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POZEGNANIE PROFESORA KORZYBSKIEGO

W imieniu Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ze
smutkiem zegnam Profesora Tadeusza Korzybskiego zmarlego w Warszawie 1
marca biezgcego roku.

Profesor Korzybski, wybitny uczony, wychowawca wielu pokolen biochemikdow,
byt honorowym cztonkiem naszego Towarzystwa. Nadanie Profesorowi tej godnosci
bytlo oczywiste i naturalne, nalezat On bowiem do grona Czlonkéw Zatozycieli
Towarzystwa Biochemicznego. W kohcu lat piecdziesigtych i szes$édziesigtych
Profesor Korzybski byt cztonkiem Redakcji Acta Biochimica Polonica. Pod auspicjami
Towarzystwa zainicjowat powstanie Komisji Stownictwa Biochemicznego i stanat na
jej czele. Komisja wustalita reguly polskiego nazewnictwa biochemicznego, ktére
obowigzujg do dzisiaj.

Wspominajgc Profesora Korzybskiego nie sposdob pomingé tak waznego
okresu w Jego zyciu, jakim byla, jeszcze przed wojng, kilkuletnia wspétpraca z
Jakubem Karolem Parnasem, wyktadowcg chemii lekarskiej w Uniwersytecie Jana
Kazimierza we Lwowie. Po wojnie, Tadeusz Korzybski podtrzymywat pamieé¢ osoby
Parnasa i jego stynnej Iwowskiej szkoly biochemii. Profesor Korzybski nalezat do
0s6b, dzieki ktérym Towarzystwo ustanowito nagrode za najlepszag wykonana w kraju
prace dos$wiadczalng z dziedziny biochemii, nazwana nagroda imienia Jakuba
Karola Parnasa.

Profesor Korzybski serdecznie popierat inicjatywe Towarzystwa organizowania
polsko-ukrainiskich konferencji naukowych, nazywanych potocznie Konferencjami
Parnasowskimi. Odbywajg sie one co dwa lata na przemian w Polsce i na Ukrainie,
Pierwsza taka konferencja odbyta sie w 1996 roku we Lwowie. Profesor ubolewat
ogromnie, ze zdrowie nie pozwolito Mu w niej uczestniczy¢.

Na koniec chciatam pozwoli¢ sobie na bardziej osobistg refleksje. Profesor
Korzybski byt recenzentem mojej pracy doktorskiej, ktdra wykonatam w Instytucie
Biologii Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Praca dotyczyta
metabolizmu fosfolipidow i kwaséw tluszczowych. Z tego okresu zapamietatam
Profesora jako krytycznego, ale niezwykle otwartego i serdecznego cztowieka, wielce
pomocnego miodej osobie, jakg wowczas bytam.

Profesor Tadeusz Korzybski pozostanie w naszej zyczliwej pamieci nie tylko
jako naukowiec, ale i Cztowiek.

Czes¢ Jego pamieci

Jolanta Baranska
Prezes Zarzadu Gitéwnego Polskiego Towarzystwa Biochemicznego



Ojciec polskiej penicyliny, cztonek rzeczywisty
Polskiej Akademii Nauk, laureat wielu nagréd na-
ukowych, jeden z zatozycieli i cztonek honorowy
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, profesor
dr hab. med. Tadeusz Korzybski urodzit sie w
Mtawie 4 czerwca 1906 roku. Jego Ojciec, Alojzy
Korzybski, byt cenionym w miescie lekarzem i sza-
nowanym spotecznikiem. Tadeusz wybrat studia me-
dyczne iw wieku osiemnastu lat wstgpit na Wydziat
Lekarski Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
W 1927 roku zostat asystentem, poczatkowo przy
Katedrze Fizjologii, p6zniej Histologii tegoz Uni-
wersytetu, aw 1934 roku, po uzyskaniu dyplomu le-
karza, rozpoczat kilkuletnig asystenture przy Klinice
Chordb Wewnetrznych.

Jeszcze przed uzyskaniem tytutu doktora wszech
nauk lekarskich w 1937 roku Tadeusz Korzybski
nawigzat kontakt z profesorem Jakubem Karolem
Parnasem — kierownikiem Zaktadu Chemii Lekar-
skiej, twércag lwowskiej szkoty biochemii. Mam
przed sobg oryginaty listow profesora Parnasa, adre-
sowanych do Tadeusza Korzybskiego. Dotyczg one
uposazenia iterminu podjecia asystentury w Uniwer-
sytecie Jana Kazimierza. Z listéw tych wynika, ze nie
tylko Tadeuszowi Korzybskiemu, lecz i Parnasowi
zalezato na nawigzaniu wspotpracy. Efekty ich badan
podjetych w roku akademickim 1937/38 znalez¢ mo-
zna juz w wykazie wspd6lnych publikacji z 1938
roku*. W badaniach tych Parnas i Korzybski, pierwsi

w S$wiecie, zastosowali fosforan nieorganiczny wy-
znakowany radioaktywnym izotopem fosforu 32P.
Preparaty fosforanu otrzymywali od G. Hevesego
drogg pocztowg z Kopenhagi. Dzieki sprawnej ibez-
posredniej komunikacji lotniczej miedzy Kopenhaga
a Lwowem preparaty w ciggu kilku godzin docieraty
do laboratorium Parnasa, a radioaktywne prdbki do-
Swiadczalne powracaty do laboratorium Hevesego.
Tam je analizowano. We Lwowie bowiem nie byto
jeszcze wowczas odpowiedniej aparatury.
Zastosowanie radioaktywnego fosforanu pozwo-
litouczonym polskim wyznaczyé¢ szybko$¢ wymiany
reszt fosforanowych ATP i opisac jego role fizjolo-
giczng. G. Hevesy, tworca tzw. znacznikéw izotopo-
wych, otrzymat w 1943 roku Nagrode Nobla. Wcze-
$niej, w 1935 roku, Fryderyk Joliot-Curie dostat te
nagrode za wykrycie radioaktywnego izotopu fosfo-
ru. Polscy uczeni Nobla nie otrzymali. Wspdtprace
miedzynarodowa przerwata wojna. Okupant dazyt
do zniszczenia materialnego, biologicznego i kultu-
ralnego Polski. Wielu uczonych polskich zgineto lub
umarto podczas blisko sze$¢ lat trwajgcej okupacji
profesor
Stanistaw Przytecki. W Moskwie zmart profesor Ja-

hitlerowskiej. W  Warszawie zginat
kub Karol Parnas. Po wojnie ze Lwowa wyjechato
wielu Jego uczniow iw powojennej Polsce tworzyli
nowe o$rodki biochemiczne.

Dr Tadeusz Korzybski, jeszcze we Lwowie,

szybko awansowat: w jesieni 1937 rozpoczat prace



jako asystent, ale parg lat p6Zzniej miat juz tytut do-
centa. W latach 1941-1944 byt kierownikiem pra-
cowni biochemicznej Kliniki Gruzliczej, w latach
1944 i 1945 — kierownikiem Katedry Chemii Orga-
nicznej Lwowskiego Instytutu Medycznego. W paz-
dzierniku 1945 opuscit Lwéw: wyjechat do Krako-
wa, lecz wkrdtce potem znalazt sie w Warszawie i
zostat kierownikiem Pracowni Biochemicznej w
Panstwowym Zaktadzie Higieny i doradcg nauko-
wym przy wytwaérni penicyliny, a pézniej przy
Zaktadzie Antybiotykow Instytutu Przemystu Far-
maceutycznego.

Na przetomie lat 1945/1946 uzyskano w naszym
kraju pierwszy, niekrystaliczny preparat penicyliny.
A Tadeusz Korzybski byt tym, kto zdotat otrzymad
jej pierwszy preparat krystaliczny. W roku 1946,
wraz z profesorem Wiodzimierzem Kurytowiczem
udat sig On do Toronto w celu blizszego poznania
technologii tego antybiotyku. Szczep produkujacy
penicyling, Pénicillium chrysogenum, technologia
byty darem
UNRRA dla Polski. Dar ten zawdzieczamy usilnym

produkcji antybiotyku i aparatura
staraniom dr Ludwika Rajchmana, twoércy i pierw-
szego dyrektora PZH w Warszawie, a po wojnie
przedstawiciela Polski w UNRRA w Waszyngtonie.
W Zaktadach Farmaceutycznych w Tarchominie juz
w 1950 roku uzyskano krystaliczny preparat penicy-
liny. Za uruchomienie produkcji profesorowie
Wiodzimierz Kurytowicz i Tadeusz Korzybski otrzy-

mali woéwczas nagrodg panstwowa Il stopnia.
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W 1955 roku ukazato sig pierwsze wydanie mo-
nografii p.t. ,Antybiotyki. Pochodzenie, Rodzaje i
Wiasciwosci” autorstwa Tadeusza Korzybskiego i
Wiodzimierza Kurytowicza. W dalszych, rozbudo-
wanych wydaniach, wspdtautorem byta tez dr chemii
Zuzanna Kowszyk-Gindifer. Pierwsze polskie wyda-
nie obejmowato okoto 600 stron, drugie — z 1959
roku — juz 1228 stron, a wydanie z 1967 roku —
1740 stron. W miarg rozwoju produkcji antybioty-
kow zaistniata konieczno$¢ przygotowania ich po-
prawnego polskiego nazewnictwa. Stworzyt je pro-
fesor Korzybski. Ukazaty sig tez wydania obcoje-
zyczne Monografii: niemieckie, rosyjskie, angiel-
skie i angloamerykanskie.

W 1954 roku Tadeusz Korzybski zostat profeso-
rem nadzwyczajnym, aw 1966 profesorem zwyczaj-
nym nauk medycznych. W Instytucie Biochemii i
Biofizyki PAN pracowatl w latach 1956-1976. Byt
kierownikiem Zaktadu Biochemii Pordwnawczej i
wieloletnim Przewodniczagcym Rady Naukowej. Bli-
skie kontakty naukowe i kolezenskie Profesora z In-
stytutem trwaty blisko piecdziesigt lat. W latach
1957-1959 byt Redaktorem Kwartalnika ,,Acta Bio-
chimica Polonica”. Byt jednym z cztonkow Zatozy-
cieli Polskiego Towarzystwa Biochemicznego iw la-
tach 1961-1963 kierowat pracami Komisji Stownic-
twa Biochemicznego. Owocem tej dziatalnosci byto
opracowanie tomu p.t. ,Stownictwo enzymoéw”.

W latach sze$¢dziesiatych otrzymat Profesor dwie
nagrody panstwowe za catoksztatt dziatalnosci na-
ukowej. W 1973 roku uchwata og6lnego zgromadze-
nia Polskiej Akademii Nauk zostat wybrany na jej
Cztonka Rzeczywistego.

Na emeryturg profesor Korzybski przeszedt w
styczniu 1977 roku. Jego kontakty z uczniami pozo-
staty zywe itrwate. Zmart 1marca 2002 roku w War-
szawie przezywszy 96 lat. Po uroczystej mszy w Ko-
Sciele pod wezwaniem $w. Andrzeja Boboli w War-
szawie odbyt sie wzruszajgcy pogrzeb w Mtiawie,
gdzie jest grob Jego Rodzicow. Zegnato Go tam
spoteczenstwo dorostych i miodziez szkolna, dla
ktérej ustanowit stypendium imienia Korzyniskich.
Corocznie ze stypendium moze korzystaé Kkilkoro
zdolnej mtodziezy z rodzimej Mitawy, by ksztatci¢
sie w ktérejs ze szkét wyzszych w kraju.

Tadeusz Korzybski byt cztowiekiem szeroko i
gteboko wyksztatconym. Znat kilka jezykéw. Wiele
czytat. Pamietam Go w kuluarach Filharmonii roz-
mawiajgcego z moim szefem, profesorem Witodzi-
mierzem Niemierkg: wspominali z ozywieniem
wczedniejsze wykonania granych tego wieczoru
utworéw. W domu, czesto Tadeusz siadat do pianina
— w warszawskich mieszkaniach miejsca na forte-



pian na ogo6t nie ma — igrywat, niekiedy przez kilka
godzin, najcze$ciej Bacha. Przebywat wtedy w in-
nym, lepszym S$wiecie.

Miat wspaniatg pamiec ibardzo ciekawie opowia-
dat. Budzit zaufanie. Pobudzat do myslenia. W 1984
roku — w stulecie urodzin Jakuba Karola Parnasa —
profesor Tadeusz Korzybski przywrécit spoteczno-
§ci polskich biochemikéw pamieé o swym wielkim
Nauczycielu. To dzieki profesorowi Korzybskiemu
w 1985 roku podczas zjazdu w Krakowie odbyta sie
sesja biograficzna, w 1996 roku pierwsza pol-
sko-ukrainska konferencja Parnasowska we Lwo-
wie, w ktorej Profesor nie mdgt juz uczestniczyé.

W siedemdziesigtym roku zycia Profesor zdat eg-
zamin na prawo jazdy ijeszcze kilkanascie latjezdzit
— bezwypadkowo — po drogach Polski i Europy. Z
wycieczek tych przywozit nie tylko fotografie, lecz
takze wtasnoreczne, znakomite, szkice zabytkdw,
ktore Go szczeg6lnie zafascynowaty. Pamietam wy-
stawe tych szkicow w lokalu Warszawskiego Klubu
Inteligencji Katolickiej. Pamietam tez swoje zdzi-
wienie, gdy obejrzatam te wystawe. Nigdy bowiem
przedtem nie styszatam o talentach rysowniczych
profesora Korzybskiego.

*Hevesy G., Korzybski T., Parnas J.K. — Badania
nad przemiang kwasu adcnilowego w ustroju zwie-

rzecym (1938), Spraw. Tow. Nauk., Lwoéw, 18,
112-113; Korzybski T., Parnas J.K. — Uber Abbau
und Wiederaufbau der Adenylsaure im Warmblii-
termuskel (1938), Z Physiol. Chem. 255, 195-204;
Korzybski T., Parnas J.K. — Observation sur les éc-
hanges des atomes du phosphore renfermés dans I’-
acide adénosinetriphosphorique, dans I’animal
vivant, a I’aide du phosphor marqué par du radiopho-
sphore 32P (1939), Bull. Soc. Chim. Biol., 21,
713-716

Post scriptum

Serdecznie dziekuje Kolezankom: prof. prof. Jo-
lancie Baranskiej, Lilianie Konarskiej i Zuzannie
Kowszyk-Gindifer oraz Koledze prof. Wtodzimierzo-
wi Zagdrskiemu za udostepnienie materiatéw biogra-
ficznych ibogatych w refleksje wspomnien, z ktérych
korzystatam przygotowujgc powyzszy tekst o zyciu i
zastugach Profesora Tadeusza Korzybskiego.

Szczegdlnie serdecznie dziekuje pani Marii Ko-
rzybskiej za zgode na mojag wizyte w Piasecznie, za
piekne fotografie do reprodukcji w kwartalniku ,,Po-
stepy Biochemii” oraz za cenne uwagi dotyczgce
opracowanego przeze mnie tekstu.

Zofia Zielinska
23/24 kwietnia 2002
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ARTYKULY

Eukariotyczne |
CpnoO typu Il

archebakteryjne biatka opiekuncze

Eukaryotic and Archaeal Chaperonins of Group Il

JERZY OSIPIUK

Spis tresci:

I. Wprowadzenie

Il. Budowa biatek opiekuriczych Cpn60 typu Il

I1l. Mechanizm zwijania biatek przez biatka opiekunicze
Cpn60

IV. Specyfika wyboru substratéw przez biatka opiekuncze
Cpn6O typu Il

V. Rozwéj ewolucyjny biatek opiekuficzych CpndO typu Il

I. Wprowadzenie

Biatka opiekuncze, zwane tez czaperonami (ang.
chaperones, prace przegladowe: [1, 2]), sg uwazane
za biatka niezbedne w kazdym zywym organizmie.
Gtoéwng rolg tych biatek jest zapobieganie nie-
pozadanym oddziatywaniom miedzy niewtasciwie
zwinietymi biatkami i wspomaganie wtasciwego
zwijania biatek. Tylko niektére biatka wykazujg
zdolnos$é samoistnego zwijania, czyli przyjmowania
biologicznie aktywnej struktury przestrzennej. W
warunkach naturalnych wptyw na przebieg zwijania
biatek majg rowniez zmiany temperatury, sktad $ro-
dowiska drobnoczgsteczkowego jak iniespecyficzne
oddziatywania z biatkami wystepujagcymi w wyso-
kich stezeniach wewnatrz komoérek. Oprdcz pomocy
w poprawnym zwijaniu biatek, biatka opiekuncze
petnig role ré6wniez w ochronie biatek przed czynni-
kami stresowymi, uczestniczg w ich transporcie mieg-
dzy organellami komérkowymi, a takze w degradacji

Dr; EURX sp. z 0.0., ul. JaSkowa Dolina 29, 80-286 Gdansk, tel.:
(0-58) 345 2155, e-mail: osipiuk@ eurx.com.pl
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Contents:

I.  Introduction

Il. Structure of chaperonins of the group 11

I11. Mechanism of protein folding by chaperonins

IV. Substrate specificity of chaperonins of the group Il
V. Evolutionary origins of chaperonins of the group 11

niepozadanych biatek. Te wszystkie procesy sg bar-
dzo wazne dla funkcjonowania zywych organizmoéw.

Prawidtowo zwiniete biatka majg hydrofobowe
reszty aminokwasowe umieszczone we wnetrzu swo-
ich struktur. W przypadku biatek nieprawidtowo
zwinietych i nowosyntetyzowanych, reszty hydrofo-
bowe wystepujg na ich powierzchni. Biatka opiekun-
cze rozpoznajg wyeksponowane reszty hydrofobowe
i oddziatujg z nimi. Stabilizuje to strukture biatek-
substratow, chronije przed agregacjg iizoluje od oto-
czenia. Taka sytuacja sprzyja prawidtowemu prze-
biegowi zwijania biatek. W skrécie, dziatanie biatek
opiekunczych polega na zapewnieniu czasu i warun-
kow do niezaktéconego i wihasciwego zwiniecia
biatek wedtug zasad termodynamiki. Wspomniany
powyzej mechanizm dziatania biatek opiekunczych
charakteryzuje sie szerokim spektrum substratow. Z
tego wzgledu biatka opiekuicze nie mogg by¢ uwa-
zane za enzymy w klasycznym znaczeniu, wedtug
ktérego powinny one wykazywaé¢ duzg specyficz-
nos$¢ katalizowanej reakcji, jak i doboru substratow.
Ponadto nalezy zaznaczy¢, ze wynikiem dziatania
biatek opiekunczych nie jest przeprowadzenie okre-
Slonej reakcji chemicznej, ajedynie zmiana struktury
przestrzennej substratu, ktdra nadaje aktywnos$¢ bio-
logiczng nowosyntetyzowanym biatkom iprzywraca
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te aktywnos$¢ w przypadku nieprawidtowo zwinie-
tych substratow.

Biatka opiekufAcze dzielimy na rodziny wedtug
ich masy. Jedng z rodzin biatek opiekunczych sa
biatka Cpn6O (ang. chaperonins, prace przegladowe:
[3, 4]) zbudowane z meréw o masie okoto 60 kDa.
Wykazano, ze biatka te sg nieodzowne do poprawne-
go zwijania innych biatek we wszystkich temperatu-
rach.

Il. Budowa biatek opiekuniczych
Cpn6O typu Il

Biatka Cpn6O maja charakterystyczng postaé cy-
lindra ztozonego z dwdch potgczonych pierscieni
(Ryc. 1A, B). Kazdy z tych pierScieni zawiera wew-
netrzng komore zdolng pomiesci¢ biatka o masie do
60 kDa [5, 6] i stwarzajgcg warunki sprzyjajace zwi-
janiu biatek. Rozrézniamy dwie podgrupy biatek

B

>

Cpno60O. Pierwszg z nich tworzg biatka okreslane jako
biatka CpndO typu |, ktére wystepujg w bakteriach
oraz eukariotycznych mitochondriach i chloropla-
stach. Przyktadem biatka z tej podgrupy jest biatko
GroEL z bakterii Escherichia coli [7-9], ztozone z 14
jednakowych podjednostek o masie 57 kDa kazda.
Jest to biatko szoku termicznego, co oznacza, ze jego
ilos¢ w komaérkach znacznie wzrasta w odpowiedzi

POSTEPY BIOCHEMII 47(4), 2001

na podwyzszenie temperatury powyzej wartosci fi-
zjologicznej. Jest ono rowniez okre$lane jako Hsp60
(ang. heatshockprotein). Gtdwnym kofaktorem tego
biatka jest inne biatko szoku termicznego, biatko
GroES (HsplO), wystepujgce w formie pierscienia
sktadajgcego sie z siedmiu podjednostek o masie 10
kDa kazdy.

Biatka Cpn6O typu Il, bedace tematem tej publika-
cji, sa biatkami opiekunczymi wystepujagcymi w ar-
chebakteriach i w cytosolu organizméw eukariotycz-
nych. Biatka te noszg wiele nazw, jak: TF55 lub ter-
mosom (ang. thermosome) w przypadku archebakte-
rii oraz C-cpn (cytosolowe biatko Cpn), TCP-1 (ang.
t-complexpolypeptide), TRiC (ang. TCP-1 ring com-
plex) i CCT (ang. chaperonin containing TCP-1) w
przypadku biatek eukariotycznego cytosolu. W nie-
ktorych organizmach, jak np. w archebakteriach Met-
hanococcus jannashii, biatka tej podgrupy tworza

kompleksy ztozone z jednakowych monomeréw

elastyczna

. .— Wwypustka

domena gbérna

domena srodkowa
Ryc. 1. Budowa biatek Cpn6O typu Il
opracowana na podstawie
biatka
termosomu z Thermoplasma
acidophilum w formie za-
mknietej (forma odpowia-
dajaca Ryc. 2 A i F). Rycine
wykonano przy pomocy pro-

domena

przyrc')wnikowa struktury atomowej

gramu Molscript [46] na

2R podstawie  wspdtrzednych
DY I1A6D.pdb. A) Widok bocz-
J »'3:5“* ny pokazujacy podwéjny

NS ?}’3}:{;» D pierscien biatka. Jeden z 14
\‘)} - monomer6éw biatka zostat
/'11 't\‘c wyttuszczony. B) Domeno-

= /,'f: 7 wa budowa podjednostek
Yoo, 2! biatek CpnoO. C) Widok z

géry na czasteczke biatka
Cpndé0. D) Widok z géry na
domene szczytowg w jed-
nym z biatka

Cpn60.

pierscieni

[10]. Jednakze, najczesciej biatka te sktadajg sie z 16
podjednostek, po 8 podjednostek w kazdym z piers$-
cieni. Wyjatek stanowi biatko TF55 z archebakterii
Sulfolobus, ktére sktada sie z 2 pierscieni po 9 pod-
jednostek [12-14], Organizacja podjednostek w pier-
Scieniach nie jest przypadkowa. Kazdy pierscien eu-
kariotycznych biatek Cpn6O typu Il zawiera po jed-
nej z 8 réznych podjednostek o masach 55-60 kDa w
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Scisle okreslonym porzadku [11, 15]. W biatkach ar-
chebakteryjnych zwykle wystepujg 2 rodzaje pod-
jednostek, ktore sg utozone naprzemiennie [4, 16].
Jak dotagd nie wyjasniono organizacji struktury
biatek Cpn60 z archaebakterii Sulfolobus. Zbudowa-
ne sg one z 2 pierscieni zawierajagcych po 9 monome-
row 3 réznych podjednostek. Mozna przypuszczac,
ze wystepuje w nich okreslone uszeregowanie 3 roz-
nych podjednostek, ktore jest trzykrotnie powtorzo-
ne w kazdym z pierscieni.

Z biatkami Cpno6O typu Il oddziatuja biatka opie-
kuncze GimC (znane réwniez jako ang. prefoldin)
[17-20], Nie zawierajg one elementéw homologicz-
nych znanych biatek bakteryjnych. Substratami obu
biatek opiekunczych, Cpn6O i GimC, jest wiele
biatek cytosolowych, jednakze dominujaca grupe
substratow stanowig aktyny itubuliny, bedace gtow-
nymi sktadnikami eukariotycznego cytoszkieletu
[5].

Struktura podjednostek biatek Cpn6O na poziomie
atomowym zostata doktadnie poznana na podstawie
badan krystalograficznych biatek GroEL z bakterii
Escherichia coli [7, 9] i termosomu z archebakterii
Thermoplasma acidophilum (Rye. 1) [16]. Wykazaty
one podobng konstrukcje pojedynczych podjedno-
stek sktadajgcych sie z trzech domen: szczytowej
(ang. apical), tagcznikowej (ang. intermediate) i row-
nikowej (ang. equatorial) (Ryc.IB). Domena réwni-
kowa odpowiada za wiekszo$¢ oddziatywan
wewnatrz pierscieni biatek CpndO, jak i pomiedzy
nimi. Na gornej powierzchni tej domeny po wew-
netrznej stronie komoér biatka i w poblizu domeny
tacznikowej znajduje sie miejsce wigzania ATP, kto-
rego hydroliza jest niezbedna do aktywnosci biatka
opiekunczego. Domena szczytowa stuzy do wiazania
substratow i podlega znacznym zmianom konforma-
cji podczas zwijania biatek-substratow. Struktura
przestrzenna obu typow biatek CpndéO jest niemal
identyczna. R6znig sie one gtownie obecnoscig ela-
stycznej wypustki ztozonej z 33 aminokwasow i
znajdujacej sie w szczytowej domenie biatek typu Il
(Ryc.I1B) [16]. Wypustka ta prawdopodobnie zaste-
puje biatko GroES, ktére ma za zadanie zamykanie
komory biatka GroEL gdy wewnatrz znajduje sie
substrat.

I1l. Mechanizm zwijania bialek przez biatka
opiekunhcze CpndéO

Na podstawie badan krystalograficznych i mikro-
skopii elektronowej w niskich temperaturach udato
sie wykry¢ 3 formy konformacyjne biatek CpndO
[22-24], Sg to forma otwarta, otwarto-zamknieta (w
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formie pocisku) i zamknieta (Ryc.2). W znaczgcym
stopniu przypominajg one konformacje biatka Gro-
EL [9, 25], Zatem przypuszcza sig, ze forma otwarta

Ryc. 2. Rekonstrukcja struktury czasteczki biatka Cpn6éO na podstawie
wynikéw badan za pomocg mikroskopii elektronowej w niskich
temperaturach. A) i B) — formy otwarte, C) i D) — formy
otwarto-zamkniete, E) i F) — formy zamkniete. Ryciny A, Ci E
pokazuja rekonstrukcje biatka w rzucie uko$nym akcentujacym
zmiang wymiaré6w otworu komory biatka CpnéO (rycina A
wzgledem E). Ryciny B, D i F przedstawiajg przekroje rekon-
strukcji czasteczki biatka. Reprodukcja zostata wykonana za
zgoda dr Helen R. Saibil [20].

odpowiada biatkom Cpn6O bez zwigzanego nukle-
otydu. Otwér wejsciowy do komdr biatka w tej for-
mie jest znacznie rozszerzony, co ulatwia przytacze-
nie substratu majgcego ulec zwijaniu. Forma za-
mknieta za$ jest biatkiem ze zwigzanymi nukleoty-
dami i moze zawieraé substrat wewnatrz komor. For-
ma otwarto-zamknieta jest forma posrednig. Wyste-
puje w niej jeden pierScier ze zwigzanymi nukleoty-
dami, adrugi bez nukleotyddéw. Prawdopodobnie jest
to forma aktywna w procesie zwijania biatek in vivo
[24],

Dziatanie biatka GroEL jako biatka opiekunczego
zostato stosunkowo doktadnie poznane. Formg ak-
ceptorowg, czyli formg wigzgcg substraty, jest Gro-
EL bez zwigzanego nukleotydu badz ze zwigzanym
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ADP (Ryc.3A) [26, 27]. Biatka o nieprawidtowej
konformacji zwykle wykazujg wyeksponowane hy-
drofobowe reszty aminokwasowe, ktére przytaczajg
sie do hydrofobowych reszt aminokwasowych znaj-
dujacych sie przy otworze komér w domenach szczy-
towych biatka GroEL. Przytgczenie ATP do pierscie-
nia GroEL ze zwigzanym substratem powoduje
uwolnienie substratu (Ryc.3A). Czesto ten typ reak-
cji lub kilkakrotne jej powtorzenie wystarcza aby
substrat przyjat forme natywna [26, 27].
Zaobserwowano réwniez bardziej ztozony proces
zwijania biatek przez GroEL, ktory jest przedstawio-
ny na rycinie 3B [28]. W tym przypadku substrat
przytacza sie do kompleksu GroEL/GroES/ADP od
strony pierscienia GroEL nie majagcego zwigzanego
biatka GroES. Nastepnie, biatko GroES i ATP
przytaczajg sie do pierScienia GroEL ze zwigzanym
substratem. Powoduje to zamkniecie otworu komory
z substratem iprzesuniecie substratu w gtgb komory,
gdzie na skutek zmian konformacyjnych odstaniaja
sie hydrofitowe reszty aminokwasowe biatka GroEL
sprzyjajace prawidtowemu zwijaniu biatek. W wyni-
ku obrotu domen szczytowych o 90° wok6t ich gtédw-
nej osi (przebiegajgcej od podstawy domen do ich
wierzchotka) i odchylenia o 60° od osi pier$cieni, hy-
drofobowe reszty aminokwasowe wczes$niej wigzace
substrat uczestniczg w wigzaniu biatka GroES [9,
28], Te zmiany przestrzenne odpowiadaja prze-
ksztatceniu biatka GroEL z formy otwartej do formy
zamknietej. Zakonczenie cyklu nastepuje po hydroli-
zie ATP, ktéra powoduje odtgczenie biatka GroES od
biatka GroEL iuwolnienie substratu zkomory czape-
ronin. Przemiany te umozliwiajg przytaczenie Gro-
ES i ATP do przeciwlegtego pieréScienia GroEL. Czas
hydrolizy ATP, wynoszacy w tej reakcji okoto 15 se-
kund [2], daje czasteczce biatka mozliwos$¢ przyjecia
poprawnej konformacji w czasie, gdy pozostaje ono
wewnatrz komory GroEL. Po kolejnej hydrolizie
ATP, ewentualnie po odtgczeniu ATP i nastepnie
przytagczeniu ADP, biatko GroEL jest gotowe do
przyjecia nastepnego substratu. W przypadku wiek-
szosci substratow, opisany powyzej cykl zwijania
musi by¢ wielokrotnie powtdrzony aby zwijane
biatko przyjeto prawidtowg konformacje [28, 29].
Jest bardzo prawdopodobne, Zze dwie komory
biatka GroEL moga pracowac jednoczes$nie, gdy kaz-
da z nich uczestniczy w innym etapie procesu zwija-
nia (Ryc. 3C). W sytuacji gdy po hydrolizie ATP do
ADP zwiniety substrat pozostaje jeszcze w komorze,
przeciwlegty pierscien GroEL jest w stanie zwigzaé
nastepny substrat. Tak zapoczatkowana akcja biatka
GroEL pozwala na przebieg zsynchronizowanych

POSTEPY BIOCHEMII 48(2), 2002

-0
rl
\

Ryc. 3. Schemat objasniajacy dziatanie biatka opiekuniczego GroEL.
A) Schemat zwijania biatek poprzez cykle wigzania i uwalnia-
nia substratu spowodowanego wigzaniem ATP przez GroEL. B)
Schemat zwijania biatek wewnatrz komér biatka GroEL wyko-
rzystujacy kompleks biatkowy GroEL-GroES i hydroliza ATP.
Kompleks GroEL-GroES-ADP jest akceptorem nieprawidtowo
zwinietych biatek. Po przytaczeniu substratu, komora biatka
GroEL jest zamykana przez biatko GroES. Uwolnienie substra-
tu z komory nastepuje po odtgczeniu sie biatka GroES spowodo-
wanego hydrolizg ATP. C) Schemat zwijania biatek wykorzy-
stujacy jednoczes$nie obie komory biatka GroEL. Oba cykle
zwijania substratow przebiegaja jednocze$nie, jednakze na in-
nych etapach procesu wg schematu analogicznego do pokazane-
go na rysunku B. W celu uzyskania przejrzystosci, opis procesu
zwijania biatek zostat uproszczony w poréwnaniu do rysunku B.

cyklow zwijania biatek jednocze$nie w obu komo-
rach GroEL [28],

Pomimo szeregu prac dotyczacych zwijania
biatek przez biatka Cpn60 typu Il [22-24, 30-32], jak
dotad nie udato sie w petni opisac tego procesu. Wie-
kszo$¢ doniesien wykazato znaczne podobieristwo
mechanizméw dziatania biatek Cpn60 typu Il oraz
biatka GroEL. Gtowng rdznicg jest obecnos$¢ ela-
stycznej wypustki w biatkach typu Il, ktéra zamyka
komory biatek Cpn60 typu Il i zastepuje biatko Gro-
ES [23]. Poza tym zaobserwowano mniejsze skrece-
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nie domen szczytowych tych biatek w poréwnaniu ze
strukturg biatka GroEL i wynosi ono okoto 40° dla
obrotu wokot gtdwnej osi domen i 30° dla odchylenia
od osi pierscieni [15].

1V. Specyfika wyboru substratow przez
biatka opiekuricze CpndO typu Il

Poczatkowo uwazano, ze jedynymi substratami
biatek Cpn6O w eukariotycznym cytosolu sa aktyny i
tubuliny [4, 33, 34], Jednakze niedawno wykazano,
ze 9-15% wszystkich nowosyntetyzowanych biatek
cytosolowych o masach w granicach 30-60 kDa ule-
ga immunoprecypitacji wraz z biatkami Cpn60 [5].
Ws$rdd opisanych substratéw byty biatka takie jak
miozyna Il, biatka kapsydéw wirusowych, biatko su-
presorowe nowotworow Hippela-Landaua (VHL) i
lucyferaza $wietlikow [4, 5, 35-37]. Zadne z tych
biatek nie wystepuje w prokariontach ijak dotad nie
stwierdzono by substraty te mogty by¢ zwijane przez
bakteryjne biatka Cpn60O. Sugeruje to mozliwos¢, ze
jedynie eukariotyczne biatka Cpn6O sg w stanie
wspomagac¢ zwijanie substratdw pochodzenia euka-
riotycznego.

Pomimo faktu oddziatywania eukariotycznych
biatek CpnéO z wieloma substratami, to ich gtéwny-
mi podmiotami dziatania sg biatka cytoszkieletu: ak-
tyny itubuliny. Biatka te po utracie natywnej struktu-
ry moga zwijaé sie samodzielnie w obecnosci same-
go ATP. Jednakze proces ten jest mato efektywny.
Biatko GroEL moze wigzac¢ nieaktywne formy akty-
ny P itubuliny a, a nastepnie uwalniaé¢ je w reakcji
zaleznej od ATP. Uwalniane produkty nie sgjednak
prawidtowo zwiniete [38], Inaczej jest w przypadku
eukariotycznych biatek CpnéO typu II, ktére z po-
mocg swoich kofaktorow jak biatko GimC, sg zdolne
do zwijania tubulin i aktyn. Jedynie w wyniku
biatek
Cpn6O typu Il, wspomniane substraty staja sie w

dziatania eukariotycznych opiekurniczych
petni aktywne biologicznie [4, 11],

Doktadnych informacji o charakterze oddziaty-
wan eukariotycznych biatek CpnéO z substratami do-
starczyty badania wykorzystujgce mikroskopie elek-
tronowg w niskich temperaturach. Wykazaty one, ze
aktyny a wigza sie do biatek Cpn6O w poblizu otwo-
ru ich komor w scisle okre$lony spos6b. Mniejsza
domena aktyn (zawierajgca poddomeny 1i ll) wigze
sie z podjednostkg 8 czaperonin za$ wieksza domena
aktyn (zawierajaca poddomeny Il i 1V) z podjed-
nostkg P lub ¢ (Ryc. 4A) [39, 40]. Analogiczne bada-
nia wykazaty, ze tubuliny wiazg sie jednocze$nie z 5
podjednostkami biatek CpndO [41], Wigzanie to za-
chodzi oddziatujacych

na wiekszej powierzchni
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Ryc. 4. Specyfika oddziatywania eukariotycznych biatek Cpn6O z akty-
nami (A) itubulinami (B). Biatka-substraty tgczg sie swoimi do-
menami w poprzek pierscienia z okreSlonymi podjednostkami
biatka Cpn6O. Powoduje to ,rozciggniecie” biatek wewnatrz ko-
mor biatka Cpn6O, co utatwia zwijanie sie czeSciowo rozdzielo-
nych domen substratu. Litery na obwodzie pier$cienia odpowia-
daja nazwom podjednostek eukariotycznych biatek CpnéO.

biatek niz w przypadku wigzania z aktynami i pokry-
wa obszar od podstawy domen szczytowych po ela-
styczng wypustke. Poza tym zaobserwowano wyra-
Zne zacies$nienie otworu komory w domenach szczy-
towych biatek Cpn6O podczas wigzania tubulin, co
nie wystepowato przy wigzaniu aktyn [39, 41], Wie-
ksza powierzchnia oddziatywan tubulin z biatkami
Cpn6O typu Il, niz jest to w przypadku aktyn, $Swiad-
czy o wiekszej specyfice isile oddziatywan. Moze to
oznaczaé, ze pierwotnie tubuliny byty gtéwnym sub-
stratem biatek CpndO, za$ aktyny dopiero pdzniej do-
stosowaty sie do istniejgcego juz aparatu biatek opie-
kuriczych rodziny Cpn6éO. Immunoprecypitacja pod-
jednostek biatka Cpn6O ze zwigzanymi tubulinami i
znajomos$¢ budowy pierscieni biatka ujawnity 2 for-
my oddziatywan tubulin (Ryc. 4B) [41], Jednakze
nie byto mozliwe okreslenie, czy obie formy od-
dziatywan wystepuja podczas jednego cyklu zwija-
nia tubulin czy tez wynikajg z faktu wystepowania
dwodch rodzajow tubulin a i p. Obrazy uzyskane przy
pomocy mikroskopii elektronowej sugerujg mecha-
nizm zwijania aktyn i tubulin. Oba rodzaje biatek-
substratow zbudowane sg z dwoch domen i moga
ulec ,rozciggnieciu” pomiedzy podjednostkami pie-
récieni biatek Cpn6O. W tej postaci domeny substra-
tow roztaczajg sie i pozostajg potgczone jedynie po-
przez waski przegub tancucha aminokwasowego
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(Ryc. 4) [39, 41]. Utatwia to zwijanie cze$ciowo roz-
dzielonych domen substratéw.

Jak dotad, nie ustalono sposobu wyboru substra-
tow przez archebakteryjne biatka Cpn6O. Wykazano
wystepowanie cze$Sci aktywnos$ci biatek opiekun-
czych tj. wigzanie niewtasciwie zwinietych biatek,
ochrone przed czynnikami niszczacymi strukture i
op6znianie ich spontanicznego zwijania [4], Tylko w
jednej pracy opisano aktywnos$¢ zwijania substratow
przez biatka Cpn6O z archebakterii Sulfolobus [42],
Jedng z przyczyn takiej sytuacji sg trudnosci z nisz-
czeniem natywnej struktury archebakteryjnych
biatek-substratow, ktére sg czesto biatkami termofil-
nymi i wykazujg duzg odpornos$¢ na dziatanie typo-
wych denaturantéw. Ponadto jak dotad nie znalezio-
no zadnych kofaktoréw oddziatujagcych z archebak-
teryjnymi biatkami CpnéO (kofaktoréw analogicz-
nych do eukariotycznych biatek wspomagajgcych
biatka CpndO [4, 11]).

V. Rozw0j ewolucyjny biatek opiekunczych
CpnoO typu Il

Jedng z gtéwnych cech odrézniajacych eukarionty
od prokariontédw jest cytoszkielet komérek eukario-

bakterie eukarionty

liny i keratyny. Jak wykazano, proces zwijania aktyn
i tubulin wymaga udziatu biatek CpndéO typu Il [4,
11]. Jedynie w ten sposob aktyny i tubuliny moga
uzyska¢ swa aktywno$¢ biologiczng. Analiza se-
kwencji aminokwasowych aktyn itubulin nie wyka-
zata homologii z jakimkolwiek innym znanym
biatkiem bakteryjnym. Dopiero poréwnanie biatko-
wych struktur przestrzennych, uzyskanych z badan
rentgenograficznych krysztatéw biatek, ujawnito po-
dobienstwo aktyn i tubulin do bakteryjnych biatek
FtsA i FtsZ bioragcych udziat w podziale komorek
bakteryjnych [43, 44],

Uwaza sie, ze biatka opiekuncze Cpn6O oraz
biatka prymitywnego cytoszkieletu wspotwystepo-
waty w pierwszych organizmach eukariotycznych
(Ryc. 5) [34], Nawet u najbardziej prymitywnych eu-
kariontow, jak Giardia lamblia, ktéra nie zawiera
mitochondriow, wystepuje cytoszkielet oraz biatka
CpnéO sktadajgce sie z 8 r6znych podjednostek cha-
rakterystycznych dla eukariotycznego cytosolu [11,
45]. To samo dotyczy hiatka GimC, kofaktora biatek
Cpnd0O, sktadajgcego sie w Giardii z 6 r6znych pod-
jednostek, tak jak u innych eukariontéow [18, 45]. W
przypadku archebakterii, gdzie nie stwierdzono wy-
stepowania cytoszkieletu, biatka Cpn6O wystepuja

archebakterie

yntetyzujace

zwierzeta
EUWarchaeoga

cyjanobakterie

eg)GroELi3)GroES

Crenarchaeot,

Ryc. 5. Hipotetyczny rozwo6j ewolucyjny i po-
dziat systemoéw biatek opiekuriczych ro-
dziny CpndO na tle ewolucji zywych or-
ganizméw w krélestwach: bakterii, eu-
kariontéw i archebakterii. Biatka u pod-
stawy drzewa ewolucyjnego reprezen-
tuja przodkéw obecnych biatek CpndO,
ich kofaktoréw i biatek strukturalnych.
Strzatki pokazujgce utratg gendw przed-
stawiajg braki biatek w okre$lonych kro-
lestwach. Alternatywne drogi ewolucji

FtsA

TRIC/CCT.j*GimC *j aktyny

O Ftsz

- arch. op arch. .
u  tubuliny

Cpn60 Jo GimC

Praorganizm biatka

\
systemy Cpn60 strukturalne

tycznych. Do jego zadan nalezg stabilizacja i zmiana
ksztattu komorek, transport organelli, segregacja
chromosomow oraz skurcze mie$ni. Gtownymi
biatkami sktadowymi cytoszkieletu sg aktyny, tubu-
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biatek sg oznaczone znakami zapytania
np. albo wspélny przodek biatek GimC
ewoluowat tylko w linii eukariotycz-
no-archebakteryjnej albo zostat on utra-
cony w linii bakteryjnej. Rycina zostata
wykonana na podstawie [34] za zgoda dr
F. Ulricha Hartla. (na rycinie zastosowa-
no skrét: arch. = archebakteryjne).

najczesciej jako 16-mery ztozone z dwoéch réznych
podjednostek, a biatka GimC jako heksamery 2 r6z-
nych podjednostek [19]. Z tych faktéw wysnuto
wnioski, ze biatka Cpn6O i GimC zostaty bardzo
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wczesnie wyksztatcone w procesie ewolucji, praw-

dopodobnie jeszcze przed

rozdzieleniem sie kro-

lestw eukariontéw i archebakterii (Ryc. 5) [34], W
p6zniejszym okresie oba biatka ewoluowaty we wza-

jemnej zaleznosci od siebie, jednakze ewolucja ta

przebiegta inaczej w kazdym z krdlestw. Spowodo-

wato to utworzenie dwéch wyraznie réznigcych sie

systemdow biatek opiekunczych w eukariontach i ar-

chebakteriach. Jest bardzo prawdopodobne, Zze prze-

bieg proceséw ewolucyjnych uksztattowat eukario-

tyczne

biatka CpnéO typu Il jako kompleks

sktadajacy sie z 8 réznych podjednostek i dzieki
temu wykazujgcy wysoce specyficzng aktywnos$¢
zwijania biatek cytoszkieletu [34],
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Zjawisko zwijania tancucha polipeptydowego biatek

Folding of the polypeptide chain

EDWARD A. CZURYLO
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Wykaz stosowanych skrotéw: BPT1 — inhibitor trypsyny z
trzustki wotowej; BSE — encefalopatia gabczasta bydta; EGF
— epidermalny czynnik wzrostu; PDI — (ang. protein disul-
phide isomerases) izomerazy dwusiarczkowe biatek; PPlazy
— (ang. peptidyl prolyl isomerases) peptydyloprolylowe izo-
merazy

I. Wprowadzenie

Na poczatku lat 60-tych ubiegtego wieku An-
finsen [1] wykazat, ze aktywnos$¢ biologiczna
biatka nierozerwalnie zwigzana jest z odpowiednig
strukturg przestrzenngjego czasteczek (wspdtczesne
poglady w pracy przegladowej [2]). Strukture taka
czgsteczka przyjmuje spontanicznie (nawet w przy-
padku zredukowania wszystkich jej wewnetrznych
mostkéw dwusiarczkowych), przeto uwaza sie jg za
strukture natywng. Procesjej formowania okre$la sie
skrotowo, jako zjawisko zwijania biatka (tahncucha
polipeptydowego).

Na poczatku lat 70-tych do opisu procesu zwijania
struktury natywnej biatka, w literaturze anglojezycz-
nej, Anfinsen [3,4] zaproponowat termin ,prote-
infolding™, a dla procesu odwrotnego — rozwijania
struktury ,,protein unfolding”. Ten ostatni termin
oznacza odwracalne niszczenie struktury biatka ijest
odr6zniany od terminu ,,dénaturation”, ktoéry ozna-
cza nieodwracalne zniszczenie struktury biatka naj-

Dr hab.; Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego, ul.

Pasteura 3, 02-093 W-wa, tel. 659-85-71, wew. 229; e-mail:
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cze$ciej zwigzane réwniez z agregacjg i wypadaniem
osadu biatek (w komédrce tworzeniem sie ztogow
biatkowych). Terminologia zaproponowana przez
Anfinsena szybko zyskata powszechng akcepta-
cje, na co niewatpliwie miato wptyw przyznanie mu
w 1972 roku Nagrody Nobla za osiggniecia w dzie-
dzinie badan strukturalnych biatek.

Il. Proces zwijania biatek

Pierwsze doSwiadczenia wykazaty, ze proces zwi-
jania struktury biatka jest procesem spontanicznym i
bardzo szybkim, jesli uwzgledni¢ wielko$¢ czaste-
czek biatkowych, ktére w tej reakcji uczestnicza.
Poczatkowo sgdzono nawet, ze jest to proces przejs-
cia pomiedzy dwoma mozliwymi stanami struktural-
nymi (UE> N): stanem catkowicie rozwinietym (cze-
sto mylnie utozsamianym z konformacjg ktebka sta-
tystycznego) i strukturg natywng [5-7]. Stany te, w
okreslonych warunkach, sa stabilne, wiec mozna je
charakteryzowaé¢ na wiele sposobdw zaleznie od do-

stepnosci  metod pomiarowych. Podsumowanie
pierwszego okresu badan przejs¢ (zmian) struktural-
nych w biatkach mozna =znalezé w pracach

przegladowych [8-10]. Znacznie trudniej powie-
dzie¢ co$ o drodze, po jakiej odbywa sie proces zwi-
jania struktury. Badania kinetyki procesu zwijania i
rozwijania struktury fancucha biatkowego pozwolity
stwierdzi¢, ze proces ten czesto odbywa sie za po-
Srednictwem stanéw posrednich, a nawet, ze rézne
czasteczki moga wybierac rézne drogi zwijania [11],
Zatem proces taki mozna opisywac¢ uktadem przejs¢:
Uo lkno N,
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gdzie wskazniki oznaczajg odpowiednio droge, po
ktorej odbywa sie zwijanie istan poSredni, przez kt6-
ry proces ten przechodzi na rozpatrywanej drodze.
Jako przyktad wielotorowos$ci procesu zwijania mo-
zna przytoczy¢ proces odtwarzania mostkow dwu-
siarczkowych w czgsteczce inhibitora trypsynowego
z trzustki wotowej [12-18], BPTI (Ryc.l). Dowol-

|pozostale
| izomery 7 f

bardzo w[
[ ; woino 1l
w pc&nl} [ 1
zreduko+ szybko |
30-51
srednio
szybko | bardzo
*'j szybko

wa roztworu ijego pH, aczasem obecnos$¢ jon6w me-
tali dwuwartos$ciowych, czasteczek organicznych
lub grup prostetycznych (np. hemu). Dlatego opi-
sujac teoretycznie proces zwijania biatka musimy
uwzglednia¢ wszystkie te parametry, czyli opisywacé
ten proces w przestrzeni wielowymiarowej, dlatego
tez czesto mowimy, ze odbywa sie on na wiciowy-

\ 2
30-51 30-51 szybko
S —>| 5-55
5.38 wolno 5.55 |
- | | 14-38
| — |
T wolno natywny
bardzo 8PTl
30-51 wolno

Ryc. 1. Drogi zwijania taficucha czasteczek inhibitora trypsynowego z trzustki wotowej (BPTI) opracowane na podstawie prac cytowanych w tek$cie.
Liczbami, pisanymi czcionka pogrubiong, zaznaczono numery reszt cysteinowych tworzgcych mostki dwusiarczkowe wystepujace w struktu-
rze natywnej, a liczbami, pisanymi czcionka zwykta, zaznaczono mostki nic wystepujgce w strukturze natywnej czasteczek inhibitora. Podano
tez wzgledne szybkosci przejs¢ pomiedzy poszczegdlnymi izoformami strukturalnymi inhibitora.

no$¢ wyboru drogi wida¢ juz na etapie formowania
pierwszego mostka dwusiarczkowego. Okoto 70%
czasteczek inhibitora tworzy pierwszy mostek (po-
miedzy Cys30 i Cys51), ktdry wystepuje w struktu-
rze natywnej i prowadzi do powstania prawidtowej
ich struktury. Natomiast okoto 20% czasteczek inhi-
bitorajako pierwszy tworzy mostek (pomiedzy Cys5
i Cys30), ktéry wprawdzie nie wystepuje w struktu-
rze natywnej, ale pozwala doj$¢ do niej. Pozostate
10% czasteczek inhibitora, jako pierwszy mostek
dwusiarczkowy, tworzy mostki inne od wymienio-
nych, a zaden z nich nie pozwala czgsteczce zwingé
sie w strukture natywna, jednakze po ich rozerwaniu
czasteczki te mogag powrdci¢ na jedng z dwu drég
prowadzacych do celu. Na etapie formowania dru-
giego mostka dwusiarczkowego czasteczki inhibito-
ra moga wybrac¢ jedng z trzech izoform, w ktérych
posiadajg po jednym mostku wtasciwym i jednym
niewtasciwym (patrz Ryc. 1), a izoformy te pozwa-
lajg na dalsze prawidtowe zwijanie czgsteczek inhi-
bitora.

I1l. Energetyka procesu zwijania biatka

Struktura natywna zalezy od wielu parametrow fi-
zykochemicznych, takichjak: temperatura, sitajono-
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miarowej hiperpowierzchni energetycznej. Zgodnie
z prawami fizyki kazda czgsteczka stara sie przyjac
mozliwie najmniejsza energie swobodng, a tak sie
sktada, ze struktura natywna jest stabilng strukturg i
odpowiada jej, jesli nie najnizsza, to bliska naj-
nizszej energia [19-24],

Polipeptydowy tancuch biatka mozna rozpatry-
wac jako kopolimer ptaskich grup peptydowych po-
przedzielany atomami wegla (oznaczonego Ca), od
ktorego odchodzg tzw. tancuchy boczne, lub homo-
polimer tzw. jednostek peptydowych. Wigzania po-
miedzy grupami peptydowymi i wspomnianymi ato-
mami wegla Ca sg wigzaniami pojedynczymi, wokot
ktérych mozliwa jest ograniczona rotacja. To powo-
krétkie
biatkowe moga przyjaé bardzo duzo réznych konfor-

duje, ze nawet stosunkowo tancuchy
macji. Jesli zatozy¢, ze w procesie zwijania spraw-
dzane sg wszystkie konformacje, to dla matego
biatka (o diugosci tancucha rzedu 100 reszt, i przy
mozliwie najkrdtszym czasie zmiany konformacji
rzedu 10'1l s) proces zwijania trwatby dtuzej niz ist-
nieje wszech$wiat. Jest to tzw. paradoks Levinthala
[25], ktéry przekonuje nas o tym, ze zwijanie biatka
odbywa sie nie na drodze statystycznego przeszuki-
wania jego przestrzeni konformacyjnej (wszystkich

dozwolonych konformacji), a na $cisle okre$lonej,

POSTEPY BIOCHEMII 48(2), 2002



krétkiej drodze za posSrednictwem stan6w posred-
nich (Ryc. 2).

Hiperpowierzchnie energetyczng i lezgcg na niej
droge, po ktdrej zwija sie biatko, mozna obrazowo
przedstawi¢ jako chropowatg po-
wierzchnie lejka [26, 27], ktérego przekroj pokazany

wewnetrznag,

jest na Ryc. 2. Szerokos¢ lejkajest proporcjonalna do
ilosci dostepnych konformacji, dla rozpatrywanej
czgsteczki, o zadanej warto$ci energii swobodnej. W
miare jak coraz wieksza cze$¢ reszt aminokwaso-
wych czasteczki biatkowej przyjmuje konformacje

strukturze rozluznionej globuli [28-33],

swobodna odpowiadajgca strukturze rozluznionej

Energia

globuli jest niska itylko nieznacznie wyzsza od ener-

gii odpowiadajacej strukturze (patrz
Ryc. 2).

Badania przejs$¢ strukturalnych prowadzone s za-

natywnej

zwyczaj na matych biatkach o jednodomenowej
strukturze, poniewaz wtedy tatwiejsza jest interpre-
tacja wynikdw. Jesli domena jest niekompletna, to
biatko moze nie osiagnaé stabilnej struktury zbli-
zonej do struktury natywnej (np. rybonukleaza A po-

Energia
L g Kinetyczne
i ;
stany posrednie
tiatko yp Biatko
rozwiniele rozwiniele
U b, ’ Q,
7
Blednie
zwiniete
biatko
Rozluzniona
Struktura globula
. ”mly\ima

— e

Q

Ryc. 2. Zalezno$¢ energii swobodnej od uogdlnionej wspo6trzednej (Q) opisujacej proces zwijania biatka za pomoca tzw. hipotezy lejka. Na rysunku za-

znaczono lokalne minima energii, ktére odpowiadaja kinetycznym stanom pos$rednim, strukturze rozluznionej globuli i btednic zwinietej

czgsteczce biatkowej. Zaznaczono lez globalne minimum odpowiadajgce strukturze natywnej.

natywna, liczba dostepnych konformacji szybko ma-
leje. Zmniejsza sie entropia uktadu. W koncu docho-
dzimy do jednej mozliwej struktury (konformacji) i
to jest wtasnie struktura natywna potozona w najniz-
szej czesci lejka. Zeby byé w zgodzie z prawami fizy-
ki nalezy powiedzieé, ze kazdy atom wchodzacy w
sktad makroczgsteczki biatkowej ma okres$long swo-
bode drgan wokét swego potozenia rownowagowe-
go, a wiec cata makroczgsteczka ma wiele zbli-
zonych do siebie struktur. Zatem struktura natywna
jest strukturg uSredniong i opisywang przez réwno-
wagowe  ulozenie  wszystkich atoméw  ma-
kroczasteczki.

Proces zwijania biatka jest szybki w poréwnaniu z
dostepnymi metodami obserwacji, a stany posrednie
sg niestabilne, krotkotrwate. Jednakze w przypadku
niektorych biatek osiggalny jest stabilny stan posred-
ni, ktéry zwany jest stanem rozluznionej globuli
(ang. molten globule). Poniewaz jest to stan stabilny i

tatwy do obserwacji, wiec czesto méwimy wrecz o
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zbawiona czterech reszt z konca C [34] lub a-lakto-
albumina pozbawiona swej subdomeny P-struktural-
nej [35]). Wieksze biatka mogg tworzy¢ wielodome-
nowe struktury, w ktérych poszczeg6lne domeny
moga zwija¢ sie niezaleznie od siebie, z réznymi
szybkosSciami [36], a czasem domeny sg potgczone
gietkimi fragmentami tancucha (tgcznikami) [37].
Wszystko to utrudnia interpretacje uzyskiwanych
wynikéw pomiaréw. Stad, dalsze rozwazania ograni-
czymy witasnie do biatek jednodomenowych lub ta-
kich, w ktorych przejscia strukturalne we wszystkich
domenach odbywajg sie rdwnoczes$nie i/lub sg wza-
jemnie zalezne.

IV. Schematy opisujace zwijanie ftafncucha
biatkowego

Wiele schematdéw zostato zaproponowanych do

opisu procesu zwijania biatek, a czesto r6zni autorzy
tym samym terminom przypisujg inne znaczenie,
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szersze opisy mozna znalezé w pracach przeglado-
wych [38-44],

Pierwszym pomys$lnie zastosowanym schematem
zwijania/rozwijania biatek byt dwustanowy schemat
[5], ktéry byt prostag konsekwencjg obserwacji A n -
finsen a [1], a wszystkie nastepne schematy to
jego kolejne rozwinigecie (patrz Ryc. 3).

Biatka, ktorych czasteczki zwijane sg po jednej
drodze mozna opisaé schematem sekwencyjnym
(Uo lio o I, # N) [45, 46], ktérego szersze
omdwienie podano w pracach przegladowych [38,
47]. Przechodzg one przez kolejne stany posrednie,
w ktorych przyjmuja $cisle okreslone, jednakowe na
danym etapie struktury.

Jesli pierwsze przejscie (U o 11 w powyzszym
schemacie charakteryzuje sie dtugim czasem przejs-
cia (trwa dtugo), a pozostate przejscia odbywajg sie
szybko, to méwimy o schemacie rosnacego zarodka.
ktory jest decydujacy dla
catego procesu, musi nagromadzi¢ sie odpowiednia

W pierwszym etapie,

liczba molekut, aby proces byt obserwowalny. Nale-

ku szeroko dyskutowano nad hipotezg traktujaca
reszte prolinowa jako jadro (zarodek), od ktérego
rozpoczyna sie proces zwijania tanncucha biatkowego
[51-56]. Hipoteza rosngcego zarodka, zaproponowa-
na przez Brandtsa ze wspo6tpracownikami [57],
przeceniata role reszty prolinowej. Na przyktad, w
czasteczce rybonukleazy A dwie z czterech reszt pro-
bny wystepujag w konformacji cis, a w sasiedztwie
obu w konfiguracji cis wystepujg reszty tyrozyny
[58, 59]. Dodge i Scheraga [60] wykazali, ze
zastagpienie, punktowej mutacji w
czgsteczce rybonukleazy A, reszty Pro wystepujacej
w konfiguracji cis resztg alaninowg powoduje, ze

w  wyniku

reszta alaninowa zmienia swa najczesciej spotykang
konfiguracje trans na cis, a zastgpienie reszty Pro
wystepujacej w konfiguracji trans resztg alaninowa
nie zmienia jej normalnie spotykanej konfiguracji.
Zatem konfiguracja cis jest wymuszana na kazdej
reszcie aminokwasowej, ktéra znajdzie sie¢ w tym
miejscu tancucha polipeptydowego, poniewaz dla lo-
kalnej struktury jest to energetycznie najkorzystniej-

Schemat
dwustanowy

b=
U N

Schemat
sekwencyjny
=0 =
N=7 = 4
U I N
Schemat
rosngcego zarodka
N7 =

Schemat
hydrofobowej zapasci

N

Schemat dyfuzyjno-
zderzeniowo-adhezyjny

" f;ﬂ\\ \‘—,,m?f
Q“

Gt

Schemat
szkieletowy

yle/

\

é._/% ERS S chn

N

Schemat uktadanki
(wielotorowy)

Ryc. 3. Schematy stosowane w kinetycznych opisach zwijania taficuchéw réznych biatek (szczegoty w tekscie).

zy podkreslié, ze mowiagc ojadrze (zarodku) struktu-
ry myslimy o matym elemencie strukturalnym, a w
calym rozwazaniu wazna jest tylko kinetyka procesu
[48-50], W latach osiemdziesigtych minionego wie-
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sza konfiguracja. Nalezy natomiast podkresli¢, ze w
wielu tancuchach biatkowych osobliwe, w poréwna-
niu z pozostatymi aminokwasami, mozliwos$ci zmian
konformacyjnych reszty prolinowej sg wykorzysty-
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wane (patrz w pracy przeglagdowej [61]). Znane s3
przypadki, ze w sgsiedztwie reszty prolinowej na in-
nych resztach mainokwasowych tez moze by¢ wy-
muszana konfiguracji cis [61, 62],

W schematach dyfuzyjno-zderzeniowo-adhezyj-
nym iszkieletowym nie naktadamy zadnych ograni-
czen (warunkdw) na kolejne stany posrednie. Li-
czebnos$¢ stanu przejsciowego zalezy od szybkosci
przejsé. W pierwszym przypadku podkres$la sie pro-
cesy dyfuzji elementéw struktury drugorzedowej,
ktéra doprowadza do efektywnych ich zderzen, a w
konsekwencji do przebudowy lokalnej struktury ja-
kiego$ fragmentu czgsteczki (np. adhezji) [63, 64],
W drugiej hipotezie proces dyfuzji elementow struk-
turalnych jest etapem limitujgcym zwijanie struktu-
ry. W tym przypadku zaktada sie obecnos$¢ kolekcji
elementéw struktury drugorzedowej o okreslonej
wewnetrznej stabilnosci, ktére wejda w sktad struk-
tury natywnej [65-67]. Lgczenie idopasowanie (ang.
docking) tych struktur do siebie jest etapem limi-
tujacym caty proces. Schematy te dopuszczajg wielo-
torowos$¢ procesu zwijania, a ich szczeg6lnym przy-
padkiem jest schemat sekwencyjny (Ryc. 3).

Jesli w biatku do$¢ licznie reprezentowane sg
reszty hydrofobowe to mozliwy jest schemat hydro-
fobowej zapasci [68-70]. Przy duzej liczbie reszt hy-
drofobowych oddziatywania hydrofobowe stajg sie
wiodgcg sitg w procesie zwijania tancucha biatkowe-
go. W takim przypadku dochodzi do gwattownego
wypierania czasteczek wody i polarnych reszt na
zewnatrz czasteczki biatkowej — tworzenia jadra
hydrofobowego, prawdopodobnie poczgtkowo bez
tworzenia elementéw struktury drugorzedowej. W
nastepnym etapie powstajg elementy struktury dru-
gorzedowej, a w kolejnych, znacznie wolniejszych,
etapach, dochodzi do lokalnych przegrupowan i do-
pasowania struktury przestrzennej globuli (Ryc. 3).
Jednym z ostatnich etapdéw tego procesu moze byé
powstanie struktury zwanej rozluzniong globulg [32,
33],

W schemacie uktadanki (ang. jigsaw puzzle) nie
czynimy zadnych ograniczen dotyczacych fazy
poczatkowej procesu zwijania i dodatkowo uwzgled-
niamy wielotorowos$¢ procesu zwijania, czyli czyni-
my wszystko byleby dojs¢ dojedynego celu — struk-
tury natywnej [71-73], patrz Ryc. 3. Wiadomo, ze
proces dopasowywania elementéw zachodzi ptyn-
nie, kiedy poszczeg6lne elementy ukladanki maja
wyrazng kolorystyke, a wtedy schemat sekwencyjny
jest jego szczeg6lnym przypadkiem. Natomiast w
przypadku, gdy kolorystyka elementdw uktadanki
jest zawita, to otrzymywane stany posrednie w kolej-
nych ,,prébach” doktadania elementéw bedg przypo-

POSTEPY BIOCHEMII 48(2), 2002

minaty postepowanie podobne do tych znanych ze
schematdw szkieletowego lub dyfuzyjno-zderzenio-
wo-adhezyjnego. Schemat uktadanki nie pokrywa
przypadkéw opisywanych przez schematy rosngcego
zarodka i zapasci hydrofobowej.

Wiekszo$¢ z powyzszych schematéw zostata
opracowana dla opisu zwijania konkretnych biatek
totez majgone rozny stopien ogo6lnosci i stosowalno-
§ci. Ogblnego schematu zwijania biatek jeszcze nie
opracowano, a z przedstawionych opisow wida¢ jak
ztozonym jest ten proces i jak trudno bedzie taki
schemat opracowac.

Proces zwijania tancucha biatkowego jest proce-
sem bardzo szybkim, np. tancuch anhydrazy wegla-
nowej w 23°C catkowicie zwija sie w ciagu 0,3 s [29,
74], Natomiast tworzenie zwartej, ale jeszcze niena-
tywnej struktury, obserwowane za pomocg zmian
amplitudy dichroizmu kotowego w dalekim UV, trwa
okoto stukrotnie krocej.

V. Drogi zwijania biatek

Rozwiniety taricuch polipeptydowy, umieszczony
w naturalnych warunkach, zawsze zaczyna sie samo-
dzielnie zwijaé. Jego celem jest struktura natywna,
ale czy cel zostanie osiggniety samodzielnie zalezy
od ztozonodci struktury natywnej. Zwijajace sie
biatka mogg wybraé¢ jedng z trzech drog (Ryc. 4): (i)
sekwencyjne zwijanie sie do struktury natywnej za
posrednictwem Kinetycznych stanow posrednich; (ii)
szybkie zwiniecie sie do stanu rozluznionej globuli,
a nastepnie dopasowywanie tancuchéw bocznych do
zwartej, natywnej struktury; (iii) zwijanie za pomocga
biatek opiekunczych (chaperonéw).

W przypadku zwijania sie biatka zgodnie z jed-
nym z czterech pierwszych ztozonych schematdw,
przedstawionych na Ryc. 3, otrzymujemy do$¢ luzne
struktury, a przejsScia strukturalne majg charakter
przejs¢ fazowych drugiego rodzaju. Jesli, natomiast,
zwijanie sie biatka odbywa sie za posrednictwem
struktury rozluznionej globuli to struktura bedzie sil-
nie upakowana, zwarta i wysoce stabilna. Zmiany
strukturalne prowadzace do struktury rozluznionej
globuli beda miaty charakter przejsé¢ fazowych dru-
giego rodzaju, natomiast przej$cie strukturalne od
struktury rozluznionej globuli do struktury natywnej
bedzie miato charakter przejscia fazowego pierwsze-
go rodzaju [29, 75].

Je$li struktura biatka jest dostatecznie skompliko-
wana lub w trakcie zwijania sie tafcucha polipepty-
dowego zdarzyty sie jakie$ nadzwyczajne procesy,
ktére spowodowaty proces nieprawidtowego zwija-
nia, to takie tancuchy biatkowe muszg skorzystaé z
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Ryc. 4. Schemat opisujacy poznane drogi zwijania tafcuchéw biatkowych. Na schemacie pokazano stany strukturalne czasteczek w poszczeg6lnych fa-

zach zwijania tancuchéw, a nie zwracano uwagi na ich dtugo$¢ w poszczegdlnych cze$ciach ryciny.

biatek opiekunczych (chaperondéw). W dalszej czeSci
biatkom tym poswiecimy nieco wiecej uwagi.

V1. Rodziny biatek opiekuniczych
(chaperondéw)

tancuch biatkowy cze$ciowo zwiniety Ilub
niewtasciwie zwiniety, ktory nie moze dalej konty-
nuowaé¢ swego zwijania musi skorzystaé z pomocy
biatek opiekunczych, czesto, z przyczyn historycz-
nych, zwanych takze biatkami szoku termicznego —
Hsp (ang. heat shockprotein) [76], Znanych jest kil-
ka rodzin biatek opiekufczych (Ryc. 5).

Na  wstepie nalezy  wspomniec o tzw.
wewngtrzczasteczkowych chaperonach, czyli o pep-
tydach opiekuhczych. W przypadku pro-biatek lub
pre-pro-biatek czesto odtrawialna cze$¢ tancucha ma
decydujace znaczenie dla prawidtowego zwiniecia
czasteczki biatka [77]. Np. punktowa mutacja w od-
trawialnej czesci tancuch pro-subtylizyny prowadzi
do niewtasciwego zwijania catej czgsteczki biatka i
to niewtasciwe utozenie taficucha pozostaje nawet po
odtrawieniu pro-peptydu [78, 79]. Niektére pro-pep-
tydy moga tez uczestniczy¢ w regulacji procesow ko-
moérkowych, takich jak: transport i lokalizacja [80],
oligomeryzacja [81, 82], a nawet regulacja aktywno-
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$ci biatka [83]. Wiecej informacji na ten temat Czy-
telnik znajdzie w pracach przegladowych [84-86],

Rodzina najmniejszych biatek opiekuiczych cze-
sto jest nazywana rodzing Hsp25, w ktérej tak na-
prawde wystepujg biatka o masach od 20 do 30 kDa.
Jak sie obecnie sadzi, na podstawie wynikéw badan
jednego z najbardziej rozpowszechnionych przedsta-
wicieli tej rodziny — a-krystaliny (~30% biatek oka
i —90% soczewki ocznej) — biatka te majg za zada-
nie wigzanie biatek znajdujgcych sie w stanach po-
$rednich na drodze zwijania, aby nic dopusci¢ do ich
agregacji. Np. a-krystalina odpowiedzialna jest za
przezroczysto$¢ soczewki ijest jednym z gtownych
sktadnikow tej soczewki [87],

Gtownym przedstawicielem rodziny biatek opie-
kunczych HspéO jest biatko GroEL bakterii E. coli
zwane tez czaperoning. Ustalono strukture jej mono-
meru [88] iaktywnego kompleksu [89], Czaperonina
bakteryjna [90-94] podobnie jak jej odpowiedniki z
komorek eukariotycznych [95-99] sg przedmiotem
licznych prac przegladowych (wiecej o tych biatkach
w towarzyszacej pracy [100]).

Kolejng rodzine biatek opiekuniczych sg biatka ro-
dziny Hsp70, ktére posiadajg witasciwosci stabych
ATPaz ijako nieliczne mogg dziataé w formie mono-
merycznej (zwtaszcza w przypadku $wiezo syntezo-
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wanych biatek), cho¢ moga tez wspomagacé¢ biatka
opiekuncze innych rodzin [101]. Jedli biatka rodziny
Hsp70 nie moga zwing¢ taricucha polipeptydowego
samodzielnie to mogag dostarczy¢ go czaperoninie
[102], Miedzy innymi w reticulum endoplazmatycz-
nym (ER) wystepuje biatko opiekuncze tej rodziny o
nazwie BiP, ktoéry nadzoruje taczenie sie podjedno-
stek immunoglobulin w ich aktywne

[103]. Biatka opiekuncze tej rodziny biorg udziat w

oligomery

regulacji aktywnos$ci supresora komérek nowotwo-
rowych - biatka p53 [104, 105], Generalnie biatka
opiekuncze tej rodziny chronig odcinki nowo synte-

dobnie jak Hsp70, ta rodzina biatek (Hsp90) jest w
stanie rozpoznawa¢ eksponowane sekwencje w pdz-
nym stadium zwijania tancucha peptydowego [1 10].
Inng rodzing biatek opiekunczych jest rodzina
Hspl04 ( wchodzg do niej biatka opiekuicze o ma-
sach czgsteczkowych powyzej 100 kDa). Uwaza sie,
ze u drozdzy biatka te sg odpowiedzialne za ter-
miczng wrazliwos¢ komorek. Biatka rodziny Hspl 04
moga wspoOtuczestniczy¢ w procesie naprawiania
struktury biatek-substratéw z innymi biatkami opie-
kunczymi [111].
biatek Hspl04 mogg wywotywacé rozpad agregatow

Przypuszcza sie, ze kompleksy

> f' denaturacja
wytrgcanie

f

Chaperony
peptydowe

HspJ 25 Hsp| 60 Hsp\ 70

ATP ES ATP | J,E

Ryc. 5. Schemat ilustrujacy uczestnictwo gtéwnych rodzin biatek opiekuficzych w procesie zwijania tancucha biatkowego. Nazwy rodzin podane pod
schematami przedstawiajacymi ich budowg, a pod nazwami wymieniono sktadniki istotne dla funkcjonowania danej rodziny biatek opieku-
ficzych. PDI — (ang. protein disulphide isomerases) izomerazy dwusiarczkowe biatek; PPlazy — (ang. peptidylprolyl isomerases) peptydylo-

prolylowe izomerazy.

zowanych tancuchdéw polipeptydowych bogate w
reszty hydrofobowe [106, 107] lub hydrofobowe ob-
szary powierzchni czesciowo zwinietych biatek [76,
108, 109],

Nastepng rodzing biatek opiekunczych sg biatka
Hsp90, ktore najczesciej wystepujag w towarzystwie
innych biatek, a zwtaszcza Hsp70 iizomeraz prolylo-
wych (np. Cyp40, FKPB 56 zwane tez p56). Kom-
pleksy tych biatek czesto spetniajg oprécz funkcji
biatek opiekuinczych réwniez funkcje transportowe
(dostarczaja steroidy, kinazy okotobtonowe itp. do
bton). W badaniach in vitro Hsp90 rozpoznaje i
wigze réwniez biatka znajdujace sie w stanach niena-
tywnych, a wiec zapobiega ich agregacji. Hsp90 od-
dziatuje réwniez z peptydami, a to oznacza, ze po-
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biatkowych iw ten sposdb umozliwia¢ dziatanie in-
nych rodzin biatek opiekunczych [112].

Zazwyczaj posrdd biatek opiekunczych wymienia
sie izomerazy:
siarczkowe biatek (PDI), a wiec enzymy bardzo wa-
zne dla procesu zwijania natywnej struktury niektd-
rych biatek. Pierwszy z tych enzymoéw (PPI) katali-
zuje reakcje cis/trans izomeryzacji reszt prolino-

peptydyloprolylowe (PPIl) i dwu-

wych w sytuacji, kiedy proces zwijania tafcucha zo-
stat zablokowany przez niewta$ciwy izomer reszty
prolinowej [113, 114].
(PDI) katalizuje reakcje tworzenia mostkéw dwu-

lzomeraza dwusiarczkowa

siarczkowych lub ich redukcji, jesli okazg sie one
niewtasciwe dla natywnej struktury biatka [76, 115].
Mostki te stabili-

sa wigzaniami chemicznymi
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zujacymi strukture wielu, a zwtaszcza matych,
biatek. Poza tym PD} moze czasem spetniaé typowe
funkcje chaperonowe [116, 117].

Wiele biatek petni swg funkcje bedac zanurzone w
btonach komdérkowych, dla tych biatek obecnos$¢ li-
pidow czesto jest niezbedna dla procesu prawidtowe-
go zwijania i osiggniecia struktury natywnej. Czytel-
nikow zainteresowanych tg tematyka odsytam do
pracy przegladowej [118].

VIIl. Zakonczenie

Niezaleznie od tego, ze badania nad procesem
zwijania tancuchéw polipeptydowych prowadzone
sg od ponad czterdziestu lat, a w ostatnim okresie po-
jawia sie rocznie okoto 2500 prac poswieconych
temu problemowi [27], ciggle nie znamy do kofca, w
jakim stopniu poszczegdlne rodzaje sit decydujag o
tym procesie oraz wjaki sposéb odczytywana jest in-
formacja zawarta w sekwencji biatka. Innymi stowy,
wychodzac z sekwencji biatka nie potrafimy, w spo-
sob wiarygodny, przewidzie¢ jego struktury. Nato-
miast zdajemy sobie sprawe jak cenna jest to wiedza,
poniewaz wiele groznych choréb ma swa przyczyne
w  Zle
[119-124],

Choroba znana pod nazwg syndromu Marfana

zwinietych  czasteczkach  biatkowych

wywotana jest punktowg mutacja (R1137P) w tancu-
chu biatka zwanego fibryling [125], Zastgpienie
reszty argininowej resztg prolinowg, ktdra charakte-
ryzuje sie unikalnymi mozliwos$ciami konformacyj-
nymi, powoduje niewtasciwe zwijanie jednej z do-
men tego biatka (domeny podobnej do domeny epi-
dermalnego czynnika wzrostu, EGF), a w konse-
kwencji cata czgsteczka nie moze przyjaé struktury
natywnej biatka dzikiego typu.

Grozna choroba — encefalopatia ggbczasta bydta
(BSE), popularnie zwana ,,chorobg szalonych krow”,
ktérajeszcze niedawno zajmowata pierwsze miejsce
w serwisach informacyjnych, prawdopodobnie tez
ma swa przyczyne w zmianach strukturalnych biatka
prionowego [126-130]. A jego czasteczki ze zmie-
niong strukturg majg tendencje do agregacji i tworze-
nia ztogéw biatkowych w komorce [13 1-133]. Sadzi
sie, ze tworzenie amyloidowych ptytek przez P-amy-
loidowy peptyd to przyczyna choroby Alzheimera
[134-137]. Do tej samej grupy chordb, ktérych przy-
czyng jest chorobotwdrcza struktura (ang. toxic
folds), naleza choroby Hantingtona i Parkinsona
[138-140] oraz kilkanascie innych [119, 124].

Anemia sierpowata przestata by¢ dyzurng cho-
robg ,molekularng”, a za pewnik mozna przyjac, ze
dalszy rozwd6j nauk biologicznych bedzie sprzyjat
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kojarzeniu kolejnych choréb z ,toksycznymi” struk-
turami biatkowymi.
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Katepsyna B a proces inwazji nowotworowej

Cathepsin B and cancer invasion

WOJCIECH POREBAL KATARZYNA GAWLIK2 JAN GUTOWICZ3
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tepsyny B w nowotworach
VII.Podsumowanie

Wykaz stosowanych skrotéw: Cat — katepsyna; CP — prote-
azy cysteinowe; MHC — gtéwny uktad zgodnosci tkankowej;
UPA — aktywator plazminogenu typu urokinazowego; EGF —
naskérkowy czynnik wzrostu; TNF-a — czynnik-a martwicy
nowotworu; RA — kwas retinojowy; ECM — macierz pozako-
moérkowa; pl — punktizoelektryczny; UTR — region nie podle-
gajacy translacji; ER — retikulum endoplazmatyczne

I. Wstep

Nazwa katepsyna pochodzi od greckiego wyrazu
oznaczajacego ,trawi¢” i zostala wprowadzona w
1929 roku dla okre$lenia enzymu proteolitycznego
[1], Dzi$ terminem tym okre$la sie enzymy proteoli-
tyczne wystepujgce gtéwnie w lizosomach i wyka-
zujace optimum aktywnosci katalitycznej przy pH
5.0-6.5 [2, 3], Katepsyna B (EC 3.4.22.1) jest lizoso-
malng proteazg cysteinowa, ktérej podwyzszong ak-
tywnos$¢ i zmieniong lokalizacje obserwuje sie w
wielu stanach chorobowych, w tym takze w procesie
inwazji nowotworowej [4-13], Cecha inwazyjnoSci
nowotworu zwigzana jest z aktywnos$cig proteaz, zlo-
kalizowanych na powierzchni komérek nowotworo-
wych, co umozliwia tym komérkom pokonanie ko-
lejnych barier w procesie przerzutowania do od-

'Magr, 2mgr, 3dr hab.; Uniwersytet Wroctawski, Instytut Mikro-
biologii, Zaktad Fizykochemii Drobnoustrojow, ul. Przyby-

szewskiego 63/77, 52-148 Wroctaw
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legtych miejsc od guza pierwotnego. Rola proteaz w
rozwoju nowotworu jest intensywnie badana idysku-
towana, poniewaz terapia i diagnostyka chorob no-
wotworowych wcigz sgjednymi z najwiekszych wy-
zwan medycyny. Natomiast podstawa wspoéiczesnej
walki z nowotworami sg badania nad wyjasnieniem
szczeg6towych mechanizméw powstawania irozwo-
ju komdrek nowotworowych na poziomie molekular-
nym, z zastosowaniem metodologii biologii moleku-
larnej i biochemii.

Sposrdd cysternowych proteaz (CP), katepsyna B
(CatB) jest enzymem, ktdrego rola w procesie prze-
rzutowania nalezy do najlepiej udokumentowanych
[patrz art. przegl. 4, 6, 9, 14, 15],

W niniejszym artykule przedstawiono aktualny
stan wiedzy dotyczacej zaréwno roli zmian ekspresji
katepsyny B w komaérkach rozwijajacych sie nowo-
tworéw, jak i podstaw analizy aktywnosci tej katep-
syny w diagnozowaniu typu i stadium choroby no-
wotworowej. Dokladne poznanie mechanizmu ak-
tywnosci katalitycznej ijej regulacji w stanach fizjo-
logicznych ipatologicznych nie jest jednak mozliwe
bez znajomos$ci wynikéw badan dotyczacych struk-
tury czasteczki tego enzymu. Dlatego omoéwienie
roli katepsyny B w procesie nowotworzenia poprze-
dziliSmy zagadnieniami zwigzanymi z biosynteza,
strukturg czasteczkowg oraz regulacja aktywnos$ci
tkankach pra-

enzymatycznej tej proteazy w

widtowych i nowotworowych.
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Dla poznania relacji pomiedzy strukturg czastecz-
kowg i funkcjg katepsyny B wykorzystuje sie bada-
nia oddziatywan tego enzymu zc znanymi, a takze
wcigz odkrywanymi naturalnymi i syntetycznymi in-
hibitorami [16-18]. Badania te, oprocz bardzo waz-
nego znaczenia stricte poznawczego, majg ogromne
perspektywy w rozwoju medycyny [2, 14, 19, 20].
Pomiar aktywnos$ci proteolitycznej katepsyny B zna-
lazt zastosowanie w diagnostyce nowotworéw, po-
zwalajgc na identyfikacje stadium choroby nowo-
tworowej oraz na okres$lenie inwazyjnos$ci guza pier-
wotnego [14, 21, 22]. Podejmuje sie proby stosowa-
nia inhibitoréw cysteinowych proteaz do ingerowa-
nej regulacji aktywnos$ci CP w walce z przerzutami
komoérek nowotworowych [19].

Il. Charakterystyka cysteinowych katepsyn
lizosomalnych

W bazie danych MEROPS (dostepnej pod adre-
sem www.merops.co.uk) cysteinowe proteazy skla-
syfikowane sg w siedmiu klanach o nazwach: CA,
CD, CE, CF, CH, PA i PB. W poszczeg6lnych kla-
nach wyro6znia sie rodziny proteaz, przy czym okoto
potowe wszystkich rodzin proteaz cysteinowych za-
klasyfikowano do klanu CA [23]. Katepsyny B, C, F,
H, K, L, S, O, V, X, W nalezg do rodziny papainy
(Cl) w klanie CA [23]. Wiekszos$¢ cysteinowych
proteaz funkcjonuje jako endopeptydazy, przy czym
CatC jest dipeptydylo-aminopeptydaza, a CatH en-
do- iaminopeptydazg. Katepsyna B oprécz aktywno-
$ci endopeptydazowej wykazuje rowniez aktywnos$¢
dipeptydylo karboksypeptydazy, czyli ma zdolnos$¢
odcinania dipeptydéw z karboksylowego konca
tancucha polipeptydowego [24], Wiekszos¢ katep-
syn to stosunkowo mate biatka o masie Mr 20-35
kDa, za wyjatkiem katepsyny C, ktora jest oligome-
rem o Mrok. 200 kDa [6].

Dos$¢ dobrze poznany jest udziat katepsyn w wielu
procesach metabolicznych komérek prawidtowych,
jakkolwiek nadal identyfikuje sie nowe fizjologicz-
ne substraty tych enzymow [15]. Katepsyny uczest-
niczag w lizosomalnej degradacji biatek, ktérej pro-
dukty (aminokwasy i dipeptydy) dyfundujg przez
btone lizosomalngi zuzywane sa wtérnie do syntezy
biatek. Wysoki poziom katepsyn obserwuje sie w
tkankach, w ktorych zachodzg intensywne przemia-
ny biatek, np. w watrobie i $ledzionie [7, 25]. Katep-
syny uczestniczg takze w pozalizosomalnej degrada-
cji biatek [1], Cysteinowe proteazy lizosomalne za-
angazowane sg w proteolityczng obrébke prohormo-
néw biatkowych i proenzymow. Na przyktad, akty-
wacja prohormonéw tarczycy odbywa sie dzieki po-
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zakomorkowej aktywnos$ci cysteinowych proteaz
[26]. Katepsyna B aktywuje m.in. prekursor P-gala-
ktozydazy i zymogen reniny [6, 27] a wraz z katep-
syng L i katepsyng S degraduje inhibitor leukoprote-
azy, ochraniajgcy komorki ptuc przed proteolityczng
aktywnos$cig elastazy uwalnianej przez neutrofile
[12], Wyniki najnowszych badan nad myszami, u
ktorych inaktywowano geny kodujace katepsyny B i
D wykazaty, ze (wbrew wcze$niejszym przypuszcze-
niom [28]) aktywno$¢ tych proteaz niejest niezbedna
w procesie prezentacji antygenu przez biatka uktadu
MHC klasy Il [29]. Katepsyna B moze aktywowa¢é
uPA (aktywator plazminogenu typu urokinazowego)
[30], bierze udziat w degradacji EGF (naskorkowy
czynnik wzrostu) [31] oraz w stymulacji angiogene-
zy przez degradacje inhibitorbw metaloproteinaz
[32], Stwierdzono, ze aktywnos$¢ CatB jest gtdwng
przyczynag patologicznej, przedwczesnej aktywacji
trypsynogenu w trzustce, na skutek czego dochodzi
do ostrego zapalenia trzustki [33]. Wiadomo réw-
niez, ze katepsyna B bierze udzial w kaskadzie prze-
kazywania sygnatu do apoptozy w hepatocytach my-
szy indukowanej przez TNF-a (czynnik-a martwicy
nowotworu) [34]. Rola katepsyny B w apoptozie nie
jest catkowicie wyjasniona. Wydaje sie jednak, ze in-
dukuje ona uwalnianie cytochromu ¢ z mitochon-
driow, a to z kolei aktywuje kaspazy 9 i 3 [34, 35].
Pozakomdrkowga lokalizacje i podwyzszong aktyw-
nos$¢ proteolityczna katepsyn zaobserwowano w wie-
lu stanach chorobowych, np. katepsyn B i L w zapa-
leniu stawow, katepsyn B, D i S w chorobie Alzhe-
imera, katepsyny B w dystrofii mieSniowej oraz ka-
tepsyn B, D i L w przerzutowaniu komérek nowo-
tworowych [1,2, 14, 36, 37]. Katepsyna B jest enzy-
mem najintensywniej badanym spos$r6d wymienio-
nych katepsyn, gtdwnie ze wzgledu na role, jakg od-
grywa w procesie przerzutowania komdrek nowo-
tworowych [1,7, 19].

I1l. Synteza, aktywacja i kierowanie
katepsyny B do lizosomow

Katepsyna B w komdrkach wotu kodowana jest
przez gen o dtugos$ci 7.3 kbp, ztozony z dziewieciu
eksonow. Analiza sekwencji tego genu wykazata ist-
nienie trzech potencjalnych miejsc poliadenylaciji,
co wskazuje na istnienie trzech réznych typdéw tran-
skryptow mRNA dla katepsyny B [38], W komor-
kach ludzkich gen kodujgcy CatB zlokalizowany jest
na chromosomie 8p22, ma dtugos$¢ 27 kbp i zbudo-
wany jest z 13 eksonéw [39, 40]. Miejsce start trans-
lacji znajduje sie w eksonie 3, eksony 1, 2, 2a/2b i
cze$¢ eksonu 3 tworzg 5’-UTR (ang. untranslatedre-
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gion), niekodujacy ekson 12 i wieksza cze$¢ eksonu
N tworzy 3’-UTR [41,42], Giéwny promotor nie
posiada kasety TATA ani CAAT, jest bogaty w GC,
co jest charakterystyczne dla genéw housekeeping
[41]. Pomimo takiej budowy sekwencji promotoro-
wej ekspresja genu kodujgcego katepsyne B nie jest
konstytutywna [36], Doktadne mechanizmy regula-
cji ekspresji nie zostaty jednak jeszcze opisane.
Prawdopodobnie ekspresja genu katepsyny B zalezy
od typu i stadium zrdznicowania komdrek [43]. Dla
genu kodujacego katepsyne B w komérkach ludzkich
takze wykazano istnienie kilku réznych rodzajow
transkryptéw, powstajgcych na skutek alternatywne-
go splicingu pre-mRNA [41]. Rézne typy transkryp-
tu dla katepsyny B moga by¢ spowodowane takze
duzg zmiennos$cig wystepujaca w regionach 5’-UTR
i 3’-UTR, ktéra moze prowadzi¢ do réznic na pozio-
mie ilosci mMRNA, czy szybkos$ci translacji [36].

Na skutek
pre-prokatepsyna B w postaci polipeptydu o dtugo-
§ci 339 aminokwasow, w ktérym wyr6znia sie: se-

translacji  transkryptu powstaje

kwencje sygnatowg (17 aa), propeptyd (62 aa), se-
kwencje dojrzatej katepsyny B (254 aa) oraz C-kon-
cowg sekwencje (6 aa) [44], Dzieki sekwencji sy-
gnatowej pre-prokatepsyna B kierowana jest do ER,
nastepnie do przedziatow cis i trans aparatu Golgie-
go, gdzie ulega glikozylacji. W aparacie Golgiego
maja miejsce modyfikacje reszt cukrowych i fosfo-
rylacja reszty mannozowej, na skutek czego po-
wstaje reszta mannozo-6-fosforanu [14]. Tak zmo-
dyfikowany proenzym rozpoznawany i wigzany jest
przez znajdujacy sie w btonie aparatu Golgiego re-
ceptor mannozo-6-fosforanu, nastepnie kompleks
proenzym/receptor (zwigzany z btong) kierowany
jest do wstepnych pecherzykéw lizosomalnych.
Kwasne pH powoduje oddysocjowanie receptora
mannozo-6-fosforanu, ktéry powraca do aparatu
Golgiego, natomiast wstepne pecherzyki lizosomal-
ne dojrzewaja do lizosomow [2, 14, 45], Zaburzenia
kierowania katepsyny B do lizosomow sa prawdo-
podobnie gtdwng przyczyng zmienionej lokalizacji
biatka w komoérkach nowotworowych. Nie wiado-
mo doktadnie, jakie zmiany w wewnatrzkomdrko-
wym transporcie enzymdw lizosomalnych pro-
wadzg do niefizjologicznej lokalizacji CatB, powo-
dujacej wystapienie inwazyjnego fenotypu komo-
rek nowotworowych. Wykazano, ze kwas retinojo-
wy (RA) taczac sie z receptorem mannozo-6-fosfo-
ranu powoduje zmiane w wewngtrzkomdrkowej lo-
kalizacji katepsyny B w fibroblastach szczura [46],
W komdrkach poddanych dziataniu RA obserwo-
wano réwnomierne rozmieszczenie CatB w cyto-
plazmie, podczas gdy w komérkach hodowanych
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bez RA obserwowano jej obecno$¢ wytacznie w
przestrzeni okotojgdrowej [46].

Najwazniejszym etapem potranslacyjnej modyfi-
kacji prokatepsyny B jest odciecie propeptydu, ktére
rozpoczyna sie w kwasnym S$rodowisku przedziatu
trans aparatu Golgiego itrwa ok. 24-48 godzin [47].
Enzymami dokonujacymi proteolitycznej aktywacji
katepsyny B in vivo sg najprawdopodobniej katepsy-
na D [48], metaloproteinaza [49] lub sama CatB [50].
In vitro sekwencja propeptydu CatB moze by¢ réow-
niez odcinana dzieki aktywnosci elastazy, papainy,
pepsyny i katepsyny L [51]. Odciecie propeptydu po-
woduje powstanie Kkatalitycznie czynnej, jed-
notanncuchowej czasteczki enzymu o dtugosci 254 aa,
masie 30 kDa i punkcie izoelektrycznym (pi) row-
nym 5.2-5.8 [52], Kolejnym etapem proteolitycznej
obrébki enzymu jest autokatalityczne odciecie se-
kwencji C-koncowej [47]. W komédrkach ssakow ka-
postaci

dwutancuchowej, ztozonej z tancucha lekkiego o

tepsyna B wystepuje przewaznie w
masie 5 kDa i tahncucha ciezkiego o masie 25 kDa
[38, 53]. Ta dwutancuchowa posta¢ powstaje przez
wyciecie z jednotancuchowej czgsteczki katepsyny
B dipeptydu ztozonego z reszt 48 149, co odbywa sie
autokatalitycznie lub przy udziale innej lizosomalnej
proteazy, legumainy [44, 54], Nie opisano dotych-
czas roznic w aktywno$ci pomiedzy jedno- a
dwutancuchowg formg katepsyny B. Linebaugh
i wsp. wykazali, ze ludzkie komdrki raka piersi wy-
dzielajaggtownie jednotancuchowagpostac¢ CatB, pod-
czas gdy w lizosomach tych samych komérek prze-
waza jej dwutancuchowa forma [55],

Stwierdzono takze translacje transkryptow krot-
szych w poréwnaniu z transkryptem opisanym wy-
zej, co powoduje powstanie czasteczek proenzymu,
ktére pozbawione sg sekwencji sygnatowej i czesci
propeptydu, w zwigzku z czym nie nastepuje kiero-
wanie proenzymu do ER ido lizosomdéw. Nie wykry-
to dotychczas hipotetycznej cytoplazmatycznej for-
my katepsyny B. Nie wiadomo réwniez, czy poza
srodowiskiem lizosomu moze dochodzi¢ do pra-
widtowej aktywacji proenzymu [56].

IV. Strukturalne podstawy aktywnosci
enzymatycznej katepsyny B

Strukture ludzkiej katepsyny B poznano dzieki
badaniom krystalograficznym enzymu z komorek
watroby ludzkiej [53]. Badania CatB w kompleksie z
inhibitorem wykazaty podobng budowe katepsyny B
z komorek szczura [57]. Dwutancuchowa czgsteczka
ludzkiej CatB ma w przyblizeniu ksztatt dysku o
$rednicy 50 A i grubosci 30 A z wyraznym zaglebie-
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niem, mieszczacym centrum aktywne enzymu.
tancuch peptydowy zorganizowany jest w dwie do-
meny nazwane, podobnie jak w czgsteczce papainy,
domeng L (left) i R (right) [53]. Domena L utworzo-
na jest z fragmentdéw tancucha polipeptydowego:
GInl3-Gly 147 i Pro251-Asp254, adomena R z frag-

mentow Leul-Prol2 i Tyrl48-11e250 (Rys. 1). Po-

lowa grupa Asn219 stabilizuje uprotonowang forme
Hisl99, powstajgcq w stanie przejsciowym reakcji.
Biatkowy substrat przytgcza sie wzdiuz szczeliny
centrum aktywnego, tworzac wigzania wodorowe z
okre$lonymi tancuchami bocznymi aminokwasow
tworzacych czgsteczke enzymu [37]. Do opisu spe-
cyficznosci oddziatywan substratu z proteazg uzy-

domena L

OEH-00-00)

domena R

] : ....v”

Cys His
110/111

His
119

Rys. 1. Schemat drugo- itrzeciorzedowej struktury katepsyny B. (A) — drugorzedowa struktura katcpsyny B. Nici Bprzedstawiono jako biate strzatki,
fragmenty o budowie helisy a jako szare walce; (B) — schemat trzeciorzedowej budowy czasteczki katcpsyny B. Domene R zaczerniono, do-
mene L zakropkowano. Zaznaczono takze reszty aminokwasowe wazne dla aktywnos$ci enzymatycznej [38],

miedzy domenami obserwuje sie V-ksztattng szcze-
ling, na dnie ktorej znajduje sie centrum aktywne en-
zymu [53]. Potozenie domen stabilizowane jest dipo-
lowymi ijonowymi oddziatywaniami reszt amino-
kwasowych.

W dwutancuchowej formie katepsyny B w sktad
tancucha lekkiego, o masie 5 kDa wchodzi fragment
Leul-Asn47, za$ fragment Val50-Asp254 tworzy
tancuch ciezki o masie 25 kDa [38], Czasteczka en-
zymu stabilizowana jest szeScioma mostkami dwu-
siarczkowymi, tworzonymi przez reszty cysteiny,
znajdujace sie w N-koncowej potowie tancucha
peptydowego [53]. Poréwnanie sekwencji amino-
kwasowych CatB i papainy wykazato, ze 59 reszt w
obu czgsteczkach jest identycznych (stopien homo-
logii 24%). Strukturalnie czasteczka CatB jest po-
dobna do czgsteczki papainy (166 reszt aminokwaso-
wych w obu czasteczkach jest topologicznie réwno-
waznych), jednak istniejgréznice wptywajace na od-
mienne wtasciwosci katalityczne tych dwéch enzy-
mow. Reszty Serl 04-Prol 26 tworzg unikalng dla ka-
tepsyny B strukture, tzw. zamykajaca petle, (ang.
occluding loop), kowalencyjnie zamknieta za po-
moca wigzania dwusiarczkowego pomiedzy Cysl08
a Cysl 19 [53].

Katalityczna funkcja katepsyny B, podobnie jak w
przypadku pozostatych proteaz papainowych, deter-
minowana jest obecnos$cig tzw. triady katalitycznej,
zlokalizowanej w obrebie szczeliny centrum aktyw-
nego i tworzonej przez Cys29, His 199 i Asn219.
Pierscien imidazolowy His 199 zwieksza nukleofilo-
wos$¢ reaktywnej grupy tiolowej Cys29, a karboksy-
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wane jest nazewnictwo wprowadzone w 1967 roku,
wedtug ktérego centrum aktywne proteazy sktada sie
z miejsc przyjmujacych okreslone reszty aminokwa-
sowe substratu [58], Reszty substratu C-koricowe w
stosunku do hydrolizowanego wigzania peptydowe-
go nazwane sgresztami P1’do P3’iwigzane sg przez
miejsca SI1’ do S3’ w centrum aktywnym enzymu.
Reszty N-koncowe substratu (Pl do P3) wiazane sg
przez miejsca SI do S3. Numeracje miejsc SiProz-
poczyna sie od tych sasiadujacych z hydrolizowa-
nym wigzaniem peptydowym (Rys. 2) [58],

W przypadku papainowych proteaz cysternowych
specyficzno$¢ w stosunku do substratu okre$lana
jest, przede wszystkim, przez reszte znajdujgcg sie w
pozycji P2 [59, 60], Istniejg preferencje w stosunku
do okre$lonych aminokwaséw w pozostatych miej-
scach Si S’, lecz reszty PI, P3, P1’, P2 i P3’ majg
mniejszy wptyw na specyficznos$é substratowg [37].
Hydrofobowy charakter miejsca S2 powoduje prefe-
rencje dla substratow zawierajgcych reszty fenylo-
alaniny w pozycji P2. Katepsyna B jako jedyna spo-
§réd proteaz papainowych akceptuje takze reszte ar-
gininy w pozycji P2. Jest to spowodowane obecnos$-
cig GIn245, ktéra umozliwia oddziatywanie z dodat-
nio natadowang grupg guanidylowa argininy, przy
czym warto$¢ ke K mjest siedmiokrotnie wyzsza dla
substratow zawierajacych Phe w P2 [60, 61]. Miejsce
SI w czasteczce CatB wykazuje preferencje dla do-
datnio natadowanych, alifatycznych reszt argininy.
tancuch boczny Arg w Pl skierowany jest na
zewnatrz szczeliny centrum aktywnego i oddziatuje
z Glul22, poprawiajagc dopasowanie substratu [53].
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Rys. 2. Schemat ilustrujagcy nazewnictwo miejsc S ireszt P. A — sub-
strat; B — centrum aktywne proteazy; N — koniec aminowy
substratu; C — koniec karboksylowy substratu. Literg X ozna-
czono hydrolizowane wigzanie peptydowe [58], Szczegoty w
tekscie.

Jako P3 preferowane sg reszty aromatyczne, hydro-
fobowe, tworzace wigzanie wodorowe z Asp69 iod-
dziatujagce z Tyr75 [62]. Miejsce S|’ katepsyny B
tworzy duzg, nie eksponowang na zewnatrz hydrofo-
bowa kieszen, mogacg przyjmowaé aromatyczne
reszty [57]. Nie jest znana specyficzno$¢ hydrofobo-
wego miejsca S2’ poza tym, ze stwierdzono brak ak-
tywnos$ci CatB w stosunku do substratow zawie-
rajgcych proling w P27P1 ’oraz arginine w P2’ [53].
Wykazano takze matg tolerancje dla glicyny w P2’
[63], Zamykajaca petla, charakterystyczna iunikalna
dla CatB struktura, w duzej mierze okre$la katali-
tyczny charakter biatka, wptywajac zarowno najego
egzo- jak i endopeptydazowa aktywno$é [64, 65].
Wewnatrz lizosomu (pH ok. 4.5-5.5) CatB wykazuje
gtownie aktywnos$¢ dipeptydylo karboksypeptyda-
zowg, za$ optimum aktywnos$ci endopeptydazowej
enzymu wystepuje przy pH = 7.4 [55, 66-68]. W
zwigzku z tym, ze zamykajgca petla kodowana jest
przez pojedynczy ekson (ekson 7) mozna przypusz-
czaé, ze insercja lub delecja tego eksonu w obrebie
genu-przodka cysternowych proteaz doprowadzita
do powstania odrebnych grup proteaz [38, 69], Ana-
liza strukturalna czasteczki CatB wykazata, ze di-
peptydylo karboksypeptydazowa aktywnos$¢ tej pro-
teazy wynika z przestrzennego umiejscowienia za-
mykajacej petli w obrebie centrum aktywnego enzy-
mu [53, 64], Zamykajaca petla blokuje dostep dwoch
C-koncowych reszt substratu od centrum aktywnego,
zastaniajac miejsca S2’ i S3’ [63, 65], Dodatnio
natadowane pierscienie imidazolowe dwdch kluczo-
wych reszt wchodzacych w sktad zamykajacej petli,
Hisl 10 i Hisl 11, oddziatujg z C-koncowg karboksy-
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lowg grupg substratu [53], Degradacja tak zwigzane-
go substratu polega na odcieciu C-koricowego dipep-
tydu. Potozenie zamykajgcej petli w dojrzatej
czasteczce CatB stabilizowane jest gtownie przez
mostki solne tworzone miedzy Hisl 10 a Asp22 oraz
Argl 16 a Asp224, dzieki czemu struktura ta znajduje
sie w bliskosci centrum aktywnego [53], Taka kon-
formacja nazwana zostata ,zamknietg” w odréznie-
niu od ,otwartej”, obserwowanej w czasteczce pro-
katepsyny B z przytgczonym proregionem [70], R6z-
nice w trzeciorzedowej strukturze prokatepsyny B i
dojrzatego enzymu wynikaja przede wszystkim z
obecnos$ci proregionu, ktorego przytaczenie do pro-
CatB zwigzane jest z odmiennym przestrzennym
utozeniem zamykajagcej petli w czasteczce proCatB.
Prosegment na catej swej dtugosci jest potgczony z
miejscami wigzania w szczelinie centrum aktywnego
proCatB podobnie jak polipeptydowy substrat z doj-
rzatg CatB, lecz w odwrotnym kierunku [70], Takie
przytaczenie propeptydu mozliwe jest dzieki odchy-
leniu na zewnatrz zamykajacej petli, w szczeg6lno-
$ci jej gornej czesci [70],

Poréwnanie zamknietej i otwartej struktury CatB
dato podstawe do préb wyjasnienia mechanizméw
wigzania i degradacji substratdw biatkowych, oraz
stato sie Zrodiem szeregu hipotez dotyczacych roli
zamykajacej petli w aktywnosci katepsyny B. Bez-
posrednich dowoddéw na zwigzek zamykajacej petli z
egzopeptydazowg aktywnos$cig CatB dostarczyty ba-
dania aktywnodci jej zmienionej genetycznie formy.
Dokonano delecji cze$ci genu kodujgcego ludzka
CatB, w wyniku ekspresji tego genu w komorkach
drozdzy S. cerevisiae powstata zmutowana forma ka-
tepsyny B (nazywana dalej MI), pozbawiona czesci
zamykajacej petli [64], W badaniach nad aktywno-
§cig egzopeptydazowg mutanta MI i katepsyny B
typu dzikiego w stosunku do substratu dan-
syl-Phe-Arg-Phe(NO02)-Leu wykazano zupetng utra-
te aktywnos$ci egzopeptydazowej mutanta, podczas
gdy katepsyna B typu dzikiego ma aktywnos$¢ egzo-
peptydazowg z wartoscig keJKm = 432,000 M 'V
[64], Zmieniona forma CatB wykazuje takze 1,6-kro-
tnie zmniejszong warto$¢ kcad/Km dla substratu
Cbz-Phe-Arg-MCA w stosunku do CatB typu dzikie-
go (Tabela 1) [64], Poza réznicami w aktywnosci eg-
zopeptydazowej, zmutowana CatB wykazuje wiek-
szg wrazliwo$¢ na temperature, co $wiadczy o tym,
ze zamykajgca petla ma rowniez udzial w stabilizo-
waniu struktury enzymu [64]. Zaobserwowano row-
niez réznice w prowadzonej in vitro autoaktywacji
proenzymoéw M1 i CatB-MI ulega catkowitej akty-
wacji po pieciu dniach, CatB po jednodniowej inku-
bacji [64],

115



Obecno$¢ zamykajacej petli, jak opisano powy-

zej, determinuje egzopeptydazowe wtasciwosci
CatB. Zbadano takze jej zwigzek zendopeptydazowsg
aktywnos$cig enzymu analizujagc formy CatB po-
wstate przez wprowadzenie do genu kodujgcego
ludzka katepsyne B mutacji punktowych do-
tyczacych reszt aminokwasowych, ktére zaanga-
zowane

s§ W zwigzanie zamykajacej petli z

czasteczka enzymu [65]. Katepsyna B, w pordwna-

Tabela 1

sie na catej dtugosci centrum aktywnego enzymu,
lecz potozenie zamykajacej petli utrudnia tego typu
interakcje z substratem [65]. Endopeptydazowa ak-
tywnos$¢ CatB wymaga wiec takiej zmiany potozenia
zamykajacej petli, aby substrat mogt bez przeszkod
oddziatywac¢ z centrum aktywnym. Na podstawie
wynikéw badan krystalograficznych prokatepsyny B
z przytagczonym proregionem zaproponowano, ze za-
mykajaca petlajest elementem, ktéory moze zmieniaé

Aktywnosci enzymatyczne CatB, zmutowanych form CatB i papainy przy pH = 6.0. Ml — mutant CatB bez fragmentu zamykajacej petli; Asp2-

2Ala/Hisl IOAla/Argl 16Ala — mutant CatB z mutacjami zmniejszajacymi zwigzanie zamykajacej petli z czasteczkg enzymu. Znakiem Uoznaczono

hydrolizowane wigzanie peptydowe w obrebie substratu.

Substrat Enzym kQKm[M ~sl Pismiennictwo
Cbz-Phe-Arg#MCA katepsyna B 422 000 [64]
M 261 000 [64]
papaina 863 000 [65]
dansyl-Phe-Arg#Phe(NO02-Leu katepsyna B 432 000 [64]
M I 0 [64]
A:r;ilf:’ehfn-ﬁzrgT;Snepr- katepsyna B 1950 [65]
Asp22Ala/His 1I0OAla/Argl 16Ala 928 000 [65]
papaina 3 300 000 [65]
Abz-Glu-Val-Val-Ala# Katepsyna B 3 000 [65]

Gly-Ala-EDDnp

Asp22Alal/Hisl IOAla/Argl 16Ala 1635 000 [65]
papaina 14 830 000 [65]

niu z papaing czy katepsyng L, ma bardzo niewielka
aktywnos¢ wobec substratow takich jak Abz-
Ala-Phe-Arg-Ser-Ala-Ala-GIn-EDDnp i Abz-Glu-
Val-Val-Ala-Gly-Ala-EDDnp,
dzieki
kcJ K mok. 1700 razy mniejsza niz dla papainy) [65],
Mutant Asp22Ala/Hisl IOAla/Argl 16Ala, w ktérym
reszty Asp22, His 110 i Arg] 16 zastgpiono resztami

hydrolizowanych

endopeptydazowej aktywnosci (wartos¢

alaniny, znoszac tym samym oddziatywania stabili-
zujace zamykajaca petle w pozycji zamknietej, hy-
drolizuje te substraty z wartoscig kcJ K mponad 500
razy wyzszaniz CatB typu dzikiego (Tabela 1) [65].
Analizujac przedstawione wyzej wyniki badan
mozna stwierdzi¢, ze obecno$¢ zamykajacej petli po-
woduje niskg endopeptydazowg aktywnos$¢ katepsy-
ny B ijednoczes$nie jest przyczyng dipeptydylo kar-
boksypeptydazowej aktywnos$ci enzymu. CatB wy-
kazuje endopeptydazowg aktywnos$¢ jedynie wobec
substratow, ktorych tancuch peptydowy przytacza
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potozenie w obrebie czgsteczki enzymu w przypadku
przytaczania endopeptydazowego substratu [65,70].
Ostateczng  weryfikacja powyzszej hipotezy
mogtyby by¢ wyniki badarn aktywnos$ci CatB z wpro-
wadzong mutacjg powodujgcg zablokowanie zamy-
kajgcej petli w konformacji ,zamknietej”, co powin-
no powodowac¢ catkowity brak aktywnosci endopep-
tydazowej enzymu [65].

Analiza budowy iszlakéw biosyntezy enzymu jest
warunkiem koniecznym dla poznania wptywu ak-
tywnosci katepsyny B na powstawanie i przebieg
szeregu chordb. Struktura CatB determinuje nie tyl-
ko aktywnos$¢ enzymatyczng, ale rowniez od-
dziatywanie enzymu z inhibitorami. Badanie aktyw-
nosci katepsyny B staje sie czulg metodg diagno-
styczng w przypadkach choréb nowotworowych, za$
stosowanie syntetycznych lub naturalnych inhibito-
réow CP moze by¢jednym ze sposobow eliminowania

patologicznej aktywnos$ci CatB [71].
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V. Rola katepsyny B w procesie przerzuto-
wania nowotworow

Enzymy proteolityczne — w szczego6lnosci za$ li-
zosomalne proteazy cysteinowe — przyciggajg uwa-
gejuz nie tylko biologéw molekularnych ibiochemi-
kéw, ale rowniez lekarzy, a to ze wzgledu na wielosé
stanéw chorobowych, w ktérych obserwuje sie pato-
logiczng ekspresje, lokalizacje i aktywno$¢ tych en-
zymow [37], W przypadku wielu ludzkich nowotwo-
row katepsyna Bjest zaangazowana w proces inwazji
nowotworowej, czyli w tworzenie przerzutéw (meta-
staz) nowotworow zto$liwych [1, 2 ,10, 36, 45],
Wptyw CatB na przerzutowanie nowotwordw wigze
sie $ci$le z poziomem naturalnych inhibitoréow regu-
lujacych aktywnos$¢ cysteinowych proteaz [37, 72],
Inhibitory te klasyfikowane sgjako trzy gtéwne gru-
py biatek: cystatyny, stefiny, kininogeny [72-75],
Budowa endogennych inhibitoréow iich wptyw na re-
gulacje proteaz cysteinowych stanowia zagadnienia
wymagajagce szerszego omoéwienia, jednak wykra-
czajace znacznie poza zamierzony zakres tematéw
przedstawionych w niniejszym opracowaniu.

Nadekspresje mRNA kodujgcego katepsyne B
stwierdzono w komdrkach ludzkich guzéw m.in. mé-
zgu [76], tarczycy [77] iokreznicy [78]. W przypad-
ku komorek raka okreznicy zaobserwowano cztero-
krotnie wyzszy poziom mRNA kodujgcego CatB niz
w odpowiednich nie zmienionych nowotworowe ko-
morkach [78]. Podobnie jest w innych typach nowo-
tworéw [36], Oprécz badan dotyczacych nadekspre-
sji CatB na poziomie mRNA analizowano poziom
biatka i aktywnos$ci enzymatycznej katepsyny B, i
ich podwyzszone warto$ci stwierdzono w przypadku
nowotworow piersi [79], mbézgu [76, 80], ptuc [21],
zotadka, tarczycy, szyjki macicy, jajnika i innych
narzagdow [14, 45], Poziom aktywnosci CatB w przy-
padku inwazyjnego raka okreznicy i innych nowo-
tworéw podwyzszony jest szczegOlnie na obrzezach
guza, gdzie aktywno$¢ proteolityczna katepsyny B
jest przyczyng degradacji biatek macierzy pozako-
moérkowej (ECM, ang. extracellular matrix) Umozli-
wia to komoérkom nowotworowym atakowanie
sgsiednich tkanek oraz tworzenie odlegtych wtér-
nych ognisk nowotworowych [81]. Proces powsta-
wania metastaz wymaga przedostania sie komérek
nowotworowych z guza pierwotnego do naczyn
krwionosnych lub chtonnych, co jest mozliwe po po-
konaniu przez komérki nowotworowe bariery, jaka
jest btona podstawna. Btona podstawna zbudowana
jest z kolagenu typu IV, bedgcego szkieletem catej
struktury, oraz z glikoprotein takich jak laminina i
entaktyna [82], Wedtug hipotezy zaproponowanej
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przez Liol1lla (1986) degradacja btony podstawnej

w procesie inwazji nowotworowej nastepuje w

trzech etapach:

— komdrka nowotworowa wigze sie za pomocg od-
powiednich receptoréw na swojej powierzchni ze
sktadnikiem btony podstawnej — lamining;

— zwigzana z btong podstawng komérka nowotwo-
rowa wydziela enzymy hydrolityczne, lokalnie
degradujace sktadniki btony podstawnej;

— komérka nowotworowa przemieszcza sie w ob-
szar nie ograniczony juz btong podstawng [82],
Opisany powyzej zwigzek CatB z procesem inwa-

zji nowotworowej poprzez degradacje ECM znajduje

potwierdzenie dzieki wynikom licznych obserwacji
klinicznych. Wykazano $cistg korelacje podwyzszo-
nego poziomu aktywnos$ci CatB z inwazyjnym po-
tencjatem komorek nowotworowych w przypadku

m.in. nowotworéw ptuc, piersi, skéry [9, 14, 22, 83,

84], Ekspresja ludzkiej CatB w nieinwazyjnych my-

sich komoérkach nowotworowych B 16 Fl1powoduje 3

do 5-krotny wzrost potencjatu inwazyjnego tych ko-

moérek wzgledem modelu ECM (Matrigel), co takze
potwierdza zwigzek CatB z procesem tworzenia me-
tastaz [9], Aktywno$¢ katepsyny B jest takze
zwigzana z angiogenezg, czyli procesem powstawa-
nia nowych naczyn krwionosnych w obrebie guza
nowotworowego [85], Angiogenezg jest bardzo wa-
znym elementem rozwoju nowotworu, poniewaz bez
rozwoju nowych naczyn krwiono$nych z krwig do-
starczajacg tlen do wnetrza guza i odprowadzajgcg
produkty przemiany materii, rozmiar guza ograni-
czony jest jedynie do okoto 2 mm [86]. W poczatko-
wych stadiach unaczynienia guza, niezbedna jest ak-
tywno$¢ proteazowa dla umozliwienia procesu po-
wstawania nowych naczyn krwiono$nych, w ktérym
bezposredni udziat biorg metaloproteinazy [32], Ka-
tepsyna B poSrednio utatwia tworzenia naczyn
wiosowatych guza przez degradacje, a tym samym
inaktywacje inhibitoréw metaloproteinaz [32],

VI. Wewnatrzkomoérkowa i pozakomérkowa
aktywnos$¢ katepsyny B w nowotworach

Zaréwno obserwacje guzoéw nowotworowych jak
i badania aktywno$ci CatB wzgledem elementow
btony podstawnej in vitro wskazuja, ze katepsyna B
jest zaangazowana w proces inwazji nowotworowej,
a jej proteolityczna aktywnos$¢ jest posrednig lub
bezposrednig przyczyng degradacji btony podstaw-
nej i macierzy pozakomoérkowej [87], PosSredni
udziat CatB w wymienionych procesach polega na
aktywowaniu innych proteaz, degradujacych sktad-

niki btony podstawnej. Katepsyna B moze aktywo-
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waé uPA (aktywator plazminogenu typu urokinazo-
wego), ktory z kolei aktywuje plazminogen do pla-
zminy [30]. Plazmina zdolna jest do degradacji m.in.
fibryny i lamininy oraz do aktywowania szeregu me-
taloproteaz, ktdrych substratem jest kolagen IV [10,
80, 88]. Szerzej analizowany jest jednak bezpos$redni
wptyw CatB na tworzenie metastaz zwigzany z fak-
tem, ze substratem CatB mogg by¢ takie sktadniki
macierzy pozakomdrkowej, jak laminina, kolagen
typu I, II, 111, 1V, fibronektyna [45, 89]. Komdrki no-
wotworowe moga pochtania¢ czesciowo zdegrado-
wane komponenty ECM na drodze endocytozy i
wewnatrzkomdrkowo trawic je przy udziale katepsy-
ny B [2, 36], Wyniki najnowszych badan wskazuja,
ze wewnatrzkomdrkowa CatB odgrywa znaczaca
role w degradacji btony podstawnej i ECM [9], Ka-
tepsyna B moze by¢ takze wydzielana na zewnatrz
komaérek nowotworowych i w zaleznosci od rodzaju
nowotworu sekrecja obejmuje aktywng CatB lub nie-
aktywna (prekursorowa) forme biatka [2, 90],
Poczatkowo sadzono, ze obserwowana zewnatrzko-
morkowa aktywno$¢ CatB pochodzi z martwych ko-
maérek, ktére uwolnity lizosomalng zawarto$¢. Ostat-
nio jednak wykazano sekrecje aktywnej CatB z zy-
wych komorek ludzkiego raka piersi [55] i stwier-
dzono podwyzszony poziom CatB we wczesnych
stadiach guza, bez wykrycia nekrozy tkanek [45], Se-
krecja katepsyny wynika prawdopodobnie z zabu-
rzen w wewngtrzkomorkowym transporcie CatB do
lizosomoéw lub jest skutkiem uwalniania zawartosci
lizosomow poza komérke, lecz doktadne mechani-
zmy odpowiadajgce za taki transport CatB nie sg
jeszcze znane [36], Aktywng CatB znajduje sie w
ptynach ustrojowych kontaktujgcych sie z guzem,
np. w przypadku nowotwordéw jajnika i ptuc. Wysoki
poziom CatB obserwuje sie tez w surowicy i moczu
pacjentow cierpigcych na nowotwory tworzace me-
tastazy [2], Analizujac wyniki badan stwierdzajace
znaczny wzrost aktywnos$ci CatB w przypadku gu-
z6w nowotworowych mozna by przypuszczaé, ze
zmiana aktywnosci spowodowana jest istnieniem od-
miennej, specyficznej dla komérek nowotworowych
formy katepsyny B. Nie mozna jednoznacznie roz-
strzygna¢ czy istnieje wtasciwa tylko dla nowotwo-
row forma CatB. Wykazano, ze zarébwno w komaor-
kach nowotworowych, jak i w odpowiednich zdro-
wych komoérkach wystepujag formy CatB o masach
czasteczkowych ok. 31 kDa (forma jednotancucho-
26 kDa
dwutancuchowej), co nie potwierdza istnienia od-

wa) oraz ok. (ciezki tancuch formy
miennej formy CatB w nowotworach [91, 92], cho-
ciaz w ludzkich i mysich komdérkach nowotworo-

wych znaleziono izoformy CatB rdznigce sie warto-
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$cig punktu izoelektrycznego od tych w komdrkach
zdrowych. W komdrkach nowotworowych wiek-
szo$¢ stanowig formy o niskiej wartosci pi
(4.82-4.33), charakteryzujgce sie znacznie wiekszg
aktywnoscig niz izoformy CatB w zdrowych komor-
kach [36],

Niezwykle intrygujacym zjawiskiem jest wyste-
powanie lizosomalnej proteazy, jaka jest CatB, na
powierzchni btony komoérkowej komorek nowotwo-
rowych [56, 93]. Aktywnos$¢ CatB zwigzanej z btona
komorkowg komérek nowotworéw zto$liwych opi-
sano w wielu przypadkach nowotworéw mysich i
ludzkich [45, 94, 95]. Zaproponowano, ze wtasnie
CatB w asocjacji z btong komdérkowg ma pierwszo-
rzedne znaczenie w procesie rozktadu elementéw
ECM i inwazji nowotworowej, za$ wptyw CatB
uwalnianej na zewnatrz komdérek na inwazje nowo-
tworu jest znikomy [94], Dotychczas nie znane sg
przyczyny ani mechanizmy transportu CatB do btony
komorkowej. Przypuszcza sie, ze jest to wtorny
transport z lizosomow [91]. Po transfekcji ludzkich
komérek, w ktérych obserwuje sie fizjologiczng (li-
zosomalng) lokalizacje katepsyny B, onkogenem
c-Ha-ras wykrywa sie na ich powierzchni CatB
zwigzana z btong komoérkowa [95], Wykazano, ze
obie formy katepsyny B — lizosomalna izwigzana z
btong komorkowg — wykazujg podobng aktywnosé
enzymatyczng wzgledem syntetycznych substratow
[91], Dotad nie w petni poznano mechanizmy asocja-
cji katepsyny B z btong, jednak wyniki najnowszych
badan dostarczyty szeregu interesujacych informa-
cji. Wiadomo, ze ludzka prokatepsyna B oddziatuje z
lekkim tancuchem (pil) tetrameru anneksyny Il na
powierzchni komdrek nowotworowych in vitro [96].
Ostatnio odkryto, ze katepsyna B moze by¢ specy-
ficznie wigzana przez glikozoaminoglikany znaj-
dujace sie w btonie komdrkowej, takie jak heparyna i
siarczan heparanu. Oddziatywanie to powoduje
zmiany konformacyjne CatB polegajace na zmniej-
szeniu zawarto$ci helisy a w strukturze czasteczki
biatka. Ponadto, zwigzana CatB charakteryzuje sie
zmniejszong aktywno$cig egzopeptydazowg wzgle-
dem syntetycznych substratéw [97]. Siarczan hepa-
ranu moze wigzac sie z tetramerem anneksyny Il. Za-
proponowano wiec hipotetyczny model wigzania
CatB z btong komdrkowa [97]. Model ten zaktada, ze
znajdujacy sie w btonie komdérkowej tetramer annek-
syny Il przytagcza siarczan heparanu, ktéry z kolei
specyficznie wigze sie z czgsteczkg katepsyny B
[97]. Nie wiadomo jednak, czy jest tojedyny sposéb
interakcji CatB z btong oraz czy zmiana aktywnosci
tak zwigzanej katepsyny ma istotne konsekwencje w
kontekscie propagacji nowotworu. Problemy te wy-
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magajg dalszych badan, w ktérych nalezy bra¢ pod
uwage nie tylko obserwacje kliniczne, ale réwniez
wykorzystaé wiedze dotyczgcg syntezy, kierowania i
budowy czgsteczkowej katepsyny B.

VII. Podsumowanie

Wyniki badan prowadzonych w laboratoriach na
catym Swiecie wskazujg na korelacje podwyzszone-
go poziomu aktywnos$ci proteolitycznej CatB izmian
poziomu jej endogennych inhibitoréw ze stadiami
rozwoju nowotwordw ztos$liwych réznych typow [2,
14, 36, 73, 80, 83]. Ten fakt pozwolit na wykorzysta-
nie analizy poziomu aktywno$ci CatB w Kklinicznej
diagnostyce wielu choréb nowotworowych, umozli-
wiajac takze okreslenie ryzyka wystapienia przerzu-
tow i nawrotdw choroby po usunieciu guza pierwot-
nego [10, 14, 22, 24, 76, 80, 83, 98]. Kluczowa rola
lizosomalnych enzymdéw proteolitycznych (w tym w
znacznym stopniu katepsyny B) w procesie przerzu-
towania jest gtdéwnym powodem identyfikacji sub-
stratéw hydrolizowanych w procesie inwazji oraz
analizy zmian w transporcie proteaz w komdérce no-
wotworowej [36], Szczegdtowe poznanie mechani-
zmoéw i okre$lenie czynnikow majacych wptyw na
patologiczne kierowanie CatB poza komorke lub na
jej powierzchnie mogtoby przyczyni¢ sie do opraco-
wania metod zapobiegania wystapieniu przerzutow.
Zaobserwowano udziat CatB w apoptozie nie zmie-
nionych chorobowo komdrek, nie wiadomo jednak,
jak iczy zmiana lokalizacji CatB z wewngtrzkomor-
kowej na zewnatrzkomdrkowg wptywa na apoptoze
w komdérkach nowotworowych [15, 34], Zaburzenie
regulacji apoptozy przez kierowang na zewngatrz ko-
morek rakowych CatB mogtoby przyczyniac sie do
propagacji procesu nowotworowego w tych komor-
kach. Coraz wiecej sygnatéw w literaturze Swiatowej
wskazuje takze na mozliwo$¢ niezwykle skuteczne-
go wykorzystania naturalnych i syntetycznych inhi-
bitoréow proteaz cysternowych w walce z nowotwora-
mi [17, 19, 21, 72]. U podstaw skutecznej terapii
opartej na blokowaniu aktywnos$ci proteolitycznej
tych enzymoéw lezy doktadne poznanie ich regulacji
(na poziomie transkrypcji, sktadania transkryptu,
translacji, obrébki postranslacyjnej i kierowania do
lizosomow), budowy czasteczkowej oraz wptywu
ewentualnych zmian konformacyjnych powodowa-
nych przez interakcje z btong komdrkowga i/lub poza-
komorkowg lokalizacje na aktywno$¢ enzyma-
tyczng.
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I. Historia medyczna arszeniku
Il. Wprowadzenie arszeniku do leczenia pacjentéw z na-
wrotami ostrej biataczki promielocytowej
I11. Rola receptora kwasu retinojowego oraz biatka PML w
patogenezie ostrej biataczki promielocytowej
I11-1.Mechanizm regulacji transkrypcji genéw odpo-
wiedzialnych za ré6znicowanie komoérek mieloidal-
nych przez receptor kwasu retinojowego
111-2. Mutacja w genie kodujacym biatko biataczki pro-
mielocytowej PML prowadzi do zaburzenia regu-
lacji cyklu komérkowego i apoptozy
IV. Leczenie ostrej biataczki promielocytowej kwasem reti-
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I. Historia medyczna arszeniku

Arszenik (trojtlenek arsenu; As20 3) jest jedng z
najbardziej znanych trucizn. Ze wzgledu na brak za-
pachu i smaku oraz tatwg dostepnos$¢, arszeniku uzy-
to do zamordowania wielu znanych postaci histo-
rycznych, m.in. Napoleona Bonaparte [1]. Dane epi-
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demiologiczne wskazujg ponadto na zwigzek miedzy
obecnoscig arsenu w wodzie pitnej a zwiekszonym
ryzykiem zachorowania na raka skory, ptuc, watroby
[2], Mutagenno$¢ i kancerogenno$é arsenu moze wy-
nika¢ z zaburzenia w komdrce procesdéw usu-
wajgcych reaktywne formy tlenu, ktére uszkadzaja
lipidy, biatka oraz DNA [3]. Arsen zwieksza takze
mutagennos$¢ innych karcinogenéw, np. poprzez ha-
mowanie naprawy uszkodzen DNA spowodowanych
promieniowaniem ultrafioletowym [4],

Pomimo swej ztej reputacji arszenik byt stosowa-
ny w medycynie od ponad 2400 lat [5]. Arsen byt ak-
tywnym sktadnikiem roztworu Fowlera, ktory uzy-
wano od XVIIlI wieku do leczenia wielu chordb, w
pecherzycy,
tuszczycy [6], Pod koniec XIX wieku po raz pierw-

tym astmy, plasawicy, wypryskow,
szy wykazano wptyw arszeniku na liczbe leukocy-
tow u cztowieka [6], Dziesieciotygodniowa terapia
roztworem Fowlera powodowata znaczne obnizenie
liczby biatek ciatek krwi u chorych z przewlekis
biataczka szpikowa. Az do lat trzydziestych XX wie-
ku specyfik ten byt podstawag w leczeniu anemii, cho-
roby Hodgkina i biataczek [7]. W 1910 roku niemiec-
ki uczony Paul Ehrlich ijaponski bakteriolog
Sahachiro Hata odkryli zabdjcze dziatanie or-
ganicznych zwigzkdw arsenu na kretki i pierwotnia-
ki, co doprowadzito do opracowania pierwszego sku-
tecznego leku przeciwko kile — salwarsanu [6]. P0zZ-
niej arsen zastgpiono chemio- iradioterapig i do nie-
dawna tylko melarsoprol bytjedynym lekiem zawie-
rajgcym arsen dopuszczonym w medycynie i stoso-
wanym do leczenia $piaczki afrykanskiej w jej ostat-
niej fazie, w ktorej zaatakowany jest centralny uktad
nerwowy [8],

Il. Wprowadzenie arszeniku do leczenia pa-
cjentdw z nawrotami ostrej biataczki pro-
mielocytowe]j

Najnowsza historia arszeniku jako leku antyno-
wotworowego rozpoczeta sie 30 lat temu w poinoc-
no-wschodnich Chinach, kiedy grupa lekarzy z
uczelni medycznej w Harbinie zostata wystana na
prowincje, zeby udowodni¢ wyzszo$¢ chinskiej me-
dycyny ludowej nad zachodnig [9], Dzieki tym po-
szukiwaniom odkryto, ze aktywnymi sktadnikami
mikstur stosowanych od wiekdw do niszczenia mia-
zgi zebowej oraz do leczenia takich chorob jak kita,
reumatyzm, tuszczyca, sa wtasnie zwiazki arsenu
[10], Grupa z Harbinu testowata skutecznos$¢ arsze-
niku w wielu rodzajach nowotwordéw, ale najlepsze
wyniki uzyskano w przypadku ostrej biataczki pro-
mielocytowej — APF (ang. acutepromyelocytic leu-
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kemia) [10, 11], Podawanie dozylnie arszeniku w
dawce 10 mg na dzien przez 20-60 dni spowodowato
remisje choroby u ponad 65% pacjentow, a u prawie
30% nie nastgpit nawrot choroby przez nastepne 10
lat [10, 11]. Arszenik okazat sie rowniez bardzo sku-
teczny u chorych z nawrotami ostrej biataczki pro-
mielocytowej w formie opornej na konwencjonalng
chemioterapie kwasem catkowicie-zAms-retinojo-
wym — ATRA (ang. all-trans-retinoic acicl) oraz an-
tracyklinami [12], Niestety u 30% chorych leczo-
nych tradycyjnie nastepuje nawrot choroby, zwykle
w formie opornej na ATRA irokowania dla tych pa-
cjentéw byty do tej pory bardzo niepomys$ine [13],
Stad wyniki chinskich badaczy spotkaty sie zogrom-
nym zainteresowaniem irozpoczeto intensywne ba-
dania nad arszenikiem w osrodkach naukowych na
calym sSwiecie.

W drugiej potowie lat 90-tych w USA terapie ar-
szenikowg zastosowano u 52 $miertelnie chorych pa-
cjentdw z nawrotami ostrej biataczki promielocyto-
wej w formie opornej na wszystkie znane leki [13,
14], Chorym podawano codziennie kroplowke z ar-
szenikiem w dawce 10-15 mg lub 0,15 mg / kg masy
ciata w przypadku dzieci, az do znikniecia komérek
biataczkowych ze szpiku kostnego, $rednio przez 34
dni (od 14 do 63 dni). U 87% pacjentédw nastapita re-
misja choroby (45 z 52), co catkowicie potwierdzito
wyniki z Chin [13, 14], Gtéwnymi skutkami ubocz-
nymi terapii arszenikiem byty: zwiekszona leukocy-
toza (u 50% pacjentow), zmiany w elcktrokardiogra-
mie (wydtuzenie odcinka QT; 40%), syndrom rézni-
cowania APF (wysieki w optucnej, dusznosci,
goragczka, wzrost wagi ciata; 22%), hiperglikemia,
wysypka, béle gtowy, nudnosci, wymioty [14, 15].
Po 18 miesiacach od zakonczenia terapii 27 pacjen-
tow z 40 pozostato przy zyciu (68%), a u 23 o0so6b
(58%) nie nastgpit nawrot choroby [15], Na podsta-
wie tych wynikéw arszenik jako Trisenox™ zostat
zaaprobowany w USA do leczenia nawrotéw APF w
formie opornej na ATRA we wrze$niu 2000 roku

[15].

I1l. Rola receptora kwasu retinojowego oraz
biatka PML w patogenezie ostrej biatacz-
ki promielocytowej

Ostra biataczka promielocytowa charakteryzuje
sie nadmierng akumulacjg w szpiku kostnym prekur-
sorow komorek mieloidalnych zatrzymanych w réz-
nicowaniu sie na etapie komaérek promielocytowych,
co prowadzi do ciezkiej niedokrwistosci i objawéw
skazy krwotocznej (Ryc. 1) [16]. W 95% przypad-
kow ostrej biataczki promielocytowej obserwuje sie
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Ryc. 1. Schemat powstawania ostrej biataczki promielocytowcj oraz efekty terapeutyczne kwasu retinojowego iarszeniku. Dojrzewanie iréznicowanie
granulocytéw odbywa sig w szpiku iobejmuje wiele etapéw posrednich. Na skutek translokacji chromosomowej t(15; 17), w wyniku ktérej do-
chodzi do fuzji genéw kodujacych receptor kwasu retinojowego RARa i biatko biataczki promielocytowcj PML, promielocyty nie réznicuja
sig do mielocytéw i zaczynaja sig niekontrolowanie dzieli¢. Lecznicze dawki kwasu retinojowego powodujg r6znicowanie sig komérek

biataczkowych do mielocytéw. Natomiast arszenik w zaleznosci od zastosowanego stezenia moze indukowa¢ cze$ciowe réznicowanie komo-

rek biataczkowych lub ich $mier¢.

dominujgcg mutacje w postaci translokacji chromo-
somowej t(15; 17), w wyniku ktérej dochodzi do fuzji
genu PML (ang. promyelocytic leukemia) lezacego
na chromosomie 15 z genem RARa (ang. retinoic
acid receptor a) z chromosomu 17 i powstania chi-
merycznego biatka PML-RARa lub RARa-PML
[17, 18].

I11-1. Mechanizm regulacji transkrypcji genéw
odpowiedzialnych za réznicowanie komoérek
mieloidalnych przez receptor kwasu retinojo-
wego

Produkt biatkowy genu RARa nalezy do nadrodzi-
ny jadrowych receptoréw hormonalnych bedacych re-
gulatorami transkrypcji gendw [16]. Receptor RARa
modulowany jest przez retinoidy (witamina A), ktore
nie tylko zapewniajg prawidtowe widzenie, ale takze
sg waznymi regulatorami podziatow komoérkowych i
proces6w réznicowania [19].

Receptor kwasu retinojowego RARa jako hetero-
dimer z receptorem RXR (ang. retinoid X receptor)
przytacza sie¢ do specyficznej sekwencji DNA - ele-
mentu odpowiedzi na kwas retinojowy RARE (ang.
retinoic acid response element) i tworzy jednostke
transkrypcyjng indukowang przez ligand w postaci
kwasu retinojowego [16] (Ryc. 2). Przy nieobecnosci
RARa-RXR
potgczony jest z kompleksem korepresorowym, w

kwasu retinojowego heterodimer
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sktad ktérego wchodzg biatka N-CoR lub SMRT,
mSin3 oraz deacetylaza histonowa HDAC [20, 21,
22], Obecnos$¢ korepresora powoduje kondensacje
chromatyny w obszarze promotorowym regulowane-
go genu poprzez deacetylacje histonow, co jest przy-
czyng niemoznos$ci przytaczenia sie w tym miejscu
DNA kompleksu inicjujgcego transkrypcje (Ryc. 2).
Zwigzanie kwasu retinojowego z domeng wigzania
Uganda LBD (ang. ligand binding domain) receptora
RARa pozwala na oddysocjowanie kompleksu kore-
presoréw i przytaczenie sie w jego miejsce koakty-
watorow transkrypcji, m.in. acetylotransferaz histo-
nowych [23] (Ryc. 2).

W przypadku ostrej biataczki promielocytowej
biatko PML-RARa jako homodimer przytaczone jest
rowniez do sekwencji RARE w promotorach regulo-
wanych genow, ale na state zwiagzane jest z komplek-
sem korepresoréw, gdyz nie reaguje na fizjologiczne
stezenia kwasu retinojowego w komdrce. W rezulta-
cie transkrypcja gendw regulujgcych podziaty irézni-
cowanie promielocytow ulega ciggtej represji [16].

Gtéwng rolg biologiczng receptora RARa jest
prawdopodobnie regulacja procesu réznicowania ko-
morek mieloidalnych [24], Wiadomo od dawna, ze
niedobo6r witaminy A powoduje zaburzenia hemato-
poezy, a kwas retinojowy indukuje ekspresje genu
RARa gtéwnie w komaérkach mieloidalnych [25, 26].
Ponadto nadekspresja RARa powoduje zablokowanie
réznicowania komdérek mieloidalnych na etapie pro-
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mielocytow [27]. Biatko RARa reguluje prawdopo-
dobnie ekspresjag gendw kodujgcych inne czynniki
transkrypcyjne (np. Hox, STAT, C/EBP), a takze re-
gulatory cyklu komérkowego oraz apoptozy [24].

I11-2. Mutacja w genie kodujacym biatko biataczki
promietocytowej PML prowadzi do zaburze-
nia regulacji cyktu komérkowego i apoptozy

Podczas gdy role retinoiddw i ich receptoréw w
procesach rdéznicowania czesSciowo wyjasniono, to
funkcja biologiczna biatka PML byta do niedawna
stabo poznana, ale wiele danych wskazuje na jego
udziat w regulacji transkrypcji genéw zwigzanych z
apoptoza iprocesami starzenia sie komdérki, a chime-
ra PML-RARa blokuje te funkcje w przypadku
ostrej biataczki promietocytowej.

W zdrowych komorkach biatko PML znajduje sie
w specyficznychjgdrowych strukturach zwanych on-
kogennymi domenami PML — POD (ang. PML on-
cogenic domain) lub ciatkami jadrowymi — NB
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(ang. nuclear body) [28, 29], do ktérych biatko PML

jest kierowane po kowalencyjnym zwigzaniu z
matym, podobnym do ubikwityny polipeptydem
SUMO-1 [30], Natomiast w komodrkach biataczki
promietocytowej zaobserwowano, ze ciatka jgdrowe
NB sg rozbite na wiele mikrostruktur zawierajgcych
normalne i zmutowane biatka PML [28, 29]. Ostat-
nio pokazano, ze komdrki z usunietymi obiema ko-
piami genu PML wykazujg réwniez dezorganizacje
struktur NB [31]. Ponadto do prawidtowego wytwo-
rzenia ciatek jadrowych NB wymagana jest modyfi-
kacja biatka PML przez SUMO-1 [31]. Biatko PML
wystepuje w ciatkach jadrowych NB razem z ponad
dwudziestoma biatkami, takimi jak regulatory tran-
skrypcji (CBP, RFP), supresory nowotworowe (Rb,
p53), biatka zwigzane z apoptozg i cyklem komorko-
wym (Daxx, BAX, cyklina D3, KIPI/p27), a takze
biatka towarzyszace infekcjom wirusowym (SplOO)
[32, 33], Postawiono hipoteze, ze struktury NB sg
miejscami albo obszarami

aktywnej transkrypcji

gdzie aktywno$¢ réznych czynnikéw transkrypcyj-
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nych jest regulowana w spos6b zintegrowany [33].
Biatko PML zawiera domene palca cynkowego typu
RING bogatg w reszty cysteiny i histydyny (motyw
C3HC4), ktora jest charakterystyczna dla wielu
biatek biorgcych udziat w regulacji ekspresji genow,
onkogenezie, rekombinacji i naprawie DNA [32, 33],
Jakkolwiek biatko PML samo nie przytgcza sie do
DNA, to wchodzi w interakcje z koaktywatorami i
korepresorami transkrypcji [32, 33].

W ciatkach jgdrowych NB biatko PML wystepu-
je czesto razem z koaktywatorem transkrypcji ace-
tylotransferazg CBP [34], Wykazano, ze biatko
PML nie tylko wzmacnia aktywno$¢ acetylotransfe-
razy CBP, ale takze samo funkcjonuje jako koakty-
wator dla innych czynnikéw transkrypcyjnych, ta-
kich jak receptory jadrowe iczynnik transkrypcyjny
AP-1 [34, 35], Ostatnio wyjasniono mechanizm ak-
tywacji transkrypcji genow przez biatko PML na
przyktadzie regulacji aktywnos$ci biatka p53 [36,
37], Supresor nowotworowy p53 indukuje proces
starzenia sie komorki w odpowiedzi na sygnaty on-
kogenne [37]. Okazato sie, ze PML wchodzi w bez-
posrednie interakcje z p53 ioba biatka lokalizujg sie
w strukturach NB [36],
PML-/- nie zaobserwowano zaleznej od p53 apopto-

Ponadto w komérkach

zy indukowanej przez uszkodzenia DNA, a takze
stwierdzono brak aktywnos$ci transkrypcyjnej
biatka p53 [36]. Biatko p53 jest transkrypcyjnie ak-
tywne po acetylacji przez acetylotransferaze
CBP/p300 [33], Postawiono hipoteze, ze biatko
PML moze stabilizowaé¢ kompleks p53-CBP [33],
Pearson i wspotpr. [37] wykazali, ze biatko on-
kogenne Ras indukuje ekspresje genu PML oraz po-
woduje przemieszczenie biatek p53 i CBP do ciatek
jadrowych NB, w obrebie ktérych powstaje kom-
pleks p53-PML-CBP. Jednoczes$nie takie zjawiska
jak: indukowana przez Ras acetylacja p53, stabili-
zacja kompleksu p53-CBP iproces starzenia sie ko-
morki, nie wystepujg w fibroblastach PML-/- [37],
Biatko PML indukuje ponadto ekspresje gendw
kompleksu MHC (ang. major histocompability com-
plex), ktére odpowiedzialne sg za prezentacje obcych
antygenéw na powierzchni komoérek w celu
wywotania odpowiedzi immunologicznej [38], W
przypadku ostrej biataczki promielocytowej chimera
PML-RARa obniza transkrypcje genéw MHC, co
powoduje nie rozpoznawanie komoOrek zmutowa-
nych jako nowotworowe przez uktad odporno$ciowy
organizmu [38].
Jedng z wielu funkcji biatka PML jest represja
transkrypcji. Acetylacja reszt lizyny w histonach
neutralizuje tadunek dodatni biatka i prawdopodob-

nie wptywa na interakcje histonéw i DNA, co pozwa-
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la na przytaczenie sie czynnikow transkrypcyjnych
do promotora okre$lonego genu [39], Okazuje sie, ze
biatko PML bezposrednio tgczy sie deacetylazg hi-
stonowg HDAC i ta interakcja jest niezbedna do re-
presji gendéw przez supresory nowotworowe Mad i
Rb [40, 41, 42], Chimeryczne biatko PML-RARa
prawdopodobnie deacetylaze histonowg
HDAC w sposob uniemozliwiajagcy interakcje
HDAC z Mad i Rb, co prowadzi do aktywacji ekspre-
sji gendéw warunkujacych np. przejscie komorki z

wigze

fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego [41, 42],
Ostatnio wykazano, ze biatko PML hamuje trans-
formacje nowotworowga takze poprzez regulacje
Do domeny RING biatka PML
przytacza sie czynnik inicjujagcy 4E (elF4E), ktory

translacji [43].

bierze udziat w transporcie zjadra do cytosolu grupy
transkryptéw, w tym regulatora cyklu komdérkowego
cykliny DI. Biatko PML zmienia aktywnos$¢ elF4E
przez drastyczne obnizenie jego powinowactwa do
substratu w postaci czgsteczek mRNA z czapeczkg
7-metyloguanylanu na koficu 5°,w tym mRNA cykli-
ny DI [43]. Tym samym biatko PML obniza poziom
biatka cykliny DI ihamuje transformacje nowotwo-
rowa.

IV. Leczenie ostrej biataczki promielocytowej
kwasem retinojowym polega na aktywacji
procesu réznicowania komérek nowotwo-
rowych w neutrofile

W 1980 roku Breitm an iwspoOipr. zaobserwo-
wali, ze kwas catkowicie — /ra/w-retinojowy moze
indukowaé ré6znicowanie linii komdérkowej HL-60,
ktora jest podobna do promielocytowych komorek
biataczkowych, ale nie posiada mutacji t(15;17)
[44], Kilka lat pézniej chinscy naukowcy doniesli, ze
doustne podawanie kwasu retinojowego pacjentom
chorym na ostrg biataczke promielocytowg powodu-
je catkowitg remisje choroby bez znaczacych skut-
kéw ubocznych [45]. Wyleczenie nastepowato dzie-
ki koncowemu réznicowaniu komdrek biataczko-
wych w neutrofile, co byto pierwszym przykiadem
tzw. terapii r6znicowania, ktérej celem nie jest zabi-
cie komérek nowotworowych, ale ich przemiana w
prawidtowe komorki [46] (Ryc. 1).

Na poziomie komdrkowym kwas retinojowy po-
woduje znikniecie licznych mikrostruktur zawie-
rajacych chimery PML-RARa w jadrze oraz przy-
wraca normalne ciatka jadrowe NB z biatkami PML
[47], Jednoczes$nie kwas retinojowy przyczynia sie
do degradacji chimerycznych biatek PML-RARa
[48] oraz aktywuje transkrypcje dzikiego genu
RARa [49]. Niestety u prawie wszystkich pacjentéow
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leczonych tylko kwasem retinojowym nastepowat
nawrot choroby w ciggu kilku miesiecy [50]. Opor-
no$¢ na kwas retinojowy moze by¢ spowodowana
wigzaniem tego zwigzku przez biatko CRABP (ang.
cellular RA-binding protein), zwiekszonym katabo-
lizmem kwasu retinojowego przy udziale cytochro-
rnu P450 oraz usuwaniem kwasu retinojowego z ko-
morki przez transporter MDR1 [51, 52], Ponadto zi-
dentyfikowano wiele mutacji w domenie wigzacej li-
gand (LBD) chimer PML-RARcc izolowanych za-
rowno z linii komdrkowych biataczki promielocyto-
wej, jak iz pacjentéw z oporno$cig na kwas retinojo-
wy [53]. Wiekszo$¢ tych mutacji powoduje, ze do
kompleksu PML-RARa-korepresor nie moze sie w
ogéble przytaczyé ligand w postaci kwasu retinojowe-
go. Z tego powodu nie dochodzi do odblokowania
transkrypcji odpowiednich genow (Ryc. 2), mimo
zastosowania dawek leku przewyzszajacych wielo-
krotnie fizjologiczne stezenie kwasu retinojowego w
komorce [53],

Wigczenie kwasu retinojowego do standardo-
wych chemioterapii spowodowato zwiekszenie licz-
by wyleczen itylko u 20-30% pacjentow obserwuje
sie nawroét choroby [19]. U tych ostatnich probuje sie
stosowaé syntetyczny retinoid Am80, witamine K2
lub inhibitory deacetylaz histonowych, np. fenylo-
maslan sodu, oraz ostatnio, z najlepszym skutkiem,
arszenik [16].

V. Molekularny mechanizm dziatania arsze-
niku w komoérkach biataczki promielocy-
towej

Wraz z zastosowaniem arszeniku w leczeniu
ostrej biataczki promielocytowej rozpoczeto badania
nad wptywem arszeniku na linie komérek nowotwo-
rowych biataczki promielocytowej. Stwierdzono, ze
arszenik w niskich stezeniach powoduje cze$ciowe
réznicowanie sie komoérek nowotworowych (Ryc. 1),
a stosunkowo wysokie stezenia tego zwigzku indu-
kujg apoptoze [54, 55] (Ryc. 3).

V-l. Czes$ciowe roznicowanie sie komdrek biatacz-
kowych indukowane przez arszenik spowodo-
wane jest degradacjg chimerycznych biatek
ztozonych z receptora kwasu retinojowego i
biatka biataczki promielocytowej

Komdrki biataczkowe izolowane od pacjentéw
chorych na ostrg biataczke promielocytowg posia-
daja na swej powierzchni antygen CD33 charaktery-
styczny dla niedojrzatych komdrek mieloidalnych
[6]. Zaobserwowano, ze w toku terapii arszenikowej
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wsréd komorek biataczkowych izolowanych od pa-
cjentdbw pojawiajg sie komorki z antygenem po-
wierzchniowym CDI Ib typowym dla dojrzatych
mielocytéw, co by wskazywato na indukcje procesu
roznicowania [13]. Jednakze komérki CDIlb byty
tylko podobne do mielocytdw inie odpowiadaty kon-
cowemu stadium réznicowania — granulocytom, co
mozna osiggna¢ w terapii kwasem retinojowym [13,
54] (Ryc. 1). Badania z uzyciem hodowli komdrko-
wych pokazaty, ze proces czeSciowego réznicowania
komédrek biataczki promielocytowej ma miejsce przy
zastosowaniu niskich dawek arszeniku w stezeniach
0,1-0,5 pM [54], Molekularny mechanizm tego zja-
wiska polega prawdopodobnie na bezpo$rednim od-
dziatywaniu arszeniku na biatka PML i PML-RARa,
poniewaz arszenik indukuje ich transport do ciatek
jadrowych NB, gdzie ulegajg degradacji [56]. Jak juz
wspomniano wcze$niej, biatko PML kierowane jest
do ciatek jgdrowych NB po zwigzaniu z polipepty-
dem SUMO-1, a proces ten w przypadku zaréwno
biatka PML jak i chimery PML-RARa indukowany
jest witasnie przez arszenik i zwigzki pokrewnego
metaloidu antymonu [57], Ostatnio pokazano, ze ar-
senin hamuje interakcje korepresora SMRT z czynni-
kami transkrypcyjnymi, w tym z PML-RARa [58].
Arsenin poprzez aktywacje kaskady kinazy MAP
(ang. mitogen-activated protein) powoduje fosfory-
lacje korepresora SMRT, w wyniku czego dochodzi
do odtgczenia SMRT od receptoréw jadrowych
RARa iusuniecia go zjadra do cytoplazmy [58]. Za-
tem arsenin moze odblokowywac ekspresje gendw
regulowanych przez receptor kwasu retinojowego
RARa iindukowaé¢ w ten sposdb réznicowanie ko-
morek nowotworowych biataczki promielocytowej.

V-2. Arszenik indukuje apoptoze poprzez zwieksze-
nie ilosci nadtlenku wodoru w komdérkach
biataczkowych

Badajac molekularny mechanizm dziatania arsze-
niku w leczeniu ostrej biataczki promielocytowej
stwierdzono, ze arszenik w relatywnie wysokich ste-
zeniach 0,5-2,0 pM indukuje apoptoze w komorkach
biataczkowych linii NB4 z translokacjat( 15; 17) [54,
55]. Szybko okazato sie, ze zjawisko to nie zalezy od
obecnosci chimery PML-RARa, gdyz apoptoze in-
dukowang przez arszenik zaobserwowano w wielu li-
niach komorek biataczkowych z r6znymi mutacjami
[59], Apoptoza indukowana przez arszenik w komar-
kach linii NB4 nie jest zwigzana z aktywacjg zna-
nych biatek apoptogennych, takich jak Bax, c-myc
czy p53, lecz raczej z obnizeniem poziomu biatka
Bcl-2, ktdre jest znanym inhibitorem apoptozy [54,
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59, 60]. Jednakze tego zjawiska nie zaobserwowali
inni badacze ani w komdrkach NB4 ani w innych ty-
pach komdrek nowotworowych [61, 62], Jaki jest
wiec mechanizm indukowania apoptozy przez arsze-
nik i dlaczego dochodzi tylko do $mierci komérek
biataczkowych?

Gtéwna role w tolerancji komoérek ssakow na
zwigzki arsenu trojwarto$ciowego petni zredukowa-
ny glutation (GSH) [63, 64], GSH jest gtéwnym
»Zmiataczem” wolnych rodnikéw w komorce oraz
petni wazng role w detoksykacji licznych ksenobio-

rowe watroby i ptuc, ktore charakteryzowaty sie naj-
wyzszg zawartoscig GSH, tolerowaty relatywnie wy-
sokie stezenia arszeniku [67]. Ponadto zwigzki
zmniejszajgce w komorce poziom GSH, takie jak bu-
tioninosulfoksyimina  (BSO, inhibitor syntetazy
y-glutamylocysteinowej enzymu szlaku biosyntezy
GSH) czy kwas askorbinowy, ktéry poprzez autook-
sydacje generuje H20 2, wspomagajg arszenik w in-
dukcji apoptozy [67, 68], Jednocze$nie w obecnosci
katalazy, enzymu rozktadajgcego H20 2, nie zaobser-
wowano wzmocnienia apoptozy indukowanej przez
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Ryc.3. Mechanizm indukcji apoptozy przez arszenik w komorkach biataczki promietocytowej. Produktem ubocznym tlenowego metabolizmu komér-

ki sg rodniki ponadtlenkowe, ktdre sg przeksztatcane w nadtlenek wodoru przy udziale dysmutazy ponadticnkowej (SOD). Nadtlenek wodoru

z kolei rozktadany jest do wody przez katalaze i peroksydaze glutationowa (GPx). W komérkach biataczki promietocytowej po zadziataniu ar-
szenikiem obserwuje sie wzrost stezenia nadtlenku wodoru spowodowany prawdopodobnie bezposrednim hamowaniem peroksydazy gluta-
tionowej przez jony arsenu. Na zwiekszenie ilosci nadtlenku wodoru w komdrkach biataczki promietocytowej ma wptyw réwniez obnizona
aktywno$¢ katalazy. Nagromadzony nadtlenek wodoru tatwo ulega przeksztatceniu w rodniki hydroksylowe, ktére przez obnizenie potencjatu
transbtonowego mitochondrium AYm uruchamiajg kaskade zjawisk prowadzacych do apoptozy. Indukcje apoptozy w komdrkach biataczki
promietocytowej mozna uzyskaé uzywajac stosunkowo niskie stezenia arszeniku, poniewaz komérki te charakteryzuja sie zmniejszonym usu-
waniem arsenu z komérki przez biatka MRP1 i MRP2. Substratem dla tych transporteréw moga by¢ tylko koniugaty arsenu z glutationcm
As(GS),. Reakcja koniugacji arsenu z glutationcm (GSH) katalizowana jest przez S-transfcraze glutationowg (GST-tt), ktérej aktywnos$¢ jest
znacznie obnizona w komdrkach biataczki promietocytowej. W efekcie zwieksza sie ilos¢ wolnych jonéw arsenu hamujacych peroksydaze

glutationowa.

tykow [65, 66], Zwiekszona ekspresja S-transferazy
glutationowej (GST-jt) oraz GSH obserwowana jest
w liniach komoérkowych opornych na arszenik [67],
Okazato sie, ze komdrki biataczki promietocytowej,
ktére sg najbardziej wrazliwe na arszenik, maja bar-
dzo niski poziom GSH [68], W przypadku innych ty-
pow komdrek biataczkowych oraz guzéw litych ob-
serwowano spadek wrazliwosci na arszenik wraz ze
wzrostem wewngtrzkomorkowego stezenia GSH
[67, 68], Z siedemnastu linii komdrek nowotworo-
wych zbadanych przez Yanga iwspotpr. [67] ko-
morki nowotworowe zotgdka i jelit, pecherza oraz
komorki biataczki promietocytowej byty najbardziej
wrazliwe na dziatanie arszeniku. Komérki nowotwo-
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arszenik, co wskazywatoby na role reaktywnych
form tlenu (RFT) w tym procesie [68],

Jeden z ostatnio poznanych mechanizméw induk-
cji apoptozy, opisanych szczeg6towo na tamach Po-
stepow Biochemii [69], obejmuje wzrost ilosci reak-
tywnych form tlenu, ktére powodujg w kolejnosci
spadek potencjatu transbtonowego mitochondrium
(ASFm), zwiekszenie przepuszczalno$ci btony mito-
chondrialnej, w wyniku czego dochodzi do uwolnie-
nia do cytoplazmy cytochromu c, aktywacji kaspaz
(proteazy specyficzne dla reszty asparaginianowej),
a dalej do inaktywacji wielu biatek, m.in. polimerazy
poli(ADP-rybozy) (PARP) wspoétdziatajgcej w na-
prawie iutrzymaniu stabilnosci DNA (Ryc. 3). Udo-
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wodniono, ze wiele réznych czynnikéw takich jak
ceramidy, cytokina TNF-a, promieniowanie UV i
antracyklina indukujg apoptoze poprzez generowa-
nie RFT [61].

Ostatnio wykazano, ze indukcja apoptozy przez
arszenik w komodrkach biataczki promielocytowcj
zalezy od enzymdéw regulujacych poziom H20 2 [61]
(Ryc. 3). Nadtlenek wodoru rozktadany jest przez ka-
talaze w cytoplazmie oraz przez peroksydaze gluta-
tionowg (GPx) dziatajgcg w cytoplazmie i mitochon-
driach [65, 66]. Redukcji H20 2 przez peroksydaze
glutationowa towarzyszy utlenienie glutationu do di-
sulfidu glutationu (GSSG), ktéry nastepnie zostaje
zredukowany z powrotem do glutationu przy udziale
reduktazy glutationowej i NADPH [65, 66] (Ryc. 3).
Arszenik powoduje wzrost stezenia H20 2w komor-
kach biataczki promielocytowej, a takze hamuje ak-
tywnos$¢ peroksydazy glutationowej [61]. Wcze-
$niejsze potraktowanie komérek seleninem, aktywa-
torem peroksydazy glutationowej, hamuje zardwno
wzrost poziomu H20 2Jak i sam proces apoptozy in-
dukowany przez arszenik [61]. Z drugiej strony, inhi-
bitory katalazy i peroksydazy glutationowej sprzy-
jajg apoptozie w komérkach biataczki promielocyto-
wej [61]. Gtowng drogg detoksykacji zwigzkow arse-
nu tréjwartosciowego u ssakow jest aktywny trans-
port S-koniugatéow glutationu i arsenu na zewnatrz
komorki [63, 64, 70], Tworzenie koniugatow gluta-
tionu wymaga obecnos$ci S-transferazy glutationo-
wej (GST-ti), ktérej poziom jest takze znacznie ob-
nizony w komérkach biataczki promielocytowej
[61]. Na podstawie powyzszych danych postawiono
hipoteze, ze wzrost poziomu H20 2 w komorkach
biataczki promielocytowej spowodowany jest bez-
poSrednim hamowaniem peroksydazy glutationowej

Tabela 1

przez wolne jony As3+ ktérych ilos¢ jest stosunkowo
wieksza z powodu niskiej aktywnos$ci S-transferazy
glutationowej [61]. Arszenik moze zwiekszac tez
produkcje H20 2 poprzez aktywacje oksydazy
NADPH w mitochondriach [71]. Nagromadzony
H20 2 tatwo ulega przeksztatceniu w rodniki hydro-
ksylowe, ktére powodujg spadek potencjatu
transbtonowego mitochondrium ATm i zwiekszajg
przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej, co prowa-
dzi w kolejnosci do uwolnienia cytochromu c do cy-
tosolu, aktywacji kaspaz, degradacji biatek oraz
DNA iw koncu do $mierci komorki (Ryc. 3). Powyz-
sze zjawiska obserwowano wielokrotnie podczas in-
dukcji apoptozy przez arszenik w wielu rodzajach
komérek nowotworowych [61, 71-73],

VI. Arszenik hamuje wzrost réznych typow
komdrek nowotworowych

Doniesienia o duzej skutecznosci arszeniku w le-
czeniu ostrej biataczki promielocytowej skionity
wielu badaczy do sprawdzenia czy zwiagzek ten be-
dzie indukowat apoptoze takze w innych typach ko-
morek nowotworowych. W ramach badan przedkli-
nicznych zbadano wptyw arszeniku na kilkadziesiat
linii komorek nowotworowych i w wiekszosci przy-
padkow zaobserwowano redukcje wzrostu i apopto-
ze komorek po zadziataniu arszeniku w stezeniach
bezpiecznych dla zdrowia cztowieka (Tab. 1). Po-
nadto stwierdzono, ze arszenik hamuje angiogeneze
w guzach litych u myszy [80]. Juz po pierwszej iniek-
cji arszeniku do guza obserwowano zanik naczyn
krwionosnych i nekroze guza bez uszkodzenia
sgsiednich zdrowych tkanek [80]. Na podstawie tych
wynikdw rozpoczeto w 2000 roku kilkanascie badan

Przyktady komoérek nowotworowych, ktére ulegajg apoptozie pod wptywem arszeniku.

Typ nowotworu Nazwa linii komérkowej Literatura
Ostra biataczka micloblastyczna HL-60 [59, 74]
Ostra biataczka monoblastyczna U937 [59]
Przewlekta biataczka szpikowa U266 [75]
Chtoniaki Su-DHL-4 [67]
Rak zotadka AGS, MKN-28, MGC-803 [72, 76]
Rak jelita grubego SW620 [68]
Rak szyjki macicy TSGH8302 [68]
Rak jajnika MDAH-2774 [77, 78]
Rak gruczotu krokowego DU-145, PC-3 [77, 79]
Rak drég moczowych NTU-81 [68]
Rak mézgu NB16, NB 19 [621
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klinicznych nad skutecznos$cig arszeniku w leczeniu
ostrych biataczek mieloblastycznych i limfobla-
stycznych,
choroby Hodgkina, chtoniakéw nieziarniczych, a

przewlektych biataczek szpikowych,

takze w leczeniu guzéw litych gruczotu krokowego,
szyjki macicy, nerek ipecherza moczowego [81]. Ar-
szenik jest zwigzkiem tanim, powszechnie dostep-
nym, powodujgcym stabe skutki uboczne i zastoso-
wanie go w leczeniu wielu typéw nowotworéw
mogtoby nie tylko zwiekszy¢ skutecznosé, ale takze
obnizy¢ koszty chemioterapii nowotwordéw.
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Rola jadrowych biatek wigzacych sie z
guanozyna na koncu 5 RNA

The role of nuclear proteins that bind to

7-metylo-

7-methyl-

guanosine at the 5’ end of RNA

MACIEJ KMIECIAKL ARTUR JARMOLOWSKI2
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1. Synteza kapu

1. Rola kapu

I11. Charakterystyka jadrowych biatek wiazacych sie do
kapu

IV.  Rola CBC w splicingu pre-mRNA

V. Identyfikacja eksonow w pre-mRNA (ang. exon defini-
tion model). Rola CBC w identyfikacji pierwszego
eksonu

VI. Eksport U snRNA

VII. Eksport mRNA

VIIIl. Import CBC do jadra komérkowego

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

Wykaz stosowanych skrotéw: ApppG — adenozyno 5°-5’ tri-
fosfoguanozyna; CBC — kompleks biatek wigzacych sie z
kapem (ang. cap binding complex)', CBP — biatko wigzace sie z
kapem (ang. cap binding protein)’, CPSF — czynnik specyficz-
nie rozcinajacy i poliadenylujacy; CstF, CF — czynniki stymu-
lujace rozcinanie RNA w procesie poliadenylacji; et7lGpppG —
7-etyloguanozyno 5°-5’ trifosfoguanozyna; GAP i — biatko ak-
tywujace GTP-aze Ran; GpppG — guanozyno 5°-5’ trifosfogu-
anozyna; GTP — guanozynotrifosforan; kb — tysigc par zasad;
kDa — kilodalton; m7G — 7-metyloguanozyna; m22'7GpppG —
2,2,7-trimetyloguanozyno 5’-5’ trifosfoguanozyna; m27GpppG
— 2,7-dimetyloguanozyno 5°-5" trifosfoguanozyna; m7GpppG
— 7-metytoguanozyno 5°’-5" trifosfoguanozyna; NLS — sygnat
lokalizacji jadrowej; NPC — por jadrowy; poliA — ogon polia-
denylowy; Ran — GTP-aza; RCC1 — ang. guanine nucleotide
exchangefactor, SDS — dodecylosiarczan sodu; SDS-PAGE —
elektroforeza w zelu poliakryloamidowym z SDS; snRNA —
jadrowy niskoczgsteczkowy RNA.
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I. Synteza kapu

Zlokalizowana w nukleoplazmie
RNA Il syntetyzuje czasteczki pre-mRNA i mate
jadrowe RNA (snRNA), za wyjatkiem U6 snRNA, a
u roslin rowniez U3 snRNA. W jadrze komdrek eu-

polimeraza

kariotycznych transkrypty polimerazy RNA Il prze-
chodzg serie reakcji dojrzewania [1], z ktorych naj-
wazniejsze to:
a) dojrzewanie konca 5’ (ang. capping)
b) dojrzewanie konca 3’
c) splicing

Dojrzate czasteczki RNA transkrybowane przez
polimeraze RNA Il majg specyficznie zmodyfikowa-
ny w wyniku reakcji dojrzewania koniec 5’ zwany
kapem [2], Kap (ang. cap) to zmetylowana w pozycji
N7 reszta guanozyny potaczona z pierwszym nukle-
otydem czasteczki RNA wigzaniem 5°-5’ trifosfora-
nowym (Ryc. la.) [3, 4], Modyfikacja konca 5’ zwa-
na kapowaniem (ang. capping), zachodzi w wyniku
dziatania kilku enzyméw [5, 6], Pierwszy etap tego
procesu to usuniecie grupy y-fosforanowej z 5 kon-
cowego nukleotydu pierwotnego transkryptu. Reak-
cje te katalizuje 5’-trifosfataza RNA [6, 7]. Tran-
skrypt z grupg pirofosforanowg na kofcu 5’ stuzy na-
stepnie jako akceptor reszty guanylowej. Donorem
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pozycja metylowana
a) w kapach typu O, 1, 2
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O—P/—O ’ w kapach typu 1i2
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0 OCH, 4+— pozycja metylowana
O—P/—O w kapie typu 2
I

Ryc. 1. Struktura kapu na koricu 5 mRNA. a) Guanozyna potgczona
jest zkoncem 5’ transkryptu wigzaniem 5°-5 " tri fosforanowym.
W kapie typu 0 zadna z ryboz nie jest metylowana. W kapie
typu 1 metylowana jest jedna ryboza, a w typie 2 dwie rybozy.
b) Schemat przedstawiajacy pozycje na guanozynie, w ktérych
podstawione sg grupy metylowe. W przypadku: 7-metylogua-
nozyny grupa metylowa znajduje sie w pozycji R,, 2,2,7-trimc-
tyloguanozyny grupy metylowe znajdujg sie odpowiednio w
pozycjach R2, R3i R,

tej reszty jest GTP, a reakcje katalizuje guanylilo-
transferaza mRNA. Reakcja dotgczenia reszty gu-
anylowej jest dwustopniowa: najpierw tworzy sie
stabilny kompleks enzym-GMP z eliminacjgpirofos-
foranu, a nastepnie reszta guanylowa przenoszona
jest z kompleksu na koniec 5’ transkryptu [8, 9]. Po-
wstaty mostek trifosforanowy tgczy dobudowany nu-
kleozyd z pierwszym nukleotydem transkryptu po-
przez grupy 5’-OH kazdego z nich. Proces dotgcze-
nia reszty guanylowej do kofAca 5’ RNA u drozdzy
przeprowadzany jest przez 2 osobne enzymy: trifos-
fataze RNA i guanylilotransferaze RNA [10]. Wyz-
sze Eukaryota zawierajg natomiast jeden bifunkcjo-
nalny enzym, ktéry na swoim N-korncu posiada ak-
tywnos$¢ trifosfatazy RNA, a na C-koncu guanylilo-
transferazy [11-13].

Zmodyfikowany w opisany powyzej spos6b ko-
niec 5’ transkryptu ulega nastepnie metylowaniu.
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Metylacja dobudowanej reszty guanylowej w pozy-
cji N7 pierscienia purynowego katalizowana jest
przez specyficzng metylotransferaze. Donorem resz-
ty metylowej jest S-adenozylometionina (SAM)
[14-16]. Metylowany jest rowniez pierwszy iewen-
tualnie drugi nukleotyd transkryptu, zazwyczaj jed-
nak w ich czesci cukrowej (pozycja 27) [16], W wielu
MRNA nukleozydem sgsiadujgcym z metyloguano-
zynajest N6,2’-0-dwumetyloadenozyna [2, 6, 17],

Proces dojrzewania konca 5’ zachodzi kotran-
skrypcyjnie — tworzace sie transkrypty polimerazy
RNA Il o dtugosci 20-30 nukleotydéw posiadajgjuz
na swoim 5’ koAcu metylowang w pozycji N7 guano-
zyne [15, 18, 19]. Metylacje dalszych nukleotydéw
zachodzg po zakonczeniu transkrypcji: metylacja w
pozycji 2’-0 nukleozydu N ’odbywa sie w jadrze, ale
juz kolejnego nukleozydu N” zachodzi w cytopla-
zmie [20]. Ze wzgledu na ilo$¢ grup metylowanych
na koncu 5’ pre-mRNA mozemy wyrdzni¢ trzy ro-
dzaje kapow :

a) typ 0 — m7GpppN... wystepujacy ujednokomdr-

kowych Eukaryota [21]

b) typ 1 — rn7Gppp(m)NmN... wystepujacy u wiek-

szosci Eukaryota [17, 22]

c) typ 2 — rn7GpppNmNm... wystepujacy u niekto-

rych Eukaryota [23];

Nmoznacza metylacje reszty cukrowcowej, a (MmN
oznacza metylacje pierscienia zasady, jezeli zasada
tg jest adenina.

Dojrzate,
RNA I, mate jgdrowe RNA bogate w urydy-
ne (U snRNA) majg odmienng strukture kapu. Na ich
sie 2,2,7-trimetyloguanozy-

syntetyzowane przez polimeraze

koncu 5’ znajduje
na (Ryc. Ib) [24], Podczas transkrypcji snRNA, na
ich 5’ koricu dobudowany zostaje kap monometylo-
wany, a nastepnie jest on przeksztatcany w kap trime-
tylowany. Hipermetylacja kapu zachodzi w cytopla-
zmie [25, 26]. Ta dodatkowa metylacja konica 5 ni-
skoczgsteczkowych jadrowych RNA zalezy od
biatek wigzacych sie do domeny Sm czasteczek

U snRNA [27, 28],
1. Rola kapu

Kap zwieksza stabilnos§¢ mRNA [29-32], 7-Me-
tyloguanozyna chroni RNA przed degradacjg przez
nukleazy. Egzonukleazy komdérkowe wykazujg wy-

grupy
zwigzane z koncem 3’ badz 5’ w czgsteczce RNA.

sokg stereospecyficzno$¢, rozrbézniajac
Nukleazy dzielg sie wigec na 3’ specyficzne i 5’ spe-
cyficzne. Dla enzymow obu tych klas modyfikowany
koniec 5’ eukariotycznego mRNA (wigzanie 5°-5°
trifosforanowe) wydaje sie by¢ niewtasciwym sub-
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stratem. Wykazano, ze funkcje ochronng petni juz
struktura GpppN
kapu dodatkowo podwyzszajg ,,odporno$s¢” RNA na
nukleazy [32, 33].

Struktura kapu wptywa na efektywnos$¢ splicingu
pierwszego intronu w pre-mRNA, ufatwiajgc jego
wyciecie [22, 34, 35]. Na role kapu w tym procesie
wskazuje analiza inhibicji splicingu pre-mRNA
in vitro przez dodanie do ekstraktu analoga struktury
kapu (m?GpppG). W jadrowym ekstrakcie komorek
et7GpppG lub
m7GpppG powoduje zahamowanie splicingu. Takie

[17]. Wydaje sie, ze metylacje

HeLa podanie dinukleotyddéw
analogi jak m27GpppG, m227GpppG i ApppG nie
majg wptywu na wycinanie intronow z pre-mRNA
[36],

Kap stymuluje transport transkryptow polimerazy
RNA Il zjadra komdérkowego do cytoplazmy [1, 29,
37]. Zsyntetyzowane in vitro mRNA z dotaczong
7-metyloguanozyng sg transportowane efektywniej
anizeli czasteczki bez tej modyfikacji. Zmiana
ApppN po-
woduje spowolnienie eksportu U snRNA zjadra ko-

dotgczanej struktury kapu z GpppN na

morkowego do cytoplazmy [37].

Kap na koAcu 5’ eukariotycznych mRNA odgry-
wa rowniez wazng role w inicjacji translacji [30].
Wykazano, ze struktura kapu utatwia zwigzanie sie
MmMRNA z matg podjednostka rybosomowa, jak i
utatwia synteze biatka na matrycy takiego mRNA
[38]. Istotnos¢ tej struktury w inicjacji translacji do-
datkowo potwierdzona jest przez strategie kapowa-
nia RNA wiruséw. Cze$¢ wiruséw posiada witasne
enzymy zdolne do przeprowadzenia reakcji dojrze-
wania korica 5’ [18,39,40], Inng strategig wykorzy-
stywang przez wirusy jest kodowanie endonukleazy,
ktéra odcina strukture kapu od czgsteczek RNA go-
spodarza. Taki kap jest nastepnie uzyty w inicjacji
syntezy wirusowego mRNA [41], Nalezy jednak
wspomnie¢, ze istnieje itaka grupa wiruséw, ktérych
RNA nie sg kapowane, a mimo to sg wydajnymi ma-
trycami w procesie syntezy biatka [2], Za wigzanie
sie takiego RNA z mata podjednostka rybosomowa
odpowiedzialna jest tzw. sekwencja IRES (ang. in-
ternal ribosomal entry site). IRES tworzy charakte-
rystyczna strukture drugorzedowg w obrebie 5’ UTR
wirusowego RNA [42-44],

Struktura kapu wptywa rowniez na reakcje polia-
denylacji 3’ konca mRNA. Wykazano, ze dodanie do
jadrowego ekstraktu komérek HelLa analogu kapu
m7GpppG, powoduje wyrazne spowolnienie poliade-
nylacji [45-47]. Proces ten nie zostaje jednak zaha-
mowany catkowicie — nawet wysokie stezenie ana-
logu nie powoduje catkowitej inhibicji poliadenyla-
cji [45, 47]. Wykazano réwniez, ze niekapowany
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pre-mRNA jest gorszym substratem dla reakcji po-
liadenylacji w jadrowym ekstrakcie komdrek HelLa
[46,47],

I1l. Charakterystyka jadrowych biatek
wigzgcych sie do kapu

W funkcjach jakie petni kap posredniczg biatka
rozpoznajace iwigzace sie z tg strukturg [33], Biatka
takie nazwano biatkami wigzgcymi sie z ka-
pem (ang. CBP — cap binding protein). Biatka CBP
zidentyfikowano zaréwno w cytoplazmie jak i w
jadrze komérkowym [48-50], Gtowne biatko cyto-
plazmatyczne wigzace sie z kapem to dobrze scha-
rakteryzowany czynnik translacyjny elP-4E (zwany
inaczej 24 K-CBP lub CBP 1) [51]. Wraz z biatkami
elL-4A i elL-4G buduje ono kompleks elF'-4P (ina-
czej zwany CBP 11) [50], elF-4F odgrywa wazng role
w inicjacji procesu biosyntezy biatka u eukariotow
umozliwiajgc zwigzanie sie czasteczki mMRNA z matg
podjednostkg rybosomowa [22, 30, 52],

Jagdrowe biatka wigzgce sie z 7-metyloguanozyng
sg 0 wiele gorzej scharakteryzowane. W komérkach
HelLa zidentyfikowano kilka takich biatek o masach:
120 kDa, 89 kDa, 80 kDa oraz 115 kDa, 20 kDa [22,
53, 54], Dwa z nich wyizolowano idoktadnie zbada-
no: CBP20 (o masie 20 kDa) i CBP80 (o masie
80 kDa). Obydwa te biatka tworzg kompleks CBC
(ang. cap binding complex), ktory specyficznie
wigze sie z kapem. Osobno zadne z tych biatek nie
rozpoznaje 7-metyloguanozyny. Uwaza sie, ze za
funkcje kapu w splicingu pre-mRNA, eksporcie
RNA zjadra komérkowego do cytoplazmy itworze-
niu tancucha poliA na 3’ koncu pre-mRNA, odpo-
wiedzialny jest wtasnie ten kompleks biatek jadro-
wych [36, 55, 56],

Biatka kompleksu CBC oczyszczono iczesciowo
zsekwencjonowano. Sekwencje te nastepnie uzyto
do zaprojektowania oligonukleotydéw, ktore wyko-
rzystano do izolacji odpowiednich cDNA z bibliote-
ki cDNA komoérek Hela. Postepujac w ten sposob
wyizolowano cDNA biatka CBP20 kodujacy 156-
aminokwasowe biatko, ktérego szacunkowa masa
wynosita 17,98 kDa. Biatko CBP20 jest wysoce kon-
serwatywne. CBP20 HelLa i Xenopus wykazuje 84%
identycznos$ci i 99% podobienstwa [1, 29], natomiast
CBP20 ludzkie i Drosophila melanogaster wykazuje
75% identycznosci [1],

CBP20 nalezy do duzej rodziny biatek zawie-
rajgcych region zbudowany z okoto 80-100 amino-
kwaséw, ktore formujag domene wigzacg RNA (ang.
RNA-binding domain), okre$lang czesto jako motyw

RNP [57-59], Charakterystyczng cecha motywu
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RNP jest element RNP-CS (ang. RNP consensus
sequence), ktéry skitada sie z dwdch krotkich se-
kwencji — RNP 1i RNP 2 [29, 58] oraz kilku, naj-
czesciej hydrofobowych, konserwatywnych amino-
kwasdw rozrzuconych po tej domenie [58]. Motyw
RNP posiada cztery struktury [3i dwie a o wzorze
[3appap. RNP 1 znajduje sie na p3, a RNP 2 na Pi
[59], Obdarzone tadunkiem i bogate w aminokwasy
aromatyczne strony RNP 1i RNP 2 sgeksponowane,
i to wiasnie one sg odpowiedzialne za wigzanie sie z
RNA. Wysoce konserwatywne
RNP 1 i RNP 2, chociaz
RNA, prawdopodobnie nie rozr6zniajg sekwencji
nukleotydéw [58], Motyw RNP moze zawiera¢ po-
mocnicze domeny bogate w glicyne, glutamine, pro-

aminokwasy w
krytyczne dla wigzania

line czy dipeptydy RS. Regiony RS to powto6rzenia
aminokwasow arginina/seryna. Doktadna rola dome-
ny RS nie jest znana. Posiada ona wysoki tadunek do-
datni i dzieki temu moze oddziatywa¢ z RNA [60],
Nie moznajednak wykluczy¢, ze domena RS umozli-
biatko-
biatko [60, 61]. Warto zwrdci¢ uwage na to, ze
CBP20, pomimo iz zawiera motyw RNP, nie wigze
sie z RNA w nieobecnosci CBP80 [29, 33].
Badania immunofluorescencyjne wykazaty, ze

wia roéwniez specyficzne oddziatywanie

wiekszos¢ biatka CBP20 znajduje sie w jadrze ko-
mérkowym. Tylko bardzo mate iloSci CBP20 obser-
wowane sg w cytoplazmie [1].

Scharakteryzowano réwniez jadrowe biatko CBP
0 masie 80 kDa. Z biblioteki cDNA komérek HclLa
wyizolowano kodujagcy CBP80 cDNA o dtugosci
2,9 kb [48], Odpowiada to polipeptydowi o 790 ami-
nokwasach i masie 91,78 kDa [36, 48]. Technikg So-
uthern biot wykazano, ze liczba kopii genu CBP80 w
genomie cztowieka jest mniejsza niz kilka [48].
Biatko CBP80 pochodzace z réznych organizmoéw
wykazuje stosunkowo niskag homologie — w odré6z-
nieniu od biatka CBP20, ktore jest niezwykle konser-
watywne.

Analiza sekwencji aminokwasowej wykazata, ze
CBP80 posiada sygnat lokalizacji jadrowej (ang.
nuclear localization signal — NLS), ktéry odpowie-
dzialny jest za aktywny transport biatka do jagdra ko-
morkowego [33]. NLS umiejscowiony jest na kohcu
N biatka (w obrebie pierwszych 70 aminokwaséw).
Sygnat NLS biatka CBP80
tancuchy zasadowych aminokwaséw rozdzielonych
10 aminokwasowgq , przektadka” (ang. spacer) [48,
62], W obrebie sekwencji aminokwasowej CBP80
zlokalizowano réwniez dwa miejsca fosforylacji (dla

stanowiag dwa kroétkie

kinazy S6K), ktdére to pokrywajg sie z sygnatem
NLS. Fosforylacje w tych miejscach stymulujg
wigzanie sie kompleksu CBP80/CBP20 do struktury
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kapu [63], W obrebie CBP80 zlokalizowano réwniez
trzy domeny. Kazda z nich zbudowana jest z powta-
rzajagcych sie motywow tworzacych struktury heli-
kalne [59], Na N koncu zlokalizowana jest duza
a-helikalna domena M1F4G [64], Domeng te posia-
daja, oprécz CBP80, biatko elF-4G (sktadnik trans-
lacyjnego kompleksu inicjujgcego elF-4F, w skiad
ktérego wchodzi rowniez cytoplazmatyczne biatko
wigzace sie z kapem elF-4E) [52], NMD2 (ang. non-
sense-mediated mRNA decay, biatko biorgce udziat
w degradacji mRNA posiadajgcych mutacje nonsen-
sowne) [65] oraz Paip-1 (ang. Poly(A) bindingprote-
in-interacting protein) [66]. Dwie pozostate helikal-
ne domeny biatka CBP80 sg bardzo podobne do do-
meny MIF4G [59]. Jak juz wspomniano wczes$niej
CBP80 nie asocjuje z kapem samodzielnie. Wspoélnie
z CBP20 (zawierajgcym domene RNP), CBP80 two-
rzy zdolny do wigzania sie z 7-metyloguanozyng
kompleks CBC (ang. cap binding complex) [59, 67].
Oddziatywanie CBP20/ CBP80 mozliwe jest dzieki
interakcji motywu RNP biatka CBP20 z druggq i trze-
cig helikalng domeng biatka CBP80 [59]. Natomiast
pierwsza domena biatka CBP80-M1F4G prawdopo-
dobnie odpowiedzialna jest za oddziatywanie CBC z
takimi biatkami jak biatko PHAX, elF-4G, czy tez
czynniki splicingowe iczynniki uczestniczagce w po-
liadenylacji 3’ konca mRNA [59, 68],

CBP80 wystepuje gtéwnie wjadrze komédrkowym
[69]. Ze wzgledu na wystepowanie CBP20 i CBP80
w kompleksie CBC, nic jest zaskoczeniem, Ze opisa-
na wczesniej lokalizacja biatka CBP20 jest rowniez
jadrowa [1].

Interakcja pomiedzy kompleksem biatek
CBP20/CBP80 a kapem jest bardzo specyficzna.
Eksperymenty z roznymi analogami kapu wykazaty,
ze guanozynowy kap potgczony wigzaniem 5’-5’ tri-
fosforanowym z pierwszym nukleotydem mRNA,
jak rowniez reszta metylowa w pozycji N7 tej guano-
zyny, sa wazne przy rozpoznaniu kapu przez CBC.
Trimetyloguanozynowy kap (m227GpppN), ktory
jest obecny na konicu 5" wielu snRNA, nie jest rozpo-
znawany przez CBC [22], Kompleks CBC wigze sie
z 7-metyloguanozyng na koricu 5 transkryptow poli-
merazy RNA Il bardzo silnie. Wigzanie moze zacho-
dzi¢ nawet w wysokich stezeniach KC1 (powyzej
1 M). Dopiero stezenie powyzej 1,55 M wyraznie
je ostabia [54],

IV. Rola CBC w splicingu pre-mRNA

CBC przytacza sie do powstajacego pre-mRNA
wkrétce po inicjacji transkrypcji, wigzac sie ze struk-
turg kapu [18, 70, 71]. Pozostaje zwigzany z tastruk-
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turgjeszcze po splicingu, biorgc udziat w transporcie
dojrzatych transkryptéw polimerazy RNA 1l z jadra
komérkowego do cytoplazmy. Podczas transportu,
po cytoplazmatycznej stronie, tuz po przejsciu przez
otoczke jadrowg CBC odpowiedzialny jest za
~Wwstepng” reakcje translacji
mMRNA [72-74],

Szybka asocjacja kompleksu CBP20/CBP80 z po-
wstajacym transkryptem RNA jest zwigzana z rolg

biatka na matrycy

jakg CBC petni w splicingu [33, 55], Wiekszos¢ ge-
now wyzszych eukariotéw to geny podzielone. Se-
kwencje kodujagce — eksony sg poprzerywane przez
sekwencje niekodujgce — introny. Ekspresja takich
gendw wymaga doktadnego wyciecia intronéw z
pre-mRNA i ligacji ekson6w w procesie zwanym
splicingiem. Usuwanie intronéw odbywa sie z po-
mocg rybonukleoproteinowych kompleksow zwa-
nych spliceosomami. Maszyneria splicingowa,
oprécz rybonukleoprotein — snRNP-6w (U 1,U2,U5
i U4/U6), zawiera wiele nie do korca jeszcze ziden-
tyfikowanych biatek, czesto nazywanych biatkowy-
mi czynnikami splicingu [75], Sposdb, w jaki aparat
wycinajacy rozpoznaje z duzg doktadnoscig miejsca
splicingowe wyjasnia analiza sekwencji poznanych
potaczen intron-ekson w pierwotnych transkryptach
polimerazy RNA Il. Sekwencje te u eukariotow maja
wspo6lne motywy strukturalne: gtdwna sekwencja in-
tronu zaczyna sie od GU, a konczy na AG. Sekwen-
cja zgodna miejsca  splicingowego 5" to
AGGUAAGU (gdzie pierwsze 2 nukleotydy koncza
ekson, a pozostate 6 podkreslonych rozpoczyna se-
kwencje intronu). Sekwencja zgodna konca 3’ intro-
nu to odcinek okoto dziesieciu pirymidyn (U lub C),
wystepujacy kilka nukleotydéw przed statym dinu-
kleotydem AG konczacym sekwencje intronu. Intro-
ny posiadajg rdwniez odcinek zwany miejscem roz-
gatezienia BS (ang. branek site) znajdujacy sie mie-
dzy 20. a 50. nukleotydem powyzej miejsca splicin-
gowego 3°. W procesie wycinania intronéw i sktada-
nia eksondw mozemy wyro6zni¢ dwie reakcje transe-
stryfikacji. Pierwsza reakcja wymaga rozciecia
pre-mRNA w miejscu splicingowym 5’ (miejsce sty-
ku eksonu | z intronem) i utworzenia wigzania 2’-5’
fosfodiestrowego. Wigzanie to powstaje miedzy
reszta adenozyny zlokalizowang w miejscu roz-
gatezienia BS, a 5’ terminalng resztg guanozyny in-
tronu. W ten sposdb formowane sg produkty posred-
nie reakcji sktadania: rozciety ekson I i ekson Il
potaczony z intronem tworzacym strukture przypo-
minajacg lasso. Druga reakcja transestryfikacji obej-
muje rozciecie eksonu Il potaczonego z intronem w
miejscu splicingowym 3’, oraz ligacje dwéch ekso-
now z ostatecznym uwolnieniem intronu [76].
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Podczas splicingu pierwszym tzw. kompleksem
prespliceosomalnym jest kompleks E (ang. early
complex) formujacy sie bez udziatu ATP, a zawie-
rajacy Ul snRNP i czynnik U2AF (ang. U2 snRNP
auxiliary factor) [55, 60]. W kompleksie tym, nie-
sparowany koniec 5 Ul snRNA diugosci 11 nukle-
otydéow wigze sie z miejscem splicingowym 5’
pre-mRNA poprzez wigzania wodorowe miedzy nu-
kleotydami pre-mRNA i Ul snRNA (parowanie do-
tyczy 4-6 nukleotydéw). Nastepnie U2 snRNP wigze
sie z miejscem rozgatezienia BS intronu, w wyniku
czego powstaje kompleks A. Przeksztatcenie kom-
pleksu E w kompleks A wymaga hydrolizy ATP. Po
przytaczeniu sie U1iU2 snRNP, kofice 5”i 3’ intronu
zblizajg sie do siebie, co umozliwia U 1snRNA paro-
wanie sie rowniez z miejscem splicingowym 3’. Do
kompleksu U1, U2 snRNP ipre-mRNA przytagcza sie
wczes$niej uformowany kompleks U4-U5-U6 snRNP,
tworzgc tym samym kompletny spliceosom gotowy
do przeprowadzenia reakcji wyciecia intronow iliga-
cji eksonow.

Wykazano, ze struktura kapu jest potrzebna do
skutecznego splicingu pre-mRNA in vitro w jadro-
wym ekstrakcie komdrek ssaczych. Eksperymenty
pokazaty, ze splicing pre-mRNA zawierajgcych po-
jedyncze introny jest skutecznie hamowany przez
analogi kapu (m7GpppG) [35]. Inhibicja splicingu
przez takie analogi daje w ostatecznos$ci nagroma-
dzenie pre-mRNA z intronami, co sugeruje, ze kap
jest potrzebny juz przed pierwszg reakcjg transestry-
fikacji. Dowody na role CBC w splicingu daty do-
Swiadczenia z przeciwciatami rozpoznajgcymi
biatka nalezace do tego kompleksu. Stwierdzono, ze
przeciwciata aCBP20 hamujg w oocytach Xenopus
laevis splicing pre-mRNA (poprzez blokade wigza-
nia sie kompleksu CBP20/CBP80 z 5’ koncem
mRNA) [29], Badania wptywu CBC na splicing
pre-mRNA z wykorzystaniem przeciwcial prowa-
dzono takze in vitro. W badaniach tych przeciwciata
skierowane przeciwko CBP80 wykorzystano do usu-
niecia z jadrowego ekstraktu z komdrek HelLa kom-
pleksu CBC. Ekstrakt taki byt niezdolny do przepro-
wadzenia reakcji splicingu. Splicing przebiegat pra-
widtowo po dodaniu do pozbawionego CBC ekstrak-
tu, oczyszczonego kompleksu wigzacego sie z ka-
pom [36, 55], Podanie osobno podjednostki CBP20
lub CBP80 nie przywracato reakcji splicingu, dopie-
ro dodanie obydwu podjednostek razem umozliwiato
prawidtowe wyciecie intronu.

CBC jest wymagany do skutecznego rozpoznania
miejsca splicingowego 5’ przez Ul snRNP podczas
formowania wczesnego kompleksu E [55, 77], For-
mowanie sie kompleksu E w nieobecnosci CBC nie
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Ryc. 2. Schemat przedstawiajgcy model identyfikacji eksonu. m7Gppp oznacza strukturg kapu. Prostokaty przedstawiaja kolejne eksony, a grube linie

zachodzi skutecznie.

taczace eksony to introny. Nad eksonem, tukiem zaznaczono oddziatywania czynnikéw splicingowych, ktére identyfikuja ekson. Jako tréjkaty
zaznaczono czynniki splicingowe oddziatujace z traktem polipirymidynowym na 3’ koricu intronu. Czynniki splicingowe rozpoznajace koniec
5’ intronu przedstawiono jako romb, a kétkiem zaznaczono kompleks CBC. Ostro zakonczone, skierowane w dé6t linie okreslaja splicing. X
oznacza miejsce mutacji, a) Eksony w pre-mRNA identyfikowane sg poprzez kooperatywne interakcje pomiedzy czynnikami splicingowymi
oddziatujagcymi z traktem polipirymidynowym na 3’ kofcu pierwszego intronu (przedstawionymi tutaj jako tréjkaty), a czynnikami splicingo-
wymi rozpoznajacymi koniec 5’ sgsiedniego, nastepnego intronu (przedstawionymi tutaj jako romby). Zaproponowano, ze pierwszy ekson jest
rozpoznawany poprzez interakcje pomiedzy kompleksem CBC (przedstawionym jako ko6tko) a czynnikami splicingowymi rozpoznajgcymi
koniec 57 intronu. Udziat CBC w identyfikacji pierwszego intronu potwierdzity eksperymenty przedstawione schematycznie na rys. b), c), d):
b) Mutacja miejsca splicingowego 5’ pierwszego intronu nie ma zadnego efektu na splicing dalszego intronu, splicing zachodzi w sposéb nie-
zalezny od struktury kapu. Pierwszy intron nie zostaje wyciety, gdyz jego miejsce splicingowe 5’jest zmutowane, c¢) Mutacja traktu polipiry-
midynowego na koricu 3’ pierwszego intronu powoduje wyciecie intronu pierwszego wraz z eksonem Il i drugim intronem, w spos6b zalezny
od kapu. Czynniki wigzace sie do miejsca splicingowego 5’ w intronic proksymalnym w stosunku do kapu, oddziatujg z CBC. Oddziatywanie
to umozliwia identyfikacjg eksonu I. Poniewaz zmutowany jest trakt polipirymidynowy pierwszego intronu, rozpoznanie eksonu Il jest niemo-
zliwe. Interakcja czynnikéw oddziatujacych z traktem polipirymidynowym na koricu 3’ drugiego intronu i czynnikéw wigzacych sie do miejsca
splicingowego 5’ trzeciego intronu, umozliwia rozpoznanie eksonu Ill. Po rozpoznaniu eksonu | illl sekwencja pomiedzy nimi ulega wycieciu,
d) Mutacja zaréwno miejsca splicingowego 5°,jak i traktu polipirymidowego pierwszego intronu, powoduje usuniecie drugiego intronu w spo-
sob zalezny od struktury kapu.

Poprawne formowanie sie V. ldentyfikacja eksonéw w pre-mRNA (ang.

kompleksu E mozna przywro6ci¢ po dodaniu do eks-
traktu pozbawionego kompleksu CBC, obu biatek
(CBP20 i CBP80) uzyskanych na drodze nadproduk-
cji w E. coli [55], Wykazano, ze CBC stanowi inte-
gralng czes$¢ spliceosomu. Dimer CBP20/CBP80
uczestniczy w rozpoznaniu pre-mRNA, stabilizujac
wigzanie sie U1snRNP do miejsca splicingowego 5’
pierwszego intronu. CBC rozpoczyna wiec proces
tworzenia aktywnego kompleksu wycinajgcego in-
trony. Nie wyjasnione pozostaje jednak nadal, czy
CBC wuczestniczy w asocjacji Ul snRNP z pre-
mRNA w spos6b bezposredni czy tez posredni, kon-
taktujgc sie z biatkami Ul snRNP poprzez inne pep-
tydy [33, 55].

136

exon definition model). Rola CBC w iden-
tyfikacji pierwszego eksonu

Kompleks CBP20/CBP80 potrzebny jest dla sku-
tecznego splicingu pre-mRNA zawierajgcego kilka
introndw tylko w przypadku wycinania intronu
lezacego w bezposrednim sasiedztwie kapu. W takim
pre-mRNA, CBC nie jest potrzebny do wycinania
»,dalszych” (tzw. ang. downstream) intronow [33,
78], Mimo, ze introny posiadajg w swojej sekwencji
okre$lone state elementy to uwaza sie, ze to wtasnie
eksony sag najczesciej rozpoznawane w pre-mRNA.
Identyfikowane sg one poprzez kooperatywne inter-
akcje pomiedzy czynnikami splicingowymi od-
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dziatujgcymi z traktem polipirymidynowym na 3’
kohncu pierwszego intronu (tzw. ang. upstream), a
czynnikami splicingowymi rozpoznajgcymi koniec
5’ sgsiedniego, nastepnego (tzw. ang. downstream)
intronu [79, 80], Mechanizm taki zaktada model
identyfikacji eksonu (ang. exon definition model).
Poniewaz eksony sa zwykle mate (okoto 150 nukle-
otydoéw) to takie wtasnie oddziatywanie zdaje sie by¢
bardziej prawdopodobne, niz oddziatywania czynni-
kow splicingowych znajdujacych sie na konicach
dtugich intronéw. Poza tym, mechanizm taki umozli-
wia ochrone eksondw przed ich wycinaniem wraz z
intronem. Przyjmujac jednak powyzej opisany spo-
sob identyfikacji eksonow, natrafiamy na problem
rozpoznania dwoch terminalnych eksondw: pierw-
szego i ostatniego. Pierwszy ekson zamiast potrzeb-
nego konca 3’ poprzedzajacego go intronu posiada
na 5 koncu strukture kapu. Ostatni ekson natomiast
nie posiada potrzebnego do jego rozpoznania miej-
sca splicingowego 5’ intronu, a w tym miejscu wy-
stepuje sygnal poliadenylacji. W oparciu o model
identyfikacji eksonu zatozono, ze pierwszy ekson
moze by¢ rozpoznawany poprzez interakcje miedzy
CBC a czynnikami rozpoznajacymi miejsce splicin-
gowe 5’ pierwszego intronu [33], Usuniecie CBC z
ekstraktu splicingowego zawierajagcego pre-mRNA z
dwoma intronami powoduje inhibicje splicingu tylko
pierwszej sekwencji interweniujgcej, natomiast wy-
cinanie drugiego intronu zostaje zahamowane w bar-
dzo matym stopniu. Sugeruje to, ze rozpoznanie eks-
onu lijego wyciecie zachodzi wtasnie dzieki struk-
turze kapu, a w roli tej posredniczy CBC [55]
(Ryc. 2).

VI. Eksport U snRNA

Role struktury kapu w eksporcie U snRNA (tran-
skryptow polimerazy RNA Il) zjgdra do cytoplazmy
wykazano na podstawie doSwiadczen, w ktérych wy-
korzystano syntetyczne analogi kapu [24, 37].
Stwierdzono, ze kompleks CBC w jadrach komorko-
wych oocytow Xenopus laevis odgrywa zasadniczg
role w eksporcie U snRNA zjadra komérkowego do
cytoplazmy. Wykazano, ze transport U snRNA jest
skutecznie hamowany przez podanie dinukleotydu
m7GpppG. Roéwniez skutecznie hamowano transport
U snRNA przez podanie krdétkich, syntetycznych
RNA posiadajagcych na swoim koncu 5’ struktury
m7G lub et7G [56], CBC wigzac sie z nadmiarem
sztucznie wprowadzonego substratu nie oddziatuje
ze strukturg kapu U snRNA, co powoduje zahamo-
wanie eksportu snRNA. Ostateczne dowody na role
CBC w eksporcie U snRNA dostarczyty ekspery-
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menty z przeciwciatami rozpoznajacymi ludzkie
CBP20. Jak juz wspomniano wcze$niej, biatko tojest
wysoce konserwatywne iprzeciwciata rozpoznajace
CBP20 z komorek HelLa rozpoznajg rowniez CBP20
z Chironomus tentans, Xenopus laevis i Drosophila
melanogaster [1]. W oocytach Xenopus laevis prze-
ciwciata rozpoznajgce CBP20 hamujg eksport z jadra
komorkowego do cytoplazmy syntetyzowanych
przez polimeraze RNA Il jadrowych niskoczgstecz-
kowych RNA. Jest to wynik blokowania przez prze-
ciwciata interakcji pomiedzy CBC a kapem na 5’
koncu U snRNA [29],

Proces eksportu makromolekut z jadra komoérko-
wego do cytoplazmy wymaga energii i mozna go wy-
syci¢ nadmiarem substratu [81-83]. W eksporcie ni-
skoczgsteczkowych RNA z jadra komorkowego do
cytoplazmy bierze udziat wiele biatek, miedzy inny-
mi: mata GTP-aza Ran wraz ze wspdtdziatajacymi z
nig biatkami: RCC1, Ran BPI i Ran GAPI [82, 84],
W jadrze utrzymywane jest wysokie stezenie Ran w
formie kompleksu z GTP (RanGTP). RanGTP gene-
rowany jest przez zasocjowany z chromatyng czyn-
nik RCC1 (ang. guanine nucleotide exchange fac-
tor). Transkrypty w jadrze ulegajg natychmiast po
powstaniu optaszczeniu przez biatka, tworzagc kom-
pleksy rybonukleoproteinowe (RNP). Ws$rod biatek
znajdujg sie peptydy,
biatkami adaptorowymi, ktére sa rozpoznawane

tworzagcych RNP zwane
przez odpowiednie receptory eksportu. Wysokie ste-
zenie RanGTP w jadrze komodérkowym warunkuje
rozpoznanie adaptordw przez te receptory. Po prze-
dostaniu sie do cytoplazmy receptory oddysocjowuja
od przetransportowanych zjadra komdérkowego sub-
stratow. Sygnatem zakonczenia procesu eksportu
jest wysokie stezenie Ran w formie zwigzanej z GDP.
Taka forma Ran dominuje w cytoplazmie dzieki in-
terakcji z biatkiem aktywujagcym GTP-aze — GAPI
(ang. GTP-ase-activatingprotein). GAPI stymuluje
hydrolize GTP do GDP przez Ran [84,85], Forma
GTP-azy Ran (RanGTP versus RanGDP) jest zatem
specyficznym sygnatem dla receptora, czy tworzy¢
kompleks z substratem, czy tez od niego oddysocjo-
wac.

biatko CRM1
bedgce receptorem eksportu biatka Rev wirusa HIV
[86]. Badania CRM1 wykazaty, ze biatko to jest za-

Niedawno scharakteryzowano

angazowane rowniez w eksport U snRNA i 5S RNA.
Receptor eksportu CRM1, inaczej zwany ekspor-
tyng 1, wigze sie z biatkami adaptorowymi posia-
dajacymi sygnat eksportu z jadra komérkowego —
NES (ang. nuclear export signal) [87], Biatko adap-
torowe z kolei zwigzane jest z czagsteczka (np.
U snRNA), ktoéra ma zostaé przetransportowana do
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cytoplazmy. W przypadku eksportu U snRNA, ktére
sg transkryptami polimerazy RNA Il, adaptorem ta-
kim jest biatko PHAX (ang. phosphorylated adaptor
for RNA export) [88]. Biatko PHAX wigze sie z
U snRNA poprzez kompleks CBC [89], A zatem,
podczas eksportu U snRNA zjadra komorkowego do
cytoplazmy tworzy sie kompleks CRM1/ PHAX/
CBC/ U snRNA.

Jak wspomniano wcze$niej, po przeniesieniu ni-
skoczgsteczkowych jadrowych RNA do cytoplazmy,
kap snRNA zostaje dodatkowo zmetylowany, prze-
ksztatcajac sie w m227G [22]. Ze wzgledu na zaanga-
zowanie snRNP w dojrzewanie prekursorow mRNA,
czastki snRNP muszg powréci¢ z cytoplazmy do
jadra komorkowego. Hipermetylowany kapU snRNA
jest waznym sygnatem powrotu snRNA do jagdra ko-
moérkowego [27, 90], Powrot snRNA z cytoplazmy
dojadra wymaga oprocz dodatkowej metylacji kapu,
obecno$ci funkcjonalnego miejsca Sm — regionu
rozpoznawanego przez wspdélne dla wielu U snRNA
biatka. Trimetylowany kap, jak ibiatka wigzace sie z
miejscem Sm stanowig sygnat lokalizacji jadrowej
(NLS) snRNP [27, 91, 92], m2727G na 5’ koficu snR-
NA rozpoznawany jest przez receptor importu —
snurportyne [93]. Obecno$¢ trimetylowanego kapu
zabezpiecza przed powtérnym eksportem snRNA z
jadra komorkowego do cytoplazmy, gdyz trimetylo-
wane kapy nie sg rozpoznawane przez CBC [94],

VIl. Eksport mRNA

Po transkrypcji i dojrzewaniu czgsteczki mRNA
muszg dostac sie do cytoplazmy, do miejsca gdzie za-
chodzi proces syntezy biatka — translacja. Tran-
skrypty wydostajg sie z jadra komorkowego przez
pory jadrowe (ang. N?C-nuclear pore complex). W
jadrze komdérkowym mRNA, podobnie jak i inne
RNA, ulegajg optaszczeniu przez biatka, tworzac
kompleksy rybonukleoproteinowe — RNP. Czgste-
czki mRNA transportowane sg przez por jadrowy w
orientacji 5’-3’ [1]. Badanie transportu RNA o
dtugosci 35-40 kb (75 S RNA), pochodzacych z puf
politenicznych chromosoméw S$liniankowych larwy
Chironomus tentans wykazato, ze czasteczki te sa
transportowane do otoczki jadrowej, gdzie ulegajg
rozfatdowaniu i wydtuzaja sie podczas translokacji
przez NPC [95]. W nukleoplazmie Chironomus ten-
tans badane czasteczki RNA sgwidoczne jako granu-
lame struktury o szerokosci 30-60 nm i dtugosci
10-15 nm, wygiete w pierscieniopodobng strukture.
Przy dokowaniu RNA do NPC, koniec 5’ transkryptu
ze strukturg kapu i biatkami wigzacymi sie do niej,
rozpoznaje wejscie do kanatu. Podczas translokacji
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koniec 5" mRNA znajduje sie zawsze w centralnym
kanale NPC, a dalsza cze$¢ optaszczonego tran-
skryptu kontaktuje sie z peryferiami porajgdrowego.
Interakcja pomiedzy koncem 5’ transkryptu i struk-
turg wejsciowg kanatu uruchamia najprawdopodob-
niej proces ,spustowy” (otwarcie bramki). Mozliwe,
ze zainicjowany jest wtedy proces, ktéry powoduje
rozpoczecie przesuwania sie transkryptu przez kanat
NPC [95],

W przypadku eksportu mRNA, kap odgrywa do-
datkowa, nie najwazniejszg lecz jedynie stymulujacg
role [82, 94, 95]. Struktura kapu na konhcu 5’ stymu-
luje eksport mMRNA okoto dwukrotnie [24],

W cytoplazmie, tuz po wydostaniu sie z jadra ko-
mérkowego, mRNA poddany jest ,,wstepnej” trans-
lacji, w celu sprawdzenia czy nie posiada on mutacji
nonsensownych [73], Uwaza sige, ze podczas ,wstep-
nej” translacji mMRNA zwigzane jest ciggle z kom-
CBC, ktory
przytaczenie mRNA do rybosomu [72], Po ,wstep-

pleksem odpowiedzialny jest =za
nej” translacji decydujg sie losy czgsteczki mRNA.
Jezeli nie bedzie ona posiada¢ zadnych bteddéw, to
mMRNA transportowany jest na polirybosomy, gdzie
zachodzi intensywna produkcja biatka. Woéwczas
jadrowy kompleks zostaje wymieniony na cytopla-
zmatyczne biatko wigzgce sie z kapem elF-4E, ktore
z innymi biatkami tworzy kompleks elF-4F odgry-
wajacy wazng role w inicjacji translacji. Jezeli
czasteczka mRNA zawiera mutacje nonsensowne, to
jest degradowana (NMD — ang. nonsense-mediated
mMRNA decay) [65, 96, 97],

VIIl. Import CBC do jadra komo6rkowego

CBC wraz z RNA przechodzi przez NPC ijest za-
uwazalny po cytoplazmatycznej stronie NPC. Jak
wspomniano wczesniej, CBC jest gtownie zlokalizo-
wany w jagdrze komérkowym. Oznacza to, ze kom-
pleks ten po transporcie RNA, szybko powraca z cy-
toplazmy do jagdra komdrkowego. Biatka aktywnie
transportowane do jadra posiadajg sygnat lokalizacji
jadrowej (NLS) [33]. CBP80 zawiera taki sygnat
NLS, dzieki ktéremu zostaje szybko przetransporto-
wany do jadra [98]. CBP20 wraca w kompleksie z
CBP80 [1], Z uwagi na niewielka mase czastecz-
kowg, CBP20 moze réwniez przedostawaé sie przez
pory jadrowe w wyniku dyfuzji.

Biatka posiadajgce NLS sg importowane przez he-
terodimeryczny receptor. Receptor ten zbudowany
jest z podjednostek o nazwie importyna a (60 kDa) i
importyna P (90 kDa). Importyna a jest odpowie-
dzialna za wigzanie sie z sygnatem NLS biatka, ktore
ma zosta¢ przetransportowane do jadra. Jednocze-
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$nie importyna a wigze sie z importyng p poprzez
swojgdomene IBB (ang. importin Pbinding domain)
[87], Importyna Pjest odpowiedzialna za interakcje z
nukleoporynami, czyli za tzw. proces ,dokowania”
substratu do cytoplazmatycznych widékien komplek-
su porowego [33], Kiedy kompleks receptor-substrat
znajdzie sie w jadrze komérkowym, dochodzi wow-
czas do dysocjacji receptora na dwie podjednostki i
uwolnienia substratu. Dysocjacja kompleksu impor-
tyna a/importyna p zachodzi pod wptywem GTP-azy
Ran zwigzanej z GTP. W jadrze importyna p bardzo
szybko wigze sie z RanGTP (ta forma biatka Ran do-
minuje w nukleoplazmie), co powoduje jej dysocja-
cje od kompleksu receptor-substrat i umozliwia po-
wréot importyny p do cytoplazmy. Mechanizm uwol-
nienia substratu od importyny a nie jest znany, wie-
my jednak, ze oddysocjowanie importyny p od im-
portyny a redukuje powinowactwo tej ostatniej do
NLS biatka bedgcego substratem receptora. W cyto-
plazmie pod wptywem biatek cytoplazmatycznych:
RanGAP 1iRanBP 1, wiekszos¢ GTP-azy Ran wyste-
puje w formie zwigzanej z GDP. Taka forma Ran sta-
bilizuje heterodimer importyna a/importyna p. Jak
mozna tatwo zauwazy¢, rowniez dla receptorow im-
portu sygnatem rozpoznania substratu jest forma
biatka Ran [85], Receptory importu reagujg odwrot-
nie na formy GTP-azy Ran niz opisane poprzednio
receptory eksportu: forma RanGDP pozwala zwigza¢
sie receptorowi importu z substratem, a RanGTP po-
woduje dysocjacje kompleksu receptor-substrat.
Podczas identyfikacji biatek, ktore wigzg sie w
jadrze komérkowym z SRP1p — drozdzowym odpo-
wiednikiem importyny a, znaleziono CBP80 —
biatko kompleksu CBC.
importyny a/CBP80 znaleziono réwniez w oocytach

Homologiczny kompleks

Xenopus laevis [33]. Importyna a wigze si¢ zdomeng
NLS biatka CBP80. Interakcja importyny a zCBP80
rézni sie od interakcji importyny a z innymi
biatkami zawierajgcymi NLS. CBP80 posiada bo-
wiem duze powinowactwo do importyny a. Po dru-
gie, zaobserwowana obecnos$¢ w jadrze kompleksu
importyna a/CBP80 sugeruje, ze biatko to potrafi za-
bezpieczy¢ sie przed mechanizmem, ktéry normalnie
powoduje dysocjacje substratu od importyny a. Ze
wzgledu na to, ze wjadrze komdérkowym znajduje sie
kompleks importyna a/CBP80/CBP20, interesujaca
jest rola tego kompleksu w odniesieniu do funkcji
CBC. Importyna a/CBP80/CBP20 in vitro wigze
RNA w spos6b zalezny od struktury kapu. Wskazuje
to, ze CBC moze wigza¢ sie z kapem réwniez w kom-
pleksie z importyng a. Importyna a nie jest potrzeb-
na dla przeprowadzenia splicingu in vitro w droz-
dzach i nie przedstawiono tez zadnych bezposred-
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nich dowoddéw na jej udzial w eksporcie RNA. Wy-
daje sie jednak, ze CBC moze opuszczac jadro ko-
morkowe w kompleksie z importyng a i czasteczkg
RNA posiadajacg 7-metyloguanozyne na swoim 5’
koncu. Zwigzanie sie w cytoplazmie importyny [3z
importyng a in vitro powoduje dysocjacje komplek-
su importyna a/CBC/RNA z uwolnieniem RNA i
formowanie sie kompleksu importyna (3/importy-
na a/CBC. Sugeruje to prosty mechanizm, dzieki
ktéoremu CBC dysocjuje od kapowanego RNA w cy-
toplazmie. Kompleks importyna p/importy-
na a/CBC gwarantuje szybki powr6t CBC do jadra
komorkowego. U wyzszych eukariotow poziom im-
portyny a i importyny P jest o wiele wyzszy anizeli
CBC, a CBP80 posiada wyzsze powinowactwo do
importyny a niz inne biatka posiadajace standardo-

wy NLS (Ryc. 3) [33],

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

Wiekszo$¢é eukariotycznych mRNA posiada na
koncu 3’ czasteczki tzw. ogon poliA, ktéry powstaje
w wyniku specyficznej reakcji dojrzewania [99,100],
Ogon taki zbudowany jest z reszt adenozyny inie jest
kodowany przez DNA. Reakcja poliadenylacji u kre-
gowcow wymaga dwdch sekwencji w RNA: sekwen-
cji AAUAAA oraz regionu bogatego w U lub w UG,
znajdujgcego sie za tym heksamerem. W reakcji po-
liadenylacji biorg udziat biatkowe czynniki poliade-
nylacji: polimeraza poliA [101, 102], czynnik CPSF
(ang. Cleavage and Polyadenylation Specijity Fac-
tor) [103, 104], CstL (ang. Cleavage stimulatory
Factor) oraz CFl1 i CF2 (ang. Cleavage Factor)
[105], CPSL wigze sie z pre-mRNA, rozpoznajac
heksamer AAUAAA. Rozcinanie pre-mRNA jest
stymulowane przez grupe czynnikéw rozcinajacych,
ktére wigzg sie z regionem bogatym w U lub UG
[106]. Po rozcigeciu czasteczki RNA przez endonu-
kleaze, okoto 10-30 nukleotydéw za charaktery-
styczng sekwencjg AAUAAA [107], polimeraza po-
liA dodaje okoto 250 reszt A do konhca 3’ transkryp-
tu. Donorem reszt adenozyny jest ATP. Informacyjny
RNA pozbawiony ogona poliA moze by¢ eksporto-
wany z jadra komorkowego do cytoplazmy, jednak
taki mMRNA jest znacznie gorszg matrycg podczas
syntezy biatka, niz mRNA z ogonem poliA [33],
Oprocz wyraznego wptywu na translacje, ogon poliA
zabezpiecza rowniez czasteczke mRNA przed stra-
wieniem przez nukleazy. Wydaje sie, ze dtugos¢ zy-
cia czgsteczki mRNA zalezy cze$ciowo od tempa de-
gradacji ogona poliA [75], Jak wspomniano wcze-
$niej, analog kapu (m7GpppG) dodany do ekstraktu
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Ryc. 3. Jadrowo-cytoplazmatyczny transport kompleksu CBC. Recep-
tor importu importyna a/importyna p wraz z CBC powraca
przez NPC z cytoplazmy do jadra komérkowego. Receptor od-
dziatuje bezposrednio z NLS CBP 80. W jadrze komérkowym,
pod wptywem GTP-azy Ran zwigzanej z GTP, importyna p od-
dysocjowujc od importyny a. Kompleks CBC wigze czasteczki
RNA posiadajace na swoim koncu 5’ strukturg kapu. Do CBC
dotgczona jest nadal importyna a. Kompleks importyna
a/CBC/RNA zostaje przetransportowany do cytoplazmy. W cy-
toplazmic dochodzi do przytaczenia importyny p, RNA zostaje
uwolniony z kompleksu, a importyna a/importyna p/CBC ra-
zem wracaja do jadra komérkowego.

jadrowego komérek Hela redukuje tempo poliade-
nylacji. Jednakze nawet wysokie stezenie analogu
nie powoduje catkowitej inhibicji poliadenyla-
cji [45-47], Reakcje poliadenylacji hamuja tylko te
analogi kapu, ktore sarozpoznawane przez CBC. Su-
geruje to uwiktanie kompleksu CBC w proces doda-
wania tancucha poliA. Bezposrednich dowodow za-
angazowania CBC w reakcje poliadenylacji dostar-
czyto doswiadczenie, w ktérym usunieto, przy uzy-
ciu przeciwciat otCBP80, kompleks CBC zjgdrowe-
go ekstraktu komérek HeLa. W ekstrakcie takim po-
liadenylacja kapowanego pre-mRNA zostata zaha-
mowana w 80%. Reakcje przywrécono poprzez
podanie zrekombinowanego CBC uzyskanego na
drodze nadprodukcji w E. coli [108]. Uwaza sie, ze

CBC umozliwia rdwniez pierwszy krok w reakcji
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dojrzewania kornca 3°’. CBC stabilizuje bowiem
kompleks CPSF/CstF/RNA tworzacy sie w jadro-
wym ekstrakcie komdrek HeLa. CBC nie bierze bez-
posredniego udziatu w reakcji poliadenylacji [108],

Mate jadrowe RNA (snRNA)
polimerazy RNA I, nie posiadajg ogona poliA lecz
kilka dodatkowych
czasteczki. Nukleotydy te ulegajg usunieciu w cyto-

inne produkty

nukleotydow na 3’ kofAcu

plazmie. Uwaza sig, ze CBC posrednio lub bezpo-
$rednio chroni koniec 3° snRNA przed zbyt wcze-
snym usunieciem dodatkowych nukleotydéw, a tym
samym chroni czasteczke przed nukleazami [33],
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Powstawanie I funkcje biatek wirusa zapalenia watroby

typu C

Processing and functions of hepatitis C virus
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Wykaz stosowanych skrétéw: aa — aminokwas (ang. amino
acid), gp — glikoproteina, HCV — wirus zapalenia watroby
typu C (ang. hepatitis C virus), HVR — rejon hiperzmienny
(ang. hypervariable region), IFN — interferon, 1RES — wew-
netrzne miejsce wigzania z rybosomem (ang. internal ribosome
entry site), NF-kB — czynnik transkrypcyjny (ang. nuclearfac-
tor of kappa chain B cells), NS — niestrukturalne (ang. non-
structural), ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading
frame), nt. — nukleotyd, UTR — rejon niepodlegajacy transla-
cji (ang. untranslated region), TNF — czynnik martwicy nowo-
tworu (ang. tumor necrosisfactor).

I. Wprowadzenie

W potowie lat 70-tych stato sie jasne, ze inny
czynnik niz wirus zapalenia watroby typu A (HAV)
czy B (HBV) odpowiedzialny jest za rozw6j wiek-
szosci przypadkow potransfuzyjnego zapalenia
watroby [1], Jednak identyfikacja wirusa okre$lane-
go ,roboczo” nie-A, nie-B, stata sie mozliwa dopiero
po zastosowaniu metod rekombinacji DNA. W 1989
sklonowano genom nowego wirusa hepatotropowe-
go [2, 3] i okre$lono go jako wirus zapalenia watroby
typu C (HCV). Analiza sekwencji genomu wielu wy-
izolowanych linii HCV [4-6] pozwolita wywniosko-
wac, ze sktada sie on z pojedynczej dodatniej (+) nici
RNA. Ni¢ ta zawarta jest w nukleokapsydzie [1], kto-
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ry z kolei otoczony jest przez zawierajgcg lipidy
otoczke biatkowg [7], Podobna, chociaz nie iden-
tyczna budowa genomu z sekwencjami niepodle-
gajacymi translacji (UTR) na 5’ i 3’ koficach poje-
dynczej, otwartej ramki odczytu (ORF) charaktery-
styczna jest dla flavi- i pestivirusow [8, 9], W opar-
ciu o te podobienstwa, HCV zakwalifikowano jako
odrebny genus rodziny Flavoviridae [5, 10].

Brak systemu umozliwiajgcego replikacje HCV in
vitro stanowi powazng przeszkode w rozwoju badan
nad cyklem zyciowym HCV oraz w opracowywaniu
skutecznych lekéw antywirusowych. Mimo tych
ograniczen ogromny postep dokonat sie w badaniach
opartych na translacji i ekspresji genéw HCV w ko-
morkach in vitro. Badania te umozliwity poznanie
biatek wirusa i przypisanie im okres$lonych funkcji.
Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktualne-
go stanu wiedzy dotyczacej sposobu formowania
dojrzatych biatek HCV oraz przypuszczalnej roli
tych biatek w cyklu zyciowym wirusa.

Il. Organizacja genomu HCV

Genom HCV (Ryc. 1) stanowi (+) ni¢ RNA o
dtugosci okoto 9,5 tys. nukleotydow [5]. Sktada sie
on z mato zmiennego, niepodlegajgcego translacji
regionu na konicu 5" (5 UTR). Za 5" UTR wystepuje
jedna otwarta ramka odczytu (ORF) o diugosci
9033-9066 nukleotydéw, za ktorg, na koncu 3’ znaj-
duje sie kolejny region niepodlegajacy translacji-
3’UTR (Ryc.l). Pierwotnym produktem translacji
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wirusowego ORF jest poliproteina (Ryc.
§ci ponad 3 tys. aminokwaséw [11].

1) o dtugo-

Analiza genomu wirusowego sugeruje, ze tak jak
inne flavovirusy, koduje on RNA-zalezng polimera-

kazano, ze wiele biatek pochodzenia komdrkowego
ma wptyw na aktywnos¢ translacji zaleznej od IRES
m.in. antygen La, heterogenne jagdrowe biatka rybo-
somalne, biatko wigzace pirymidyny [16-18],

L ORF (9033 nt)

/

\

/ ‘< Bialka strukturalne » <

Biatka niestrukturalne e ————— "

% % 7,
C /4 //EZ P4 ns2 NS3 NS4 NS5A NS5B
ik /R
1 192 384 747 810 1027 1658 1973 2421 3011 aa
v
<
c / Z /EZ NS2 NS3 gl nsaB NS5A NS5B
A a |b]=
p22 gp35 gp53/63 p7 p23 p70 p8  p27 p56/58 p68
p49 p23 L
biatka 5 1 kofaktor
powierzchniowe proteaza
serynowa
biatko _ RNA polimeraza
nukleokapsydu metaloproteinaza helikaza RNA

Ryc. 1. Organizacja genomu HCV i powstawanie biatek wirusa. W genomie zaznaczono otwartg ramke odczytu (ORF) oraz rejony niepodlcgajacc
translacji (3’UTR i5°UTR). W pierwotnej poliprotcinie zaznaczono obszary, z ktérych powstaja biatka strukturalne i niestrukturalnc. Zazna-
czono miejsca dziatania peptydaz sygnatowych pochodzenia komoérkowego (i ), oraz NS2-3 mctaloprotcinazy (0 ) i NS3 proteazy serynowej
(V) pochodzenia wirusowego. Podano masy czasteczkowe dojrzatych biatek HCV oraz ich przypuszczalne funkcje.

ze RNA, ktora syntetyzuje kwas rybonukleinowy bez
uczestnictwa intermediatu DNA [12]. Genomowe
RNA funkcjonuje wiec zaréwno, jako m-RNA w pro-
cesie translacji oraz jako matryca do syntezy (-) nici
RNA w procesie replikacji wirusa. Wirusowg ni¢ (-)
RNA wykryto jednak nie tylko w hepatocytach gdzie
proces replikacji zachodzi, ale takze w surowicach
0s6b zakazonych [13], przy czym nié (+) wystepuje
zawsze wewngtrz optaszczonego nukleokapsydu,
natomiast ni¢ (-) pojawia sie tylko w potaczeniu ze
strukturami membranowymi i biatkami powierzch-
niowymi wirusa [13].

5°UTR ma dtugos$¢ ok. 340 nukleotydow ijest sil-
nie konserwowany w roznych liniach wirusa. Na 5’
koAcu wirusowego RNA nie wystepuje struktura
tzw.

»Czapeczki”. Natomiast w obrebie 5> UTR za-

warta struktura IRES (ang. internal ribosome entry
site), ktéra umozliwia bezpo$rednie wigzanie rybo-
somow do wirusowego RNA i niezalezne od struktu-
ry ,czapeczki” rozpoczecie translacji [14, 15]. Wy-
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3’ koniec genomu HCV (3’ UTR) to réwniez rejon
niepodlegajacy translacji. Funkcje 3’ UTR HCV sg
jednak mniej poznane. 3’ UTR sktada sie z krétkich
homopolimeréw poli (U) i poli (A) [19] oraz 98 nu-
kleotydowej sekwencji okre$lonej jako 3’ ogonek X
[20]. Wykazano mozliwos$¢ tworzenia struktury petli
w tym rejonie [20]. ,,3’ ogonek X” wptywa na wydaj-
nos$¢ translacji wirusowego RNA zaleznej od IRES,
co w konsekwencji oddziatuje na proces replikacji
HCV [19, 21]. Sekwencje homopolimeryczne odzna-
czajg sie duzg zmiennoscig posrdd réznych genoty-
péw HCV, natomiast sekwencja ,,ogonek X” jest sil-
nie konserwowana, podobnie jak 5’ UTR.

I1l. Powstawanie biatek HCV

Zarowno replikacja, jak i translacja HCV zacho-
dzi w cytoplazmie hepatocytu, gdzie nie wystepuje
metylotransferaza odpowiedzialna za modyfikacje
5’ kofica RNA tj. tworzenie czapeczki 5’-metylogu-
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anozyny. Proces translacji wirusowego RNA odby-
wa sie wiec tylko dzieki wspomnianej sekwencji
1RES. Sekwencja ta znajduje sie pomiedzy 40 i 355
nukleotydem i sktada sie z czterech odrebnych do-
men ztozonych z ramienia i petli [14,15], Jak wyka-
zano wigzanie sekwencji IRES z podjednostkg rybo-
somalng nie wymaga obecnosci dodatkowych czyn-
nikow translacyjnych, co przypomina interakcje pro-
kariotycznej podjednostki rybosomalnej 30S z se-
kwencjg Shine-Dalgarno [22], Zaobserwowano nasi-
lenie IRES-zaleznej translacji w okresie podziatu
mitotycznego komorki, co moze wskazywac na regu-
lacyjny wptyw czynnikéw komodrkowych, ktdrych
obecnos¢ zalezy od fazy cyklu komorkowego [23].

Synteza 10 strukturalnych i niestrukturalnych
biatek z prekursorowej poliproteiny (Ryc. 1) kodo-
wanej przez wirusowe ORF odbywa sie dzieki enzy-
matycznej aktywnos$ci komdrkowych i wirusowych
proteaz [24, 25], Prekursorowa poliproteina zawiera
w czesci aminoterminalnej biatka strukturalne tj.
biatko nukleokapsydu (C) zwane réwniez biatkiem
rdzeniowym i biatka powierzchniowe (Et i E2), kt6-
re stanowia okoto jedng trzecig pierwotnego produk-
tu translacji.

W sktad pozostatej czesci wchodzg prekursorowe
sekwencje biatek niestrukturalnych (Ryc.l). Cata
kodowana przez HCV poliproteina zawiera kolejne
sekwencje nastepujacych biatek wirusowych: NH2-
C-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-
COOH [25, 26]. Podobny uktad biatek wystepuje u
wszystkich przedstawicieli flaviviruséw i pestiviru-
sow [8, 9],

Dojrzewanie biatek strukturalnych HCV zalezne
jest od pochodzacych z komérek gospodarza sygna-
laz zlokalizowanych w przestrzeni retikulum endo-
plazmatycznego.

Biatko C uwalniane jest z prekursora dzigki
dziataniu komérkowej sygnalazy, ktéra hydrolizuje
wigzanie peptydowe wystepujace pomiedzy 191 i
192 aa [27, 28], Na podstawie identyfikacji N-konca
biatka EI wywnioskowano, ze miejsce ulegajgce hy-
drolizie znajduje sie przed hydrofobowga sekwencja
aminokwasowg, stuzaca jako sekwencja sygnatowa
biatka ElI [27]. Oddzielenie biatka EIl od biatka E2
odbywa sie dzieki, katalizowanej przez komorkowg
sygnalaze, hydrolizie wigzania peptydowego pomie-
dzy 383 i 384 aminokwasem.

W przeciwienstwie do bardzo szybkiego uwalnia-
nia biatka rdzeniowego ibiatka E1, tworzenie biatka
E2 zachodzi wolniej, dzieki czemu wykrywany jest
produkt posredni tego procesu w postaci czgstki
E2-p7-NS2 [29, 30]. Hydroliza wigzania peptydowe-
go pomiedzy biatkiem E2 i p7 oraz p7 i NS2 jest
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prawdopodobnie takze katalizowana przez komor-
kowga sygnalaze, lecz z inng wydajnoscig. Oddziele-
nie p7 od NS2 nastepuje stosunkowo szybko, nato-
miast szybkos¢ hydrolizy potaczenia E2/p7 zalezy
od genotypu wirusa [31],

Za dojrzewanie biatek niestrukturalnych odpo-
wiedzialne sg, co najmniej dwie proteinazy, kodowa-
ne przez Potaczenie
biatkiem NS2 i NS3 hydrolizowane jest przez protei-
naze NS2-3, na ktorg sktada sie biatko NS2 oraz
N-koncowy fragment biatka NS3 [32, 33]. Zmniej-
szenie aktywnoS$ci proteolitycznej tego enzymu w

genom wirusa. pomiedzy

obecnos$ci zwigzkdw chelatujgcych oraz wzrost ak-
tywnosci przy stymulacji jonami Zn2+ sugeruje, ze
kodowana przez NS2-3 proteinaza jest zalezng od
cynku metaloproteinazag. W obrebie
NS2-3 zawarta jest takze aktywnos$¢ proteinazy typu
serynowego (proteinaza NS3), przy czym obie ak-

proteinazy

tywnos$ci enzymatyczne funkcjonujg w sposéb nieza-
lezny od siebie. Proteinaza typu serynowego (NS3)
odpowiedzialna jest za rozdzielenie nastepujacych
regionow biatka prekursorowego: NS3 od 4A, NS4A
od 4B, NS4B od 5A iNS5A od 5B. Niejest doktadnie
poznany zalezny od NS3 mechanizm dojrzewania
biatek niestrukturalnych. Prawdopodobnie hydroliza
wigzania pomiedzy NS3 i NS4A nastepuje juz w
trakcie translacji poprzez interakcje aminoterminal-
nej sekwencji proteinazy NS3 z NS4 na powstajgcym
prekursorze poliproteinowym. Po hydrolizie two-
rzony jest stabilny kompleks NS3/4A, ktory bierze
udziat w trawieniu pozostatych miejsc, jako czynnik
typu trans [25],

IV. Charakterystyka biatek strukturalnych
IV-1. Biatko rdzeniowe

Jak wspomniano, nukleokapsydowe biatko C, ina-
czej okreS$lane jako biatko rdzeniowe, oddzielane
jest z N-koncowej czesci wirusowej poliproteiny
przez peptydaze sygnatowg pochodzenia komérko-
wego. W pordwnaniu z innymi biatkami struktural-
nymi oraz niestrukturalnymi sekwencja aminokwa-
sowa biatka rdzeniowego jest silnie konserwowana
w réznych liniach HCV [11, 34]. Biatko ma charakter
silnie zasadowy, nie podlega glikozylacji, a jego
masa okreslana jest wedtug réznych badan w prze-
dziale od 16 do 23 kD [34-36], Biatko C wykrywane
jest gtownie w cytoplazmie, cho¢ wykryto jego obec-
no$¢ rowniez w jadrze komoérkowym [35, 36]. Trans-
lokacja do jagdra komdrki jest mozliwa dzieki obec-
nosci zgrupowania aminokwasow zasadowych w
N-koncowej czes$ci biatka [37]. C-koncowa czesé
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biatka rdzeniowego ma charakter hydrofobowy i
uwazana jest za domene transmembranowg, ktdra
umozliwia uwolnienie biatka rdzeniowego do mem-
bran retikulum endoplazmatycznego [37].

Wykazano, ze biatko rdzeniowe wigze wiele
biatek pochodzenia komoérkowego i wirusowego
[38-40]. Samo biatko C ma zdolnos$¢ tworzenia kom-
pleksébw homodimerycznych, za$ z biatkiem po-
wierzchniowym EIl tworzy stabilny kompleks hete-
rodimeryczny [38], Tworzenie tego ostatniego kom-
pleksu moze stanowi¢ in vivo istotny etap w morfo-
genezie czgstki HCV. Biatko rdzeniowe wigze sie z
wieloma biatkami komoérkowymi: apolipoproteing
Ali, z receptorem limfotoksyny B (LTR R) oraz re-
ceptorami z nadrodziny TNF. Poprzez te oddziatywa-
nia, HCV moze mieé istotny wptyw w zakazonej ko-
morce na metabolizm lipidéw, system odpornoscio-
wy komorki, regulacje apoptozy. W przypadku
wigzania receptora LTR z biatkiem rdzeniowym
moze dochodzi¢ do cytotoksycznego efektu i akty-
wacji NF-KR, za ktére receptor ten jest odpowie-
dzialny. Komorki HelLa, w ktdrych synteza biatka
rdzeniowego przebiega konstytutywnie, wykazujg
zdolno$¢ do hamowania apoptozy [41]. Inne badania
wykazaty z kolei, ze ekspresja biatka rdzeniowego
powoduje wrazliwo$s¢ komorek linii: HepG2, Hela,
czy BC 10 ME na apoptoze indukowang poprzez ak-
tywacje btonowych receptoréw z nadrodziny TNF:
TNF-R1 [39] oraz poprzez receptor Fas [42], Wiele
badan wykazato takze, ze biatko rdzeniowe HCV ma
wptyw na regulacje ekspresji genow wirusowych i
komérkowych. | tak biatko C aktywuje promotor
genu c-myc oraz LTR wirusa miesaka Rousa (RSV),
hamuje za$ promotor genu c-fos, p53 oraz promotory
gendéw zaleznych od retinoblastomy, B IFN, B akty-
ny, HBV i HIV [43-46].

Wykazano, ze u transgenicznych myszy [47] cha-
rakteryzujgcych sie wysokg ekspresjg genu biatka C
rozwija sie sttuszczenie watroby (hepatic steatosis).
Podobne eksperymenty pokazaty, ze biatko rdzenio-
we ma bezposredni wptyw na rozwdj pierwotnego
raka watroby [48], Stanowi to pierwszy dowdd na
mozliwo$¢é udziatu biatka C w transformacji nowo-
tworowej in vivo. W badaniach in vitro pokazano tak-
ze, ze ekspresja genu biatka rdzeniowego prowadzi
do unie$Smiertelnienia pierwotnych ludzkich hepato-
cytow [49],

1V-2. Biatka powierzchniowe

Genom HCV koduje dwie glikoproteiny po-
wierzchniowe El i E2, majgce charakter biatek trans-
membranowych. Dla biatek tych znaleziono liczne
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miejsca N-glikolizacji: 5-6 dla El i odpowiednio
9-11 miejsc dla E2 [50], Powstanie biatka EI i E2
uwarunkowane jest hydroliza wigzan peptydowych
pomiedzy 383 i 384 oraz pomiedzy 746 i 747 amino-
kwasem, za ktore odpowiedzialna jest sygnalaza ko-
mdrkowa gospodarza [51], Catkowita hydroliza po-
miedzy 746 a 747 aminokwasem prowadzi do po-
dojrzatego biatka E2, Kktérego masa
(gp53/63) zalezy od stopnia glikozylacji, oraz

wstania

matego silnie hydrofobowego biatka p7 rdwniez
majacego charakter transbtonowy. Jesli catkowita
hydroliza nie zachodzi, pojawiac¢ sie moze diuzsza
~wersja” biatka E2, ktérej koniec przypada na 809
aminokwas [50], W biatku tym C-korcowy fragment
stanowi hydrofobowe biatko p7. Nie znana jest bio-
logiczna rola biatka p7 oraz znaczenie dwdch form
biatka E2.

Istotng cechg biatek EI i E2 jest zmienno$¢ se-
kwencji wynikajaca z duzej zmiennos$ci sekwencji
nukleotydowej w rejonie El i E2 genomu HCV w po-
szczegdblnych izolatach wirusowych. Cecha ta uwa-
zana jest za sposob ,ucieczki wirusa” przed odpo-
wiedzig immunologiczng gospodarza. W biatku E2
znajdujg sie dwa krdtkie, tzw. hiperzmienne regiony:
HVR1 i HVR2 (ang. hypervariahle region). HVR1
obejmuje sekwencje pomiedzy 386 i 411 aa na
N-koncu biatka E2 ijest najbardziej zmiennym rejo-
nem w catym genomie HCV, ajego zmiennos¢ jest
obserwowana nawet w czasie rozwoju choroby u po-
szczegoOlnych pacjentéow [52]. Przeciwciata skiero-
wane przeciw HVR1 wyizolowane z surowicy pa-
cjenta wykazujag hamowanie wigzania HCV do ko-
moérek w hodowli tkankowej [53]. Surowice krolicze
otrzymane po immunizacji zwierzat syntetycznym
peptydem odpowiadajgcym rejonowi HVR1, zapo-
biegajg rozwojowi infekcji HCV w komoérkach ho-
dowli tkankowej [54], Co wiecej surowice takie
chronig szympansy przed zakazeniem HVC [55] co
sugeruje, ze HVR1 zawiera epitopy odpowiedzialne
za indukcje neutralizujgcych przeciwciat przeciw
HCV.

Biatko E2 wykazuje interakcje z indukowang
przez IFN-a, aktywowang przez dwuniciowe RNA,
kinazg biatkowa. Enzym ten zmniejsza synteze
biatek komérkowych w wyniku fosforylacji czynni-
ka inicjujgcego translacje elF2-a. W komodrkach za-
wierajacych biatko E2, kinaza biatkowa jest hamo-
wana, co umozliwia translacje wirusowego RNA w
obecnosci IFN [56]. Podobny wptyw na skutecznos$¢
dziatania IFN ma niestrukturalne biatko NS5A, co
opisane jest w czesci poswieconej NS5.

Biatka powierzchniowe odpowiedzialne sg za
wnikanie HCV do hepatocytu. Pierwszym etapem
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penetracji HCV do komoérki docelowej jest specy-
ficzne potaczenie wirusa z receptorem na powierzch-
ni btony komdrkowej. Przeciwciata anty-E2 specy-
ficznie blokujg wiagzanie wirusa z komorkga [53, 55],
co sugeruje, ze ,,od strony wirusa” biatko E2 odpo-
wiada za wigzanie z komodrka gospodarza. Rola
biatka EI w tym procesie nie jest tak dobrze poznana.
Obecnos$¢ w jego strukturze zgrupowania sekwencji
aminokwasow hydrofobowych sugeruje, ze El ma
udziat w wigzaniu bton komoérkowych [57], Biatka
El i E2 tworzg stabilng strukture heterodimeru, ktéra
prawdopodobnie prezentuje natywng forme obecng
w otoczce HCV [31]. Bez udziatu biatka EIl fuzja
biatka E2 z btong jest niemozliwa.

Nie jest do konca wyjasnione, ktory receptor ko-
mdrkowy odpowiedzialny jest za wigzanie HCV. Do
roli tej kandyduje ludzkie biatko CD81 [58] oraz re-
ceptor lipoprotein o matej gestosci (LDL-R) [59].
Biatko CD81 jest cztonkiem superrodziny tetraspa-
nin iulega ekspresji na powierzchni réznego typu ko-
morek. Wigzanie biatka E2 do czgstki CD81 jest ha-
mowane przez neutralizujagce przeciwciata, przy
czym CD81 wigze nie tylko E2, ale rowniez cate
czastki HCV.

Opierajac sie na obserwacji, ze czagstki HCV sg
zwigzane z P-lipoproteinami [60] analizowano, czy w
endocytozie HCV posredniczy receptor LDL [59], tak
jak ma to miejsce u innych przedstawicieli rodziny
Flavoviridae. Uzywajgc techniki hybrydyzacji in situ
dla okreslenia komoérek HCV-RNA-pozytywnych
znaleziono wyrazng korelacje pomiedzy poziomem
receptoréw LDL, ulegajacych ekspresji na powierzch-
ni komdrki, a liczbhg komérek HCV-RNA (+). Zna-
mienne jest oprdcz tego, ze HCV nie wiaze sie do ko-
madrek COS-7, jezeli komdrki te nie sg transfekowane
genem receptora LDL [61], Dodanie lipoprotein o ni-
skiej gestosci w stezeniu powyzej 200 (g/ml powodu-
je z kolei catkowite zablokowanie wigzania HCV do
ludzkich fibroblastdw in vitro. Sugeruje to, ze czgstki
HCV oraz LDL wspo6tzawodniczg o receptor LDL, a
poziom LDL w surowicy pacjentéw moze regulowac
wiazanie ETCV do tych receptoréow [61],

Zaréwno CD81, jak ireceptor LDL ulegajag eks-
presji na powierzchni hepatocytéw konstytutywnie i
niezaleznie od stanu zapalenia watroby [62], Jednak
na podstawie dotychczasowych wynikow trudno jest
jednoznacznie rozstrzygna¢, ktéry zomdéwionych re-
ceptorow bierze udzial w zakazeniu in vivo [62],

V. Biatka niestrukturalne

Biatka niestrukturalne NS2-NS5B (NS, ang. —
nonstructural), czyli nie biorgce udziatu w tworzeniu
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struktury czastki wirusowej, sg niezbedne w procesie
replikacji wirusowego RNA oraz procesie dojrzewa-
nia biatek wirusowych [63]. Nazwy biatek, jakie na-
dano niestrukturalnym biatkom HCV, odpowiadajg
analogicznym biatkom flawiwiruséw i pestiwiruséw
[8, 91,

NS2

Biatko NS2 jest transmembranowym biatkiem o
masie ok. 23 kD, znajdujgcym sie pomiedzy 810 i
1026 aa w obrebie pierwotnej wirusowej poliprote-
iny [64], Biatko NS2 i N-konncowa domena biatka
NS3 tworzg proteinaze NS2-3, ktéra autokatalitycz-
nie hydrolizuje potaczenie NS2 z NS3 [32], Proteina-
za NS2-3 jest prawdopodobnie metaloproteinaza,
gdyz jej aktywnos$¢ zwieksza sie¢ pod wplywem
ZnCL natomiast hamowana jest przez EDTA [33],
Niezbedne dla zachowania aktywnosci enzymatycz-
nej tej proteinazy sg potozone w rejonie NS2: histy-
dyna (pozycja 952) oraz cysteina (pozycja 993), kto-
re odpowiedzialne sg za kompleksowanie jon6w cyn-
ku [33],

NS3

Biatko NS3 jest wielofunkcyjnym biatkiem o ma-
sie 70 kD. Zawiera ono na swoim N-koncu aktyw-
no$¢ proteinazy typu serynowego i odpowiedzialne
jest za trawienie NS3/4A, NS4A/B, NS4B/5A. Nie-
zaleznie od tej aktywnos$ci aminoterminalna domena
NS3 stanowi integralng cze$s¢ wspomnianej metalo-
proteinazy NS2-3 [33], W C-koncowej czesci biatko
NS3 wykazuje aktywno$¢ NTP-azy/ RNA helikazy
niezbedng do procesu translacji oraz replikacji geno-
mu HCV [65,66],

Potwierdzono wystepowanie w N-terminalnej
czesci NS3 motywu sekwencyjnego charaktery-
stycznego dla proteaz serynowych oraz sekwencji
charakterystycznej dla nukleozydotrifosfatazy iheli-
kazy w C-koAcowej czesci tego biatka.

Mimo cze$ciowego naktadania sie sekwencji pro-
teinazy NS2-3 i NS3, aktywnos$ci enzymatyczne obu
proteinaz sg niezalezne od siebie. Mutacje inakty-
wujgce proteinaze NS2-3 nie majg wptywu na hydro-
lize zalezng od proteinazy NS3. Z drugiej strony in-
aktywacja NS3 nie ma wptywu na usuniecie wigza-
nia peptydowego pomiedzy biatkiem NS2 i NS3, kto-
re katalizowane jest przez proteinaze NS2-3 [32,33].
Do hydrolitycznego dziatania proteinazy na ztaczu
NS3/4A i NS4B/5A niezbedna jest obecnos$¢ biatka
NS4A, ktora ma rowniez wptyw na szybkos$¢ trawie-
niaw miejscu NS5A/5B [67]. Utworzenie stabilnego
kompleksu pomiedzy NS3 i NS4A jest niezbedne do
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uzyskania aktywnosci proteazy. Analiza struktury
krystalicznej proteazy serynowej NS3 wykazata, ze
jest ona zbudowana podobnie do trypsyny i posiada
strukturalne miejsce wigzgce cynk [68],

Struktura C-kohAcowej czesci biatka, a doktadniej
domena bogata w arginine, umozliwia rozpoznanie
3’ konca pojedynczej nici wirusowego RNA [69],
Biatko NS3 wigze sie z 3’ koAicem pojedynczej nici
RNA ipowoduje rozwiniecie podwdjnej nici RNA w
kierunku od 3’ do 5’ [69]. Analiza struktury krysta-
licznej helikazy NS3 wskazuje na wystepowanie od-
rebnej domeny NTPazy i domeny wigzacej RNA
[70].

Jak wykazano biatko NS3 hamuje transformacje
komdrek wywotywang przez kinaze A [71], co moze
mie¢ bezposredni wptyw na funkcje zyciowe komo-
rek docelowych.

Zaohserwowano, ze proteazy komérkowe powo-
duja powstawanie dwdch biatek NS3A (49 kD) oraz
NS3B (23 kD) [72], Nie wiadomo jednak, jakie zna-
czenie biologiczne ma ta wewnetrzna hydroliza
biatka NS3.

NS4

Biatko NS4 A sktada sie z 54 aa (8kD) ijak wspo-
mniano odgrywa istotng role jako kofaktor seryno-
wej proteinazy NS3. NS4A jest rOwniez zwigzane z
NS5A ipeini wazngrole w procesie hiperfosforylacji
biatka NS5A [73]. Biatko NS4B o masie czgsteczko-
wej 27 kD jest biatkiem o charakterze hydrofobo-
wym, o nie poznanej jeszcze funkcji.

NS5

Biatko NS5A jest ufosforylowanym biatkiem o
masie 56 kD iwystepuje rowniez w postaci hiperfos-
forylowanej (58 kD). Fosforylacja nastepuje przy
reszcie serynowej poprzez dziatanie kinazy seryno-
wo-treoninowej [74]. Analiza wykazata, ze w proce-
sie hiperfosforylacji istotne znaczenie majg reszty
seryny w pozycjach 2197, 2201, 2204. Poziom fosfo-
rylacji w réznych izolaftich HCV zalezy od od-
dziatywania pomiedzy NS4A i NS5A [73].

Biatko NS5A jest odpowiedzialne jest posrednio
za skuteczno$¢ antywirusowego dziatania IFN-a
[75], Jak wykazano na podstawie analizy sekwencji
genoméw HCV izolowanych z surowic pacjentow
odpornych i wrazliwych na dziatanie interferonu
[76], rejon determinujgcy wrazliwo$¢ na interferon,
okres$lany skrotem ISDR (ang. IFN sensitivity-deter-
mining region), znajduje sie w C-koncowej czesci
NS5A pomiedzy aminokwasami 2209 i2248. W ko-
morkach zakazonych liniami HCV opornymi na
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dziatanie IFN, wirusowe biatko NS5A wchodzi w in-
terakcje z indukowang przez IFN kinaza biatkowa
[75], Przytaczenie NS5A uniemozliwia dimeryzacje
kinazy biatkowej, co powoduje represje jej funkcji i
w tym zahamowanie fosforylacji czynnika elF-2a.
W przypadku linii HCV wrazliwych na dziatanie
IFN, indukowana przez IFN kinaza biatkowa nie
wchodzi w interakcje z biatkiem NS5A przez co do-
chodzi do fosforylacji czynnika elF-2a izablokowa-
nia translacji. Inaktywacja kinazy biatkowej przez
interakcje z wirusowym biatkiem NS5A czy tez
wspomnianym wczes$niej biatkiem E2 moze by¢ jed-
nym z mechanizméw, dzieki ktérym HCV unika ak-
tywnego dziatania IFN.

Biatko NS5B zostato =zidentyfikowane jako
RNA-zalezna RNA polimeraza [77], NS5B jest
biatkiem o silnie konserwowanej sekwencji wsrod
réznych izolatow HCV. Jest to fosfoproteina o masie
65 kD zwigzana z btonami. Biatko NS5B uzyskane
dzieki ekspresji in vitro w komoérkach owadzich wy-
kazuje zdolnos$¢ transkrypcji catego RNA wirusowe-
go bez dodatku innych biatek pochodzgcych z HCV
[78,79]. Wirusowa RNA polimeraza zalezna od RNA
odgrywa kluczowa role w cyklu zyciowym HCV
jako enzym odpowiedzialny za replikacje wirusa.

VI. Podsumowanie

Wirus zapalenia watroby typu C stat sie obiektem
intensywnych badan z wielu powoddw. Po pierwsze
wzrasta wcigz liczba nosicieli HCV, ktdra szacowana
jest obecnie na okoto 170 milionéw. Po drugie ponad
50% zakazonych nie eliminuje wirusa, co prowadzi
do rozwoju zakazenia o charakterze przewlektym a
nastepnie do marskos$ci i pierwotnego raka watroby.
Po trzecie, najlepsza dostepna obecnie terapia an-
ty-HCV, tj. interferon podawany z analogiem guano-
zyny — ribaviring, jest skuteczna tylko u 40% pa-
cjentéw. Wszystko to wskazuje na pilng potrzebe
lepszego poznania biologii molekularnej HCV, co
utatwi opracowanie skuteczniejszej terapii antywiru-
SOWej.

Od sklonowania genomu HCV uptyneto ponad 10
lat, w ciggu ktorych wiedza o biatkach wirusowych
oraz systemach uczestniczgcych w procesie dojrze-
wania tych biatek znacznie wzrosta. Stato sie tak
gtéwnie dzieki analizie wynikdw dotyczacych
biatek wirusowych uzyskanych w réznych syste-
mach ekspresji oraz analizie biatek pochodzacych od
blisko spokrewnionych flawi- i pestiwirusow. Pozna-
nie funkcji i okre$lenie roli poszczegdlnych biatek w
cyklu zyciowym wirusa ma ogromne perspektywy
praktyczne. Mechanizm dojrzewania biatek HCV i
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skomplikowany uktad wzajemnych zaleznosci po-
miedzy biatkami, stanowi doskonaty cel do rozwoju
nowych strategii antywirusowych.
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Sprawozdanie z XXXVII Zjazdu Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego
Torun, 10-14 wrzesnia 2001

W dniach 12-14 wrze$nia 2001 obradowat w Toruniu XXXVII Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego.
Patronat honorowy nad Zjazdem objeli: Minister Nauki, Przewodniczgcy Komitetu Badan Naukowych prof,
dr hab. Andrzej Wiszniewski, Prezes Polskiej Akademii Nauk prof, dr hab. Mirostaw Mossakowski, Dyrektor
Instytutu Biologii DosSwiadczalnej PAN im. M. Nenckiego prof, dr hab. Maciej J. Natecz, Wojewoda

Kujawsko-Pomorski J6zef Rogacki, Marszatek Wojewddztwa Kujawsko-Pomorskiego Waldemar
Achramowicz, Prezydent Miasta Torunia Wojciech Grochowski oraz rektorzy uczelni toruriskich ibydgoskich.
W Zjezdzie uczestniczyto blisko 700 os6b z kraju, Francji, Holandii i USA oraz biochemicy

pochodzenia polskiego z Biatorusi, ktérych pobyt na Zjezdzie byt finansowany przez Stowarzyszenie
Wspodlnota Polska oraz Komitet Organizacyjny Zjazdu.

Uroczysta inauguracja Zjazdu odbyta sie w Auli Uniwersytetu M. Kopernika. Gos$ci powitat
Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego prof, dr hab. Michat Komoszynski. Gospodarz Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika Jego Magnificencja Rektor prof, dr hab. Jan Kopcewicz w krétkim wystgpieniu przywitat
zebranych oraz podkreélit znaczenie biochemii w nowoczesnych naukach biologicznych. Nastepnie
przedstawiciele wtadz wojewddzkich i miejskich oraz rektorzy bydgoskich uczelni wygtosili adresy powitalne.
W kolejnym punkcie inauguracji Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego prof, dr hab. Jolanta
Baranska przedstawita osiggniecia Towarzystwa w uptywajacym roku oraz wreczyta nastepujgce nagrody:

1.W Konkursie im. Bronistawa Filipowicza za popularyzacje biochemii — prof, dr hab. Magdalenie Fikus za
publikacje popularno-naukowe i organizacje Festiwalu Nauki, za$§ wyréznienie przypadto prof, dr hab.
Aleksandrze Kubicz za ksigzke ,,Tajemnice ewolucji molekularnej”, PWN, 1999,

2.Im. Jakuba Karola Parnasa za najlepszg prace doswiadczalng z zakresu biochemii wykonang w pracowni
na terenie Polski — zespotowi prof, dr hab. Jacka Otlewskiego za cykl prac:

,Determination of a high precision structure of a novel protein, Linum usitatissum trypsin inhibitor (LUTI),
using computer-aided assignment of NOESY cross-peaks”.

J. Mol. Biol. (2000) 302: 1179-1192, ,NMR solution structure of Apis melllifera chymotrypsin/cathepsin G
inhibitor-1 (AMCI-1): structural similarity with Ascaris protease inhibitorrs”. Protein Sci. (2000) 9: 976-984,
»Inhibition of six serine proteinases of the human coagulation system by mutants of bovine pancreatic trypsin
inhibitor”.J. Biol. Chem. (2000) 275: 33346-33352

3.1m. Bolestawa Skarzynskiego za najlepszg publikacje w 2000 roku w ,Postepach Biochemii” —dr Iwonie
Gradzkiej za prace: ,,Apoptoza: decyzja nalezy do mitochondrium” Postepy Biochemii 2000 (1) 2-16.

Nagrode za najlepszg prace z chemii i biochemii kwaséw nukleinowych przyznawang przez Sekcje Kwaséw
Nukleinowych Zarzgdu Gtéwnego PTBioch i firme Sigma Aldrich otrzymat dr Janusz M. Bujnicki za prace:
»Phylogenomic analysis of 16S rRNA: (guanine-N2) methyltransferases suggests new family members and re-
veals highly conserved motifs and a domain structure similar to other nucleic acid amino-methyltransferases”.
FASEB J. 2000 14, 2365-2368.

Nagrode wreczyt pan dr Maciej Marlewski — przedstawiciel Sigma-Aldrich.

Cze$¢ naukowa zjazdu zainaugurowat wyktad prof. dr hab. Mariusza Jaskdlskiego ,Wymiana domen
strukturalnych jako mechanizm oligomeryzacji biatek”, w ktorym w ciekawy sposéb przedstawiono najnowsze
poglady na molekularne mechanizmy procesé6w zwigzanych z patologiag konformacyjna biatek. Koncert
muzyki kameralnej sponsorowany przez firme Applied Biosystems oraz lampka wina z przekgskami
ufundowane przez innych sponsoréw zakonczyty inauguracje Zjazdu.

Obrady Zjazdu odbywaty sie w miasteczku uniwersyteckim na Bielanach przez trzy dni robocze. Na
program Zjazdu ztozyto sie 14 sesji naukowych poswieconych nastepujacym zagadnieniom:

Mechanizmy réznicowania komorek

Molekularne mechanizmy nowotworzenia
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Uszkodzenia i naprawa DNA

Puryny i pirymidyny w transmisji informacji

Receptory i transmisja sygnatow w komoérkach roslinnych

Steroidy w regulacji niektoérych szlakéw metabolicznych

Rola struktury w aktywnos$ci biatek

Biochemia w obronie Srodowiska

Agrobiotechnologia

Miesnie — metabolizm, defekty genetyczne

Diagnostyka molekularna w identyfikacji zr6znicowania genetycznego

Dydaktyka biochemii

Doniesienia r6zne

a. kwasy nukleinowe
b. enzymy

c. receptory i btony
d. inne

W czasie obrad wygtoszono 63 wyktady, 147 komunikatdw ustnych i zaprezentowano 273 plakaty.
Prezentowane na Zjezdzie wyniki badan opublikowano w Streszczeniach. Innymi wydawnictwami Zjazdu byty
dwa komunikaty oraz obszerny Program Zjazdu.

Sesji ,Agrobiotechnologia” towarzyszyty zorganizowane przez Biuro Informacyjne Zywnosci
Genetycznie Modyfikowanej GMO we wspdtpracy z Sekretariatem Zjazdu warsztaty dziennikarske oraz
miodziezowe forum biotechnologii. Wzieto w nim udziat okoto 15 dziennikarzy i 150 licealistow. Inicjatorem i
animatorem tych spotkan byt prof. dr hab. Tomasz Twardowski.

W trakcie obrad odbywaty sie wyktady sponsorowane firm Merck/Novagen i Quiagen, a takze
prezentacja firmy Applied Biosystems. W przerwach obrad byta mozliwo$¢ zapoznania sie z ofertami firm,
zwiedzania Torunia, wystuchania koncertu organowego czy udziatu w spotkaniu towarzyskim, a po
zakonczeniu Zjazdu w wycieczkach i ognisku zorganizowanym poza Toruniem.

Podczas Zjazdu odbyto sie Walne Zebranie cztonkéw PTBioch, na ktérem Prezes Towarzystwa prof.
dr hab. Jolanta Baranska omdwita dokonania Zarzagdu w uptywajacej trzyletniej kadencji oraz wybrano nowe
witadze Towarzystwa. W wyniku gtosowania prof. dr hab. Jolante Barariskg wybrano Prezesem Towarzystwa, a
wiceprezesem prof. dr hab. Liliane Konarskga, za$ cztonkami Zarzadu zostali koledzy: Adam Szewczyk, Teresa
Wesotowska, Marek Gniazdowski, Edward Bankowski, Michat Komoszynski, Anna Dygas, Maria
Malicka-Btaszkiewicz, Michat Wozniak, Jerzy Duszynski, Artur Jarmotowski, Iwona Zak, Teresa Jakubowicz,
Tomasz Twardowski, Dariusz Chlubek. Do Komisji Rewizyjnej wybrano kolegéw: Marte Stryjeckg-Zimmer,
Barbare Grzelakowska-Sztabert oraz Zofie Szweykowskg. Waznym punktem Walnego Zebrania byto
uchwalenie rezolucji krytykujacej przyjeta przez Sejm RP ustawe o Organizmach Genetycznie
Modyfikowanych (GMO).

Na spotkaniu konczacym Zjazd ogtoszono wyniki konkursé6w o nagrode im. Janiny
Opienskiej-Blauth dla studentéw za szczegdlnie warto$ciowe prace badawcze zgtoszone i przedstawione na
dorocznym Zjezdzie PTBioch. oraz o nagrode im. Wtodzimierza Mozotowskiego dla mtodych biochemikéw.
Komisjom konkursowym przewodniczyty prof. dr hab. Marta Stryjecka-Zimmer i prof. dr hab. Jadwiga
Gniot-Szulzycka.

W pierwszym Konkursie nagrode otrzymali J. Kobiela i J. Krajewski za prace ,Mikrosomalna
4-hydroksylaza estradiolu jako enzym odpowiedzialny za powstawanie stresu oksydacyjnego w
eksperymentalnym nowotworze nerki”, a wyr6znienie przyznano J. Gotebiewskiej i P. Rozwadowskiemu za
prace ,Apoptoza i aktywno$¢ kaspazy-3 w komorkach osteosarcoma traktowanych 2-metyloestradiolem”, R.
Dutkiewicz i A. Czyz za prace ,Rola genu yhbz bakterii E. coli”.

W konkursie im. Witodzimierz Mozotowskiego przyznano magrode Jolancie Wiejak za prace
~Homolog ssaczej dynaminy u Paremecium: klonowanie i sekwencjonowanie Kkatalitycznej domeny
GTP-azowej” oraz wyréznienie Anecie Kirilenko za prace ,Aneksyna VI jako kanatjonowy indukowany przez
GTP — charakterystyka oddziatywan pomiedzy nukleotydem a biatkiem”, Filipowi Kukulskiemu za prace
~E-NTPDaza 1(e-apiraza) iE-NTPDaza 2 (e-ATPaza) synaptosomow kory mdzgu wieprzowego”, Mariuszowi
Mucha za prace ,Lokalizacja mejotycznych peknie¢ w sztucznych chromosomach drozdzy”, Dorocie Pieknej
za prace ,Ekspresja podjednostki PSST kompleksu | zachodzi w tubinie co najmniej z trzech genéw”, Monice
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Sakowicz za prace ,,Adenozyna i transportery nukleozydowe w cukrzycy”, Stawomirowi Wisniewskiemu za
prace ,,Mutacje czterech réznych gendw ujawniaja nowg $ciezke sygnatowa uczestniczagcg w réznicowaniu
przydatkéw skéry”.

Poziom naukowy Zjazdu, wedtug zgodnej opinii uczestnikéw, byt wysoki, a obrady przebiegaty w
mitej atmosferze. Ogromna w tym zastuga Komitetu Naukowego Zjazdu oraz cztonkoéw i sympatykéw
ToruAskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

KoAczac to sprawozdanie dziekuje wszystkim kolegom i kolezankom z Instytutu Biologii Ogolnej i
Molekularnej UMK w Toruniu oraz Zaktadéw Biochemii Akademii Medycznej i Akademii
Rolniczo-Technicznej w Bydgoszczy za prace, odpowiedzialnosé i zyczliwos$é, jaka wykazali podczas
spotkania polskich biochemikéw w Toruniu.

Chciatbym rowniez przekaza¢ podziekowania sponsorom, a w szczegdlnosci firmom Sigma Aldrich,
Merck, ICN Biomedicals oraz Applied Biosystems, ktorych pomoc uswietnita torunski Zjazd.

Michat KomoszynAski

KOMUNIKAT

23 - 25 wrzeénia 2002 we Wroctawiu odbedzie sie VIII Konferencja Biologii
Komarki, wiecej informacji www.ibmb.uni.wroc.pl/cellbiol/
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WALNE ZEBRANIE POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

TORUN, 13 WRZESNIA 2001 R.

REZOLUCJA

Uchwalenie ustawy z dnia 22 czerwca 2001 r. o organizmach genetycznie zmodyfikowanych (GMO)
(Dz. U. z 25 lipca 2001 r., nr 76, poz. 811) miato regulowaé¢ w sposéb kompleksowy zasady pracy w zakresie
inzynierii genetycznej i nowoczesnej hiotechnologii, miato tez by¢ zasadniczym krokiem w kierunku zblizenia
naszej legislacji ze standardami Unii Europejskiej.

Z catlym naciskiem wyrazamy poglad, ze polskie prawo w tym zakresie winno:

1) sprzyja¢ rozwojowi krajowej nauki i edukacji,

2) wspiera¢ transfer technologii ze Srodowisk naukowych do przemystu i

3) promowac¢ rozwd6j rodzimej gospodarki.

JesteSmy przekonani, ze ustawa z 22 czerwca 2001 r. nie spetnia tych warunkow. Na odwroét, jej
przestrzeganie catkowicie zahamuje rozw6j badah i ich wdrozenie w zakresie biologii, w szczegd6lnosci
biologii molekularnej i biotechnologii. W skali catego kraju ustawa stawia poza nawias spoteczny tysigce
studentow i pracownikow naukowych, ktorzy tracg mozliwos¢ edukacji na wspoOitczesnym poziomie i
skutecznego prowadzenia badan naukowych oraz badawczo-wdrozeniowych.

Ustawa wymusi catkowitg zmiane programow ksztatcenia w wyzszych uczelniach, uniwersytetach,
akademiach medycznych, uczelniach technicznych irolniczych, czynigc programy nauczania przestarzatymi i
w zwigzku z tym nieatrakcyjnymi. Obawiamy sie, ze ustawa odwrdci zainteresowanie miodziezy od
najistotniejszych $wiatowych nurtéw rozwoju nauki i bedzie powodem dalszej emigracji najzdolniejszych
ludzi z Polski.

Z catg pewno$cig ustawa spowoduje matg atrakcyjnos¢ Polski dla czotowych firm
biotechnologicznych, gdyz praktycznie uniemozliwia szybkie prowadzenie badan, a takze spowoduje
konieczno$¢ skierowania czesci, i tak skromnych, $rodkdw przeznaczonych na nauke na optacenie zezwolen,
kaucji i ubezpieczen.

Uwazamy, ze rozporzgdzenia wykonawcze winny by¢é opracowane we witasciwym terminie, nie
powodujac zaktécen w procesie naukowym i dydaktycznym, jak rowniez w rozwoju przemystu i tworzeniu
nowych miejsc pracy.

JesteSmy przekonani, ze istnieje konieczno$¢ nowelizacji ustawy o GMO w zakresie jej stosowania
w odniesieniu do zagadnien naukowych przy pracy z GMO grupy | (o najmniejszej szkodliwo$ci) - w petni
wystarczajgce jest zawiadomienie irejestracja, a nie zezwolenie. Uwazamy takze, ze konieczne jest zwolnienie
placowek dydaktycznych i badawczych z optat z tytutu wnioskowania o zezwolenie. Winien réwniez ulec
zmianie restrykcyjny ton i charakter zapisu.

Oczekujemy, ze polskie normy prawne bedg nie tylko zgodne ze standardem Unii Europejskiej, ale
beda wspiera¢ rozwdj potencjatu naukowego
i gospodarczego naszego kraju.
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IGR
PAN
Krajowa Nagroda Naukowa
z Zakresu Genetyki Roslin
im. Stefana Barbackiego

2001

Rada Naukowa Instytutu Genetyki Roslin PAN w Poznaniu
ustanowita Krajowg Nagrode Naukowag z Zakresu Genetyki
Roslin im. Stefana Barbackiego.

Ideg nagrody jest wyrd6znianie miodych naukowcow
zajmujgcych sie genetyka roslin i promowanie osiggniec,
bedacych rezultatem badan prowadzonych w krajowych
laboratoriach.

Nagroda przyznawana jest od 1994 roku corocznie, przez
Kapitute Nagrody, za  oryginalne prace badawcze
udokumentowane publikacjg w krajowym Ilub zagranicznym
czasopiSmie w okresie ostatnich trzech lat, dotychczas
nienagradzane.

W roku 2001 nagrode I stopnia otrzymat
— dr ROBERT HASTEROK

(Katedra Anatomii i Cytologii Roslin Uniwersytetu Slgskiego, Katowice)

za: ,Badania z zakresu cytogenetyki wybranych gatunkow
Z rodzaju Brassica”

Sponsorami funduszu nagréd byli: Agencja Wiasnosci Rolnegj

Skarbu Panstwa — Warszawa, Dom Handlowy Nauki — Poznan,
PlaniCo Hodowla i Nasiennictwo Ogrodnicze w Swietostawiu — Kruszyn,
Poznanska Hodowla Ros$lin — Tulce k Poznania, Hodowla i

Nasiennictwo Ogrodnicze Nochowo — Srem



FOR SALE

MegaBACE 1000's: $70,000
ABIl 377's: $25,000

www.amebioscience.com


http://www.amebioscience.com

Wskazowki
dla Autorow

Wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne kwar-
talnik ,,Postepy Biochemii" publikuje prace przeglagdowe oma-
wiajgce nowe osiggniecia, koncepcje i kierunki badawcze w
dziedzinie biochemii i nauk pokrewnych; publikuje tez noty z hi-
storii biochemii, zasady polskiego stownictwa biochemicznego,
recenzje nadestanych ksigzek oraz sprawozdania ze zjazddéw,
konferencji i szk6t, w ktorych biorg udziat cztonkowie Towarzy-
stwa.

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii”
moga mie¢ charakter artykutow monograficznych (do 20 stron
tekstu liczac piSmiennictwo i tabele), minireviews (do 10 stron tek-
stu), oraz krétkich not o najnowszych osiagnieciach i pogladach
(do 5 stron tekstu).

Autorzy artykutu odpowiadajg za prawidtowos¢ i Scistosé
podawanych informacji oraz poprawno$¢ cytowanego pismien-
nictwa. Ujecie prac winno by¢ syntetyczne, a przedstawione za-
gadnienia zilustrowane za pomocg tabel, rycin: wykresy, schema-
ty, reakcje, wzory i fotografie.

Wskazany jest podziat artykutéw monograficznych na roz-
dzialy i podrozdziaty, ktorych rzeczowe tytulty tworza spis tresci.
Zgodnie z przyjeta konwencjg rozdziaty nosza cyfry rzymskie,
podrozdziaty odpowiednio rzymskie i arabskie, np. 1-1, 1-2 Po-
prawnos$¢ logiczna i stylistyczna tekstu warunkuje jego jedno-
znacznos¢ i czytelnos$¢. Autorzy przeto winni unika¢ sktadni ob-
cojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze ogranicza¢ stosowa-
nie doraznie tworzonych skrotoéw, nawet jesli bywajg uzywane w
pracach specjalistycznych. Kazda z nadestanych do Redakcji
prac podlega ocenie specjalistéw i opracowaniu redakcyjnemu.
Redakcja zastrzega sobie mozliwos¢ skrdcenia tekstu i wprowa-
dzenia zmian nie wptywajacych na tre$¢ pracy, deklaruje tez go-
towos$¢ konsultowania tekstu z Autorami.

Przekazanie artykulu do redakcji jest réwnoznaczne z
oswiadczeniem, ze nadestana praca nie byla i nie bedzie publiko-
wana w innym czasopi$mie, jezeli zostanie ogtoszona w ,,Poste-
pach Biochemii". W przypadku, gdy Autor(zy) zamierza(ja)
wigczy¢ do swego artykutu ilustracje publikowane przez auto-
réw prac cytowanych, nalezy uzyska¢ i przekaza¢ nam odpo-
wiednig zgode na przedruk.

Redakcja prosi Autorow o przestrzeganie nastepujacych
wskazéwek szczegdtowych:

TEKST: prosimy o nadsytanie dwoch egzemplarzy wydruku
oraz dyskietki z tekstem zapisanym jako *.doc w formacie IBM
PC. Wydruk powinien by¢ jednostronny z lewym marginesem
okoto 4 cm, z zachowaniem podwdjnego odstepu miedzy wier-
szami, z uzyciem czcionki Arial CE 11 lub 12. W przypadku sto-
sowania w tekscie liter alfabetu greckiego prosimy o wpisanie
oféwkiem na marginesie ich fonetycznego brzmienia.

Strona informacyjna jest nienumerowana, zawiera imiona i
nazwisko (a) Autora (6w), nazwy, adresy, telefony, adresy e-mail

zaktadow, w ktorych pracujg Autorzy, adres do korespondencii,
tytut artykutu w jezyku polskim i angielskim oraz - w prawym dol-
nym rogu: liczbe tabel, rycin, wzoréw i fotografii oraz skrécony
tytut pracy, zamieszczany na okfadce czasopisma (do 25 zna-
kow).

Strona 1 (tytulowa) zawiera imiona i nazwiska Autoréw,
tytut pracy w jezyku polskim i angielskim, rzeczowy spis tresci tez
w obu jezykach, tytut naukowy kazdego z Autordw i ich miejsce
pracy z adresem pocztowym iadresem e-mail oraz wykaz stoso-
wanych skrétéw w porzadku alfabetycznym.

Kolejno numerowane dalsze strony obejmujg tekst pracy, pis-
miennictwo, tabele, podpisy i objasnienia rycin, wzoréw ifotogra-
fii.

PISMIENNICTWO: Wykaz pi$miennictwa obejmuje prace
w kolejnosci ich cytowania w tekscie, zaznacza sie je liczbami
porzadkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np. [3, 7, 9-26],
Odnosniki bibliograficzne powinny mie¢ nows, uproszczong for-
me. Sposob cytowania czasopism (1), monografii (2), roz-
dziatéw z ksigzek jednotomowych (3), rozdziatow z toméw serii
opracowanych przez réznych redaktoréw (5) wskazuja ponizej
podane przykiady.

1 Hildebrandt GR, Aronson N N [1980) Bio-
chim Biophys Acta 631:499-502

2. Bostock CJ, Summer AT (1978) The Eucary-
otic Chromosome, Elsevier, North-Holland, Amsterdam

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

4. Delejl, Kesters K (1975) W: Flor kin M,
Stotz EH (red) Cmprehensive Biochemistry 129B. Elsevier,
North-Holland, Amsterdam, str. 1-7

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

ILUSTRACIJE: ryciny powinny by¢ zapisane na dyskietce
jako: *tif, lub *.cdr, lub *.psd, lub *.eps. Fotografie czarno-biate
(kontrastowe) powinny by¢ wykonane na papierze matowym. Ist-
nieje mozliwos$¢ wykonania reprodukcji barwnych, ale ich koszty
ponosza Autorzy. Na rycinach nie nalezy umieszcza¢ opisow
stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie wykresow powinny
by¢ opatrzone napisem fatwo zrozumiatym. Decyzje o stopniu
zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca. llustracji nie nalezy
wigczaé w tekst maszynopisu, lecz odpowiednio ponumerowac:
ryciny noszg cyfry arabskiej, wzory za$ rzymskie. Na marginesie
tekstu nalezy zaznaczy¢ otéwkiem preferowane miejsce umiesz-
czenia ryciny czy wzoru. Stowne objasnienia znakéw graficz-
nych mozna umiesci¢ w podpisie pod rycina, rysunkowe za$ je-
dynie na planszy ryciny. Tytuly i objasnienia rycin sporzadza sie
w postaci oddzielnego wykazu. Wydruki ilustracji nalezy na od-
wrocie podpisa¢ imieniem i nazwiskiem pierwszego z Autoréw i
pierwszym stowem tytutu pracy oraz oznaczy¢ ,,gora-dot" (otow-
kiem, na odwrocie). Ze wzgledu na wewnetrzng spoistos¢ arty-
kutu wskazane jest konstruowanie oryginalnych rycin izbiorczych
tabel na podstawie danych z piSmiennictwa.

Wydruk izatgczniki (w dwu egzemplarzach) oraz dyskietke,
wiasciwie zabezpieczone przed uszkodzeniem w czasie trans-
portu, prosimy przesta¢ na adres:

Redakcja kwartalnika ,,Postepy Biochemii*”
Polskie Towarzystwo Biochemiczne

ul. Pasteura 3

02-093 Warszawa



KOMUNIKAT ZARZADU GLOWNEGO

POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

Prosimy o wnoszenie optat za sktadki cztonkowskie na nasze konto w PBK XIIl Oddz. Warszawa nr
11101053-411050000371.
Jednoczes$nie uprzejmie informujemy, ze decyzjg Zarzadu Giownego PTBioch. zostata zmieniona
wysokos$¢ sktadki cztonkowskiej. W roku 2002 wynosi ona:
dla Cztonkéw rzeczywistych 70.- zi.
dla Cztonkéw studentow 35.- zt
Cztonkowie, ktérzy optacg sktadke cztonkowska za rok 2002, otrzymajg bezptatng prenumerate kwar-
talnika Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ,Postepy Biochemii”. Malzenstwa moga optacac: 70.-
+ 45.- = 115.-z4, otrzymaja wowczas jeden egzemplarz ,,Postepéw Biochemii”.
Powyzsze zmiany nie dotyczg Cztonkéw Honorowych Towarzystwa. Natomiast Cztonkowie-Emery-
ci- nadal zwolnieni z optacania sktadki cztonkowskiej - ptacg za prenumerate ,Postepow Biochemii” 25.- zh.
Biblioteki ptacg za prenumerate ,,Postepéw Biochemii” w roku 2002  100.- zi.

POLSKIE TOWARZYSTWO BIOCHEMICZNE

ZAPROSZENIE

Jezeli chciatabys$/chciatby$ zapisac sie na liste e-mailowg Polskiego Towarzystwa Biochemicznego wyslij
e-mail na adres: infoptbioch@nencki.gov.pl.W polu ,,subject ,,umie$é swoje nazwisko iimie (w takiej kolejno-
§ci i bez polskich znakdéw diakrytycznych) oraz adres e-mailu. Wysytajac taki mail zgadzasz si¢ na to, aby na
Twéj adres e-mailowy przychodzity informacje ZG, listy pojedynczych lub grup cztonkéw do og6tu cztonkdw,
informacje z FEBS o zjazdach i kursach oraz materiaty reklamowe. Lista bedzie rozsyta¢ materiaty kontrolowa-
ne przez moderatora, ktorym bedzie Adam Szewczyk, sekretarz Zarzadu Gtownego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, tak wiec nie bedzie Ci grozi¢ zalew $mieciowej poczty i zawirusowanych ,attachmentéw”.
Mam nadzieje, ze tgdrogg poprawi sie stan poinformowania naszych cztonkéw or6znych wydarzeniach nauko-
wych, stypendiach, kursach i wreszcie o aktywnos$ci poszczegdlnych oddziatéw naszego Towarzystwa. Byé
moze rowniez ,Listy do biochemikow” redagowane przez p. Terese Wesotowskg bedg obok wersji drukowanej
kolportowane przez naszg liste. Zapraszam takze do odwiedzenia strony www naszego Towarzystwa

Adam Szewczyk

Sekretarz Zarzadu Gtownego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
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