skłoniły 
wielu badaczy  do sp rawdzen ia  czy związek  ten b ę ­
dzie indukowa ł  apopt ozę  także  w innych typach k o ­
mó rek  n o w ot w orow yc h.  W ramach badań  przedkl i -  
n icznych  zbadano  w p ły w  arszeniku  na k ilkadz iesiąt  
linii kom ór ek  n o w o tw o r o w y c h  i w większośc i  p rz y ­
pad k ó w  za o b se rw o w an o  redukcję  wzrostu  i a p op to ­
zę ko m ó re k  po zadz ia łan iu  a rszeniku  w stężeniach 
bezpi ecznych  dla zdrowia  cz łowieka  (Tab. 1). Po ­
nadto s twierdzono,  że a rszenik ham uje  angioge nezę  
w guzach  li tych u m y sz y  [80]. Już  po pie rwsze j in iek­
cji a r szen iku  do guza  o b se rw o w a n o  zanik naczyń  
krw io no śn ych  i nek roz ę  guza  bez  uszkodzenia  
sąs iednich zd ro wyc h tkanek  [80]. N a  pods tawie  tych 
w y n ik ó w  rozpoczę to  w  2000 roku ki lkanaśc ie  badań

Przykłady komórek nowotworowych, które ulegają apoptozie pod wpływem  arszeniku.

Typ nowotworu Nazwa linii komórkowej Literatura

Ostra białaczka micloblastyczna HL-60 [59, 74]

Ostra białaczka monoblastyczna U937 [59]

Przewlekła białaczka szpikowa U266 [75]

Chłoniaki Su-DHL-4 [67]

Rak żołądka AGS, M K N-28, MGC-803 [72, 76]

Rak jel ita grubego SW620 [68]

Rak szyjki macicy TSGH8302 [68]

Rak jajnika M D AH-2774 [77, 78]

Rak gruczołu krokowego DU-145, PC-3 [77, 79]

Rak dróg moczowych NTU-81 [68]

Rak mózgu NB16, NB 19 [621
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kl in icznych  nad s ku te czno śc ią  a rszeniku  w leczeniu 
os trych  b ia łaczek  m ie lo bl a s t ycznyc h  i l imfobla- 
s tycznych ,  p rzew lekł ych  b ia łaczek  szp ikowych,  
chor oby  Hodgkina ,  c h ło ni akó w  n iez ia rniczych ,  a 
t akże w leczeniu  gu zó w  li tych gruczołu  krokowego,  
szyjki  macicy ,  nerek  i pęcherza  m o c z o w e g o  [81]. Ar- 
szenik je s t  zw iązk ie m  tanim,  p o w sz echn ie  do s t ę p ­
nym,  p o w o d u j ą c y m  s łabe skutki  ub oczne  i z as t o so ­
wan ie  go w leczeniu wie lu  typ ów n o w o tw o ró w  
m o g ło b y  nie tylko zwi ęk szy ć  skuteczność ,  ale także 
obn iżyć  kosz ty chemioterap i i  n o w ot w or ów .
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Rola jądrowych białek wiążących się z 7-metylo- 
guanozyną na końcu 5’ RNA

The role of nuclear proteins that bind to 7-methyl- 
guanosine at the 5’ end of RNA

MACIEJ KMIECIAK1, ARTUR JARMOŁOWSKI2
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IV. Rola C B C  w splic ingu p r e -m R N A
V. Identyfikacja  e k so n ó w  w p r e -m R N A  (ang. exon defini­

tion model). Rola  C B C  w identyfikacji  p ierw szego  
eksonu

VI. E ksport  U sn R N A
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IX. Rola C B C  w poliadenylacj i  końca  3 ’ p re -m R N A

W y ka z  stosow anych  skrótów : A p p p G  —  adenozyno  5 ’- 5 ’ tri- 
fosfoguanozyna;  C B C  —  k om pleks  białek w iążących  się z 
kapem  (ang. c a p  b in d in g  co m p lex ) ', C B P  —  białko w iążące  się z 
kapem  (ang. c a p  b in d in g  p ro te in ) ', C P S F  —  czynnik  specyficz ­
nie rozcinający i poliadenylu jący ;  CstF, C F  —  czynniki s ty m u ­
lujące rozcinanie  R N A  w procesie  poliadenylacj i ;  e t7G pppG  —  
7-e ty loguanozyno  5 ’-5 ’ t r i fos foguanozyna;  G A P  i —  białko ak ­
tywujące G T P-azę  Ran; G p p p G  —  guan o zy n o  5 ’- 5 ’ t r ifosfogu­
anozyna; G T P  —  guanozynotr ifos foran ;  kb —  tysiąc par zasad; 
kD a  —  kilodalton; m 7G -—  7 -m ety loguanozyna;  m 22’7G pppG  —  
2 ,2 ,7- tr im ety loguanozyno  5 ’- 5 ’ tr ifos foguanozyna;  m 2'7G pppG
—  2,7-d im ety loguanozyno  5 ’- 5 ’ tr ifos foguanozyna;  m 7G pppG
—  7-m ety łoguanozyno  5 ’- 5 ’ t r ifos foguanozyna;  N L S  —  sygnał 
lokalizacji jąd row ej ;  N P C  —  por  jąd ro w y ;  poliA  —  ogon polia- 
denylowy; Ran —  GTP-aza ;  RCC1 —  ang. g u a n in e  n u c le o tid e  

e x c h a n g e  fa c to r ,  SDS —  dodecy losiarczan  sodu; SD S-PA G E  —  
elektroforeza w żelu p o l iak ry lo am id o w y m  z SDS; snR N A  —  
jąd ro w y  n iskocząs teczkow y RNA.
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I. Synteza kapu

Zlok a l iz ow ana  w nuk leo pl azmie  po l imeraza  
RN A II synte tyzuje cząsteczki  p r e - m R N A  i małe 
j ą d r o w e  R N A  (snRN A),  za wy ją tk i em  U6 snR NA ,  a 
u rośl in równ ie ż  U3 sn RN A .  W jąd rz e  kom órek  e u ­
kar io tycznych  t ranskrypty  po l im era zy  R N A  II p r z e ­
c h o d z ą  serię reakcji  do j rz ewan ia  [1], z k tórych  n a j ­
ważn ie j s ze  to:
a) do j rzewan ie  końca  5 ’ (ang. capp ing)
b) do j rzewanie  ko ńca  3 ’
c) spl ic ing

Dojrzałe  cząs teczki  R N A  t r ans kry bow ane  przez  
po l i me razę  R N A  II m a j ą  specyf iczn ie  z m o d y f i k o w a ­
ny w wyni ku  reakcji  do j r zewania  koniec  5 ’ zw any 
k apem  [2], Kap  (ang. cap)  to zm e ty low ana  w pozyc ji  
N7 reszta g u an ozyn y  po łą czona  z p i e rws zym  nukle-  
o ty de m cząs teczki  R N A  w ią zan ie m  5 ’- 5 ’ t r i fosfora-  
n o w y m  (Ryc. l a . )  [3, 4], M od yf ika c ja  ko ńca  5 ’ z w a ­
na  k a p o w a n ie m  (ang. capp ing) ,  zachodzi  w wynik u  
dz iałan ia  ki lku e n z y m ó w  [5, 6], P ie rwszy  etap tego 
procesu  to usunięcie  grupy  y- fosforanowej  z 5 ’ k o ń ­
co wego  nuk leo ty du  p ie rwotn ego  transkryptu.  R eak ­
cję tę ka ta l izu je  5 ’- t ri fosfataza R N A  [6, 7]. Tran- 
skrypt  z g ru p ą  p i r o fo s fo ra n o w ą  na końcu  5 ’ s łuży n a ­
s tępnie ja k o  akceptor  resz ty guanylowej .  D on or em
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a)
pozycja metylowana 
w kapach typu 0, 1, 2

b)

pozycja metylowana 
w kapach typu 1 i 2

pozycja metylowana 
w kapie typu 2

Ryc. 1. Struktura kapu na końcu 5 ’ mRNA. a) Guanozyna połączona 
jes t z końcem 5 ’ transkryptu wiązaniem 5 ’- 5 ’ tri fosforanowym. 
W kapie typu 0 żadna z ryboz nie jes t  metylowana.  W kapie 
typu 1 metylowana jes t  jedna  ryboza, a w typie 2 dwie rybozy. 
b) Schemat  przedstawiający pozycje na guanozynie, w których 
podstawione są  grupy metylowe. W przypadku: 7-metylogua- 
nozyny grupa metylowa znajduje się w pozycji R,, 2,2,7-trimc- 
tyloguanozyny grupy metylowe znajdują się odpowiednio w 
pozycjach R2, R3 i R,

tej reszty jes t  GTP,  a reakc ję  kata l izuje  guanyl i lo-  
t ransferaza  m R N A .  Reakc ja  do łączenia  reszty gu- 
anylowej jes t  dwu s to pn io wa :  na jp ie rw tworzy  się 
s tabi lny kompleks  e n z y m - G M P  z e l i m in ac ją p i r o fos -  
foranu,  a następnie  reszta gu an y lo w a  przenoszo na  
je s t  z ko m ple ksu  na koniec  5 ’ t ranskryptu  [8, 9]. Po ­
wsta ły mos t ek  t r i fos foranowy  łączy d o b u d o w a n y  nu- 
k leozyd  z p ie rw szy m nu k leo ty d em  t ranskryptu  p o ­
przez  grupy 5 ’-OH ka żdego  z nich.  Proces  do łą cze ­
nia reszty guanylowej  do końca  5 ’ RN A u drożdży  
p rzep ro wa dzan y  jes t  p rzez  2 osobn e  enzymy:  trifos- 
fatazę R N A  i guanyl i lo t r ansfer azę  RN A [10]. W y ż ­
sze Eukaryota  zaw ie ra ją  na tom ias t  j e d e n  b i funkc jo-  
na lny enzym,  k tóry na  sw o im  N -k o ń cu  pos iada  a k ­
tywność  t r i fosfatazy R N A ,  a na C -k ońcu  guanyli lo -  
t ransferazy [11-13].

Z m o d y f ik o w a n y  w op isany  pow yżej  sposób k o ­
niec 5 ’ t ranskryptu  u lega  nas tępnie  met y lowaniu .

Metylacja  do bu dow anej  reszty guanylowej  w p o z y ­
cji N7 p ie rśc ien ia  pu ry n o w eg o  ka ta l izowana  jes t  
przez specy f ic zną  metylo t ransferazę .  Donor em  resz­
ty mety lowej  je s t  S-ad en ozy lo me t io n i na  (SA M)  
[14-16].  M e ty lo w a n y  jes t  równi eż  p ie rwszy  i e w e n ­
tualnie drugi  nukleo tyd  t ranskryptu ,  zazwycza j  j e d ­
nak w ich części  cukrowej (pozyc ja  2 ’) [16], W wielu 
m R N A  nukleoz yd em  sąs iadu jącym z me ty loguano-  
z y n ą j e s t  N ó,2 ’- 0 - d w u m e t y l o a d e n o z y n a  [2, 6, 17],

Proces do j rz ew an ia  końca  5 ’ zachodzi  kotran-  
skrypcyjn ie  —  tw orzące  się t ranskrypty  po l imerazy  
R N A  II o d ługośc i  20-30  nu k leo ty d ó w  pos iada ją  j u ż  
na sw oim  5 ’ ko ńc u  m e t y l o w a n ą  w pozyc ji  N7 guano-  
zynę [15, 18, 19]. Mety lac je  da lszych  nuk leo ty dów  
za c h o d z ą  po zakończ eniu  t ranskrypc ji :  metylacja  w 
pozyc ji  2 ’- 0  nukl eozyd u N ’ o d b y w a  się w jądrze,  ale 
j u ż  ko le jnego  nuk leozy du  N ” zachodzi  w cytopla-  
zmie  [20]. Ze  w zglę du  na ilość grup m e ty lowanych  
na końcu  5 ’ p r e - m R N A  m o ż e m y  wyróżn ić  trzy r o ­
dzaje ka pów  :
a) typ 0 —  m 7GpppN. . .  wy s t ępu ją cy  u j e d n o k o m ó r ­

kow ych Euka ryo ta  [21]
b) typ 1 —  rn7Gppp(m)NmN... w ys tę puj ący  u w i ę k ­

szości  Euka ryo ta  [17, 22]
c) typ 2 —  rn7G p p p N mN m... w ys t ępują cy  u n ie k tó ­

rych Eukaryota  [23];
N m oznacza  mety lac ję  reszty cukr ow cow ej ,  a (m)N 

oznacza  mety lac ję  p ie rścien ia  zasady,  j eże l i  zasadą  
tą  j es t  adenina .

Doj rzałe,  syn te ty zo wan e  przez  po l imerazę  
R NA II, ma łe  j ą d r o w e  R N A  bogate  w urydy-  
nę  (U snR N A )  m a ją  o d m i e n n ą  s t ruk turę  kapu.  Na  ich 
końcu  5 ’ znajduje  się 2 ,2 ,7- t r imety loguanozy-  
na  (Ryc. Ib)  [24], Podcz as  t ranskrypc j i  snR NA ,  na 
ich 5 ’ końcu  d o b u d o w a n y  zos ta je  kap m on om ety lo -  
wany,  a nas tępnie  je s t  on przeksz t a łcany  w kap tr ime-  
tylowany.  Hipermety lac ja  kapu  zachodzi  w cytopla-  
zmie  [25, 26]. Ta do d a tk o w a  me ty l ac ja  końca  5 ’ ni- 
sko cz ąs t ecz kow ych ją d r o w y c h  R N A  za leży  od 
białek wią żących  się do d o m e n y  Sm cząs teczek  
U sn R N A  [27, 28],

II. Rola kapu

Kap zwiększa  s tabi lność  m R N A  [29-32],  7 -Me-  
ty l oguan oz yn a  chroni  R N A  przed d eg rada c ją  przez 
nukleazy.  Eg zo nuk leazy  k o m ó r k o w e  w y k a z u ją  w y ­
sok ą  s te reospecyf iczność ,  rozróżnia jąc  grupy 
związane  z k o ń c e m  3 ’ bądź  5 ’ w  cząs teczce  RNA.  
N uk lea zy  dz ie lą  się więc na 3 ’ specyf iczne  i 5 ’ s p e ­
cyf iczne.  Dla  e n z y m ó w  obu tych klas m o d y f ik o w a n y  
koniec  5 ’ eukar io t ycznego  m R N A  (wiązanie 5 ’-5 ’ 
t r i fos foranowe)  w yda je  się być  n i ew ła śc iw y m  sub-
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st ratem.  Wyk azano ,  że funkc ję  o c h ro n n ą  pełni  ju ż  
s t ruktura G p ppN  [17]. W y d a je  się, że metylac je 
kapu d o da tkow o  p o d w y ż s z a j ą  „o d p o r n o ś ć ” R N A  na 
nukle azy  [32, 33].

S truktura  kapu  w p ły w a  na e f ek tyw noś ć  spl icingu 
p ie rwszego  int ronu w p r e - m R N A ,  u ła twia jąc  jeg o  
w ycięc ie  [22, 34, 35]. Na  rolę kapu  w tym procesie 
wsk azuj e  ana liza  inhibicj i  sp l ic ingu p r e - m R N A  
in vitro przez  dodanie  do ekst rak tu  ana loga  s t ruktury 
kapu ( m ?GpppG) .  W j ą d r o w y m  eks t rakcie  ko m ó re k  
HeLa podanie  d in uk le o ty d ó w  e t7G p p p G  lub 
m 7G p p p G  pow od uj e  z a h a m o w a n ie  spl icingu.  Takie 
analogi j a k  m 2,7Gp pp G,  m 2,2,7G p p p G  i A p p p G  nie 
m ają  w p ły w u  na wy c in ani e  in t ronów z p r e - m R N A  
[36],

Kap s tymulu je  t ranspor t  t r ans k ry p tó w pol ime razy  
R N A  II z j ą d ra  k o m ó r k o w e g o  do cy to pl azm y [1, 29, 
37]. Z s yn te ty zow ane  in vitro  m R N A  z do łączoną  
7- m e ty lo g u a n o z y n ą  są t ra nsp or to w ane  e fektywnie j  
aniżeli  cząs teczki  bez tej modyf ikac j i .  Zmi ana  
dołączanej  s t ruktury kapu z G p p p N  na A p p p N  p o ­
woduje  spowoln ien ie  ekspor tu  U s n R N A  z ją d ra  k o ­
m ó rk ow ego  do c y to pl azm y [37].

Kap na końcu  5 ’ euk a r io ty cznyc h  m R N A  o d g r y ­
wa również  w a ż n ą  rolę w inicjacj i  t ranslacj i  [30]. 
Wykazano ,  że s t ruk tura  kapu  u ła twia związanie  się 
m R N A  z m a ł ą  po dj ed n o s tk ą  ry bosom ow ą ,  ja k  i 
ułatwia syntezę b ia łka  na ma t ry cy  takiego m R N A  
[38]. I stotność tej s t ruktury w inicjacj i  t ranslacj i  d o ­
da tkowo  po tw ie rdzona  je s t  p rzez  s t ra tegie  k a p o w a ­
nia RN A wirusów.  Część  w i r u só w  pos iada własne 
enz ym y zdolne do p rzep ro w ad ze n ia  reakcji  do j r ze ­
wania  końca  5 ’ [ 1 8 , 3 9 , 4 0 ] ,  Inną  s t ra teg ią  w y k o r z y ­
s ty waną  przez wi ru sy  jes t  ko d o w an ie  endonukleazy ,  
która odcina  s t ruk turę kapu  od cząs teczek  R N A  g o ­
spodarza.  Taki kap je s t  nas tępnie  użyty w inicjacji  
syn tezy w ir us ow ego  m R N A  [41], Na leży  j e d n a k  
wspomnieć ,  że istnieje i taka grupa  wirusów,  których 
RNA nie są kapow ane ,  a m im o  to są wy da jn ymi  m a ­
t rycami w procesie syntezy  b iałka  [2], Za wiązanie  
się takiego R N A  z m a łą  po d je d n o s t k ą  ry b o s o m o w ą  
odpowiedz ia lna  jes t  tzw. se kw enc ja  IRES (ang. in ­
ternal r ibosom al en try  site).  IRES tw orz y  cha rak t e ­
rys tyczną  s t rukturę  d r u g o r z ę d o w ą  w obręb ie  5 ’ UT R 
wirusowego  R NA [42-44],

St ruktura kapu w p ły w a  również  na reakcję  polia-  
denylacj i  3 ’ końca  m R N A .  Wykazano ,  że dodanie  do 
j ą d row ego  eks traktu k om órek  H eL a  ana logu kapu 
m 7GpppG,  po w od u je  w yraźne  sp ow oln ien i e  pol iade- 
nylacji  [45-47].  Proces  ten nie zos taje j e d n a k  za h a ­
m o w an y  ca łkowicie  —  nawet  wyso ki e  s tężenie  a na­
logu nie pow oduje  całkowi te j  inhibicj i  po l iadenyla-  
cji [45, 47].  Wykazano  również ,  że n ie kapo w any

p re -m R N A  jes t  go rszym subst ra tem dla reakcji  po- 
l iadenylacji  w ją d r o w y m  eks trakc ie ko móre k  HeLa 
[ 4 6 ,4 7 ] ,

III. Charakterystyka jądrowych białek 
wiążących się do kapu

W  funkcjach  jak ie  pełni  kap poś re dn ic zą  białka 
rozpozna jące  i wiążące  się z tą  s t ruk turą  [33], Białka 
takie nazwano  b ia łkami  w iąż ącym i  się z ka- 
pe m (ang. C BP  —  cap b in d in g  pro te in) .  Białka  CBP 
z identy f ikowano  za ró w no  w cy to plazmie  ja k  i w 
ją dr ze  k o m ó r k o w y m  [48-50],  Gł ów ne białko cyto- 
p la zm atyczne  wi ążące  się z kapem  to dobrze  sc ha ­
r ak t e ryzow any  czynnik  t rans lacy jny  e IP-4E (zwany 
inaczej 24 K -C BP  lub CB P I) [51]. Wraz  z b iałkami  
e IL-4A i eIL-4G buduje  ono ko mp leks  eIF'-4P ( ina­
czej zw any  C BP II) [50], e IF-4F odgryw a  w a ż n ą  rolę 
w inicjacji  p rocesu  b iosyn tezy  b ia łka  u eukar io tów 
umo żl iw ia jąc  związanie  się cząs teczki  m R N A  z m ałą  
p od je d n o s tk ą  r y b o s o m o w ą  [22, 30, 52],

Jądrowe  białka  wiążące  się z 7 -m e ty lo gu ano zyną  
są o wiele gorzej  scharak te ryzowane .  W komór kach  
HeLa z iden tyf iko wano ki lka takich białek o masach:  
120 kDa,  89 kDa,  80 kDa oraz 115 kDa,  20 kDa [22, 
53, 54], Dw a z nich w y izo l ow ano i dokładnie  z b a d a ­
no: C B P 2 0  (o mas ie  20 kDa)  i C B P 80  (o masie 
80 kDa).  O b y d w a  te b ia łka  tw orzą  komp leks  CB C 
(ang. cap b ind ing  c o m p le x ), który specyf icznie  
wiąże  się z kapem.  Oso bn o żadne  z tych białek nie 
rozpoznaje  7-me ty loguanozyny.  Uw aża  się, że za 
funkc je  kapu  w spl ic ingu pr e -m R N A ,  eksporc ie  
R N A  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do cy top laz my  i tw o rz e ­
niu łańcucha  poliA na 3 ’ końcu  p re -m R N A ,  o d p o ­
wie dz ia lny  jes t  właśn ie  ten ko mp leks  bia łek j ą d r o ­
wych [36, 55, 56],

Białka  k o m ple ksu  C B C  oczyszczono  i częśc iowo 
zsekw encj ono w ano .  S ekwe nc je  te następnie  użyto 
do zapro jek towania  o l igonukleo tydów,  które w y k o ­
rzys tano do izolacji  o d po w ie dn ic h  c D N A  z b ib l io te ­
ki c D N A  k om órek  HeLa.  Pos tępując  w ten sposób 
w y i zo lo w ano  c D N A  białka C B P 2 0  kodujący  156- 
am in o k w a s o w e  białko,  k tórego  s zacun kow a  masa  
wynos i ła  17,98 kDa.  Bia łko  C B P 2 0  jes t  wy so ce  k o n ­
serwatywne.  C B P 2 0  HeL a i X e n o p u s  w ykazuje  84% 
identyczności  i 99%  p o do b ie ńs tw a  [ 1, 29], na tomiast  
C B P 20 ludzkie i D rosoph ila  m e la n o g a s te r  wyka zu je  
75% identycznośc i  [1],

C B P 2 0  na leży do dużej  rodz iny bia łek z a w ie ­
ra jących region z b u d o w a n y  z około 80-100 a m in o ­
kwasów,  które fo rm ują  d o m e n ę  w ią ż ą c ą  RNA (ang. 
R N A -b ind ing  d o m a in ), ok re ś la ną  często ja k o  moty w 
R N P [57-59],  C h ar ak te rys ty czn ą  cechą  m ot yw u
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RNP jes t  e lement  R N P - C S  (ang.  RN P consensus  
seq u e n c e ), k tóry składa się z dw óch krótkich se ­
kwencji  —  RNP 1 i RN P 2 [29, 58] oraz  ki lku,  na j ­
częściej  hyd ro fobowych,  kon se rw a ty w n y c h  a m i n o ­
kwasów  rozrzuconych  po tej dom en ie  [58]. Mo tyw  
RNP pos iada cztery s t ruktury  [3 i dwie  a  o wzorze  
[ 3 appap .  R N P 1 zna jduje  się na  p 3, a RN P 2 na Pi 
[59], O bd arzone  ład unk iem i boga te  w a m in ok w asy  
a romatyczne  st rony R N P 1 i R N P  2 są ekspo nowane ,  
i to właśn ie  one są od pow iedz i a ln e  za wi ązanie  się z 
RNA.  W ys oc e  ko n se rw a ty w n e  a m in o k w a s y  w 
RNP 1 i RN P 2, chociaż  kry tyczne  dla wiązania  
RNA,  p raw do podobn ie  nie roz różn ia ją  sekwencj i  
nukle o ty dów [58], M ot yw  R N P  m oż e  zawierać  p o ­
mocnicze  do m en y  bogate  w gl icynę ,  g lu taminę ,  pro- 
l inę czy d ipeptydy  RS. Re gi ony  RS to powtór zenia  
am in o k w a só w  arg inina/seryna.  D o k ła d n a  rola d o m e ­
ny RS nie jes t  znana.  Pos iada  ona  wysoki  ł adunek  d o ­
datni i dzięki  t emu m oże  oddz ia ły w ać  z R N A  [60], 
Nie  m ożna  j e d n a k  wyk luc zyć ,  że d o m e n a  RS um oż l i ­
wia również  specyf iczne  oddz ia ły w ani e  białko- 
białko [60, 61]. War to  zw róc ić  u w ag ę  na to, że 
CBP20,  po m im o  iż zawiera  m o ty w  RNP,  nie wiąże 
się z R N A  w n ieobecności  C B P 8 0  [29, 33].

Badania  i m m un of lu or e sc enc y jn e  wykaza ły ,  że 
większość  b ia łka C B P 2 0  zna jduje  się w j ąd rze  k o ­
mór kow ym .  Tylko bardzo  małe  ilości C B P 2 0  o bse r ­
wo wane  są w cy top lazmie  [1].

Scha rak te ryzowano ró wni eż  j ą d r o w e  białko  CBP 
o masie 80 kDa.  Z b ibl ioteki  c D N A  ko m órek  HcLa 
w y iz o low ano kodujący  C B P 8 0  c D N A  o długości  
2,9 kb [48], Od p o w ia d a  to po l ip ep tyd ow i  o 790 a m i ­
no kw asa ch  i masie  91,78 kDa [36, 48].  Techn ik ą  S o ­
uthern b iot  wyka zano ,  że l i czba  kopi i  genu  CB P 80  w 
genomie  cz łowieka  jes t  m nie j sz a  niż ki lka [48]. 
Białko C B P 80  poc ho dzące  z różnych  o r ga n izm ów  
w ykazuje  s t osunkow o n iską  h o m o lo g ię  —  w od ró ż ­
nieniu od b ia łka  CBP 20 ,  które  jes t  n i ezwy kle  ko n se r ­
watywne.

Anal iza  sekwencj i  a m in ok w asow e j  wykaza ła ,  że 
CB P80  pos iada  sygnał  lokal izacj i  j ą d ro we j  (ang. 
nuclear localization s ig n a l  —  NLS) ,  który o d p o w i e ­
dz ia lny jes t  za ak tyw ny  t ransport  b ia łka  do ją dr a  k o ­
m ó rkow ego  [33]. N L S  u m ie js cow io ny  jes t  na końcu  
N białka (w obrębie p ie rw sz yc h  70 am in okw asów) .  
Sygnał N LS białka C B P 8 0  s t ano w ią  dw a krótkie 
łańcuchy  za sa do w yc h a m i n o k w a s ó w  rozdz ie lonych  
10 a m in o k w a s o w ą  „p rz e k ła d k ą ” (ang. spacer)  [48, 
62], W obrębie  sekwencj i  am in o k w a so w e j  CB P8 0 
z loka l izowano również  dwa mie js ca  fosforylacj i  (dla 
k inazy S6K),  które to p o k r y w a ją  się z sygn ałem 
NLS.  Fosfory lac je  w tych mie js cach  s tym ulu ją  
wiązanie  się ko m ple ksu  C B P 8 0 / C B P 2 0  do st ruktury

kapu [63], W obrębie  C B P 8 0  z loka l izowano również  
trzy domeny.  Ka żda  z nich zb u d o w a n a  jes t  z p o w ta ­
rzających  się m o t y w ó w  two rzących  st ruktury hel i - 
kalne [59], Na  N końcu  z lo ka l iz ow ana  jes t  duża 
a -h e l i k a ln a  d o m en a  M1F4G [64], D o m e n ę  tę pos ia ­
dają,  oprócz  CB P8 0 ,  białko e IF-4G (składnik  trans- 
l acyjnego k o m pl eks u  inicjującego  e IF-4F,  w skład 
którego wchodzi  równ ież  cy t opl azma ty czn e  białko 
wiążące  się z ka pem eIF-4E)  [52], N M D 2  (ang. n o n ­
sen se -m ed ia ted  m R N A  decay,  bia łko b iorące udział  
w degradac ji  m R N A  pos i ada jących  mutac je  no n sen ­
sowne)  [65] oraz Paip-1 (ang. Poly(A)  b ind ing  p r o te ­
in - in terac ting  p ro te in )  [66]. Dwie  pozostałe  helikal-  
ne do m en y  białka C B P 8 0  są ba rdzo  podob ne  do d o ­
m eny  M IF 4 G  [59]. Jak j u ż  w s p o m n ia n o  wcześniej  
C B P 8 0  nie asoc ju je  z ka pem samodzie ln ie .  Wspóln ie  
z C B P 2 0  (zawie ra j ącym  d o m e n ę  RNP) ,  C B P 80  t w o ­
rzy zdolny  do wiązania  się z 7 - m e ty lo gu ano zyną  
k om ple ks  C B C  (ang. cap b ind ing  com plex)  [59, 67]. 
Odd z ia ły wani e  C B P 2 0 /  C B P 8 0  m oż l iw e  jes t  dzięki  
interakcj i  m o ty w u  RN P b ia łka  CB P 2 0  z dr u g ą  i t rze­
c ią he l ika lną  d o m e n ą  bia łka C B P 8 0  [59]. Na tomias t  
p ie rwsza  d o m ena  białka  C B P8 0-M 1F 4G  p r a w d o p o ­
dobnie  od po wi ed z ia ln a  jes t  za oddz ia ływanie  CB C  z 
takimi b iałkami  ja k  b ia łko P HAX ,  e IF-4G,  czy też 
czynniki  sp l ic ingowe i czynnik i  uczes tn iczące  w po- 
1 iadenylacj i  3 ’ końca  m R N A  [59, 68],

C B P 8 0  wys t ępuje  g łównie  w j ądr ze  k o m ó rk o w y m
[69]. Ze wzg lędu  na wy s t ęp o w an ie  C B P 20 i C B P 80  
w komp leks ie  CBC,  nic jes t  z ask ocz en iem ,  że op is a­
na wcześniej  loka lizacja białka C B P 2 0  jes t  również  
j ą d r o w a  [1].

Interakcja p o m ię dzy  k o m p le k s e m  białek 
C B P 2 0 / C B P 8 0  a kap em  jes t  bardzo  specyf iczna.  
Ekspe ry m ent y  z różnym i  ana logami  kapu  wykazały ,  
że g u a n o z y n o w y  kap poł ączony w iązan ie m  5 ’- 5 ’ tri- 
f o s f o ra no w ym  z p i e rw sz ym  nu kl eo ty de m m R N A ,  
ja k  równ ież  reszta me ty lo w a  w pozyc ji  N7 tej guano-  
zyny, są w ażne  przy  rozpoz naniu  kapu  przez  CBC.  
T r i m e ty lo g u a n o z y n o w y  kap ( m 2,2,7Gppp N) ,  który 
je s t  obecny  na  końcu  5 ’ wie lu s nR N A ,  nie jes t  r o z p o ­
z naw any  przez  C B C  [22], K om ple ks  C B C  wiąże się 
z 7 -m e ty lo g u a n o z y n ą  na końcu  5 ’ t ranskryp tów  poli-  
m erazy  R N A  II bardzo  silnie. Wiązanie  może  z a c h o ­
dzić nawet  w wysoki ch  s tężeniach  KC1 (powyżej  
1 M). Dopiero  s tężenie powyżej  1,55 M wyraźn ie  

je  os łabia [54],

IV. Rola CBC w splicingu pre-mRNA

C B C  przy łącza  się do po wsta jącego  p r e - m R N A  
wkró tce  po inicjacj i  t ranskrypcj i ,  w iążąc  się ze s t ruk ­
turą  kapu [18, 70, 71].  Pozos ta je zwią zany  z tą s t r u k -
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tu r ą j e s z c z e  po spl ic ingu,  b iorąc  udz ia ł  w t ransporcie 
do j rza łych  t ranskrypt ów  po l i m erazy  R N A  II z j ąd ra  
k o m ó r k o w e g o  do cy toplazmy .  Podczas  t ranspor tu,  
po cy topl azma tyc zne j  st ronie,  tuż po prze jśc iu  przez  
o to czkę  j ą d r o w ą  C B C  o d pow iedz i a ln y  je s t  za 
„ w s t ę p n ą ” reakcję  t ranslacj i  b ia łka  na mat rycy  
m R N A  [72-74],

Szybka  asoc jac ja  ko m p le k s u  C B P 2 0 / C B P 8 0  z p o ­
ws ta ją cym  t ra nsk ry p te m  R N A  je s t  zw iązana  z rolą 
j a k ą  C B C  pełni  w sp l ic ingu [33, 55], Większ ość  g e ­
nów wy ższyc h  eu ka r io tów  to geny  podzie lone .  Se ­
kwencje  kodujące  —  eksony  są po p rze ry w an e  przez 
sekw encje  n iekodu jące  —  introny. Ekspres ja  takich 
ge nów  w y m a g a  d o k ła dne go  w yc ięc ia  in t ronów z 
p r e - m R N A  i l igacji  ek so n ó w  w proces ie  z w an ym  
spl ic ingiem.  U su w an ie  in t r onów o d b y w a  się z p o ­
m o c ą  ry bonu k le o p ro te in o w y ch  k o m p l e k s ó w  z w a ­
nych sp l ice oso mami .  M asz yn e r ia  sp l ic ingowa, 
oprócz  ryb on uk leopr o te in  —  s n R N P - ó w  (U 1 ,U2,U5 
i U4/U6) ,  zawiera  wiele nie do końca  je sz cze  z id e n ­
tyf iko wanyc h  białek,  często n a z y w a n y c h  b i a łk o w y ­
mi czynnik ami  spl icingu [75], Sposób ,  w jak i  aparat  
wycina jący  rozpozna je  z d u ż ą  d o k ła dnośc ią  mie jsca  
sp l ic ingowe wyjaśn ia  ana l iza  sekwencj i  po znanyc h  
połączeń  int ron-ekson  w p ie rw ot nych  t ranskryptach  
pol imerazy  R N A  II. S ekw enc je  te u eu kar io tó w m a ją  
wspólne  m ot yw y  s truk turalne :  g ł ów na  sek we nc ja  in- 
t ronu zaczyna  się od GU,  a ko ńczy  na AG.  S e k w e n ­
cja zgodna  mie jsca  sp l ic in gow ego  5 ’ to 
A G G U A A G U  (gdzie  p ie rw sze  2 nu kl eo tyd y  ko ńczą  
ekson,  a pozos ta łe 6 po dk re ś l on ych  rozpo czyna  se­
kw encj ę  intronu).  Sek wenc ja  zgo dna  końca  3 ’ intro- 
nu to odc inek  około  dz ies ięc iu  p i r ym idyn  (U lub C), 
wys tępuj ący  ki lka nu k leo ty d ó w  przed s ta łym dinu- 
k leo tydem AG k o ńc zący m  s ekw enc ję  intronu.  In t ro­
ny po s ia da ją  równ ie ż  odc ine k  zw an y  mi e j sce m ro z ­
ga łęz ien ia  BS (ang. bra n ek  s i te ) zna jduj ący  się m i ę ­
dzy 20. a 50. nu kl eo ty de m powyżej  mie jsca  sp l ic in­
gow ego 3 ’. W proces ie  w yc inani a  in t ronów i sk łada ­
nia eksonów  m o ż e m y  wy różn ić  dwie  reakc je  transe-  
stryfikacji .  P ie rwsza  reakcja  w y m a g a  rozc ięcia 
p r e -m R N A  w mie jscu  sp l i c in g o w y m  5 ’ (miejsce  s ty­
ku eksonu  I z in t ronem)  i u tw orzenia  wiązania  2 ’- 5 ’ 
fos fodiest rowego.  Wiązanie  to powsta je  między  
resz tą  adenozyny z lo k a l i z o w a n ą  w mie jscu  roz ­
gałęz ienia BS, a 5 ’ t e rm ina lną  resz tą g u ano zyny in­
tronu. W ten sposób fo rm ow ane  są  produk ty  p o ś re d ­
nie reakcji  składania:  rozc ię ty ekson  I i ekson  II 
po łączony z in tronem tw o rzący m  s t ruk turę p r z y p o ­
mina jąc ą  lasso. Druga  reakc ja  t ransest ryf ikacj i  ob e j ­
muje  rozcięc ie  eksonu  II p o łą czonego  z in tronem w 
mie jscu sp l ic in gow ym 3 ’, o raz  l igację dw óc h  eks o­
nów  z os ta tecznym uw ol n ie n ie m in tronu [76].

Podczas spl ic ingu p i e rw sz ym  tzw. ko m pl eks em  
p re sp l ic eo som a ln ym  jes t  ko mp leks  E (ang. early  
com plex)  fo rmujący  się bez udz iału  ATP, a z a w ie ­
rający Ul  sn R N P i czynnik  U 2 A F  (ang. U2 snRNP 
auxil iary  fa c to r )  [55, 60]. W komp leks ie  tym, nie- 
spa rowany  koniec  5 ’ U l  s n R N A  długości  11 n ukl e­
o t ydów wiąże  się z m ie j scem  sp l i c ingo wym 5 ’ 
p r e - m R N A  pop rzez  wiązania  w o d o r o w e  mi ęd zy  nu- 
k leo tydami  p r e - m R N A  i U l  s n R N A  (parowanie  d o ­
tyczy 4-6 nuk leo tydów) .  Nas t ępnie  U2 sn RN P wiąże 
się z mi e jsc em  rozga łęz ien ia  BS intronu,  w wyniku  
czego powsta je  ko mp lek s  A. Przekszta łcen ie  k o m ­
pleksu  E w ko mp leks  A w y m a g a  hydro l izy ATP. Po 
przy łączeniu  się U 1 i U2 snRNP, końce 5 ’ i 3 ’ int ronu 
zb l iża ją  się do siebie,  co um oż l iw ia  U 1 s n R N A  pa ro ­
wan ie  się równ ież  z m ie jsc em  sp l ic in go w ym  3 ’. Do 
ko m ple ksu  U 1, U2 s n R N P  i p r e - m R N A  przyłącza się 
wcześnie j  u fo rm o w a n y  ko mp leks  U 4 -U 5 -U 6  snRNP, 
tworząc  tym s a m y m  k om ple tn y  sp l iceosom gotowy 
do prz ep ro w adze ni a  reakcj i  wycięc ia  in t ronów i l iga­
cji eksonów.

Wykazano ,  że s t ruk tura  kapu jes t  po t rzebna  do 
skutecznego  spl ic ingu p r e - m R N A  in vitro w  j ą d r o ­
w y m  eks trakc ie  ko m ó rek  ssaczych.  Eksperym en ty  
pokazały,  że spl ic ing p r e - m R N A  zawiera jących  p o ­
je d y n c z e  in trony jes t  sku tecznie  h a m o w a n y  przez 
analogi  kapu  ( m 7G pp p G )  [35]. Inhibicja spl icingu 
przez  takie analogi  daje w osta tecznośc i  n a g r o m a ­
dzenie  p r e - m R N A  z int ronami ,  co sugeru je ,  że kap 
jes t  po t rzebny  ju ż  przed  p ie rw szą  reakcją  t ranses t ry­
fikacji.  D o w o d y  na rolę C B C  w spl icingu dały d o ­
św iadczen ia  z pr zec iwcia łami  rozpoznającymi  
białka  na leżące do tego komp leksu .  S twierdzono,  że 
przec iwcia ła  a C B P 2 0  h a m u j ą  w oocytach  X en o p u s  
laevis  spl ic ing p r e - m R N A  (poprzez  b lo kadę  w ią z a ­
nia się ko m pl eks u  C B P 2 0 / C B P 8 0  z 5 ’ końcem 
m R N A )  [29], Badania  w p ły w u  C B C  na spl icing 
p r e - m R N A  z w yk o rzy s t an ie m  przec iwciał  p r o w a ­
dzono także in vitro. W badan iach  tych przec iwcia ła  
sk ie rowane  pr zec iwko C B P 8 0  w yk or zys ta no  do u su ­
nięcia z j ą d r o w e g o  eks traktu z ko móre k  HeLa k o m ­
pleksu CBC.  Ekst rak t  taki był n ie zdolny  do p rz e p ro ­
wadzen ia  reakcj i  spl icingu.  Spl ic ing  przebiegał  p r a ­
wid ło wo  po dodaniu  do pozb aw io n eg o  CB C  eks t ra k­
tu, oc zyszczonego  k o m ple ksu  wiążącego  się z k a ­
pom [36, 55], Podanie  osob no  podjednos tk i  CB P2 0  
lub C B P 8 0  nie przywraca ło  reakcj i  spl icingu,  d op ie ­
ro dodanie  obyd w u p odj ednos tek  razem umożl iwia ło  
prawid łow e wycięc ie  intronu.

C B C  je s t  w y m a g a n y  do skutecznego  rozpoznania  
miejsca  sp l ic ing owe go 5 ’ przez Ul  sn RN P podczas  
fo rm ow an ia  w cz esnego  kom ple ksu  E [55, 77], For ­
mo wani e  się k o m ple ksu  E w n ieobecnośc i  CB C  nie
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Ryc. 2. Schemat przedstawiający model identyfikacji eksonu. m 7Gppp oznacza strukturą kapu. Prostokąty przedstawiają kolejne eksony, a grube linie 
łączące eksony to introny. Nad eksonem, łukiem zaznaczono oddziaływania czynników splicingowych, które identyfikują ekson. Jako trójkąty 
zaznaczono czynniki splicingowe oddziałujące z traktem polipirymidynowym na 3 ’ końcu intronu. Czynniki  splicingowe rozpoznające koniec 
5 ’ intronu przedstawiono jako romb, a kółkiem zaznaczono kompleks CBC. Ostro zakończone,  skierowane w dół linie określają splicing. X 
oznacza miejsce mutacji, a) Eksony w pre-mRNA identyfikowane są poprzez kooperatywne interakcje pomiędzy czynnikami splicingowymi 
oddziałującymi z traktem polipirymidynowym na 3 ’ końcu pierwszego intronu (przedstawionymi tutaj jako  trójkąty), a czynnikami splicingo­
wymi rozpoznającymi koniec 5 ’ sąsiedniego, następnego intronu (przedstawionymi tutaj jako  romby). Zaproponowano, że pierwszy ekson jest 
rozpoznawany poprzez interakcję pomiędzy kompleksem CB C (przedstawionym jako kółko) a czynnikami splicingowymi rozpoznającymi 
koniec 5 ’ intronu. Udział CBC w identyfikacji pierwszego intronu potwierdziły eksperymenty przedstawione schematycznie na rys. b), c), d): 
b) Mutacja miejsca splicingowego 5 ’ pierwszego intronu nie ma żadnego efektu na splicing dalszego intronu, splicing zachodzi w sposób nie­
zależny od struktury kapu. Pierwszy intron nie zostaje wycięty, gdyż jego miejsce splicingowe 5 ’ jest zmutowane, c) Mutacja traktu polipiry- 
midynowego na końcu 3 ’ pierwszego intronu powoduje wycięcie intronu pierwszego wraz z eksonem II i drugim intronem, w sposób zależny 
od kapu. Czynniki wiążące się do miejsca splicingowego 5 ’ w intronic proksymalnym w stosunku do kapu, oddziałują z CBC. Oddziaływanie 
to umożliwia identyfikacją eksonu I. Ponieważ zmutowany jes t  trakt polipirymidynowy pierwszego intronu, rozpoznanie eksonu II jest niemo­
żliwe. Interakcja czynników oddziałujących z traktem polipirymidynowym na końcu 3 ’ drugiego intronu i czynników wiążących się do miejsca 
splicingowego 5 ’ trzeciego intronu, umożliwia rozpoznanie eksonu III. Po rozpoznaniu eksonu I i III sekwencja pomiędzy nimi ulega wycięciu, 
d) Mutacja zarówno miejsca splicingowego 5 ’, jak  i traktu polipirymidowego pierwszego intronu, powoduje usunięcie drugiego intronu w spo­
sób zależny od struktury kapu.

zachodzi  skutecznie .  Po p raw n e  fo rm ow ani e  się 
komple ksu  E m ożna  przyw ró c ić  po dodaniu  do e k s ­
traktu p o z baw io nego  ko m p le k su  CBC ,  obu  b ia łek 
(CBP 20 i CB P8 0)  uz yskanych  na drodze  n a d p r o d u k ­
cji w E. coli  [55], W yk azano ,  że C B C  s tanowi  inte­
gra lną  część  sp liceosomu.  D im e r  C B P 2 0 / C B P 8 0  
uczestniczy  w roz poz naniu  p r e -m R N A ,  s tabi l izując  
wiązanie  się U 1 sn RN P do mie jsca  sp l i c ingowego 5 ’ 
p ie rwszego  intronu.  C B C  roz po czyna  więc proces  
tworzenia  ak tyw nego k o m p le k s u  w yc ina j ącego  in­
trony. Nie wyja śn i one  pozos ta je  je d n a k  nadal ,  czy 
CB C uczestniczy  w asocjac j i  U l  sn R N P z pre- 
m R N A  w sposób bezpośredni  czy też pośredni ,  k o n ­
taktując się z b ia łkami  U l  sn R N P  poprzez  inne pep-  
tydy [33, 55].

V. Identyfikacja eksonów w pre-mRNA (ang. 
exon definition model). Rola CBC w iden­
tyfikacji pierwszego eksonu

K om p le k s  C B P 2 0 / C B P 8 0  po t r zebny  jes t  dla s ku ­
tecznego  spl ic ingu p r e - m R N A  zawiera jącego  kilka 
in tronów tylko w przy pa dk u  wycin ani a  intronu 
leżącego w b ez po śr edn im  sąs iedztwie  kapu.  W takim 
p re -m R N A ,  CB C  nie jes t  po t r zebny  do wycinania  
„ d a l szy ch ” (tzw. ang. d o w n s tre a m ) in t ronów [33, 
78], Mimo,  że introny po s ia da ją  w swojej  sekwencji  
okreś lone  stałe e lemen ty  to uw aża  się, że to właśnie  
eksony  są najczęśc iej  ro zp o zn aw an e  w pr e -m R N A .  
Iden tyf ikowane  są one  pop rzez  ko oper a ty w ne  inter ­
akc je  p o m ię dzy  czynnik ami  sp l i c in gow ym i  o d ­
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dzia łu jącymi  z t raktem p o l i p i r y m id y n o w y m  na 3 ’ 
końcu p i e rwszego  in t ronu (tzw. ang. u p s trea m ), a 
czynn ika mi  sp l ic ing ow ym i  rozpoz na jącym i  koniec 
5 ’ sąsiedniego ,  na s t ępnego  (tzw. ang. d o w n s tre a m ) 
int ronu [79, 80], M e c h a n i z m  taki zak łada  model  
identyf ikacj i  eksonu  (ang.  exon de fin it ion  m odel).  
Pon ieważ  eksony  są zwykl e  m ałe  (około  150 nukle- 
o tydów)  to takie właśn ie  o d dz ia ły w an ie  zda je  się być 
bardziej  p r a w dopodo bn e ,  niż o ddz ia ły w ani a  c z y n n i ­
kó w sp l ic ing ow ych zna jduj ących  się na końcach  
d ługich int ronów.  Poza  tym, m e c h a n i z m  taki u m o ż l i ­
wia  ochronę  ek so n ó w  przed  ich w yc in an ie m  wraz  z 
intronem.  Przy jmują c  j e d n a k  pow yżej  op isany  s po ­
sób identyf ikacj i  eks onó w,  na t ra f ia my  na problem 
rozpoznan ia  dw ó ch  t e rmi na lny ch  eksonów:  p i e r w ­
szego i osta tniego.  P ie rwszy  ekson  zamias t  p o t r z e b ­
nego  ko ńc a  3 ’ p o p rzedza jąc eg o  go in t ronu  pos iada  
na 5 ’ końcu  s t rukturę  kapu.  Ostatni  ekson  na tomias t  
nie posiada  po t r zebneg o  do je g o  rozpoznania  m ie j ­
sca sp l ic ing owego 5 ’ intronu,  a w tym mie jscu w y ­
stępuje sygnał  pol iadenylac j i .  W oparciu o model  
identyf ikacj i  eksonu  za łożono,  że p ie rwszy  ekson 
może  być ro zp o zn aw an y  po przez  in te rakc ję  między  
C B C  a czynnik ami  r o zpo zna ją cy m i  mie jsce  splicin-  
gowe 5 ’ p ie rwszego  intronu [33], Usunięc ie  C B C  z 
eks trak tu  sp l ic ing owego zawier a j ącego  p r e - m R N A  z 
d w o m a  int ronami  p o w o d u je  inh ib ic ję spl ic ingu  tylko 
pierwszej  sekwencj i  in te rweniującej ,  na tomias t  w y ­
cinanie  drugiego  int ronu zos taje za h a m o w a n e  w b a r ­
dzo mał ym stopniu.  Sugeru je to, że rozpoznan ie  e k s ­
onu I i j e g o  wycięc ie  zachodzi  właśn ie  dzięki  s t ruk­
turze kapu,  a w roli tej po śre dn iczy  C B C  [55] 
(Ryc. 2).

VI. Eksport U snRNA

Rolę  st ruktury kapu w eksporc ie  U sn R N A  (tran- 
skryptów po l imerazy  R N A  II) z j ą d r a  do cy top lazm y 
w yka zano  na pods ta wie  d oświad czeń ,  w k tórych  w y ­
korzys tano synte tyczne  ana logi  kapu  [24, 37]. 
Stwierdzono,  że ko m pl eks  C B C  w ją d ra c h  k o m ó r k o ­
wych oocyt ów  X e n o p u s  laevis  od g ry w a  za sadni czą  
rolę w eksporc ie U s n R N A  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do 
cytoplazmy. Wykazano ,  że t ranspor t  U s n R N A  jes t  
skutecznie h a m o w a n y  przez  poda nie  d in uk leo tydu  
m 7GpppG.  Ró wnie ż  skutecznie  h a m o w a n o  transport  
U sn R N A  przez podanie  krótkich,  syn te tycznych  
RNA pos iada jących  na sw o im  końcu  5 ’ s t ruktury 
m 7G lub e t7G [56], C B C  wiążąc  się z na dm ia re m  
sz tucznie w p ro w a d z o n e g o  subs tra tu  nie oddz iałuje  
ze s t ruk turą  kapu U sn RN A,  co p o w od uj e  z a h a m o ­
wanie  ekspor tu snRN A.  Osta teczne  d o w o d y  na rolę 
CBC  w eksporcie  U s n R N A  do s ta rczy ły  ekspe ry ­

men ty  z przec iwc ia ła mi  rozpoznają cymi  ludzkie 
CBP20.  Jak j u ż  w s p o m n ia n o  wcześn iej ,  b iałko to jes t  
wy so ce  kon se rw a ty w n e  i p rzec iw cia ła  rozpoznające  
C B P 2 0  z kom ór ek  H eL a  r o zpo zna ją  równi eż  CB P2 0  
z C hironom us tentans, X e n o p u s  laevis  i D rosoph ila  
m ela n o g a s te r  [1]. W oocytach  X e n o p u s  laevis  p r ze ­
c iwcia ła rozpoznają ce  C B P 2 0  h a m u j ą  eksport  z j ądra  
k o m ó r k o w e g o  do cy to pl azmy  synte tyz ow anych  
przez  po l i me razę  R N A  II j ą d r o w y c h  n iskocząs tecz-  
ko wy ch RNA.  Jest  to w yn ik  b lo ko w an ia  przez  pr z e ­
c iwcia ła interakcj i  po m ię d z y  C B C  a kapem na 5 ’ 
końcu  U s n R N A  [29],

Proces ekspor tu  m ak ro m o lek u ł  z j ą dr a  k o m ó r k o ­
wego  do cy to pl azmy  w y m a g a  energii  i mo żn a  go wy- 
sycić nad m ia re m  subst ra tu  [81-83].  W eksporc ie  ni- 
s k o cząs t eczk ow yc h  R N A  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do 
cy to pl azmy  bie rze udz ia ł  wie le  białek,  między  inny ­
mi: mała  G T P- aza  Ran wraz  ze współdz ia ła jąc ymi  z 
n ią  b ia łkami :  RC C1 ,  Ran BPI  i Ran  G A P I  [82, 84], 
W jąd rz e  u t r zym yw an e  jes t  w yso kie  s tężenie Ran w 
formie  ko m p le k su  z G TP (RanGTP) .  R a n G T P  g e n e ­
row an y  jes t  p rzez  z a soc jo w any  z c h ro m a ty n ą  c z y n ­
nik RCC1 (ang. g u a n in e  nuc leo tide  exchange  f a c ­
tor). Transkrypty  w jądr ze  u lega ją  na tychmias t  po 
powstan iu  op łaszczeniu  przez  b iałka,  tworząc  k o m ­
pleksy  r y bon uk le op ro t e in ow e  (RNP) .  W śró d  białek 
tworzących  RNP z na jd uj ą  się peptydy,  zwane  
b ia łkami  adap to ro wymi ,  które są rozpoz nawa ne  
przez  odpow ie dn ie  receptory  ekspor tu.  Wysokie  s tę ­
żenie R a n G T P  w ją dr ze  k o m ó r k o w y m  warunku je  
rozpoznanie  adapto rów przez  te receptory.  Po prze ­
dos tan iu  się do cy to p la zm y  receptory  o d dyso c jo w ują  
od prze t ra nsp o r towan yc h  z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  su b­
stratów. Sy gnał em  zako ńc zen ia  procesu  ekspor tu  
je s t  w yso kie  s tężenie Ran w formie  związane j  z GDP. 
Taka forma Ran do minu je  w cy toplazmie  dzięki  in­
terakcji  z b ia łk iem akt y w u ją c y m  G T P- azę  —  G A P I  
(ang.  G T P -a se -a c t iv a t in g p ro te in ) .  G A P I  s tymuluje  
hyd ro l izę  G T P  do G D P  przez  Ran  [84,85],  Forma 
G T P -azy  Ran  (R a n G T P  versus  R a n G D P )  jes t  za tem 
sp ecyf icz ny m sy gna łem  dla receptora,  czy tworzyć  
kom pleks  z subst ra tem,  czy też od n iego  oddysocjo-  
wać.

N ie d aw n o  sc ha ra k te ry zo w ano  białko CRM1 
b ędące  receptorem ekspor tu  b iałka Rev  wirusa  HIV
[86]. Badania  CR M1  wykaza ły ,  że b iałko to jes t  z a ­
an g ażo w an e  równ ież  w ekspor t  U s n R N A  i 5S RNA. 
Recepto r  ekspor tu  C R M 1 ,  inaczej  zw any ekspor - 
ty ną  1, wiąże  się z b ia łkami  adap to ro wym i  p o s i a ­
da jącymi  sygnał  ekspor tu  z ją d ra  k o m ó rk o w e g o  —  
N E S  (ang. n u c lea r  expor t  signa l)  [87], Białko adap- 
to rowe z kolei zw iązane  jes t  z cząs t eczką  (np. 
U snRNA) ,  która m a  zostać  prze t ransp or t owana  do
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cytoplazmy. W przy pa dk u ekspor tu  U sn R N A ,  które 
są t ranskryptami p o l im erazy  R N A  II, ad ap to rem ta ­
kim jes t  bia łko P H A X  (ang.  p h o s p h o r y la te d  adap tor  

f o r  R N A  exp o r t) [88]. Bia łko  P H A X  wiąże  się z 
U sn R N A  poprzez  k om pleks  C B C  [89], A zatem, 
podczas ekspor tu  U s n R N A  z ją d r a  k o m ó r k o w e g o  do 
cy toplazmy tworzy  się k o m ple ks  C R M 1 /  PH A X /  
C B C / U snRNA.

Jak w sp o m n ia n o  wcześn ie j ,  po przenies ien iu  ni- 
skocząs t eczkowyc h ją d r o w y c h  R N A  do cytoplazmy,  
kap sn R N A  zostaje do d a tk o w o  zmety lowany,  p r ze ­
kształcając się w m 2,2,7G [22]. Ze  w z gl ędu  na z a a n g a ­
żowanie  snR N P  w do j rz ew an ie  preku r so ró w  m R N A ,  
cząstki  sn RN P m u s z ą  po wró c ić  z c y to pl azm y do 
jądra  kom órk owe go.  Hiperme ty low any kapU snR NA 
jest  w a ż n y m  sygn ał em p ow ro tu  s n R N A  do ją d ra  k o ­
mó rk ow ego  [27, 90], Po wró t  s n R N A  z cy top lazm y 
do jąd ra  w y m a g a  op rócz  dod a tkow ej  mety lac j i  kapu,  
obecności  funkc jon a ln ego  mie j sca  Sm —  regionu 
roz poz naw aneg o przez  w spó ln e  dla wie lu  U s n R N A  
białka. T r im ety lo wa ny  kap,  j a k  i b ia łka  wią żąc e  się z 
mie jscem Sm s t anow ią  sygnał  loka lizac ji  j ądrowej  
(NLS) sn R N P  [27, 91, 92], m 2’2’7G na 5 ’ końc u  s n R ­
NA  ro zpo zna w any  jes t  p rzez  receptor  impor tu —  
snurpor tynę  [93]. O b ecno ść  t r im e ty lo w ane go kapu  
zabezpiecza  przed p o w tó rn y m  ek sp or tem  s n R N A  z 
ją dra  k o m ó rk o w e g o  do cytoplazmy,  gdyż  t r imetylo-  
wane  kapy  nie są ro z p o z n a w a n e  przez  C B C  [94],

VII. Eksport mRNA

Po t ranskrypc ji  i do j rz ewan iu  cząs teczki  m R N A  
m u sz ą  dostać  się do cy toplazmy,  do mie jsca  gdz ie  za ­
chodzi  p roces  syntezy  b ia łka  —  translacja.  Tran- 
skrypty w y do s t a ją  się z j ą d r a  k o m ó r k o w e g o  przez 
pory  j ą d ro w e  (ang. N ? C -n u c le a r  p o r e  com plex).  W 
jądrze  k o m ó r k o w y m  m R N A ,  podobni e  j a k  i inne 
RNA,  u l ega ją  op ła szczeniu  przez  białka,  tworząc 
ko m ple ksy  r y b onu kl eop ro te in ow e  —  RNP. C zą s t e ­
czki m R N A  t ransp or t ow ane  są  przez por  ją d r o w y  w 
orientacji  5 ’- 3 ’ [1]. Badanie  t ranspor tu  R N A  o 
długośc i 35-40 kb (75 S RNA ),  poc h o d z ą c y ch  z p u f  
po l i ten icznych  c h ro m o s o m ó w  ś l in ianko wy ch  larwy 
C hironom us ten tans  wykaza ło ,  że cząs teczki  te są 
t ranspor towane  do otoczki  j ąd ro w e j ,  gdz ie u lega ją  
roz fa łdowaniu  i w y d łu ż a ją  się podczas  t ranslokacj i  
przez N P C  [95]. W n u k le op la zm ie  C hironom us ten ­
tans  badane  cząs teczki  R N A  są  w id oc zne  j a k o  g ran ú ­
lame s truk tury o szerokośc i  30 -60  nm i d ługośc i  
10-15 nm,  wygię te  w p ie rś c ie n io p o d o b n ą  strukturę.  
Przy dok ow an iu  R N A  do NPC,  koniec  5 ’ t ranskryptu  
ze s trukturą  kapu  i b ia łkami  w ią żącym i  się do niej,  
rozpozna je  wejśc ie  do kana łu .  Po dczas  t ranslokacj i

koniec 5 ’ m R N A  zna jduje  się zawsze  w centra lnym 
kana le  NPC,  a da lsza  część op łaszczonego t ran­
skryptu kontak tu je  się z peryfer iami  pora  jąd rowego.  
Inte rakcja  p o m ię dz y  ko ńcem  5 ’ t ranskryptu  i s t ruk­
turą  w e j ś c io w ą  kana łu  uruchamia  n a j p r a w d o p o d o b ­
niej proces  „ s p u s to w y ” (o twarc ie  bramki) .  Możliwe,  
że za in ic jow any j es t  wtedy  proces ,  który powodu je  
rozpoczęc ie  przesuwa nia  się t ranskryptu  przez kanał  
N P C  [95],

W p rzypadku ekspor tu m R N A ,  kap odgrywa  d o ­
da tkową,  nie n a jw ażn ie j s zą  lecz je dyn ie  s tymulu jącą  
rolę [82, 94, 95]. St ruktura  kapu na końcu  5 ’ s ty m u ­
luje eksport  m R N A  około dw ukr otn ie  [24],

W cytoplazmie ,  tuż po wydos t an iu  się z j ądra  k o ­
m órk ow ego ,  m R N A  pod da ny  jes t  „ w st ępne j” t rans­
lacji, w celu sprawdzen ia  czy nie pos iada  on mutac ji  
no n se n so w n y c h  [73], U w aża  się, że podczas  „ w st ę p ­
ne j” translacj i  m R N A  związ ane  jes t  ciągle z k o m ­
p leksem  CB C,  który od po w ie dz ia ln y  jes t  za 
przy łączenie  m R N A  do r y b o so m u  [72], Po „ w st ęp ­
ne j” translacj i  de cydu ją  się losy cząsteczki  mR NA.  
Jeżeli  nie będzie  ona  pos iadać  żadnych  błędów, to 
m R N A  t ranspo r tow any  jes t  na po l i rybosomy,  gdzie 
zachodzi  in te nsy wna pro dukcja  białka.  W ów czas  
ją d r o w y  ko mp leks  zosta je  w y m ie n io n y  na cytopla-  
zma tyczne  bia łko w iążące  się z kape m eIF-4E,  które 
z innymi b ia łkami  tworzy  ko mp lek s  e IF-4F odg ry ­
wający  w ażną  rolę w inicjacj i  t ranslacj i .  Jeżeli 
cząs teczka  m R N A  zawiera  mutac je  nonsenso wne,  to 
jes t  d e g radow ana  ( N M D  —  ang. n o n sen se -m ed ia ted  
m R N A  decay)  [65, 96, 97],

VIII. Import CBC do jądra komórkowego

C B C  wraz  z R N A  przechodzi  p rzez  N P C  i j es t  z a ­
uw aża lny  po cy toplazmatyc zne j  s t ronie NPC.  Jak 
w s p o m n ia n o  wcześnie j ,  C B C  jes t  g łówn ie  z lok a l i zo ­
wany w jądr ze  k o m ó r k o w y m .  O znacza  to, że k o m ­
pleks ten po t ransporc ie  RN A ,  szybko po w ra ca  z c y ­
top lazm y do ją d ra  ko m ó rk o w eg o .  Białka  ak tywnie  
t ransp or tow ane  do j ąd ra  p os ia da j ą  sygnał  lokal izacj i  
j ą drow ej  (NLS)  [33]. C B P 8 0  zawiera  taki sygnał  
NL S ,  dzięki  k tó re m u zosta je  szybko pr ze t ra nsp or to ­
w any do j ąd ra  [98]. C B P 2 0  wr aca  w kom ple ks i e  z 
C B P 8 0  [1], Z uwagi na n i ew ie lk ą  ma sę  cz ąs te cz ­
kową,  C B P 2 0  m oże  rów nie ż  pr zedos ta wać  się przez  
pory  j ą d ro w e  w wyn ik u  dyfuzji .

Białka  pos iada jące  N LS  są im por tow an e  przez he- 
te rodim eryczny  receptor.  Recepto r  ten zbu d o w a n y  
jes t  z po djednos tek  o nazw ie  impor tyna  a  (60 kDa)  i 
impor tyna  P (90 kDa) .  Imp or ty na  a  je s t  o d p o w i e ­
dz ia lna  za w iązanie  się z sygnał em  N L S  białka,  które 
ma  zostać prz e t r ansp or to wan e  do jądra .  Je d n o c z e ­
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śnie impor ty na  a  w iąże  się z im p o r ty n ą  p poprzez  
s w o ją  d o m e n ę  IBB (ang. im portin  P bin d in g  d o m a in )
[87], Im por tyn a  P jes t  o d pow iedz ia ln a  za interakc ję z 
nuk le opory nam i ,  czyli  za tzw. proces  „ d o k o w a n i a ” 
subst ratu do c y t op lazm a tyczn ych  włókie n  k o m p l e k ­
su po ro w eg o  [33], Kiedy  k o m pl eks  receptor -subs t ra t  
zna jdz ie  się w ją d rz e  k o m ó r k o w y m ,  dochodzi  w ó w ­
czas do dysoc jac j i  re ceptora  na dwie  podjednos tk i  i 
uwoln ie n ia  substratu.  Dysoc jac ja  k o m ple ksu  im p o r­
tyna a / i m p o r t y n a  p zachodz i  pod  w p ł y w e m  GTP-a zy  
Ran związanej  z GTP.  W ją d rze  imp or tyn a  p bardzo  
szybko wiąże  się z R a n G T P  (ta forma b ia łka Ran d o ­
minuje  w nukleo plazmie ) ,  co po w o d u je  jej  dysoc ja-  
cję od ko m p le k su  recepto r - sub s t r a t  i u m oż l iw ia  p o ­
wrót  impor tyny  p do cy top lazmy .  M e c h a n iz m  u w o l­
n ienia subst ratu od imp or ty ny  a  nie jes t  znany,  w i e ­
my jednak,  że od dy so c jo w an ie  imp or tyn y  p od im ­
po r tyny  a  redukuje  p o w i n o w a c t w o  tej ostatniej  do 
NLS b ia łka będącego  subs t ra tem receptora.  W cyto- 
p l azmie  pod w p ł y w e m  białek cy top lazma tycznych :  
R a n G A P  1 i Ra nBP  1, w ię ksz ość  G T P -a z y  Ran  w y s t ę ­
puje w formie  związane j  z GDP.  Taka  forma Ran s ta ­
b il izuje he te rodim er  imp or tyn a  a / i m p o r t y n a  p. Jak 
m o żn a  ła two zauważyć ,  równ ie ż  dla r ecepto rów i m ­
por tu sygna łem rozp ozna ni a  subs tra tu  jes t  fo rma 
białka Ran [85], R eceptory  impor tu  reagują  o d w ro t ­
nie na  formy G T P -a z y  Ran niż  opisane  poprzednio  
receptory ekspor tu:  forma R a n G D P  pozw ala  związać  
się receptorowi  impor tu  z subst ratem,  a R anG T P  p o ­
wodu je  dysoc jac ję  ko m p le k su  receptor -subst rat .

Podczas  identyf ikacj i  białek,  które w ią żą  się w 
jądrze  k o m ó r k o w y m  z S R P 1 p —  d ro ż d ż o w y m  o d p o ­
wie dn ik ie m im por tyn y  a ,  zna lez iono  C B P 8 0  —  
białko ko m pleksu  CBC.  H o m o lo g ic z n y  komp leks  
im por tyny  a / C B P 8 0  zna lez iono  równi eż  w oocytach  
X e n o p u s  laevis  [33]. Impor tyna  a  wiąże  się z d o m e n ą  
NLS b ia łka  CBP80.  Interakcja imp or tyn y  a  z C B P 80  
różni  się od interakcj i  imp or ty ny  a  z innymi 
b ia łkami  zawiera jącymi  NLS.  C B P 8 0  pos iada  b o ­
wiem duże  p o w in o w a c tw o  do imp or tyny  a .  Po d ru ­
gie, z a obse rw ow ana  obec ność  w ją dr ze  kom ple ksu  
impor tyna  a / C B P 8 0  sugeruje ,  że b ia łko  to potrafi  z a ­
bezpieczyć  się przed  m e c h a n iz m em ,  k tóry normaln ie  
po w odu je  dysoc jac ję  subs tra tu  od im por tyny  a .  Ze 
wzg lęd u  na to, że w jąd rz e  k o m ó r k o w y m  zna jduje  się 
kom pleks  impor tyna  a / C B P 8 0 / C B P 2 0 ,  interesująca 
jes t  rola tego ko m pl eks u  w odnie s ien iu  do funkcji  
CBC.  Impor tyna  a / C B P 8 0 / C B P 2 0  in vitro wiąże 
R N A  w sposób za leżny  od s t ruktury  kapu.  Wskazu je  
to, że CB C  mo że  w iązać  się z k ap em  równi eż  w k o m ­
pleksie z imp or tyn ą  a .  Im por tyna  a  nie jes t  p o t r zeb­
na dla p r zep rowadzeni a  sp l ic ingu in vitro w d ro ż ­
dżach i nie przeds tawio no  też ża dnych  b e z p o ś re d ­

nich d o w o d ó w  na jej  udz ia ł  w eksporc ie RNA. W y ­
daje się jednak ,  że CB C  mo że  opuszczać  ją dr o  k o ­
m ó rk o w e  w komple ks i e  z im po r ty ną  a  i cząs t eczką  
R N A  pos ia da ją cą  7 -m e ty lo g u a n o z y n ę  na swoim  5 ’ 
końcu.  Z wi ązan ie  się w cy topla zmie  im por tyny  [3 z 
i m por ty ną  a  in vitro  powod uj e  dysoc jację  k o m p l e k ­
su impo r ty na  a / C B C / R N A  z uw ol n ie n ie m  R N A  i 
f or mo wan ie  się k o m pl eks u  im por tyna  (3/importy- 
na a / C B C .  Sugeru je  to prosty m ech an izm,  dzięki  
k tóremu C B C  dysoc ju je  od k a p ow anego  R N A  w c y ­
toplazmie.  K om p lek s  im por tyn a  p / impor ty-  
na a / C B C  gwarantu je  szybki  powrót  C B C  do jądra  
ko m ór kow ego .  U wyżs zyc h  eukar io tów po z io m i m ­
por tyny  a  i impor tyny  P jes t  o wie le  wy ższ y  aniżeli 
CBC,  a C B P 8 0  pos iada  wy ższ e  p o w in o w a c tw o  do 
impor tyny  a  niż inne bia łka posiada jące  s ta ndardo­
w y NLS (Ryc.  3) [33],

IX. Rola CBC w poliadenylacji końca 3 ’ 
pre-mRNA

Większość  eukar io tycznych  m R N A  pos iada  na 
końcu 3 ’ cząs teczki  tzw. ogon  poliA,  k tóry powsta je  
w wyni ku  specyf iczne j  reakcj i  do j r zewania  [99,100],  
Ogon taki z b u d o w a n y  jes t  z reszt  ade nozyny i nie jes t  
ko d o w a n y  przez  DNA.  Reakc ja  po l iadenylac j i  u k rę ­
g o w c ó w  w y m a g a  dw óch sekwencj i  w RNA: s e k w e n ­
cji A A U A A A  oraz reg ionu  bogatego  w U lub w UG, 
zna jdują cego  się za tym heks am erem .  W reakcj i  p o ­
liadenylacj i  b iorą  udział  b ia łkowe  czynnik i  p o l ia de ­
nylacji :  po l im eraza  pol iA [101,  102], czynnik  C PSF  
(ang. C leavage  a n d  P o lya d en y la t io n  Spec iji ty  F a c ­
tor) [103,  104], CstL (ang. C leavage  s t im u la tory  
Factor)  oraz CF1 i CF2 (ang. C leavage  Factor)
[105],  CPSL wiąże  się z p r e -m R N A ,  rozpoznając  
heks am er  A A U A A A .  Rozc inanie  p r e - m R N A  jes t  
s t ym ul ow ane  przez  grupę  c z ynn ik ów  rozcinających,  
które w ią ż ą  się z r eg ion em  b og a ty m  w U lub UG
[106].  Po rozc ięc iu  cząs teczki  R N A  przez  endonu-  
kleazę,  około  10-30 nu k le o ty dó w  za ch a ra k t e ry­
s tyczną  s ekw enc ją  A A U A A A  [ 107], po l im eraza  p o ­
liA dodaje  około 250 reszt  A do końca  3 ’ t ranskryp-  
tu. D o n o re m  reszt  a de noz yny  jes t  ATP. Informacyjny  
R N A  po z b a w io n y  ogona  pol iA mo że  być  eks po r to ­
w any z ją d ra  k o m ó r k o w e g o  do cytoplazmy,  je dna k  
taki m R N A  jes t  znaczn ie  gorszą  ma t ry cą  podczas  
syntezy białka,  niż m R N A  z o g o n e m  pol iA [33], 
Oprócz  w yraźne go  w p ły w u  na translację,  ogon  poliA 
zabezp iecza  równ ież  cząs t eczkę  m R N A  przed  s t ra ­
w ie ni em  przez  nukleazy.  Wydaje  się, że d ługość ż y ­
cia cząs teczki  m R N A  za leży  częśc iowo  od te mpa  de ­
gradacj i  ogona  poliA [75], Jak w sp o m n ia n o  w c z e ­
śniej,  analog kapu ( m 7G pp p G )  doda ny do ekstraktu
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RanGTP 
JĄDRO KOMÓRKOWE

Ryc. 3. Jądrowo-cytoplazmatyczny transport kompleksu CBC. Recep­
tor importu importyna a / im portyna  p wraz z CBC powraca 
przez NPC z cytoplazmy do jądra komórkowego. Receptor od ­
działuje bezpośrednio z NLS CBP 80. W jądrze komórkowym, 
pod wpływem GTP-azy Ran związanej z GTP, importyna p od- 
dysocjowujc od importyny a .  Kompleks CBC wiąże cząsteczki 
RNA posiadające na swoim końcu 5 ’ strukturą kapu. Do CBC 
dołączona jest nadal importyna a .  Kompleks importyna 
a /C B C /R N A  zostaje przetransportowany do cytoplazmy. W cy- 
toplazmic dochodzi do przyłączenia importyny p, RNA zostaje 
uwolniony z kompleksu, a importyna a / im portyna p /CBC ra­
zem wracają do jądra komórkowego.

j ąd ro w eg o  komórek  H eL a  redukuje  temp o pol iade-  
nylacji .  Jednakże  naw e t  wys ok ie  s tężenie ana logu 
nie powod uj e  całkowi tej  inhibicj i  po l iadenyla-  
cji [45-47],  Re akc ję  po l iadenylac j i  h a m u j ą  tylko te 
analogi  kapu,  które są  r o z p o z n a w a n e  przez  CBC.  S u ­
geruje to uwik łan ie  ko m p le k su  C B C  w proces  d o d a ­
wania  łańcucha  pol iA.  Bez po śred n ic h  d o w o d ó w  z a ­
angażowa nia  CB C  w reakcję  pol iadenylac j i  dos ta r ­
czyło doświadczenie ,  w k tór ym  usunięto,  przy u ż y ­
ciu przeciwcia ł  otCBP80,  k om pl eks  C B C  z j ą d r o w e ­
go ekstrak tu ko m órek  HeLa.  W ekst rakcie  takim po- 
l iadenylac ja  kap o w an eg o  p r e - m R N A  zos ta ła  z a h a ­
m ow an a  w 80%.  Reakc ję  p r zy w ró co n o  poprzez  
podanie  z r e k o m b in o w a n e g o  C B C  uzyskane go  na 
drodze  nadprodukcj i  w E. coli  [108].  U w a ż a  się, że 
CB C  um oż l iw ia  równi eż  p i e rwszy  krok w reakcji
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doj rzewania  końca  3 ’. C B C  stabi l izuje bow ie m  
komp leks  C P S F /C s t F /R N A  tw orzący  się w j ą d r o ­
w ym  ekst rakc ie  kom ór ek  HeLa.  C B C  nie bie rze b e z ­
pośredniego  udziału w reakcji  po liadenylac j i  [108],  

Małe  j ą d ro w e  RNA ( snR N A )  —  inne produk ty  
po l imerazy  R NA II, nie po s i ada ją  ogona  pol iA lecz 
ki lka doda tkow ych nu kl eo t ydów  na 3 ’ końcu  
cząsteczki .  N uk leo tydy  te u lega ją  usunięc iu  w c y to ­
plazmie . U w aża  się, że CB C  poś rednio  lub b e z p o ­
średnio  chroni  koniec  3 ’ s n R N A  przed  zbyt  w c z e ­
snym usun ięc iem d od a tk ow ych nukleo tydów,  a tym 
sa m ym  chroni  cząs teczkę  przed nukleazami  [33],
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Powstawanie i funkcje białek wirusa zapalenia wątroby 
typu C

Processing and functions of hepatitis C virus

MAŁGORZATA SIDORKIEWICZ

Spis treści:

I. W p ro w a d zen ie
II. O rgan izacja  g en o m u  H C V
III. P ow staw anie  b ia łek  H C V
IV. C h arak terystyk a  bia łek  s truktura lnych  

IV-1. Białko n u k leo ka psy du
IV-2. Białka p o w ierzch n io w e

V. Białka n iestrukturalne
VI. P o dsu m o w a n ie

W y ka z  stosow anych  skrótów : aa —  am inokw as  (ang. amino 
acid), gp —  glikoprote ina ,  H C V  —  wirus zapa len ia  w ątroby  
typu C (ang. hepatitis C virus), H V R  —  rejon h iperzm ienny  
(ang. hypervariable region), IFN —  interferon, 1RES —  w e w ­
nętrzne m iejsce  w iązan ia  z ry b o so m em  (ang. internal ribosome 
entry site), N F -k B  —  czynnik  t ranskrypcyjny  (ang. nuclear fa c -  
tor o f  kappa chain B cells), NS —  nies truk turalne  (ang. non- 
structural), O R F  —  otwarta  ram k a  odczy tu  (ang. open reading  
fram e), nt. —  nukleotyd, U TR  —  rejon n iepodlegający  trans la­
cji (ang. untranslated region), T N F  —  czynn ik  m ar tw icy  n o w o ­
tworu (ang. tumor necrosis factor).

I. W prowadzenie

W połowie  lat 70- tych stało się jasn e ,  że inny 
czynnik  niż wi rus  zapa len ia  wą t ro by  typu A (HAV) 
czy B (HBV ) o d pow iedz ia ln y  jes t  za  rozwój  w i ę k ­
szości  p r zyp adk ów  po t r ans fuzy jnego  zapa len ia  
wąt roby  [1], Jednak  identyf ikac ja  wi rusa  okr e ś l ane ­
go „ r o b o czo ” nie-A,  nie-B,  s tała się m ożl iw a  dopiero 
po zas tosowan iu  metod  rekomb inac j i  DNA.  W 1989 
sk l onowano ge n o m  no w eg o  w irusa  hepa to t ropowe -  
go [2, 3] i okreś lono go ja k o  wirus  zapa len ia  wąt roby  
typu C (HCV).  Anal iza  s ekwencj i  g e n o m u  wie lu  w y ­
izo lowanych  linii H C V  [4-6] pozwol i ła  w y w n i o s k o ­
wać,  że składa się on z po jedyncze j  doda tniej  (+) nici 
RNA.  Nić ta zawar ta  je s t  w nu kl eok aps yd z ie  [1], któ-

Dr; Zakład  B iochem ii ,  IFiB, A kadem ii  M edyczne j  w  Łodzi,  
90-131 Łódź, ul. L indleya  6; e-mail: m s id o r  @  csk .am .lodz.p l
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ry z kolei o toczony je s t  p rzez  za w ier a jącą  lipidy 
o toc zkę  b i a ł k o w ą  [7], Podob na ,  chociaż nie iden­
tyczna  b u d o w a  ge n o m u  z sekw encjami  niepodle-  
ga jącymi  t ranslac ji  (UTR)  na 5 ’ i 3 ’ końcach  po je ­
dyncze j ,  o twar tej  ramki  odczytu  (ORF)  cha rak te ry­
s tyczna  jes t  dla flavi-  i pes t iv i rusow [8, 9], W op a r ­
ciu o te podob ieńs t wa ,  H C V  zakwal i f i ko wa no  jako  
odrębn y  genus  rodz iny  F la vo v ir id a e  [5, 10].

Brak  sys temu um oż l iw ia ją cego  rep l ikac ję  H C V  in 
vitro s tanowi  p o w a ż n ą  prz e sz ko dę  w rozwoju  badań 
nad cyk le m  ż y c io w y m  H C V  oraz  w op ra cowy wani u  
sk u tecznyc h  leków ant yw iru sowych.  M im o tych 
ogran iczeń  og ro m n y  pos tęp  dokona ł  się w badaniach  
op ar tych  na translacj i  i ekspresj i  genó w  H C V  w k o ­
m ó rk ach  in vitro. Ba dania  te um oż l iw i ły  poznanie  
b iałek  wi rusa  i p rzypisan ie  im okreś lonych  funkcji .  
Ce le m  niniejszej  p racy  je s t  p rzeds tawienie  ak tu a ln e­
go s tanu wi edz y  dotyczącej  sposobu  fo rm owan ia  
do jrza łych  b ia łek H C V  oraz  przypuszcza lne j  roli 
tych b ia łek  w cyklu  ży c io w y m  wirusa.

II. Organizacja genomu HCV

G e n o m  H C V  (Ryc. 1) s tanowi (+) nić R N A  o 
d ługośc i  około  9,5 tys. n u k le o t ydó w  [5]. Składa  się 
on z mało zm ienne go,  n iep od leg a j ącego  translacj i  
reg ionu  na końcu  5 ’ ( 5 ’ UTR) .  Za  5 ’ U T R  występuje  
je d n a  o twar ta  ra m ka  odc zytu  (ORF )  o d ługości  
9033-9 066 nukleo ty dów,  za którą,  na  ko ńcu  3 ’ zna j ­
du je  się ko le jny  reg ion  n iepod lega jący  t ranslacj i-  
3 ’U T R  (R yc . l ) .  P i e rw o tn y m  pro du k te m  translacj i
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wiruso wego O RF  jes t  po l ipro te ina  (Ryc.  1) o d ł u g o ­
ści ponad  3 tys. a m in o k w a s ó w  [11].

Analiza  genom u w ir u so w e g o  sugeruje,  że tak ja k  
inne f lavovi rusy,  koduje  on R N A - z a l e ż n ą  pol imera-

kazano,  że wie le  białek poch odzeni a  ko m ó rk o w e g o  
ma w pł y w  na ak tyw ność  t ranslacj i  zależnej  od IR ES 
m.in.  an tygen  La, he te rogenne  j ą d r o w e  bia łka rybo- 
somalne ,  bia łko wiążące  p i ry m id yn y  [16-18],

Ryc. 1. Organizacja genomu HCV i powstawanie białek wirusa. W genomie zaznaczono otwartą ramkę odczytu (ORF) oraz rejony niepodlcgającc 
translacji (3 ’UTR i 5 ’UTR).  W pierwotnej poliprotcinie zaznaczono obszary, z których powsta ją białka strukturalne i niestrukturalnc. Zazna­
czono miejsca działania peptydaz sygnałowych pochodzenia komórkowego ( i  ), oraz NS2-3 mctaloprotcinazy ( 0  ) i NS3 proteazy serynowej 
(V) pochodzenia wirusowego. Podano masy cząsteczkowe dojrzałych białek HCV oraz ich przypuszczalne funkcje.

zę RNA,  która synte tyzuje kwas  ry bo n u k le in o w y  bez 
uczes tn ic twa  in te rmedia tu  D N A  [12]. G e n o m o w e  
R N A  funkcjonuje  więc zarówn o,  ja k o  m - R N A  w p ro ­
cesie t ranslacj i  oraz ja k o  m at ry ca  do syntezy  (-) nici 
R N A  w procesie  repl ikacj i  wi rusa .  W i r u s o w ą  nić (-) 
R N A  wykry to  j e d n a k  nie tylko w hep a toc yt ach  gdz ie  
proces  repl ikacj i  zachodzi ,  ale także  w su rowic ach  
osób zakażonyc h  [13], p rzy  czym  nić (+) wys tępuje  
zawsze  we w ną t r z  op ł a sz czon ego  nu kl eokapsydu,  
na tomias t  nić (-) po j awia  się tylko w połączeniu  ze 
s t rukturami  m e m b r a n o w y m i  i b ia łkami  p o w i e r z c h ­
n iow ym i  wirusa  [13].

5 ’ U T R  ma d ługość  ok. 340 nu kl eo tydów  i j es t  s i l ­
nie ko n se rw o w a n y  w róż nych  l iniach wirusa .  Na  5 ’ 
końcu  wiru sow ego  R N A  nie w ys t ępuje  s t ruktura 
tzw. „czapec zki ” . N a to m ias t  w obręb ie  5 ’ U T R  za ­
warta  st ruktura  IRES (ang.  in terna l  r ib o so m e  en try  
s i te ), która um oż l i w ia  bezpo śr edn ie  wiązani e  r y b o ­
so m ów  do w ir us ow ego  R N A  i n ieza leżne  od s t ruk tu ­
ry „czapeczk i” rozpoc zęc ie  t rans lacj i  [14, 15]. Wy-

3 ’ koniec  ge nom u H C V  ( 3 ’ UTR)  to równi eż  rejon 
n iepod lega jący  translacj i .  Fun kc je  3 ’ U T R  H C V  są 
je d n a k  mniej  poznane.  3 ’ U T R  składa  się z k rótkich 
h o m o p o l i m e ró w  poli  (U) i poli  (A) [19] oraz  98 nu- 
k leo tydowej  sekwencj i  określone j  j a k o  3 ’ og on ek  X 
[20]. Wyk azano  m oż l iw oś ć  tw orzenia  s t ruktury pętli  
w tym re jonie [20]. „ 3 ’ ogo ne k  X ” w p ły w a  na w y d a j ­
ność  translacj i  w i r u so w e g o  R N A  zależnej  od IRES,  
co w konse kwe nc j i  oddz ia łu je  na proces  repl ikacj i  
H C V  [19, 21]. Sekwencje  h o m o p o l i m e ry c z n e  o d z n a ­
cza ją  się d użą  zm ie n n o śc i ą  pośród  różnych  g e n o t y ­
p ów  HCV, na tomias t  sekwe nc ja  „ogo nek  X ” je s t  s i l­
nie kon se rw ow ana ,  po dob nie  ja k  5 ’ UTR.

III. Powstawanie białek HCV

Z arów no  repl ikac ja ,  j a k  i t ranslacja  H C V  z a c h o ­
dzi w cy top laz mie  hepa tocytu ,  gdz ie  nie wy s tępuje  
mety lo t ra nsfe raza  o d pow ie dz i a ln a  za modyf ika c je  
5 ’ końca  R N A  tj. tw orzenie  czapeczki  5 ’-mety logu-
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anozyny.  Proces  t ranslacj i  w i ru so w e g o  R N A  o d b y ­
wa się więc tylko dzięki  wspo m nia ne j  sekwencj i  
1RES. S ekw en c ja  ta zna jduje  się po m ię d z y  40 i 355 
nu k le o ty d e m  i sk łada  się z czte rech  odrębnych  d o ­
men z łożony ch  z ramien ia  i pętli  [14,15],  Jak w y k a ­
zano wiązanie  sekwencj i  IRES z po d je d n o s t k ą  rybo-  
s o m a l n ą  nie w y m a g a  obecnośc i  d o d a tk ow yc h c z y n ­
n ik ów t rans lacy jnych ,  co pr z y p o m in a  interakcję pro- 
kariotyczne j  podj ednos tk i  ryboso ma lne j  30S z se ­
k w e n c ją  Sh in e-Dalga rn o  [22], Z a o b s e r w o w a n o  nas i ­
lenie IRES-za leżne j  t ranslacj i  w okres ie  podz ia łu 
m i to tycznego  kom órki ,  co m oż e  w s k a z y w a ć  na re g u ­
lacy jny  w p ły w  c z y n n ik ó w  k o m ó rk o w y c h ,  k tórych 
o becność  zależy  od fazy cyklu k o m ó r k o w e g o  [23].

Synteza  10 s t r uk tura lnych  i n ies t ruk tura lnych  
białek z prekurso rowej  po l ipro te iny  (Ryc. 1) k o d o ­
wanej  p rzez  w i r us ow e  O R F  o d b y w a  się dzięki  e n z y ­
matyczne j  ak tywnoś c i  k o m ó r k o w y c h  i w i ru so w yc h  
proteaz [24, 25], Pr eku rso ro wa  pol ipro te ina  zawiera  
w części  amino ter mi na lne j  b ia łka  s t ruktura lne  tj. 
białko n u k leok apsy du  (C) zw ane  rów nież  b ia łk iem 
rd zen io w ym  i b ia łka  p ow ie rz c h n io w e  (E ł  i E2),  k tó ­
re s ta now ią  około j e d n ą  t rzec ią  p ie rw o tn ego  p ro d u k ­
tu translacji .

W skład pozosta łe j  części  w c h o d z ą  pr ekur so rowe  
sekwencje  białek n ies t ruk tura lnyc h  (R yc . l ) .  Cała 
kodowana  przez H C V  pol ipro te ina  zawiera  kolejne 
sekwencje  nas tępują cyc h  b ia łek  wi rus owy ch :  NH2-  
C - E 1 - E 2 - p 7 - N S 2 - N S 3 - N S 4 A - N S 4 B - N S 5 A - N S 5 B -  
C O O H  [25, 26]. Pod ob ny  układ bia łek wys tępuje  u 
wszystkich przeds tawic ie l i  f l av ivi rusów i pest iviru-  
sów [8, 9],

Doj r zewanie  bia łek s t ruk tura lnych  H C V  za leżne  
jest  od pocho dzącyc h  z ko m ó rek  go sp oda rza  sygna- 
laz z loka l i zowanych  w przest rzeni  re t iku lum endo-  
p lazmatycznego .

Bia łko C uwaln i ane  je s t  z p reku rsora  dzięki  
dz ia łaniu  kom ór ko w e j  sygnalazy ,  która hydrol izu je  
wiązanie  pe p ty do we wys tę pu ją ce  po m ię d zy  191 i 
192 aa [27, 28], N a  po ds ta wi e  identyf ikacj i  N -k oń ca  
białka E l  w y w n io s k o w a n o ,  że mie jsce  u legające  h y ­
drolizie zna jduje  się przed  h y d r o f o b o w ą  se kw enc ją  
am in ok waso wą ,  s łużącą  ja k o  sekw encj a  sygn ało wa  
białka E l  [27]. Oddzi e le n ie  b iałka  E l  od b iałka E2 
odbywa się dzięki ,  ka ta l izowanej  p rzez  k o m ó r k o w ą  
sygnalazę ,  hydrol iz ie wiązania  p e p ty d o w e g o  p o m i ę ­
dzy 383 i 384 am in okw ase m .

W przec iwieńs twie  do bardzo  szybk iego  u w a ln i a ­
nia b ia łka  rd zeni owe go  i b ia łka  E 1, tworzenie  białka 
E2 zachodzi  wolniej ,  dzięki  cz em u w y k r y w a n y  jes t  
p rodukt  pośredni  t ego procesu  w postac i cząstki  
E2-p7-NS2 [29, 30]. H ydr o l i za  wiązania  p e p t y d o w e ­
go pom ięd zy  b ia łk iem E2 i p7 oraz  p7 i NS2  jes t

p r a w do po dobn ie  także ka ta l iz ow ana  przez k o m ó r ­
k o w ą  sygnalazę,  lecz z inną  wydajnośc ią .  O dd z ie le ­
nie p7 od NS2  nas tępuje  s to su nk ow o  szybko,  na to ­
miast  szybkość  hydro l izy  po łączenia  E2/p7 zależy 
od geno typu  wirusa  [31],

Za  doj rzewanie  b ia łek n i es t ruk tura lnych  o d p o ­
wiedz ia lne  są, co najmniej  dwie  proteinazy,  k o d o w a ­
ne przez  g enom  wirusa.  Po łączenie  po mi ęd zy  
b ia łk iem N S 2  i NS3 hy d ro l iz ow ane  jes t  przez protei-  
nazę  NS2-3 ,  na k tórą  sk łada  się białko  NS2 oraz 
N - k o ń c o w y  f ragme nt  b ia łka  NS3 [32, 33]. Z m n ie j ­
szenie ak tywnośc i  proteol i tyczne j  tego en zym u w 
obecnośc i  zw ią zk ó w  che l a tu jących  oraz wzros t  a k ­
tywnośc i  przy s tymulac j i  jo n a m i  Z n 2+ sugeruje,  że 
ko d o w an a  przez  NS2-3 pro te inaza  jes t  za leżną  od 
cynku meta lopro te inazą .  W obrębie pro te inazy 
NS2-3  zawar ta  jes t  t akże ak t yw ność  pro te inazy  typu 
se ry now ego (pro teinaza  NS3) ,  p rzy  czym obie a k ­
tywnośc i  en zym a ty czn e  fun kc jo nu ją  w sposób  n ieza ­
leżny od siebie.  Pro te inaza  typu  se ry now ego (NS3)  
od po wiedz ia l na  jes t  za rozdz ie len ie  następujących  
r eg ion ów  bia łka  preku rso rowego:  NS3 od 4A,  NS4 A  
od 4B,  N S 4 B  od 5A i N S 5 A  od 5B. Nie  jes t  dokładnie  
p oz nany  za leżny  od NS3 m ech an izm  doj rzewania  
b ia łek n ies t ruk turalnych.  P r aw dopodo bn ie  hydrol iza 
wiązania  pom ię dz y  NS3 i N S 4 A  nas tępuje  ju ż  w 
trakcie t ranslacj i  pop rzez  interakc ję am in ot e rm in a l ­
nej sekwencj i  p ro te inazy  NS3 z NS4 na pows ta jącym 
prekursorze  po l ipr o te ino wym.  Po hydrol iz ie  t w o ­
rzony  jes t  s tabi lny kom ple ks  NS3/4A,  k tóry bierze 
udz ia ł  w t rawieniu poz os ta łych  mie jsc ,  j a k o  czynnik  
typu trans  [25],

IV. Charakterystyka białek strukturalnych

IV-1. Białko rdzeniowe

Jak w s pom nia no ,  nu k le o k a p s y d o w e  białko  C, ina­
czej okreś lane  ja k o  b ia łko rdzeniowe,  oddz ie lane  
jes t  z N- ko ńc ow e j  częśc i wi rusowej  po l iprote iny  
przez  p e p ty da zę  s y g n a ło w ą  pocho dze nia  k o m ó r k o ­
wego.  W po ró w n a n iu  z innymi  b ia łkami  s t ruk tura l ­
nymi  oraz  n ie s t ruk tura lnymi  sekwe nc ja  amino kwa -  
sowa bia łka r d zen io w ego  jes t  si lnie k on se rw ow ana  
w różnych  l iniach H C V  [11, 34]. Bia łko ma charak ter  
si lnie zasadowy,  nie po dl eg a  gl ikozylacj i ,  a j ego  
masa  okre ś lana  je s t  w edł ug  róż nyc h  badań  w p rze ­
dziale od 16 do 23 kD [34-36],  Białko C w ykryw ane  
jes t  g łówn ie  w cy toplazmie ,  choć  wykry to  je g o  o b e c ­
ność równ ież  w ją dr ze  k o m ó r k o w y m  [35, 36]. Trans-  
lokacja  do ją d ra  komórki  j es t  m ożl iw a  dzięki  o b e c ­
ności  zg ru pow ani a  a m i n o k w a s ó w  zasadow yc h  w 
N-ko ńc ow ej  częśc i b ia łka [37]. C- k o ń co w a  część
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białka rd zen io we go  ma  charak te r  h y d r o fob ow y  i 
uważana  jes t  za d o m e n ę  t r a n sm e m b ra n o w ą ,  która 
um ożl iwia  uwoln i en ie  b iałka  r d zeni ow ego  do m e m ­
bran ret iku lum en dop la z m a ty cz n e g o  [37].

Wykazano ,  że b iałko rd zeni ow e  wiąże  wiele 
białek poc ho dzen ia  k o m ó r k o w e g o  i w i r us ow ego  
[38-40].  Samo b iałko C ma  zdolność  tw orzenia  k o m ­
pleksów hom o d im e ry c z n y c h ,  zaś z b ia łk iem p o ­
wie rzchn io w ym  El  tworzy  s tabi lny k o m pl eks  hete-  
rod imeryczny  [38], Tworzen ie  tego os tatniego  k o m ­
pleksu może  s tanowić  in vivo  i s totny etap w morfo-  
genezie cząstki  HCV. Bia łko rd zen io w e  wiąże  się z 
w ie lo ma  b iałkami  k o m ó rk o w y m i:  apo l ipop ro te iną  
Al i ,  z receptorem l im fo tok syn y ß (LTß R) oraz  re ­
ceptorami  z nadrodz iny  TNF. Pop rzez  te o d d z ia ły w a ­
nia, H CV  mo że  mieć  is totny w p ły w  w zakażonej  k o ­
mórce  na me tab ol izm l ipidów, sys tem o d p o rn o ś c io ­
w y komórki ,  regulac ję  apoptozy.  W  p rzypadku 
wiązania  receptora  LTß z b ia łk iem rd zen io w y m  
może  dochodzić  do cy to to ks yc zne go  efektu i ak ty ­
wacj i  NF-Kß,  za które receptor  ten je s t  o d p o w i e ­
dzialny. Kom órk i  HeLa,  w k tórych  synteza  białka  
rdzeniowego przebiega  kon s ty tu tywn ie ,  w y k azu ją  
zdolność  do h a m o w a n ia  apopto zy  [41 ]. Inne badania  
wykaza ły  z kolei ,  że ekspres ja  b ia łka  rdzeni ow ego  
po wo duj e  wraż l iwość  ko m ó rek  linii: HepG2 ,  HeLa, 
czy BC 10 ME na apo pto zę  in d u k o w a n ą  popr zez  a k ­
tywacje  b ło no wych  r ecep tor ów  z nadrodz iny  TNF:  
TNF-R1 [39] oraz popr zez  receptor  Fas [42], Wiele 
badań wykaza ło  także,  że b iałko  rdz en io we  H C V  ma  
wp ływ na regulację  ekspresj i  ge nów  wiru sow ych i 
ko mó rkow ych.  I tak b ia łko C ak tyw uje  prom oto r  
genu c -myc  oraz LTR wirusa  mi ęsaka  Rous a  (RSV) ,  
hamuje  zaś prom ot or  genu c-fos,  p53 oraz  prom oto ry  
genów za leżnych  od re t inoblas tomy,  ß IFN,  ß ak ty ­
ny, H B V  i HIV [43-46].

Wykazano ,  że u t ra ns gen icz ny ch  m y szy  [47] c h a ­
rakte ryzujących  się w y s o k ą  eksp re s j ą  genu  b iałka C 
rozwi ja  się s t łuszczenie  w ą t r oby  (hepa tic  steatosis) .  
Podobn e  eksp e ry m en ty  pokaza ły ,  że b ia łko  r dzeni o­
we ma bezpośredni  w p ł y w  na rozwój p ie rwotnego  
raka wąt roby  [48], S tanowi  to p i e rwszy  do wód  na 
moż l iwość  udz iału  b ia łka  C w t ransformacj i  n o w o ­
tworowej  in vivo. W  bada nia ch  in vitro  pok azano  tak­
że, że ekspresja  genu b ia łka  r d zeni ow ego  prowadzi  
do unieśmier te ln ien ia  p i e rw o tnych  ludzkich hepa to- 
cy tów [49],

IV-2. Białka powierzchniowe

G eno m  H C V  koduje  dwie  g l ikopro te iny  p o ­
wierzchni owe E l  i E2, ma ją ce  ch arak te r  b iałek trans- 
me m bra no w yc h.  Dla  b iałek  tych zna lez iono  liczne

mie jsca  N-gliko lizacj i :  5-6 dla E l  i odpowiednio  
9-11 miejsc  dla E2 [50], Powsta n ie  bia łka  El  i E2 
uw a ru n k o w a n e  je s t  hy dro l i zą  wiązań  peptydowy ch  
pom ięd zy  383 i 384 oraz po m ię d z y  746 i 747 a m in o­
kwasem,  za które  odp ow ie dz ia ln a  jes t  sygna laza  ko ­
m ó r k o w a  gospodarza  [51], C a łkowi ta  hydrol iza  po ­
międ zy  746 a 747 a m in o k w a s e m  prowadz i  do p o ­
wstan ia  do j rzałego b ia łka  E2, k tórego  masa  
(gp53/63) zależy  od s topnia  gl ikozylacj i ,  oraz 
ma łego  silnie hydr o fo b o w eg o  bia łka  p7 również  
mającego  charak te r  t ransb łonowy.  Jeśli  całkowi ta  
hydro l iza  nie zachodzi ,  po jawiać  się mo że  dłuższa 
„ w ers ja ” b ia łka E2, której koniec pr zypa da  na 809 
am in okw as  [50], W bia łku tym C -k o ń c o w y  f ragment  
s tanowi  h y d rof obow e bia łko p7. Nie znana  jes t  b io­
logiczna rola b iałka  p7 oraz znaczenie  dw óch form 
białka  E2.

I s totną  cechą  białek E l  i E2 je s t  zm ienność  se ­
kwencj i  wy n ik a ją ca  z dużej  zmie nno śc i  sekwencji  
nuk leo ty dowe j  w re jonie E l  i E2 g e n o m u  H C V  w p o ­
szczegól nych  izo la tach w i rusow ych.  C echa  ta u w a ­
żana jes t  za sposób  „uc ieczki  w i r u sa ” przed  o d p o ­
w iedz ią  i m m u n o lo g ic z n ą  gospodarza .  W białku E2 
zna jd ują  się dw a krótkie,  tzw. h ip e rz mi enn e  regiony: 
HVR1 i H V R 2  (ang.  h yp ervar iah le  region).  HVR1 
obe jmuje  sekw encje  p o m ię dzy  386 i 411 aa na 
N -ko ńcu  białka  E2 i j es t  na jbardziej  z m ie n n y m  re jo­
nem w ca łym ge nom ie  HCV, a je g o  zmi ennoś ć  jes t  
ob se rw o w a n a  nawet  w czasie rozwoju  choroby  u p o ­
szczególnych  pac jen tów  [52]. Przec iwc ia ła  skie ro­
wane  przec iw  HVR1 w y iz o lo w a n e  z surowicy  p a ­
cjenta w y k a z u ją  ha m o w a n ie  w iązania  H C V  do k o ­
mó re k  w hodowl i  tkankowej  [53]. Surowice  król icze 
o t r zymane  po imm unizac j i  zwierzą t  syn te tycznym 
pept yd em  od p o w ia d a ją c y m  re jonowi  HVR 1,  z a p o ­
b iega ją  rozw ojo wi  infekcji  H C V  w kom ór ka ch  h o ­
dowli  tkankowej  [54], Co  więce j  su rowice  takie 
ch ro n ią  sz y m p a n sy  przed z akażen ie m  HVC  [55] co 
sugeruje,  że HVR1 zawiera  ep i topy  odpo wie dz ia lne  
za indukcję  neut ra l izu jących  przec iwcia ł  p rzec iw 
HCV.

Bia łko  E2 wy ka zuj e  interakc ję  z in d u k o w a n ą  
przez  I F N - a ,  a k t y w o w a n ą  przez  dw u n ic io w e RNA,  
k ina zą  b ia łkową.  E nzym  ten zmnie jsz a  syntezę 
białek k o m ó r k o w y c h  w w y n ik u  fosforylac ji  c z y n n i ­
ka inicjującego  t rans lac ję  e I F 2 - a .  W k o m ór kach  z a ­
wiera jących  b ia łko E2, k inaza  b ia łk owa je s t  h a m o ­
wana,  co umo żl iw ia  t ranslację  wi ru so w eg o  R N A  w 
obecnośc i  IFN [56]. P o dobny  w p ły w  na skuteczność  
dz iałania IFN ma n ies t ruk tura lne  b ia łko N S5 A ,  co 
op isane  jes t  w części  poświęconej  NS5.

Bia łka  pow ie rzch n io w e  odp ow ie dz ia ln e  są za 
wn ikanie  H C V  do hepa tocytu.  P i e rw sz ym  e tapem
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penet rac j i  H C V  do komó rk i  doce lowej  jes t  sp ec y ­
f iczne  po łączenie  w i rus a  z recep to rem  na  p o w ie r z c h ­
ni b łony  ko mórk owej .  P rzec iw cia ł a  an ty-E2 sp ecy ­
f icznie b lo ku ją  w iązanie  wi ru sa  z k o m ó r k ą  [53, 55], 
co sugeru je ,  że „od s t rony  w i r u s a ” b ia łko  E2 o d p o ­
wiada  za w iązanie  z k o m ó r k ą  gospodarza .  Rola  
b ia łka  E l  w tym proces ie  nie je s t  tak dobrze  poznana.  
O b ecno ść  w je g o  s t ruk turze  zg ru p o w a n ia  sekwencj i  
am i n o k w a s ó w  h y d r o f o b o w y c h  sugeruje,  że E l  ma 
udz ia ł  w wią zaniu  b łon k o m ó r k o w y c h  [57], Bia łka  
E l  i E2 tw orzą  s tab i lną  s t ruk turę  he te rodimeru ,  k tóra 
p ra w d o p o d o b n ie  prezentu je  n a t y w n ą  formę  ob ecną  
w o toczce  H C V  [31]. B ez  udz ia łu  b ia łka  E l  fuzja 
b ia łka  E2 z b ło n ą  je s t  n iemoż l iwa .

Nie  je s t  do ko ńca  wyja śn ion e ,  k tóry receptor  k o ­
m ó r k o w y  o d po w ie dz ia ln y  je s t  za w iązanie  HCV. Do 
roli tej kand ydu je  ludzkie  b ia łko  CD81 [58] oraz re ­
ceptor  l ipoprotein o małej  gęstośc i (L D L -R )  [59]. 
Białko  CD81 jes t  c z ło nk ie m  sup er rod z in y  tetraspa- 
nin i u lega  ekspresj i  na  pow ie rz chn i  różnego  typu  k o ­
mórek .  Wiązanie  b ia łka  E2 do cząstki  CD81 je s t  h a ­
m o w a n e  przez  neut ra l izu jące  przec iwcia ła ,  przy 
czym CD81 wiąże  nie tylko  E2,  ale równ ież  całe 
cząstki  HCV.

Opiera jąc się na obserwacj i ,  że cząstki  H C V  są 
związane z P-l ipoproteinami  [60] ana l izowano,  czy w 
endocytozie H C V  pośredniczy  receptor  LD L [59], tak 
jak  ma to miejsce u innych przedstawiciel i  rodziny 
Flavoviridae.  Używając  techniki  hybrydyzac ji  in situ  
dla określenia komórek  H C V -R N A -p o z y ty w n y c h  
znaleziono w y raźną  kore lac ję pomię dzy  poz iome m 
receptorów LDL, u lega jących  ekspresj i  na po wie rzch ­
ni komórki ,  a l iczbą komórek  H C V - R N A  (+). Z n a ­
mienne  jes t  oprócz tego, że H C V  nie wiąże  się do k o ­
mórek COS-7,  j eżel i  komórki  te nie są t ransfekowane 
genem receptora LD L  [61], Dodanie  l ipoprotein o n i ­
skiej gęstości w stężeniu powyżej  200 (g/ml p o w o d u ­
je  z kolei ca łkowi te  zab lokowanie  wiązania H C V  do 
ludzkich f ibroblastów in vitro. Sugeruje to, że cząstki 
HCV  oraz LD L ws pó łz aw odn ic zą  o receptor  LDL,  a 
poziom LD L  w surowicy  pac jen tów mo że  regulować 
wiązanie ETCV do tych receptorów [61],

Za rów no  CD8 1,  ja k  i re ceptor  L D L  ulega ją  e k s ­
presji na powie rzchn i  h e pa to cy tó w  ko ns t y tu tyw nie  i 
niezależn ie  od s tanu zapa len ia  w ą t r ob y  [62], Jednak  
na pods tawie  do ty ch czaso w y ch  w y n i k ó w  trudno jes t  
j ed no zn aczn ie  rozs trzygnąć ,  k tóry z o m ó w io n y c h  re ­
cep torów bierze  udz ia ł  w zakażeniu  in vivo  [62],

V. Białka niestrukturalne

Białka n ies truktura lne  N S 2 - N S 5 B  (NS, ang. —  
nonstructura l) ,  czyli  nie b iorące  udz iału w tworzeniu

st ruktury cząstki  wi rusowej ,  są n iezbędne  w proces ie  
replikacji  w i r usow ego  R N A  oraz procesie  d o j r zew a­
nia b iałek w i ru so w yc h [63]. N a z w y  białek,  j ak ie  n a ­
dano  n ies t ruk t ura ln ym bia łkom  HCV ,  od p o w iad a j ą  
ana log icznym  bia łk om f l awiw irusó w i pe s t iwi rusów 

[8, 9],

N S 2

Białko  NS2  jes t  t r a n s m e m b r a n o w y m  bia łk iem o 
masie  ok. 23 kD,  z n a jd uj ącym  się p o m ię dzy  810 i 
1026 aa w obręb ie p ierwotne j  wi rusowej  pol ipro te -  
iny [64], Bia łko N S 2  i N - k o ń c o w a  d o m ena  białka 
NS3 tw orzą  pro te ina zę  NS2 -3 ,  która autoka ta l i tycz-  
nie hydro l izuje  po łączen ie  N S 2 z NS3 [32], Prote ina- 
za NS2-3  jes t  p r a w d o p o d o b n ie  meta loprote inazą ,  
gdyż  jej  ak ty wność  zw ięk sza  się pod  w p ły w e m  
Z n C L  na tomias t  h a m o w a n a  jes t  p rzez  ED TA [33], 
N ie zbędne  dla za cho w an ia  ak tywnośc i  e n z y m a ty c z ­
nej tej p ro te inazy  są  po ł ożone  w rejonie NS2:  histy- 
dyn a  (pozyc ja 952)  oraz  cys te ina  (pozyc ja  993),  k tó ­
re od po wiedz ia l ne  są  za ko m p le k so w a n ie  j o n ó w  c y n ­
ku [33],

N S 3

Białko  NS3 je s t  w ie lo fu n k c y jn y m  bia łk iem o m a ­
sie 70 kD. Zawie ra  ono  na sw o im  N -k ońcu  a k t y w ­
ność pro te inazy  typu se ry now ego  i odp owiedz ia lne  
je s t  za t rawienie  N S 3 /4A ,  N S4 A /B ,  NS4 B/ 5A.  N i e ­
zależnie od tej ak tywnośc i  am in o ter mi na ln a  do m ena  
NS3 s tanowi in tegra lną  część wspom nia ne j  meta lo- 
p ro te inazy  NS2-3  [33], W C-k ońcowej  części  białko 
NS3 wykazuje  ak tywno ść  N T P - a z y /  R N A  he likazy 
n ie z b ę d n ą  do procesu  t ranslacj i  o raz replikacji  g e n o ­
mu H C V  [65,66],

Pot wie rdz ono w ys t ęp o w an ie  w N- termina lne j  
części  NS3 m ot y w u  sek w enc yj nego  cha ra k t e ry­
s tycznego  dla pro teaz  s e rynow ych  oraz sekwencj i  
charakte rys tyczne j  dla nukleozydo t r i fo s fa tazy  i he l i ­
kazy w C -końcow ej  części  tego białka.

M im o  częśc io we go  nakładania  się sekwencj i  p r o ­
teinazy  NS2-3  i NS3,  ak tywnośc i  enzym a ty czn e  obu 
pro te inaz  są  n ieza leżne  od siebie.  Mutac je  inakty- 
wujące  pro te inazę  NS2-3  nie m a ją  w p ły w u  na hy d ro ­
lizę za le żną  od pro te inazy  NS3.  Z drugiej  s t rony in- 
ak tywacja  NS3 nie ma w p ły w u  na usunięcie  w ią z a ­
nia pe p ty d o w e g o  po m ię d z y  b ia łk iem NS2 i NS3,  k tó ­
re ka ta l izow ane  jes t  przez  pro te inazę  NS2-3  [32,33].  
Do hydro l i ty cznego  dz ia łan ia pro te inazy  na z łączu 
N S 3 /4 A  i N S 4 B /5 A  n i ezbędna  jes t  obecność  bia łka 
NS 4A ,  która  ma równi eż  w p ły w  na szybkość  t rawie­
nia w mie jscu N S 5 A /5 B  [67]. Utworzen ie  stabi lnego  
kom pl eks u  p o m ię dz y  NS3 i N S 4 A  jes t  n iezbędne  do
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uzyskania  ak tywnośc i  proteazy.  Anal iza  s t ruktury 
krystal icznej  p ro teazy  serynowej  NS3 wykaza ła ,  że 
jes t  ona zb udow ana  p od ob n ie  do t rypsyny  i posiada  
st ruk turalne  mie jsce wiążące  cynk  [68],

S truktura C-końcow ej  części  białka,  a dokładniej  
dom ena  bogata  w argininę,  u m oż l iw ia  rozpoznanie  
3 ’ końca  pojedyncze j  nici  w i r u so w e g o  R N A  [69], 
Białko NS3 wiąże  się z 3 ’ k o ń c e m  pojedyncze j  nici 
R N A  i pow oduj e  rozwinięc ie  podwó jne j  nici R N A  w 
k ie runku od 3 ’ do 5 ’ [69]. A na l iz a  s truktury k ry s ta ­
licznej hel ikazy  NS3 w sk azu je  na  w ys tę p o w an ie  o d ­
rębnej dom en y  N T P a z y  i d o m e n y  wiążącej  R NA
[70],

Jak w ykazano  białko  NS3 ha mu je  t ra nsfo rmację  
komó rek  w y w o ł y w a n ą  przez  k inazę  A [71 ], co może  
mieć bezpośredni  w p ły w  na funkc je  życ i ow e k o m ó ­
rek docelowych.

Zaob se rw ow ano ,  że pro teazy  k o m ó r k o w e  p o w o ­
dują  p owsta wan ie  dw óc h  b iałek N S 3 A  (49 kD)  oraz 
NS3B  (23 kD)  [72], Nie w ia d o m o  je dna k ,  j ak ie  z na ­
czenie b io log iczne  ma  ta w ew n ę t r z n a  hydrol iza  
białka NS3.

N S 4

Białko N S 4 A  składa  się z 54 aa (8kD)  i j a k  w s p o ­
mniano  od gr yw a is to tną  rolę ja k o  kofak to r  s e ryno ­
wej proteinazy NS3.  N S 4 A  jes t  równ ież  zw iązane  z 
N S5 A  i pełni  w a ż n ą r o l ę  w proces ie  h iperfosfory lac j i  
bia łka  N S 5 A  [73]. Bia łko  N S 4 B  o mas ie  c ząs te czk o­
wej 27 kD jes t  b ia łk iem  o charak te rze  h y d ro fo b o ­
wym,  o nie poznane j  j e sz c z e  funkcji .

N S 5

Bia łko N S 5 A  jes t  u f o s fo ry lo w a n y m  bia łk iem o 
masie 56 kD i wys tęp uje  rów ni eż  w pos taci  h iperfos-  
forylowanej  (58 kD).  Fosfo ry lac ja  następuje  przy 
reszcie se rynowej  pop rzez  dz ia łan ie  k ina zy  seryno-  
wo- treoninowej  [74]. Ana l iz a  wykaza ła ,  że w p ro c e ­
sie hiper fosforylac ji  is totne zna czenie  m a ją  reszty 
se ryny  w pozyc jach  2197,  2201,  2204.  P oz io m  fosfo­
rylacji  w różnych  izolaftich H C V  zależy  od o d ­
dz ia ływania  pom ię dz y  N S 4 A  i N S 5 A  [73].

Bia łko N S 5 A  jes t  o dp ow ie dz ia ln e  jes t  pośrednio  
za skuteczność  an ty w i ru so w eg o  dz ia łan ia  I F N - a
[75], Jak w yk azano  na po ds ta wie  ana l izy  sekwencji  
g e n o m ó w  H C V  izo lowanych  z surowic  pac jen tów 
odpornych  i wra ż l iw ych  na dz ia łan ie  inter feronu
[76], rejon de t e rmi nu jący  wraż l iw ość  na  interferon,  
okreś lany skrótem IS DR (ang.  IFN se n s i t iv i ty -d e te r ­
m in ing  region), znajduje  się w  C-końcowej  części  
N S5 A  po m ię dzy  am in o k w a sa m i  2209  i 2248.  W  k o ­
mórkach  zakażony ch  l iniami H C V  opo rny mi  na

działanie IFN, w i ru sowe białko  NS 5 A  wchodzi  w in­
te rakc ję  z in d u k o w a n ą  przez  IFN k inazą  b ia łkową 
[75], Przy łączenie  N S 5 A  uniemożl iw ia  d imeryzac ję 
k inazy  b ia łkowej,  co pow oduj e  repres ję  jej funkcji  i 
w tym z a ham ow ani e  fosforylacj i  czynnika  e lF- 2a .  
W przypadku  linii H C V  w raż l i wyc h  na działanie 
IFN, in du kow ana  przez  IFN k inaza b ia łkowa nie 
w chodz i  w interakcję z b ia łk iem N S 5 A  przez co d o ­
chodzi  do fosforylacj i  czynnika  e I F - 2 a  i z a b lo k o w a ­
nia translacj i .  Inak tywacja  k inazy  białkowej  przez 
interakcje z w i r u so w y m  bia łk iem N S 5 A  czy też 
w sp o m n ia n y m  wcześnie j  b ia łk iem E2 może  być  j e d ­
nym  z m e c han iz m ów ,  dzięki  k t órym  H C V  unika  a k ­
tywnego dz ia łania IFN.

Bia łko N S5 B zos ta ło z id en ty f ikowa ne  jako  
R N A -z a le ż n a  R N A  po l im eraza  [77], N S 5 B  jest  
b ia łk iem o silnie kon se rw owa nej  sekwencj i  wśród 
różnych  izo la tów HCV. Jest  to fosfopro te ina  o masie 
65 kD związana  z b łonami.  Białko  N S 5 B  uzyskane  
dzięki  ekspresj i  in vitro  w  ko m ó rk a c h  owadz ich  w y ­
kazuje zdolność  t ranskrypc ji  całego R N A  w ir u s o w e ­
go bez  doda tku  innych b ia łek  pochod zącyc h  z HCV  
[78,79].  Wiruso wa  R N A  pol im eraza  za leżna od RNA 
od gr yw a k lu c z o w ą  rolę w cyklu życ io w y m  HCV 
ja k o  enz ym  odpowi ed z i a ln y  za rep l ikac ję wirusa.

VI. Podsumowanie

Wirus zapalen ia wą t ro by  typu C stał  się obiek tem 
in tensyw nych badań  z wie lu pow odó w.  Po p ie rwsze 
wzras ta  wciąż  l iczba nosiciel i  HCV, która szacowana  
jes t  obecnie  na około 170 mi l ionów.  Po drugie  ponad 
50%  zakażonych  nie e l iminuje  wi rusa ,  co prowadzi  
do rozwoju  zakażenia  o charak te rze  p r zew le k ły m  a 
nas tępnie  do marskośc i  i p ie rw o tn ego  raka wątroby.  
Po trzecie,  na j lepsza  dos t ępna  obecnie  terapia an- 
ty-HCV, tj. inter fe ron p o d a w a n y  z ana logie m guano- 
zyny  —  ribaviriną,  j es t  sku teczna  tylko u 4 0 %  p a ­
cjentów. Wszys tk o  to wska zu je  na  p i lną  po t rzebę 
lepszego poznania  b iologi i  molekularne j  HCV, co 
ułatwi  op racowan ie  skutecznie jszej  terapii  an ty w ir u ­
sowej.

Od sk lo nowa nia  ge n o m u  H C V  upłynę ło  ponad  10 
lat, w ciągu k tórych  wie dz a  o b ia łkach  w ir us ow yc h 
oraz sys temach  uczes tn ic zących  w procesie  do j rz e ­
wania  tych bia łek znacznie  wzrosła.  Stało się tak 
g łównie  dzięki  ana liz ie  w y n ik ó w  do tyczących  
b iałek  wi r us ow yc h uz ys ka ny ch  w różnych  sys te ­
mach  ekspresj i  oraz ana liz ie  b iałek  p o c ho dzącyc h  od 
b l isko sp okrew nio nyc h  f lawi-  i pest iwirusów. P o z n a ­
nie funkcj i  i okreś len ie  roli posz czegó ln yc h  białek w 
cyklu ż y c i ow ym  wirusa  ma  o g rom ne  pe rs pekt yw y  
prak tyczne .  M e c h a n iz m  do j r zewa nia  b ia łek  H C V  i
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s k o m p l ik o w a n y  układ  w z a je m n y c h  zależnośc i  p o ­
m ię dzy  b ia łkami ,  s tanowi  do sk ona ły  cel do rozwoju  
no w y ch  strategii  an tyw iruso wych .
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Sprawozdanie z XXXVII Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
Toruń, 10-14 września 2001

W  dniach  12-14 w rześn ia  2001 ob radował  w Toruniu  X X X V I I  Zja zd  Po lsk iego  T ow arzys tw a 
B io che m ic zneg o .

Pa t rona t  h o n o r o w y  nad Z ja z d e m  objęli :  Min is te r  Nauki ,  Pr z e w o d n ic z ą cy  K o m ite tu  B adań  N a u k o w y c h  prof,  
dr hab.  Andrze j  Wiszniewski ,  Prezes  Polskiej  A ka dem i i  N a u k  prof,  dr  hab.  M iros ł aw M oss a k o w sk i ,  Dyrek tor  
Ins ty tu tu  Bio logi i  Doświad cza ln e j  PAN im. M.  N e n c k ie g o  prof,  dr  hab.  Maciej  J. Nał ęcz ,  W o jew od a  
K u ja w s k o - P o m o r s k i  J ó z e f  Rogacki ,  Mar sz a łe k  W o je w ó d z tw a  K u ja w s k o -P o m o rs k ie g o  W ald em ar  
A c h ra m o w ic z ,  Prezydent  Mias ta  Torunia Wojc iech  G roc how sk i  oraz rek torzy  uczeln i  to ruń ski ch  i bydgo sk ich .

W  Zjeźdz ie  uczes tn iczy ło  b l isko  700  osób z kraju,  Franc ji ,  Holandi i  i U S A  oraz b io ch em ic y  
po c h o d z e n ia  po lsk ie go  z Bia łorus i,  k tórych  pobyt  na  Zjeźdz ie  był  f in an so wan y przez  S towa rzyszenie  
W s p ó ln o ta  Pols ka  oraz  Komi te t  O rgan izacyjny  Zjazdu.

Uro czys ta  inaugurac ja  Zja zdu  odby ła  się w Auli  Un iw er sy te tu  M. Kopern ika .  Gośc i  powi ta ł  
Pr ze w o d n ic z ą cy  Komite tu  Org an iza cy jn ego  prof,  dr hab.  M ic h a ł  Ko mo szyńsk i .  G o s p o d a r z  U n iw ers y t e tu  
M ik oła ja  K ope rn i ka  Jego  M agni f i cenc ja  Rekt or  prof,  dr  hab.  Jan  K opc e w ic z  w kró tk i m wy s t ąp i en i u  przywi ta ł  
z eb rany ch  oraz  podkreś l i ł  znaczenie  b io chemi i  w n o w o c z e s n y c h  na ukach  b io logicznych .  Nas t ępnie  
przeds tawic ie le  władz  w o je w ó d z k ic h  i mie j sk ich  oraz  rek to rzy  by d g o sk ic h  ucze lni  wygłos i l i  adresy  powitalne .  
W  k o le jn y m  pu nk cie  inaugurac ji  Prezes  Polsk iego  To w a rz y s t w a  B io ch em ic zn eg o  prof,  dr  hab.  Jolanta  
Ba ra ńsk a  przeds taw i ła  os iągnięc ia  To warz ys twa w u p ły w a ją c y m  roku  oraz  wręczy ła  nas tępujące  nagrody:

1 .W Konkurs ie  im. Bron is ł awa Fi l ipowicza  za p opu lar yz ac ję  b iochemi i  —  prof,  d r  hab.  M agda le n i e  F ikus  za 
publ ikac je  po pu la rn o -n a u k o w e  i o rganizac ję  Fes t iw alu  Nauki ,  zaś w yróżnie n ie  prz yp ad ło  prof,  dr  hab. 
Ale ksa ndrz e  Kubic z  za ks iążkę  „Tajemnice  ewoluc j i  m o le k u la rn e j” , P W N ,  1999,

2 . Im. Jakuba  Karo la  Parnasa  za na j le pszą  pracę  d o ś w ia d c z a ln ą  z zakresu  b iochemi i  w y k o n a n ą  w pracowni  
na terenie Polski  —  zespołowi  prof,  dr  hab. Jacka O t l ew sk ie go  za cykl  prac:

„D e te rm ina t io n  o f  a high prec is ion  s t ructure o f  a nove l  protein,  L in u m  us ita t i s sum t rypsin inhib i tor  (LUTI) ,  
using com pu te r - a id ed  a ss ignm en t  o f  N O E S Y  c ro ss - pe aks ” .

J. M ol. Biol. (2000)  302: 1179-1192,  „ N M R  solut ion s t ruc ture  o f  Apis  mel l l i fera  chym otry ps in /c a th eps in  G 
in h i b i to r -1 (AMCI-1 ) :  s t ruc tura l s imi la ri ty  wi th  Ascar i s  p ro t ea se  inh ib i tor rs” . P rote in  Sci. (2000)  9: 976-984 ,  
„ Inhib i t ion o f  six se rine  prote inases  o f  the h u m a n  coagula t ion  sys tem by  mu tan ts  o f  bov ine  pancrea t ic  t ryps in  
inhibi tor” . J. Biol. Chem. (2000)  275: 33 34 6-33352

3.1m. Bo le s ł aw a S ka rżyńs kiego  za na j lepsz ą  pu bl i kac j ę  w 200 0  roku  w „Po s tępach  B io c h e m i i ” —- dr Iwonie  
Grądzkie j  za pracę:  „Apoptoza :  decyz ja  na leży do m i t o c h o n d r i u m ” P o s tęp y  B io ch em ii  2000  (1) 2-16.

N a g ro d ę  za n a j le pszą  pracę  z chemi i  i b ioch emi i  k w a s ó w  n u k le in o w y c h  p rz y z n a w a n ą  przez  Sekc ję  K w a s ó w  
N u k le in o w y c h  Zarządu  G łó w n e g o  P T B io ch  i f i rmę Sig m a  Aldr ich  o t rzyma ł  dr  Janusz  M. Bujn ick i  za pracę:  
„ P hy lo geno m ic  ana lysis  o f  16S rRNA:  (guani ne -N 2)  methyl t r ansfer ases  sugges ts  ne w  fami ly  m e m b e r s  and  r e ­
veals  h igh ly con se rve d  moti f s  and  a d o m a in  s tructure s imi la r  to o ther  nuc leic  acid am in o- m e th yl t r ans fe ra se s” . 
FASEB J. 2000  14, 2365-2368.

N a g ro d ę  w ręczy ł  pan  dr Maciej  Ma r l ew ski  —  p rz eds ta wic i e l  S igma-Aldr ich .
Część  n a u k o w ą  z jazdu za in auguro w a ł  w yk ła d  prof.  dr  hab.  Mar iusza  Jaskó lsk ie go  „ W y m ia n a  d o m e n  

s t ruk turalnych ja k o  m e c h a n iz m  o l igomeryzac j i  b i a ł ek ” , w  k tó ry m  w c ie kaw y sposób  p rzeds ta w io no  na jnow sze  
po gl ądy  na  m o leku lar ne  m e c h a n iz m y  p ro cesó w  zw ią z a n y ch  z pa to lo g ią  k o n f o r m a c y jn ą  białek.  Ko nc e r t  
muz yki  kamera lne j  s p on so row any  przez  f i rmę Ap p l ie d  B io sy s t em s  oraz  la mp ka  wi na  z prz eką sk am i  
uf u n d o w a n e  przez  innych  spo ns or ów  za ko ńczy ły  i naugur ac ję  Zjazdu .

Ob ra dy  Zjazdu  o d by w a ły  się w mias teczku  u n iw e r sy t e c k im  na  Bie la nac h  przez  trzy dni  robocze .  N a  
p ro g ram  Zjazdu  z łożyło  się 14 sesji n a u k o w y c h  p o ś w ię c o n y c h  n as t ępu ją cym  zagadnien iom :

M e c h a n iz m y  różni cow an ia  ko m ó rek  
Mo lekul arne  m e c h a n iz m y  n o w ot w or zen ia
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Usz k o d z e n ia  i na p ra w a  D N A
Puryn y i p i rym id yny  w transmisj i  in formacj i
R ecepto ry  i t ransmis ja  sygnał ów  w kom ó rk a c h  rośl innych
Steroidy  w regulac j i  n iek tórych  sz laków meta bol icznych
Rola  s truktury  w ak tywnośc i  b iałek
Bi o ch em ia  w  obronie  ś rodowisk a
Agro b io tec hno lo gi a
M ięśn ie  —  meta bol izm,  defek ty  gene tyczne
Dia gnos ty ka  m o lek ularna  w identyf ikac ji  z różn icow an ia  gene ty cznego  
D yd ak ty k a  b io chemi i  
Don ie s ie n ia  różne

a. k w a s y  nu k le in ow e
b. en zy m y
c. receptory  i b łony
d. inne

W  czas ie  obrad  w y g łoszon o  63 wykłady,  147 k o m u n ik a tó w  us tnych  i z ap re zen to w ano  273 plakaty.  
Pr ezent ow ane  na  Zjeźdz ie  wynik i  ba dań  op ub l ik o w an o  w St reszczeniach .  Innymi  w y d a w n ic tw a m i  Zja zdu  były 
dw a  k o m un ik a ty  oraz  obsze rny  P rogr am  Zjazdu.

Sesj i  „A gr ob io t e c h n o lo g ia ” to warzy szył y  zor ga n iz ow ane  przez  Biuro  Informacyjn e  Ży w noś c i  
G enet ycz ni e  M od yf ikow ane j  G M O  we  wsp ó łp ra cy  z Sekre ta r ia tem Zj azdu  warsz ta ty  dz iennikar ske  oraz 
m ło d z i e ż o w e  forum bio technologi i .  W zię ło  w n im  udz ia ł  około  15 dz iennikarzy  i 150 licealistów. In ic ja torem i 
an im a to re m  tych  spotkań  był  prof.  d r  hab.  Toma sz  Twardowski .

W  t rakc ie  obrad  o d byw a ły  się w y k ła d y  sponso ro w an e  f irm M er c k /N o v a g e n  i Quiagen ,  a także 
p rezenta c ja  f i rmy Appl ied  Biosys tems .  W  pr ze rw ach  obrad  była  mo ż l iw ość  zapo zna n ia  się z o fe r tami  firm, 
z w ie dz an ia  Torunia,  wy s łu chani a  ko ncer tu  o r gano w ego  czy udz ia łu  w  spotkaniu  to warzy sk im ,  a po 
z ako ńc ze n iu  Zja zdu  w w y c ie czk ac h  i ogn isk u  z o rg a n iz o w a n y m  poza  Toruniem.

Podczas  Zj azdu  odbyło  się Walne Zebranie  c z ło nk ów  PTB ioc h ,  na  k tó rem  Prezes  Towa rz ys tw a  prof.  
dr  hab.  Jo lan ta  B arań sk a  om ó w i ł a  do konan ia  Za rz ądu  w upływające j  t rzyletniej  kadenc ji  o raz  w yb ra n o  no w e  
wła dz e  To warzys twa.  W  w y n ik u  g ło so w an ia  prof.  dr  hab.  Jolan tę  B a r a ń s k ą  w yb ran o  P rezesem  Towarzys tw a,  a 
w ic e p re z es e m  prof.  dr  hab.  L i l ianę  Kona rską ,  zaś cz łon kam i  Z a rządu  zostal i  ko ledzy:  A d a m  Sze wczyk ,  Teresa 
W eso łow ska ,  M ar ek  Gnia zdo ws ki ,  E d w a rd  B ańko ws ki ,  Mic ha ł  K om os zyń sk i ,  A n n a  Dygas ,  Mar ia  
Ma l ic ka -B ła sz k i ew ic z ,  Mi cha ł  Woźniak ,  Je rzy  Dus zyński ,  Ar tu r  Ja rmoło wski ,  I w on a  Żak ,  Teresa Jakubowi cz ,  
T om asz  Twardowsk i ,  Da r iusz  Chlubek.  Do Komis j i  Rewizyjne j  w yb ran o  kolegów:  M ar tę  S t r y jecką-Zimmer ,  
Barbar ę  G rz e la kow ską-S z t ab e r t  o raz  Zof ię  Sz weyk owsk ą .  W ażn y m  p u n k te m  Walnego  Zebr ani a  by ło  
u c hw a le n ie  rezo luc ji  k ry tykujące j  p rz y j ę tą  przez  Se jm  RP  u s t aw ę  o O r gani zm ach G ene tycznie  
M o d y f i k o w a n y c h  (GMO ).

N a  spotkaniu  k o ń c z ą c y m  Zjazd  ogło szono  wyn ik i  k o n k u r s ó w  o na g rod ę  im. Jan iny 
O pi eńsk i e j -B lau th  dla s tuden tów za  szczególn ie  wa r to śc io we  prace  ba d a w c z e  zg łos zon e  i p r zeds ta w io ne  na 
d o r o c z n y m  Zjeźdz ie  PTB ioc h .  o raz  o nag ro dę  im. W ło d z im ie rz a  M o z o ło w s k ie g o  dla m ło d y ch  b iochemikó w.  
K o m i s j o m  k o n k u r s o w y m  p rzew od ni czy ły  prof.  dr  hab.  M ar ta  S t ry j ecka -Z im m er  i prof.  dr  hab.  Jadw iga  

Gnio t -Szulżycka .
W  p ie rw s z y m  Ko nkurs ie  na g ro d ę  o trzymal i  J. Ko b ie la  i J. Kra je wski  za pracę  „ M ik ro s o m a ln a  

4 - hyd ro ksy la za  es t rad iolu  ja k o  en zy m  o d pow ie dz ia ln y  za  po w st aw an ie  s t resu o k s ydacyj ne go  w 
e k sp e ry m e n ta ln y m  n o w o tw o rz e  ne rk i” , a w yróżnie n ie  przy zn an o  J. Go łęb iewskie j  i P. R o z w a d o w s k i e m u  za 
p racę  „A p o p to za  i ak ty wnoś ć  kaspazy-3  w k o m ó r k a c h  os t eos a rc oma  t r ak to wan yc h  2- m e ty lo es t r ad io le m ” , R. 
D u tk ie w ic z  i A. Czyż  za pracę  „R ola  genu  yhbz  bakter i i  E. co l i”.

W  konku rs ie  im. W ło d z im ie rz  M o z o ło w sk ie g o  p rz yz nano  m a g r o d ę  Jo lanc ie  Wie jak  za  pracę  
„ H o m o l o g  ssaczej  d y n a m in y  u P arem ec ium :  k lonow an ie  i s e k w enc jo no w an ie  ka tal i tyczne j  d o m e n y  
G T P - a z o w e j ” oraz  wyró żn ien ie  An ec ie  Kir i lenko  za p racę  „ A n e k s y n a  VI  j a k o  kana ł  j o n o w y  i n d u k o w a n y  przez  
G T P  —  charak te rys tyk a  oddz ia ł yw ań  p o m ię d z y  nu k le o ty d e m  a b ia łk ie m ” , F i l ipowi  K u k u ls k i e m u  za pracę  
„ E - N T P D a z a  1 (e -api raza)  i E - N T P D a z a  2 (e -ATPaza)  s y n a p to s o m ó w  kory  m ó z g u  w i e p r z o w e g o ” , M ar iuszow i  
M u c h a  za pracę  „Lokal izac ja  m e jo ty cznych  pęknięć  w  sz tuc znych  c h r o m o s o m a c h  d r o ż d ż y ” , Doroc ie  Piękne j  
za p racę  „Eksp re s ja  pod jedno s tk i  P S S T  k o m p le k s u  I zachodzi  w  łubin ie  co na jmnie j  z t rzech  g e n ó w ” , M oni ce
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S a k o w ic z  za pracę  „ A d e n o z y n a  i t ranspor te ry n u k le ozyd ow e  w c u k rz yc y” , S ła w om irow i  W i ś n ie w s k ie m u  za 
p r a c ę  „M utac je  cz te rech  różnych  ge nó w  ujawnia ja  n o w ą  śc ieżkę  sy g n a ło w ą  u c zes tn ic ząc ą  w różnic ow an iu  
p r z y d a t k ó w  sk ór y” .

P oz io m  n a u k o w y  Zjazdu ,  wedł ug  zgodnej  opinii  uczestn ików,  by ł  wysoki ,  a obrady  przeb iega ły  w 
mi łe j  a tmosferze .  O g r o m n a  w tym zas ługa  Komite tu  N a u k o w e g o  Zjazdu  oraz cz ło nkó w  i s y m p a ty k ó w  
T or uńsk ie go  Oddz ia łu  Polsk iego  Tow arzys twa Bioch emicznego .

K oń cząc  to sprawozda ni e  dz iękuję  w szys tk im  ko le go m i ko l eżan k o m  z Instytutu Biologi i  Ogólne j  i 
Mo lekul arne j  U M K  w Toruniu oraz  Z a k ła d ó w  Biochemi i  A ka de m i i  Medyczne j  i A kad em i i  
R oln i czo-Te chniczne j  w By d g o sz czy  za pracę,  od pow iedz ia lno ść  i życz l iwość ,  j a k ą  wykaza l i  podczas  
sp ot ka ni a  po lsk ic h  b io c h e m ik ó w  w Toruniu.

C h c ia łb y m  równ ież  przekazać  po dz ię ko w an ia  sponsorom,  a w szczególnośc i  f i rmo m Sig ma Aldrich ,  
M er ck ,  I C N  B iomed ica l s  oraz App l ied  Biosys tems ,  k tórych  p o m o c  uświe tn i ła  to ruński  Zjazd.

M ich a ł  K o m oszyń sk i

KOMUNIKAT 

23 - 25 września 2002 we Wrocławiu odbędzie się VIII Konferencja Biologii 
Komórki, więcej informacji www.ibmb.uni.wroc.pl/cellbiol/
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WALNE ZEBRANIE POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO
TORUŃ, 13 WRZEŚNIA 2001 R.

REZO LU C JA

U chw a le ni e  u s t aw y z dn ia  22 cze rw ca  2001 r. o o rga niz ma ch  gene tycznie  z m o d y f ik o w a n y c h  ( G M O )  
(Dz.  U. z 25 l ipca 2001 r., nr  76, poz.  811) miało  regul ow ać  w sposób  k o m p le k s o w y  zasady  pracy  w zakres ie  
inżynier i i  gene tycznej  i nowoczesne j  b iotechnologi i ,  mia ło też być z a sa dn ic zym  k rok iem  w k i e runk u zb liżen ia  
naszej  legislacj i  ze s tandardami  Uni i  Europe jskiej .

Z ca łym  nac isk iem w y ra ż a m y  pogląd ,  że polsk ie  pr awo w ty m  zakres ie  winno:
1) sprzyjać  rozw ojo wi  kra jowej  nauki i edukacj i ,
2) wspie rać  t ransfer  technologi i  ze ś rodowisk  na u k o w y c h  do p rze m ys łu  i
3) p r o m o w a ć  rozwój  rodzimej  gospodarki .
Je s te śm y przekonani ,  że u s t awa  z 22 czerwca  2001 r. nie spe łnia  tych warunków .  N a  odwrót ,  jej  

p rzes t rzeganie  ca łkowic ie  zaha m uje  rozwój badań  i ich wdro żen ie  w zakresie  biologi i ,  w  szczególnośc i  
b iologi i  molekularne j  i b iotechnologii .  W  skali  całego  kra ju  us t aw a s tawia  poz a  nawias  społe czny  tysiące  
s tu dentó w i p r a c o w n ik ó w  na ukow yc h ,  k tórzy  t racą  m o żl iw oś ć  edukac ji  na w s p ó ł c z e s n y m  p oz io m ie  i 
sk u teczneg o  p ro w adz eni a  badań  n a u k o w y c h  oraz  bad aw czo -wd ro żen io w y ch .

U s ta w a  w y m u si  ca łk o w i t ą  zm ian ę  p ro g ra m ó w  ksz ta łcenia  w w y ż sz y c h  ucze ln iach ,  un iw ersy te tach ,  
ak ad em ia ch  me dy czny ch ,  ucze ln ia ch  technic znych  i ro ln iczych,  czyniąc p rog ram y  nauczania  przes ta r za łym i  i 
w zw ią zku  z ty m  n iea t rakcyjnymi .  O b a w i a m y  się, że u s tawa odwróci  za in t e r esowanie  mł odz ie ży  od 
na j is to tn ie j szych  św ia to w yc h nur tów  rozw oju  nauki  i będz ie p o w o d e m  dalszej  emigrac j i  na jzdoln ie j sz ych  

ludzi z Polski .
Z ca łą  p e w n o ś c i ą  us tawa  sp ow odu je  m a ł ą  a t rakcyjność  Polski  dla c zo ło w yc h  f i rm 

b i o t echnolog icznych ,  gdyż  prak tycznie  un ie mo ż l iw ia  szybkie pro w adzen ie  badań ,  a t akże spo w od uj e  
ko n iecznoś ć  sk ie rowani a  części ,  i t ak skrom nych,  ś ro dkó w przezn acz onyc h  na na ukę  na  op łacenie  zezwoleń ,  

kaucj i  i ubezp ieczeń .
U w ażam y ,  że rozpo rządzeni a  w y k o n a w c z e  winny  być  o p r acow ane  we w ła ś c i w y m  te rminie ,  nie 

po w o d u ją c  zak łóceń  w proces ie  n a u k o w y m  i dyda kt ycznym,  j a k  rów nie ż  w ro zwo ju  p rzem ys łu  i twor zeniu  

n o w y c h  mie jsc  pracy.
Je s te śm y przekonani ,  że is tnieje konie cznoś ć  nowel izac j i  us t aw y o G M O  w zakres ie  je j  s toso wania  

w odnies ien iu  do zagadnie ń  n a u k o w y c h  przy  pracy  z G M O  grupy  I (o na jmnie j sze j  szk odl iwośc i )  -  w pełni  
wys ta rcza jące  je s t  z aw ia dom ie ni e  i rejestracja,  a nie zezwolenie .  U w a ż a m y  także,  że ko n ieczne  je s t  zwoln ie n ie  
p la có w ek  d y d akt yc zny ch  i b a d a w c z y ch  z opła t  z ty tu łu w n io s k o w a n ia  o zezwolenie .  Wini en  rów n ie ż  ulec 
zmianie  re s t rykcyjny  ton i charak te r  zapisu.

Oczekuje my,  że po lskie  nor m y  pr aw ne  b ę d ą  nie tylko zgo dne  ze s t anda rde m Uni i  Europe jsk ie j ,  ale 

b ę d ą  wspie rać  rozwój  po tenc ja łu  na u k o w e g o  
i go sp oda rc zego  naszego  kraju.
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IGR
PAN

Krajowa Nagroda Naukowa 
z Zakresu Genetyki Roślin 
im. Stefana Barbackiego

2001

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roślin PAN w Poznaniu 
ustanowiła Krajową Nagrodę Naukową z Zakresu Genetyki 
Roślin im. Stefana Barbackiego.

Ideą nagrody jest wyróżnianie młodych naukowców 
zajmujących się genetyką roślin i promowanie osiągnięć, 
będących rezultatem badań prowadzonych w krajowych 
laboratoriach.

Nagroda przyznawana jest od 1994 roku corocznie, przez 
Kapitułę Nagrody, za oryginalne prace badawcze 
udokumentowane publikacją w krajowym lub zagranicznym 
czasopiśmie w okresie ostatnich trzech lat, dotychczas 
nienagradzane.

W roku 2001 nagrodę I stopnia otrzymał 
— dr RO BERT HASTEROK  

(Katedra Anatomii i Cytologii Roślin Uniwersytetu Śląskiego, Katowice)

za: „Badania z zakresu cytogenetyki wybranych gatunków 
z rodzaju Brassica”

Sponsorami funduszu nagród byli: Agencja Własności Rolnej 
Skarbu Państwa — Warszawa, Dom Handlowy Nauki — Poznań, 
PlaniCo Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze w Świętosławiu — Kruszyn, 
Poznańska Hodowla Roślin — Tulce k. Poznania, Hodowla i 
Nasiennictwo Ogrodnicze Nochowo — Śrem

http://rcin.org.pl
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Wskazówki 
dla Autorów

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar­
talnik „Postępy Biochemii" publikuje prace przeglądowe oma­
wiające nowe osiągnięcia, koncepcje i kierunki badawcze w 
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje też noty z hi­
storii biochemii, zasady polskiego słownictwa biochemicznego, 
recenzje nadesłanych książek oraz sprawozdania ze zjazdów, 
konferencji i szkół, w których biorą udział członkowie Towarzy­
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w „Postępach Biochemii" 
mogą mieć charakter artykułów monograficznych (do 20 stron 
tekstu licząc piśmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek­
stu), oraz krótkich not o najnowszych osiągnięciach i poglądach 
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość 
podawanych informacji oraz poprawność cytowanego piśmien­
nictwa. Ujęcie prac winno być syntetyczne, a przedstawione za­
gadnienia zilustrowane za pomocą tabel, rycin: wykresy, schema­
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podział artykułów monograficznych na roz­
działy i podrozdziały, których rzeczowe tytuły tworzą spis treści. 
Zgodnie z przyjętą konwencją rozdziały noszą cyfry rzymskie, 
podrozdziały odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2. Po­
prawność logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno­
znaczność i czytelność. Autorzy przeto winni unikać składni ob­
cojęzycznej, gwary laboratoryjnej, a także ograniczać stosowa­
nie doraźnie tworzonych skrótów, nawet jeśli bywają używane w 
pracach specjalistycznych. Każda z nadesłanych do Redakcji 
prac podlega ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnemu. 
Redakcja zastrzega sobie możliwość skrócenia tekstu i wprowa­
dzenia zmian nie wpływających na treść pracy, deklaruje też go­
towość konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykułu do redakcji jest równoznaczne z 
oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publiko­
wana w innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w „Postę­
pach Biochemii". W  przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ją) 
włączyć do swego artykułu ilustracje publikowane przez auto­
rów prac cytowanych, należy uzyskać i przekazać nam odpo­
wiednią zgodę na przedruk.

Redakcja prosi Autorów o przestrzeganie następujących 
wskazówek szczegółowych:

TEKST: prosimy o nadsyłanie dwóch egzemplarzy wydruku 
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM 
PC. Wydruk powinien być jednostronny z lewym marginesem 
około 4 cm, z zachowaniem podwójnego odstępu między wier­
szami, z użyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W  przypadku sto­
sowania w tekście liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie 
ołówkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i 
nazwisko (a) Autora (ów), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zakładów, w których pracują Autorzy, adres do korespondencji, 
tytuł artykułu w języku polskim i angielskim oraz - w prawym dol­
nym rogu: liczbę tabel, rycin, wzorów i fotografii oraz skrócony 
tytuł pracy, zamieszczany na okładce czasopisma (do 25 zna­
ków).

Strona 1 (tytułowa) zawiera imiona i nazwiska Autorów, 
tytuł pracy w języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści też 
w obu językach, tytuł naukowy każdego z Autorów i ich miejsce 
pracy z adresem pocztowym i adresem e-mail oraz wykaz stoso­
wanych skrótów w porządku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmują tekst pracy, piś­
miennictwo, tabele, podpisy i objaśnienia rycin, wzorów i fotogra­
fii.

PIŚMIENNICTWO: Wykaz piśmiennictwa obejmuje prace 
w kolejności ich cytowania w tekście, zaznacza się je liczbami 
porządkowymi ujętymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26], 
Odnośniki bibliograficzne powinny mieć nową, uproszczoną for­
mę. Sposób cytowania czasopism (1), monografii (2), roz­
działów z książek jednotomowych (3), rozdziałów z tomów serii 
opracowanych przez różnych redaktorów (5) wskazują poniżej 
podane przykłady.

1. H i l d e b r a n d t  GR,  A r o n s o n  N N [1980) Bio- 
chim Biophys Acta 631 : 499-502

2. B o s t o c k  CJ ,  S u m m e r  A T (1978) The Eucary- 
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

3. N o r b e r t h  T, P i s c a t o r  M (1979) W: F r i- 
b e r g  L, N o r d b e r g  G F  V o n  V B  (red) Handbook on the 
Toxicology ot Metals. Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 
541-553

4. D e l e j J ,  K e s t e r s  K (1975) W: F l o r  k i n  M, 
S t o t z  E H (red) Cmprehensive Biochemistry 129B. Elsevier, 
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

5. F r a n k s  N P, L i e b  W R  (1981) W: K n i g h t  C 
G (red) Research Monographs in Cell and Tissue Physiology, t. 7. 
Elsevier, North-Holland, Amsterdam, str. 243-272

ILUSTRACJE: ryciny powinny być zapisane na dyskietce 
jako: *.tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-białe 
(kontrastowe) powinny być wykonane na papierze matowym. Ist­
nieje możliwość wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty 
ponoszą Autorzy. Na rycinach nie należy umieszczać opisów 
słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie wykresów powinny 
być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Decyzję o stopniu 
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. Ilustracji nie należy 
włączać w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerować: 
ryciny noszą cyfry arabskiej, wzory zaś rzymskie. Na marginesie 
tekstu należy zaznaczyć ołówkiem preferowane miejsce umiesz­
czenia ryciny czy wzoru. Słowne objaśnienia znaków graficz­
nych można umieścić w podpisie pod ryciną, rysunkowe zaś je­
dynie na planszy ryciny. Tytuły i objaśnienia rycin sporządza się 
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji należy na od­
wrocie podpisać imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autorów i 
pierwszym słowem tytułu pracy oraz oznaczyć „góra-dół" (ołów­
kiem, na odwrocie). Ze względu na wewnętrzną spoistość arty­
kułu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin i zbiorczych 
tabel na podstawie danych z piśmiennictwa.

Wydruk i załączniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietkę, 
właściwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans­
portu, prosimy przesłać na adres:

Redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii"
Polskie Towarzystwo Biochemiczne
ul. Pasteura 3
02-093 Warszawa

http://rcin.org.pl



K O M U NIK A T Z A R Z Ą D U  G ŁÓ W N EG O  

PO LSK IEGO T O W A R Z Y ST W A  BIO C H EM IC ZN EG O

Pr os im y o w n o s z e n ie  opła t  za sk ładki  cz łon kowsk ie  na  nasze konto  w  P B K  XII I  Oddz .  W arszaw a nr 
11 101 053-411050000371.

Je dno cześn ie  u pr ze jm ie  in formujemy,  że de cyz ją  Za rządu  G łó w n eg o  PT Bio ch .  zos ta ła  zmienion a  
wy so koś ć  sk ładki  cz łonkow ski e j .  W  roku  2002 w yno s i  ona:

dla C z ł o n k ó w  rzeczyw is ty ch  70.- zł.
dla C z ł o n k ó w  s tu dent ów  35.- zł

Członkowie, którzy opłacą składkę członkowską za rok 2002, otrzymają bezpłatną prenumeratę kwar­
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego „Postępy Biochem ii” . M ałżeństwa mogą opłacać: 70.- 
+ 45.- = 115.-zł, otrzymają wówczas jeden egzemplarz „Postępów Biochem ii”.

Po w y ższe  z m ia n y  nie d o ty c z ą  C z ło n k ó w  H o n o r o w y c h  Towarzys twa.  N at o m ia s t  C zł onk ow ie -E m ery -  
ci -  nadal  zwoln ien i  z op ł acan ia  sk ładki  cz łonkowskie j  -  p ł a c ą  za pr en u m e ra tę  „P o s t ęp ó w  B io c h e m i i ” 25.-  zł.

Bib l io tek i  p ła c ą  za  p r e n u m e r a t ę  „ P os tę pów  B io c h e m i i ” w rok u  2002 100.- zł.

POLSKIE T O W A R Z Y ST W O  BIO C H EM IC ZN E  

ZAPROSZENIE

Jeżeli  chc ia ł abyś / chc ia łby ś  zap isać  się na  l istę e -m a i l o w ą  Polsk iego  Tow arz ys tw a  B io ch em iczn eg o  wyśl i j  
e-mai l  na  adres:  i n f o p tb io c h @ n e n ck i . g o v .p l . W  polu  „subjec t  „ um ie ść  swoje  n azw is ko  i im ię  (w takiej  k o le jn o­
ści i bez  po lsk ic h  z n a k ó w  di ak ry ty cznych )  oraz  adres  e-mai lu.  Wysyła jąc  taki  mai l  zga dzasz  się na  to, aby na 
Twój adres e - m a i lo w y  p rz y c h o d z i ł y  in formacje  ZG,  listy p o j edy nczych  lub grup  cz ło nk ów  do ogółu  cz łonków,  
in formacje  z F E B S  o z ja zdach  i k u r sa ch  oraz  mater ia ły  rek lamow e.  Lista będz ie  rozsy łać  ma ter ia ły  k o n t r o lo w a ­
ne przez modera tora ,  k tó r y m  będz ie  A d a m  Szewczyk,  sekretarz Z a rządu  G łó w n eg o  Pol sk iego  Towarzys tw a 
Bio chem icz nego ,  t ak więc  nie będz ie  Ci grozić za lew  śmiec iowej  p ocz ty  i z a w ir u s o w a n y c h  „ a t ta c h m en t ó w ” . 
M a m  nadziej  ę, że tą  d r o g ą  p o p r a w i  się s tan po in fo rm o w a n ia  nasz yc h  c z łonków  o róż ny ch  w yd a rzeni ach  n a u k o ­
wych,  s typendiach ,  k u r sach  i wre sz c ie  o ak tywn ośc i  p os zczegó ln yc h  odd zi a łó w naszego  Towarzys twa.  Być  
mo że  również  „Listy  do b i o c h e m i k ó w ” re d a g o w a n e  przez  p. Teresę W e s o ło w s k ą  b ę d ą  obo k  wers j i  d rukowanej  
ko l po r to wane  przez  n a s z ą  listę. Z a p r a s z a m  także do odw iedzen ia  s t rony w w w  nasz ego  Tow arzys tw a

A d a m  S zewczyk

Sekre ta rz  Za rządu  G łó w nego
Polsk iego  Tow arz ys tw a B i oc he m icznego

http://rcin.org.pl
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