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I I  O G Ó L N O P O L S K I  K O N G R E S  B I O C H E M I I  
I B I O L O G I I  K O M Ó R K I  

X L V I Z J A Z D  P O L S K I E G O  T O W A R Z Y S T W A  
B I O C H E M I C Z N E G O  

K R A K Ó W ,  5 - 9  W R Z E Ś N I A  2 0 1 1  R O K U

W dniach 5-9 września 2011 roku 
odbył się w  Krakowie II Ogólnopolski 
Kongres Biochemii i Biologii Komórki, 
będący jednocześnie XLVI Zjazdem 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz
nego. O brady w  całości odbywały się 
w  A udytorium  M aximum UJ przy ul. 
Krupniczej 33 (Fot. 1). W Kongresie 
wzięło udział blisko 700 uczestników 
z kraju i z zagranicy (Austria, Biało
ruś, Czechy, Francja, Hiszpania, Ho
landia, Japonia, Niemcy, Rosja, Szwe
cja, Tajlandia, USA, Wielka Brytania, 
Włochy). Organizatorami krajowymi 
były Polskie Towarzystwo Bioche
miczne i Polskie Towarzystwo Bio
logii Komórki, lokalnie Uniwersytet 
Jagielloński i Uniwersytet Rolniczy. 
Znaczną część uczestników stanowi
li młodzi naukowcy, studenci i dok
toranci. Kongres zaszczycili również 
honorowi członkowie Polskiego To
w arzystw a Biochemicznego i Polskie
go Towarzystwa Biologii Komórki.

W Kongresie podzielonym na 28 
sesji tematycznych wygłoszono w 
sumie 4 w ykłady plenarne, 108 refe
ratów sesyjnych (session lectures), 98 
ustnych kom unikatów  oraz zaprezen
towano 347 posterów. Oficjalnym ję
zykiem Kongresu był język angielski, 
co miało na celu nadanie m u między

narodowego charakteru. Umożliwiło 
to skierowanie zaproszenia do, po 
tencjalnie zainteresowanych udzia
łem, uczestników z całego świata oraz 
udział dużej liczby specjalistów z Eu
ropy, USA i Japonii, a także szerokie 
upowszechnienie osiągnięć polskich 
uczonych.

Honorowy Patronat nad  Kongre
sem objęli Rektorzy obu organizują
cych go uczelni oraz przedstawiciele 
władz regionu i miasta: Jego M agni
ficencja Rektor Uniwersytetu Jagiel
lońskiego, profesor Karol Musioł oraz 
Jego Magnificencja Rektor Uniwersy
tetu Rolniczego w  Krakowie, profesor 
Janusz Żmija, a także Marszałek W o
jewództwa Małopolskiego, Pan Ma
rek Sowa, W ojewoda Małopolski, Pan 
Stanisław Kracik i Prezydent Miasta 
Krakowa, profesor Jacek Majchrow- 
ski. W skład Komitetu H onorow e
go weszli: Prezes Polskiej Akademii 
Umiejętności, profesor Andrzej Bia

łas, Prezes Pol
skiej Akade
mii Nauk, Pro
fesor Michał 
Kleiber, Pre
zes Polskiego 
T o w a rz y s tw a  
B io c h e m ic z 
nego, profesor 
Andrzej Dżu- 
gaj oraz Pre
zes Polskiego 
T o w a rz y s tw a  
Biologii Ko
mórki, profe
sor Alicja Józ- 
kowicz.

G łó w n y m i 
Sponsoram i K ongresu były firmy 
Merck, M illipore oraz Sigma-Al- 
drich (Platinum Sponsor). W śród 
sponsorów znalazły się również 
firmy: Roche (Gold Sponsor), Abo 
(Silver Sponsor) oraz BD-Becton 
Dickinson Polska, Perkin Elmer, Pre- 
coptic Co.-Nikon (Bronze Sponsor).

Ponadto Kongres wsparli: Minister
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyższego, 
Federacja Europejskich Towarzystw 
Biochemicznych (FEBS), Fundacja na 
Rzecz Rozwoju Glikobiologii GLY- 
CO XII oraz Euroimplant Emapol, 
TriMen Chemicals, Life Technologies 
i IKA POL.

Organizatorami tegorocznego 
Zjazdu był Krakowskie Oddziały: 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz
nego, którego Przewodniczącą jest 
dr hab. Ewa Luchter-Wasylewska 
oraz Polskiego Towarzystwa Biologii 
Komórki, którego Przewodniczącym 
jest prof. dr hab. Marcin Majka. Pra
com Komitetu Organizacyjnego prze
wodniczył prof. dr hab. Piotr Laidler 
z Katedry Biochemii Lekarskiej Uni
wersytetu Jagiellońskiego Collegium 
M edicum (UJ CM). Członkami Ko
mitetu byli pracownicy UJ CM (Ewa 
Luchter-Wasylewska, Marcin Majka, 
Joanna Dulińska-Litewka, Jacek Ki
jowski), W ydziału Biochemii, Biofi
zyki i Biotechnologii UJ (Alicja Józ- 
kowicz, Józef Dulak, Andrzej Kozik), 
W ydziału Biologii i N auk o Ziemi UJ 
(Anna Lityńska), W ydziału Chemii UJ 
(Grażyna Stochel), W ydziału H odow 
li i Biologii Zwierząt Uniwersytetu 
Rolniczego (Krystyna Koziec, Anna 
Hrabia) oraz W ydziału Inżynierii Ma
teriałowej i Ceramiki Akademii Gór
niczo-Hutniczej (Jerzy Silberring).

Komitet Naukowy, którem u prze
wodniczył z ramienia Polskiego To
w arzystwa Biochemii prof. dr hab. 
Piotr Laidler, z ramienia Polskiego To
w arzystwa Biologii Komórki prof. dr 
hab. Alicja Józkowicz oraz reprezen
tujący oba Towarzystwa prof. dr hab. 
Józef Dulak, zgromadził organizato
rów poszczególnych sesji zjazdowych, 
w śród których znaleźli się: Joanna 
Bereta (Kraków), Leonora Bużańska 
(Warszawa), Joanna Cichy (Kraków), 
Anna Ciemerych-Litwinienko (War
szawa), Jerzy Dobrucki (Kraków), 
Adam  Dubin (Kraków), Grzegorz Du
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Fot. 2. Uroczystość otwarcia Kongresu. Kolejno od lewej siedzą, rząd górny: prof. Jerzy 
Duszyński, dr Maja Grabacka, dr Barbara Stachurska; rząd środkowy: prof. prof. Mie
czysław Chorąży, Włodzimierz Korohoda, Jerzy Kawiak, Zygmunt Machoy; rząd dol
ny: Prezes PTBK prof. Alicja Józkowicz, Dziekan Wydziału Chemii UJ prof. Grażyna 
Stochel, Prorektor UJ ds. CM prof. Wojciech Nowak, Rektor Uniwersytetu Rolniczego 
prof. Janusz Żmija, Rektor UJ prof. Karol Musioł, Przewodniczący Rady Miasta Krako
wa Pan Bogusław Kośmider, prof. Józef Dulak.

bin (Kraków), Józef Dulak (Kraków), 
Jerzy Duszyński (Warszawa), Jakub 
Gołąb (Warszawa), A rtur Jarmołow- 
ski (Poznań), Barbara Jarząb 
(Gliwice), Leszek Kaczma
rek (Warszawa), Elżbieta 
Kołaczkowska (Kraków),
Krystyna Koziec (Kraków),
Jerzy Kruk (Kraków), Piotr 
Laidler (Kraków), Paweł 
Lipiński (Jastrzębiec), Anna 
Lityńska (Kraków), Ewa 
Luchter-Wasylewska (Kra
ków), Marcin Majka (Kra
ków), Marta Miączyńska (Warszawa), 
Joanna Moraczewska (Bydgoszcz), 
Krzysztof Nowak (Poznań), A rtur 
Osyczka (Kraków), Adam  Szewczyk 
(Warszawa), Jerzy Silberring (Kra
ków), Grażyna Stochel (Kraków), 
Lech Wojtczak (Warszawa) i Maria 
Wróbel (Kraków).

Uroczystość inauguracji poprze
dzona została posiedzeniami Za
rządów Głównych Towarzystw: 
Biochemicznego i Biologii Komórki. 
Zebraniu Zarządu Głównego Pol
skiego Towarzystwa Biochemicznego 
przewodniczył jego Prezes profesor 
Andrzej Dżugaj. W czasie spotkania 
omówiono szczegóły działań zw iąza
nych z rozpoczynającym się Kongre
sem oraz powołano m.in. członków 
Komisji, która podczas Zjazdu miała 
dokonać oceny prac zgłoszonych do 
nagrody im. Włodzimierza Mozołow- 
skiego. W czasie posiedzenia p rzed 
stawiono także przebieg prac zw iąza

nych z przy
gotow aniam i 
do przyszło- 
r o c z n e g o  
Zjazdu, który 
odbędzie się 
w  Poznaniu.

I n a u g u r a 
cja Kongresu 
(Fot. 2) odby
ła się 5 w rze
śnia 2011r. w 
A u d y to r iu m  
M a x i m u m  
UJ. Uroczy
stość, która 
r o z p o c z ę ł a  
się w ysłucha
niem przez 
z a p r o s z o 
nych gości i 
uczes tn ik ó w  
o d e g r a n e 

go w Auli Hejnału krakowskiego 
(Fot. 3), prowadził w  imieniu Komi

tetów Organizacyjnego i 
Naukowego Profesor Piotr 
Laidler. Uczestników po
witali w  imieniu środow i
ska akademickiego Jego 
Magnificencja Rektor Uni
wersytetu Jagiellońskiego, 
profesor Karol Musioł oraz 
Jego Magnificencja Rektor 
Uniwersytetu Rolniczego, 
profesor Janusz Żmija. W 

imieniu w ładz miasta życzenia owoc
nych obrad przekazał Przewodniczą
cy Rady Miasta, Pan Bogusław Ko
śmider.

Oficjalnego otwarcia Kongresu do
konał Prezes Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego Profesor Andrzej 
Dżugaj (Fot. 4). Następnie zgodnie

Fot. 4. Oficjalne otwarcie Kongresu przez Prezesa 
PTBioch profesora Andrzeja Dżugaja.

z przyjętą tradycją Prezesi obu To
warzystw: profesor Alicja Józkowicz 
z ramienia Polskiego Towarzystwa

Biologii Komórki i profesor Andrzej 
Dżugaj z ramienia Polskiego Towa
rzystwa Biochemicznego rozpoczęli 
ceremonię wręczania nagród wzbo
gacając ją stosownymi laudacjami. 
Głos zabrali również przedstawiciele 
sponsorów.

N agrodę Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego im. Jakuba Karola 
Parnasa i Firmy Molecular Research 
Center, Inc, Ohio, Cincinnati, USA 
za najlepszą pracę doświadczalną z 
zakresu biochemii lub biologii m o
lekularnej w ykonaną całkowicie w 
pracow ni na terenie Polski o trzym a
li: Jacek Bil, M agdalena Winiarska, 
Dominika Nowis, Kamil Bojarczuk, 
Anna Dąbrowska-Iwanicka, Grze
gorz Basak, Kazimierz Sułek, Marek 
Jakóbisiak i Jakub Gołąb, z Zakładu 
Im m unolgii C entrum  Biostruktury 
U niw ersytetu M edycznego w W ar
szawie za pracę pt.: „Bortezomib 
m odulates surface CD20 in B-cell 
m alignancies and  affects rituximab- 
m ediated com plem ent-dependent 
cytotoxicity" opublikow aną w „Blo
od", 2010, 115, 3745-3755. W ykład 
im. Jakuba Karola Parnasa pt.: „An- 
ticancer monoclonal antibodies" w y 
głosił w imieniu nagrodzonych prof, 
dr hab. Jakub Gołąb.

Nagrodę Polskiego Towarzystwa 
Biologii Komórki im. Wacława May- 
zla i Firmy Roche za najlepszy artykuł 
opublikowany w kwartalniku „Po
stępy Biologii Komórki" w  2010 roku 
otrzymali: Ewelina Synowiec, Anna 
Merecz, Renata Krupa i Katarzyna 
Woźniak z Katedry Genetyki Mole
kularnej Uniwersytetu Łódzkiego za 
pracę pt.: „Polimorfizm genów napra 
wy dwuniciowych pęknięć DNA w 
raku piersi", Postępy Biologii Komór
ki, 2010, 37, 433-448.

N agrodę Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego im. Witolda Dra- 
bikowskiego i Firmy Merck za naj
lepszą pracę doktorską z biochemii 
otrzymała Elżbieta Purta za dyserta
cję pt.: „Identyfikacja i charakterysty
ka nowych enzym ów modyfikujących 
RN A". Promotorem pracy był prof, dr 
hab. Janusz Bujnicki z Instytutu Biolo
gii Molekularnej i Biotechnologii Uni
wersytetu im. Adam a Mickiewicza 
w Poznaniu. Patronat medialny nad 
konkursem  sprawuje redakcja kw ar
talnika „Postępy Biochemii".
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Fot. 3. Hejnał krakowski na 
■ otwarcie Kongresu.
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N agrodę Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego im. prof. Bolesła
w a Skarżyńskiego za najlepszy a r 
tykuł opublikow any w  „Postępach 
Biochemii" w roku 2010 otrzymali: 
M agdalena Lebiedzińska, Jan Suski, 
Jerzy D uszyński i M ariusz R. Więc
kowski z Pracowni Bioenergetyki i 
Błon Biologicznych Insty tu tu  Biolo
gii Doświadczalnej im. Marcelego 
Nenckiego PAN w W arszaw ie za 
pracę pt.: „Rola białka p66Shc w fi
zjologii i patologii", Postępy Bioche
mii, 2010, 56,165-173.

Nagrodę Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego i Firmy Sigma-Al- 
drich Polska za najlepszą pracę do
świadczaną lub teoretyczną z zakre
su Chemii i Biochemii Kwasów N u
kleinowych otrzymał emerytowany 
profesor W ydziału Chemii Uniwer
sytetu Wrocławskiego Ignacy Zenon 
Siemion za wkład i rozwój badań nad 
chemią i biochemią kwasów nukle
inowych.

Podczas ceremonii otwarcia miało 
również miejsce uroczyste wręczenie 
dyplom ów  Członków Honorow ych 
Polskiego Tow arzystw a Biologii Ko
mórki. O trzym ali je: prof. dr hab. 
Lech Wojtczak z Zakładu Biochemii

Æ

Fot. 5. Prezes PTBK prof. Alicja Józkowicz wręcza 
dyplom Honorowemu Członkowi Towarzystwa 
prof. Włodzimierzowi Korohodzie (UJ). W głębi 
prof. Piotr Laidler.

z Instytutu Biologii Doświadczalnej 
im. M. Nenckiego PAN, prof. dr hab. 
Leszek Kuźnicki z Z akładu Biologii 
Komórki Instytutu Biologii D ośw iad
czalnej im. Marcelego Nenckiego 
PAN i prof. dr hab. W łodzim ierz Ko- 
rohoda z Zakładu Biologii Komórki 
W ydziału Biochemii, Biofizyki i Bio
technologii U niw ersytetu Jagielloń
skiego (Fot. 5). Uroczystą laudację 
wygłosiła Prof. dr hab. Alicja Józko
wicz, Prezes Polskiego Towarzystwa 
Biologii Komórki.

Fot. 6. Chwila rozmowy w trakcie koktajlu powi
talnego.

Gospodarzem przyszłorocznego, 
XLVII Zjazdu Polskiego Towarzy
stwa Biochemicznego będzie Poznań, 
dokąd gorąco i serdecznie zaprosiła 
wszystkich zebranych prof. dr hab. 
Maria Rybczyńska, Przewodniczą
ca Oddziału Poznańskiego Polskie
go Towarzystwa Biochemicznego. 
Po uroczystości otwarcia Kongre
su uczestnicy zostali zaproszeni na 
„Koktajl Powitalny", który odbył się 
we wnętrzach i na dziedzińcu A udy
torium  Maximum (Fot. 6).

Obrady Kongresu rozpoczęły się 
w  dniu 6 września o godz. 8.30 w y
kładami otwierającymi poszczegól
ne sesje i przebiegającymi w edług 
ustalonego program u równolegle w 
4 salach w panelach przed- i popołu 
dniowym  przez trzy kolejne dni, a w 
dniu zakończenia kongresu jedynie w 
sesji przedpołudniowej. Poszczególne 
sesje naukowe poświęcone były na
stępującym tematom:

• Inflammation and cancer: intracel
lular signaling and beyond (Joanna 
Bereta);

• Proteases in pathophysiology 
(Adam Dubin);

• Small RNAs: biogenesis and func
tion (Artur Jarmołowski);

• Molecular and cellular bioenerget
ics (Artur Osyczka);

• Gasotransmitters and signal trans
duction (Józef Dulak);

• Kinases and phosphatases (Ewa 
Luchter-W asy le wska);

• Biochemistry of reproduction 
(Krystyna Koziec);

• Mitochondria (Adam Szewczyk, 
Lech Wojtczak, Jerzy Duszyński);

• Molecular mechanism in cancer (Pi
otr Laidler);

• Immune response: from cell traf
fickings to enzymatic regulation 
(Joanna Cichy);

• Molecular and cellular neurobiolo
gy (Leszek Kaczmarek);

• Stem cells in tissue engineering (Le
onora Bużańska);

• Signaling pathways regulating tran
scription (Marta Miączyńska);

• Applications of X-ray crystallogra
phy in life science (Grzegorz D u
bin);

• Glycan impact on molecule struc
ture and function (Anna Lityńska);

• Stem cells in science and medicine 
(Anna Ciemierych-Litwinienko);

• Gene therapy and cellular repro
gramming (Józef Dulak);

• Omics and systems biology (Jerzy 
Silberring);

• Mechanism of cell motility (Joanna 
Moraczewska);

• Cancer transcriptomics: from model 
studies to predictive factors (Barba
ra Jarząb);

• Imaging molecular interactions in 
living cells (Jerzy Dobrucki);

• Sulfur-containing com pounds -  
regulatory, antitum or and antioxi- 
dative potential (Maria Wróbel);

• EMT-biology and clinical implica
tions (Marcin Majka);

• Tumor cells and the formation of 
métastasés (Jakub Gołąb);

• Inorganic nanomaterials for biology 
and medicine (Grażyna Stochel);

• Iron metabolism (Paweł Lipiński);
• Advances in plant biochemistry 

(Jerzy Kruk);
• Varia.

Tematyka w ykładów plenarnych 
wygłaszanych przez zaproszonych 
wybitnych specjalistów w kolejne dni 
Kongresu, w  godzinach południo
wych pomiędzy panelami przed- i 
popołudniowym i, a w  ostatnim dniu 
Kongresu na jego rozpoczęcie, doty
czyła najnowszych osiągnięć z zakre
su nauk biologicznych:

• Carbon monooxide: evolution, 
chemical reactivity and biological 
function (Roberto Motterlini (Fot. 
7), FEBS National Lecturer, Inserm 
955, Faculty of Medicine, University 
Paris-Est, Francja);

• Perivascular inflammation as a risk 
factor of cardiometabolic disease 
(Tomasz Guzik, UJ CM, Kraków, 
Polska);

• A novel type of adult hum an plu- 
ripotent stem cells (muse cells) 
that reside in mesenchymal tissu
es (Mari Dezawa, Departament of
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Fot. 7. Wręczanie przez prof. Adama Szewczyka 
dyplomu FEBS Lecturer of the Year prof. Robertowi 
Motterliniemu.

Stem Cell Biology and Histology, 
Tohoku University Graduate Scho
ol of Medicine, Sendai, Japonia);

• An H -shaped electron transfer 
system of cytochrome bc1 (Artur 
Osyczka, UJ, Kraków, Polska).
W Kongresie wzięło udział ponad 

80 naukow ców  z zagranicy. Ciekawe 
podejście tematyczne i wysoki po
ziom merytoryczny prezentowanych 
badań sprawiły, że wszystkim w y
kładom  i sesjom plakatowym tow a
rzyszyło duże, a niekiedy wręcz bar
dzo duże  zainteresowanie (Fot. 8).

Fot. 8. Dyskusje przy plakatach.

Trudno w  tym miejscu nie pokusić 
się o refleksję, że polskie środowi
sko naukow e biologów i biochemi
ków zajmuje coraz bardziej znaczącą 
pozycję w  Europie i na świecie, a tego 
typu konferencje, pod warunkiem, że 
będą odbyw ały się w  języku angiel
skim, są doskonałą płaszczyzną do 
rozwoju i promocji polskiej biologii 
i biochemii oraz stwarzają coraz ko
rzystniejsze warunki do kontaktów 
m iędzynarodowych, co szczególnie 
dla m łodych naukowców ma istotne 
dla ich rozwoju znaczenie.

M łodzi naukow cy mieli rów 
nież, podczas uroczystego spotka 
nia W ładz Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego z now o przyjętym i 
jego członkam i, szczególną okazję

do rozm ow y i dyskusji z prof, dr 
hab. Tom aszem  Guzikiem , lau re 
atem  N agrody  Fundacji Na Rzecz 
N auki Polskiej 2010, nazyw anej 
potocznie „polskim  N oblem ", za 
w ykazanie istotnego znaczenia 
uk ładu  odporności w  patogenezie 
nadciśnienia tętniczego. Fundacja 
Na Rzecz N auki Polskiej przyznaje 
corocznie indyw idualne  nagrody  
uczonym  za szczególne osiągnięcia 
i odkrycia naukow e, które stanow ią 
istotny w kład w życie duchow e i 
postęp cywilizacyjny naszego kraju 
oraz zapew niają Polsce miejsce w 
nauce światowej.

Dużym zainteresowaniem cieszyły 
się również w ykłady i w arsztaty zor
ganizowane przez firmy:

• Touch the future of PCR (Bio-Rad 
Polska);

• Easy, accurate and reliable U V/Vis 
photometric analysis w ith the new 
Eppendorf BioSpectrometer® (Ep- 
pendorf Poland);

• Introducing Next Generation Se
quencing to Laboratories: a Practi
cal Approach (Genomed);

• Western blotting -  products and ap
plications (Merck. O ddział Merck 
Millipore);

• Combination of labeled and label- 
free assay technologies for the anal
ysis of receptor biology (PerkinEl- 
mer Polska);

• Targeted Genome Editing in M am
malian Cells Using Engineered Zinc 
Finger Nucleases (Sigma-Aldrich);

• Maxwell 16 - an autom ated nucleic 
acid and protein extraction appara
tus as a newquality standard in a 
genetic laboratory (Symbios). 
K o n g r e s o w i

t o w a r z y s z y ł a  
przez cały czas 
jego trwania, licz
nie odw iedzana 
przez uczestni
ków, w ystaw a 
37 firm oferują
cych odczynniki, 
sprzęt m edyczny 
i naukow y, apa 
raturę kontrol
n o - p o m i a r o w ą  
i laboratoryjną, 
książki i podręcz
niki (Fot. 10).
W śród w ystaw ców  znalazł się też 
Instytut Biologii Doświadczalnej im.

Marcelego Nenckiego Polskiej A ka
dem ii Nauk, będący największym 
nie-uniwersyteckim  centrum  badań  
biologicznych w Polsce, w spółpracu
jący z renom ow anym i placówkami 
zagranicznym i oraz Polskie Tow a
rzystw o Biochemiczne prezentujące 
swoją ofertę wydaw niczą.

W czasie trw ania Kongresu Ko
misja w  składzie: prof. prof.: Maria 
Rybczyńska, Ludmiła Żylińska, Tere
sa Wesołowska, Józef Dulak, Lech Ro- 
m anowicz i Andrzej Kozik (Przewod
niczący) powołana w  dniu 5 września 
2011 r. przez Zarząd Główny Pol
skiego Towarzystwa Biochemiczne
go wybrała laureatów Nagrody im. 
W łodzimierza Mozołowskiego dla 
m łodych biochemików przyznawaną 
za szczególnie dobre i interesujące 
przedstawienie wartościowych prac 
biochemicznych na dorocznym Zjeź- 
dzie Polskiego Towarzystwa Bioche
micznego. W konkursie mogli uczest
niczyć autorzy doniesień ustnych lub 
plakatowych, którzy do czasu za
mknięcia Kongresu nie ukończyli 35 
lat. Nagrodę główną otrzymał Michał 
Mlącki z Pracowni Przekazywania 
Sygnału Instytutu Biologii Doświad
czalnej im. Marcelego Nenckiego w 
Warszawie za pracę pt.:„Grainyhe- 
ad-like 1 (GRHL1) transcription fac
tor in developm ent of skin cancers". 
Przyznano również trzy wyróżnienia, 
które otrzymali: Grzegorz Gołuń- 
ski z M iędzyuczelnianego W ydziału 
Biotechnologii w  Gdańsku za pracę 
pt.:„Formation of stacking aggregates 
between methylxanthines and aro
matic m utagens reduces their biolo
gical activity", Marta Przewoźniak 
z Instytutu Zoologii Uniwersytetu 

W a r s z a w s k i e 
go za pracę pt.: 
„ D if fe re n t ia t io n  
of myoblasts and 
embryonic stem 
cells can be stim u
lated by IGF-1 and 
IL-2" oraz Anna 
Florczak z Mię
d zy u cze ln ian eg o  
Centrum  Nano- 
B io M e d y c z n e g o  
Uniwersytetu im. 
Adam a Mickiewi
cza w  Poznaniu za 
pracę pt.:„ Hybrid 

spider silk proteins as drug nanocar
riers for targeted cancer therapy". Na-

Fot. 10. Wystawa firm prezentujących nowoczesną 
aparaturę, drobny sprzęt, odczynniki i publikacje.
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NOWE WŁADZE POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

6 września 2011 r., podczas II Kongresu Polskiej Biochemii i Biologii Komórki 
w  Krakowie, odbyło się Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, 
na  którym  wybrano nowe władze Towarzystwa, na XX Kadencję (lata 2011-2014). 
Prezesem został prof. dr hab. Andrzej Dżugaj (Wrocław), W iceprezesem prof. dr 
hab. A dam  Szewczyk (Warszawa). Wybrano też Zarząd Główny, który na posie
dzeniu w  Warszawie, w dniu 19 września 2011 r., wyłonił Prezydium, w  skład 
którego, poza Prezesem i Wiceprezesem, weszli: dr hab. prof. nadzw. Paweł Po
morski (Warszawa) — Sekretarz, dr hab. prof. nadzw. Joanna Bandorowicz-Pi- 
kuła (Warszawa) — Skarbnik, dr hab. Elżbieta Rębas (Łódź) — Członek, prof. dr 
hab. Piotr Laidler (Kraków) — Członek, prof. dr hab. A rtur Jarmołowski (Poznań) 
— Członek. Pozostali członkowie Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa 
Biochemicznego na lata 2011-2014 to: prof. dr hab. Jolanta Barańska (Warszawa), 
d r Teresa Wesołowska (Szczecin), prof. dr hab. Ewa Birkner (Zabrze), prof. dr hab. 
Ludmiła Żylińska (Łódź), dr hab. Joanna Moraczewska (Bydgoszcz), dr hab. Bar
bara Dołęgowska (Szczecin), prof. dr hab. Edward Bańkowski (Białystok), prof. dr 
hab. Jan Barciszewski (Poznań) i prof. dr hab. Krzysztof Sobolewski (Białystok).

grody podczas ceremonii zamknięcia 
Kongresu wręczył Prof. dr hab. An
drzej Kozik.

Podczas Kongresu zostały również 
przyznane Nagrody Polskiego To
warzystwa Biologii Komórki i Firmy 
Roche za najlepsze prezentacje kon
ferencyjne. Nagrodę za najlepszą pre
zentację ustną wygłoszoną podczas II 
Ogólnopolskiego Kongresu Biochemii 
i Biologii Komórki otrzymał: Maciej 
Cieśla z W ydziału Biochemii, Biologii 
i Biotechnologii UJ za pracę pt.: „Heme 
oxygenase-1 as a possible therapeutic 
target in treatments of rhabdomyosar
coma". Nagrodę PTBK za najlepszy 
poster prezentowany podczas II Ogól
nopolskiego Kongresu Biochemii i Bio
logii Komórki ponownie otrzymał Mi
chał Mlącki z Pracowni Przekazywania 
Sygnału Instytutu Biologii Doświad
czalnej im. Marcelego Nenckiego w 
Warszawie za pracę pt. „Grainyhead- 
like 1 (GRHL1) transcription factor in 
development of skin cancers". Wyróż
nienie PTBK za poster prezentowany 
podczas II Ogólnopolskiego Kongresu 
Biochemii i Biologii Komórki otrzy
mała Katarzyna Szpak z Wydziału 
Biochemii, Biologii i Biotechnologii za 
pracę pt.: „Effect of fenofibrate on the 
properties of endothelial continuum in 
proximity of prostate cancer cells" oraz 
Katarzyna Sikorska z Zakładu Chorób 
Zakaźnych Uniwersytetu Medycznego

w Gdańsku za pracę pt.: „Expression 
of hepcidin and heme oxygenase-1 in 
chronic hepatitis". Nagrody Polskiego 
Towarzystwa Biologii Komórki pod 
czas ceremonii zamknięcia Kongresu 
wręczyli: prof. dr hab. Alicja Józko- 
wicz oraz Przedstawiciel Firmy Roche.

Materiały z Kongresu opublikow a
ne zostały, dzięki wsparciu Minister
stwa Nauki i Szkolnictwa Wyższego 
w  suplemencie do Acta Biochimica 
Polonica (vol. 58, Suplem ent 2/2011), 
który uczestnicy Kongresu otrzymali, 
po raz pierwszy w historii dotych
czasowych konferencji Polskiego To
warzystwa Biochemicznego, w  wersji 
elektronicznej, a nie drukowanej.

Organizatorzy starali się dostar
czyć uczestnikom Konferencji także 
innych, poza przew idzianym  pro 
gramem naukow ym  Konferencji, 
przeżyć; w  tym możliwość wybrania 
się na liczne wycieczki: zwiedzanie 
Krakowa, Nowej Huty, M uzeum  Au- 
schwitz-Birkenau oraz jednej z naj
starszych kopalni soli w  Wieliczce. 
Imprezą dodatkow ą było również 
spotkanie towarzyskie w Klubie „Ża
czek", miejscu, które jak wszystko w 
Krakowie ma swoją historię i legendę. 
W Żaczku karierę rozpoczynali m.in. 
tacy artyści, jak: Ewa Demarczyk, An
drzej Sikorowski, Elżbieta Adamiak 
czy Jacek Kaczmarski.

Na zakończenie pra
gniemy bardzo serdecz
nie podziękować człon
kom Zarządu Główne
go Polskiego Towarzy
stwa Biochemicznego 
Pani prof. dr hab. Jo
lancie Rędowicz i Pani 
dr hab. prof. nadzw. 
Joannie Bandorowicz- 
Pikule oraz Pani Mał
gorzacie Basaj i Panu 
dr hab. prof. nadzw. 
Pawłowi Pomorskiemu 
z Redakcji Acta Biochi
mica Polonica, a także 
Pani Ewie Szczepanik z 
biura PTBioch za wszel
ką pomoc i wspaniałą 
współpracę w  trakcie 
przygotowywania i 
prowadzenia Kongre
su. Pragniemy także 
podziękować organiza
torom Sesji Naukowych 
i członkom Komisji ds. 

Nagród za trud włożony w organiza
cję Kongresu i jego sprawny przebieg. 
Dziękujemy również firmie „Targi w 
Krakowie", organizatorowi konferen
cji i kongresów, w której szczególnie 
w  osobach Pani Ewy Woch i Pani Ka
tarzyny Perlik znaleźliśmy doskona
łych, zawsze gotowych do działania 
współpracowników. Chcielibyśmy 
również podziękować Pani dr Joannie 
Dulińskiej-Litewce za wysiłek włożony 
w  przygotowanie Wystawy Firm, która 
w  znaczący sposób przyczyniła się do 
nadania Kongresowi rangi ważnego i 
budzącego powszechne zainteresowa
nie wydarzenia naukowego. Dzięku
jemy także za znakomitą współpracę 
wszystkim koleżankom i kolegom z 
Komitetu Organizacyjnego i Komitetu 
Naukowego, z którymi mieliśmy moż
liwość pracować nad organizaqą i prze
biegiem Kongresu.

Atmosfera krakowskiego spotkania 
sprzyjała nawiązywaniu naukowych i 
towarzyskich kontaktów, prowadzeniu 
licznych dyskusji i wymianie idei twór
czych, za co wszystkim uczestnikom II 
Kongresu Polskiej Biochemii i Biologii 
Komórki pięknie dziękujemy, pozosta
jąc z nadzieją, iż wywiezione z Krako
wa wrażenia będą mile wspominane.

mgr Anna Bilska-W ilkosz  
prof. Piotr Laidler
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Sprawozdanie z działalności Zarządu G łównego  
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego XIX Kadencji (IX-2008-IX-2011)

SPRAWY ORGANIZACYJNE

WŁADZE POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Z arząd  Główny, w ybrany  w 
d n iu  9 w rześn ia  2008 r. na W alnym  
Z ebran iu  C złonków  podczas Kon
gresu  Biochemii i Biologii Kom ór
ki w  O lsztynie, ukonsty tuow ał się 
23 w rześn ia  2008 r. w  następujący 
sposób: Prezes — Andrzej Dżugaj 
(W rocław), W iceprezes — Jolan
ta B arańska (W arszawa), Sekretarz
— M aria Jolanta Rędowicz (War
szaw a), Skarbnik — Anna Dygas 
(W arszaw a); członkowie P rezydium
— E d w ard  Bańkowski (Białystok), 
Jan Barciszewski (Poznań) i Teresa 
W esołow ska (Szczecin); pozostali 
cz łonkow ie Z arządu  — W anda Ba- 
er-D ubow ska (Poznań), Joanna Ban- 
dorow icz-P ikuła  (W arszawa), Józef 
D ulak  (Kraków), Teresa Jakubow ska 
(Lublin), H anna  Jańska (Wrocław), 
W iesław a Jarm uszkiew icz (Poznań), 
P io tr L aidler (Kraków), A dam  Szew
czyk (W arszawa) i Ludm iła Żyliń
ska (Łódź). W zw iązku z rezygnacją 
w e w rześn iu  2009 r. A nny Dygas z 
funkcji Skarbnika i członkostw a w 
PTBioch Z arząd  w ybrał ze swego 
g rona Joannę Bandorowicz-Pikułę, 
k tóra  rozpoczęła  pełnienie tej funk 
cji z d n iem  1 stycznia 2010 r.

Podczas kadencji odbyło się 9 po
siedzeń Z arządu (w tym trzy wyjaz
dow e podczas dorocznych Zjazdów 
Tow arzystw a w Łodzi, Wiśle i Kra
kowie) oraz 11 posiedzeń Prezydium 
Zarządu. Większość spotkań Zarządu 
odbyw ała się w  formie rozszerzonej, 
tzn. z udziałem  przedstawicieli O d
działów  i członków Głównej Komisji 
Rewizyjnej. Podczas Zjazdu w  Łodzi 
zw ołano również Nadzwyczajne Wal
ne Zebranie Członków w celu doko
nania zm iany Statutu.

BIURO ZARZĄDU 
GŁÓWNEGO PTBioch

Siedziba biura Z arządu  G łów 
nego m ieści się w  Instytucie Biolo

gii D oświadczalnej im. M arcelego 
Nenckiego PAN. W lecie 2009 r. 
p rzeprow adzono  rem ont b iura  (na 
koszt Insty tu tu  Nenckiego) i doko 
nano zakupu  niezbędnego sp rzę tu  
i um eblow ania. Obecnie b iuro  w raz 
z redakcją Acta Biochimica Polonica 
zajmuje pow ierzchnię około 40 m 2. 
W celu u spraw nien ia  działalności 
b iura  Z arządu  G łów nego podjęto 
decyzję o za trudn ien iu  jednej oso
by na cały etat. Z akończono zaś 
w spółpracę z osobam i zw iązanym i 
z Tow arzystw em , które niestety nie 
potrafiły posługiw ać się kom p u te 
rem. Od w rześnia  2009 r. b iuro  p ro 
w adzi p. Ewa Szczepanik. Biuro jest 
teraz czynne codziennie, zapew nio 
ny jest także bezpośredni kontakt 
z członkam i poprzez  obecność p. 
Szczepanik na dorocznych Zjazdach 
PTBioch.

STRONA INTERNETOWA

O d listopada 2008 r. adm in is tra 
torem  strony internetow ej PTBioch 
(oraz obu w ydaw nictw ) został dr 
hab. Paweł Pom orski (W arszawa). 
Strona (w w w .p tb ioch .edu .p l) jest 
na bieżąco aktualizow ana, pow stały  
now e zakładki m.in. Praca.

KALENDARZ TOWARZYSTWA

Dr A nna Dygas pełniąca do g ru d 
nia 2009 roku funkcję skarbnika 
Tow arzystw a w ystąp iła  z inicja
tyw ą w ydrukow an ia  K alendarza 
PTBioch, zaw ierającego informację 
o Tow arzystw ie i o rganizow anych 
p rzez T ow arzystw o i FEBS zjaz
dach i konferencjach naukow ych. 
Inicjatywę tę zrealizow ano w 2010 
roku, dzięki w sparciu  finansow em u 
firm, drukując 200 sztuk  kalendarza 
książkow ego i 250 ściennego na rok 
2011. K alendarze, będące form ą p ro 
mocji T ow arzystw a zostały ro zd a 
ne członkom  w ładz  Tow arzystw a, 
przedstaw icielom  O ddziałów  i dz ia 
łaczom, k ierow nictw u instytucji i 
przedstaw icielom  firm system atycz
nie w spierających Tow arzystw o. 
Były rów nież dodatk iem  do nagród  
Tow arzystw a.

ZMIANA STATUTU

Podczas minionej kadencji pono
wiono próby zmiany zapisu w  §37 
Statutu Towarzystwa, praktycznie 
uniemożliwiającego dokonywanie 
jakichkolwiek zmian w Statucie. 
Pierwsza próba, podjęta podczas 
Zjazdu w Łodzi (zorganizowano 
wówczas Nadzwyczajne Walne Ze
branie Członków) zakończyła się po 
łowicznym sukcesem, gdyż udało się 
uzyskać ponad 50% głosów (włącza
jąc w  to pełnomocnictwa), jednakże 
organ nadzoru, czyli Prezydent Mia
sta Stołecznego W arszawy nie uznał 
głosowania poprzez pełnomocników. 
W lipcu 2010 r. zmieniła się sytuacja 
praw na i pełnomocnictwa są obecnie 
uznaw ane przez Urząd Miasta.

Postanowiono więc powtórzyć ak
cję zbierania pełnomocnictw i zwołać 
Nadzwyczajne Walne Zebranie w ów 
czas, gdy uda zdobyć się pełnomoc
nictwa od co najmniej 50% członków. 
Akcja zbierania dokum entów  trwa, 
wciąż jednak brakuje wystarczającej 
liczby głosów. Tą drogą raz jeszcze 
prosimy o współpracę w tej sprawie. 
Plik z pełnomocnictwem oraz list Pre
zesa są dostępne na stronie interneto
wej Towarzystwa.

POWOŁANIE NOWYCH 
SEKCJI TEMATYCZNYCH

Powołano dwie nowe sekcje, Sta
rzenia i Śmierci Komórki pod kierow
nictwem prof. Ewy Sikory z Instytutu 
Biologii Doświadczalnej im. Marce
lego Nenckiego PAN w Warszawie 
oraz Molekularnych Mechanizmów 
Ruchliwości pod kierownictwem 
prof. Przemysława Wojtaszka z Uni
wersytetu Adam a Mickiewicza w Po
znaniu. W skrzeszono także sekcję dy
daktyczną, kierownictwo powierzono 
prof. Julianowi Świerczyńskiemu z 
Uniwersytetu Gdańskiego.

SPRAWY CZŁONKOWSKIE

Kontynuowano aktualizację listy 
członków PTBioch, dokonując, zgod
nie ze Statutem, skreślenia osób z li
sty członków, które zalegały z opła

338 ww w.postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.ptbioch.edu.pl
http://www.postepybiochemii.pl


caniem składek więcej niż dw a lata. 
Organizowano także podczas Zjaz
dów  spotkania członków Zarządu z 
nowoprzyjętymi członkami Towa
rzystwa, podczas których omawiano 
korzyści płynące z przynależności do 
PTBioch. W 2010 r. przeprow adzono 
także akcję POWROTY, umożliwiają
cą pow rót do Towarzystwa osobom 
skreślonym z pow odu niepłacenia 
składek; skorzystało z niej 11 osób, 
które uiściły równowartość składki za 
lata 2008-2010.

Podczas kadencji skreślono 504 
członków , w tym  em erytów , którzy 
nie potw ierdzili chęci p rzynależenia 
do Tow arzystw a. Podczas trzylet
niej kadencji przyjęto do Tow arzy
stw a 288 nowych członków. Obec
nie (stan na 6 w rześnia  2011 r.) To
w arzystw o  liczy 1069 członków, w 
tym  676 osób pow inno opłacać peł
ną składkę, 297 jest upraw nionych  
do składki ulgowej dla s tudentów  i 
d ok to ran tów  (275) oraz w spółm ał
żonków  opłacających pełną składkę 
(22), a także 80 em erytów  i 16 człon
ków  honorow ych. Z arząd G łówny 
podjął rów nież uchw ałę o m ożli
wości dofinansow ania udziału  w 
dorocznych Zjazdach Tow arzystw a 
członków -em erytów .

CZŁONKOSTWO HONOROWE

Z rekomendacji ustępującego Za
rządu  Głównego podczas Walnego 
Zebrania Członków w Krakowie 
przyznano członkostwa honorowe 
osobom szczególnie zasłużonym  dla 
rozwoju polskiej biochemii. Są to: dr 
Piotr Chomczyński (USA, fundator 
N agrody Parnasa), prof. Ryszard Gry- 
glewski (Kraków, wybitny biochemik 
i farmakolog), prof. Serhiy Komisa- 
renko (Ukraina, Prezes Ukraińskie
go Towarzystwa Biochemicznego), 
dr John Mowbray (Wielka Brytania, 
ustępujący skarbnik FEBS), prof. Ma
ciej J. Nałęcz (Warszawa-UNESCO, 
były przewodniczący Komisji Stypen
diów  w FEBS), dr Teresa Wesołowska 
(Szczecin, wieloletni redaktor „Listów 
do członków" oraz prof. Zdzisław Żak 
(Kraków, wieloletni przewodniczący 
O ddziału  PTBioch w  Krakowie).

SPRAWY FINANSOWE

N a dochody Tow arzystw a skła
dały  się: (i) składki członkowskie;

(ii) dotacje M inisterstw a N auki i 
Szkolnictwa W yższego; (iii) w pływ y 
z prenum eraty  czasopism  T ow arzy
stwa; (iv) opłaty za publikację prac 
i artykułów  przeglądow ych w cza
sopism ach T ow arzystw a (tzw. page 
charge) oraz (v) dobrow olne dotacje 
instytucji w spierających i firm spon 
sorujących.

(i) począwszy od 2009 r. składka 
członkowska w pełnej wysokości 
wynosiła 100 zł rocznie, a sk ład 
ka ulgow a (od studen tów  i dok 
torantów  oraz w spółm ałżonków  
opłacających pełną składkę) 50 zł. 
Członkowie honorow i oraz em ery 
ci są zwolnieni z opłacania składki. 
N iepokoi wysokość w pływ ów  ze 
składek, które u trzym yw ały  się na 
poziom ie około 65% spodziew anych 
w pływ ów ;

(ii) dotacje M inisterstwa przezna
czone były wyłącznie na dofinanso
wanie w ydawnictw  Towarzystwa 
„Postępów Biochemii", „Acta Biochi- 
mica Polonica" i „Leksykonu" (jedy
nie w  2008 r. i częściowo w 2009 r.) 
oraz dorocznych Zjazdów Towarzy
stwa, Kongresu EBEC, zorganizowa
nego w 2010 r. przez sekcję Bioener
getyki oraz VIII Konferencji Parnasa 
(w 2011 r.);

(iii) prenum erata „Postępów Bio
chemii" i „Acta Biochimica Polonica" 
(w zróżnicowanej wysokości) opła
cana jest głównie przez biblioteki i 
innych prenum eratorów  instytucjo
nalnych, natomiast członkowie Towa
rzystwa, którzy na bieżąco opłacają 
składkę członkowską, otrzymują „Po
stępy Biochemii" bezpłatnie. Wpływy 
z tego źródła pokrywają jedynie nie
wielką część kosztów wydawniczych;

(iv) opłaty za druk  artykułów w 
obu czasopismach, w prow adzone w 
poprzedniej kadencji, poprawiły stan 
finansów Towarzystwa. Wysokość 
opłat ustalają redakcje czasopism;

(v) sponsorowanie przez instytu
cje wspierające oraz firmy komercyj
ne lub ich prezesów polegało przede 
wszystkim na fundow aniu nagród 
pieniężnych oraz w spieraniu finan
sowym Sesji Jubileuszowej, zjazdów 
i konferencji organizowanych przez 
Towarzystwo oraz druk  i wysyłkę 
„Listów do Członków".

DZIAŁALNOŚĆ POLSKIEGO 
TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO NA 
FORUM KRAJOWYM

SESJA JUBILEUSZOWA

W ram ach obchodów 50-lecia po 
w stania PTBioch zorganizow ano Se
sję Jubileuszową 50-lecia PTBioch, 
która odbyła się 3 kwietnia 2009 r. 
w  Sali Lustrzanej Pałacu Staszica w  
W arszawie. Uczestniczyło w  niej 
około 200 osób, w  tym  wielu zn a 
komitych gości, w śród nich córka 
jednego z założycieli PTBioch, prof. 
Kazimierza Zakrzewskiego, Pani M i
nister Julia Pitera. Poza w ykładem  
prof. Lecha Wojtczaka pośw ięco
nym  historii Towarzystwa, w ykłady  
wygłosili prof. Maciej Żylicz i prof. 
Grzegorz Węgrzyn. Szczegółowe 
spraw ozdanie z Sesji zam ieszczono 
w „Postępach Biochemii" (num er 
55/2), „Acta Biochimica Polonica" 
(num er 56/2) oraz na stronie in te rne 
towej Towarzystwa (w w w .p tb ioch . 
edu.pl). Zorganizowanie spotkania  
było możliwe dzięki w sparciu  finan 
sow em u Instytutu Biologii D ośw iad 
czalnej im. Marcelego Nenckiego 
PAN i Instytutu Biochemii i Biofizyki 
PAN oraz wielu firm. Polskie T ow a
rzystw o Biochemiczne dofinanso
wało również w ydanie Złotej Księgi 
50-lecia.

ZJAZDY PTBioch

W minionej kadencji odbyły  się 
trzy ogólnopolskie Zjazdy T ow a
rzystw a: 44. Zjazd w Łodzi (16-19 
w rześnia 2009 r.), zo rgan izow any  
przez prof. Ludm iłę Ż ylińską i d r 
hab. Elżbietę Rębas, O ddzia ł Ł ódz 
ki; 45. Zjazd w Wiśle (20-23 w rześn ia  
2010 r.), zorganizow any przez  prof. 
Ewę Birkner i prof. Krystynę O lczyk, 
O ddział Katowicki oraz 46. Z jazd w 
Krakowie w spólnie z XI O gólnopo l
ską Konferencją Polskiego T o w arzy 
stw a Biologii Komórki jako II K on
gres Polskiej Biochemii i Biologii 
Komórki (5-9 w rześnia 2011), g łów 
ni o rganizatorzy Kongresu to prof. 
Piotr Laidler (PTBioch, O ddzia ł 
Krakowski) i prof. Alicja Józkow icz 
(Prezes PTBK). Kolejny 47. Z jazd 
odbędzie  się w  Poznaniu. Szczegó
łowe spraw ozdan ia  ze Z jazdów  u k a 
zały się w  „Postępach Biochemii", a 
streszczenia tradycyjnie już d ru k o 
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w ane są w  postaci sup lem entów  do 
„Acta Biochimica Polonica".

KONFERENCJE PARNASA

Podczas minionej kadencji o d 
były się dw ie konferencje Parnasa, 
VII w Jałcie i VIII w W arszawie. 
VII Polsko-U kraińska Konferencja, 
zo rgan izow ana przez U kraińskie 
Tow arzystw o Biochemiczne odbyła 
się w dn iach  3-7 października 2009 
r. w  Jałcie. Polskie Tow arzystw o 
Biochemiczne zorganizow ało zbio
row y w yjazd  autokarem ; koszty 
wynajęcia au tokaru  dla członków 
PTBioch pokryto  z tzw. funduszu  
w schodniego  uzyskanego podczas 
Kongresu FEBS w W arszawie. VIII 
Konferencja, pierw sza, z inicjatywy 
prof. A. Dżugaja, trójstronna Polsko- 
U kraińsko-Izraelska Konferencja 
Parnasa, pod  patronatem  M inistra 
Spraw  Z agranicznych Pana Rado
sława Sikorskiego i M inister N auki i 
Szkolnictw a W yższego Pani Barbary 
Kudryckiej, odbyła się w  dniach 27- 
31 sierpnia  2011 r. na W ydziale Bio
logii U niw ersy tetu  W arszawskiego. 
Szczegółowe spraw ozdanie  z Kon
ferencji znajduje się w tym  num erze 
„Postępów  Biochemii". Kolejna, IX 
już Konferencja odbędzie się w 2013 
r. najpraw dopodobniej w Jerozoli
mie.

FEDERACJA POLSKICH 
TOWARZYSTW NAUKOWYCH

W grudn iu  ubiegłego roku Towa
rzystwo wystąpiło z inicjatywą pow o
łania Federacji Polskich Towarzystw 
Naukowych. W tym celu skontakto
wano się z prezesami wszystkich na
ukowych towarzystw  przyrodniczych 
i w  styczniu 2011 r. odbyło się spotka
nie założycielskie. Rolę koordynatora 
tego przedsięwzięcia powierzono, za 
zgodą wszystkich uczestników spo
tkania, członkowi PTBioch prof. Je
rzemu Duszyńskiemu. Obecnie trw a
ją prace organizacyjne. W październi
ku odbędzie się zebranie, na którym 
ustalony zostanie program  i zasady 
działania Federacji.

VARIA

Polskie Tow arzystw o Bioche
miczne w e w spółpracy z innym i 
tow arzystw am i naukow ym i podej
m ow ały szereg inicjatyw. Na p rzy 
kład p rzygo tow ano  petycję w spra 

wie zw olnienia z procedury  p rze 
targowej zakupów  dokonyw anych  
z funduszy  uzyskanych  w  ram ach 
grantów  badaw czych  oraz zm ian 
w p raw odaw stw ie  dotyczącym  ba 
dań  z w ykorzystan iem  zw ierząt do 
świadczalnych. Ponadto , korzysta 
jąc z praw a nadanego  w  U staw ie o 
N arodow ym  C en trum  N auki (NCN) 
Tow arzystw o zgłosiło kand y d a tu rę  
prof. Leszka K aczm arka do Rady 
NCN.

DZIAŁALNOŚĆ WYDAWNICZA

Tow arzystw o w ydaje dw a kw ar
talniki: „Postępy Biochemii" i „Acta 
Biochimica Polonica". Ponadto , rów 
nież kw artaln ie  w ydaw ane  są pod 
redakcją dr Teresy W esołowskiej 
„Listy do C złonków ", rozp ro w a 
dzane bezpłatn ie  w śród  w szystkich 
członków T ow arzystw a, inform ują
ce o bieżących sp raw ach  i w y d arze 
niach. W arte podkreślen ia  jest, że dr 
W esołowska zdobyw a fu ndusze  po 
krywające koszty w ydan ia  i wysyłki 
„Listów...".

„POSTĘPY BIOCHEMII"

Redaktorem  naczelnym  „Postę
pów  Biochemii" jest prof. Sław om ir 
Pikuła (W arszawa), k tórem u p o d 
czas minionej kadencji p rzed łużono  
um ow ę na kolejnych 5 lat. Pismo 
cieszy się dużym  zain teresow aniem  
jako aktualne źród ło  informacji o 
w spółczesnych trendach  w bioche
mii i biologii m olekularnej. P o nad 
to, w  dziale W y d a rz e n ia /O p in ie /  
K om entarze um ieszczane są infor
macje o w ydarzen iach  w polskim  
środow isku biochem icznym . Dzięki 
staraniom  Redakcji kw arta ln ik  zo 
stał um ieszczony na ministerialnej 
liście czasopism . Została zm odern i
zow ana w ysyłka „Postępów  Bioche
mii", jest ono w ysyłane w p rzezro 
czystej kopercie za pom ocą tańszej 
firmy wysyłkowej.

„ACTA BIOCHIMICA POLONICA"

W ydaw ane są w spólnie  przez 
Tow arzystw o i K om itet Biochemii i 
Biofizyki PAN, jednakże to Polskie 
Tow arzystw o Biochemiczne ponosi 
głów ny ciężar organizacyjny, logi
styczny i finansowy. K w artalnik p u 
blikuje oryginalne prace dośw iad 
czalne i p rzeg lądow e w yłącznie w

języku angielskim. Poza artykułam i 
polskich au torów  w  „Acta" ukazują 
się rów nież prace au torów  zagra 
nicznych (około 30% prac). Pismo 
publikuje około 100 prac rocznie. 
W skład Rady Redakcyjnej „Acta" 
w chodzą uznane au tory tety  n au k o 
we z Polski i z zagranicy. Impact 
factor pism a w ahał się w  ciągu osta t
nich 3 lat w  granicach 1,2-1,4. Cza
sopism o w ydaw ane  jest zarów no w 
wersji drukow anej, jak i elektronicz
nej; ta ostatnia jest dostępna bez 
płatnie i bez żadnych  ograniczeń. 
R edaktorem  N aczelnym  „Acta" po 
śmierci prof. Liliany Konarskiej (w 
sierpniu  2008 r.) został prof. G rze
gorz W ęgrzyn (Gdańsk), który objął 
tę funkcję w styczniu 2009 r.

„LEKSYKON"

„Leksykon" zawierający w ykaz 
term inów  z zakresu biochemii i b io 
logii m olekularnej był w yd aw an y  w 
form ie internetowej. N a początku 
2009 r. Z arząd  Głów ny podjął jed 
nak decyzję o zaprzestan iu  prac nad 
tym  w ydaw nictw em . Budziło ono 
bow iem  wiele słów krytyki, ponad to  
„Leksykon" pojawił się nielegalnie 
na stronach internetow ych nie zw ią 
zanych z Tow arzystw em . Zw róco
no dotację celową do M inisterstw a 
p rzyznaną na 2009 r., a w  miejsce 
„Leksykonu" postanow iono p rzy 
gotow ać polsko-angielski i angiel
sko-polski słow nik biochemiczny.

„SŁOWNIK BIOCHEMICZNY"

Zarząd G łów ny uznał, że istnieje 
pilna potrzeba opracow ania w spó ł
czesnego Słownika Biochemicznego 
Angielsko-Polskiego i Polsko-A n
gielskiego. Pracy nad  Słow nikiem  
podjął się prof. E dw ard Bańkowski, 
który w ciągu niecałych dw óch lat 
w ykonał gigantyczną pracę opraco 
wując Słownik zawierający ponad  
10.000 haseł. W ydaw nictw o to uzy 
skało pozytyw ne recenzje i jest obec
nie d rukow ane  przez firmę Elsevier, 
U rban & Partner w e W rocławiu.

NAGRODY TOWARZYSTWA

D okonano aktualizacji w iększo 
ści regulam inów  nagród PTBioch. 
N agrodzie  za najlepszą pracę dok 
torską, finansowanej p rzez  firmę 
Merck, nadano  patrona profesora

340 w w w .postepybiochem ii.pl

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


W itolda Drabikowskiego. Zam iast 
N agrody im. Janiny Opieńskiej- 
Blauth za najlepsze doniesienie zjaz
dow e p rzedstaw ione przez  s tuden 
tów  uczestniczących w dorocznych 
Zjazdach Tow arzystw a utw orzono 
S typend ium  im. Janiny Opieńskiej- 
Blauth pokrywające koszty ich 
uczestnictw a w tych w ydarzeniach  
naukow ych.

W ciągu XIX kadencji p rzyznano 
następujące coroczne nagrody:

(1) im. Jakuba K. Parnasa za naj
lepszą publikację pracy wykonanej 
w polskim  laboratorium . N agrodę 
sponsoruje dr Piotr C hom czyński z 
firmy M olecular Research Center, 
Inc. w Cincinnati, stan Ohio, USA;

(2) im. Bolesława Skarżyńskiego 
za najlepszy artykuł przeg lądow y 
opublikow any w „Postępach Bio
chem ii", nagrodę finansuje Zarząd 
Główny;

(3) im. W łodzim ierza Mozołow- 
skiego za najlepsze doniesienie zjaz
dow e p rzedstaw ione p rzez  m łode
go naukow ca podczas dorocznego 
Zjazdu PTBioch; nagrodę finansują 
organizatorzy  Zjazdu;

(4) s typendia  im. Janiny Opień- 
skiej-Blauth za najlepsze doniesie
nie pokrywające koszty ich uczest
n ictw a w  tych w ydarzeniach  na 
ukow ych; s typendia  są fundow ane 
przez  Z arząd  Główny;

(5) za najlepszą pracę w zakresie 
kw asów  nukleinow ych; nagrodę 
sponsoruje firma SIGMA-ALDRICH 
Polska;

(6) im. W itolda D rabikowskiego 
za najlepszą rozpraw ę doktorską w 
zakresie biochemii; nagrodę sponso 
ruje firma Merck.

Ponadto , w  2009 r. p rzyznano  na 
g rodę im. Antoniego D m ochow skie
go za w ybitne osiągnięcia dyd ak 
tyczne w  dziedzinie biochemii.

Laureaci nagród  i s typend ium  są 
w ym ienieni na stronie internetowej 
T ow arzystw a w  zakładkach odp o 
wiadających poszczególnym  nagro 
dom .

DZIAŁALNOŚĆ POLSKIEGO 
TOWARZYSTWA 
BIOCHEMICZNEGO NA 
FORUM ZAGRANICZNYM

FEDERACJA EUROPEJSKICH 
TOWARZYSTW 
BIOCHEMICZNYCH (FEBS)

Polskie Towarzystwo Biochemiczne
go od początku powstania Federacji jest 
jej aktywnym członkiem. Co roku od
prowadzana jest do FEBS składka, wy
sokość której jest pochodną liczby człon
ków Towarzystwa. Członkowie PTBioch 
mogą ubiegać się o różne stypendia ba
dawcze oferowane przez FEBS oraz o 
dofinansowanie udziału w  Forum Mło
dych podczas Kongresów FEBS oraz w 
warsztatach naukowych. Prof. Andrzej 
Dżugaj uczestniczył z głosem stanowią
cym na corocznych spotkaniach Rady 
FEBS podczas Kongresów FEBS w Pra
dze (2009), Goeteborgu (2010) i Turynie 
(2011). Członkowie Towarzystwa wcho
dzili w skład centralnych władz FEBS. 
Prof. Adam Szewczyk pełnił urząd do
radcy ds. kongresów FEBS (Congress 
Counselor), a prof. Maciej J. Nałęcz do 
2010 r. był przewodniczącym komisji ds. 
stypendiów (pełnił tę funkcję przez trzy 
kadencje z rzędu). Godne podkreślenia 
jest, że podczas posiedzenia FEBS Co- 
uncil w Turynie prof. Szewczyk został 
jednomyślnie wybrany na trzecią ka
dencję. W komisji ds. wydawnictw od 
2006 r. pracuje prof. Mariusz Jaskólski 
(Poznań), natomiast prof. J. Barańska zo
stała wybrana w 2009 r. do grupy ds. Eu
ropy Środkowo-Wschodniej (WOGCEE; 
do 2009 r. członkiem tej grupy był prof. 
Andrzej Dżugaj). Ponadto, prof. Jerzy 
Duszyński został w  2011 r. włączony w 
skład komisji Science and Society. Nieste
ty, pomimo zgłaszania kandydatów do 
innych komisji nie udało się tam wpro
wadzić polskich biochemików. Wart 
podkreślenia jest fakt, że podczas minio
nej kadencji dwukrotnie gościliśmy Se
kretarza Generalnego FEBS, prof. Israela 
Pechta (uczestniczył w  Sesji Jubileuszo
wej oraz w  VIII Konferencji Parnasa). Na 
Konferencję Parnasa przyjechał również 
prof. Mathias Sprinzl, przewodniczący 
grupy WOGCEE.

WSPÓŁPRACA Z INNYMI
TOWARZYSTWAMI
BIOCHEMICZNYMI

Kontynuowano datującą się od po
czątku lat 90. współpracę z Ukraińskim 
Towarzystwem Biochemicznym, która

przejawiała się głównie w  organizacji 
Konferencji Parnasa (w 2009 i 2011 r.). 
Ponadto, prof. Jolanta Barańska i prof. 
Andrzej Dżugaj uzyskali członkostwo 
honorowe tego Towarzystwa.

Kontynuowano współpracę z bio
chemikami z Białorusi, zwłaszcza z 
Grodna. Organizatorzy dorocznych 
Zjazdów oraz VIII Konferencji Parnasa 
finansowali uczestnictwo w tych wyda
rzeniach naukowych kilku badaczom z 
Białorusi. Także dwa egzemplarze każ
dego numeru „Postępów Biochemii" są 
bezpłatnie przekazywane na Białoruś. 
W grudniu 2008 r. prof. Andrzej Dżu
gaj i prof. Edward Bańkowski uczest
niczyli w  konferencji zorganizowanej 
w  Grodnie zatytułowanej „Substancje 
biochemicznie aktywne", która odbyła 
się z okazji 240-lecia urodzin i 170-lecia 
śmierci Jędrzeja Śniadeckiego. Konfe
rencja ta była też okazją do rozmów na 
temat sytuacji białoruskich biochemi
ków. Temu zagadnieniu poświęcone 
było także spotkanie podczas VIII Kon
ferencji Parnasa, w którym uczestniczy
li prof. Andrey Moisseenok z Grodna 
oraz przedstawiciele władz FEBS (pro
fesorowie Israel Pecht, Mathias Sprinzl 
i Adam Szewczyk), członkinie grupy 
WOGCEE (prof. Jolanta Barańska i dr 
Tatiana Borisova z Ukrainy), a także 
prezesi PTBioch (prof. Andrzej Dżugaj) 
i Ukraińskiego Towarzystwa Bioche
micznego (prof. Serhiy Komisarenko).

Dzięki inicjatywie prof. Jana Barci- 
szewskiego (Poznań) nawiązano kon
takt z Niemieckim Towarzystwem Bio
chemii i Biologii Molekularnej. Trwają 
obecnie rozmowy na temat zorganizo
wania w  2012 r. w  Poznaniu wspólne
go Zjazdu obu towarzystw. Zaś dzięki 
inicjatywie prof. Andrzeja Dżugaja na
wiązano kontakt z Izraelskim Towarzy
stwem Biologii Molekularnej i Bioche
mii, które zaowocowało zorganizowa
niem w 2011 r. trójstronnej Konferencji 
Parnasa. Tak jak wcześniej wspomnia
no, kolejna Konferencja Parnasa odbę
dzie się w  2013 r. najprawdopodobniej 
w  Jerozolimie.

prof. Maria Jolanta Rędowicz  

sekretarz PTBioch 

i prof. Andrzej Dżugaj 

prezes PTBioch 

w rzesień  2011 r.
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R O Z S T R Z Y G N I Ę C I E  K O N K U R S U  I M .  W I T O L D A  
D R A B I K O W S K I E G O  P O L S K I E G O  T O W A R Z Y S T W A  

B I O C H E M I C Z N E G O  I F I R M Y  M E R C K  S P .  
Z O . O .  N A  N A J L E P S Z Ą  P R A C Ę  D O K T O R S K Ą  

Z B I O C H E M I I  W 2 0 1 0  R O K U

Komisja w  składzie: prof. Lilła 
Hryniewiecka, prof. Barbara Nawrot, 
prof. Zbigniew Madeja, prof. Krzysz
tof Sobolewski, prof. Michał Woźniak 
i prof. Anna Filipek (przewodniczą
ca), powołana przez Zarząd Główny 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz
nego i zaakceptowana przez przed 
stawiciela firmy „MERCK" (dr Karina

Błachnio), spośród 9 zgłoszonych na 
konkurs prac doktorskich zareko
mendowała do nagrody rozpraw ę 
Pani dr Elżbiety Purta pt." Identyfi
kacja i charakterystyka nowych enzy
mów modyfikujących RNA". Praca 
została wykonana pod kierunkiem 
prof. dr hab. Janusza M. Bujnickie- 
go w M iędzynarodow ym  Instytucie

Biologii Molekularnej i Komórkowej 
w  Warszawie. Decyzję Komisji za
twierdził jednomyślnie Zarząd Głów
ny PTBioch na posiedzeniu w dniu 
5 września 2011 r.

prof. Anna Filipek  
Przewodnicząca Komisji 
Konkursowej

SYLWETKA NAUKOWA DR ELŻBIETY PURTA

Dr Elżbieta Purta ukończyła studia 
na kierunku Biologia na Uniwersyte
cie Warszawskim. Swoją przygodę z 
biologią molekularną rozpoczęła w y
konując pracę magisterską w Zakła
dzie Biologii Molekularnej w  Instytu
cie Biochemii, pod kierunkiem prof. 
Krzysztofa Staronia. Po ukończeniu 
studiów dołączyła do grupy kiero
wanej przez prof. Janusza Bujnickie- 
go w M iędzynarodowym Instytucie 
Biologii Molekularnej i Komórkowej 
w  Warszawie. W Laboratorium Bioin- 
formatyki i Inżynierii Białka realizo
wała projekt doktorski dotyczący po
szukiwania nowych metylotransferaz 
RNA, będąc jednocześnie (od 2005 r.) 
uczestnikiem studiów doktoranckich 
w Instytucie Biochemii i Biofizyki 
Polskiej Akademii Nauk. Swoją pra 
cę doktorską wykonywała w ramach 
grantu badawczego prof. Bujnickie- 
go „Doświadczalna charakteryzacja

pełnego zestawu metylotransferaz 
RNA w  organizmach m odelowych i 
identyfikacja ich odpow iedników  w 
zsekwencjonowanych genomach", 
przyznanego przez MNiSW. W trak
cie pracy nad projektem doktorskim 
Elżbieta Purta odbyła szereg staży 
naukowych w europejskich labora
toriach zajmujących się badaniem  
modyfikacji kwasów nukleinowych. 
W ramach stypendium  Marie Curie 
pracowała na Uniwersytecie Połu
dniowej Danii w  Odense, a dzięki 
wsparciu FEBS oraz Fundacji Ernsta 
Scheringa w Instytucie Biotechnologii 
w Wilnie oraz na W olnym Uniwer
sytecie w  Brukseli. Elżbieta Purta jest 
współautorką 17 publikacji nauko
wych, w  tym 14 z zakresu modyfika
cji RNA, w takich czasopismach jak 
RNA, Journal of Molecular Biology i

Nucleic Acid Research. Jest laureatką 
program u START Fundacji na rzecz 
Nauki Polskiej „Stypendia krajowe 
dla młodych uczonych" (edycja 2008 
i 2009) oraz stypendium  Ministra N a
uki i Szkolnictwa Wyższego dla w y 
bitnego młodego naukowca (edycja 
2011). Obrona pracy doktorskiej Elż
biety Purta „Identyfikacja i charakte
rystyka nowych enzym ów modyfiku
jących RNA" odbyła się 5 październi
ka 2010 r. Na wniosek obu recenzen
tów, prof. Andrzeja Jerzmanowskiego 
i prof. Artura Jarmołowskiego, praca 
doktorska została wyróżniona przez 
Radę N aukow ą IBB PAN. Obecnie 
dr Elżbieta Purta jest zatrudniona w 
M iędzynarodow ym  Instytucie Bio
logii Molekularnej i Komórkowej w 
Warszawie, w  Laboratorium Bioinfor- 
matyki i Inżynierii Białka.

Identyfikacja i charakterystyka nowych  
enzym ów  modyfikujących RNA

STRESZCZENIE PRACY

Elżbieta Purta

Laboratorium  Bioinformatyki i Inżynierii 
Białka, M iędzynarodow y Insty tu t Biologii 
M olekularnej i Komórkowej, ul. Ks. Trojdena 
4, 02-109 W arszawa

Obok białek, niekodujące RNA 
stanow ią najw ażniejsze cząsteczki 
biorące udział w  m etabolizm ie ko

m órkow ym . Ich dojrzew anie odby 
w a się poprzez  skom plikow aną se
rię procesów  obróbki enzym atycznej 
obejmujących: usuw anie pew nych 
sekwencji nuk leo tydow ych przez 
endonukleazy , rybozym y i egzonu- 
kleazy, dodaw anie  nukleo tydów  do 
końca 5' i 3' p ierw otnego transkryp- 
tu  lub p ro d u k tu  jego rozcięcia, a tak 
że chem iczne modyfikacje n iektó 
rych nuk leo tydów  w obrębie zasad
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Rycina 1. Różnorodność metylacji w RNA. Grupy funkcyjne charakterystyczne dla każdej pochodnej modyfi
kowanego nukleozydu zaznaczono w ramce. Symbole modyfikowanych nukleozydów podano w nawiasach.

azotow ych lub reszt monocukro- 
wych. W rezultacie, cząsteczki RNA 
zawierają liczne zm odyfikow ane 
nukleozydy, pochodne naturaln ie 
w ystępujących czyli adenozyny, gu- 
anozyny, cytydyny i urydyny. Naj
częstsze modyfikacje to izom eryza
cja u rydyny  do pseudourydyny  oraz 
metylacja w  różnych pozycjach n u 
kleozydu. Do chwili obecnej z iden 
tyfikow ano 122 zm odyfikow ane n u 
kleozydy na tura ln ie  występujące w 
różnych typach RNA (tRNA, rRNA, 
mRNA, snRNA, snoRNA, miRNA, 
piRNA i innych) pochodzących z 
trzech głów nych dom en życia. Lista 
tych modyfikacji oraz struk tu ry  che
m iczne zm odyfikow anych nukle 
ozydów  dostępne są w bazie danych 
modyfikacji RNA MODOMICS [1],

Rodzaj i lokalizacja modyfikacji 
zależy od typu  cząsteczki RNA, or
ganizm u, jak i lokalizacji kom órko
wej. N ajw iększą zawartość i różno 
rodność modyfikacji odnajdujem y 
w  tRNA, zwłaszcza u organizm ów  
wyższych. Pozostałe typy RNA (np. 
rRNA) rów nież zawierają zm ody 
fikowane nukleozydy, lecz ich róż 
norodność jest mniejsza niż w  czą
steczkach tRNA [2]. W organizm ach 
m odelow ych (E. coli i S. cereoisiae) 
usta lono  dośw iadczalnie pozycję 
i s truk tu rę  chemiczną większości 
zm odyfikow anych nukleozydów  
w  cząsteczkach tRNA i rRNA. In 
formacja ta jest dostępna także dla 
w ybranych  cząsteczek RNA innych 
organizm ów . Spośród w ystępują 
cych w  organizm ach zm odyfiko
w anych nukleozydów  metylacje 
różnych  atom ów  zasad lu b / i  g rupy 
2 '-OH rybozy w ystępują najczęściej 
i charakteryzują się największą róż 

norodnością (Ryc. 1). M etylowane 
nukleozydy pow stają w  w yniku  
pojedynczych lub podw ójnych m e
tylacji endocyklicznego atom u w ę
gla, endocyklicznego atom u azotu 
lub egzocyklicznej g rupy  aminowej. 
Metylacja obejmuje rów nież egzocy- 
kłiczny tlen w pozycji 2' w  cząstecz
ce rybozy. Reakcja metylacji jest 
katalizow ana przez enzym y p rzeno 
szące grupę m etylow ą z cząsteczki 
donora AdoM et na atom  nukleofi- 
lowy susbtratu , nazyw ane metylo- 
transferazam i (MTazami).

Mimo dużej liczby badań  do ty 
czących m odyfikow anych nuk le 
ozydów  ich rola jest słabo pozna
na. Obecność grup  m etylow ych w 
cząsteczkach RNA zm ienia lokalne 
środow isko chemiczne. D yskretne 
zm iany chemiczne m ogą pom agać 
RNA w precyzyjnym  zw ijaniu się 
w  funkcjonalną strukturę , zapobie 
gać błędom  zwijania albo zwiększać 
specyficzność oddziaływ ań z inny 
mi RNA (np. rozpoznanie  kodonu 
przez antykodon) lub z białkam i 
(np. rozpoznanie  substratow ego 
tRNA przez syntetazę aminoacylo- 
tRNA). Dlatego też w zależności od 
lokalizacji modyfikacji w  cząsteczce 
RNA m ożna oczekiwać, iż dołącze
nie grupy metylowej lub inna m o
dyfikacja będą w pływ ać w różnym  
stopniu  na w ym ienione procesy. 
Jednym  z pow odów  niepełnego zro 
zum ienia funkcji modyfikacji RNA 
jest brak informacji na tem at p ro 
cesu ich w prow adzania . Tylko dla 
nielicznych modyfikacji dostępny 
jest pełen zestaw  danych: poznana 
struk tu ra  chem iczna zm odyfikow a
nego nukleozydu, zidentyfikow ane 
miejsce modyfikacji, oczyszczony i

scharakteryzow any biochemicznie 
enzym  w prow adzający modyfikację 
oraz zlokalizow any i scharakteryzo
w any gen kodujący to białko.

Badania p row adzone w  ram ach 
pracy doktorskiej stanow iły część 
in terdyscyplinarnego projektu 
zmierzającego do identyfikacji no 
w ych enzym ów  modyfikujących 
RNA i p rzew idyw ania ich funkcji 
biochemicznej (głównie specyficz
ności substratowej). Interdyscypli
narny  charakter projektu zakładał 
połączenie możliwości oferowanych 
p rzez m etody in silico z analizą do 
świadczalną. Zastosow anie zaaw an 
sow anych narzędzi bioinformatycz- 
nych, a p rzede w szystkim  m odelo 
w ania  m olekularnego w połączeniu 
z analizą filogenetyczną, um ożliw iło 
identyfikację kilkudziesięciu p ro 
duk tów  otw artych ram ek odczytu 
w  genom ie Escherichia coli, których 
p rzew idyw ana struk tu ra  i / lu b  kon
tekst genom ow y wskazują na udział 
w  procesie modyfikacji RNA. Dla 
n iektórych enzym ów  przew idziano 
potencjalny typ  katalizowanej reak 
cji i / lu b  najbardziej p raw dopodob 
ny substrat. W pracy przedstaw iono  
w yniki doświadczalnej weryfikacji 
p rzew idyw ań  dla m etylotransferaz 
tRNA i rRNA. Dośw iadczalna ana
liza potencjalnych m etylotransfe
raz była znacznie u łatw iona dzięki 
dostępności kom pletnego zestaw u 
sklonow anych genów kodujących 
poszczególne białka z dołączoną 
m etką h istydynow ą oraz kolekcji 
szczepów  delecyjnych nie posiada 
jących aktyw ności badanych m ety 
lotransferaz, które mogły stanowić 
źródło niezm etylow anych substra 
tów. Do weryfikacji p rzew idyw ań  
bioinform atycznych zastosow ano 
szereg m etod dośw iadczalnych, w 
tym  dw uw ym iarow ą chrom atogra
fię cienkow arstw ow ą, spektrom e
trię mas, analizę m etodą odwrotnej 
transkrypcji i w ydłużania  startera. 
Detekcja modyfikacji nukleozydów  
z użyciem  wyżej w ym ienionych m e
tod opierała się na w ykorzystaniu  
jednej z trzech podstaw ow ych za 
sad  i) różnych właściwości fizyko
chemicznych, ii) różnej wrażliwości 
na traw ienie nukleazam i, iii) różnej 
reaktyw ności chemicznej m odyfiko
w anych i niezm odyfikow anych w a 
riantów .
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METYLOTRANSFERAZY tRNA

N ajw iększą ilość i różnorodność 
modyfikacji odnajdujem y w tRNA, 
jedną z najczęściej występujących 
jest m etylacja rybozy. Analizy po 
rów naw cze s truk tu r i sekwencji w 
połączeniu  z technikam i m odelo 
w ania pozw oliły  na w ytypow anie 
3 potencjalnych m etylotransferaz 
rybozy: YibK, LasT oraz YfhQ. Ich 
rozróżnien ie  w ym agało jednak ana 
lizy dośw iadczalnej. Na podstaw ie 
analizy dostępnych  w bazie danych 
M ODOMICS sekwencji tRNA E. coli 
oraz w ystępującyh  w  nich m odyfi
kacji nuk leozydów  w ybrano po ten 
cjalne substra ty  dla badanych  m e
ty lo transferaz — tRN A Serl i tRNA- 
Gln2 dla  metylacji w  pozycji 32 oraz 
tRNALeu5 dla pozycji 34. Analizę 
potencjalnej aktyw ności MTaz tRNA 
YibK, LasT oraz YfhQ p rzep row a
dzono in vitro, badając zdolność 
oczyszczonych białek do przeniesie
nia g ru p y  metylowej na cząsteczki 
tRNA uzyskane w transkrypcji in 
vitro o raz cząsteczki tRNA izolow a
ne ze szczepów  delecyjnych. Status 
metylacji poszczególnych tRNA 
badano  stosując rozdział zm ody-

fikow anych nukleozydów  m etodą 
2D-TLC. N a tej podstaw ie ustalono, 
że k o dow ane  przez gen yfltQ biał
ko pełn i funkcję m etylotransferazy 
tR N A :C m 32/U m 32 (TrmJ) [3].

METYLOTRANSFEAZY rRNA

W rR N A  Escherichia coli z iden 
tyfikow ano 11 zm odyfikow anych

nukleozydów  w  cząsteczkach 16S 
rRNA i 25 w cząsteczkach 23S rRNA; 
dla sześciu z nich enzym y w p ro w a 
dzające modyfikacje pozostają n ie 
znane (Ryc. 2). Jedna z nich to m ety 
lacja m 5C w pozycji 1962 dużej pod- 
jednostki rybosom u. Na podstaw ie  
analiz bioinform atycznych jako po 
tencjalną MTazę m 5C w skazano  biał
ko YccW (Rlml). Aby zw eryfikow ać 
tę hipotezę, p rzep row adzono  anali
zę porów naw czą w zorów  metylacji 
cząsteczek rRN A  w yizolow anych  ze 
szczepu dzikiego i ze szczepu de- 
lecyjnego AyccW. A nalizie m etodą 
spektrom etrii m as p o ddano  w yizo 
low any fragm ent rRNA obejmujący 
miejsce modyfikacji. Na tej p o d sta 
wie w ykazano, że cząsteczki rRNA 
w yizolow ane ze szczepu AyccW  są 
pozbaw ione modyfikacji w  pozycji 
1962, a poprzez  w prow adzen ie  ko
pii genu yccW  na  p lazm idzie  m ożli
we jest przyw rócenie  modyfikacji in 
vivo. Jednocześnie ustalono, że sub- 
stratem  reakcji in vitro z użyciem  re- 
kom binow anego białka są cząstecz
ki rRNA pozbaw ione białek ryboso- 
malnych. O kreślenie specyficzności 
substratow ej MTaz rRNA pozw o 

liło na w stępne 
oszacow anie, na 
jakim  etapie skła
dania rybosom u 
w p ro w adzana  jest 
konkretna m odyfi
kacja. U trata zdo l
ności M Tazy Rlml 
do modyfikacji 
C1962 po dołącze
n iu  białek rybo- 
som ałnych do 23S 
rRNA sugeruje, 
że okno czasow e 
pom iędzy  tran s 
krypcją 23S rRNA 
i asocjacją podjed- 
nostek rybosom u 
jest zbyt małe, aby 
w szystkie czą
steczki 23S rRNA 
mogły zostać zme- 

tylow ane w pozycji C1962. N iezm o- 
dyfikow ana frakcja 23S rRNA m oże 
zostać zm ety low ana in vivo poprzez 
nadekspresję kopii genu yccW  lub  in 
vitro po usunięciu  białek rybosom al- 
nych. Oznacza to, że w szystkie czą
steczki 23S rRN A  są substratem  dla 
MTazy Rlml, a n iepełna m odyfikacja 
jest w ynikiem  zby t małej zaw artości

enzym u w kom órce lub, jak w sp o 
m niano wcześniej, czas na p rzep ro 
w adzenie  reakcji jest n iew ystarcza 
jący [4]. Podobną analizę teoretycz- 
no-dośw iadczalną p rzep row adzono  
dla białka YbeA (RlmH). W ykazano, 
że enzym  ten w pro w ad za  metylację 
nTT1 w  pozycji 1915 dużej podjed- 
nostki rybosom u [5]. W ram ach ko n 
tynuacji prac nad  m etylotransfera- 
zam i rybozy ustalono specyficzność 
białka YgdE (RlmM), k tóre k a ta lizu 
je reakcję metylacji reszty  rybozy w  
pozycji C2498 dużej podjednostk i 
rybosom u [6].

Ustalenie specyficzności sub 
stratowej MTaz TrmJ, RlmM, Rlml 
i Rlm H stanow i kolejny krok na 
d rodze  do odtw orzen ia  szlaku m o
dyfikacji bakteryjnego RN A, co z 
kolei pom oże w  zrozum ien iu  roli 
poszczególnych zm odyfikow anych 
rybonukleozydów  w regulacji fu n k 
cji n iekodujących RNA. Znajomość 
zależności pom iędzy tym i en zym a
mi oraz modyfikacjam i bakteryjnego 
RNA pozw ala na ich dokładniejszą 
charakterystykę, a także um ożliw ia 
identyfikację now ych enzym ów .
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Rycina 2. Modyfikacje rybosomalnego RNA. Zaznaczono pozycje modyfikacji 
potranskrypcyjnych w 16S rRNA (kolor niebieski) i 23S rRNA (kolor brązo
wy). Pozycje nukleozydów, dla których w niniejszej pracy zidentyfikowano 
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zaznaczono pozycje, dla których enzym modyfikujący pozostaje nieznany.
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V I I I  K O N F E R E N C J A  
I M .  J A K U B A  K A R O L A  P A R N A S A  

W A R S Z A W A ,  2 7 - 3 1  S I E R P N I A  2 0 1 1  R O K U

Od 27 do 31 sierpnia 2011 roku 
w  Warszawie, w  gmachu Wydziału 
Biologii U niwersytetu W arszawskie
go, odbyła się Polsko-Ukraińsko- 
Izraelska Konferencja Parnasa. We
dług naszej w iedzy była to pierwsza 
trójstronna konferencja naukowa z 
udziałem przedstawicieli tych trzech 
państw. Była to również pierwsza 
konferencja dofinansowana w ramach 
nowego program u FEBS 3+Meeting 
Programme, inicjatorem którego był 
prof. A dam  Szewczyk, pełniący we 
władzach FEBS funkcję Congress Co- 
unselor.

Jakub Karol Parnas był profesorem 
Uniwersytetu Lwowskiego w  latach 
1920-1941. W kierowanym przez 
niego Laboratorium Chemii Fizjolo
gicznej zajmowano się metabolizmem 
glukozy. Glikoliza (rozkład gluko
zy poprzez estry fosforanowe) była 
wówczas badana w wielu laborato
riach Europy, uczestniczyły w  tych 
badaniach dziesiątki uczonych; jed
nak uznano, że trzech uczonych Emb- 
den, Meyerhof i właśnie Parnas mają 
największy udział w  odkryciu tego 
procesu (Embden-Meyerhof-Parnasa 
pathway), co stawia naszego rodaka w 
rzędzie najwybitniejszych biochemi
ków pierwszej połowy dwudziestego 
wieku. Tragiczne losy Parnasa były 
wielokrotnie opisywane: aresztowa
ny i uwięziony przez sowieckie w ła
dze bezpieczeństwa zmarł w  więzie
niu w Moskwie w 1949 roku w nigdy 
niewyjaśnionych okolicznościach. Ze 
zrozumiałych pow odów  ani władze 
sowieckie, ani PRL nie wspominały 
Profesora Parnasa, natomiast zarów 
no w śród polskich, jak i ukraińskich 
biochemików pamięć o nim  była i 
jest wciąż żywa. Po zmianach syste
mowych w  Polsce i po odzyskaniu 
niepodległości przez Ukrainę władze 
Polskiego Towarzystwa Biochemicz
nego i grupa biochemików ze Lwowa 
postanowiły ocalić od zapomnienia 
tego wielkiego uczonego wychodząc 
z inicjatywą Polsko-Ukraińskich Kon
ferencji Parnasa, organizowanych co 
dw a lata na przem ian w Polsce i na

Ukrainie. W roku 2009 na VII Konfe
rencji Parnasa w  Jałcie Prezes Polskie
go Towarzystwa Biochemicznego, 
profesor Andrzej Dżugaj, wystąpił z 
inicjatywą zmiany dotychczasowej 
formuły Konferencji Polsko-Ukraiń
skiej na Polsko-Ukraińsko-Izrelską 
Konferencję Parnasa. Wynikało to z 
faktu, że w Laboratorium Parnasa 
pracowali nie tylko Polacy, ale rów 
nież Żydzi i Ukraińcy. Odkrycie PFK, 
jednego z enzymów glikolizy, zosta
ło dokonane przez trzech uczonych 
Osterna, który był Żydem, Gutkego 
— Polaka i Terszakowca — Ukra
ińca. Lwów w latach trzydziestych 
minionego stulecia 
był zamieszkany 
głównie przez Pola
ków, Żydów i Ukra
ińców. Wzrastająca 
fala antysemityzmu 
i dążenie Ukraiń
ców do utworzenia 
niepodległego pań 
stwa prowadziło do 
ostrych starć pomię
dzy tymi grupam i 
narodowymi. W 
takich czasach La
boratorium Parnasa 
było oazą spokoju, gdzie w przyjaznej 
atmosferze pracowali Polacy, Żydzi i 
Ukraińcy. Parnas był nie tylko wiel
kim uczonym, ale również człowie
kiem wielkiego formatu. Inicjatywa 
Prezesa spotkała 
się z poparciem ze 
strony biochemików 
polskich, ukraiń
skich, jak również 
izraelskich. Postano
wiono, że pierwsza 
P o lsk o -U k ra iń sk o -  
Izraelska Konferen
cja Parnasa odbędzie 
się w  Warszawie w  
2011 roku. Przew od
niczącym Komitetu 
Naukowego został 
profesor Andrzej Dżugaj, zaś prze
wodniczącą Komitetu Organizacyjne
go profesor Maria Jolanta Rędowicz, 
ówczesna Sekretarz Towarzystwa. W 
organizacji konferencji uczestniczyło

wielu pracowników i doktorantów, 
przede wszystkim z Instytutu Biologii 
Doświadczalnej im. Marcelego N enc
kiego PAN, a także z Instytutu Bio
chemii i Biofizyki PAN i M iędzynaro
dowego Instytutu Biologii M olekular
nej i Komórkowej. W spomagało ich 
ponad dwadzieścioro wolontariuszy, 
ze w spom nianych wyżej placówek 
oraz W ydziału Biologii U niwersytetu 
Warszawskiego.

Patronat nad  VIII Konferencją 
Parnasa objęli M inister Spraw  Za
granicznych, Pan Radosław  Sikorski 
oraz M inister N auki i Szkolnictw a 

W yższego, Pani 
profesor Barbara 
Kudrycka. W Kom i
tecie H onorow ym  
byli A m basadorzy  
Izraela (uczestn i
czył w  cerem onii 
otw arcia i w  tzw. 
Gala D inner) i 
U krainy w Polsce 
oraz A m basadorzy  
Polski w  Izraelu  i 
na Ukrainie, a tak 
że Prezes Polskiej 
A kadem ii N auk, 

profesor Michał Kleiber, Sekretarz 
G eneralny Federacji Europejskich 
T ow arzystw  Biochemicznych, p ro 
fesor Israel Pecht, D yrektor D epar
tam entu  Badań P odstaw ow ych  i 
Inżynieryjnych UNESCO, profesor 

Maciej J. Nałęcz, 
P rezydent M iasta 
Stołecznego W ar
szawy, Pani H anna  
G ronkiew icz-W altz  
oraz byli Prezesi 
PTBioch, p rofe 
sor Lech W ojtczak 
i profesor Jolanta 
Barańska. W K onfe
rencji w zięło udział 
dwoje laurea tów  
N agrody  N obla, 
profesorow ie A da 

Yonath (Fot. 1) i Aaron C iechanover 
(Fot. 2) oraz światowej sław y am e
rykański krystalograf polskiego po 
chodzenia dr A leksander W lodaw er

Fot. 2. Prof. Aaron Ciechanower.
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Fot. 3. Dr Aleksander Wlodawer Fot. 4. Prof. Witold Filipowicz.

Fot. 5. Prof. Israel Pecht. Fot. 6. Prof. Maciej J. Nałęcz.

(Fot. 3), jak rów nież 
w ybitny szwajcarski 
uczony, pochodzący 
rów nież z Polski, p ro 
fesor W itold Filipo
wicz (Fot. 4). Swoją 
obecnością zaszczycili 
uczestników  i organi
zatorów  także profe
sorowie Israel Pecht i 
Maciej J. Nałęcz, k tó 
rzy przedstaw ili syl
w etki Noblistów.

W Konferencji 
uczestniczyła rów nież 
rodzina prof. Parnasa, 
jego synow a Barba
ra, p raw nuk  Tomasz 
w raz z synem  M ate
uszem , który od jesie
ni br. roku studiuje 
biochemię w  Royal 
College w Londynie.

W Komitecie N aukow ym  zasiada
ło po trzech przedstaw icieli każdego 
z tow arzystw ; Polskie Tow arzystw o

Biochemiczne reprezentow ali w y 
bitni badacze — profesorow ie Le
szek Kaczmarek, Jacek Kuźnicki i 
Maciej Żylicz. Konferencja obejmo

w ała następujące zagadnienia: regu 
lacja potranskrypcyjna, bioinform a- 
tyka w  ekspresji genów, k ierunko 
w anie kom órek, ekspresja genów  a 

choroby m ózgu, s truk tu ra  i 
funkcja białek oraz p rzeka 
zyw anie sygnałów  poprzez  
jony w apnia.

W konferencji uczestn i
czyło ok. 270 osób, przede 
w szystkim  z Polski, U kra
iny i Izraela, k tó 
rzy w ysłuchali 
trzech w ykładów  
plenarnych, w y 
głoszonych przez 
dwoje Noblistów, 
prof. A dę Yonath 

i prof. A arona Ciechano- 
vera oraz d r A leksandra 
W lodaw era oraz 27 w ykła 
dów  w dziew ięciu sesjach 

t e m a t y c z n y c h ,  
w y g ł o s z o n y c h  
przez w ybitnych 
specjalistów z ca
łego świata. W arte 
podkreślenia  były rów nież 
w ystąpienia  18 m łodych ba
daczy, którzy zostali w ybra 
ni p rzez  przew odniczących 
poszczególnych sesji (po 
dwie osoby w każdej sesji) 
na podstaw ie nadesłanych 
streszczeń. Zebrani obejrze
li 134 postery p rzedstaw io 
ne w trzech sesjach (Fot. 7).

N agrodę za najlepszy 
poster, p rzyzn an ą  w 
g łosow aniu tajnym , w 
którym  mogli wziąć 
udział w szyscy uczest
nicy otrzym ała m gr Ka- 
vita Ramji z Insty tu tu  
Nenckiego z Pracow ni 
Regulacji Transkrypcji 
kierowanej przez prof. 
Bożenę Kamińską-Kacz- 
m arek. O rganizatorzy  
p rzyznali 50 stypen 
d iów  dla m łodych  ba 
daczy z Polski, U krainy 
i Izraela, w  tym  16 dla 
polskiej m łodzieży.

Instytut Nenckiego, 
kierow any przez prof. 
A dam a Szewczyka, 
był główną Instytucją 
wspierającą Konferencję 
(w ram ach projektu Reg- 
pot-Bioimagine). W spół

organizatoram i Konferencji były 
rów nież W ydział Biologii U niw ersy
tetu W arszawskiego, Instytut Bioche
mii i Biofizyki PAN, M iędzynarodo
wy Instytut Biologii Molekularnej i 
Komórkowej oraz Uniw ersytet W ro
cławski. Poza Instytutem  N enckie
go znaczący w kład w finansowanie 
Konferencji mieli: FEBS (w ram ach 
3+ M eeting Programme), M inister
stwo N auki i Szkolnictwa Wyższego,

Instytut Biochemii i Biofizyki, a tak
że firmy biotechnologiczne, przede 
w szystkim  Sigma-Aldrich Polska 
oraz Alab, Bio-Rad Polska, Carl Zeiss 
Polska, Comesa Polska, Eurx, John 
Wiley & Sons, Labart, Lab-Jot, Perkin 
Elmer, Sarstedt i TK Biotech.

prof. Maria Jolanta Rędowicz  
prof. Andrzej Dżugaj

Fot. 8. Prof. Andrzej Dżugaj i prof. Maria J. Rędowicz wręczają 
nagrodę mgr Kavicie Ramji.

Fot. 9. Uczestnicy wybierają plakietki upamiętniające ich pobyt w 
Warszawie.
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5 2 nd I N T E R N  A T I O N  A L  C O N F E R E N C E  O N  
T H E  B I O S C I E N C E  O F  L I P I D S ,  I C B L  

E X P A N D I N G  T H E  H O R I Z O N S  O F  L I P I D O M I C S  
W A R S Z A W A ,  3 0  S I E R P N I A - 3  W R Z E Ś N I A  2 0 1 1

W dniach 30 sierpnia-3 września 
2011 roku odbyła się w  W arszawie 52. 
M iędzynarodowa Konferencja Biolo
gii Lipidów (52nd International Con- 
ference on the Bioscience of Lipids, 
ICBL). Konferencja ICBL, która jest 
organizowana rokrocznie od 52 lat, 
po raz pierwszy odbyła się w  Polsce. 
Powierzenie Polsce zorganizowania

Fot. 1. Laureatki nagród za najlepsze wystąpienia 
ustne: Alessandra Ferrari i Małgorzata Gutkowska 
wraz z organizatorami Konferencji. Od lewej: Geor
ge Carman, Ewa Świeżewska, Agnieszka Dobrzyń, 
Alessandra Ferrari, Małgorzata Gutkowska, Guen
ther Daum.

Konferencji było w yrazem  uznania 
przez M iędzynarodowy Komitet Za
łożycielski ICBL dla w kładu nasze
go kraju w badania w  tej dziedzinie. 
Głównymi organizatorami Konferen
cji były Instytut Biologii Doświadczal
nej im. Marcelego Nenckiego PAN w 
W arszawie oraz Instytut Biochemii i 
Biofizyki PAN w Warszawie. Patronat 
nad 52nd ICBL objęli Minister Nauki i 
Szkolnictwa Wyższego, Pani profesor 
Barbara Kudrycka oraz Polskie To
warzystwo Biochemiczne. W skład 
Komitetu Naukowego, kierowanego 
przez prof. Ewę Świeżewską i prof. 
Agnieszkę Dobrzyń, weszli profeso
rowie Laszło Vigh, Ivan Hapala, Jan 
Kopecky, Joanna Bandorowicz-Piku- 
ła, Barbara Tudek, Wirginia Janiszow- 
ska. Honorowym i członkami Komite
tu Organizacyjnego byli prof. Jolanta 
Barańska i prof. Tadeusz Chojnacki.

Miejscem obrad Konferencji była 
Stara Biblioteka Uniwersytetu W ar

szawskiego. W konferencji wzięło 
udział 160 naukowców z 27 krajów. 
Najliczniejsza delegacja zagraniczna 
przyjechała z Japonii (30 uczestni
ków), polskie środowisko naukowe 
reprezentowało 31 osób. Podczas 
konferencji przedyskutow ano naj
nowsze badania dotyczące patoge
nezy zaburzeń metabolicznych, roli 
lipidów w regulacji ekspresji genów, 
lipidów jako związków sygnałowych 
w komunikacji międzykomórkowej, 
lipidów izoprenoidowych, mechani
zmów regulujących oddziaływania 
białek i lipidów, m ikrodom en błono
wych oraz modyfikacji białek przez 
lipidy. Zaproszonymi w ykładow ca
mi byli światowej sławy specjaliści w 
w /w  dziedzinach, m. in. James Ntam- 
bi (USA), Christian W olfrum (Szwaj
caria), Elina Ikonen (Finlandia), G u
stav Dallner (Szwecja), Volker Gerke 
(Niemcy), Kirill A lexandrov (Austra
lia), Po H uang Liang (Chiny). Wygło
szono 24 w ykłady plenarne i 24 w y
kłady sesyjne zgrupow ane w siedmiu 
sesjach tematycznych oraz zaprezen
towano ponad 80 posterów. Wykład 
van Deenena wygłosił prof. Peter Q u
inn z King's Collage, Londyn. Warte 
podkreślenia były również wystąpie
nia 14 młodych badaczy, wybranych 
przez przewodniczących poszczegól
nych sesji na podstawie nadesłanych 
streszczeń.

Podczas konferencji ICBL przyzna
no 2 nagrody za najlepszą prezentację 
plakatową (ufundowane przez Bio
chimica et Biophysica A c ta /Elsevier). 
Laureatami zostali Takanori M atsuda 
i współpracownicy (Kyushu Univer
sity) oraz Riikka H ynynen i współ
pracownicy (Université de Nice). N a
grody za najlepsze w ystąpienia ust
ne młodych naukowców otrzymały 
Alessandra Ferrari (Université degli 
Studi di Milano — nagroda Journal 
of Biological C hem istry /Herbert Ta
bor Young Investigator Award) oraz 
Małgorzata Gutkowska (Instytut Bio
chemii i Biofizyki PAN, W arszawa -

nagroda Progress in Lipid Research/ 
Elsevier) (Fot. 1). Streszczenia w y
kładów i plakatów (Book of abstracts) 
zostały opublikowane jako num er 
specjalny czasopisma Chemistry and 
Physics of Lipids, vol, 164, Suppl., Aug 
2011 .

Konferencja 52nd ICBL zakończyła 
się sukcesem, organizatorzy otrzym a
li podziękowania i gratulacje od ICBL 
Steering Committee i uczestników. 
Uznanie zyskał zarówno różnorod
ny program  naukowy, dobór znako
mitych wykładowców jak i sprawna 
opraw a organizacyjna konferencji.

prof. Agnieszka Dobrzyń  
prof. Ewa Św ieżew ska  
Komitet Organizacyjny ICBL

52. KONFERENCJA ICBL -  
REFLEKSJA OSOBISTA

W ledwo kilkudziesięcioletniej 
historii nowoczesnej nauki zmienia
jącej kilkakrotnie swoją nazwę, od 
biochemii po nie przyswojony jeszcze 
naszem u językowi termin „bioscien
ce", odbywanie się przez ponad 50 lat 
konferencji zawsze dotyczącej tem a
tyki lipidów jest przykładem  trwania 
pewnego oczekiwania, niespełnienia, 
a może tylko przywiązania do tra
dycji. W tematyce lipidów nie było 
spektakularnych przełomów prow a
dzących do genomiki i proteomiki, a 
raczej towarzyszenie badaniami nad 
lipidami rozwojowi w  innych obsza
rach nauki. To towarzyszenie m o
gło w  tych ponad 50. latach i liczbie 
52. kolejnych konferencji wydawać 
się mniej ambitne lecz bez nich, bez 
poznania podstawowych faktów w 
„lipidologii" nie byłoby odkryć w in
nych obszarach (np. zdobycie danych 
o prostacyklinach, podstawowe infor
macje w  innych dziedzinach fizjologii, 
rozwój metod analitycznych).

Ten obraz „lipidologii" jako 
wszechstronnej wiedzy biologicznej
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dał o sobie znać w sposób bardzo 
wyraźny także w programie 52. kon
ferencji organizowanej przez dwójkę 
polskich badaczy młodszego pokole
nia prof. Ewę Świeżewską z Instytu
tu Biochemii i Biofizyki PAN i prof. 
Agnieszkę Dobrzyń z Instytutu Bio
logii Doświadczalnej im. M. Nenckie
go PAN. W ich działaniach w budo
waniu program u konferencji widać 
było zamiar zebrania najważniejszych 
współczesnych trendów bez niepo
trzebnego preferowania innych mniej 
ważnych lokalnych tendencji. Spo
śród wielu dobrze dobranych przez 
organizatorki referatów szczególnie 
ważnym  było wystąpienie „Lipido- 
mics: making sense of the data lode" 
(Peter Quinn, Kings College London), 
w  którym autor uhonorowany lau-

rem L. van Deenena przedstawił zna
czenie w kładu „lipidologii" w  postęp 
nauki. Bardzo ciekawe, nieopisane w 
streszczeniu wykładu, były nieoczeki
wane obrazy dyfrakcji rentgenowskiej 
preparatów  sfingomielin niejedno
rodnych pod względem  składu acylo- 
wego. Przykład, gdy w  układzie m o
delowym niejednorodność prow adzi 
do uporządkow ania struktury może 
mieć znaczenie także dla układów  
biologicznych. Duża grupa referatów 
i kom unikatów dotyczyła lipidów 
izoprenowych (m.in. G. Dallnera i M. 
Rohmera). Zawierające w  tytule słowo 
cholesterol lub izoprenoidy dotyczyły 
aparatu genetycznego ich biosyntezy. 
Tu trzeba wyróżnić prace P.-H. Lian- 
ga (Academia Sinica, Taipei) precy
zyjnie opisujące kinetykę biosyntezy

oraz odrębny problem farmakome- 
dyczny statyn w  streszczeniu referatu 
M. Banacha (Uniwersytet Medyczny, 
Łódź) i referacie autora z H yderabadu 
(A. Chattopadhyay). Zainteresowanie 
wzbudził referat J.-M. Ruysschaerta 
(Université Libre de Bruxelles) o ka
tionowych lipidach, także w związku 
z poprzednim i referatami J.-M. Ruys
schaerta na poprzedniej konferencji 
ICBL w  Ratyzbonie i kilkoma kom u
nikatami o kationowych izopreno- 
idach przedstaw ianym i na obecnej 
ICBL przez grupę polską. Osobne se
sje „Lipid modifications of proteins" i 
„Lipid-protein interactions" wyrażały 
nowe trendy w  lipidologii.

prof. Tadeusz Chojnacki 
Komitet Organizacyjny ICBL

W I A D O M O Ś C I  K R A J O W E

6th European M eeting for Vascu
lar Biology & M edicine odbyw ał się 
w  dniach 21-24 w rześnia 
2011 r. w  Krakowie i sta 
nowił kontynuację cyklu 
spotkań  w ram ach E urope
an Vascular Biology O rga
nization (EVBO pow stała 
w  2006). O brady toczyły 
się w  C entrum  Kongreso
w ym  Collegium M edicum  
UJ. Było to jedno z naj
w ażniejszych w ydarzeń  
zw iązanych z biologią na 
czyniową w naszym  kraju 
w  2011 r. Znaczący udział 
w  organizacji konferencji 
p rzypad ł pracow nikom  
Zakładu  Biotechnologii 
M edycznej WBBiB Uni
w ersytetu  Jagiellońskiego a także 
członkom  Polskiego Tow arzystw a 
Biologii Komórki. O rganizatorem  
tegorocznej konferencji obok EVBO 
było Polskie Tow arzystw o Biologii 
Komórki, a kom itet organizacyjny 
tw orzyli badacze z Zakładu Biotech
nologii Medycznej W ydziału Bio
chemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ 
(Fot. 1) (prof. Józef Dulak, p rzew od 
niczący kom itetu organizacyjnego, 
członek zarządu  EVBO, prof. Alicja 
Józkowicz, w spółprzew odnicząca 
kom itetu organizacyjnego, prezes

Polskiego Tow arzystw a Biologii Ko
mórki i d r Agnieszka Łoboda) oraz 

z Collegium  M edicum  
U niw ersytetu  Jagielloń
skiego (prof. Tomasz 
G uzik i prof. Maciej M a
łecki). W ykład o tw iera 
jący konferencję w ygło 
sił Pan profesor Andrzej 
Szczeklik  z II K atedry 
Chorób W ew nętrznych 
Collegium  M edicum  UJ 
(Fot. 2). Podczas kon 
ferencji referaty p rzed 
stawiło także k ilkudzie 
sięciu innych 
w y b i t n y c h  
naukow ców  z 
Europy, USA,
Japonii oraz 

A ustralii m.in. prof. Kari 
Alitalo (Finlandia), prof.
Peter Carm eliet (Belgia), 
prof. John P. Cooke (USA), 
prof. Elisabetta Dejana 
(Włochy), prof. Ingrid  
Fleming (Niemcy, obecna 
prezyden t EVBO), prof.
A ndrew  N ew by (Wielka 
Brytania, poprzedn i p re 
zydent EVBO, Fot. 3) i 
prof. Alain Tedgui (Francja). W kon 
gresie wzięło udział 313 osób z 23 
krajów (A rgentyny, Australii, A u 
strii, Belgii, Brazylii, Czech, F inlan

dii, Francji, Grecji, H iszpanii, H olan 
dii, Japonii, Korei, Niemiec, Polski, 
Portugali, Rosji, Słowacji, Szwecji, 
Szwajcarii, USA, Wielkiej Brytanii, 
Włoch), co jest sukcesem  na tle po 
przedn ich  spotkań  EVBO, m. in. w 
M arsylii w roku 2009 czy Bristolu w 
roku 2007. Podczas konferencji w y 
różniono, za dotychczasow e osią
gnięcia naukow e, kilkoro m łodych 
badaczy z różnych krajów, w  tym  
także z Polski, a w śród  nich znaleźli 
się m. in.: doktoranci Z ak ładu  Bio
technologii Medycznej WBBIB U ni
w ersy te tu  Jagiellońskiego Urszula

F l o r 
c z y k  
(w yróż- 
n  i e n i e 
E u r o 
p e a n  
S o c ie ty  
of Car
d io lo g y  
za p re 
zentację 
u s t n ą  
pt.: Nrf2 
d e f i 
c i e n c y  
d i m i n i 

shes angiogenic potential o f endothelial 
progenitor cells in vitro but improves 
neovascularization under ischemic con
ditions in vivo) oraz Krzysztof Szade
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Fot. 1. Prof. Józef Dulak i prof. 
Alicja Józkowicz.

Fot. 2. Wykład prof. Andrzeja Szczeklika podczas 6th 
EMVBM.
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(nagroda za prezentację posteru  za 
ty tułow anego: A novel spheroid-plug 
model to study tumor angiogenesis and 
development). P a tro n a t n a d  k o n 
g resem  objęli: R ektor U n iw ersy 
te tu  Jag ie llońsk iego , prof. Karol 
M usioł; P rezes Polskiej A kadem ii 
U m iejętności, prof. A ndrze j Bia
łas; P re z y d e n t M iasta  K rakow a, 
prof. Jacek M ajchrow ski; W oje
w o d a  M ałopo lsk i, S tan is ław  Kra- 
cik o raz  M arsza łek  W o jew ó d z tw a  
M ałopo lsk iego , M arek  Sow a. W ię
cej in fo rm acji nt. konferencji znaj
du je  się n a  s tro n ie  in ternetow ej: 
h ttp : / / w w w .e m v b m 2 0 1 1 .o rg /  en. 
(w g info  p. Joanny  U chto)

U dzia ł P olsk i w  7 Programie  
R am ow ym  (7PR). W p a ź d z ie rn ik u  
b.r. p o d c z a s  sp o tk an ia  zo rg a n iz o 
w an e g o  p rz e z  P rzed staw ic ie ls tw o  
Kom isji Europejskiej w  Polsce 
o raz  K rajow y P u n k t K on tak to w y  
P ro g ra m ó w  B adaw czych  U nii E u 
ropejskiej (KPK) p o d su m o w a n o  
d o ty ch czaso w y  u d z ia ł Polski w  
7PR. P ro g ra m  7PR jest p ro g ra m e m  
s ied m io le tn im , a b u d ż e t  jego w y 
nosi b lisko  54 
m ld  eu ro . P ro 
g ram  u m o ż li 
w ia  tw o rzen ie  
i f in an so w an ie  
b a d a ń  n a u k o 
w y m  na  e u ro 
p e jsk im  p o z io 
m ie w  okresie  
od  2007 d o  2013 
roku . Do tej pory 
w ram ach  7PR 
zam knięto  274 
konkursy . Pola
cy koordynują  
pracę w  127 p ro 
jektach 7PR. F inansow anie  w  k w o 
cie przekraczającej 210 m in euro 
u zysk a ło  ponad 1100 p o lsk ich  
ze sp o łó w . Pod w zględem  liczby 
dofinansow anych projektów, Pol
ska zajm uje 12 miejsce w  Europie. 
W ocenie koordynatora  KPK polscy 
naukow cy m ogą uzyskiw ać większe 
dofinansow anie, jeśli lepiej p rzy 
gotow yw ać będą w nioski i więcej 
będą się udzielać na arenie m iędzy 
narodow ej. Wnioski są generow ane 
głów nie przez polskich naukow ców , 
a nie p rzez  udział dużych  przedsię 
b iorstw , bo te nie p row adzą w ła

snych badań, i nie inw estują z roz 
m achem  w technologie, i nie w d ra 
żają projektów innowacyjnych. A 7 
Program  Ramowy jest in strum en 
tem do realizacji celu jakim  jest p rze 
kształcenie gospodarki w  k o nkuren 
cyjną i dynam iczną, gw arantującą 
w iększą spójność społeczną, przez 
tw orzenie licznych i lepszych miejsc 
pracy. Unia Europejska planuje po 
zakończeniu 7PR kolejny Program , 
H oryzont 2020, przew idziany  na 
lata 2014-2020. P rogram  ten będzie 
się skupiał p rzede w szystkim  na 
badaniach dotyczących wielkich 
w yzw ań społecznych, podnoszeniu  
konkurencyjności europejskich firm 
i jednostek badaw czych, jak rów nież 
na badaniach pionierskich czy tw o 
rzeniu in frastruk tury  badawczej. 
Program  H oryzont 2020 przyjęty ma 
być w 2013 roku; jego planow any 
budżet w yniesie 80 m ld euro. (wg 
w itryny N auka w Polsce)

Granty FNP. W trzeciej edycji 
2011 roku program u Pomost (gran
ty dla rodziców  ułatw iające pow rót 
do pracy naukowej oraz wspierające 
kobiety w  ciąży pracujące naukow o) 
w  dziedzinie bio-info-techno granty

o t r z y m a 
ły Panie: 
dr Anna 
B o d z o n -  
Kułakow- 
ska (bio
c h e m i a )  
z AGH 
w Krako
wie; dr 
J o a n n a  
D zw onek  
( n e u r o -  
b io lo g ia )  
z U AM; 
dr Agata 
G łu sz y ń -  

ska (chemia organiczna) z UAM; dr 
Maja Grabacka (biologia komórki) 
z U niw ersytetu  Rolniczego w Kra
kowie; d r A nna K urzyńska-K okor- 
nak (biochemia) z Insty tu tu  Chemii 
Bioorganicznej PAN w Poznaniu; 
d r Dorota M atuszew ska (chemia fi
zyczna) z U niw ersytetu  W arszaw 
skiego; dr K atarzyna Sam son (che
mia fizyczna) z Insty tu tu  Katalizy i 
Fizykochemii Pow ierzchni im. J. H a 
bera; dr A gnieszka Stolarczyk (che
mia fizyczna) z Politechniki Śląskiej 
w  Gliwicach; d r Sylwia S tudzińska

(chemia analityczna) z UMK w To
runiu; dr M arta Szajnik-Szczepań- 
ska (ginekologia) z UM w Poznaniu; 
dr Ewelina Szym ańska (biologia 
m olekularna) z M iędzynarodow e
go Insty tu tu  Biologii Molekularnej 
i Komórkowej w W arszawie; dr 
A leksandra W alczyńska (biologia 
ewolucyjna) z UJ; dr M onika Witu- 
ski-Perkow ska (onkologia) z UM w 
Łodzi. G ranty  przyznano w kwocie 
od 221 tys. do 530 tys. na realizację 
projektów  przedstaw ionych przez 
laureatki.

FNP przedłużyła dw uletnie  sub 
sydium  w program ie POW ROTY/ 
H O M IN G  laureatom  z 2009 roku. 
W myśl regulam inu  tego progra 
m u laureaci dw uletn ich  subsydiów  
m ogą ubiegać się o przedłużenie 
subsyd ium  na trzeci rok. P rzed łu 
żenia przyznaw ane są w drodze 
konkursu . M ożna się o nie starać 
w  drug im  roku realizacji projektu. 
Laureatam i konkursu  są: dr Michał 
C hm ielewski (W ydział Chemii UW) 
na badania  w  Strasburgu; dr Łukasz 
C ywiński (Instytut Fizyki PAN) na 
realizację badań  w University of 
M aryland at College Park, USA; dr 
P iotr Faliszewski (AGH) na konty 
nuację badań  w University of Ro
chester, D eptartm ent of C om puter 
Science, USA; d r Łukasz G ruszczyń
ski (Instytut N auk Praw nych PAN) 
na badania  w  European University 
Institu te in Florence, Włochy; dr 
Bartosz Karaszewski (GUM) na p ro 
longatę badań  w Division of Clinical 
Neurosciences, University of Edin
burgh, Wielka Brytania; dr Zofia 
M adeja (UP w  Poznaniu) na bada 
nia w  Developm ental Genetics and 
Im printing, The Babraham Institute, 
Cam bridge; dr Agnieszka Słowi
kow ska (W ydział Astronomii, U ni
w ersytet Zielonogórski) na dalsze 
badania  w  Foundation  for Research 
and  Technology - Hellas, H eraklion, 
Grecja; d r Renata Solarska (W ydział 
Chemii UW) na badania w EMPA, 
Swiss Federal Laboratories for M a
terials Testing and  Research, Du- 
bendorf, Szwajcaria; dr Przem ysław  
W achulak (WAT) na kontynuację 
badań  w Colorado State University; 
d r Paweł W iczling (UMG) na b ada 
nia w  D epartm ent of Pharm aceutical 
Sciences, School of Pharm acy and 
Pharm aceutical Sciences, State U ni
versity  of New  York at Buffalo, USA.
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Fot. 3. Od prawej prof. Józef Dulak i prof. Andrew Newby, 
pierwsza od lewej prof. Sarah Jane George.
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D w udzieste urodziny Fundacji 
Nauki Polskiej. W przedosta tn ią  
sobotę w rześnia b.r Fundacja w raz  
z przyjaciółmi i w spó łp racow ni
kami św iętow ała swoje 20. u ro d z i
ny. A było to we w nętrzach A rkad 
Kubickiego Zam ku Królewskiego 
w W arszawie. Na spotkanie licznie 
przybyli p rzede w szystkim  laureaci 
Fundacji, w sp ie 
rani przez FNP 
w różnych for
mach w m inio 
nych d w udzie 
stu latach. Prof.
Maciej Żylicz  
(Fot. 4), prezes 
FNP dziękował 
w swoim  w ystą 
p ieniu przede 
wszystkim  im, 
laureatom , m ó
wiąc: Dzięki
Waszej pracy i 
osiągnięciom nasza dewiza „wspierać 
najlepszych, aby mogli stać się jeszcze 
lepsi” jest niezmienna i aktualna. (...) 
Laureat Nagrody 
Nobla Sir Paul 
Nurse powiedział:
„Największe osią
gnięcia w nauce 
powstają, gdy 
uczonemu daje 
się wolność i za
ufanie, aby mógł 
niezależnie reali
zować swoją wizję 
i plany”. Właśnie 
tak nasza Funda
cja stara się dzia
łać. W uroczy
stości wzięli udział p rzedstaw iciele 
w ładz państw ow ych i naukow ych, 
instytucji publicznych oraz m ediów . 
Prof. Andrzej Członkowski, p rze 
wodniczący Rady FNP podkreślał 
rolę codziennej w spółpracy pom ię 
dzy Radą, Z arządem  i pracow nikam i 
Fundacji, która w  efekcie tw orzy w i
zerunek odbierany przez środow i
sko uczonych, dla których Fundacja 
działa. Goście uroczystości obejrzeli 
dw a filmy przybliżające początki i 
kolejne etapy rozwoju Fundacji oraz 
efekty w sparcia udzielonego przez  
nią w ciągu dw udziestu  lat jej be 
neficjentom i laureatom . Jubileusz 
Fundacji był okazją do w ręczenia 
H onorow ych O dznaczeń FNP p rzy 
znaw anych od 2007 r. osobom, k tóre

w szczególny sposób przyczyniły  
się do pow stan ia  i rozw oju FNP, 
a także do budow an ia  jej dobrego 
im ienia i w izerunku. Do grona lau 
reatów  tego w yróżnien ia  dołączyli: 
dr Jan K. Frąckowiak, prezes FNP 
w latach 1991-1992 (nieobecny na 
uroczystości) oraz red. Krzysztof 
M ichalski, dziennikarz  naukow y i 

znany  popu laryzato r 
nauki. Gratulacje i ży 
czenia dla Fundacji w 
im ieniu Prezydenta  
RP przekazał Maciej 
Klimczak, podsekre 
tarz stanu  w  Kance
larii P rezydenta  oraz 
prof. M aria Orłowska, 
sekretarz stanu  w  Mi
nisterstw ie N auki i 
Szkolnictwa W yższe
go. Przekazała Ona 
prof. Żyliczowi dy 
p lom  w zorow any  na 

pierwszej N agrodzie  N obla dla M a
rii Skłodowskiej-Curie jako w yraz 
szczególnego uznan ia  dla FNP i w y 

raz nadziei na pol
skiego naukow ego 
Nobla w  niedalekiej 
przyszłość. Dr Wil
helm  Krull, sekre
tarz  generalny Fun
dacji Volksw agena 
i prof. Pavel Exner, 
w iceprezydent Eu
ropean  Research 
Council, p rzekaza 
li od siebie słowa 
gratulacji i życzenia 
okolicznościowe. O 
m uzyczną opraw ę 

u rodzin  zadbała  W arszaw ska O rkie
stra Sm yczkowa im. Zenona Brzew- 
skiego pod  dyrekcją profesora A n
drzeja Gębskiego. (wg w itryny  FNP)

O dtworzenie tura. Zwierzę, od 
średniow iecza sym bol polskich la
sów, m iałoby być od tw orzone za 
pom ocą D N A  znajdującego się w  
muzealnych szczątkach turów. Pol
scy naukowcy z Katedry Biochemii 
i B iotechnologii Akadem ii Rol
niczej w  Poznaniu (prof. Ryszard 
Słomski, Fot. 5) oraz z Zakładu  
Embriologii Doświadczalnej Insty
tutu G enetyki Człowieka PAN w  
Jastrzębcu (prof. Jacek A. M odliń
ski), skupieni w  Polskiej Fundacji 
Odtworzenia Tura (PFOT) chcą się 
podjąć próby przywrócenia tura

przyrodzie. Inicjatorem  i koordy 
natorem  zm ierzających do tego ba 
dań  jest Polska Fundacja Odtwo
rzenia Tura (PFOT), utworzona 13 
października 2006 roku. Podczas 
inauguracji działalności PFOT o d 
słonięto tablicę pośw ięconą turow i 
w  W arszaw skim  O grodzie  Zoolo
gicznym. Z adaniem  Fundacji jest 
m. in. pozyskiw anie  i g rom adzenie 
po trzebnych  funduszy , głównie od 
p ryw atnych  sponsorów , a także ze 
środków  unijnych. Projekt uzyskał 
poparcie M inisterstw a O chrony Śro
dowiska.

Tur (Bos primigenius) (Fot. 6) był 
jednym  z najw iększych zw ierząt 
(masa ciała 800-1000 kg) zam iesz
kujących Europę. D orosły samiec 
osiągał do 3 m  długości i 2 m w y 
sokości w  kłębie. Należał do rzę
du  parzystokopytnych. N aukow cy 
uważają, że od tu ra  udom ow ionego

Fot. 6. Tur, ilustracja z książki Zygmunta Herber- 
steina (1556 r.).

w Azji 608 tysięcy lat tem u, w yw o
dzi się w iększość ras w spółczesnego 
bydła. P rzodkow ie tu ra  pojawili się 
w  epoce pliocenu (2 m in lat temu) 
w Indiach. Z czasem  roślinożer
ne zw ierzęta rozprzestrzen iły  się 
na leśnych terenach Azji i Europy 
oraz na północy Afryki. Zam ieszki
w ały zw arte  i położone w  nizinach 
puszcze, zapew niające obfitą bazę 
pokarm ow ą w postaci roślin  jed- 
noliściennych (wszelkiego rodzaju 
traw  i turzyc). Samice turów , krow y 
cieliły się corocznie po trwającej 9 
miesięcy ciąży (tak jak k row a dom o
wa), rodząc p rzew ażnie  jedno  cielę. 
Proces w ym ierania  tu rów  rozpoczął 
się już w  X w ieku, ale później nastą 
piło gw ałtow ne, skokow e zm niej
szenie populacji tego zwierzęcia. 
Najwcześniej zw ierzęta zniknęły 
z terenów  Europy Zachodniej, we 
Francji w  X wieku; w  N iem czech na 
przełom ie XI i XII w ieku. W Polsce,

Fot. 4. Prof. Maciej Żylicz dzieli jubileuszowy 
tort.

Fot. 5. Prof. Ryszard Słomski.
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kraju, w którym  tu ry  u trzym ały się 
najdłużej, w  XIV w ieku tury  żyły już 
tylko na M azow szu. Ostatecznie, w 
1627 roku na terenie Puszczy Jakto
rowskiej niedaleko G rodziska M a
zowieckiego zginęła ostatnia krowa, 
(wg w itryny N auka w 
Polsce)

Matryca term icz
na dla n iew id om ych .
M atryca  te rm iczna , 
z b u d o w a n a  p rz e z  n a 
u k o w có w  z A kad em ii 
G órn iczo -H u tn icze j w  
K rakow ie  u m o ż liw ia  
„w id zen ie "  p rz e z  n ie 
w id o m y c h  k sz ta łtó w  i 
barw . T w órcą  m a try 
cy jest prof. A ndrzej 
Kos z Z esp o łu  n ano- i 
m ik ro sy s tem ó w  A G H  
(Fot. 7). O b raz  ry so w an y  p rzez  
ed u k a to ra  zostaje  p rze ło żo n y  na  
p u n k ty  te rm iczn e  um ieszczo n e  na  
m atrycy . P u n k ty  p o d  p o w ie rzch 
n ią  m a try cy  generu ją  z ró żn ico w a 
n ą  te m p e ra tu rę , a jest to w ażn e  d la  
zach o w an ia  funkcji czucia  p rzez  
do tykającego . D zięki k sz ta łto m  
o różnej te m p e ra tu rz e  osoby  nie- 
w id zące  ro zp o zn a ją  d łońm i, nie 
ty lko  o p u sz k a m i palców , ale b a r 
dziej n a w e t w ie rzch n ią  s tro n ą  d ło 
ni, k sz ta łty , ko lo ry  i ruch. M atryca 
um ożliw i też wyjaśnienie osobom 
niew idom ym  trudnych  do w yobra
żenia zjawisk np. przemieszczającej 
się fali. M atryca  te rm iczn a  p o d o b 
n a  jest do  sk rzy n k i w ielkości k a r t 
ki p a p ie ru  i g rubości 5 -6  cm. M a 
g ład k ą  p o w ie rzch n ię , co o d ró żn ia  
ją od  k lasycznych  u rz ą d z e ń  do  
o d c z y ty w a n ia  a lfabetu  Braille 'a. 
U rząd zen ie  p rz y g o to w a n o  p rz e d e  
w sz y s tk im  do  celów  d y d a k ty c z 
nych. P ew ne  m ożliw ości m atry cy  
dostępne są tylko dla osób, które 
wcześniej w idziały. Osobie n iew i
domej od u rodzenia  trudno  będzie 
w ytłum aczyć kolor, ale ta, k tóra po 
trafi go sobie przypom nieć, z iden 
tyfikuje go rów nież dzięki matrycy. 
Problem em  jest stopień rozdzielczo
ści, bo m atryca ma mniej punk tów  
niż ekran kom putera. M atryca jest 
p ionierskim  opracow aniem , obecnie 
testow ana przez osoby niew idom e 
w Krakowie, (wg w itryny N auka w 
Polsce)

M onika Czapla, doktorantka  
W ydzia łu  B iochem ii, B iofizyki  
i B io technolog ii  U n iw ersytetu  
Jag ie llońsk iego  zosta ła  laureat
ką Nagrody im. Marii S k ło d o w 

sk ie  j-Curie, przyznanej  
przez III Europejski K on
gres K obiet. M ło d a  b a d a c z 
ka n a g ro d z o n a  zo sta ła  za 
b a d an ia  n a d  b ia łkam i. N a 
g ro d ę  i czek n a  k w o tę  16,5 
tys. zł w ręczy ła  lau rea tce  
po d czas  w w . k o n g resu  m i
n is te r  n au k i i szko ln ic tw a  
w y ższeg o  prof. B arbara  Ku- 
drycka . M on ika  Czapla jest 
stypendystką Fundacji na 
Rzecz N auki Polskiej w  p ro 
gram ie START; zajmuje się 
badaniem  s truk tu ry  i funk 
cji cytochrom u bel. Karolina 

A drianow icz dok toran tka  w Insty 
tucie Fizyki U niw ersytetu  Śląskiego 
w Katowicach i Jadw iga S ławińska z 
U niw ersytetu  Łódzkiego z W ydzia 
łu Biofizyki i Inform atyki Stosow a
nej dostały rów norzędne w yróżnie 
nia za prace naukow e. W ręczenie 
nagrody  poprzedziła  debata  pośw ię 
cona Marii Skło- 
dowskiej-Curie w  
zw iązku z p rzy 
padającym  w tym  
roku  100-leciem 
przyznania  w ybit
nej uczonej drugiej 
N agrody  Nobla 
oraz w ystąpienie 
prof. M agdaleny 
Środy prezentujące 
ujęcie historyczne 
w odniesieniu do 
obecności kobiet 
w  nauce łącznie z 
om ów ieniem  ich 
obecnej sytuacji.
(wg w itryny N auka 
w Polsce)

Doktorantka D om in ik a  Bi- 
jos otrzymała g łó w n ą  nagrodę w  
k onkursie  na p op u laryzow an ie  
w ie d z y  i badań n au k ow ych  w  
szerokich  kręgach sp o łeczeń stw a.  
K onkurs tow arzyszył konferencji 
s typendystów  P rogram u M arie C u 
rie, która odbyła się w  W arszawie. 
Laureatka p row adzi swoje badania  
w  Instytucie Urologii w Bristolu 
w  Wielkiej Brytanii. Dom inika Bi-

jos w ym yśliła i narysow ała krótki, 
zabaw ny komiks, który w prosty  i 
przejrzysty sposób tłum aczy tzw. 
zespół nadw rażliw ego pęcherza. 
Jest to schorzenie, na które cierpi 
ok. 10% ludzi. Praca D oktorantki pt. 
„to pee or not to pee" (siusiać albo 
nie siusiać) spotkała się niemal z 
jednom yślnym  uznaniem  jury, pod 
p rzew odnictw em  prof. M agdaleny 
Fikus. Program Marie Curie, finan
sow any ze środków  Unii Europej
skiej, w spiera w ybitnych n aukow 
ców z całego św iata i zachęca ich, by 
prow adzili swoje badania i w iązali 
karierę naukow ą właśnie z Europą. 
Z program u, który w tym  roku ob
chodzi 15-lecie istnienia, skorzysta
ło już ponad  50 tys. w ybitnych ludzi 
nauki, (wg w itryny N auka w  Polsce)

M ichał M iśk iew icz ,  m atem a
tyk z W arszaw y zd ob y ł w  H e l
s inkach 3. nagrodę w  organizo 
w an ym  przez K om isję Europej
ską 23. K onkursie  Prac M łodych  
N a u k o w có w  UE (Fot. 8). Laureat 
napisał pracę pod ty tu łem  „Urok 
zbioru mi" na tem at szczególnych 
własności pew nego zbioru punktów  

na płaszczyźnie. Michał 
M iśkiewicz studiuje m a
tem atykę na U niw er
sytecie W arszawskim , 
ale pracę, zgodnie z re 
gulam inem  konkursu , 
przygotow ał jeszcze w 
liceum, bo w  rywalizacji 
biorą udział prace ba
daw cze au torstw a osób, 
które nie podjęły jeszcze 
studiów . Laureat zdobył 
jedną z trzech trzecich 
nagród, o w artości 3,5 
tys. euro. O rganizatorem  
polskich eliminacji unij
nego konkursu  jest Kra
jowy Fundusz na Rzecz 
Dzieci (KFRD). W edług 

informacji KFRD, poza pracą lau re 
ata Polskę reprezentow ały  dw a p ro 
jekty m łodych biologów: M agdaleny 
Nowikiewicz, licealistki z Bydgosz
czy, p.t. „Zawartość w itam iny C w 
m alinach (Rubus ideaeus L.) odm ia 
ny Polana w zależności od sposobu, 
czasu i tem pera tu ry  p rzechow yw a
nia oraz w ogórkach (Cucumis dati- 
vus L.) odm iany Krak FI w  zależno
ści od m etod przechow yw ania i cza
su przechow yw ania"; N orberta W ą
sika, s tuden ta  m edycyny z Żar, p.t.

H E L S I N K I '
EUCYS2011

Fot. 8. Plakat 23rd European Union Con
test for Young Scientist, 23-28.09.2011 r., 
Helsinki.
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Fot. 7. Prof. Andrzej Kos.
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„W pływ  tem pera tu ry  na szybkość, 
długość i głośność śpiew u miecz
nika Conocephalus fuscus"  (Fot. 9). 
W 23. K onkursie  Prac M łodych  
N a u k o w có w  UE Polacy uczestn i
czyli po raz 17. D o tej pory aż 37 
projektów  p o lsk ich  nagrodzono,  
a to sprawia, że Polska zajmuje  
trzecie m iejsce,  
po N iem czech  i 
W ielkiej Brytanii, 
w śród krajów naj
częściej w yróżn ia 
nych, przy czym  
pamiętać n a le 
ży, że Konkursy  
rozpoczęły  się w  
roku 1989, a Pol
ska zaczęła brać w  
nich udzia ł d o p ie 
ro sześć lat później

Dr Gracjan M aciejew sk i z C en
trum A stronom ii UM K otrzymał  
Nagrodę M łodych  przyznaw a
ną przez P o lsk ie  Tow arzystw o  
A stronom iczne (PTA). W yróżnie
nie w ręczono w G dańsku podczas 
otwarcia XXXV Zjazdu PTA. G ra 
cjan Maciejewski obronił w 2007 
roku pracę doktorską pod tytułem  
„Fotom etryczne przeglądy nieba. 
Poszukiw anie zm ienności i astro 
fizyka grom ad otw artych". Zajm u
je się poszukiw aniem  p lanet poza 
uk ładem  słonecznych oraz badan ia 
mi grom ad otw artych gw iazd i uk ła 
dów  podw ójnych gwiazd. Laureat 
pracuje w kilku projektach bad aw 
czych: Semi-Automatic Variability 
Search (SAVS), O pen C luster Sur
vey (OCS), Young Exoplanet Transit 
Initiative (YETI). Był także człon
kiem zespołu, który odkrył planetę 
koło gw iazdy HD 17092. Z kolei w 
latach 2009-2010 odkrył dw ie po 
tencjalne planety pozasłoneczne w 
układach WASP-3 oraz WASP-10. 
N agroda M łodych jest p rzyznaw a
na co dw a lata przez Polskie Tow a
rzystw o A stronom iczne za w ybitny, 
indyw idualny  dorobek w dziedzi
nie astronom ii uzyskany podczas 
całej działalności naukowej. Mogą 
ją otrzym ać polscy astronom ow ie w 
w ieku do 35 lat. H istoria N agrody 
M łodych sięga 1970 roku. O trzym ali 
ją m.in. Bohdan Paczyński (w 1970 
roku) i A leksander W olszczan (w 
1977 roku). W 1995 roku nagrodę 
otrzym ał Andrzej Niedzielski, p ro 

m otor pracy doktorskiej tegoroczne
go laureata, (wg w itryny  N auka w 
Polsce)

Porozumienie o współpracy na 
rzecz rozwoju onkologii w  Polsce 
podpisał Warszawski Uniwersytet 
Medyczny z Centrum O nkologii -  
Instytut im. Marii Skłodowskiej-  

Curie we w rześn iu  b ieżą
cego roku. D okum ent p o d 
pisali Rektor prof. M arek 
K raw czyk i K ierow nik In 
s ty tu tu  prof. M arian Rein- 
fuss (Fot. 10). Obie p laców 
ki naukow e będą w spólnie  
z a b i e 
gać o 
l e p s z ą  
j a k o ś ć  
d y d a k 

tyki, w spó ł
działać na polu 
naukow ym  i in 
stytucjonalnym .
Ze strony C en
trum  Onkologii 
um ow a stała 
się p ierw szym  
krokiem  do 
tw orzenia sieci 
o n k o lo g ic z n e j .
Strony porozum ienia  rozszerzają 
w spółpracę w zakresie kształcenia 
przed- i podyp lom ow ego obecnej i 
przyszłej kadry  medycznej w  dzie 
dzinie onkologii. Będą w spólnie 
działały na rzecz podnoszenia  ja
kości ochrony zdrow ia  oraz 
dostępności społeczeństw a 
do św iadczeń m edycznych 
na wysokim  poziom ie. Poro
zum ienie obejmuje rów nież 
w spółpracę na rzecz roz 
woju now ych technologii i 
technik leczenia w  onkologii 
oraz promocję zdrow ia  słu 
żącą obniżeniu zachorow al
ności na now otw ory  złośli
we. U niw ersytet i C entrum  
w swoich działaniach będą 
dążyć do koncentracji i ko
ordynacji w ysiłków  na rzecz 
osiągnięcia następujących celów w 
obszarze b adań  naukow ych i prac 
badaw czo rozwojowych: zapew nie 
nia aktyw nego, a także zw iększo 
nego uczestn ictw a W arszaw skiego 
U niw ersytetu  M edycznego w p ro 
gram ach badaw czych  oraz dzia ła 
niach zm ierzających do u tw orzenia  
Europejskiej P rzestrzeni B adaw 

czej; podniesien ia  konkurencyjności 
ośrodków  badaw czych; rozszerze
nia i w zbogacenia oferty dotyczą
cej usług  badaw czych; zw iększenia 
udzia łu  prac badaw czo-rozw ojo
wych pow iązanych  z potrzebam i 
społeczeństw a i jednostek  ochrony 
zdrow ia; w prow adzen ia  i rozwoju 
now oczesnych rozw iązań  techno
logicznych oraz organizacyjnych; 
transferu  now oczesnych technologii 
i w iedzy na linii nauka -  przem ysł, 
(wg informacji w  w itryn ie  WUM)

Komercjalizacja w yn ik ów . W ar
szaw ski U niw ersy te t M edyczny i 

spó łka BTM 
M a z o w s z e  
w e w rze 
śniu  b.r. za 
i n i c j o w a ł y  
w spó lną  re 
alizację in 
n o w a c y j n e 
go projektu  
„ H U M O N " .  
O prócz fi
n a n s o w a n ia  
ze środków  
p r y w a t n y c h  
firm y BTM 
M a z o w s z e ,  

pow sta łe  konsorcjum  w ystępuje  
do N arodow ego  C en trum  Badań 
i Rozwoju o do finansow anie  p ro 
jektu  w  ram ach  p ro g ram u  INNO- 
TECH. Celem  pro jek tu  „H U M O N ", 
realizow anego  ze strony  WUM 

przez  zespół prof. Jakuba 
Gołąba (Fot. 11) z Z ak ładu  
Im m unologii C en trum  Bio
stru k tu ry , jest opracow anie  
i w d rożen ie  do prak tyk i 
now atorsk iej m etody  p ro 
dukcji ludzk ich  przeciw ciał 
do celów d iagnostycznych  
i leczniczych w onkologii. 
Jest to p ierw sza  u m o w a d o 
tycząca pro jek tu  B+R n as ta 
w ionego na kom ercjalizację 
jego w yników . P ozy tyw 
ne zakończenie pro jek tu  
i w drożen ie  do p rak tyk i 

w yników  badań , m oże m ieć is to t
ne znaczenie  w  postępach  terap ii 
now otw orów , a nad to  W arszaw ski 
U niw ersy te t M edyczny m oże mieć 
z tego pow ażne  zyski. W spo tkan iu  
ze strony  Uczelni w raz  z P ro rek to 
rem  prof. S ław om irem  M ajew skim , 
uczestn iczyła  Kanclerz M ałgorzata  
K ozłow ska o raz prof. Jakub  Gołąb
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Fot. 9. Conoceplwlus fuscus.

Fot. 10. Od lewej prof. Marian Reinfuss i prof. Marek Kraw
czyk.

Fot. 11. Prof. Jakub 
Gołąb.
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w raz  z Z espołem , k tóry będzie p ra 
cow ał p rzy  Projekcie. Obecni byli 
p rzedstaw icie le  spółki BTM M a
zow sze, Prezes Tom asz Roniker, 
d r M arcin Szum ow ski oraz ekspert 
Roland K ozłowski, (wg info w w i
tryn ie  WUM)

Stypendia naukowe dla profe
sorów tytularnych U niw ersytetu 
im. A dam a Mickiewicza w Pozna
niu  w ręczył we w rześniu  b.r. Rektor 
Uczelni. Zgodnie z Zarządzeniem  
Rektora U niw ersytetu  A dam a Mic
kiewicza w  Poznaniu z dnia 18 lipca 
2011 r., s typendia  naukow e mogą 
o trzym ać profesorowie, którzy m. 
in. legitym ują się w ybitnym i osią
gnięciam i w pracy naukowej i są 
w szechstronnie  zaangażow ani w 
pracę na rzecz Uniw ersytetu. W śród 
w yróżnionych  znaleźli się profeso
rowie: A nna Goździcka- Józefiak, 
A rtu r Jarm ołow ski i Tomasz Osiejuk 
z W ydziału  Biologii i O grodu  Bota
n icznego, H enryk Koro- 
niak, M arek Kręglewski,
G rzegorz Schroeder z 
W ydziału  Chemii oraz 
G rzegorz Kamieniarz,
R yszard Tanaś i Tadeusz 
M ichałow ski W ydział 
Fizyki, (wg info z w itry 
ny UAM)

Stypendia W oje
w ództw a M azow ieckie
go dla doktorantów. W
ram ach  I edycji projektu 
system ow ego  Sam orzą
du  W ojew ództw a M a
zow ieckiego pt. Poten
cjał naukowy wsparciem 
dla gospodarki Mazowsza 
-  stypendia dla doktoran
tów (P riory tet VIII Regio
nalne kadry gospodarki D ziałanie 8.2 
T ransfer w iedzy  P oddziałan ie  8.2.2 
R egionalne Strategie Innowacji P ro 
g ram u  O peracyjnego K apitał L udz 
ki 2007-2013), p rzyznano  stypend ia  
d o k to ran to m  m. in. w  dziedzin ie  
biologii, chemii, fizyki z Uczelni i 
jed nostek  PAN w ojew ództw a M a
zow ieckiego: Insty tu tu  G enetyki i 
H o d o w li Z w ierzą t PAN w Jastrzęb 
cu, Z ak ład  Biologii M olekularnej; 
In s ty tu tu  Biologii D ośw iadczalnej 
PA N  im. M. Nenckiego w  W arsza 
wie; In s ty tu tu  Chemii Organicznej 
PAN; In sty tu tu  H odow li i A klim a
tyzacji Roślin - P aństw ow y Insty 

tu t Badawczy, R adzików ; In sty tu tu  
Biochemii i Biofizyki PAN; W y
działu  Rolnictwa i Biologii SGGW; 
W ydziału  N auk  o Ż yw ieniu  C zło 
w ieka i K onsum pcji SGGW; K ate
dry  N auk  Fizjologicznych, W ydział 
M edycyny W eterynaryjnej SGGW; 
W ydziału  Biologii, W ydziału  C he
mii i W ydziału  Fizyki U niw ersy te tu  
W arszaw skiego; C en tru m  B iostruk 
tu ry  W arszaw skiego  U niw ersy te tu  
M edycznego; W ydzia łu  N ow ych 
Technologii i Chem ii WAT; W y
działu  N auk  o Ż yw ieniu  C złow ieka 
i Konsum pcji K atedra Technologii 
G astronom icznej i H igieny Ż yw no 
ści Zakład H igieny i Z arządzan ia  
Jakością Żywności. K w ota p rz y z n a 
nego s typ en d iu m  dla  dok to ran ta  
w yniesie nie mniej n iż  3020 zł m ie 

sięcznie, czyli łącznie 27 180 zł.

Stypendia Miasta Poznania
dla o lim pijczyków  podejm ujących 

stud ia  w  Poznaniu . W 
p aźd z ie rn ik u  2011 r. w 
U rzędzie  M iasta P ozna 
nia odbyła  się u roczy 
stość w ręczenia  S typen 
diów  M iasta Poznania  
dla lau rea tów  i finalistów  
ogólnopolskich  olim 
p iad  przedm io tow ych , 
k tórzy zdecydow ali się 
podjąć naukę  na uczel
niach poznańskich . Po 
raz kolejny najw iększym  
zain te resow aniem  w śród  
S typendystów  cieszy się 
U niw ersy te t im. A dam a 
M ickiewicza w Poznaniu , 
na k tó rym  naukę podjęło 
20 s tuden tów . K orzysta 
jący z p rog ram u  sty p en 
dyści to w ybitn ie  zdoln i 

i w artościow i m łodzi ludzie, k tó 
rzy w w ielu  p rzy p ad k ach  zdobyli 
więcej niż jeden  ty tu ł w różnych 
olim piadach. O lim piady  najlicz
niej rep rezen tow ane  w tej edycji to 
o lim piada lite ra tu ry  i języka po l
skiego, chem iczna, m atem atycz 
na oraz h istoryczna. O m ożliw ość 
otrzym ania  s ty p en d iu m  w ram ach  
p rog ram u  „A kadem icki i naukow y  
Poznań" ap likow ało  58 osób z ró ż 
nych zakątków  Polski. Tegoroczni 
stypendyści pochodzą  z jedenastu  
w ojew ództw , p rzed e  w szystk im  z 
w ojew ództw a w ielkopolskiego (12 
osób) i ku jaw sko-pom orsk iego  (5),

ale s tudenci pochodzą także z o d 
ległych miejscowości; zasięg p ro 
mocji s tu d iow an ia  w  Poznaniu  w y 
kracza daleko poza granice W ielko

polski. Po zapoznan iu  się z opinią 
Rady Zarządzającej P rogram u, 
której p rzew odniczy  prof. d r hab. 
A ndrzej Legocki z PAN, Prezyden t 
M iasta p rzyznał s typ en d iu m  w y 
b ranym  31 kandydatom . W gronie 
w yróżn ionych  s tud en tó w  jest 24 

lau rea tów  oraz 7 finalistów  o lim 
piad. M iasto oferuje w ybranym  

stu d en to m  stypend ia  w  w ysokości 
1600 zł dla lau rea tów  oraz 1200 zł 
d la finalistów  olim piad. S typendia  
będą w ypłacane przez jeden  rok 

akadem icki, od październ ika  do 

czerwca. Więcej informacji na s tro 

nie w w w .p o z n a n .p l / s tu d ia . (wg 

info w w itryn ie  UAM)

Odznakę Zasłużony dla U ni
wersytetu Jagiellońskiego otrzy 
m ała w roku 2011 Pani Elżbieta  
Penderecka (Fot. 12). O dznakę tę 
p rzyznaje  Senat na w niosek Rekto
ra osobom  w yjątkow o zasłużonym  
dla U niw ersy te tu  Jagiellońskiego. 
O dznaka  jest w ręczana w czasie 

uroczystości zw iązanych  ze św ię
tem  U niw ersy te tu  12 maja lub w 
czasie inauguracji roku akadem ic 
kiego. N adan ie  O dznaki w pisuje 
się do Księgi Zasłużonych. Pani 

E lżbieta Penderecka jest działaczką 
ku ltu ry , członkinią w ielu m iędzy 
narodow ych  fundacji m uzycznych, 

była w  latach 1990-1995 prezesem  
pierw szej pryw atnej agencji Heri- 
tage P rom otion  of M usie and  Art. 

P rzez rok s tud iow ała  fizykę  na 

U n iw ersy tec ie  Jag ie lo ń sk im  w 
Krakowie. Za działalność chary ta 
tyw ną  od 1995 roku na rzecz F un 

dacji P rofilaktyki i Leczenia Chorób 
Krwi im. Profesora Juliana A lek
sandrow icza , wspom agającej ro z 

wój Kliniki H em atologii C ollegium  
M edicum  UJ, o trzym ała w g rudn iu  
2000 roku  M edal im. profesora Ju 
liana A leksandrow icza. P ryw atnie, 

od 1965 roku, jest żoną kom pozy to 

ra K rzy sz to fa  P en d e reck ieg o , (w g 

w itry n y  UJ)
pod redakcją Teresy W esołow skiej
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Fot. 12. Pani Elżbieta Pende
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Podziękowanie: Autorka składa serdeczne 
podziękowania profesorowi Kazimierzowi Le
chowi Wierzchowskiemu oraz profesor Marii 
Monice Jeżewskiej za wspomnienia o Profeso
rze oraz za ich cenne sugestie, uwzględnione 
w  tekście.

STRESZCZENIE

Artykuł przedstawia sylwetkę Józefa Hellera, poczynając od roku 1921, gdy był asysten
tem w grupie Jakuba Parnasa w e Lwowie, która zajmowała się wykrywaniem źródeł 

energii w  procesach biochemicznych, a w  szczególności procesem fosforolizy glikogenu. 
Opisane są mniej znane fakty Jego biografii: służba wojskowa w  Legionach Piłsudskiego  
w trakcie formowania się Państwa Polskiego w latach 1917-1920; następnie uczestnictwo w  
tajnych kompletach medycyny w  czasie okupacji Polski przez Niemców. Po wojnie, Profesor 
wykładał fizjologię dla studentów medycyny we Wrocławiu i w  Warszawie. W 1954 zaczął 
tworzyć Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk składający się z rozproszo
nych laboratoriów biochemicznych w Warszawie; Instytut ten nadal prowadzi współczesne  
badania w dziedzinie biochemii i biofizyki molekularnej. Profesor zainicjował wydawanie  
trzech ważnych czasopism biochemicznych w Polsce, w  tym Postępów  Biochemii (1954). 
Również pod Jego kierownictwem wydano pierwszy Polski Słownik Medyczny (1981). Ar
tykuł podsumowuje udział profesora Hellera w  wielu przedsięwzięciach życia akademickie
go, które są ciągle doceniane przez następne pokolenia polskich biochemików.

WPROWADZENIE

Minęło prawie 30 lat od śmierci Profesora Hellera, a 40 lat od zakończenia 
przezeń działalności naukowej i organizacyjnej, ten dystans czasu pozwala 
pełniej docenić Jego działalność. Z tej okazji przejrzałam archiwum Profesora, 
pieczołowicie zbierane przez Jego długoletnią sekretarkę Panią Małgorzatę Wil
czewską i z wypełnianych przez Niego ankiet, protokółów posiedzeń, listów, 
konspektów wykładów, odbitek publikacji, ukazało się jak różnorodna była Jego 
aktywność. Walka w  Legionach i w Wojsku Polskim o niepodległość kraju, stu 
dia i działalność naukow a w okresie lwowskim w latach 1922-1939, tajne na
uczanie w  W arszawie w czasie wojny i następnie odbudow a polskiej biochemii 
po wojnie w  niepodległej Polsce. Wkrótce po śmierci Profesora opublikowano w 
kilku czasopismach Jego życiorysy [1-4]. Przedstawiały one najważniejsze fakty 
z Jego życia i działalności, a przejrzane archiwum  pozwoliło na ich poszerzenie 
i wzbogacenie. W niniejszym artykule na wstępie przedstawiam  wybrane cytaty 
z autobiograficznych życiorysów Profesora, a następnie wiele poczynań z Jego 
działalności, mających po dziś dzień wielkie znaczenie dla środowiska nauko
wego, a ponadto nigdzie dotąd nie opisane zdarzenia.

AUTOBIOGRAFIA

Archiwum Profesora zawiera trzy życiorysy składane przy zatrudnieniu w 
1950,1954 i 1966 roku oraz przed odejściem na emeryturę w 1973. Przytoczone 
fragmenty uzmysławiają, które czyny w swoim życiu Profesor uznał za ważne 
(zachowuję ówczesną pisownię).

ROK 1950

„Urodziłem się dnia 3 stycznia 1896 roku we Lwowie. Egzamin dojrzałości 
złożyłem w czerwcu 1914 w VI Gimnazjum we Lwowie. W sierpniu 1914 w stą 
piłem ochotniczo do Legionów, skąd poszedłem do Polskiego Wojska. Z dem o
bilizowany w kwietniu 1921 w stopniu kapitana wziąłem udział w  III Pow sta
niu Górnośląskim, poczem kontynuowałem  zaczęte podczas służby wojskowej 
studia medyczne i w  dniu 11 listopada 1922 uzyskałem stopień Doktora Wszech 
N auk Lekarskich we Lwowie. W latach 1923-1925 uzupełniałem studia na W y
dziale Przyrodniczym we Lwowie, grupa; chemia. Jako asystent pracowałem w 
Instytucie Chemii Lekarskiej Uniwersytetu im. Jana Kazimierza od 1.X.1921 do 
30.IX.1928 i w Instytucie Higieny UJK od 1.X.1930 do 30.IX.1935, łącznie 12 lat. W 
tym okresie w  ciągu 6 lat wykładałem  Chemię Ogólną i Fizjologiczną w Głównej 
Szkole Gospodarczej Żeńskiej w  Snopkowie w Małopolsce (Ryc. 1).
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DYPLOM
GŁÓWNEJ SZKOŁY GOSPODARCZEJ ŻEŃSKIEJ 

W SNOPKOWIE

PANI

LEGHNICKA JADWIGA HARJA
urodzona dnia 4  wrjdaU  1909 r. w Monachium (w  Bawar?), obywaieto Państwa 
PoMdcgo, uczęszczała w lalach 1928/24 29/30 i 30/31 do Głównej Szkoły Gospo
darczej Żeńskiej w Snopkowie pod Lwowem. — Przedmiotami których obowiązkowo 

słuchała były:

ANATOMIA, MORFOLOGJA. FIZJOLOGJA I SYSTEMATYKA ROŚLIN. ANATOMJA. GENETYKA 

I HODOWLA ZWIERZĄT. BIOLOGJA OGÓLNA. NAUKA ŻYWIENIA. HODOWLA DROBIU. 
LECZENIE ZWIERZĄT. MLECZARSTWO. ROLNICTW O O G 0L N E I SZCZEG ÓŁOW E  
GLEBOZNAWSTWO I CHEMJA ROLNA. OGRODNICTWO I SADOWNICTWO. PSZCZELNICTWO. 
PSYCHOLOCJA. PEDAGOGIKA, CHEM JA O G O LN A. TOW AROZNAW STW O. HIOJENA  
I BAKTERJOLOGJA. HIGJENA DZIECKA, DIETETYKA, ADMINISTRACJA, SfOUJZlELCZOSC 

RACHUNKI GOSPODARCZE, TEORJA I METODYKA NAUCZłtllA ŚPIEWU,

oraz praktyczne zajęcia w  których brała czyaay udział jak:ai .
GOTOWANIE PIECZENIE PRZEROST OWOCOWE I CUKIERNICTWO. TKANIE PRANIE ZWYKŁE 

I CHEMICZNE KREDENS I PORZĄDKI DOMOWE, SZYCIE I KRÓJ, CEROWANIE ZWYKLE 

I PRECYZYJNE OGROD. PASIEKA. M LECZARNIA. OBORA, CHLEWNIA, PRACOWNIA 
TOWAROZNAWCZA, PRACOWNIA BOTANICZNA I LEKCJE PRAKTYCZNE

Na podstawie i po złolerdu przepisanych egzaminów rocznych, oraz po odbyciu 
praktyki rocznej w dziale HODOWLANYM została dopuszczone do

EGZAMINU DYPLOMOWEGO

przed Komisje Egzam inacyjne zatwierdzoną przez M inisterstw o Rolnictwa pismem 

z dnia 23 maja 1929 L  1143/Szk. I ztoiyta ten egzamin z wynikiem

k u t o  M r j a  z a to a c z a t r a .

Rycina 1. Dyplom Lechnickiej Jadwigi Marii z 1932 roku. Kopia dyplomu z książ
ki Antoniego Kroha „Starorzecza", Iskry, Warszawa, 2010, str. 140; zwraca uwagę 
lista wykładów obowiązujących w tej Szkole Gospodarczej w latach 1929-1931.

Chemię Fizjologiczną i Fizjologię do w ybuchu powstania. 
Wywieziony przez Niemców do obozu pracy w H anow e
rze pracowałem jako pomocnik maszynisty kolejowego do 
uwolnienia przez wojska amerykańskie w  dniu 10.IV.1945. 
Następnie pełniłem funkcje lekarza obozu, zaś w  sierpniu 
1945 powołany na kom endanta Polskiego Szpitala Wojsko
wego w Bomlitz, pozostawałem  na tym stanowisku do re
patriacji w  dniu 1.II.1946.

Z dniem 1.IV.1946 zostałem powołany na Katedrę Fizjo
logii Zwierząt Uniwersytetu we Wrocławiu. Równocześnie 
podjąłem się prow adzenia wstępnych prac nad organizacją 
Filii Państwowego Zakładu Higieny w Szczecinie, dokąd 
dojeżdżałem w miarę potrzeby. W dniu 15.IX.1946 objąłem 
zastępstwo kierownika Filii Wrocławskiego PZH, zajmu
jąc się równocześnie etat kierownika Oddziału Wodnego 
tej Filii. Zrezygnowałem w 1947, nie mogąc pogodzić tych 
obowiązków z profesurą. W dniu 24.111.1948 m ianowany 
profesorem zwyczajnym, od roku 1949 pełnię dodatkowo 
obowiązki profesora — konsulenta naukowego w Akade
mii Lekarskiej w  Rokitnicy."

ROK 1954

„Z dniem 1.X.1951 objąłem Katedrę Chemii Fizjologicznej 
AM w Warszawie i kierownictwo Działu Biochemii w  PZH 
w Warszawie. Z dniem 1.V.1954 przeszedłem z PZH do no
wopowstałego Zakładu Biochemii PAN na stanowisko Kie
rownika. Jestem członkiem-korespondentem Polskiej Akade
mii Nauk i doktorem Nauk Medycznych. Byłem delegowany 
na Kongresy Naukowe: do Anglii w  1947 i 1949 roku, do 
Francji w  1952. W 1953 odwiedziłem NRD w drodze wymia
ny kulturalnej, zaś w maju 1954 byłem z delegacją PAN w 
Budapeszcie. W 1951 roku otrzymałem Państwową Nagro
dę Naukową II stopnia. Posiadam następujące odznaczenia 
(wymieniono tylko niektóre spośród 10 odznaczeń, ZZ): 
Krzyż Niepodległości, Krzyż Walecznych i Złoty Krzyż Za
sługi, Medal Zwycięstwa i Wolności."

ROK 1966

Jt W  tLińuAWtU.
im . «Tih«**

W dniu  1.VI.1926 rozpocząłem organizację Pracowni 
Analityczno-Lekarskiej Kasy Chorych we Lwowie (później 
Zakłady Analityczne Ubezpieczalni Społecznej) i kierowa
łem tą placówką do 30.VI.1935 r. 1.III.1936 powierzono mi 
organizację Filii Państwowego Zakładu Higieny w Krako
wie, której Kierownikiem byłem do wybuchu wojny. W 
roku 1937 habilitowałem się z biochemii w  Uniwersytecie 
Wileńskim (na podstawie rozprawy habilitacyjnej pt. Bada
nia nad przeobrażeniem owadów).

Kampanię wrześniową odbyłem jako major-lekarz w  X 
Kadrze Sanitarnej. Po rozbrojeniu wróciłem do Lwowa, gdzie 
pracowałem jako analityk w I Poliklinice. 1 stycznia 1940 po
wołany na katedrę biochemii Wydziału Przyrodniczego we 
Lwowie wykładałem przez dwa lata akademickie. W maju 
1941 zostałem powołany uchwałą Rady Wydziału na Katedrę 
Chemii Nieorganicznej Instytutu Medycznego we Lwowie.

Po wkroczeniu Niemców przeniosłem się do W arszawy 
i tu pod  nazwiskiem Kazimierza Mokłowskiego wykłada
łem na kompletach tajnego Uniwersytetu Warszawskiego

Postępy Biochemii 57 (4) 2011

„W jesieni 1951 powołano mnie w  Warszawie do kiero
w ania Katedrą Chemii Fizjologicznej w  Uniwersytecie Me
dycznym, a równocześnie kierownictwo partii zobowiązało 
mnie do zorganizowania Badawczego Centrum Biochemii. 
Zacząłem od organizacji Zakładu Biochemii w  Państwo
w ym  Instytucie Higieny. W 1952 roku powstała Polska 
Akademia Nauk; zostałem jej członkiem-korespondentem. 
Przewodniczyłem Komitetowi Biochemii i Biofizyki PAN 
od początku aż do 1969.

W 1954 utw orzono Zakład Biochemii PAN, bazując 
głównie na Zakładzie Biochemii w  Państwowym  Instytucie 
Higieny. W 1957 przekształcił się on w  Instytut Biochemii i 
Biofizyki pod moim kierownictwem aż do roku 1966, gdy 
odszedłem  na emeryturę. W 1963 przeszedłem na em erytu
rę w  Uniwersytecie Medycznym. Poczynając od 1966 pełnię 
funkcję Przewodniczącego Rady Naukowej Instytutu.

W 1952 zaczęliśm y w ydaw anie  Biuletynu Akademii 
i byłem  naczelnym  redaktorem  Serii Biologicznej przez 
cały okres. W 1953 zapoczątkow ałem  w ydaw anie kwar-
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Rycina 2. Józef Heller — gimnazjalista podczas lekcji fechtunku w domu rodzin
nym, 1912 rok.

talnika Acta Biochimica Polonica, a w  1954 Postępów Bioche
mii, w  k tó rym  przez pew ien okres pełniłem  funkcje re 
dak to ra  naczelnego. O d 1955 byłem  krajow ym  delegatem  
do M iędzynarodow ej Unii Biochemicznej (IUB), a od 1961 
członkiem  Rady IUB i w  okresie 1967-1973 wice-prezy- 
den tem  IUB. Brałem udział w opracow aniu  s ta tu tu  Unii 
w  1965. W 1962 zostałem  członkiem  Niemieckiej A kade
mii Leopoldina. Od 1947 jestem  członkiem  Tow arzystw a 
Biochem icznego w Londynie i byłem członkiem-zało- 
życielem  Tow arzystw a Porównawczej Endokrynologii. 
Jestem H onorow ym  Członkiem  Polskiego Tow arzystw a 
Biochemicznego, członkiem  Polskiego Tow arzystw a Fi
zjologicznego. O trzym ałem  kilka odznaczeń p aństw o 
wych, w  tym  najwyższe Krzyż K om andorski G w iazdy 
Polonia Restituta. Jestem żonaty z A ntoniną M okłowską- 
Heller, doktorem  medycyny; m am y cztery córki i czter- 
naścioro w nucząt."

JÓZEF HELLER -  LEGIONISTA

Józef Heller wstąpił do Legionów w sierpniu 1914 roku, 
tuż po zdaniu  egzaminu maturalnego. Był dobrze przygo
tow any do służby wojskowej, gdyż należał do skautów i do 
Zw iązku Strzeleckiego we Lwowie, a w  dom u pobierał lek
cje fechtunku (Ryc. 2).

W maju 1915 roku zwolniono go ze służby w Legionach 
po pobycie w  szpitalu, gdzie leżał chory na czerwonkę, któ
ra wyw ołała niedomogi serca. Pomimo to, w  marcu 1917 
roku wrócił do służby czynnej w Legionach. Uczestniczył 
w w alkach o Lwów i w  bitwach w Małopolsce Wschodniej. 
W maju 1919 roku zachorował na tyfus plamisty i znow u po 
wyleczeniu wrócił do pułku, gdzie pełnił funkcję lekarza, 
po ukończeniu kursu dla medyków wojskowych we Lwo
wie. W wojnie polsko-bolszewickiej odznaczył się w  bitwie 
pod Brodzianką w  czerwcu 1920 roku, gdzie pod silnym 
obstrzałem wynosił rannych żołnierzy; odznaczono Go za 
to Krzyżem Walecznych. W 1921 roku uczestniczył w  III Po
wstaniu Śląskim, w grupie ks. Pawła Brandysa. Dopiero w 
sierpniu 1921 roku, po siedmiu latach wojowania, przeszedł 
do rezerw y w stopniu kapitana (Ryc. 3).

W  rok później 
uzyskał dyplom 
lekarza na Wy
dziale Lekarskim 
Jana Kazimierza 
we Lwowie. Sta
dia, które rozpo
czął w 1916 roku 
k o n t y n u o w a ł  
zapewne w prze
rwach między 
wojowaniem, jako 
re k o n w a le s c e n t  
po chorobach za
kaźnych. Po ukoń
czeniu studiów 
medycznych i 
rozpoczęciu pra
cy naukowej nie 
przerwał kontak
tów z wojskiem, 
uczestniczył w 

-----------------------------------------------------  ćwiczeniach woj
skowych i ukoń

czył kurs przeszkolenia oficerów lekarzy rezerwy w 1936 
roku, w  wieku 42 lat. Z tego kursu warto zacytować wydaną 
o Nim opinię: „Bardzo zrównoważony, opanowany, cichy, 
spokojny. Przejawia wiele inicjatywy, jednak niezbyt energicz
ny i za mało stanowczy. Bardzo ambitny. Wybitnie obowiąz
kowy i skrupulatny ... koleżeński i uczynny. W stosunku do 
przełożonych szczery, oddany i bez zastrzeżeń lojalny. Służbę 
wojskową traktuje bardzo ideowo. Fizycznie dość sprawny i 
ruchliwy. Uzdolnienia wojskowe na ogół dobre. Nadaje się na 
stanowisko naczelnego lekarza pułku." [5],

SPUŚCIZNA JAKUBA KAROLA PARNASA

Po uzyskaniu tytułu doktora na Uniwersytecie Lwow
skim, Józef Heller został zatrudniony w charakterze asy
stenta w  Katedrze Chemii Fizjologicznej kierowanej przez 
prof. Jakuba Parnasa (Ryc. 4). Było to pierwsze miejsce p ra 
cy, które przez dziesięć lat (1921-1931) kształtowało zainte
resowania naukowe i charakter przyszłego uczonego. Nic

Rycina 3. Józef Heller w mundurze legionisty, 1921 
rok.

Rycina 4. Pracownicy Zakładu Chemii Lekarskiej Uniwersytetu im. Jana Kazi
mierza we Lwowie: Józef Nuckowski, J. Sieniawski, Włodzimierz Mozołowski, 
Józef Heller, Jakub Karol Parnas, Cecylia Lutwak-Mann, W. Chrząszczewski, An
drzej Jan Klisiecki (1926-1929).
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Rycina 5. Pocztówka od J.K. Parnasa z Moskwy z 1948 roku.

dziwnego, że po odzyskaniu niepodległości przez Polskę w 
1945 roku, Heller poczynił starania aby nawiązać kontakt z 
prof. Parnasem, który pozostał w  Związku Radzieckim.

Na pocztówce z 17 listopada 1948 roku z Moskwy Par
nas pisał do Hellera do Wrocławia: „Kochany Panie Kolego, 
daw no noszę się z odpowiedzią, a dziś już zdecydowało 
mnie nadejście Waszych odbitek, którymi się szczerze ucie
szyłem: i byłem wzruszony napraw dę niezasłużonem po
dziękowaniem; od takiej serdeczności niestety odwykłem. 
List Wasz nadszedł z początku moich chorób, dlatego po
został tak długo bez odpowiedzi. M am się coraz to lepiej, 
nie powiem z dnia na dzień, ale z tygodnia na tydzień czu
ję poprawę. Nadzieje na podróż do Polski tej jesieni — do 
Wrocławia i Krakowa — niestety się rozwiały przez te cho
roby, jeszcze nie rychło będę mógł myśleć — realnie, nie w 
marzeniach — o podróży" (Ryc. 5).

Po przedwczesnej śmierci Profesora Parnasa w radziec
kim więzieniu w Moskwie, co szczegółowo dokumentuje 
artykuł Barańskiej i w spółautorów w Kosmosie [6], Józef 
Heller wymienił szereg listów z Jego żoną, Renatą Parnaso- 
wą na temat uczczenia pamięci Profesora. W liście z 1.X.1958 
J. Heller napisał: „Przedewszystkim omówię je na najbliż
szym zebraniu Komitetu Biochemicznego a równocześnie 
porozm awiam  z sekretarzem Wydziału II PAN profesorem 
Stefańskim. Sądzę, że myśl poświęcenia jednej z sesji II lub

Rycina 6. Jakub Parnas z żoną Renatą, Berlin, 1938 rok.

IV Wydziału uczczeniu rocznicy Profesora ma widoki. Pew
ną formalną trudność może stanowić fakt, żeśmy w  bieżą
cym roku poświęcili Profesorowi osobny num er Postępów 
Biochemii."

W zeszycie 1, IV tomu Postępów Biochemii, w ydanym  w 
1958 roku, oprócz wspom nień o Profesorze zamieszczono 
współczesne prace naukowe sześciu uczniów Parnasa z 
kraju i z zagranicy, w  objętości 221 stron. Na stronach 8-16 
zamieszczono po raz pierwszy kompletny spis 119 publika
cji fakuba K. Parnasa oraz spis 40 tytułów podręczników i 
prac referatowych z lego udziałem. Należy wspomnieć, że 
prof. Heller był wówczas redaktorem  naczelnym Postępów 
Biochemii. O roli profesora Jakuba Parnasa w kształtowaniu 
lekarzy i biochemików ukazał się osobny artykuł [7].

W liście z Człuchowa, datow anym  10 września 1963 roku 
Pani Renata Parnasowa napisała do prof. Hellera: „Wczoraj 
dotarła wiadomość, że na wniosek Pana Profesora, Profesor 
Mochnackiej i Profesora Korzybskiego, na W alnym Zgro
m adzeniu PTB zapadła uchwała stworzenia corocznej Na
grody Naukowej imienia ś. p. Męża mojego. Jestem Panu 
Profesorowi niesłychanie wdzięczna, do Irki i Pana Tade
usza piszę oddzielnie, myślę, że pamięć mojego ś. p. Męża 
nie może być lepiej i godniej uczczona" (Ryc. 6). Doroczna 
N agroda PTBioch im. Jakuba Parnasa jest przyznaw ana za 
najlepszą pracę doświadczalną po dziś dzień i była wielo
krotnie przyznaw ana pracownikom Instytutu, który prof. 
Heller stworzył.

O roli Jakuba Parnasa w rozwoju biochemii prof. Heller 
napisał w  liście skierowanym do Sekretarza N aukowego 
W ydziału VI PAN (13.IV.1959 r.): „Zasługi Jakuba K. Par
nasa dla Nauki Polskiej należy rozpatrywać pod dwojakim 
kątem widzenia, jako badacza o światowej sławie i jako
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twórcy polskiej szkoły biochemicznej. J.K. Parnas wśród 
licznych swych osiągnięć naukowych, które m u zyskały 
światową sławę dokonał dwóch wielkich odkryć, które w y
warły w pływ  na kierunek rozwoju biochemii światowej w 
ciągu co najmniej 20 lat. Pierwsze to odkrycie istoty powią
zania przem iany materii z przemianą energii i wykazanie, 
że dzieje się to za pośrednictwem grup fosforanowych kwa
su adenozyno-trójfosforowego (ATP). Odkrycie to dokona
ne w roku 1934, zostało należycie ocenione i opracowane 
dopiero w latach powojennych, głównie przez laureata na
grody Nobla w  1953 roku Fritza Lipmanna. Drugie, dokona
ne w 1935 roku, to odkrycie fosforolizy glikogenu. O dkry
cie to natychmiast podjęte przez małżonków Gerty i Car
la Cori przyniosło im nagrodę Nobla w 1947 roku. Wedle 
powszechnie spotykanej w świecie biochemicznym opinii, 
nagroda ta co najmniej w  połowie należała się Parnasowi 
i ominęła go tylko dlatego, że w  tym czasie przebywał sta
le w Zw iązku Radzieckim. Splot nieszczęśliwych okolicz
ności sprawił, że zasługi Parnasa były celowo pomijane w 
ostatnim dziesięcioleciu na wschód jak i na zachód od Łaby. 
Obecnie uczeni Radzieccy starają się przywrócić nazwisku 
Parnasa należną mu rangę."

Zasługi Parnasa jako twórcy polskiej szkoły bioche
micznej wynikają już z samego zestawienia nazwisk Jego 
uczniów, mających powszechne uznanie w dziedzinie bio
chemii. Są to: w  Gdańsku prof. Włodzimierz Mozołowski, 
w W arszawie prof. Józef Heller, prof. Tadeusz Korzybski, 
prof. Irena Mochnacka, we Wrocławiu prof. Tadeusz Ba
ranowski i doc. W anda Mejbaum-Katzenellenbogen. Rów
nież prof. Janina Opieńska-Blauth w Lublinie przez pewien 
czas była Jego współpracownicą. Do uczniów Parnasa na
leżą rów nież pracujący w Anglii Tadeusz Mann, jego żona 
dr Cecylia Lutwak-Mann oraz dr Józef Reis."

TAJNE NAUCZANIE W OKRESIE OKUPACJI (1939-1944)

Po pierwszych miesiącach blitz-kriegu Niemców na tere
nie Polski stało się jasne, że należy się liczyć z co najmniej 
kilkuletnią okupacją kraju. Zdawano sobie sprawę, jakie 
skutki wywołuje każdy rok przerwy w kształceniu wobec 
niepowetowanych strat wojennych i systematycznego w y
niszczania inteligencji.

Poczynając od końca 1939 zaczęły powstawać tajne kom 
plety organizowane przez profesorów z Akademii Medycz
nej. W W arszawie działały cztery ośrodki kształcące przy 
szłych m edyków, farmaceutów i stomatologów: Szkoła doc. 
Jana Zaorskiego obejmująca około 1900 słuchaczy; Wydział 
Lekarski UW, 445 słuchaczy; Wydział Farmacji U niwersy
tetu Ziem Zachodnich, około 250 słuchaczy oraz Kurs dla 
m edyków w  getcie warszawskim obejmujący około 500 słu
chaczy. Stopniowo podobne ośrodki tajnego nauczania or
ganizowano na terenie całej Polski. Chronologiczny wykaz 
pow staw ania tych ośrodków obejmuje aż 14 placówek: w  
Warszawie, Krakowie, Wilnie, Częstochowie i Kielcach [8].

Na jesieni 1941 roku funkcjonował już dobrze zorgani
zowany W ydział Lekarski Uniwersytetu Warszawskiego, 
działający na początku na terenie Uniwersytetu, w  dawnej 
siedzibie oraz jego filia działająca w getcie warszawskim. 
Tajne nauczanie m edycyny odbywało się pod płaszczykiem

program u „Szkoły dla Pomocniczego Personelu Sanitarne
go", a w  getcie pod nazwą „Kursu Przysposobienia Sanitar
nego do Walki z Epidemiami" [9].

Po wybuchu II wojny światowej, Józef Heller zmobilizo
wany jako oficer rezerwy w Przemyślu, dostał się pod oku
pację radziecką we Lwowie. Przez pewien czas pracował na 
uczelniach radzieckich, ale już w marcu 1942 roku nielegal
nie przedostał się do W arszawy pod nazwiskiem swej żony 
jako Kazimierz Mokłowski. Od razu się zgłosił do W ydziału 
Lekarskiego, gdzie wykładał aż do czasu aresztowania po 
Powstaniu W arszawskim w 1944 roku. Z listu Profesora do 
dr W itolda W. Głowackiego z 9.III.1972 roku: „W ykładałem 
w ramach tajnego UW w latach 1942/43 i 1943/44. Zasad
niczo w ykładałem  chemię fizjologiczną dla m edyków  i far
maceutów oraz fizjologów, która była moją specjalnością 
badawczą (funkcje wegetatywne — głównie u owadów). 
.... W roku 1943/44 wykładałem chemię fizjologiczną w raz 
z fizjologią wedle jednolitego, konsekwentnie przem yślane
go planu. Na podstawie stenogram ów z tego właśnie kursu 
wydali słuchacze skrypt, który odbito potajemnie w  Banku 
Gospodarstw a Krajowego". Nie był to jedyny skrypt: m ło
dzież odczuwała brak podręcznika, obszerna dw utom ow a 
„Chemia fizjologiczna", w ydana w  1937 roku pod redakcją 
Jakuba Parnasa została wyczerpana. Do tego podręczni
ka Józef Heller napisał dw a rozdziały do tom u drugiego: 
„Krew", 41 stron oraz „Immunochemia", 13 stron [10].

Prof. Stanisław Przyłęcki napisał w  1942 roku now y p o d 
ręcznik chemii fizjologicznej, który został w ydany przez 
młodzież w postaci skryptu. Sam profesor w raz ze swym 
synem -studentem  zginęli w Powstaniu W arszawskim [8]. 
Podręcznik ten, ponownie zredagowany, funkcjonował 
również w pierwszych latach po wojnie. Ukazał się w  Łodzi 
w 1948 roku pod redakcją A. Dmochowskiego; zamieszczo
no w nim trzy rozdziały autorstwa Józefa Hellera: „Trawie
nie", „Krew" i „Przemiana pośrednia węglowodanów". W 
następnym  roku, we Wrocławiu, nakładem Bratniej Pom o
cy Studentów ukazał się podręcznik: J. Heller, St. Karpiak 
„Zarys fizjologii zwierząt kręgowych z podstaw am i bioche
mii" liczący 190 stron.

Na końcu wyżej wspomnianej książki „Tajne naucza
nie medycyny..." [11] zamieszczono listę w ykładowców 
i pomocniczych pracowników, a w śród nich: prof. Stefan 
Pieńkowski i prof. Andrzej Sołtan (fizyka), doc. Tadeusz 
Jaczewski (zoologia), prof. Ernest Sym, prof. Antoni Dmo
chowski, Józef Heller i W łodzimierz Niemierko (fizjologia z 
elementami biochemii); Feliks Przesmycki (mikrobiologia) 
Aleksander Szczygieł (higiena); Alicja Dorabialska, Maria 
Trenkner, Antoni Gałecki (chemia); dr Jan Żabiński (dyrek
tor warszawskiego Zoo); oraz inni w tej liście wymienieni, z 
którymi zetknęli się studenci pierwszych lat powojennych. 
A więc tajne nauczanie w czasie okupacji, spełniając rolę 
kształcenia przyszłych kadr medycznych, równocześnie 
pozwoliło naukowcom  na zachowanie sprawności intelek
tualnej.

W trakcie tajnego nauczania pracownia chemiczna mie
ściła się w daw nym  Zakładzie Chemii Fizjologicznej przy 
Krakowskim Przedmieściu. Po roku Niemcy zarządzili eks
misję. W tedy większą część szkła i sprzętu przeniesiono do
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prywatnych garaży na Hożej, a później do gimnazjum im. 
Górskiego, gdzie ćwiczenia odbywały się aż do Powstania 
Warszawskiego. I chociaż czasowo pracownię przy Kra
kowskim Przedmieściu użytkowano inaczej, po wojnie 
wróciła do swego pierwotnego przeznaczenia. W tych to 
pomieszczeniach prof. Heller w raz z prof. Ireną Mochnacką 
utworzyli w  1951 roku zalążek przyszłego Instytutu Bioche
mii i Biofizyki PAN pod nazwą Pracownia Ewolucyjna.

UTWORZENIE INSTYTUTU 
BIOCHEMII I BIOFIZYKI PAN

Swoją działalność powojenną zaczął profesor Józef Hel
ler od Wrocławia. Główne swoje wysiłki poświęcał wykła
dom  dla studentów  oraz zabiegom organizacyjnym wokół 
Katedry Fizjologii Zwierząt Uniwersytetu we Wrocławiu. 
Dodatkowo udzielał się w  oddziałach PZH w Szczecinie 
i w  Warszawie. I właśnie ta ostatnia placówka stworzyła 
platformę dla przyszłego Instytutu Biochemii i Biofizyki. 
W październiku 1951 Profesor przeniósł się do Warszawy, 
obejmując Katedrę Chemii Fizjologicznej AM, a następnie 
kierownictwo Działu Biochemii w  Państwowym  Zakładzie 
Higieny przy ulicy Chocimskiej w  Warszawie. Główna Jego 
aktywność była wówczas skupiona wokół w ydawania cza
sopism: Postępów Biochemii, Biuletynu PAN  i Acta Biochimica 
Polonica. Dużo czasu i nerwów zajmowały Mu posiedzenia 
w Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej; dydaktykę przejęła 
najbliższa współpracownica Profesora, prof. Irena Moch- 
nacka.

Już w początkach 1953 roku Profesor omawiał z prof. 
Tadeuszem Baranowskim we Wrocławiu kształt przyszłe
go Instytutu Biochemicznego. Na bazie Działu Biochemii 
w  PZH, gdzie kierownikami zespołów byli David Shugar, 
Aleksander Szenberg i Jerzy Meduski utworzono Zakład 
Biochemii PAN w dniu 1.VI.1954 roku z prof. Józefem Hel
lerem jako jego kierownikiem. W notatkach z 1 stycznia 1955 
roku, zapis: „Brak pracy doświadczalnej nie może trwać dłużej. 
Trzeba pozbyć się części posiedzeń i wrócić do poczwarek". Już w 
listopadzie tegoż roku podejmowane są dalsze kroki orga
nizacyjne Instytutu; sprowadzone zostają izotopy fosfora
nów, bez których nie mogła iść dalej praca doświadczalna. 
Profesor zaczyna współpracę z Przemysławem Szafrańskim 
i Ludmiłą Szarkowską; powstają wówczas ważne publika
cje w  Nature o roli ubichinonów w oddychaniu.

O postępie prac w  realizacji marzenia Profesora świadczą 
wzmianki w  listach. W liście do prof. Ignacego Reifera do 
Kopenhagi, z 13.03.1957 roku czytamy: „Sprawa powołania 
Instytutu ruszyła i posuwa się raźniej odkąd wydobyłem ją 
z archiw um  PAN. Jutro będzie rozpatrywana na Prezydium  
Rządu po uzyskaniu przeze mnie zgody 5 różnych resor
tów".

W listach do dr Zofii Opary na stażu w Madison 
(28.03.1960 r.): „Podjęcie prac na Rakowieckiej opóźnia się, 
jakkolwiek przyrzekają skończyć w bieżącym roku". N a
stępnie 12.02.1960 r.: „U nas niewiele się zmieniło. Sprawa 
ul. Rakowieckiej przeciąga się spow odu nowych bardzo ry 
gorystycznych formalności. Organizacyjnie waszą daw ną 
Pracownię łączymy z Shugarem jako Pracownię Genetycz
ną, organizujemy zaś nową Pracownię Immunochemii pod

-  Pracownia Immunochemii przy ul. Oczki w  gmachu 
Akademii Medycznej, 6 osób (kierownictwo -  prof. Ed
m und  Mikulaszek);

-  Pracownia Fizykochemii w  gmachu PZH przy ul. Cho
cimskiej 24, 5 osób (kierownictwo -  doc. David Shugar). W 
gmachu PZH  mieściły się dwie inne placówki: Pracownia 
Cytochemii, zatrudniająca 4 osoby oraz Pracownia Bioche
mii Makromolekularnej, 3 osoby. Łącznie Instytut na po 
czątku zatrudniał 36 pracowników naukowych; adm inistra 
cja zajmowała dw a pokoje w Pałacu Staszica.

Za początek Instytutu przyjmuje się decyzję o pow ołaniu 
Zakładu Biochemii PAN przez Prezydium  Polskiej A kade
mii N auk w 1954 roku, w  gmachu PZH, co opisano wyżej. 
Po trzech latach wszystkie wymienione wyżej pracownie 
formalnie zostały przekształcone w Instytut Biochemii i 
Biofizyki PAN, na podstawie uchwały PAN z 10 stycznia 
1956 roku, zatwierdzonej uchwałą Rady Ministrów z dnia 
14 marca 1957 roku.

Jednak dopiero po 6 latach nieustannych zabiegów Pro
fesora przy współudziale prof. Ignacego Reifera i prof. Da- 
vida Shugara, te rozproszone pracownie znalazły się pod 
w spólnym  dachem, przy ulicy Rakowieckiej 36 [12], Tym 
czasowo Instytut pomieścił się w  lokalach wynajm owanych 
od Instytutu Fermentacyjnego. Powstała w tedy możliwość 
przeniesienia do dwóch skrzydeł tego budynku innych pra 
cowni warszawskich: Zakładu Biochemii Drobnoustrojów, 
Pracowni Antybiotyków a trochę później Zakładu G enety
ki, mieszczącego się w  Ogrodzie Botanicznym w  Alejach 
Ujazdowskich. Instytut wówczas współpracował z Pracow 
nią Biochemii Patologicznej w  G dańsku i z Pracownią A lka
loidów w  Poznaniu (pracownie te mieściły się formalnie w 
strukturze organizacyjnej IBB).

W 1965 roku, pod w spólnym  dachem, Instytut podw oił 
liczbę pracowników naukow ych do 66; ponadto zatrudniał 
46 pracowników technicznych, 18 pracowników fizycznych, 
13 pracow ników  Administracji i 4 bibliotekarzy, łącznie, z

-  Pracownia Biochemii Ewo
lucyjnej na Krakowskim P rzed 
mieściu 26/28, zatrudniała 11 
pracowników naukow ych (kie
rownictwo -  prof. Irena Moch- 
nacka);

-  Pracownia Biochemii Roślin 
w  daw nym  gmachu SGGW na

Rakowieckiej, 7 osób (kierownictwo -  prof. Ignacy Reifer);

Rycina 7. Profesor Józef Hel
ler w okresie powstawania 
Instytutu Biochemii i Biofizyki 
PAN, zdjęcie legitymacyjne 
około 1956 roku.

kierunkiem prof. Mikulaszka. 
Ta pracownia będzie się zajmo
wać składem chemicznym drob
noustrojów, głównie otoczek" 
(Ryc. 7).

Instytut powstawał z kilku 
Pracowni, funkcjonujących w  la
tach 1951-1956, umiejscowionych 
w kilku punktach miasta:
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10 doktorantam i, Instytut zatrudniał 157 osób. Dzięki dużej 
pow ierzchni lokalowej i zastrzykom pieniędzy z PAN moż
na było unowocześnić aparaturę i zaadaptować ją, dzięki 
spraw nie działającym warsztatom. W rok później, profesor 
H eller odchodząc na emeryturę, przekazał funkcję Dyrekto
ra Insty tu tu  prof. Wacławowi Gajewskiemu. Odchodząc ze 
stanow iska Dyrektora, profesor Heller czuwał nad całością 
Insty tu tu  aż do końca 1981 roku jako Przewodniczący Rady 
Naukowej.

W Archiw um  Hellera osobny segregator zawiera za
proszenia na zebrania referatowe, odbywające się w  latach 
1956-1958 w „Bibliotece Instytutu Biochemii i Biofizyki 
PA N  w  Warszawie, ul. Krakowskie Przedmieście 26/28"; de 
facto zebrania te miały miejsce w bibliotece Zakładu Bioche
mii Ewolucyjnej. Seminaria te niewątpliwie odegrały rolę 
integracyjną wśród rozproszonych pracowni Instytutu. Ty
tuły referatów odzwierciedlają rozpiętość tematyk i technik 
podejm ow anych przez różne pracownie. Było to zgodne z 
myślą przew odnią Dyrektora Hellera: „Bezpośrednio po 
wojnie mogłem wybrać jedno zagadnienie i nad nim z gru 
pą naukow ców  pracować. Dałoby to może szybsze rezulta
ty. Ale uważałem, że lepiej będzie rozciągnąć działalność na 
wiele kierunków. Myślałem o przyszłości, o wykształceniu 
kadr w  wielu dziedzinach biochemii [3]". Spis list pracow 
ników, z ich odręcznymi podpisami na zawiadomieniach o 
zebraniach referatowych zawierały niezmiennie adnotację: 
„Z uw agi na to, że zebranie wchodzi w  skład planu szkole
nia — udział wszystkich pracowników nauki Instytutu jest 
obow iązkow y".

Referaty przeważnie wygłaszali młodzi ze stopniem m a
gistra, którzy później z całym zapałem spełnili pokładane w  
nich nadzieje, stając się uczonymi znanymi w świecie; byli to 
m.in. profesorowie: Tadeusz Chojnacki, Zofia Lassota, Ma
ria Monika Jeżewska, Eugeniusz Sułkowski, Przemysław 
Szeliga-Szafrański, Ludmiła Szarkowska, Andrzej Koziński, 
Zofia O para, Irena Pietrzykowska, Kazimierz Kleczkowski, 
Kazimierz Lech Wierzchowski, Celina Janion, Halina Siera
kowska. Na tychże zebraniach dzielili się swymi w rażenia
m i z podróży zagranicznych i zjazdów m iędzynarodowych 
profesorowie Ignacy Reifer, David Shugar, Józef Heller, 
W łodzim ierz Niemierko. Przychodzili również zapraszani 
pracow nicy naukowi z 15 innych placówek biochemicznych 
w  W arszawie, stąd można wnioskować, że seminaria te 
w ów czas odegrały istotną rolę w rozpowszechnianiu ponad 
podręcznikowej, aktualnej wiedzy biochemicznej.

KORESPONDENCJA I WYJAZDY ZAGRANICZNE

W organizacji nowoczesnego Instytutu Biochemii i Bio
fizyki Profesorowi znacznie dopomogły dw a wyjazdy za 
granicę: dwumiesięczny na wiosnę 1957 do USA (Madison, 
H arvard , N ew  Jork) oraz czteromiesięczny wyjazd, spon
sorow any przez fundację Rockefellera w okresie marzec- 
czerwiec 1958 roku. Profesor zwiedził wówczas wszystkie 
znaczące placówki biochemiczne w  świecie: Londyn, Nowy 
Jork, W aszyngton, Baltimore, Filadelfia, San Francisco, 
H ouston, Chicago, Boston New Haven, Paryż, Strasbourg, 
Bruksela. Profesor zdawał sobie sprawę, że aby zapełnić 
w yrw ę wojenną należy poznać czym się zajmują czołowe 
placówki biochemiczne. Plonem tej podróży była starannie

opracowana tematyka w poszczególnych zakładach oraz 
nawiązanie kontaktów, z których wynikły późniejsze w y
jazdy na staż pracowników Instytutu, a także zaproszenia 
na ważniejsze zjazdy m iędzynarodowe [13], W osobistych 
wspom nieniach prof. Moniki Jeżewskiej czytamy: „Przy
chodził opowiedzieć (nam, m łodym  pracownikom) o sw o
ich wizytach w zagranicznych laboratoriach i czuło się jaką 
przyjemność sprawiało Mu zaprezentowanie tam  naszych 
wyników czy stwierdzenie, że nasze osiągnięcia są znane"
[14].

Prof. Heller poczynił ogromne wysiłki aby podtrzym ać 
ciągłą łączność z placówkami zagranicznymi. Jego kore
spondencja obejmuje ponad 50 nazwisk, wśród nich znaj
dują się najwybitniejsi biochemicy lat powojennych: A.E. 
Braunstein i W.A. Engelhardt (Moskwa, Akademia Nauk), 
M. Florkin (Liège, Belgia), David E. Green (Madison, Enzy
mes Research), Peter Karlson (Marburg), Hilary Koprowski 
(Filadelfia), Michał Laskowski, Sr. (Buffalo), Albert Lehnin- 
ger (Baltimore), L. Levenbook (Bethesda), Claude Liébecq 
(Liège), Fritz Lipmann i Severo Ochoa (New York), A.N. 
O parin (Moskwa), Fr. Straub (Szeged, Budapeszt), H. The- 
orell (Sztokholm), R.H.S. Thompson (Londyn), Middlesex 
Hospital, Śorm Frantiśek (Praga), G. Wald (Cambridge), 
D.F. W aterhouse (Canberra, Australia), H.G. W ood (Cleve
land), F. Young (Cambridge).

W liście skierowanym  do Biura W spółpracy Naukowej 
z Zagranicą PAN prof. Heller napisał w  rubryce 9 ankie
ty „korzyści osiągane ze współpracy": „Prawo bezpłatne
go udziału we wszystkich zebraniach, konferencjach etc. 
Głównie: ogrom na zniżka ceny prenum eraty i wszystkich 
w ydaw nictw  książkowych np. Biochemical Journal roczna 
prenum erata wynosi 124 £, dla członków — 25£. Jeden z 
roczników lat 50-ych istnieje w Polsce tylko w rękach człon
ków Biochemical Society, bo „Ruch" wstrzymał na ten rok 
prenum eratę Biochem. J. Umożliwiło to nam  w najcięższych 
latach utrzym anie kontaktu z nauką światową". Jak ograni
czone to były kontakty, zaświadcza statystyka z 1976 roku 
o przynależności do Biochemical Society: liczba wszystkich 
członków 5599; z krajów socjalistycznych: z Bułgarii 2, z 
Czechosłowacji 7, z Polski 11, z Rumunii 2, z Węgier 2.

Poza kontaktami z wyżej wymienionymi naukowcami, 
Profesor korespondował ze wszystkimi byłymi w ychow an
kami Instytutu oraz ze stażystami zagranicą. Ponadto u trzy 
m ywał żywe kontakty z kierownikami wszystkich w iodą
cych ośrodków w Polsce.

OJCOWSKA OPIEKA NAD 
WYCHOWANKAMI INSTYTUTU

W archiwum  znajdują się listy do Profesora, wysyłane 
przez wielu naukowców ze stażu naukowego za granicą, w 
okresie 1956-1966: Zofia Opara, Ludmiła Szarkowska, Ro
m an Pakuła, Monika Jeżewska, Kazimierz Kleczkowski, Ta
deusz Kłopotowski, Maciej Wiewiórowski, Helena Kozdrój, 
H enryka Kurzepa.

Listy słane do Profesora miały odm ienny charakter od 
suchych sprawozdań, których wymagała administracja 
PAN w Pałacu Kultury i Nauki czy Ministerstwo Szkol
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nictwa Wyższego. Każdy z piszących dokładnie opisywał 
wyniki doświadczeń i planowane następne, oraz wszystkie 
swoje zmartwienia i nadzieje, tak jakby siedział przed Pro
fesorem w jego gabinecie. Profesor Maciej Wiewiórowski w 
liście dołączonym do oficjalnego sprawozdania w 1966 roku 
napisał: „... tego typu zaproszenia (dla kanadyjskiego na
ukowca do Polski) są dla nas bardzo cenne, bo umożliwiają 
szerokie powiązania placówek polskich z dobrymi zagra
nicznymi. Jak dotąd nie udało mi się nawiązać tego typu 
kontaktu, gdyż w ym aga on w naszym kraju conajmniej 
rocznego planowania a przecież tego typu kontakty w ym a
gają błyskawicznej akcji i reakcji. Potrafią to nasi sąsiedzi z 
za Olzy i naw et ci z NRD".

Dr Tadeusz Kłopotowski z pracowni Amesa w NIH, Be- 
thesda (list z 14.IX.1966 r.): „Moje zadanie tutaj polega na 
znalezieniu czegoś nowego w  sprawie genetycznej regulacji 
biosyntezy histydyny. To tak ogólnikowe sformułowanie 
zostawia mi całkowitą swobodę planowania doświadczeń. 
Wobec prawie idealnych w arunków  technicznych własna 
pomysłowość, wiedza i chęć do pracy są jedynymi czynni
kami, które limitują tem po doświadczeń."

List dr Kazimierza Kleczkowskiego z M arburga (z 
16.11.1966 r.) ilustruje ówczesną biedę techniczną i odczyn
nikową. „My nie m am y tutaj oryginalnych naczynek Co- 
nveya i męczymy się w  prowizorycznie zrobionych z szalek 
Petri. Naczynka zam ówione w  USA są bardzo drogie. Ja za
proponowałem, żeby zwrócić się z prośbą do prof. Reifera o 
przysłanie nam  300 naczynek (bez przykrywek) a w zamian 
za to doc. Koeting skłonny jest kupić nam odczynniki, które 
potrzebujemy i nie możemy kupić w kraju."

Józef Heller do Zofii Opary na stażu w Uniwersytecie 
Wisconsin (26.X.1961 r.): „Sądząc z opowiadań Przemka 
(Szafrańskiego), droga do doktoratu nie jest usłana róża
mi i nie wiem, czy cel ten usprawiedliwia tyle wyrzeczeń. 
Łącznie z osobistymi komplikacjami sytuacja Pani jest tak 
złożona, że nie śmiałbym ryzykować żadnych rad. W każ
dym razie przy decydowaniu proszę pamiętać, że w  razie 
powrotu może Pani zawsze liczyć na życzliwe przyjęcie z 
mojej strony i że zawsze gotów jestem Pani pomóc także 
w ew entualnym  rozplątywaniu innych komplikacji, gdy
byście się zdecydowali na pow rót O zamierzonej dacie
powrotu proszę napisać conajmniej na 4 miesiące naprzód, 
bym  miał czas załatwić formalności etatowe z Oddziałem 
Personalnym P.A.N. W ostatnim kwartale 1959 r. nastąpiły 
drakońskie obostrzenia w  tej dziedzinie z kasowaniem lub 
przenoszeniem nieobsadzonych etatów i teraz wszystkie 
pociągnięcia personalne trzeba uzgadniać z najwyższymi 
władzami Akademii. Ale to są już moje troski."

Jakie to były troski ilustruje przebieg zatrudnienia mgr 
Danieli Barszcz w Instytucie. Podjęła ona prace zlecone w 
Pracowni prof. Shugara w połowie 1959 roku, a w listopa
dzie tegoż roku straciła zatrudnienie etatowe w poprzednim  
miejscu pracy. Nie mogąc jej zatrudnić formalnie, profesor 
Heller przez trzy miesiące wypłacał jej pieniądze z własnej 
kieszeni.

Serdeczny ton przebija w  listach z prof. Włodzimierzem 
Niemierko czy z prof. Janiną Opieńską-Blauth. Widać, że

przede wszystkim  łączyła ich wspólna troska o stan polskiej 
biochemii i właściwe zagospodarowanie kadr po wojnie. W 
rekomendacji dla prof. W łodzimierza Niemierki na człon- 
ka-korespondenta PAN (11.IV/1957 r.), prof. Heller napisał: 
„Wszystkie te prace (omówienie prac poprzedza 2-stronico- 
wy opis), stanowiące bardzo poważny wkład do biochemii 
porównawczej są owocem pracy zespołu, który z biegiem 
lat wyrósł pod kierunkiem Niemierki. Trudno dziś oddzie 
lić i omówić osobno te prace, w  których Niemierko brał bez
pośredni udział, od tych które planował i którymi kierował, 
i wreszcie od takich, które wyrosły na podłożu poprzednich  
prac Niemierki przy czynnym  wkładzie myśli Jego uczniów. 
W skład zespołu bowiem wchodzą samodzielni już dzisiaj 
pracownicy nauki. Wychowanie tak poważnej grupy sam o
dzielnych pracowników naukowych stanowi również po 
w ażną pozycję w  dorobku naukow ym  Niemierki."

Inny dokum ent wysłany do Australian Academy of 
Sciences (31.X.1962 r.), świadczący o szacunku prof. Hellera 
dla swego przyjaciela: „Professor W. Niemerko is a very out
standing worker in the field of insect biochemistry and  his 
achievements are well known, especially among the investi
gators of this problem. The scientific activity of Prof. W. N i
emierko covers moreover the domains of lipid m etabolism  
and muscle biochemistry. He represented many times Po
land at the international Symposia concerning the biochem 
istry of lipids. Professor Niemierko, actually the Director of 
The Institute of Experimental Biology in Warsaw, is a very 
successful teacher. Three of his pupils are now Assistant- 
Professors in biochemistry well known in the field of insect 
biochemistry and of lipid metabolism. Professor N iem ierko 
is an excellent lecturer w ith a very perfect knowledge of the 
English language."

WYKŁADY I ODCZYTY PUBLICZNE

Profesor Heller wykładał dla różnych gremiów, populary 
zując badania naukowe. Wykłady te często stanowiły m ate
riał do późniejszych publikacji, które sam profesor uznaw ał 
za ważne w  swoim dorobku naukowym. Poniżej zestawiono 
tytuły kilku wykładów, mających szeroki oddźwięk w  środo
wisku naukowym. J. Heller i A.J. Klisiecki, „O rozmieszcze
niu ciał macierzystych amonjaku w krwi owczej pom iędzy 
surowice i krwinki" — wygłoszone w Krakowie i we Lwo
wie w 1934; J. Heller, „O zawartości kwasu moczowego w 
krwinkach ludzkich", w  Towarzystwie Lekarskim we Lwo
wie,1935 r.; J. Heller, „O regulacji przemiany u motyla wil- 
czomleczka", w  Towarzystwie Fizjologicznym w Krakowie, 
9.XII.1937 r.; J. Heller, „J.P. Pawłów — sylwetka naukow a", 
XI.1949 r., referat wygłoszony w 100-lecie urodzin uczonego 
na plenarnym posiedzeniu PAN; J. Heller, „O profilaktyce jo
dowej wola endemicznego", referat wygłoszony na Zjeździe 
Przeciwwolowym we Wrocławiu, 2 marca 1951 r.; tematyka 
poruszona w  tym ostatnim wykładzie zaowocowała w pro 
wadzeniem jodowanej soli w  handlu spożywczym; J. Heller, 
„Biochemia polska w okresie dziesięciolecia 1944-1954", w y
kład na plenarnym posiedzeniu Polskiej Akademii Nauk. W 
wykładzie tym przedstawia wizję planów badawczych dla 
przyszłego Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

W m arcu-m ajul963 roku, profesor wygłosił cykl w ykła 
dów dła lekarzy poświęcony przemianie materii z następu 
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jącymi rozdziałami (łącznie 61 stron maszynopisu): Fosfory - 
lacje ustrojowe, Przemiana cukrów, Przemiana tłuszczów, 
Przemiana białkowa, Synteza rdzeni pirolu, pirydyny, pi
rym idyny i puryny, Synteza białka. Wykłady te stały się 
podstawą do opracowania hasła „PRZEMIANA MATERII" 
dla Encyklopedii Przyroda i Technika 1964, str. 958-961, J. 
Heller i I. Mochnacka.

POLSKI SŁOWNIK MEDYCZNY

Polski Słownik Medyczny zaczął powstawać jeszcze w 
dwudziestoleciu międzywojennym. Hasła były zbierane 
nawet w czasie okupacji, jednak długo po wojnie wydanie 
słownika nie dochodziło do skutku mimo zgromadzenia 
około 92000 kart słownikowych. Praca nad słownikiem 
dopiero nabrała przyspieszenia w 1969 roku, gdy VI Wy
dział N auk Medycznych PAN powierzył funkcję redaktora 
prof. Ksaweremu Rowińskiemu, a jego zastępcą mianował 
lekarza Tadeusza Rożniatowskiego, ówczesnego dyrektora 
Państwowego Zakładu W ydawnictw Lekarskich (PZWL). 
Powołano Komitet Redakcyjny, powierzając przewodnic
two prof. lózefowi Hellerowi. Do Kolegium Redakcyjnego 
Słownika weszli wybitni polscy uczeni nauk medycznych, 
profesorowie: Dymitr Aleksandrów, Tadeusz Korzybski, 
Jan Karol Kostrzewski, Mirosław Mossakowski, Ksawery 
Rowiński, Witold Rudowski; w skład Komitetu N aukow e
go oprócz uczonych weszli wybitni lekarze praktycy, p ro 
fesorzy: Jan Nielubowicz (chirurgia) i Tadeusz Orłowski 
(urologia).

Wydanie Słownika okazało się bardzo żm udnym  zajęciem, 
pochłaniającym wiele czasu i trudu. Po przejrzeniu kart ze
branych do roku 1969 stwierdzono, że należy odrzucić ponad 
20% haseł powtórzonych lub nie mających bezpośredniego 
związku z medycyną. Do współpracy pozyskano wielu zapa
lonych naukowców, którzy przepisywali na maszynie karty 
w większości wypełniane odręcznie. Zostało uwzględnione 
mianownictwo wprowadzone przez współczesne m iędzyna
rodowe kongresy w dziedzinie biochemii, histologii i embrio
logii. Definicje polskie z odpowiednikami łacińskimi zostały 
zrecenzowane. Wydanie Słownika planowano na rok 1974, 
niestety terminu tego nie udało się dotrzymać, został prze
ciągnięty na cztery następne lata. W protokółach posiedzeń 
Komitetu Redakcyjnego (22.1.1973 r.), uzasadniając powolną 
i żm udną pracę nad Słownikiem, przytoczono stwierdzenie 
Witolda Doroszewskiego: „Jeżeli twardy wyrok sędziego 
skazał czyjąś głowę na pracę i męki, to niech skazany spisuje 
hasła słownikowe, bo ten jeden trud ma, mówiąc wprost zna
miona wszystkich innych kar". Prace nad Słownikiem trwały 
11 lat, zakończono je w marcu 1978 roku, a w  księgarniach 
Słownik ukazał się w  czerwcu 1981, zawierając ponad 100000 
haseł. Kolejna edycja, powiększona o około 200 stron, pod na
zwą „Wielki słownik medyczny PAN" ukazała się dopiero 15 
lat później w  1996 roku.

PROMOCJE BIOCHEMIKÓW

Profesor spełniał ogromną rolę opiniotwórczą w prom o
cji biochemików w kraju. Archiwum zawiera trzy segrega
tory z kopiami ponad 170 opinii! W ciągu 20 lat profesor 
napisał 18 recenzji habilitacyjnych, 50 recenzji doktoratów, 
włączając w to 6 ocen prac kandydackich w latach 1951-

1957. W sekcji N auk Biologicznych PAN przedstawił blisko 
40 wniosków na profesora nadzwyczajnego i to z różnych 
dziedzin, jakie wówczas obejmowała Sekcja Nauki rolnicze 
weterynaryjne i medyczne. Rzadko przedstawiał opinie 
ujemne, zawsze znajdując jakieś wątki pozytyw ne w  recen
zowanej pracy. Jednak niekiedy trafiały na jego biurko pra 
ce kuriozalne. W 1962 roku Stanisław Grabiec przedstawił 
pracę o „biotelereprodukcji bakterii Staphylococcus albus", 
w  której „wykazał" namnażanie się bakterii za pomocą 
metalowego przewodnika. Powołano specjalną komisję do 
zbadania zjawiska zaobserwowanego w Katedrze Mikro
biologii W ydziału Weterynaryjnego SGGW i stwierdzono, 
że rzeczywiście bakterie „wędrowały poprzez drucik" do 
innej kolbki z pow odu nieszczelności w  szkle, w miejscu 
wtopienia drucika.

PUBLIKACJE I WYDAWNICTWA

W latach 1924-1939 Józef Heller opublikował 40 prac ory
ginalnych; w  latach 1947-1954,18 prac; w  okresie dyrekto
rowania w IBB (1954-1970), 45 prac. Łącznie opublikował 
103 prace oryginalne (pełny spis w Archiw um  IBB). Jest to 
dorobek imponujący, zważając na przerw ę wojenną oraz 
ogrom ną pracę organizacyjną po wojnie poświęconą odbu
dowie polskich instytucji naukowych, stworzenie Instytutu 
Biochemii i Biofizyki oraz nauczanie studentów.

W rzeczywistości prac oryginalnych z bezpośrednim 
udziałem Profesora powstało mniej, około 90; niektóre prace 
pod bardzo zbliżonym tytułem drukowano w odmiennych 
wersjach, w różnych czasopismach. Podobnie postępowa
li uczniowie i współpracownicy Profesora w  latach 50-tych. 
Nie było wówczas Internetu, więc w ydruk pracy w różnych 
czasopismach sprzyjał szybszemu udostępnianiu osiągnięć w 
badaniach.

Profesor zwięźle podsum ow ał swoje osiągnięcia nauko
we w  życiorysie z 1973 roku:

„1924: z J.K. Parnasem „O amoniaku we krwi" kontynu
owane z A.J. Klisieckim w 1932.

-  1924-1929: seria publikacji w  Biochemische Zeitschrift po
święcona metabolizmowi owadów, oddychaniu, m etam or
fozie, hemolimfie itd.

-  1930-1934 z W. Mozołowskim: publikacje w  Zeitschrift für  
vergleichende Physiologie „O rozmieszczeniu kwasu moczo
wego pom iędzy surowicę i cząsteczki u człowieka."

-  1947-1950: Pyrofosforany nieorganiczne u owadów.

-  1954-1966: z P. Szafrańskim, L. Szarkowską i M. Jeżewską 
i in.: Przyczynki do poznania procesów: Biosynteza białka, 
Ubichinony w oddychaniu, Biosynteza kwasu moczowego 
u ow adów  i mięczaków."

Osobno w archiwach są spisane „Prace referatowe" 
(tak klasyfikował je Profesor), które obejmują rozdziały do 
podręczników  i skryptów, publikacje popularnonaukow e, 
hasła do encyklopedii, om ówienia zjazdów  biochemicz
nych. W okresie 1928-1953 „Prac referatow ych" opubli
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Rycina 8. Profesor ze współpracownikami w 50-lecie pracy naukowej, w lutym 1973 roku: Zofia Po
rębska, Tadeusz Kłopotowski, Jan Szarkowski, Hanna Wehrowa, Leszek Tomaszewski, Zofia Lasso- 
towa, Przemysław Szafrański-Szeliga, Józef Heller, Jerzy Buchowicz, Antonia Mokłowska-Hellerowa, 
Kazimierz Kleczkowski, Maria Monika Jeżewska, Kazimierz Lech Wierzchowski, Maria Piechowska.

kow ano w liczbie 14, po 1954 roku 19, w  sumie 33 prace. 
Wyliczenie pow yższe nie obejmuje recenzji prac doktor
skich, habilitacyjnych i książek oraz w ypow iedzi w prasie, 
bardzo licznych w latach 60-tych w  okresie pow staw ania 
naszego Instytutu.

Profesor Heller p rzyw iązyw ał wielką w agę do pub li
kow ania odkryć dokonanych w Instytucie w  najlepszych 
czasopism ach światowych, tak aby one jak najszybciej 
w eszły w obieg nauki. A rchiw um  zaw iera znam ienne 
korespondencje do Nature: A.W. Koziński, Z. Opara, Z. 
Kraft, Effect of antim etabolites on antigen Vi synthesis 
and  variability  in S. typhi, Nature 179, 201, 1957; J. H el
ler, P. Szafrański, E. Sułkowski, Am ino acids activation in 
relation  to the synthesis of silkproteins, Nature 183, 397, 
1959; J. Heller, L. Szarkowska, M. Michałek, U biquinone 
/ Coenzym e Q /  in insects, Nature 188, 491,1960. O bydw ie 
publikacje z udziałem  J. H ellera były zaopatrzone w o d 
pis listu  T. M anna (Cambridge, Anglia), k tóry rekom en
dow ał prace do druku.

Profesor Heller zadbał o to by rozwinąć polskie w ydaw 
nictwa prac biochemicznych i biologicznych. W 1951 roku 
pow stał Biuletyn PAN  (Józef Heller redaktor naczelny), 
w ydaw any  w  pięciu seriach: nauki biologiczne (prof. Jó
zef Heller), nauki m atematyczne, astronomiczne i fizycz
ne (prof. Andrzej Mostowski), nauki chemiczne (prof. Jan 
Michalski), nauk o Ziemi (prof. Kazimierz Smulikowski), 
nauk  technicznych (prof. Witold Nowacki).

Zygmunt Nierada, gratulując Profesorowi jubileuszu 50-le- 
cia pracy naukowej, w  tym 20 lat prowadzenia serii nauk 
biologicznych Biuletynu pisze(w liście z 22.11.1973 r.): „Sam 
Pan Profesor opublikował w Biuletyniel8 własnych prac, a 
doniesienia 374 innych autorów wprowadził." Wyżej, w auto
biografii Profesor wspomniał: „W 1953 zapoczątkowałem wy

dawanie kwartalnika Acta Biochimica Polonica, 
a w  1954 Postępów Biochemii, w  którym przez 
pewien okres pełniłem funkcje redaktora na
czelnego." Można powiedzieć, że energii i 
wysiłkowi Profesora zawdzięczamy w  odstę
pie trzech lat powstanie trzech ważnych pism 
biochemicznych w Polsce. Korespondencja 
z wydawnictwami stanowi świadectwo, jak 
ważne były wskazówki Józefa Hellera w  kie
rowaniu do przekładu na język polski najnow
szych książek z nauki światowej. W pewnych 
przypadkach sugerował, aby przekład książki 
zawierał uzupełnienia, świadczące o udziale 
polskich uczonych w danej dziedzinie. Nato
miast w  recenzjach artykułów do publikacji 
Profesor wykazywał wielką przenikliwość i 
skromność. Podejmował się jedynie recenzji 
artykułów z dziedziny, w  której czuł się eks
pertem; inne artykuły odsyłał do odpowied
nich uczonych, których uznawał w tej dziedzi
nie za autorytet.

POPULARYZACJA BIOCHEMII W PRASIE

W trakcie starań o powstanie Instytutu Bio
chemii i Biofizyki PAN, a następnie w  jego 
początkowym stadium organizacji profesor 

Heller przekazywał prasie liczne informacje o Instytucie, przy 
czym informacje te ukazywały się na łamach różnych gazet: 
Trybuna Ludu „Tradycje, które nie mogą wygasnąć" (4.X.1956 
r.) Artykuł ten przedrukowały Postępy Bioclremii 51/1 (2005) 
233-234; Stolica „Biochemia odsłania tajniki życia", Mieczy
sław Zawadka (5.X.1958 r.); Argumenty „Twórczość nauko
wa — sztuką kojarzenia" (20-27.XII.1959 r.); Kuńer Polski „Od 
stanu biochemii zależy postęp", Kazimierz Moczarski (6/7. 
IX.1958 r.); Ekspress Wieczorny, Tygodnik Demokratyczny i inne.

Najliczniejsze wypowiedzi w  prasie ukazały się w  trakcie 
obrad V Międzynarodowego Kongresu Biochemików w Mo
skwie, w  sierpniu 1961 roku. Prasa informowała na pierw
szych stronach o udziale polskich biochemików, o wyborze 
prof. Hellera na członka Zarządu Międzynarodowej Unii 
Biochemicznej. Profesor wraz ze współpracownikami reda
gował anglojęzyczne wydanie przebiegu obrad V Kongresu 
Biochemicznego w Moskwie w  1961 roku, które ukazało się 
w  prestiżowym wydawnictwie Pergamon Press we współ
pracy z polskim PWN w roku 1963. Profesor Heller był inicja
torem wydania po polsku monografii J.A. Bashama i M. Ca- 
lvina „Udział węgla w  fortosyntezie" w  tłumaczeniu dr Zofii 
Kasprzyk, wydanej w  1962 roku, w  wydawnictwie PWRiL.

W 1961 roku w periodyku Nauka Polska, Tire review of the 
Polish Academy of Sciences w  języku polskim i angielskim uka
zał się artykuł J. Hellera: „Instytut Biochemii i Biofizyki. Zało
żenia, osiągnięcia i perspektywy", podsumowujący osiągnię
cia i rozwój młodego Instytutu. W Instytucie powstał nowy 
kierunek badań, w  oparciu o nowoczesne techniki biofizycz- 
ne, który zaprezentowano w artykule pt. „List do Redakcji 
w sprawie biologii molekularnej" Kosmos A, t.XI, nr 3,1962.

W styczniu 1973 roku świętowano Jubileusz 50-lecia pra
cy naukowej prof. Hellera (Ryc. 8); spraw ozdania z tego
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Rycina 9. Prezydium uroczystej sesji w 25-lecie Instytutu Biochemii i Biofizyki 
PAN: prof. Kazimierz Lech Wierzchowski (dyrektor), prof. Józef Heller (prze
wodniczący Rady Naukowej) prof. Tadeusz Korzybski, 1979 rok.

w ydarzenia zamieściły Życie Warszawy, 18-19.11.1973 r. i 
Miesięcznik Literacki „(Rok VIII, nr 7, str. 98-113, 1973) pt. 
„M edycyna i cywilizacja, panel dyskusji z udziałem  uczo
nych i dziennikarzy." Ze względu na pogarszający się stan 
zdrow ia Profesor odszedł na emeryturę już w  1966, mając 
70 lat. Nie stracił jednak kontaktu z Instytutem; przez 15 lat 
pełnił funkcję Przewodniczącego Rady Naukowej Instytu
tu, aż do roku 1981 (Ryc. 9).

Znam ienny jest napis na nagrobku Profesora: „żołnierz, 
uczony"; mieści się w  tym cały Jego kodeks etyczny, przede 
wszystkim  bronił Ojczyzny, gdy tego wymagała (Ryc. 10). 
Najpierw z karabinem w Legionach, a w trakcie II wojny 
światowej wykładając na tajnych kompletach, na których 
uczył młodzież fizjologii i biochemii.
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ABSTRACT
The article commemorates the activity of Józef Heller starting in 1921 with Jakub Parnas's group in Lvov which investigated the phospho- 
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Institute of Biochemistry and Biophysics of the Polish Academy of Sciences — it now continues its activity. Professor Heller initiated the pu
blication in Poland of three major biochemical journals, including P ostępy Biochemii (1954). Thanks to His leadership the first Polish Medical 
Dictionary was published (1981). The article summarizes the pursuit of Józef Heller in various branches of academic life, which were and still 
are appreciated by subsequent generations of Polish biochemists.
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Charakterystyka molekularna i fizjologiczna  
neuropeptydów owadzich z rodziny pirokinin

STRESZCZENIE

N europeptydy z rodziny pirokinin (PK) stanowią dużą grupę strukturalnie i funkcjo
nalnie zróżnicowanych peptydów produkowanych przez komórki neurosekrecyjne 

układu nerwowego owadów. Należą do nich krótkie, zbudowane z kilku reszt aminokwaso- 
wych, cząsteczki oraz długie zbudowane z kilkudziesięciu reszt aminokwasowych związki. 
W szystkie charakteryzują się występowaniem na C-końcu cząsteczki sekwencji -FXPRLa- 
midu. Poznane do tej pory funkcje fizjologiczne peptydów z tej rodziny, to stymulacja skur
czów mięśni narządów trzewnych, kontrola syntezy feromonów oraz regulacja czasu trwania 
diapauzy i przepoczwarczenia. Pirokininy kodowane są przez dwa geny, PBA N  i capa, które 
ulegają ekspresji głównie w  komórkach zwoju podprzełykowego. Syntetyzowane peptydy 
transportowane są do kom pleksu retrocerebralnego i uwalniane do hemolimfy. W ostat
nich latach prowadzone są intensywne badania nad wykorzystaniem peptydów z rodziny 
pirokinin jako potencjalnych biopestycydów w regulacji liczebności owadów szkodliwych. 
Obecnie projektuje się analogi syntetycznych peptydów o zmienionych właściwościach fi
zykochemicznych cząsteczek, poszukując skuteczniejszych sposobów dostarczenia ich do 
komórek docelowych.

WPROWADZENIE

N europeptydy produkow ane przez układ neuroendokrynny owadów mogą 
działać jako neuroprzekaźniki, neurom odulatory lub klasyczne hormony. W y
kazują one często właściwości plejotropowe w regulacji wielu procesów fizjo
logicznych w ciele ow ada [1]. Jedną z większych rodzin neuropeptydów  ow a
dów  stanowią pirokininy (PK) oraz peptydy do nich pokrewne, posiadające w 
cząsteczce na C-końcu łańcucha sekwencję aminokwasową -FXPRLamidu [2], 
Pierwszy peptyd z tej rodziny zidentyfikowano w 1986 roku z ekstraktu głowo
wego karaczana Leucophaea maderae i ze w zględu na jego właściwości struktural
ne (resztę kw asu piroglutaminowego na N-końcu cząsteczki) oraz aktywność 
fizjologiczną (miostymulującą jelita tylnego) określono akronimem leukopiro- 
kinina [3], Biotest z jelitem tylnym wykorzystany został również przy izolacji i 
identyfikacji izoform pirokinin z centralnego układu nerwowego i kompleksu 
gruczołów neurohem alnych ciał kardialnych i przyległych (CC/CA, łac. corpus 
cardiacum -  corpus allatum) szarańczy wędrownej Locusta migratoria [4] i kara
czana amerykańskiego Periplaneta americana [5]. Za pomocą technik spektrome
trii mas pirokininy zidentyfikowano również u wielu innych gatunków owa
dów między innymi komara, pluskwiaków czy chrząszczy (Tab. 1). Do rodziny 
peptydów  pokrewnych do pirokinin zaliczono ponadto peptydy o znacznie 
przedłużonym  rejonie N-końcowym łańcucha aminokwasowego, izolowane z 
różnych gatunków ciem [2]. Uwzględniając jednak ich funkcjonalne zróżnico
wanie wyróżniono peptydy aktywujące syntezę feromonów (PK/PBAN, ang. 
pheromone biosynthesis activating neuropeptides), identyczne pod względem struk
turalnym  z horm onam i melanizacji i zabarwienia kutikuli (PK/MRCH, ang. me- 
lanization and reddish coloration hormone) oraz hormony diapauzy (PK/DH, ang. 
diapause hormones). Formy skrócone wszystkich wymienionych peptydów, za
wierające sekwencję -FXPRLa, wykazują zarówno działanie feromonotropowe, 
jak i miotropowe. Poza owadam i peptydy z rodziny PK /P B A N /D H  izolowano 
z krewetki Penaeus vannamei [6], a pokrewny pentapeptyd (FXPRGa) z układu 
nerwowego jamochłona Hydra magnipapillata [7], Charakterystyczna sekwencja 
N-końcowa -FXPRLamidu wykazuje homologię do peptydów  z rodziny neuro- 
m edyny kręgowców.

STRUKTURA GENU/mRNA

Jak dotąd  poznano dwie rodziny genów (PBAN  i capa), których produktam i 
są peptydy należące do rodziny pirokinin. Gen PBAN  koduje cztery lub pięć 
peptydów  z C-końcową sekwencją -FXPRLa (Ryc. 1), w  tym horm on diapauzy 
(DH), neuropeptyd a  (tylko u Lepidoptera), neuropeptyd p, neuropeptyd akty-
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Tabela 1 . Przykładow e sekwencje peptydów  z rodziny pirokinin u  ow adów .

G atunek Akronim Sekwencja am inokw asow a

Peram-PK-1 HTAGFIPRLa

Peram-PK-2 SPPFAPRLa

Periplaneta americana
Peram-PK-3

Peram-PK-4

LVPFRPRLa

DHLPHDVYSPRLa

Peram-PK-5 GGGGSGETSGMWFGPRLa

Peram-PK-6 SESEVPGMWFGPRLa

Drome-PK-1 TGPSASSGLWFGPRLa
Drosophila melanogaster

Drome-PK-2 SVPFKPRLa

Bommo-PBAN LSEDMPATPADQEMYQPDPEEMESRTRYFSPRLa

Bommo-DH TDMKDESDRGAHSERGALWFGPRLa

Bombyx mori Bommo a-SGNP IIFTPKLa

Bommo ß-SGNP SV AKPQTHESLEFIPRLa

Bommo y-SGNP TMSFSPRLa

Trica-PK-1 SPPFAPRLa

Tribolium castaneum Trica-PK-2 HSSPFSPRLa

Trica-PK-3 H W N FT PR L a

Zophobas atratus
Zopat-PK-1

Zopat-PK-2

LPHYPRLa

SPPFAPRLa

wujący biosyntezę feromonów (PBAN) i neuropeptyd y [8], 
Gen capa natomiast koduje jeden neuropeptyd z rodziny pi
rokinin z zachowanym  w trakcie ewolucji m otywem  -WFG- 
PRL na C-końcu łańcucha aminokwasowego [9-10].

Jako pierwszy sklonowany został gen kodujący pirokini- 
ny z jedwabnika morwowego Bombyx mori. W ykazano, że 
horm on diapauzy (DH), neuropeptyd aktywujący biosyn
tezę ferom onów (PBAN) oraz trzy krótsze -FXPRLamidy 
(neuropeptydy a, p i y z podprzełykowego zwoju nerw o
wego) są produktam i prekursorowego polipeptydu, który 
kodow any jest przez jeden mRNA. Analiza molekularna 
cDNA wykazała, że mRNA koduje otwartą ram kę odczytu, 
składającą się z 192 reszt aminokwasowych. Podobne geny, 
kodujące zawsze pięć -FXPRLamidów, zostały następnie 
zsekwencjonowane u wielu innych gatunków motyli [2,11],

W zależności od gatunku owada geny PBAN  są różnej 
długości i zawierają od 3 do 6 krótkich eksonów [10,12], Po
rów nanie genów PBAN  błonkoskrzydłych (Hymenoptera) i 
motyli (Lepidoptera) sugeruje, że z eksonu 1 translacji ulega 
peptyd  sygnalny. Eksony 2 i 3 u błonkoskrzydłych odpo 
wiadają, odpowiednio, eksonom 2-3 oraz 4-6 u motyli [8,10]. 
cDNA Solin-PBAN mrówki Solenopsis invicta koduje peptyd 
homologiczny do DH, który ulega translacji z eksonu 2, a 
trzy inne peptydy (3-NP, y-NP i Solin-PBAN ulegają trans
lacji z eksonu 3. U dwóch innych gatunków błonkoskrzy
dłych, Apis mellifera i Nasonia vitripennis, geny PBAN  rów 
nież zbudow ane są z 3 eksonów, ale w przeciwieństwie do 
S. invicta zawierają krótkie introny. U motyli DH kodow any 
jest przez ekson 1 i 2, a eksony 2, 3 i 4 łącznie kodują nie
znaną bliżej sekwencję białkową zlokalizowaną pom iędzy 
DH i neuropeptydem  a. Ekson 4 koduje neuropeptydy a  i 
P oraz część PBAN. Natomiast ekson 5 koduje część PBAN,

366

neuropeptyd y oraz niezdefiniowaną sekwencję peptydow ą 
znajdującą się za sekwencją neuropeptydu  y [12].

Najistotniejszą różnicą w strukturze genu PBAN  u po
szczególnych grup ow adów  jest sekwencja kodująca neuro 
peptyd a  (VIFTPKL), występująca u wszystkich dotychczas 
badanych gatunków motyli, a której brak u błonkoskrzy
dłych, chrząszczy (Coleóptera) i m uchów ek (Díptera) [13]. 
Peptyd ten ma podobną sekwencję do Leuma-PK, która 
stymuluje skurcze mięśni jelita tylnego karaczanów, ale nie 
w iadom o czy pełni podobną rolę u motyli [13],

W ystępujący u Drosophila melanogaster gen PBAN, n a 
zyw any rów nież hugin, koduje co najmniej 2 neu ro p ep 
tydy  [2,14], Jeden z nich, Drome-PK-2-2 w ykazuje pod o 
bieństw o do pirokinin, natom iast d rugi, hug  y do ho r
m onu włączającego linienie [14]. W pep tydz ie  hug  y nie 
w ystępuje reszta fenyloalaniny w  m otyw ie -FXPRLa, cha
rakterystycznym  dla pirokinin. Jednakże pep tydy  hug  y 
i Drome-PK-2-2 ulegają na jpraw dopodobniej amidacji in 
vivo i p rzez to należą do rodziny  pirokinin . Również miej
sce ekspresji mRNA genu hugin, podprzełykow y zwój 
nerw ow y SEG (ang. suboesophageal ganglion), jest typo 
w e dla pep tydów  z tej rodziny  [14], Sekwencja kodująca 
genu hugin D. melanogaster składa się z 573 pz. W procesie 
translacji powstaje zbudow any  z 191 reszt am inokw aso 
w ych polipep tyd  o przew idyw anej m asie około 21 kDa z 
sekwencją sygnalną (reszty am inokw asow e 1-24) [2,14], 
Transkrypcja tego genu zachodzi zarów no  podczas em- 
briogenezy, jak i u dorosłych organ izm ów  w podprze- 
łykow ym  zwoju nerw ow ym . Najwięcej transkryptów  
pow staje pod  koniec em briogenezy oraz podczas p ierw 
szych dw óch stadiów  larw alnych  [14], Sugeruje się, że 
gen hugin u D. melanogaster odpo w iad a  genom  PBAN  u
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A

Rycina 1. Struktura polipeptydu prekursorowego PBAN u motyli (A), muchó
wek (B) i chrząszczy (C), według [10]. DH — hormon diapauzy, a  — neuropep- 
tyd a, p — neuropeptyd p, PBAN — neuropeptyd aktywujący biosyntezę fero
monów, y — neuropeptyd y.

m otyli i kom arów  [13]. Jednakże u kom arów  z tego genu 
pow stają cztery peptydy, tak jak u błonkoskrzydłych i 
chrząszczy [11].

N azw a drugiego genu capa (z ang. capability) pochodzi 
od możliwości tego genu do kodowania neuropeptydów  
spokrewnionych z peptydam i kardiostymulującymi, pro 
dukow anym i w  brzusznym  łańcuszku nerwowym  i narzą
dach perisympatycznych ćmy Manduca sexta [9], Pierwszy 
gen capa został zidentyfikowany po ukończeniu projektu 
sekwencjonowania genomu D. melanogaster. Poza D. mela- 
nogaster w ystępowanie genów capa potwierdzono między 
innymi u komara Anopheles gambiae, pszczoły A. mellifera, 
chrząszcza Tribolium castaneum oraz mszycy Acyrthosiphon 
pisum [2]. Gen capa u większości gatunków koduje 3 pepty
dy: pirokininę oraz dwa nienależące do rodziny pirokinin 
peptydy, CAP2b, nazwane poprzednio periwiscerokininami 
(PVK). Jednakże stwierdzono, że u pszczoły Apis mellifera 
gen ten nie koduje pirokininy a koduje tylko jeden peptyd 
CAP2b. Również u modliszek (Mantodea) z genu capa nie 
powstają pirokininy. Z dotychczasowych analiz wynika, 
że pirokininy kodowane przez gen capa mają na końcu kar
boksylowym sekwencji aminokwasowej -WFGPRLamid, a 
jedynie u szarańczy -WFGPRVamid [9,11]. -WFGPRLamid 
na końcu karboksylowym występuje również w  hormonach 
diapauzy, kodowanych przez gen PBAN  motyli oraz w  pi- 
rokininach Peram-PK-6 i 7 karaczana amerykańskiego, któ
re ulegają ekspresji w  neuronach neurosekrecyjnych pod- 
przełykowego zwoju nerwowego [9].

Gen capa u D. melanogaster zawiera 2 introny [9,15-17]. 
Ekson 2 tego genu koduje peptyd Drome-CAP2b-l, nato
miast ekson 3 koduje peptydy Drome-CAP2b-2 oraz Drome- 
PK-1-1 [9,15]. Wycięcie przewidywanych aktywnych pepty- 
dów  z prekursora, który ma długość 151 reszt aminokwaso- 
wych, zostało potwierdzone techniką spektrometrii mas w 
tkance nerwowej zarówno larw, jak i osobników dorosłych 
[9], Poza Drome-CAP2b-l i -2 oraz Drome-PK-1-1, w  orga
nach neurohem alnych D. melanogaster wykryto również 
peptyd CPPB (ang. CAPA precursor peptide B). Peptyd ten 
łączy Drome-CAP,b-2 oraz Drome-PK-1-1 w obrębie prekur
sora. Mimo, że CPPB jest obecny w organach neurohem al
nych i może być z nich uwalniany, nie zostało wyjaśnione 
czy pełni on jakąś rolę fizjologiczną [9]. Jedynym jak dotąd 
gatunkiem  owada, u którego stwierdzono duplikację genu 
capa jest pluskwiak Rhodnius prolixus. Wykryto u niego w y
stępowanie jednego aktywnego peptydu CAP2b-l i dwóch
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aktywnych form peptydu  CAP2b-2 [11]. Najnowsze badania 
wskazują, że peptydy podobne do pirokinin mogą być ko
dow ane przez wiele genów. Geny capa kodujące peptydy  z 
rodziny pirokinin zidentyfikowano w odwłokowych narzą
dach neurohem alnych kilku grup owadów [9].

OBRÓBKA POTRANSLACYJNA

W literaturze brak jest szczegółowych danych odnośnie 
enzym ów  endoproteolitycznych, które wycinają p rzew i
dyw ane pirokininy z białek prekursorowych, choć p row a
dzono badania techniką spektrom etrii mas, identyfikując 
część finalnych sekwencji peptydów  [2], Typow ym  sygna
łem cięcia prekursora peptydow ego przez konw ertazy są 
miejsca, gdzie obecna jest pojedyncza reszta argininy (R) 
lub dw ie reszty am inokw asow e arg in ina/lizyna  (RR, KR) 
oskrzydlające am inow y i karboksylowy koniec aktyw nych 
peptydów . Sekwencje prekursorow e P K /P B A N /D H  za
zwyczaj zawierają miejsca cięcia i sygnały amidacji po 
m iędzy przew idyw anym i peptydam i, bez dodatkow ych 
sekwencji łącznikowych. Jednakże u chrząszcza T. casta
neum, u którego przew idyw any peptyd PBAN m a 8 reszt 
am inokw asow ych i jest najkrótszym  z dotychczas z iden 
tyfikowanych, w  struk turze p ropeptydu  pom iędzy neuro- 
peptydem  p i PBAN w ystępuje fragm ent sekwencji am ino
kwasowej, stanowiący swego rodzaju przerw ę wynikającą 
z obecności reszty argininy [13,18]. N atom iast prekursory  
peptydów , które powstają z genów hugin i capa zawierają 
dłuższe fragm enty łącznikowe pom iędzy p rzew idyw any 
mi sekwencjami peptydów  [2],

Dotychczasowe badania wykazały, że ekspresja p rekur
sora hugin w  komórkach linii S2 D. melanogaster spow odu 
je intensywną potranslacyjną obróbkę według schematu 
typowego dla substratów konwertazy feromonów. Ziden
tyfikowano wiele produktów  pośrednich procesu obróbki, 
które są praw dopodobnie wynikiem wysokiego poziomu 
ekspresji prekursora w  komórkach linii S2 [14]. Na podsta
wie oznaczonych sekwencji aminokwasowych produktów  
obróbki, określono również dw a miejsca cięcia endoprote- 
olitycznego prekursora hugin w  komórkach linii S2 oraz 
ustalono trzy kolejne, domniemane miejsca jego cięcia przez 
endoproteazy [14],

W s truk tu rze  p rekursora  capa pep tyd  p irok in iny  jest 
oskrzydlony przez dw uam inokw asow e miejsce cięcia, 
podczas gdy pep tydy  CAP2b mają dw uam inokw asow e 
miejsce cięcia powyżej oraz jednoam inokw asow e po 
niżej pep tydu . P rekursor capa D. melanogaster zaw iera  
także rzadko spotykaną sekwencję lizyna-lizyna (KK) 
powyżej CAP2b-2 [9]. Z różnicow ana obróbka p rekursora  
capa u D. melanogaster m oże być spow odow ana w ystę 
pow aniem  różnych zestaw ów  konw ertaz p rohorm onów  
w kom órkach, w  których geny capa ulegają ekspresji. W 
niektórych neuronach  m ogą w ystępow ać enzym y zdolne 
do cięcia miejsc dw uam inokw asow ych, podczas gdy w 
innych kom órkach enzym y rozpoznające zarów no miej
sca jedno i dw uam inokw asow e. A lternatyw nie, podobne 
zestaw y proteaz m ogą być obecne w  neuronach p ro d u k u 
jących pep tydy  capa, ale pH  i inne czynniki środow iska 
w ew nętrznego  kom órki różnią się, p row adząc do z różn i
cow ania specyficzności enzym ów  [9].
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ROZMIESZCZENIE mRNA I PEPTYDOW W 
UKŁADZIE NEUROENDOKRYNNYM

Tkankowe rozmieszczenie peptydów  z rodziny piroki- 
nin w  układzie neuroendokrynnym  owadów jest znane dła 
wielu gatunków. Głównymi miejscami biosyntezy tej grupy 
peptydów  są komórki neurosekrecyjne zwoju podprzeły- 
kowego i zwojów tułowiowych brzusznego łańcuszka ner
wowego [2]. Zastosowanie techniki hybrydyzacji in situ w y
kazało, że głównym źródłem peptydów  P K /P B A N /D H  u 
ciem są komórki medialne zwoju podprzełykowego, z któ
rych horm ony te uwalniane są do hemolimfy [19]. Praktycz
nie identyczny jak u ciem profil ekspresji i rozmieszczenia 
peptydów  obserwowano w SEG karaczanów i szarańcza- 
ków [5,20]. U owadów hemimetabolicznych dużą zaw ar
tość pep tydów  z rodziny pirokinin wykryto dodatkow o w 
zam ózgow iu (tritocerebrum), skąd przekazywane są do ciał 
przyległych (corpus allatum) i dalej do brzusznego łańcuszka 
nerw ow ego [21].

Peptydy P K /P B A N /D H  kodowane przez geny capa ule
gają ekspresji w zwojach tułowiowych brzusznego łańcusz
ka nerw ow ego [2]. Mimo, że liczba komórek neurosekre- 
cyjnych różni się u poszczególnych gatunków, wszystkie 
neuryty biegną do gruczołów perisympatycznych, miejsca 
uw alniania pirokinin do hemolimfy. Ponadto, jak w ykaza
no u D. melanogaster i M. sexta prekursor pochodzący z genu 
capa ulega ekspresji w SEG razem z prekursorami genów 
PBAN  u M. sexta [22] i hugin u D. melanogaster [15]. W ystę
pow anie peptydów  z rodziny PK /PB A N /D H  jest cechą 
charakterystyczna u wszystkich do tej pory badanych ga
tunków  ow adów  [2],

RECEPTORY PIROKININ

U D. melanogaster z identyfikow ano dw a struk tu ra ln ie  
pow iązane  receptory dla pep tydów  P K /P B A N /D H , któ 
re m ogą być aktyw ow ane przez niskie stężenia Drome- 
PK-1-2 [23], cDNA zidentyfikow anych genów  CG8784 
i CG8795 dla receptorów  został sk lonow any i p o d d a 
ny  ekspresji w  kom órkach jajnika chomika chińskiego 
(CHO). Okazało się, że cDNA koduje białka o długości 
658 (CG8784) i 595 (CG 8795) reszt am inokw asow ych, k tó 
re zaw ierają siedem  helis transbłonow ych, co sugeruje, że 
są to receptory  łączące się z białkiem G (GPCR). Drugi 
p ep ty d  Drome-PK-1-1 występujący u D. melanogaster w y 
kazyw ał słabe oddziaływ anie z tym i receptoram i, ale ak 
tyw ow ał inny receptor zw iązany z białkiem G kodow any 
przez  gen CG9918. Jednakże stężenie pep tydu  Drome- 
PK-1-2 po trzebne do aktywacji tego receptora było zde 
cydow anie  w yższe [24],

Geny Tc 30, Tc 31 i Tc 32 praw dopodobnie kodują recep
tory pirokinin u T. castaneum, ponieważ są bliskimi ortolo- 
gami CG8784, CG8795 i CG9918 występującymi u D. mela
nogaster. Dodatkowo mają dw a introny wspólne z genami 
receptorów pirokinin u muszki owocowej. Do tej pory nie 
stw ierdzono, które z tych trzech receptorów są receptorami 
dla Drome-PK-1-1 lub -2 i dlatego wstępnie przydzielono je 
do receptorów, które mają najbardziej podobne reszty ami
no kw asow e z tymi u D. melanogaster. Ponadto, gen Tc 32 ma 
trzy introny, takie jak gen CG9918 receptora Drome-PK-1-1

u D. melanogaster, co wskazuje na w ystępowanie u T. casta
neum genu dla receptora PK-1-1 [25],

PBAN-pokrewne receptory związane z białkiem G sklo- 
nowano i scharakteryzowano u dwóch gatunków  ciem, 
Helicouerpa zea [26] i B. mori [27], W obu przypadkach geny 
zidentyfikowano bazując na hipotetycznej sekwencji po 
dobnej do receptora dla neurom edyny u kręgowców [28]. 
Analizy rozmieszczenia w  komórkach wykazały, że trans- 
krypt receptora jest specyficzny dla gruczołów feromo- 
nowch, gdzie ulega uwolnieniu w dniu poprzedzającym  
wylinkę. Receptory PBAN reagują na PBAN i pokrewne 
peptydy przez mobilizację zew nątrzkom órkowego wapnia. 
Tym sam ym  P K /P B A N /D H  działają bezpośrednio na gru 
czoły feromonowe przy wykorzystaniu w apnia jako drugo- 
rzędowego przekaźnika. Receptor PBAN u B. mori różni się 
strukturalnie i funkcjonalnie od tego u H. zea tym, że część 
C-końcowa cząsteczki, która pośredniczy w  internalizacji 
receptora po przyłączeniu PBAN, jest dłuższa o 67 reszt 
aminokwasowych [27].

AKTYWNOŚĆ FIZJOLOGICZNA PIROKININ OWADÓW

H orm ony z grupy PBAN regulują biosyntezę feromonów 
u samic ciem poprzez bezpośrednią aktywację receptorów 
w komórkach gruczołów feromonowych [29], Kaskada 
transdukcji sygnału inicjowana jest napływ em  jonów w ap 
nia [30], który prow adzi do produkcji gatunkowo-specy- 
ficznych feromonów płciowych drogą indukowanej przez 
PBAN syntezy kwasów tłuszczowych. Uwolnienie horm o
nów diapauzy może indukować diapauzę embrionalną u B. 
mori, choć badania przeprow adzone przez Zhang i wsp. [31] 
pokazały, że te same peptydy mogą być zaangażow ane w 
ham owanie diapauzy poczwarkowej u Helicoverpa armigera.

N europeptydy z rodziny PK/PBAN regulują różne pro 
cesy fizjologiczne i behawioralne u ow adów  (Ryc. 2). Mogą 
stymulować biosyntezę melaniny i feromonów płciowych u 
ciem, wpływać na behawior poczwarkowy u m uch [32] oraz 
indukować diapauzę embrionalną u motyli [6], W ykazują 
również aktywność miotropową u szarańczy i karaczanów 
[33] i oddziałują na kurczliwość jajowodu u szarańczy [6].

W stosunku do gruczołów feromonowych, odw rotnie niż 
w  przypadku oddziaływania na mięśnie narządów  trzew-

Rycina 2. Plejotropowe właściwości fizjologiczne pirokinin owadów. „+" — sty
mulacja, — hamowanie.
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nych, różne izoformy pirokinin nie wykazują efektów daw- 
kowo zależnych. W badaniach przeprowadzonych na róż
nych mięśniach trzewnych karaczana P. americana natywne 
pirokininy wykazują dawkowo zależne działanie [34], Za
stosowanie również syntetycznej Leuma-PK u P. americana 
powodowało zwiększenie częstotliwości i amplitudy skur
czów serca tego owada w zależności od rosnącej dawki [35]. 
Z kolei wyciszenie genów dla receptorów pirokinin u D. me- 
lanogaster, tak samo jak zmiana ekspresji genów, prowadzi 
do śmiertelności larw [14,23].

BADANIA ZALEŻNOŚCI STRUKTURALNO 
-  FUNKCJONALNYCH

Identyfikacja sekwencji reszt aminokwasowych PBAN 
i innych bioanalogów z rodziny PK/PBAN umożliwiła 
przeprowadzenie szczegółowych badań zależności struk
tura -  aktywność z użyciem syntetycznych peptydów [33]. 
Badania na różnych gatunkach ciem wykazały, że wspólny 
dla peptydów PK /PB A N /D H  C-końcowy pentapeptydowy 
fragment (-FXPRLa, gdzie X = S, T, G lub V) jest niezbędny 
dla zachowania aktywności biologicznej i warunkuje oddzia
ływanie na biosyntezę feromonów, kurczliwość jelita tylnego 
i jajowodu, stymulację melanizacji i indukowanie diapauzy, 
przy czym dłuższe sekwencje są wymagane dla wywołania 
pełnej odpowiedzi fizjologicznej [2], Natomiast u Sarcophaga 
bullata sekwencją aktywną, wywołującą przyspieszenie prze- 
poczwarczania jest C-końcowy tripeptyd PRL, połączony z 
grupą amidową [36], choć dla pełnej aktywności wymagane 
są dłuższe sekwencje. Z kolei skrócenie pentapeptydu od C- 
końca do formy -FTPRamidu [36,37] lub pozostawienie tylko 
dipeptydu RLamidu [38] powoduje całkowitą utratę jego ak
tywności do stymulowania przepoczwarczania much.

Zastosowanie serii analogów, w  których podstawiono 
resztę alaniny w różnych pozycjach pentapeptydu pozwoliło 
na określenie sekwencji PK/PBAN niezbędnej dla przyspie
szania przepoczwarczania much. Alanina jest aminokwasem
0 średniej wielkości i polarności wśród innych aminokwasów
1 dlatego jest wykorzystywana do identyfikacji reszt kluczo
wych dla aktywności biologicznej [38]. W wyniku tych ana
liz ustalono, że są to dwie C-końcowe reszty aminokwasowe 
[36]. Zastąpienie reszty argininy resztą alaniny lub asparagi- 
ny prowadzi do utraty aktywności, natomiast podstawienie 
reszty lizyny prowadzi do obniżonej aktywności neuropep- 
tydów. Analogi YFTPRAa lub QTSFTPRAa, w których reszta 
alaniny zastępowała resztę leucyny wykazywały odpowied
nio brak lub bardzo niską aktywność [36]. Jest to dowód na 
znaczący udział reszty leucyny w zachowaniu aktywności. 
Reszty F, T lub P w N-końcowej części pentapeptydu mogą 
być zastąpione resztą alaniny bez całkowitej utraty aktywno
ści. Reszta treoniny występująca w zmiennej pozycji X pen
tapeptydu wykazuje największą tolerancję przy wymianie jej 
na resztę alaniny, bez zmiany właściwości analogu w  porów
naniu z natywnym peptydem Leuma-PK. Zastąpienie reszt 
fenyloalaniny lub proliny resztą alaniny powoduje znaczącą 
redukcję aktywności peptydu [36].

Badania przeprowadzone przez Nachm an'a i wsp. [39] 
pozwoliły na zidentyfikowanie sztywnej konformacji (3 dla 
aktywnej części rdzenia cyklofAsn^Leuma-PK, obejmują
cej reszty -TPRLa [39], Cykliczny analog zachowywał bio
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logiczną aktywność, co sugeruje, że C-końcowa sekwencja 
P jest aktywną częścią pirokininy, rozpoznawaną przez re
ceptor [39], Pirokininy i pirokinino-podobne neuropeptydy 
stymulują kurczliwość jajowodu i inicjują biosyntezę fero
monów u różnych gatunków owadów, co dowodzi, że bio
logicznie aktywna konformacja p ma znaczenie dla wielu 
procesów biologicznych [39]. Późniejsze badania przepro 
wadzone przez W ang i wsp. [40] oraz Clark i Prestwich [41] 
także dostarczyły dow odów  na występowanie p-zgięcia w 
regionie rdzenia. Cykliczne analogi, których łańcuch bocz
ny zawierał D fenyloalaninę w zmiennej pozycji X w rdze
niu wykazywały antagonizm do PK/PBAN w biotestach 
feromonotropowych [33]. Analogi amfifilne aktywnego 
rdzenia pirokinin, zawierające różne hydrofobowe składni
ki związane z am inowym  końcem, po podaniu topikalnym, 
jak i z pokarmem, powodują przedłużenie okresu biosynte
zy feromonów u ćmy Heliothis virescens [42,43].

MODYFIKACJE PIROKININ I ICH 
ZASTOSOWANIE JAKO BIOPESTYCYDÓW

W ostatnich kilkunastu latach neuropeptydy i receptory 
owadów coraz częściej wykorzystywane są jako podstawa do 
zaprojektowania potencjalnych bioinsektycydów [44], Dyna
miczny wzrost dostępnych informacji odnośnie biologii neuro- 
peptydów, w tym również pirokinin, pozwala obecnie na syn
tezę wysoce selektywnych w działaniu, gatunkowo specyficz
nych i nie obciążających środowiska związków. Natywne czą
steczki neurohormonów muszą jednak zostać zmodyfikowane 
w taki sposób, aby można było pokonać trzy główne bariery 
ograniczające bezpośrednie ich stosowanie z pokarmem lub 
topikalnie, a mianowicie: 1) słabą rozpuszczalność większości 
związków w wodzie i innych rozpuszczalnikach, także orga
nicznych; 2) brak stabilności w środowisku (peptydy są często 
niestabilne w  wysokich temperaturach); 3) szybką degradację 
neuropeptydów przez peptydazy występujące w przewodzie 
pokarmowym owadów oraz na powierzchni kutikuli. Ogra
niczenia te wymuszają modyfikacje sekwencji natywnych 
neuropeptydów i syntezę związków pseudopeptydowych, 
zawierających ugrupowania nieorganiczne, lub peptydomi- 
metyków [45]. W odniesieniu do pirokinin, modyfikacje struk
tury natywnych związków mają na celu stworzenie głównie 
antagonistów fizjologicznych lub związków o właściwościach 
amfifilnych, zachowujących aktywność feromonotropową czy 
miotropową po aplikacji topikalnej. W natywnej postaci polar
ne cząsteczki peptydów nie są zdolne do penetracji hydrofobo
wej, lipidowej matriks kutikuli owadów [46]. Aby osiągnąć ten 
cel zastosowano dwie odmienne strategie. Pierwsza polegała 
na syntetyzowaniu antagonistów PBAN poprzez cyklizaqę 
cząsteczek z wykorzystaniem łańcuchów bocznych [47], Naj
pierw określono najkrótszy fragment peptydu Helze-PBAN 
niezbędny do zachowania aktywności cząsteczki (PBAN^ 33 = 
YFSPRLa). Następnie w  miejsce reszt seryny i fenyloalaniny 
wprowadzono izomer D fenyloalaninę. Największą aktyw
ność wykazywał analog [D-Phe30]-PBAN-(28-33). W kolejnych 
badaniach otrzymano cykliczne analogi PBAN. Do syntezy 
związków cyklicznych wykorzystano peptyd [Arg27, D-Phe30]- 
PBAN-(28-33), w  którym resztę proliny w  pozycji 31 zastą
piono resztą N-fl-(<x>-aminoalkilo)-glicyny o różnej długości 
łańcucha alkilowego. Następnie wolną grupę a  aminową N-a- 
(ca-aminoalkilo)-glicyny połączono z wolną grupą a aminową 
argininy za pomocą dikarboksylowego łącznika kwasowego.
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Takie podejście doprowadziło do uzyskania analogów o ak
tywności antagonistycznej na poziomie 96%.

Druga strategia zakładała wprowadzenie odpowiednich 
grup funkcyjnych (zaprojektowanie pseudopeptydów), mody
fikujących właściwości fizykochemiczne cząsteczki. Nachman 
i wsp. [48] wykazali, że wprowadzenie w miejsce pierścienia 
fenyloalaniny w pentapeptydowym fragmencie (-FTPRLa) 
peptydu PBAN grupy karboranylowej lub reszty kwasu hy- 
droksycynamonowego prowadzi do wzmocnienia właściwo
ści feromonotropowych cząsteczki po iniekcji ćmom. Ponadto 
związki te stymulują również syntezę feromonów po aplika
cji topikalnej nawet do kilku godzin od ekspozycji na peptyd 
[49]. Wprowadzenie dodatkowo grup fenylowych, takich jak 
w analogach 9-fluorenyloacetylo-FTPRLamidzie i 1-pirenylo- 
butyrylo-FTPRLamidzie lub kwasów tłuszczowych jako ugru
powań hydrofobowych powoduje zwiększenie amfifilności 
cząsteczek, a ich efekt feromonotropowy utrzymuje się nawet 
do 20 godzin [50]. Inną stosowaną modyfikacją, zapewniającą 
oporność na peptydazy występujące na powierzchni kutiku- 
li owada jest zamiana proliny na hydroksyprolinę lub kwas 
oktahydroindolo-2-karboksylowy w sekwenq'i -FTPRLamidu 
otrzymanych wcześniej analogów o właściwościach amfifil- 
nych. Analogi te zachowują zdolność do penetracji kutikuli, 
natomiast ich właściwości miotropowe i feromonotropowe są 
niższe niż cząsteczek natywnych [43],

PODSUMOWANIE

Pirokininy i pokrewne peptydy są plejotropowymi neu- 
ropeptydami produkowanymi głównie w komórkach neu- 
rosekrecyjnych zwojów brzusznego łańcuszka nerwowego. 
Regulują one różne procesy związane z rozwojem owadów 
(synteza feromonów, diapauza) i posiadają również właści
wości miotropowe, przez co mogą wpływać na zdecydowaną 
większość narządów trzewnych i pełnione przez nie funkcje 
fizjologiczne. Duże zróżnicowanie funkcjonalne i strukturalne 
pirokinin w  obrębie poszczególnych gatunków owadów oraz 
często niekompletne dane odnośnie biologii tych neuropepty- 
dów wskazują, że nie wszystkie ich funkcje zostały poznane. 
Obecny stan wiedzy dotyczący peptydów z grupy pirokinin 
pozwolił na zsyntetyzowanie, w  oparciu o ich sekwencje ami- 
nokwasowe, kilku potencjalnych związków mających duże 
znaczenie praktyczne. Otrzymane pseudopeptydowe analo
gi w  niedalekiej przyszłości mogą zostać wykorzystane jako 
wysoce specyficzne gatunkowo, nie obciążające środowiska 
naturalnego bioinsektycydy. Pozwoli to na bardziej racjonalną 
walkę z owadami szkodliwymi roślin uprawnych oraz wekto
rami niebezpiecznych dla człowieka chorób.
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A B S T R A C T

Peptides from the pyrokinin (PK) family are a large, structurally and functionally diverse group of the insect neuropeptides produced by 
neurosecretory cells of the insect nervous system. This family contains short and long peptides which share C-terminal -FXPRLa amino acid 
sequence. Pyrokinins regulate the visceral muscle contractions, pheromone biosynthesis, pupariation and diapause duration in insects. They 
are encoded by two genes P BA N  and capa, which are mainly expressed in the suboesophageal ganglion. Peptides are then transported to the 
retrocerebral complex and released into haemolymph. Recent studies are focused on application of pyrokinins as biopesticides in the regula
tion of insect pests growth and development.

Postępy Biochemii 57 (4) 2011 371
http://rcin.org.pl

mailto:pmarcin@amu.edu.pl


Likopen -  występowanie, właściwości oraz potencjalne zastosowanie

Agnieszka Belter12 

Małgorzata Giel-Pietraszuk1 

Stefan Oziewicz3 

Piotr Chomczyński4 

Jan Barciszewski1'

'In sty tu t Chemii Bioorganicznej, Polska Aka
dem ia N auk, Poznań 
2A dvaC hem Lab, Poznań 
3C inna -  P rodukty  Zdrowia, Pobiedziska 
4M olecular Research Center, Cincinnati, OH, 
USA

Insty tu t Chemii Bioorganicznej, Polska 
A kadem ia N auk, ul. Noskowskiego 12/14, 
61-704 Poznań; tel.: (61) 852 83 98, e-mail: Jan. 
Barciszewski@ ibch.poznan.pl

A rtykuł o trzym ano 19 stycznia 2011 r.
A rtykuł zaakceptow ano 8 kw ietnia 2011 r.

S łow a kluczow e: likopen, nowotwory, karote- 
noidy, choroby uk ładu krążenia

W ykaz skrótów : ADME (ang. absorption, 
distribution, metabolism, excretion) — wchła
nianie, dystrybucja, m etabolizm, eliminacja; 
ARS (ang. autonomously replicating sequence) 
-  sekwencja autonom icznej replikacji; CCD 
(ang. carotenoid cleavage dioxygenase) -  diok- 
sygenaza karotenoidów; CI (ang. confiden
ce internal) -  p rzedział ufności; CM O l (ang. 
/3-carotene-15,15’-monooxygenase) -  m onooksy- 
genaza 15,15'-f3-karotenu; C M 02 (ang. caro- 
tene-9', 10'-monooxygenase) -  m onooksygenza 
9 ',10 '-p-karotenu; LDL (ang. low density lipo
proteins) -  lipoproteiny o małej gęstości; OR 
(ang. odds ratio) -  iloraz szans; PDGF-BB (ang. 
platelet-derived growth factor) -  p łytkopochodny 
czynnik  w zrostu; ROS (ang. reactive oxygen spe
cies) -  reaktyw ne formy tlenu

ST R E SZ C Z E N IE

L ikopen  w ystępuje  w  dużych ilościach w owocach pom idora  oraz p roduk tach  ich przetw a
rzania. C harak teryzu je  się silnym i w łaściw ościam i antyoksydacyjnym i. Ponadto  likopen  

zaangażow any jest w  regulację cyk lu  kom órkow ego oraz indukcję  program ow anej śm ier
ci kom órki. Z w iązek ten  coraz częściej trak tow any  jest nie ty lko  jako  su p lem en t diety, ale 
rów nież jako po tencjalny  lek. D ieta bogata w  lik o p en  w pływ a korzystn ie na  zdrow ie oraz 
zapobiega rozw ojow i szeregu chorób, w  tym  now otw orów .

W P R O W A D Z E N IE

Wraz z rosnącą skalą problemów zdrowotnych wzrasta zainteresowanie i za
potrzebowanie na nowe, nieinwazyjne sposoby leczenia oparte na produktach 
naturalnych o określonych właściwościach. Od wielu lat znajdują one zastoso
wanie w  terapii i mogą być alternatywą lub uzupełnieniem dla stosowanych 
obecnie leków syntetycznych. W 1873 roku wyodrębniono związek nadający 
czerwoną barwę owocom przełaja pospolitego (Tamus communis). Dwa lata póź
niej Pierre-Marie-Alexis Millardet wyizolowała go z pom idorów (Lycopersicon 
esculentum L.), a następnie otrzymała jego kryształy zawierające jednak rów 
nież inne karotenoidy. Pierwsze kryształy czystego likopenu uzyskał Edward 
Schunck [1].

Likopen jest alkenem o wzorze sum arycznym  C4QH 56 (IUPAC: 
2,6,10,14,19,23,27,31-oktametylo-dotriakonta-2,6,8,10,12,14,16,18,20,22,24,26,30- 
tridekaen) syntetyzowanym przez rośliny oraz bakterie autotroficzne [1]. W od
różnieniu od większości karotenoidów ma strukturę liniową. 13 w iązań podwój
nych, z czego 11 sprzężonych tworzy układ niezwykle efektywnie usuwający 
wolne rodniki (Ryc. 1) [1]. Likopen ulega rozpadowi m.in. na skutek promienio

wania X i UV, w obecności tlenu 
oraz jonów metali [2]. Czas poło
wicznego rozpadu w mieszaninie 
eteru metylo-tert-butylowego i 
acetonitrylu (1:1, v /v )  bez dostę
pu światła i powietrza oraz tem 
peraturze 4°C wynosi 16 godzin, 
w  wodzie w  30°C i w  obecności 
azotu 5,5 godziny, a w obecno
ści tlenu — 1,7 godziny [2], Pod 
w pływ em  silnych utleniaczy, 
m.in. nadm anganianu potasu 
oraz ozonu, następuje utlenienie 
jednego ze sprzężonych wiązań 
podwójnych likopenu, rozpad
i powstanie apo-likopenalu lub
apo-likopenonu posiadających na 
jednym  z końców odpowiednio
grupę aldehydową lub ketono
wą. W wyniku wieloetapowego 
rozpadu likopenu powstają także 
apo-karoteno-diole posiadające 
grupę aldehydową na obu koń
cach cząsteczki (Ryc. 2) [3,4],

Likopen jest związkiem hydro 
fobowym. Dobrze rozpuszcza się 
w  heksanie, benzenie, chlorofor
mie, acetonie oraz eterze, słabiejRycina 1. Wzory strukturalne głównych karotenoidów.
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Rycina 2. Likopen oraz produkty jego utleniania; apo-likopenale i apo-likopenony: I — apo-ó'-likopenal, II — apo-8'-likopenal, 
III — apo-lO'-likopenal, IV — apo-12'-likopenal, V — apo-14'-likopenal, VI — apo-15-likopenal, VII — apo-13-likopenon, VIII 
— apo-ll-likopenal, IX — apo-9-likopenon, X — apo-7-likopenal, XI — apo-5-likopenon oraz likopenone-diale: XII — apo-8,8'- 
karoteno-dial, XIII — apo-6,10'-karoteno-dial, XIV — apo-8,12'-karoteno-dial, XV — apo-6,12'-karoteno-dial, XVI — apo-10,8'- 
karoteno-dial, XVII — apo-8,6'-karoteno-dial, XVIII — apo-6,6'-karoteno-dial.

w metanolu i etanolu. Absorbuje promieniowanie w zakre
sie światła widzialnego o długości fali A=444, 470 oraz 502 
nm, stąd warunkuje czerwoną barwę owoców oraz innych 
części roślin bogatych w ten związek [5]. Mimo, że od od
krycia likopenu minęło już ponad 140 lat ciągle odkrywane 
są jego nowe właściwości.

W Y O D R Ę B N IA N IE  L IK O PE N U  O R A Z  U T R W A L A N IE  

P R O D U K T Ó W  B O G A T Y C H  W  L IK O PE N

Najpowszechniejszym źródłem likopenu są pomidory za
wierające w  zależności od odmiany 3,1-7,74 mg tego związ
ku na 100 g owocu [6], Ponadto występuje on w świeżych 
owocach papai, guawy, różowego grejpfruta, brzoskwini,

Tabela 1. Występowanie likopenu w produktach spożywczych [7-10],

Produkt Stężenie likopenu [mg/100g]*

Pom idor 0,9-11,19 (3.58)

Sok pomidorowy 5,0-42,74 (7,05)

Suszone pom idory 46,5 (ND)

Sos pomidorowy 3,80-49,46 (9,21)

Papaja 2,0-5,3 (2,99)

Arbuz 2,3-7,2 (3,78) ■
Różowy grejpfrut 3,36 (3.35)

Suszona brzoskwinia 0,86 (0,79)

*Zakres stężeń likopenu w poszczególnych produktach spożywczych, 
określono w oparciu o cytowane piśm iennictwo. Rozpiętość wartości 
jest duża  i w ynika głównie ze zróżnicow ania badanych prób oraz 
różnych m etod pom iaru  likopenu w  tych produktach. W naw iasach 
podano średnie stężenia likopenu [mg/lOOg] w produktach dostępnych 
na polskim  rynku. ND — nieoznaczono.

arbuza, dzikiej róży, a tak
że ich przetworach (so
kach, pastach, przecierach) 
(Tab. 1) [7-10].

W ażnym  źród łem  liko
penu  są p roduk ty  ubocz 
ne produkcji p rze tw orów  
pom idorow ych, stoso 
w ane do n iedaw na głów 
nie jako dodatki do pasz 
[11,12]. Pozyskiw any z 
tych odpadów  likopen 
stanow i cenny surow iec 
do produkcji tzw. ży w 
ności funkcjonalnej (ang. 
functional food), k tó ra  zy
skuje w  ten sposób now e 
wartości odżyw cze i sm a
kowe [13,14]. L ikopen sto 
sow any jest rów nież  jako 
składnik kosm etyków
[15].

Likopen otrzym uje się 
z m ateriału roślinnego po 
przez ekstrakcję ro z p u sz 
czalnikami organicznym i 
w  wysokiej tem peraturze , 
pod zw iększonym  ciśnie
niem  [16-18]. D odatek  cel- 

lulaz i pek tynaz  zw iększa wydajność ekstrakcji likopenu 
naw et 20 krotnie [19,20]. Jednocześnie w ysoka tem p era 
tura, a także tlen i kationy metali pow odują izomeryzację 
7 w iązań podw ójnych oraz w zrost zawartości izom erów  
mono- i poli-c/s oraz p roduk tów  ich utlenienia do 6-18% 
[21,22]. W znacznych ilościach powstaje apo-8 '-likopenal, 
apo-6 '-likopenal oraz apo-12'-likopenal, a w  m niejszych 
apo-10'-likopenal oraz apo-14'-likopenal [23]. R zadko do 
chodzi do rozpadu  w iązania podw ójnego C15-C15' [4], 
N iesprzężone w iązania  podw ójne znajdujące się przy  
końcach cząsteczki nie ulegają utlenianiu (Ryc. 2) [24]. 
Najbardziej korzystna pasteryzacja p roduk tów  zaw iera 
jących likopen przebiega w 121°C przez 40 sekund  [25], 
albo 92°C przez 5 m inut, w  kilku pow tórzeniach oddz ie lo 
nych interw ałam i o niższej tem pera turze  (60°C) [26]. Ko
rzystne jest ograniczenie zaw artości w ody w p roduk tach  
poddaw anych  u trw alan iu  [3,21,27], P rzechow yw anie w 
tem peratu rze  4-35°C, nie w pływ a istotnie na zaw artość 
likopenu. Zalecane jest p rzechow yw anie p ro d u k tó w  li- 
kopenow ych w  ciem nych naczyniach lub zaciem nionych 
pom ieszczeniach [25].

WŁAŚCIWOŚCI

Efekt terapeutyczny  likopenu zależy od w chłaniania, 
dystrybucji, m etabolizm u i w ydalan ia  (ADME, ang. ab
sorption, distribution, metabolism, excretion). A naliza w ła 
ściwości ADME oraz param etrów  farm akokinetycznych 
likopenu dała podstaw ę do określania optym alnej dla 
człowieka daw ki tego zw iązku  oraz częstości jego p o d a 
w ania  [6],
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WCHŁANIANIE

Likopen dostaje się do organizmu drogą pokarmową. 
W żołądku oraz dwunastnicy wchodzi w skład tzw. fazy 
lipidowej, która pod wpływem  soli żółciowych oraz lipaz 
trzustkowych ulega dyspersji [28]. W dwunastnicy powsta
ją wielowarstwowe liposomy, które na drodze transportu 
biernego ulegają wchłonięciu przez ściany jelita [6], Wchła
nianie likopenu odbywa się również przez transportery ka- 
rotenoidów  znajdujące się w  nabłonku jelita [29],

Wchłanianie likopenu przez komórki linii Caco-2 (ko
mórki nowotw oru okrężnicy człowieka) jest 2, 3 i 4 razy 
mniejsze niż luteiny, a-karotenu oraz p-karotenu [30]. Zale
ży ono od zawartości tłuszczów w diecie, które stymulując 
produkcję soli żółciowych zwiększają dyspersję lipidów i 
tym sam ym  biodostępność likopenu [31]. Dzienne spożycie 
5-10 gram ów  tłuszczów zapewnia optymalne wchłanianie 
karotenoidów. Z kolei niekorzystny wpływ ma obecność 
w pokarm ie m.in. błonnika, steroli roślinnych oraz statyn. 
Związki te wiążą likopen uniemożliwiając jego wchłania
nie. Obniżają jego stężenia w  surowicy nawet o 40% [32].

DYSTRYBUCJA

Likopen jest transportowany z układu pokarmowego do 
w ątroby w postaci chylomikronów [6]. Tam tworzy kom
pleksy z lipoproteinami o bardzo małej i małej gęstości, któ
re powracają do krwioobiegu i przenoszą likopen do tka
nek organizmu. Jego stężenie we krwi wynosi 0,1-1 pM i 
jest najwyższe u mieszkańców Włoch oraz Grecji (~1 pM), 
mniejsze Japończyków i Irlandczyków (0,1-0,3 gM) [11,33], 
Jako związek silnie hydrofobowy, likopen znajduje się w

centralnej części lipoprotein [6]. Inne karotenoidy związane 
są na powierzchni i transportowane są zarówno przez lipo- 
proteiny o małej, jak i dużej gęstości [6].

W solach żółciowych izomer cis jest łatwiej rozpusz
czalny niż izomer trans. Ponadto silniej wiąże lipoproteiny 
i inne białka uczestniczące w jego transporcie [34]. Dzięki 
temu jego dystrybucja w  organizmie odbywa się bardziej 
dynamiczne niż trans-likopenu [35]. W związku z tym, że 
forma cis likopenu jest łatwiej przyswajalna przez organizm 
zalecane jest spożywanie produktów  bogatych w likopen 
po uprzedniej obróbce, np. gotowaniu lub suszeniu [36].

Stężenie likopenu w poszczególnych tkankach wynosi 
0,2-21,4 n m o l/g  tkanki i w  znacznej mierze zależy od jej 
typu, diety, przyswajalności, efektywności wydalania liko
penu oraz różnej aktywności receptorów lipoprotein znaj
dujących się na powierzchni komórek [37], Tkanki/organy 
można uszeregować w g stężenia zawartego w  nich likope
nu: w ątroba > płuca > gruczoł prostaty > gruczoł mlekowy 
> nadnercza > jajniki [37,38]. Stężenie likopenu w  m ózgu 
jest znacząco niższe niż w  pozostałych tkankach [6]. Obser
wowana, negatywna korelacja między spożyciem likope
nu, a rozwojem nowotworów m ózgu wskazuje, że bariera 
krew-mózg jest przepuszczalna dla tego związku [39],

METABOLIZM

W przewodzie pokarmowym, głównie pod w pływ em  
niskiego pH  soku żołądkowego następuje izomeryzacja 
oraz utlenianie likopenu [40]. Po podaniu szczurom [14C]li- 
kopenu obserwowano produkty jego rozkładu: [14C]apo-8'- 
likopenal oraz [14C]apo-12'-likopenal [41], W metabolizmie 

likopenu udział biorą dioksygenazy karoteno
idów (CCD, ang. carotenoid cleavage dioxygenase) 
CCD1 oraz CCD7 uczestniczące w rozpadzie 
(3-karotenu [42], CCD1 katalizuje rozerwanie 
w iązań C5'-C6' i C9,-C10' [43], a CCD7 w iąza
nia C9'-C10' (Fig. 3) [42]. Inny enzym ssaków, 
monooksygenaza 15,15'-p-karotenu (CMOl, 
ang. p-carotene-15,15'-monooxygenase), uczest
niczący w przemianach (3-karotenu, katalizuje 
rozerwanie wiązania podwójnego znajdujące
go się w  centralnej części cząsteczki p-karotenu 
i likopenu. W efekcie powstaje: retinol i apo- 
15-likopenal (VI), (Ryc. 3) [44], Inne białko, 
m onooksygenza 9',10'-p-karotenu (CM02, 
ang. carotene-9', 10'-monooxygenase) katalizu
je rozpad trans-p-karotenu oraz ris-likopenu 
tworząc apo-10'-karotenoidy [44], W arunkiem 
koniecznym tej reakcji jest izomeryzacja trans- 
likopenu do izomeru cis przy węglu 5 lub 13 
cząsteczki. Przypuszcza się, że izomery cis na 
końcach przyjmują strukturę przypominającą 
pierścień p-karotenu, co umożliwia ich w paso
wanie do centrum aktywnego enzym u [44,45].

Rycina 3. Produkty enzymatycznego rozpadu likopenu: II — apo-8'-likopenal, III — apo-10'- 
likopenal, VI — apo-15-likopenal, IX — apo-9-likopenon, XI — apo-5-likopenon, XIX — kwas apo-15- 
likopenowy, XX — 5-epoksyd likopenu, XXI — 2,6-cyklolikopenylo-l,5-epoksyd, XXII — 2,5-cykloli- 
kopene-l,5-dial. CCD1 — dioksygenaza karotenoidów 1, CMÓ2 — monooksygenza 9',10'-|3-karotenu, 
CCD2 — dioksygenaza karotenoidów 2, CMOl — oksygenaza 15,15'-(3-karotenu.

WYDALANIE

Likopen oraz jego pochodne wykazują silną 
tendencję do kumulacji w  tkankach [46]. Po 96 
godzinach od jego podania aż 24% spożytego
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Tabela 2. Reakcje wolnych rodników z likopenem oraz rodników likopenu z in
nymi antyoksydantami.

likopenu pozostaje w  organizmie [47].W badaniach z uży
ciem 14C likopenu wykazano, że jest on wydalany z moczem 
(44%), z solami żółciowymi (20%) oraz przez ewaporację 
(13%) [47], Produkty jego ulenienia, 2,6-cyklolikopeno-l,5- 
diole, występują również w  mleku oraz surowicy karmią
cych matek [48].

W Ł A Ś C IW O Ś C I B IO L O G IC Z N E

USUWANIE WOLNYCH RODNIKÓW

Reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen spe
cies), anionorodnik ponadtlenkowy (O y), rodnik hydrok
sylowy (OH ), nadtlenkowy (RO,), alkilowy (RO) oraz tlen 
singletowy, ozon (0 3) oraz nadtlenek wodoru (H20 2) są 
ważnym i naturalnymi elementami szlaku przekazu sygna
łów w  komórce. Zaburzenie mechanizmów ich neutralizacji 
jest przyczyną stresu oksydacyjnego uważanego za podłoże 
szeregu chorób. ROS powodują modyfikacje DNA, lipidów 
oraz białek, a także rozregulowują cykl komórkowy [49]. 
Likopen w reakcji z wolnymi rodnikami może pełnić funk
cję donora protonów, przy czym sam staje się rodnikiem 
(Tab. 2) [28],

Efektywność usuwania wolnych rodników przez karo- 
tenoidy zależy od liczby sprzężonych wiązań podwójnych 
w cząsteczce [50], Likopen neutralizuje wolne rodniki dwa 
razy wydajniej niż (3-karoten i dziesięć razy niż a-tokoferol 
[28,51], O dbyw a się to na drodze addycji rodnika (Tab. 
2A), przeniesienia elektronu (Tab. 2B) lub oderwania w o
doru (Tab. 2C). W reakcji rodnika azotanowego (NOy) 
oraz trichlorometyloperoksylowego (CC130 2) z likopenem 
powstaje kationorodnik likopenowy, a w wyniku reakcji z 
rodnikiem nadtlenkowym  (O y) anionorodnik likopenowy 
(Tab. 2D, F) [52],

Wolne rodniki oddziałują z wiązaniem podwójnym w 
centralnej części likopenu. Powstający R-likopen jest sto
sunkowo stabilny co umożliwia przyłączenie kolejnego rod 
nika. Rodnik peroksylowy (ROO ) reaguje z likopenem two
rząc ROO-likopen [53]. W wyniku reakcji ROO-likopenu z 
tlenem cząsteczkowym powstaje ROO-likopen-OO, który 
łącząc się z rodnikiem peroksylowym może tworzyć obojęt

Postępy Biochemii 57 (4) 2011

ne (niereaktywne) produkty. Powstający w obecności duże 
go stężenia 0 2 ROO-likopen-OO powoduje peroksydację li
p idów  (RH) oraz syntezę nowych rodników peroksylowych 
(Tab. 2D-K) [28,54],

Likopen wykazuje silne powinowactwo do błon kom ór
kowych zwiększając ich płynność i przepuszczalność, co 
pośrednio aktywuje szlaki odpowiedzi antyoksydacyjnej 
w komórce [55]. Chroni zatem bezpośrednio lipidy błony 
komórkowej przed reakcją z wolnymi rodnikami, a w  cyto- 
solu powoduje neutralizację rodników przy w spółudziale 
innych antyoksydantów. Likopen zwiększa efektywność 
usuw ania wolnych rodników przez witaminy C i E oraz 
P-karoten [56]. Uczestniczy także w neutralizacji rodników  
tokoferolowych (TOH+), czemu towarzyszy utw orzenie ka- 
tionorodników likopenowych (likopen+), których pow rót 
do stanu podstawowego przebiega w obecności witam iny 
C, bądź a-tokoferolu (a-TOH) (Tab. 2L-N) [28],

INDUKCJA SZLAKÓW ODPOWIEDZI 
NA STRES OKSYDACYJNY

W odpowiedzi na stres oksydacyjny, likopen oprócz 
neutralizacji wolnych rodników aktywuje ekspresję genów 
kodujących m.in. oksygenazę hemową 1 (HO-1), oksydore- 
duktazę NAD(P)H:ubichinon (NQOl), S-transferazę gluta- 
tionową (GSTs), reduktazę glutationową (GSR), ligazę glu- 
tationowo-cysteinową (GCL), mitochondrialną hydrolazę 
epoksydową typu 1 (mEH-1), UDP-glukuronylotransferazę 
[57], Ich ekspresja zależy od czynnika transkrypcyjnego Nrf2 
(Nrf2, ang. NF-E2-related factor) wiążącego się do sekwencji 
odpowiedzi na przeciwutleniacze (ARE, ang. antioxidant 
response elements) znajdujący się w rejonie oskrzydlającym 
przy końcu 5' wspom nianych genów [58]. Czynnik Nrf2 
występuje głównie w  cytoplazmie w postaci kom pleksu z 
białkiem sensorowym K eapl (ang. Kelch-like ECH-associated 
protein 1). Wzrost stężenia likopenu w komórce pow oduje 
rozpad kompleksów Nrf2-Keapl oraz translokację czynnika 
Nrf2 do jądra, gdzie wiążąc się do sekwencji autonom icz
nej replikacji (ARS, ang. autonomously replicating sequence) 
indukuje ekspresję enzym ów neutralizujących wolne rodni
ki i toksyny [58]. Podobne właściwości wykazują produkty  
rozpadu likopenu, jak apo-lO'-likopenal, apo-lO'-likopenol 
oraz kwas apo-10'-likopenowy [58]. Likopen, za pośrednic
tw em  ARS, w pływ a na ekspresję genów odpow iedzi anty
oksydacyjnej w  nabłonkowych komórkach pęcherzyków 
płucnych [58].

REGULACJA CYKLU KOMÓRKOWEGO

Likopen hamuje ekspresję cyklin D i E oraz pow oduje za
trzymanie cyklu komórkowego w  fazie G1 [6] O bserw ow a
no to w  ludzkich komórkach wątroby (Hep3B), now otw oru 
prostaty (LNCaP), raka piersi (MCF-7), macicy (ECC-1), je
lita (HCC), komórkach nowotw oru prostaty szczura (AT3) 
oraz w badaniach in vivo na myszach [6]. N iedobór cykliny 
E, dodatkowo zwiększa ekspresję białek p21 i p27 uniem oż
liwiając komórkom przejście cyklu z fazy G, do S [6],

APOPTOZA

Eliminacja komórek uszkodzonych oraz zainfekowanych 
z organizm u odbywa się na drodze apoptozy, której zabu-
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A likopen + R —» R-likopen

B likopen + R —» likopen + + R

C likopen + R —► likopen + RH

D N 0 2 + likopen —> N 0 2' + likopen*

E CC%0, + likopen —► [C C l,02-likopen] —> CC130 2' + łikopen+

F Likopen + 0 2‘ <-> likopen' + O

G likopen + ROO —► ROO-likopen

H ROO-likopen + O, —> ROO-likopen-OO

I ROO-likopen-OO +RH —> ROO-likopen-OOH + R

J R + 0 2 —► ROO

K ROO-likopen-OO +ROO —*• obojętne produktu

L Likopen + TOH* —> likopen" + TOH

Ł Likopen" + ASCH2 —> likopen + ASCH + H*

M Likopen* + ASCH" —> likopen + ASCH ' + H"

N Likopen* + a-TOH —*• likopen + a-TO

http://rcin.org.pl



T
ab

el
a 

3. 
B

ad
an

ia
 

ep
id

em
io

lo
gi

cz
ne

 
po

tw
ie

rd
za

ją
ce

 
ne

ga
ty

w
ną

 
ko

re
la

cj
ę 

m
ię

dz
y 

sp
oż

yc
ie

m
 

po
m

id
or

ów
, 

jeg
o 

pr
ze

tw
or

ów
 

i l
ik

op
en

u 
or

az
 

je
go

 
st

ęż
en

ie
m

 
w 

su
ro

w
ic

y 
a 

ry
zy

ki
em

 
ro

zw
oj

u 
ra

ka
 

pr
os

ta
ty

.

376 ww w .postepybiochem ii.pl

’G
ot

ow
an

e 
p

o
m

id
o

ry
, 

so
k 

p
o

m
id

o
ro

w
y

, 
zu

pa
 

p
o

m
id

o
ro

w
a,

 s
os

 
p

o
m

id
o

ro
w

y
, 

la
za

ni
a,

 s
p

ag
et

ti

P
iś

m
ie

n
n

ic
tw

o

[7
7]

[7
8]

[7
9]

[8
0]

[8
1]

[8
3]

[8
31

[8
31

O
R

, 
CI

 
= 

95
%

 

W
sz

ys
tk

ie
 

C
ię

żk
ie

 
p

rz
y

p
ad

k
i 

p
rz

y
p

ad
k

i

Oov
T“H 0,

64
0,

29

Z
l'0

1,
00

 
1,

00
0,

97
 

0,
93

 
0,7

4 
0,

79

INco
ov

LO'O
ov 1,

00
 

1,
00

0,
89

 
0,

64

rH
IN
ov

O
ON
ov 0,

87
 

0,
70

0,
75

 
0,

56

O
O
rH

NO
00
o" 0,

74

NO
ON
CO 0,

83

O
O
rH

00
00
CO 0,

77
0,

83
0,

79

St
ęż

en
ie

 
w

su
ro

w
ic

y

[H
g

/d
l]

<
10

,6
10

,6
1-

14
,7

7
14

,7
8-

21
,5

2
>

21
,5

2

0
,5

-1
0,

7
10

,8
-1

7,
1

1
7,

2-
24

,7
24

,8
-5

7,
4

<
26

,1
7

26
,1

71
-3

5,
36

35
,3

61
-4

4,
29

44
,2

91
-5

8,
01

rH
O
00
LO
A <

21
,7

21
,7

1-
31

,1 rHrH
1

rH
r-̂
rH
CO 41

,1
1-

54
,9

>
54

,9

<
24

,3
24

,3
1-

38
,2

38
,2

1-
48

,8
48

,8
1-

62
,8

00
<N
NO
A

O
R

, 
CI

 
= 

95
%

1,
00

0,
77

0,
86

NO
IN
O

O
O

1/
14

0,
91

0,
69

L
ik

o
p

en

D
zi

en
n

e 
sp

oż
yc

ie
 

[p
g]

<
66

2
66

2-
12

12
12

13
-1

99
4

>
19

94

<
14

58
,2

1
14

58
,2

1-
23

70
,5

8
23

70
,5

9-
34

50
,0

1
>

34
50

,0
1

P
ro

du
kt

y 
bo

ga
te

 
w 

li
k

o
p

en
1

D
zi

en
n

e
O

R
, 

CI
 
= 

95
% 

sp
oż

yc
ie

 
O

R
, 

CI
 
= 

95
%

 

[g
]

1,
00

0,
77

0,
78

0,
64

<1
8,

7 
1,

00
18

,7
-3

9,
0 

0,
97

 
39

,1
-6

4,
2 

0,
85

>6
4,

2 
0,

82

O
O

0,
62

0,
57

C
ho

rz
y/

 
S

ur
ow

e 
p

o
m

id
o

ry
g

ru
p

a
ko

nt
ro

ln
a 

Sp
oż

yc
ie

 
*[

g/
 

d
zi

eń
];

**
 

[s
zt

uk
/ 

ty
d

zi
eń

]

B
ad

an
ia

 
k

li
n

ic
zn

o
-k

o
n

tr
o

ln
e

<
9,

3*

\o

uy g
LO rH 

1
1 LO 

^  LO 
O n rh

nOco
nO

n T
rH
nO

'O
ON
O
rH
A

3
1

7
/4

8
0

6
5

/1
3

2

00
9
O n
O
rsi B

ad
an

ia
 

k
o

h
o

rt
o

w
e **

rH
V

18
0/

14
00

 
1

-4
>

4

ON
<N
rHi

00
IN
LO 1

8
2

/3
6

4

1
4

2
/2

8
4

http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


rżenie może powodować inicjację procesu nowotworzenia. 
Likopen selektywnie aktywuje proces apoptozy, w zależ
ności od rodzaju komórek [59]. W komórkach nowotw oru 
prostaty (LNCaP) obserwowano inicjację apoptozy już przy 
stężeniu 10 nM. W ludzkich komórkach nowotworu jelita 
(HuCC) oraz chłoniaka Burkitt'a (Raji cells) efektywne stę
żenie likopenu wynosi odpowiednio 2-4 gM i 2 gM [60], Na
tomiast ludzkie komórki linii chronicznej białaczki (EHEB) 
oraz białaczki erytroblastycznej (K562) były obojętne wzglę
dem  4gM likopenu [61].

HAMOWANIE ANGIOGENEZY I MET AST AZY 
KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

Częstość podziałów, inwazyjność oraz metastaza kom ó
rek nowotworowych zależy od płytkopochodnego czynnika 
w zrostu (PDGF-BB, ang. platelet-derived growth factor), który 
może być dobrym celem dla terapii antynowotworowej [61]. 
Badając wpływ likopenu na rozwój fibroblastów ludzkich 
Hs68 oraz ludzkich komórek czerniaka A2058 stw ierdzo
no, że hamuje on migrację komórek zależną od PDGF-BB
[62], Likopen wiąże się do PDGF-BB w surowicy, co dodat
kowo zwiększa jego potencjał anty nowotworowy. Ponadto 
obniża aktywność metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9, a w 
konsekwencji hamuje adhezję oraz metastazę bardzo inw a
zyjnych komórek nowotworu wątroby (SK-Hep-1) [61,62],

WŁAŚCIWOŚCI BIOLOGICZNE 
PRODUKTÓW ROZPADU LIKOPENU

Apo-10'-likopen (III) oraz jego pochodne: kwas apo-10'- 
likopenowy (VI) i apo-lO'-likopenal (IX) mają właściwości 
podobne do likopenu (Ryc. 3). Dowiedziono, że kwas apo- 
10'-likopenowy (VI) hamuje proliferację komórek raka płuc
[63]. Powoduje również obniżenie ekspresji cykliny E, a w 
konsekwencji zahamowanie syntezy DNA i zablokowanie 
cyklu komórkowego w fazie G1 [63]. Indukuje ekspresję 
białek p21 i p27 hamujących cykl komórkowy w fazie G l. 
Kwas apo-10'-likopenowy hamuje rozwój now otw oru płuc 
u myszy, poddanych uprzednio działaniu 4-(N-metylo-N- 
nitrozamino)-l-(3-pyrydylo)-l-butanonu [63]. Właściwości 
przeciwnowotworowe wykazuje również 2,5-cyklolikope- 
no-l,5-diol (XXII), będący produktem  rozpadu 2,6-cykloli- 
kopenylo-l,5-epoksydu (XXI) (Fig. 3). Związek ten stym u
luje ekspresję koneksyny 43 uczestniczącej w  tworzeniu 
połączeń między komórkami, które warunkują prawidłową 
komunikację, regulację wzrostu, proliferację oraz apoptozę. 
Spadek ekspresji koneksyny 43, typowy dla komórek no
wotworowych, obniża siłę oddziaływań między sąsiadu
jącymi komórkami. 2,7,ll-trimetylo-tetradekaheksano-l,4- 
dial (XII), produkt rozkładu wiązań podwójnych likopenu 
C5-C6 oraz C12'-C1T także stymuluje syntezę koneksyny 
43 [64], W wyniku rozpadu wiązania C15-C15' likopenu z 
udziałem  CMOl, a następnie utleniania powstającego apo- 
15-likopenalu (VI) w  obecności cytozolowych lub mikro- 
somalnych dehydrogenaz retinalu powstaje kwas acyklo- 
retinolowy [27], Podobnie jak kwas retinowy aktywuje on 
prom otor RAR(3, genu supresji nowotworów [65].

P R O Z D R O W O T N E  D Z IA Ł A N IE  L IK O PE N U

Pierwsze doniesienia na temat korzystnego w pływ u liko
penu na zdrowie pojawiły się już ponad 50 lat temu [66]. Za

obserwowano korelacje między ilością podawanego likope
nu, a odpornością na infekcje bakteryjne oraz zachorowal
nością na nowotwory jamy brzusznej naprom ieniowanych 
zwierząt [66], Spostrzeżenia te dały początek badaniom  na 
liniach komórkowych, zwierzętach oraz badaniom  epide
miologicznym na ludziach, które potwierdziły p rozdrow ot
ne działanie likopenu [66].

CHOROBY NOWOTWOROWE

Wykazano, że likopen w  stężeniu 1-4 gM chroni komórki 
przed uszkodzeniami, obniża ryzyko zachorowania na raka 
prostaty, płuc, piersi, nowotwory układu pokarm owego 
oraz białaczkę, a w  stężeniu dziesięć razy wyższym, także 
raka wątroby i jajnika [67], Przy stężeniu 20-60 gM hamuje 
proliferację komórek i aktywuje ich apoptozę [68]. Ponad 
to ogranicza podziały komórek raka jelita, ostrej białaczki 
szpikowej, białaczki erytroblastycznej oraz chłoniaka typu 
Burkitta [67,69]. Uważa się, że osiągnięcie efektu terapeu 
tycznego zależy od akumulacji likopenu w poszczególnych 
komórkach [67].

Wyniki badań epidemiologicznych nie są jednoznacz
ne. W wielu pracach wskazuje się na silną korelację mię
dzy spożyciem likopenu oraz produktów  bogatych w ten 
związek, a zachorowalnością na nowotwory, szczególnie 
prostaty [66-70]. W innych badaniach dotyczących również 
raka prostaty a także żołądka oraz piersi, zależność ta nie 
została w  pełni potwierdzona [6,71-77]. Wydaje się, że po 
w odem  rozbieżności wyników może być złożoność testów 
stosowanych w badaniach oraz duża liczba zmiennych 
wpływających na ich rezultaty [78]. Meta analiza w yników  
epidemiologicznych pozwoliła wybrać te wyniki, w  któ
rych precyzyjnie zdefiniowano źródła likopenu, p raw idło 
wo dobrano grupy badane i kontrolne oraz przedstawiono 
wartości istotne statystycznie [79]. Ich zestawienie wskazuje 
na pozytywną korelację między stężeniem likopenu w su
rowicy krwi, a zachorowalnością na raka (Tab. 3). Wyższe 
stężenie likopenu we krwi stwierdzano u osób spożywają
cych przetworzone pomidory. Jest to związane z faktem, że 
w produktach poddanych obróbce termicznej w zrasta ilość 
ds-likopenu [80-84], Ryzyko rozwoju nowotworu prostaty w 
grupie osób, u których stężenie likopenu w surowicy mieści 
się w przedziale 24,8-57,4 g g / dl jest o 45% niższe niż u osób 
ze stężeniem 0,5-10,7 gg/  dl. W ciężkiej postaci raka jest ono 
niższe naw et o 63% [83]. Zależności takiej nie obserwuje się 
dla innych karotenoidów, co wskazuje na specyficzność i 
skuteczność działania likopenu [85,86].

CHOROBY UKŁADU KRĄŻENIA

Przyczyną większości tych chorób jest wysokie stężenie 
w osoczu lipoprotein o małej gęstości (LDL, ang. Iow den- 
sity lipoproteins) oraz wysoki stopień utlenienia LDL, który 
koreluje z zapadalnością m.in. na arteriosklerozę oraz za
wał serca [11], Wysokie spożycie likopenu zmniejsza ryzy
ko rozwoju chorób układu krążenia. W grupie osób z dietą 
bogatą w  likopen, obserwuje się wolniejsze odkładanie pły
tek miażdżycowych w naczyniach [87]. Likopen powoduje 
również obniżenie ciśnienia krwi u pacjentów z nadciśnie
niem [87]. Przyjmuje się, że ochronne działanie likopenu na 
układ krążenia jest efektem ograniczenia peroksydacji lipi
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dów oraz oksydacji lipoprotein o małej gęstości [87], W ba
daniach epidemiologicznych, w  grupie osób z najwyższym 
stężeniem łikopenu w surowicy (>0,62 pg /g ) obserwowano 
niższe o 46% ryzyko wystąpienie zawału mięśnia sercowe
go niż u  osób ze stężeniem łikopenu w surowicy <0,11 p g / g 
[88].

P O D S U M O W A N IE

Od pierwszych sugestii o pozytywnym  wpływie łikope
nu na zdrow ie minęło już ponad pięćdziesiąt lat. Badania na 
liniach komórkowych i zwierzętach potwierdzają ochronne 
działanie tego związku przed chorobami nowotworowymi, 
metabolicznymi, układu krążenia oraz układu nerwowego. 
W badaniach epidemiologicznych wykazano negatywną 
korelację miedzy dietą bogatą w  likopen, a ryzykiem roz
woju raka prostaty. Zachorowalność na nowotwory osób 
będących na diecie bogatej w pomidory i jego przetwory jest 
średnio o 30-40% niższa niż w grupie kontrolnej. Rosnąca 
liczba dow odów  wskazujących na korzystne dla zdrowia 
działanie łikopenu sprawia, że produkty zawierające ten 
związek cieszą się coraz większym zainteresowaniem.
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A B S T R A C T

Natural products from plants, fungi and higher animals are valuable sources of attractive alternatives for therapeutics. One of them, lycopene  
is a bright red carotene found in several fruits and vegetables. Tomato, tomato-based sauces and juices are the most abundant sources of this 
compound for human. There is a positive correlation between lycopene intake and health. It plays an important role in preventing several 
diseases, inclusing cancers. Lycopene is the most efficient oxygen and free radicals scavenger. Moreover it controls cell cycle and activates 
phase II detoxification enzymes. Epidemiological studies confirm its significant role in preventing diseases. Constant progress on this field 
makes lycopene an interesting object of researches.
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Retinoidy — ich metabolity, działanie i rola w  rozwoju serca

ST R E SZ C Z E N IE

Retinoidy stanowią grupę związków aktywnych biologicznie, znanych jako pochodne w i
taminy A. Poza niezaprzeczalną rolą jaką związki te odgrywają w  dorosłym organizmie, 

retinoidy odgrywają też fundamentalną rolę w  wielu procesach rozwoju zarodkowego np. 
kształtowaniu osi zarodka i tworzeniu narządów. Najbardziej aktywną formą witaminy A 
jest kwas retinowy, powstający z retinolu. Zarówno u osobników dorosłych jak i w  przypad
ku zarodka przekazywanie sygnałów z udziałem kwasu retinowego zachodzi na różnych po
ziomach poprzez oddziaływanie ze specyficznymi białkami i receptorami. W trakcie rozwoju 
serca polega to głównie na ograniczeniu ekspansji komórek wtórnego pola sercotwórczego i 
kontroli prawidłowego dodawania tych komórek do cewy serca. Oddziaływanie to wymaga 
odpowiedniego lokalnego stężenia kwasu retinowego, którego nadmiar lub niedobór po
woduje powstawanie wad serca. Szlaki przekazywania sygnałów z udziałem retinoidów w  
rozwijającym się sercu są wielce istotnym lecz nie w  pełni jeszcze poznanym zagadnieniem. 
W niniejszej pracy przedstawiono syntezę najnowszej wiedzy dotyczącej tego tematu.

W P R O W A D Z E N IE

Retinoidy to grupa aktywnych związków chemicznych o różnorodnym  dzia
łaniu biologicznym. Są one analogami retinolu i noszą wspólną nazwę witami
ny A. Poza niezaprzeczalną rolą jaką związki te odgrywają w  dorosłym orga
nizmie, m. in. w  mechanizmie widzenia, rozrodzie, prawidłowej funkcji skóry 
i uk ładu  immunologicznego, retinoidy odgrywają fundamentalną rolę w wielu 
procesach rozwoju zarodkowego.

Do tej grupy związków należą: retinol (Ryc. 1), retinal (Ryc. 2) i kwas reti
now y (Ryc. 3) oraz ich dalsze metabolity i izomery. Retinol nie wywiera zna

czącego efektu biologicznego na 
tkanki, lecz staje się czynny po 
przekształceniu w bardziej ak
tywne metabolity, z których naj
ważniejszym jest, charakteryzują
cy się wielostronnym działaniem, 
kwas retinowy [1]. Niektóre z me
tabolitów retinolu posiadają róż
norodne funkcje biologiczne, np. 
11 -cis retinal jest niezbędny do 
prawidłowego widzenia, podczas 
gdy retro-retinoidy biorą udział 
w immunologicznej funkcji lim
focytów [2]. Jednakże to właśnie 
kwas retinowy (RA), w  postaci 
dwóch izomerów: formy całko- 
wicie-trans i formy 9-cis, wpływa 
na proliferację i różnicowanie się 
komórek poprzez regulację odpo
wiednich genów [2,3]. Tak więc 
w trakcie rozwoju zarodkowego 
kwas retinowy jest najbardziej ak-

Rycina 1. Wzór chemiczny retinolu.

Rycina 2. Wzór chemiczny retinalu.

Rycina 3. Wzór chemiczny kwasu retinowego.
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Rycina 4. Wzór chemiczny p-karotenu. 
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tyw ną formą retinoidów. Cząsteczki wszystkich retinoidów 
mają kilka charakterystycznych cech strukturalnych: pier
ścień (3-jononu, łańcuch izoprenoidowy, tzw. „ogon" i po
larną grupę końcową, która decyduje o ich właściwościach 
chemicznych i funkcjach biologicznych [2],

Najważniejszym prekursorem aktywnych retinoidów, 
zaw artym  w pokarmie roślinnym jest (3-karoten (Ryc. 4), 
który w  komórkach nabłonka jelita cienkiego zostaje prze
kształcony przez 9'10'dioksygenazę p-karotenową (BCO-II) 
w  formy pośrednie apokarotenoidów, które są dalej me
tabolizowane do kwasu retinowego przy udziale nieokre
ślonego jeszcze enzymu. W ystępowanie enzym u BCO II 
stw ierdzono w komórkach przedstawicieli różnych grup 
kręgowców, ale nie ma jak dotąd dow odu na to, że gen tego 
enzym u ulega ekspresji u ssaków [4]. Natomiast monooksy- 
genaza 15,15' p-karotenowa (BCO-I) przekształca p-karoten 
w  dw ie cząsteczki całkowicie-frans-aldehydu retinowego. 
BCO-I w ykryto u morskich strunowców i bezstrunowców; 
sklonowano też gen tego enzymu m. in. u człowieka, m y
szy, kurczęcia i muszki owocowej [4,5], Warto nadmienić, 
że powstały z p-karotenu aldehyd retinowy jest jedną z ak
tyw nych form witaminy A biorącą udział przede wszyst
kim w  mechanizmie widzenia. Stąd też u zwierząt w ystępu
je m. in. w  komórkach fotoreceptorowych. Formą retinolu 
przechow yw aną w tkankach zwierzęcych, której prekurso
rem  jest również p-karoten, są estry retinylu. Retinol ulega 
estryfikacji z długołańcuchowymi kwasami tłuszczowymi, 
najczęściej z kwasem palmitynowym [5]. Pokarm zwierzęcy 
zaw iera więc estry retinylu, które są rozkładane przez este
razy zaw arte w soku trzustkowym, a powstały w ten sposób 
w olny retinol jest absorbowany przez komórki nabłonkowe 
jelita cienkiego. Retinol zostaje następnie utleniony do reti- 
nalu (aldehydu retinowego) przez dehydrogenazy zależne 
od N A D +/N A D H  + H +. Do rodziny tych dehydrogenaz na 
leży dehydrogenaza alkoholowa (ADH) oraz dehydrogena
za retinolu (RDH).

P R Z E C H O W Y W A N IE  I T R A N S P O R T  R E T IN O L U

W komórkach nabłonkowych jelita cienkiego retinol łą
czy się z kom órkowym  białkiem łączącym retinol (CRBPII), 
które, podobnie do białka CRBP I powszechnego w różnych 
tkankach i narządach ciała jak i CRBP III, umożliwia jego 
prezentację odpowiednim  enzymom. Wiązanie z CRBP II 
oraz z CRBP I zapobiega powtórnem u utlenianiu retino
lu do retinalu, i jednocześnie umożliwia do niego dostęp 
acyltransferazie lecytyno-retinowej (LRAT, ang. lecithin-re- 
tinol acyltransferase), która przeprowadza jego estryfikację. 
N iezw iązany retinol może być estryfikowany przez Acyl- 
CoA acylotransferazę retinolu (ARAT, ang. Acyl-CoA retinol 
acyltransferase) oraz przez LRAT, choć ten ostatni enzym 
przeprow adza estryfikację wolnego retinolu ze znacznie 
mniejszą wydajnością. Rola białka wiążącego retinol typu 
III (CRBP III) polega na ułatwieniu włączania retinolu do 
mleka matki [2,5].

W nabłonku jelita cienkiego estry retinylu są w budo 
w yw ane do chylomikronów, które opuszczają komórki 
nabłonkow e jelita i poprzez system limfatyczny są trans
portow ane do krwiobiegu. W kapilarach zlokalizowanych 
poza w ątrobą są one metabolizowane przez lipazę lipo-
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proteinową co prowadzi do powstania estrów cholestero
lu („resztkowych" chylomikronów) obecnych w krążącej 
krwi. „Resztkowe" chylomikrony są następnie wychwyty
wane przez wątrobę. „Resztkowe" chylomikrony, zawiera
jące estry retinylu pobrane przez hepatocyty, są następnie 
rozkładane przez hydrolazy estrów retinylu (REH) takie jak 
karboksyloesterazy ES-10 czy ES2 lub inne hydrolazy, np. 
lipazę zależną od cAMP, w wyniku czego powstaje retinol 
[6]. Retinol przedostaje się do komórek gwiaździstych w 
wątrobie, gdzie ulega ponownej estryfikacji i w  postaci es
trów retinylu może być przechowywany w kroplach tłusz
czu [2]. W wątrobie estry retinylu stanowią rezerwuar dla 
dalszych potrzeb organizmu.

Przypuszcza się, że wewnątrzkom órkowe białka wiążące 
retinol: CRBP I i II, obecne m. in. w komórkach wątroby, 
biorą udział w  mechanizmie prezentowania retinoidów od 
pow iednim  enzymom, przeprowadzającym ich estryfikację 
[2,6]. CRBP I, II i III mają zdolność wiązania się z całkowi- 
cie-trans retinolem i całkowicie-trans retinalem, co wskazuje 
na ich udział w metabolizmie retinoidów [2], Myszy po
zbawione genów dla CRBP I i II wykazują zmniejszony po
ziom estrów retinylu w  wątrobie [5]. Z kolei CRBP III bierze 
udział w  mobilizacji retinolu z jego estrów zgromadzonych 
w  tkance tłuszczowej [5].

W ewnątrzkomórkowe białka wiążące retinol (CRBP I, 
II i III) charakteryzują się niską masą cząsteczkową, któ
ra wynosi ok. 15 kDa. Ich strukturę II-rzędową stanowią 
dwie p-harmonijki (ang. f-sheetś), z których każda składa 
się z pięciu antyrównoległych nici. Obie harmonijki fałdują 
się tworząc kieszeń, w ewnątrz której wiązany jest ligand. 
Kieszeń ta jest spojona dwiema a-helisami. Podobnie jak 
w przypadku wiązania się kwasu retinowego z białkami 
CRABP, polarna grupa hydroksylowa retinolu wiąże się z 
resztą glicyny znajdującą się na dnie kieszeni białka CRBP, 
natomiast pierścień znajduje się najbardziej na zewnątrz 
kieszeni. Co ciekawe, podobne ułożenie przestrzenne przyj
muje kwas retinowy, łącząc się z CRABP I i II.

Jeśli poziom witaminy A w diecie jest niewystarczający 
estry retinylu są przemieszczane z powrotem  do hepato- 
cytów, gdzie enzymy hydrolityczne (REH) rozkładają je, 
uwalniając retinol. Proces ten zwany jest mobilizacją retino
lu. W przypadku deficytu witaminy A estryfikacja retinolu 
jest zatem hamowana, podczas gdy indukow ana jest hydro
liza estrów retinylu i mobilizacja retinolu. Tak powstały re
tinol łączy się z białkiem transportującym, czyli z białkiem 
łączącym retinol (RBP, ang. retinol binding protein, RBP4) i w 
tej formie jest uwalniany do krążenia.

Białko RBP, będące głównym nośnikiem retinolu we 
krwi, charakteryzuje się małą masą cząsteczkową (21kDa). 
Zbudow ane jest ono z 8-łańcuchowych antyrównoległych 
struktur harmonijkowych p, które fałdują się tworząc kie
szeń wiążącą ligand. Retinol łączy się z RBP za pomocą wią
zania hydrofobowego pomiędzy resztami aminokwasowy- 
mi znajdującymi się po wewnętrznej stronie kieszeni białka 
wiążącego, a znajdującymi się w jej w nętrzu częściami li- 
gandu, czyli pierścieniem jononu i łańcuchem izoprenoidu. 
Ze względu na fakt, iż podczas wiązania się z RBP retinol 
przyjmuje odw rotną konfigurację przestrzenną niż w przy
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padku połączenia z CRBP, grupa hydroksylowa retinolu 
wystaje z kieszeni RBP i nie bierze udziału w wiązaniu.

We krwi białko RBP wiąże się z białkiem transportu
jącym — transtyretyną (TTR) [2,7], co zapobiega filtracji 
kłębuszkowej retinolu i wydaleniu przez układ moczowy. 
Kompleks RBP-TTR dostarcza retinol do komórek docelo
wych. Transport retinolu do komórki odbywa się praw do
podobnie za pośrednictwem transbłonowego receptora dla 
RBP-STRA6 [7], Retinol może także wnikać do niektórych 
komórek docelowych dzięki gradientowi stężeń, który za
leży od wewnątrzkom órkowego stężenia wolnego retinolu 
[2]. Do wnętrza większości komórek retinol dostaje się jako 
wolny związek, po dysocjacji od transtyretyny.

M E T A B O L IZ M  W  K O M Ó R K A C H  D O C E L O W Y C H

Różne formy witaminy A pełnią rolę w ważnych etapach 
embriogenezy, biorąc udział w  rozwoju układu nerwowe
go [8], kończyn [9], w ątroby [10] serca [11-13], płuc, nerek, 
gonad [6], jelita przedniego oraz oka [14], W komórkach do
celowych tych narządów  i tkanek retinol zostaje przekształ
cony w  aktywną formę, kwas retinowy. Odbywa się to za 
pośrednictwem kilku szlaków metabolicznych podczas 
dwustopniowej reakcji oksydoredukcyjnej. Początkowo, po 
wniknięciu do komórki i związaniu się z białkiem CRBP I, 
retinol zostaje utleniony do retinalu (Ryc. 5).

Reakcję utleniania przeprow adza dehydrogenaza alko
holowa (ADH) zależna od NADP, lub dehydrogenaza re
tinolu (RDH). Badania genetyczne wskazują, że co najmniej 
trzy izoformy dehydrogenazy ADH: ADH1, ADH3, ADH4 
oraz dwie w przypadku RDH (RDH1, RDH10) odgrywają 
rolę w  syntezie a ldehydu retinowego. Synteza enzymów 
utleniających retinol jest powszechna w wielu tkankach, a 
obszary ich występowania często zachodzą na siebie, jak
kolwiek najbardziej efektywna w tkankach kręgowców jest 
dehydrogenaza alkoholowa typu IV (ADH4). Natomiast

jeśli chodzi o lokalizację wewnątrzkomórkową, dehydroge
nazy ADH obecne są we frakcji cytosolu, podczas gdy RDH 
obecna jest we frakcji mikrosomalnej. W drugim  etapie 
przekształcania retinolu do formy aktywnej aldehyd retino
w y zostaje utleniony do kwasu retinowego przez dehydro 
genazę aldehydu retinowego, RALDH [5,14] (Ryc. 5).

Opisano cztery klasy ezymów RALDH: RALDH1, która 
występuje jedynie w  niewielkiej liczbie rozwijających się 
organów zlokalizowanych w  przedniej i tylnej części ciała 
zarodka, biorąc głównie udział w  rozwoju oka, RALDH2, 
stanowiącą najbardziej powszechną formę dehydrogenaz 
aldehydu retinowego i uważaną za najważniejszy enzym  
produkujący kwas retinowy (RA) w  tkankch em brional
nych, a także RALDH3, która uczestniczy w późniejszych 
stadiach rozwoju oka i nosa [4,15,16] oraz RALDH4, biorącą 
udział w  biosyntezie 9-cis kwasu retinowego [5].

Reakcja utleniania retinalu do kwasu retinowego może 
być także przeprow adzona przez inne enzymy, jak np. n a 
leżące do rodziny cytochromu P450, enzymy CYP. Rodzina 
ta stanowi liczny zbiór enzymów, zdolnych do p rzeprow a
dzania monooksygenacji wielu związków biologicznych 
[17,18]. Z pośród nich w przekształcanie retinalu do kw a
su retinowego zaangażowane są m. in.: CYP1B1, 1A2, 2B4, 
2C3, 2J4 [5,20]. CYP1B1, w  przeciwieństwie do należącego 
do tej samej rodziny, CYP26, odgrywającego kluczową rolę 
w  metabolizmie kw asu retinowego (patrz poniżej), nie po 
siada zdolności degradowania kwasu retinowego. Enzymy 
z rodziny CYP mogą same podlegać regulacji przez retino- 
idy, gdyż w aktywacji kodujących je genów udział biorą 
zależne od retinoidów receptory jądrowe [18]. W ykazano 
np., że poziom CYP1B1 zależny jest od regulacji przez kwas 
retinowy (RA). Ponadto udowodniono, że CYP1B1, w  po 
dobny sposób do kwasu retinowego, w pływa na regulację 
ważnych morfogenów, jak Hoxl, Shh, czy Isetll [19], Syn
teza enzymów syntetyzujących kwas retinowy, takich jak 
RALDH1, RALDH3 i CYP1B1 w różnych tkankach em brio

nalnych sugeruje złożoność metabolizmu tego 
związku. Chociaż obecność i działanie tych 
enzymów ukazuje różnorodność dróg synte
zy kwasu retinowego podczas embriogenezy, 
ich działanie nie może zniwelować defektów 
powstających u myszy pozbawionych genu 
kodującego drugą formę dehydrogenazy al
dehydu retinowego (Raldhl-/ -), które giną w 
10,5dpc z pow odu malformacji serca. W ska
zuje to na najważniejszą rolę RALDH2 w syn
tezie kw asu retinowego podczas rozwoju za 
rodka i sugeruje, że ta forma enzymu nie może 
być zastąpiona jego innymi odmianami.

Utlenianie retinolu do aldehydu retinow e
go jest reakcją odwracalną, i wiele enzym ów  
może katalizować reakcją odwrotną, tj. kon 
wersję aldehydu retinowego do retinolu, co 
wskazuje na istnienie dodatkowego m echa
nizm u regulującego lokalne stężenie kw asu 
retinowego w tkankach. Natomiast utlenianie 
retinaldehydu do kwasu retinowego jest nie
odwracalne. Biorąc pod uwagę powszechną 
dostępność retinolu który dociera do tkanek
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nieaktywne metabolity

Rycina 5. Szlak metabolizmu retinolu w komórkach docelowych. Po wniknięciu do komórki pierwszy 
etap przekształcenia retinolu stanowi jego utlenienie do aldehydu retinowego przez dehydrogenazy 
alkoholowe (ADH) lub dehydrogenazy retinolu (RDH). Retinal utleniany jest do kwasu retinowego 
przez dehydrogenazy retinaldehydu (np. RALDH2) lub niektóre enzymy z rodziny CYP (patrz tekst). 
Dalsze utlenianie kwasu retinowego przez enzym CYP26 prowadzi do powstania nieaktywnych me
tabolitów witaminy A.
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przez system krążenia jest wielce możliwe, że wszystkie 
komórki mogą zapewnić mechanizm równowagi między 
retinolem i retinaldehydem, lecz tylko te z nich, które są 
wyposażone w jedną z odmian RALDH mogą lokalnie syn
tetyzować kwas retinowy [14]. Dalsze utlenianie kwasu reti- 
nowego prow adzi do jego degradacji. Enzymami odpow ie
dzialnymi za ten proces są trzy odmiany CYP26: CYP26A1, 
CYP26B1 i CYP26C1 należące do rodziny cytochromu P450. 
Enzymy te charakteryzują się specyficznym rozmieszcze
niem w rozwijająych się tkankach embrionalnych, co suge
ruje ich udział w  regulowaniu sygnału kwasu retinowego w 
poszczególnych strukturach i narządach [14].

Aktywność biologiczna kwasu retinowego w  komórce 
jest również regulowana przez wiążące go białka CRABPI i 
II. CRABP I wychwytuje obecny w komórce wolny kwas re
tinowy i prezentuje go enzymom, które rozkładają ten zwią
zek, lub konwertują go do form nieaktywnych, polarnych,
0 krótszym łańcuchu. Metabolizm do form nieaktywnych 
odbywa się w  wątrobie, a powstałe produkty mogą być ła
two usuw ane przez nerki i / lu b  z żółcią [19]. Rola CRABP
1 polega na buforowaniu wewnątrzkomórkowego poziomu 
wolnego kw asu retinowego [20-23] i ograniczaniu jego do
stępności dla CRABP II. Białko CRABP I spełnia zatem rolę 
w  ochronie komórki przed teratogennym w pływ em  nad 
miaru wolnego RA [1,24], zjawiskiem jakie zostało zaobser
wowane in vitro, w  hodowli komórkowej [25].

Przypuszcza się, że kwas retinowy może wywierać na 
komórki działanie parakrynne, tzn. syntetyzowany w okre
ślonych komórkach, dociera do komórek sąsiednich, dopie
ro w nich wywierając swój ostateczny efekt. W zależności 
od ekspresji genów metabolizujących kwas retinowy w ko
mórce, losy tego związku mogą być różne. Na przykład w 
komórkach, w  których ekspresji ulega jeden z genów Cyp26, 
metabolizm kwasu retinowego przebiega w kierunku jego 
degradacji, tak więc przekazywanie biologicznego sygnału 
tego związku zostaje zablokowane. W komórkach, w  któ
rych gen Cyp26 nie ulega ekspresji kwas retinowy przenika 
do jądra komórkowego i łączy się z receptorami RAR. N ato
miast w  komórkach wykazujących ekspresję genu Crabp II 
łączenie się kwasu retinowego z jego receptorami jądrowy
mi jest znacznie ułatwione za sprawą przechwytywania go 
przez białko CRABP II [14].

Rozmieszczenie białka CRABP II pokrywa się z wystę
powaniem  innych białek, takich jak CRBP I, ADH i RALDH 
[22], jest zatem ściśle związana z syntezą kwasu retinowe
go. Ponieważ zaobserwowano także współwystępowanie 
CRABP II z receptorami jądrowymi RAR i RXR, przypusz
cza się, że uczestniczy ono w transporcie kwasu retinowego 
do jądra komórkowego i prezentowaniu go odpowiednim  
receptorom [24,26]. Podczas tego procesu tworzą się przej
ściowe kompleksy CRABP II-RAR i/ lu b  CRABP II-RAR- 
RXR [27,28], W związku z tym uw aża się, że CRABP II może 
uczestniczyć w regulacji ostatecznego działania kwasu re
tinowego na komórkę, jakim jest aktywacja odpowiednich 
genów oraz proliferacja komórek, zależna od receptorów 
RAR/RXR. CRABP II może być zatem uznany za koak- 
tywator tych receptorów [27,29], Z kolei białko CRABP I, 
dostarcza kwas retinowy do jądra komórkowego w sposób 
bierny, nie tworząc kompleksów z receptorami jądrowymi
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RAR/RXR. Tuż przed połączeniem z receptorami jądrow y
mi kwas retinowy związany z CRABP I ulega dysocjacji i 
samodzielnie przyłącza się do powyższych receptorów [28].

W zarodkach myszy pozbawionych genu (ang. knock-out) 
Crabp /"/' lub Crabp II'1' nie stwierdzono w ystępow ania mal- 
formacji, ani zmniejszenia ich przeżywalności, co wskazuje, 
że żadne z tych białek nie jest niezbędne do prawidłowej 
morfogenezy podczas życia prenatalnego. M yszy pozba
wione obu genów Crabp T/_ i Crabp II'1' wykazują niewielki 
wzrost śmiertelności, ale pozostałe przy życiu osobniki są 
prawie normalne pod względem  morfologii. Jedynym  ob
jawem zablokowania funkcji genów dla Crabp I i II u  tych 
osobników są zduplikow ane palce kończyn [30],

Przekazywanie sygnałów za pośrednictwem retinoidów 
jest regulowane na wielu poziomach, co decyduje o kom 
pleksowości i złożoności tych procesów. Wiele aktywnych 
transkrypcyjnie odm ian retinoidów i ich metabolitów (patrz 
niżej) może łączyć się ze specyficznymi białkami i oddziały
wać z różnymi kombinacjami receptorów jądrowych. Białka 
łączące retinoidy (RBP, CRBP, CRABP) odgrywają kluczo
wą rolę w  ich transporcie w  osoczu oraz w ew nątrz  komórki 
i prezentowaniu retinoidów odpow iednim  enzym om  lub 
kierowaniu ich do określonych obszarów komórkowych.

RECEPTO RY JĄ D R O W E

Receptorami, z którymi oddziałuje kwas retinowy, są 
RAR i RXR, należące do nadrodziny receptorów jądrowych. 
Każda z rodzin receptorów retinoidów składa się z kilku 
odmian, różniących się nieznacznie składem i / lu b  sekw en
cją aminokwasową. Są to: RARal,2, RAR(31,2,3,4, RARyl,2, 
RXRal,2, RXR(31,2, RXRyl,2. Ligandami dla tych recepto
rów są at-RA, 9-cis RA oraz wielonienasycone kwasy tłusz
czowe [4,12,31]. RAR funkcjonują jako heterodim ery z RXR. 
RXR natomiast mogą działać w  formie hom odim erów  lub 
tworzyć heterodimery z różnymi innymi receptorami jądro 
wymi takimi jak receptory witaminy D3, receptory horm o
nu  tarczycy, receptory aktywatorów peroksysom ów [31]. 
Wykazano, że hom odimery powyższych receptorów nie 
są tak aktywne w przyłączaniu kwasu retinowego jak he
terodimery (RAR/RXR). Różnorodność wym ienionych po
wyżej odm ian RAR i RXR daje łącznie 48 możliwych kom 
binacji heterodimerów (RAR/RXR) [32], Opisano również 
wiele aktywatorów i represorów tych receptorów, takich 
jak Sugl, TIF1, RIP140, SRC1, TIF2, N-CoR, SMRT [30]. Po 
przyłączeniu kwasu retinowego, heterodimery RAR/RXR 
wiążą się ze specyficzną sekwencją na DNA, zw aną RARE 
(ang. RA response element), znajdującą się zwykle w  obrębie 
promotora genu regulowanego przez kwas retinowy [33,34] 
(Ryc. 6).

Poprzez udział w  wielu różnych molekularnych szlakach 
przekazywania sygnałów, prowadzących do aktywacji do 
celowych genów, receptory RAR i RXR przyczyniają się do 
zróżnicowania sygnału pochodzącego od kw asu retinowe
go [35]. W celu poznania molekularnych m echanizm ów  
aktywowanych poprzez poszczególne formy receptorów 
jądrowych wykorzystano myszy pozbawione genów dla 
różnych form tych receptorów. W ten sposób udow odniono 
np., że u myszy z brakiem genu dla RARa lub RARy ob
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Rycina 6. Aktywacja genów docelowych przez kwas retinowy za pośrednictwem receptorów RAR i RXR. 1. W przypadku braku 
obecności kwasu retinowego do kompleksu receptorów RAR/RXR związanych z sekwerrcją RARE w DNA danego genu, przyłą
czonych jest wiele korepresorów (patrz tekst), które zapobiegają inicjacji transkrypcji genu. 2. W przypadku przyłączenia do hete- 
rodimeru RAR/RXR kwasu retinowego, następuje oddysocjowanie korepresorów, a w ich miejsce przyłączane są koaktywatory co 
umożliwia rozpoczęcie transkrypcji genu.

serwuje się defekty systemu sercowo-naczyniowego, wady 
oka, degenerację gonad i zwiększoną umieralność [1,21]. 
Wykazano, że RAR[3 bierze udział w  prawidłowej segmen
tacji tyłomózgowia podczas tworzenia granic rombomerów 
poprzez oddziaływanie z dw om a czynnikami transkryp- 
cyjnymi Hoxb4 i Hoxd4 [36]. Ponadto w rozwój niektórych 
struktur w zarodku, takich jak tyłomózgowie, kręgosłup 
czy kończyny, mogą być wspólnie zaangażowane różne 
typy receptorów RAR [1,37].

Z pow odu występowania charakterystycznych w ad w ro
dzonych u myszy pozbawionych genu dla receptora RXRa, 
uw ażany jest on za jedyny receptor spośród RXR, niezbęd
ny do prawidłowego rozwoju zarodkowego [1,38]. Niektó
re badania sugerują, że RXR|3 również może mieć pewien 
udział w  prawidłowej embriogenezie [1,38]. W związku z 
obecnością w ad serca u myszy pozbawionych genów dla re
ceptorów RARa i p oraz RXRa, przypuszcza się, że to w ła
śnie te receptory biorą udział w  sterowanym przez kwas 
retinowy rozwoju tego narządu [1,19,37], Ponadto występo
wanie RARy [39] i RXRy [40] w  rozwijającym się sercu suge
ruje rolę tych receptorów w przekazywaniu sygnału kwasu 
retinowego do tego narządu.

M ETA B O L IT Y  K W A S U  R E T IN O W E G O

CYP26 obok rodopsyny, acylotransferazy lecytyno-reti- 
nowej, dehydrogenaz: retinolu i alkoholowej, dehydrogena
zy aldehydu retionowego 2 oraz esterazy retinylu jest głów
nym enzymem metabolizującym retinoidy; co istotne, m e
tabolizuje on aktywną biologicznie formę retinoidów, kwas 
retinowy, do związków nieaktywnych lub mogących się od 
niego różnić pod względem roli biologicznej [6]. Metaboli
tami kwasu retinowego są: całkowicie frans-3,4-didehydro- 
kwas retinowy, 4-hydroxy-kwas retinowy, (4-OH-RA), 
4-oxo-całkowicie-frans-kwas retinowy, 4-oxo-13-cz's-kwas 
retinowy, 16-hydroxy-4-oxo-kwas retinowy, 18-hydroxy- 
kwas retinowy (18-OH-RA), 14-hydroxy-4,14-rriro-retinol i

5,6-epoxy-kwas retino
wy [41,42]. Do chwili 
obecnej nie ustalono, 
czy wszystkie m etabo
lity kwasu retinowego 
produkow ane przez 
CYP26 są aktyw ne bio
logicznie podczas or- 
ganogenezy. Całkowi- 
cie-frans-4-oxo-RA jest 
uznaw any za nieaktyw 
ny produkt degradacji 
RA podczas rozwoju 
embrionalnego myszy
[5,16]. Inne produkty 
degradacji kw asu reti
nowego, np. 18-hydro- 
xy-RA i 5,6-epoxy-RA 
hamują w zrost linii 
komórek now otw oro
wych raka piersi [41] i 
podobnie jak at-RA sty
mulują różnicowanie 
się linii komórkowych 

hodow anych in vitro [42], U zarodków Xenopus całkowicie- 
frans-4-oxo-RA jest związany z regulacją specyfikacji regio
nalnej; jego działanie teratogenne silniej niż nadm iar at-RA 
może zaburzać organizację przednio-tylnej osi zarodka, po
przez wzmocnienie ekspresji genów Hoxb4 i Hoxb-9, skut
kujące zanikiem przedniej części zarodka. Z kolei w  przy
padku  embrionów przepiórczych udowodniono, iż dzia
łanie całkowicie-trans-oxo-RA jak również 4-OH-RA oraz 
5,6-epoxy-RA jest w  stanie w  pełni zniwelować negatywne 
efekty niedoboru witaminy A [42]. Całkowicie-trans-4-oxo- 
RA ma również większe powinowactwo do RARa niż at-RA 
i może także aktywować RARp [41,42],

IZ O M E R Y  K W A S U  R E T IN O W E G O

Poza at-RA, również inne izomery kwasu retinowego, ta 
kie jak 9-cz's-RA i 13-ris-RA mogą łączyć się z trzema typami 
receptorów RAR, wykazując największe powinowactwo do 
RARa, a najsłabsze do RARy [41]. Wrażliwość na działanie 
poszczególnych izomerów kwasu retinowego jest zm ien
na u różnych gatunków zwierząt kręgowych, np. ludzie są 
bardziej wrażliwi na 13-ris-RA niż myszy i szczury, które 
prawie wcale nie są wrażliwe na ten izomer [1]. Izomery 
kw asu retinowego, takie jak 13-ris-RA i at-RA różnią się tak
że w  poszczególnych tkankach względem powinowactwa 
do białka CRABP I [22], Wskazuje to na złożoność obecne
go u kręgowców systemu sygnalizowania przez retinoidy, 
i możliwy udział różnych metabolitów i izomerów kwasu 
retinowego w  przesyłaniu tego sygnału.

Niektóre izomery kw asu retinowego, np. 9-ris-RA są je
dynym i odm ianam i tego związku, mającymi zdolność ak
tywacji receptora RXR. Endogenną formę 9-ris-RA wykryto 
jednak jedynie u zarodków Xenopus leavis, co wskazuje na 
możliwość indywidualnej aktywacji receptorów RXR jedy
nie u tego gatunku. Z kolei u wyższych kręgowców, głów
ną drogą przekazywania sygnału retinoidów jest aktywacja 
heterodim erów RAR/RXR przez at-RA [12].
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E N Z Y M Y  SYNTETYZ UJĄCE I D E G R A D U JĄ C E  

K W A S R E T IN O W Y  O R A Z  IC H  R O L A  W  

R EG ULA CJI L O K A L N E G O  P O Z IO M U  

T E G O  Z W IĄ Z K U  W  T K A N K A C H

Dla praw idłow ego rozwoju zarodka niezbędne jest w y 
tw orzenie i podtrzym anie  precyzyjnych miejscowych stę 
żeń kw asu  retinow ego w  tkankach. Związek ten nie jest 
p rodukow any  przez w szystkie kom órki rozwijających 
się tkanek, lecz w ystępuje lokalnie, w ściśle określonych 
s truk tu rach  zarodka i p łodu [14]. Przypuszcza się, że stę
żenie RA w  tkankach jest regulow ane przez dw a enzymy: 
najważniejszy enzym  syntetyzujący RA, tj. RALDH2 oraz 
enzym  rozkładający kwas retinow y, CYP26 [43] (Ryc. 5). 
Synteza obydw u  enzym ów  jest regulow ana przez kwas 
retinowy, co stanow i m echanizm  sprzężenia zw rotnego, 
zapobiegający pow staw aniu  jego niepraw idłow ych stę
żeń w  tkankach. Prom otor genu Cyp26 zaw iera sekwencję 
RARE, co wskazuje na istnienie m echanizm u sam oregu 
lującego jeśli chodzi o poziom  lokalnego stężenia kw asu 
retinow ego [1], Ponadto w przypadku  zarodków  mysich 
w ykazano, że kwas retinow y podany egzogennie w  8,5 
dobie życia płodow ego (8,5dpc) w pływ a na obniżenie 
transkrypcji genu dla Raldh2 po upływ ie pierw szych 12 
i 27 godzin. W skazuje to na pośredni, opóźniony w pływ  
egzogennego kw asu retinow ego na zaham ow anie  synte 
zy re tino idów  i co za tym  idzie wyciszenie endogennego 
sygnału kw asu  retinow ego i zniw elow anie teratogen 
nego efektu tego zw iązku [44]. W okresie około 8,5dpc 
mysie zarodki są najbardziej w rażliw e na egzogenne 
działanie kw asu retinow ego [45], N atom iast s tad ium  
4 /5  som itów  zbiegające się z zapoczątkow aniem  procesu 
neurulacji, jest „okienkiem  czasow ym ", w którym  kwas 
retinow y jest niezbędny dla praw idłow ego rozwoju za 
rodka [1], Rola enzym ów  CYP26 i RALDH2 w kontrolo 
w aniu  sygnału  kw asu retinow ego w rozwijających się na 
rządach, m. in. w  sercu została udow odniona u zwierząt, 
w p rzy p ad k u  których zablokow ana została ekspresja 
genów dla tych enzym ów, co pow odow ało  w ystąpienie 
w  zarodkach  charakterystycznych w ad, zw iązanych z 
n iepraw id łow ym  poziom em  sygnału kw asu retinow ego 
[8,16,44,46-48],

W IT A M IN A  A  A  T E R A T O G E N E Z A

Od wielu lat znany jest udział witaminy A w wielu pro
cesach fizjologicznych dorosłego organizmu, oraz jej rola 
jako potencjalnego morfogenu w kształtowaniu osi orga
nizmu (lewo- i prawostronności) i organogenezie podczas 
rozwoju embrionalnego [1], Przykładem może być stym u
lowanie ekspresji niektórych genów ważnych dla morfoge- 
nezy zarodka, takich jak genu horm onu wzrostu czy genów 
Hox przez kwas retinowy [49]. Badania wykazały wysoki 
stopień zachowania podobieństwa budow y w  obrębie ge
nów kodujących białka odpowiedzialne za przekazywanie 
sygnałów retinoidów wśród całego typu strunowców (Chor- 
data), a szczególnie wśród kręgowców [50].

Witamina A wraz z jej najbardziej aktywnym  metaboli
tem kwasem  retinowym różni się od innych witamin tym, 
że jej stężenie w  tkance musi być ściśle określone aby nie 
doprowadzić do jej niedoboru jak i nadmiaru. Od ponad pół

wieku intensywne badania nad rolą witaminy A dowiodły, 
że zarówno niedobór jak i nadm iar tego związku podczas 
rozwoju embrionalnego powoduje w ady w rodzone wielu 
narządów  i tkanek. Najważniejszymi strukturami, które 
ulegają teratogenezie pod w pływ em  niewłaściwego lokal
nego stężenia witaminy A w tkankach są: centralny układ 
nerwowy, zwłaszcza tyłomózgowie, rdzeń kręgowy, zwoje 
czaszkowe, elementy twarzoczaszki, szczęka, zęby, kończy
ny, pochodne skóry takie jak łuski u ryb i pióra u ptaków, 
organy czucia jak oczy, pęcherzyk uszny, uszy zewnętrzne, 
łuki gardłowe, układ oddechowy, grasica, unaczynienie, 
serce, przepona, układ moczowo-płciowy, gonady, nerki 
oraz ogon [1,49,51-54],

WPŁYW NIEDOSTATKU WITAMINY A 
NA ROZWÓJ ORGANIZMÓW

Najwcześniejszy m odel zwierzęcy deficytu re tino idów  
opracow ano w pierwszej połow ie XX wieku. U po tom 
stw a ciężarnych samic zw ierząt u trzym yw anych  na d ie 
cie pozbawionej w itam iny A pow staw ały  w ady  takie jak: 
n iedorozw ój oczu lub ich brak, rozszczepienie podnieb ie 
nia i w argi, ekotopow e położenie nerek, i różne defekty 
dróg m oczow o-płciow ych [53]. Z p ow odu  braku w itam i
ny A pow staw ały  rów nież w ady serca i wielkich naczyń, 
takie jak n iepraw idłow e kształtow anie łuków aorty, 
łącznie z brakiem  4-tych i 6-tych łuków  po jednej lub po 
obu stronach, w ady  stożka tętniczego, ubytek przegrody  
m iędzykom orow ej oraz n iedorozw ój ściany m iokard ium  
przejawiający się jej ścieńczeniem [53]. Objawy w ad  nie 
były w idoczne przed  13dpc, ale ich pow staw aniu  m oż
na było zapobiec, poprzez  podanie  ciężarnym  samicom 
w itam iny A najpóźniej w  lOdpc [53], Poza efektami tera 
togennym i tylko 30% zarodków  rozwijało się do końca 
ciąży, pozostałe obum ierały, zatem  brak w itam iny A miał 
rów nież w pływ  letalny.

W innym modelu doświadczalnym pozbawienie genu 
Raldh2, kodującego dehydrogenazę aldehydu retinowego 2 
(RALDH2), główny enzym syntetyzujący kwas retinowy 
podczas embriogenezy, powodowało, że zwierzęta nie 
przeżywały dłużej niż do 10,5dpc [44,46]. Zarodki obum ie
rały z takimi defektami jak nieprawidłowe zagięcie zarod 
ka, nieprawidłowa segmentacja tyłomózgowia (zaburzone 
granice ekspresji genów Hox, oraz Wnt8 i Fgf8), n iepraw i
dłowy rozwój pęcherzyka usznego, tułowia i kończyn oraz 
wadliwe zapętlanie się serca. W ady otrzymane u myszy 
pozbawionych genu Raldh2 można zniwelować przez poda
nie witaminy A [44] lub wszczepienie graftów z komórek 
dzikich [48]. Podobne w ady oraz zmniejszenie rozmiarów 
wątroby wraz ze ścieńczeniem ściany m iokardium w yw oła
no u kurcząt [10], a takie jak niewłaściwa segmentacja tyło
mózgowia i zaburzenia kardiogenezy nawet u płazów [11].

WPŁYW NADMIARU WITAMINY A 
NA ROZWÓJ ORGANIZMÓW

Z agadnienie w p ływ u  nadm iaru  retinoidów  na rozwój 
zarodka zostało po raz pierw szy opisane w  pionierskich 
pracach opublikow anych  przez Cohlan [45] oraz G iroud  
i M artinet [54], W zależności od daw ki i czasu podania , 
obserw ow ano różny odsetek przeżyw alności zarodków  
szczura oraz szerokie spek trum  w ad  u przeżyw ających
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zarodków . W śród różnorodnych zm ian obserwowano: 
obrzęk ciała, przepuklinę m ózgow ą (ang. exencephalia), 
w odogłow ie, rozszczepienie kręgosłupa (ang. spina bi- 
fida), brak  ogona u zwierząt, małom ózgowie, brak za 
mknięcia cewy nerwowej, redukcję rozm iarów  tyłomó- 
zgow ia (brak wykształcenia się niektórych rom bom erów, 
r4, r5). Podobne w ady zaobserw ow ali Lammer i wsp.
[55] w  p rzypadku  płodów  ludzkich i opisali tę grupę 
sym ptom ów  jako em briopatia kw asu retinow ego (ang. 
retinoic acid embryopathy). Zm iany te były spow odow ane 
leczeniem ciężarnych kobiet dużym i daw kam i w itam iny 
A z przyczyn derm atologicznych (leczenie pochodnym i 
w itam iny A stosuje się w  niektórych schorzeniach skóry, 
np. trądziku  guzow atym  czy łuszczycy). Obecnie po d a 
w anie dużych daw ek w itam iny A (od 0,5 m g /k g  masy 
ciała dziennie w zwyż) u kobiet w  w ieku rozrodczym  jest 
obw arow ane koniecznością w ykluczenia ciąży naw et w 
ciągu dw óch lat od zaprzestania leczenia.

Opisane powyżej modele zwierzęce zarówno braku 
(niedoboru) jak i nadm iaru witaminy A znajdują obecnie 
zastosowanie w  prowadzeniu badań doświadczalnych, w  
takich przypadkach jak badanie szlaków przekazywania 
sygnałów przez retinoidy oraz analiza embriogenezy wad 
wrodzonych spowodowanych nadm iarem  bądź niedobo
rem  retinoidów.

R O L A  R E T IN O ID Ó W  W  R O Z W O JU  SE R C A  O R A Z  

U K Ł A D U  SE R C O W O -N A C Z Y N IO W E G O

Serce jest narządem , który podczas rozwoju em brio
nalnego kształtuje się najwcześniej i najszybciej. W raz 
z rozwijającym się układem  krążenia podtrzym uje przy 
życiu rosnący zarodek. Układ sercowo-naczyniowy pełni 
zatem  rolę nadrzędną w zględem  innych części zarodka, 
a jego rozwój znajduje się między innymi pod w pływ em  
m echanizm ów  regulow ania przez kwas retinowy. U do
w odniono, że pełni on istotną rolę w kształtow aniu  się 
tego narządu.

W oparciu o badania nad niższymi kręgowcami jak Da
nio rerio i Xenopus leavis wykazano rolę sygnałową kwasu 
retinowego w kształtowaniu się mezodermy bocznej, z któ
rej pochodzą komórki progenitorowe cewy sercowej. Blo
kowanie sygnału kwasu retinowego zapobiega tworzeniu 
pierwotnej cewy sercowej u Xenopus [11] natomiast u Danio 
rerio powoduje przestrzenne współzawodnictwo między 
komórkami progenitorowymi mezodermy bocznej dający
mi początek cewie serca i kończynie przedniej. Rezultatem 
współzawodnictwa tych dw u populacji komórek progeni- 
torowych jest wydłużenie wtórnego pola sercotwórczego 
(patrz niżej) i brak wykształcenia się kończyny przedniej
[56].

W modelu doświadczalnym podwójnych knock-outów 
Raldh2-/~ u myszy wykazano, że prawidłowe przekazywa
nie sygnału z udziałem kwasu retinowego jest niezbędne 
dla wytworzenia pierwotnych naczyń w  pęcherzyku żółt
kowym  w procesie waskulogenezy. Zatem związek ten w 
określonych stężeniach lokalnych reguluje proliferację i 
różnicowanie się śródbłonka hemogennego i jest odpowie
dzialny za utrzymanie potencjału hematogennego tej linii

komórkowej oraz zapewnienie prawidłowego kształtowa
nia się naczyń i przebudow y naczyniowej [57,58].

W badaniach w czesnych e tapów  rozwoju serca w yka
zano, że kwas re tinow y w pływ a na w ytw orzenie  feno
typu  przedsionkow ego w rozwijających się kom órkach 
progenitorow ych serca [50] oraz tych, które zostały  już 
p redestynow ane do fenotypu kom ór [12]. Kwas re tino 
w y w pływ a zatem  na kształtow anie się pierwotnej cewy 
serca w zd łuż  jej przednio-tylnej osi oraz na jej specyfi
kację na poszczególne struk tu ry  [59]. Zgodnie z tą teorią 
przestrzenna zm ienność sygnału kw asu retinow ego po 
jawia się dzięki grad ien tow i stężeń w m ezoderm ie bocz
nej oraz grad ien tow i stężenia jego głównego enzym u 
syntetyzującego, RALDH2, narastającem u w k ierunku  
tylnej części tuby serca [50]. Rola kw asu retinow ego we 
w czesnych etapach rozw oju serca polega na ogranicze
n iu puli kardiom iocytów  oraz ograniczeniu zaw iązków  
kom ór w zd łuż  przednio-tylnej osi zarodka. Badania nad 
zw ierzętam i pozbaw ionym i genu Raldh2 w ykazały, że 
podczas rozwoju serca kw as retinow y nie działa bezpo 
średnio na geny docelowe, lecz pośrednio, poprzez  ogra 
niczenie ekspresji Fgf8 w  tylnej części m ezoderm y serco- 
twórczej [60,61].

Zakres w spółczesnych badań  nad  udziałem  re tino 
idów w rozw oju serca ssaków i ptaków  rozszerzył się 
znacznie w  w yniku  odkrycia, że cewa serca pow staje z 
dw u  populacji kom órkowych: jednej w ywodzącej się z 
p ierw otnego a drugiej z w tórnego pola sercotwórczego. 
P ierw otne pole sercotwórcze (FHF) pochodzi z kom ó
rek progenitorow ych m ezoderm y bocznej, które m igrują 
bocznie i w k ierunku p rzodu  zarodka tworząc zaw iązek 
w kształcie podkow y. Komórki pola sercotwórczego są 
p redestynow ane do rozwoju i różnicow ania się w  kardio- 
cyty oraz kom órki wsierdzia. Podczas rozwoju p ie rw o t
nej cewy serca oba końce podkow y zlewają się w  jeden 
tw ór podobny do cewy. W czesna cewa serca pochodzą 
ca z kom órek FHF stanow i „rusztow anie" dla dalszego 
w zrostu  i rozw oju serca. Dalszy rozwój serca jest zależ
ny od innej populacji kom órek tw orzących tzw. w tórne 
pole sercotwórcze (SHF, ang. secondary heart field) i za
siedlających początkow o część przyśrodkow ą i doogo- 
now ą podkow y serca, a po zagięciu głow ow ym  zarodka, 
zlokalizow anych w  tzw. m ezoderm ie gardłowej [62-64], 
Komórki SHF stanow ią w przew adze materiał dla rozw o 
ju drogi odp ływ u i prawej komory, oraz w niew ielkim  
stopniu  przedsionków , podczas gdy komórki pierw szego 
pola budują  lewą kom orę i drogę napływ u (zatokę żylną 
i przedsionki) [65]. Podczas zapętlania się serca kom órki 
w tórnego pola sercotwórczego są dodaw ane do cewy ser
ca od strony bieguna tętniczego. Pow oduje to w y d łu że 
nie drogi odp ływ u niezbędne do przyjęcia praw idłow ej 
pozycji aorty w zględem  lewej kom ory i pnia płucnego 
w zględem  prawej kom ory, co zw iązane jest z m. in. ro 
tacją wielkich naczyń w zględem  siebie. Komórki w tó rn e 
go pola sercotwórczego są dodaw ane rów nież od strony 
bieguna żylnego serca w chodząc w skład p rzedsionków  
[66].

W yniki najnow szych badań  z w ykorzystan iem  m ar
kerów m olekularnych tej populacji wskazują, że rozwój
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tej linii komórkowej oraz praw idłow e dodaw anie  SHF do 
rozwijającej się cewy serca, zależą w dużej m ierze od p re 
cyzyjnego poziom u kw asu retinow ego w „okienku cza
sowym ", które w  zarodku  m ysim  rozciąga się pom iędzy 
7,75dpc a 10,5dpc [61,67,68]. Ponadto  lokalizacja docelo
wa kom órek pochodzących z w tórnego pola sercotwór- 
czego odpow iada miejscom najbardziej podatnym  na te
ratogenne właściwości kw asu retinowego. Podobieństw o 
w ad serca o trzym anych w w yniku  teratogennego dz ia 
łania kw asu retinow ego do tych o trzym anych na skutek 
ablacji SHF [65] nasuw a przypuszczenie, że sygnał kw asu 
retinow ego jest bardzo istotny dla praw idłow ego rozw o
ju kom órek w yw odzących się z tej populacji. We wcze
snych etapach kardiogenezy źródłem  kw asu retinow ego 
jest m ezoderm a przyosiowa. Z tego obszaru  sygnał tego 
zw iązku dociera do serca, skutkując kształtow aniem  się 
przednio-tylnej osi tuby sercowej oraz ograniczając tylną 
granicę SHF. G łówna droga sygnałow a kw asu retinow ego 
w  obrębie w tórnego pola sercotwórczego, odbyw a się p o 
przez jego w pływ  na ekspresję czynników  w zrostu  takich 
jak Fgf8, Fgf9, FgflO, oraz czynników  transkrypcyjnych 
takich jak Isletl i Tbxl, z których dw a ostatnie podlegają 
regulacji ze strony Fgf8. Zbyt słaby sygnał kw asu retino 
wego pow oduje odkształcenie w tórnego pola sercotw ór
czego i jego ekspansję w  kierunku tylnym  zarodka, co jest 
w idoczne w postaci wydłużonej w k ierunku tyłu zarodka 
ekspresji genów  Fgf8, FgflO, Isetll i Tbxl [60,61]. Skutkuje 
to n iepełnym  dodaw aniem  kom órek SHF do cewy ser
ca. Rezultatem  tego zmniejszenia udzia łu  kom órek SHF 
w budow ie cewy serca jest skrócenie drogi odp ływ u i 
n iedopasow anie  aorty do lewej komory, a pnia p łucne
go do prawej komory, przejawiające się w adam i stożka 
i pnia tętniczego serca. U m yszy z brakiem  obu genów 
dla Raldhl, w tórne pole sercotwórcze przybiera w y d łu 
żony kształt i nie rozwija się praw id łow o [60]. Kwas reti- 
now y działa zatem  na w tórne pole sercotwórcze poprzez 
ograniczenie obszaru ekspresji Fgf8 i innych zw iązanych 
z tym  czynnikiem  genów. Kwas retinow y działa rów nież 
na biologię kom órek progenitorow ych, których siedzi
bą jest serce płodowe, na co w skazują ostatnie badania
[69], Podw ójne m utan ty  Raldh2-/~ w ykazują zwiększoną 
liczbę kom órek progenitorow ych serca, w  których obser
wuje się w zrost ekspresji ich charakterystycznych m arke
rów, oraz znaczne zmniejszenie liczby now opow stałych 
naczyń wieńcowych. W późniejszych etapach rozwoju 
najważniejszym  źródłem  kw asu retinow ego w sercu jest 
nasierdzie. N asierdzie pełni rolę regulatorow ą w  stym u
low aniu w zrostu  m iokardium . Ablacja nasierdzia p ro 
w adzi do zm niejszenia grubości w arstw y m iokardium , 
a regulacja tego oddziaływ ania  odbyw a się poprzez RA, 
który kontroluje ekspresję genów  Fgf8 i Fgf9. Ponadto  za 
pośrednictw em  czynników w zrostu  kw as retinow y o d 
działuje także na rozwój naczyń żylnych serca [69],

U w yższych kręgowców, takich jak ptaki, czy myszy, 
stw ierdzono udział kw asu retinow ego w  kształtow aniu  
się naczyń pochodzących z łuków  gardłow ych oraz jego 
w pływ  na wczesne i dalsze etapy rozwoju serca, takie 
jak praw id łow e zapętlanie się cewy serca, form ow anie 
się poduszeczek wsierdziow ych, kształtow anie stożka 
i pnia tętniczego, p rzegrody m iędzykom orow ej i p ra 
widłowej grubości m iokardium . W w yniku blokow ania

szlaku przekazyw ania  sygnału, w  którym  uczestniczy 
kw as re tinow y obserw ow ano rów nież zmniejszenie licz
by kom órek grzebienia nerw ow ego m igrujących do serca 
[8,46]. W ady stożka i pnia tętniczego serca prow adzące 
do transpozycji wielkich naczyń (TGA), dwuujściowej 
prawej kom ory (DORV), tetralogii Fallota (ToF) w raz  z 
tow arzyszącym  ubytkiem  przegrody  m iędzykom orowej 
oraz atrezją zastaw ki aortalnej i m itralnej obserw ow ano u 
myszy poddanych  jednorazow ej daw ce kwasu re tinow e
go w 8,5dpc rozw oju em brionalnego [70]. M echanizm em  
działania nad m ia ru  kw asu  retinow ego w pow staw aniu  
tych w ad  jest m iędzy innym i n iepraw id łow e odkładanie  
się macierzy pozakom órkow ej w  poduszeczkach w sier
dziow ych serca [71].

K O M Ó R K I G R Z E B IE N IA  N E R W O W E G O  JAKO  

CEL D Z IA Ł A N IA  S Y G N A Ł U  R E T IN O ID Ó W  

W  Z A R O D K O W Y M  SE R C U

Populacja kom órek grzebienia nerw ow ego leżąca w 
tyłom ózgow iu, pom iędzy  plakodą uszną, a końcem  so- 
m itu trzeciego, zw ana populacją sercowych kom órek 
grzebienia nerw ow ego, zasiedla serce i wielkie naczynia. 
Począwszy od 8dpc do 9,5dpc u m yszy rozpoczyna się 
migracja sercow ych kom órek grzebienia nerw ow ego w 
k ierunku  serca [72], U kurcząt migracja rozpoczyna się 
dw iem a falami: p ierw sza począw szy od stad ium  9 H H  
druga  od stad ium  12 H H  (w skali H am burgera  i H am il
tona) [73]. W czasie migracji kom órki te są już p redes ty 
now ane aby stać się składnikam i struk tu r serca. U m yszy 
pierw sza pu la  kom órek grzebienia nerw ow ego osiąga 
b iegun tętniczy serca m iędzy 9,5 a 10,5dpc [12], podczas 
gdy biegun  żylny osiągają około l l ,5 d p c . Migracja odby 
wa się grzbietow o-bocznie i środkow o oraz pom iędzy so- 
mitami, następnie  kom órki wnikają w  przestrzeń m iędzy 
tętnicam i łuków  3, 4 i 6 i docierają do serca [72], W sercu 
kom órki te w chodzą w skład istotnych struktur: p rzeg ro 
dy aortalno-płucnej [74], b ieguna żylnego serca [74-76], 
unerw ienia  w spółczulnego i przyw spólczulnego serca 
[77], nasierdzia  otaczającego ujście tętnic w ieńcow ych 
oraz w niewielkiej liczbie w chodzą w  skład poduszeczek 
w sierdziow ych przedsionkow o-kom orow ych, tw orząc 
„języki", które z przegrody  aortalno-płucnej w nikają do 
poduszeczek  w sierdziow ych stożka [74,75]; nieliczne ko
m órki znajdow ane są także w krezce grzbietowej serca 
i w okół obszaru  żył płucnych [74,75]. Komórki grzebie
nia nerw ow ego późno migrującej populacji zasiedlają 
proksym alne części tętnic łuków  gardłow ych i stanow ią 
niew ielką część poduszeczek w sierdziow ych stożka [73]. 
Ablacja sercowych kom órek grzebienia nerw ow ego p o 
w oduje w ady  stożka i pn ia  tętniczego serca, podobne do 
tych, które są w ynikiem  nadm iaru  lub  niedoboru kw a
su retinow ego. W ykazano, że sygnał tego zw iązku  jest 
n iezbędny do praw idłow ej migracji komórek grzebienia 
nerw ow ego [1,44,46]. Zm iana jego poziom u może zabu 
rzać ten proces przez zm ianę miejsca emigracji kom órek 
grzebienia nerw ow ego z cewy nerw ow ej [54], ich w zm o 
żoną apoptozę  w trakcie migracji [44] oraz zaburzone 
różnicow anie się tych kom órek [12,44], Również u m yszy 
o zm utow anym  genie Fgf8 (lub T b x l) w ykazano zm niej
szoną inwazję sercowych kom órek grżebienia n e rw o 
wego do serca oraz ich zw iększoną apoptozę w łukach
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gardłow ych [51,73], Zatem  szlaki sygnałowe, w  których 
uczestniczą Fgf8, Tbxl oraz kwas retinow y są podobne 
pod w zględem  w pływ u na migrację populacji kom órek 
grzebienia nerw ow ego do serca. H utson  i wsp. [77] w y 
kazali, że ablacja kom órek grzebienia nerw ow ego p o dno 
si poziom  Fgf8 w rejonie w tórnego pola sercotwórczego 
i zapobiega dodaw aniu  kom órek SHF do rosnącej cewy 
serca. R ezultatem  braku migracji kom órek SHF do cewy 
serca jest brak  jej w ydłużania , niezbędny do p raw id łow e
go zapętlania się serca i praw id łow ego kształtow ania się 
drogi odp ływ u w relacji kom ory lewej z aortą i kom ory 
prawej z pniem  płucnym  [78]. Zatem  komórki grzebienia 
nerw ow ego działają w  sposób pośredni na rozwój ko
m órek w tórnego pola sercotwórczego, za pomocą FGF8. 
Ich działanie jest podobne do efektu w yw ieranego przez 
kwas retinow y, tj. ograniczające ekspansję kom órek SHF 
w  kierunku  ogonow ym  zarodka [77],

P O D S U M O W A N IE

Podsum ow ując, sygnał pochodzący od kw asu retino 
w ego za pośrednictw em  FGF8 oraz nieznany sygnał idą 
cy od sercowych kom órek grzebienia nerw ow ego rów 
nież za pośrednictw em  FGF8 odgryw ają znaczącą rolę w 
p raw id łow ym  kształtow aniu  się stożka i pnia tętniczego. 
Subtelne zaburzenia  w  tym  szlaku przekazyw ania sy
gnałów  przyczyniają się do pow staw ania w ad  stożka i 
pnia tętniczego w  rozwijającym się sercu. Pełne scharak
teryzow anie  szlaków  sygnałowych, w  których związki 
chem iczne pochodzące z diety m atki mają w pływ  na ak
tywację genów  w rozwijającym się sercu p łodu ma zna 
czenie nie tylko w sensie czysto poznaw czym . Może ono 
odegrać kluczow ą rolę w zrozum ieniu  m echanizm u po 
w staw ania  rozlicznych w ad  w rozwijającym się sercu i w 
efekcie doprow adzić  do opracow ania skutecznych m etod 
terapeutycznych służących zapobieganiu w ystępow ania 
tych defektów. Sprawia to, że tem at ten jest atrakcyjnym  
obszarem  badań  i najpraw dopodobniej będzie on dogłęb
nie eksp lorow any przez wiele g rup  badaw czych w naj
bliższych latach.
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ABSTRACT
Retinoids constitute a group of active compounds known as vitamin A. Apart from an unquestionable function in adults, retinoids also play 
a profound role in many events during embryonic development for instancje in axial patterning and organogenesis. Retinoic acid is the most 
active biological form of vitamin A. Its signaling both in adults and during embryonic development occurs at different levels through interac
tion with specific proteins and nuclear receptors. Retinoic acid signaling in  heart development occurs mostly via interaction with secondary 
heart field cells by restricting their spatial expansion and controlling proper addition of these cells to the cardiac tube. This signal requires pre
cise level of local retinoic acid, excess or insufficiency of which causes various malformations of the embryo and embryonic heart. Although  
retinoid signaling in the developing heart is a highly significant developmental factor, it is not yet fully understood. The fo llow ing  review  
summarises recent developments regarding this subject.
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W ykaz skrótów : ABC (ang. ATP-Binding Cas
sette Transporters) — transportery ABC; BSH 
(ang. bile salt hydrolase) — hydrolaza soli żółci; 
FOS — fruktooligosacharydy; IŁ — interleuki- 
na; GPH — ang. cation symporter family; GNB
— galakto-N-bioza; LNB — lacto-AŹ-bioza; 
MFS — ang. major facilitator superfamily; MIP
— ang. major intrinsic protein family; PTS (ang. 
phosphotransferase system) — system fosfotrans- 
ferazowy

ST R E SZ C Z E N IE

B ifidobakterie  i m etabolizow ane przez nie cukry  od k ilkudziesięc iu  la t cieszą się ogrom 
nym  zain teresow aniem  w przem yśle spożyw czym  i farm aceutycznym . P row adzenie ob 

szernych badań  nad  b ifidobakteriam i jest podyktow ane rosnącą w iedzą na tem at roli tych 
m ikroorganizm ów . P rzedstaw iona praca stanow i podsum ow anie  aktualnego  stanu  w iedzy  
na tem at b ifidobakterii i ferm entow anych  przez n ie  fru k tanów  typu inu liny . W  pierw szej 
części a rty k u łu  opisano b ifidobakterie , w  tym  ich w ystępow anie  i udokum entow any, ko 
rzystny w p ływ  na zdrow ie człow ieka. W  drugiej części scharakteryzow ano fru k tan y  typu  
inu liny , m .in. ich stru k tu rę  i w ystępow anie, jak  rów nież  enzym y hydrolizujące w iązania  
P-(2,l)-glikozydow e w  fruk tanach , a także zróżnicow aną aktyw ność b ifidobak terii w  degra
dacji tych cukrów.

W P R O W A D Z E N IE

Bifidobakterie po raz pierwszy zostały wyizolowane przez H. Tissier'a w  1899 
roku i pod  nazwą Bacillus bifidus opisane jako dominująca u niemowląt karmio
nych mlekiem matki mikroflora jelitowa, która korzystnie w pływ a na zdrowie 
gospodarza. Taksonomia tych bakterii ulegała zmianom. Próbowano zaliczać je 
do rodzajów Bacillus, Bacteroides, Nocardia, Lactobacillus i Corynebacterium, zanim 
wreszcie w 1974 roku zostały uznane jako oddzielny rodzaj Bifidobacterium [1]. 
Obecnie rodzaj ten obejmuje aż 31 gatunków i 9 podgatunków, pogrupow anych 
na podstawie naturalnego środowiska występowania oraz cech fenotypowych, 
takich jak morfologia komórki, czy profil fermentacji sacharydów. Do detekcji 
i identyfikacji tych bakterii stosowane są tradycyjne metody hodowlane z uży 
ciem selektywnych podłóż, zawierających np. chlorek litu, propionian sodu, 
błękit aniliny czy antybiotyki, np. neomycynę, polimyksynę B, mupirocynę, a 
także m etody biologii molekularnej oparte na analizie kwasów nukleinowych. 
Do najczęściej wykorzystywanych należą: hybrydyzacja fluorescencyjna in situ 
(FISH), elektroforeza w zm iennym polu elektrycznym (PFGE), analiza restryk
cyjna amplifikowanego genu Idh czy 16S rRNA (ARDRA) oraz analiza zacho
wanych w ewolucji sekwencji nukleotydowych, m.in. 16S rRNA, recA, Idh, tu f 
GroEL [2,3]. Użycie metod genetycznych pozwoliło zaklasyfikować większość 
spośród znanych dotąd gatunków bifidobakterii do sześciu klastrów filogene
tycznych, takich jak B. boum, B. asteroides, B. adolescentis, B. pollorum, B. longum i 
B. pseudolongum [4].

O G Ó L N A  C H A R A K T E R Y ST Y K A  B IFID O B A K T E R II

Bifidobakterie są jednymi z najważniejszych drobnoustrojów zasiedlających 
przew ód pokarm owy człowieka i zwierząt, jak również owadów (np. pszczoły 
miodnej), a także błony śluzowe jamy ustnej i dróg rodnych [2], W organizmach 
ludzi występuje aż 12 gatunków tych bakterii, przede wszystkim B. longum, B. 
pseudolongum, B. animalis subsp. lactis, B. adolescentis, B. bifidum, B. pseudocatenula- 
tum i B. breve [5-8]. Wykazano, że bifidobakterie są jednymi z pierwszych mikro
organizmów zasiedlających jałowy przew ód pokarm ow y noworodka i stanowią 
największą grupę mikroflory jelitowej (nawet 95% całej populacji) w  okresie 
karmienia mlekiem matki [9,10]. Wynika to ze zdolności bifidobakterii do w y
korzystywania składników mleka ludzkiego, zwłaszcza sacharydów, takich jak: 
laktuloza, krótkołańcuchowe trisacharydy (np. sialyllaktoza, fukozylolaktoza) 
oraz wysokocząsteczkowe glikany zbudow ane z N-acetylolaktozaminy [3,4,11- 
13]. Bifidobakterie, pomimo obserwowanych wraz z wiekiem i dietą zmian w 
mikroflorze jelitowej, występują również u osób dorosłych, chociaż w znacznie 
mniejszej liczbie. Wyniki metod hodowlanych pokazują, że bakterie z rodzaju 
Bifidobacterium są pod względem  udziału ilościowego trzecim rodzajem (po Bac
teroides i Eubacterium) i stanowią od 3% do 6% całkowitej populacji tej mikroflory 
[14-17], Natomiast analizy metagenomowe wskazują na większą różnorodność 
ekosystemu jelita. Stwierdzono, iż u  dorosłego człowieka dominują głównie dwa
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typy, tj. Bacteroidetes i Firmicutes, a ponadto licznie w ystępu
ją Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria i Tenericutes, zaś 
bifidobakterie stanowią grupę nieliczną [3,8].

Mikroorganizmy z rodzaju Bifidobacterium są bakteriami 
Gram(+), katalazo ujemnymi (za wyjątkiem B. indicum i B. 
asteroides) i nie tworzą przetrwalników. Ich komórki mają 
zwykle postać nieregularnych, rozgałęzionych pałeczek 
w kształcie litery V lub Y, a ich forma morfologiczna zale
ży od gatunku, warunków  hodowli i fazy wzrostu [3,18]. 
Omawiane mikroorganizmy nie poruszają się, natomiast 
wykazują zdolność adherencji do komórek nabłonka jeli
ta. W ażną rolą w  utrzymaniu ich w  naturalnym  środowi
sku bytowania pełnią białka powierzchniowe z motywem 
LPXTG [3], lipoproteina BopA, kwasy lipotejchojowe [19], 
fimbrie, a także egzopolisacharydy, które w  przypadku B. 
longum, zbudowane są głównie z reszt galaktozy i glukozy, 
zaś w  przypadku B. breve i B. bifidum — z cząsteczek ram- 
nozy [4,15,18].

Bifidobakterie zalicza się do bakterii beztlenowych, cho
ciaż w śród niektórych gatunków obserwuje się tolerancję na 
tlen. Do szczególnie wyróżniających się należą B. boum i B. 
thermophilum, które charakteryzują się nawet lepszym w zro
stem w  atmosferze zawierającej 20% O, i 80% N 2, natomiast 
w  typowych warunkach tlenowych nie wykazują wzrostu 
[18,20]. W przypadku niektórych szczepów stwierdzono, 
że tolerancja na tlen jest spowodowana aktywnością oksy
dazy NADH, peroksydazy NADH, dysmutazy nadtlenko
wej lub reduktazy tioredoksyny [3,15]. Najnowsze badania 
wykazały, że szczepy B. scardovii BAA773 i B. adolescentis 
ATCC15703 hodowane w pożywce zawierającej niskie stę
żenia czynnika redukującego tlen (np. chlorowodorek cy
steiny) lub nawet bez takiego dodatku, mogą syntetyzować 
granule polifosforanu (poli P). Ziarna te są wytwarzane i 
grom adzone wewnątrz komórki przez bifidobakterie w od 
powiedzi na stres oksydacyjny. Mogą również przyczynić 
się do większej tolerancji na inne czynniki środowiska, ta
kie jak np. niskie pH, a także pozwolić na efektywniejszą 
kolonizację tych bakterii in vivo. W przypadku B. scardovii 
BAA773 zidentyfikowano gen ppk kodujący kinazę polifos
foranową (EC 2.7.4.1), która katalizuje reakcję syntezy poli 
P. Co więcej, na bazie analizy sekwencji nukleotydowej 
stwierdzono, że w /w  gen wykazuje od 91 do 87% identycz
ności z sekwencjami genu ppk innych bifidobakterii [21].

Bifidobakterie należą do typu Actinobacteria. Ich materiał 
genetyczny charakteryzuje się wysoką zawartością nukle- 
otydów  G+C (od 42 do 67 mol%). Natomiast ze w zględu na 
beztlenowy rozkład sacharydów klasyfikuje się je do bak
terii fermentacji mlekowej, chociaż filogenetycznie są od tej 
grupy odległe [18].

Środowisko zasiedlane przez bifidobakterie, jak np. jelito 
grube, jest ubogie w mono- i disacharydy, obfituje zaś w  nie 
trawione przez endogenne enzymy w górnej części przew o
du pokarmowego oligo- i polisacharydy, takie jak galakto- 
oligosacharydy, ksylooligosacharydy, fruktany typu inuli
ny, arabinogalaktany, arabinoksylany, celuloza, hemicelu- 
loza, oligosacharydy sojowe, laktuloza, izomaltooligosacha- 
rydy, pektyny, pullulan, a także substancje produkowane 
przez gospodarza, np. mucynę, glikosfingolipidy, kwas hia-
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luronowy, czy heparynę [3,15,18]. Opisywane drobnoustro
je bardzo dobrze przystosowały się do wykorzystania jako 
źródła węgla dostępnych w jelicie złożonych sacharydów, 
głównie poprzez biosyntezę licznych enzymów o zróżni
cowanych właściwościach hydrolitycznych [4,22], Przykła
dowo Schell i wsp. [15] wykazali, że ponad 8% genomu B. 
longum NCC2705 stanowią geny związane z metabolizmem 
oligosacharydów, przy czym samych tylko hydrolaz gliko- 
zydowych, kodowanych w sekwencji nukleotydowej jest 
ponad 40. Enzymy te, wewnątrz lub na zewnątrz komórki, 
degradują złożone sacharydy do monocukrów. Uzyskane 
produkty hydrolizy mogą być dalej metabolizowane w uni
kalnym tzw. szlaku bifidus do kwasu octowego i mlekowe
go (w teoretycznej proporcji 3:2), a część pirogronianu może 
być przekształcana w  etanol i kwas mrówkowy. Wiadomo, 
że rodzaj i zawartość końcowych metabolitów zależy od 
szczepu, rodzaju i stężenia sacharydów. W przypadku fer
mentacji stężonych fruktanów typu inuliny obserwowano 
wzrost produkcji kwasu octowego kosztem mlekowego, zaś 
przy niskim stężeniu tych cukrów powstawało więcej kw a
su octowego i mrówkowego oraz etanolu (Ryc. 1) [23].

Bifidobakterie charakteryzują się unikalnym sposobem 
fermentacji sacharydów, ze względu na udział ketolazy 
fruktozo-6-fosforanowej, która rozczepia fruktozo-6-fo- 
sforan do erytrozo-4-fosforanu i acetylofosforanu. Gen ko
dujący ketolazę fruktozo-6-fosforanową zidentyfikowano 
tylko w blisko spokrewnionych z rodzajem Bifidobacterium 
bakteriach rodzaju Gardnerrella vaginalis oraz gram ujem
nych bakteriach Gluconacetobacter xylinus [3].

W dotychczas zsekwencjonowanych genomach bifido
bakterii zidentyfikowano geny kodujące zarówno białka 
szlaku bifidus, szlaku Leloira, jak i białka cyklu kwasów 
trikarboksylowych (TCA), za wyjątkiem dehydrogenazy 
2-oksoglutarowej, dehydrogenazy jabłczanowej oraz fu- 
marazy (Ryc. 1). Co więcej, w  wyniku przeprowadzonych 
badań molekularnych, zidentyfikowano sekwencje kodu
jące białka odpowiedzialne za transport cukrów do ko
mórki, takie jak transportery ABC, PTS, MFS, GPH i MIP
[3,17], Ostatnie badania ujawniły istnienie nowego unikal
nego szlaku metabolicznego GNB/LNB, niezbędnego do 
hydrolizy disacharydów mleka ludzkiego, LNB oraz gliko- 
koniugatów, GNB. Kluczowym enzymem tego szlaku jest 
fosforylaza (3-1,3-galaktozylo-N-acetyloheksozaminy, która 
hydrolizuje substraty z udziałem nieorganicznego fosforu 
(Ryc. 1) [12].

P R O Z D R O W O T N E  W Ł A Ś C IW O Ś C I BIFID O B A K T E R II

Powszechnie uważa się, że omawiane bakterie ko
rzystnie wpływają na organizm gospodarza, jednakże 
oddziaływanie to musi być udokumentowane. Wiadomo, 
że aktywność probiotyczna jest charakterystyczna tylko dla 
danego szczepu i nie można jej przypisać innym szczepom 
należącym do tego samego gatunku, czy blisko spokrewni
onym [24,25]. Nazwa „probiotyk" pochodzi z języka grec
kiego od pro bios, co oznacza „dla życia”. Według definicji 
podawanej przez Schrezenmeir i De Vrese [26] probiotyk, to 
preparat lub produkt zawierający wystarczającą liczbę ży
wych, zdefiniowanych mikroorganizmów, które zmieniają 
mikroflorę w poszczególnych organach gospodarza przez

393
http://rcin.org.pl



Rycina 1. Szlaki metaboliczne ustalone na podstawie analiz sekwencji nukleotydowych genomu bifidobakterii; (1) fos- 
forylaza (3-1,3-galaktozylo-N-acetyloheksozaminy (EC 2.4.1.211); (2) kinaza N-acetyloheksozaminy (EC 2.7.1.162); (3) 
urydylotransferaza galaktozo-l-P (EC 2.7.7.12); (4) 4-epimeraza UDP-glukozy (EC 5.1.3.2); (5) galaktokinaza (EC 2.7.1.6); 
(6) fosfoglukomutaza (EC 5.4.2.2); (7) kompleks dehydrogenazy a-ketoglutaranowej; (8) syntetaza bursztynylo-CoA 
(EC 6.2.1.5); (9) dehydrogenaza bursztynianowa (EC 1.3.99.1); (10) fumaraza; (11) dehydrogenaza izocytrynianowa 
(EC 1.1.1.42); (12) akonitaza (EC 4.2.1.3); (13) syntaza cytrynianowa (EC 2.3.3.1); (14) dehydrogenaza jabłczanowa; (15) 
heksokinaza (EC 2.7.1.2); (16) izomeraza glukozofosforanowa (EC 5.3.1.9); (17) ketolaza fruktozo-6-fosforanowa (EC 
4.1.2.22); (18) transaldolaza (EC 2.2.1.2); (19) transketolaza (EC 2.2.1.1); (20) izomeraza rybozofosforanowa (EC 5.3.1.6); 
(21) 3-epimeraza rybulozofosforanowa (EC 5.1.3.1); (22) fosfoketolaza (EC 2.2.1.1); (23) acetokinaza (EC 3.6.1.7); (24) 
dehydrogenaza aldehydu-3-P-glicerynowego (EC 5.4.2.1); (25) kinaza 3-P-glicerynianowa (EC 4.2.1.11); (26) kinaza 
pirogronianowa (EC 2.7.1.40); (27) dehydrogenaza mleczanowa (EC 1.1.1.27); (28) liaza mrówczanowa (EC 2.3.1.54); 
(29) dehydrogenaza alkoholowa (EC 1.1.1.1); (30) karboksylaza fosfoenolopirogronianowa (EC 4.1.1.31); na podstawie 
artykułów [3,12,17,23]

je rozrost komórek nabłonka 
okrężnicy [29]. W ykazano rów 
nież, że kwasy m lekowy i octo
w y mogą być przekształcane do 
kwasu masłowego przez inne 
bakterie zasiedlające okrężnicę, 
tj. należące do rodzaju Rosebu- 
ria i Eubacterium [30,31]. Z kolei 
kwas masłowy stymuluje apop- 
tozę komórek rakowych, a więc 
może chronić przed rozwojem 
now otw orów  i / lu b  wrzodzieją- 
cym zapaleniem okrężnicy. Po
nadto, kwas ten jest preferowa
nym źródłem energii dla kom ó
rek nabłonka jelita, w pływ a na 
ich rozrost poprzez uwalnianie 
czynników w zrostu albo w w y
niku bezpośredniego działania 
na geny regulujące ich rozm na
żanie [27,32-34].

Istnieją również dow ody, że 
krótkołańcuchowe kwasy tłusz
czowe i kwas mlekowy stym u
lują absorpcję w ody i sodu oraz 
polepszają perystaltykę jelita, 
przez co chronią przed zapar- 
ciami [1,35]. Co więcej, kwasy te 
przyczyniają się do zwiększenia 
przyswajalności składników mi
neralnych, w  tym głównie w ap 
nia, magnezu i żelaza. W ymie
nione minerały zwykle w ystępu 
ją w  połączeniu z innymi zw iąz
kami w żywności, w  postaci 
tzw. kompleksów, z których są 
uwalniane dopiero po osiągnię
ciu jelita grubego. Możliwość 
ich wchłaniania przez nabłonek 
okrężnicy to efekt większej roz
puszczalności tych składników 
oraz w zrostu ich ilości w  formie 
jonowej, w  zakw aszonym  przez 
krótkołańcuchowe kwasy kar
boksylowe środowisku [35-38].

implantację lub kolonizację i w  ten sposób pozytywnie od 
działują na jego zdrowie.

Liczne przeprowadzone badania wskazują, że w ażnym  
czynnikiem są wytwarzane przez bifidobakterie w procesie 
fermentacji monocukrów metabolity, takie jak krótkołańcu
chowe kwasy karboksylowe. Produkty te są absorbowane 
z okrężnicy i dalej metabolizowane przez wątrobę, mię
sień sercowy i mózg [9,27,28], Dodatkowo, kwas octowy 
poprawia przepływ krwi przez błonę śluzową i stymulu-

Kolejną zdrow otną właści
wością bakterii z rodzaju Bifido
bacterium oraz ich kwasowych 
metabolitów jest obniżanie po-

______________________ ziomu cholesterolu w surowicy
krwi. Proponowany mechanizm 

zmniejszenia stężenia tego składnika w organizmie wiąże 
się z biosyntezą hydrolazy soli żółci, nazywanej też hydro- 
lazą choliloglicyny (EC 3.5.1.24). Stwierdzono, że większość 
bifidobakterii wykazuje wyższą aktywność BSH niż inne 
mikroorganizmy jelitowe. Enzym ten hydrolizuje w iąza
nia amidowe w kwasach żółciowych skoniugowanych z 
tauryną lub glicyną, z uwolnieniem pierwotnych kwasów 
żółciowych. P rodukty te, z pow odu słabej rozpuszczalności, 
łatwo ulegają wytrąceniu w niskim pH, co w rezultacie pro 
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wadzi do ich wydalania z przewodu pokarmowego. Ilość 
kwasów żółciowych, która nie została zaadsorbowana z jeli
ta do ponownego użycia, musi być w ytworzona na nowo w 
wątrobie z cholesterolu zawartego we krwi [39-41].

Innym mechanizmem redukującym stężenie cholesterolu 
w  surowicy może być zmniejszenie absorpcji tego składnika 
z pokarm u do krwi. Proces ten może zachodzić na skutek 
asymilacji cholesterolu przez komórki bifidobakterii albo 
jego wytrącania w  zakwaszonym  środowisku jelita. Jak za
obserwowano w badaniach in vitro, cholesterol ulega precy- 
pitacji z podłoża hodowlanego bifidobakterii razem z deko- 
niugowanym i solami żółci, w  pH poniżej 5,0 [42].

Bifidobakterie znane są również z tego, że obniżając pH 
treści jelita przyczyniają się do zmniejszenia poziomu licz
nych szkodliwych substancji, m.in. amoniaku we krwi. W 
obecności jonów wodorow ych amoniak przekształca się w 
jony amonowe, a te nie ulegają dyfuzji z jelita grubego, co 
zapobiega hiperamonemii [9,43], Obniżenie poziomu amo
niaku w okrężnicy może być także wynikiem zdolności 
bifidobakterii do wykorzystania tego związku jako źródła 
azotu [1,15]. U dow odniono też, że zakwaszenie treści jelita 
przez metabolity w ytw orzone przez bifidobakterie w  pro
cesie fermentacji sacharydów hamuje wzrost drobnoustro
jów chorobotwórczych z rodzajów Staphylococcus, Shigella, 
Salmonella, czy enteropatogennych szczepów E. coli, a także 
niektórych gatunków Bacillus i Clostridium [1,9,32,35,IS
IS]. Co więcej, antagonizm bifidobakterii w stosunku do 
szkodliwych drobnoustrojów jest związany z biosyntezą 
substancji innych niż kwasy organiczne [46-48]. Takimi 
związkami mogą być np. bakteriocyny. Wykryto, że szczep 
B. bifidum NCFB1454 syntetyzuje bakteriocynę o nazwie 
Bifidocin B, która wykazuje aktywność antybakteryjną wo
bec kilku rodzajów, takich jak Listeria, Bacillus, Enterococcus 
i Pedicoccus [49]. Natomiast w genomie szczepu B. longum 
DJO10A Lee i wsp. [50] zidentyfikowali gen kodujący lan- 
tybiotyk, czyli peptyd zaliczany do I grupy bakteriocyn. 
Bakterie z rodzaju Bifidobacterium mogą również wytwarzać 
substancje podobne do bakteriocyn oraz cząsteczki lipo- 
filowe o masie <35 kDa [6,51,52]. Utrzymaniu równowagi 
w składzie mikroflory jelitowej i ochronie przed infekcjami, 
czy złagodzeniu ich objawów sprzyja też zdolność adher- 
encji bifidobakterii do nabłonka jelita oraz konkurencja o 
składniki pokarmowe.

Ustabilizowany skład mikroflory jelitowej chroni przed 
stanami zapalnymi, a tym  samym przed powstawaniem 
nowotworów. Wiadomo, że do głównych czynników w iru 
lencji zalicza się toksyny bakteryjne, które działają specy
ficznie na komórki gospodarza — ingerują w  szlaki przeka
zywania sygnałów, zakłócają prawidłowy podział komórek 
i procesy apoptozy, a niektóre toksyny, np. CDT bakterii 
E. coli, Campylobacter spp., bezpośrednio uszkadzają DNA 
[53]. Ponadto, bifidobakterie hamując rozwój niekorzyst
nych m ikroorganizmów w  okrężnicy, powodują obniżenie 
zawartości produktów  ich metabolizmu, a w szczególności 
enzym ów uczestniczących w  procesie kancerogenezy, ta
kich jak (3-glukuronidaza (EC 3.2.1.31), nitroreduktaza (EC 
1.7.1.1), azoreduktaza (EC 1.7.1.6), hydrolaza kwasu gliko- 
cholowego (EC 3.5.1.24), przez co chronią przed rozwojem 
now otw orów  okrężnicy [1,34,36].
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Jeszcze inny mechanizm działania przeciwnowotworo- 
wego może wiązać się ze stymulacją systemu im m unolo
gicznego. Lee i wsp. [54] na podstawie przeprow adzonych 
badań in vitro stwierdzili, że ekstrakt bezkomórkowy B. ado- 
lescentis SPM0212 otrzymany przy użyciu butanolu hamuje 
proliferację ludzkich komórek nowotworowych nabłonka 
jelita linii HT-29, Caco-2. Natomiast w  przypadku mysich 
makrofagów RAW 264.7 powoduje zmianę morfologii oraz 
indukuje ich aktywność, co prowadzi do znacznego w zro 
stu sekrecji czynnika martwicy nowotworów (TNF-a, ang. 
tumor necrosis factor) i tlenku azotu, czynniki te są regulato 
rami immunologicznymi i są cytostatyczne wobec kom órek 
nowotworowych. W innych badaniach zaobserwowano, 
że na stymulację systemu immunologicznego mają w pływ  
zarówno żywe komórki bifidobakterii, jak i ekstrakty bez- 
komórkowe oraz frakcje ściany komórkowej. M olekularny 
mechanizm immunomodulacji pozostaje nadal nie wyja
śniony, chociaż uw aża sie, że biorą w nim udział specyficz
ne cząsteczki bakteryjne i receptory komórek gospodarza, 
które modulują dalszą odpowiedź. Cząsteczkami bakteryj
nymi są najczęściej komponenty ściany komórkowej: pep- 
tydoglikan, kwas lipotejchojowy, w ewnątrz i zewnątrzko- 
mórkowe polisacharydy oraz lipoproteina BopA [55-57].

W badaniach in vitro zaobserwowano, że poszczególne 
gatunki bifidobakterii, a nawet szczepy należące do tych 
samych gatunków, indukują specyficzny profil cytokin w 
liniach komórkowych nabłonka jelita. Testowane szczepy 
najczęściej stymulują wytwarzanie IL10, a także zwiększają 
odpowiedź typu Thl poprzez wzrost poziomu interfero
nu y (IFN-y) i redukcję IL-4 [55,56,58-61]. Co więcej, ostat
nie analizy profilu cytokin wytwarzanych przez komórki 
jednojądrzaste krwi obwodowej (PBMC) inkubowanych 
w  obecności trzech szczepów B. bifidum wykazały po raz 
pierwszy znaczące wydzielanie IL-17 oraz wysoki stopień 
IL-ip/IL-12, co według Lopez i wsp. [56] może mieć ważne 
znaczenie w obronie gospodarza przeciw szkodliwym mi
kroorganizmom.

Najnowsze badania wskazują, że działanie przeciwza
palne B. aniamlis AHC7 wynika z modulacji aktywności 
czynnika jądrowego kB (N F -kB , ang. nuclear factor kB), ak
tywowanego w  odpowiedzi na infekcje związane z m odu 
lacją produkcji prozapalnych cytokin w  błonie śluzowej 
[61], N F -kB  występuje w  stanie nieaktywnym w cytopla- 
zmie w  połączeniu z inhibitorem Ik. Dopiero fosforylacja 
i degradacja tego inhibitora powoduje aktywację N F -k B  i 
jego transport do jądra komórkowego, gdzie kontroluje eks
presję około 200 genów, związanych z ważnymi procesami 
komórkowymi, takimi jak proliferacja, różnicowanie oraz 
apoptoza. N F -kB  jest m.in. odpowiedzialny za w ytwarzanie 
antyapoptycznych białek np. IAP, BcI-2 [53,62]. O 'M ahony 
i wsp. stwierdzili, że porów naniu z próbami kontrolnymi, 
myszy zainfekowane S. typhimurium i karmione B. animals 
AHC7 wykazywały zmniejszoną aktywność N F -kB . Mole
kularny mechanizm modulacji N F -kB  dotychczas nie został 
wyjaśniony. Przypuszcza się, iż B. animals AHC7 indukuje 
odpowiedź komórek dendrycznych, co poprzez zwiększe
nie ekspresji czynnika Foxp3 (ang .forkhead box P3) w  natyw- 
nych limfocytach T, prow adzi do zmniejszenia aktywności 
N F -kB  [61],

395
http://rcin.org.pl



Stymulacja systemu immunologicznego przez bifidobak- 
terie chroni przed chorobami atopowego zapalenia skóry i 
alergiami pokarmowymi. W badaniach przeprowadzonych 
przez Kim i wsp. [63] na indukowanych albuminą jaja k u 
rzego modelowych myszach, którym podawano Bifidobacte
rium lactis A D O ll, zaobserwowano w  surowicy zaham owa
nie w ytw arzania przeciwciał IgE i IgGl, specyficznych w o
bec owoalbum iny w porów naniu z próbą kontrolną (myszy 
nie karm ione bifidobakteriami).

Bifidobakterie poprawiają również tolerancję wobec lak
tozy. W iadomo, że objawiający się zaburzeniami jelitowymi 
(wzdęcia, biegunki), syndrom  nietolerancji, dotyczy licznej 
populacji osób dorosłych i związany jest z obniżeniem, a 
nawet całkowitym zanikiem aktywności P-galaktozydazy 
w błonie śluzowej jelita. Złagodzenie nietolerancji na 
ten disacharyd, to efekt hydrolitycznej aktywności 
[3-galaktozydazy, która jest w ytw arzana przez bifidobakte
rie naw et w  postaci kilku izoform [36,64-66]. W odniesieniu 
do niektórych szczepów bifidobakterii istnieją również la
boratoryjne dowody na to, że syntetyzują one aminokwasy 
(alaninę, walinę, kwas asparaginowy, glutaminę, treoninę) 
oraz w itam iny z grupy B, czyli tiaminę (B^, pirydoksal (BJ, 
kobalaminę (B12), kwas foliowy i kwas nikotynowy [1,6,25]. 
W przypadku szczepu B. longum NCC2705 na poziomie se
kwencji nukleotydowej zidentyfikowano kompletny szlak 
biosyntezy witamin, takich jak kwas foliowy, tiamina i kwas 
nikotynowy [15]. Przeprowadzone liczne badania in vitro, 
jak również in vivo wykazały, że na wzrost bifidobakterii i /  
lub opisywaną powyżej aktywność probiotyczną wpływają 
stymulująco oligo- oraz polisacharydy, w  tym szczególnie 
fruktany typu  inuliny [43,67-71],

F R U K T A N Y  TYPU IN U L IN Y

Fruktany typu inuliny, to cukry bardzo dobrze pozna
ne pod w zględem  chemicznym i klinicznym. Są uw aża
ne za m odelow e prebiotyki [72], czyli oporne na enzym y 
traw ienne człowieka składniki żywności, które korzyst
nie w pływ ają na organizm  przez selektywną stymulację 
w zrostu  i / lu b  aktywności jednego gatunku lub ograniczo
nej liczby gatunków  bakterii w  okrężnicy i w  ten sposób 
popraw iają stan zdrow ia gospodarza [9]. Do fruktanów  
typu inuliny zalicza się inulinę, oligofruktozę oraz FOS. 
Związki te charakteryzują się podobną strukturą chemicz
ną (Ryc. 2), a różnią się tylko stopniem  polimeryzacji oraz 
brakiem glukozy na początku łańcucha fruktozowego w 
p rzypadku  oligofruktozy.

Inulina jest polimerem liniowym złożonym z cząsteczki 
sacharozy i jednostek p-D-fruktozy, połączonych za pom o
cą w iązania P-(2,l) glikozydowego. Stopień polimeryzacji 
inuliny w aha się od 2 do 60 jednostek fruktozy, średnio 
wynosi 12. Polisacharyd ten jest w  świecie roślin szeroko 
rozpowszechnionym materiałem zapasowym  oraz pełni 
praw dopodobnie funkcję ochronną przed niekorzystnymi 
w arunkam i środowiska. Głównym naturalnym  źródłem 
inuliny są cykoria, cebula, słonecznik bulwiasty (topinam
bur), pszenica, żyto, jęczmień, banan, por, czosnek, kar
czoch, pom idor, szparagi, dalia, mniszek lekarski, a także 
miód [73-75].
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Rycina 2. Struktura chemiczna fruktanów typu inuliny. n=0 kestoza, n=l nystoza, 
n > 9 inulina.

Inulina i oligofruktoza są dostępne na rynku pod nazwą 
Raftilose i Raftiline, a producentem  tych preparatów  jest fir
ma Orafti w  Belgii. Podobne produkty są wytwarzane przez 
firmę Sensus (Holandia), ich komercyjna nazwa to Frutafit 
[76,77]. Na skalę przemysłową inulinę pozyskuje się z cyko
rii (Cichorium intybuś) lub topinam buru (Helianthus tubero- 
sus), w  procesie ekstrakcji i oczyszczania. Oligofruktozę zaś 
w ytw arza się w  w yniku kontrolowanej hydrolizy inuliny 
z udziałem endoinulinazy. Stopień polimeryzacji łańcucha 
oligofruktozy wynosi od 2 do 10 jednostek fruktozy, średnia 
wartość DP to 4 [36,73]. Z kolei FOS są krótkołańcuchowymi 
oligosacharydami, produkow anym i na skalę przem ysłową 
z sacharozy, przy zastosowaniu enzymów o aktywności 
fruktozylotransferazy ((3-fruktofuranozydaza EC 3.2.1.26 
lub inulosacharaza EC 2.4.1.9) pochodzenia mikrobiologicz
nego, głównie z pleśni rodzajów Aspergillus i Aureobasidium 
[78,79]. Na rynku od daw na są dostępne wysokooczyszczo- 
ne FOS, otrzymane przy użyciu |3-fruktofuranozydazy, w 
których nie przereagowany substrat oraz produkty ubocz
ne zostały oddzielone przy użyciu metod chromatograficz
nych. Tymi komercyjnymi preparatami są np. Meioligo i 
Nutraflora, produkow ane przez firmę Meiji Seika Kaisha 
w Japonii oraz produkt o nazwie Actilight, w ytw arzany we 
Francji przez firmę Beghin-Meiji Industries [76].

Z pow odu budow y wiązania glikozydowego fruktany 
typu inuliny nie są degradowane przez enzymy trawienne 
człowieka. Charakteryzują się niską wartością kaloryczną 
-1,5 kca l/g  (6,3 k j/g )  oraz niewielką słodkością. W przy
padku 1-kestozy, nystozy i l F-fruktozylnystozy oszacowano 
słodycz na poziomie odpowiednio 31, 22 i 16% w  porów 
naniu do sacharozy. Zaobserwowano również, że w raz ze 
wzrostem  DP rośnie lepkość wodnych roztworów frukta
nów [74,80]. Cukry te, z pow odu ich prebiotycznych w ła
ściwości, są stosowane w  przemyśle spożywczym i farm a
ceutycznym. Co więcej, znajdują zastosowanie w  produkcji 
żywności, ze w zględu na właściwości fizykochemiczne. Są 
wykorzystywane jako zamienniki tłuszczu i sacharozy, peł
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nią rolę stabilizatorów piany, poprawiają smak, konsysten
cję, a także jakość wyrobów piekarniczych, tzn. powodują, 
że są one bardziej kruche i dłużej zachowują świeżość. Go
towe produkty zawierające fruktany typu inuliny wykazu
ją znacznie obniżoną kaloryczność, nie przyczyniają się do 
wzrostu poziomu glukozy i insuliny we krwi, dzięki czemu 
mogą być stosowane przez diabetyków. Sacharydy te do
daje się do wyrobów cukierniczych, pieczywa, dżemów, lo
dów, czekolad, produktów  mlecznych, żywności dla dzieci, 
a naw et niektórych przetworów mięsnych [36,73,81]. Inu
lina jest wykorzystywana jako substrat w  przemysłowych 
procesach fermentacyjnych oraz w przemyśle spożywczym, 
gdyż jest tanim i dostępnym  źródłem dla mikrobiologicznej 
produkcji syropów fruktozowych, etanolu, a także acetonu 
i butanolu [75].

E N Z Y M Y  R O Z K Ł A D A JĄ C E  F R U K T A N Y  TYPU IN U L IN Y

Fruktany typu inuliny są składnikami diety powszech
nie występującymi w naturalnych produktach oraz stoso
w anym i jako funkcjonalne dodatki do żywności. Nie są one 
rozkładane przez enzymy trawienne człowieka i dopiero w 
okrężnicy ulegają asymilacji przez zasiedlającą mikroflorę, 
szczególnie przez bifidobakterie. W badaniach in vivo w y 
kazano, że ~100% nie rozkładanych oligosacharydów docie
ra do jelita, z czego 86+88% osiąga koniec jelita cienkiego. 
Pozostała ilość, tj. 12+14% tych cukrów jest hydrolizowana 
przez bakterie kolonizujące część dystalną jelita cienkiego. 
Co więcej, sacharydy te nie są wykrywane w moęzu, co 
wskazuje, że nie są w znaczącym stopniu absorbowane ze 
światła jelita [80], Wysoka specyficzność fruktanów typu 
inuliny, jako źródła węgla wykorzystywanego tylko przez 
nieliczne drobnoustroje jelitowe, wynika z wytwarzania 
przez te ostatnie specyficznego enzymu degradującego wią
zania ß-(2,l) glikozydowe [82-84].

W iadomo [85], że enzymy, które mogą hydrolizować 
fruktany typu inuliny, to przede wszystkim:

— inulinaza (EC 3.2.1.7), która hydrolizuje wewnętrzne 
wiązania ß-(2,l) glikozydowe inuliny z wytworzeniem inu- 
looligosacharydów; enzym ten syntetyzują np. Aspergillus 
niger, Aspergillus ficcum, Xanthomonas oryzae, Pénicillium pur
pur ogenum;

— fruktohydrolaza ß-D-fruktofuranozydow (EC 3.2.1.26), 
która stopniowo uwalnia cząsteczki fruktozy od nie reduku
jącego końca ß-D-fruktofuranozydow; obecność tego białka 
wykazano np. u  Thermotoga maritima, Lactobacillus reuteri, 
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, Aspergillus japoni- 
cus, Arabidopsis thaliana, Bifidobacterium infantis ATCC15697, 
Bifidobacterium lactis DSM 10140;

— ß-fruktozydaza fruktanowa (EC 3.2.1.80), która hydroli
zuje wiązania ß-(2,l) i ß-(2,6) we fruktanach według mecha
nizm u egzo; enzym  ten jest w ytw arzany np. przez Lactoba
cillus pentosus, Aspergillus awamori, Cichorium intybus;

— ß-(2,l)-fruktozydaza fruktanowa (EC 3.2.1.153), która 
hydrolizuje wiązania ß-(2,l) od nie redukującego końca 
fruktanów; preferowanymi substratami są fruktany typu 
inuliny, szczególnie kestoza i nystoza; natomiast fruktany

typu lewanu mogą być hydrolizowane bardzo w olno albo 
w  ogóle, zaś sacharoza jest słabo degradow anym  substra- 
tem, a nawet może znacząco hamować aktywność enzymu; 
obecność tego białka wykazano np. u Cichorium intybus, He- 
lianthus tuberosus.

H Y D R O L IZ A  F R U K T A N Ó W  TYPU  

IN U L IN Y  PRZEZ BIFID O BA K T ER IE

Od kilkunastu lat trwają intensywne badania nad  fer
mentacją fruktanów typu inuliny przez mikroorganizmy 
jelitowe, a szczególnie przez bifidobakterie [83,84,86,87], 
Przeprowadzone dotąd liczne analizy wskazały na zróżni
cowaną degradację w /w  cukrów. Przykładowo, Rossi i wsp. 
[88] stwierdzili, że preferowanym substratem do w zrostu 
bifidobakterii były FOS, zaś w  podłożu z inuliną rosło tylko 
8 spośród 55 testowanych szczepów. W doświadczeniach 
in vitro opisanych przez Biedrzycką i Bielecką [89], wysoko 
spolimeryzowana inulina również nie była degradow ana 
przez bifidobakterie. Natomiast w badaniach in vivo autorki 
zaobserwowały, że w  porównaniu z próbą kontrolną, po
lisacharyd ten spowodował wyższą liczebność populacji 
bifidobakterii. W związku z tym wydaje się, że selektywne 
i zróżnicowane wykorzystanie fruktanów przez bifidobak
terie zależy od właściwości enzymu rozkładającego FOS, a 
także od obecności i zdolności innych drobnoustrojów do 
hydrolizy tych sacharydów.

Analizy degradacji oligofruktozy przez bakterie rodza
ju Bifidobacterium, jak również Lactobacillus, Bacteroides oraz 
Rosuberia wykazały różnice w mechanizmie ich rozkładu. 
Stwierdzono w badaniach in vitro, że  bakterie z rodzaju 
Bacteroides czy Rosuberia hydrolizują wszystkie frakcje fruk
tanów typu  inuliny tak samo, to jest niezależnie od wielko
ści DP, uwalniając przy tym duże ilości fruktozy i krótkich 
oligosacharydów do podłoża. Natomiast bifidobakterie 
charakteryzują się wewnątrzkomórkową degradacją tych 
cukrów lub mechanizmem hydrolizy powiązanym  z ko
mórką. Zaobserwowano, że preferują krótkołańcuchowe 
fruktany, zaś dłuższe łańcuchy hydrolizują dopiero wtedy, 
gdy krótkie frakcje są dostępne w niewielkich ilościach. 
Taki mechanizm wskazuje na symbiotyczne interakcje po
między wymienionymi bakteriami, a ponadto sugeruje 
lepsze przystosowanie do konkurencji z innymi m ikroor
ganizmami o zasiedlenie jelita i wykorzystanie dostępnego 
tam  źródła węgla [23,31,83,84]. Co więcej, nie wszystkie bi
fidobakterie są zdolne do metabolizowania fruktanów  typu 
inuliny w takim samym stopniu. Różnorodność w ykorzy
stania tych cukrów wiąże się z ich systemem transportu  do 
komórki oraz właściwościami hydrolaz glikozydowych. W 
przypadku B. longum NCC2705 zidentyfikowano aż 19 sys
temów transportu cukrów, z czego 9 było indukowanych 
przez Raftilose P95 (oligofruktoza z firny Orafti) [17]. Prze
prow adzone dotąd badania wskazują, że u bifidobakterii 
enzym em  odpowiedzialnym  za rozkład w /w  cukrów  jest 
P-fruktofuranozydaza. W śród nielicznie scharakteryzowa
nych dotąd (3-fruktofuranozydaz są takie, które wykazują 
w yższą aktywność wobec FOS, niż sacharozy [90-93] oraz 
takie, u których stwierdzono odwrotną zależność [94,95].

W edług najnowszych doniesień literaturowych, intere
sujący podział bifidobakterii ze względu na ich zdolność w

Postępy Biochemii 57 (4) 2011 397
http://rcin.org.pl



kierunku degradowania fruktanów typu inuliny zapropo
nowali Falony i wsp. [72]. Testowane szczepy bifidobakterii 
podzielili na 4 główne klastry. Klaster A zawiera szczepy 
B. bifidum DSM 20082 i B. bifidum LMG 11583 oraz B. breve 
LMG 11040 i B. breve Yakult, które nie są zdolne do metabo
lizowania fruktanów typu inuliny. Dodatkowo, w  genomie 
obydwu szczepów B. bifidum nie zidentyfikowano genu ko
dującego ß-fruktofuranozydazy. Klaster B składa się głów
nie z bakterii, które wykazują preferencję w  degradacji krót
kich frakcji oligofruktozy i nie rosną w podłożu zawierają
cym inulinę jako źródło węgla. W chromosomalnym DNA 
wszystkich szczepów, za wyjątkiem B. gallicum LMG 11596, 
zidentyfikowano gen kodujący ß-fruktofuranozydazy. Bak
terie należące do klastra C charakteryzują się obecnością w 
genomie genu kodującego ß-fruktofuranozydazę. Wyko
rzystują oligofruktozę szybciej niż fruktozę, natomiast inu 
linę rozcinają tylko częściowo. Fałony i wsp. [72] stwierdzi
li, że degradacja długich frakcji oligofruktozy odbywa się na 
zewnątrz komórki, zaś krótkich wewnątrz komórki. Ostatni 
klaster D zawiera bifidobakterie, które metabolizują frukto
zę i oligofruktozę, a także są zdolne do rozkładu inuliny. W 
DNA szczepów należących do tego klastra nie zidentyfiko
wano genu kodującego ß-fruktofuranozydazy. Interesujące 
jest, że spośród badanych szczepów, 5 należących do gatun
ku B. longum zaklasyfikowano do trzech różnych klastrów, 
tj. B, C i D.

P O D S U M O W A N IE

Bifidobakterie występują głównie w przewodzie pokar
mowym  człowieka i zwierząt, gdzie pełnią ważną rolę w 
utrzymaniu dobrej kondycji organizmu gospodarza. Na ich 
wzrost i aktywność probiotyczną wpływają stymulująco cu
kry, które nie są fermentowane w  górnej części przew odu 
pokarmowego i docierają do okrężnicy w stanie nienaru
szonym, zwłaszcza fruktany typu inuliny. Z danych lite
raturowych wynika, że bakterie z rodzaju Bifidobacterium 
wykazują różną zdolność hydrolizy inuliny czy FOS. Zróż
nicowanie to obserwuje się nie tylko między gatunkami, ale 
również pośród szczepów tego samego gatunku. Badanie 
właściwości probiotycznych bifidobakterii, a także zdolność 
tej grupy mikroorganizmów do metabolizowania węglowo
danów, szczególnie poznanie białek uczestniczących w tym 
procesie, jest niezmiernie istotne nie tylko dla charaktery
styki tych bakterii, ale przede wszystkim w celu produkcji 
żywności funkcjonalnej oraz konstruowania nowych prepa
ratów probiotycznych i synbiotycznych, służących popra
wie zdrowia człowieka i zwierząt.
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ABSTRACT
Both Bifidobacteria and carbohydrates they metabolize have attracted attention of food and pharmaceutical industries for several decades. 
Extensive research on bifidobacteria is dictated by the growing knowledge about the role of these microorganisms in the environment which  
they dwell. This paper summarizes the current state of knowledge on bifidobacteria and inulin type fructans they ferment. The first part of the 
article contains description of bifidobacteria, including their occurrence and the documented, beneficial impact on human health. The charac
terization of inulin-type fructans, including their structure and occurrence, and enzymes which hydrolyze p~(2,l)-glycosidic bonds in fructans 
as well as different activities of bifidobacteria in degradation of these sugars are described in the second part.
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P-fruktofuranozydaza — właściwości, struktura i zastosowanie

ST R ESZC ZEN IE

B
-fruk tofuranozydaza to enzym  odszczepia]'ący cząsteczki fruk tozy  od nie redukującego 
końca p-D -fruktofuranozydów , sacharydów  pow szechnie w ystępujących w  roślinach, 
cym ten  w  odpow iednich  w arunkach  m oże także w ykazyw ać w łaściw ości syntetyzują

ce. O becnie jest jedną z n a jdok ładn ie j scharakteryzow anych b iochem icznie hydrolaz. Co 
w ięcej, poznano  rów nież stru k tu rę  p rzestrzenną  tego białka. R ozw iązanie konform acji 
P -fruktofuranozydazy, jak  do tąd  ty lko  z k ilk u  m ikroorganizm ów , pozw oliło  na częściowe 
w yjaśn ien ie  specyficzności substra tow ej i poznanie  m echanizm ów  kata lizy  enzym atycznej. 
A rtykuł ten  jest p rzeglądem  ak tualnej lite ra tu ry  na tem at w łaściw ości p-fruktofuranozydaz 
pochodzących z różnych źródeł, z u w zg lędn ien iem  ich struk tury , m echanizm u działania, 
b iosyntezy i zastosow ania w  przem yśle.

W P R O W A D Z E N IE

Inwertaza czyli p-fruktofuranozydaza (fruktohydrolaza p-D-frukto- 
furanozydów, EC 3.2.1.26), nazyw ana też sacharazą, jest jednym z najwcześniej 
poznanych i opisanych enzym ów hydrolitycznych. Jako pierwszy wyizolował ją 
w  1860 roku M. Bertholet z drożdży Saccharomyces cerevisiae [1]. W edług nowej 
klasyfikacji, grupującej enzymy w  oparciu o podobieństwo sekwencji amino- 
kwasowych [2-4], p-fruktofuranozydaza zalicza się do GH32, obok innych fruk- 
tofuranozydaz, takich jak lewanaza (EC 3.2.1.65), p-fruktozydaza fruktanowa 
(EC 3.2.1.80) i inulinaza (EC 3.2.1.7) oraz transfruktozydaz, takich jak sacharo- 
za:sacharoza l-(3-D-fruktozylotransferaza (EC 2.4.1.99) czy 2,l-|3-D-fruktan:2,l- 
P-D-fruktan 1-p-D-fruktozylotransferaza (EC 2.4.1.100). Do wyjątków należy in
wertaza zasadow a/obojętna pochodzenia roślinnego, przydzielona do GH100. 
Wszystkie glikozydazy należące do GH32 mają trzy zachowane w ewolucji mo
tywy: NDPNG, RDP i EC. Rodzina GH32 razem z rodziną inulosacharaz (GH68) 
należy do klanu GHJ.

p-F R U K T O F U R A N O Z Y D A Z A  -  W Y S T Ę P O W A N IE  I C H A R A K T E R Y ST Y K A

P-fruktofuranozydaza jest w ytw arzana przez liczne bakterie, drożdże, ple
śnie oraz rośliny, co wiąże się m.in. z powszechnym wykorzystaniem sacharozy 
i pokrewnych cukrów jako zapasowych źródeł węgla i energii [5-9]. Organizmy 
eukariotyczne często syntetyzują naw et kilka izoform inwertazy, różniących 
się właściwościami kinetycznymi, lokalizacją subkomórkową, a także mechani
zmem regulacji ich biosyntezy. Dotyczy to m.in. roślin, w przypadku których 
każda forma inwertazy jest kodow ana przez inny gen, w przeciwieństwie do 
drożdży. Ze względu na rozpuszczalność, lokalizację subkomórkową, pi oraz 
optymalne pH  działania izozymy inwertaz roślinnych dzieli się na trzy typy, 
tj. inwertazę wakuolarną, inwertazę ściany komórkowej oraz znajdującą się w 
cytozolu inwertazę obojętną. Dwie pierwsze grupy inwertaz są glikozylowane, 
zaś w  oparciu o optymalne pH  działania zaliczane są do inwertaz kwaśnych, 
natomiast trzeci typ do obojętnych lub zasadowych (optymalna aktywność jest 
w ykazywana w zakresie pH  6,8^-8,0) [5,10].

Z kolei, większość opisanych dotąd inwertaz z S. cerevisiae występuje w 
komórce w dwóch formach, jako tzw. inwertaza wewnętrzna (ang. internal), 
umieszczona w cytozolu i inwertaza zewnętrzna (ang. external), znajdująca się 
w  przestrzeni periplazmatycznej komórki [11,12]. Obie formy omawianego en
zym u są kodowane przez ten sam gen SUC2. Białka te różnią się budową, for
ma zewnątrzkomórkowa, w  przeciwieństwie do cytoplazmatycznej, charakte
ryzuje się obecnością dodatkowej reszty seryny na aminowym  końcu białka, a 
ponadto ulega glikozylacji podczas migracji przez siateczkę śródplazmatyczną 
do przestrzeni periplazmatycznej. Łańcuch cukrowy zbudow any jest głównie z 
cząsteczek mannozy i może stanowić naw et 50% całej masy cząsteczkowej en
zym u [1,13,14]. Inwertaza zewnętrzna występuje najczęściej w  postaci dimeru o
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Tabela 1. Właściwości ß-fruktofuranozydaz z różnych źródeł.

Źródło ß-fruktofuranozydazy 
(piśmiennictwo)

Km (

sacharoza

mM)

1-kestoza /
in u lina /
rafinoza

Aktywność 

hydrolityczna 
sacharoza/ trans-glikozyla- 

FO S/ cyjna 
inulina

Aktyw atory

Bifidobacterium adolescentis G1 [22] 11 1 ,1 /8 ,0 /nb 13,5/100/39,8 niewielka -

Bifidobaderiutn infantis 
JCM No 7007 [23]

Bifidobacterium infantis ATCC 15697 [16] 

Bifidobacterium lactis DSM10140T [17]

nb

37,22±9,58

10,3

n b /n b /n b

n b /n b /n b  
(24,23±7,43 dla 
Actilight 950P)

n b /n b /n b

100/297-365/140

1 0 /100 /6

100/84-80/37

nb

nb

nb

nb

Bifidobacterium lactis [24] 

Bifidobacterium breve UCC2003 [18]

o o 7 n b /n b /n b
(0,12 dla Raftilose n~5)

2,5±2 n b /n b /n b

6 /1 0 0 /1 0

100/91-84 /27

nb

nb

DTT, EDTA

Lactobacillus reuteri C R L 1100 [19] 6,66 n b /n b /n b n b /n b /n b nb EDTA

Thermotoga maritima [6] 

Thermotoga neapolitana [8] 

Leucosporidium antarcticum [20] 

Sacharomyces cerevisiae [9]

64

14

nb

60

n b /1 9 /1 5

n b /n b /n b

n b /n b /n b

n b /n b /n b

+ /n b /+

+ /n b /+

+ /n b /n b

1 0 0 /n b /-

nb

Co2+

Schwanniomyces occidentalis [27] 4,9
l,3 ± 0 ,4 /n b /

1,3±0,6
+ / + /n b + nb

Aspergillus niger ATCC20611 [26] 290 80 0 /n b /200 + /+ /n b + -

Aspergillus niger [28]

Aspergillus niger IMI303386 [29]

0,0625

nb

n b /n b /n b

n b /n b /n b

+ /n b / -

+ /n b /n b

nb

+ Mg2+, Ca2+, 
Ba2+, EDTA

Aspergillus niger [7] 

Aspergillus niveus [30]

268,1±18,1

5,78

n b /n b /n b  

n b / l , 74/5,74

+ / + / -

+ /n b /+

+

nb

nb

C u2+, M n2+, M g2+, 
N a+ (ImM )

Aspergillus japonicus [31] nb n b /n b /n b + /n b /n b + nb

Aureobasidium pullulans DSM 2404 [32]

Aureobasidium sp. ATCC 20524 
ß-fruktofuranozydaza P-l 
ß-fruktofuranozydaza P-2 [33]

Rhodotorula glutinis [34]

Arabidopsis thaliana
inw ertaza ściany komórkowej [21,35,36]

230

470
650

227

0,35±0,05

7 0 0 /n b /n b

n b /n b /n b

n b /n b /n b

l± 0 , l /n b /n b

+ /+ /n b

+ /n b /n b

+ /n b / -

1 0 0 /35 /3

+

+

nb

nb

M g2+, Ca2+, C u2+, 
Fe2+, N a+, Co2+

nb

a — w arunki reakcji transglikozylacji; b - 
aktyw ność hydrolityczna w yrażona jako

-  białko glikozylowane; ()  m asa cząsteczkowa podjednostki; 
ak tyw ność w zględna %; nb — nie badano

masie 270 kDa lub oligomeru, tj. tetram eru, heksametru, a 
nawet oktameru o masach odpowiednio 360, 560, 800 kDa 
[11,12,15]. Natomiast inwertaza w ew nętrzna, w  zależności 
od wartości pH, może być monom erem  (pH 9,4), dim erem  
(pH 8,3), a naw et oktamerem (pH 4,9) [1], Glikoproteinami 
zbudowanym i z kilku podjednostek jest rów nież większość 
inwertaz pleśniowych, zaś inwertazy bakteryjne są przede 
wszystkim białkami monomerycznymi (Tab. 1).

Inwertaza, w  zależności od pochodzenia, charakteryzu
je się różnymi właściwościami biochemicznymi (Tab. 1). 
Białka te są stabilne w  pH  od 4 do naw et 10, w  przedziale 
temperatur od 40 do 60°C. Najczęściej optym alne pH  dzia
łania dla ß-fruktofuranozydaz mieści się w  zakresie 5,0+6,0, 
natomiast nieco niższe pH  (4,5) jest charakterystyczne dla

enzymów z Aureobasidium i Rhodotorula. Większość mezofil- 
nych inwertaz wykazuje najwyższą aktywność działania w 
zakresie tem peratur od 50 do 60°C. Do wyjątków należą en
zymy pochodzące z bakterii rodzajów Bifidobacterium i Lac
tobacillus [16-19], Z kolei, optymalna tem peratura działania 
inwertazy z hipertermofilnych drobnoustrojów T. maritima 
[6] i T. neapolitana [8] wynosi co najmniej 85°C, zaś z psy- 
chrofilnych, endemicznych antarktycznych drożdży Leuco- 
sporidium antarcticum [20] jest bliska 30°C (Tab. 1).

Badania w pływ u różnych zw iązków  chemicznych na 
działanie ß-fruktofuranozydazy wykazały, że Cu2+, H g2+ 
i pCMB całkowicie inaktywują enzym, co wskazuje, że 
wolna grupa tiolowa jest niezbędna w  centrum  katalitycz
nym. Hipotezę tę po tw ierdza brak w pływ u odczynnika
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Inhibitory M asa cząsteczkowa (kDa)
optym alne stabilność optym alna stabilność

pH  T em peratura (°C)

C u2+, Ag+, H g+, 
pCMB

6,1 6,5-10 nb < 45 74

nb 6,0+6,2 6-8
nb
55*

< 40
232
(75)

H g+,
pCMB

6,0 nb
37-50

37*
< 55 70

Zn2+, Fe2 6,5 nb 40 nb 59,4

Cu2+ pHMB, SDS nb nb nb nb 59,4

H g2+, Ag+, N a+ 6,0 nb 37 nb nb

Ca2+, Cu2+, C d2+, 
H g2+, BMP,

6,0 4,5-7,0 37 <45 58b

Cu2+, Zn2+, Mo2+, Fe2+ 5,5 nb 90-95 < 80 -50

Cu2+, Ag2+, Fe2+ 6,0 4,0-7,0 85 < 85 -47

Cd2+ 4,55-4,75 4,3-4,6 30 <12 nb

H g2+ 6,0 5,0-7,0 50 < 50 95,5

nb 5,5 nb 45-55 nb -1 6 5 (-8 5 )

H g2+ 5,0+6,0 4,5-10,0 50-60 < 50
340

(-100)

H g2+ pCMB 5,0 nb 60 nb 95 (47)

H g2+, Ag+, N i2+ 5,5 4,0+8,0 50 < 55 120-130b

DTT, BMP 5,0 nb 37-40 nb 75

Cu2+(10mM), H g2+ 4,5 nb 60 < 60 141 (57)

nb
4,0

5,0-6,0a
nb

65
55-65a

nb nb

- 5,0 6,0-10 50 < 45 430

H g2+, C u2+, pCMB
4,5+5,5 
4,5+6,0

4,0-9,0 50-55 < 50
318b
346b

- 4,5 2,6-5,5 nb < 60 100 b (47)

nb nb nb nb nb 72

chelatującego (EDTA) i redukującego (DTT) na aktyw 
ność enzym atyczną badanej hydrolazy (Tab. 1), a także, 
opisane w kilku przypadkach, działanie aktywujące tych 
zw iązków  chemicznych. Do aktywatorów inw ertazy naj
częściej należą jony Mg2+, Co2+ i Ca2+. Inwertaza katalizuje 
odszczepianie reszty |3-D-fruktofuranozydazowej od nie 
redukującego końca p-D-fruktofuranozydów, takich jak 
sacharoza, rafinoza, kestoza, nystoza, oligofruktoza czy 
inulina. Spośród w ym ienionych cukrów to sacharoza jest 
zwykle preferow anym  substratem, natom iast pozostałe są 
hydrolizow ane z dużo niższą efektywnością [5,9,15,21]. 
Do wyjątków zalicza się inwertaza z T. mańtima, która 
wykazuje 4-krotnie wyższe pow inowactwo do rafinozy 
niż sacharozy [6], a także większość scharakteryzowanych 
P-fruktofuranozydaz pochodzących z bifidobakterii — en

Postępy Biochemii 57 (4) 2011

zym y te mają w yższe uzdolnienia w  kierunku hydrolizy 
FOS, niż sacharozy [16,22-24].

Interesującą właściwość wśród bifidobakteryjnych in- 
w ertaz w ykazuje p-fruktofuranozydaza z B. breve UCC2003. 
Białko to, w  przeciwieństwie do p-fruktofuranozydazy z B. 
longum DJ010A, charakteryzuje się zdolnością do hydro
lizy wyłącznie w iązań p-(2,l)-glikozydowych pomiędzy 
fruktozą i glukozą. W wyniku przeprowadzonej reakcji z 
udziałem  tego enzym u z substratami, takimi jak 1-kestoza, 
nystoza, czy l F-fruktofuranozylonystoza, otrzymano glu
kozę oraz di-, tri- i tetrasacharydy [18]. Należy podkreślić, 
że hydrolazy te w  analizie porównawczej sekwencji amino- 
kwasowej w ykazują 97% identyczności i 99% podobieństwa 
sekwencyjnego.
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Ze w zględu na mechanizm działania inwertaza jest egzo- 
P-fruktofuranozydazą; wyjątek to inwertaza T. neapolitana 
[8], która hydrolizuje również w ewnętrzne w iązania długo- 
łańcuchowego polimeru inuliny. Co ciekawe, duża grupa 
inwertaz oprócz aktywności hydrolitycznej, wykazuje rów 
nież w  odpowiednich w arunkach (np. przy podw yższonym  
stężeniu substratu) aktywność transglikozylacyjną, czyli 
zdolność przenoszenia reszt p-D-fruktofuranozylowych na 
akceptory, którymi mogą być alkohole I-rzędowe (metanol 
i etanol) i monosacharydy [7,15,25-27], Do tej pory aktyw 
ność transglikozylacyjną wykazano tylko w  przypadku 
inwertaz rodzajów Aspergillus, Schwanniomyces i Aureobasi- 
dium (Tab. 1).

M E C H A N IZ M  D Z IA Ł A N IA  p-F R U K T O F U R A N O Z Y D A Z Y

Biorąc pod uwagę stereochemię substratów i produktów  
reakcji, hydrolazy glikozydowe można zaklasyfikować jako 
enzym y inwertujące albo zachowujące (retencyjne) konfi
gurację na anomerycznym atomie węgla. W każdym  z tych 
przypadków  hydroliza wiązań glikozydowych przebiega 
zgodnie z mechanizmem katalizy kwasowo-zasadowej, w 
której biorą udział łańcuchy boczne dwóch reszt amino- 
kwasowych, takich jak reszty kwasu asparaginowego (D) 
i kw asu glutaminowego (E). G rupa karboksylowa jednej z 
nich pełni funkcję donora protonu, zaś grupa karboksylano- 
wa drugiej z tych reszt działa jako nukleofil. W przypadku 
enzym ów  inwertujących stwierdzono, że odległość między 
grupam i katalitycznymi w centrum aktyw nym  wynosi od 
9 do 11 A, co umożliwia wprowadzenie cząsteczki w ody 
pom iędzy nukleofil i anomeryczny atom węgla, zaanga
żowany w  hydrolizowane wiązanie glikozydowe. Enzymy 
inwertujące uwalniają produkt w wyniku jednoetapow ego 
działania, zgodnie z tzw. mechanizmem pojedynczego pod 
stawienia. Natomiast w enzymach zachowujących konfigu
rację na węglu anomerycznym odległość m iędzy resztami 
katalitycznymi (5,5 A) jest znacznie mniejsza, zaś hydroliza 
w iązania glikozydowego (lub transglikozylacja) przebiega 
w edług tzw. mechanizmu podwójnego podstaw ienia [37- 
40],

Inw ertaza zalicza się do grupy enzym ów zachowujących 
konfigurację na anomerycznym atomie węgla. W oparciu o 
przeprow adzone badania znakowania przez pow inow ac
two oraz ukierunkowaną mutację, zidentyfikowano w spo

mniane powyżej, dwie najważniejsze reszty aminokwaso- 
we, uczestniczące w  hydrolizie wiązań glikozydowych, czy
li reszty D i E. Grupa funkcyjna D z zachowanej w  ewolucji 
sekwencji N DPNG działa jako nukleofil, natomiast reszta E 
z m otywu EC pełni rolę k w asu /zasady  (Ryc. 1) [15, 41-43].

W przedstawionym  na rycinie 1 mechanizmie katali
tycznym grupa karboksylanowa D działa jako nukleofil 
atakujący C7 reszty fruktozowej, zaś grupa karboksylowa E 
jest dawcą protonu dla tlenu glikozylowego sacharozy. W 
pierwszym  etapie (glikozylacja) powstaje produkt pośred
ni, charakterystyczny dla mechanizmu podwójnego podsta
wienia. Produktem  tym jest kowalencyjnie związany kom
pleks fruktozylo-enzymu, w którym anomeryczny węgiel 
reszty glikozylowej tworzy wiązanie z tlenem grupy kar- 
boksylanowej D. Równocześnie kieszeń katalityczną opusz
cza a-D-glukoza. W drugim  etapie (deglikozylacji) grupa 
karboksylanowa E atakuje cząsteczkę w ody (lub alkohole, 
bądź monosacharydy) jako nukleofil, co prowadzi do hy
drolizy produktu  pośredniego, powodującej uwolnienie 
fruktozy (lub przeniesienie jej na akceptor) i odtworzenie 
grup katalitycznych centrum  aktywnego [15,44],

S T R U K T U R A  P R Z E ST R Z E N N A  

P -F R U K T O F U R A N O Z Y D A Z Y

Pom im o trwających już od kilkudziesięciu lat ba
dań  krystalograficznych i p rzew idyw ania  konformacji 
białek, pierw sza s truk tu ra  inw ertazy została zam iesz
czona w  PDB dopiero  w  2004 roku. Była to struk tura  
P~fruktofuranozydazy pochodzącej z termofilnej bakterii 
Thermotoga maritima. Co więcej, była to pierw sza konfor
macja białka należącego do GH32. Do tej pory, w  PDB zo
stało zdeponow anych  zaledw ie 5 s truk tu r enzym ów  z tej 
rodziny, takich jak egzoinulinaza z Aspergillus awamori, 
1-egzohydrolaza fruk tanow a Ila z Cichorium intybus, in 
w ertaza ściany kom órkowej z Arabidopsis thaliana i inw er
taza ze Schwanniomyces occidentalis. S truk tura  p rzestrzen 
na tych białek składa się dw óch dom en, tj. ze znajdują
cej się w  N-końcowej części białka katalitycznej dom eny 
P-śmigła, połączonej krótkim  odcinkiem  z mniejszą do 
m eną p-kanapki, zlokalizow aną na karboksylow ym  koń 
cu. W struk tu rze  drugorzędow ej obu dom en dom inuje 
s truk tu ra  p-harmonijki. D om enę C-końcową tw orzą dw a 
sześciołańcuchowe, antyrów noległe  w zględem  siebie a r
kusze p, dając tzw. m otyw  kanapki. W edług najnowszych

Rycina 1. Mechanizm katalityczny inwertazy, zmodyfikowano na podstawie [15,42].
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Rycina 2. Struktura przestrzenna inwertazy: A) T. maritima; B) A. thaliana (na fio
letowo zaznaczono łańcuchy cukrowe); C) S. occidetalis a) pojedyncza jednostka i 
b) dimer utworzony z dwóch jednostek poprzez oddziaływania polarne i hydro
fobowe pomiędzy czterema domenami. Rycinę wykonano na podstawie danych 
zamieszczonych w białkowej bazie danych, kod PDB: luyp; 2acl; 3kf5.

doniesień, dom ena ta w pływ a na  kształtow anie cen trum  
katalitycznego, a także bezpośrednio  uczestniczy w 
w iązaniu  substra tów  [45]. W pięcioram iennej dom enie 
(3-śmigła każda z łopat m a form ę czterołańcuchow ego ar 
kusza [3 o arch itek turze antyrównoległej. W szystkie łań 
cuchy w ew nętrzne  łopat położone w pobliżu osi śm igła 
mają ten sam  k ierunek  i są łańcucham i N-końcow ym i, zaś 
łańcuchy C-końcowe znajdują się na zew nątrz. Co więcej, 
dom ena (3-śmigła w ykazuje struk tu ra lne  podobieństw o 
do dom eny występującej w dw óch innych rodzinach  
hydro laz  g likozydow ych, takich jak GH43, zawierającej 
enzym y inw ertujące (np. a-L-arabinazy) i GH68, obej
mującej enzym y zachow ujące konfigurację na anom e- 
rycznym  atom ie w ęgla (np. lewanazy) [46]. Białka z tych 
rodzin , jak stw ierdzono poprzez  analizę porów naw czą, 
mają identyczne reszty am inokw asów  katalitycznych i 
w ykazują  znaczną konserw atyw ność otaczających je se
kwencji am inokw asow ych, charakterystycznych dla ro 
dziny  GH32 [47,48]. Ponadto , w zajem ne nałożenie s tru k 
tu r p rzestrzennych  lew anazy, inw ertazy  i a-L -arabinazy 
w ykazało, że w  cen trum  katalitycznym  nie ma różnic w  
odległościach pom iędzy  resztam i bezpośrednio  uczest
niczącymi w  katalizie. Jednak miejsce w iązania cukru  w 
centrum  katalitycznym  lew anazy i inw ertazy  jest inne 
niż w  p rzy p ad k u  a-L-arabinazy, co p raw dopodobn ie  ma 
w iększy w pływ  na m echanizm  katalityczny tych białek 
niż pow szechnie  w skazyw ana odległość pom iędzy  resz 
tam i katalitycznym i [44,46]. Znane konformacje p rze 
strzenne inw ertaz  p rzedstaw iono  na rycinie 2.

Alberto i wsp. [46,49] stw ierdzili, że w katalitycznej 
dom enie (3-śmigła inw ertazy  z T. maritima w  środkowej 
części znajduje się zagłębienie (o rozm iarach: 30A głę
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bokości i 18Á szerokości) w  formie leja otw ierającego 
się w  k ie ru n k u  pow ierzchni cząsteczki. N a dn ie  tego 
zagłębienia  w ystępują  trzy reszty am inokw asow e (dwie 
kw asu  asparag inow ego  D17 i D138 oraz jedna  g lu tam i
now ego  E l 90), niezbędne do w iązania subs tra tu  i kata 
lizy jego p rzem iany , określane jako triada katalityczna 
[44]. Reszty te tw orzą silnie elektroujem ny potencjał i 
należą do zachow anych  w ewolucji sekwencji N D PN G , 
RDP i EC. B adania ukierunkow anej mutacji o raz anali
zy krystalograficzne, p rzeprow adzone przez inne grupy 
badaw cze  potw ierdziły , że w / w  trzy reszty am inokw a
sow e w ystępu ją  także w centrum  ak tyw nym  inw ertazy  
roślinnej [21,35,42,43,50] oraz egzoinulinazy [51,52] i od 
gryw ają w ażną  rolę w opisanej w  p oprzedn im  rozdziale 
katalizie. Reszta D l 7 praw dopodobn ie  działa jako nukle- 
ofil, zaś g ru p a  funkcyjna E190 pełni rolę k w a su /z a sa d y . 
N a tom ias t g ru p a  karboksylow a D138 z m o ty w u  RDP 
uczestn iczy pośrednio  w reakcji i odgryw a w ażn ą  rolę 
w  ro zp o zn an iu  i w iązaniu  substratów  tw orząc w iązania  
w o d o ro w e  z dw om a grupam i hydroksy low ym i fruktozy. 
Z aobserw ow ano , że reszta D138 inw ertazy T. maritima, 
hom ologiczna  do grupy  funkcyjnej D149 w sekwencji 
am inokw asow ej inw ertazy ściany kom órkowej A. thalia
na, stabilizuje pierścień fruktozy [42], N atom iast w  p rzy 
p ad k u  egzoinulinazy  zasugerow ano, że resz ta  D z w /  w 
m o ty w u  nie uczestniczy bezpośrednio  w  katalizie, ale 
p ra w d o p o d o b n ie  w pływ a na zasadow ość pełniącej funk 
cję nukleofila  reszty  katalitycznej [35,51].

W procesie hydrolizy  pośrednio  udział b iorą  inne, 
znajdujące się w  miejscu aktyw nym , reszty am inokw a
sowe, np. resz ta  C z m otyw u EC. W ykazano, że g rupa 
funkcyjna C pełni bardzo w ażną funkcję w  katalizie, 
pon iew aż  p rzep row adzona  uk ierunkow ana m utacja tej 
reszty  am inokw asow ej spow odow ała znaczne obniżenie 
efektyw ności katalitycznej inw ertazy drożdżow ej [15]. 
P onad to , jak usta lono na podstaw ie badań  krysta logra 
ficznych, w  p rzy p ad k u  inw ertazy T. maritima [46], w /w  
resz ta  C tw orzy  w iązania  w odorow e z w ystępującym i w 
kieszeni katalitycznej resztami: D17 (pełni funkcję nuk le 
ofila) o raz D138. Rola grupy  funkcyjnej C polega p ra w d o 
podobn ie  na stabilizacji stanu przejściowego, czy u trzy 
m an iu  odpow iedn iego  m ikrośrodow iska w  centrum  
ak tyw nym . Ponadto , kieszeń katalityczna zaw iera  w cho
dzące w sk ład  zachow anych w ewolucji sekwencji am ino 
kw asow ych  reszty  am inokw asów , takie jak W260, W41, 
Q33, N I  6, W65 i F74. Przykładow y obraz kom pleksu  in
w ertazy  T. maritima z rafinozą p rzedstaw iono na  rycinie 3 
[49]. G ru p y  funkcyjne w /w  reszt am inokw asow ych w ią 
żą su b stra t pop rzez  w iązania w odorow e, co sugeruje, że 
uczestn iczą w  rozpoznaw aniu  cukrów  oraz w iązań  gliko
zydow ych. Pozostałe reszty am inokw asow e w ystępujące 
w  miejscu katalitycznym  najpraw dopodobniej o d p o w ia 
dają za specyficzność substratow ą. W ykazano, że takimi 
resz tam i am inokw asow ym i są: Y92, E101 oraz częściowo 
zachow ane  w ewolucji E188 i T208.

Podobną, stabilizującą rolę, zachow anych w ew olu 
cji, resz t am inokw asow ych sugerow ano u egzoinulinazy
A. awamori [51] oraz inw ertazy ściany kom órkow ej A. tha
liana [42], W p rzy p ad k u  inw ertazy A. thaliana uznano , że 
w  w iązan iu  i hydroliz ie  sacharozy, poza am inokw asam i
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Rycina 3. Stereograficzny obraz centrum katalitycznego inwertazy T. marítima w kompleksie z rafinozą; na rysunku 
zaznaczono: reszty katalityczne na żółto, reszty aminokwasów aromatycznych na granatowo, a pozostałe na zielono; 
natomiast wiązania wodorowe wyróżniono linią przerywaną na niebiesko; Ow — cząsteczka wody; rycina opubli
kowana za zgodą wydawcy [49].

z zachow anych  w ewolucji m otyw ów , uczestn iczą także 
reszty W82, D239 i K242. Szczególnie in teresującą resztą 
am inokw asow ą jest D239, której w y m iana  na  A zm ienia 
substra tow ą specyficzność inw ertazy na 1-egzohydrola- 
zę fruk tanow ą Ha, której p referow anym  su b stra tem  staje 
się 1-kestoza [21]. Badania te potw ierdziły , że w ym iana  
jednej reszty  aminokwasowej biorącej udz ia ł w  katalizie 
może zm ienić specyficzność enzym u. D odatkow o, jak 
sugerow ali autorzy, reszta D239 m oże odróżn iać  te dw a 
białka, pon iew aż jest charakterystyczna w  sekwencji am i
nokw asow ej typowej inwertazy, a jej b rak  obserw uje się 
w sekwencji 1-egzohydrolazy fruktanow ej.

N ałożenie  znanych s truk tu r białek z GH32 w yk aza 
ło, że arch itek tura  centrum  katalitycznego o raz s tru k tu 
ra ś rodka  arkusza w dom enie P-kanapki są identyczne. 
N atom iast, różnice w obu dom enach do tyczą g łów nie 
d ługości pętli, zwłaszcza tych zlokalizow anych  na po 
w ierzchni cząsteczki. Pętle te są p raw d o p o d o b n ie  o d p o 
w iedzialne za specyficzność substra tow ą, a także, jak to 
opisano w  p rzy p ad k u  inw ertazy S. occidentalis, uczestn i
czą w  tw orzeniu  dimerycznej s truk tu ry  białka [45], O b
serw ow ane różnice, z wyjątkiem  inw ertazy  z T. maritima 
i S. occidentalis, dotyczyły rów nież w ystęp o w an ia  i loka
lizacji na pow ierzchni cząsteczki łańcuchów  cukrow ych. 
Inw ertaza  ściany komórkowej z A. thaliana ch arak te ry 
zuje się obecnością cukrow ego łańcucha w  szczelinie po 
m iędzy dom eną (3-śmigła i P-kanapki (Ryc. 2). Obecność 
w tym  miejscu łańcucha cukrow ego m oże mieć w p ły w  na 
ak tyw ność enzym atyczną, w  tym  na słabą zdolność  hy 
drolizy d ługołańcuchow ych substratów , np. inu liny  [44],

B IO S Y N T E Z A  p-F R U K T O F U R A N O Z Y D A Z Y

Biosynteza p-fruktofuranozydazy zw ykle  m a cha
rakter indukcyjny. Do nielicznych w yją tków  należy  np. 
form a cytoplazm atyczna inw ertazy d rożdżow ej S. ce- 
revisiae o raz inw ertaza z T. neapolitana, k tóre  w ykazują  
ekspresję konsty tu tyw ną [8,53,54]. N a ogół, b iosyn te 
za P -fruktofuranozydazy w ym aga d o d an ia  do p o ży w 
ki hodow lanej specyficznego induk to ra , k tó rym  może

być substrat lub p ro d u k t reakcji. 
U inw ertazy pozakom órkowej 
drożdży  S. cerevisiae i R. glu- 
tinis takim  induktorem  jest sa 
charoza, a represorem  glukoza 
czy fruktoza [53-55], Biosynteza 
P-fruktofuranozydazy z Asper
gillus niger jest rów nież ham o
w ana przez fruktozę i glukozę, 
natom iast indukow ana przez 
sacharozę, rafinozę i inulinę. W 
przy p ad k u  inw ertazy z Asper
gillus japonicus, to glukoza pełni 
funkcję induk to ra  lepszego niż 
sacharoza, zaś u Penicillium gla- 
brum fruktoza [56]. Z kolei dla 
bifidobakterii w  indukcji b iosyn
tezy p-fruktofuranozydazy zaob
serw ow ano duże  zróżnicow anie 
w  zależności od szczepu oraz 
użytego w  jego hodow li cukru. 

W ykazano, że najczęstszym  induk to rem  ekspresji genu 
P-fruktofuranozydazy są FOS, chociaż gdy używ ano 
zam iennie fruktozę [57], inulinę czy glukozę [58,59], to 
dla niektórych szczepów stw ierdzono syntezę na p o rów 
nyw alnym , a naw et w yższym  poziomie. M olekularne 
m echanizm y regulujące tak zróżnicow aną biosyntezę 
P-fruktofuranozydazy u bifidobakterii pozostają nadal 
niewyjaśnione, a naw et kontrow ersyjne ze w zględu  na 
fragm entaryczną w iedzę o nich. Do tej pory scharak tery 
zow ano operon  fos z Bifidobacterium breve UCC2003 [18], 
jak rów nież p rzep row adzono  badania  transkrypcyjne 
genów  klastra zw iązanego z degradacją fruk tanów  typu  
inuliny z B. longum NCC2705 [60].

W edług badaczy operon  fos składa się z trzech genów 
struk turalnych  — fosA  (zidentyfikow any tylko w operonie 
B. breve UCC2003) oraz fosB i fosC  [18]. W oparciu o w yko 
nane analizy bioinform atyczne ustalono, że gen fosA  ko 
duje białko cytoplazm atyczne (złożone ze 173 reszt ami- 
nokw asow ych), które w ykazuje podobieństw o do białek 
rodziny  COG 4283. Rodzinę tę tw orzą niescharakteryzo- 
w ane białka o nieznanej jak do tąd  funkcji. Kolejny gen 
s truk tu ra lny  operonu  fosB koduje polipeptyd  o długości 
157 reszt am inokw asow ych (Mw= 17 kDa), którego s tru k 
tura  II-rzędow a jest w spólna dla białek należących do ro 
dziny transporterów  cukrowych. Sekwencja am inokw a- 
sowa tego po lipep tydu  w ykazuje wysokie podobieństw o 
do sekwencji hipotetycznej perm eazy  sacharozy z B. lon
gum  NCC2705, B. animalis i znacznie niższe (na poziom ie 
32%) z Escherichia coli 0157:H7. Za genem  fosB znajduje się 
gen fosC  kodujący p-fruktofuranozydazę, której sekw en
cja am inokw asow a w ykazuje podobieństw o do sekw en
cji p-fruk tofuranozydazy  B. longum NCC2705, B. longum 
DJ010 i Bifidobacterium animalis na poziom ie odpow iednio  
94%, 91% i 69%. Za genem  fosC  w ystępuje sekwencja nu- 
kleotydow a gik A, kodująca p raw dopodobn ie  glukokina- 
zę. Pom iędzy genem  glukokinazy a fosC  z lokalizow any 
jest p rzypuszczalnie  term inator rho-zależny [18].

Przed operonem  fos znajduje się sekwencja nukleoty- 
dow a lacfos, która p raw dopodobn ie  koduje transkrypcyj-
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Rycina 4. Zależność filogenetyczna hydrolaz sacharozowych, pochodzących z różnych mikroorganizmów; 
rycina opublikowana za zgodą wydawcy [60],

ny regulator operonu fos. Sekwencja am inokw asow a LacIfos 
wykazuje znaczne podobieństw o do sekwencji aminokwa- 
sowej bakteryjnych regu la to rów  transkrypcyjnych rodzi
ny GalR-LacI, szczególnie do zidentyfikow anych u szcze
pów B. longum NCC2705 i B. longum DJ010A. Ponadto, 
w ykazuje ona identyczność na poziom ie 46% z sekw en
cją am inokw asow ą represora  operonu  sacharozy E. coli 
(AC: P40715) i Shigella flexneri (AC: NP_708235). W białku 
kodow anym  przez lad^  zidentyfikow ano w N-końcowej 
części m otyw  helisa-skręt-helisa, mający zasadnicze zna 
czenie w w iązaniu  DNA. N atom iast, C-końcowy rejon 
białka LacIfos odpow iada  za w iązanie  induktora. Ryan i 
wsp. [18] sugerow ali, że analogicznie do innych białek 
regulatorow ych GalR-LacI, białko to, przy braku substra- 
tu (np. sacharoza, FOS), pow oduje  represję transkrypcji 
poprzez  przyłączenie się do operatora , którego sekw en
cja zachodzi częściowo na sekwencję prom otora  operonu 
fos. Ponadto , z analizy RNA m etodą N orthern  błot w y 
nika, że gen laclf] nie ulega transkrypcji razem  z genami 
struk tura lnym i, co może św iadczyć o tym, że sekwencja 
lacIfos, z lokalizow ana w pobliżu  operonu  fos, w pływ a na 
jego regulację. Ponadto  w ykazano, że geny operonu  fos B. 
breve UCC2003 podlegają transkrypcji w obecności sacha
rozy i Actilight 950P (krótkołańcuchow e FOS), zaś po do 
daniu  m ieszaniny sacharozy z fruktozą, czy sacharozy z 
glukozą, obserw ow ano ich represję. Z kolei Kullin i wsp., 
p rzeprow adzili analizy transk ryp tom u  szczepu B. longum 
NCC2705, na podstaw ie których stw ierdzili, że gen ko
dujący (3-fruktofuranozydazę (cscA) z B. longum NCC2705 
podlegał represji w  obecności w szystkich testow anych 
cukrów , takich jak rafinoza, sacharoza, glukoza, jak i Ra- 
ftilose P95 oraz Raftiline GR [60], N atom iast inna g rupa 
badaw cza stw ierdziła  u B. longum  NCC2705, że Raftilo- 
se P95 indukuje  transkrypcje genu kodującego perm eazę

(cscB) i genu kodującego hydro lazę  sa 
charozy (cscA) [61].

Analizy przeprowadzone przez Kul
lin i wsp. [60] wykazały bliskie pokre
wieństwo p-fruktofuranozydaz z B. 
longum NP695334, B. breve AAT28190 i
B. animali subs. lactis AAS87041 (Ryc. 4). 
Białka te tworzą filogenetyczny klaster 
(grupa I) razem z inwertazami z E. coli 
CAA57219, Zymomonas mobili P35636 
oraz Bacillus megaterium AAM19071, 
a ponadto enzymy te współdziałają z 
permeazami sacharozy nie należącymi 
do PTS. Natomiast grupa II odpow iada 
wewnątrzkom órkowym  fruktofurano- 
zydazom, z których większość to fruk- 
tozo-6-fosforanazy. Enzymy z tej grupy 
współdziałają z białkami transportu 
jącymi sacharozę, należącymi do PTS. 
G rupa III białek, to fruktozydazy, które 
mogą zewnątrzkomórkowo rozkładać 
oligosacharydy [60].

Z A S T O S O W A N IE  

P -F R U K T O F U R A N O Z Y D A Z Y

Inw ertaza jest używ ana od daw n a  
do produkcji cukru  inw ertow anego, 

w y korzystyw anego  w cukiernictw ie [6,8,30,55] i sz tucz 
nego m iodu  [62], Enzym  ten zastosow ano też do o trzy 
m yw ania  fruk tozy , używanej w  przem yśle spożyw czym  
chętniej niż sacharozy, ze w zględu  na w iększą słodycz 
i m niejszą skłonność do krystalizacji podczas p rzecho 
w yw ania . P odstaw ow ą zaletą enzym atycznej h y d ro 
lizy sacharozy, w  porów naniu  do kwasowej, jest to, że 
nie pow sta ją  barw ne, pozbaw ione słodyczy bezw odnik i 
d i-fruk tozy  [30,46]. Ponadto, p-fruk tofuranozydaza jest 
w ykorzystyw ana  do syntezy prebiotycznych oligosacha- 
rydów , takich jak FOS czy laktosacharoza. Ten ostatn i 
tr isacharyd  (P-D-Gal-(l,4)-a-D-Glc-(l,2)-p-D-Fru) jest 
o trzym yw any  z laktozy i sacharozy w reakcji transfruk- 
tozylacji. N a ry n k u  są dostępne dw a p repara ty  laktosa- 
charozy: N yuka-O rigo  i Newka-Oligo, których p ro d u 
centam i są o dpow iedn io  Ensuiko Sugar Refining Co. oraz 
H ayash ibara  Soji Inc. [63,64]. P roponow ane jest rów nież  
użycie p -fruk to furanozydazy  z S. occidentalis do b iosyn 
tezy p reb io tycznych  ołigosacharydów  z serii 6-kestozy 
[65]. W ykazano  też, że p reparaty  enzym atyczne, zaw ie 
rające p -fruk to fu ranozydazę  oraz celulazy i hem icelu- 
lazy m ogą w spom agać traw ienie żywności zawierającej 
o ligosacharydy  [66], P row adzone są także badan ia  nad  
zastosow aniem  inw ertazy  w produkcji b iosensorów  u ż y 
w anych  do  w ykryw an ia  obecności jonów metali ciężkich 
oraz sacharozy  w p roduk tach  spożyw czych [67].

W osta tn ich  latach, duże zainteresow anie bu d zą  pro- 
biotyki i p rebiotyki, korzystnie wpływające na organ izm  
ludzi i zw ierząt. Często stosow ane są kombinacje pro- 
b iotyków  i preb io tyków , czyli p repara ty  synbiotyczne, 
w  których  preb io tyczny  składnik selektyw nie stabilizuje 
kom ponen t probiotyczny. Przykładem  takiego p re p a ra 
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tu jest p roduk t zawierający oligofruktozę i stym ulow ane 
przez nią probiotyczne szczepy bifidobakterii [68], Roz
wój synbiotycznych p roduk tów  może zwiększyć skutecz
ność oddziaływ ania szczepów probiotycznych, k tóre są 
w rażliw e na w arunki panujące w górnej części p rzew o 
du  pokarm ow ego, takie jak kw aśne środowisko żołądka 
czy sole żółci. Dodatek prebiotyku może chronić kom órki 
przed  niekorzystnym i czynnikam i, zanim  dotrą one do 
okrężnicy. Na przykład, w  badaniach in vitro, w ykazano  
że FOS popraw iły  przeżyw alność bifidobakterii w  ho 
dowli zawierającej w podłożu  sole żółci [57],

Pożyteczne działanie synbiotyku spraw dzano w  b ada 
niach m odelow ych na szczurach [69], Zwierzęta karm io 
no zaprojektow anym  synbiotykiem , złożonym  z FOS i 
jednego z wcześniej w yselekcjonowanych szczepów  bifi
dobakterii, takich jak B. longum KN29.1, B. longum KNA1 
lub B. animalis KSp4. Skuteczność synbiotyku tru d n o  oce
nić, poniew aż nie spraw dzono przeżyw alności bakterii w 
w arunkach  przew odu  pokarm ow ego, jednakże zaobser
w ow ano w yższą liczebność populacji bifidobakterii po 
użyciu prebiotyku czy synbiotyku, niż po zastosow aniu  
samego probiotyku.

Badania produktów synbiotycznych wykazały, że za
stosowanie FOS, GOS, jak również skrobi opornej (ang. re
sistant starch) już na etapie otrzymywania mlecznych pro
duktów fermentowanych przyczyniło się do wzrostu liczby 
komórek bifidobakterii obecnych w produkcie, jak rów
nież zwiększyło ich żywotność w czasie przechowywania
[70]. W tym kontekście logiczne wydaje się wykorzystanie 
P-fruktofuranozydazy z bifidobakterii do biosyntezy FOS. 
Pozwoliłoby to otrzymać preparat synbiotyczny w jednoeta
powym procesie, a co istotne, zostałby użyty odpowiednio 
dobrany prebiotyk, który stymulowałby wzrost i aktywność 
biologiczną danego szczepu. Ustalono, że szczep Bifidobacte
rium bifidum NIMB 41171 hodowany w podłożu zawierają
cym GOS, które sam zsyntetyzował, lepiej rósł i produkował 
więcej krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych, niż w 
podłożu zawierającym komercyjnie dostępne GOS [71].

P O D S U M O W A N IE

P-fruktofuranozydaza ze względu na hydrolityczne i syn
tetyczne właściwości biochemiczne znalazła zastosowanie w 
przemyśle spożywczym, a także farmaceutycznym. Najwięk
sze znaczenie komercyjne mają p-fruktofuranozydazy po
chodzące z drożdży i pleśni. Obecnie prowadzone są badania 
nad charakterystyką i wyizolowaniem tego enzymu z innych 
źródeł, m.in. z bifidobakterii czy T. neapolitana, co powinno 
zwiększyć możliwość jego wykorzystania. Zrozumienie me
chanizmów działania oraz poznanie mechanizmów regula
cji procesów biosyntezy może pomóc zwiększyć wydajność 
produkcji p — fruktofuranozydazy o właściwościach zopty
malizowanych pod kątem zastosowań praktycznych, takich 
jak biosynteza prebiotyków o ściśle określonej budowie.
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ABSTRACT

P-fructofuranosidase is the enzyme which releases terminal non-reducing p-D-fructofuranoside residues in p-D-fructofuranosides — 
saccharides commonly found in plants. Under appropriate conditions this enzyme may also catalyze the reaction of synthesis. Now, 
P-fructofuranosidase is one of best biochemically characterized enzymes. Also the 3D structure of this protein has been determined. Resolu
tion of the conformation of p fructofuranosidase — so far only from a few microorganisms - has allowed for the partial explanation of its 
substrate specificity and understanding of mechanisms of enzymatic catalysis. This article presents a review of current reports on properties 
of p-fructofuranosidases derived from various sources with  focus on their structure, mechanism of action, biosynthesis and industrial applica
tions.
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Rola połączeń typu Gap w  komórkach tkanki kostnej

STR ESZC ZEN IE

Połączenia typu  Gap to transb łonow e kanały , k tóre łączą błony sąsiadujących ze sobą 
kom órek i uczestniczą w  bezpośredn im  p rzekazyw aniu  sygnałów  pom iędzy k o m ó rk a 

m i. M iędzykom órkow a kom unikacja  z udzia łem  tego typu  kanałów  zapew nia p raw id ło w e  
funkcjonow anie  tkanek  i narządów . T w orzenie  połączeń typu  G ap oraz synteza b ia łek  ko- 
neksynow ych, budujących po jedyncze pó łkanały  podlegają regulacji przez horm ony, czyn
n ik i w zrostu  oraz cząsteczki sygnalizacyjne. K anały typu  G ap w ystępujące p om iędzy  oste- 
oblastam i, osteocytam i i osteoklastam i, odgryw ają kluczow ą rolę w  procesie obro tu  k o stn e 
go, a zatem  w  przebudow ie  i regeneracji tk an k i kostnej. Pośredniczą rów nież w  regu lacji 
procesu proliferacji, różnicow ania i do jrzew ania  osteoblastów  oraz tw orzenia i ak tyw ności 
osteoklastów . N in iejsza  praca uk azu je  obecny stan  w iedzy  na tem at roli m ięd zykom órko 
w ych połączeń typu  G ap w kom órkach kości, ze szczególnym  zw róceniem  uw agi na  zaanga 
żow anie koneksyny  43 w  regulację procesu kościotw orzenia.

W P R O W A D Z E N IE

Zjawisko międzykomórkowej komunikacji zapewnia istnienie różnorodnych 
procesów fizjologicznych, takich jak: wzrost, proliferacja i różnicowanie, hom e
ostaza w obrębie komórek danej tkanki, apoptoza, odpowiedź immunologiczna, 
jak również patologicznych, np. proces nowotworzenia [1-4]. Komunikacja po 
między komórkami polega między innymi na tworzeniu różnego rodzaju po 
łączeń (kanałów) w przylegających do siebie błonach sąsiadujących komórek. 
Jednym z takich połączeń jest, tzw. połączenie komunikacyjne typu G ap (GJIC, 
ang. Gap Junctional Intercellular Communication) utworzone z grupy białek zw a
nych koneksynami. Kanałami GJIC odbywa się szybkie przekazywanie sygnału 
elektrycznego oraz transport z komórki do komórki jonów (np.: N a+, K+, Ca2+), 
małych cząsteczek o masie cząsteczkowej poniżej 1 kDa (np.: cykliczne AMP, 
trójfosforan inozytolu) oraz cząsteczek sygnałowych (np. przekaźniki d rug ie 
go rzędu) [1]. Połączenia te zaangażowane są w przekazywanie sygnałów po 
między komórkami, kontrolę wzrostu organizmów podczas embriogenezy oraz 
przebudowę tkanek i narządów. Zaburzenia funkcji GJIC mogą być przyczyną 
następujących schorzeń: zaćmy, utraty słuchu, chorób skóry, niewydolności ser
ca, nowotworów i neuropatii. Wykazano, że w chorobach dotyczących układu  
krążenia (zaburzenia pracy mięśnia sercowego), odpornościowego i pokarm o
wego ulega zmianie liczba i rozmieszczenie w komórkach kanałów GJIC [5-7].

W kontroli przebudow y tkanki kostnej bardzo ważną rolę odgryw a oddzia 
ływanie i wzajemny kontakt pomiędzy trzema typami komórek: osteoblastami 
(komórki tworzące kość), osteocytami (komórki leżące w jamkach kostnych) i 
osteoklastami (komórki odpowiadające za resorpcję kości). W tkance kostnej zja
wisko komunikacji międzykomórkowej ma szczególne znaczenie, gdyż dociera
jące do komórek kości zewnątrzkom órkowe sygnały (np. mechaniczne) są od 
bierane i przekazywane do komórek o ściśle określonej lokalizacji (osteoblasty 
bądź osteoklasty). Przekazywanie takich sygnałów jest związane z istnieniem 
rozbudowanej sieci połączeń międzykomórkowych występujących pom iędzy 
osteocytami oraz pomiędzy osteocytami a osteoblastami [8]. Niezmiernie istot
ny jest również udział połączeń komunikacyjnych w powstawaniu dojrzałych 
osteoklastów z ich prekursorów oraz regulacji ich aktywności i procesu resorpcji 
kości [9].

W Y S T Ę P O W A N IE  I B U D O W A  P O Ł Ą C Z E Ń  T YPU G ap

W ymiana jonów pomiędzy komórkami za pośrednictwem kanałów o niskiej 
oporności elektrycznej GJIC ma fundamentalne znaczenie dla funkcji kom órek 
pobudliwych, takich jak: neurony, miocyty serca czy komórki mięśni gładkich. 
Połączenia typu Gap zostały odkryte w  układzie nerw ow ym  (tzw. połączenia 
typu nexus) oraz mięśniu sercowym (połączenia szczelinowe) jako kanały trans-
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misji sygnału elektrycznego w synapsach elektrycznych lub 
w obrębie sąsiadujących miocytów [10,11]. Ich obecność 
umożliwia ujednolicenie sygnału elektrycznego lub mecha
nicznego w skoordynowanej grupie komórek tworzących 
tkankę. W ystępowanie połączeń komunikacyjnych typu 
Gap nie jest jednak ograniczone tylko do komórek pobu 
dliwych. GJIC są obecne prawie we wszystkich komórkach 
dojrzałych tkanek oraz podczas ich morfogenezy [12].

W warunkach in vitro połączenia typu Gap powstają w 
ciągu kilku m inut i równie szybko ulegają rozpadowi. Me
chanizmy regulujące liczbę tworzących się kanałów i ich 
aktywność związane są z regulacją ekspresji genów dla po 
szczególnych izoform białek koneksynowych i z procesem 
ich fosforylacji. W arunkowane są one także zmianam i pH  
oraz obecnością wolnych rodników [13]. GJIC mogą w y
stępować pomiędzy komórkami budującymi daną tkankę 
(np.: osteoblast — osteocyt, komórka śródbłonka - komórka 
śródbłonka) lub komórkami należącymi do różnych tkanek 
(np. osteoblast — komórka śródbłonka) [8,14,15]. Dzięki ba
daniom histocytochemicznym i zastosowaniu mikroskopii 
elektronowej uzyskano morfologiczny obraz potw ierdza
jący obecność połączeń typu Gap, in vivo w fibroblastach 
okostnej, osteoblastach i osteocytach [16]. Interesujące w y
daje się być odkrycie połączeń typu Gap o owalnej struk
turze znajdujących się na terenie cytoplazmy komórek [16], 
chociaż znaczenie i funkcja tych struktur nie jest poznana.

BIA Ł K A  K O N E K S Y N O W E

N adrodzina  białek koneksynow ych budujących po łą 
czenia typu G ap kodow ana jest przez ponad  20 genów,

które charakteryzują się u kręgow ców  w ysokim  stopniem  
zachow ania ich s truk tu ry  w  ewolucji [17]. Są to białka po- 
limorficzne, z których najdokładniej badana jest koneksy- 
na 43 (Cx43). Cx43 w kom órkach tkanki kostnej posiada  4 
izoformy: n ieufosforylow aną (NP) i trzy ufosforylow ane 
(PI, P2, P3) [18]. Izoforma P2 dom inuje w osteoblastach, 
m im o że po około trzech godzinach w hodow li in vitro 
przechodzi w  formę NP, a następnie  pow raca znow u  do 
form y P2 [19]. Koneksyny syntetyzow ane są w siateczce 
śródplazm atycznej, gdzie zachodzi ich oligomeryzacja w 
s truk tu ry  zw ane koneksonam i lub półkanałam i. Każdy 
konekson składa się z sześciu identycznych lub różnych  
jednostek koneksynow ych. Zsyntetyzow ane półkana- 
ły transportow ane są do błony komórkowej, w  obrębie 
której agregują tw orząc transbłonow y kanał łączący dw ie 
sąsiadujące ze sobą kom órki [20], W zależności od zesta 
w ienia białek koneksynow ych półkanały dzielim y na ho- 
m om etryczne (koneksyny jednego rodzaju np. Cx36) lub 
heterom etryczne (przynajmniej dw ie różne koneksyny 
np.: Cx36 i Cx45) (Ryc. 1). Rutkow ski i wsp. w yróżniają 
cztery różne typy  kanałów  koneksynowych: hom om e- 
tryczno-hom otypow e, zbudow ane z dw óch identycznych 
koneksonów ; hom om etryczno-heterotypow e, w  których 
jeden z półkanałów  zbudow any  jest z jednego rodzaju  
białka konesynow ego, a drug i z innej koneksyny; hetero- 
m etryczno-hom otypow e, w  których każdy z półkanałów  
u tw orzony  jest z dw óch  koneksyn i heterom etryczno-he- 
tero typow e, charakteryzujące się najbardziej z różn icow a
nym  składem  białkowym . Synteza cząsteczek koneksyn  
zachodzi w kom órkach w tedy, gdy niezbędne jest tw o rze 
nie połączeń m iędzykom órkow ych. Kanały koneksonów  
m ogą się zam ykać bądź otwierać, dzięki zm ianie konfor

macji cząsteczek konek 
syn. Połączenia te nie są 
struk tu ram i statycznym i, 
jednak ich o tw ieranie  i 
zam ykanie odbyw a się 
w sposób kontro low any 
[21,22].

Cząsteczka koneksyny 
zbudow ana  jest z czterech 
transbłonow ych dom en 
hydrofobow ych (TM1- 
TM4), dw óch m ałych pętli 
z e w n ą t r z k o m ó r k o w y c h  
(El, E2), jednej pętli w e 
w nątrzkom órkow ej (CL) 
oraz zlokalizow anych w 
cytoplazm ie zakończeń 
karboksylow ych i am i
nowych. Z C-końcow ą 
dom eną oraz pętlą cyto- 
p lazm atyczną cząsteczki 
koneksyny 43 oddziałują: 
białka budujące połącze
nia ścisłe (ZO-1, ZO-2, 
okludyna, k laudyna), 
białka połączeń p rzy lega 
jących ((3-katenina), biał
ka procesu potocytozy 
(kaweolina) oraz białka
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Rycina 1. Struktura półkanałów (koneksonów) oraz połączeń typu Gap. Półkanały utworzone są z sześciu identycznych lub 
różnych cząsteczek koneksyn. Koneksony zbudowane z jednego rodzaju koneksyn np. Cx43 nazywamy homometrycznymi, zaś 
z dwóch różnych (np.: Cx43 i Cx45) heterometrycznymi. Koneksony przylegających do siebie komórek tworzą transbłonowy 
kanał typu Gap.
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cytoszkieletu (tubulina, spektryna). O ddziaływ anie  ko- 
neksyn z innym i białkam i um ożliw ia pow stanie  złożone
go kom pleksu, który  zapew nia skoordynow aną, dostoso
w aną do potrzeb  kom unikację m iędzykom órkow ą oraz 
udział białek koneksynow ych w przekazyw aniu  różnego 
rodzaju  sygnałów  [22,23].

Rodzaj koneksyn w chodzących w skład  poszczegól
nych GJIC decyduje o typie kanału i w pływ a na jego w ła 
ściwości biofizyczne, m.in. jego przepuszczalność. Obec
ność w koneksonie cząsteczki Cx43 um ożliw ia transport 
stosunkow o dużych  cząsteczek sygnałow ych (o masie 
cząsteczkowej <1,2 kDa), z preferencją dla cząsteczek 
o ładunku  ujem nym . N atom iast koneksyna 45 formuje 
połączenia o mniejszej wielkości porów , przez które za 
chodzi dyfuzja cząsteczek dodatn io  naładow anych  (<0,3 
kDa). Półkanał koneksynow y m oże być ak tyw ny naw et 
jeśli nie u tw orzy  pary  i pozostanie w  błonie komórkowej 
w olnym  koneksonem . Staje się on w tedy  półkanałem  o 
dużej p rzepuszczalności [8].

W tkance kostnej zachodzi synteza trzech różnych ko
neksyn: Cx43, Cx45 i Cx46. K oneksyna 43 jest obecna we 
w szystkich typach  kom órek kości, w tym: w kom órkach 
szp iku  człowieka, osteoblastach kości beleczkowej, p ier
w otnych  osteocytach, kom órkach kości żuchw y i w ięza- 
deł p rzyzębia oraz w  kom órkach linii osteoblastycznej 
MC3T3-E1 i osteocytarnej MLO-Y4, a także w chondro- 
cytach [24-28]. Synteza Cx45 zachodzi w liniach kom órek 
osteoblastycznych UMR-102 i hFOB 1.19 oraz osteocytar
nej linii MLO-Y4, choć w  znacznie m niejszym  stopniu  niż 
Cx43 [25,29,30]. W ykazano, że koneksyna 45 obecna w ko
m órkach szpiku kostnego, nie w ystępuje w  osteoblastach, 
osteocytach i osteoklastach zębodołowej tkanki kostnej 
[31], N atom iast synteza Cx46 zachodzi podobnie  jak Cx45 
w kom órkach linii osteoblastycznych (np. ROS17/2.8), 
chociaż rola koneksyny 46 w kom órkach osteogennych 
pozostaje n ieznana [32].

R O L A  P O Ł Ą C Z E Ń  T YPU G ap  

W  K O M Ó R K A C H  T K A N K I K O ST N E J

Połączenia typu  G ap pośredniczą w  praw id łow ym  
funkcjonow aniu  kom órek kości, regulując ich prolife
rację, różnicow anie [8,33,34] oraz proces p rzebudow y 
tkanki kostnej [35,36]. Zjawisko m iędzykom órkow ej ko
m unikacji na pow ierzchni kości zachodzi pom iędzy oste- 
oblastam i a w ypustkam i osteocytów  (połączenia typu  
Gap) oraz w przylegających do siebie b łonach osteocytów 
(połączenia adhezyjne). Osteocyty przekazują sygnały 
m echaniczne osteoblastom , a także innym  typom  kom ó
rek kości, w pływ ając jednocześnie na regulację ich biolo
gicznych funkcji [37]. Badania z w ykorzystaniem  m odelu 
hodow li 3D fragm entu  kości beleczkowej in vitro do ty 
czące procesu m echanicznej odporności kości, p rzyczyni
ły się do lepszego zrozum ienia  m echanizm u przesyłania 
sygnałów  z osteocytów  do osteoblastów. W ykazano, że 
zastosow anie dynam icznych obciążeń fragm entu  3D ko
ści beleczkowej, pom im o niskiego poziom u przep ływ u 
pożyw ki hodow lanej zawierającej substancje odżyw cze 
w pływ a na przeżycie osteoblastów, jak rów nież osteocy
tów  zam kniętych w jam kach m ineralizow anej kości, dzię-
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ki c cc lości pom iędzy  tym i kom órkam i połączeń typu 
Gap Półkanały regulują uw alnianie adenozynotrójfosfo- 
ram TP) i p rostag landyny  E2 (PGE2) w  reakcji na sty-
mul m echaniczną tkanki kostnej [32] oraz biorą udział
w OG ow iedzi kom órek kości na czynniki farm akologicz
ne [38 Badania in vitro dostarczają danych w skazujących 
na rolę koneksyny 43 jako receptora zaangażow anego w 
odpow iedź kom órki na stym ulację m echaniczną. Półka
nały u tw orzone przez podjednostki Cx43 pozostają ak
tywne w  linii osteocytarnej w tedy, gdy pośredniczą w 
m iędzykom órkow ym  transporcie PGE2 i ATP [39],

Zaham ow anie syntezy PGE2 w kom órkach kości i jed 
nocześnie zablokow anie GJIC, znacznie osłabia lub cał
kowicie znosi skutki w yw ołane zastosow aniem  obciążeń 
mechanicznych. W nioskuje się zatem , iż zaangażow anie 
połączeń typu  G ap oraz obecność PGE2 ma kluczowe 
znaczenie dla mechanicznej odporności kości. Zjawi
sko m iędzykom órkow ej kom unikacji przyczynia się do 
utrzym ania fragm entu  żywej tkanki kostnej (tworzenie 
i zmiany sprężystości tkanki kostnej) w  w arunkach  ho 
dowli in vitro. Z astosow any w tej pracy m odel wspólnej 
hodowli in vitro dw óch typów  kom órek we w spaniały 
sposób przyczynia się do pokazania stanu w iedzy na te 
mat połączeń typu  G ap jako czujników  m echanicznych w 
osteocytach i w przekazyw aniu  przez nie sygnału regu 
lującego funkcjonow anie i zdolności m echaniczne oste
oblastów zapew niające spójność całego układu  kostnego 
organizm u [40],

Niewielka liczba prac dotyka problem u fizjologicznych 
konsekwencji reakcji osteocytów  na sygnały zew nątrz- 
komórkowe, które następnie  przekazyw ane są do oste
oblastów. W ynika to z trudności m etodycznych badań  in 
vitro hodow li osteocytów , jako kom órek zlokalizow anych 
w m ineralizowanej m acierzy kości. Jednak dostępność 
nowych technik m olekularnych, w tym rekombinacji 
genów stw arza coraz więcej m ożliwość badania funkcji 
GJIC w kom órkach tkanki kostnej, także w w arunkach  in 
vivo [8,41]. O statn io  opublikow ane dane Lim i wsp. w ska
zują na rolę microRNA przechodzącego połączeniam i 
typu Gap pom iędzy  szpikiem  a kom órkam i raka piersi, 
podczas p rzechodzenia  now otw oru  w fazę spoczynkow ą 
[42]. Odkrycie to m oże w przyszłości stanowić skutecz
ną formę leczenia now otw orów . Obecnie eksperym enty z 
tego zakresu znajdują się na etapie I fazy badań  klinicz
nych.

Połączenia typu  G ap pośredniczą w u trzym aniu  i za 
pew nieniu m iędzykom órkow ej w spółpracy m etabolicz
nej polegającej na w yrów nyw aniu  gradientów  substancji 
odżywczych lub cząsteczek sygnałow ych i enzym ów  w 
obrębie kom órek tkanki [43]. GJIC m ogą tłumić skutki 
mutacji som atycznych. W p rzypadku  utraty  przez jed 
ną kom órkę kluczow ych enzym ów  m etabolicznych czy 
białek budujących kanały jonowe, n iezbędne cząsteczki 
zostają p rzekazane drogą połączeń kom unikacyjnych z 
sąsiednich kom órek [44], M iędzykom órkow a kom unika
cja z udziałem  GJIC pom iędzy osteocytami regulow ana 
jest m.in. p rzez różne czynniki anaboliczne np.: parathor- 
mon (PTH), m orfogenetyczne białko kości 2 (BMP2, ang. 
Bone Morphogenetic Protein 2) oraz PEG2. PTH stym uluje

413
http://rcin.org.pl



ekspresję genu  kodującego Cx43 w osteoblastach i oste- 
ocytach, w  zależności od stad ium  zróżnicow ania kom ó
rek osteoblastycznych [45], Zaham ow anie kom unikacji 
m iędzykom órkow ej przez blokow anie GJIC w pływ a na 
osłabienie stym ulującego działania PTH na proces m ine
ralizacji zachodzący w osteoblastach podczas ich różn i
cow ania  [46], W hodow lach kom órek osteoblastycznych 
w ielu  linii kom órkow ych traktow anych PGE2 obserw o
w ano podw yższen ie  poziom u syntezy białek koneksyno- 
w ych [47], W ykazano rów nież, że zastosow anie stabilne
go analogu  pep tydów  antyarytm icznych, ro tigapep tydu , 
w p ływ a na w zrost liczby GJIC w osteoblastach człowieka 
[48]. W przeciw ieństw ie jednak do PTH i PGE2, transfor
m ujący czynnik  w zrostu  p (TGFP), osteogenina i BMP2 
odpow iada ją  za zm niejszenie zdolności tw orzenia p o 
łączeń ty p u  G ap w błonach osteogennych kom órek linii 
MC3T3-E1 [49],

N ależy  rów nież w spom nieć, iż niskie pH  w  kom ór
kach MC3T3-E1 ham uje kom unikację m iędzykom órko 
w ą o raz pow oduje  zm niejszenie poziom u ekspresji genu 
kodującego Cx43 [50], co w zasadniczy sposób w pływ a 
na różnicow anie i p raw id łow e funkcjonow anie kom órek 
osteogennych. W ykazano, że podw yższenie w ew n ą trz 
kom órkow ego poziom u cAMP w yw ołuje w zrost liczby 
tw orzonych  w błonach osteoblastów  kanałów  Gap oraz 
pow oduje  w zrost syntezy znacznika procesu kościotwo- 
rzenia, osteokalcyny [51]. Liczne inne czynniki, w  tym  
białka m acierzy  pozakom órkow ej (kolagen typu  I, fibro- 
nek tyna, w itronektyna) [52], cząsteczki sygnalizacyjne 
ERK /P13K  [53], odgryw ają kluczow ą funkcję w  regulacji 
fo rm ow ania  i praw idłow ej funkcji GJIC w kon tak tu ją 
cych się ze sobą kom órkach kości.

U kierunkow ane zaham ow anie ekspresji genu dla po 
szczególnych koneksyn, przy użyciu specyficznych an- 
tysensow nych oligonukleotydów  um ożliw ia określenie 
biologicznych funkcji poszczególnych białek koneksyno- 
w ych in vivo [54,55]. Myszy pozbaw ione genu G jal (m y
szy G j a l / ' )  kodującego koneksynę 43 w ykazują opóź
nienie kostn ien ia  szkieletu obw odow ego i osiowego [56]. 
P onad to  brak  syntezy Cx43 pow oduje zm iany w różnico 
w an iu  osteoblastów  i w transkrypcji genów  dla znaczni
ków  kom órek  kości [34], w  szczególności kolagenu typu 
I (cr1(I)), osteokalcyny i sialoprotein [57], N atom iast nade- 
kspresja G ja l w  kom órkach wykazujących niski poziom  
białka Cx43, skutkuje w zrostem  transkrypcji genów  dla 
ko lagenu  typu  I i osteokalcyny.

W celu w yjaśnienia m olekularnego m echanizm u 
udz ia łu  Cx43 w regulacji biologicznych funkcji osteobla
stów  przep row adzono  badania, w  których testow ano 
p rzepuszczalność heterom etrycznych kanałów  zb u d o 
w anych  z Cx43/Cx45, z dom inacją cząsteczek koneksyny 
45 w  dan y m  koneksonie. D ośw iadczenia te dop ro w ad z i
ły do  zidentyfikow ania elem entu prom otora  DNA dla 
Cx43, odpow iadającego za w pływ  tego białka na reg u 
lację transkrypcji genów  kodujących znaczniki procesu 
osteogenezy: aĄI) kolagenu i osteokalcyny. Aktywacja 
procesu transkrypcji zachodzi poprzez w iązanie się spe
cyficznych czynników  transkrypcyjnych S p l/S p 3  z DNA. 
S tw ierdzono  rów nież, że koneksyna 43 jako składnik  po 
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łączeń typu  G ap m oduluje ekspresję genów  w osteobla
stach, zakłócając określone ścieżki transdukcji sygnału, 
które m ogą być aktyw ow ane za pośredn ic tw em  bodźców 
zew nątrzkom órkow ych [56].

P O Ł Ą C Z E N IA  TYPU G ap  

W  R Ó Ż N IC O W A N IU  O S T E O B L A S T Ó W

Połączenia typu  Gap odgryw ają istotną rolę zarów no 
podczas rozw oju kości in vivo [56], jak rów nież w procesie 
różnicow ania osteoblastów  i u trzym ania  ich dojrzałego 
fenotypu w w arunkach  in vitro. U m yszy z w yłączonym  
genem dla koneksyny 43 obserw ow ano osłabienie tw o
rzenia kości na podłożu  łącznotkankow ym , co sugeruje 
istnienie zakłóceń w  procesie różnicow ania i dojrzew ania 
osteoblastów  [57], D ow iedziono także, że odpow iedź na 
PTH charakteryzująca dojrzałe osteoblasty  jest zmniej
szona w osteoblastycznych kom órkach linii ROS 17/2.8, 
w  których kanały  typu  G ap są n ieaktyw ne. Inne doniesie
nia w skazują, że w osteoblastach z w ygaszonym  genem 
kodującym  Cx43 w ystępuje zm niejszona liczba połączeń 
GJIC, obniżona aktyw ność fosfatazy zasadow ej oraz brak 
zdolności do tw orzenia  ognisk m ineralizacji [57], W yniki 
te po tw ierdzono blokując kanały  typu  G ap w  kom órkach 
linii hFOB 1.19 [29],

Inhibitory GJIC osłabiają stym ulujący w pływ  konek
syny 43 na różnicow anie kom órek m acierzystych kości, 
co wiąże się z obniżeniem  poziom u ekspresji genów dla 
znaczników  różnicow ania osteoblastów  takich jak: fos
fataza zasadow a, osteokalcyna czy kolagen typu  I oraz 
zm niejszeniem  poziom u m ineralizacji now o tworzonej 
kości [46,58], W yciszenie ekspresji genu kodującego Cx43 
pow oduje w yraźny  spadek  aktyw ności fosfatazy zasa
dowej w  kom órkach linii MC3T3-E1, co w późniejszym  
stadium  ich różnicow ania w pływ a rów nież na zaham o
w anie procesu m ineralizacji [59], N atom iast n a d p ro d u k 
cja koneksyny 43 indukuje proliferację i różnicow anie 
kom órek osteogennych [60], Z aobserw ow ano, że w raz ze 
w zrostem  stopnia zróżnicow ania osteoblastów  zwiększa 
się poziom  ekspresji m RNA dla Cx43 [29]. Potw ierdza 
ją to w yniki badań  p row adzonych  na kom órkach linii 
MC3T3-E1 przez  Schillera i w sp. [45].

Stym ulow anie procesu dojrzew ania kom órek oste
ogennych z udziałem  GJIC w iąże się bezpośrednio  z 
transportem  przez te kanały  cząsteczek sygnalizacyjnych 
ak tyw ow anych przez odpow iedn ie  czynniki w zrostu  
czy horm ony. W ykazano, iż pom iędzy  kom órkam i śród- 
błonka i kom órkam i p rogenitorow ym i kości w ystępu 
ją heterom etryczne połączenia typu  Gap [61]. Sygnały 
p rzekazyw ane z kom órek śródbłonka praw dopodobnie  
w arunkują  regulację i kontrolę procesu różnicow ania 
kom órek osteogennych. W zależności od ty p u  kom órek 
osteogennych, półkanały  m ogą być zbudow ane z konek
syny 43 lub 45. Rodzaj koneksyny w pływ a na  odm ienną 
przepuszczalność danego kanału. Cx43 budująca kana
ły w błonie osteoblastycznych kom órek linii ROS17/2.8 
pośredniczy w m iędzykom órkow ym  transporcie m iędzy 
innym i jonów  i w iększych cząsteczek, podczas gdy Cx45 
obecna w kom órkach linii UMR106 um ożliw ia transport 
jedynie jonów [30]. Zjawisko to w skazuje na n iezm iernie
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P R Z E B U D O W A  I 

R E G E N E R A C J A  K O Ś C I
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(PÓŁKANAŁ)

Rycina 2. Rola komunikacji międzykomórkowej z udziałem połączeń typu Gap w komórkach tkanki kost
nej (wg [8], z modyfikacjami). Połączenia typu Gap są uniwersalnymi kanałami odpowiadającymi za prze
kazywanie sygnałów regulujących proliferację, różnicowanie oraz apoptozę. Kanały te pośredniczą także w 
utrzymaniu właściwej homeostazy tkankowej warunkującej przebudowę i regenerację kości, zaś na poziomie 
komórkowym prawidłową osteoblastogenezę i osteoklastogenezę. Aktywacja połączeń typu Gap w komór
kach kości podlega regulacji przez hormony (PTH, l,25-(OH)2D3) oraz czynniki anaboliczne (BMP2, PGE2).

tetyczny pep tyd  G ap 27 — cząsteczkę 
posiadająca hom ologiczną sekwencję 
do sekwencji pętli zew nątrzkom órko- 
wej koneksyn (sekwencja reszt am ino 
kw asow ych SRPTEKTIFII) [63], Inhibi
tor ten ham ow ał działanie półkanałów  
zbudow anych  z Cx32, Cx40 lub Cx43. 
M echanizm  działania hep tano lu  nie 
jest dokładnie poznany. W badan iach  
tych rów nież obserw ow ano zm niej
szenie się obszaru resorpcji i liczby 
miejsc (dołków) resorpcyjnych w  ho 
dow lach osteoklastów  prow adzonych  
na skraw kach kości. U zyskane w yniki 
w skazują jednoznacznie na osłabienie 
aktyw ności osteoklastów  hodow anych  
w  obecności Gap 27 [63], Pow yższe 
w yniki dow odzą, że połączenia typu 
Gap odgryw ają zasadnicze znaczenie 
w  procesie pow staw ania, p rzeżycia i 
praw idłow ego funkcjonow ania oste
oklastów, a co za tym  idzie, także w 
procesie właściwej p rzebudow y kości. 
Dlatego też, zasadne jest p row adzen ie  
dalszych badań  w zakresie udzia łu  
kom unikacji m iędzykom órkow ej p o d 
czas procesu osteoklastogenezy.

P O D S U M O W A N IE

w ażną rolę poszczególnych koneksyn w regulacji m ię
dzykom órkow ej kom unikacji oraz w yboru  ścieżki p rze 
kazyw ania sygnałów  pom iędzy kom órkam i.

P O Ł Ą C Z E N IA  T YPU G ap  

W  R Ó Ż N IC O W A N IU  O ST E O K L A ST Ó W

W procesie obrotu  kostnego głów ną rolę odgryw ają 
osteoblasty uczestniczące w  tw orzeniu  i odbudow ie  tkan 
ki kostnej oraz w ielojądrzaste osteoklasty, które odpow ia 
dają za zjawisko degradacji i resorpcji kości. W zdrow ym  
organizm ie zjawisko obrotu kostnego jest procesem  na 
tu ralnym , prow adzącym  do odnow y tkanki kostnej. Pre
kursoram i osteoklastów  są hem atopoetyczne kom órki li
nii m onocytarno-m akrofagalnej, które różnicują a następ 
nie łącząc się tw orzą dojrzałą w pełni aktyw ną wieloją- 
d rzastą  kom órkę. Sugeruje się, że kanały GJIC odgryw ają 
kluczow ą rolę w  procesie tw orzenia dojrzałych osteokla
stów  z kom órek p rekursorow ych [9,62], W osteoklastach 
podobnie jak w pozostałych kom órkach kości półkanały 
zbudow ane są głów nie z koneksyny 43. W licznych ba
daniach dotyczących udzia łu  połączeń kom unikacyjnych 
w procesie resorpcji kości zastosow ano różnego rodzaju 
inhibitory połączeń typu  Gap. W ykazano, iż użycie inhi
b itorów  takich jak: kw as 18a-glicyretynow y czy oleam id, 
w pływ a na zm niejszenie liczby zresorbow anych miejsc 
na płytach kostnych w  hodow lach in vitro pobudzanych  
przez PTH i l,25-(O H )2D3 (aktyw na form a w itam iny D3) 
[36]. Poniew aż pow szechnie stosow any heptanol może 
działać nieswoiście na ham ow anie połączeń kom unika
cyjnych, Ilvesaro i w sp. dla porów nania  zastosow ali syn-

---------------------------  M iędzykom órkowe połączenia typu
Gap odgrywają kluczową rolę w  koor

dynacji biologicznych funkcji praw ie wszystkich typów  
kom órek, w tym  osteogennych. Tworzenie i aktywacja 
tych kanałów związana jest zarów no z praw idłow ym  
funkcjonowaniem, jak i ze zm ianam i patologicznym i w 
obrębie układu szkieletowego. Morfogeneza, m odelow a
nie oraz proces przebudow y tkanki kostnej nieodzow nie 
w iążą się z komunikacją kom órek osteogennych odbyw a
jącą się poprzez transbłonow e kanały typu Gap. Szcze
gólną uw agę zwraca fakt, że białka koneksynowe (wśród 
nich najważniejsza Cx43) budujące koneksony podlegają 
regulacji podczas różnorodnych procesów kom órkowych, 
wpływając jednocześnie na zm ianę ścieżek przekazyw ania 
zew nątrzkom órkow ych sygnałów czy transkrypcję specy
ficznych tkankowo genów. Należy podkreślić, że istnieje 
wiele dośw iadczalnych dow odów , które potw ierdzają, iż 
połączenia GJIC i półkanały zapewniają przekazyw anie 
sygnałów  pom iędzy wszystkim i kom órkami kości oraz 
odgryw ają ważną funkcję regulatorow ą podczas proli
feracji, różnicowania oraz apoptozy, czyli kolejnych faz 
przebudow y tkanki kostnej. Kanały te przew odzą sygna
ły generow ane przez czynniki w zrostu, horm ony i bodź
ce mechaniczne pom iędzy kom órkam i oraz kom órkam i a 
środow iskiem  zew nątrzkom órkow ym  (Ryc. 2). N iezm ier
nie interesujące wydaje się dokładniejsze zbadanie roli 
półkanałów  w w arunkach in vivo oraz kanałów obecnych 
w błonach osteocytów. Dlatego też, dalsze badania p row a
dzone w zakresie funkcji GJIC, w  kom órkach tkanki kost
nej przyczynią się z pewnością do lepszego zrozum ienia 
kom órkow ych m echanizm ów związanych ze zjawiskiem 
obrotu kostnego, a więc przebudow ą i regeneracją kości.
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Role of Gap junctions in bone tissue
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ABSTRACT
Gap junctions are transmembrane channels, that connect the membranes of adjacent cells and are involved in the direct signal transmission 
between the cells. The intercellular communication involving this type of channels provides the proper functioning of tissues and organs. 
Gap junctions formation and synthesis of connexins is regulated by hormones, growth factors and signaling molecules. Gap junctions, located 
between osteoblasts, osteoclasts, and osteocytes, play a key role in the process of bone turnover, and therefore in the m odeling and bone tissue 
regeneration. They also mediate the regulation of proliferation, differentiation and maturation of osteoblasts, as w ell as formation and activity 
of osteoclasts. This paper presents the current state of knowledge on the role of intercellular connections via Gap junctions in bone cells, with  
particular emphasis on the involvement of connexin 43, in the regulation of osteogenesis.
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STR ESZC ZEN IE

Oddzia ływ ania  b iałek  z DN A m ają kluczow e znaczenie dla procesów zachodzących w 
kom órce. Bez nich nie byłoby m ożliw e u pakow an ie  D N A  w  jądrze  kom órkow ym , jego 

replikacja, rekom binacja, napraw a czy transkrypcja. Jedną z m etod badania  tych oddzia 
ływ ań jest im m unoprecypitacja chrom atyny (ChIP, ang. Chrom atin lmmunoprecipitatiori), 
um ożliw iająca w ykrycie z jak im  fragm entem  DN A w iąże się in v ivo  badane b iałko  (np. 
czynnik transkrypcyjny). K olejne etapy C hIP to u trw alen ie  istniejących oddzia ływ ań b iałek  
z DNA (o ile jest to konieczne), fragm entacja DNA, precypitacja pow stałych kom pleksów  
z w ykorzystaniem  sw oistego przeciw ciała oraz oczyszczenie i analiza  o trzym anego DNA. 
M ożliw ości analizy uzyskanego DN A decydują o użyteczności m etody ChIP. Pojedyncze 
sekw encje DN A w ykryw ane są zazwyczaj m etodą PCR. Szersze spek trum  oddzia ływ ań  ba
danego b ia łka  z DNA m ożna w ykryć łącząc C hIP z analizą  na m ikrom acierzach (ChIP-chip) 
lub  z sekw encjonow aniem  (ChIP-seq). W  kom binacji z tym i technikam i C hIP sta je  się coraz 
pow szechniej stosow anym  narzędziem  um ożliw iającym  badan ie  genom u na szeroką skalę.

O D D Z IA Ł Y W A N IA  BIAŁEK Z D N A  I M E T O D Y  IC H  B A D A N IA

Całość DNA zawartego w jądrze komórkowym wraz z towarzyszącymi mu 
białkami i RNA tworzy chromatynę. Chromatyna stanowi nie tylko platformę zor
ganizowania DNA, ale również jest strukturą dynamiczną, która w zależności od 
fazy cyklu komórki kondensuje i dekondensuje. Chromatyna odgrywa zasadniczą 
rolę w  procesie transkrypcji, replikacji, naprawy i rekombinaqi. To białka obecne 
w chromatynie umożliwiają wypełnianie jej podstawowych funkcji: upakowanie 
DNA w małej objętości, by zmieściło się w  jądrze, zapakowanie DNA w  chromo
somach przed podziałem i sprawowanie kontroli nad ekspresją i replikaqą DNA. 
Szczególnie istotny dla fenotypu komórki jest sposób ekspresji materiału gene
tycznego, zależny przede wszystkim od wiązania z DNA polimeraz, czynników 
transkrypcyjnych (zarówno podstawowych, jak i bardziej swoistych), czynników 
remodelujących chromatynę oraz wielu innych białek. Badania oddziaływań białek 
z DNA mają więc kluczowe znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania komórki.

Istnieje wiele metod badania oddziaływań białek z DNA. Są to techniki umoż
liwiające badanie bądź pojedynczych sekwencji, bądź przeprowadzone na szerszą 
skalę; techniki badania oddziaływań zachodzących in vitro, w probówce, bądź in 
vivo, w  komórce, a więc bardziej wiarygodne. Głównymi metodami badania od
działywań in vitro są techniki bazujące na uzyskaniu kompleksów białek z DNA 
oraz ich elektroforezie: test opóźnionej migracji w żelu (EMSA, ang. Electrophoretical 
Mobility Shift Assay, tzw. band shift) [1] oraz tzw . footpńnting [2], Mimo niewątpliwej 
użyteczności tych metod nie dają one pewnej odpowiedzi na pytanie, czy w komór
ce faktycznie zachodzą oddziaływania obserwowane w probówce. Metoda footpńn
ting ma swój wariant umożliwiający badanie oddziaływań in vivo [3]. Oddziaływa
nia białko-DNA zachodzące in vivo mogą być również badane poprzez wyszukiwa
nie miejsc nadwrażliwych na działanie DNazy (ang. DNase hypersensitive sites). Są to 
krótkie rejony w chromatynie, gdzie DNA jest trawione przez DNazęl w  pierwszej 
kolejności. W miejscu nadwrażliwym struktura nukleosomalna nie jest zorganizo
wana w zwykły sposób, co skutkuje 100-krotnym wzrostem wrażliwości na atak 
enzymatyczny w porównaniu do reszty chromatyny. Miejsca nadwrażliwe obecne 
są w  każdym aktywnym genie, a bardzo często jest ich kilka. Najczęściej znajdowa
ne są jedynie w  komórkach, w  których dany gen ulega ekspresji. Pojawiają się przed 
rozpoczęciem transkrypcji jako skutek wiązania czynników transkrypcyjnych [4]. 
Tradycyjną metodą detekcji miejsc trawionych DNazą jest Southern biot umożliwia
jący badanie sekwencji w obrębie pojedynczego genu, a więc na niewielką skalę. W 
ostatnich latach pojawiła się jednak możliwość badania lokalizaqi miejsc nadw raż
liwych na działanie DNazy na szeroką skalę, nawet w  całym genomie równocze
śnie, z zastosowaniem mikromacierzy (tzw. DNase-chip) [5] lub sekwencjonowania 
równoległego (DNase-seq) [6]. W obecnej chwili najbardziej użyteczną i stosowaną 
coraz częściej metodą badania oddziaływań białko-DNA zachodzących in vivo jest
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immunoprecypitacja chromatyny (ChIP). Dodatkowo, łącząc 
tą technikę z wieloma innymi stosowanymi w biologii mole
kularnej można zwiększyć jej użyteczność i wszechstronność
[7].

IM M U N O P R E C Y P IT A C JA  C H R O M A T Y N Y  (ChIP)

Od strony metodycznej istnieją dwie odmiany ChIP różnią
ce się przede wszystkim sposobem przygotowania chromaty- 
ny. W pierwszej, nazywanej czasami XChIP (ang. cross-linked 
ChIP), do badań wykorzystuje się usieciowaną (utrwaloną) 
chromatynę fragmentowaną zazwyczaj poprzez sonikację. 
W drugiej, nazywanej NChIP (ang. native ChIP), precypitację 
wykonuje się na chromatynie nieutrwalanej, czyli natywnej, 
trawionej nukleazami [7-10], Istnieją także kombinaqe obu 
wariantów: po delikatnym traktowaniu czynnikami sieciują
cymi można trawić chromatynę nukleazami. Obie odmiany 
mają swoje zalety i wady (Tab. 1). Immunoprecypitację chro- 
matyny natywnej wykonuje się wyłącznie badając oddziały
wania białek silnie związanych z DNA, takich jak histony i ich 
modyfikowane izoformy. Większość przeciwciał przeciwko 
modyfikowanym histonom powstaje z wykorzystaniem syn
tetycznych peptydów jako antygenów, rozpoznają więc one 
natywne formy białek. Stąd też wynika większa wydajność 
odmiany NChIP. Natomiast w czasie utrwalania materiału 
może dochodzić do maskowania epitopów rozpoznawanych 
przez przeciwciała, co wiąże się ze spadkiem efektywności im- 
munoprecypitacji. Oddziaływania białek luźniej związanych 
z DNA (np. czynników transkrypcyjnych) muszą być jednak 
badane po utrwaleniu komórek, co odbywa się kosztem wy
dajności immunoprecypitacji. Najczęściej stosowaną odmianą 
immunoprecypitacji chromatyny jest XChIP. Kolejne etapy to 
utrwalenie komórek oraz fragmentacja DNA, immunoprecy- 
pitaq'a za pomocą swoistego przeciwciała, oczyszczenie DNA 
oraz jego analiza (Ryc. 1). Pierwszym etapem ChIP jest siecio
wanie białek z DNA (ang. cross-linking). Przy pomocy czynni
ków chemicznych lub fizycznych stabilizowany jest istniejący 
w danym momencie układ przestrzenny makromolekuł w 
komórce (a więc zachowane są oddziaływania białko-DNA). 
Najczęściej stosowanym czynnikiem utrwalającym strukturę 
jest formaldehyd (formalina), powodujący sieciowanie przede 
wszystkim białek poprzez łączenie sąsiadujących ze sobą 
aminowych grup reszty lizyny. Zakłada się, że formaldehyd 
powoduje również usieciowanie kompleksów RNA-białko i 
DNA-białko, chociaż natura tych oddziaływań in vivo nie jest 
dokładnie znana. Zaletą formaldehydu jest tworzenie wiązań, 
które można zlikwidować poprzez inkubację w  wyższej tem

peraturze (65°C przez 4-6 h) [11]. Formaldehyd, mimo swoich 
zalet ma kilka znaczących wad. Zbyt długa inkubacja komórek 
w jego obecności prowadzi do denaturacji białek, jak również 
utrudnia późniejszą fragmentację, z czym wiąże się spadek 
efektywności immunoprecypitacji. Formaldehyd może rów
nież powodować maskowanie epitopów białkowych unie
możliwiając tym samym specyficzne wiązanie przeciwciał. 
Użycie formaldehydu narzuca niejako wybór sonikacji jako 
głównej metody fragmentacji chromatyny, a wyklucza moż
liwość fragmentacji enzymatycznej (chociaż w przypadku 
niektórych komórek zalecane jest utrwalanie formaldehydem 
oraz zastosowanie trawienia enzymatycznego lub obu metod 
fragmentacji równocześnie).

Alternatywą dla formaldehydu są inne czynniki chemicz
ne bądź fizyczne. Błękit metylenowy lub oranż akrydyny sto
sowane są głównie wtedy, gdy planowana jest fragmentacja 
chromatyny poprzez trawienie nukleazami lub enzymami 
restrykcyjnymi. Natomiast cisplatyna jest użyteczna w  bada
niach oddziaływań białek macierzy jądrowej z DNA, ponie
waż w  pierwszej kolejności sieciuje te właśnie białka z DNA. 
W adą cisplatyny jest jednak jej kancerogenność. Jednym z 
sieciujących czynników fizycznych jest promieniowanie UV. 
W porównaniu z czynnikami chemicznymi, UV powoduje 
mniejsze zniekształcenia struktur chemicznych, może jednak 
uszkadzać DNA i białka (uszkodzeń DNA nie obserwuje się 
po zastosowaniu formaldehydu). W niektórych przypad
kach, w celu efektywniejszego usieciowania białek, stosuje 
się kombinację dwóch czynników [12]. Bez względu na ro
dzaj używanego czynnika, warunki sieciowania należy usta
lić empirycznie [7],

Po utrwaleniu materiału i lizie komórek kolejnym etapem 
jest fragmentacja chromatyny, co uzyskuje się za pomocą so
nikacji (czyli działania ultradźwiękami) lub trawienia enzy
matycznego. Czynniki wpływające na efektywność sonikacji 
to między innymi stopień usieciowania materiału, objętość 
próbki, głębokość zanurzenia sondy sonikatora, moc sonika- 
tora, czy czas trwania sonikacji, a nawet kształt probówki. Dla 
wydajności sonikacji niezwykle istotne jest, by nie dopuścić 
do tworzenia piany w  preparacie, co może być utrudnione ze 
względu na obecność siarczanu dodecylu sodu (SDS) w bufo
rze. Standardowo sonikowaną próbkę umieszcza się w  lodzie 
oraz stosuje kilka-kilkanaście cykli sonikacji z przerwami na 
ochłodzenie preparatu. Można również dodawać kulki szkla
ne do preparatu w celu podniesienia efektywności sonikacji. 
Alternatywą do sonikacji jest fragmentaqa DNA za pośred

Tabela 1. Porównanie immunoprecypitacji chromatyny typu NChIP i XChIP [7,8].

Technika NChIP Technika XChIP

Zalety

używ ana do badań  białek silnie zw iązanych 
z DNA (głównie histonów); 
przeciwciała w ykazują większą specyficzność do 
białek natyw nych, stąd lepsza wydajność metody; 
nie jest w ym agane dodatkow e powielenie 
uzyskanego końcowo DNA

używ ana głównie do badania oddziaływ ań białek luźno 
zw iązanych z DNA (np. czynników transkrypcyjnych); 
może być stosow ana we wszystkich typach kom órek i tkanek (również 
w  tych, z których trudno wyizolować natyw ną chromatynę); 
możliwości rearanżacji chrom atyny m inim alne

W ady

zbyt w ysokie stężenie enzym ów m oże prow adzić 
do nadm iernego cięcia chromatyny; 
m ożliwe są rearanżacje nukleosom ów 
w czasie traw ienia;
nie w szystkie białka po traw ieniu enzym atycznym  
DNA znajdują się we frakcji rozpuszczalnej; 
technika na ogół n ieprzydatna do 
badania białek niehistonowych

zbyt długa inkubacja z form aldehydem  może zakłócić efektywność sonikacji;
po stosow aniu form aldehydu nie jest na ogół możliwe traw ienie enzym atyczne;
po sonikacji uzyskuje się fragm enty DNA o bardzo zróżnicowanej długości;
form aldehyd m oże prow adzić do m askowania
epitopów, co obniża wydajność precypitacji;
niewielka ilość uzyskanego końcowo DNA w ym aga amplifikacji;
może dojść do u trw alenia przypadkow ych oddziaływ ań białek z
DNA, co prow adzi do uzyskania w yniku fałszywie pozytywnego;
form aldehyd jest środkiem  kancerogennym  i
używając go należy zachować ostrożność

Postępy Biochemii 57 (4) 2011 419
http://rcin.org.pl



nictwem nukleaz. Na ogół nie stosuje się trawienia enzyma
tycznego po utrwalaniu formaldehydem z powodu zaburzeń 
efektywności cięcia. Warunki sieciowania, głównie czas i tem
peratura, ale również typ komórek, na których wykonuje się 
badania, decydują o efektywności fragmentami chromatyny, 
dlatego należy empirycznie dobrać odpowiednie jej warunki. 
Jakość i wielkość uzyskanych fragmentów chromatyny należy 
każdorazowo sprawdzić za pomocą elektroforezy agarozowej, 
po izolacji DNA z niewielkiej części próbki (który jest traktowa
ny jako tzw. input, wykorzystywany dodatkowo jako kontrola 
pozytywna przy analizach uzyskanego po ChIP materiału za 
pomocą PCR). Ważne jest uzyskanie fragmentów DNA o od
powiedniej długości. Zalecana jest fragmentacja do cząstek o 
przeciętnej długości 200-500 pz, przy czym dopuszczalna jest 
obecność fragmentów od 100 pz do 1000 pz, a nawet do 4000 
pz [7], Długość uzyskanych fragmentów chromatyny rzutuje 
na końcowy wynik: im krótsze fragmenty, tym bardziej precy
zyjnie można określić miejsce wiązania białka do DNA.

Kluczowym etapem ChIP jest precypitacja chromatyny z 
użyciem swoistego przeciwciała, stąd nazwa immunoprecy- 
pitacja. Warunkiem decydującym o efektywności ChIP jest 
wybór odpowiedniego przeciwciała. Nie zawsze określone, 
swoiste przeciwciało używane w innych technikach jest jedno
cześnie odpowiednie do ChIP. Można jednak założyć, że prze
ciwciało rozpoznające badane białko w preparatach utrw a
lanych formaliną (immunohistochemicznie) będzie również 
odpowiednie do XChIP. Możliwe jest zastosowanie przeciw
ciał monoklonalnych (o wysokiej specyficzności) oraz poliklo- 
nalnych (rozpoznają kilka epitopów badanego białka, przez co 
zwiększa się efektywność wiązania) [7,13]. Rekomendowane 
jest oczyszczenie przeciwciała na zasadzie powinowactwa do 
peptydu antygenowego, dzięki czemu redukuje się możliwość 
niespecyficznych oddziaływań w reakcji immunoprecypitacji. 
Najczęściej stosuje się przeciwciało bezpośrednio rozpoznają
ce badane białko. Można również do badanego białka wpro-

Utrwalenie komórek oraz 
fragmentacja chromatyny

Pobranie części materiału 
do kontrolnej izolacji DNA 
(tzw. input)

Dodanie przeciwciała 
rozpoznającego badane białko (+Ab)

PODZIAŁ MATERIAŁU NA PRÓBĘ 

BADANĄ (+Ab) ORAZ KONTROLNĄ 

(-Ab lub Ab nieswoiste)

Pominięcie przeciwciała (-Ab)
lub dodanie przeciwciała nieswoistego

Immunoprecypitacja kompleksów przeciwciało- 
białko-DNA oraz oczyszczenie fragmentów DNA 

oddziałujących z badanym białkiem

Kontrola negatywna: izolacja 
fragm entów DNA ulegających 
imm unoprecypitacji nieswoiście

wadzić znacznik (stanowiący epitop niewystępujący natural
nie w komórkach), który będzie rozpoznawany przez swoiste 
przeciwciało. Ważne jest ustalenie optymalnej ilości używane
go przeciwciała (co najlepiej zrobić poprzez przeprowadzenie 
reakcji ChIP na małą skalę) w  przeliczeniu na wyjściową ilość 
komórek, lub lepiej — na ilość chromatyny w pojedynczej re
akcji ChIP. Najczęściej wykorzystywanymi w  technice ChIP 
przeciwciałami są przeciwciała poliklonalne, a immunosor- 
bentem używanym do wyizolowania powstałych komplek
sów przeciwciało-białko-DNA, agaroza opłaszczona białkiem 
G lubA (białka bakteryjne o dużym  powinowactwie do immu- 
noglobulin). Substytutem agarozy-A/G wykorzystywanym w 
wielu laboratoriach są kulki magnetyczne pokryte białkiem A, 
które inkubuje się z kompleksami przeciwciało-białko-DNA i 
izoluje za pomocą magnesów [7,14]. Inna strategia immuno
precypitacji zakłada związanie przeciwciała z kulkami ma
gnetycznymi lub bezpośrednio z agarozą w pierwszej kolej
ności, a następnie inkubaqę z pofragmentowaną chromatyną 
[15]. Po płukaniu immunoprecypitatów likwiduje się wiąza
nia utworzone przez formaldehyd, usuw a białka i oczyszcza 
DNA w celu poddania dalszej analizie [16]. Wydajność ChIP 
jest zazwyczaj niska. Przykładowo z miliona komórek można 
uzyskać około 20 fig chromatyny, a po immunoprecypitacji je
dynie około 10 ng DNA. Dlatego też na ogół wymagana jest 
dodatkowa amplifikacja uzyskanego DNA.

Wiarygodność ChIP jest uzależniona od wielu czynników. 
Sieciowanie z użyciem formaldehydu może być nie zawsze 
kompletne i powtarzalne w kolejnych doświadczeniach. Wy- 
precypitowana ilość antygenów może być więc różna w ko
lejnych powtórzeniach, a dodatkowo etap przepłukiwania 
immunosorbenta narażony jest na wymycie znacznej części 
któregoś czynnika, co wpływa na wynik końcowy [7], Czas 
sieciowania, warunki sonikacji i ilość stosowanego przeciwcia
ła należy ustalić empirycznie w  zależności od typu badanych 
komórek. Równolegle z immunoprecypitacją przeciwciałem 

swoistym dla badanego białka należy na iden
tycznym materiale wykonać wszystkie etapy 
procedury pomijając dodanie przeciwciała 
(-Ab) lub z zastosowaniem przeciwciała nie
swoistego (np. całkowitej puli IgG z surowicy 
lub z przeciwciałem podobnej klasy jak prze
ciwciało swoiste, lecz rozpoznającym białko 
nie wiążące się z DNA lub nie występujące w 
komórce) (Ryc. 1). Próba taka stanowi kontro
lę negatywną, izolowane są fragmenty DNA 
ulegające immunoprecypitacji nieswoiście. O 
wiązaniu białka do DNA w obrębie konkretnej 
sekwencji wnioskować można jedynie porów
nując wynik uzyskany po immunoprecypitacji 
przeciwciałem swoistym z wynikiem uzyska
nym w kontroli negatywnej.

Analiza oczyszczonego DNA za pomocą: 
-P C R
- mikromacierzy (ChIP-chip)
- sekwencjonowania (ChlP-seq)
- innymi metodami

Rycina 1. Ogólny schemat klasycznej immunoprecypitacji chromatyny (ChIP).

S P O SO B Y  A N A L IZ Y  D N A  

O T R Z Y M A N E G O  PO  C h IP

O przydatności ChIP decyduje sposób ana
lizy otrzymanego DNA. Analiza ta ma na celu 
identyfikację wyizolowanych fragm entów  
DNA, a więc identyfikację miejsc w iązania 
badanego białka. Do detekcji pojedynczych 
sekwencji może być zastosowany PCR lub
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Rycina 2. Detekcja pojedynczych sekwencji uzyskanych po ChIP za pomocą PCR. A — ogólny schemat genu: szarymi strzałkami blokowymi zaznaczono położenie 
starterów do detekqi wiązania czynnika transkrypcyjnego w obrębie elementu regulatorowego (zaznaczonego szarym owalem). B — przykład analizy metodą PCR 
DNA otrzymanego po ChIP obrazujący wiązanie czynnika transkrypcyjnego HSF1 (ang. heat shock transcription factor 1) do promotora genu Hsphl w spermatocytach 
myszy. Input — DNA izolowany bezpośrednio po sonikaq'i; K — wiązanie w temperaturze fizjologicznej; HS — wiązanie w warunkach szoku termicznego: 5-20 min w 
temperaturze 43°C; +Ab — immunoprecypitacja przeciwciałem anty-HSFl; -Ab — kontrola negatywna z pominięciem przeciwciała; M — marker wielkości DNA; minus 
— kontrola negatywna PCR (bez matrycy).

ilościowy PCR oraz techniki hybrydyzacyjne typu slot-blot. 
Do identyfikacji większej ilości sekwencji konieczne jest za
stosowanie mikromacierzy (ChIP-chip), klonowanie uzy
skanego DNA połączone z sekwencjonowaniem (ang. ChIP 
cloning) lub bezpośrednie sekwencjonowanie (ChIP-seq). 
Niezależnie od zastosowanej metody detekcji, ChIP należy 
traktować raczej jako jakościową, a nie ilościową metodę ba
dania oddziaływań białek z DNA.

DETEKCJA POJEDYNCZYCH SEKWENCJI

Najprostszym i najczęściej stosowanym sposobem ana
lizy DNA otrzym anego w wyniku immunoprecypitacji 
jest analiza m etodą PCR (również ilościowy PCR). Można 
ją jednak zastosować jedynie wtedy, gdy do sprawdzenia 
jest konkretna sekwencja. Badając wiązanie czynnika trans
krypcyjnego w obrębie prom otora konkretnego genu nale
ży zlokalizować miejsce startu transkrypcji oraz promotor, 
wyszukać elementy regulatorowe typu cis oraz zaprojekto
wać swoiste startery obejmujące sekwencję o największej 
zgodności ze znaną sekwencją rozpoznaw aną przez bada
ne białko (Ryc. 2). Z uwagi na to, że immunoprecypitację 
wykonuje się na chromatynie poszatkowanej na mniejsze 
kawałki, amplifikowany w PCR fragment nie powinien być 
zbyt długi. Detekcja znanych sekwencji za pomocą PCR jest 
też niezbędnym, w stępnym  etapem analiz na szerszą skalę. 
Wykonując odpow iednie kontrole pozytywne i negatywne 
można w prosty sposób sprawdzić skuteczność ChIP przed 
przystąpieniem  do bardziej kosztownych i pracochłonnych 
etapów analizy.

Do detekcji pojedynczych sekwencji może być również 
stosowana hybrydyzacja na m embranach nylonowych, 
przy czym DNA uzyskany po ChIP może być związany z 
mem braną i hybrydyzow any ze znakowaną sondą o znanej 
sekwencji, lub może służyć jako znakow ana sonda do hy
brydyzacji z DNA o znanej sekwencji związanym  z m em 
braną.

ANALIZA PO ChIP ZA POMOCĄ MIKROMACIERZY

Do globalnej analizy miejsc oddziaływania badanego 
białka z DNA m ożna zastosować technikę ChIP-chip, czyli 
połączenie immunoprecypitacji chroma ty ny z techniką ana
lizy na m ikromacierzach (ang. chromatin immunoprecipitation 
combined with chip array). ChIP-chip umożliwia określenie w 
pojedynczym doświadczeniu zmian w wiązaniu badanego 
białka (np. czynnika transkrypcyjnego) do DNA w odpo
wiedzi na czynniki środowiskowe w całym genomie rów 
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nocześnie. W zasadzie jedynym ograniczeniem techniki jest 
dostępność na rynku macierzy dla badanego organizmu lub 
możliwość zaprojektowania i w yprodukow ania własnej mi
kromacierzy.

Ogólnie mikromacierz (ang. chip, microarray) definiuje się 
jako zm iniaturyzowane narzędzie służące do globalnej ana
lizy oddziaływ ań czynników biologicznych bądź chemicz
nych. Odpow iednie sondy przytwierdzone są w uporząd
kowany, ściśle zdefiniowany sposób, w wierszach i kolum 
nach, do płytek o powierzchni kilku centymetrów kw adra
towych. N a gotową mikromacierz nanoszony jest badany 
materiał, najczęściej wyznakowany, np. fluorescencyjnie. 
Wzajemne oddziaływania sondy z badanym  materiałem 
ocenia się wówczas na podstawie obecności fluorescencji 
(po usunięciu niezwiązanego materiału).

W mikromacierzach opartych na hybrydyzacji kwasów 
nukleinowych sondami przytwierdzonym i do płytki są 
fragmenty DNA o znanej sekwencji (na ogół oligonukle- 
otydy) [17]. Na pojedynczej mikromacierzy mogą być ana
lizowane równocześnie dwie próbki, badana i kontrolna, 
w yznakow ane dwom a różnymi barwnikami fluorescencyj
nymi (Ryc. 3). W yraźny wzrost sygnału fluorescencyjnego 
w jednej z prób oznacza obecność znacznie większej ilości 
określonego fragmentu DNA w porównaniu do próby sta
nowiącej kontrolę, co należy interpretować jako wiązanie 
badanego białka do chromatyny (konkretnego jej fragmen
tu).

ChIP-chip wykonuje się również na mikromacierzach 
przeznaczonych do hybrydyzacji z jedną próbką (np. mi- 
kromacierze firmy Affymetrix), w których każdą badaną 
próbkę znakuje się identycznym barwnikiem i hybrydyzuje 
z inną macierzą. W ykorzystuje się tzw. mikromacierze da 
chówkowe (ang. tiling arrays), w  których sondy znajdujące 
się na płytce kom plementarne są do określonych fragmen
tów genomu, a nawet całych chromosomów, pokrywając 
genom  w  sposób ciągły (Ryc. 4a) lub z niewielkimi prze
rw am i (Ryc. 4b). Liczba sond na płytce może wynosić od 10 
tysięcy do 6 milionów. Oferowane przez Affymetrix m ikro
macierze prom otorowe zawierają na jednej płytce ponad 4,6 
miliona sond kom plem entarnych do ponad 25,5-28 tysięcy 
rejonów prom otorowych genów (w zależności od gatunku). 
Każdy rejon prom otorowy pokryty jest na przestrzeni około 
6-7,5 kb powyżej i 2,5 kb poniżej miejsca startu transkrypcji 
niezachodzącymi na siebie sondami o długości 25 nt każda 
rozmieszczonymi z przerwam i 10 nt. Natomiast pokrycie
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PRÓBABADANA
DNA uzyskane metodą ChIP 

z użyciem swoistego przeciwciała

PRÓBAKONTROLNA
DNA uzyskane metodą ChIP 
bez swoistego przeciwciała

Amplifikacja i znakowanie 
fluorescencyjne

Hybrydyzacja obu prób na 
jednej mikromacierzy

•  • • •  
£ • • • •

Skanowanie macierzy i analiza 
bioinformatyczna uzyskanych wyników

Rycina 3. Schemat procedury ChIP-chip z zastosowaniem znakowania dwukolo- 
rowego przed hybrydyzaqą na jednej mikromacierzy. Przedstawiono niewielki 
fragment mikromacierzy zaznaczając białymi kwadratami pozycję sond, w któ
rych obserwuje się przewagę sygnału fluorescencyjnego pochodzącego z próby 
badanej (wyznakowanej na czerwono). Kolor żółty świadczy o równomiernym 
związaniu obu barwników, zielony — o przewadze próby kontrolnej.

całego genom u (ang. genome tiling arrays) w ym agało za
stosowania około 45 milionów sond oligonukleotydowych 
i umieszczenia ich na 7 płytkach (ponad 6,5 miliona sond 
na jednej płytce). Do ChIP-chip wykorzystane mogą być 
również macierze z sondami zachodzącymi na siebie (np. 
ENCODE Arrays firmy Affymetrix) zaprojektowane głów
nie do badań mających na celu stworzenie encyklopedii ele
mentów funkcjonalnych ludzkiego genomu (projekt ENCO
DE: w w w .nhgri.n ih .gov/10005107).

Niezależnie od typu zastosowanej mikromacierzy ilość 
DNA uzyskanego po ChIP jest zwykle zbyt mała, by w y
starczyła do analizy. W celu zwiększenia ilości DNA można 
zastosować łączenie materiału z kilku doświadczeń ChIP, 
co jest strategią najprostszą lecz niekoniecznie najtańszą 
[18]. Uzyskane DNA można również poddać amplifikacji za 
pomocą PCR wykorzystując zdegenerowane, przypadkow e 
startery (amplifikacja liniowa) [19]. W kolejnym etapie m a
teriał jest fragm entowany do wielkości około 60 pz, znako
wany, denaturow any i hybrydyzowany na mikromacierzy 
[20,21]. Po skanowaniu mikromacierzy oraz normalizacji 
danych rozpoczyna się żm udny proces analizy bioinforma-

3 ' genomowy 
DNA

sondy częściowo 
zachodzące na siebie

3 ’ genomowy 
DNA

sondy niezachodzące na siebie 
z regularnymi przerwami pomiędzy sondami

Rycina 4. Typy mikromacierzy dachówkowych (ang. tiling arrays) A  — mikroma- 
cierze pokrywające cały genom sondami częściowo zachodzącymi na siebie (lub 
niezachodzącymi), B — mikromacierze pokrywające prawie cały genom sondami 
niezachodzącymi na siebie.

tycznej. W porów naniu do klasycznie stosowanych metod 
badawczych technika mikromacierzy generuje ogromną 
liczbę danych. Istotnym etapem  całej strategii badawczej 
jest więc dobór odpow iednich algorytmów analizy bioin- 
formatycznej umożliwiających właściwą interpretację bio
logiczną uzyskanych wyników.

ChIP-chip ma swoje ograniczenia. Stosując mikromacie
rze prom otorowe nie uzyskuje się kompletnych danych o 
wiązaniu badanego białka do DNA, jako że nie wszystkie 
miejsca wiązania zlokalizowane są w otoczeniu miejsca 
inicjacji transkrypcji. Informację kompletną m ożna uzy 
skać wykorzystując mikromacierze genomowe, co jednak 
znacznie zwiększa koszty doświadczenia (jeden genom to 
kilka płytek) i komplikuje analizę bioinformatyczną. Wciąż 
nie ma ustalonych standardów  takich analiz, a bazy danych 
służące przypisaniu konkretnej pozycji na chromosomie do 
właściwego genu są niekompletne.

ANALIZA PO ChIP ZA POMOCĄ SEKWENCJONOWANIA

Sekwencjonowanie DNA uzyskanego po im m unoprecy- 
pitacji chrom atyny pozwala zidentyfikować wszystkie se
kwencje, z którymi oddziałuje badane białko, również takie, 
których brak na mikromacierzach promotorowych. Począt
kowo taki sposób analizy w ym agał klonowania uzyskane
go DNA w w ektorze plazm idow ym , a następnie odrębnego 
sekwencjonowania insertu w  każdym  klonie [22], Obecnie 
procedura jest znacznie uproszczona dzięki rozwojowi tzw. 
masywnego sekwencjonowania równoległego (ang. mas
sively parallel sequencing) [23] (na rycinie 5 przedstawiono 
schemat takiego sekwencjonowania w systemie Solexa/ 
Illumina). W porów naniu z sekwencjonowaniem konw en
cjonalnym metodą Sangera [24], sekwencjonowanie rów 
noległe jest znacznie szybsze: zsekwencjonowanie 25 m i
lionów zasad (co odpow iada wielkości genomu niektórych 
grzybów) można wykonać w jednej maszynie w ciągu 4h, 
a etap przygotowania próbki zajmuje zaledwie 3 dni [25]. 
Sekwencjonując m etodą tradycyjną na przygotowanie bi
blioteki genomowej trzeba poświęcić ponad dwa tygodnie, 
a jedna m aszyna jest w  stanie zsekwencjonować zaledwie 1 
milion zasad w ciągu 24 godzin.

Sekwencjonowanie równoległe (np. na sekwenatorach Ro- 
che/454, SOLiD Applied Biosy stems lub Illumina/Solexa) jest 
coraz tańsze, tak więc ChIP-chip jest coraz częściej zastępo
wany przez ChIP-seq [26,27] (porównanie obu metod przed
stawiono w tabeli 2). Wykonanie ChIP-seq wymaga mniej
szego nakładu pracy niż ChIP-chip. W przeciwieństwie do 
ChIP-chip, gdzie uzyskuje się odczyt z każdej sondy obecnej 
na płytce mikromacierzowej i konieczne jest określenie pozio
mu tła, w  ChIP-seq nie ma problemu z normalizacją danych. 
Natomiast niezbędne są dodatkowe działania mające na celu 
dopasowanie zsekwencjonowanych fragmentów DNA do 
odpowiadających im regionów w genomie. Zwiększając licz
bę odczytów można w sposób bardzo precyzyjny zmapować 
miejsca wiązania badanego białka do DNA.

U W A G I K O Ń C O W E

ChIP jest coraz popularniejszym  narzędziem  w ykorzy
stywanym  do badania struktury chromatyny i zm ian towa-
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Rycina 5. Uproszczony schemat masywnego sekwencjonowania równoległego 
w systemie Illumina/Solexa (na podstawie [32]). 1 — Przyłączenie specjalnych 
adapterów do uzyskanych, oczyszczonych fragmentów DNA z wypełnionymi 
końcami i ich amplifikacja za pomocą PCR (niewielka ilość cykli); 2 — Denatu- 
racja i przyłączenie jednego z końców jednoniciowych fragmentów DNA do po
wierzchni nośnika (płytki lub kulki); 3 — Spontaniczne tworzenie „mostków" z 
komplementarnym adapterem obecnym na powierzchni nośnika oraz amplifi
kacja; 4 — Denaturacja „mostka": uzyskanie jednoniciowych fragmentów; 5 — 
Wielokrotne powtórne tworzenie „mostków" i amplifikacja in situ prowadzące 
do uzyskania wiązki jednakowych fragmentów (w ilości do 1000 kopii); 6 — 
Pierwsza runda sekwencjonowania (dodanie polimerazy, startera i znakowanych 
różnymi fluoroforami nukleotydów, modyfikowanych w celu zablokowania 
syntezy, co skutkuje dodaniem tylko jednego nukleotydu do każdego fragmen
tu DNA); 7 — Odczyt każdego kolejnego nukleotydu za pomocą lasera (zdję
cia całego nośnika w mikroskopie fluorescencyjnym po każdym kolejnym cyklu 
syntezy). Po każdym odczycie oligonukleotyd jest odblokowany i rozpoczyna się 
kolejna runda syntezy. Po zakończeniu procesu sekwencję DNA w każdej wiązce 
ustala się analizując kolejne obrazy z mikroskopu.

rzyszących procesom zachodzącym w chromatynie, w  tym 
transkrypcji. Metoda łatwo może być dostosowana do ba
dań w różnych typach komórek, czy różnych organizmach, 
a dostęp do komercyjnych przeciwciał stwarza możliwość 
badania in vivo oddziaływ ań białko-DNA na szeroką ska

lę. Technika ma oczywiście pewne ograniczenia, o których 
w spom niano powyżej. Dodatkowo nie może być w ykorzy
stana do detekcji wiązania kilku białek w obrębie jednej 
sekwencji [10]. Metoda ta jest jednak wciąż udoskonalana i 
tw orzone są różne jej odmiany. Zwykle wykonanie immu- 
noprecypitacji chromatyny zajmuje 4 do 5 dni i potrzebne 
jest co najmniej 106-107 komórek. Obecnie możliwe jest wy
konanie ChIP nawet ze 100-1000 komórek w ciągu jednego 
dnia (ang. micro ChIP, fast ChIP) [28,29]. Możliwe jest także 
badanie oddziaływań RN A z białkami (RNA-IP, RIP) [30],

W arto wspomnieć, że istnieje m etoda alternatyw na dla 
ChIP, tzw. DamID (ang. DNA adenine methyltransferase iden
tification), umożliwiająca detekcję miejsca wiązania białka 
do DNA, gdy nie dysponuje się swoistym przeciwciałem. 
W ym aga ona jednak wym uszenia syntezy w komórce ba
danego białka jako białka fuzyjnego z metylazą D am  (bak
teryjna metylotransferaza DNA). Po związaniu białka fuzyj
nego z DNA metylaza Dam przyłącza grupę m etylową do 
adeniny w znajdujących się w  pobliżu sekwencjach GATC 
[31]. Zastosowanie enzym u restrykcyjnego trawiącego wy
łącznie zmetylowane sekwencje GATC umożliwia detekcję 
miejsc wiązania białka fuzyjnego. Metylacja adeniny po
zostaje w  sekwencji naw et po zwolnieniu białka z DNA. 
DamID wykrywa więc wszystkie miejsca wiązania białka, 
zarów no aktualne, jak i te z przeszłości.

Kluczem do zrozumienia sieci oddziaływań w komórce jest 
przeanalizowanie możliwie jak największej ilości danych. Po
łączenie informacji o miejscach wiązania białek do DNA oraz 
o modyfikacjach histonów (uzyskanych za pomocą ChIP) z 
informacją o poziomie ekspresji genów (uzyskanej za pomocą 
globalnej analizy ekspresji genów na mikromacierzach) daje 
możliwość odtworzenia sieci regulatorowych istniejących w 
komórce i w połączeniu z innymi analizami eksperymental
nymi (np. DNase-chip lub DNase-seq) i bioinformatycznymi 
(np. wyszukiwaniem elementów regulatorowych cis) jest pod
stawą rozwoju tzw. biologii systemów. Wszystkie powyższe, 
prowadzone na szeroką skalę analizy generują ogromną ilość 
danych. Zrozumienie zasad funkcjonowania genomu nie bę
dzie więc możliwe bez ścisłej współpracy biologów moleku
larnych z bioinformatykami.
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ABSTRACT

The protein-DNA interactions play a crucial role in m any cellular processes such as D N A replication, recombination, repair, or gene transcrip
tion. Here w e describe a chromatin immunoprécipitation (ChIP) technique, a tool for identifying DNA regions, which are in vivo associated 
with protein of interest. The main steps of ChIP are: fixation, chromatin fragmentation, immunoprécipitation with a specific antibody, and 
analysis of the immunoprecipitated DNA. Different analytical tools combined with ChIP (ChIP-chip, ChlP-seq) enable researchers to map 
protein binding in a truly genom e-wide manner with  high resolution.
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Promotor rdzeniowy a kontrola transkrypcji genów  u Eucaryota

STRESZCZENIE

Każdem u genowi przypisany jest indyw idualny program  ekspresji. Duża część informacji, 
która uściśla ten program, pochodzi z rdzeniow ej sekwencji promotora. W  niniejszym  opra

cowaniu opisano, jak  różne elem enty regulatorowe prom otorów organizowane są w  funkcjonal
ne jednostki. Przedstaw iono podstawowe czynniki transkrypcyjne i receptory jądrow e w spół
działające z rdzeniow ym i elem entami regulatorowym i. Om ówiono potranslacyjne m odyfikacje 
białek regulatorowych i ich w pływ  na pow staw anie i funkcję polim erazowych kom pleksów  
inicjacyjnych. Om ówiono, niektóre m etody dośw iadczalne stosowane dla w skazania funkcjo
nalnych oddziaływ ań pom iędzy elem entam i regulatorowym i i ich partneram i białkowym i.

WPROWADZENIE

W badaniach nad regulacją transkrypcji dokonano ogromnego postępu. Pomi
mo to zakres wiedzy w niektórych jej aspektach jest zaskakująco niewielki, jeśli 
zważymy, że dopiero ostatnio zaczęto identyfikować czynniki sterujące rozmiesz
czeniem nukleosomów na DNA [1], a więc decydujące o spakowaniu informacji 
tak, aby dostęp do niej był później ułatwiony. Nie wiemy na skutek działania ja
kiego mechanizmu rozmieszczenie nukleosomów jest odmienne w wielu typach 
komórek chociaż rozumiemy, że priorytety dostępu do pakietów informacji, a 
więc ekspresji genów, związane ze specjalizacją komórek muszą być różne.

Sekwencje regulatorowe DNA i czynniki transkrypcyjne decydujące o ekspre
sji genów tworzą olbrzymią sieć informatyczną. W tym względzie szczególna rola 
przypada sekwencjom położonym w bezpośrednim sąsiedztwie miejsc startu trans
krypcji. Zadziwiają one złożonością budowy, a ich związki z nadrzędnymi czyn
nikami kontroli aktywności genów znajdują się w centrum zainteresowań wielu 
laboratoriów. W niniejszym opracowaniu staraliśmy się przedstawić ten wycinek 
wiedzy uważając, że jest ciekawy, a być może stanie się inspirujący dla tych, którzy 
na podstawie tysięcy opublikowanych szczegółowych informacji chcieliby wkro
czyć na drogę zmierzającą do wyciągania wniosków natury ogólnej, tyczących me
chanizmów kontroli ekspresji genów, na różnych szczeblach rozwoju i organizacji 
komórek.

PROMOTORY GENÓW

Istnieją dwie główne strategie inicjacji transkrypcji, inicjacja z jednego miejsca 
startu (ang. focused transcńptioń), obejmującego jeden lub kilka nukleotydów oraz 
inicjacja z kilku tzw. słabych miejsc transkrypcji, położonych w regionie obejmują
cym od około 50 do 100 pz (ang. dispersed transcńption). Inicjaq'a z jednego miejsca 
startu dominuje w  ekspresji genów prostszych organizmów, podczas gdy inicjację 
z kilku słabych miejsc transkrypcji obserwuje się u około 70% genów kręgowców. 
Geny konstytutywnie wyrażane mają zazwyczaj promotory rozproszone (ang. di
spersed promoters), zlokalizowane przeważnie na wyspach CpG, a geny niekonsty- 
tutywnie wyrażane charakteryzuje inicjacja z jednego miejsca transkrypcji. Niektóre 
geny posiadają promotory o właściwościach mieszanych, zawierających kilka miejsc 
inicjacji transkrypcji, aczkolwiek z jednym silnym miejscem [2], Większość badań 
z udziałem polimerazy RNA II (RNAP II) dotyczy transkrypcji z jednego miejsca, 
pomimo że promotory te tzw. focused promoters stanowią mniejszość promotorów 
kręgowców. Dzieje się tak z powodu dużego znaczenia biologicznego genów pozo
stających pod kontrolą wspomnianego typu promotorów.

RDZENIOWE ELEMENTY REGULATOROWE

Sekwencja DNA niezbędna dla wiernej transkrypcji obejmuje zazwyczaj kilka
dziesiąt par zasad (pz) w  sąsiedztwie miejsca startu transkrypcji (tsp). Nosi ona 
nazwę promotora rdzeniowego (ang. core promoter). U promotorów eukariotycz-
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nych, w których transkrypcja zachodzi z jednego miejsca, 
zidentyfikowano dziewięć rdzeniowych elementów funkcjo
nalnych: BREU [3], kasetę TATA [4], BREd [5], XCPE1 [6], Inr 
[7-10], motyw TCT [11], MTE [12], DPE [13], DCE [14], Są one 
niezbędne do powstania kompleksu preinicjacyjnego (Ryc. 1).

W promotorach rozproszonych zazwyczaj nie m a BRE, ka
sety TATA, DPE i MTE [15], Należy nadmienić, że żaden z po
wyższych elementów nie jest uniwersalny i może występować 
jedynie w pewnej grupie promotorów. Co więcej, obecność w 
rdzeniowym obszarze promotora sekwencji odpowiadającej 
dowolnemu z wymienionych elementów nie gwarantuje jesz
cze jego funkcji, ponieważ bardzo ważną rolę pełni przestrzen
ne rozmieszczenie elementów regulatorowych. Na podkreśle
nie zasługuje również to, że istnieją promotory pozbawione 
wszystkich wyżej wymienionych elementów [16],

Kaseta TATA (ang. TATA box) jest pierw szym  opisanym 
eukariotycznym elementem regulatorowym  prom otora 
rdzeniowego [4], położonym około 25-30 pz po stronie 5' od 
miejsca startu transkrypcji. Element jest ewolucyjnie zacho
wany od promotorów bakteryjnych po prom otory ludzkie. 
Sekwencja zgodna elementu zarówno dla prom otorów  ludz
kich jak i owadzich jest następująca: TATAWAAR [18]. Ob
jaśnienie zapisu sekwencji podano na rycinie 1. Początkowo 
przypuszczano, że kaseta TATA jest sekwencją rozpoznaw a
ną przez podstawowy czynnik transkrypcyjny TFIID [19]. 
Dalsze badania wykazały, że TFIID w komórkach człowieka i 
owadów jest multikompleksem białkowym [20], w  skład któ
rego wchodzi białko wiążące kasetę TATA (ang. TATA box 
binding protein, TBP) [21].

Element Inr (ang. initiator), funkcjonalnie podobny do ka
sety TATA [10], jest najczęściej pojawiającym się m otywem  
strukturalnym w promotorach rdzeniowych [22]. Jest to mo
tyw bogaty w reszty pirymidynowe o sekwencji najwyższej 
zgodności: YY(+1)ANWYY (promotory ludzkie) oraz TCAK- 
TY (promotory owadzie), który zazwyczaj otacza tsp. Metody 
obliczeniowe sugerują dla ssaczego Inr konsensus YR, gdzie 
R (A/G) odpowiada nukleotydowi +1 (tsp). Tą olbrzymią 
rozbieżność między specyficznością sekwencji Inr u owadów 
i ssaków tłumaczy się ewolucyjnie wykształconym, szerszym 
zakresem rozpoznawczym tsp przez czynniki transkrypcyj- 
ne ssaków [23]. Element Inr kieruje inicjacją transkrypcji sa
modzielnie lub w połączeniu z kasetą TATA, albo innymi 
elementami rdzeniowymi [18]. Inr wykazuje na przykład 
synergiczne oddziaływanie z kasetą TATA, gdy oba elemen
ty dzieli odległość około 25-30 pz. W przypadku odległości 
większej niż 30 pz kaseta TATA i Inr działają niezależnie. 
Natomiast po zmniejszeniu odległości m iędzy elementami 
do 15-20 pz zjawisko synergizmu było zachowane. Niemniej 
jednak w promotorach zależnych od kasety TATA i Inr, Inr 
nie wpływa na położenie miejsca startu transkrypcji, które w 
tym przypadku jest determinowane umiejscowieniem kase
ty TATA [24], Element Inr jest rozpoznaw any przez białka 
TAF1 i TAF2 kompleksu TFIID [25]. W ykazano, że kompleks 
TBP/TAF1 (TAFII150)/TAF2 (TAFII250) jest wystarczający 
do inicjacji transkrypcji przy udziale Inr [26].

Ostatnio w promotorach genów białek rybosom alnych 
u Drosophila wykazano obecność rdzeniow ego m otyw u 
strukturalnego TCT (YCTTTY), obejmującego miejsce startu

Rycina 1. Elementy regulatorowe promotorów rdzeniowych. BREU [3], Kaseta 
TATA [4], BREd [5], XCPE1 [6], Inr [7-10], MTE [12], DPE [17], DCE [14], W ram
kach umieszczono sekwencje zgodne oraz położenie elementów w promotorze 
rdzeniowym. R — A lub G; Y — C lub T; S — G lub C; W — A lub T; K — G lub T; 
M -  A lub C, B -  C, G lub T; D -  A, G lub T; H -  A, C lub T; V -  A, C lub G, 
N — dowolny nukleotyd. Liczby wyrażają położenie elementów w odniesieniu 
do tsp. Nie istnieje uniwersalny zestaw elementów w promotorze rdzeniowym. 
Każdy promotor posiada indywidualną kompozycję elementów regulatorowych, 
których występowanie waha się w granicach od 1 do kilkudziesięciu procent. 
Opracowano na podstawie [2].

transkrypcji [11]. Mimo dużego podobieństw a sekwencji do 
Inr, motyw TCT nie wiąże TFIID i nie jest zdolny do funk
cjonalnego zastąpienia tego elementu [11].

DPE (ang. downstream promoter element) ma sekwencję zgod
ną RGWYVT w położeniu od +28 do +32 względem tsp w pro
motorach owadzich [27], Występuje w promotorach zarówno 
posiadających, jak i pozbawionych kasety TATA. DPE funk- 
qonuje wspólnie z Inr, którego położenie względem DPE jest 
kluczowe dla optymalnego poziomu transkrypcji [28], Element 
DPE jest rozpoznawany przez białka TAF 6 (TAFII60) i TAF 9 
(TAFII40) czynnika TFIID. Ponadto wykazano, że transkryp
cję zależną od DPE aktywuje czynnik NC2 (D Rl-D rapl) (ang. 
negative cofactor 2) [29], Stwierdzono także, że czynnik NC2 
powodował represję transkrypcji zależnej od kasety TATA 
[29-31], Transkrypcja zależna od kasety TATA vs DPE tworzy 
układ, w  którym TBP aktywuje transkrypcję zależną od kase
ty TATA, a hamuje zależną od DPE (Ryc. 2). Z kolei czynniki 
NC2 i M otl (ATP-aza usuwająca TBP z DNA) blokują funkcję 
TBP, hamują transkrypcję zależną od kasety TATA i aktywują 
transkrypcję zależną od DPE [30]. Regulaqa ekspresji genów 
zależy nie tylko od różnorodności elementów wzmacniających 
czy też wyciszających, ale także od złożoności struktur pro
motora rdzeniowego [32], Można to zaobserwować na przy
kład we wzajemnej komunikacji wzmacniacz -promotor. Jak 
wspomniano, niektóre aktywatory preferencyjnie oddziałują z 
promotorami zależnymi od kasety TATA, podczas gdy inne 
aktywują te zależne od DPE. Przykładowo, czynniki aktywu
jące AE1 i IAB5 Drosophila preferencyjnie aktywują promotor 
rdzeniowy zależny od kasety TATA genu even-skipped w prze
ciwieństwie do genu white, pozbawionego kasety TATA i za
leżnego od DPE [33].

Także analiza genów Hox Drosophila rzuciła now e świa
tło na selektywną rolę prom otora rdzeniowego w  regual-
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Rycina 2. Podwójna rola TBP w  regulacji transkrypcji. Oddziaływanie Motl i NC2 
z TBP wpływa hamująco na transkrypcję zależną od kasety TATA, a jednocześnie 
promująco na transkrypcję zależną od DPE. Opracowano na podstawie [30],

cji transkrypcji [34], Prawie wszystkie geny z grupy Hox są 
pozbawione kasety TATA, a zawierają DPE. Sugerowało 
to, że istnieją specyficzne w stosunku do DPE regulatory 
transkrypcji. N a tej podstawie zidentyfikowano czynnik 
transkrypcyjny Caudal, będący kluczowym regulatorem ge
nów Hox. Ponadto aktywacja genów Antennapedia P2 oraz 
Sex combs reduced przez czynnik Caudal zależy od obecno
ści DPE w ich prom otorach rdzeniowych. Dalsze badania 
wykazały, jak złożona jest regulacja ekspresji przez czynnik 
Caudal. Mianowicie motyw BREU hamuje zdolność czynni
ka Caudal do aktywacji transkrypcji przez oddziaływanie z 
kasetą TATA, ale nie z DPE. Jak zilustrowano na rycinie 3, 
istnieją trzy poziomy aktywacji z udziałem  czynnika Caudal: 
silna aktywacja poprzez DPE (w obecności lub nieobecności 
BREU), słabsza aktywacja poprzez kasetę TATA w nieobec
ności BREU oraz słaba lub brak aktywacji przez kasetę TATA 
współistniejącą z BREU. Reasumując, badania nad czynni
kiem Caudal i genami Hox wykazują wysoką specyficzność 
i zróżnicowanie motywów rdzeniowych prom otorów oraz 
ich centralne położenie w sieci procesów biologicznych.

MTE (ang. motif ten element) jest elementem zidentyfiko
wanym metodami obliczeniowymi oraz biochemicznymi, 
zlokalizowanym po stronie 3' od tsp w pozycji od +18 do +29 
[12]. MTE występuje zarówno w promotorach ludzkich, jak i 
owadzich. U owadów jego sekwencja zgodna to CSARCSSA- 
AC. Metody obliczeniowe dotyczące analizy promotorów ssa
ków wykazały, że MTE nie jest powszechny w promotorach 
tej gromady [22], Można przypuszczać, że MTE, podobnie jak 
Inr czy DPE posiada mniej restrykcyjną sekwencję najwyższej 
zgodności w  promotorach ssaków w porównaniu z promoto
rami Drosophila. Warto także wspomnieć, że analiza promoto
rów ssaczych wykazała obecność motywu „GCG" w  pozycji 
+20 względem tsp, który „zachodzi" na sekwenqę MTE oraz 
motywu „GCG echo" w pozycji +30, „zachodzącej" na mo
tyw DPE [35]. Nie jest wykluczone, że wspomniane motywy 
są ssaczymi odpowiednikami owadzich MTE i DPE. Podob
nie jak DPE, MTE funkcjonuje w połączeniu z Inr. Również 
w tym przypadku odległość między elementami jest kluczo
wa dla zachowania transkrypcji. Ponadto element jest zdolny 
funkcjonalnie zrekompensować utratę aktywności promotora, 
związaną z mutacją kasety TATA lub DPE. Co więcej, MTE 
wraz z kasetą TATA i DPE wykazuje działanie synergiczne, 
prowadząc do zwiększenia siły promotora [12]. Próba lepsze
go poznania struktury części promotorowej, położonej po stro
nie 3' od tsp, doprowadziła do wytypowania funkcjonalnych 
subobszarów MTE (od +18 do +22, od +27 do +29) oraz DPE
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(od +27 do +29, od +30 do +33) [36], Zidentyfikowano także 
strukturalny m otyw „pomostowy" (ang. bridge element), sta
nowiący niejako element hybrydowy, zawierający subobszary 
MTE i DPE (od +18 do +22 i od +30 do +33) [36],

Element DCE (ang. downstream core element) pierwotnie zi
dentyfikowano w  promotorze ludzkiej (3-globuliny, a następ
nie w  prom otorze AdML [14,37]. Podobnie jak DPE jest ele
mentem położonym  po stronie 3' od tsp. Elementy DPE oraz 
DCE nie są tożsame. DCE składa się z trzech podelementów: 
CTTC (podelement SI), CTGT (podelement SII), AGC (pode- 
lement SIU), ułożonych w sposób nieciągły w pozycjach od
powiednio: od +6 do +11, od +16 do +21, od +30 do +34. DCE 
oddziałuje z białkiem TAF1 kompleksu TFIID, co wskazuje, 
że czynnik TFIID pełni fundamentalną rolę w  oddziaływa
niach z elementami położonymi także po stronie 3' od tsp [9],

BREU (ang. upstream TFIIB recognition element) jest ele
m entem  o sekwencji najwyższej zgodności SSRCGCC, 
rozpoznaw anym  przez podstaw ow y czynnik transkrypcji 
TFIIB [3], Jest umiejscowiony w promotorach bezpośrednio 
po stronie 5' od kasety TATA, aczkolwiek jest niezależny od 
TBP. O ddziaływ anie TFIIB-BREU sprzyja formowaniu kom 
pleksu preinicjacyjnego (PIC) na kasecie TATA [3].

BREd (ang. downstream TFIIB recognition element), o se
kwencji najwyższej zgodności RTDKKKK, jest położony 
bezpośrednio po stronie 3' od kasety TATA, a jego funkcja 
zależy od obecności TBP [5]. Niemniej jednak analizy n u 
m eryczne prom otorów  wykazały, że zarówno BREU jak i 
BREd w ystępują również w promotorach nieposiadających 
elem entu strukturalnego TATA [5,38].

XCPE1 (ang. X core promoter element 1) jest położony w 
pozycji od -8 do +2 względem tsp [6]. Jego sekwencja naj
wyższej zgodności to DSGYGGRASM. Statystycznie element 
występuje w  około 1% ludzkich promotorów rdzeniowych, 
głównie pozbawionych kasety TATA. Jako samodzielny ele
ment XCPE1 ma niewielką aktywność transkrypcyjną, która 
wzrasta wskutek jego oddziaływania ze specyficznymi akty
watoram i białkowymi takimi jak NRF1, NF-1 i Sp l [6,39],

W yspy CpG  występują przeważnie w  promotorach bez 
kasety TATA lub DPE i biorą udział w  iniqacji transkrypcji, 
zachodzącej z kilku słabych, rozproszonych (obszar około 
100 pz) miejsc startu [40]. Wyspy CpG zawierają kasety GC 
(5'-GGGCGG-3') wiązane przez czynnik transkrypcyjny Spl 
[41]. W iązanie Spl do kasety GC zapobiega metylacji DNA 
w tym obszarze [41]. Ponadto Spl oddziałuje z podstawowy
mi czynnikami transkrypcji, uczestnicząc w jej inicjacji [42], 
Na przykład wykazano, że czynnik TFIID związany z Inr był 
niezbędny do aktywacji transkrypcji przez Spl [42].

Badania elem entów  rdzeniowych doprow adziły do za
projektowania sztucznego superprom otora SCP1 (ang. super 
core promoter 1), który zawierał jednocześnie kasetę TATA, 
Inr, MTE i DPE [43], SCP 1 jest najsilniejszym znanym  pro
m otorem  rdzeniow ym . Jego wysoką aktywność, także w 
połączeniu z elem entam i wzmacniającymi, potwierdzono 
w testach in vitro oraz w kulturach komórkowych. Badania 
te dow odzą, jak silnie ekspresja genów regulowana jest na 
poziomie prom otora rdzeniowego.
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Rycina 3. Czynnik transkrypcyjny Caudal, specyficzny aktywator DPE. Caudal 
preferencyjnie aktywuje transkrypcję z promotorów rdzeniowych, zawierają
cych DPE w  porównaniu z kasetą TATA. Obecność motywu BREU po stronie 5' 
od kasety TATA dodatkowo ogranicza zdolność czynnika Caudal do aktywacji 
transkrypcji w promotorze zależnym od motywu TATA. BREU nie wpływa na
tomiast na zdolność Caudal do aktywacji transkrypcji zależnej od DPE. Ponadto 
kaseta TATA nie zmienia zdolności czynnika Caudal do aktywacji transkrypcji za 
pośrednictwem DPE (danych nie przedstawiono na schemacie). Opracowano na 
podstawie [34].

ANALIZA NUMERYCZNA ELEMENTÓW RDZENIOWYCH

Istnieją analizy statystyczne określające częstotliwość wy
stępowania poszczególnych elementów regulatorowych w 
promotorach eukariotycznych. Analizy dotyczą głównie ka
sety TATA, elementu Inr, DPE, BREU oraz MTE. Wyniki tych 
analiz nie są w pełni zbieżne, ponieważ zależą od liczby i do
boru promotorów [20]. Analiza 1031 ludzkich promotorów 
wykazała obecność 28% promotorów zawierających kasetę 
TATA i Inr, 4% z kasetą TATA, lecz pozbawionych Inr, 56% 
posiadających jedynie Inr bez kasety TATA oraz 12% bez mo
tywu strukturalnego TATA i elementu Inr [44], Kolejna anali
za promotorowych baz danych EPD (ang. Eucaryotic Promoter 
Database) i DBTSS (ang. Database of Humań Transcńptional Start 
Sites) wykazała, że mniej niż 22% promotorów posiada kasetę 
TATA, wśród tych promotorów 62% ma Inr, 24% DPE, 12% 
BREU. Wśród pozostałych 78% (bez kasety TATA) 45% zawie
ra Inr, 25% DPE i 28% posiada BREU [38]. Powyższe analizy 
wykazują, że kaseta TATA nie występuje w  promotorach tak 
powszechnie jak niejednokrotnie przypuszczano. Do promo
torów pozbawionych kasety TATA należą często promotory 
ludzkich genów konstytutywnych, onkogenów, czynników 
wzrostu oraz czynników transkrypcyjnych [45],

W edług jednej z ostatnich analiz numerycznych, obejmują
cej 3393 promotory Drosophila 40% zawiera kasetę TATA, co 
piąty promotor ma motyw strukturalny DPE, a większość pro
motorów, bo aż 66% posiada element Inr. Motyw MTE pojawił 
się w  10% analizowanych promotorów. Ustalono także, że je
dynie w  24% promotorów obecne są synergiczne kombinaqe 
(potwierdzone funkcjonalnie oraz teoretycznie) elementów 
rdzeniowych TATA — Inr, Inr — DPE, Inr — MTE, DPE — 
MTE, TATA -  DPE, TATA -  MTE, TATA -  BRE. Jedno
cześnie wykazano, że aż 25% promotorów nie miało żadnego 
znanego elementu rdzeniowego [22]. Jeszcze bardziej obszerna 
analiza numeryczna, obejmująca 10 914 promotorów Drosophi

la, wykazała jedynie 4,7% promotorów z motywem TATA, a 
motyw DPE znaleziono w przypadku 2,1 promotorów. Anali
za wykazała procentową przewagę Inr, wynoszącą 14% w puli 
analizowanych promotorów [46]. Jak widać, dane dotyczące 
występowania rdzeniowych motywów strukturalnych pro
motorów są niekiedy bardzo rozbieżne. Wynika to zapewne 
z trudności określenia w arunków brzegowych definiujących 
poszczególne elementy oraz złożoności mechanizmów trans
krypcji przy udziale polimerazy RNA.

POLIMERAZA RNAP II (RNAP II)

Znane są cztery izoformy RNAP u wyższych Eucaryota: I, 
II, III, spIV (ang. single polypeptide) [47]. RNAP I uczestniczy 
w  transkrypcji dwóch form rybosomalnego RNA, 18S i 28S. 
RNAP II reguluje transkrypcję wszystkich matrycowych 
RNA (mRNA), natomiast RNAP III bierze udział w syn
tezie 5S rRNA i tRNA. Ponadto niewrażliwa na działanie 
a-am antyny spRNAP IV, zbudow ana z pojedynczego łańcu
cha polipeptydowego, bierze udział w transkrypcji mRNA, 
oddziałując z prom otoram i pozbawionym i sekwencji regu
latorowych, w  tym elementów rdzeniowych [48]. Funkcja 
tych polimeraz koreluje z lokalizacją enzymów, RNAP I w 
jąderku, a II, III i IV w nukleoplazm ie [48]. RNAP I, II, III 
mają budow ę podjednostkową [49] (Ryc. 4).

Polimeraza RNA II jest odpowiedzialna za transkrypcję 
wszystkich genów kodujących białka. Zarówno u człowieka, 
jak i u drożdży zbudowana jest z 12 podjednostek: RPB1- 
RPB12 [52] (Ryc. 4). Podjednostki polimerazy są silnie zacho
wane w ewolucji pod względem sekwencji, budowy i funkcji. 
Wiadomo, że 7 podjednostek ludzkiej RNAP II jest w stanie 
całkowicie (RPB6, RPB8, RPB10, RPB12) lub częściowo (RPB4, 
RPB7, RPB9) zastąpić funkcjonalnie odpowiedniki drożdżowe 
[47], Ponadto podjednostki RPB5, RPB6, RPB8, RPB10, RPB12 
występują także w RNAP I, III, natomiast RPB1, RPB2, RPB3, 
RPB11 posiadają ich homologiczne odpowiedniki. Jedynie 
podjednostki RPB4, RPB7, RPB9 oraz domena C-końcowa,

Schemat budowy  

RNAP II

( 3 z >

RNAPI RNAPII M.cz. [kDa] 

drożdże

RNAPIII

A190 RPB1 192 C160

A135 RPB2 139 C128

AC40 RPB3 35 AC40

A14 RPB4 25 C17

RPB5 RPB5 25 RPB5

RPB6 RPB6 18 RPB6

A43 RPB7 19 C25

RPB8 RPB8 17 RPB8

A12 RPB9 14 C11

RPB10 RPB10 8 RPB10

AC19 RPB11 14 AC19

RPB12 RPB12 8 RPB12

A49 C82

A34.5 C53

C37

C34

C31

Rycina 4. Budowa podjednostkona RNAP II. Opracowano na podstawie [49-51]. 
A. Schemat budowy RNAP II. Liczby 1-12 odpowiadają podjednostkom RNAP 
II: RPB 1-12. Podjednostki RPB 4 i 7 tworzą heterodimer przyłączany do RNAP 
II w stosunku stechiometrycznym równym 0,5. B. Podjednostki RNAP I, RNAP 
II, RNAP III. W kolumnach zebrano nazwy podjednostek wchodzących w skład 
odpowiednio RNAP I, RNAP II, RNAP III. Podano masy cząsteczkowe podjed
nostek RNAP II z drożdży.

428 w w w . postępy biochemii. pl
http://rcin.org.pl



CTD ( ang. C-terminal domain) podjednostki RPB1 są specyficz
ne dla RNAPII. Dwie z 12 podjednostek drożdżowej RNAPII 
RPB4 i RPB7 tworzą heterodimer, który wiąże się do polimera- 
zy w stosunku stechiometrycznym, wynoszącym 0,5 [47],

Główna aktywność RNAP II w  transkrypcji i proceso
waniu RNA jest zlokalizowana w  CTD jej największej pod 
jednostki RPB1. CTD ludzkiej RNAP II ma 52 tandem owo 
powtórzone sekwencje heptapeptydu  Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser- 
Pro-Ser, 42 powtórzenia u Drosophila oraz 26-29 powtórzeń 
u drożdży [50]. Jest to rejon nieustrukturyzow any, podatny 
na proteolizę. Ponadto CTD jest celem modyfikacji potran- 
slacyjnych, warunkujących aktywność RNAP II. Należą do 
nich fosforylacja, glikozylacja oraz ubikwitylacja.

FOSFORYLACJA RNAP

W zależności od stopnia ufosforylowania oraz obecno
ści CTD wyróżnia się trzy formy RNAP II: IIA, IIO, IIB. 
Nieufosforylowana forma IIA uczestniczy w  pow staw a
niu kom pleksu preinicjacyjnego (PIC) i inicjacji transkryp
cji. Forma IIO, w  której CTD jest wysoce ufosforylowana, 
bierze udział w  elongacji i terminacji. Forma IIB, mimo że 
pozbawiona CTD, ma aktywność transkrypcyjną dla m.in. 
prom otora HSP70 z Drosophilla [53] oraz prom otora AdML2 
[54]. W komórkach człowieka istnieje kilka różnych kinaz 
zaangażowanych w fosforylację CTD, włączając CDK7 (ang. 
cyclin-dependent kinase 7) zintegrow aną z TFIIF1, CDK8 po
chodzącą z kom pleksu mediatora, CDK9 z czynnika elonga- 
cyjnego P-TEFb (ang. positive transcription elongation factor b).

GLIKOZYLACJA RNAP

Kolejną, obok fosforylacji, modyfikacją CTD podjednost
ki RPB1 jest glikozylacja, polegająca na kowalencyjnym 
związaniu m onosacharydu, N-acetyloglukozoaminy, z gru 
pami hydroksylowym i reszt bocznych seryny lub treoni- 
ny zlokalizowanych w heptapeptydow ych powtórzeniach 
CTD RNAP II [55], Glikozylacja dotyczy jedynie nieufosfo- 
rylowanej formy IIA RNAP II [56]. Jest praw dopodobne, że 
glikozylacja powoduje blokadę steryczną dostępności CTD 
dla kinazy i w  ten sposób reguluje aktywność RNAP II [47],

UBIKWITYLACJA RNAP

Ubikwitylacja jest trzecią potranslacyjną modyfikacją, cha
rakterystyczną dla RNAP II. Przykładem ligazy ubikwityny 
E3 jest enzym z drożdży o nazwie Rsp5. Jest on jedyną ligazą 
E3 ubikwitylującą RNAP II. Do ubikwitylacji dochodzi wsku
tek oddziaływania CTD (sekwencja Pro-Ser-Tyr z powtórzeń 
heptapeptydu: -Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Tyr-Ser-Pro-Thr- 
Ser-Pro-Ser-) z domeną WW (38-40 reszt aa z dwiema zacho
wanymi w  ewolucji resztami Trp) Rsp5 [57]. Mimo, że to od
działywanie warunkuje zajście ubikwitylacji, sama ubikwity
lacja zachodzi poza CTD, na reszcie Lys 695 RPB1 [58]. Poziom 
ubikwitylacji RNAP II jest niski podczas normalnego wzrostu 
komórek i wzrasta w  momencie narażenia komórek na stres 
wywołany pojawieniem się czynników uszkadzających DNA, 
takich jak promieniowanie UV, związki chemioterapeutycz- 
ne. Wówczas dochodzi do zatrzymania RNAP II w  miejscu 
uszkodzenia DNA. Włączeniu ulegają mechanizmy napraw
cze DNA np. NER (ang. nucleotide excision repair), a podjednost-
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ka RPB1 RNAP II podlega poliubikwitylacji. Wykazano, że w 
15 minucie po ekspozycji komórek FleLa na promieniowanie 
UV następowała ubikwitylacja RPB1, która utrzym ywała się 
do 12 godzin [59]. Ubikwitylowana RPB1 ulega degradacji w 
wyniku działania proteasomu 26S. Z zastosowaniem immu- 
noprecypitacji chromatyny wykazano, że proteasom 26S jest 
przyłączany do RNAP II w  wyniku uszkodzenia DNA pro
mieniowaniem UV [60]. W przeciwieństwie do glikozylacji 
RNAP II hamowanej fosforylacją CTD, ubikiwitylacja RNAP 
II zależy od uprzedniej fosforylacji CTD. Wykazano także, że 
inhibitor H8 kinazy CTD (blokowanie fosforylacji reszty Ser 5 
przez Cdk7 i reszty Ser 2 przez Cdk9), dodany do ekstraktu 
jądrowego z HeLa powodował, obok hamowania fosforylacji, 
także supresję poliubikwitylacji RNAP II [61].

Jest interesującym, że dotąd  nie zbadano w p ły w u  innej 
kowlencyjnej modyfikacji RNAP II, jaką może być sum o- 
ilacja. Ubikwitynylacja i sumoilacja są spokrew nionym i 
mechanizm am i, prow adzącym i do kowalencyjnego zna 
kow ania cząsteczek białkowych ubikw ityną lub SUMO. 
Dojrzałe białka SUMO składają się z około 100 resz t ami- 
nokwsowych. W pływ sumoilacji na transkrypcję genów  
w ynika z modyfikacji reszt Lys czynników transkrypcyj- 
nych, które zmieniają swoje pow inow actw o do p a rtn e 
rów białkowych i / lu b  DNA [62], Procesy te m ogą ze sobą 
konkurow ać, np. sumoilacja inhibitora czynnika kB alpha 
blokuje jego degradację inicjowaną ubikwitylacją. C ho
ciaż poranslacyjna modyfikacja SUMO m oże w yw ierać 
zróżnicow any efekt na transkrypcję, a także na lokaliza
cję w ew nątrzkom órkow ą czynników transkrypcyjnych, 
to zazwyczaj p row adzi do ham ow ania transkrypcji, a jej 
ostateczny efekt zależy od kontekstu, w jakim w ystępuje 
dany prom otor [62], Sumoilacji podlega m iędzy innym i 
deacetylaza histonowa, co zwiększa jej aktywność. Co wie- 
cej deacetylazy mogą aktywować proces sumoilacji innych 
regulatorow ych białek.

P O D S T A W O W E  C Z Y N N IK I T R A N SK R Y PC Y JN E  (TF)

U Eucaryota promotory rdzeniowe służą jako platforma, 
na której powstaje kompleks preinicjacyjny (PIC). Polimera- 
zy wykazują brak zdolności rozpoznawania specyficznego 
miejsca startu transkrypcji indywidualnie dla każdego genu. 
Aby doszło do rozpoznania promotora i inicjacji transkryp
cji, polimerazy wymagają obecności tzw. podstaw ow ych 
czynników transkrypcyjnych (GTF, ang. generał transcription 
factors). Dla RNAP II są to: TFIIA, -B, -D, -E, -F i -H, ziden
tyfikowane zarówno u drożdży jak i u ssaków [63]. N azw a 
TF pochodzi od transcription factor, II oznacza transkrypcję z 
udziałem RNAP II, a litery A, B, D, E, F, H oznaczają frakcję, z 
której niegdyś wyizolowano poszczególne czynniki. Podsta
wowe właściwości tych czynników zebrano w tabeli 1.

Istnieją dw a główne modele opisujące sposób składania 
PIC na promotorze. W edług pierwszego m odelu podstaw o
we czynniki transkrypcyjne są przyłączane kolejno, czynnik 
po czynniku (ang. stepwise assembly) [64], Kompleks białko
w y TFIID jako pierwszy rozpoznaje element regulatorow y 
prom otora, np. kasetę TATA. W następnym  etapie dochodzi 
do związania czynników TFIIA, TFIIB, które stabilizują w ią
zanie TFIID do prom otora i powodują wiązanie kolejnych 
białek: RNAP II i TFIIF. Po utworzeniu kom pleksu TFIID/
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Tabela 1. Budowa podjednostkowa oraz funkcje podstawowych czynników transkrypcji. Opracowano na podstawie [63].

C zynnik
transkrypcyjny

Skład białkowy M.cz. (kDa) Funkcja

TFIIA
p35 (a) 

p l9 (P ) 
P D  (y )

37
19
13

antyrepresor;
stabilizacja kom pleksu TBP-TATA; 
koaktyw ator

TFIIB p33 35
selekcja miejsca startu  transkrypcji; stabilizacja kom pleksu 
TBP-TATA; rekrutacja RNAP 11-TFIIF

TFIID
TBP
TAFs (TAF1-TAF14)

38
250-18

czynnik wiążący prom otor rdzeniow y; koaktyw ator; 
k inaza białkowa; acetylotransferaza histonów

TFIIE
p56 (a) 
P34 (p)

56
34

rekrutacja TFIIH; ułatw ienie form ow ania kom pleksu inicjacyjnego; 
udz ia ł w  opuszczaniu prom otora przez RNAP II

TFIIF
RAP30
RAP74

26
58

w iązanie RNAP II; ułatw ienie rekrutacji RNAP II do prom otora; rekrutacja TFIIE i 
TFIIH; udział w  selekcji miejsca startu  transkrypcji; zw iększenie wydajności elongacji

p89/XPB
p80/XPD

89
80

TFIIH

p62
p52
p44
p40/CDK7 
p38/C yklina H 
p34
p32/M A T l
P8/TFB5

62
52
44
40
37
34
32
8

aktyw ność ATPazy w inicjacji transkrypcji i opuszczaniu prom otora przez RNAP II;
aktyw ność helikazy przy otw ieraniu prom otora;
aktyw ność napraw cza DNA;
aktyw ność kinazy w fosforylacji CTD RNAP II;
aktyw ność ligazy E3 ubikw ityny

TFIIA/TFIIB/RNAP II/TFIIF/prom otor, przyłączeniu ule
gają kolejno TFIIE i TFIIH [65],

D rug im  m odelem  obrazującym  po w staw an ie  PIC 
jest m odel holoenzym u RNAP II. Z akłada on, że w ięk 
szość czynników  transkrypcynjnych tw orzy  kom pleksy 
m iędzy sobą jeszcze przed  zw iązaniem  do prom otora. 
S tw ierdzono  bowiem, że skład białkow y holoenzym u 
RNAP II różnił się w zależności od m ateria łu  w yjścio
w ego oraz m etody jego izolow ania [66], W ykazano, że 
ho loenzym  RNAP II człowieka zaw ierał RNAP II, TFIIB, 
TFIIE, TFIIF, TFIIH, GCN5 (acetylotransferaza histonów ), 
kom pleks rearanżujący chrom atynę SW I/SN F oraz m e
diator. H oloenzym  nie zaw ierał TFIID oraz TFIIA. W e

dług  tego m odelu  zw iązanie TFIID do prom otora u łatw ia 
przyłączenie ho loenzym u RNAP II [66]. Po zw iązaniu  
czynników  transkrypcyjnych do prom otora dochodzi 
do lokalnego oddzielenia kom plem entarnych  nici DNA, 
pow stan ia  o tw artego kom pleksu inicjacyjnego i syntezy 
mRNA. Biorąc pod  uw agę ilość i różnorodność p rom o 
torów  w genomie, jest p raw dopodobne, że oba m echani
zm y tw orzenia PIC w ystępują w  komórce. B udow a m o
dułow a apara tu  transkrypcyjnego pozw ala kom órkom  na 
składnie apara tu  transkrypcyjnego w ieloetapow o bądź w 
jednym  etapie. Funkcję podstaw ow ych  czynników  tran s 
krypcyjnych w tw orzeniu  PIC om ów iono w  kolejnych 
podrozdziałach.

Tabela 2. Wybrane właściwości TAF. Opracowano na podstawie [25,27,66,68-76].

TAF M.cz. (kDa) W łaściwości

TAF1 (TAFII250) 250 oddziaływ anie z Inr i DCE; acetylacja i fosforylacja histonów  H2B, H3,H4

TAF2 (TAFII150) 150 oddziaływ anie z Inr

TAF3 (TAFII140) 140 dom ena histonow a, negatyw ny regulator aktywacji transkrypcji przez p53

TAF4 (TAFII135) 135
dom ena histonow a; stabilność kom pleksu TFIID;
regulacja transkrypcji genów  z prom otoram i bez kasety TATA; oddziaływ anie z aktyw atoram i (np. Spl)

TAF5 (TAFII100) 100
„rusztow anie" w  form ow aniu  kom pleksu TFIID; 
pow tórzenia m otyw u WD-40

TAF6 (TAFII80) 80 dom ena histonow a; stabilność kom pleksu TFIID oddziaływ anie z DPE

TAF7 (TAFII55) 55
oddziaływ anie z licznym i aktyw atoram i transkrypcji 
(np. Sp l, YY1, HIV-1 Tat)

TAF8 43 funkcja s truk tu ralna  — integracja TAFIO w TFIID

TAF9 (TAFII31) 31 dom ena histonow a; stabilność kom pleksu TFIID; oddziaływ anie z DPE

TAFIO (TAFII30) 30 dom ena histonow a; pozytyw ny regulator aktywacji transkrypcji przez receptor estrogenow y

TAF 11 (TAFII28) 28 dom ena histonow a; stabilizacja kom pleksu TFIIA-TBP-DNA; oddziaływ anie z receptorem  w itam iny D

TAF12 (TAFII20) 20 dom ena histonow a; stabilność kom pleksu TFIID

TAF13 (TAFII18) 18 dom ena histonow a

BTAF1 (TAF 170) 170
redukcja niespecyficznego oddziaływ ania TBP-kaseta TATA (aktywność ATPazy); tworzenie 
w raz z TBP kom pleksu B-TFIID, zdolnego do inicjacji transkrypcji zależnej od RNAP II

*w naw iasach podano uprzednią nom enklaturę TAF u  H. sapiens.
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Tabela 3. Nomenklatura czynników TAF, zaangażowanych w transkrypcję zależną od RNAP II. Opracowano na podsta
wie [47].

Nowa
nazw a

H. sapiens D. inelanogaster S. cerevisiae
C. elegans 

N ow a nazw a Poprzednia nazw a

TAF1 TAFII 250 TAFII 230 Tafl45 /  130 taf-1 taf-1

TAF2 TAFII 150 TAFII 150 Tafl50 taf-2 taf-2

TAF3 TAFII 140 TAFII 155 Taf47 taf-3 C11G6.1

TAF4 TAFII 130/135 TAFII 110 Taf48 taf-4 taf-5

TAF4b TAFII 105

TAF5 TAFII 100 TAFII 80 Taf90 taf-5 taf-4

TAF5b

TAF5L PAF65 a Cannonball

TAF6 TAFII 80 TAFII 60 Taf60 taf-6.1 taf-3.1

TAF6L PAF65 a taf-6.2 taf-3.2

TAF7 TAFII 55 Taf67 taf-7.1 taf-8.1

TAF7L TAF2Q taf-7.2 ,tąfr8.2

TAF8 TAF 8 Prodos Taf65 taf-8

TAF9 TAFII 32 / 31 TAFII 40 T afl7 taf-9 taf-10

TAF9L TAFII 31L

TAFIO TAFII 30 TAFII 24 Taf25 taf-10 taf-11

TAFlOb TAFII 16

T A F II TAFII 28 TAFII 30a Taf40 taf-11.1 taf-7.1

TAF11L taf-11.2 taf-7.2

TAF 12 TAFII 20 / 15 TAFII 30a Tafól /  68 taf-12 taf-9

TAF 13 TAFII 18 Tafl9 taf-13 taf-6

TAF14 Taf30/ANC1

TAF 15 TAFII 68

BTAF1 TAFII 170 Hel89B Motl btaf-1

TFIID

TFIID jest pierwszym  podstaw ow ym  czynnikiem trans- 
krypcyjnym wiążącym się do prom otora rdzeniowego. 
Stanowi rodzaj rusztowania dla wiązania kolejnych skład
ników PIC. Jest kompleksem zbudow anym  z wielu białek o 
łącznej masie cząsteczkowej rzędu 750 kDa [67], Składa się z 
TBP oraz kilkunastu białek oddziałujących z TBP, tzw. TAF 
(ang. TBP-associated factors) o masie cząsteczkowej od 15 do 
250 kDa. W komórkach człowieka wyróżnia się co najmniej 
14 TAF [67]. W ybrane właściwości TAF przedstawiono w 
tabeli 2. Sekwencje większości TAF są zachowane w ew olu
cji w śród wielu gatunków  zwierząt. Ich indyw idualne na
zwy ujednolicono w  2002 r. [77] (Tab. 3).

Do najważniejszych funkcji TFIID należy: oddziaływanie 
z elementami rdzeniowym i promotorów: kasetą TATA, Inr, 
DPE, DCE. TFIID bierze bezpośredni udział w modyfika
cjach potranslacyjnych chrom atyny oraz czynników trans- 
krypcyjnych i pełni funkcję regulatorow ą współdziałając 
zarówno z białkami aktywatorowym i, jak i supresorowymi.

Czynniki transkrypcyjne TFIID uczestniczą w wiązaniu ele- 
m entw rdzeniowych. Rozpoznawanie kasety TATA jest, jak 
dotąd, najlepiej zbadanym etapem inicjacji transkrypcji zależ
nej od tego elementu. TFIID oddziałuje z kasetą TATA poprzez 
TBP, które wiąże się do niej w postaci monomerycznej z Kd 
rzędu 3 x 10“10M [78], TBP posiada również niespecyficzne po
winowactwo (Kd = 5 x 10-6 M) w stosunku do sekwencji zawie
rających niepromotorowe reszty AT, co prowadzi do powsta
wania nieproduktywnych kompleksów transkrypcyjnych. 
Istnieje kilka mechanizmów o charakterze pozytywnym jak

Postępy Biochemii 57 (4) 2011

i negatywnym zapewniających 
specyficzność oddziaływań mię
dzy sekwencją kasety TATA a 
TBP i zapobiegających niespecy
ficznemu oddziaływaniu TBP z 
„przypadkowymi" sekwencjami 
AT. Przykładem jest tworzenie 
przez TBP struktury homodime- 
rycznej (Kd = 4 x 10'9M), niezdol
nej do wiązania DNA [79] (Ryc. 
5A). W tworzeniu homodime- 
ru TBP u drożdży biorą udział 
reszty Asn69, Wal71, W all 22, 
Thrl24, Asnl59, Wall61, Wal213 
iThr215 [80],

Wiązanie TBP z DNA pod 
lega także regulacji przez czyn
nik TAF1 (negatywny regulator 
tych oddziawaływań), będący 
największą podjednostką TFIID 
[81] (Ryc. 5B). TAF1 z Drosophila 
ma na aminowym końcu dw a 
rejony zdolne do oddziaływa
nia z TBP, TAND1 (ang. TAF 
N-terminal domain 1) obejmują
cy reszty aminokwasowe 11-77 
oraz TAND2, obejmujący reszty 
82-156 [82,83], Ujemnie nała
dowane reszty Asp29, Glu31, 
Glu51, Glu70 i Asp73 regionu 
TAND1 oddziałują z dodatnio 

naładowanym i resztami lizylowymi i arginylowymi TBP, 
które również biorą udział w oddziaływaniu z mniejszym 
rowkiem kasety TATA, tym samym blokując rozpoznaw a
nie sekwencji kasety przez TBP (Ryc. 5B). Sekwencja TAND2 
może również wiązać się z tymi samymi dodatnio nałado
wanym i resztami TBP, ograniczając wiązanie TFIIA do TBP 
[83] (Ryc. 5B). Kolejnym czynnikiem ograniczającym niespe
cyficzne oddziaływanie TBP z sekwencją kasety TATA jest 
czynnik BTAF1, znany również pod nazwą TAFII170 lub 
TAF172 (H . sapiens), M otl (S. cerevisiae), helikaza 89B (Dro
sophila) [47], Aminowy koniec (reszty 290-381) BTAF1 od 
działuje z TBP, natomiast jego domena C-końcowa wykazuje 
aktywność ATPazy, prowadzącą do dysocjacji kompleksu 
TBP/kaseta TATA (Ryc. 5C).

O ddziaływ anie TBP z kasetą TATA podlega także p ro 
cesowi pozytywnej regulacji. Mianowicie czynniki kow a
lencyjnie modyfikujące i reanżujące chromatynę zwiększają 
dostępność sekwencji prom otora dla TBP, w  obszarze ka
sety TATA (Ryc. 6A). Na przykład kompleks SW I/SN F w 
sposób zależny od ATP rearanżuje chromatynę, a następnie 
acetylotransferaza histonowa GCN5 przeprow adza acetyla- 
cję w  miejscu w ystępow ania kasety TATA, zwiększając po 
w inow actw o TBP do kasety TATA [47], Również podstaw o
we czynniki transkrypcyjne jak TFIIA i TFIIB determ inują 
stabilność kom pleksu TBP/TATA (Ryc. 6B). TFIIA indukuje 
dysocjację homodimerycznej postaci TBP, ułatwiając formie 
monomerycznej wiązanie do kasety TATA (Ryc. 6C) [47], 
Natom iast TFIIB zwiększa powinowactwo (2,5-krotnie) TBP 
do kasety TATA oraz powoduje zmniejszenie szybkości
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odłączania (2,3-krotne) TBP z rdzeniowego regionu prom o
tora [84], Oddziaływanie TFIIB z sekwencjami BREU i BREd 
dodatkow o stabilizuje kompleks TBP/TATA (Ryc. 6D).

Obecność TAF w kompleksie TFIID zwiększa spektrum  
regulatorowych sekwencji rdzeniowych rozpoznawanych 
przez TFIID. W ykazano bowiem, że TFIID oddziałuje z Inr 
przez TAF1/TAF2, z DPE przez TAF6/TAF9, a z DCE przez 
TAF1 [14] (Ryc. 7). Niewiele jednak wiemy, jaka jest archi
tektura funkcjonalnych kom pleksów tworzonych na pro 
motorach rdzeniowych sterowanych przez inne elementy 
niż kaseta TATA. Nie wiemy też, jak czasowo-przestrzenna 
regulacja ekspresji poszczególnych czynników transkryp
cyjnych w komórce w pływ a na ekspresję genów.

Czynniki TFIID uczestniczą w  modyfikacjach potransla- 
cyjnych chromatyny oraz innych czynników transkrypcyj
nych. Podjednostka TAF1 kom pleksu TFIID ma aktywność 
acetylazy histonów H3 i H4. Tej aktywności podlegają ob
szary zawierające jedynie prom otory niektórych genów, na 
przykład genów białek głównego układu zgodności tkan
kowej I klasy MHC I (ang. major histocompatibility complex
I). Hipoacetylacja histonu H3 w ywołana inaktywacją TAF1 
w komórkach chomika linii ts l3  zachodziła jedynie w ob
szarze, w  którym  znajdował się prom otor cykliny D l, nato
miast nie zachodziła w  obszarze prom otora c-fos [47], Poza 
histonami, TAF1 acetyluje również GTF, na przykład pod- 
jednostkę p (p34) podstaw ow ego czynnika TFIIE [85],

Rycina 5. Negatywna regulacja tworzenia kompleksu TBP-TATA. A. Hamowa
nie tworzenia kompleksu TBP-TATA przez homodimeryzację TBP oraz oddziały
wanie TBP z TAF1 i BTAF1. B. Konkurowanie TAF1 z TFIIA o wiązanie do TBP. 
C. Wpływ BTAF1 na zależną od ATP dysocjację kompleksu TBP-TATA. Opraco
wano na podstawie [47].

U Drosophila opisano aktywność kinazową TAF1, pow odu
jącą fosforylację reszty Ser 33 histonu H2B w obszarze promo
tora genu giant odpowiedzialnego za segmentację u larw, wy
wołującą aktywację ekspresji tego genu. TAF1 fosfory luje tak
że reszty serylowe podjednostki RAP74 czynnika TFIIF. Przy
puszcza się, że może to być sposób przekazywania sygnału 
pomiędzy poszczególnymi GTF w iniqacji transkrypcji. TAF1 
fosforyluje również reszty seryny 316, 321, 280 i 281 czynnika 
TFIIA, wskutek czego TFIIA asocjuje z TBP przyczyniając się 
do zmniejszenia puli niefunkcjonalnych dimerów TBP [47],

Rycina 6. Pozytywna regulacja wiązania TBP z kasetą TATA. A. Ekspozycja kasety TATA wskutek modyfikaqi chromatyny. 
B. Stabilizacja wiązania TBP do kasety TATA przez TFIIA i TFIIB. C. Promowanie dysocjacji homodimeru TBP przez TFIIA. 
D. Stabilizacja kompleksu TBP-TATA przez elementy BREU i BREd. Opracowano na podstawie [47].

TAF pełnią także funkcję 
w  przekazywaniu sygnału od 
aktywatorów transkrypcji do 
promotorów rdzeniowych. 
Na przykład TAF4 Drosophi
la oddziałuje z domeną ak- 
tywatorową czynnika Spl, 
natomiast TAF7 oddziału
je z jego domeną wiążącą 
DNA. Obserwacja, że różne 
domeny jednego czynnika 
transkrypcyjnego oddziału
ją z różnymi TAF świadczy, 
że TFIID może regulować 
funkcje aktywatorów przez 
wzmocnienie wiązania akty
watora z określoną sekwen
cją promotora. Aminowy ko
niec TAF7 oddziałuje także z 
następującymi aktywatorami 
transkrypcji: YY1, USF, E1A, 
HIV-1 Tat [47],

432 w w w. postepybiochem ii. pl
http://rcin.org.pl



Rycina 7. Udział czynników białkowych TAF wchodzących w skład TFIID i TFIIB 
w rozpoznawaniu elementów promotora rdzeniowego. Przedstawiono schema
tycznie czynniki transkrypcyjne TFIID oraz TFIIB oddziałujące z elementami 
rdzeniowymi promotorów (BREU, kaseta TATA, BREd, Inr, DCE, MTE, DPE). W 
przypadku TFIID podano nazwy jego podjednostek: TBP, TAF1, TAF2, TAF6, 
TAF9, oddziałujących bezpośrednio z elementami rdzeniowymi (wskazanymi za 
pomocą strzałek). Dla jasności na rycinie pominięto nazwy pozostałych 8 skład
ników kompleksu TFIID nie oddziałujących bezpośrednio z elemementami pro
motora rdzeniowego. Opracowano na podstawie [47].

TFIIA

TFIIA z komórek człowieka zbudow any jest z trzech pod 
jednostek: a, (3, y o masach cząsteczkowych odpow iednio 35 
kDa, 19 kDa, 12 kDa. Białko jest kodow ane przez dw a geny, 
TFIIAafl oraz TFIIAy. TFIIAaf koduje białko prekursorowe 
o masie 55 kDa, ulegające proteolizie, prowadzącej do po
wstania podjednostek a i ¡3 u wyższych Fucaryota. Homolo
gicznym białkiem drożdżow ym  TFIIA aft jest Toal, a TFIIAy 
jest Toa2. TFIIA uczestniczy w transkrypcji jedynie w ybra
nych genów. Na przykład w drożdżow ych m utantach toal 
obserwowano zaham owanie transkrypcji genów kodują
cych cykliny CLB1, CLB2, CENI, CTS1 (94-99%), decydujące

Rycina 8. Przykład kompleksu Sir na elemencie wyciszającym HMR-E chromo
somu III S. cerevisiae. Elementy wyciszające E i I znajdują się w regionach wyci
szonych kaset koniugacyjnych chromosomu III w loci HMR (ang. Hidden MAT  
Right) i HML (ang. Hidden M AT Left). Elementy te, wiążąc czynniki Rapl, Abfl, 
kompleks białek inicjujących replikaqę (ang. origin recognition complex, ORC) oraz 
białka Sir 1-4 (ang. Silencing information regulators), decydują o zmianie typu płcio
wego drożdży z a na a  i odwrotnie. Opracowano na podstawie [112-114].
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o przebiegu cyklu komórkowego i jedynie częściowe zaha
m ow anie (około 65%) transkrypcji genów konstytutyw nych 
PMA1 (ATPazy H + błony komórkowej) i EN0 2  (enolazy).

Bezpośredni kontakt TBP z TFIIA stabilizuje jego wiązanie 
do kasety TATA (Ryc. 6B). Ponadto ludzka forma TFIIA, pro
wadzi do aktywacji transkrypcji poprzez wiązanie z wieloma 
aktywatorami. Przykładem jest Zta (aktywator lizy wirusa 
EBV), czynniki Sp l, Gal4-VP16 i NTF1. Oddziaływanie TFIIA 
z białkami aktywatorowymi stymuluje składanie kompleksu 
aktyw ator/TFIID /TFIIA /D N A , wspierając tym sam ym  kry
tyczny proces rozpoznawania promotora rdzeniowego. Od
działywanie TFIIA z białkami aktywatorowymi, na przykład 
fuzyjnym białkiem Gal4-VP16, stymuluje także udział TFIIE 
oraz TFIIF w rozpleceniu DNA promotora w okolicy tsp pod
czas tworzenia otwartego kompleksu transkrypcyjnego.

TFIIB

Po związaniu z TFIID (ewentualnie TFIIA), kolejnym 
przyłączanym do PIC podstawowym  czynnikiem transkryp
cji jest TFIIB. Sekwencja TFIIB jest zachowana w  ewolucji. 
TFIIB człowieka ma masę cząsteczkową 33 kDa, a u  Droso
phila odpow iada m u homologiczne białko dTFIIB (85% iden
tyczności) o masie 38 kDa. Związanie czynnika prow adzi do 
powstania kompleksu TFIID (TBP)/TFIIB/DNA i praw idło
wego umiejscowienia tego kompleksu w stosunku do miejsca 
startu transkrypcji [66]. Udział drożdżowego TFIIB w  selekcji 
miejsca startu transkrypcji oraz jej inicjacji opisano m.in. dla 
genów CYC1, ADH1 [47]. Poza funkcją stabilizacyjną wspo
m nianego kompleksu, TFIIB pełni funkcję w  przyłączeniu 
RNAP II i TFIIF do promotora, oddziałując z podjednostka- 
mi RPB1 i RPB2 RNAP II oraz z RAP30, podjednostką pod
stawowego czynnika transkrypcji TFIIF [66], Ponadto TFIIB 
specyficznie oddziałuje z BREU, stabilizując kompleks TBP/ 
TFIIB/DNA na kasecie TATA i stymulując transkrypcję [84],

Co ciekawe, BREU może działać także jako elem ent su- 
presorowy. O ddziaływ anie TFIID z BREU prom otora AdML 
pow odow ało  zaham ow anie transkrypcji. N atom iast pod 
w pływ em  fuzyjnego białka aktywatorowego Gal4-VP16 
dochodziło do osłabienia oddziaływania TFIIB z supreso- 
row ym  elem entem  BREui aktywacji transkrypcji. Pełny me
chanizm  tej aktywacji nie jest znany [86], Specyficzne, za
leżne od TBP, oddziaływ anie TFIIB zaobserw ow ano także 
z elem entem  BREd prom otora adenowirusa E4 [5]. W tym 
p rzypadku  oddziaływ anie TFIIB z elementem BREd z w spo
m nianego prom otora wpływało pozytywnie na poziom 
transkrypcji. Inne eksperym enty wykazały, że BREd w pły 
wał także ham ująco na poziom aktywacji transkrypcji pod 
w pływ em  Gal4-VP16. Zjawisko to zaobserwowano dla pro
m otorów  AdML oraz prom otora ludzkiej kinazy białkowej 
hRIPK3 (ang. receptor-interacting serine-threonine kinase 3).

TFIIF

TFIIF wyizolowano z grasicy cielęcej oraz z ludzkich i 
mysich linii komórkowych, jako heterokompleks złożony z 
dwóch podjednostek RAP30 oraz dwóch podjednostek RAP74 
(ang. RNA polymerase II -  associated proteins). TFIIF jest biał
kiem wielofunkcyjnym w procesie składania PIC. Czynnik 
ten bezpośrednio oddziałuje z RNAP II. Wykazano na przy
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kładzie białka drożdżowego, że podjednostka RAP74 oddzia
łuje z podjednostkami RPB4/RPB7 oraz z podjednostką RPB9 
RNAPII. Ponadto stwierdzono, że podjednostka RAP30 ludz
kiego TFIIF oddziałuje z podjednostką RPB5 RNAP II. Z tych 
i innych informacji wyciągnięto wniosek, że oddziaływanie 
TFIIF z RNAP II ułatwia przyłączenie polimerazy do związa
nego z promotorem kompleksu TFIID/TFIIB. TFIIF zwiększa 
specyficzność RNAP II, zapobiegając wiązaniu polimerazy do 
przypadkowej, niepromotorowej sekwencji DNA [66]. Wspól
nie z TFIIB oraz RNAP II uczestniczy w  selekcji tsp. Oprócz 
zwiększenia specyficzności RNAP II względem promotora, 
TFIIF wzmacnia także powinowactwo RNAP II do komplek
su TBP/TFIIB/promotor. Powstały kompleks TBP/TFIIB/ 
RNAPII/TFIIF zapobiega działaniu represorów transkrypcji. 
Stwierdzono bowiem, na przykładzie represora E2 wirusa 
HPV, że wpływał on supresorowo na prom otor E6, gdy w 
układzie był obecny kompleks TFIID (TBP)/T FIIB /RNAP II/ 
promotor, a brakowało TFIIF, natomiast dodanie TFIIF znosiło 
efekt supresorowy E2. Po utworzeniu kompleksu TBP/TFIIB/ 
RNAP II/TFIIF, TFIIF bierze udział w  rekrutacji kolejnych 
GTF: TFIIE i TFIIH [66]. Co ciekawe, TFIIF ułatwia też opusz
czenie miejsca startu tanskrypcji przez RNAP II i tym samym 
zwiększa wydajność elongacji transkrypcji.

TFIIE

Po utw orzeniu kompleksu TFIID/TFIIB/RNAP II/TFIIF 
następnym  etapem  w tworzeniu PIC jest przyłączenie TFIIE. 
TFIIE jest heterotetramerem, złożonym z dw óch podjedno- 
stek a  (56 kDa) i ß (34 kDa). Koniec N  TFIIEa odpow iada za 
oddziaływ anie RNAP II, stymulację fosforylacji CTD przez 
TFIIH, a także za przejście z etapu inicjacji do etapu elonga
cji. Dom ena C-końcowa natomiast bierze udział w  przyłą
czaniu TFIIH do PIC. TFIIE stymuluje aktywność ATPazy, 
kinazy CTD i helikazy DNA czynnika TFIIH (patrz niżej), 
p row adząc do powstania kompleksu gotowego do inicjacji 
transkrypcji. Odpow iada on za rozplecenie DNA w obsza
rze prom otora oraz za przejście do etapu  elongacji trans
krypcji. TFIIE jest przyłączany do PIC przy  udziale aktyw a
torów  transkrypcyjnych na przykład białka Krueppel, czy też 
białek hom eodom enowych Antennapedia i Abdominal-B [47].

TFIIH

C zynnik TFIIH (nazywany także BTF2) jest przyłącza
ny do PIC przy współudziale TFIIE [87], Posiada on trzy 
różne aktywności enzymatyczne kluczow e dla transkryp
cji: kinazy CTD, zależnej od ATP helikazy, ATPazy zależ
nej od DNA. TFIIH uczestniczy zarów no w  transkrypcji, 
jak i napraw ie uszkodzonego DNA [47], Jest kompleksem 
zbudow anym  z 10 podjednostek: p89/XPB, p80/XPD, p62, 
p52, p44, p40/CDK7, P38/Cyklina H, p34 i p32 /M A T l, P 8 / 
TFB5. Pod względem  funkcjonalnym TFIIH m ożna podzie
lić na dw a kompleksy: kinazy CAK (ang. cyclin-activating ki- 
nase) i kom pleks rdzeniowy. Oba kom pleksy łączy helikaza 
XPD, pełniąca też funkcję strukturalną.

CAK, złożony z CDK7, cykliny H, MAT1 odpow iada za 
fosforylację reszty seryny 5 CTD RNAP II. Fosforylacja frag
m entu  CTD indukuje przejście z e tapu inicjacji transkrypcji 
do etapu elongacji. Potwierdza to obserwacja, że podczas 
składania PIC RNAP II występuje w  formie IIA (hipofos-
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forylowanej), natomiast opuszcza prom otor jako forma 
IIO (hiperfosforylowana). Oprócz fosforylacji CTD, TFIIH 
fosforyluje również aktywatory transkrypcji na przykład 
białko p53, receptor kwasu trans retinowego a  i y (RARa, 
RARy) oraz PC4 (ang. positive cofactor 4) [47],

Kompleks rdzeniowy zawiera helikazę XPB i białka p62, 
p52, p44 i p34. Kompleks ten uczestniczy w procesie prze
mieszczenia RNAP II względem  promotora, opuszczenia 
jego sekwencji i w arunkuje przejście z inicjacji do elonga
cji. TFB5 stabilizuje strukturę rdzenia czynnika TFIIH, co 
wykazano zarówno w  komórkach drożdży jak i człowieka. 
Aktywność ATPazowa TFIIH zależna od DNA w pływ a 
na otwarcie prom otora oraz syntezę pierwszego wiąza
nia fosfodiestrowego [88]. Pod nieobecność TFIIH RNAP 
II przeryw a elongację w  pobliżu promotora, co prow adzi 
do powstania niedokończonych transkryptów  (ang. aborti
ve transcription). TFIIH w  obecności ATP zmniejsza tę ten
dencję, co wskazuje na jego bezpośrednie zaangażowanie w 
opuszczanie prom otora przez RNAP II [89].

Kompleks TFIIH zawiera dwie helikazy, XPB oraz XPD, 
które rozwijają DNA odpowiednio w  kierunku 3' —> 5' i 5' —> 
3' i uczestniczą w procesach naprawczych DNA [47], Proces 
naprawczy polega m.in. na wycięciu uszkodzonej sekwencji i 
zastąpieniu jej sekwencją prawidłową na podstawie sekwencji 
nici komplementarnej. Proces ten określa się jako NER (ang. 
nucleotide excision repair). Stwierdzono, że mikroinjekcja TFIIH 
do ludzkich komórek mutantów XPD i XPB powodowała „na
prawę" fenotypu pozbawionego funkcji naprawczych. Inne 
z kolei badania wykazały, że w  procesie naprawczym DNA 
biorą udział także podjednostki TFIIH: p62, p52 i p44. Zaobser
wowano, że geny aktywne transkrypcyjnie ulegają preferen
cyjnie mechanizmom naprawczym. Wszystkie te obserwacje 
popierają tezę, że TFIIH uczestniczy zarówno w transkrypcji, 
jak i naprawie uszkodzonego DNA [47].

Ponieważ proces napraw y uszkodzonych genów nie 
zawsze przebiega z dostateczną wydajnością, dlatego do
chodzi do aktywacji systemu blokującego transkrypcję. Jak 
wykazano na przykładzie komórek drożdżowych, dzieje to 
się przy pomocy czynnika Ssll oraz jego aktywatora Tfbl, 
wchodzących w skład TFIIH. Ssll jest homologiem ludz
kiego p44, natomiast odpowiednikiem  Tfbl jest MAT1. Ssll 
posiada aktywność ligazy ubikwityny E3. Przypuszcza się, 
że specyficzna ubikwitynlcja aktywatorów uszkodzonych 
genów zapobiega ich ekspresji [90],

D Y ST A L N E  ELEM ENTY R E G U L A T O R O W E

W niniejszym rozdziale ze w zględu na wielką różnorod
ność funkcjonalną czynników aktywujących lub ham ują
cych ekspresję genów omówiono jedynie kilka przykładów  
ich działania.

ELEMENTY WZMACNIAJĄCE I AKTYWATORY GENÓW

Elementy wzmacniające (ang. enhancers) wiążą regulato
ry transkrypcji, którymi mogą być nie tylko czynniki akty
wujące transkrypcję, ale też ich represory [91]. Poszczególne 
elementy wzmacniające, zorganizowane w większe regio
ny i obejmujące zbiór regulatorów transkrypcji, tworzą en-
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hanceosom. Utworzenie enhanceosomu umożliwia obniżenie 
stężenia aktyw atorów  w komórce, przy zachowaniu sze
rokiego spektrum  regulacji transkrypcji. Zlokalizowane są 
one nawet w odległości rzędu kpz od tsp [92] i obejmują od
cinki około 200-1000 pz, aczkolwiek najlepiej opisany enhan- 
ceosom interferonu beta zawiera jedynie 65 pz. Zazwyczaj 
zorganizowane są one w klastery miejsc wiążących czynniki 
transkrypcyjne o różnym  powinowactwie. W wyniku spe
cyficznych oddziaływań: b iałko-ligandy-D N A  komunikują 
się z otoczeniem w ew nątrzkom órkow ym , przez co mogą je 
analizować, a następnie wpływać na ekspresję genów. Wraz 
z przyłączonymi białkami tworzą więc nadrzędny, w odnie
sieniu do prom otorów  indyw idualnych genów, system re
gulatorowy. Dzięki funkcjonowaniu w  oparciu o koopera
tywne odziaływanie składników, już niewielkie zmiany ich 
stężenia prow adzą do sygnału „tak" lub „nie". Enhanceoso- 
my działają także na zasadzie dość fleksyjnie rozmieszczo
nych, niezależnych miejsc wiążących powodując, że zmiany 
aktywności transkrypcyjnej uzależnionych od nich genów 
przebiegają stopniowo. M echanizm analizy i przetwarzania 
informacji przez poszczególne enhanceosomy jest nieznany.

Kluczowymi elementami ich budow y są specyficzne ak
tywatory.W iążą się one do elem entów wzmacniających, a 
także do sekwencji UAS (ang. Upstream Activated Sequences) 
[92] położonych w sąsiedztwie tsp. Są specyficzne w stosun
ku do genów lub rodzin genów i „dopasowują" poziom ich 
ekspresji do w arunków  fizjologicznych komórek. Z drugiej 
strony wiele genów w genomie ulega aktywacji wskutek 
działania tych samych aktywatorów. Stwarza to możliwość 
koordynowania m echanizm ów kontroli całych zestawów 
genów. Aktywatory mają budow ę m odułow ą z domeną 
wiążącą DNA oraz dom eną aktywacyjną.

Przykładem białek aktywatorowych są białka ST AT (ang. 
signal transducers and activators of transcription), które przeno
szą sygnały od czynnika wzrostu, czynnika N F -kB , a także 
od receptorów jądrowych horm onów  [93,94], Białka ST AT 
mogą ulegać fosforylacji przez kinazę receptora tyrozylo- 
wego lub kinazę JAK (ang. Janus kinase), co wywołuje ich 
dimeryzację i im port do jądra komórkowego, a następnie 
aktywację transkrypcji wielu genów. Również N F -k B  po
zostaje w cytoplazmie nieaktywny wskutek zasocjowania z 
podjednostką inhibitorową IkB. Dopiero fosforylacja i na
stępująca po niej proteoliza IkB pozwala aktywatorowi N F -  

kB przyjąć formę aktyw ną i zmienić lokalizację na jądrową. 
W odm ienny sposób działają receptory jądrowe horm onów 
(II klasy), na przykład receptory horm onów  tarczycy (TR) 
oraz kwasu 9-ris-retinowego (RXR), które pozostają w  stałej 
asocjacji z genami docelowymi i wymagają jedynie związa
nia horm onu (liganda), aby uaktywnić proces transkrypcji.

Aktywatory transkrypcji współdziałają z kompleksami 
modyfikującymi chromatynę np. rearanżującym kom plek
sem Sw i/Snf i acetylującym SAGA. Stwierdzono, że acety- 
lazy histonów są składnikami wielu koaktywatorów trans
krypcji. Przykładem  znaczenia aktywatorów w mobilizacji 
kompleksów modyfikujących chrom atynę są badania in vivo 
nad aktywacją drożdżow ego genu HO. We w spom nianym  
przypadku aktywator transkrypcji Swi5 wiąże kompleksy 
Sw i/Snf oraz SAGA. Następnie przyłączany jest kolejny ak
tywator SBF i aparat inicjujący transkrypcję [95].
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Jest wiele dow odów  świadczących o tym, że aktyw atory 
transkrypcji regulują proces przyłączania do prom otorów  
podstaw ow ego aparatu  transkrypcyjnego RNAP II [50].W 
badaniach in vitro zaobserwowano bezpośrednie w iąza
nie m iędzy dom eną aktywacyjną a składnikami aparatu  
transkrypcyjnego. Ponadto aktywatory zwiększają proce
sy w ność RNAP II, co zaobserwowano w  p rzypadku  Tat, 
aktyw atora transkrypcji HIV-1 [96]. Co więcej, istnieją ak
tyw atory zwiększające szybkość elongacji łańcucha mRNA 
w w yniku działania RNAP II, najprawdopodobniej w pły 
wając na szybkość uwalniania promotora i procesywność 
RNAP II. Niektóre aktywatory zwiększają liczbę cykli trans
krypcji przez ułatw ianie procesu reinicjacji [50], stabilizując 
kom pleks transkrypcyjny po opuszczeniu prom otora [97],

NADRODZINA RECEPTORÓW JĄDROWYCH (NR)

N adrodzina NR obejmuje szeroką grupę białek. Zazw y
czaj zaliczane są do aktywatorów genów, aczkolwiek ich 
funkcje zależą od w ielu czynników. Ich potranslacyjne m o
dyfikacje [98], w iązanie ligandów, a także w spółdziałanie 
pom iędzy NR i microRNA [99] są odpowiedzialne za czaso- 
w o-przestrzenną regulację ekspresji genów. Do nadrodziny 
NR należą receptory, które wiążą hormony sterydow e i ich 
pochodne (kwasy żółciowe), kwasy tłuszcowe i ich m etabo
lity (prostaglandyny, fosfatydylocholinę), pochodne am ino
kw asów  (tyroidowe hormony), farnezolu, kw asu retinow e
go oraz tzw. sieroce, dla których ligandy nie są znane. Kon
trolują rozwój, różnicowanie oraz metaboliczną hom eosta
zę organizm u. Z punktu  widzenia ewolucyjnego tw orzą 6 
podrodzin  pow stałych w wyniku duplikacji genów  [100], 
natom iast pod w zględem  organizacji NR i zdolności do di- 
meryzacji wyróżnia się 3 klasy [101], Klasa I w iązana jest w 
postaci hom odim erów  do RE o strukturze palindrom owej 
lub odw róconych palindrom ów, oddzielonych od siebie 
trójnukleotydow ym i odstępnikami. W ich skład w chodzą 
klasyczne receptory sterydowe kręgowców (estrogenowe, 
androgenow e, progesteronowe, mineralokortykoidy i glu- 
kokortykoidowe). Bez liganda, za wyjątkiem receptora es
trogenowego, zlokalizowane są zazwyczaj w  cytozolu, w 
kompleksie z białkami szoku cieplnego. W iązanie liganda 
pow oduje dysocjację kompleksu, przemieszczenie recepto
ra do jądra, zw iązanie do RE, a następnie aktywację docelo
wych genów. Receptory klasy II wiążą się do heksanukle- 
otydowych, bezpośrednio powtórzonych (DR) elementów, 
przedzielonych 1-5 nt odstępnikami, tworząc hetrodim e- 
ry z receptorem  retinoidow ym  (RXR). Ta grupa obejmuje 
endokrynalne receptory (tyroidowe, kwasu retinowego). 
Obecne są głównie w jądrze i występują w  kom pleksie z 
odpow iednim  represorem. Po aktywacji ligandem  tracą 
represor i w chodzą w  skład kompleksu transkrypcyjnego 
uruchomiając ekspresję genów. Do klasy II należą też nie
które receptory sieroce. Ogólnie grupa ta jest „czujnikiem" 
stanu m etabolicznego komórki. Białka te wiążą z niskim  po
w inow actw em  metabolity, których stężenie jest w zględnie 
wysokie i z dużym  powinowactwem  te, których stężenie w 
komórce jest niskie. Klasa III obejmuje m.in. receptory spo
krew nione z estrogenow ym i (np.: czynnik steroidogeniczny 
1 i tzw. Rev-Erb). W iążą się one w postaci m onom erów  lub 
dim erów  do heksanukleotydow ych DR. G rupa ta składa się 
głównie z receptorów  sierocych.
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W spólną cechą nadrodziny NR jest n ieustrukturyzow ana 
dom ena regulatorowa zlokalizowana na am inow ym  końcu 
oraz ustrukturyzow ana domena wiążąca DNA (DBD), zło
żona z około 66 reszt. Na aminowym końcu dom eny DBD 
znajdują się główne elementy rozpoznające RE: palec cyn
kow y oraz P-box wchodzący w skład pierwszej a-helisy. 
Dalej znajduje się D-box, palec cynkowy i d ruga a-helisa, 
praw ie prostopadle skierowana do pierwszej stabilizując 
struk turę  DBD. D-box uczestniczy w dimeryzacji. Kolejnym 
elem entem  jest nieustrukturowany fragm ent zawiasowy 
pełniący funkcje w odziaływaniu z kofaktorami. Zawiera on 
elem enty kierujące białko do jądra. Jego sumoilacja zmienia 
skład kom pleksu transkrypcyjnego, wpływając na losy NR i 
transkrypcję wielu genów [102], Na karboksylow ym  końcu 
NR znajduje się ustrukturyzow ana dom ena wiążącą ligand 
(LBD) złożona z 11-13 a-helis i 1-3 (3-wstążek. Struktury 3D 
DBD i LBD zostały poznane dla wielu NR. Właściwości po
szczególnych dom en zebrano w tabeli 4.

NR sterydowych horm onów owadów, którym i zajmuje
m y się w  naszym  zespole badawczym, mają podobną budo
wę. Na przykład receptor ekdyzonowy (EcRBl) z Drosophila 
melanogaster, zbudow any z 878 reszt aa, zaw iera na am ino
w ym  końcu tzw. fragment nieustruktyryzow any AB, roz
poznający maszynerię transkrypcjną, następnie ustruktury- 
zow aną, chociaż fleksyjną domenę C wiążącą DNA (DBD), 
elem ent zawiasowy D, a dalej ustrukturyzow aną dom enę E 
wiążącą ligand i na karboksylowym końcu olbrzym i frag
m ent F (200 aa) nieustrukturyzowany, którego rola jest nie
jasna [103]. Jego partner, Usp (sierocy receptor) o podobnej 
organizacji m odułów strukturalnych nie posiada fragm en
tu F. Funkcjonalny receptor ekdysteroidowy złożony jest z 
EcR i USP, przy czym USP wiąże się z połow ą 5', a EcR z po
łową 3' pseudopalindrom owej sekwencji RE z jednonukle- 
o tydow ym  odstępnikiem [104]. EcR, wiążąc się do elemen
tu odpow iedzi na 20E w promotorze genu hsp27, aktywuje 
transkrypcję również w sposób niezależny od USP [105], 
Receptory EcR i USP, w komórkach ssaczych COS-7, CHO 
-KI i HeLa mają różną lokalizację: jądrow ą dla USP oraz 
lokalizację zarówno cytoplazmatyczną jak i jądrow ą EcR. 
Co więcej, jednoczesna obecność w komórce obu recepto
rów  wyw oływ ała ich kolokalizację w jądrze kom órkowym , 
dow odząc, że USP indukuje jądrowe położenie EcR [106], 
M echanizm y rządzące porządkowaniem  się nieustruktu- 
ryzow anych fragmentów w wyniku w iązania odpow ied 

nich partnerów, wewnątrzcząsteczkowego kom unikowa
nia się dom en i przekazywania informacji na maszynerię 
transkrypcyjną są obecnie badane. Miejsce wiązania NR na 
dsDNA jest zazwyczaj odległe od tsp. Na przykład jedno z 
funkcjonalnych miejsc wiązania USP na promotorze genu 
jhbp jest w odległości około 1000 pz od tsp [107], Stąd dość 
powszechny jest pogląd, że łańcuch DNA ulega odpow ied
niem u odkształceniu podczas transkrypcji regulowanej NR. 
Szczegółowy mechanizm, w  którym  na odległym od tsp 
fragmencie DNA powstaje kompleks preinicjacyjny z biał
kami receptora jądrowego, a który oddysocjowuje od RE i 
rozpoznaje prom otor rdzeniowy, jest nadal niepoznany.

ELEMENTY HAMUJĄCE I REPRESORY GENÓW

Do elementów DNA hamujących transkrypcję należą 
elementy URS (ang. Upstream Repressing Sequences) oraz 
elementy wyciszające (ang. silencers). Elementy URS są w ią
zane przez represory, których mechanizm działania jest 
różnorodny. Obejmuje on ingerencję w wiązanie aktywa
torów, zapobieganie rekrutacji aparatu transkrypcyjnego 
przez aktyw atory oraz modyfikację struktury chromatyny. 
Nie zawsze wiadomo, czy represor występuje w postaci 
kom pleksu z innymi białkami i został jedynie „złożony" na 
elemencie wyciszającym, czy też jest produktem  genu uru- 
chominego przez element wyciszający. Represory dzielą się 
na specyficzne oraz niespecyficzne genowo. Niespecyficz
ne represory funkcjonują w wyniku oddziaływ ania m.in. z 
TBP [50]. Na przykład M otl hamuje transkrypcję genów II 
klasy (ulegających transkrypcji w  wyniku działania RNAP
II), powodując dysocjację kom pleksu D N A /TBP w sposób 
zależny od ATP [108], Innym negatyw nym  regulatorem jest 
NC2 (znany także pod nazwą D rl/D R A P l), który, wiążąc 
się do TBP, blokuje oddziaływanie między TBP a TFIIA i 
TFIIB uniemożliwiając wejście czynników w transkrypcyj- 
ny kompleks inicjacyjny [30].

Wiele genowo-specyficznych represorów działa przez 
wiązanie do aktywatorów, bądź też przez konkurowanie 
o miejsce w iązania aktywatora do DNA. Na przykład biał
ko opiekuńcze Hsp90, wiążąc aktyw ator transkrypcyjny -  
czynnik szoku cieplnego 1 (ang. heat shock factor 1, HSF1), 
zapobiega homotrimeryzacji HSF1 wymaganej do wiązania 
specyficznego elementu szoku cieplnego i aktywacji trans
krypcji [109], Kolejnym przykładem  białka represorowego 
jest białko Gal80, wpływające na transkrypcję wskutek w ią

Tabela 4. Właściwości domen wchodzących w skład receptorów jądrowych. Opracowano na podstawie [101].

Dom ena końca N (NTD)
Dom ena w iążąca D N A  
(DBD)

Rejon zaw iasow y
Dom ena bliska 
karboksylowego końca, 
w iążąca ligand (LBD)

■  w ysoce nieustrukturyzow ana
■  niezależna od liganda 
funkcja aktyw acyjna (AF1)
■  oddzia ływ anie  z kofaktorami
■  g łów ne miejsce modyfikacji 
potranslacyjnych
■  zapew nien ie  stabilności 
receptora
■  allosteryczna 
m odulacja struk tury

■  struktura  3D wysoce zachow ana
■  wysoce u stru k tu ryzow ana
■  w iązanie DN A
■  funkcja dim eryzacyjna (słaba)
■  miejsce m odyfikacji 
potranslacyjnych
■  m odulacja s tru k tu ry  w  w yniku 
oddziaływ ań allosterycznych

■  struk tura  niezachow ana
■  n ieustrukturyzow ana
■  o dużej plastyczności
■  sygnał eksportu 
jądrow ego (NES)
■  sygnał lokalizacji 
jądrowej (NLS)
■  miejsce modyfikacji 
potranslacyjnych
■  oddziaływ anie z kofaktoram i

■  struk tura  zachow ana
■  wysoce ustruk turyzow ana
■  zależna od liganda funkcja 
aktywacyjna (AF2)
■  funkcja dim eryzacyjna (silna)
■  oddziaływ anie z kofaktorami
■  allosteryczna m odulacja struktury
■  sygnał lokalizacji jądrow ej (NLS)
■  miejsce modyfikacji 
potranslacyjnych
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zania dom eny aktywacyjnej czynnika Gal4 [50]. Przykła
dem białka represorowego konkurującego z aktywatorem 
(ATF/CREB) o miejsce wiążące na DNA, jest represor Acrl 
[110]. Do genowo-specyficznych represorów należą także 
kofaktory takie jak Ssn6-Tupl, które rekrutow ane do pro
motorów przez specyficzne czynniki wiążące DNA, hamują 
transkrypcję w skutek oddziaływ ania z podstaw ow ym  apa
ratem  transkrypcyjnym  bądź chrom atyną [111].

Elementy wyciszające to elementy prom otora hamujące 
transkrypcję w  sposób niezależny od ich orientacji i położe
nia [50], Do elementów wyciszających zalicza się elementy 
E i I, znajdujące się w  regionach wyciszonych kaset koniu- 
gacyjnych chromosomu III S. cerevisiae -  loci HMR (ang. 
Hidden M A T  Right) i F1ML (ang. Hidden M A T  Left) (Ryc. 8). 
Decydują one o zmianie typu płciowego drożdży (a lub a). 
Elementy E i I zawierają miejsca w iązania czynników Rapl, 
Abfl oraz kompleks białek inicjujących replikację DNA 
(ang. origin recognition complex, ORC) i są kluczowe w  wyci
szaniu transkrypcji przez białka Sir (ang. Silencing informa
tion regulators) [112-114].

Jak wynika z powyższego dziewięć dotychczas rozpo
znanych rdzeniow ych elem entów regulatorowych wraz z 
dystalnymi elementami cis i trans sprawia, że poszczegól
ne prom otory realizują specyficzny w  czasie i przestrzeni 
program  transkrypcji genów. Jego poznanie w dużej mierze 
zależy od strategii przyjętych m etod eksperymentalnych i 
zrozum ienia ich ograniczeń.

F U N K C JO N A L N E  ELEM ENTY R E G U L A T O R O W E  

-  W S K A Z Ó W K I M E T O D Y C Z N E

KWASY DEZOKSYRYBONUKLEINOWE

Metody stosowane w biologii molekularnej są przedmio
tem wielu opracowań i je pominiemy. Pytaniem, przed jakim 
staje badacz zaczynający doświadczenia jest to, jaka powinna 
być optymalna strategia identyfikacji sekwencji regulatoro
wych. Odpowiedź nie jest jednoznaczna. Wynikać będzie z 
subiektywnych preferencji i doświadczenia badacza. Ogól
nie rzecz biorąc, poszukiwanie przebiegać winno od analizy 
numerycznej sekwencji genu (h ttp ://w w w .gene-regulation . 
com /pub/databases.htm l), która wskaże znane elementy o 
potencjalnej funkcji. Pierwszym doświadczalnym krokiem 
zmierzającym do wykazania ich funkcjonalności mogą być 
testy EMSA z użyciem znakowanych sond (~30 pz), zawie
rających potencjalne sekwencje regulatorowe. W wyniku 
specyficznego oddziaływania sondy z białkiem powsta
je kompleks o ruchliwości elektroforetycznej mniejszej od 
wolnej sondy. Zawartość ilościowa kompleksu i wiedza na 
temat ilości dodanej sondy, umożliwia oszacowanie Kd kom
pleksu. Innym podejściem jest opisywany w podręcznikach 
footprinting, który umożliwia zgrubne wskazanie odcinka 
DNA obsadzonego przez białko regulatorowe. Technika ta 
ma tę zaletę, że umożliwia odkrycie nieznanych elementów 
regulatorowych, czego przykładem  może być znalezienie w 
naszym laboratorium nowego elementu wiążącego receptor 
ekdysteroidowy [107]. Godną polecenia metodą wskazania 
RE jest wykorzystanie tzw. latarni molekularnych [115]. Po
lega ona na detekcji odtworzenia sekwencji regulatorowej w 
wyniku łączenia dwóch odcinków ds DNA pod wpływem 
białka rozpoznającego pełną sekwencję. Fragmenty te zazna
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czone fluorescencyjną parą donor-akceptor, w w yniku FRET, 
w  miarę zbliżania się do siebie zmieniają właściwości spek
troskopowe. Latarnie molekularne zostały wykorzystane 
przez nas do analizy kąta deformacji cząsteczek DNA pod 
w pływ em  receptorów jądrowych [116],

Aby jednak wskazać dokładnie, które zasady w  cząsteczce 
DNA biorą udział w  specyficznym wiązaniu białka należy 
skorzystać z analizy mutacyjnej. Natomiast dla wskazania 
grup funkcyjnych zasad uczestniczących w specyficznym 
rozpoznaw aniu reszt aminokasowych można posłużyć się 
wysokorozdzielczym footprintingiem i / lu b  analizą NMR 
[117]. W arto podkreślić, że otrzymane tą drogą informacje 
nie dają odpowiedzi, czy element DNA specyficznie oddzia
łujący z w ybranym  białkiem pełni jakąkolwiek rzeczywistą 
funkcję w  regulacji transkrypcji badanego genu w  konkretnej 
tkance (komórce). Kolejnym krokiem są testy transkrypcyjne. 
Przeprow adzane in vitro umożliwiają kontrolowanie składu 
czynników transkrypcyjnych i wskazanie ich indywidualnej 
roli w  procesie transkrypcji badanego genu. Są one niekiedy 
krytykowane za zbytnie odejście od waruków natywnych. 
Stąd stało sie dość powszechne prowadzenie dośw iadczeń in 
vivo na liniach komórkowych transfekowanych plazm idam i 
zawierającymi dw a geny reporterowe, lucyferazy z krewetki 
i ze świetlika. Pierwszy pozostaje pod kontrolą badanej se
kwencji regulatorowej, a drugi natomiast pod kontrolą w zor
cowej sekwencji promotrowej. W ten sposób analiza ekspresji 
dwóch genów reporterowych zapewnia wewnętrzną standa
ryzację aktywności transkrypcyjnej. Metoda eliminuje także 
niedoskonałości eksperymentalne, wynikające na przykład z 
różnej wydajności transfekcji komórek. Należy jednak wciąż 
pamiętać, że funkcja znalezionych RE ściśle zależy od kon
tekstu otaczających je czynników transkrypcyjnych. Przykła
dem jest zaobserwowanie m.in. w naszym laboratorium  od 
miennej wrażliwości promotora genu jhbp na działanie hor
monu juwenilnego (JH) w komórkach High Five i Sf9 [118].

BIAŁKA

M ożem y wyróżnić czynniki transkrypcyjne, które w cho
dzą w  skład kom pleksów  transkrypcyjnych, lecz nie roz
poznają D NA oraz te, które bezpośrednio oddziałują z RE. 
Specjalistyczny protokół analizy NR może być w  tym  w zglę
dzie pom ocny [119]. Naczelnym zadaniem dla zrozum ienia 
m echanizm u kontroli ekspresji genów jest poznanie supra- 
molekularnej budow y kompleksów transkrypcyjnych. Czę
sto zdarza się, że znajdujemy odcinek regulatorow y DNA. 
W ówczas podanie sekwencji białka pełniącego funkcję su- 
presora (aktywatora) na tym fragmencie jest p ierw szopla 
now ym  zadaniem . Jeśli nie mamy żadnych przesłanek dla 
jego w ytypow ania, możemy posłużyć się tzw. m etodą jed- 
nohybrydow ą, której opis podaw any jest przez producenta  
odczynników. Dzięki niej znaleźliśmy na odcinku rdzenio 
w ym  prom otora jhbp białko o nazwie WDS o funkcji supre- 
sorowej [118].

Do w ykryw ania  wewnątrzkom órkowych oddziaływ ań 
pom iędzy białkami używ ana jest często m etoda dw uhybry- 
dowa, której zasady opisane są w podręcznikach. W skaź
nikiem oddziaływ ania jest ilość powstałego transkryptu  
(białka) reporterow ego. Ostatnio opracowano układ  oparty  
o nadprodukcję dw óch białek fuzyjnych (ofiary i przynęty),
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które tworząc między sobą kompleks odtwarzają dołączo
nymi, kom plem entarnym i fragmentami centrum  katalitycz
ne lucyferazy [120]. Emitowane fotony umożliwiają m onito
rowanie oddziaływ ań w czasie oraz wyznaczenia K r Meto
da pozw ala na jednoczesne śledzenie oddziaływ ań między 
kilkoma białkami przy różnych długościach fali.

Pow ażną w adą tych metod jest zwykle niekontrolowana 
nadekspresja genów kodujących białka fuzyjne. W takich 
w arunkach mogą powstać kompleksy praktycznie niewy- 
stępujące przy rzeczywistych stężeniach czynników trans
krypcyjnych w komórce, a więc niefunkcjonalne, pomimo 
pozytyw nego wyniku testu dw uhybrydow ego, lucyferazo- 
wego czy fluorescencyjnego. W ostatnich latach opracow a
no kilka znaczących zmian pozwalających na uzyskiwanie 
bardziej w iarygodnych wyników. Na uw agę zasługuje pra 
ca opisująca wykorzystanie zmian konformacyjnych świa
tłoczułego białka roślinnego do konstrukcji m.in. m oleku
larnego przełącznika transkrypcji genów  [121]. Jej atutem  
jest niemal natychmiastowa inicjacja transkrypcji wskutek 
naświetlenia oraz możliwość wyłączenia transkrypcji po 
zaprzestaniu naświetlania (-10 minut), a także możliwość 
w ykonyw ania kolejnych po sobie cykli włączenia i wyłącza
nia ekspresji badanego genu. W edług naszej w iedzy takimi 
możliwościami in vivo nie dysponow ała dotąd  żadna z me
tod kontroli ekspresji genów.

Opracow ano też nowe metody dające wgląd w  budo
wę i skład supram olekularnych kom pleksów regulujących 
transkrypcję genów w warunkach nieomal identycznych do 
tych, jakie występują w komórkach niepoddanych m anipu
lacji genetycznej. Na szczególną uw agę zasługuje metoda 
oparta o tzw. chromatografię pow inow actw a tandem o
wego [122], Po raz pierwszy zastosowana na wielką skalę 
umożliwiła opisanie składu ponad 230 supram olekularnych 
kom pleksów występujących w kom órkach drożdżow ym , z 
czego część była zupełnie nieznana [123], Metoda ta, po
czątkowo opracowana dla komórek drożdży, wykorzystuje 
rekombinację homologiczną dla w ym iany informacji gene
tycznej. Polega ona na zastąpieniu sekwencji badanego biał
ka jego now ą sekwencją, różniącą się od poprzedniej o dwie 
następujące po sobie sekwencje - "plakietki" na końcu ami
now ym  lub karboksylowym. W ykorzystywane są one przy 
jego izolacji i dają się kolejno usuwać w trakcie oczyszcza
nia. W ten sposób ekspresja genu badanego białka jest pod 
kontrolą oryginalnego, natywnego prom otora w oryginal
nej komórce. Selektywne wyodrębnienie powstałego białka 
następuje w  dwóch etapach chromatografii powinowactwa 
na złożach rozpoznających „plakietki". Ponieważ izolację 
przeprow adza się w warunkach niemal identycznych do 
tych, jakie występują w  komórce, stąd białko zostaje otrzy
mane w postaci olbrzymiego kompleksu, którego skład w y
nika z własnych, a nienarzuconych m echanizm ów regula
torowych. Obecnie zasada chromatografii powinowactwa 
tandem ow ego została zaadoptow ana do innych organi
zmów. Uzyskane kompleksy, analizowane współczesnymi 
narzędziam i proteomiki z MS włącznie, są źródłem  bezcen
nych informacji. Pozwalają na analizę sekwencji zdarzeń, 
jakie tow arzyszą organizacji kom pleksu transkrypcyjnego 
oraz zrozum ienia mechanizmu komunikacji międzyczą- 
steczkowej. Ostatnio opracowano układ u Drosophila, posia
dający wielki potencjał badawczy umożliwiający dokonanie
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tkankowo celowanej w ym iany funkcjonalnych fragm entów 
DNA „enhancerów" remodelujcych wzór ekspresji genów i, 
co najważniejsze, może być on przekazany następnem u po
koleniu [124].

Szczupłość miejsca nie pozwala na pełny opis m etod sto
sowanych do analizy prom otorów  genów, natom iast w y
brane przykłady wydają się interesujące i można je polecić.

P O D S U M O W A N IE

Ostatnie lata przyniosły olbrzymi napływ informacji o 
czynnikach transkrypcyjnych, elementach regulatorowych i 
roli, jaką pełnią one w transkrypcji genów. Jednak część tych 
informacji stała się trudna do zrozumienia, gdyż te same 
obiekty zostały objęte różnymi nazwami lub wiedza o nich 
była ze sobą sprzeczna. W niniejszym opracowaniu starali
śmy się wiedzę tę uporządkować i usystematyzować, zw ra
cając szczególną uwagę na rdzeniowe części promotorów 
oraz ich współpracę z dystalnymi elementami i Ugandami. 
Aby nasze opracowanie było pełniejsze przedstawiliśmy nie 
tylko nagromadzone fakty, ale odnieśliśmy się do niektórych 
metod doświadczalnych i ograniczeń, jakie im towarzyszą.

Należy podkreślić, iż mimo identyfikacji wielu czynników 
białkowych, roli niekodującego RN A i innych elementów 
odpowiedzialnych za różnicowanie i rozwój komórek, wie
dza tycząca mechanizmu sterującego promotorami genów 
daleka jest od satysfakcjonującej. Szczególnie ważne jest po
znanie systemu, który dokonuje analizy sygnałów płynących 
z otoczenia i, w  oparciu o uzyskane informacje, podejmuje 
decyzje o funkcji poszczególnych genów. Rdzeniowe części 
promotorów stanowią jeden z elementów tego układu. Nale
ży spodziewać się, że w przyszłości zostaną w pełni poznane 
systemy kontroli informacji zawartych w DNA.
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A B S T R A C T

Each gene possesses its individual program of expression. A large part of information defining this program is stored in the core promoter 
sequence. In this review the diversity of core promoter regulatory elements and their organization into functional units is described. The basic 
transcription factors and nuclear receptors which cooperate with the core promoter elem ents are reviewed. The effect of post-translational 
modification of regulatory proteins on the assembly and function of polymerase initiation complexes is presented. Selected experimental 
approaches applied for finding functional interactions between regulatory elem ents and their protein partners are discussed.
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Słow a kluczow e: m onom eryczne białka G, 
transport pęcherzykow y, cytoszkielet

W ykaz skrótów : GAP (ang. GTPase-Activa- 
ting Protein) — białko stym ulujące aktyw ność 
GTPazową białek G; GDF (ang. GDI Displa
cement Factor) — białko wiążące GDI; GDI 
(ang. Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor) 
— białko ham ujące spontaniczną dysocjację 
G D P oraz uw alniające z błony białko G; GEF 
(ang. Guanine Nucleotide Exchange Factor) — 
białko wym ieniające nukleo tydy  guanyłow e 
w  centrum  aktyw nym  białka G; ICR1/RIP1 
(ang. Interactor o f Constitutive Active Ropl/Rop 
Interactive Partner!) — białko adaptorow e 
w iążące białko Sec3 egzocysty z Rop-GTP; 
PRONE (ang. Plant-specific Rop Nucleotide 
Exchanger) — białko RopGEF wym ieniające 
nukleo tydy  guanyłow e; RCC1 (ang. Regula
tor o f Chromosome Condensation!) — białko 
pełniące funkcję RanGEF; RIC (ang. Rop- 
Interactive CRIB-containing proteins) — rodzi
na  białek adap torow ych  pośredniczących w 
regulow anej przez  białka Rop reorganizacji 
cytoszkieletu; Rop (ang. Rho o f plant) — ro 
ślinne białka podobne do Rho

ST R E SZ C Z E N IE

N ad rodzina  m onom erycznych, m ałych b iałek  w iążących GTP, w rzod k iew n ik u  (Arabi- 
dopsis thaliana) kodow anych przez 93 geny, klasyfikow ana jest do czterech rodzin : Arf/ 

Sar, Rab, Rop/Rac i Ran. W szystkie m ałe b iałka G funkcjonu ją  jako m oleku larne przełącz
n ik i ak tyw ow ane przez GTP i inak tyw ow ane na sk u tek  hydrolizy  zw iązanego G TP do GD P 
i orto fosforanu . C ykliczne przem iany  G TP/G D P regulow ane są przez trzy k lasy  b iałek , a 
m ianow icie: b iałka  w ym ieniające nuk leo ty d  guanylow y (GEF), b iałka  aktyw ujące GTPazę 
(GAP) oraz b ia łka  ham ujące dysocjację nu k leo ty d u  guanylow ego (GDI). B iałka z rodziny  
A rf uczestniczą w  regulacji transportu  błonow ego oraz organizacji cy toszkieletu. B iałka A rfl 
i S a ri b io rą  udzia ł w  opłaszczaniu  pęcherzyków  transportu jących  b iałkam i koatom erow ym i 
C OPI i COPII. Białka Rab k ieru ją  ruchem  pęcherzyków  pom iędzy błonam i z lokalizow a
nym i w  różnych przedziałach subkom órkow ych. B iałka Rop/Rac funkcjonu ją  jako  e lem en 
ty pośredniczące pom iędzy b łonow ym i receptorow ym i k inazam i serynow o/treoninow ym i 
odbiera jącym i sygnały ze środow iska zew nątrzkom órkow ego a w ew nątrzkom órkow ym i 
b ia łk am i efektorow ym i, którym i są n iek tóre  enzym y, a także b iałka  adaptorow e regulujące 
organizację cytoszkieletu  oraz uczestniczące w  cum ow aniu  pęcherzyków  egzocytarnych do 
b łony  plazm atycznej. B iałka Ran biorą udzia ł w  transporcie  m akrocząsteczek pom iędzy  cy- 
top lazm ą a jądrem . K ierunek  transportu  zapew nia  g rad ien t Ran-G D P/Ran-G TP tw orzony  po 
obu stronach osłonk i jądrow ej przez n ierów nom iern ie  rozm ieszczone b iałka regulatorow e 
GEF i GAP.

W P R O W A D Z E N IE

W opublikowanych w ostatnich latach w  Postępach Biochemii pracach prze
glądow ych poświęconych błonowym  receptorom podkreślano brak w roślinach 
klasycznych tyrozynowych kinaz białkowych, a także zwracano uw agę na nie
mal m arginalny udział w  przesyłaniu sygnałów w komórkach roślinnych recep
torów  sprzężonych z heterotrimerycznymi białkami G typu GPCR [1,2]. Funkcje 
obu typów  receptorów zostały w roślinach przypuszczalnie przejęte przez licz
ną rodzinę receptorów błonowych o charakterze serynow o/treoninow ych kinaz 
białkowych oraz niewielką grupę receptorów z aktywnością kinaz histydyno- 
w o/asparag in ianow ych [1,3]. W komórkach drożdży i ssaków, funkcje elem en
tów przekaźnikowych pośredniczących w przenoszeniu informacji pom iędzy 
receptoram i błonowymi a wew nątrzkom órkow ym i białkami efektorowymi peł
nią m. in. monomeryczne białka G z dw óch rodzin, a mianowicie Ras i Rho [4- 
7], Rośliny, w  odróżnieniu od drożdży i ssaków, nie mają białek Ras, a rodzinę 
białek Rho reprezentuje swoista dla roślin rodzina białek Rop (ang. Rho of plant) 
łączących funkcje białek Ras i Rho [8], Wyniki stosunkowo nielicznych jeszcze 
badań pokazują, iż białka Rop oprócz funkcji regulacyjnych w organizacji cy
toszkieletu, odgrywają również rolę elementów przekaźnikowych przenoszą
cych sygnały z, co najmniej, niektórych receptorowych serynow o/treoninow ych 
kinaz białkowych na białka efektorowe [8],

Rosnąca w ostatnich latach liczba prac poświęconych endocytarnej in terna 
lizacji, recyklingowi oraz w ew nątrzkom órkow ej relokacji receptorów  błono
w ych [9,10], w tym  także badań dotyczących udziału  w sygnalizacji kom órko
wej endosom ów  [11,12], w  roślinach np. w  szlaku brasinosteroidow ym  [13], 
obliguje do bardziej uw ażnego śledzenia bieżących publikacji dotyczących 
m onom erycznych białek G. Dzisiaj już w iadom o, że małe białka G z trzech 
rodzin, a mianowicie A rf/Sar, Rab i Rho (w roślinach Rop) uczestniczą w re 
gulacji niem al wszystkich etapów  transportu  pęcherzykowego. Białka te funk 
cjonują w  form ow aniu w poszczególnych przedziałach kom órkow ych pęche
rzyków  transportujących, uczestniczą w sortow aniu transportow anych białek 
(cargo), wpływają na w ybór jednego z w ielu m ożliwych szlaków w ew nątrz 
kom órkowej relokacji pęcherzyków, pośredniczą w w iązaniu pęcherzyków  do 
białek m otorycznych przemieszczających pęcherzyki w zdłuż filam entów akty 
now ych i m ikrotubul oraz uczestniczą w  cum ow aniu, dokow aniu  i fuzji pęche
rzyków  z docelową błoną. Mając na uw adze pow yższe fakty, staje się oczyw i
ste, iż popraw na interpretacja w yników  badań  dotyczących w ew nątrzkom ór-
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kowej relokacji receptorów  błonowych, a także w yników  
najnow szych dośw iadczeń poświęconych ukierunkow anej 
relokacji białek transportujących jony [14], czy, co szcze
gólnie interesujące w przypadku  roślin, rów nież białek 
transportujących auksyny [15,16], okazuje się niem ożliwa 
bez uw zględnienia  poznaw anych obecnie m echanizm ów  
regulacyjnych, w  których nadrzędną rolę odgryw ają małe 
białka G. Celem niniejszej pracy było podsum ow anie w y 
ników dotychczasow ych badań  poświęconych funkcjono
w aniu  m onom erycznych białek G w roślinach, ze szcze
gólnym  zw róceniem  uw agi na rodzinę białek Rop.

O G Ó L N A  B U D O W A  O R A Z  REG U L A C JA  

M O N O M E R Y C Z N Y C H  BIAŁEK G

N ad ro d z in a  małych, m onom erycznych białek G, liczą
ca u człow ieka 174, u w yw ilżni (m uszki owocowej) 90, 
a w  kom órkach  d rożdży  30 białek, dzielona jest na pięć 
rodzin: Ras, A rf/S ar, Rab, Rho i Ran [4,17], G enom  rzod- 
kiew nika (Arabidopsis thaliana) zaw iera 93 geny kodujące 
m onom eryczne białka G, w  tym  21 genów  ARF/SAR, 57 
RAB, 11 ROP/RAC  i 4 geny R A N  [18,19]. W ryżu  z iden 
tyfikow ano 111 genów, w tym  43 ARF/SAR, 47 RAB, 17 
ROP/RAC  i 4 geny R A N  [19]. G enom y Medicago truncatula 
i Lotus japonicus zaw ierają odpow iednio , co najmniej 127 
i 67 genów  m onom erycznych białek G [20], W szystkie 
małe białka G o m asie cząsteczkowej 20-40 kDa i 30-55% 
identyczności s truk tu ry  pierw szorzędow ej mają pięć za 
chow anych w  ewolucji m otyw ów , oznaczonych jako ka 
sety G1-G5, które razem  z pętlą  P biorą udział w w iąza 
n iu  n u k leo tydu  guanylow ego i uczestniczą w hydrolizie 
zw iązanego GTP [4,8,17,21,22]. N a rycinie 1 p rzedstaw io 
no schem at budow y  białka R op9/R ac7 A. thaliana, które 
oprócz e lem entów  w spólnych dla w szystkich m ałych bia
łek G (pięć m otyw ów  G, dw a giętkie przełączniki -I i -II, 
dom ena efektorow a) m a jeszcze m otyw y charak terystycz
ne dla Rop (m otyw  -SYRGA-, w staw ka Rho), a w części 
C-końcowej region nadzm ienny  HVR (patrz podrozdzia ł 
pośw ięcony białkom  R op/R ac). M otyw G1 oddziału je z 
resztam i fosforanow ym i -a  i -(3 nuk leo tydu  guany low e
go, reszta treoniny  w G2 (T37 w Rop9/Rac7) i m otyw  G3 
w iążą resztę fosforanow ą -y GTP oraz jon M g2+. Reszta 
g lu tam iny  w  G3 (Q64 w Rop9/Rac7), pozycjonująca czą

steczkę w ody w nukleofilow ym  ataku  na GTP, odgryw a 
kluczow ą rolę w  aktyw ności GTPazowej białek G. M otyw  
G4 i najmniej zachow any w  ewolucji m otyw  G5 uczest
niczą w  w iązaniu  pierścienia guaninow ego. N ajw iększe 
zróżnicow anie s tru k tu ry  p ierw szorzędow ej białek G w y 
stępuje w regionach N- i C-końcow ych. Białka A rf /S a r  
na N -końcu mają am fipatyczną helisę a , w  obrębie której 
w  Arf po łożona jest reszta glicyny ulegająca m irystylacji. 
Białka Rab i R o p /R ac  w  części C-końcowej mają szereg 
charakterystycznych sekwencji um ożliw iających p rz y 
łączenie reszt lip idow ych  (farnezylu, gerany lgerany lu , 
kw asu  palm itynow ego, reszty  m etylow ej) kotw iczących 
białka w  błonie.

W dotychczasowych poszukiw aniach funkcji poszcze
gólnych małych białek G z różnych rodzin, niezwykle uży 
teczne okazały się dw a typy mutacji substytucyjnych, okre
ślane jako tzw. konstytutyw nie-aktyw ne (KA) i dominują- 
co-negatywne (DN) [8,22]. K onstytutyw nie aktyw ne białko 
G, pozbawione aktywności GTPazowej, ma zwykle zastą
pioną resztę glicyny w G1 (G15 w  Rop9) resztą waliny bądź 
resztę glutam iny w G3 (Q64 w Rop9) przez reszty leucyny 
lub kw asu glutam inow ego (Rye. 1). Białko z mutacją do- 
minująco-negatywną m a zam ienioną resztę treoniny w  G1 
(T20 w Rop9) na resztę asparaginy lub resztę kw asu aspara
ginowego w G4 (D121 w  Rop9) na resztę alaniny. Mutacje 
dominuj ąco-negatywne, na skutek obniżonego pow inow ac
twa w zględem  GTP, stabilizują nieaktyw ną formę białka G, 
które pozostaje w  heterodim erze z GEF [8].

W szystkie m onom eryczne białka G funkcjonują jako 
molekularne przełączniki podlegające cyklicznym przem ia
nom  pom iędzy nieaktyw ną form ą niosącą zw iązany GDP, 
a formą aktywną z przyłączonym  GTP. Aktywacja białka 
G-GDP polega na oddysocjow aniu GDP, a następnie na 
związaniu, występującego w cytoplazmie w w yższym  stę
żeniu, GTP. Towarzyszące wym ianie nukleotydów  zm iany 
konformacyjne w dom enie efektorowej umożliwiają od 
działywanie aktyw nych białek G-GTP z różnego typu  biał
kami efektorowymi.

W szystkie małe białka G regulow ane są przez białka GEF 
(ang. Guanine Nucleotide Exchange Factor) i GAP (ang. GTPa-

se-Activating Protein), a białka G, 
które w  formie aktywnej pozo
stają zakotwiczone w  błonie (z 
wyjątkiem A rf/Sar), są dodat
kowo regulow ane przez białka 
GDI (ang. Guanine Nucleotide 
Dissociation Inhibitor) [23-25]. 
Białko GEF, swoiście oddziału 
jące z odpow iednim  białkiem G, 
katalizuje w ym ianę związanego 
z białkiem GDP na GTP, nato 
m iast efektem oddziaływ ania 
białka GAP z właściwym  dla 
niego białkiem G jest w zrost ak 
tywności GTPazowej, skutkują
cej inaktywacją białka G. Białko 
GDI zapobiega aktywacji białka 
G poprzez ham ow anie sponta
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Rycina 1. Schemat budowy monomerycznych białek G na przykładzie Rop9 A. thaliana. Pokazano typowe dla małych 
białek G motywy G1-G5 z częściowo (małe litery) i w pełni ewolucyjnie zachowanymi (duże litery) aminokwasami, a 
ponadto, a ponadto pętlę P, dwa giętkie regiony oznaczone jako przełączniki -I i -II oraz charakterystyczny dla białek 
Rop motyw -SYRGA- i wstawkę Rho, a także region nadzmienny (HVR) z charakterystycznymi dla Rop motywami 
zawierającymi reszty cysteiny ulegające prenylacji bądź acylacji. Na schemacie pokazano także miejsca mutacji konsty- 
tutywnie-aktywnych (KA) i dominująco-negatywnych (DN). Na podstawie prac [4,8,17,19,22].
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nicznej dysocjacji GDP, a ponadto  usuw a z błony swoiście 
oddziałujące z nim  białko G.

Stosunkowo liczne wyniki analiz krystalograficznych 
białek G, w  tym  rów nież białek pozostających w formie 
heterodim erów  z odpow iednim  białkiem regulatorowym , 
ujawniły szereg zm ian strukturalnych w białkach G będą
cych efektem fizycznych oddziaływ ań pom iędzy białkami 
tworzącym i przejściowy heterodim er. N a rycinie 2A poka
zano zm iany w  centrum  w iążącym  nukleotydy białka Rop4 
A. thaliana w ym uszone przez oddziałujące RopGEF8 [23,24]. 
W yniki analiz pokazały, iż RopGEF pow oduje w  białku 
Rop4 w yraźną deformację centrum  wiążącego nukleotydy 
guanylow e położonego pom iędzy pętlą P a przełącznikami 
-I i -II. Deformacja obejmuje m. in. przesunięcie przełącz
nika -II, w  obrębie którego przem ieszczeniu ulegają reszty 
kw asu glutam inow ego (E) i alaniny (A). Relokacja gluta
m inianu w ym usza w  pętli P zm ianę położenia reszty lizy
ny (K) oddziałującej z resztą fosforanową GDP, natom iast 
przemieszczająca się reszta alaniny w ypycha z centrum  jon 
M g2+ (Ryc. 2A). Ostatecznie, efektem fizycznego oddziały
w ania pom iędzy GEF a białkiem G jest dysocjacja GDP i 
jonu M g2+ z centrum  wiążącego nukleotydy [24], W miej
sce uwolnionego GDP wchodzi występujący w cytosolu w 
około 10-krotnie w yższym  stężeniu GTP, który wiążąc się z 
białkiem G w ym usza rozpad heterodim eru G EF/białko G.

M onom eryczne białka G nazyw ane są rów nież GTPa- 
zami, mimo że ich w ew nętrzna aktywność hydrolityczna 
w zględem  GTP pozostaje na niem al śladow ym  poziomie. 
Jednakże szybkość hydrolizy GTP znacząco rośnie w he-

Rycina 2. Regulacja małych białek G przez: A — białka GEF, które oddziałując z 
białkami G deformują centrum wiążące nukleotydy guanylowe w sposób, który 
sprzyja uwalnianiu z centrum GDP; B — białka GAP, zmieniające orientację czą
steczki wody w centrum wiążącym nukleotydy guanylowe, a w efekcie stymu
lujące aktywność GTPazową białek G; C — białka GDI, hamujące spontaniczną 
dysocjację GDP oraz usuwające małe białka G z błony. Szczegóły opisano w tek
ście. Na podstawie prac [22-25].

terodimerze z odpow iednim  białkiem GAP, w którym, na 
skutek zmiany orientacji cząsteczki wody w  centrum  katali
tycznym białka G, łatwiejszy staje się atak nukleofilowy na 
resztę fosforanową -y w GTP [23], Na rycinie 2B pokazano 
zmiany w centrum  katalitycznym białek Rop, Rho i A rf/ 
Sar towarzyszące oddziaływ aniom  z odpow iednim i białka
mi GAP. Kluczową rolę w  GAP odgryw a w tym  w ypadku 
reszta argininy (R) neutralizująca ujemny ładunek fosfora
nu -y oraz pozycjonująca resztę glutam iny (Q) w centrum  
katalitycznym R op/R ho bądź resztę histydyny w Arf/Sar, 
am inokwasów koordynujących atakującą cząsteczkę wody 
[23]. Stabilizowanie w  heterodim erze RhoGAP/Rho-GTP 
stanu przejściowego skutkuje około 1000-krotnym w zro
stem szybkości hydrolizy GTP do GDP i fosforanu.

Aktywność białek Rab oraz Rop/Rac, a u  zw ierząt tak
że Ras i Rho, regulowana jest dodatkow o przez białka GDI 
usuwające z błony odpowiednie, nieaktywne białka G, 
umożliwiając tym  sam ym  ich ponow ną aktywację i w iąza
nie z inną błoną. N a rycinie 2C pokazano mechanizm  elimi
nowania z błony Rab-GDP. Swoiste oddziaływanie RabGDI 
z Rab-GDP indukuje w domenie -II GDI zm iany konforma- 
cyjne prowadzące do utw orzenia hydrofobowej kieszeni, w 
której chowane są reszty lipidowe związane z C-końcowym 
motywem  Rab [25]. Dysocjacja heterodim eru G D I/białko 
G-GDP wym aga obecności dodatkowego białka GDF (ang. 
GDI Displacement Factor) oddziałującego z GDI. Uwolnione 
w  ten sposób Rab-GDP może być ponownie aktywowane 
przez odpow iednie RabGEF. W komórkach drożdży i ssa
ków znaleziono rodzinę małych, błonowych białek Y ip/ 
PRA1 wiążących GDI. W genomie A. thaliana zidentyfiko
w ano 19 genów homologicznych z PRA1, których produkty 
ko-lokalizowano z białkami Rab [26].

W tym miejscu warto podkreślić, iż poszczególne białka 
regulatorowe, swoiście oddziałujące z odpow iednim i mały
mi białkami G, są w  większości białkami w ielodomenowy- 
mi podlegającymi nie tylko różnym  modyfikacjom potran- 
slacyjnym, ale także w różny sposób oddziałujące z innymi 
białkami, lipidami oraz przekaźnikam i drugiego rzędu [23]. 
W ten sposób aktywność, co najmniej, niektórych białek re
gulatorowych może być modyfikowana przez różne czyn
niki zewnątrz- i wewnątrzkom órkowe, decydujące o tym 
czy dane białko G ma pozostawać w formie „wyłączonej", 
czy pow inno zostać „włączone" [8,17,19,23],

FUNK CJE M A Ł Y C H  BIAŁEK G  Z 

P O S Z C Z E G Ó L N Y C H  R O D Z IN

BIAŁKA Arf/Sar

Rodzina białek Arf (ang. ADP-ribosylation factor) w
A. thaliana kodowana jest przez 21 genów, w  tym  dw ana
ście genów podrodziny ARF, sześć ARL  (ang. Arf-Like) i trzy 
geny podrodziny SAR  (ang. Secretion-Associated Ras-related) 
[18,19]. Aktywność Arf reguluje osiem tzw. dużych białek 
ArfGEF i piętnaście białek ArfGAP (AGD) [27,28]. W szyst
kie białka rodziny Arf w  części N-końcowej mają amfipa- 
tyczną helisę a  z niepolarnym i resztami am inokw asów  po 
jednej i polarnymi po drugiej stronie. W nieaktyw nym  i po 
zostającym w cytoplazmie białku Arf-GDP, N-końcowa he
lisa ułożona jest w  hydrofobowej kieszeni blisko powierzch
ni białka [29]. Odgięcie helisy na zewnątrz, towarzyszące
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aktywacji białka G, pozwala zakotwiczyć Arf-GTP w błonie, 
w  bezpośredniej bliskości jej powierzchni. W kotwiczeniu 
białek podrodziny Arf uczestniczy dodatkow o reszta kw a
su m irystynowego, dołączona do N-końcowej reszty glicy
ny. Uwalnianie białek Arf-GDP/Sar-GDP z błony nie w y
maga udziału białek GDI, gdyż hydroliza związanego GTP 
przywraca konformację nieaktywnego białka z przygiętą do 
w ew nątrz amfipatyczną helisą kotwiczącą białko w  błonie.

Białka A rf/Sar funkcjonują w  organizacji cytoszkieletu, 
uczestnicząc w regulacji aktywności enzym ów modyfi
kujących fosfolipidy, a ponadto biorą udział w  procesach 
form owania pęcherzyków transportujących [28,30-32]. W 
badaniach prow adzonych na drożdżach i zwierzętach, a w 
ostatnich latach również na roślinach, wykazano, że A rf/ 
Sar inicjują pączkowanie pęcherzyków błonowych uczest
nicząc w w iązaniu do błony białek adaptorow ych i białek 
opłaszczających, a po odpączkowaniu pęcherzyka, regulują 
uwalnianie związanych z nim  uprzednio białek [28,30-33]. 
Białko Sari zapoczątkowuje wiązanie do błony siateczki 
śródplazmatycznej białek opłaszczających COPII, zaś w 
błonach cis-Golgiego białko A rfl pośredniczy w  opłaszcza- 
niu pęcherzyków kompleksami COPI, natom iast w  siatecz
ce trans-Golgiego (TGN/EE) i błonie plazmatycznej, białka 
Arf biorą udział w  wiązaniu białek adaptorow ych i klatry- 
nowych [28,30-33], Wyniki doświadczeń prow adzonych w 
ostatnim czasie na roślinach pokazały, iż pomimo wielu 
istotnych różnic w  budow ie siateczki śródplazmatycznej 
(RE), aparatu Golgiego (AG) czy wczesnych endosom ów 
(EE), sugerujących odm ienne m echanizmy transportu pę
cherzykowego [33,34], to jednak zasadnicze etapy procesu 
form owania pęcherzyków błonowych, a także mechanizmy

sortowania białek przeznaczonych do transportu  (cargo) 
wykazują ewolucyjną zachowawczość [28,30-33].

W kom órkach drożdży i człowieka, w  transporcie an- 
terogratyw nym  z siateczki śródplazm atycznej do aparatu  
Golgiego, miejsce form ow ania pęcherzyka w  obrębie ERES 
(ang. ER Exit Site) w yznacza błonowe białko Secló, którego 
rola nie została jeszcze do końca poznana (Rye. 3A) [35,36], 
a funkcja dw óch hom ologicznych białek Secl6 w  A. thalia- 
na w ogóle nie była jeszcze badana [33,37], Form owanie 
pęcherzyka w ERES poprzedzone jest aktywacją pozostają
cych w cytoplazmie Sarl-G D P przez zw iązane z błoną RE 
białka Secl2 pełniące funkcję SarlGEF (Rye. 3A). Zm iany 
konformacyjne w  Sari, pozostające w zw iązku z w ym ianą 
nukleotydów  guanylowych, pozwalają zakotwiczyć Sarl- 
GTP w  błonie, inicjując w ten sposób wiązanie z błoną RE 
najpierw heterodim eru Sec23/Sec24, a następnie tw orzące
go zew nętrzną powłokę pęcherzyka COPII heterotetram eru 
Secl3/Sec31 (Rye. 3A). Białka Sec24 w iążą swoiście białka 
transportow ane (cargo), którym i mogą być białka błonowe 
bądź białka rozpuszczalne, w iązane do Sec24 za pośrednic
tw em  błonowych białek adaptorow ych (receptorów) [31,38] 
(Rye. 3A). Istota sortow ania białek cargo w trakcie form o
w ania pęcherzyka transportującego sprow adza się zatem  
do swoistego rozpoznania przez Sec24 specyficznej sekw en
cji (sygnału eksportu) położonej w  cytoplazmatycznej części 
transportow anego białka. W dotychczasowych badaniach 
poświęconych sortow aniu białek cargo w  roślinach udało 
się zidentyfikować kilka charakterystycznych sygnałów 
eksportu, w  tym  m. in. stosunkow o często występującego 
m otyw u kwaśnego (D /E)x(D /E), a także kilka m otyw ów  
zasadow ych (Rxx/xxR, RKR, KxRxK) [31].

W heterodim erze w iązanym  przez 
Sari-GTP białko Sec23 pełni funkcję Sar- 
1GAP stymulującego hydrolizę zw ią
zanego z Sari GTP. Wyniki niektórych 
dośw iadczeń sugerują, iż cykl przem ian 
S ari-G T P/Sarl-G D P zachodzący na 
etapie form ow ania pęcherzyka, odgry 
w a istotną rolę w zagęszczaniu cargo w 
pączkującym pęcherzyku COPII [35]. W 
odpączkow anym  pęcherzyku COPII, 
aktyw ow ana przez białka Sec23 hy 
droliza GTP prow adzi do uw olnienia z 
błony białek Sarl-GDP, a w  efekcie do 
dysocjacji pozostałych białek opłaszcza
jących (Ryc. 3A). Powstający w  ten spo
sób „goły" pęcherzyk zostanie zacum o
w any do błony cis-Golgiego za pośred 
nictwem  specjalnych białek w iązanych 
do odpączkow anego pęcherzyka za 
pośrednictw em  białek Rab-GTP (patrz 
następny podrozdział).

W tym  miejscu w arto podkreślić, iż 
podnoszone jeszcze niedaw no w ątp li
wości dotyczące transportu  pęcherzy
ków  COPII w  roślinach, zostały już nie
mal całkowicie rozw iane m. in. dzięki 
now ym  technikom  badawczym , w  tym  
rów nież technice tomografii kom pute-

Rycina 3. Proponowana rola białek Sari i Arfl w formowaniu oraz opłaszczaniu pączkujących pęcherzyków 
transportujących białkami COPII (A) i COPI (B). Aktywne białka Sari-GTP, kotwicząc za pośrednictwem N- 
końcowej amfipatycznej helisy a  w błonie siateczki śródplazmatycznej (RE), wiążą do błony pączkującego 
pęcherzyka dimery Sec23/24 oddziałujące z tetramerami Secl3/31 tworzącymi zewnętrzną powłokę pęche
rzyka COPII (A); Aktywne białka Arfl-GTP, zakotwiczone w błonie cis-Golgiego, tworzą razem z tetramerami 
p23/24 platformy wiążące kompleksy białek koatomerowych COPI (B); W obu przypadkach hydroliza GTP 
związanego z białkami G zapoczątkowuje uwalniane z odpączkowanego pęcherzyka białek opłaszczających. 
Aktywność GTPazową w COPII stymulują białka Sec23, zaś w COPI oddziałujące z białkiem -y COPI białka 
ArflGAP. Białka transportowane (cargo) w COPII wiązane są do białek Sec24, zaś w COPI do białek a  i (3. 
Szczegóły opisano w tekście. Na podstawie prac [28,30,31,33,35,36,39,41].
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rowej [34], Obecnie dyskutow ane są jeszcze pew ne nieja
sności dotyczące dom eny ERES oraz obserw ow anych tzw. 
struk tur rusztow aniow ych lokalizowanych w pobliżu pącz
kujących pęcherzyków COPII [34], Jednakże pomijając po 
w yższe niejasności, dzisiaj m ożna już definitywnie stw ier
dzić, iż kodow ane przez genom  A. thaliana trzy białka Sar, 
dw a białka Secl2, siedem  białek Sec23, trzy białka Sec24 i 
po dw a białka Secl3 i Sec31 biorą udział, podobnie jak w  
komórkach drożdży i zwierząt, w  inicjowaniu form owania 
pęcherzyka, w  opłaszczaniu pączkującego pęcherzyka biał
kam i COPII oraz w uw alnianiu z odpączkow anego pęche
rzyka białek opłaszczających.

Transport re trogratyw ny białek pom iędzy cysternami 
aparatu  Golgiego a siateczką śródplazm atyczną odbyw a 
się za pośrednictw em  pęcherzyków  COPI. W tym  w ypadku  
opłaszczanie pączkujących w błonie cis-Golgiego pęcherzy
ków białkami COPI rozpoczyna się od wiązania przez hete- 
rodim eryczne białko p23/p24  nieaktyw nego i pozostające
go w cytosolu białka A rfl-G D P (Ryc. 3B) [28,30,39,40]. To
warzyszące wym ianie nukleotydów  zm iany konformacyjne 
umożliwiają zakotwiczene Arfl-GTP w  błonie cis-Golgiego 
za pośrednictw em  N-końcowej amfipatycznej helisy a  z do 
łączoną resztą kw asu m irystynowego. Powstająca forma di- 
m eryczna A rfl-G T P/ Arfl-GTP, razem  z heterotetram erem  
p23/p24, tw orzą platform ę w iążącą kom pleks białek koato- 
m erow ych utw orzony przez siedem  białek COPI (Ryc. 3B). 
Cztery białka kom pleksu (p, y, 5 i Q stanow ią podkom pleks 
F, zaś pozostałe trzy białka (a, p i e) tw orzą podkom pleks
B. Cargo w iązane jest do podjednostek a  i p, natom iast z 
y-COP oddziałuje ArfGAP (Ryc. 3B) aktywujące hydroli- 
tyczny rozpad GTP zapoczątkowujący uw alnianie z błony 
białek Arfl-GDP, a razem  z nimi pozostałych białek kom 
pleksu opłaszczającego COPI [39,41],

Rola białek Arf w  form ow aniu pęcherzyków klatryno- 
wych w błonach siateczki trans-Golgiego (TGN), w  rośli
nach tożsam ych z wczesnymi endosom am i (EE), oraz pę
cherzyków endocytarnych w błonie plazmatycznej, jest jesz
cze słabo poznana. W iadomo, że kotwiczące w błonie TGN/

Rycina 4. Wiązanie kompleksu adaptorowego AP-1 do błony siateczki trans- 
Golgiego (A) oraz kompleksu AP-2 do błony plazmatycznej (B). Kompleksy 
adaptorowe AP-1, AP-3 i AP-4 wiązane są do błony siateczki trans-Golgiego za 
pośrednictwem Arf-GTP. W błonie plazmatycznej, Arf-GTP aktywuje syntezę 
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu PI(4,5)P2 wiążącego AP-2 do błony. Na 
schemacie pączkującego pęcherzyka endocytarnego (B) pokazano także białko 
Rop-GTP, które za pośrednictwem WAVE aktywuje kompleks A rp2/3 funkcjo
nujący w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego oraz białko Rab-GTP, wiążące 
do błony pęcherzyka endocytarnego miozynę uczestniczącą w przemieszczaniu 
pęcherzyka wzdłuż filamentów aktynowych. Na podstawie prac [28,30,32,41-43],

EE Arf-GTP wiążą białka adaptorow e AP-1, AP-3 lub AP-4 
(Ryc. 4A) [28,30,32,37,42-44], W iadomo również, iż w  rośli
nach, podobnie jak u zwierząt, występują wszystkie cztery 
typy kompleksów adaptorow ych AP, a ponadto monome- 
ryczne białka adaptorow e — epsyny R1 i R2 oraz białka z 
grupy ANTH podobne do AP180 [28,32,42], Na razie nie 
wiadomo, czy inne, badane u zwierząt białka adaptorow e 
oddziałujące z Arf i klatryną, występują także w roślinach, 
natomiast wiadomo, że genom A. thaliana nie zaw iera genu 
GGA kodującego monomeryczne białko adaptorow e obecne 
w drożdżach i u  zwierząt [10,28,42]. Kompleksy AP w szyst
kich czterech typów zbudow ane są z czterech różnych bia
łek — dwóch większych podjednostek y i (3 oddziałujących z 
klatryną, jednej mniejszej podjednostki p wiążącej cargo (w 
AP-2 za pośrednictwem  m otyw u dileucynowego -EDxxxL- 
LI- lub m otyw u tyrozynowego -YxxO-; O — am inokw as z 
hydrofobowym  łańcuchem bocznym) i jednej bardzo małej 
podjednostki o (Ryc. 4A) [9,10,28,30,37,42,43], Należy jed
nakże podkreślić, iż w  formujących się pęcherzykach endo
cytarnych rola Arf-GTP w  wiązaniu AP-2 do błony p lazm a
tycznej nie jest do końca jasna. Co praw da, w  pojedynczych 
doniesieniach wskazywano na udział Arf6-GTP w w iązaniu 
AP-2 [45], jednakże wyniki innych badań dow odzą, iż rola 
Arf6-GTP sprow adza się do aktywacji kinazy fosforylującej 
fosfatydyloinozytolo-4-fofosforan do fosfatydyloinozytolo- 
4,5-bisfofosforanu, PI(4,5)Pr  Skądinąd wiadomo, że PI(4,5), 
uczestniczy w wiązaniu z błoną plazmatyczną kom pleksów 
adaptorow ych AP-2. Na rycinie 4B przedstawiającej for
mujący się w  błonie plazmatycznej endocytarny pęcherzyk 
klatrynowy, oprócz kompleksów adaptorow ych AP-2 wią
żących cargo oraz klatrynę, pokazano także, funkcjonujące 
w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, białko Rop-GTP, 
współdziałające z kompleksami W AVE-Arp2/3 (patrz pod 
rozdział dotyczący białek Rop/Rac), a także białko Rab- 
GTP wiążące z błoną pęcherzyka miozynę, biorącą udział w 
transporcie pęcherzyków w zdłuż filamentów aktynowych 
[43,46],

BIAŁKA Rab

Rodzina białek Rab (ang. Ras homologue from brain), liczą
ca w drożdżach 11 białek, u człowieka 70, w  rzodkiewni- 
ku 57, a w  ryżu 47 białek, dzielona jest u ssaków na osiem 
podrodzin opisywanych liczbami (R abll, 2, 18, 1, 8, 5, 7 i 
6), którym  w A. thaliana odpow iada osiem podrodzin  ozna
czonych literami od AtRabA do AtRabH [18,19,21,47], 
Wszystkie białka Rab w części C-końcowej mają dw ie resz
ty cysteiny modyfikowane resztami farnezylu bądź gera- 
nylgeranylu kotwiczącymi Rab-GTP w błonie. W cytopla- 
zmie białka Rab-GDP występują w  formie heterodim erów  
z białkami GDI. W obecności odpowiedniego białka GDF, 
białko Rab-GDP zostaje uwolnione z heterodim eru i może 
być ponownie aktywowane przez właściwe białko RabGEF. 
Zakotwiczone w błonie aktywne białka Rab-GTP oddziałują 
z zaskakująco liczną grupą białek efektorowych pełniących 
różnorodne funkcje. Na podkreślenie zasługuje fakt, iż po 
szczególne białka Rab, zlokalizowane w  różnych błonach, a 
naw et w  odrębnych dom enach tej samej błony, oddziałują 
z różnymi białkami efektorowymi. W opublikowanej nie
daw no w Postępach Biochemii pracy przeglądowej przed 
stawiono budow ę i funkcję kilkunastu poznanych dotych
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czas białek efektorowych oddziałujących na powierzchni 
błony endosom u z Rab5 [48],

W dotychczasow ych badaniach, zw łaszcza w  dośw iad 
czeniach prow adzonych  na drożdżach  i ssakach, w yka
zano, iż białka Rab odgryw ają k luczow ą rolę w  regulacji 
niem al w szystkich procesów  zw iązanych z transportem  
pęcherzykow ym , poczynając już od etapu  form ow ania 
pęcherzyka, a na fuzji z docelow ą błoną kończąc [49]. 
Jednakże z uw agi na stosunkow o niewielki, jak na razie, 
poziom  zaaw ansow ania badań  zw iązanych z białkam i 
Rab w  roślinach, w  dalszej części podrozdzia łu  zostaną 
krótko p rzedstaw ienie  tylko w ybrane w yniki dotyczą
ce roli białek Rab w kierow aniu  do błony cis-Golgiego 
pęcherzyków  odpączkow anych  z siateczki śródplazm a- 
tycznej, a dalej w  szlaku egzocytarnym , pęcherzyków  
klatrynow ych pochodzących z siateczki trans-Golgiego 
kierow anych do błony plazm atycznej. Celowo pom inięto 
m. in. badania  pośw ięcone roli Rab w sortow aniu  cargo, 
a także w yniki św iadczące o udziale  Rab w w iązaniu  do 
transportow anych  pęcherzyków  odpow iednich  białek 
m otorycznych (m iozyny, kinezyny, dyneiny) uczestn i
czących w transporcie pęcherzyków  w zd łuż  filam entów  
aktynow ych i m ikro tubul [49,50],

Kluczową rolę w  kierowaniu odpączkowanego i pozba
wionego białek opłaszczających pęcherzyka do określonego 
przedziału komórkowego, jak również w  jego cum owaniu 
do odpowiedniej błony, poprzedzającym bardziej trwałe 
dokowanie, a na koniec fuzję pęcherzyka z docelową bło
ną, odgrywają białka efektorowe wiązane do błony pęche
rzyka za pośrednictwem  Rab-GTP. Poznane dotychczas 
białka efektorowe wiążące migrujące pęcherzyki do błony 
zlokalizowanej w  odpow iednim  przedziale subkomórko- 
wym  obejmują dwie klasy białek cumujących (ang. tethering 
factor) [51,52]. W szlaku egzocytarnym komórek drożdży 
i wyższych eukariontów, w tym również roślin, pierwszą 
klasę tworzą monomeryczne białka (U s o l /p l l5 ,  GM130,

giantyna) z dom enam i tworzącym i struktury  superheli- 
kalne, które w  formie hom odim erów  w iązane są z błoną 
poprzez odpow iednie Rab-GTP [53,54]. Do drugiej klasy 
białek cumujących należą oligomeryczne kompleksy, takie 
jak: egzocysta, COG, HOPS, GARP, D sfl, TRAPPI, TRAP- 
PII, także wiązane z błoną za pośrednictw em  Rab-GTP. 
Niektóre z poznanych kom pleksów  cumujących (TRAPPI, 
TRAPPII) odgrywają rów nież rolę RabGEF, tworząc z inny
mi białkami cumującymi funkcjonalną kaskadę białek kie
rujących ruchem  pęcherzyków  [51,54].

W dotychczasow ych, n iezbyt jeszcze licznych badaniach 
p row adzonych  na roślinach, uw aga badaczy skupiała  się 
głów nie na w ew nątrzkom órkow ej lokalizacji poszczegól
nych białek Rab [47,55], aczkolw iek w yniki pojedynczych 
prac pokazują, iż, co najmniej, niektóre z poznanych  u 
d rożdży  i ssaków białek cum ujących mają odpow iedniki 
w  roślinach [33,53,56]. O tóż okazało się, że w  roślinach 
R abD 2/R ab l, zakotw iczone w  błonie pęcherzyka odpącz
kow anego z RE i pozbaw ionego białek opłaszczających 
COPII, w iąże białko p l l 5  będące ortologiem  U so lp  d roż 
dży  i p l l 5  ssaków  (Ryc. 5) [56], Co praw da, w  genom ie A. 
thalina nie znaleziono sekwencji homologicznej z GM130 
ssaków, kodującej białko zw iązane z błoną cis-Golgiego, 
które, jak się uw aża, w iąże zakotw iczone w  błonie pęche
rzyka białko p l l5 .  Swoiste oddziaływ anie  pom iędzy tymi 
dw om a białkam i um ożliw ia unieruchom ienie pęcherzyka 
blisko pow ierzchni błony cis-Golgiego pozwalające dalej 
na jego dokow anie z udziałem  białek SNARE. Na razie nie 
w iadom o jakie białko pełni w  roślinach funkcję GM130, 
podobnie jak nie w iadom o jakie białka cumujące, oraz k tó 
re z 57 białek Rab uczestniczą w  transporcie pęcherzyków  
pom iędzy kolejnymi cysternam i apara tu  Golgiego. Ina
czej jest w  p rzypadku  szlaku egzocytarnego kierującego 
pęcherzyki k latrynow e z siateczki trans-Golgiego (TG N / 
EE) do błony plazm atycznej. Tutaj w iadom o, że pęcherzy
ki pączkujące z TGN, pozbaw ione białek adaptorow ych i 
klatrynow ych, w iążą Rab z podrodziny  R abE/Rab8, zaś 

w  cum ow aniu  pęcherzyka do błony p la 
zmatycznej bierze udział ośm iopodjed- 
nostkow y kom pleks egzocysty (Ryc. 5) 
r57,58]. Sześć (Secl5, SeclO, Exo84, Sec8, 
?ec6, Sec5), spośród  ośm iu białek egzo- 
ysty, w iąże się za pośrednictw em  białka 
ecl5  do zakotw iczonego w pęcherzyku 

RabE-GTP, natom iast pozostałe dw a biał- 
ca kom pleksu (Exo70 i Sec3) w iązane są 
’o błony plazm atycznej. Białko Exo70 od- 
ziałuje z PI(4,5)P7, natom iast Sec3 w iąza 

ne jest za pośrednictw em  białka a d a p te 
row ego ICR1/RIP1 do zakotw iczonego 
w błonie plazm atycznej Rop-GTP (Ryc. 5) 
[57,58]. W tym  miejscu w artym  podkreśle 
nia jest fakt, iż w  rzodkiew niku  i brzozie 
podjednostka Exo70 kodow ana jest p rzez 
33, a w  ryżu  przez 41 genów  [58], Pozo
stałe białka tw orzące egzocystę kodow ane 
są przez mniejszą liczbę genów, bow iem  
Exo84 koduje 3-6 genów, Secl5 2-3 geny, 
a pozostałe białka kodują pojedyncze lub 
podw ójne geny [58].

Rycina 5. Rola białek Rab w cumowaniu do błony cis-Golgiego pęcherzyków transportujących pocho
dzących z błony siateczki śródplazmatycznej oraz pęcherzyków egzocytamych pochodzących z błony 
siateczki trans-Golgiego cumowanych za pośrednictwem kompleksu egzocysty do błony plazmatycznej. 
Szczegóły opisano w tekście. Na podstawie prac [47,51-53,55-59].
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W konkluzji, w arto  zatem  podkreślić , iż białka cu m u 
jące, w iązane za pośredn ic tw em  określonych białek Rab 
do odpow iednie j błony, zapew nia ją  dotarcie pęcherzyka 
do w łaściwej błony docelowej, gdzie dzięki w spó łdz ia ła 
n iu  z odpow iedn im i białkam i SNARE, pęcherzyk  zostaje 
bardziej trw ale  zw iązany  z błoną. Dzisiaj już w iadom o, 
że w  dokow an iu  pęcherzyków  transportu jących  w róż 
nych błonach docelow ych z białkam i SNARE w spó ł
działają także białka cum ujące, aczkolw iek m echanizm  
kooperacji, zarów no  w trakcie dokow ania, jak rów nież 
późniejszego, skom plikow anego  i nie do końca pozn an e 
go procesu fuzji pęcherzyka z błoną, nie jest znany. W ia
dom o natom iast, że genom  A. thaliana zaw iera  18 genów  
podk lasy  Qa-SNARE, 12 Qb-SNARE  i 12 Qc-SNARE  ko
dujących białka typu  t-SNARE oraz 15 genów  R, których 
p ro d u k ty  v-SNARE w iązane  są z b łoną pęcherzyków  
transportu jących . W kom pleksie  trans-SNARE, helisy a  
poszczególnych białek Qa, Qb i Qc-SNARE tw orzą  „pę
czek" helis w iążący  czw artą  helisę pochodzącą z zako 
tw iczonego w  pęcherzyku  białka v-SNARE, dokując w 
ten sposób pęcherzyk  tuż  p rzy  pow ierzchn i błony [30,59],

BIAŁKA Rop/Rac

Rodzina Rop (ang. Rho of plant) w  A. thaliana liczy jede
naście białek (AtRopl do A tR op ll)  w  70-98% identycznych 
pod w zględem  struktury  pierw szorzędow ej [18,19,21]. Ge
nom  ryżu zaw iera siedem  genów  ROP, kukurydzy  dzie
więć, a u m szaka Physcomitrella patents zidentyfikowano 
cztery geny [60,61], Białka Rop, zaliczane początkowo do 
podrodziny Rac (rodzina białek Rho), klasyfikowane są 
na podstaw ie struk tury  regionu nadzm iennego HVR (ang. 
Hypervariable Region) do dw óch grup  (Ryc. 1) [62], G rupę I 
reprezentuje osiem białek, od A tR opl do AtRop8, zaś pozo
stałe AtRop9 do 11 zaliczono do II grupy. Białka z I grupy w 
HVR mają m otyw  zasadow y -K /R - oraz C-końcowy motyw 
CAAL, w  którym  reszta cysteiny ulega prenylacji, a po pro 
teolitycznym odcięciu trzech końcowych reszt aminokwa- 
sowych XXL, jest dodatkow o metylowana. Białka z II gru 
py, oprócz m otyw u zasadow ego -K /R-, mają m otyw y -GC-, 
-CG- z dw iem a lub trzem a resztam i cysteiny ulegającymi 
acylacji [8,62]. Jednakże wyniki najnowszych doświadczeń 
pokazują, iż lipidowej modyfikacji ulegają nie tylko reszty 
cysteiny w  dom enie HVR, ale także zachowane w ewolucji 
reszty cysteiny położone w  m otyw ach G1 i G5 (C21 i C156 
w AtRop6) [63], Towarzysząca aktywacji AtRopó acylacja 
reszt cysteinowych w  zachow anych w  ewolucji m otywach 
pozostaje, w g autorów , w  ścisłym zw iązku z kotwiczeniem 
aktyw nego białka w  obrębie m ikrodom en błonowych DRM 
(ang. D eter gen t-Resistance Membrane) nazyw anych tratwam i 
lipidowymi.

W szystkie białka Rop mają złożoną z 8-10 reszt amino- 
kwasowych helikalną w staw kę a i (ang. insert helix), okre
ślaną jako w staw ka Rho, uczestniczącą w  oddziaływ aniach 
z RopGEF, a przypuszczalnie także z niektórym i białkami 
efektorowymi (Ryc. 1) [8,22,62], W części środkowej Rop 
położony jest m otyw  -SYRGA- z zachow aną w  ewolucji 
resztą argininy, którego sekwencja oraz usytuow anie w 
trzeciorzędowej strukturze sugerują, iż reszta seryny jest 
potencjalnym miejscem fosforylacji [8,22],
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Poszukiwania białek RopGEF w A. thaliana napotyka
ły początkowo na pewne trudności wynikające z faktu, iż 
genomy roślin nie zawierają sekwencji homologicznych z 
poznanym i wcześniej w  drożdżach i u zwierząt ponad  sie
demdziesięcioma sekwencjami RhoGEF. Większość pozna
nych tu sekwencji RhoGEF zaliczana jest do dwóch rodzin, 
Dbl (ang. Diffuse B-cell lymphoma) i CZH (ang. CDM-Zizimin- 
Homology), nazywanej również Dock [64], Białka RhoGEF z 
rodziny Dbl mają, zbudow aną z około 180 reszt aminokwa- 
sowych, katalityczną dom enę DH (ang. Dbl Homology) oraz 
nieco krótszą dom enę PH (ang. Pleckstrin Homology) oddzia
łującą z fosfatydyloinozytolami. Białka z rodziny Dock cha
rakteryzują dwie zachowane w  ewolucji dom eny DHR I i II 
(ang. Dock Homology Region) [64],

Przed ośmiu laty, w genomie A. thaliana zidentyfikowano 
pojedynczy gen SPIKE1 (SPK1) kodujący białko podobne do 
Dock, którego udział w  wym ianie nukleotydów  guanylo- 
wych związanych z Rop udało się potwierdzić dopiero w 
ostatnim  czasie [65]. Równolegle, w  badaniach w ykorzystu
jących technikę drożdżow ego system u dwuhybrydow ego, 
zidentyfikowano nową, swoistą dla roślin rodzinę RopGEF 
[66]. Okazało się, że czternaście sekwencji A. thaliana prze
chowywanych w bazach pod nazw ą DUF315 (ang. Doma
in of Unknown Function 315) koduje białka, które w  części 
środkowej mają zbudow aną z około 300 reszt aminokwaso- 
wych dom enę określaną jako PRONE (ang. Plant-specific Rop 
Nucleotide Exchanger) [66,67], Rodzina białek RopGEF(PRO- 
NE) okazała się tożsama z poznaną w badaniach polarnego 
w zrostu łagiewki pyłkowej rodziną białek KPP (ang. Kinase 
Partner Protein) oddziałujących z dom eną cytoplazmatyczną 
receptorowych serynow o/treoninow ych kinaz białkowych 
[68], Sugestie wynikające z powyższych badań mają nie
wątpliwie ważne znaczenie, szczególnie w  kontekście wy
ników sugerujących, iż krótki odcinek C-końcowy AtRop- 
GEF12(PRONE) pełni funkcję autoinhibitorową, regulow a
ną na drodze odwracalnej fosforylacji [69]. W tym miejscu 
warto zwrócić uwagę na fakt, iż nie tylko białka RopGE- 
F(PRONE) wydają się być regulow ane przez kinazy białko
we, ale także same białka Rop zawierające m otyw -SYRGA-, 
mogą być białkami substratowym i dla receptorowych sery
now o/treoninow ych kinaz białkowych. Przed kilkunastu 
laty, w  izolowanym  kompleksie białkowym  w spółtw orzo
nym  przez receptorową kinazę białkową CLVI, zidentyfi
kowano także białko Rop [1], zaś w  nowszych badaniach 
wykazano, iż AtRop4-GTP oddziałuje z błonową, bogatą w 
reszty cysteiny receptorową kinazą białkową NCRK oraz z 
cytoplazmatycznymi receptorowym i kinazami białkowymi 
RLCK [70]. W innych doświadczeniach wykorzystujących 
technikę drożdżow ego systemu dw uhybrydow ego ziden
tyfikowano siedem, spośród czternastu RLCK klasy VI A. 
thaliana, oddziałujących z Rop-GTP [71].

W odróżnieniu od białek RopGEF, sekwencje białek regu
latorowych pozostałych dwóch rodzin wykazują już ew olu
cyjną zachowawczość. W genomie A. thaliana poznano, co 
najmniej, dziesięć genów kodujących białka z dom eną Rho- 
GAP klasyfikowanych do trzech podrodzin, a mianowicie: 
sześć białek RopGAP, trzy białka podrodziny REN i jedno 
białko podobne do RopGAP [8,61], Domena RhoGAP za
wiera strukturę „palca argininowego", z zachowaną w ew o

ww w.postepybiochem ii.pl
http://rcin.org.pl

http://www.postepybiochemii.pl


lucji resztą argininy oddziałującą z resztą glutam iny w  cen
trum  katalitycznym Rop (Ryc. 2B). Sześć białek RhoGAP, 
oprócz dom eny RhoGAP, ma jeszcze zbudow any z 16 reszt 
am inokwasowych m otyw CRIB (ang. Cdc42/Rac-Interactive 
Binding) występujący w niektórych zwierzęcych białkach 
efektorowych oddziałujących z białkami podrodziny Rac i 
Cdc42 (Ryc. 6) [61]. Białka z podrodziny REN, oprócz do
meny RhoGAP, mają dom enę plekstrynową oddziałującą z 
fosfolipidami.

Trzy geny RopGDI zidentyfikowane w  genomie A. tha- 
liana kodują białka w  29-37% identyczne z RhoGDI ssaków 
[8,61,72]. Wszystkie białka GDI mają stosunkowo dużą do
menę C-końcową podobną do immunoglobulin, obejmują
cą krótką helisę a  i dwie wstęgi (3 tworzące hydrofobową 
kieszeń, w  której chowany jest łańcuch lipidowy białek Rop 
(Ryc. 6). Stosunkowo krótki odcinek z dw iem a helisami a, 
położony w części N-końcowej GDI, tworzy ramię regulato
rowe oddziałujące z Rop i przeciwdziałające spontanicznej 
wym ianie nukleotydów.

Poznane dotychczas białka efektorowe białek Rop, szcze
gólnie białka identyfikowane w  badaniach poświęconych 
regulacji kształtu komórek epiderm alnych liści, czy bada
niach dotyczących regulacji polarnego w zrostu łagiewki 
pyłkowej oraz kom órek włośnikowych, funkcjonują, po
dobnie jak białka Rho drożdży i zwierząt, w  regulacji cy
toszkieletu [73]. Z drugiej jednak strony, rośnie liczba w y
ników pokazujących, iż rola białek Rop jest bardziej zróż
nicowana, bowiem białkami efektorowymi Rop okazały się 
także niektóre enzym y [8,74-78]. Na przykład z Ropl-GTP 
oddziałuje glukozylotransferaza UGT1 (ang. UDP-Glucose 
Transferasel), podjednostka syntazy kalozy w ykorzystują
cej UDP-glukozę do syntezy tego polisacharydu [8,74,77]. 
Udział R opl w regulacji syntezy kalozy sugeruje, iż białka 
Rop biorą udział m. in. w  budow aniu  przegrody pierw ot
nej w trakcie cytokinezy, czy w odpow iedziach obronnych 
na atak patogenów czy zranienie tkanki. W ryżu zidenty
fikowano aktyw ow aną przez Racl-GTP reduktazę cyna-

Rycina 6. Schemat regulacji białek Rop przez białko RopGEF(PRONE), aktywo
wane przez błonowe receptorowe kinazy białkowe, oraz przez białko RopGAP, 
inaktywujące białka Rop, a także przez RopGDI, usuwające Rop z błony. Regulo
wane przez Rop-GTP białka efektorowe obejmują: enzymy, kompleksy WAVE/ 
Arp2/3 i białka RIC, uczestniczące w reorganizacji cytoszkieletu, a także białka 
ICR/RIP, pośredniczące w cumowaniu pęcherzyków egzocytarnych do błony 
plazma tycznej. Szczegóły opisano w tekście. Na podstawie prac [62,68,69,74- 
78,81-83,89,91-94],
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moylo-CoA (OsCCRl; ang. Cinnamoyl-CoA Reductasel), 
enzym  funkcjonujący w biosyntezie ligniny [74-78]. W 
przem ianach m onolignoli do lignin niezbędny jest nadtle 
nek w odoru, którego źródłem  są m. in. aniony ponadtlen- 
kowe produkow ane przez oksydazę NADPH. W roślinach 
oksydazam i NADPH są błonow e białka gp91phox, w  A. tha- 
liana kodow ane przez dziesięć genów Rboh (ang. Respiratory 
burst oxidase homolog). Roślinne oksydazy NADPH w  części 
N-końcowej mają zbudow any z około 300 reszt am inokw a
sowych cytoplazm atyczny fragment, z dw om a m otyw am i 
EF-hand w iążącym i Ca2+, z którym  oddziałuje rów nież Rop 
oraz kinaza CDPK fosforylująca położone w  tym  sam ym  
odcinku dw ie reszty seryny [74-78]. W ryżu zidentyfikow a
no oddziałujące z OsRacl białko adaptorow e RACK1, które 
wiąże się z odcinkiem N -końcow ym  oksydazy NADPH, a 
ponadto oddziałuje z kom pleksem  białek funkcjonujących 
w tzw. odporności aktywowanej przez efektory [79]. Pro
dukcja aktyw nych form tlenu, podobnie jak biosynteza 
lignin, odgryw a w ażną rolę m. in. w  reakcjach odporno 
ściowych roślin. W szlakach sygnałowych aktywujących 
odporność podstaw ow ą roślin funkcjonują kaskady kinaz 
MAP. Okazało się, iż w ryżu z OsMAPK6 oddziałuje OsRac- 
1-GTP, które jest rów nież niezbędne w  indukowanej przez 
elicytor aktywacji ekspresji OsMAPKó [80]. N a razie nie jest 
znana rola oddziałujących z Rop cytoplazm atycznych kinaz 
białkowych RLCK, podobnie jak niewyjaśniony pozostaje 
udział AtRop5 w  aktywacji kinazy fosfatydyloinozytolo-4- 
monofosforanowej syntetyzującej PI(4,5)P2 [70,71,76].

Z aktyw nym  Ropl-GTP oddziałuje ICR1/RIP1 (ang. In- 
teractor of Constitutive Active Ropl/Rop Interactive Partner!), 
białko z rodziny liczącej w  A. thaliana pięć białek, nie m a
jących odpow iedników  w drożdżach i u zw ierząt [81-83]. 
Białka należące do tej rodziny pełnią przypuszczalnie funk
cję białek adaptorow ych i regulatorowych. W kom órkach 
epiderm alnych liści i kom órkach włośnikowych, ICR1 w 
formie hom ooligom erów  pośredniczy pom iędzy AtRop- 
GTP a białkiem Sec3 egzocysty (Ryc. 5) [81,82], W rosnącej 
łagiewce pyłkowej, białko RIP1 wiąże się razem  z R opl do 
błony plazmatycznej w  części apikalnej łagiewki [83],

Najwięcej informacji na tem at roli białek Rop pocho
dzi jednak  z badań  dotyczących organizacji cytoszkiele
tu, zw łaszcza niezw ykle dynam icznie zm ieniającego się 
w roślinach cytoszkieletu aktynow ego [62]. Obecnie już 
w iadom o, że w  polim eryzacji aktyny biorą udział, co naj
mniej, trzy klasy białek, a mianowicie: form iny, kom plek 
sy A rp 2 /3  regulow ane przez w ielobiałkow e kom pleksy 
W ASP/W AVE oraz poznaw ane obecnie białka Spire, Cobl 
i Lmod, tw orzące trzecią klasę [84,85]. Forminy, w  A. tha
liana kodow ane przez 21 genów , katalizują pow staw anie  
liniowych, nierozgałęzionych filam entów  aktynow ych, 
poprzez stabilizow anie spontanicznie tworzących się di- 
m erów  i trim erów  G aktyny [84,86], K om pleksy A rp 2 /3 , 
zbudow ane z siedm iu podjednostek , biorą udział w  poli
meryzacji i rozgałęzianiu filam entów  aktynow ych [87,88]. 
N azw a całego kom pleksu pochodzi od nazw y dw óch, po 
dobnych do aktyny podjednostek  A rp2 i Arp3, o ddz ia łu 
jących z filam entam i aktynow ym i. W regulacji kom pleksu 
A rp 2 /3  bierze udział zbudow any  z pięciu białek kom pleks 
WAVE (ang. W A SP  family Verprolin-homologous protein) 
(Ryc. 4) [89,90]. Białko WAVE heteropentam eru  o ddz ia łu 
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je za pośrednictw em  dom eny W CA (ang. W ASP homology 
domain, Connector, Acidic motif) z kom pleksem  A rp2 /3 , na 
tom iast poprzez białko Sra, w iąże się z zakotw iczonym  w 
błonie Rop-GTP [88-90], Tak więc, aktyw ow any przez biał
ko Rop-GTP kom pleks WAVE, w iąże m onom ery G aktyny 
oraz w ym usza w  kom pleksie A rp 2 /3  zm iany konform a- 
cyjne, które sprzyjają w iązaniu  do filam entu aktynow ego 
podjednostek  Arp2 i Arp3 [89,90]. N a razie nie w iadom o 
czy w  roślinach w ystępują rów nież białka z trzeciej klasy 
(Spire, Cobl, Lmod), które za pośrednictw em  dom eny po 
dobnej do N-WASP w iążą m onom ery  G aktyny i uczestni
czą w  regulacji polim eryzacji F aktyny.

O drębną rodzinę białek efektorowych, funkcjonujących 
także w  reorganizacji cytoszkieletu, stanow ią białka RIC 
(ang. Rop-Interactive CRIB-containing proteins). Rodzina RIC 
w  A. thaliana obejmuje jedenaście małych, zbudow anych z 
116-224 reszt am inokwasowych, białek z m otyw em  CRIB 
(ang. Cdc42/Rac-Interactive Binding), zidentyfikowanych 
techniką drożdżow ego system u dw uhybrydow ego [91]. 
Dotychczasowe wyniki badań  poświęconych regulacji po
larnego w zrostu łagiewki pyłkowej oraz interesujących do
św iadczeń dotyczących regulacji kształtu komórki, wydają 
się weryfikować przypuszczenia, iż białka RIC stanowią 
now ą rodzinę białek adaptorow ych biorących udział w  re
organizacji cytoszkieletu. W prow adzonych doświadcze
niach wykazano, iż oddziałujące z R opl białka RIC4 i RIC3 
funkcjonują w  regulacji polarnego w zrostu  łagiewki pyłko
wej w  dwóch różnych szlakach sygnałow ych [92], A ktyw a
cja RIC4 promuje w części apikalnej łagiewki organizację fi- 
lam entów  F aktyny, podczas gdy aktywacja RIC3 stymuluje 
zależną od Ca2+ dezorganizację filamentów aktynowych 
[92], W regulacji kształtu, przypom inających puzzle komó
rek epiderm alnych liści A. thaliana, białka RIC pośredniczą 
w  reorganizacji filamentów aktynow ych oraz mikrotubul. 
W rosnących „płatach" kom órek epiderm alnych, białka 
Rop2 i Rop4, organizują za pośrednictw em  RIC4 filamenty 
aktynow e w sposób, który prom uje zlokalizowany wzrost 
„płatów ". W miejscu pow staw ania „wcięć", białka Rop2, 
Rop4 i Rop6 regulują, za pośrednictw em  RIC1, organizację 
m ikrotubul, sprzyjając w ten sposób pow staw aniu  przew ę
żeń [93,94]. Zagadnienia dotyczące roli białek Rop, białek

Rycina 7. Cykl Ran-GTP/Ran-GDP kierujący transportem karioferyn pomiędzy 
cytoplazmą a jądrem oraz regulujący przemieszczanie białka transportowanego 
(cargo) z cytoplazmy do jądra. Asymetryczna lokalizacja białek regulatorowych 
(RanGEF w jądrze, RanGAP w cytoplazmie), powodująca nierównomierne roz
mieszczenie Ran-GDP i Ran-GTP, umożliwia ukierunkowany transport makro
cząsteczek pomiędzy cytoplazmą a jądrem [98,99,101].
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regulatorowych RopGEF, RopGAP i RopGDI, a także po
znanych już białek efektorowych, w ustalaniu oraz zacho
w yw aniu polarności komórek, zostały omówione bardziej 
szczegółowo w  opublikowanych w ostatnim czasie pracach 
przeglądowych [95,96].

B IA ŁK A  R an

Najmniej liczną rodzinę monomerycznych białek G 
tworzą białka Ran (ang. Ras-related nuclear protein), w  rzod- 
kiewniku i ryżu kodow ane przez cztery geny, w  drożdżach 
przez dwa, a u człowieka tylko przez jeden gen [4,17-19,21]. 
Przyjmuje się, że trzy niemal identyczne białka AtRan A. 
thaliana uczestniczą w transporcie makrocząsteczek (białek, 
RNA) pomiędzy cytoplazmą a jądrem, natom iast odbiegają
ce, zarowno pod w zględem  wielkości, jak również s truk tu 
ry pierwszorzędowej, AtRan4, pełni przypuszczalnie inną 
funkcję. Dzisiaj już wiadomo, że białka Ran zaangażow ane 
są także w organizację wrzeciona kariokinetycznego, biorą 
udział w odtw arzaniu osłonki jądrowej, uczestniczą w  re
gulacji jądrowego kompleksu porowego oraz w  replikacji 
DNA [97,98],

Białkami efektorowymi Ran-GTP, biorącymi udział w 
transporcie makrocząsteczek pom iędzy cytoplazmą a ją
drem, są karioferyny [99], Obejmują one importyny, białka 
uczestniczące w transporcie białek z cytoplazmy do jądra 
oraz eksportyny, białka funkcjonujące w eksporcie RNA i 
białek z jądra do cytoplazmy. Importyna [3 oddziałuje z im- 
portyną a  rozpoznającą w  transportow anym  białku m otyw 
NLS, a także wiąże cały kompleks do nukleoporyn, białek 
budujących kompleks porowy (Ryc. 7) [99-101], Wiązanie 
białek do kompleksu porowego zapoczątkowuje skom pli
kowany proces przenikania kompleksu karioferyn z cargo 
do wnętrza jądra. W nukleoplazmie, do im portyny |3 wiąże 
się białko Ran-GTP, uwalniając tym sam ym  z kom pleksu 
importynę a  oraz transportow ane białko. W powrocie im
portyny P do cytoplazmy uczestniczy Ran-GTP, natom iast 
im portyna a  przenika przez kompleks porowy w połącze
niu z białkiem adaptorow ym  CAS i Ran-GTP. W cytopla
zmie, karioferyny uwalniane są z kompleksów z Ran-GTP 
w w yniku hydrolizy GTP związanego z Ran, aktywowanej 
przez RanGAP i białko pomocnicze RanBP. Nieaktywne 
Ran-GDP wnika do jądra w  kompleksie z białkiem recep
torowym  NTF2 [102], gdzie jest aktywowane przez odpo 
wiednie RanGEF (Ryc. 7). Jak więc widać, cykl Ran-GTP/ 
Ran-GDP przebiega podobnie jak w przypadku innych 
monomerycznych białek G, z tą jednak różnicą, że białko 
aktywujące RanGEF zlokalizowane jest w jądrze, zaś Ran
GAP w  cytoplazmie. Asymetryczna lokalizacja białek regu
latorowych powoduje nierównom ierne rozmieszczenie ak
tywnych i nieaktywnych białek Ran, co umożliwia uk ierun 
kowaną relokację makrocząsteczek pom iędzy cytoplazmą 
a jądrem. W komórkach ssaków, wym iana nukleotydów  
związanych z Ran odbywa się z udziałem powiązanego 
z chrom atyną białka RCC1 (ang. Regulator of Chromosome 
Condensationl) pełniącego funkcję RanGEF. W genomie A. 
thaliana nie znaleziono sekwencji homologicznej z RCC1, co 
może sugerować, że w  roślinach, nie tylko w transporcie 
makrocząsteczek, ale również w  innych procesach (organi
zacja wrzeciona kariokinetycznego, odtwarzanie osłonki ją
drowej i jądrowego kompleksu porowego, replikacja DNA),
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przypuszczalnie także regulowanych przez Ran, uczestni
czą nieznane jeszcze białka regulatorowe [97],
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A B S T R A C T

The su p erfam ily  of sm all, m onom eric G T P -b ind ing  proteins, in  Arabidopsis thaliana  com prising  93 m em bers, is classified in to  fo u r fam ilies: 
Arf/Sar, Rab, Rop/Rac, and  R an fam ilies. All m onom eric G p ro teins function  as m olecu lar sw itches th at are activated by GTP an d  inactivated  
by the  hydro lysis of GTP to G D P. G TP/G D P cycling is con tro lled  by th ree  classes of regu la to ry  protein: guanine-nucleotide-exchange fac
tors (GEFs), G T Pase-activating pro te ins (GAPs), an d  guan ine-nucleo tide-d issocia tion  in h ib ito rs  (GDIs). Proteins of Arf fam ily  are p rim arily  
involved in  regu la tion  of m em brane  traffic and  organ ization  of the  cytoskeleton. A rf l/S a r l p ro te in s regulate the form ation  of vesicle coat at 
d ifferen t steps in  the exocytic an d  endocytic pathw ays. Rab GTPases are regu lato rs of vesicu lar transport. They are involved in  vesicle fo rm a
tion, recru itm en t of cytoskeletal m otor p ro teins, and  in  vesicle te thering  and  fusion . R op p ro te ins serve as key regulators of cytoskele ta l reo r
gan ization  in  response to extracellu lar signals. Several data have also show n th a t R op p ro te ins p lay  add itional roles in  m em brane trafficking 
and  regu la tion  of enzym es activity. R an pro te ins are invo lved  in  nucleocytoplasm ic transport.

V I I  edycja konkursu na najlepszą pracę doktorską 
z biochemii w 2011 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z o.o. ogłaszają siódmą edycję konkursu o nagro
dę im. Witolda Drabikowskiego za najlepszą pracę doktorską z biochemii wykonaną w polskiej instytucji 
naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie autorowi pracy tytułu doktora przez właściwą radę 
naukową lub radę wydziału w 2011 roku. Nagroda obejmuje premię pieniężną dla autora w wysokości 
4 500 zł, ufundowaną przez firmę Merck, oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika „Po
stępy Biochemii" w 2012 roteł^ Nagrodę przyznaje Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
w porozumieniu z firm ą M e rc k \  
Zgłoszenia kandydatów do Nagrody mogą dokonywać pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito
wanego lub tytułem profesora. \
Zgłoszenia w formie listu przewodniego, według formularza zgłoszeniowego (dostępnego na stronie www. 
ptbioch.edihpl w zakładce Nagrodyfi Stypendia/W. Drabikow^jjego), wraz z pracą doktorską i kopiami re
cenzji w fjormacie pdf należy przesłać w nieprzekraczalnym terminie d ą  1 ir ia rc » jQ l^  roku tylko drogą
eleltronlrim̂ â d̂ ŝ y”1"̂ " J Suw I  »

elkar@ csk.umed.lodz.pl
Rozstrzygnięcie konkursu nastąpi do 31 sierpnia 2012 roku, a uroczyste wręczenie Nagrody odbędzie się 
na dorocznym Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrześniu 2012 roku. 
Patronat medialny nad konkfirsem sprawuje redakcja kwartalnika „Postępy Biochemii". Pytania dotyczące 
konkursu można kierować pod następujący adres poczty elektronicznej: elkar@csk.umed.lodz.pl.

Elżbieta Rębas 
Przewodnicząca Komisji Konkursowej
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W S K A Z Ó W K I  D L A  A U T O R Ó W

Prace przeznaczone do publikacji w  „Postępach Biochemii" m ogą 
mieć charakter artykułów  m onograficznych, krótkich not o najnow 
szych osiągnięciach i poglądach oraz listów do Redakcji. Redakcja nie 
ogranicza objętości m anuskryptów , jakkolwiek w  każdym  przypadku  
zalecana jest zwięzłość stylu, bez utraty  jasności przekazu.

Autorzy odpow iadają za prawidłow ość i ścisłość podaw anych in
formacji oraz popraw ność cytow anego piśm iennictwa. Ujęcie prac 
w inno być syntetyczne, a przedstaw ione zagadnienia zilustrow ane za 
pomocą tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, w zory chemiczne, 
fotografie), w uzasadnionych p rzypadkach kolorowych. W przypadku, 
gdy Autorzy zamierzają włączyć do swego artykułu ilustracje publi
kowane przez autorów  cytowanych prac oryginalnych, do czego Re
dakcja zachęca, należy uzyskać i przekazać nam  zgodę na przedruk, 
zarów no od autorów , jak i z w ydaw nictw a. Niemniej konstruow anie 
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstaw ie danych z piśm ien
nictwa jest również mile widziane. Przekazanie artykułu do redakcji 
jest równoznaczne z oświadczeniem , że nadesłana praca nie była publi
kowana ani nie została zgłoszona do publikacji w  innym  czasopiśmie, 
natom iast jeżeli zostanie w ydrukow ana w „Postępach Biochemii", jej 
publikacja w całości lub we fragm entach w  innym  czasopiśmie w ym a
gać będzie uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prow adzący pracę podejm uje de 
cyzję o przyjęciu lub odrzuceniu m anuskryptu  na podstaw ie własnej 
opinii i opinii dw óch niezależnych recenzentów , w  ciągu 6 tygodni od 
m om entu otrzym ania artykułu. W przypadku, kiedy praca w ym aga 
popraw ek odautorskich, A utorzy otrzym ują drogą elektroniczną opi
nie recenzentów i proszeni są o przygotow anie poprawionej wersji 
m anuskryptu  i odesłanie go do Redakcji w  ciągu 8 tygodni. Ostatecz
ną decyzję o przyjęciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciągu 2 
tygodni od otrzym ania poprawionej wersji m anuskryptu.

A utorzy są zobowiązani do w ykonania korekty autorskiej i poinfor
m owania Redakcji o koniecznych zmianach, pocztą elektroniczną lub 
faksem, w  ciągu 3 dni od chwili otrzym ania.

Każdy z A utorów  otrzym uje jeden egzem plarz num eru „Postępów 
Biochemii", w  którym  ukazał się jego artykuł.

W SK A Z Ó W K I SZCZEG ÓŁO W E:
Przed przystąpieniem  do napisania artykułu A utorzy są prosze

ni o zapoznanie się z najnow szym  num erem  „Postępów Biochemii", 
aby przygotow ać pracę pod w zględem  edytorskim , językowym  oraz 
jakości m ateriału ilustracyjnego, które będą odpow iadały aktualnym  
wym ogom  Redakcji. Artykuły pow inny być pisane językiem nauko 
wym , lecz zrozum iałym  dla niespecjalistów. Poprawność logiczna i 
stylistyczna tekstu w arunkuje jego jednoznaczność i czytelność. A uto
rzy w inni unikać składni obcojęzycznej, gw ary laboratoryjnej, a także 
ograniczać stosow anie skrótów nawet, jeśli bywają używ ane w  pra 
cach specjalistycznych. Każda z prac nadesłanych do Redakcji podlega 
ocenie specjalistów i opracowaniu redakcyjnem u. Redakcja zastrzega 
sobie praw o dokonania skrócenia tekstu i w prow adzenia koniecznych 
zmian, również w  materiale ilustracyjnym.

P R Z Y G O T O W A N IE  M A N U SK R Y P T U :
Prosim y o nadsyłanie prac pocztą elektroniczną. W wyjątkow ych 

przypadkach dopuszcza się, przysyłanie prac na płycie CD. Tekst w i
nien być zapisany jako *.doc w  formacie IBM PC, a pliki zawierające 
ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst pow inien być napisany 
z zachowaniem  podwójnego odstępu m iędzy wierszam i, z użyciem  
czcionki Times N ew  Roman 12 lub Arial 12. Symbole i znaki specjalne 
prosim y w stawiać kom endą „insert". W tekście prosim y wskazać miej
sce um ieszczenia figur i tabel.

O R G A N IZ A C JA  M A N U SK R Y P T U :
W skazany jest podział artykułu na nienum erow ane rozdziały i pod 

rozdziały.
Strona 1 (tytułowa) zaw iera tytuł artykułu, im iona i nazw iska A u

torów  (ze w skazaniem  autora korespondującego), tytuł naukow y każ
dego z Autorów  i ich miejsce pracy z adresem  pocztowym , num erem  
telefonu i adresem  poczty elektronicznej, słowa kluczowe (do 6), w ykaz 
stosow anych skrótów  (do 10) w  porządku alfabetycznym  (ograniczony 
do niezbędnego m inim um ) oraz skrócony tytuł pracy (do 25 znaków).

454

Kolejno numerowane strony obejmują streszczenie (do 150 w yra
zów), tekst pracy i piśm iennictwo. Na kolejnych stronach winny być 
um ieszczone tabele oraz tytuły i objaśnienia rycin. Ostatnia strona w in 
na zaw ierać następujące informacje w  języku angielskim: tytuł artyku
łu, im iona i nazw iska A utorów  oraz miejsca pracy, słowa kluczowe (do 
6) i krótkie streszczenie artykułu (do 150 wyrazów).

Piśmiennictwo: Należy unikać nadm iernej liczby cytow ań orygi
nalnych prac, odsyłając czytelników w  m iarę m ożliwości do artykułów  
przeglądow ych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyżej 70 publika
cji, w  w iększości pochodzących z ostatnich 10 łat. W ykaz piśm iennic
tw a obejmuje prace w  kolejności ich cytowania. W tekście, zaznacza 
się je liczbami porządkow ym i ujętymi w  naw iasy kwadratow e, np. 
[3,7,9-26], Sposób cytow ania prac oryginalnych (1) i przeglądow ych 
(2), książek (3), rozdziałów  z książek jednotom ow ych (4), rozdziałów  
z tom ów serii opracow anych przez różnych redaktorów  (5) wskazują 
poniżej podane przykłady:

1. Jiang QX, Wang ON, MacKinnon R (2004) Electron microscopic analysis ol KvAP
voltage-dependent K+ channes in an open conformation. Nature 430:806-810

2. Toyoshima C, Inesi G (2004) Structural basis of ion pumping by Ca2+-ATPase of
the sarcoplasmic reticulum. Annul Rev Biochem 73: 269-292

3. Dołowy K, Szewczyk A, Pikuła S (2003) Błony biologiczne, Wydawnictwo Nauko
we Śląsk, Katowice, Warszawa

4. Michalak M, Nakamura K, Papp S, Opas M (2000) Calreticulin and dynamics of
the endoplasmic reticulum lumenal environment, W: Pochet R (red) Calcium: 
the molecular basis of calcium action in biology and medicine. Kluwer Academic 
Publishers, Dordrecht, Boston, London, str. 191-205

5. Darżynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja końca 5'
(KAPU) mRNA i U snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu 
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic
kiewicza w Poznaniu, Poznań, str. 143-179

Tabele w inny być opatrzone jednoznacznym  tytułem  i ew entualnie 
także niezbędnym i objaśnieniami um ieszczonym i pod tabelą. Wielkość 
tabel pow inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) 
lub strony (18 cm).

Ilustracje: ryciny w inny być zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub 
*.eps. Ryciny pow inny być w ykonane w  skali 1:1. Wielkość ryciny po
w inna być dostosow ana do szerokości jednego łam u (8,5 cm) lub stro
ny (18 cm). N a rycinach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz 
posługiw ać się skrótam i. Opisy na rysunkach pow inny być w ykonane 
czcionką Arial 8 p. Ilustracje i tabele prosim y przesyłać w osobnych pli
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) pow inny mieć m inim alną rozdzielczość 
300 dpi dla obrazów  kolorowych i skali szarości (zdjęcia czarno białe) 
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-białych (schematy, wzory struk tural
ne zawierające tylko czerń i biel).

PRZ E SY Ł A N IE  PRAC:
Prace w  form ie elektronicznej prosim y przesyłać na adres: 
postepy@nencki.gov.pl
W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem  odpow iedniego opro 

gram ow ania, prosim y o przysłanie pracy na CD; zabezpieczonej przed 
uszkodzeniem  w  czasie transportu, na adres:

Sławomir Pikuła, Redaktor Naczelny kw artalnika "Postępy Bioche
mii", Instytut Biologii Doświadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN, 
ul. Pasteura 3, 02-093 W arszawa

O P Ł A T A  Z A  D R U K :
Zgodnie z decyzją Z arządu Głównego Polskiego Tow arzystw a Bio

chemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo pobiera od A u
torów  opłatę, pokrywającą częściowo koszt druku  artykułu. Opłata 
za w ydrukow anie jednej strony artykułu  wynosi 150 zł. Szczegółowe 
informacje zamieściliśmy pod adresem: 

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

KOREKTA:
Pow inna być w ykonana na pliku pdf przesłanym  przez redakcję, w 

form ie kom entarzy lub skreśleń, w  program ie Adobe Reader V. 8 lub 
now sza (program  bezpłatny, h ttp ://g e t.a d o b e .c o m /re a d e r /).

Korekta obejmuje błędy: literówki, znaki interpunkcyjne oraz błędy 
zaw inione przez redakcję, pozostałe zm iany są objęte dodatkiem  10% 
do opłaty za druk.

w w w . postepybiochemii.pl

http://rcin.org.pl

mailto:postepy@nencki.gov.pl
http://www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm
http://get.adobe.com/reader/


Thermo
S C I E N T I F I C

Fermentas Molecular 

Biology Tools

Poznaj nowe zestawy do oczyszczania 
kwasów nukleinowych GenelET ™

Wysoka wydajność, szybkość i czystość 
izolowanego DNA i RNA z różnorodnego materiału 

biologicznego w technologii membran krzemionkowych

Fragm enty

DNA z żelu

r \

GeneJET ™Gel

Extraction Kit

V 7

DNA z mieszaniny po 

PCR

GeneJET™ PCR 

Purification Kit

C a łkow ite

RNA

RNA z hodowli komór

kowych i tkankowych

GeneJET™ RNA 

Purification Kit

RNA z krwi i innych 

płynów ustrojowych

GeneJET™ Whole Blood 

RNA Purification Mini 
Kit rr.w/.m

RNA z materiału 

roślinnego

GeneJET™ Plant RNA 

Purification Mini 
Kit UWU.U+

Izolacja
kwasów
nukleinowych

G enom ow e

DNA

DNA z hodowli komór

kowych i tkankowych

GeneJET ™ Genomie 

DNA Purification Kit

DNA z krwi i innych 

płynów ustrojowych

GeneJET™ Whole Blood 

Genomie DNA Purifica

tion Mini Kit wn*m»iz4

DNA z materiału 

roślinnego

GeneJET™ Plant 

Genomie DNA Purifica

tion Mini Kit

P lazm idow e

Z 250 ml hodowli
GeneJET ™ Plasmid 

Maxiprep Kit

Z 50 ml hodowli
GeneJET™ Plasmid 

M idiprep Kit

Z 5 ml hodowli
GeneJET™ Plasmid 

M iniprep Kit

abo Grażyna Tarnowska Boreysza 
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M
Z nowym cytometrem 
przepływowym Guava easyCyte 

więcej = mniej.

TM

Nowa linia cytometrów przepływowych Guava easyCyte™ 
wyposażona w podajnik na pojedyncze probówki, 
umożliwia przeprowadzenie wielowymiarowej analizy 
wybranych parametrów komórek, która może zostać 
dostosowana do potrzeb każdego laboratorium 
badawczego. W zależności od budżetu oraz zakresu badań 
można dopasować odpowiednie rozwiązania systemowe. 
Urządzenia wyposażone są w jeden lub dwa lasery 
z możliwością jednoczesnej analizy do 8 znaczników 
fluorescencyjnych. Zaopatrzone są w przedni oraz boczny 
detektor światła rozproszonego i współdziałają 
z popularnymi, ogólnie dostępnymi na rynku 
fluorochromami. Dostarczane są z nowoczesnym 
oprogramowaniem InCyte.

+ WIĘCEJ PARAMETRÓW 

+ WIĘCEJ MOŻLIWOŚCI ANALIZY DANYCH 

+ WIĘCEJ MIEJSCA NA STOLE 

+ WIĘKSZA ŁATWOŚĆ OBSŁUGI 

+ WIĘCEJ NOWOCZESNYCH ROZWIĄZAŃ

= MNIEJ ZŁ

Każdy system wyposażony jest w opatentowaną 
technologię mikrokapilarną, która nie wymaga płynu 
osłaniającego typu sheath fluid, umożliwia badanie bardzo 
małych próbek i niskie zużycie odczynników.

Merck Sp. z o.o.,

Aleje Jerozolimskie 178, 02-486 Warszawa 

tel.: 022 53 59 770; fax: 022 53 59 945 

dzial.handlowy@merck.pl; www.merck-chemicals.pl
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