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I OGOLNOPOLSKI

|
XLVI

KRAKOW,

W dniach 5-9 wrze$nia 2011 roku
odbyt sie w Krakowie Il Ogélnopolski
Kongres Biochemii i Biologii Komérki,
bedacy jednoczesnie XLVI Zjazdem
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego. Obrady w catosci odbywaly sie
w Audytorium Maximum UJ przy ul.
Krupniczej 33 (Fot. 1). W Kongresie
wzieto udziat blisko 700 uczestnikdw
z kraju i z zagranicy (Austria, Biato-
ru§, Czechy, Francja, Hiszpania, Ho-
landia, Japonia, Niemcy, Rosja, Szwe-
cja, Tajlandia, USA, Wielka Brytania,
Wiochy). Organizatorami krajowymi
byty Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne i Polskie Towarzystwo Bio-
logii Komorki, lokalnie Uniwersytet
Jagiellonski i Uniwersytet Rolniczy.
Znaczng cze$¢ uczestnikow stanowi-
li mtodzi naukowcy, studenci i dok-
toranci. Kongres zaszczycili rowniez
honorowi cztonkowie Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego i Polskie-
go Towarzystwa Biologii Komarki.

BIOLOGII

narodowego charakteru. Umozliwito
to skierowanie zaproszenia do, po-
tencjalnie zainteresowanych udzia-
tem, uczestnikéw z catego Swiata oraz
udziat duzej liczby specjalistow z Eu-
ropy, USA iJaponii, a takze szerokie
upowszechnienie osiggnie¢ polskich
uczonych.

Honorowy Patronat nad Kongre-
sem objeli Rektorzy obu organizujg-
cych go uczelni oraz przedstawiciele
witadz regionu i miasta: Jego Magni-
ficencja Rektor Uniwersytetu Jagiel-
loAskiego, profesor Karol Musiot oraz
Jego Magnificencja Rektor Uniwersy-
tetu Rolniczego w Krakowie, profesor
Janusz Zmija, a takze Marszatek Wo-
jewddztwa Matopolskiego, Pan Ma-
rek Sowa, Wojewoda Matopolski, Pan
Stanistaw Kracik i Prezydent Miasta
Krakowa, profesor Jacek Majchrow-
ski. W sktad Komitetu Honorowe-
go weszli: Prezes Polskiej Akademii
Umiejetnosci, profesor Andrzej Bia-

Fot. 1. Audytorium Maximum UJ.

W Kongresie podzielonym na 28
sesji tematycznych wygtoszono w
sumie 4 wyktady plenarne, 108 refe-
ratdw sesyjnych (session lectures), 98
ustnych komunikatéw oraz zaprezen-
towano 347 posterow. Oficjalnym je-
zykiem Kongresu byt jezyk angielski,
co miato na celu nadanie mu miedzy-
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tas, Prezes Pol-
skiej Akade-
mii Nauk, Pro-
fesor  Michat
Kleiber, Pre-
zes Polskiego
Towarzystwa
Biochemicz-
nego, profesor
Andrzej Dzu-
gaj oraz Pre-
zes Polskiego
Towarzystwa
Biologii  Ko-
moérki, profe-
sor Alicja Joz-
kowicz.

Gtownymi
Sponsorami Kongresu byty firmy
Merck, Millipore oraz Sigma-Al-
drich (Platinum Sponsor). Wsrdd
sponsoréw znalazty sie réwniez
firmy: Roche (Gold Sponsor), Abo
(Silver Sponsor) oraz BD-Becton
Dickinson Polska, Perkin Elmer, Pre-
coptic Co.-Nikon (Bronze Sponsor).

KONGRES BIOCHEMII

KOMORKI

ZJAZD POLSKIEGO TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGDO

5-9 WRZESNIA 2011

ROKU

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

Organizatorami tegorocznego
Zjazdu byt Krakowskie Oddziaty:
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego, ktérego Przewodniczacg jest
dr hab. Ewa Luchter-Wasylewska
oraz Polskiego Towarzystwa Biologii
Komorki, ktérego Przewodniczgcym
jest prof. dr hab. Marcin Majka. Pra-
com Komitetu Organizacyjnego prze-
wodniczyt prof. dr hab. Piotr Laidler
z Katedry Biochemii Lekarskiej Uni-
wersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum (UJ CM). Cztonkami Ko-
mitetu byli pracownicy UJ CM (Ewa
Luchter-Wasylewska, Marcin Majka,
Joanna Dulinska-Litewka, Jacek Ki-
jowski), Wydziatu Biochemii, Biofi-
zyki i Biotechnologii UJ (Alicja Joz-
kowicz, Jozef Dulak, Andrzej Kozik),
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi UJ
(Anna Litynska), Wydziatu Chemii UJ
(Grazyna Stochel), Wydziatu Hodow-
li i Biologii Zwierzat Uniwersytetu
Rolniczego (Krystyna Koziec, Anna
Hrabia) oraz Wydziatu Inzynierii Ma-
teriatowej i Ceramiki Akademii Gor-
niczo-Hutniczej (Jerzy Silberring).

Komitet Naukowy, ktéremu prze-
wodniczyt z ramienia Polskiego To-
warzystwa Biochemii prof. dr hab.
Piotr Laidler, z ramienia Polskiego To-
warzystwa Biologii Komaérki prof. dr
hab. Alicja J6zkowicz oraz reprezen-
tujacy oba Towarzystwa prof. dr hab.
Jozef Dulak, zgromadzit organizato-
row poszczegolnych sesji zjazdowych,
wséréd ktorych znalezli sie: Joanna
Bereta (Krakéw), Leonora Buzanska
(Warszawa), Joanna Cichy (Krakow),
Anna Ciemerych-Litwinienko (War-
szawa), Jerzy Dobrucki (Krakéw),
Adam Dubin (Krakéw), Grzegorz Du-
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Fot. 2. Uroczysto$¢ otwarcia Kongresu. Kolejno od lewej siedzg, rzad gorny: prof. Jerzy
Duszynski, dr Maja Grabacka, dr Barbara Stachurska; rzad srodkowy: prof. prof. Mie-
czystaw Chorazy, Wtodzimierz Korohoda, Jerzy Kawiak, Zygmunt Machoy; rzad dol-

nych z przy-
gotowaniami
do przyszio-
rocznego
Zjazdu, ktory
odbedzie sie
w Poznaniu.

Inaugura-
cja Kongresu
(Fot. 2) odby-
ta sie 5 wrze-
$nia 2011r. w
Audytorium
Maximum
UlJ. Uroczy-
sto$¢, ktora
rozpoczeta
sie wystucha-

ny: Prezes PTBK prof. Alicja Jozkowicz, Dziekan Wydziatu Chemii UJ prof. Grazyna niem  przez

Stochel, Prorektor UJ ds. CM prof. Wojciech Nowak, Rektor Uniwersytetu Rolniczego
prof. Janusz Zmija, Rektor UJ prof. Karol Musiot, Przewodniczacy Rady Miasta Krako-

wa Pan Bogustaw Ko$mider, prof. Jozef Dulak.

bin (Krakéw), Jézef Dulak (Krakow),
Jerzy Duszynski (Warszawa), Jakub
Gotab (Warszawa), Artur Jarmotow-
ski (Poznan), Barbara Jarzab

zaproszo-
nych gosci i
uczestnikéw
odegrane-
go w Auli Hejnatu krakowskiego
(Fot. 3), prowadzit w imieniu Komi-
tetobw Organizacyjnego i

(Gliwice), Leszek Kaczma-
rek (Warszawa), Elzbieta
Kotaczkowska  (Krakéw),
Krystyna Koziec (Krakéw),
Jerzy Kruk (Krakéw), Piotr
Laidler (Krakéw), Pawet
Lipinski (Jastrzebiec), Anna
Lityaska (Krakow), Ewa
Luchter-Wasylewska (Kra-
kéw), Marcin Majka (Kra-
kéw), Marta Miaczyriska (Warszawa),
Joanna Moraczewska (Bydgoszcz),
Krzysztof Nowak (Poznan), Artur
Osyczka (Krakéw), Adam Szewczyk
(Warszawa), Jerzy Silberring (Kra-
kéw), Grazyna Stochel (Krakéw),
Lech Wojtczak (Warszawa) i Maria
Wrobel (Krakéw).

Uroczysto$¢ inauguracji poprze-
dzona zostata posiedzeniami Za-
rzadow  Gldwnych  Towarzystw:
Biochemicznego i Biologii Komarki.
Zebraniu Zarzagdu Gioéwnego Pol-
skiego Towarzystwa Biochemicznego
przewodniczyt jego Prezes profesor
Andrzej Dzugaj. W czasie spotkania
omowiono szczeglty dziatan zwigza-
nych z rozpoczynajagcym sie Kongre-
sem oraz powotano m.in. cztonkéw
Komisji, ktéra podczas Zjazdu miata
dokona¢ oceny prac zgtoszonych do
nagrody im. Wtodzimierza Mozotow-
skiego. W czasie posiedzenia przed-
stawiono takze przebieg prac zwigza-
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Fot. 3. Hejnat krakowski na
1 otwarcie Kongresu.

Naukowego Profesor Piotr
Laidler. Uczestnikow po-
witali w imieniu $rodowi-
ska akademickiego Jego
Magnificencja Rektor Uni-
wersytetu Jagiellonskiego,
profesor Karol Musiot oraz
Jego Magnificencja Rektor
Uniwersytetu Rolniczego,
profesor Janusz Zmija. W
imieniu wtadz miasta zyczenia owoc-
nych obrad przekazat Przewodnicza-
cy Rady Miasta, Pan Bogustaw Ko-
Smider.

Oficjalnego otwarcia Kongresu do-
konat Prezes Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego Profesor Andrzej
Dzugaj (Fot. 4). Nastepnie zgodnie

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

z przyjetg tradycjg Prezesi obu To-
warzystw: profesor Alicja J6zkowicz
z ramienia Polskiego Towarzystwa

Biologii Komérki i profesor Andrzej
Dzugaj z ramienia Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego rozpoczeli
ceremonie wreczania nagréd wzbo-
gacajac ja stosownymi laudacjami.
Gtos zabrali réwniez przedstawiciele
sponsorow.

Nagrode Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego im. Jakuba Karola
Parnasa i Firmy Molecular Research
Center, Inc, Ohio, Cincinnati, USA
za najlepsza prace dosSwiadczalng z
zakresu biochemii lub biologii mo-
lekularnej wykonang catkowicie w
pracowni na terenie Polski otrzyma-
li: Jacek Bil, Magdalena Winiarska,
Dominika Nowis, Kamil Bojarczuk,
Anna Dabrowska-lwanicka, Grze-
gorz Basak, Kazimierz Sutek, Marek
Jakébisiak i Jakub Gotab, z Zaktadu
Immunolgii Centrum Biostruktury
Uniwersytetu Medycznego w War-
szawie za prace pt.. ,Bortezomib
modulates surface CD20 in B-cell
malignancies and affects rituximab-
mediated complement-dependent
cytotoxicity™ opublikowang w ,,Blo-
od", 2010, 115, 3745-3755. Wykiad
im. Jakuba Karola Parnasa pt.: ,,An-
ticancer monoclonal antibodies" wy-
gtosit w imieniu nagrodzonych prof,
dr hab. Jakub Gotgb.

Nagrode Polskiego Towarzystwa
Biologii Komorki im. Wactawa May-
zla i Firmy Roche za najlepszy artykut
opublikowany w kwartalniku ,Po-
stepy Biologii Komérki" w 2010 roku
otrzymali: Ewelina Synowiec, Anna
Merecz, Renata Krupa i Katarzyna
Wozniak z Katedry Genetyki Mole-
kularnej Uniwersytetu to6dzkiego za
prace pt.: ,Polimorfizm genéw napra-
wy dwuniciowych peknie¢ DNA w
raku piersi", Postepy Biologii Komor-
ki, 2010, 37, 433-448.

Nagrode Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego im. Witolda Dra-
bikowskiego i Firmy Merck za naj-
lepszg prace doktorska z biochemii
otrzymata Elzbieta Purta za dyserta-
cje pt.: , Identyfikacja i charakterysty-
ka nowych enzymoéw modyfikujacych
RNA". Promotorem pracy byt prof, dr
hab. Janusz Bujnicki z Instytutu Biolo-
gii Molekularnej i Biotechnologii Uni-
wersytetu im. Adama Mickiewicza
w Poznaniu. Patronat medialny nad
konkursem sprawuje redakcja kwar-
talnika ,,Postepy Biochemii".

www.postepybiochemii.pl
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Nagrode Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego im. prof. Bolesta-
wa Skarzynskiego za najlepszy ar-
tykut opublikowany w ,Postepach
Biochemii" w roku 2010 otrzymali:
Magdalena Lebiedzinska, Jan Suski,
Jerzy Duszyriski i Mariusz R. Wiec-
kowski z Pracowni Bioenergetyki i
Bton Biologicznych Instytutu Biolo-
gii DosSwiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN w Warszawie za
prace pt.: ,,Rola biatka p66Shc w fi-
zjologii i patologii”, Postepy Bioche-
mii, 2010, 56,165-173.

Nagrode Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego i Firmy Sigma-Al-
drich Polska za najlepszg prace do-
Swiadczang lub teoretyczng z zakre-
su Chemii i Biochemii Kwaséw Nu-
kleinowych otrzymat emerytowany
profesor Wydziatu Chemii Uniwer-
sytetu Wroctawskiego Ignacy Zenon
Siemion za wktad i rozwéj badan nad
chemia i biochemig kwaséw nukle-
inowych.

Podczas ceremonii otwarcia miato
rowniez miejsce uroczyste wreczenie
dyplomoéw Cztonkéw Honorowych
Polskiego Towarzystwa Biologii Ko-
morki. Otrzymali je: prof. dr hab.
Lech Wojtczak z Zaktadu Biochemii

Fot. 5. Prezes PTBK prof. Alicja J6zkowicz wrecza
dyplom Honorowemu Cztonkowi Towarzystwa
prof. Witodzimierzowi Korohodzie (UJ). W glebi
prof. Piotr Laidler.

z Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN, prof. dr hab.
Leszek Kuznicki z Zaktadu Biologii
Komérki Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego
PAN i prof. dr hab. Wiodzimierz Ko-
rohoda z Zaktadu Biologii Komorki
Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Bio-
technologii Uniwersytetu Jagiellon-
skiego (Fot. 5). Uroczystg laudacje
wygtosita Prof. dr hab. Alicja J6zko-
wicz, Prezes Polskiego Towarzystwa
Biologii Komarki.
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Fot. 6. Chwila rozmowy w trakcie koktajlu powi-
talnego.

Gospodarzem przysztorocznego,
XLVIl Zjazdu Polskiego Towarzy-
stwa Biochemicznego bedzie Poznan,
dokad goragco i serdecznie zaprosita
wszystkich zebranych prof. dr hab.
Maria Rybczynska, Przewodnicza-
ca Oddziatu Poznanskiego Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego.
Po wuroczystoSci otwarcia Kongre-
su uczestnicy zostali zaproszeni na
»Koktajl Powitalny", ktdry odbyt sie
we wnetrzach i na dziedzincu Audy-
torium Maximum (Fot. 6).

Obrady Kongresu rozpoczety sie
w dniu 6 wrze$nia o godz. 8.30 wy-
ktadami otwierajacymi poszczegol-
ne sesje i przebiegajacymi wedtug
ustalonego programu rownolegle w
4 salach w panelach przed- i popotu-
dniowym przez trzy kolejne dni, a w
dniu zakonczenia kongresu jedynie w
sesji przedpotudniowej. Poszczegdlne
sesje naukowe poswiecone byty na-
stepujagcym tematom:

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

* Proteases in
(Adam Dubin);

« Small RNAs: biogenesis and func-
tion (Artur Jarmotowski);

* Molecular and cellular bioenerget-
ics (Artur Osyczka);

» Gasotransmitters and signal trans-
duction (J6zef Dulak);

» Kinases and phosphatases (Ewa
Luchter-Wasylewska);

» Biochemistry of
(Krystyna Koziec);

* Mitochondria (Adam Szewczyk,
Lech Wojtczak, Jerzy Duszynski);

e Molecular mechanism in cancer (Pi-
otr Laidler);

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

pathophysiology

reproduction

* Molecular and cellular neurobiolo-
gy (Leszek Kaczmarek);

« Stem cells in tissue engineering (Le-

onora Buzanska);

Signaling pathways regulating tran-

scription (Marta Migczynska);

« Applications of X-ray crystallogra-
phy in life science (Grzegorz Du-
bin);

e Glycan impact on molecule struc-
ture and function (Anna Litynska);

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

e Gene therapy and cellular repro-
gramming (Jézef Dulak);

* Omics and systems biology (Jerzy

Silberring);

Mechanism of cell motility (Joanna

Moraczewska);

e Cancer transcriptomics: from model
studies to predictive factors (Barba-
ra Jarzab);

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

e Sulfur-containing compounds -

regulatory, antitumor and antioxi-

dative potential (Maria Wrobel);

EMT-biology and clinical implica-

tions (Marcin Majka);

Tumor cells and the formation of

métastasés (Jakub Goiab);

Inorganic nanomaterials for biology

and medicine (Grazyna Stochel);

Iron metabolism (Pawet Lipinski);

e Advances in plant biochemistry
(Jerzy Kruk);

* Varia.

Tematyka wyktadéw plenarnych
wygtaszanych przez zaproszonych
wybitnych specjalistow w kolejne dni
Kongresu, w godzinach potudnio-
wych pomiedzy panelami przed- i
popotudniowymi, a w ostatnim dniu
Kongresu na jego rozpoczecie, doty-
czyta najnowszych osiggnie¢ z zakre-
su nauk biologicznych:

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

e Perivascular inflammation as a risk

factor of cardiometabolic disease

(Tomasz Guzik, UJ CM, Krakow,

Polska);

A novel type of adult human plu-

ripotent stem cells (muse cells)

that reside in mesenchymal tissu-
es (Mari Dezawa, Departament of
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Fot. 7. Wreczanie 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 bcl (Artur
Osyczka, UJ, Krakéw, Polska).

W Kongresie wzieto udziat ponad
80 naukowcdw z zagranicy. Ciekawe
podejscie tematyczne i wysoki po-
ziom merytoryczny prezentowanych
badan sprawity, ze wszystkim wy-
ktadom i sesjom plakatowym towa-
rzyszyto duze, a niekiedy wrecz bar-
dzo duze zainteresowanie (Fot. 8).

Fot. 8. Dyskusje przy plakatach.

Trudno w tym miejscu nie pokusic¢
sie o refleksje, ze polskie $rodowi-
sko naukowe biologéw i biochemi-
kéw zajmuje coraz bardziej znaczaca
pozycje w Europie ina $wiecie, a tego
typu konferencje, pod warunkiem, ze
beda odbywaty sie w jezyku angiel-
skim, sa doskonatlg ptaszczyzng do
rozwoju i promocji polskiej biologii
i biochemii oraz stwarzajg coraz ko-
rzystniejsze warunki do kontaktow
miedzynarodowych, co szczegdlnie
dla mtodych naukowcdéw ma istotne
dla ich rozwoju znaczenie.

Mtodzi naukowcy mieli row-
niez, podczas uroczystego spotka-
nia Wtadz Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego z nowo przyjetymi
jego cztonkami, szczegdlng okazje
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do rozmowy i dyskusji z prof, dr
hab. Tomaszem Guzikiem, laure-
atem Nagrody Fundacji Na Rzecz
Nauki Polskiej 2010, nazywanej
potocznie ,polskim Noblem", za
wykazanie  istotnego  znaczenia
uktadu odpornosci w patogenezie
nadci$nienia tetniczego. Fundacja
Na Rzecz Nauki Polskiej przyznaje
corocznie indywidualne nagrody
uczonym za szczegOlne osiggniecia
i odkrycia naukowe, ktére stanowig
istotny wkitad w zycie duchowe i
postep cywilizacyjny naszego kraju
oraz zapewniajg Polsce miejsce w
nauce Swiatowej.

Duzym zainteresowaniem cieszyty
sie rowniez wyktady i warsztaty zor-
ganizowane przez firmy:

e Touch the future of PCR (Bio-Rad
Polska);
e Easy, accurate and reliable UV/Vis
photometric analysis with 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. Oddziat Merck
Millipore);
Combination of labeled and label-
free assay technologies for the anal-
ysis of receptor biology (PerkinEl-
mer Polska);
Targeted Genome Editing in Mam-
malian Cells Using Engineered Zinc
Finger Nucleases (Sigma-Aldrich);
Maxwell 16 - an automated nucleic
acid and protein extraction appara-
tus as a newquality standard in a
genetic laboratory (Symbios).
Kongresowi

3

Marcelego Nenckiego Polskiej Aka-
demii Nauk, bedacy najwiekszym
nie-uniwersyteckim centrum badan
biologicznych w Polsce, wspo6tpracu-
jacy z renomowanymi placéwkami
zagranicznymi oraz Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne prezentujace
swojg oferte wydawnicza.

W czasie trwania Kongresu Ko-
misja w sktadzie: prof. prof.. Maria
Rybczyriska, Ludmita Zylinska, Tere-
sa Wesotowska, J6zef Dulak, Lech Ro-
manowicz i Andrzej Kozik (Przewod-
niczacy) powotana w dniu 5wrzesnia
2011 r. przez Zarzad Gtowny Pol-
skiego Towarzystwa Biochemiczne-
go wybrata laureatéw Nagrody im.
Wiodzimierza Mozotowskiego dla
mtodych biochemikoéw przyznawang
za szczegOlnie dobre i interesujace
przedstawienie warto$ciowych prac
biochemicznych na dorocznym Zjez-
dzie Polskiego Towarzystwa Bioche-
micznego. W konkursie mogli uczest-
niczy¢ autorzy doniesien ustnych lub
plakatowych, ktérzy do czasu za-
mkniecia Kongresu nie ukonczyli 35
lat. Nagrode gtéwng otrzymat Michat
Mlacki z Pracowni Przekazywania
Sygnatu Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego w
Warszawie za prace pt.;,Grainyhe-
ad-like 1 (GRHL1) transcription fac-
tor in development of skin cancers".
Przyznano rowniez trzy wyroznienia,
ktore otrzymali: Grzegorz Gotun-
ski z Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii w Gdansku za prace
pt.:,,Formation of stacking aggregates
between methylxanthines and aro-
matic mutagens reduces their biolo-
gical activity”, Marta Przewozniak
z Instytutu Zoologii Uniwersytetu
Warszawskie-

towarzyszyta
przez caly czas
jego trwania, licz-
nie odwiedzana
przez  uczestni-
kow, wystawa
37 firm oferuja-
cych odczynniki,
sprzet medyczny
i naukowy, apa-

rature kontrol-

no-pom iarow a Fot. 10. Wystawa firm prezentujacych nowoczesng
i Iaboratoryjnq aparature, drobny sprzet, odczynniki i publikacje.
ksigzki i podrecz-

niki (Fot. 10).

Wséréd wystawcéw znalazt sie tez
Instytut Biologii Doswiadczalnej im.

go za prace pt.:
.Differentiation
of myoblasts and
embryonic  stem
cells can be stimu-
lated by IGF-1 and
IL-2" oraz Anna
Florczak z Mie-
dzyuczelnianego
Centrum  Nano-
BioMedycznego
Uniwersytetu im.
Adama Mickiewi-
czaw Poznaniu za
prace pt.;,,Hybrid
spider silk proteins as drug nanocar-
riers for targeted cancer therapy"”. Na-
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NOWE WEADZE POLSKIEGO TOWARZYSTWA BIOCHEMICZNEGO

6 wrzesnia 2011 r., podczas Il Kongresu Polskiej Biochemii i Biologii Komorki stwa
w Krakowie, odbyto sie Walne Zebranie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
na ktérym wybrano nowe wtadze Towarzystwa, na XX Kadencje (lata 2011-2014).
Prezesem zostat prof. dr hab. Andrzej Dzugaj (Wroctaw), Wiceprezesem prof. dr
hab. Adam Szewczyk (Warszawa). Wybrano tez Zarzad Gtdwny, ktéry na posie-
dzeniu w Warszawie, w dniu 19 wrze$nia 2011 r., wytonit Prezydium, w skiad
ktorego, poza Prezesem i Wiceprezesem, weszli: dr hab. prof. nadzw. Pawet Po-
morski (Warszawa) — Sekretarz, dr hab. prof. nadzw. Joanna Bandorowicz-Pi-
kuta (Warszawa) — Skarbnik, dr hab. Elzbieta Rebas (L6dz) — Cztonek, prof. dr
hab. Piotr Laidler (Krakéw) —Cztonek, prof. dr hab. Artur Jarmotowski (Poznan)
— Czlonek. Pozostali cztonkowie Zarzadu Gtéwnego Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego na lata 2011-2014 to: prof. dr hab. Jolanta Baranska (Warszawa),
dr Teresa Wesotowska (Szczecin), prof. dr hab. Ewa Birkner (Zabrze), prof. dr hab.
Ludmita Zylinska (L6dz), dr hab. Joanna Moraczewska (Bydgoszcz), dr hab. Bar-
bara Dotegowska (Szczecin), prof. dr hab. Edward Bankowski (Biatystok), prof. dr
hab. Jan Barciszewski (Poznan) i prof. dr hab. Krzysztof Sobolewski (Biatystok).

grody podczas ceremonii zamkniecia
Kongresu wreczyt Prof. dr hab. An-
drzej Kozik.

Podczas Kongresu zostaty réwniez
przyznane Nagrody Polskiego To-
warzystwa Biologii Komorki i Firmy
Roche za najlepsze prezentacje kon-
ferencyjne. Nagrode za najlepszg pre-
zentacje ustna wygtoszong podczas Il
Ogolnopolskiego Kongresu Biochemii
i Biologii Komdrki otrzymat: Maciej
Cies$la z Wydziatu Biochemii, Biologii
i Biotechnologii UJ za prace pt.: ,Heme
oxygenase-1 as a possible therapeutic
target in treatments of rhabdomyosar-
coma". Nagrode PTBK za najlepszy
poster prezentowany podczas Il Ogdl-
nopolskiego Kongresu Biochemii i Bio-
logii Komorki ponownie otrzymat Mi-
chat Mlacki z Pracowni Przekazywania
Sygnatu Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego w
Warszawie za prace pt. ,,Grainyhead-
like 1 (GRHL1) transcription factor in
development of skin cancers". Wyréz-
nienie PTBK za poster prezentowany
podczas Il Ogdlnopolskiego Kongresu
Biochemii i Biologii Komorki otrzy-
mata Katarzyna Szpak z Wydziatu
Biochemii, Biologii i Biotechnologii za
prace pt.: ,Effect of fenofibrate on the
properties of endothelial continuum in
proximity of prostate cancer cells" oraz
Katarzyna Sikorska z Zaktadu Chorob
Zakaznych Uniwersytetu Medycznego
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w Gdansku za prace pt.: ,,Expression
of hepcidin and heme oxygenase-1 in
chronic hepatitis”. Nagrody Polskiego
Towarzystwa Biologii Komorki pod-
czas ceremonii zamknigecia Kongresu
wreczyli: prof. dr hab. Alicja J6zko-
wicz oraz Przedstawiciel Firmy Roche.

Materiaty z Kongresu opublikowa-
ne zostaty, dzieki wsparciu Minister-
stwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
w suplemencie do Acta Biochimica
Polonica (vol. 58, Suplement 2/2011),
ktory uczestnicy Kongresu otrzymali,
po raz pierwszy w historii dotych-
czasowych konferencji Polskiego To-
warzystwa Biochemicznego, w wersji
elektronicznej, a nie drukowanej.

Organizatorzy starali sie dostar-
czy¢ uczestnikom Konferencji takze
innych, poza przewidzianym pro-
gramem naukowym  Konferencji,
przezy¢; w tym mozliwos$¢ wybrania
sie na liczne wycieczki: zwiedzanie
Krakowa, Nowej Huty, Muzeum Au-
schwitz-Birkenau oraz jednej z naj-
starszych kopalni soli w Wieliczce.
Imprezg dodatkowg byto réwniez
spotkanie towarzyskie w Klubie ,Za-
czek", miejscu, ktore jak wszystko w
Krakowie ma swojg historie i legende.
W Zaczku kariere rozpoczynali m.in.
tacy artys$ci, jak: Ewa Demarczyk, An-
drzej Sikorowski, Elzbieta Adamiak
czy Jacek Kaczmarski.

Na zakonczenie pra-
gniemy bardzo serdecz-
nie podziekowac czton-
kom Zarzadu Gtowne-
go Polskiego Towarzy-
Biochemicznego
Pani prof. dr hab. Jo-
lancie Redowicz i Pani
dr hab. prof. nadzw.
Joannie Bandorowicz-
Pikule oraz Pani Mat-
gorzacie Basaj i Panu
dr hab. prof. nadzw.
Pawtowi Pomorskiemu
z Redakcji Acta Biochi-
mica Polonica, a takze
Pani Ewie Szczepanik z
biura PTBioch za wszel-
kg pomoc i wspanialg
wspoltprace w trakcie
przygotowywania i
prowadzenia Kongre-
su. Pragniemy takze
podziekowaé organiza-
torom Sesji Naukowych
i cztonkom Komisji ds.
Nagréd za trud wiozony w organiza-
cje Kongresu i jego sprawny przebieg.
Dziekujemy rowniez firmie ,Targi w
Krakowie", organizatorowi konferen-
cji i kongreséw, w ktérej szczegOlnie
w osobach Pani Ewy Woch i Pani Ka-
tarzyny Perlik znalezliSmy doskona-
tych, zawsze gotowych do dziatania
wspotpracownikow. Chcielibysmy
rowniez podzigkowac Pani dr Joannie
Dulinskiej-Litewce za wysitek wiozony
w przygotowanie Wystawy Firm, ktéra
W znaczacy sposob przyczynita sie do
nadania Kongresowi rangi waznego i
budzgcego powszechne zainteresowa-
nie wydarzenia naukowego. Dzieku-
jemy takze za znakomitg wspotprace
wszystkim kolezankom i kolegom z
Komitetu Organizacyjnego i Komitetu
Naukowego, z ktérymi mieliSmy moz-
liwos¢ pracowac nad organizaqa i prze-
biegiem Kongresu.

Atmosfera krakowskiego spotkania
sprzyjata nawigzywaniu naukowych i
towarzyskich kontaktéw, prowadzeniu
licznych dyskusji i wymianie idei twor-
czych, za co wszystkim uczestnikom Il
Kongresu Polskiej Biochemii i Biologii
Komorki pieknie dziekujemy, pozosta-
jac z nadzieja, iz wywiezione z Krako-
wa wrazenia bedg mile wspominane.

mgr Anna Bilska-Wilkosz
prof. Piotr Laidler
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Sprawozdanie z dziatalnosci Zarzagdu Gtownego
Polskiego Towarzystwa Biochemicznego XIX Kadencji (1X-2008-1X-2011)

SPRAWY ORGANIZACYJINE

WLADZE POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO

Zarzad Gidéwny, wybrany w
dniu 9 wrzednia 2008 r. na Walnym
Zebraniu Cztonkéw podczas Kon-
gresu Biochemii i Biologii Komor-
ki w Olsztynie, ukonstytuowat sie
23 wrzes$nia 2008 r. w nastepujacy
sposOb: Prezes — Andrzej Dzugaj
(Wroctaw), Wiceprezes — Jolan-
ta Baraniska (Warszawa), Sekretarz
— Maria Jolanta Redowicz (War-
szawa), Skarbnik — Anna Dygas
(Warszawa); cztonkowie Prezydium
— Edward Bankowski (Biatystok),
Jan Barciszewski (Poznan) i Teresa
Wesotowska (Szczecin); pozostali
cztonkowie Zarzadu — Wanda Ba-
er-Dubowska (Poznan), Joanna Ban-
dorowicz-Pikuta (Warszawa), Jozef
Dulak (Krakow), Teresa Jakubowska
(Lublin), Hanna Janska (Wroctaw),
W iestawa Jarmuszkiewicz (Poznan),
Piotr Laidler (Krakow), Adam Szew-
czyk (Warszawa) i Ludmita Zylin-
ska (L6dz). W zwigzku z rezygnacjg
we wrzesniu 2009 r. Anny Dygas z
funkcji Skarbnika i cztonkostwa w
PTBioch Zarzad wybrat ze swego
grona Joanne Bandorowicz-Pikute,
ktéra rozpoczeta petnienie tej funk-
cji z dniem 1 stycznia 2010 r.

Podczas kadencji odbyto sie 9 po-
siedzen Zarzadu (w tym trzy wyjaz-
dowe podczas dorocznych Zjazdow
Towarzystwa w todzi, Wisle i Kra-
kowie) oraz 11 posiedzeA Prezydium
Zarzadu. Wiegkszos$¢ spotkan Zarzadu
odbywata sie w formie rozszerzonej,
tzn. z udziatem przedstawicieli Od-
dziatéw i cztonkow Gtoéwnej Komisji
Rewizyjnej. Podczas Zjazdu w todzi
zwotano réwniez Nadzwyczajne Wal-
ne Zebranie Cztonkéw w celu doko-
nania zmiany Statutu.

BIURO ZARZADU
GLOWNEGO PTBioch

Siedziba biura Zarzadu Gtow-
nego miesci sie w Instytucie Biolo-
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gii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego PAN. W lecie 2009 r.
przeprowadzono remont biura (na
koszt Instytutu Nenckiego) i doko-
nano zakupu niezbednego sprzetu
i umeblowania. Obecnie biuro wraz
z redakcjg Acta Biochimica Polonica
zajmuje powierzchnie okoto 40 m2
W celu usprawnienia dziatalnosci
biura Zarzagdu Gtownego podjeto
decyzje o zatrudnieniu jednej oso-
by na caly etat. Zakonczono za$
wspdtprace z osobami zwigzanymi
z Towarzystwem, ktére niestety nie
potrafity postugiwac¢ sie kompute-
rem. Od wrze$nia 2009 r. biuro pro-
wadzi p. Ewa Szczepanik. Biuro jest
teraz czynne codziennie, zapewnio-
ny jest takze bezposredni kontakt
z cztonkami poprzez obecnos$¢ p.
Szczepanik na dorocznych Zjazdach
PTBioch.

STRONA INTERNETOWA

Od listopada 2008 r. administra-
torem strony internetowej PTBioch
(oraz obu wydawnictw) zostat dr
hab. Pawet Pomorski (Warszawa).
Strona (www.ptbioch.edu.pl) jest
na biezgco aktualizowana, powstaty
nowe zaktadki m.in. Praca.

KALENDARZ TOWARZYSTWA

Dr Anna Dygas petnigca do grud-
nia 2009 roku funkcje skarbnika
Towarzystwa wystapita z inicja-
tywg wydrukowania Kalendarza
PTBioch, zawierajgcego informacje
o Towarzystwie i organizowanych
przez Towarzystwo i FEBS zjaz-
dach i konferencjach naukowych.
Inicjatywe te zrealizowano w 2010
roku, dzieki wsparciu finansowemu
firm, drukujac 200 sztuk kalendarza
ksigzkowego i 250 $ciennego na rok
2011. Kalendarze, bedgce formg pro-
mocji Towarzystwa zostaty rozda-
ne cztonkom wtadz Towarzystwa,
przedstawicielom Oddziatow idzia-
taczom, kierownictwu instytucji i
przedstawicielom firm systematycz-
nie wspierajagcych Towarzystwo.
Byty réwniez dodatkiem do nagréd
Towarzystwa.

ZMIANA STATUTU

Podczas minionej kadencji pono-
wiono préby zmiany zapisu w 8§37
Statutu Towarzystwa, praktycznie
uniemozliwiajgcego dokonywanie
jakichkolwiek zmian w Statucie.
Pierwsza préba, podjeta podczas
Zjazdu w todzi (zorganizowano
woéwczas Nadzwyczajne Walne Ze-
branie Cztonkow) zakonczyta sie po-
towicznym sukcesem, gdyz udato sie
uzyskaé¢ ponad 50% gtosow (wigcza-
jac w to petnomocnictwa), jednakze
organ nadzoru, czyli Prezydent Mia-
sta Stotecznego Warszawy nie uznat
gtosowania poprzez petnomocnikéw.
W lipcu 2010 r. zmienita sie sytuacja
prawna i petnomocnictwa sg obecnie
uznawane przez Urzad Miasta.

Postanowiono wiec powtorzy¢ ak-
cje zbierania petnomocnictw i zwotaé
Nadzwyczajne Walne Zebranie wow-
czas, gdy uda zdoby¢ sie petnomoc-
nictwa od co najmniej 50% cztonkdéw.
Akcja zbierania dokumentow trwa,
wcigz jednak brakuje wystarczajacej
liczby gtoséw. Tag droga raz jeszcze
prosimy o wspOtprace w tej sprawie.
Plik z petnomocnictwem oraz list Pre-
zesa sg dostepne na stronie interneto-
wej Towarzystwa.

POWOLANIE NOWYCH
SEKCJI TEMATYCZNYCH

Powotano dwie nowe sekcje, Sta-
rzenia i Smierci Komérki pod kierow-
nictwem prof. Ewy Sikory z Instytutu
Biologii Doswiadczalnej im. Marce-
lego Nenckiego PAN w Warszawie
oraz Molekularnych Mechanizméw
Ruchliwo$ci pod  kierownictwem
prof. Przemystawa Wojtaszka z Uni-
wersytetu Adama Mickiewicza w Po-
znaniu. Wskrzeszono takze sekcje dy-
daktyczng, kierownictwo powierzono
prof. Julianowi Swierczyfskiemu z
Uniwersytetu Gdanskiego.

SPRAWY CZLONKOWSKIE

Kontynuowano aktualizacje listy
cztonkéw PTBioch, dokonujac, zgod-
nie ze Statutem, skreslenia oséb z li-
sty cztonkéw, ktdre zalegaty z opta-
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caniem sktadek wiecej niz dwa lata.
Organizowano takze podczas Zjaz-
dow spotkania cztonkow Zarzgdu z
nowoprzyjetymi cztonkami Towa-
rzystwa, podczas ktérych omawiano
korzysci ptynace z przynaleznosci do
PTBioch. W 2010 r. przeprowadzono
takze akcje POWROTY, umozliwiaja-
cg powrot do Towarzystwa osobom
skreSlonym z powodu nieptacenia
sktadek; skorzystato z niej 11 o0sob,
ktore uiscity rownowarto$¢ sktadki za
lata 2008-2010.

Podczas kadencji skreslono 504
cztonkéw, w tym emerytéw, ktorzy
nie potwierdzili checi przynalezenia
do Towarzystwa. Podczas trzylet-
niej kadencji przyjeto do Towarzy-
stwa 288 nowych cztonkéw. Obec-
nie (stan na 6 wrze$nia 2011 r.) To-
warzystwo liczy 1069 cztonkow, w
tym 676 os6b powinno optacac¢ pet-
ng sktadke, 297 jest uprawnionych
do sktadki ulgowej dla studentow i
doktorantow (275) oraz wspdtmat-
zonk6w optacajacych petna sktadke
(22), a takze 80 emerytéw i 16 czton-
kow honorowych. Zarzad Gitowny
podjat réwniez uchwate o mozli-
wosci dofinansowania udziatu w
dorocznych Zjazdach Towarzystwa
cztonkéw-emerytow.

CZLONKOSTWO HONOROWE

Z rekomendacji ustepujacego Za-
rzadu Gidéwnego podczas Walnego
Zebrania Czionkéw w Krakowie
przyznano cztonkostwa honorowe
osobom szczegélnie zastuzonym dla
rozwoju polskiej biochemii. Sg to: dr
Piotr Chomczynski (USA, fundator
Nagrody Parnasa), prof. Ryszard Gry-
glewski (Krakow, wybitny biochemik
i farmakolog), prof. Serhiy Komisa-
renko (Ukraina, Prezes Ukrainskie-
go Towarzystwa Biochemicznego),
dr John Mowbray (Wielka Brytania,
ustepujacy skarbnik FEBS), prof. Ma-
ciej J. Natecz (Warszawa-UNESCO,
byty przewodniczgcy Komisji Stypen-
diow w FEBS), dr Teresa Wesotowska
(Szczecin, wieloletni redaktor ,,Listow
do cztonkéw" oraz prof. Zdzistaw Zak
(Krakoéw, wieloletni przewodniczacy
Oddziatu PTBioch w Krakowie).

SPRAWY FINANSOWE

Na dochody Towarzystwa skita-
daty sie: (i) skiadki cztonkowskie;
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(ii) dotacje Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego; (iii) wpltywy
z prenumeraty czasopism Towarzy-
stwa; (iv) optaty za publikacje prac
i artykutow przeglagdowych w cza-
sopismach Towarzystwa (tzw. page
charge) oraz (v) dobrowolne dotacje
instytucji wspierajgcych i firm spon-
sorujacych.

(i) poczawszy od 2009 r. sktadka
cztonkowska w pelnej wysokosci
wynosita 100 zt rocznie, a skitad-
ka ulgowa (od studentow i dok-
torantow oraz wspotmatzonkow
optacajacych peing sktadke) 50 zt
Cztonkowie honorowi oraz emery-
ci sg zwolnieni z optacania sktadki.
Niepokoi wysokos¢ wpltywow ze
sktadek, ktére utrzymywaty sie na
poziomie okoto 65% spodziewanych
wptywow;

(ii) dotacje Ministerstwa przezna-
czone byty wytacznie na dofinanso-
wanie wydawnictw Towarzystwa
»Postepéw Biochemii", ,,Acta Biochi-
mica Polonica” i ,,Leksykonu" (jedy-
nie w 2008 r. i czeSciowo w 2009 r.)
oraz dorocznych Zjazdéw Towarzy-
stwa, Kongresu EBEC, zorganizowa-
nego w 2010 r. przez sekcje Bioener-
getyki oraz VIII Konferencji Parnasa
(w 2011 r.);

(iii) prenumerata ,,Postepéw Bio-
chemii" i ,,Acta Biochimica Polonica"
(w zréznicowanej wysokosci) opta-
cana jest gtéwnie przez biblioteki i
innych prenumeratoréw instytucjo-
nalnych, natomiast cztonkowie Towa-
rzystwa, ktérzy na biezaco opiacajg
sktadke cztonkowska, otrzymuja ,,Po-
stepy Biochemii" bezptatnie. Wptywy
z tego zrodta pokrywaja jedynie nie-
wielka cze$¢ kosztow wydawniczych;

(iv) optaty za druk artykutéw w
obu czasopismach, wprowadzone w
poprzedniej kadencji, poprawity stan
finansow Towarzystwa. Wysokos¢
optat ustalaja redakcje czasopism;

(v) sponsorowanie przez instytu-
cje wspierajagce oraz firmy komercyj-
ne lub ich prezeséw polegato przede
wszystkim na fundowaniu nagrdd
pienieznych oraz wspieraniu finan-
sowym Sesji Jubileuszowej, zjazdow
i konferencji organizowanych przez
Towarzystwo oraz druk i wysytke
»Listow do Cztonkow".

DZIALALNOSC POLSKIEGO
TOWARZYSTWA
BIOCHEMICZNEGO NA
FORUM KRAJOWYM

SESJA JUBILEUSZOWA

W ramach obchodéw 50-lecia po-
wstania PTBioch zorganizowano Se-
sje Jubileuszowg 50-lecia PTBioch,
ktora odbyta sie 3 kwietnia 2009 r.
w Sali Lustrzanej Patacu Staszica w
Warszawie. Uczestniczyto w niej
okoto 200 os6b, w tym wielu zna-
komitych gosci, wsérdéd nich cérka
jednego z zatozycieli PTBioch, prof.
Kazimierza Zakrzewskiego, Pani Mi-
nister Julia Pitera. Poza wyktadem
prof. Lecha Wojtczaka poswieco-
nym historii Towarzystwa, wyktady
wygtosili prof. Maciej Zylicz i prof.
Grzegorz Wegrzyn. Szczegdtowe
sprawozdanie z Sesji zamieszczono
w ,Postepach Biochemii" (numer
55/2), ,,Acta Biochimica Polonica"
(numer 56/2) oraz na stronie interne-
towej Towarzystwa (www.pthioch.
edu.pl). Zorganizowanie spotkania
byto mozliwe dzieki wsparciu finan-
sowemu Instytutu Biologii Doswiad-
czalnej im. Marcelego Nenckiego
PAN i Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN oraz wielu firm. Polskie Towa-
rzystwo Biochemiczne dofinanso-
wato réwniez wydanie Ztotej Ksiegi
50-lecia.

ZJAZDY PTBioch

W minionej kadencji odbyty sie
trzy ogdlnopolskie Zjazdy Towa-
rzystwa: 44. Zjazd w todzi (16-19
wrze$nia 2009 r.), zorganizowany
przez prof. Ludmite Zylinskg i dr
hab. Elzbiete Rebas, Oddziat £6dz-
Ki; 45. Zjazd w Wisle (20-23 wrzes$nia
2010 r.), zorganizowany przez prof.
Ewe Birkner iprof. Krystyne Olczyk,
Oddziat Katowicki oraz 46. Zjazd w
Krakowie wspélnie z XI Ogo6lnopol-
skg Konferencja Polskiego Towarzy-
stwa Biologii Komdrki jako Il Kon-
gres Polskiej Biochemii i Biologii
Komorki (5-9 wrzesnia 2011), gtdw-
ni organizatorzy Kongresu to prof.
Piotr Laidler (PTBioch, Oddziat
Krakowski) i prof. Alicja Jozkowicz
(Prezes PTBK). Kolejny 47. Zjazd
odbedzie sie w Poznaniu. Szczeg6-
towe sprawozdania ze Zjazdéw uka-
zaty sie w ,Postepach Biochemii”, a
streszczenia tradycyjnie juz druko-
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wane sg w postaci suplementéw do
»Acta Biochimica Polonica".

KONFERENCJE PARNASA

Podczas minionej kadencji od-
byty sie dwie konferencje Parnasa,
VIl w Jatcie i VIII w Warszawie.
VIl Polsko-Ukrainska Konferencja,
zorganizowana przez Ukrainskie
Towarzystwo Biochemiczne odbyta
sie w dniach 3-7 pazdziernika 2009
r. w Jalcie. Polskie Towarzystwo
Biochemiczne zorganizowato zbio-
rowy wyjazd autokarem; Kkoszty
wynajecia autokaru dla cztonkdéw
PTBioch pokryto z tzw. funduszu
wschodniego uzyskanego podczas
Kongresu FEBS w Warszawie. VIII
Konferencja, pierwsza, z inicjatywy
prof. A. Dzugaja, trojstronna Polsko-
Ukrainsko-lzraelska Konferencja
Parnasa, pod patronatem Ministra
Spraw Zagranicznych Pana Rado-
stawa Sikorskiego i Minister Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego Pani Barbary
Kudryckiej, odbyta sie w dniach 27-
31 sierpnia 2011 r. na Wydziale Bio-
logii Uniwersytetu Warszawskiego.
Szczeg6towe sprawozdanie z Kon-
ferencji znajduje sie w tym numerze
.Postepéw Biochemii". Kolejna, IX
juz Konferencja odbedzie sie w 2013
r. najprawdopodobniej w Jerozoli-
mie.

FEDERACJA POLSKICH
TOWARZYSTW NAUKOWYCH

W grudniu ubiegtego roku Towa-
rzystwo wystgpito z inicjatywa powo-
tania Federacji Polskich Towarzystw
Naukowych. W tym celu skontakto-
wano sie z prezesami wszystkich na-
ukowych towarzystw przyrodniczych
iw styczniu 2011 r. odbyto sie spotka-
nie zatozycielskie. Role koordynatora
tego przedsiewziecia powierzono, za
zgodg wszystkich uczestnikow spo-
tkania, cztonkowi PTBioch prof. Je-
rzemu Duszynskiemu. Obecnie trwa-
jg prace organizacyjne. W pazdzierni-
ku odbedzie sie zebranie, na ktérym
ustalony zostanie program i zasady
dziatania Federacji.

VARIA

Polskie Towarzystwo Bioche-
miczne we wspdtpracy z innymi
towarzystwami naukowymi podej-
mowaty szereg inicjatyw. Na przy-
ktad przygotowano petycje w spra-
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wie zwolnienia z procedury prze-
targowej zakupdw dokonywanych
z funduszy uzyskanych w ramach
grantéw badawczych oraz zmian
w prawodawstwie dotyczgcym ba-
dan z wykorzystaniem zwierzat do-
Swiadczalnych. Ponadto, korzysta-
jac z prawa nadanego w Ustawie o
Narodowym Centrum Nauki (NCN)
Towarzystwo zgtosito kandydature
prof. Leszka Kaczmarka do Rady
NCN.

DZIALALNOSC WYDAWNICZA

Towarzystwo wydaje dwa kwar-
talniki: ,,Postepy Biochemii" i ,,Acta
Biochimica Polonica". Ponadto, row-
niez kwartalnie wydawane sg pod
redakcjg dr Teresy Wesotowskiej
,Listy do Cztonkéw", rozprowa-
dzane bezptatnie wsérod wszystkich
cztonkdw Towarzystwa, informuja-
ce o biezacych sprawach i wydarze-
niach. Warte podkreS$lenia jest, ze dr
Wesotowska zdobywa fundusze po-
krywajace koszty wydania i wysytki
LListow...".

,POSTEPY BIOCHEMII"

Redaktorem naczelnym ,Poste-
pow Biochemii" jest prof. Stawomir
Pikuta (Warszawa), ktoremu pod-
czas minionej kadencji przedtuzono
umowe na kolejnych 5 lat. Pismo
cieszy sie duzym zainteresowaniem
jako aktualne Zrédto informacji o
wspotczesnych trendach w bioche-
mii i biologii molekularnej. Ponad-
to, w dziale Wydarzenia/Opinie/
Komentarze umieszczane sg infor-
macje o wydarzeniach w polskim
$srodowisku biochemicznym. Dzieki
staraniom Redakcji kwartalnik zo-
stat umieszczony na ministerialnej
liscie czasopism. Zostata zmoderni-
zowana wysytka ,,Postepéw Bioche-
mii", jest ono wysytane w przezro-
czystej kopercie za pomoca tanszej
firmy wysytkowej.

»ACTA BIOCHIMICA POLONICA™

Wydawane sg wspolnie przez
Towarzystwo i Komitet Biochemii i
Biofizyki PAN, jednakze to Polskie
Towarzystwo Biochemiczne ponosi
gtéwny ciezar organizacyjny, logi-
styczny i finansowy. Kwartalnik pu-
blikuje oryginalne prace dosSwiad-
czalne i przegladowe wytgcznie w

jezyku angielskim. Poza artykutami
polskich autorow w , Acta" ukazujg
sie réwniez prace autoréw zagra-
nicznych (okoto 30% prac). Pismo
publikuje okoto 100 prac rocznie.
W sktad Rady Redakcyjnej ,,Acta"”
wchodzg uznane autorytety nauko-
we z Polski i z zagranicy. Impact
factor pisma wahat sie w ciagu ostat-
nich 3 lat w granicach 1,2-1,4. Cza-
sopismo wydawane jest zarobwno w
wersji drukowanej, jak i elektronicz-
nej; ta ostatnia jest dostepna bez-
ptatnie i bez zadnych ograniczen.
Redaktorem Naczelnym ,,Acta" po
$mierci prof. Liliany Konarskiej (w
sierpniu 2008 r.) zostat prof. Grze-
gorz Wegrzyn (Gdansk), ktéry objat
te funkcje w styczniu 2009 r.

,,LEKSYKON"

~Leksykon" zawierajagcy wykaz
terminéw z zakresu biochemii i bio-
logii molekularnej byt wydawany w
formie internetowej. Na poczatku
2009 r. Zarzad Gidwny podjat jed-
nak decyzje o zaprzestaniu prac nad
tym wydawnictwem. Budzito ono
bowiem wiele stéw krytyki, ponadto
.Leksykon" pojawit sie nielegalnie
na stronach internetowych nie zwig-
zanych z Towarzystwem. Zwrdco-
no dotacje celowg do Ministerstwa
przyznang na 2009 r., a w miejsce
,Leksykonu" postanowiono przy-
gotowac polsko-angielski i angiel-
sko-polski stownik biochemiczny.

»SEOWNIK BIOCHEMICZNY™"

Zarzad Gtowny uznat, ze istnieje
pilna potrzeba opracowania wspot-
czesnego Stownika Biochemicznego
Angielsko-Polskiego i Polsko-An-
gielskiego. Pracy nad Stownikiem
podjat sie prof. Edward Bafnkowski,
ktéory w ciggu niecatych dwéch lat
wykonat gigantyczna prace opraco-
wujac Stownik zawierajagcy ponad
10.000 haset. Wydawnictwo to uzy-
skato pozytywne recenzje ijest obec-
nie drukowane przez firme Elsevier,
Urban & Partner we Wroctawiu.

NAGRODY TOWARZYSTWA

Dokonano aktualizacji wiekszo-
§ci regulaminéw nagréd PTBioch.
Nagrodzie za najlepszg prace dok-
torska, finansowanej przez firme
Merck, nadano patrona profesora
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Witolda Drabikowskiego. Zamiast
Nagrody im. Janiny Opienskiej-
Blauth za najlepsze doniesienie zjaz-
dowe przedstawione przez studen-
tow uczestniczacych w dorocznych
Zjazdach Towarzystwa utworzono
Stypendium im. Janiny Opienskiej-
Blauth pokrywajace koszty ich
uczestnictwa w tych wydarzeniach
naukowych.

W ciggu XIX kadencji przyznano
nastepujace coroczne nagrody:

(1) im. Jakuba K. Parnasa za naj-
lepszg publikacje pracy wykonanej
w polskim laboratorium. Nagrode
sponsoruje dr Piotr Chomczynski z
firmy Molecular Research Center,
Inc. w Cincinnati, stan Ohio, USA;

(2) im. Bolestawa Skarzynskiego
za najlepszy artykut przeglagdowy
opublikowany w ,Postepach Bio-
chemii”, nagrode finansuje Zarzad
Gtéwny;

(3) im. Witodzimierza Mozotow-
skiego za najlepsze doniesienie zjaz-
dowe przedstawione przez mtode-
go naukowca podczas dorocznego
Zjazdu PTBioch; nagrode finansujg
organizatorzy Zjazdu;

(4) stypendia im. Janiny Opien-
skiej-Blauth za najlepsze doniesie-
nie pokrywajgce koszty ich uczest-
nictwa w tych wydarzeniach na-
ukowych; stypendia sg fundowane
przez Zarzad Gioéwny;

(5) za najlepsza prace w zakresie
kwasow nukleinowych; nagrode
sponsoruje firma SIGMA-ALDRICH
Polska;

(6) im. Witolda Drabikowskiego
za najlepszg rozprawe doktorskg w
zakresie biochemii; nagrode sponso-
ruje firma Merck.

Ponadto, w 2009 r. przyznano na-
grode im. Antoniego Dmochowskie-
go za wybitne osiggniecia dydak-
tyczne w dziedzinie biochemii.

Laureaci nagrdd i stypendium sg
wymienieni na stronie internetowej
Towarzystwa w zaktadkach odpo-
wiadajgcych poszczeg6lnym nagro-
dom.
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FORUM ZAGRANICZNYM

FEDERACJA EUROPEJSKICH
TOWARZYSTW
BIOCHEMICZNYCH (FEBS)

Polskie Towarzystwo Biochemiczne-
go od poczatku powstania Federacji jest
jej aktywnym cztonkiem. Co roku od-
prowadzana jest do FEBS sktadka, wy-
sokosc¢ ktorej jest pochodnag liczby czton-
kow Towarzystwa. Cztonkowie PTBioch
moga ubiegac sie o rézne stypendia ba-
dawcze oferowane przez FEBS oraz o
dofinansowanie udziatu w Forum Mio-
dych podczas Kongreséw FEBS oraz w
warsztatach naukowych. Prof. Andrzej
Dzugaj uczestniczyt z gtosem stanowig-
cym na corocznych spotkaniach Rady
FEBS podczas Kongreséw FEBS w Pra-
dze (2009), Goeteborgu (2010) i Turynie
(2011). Cztonkowie Towarzystwa wcho-
dzili w skiad centralnych wtadz FEBS.
Prof. Adam Szewczyk petnit urzad do-
radcy ds. kongresow FEBS (Congress
Counselor), a prof. Maciej J. Natecz do
2010 r. byt przewodniczagcym komisji ds.
stypendiow (pehit te funkcje przez trzy
kadencje z rzedu). Godne podkreslenia
jest, ze podczas posiedzenia FEBS Co-
uncil w Turynie prof. Szewczyk zostat
jednomysinie wybrany na trzecig ka-
dencje. W komisji ds. wydawnictw od
2006 r. pracuje prof. Mariusz Jaskolski
(Poznan), natomiast prof. J. Barainska zo-
stata wybranaw 2009r. do grupy ds. Eu-
ropy Srodkowo-Wschodniej (WOGCEE;
do 2009 r. cztonkiem tej grupy byt prof.
Andrzej Dzugaj). Ponadto, prof. Jerzy
Duszynski zostat w 2011 r. wigczony w
sktad komisji Science and Society. Nieste-
ty, pomimo zgtaszania kandydatow do
innych komisji nie udato sie tam wpro-
wadzi¢ polskich biochemikéw. Wart
podkreslenia jest fakt, ze podczas minio-
nej kadencji dwukrotnie gosciliSmy Se-
kretarza Generalnego FEBS, prof. Israela
Pechta (uczestniczyt w Sesji Jubileuszo-
wej oraz w VIII Konferencji Parnasa). Na
Konferencje Parnasa przyjechat rowniez
prof. Mathias Sprinzl, przewodniczacy
grupy WOGCEE.

WSPOLPRACA Z INNYMI
TOWARZYSTWAMI
BIOCHEMICZNYMI

Kontynuowano datujaca sie od po-
czatku lat 90. wspotprace z Ukrainskim
Towarzystwem Biochemicznym, ktéra

przejawiata sie gtéwnie w organizacji
Konferencji Parnasa (w 2009 i 2011 r.).
Ponadto, prof. Jolanta Baranska i prof.
Andrzej Dzugaj uzyskali cztonkostwo
honorowe tego Towarzystwa.

Kontynuowano wspétprace z bio-
chemikami z Biatorusi, zwfaszcza z
Grodna. Organizatorzy dorocznych
Zjazdoéw oraz VIII Konferencji Parnasa
finansowali uczestnictwo w tych wyda-
rzeniach naukowych kilku badaczom z
Biatorusi. Takze dwa egzemplarze kaz-
dego numeru ,,Postepéw Biochemii" sg
bezptatnie przekazywane na Biatorus.
W grudniu 2008 r. prof. Andrzej Dzu-
gaj i prof. Edward Bankowski uczest-
niczyli w konferencji zorganizowanej
w Grodnie zatytutowanej ,,Substancje
biochemicznie aktywne", ktéra odbyta
sie z okazji 240-lecia urodzin i 170-lecia
$mierci Jedrzeja Sniadeckiego. Konfe-
rencja ta byta tez okazjag do rozmoéw na
temat sytuacji biatoruskich biochemi-
kéw. Temu zagadnieniu poswiecone
byto takze spotkanie podczas VIII Kon-
ferencji Parnasa, w ktérym uczestniczy-
li prof. Andrey Moisseenok z Grodna
oraz przedstawiciele wtadz FEBS (pro-
fesorowie Israel Pecht, Mathias Sprinzl
i Adam Szewczyk), cztonkinie grupy
WOGCEE (prof. Jolanta Barariska i dr
Tatiana Borisova z Ukrainy), a takze
prezesi PTBioch (prof. Andrzej Dzugaj)
i Ukrainskiego Towarzystwa Bioche-
micznego (prof. Serhiy Komisarenko).

Dzieki inicjatywie prof. Jana Barci-
szewskiego (Poznan) nawigzano kon-
takt z Niemieckim Towarzystwem Bio-
chemii i Biologii Molekularnej. Trwaja
obecnie rozmowy na temat zorganizo-
wania w 2012 r. w Poznaniu wspdlne-
go Zjazdu obu towarzystw. Za$ dzieki
inicjatywie prof. Andrzeja Dzugaja na-
wigzano kontakt z Izraelskim Towarzy-
stwem Biologii Molekularnej i Bioche-
mii, ktére zaowocowato zorganizowa-
niem w 2011 r. trgjstronnej Konferencji
Parnasa. Tak jak wcze$niej wspomnia-
no, kolejna Konferencja Parnasa odbe-
dzie sie w 2013 r. najprawdopodobniej
w Jerozolimie.

prof. Maria Jolanta Redowicz
sekretarz PTBioch

i prof. Andrzej Dzugaj
prezes PTBioch

wrzesien 2011 r.

341



ROZSTRZYGNIECIE KONKURSU
DRABIKOWSKIEGO

BIOCHEMICZNEGO |
NA NAJLEPSZA PRACE
Z BIOCHEMII

Z 0O0.0.

Komisja w skiadzie: prof. Lilla
Hryniewiecka, prof. Barbara Nawrot,
prof. Zbigniew Madeja, prof. Krzysz-
tof Sobolewski, prof. Michat Wozniak
i prof. Anna Filipek (przewodniczg-
ca), powotana przez Zarzad Giéwny
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego i zaakceptowana przez przed-
stawiciela firmy ,MERCK" (dr Karina

FIRMY

W 2010

Btachnio), sposrod 9 zgtoszonych na
konkurs prac doktorskich zareko-
mendowata do nagrody rozprawe
Pani dr Elzbiety Purta pt." Identyfi-
kacja i charakterystyka nowych enzy-
moéw modyfikujagcych RNA". Praca
zostata wykonana pod kierunkiem
prof. dr hab. Janusza M. Bujnickie-
go w Miedzynarodowym Instytucie

SYLWETKA NAUKOWA DR ELZBIETY PURTA

Dr Elzbieta Purta ukonczyta studia
na kierunku Biologia na Uniwersyte-
cie Warszawskim. Swojg przygode z
biologiag molekularng rozpoczeta wy-
konujac prace magisterskag w Zakla-
dzie Biologii Molekularnej w Instytu-
cie Biochemii, pod kierunkiem prof.
Krzysztofa Staronia. Po ukonczeniu
studiow dotgczyta do grupy Kkiero-
wanej przez prof. Janusza Bujnickie-
go w Miedzynarodowym Instytucie
Biologii Molekularnej i Komorkowej
w Warszawie. W Laboratorium Bioin-
formatyki i Inzynierii Biatka realizo-
wata projekt doktorski dotyczacy po-
szukiwania nowych metylotransferaz
RNA, bedac jednoczes$nie (od 2005 r.)
uczestnikiem studiéow doktoranckich
w Instytucie Biochemii i Biofizyki
Polskiej Akademii Nauk. Swojg pra-
ce doktorskg wykonywata w ramach
grantu badawczego prof. Bujnickie-
go ,Doswiadczalna charakteryzacja
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petnego zestawu metylotransferaz
RNA w organizmach modelowych i
identyfikacja ich odpowiednikéw w
zsekwencjonowanych genomach",
przyznanego przez MNiSW. W trak-
cie pracy nad projektem doktorskim
Elzbieta Purta odbyta szereg stazy
naukowych w europejskich labora-
toriach zajmujacych sie badaniem
modyfikacji kwasow nukleinowych.
W ramach stypendium Marie Curie
pracowata na Uniwersytecie Potu-
dniowej Danii w Odense, a dzigki
wsparciu FEBS oraz Fundacji Ernsta
Scheringa w Instytucie Biotechnologii
w Wilnie oraz na Wolnym Uniwer-
sytecie w Brukseli. Elzbieta Purta jest
wspotautorkg 17 publikacji nauko-
wych, w tym 14 z zakresu modyfika-
cji RNA, w takich czasopismach jak
RNA, Journal of Molecular Biology i
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Biologii Molekularnej i Komoérkowej
w Warszawie. Decyzje Komisji za-
twierdzit jednomyslnie Zarzad Gtow-
ny PTBioch na posiedzeniu w dniu
5 wrze$nia 2011 r.

prof. Anna Filipek
Przewodniczaca Komisji
Konkursowej

Nucleic Acid Research. Jest laureatkga
programu START Fundacji na rzecz
Nauki Polskiej ,,Stypendia krajowe
dla mtodych uczonych" (edycja 2008
i 2009) oraz stypendium Ministra Na-
uki i Szkolnictwa Wyzszego dla wy-
bitnego mtodego naukowca (edycja
2011). Obrona pracy doktorskiej Elz-
biety Purta ,ldentyfikacja i charakte-
rystyka nowych enzymoéw modyfiku-
jacych RNA" odbyta sie 5 pazdzierni-
ka 2010 r. Na wniosek obu recenzen-
téw, prof. Andrzeja Jerzmanowskiego
i prof. Artura Jarmotowskiego, praca
doktorska zostata wyrdzniona przez
Rade Naukowg IBB PAN. Obecnie
dr Elzbieta Purta jest zatrudniona w
Miedzynarodowym Instytucie Bio-
logii Molekularnej i Komérkowej w
Warszawie, w Laboratorium Bioinfor-
matyki i Inzynierii Biatka.

Identyfikacja i charakterystyka nowych
enzymow modyfikujgcych RNA

STRESZCZENIE PRACY

Elzbieta Purta

Laboratorium Bioinformatyki i Inzynierii
Biatka, Miedzynarodowy Instytut Biologii
Molekularnej i Komoérkowej, ul. Ks. Trojdena
4, 02-109 Warszawa

Obok biatek, niekodujgce RNA
stanowig najwazniejsze czasteczki
biorgce udziat w metabolizmie ko-

maérkowym. Ich dojrzewanie odby-
wa sie poprzez skomplikowang se-
rie procesdw obrébki enzymatycznej
obejmujacych: usuwanie pewnych
sekwencji nukleotydowych przez
endonukleazy, rybozymy i egzonu-
kleazy, dodawanie nukleotydéw do
konca 5' i 3' pierwotnego transkryp-
tu lub produktu jego rozciecia, a tak-
ze chemiczne modyfikacje niektd-
rych nukleotydéw w obrebie zasad

www.postepybiochemii.pl
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Rycina 1. R6znorodno$¢ metylacji w RNA. Grupy funkcyjne charakterystyczne dla kazdej pochodnej modyfi-
kowanego nukleozydu zaznaczono w ramce. Symbole modyfikowanych nukleozydéw podano w nawiasach.

azotowych lub reszt monocukro-
wych. W rezultacie, czasteczki RNA
zawierajg liczne zmodyfikowane
nukleozydy, pochodne naturalnie
wystepujacych czyli adenozyny, gu-
anozyny, cytydyny i urydyny. Naj-
czestsze modyfikacje to izomeryza-
cjaurydyny do pseudourydyny oraz
metylacja w r6znych pozycjach nu-
kleozydu. Do chwili obecnej ziden-
tyfikowano 122 zmodyfikowane nu-
kleozydy naturalnie wystepujace w
réznych typach RNA (tRNA, rRNA,
MRNA, snRNA, snoRNA, miRNA,
piRNA i innych) pochodzacych z
trzech gtdwnych domen zycia. Lista
tych modyfikacji oraz struktury che-
miczne zmodyfikowanych nukle-
ozydow dostepne sg w bazie danych
modyfikacji RNA MODOMICS [1],

Rodzaj i lokalizacja modyfikacji
zalezy od typu czasteczki RNA, or-
ganizmu, jak i lokalizacji komérko-
wej. Najwiekszg zawarto$¢ i ré6zno-
rodno$¢ modyfikacji odnajdujemy
w tRNA, zwtaszcza u organizmow
wyzszych. Pozostate typy RNA (np.
rRNA) réwniez zawieraja zmody-
fikowane nukleozydy, lecz ich réz-
norodno$¢ jest mniejsza niz w cza-
steczkach tRNA [2]. W organizmach
modelowych (E. coli i S. cereoisiae)
ustalono doswiadczalnie pozycje
i strukture chemiczng wiekszosci
zmodyfikowanych nukleozydow
w czasteczkach tRNA i rRNA. In-
formacja ta jest dostepna takze dla
wybranych czasteczek RNA innych
organizmow. Sposrdéd wystepuja-
cych w organizmach zmodyfiko-
wanych nukleozydéw metylacje
roznych atomow zasad lub/i grupy
2'-OH rybozy wystepuja najczesciej
i charakteryzujg sie najwiekszg réz-
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norodnoscig (Ryc. 1). Metylowane
nukleozydy powstaja w wyniku
pojedynczych lub podwéjnych me-
tylacji endocyklicznego atomu we-
gla, endocyklicznego atomu azotu
lub egzocyklicznej grupy aminowej.
Metylacja obejmuje réwniez egzocy-
kticzny tlen w pozycji 2' w czastecz-
ce rybozy. Reakcja metylacji jest
katalizowana przez enzymy przeno-
szace grupe metylowa z czasteczki
donora AdoMet na atom nukleofi-
lowy susbtratu, nazywane metylo-
transferazami (MTazami).

Mimo duzej liczby badan doty-
czacych modyfikowanych nukle-
ozyddw ich rola jest stabo pozna-
na. Obecno$¢ grup metylowych w
czasteczkach RNA zmienia lokalne
srodowisko chemiczne. Dyskretne
zmiany chemiczne moga pomagac
RNA w precyzyjnym zwijaniu sie
w funkcjonalng strukture, zapobie-
ga¢ btedom zwijania albo zwieksza¢
specyficzno$¢ oddziatywan z inny-
mi RNA (np. rozpoznanie kodonu
przez antykodon) lub z biatkami
(np. rozpoznanie substratowego
tRNA przez syntetaze aminoacylo-
tRNA). Dlatego tez w zaleznosci od
lokalizacji modyfikacji w czgsteczce
RNA mozna oczekiwac, iz dotgcze-
nie grupy metylowej lub inna mo-
dyfikacja bedg wptywaé w réznym
stopniu na wymienione procesy.
Jednym z powod6w niepetnego zro-
zumienia funkcji modyfikacji RNA
jest brak informacji na temat pro-
cesu ich wprowadzania. Tylko dla
nielicznych modyfikacji dostepny
jest peten zestaw danych: poznana
struktura chemiczna zmodyfikowa-
nego nukleozydu, zidentyfikowane
miejsce modyfikacji, oczyszczony i

scharakteryzowany biochemicznie
enzym wprowadzajagcy modyfikacje
oraz zlokalizowany i scharakteryzo-
wany gen kodujacy to biatko.

Badania prowadzone w ramach
pracy doktorskiej stanowity czesé
interdyscyplinarnego projektu
zmierzajacego do identyfikacji no-
wych enzyméw modyfikujgcych
RNA i przewidywania ich funkcji
biochemicznej (gtéwnie specyficz-
nosci substratowej). Interdyscypli-
narny charakter projektu zaktadat
potaczenie mozliwosci oferowanych
przez metody in silico z analizg do-
Swiadczalng. Zastosowanie zaawan-
sowanych narzedzi bioinformatycz-
nych, a przede wszystkim modelo-
wania molekularnego w potgczeniu
z analizg filogenetyczng, umozliwito
identyfikacje kilkudziesieciu pro-
duktéw otwartych ramek odczytu
w genomie Escherichia coli, ktérych
przewidywana struktura i/lub kon-
tekst genomowy wskazujg na udziat
w procesie modyfikacji RNA. Dla
niektérych enzyméw przewidziano
potencjalny typ katalizowanej reak-
cji i/lub najbardziej prawdopodob-
ny substrat. W pracy przedstawiono
wyniki doswiadczalnej weryfikacji
przewidywan dla metylotransferaz
tRNA i rRNA. Doswiadczalna ana-
liza potencjalnych metylotransfe-
raz byta znacznie utatwiona dzieki
dostepnosci kompletnego zestawu
sklonowanych genéw kodujacych
poszczegblne biatka z dotgczong
metka histydynowa oraz kolekcji
szczepow delecyjnych nie posiada-
jacych aktywnosci badanych mety-
lotransferaz, ktére mogty stanowic
zrodto niezmetylowanych substra-
tow. Do weryfikacji przewidywan
bioinformatycznych  zastosowano
szereg metod doswiadczalnych, w
tym dwuwymiarowag chromatogra-
fie cienkowarstwowa, spektrome-
trie mas, analize metoda odwrotnej
transkrypcji i wydtuzania startera.
Detekcja modyfikacji nukleozydow
z uzyciem wyzej wymienionych me-
tod opierata sie na wykorzystaniu
jednej z trzech podstawowych za-
sad i) roznych wiasciwosci fizyko-
chemicznych, ii) réznej wrazliwosci
na trawienie nukleazami, iii) rédznej
reaktywnosci chemicznej modyfiko-
wanych i niezmodyfikowanych wa-
riantow.
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METYLOTRANSFERAZY tRNA
Najwiekszg ilos¢ i réznorodnosé
modyfikacji odnajdujemy w tRNA,
jedng z najczeSciej wystepujacych
jest metylacja rybozy. Analizy po-
rownawcze struktur i sekwencji w
potaczeniu z technikami modelo-
wania pozwolily na wytypowanie
3 potencjalnych metylotransferaz
rybozy: YibK, LasT oraz YfhQ. Ich
rozréznienie wymagato jednak ana-
lizy doswiadczalnej. Na podstawie
analizy dostepnych w bazie danych
MODOMICS sekwencji tRNA E. coli
oraz wystepujacyh w nich modyfi-
kacji nukleozydéw wybrano poten-
cjalne substraty dla badanych me-
tylotransferaz —tRNASerl i tRNA-
GIn2 dla metylacji w pozycji 32 oraz
tRNALeu5 dla pozycji 34. Analize
potencjalnej aktywnos$ci MTaz tRNA
YibK, LasT oraz YfhQ przeprowa-
dzono in Vvitro, badajgc zdolnos¢
oczyszczonych biatek do przeniesie-
nia grupy metylowej na czasteczki
tRNA uzyskane w transkrypcji in
vitro oraz czasteczki tRNA izolowa-
ne ze szczepOw delecyjnych. Status
metylacji poszczegblnych tRNA
badano stosujac rozdziat zmody-

Rycina 2. Modyfikacje rybosomalnego RNA. Zaznaczono pozycje modyfikacji
potranskrypcyjnych w 16S rRNA (kolor niebieski) i 23S rRNA (kolor brazo-
wy). Pozycje nukleozydéw, dla ktérych w niniejszej pracy zidentyfikowano
enzym modyfikujacy, zaznaczono kolorem czerwonym. Kolorem zielonym
zaznaczono pozycje, dla ktdrych enzym modyfikujacy pozostaje nieznany.

fikowanych nukleozydéw metoda
2D-TLC. Na tej podstawie ustalono,
ze kodowane przez gen yfltQ biat-
ko petni funkcje metylotransferazy
tRNA:Cm32/Um32 (TrmJ) [3].

METYLOTRANSFEAZY rRNA

W rRNA Escherichia coli ziden-
tyfikowano 11 zmodyfikowanych
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nukleozydéw w czasteczkach 16S
rRNA i25w czasteczkach 23S rRNA;
dla sze$ciu z nich enzymy wprowa-
dzajace modyfikacje pozostaja nie-
znane (Ryc. 2).Jedna z nich to mety-
lacja m5C w pozycji 1962 duzej pod-
jednostki rybosomu. Na podstawie
analiz bioinformatycznych jako po-
tencjalng MTaze m5C wskazano biat-
ko YccW (RIml). Aby zweryfikowaé
te hipoteze, przeprowadzono anali-
ze porownawczg wzorow metylacji
czasteczek rRNA wyizolowanych ze
szczepu dzikiego i ze szczepu de-
lecyjnego AyccW. Analizie metoda
spektrometrii mas poddano wyizo-
lowany fragment rRNA obejmujacy
miejsce modyfikacji. Na tej podsta-
wie wykazano, ze czasteczki rRNA
wyizolowane ze szczepu AyccW sg
pozbawione modyfikacji w pozycji
1962, a poprzez wprowadzenie ko-
pii genu yccW na plazmidzie mozli-
we jest przywrocenie modyfikacji in
vivo. Jednoczes$nie ustalono, ze sub-
stratem reakcji in vitro z uzyciem re-
kombinowanego biatka sg czgstecz-
ki rRNA pozbawione biatek ryboso-
malnych. Okreslenie specyficznosci
substratowej MTaz rRNA pozwo-
lito na wstepne
oszacowanie, na
jakim etapie skita-
dania rybosomu
wprowadzana jest
konkretna modyfi-
kacja. Utrata zdol-
nosci MTazy RIml
do modyfikacji
C1962 po dotacze-
niu biatek rybo-
somatnych do 23S
rRNA sugeruje,
ze okno czasowe
pomiedzy trans-
krypcjg 23S rRNA
i asocjacja podjed-
nostek rybosomu
jest zbyt mate, aby
wszystkie czg-
steczki 23S rRNA
mogty zosta¢ zme-
tylowane w pozycji C1962. Niezmo-
dyfikowana frakcja 23S rRNA moze
zosta¢ zmetylowana in vivo poprzez
nadekspresje kopii genu yccW lub in
vitro po usunieciu biatek rybosomal-
nych. Oznacza to, ze wszystkie czg-
steczki 23S rRNA sa substratem dla
MTazy RIml, a niepetna modyfikacja
jest wynikiem zbyt matej zawartosci

enzymu w komérce lub, jak wspo-
mniano wcze$niej, czas na przepro-
wadzenie reakcji jest niewystarcza-
jacy [4]. Podobng analize teoretycz-
no-doswiadczalng przeprowadzono
dla biatka YbeA (RImH). Wykazano,
ze enzym ten wprowadza metylacje
nTT1w pozycji 1915 duzej podjed-
nostki rybosomu [5]. W ramach kon-
tynuacji prac nad metylotransfera-
zami rybozy ustalono specyficznos¢
biatka YgdE (RImM), ktdére katalizu-
je reakcje metylacji reszty rybozy w
pozycji C2498 duzej podjednostki
rybosomu [6].

Ustalenie  specyficzno$ci  sub-
stratowej MTaz TrmJ, RImM, RIml
i RImH stanowi kolejny krok na
drodze do odtworzenia szlaku mo-
dyfikacji bakteryjnego RNA, co z
kolei pomoze w zrozumieniu roli
poszczeg6lnych zmodyfikowanych
rybonukleozydéw w regulacji funk-
cji niekodujacych RNA. Znajomos$c¢
zalezno$ci pomiedzy tymi enzyma-
mi oraz modyfikacjami bakteryjnego
RNA pozwala na ich doktadniejszg
charakterystyke, a takze umozliwia
identyfikacje nowych enzyméw.
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Od 27 do 31 sierpnia 2011 roku
w Warszawie, w gmachu Wydziatu
Biologii Uniwersytetu Warszawskie-
go, odbyta sie Polsko-Ukrainsko-
Izraelska Konferencja Parnasa. We-
dtug naszej wiedzy byta to pierwsza
tréjstronna konferencja naukowa z
udziatem przedstawicieli tych trzech
panstw. Byla to réwniez pierwsza
konferencja dofinansowana w ramach
nowego programu FEBS 3+Meeting
Programme, inicjatorem ktérego byt
prof. Adam Szewczyk, petniacy we
wtadzach FEBS funkcje Congress Co-
unselor.

Jakub Karol Parnas byt profesorem
Uniwersytetu Lwowskiego w latach
1920-1941. W kierowanym przez
niego Laboratorium Chemii Fizjolo-
gicznej zajmowano sie metabolizmem
glukozy. Glikoliza (rozktad gluko-
zy poprzez estry fosforanowe) byita
woéwczas badana w wielu laborato-
riach Europy, uczestniczyty w tych
badaniach dziesigtki uczonych; jed-
nak uznano, ze trzech uczonych Emb-
den, Meyerhof i wlasnie Parnas majg
najwiekszy udziat w odkryciu tego
procesu (Embden-Meyerhof-Parnasa
pathway), co stawia naszego rodaka w
rzedzie najwybitniejszych biochemi-
kéw pierwszej potowy dwudziestego
wieku. Tragiczne losy Parnasa byty
wielokrotnie opisywane: aresztowa-
ny i uwieziony przez sowieckie wita-
dze bezpieczenstwa zmart w wiezie-
niu w Moskwie w 1949 roku w nigdy
niewyjasnionych okoliczno$ciach. Ze
zrozumiatych powoddw ani witadze
sowieckie, ani PRL nie wspominaty
Profesora Parnasa, natomiast zaréw-
no wsérod polskich, jak i ukrainskich
biochemikow pamie¢ o nim byla i
jest wcigz zywa. Po zmianach syste-
mowych w Polsce i po odzyskaniu
niepodlegto$ci przez Ukraing wiadze
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego i grupa biochemikéw ze Lwowa
postanowity ocali¢ od zapomnienia
tego wielkiego uczonego wychodzac
z inicjatywg Polsko-Ukrainskich Kon-
ferencji Parnasa, organizowanych co
dwa lata na przemian w Polsce i na
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Vil

27-31 SIERPNIA

Ukrainie. W roku 2009 na VII Konfe-
rencji Parnasa w Jalcie Prezes Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego,
profesor Andrzej Dzugaj, wystapit z
inicjatywa zmiany dotychczasowej
formuty Konferencji Polsko-Ukrain-
skiej na Polsko-Ukrainsko-lzrelska
Konferencje Parnasa. Wynikato to z
faktu, ze w Laboratorium Parnasa
pracowali nie tylko Polacy, ale réw-
niez Zydzi i Ukraincy. Odkrycie PFK,
jednego z enzyméw glikolizy, zosta-
to dokonane przez trzech uczonych
Osterna, ktéry byt Zydem, Gutkego

— Polaka i Terszakowca — Ukra-
inca. Lwéw w latach trzydziestych
minionego stulecia

KONFERENCJA
JAKUBA KAROLA PARNASA
WARSZAWA,

2011 ROKU

wielu pracownikéw i doktorantow,
przede wszystkim z Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. Marcelego Nenc-
kiego PAN, a takze z Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN i Miedzynaro-
dowego Instytutu Biologii Molekular-
nej i Komérkowej. Wspomagato ich
ponad dwadzieScioro wolontariuszy,
ze wspomnianych wyzej placowek
oraz Wydziatu Biologii Uniwersytetu
Warszawskiego.

Patronat nad VIII Konferencjg
Parnasa objeli Minister Spraw Za-
granicznych, Pan Radostaw Sikorski
oraz Minister Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, Pani

byt zamieszkany
gtéwnie przez Pola-
kow, Zydoéw i Ukra-
incow. Wozrastajgca
fala antysemityzmu
i dazenie Ukrain-
cow do utworzenia
niepodlegtego pan-
stwa prowadzito do
ostrych star¢ pomie-
dzy tymi grupami
narodowymi. W
takich czasach La-
boratorium Parnasa
byto oazg spokoju, gdzie w przyjaznej
atmosferze pracowali Polacy, Zydzi i
Ukraincy. Parnas byt nie tylko wiel-
kim uczonym, ale rowniez cztowie-
kiem wielkiego formatu. Inicjatywa
Prezesa spotkata

Fot. 1. Prof. Ada Yonath.

profesor Barbara
Kudrycka. W Komi-
tecie Honorowym
byli Ambasadorzy
Izraela (uczestni-
czyt w ceremonii
otwarcia i w tzw.
Gala  Dinner) i
Ukrainy w Polsce
oraz Ambasadorzy
Polski w lzraelu i
na Ukrainie, a tak-
ze Prezes Polskiej
Akademii Nauk,
profesor Michat Kleiber, Sekretarz
Generalny Federacji Europejskich
Towarzystw Biochemicznych, pro-
fesor lIsrael Pecht, Dyrektor Depar-

sie z poparciem ze
strony biochemikéw
polskich, ukrain-
skich, jak réwniez
izraelskich. Postano-
wiono, ze pierwsza
Polsko-Ukrainsko-
Izraelska Konferen-
cja Parnasa odbedzie
sie w Warszawie w
2011 roku. Przewod-
niczacym Komitetu
Naukowego zostat
profesor Andrzej Dzugaj, za$ prze-
wodniczacqg Komitetu Organizacyjne-
go profesor Maria Jolanta Redowicz,
owczesna Sekretarz Towarzystwa. W
organizacji konferencji uczestniczyto

Fot. 2. Prof. Aaron Ciechanower.

tamentu Badan Podstawowych i
Inzynieryjnych UNESCO, profesor
Maciej J. Natecz,
Prezydent Miasta
Stotecznego  War-

szawy, Pani Hanna
Gronkiewicz-Waltz
oraz byli Prezesi
PTBioch, profe-
sor Lech Wojtczak
i profesor Jolanta
Baranska. W Konfe-
rencji wzieto udziat
dwoje laureatow
Nagrody Nobla,
profesorowie Ada
Yonath (Fot. 1) i Aaron Ciechanover
(Fot. 2) oraz Swiatowej stawy ame-
rykanski krystalograf polskiego po-
chodzenia dr Aleksander Wlodawer
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(Fot. 3), jak rowniez
wybitny  szwajcarski
uczony, pochodzacy
rowniez z Polski, pro-
fesor Witold Filipo-
wicz (Fot. 4). Swoja
obecnos$cig zaszczycili
uczestnikow i organi-
zatorow takze profe-
sorowie Israel Pecht i
Maciej J. Natecz, ktd-
rzy przedstawili syl-
wetki Noblistow.

w Konferencji
uczestniczyta réwniez
rodzina prof. Parnasa,
jego synowa Barba-
ra, prawnuk Tomasz
wraz z synem Mate-
uszem, ktory od jesie-
ni br. roku studiuje
biochemie w Royal
College w Londynie.

W Komitecie Naukowym zasiada-
o po trzech przedstawicieli kazdego
z towarzystw; Polskie Towarzystwo

Fot. 3. Dr Aleksander Wlodawer

Fot. 5. Prof. Israel Pecht.

wata nastepujace zagadnienia: regu-
lacja potranskrypcyjna, bioinforma-
tyka w ekspresji genéw, kierunko-
wanie komodrek, ekspresja genow a

Fot. 7. Sesja plakatowa.

Biochemiczne reprezentowali wy-
bitni badacze — profesorowie Le-
szek Kaczmarek, Jacek Kuznicki i
Maciej Zylicz. Konferencja obejmo-

choroby moézgu, struktura i
funkcja biatek oraz przeka-
zywanie sygnatow poprzez
jony wapnia.

W konferencji uczestni-
czyto ok. 270 os6b, przede
wszystkim z Polski, Ukra-

Fot. 4. Prof. Witold Filipowicz.

Fot. 6. Prof. Maciej J. Natecz.

Nagrode za najlepszy
poster, przyznang w
gtosowaniu tajnym, w
ktérym  mogli wziaé
udziat wszyscy uczest-
nicy otrzymata mgr Ka-
vita Ramji z Instytutu
Nenckiego z Pracowni
Regulacji  Transkrypcji
kierowanej przez prof.
Bozene Kaminska-Kacz-
marek. Organizatorzy
przyznali 50 stypen-
diow dla mtodych ba-
daczy z Polski, Ukrainy
i Izraela, w tym 16 dla
polskiej mtodziezy.

Instytut  Nenckiego,
kierowany przez prof.
Adama Szewczyka,

byt gtdwna Instytucja
wspierajacg Konferencje
(w ramach projektu Reg-
pot-Bioimagine). Wspét-
organizatorami  Konferencji  byty
réwniez Wydziat Biologii Uniwersy-
tetu Warszawskiego, Instytut Bioche-
mii i Biofizyki PAN, Miedzynarodo-
wy Instytut Biologii Molekularnej i
Komorkowej oraz Uniwersytet Wro-
ctawski. Poza Instytutem Nenckie-
go znaczacy wktad w finansowanie
Konferencji mieli: FEBS (w ramach
3+ Meeting Programme), Minister-
stwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego,

iny i lzraela, kto-
rzy wystuchali
trzech wyktadéw
plenarnych, wy-
gtoszonych przez
dwoje Noblistow,
prof. Ade Yonath
i prof. Aarona Ciechano-
vera oraz dr Aleksandra
W lodawera oraz 27 wykta-
dow w dziewieciu sesjach

Fot. 8. Prof. Andrzej Dzugaj i prof. Maria J. Redowicz wreczaja
nagrode mgr Kavicie Ramji.
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tematycznych,
wygtoszonych
przez wybitnych
specjalistow z ca-
tego Swiata. Warte
podkreslenia byly rowniez
wystgpienia 18 mtodych ba-
daczy, ktorzy zostali wybra-
ni przez przewodniczgcych
poszczeg6lnych sesji  (po
dwie osoby w kazdej sesji)
na podstawie nadestanych
streszczen. Zebrani obejrze-
li 134 postery przedstawio-
ne w trzech sesjach (Fot. 7).

k o

Fot. 9. Uczestnicy wybieraja plakietki upamietniajace ich pobyt w
Warszawie.

Instytut Biochemii i Biofizyki, a tak-
ze firmy biotechnologiczne, przede
wszystkim  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 Redowicz
prof. Andrzej Dzugaj
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52nd INTERN ATION AL CONFERENCE ON

THE BIOSCIENCE OF LIPIDS,

ICBL

EXPANDING THE HORIZONS OF LIPIDOMICS

WARSZAWA,

W dniach 30 sierpnia-3 wrze$nia
2011 roku odbyta sie w Warszawie 52.
Miedzynarodowa Konferencja Biolo-
gii Lipidéw (52rd International Con-
ference on the Bioscience of Lipids,
ICBL). Konferencja ICBL, ktéra jest
organizowana rokrocznie od 52 lat,
po raz pierwszy odbyta sie w Polsce.
Powierzenie Polsce zorganizowania

Fot. 1. Laureatki nagrod za najlepsze wystapienia
ustne: Alessandra Ferrari i Matgorzata Gutkowska
wraz z organizatorami Konferencji. Od lewej: Geor-
ge Carman, Ewa Swiezewska, Agnieszka Dobrzyn,
Alessandra Ferrari, Matgorzata Gutkowska, Guen-
ther Daum.

Konferencji byto wyrazem uznania
przez Miedzynarodowy Komitet Za-
tozycielski ICBL dla wktadu nasze-
go kraju w badania w tej dziedzinie.
Gtownymi organizatorami Konferen-
cji byty Instytut Biologii Doswiadczal-
nej im. Marcelego Nenckiego PAN w
Warszawie oraz Instytut Biochemii i
Biofizyki PAN w Warszawie. Patronat
nad 52nd ICBL objeli Minister Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, Pani profesor
Barbara Kudrycka oraz Polskie To-
warzystwo Biochemiczne. W skiad
Komitetu Naukowego, kierowanego
przez prof. Ewe Swiezewska i prof.
Agnieszke Dobrzyn, weszli profeso-
rowie Laszto Vigh, Ivan Hapala, Jan
Kopecky, Joanna Bandorowicz-Piku-
ta, Barbara Tudek, Wirginia Janiszow-
ska. Honorowymi cztonkami Komite-
tu Organizacyjnego byli prof. Jolanta
Baranska i prof. Tadeusz Chojnacki.

Miejscem obrad Konferencji byta
Stara Biblioteka Uniwersytetu War-
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szawskiego. W konferencji wzieto
udziat 160 naukowcdw z 27 krajow.
Najliczniejsza delegacja zagraniczna
przyjechata z Japonii (30 uczestni-
kéw), polskie Srodowisko naukowe
reprezentowato 31 o0séb. Podczas
konferencji przedyskutowano naj-
nowsze badania dotyczace patoge-
nezy zaburzen metabolicznych, roli
lipiddw w regulacji ekspresji gendw,
lipidéw jako zwigzkéw sygnatowych
w komunikacji miedzykomdrkowej,
lipidéw izoprenoidowych, mechani-
zméw regulujacych oddziatywania
biatek i lipidéw, mikrodomen btono-
wych oraz modyfikacji biatek przez
lipidy. Zaproszonymi wyktadowca-
mi byli Swiatowej stawy specjalisci w
w/w dziedzinach, m. in. James Ntam-
bi (USA), Christian Wolfrum (Szwaj-
caria), Elina Ikonen (Finlandia), Gu-
stav Dallner (Szwecja), Volker Gerke
(Niemcy), Kirill Alexandrov (Austra-
lia), Po Huang Liang (Chiny). Wygto-
szono 24 wykitady plenarne i 24 wy-
ktady sesyjne zgrupowane w siedmiu
sesjach tematycznych oraz zaprezen-
towano ponad 80 posteréw. Wyktad
van Deenena wygtosit prof. Peter Qu-
inn z King's Collage, Londyn. Warte
podkreslenia byty réwniez wystgpie-
nia 14 mtodych badaczy, wybranych
przez przewodniczacych poszczegdl-
nych sesji na podstawie nadestanych
streszczen.

Podczas konferencji ICBL przyzna-
no 2 nagrody za najlepszg prezentacje
plakatowg (ufundowane przez Bio-
chimica et Biophysica A cta/Elsevier).
Laureatami zostali Takanori Matsuda
i wspétpracownicy (Kyushu Univer-
sity) oraz Riikka Hynynen i wspot-
pracownicy (Université de Nice). Na-
grody za najlepsze wystgpienia ust-
ne miodych naukowcoéw otrzymaty
Alessandra Ferrari (Université degli
Studi di Milano — nagroda Journal
of Biological Chemistry/Herbert Ta-
bor Young Investigator Award) oraz
Matgorzata Gutkowska (Instytut Bio-
chemii i Biofizyki PAN, Warszawa -

30 SIERPNIA-3 WRZESNIA 2011

nagroda Progress in Lipid Research/
Elsevier) (Fot. 1). Streszczenia wy-
ktadow i plakatow (Book of abstracts)
zostaty opublikowane jako numer
specjalny czasopisma Chemistry and
Physics of Lipids, vol, 164, Suppl., Aug
2011.

Konferencja 52nd ICBL zakonczyta
sie sukcesem, organizatorzy otrzyma-
li podziekowania i gratulacje od ICBL
Steering Committee i uczestnikdw.
Uznanie zyskal zaréwno r6znorod-
ny program naukowy, dobdér znako-
mitych wyktadowcéw jak i sprawna
oprawa organizacyjna konferencji.

prof. Agnieszka Dobrzyn
prof. Ewa Swiezewska
Komitet Organizacyjny ICBL

52. KONFERENCJA ICBL -
REFLEKSJA OSOBISTA

W ledwo kilkudziesiecioletniej
historii nowoczesnej nauki zmienia-
jacej kilkakrotnie swojg nazwe, od
biochemii po nie przyswojony jeszcze
naszemu jezykowi termin ,bioscien-
ce", odbywanie sie przez ponad 50 lat
konferencji zawsze dotyczacej tema-
tyki lipidoéw jest przyktadem trwania
pewnego oczekiwania, niespetnienia,
a moze tylko przywigzania do tra-
dycji. W tematyce lipidow nie byto
spektakularnych przetoméw prowa-
dzacych do genomiki i proteomiki, a
raczej towarzyszenie badaniami nad
lipidami rozwojowi w innych obsza-
rach nauki. To towarzyszenie mo-
gto w tych ponad 50. latach i liczbie
52. kolejnych konferencji wydawacé
sie mniej ambitne lecz bez nich, bez
poznania podstawowych faktéw w
»lipidologii" nie bytoby odkry¢ w in-
nych obszarach (np. zdobycie danych
o prostacyklinach, podstawowe infor-
macje w innych dziedzinach fizjologii,
rozw6j metod analitycznych).

Ten obraz ,lipidologii" jako
wszechstronnej wiedzy biologicznej
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dat o sobie znaé w sposéb bardzo
wyrazny takze w programie 52. kon-
ferencji organizowanej przez dwdjke
polskich badaczy mtodszego pokole-

nia prof. Ewe Swiezewska z Instytu-

tu Biochemii i Biofizyki PAN i prof.
Agnieszke Dobrzyn z Instytutu Bio-
logii Doswiadczalnej im. M. Nenckie-
go PAN. W ich dziataniach w budo-
waniu programu konferencji widac
byto zamiar zebrania najwazniejszych
wspotczesnych trendow bez niepo-
trzebnego preferowania innych mniej
waznych lokalnych tendencji. Spo-
§rod wielu dobrze dobranych przez
organizatorki referatdw szczeg6lnie
waznym byto wystapienie ,Lipido-
mics: making sense of the data lode"
(Peter Quinn, Kings College London),
w ktérym autor uhonorowany lau-

WIADOMOSCI

6th European Meeting for Vascu-
lar Biology & Medicine odbywat sie

rem L. van Deenena przedstawit zna-
czenie wktadu ,lipidologii" w postep
nauki. Bardzo ciekawe, nieopisane w
streszczeniu wyktadu, byty nieoczeki-
wane obrazy dyfrakcji rentgenowskiej
preparatow sfingomielin niejedno-
rodnych pod wzgledem sktadu acylo-
wego. Przyktad, gdy w uktadzie mo-
delowym niejednorodno$¢ prowadzi
do uporzadkowania struktury moze
mie¢ znaczenie takze dla uktadow
biologicznych. Duza grupa referatow
i komunikatéow dotyczyta lipidow
izoprenowych (m.in. G. Dallnera i M.
Rohmera). Zawierajgce w tytule stowo
cholesterol lub izoprenoidy dotyczyty
aparatu genetycznego ich biosyntezy.
Tu trzeba wyréznié prace P.-H. Lian-
ga (Academia Sinica, Taipei) precy-
zyjnie opisujgce kinetyke biosyntezy

Polskiego Towarzystwa Biologii Ko-
morki i dr Agnieszka toboda) oraz
z Collegium Medicum

w dniach 21-24 wrzes$nia
2011 r. w Krakowie i sta-
nowit kontynuacje cyklu
spotkan w ramach Europe-
an Vascular Biology Orga-
nization (EVBO powstata
w 2006). Obrady toczyty
sie w Centrum Kongreso-
wym Collegium Medicum
UJ. Byto to jedno z naj-
wazniejszych wydarzen
zwigzanych z biologig na-
czyniowg w naszym Kkraju
w 2011 r. Znaczacy udziat
w organizacji konferencji

przypadt pracownikom
Zaktadu Biotechnologii
Medycznej WBBIB Uni-

wersytetu Jagiellonskiego a takze
cztonkom Polskiego Towarzystwa
Biologii Komérki. Organizatorem
tegorocznej konferencji obok EVBO
byto Polskie Towarzystwo Biologii
Komérki, a komitet organizacyjny
tworzyli badacze z Zaktadu Biotech-
nologii Medycznej Wydziatu Bio-
chemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ
(Fot. 1) (prof. J6zef Dulak, przewod-
niczacy komitetu organizacyjnego,
cztonek zarzadu EVBO, prof. Alicja
Jozkowicz, wspdiprzewodniczaca
komitetu organizacyjnego, prezes
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Fot. 1. Prof. J6zef Dulak i prof.
Alicja Jozkowicz.

Uniwersytetu Jagiellon-
skiego (prof. Tomasz
Guzik i prof. Maciej Ma-
tecki). Wyktad otwiera-
jacy konferencje wygto-
sit Pan profesor Andrzej
Szczeklik z Il Katedry
Chorob Wewnetrznych
Collegium Medicum UJ
(Fot. 2). Podczas kon-
ferencji referaty przed-
stawito takze kilkudzie-

oraz odrebny problem farmakome-
dyczny statyn w streszczeniu referatu
M. Banacha (Uniwersytet Medyczny,
£6dZ) ireferacie autora z Hyderabadu
(A. Chattopadhyay). Zainteresowanie
wzbudzit referat J.-M. Ruysschaerta
(Université Libre de Bruxelles) o ka-
tionowych lipidach, takze w zwigzku
z poprzednimi referatami J.-M. Ruys-
schaerta na poprzedniej konferencji
ICBL w Ratyzbonie i kilkoma komu-
nikatami o kationowych izopreno-
idach przedstawianymi na obecnej
ICBL przez grupe polskg. Osobne se-
sje ,Lipid modifications of proteins” i
,Lipid-protein interactions" wyrazaty
nowe trendy w lipidologii.

prof. Tadeusz Chojnacki
Komitet Organizacyjny ICBL

KRAJOWE

dii, Francji, Grecji, Hiszpanii, Holan-
dii, Japonii, Korei, Niemiec, Polski,
Portugali, Rosji, Stowacji, Szwecji,
Szwajcarii, USA, Wielkiej Brytanii,
Wioch), co jest sukcesem na tle po-
przednich spotkan EVBO, m. in. w
Marsylii w roku 2009 czy Bristolu w
roku 2007. Podczas konferencji wy-
rézniono, za dotychczasowe osig-
gniecia naukowe, kilkoro mtodych
badaczy z réznych krajow, w tym
takze z Polski, a wsrod nich znalezli
sie m. in.: doktoranci Zaktadu Bio-
technologii Medycznej WBBIB Uni-
wersytetu Jagielloriskiego Urszula

sieciu innych Flor-
wybitnych czyk
naukowcow z (wyréz-
Europy, USA, nienie
Japonii oraz Euro-
Australii m.in. prof. Kari pean
Alitalo (Finlandia), prof. Society
Peter Carmeliet (Belgia), of Car-
prof. John P. Cooke (USA), diology
prof. Elisabetta Dejana za pre-
(Wtochy), prof. Ingrid zentacje
Fleming (Niemcy, obecna ustna
prezydent EVBO), prof.  rot 2 wykiad prof. Andrzeja Szczeklika podczas 6th  Pt.: Nrf2
Andrew Newby (Wielka EMVBM. defi-
Brytania, poprzedni pre- ciency
zydent EVBO, Fot. 3) i dimini-

prof. Alain Tedgui (Francja). W kon-
gresie wzieto udziat 313 os6b z 23
krajow (Argentyny, Australii, Au-
strii, Belgii, Brazylii, Czech, Finlan-

shes angiogenic potential of endothelial
progenitor cells in vitro but improves
neovascularization under ischemic con-
ditions in vivo) oraz Krzysztof Szade
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(nagroda za prezentacje posteru za-
tytutowanego: A novel spheroid-plug
model to study tumor angiogenesis and
development). Patronat nad kon-
gresem objeli: Rektor Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego, prof. Karol
Musiot; Prezes Polskiej Akademii
Umiejetnosci, prof. Andrzej Bia-
tas; Prezydent Miasta Krakowa,
prof. Jacek Majchrowski; Woje-
woda Matopolski, Stanistaw Kra-
cik oraz Marszatek Wojewddztwa
Matopolskiego, Marek Sowa. Wie-
cej informacji nt. konferencji znaj-
duje sie na stronie internetowej:
http:/ / www.emvbm2011.org/en.
(wg info p. Joanny Uchto)

Udziat Polski w 7 Programie
Ramowym (7PR). W pazdzierniku
b.r. podczas spotkania zorganizo-
wanego przez Przedstawicielstwo
Komisji Europejskiej w Polsce
oraz Krajowy Punkt Kontaktowy
Programow Badawczych Unii Eu-
ropejskiej (KPK) podsumowano
dotychczasowy wudziat Polski w
7PR. Program 7PR jest programem
siedmioletnim, a budzet jego wy-
nosi blisko 54

snych badan, i nie inwestuja z roz-
machem w technologie, i nie wdra-
zaja projektéw innowacyjnych. A 7
Program Ramowy jest instrumen-
tem do realizacji celu jakim jest prze-
ksztatcenie gospodarki w konkuren-
cyjng i dynamiczng, gwarantujgca
wiekszg spOjnoS¢ spoteczng, przez
tworzenie licznych i lepszych miejsc
pracy. Unia Europejska planuje po
zakonczeniu 7PR kolejny Program,
Horyzont 2020, przewidziany na
lata 2014-2020. Program ten bedzie
sie skupiat przede wszystkim na
badaniach dotyczacych wielkich
wyzwan spotecznych, podnoszeniu
konkurencyjnosci europejskich firm
ijednostek badawczych, jak réwniez
na badaniach pionierskich czy two-
rzeniu infrastruktury badawczej.
Program Horyzont 2020 przyjety ma
byé w 2013 roku; jego planowany
budzet wyniesie 80 mld euro. (wg
witryny Nauka w Polsce)

Granty FNP. W trzeciej edycji
2011 roku programu Pomost (gran-
ty dla rodzicéw utatwiajace powrot
do pracy naukowej oraz wspierajace
kobiety w cigzy pracujgce naukowo)
w dziedzinie bio-info-techno granty

otrzyma-
mld euro. Pro- ly Panie:
gram umozli- dr Anna
wia tworzenie Bodzon-
i finansowanie Kutlakow-
badan nauko- ska (bio-
wym na euro- chemia)
pejskim pozio- z AGH
mie w okresie w Krako-
od 2007 do 2013 wie; dr
roku. Do tej pory Joanna
w ramach 7PR Dzwonek
zamknigto 274 Fot. 3. Od prawej prof. Jozef Dulak i prof. Andrew Newby, (ne u I’_O R
konkursy. Pola-  pierwsza od lewej prof. Sarah Jane George. biologia)
cy koordynuja z UAM;
prace w 127 pro- dr Agata
jektach 7PR. Finansowanie w kwo- Gtuszyn-

cie przekraczajacej 210 min euro
uzyskato ponad 1100 polskich
zespotdw. Pod wzgledem liczby
dofinansowanych projektéw, Pol-
ska zajmuje 12 miejsce w Europie.
W ocenie koordynatora KPK polscy
naukowcy moga uzyskiwac wieksze
dofinansowanie, je$li lepiej przy-
gotowywaé bedag wnioski i wiecej
bedg sie udzielaé na arenie miedzy-
narodowej. Wnioski sg generowane
gtéwnie przez polskich naukowcow,
a nie przez udziat duzych przedsie-
biorstw, bo te nie prowadzag wia-
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ska (chemia organiczna) z UAM; dr
Maja Grabacka (biologia komdarki)
z Uniwersytetu Rolniczego w Kra-
kowie; dr Anna Kurzynska-Kokor-
nak (biochemia) z Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu;
dr Dorota Matuszewska (chemia fi-
zyczna) z Uniwersytetu Warszaw-
skiego; dr Katarzyna Samson (che-
mia fizyczna) z Instytutu Katalizy i
Fizykochemii Powierzchni im. J. Ha-
bera; dr Agnieszka Stolarczyk (che-
mia fizyczna) z Politechniki Slaskiej
w Gliwicach; dr Sylwia Studzinska

(chemia analityczna) z UMK w To-
runiu; dr Marta Szajnik-Szczepan-
ska (ginekologia) z UM w Poznaniu;
dr Ewelina Szymanska (biologia
molekularna) z Miedzynarodowe-
go Instytutu Biologii Molekularnej
i Komorkowej w Warszawie; dr
Aleksandra Walczynska (biologia
ewolucyjna) z UJ; dr Monika Witu-
ski-Perkowska (onkologia) z UM w
todzi. Granty przyznano w kwocie
od 221 tys. do 530 tys. na realizacje
projektéw przedstawionych przez
laureatki.

FNP przedtuzyta dwuletnie sub-
sydium w programie POWROTY/
HOMING laureatom z 2009 roku.
W mys$l regulaminu tego progra-
mu laureaci dwuletnich subsydiéw
moga ubiega¢ sie o przedtuzenie
subsydium na trzeci rok. Przedtu-
Zenia przyznawane sg w drodze
konkursu. Mozna sie o nie stara¢
w drugim roku realizacji projektu.
Laureatami konkursu sg: dr Michat
Chmielewski (Wydziat Chemii UW)
na badania w Strasburgu; dr Lukasz
Cywinski (Instytut Fizyki PAN) na
realizacje badan w University of
Maryland at College Park, USA; dr
Piotr Faliszewski (AGH) na konty-
nuacje badan w University of Ro-
chester, Deptartment of Computer
Science, USA; dr Lukasz Gruszczyn-
ski (Instytut Nauk Prawnych PAN)
na badania w European University
Institute in Florence, Wtochy; dr
Bartosz Karaszewski (GUM) na pro-
longate badan w Division of Clinical
Neurosciences, University of Edin-
burgh, Wielka Brytania; dr Zofia
Madeja (UP w Poznaniu) na bada-
nia w Developmental Genetics and
Imprinting, The Babraham Institute,
Cambridge; dr Agnieszka Stowi-
kowska (Wydziat Astronomii, Uni-
wersytet Zielonogdrski) na dalsze
badania w Foundation for Research
and Technology - Hellas, Heraklion,
Grecja; dr Renata Solarska (Wydziat
Chemii UW) na badania w EMPA,
Swiss Federal Laboratories for Ma-
terials Testing and Research, Du-
bendorf, Szwajcaria; dr Przemystaw
Wachulak (WAT) na kontynuacje
badan w Colorado State University;
dr Pawet Wiczling (UMG) na bada-
nia w Department of Pharmaceutical
Sciences, School of Pharmacy and
Pharmaceutical Sciences, State Uni-
versity of New York at Buffalo, USA.
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Dwudzieste urodziny Fundacji
Nauki Polskiej. W przedostatniag
sobote wrze$nia b.r Fundacja wraz
z przyjaciotmi i wspotpracowni-
kami Swietowata swoje 20. urodzi-
ny. A byto to we wnetrzach Arkad
Kubickiego Zamku Krélewskiego
w Warszawie. Na spotkanie licznie
przybyli przede wszystkim laureaci

w szczegblny sposéb przyczynity
sie do powstania i rozwoju FNP,
a takze do budowania jej dobrego
imienia i wizerunku. Do grona lau-
reatow tego wyrdznienia dotgczyli:
dr Jan K. Frackowiak, prezes FNP
w latach 1991-1992 (nieobecny na
uroczystoéci) oraz red. Krzysztof
Michalski, dziennikarz naukowy i
znany popularyzator

Fundacji, wspie-
rani przez FNP
w roznych for-
mach w minio-
nych dwudzie-
stu latach. Prof.
Maciej  Zylicz
(Fot. 4), prezes
FNP dziekowat
w swoim wystg-
pieniu przede
wszystkim im,
laureatom, mo- tort
wigc: Dzieki

Waszej pracy i

osiggnieciom nasza dewiza ,,wspierac

najlepszych, aby mogli sta¢ sie jeszcze
lepsi” jest niezmienna i aktualna. (...)
Laureat Nagrody
Nobla Sir Paul
Nurse powiedziat:
,»Najwieksze osia-
gniecia w nauce
powstaja, gdy
uczonemu daje
sie wolno$¢ i za-
ufanie, aby mogt
niezaleznie reali-
zowac swojg wizje
i plany”. Wiasnie
tak nasza Funda-
cja stara sie dzia-
fa¢. W uroczy-
stosci wzieli udziat przedstawiciele
witadz panstwowych i naukowych,
instytucji publicznych oraz mediow.
Prof. Andrzej Czionkowski, prze-
wodniczagcy Rady FNP podkreslat
role codziennej wspdipracy pomie-
dzy Radg, Zarzadem ipracownikami
Fundacji, ktéra w efekcie tworzy wi-
zerunek odbierany przez Srodowi-
sko uczonych, dla ktérych Fundacja
dziata. GosScie uroczystosci obejrzeli
dwa filmy przyblizajagce poczatki i
kolejne etapy rozwoju Fundacji oraz
efekty wsparcia udzielonego przez
nig w ciggu dwudziestu lat jej be-
neficjentom i laureatom. Jubileusz
Fundacji byt okazjg do wreczenia
Honorowych Odznaczen FNP przy-
znawanych od 2007 r. osobom, ktore
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Fot. 4. Prof. Maciej Zylicz dzieli jubileuszowy

Fot. 5. Prof. Ryszard Stomski.

nauki. Gratulacje i zy-
czenia dla Fundacji w
imieniu  Prezydenta
RP przekazat Maciej
Klimczak, podsekre-
tarz stanu w Kance-
larii Prezydenta oraz
prof. Maria Ortowska,
sekretarz stanu w Mi-
nisterstwie Nauki i
Szkolnictwa Wyzsze-
go. Przekazata Ona
prof. Zyliczowi dy-
plom wzorowany na
pierwszej Nagrodzie Nobla dla Ma-
rii Sktodowskiej-Curie jako wyraz
szczegblnego uznania dla FNP i wy-
raz nadziei na pol-
skiego naukowego
Nobla w niedalekiej
przyszto$¢. Dr Wil-
helm Krull, sekre-
tarz generalny Fun-
dacji Volkswagena
i prof. Pavel Exner,
wiceprezydent Eu-
ropean Research
Council, przekaza-
li od siebie stowa
gratulacji i zyczenia
okolicznosciowe. O
muzyczng oprawe
urodzin zadbata Warszawska Orkie-
stra Smyczkowa im. Zenona Brzew-
skiego pod dyrekcjg profesora An-
drzeja Gebskiego. (wg witryny FNP)

Odtworzenie tura. Zwierze, od
Sredniowiecza symbol polskich la-
sow, miatoby by¢ odtworzone za
pomoca DNA znajdujgcego sie w
muzealnych szczatkach turéw. Pol-
scy naukowcy z Katedry Biochemii
i Biotechnologii Akademii Rol-
niczej w Poznaniu (prof. Ryszard
Stomski, Fot. 5) oraz z Zakladu
Embriologii Doswiadczalnej Insty-
tutu Genetyki Cztowieka PAN w
Jastrzebcu (prof. Jacek A. Modlin-
ski), skupieni w Polskiej Fundacji
Odtworzenia Tura (PFOT) chca sie
podjaé proby przywrocenia tura

przyrodzie. Inicjatorem i koordy-
natorem zmierzajacych do tego ba-
dan jest Polska Fundacja Odtwo-
rzenia Tura (PFOT), utworzona 13
pazdziernika 2006 roku. Podczas
inauguracji dziatalnosci PFOT od-
stonieto tablice poswiecong turowi
w Warszawskim Ogrodzie Zoolo-
gicznym. Zadaniem Fundacji jest
m. in. pozyskiwanie i gromadzenie
potrzebnych funduszy, gtdwnie od
prywatnych sponsoréw, a takze ze
Srodkow unijnych. Projekt uzyskat
poparcie Ministerstwa Ochrony Sro-
dowiska.

Tur (Bos primigenius) (Fot. 6) byt
jednym z najwiekszych zwierzat
(masa ciata 800-1000 kg) zamiesz-
kujgcych Europe. Dorosty samiec
osiggat do 3 m diugosci i 2 m wy-
sokosci w kiebie. Nalezat do rze-
du parzystokopytnych. Naukowcy
uwazajg, ze od tura udomowionego

VEYS SYM POLONIS TVR GURMANIS AVROX
TGNARS BITONTIS NOMEN DEDERANY

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

w Azji 608 tysiecy lat temu, wywo-
dzi sie wiekszos¢ ras wspotczesnego
bydta. Przodkowie tura pojawili sie
w epoce pliocenu (2 min lat temu)
w Indiach. Z czasem roslinozer-
ne zwierzeta rozprzestrzenity sie
na lesnych terenach Azji i Europy
oraz na po6tnocy Afryki. Zamieszki-
waty zwarte i potozone w nizinach
puszcze, zapewniajgce obfitag baze
pokarmowg w postaci roslin jed-
nolisciennych (wszelkiego rodzaju
traw iturzyc). Samice turéw, krowy
cielity sie corocznie po trwajacej 9
miesiecy cigzy (tak jak krowa domo-
wa), rodzac przewaznie jedno ciele.
Proces wymierania turéw rozpoczat
sie juz w X wieku, ale pdzniej nasta-
pito gwattowne, skokowe zmniej-
szenie populacji tego zwierzecia.
Najwczes$niej zwierzeta zniknety
z terenéw Europy Zachodniej, we
Francji w X wieku; w Niemczech na
przetomie Xl i XIl wieku. W Polsce,
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kraju, w ktérym tury utrzymaty sie
najdtuzej, w XIV wieku tury zyty juz
tylko na Mazowszu. Ostatecznie, w
1627 roku na terenie Puszczy Jakto-
rowskiej niedaleko Grodziska Ma-
zowieckiego zgineta ostatnia krowa,
(wg witryny Nauka w

Monika Czapla, doktorantka
Wydziatu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego zostata laureat-
ka Nagrody im. Marii Sktodow-

skiej-Curie, przyznanej

Polsce)

Matryca termicz-
na dla niewidomych.
Matryca termiczna,
zbudowana przez na-
ukowcow z Akademii
Gorniczo-Hutniczej w
Krakowie umozliwia
,widzenie" przez nie-
widomych ksztattow i
barw. Tworcg matry-
cy jest prof. Andrzej
Kos z Zespotu nano- i
mikrosystemow AGH
(Fot. 7). Obraz rysowany przez
edukatora zostaje przetozony na
punkty termiczne umieszczone na
matrycy. Punkty pod powierzch-
nig matrycy generujg zréznicowa-
ng temperature, ajest to wazne dla
zachowania funkcji czucia przez
dotykajgcego. Dzieki ksztattom
0 r0znej temperaturze osoby nie-
widzgce rozpoznajg dtoAmi, nie
tylko opuszkami palcéw, ale bar-
dziej nawet wierzchnig strona dto-
ni, ksztatty, kolory i ruch. Matryca
umozliwi tez wyjasnienie osobom
niewidomym trudnych do wyobra-
zenia zjawisk np. przemieszczajacej
sie fali. Matryca termiczna podob-
na jest do skrzynki wielkosci kart-
ki papieru i grubosci 5-6 cm. Ma
gtadka powierzchnie, co odréznia
ja od klasycznych urzadzen do
odczytywania alfabetu Braille'a.
Urzagdzenie przygotowano przede
wszystkim do celéw dydaktycz-
nych. Pewne mozliwosci matrycy
dostepne sg tylko dla oso6b, ktére
wczesniej widziaty. Osobie niewi-
domej od urodzenia trudno bedzie
wytlumaczy¢ kolor, ale ta, ktéra po-
trafi go sobie przypomnieé, ziden-
tyfikuje go réwniez dzieki matrycy.
Problemem jest stopien rozdzielczo-
§ci, bo matryca ma mniej punktéow
niz ekran komputera. Matryca jest
pionierskim opracowaniem, obecnie
testowana przez osoby niewidome
w Krakowie, (wg witryny Nauka w
Polsce)

Postepy Biochemii 57 (4) 2011

Fot. 7. Prof. Andrzej Kos.

przez 11l Europejski Kon-
gres Kobiet. Mtoda badacz-
ka nagrodzona zostata za
badania nad biatkami. Na-
grode i czek na kwote 16,5
tys. zt wreczyta laureatce
podczas ww. kongresu mi-
nister nauki i szkolnictwa
wyzszego prof. Barbara Ku-
drycka. Monika Czapla jest
stypendystkg Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej w pro-
gramie START,; zajmuje sie
badaniem struktury i funk-
cji cytochromu bel. Karolina
Adrianowicz doktorantka w Insty-
tucie Fizyki Uniwersytetu Slaskiego
w Katowicach iJadwiga Stawinska z
Uniwersytetu £ddzkiego z Wydzia-
tu Biofizyki i Informatyki Stosowa-
nej dostaty ré6wnorzedne wyroznie-
nia za prace naukowe. Wreczenie
nagrody poprzedzita debata poswie-
cona Marii Skito-
dowskiej-Curie w
zwigzku z przy-
padajagcym w tym
roku 100-leciem
przyznania wybit-
nej uczonej drugiej
Nagrody Nobla
oraz  wystapienie
prof. Magdaleny
Srody prezentujace
ujecie historyczne
w odniesieniu do
obecnosci kobiet
W nauce #acznie z

omdwieniem ich  Helsinki.
obecnej sytuacji.
(wg witryny Nauka
w Polsce)
Doktorantka Dominika Bi-

jos otrzymata gtdwnag nagrode w
konkursie na popularyzowanie
wiedzy i badah naukowych w
szerokich kregach spoteczenstwa.
Konkurs towarzyszyt konferencji
stypendystéw Programu Marie Cu-
rie, ktora odbyta sie w Warszawie.
Laureatka prowadzi swoje badania
w Instytucie Urologii w Bristolu
w Wielkiej Brytanii. Dominika Bi-

HELSINKI'
EUCYS2011

Fot. 8. Plakat 23rdEuropean Union Con-
test for Young Scientist, 23-28.09.2011 r.,

jos wymyslita i narysowata krotki,
zabawny komiks, ktéry w prosty i
przejrzysty sposéb tlumaczy tzw.
zesp6t nadwrazliwego pecherza.
Jest to schorzenie, na ktore cierpi
ok. 10% ludzi. Praca Doktorantki pt.
»,t0 pee or not to pee" (siusia¢ albo
nie siusiaé) spotkata sie niemal z
jednomys$lnym uznaniem jury, pod
przewodnictwem prof. Magdaleny
Fikus. Program Marie Curie, finan-
sowany ze $rodkéw Unii Europej-
skiej, wspiera wybitnych naukow-
cOw z catego Swiata i zacheca ich, by
prowadzili swoje badania i wigzali
kariere naukowg wtasnie z Europa.
Z programu, ktéry w tym roku ob-
chodzi 15-lecie istnienia, skorzysta-
to juz ponad 50 tys. wybitnych ludzi
nauki, (wg witryny Nauka w Polsce)

Michat MisSkiewicz, matema-
tyk z Warszawy zdobyt w Hel-
sinkach 3. nagrode w organizo-
wanym przez Komisje Europej-
skg 23. Konkursie Prac Mtodych
Naukowcéw UE (Fot. 8). Laureat
napisat prace pod tytutem ,Urok
zbioru mi" na temat szczeg6lnych
wiasnosci pewnego zhioru punktéw
na plaszczyznie. Michat
Miskiewicz studiuje ma-
tematyke na Uniwer-
sytecie  Warszawskim,
ale prace, zgodnie z re-
gulaminem konkursu,
przygotowat jeszcze w
liceum, bo w rywalizacji
biorg udziat prace ba-
dawcze autorstwa o0soéb,

studiow. Laureat zdobyt
jedng z trzech trzecich
nagréd, o wartosci 3,5
tys. euro. Organizatorem
polskich eliminacji unij-
nego konkursu jest Kra-
jowy Fundusz na Rzecz
Dzieci (KFRD). Wedtug
informacji KFRD, poza pracg laure-
ata Polske reprezentowaty dwa pro-
jekty mtodych biologow: Magdaleny
Nowikiewicz, licealistki z Bydgosz-
czy, p.t. ,Zawarto$¢ witaminy C w
malinach (Rubus ideaeus L.) odmia-
ny Polana w zaleznoS$ci od sposobu,
czasu i temperatury przechowywa-
nia oraz w ogorkach (Cucumis dati-
vus L.) odmiany Krak FI w zalezno-
$ci od metod przechowywania i cza-
su przechowywania"; Norberta Wa-
sika, studenta medycyny z Zar, p.t.

[~
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~Wplyw temperatury na szybkos¢,
dtugos¢ i gtosnos¢ Spiewu miecz-
nika Conocephalus fuscus" (Fot. 9).
W 23. Konkursie Prac Mtodych
Naukowcow UE Polacy uczestni-
czyli po raz 17. Do tej pory az 37
projektow polskich nagrodzono,
a to sprawia, ze Polska zajmuje
trzecie miejsce,

motor pracy doktorskiej tegoroczne-
go laureata, (wg witryny Nauka w
Polsce)

Porozumienie o wspdipracy na
rzecz rozwoju onkologii w Polsce
podpisat Warszawski Uniwersytet
Medyczny z Centrum Onkologii -
Instytut im. Marii Skiodowskiej-
Curie we wrzes$niu bieza-

po Niemczech i
Wi ielkiej Brytanii,
wséréd krajow naj-
czesciej wyroéznia-
nych, przy czym
pamietaé nale-
zy, ze Konkursy
rozpoczety sie w
roku 1989, a Pol-
ska zaczeta bra¢ w
nich udziat dopie-
ro szes$¢ lat pézniej

Dr Gracjan Maciejewski z Cen-
trum Astronomii UMK otrzymat
Nagrode Mtodych przyznawa-
ng przez Polskie Towarzystwo
Astronomiczne (PTA). Wyroznie-
nie wreczono w Gdansku podczas
otwarcia XXXV Zjazdu PTA. Gra-
cjan Maciejewski obronit w 2007
roku prace doktorskg pod tytutem
»Fotometryczne przeglady nieba.
Poszukiwanie zmiennos$ci i astro-
fizyka gromad otwartych". Zajmu-
je sie poszukiwaniem planet poza
uktadem stonecznych oraz badania-
mi gromad otwartych gwiazd i ukta-
dow podwojnych gwiazd. Laureat
pracuje w kilku projektach badaw-
czych: Semi-Automatic Variability
Search (SAVS), Open Cluster Sur-
vey (OCS), Young Exoplanet Transit
Initiative (YETI). Byt takze czton-
kiem zespotu, ktéry odkryt planete
koto gwiazdy HD 17092. Z kolei w
latach 2009-2010 odkryt dwie po-
tencjalne planety pozastoneczne w
uktadach WASP-3 oraz WASP-10.
Nagroda Mtodych jest przyznawa-
na co dwa lata przez Polskie Towa-
rzystwo Astronomiczne za wybitny,
indywidualny dorobek w dziedzi-
nie astronomii uzyskany podczas
catej dziatalnosci naukowej. Moga
ja otrzymacé polscy astronomowie w
wieku do 35 lat. Historia Nagrody
Mtodych siega 1970 roku. Otrzymali
ja m.in. Bohdan Paczynski (w 1970
roku) i Aleksander Wolszczan (w
1977 roku). W 1995 roku nagrode
otrzymat Andrzej Niedzielski, pro-
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Fot. 9. Conoceplwlusfuscus.

cego roku. Dokument pod-
pisali Rektor prof. Marek
Krawczyk i Kierownik In-
stytutu prof. Marian Rein-
fuss (Fot. 10). Obie placow-
ki naukowe beda wspdlnie

czej; podniesienia konkurencyjnosci
osrodkow badawczych; rozszerze-
nia i wzbogacenia oferty dotycza-
cej ustug badawczych; zwiekszenia
udziatu prac badawczo-rozwojo-
wych powigzanych z potrzebami
spoteczenstwa i jednostek ochrony
zdrowia; wprowadzenia i rozwoju
nowoczesnych rozwiagzan techno-
logicznych oraz organizacyjnych;
transferu nowoczesnych technologii
i wiedzy na linii nauka - przemyst,
(wg informacji w witrynie WUM)

Komercjalizacja wynikéw. War-
szawski Uniwersytet Medyczny i

zabie- spétka BTM
ga¢c o Mazowsze
lepszg we wrze-
jakos¢ $niu b.r. za-
dydak- inicjowaty
tyki, wspot- wspoblng re-

dziata¢ na polu
naukowym i in-
stytucjonalnym.
Ze strony Cen-
trum Onkologii
umowa stata
sie  pierwszym
krokiem do
tworzenia sieci
onkologicznej.
Strony porozumienia rozszerzaja
wspobiprace w zakresie ksztalcenia
przed- i podyplomowego obecnej i
przysztej kadry medycznej w dzie-
dzinie onkologii. Beda wspdlnie
dziataty na rzecz podnoszenia ja-
kosci ochrony zdrowia oraz
dostepnosci spoteczenstwa
do Swiadczen medycznych
na wysokim poziomie. Poro-
zumienie obejmuje réwniez
wspoltprace na rzecz roz-
woju nowych technologii i
technik leczenia w onkologii
oraz promocje zdrowia stu-
zacg obnizeniu zachorowal-
nosci na nowotwory ztosli-
we. Uniwersytet i Centrum
w swoich dziataniach beda
dazy¢ do koncentracji i ko-
ordynacji wysitkOw na rzecz
osiggniecia nastepujacych celow w
obszarze badan naukowych i prac
badawczo rozwojowych: zapewnie-
nia aktywnego, a takze zwiekszo-
nego uczestnictwa Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w pro-
gramach badawczych oraz dziata-
niach zmierzajacych do utworzenia
Europejskiej Przestrzeni Badaw-

czyk.

Fot. 11.
Golagb.

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

alizacje in-
nowacyjne-
go projektu
~HUMON".
Oproécz fi-
nansowania
ze Srodkow
prywatnych
firmy BTM
Mazowsze,
powstate konsorcjum wystepuje
do Narodowego Centrum Badan
i Rozwoju o dofinansowanie pro-

jektu w ramach programu INNO-

TECH. Celem projektu ,HUMON",
realizowanego ze strony WUM
przez zespo6t prof. Jakuba
Gotgba (Fot. 11) z Zaktadu
Immunologii Centrum Bio-
struktury, jest opracowanie
i wdrozenie do praktyki
nowatorskiej metody pro-
dukcji ludzkich przeciwciat
do celéw diagnostycznych
i leczniczych w onkologii.
Jest to pierwsza umowa do-
tyczaca projektu B+R nasta-

Prof. Jakub  \jonego na komercjalizacje
jego  wynikéw. Pozytyw-
ne zakonczenie projektu

i wdrozenie do praktyki
wynikéw badan, moze mieé istot-
ne znaczenie w postepach terapii
nowotworow, a nadto Warszawski
Uniwersytet Medyczny moze mie¢
z tego powazne zyski. W spotkaniu
ze strony Uczelni wraz z Prorekto-
rem prof. Stawomirem Majewskim,
uczestniczyta Kanclerz Matgorzata
Koztowska oraz prof. Jakub Gotagb
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wraz z Zespotem, ktéry bedzie pra-
cowat przy Projekcie. Obecni byli
przedstawiciele spotki BTM Ma-
zowsze, Prezes Tomasz Roniker,
dr Marcin Szumowski oraz ekspert
Roland Koztowski, (wg info w wi-
trynie WUM)

Stypendia naukowe dla profe-
soréw tytularnych Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza w Pozna-
niu wreczyt we wrzesniu b.r. Rektor
Uczelni. Zgodnie z Zarzgdzeniem
Rektora Uniwersytetu Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu z dnia 18 lipca
2011 r., stypendia naukowe moga
otrzymac¢ profesorowie, ktérzy m.
in. legitymuja sie wybitnymi osig-
gnieciami w pracy naukowej i sg
wszechstronnie zaangazowani w
prace na rzecz Uniwersytetu. Wsrod
wyrdznionych znalezli sie profeso-
rowie: Anna Gozdzicka- Jozefiak,
Artur Jarmotowski i Tomasz Osiejuk
z Wydziatu Biologii i Ogrodu Bota-
nicznego, Henryk Koro-

tut Badawczy, Radzikéw; Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN; Wy-
dziatu Rolnictwa i Biologii SGGW;
Wydziatu Nauk o Zywieniu Czto-
wieka i Konsumpcji SGGW; Kate-
dry Nauk Fizjologicznych, Wydziat
Medycyny Weterynaryjnej SGGW;
Wydziatu Biologii, Wydziatu Che-
mii i Wydziatu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego; Centrum Biostruk-
tury Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego; Wydzialu Nowych
Technologii i Chemii WAT; Wy-
dziatu Nauk o Zywieniu Cztowieka
i Konsumpcji Katedra Technologii
Gastronomicznej i Higieny Zywno-
§ci Zaktad Higieny i Zarzadzania
Jakos$cia Zywnosci. Kwota przyzna-
nego stypendium dla doktoranta
wyniesie nie mniej niz 3020 zt mie-
siecznie, czyli tagcznie 27 180 zt.

Stypendia Miasta Poznania
dla olimpijczyk6éw podejmujacych
studia w Poznaniu. W

niak, Marek Kreglewski,
Grzegorz Schroeder z
Wydziatu Chemii oraz
Grzegorz Kamieniarz,
Ryszard Tana$ i Tadeusz
Michatowski Wydziat
Fizyki, (wg info z witry-
ny UAM)

Stypendia Woje-
wodztwa Mazowieckie-
go dla doktorantéw. W
ramach | edycji projektu
systemowego Samorzg-
du Wojewodztwa Ma-
zowieckiego pt. Poten-
cjat naukowy wsparciem
dla gospodarki Mazowsza
- stypendia dla doktoran-
tow (Priorytet VIII Regio-
nalne kadry gospodarki Dziatanie 8.2
Transfer wiedzy Poddziatanie 8.2.2
Regionalne Strategie Innowacji Pro-
gramu Operacyjnego Kapitat Ludz-
ki 2007-2013), przyznano stypendia
doktorantom m. in. w dziedzinie
biologii, chemii, fizyki z Uczelni i
jednostek PAN wojewo6dztwa Ma-
zowieckiego: Instytutu Genetyki i
Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzeb-
cu, Zaktad Biologii Molekularnej;
Instytutu Biologii Doswiadczalnej
PAN im. M. Nenckiego w Warsza-
wie; Instytutu Chemii Organicznej
PAN; Instytutu Hodowli i Aklima-
tyzacji RoS$lin - Panstwowy Insty-

recka.
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Fot. 12. Pani Elzbieta Pende-

pazdzierniku 2011 r. w
Urzedzie Miasta Pozna-
nia odbyta sie uroczy-
sto§¢ wreczenia Stypen-
diow Miasta Poznania
dla laureatow i finalistow
ogolnopolskich olim-
piad przedmiotowych,
ktérzy zdecydowali sie
podja¢ nauke na uczel-
niach poznanskich. Po
raz kolejny najwiekszym
zainteresowaniem wsérod
Stypendystdw cieszy sie
Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza w Poznaniu,
na ktérym nauke podjeto
20 studentow. Korzysta-
jacy z programu stypen-
dysci to wybitnie zdolni
i wartosciowi miodzi ludzie, ktd-
rzy w wielu przypadkach zdobyli
wiecej niz jeden tytut w réznych
olimpiadach. Olimpiady najlicz-
niej reprezentowane w tej edycji to
olimpiada literatury i jezyka pol-
skiego, chemiczna, matematycz-
na oraz historyczna. O mozliwos¢
otrzymania stypendium w ramach
programu ,Akademicki i naukowy
Poznan" aplikowato 58 oséb z roz-
nych zakatkéw Polski. Tegoroczni
stypendysci pochodza z jedenastu
wojewddztw, przede wszystkim z
wojewddztwa wielkopolskiego (12
0s6b) i kujawsko-pomorskiego (5),

ale studenci pochodzg takze z od-
legtych miejscowosci; zasieg pro-
mocji studiowania w Poznaniu wy-
kracza daleko poza granice Wielko-
polski. Po zapoznaniu sie z opinig
Rady Zarzadzajacej Programu,
ktérej przewodniczy prof. dr hab.
Andrzej Legocki z PAN, Prezydent
Miasta przyznat stypendium wy-
branym 31 kandydatom. W gronie
wyrdznionych studentéw jest 24
laureatéw oraz 7 finalistow olim-
piad. Miasto oferuje wybranym
studentom stypendia w wysokosci
1600 zt dla laureatow oraz 1200 zt
dla finalistdw olimpiad. Stypendia
bedgq wyptacane przez jeden rok
akademicki, od pazdziernika do
czerwca. Wiecej informacji na stro-
nie www.poznan.pl/studia. (wg
info w witrynie UAM)

Odznake Zastuzony dla Uni-
wersytetu Jagiellonskiego otrzy-
mata w roku 2011 Pani Elzbieta
Penderecka (Fot. 12). Odznake te
przyznaje Senat na wniosek Rekto-
ra osobom wyjatkowo zastuzonym
dla Uniwersytetu Jagiellonskiego.
Odznaka jest wreczana w czasie
uroczystosci zwigzanych ze Swie-
tem Uniwersytetu 12 maja lub w
czasie inauguracji roku akademic-
kiego. Nadanie Odznaki wpisuje
sie do Ksiegi Zastuzonych. Pani
Elzbieta Penderecka jest dziataczka
kultury, cztonkinig wielu miedzy-
narodowych fundacji muzycznych,
byta w latach 1990-1995 prezesem
pierwszej prywatnej agencji Heri-
tage Promotion of Musie and Art.
Przez rok studiowata fizyke na
Uniwersytecie Jagielonskim w
Krakowie. Za dziatalno$¢ charyta-
tywnag od 1995 roku na rzecz Fun-
dacji Profilaktyki i Leczenia Choréb
Krwi im. Profesora Juliana Alek-
sandrowicza, wspomagajacej roz-
woj Kliniki Hematologii Collegium
Medicum UJ, otrzymata w grudniu
2000 roku Medal im. profesora Ju-
liana Aleksandrowicza. Prywatnie,
od 1965 roku, jest zong kompozyto-
ra Krzysztofa Pendereckiego, (wg
witryny UJ)
pod redakcja Teresy Wesotowskiej
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Jozef Heller —wspottworca polskiej biochemii w latach 1942-1973

Z historii biochemii

Zofia Zarebska

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, ul. A
Pawinskiego 5A, 02-106 Warszawa; e-mail:
zozar@ibb.waw.pl

Artykut otrzymano 7 czerwca 2011 r.
Artykut zaakceptowano 8 czerwca 2011 r.

Podzigkowanie: Autorka sktada serdeczne
podziekowania profesorowi Kazimierzowi Le-
chowi Wierzchowskiemu oraz profesor Marii
Monice Jezewskiej za wspomnienia o Profeso-
rze oraz za ich cenne sugestie, uwzglednione
w tekscie.
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STRESZCZENIE

rtykut przedstawia sylwetke J6zefa Hellera, poczynajac od roku 1921, gdy byt asysten-

tem w grupie Jakuba Parnasa we Lwowie, ktéra zajmowata sie¢ wykrywaniem Zzrodet
energii w procesach biochemicznych, a w szczegdlnosci procesem fosforolizy glikogenu.
Opisane sa mniej znane fakty Jego biografii: stuzba wojskowa w Legionach Pitsudskiego
w trakcie formowania sie Panstwa Polskiego w latach 1917-1920; nastepnie uczestnictwo w
tajnych kompletach medycyny w czasie okupacji Polski przez Niemc6éw. Po wojnie, Profesor
wyktadat fizjologie dla studentéw medycyny we Wroctawiu i w Warszawie. W 1954 zaczat
tworzy¢ Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk sktadajacy sie z rozproszo-
nych laboratoriéw biochemicznych w Warszawie; Instytut ten nadal prowadzi wspotczesne
badania w dziedzinie biochemii i biofizyki molekularnej. Profesor zainicjowat wydawanie
trzech waznych czasopism biochemicznych w Polsce, w tym Postepdw Biochemii (1954).
Roéwniez pod Jego kierownictwem wydano pierwszy Polski Stownik Medyczny (1981). Ar-
tykut podsumowuje udziat profesora Helleraw wielu przedsiewzieciach zycia akademickie-
go, ktdre sa ciagle doceniane przez nastepne pokolenia polskich biochemikoéw.

WPROWADZENIE

Mineto prawie 30 lat od $mierci Profesora Hellera, a 40 lat od zakonczenia
przezen dziatalnosci naukowej i organizacyjnej, ten dystans czasu pozwala
petniej doceni¢ Jego dziatalnos¢. Z tej okazji przejrzatam archiwum Profesora,
pieczotowicie zbierane przez Jego dtugoletniag sekretarke Panig Matgorzate Wil-
czewska i z wypetnianych przez Niego ankiet, protok6téw posiedzen, listow,
konspektéw wyktadow, odbitek publikacji, ukazato sie jak r6znorodna byta Jego
aktywnos¢. Walka w Legionach i w Wojsku Polskim o niepodlegtos¢ kraju, stu-
dia i dziatalno$¢ naukowa w okresie lwowskim w latach 1922-1939, tajne na-
uczanie w Warszawie w czasie wojny i nastepnie odbudowa polskiej biochemii
po wojnie w niepodlegtej Polsce. Wkrotce po $Smierci Profesora opublikowano w
kilku czasopismach Jego zyciorysy [1-4]. Przedstawiaty one najwazniejsze fakty
z Jego zycia i dziatalno$ci, a przejrzane archiwum pozwolito na ich poszerzenie
iwzbogacenie. W niniejszym artykule na wstepie przedstawiam wybrane cytaty
z autobiograficznych zycioryséw Profesora, a nastepnie wiele poczynan z Jego
dziatalnosci, majacych po dzi$ dzieA wielkie znaczenie dla $rodowiska nauko-
wego, a ponadto nigdzie dotgd nie opisane zdarzenia.

AUTOBIOGRAFIA

Archiwum Profesora zawiera trzy zyciorysy sktadane przy zatrudnieniu w
1950,1954 i 1966 roku oraz przed odejéciem na emeryture w 1973. Przytoczone
fragmenty uzmystawiaja, ktdre czyny w swoim zyciu Profesor uznat za wazne
(zachowuje dwczesng pisownie).

ROK 1950

,Urodzitem sie dnia 3 stycznia 1896 roku we Lwowie. Egzamin dojrzatosci
ztozytem w czerwcu 1914 w VI Gimnazjum we Lwowie. W sierpniu 1914 wstg-
pitem ochotniczo do Legiondw, skad poszedtem do Polskiego Wojska. Zdemo-
bilizowany w kwietniu 1921 w stopniu kapitana wzigtem udziat w Il Powsta-
niu Gornoslaskim, poczem kontynuowatem zaczete podczas stuzby wojskowej
studia medyczne iw dniu 11 listopada 1922 uzyskatem stopien Doktora Wszech
Nauk Lekarskich we Lwowie. W latach 1923-1925 uzupetniatem studia na Wy-
dziale Przyrodniczym we Lwowie, grupa; chemia. Jako asystent pracowatem w
Instytucie Chemii Lekarskiej Uniwersytetu im. Jana Kazimierza od 1.X.1921 do
30.1X.1928 i w Instytucie Higieny UJK od 1.X.1930 do 30.1X.1935, tgcznie 12 lat. W
tym okresie w ciagu 6 lat wyktadatem Chemie Ogo6lna i Fizjologiczng w Gtéwnej
Szkole Gospodarczej Zeriskiej w Snopkowie w Matopolsce (Ryc. 1).
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DYPLOM

GLOWNEJ SZKOLY GOSPODARCZEJ ZENSKIEJ

W SNOPKOWIE
PANI

LECHNICKA JADWIGA MARJA

wodzosa dnia 4 wrzednia 1909 r. w Monachjum (w Bawarfi), obywatelka Pafistwa
w-;-—---umamum:uauqmo.o-
darcze] tefskie] w Seopkowle pod Lwowem. — P
stuchala byly:
ARATOMJA, FIZJOLOGIA | SYSTEMATYKA ROSLIN, ANATOMJA, GENETYKA
| HODOWLA ZWIERZAT. BIOLOGJA OGOLNA, NAUKA ZYWIENIA, HODOWLA DROBIU.
LECZENIE ZWIERZAT, MLECZARSTWO, ROLNICTWO OGOLNE I SZCZEGOLOWE
CUEBOZNAWSTWO | CHEMJA ROLNA, OGRODNICTWO [ SADOWNICTWO,
PSYCHOLOGJA. PEDAGOGIKA, CHEMJA OGOLXA, TOWAROZNAWSTWO, HIGIENA
| BAKTERIOLOGIA, HIGIENA DZ(ECKA, DIETETYKA, ADMINISTRACIA,
RACHUNKI GOSPODARCZE, TEORJA | METODYKA NAUCZANIA
—mdﬂ'“u—rh
TEANE, PRANE 79VILE
SZYCIE | KROJL, CEROWANIE ZWYKLE
CHLEWNIA, PRACOWNIA
TOWAROZNAWCZA, PRACOWNIA BOTANICZNA | LEXCIE PRAKTYCZNE
Na tej podstawie | po wodenin pracpisanych egzamindw roczaych, orz po odbyciu
Mn_qv“mmln—hwu
EGZAMINU DYPLOMOWEGO
praed cying peaez Mi pismem
l-aﬂlleIQMlmh“ 2 wynikiem
bardzo debrym 1 edzmaczenien.
SNOPROW, dula 18 Bpca 1932 1.
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Rycina 1. Dyplom Lechnickiej Jadwigi Marii z 1932 roku. Kopia dyplomu z ksigz-
ki Antoniego Kroha ,,Starorzecza", Iskry, Warszawa, 2010, str. 140; zwraca uwage
lista wyktadéw obowiazujacych w tej Szkole Gospodarczej w latach 1929-1931.

W dniu 1.VI.1926 rozpoczatem organizacje Pracowni
Analityczno-Lekarskiej Kasy Chorych we Lwowie (pdzniej
Zaktady Analityczne Ubezpieczalni Spotecznej) i kierowa-
tem tg placéwka do 30.VI1.1935 r. 1.111.1936 powierzono mi
organizacje Filii Paristwowego Zaktadu Higieny w Krako-
wie, ktoérej Kierownikiem bytem do wybuchu wojny. W
roku 1937 habilitowatem sie z biochemii w Uniwersytecie
Wileriskim (na podstawie rozprawy habilitacyjnej pt. Bada-
nia nad przeobrazeniem owadow).

Kampanie wrze$niowg odbytem jako major-lekarz w X
Kadrze Sanitarnej. Po rozbrojeniu wrécitem do Lwowa, gdzie
pracowatem jako analityk w I Poliklinice. 1 stycznia 1940 po-
wotany na katedre biochemii Wydziatu Przyrodniczego we
Lwowie wyktadatem przez dwa lata akademickie. W maju
1941 zostatem powotany uchwatg Rady Wydziatu na Katedre
Chemii Nieorganicznej Instytutu Medycznego we Lwowie.

Po wkroczeniu Niemcow przeniostem sie do Warszawy

i tu pod nazwiskiem Kazimierza Moktowskiego wyktada-
tem na kompletach tajnego Uniwersytetu Warszawskiego
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Chemie Fizjologiczng i Fizjologie do wybuchu powstania.
Wywieziony przez Niemcéw do obozu pracy w Hanowe-
rze pracowatem jako pomocnik maszynisty kolejowego do
uwolnienia przez wojska amerykarnskie w dniu 10.1V.1945.
Nastepnie petnitem funkcje lekarza obozu, za$ w sierpniu
1945 powotany na komendanta Polskiego Szpitala Wojsko-
wego w Bomlitz, pozostawatem na tym stanowisku do re-
patriacji w dniu 1.11.1946.

Z dniem 1.1V.1946 zostatem powotany na Katedre Fizjo-
logii Zwierzat Uniwersytetu we Wroctawiu. Réwnoczes$nie
podjatem sie prowadzenia wstepnych prac nad organizacjg
Filii Panstwowego Zaktadu Higieny w Szczecinie, dokad
dojezdzatem w miare potrzeby. W dniu 15.1X.1946 objgtem
zastepstwo kierownika Filii Wroctawskiego PZH, zajmu-
jac sie rdwnoczes$nie etat kierownika Oddzialu Wodnego
tej Filii. Zrezygnowatem w 1947, nie mogac pogodzi¢ tych
obowigzkéw z profesurg. W dniu 24.111.1948 mianowany
profesorem zwyczajnym, od roku 1949 petnie dodatkowo
obowigzki profesora — konsulenta naukowego w Akade-
mii Lekarskiej w Rokitnicy."

ROK 1954

»Z dniem 1.X.1951 objgtem Katedre Chemii Fizjologicznej
AM w Warszawie i kierownictwo Dziatu Biochemii w PZH
w Warszawie. Z dniem 1.V.1954 przeszedtem z PZH do no-
wopowstatego Zaktadu Biochemii PAN na stanowisko Kie-
rownika. Jestem cztonkiem-korespondentem Polskiej Akade-
mii Nauk idoktorem Nauk Medycznych. Bytem delegowany
na Kongresy Naukowe: do Anglii w 1947 i 1949 roku, do
Francji w 1952. W 1953 odwiedzitem NRD w drodze wymia-
ny kulturalnej, za$ w maju 1954 bytem z delegacjg PAN w
Budapeszcie. W 1951 roku otrzymatem Parnstwowg Nagro-
de Naukowg Il stopnia. Posiadam nastepujgce odznaczenia
(wymieniono tylko niektére sposréd 10 odznaczen, Z2Z):
Krzyz Niepodlegto$ci, Krzyz Walecznych i Ztoty Krzyz Za-
stugi, Medal Zwyciestwa i Wolnosci."

ROK 1966

»W jesieni 1951 powotano mnie w Warszawie do kiero-
wania Katedrg Chemii Fizjologicznej w Uniwersytecie Me-
dycznym, aréwnoczes$nie kierownictwo partii zobowigzato
mnie do zorganizowania Badawczego Centrum Biochemii.
Zaczatem od organizacji Zaktadu Biochemii w Panstwo-
wym Instytucie Higieny. W 1952 roku powstata Polska
Akademia Nauk; zostatem jej cztonkiem-korespondentem.
Przewodniczytem Komitetowi Biochemii i Biofizyki PAN
od poczatku az do 1969.

W 1954 utworzono Zakiad Biochemii PAN, bazujgc
gtownie na Zaktadzie Biochemii w Panstwowym Instytucie
Higieny. W 1957 przeksztatcit sie on w Instytut Biochemii i
Biofizyki pod moim kierownictwem az do roku 1966, gdy
odszedtem na emeryture. W 1963 przeszediem na emerytu-
re w Uniwersytecie Medycznym. Poczynajac od 1966 petnie
funkcje Przewodniczgcego Rady Naukowej Instytutu.

W 1952 zaczeliSmy wydawanie Biuletynu Akademii

i bytem naczelnym redaktorem Serii Biologicznej przez
caty okres. W 1953 zapoczatkowatem wydawanie kwar-
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Rycina 2. J6zef Heller —gimnazjalista podczas lekcji fechtunku w domu rodzin-
nym, 1912 rok.

talnika Acta Biochimica Polonica, a w 1954 Postepéw Bioche-
mii, w ktérym przez pewien okres petnitem funkcje re-
daktora naczelnego. Od 1955 bytem krajowym delegatem
do Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB), a od 1961
cztonkiem Rady IUB i w okresie 1967-1973 wice-prezy-
dentem IUB. Bratem udziat w opracowaniu statutu Unii
w 1965. W 1962 zostatem cztonkiem Niemieckiej Akade-
mii Leopoldina. Od 1947 jestem cztonkiem Towarzystwa
Biochemicznego w Londynie i bytem cztonkiem-zato-
zycielem Towarzystwa Poréwnawczej Endokrynologii.
Jestem Honorowym Czlonkiem Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, cztonkiem Polskiego Towarzystwa Fi-
zjologicznego. Otrzymatem kilka odznaczehA panAstwo-
wych, w tym najwyzsze Krzyz Komandorski Gwiazdy
Polonia Restituta. Jestem zonaty z Antoning Moktowska-
Heller, doktorem medycyny; mamy cztery corki i czter-
nascioro wnuczat."

JOZEF HELLER - LEGIONISTA

Jozef Heller wstapit do Legionéw w sierpniu 1914 roku,
tuz po zdaniu egzaminu maturalnego. Byt dobrze przygo-
towany do stuzby wojskowej, gdyz nalezat do skautéow ido
Zwigzku Strzeleckiego we Lwowie, aw domu pobierat lek-
cje fechtunku (Ryc. 2).

W maju 1915 roku zwolniono go ze stuzby w Legionach
po pobycie w szpitalu, gdzie lezat chory na czerwonke, kt6-
ra wywotata niedomogi serca. Pomimo to, w marcu 1917
roku wrocit do stuzby czynnej w Legionach. Uczestniczyt
w walkach o Lwéw iw bitwach w Matopolsce Wschodniej.
W maju 1919 roku zachorowat na tyfus plamisty i znowu po
wyleczeniu wrécit do putku, gdzie petnit funkcje lekarza,
po ukonczeniu kursu dla medykdw wojskowych we Lwo-
wie. W wojnie polsko-bolszewickiej odznaczyt sie w bitwie
pod Brodziankg w czerwcu 1920 roku, gdzie pod silnym
obstrzatem wynosit rannych zotnierzy; odznaczono Go za
to Krzyzem Walecznych. W 1921 roku uczestniczyt w Il Po-
wstaniu Slaskim, w grupie ks. Pawta Brandysa. Dopiero w
sierpniu 1921 roku, po siedmiu latach wojowania, przeszed#t
do rezerwy w stopniu kapitana (Ryc. 3).
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W rok pézniej
uzyskat dyplom
lekarza na Wy-
dziale Lekarskim
Jana Kazimierza
we Lwowie. Sta-
dia, ktére rozpo-
czat w 1916 roku
kontynuowat
zapewne w prze-
rwach miedzy
wojowaniem, jako
rekonwalescent
po chorobach za-
kaznych. Po ukon-
czeniu  studiow
medycznych i
rozpoczeciu pra-
cy naukowej nie
przerwat kontak-
Rycina 3. J6zef Heller w mundurze legionisty, 1921 tow z WOjSkiem‘
rok. uczestniczyt w
¢wiczeniach woj-
skowych i ukon-
czyt kurs przeszkolenia oficeréw lekarzy rezerwy w 1936
roku, w wieku 42 lat. Z tego kursu warto zacytowac¢ wydang
o Nim opinie: ,,Bardzo zrownowazony, opanowany, cichy,
spokojny. Przejawia wiele inicjatywy, jednak niezbyt energicz-
ny i za mato stanowczy. Bardzo ambitny. Wybitnie obowigz-
kowy i skrupulatny ... kolezenAski i uczynny. W stosunku do
przetozonych szczery, oddany i bez zastrzezen lojalny. Stuzbe
wojskowgq traktuje bardzo ideowo. Fizycznie do$¢ sprawny i
ruchliwy. Uzdolnienia wojskowe na og6t dobre. Nadaje sie na
stanowisko naczelnego lekarza putku." [5],

SPUSCIZNA JAKUBA KAROLA PARNASA

Po uzyskaniu tytutu doktora na Uniwersytecie Lwow-
skim, Jozef Heller zostat zatrudniony w charakterze asy-
stenta w Katedrze Chemii Fizjologicznej kierowanej przez
prof. Jakuba Parnasa (Ryc. 4). Byto to pierwsze miejsce pra-
cy, ktére przez dziesie¢ lat (1921-1931) ksztattowato zainte-
resowania naukowe i charakter przysztego uczonego. Nic

Rycina 4. Pracownicy Zaktadu Chemii Lekarskiej Uniwersytetu im. Jana Kazi-
mierza we Lwowie: Jozef Nuckowski, J. Sieniawski, Wtodzimierz Mozotowski,
Jozef Heller, Jakub Karol Parnas, Cecylia Lutwak-Mann, W. Chrzaszczewski, An-
drzej Jan Klisiecki (1926-1929).
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Rycina 5. Pocztéwka od J.K. Parnasa z Moskwy z 1948 roku.

dziwnego, ze po odzyskaniu niepodlegtosci przez Polske w
1945 roku, Heller poczynit starania aby nawigzac kontakt z
prof. Parnasem, ktory pozostat w Zwigzku Radzieckim.

Na pocztowce z 17 listopada 1948 roku z Moskwy Par-
nas pisat do Hellera do Wroctawia: ,,Kochany Panie Kolego,
dawno nosze sie z odpowiedzig, a dzi$ juz zdecydowato
mnie nadej$cie Waszych odbitek, ktdrymi sie szczerze ucie-
szytem: i bytem wzruszony naprawde niezastuzonem po-
dziekowaniem; od takiej serdeczno$ci niestety odwyktem.
List Wasz nadszedt z poczatku moich choréb, dlatego po-
zostat tak dtugo bez odpowiedzi. Mam sie coraz to lepiej,
nie powiem z dnia na dzien, ale z tygodnia na tydzien czu-
je poprawe. Nadzieje na podr6z do Polski tej jesieni — do
Wroctawia i Krakowa —niestety sie rozwiaty przez te cho-
roby, jeszcze nie rychto bede mogt mysle¢ —realnie, nie w
marzeniach —o podrozy" (Ryc. 5).

Po przedwczesnej $mierci Profesora Parnasa w radziec-
kim wiezieniu w Moskwie, co szczegdtowo dokumentuje
artykut Baranskiej i wspotautorow w Kosmosie [6], Jozef
Heller wymienit szereg listow z Jego zona, Renatg Parnaso-
wa na temat uczczenia pamieci Profesora. W liscie z 1.X.1958
J. Heller napisat: ,,Przedewszystkim omowie je na najbliz-
szym zebraniu Komitetu Biochemicznego a réwnoczes$nie
porozmawiam z sekretarzem Wydziatu Il PAN profesorem
Stefainskim. Sadze, ze my$l poswiecenia jednej z sesji Il lub
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Rycina 6. Jakub Parnas z zong Renata, Berlin, 1938 rok.

IV Wydziatu uczczeniu rocznicy Profesora ma widoki. Pew-
ng formalng trudno$¢ moze stanowic¢ fakt, zeSmy w bieza-
cym roku poswiecili Profesorowi osobny numer Postepdw
Biochemii."

W zeszycie 1, IV tomu Postepéw Biochemii, wydanym w
1958 roku, oprécz wspomnieh o Profesorze zamieszczono
wspotczesne prace naukowe szesciu uczniéw Parnasa z
kraju iz zagranicy, w objetosci 221 stron. Na stronach 8-16
zamieszczono po raz pierwszy kompletny spis 119 publika-
cji fakuba K. Parnasa oraz spis 40 tytutdw podrecznikow i
prac referatowych z lego udziatem. Nalezy wspomnie¢, ze
prof. Heller byt wéwczas redaktorem naczelnym Postepéw
Biochemii. O roli profesora Jakuba Parnasa w ksztattowaniu
lekarzy i biochemikéw ukazat sie osobny artykut [7].

W liscie z Cztuchowa, datowanym 10 wrze$nia 1963 roku
Pani Renata Parnasowa napisata do prof. Hellera: ,,Wczoraj
dotarta wiadomos¢, ze na wniosek Pana Profesora, Profesor
Mochnackiej i Profesora Korzybskiego, na Walnym Zgro-
madzeniu PTB zapadta uchwata stworzenia corocznej Na-
grody Naukowej imienia §. p. Meza mojego. Jestem Panu
Profesorowi niestychanie wdzieczna, do Irki i Pana Tade-
usza pisze oddzielnie, mysle, ze pamie¢ mojego $. p. Meza
nie moze byc¢ lepiej i godniej uczczona" (Ryc. 6). Doroczna
Nagroda PTBioch im. Jakuba Parnasa jest przyznawana za
najlepszg prace doSwiadczalng po dzi$ dzien i byta wielo-
krotnie przyznawana pracownikom Instytutu, ktory prof.
Heller stworzyt.

O roli Jakuba Parnasa w rozwoju biochemii prof. Heller
napisat w liscie skierowanym do Sekretarza Naukowego
Wydziatu VI PAN (13.1V.1959 r.): ,,Zastugi Jakuba K. Par-
nasa dla Nauki Polskiej nalezy rozpatrywaé pod dwojakim
katem widzenia, jako badacza o Swiatowej stawie i jako
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tworcy polskiej szkoty biochemicznej. J.K. Parnas wsrod
licznych swych osiagnie¢ naukowych, ktére mu zyskaty
Swiatowg stawe dokonat dwoch wielkich odkry¢, ktére wy-
warty wptyw na kierunek rozwoju biochemii Swiatowej w
ciggu co najmniej 20 lat. Pierwsze to odkrycie istoty powig-
zania przemiany materii z przemiang energii i wykazanie,
ze dzieje sie to za posrednictwem grup fosforanowych kwa-
su adenozyno-tréjfosforowego (ATP). Odkrycie to dokona-
ne w roku 1934, zostato nalezycie ocenione i opracowane
dopiero w latach powojennych, gtéwnie przez laureata na-
grody Nobla w 1953 roku Fritza Lipmanna. Drugie, dokona-
ne w 1935 roku, to odkrycie fosforolizy glikogenu. Odkry-
cie to natychmiast podjete przez matzonkéw Gerty i Car-
la Cori przyniosto im nagrode Nobla w 1947 roku. Wedle
powszechnie spotykanej w $wiecie biochemicznym opinii,
nagroda ta co najmniej w potowie nalezala sie Parnasowi
i omineta go tylko dlatego, ze w tym czasie przebywat sta-
le w Zwigzku Radzieckim. Splot nieszcze$liwych okolicz-
nosci sprawit, ze zastugi Parnasa byty celowo pomijane w
ostatnim dziesiecioleciu na wschdd jak i na zachdd od taby.
Obecnie uczeni Radzieccy starajg sie przywroci¢ nazwisku
Parnasa nalezna mu range."

Zastugi Parnasa jako tworcy polskiej szkoty hioche-
micznej wynikajg juz z samego zestawienia nazwisk Jego
ucznidéw, majacych powszechne uznanie w dziedzinie bio-
chemii. Sg to: w Gdansku prof. Wtodzimierz Mozotowski,
w Warszawie prof. J6zef Heller, prof. Tadeusz Korzybski,
prof. Irena Mochnacka, we Wroctawiu prof. Tadeusz Ba-
ranowski i doc. Wanda Mejbaum-Katzenellenbogen. Row-
niez prof. Janina Opienska-Blauth w Lublinie przez pewien
czas byta Jego wspdtpracownicg. Do ucznidw Parnasa na-
lezg rdwniez pracujagcy w Anglii Tadeusz Mann, jego zona
dr Cecylia Lutwak-Mann oraz dr Jozef Reis."

TAINE NAUCZANIE W OKRESIE OKUPACJI (1939-1944)

Po pierwszych miesigcach blitz-kriegu Niemcow na tere-
nie Polski stato sie jasne, ze nalezy sie liczy¢ z co najmniej
kilkuletnig okupacjg kraju. Zdawano sobie sprawe, jakie
skutki wywotuje kazdy rok przerwy w ksztatceniu wobec
niepowetowanych strat wojennych i systematycznego wy-
niszczania inteligencji.

Poczynajac od kofca 1939 zaczety powstawac tajne kom-
plety organizowane przez profesorow z Akademii Medycz-
nej. W Warszawie dziataty cztery osrodki ksztatcace przy-
sztych medykdw, farmaceutéw i stomatologéw: Szkota doc.
Jana Zaorskiego obejmujaca okoto 1900 stuchaczy; Wydziat
Lekarski UW, 445 stuchaczy; Wydziat Farmacji Uniwersy-
tetu Ziem Zachodnich, okoto 250 stuchaczy oraz Kurs dla
medykdédw w getcie warszawskim obejmujacy okoto 500 stu-
chaczy. Stopniowo podobne osrodki tajnego nauczania or-
ganizowano na terenie catej Polski. Chronologiczny wykaz
powstawania tych o$rodkow obejmuje az 14 placowek: w
Warszawie, Krakowie, Wilnie, Czestochowie i Kielcach [8].

Na jesieni 1941 roku funkcjonowat juz dobrze zorgani-
zowany Wydziat Lekarski Uniwersytetu Warszawskiego,
dziatajacy na poczatku na terenie Uniwersytetu, w dawnej
siedzibie oraz jego filia dziatajgca w getcie warszawskim.
Tajne nauczanie medycyny odbywato sie pod ptaszczykiem
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programu ,,Szkoty dla Pomocniczego Personelu Sanitarne-
go", aw getcie pod nazwg ,,Kursu Przysposobienia Sanitar-
nego do Walki z Epidemiami” [9].

Po wybuchu Il wojny Swiatowej, Jozef Heller zmobilizo-
wany jako oficer rezerwy w Przemys$lu, dostat sie pod oku-
pacje radzieckg we Lwowie. Przez pewien czas pracowat na
uczelniach radzieckich, ale juz w marcu 1942 roku nielegal-
nie przedostat sie do Warszawy pod nazwiskiem swej zony
jako Kazimierz Moktowski. Od razu sie zgtosit do Wydziatu
Lekarskiego, gdzie wyktadat az do czasu aresztowania po
Powstaniu Warszawskim w 1944 roku. Z listu Profesora do
dr Witolda W. Gtowackiego z 9.111.1972 roku: ,,Wykiadatem
w ramach tajnego UW w latach 1942/43 i 1943/44. Zasad-
niczo wyktadatem chemie fizjologiczng dla medykow i far-
maceutdw oraz fizjologéw, ktdra byta mojg specjalnoscia
badawczg (funkcje wegetatywne — gtéwnie u owadow).
.... Wroku 1943/44 wyktadatem chemie fizjologiczng wraz
z fizjologig wedle jednolitego, konsekwentnie przemyslane-
go planu. Na podstawie stenogramow z tego w#asnie kursu
wydali stuchacze skrypt, ktéry odbito potajemnie w Banku
Gospodarstwa Krajowego". Nie byt to jedyny skrypt: mto-
dziez odczuwata brak podrecznika, obszerna dwutomowa
»Chemia fizjologiczna", wydana w 1937 roku pod redakcjg
Jakuba Parnasa zostata wyczerpana. Do tego podreczni-
ka Jozef Heller napisat dwa rozdziaty do tomu drugiego:
»Krew", 41 stron oraz ,Immunochemia”, 13 stron [10].

Prof. Stanistaw Przytecki napisat w 1942 roku nowy pod-
recznik chemii fizjologicznej, ktéry zostat wydany przez
miodziez w postaci skryptu. Sam profesor wraz ze swym
synem-studentem zgineli w Powstaniu Warszawskim [8].
Podrecznik ten, ponownie zredagowany, funkcjonowat
rowniez w pierwszych latach po wojnie. Ukazat sie w Lodzi
w 1948 roku pod redakcjg A. Dmochowskiego; zamieszczo-
no w nim trzy rozdziaty autorstwa Jézefa Hellera: ,, Trawie-
nie", ,,Krew" i ,Przemiana posrednia weglowodanow". W
nastepnym roku, we Wroctawiu, naktadem Bratniej Pomo-
cy Studentow ukazat sie podrecznik: J. Heller, St. Karpiak
»Zarys fizjologii zwierzat kregowych z podstawami bioche-
mii" liczacy 190 stron.

Na konAcu wyzej wspomnianej ksigzki ,,Tajne naucza-
nie medycyny..." [11] zamieszczono liste wyktadowcow
i pomocniczych pracownikdw, a wsrdd nich: prof. Stefan
Pienkowski i prof. Andrzej Sottan (fizyka), doc. Tadeusz
Jaczewski (zoologia), prof. Ernest Sym, prof. Antoni Dmo-
chowski, Jozef Heller i Wiodzimierz Niemierko (fizjologia z
elementami biochemii); Feliks Przesmycki (mikrobiologia)
Aleksander Szczygiet (higiena); Alicja Dorabialska, Maria
Trenkner, Antoni Gatecki (chemia); dr Jan Zabinski (dyrek-
tor warszawskiego Zoo); oraz inni w tej liScie wymienieni, z
ktorymi zetkneli sie studenci pierwszych lat powojennych.
A wiec tajne nauczanie w czasie okupacji, spetniajgc role
ksztatcenia przysztych kadr medycznych, réwnocze$nie
pozwolito naukowcom na zachowanie sprawnosci intelek-
tualnej.

W trakcie tajnego nauczania pracownia chemiczna mie-
Scita sie w dawnym Zaktadzie Chemii Fizjologicznej przy
Krakowskim Przedmie$ciu. Po roku Niemcy zarzadzili eks-
misje. Wtedy wiekszg cze$¢ szkta i sprzetu przeniesiono do
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prywatnych garazy na Hozej, a p6zniej do gimnazjum im.
Garskiego, gdzie ¢wiczenia odbywaty sie az do Powstania
Warszawskiego. | chociaz czasowo pracownie przy Kra-
kowskim Przedmie$ciu uzytkowano inaczej, po waojnie
wrdécita do swego pierwotnego przeznaczenia. W tych to
pomieszczeniach prof. Heller wraz z prof. Ireng Mochnacka
utworzyli w 1951 roku zalgzek przysztego Instytutu Bioche-
mii i Biofizyki PAN pod nazwg Pracownia Ewolucyjna.

UTWORZENIE INSTYTUTU
BIOCHEMII | BIOFIZYKI PAN

Swoja dziatalno$¢ powojenng zaczat profesor Jozef Hel-
ler od Wroctawia. Gtdwne swoje wysitki poswiecat wykia-
dom dla studentéw oraz zabiegom organizacyjnym wokat
Katedry Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu we Wroctawiu.
Dodatkowo udzielat sie w oddziatach PZH w Szczecinie
i w Warszawie. | wasnie ta ostatnia placowka stworzyta
platforme dla przysztego Instytutu Biochemii i Biofizyki.
W pazdzierniku 1951 Profesor przeni6st sie do Warszawy,
obejmujac Katedre Chemii Fizjologicznej AM, a nastepnie
kierownictwo Dziatu Biochemii w Panstwowym Zaktadzie
Higieny przy ulicy Chocimskiej w Warszawie. Gtéwna Jego
aktywno$¢ byta wowczas skupiona wok6t wydawania cza-
sopism: Postepéw Biochemii, Biuletynu PAN i Acta Biochimica
Polonica. Duzo czasu i nerwdw zajmowaty Mu posiedzenia
w Centralnej Komisji Kwalifikacyjnej; dydaktyke przejeta
najblizsza wspotpracownica Profesora, prof. Irena Moch-
nacka.

Juz w poczatkach 1953 roku Profesor omawiat z prof.
Tadeuszem Baranowskim we Wroctawiu ksztatt przyszte-
go Instytutu Biochemicznego. Na bazie Dziatu Biochemii
w PZH, gdzie kierownikami zespotéw byli David Shugar,
Aleksander Szenberg i Jerzy Meduski utworzono Zaktad
Biochemii PAN w dniu 1.V1.1954 roku z prof. J6zefem Hel-
lerem jako jego kierownikiem. W notatkach z 1 stycznia 1955
roku, zapis: ,,Brak pracy doswiadczalnej nie moze trwa¢ diuzej.
Trzeba pozby¢ sie czesci posiedzen i wrdcic¢ do poczwarek”. Juz w
listopadzie tegoz roku podejmowane sg dalsze kroki orga-
nizacyjne Instytutu; sprowadzone zostajg izotopy fosfora-
néw, bez ktérych nie mogta is¢ dalej praca doSwiadczalna.
Profesor zaczyna wspditprace z Przemystawem Szafranskim
i Ludmitg Szarkowska; powstajg wowczas wazne publika-
cje w Nature o roli ubichinonéw w oddychaniu.

O postepie prac w realizacji marzenia Profesora Swiadczg
wzmianki w listach. W liscie do prof. Ignacego Reifera do
Kopenhagi, z 13.03.1957 roku czytamy: ,,Sprawa powotania
Instytutu ruszyta i posuwa sie razniej odkad wydobytem jg
z archiwum PAN. Jutro bedzie rozpatrywana na Prezydium
Rzadu po uzyskaniu przeze mnie zgody 5 réznych resor-
tow".

W listach do dr Zofii Opary na stazu w Madison
(28.03.1960 r.): ,,Podjecie prac na Rakowieckiej opdznia sie,
jakkolwiek przyrzekajg skonczy¢ w biezacym roku". Na-
stepnie 12.02.1960 r.: ,U nas niewiele sie zmienito. Sprawa
ul. Rakowieckiej przecigga sie spowodu nowych bardzo ry-
gorystycznych formalnosci. Organizacyjnie waszg dawng
Pracownie tagczymy z Shugarem jako Pracownie Genetycz-
ng, organizujemy za$ nowg Pracownie Immunochemii pod
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kierunkiem prof. Mikulaszka.
Ta pracownia bedzie sie zajmo-
wac sktadem chemicznym drob-
noustrojow, gtownie otoczek"
(Ryc. 7).

Instytut powstawat z kilku
Pracowni, funkcjonujacych w la-
tach 1951-1956, umiejscowionych
w kilku punktach miasta:

- Pracownia Biochemii Ewo-
lucyjnej na Krakowskim Przed-
miesciu 26/28, zatrudniata 11
pracownikéw naukowych (kie-
rownictwo - prof. Irena Moch-
nacka);

Rycina 7. Profesor Jozef Hel-
ler w okresie powstawania
Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN, zdjecie legitymacyjne
okoto 1956 roku.

- Pracownia Biochemii Ro$lin
w dawnym gmachu SGGW na
Rakowieckiej, 7 os6b (kierownictwo - prof. Ignacy Reifer);

- Pracownia Immunochemii przy ul. Oczki w gmachu
Akademii Medycznej, 6 os6b (kierownictwo - prof. Ed-
mund Mikulaszek);

- Pracownia Fizykochemii w gmachu PZH przy ul. Cho-
cimskiej 24, 5 os6b (kierownictwo - doc. David Shugar). W
gmachu PZH miescity sie dwie inne placéwki: Pracownia
Cytochemii, zatrudniajaca 4 osoby oraz Pracownia Bioche-
mii Makromolekularnej, 3 osoby. tacznie Instytut na po-
czatku zatrudniat 36 pracownikéw naukowych; administra-
cja zajmowata dwa pokoje w Patacu Staszica.

Za poczatek Instytutu przyjmuje sie decyzje o powotaniu
Zaktadu Biochemii PAN przez Prezydium Polskiej Akade-
mii Nauk w 1954 roku, w gmachu PZH, co opisano wyzej.
Po trzech latach wszystkie wymienione wyzej pracownie
formalnie zostaty przeksztalcone w Instytut Biochemii i
Biofizyki PAN, na podstawie uchwaty PAN z 10 stycznia
1956 roku, zatwierdzonej uchwatg Rady Ministrow z dnia
14 marca 1957 roku.

Jednak dopiero po 6 latach nieustannych zabiegéw Pro-
fesora przy wspdtudziale prof. Ignacego Reifera i prof. Da-
vida Shugara, te rozproszone pracownie znalazty sie pod
wspo6lnym dachem, przy ulicy Rakowieckiej 36 [12], Tym-
czasowo Instytut pomiescit sie w lokalach wynajmowanych
od Instytutu Fermentacyjnego. Powstata wtedy mozliwosé
przeniesienia do dwdch skrzydet tego budynku innych pra-
cowni warszawskich: Zaktadu Biochemii Drobnoustrojow,
Pracowni Antybiotykéw a troche p6zniej Zaktadu Genety-
ki, mieszczacego sie w Ogrodzie Botanicznym w Alejach
Ujazdowskich. Instytut wéwczas wspotpracowat z Pracow-
nig Biochemii Patologicznej w Gdansku iz Pracownig Alka-
loiddw w Poznaniu (pracownie te mieScity sie formalnie w
strukturze organizacyjnej IBB).

W 1965 roku, pod wspdlnym dachem, Instytut podwoit
liczbe pracownikéw naukowych do 66; ponadto zatrudniat
46 pracownikow technicznych, 18 pracownikow fizycznych,
13 pracownikéw Administracji i 4 bibliotekarzy, tacznie, z
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10 doktorantami, Instytut zatrudniat 157 osob. Dzieki duzej
powierzchni lokalowej i zastrzykom pieniedzy z PAN moz-
na byto unowoczes$nié¢ aparature i zaadaptowacé ja, dzieki
sprawnie dziatajgcym warsztatom. W rok p6zniej, profesor
Heller odchodzgc na emeryture, przekazat funkcje Dyrekto-
ra Instytutu prof. Wactawowi Gajewskiemu. Odchodzgc ze
stanowiska Dyrektora, profesor Heller czuwat nad catoscig
Instytutu az do konca 1981 roku jako Przewodniczacy Rady
Naukowej.

W Archiwum Hellera osobny segregator zawiera za-
proszenia na zebrania referatowe, odbywajace sie w latach
1956-1958 w ,Bibliotece Instytutu Biochemii i Biofizyki
PAN w Warszawie, ul. Krakowskie Przedmies$cie 26/28"; de
facto zebrania te miaty miejsce w bibliotece Zaktadu Bioche-
mii Ewolucyjnej. Seminaria te niewatpliwie odegraty role
integracyjng ws$rod rozproszonych pracowni Instytutu. Ty-
tuty referatow odzwierciedlaja rozpietos¢ tematyk i technik
podejmowanych przez rézne pracownie. Byto to zgodne z
mys$la przewodnig Dyrektora Hellera: ,,Bezposrednio po
wojnie mogtem wybra¢ jedno zagadnienie i nad nim z gru-
pa naukowcdw pracowaé. Datoby to moze szybsze rezulta-
ty. Ale uwazatem, ze lepiej bedzie rozciggna¢ dziatalno$¢ na
wiele kierunkédw. Myslatem o przysztosci, o wyksztatceniu
kadr w wielu dziedzinach biochemii [3]". Spis list pracow-
nikéw, z ich odrecznymi podpisami na zawiadomieniach o
zebraniach referatowych zawieraly niezmiennie adnotacje:
»Z uwagi na to, ze zebranie wchodzi w sktad planu szkole-
nia —udziat wszystkich pracownikéw nauki Instytutu jest
obowigzkowy".

Referaty przewaznie wygtaszali mtodzi ze stopniem ma-
gistra, ktérzy pézniej z catym zapatem spetnili poktadane w
nich nadzieje, stajac sie uczonymi znanymi w $wiecie; byli to
m.in. profesorowie: Tadeusz Chojnacki, Zofia Lassota, Ma-
ria Monika Jezewska, Eugeniusz Sutkowski, Przemystaw
Szeliga-Szafranski, Ludmita Szarkowska, Andrzej Kozinski,
Zofia Opara, Irena Pietrzykowska, Kazimierz Kleczkowski,
Kazimierz Lech Wierzchowski, Celina Janion, Halina Siera-
kowska. Na tychze zebraniach dzielili sie swymi wrazenia-
mi z podrézy zagranicznych i zjazdéw miedzynarodowych
profesorowie Ignacy Reifer, David Shugar, Jozef Heller,
Witodzimierz Niemierko. Przychodzili rowniez zapraszani
pracownicy naukowi z 15 innych placéwek biochemicznych
w Warszawie, stad mozna wnioskowaé, ze seminaria te
wowczas odegraly istotng role w rozpowszechnianiu ponad
podrecznikowej, aktualnej wiedzy biochemiczne;j.

KORESPONDENCJA | WYJAZDY ZAGRANICZNE

W organizacji nowoczesnego Instytutu Biochemii i Bio-
fizyki Profesorowi znacznie dopomogty dwa wyjazdy za
granice: dwumiesieczny na wiosne 1957 do USA (Madison,
Harvard, New Jork) oraz czteromiesieczny wyjazd, spon-
sorowany przez fundacje Rockefellera w okresie marzec-
czerwiec 1958 roku. Profesor zwiedzit wowczas wszystkie
znaczace placowki biochemiczne w $wiecie: Londyn, Nowy
Jork, Waszyngton, Baltimore, Filadelfia, San Francisco,
Houston, Chicago, Boston New Haven, Paryz, Strasbourg,
Bruksela. Profesor zdawat sobie sprawe, ze aby zapetnié
wyrwe wojenng nalezy pozna¢ czym sie zajmuja czotowe
placowki biochemiczne. Plonem tej podrdzy byta starannie
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opracowana tematyka w poszczegblnych zaktadach oraz
nawigzanie kontaktéw, z ktorych wynikty pdézniejsze wy-
jazdy na staz pracownikoéw Instytutu, a takze zaproszenia
na wazniejsze zjazdy miedzynarodowe [13], W osobistych
wspomnieniach prof. Moniki Jezewskiej czytamy: ,,Przy-
chodzit opowiedzie¢ (nam, mtodym pracownikom) o swo-
ich wizytach w zagranicznych laboratoriach i czuto sie jaka
przyjemno$¢ sprawiato Mu zaprezentowanie tam naszych
wynikéw czy stwierdzenie, ze nasze osiagniecia sg znane"
[14].

Prof. Heller poczynit ogromne wysitki aby podtrzymacd
ciggta tacznos$¢ z placowkami zagranicznymi. Jego kore-
spondencja obejmuje ponad 50 nazwisk, wsérdod nich znaj-
dujg sie najwybitniejsi biochemicy lat powojennych: A.E.
Braunstein i W.A. Engelhardt (Moskwa, Akademia Nauk),
M. Florkin (Liége, Belgia), David E. Green (Madison, Enzy-
mes Research), Peter Karlson (Marburg), Hilary Koprowski
(Filadelfia), Michat Laskowski, Sr. (Buffalo), Albert Lehnin-
ger (Baltimore), L. Levenbook (Bethesda), Claude Liébecq
(Liege), Fritz Lipmann i Severo Ochoa (New York), A.N.
Oparin (Moskwa), Fr. Straub (Szeged, Budapeszt), H. The-
orell (Sztokholm), R.H.S. Thompson (Londyn), Middlesex
Hospital, Sorm Frantiséek (Praga), G. Wald (Cambridge),
D.F. Waterhouse (Canberra, Australia), H.G. Wood (Cleve-
land), F. Young (Cambridge).

W liscie skierowanym do Biura Wspdtpracy Naukowej
z Zagranica PAN prof. Heller napisat w rubryce 9 ankie-
ty ,korzysci osiggane ze wspOtpracy": ,,Prawo bezptatne-
go udzialu we wszystkich zebraniach, konferencjach etc.
Giéwnie: ogromna znizka ceny prenumeraty i wszystkich
wydawnictw ksigzkowych np. Biochemical Journal roczna
prenumerata wynosi 124 £, dla cztonkéw — 25£. Jeden z
rocznikow lat 50-ych istnieje w Polsce tylko w rekach czton-
kéw Biochemical Society, bo ,,Ruch™ wstrzymat na ten rok
prenumerate Biochem. J Umozliwito to nam w najciezszych
latach utrzymanie kontaktu z naukg Swiatowa". Jak ograni-
czone to byly kontakty, zaswiadcza statystyka z 1976 roku
o przynaleznos$ci do Biochemical Society: liczba wszystkich
cztonkéw 5599; z krajow socjalistycznych: z Butgarii 2, z
Czechostowacji 7, z Polski 11, z Rumunii 2, z Wegier 2.

Poza kontaktami z wyzej wymienionymi naukowcami,
Profesor korespondowat ze wszystkimi bytymi wychowan-
kami Instytutu oraz ze stazystami zagranicg. Ponadto utrzy-
mywat zywe kontakty z kierownikami wszystkich wioda-
cych osrodkéw w Polsce.

OJCOWSKA OPIEKA NAD
WYCHOWANKAMI INSTYTUTU

W archiwum znajdujg sie listy do Profesora, wysytane
przez wielu naukowcéw ze stazu naukowego za granicag, w
okresie 1956-1966: Zofia Opara, Ludmita Szarkowska, Ro-
man Pakuta, Monika Jezewska, Kazimierz Kleczkowski, Ta-
deusz Ktopotowski, Maciej Wiewiorowski, Helena Kozdroj,
Henryka Kurzepa.

Listy stane do Profesora miaty odmienny charakter od

suchych sprawozdan, ktdrych wymagata administracja
PAN w Patacu Kultury i Nauki czy Ministerstwo Szkol-
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nictwa Wyzszego. Kazdy z piszacych doktadnie opisywat
wyniki doswiadczen i planowane nastepne, oraz wszystkie
swoje zmartwienia i nadzieje, tak jakby siedziat przed Pro-
fesorem w jego gabinecie. Profesor Maciej Wiewidrowski w
liscie dotgczonym do oficjalnego sprawozdania w 1966 roku
napisat: ... tego typu zaproszenia (dla kanadyjskiego na-
ukowca do Polski) sg dla nas bardzo cenne, bo umozliwiaja
szerokie powigzania placéwek polskich z dobrymi zagra-
nicznymi. Jak dotad nie udato mi sie nawiazaé tego typu
kontaktu, gdyz wymaga on w naszym Kraju conajmniej
rocznego planowania a przeciez tego typu kontakty wyma-
gajg btyskawicznej akcji i reakcji. Potrafig to nasi sgsiedzi z
za Olzy i nawet ci z NRD".

Dr Tadeusz Ktopotowski z pracowni Amesa w NIH, Be-
thesda (list z 14.1X.1966 r.): ,Moje zadanie tutaj polega na
znalezieniu czego$ nowego w sprawie genetycznej regulacji
biosyntezy histydyny. To tak ogdélnikowe sformutowanie
zostawia mi catkowitag swobode planowania doswiadczen.
Wobec prawie idealnych warunkéw technicznych wtasna
pomystowos$¢, wiedza i che¢ do pracy sg jedynymi czynni-
kami, ktore limitujg tempo doSwiadczen."

List dr Kazimierza Kleczkowskiego z Marburga (z
16.11.1966 r.) ilustruje é6wczesng biede techniczng i odczyn-
nikowg. ,,My nie mamy tutaj oryginalnych naczynek Co-
nveya i meczymy sie w prowizorycznie zrobionych z szalek
Petri. Naczynka zamdwione w USA sag bardzo drogie. Ja za-
proponowatem, zeby zwrdécié sie z proshg do prof. Reifera o
przystanie nam 300 naczynek (bez przykrywek) a w zamian
za to doc. Koeting sktonny jest kupi¢ nam odczynniki, ktére
potrzebujemy i nie mozemy kupi¢ w kraju."

Jozef Heller do Zofii Opary na stazu w Uniwersytecie
Wisconsin (26.X.1961 r.): ,,Sadzac z opowiadan Przemka
(Szafranskiego), droga do doktoratu nie jest ustana réza-
mi i nie wiem, czy cel ten usprawiedliwia tyle wyrzeczen.
tacznie z osobistymi komplikacjami sytuacja Pani jest tak
ztozona, ze nie $miatbym ryzykowac¢ zadnych rad. W kaz-
dym razie przy decydowaniu prosze pamietaé, ze w razie
powrotu moze Pani zawsze liczy¢ na zyczliwe przyjecie z
mojej strony i ze zawsze gotow jestem Pani pomoc takze
w ewentualnym rozplatywaniu innych komplikacji, gdy-
byscie sie zdecydowali na powrét O zamierzonej dacie
powrotu prosze napisa¢ conajmniej na 4 miesigce naprzod,
bym miat czas zatatwi¢ formalnosci etatowe z Oddziatem
Personalnym P.A.N. W ostatnim kwartale 1959 r. nastgpity
drakonskie obostrzenia w tej dziedzinie z kasowaniem lub
przenoszeniem nieobsadzonych etatow i teraz wszystkie
pociagniecia personalne trzeba uzgadnia¢ z najwyzszymi
witadzami Akademii. Ale to sg juz moje troski."

Jakie to byty troski ilustruje przebieg zatrudnienia mgr
Danieli Barszcz w Instytucie. Podjeta ona prace zlecone w
Pracowni prof. Shugara w potowie 1959 roku, a w listopa-
dzie tegoz roku stracita zatrudnienie etatowe w poprzednim
miejscu pracy. Nie mogac jej zatrudni¢ formalnie, profesor
Heller przez trzy miesigce wyptacat jej pienigdze z wiasnej
kieszeni.

Serdeczny ton przebija w listach z prof. Wtodzimierzem
Niemierko czy z prof. Janing Opienska-Blauth. Wida¢, ze
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przede wszystkim tgczyta ich wspélna troska o stan polskiej
biochemii i wtasciwe zagospodarowanie kadr po wojnie. W
rekomendacji dla prof. Wtodzimierza Niemierki na czton-
ka-korespondenta PAN (11.1V/1957 r.), prof. Heller napisat:
»Wszystkie te prace (omdéwienie prac poprzedza 2-stronico-
wy opis), stanowigce bardzo powazny wkiad do biochemii
poréwnawczej sg owocem pracy zespotu, ktory z biegiem
lat wyrést pod kierunkiem Niemierki. Trudno dzi$ oddzie-
li¢ iomowi¢ osobno te prace, w ktorych Niemierko brat bez-
posredni udziat, od tych ktore planowat i ktérymi kierowat,
i wreszcie od takich, ktére wyrosty na podtozu poprzednich
prac Niemierki przy czynnym wkitadzie mysli Jego ucznidw.
W sktad zespotu bowiem wchodzg samodzielni juz dzisiaj
pracownicy nauki. Wychowanie tak powaznej grupy samo-
dzielnych pracownikéw naukowych stanowi réwniez po-
wazng pozycje w dorobku naukowym Niemierki."

Inny dokument wystany do Australian Academy of
Sciences (31.X.1962r.), Swiadczacy 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. Ni-
emierko covers moreover the domains of lipid metabolism
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 Niemierko
is an excellent lecturer with a very perfect knowledge of the
English language.”

WYKLADY | ODCZYTY PUBLICZNE

Profesor Heller wyktadat dla r6znych gremiéw, populary-
zujac badania naukowe. Wyktady te czesto stanowity mate-
riat do pozniejszych publikacji, ktore sam profesor uznawat
za wazne w swoim dorobku naukowym. Ponizej zestawiono
tytuty kilku wyktadéw, majacych szeroki oddzwiek w $rodo-
wisku naukowym. J. Heller i AJ. Klisiecki, ,,O rozmieszcze-
niu ciat macierzystych amonjaku w krwi owczej pomiedzy
surowice i krwinki" —wygtoszone w Krakowie i we Lwo-
wie w 1934; J. Heller, ,,O zawarto$ci 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.X11.1937 r.; J. Heller, ,J.P. Pawtéw — sylwetka naukowa",
X1.1949 r., referat wygtoszony w 100-lecie urodzin uczonego
na plenarnym posiedzeniu PAN; J. Heller, ,,O profilaktyce jo-
dowej wola endemicznego”, referat wygtoszony na Zjezdzie
Przeciwwolowym we Wroctawiu, 2 marca 1951 r.; tematyka
poruszona w tym ostatnim wyktadzie zaowocowata wpro-
wadzeniem jodowanej soli w handlu spozywczym; J. Heller,
»,Biochemia polska w okresie dziesieciolecia 1944-1954", wy-
ktad na plenarnym posiedzeniu Polskiej Akademii Nauk. W
wyktadzie tym przedstawia wizje planéw badawczych dla
przysztego Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN.

W marcu-majul963 roku, profesor wygtosit cykl wykta-
dow dta lekarzy poSwiecony przemianie materii z nastepu-
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jacymi rozdziatami (fgcznie 61 stron maszynopisu): Fosfory-
lacje ustrojowe, Przemiana cukrow, Przemiana tluszczéw,
Przemiana biatkowa, Synteza rdzeni pirolu, pirydyny, pi-
rymidyny i puryny, Synteza biatka. Wyktady te staty sie
podstawg do opracowania hasta ,PRZEMIANA MATERII"
dla Encyklopedii Przyroda i Technika 1964, str. 958-961, J.
Heller i I. Mochnacka.

POLSKI SEOWNIK MEDYCZNY

Polski Stownik Medyczny zaczat powstawaé jeszcze w
dwudziestoleciu miedzywojennym. Hasta byty zbierane
nawet w czasie okupacji, jednak dtugo po wojnie wydanie
stownika nie dochodzito do skutku mimo zgromadzenia
okoto 92000 kart stownikowych. Praca nad stownikiem
dopiero nabrata przyspieszenia w 1969 roku, gdy VI Wy-
dziat Nauk Medycznych PAN powierzyt funkcje redaktora
prof. Ksaweremu RowifAskiemu, a jego zastepca mianowat
lekarza Tadeusza Rozniatowskiego, 6wczesnego dyrektora
Panstwowego Zaktadu Wydawnictw Lekarskich (PZWL).
Powotano Komitet Redakcyjny, powierzajgc przewodnic-
two prof. 16zefowi Hellerowi. Do Kolegium Redakcyjnego
Stownika weszli wybitni polscy uczeni nauk medycznych,
profesorowie: Dymitr Aleksandrow, Tadeusz Korzybski,
Jan Karol Kostrzewski, Mirostaw Mossakowski, Ksawery
Rowinski, Witold Rudowski; w sktad Komitetu Naukowe-
go oprocz uczonych weszli wybitni lekarze praktycy, pro-
fesorzy: Jan Nielubowicz (chirurgia) i Tadeusz Ortowski
(urologia).

Wydanie Stownika okazato sie bardzo zmudnym zajeciem,
pochtaniajgcym wiele czasu i trudu. Po przejrzeniu kart ze-
branych do roku 1969 stwierdzono, ze nalezy odrzuci¢ ponad
20% haset powtdrzonych lub nie majacych bezposredniego
zwigzku z medycyng. Do wspotpracy pozyskano wielu zapa-
lonych naukowcow, ktorzy przepisywali na maszynie karty
w wiekszo$ci wypetniane odrecznie. Zostato uwzglednione
mianownictwo wprowadzone przez wspétczesne miedzyna-
rodowe kongresy w dziedzinie biochemii, histologii iembrio-
logii. Definicje polskie z odpowiednikami tacinskimi zostaty
zrecenzowane. Wydanie Stownika planowano na rok 1974,
niestety terminu tego nie udato sie dotrzymac, zostat prze-
ciggniety na cztery nastepne lata. W protokétach posiedzen
Komitetu Redakcyjnego (22.1.1973 r.), uzasadniajac powolng
i zmudng prace nad Stownikiem, przytoczono stwierdzenie
Witolda Doroszewskiego: ,Jezeli twardy wyrok sedziego
skazat czyja$ gtowe na prace i meki, to niech skazany spisuje
hasta stownikowe, bo ten jeden trud ma, méwigc wprost zna-
miona wszystkich innych kar". Prace nad Stownikiem trwaty
11 lat, zakoriczono je w marcu 1978 roku, a w ksiegarniach
Stownik ukazat sie w czerwcu 1981, zawierajagc ponad 100000
haset. Kolejna edycja, powigkszona o okoto 200 stron, pod na-
zwa ,,Wielki stownik medyczny PAN" ukazata sie dopiero 15
lat pézniej w 1996 roku.

PROMOCJE BIOCHEMIKOW

Profesor spetniat ogromna role opiniotwércza w promo-
cji biochemikoéw w kraju. Archiwum zawiera trzy segrega-
tory z kopiami ponad 170 opinii! W ciggu 20 lat profesor
napisat 18 recenzji habilitacyjnych, 50 recenzji doktoratow,
wigczajagc w to 6 ocen prac kandydackich w latach 1951-
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1957. W sekcji Nauk Biologicznych PAN przedstawit blisko
40 wnioskéw na profesora nadzwyczajnego i to z réznych
dziedzin, jakie wowczas obejmowata Sekcja Nauki rolnicze
weterynaryjne i medyczne. Rzadko przedstawiat opinie
ujemne, zawsze znajdujac jakie$ watki pozytywne w recen-
zowanej pracy. Jednak niekiedy trafiaty na jego biurko pra-
ce kuriozalne. W 1962 roku Stanistaw Grabiec przedstawit
prace o ,biotelereprodukcji bakterii Staphylococcus albus",
w ktdrej ,wykazal" namnazanie sie bakterii za pomocg
metalowego przewodnika. Powotano specjalng komisje do
zbadania zjawiska zaobserwowanego w Katedrze Mikro-
biologii Wydziatu Weterynaryjnego SGGW i stwierdzono,
ze rzeczywiscie bakterie ,,wedrowaty poprzez drucik" do
innej kolbki z powodu nieszczelno$ci w szkle, w miejscu
wtopienia drucika.

PUBLIKACJE | WYDAWNICTWA

W latach 1924-1939 J6zef Heller opublikowat 40 prac ory-
ginalnych; w latach 1947-1954,18 prac; w okresie dyrekto-
rowania w IBB (1954-1970), 45 prac. Lacznie opublikowat
103 prace oryginalne (petny spis w Archiwum IBB). Jest to
dorobek imponujacy, zwazajagc na przerwe wojenng oraz
ogromng prace organizacyjng po wojnie poswiecong odbu-
dowie polskich instytucji naukowych, stworzenie Instytutu
Biochemii i Biofizyki oraz nauczanie studentéw.

W rzeczywistosci prac oryginalnych z bezposrednim
udziatem Profesora powstato mniej, okoto 90; niektére prace
pod bardzo zblizonym tytutem drukowano w odmiennych
wersjach, w réznych czasopismach. Podobnie postepowa-
li uczniowie i wspotpracownicy Profesora w latach 50-tych.
Nie byto wowczas Internetu, wiec wydruk pracy w réznych
czasopismach sprzyjat szybszemu udostepnianiu osiggnie¢ w
badaniach.

Profesor zwiezle podsumowat swoje osiggniecia nauko-
we w zyciorysie z 1973 roku:

»1924: z J.K. Parnasem ,,O0 amoniaku we krwi" kontynu-
owane z A.J. Klisieckim w 1932.

- 1924-1929: seria publikacji w Biochemische Zeitschrift po-
$wiecona metabolizmowi owaddw, oddychaniu, metamor-
fozie, hemolimfie itd.

- 1930-1934 z W. Mozotowskim: publikacje w Zeitschriftfur
vergleichende Physiologie ,,O rozmieszczeniu kwasu moczo-
wego pomiedzy surowice i czasteczki u cztowieka."

- 1947-1950: Pyrofosforany nieorganiczne u owadéw.

- 1954-1966: z P. Szafranskim, L. Szarkowskg i M. Jezewskg
i in.: Przyczynki do poznania procesow: Biosynteza biatka,
Ubichinony w oddychaniu, Biosynteza kwasu moczowego
u owadow i mieczakow."

Osobno w archiwach sg spisane ,Prace referatowe"
(tak klasyfikowat je Profesor), ktére obejmuja rozdziaty do
podrecznikow i skryptéw, publikacje popularnonaukowe,
hasta do encyklopedii, oméwienia zjazdéw biochemicz-
nych. W okresie 1928-1953 ,Prac referatowych" opubli-
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dawanie kwartalnika Acta Biochimica Polonica,
a w 1954 Postepow Biochemii, w ktérym przez
pewien okres petnitem funkcje redaktora na-
czelnego." Mozna powiedzie¢, ze energii i
wysitkowi Profesora zawdzieczamy w odste-
pie trzech lat powstanie trzech waznych pism
biochemicznych w Polsce. Korespondencja
z wydawnictwami stanowi $wiadectwo, jak
wazne byty wskazéwki Jozefa Hellera w kie-
rowaniu do przektadu najezyk polski najnow-
szych ksigzek z nauki Swiatowej. W pewnych
przypadkach sugerowat, aby przektad ksigzki
zawierat uzupetnienia, Swiadczace o udziale
polskich uczonych w danej dziedzinie. Nato-
miast w recenzjach artykutéw do publikacji
Profesor wykazywat wielkg przenikliwos¢ i
skromno$¢. Podejmowat sie jedynie recenzji
artykutéw z dziedziny, w ktérej czut sie eks-
pertem; inne artykuty odsytat do odpowied-
nich uczonych, ktérych uznawat w tej dziedzi-
nie za autorytet.

Rycina 8. Profesor ze wspotpracownikami w 50-lecie pracy naukowej, w lutym 1973 roku: Zofia Po-
rebska, Tadeusz Ktopotowski, Jan Szarkowski, Hanna Wehrowa, Leszek Tomaszewski, Zofia Lasso-
towa, Przemystaw Szafranski-Szeliga, J6zef Heller, Jerzy Buchowicz, Antonia Moktowska-Hellerowa,
Kazimierz Kleczkowski, Maria Monika Jezewska, Kazimierz Lech Wierzchowski, Maria Piechowska.

kowano w liczbie 14, po 1954 roku 19, w sumie 33 prace.
Wyliczenie powyzsze nie obejmuje recenzji prac doktor-
skich, habilitacyjnych i ksigzek oraz wypowiedzi w prasie,
bardzo licznych w latach 60-tych w okresie powstawania
naszego Instytutu.

Profesor Heller przywigzywat wielkg wage do publi-
kowania odkry¢ dokonanych w Instytucie w najlepszych
czasopismach $wiatowych, tak aby one jak najszybciej
weszty w obieg nauki. Archiwum zawiera znamienne
korespondencje do Nature: A.W. Kozinski, Z. Opara, Z.
Kraft, Effect of antimetabolites on antigen Vi synthesis
and variability in S. typhi, Nature 179, 201, 1957; J. Hel-
ler, P. Szafranski, E. Sutkowski, Amino acids activation in
relation to the synthesis of silkproteins, Nature 183, 397,
1959; J. Heller, L. Szarkowska, M. Michatek, Ubiquinone
/ Coenzyme Q/ in insects, Nature 188, 491,1960. Obydwie
publikacje z udziatem J. Hellera byty zaopatrzone w od-
pis listu T. Manna (Cambridge, Anglia), ktéry rekomen-
dowat prace do druku.

Profesor Heller zadbat o to by rozwing¢ polskie wydaw-
nictwa prac biochemicznych i biologicznych. W 1951 roku
powstat Biuletyn PAN (Jozef Heller redaktor naczelny),
wydawany w pieciu seriach: nauki biologiczne (prof. Jo-
zef Heller), nauki matematyczne, 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, gratulujgc Profesorowi jubileuszu 50-le-
cia pracy naukowej, w tym 20 lat prowadzenia serii nauk
biologicznych Biuletynu pisze(w liscie z 22.11.1973 r.): ,,Sam
Pan Profesor opublikowat w Biuletyniel8 witasnych prac, a
doniesienia 374 innych autorow wprowadzit." Wyzej, w auto-
biografii Profesor wspomniat: ,,W 1953 zapoczatkowatem wy-
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POPULARYZACJA BIOCHEMII W PRASIE

W trakcie staran o powstanie Instytutu Bio-
chemii i Biofizyki PAN, a nastepnie w jego
poczatkowym stadium organizacji profesor
Heller przekazywat prasie liczne informacje o Instytucie, przy
czym informacje te ukazywaty sie na tamach réznych gazet:
Trybuna Ludu ,, Tradycje, ktére nie moga wygasnac¢" (4.X.1956
r.) Artykut ten przedrukowaty Postepy Bioclremii 51/1 (2005)
233-234; Stolica ,,Biochemia odstania tajniki zycia", Mieczy-
staw Zawadka (5.X.1958 r.); Argumenty ,, Twérczo$¢ nauko-
wa —sztukg kojarzenia™ (20-27.X11.1959 r.); Kuner Polski ,,Od
stanu biochemii zalezy postep”, Kazimierz Moczarski (6/7.
1X.1958 r.); Ekspress Wieczorny, Tygodnik Demokratyczny i inne.

Najliczniejsze wypowiedzi w prasie ukazaty sie w trakcie
obrad V Miedzynarodowego Kongresu Biochemikéw w Mo-
skwie, w sierpniu 1961 roku. Prasa informowata na pierw-
szych stronach o udziale polskich biochemikéw, o wyborze
prof. Hellera na cztonka Zarzagdu Miedzynarodowej Unii
Biochemicznej. Profesor wraz ze wspotpracownikami reda-
gowat anglojezyczne wydanie przebiegu obrad V Kongresu
Biochemicznego w Moskwie w 1961 roku, ktére ukazato sie
w prestizowym wydawnictwie Pergamon Press we wspot-
pracy z polskim PWN w roku 1963. Profesor Heller byt inicja-
torem wydania po polsku monografii J.A. Bashama i M. Ca-
lvina ,,Udziat wegla w fortosyntezie" w ttumaczeniu 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 jezyku polskim iangielskim uka-
zat sie artykut J. Hellera: ,,Instytut Biochemii i Biofizyki. Zato-
zenia, osiggniecia i perspektywy", podsumowujgcy osiggnie-
cia i rozw6j miodego Instytutu. W Instytucie powstat nowy
kierunek badan, w oparciu o nowoczesne techniki biofizycz-
ne, ktéry zaprezentowano w artykule pt. ,,List do Redakcji
w sprawie biologii molekularnej" Kosmos A, t.XI, nr 3,1962.

W styczniu 1973 roku Swietowano Jubileusz 50-lecia pra-
cy naukowej prof. Hellera (Ryc. 8); sprawozdania 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. J6zef Heller (prze-
wodniczacy Rady Naukowej) prof. Tadeusz Korzybski, 1979 rok.

wydarzenia zamiescity Zycie Warszawy, 18-19.11.1973 r. i
Miesiecznik Literacki ,,(Rok VIII, nr 7, str. 98-113, 1973) pt.
»Medycyna i cywilizacja, panel dyskusji z udziatem uczo-
nych i dziennikarzy." Ze wzgledu na pogarszajacy sie stan
zdrowia Profesor odszedt na emeryture juz w 1966, majac
70 lat. Nie stracit jednak kontaktu z Instytutem; przez 15 lat
petnit funkcje Przewodniczacego Rady Naukowej Instytu-
tu, az do roku 1981 (Ryc. 9).

Znamienny jest napis na nagrobku Profesora: ,,zotnierz,
uczony"; miesci sie w tym caty Jego kodeks etyczny, przede
wszystkim bronit Ojczyzny, gdy tego wymagata (Ryc. 10).
Najpierw z karabinem w Legionach, a w trakcie Il wojny
Swiatowej wyktadajac na tajnych kompletach, na ktdrych
uczyt mtodziez fizjologii i biochemii.
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Jozef Heller — One of organizers of Polish biochemistry in 1942-1973

Zofia Zarebska

Institute of Biochemistry and Biophysics PAS, 5A Pawinski St., 02-106 Warsaw, Poland

e-mail: zozar@ ibb.waw.pl

ABSTRACT

The article commemorates the activity of J6zef Heller starting in 1921 with Jakub Parnas's group in Lvov which investigated the phospho-
rolysis of glycogen. The unknown events of His biography were disclosed, like military service in the Pilsudski's Legions at the rebirth of
the Polish State and, subsequently, during the Nazi occupation of Poland - participation in the clandestine teaching of medical students. In
the post-war times J6zef Heller undertook teaching of medical students in Wroclaw and next in Warsaw. In 1954 He begun to organize the
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 Postepy Biochemii (1954). Thanks to His leadership the first Polish Medical
Dictionary was published (1981). The article summarizes the pursuit of J6zef 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
neuropeptyddéw owadzich z rodziny pirokinin

STRESZCZENIE

europeptydy z rodziny pirokinin (PK) stanowig duzg grupe strukturalnie i funkcjo-
N nalnie zréznicowanych peptydéw produkowanych przez komérki neurosekrecyjne
uktadu nerwowego owaddéw. Naleza do nich krétkie, zbudowane z kilku reszt aminokwaso-
wych, czasteczki oraz dtugie zbudowane z kilkudziesieciu reszt aminokwasowych zwigzki.
Wszystkie charakteryzujg sie¢ wystepowaniem na C-koncu czasteczki sekwencji -FXPRLa-
midu. Poznane do tej pory funkcje fizjologiczne peptydéw z tej rodziny, to stymulacja skur-
cz6w mieéni narzadoéw trzewnych, kontrola syntezy feromonoéw oraz regulacja czasu trwania
diapauzy i przepoczwarczenia. Pirokininy kodowane sg przez dwa geny, PBAN i capa, ktére
ulegajg ekspresji gtownie w komoérkach zwoju podprzetykowego. Syntetyzowane peptydy
transportowane sg do kompleksu retrocerebralnego i uwalniane do hemolimfy. W ostat-
nich latach prowadzone sg intensywne badania nad wykorzystaniem peptydéw z rodziny
pirokinin jako potencjalnych biopestycydéw w regulacji liczebnosci owadow szkodliwych.
Obecnie projektuje sie analogi syntetycznych peptydéw o zmienionych whasciwosciach fi-
zykochemicznych czasteczek, poszukujgc skuteczniejszych sposobdw dostarczenia ich do
komoérek docelowych.

WPROWADZENIE

Neuropeptydy produkowane przez uktad neuroendokrynny owadéw moga
dziata¢ jako neuroprzekazniki, neuromodulatory lub klasyczne hormony. Wy-
kazujg one czesto witasciwosci plejotropowe w regulacji wielu proceséw fizjo-
logicznych w ciele owada [1]. Jedng z wiekszych rodzin neuropeptydéw owa-
dow stanowig pirokininy (PK) oraz peptydy do nich pokrewne, posiadajagce w
czasteczce na C-koncu tancucha sekwencje aminokwasowg -FXPRLamidu [2],
Pierwszy peptyd z tej rodziny zidentyfikowano w 1986 roku z ekstraktu gtowo-
wego karaczana Leucophaea maderae i ze wzgledu na jego wiasciwosci struktural-
ne (reszte kwasu piroglutaminowego na N-koncu czasteczki) oraz aktywno$¢
fizjologiczng (miostymulujaca jelita tylnego) okreslono akronimem leukopiro-
kinina [3], Biotest z jelitem tylnym wykorzystany zostat rowniez przy izolacji i
identyfikacji izoform pirokinin z centralnego uktadu nerwowego i kompleksu
gruczotow neurohemalnych ciat kardialnych i przylegtych (CC/CA, fac. corpus
cardiacum - corpus allatum) szaranczy wedrownej Locusta migratoria [4] i kara-
czana amerykanskiego Periplaneta americana [5]. Za pomocg technik spektrome-
trii mas pirokininy zidentyfikowano réwniez u wielu innych gatunkéw owa-
doéw miedzy innymi komara, pluskwiakéw czy chrzgszczy (Tab. 1). Do rodziny
peptydow pokrewnych do pirokinin zaliczono ponadto peptydy o znacznie
przedtuzonym rejonie N-koAcowym tafncucha aminokwasowego, izolowane z
réznych gatunkéw ciem [2]. Uwzgledniajac jednak ich funkcjonalne zr6znico-
wanie wyrézniono peptydy aktywujace synteze feromonow (PK/PBAN, ang.
pheromone biosynthesis activating neuropeptides), identyczne pod wzgledem struk-
turalnym z hormonami melanizacji i zabarwienia kutikuli (PK/MRCH, ang. me-
lanization and reddish coloration hormone) oraz hormony diapauzy (PK/DH, ang.
diapause hormones). Formy skrdcone wszystkich wymienionych peptyddéw, za-
wierajace sekwencje -FXPRLa, wykazujg zardwno dziatanie feromonotropowe,
jak i miotropowe. Poza owadami peptydy z rodziny PK/PBAN/DH izolowano
z krewetki Penaeus vannamei [6], a pokrewny pentapeptyd (FXPRGa) z uktadu
nerwowego jamochtona Hydra magnipapillata [7], Charakterystyczna sekwencja
N-koricowa -FXPRLamidu wykazuje homologie do peptyddw z rodziny neuro-
medyny kregowcow.

STRUKTURA GENU/mRNA

Jak dotagd poznano dwie rodziny gendéw (PBAN i capa), ktdrych produktami
sg peptydy nalezace do rodziny pirokinin. Gen PBAN koduje cztery lub pieé
peptydéw z C-koncowg sekwencjg -FXPRLa (Ryc. 1), w tym hormon diapauzy
(DH), neuropeptyd a (tylko u Lepidoptera), neuropeptyd p, neuropeptyd akty-
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Tabela 1. Przyktadowe sekwencje peptydéw z rodziny pirokinin u owadéw.

Gatunek

Periplaneta americana

Drosophila melanogaster

Bombyx mori

Tribolium castaneum

Zophobas atratus

Akronim

Peram-PK-1
Peram-PK-2
Peram-PK-3
Peram-PK-4
Peram-PK-5
Peram-PK-6

Drome-PK-1

Drome-PK-2

Bommo-PBAN
Bommo-DH
Bommo a-SGNP
Bommo B-SGNP
Bommo y-SGNP
Trica-PK-1
Trica-PK-2
Trica-PK-3
Zopat-PK-1

Sekwencja aminokwasowa

HTAGFIPRLa

SPPFAPRLa

LVPFRPRLa
DHLPHDVYSPRLa
GGGGSGETSGMWFGPRLa
SESEVPGMWFGPRLa

TGPSASSGLWFGPRLa

SVPFKPRLa

LSEDMPATPADQEMYQPDPEEMESRTRYFSPRLa
TDMKDESDRGAHSERGALWFGPRLa

IIFTPKLa

SVAKPQTHESLEFIPRLa

TMSFSPRLa

SPPFAPRLa

HSSPFSPRLa

HWNFTPRLa
LPHYPRLa
SPPFAPRLa

Zopat-PK-2

wujacy biosynteze feromonow (PBAN) ineuropeptyd y [8],
Gen capa natomiast koduje jeden neuropeptyd z rodziny pi-
rokinin z zachowanym w trakcie ewolucji motywem -WFG-
PRL na C-koncu tancucha aminokwasowego [9-10].

Jako pierwszy sklonowany zostat gen kodujacy pirokini-
ny z jedwabnika morwowego Bombyx mori. Wykazano, ze
hormon diapauzy (DH), neuropeptyd aktywujacy biosyn-
teze feromondéw (PBAN) oraz trzy krétsze -FXPRLamidy
(neuropeptydy a, p iy z podprzetykowego zwoju nerwo-
wego) sg produktami prekursorowego polipeptydu, ktory
kodowany jest przez jeden mRNA. Analiza molekularna
cDNA wykazata, ze mMRNA koduje otwartg ramke odczytu,
sktadajgcg sie z 192 reszt aminokwasowych. Podobne geny,
kodujgce zawsze pie¢ -FXPRLamiddw, zostaly nastepnie
zsekwencjonowane u wielu innych gatunkéw motyli [2,11],

W zaleznos$ci od gatunku owada geny PBAN sa réznej
dtugosci i zawierajg od 3 do 6 krotkich eksondw [10,12], Po-
rownanie gendw PBAN btonkoskrzydtych (Hymenoptera) i
motyli (Lepidoptera) sugeruje, ze z eksonu 1 translacji ulega
peptyd sygnalny. Eksony 2 i 3 u btonkoskrzydtych odpo-
wiadajg, odpowiednio, eksonom 2-3 oraz 4-6 u motyli [8,10].
cDNA Solin-PBAN mrowki Solenopsis invicta koduje peptyd
homologiczny do DH, ktory ulega translacji z eksonu 2, a
trzy inne peptydy (3-NP, y-NP i Solin-PBAN ulegaja trans-
lacji z eksonu 3. U dwéch innych gatunkéw btonkoskrzy-
dtych, Apis mellifera i Nasonia vitripennis, geny PBAN réw-
niez zbudowane sa z 3 eksonow, ale w przeciwienstwie do
S. invicta zawierajg krétkie introny. U motyli DH kodowany
jest przez ekson 1i 2, a eksony 2, 3 i 4 facznie koduja nie-
znang blizej sekwencje biatkowa zlokalizowang pomiedzy
DH i neuropeptydem a. Ekson 4 koduje neuropeptydy a i
P oraz czes¢ PBAN. Natomiast ekson 5 koduje czes¢ PBAN,
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neuropeptyd y oraz niezdefiniowang sekwencje peptydowa
znajdujaca sie za sekwencjg neuropeptydu y [12].

Najistotniejszg roznicg w strukturze genu PBAN u po-
szczegOblnych grup owadow jest sekwencja kodujgca neuro-
peptyd a (VIFTPKL), wystepujgca u wszystkich dotychczas
badanych gatunkéw motyli, a ktérej brak u btonkoskrzy-
dtych, chrzaszczy (Coledptera) i muchdwek (Diptera) [13].
Peptyd ten ma podobng sekwencje do Leuma-PK, ktéra
stymuluje skurcze miesni jelita tylnego karaczandéw, ale nie
wiadomo czy peini podobng role u motyli [13],

Wystepujacy u Drosophila melanogaster gen PBAN, na-
zywany roéwniez hugin, koduje co najmniej 2 neuropep-
tydy [2,14], Jeden z nich, Drome-PK-2-2 wykazuje podo-
bienstwo do pirokinin, natomiast drugi, hug y do hor-
monu wigczajgcego linienie [14]. W peptydzie hug y nie
wystepuje reszta fenyloalaniny w motywie -FXPRLa, cha-
rakterystycznym dla pirokinin. Jednakze peptydy hug y
i Drome-PK-2-2 ulegajg najprawdopodobniej amidacji in
vivo i przez to nalezg do rodziny pirokinin. Réwniez miej-
sce ekspresji mMRNA genu hugin, podprzetykowy zwdj
nerwowy SEG (ang. suboesophageal ganglion), jest typo-
we dla peptydéw z tej rodziny [14], Sekwencja kodujagca
genu hugin D. melanogaster sktada sie z 573 pz. W procesie
translacji powstaje zbudowany z 191 reszt aminokwaso-
wych polipeptyd o przewidywanej masie okoto 21 kDa z
sekwencjg sygnalng (reszty aminokwasowe 1-24) [2,14],
Transkrypcja tego genu zachodzi zar6wno podczas em-
briogenezy, jak i u dorostych organizmoéw w podprze-
tykowym zwoju nerwowym. Najwiecej transkryptow
powstaje pod koniec embriogenezy oraz podczas pierw-
szych dwoch stadidw larwalnych [14], Sugeruje sie, ze
gen hugin u D. melanogaster odpowiada genom PBAN u

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

N oH - HIE e [H

B

N oH o0 Pean [H c
c

N—{ T I NN cC

Rycina 1. Struktura polipeptydu prekursorowego PBAN u motyli (A), muché-
wek (B) i chrzaszczy (C), wedtug [10]. DH —hormon diapauzy, a —neuropep-
tyd a, p —neuropeptyd p, PBAN —neuropeptyd aktywujacy biosynteze fero-
monéw, y —neuropeptyd y.

motyli i komaréw [13]. Jednakze u komardw z tego genu
powstajg cztery peptydy, tak jak u btonkoskrzydiych i
chrzgszczy [11].

Nazwa drugiego genu capa (z ang. capability) pochodzi
od mozliwosci tego genu do kodowania neuropeptydéw
spokrewnionych z peptydami kardiostymulujgcymi, pro-
dukowanymi w brzusznym tafncuszku nerwowym i narza-
dach perisympatycznych émy Manduca sexta [9], Pierwszy
gen capa zostat zidentyfikowany po ukornczeniu projektu
sekwencjonowania genomu D. melanogaster. Poza D. mela-
nogaster wystepowanie genéw capa potwierdzono miedzy
innymi u komara Anopheles gambiae, pszczoty A. mellifera,
chrzgszcza Tribolium castaneum oraz mszycy Acyrthosiphon
pisum [2]. Gen capa u wiekszosci gatunkéw koduje 3 pepty-
dy: pirokining oraz dwa nienalezgce do rodziny pirokinin
peptydy, CAPZX nazwane poprzednio periwiscerokininami
(PVK). Jednakze stwierdzono, ze u pszczoty Apis mellifera
gen ten nie koduje pirokininy a koduje tylko jeden peptyd
CAPZ Réwniez u modliszek (Mantodea) z genu capa nie
powstajg pirokininy. Z dotychczasowych analiz wynika,
ze pirokininy kodowane przez gen capa majg na koncu kar-
boksylowym sekwencji aminokwasowej -WFGPRLamid, a
jedynie u szaranczy -WFGPRVamid [9,11]. -WFGPRLamid
na koncu karboksylowym wystepuje rGwniez w hormonach
diapauzy, kodowanych przez gen PBAN motyli oraz w pi-
rokininach Peram-PK-6 i 7 karaczana amerykanskiego, kto-
re ulegaja ekspresji w neuronach neurosekrecyjnych pod-
przetykowego zwoju nerwowego [9].

Gen capa u D. melanogaster zawiera 2 introny [9,15-17].
Ekson 2 tego genu koduje peptyd Drome-CAPZXI, nato-
miast ekson 3 koduje peptydy Drome-CAPZ2 oraz Drome-
PK-1-1 [9,15]. Wyciecie przewidywanych aktywnych pepty-
dow z prekursora, ktéry ma dtugos¢ 151 reszt aminokwaso-
wych, zostato potwierdzone technikg spektrometrii mas w
tkance nerwowej zarowno larw, jak i osobnikdw dorostych
[9], Poza Drome-CAP21 i -2 oraz Drome-PK-1-1, w orga-
nach neurohemalnych D. melanogaster wykryto réwniez
peptyd CPPB (ang. CAPA precursor peptide B). Peptyd ten
taczy Drome-CAP,b-2 oraz Drome-PK-1-1 w obrebie prekur-
sora. Mimo, ze CPPB jest obecny w organach neurohemal-
nych i moze by¢ z nich uwalniany, nie zostato wyjasnione
czy petni on jakas$ role fizjologiczng [9]. Jedynym jak dotad
gatunkiem owada, u ktérego stwierdzono duplikacje genu
capa jest pluskwiak Rhodnius prolixus. Wykryto u niego wy-
stepowanie jednego aktywnego peptydu CAPZ1 i dwoch
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aktywnych form peptydu CAPZ22 [11]. Najnowsze badania
wskazuja, ze peptydy podobne do pirokinin mogg by¢ ko-
dowane przez wiele genéw. Geny capa kodujace peptydy z
rodziny pirokinin zidentyfikowano w odwtokowych narzg-
dach neurohemalnych kilku grup owadow [9].

OBROBKA POTRANSLACYJNA

W literaturze brak jest szczeg6towych danych odnosnie
enzyméw endoproteolitycznych, ktére wycinaja przewi-
dywane pirokininy z biatek prekursorowych, cho¢ prowa-
dzono badania technikg spektrometrii mas, identyfikujac
cze$¢ finalnych sekwencji peptydow [2], Typowym sygna-
tem ciecia prekursora peptydowego przez konwertazy sg
miejsca, gdzie obecna jest pojedyncza reszta argininy (R)
lub dwie reszty aminokwasowe arginina/lizyna (RR, KR)
oskrzydlajace aminowy i karboksylowy koniec aktywnych
peptydéw. Sekwencje prekursorowe PK/PBAN/DH za-
zZwyczaj zawieraja miejsca ciecia i sygnaty amidacji po-
miedzy przewidywanymi peptydami, bez dodatkowych
sekwencji tgcznikowych. Jednakze u chrzaszcza T. casta-
neum, u ktérego przewidywany peptyd PBAN ma 8 reszt
aminokwasowych i jest najkrotszym z dotychczas ziden-
tyfikowanych, w strukturze propeptydu pomiedzy neuro-
peptydem p i PBAN wystepuje fragment sekwencji amino-
kwasowej, stanowigcy swego rodzaju przerwe wynikajaca
z obecnosci reszty argininy [13,18]. Natomiast prekursory
peptyddw, ktére powstajg z gendw hugin i capa zawierajg
dtuzsze fragmenty tagcznikowe pomiedzy przewidywany-
mi sekwencjami peptydow [2],

Dotychczasowe badania wykazaty, ze ekspresja prekur-
sora hugin w komarkach linii S2 D. melanogaster spowodu-
je intensywng potranslacyjng obrébke wedtug schematu
typowego dla substratdw konwertazy feromonéw. Ziden-
tyfikowano wiele produktéw posrednich procesu obrébki,
ktore sa prawdopodobnie wynikiem wysokiego poziomu
ekspresji prekursora w komarkach linii S2 [14]. Na podsta-
wie oznaczonych sekwencji aminokwasowych produktéw
obrébki, okreslono rowniez dwa miejsca ciecia endoprote-
olitycznego prekursora hugin w komdrkach linii S2 oraz
ustalono trzy kolejne, domniemane miejsca jego ciecia przez
endoproteazy [14],

W strukturze prekursora capa peptyd pirokininy jest
oskrzydlony przez dwuaminokwasowe miejsce ciecia,
podczas gdy peptydy CAPZD majg dwuaminokwasowe
miejsce ciecia powyzej oraz jednoaminokwasowe po-
nizej peptydu. Prekursor capa D. melanogaster zawiera
takze rzadko spotykanag sekwencje lizyna-lizyna (KK)
powyzej CAP22 [9]. Zrdznicowana obrdbka prekursora
capa u D. melanogaster moze by¢ spowodowana wyste-
powaniem réznych zestawoéw konwertaz prohormonéw
w komoadrkach, w ktérych geny capa ulegaja ekspresji. W
niektérych neuronach moga wystepowaé¢ enzymy zdolne
do ciecia miejsc dwuaminokwasowych, podczas gdy w
innych komdrkach enzymy rozpoznajace zaréwno miej-
sca jedno i dwuaminokwasowe. Alternatywnie, podobne
zestawy proteaz mogg by¢ obecne w neuronach produku-
jacych peptydy capa, ale pH i inne czynniki srodowiska
wewnetrznego komdrki réznig sie, prowadzac do zrézni-
cowania specyficznosci enzymoéw [9].
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ROZMIESZCZENIE mRNA | PEPTYDOW W
UKEADZIE NEUROENDOKRYNNYM

Tkankowe rozmieszczenie peptyddw z rodziny piroki-
nin w uktadzie neuroendokrynnym owado6w jest znane dta
wielu gatunkéw. Gtéwnymi miejscami biosyntezy tej grupy
peptydow sg komorki neurosekrecyjne zwoju podprzety-
kowego i zwojow tutowiowych brzusznego taincuszka ner-
wowego [2]. Zastosowanie techniki hybrydyzacji in situ wy-
kazato, ze gtownym Zzrédtem peptydéow PK/PBAN/DH u
ciem sa komorki medialne zwoju podprzetykowego, z kté-
rych hormony te uwalniane sg do hemolimfy [19]. Praktycz-
nie identyczny jak u ciem profil ekspresji i rozmieszczenia
peptydéw obserwowano w SEG karaczanéw i szarancza-
kéw [5,20]. U owadéw hemimetabolicznych duzg zawar-
tos¢ peptydow z rodziny pirokinin wykryto dodatkowo w
zamoOzgowiu (tritocerebrum), skad przekazywane sg do ciat
przylegtych (corpus allatum) i dalej do brzusznego tancuszka
nerwowego [21].

Peptydy PK/PBAN/DH kodowane przez geny capa ule-
gaja ekspresji w zwojach tutowiowych brzusznego tancusz-
ka nerwowego [2]. Mimo, ze liczba komdrek neurosekre-
cyjnych rézni sie u poszczegdlnych gatunkéw, wszystkie
neuryty biegng do gruczotéw perisympatycznych, miejsca
uwalniania pirokinin do hemolimfy. Ponadto, jak wykaza-
no u D. melanogaster i M. sexta prekursor pochodzacy z genu
capa ulega ekspresji w SEG razem z prekursorami genow
PBAN u M. sexta [22] i hugin u D. melanogaster [15]. Wyste-
powanie peptydéow z rodziny PK/PBAN/DH jest cechg
charakterystyczna u wszystkich do tej pory badanych ga-
tunkow owadow [2],

RECEPTORY PIROKININ

U D. melanogaster zidentyfikowano dwa strukturalnie
powigzane receptory dla peptydéw PK/PBAN/DH, ktd-
re moga by¢ aktywowane przez niskie stezenia Drome-
PK-1-2 [23], cDNA zidentyfikowanych genéw CG8784
i CG8795 dla receptoréw zostat sklonowany i podda-
ny ekspresji w komdrkach jajnika chomika chinskiego
(CHO). Okazato sig, ze cDNA koduje biatka o dtugosci
658 (CG8784)i595 (CG 8795) reszt aminokwasowych, kto-
re zawierajg siedem helis transbtonowych, co sugeruje, ze
sg to receptory tgczace sie z biatkiem G (GPCR). Drugi
peptyd Drome-PK-1-1 wystepujacy u D. melanogaster wy-
kazywat stabe oddziatywanie z tymi receptorami, ale ak-
tywowat inny receptor zwigzany z biatkiem G kodowany
przez gen CG9918. Jednakze stezenie peptydu Drome-
PK-1-2 potrzebne do aktywacji tego receptora byto zde-
cydowanie wyzsze [24],

Geny Tc 30, Tc 31 i Tc 32 prawdopodobnie kodujg recep-
tory pirokinin u T. castaneum, poniewaz sg bliskimi ortolo-
gami CG8784, CG8795 i CG9918 wystepujacymi u D. mela-
nogaster. Dodatkowo majg dwa introny wspdlne z genami
receptoréw pirokinin u muszki owocowej. Do tej pory nie
stwierdzono, ktdre z tych trzech receptoréw sg receptorami
dla Drome-PK-1-1 lub -2 i dlatego wstepnie przydzielono je
do receptoréw, ktére majg najbardziej podobne reszty ami-
nokwasowe z tymi u D. melanogaster. Ponadto, gen Tc 32 ma
trzy introny, takie jak gen CG9918 receptora Drome-PK-1-1
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u D. melanogaster, co wskazuje na wystepowanie u T. casta-
neum genu dla receptora PK-1-1 [25],

PBAN-pokrewne receptory zwigzane z biatkiem G sklo-
nowano i scharakteryzowano u dwoch gatunkoéw ciem,
Helicouerpa zea [26] i B. mori [27], W obu przypadkach geny
zidentyfikowano bazujgc na hipotetycznej sekwencji po-
dobnej do receptora dla neuromedyny u kregowcow [28].
Analizy rozmieszczenia w komdrkach wykazaty, ze trans-
krypt receptora jest specyficzny dla gruczotéw feromo-
nowch, gdzie ulega uwolnieniu w dniu poprzedzajgcym
wylinke. Receptory PBAN reagujg na PBAN i pokrewne
peptydy przez mobilizacje zewngtrzkomérkowego wapnia.
Tym samym PK/PBAN/DH dziatajg bezposrednio na gru-
czoty feromonowe przy wykorzystaniu wapnia jako drugo-
rzedowego przekaznika. Receptor PBAN u B. mori rdzni sie
strukturalnie i funkcjonalnie od tego u H. zea tym, ze czes¢
C-koncowa czasteczki, ktora posredniczy w internalizacji
receptora po przytgczeniu PBAN, jest dtuzsza o 67 reszt
aminokwasowych [27].

AKTYWNOSC FIZJOLOGICZNA PIROKININ OWADOW

Hormony z grupy PBAN regulujg biosynteze feromonéw
u samic ciem poprzez bezposrednig aktywacje receptorow
w komérkach gruczotéw feromonowych [29], Kaskada
transdukcji sygnatu inicjowana jest naptywem jonéw wap-
nia [30], ktéry prowadzi do produkcji gatunkowo-specy-
ficznych feromonow piciowych droga indukowanej przez
PBAN syntezy kwasow ttuszczowych. Uwolnienie hormo-
néw diapauzy moze indukowac diapauze embrionalng u B.
mori, cho¢ badania przeprowadzone przez Zhang i wsp. [31]
pokazaty, ze te same peptydy moga by¢ zaangazowane w
hamowanie diapauzy poczwarkowej u Helicoverpa armigera.

Neuropeptydy z rodziny PK/PBAN regulujg rézne pro-
cesy fizjologiczne i behawioralne u owadéw (Ryc. 2). Moga
stymulowaé biosynteze melaniny i feromonéw piciowych u
ciem, wptywaé na behawior poczwarkowy u much [32] oraz
indukowa¢ diapauze embrionalng u motyli [6], Wykazuja
rowniez aktywno$¢ miotropowa u szaranczy i karaczanow
[33] i oddziatujg na kurczliwo$¢ jajowodu u szaranczy [6].

W stosunku do gruczotéw feromonowych, odwrotnie niz
w przypadku oddziatywania na mie$nie narzagdéw trzew-

Rycina 2. Plejotropowe wiasciwosci fizjologiczne pirokinin owaddéw. ,,+" —sty-
mulacja, — hamowanie.
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nych, rézne izoformy pirokinin nie wykazujg efektow daw-
kowo zaleznych. W badaniach przeprowadzonych na r6z-
nych miesniach trzewnych karaczana P. americana natywne
pirokininy wykazujg dawkowo zalezne dziatanie [34], Za-
stosowanie réwniez syntetycznej Leuma-PK u P. americana
powodowato zwiekszenie czestotliwosci i amplitudy skur-
czOw serca tego owada w zalezno$ci od rosnacej dawki [35].
Z kolei wyciszenie genéw dla receptorow pirokinin u D. me-
lanogaster, tak samo jak zmiana ekspresji gendw, prowadzi
do $miertelnosci larw [14,23].

BADANIA ZALEZNOSCI STRUKTURALNO
- FUNKCJONALNYCH

Identyfikacja sekwencji reszt aminokwasowych PBAN
i innych bioanalogéw z rodziny PK/PBAN umozliwita
przeprowadzenie szczegdtowych badan zaleznosci struk-
tura - aktywno$¢ z uzyciem syntetycznych peptydéw [33].
Badania na r6znych gatunkach ciem wykazaty, ze wspolny
dla peptydéw PK/PBAN/DH C-kohAcowy pentapeptydowy
fragment (-FXPRLa, gdzie X =S, T, G lub V) jest niezbedny
dla zachowania aktywnosci biologicznej i warunkuje oddzia-
tywanie na biosynteze feromondéw, kurczliwosc¢ jelita tylnego
i jajowodu, stymulacje melanizacji i indukowanie diapauzy,
przy czym diuzsze sekwencje sg wymagane dla wywotania
petnej odpowiedzi fizjologicznej [2], Natomiast u Sarcophaga
bullata sekwencjg aktywng, wywotujgcg przyspieszenie prze-
poczwarczania jest C-koncowy tripeptyd PRL, potaczony z
grupg amidowa [36], cho¢ dla petnej aktywnosci wymagane
sgq dtuzsze sekwencje. Z kolei skrécenie pentapeptydu od C-
konca do formy -FTPRamidu [36,37] lub pozostawienie tylko
dipeptydu RLamidu [38] powoduje catkowitg utrate jego ak-
tywnosci do stymulowania przepoczwarczania much.

Zastosowanie serii analogdéw, w Kktérych podstawiono
reszte alaniny w réznych pozycjach pentapeptydu pozwolito
na okreslenie sekwencji PK/PBAN niezbednej dla przyspie-
szania przepoczwarczania much. Alanina jest aminokwasem
0 $redniej wielkosci i polarnosci wéréd innych aminokwaséw
ldlatego jest wykorzystywana do identyfikacji reszt kluczo-
wych dla aktywnosci biologicznej [38]. W wyniku tych ana-
liz ustalono, ze sg to dwie C-kofAcowe reszty aminokwasowe
[36]. Zastgpienie reszty argininy resztg alaniny lub asparagi-
ny prowadzi do utraty aktywnosci, natomiast podstawienie
reszty lizyny prowadzi do obnizonej aktywnos$ci neuropep-
tydow. Analogi YFTPRAa lub QTSFTPRAa, w ktérych reszta
alaniny zastepowata reszte leucyny wykazywaty odpowied-
nio brak lub bardzo niskg aktywno$¢ [36]. Jest to dowdd na
znaczacy udziat reszty leucyny w zachowaniu aktywnosci.
Reszty F, T lub P w N-koncowej czesci pentapeptydu moga
by¢ zastgpione resztg alaniny bez catkowitej utraty aktywno-
ci. Reszta treoniny wystepujgca w zmiennej pozycji X pen-
tapeptydu wykazuje najwiekszg tolerancje przy wymianie jej
na reszte alaniny, bez zmiany wasciwosci analogu w poréw-
naniu z natywnym peptydem Leuma-PK. Zastapienie reszt
fenyloalaniny lub proliny resztg alaniny powoduje znaczacg
redukcje aktywnosci peptydu [36].

Badania przeprowadzone przez Nachman'a i wsp. [39]
pozwolity na zidentyfikowanie sztywnej konformacji 3dla
aktywnej czesci rdzenia cyklofAsn“Leuma-PK, obejmuja-
cej reszty -TPRLa [39], Cykliczny analog zachowywat bio-
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logiczng aktywnos$¢, co sugeruje, ze C-koncowa sekwencja
P jest aktywng czescig pirokininy, rozpoznawang przez re-
ceptor [39], Pirokininy i pirokinino-podobne neuropeptydy
stymulujg kurczliwos$¢ jajowodu i inicjujg biosynteze fero-
monéw u réznych gatunkéw owadoéw, co dowodzi, ze bio-
logicznie aktywna konformacja p ma znaczenie dla wielu
procesdw biologicznych [39]. Pdzniejsze badania przepro-
wadzone przez Wang i wsp. [40] oraz Clark i Prestwich [41]
takze dostarczyty dowoddw na wystepowanie p-zgiecia w
regionie rdzenia. Cykliczne analogi, ktorych tafcuch bocz-
ny zawierat D fenyloalanine w zmiennej pozycji X w rdze-
niu wykazywaty antagonizm do PK/PBAN w biotestach
feromonotropowych [33]. Analogi amfifilne aktywnego
rdzenia pirokinin, zawierajace r6zne hydrofobowe sktadni-
ki zwigzane z aminowym konhcem, po podaniu topikalnym,
jak iz pokarmem, powodujg przedtuzenie okresu biosynte-
zy feromono6w u émy Heliothis virescens [42,43].

MODYFIKACJE PIROKININ I ICH
ZASTOSOWANIE JAKO BIOPESTYCYDOW

W ostatnich kilkunastu latach neuropeptydy i receptory
owaddw coraz czesciej wykorzystywane sg jako podstawa do
zaprojektowania potencjalnych bioinsektycydéw [44], Dyna-
miczny wzrost dostepnych informacji odno$nie biologii neuro-
peptydéw, w tym réwniez pirokinin, pozwala obecnie na syn-
teze wysoce selektywnych w dziataniu, gatunkowo specyficz-
nych inie obcigzajacych sSrodowiska zwigzkdw. Natywne cza-
steczki neurohormondw muszgjednak zosta¢ zmodyfikowane
w taki sposéb, aby mozna byto pokonaé trzy gtdwne bariery
ograniczajgce bezposrednie ich stosowanie z pokarmem lub
topikalnie, a mianowicie: 1) stabg rozpuszczalno$¢ wiekszosci
zwigzkoéw w wodzie i innych rozpuszczalnikach, takze orga-
nicznych; 2) brak stabilnosci w Srodowisku (peptydy sg czesto
niestabilne w wysokich temperaturach); 3) szybka degradacje
neuropeptydoéw przez peptydazy wystepujace w przewodzie
pokarmowym owad6w oraz na powierzchni kutikuli. Ogra-
niczenia te wymuszajg modyfikacje sekwencji natywnych
neuropeptydéw i synteze zwigzkéw pseudopeptydowych,
zawierajgcych ugrupowania nieorganiczne, lub peptydomi-
metykdw [45]. W odniesieniu do pirokinin, modyfikacje struk-
tury natywnych zwigzkéw majg na celu stworzenie gtéwnie
antagonistéw fizjologicznych lub zwigzkéw o whasciwosciach
amfifilnych, zachowujacych aktywnos¢ feromonotropowa czy
miotropowag po aplikacji topikalnej. W natywnej postaci polar-
ne czasteczki peptyddw nie sa zdolne do penetracji hydrofobo-
wej, lipidowej matriks kutikuli owad6ow [46]. Aby osiagnac ten
cel zastosowano dwie odmienne strategie. Pierwsza polegata
na syntetyzowaniu antagonistow PBAN poprzez cyklizage
czasteczek z wykorzystaniem tancuchdw bocznych [47], Naj-
pierw okreslono najkrétszy fragment peptydu Helze-PBAN
niezbedny do zachowania aktywnosci czasteczki (PBANN 3=
YFSPRLa). Nastepnie w miejsce reszt seryny i fenyloalaniny
wprowadzono izomer D fenyloalanine. Najwiekszg aktyw-
no$¢ wykazywat analog [D-Phe3)-PBAN-(28-33). W kolejnych
badaniach otrzymano cykliczne analogi PBAN. Do syntezy
zwigzkow cyklicznych wykorzystano peptyd [ArgZ, D-Phed)-
PBAN-(28-33), w ktorym reszte proliny w pozycji 31 zasta-
piono resztag N-fl-(<x>-aminoalkilo)-glicyny o r6znej diugosci
tafncucha alkilowego. Nastepnie wolng grupe a aminowg N-a-
(ca-aminoalkilo)-glicyny potgczono z wolng grupa aaminowg
argininy za pomocg dikarboksylowego tacznika kwasowego.
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Takie podejscie doprowadzito do uzyskania analogoéw o ak-
tywnosci antagonistycznej na poziomie 96%.

Druga strategia zaktadata wprowadzenie odpowiednich
grup funkcyjnych (zaprojektowanie pseudopeptydéw), mody-
fikujacych wiasciwosci fizykochemiczne czasteczki. Nachman
i wsp. [48] wykazali, ze wprowadzenie w miejsce pierscienia
fenyloalaniny w pentapeptydowym fragmencie (-FTPRLa)
peptydu PBAN grupy karboranylowej lub reszty kwasu hy-
droksycynamonowego prowadzi do wzmocnienia wtasciwo-
$ci feromonotropowych czasteczki po iniekcji émom. Ponadto
zwigzki te stymulujg réwniez synteze feromondéw po aplika-
cji topikalnej nawet do kilku godzin od ekspozycji na peptyd
[49]. Wprowadzenie dodatkowo grup fenylowych, takich jak
w analogach 9-fluorenyloacetylo-FTPRLamidzie i 1-pirenylo-
butyrylo-FTPRLamidzie lub kwaséw ttuszczowych jako ugru-
powan hydrofobowych powoduje zwiekszenie amfifilnosci
czasteczek, a ich efekt feromonotropowy utrzymuje sie nawet
do 20 godzin [50]. Inna stosowang modyfikacja, zapewniajaca
opornos$é na peptydazy wystepujace na powierzchni kutiku-
li owada jest zamiana proliny na hydroksyproling lub kwas
oktahydroindolo-2-karboksylowy w sekwenq'i -FTPRLamidu
otrzymanych wczes$niej analogdw o wiasciwosciach amfifil-
nych. Analogi te zachowujg zdolno$¢ do penetracji kutikuli,
natomiast ich wkasciwosci miotropowe i feromonotropowe sg
nizsze niz czasteczek natywnych [43],

PODSUMOWANIE

Pirokininy i pokrewne peptydy sg plejotropowymi neu-
ropeptydami produkowanymi gtéwnie w komorkach neu-
rosekrecyjnych zwojéw brzusznego tancuszka nerwowego.
Regulujg one r6zne procesy zwigzane z rozwojem owadow
(synteza feromondw, diapauza) i posiadaja réwniez wiasci-
wosci miotropowe, przez co moga wptywaé na zdecydowang
wiekszos$¢ narzadéw trzewnych i petnione przez nie funkcje
fizjologiczne. Duze zrdznicowanie funkcjonalne i strukturalne
pirokinin w obrebie poszczegélnych gatunkéw owaddéw oraz
czesto niekompletne dane odnosnie biologii tych neuropepty-
déw wskazuja, ze nie wszystkie ich funkcje zostaty poznane.
Obecny stan wiedzy dotyczacy peptydéw z grupy pirokinin
pozwolit na zsyntetyzowanie, w oparciu o ich sekwencje ami-
nokwasowe, kilku potencjalnych zwigzkéw majacych duze
znaczenie praktyczne. Otrzymane pseudopeptydowe analo-
gi w niedalekiej przysztoSci moga zosta¢ wykorzystane jako
wysoce specyficzne gatunkowo, nie obcigzajgce srodowiska
naturalnego bioinsektycydy. Pozwoli to na bardziej racjonalng
walke z owadami szkodliwymi roslin uprawnych oraz wekto-
rami niebezpiecznych dla cztowieka choréb.
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of the pyrokinin insect neuropeptide family
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ABSTRACT

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 PBAN 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.
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Stowa kluczowe: likopen, nowotwory, karote-
noidy, choroby uktadu krazenia

Wykaz skrotéw: ADME (ang. absorption,
distribution, metabolism, excretion) — wchta-
nianie, dystrybucja, metabolizm, eliminacja;
ARS (ang. autonomously replicating sequence)
- sekwencja autonomicznej replikacji; CCD
(ang. carotenoid cleavage dioxygenase) - diok-
sygenaza karotenoidéw; CI (ang. confiden-
ce internal) - przedziat ufnosci; CMOI (ang.
/3-carotene-15,15-monooxygenase) - monooksy-
genaza 15,15'-f3-karotenu; CMO02 (ang. caro-
tene-9',10'-monooxygenase) - monooksygenza
9',10'-p-karotenu; LDL (ang. low density lipo-
proteins) - lipoproteiny o matej gestosci; OR
(ang. odds ratio) - iloraz szans; PDGF-BB (ang.
platelet-derived growth factor) - ptytkopochodny
czynnik wzrostu; ROS (ang. reactive oxygen spe-
cies) - reaktywne formy tlenu
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STRESZCZENIE

ikopen wystepuje w duzych iloSciach w owocach pomidora oraz produktach ich przetwa-
erania. Charakteryzuje sie silnymi wtasciwosciami antyoksydacyjnymi. Ponadto likopen
zaangazowany jest w regulacje cyklu komdérkowego oraz indukcje programowanej $mier-
ci komoérki. Zwigzek ten coraz cze$ciej traktowany jest nie tylko jako suplement diety, ale
rowniez jako potencjalny lek. Dieta bogata w likopen wptywa korzystnie na zdrowie oraz
zapobiega rozwojowi szeregu choréb, w tym nowotworéw.

WPROWADZENIE

Wraz z rosngcg skalg problemdw zdrowotnych wzrasta zainteresowanie i za-
potrzebowanie na nowe, nieinwazyjne sposoby leczenia oparte na produktach
naturalnych o okreslonych wiasciwosciach. Od wielu lat znajdujg one zastoso-
wanie w terapii i moga by¢ alternatywg lub uzupetnieniem dla stosowanych
obecnie lekéw syntetycznych. W 1873 roku wyodrebniono zwigzek nadajacy
czerwong barwe owocom przetaja pospolitego (Tamus communis). Dwa lata p6z-
niej Pierre-Marie-Alexis Millardet wyizolowata go z pomidorow (Lycopersicon
esculentum L.), a nastepnie otrzymata jego krysztaly zawierajace jednak row-
niez inne karotenoidy. Pierwsze krysztaty czystego likopenu uzyskat Edward
Schunck [1].

Likopen jest alkenem o wzorze sumarycznym C4AHZ (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 ro$liny oraz bakterie autotroficzne [1]. W od-
réznieniu od wiekszos$ci karotenoidéw ma strukture liniowg. 13 wigzan podwdj-
nych, z czego 11 sprzezonych tworzy uktad niezwykle efektywnie usuwajacy
wolne rodniki (Ryc. 1) [1]. Likopen ulega rozpadowi m.in. na skutek promienio-
wania X i UV, w obecnosci tlenu
oraz jonéw metali [2]. Czas poto-

N T ADIADRANRAAADADA N . - e
Fr wicznego rozpadu w mieszaninie
eteru metylo-tert-butylowego i
S S S AN AAAA N N acetonitrylu (1:1, v/v) bez doste-
Chevolon pu Swiatla i powietrza oraz tem-
peraturze 4°C wynosi 16 godzin,
S AT T e o T AT e s w wodzie w 30°C i w obecnosci
i azotu 5,5 godziny, a w obecno-
e g MR e : Sci tlenu —1{7 godziny [2]_, Pod
wptywem silnych utleniaczy,
T m.in. nadmanganianu potasu
A A AN N oraz ozonu, nastepuje utlenienie
Sharotes jednego ze sprzezonych wigzan
W podwojnych likopenu, rozpad
S R i powstanie apo-likopenalu lub
akaroten apo-likopenonu posiadajacych na
SO@ T T TU0 jednym z koncow odpowiednio
e grupe aldehydowg lub ketono-
wg. W wyniku wieloetapowego
AN DRD rozpadu likopenu powstajg takze
Luteina apo-karoteno-diole posiadajace
grupe aldehydowg na obu ko#h-

ST e cach czasteczki (Ryc. 2) [3,4],

Zeaksantyna

Gk Likopen jest zwigzkiem hydro-

fobowym. Dobrze rozpuszcza sie
w heksanie, benzenie, chlorofor-
Rycina 1. Wzory strukturalne gtéwnych karotenoidéw. mie, acetonie oraz eterze, stabiej
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arbuza, dzikiej rézy, a tak-

Likopen ze ich przetworach (so-
L\ o5 ST (L\ o J'n Qs C oI oW _ox_ _oF > kaCh' paStaCh’ przeCieraCh)
AR \/le(\\l/ RS \/\j/\Af (Tab. l) [7_10].

/

apo-likopenale/apo-likopenony

Waznym zrodtem liko-
penu sg produkty ubocz-
ne produkcji przetworow
pomidorowych, stoso-
wane do niedawna gtow-

DRI m"MMMO nie jako dodatki do pasz
S = ¢ it X o [11,12]. Pozyskiwany z
oginali G (e e b itieciihn T - tych odpadéw likopen

Rycina 2. Likopen oraz produkty jego utleniania; apo-likopenale i apo-likopenony: I —apo-6'-likopenal, Il —apo-8'-likopenal,
11l —apo-10'-likopenal, IV —apo-12'-likopenal, V —apo-14'-likopenal, VI —apo-15-likopenal, VII —apo-13-likopenon, VIII
—apo-II-likopenal, IX —apo-9-likopenon, X —apo-7-likopenal, XI —apo-5-likopenon oraz likopenone-diale: XII —apo-8,8'-
karoteno-dial, XIll —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, XVIIl —apo-6,6'-karoteno-dial.

w metanolu i etanolu. Absorbuje promieniowanie w zakre-
sie Swiatta widzialnego o dtugosci fali A=444, 470 oraz 502
nm, stad warunkuje czerwong barwe owocdw oraz innych
czesci roslin bogatych w ten zwigzek [5]. Mimo, ze od od-
krycia likopenu mineto juz ponad 140 lat ciggle odkrywane
sg jego nowe wiasciwosci.

WYODREBNIANIE LIKOPENU ORAZ UTRWALANIE
PRODUKTOW BOGATYCH W LIKOPEN

Najpowszechniejszym zrédtem likopenu sg pomidory za-
wierajgce w zaleznosci od odmiany 3,1-7,74 mg tego zwiaz-
ku na 100 g owocu [6], Ponadto wystepuje on w $wiezych
owocach papai, guawy, rézowego grejpfruta, brzoskwini,

Tabela 1. Wystepowanie likopenu w produktach spozywczych [7-10],

Produkt
Pomidor
Sok pomidorowy

Stezenie likopenu [mg/100g]*
0,9-11,19 (3.58)

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

46,5 (ND)

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

Suszone pomidory
Sos pomidorowy

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

Arbuz 2,3-7,2 (3,78) '
R6zowy grejpfrut 3,36 (3.35)

Suszona brzoskwinia 0,86 (0,79)

*Zakres stezen likopenu w poszczegdlnych produktach spozywczych,
okreslono w oparciu o cytowane pismiennictwo. Rozpieto$¢ wartosci
jest duza i wynika gtéwnie ze zréznicowania badanych préb oraz
réznych metod pomiaru likopenu w tych produktach. W nawiasach
podano $rednie stezenia likopenu [mg/IOOg] w produktach dostepnych
na polskim rynku. ND —nieoznaczono.
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stanowi cenny surowiec
do produkcji tzw. zyw-
nosci funkcjonalnej (ang.
functional food), ktéra zy-
skuje w ten spos6b nowe
wartosci odzywcze i sma-
kowe [13,14]. Likopen sto-
sowany jest rowniez jako
sktadnik kosmetykow
[15].

Likopen otrzymuje sie
z materiatu ro$linnego po-
przez ekstrakcje rozpusz-
czalnikami organicznymi
w wysokiej temperaturze,
pod zwiekszonym ci$nie-
niem [16-18]. Dodatek cel-
lulaz i pektynaz zwieksza wydajno$¢ ekstrakcji likopenu
nawet 20 krotnie [19,20]. Jednoczes$nie wysoka tempera-
tura, a takze tlen i kationy metali powodujg izomeryzacje
7 wigzan podwojnych oraz wzrost zawartosci izomerow
mono- i poli-c/s oraz produktéw ich utlenienia do 6-18%
[21,22]. W znacznych iloSciach powstaje apo-8'-likopenal,
apo-6'-likopenal oraz apo-12'-likopenal, a w mniejszych
apo-10'-likopenal oraz apo-14'-likopenal [23]. Rzadko do-
chodzi do rozpadu wigzania podwo6jnego C15-C15' [4],
Niesprzezone wigzania podwojne znajdujgce sie przy
koncach czasteczki nie ulegajg utlenianiu (Ryc. 2) [24].
Najbardziej korzystna pasteryzacja produktow zawiera-
jacych likopen przebiega w 121°C przez 40 sekund [25],
albo 92°C przez 5 minut, w kilku powtérzeniach oddzielo-
nych interwatami o nizszej temperaturze (60°C) [26]. Ko-
rzystne jest ograniczenie zawartosci wody w produktach
poddawanych utrwalaniu [3,21,27], Przechowywanie w
temperaturze 4-35°C, nie wptywa istotnie na zawartosé
likopenu. Zalecane jest przechowywanie produktow li-
kopenowych w ciemnych naczyniach lub zaciemnionych
pomieszczeniach [25].

WEASCIWOSCI

Efekt terapeutyczny likopenu zalezy od wchtaniania,
dystrybucji, metabolizmu i wydalania (ADME, ang. ab-
sorption, distribution, metabolism, excretion). Analiza wta-
sciwosci ADME oraz parametréow farmakokinetycznych
likopenu data podstawe do okreSlania optymalnej dla
cztowieka dawki tego zwigzku oraz czestosci jego poda-
wania [6],
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WCHLANIANIE

Likopen dostaje sie do organizmu drogg pokarmowa.
W zotagdku oraz dwunastnicy wchodzi w sktad tzw. fazy
lipidowej, ktéra pod wptywem soli zétciowych oraz lipaz
trzustkowych ulega dyspersji [28]. W dwunastnicy powsta-
ja wielowarstwowe liposomy, ktére na drodze transportu
biernego ulegaja wchionieciu przez $ciany jelita [6], Wchia-
nianie likopenu odbywa sie rbwniez przez transportery ka-
rotenoidéw znajdujace sie w nabtonku jelita [29],

Wchtanianie likopenu przez komorki linii Caco-2 (ko-
morki nowotworu okreznicy cztowieka) jest 2, 3 i 4 razy
mniejsze niz luteiny, a-karotenu oraz p-karotenu [30]. Zale-
zy ono od zawartosci tluszczéw w diecie, ktére stymulujac
produkcje soli zotciowych zwiekszajg dyspersje lipidow i
tym samym biodostepnos¢ likopenu [31]. Dzienne spozycie
5-10 gramow tluszczéw zapewnia optymalne wchianianie
karotenoidéw. Z kolei niekorzystny wptyw ma obecnosé
w pokarmie m.in. btonnika, steroli roslinnych oraz statyn.
Zwigzki te wigza likopen uniemozliwiajgc jego wchiania-
nie. Obnizaja jego stezenia w surowicy nawet o 40% [32].

DYSTRYBUCJA

Likopen jest transportowany z uktadu pokarmowego do
watroby w postaci chylomikronéw [6]. Tam tworzy kom-
pleksy z lipoproteinami o bardzo matej i matej gestosci, ktd-
re powracajg do krwioobiegu i przenoszg likopen do tka-
nek organizmu. Jego stezenie we krwi wynosi 0,1-1 pM i
jest najwyzsze u mieszkancdw Wtioch oraz Grecji (~1 pM),
mniejsze Japonczykow i Irlandczykéw (0,1-0,3 gM) [11,33],
Jako zwigzek silnie hydrofobowy, likopen znajduje sie w

centralnej czesci lipoprotein [6]. Inne karotenoidy zwigzane
sg na powierzchni i transportowane sg zarobwno przez lipo-
proteiny o matej, jak i duzej gestosci [6].

W solach zo6tciowych izomer cis jest tatwiej rozpusz-
czalny niz izomer trans. Ponadto silniej wigze lipoproteiny
i inne biatka uczestniczace w jego transporcie [34]. Dzieki
temu jego dystrybucja w organizmie odbywa sie bardziej
dynamiczne niz trans-likopenu [35]. W zwigzku z tym, ze
forma cis likopenu jest tatwiej przyswajalna przez organizm
zalecane jest spozywanie produktow bogatych w likopen
po uprzedniej obrébce, np. gotowaniu lub suszeniu [36].

Stezenie likopenu w poszczegolnych tkankach wynosi
0,2-21,4 nmol/g tkanki i w znacznej mierze zalezy od jej
typu, diety, przyswajalnosci, efektywnosci wydalania liko-
penu oraz roznej aktywnosSci receptorow lipoprotein znaj-
dujacych sie na powierzchni komarek [37], Tkanki/organy
mozna uszeregowaé wg stezenia zawartego w nich likope-
nu: watroba > ptuca > gruczot prostaty > gruczot mlekowy
> nadnercza > jajniki [37,38]. Stezenie likopenu w moézgu
jest znaczgco nizsze niz w pozostatych tkankach [6]. Obser-
wowana, negatywna korelacja miedzy spozyciem likope-
nu, a rozwojem nowotworéw moézgu wskazuje, ze bariera
krew-moézg jest przepuszczalna dla tego zwigzku [39],

METABOLIZM

W przewodzie pokarmowym, gtdwnie pod wpltywem
niskiego pH soku zotgdkowego nastepuje izomeryzacja
oraz utlenianie likopenu [40]. Po podaniu szczurom [MC]li-
kopenu obserwowano produkty jego rozktadu: [4C]apo-8'-
likopenal oraz [MCJapo-12'-likopenal [41], W metabolizmie

likopenu udziat biorg dioksygenazy karoteno-

idow (CCD, ang. carotenoid cleavage dioxygenase)
CCD1 oraz CCD7 uczestniczace w rozpadzie

(3-karotenu [42], CCD1 katalizuje rozerwanie
X AN X wigzan C5'-C6' i C9,-C10' [43], a CCD7 wigza-
nia C9'-C10' (Fig. 3) [42]. Inny enzym ssakow,
cco2 o)\/\)\ ¢ monooksygenaza 15,15'-p-karotenu (CMOI,
e ang. p-carotene-15,15'-monooxygenase), uczest-
Gt X A VS T 0 U Vo it niczacy w przemianach (3-karotenu, katalizuje
z8 rozerwanie wigzania podwoéjnego znajdujace-
Thor go sie w centralnej czesci czgsteczki p-karotenu
S SN DI i i likopenu. W efekcie powstaje: retinol i apo-
| 15-likopenal (VI), (Ryc. 3) [44], Inne biatko,
)MM/W\J\ XX monooksygenza 9',10'-p-karotenu  (CMO02,
- ang. carotene-9',10'-monooxygenase) katalizu-
je rozpad trans-p-karotenu oraz ris-likopenu
tworzac apo-10'-karotenoidy [44], Warunkiem
g [ X e s konie?znypm tej reakcji jest i>z/o[me]ryzacja trans-
Y likopenu do izomeru cis przy weglu 5 lub 13
czasteczki. Przypuszcza sig, ze izomery cis na
BV N Y e s koricach przyjmuja strukture przypominajaca
Y pierscien p-karotenu, co umozliwia ich wpaso-
5 S|, 2% X wanie do centrum aktywnego enzymu [44,45].
A2 AN ONNZ NN NNEEENSNZENN
on WYDALANIE
Rycina 3. Produkty enzymatycznego rozpadu likopenu: Il — apo-8'-likopenal, Il — 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-1,5-epoksyd, XXII —2,5-cykloli-
kopene-1,5-dial. CCD1 —dioksygenaza karotenoidéw 1, CMO2 —monooksygenza 9',10'-|3-karotenu,

CCD2 —dioksygenaza karotenoidéw 2, CMOl —oksygenaza 15,15'-(3-karotenu.
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Likopen oraz jego pochodne wykazujg silng
tendencje do kumulacji w tkankach [46]. Po 96
godzinach od jego podania az 24% spozytego
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Tabela 2. Reakcje wolnych rodnikéw z likopenem oraz rodnikéw likopenu z in-
nymi antyoksydantami.

likopen + R —» R-likopen

likopen + R —»likopen++ R

likopen + R — likopen + RH

NO02 + likopen —N 02 + likopen*

CC%0, +likopen — [CCI,02likopen] —CC13d 2 + tikopen+
Likopen + 0 2 <>likopen' + O

likopen + ROO — ROO-likopen

ROO-likopen + O,—R0OO-likopen-00
ROO-likopen-OO0 +RH —ROO-likopen-OOH + R
R +02— ROO

ROO-likopen-OO +ROO —*obojetne produktu
Likopen + TOH* —likopen" + TOH

Likopen" + ASCH2—likopen +ASCH + H*
Likopen* + ASCH" —likopen + ASCH ' + H"
Likopen* +a-TOH —*likopen +a-TO

Z I FrC-rXe IO TMmMmOOwW>

likopenu pozostaje w organizmie [47].W badaniach z uzy-
ciem 1C likopenu wykazano, ze jest on wydalany z moczem
(44%), z solami zotciowymi (20%) oraz przez ewaporacje
(13%) [47], Produkty jego ulenienia, 2,6-cyklolikopeno-I,5-
diole, wystepuja réwniez w mleku oraz surowicy karmig-
cych matek [48].

WEASCIWOSCI BIOLOGICZNE

USUWANIE WOLNYCH RODNIKOW

Reaktywne formy tlenu (ROS, ang. reactive oxygen spe-
cies), anionorodnik ponadtlenkowy (Oy), rodnik hydrok-
sylowy (OH ), nadtlenkowy (RO,), alkilowy (RO) oraz tlen
singletowy, ozon (03 oraz nadtlenek wodoru (HD 2 sg
waznymi naturalnymi elementami szlaku przekazu sygna-
téw w komadrce. Zaburzenie mechanizmdw ich neutralizacji
jest przyczyna stresu oksydacyjnego uwazanego za podioze
szeregu chordb. ROS powoduja modyfikacje DNA, lipidow
oraz biatek, a takze rozregulowujg cykl komérkowy [49].
Likopen w reakcji z wolnymi rodnikami moze petni¢ funk-
cje donora protonéw, przy czym sam staje sie rodnikiem
(Tab. 2) [28],

Efektywno$¢ usuwania wolnych rodnikéw przez karo-
tenoidy zalezy od liczby sprzezonych wigzan podwdjnych
w czgsteczce [50], Likopen neutralizuje wolne rodniki dwa
razy wydajniej niz (3-karoten i dziesie¢ razy niz a-tokoferol
[28,51], Odbywa sie to na drodze addycji rodnika (Tab.
2A), przeniesienia elektronu (Tab. 2B) lub oderwania wo-
doru (Tab. 2C). W reakcji rodnika azotanowego (NOy)
oraz trichlorometyloperoksylowego (CC13 2) z likopenem
powstaje kationorodnik likopenowy, a w wyniku reakcji z
rodnikiem nadtlenkowym (Oy) anionorodnik likopenowy
(Tab. 2D, F) [52],

Wolne rodniki oddziatujg z wigzaniem podwdjnym w
centralnej czesci likopenu. Powstajacy R-likopen jest sto-
sunkowo stabilny co umozliwia przytgczenie kolejnego rod-
nika. Rodnik peroksylowy (ROO) reaguje z likopenem two-
rzagc ROO-likopen [53]. W wyniku reakcji ROO-likopenu z
tlenem czgsteczkowym powstaje ROO-likopen-0OO0O, ktéry
taczac sie z rodnikiem peroksylowym moze tworzy¢ obojet-
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ne (niereaktywne) produkty. Powstajgcy w obecnos$ci duze-
go stezenia 0 2ROO0-likopen-OO powoduje peroksydacje li-
pidéw (RH) oraz synteze nowych rodnikéw peroksylowych
(Tab. 2D-K) [28,54],

Likopen wykazuje silne powinowactwo do bton komar-
kowych zwiekszajac ich ptynnos$é i przepuszczalnos¢, co
posrednio aktywuje szlaki odpowiedzi antyoksydacyjnej
w komérce [55]. Chroni zatem bezpos$rednio lipidy btony
komoérkowej przed reakcjag z wolnymi rodnikami, a w cyto-
solu powoduje neutralizacje rodnikéw przy wspoétudziale
innych antyoksydantow. Likopen zwieksza efektywnos¢
usuwania wolnych rodnikéw przez witaminy C i E oraz
P-karoten [56]. Uczestniczy takze w neutralizacji rodnikow
tokoferolowych (TOH+), czemu towarzyszy utworzenie ka-
tionorodnikéw likopenowych (likopen+), ktdrych powrét
do stanu podstawowego przebiega w obecnosci witaminy
C, badz a-tokoferolu (a-TOH) (Tab. 2L-N) [28],

INDUKCJA SZLAKOW ODPOWIEDZI
NA STRES OKSYDACYJNY

W odpowiedzi na stres oksydacyjny, likopen oprocz
neutralizacji wolnych rodnikdw aktywuje ekspresje genéw
kodujacych m.in. oksygenaze hemowg 1 (HO-1), oksydore-
duktaze NAD(P)H:ubichinon (NQOI), S-transferaze gluta-
tionowg (GSTs), reduktaze glutationowg (GSR), ligaze glu-
tationowo-cysteinowg (GCL), mitochondrialng hydrolaze
epoksydowg typu 1 (mEH-1), UDP-glukuronylotransferaze
[57], Ich ekspresja zalezy od czynnika transkrypcyjnego Nrf2
(Nrf2, ang. NF-E2-related factor) wigzacego sie do sekwencji
odpowiedzi na przeciwutleniacze (ARE, ang. antioxidant
response elements) znajdujacy sie w rejonie oskrzydlajgcym
przy koncu 5' wspomnianych gendw [58]. Czynnik Nrf2
wystepuje gtéwnie w cytoplazmie w postaci kompleksu z
biatkiem sensorowym Keapl (ang. Kelch-like ECH-associated
protein 1). Wzrost stezenia likopenu w komdrce powoduje
rozpad komplekséw Nrf2-Keapl oraz translokacje czynnika
Nrf2 do jadra, gdzie wigzac sie do sekwencji autonomicz-
nej replikacji (ARS, ang. autonomously replicating sequence)
indukuje ekspresje enzymoéw neutralizujgcych wolne rodni-
ki i toksyny [58]. Podobne wiasciwosci wykazujg produkty
rozpadu likopenu, jak apo-10'-likopenal, apo-10'-likopenol
oraz kwas apo-10'-likopenowy [58]. Likopen, za posrednic-
twem ARS, wpltywa na ekspresje genéw odpowiedzi anty-
oksydacyjnej w nabtonkowych komdrkach pecherzykow
ptucnych [58].

REGULACJA CYKLU KOMORKOWEGO

Likopen hamuje ekspresje cyklin D i E oraz powoduje za-
trzymanie cyklu komérkowego w fazie G1[6] Obserwowa-
no to w ludzkich komorkach watroby (Hep3B), nowotworu
prostaty (LNCaP), raka piersi (MCF-7), macicy (ECC-1), je-
lita (HCC), komorkach nowotworu prostaty szczura (AT3)
oraz w badaniach in vivo na myszach [6]. Niedobor cykliny
E, dodatkowo zwieksza ekspresje biatek p21 i p27 uniemoz-
liwiajac komorkom przejscie cyklu z fazy G, do S [6],

APOPTOZA

Eliminacja komdrek uszkodzonych oraz zainfekowanych
z organizmu odbywa sie na drodze apoptozy, ktérej zabu-
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rzenie moze powodowac inicjacje procesu nowotworzenia.
Likopen selektywnie aktywuje proces apoptozy, w zalez-
nosci od rodzaju komdrek [59]. W komorkach nowotworu
prostaty (LNCaP) obserwowano inicjacje apoptozy juz przy
stezeniu 10 nM. W ludzkich komodrkach nowotworu jelita
(HuCC) oraz chtoniaka Burkitt'a (Raji cells) efektywne ste-
zenie likopenu wynosi odpowiednio 2-4 gM i 2 gM [60], Na-
tomiast ludzkie komarki linii chronicznej biataczki (EHEB)
oraz biataczki erytroblastycznej (K562) byty obojetne wzgle-
dem 4gM likopenu [61].

HAMOWANIE ANGIOGENEZY | METASTAZY
KOMOREK NOWOTWOROWYCH

Czesto$¢ podziatow, inwazyjnos$é oraz metastaza komo-
rek nowotworowych zalezy od ptytkopochodnego czynnika
wzrostu (PDGF-BB, ang. platelet-derived growth factor), ktory
moze by¢ dobrym celem dla terapii antynowotworowej [61].
Badajac wptyw likopenu na rozwdj fibroblastow ludzkich
Hs68 oraz ludzkich komorek czerniaka A2058 stwierdzo-
no, ze hamuje on migracje komoérek zalezng od PDGF-BB
[62], Likopen wigze sie do PDGF-BB w surowicy, co dodat-
kowo zwiegksza jego potencjat antynowotworowy. Ponadto
obniza aktywno$¢ metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9, a w
konsekwencji hamuje adhezje oraz metastaze bardzo inwa-
zyjnych komérek nowotworu watroby (SK-Hep-1) [61,62],

WELASCIWOSCI BIOLOGICZNE
PRODUKTOW ROZPADU LIKOPENU

Apo-10'-likopen (Ill) oraz jego pochodne: kwas apo-10'-
likopenowy (VI) i apo-10'-likopenal (IX) majg wiasciwosci
podobne do likopenu (Ryc. 3). Dowiedziono, ze kwas apo-
10'-likopenowy (VI) hamuje proliferacje komérek raka ptuc
[63]. Powoduje réwniez obnizenie ekspresji cykliny E, a w
konsekwencji zahamowanie syntezy DNA i zablokowanie
cyklu komérkowego w fazie G1 [63]. Indukuje ekspresje
biatek p21 i p27 hamujacych cykl komérkowy w fazie GI.
Kwas apo-10'-likopenowy hamuje rozw6j nowotworu phuc
u myszy, poddanych uprzednio dziataniu 4-(N-metylo-N-
nitrozamino)-1-(3-pyrydylo)-I-butanonu [63]. W#asciwosci
przeciwnowotworowe wykazuje réwniez 2,5-cyklolikope-
no-1,5-diol (XXIl), bedacy produktem rozpadu 2,6-cykloli-
kopenylo-1,5-epoksydu (XXI) (Fig. 3). Zwigzek ten stymu-
luje ekspresje koneksyny 43 uczestniczacej w tworzeniu
potaczen miedzy komaérkami, ktére warunkujg prawidtowa
komunikacje, regulacje wzrostu, proliferacje oraz apoptoze.
Spadek ekspresji koneksyny 43, typowy dla komdrek no-
wotworowych, obniza site oddziatywan miedzy sgsiadu-
jacymi komérkami. 2,7,ll-trimetylo-tetradekaheksano-I,4-
dial (XII), produkt rozktadu wigzan podwdjnych likopenu
C5-C6 oraz C12'-C1T takze stymuluje synteze koneksyny
43 [64], W wyniku rozpadu wigzania C15-C15' likopenu z
udziatem CMOI, a nastepnie utleniania powstajgcego apo-
15-likopenalu (VI) w obecnosci cytozolowych lub mikro-
somalnych dehydrogenaz retinalu powstaje kwas acyklo-
retinolowy [27], Podobnie jak kwas retinowy aktywuje on
promotor RAR(3, genu supresji nowotworoéw [65].

PROZDROWOTNE DZIALANIE LIKOPENU

Pierwsze doniesienia na temat korzystnego wptywu liko-
penu na zdrowie pojawity sie juz ponad 50 lat temu [66]. Za-

Postepy Biochemii 57 (4) 2011

obserwowano korelacje miedzy iloscig podawanego likope-
nu, a odpornoscig na infekcje bakteryjne oraz zachorowal-
noscig na nowotwory jamy brzusznej napromieniowanych
zwierzat [66], Spostrzezenia te daty poczatek badaniom na
liniach komorkowych, zwierzetach oraz badaniom epide-
miologicznym na ludziach, ktére potwierdzity prozdrowot-
ne dziatanie likopenu [66].

CHOROBY NOWOTWOROWE

Wykazano, ze likopen w stezeniu 1-4 gM chroni komorki
przed uszkodzeniami, obniza ryzyko zachorowania na raka
prostaty, ptuc, piersi, nowotwory uktadu pokarmowego
oraz biataczke, a w stezeniu dziesie¢ razy wyzszym, takze
raka watroby ijajnika [67], Przy stezeniu 20-60 gM hamuje
proliferacje komorek i aktywuje ich apoptoze [68]. Ponad-
to ogranicza podziaty komorek raka jelita, ostrej biataczki
szpikowej, biataczki erytroblastycznej oraz chtoniaka typu
Burkitta [67,69]. Uwaza sie, ze osiagniecie efektu terapeu-
tycznego zalezy od akumulacji likopenu w poszczegdinych
komorkach [67].

Wyniki badan epidemiologicznych nie sg jednoznacz-
ne. W wielu pracach wskazuje sie na silng korelacje mie-
dzy spozyciem likopenu oraz produktdw bogatych w ten
zwigzek, a zachorowalno$cig na nowotwory, szczegdlnie
prostaty [66-70]. W innych badaniach dotyczacych réwniez
raka prostaty a takze zotgdka oraz piersi, zaleznos¢ ta nie
zostata w petni potwierdzona [6,71-77]. Wydaje sie, ze po-
wodem rozhieznosci wynikdw moze by¢ ztozono$¢ testow
stosowanych w badaniach oraz duza liczba zmiennych
wptywajgcych na ich rezultaty [78]. Meta analiza wynikow
epidemiologicznych pozwolita wybra¢ te wyniki, w kt6-
rych precyzyjnie zdefiniowano zrodta likopenu, prawidto-
wo dobrano grupy badane i kontrolne oraz przedstawiono
wartos$ci istotne statystycznie [79]. Ich zestawienie wskazuje
na pozytywna korelacje miedzy stezeniem likopenu w su-
rowicy krwi, a zachorowalnoscig na raka (Tab. 3). Wyzsze
stezenie likopenu we krwi stwierdzano u oséb spozywaja-
cych przetworzone pomidory. Jest to zwigzane z faktem, ze
w produktach poddanych obrébce termicznej wzrasta ilos¢
ds-likopenu [80-84], Ryzyko rozwoju nowotworu prostaty w
grupie oséb, u ktdrych stezenie likopenu w surowicy miesci
sie w przedziale 24,8-57,4 gg/ dl jest 0 45% nizsze niz u 0sob
ze stezeniem 0,5-10,7 gg/ dl. W ciezkiej postaci raka jest ono
nizsze nawet o 63% [83]. Zaleznosci takiej nie obserwuje sie
dla innych karotenoidéw, co wskazuje na specyficznosé i
skuteczno$¢ dziatania likopenu [85,86].

CHOROBY UKLADU KRAZENIA

Przyczyng wiekszosci tych choréb jest wysokie stezenie
w osoczu lipoprotein o malej gestosci (LDL, ang. low den-
sity lipoproteins) oraz wysoki stopien utlenienia LDL, ktéry
koreluje z zapadalnos$cig m.in. na arterioskleroze oraz za-
wat serca [11], Wysokie spozycie likopenu zmniejsza ryzy-
ko rozwoju choréb uktadu krazenia. W grupie oséb z dieta
bogatg w likopen, obserwuje sie wolniejsze odktadanie pty-
tek miazdzycowych w naczyniach [87]. Likopen powoduje
rowniez obnizenie cisnienia krwi u pacjentow z nadcisnie-
niem [87]. Przyjmuje sig, ze ochronne dziatanie likopenu na
uktad krazenia jest efektem ograniczenia peroksydacji lipi-
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dow oraz oksydacji lipoprotein o matej gestosci [87], W ba-
daniach epidemiologicznych, w grupie os6b z najwyzszym
stezeniem tikopenu w surowicy (>0,62 pg/g) obserwowano
nizsze o 46% ryzyko wystgpienie zawatu miesnia sercowe-
go niz u 0s6b ze stezeniem tikopenu w surowicy <0,11 pg/g
[88].

PODSUMOWANIE

Od pierwszych sugestii 0 pozytywnym wplywie tikope-
nu na zdrowie mineto juz ponad piecdziesiat lat. Badania na
liniach komérkowych i zwierzetach potwierdzaja ochronne
dziatanie tego zwigzku przed chorobami nowotworowymi,
metabolicznymi, uktadu krazenia oraz uktadu nerwowego.
W badaniach epidemiologicznych wykazano negatywng
korelacje miedzy dietg bogatg w likopen, a ryzykiem roz-
woju raka prostaty. Zachorowalno$¢ na nowotwory o0s6b
bedacych na diecie bogatej w pomidory ijego przetwory jest
$rednio o 30-40% nizsza niz w grupie kontrolnej. Rosngca
liczba dowodéw wskazujacych na korzystne dla zdrowia
dziatanie tikopenu sprawia, ze produkty zawierajace ten
zwigzek cieszg sie coraz wiekszym zainteresowaniem.
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Lycopene —occurrence, properties and applications
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ABSTRACT

Natural products from plants, fungi and higher animals are valuable sources of attractive alternatives for therapeutics. One of them, lycopene
is abright 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 Il 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, dziatanie i rola w rozwoju serca

STRESZCZENIE

etinoidy stanowiag grupe zwigzkow aktywnych biologicznie, znanych jako pochodne wi-

taminy A. Poza niezaprzeczalng rolg jaka zwiazki te odgrywajg w dorostym organizmie,
retinoidy odgrywaja tez fundamentalng role w wielu procesach rozwoju zarodkowego np.
ksztattowaniu osi zarodka i tworzeniu narzagdéw. Najbardziej aktywng forma witaminy A
jest kwas retinowy, powstajacy z retinolu. Zaréwno u osobnikéw dorostych jak i w przypad-
ku zarodka przekazywanie sygnatéw z udziatem kwasu retinowego zachodzi na ré6znych po-
ziomach poprzez oddziatywanie ze specyficznymi biatkami i receptorami. W trakcie rozwoju
serca polega to gtéwnie na ograniczeniu ekspansji komérek wtérnego pola sercotwoérczego i
kontroli prawidtowego dodawania tych komdrek do cewy serca. Oddziatywanie to wymaga
odpowiedniego lokalnego stezenia kwasu retinowego, ktérego nadmiar lub niedob6r po-
woduje powstawanie wad serca. Szlaki przekazywania sygnatéw z udziatem retinoidéow w
rozwijajacym sie sercu sg wielce istotnym lecz nie w petni jeszcze poznanym zagadnieniem.
W niniejszej pracy przedstawiono synteze najnowszej wiedzy dotyczacej tego tematu.

WPROWADZENIE

Retinoidy to grupa aktywnych zwigzkéw chemicznych o réznorodnym dzia-
taniu biologicznym. Sg one analogami retinolu i nosza wspélng nazwe witami-
ny A. Poza niezaprzeczalng rolg jaka zwigzki te odgrywajg w dorostym orga-
nizmie, m. in. w mechanizmie widzenia, rozrodzie, prawidtowej funkcji skory
i uktadu immunologicznego, retinoidy odgrywajg fundamentalng role w wielu
procesach rozwoju zarodkowego.

Do tej grupy zwigzkéw naleza: retinol (Ryc. 1), retinal (Ryc. 2) i kwas reti-
nowy (Ryc. 3) oraz ich dalsze metabolity i izomery. Retinol nie wywiera zna-
czacego efektu biologicznego na
tkanki, lecz staje sie czynny po
przeksztatceniu w bardziej ak-
tywne metabolity, z ktoérych naj-
wazniejszym jest, charakteryzuja-
cy sie wielostronnym dziataniem,
kwas retinowy [1]. Niektére z me-
tabolitéw retinolu posiadaja réz-
norodne funkcje biologiczne, np.
11-cis retinal jest niezbedny do

0 prawidtowego widzenia, podczas

Sotial gdy retro-retinoidy biora udziat

CH, w immunologicznej funkcji lim-
focytow [2]. Jednakze to witasnie
kwas retinowy (RA), w postaci
dwoch izomeréw: formy catko-
wicie-trans i formy 9-cis, wptywa

0o na proliferacje i réznicowanie sie
komoérek poprzez regulacje odpo-
wiednich genow [2,3]. Tak wiec

w trakcie rozwoju zarodkowego
kwas retinowy jest najbardziej ak-

H,C CH, CH, H,C

OH
retinol
CH,

Rycina 1. Wz6r chemiczny retinolu.

H,C CH, CH, CH, H

Rycina 2. Wz6r chemiczny retinalu.

H,C CH; CH, CH, OH

CH, kwas retinowy

Rycina 3. Wzér chemiczny kwasu retinowego.

Rycina 4. Wzdr chemiczny p-karotenu.
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tywng forma retinoidow. Czasteczki wszystkich retinoidow
maja kilka charakterystycznych cech strukturalnych: pier-
Scien (3-jononu, tancuch izoprenoidowy, tzw. ,,ogon" i po-
larng grupe korncowa, ktéra decyduje o ich wiasciwosciach
chemicznych i funkcjach biologicznych [2],

Najwazniejszym prekursorem aktywnych retinoidow,
zawartym w pokarmie roslinnym jest (3-karoten (Ryc. 4),
ktory w komdrkach nabtonka jelita cienkiego zostaje prze-
ksztatcony przez 9'10'dioksygenaze p-karotenowg (BCO-II)
w formy posrednie apokarotenoidéw, ktore sg dalej me-
tabolizowane do kwasu retinowego przy udziale nieokre-
$§lonego jeszcze enzymu. Wystepowanie enzymu BCO |l
stwierdzono w komérkach przedstawicieli ré6znych grup
kregowcow, ale nie ma jak dotad dowodu na to, ze gen tego
enzymu ulega ekspresji u ssakow [4]. Natomiast monooksy-
genaza 15,15' p-karotenowa (BCO-I) przeksztatca p-karoten
w dwie czgsteczki catkowicie-frans-aldehydu retinowego.
BCO-I wykryto u morskich strunowcéw i bezstrunowcéw;
sklonowano tez gen tego enzymu m. in. u cztowieka, my-
szy, kurczecia i muszki owocowej [4,5], Warto nadmieni¢,
ze powstaty z p-karotenu aldehyd retinowy jest jedng z ak-
tywnych form witaminy A biorgca udziat przede wszyst-
kim w mechanizmie widzenia. Stad tez u zwierzat wystepu-
je m. in. w komoérkach fotoreceptorowych. Forma retinolu
przechowywang w tkankach zwierzecych, ktérej prekurso-
rem jest rowniez p-karoten, sg estry retinylu. Retinol ulega
estryfikacji z dtugotancuchowymi kwasami ttuszczowymi,
najczesciej z kwasem palmitynowym [5]. Pokarm zwierzecy
zawiera wiec estry retinylu, ktére sg rozktadane przez este-
razy zawarte w soku trzustkowym, a powstaty w ten sposéb
wolny retinol jest absorbowany przez komorki nabtonkowe
jelita cienkiego. Retinol zostaje nastepnie utleniony do reti-
nalu (aldehydu retinowego) przez dehydrogenazy zalezne
od NAD#YNADH + H+ Do rodziny tych dehydrogenaz na-
lezy dehydrogenaza alkoholowa (ADH) oraz dehydrogena-
za retinolu (RDH).

PRZECHOWYWANIE I TRANSPORT RETINOLU

W komdrkach nabtonkowych jelita cienkiego retinol ta-
czy sie z komaérkowym biatkiem tgczagcym retinol (CRBPII),
ktore, podobnie do biatka CRBP | powszechnego w réznych
tkankach i narzgdach ciata jak i CRBP Ill, umozliwia jego
prezentacje odpowiednim enzymom. Wigzanie z CRBP Il
oraz z CRBP | zapobiega powtdérnemu utlenianiu retino-
lu do retinalu, ijednoczesnie umozliwia do niego dostep
acyltransferazie lecytyno-retinowej (LRAT, ang. lecithin-re-
tinol acyltransferase), ktora przeprowadza jego estryfikacje.
Niezwigzany retinol moze by¢ estryfikowany przez Acyl-
CoA acylotransferaze retinolu (ARAT, ang. Acyl-CoA retinol
acyltransferase) oraz przez LRAT, cho¢ ten ostatni enzym
przeprowadza estryfikacje wolnego retinolu ze znacznie
mniejsza wydajnoscig. Rola biatka wigzacego retinol typu
111 (CRBP Ill) polega na utatwieniu wiaczania retinolu do
mleka matki [2,5].

W nabtonku jelita cienkiego estry retinylu sg wbudo-
wywane do chylomikronéw, ktére opuszczajg komorki
nabtonkowe jelita i poprzez system limfatyczny sag trans-
portowane do krwiobiegu. W kapilarach zlokalizowanych
poza watroba sa one metabolizowane przez lipaze lipo-
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proteinowg co prowadzi do powstania estrow cholestero-
lu (,,resztkowych" chylomikronéw) obecnych w krazacej
krwi. ,,Resztkowe" chylomikrony sg nastepnie wychwyty-
wane przez watrobe. ,,Resztkowe" chylomikrony, zawiera-
jace estry retinylu pobrane przez hepatocyty, sg nastepnie
rozktadane przez hydrolazy estréw retinylu (REH) takie jak
karboksyloesterazy ES-10 czy ES2 lub inne hydrolazy, np.
lipaze zalezng od cAMP, w wyniku czego powstaje retinol
[6]. Retinol przedostaje sie do komérek gwiazdzistych w
watrobie, gdzie ulega ponownej estryfikacji i w postaci es-
trow retinylu moze byé¢ przechowywany w kroplach ttusz-
czu [2]. W watrobie estry retinylu stanowig rezerwuar dla
dalszych potrzeb organizmu.

Przypuszcza sig, ze wewnatrzkomorkowe biatka wigzace
retinol: CRBP 1 i Il, obecne m. in. w komdrkach watroby,
biorg udziat w mechanizmie prezentowania retinoidéw od-
powiednim enzymom, przeprowadzajgcym ich estryfikacje
[2,6]. CRBP I, Il i Il majg zdolno$¢ wigzania sie z catkowi-
cie-trans retinolem i catkowicie-trans retinalem, co wskazuje
na ich udzial w metabolizmie retinoidow [2], Myszy po-
zbawione genéw dla CRBP 1i Il wykazujg zmniejszony po-
ziom estrow retinylu w watrobie [5]. Z kolei CRBP Il bierze
udziat w mobilizacji retinolu z jego estrow zgromadzonych
w tkance ttuszczowej [5].

Wewnatrzkomorkowe biatka wigzace retinol (CRBP |,
Il i Il) charakteryzuja sie niskg masg czasteczkowa, kto-
ra wynosi ok. 15 kDa. Ich strukture ll-rzedowg stanowig
dwie p-harmonijki (ang. f-sheet$), z ktérych kazda sktada
sie z pieciu antyréwnolegtych nici. Obie harmonijki fatdujg
sie tworzac kieszen, wewnatrz ktérej wigzany jest ligand.
Kieszen ta jest spojona dwiema a-helisami. Podobnie jak
w przypadku wigzania sie kwasu retinowego z biatkami
CRABP, polarna grupa hydroksylowa retinolu wigze sie z
resztg glicyny znajdujacg sie na dnie kieszeni biatka CRBP,
natomiast pierScien znajduje sie najbardziej na zewnatrz
kieszeni. Co ciekawe, podobne utozenie przestrzenne przyj-
muje kwas retinowy, tgczgc sie z CRABP 1 Il

Jesli poziom witaminy A w diecie jest niewystarczajacy
estry retinylu sg przemieszczane z powrotem do hepato-
cytow, gdzie enzymy hydrolityczne (REH) rozkiadajg je,
uwalniajgc retinol. Proces ten zwany jest mobilizacjg retino-
lu. W przypadku deficytu witaminy A estryfikacja retinolu
jest zatem hamowana, podczas gdy indukowana jest hydro-
liza estrow retinylu i mobilizacja retinolu. Tak powstaty re-
tinol tgczy sie z biatkiem transportujagcym, czyli z biatkiem
tagczacym retinol (RBP, ang. retinol binding protein, RBP4) i w
tej formie jest uwalniany do kragzenia.

Biatko RBP, bedace gtéwnym nosnikiem retinolu we
krwi, charakteryzuje sie matg masa czasteczkowg (21kDa).
Zbudowane jest ono z 8-tancuchowych antyréwnolegtych
struktur harmonijkowych p, ktére fatdujg sie tworzac kie-
szen wigzaca ligand. Retinol tgczy sie z RBP za pomocg wig-
zania hydrofobowego pomiedzy resztami aminokwasowy-
mi znajdujgcymi sie po wewnetrznej stronie kieszeni biatka
wigzgcego, a znajdujgcymi sie w jej wnetrzu czesciami li-
gandu, czyli pierscieniem jononu i tancuchem izoprenoidu.
Ze wzgledu na fakt, iz podczas wigzania sie z RBP retinol
przyjmuje odwrotng konfiguracje przestrzenng niz w przy-
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padku potaczenia z CRBP, grupa hydroksylowa retinolu
wystaje z kieszeni RBP i nie bierze udziatu w wigzaniu.

We krwi biatko RBP wigze sie z biatkiem transportu-
jacym — transtyretyng (TTR) [2,7], co zapobiega filtracji
ktebuszkowej retinolu i wydaleniu przez uktad moczowy.
Kompleks RBP-TTR dostarcza retinol do komorek docelo-
wych. Transport retinolu do komdrki odbywa sie prawdo-
podobnie za posrednictwem transbtonowego receptora dla
RBP-STRAG [7], Retinol moze takze wnika¢ do niektorych
komorek docelowych dzieki gradientowi stezen, ktéry za-
lezy od wewnatrzkomdrkowego stezenia wolnego retinolu
[2]. Do wnetrza wiekszosci komérek retinol dostaje sie jako
wolny zwigzek, po dysocjacji od transtyretyny.

METABOLIZM W KOMORKACH DOCELOWYCH

Ro6zne formy witaminy A petnig role w waznych etapach
embriogenezy, biorac udziat w rozwoju uktadu nerwowe-
go [8], konczyn [9], watroby [10] serca [11-13], ptuc, nerek,
gonad [6], jelita przedniego oraz oka [14], W komérkach do-
celowych tych narzaddw itkanek retinol zostaje przeksztat-
cony w aktywng forme, kwas retinowy. Odbywa sie to za
posrednictwem Kkilku szlakow metabolicznych podczas
dwustopniowej reakcji oksydoredukcyjnej. Poczgtkowo, po
wniknieciu do komérki i zwigzaniu sie z biatkiem CRBP I,
retinol zostaje utleniony do retinalu (Ryc. 5).

Reakcje utleniania przeprowadza dehydrogenaza alko-
holowa (ADH) zalezna od NADP, lub dehydrogenaza re-
tinolu (RDH). Badania genetyczne wskazuja, Ze co najmniej
trzy izoformy dehydrogenazy ADH: ADH1, ADH3, ADH4
oraz dwie w przypadku RDH (RDH1, RDH10) odgrywaja
role w syntezie aldehydu retinowego. Synteza enzymow
utleniajgcych retinol jest powszechna w wielu tkankach, a
obszary ich wystepowania czesto zachodzg na siebie, jak-
kolwiek najbardziej efektywna w tkankach kregowcdw jest
dehydrogenaza alkoholowa typu IV (ADH4). Natomiast

H,C CH, CH, H,C
OH
retinol
ADHRDH
S \I
H,C CH; CH, CH; H
(¢}

retinal

CH, \Mlu)uz

H.C CH, CH, CH, OH
kwas retinowy

CH,

nieaktywne metabolity

Rycina 5. Szlak metabolizmu retinolu w komérkach docelowych. Po wniknieciu do komérki pierwszy
etap przeksztatcenia 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 niektére enzymy z rodziny CYP (patrz tekst).
Dalsze utlenianie kwasu retinowego przez enzym CYP26 prowadzi do powstania nieaktywnych me-

tabolitéw witaminy A.
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jesli chodzi o lokalizacje wewnatrzkomoérkowa, dehydroge-
nazy ADH obecne sg we frakcji cytosolu, podczas gdy RDH
obecna jest we frakcji mikrosomalnej. W drugim etapie
przeksztatcania retinolu do formy aktywnej aldehyd retino-
wy zostaje utleniony do kwasu retinowego przez dehydro-
genaze aldehydu retinowego, RALDH [5,14] (Ryc. 5).

Opisano cztery klasy ezyméw RALDH: RALDH1, ktéra
wystepuje jedynie w niewielkiej liczbie rozwijajacych sie
organéw zlokalizowanych w przedniej i tylnej czesci ciata
zarodka, biorgc gtéwnie udziat w rozwoju oka, RALDH2,
stanowigcg najbardziej powszechng forme dehydrogenaz
aldehydu retinowego i uwazang za najwazniejszy enzym
produkujacy kwas retinowy (RA) w tkankch embrional-
nych, a takze RALDH3, ktéra uczestniczy w pdzniejszych
stadiach rozwoju oka i nosa [4,15,16] oraz RALDH4, bioracg
udziat w biosyntezie 9-cis kwasu retinowego [5].

Reakcja utleniania retinalu do kwasu retinowego moze
by¢ takze przeprowadzona przez inne enzymy, jak np. na-
lezgce do rodziny cytochromu P450, enzymy CYP. Rodzina
ta stanowi liczny zbi6ér enzymow, zdolnych do przeprowa-
dzania monooksygenacji wielu zwigzkéw biologicznych
[17,18]. Z posrod nich w przeksztatcanie retinalu do kwa-
su retinowego zaangazowane sg m. in.: CYP1B1, 1A2, 2B4,
2C3, 2J4 [5,20]. CYP1B1, w przeciwienstwie do nalezgcego
do tej samej rodziny, CYP26, odgrywajacego kluczowg role
w metabolizmie kwasu retinowego (patrz ponizej), nie po-
siada zdolnosci degradowania kwasu retinowego. Enzymy
z rodziny CYP moga same podlegaé regulacji przez retino-
idy, gdyz w aktywacji kodujacych je genow udziat biorg
zalezne od retinoidéw receptory jadrowe [18]. Wykazano
np., ze poziom CYP1B1 zalezny jest od regulacji przez kwas
retinowy (RA). Ponadto udowodniono, ze CYP1B1, w po-
dobny sposéb do kwasu retinowego, wptywa na regulacje
waznych morfogenéw, jak Hoxl, Shh, czy Isetll [19], Syn-
teza enzymdw syntetyzujagcych kwas retinowy, takich jak
RALDH1, RALDH3 i CYP1B1 w roznych tkankach embrio-

nalnych sugeruje ztozono$¢ metabolizmu tego
zwigzku. Chociaz obecno$¢ i dziatanie tych
enzymow ukazuje réznorodnos$¢ drdg synte-
zy kwasu retinowego podczas embriogenezy,
ich dziatanie nie moze zniwelowac defektow
powstajgcych u myszy pozbawionych genu
kodujacego drugg forme dehydrogenazy al-
dehydu retinowego (Raldhl-/-), ktére ging w
10,5dpc z powodu malformacji serca. Wska-
zuje to na najwazniejsza role RALDH2 w syn-
tezie kwasu retinowego podczas rozwoju za-
rodka isugeruje, ze taforma enzymu nie moze
by¢ zastgpiona jego innymi odmianami.

Utlenianie retinolu do aldehydu retinowe-
go jest reakcjg odwracalng, i wiele enzymow
moze katalizowaé reakcjg odwrotna, tj. kon-
wersje aldehydu retinowego do retinolu, co
wskazuje na istnienie dodatkowego mecha-
nizmu regulujacego lokalne stezenie kwasu
retinowego w tkankach. Natomiast utlenianie
retinaldehydu do kwasu retinowego jest nie-
odwracalne. Biorgc pod uwage powszechng
dostepnos$¢ retinolu ktory dociera do tkanek
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przez system krazenia jest wielce mozliwe, ze wszystkie
komoérki moga zapewni¢ mechanizm réwnowagi miedzy
retinolem i retinaldehydem, lecz tylko te z nich, ktére sg
wyposazone w jedng z odmian RALDH moga lokalnie syn-
tetyzowac kwas retinowy [14]. Dalsze utlenianie kwasu reti-
nowego prowadzi do jego degradacji. Enzymami odpowie-
dzialnymi za ten proces sg trzy odmiany CYP26: CYP26A1,
CYP26B1 i CYP26C1 nalezgce do rodziny cytochromu P450.
Enzymy te charakteryzujg sie specyficznym rozmieszcze-
niem w rozwijajgych sie tkankach embrionalnych, co suge-
ruje ich udziat w regulowaniu sygnatu kwasu retinowego w
poszczeg6lnych strukturach i narzagdach [14].

Aktywnos¢ biologiczna kwasu retinowego w komdérce
jestrowniez regulowana przez wigzace go biatka CRABPI i
Il. CRABP I wychwytuje obecny w komoérce wolny kwas re-
tinowy iprezentuje go enzymom, ktdre rozktadajg ten zwia-
zek, lub konwertujg go do form nieaktywnych, polarnych,
0 krotszym tancuchu. Metabolizm do form nieaktywnych
odbywa sie w watrobie, a powstate produkty moga by¢ ta-
two usuwane przez nerki i/lub z z6kcig [19]. Rola CRABP
1polega na buforowaniu wewngatrzkomdrkowego poziomu
wolnego kwasu retinowego [20-23] i ograniczaniu jego do-
stepnosci dla CRABP Il. Biatko CRABP I spetnia zatem role
w ochronie komorki przed teratogennym wpitywem nad-
miaru wolnego RA [1,24], zjawiskiem jakie zostato zaobser-
wowane in vitro, w hodowli komorkowej [25].

Przypuszcza sig, ze kwas retinowy moze wywieraé na
komorki dziatanie parakrynne, tzn. syntetyzowany w okre-
$lonych komérkach, dociera do komaérek sasiednich, dopie-
ro w nich wywierajac swoj ostateczny efekt. W zaleznosci
od ekspresji genéw metabolizujgcych kwas retinowy w ko-
morce, losy tego zwigzku moga by¢ rézne. Na przyktad w
komoérkach, w ktérych ekspresji ulega jeden z genéw Cyp26,
metabolizm kwasu retinowego przebiega w kierunku jego
degradacji, tak wiec przekazywanie biologicznego sygnatu
tego zwigzku zostaje zablokowane. W komoérkach, w kté-
rych gen Cyp26 nie ulega ekspresji kwas retinowy przenika
do jadra komorkowego itgczy sie z receptorami RAR. Nato-
miast w komaérkach wykazujacych ekspresje genu Crabp Il
taczenie sie kwasu retinowego z jego receptorami jadrowy-
mi jest znacznie utatwione za sprawg przechwytywania go
przez biatko CRABP Il [14].

Rozmieszczenie biatka CRABP Il pokrywa sie z wyste-
powaniem innych biatek, takich jak CRBP I, ADH i RALDH
[22], jest zatem $ciSle zwigzana z syntezg kwasu retinowe-
go. Poniewaz zaobserwowano takze wspdtwystepowanie
CRABP Il z receptorami jadrowymi RAR i RXR, przypusz-
cza sig, ze uczestniczy ono w transporcie kwasu retinowego
do jadra komdrkowego i prezentowaniu go odpowiednim
receptorom [24,26]. Podczas tego procesu tworzg sie przej-
Sciowe kompleksy CRABP II-RAR i/lub CRABP II-RAR-
RXR [27,28], W zwigzku z tym uwaza sie, ze CRABP Il moze
uczestniczy¢é w regulacji ostatecznego dziatania kwasu re-
tinowego na komérke, jakim jest aktywacja odpowiednich
genow oraz proliferacja komdrek, zalezna od receptoréw
RAR/RXR. CRABP Il moze by¢ zatem uznany za koak-
tywator tych receptorow [27,29], Z kolei biatko CRABP I,
dostarcza kwas retinowy do jagdra komorkowego w spos6b
bierny, nie tworzac komplekséw z receptorami jadrowymi
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RAR/RXR. Tuz przed potgczeniem z receptorami jadrowy-
mi kwas retinowy zwigzany z CRABP | ulega dysocjacji i
samodzielnie przytacza sie do powyzszych receptoréw [28].

W zarodkach myszy pozbawionych genu (ang. knock-out)
Crabp /"' lub Crabp II'l nie stwierdzono wystepowania mal-
formacji, ani zmniejszenia ich przezywalnosci, co wskazuje,
ze zadne z tych biatek nie jest niezbedne do prawidtowej
morfogenezy podczas zycia prenatalnego. Myszy pozba-
wione obu gendw Crabp T/_i Crabp II'l wykazujg niewielki
wzrost Smiertelnosci, ale pozostate przy zyciu osobniki sg
prawie normalne pod wzgledem morfologii. Jedynym ob-
jawem zablokowania funkcji genéw dla Crabp | i Il u tych
osobnikéw sa zduplikowane palce koficzyn [30],

Przekazywanie sygnatéw za posrednictwem retinoidéw
jest regulowane na wielu poziomach, co decyduje o kom-
pleksowosci i ztozonosci tych proceséw. Wiele aktywnych
transkrypcyjnie odmian retinoidoéw i ich metabolitéw (patrz
nizej) moze taczy¢ sie ze specyficznymi biatkami i oddziaty-
wac z réznymi kombinacjami receptorow jadrowych. Biatka
taczace retinoidy (RBP, CRBP, CRABP) odgrywajg kluczo-
wa role w ich transporcie w osoczu oraz wewnatrz komorki
i prezentowaniu retinoidéw odpowiednim enzymom lub
kierowaniu ich do okreslonych obszaréw komdérkowych.

RECEPTORY JADROWE

Receptorami, z ktérymi oddziatuje kwas retinowy, sg
RAR i RXR, nalezace do nadrodziny receptoréw jagdrowych.
Kazda z rodzin receptoréw retinoidéw sktada sie z kilku
odmian, réznigcych sie nieznacznie sktadem i/lub sekwen-
cja aminokwasowg. Sg to: RARal,2, RAR(31,2,3,4, RARyl,2,
RXRal,2, RXR(31,2, RXRyl,2. Ligandami dla tych recepto-
row sg at-RA, 9-cis RA oraz wielonienasycone kwasy ttusz-
czowe [4,12,31]. RAR funkcjonujg jako heterodimery z RXR.
RXR natomiast mogg dziata¢ w formie homodimerdw lub
tworzy¢ heterodimery z r6znymi innymi receptorami jadro-
wymi takimi jak receptory witaminy D3, receptory hormo-
nu tarczycy, receptory aktywatoréw peroksysomoéw [31].
Wykazano, ze homodimery powyzszych receptoréw nie
sq tak aktywne w przytgczaniu kwasu retinowego jak he-
terodimery (RAR/RXR). Réznorodno$¢ wymienionych po-
wyzej odmian RAR i RXR daje tgcznie 48 mozliwych kom-
binacji heterodimeréw (RAR/RXR) [32], Opisano réwniez
wiele aktywatoréw i represoréw tych receptordw, takich
jak Sugl, TIF1, RIP140, SRC1, TIF2, N-CoR, SMRT [30]. Po
przytaczeniu kwasu retinowego, heterodimery RAR/RXR
wigzg sie ze specyficzng sekwencjg na DNA, zwang RARE
(ang. RA response element), znajdujacg sie zwykle w obrebie
promotora genu regulowanego przez kwas retinowy [33,34]
(Ryc. 6).

Poprzez udziat w wielu roznych molekularnych szlakach
przekazywania sygnatow, prowadzacych do aktywacji do-
celowych gendw, receptory RAR i RXR przyczyniajg sie do
zréznicowania sygnatu pochodzacego od kwasu retinowe-
go [35]. W celu poznania molekularnych mechanizmoéw
aktywowanych poprzez poszczegdlne formy receptoréw
jadrowych wykorzystano myszy pozbawione gendw dla
réznych form tych receptoréw. W ten sposéb udowodniono
np., ze u myszy z brakiem genu dla RARa lub RARy ob-
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Rycina 6. Aktywacja genéw docelowych przez kwas retinowy za posrednictwem receptoréw RAR i RXR. 1. W przypadku braku
obecnosci kwasu retinowego do kompleksu receptoréw RAR/RXR zwigzanych z sekwerrcja RARE w DNA danego genu, przyta-
czonych jest wiele korepresoréw (patrz tekst), ktére zapobiegaja inicjacji transkrypcji genu. 2. W przypadku przytaczenia do hete-
rodimeru RAR/RXR kwasu retinowego, nastepuje oddysocjowanie korepresoréw, a w ich miejsce przytaczane sa koaktywatory co

umozliwia rozpoczecie transkrypcji genu.

serwuje sie defekty systemu sercowo-naczyniowego, wady
oka, degeneracje gonad i zwiekszong umieralno$¢ [1,21].
Wykazano, ze RAR[3 bierze udziat w prawidtowej segmen-
tacji tylomodzgowia podczas tworzenia granic rombomeréw
poprzez oddziatywanie z dwoma czynnikami transkryp-
cyjnymi Hoxb4 i Hoxd4 [36]. Ponadto w rozwdj niektorych
struktur w zarodku, takich jak tytomézgowie, kregostup
czy konczyny, moga byé wspdlnie zaangazowane rdzne
typy receptorow RAR [1,37].

Z powodu wystepowania charakterystycznych wad wro-
dzonych u myszy pozbawionych genu dla receptora RXRa,
uwazany jest on za jedyny receptor sposrod RXR, niezbed-
ny do prawidtowego rozwoju zarodkowego [1,38]. Niekto-
re badania sugeruja, ze RXR|3 rowniez moze mieé¢ pewien
udziat w prawidtowej embriogenezie [1,38]. W zwigzku z
obecnos$cig wad serca u myszy pozbawionych genéw dla re-
ceptorow RARa i p oraz RXRa, przypuszcza sig, ze to wia-
$nie te receptory biorg udzial w sterowanym przez kwas
retinowy rozwoju tego narzadu [1,19,37], Ponadto wystepo-
wanie RARy [39] i RXRy [40] w rozwijajgcym sie sercu suge-
ruje role tych receptorow w przekazywaniu sygnatu kwasu
retinowego do tego narzadu.

METABOLITY KWASU RETINOWEGO

CYP26 obok rodopsyny, acylotransferazy lecytyno-reti-
nowej, dehydrogenaz: retinolu i alkoholowej, dehydrogena-
zy aldehydu retionowego 2 oraz esterazy retinylu jest gtow-
nym enzymem metabolizujagcym retinoidy; co istotne, me-
tabolizuje on aktywng biologicznie forme retinoidow, kwas
retinowy, do zwigzkéw nieaktywnych lub mogacych sie od
niego rézni¢ pod wzgledem roli biologicznej [6]. Metaboli-
tami kwasu retinowego sa: catkowicie frans-3,4-didehydro-
kwas retinowy, 4-hydroxy-kwas retinowy, (4-OH-RA),
4-oxo-catkowicie-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
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5,6-epoxy-kwas retino-
wy [41,42]. Do chwili
obecnej nie ustalono,
czy wszystkie metabo-
lity kwasu retinowego
produkowane przez
CYP26 sg aktywne bio-
logicznie podczas or-
ganogenezy. Catkowi-
cie-frans-4-oxo-RA jest
uznawany za nieaktyw-
ny produkt degradacji
RA podczas rozwoju
embrionalnego myszy
[5,16]. Inne produkty
degradacji kwasu reti-
nowego, np. 18-hydro-
xy-RA i 5,6-epoxy-RA
hamuja wzrost linii
komérek nowotworo-
wych raka piersi [41] i
podobnie jak at-RA sty-
mulujg  réznicowanie
sie linii komdérkowych
hodowanych in vitro [42], U zarodk6w Xenopus catkowicie-
frans-4-0x0-RA jest zwigzany z regulacja specyfikacji regio-
nalnej; jego dziatanie teratogenne silniej niz nadmiar at-RA
moze zaburzac organizacje przednio-tylnej osi zarodka, po-
przez wzmocnienie ekspresji gendw Hoxb4 i Hoxb-9, skut-
kujace zanikiem przedniej czesci zarodka. Z kolei w przy-
padku embrionéw przepiérczych udowodniono, iz dzia-
tanie catkowicie-trans-oxo-RA jak réwniez 4-OH-RA oraz
5,6-epoxy-RA jest w stanie w petni zniwelowac negatywne
efekty niedoboru witaminy A [42]. Catkowicie-trans-4-oxo-
RA mardéwniez wieksze powinowactwo do RARa niz at-RA
i moze takze aktywowaé¢ RARp [41,42],

ekspresja
genu
docelowego

IZOMERY KWASU RETINOWEGO

Poza at-RA, rowniez inne izomery kwasu retinowego, ta-
kie jak 9-cz's-RA i 13-ris-RA moga taczy¢ sie z trzema typami
receptoréw RAR, wykazujac najwieksze powinowactwo do
RARa, a najstabsze do RARy [41]. Wrazliwos$¢ na dziatanie
poszczegdlnych izomeréw kwasu retinowego jest zmien-
na u réznych gatunkéw zwierzat kregowych, np. ludzie sg
bardziej wrazliwi na 13-ris-RA niz myszy i szczury, ktore
prawie wcale nie sg wrazliwe na ten izomer [1]. l1zomery
kwasu retinowego, takie jak 13-ris-RA i at-RA r6znig sie tak-
ze w poszczeg6lnych tkankach wzgledem powinowactwa
do biatka CRABP | [22], Wskazuje to na ztozono$é obecne-
go u kregowcéw systemu sygnalizowania przez retinoidy,
i mozliwy udziat ré6znych metabolitéw i izomeréw kwasu
retinowego w przesytaniu tego sygnatu.

Niektore izomery kwasu retinowego, np. 9-ris-RA sg je-
dynymi odmianami tego zwigzku, majagcymi zdolno$¢ ak-
tywacji receptora RXR. Endogenng forme 9-ris-RA wykryto
jednak jedynie u zarodkdéw Xenopus leavis, co wskazuje na
mozliwo$¢ indywidualnej aktywacji receptorow RXR jedy-
nie u tego gatunku. Z kolei u wyzszych kregowcéw, gtow-
ng drogg przekazywania sygnatu retinoiddw jest aktywacja
heterodimeréw RAR/RXR przez at-RA [12].
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ENZYMY SYNTETYZUJACE | DEGRADUJACE
KWAS RETINOWY ORAZ ICH ROLA W
REGULACJI LOKALNEGO POZIOMU

TEGO ZWIAZKU W TKANKACH

Dla prawidtowego rozwoju zarodka niezbedne jest wy-
tworzenie i podtrzymanie precyzyjnych miejscowych ste-
zen kwasu retinowego w tkankach. Zwigzek ten nie jest
produkowany przez wszystkie komaérki rozwijajagcych
sie tkanek, lecz wystepuje lokalnie, w Scisle okre$lonych
strukturach zarodka i ptodu [14]. Przypuszcza sie, ze ste-
zenie RA w tkankach jest regulowane przez dwa enzymy:
najwazniejszy enzym syntetyzujacy RA, tj. RALDH2 oraz
enzym rozktadajgcy kwas retinowy, CYP26 [43] (Ryc. 5).
Synteza obydwu enzymow jest regulowana przez kwas
retinowy, co stanowi mechanizm sprzezenia zwrotnego,
zapobiegajacy powstawaniu jego nieprawidtowych ste-
zen w tkankach. Promotor genu Cyp26 zawiera sekwencje
RARE, co wskazuje na istnienie mechanizmu samoregu-
lujgcego jesli chodzi o poziom lokalnego stezenia kwasu
retinowego [1], Ponadto w przypadku zarodkéw mysich
wykazano, ze kwas retinowy podany egzogennie w 8,5
dobie zycia ptodowego (8,5dpc) wptywa na obnizenie
transkrypcji genu dla Raldh2 po uptywie pierwszych 12
i 27 godzin. Wskazuje to na posredni, opézniony wptyw
egzogennego kwasu retinowego na zahamowanie synte-
zy retinoidéw i co za tym idzie wyciszenie endogennego
sygnatu kwasu retinowego i zniwelowanie teratogen-
nego efektu tego zwigzku [44]. W okresie okoto 8,5dpc
mysie zarodki sa najbardziej wrazliwe na egzogenne
dziatanie kwasu retinowego [45], Natomiast stadium
4/5 somitow zbiegajace sie z zapoczatkowaniem procesu
neurulacji, jest ,okienkiem czasowym", w ktérym kwas
retinowy jest niezbedny dla prawidtowego rozwoju za-
rodka [1], Rola enzyméw CYP26 i RALDH2 w kontrolo-
waniu sygnatu kwasu retinowego w rozwijajacych sie na-
rzadach, m. in. w sercu zostata udowodniona u zwierzat,
w przypadku ktorych zablokowana zostata ekspresja
gendéw dla tych enzyméw, co powodowato wystgpienie
w zarodkach charakterystycznych wad, zwigzanych z
nieprawidtowym poziomem sygnatu kwasu retinowego
[8,16,44,46-48],

WITAMINA A ATERATOGENEZA

Od wielu lat znany jest udziat witaminy A w wielu pro-
cesach fizjologicznych dorostego organizmu, oraz jej rola
jako potencjalnego morfogenu w ksztattowaniu osi orga-
nizmu (lewo- i prawostronnos$ci) i organogenezie podczas
rozwoju embrionalnego [1], Przyktadem moze by¢ stymu-
lowanie ekspresji niektorych gendw waznych dla morfoge-
nezy zarodka, takich jak genu hormonu wzrostu czy genéw
Hox przez kwas retinowy [49]. Badania wykazaty wysoki
stopien zachowania podobieristwa budowy w obrebie ge-
now kodujacych biatka odpowiedzialne za przekazywanie
sygnatow retinoidow wsrdd catego typu strunowcdow (Chor-
data), a szczegdlnie wérdd kregowcow [50].

Witamina A wraz z jej najbardziej aktywnym metaboli-
tem kwasem retinowym r6zni sie od innych witamin tym,
ze jej stezenie w tkance musi by¢ scisle okreslone aby nie
doprowadzi¢ do jej niedoboru jak i nadmiaru. Od ponad p6t
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wieku intensywne badania nad rolg witaminy A dowiodty,
ze zar6wno niedobor jak i nadmiar tego zwigzku podczas
rozwoju embrionalnego powoduje wady wrodzone wielu
narzagddw i tkanek. Najwazniejszymi strukturami, ktore
ulegajg teratogenezie pod wptywem niewtasciwego lokal-
nego stezenia witaminy A w tkankach sa: centralny ukiad
nerwowy, zwlaszcza tylomozgowie, rdzen kregowy, zwoje
czaszkowe, elementy twarzoczaszki, szczgka, zeby, konczy-
ny, pochodne skory takie jak tuski u ryb i piéra u ptakow,
organy czucia jak oczy, pecherzyk uszny, uszy zewnetrzne,
tuki gardtowe, uktad oddechowy, grasica, unaczynienie,
serce, przepona, uktad moczowo-ptciowy, gonady, nerki
oraz ogon [1,49,51-54],

WPLYW NIEDOSTATKU WITAMINY A
NA ROZWOJ ORGANIZMOW

Najwczesniejszy model zwierzecy deficytu retinoidéw
opracowano w pierwszej potowie XX wieku. U potom-
stwa ciezarnych samic zwierzgt utrzymywanych na die-
cie pozbawionej witaminy A powstawaty wady takie jak:
niedorozwdj oczu lub ich brak, rozszczepienie podniebie-
nia i wargi, ekotopowe potozenie nerek, i ro6zne defekty
drég moczowo-ptciowych [53]. Z powodu braku witami-
ny A powstawaty réwniez wady serca i wielkich naczyn,
takie jak nieprawidtowe ksztattowanie tukéw aorty,
tacznie z brakiem 4-tych i 6-tych tukéw po jednej lub po
obu stronach, wady stozka tetniczego, ubytek przegrody
miedzykomorowej oraz niedorozw0j $ciany miokardium
przejawiajacy sie jej scienczeniem [53]. Objawy wad nie
byly widoczne przed 13dpc, ale ich powstawaniu moz-
na byto zapobiec, poprzez podanie ciezarnym samicom
witaminy A najp6zniej w 10dpc [53], Poza efektami tera-
togennymi tylko 30% zarodkéw rozwijato sie do konca
cigzy, pozostate obumieraty, zatem brak witaminy A miat
réwniez wptyw letalny.

W innym modelu do$wiadczalnym pozbawienie genu
Raldh2, kodujacego dehydrogenaze aldehydu retinowego 2
(RALDH2), gtéwny enzym syntetyzujacy kwas retinowy
podczas embriogenezy, powodowato, ze zwierzeta nie
przezywaty diuzej niz do 10,5dpc [44,46]. Zarodki obumie-
raty z takimi defektami jak nieprawidtowe zagiecie zarod-
ka, nieprawidtowa segmentacja tytomézgowia (zaburzone
granice ekspresji genow Hox, oraz Wnt8 i Fgf8), nieprawi-
dtowy rozwoéj pecherzyka usznego, tutowia i konczyn oraz
wadliwe zapetlanie sie serca. Wady otrzymane u myszy
pozbawionych genu Raldh2 mozna zniwelowa¢ przez poda-
nie witaminy A [44] lub wszczepienie graftow z komorek
dzikich [48]. Podobne wady oraz zmniejszenie rozmiarow
watroby wraz ze $cieficzeniem $ciany miokardium wywota-
no u kurczat [10], a takie jak niewtasciwa segmentacja tyto-
moézgowia i zaburzenia kardiogenezy nawet u ptazéow [11].

WPLYW NADMIARU WITAMINY A
NA ROZWOJ ORGANIZMOW

Zagadnienie wptywu nadmiaru retinoidow na rozwaj
zarodka zostato po raz pierwszy opisane w pionierskich
pracach opublikowanych przez Cohlan [45] oraz Giroud
i Martinet [54], W zaleznos$ci od dawki i czasu podania,
obserwowano rézny odsetek przezywalnosci zarodkdéw
szczura oraz szerokie spektrum wad u przezywajacych
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zarodkéw. WsSrd6d roznorodnych zmian obserwowano:
obrzek ciata, przepukling mézgowa (ang. exencephalia),
wodogtowie, rozszczepienie kregostupa (ang. spina bi-
fida), brak ogona u zwierzat, matomozgowie, brak za-
mkniecia cewy nerwowej, redukcje rozmiaréw tytomo-
zgowia (brak wyksztatcenia sie niektorych rombomerow,
r4, r5). Podobne wady zaobserwowali Lammer i wsp.
[55] w przypadku ptodéw ludzkich i opisali te grupe
symptoméw jako embriopatia kwasu retinowego (ang.
retinoic acid embryopathy). Zmiany te byty spowodowane
leczeniem ciezarnych kobiet duzymi dawkami witaminy
A z przyczyn dermatologicznych (leczenie pochodnymi
witaminy A stosuje sie w niektoérych schorzeniach skory,
np. tradziku guzowatym czy tuszczycy). Obecnie poda-
wanie duzych dawek witaminy A (od 0,5 mg/kg masy
ciata dziennie wzwyz) u kobiet w wieku rozrodczym jest
obwarowane koniecznos$cig wykluczenia cigzy nawet w
ciggu dwoch lat od zaprzestania leczenia.

Opisane powyzej modele zwierzece zaréwno braku
(niedoboru) jak i nadmiaru witaminy A znajdujg obecnie
zastosowanie w prowadzeniu badan doswiadczalnych, w
takich przypadkach jak badanie szlakéw przekazywania
sygnatéw przez retinoidy oraz analiza embriogenezy wad
wrodzonych spowodowanych nadmiarem badz niedobo-
rem retinoidow.

ROLA RETINOIDOW W ROZWOJU SERCA ORAZ
UKELADU SERCOWO-NACZYNIOWEGO

Serce jest narzadem, ktéry podczas rozwoju embrio-
nalnego ksztattuje sie najwczesniej i najszybciej. Wraz
z rozwijajagcym sie uktadem krazenia podtrzymuje przy
zyciu rosngcy zarodek. Uktad sercowo-naczyniowy petni
zatem role nadrzedng wzgledem innych cze$ci zarodka,
a jego rozw0j znajduje sie miedzy innymi pod wptywem
mechanizmow regulowania przez kwas retinowy. Udo-
wodniono, ze petni on istotng role w ksztattowaniu sie
tego narzadu.

W oparciu o badania nad nizszymi kregowcami jak Da-
nio rerio i Xenopus leavis wykazano role sygnatowg kwasu
retinowego w ksztattowaniu sie¢ mezodermy bocznej, z kto-
rej pochodza komérki progenitorowe cewy sercowej. Blo-
kowanie sygnatu kwasu retinowego zapobiega tworzeniu
pierwotnej cewy sercowej u Xenopus [11] natomiast u Danio
rerio powoduje przestrzenne wspotzawodnictwo miedzy
komorkami progenitorowymi mezodermy bocznej dajacy-
mi poczatek cewie serca i koAczynie przedniej. Rezultatem
wspoétzawodnictwa tych dwu populacji komérek progeni-
torowych jest wydtuzenie wtoérnego pola sercotworczego
(patrz nizej) i brak wyksztatcenia sie koniczyny przedniej
[56].

W modelu do$wiadczalnym podwdjnych knock-outow
Raldh2-/~ u myszy wykazano, ze prawidtowe przekazywa-
nie sygnatu z udziatem kwasu retinowego jest niezbedne
dla wytworzenia pierwotnych naczyn w pecherzyku zoit-
kowym w procesie waskulogenezy. Zatem zwigzek ten w
okre$lonych stezeniach lokalnych reguluje proliferacje i
réznicowanie sie srédbtonka hemogennego i jest odpowie-
dzialny za utrzymanie potencjatu hematogennego tej linii
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komdrkowej oraz zapewnienie prawidtowego ksztattowa-
nia sie naczyn i przebudowy naczyniowej [57,58].

W badaniach wczesnych etapéw rozwoju serca wyka-
zano, ze kwas retinowy wptywa na wytworzenie feno-
typu przedsionkowego w rozwijajagcych sie komdrkach
progenitorowych serca [50] oraz tych, ktére zostaty juz
predestynowane do fenotypu komor [12]. Kwas retino-
wy wpltywa zatem na ksztattowanie sie pierwotnej cewy
serca wzdtuz jej przednio-tylnej osi oraz na jej specyfi-
kacje na poszczeg6lne struktury [59]. Zgodnie z tg teorig
przestrzenna zmienno$¢ sygnatu kwasu retinowego po-
jawia sie dzieki gradientowi stezen w mezodermie bocz-
nej oraz gradientowi stezenia jego gtdéwnego enzymu
syntetyzujacego, RALDH2, narastajgcemu w Kkierunku
tylnej czesci tuby serca [50]. Rola kwasu retinowego we
wczesnych etapach rozwoju serca polega na ogranicze-
niu puli kardiomiocytéw oraz ograniczeniu zawigzkéw
komér wzdtuz przednio-tylnej osi zarodka. Badania nad
zwierzetami pozbawionymi genu Raldh2 wykazaty, ze
podczas rozwoju serca kwas retinowy nie dziata bezpo-
Srednio na geny docelowe, lecz posrednio, poprzez ogra-
niczenie ekspresji Fgf8 w tylnej cze$ci mezodermy serco-
twérczej [60,61].

Zakres wspoiczesnych badan nad udziatem retino-
idow w rozwoju serca ssakow i ptakdw rozszerzyt sie
znacznie w wyniku odkrycia, ze cewa serca powstaje z
dwu populacji komdérkowych: jednej wywodzgacej sie z
pierwotnego a drugiej z wtornego pola sercotwdrczego.
Pierwotne pole sercotworcze (FHF) pochodzi z komé-
rek progenitorowych mezodermy bocznej, ktére migruja
bocznie i w kierunku przodu zarodka tworzgc zawigzek
w ksztatcie podkowy. Komorki pola sercotwdrczego sg
predestynowane do rozwoju ir6znicowania sie w kardio-
cyty oraz komoérki wsierdzia. Podczas rozwoju pierwot-
nej cewy serca oba konce podkowy zlewajg sie w jeden
twor podobny do cewy. Wczesna cewa serca pochodza-
ca z komérek FHF stanowi ,rusztowanie" dla dalszego
wzrostu i rozwoju serca. Dalszy rozw0j serca jest zalez-
ny od innej populacji komorek tworzacych tzw. wtorne
pole sercotwdrcze (SHF, ang. secondary heart field) i za-
siedlajacych poczatkowo cze$¢ przysrodkowg i doogo-
nowga podkowy serca, a po zagieciu gtlowowym zarodka,
zlokalizowanych w tzw. mezodermie gardtowej [62-64],
Komorki SHF stanowig w przewadze materiat dla rozwo-
ju drogi odptywu i prawej komory, oraz w niewielkim
stopniu przedsionkdédw, podczas gdy komorki pierwszego
pola budujg lewag komore i droge naptywu (zatoke zylng
i przedsionki) [65]. Podczas zapetlania sie serca komorki
wtdérnego pola sercotworczego sg dodawane do cewy ser-
ca od strony bieguna tetniczego. Powoduje to wydtuze-
nie drogi odptywu niezbedne do przyjecia prawidtowej
pozycji aorty wzgledem lewej komory i pnia ptucnego
wzgledem prawej komory, co zwigzane jest z m. in. ro-
tacjg wielkich naczyn wzgledem siebie. Komorki wtérne-
go pola sercotwdrczego sg dodawane rowniez od strony
bieguna zylnego serca wchodzac w sktad przedsionkow
[66].

Wyniki najnowszych badah z wykorzystaniem mar-
kerow molekularnych tej populacji wskazuja, ze rozwoj
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tej linii komorkowej oraz prawidtowe dodawanie SHF do
rozwijajacej sie cewy serca, zalezg w duzej mierze od pre-
cyzyjnego poziomu kwasu retinowego w ,okienku cza-
sowym", ktére w zarodku mysim rozcigga sie pomiedzy
7,75dpc a 10,5dpc [61,67,68]. Ponadto lokalizacja docelo-
wa komorek pochodzgcych z wtérnego pola sercotwor-
czego odpowiada miejscom najbardziej podatnym na te-
ratogenne witasciwosci kwasu retinowego. Podobienstwo
wad serca otrzymanych w wyniku teratogennego dzia-
tania kwasu retinowego do tych otrzymanych na skutek
ablacji SHF [65] nasuwa przypuszczenie, ze sygnat kwasu
retinowego jest bardzo istotny dla prawidtowego rozwo-
ju komorek wywodzacych sie z tej populacji. We wcze-
snych etapach kardiogenezy Zrodiem kwasu retinowego
jest mezoderma przyosiowa. Z tego obszaru sygnat tego
zwigzku dociera do serca, skutkujac ksztattowaniem sie
przednio-tylnej osi tuby sercowej oraz ograniczajac tylng
granice SHF. Gtéwna droga sygnatowa kwasu retinowego
w obrebie wtdrnego pola sercotworczego, odbywa sie po-
przez jego wptyw na ekspresje czynnikow wzrostu takich
jak Fgf8, Fgf9, FgflO, oraz czynnikow transkrypcyjnych
takich jak Isletl i Tbxl, z ktérych dwa ostatnie podlegajg
regulacji ze strony Fgf8. Zbyt staby sygnat kwasu retino-
wego powoduje odksztatcenie wtdrnego pola sercotwor-
czego ijego ekspansje w kierunku tylnym zarodka, co jest
widoczne w postaci wydtuzonej w kierunku tytu zarodka
ekspresji genow Fgf8, FgflO, Isetll i Thxl [60,61]. Skutkuje
to niepetnym dodawaniem komorek SHF do cewy ser-
ca. Rezultatem tego zmniejszenia udziatu komoérek SHF
w budowie cewy serca jest skrécenie drogi odptywu i
niedopasowanie aorty do lewej komory, a pnia ptucne-
go do prawej komory, przejawiajace sie wadami stozka
i pnia tetniczego serca. U myszy z brakiem obu genéw
dla Raldhl, wtdrne pole sercotwércze przybiera wyd#tu-
zony ksztatt i nie rozwija sie prawidtowo [60]. Kwas reti-
nowy dziata zatem na wtdrne pole sercotworcze poprzez
ograniczenie obszaru ekspresji Fgf8 i innych zwigzanych
z tym czynnikiem genow. Kwas retinowy dziata réwniez
na biologie komdrek progenitorowych, ktérych siedzi-
ba jest serce ptodowe, na co wskazujg ostatnie badania
[69], PodwoOjne mutanty Raldh2-/~ wykazujg zwiekszong
liczbe komoérek progenitorowych serca, w ktérych obser-
wuje sie wzrost ekspresji ich charakterystycznych marke-
row, oraz znaczne zmniejszenie liczby nowopowstatych
naczyn wiencowych. W poézniejszych etapach rozwoju
najwazniejszym zréddtem kwasu retinowego w sercu jest
nasierdzie. Nasierdzie petni role regulatorowg w stymu-
lowaniu wzrostu miokardium. Ablacja nasierdzia pro-
wadzi do zmniejszenia grubosci warstwy miokardium,
a regulacja tego oddziatywania odbywa sie poprzez RA,
ktory kontroluje ekspresje genow Fgf8 i Fgf9. Ponadto za
posrednictwem czynnikéw wzrostu kwas retinowy od-
dziatuje takze na rozwdj naczyn zylnych serca [69],

U wyzszych kregowcow, takich jak ptaki, czy myszy,
stwierdzono udziat kwasu retinowego w ksztattowaniu
sie naczyn pochodzacych z tukéw gardtowych oraz jego
wptyw na wczesne i dalsze etapy rozwoju serca, takie
jak prawidtowe zapetlanie sie cewy serca, formowanie
sie poduszeczek wsierdziowych, ksztaltowanie stozka
i pnia tetniczego, przegrody miedzykomorowej i pra-
widtowej grubosci miokardium. W wyniku blokowania
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szlaku przekazywania sygnatu, w ktérym uczestniczy
kwas retinowy obserwowano rowniez zmniejszenie licz-
by komérek grzebienia nerwowego migrujacych do serca
[8,46]. Wady stozka i pnia tetniczego serca prowadzace
do transpozycji wielkich naczyn (TGA), dwuujsciowej
prawej komory (DORYV), tetralogii Fallota (ToF) wraz z
towarzyszacym ubytkiem przegrody miedzykomorowej
oraz atrezjg zastawki aortalnej i mitralnej obserwowano u
myszy poddanych jednorazowej dawce kwasu retinowe-
go w 8,5dpc rozwoju embrionalnego [70]. Mechanizmem
dziatania nadmiaru kwasu retinowego w powstawaniu
tych wad jest miedzy innymi nieprawidtowe odktadanie
sie macierzy pozakomorkowej w poduszeczkach wsier-
dziowych serca [71].

KOMORKI GRZEBIENIA NERWOWEGO JAKO
CEL DZIALANIA SYGNALU RETINOIDOW
W ZARODKOWYM SERCU

Populacja komdérek grzebienia nerwowego lezgca w
tylomo6zgowiu, pomiedzy plakodg uszng, a koncem so-
mitu trzeciego, zwana populacjg sercowych komorek
grzebienia nerwowego, zasiedla serce i wielkie naczynia.
Poczawszy od 8dpc do 9,5dpc u myszy rozpoczyna sie
migracja sercowych komodrek grzebienia nerwowego w
kierunku serca [72], U kurczat migracja rozpoczyna sie
dwiema falami: pierwsza poczawszy od stadium 9 HH
druga od stadium 12 HH (w skali Hamburgera i Hamil-
tona) [73]. W czasie migracji komorki te sg juz predesty-
nowane aby stac sie sktadnikami struktur serca. U myszy
pierwsza pula komorek grzebienia nerwowego osigga
biegun tetniczy serca miedzy 9,5 a 10,5dpc [12], podczas
gdy biegun zylny osiggajg okoto IlI,5dpc. Migracja odby-
wa sie grzbietowo-bocznie i Srodkowo oraz pomiedzy so-
mitami, nastepnie komorki wnikajg w przestrzen miedzy
tetnicami tukow 3, 4 i 6 i docierajg do serca [72], W sercu
komorki te wchodza w sktad istotnych struktur: przegro-
dy aortalno-ptucnej [74], bieguna zylnego serca [74-76],
unerwienia wspoétczulnego i przywspdélczulnego serca
[77], nasierdzia otaczajgcego ujscie tetnic wiencowych
oraz w niewielkiej liczbie wchodzg w sktad poduszeczek
wsierdziowych przedsionkowo-komorowych, tworzac
~jezyki", ktore z przegrody aortalno-ptucnej wnikaja do
poduszeczek wsierdziowych stozka [74,75]; nieliczne ko-
morki znajdowane sg takze w krezce grzbietowej serca
i wokdt obszaru zyt ptucnych [74,75]. Komérki grzebie-
nia nerwowego po6zno migrujacej populacji zasiedlajg
proksymalne czesci tetnic tukéw gardtowych i stanowia
niewielkg cze$¢ poduszeczek wsierdziowych stozka [73].
Ablacja sercowych komoérek grzebienia nerwowego po-
woduje wady stozka i pnia tetniczego serca, podobne do
tych, ktére sg wynikiem nadmiaru lub niedoboru kwa-
su retinowego. Wykazano, ze sygnat tego zwigzku jest
niezbedny do prawidtowej migracji komdrek grzebienia
nerwowego [1,44,46]. Zmiana jego poziomu moze zabu-
rza¢ ten proces przez zmiane miejsca emigracji komorek
grzebienia nerwowego z cewy nerwowej [54], ich wzmo-
zong apoptoze w trakcie migracji [44] oraz zaburzone
roznicowanie sie tych komorek [12,44], ROwniez u myszy
0 zmutowanym genie Fgf8 (lub Tbxl) wykazano zmniej-
szong inwazje sercowych komorek grzebienia nerwo-
wego do serca oraz ich zwiekszong apoptoze w tukach
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gardtowych [51,73], Zatem szlaki sygnatowe, w ktérych
uczestniczg Fgf8, Thxl oraz kwas retinowy sg podobne
pod wzgledem wptywu na migracje populacji komdrek
grzebienia nerwowego do serca. Hutson i wsp. [77] wy-
kazali, ze ablacja komorek grzebienia nerwowego podno-
si poziom Fgf8 w rejonie wtérnego pola sercotwdérczego
i zapobiega dodawaniu komoérek SHF do rosnacej cewy
serca. Rezultatem braku migracji komorek SHF do cewy
serca jest brak jej wydtuzania, niezbedny do prawidtowe-
go zapetlania sie serca i prawidtowego ksztattowania sie
drogi odptywu w relacji komory lewej z aortg i komory
prawej z pniem ptucnym [78]. Zatem komarki grzebienia
nerwowego dziataja w sposéb posredni na rozwéj ko-
maérek wtérnego pola sercotworczego, za pomocg FGF8.
Ich dziatanie jest podobne do efektu wywieranego przez
kwas retinowy, tj. ograniczajace ekspansje komorek SHF
w kierunku ogonowym zarodka [77],

PODSUMOWANIE

Podsumowujac, sygnat pochodzacy od kwasu retino-
wego za posrednictwem FGF8 oraz nieznany sygnat idg-
cy od sercowych komérek grzebienia nerwowego row-
niez za posrednictwem FGF8 odgrywaja znaczacg role w
prawidtowym ksztattowaniu sie stozka i pnia tetniczego.
Subtelne zaburzenia w tym szlaku przekazywania sy-
gnatéw przyczyniajg sie do powstawania wad stozka i
pnia tetniczego w rozwijajagcym sie sercu. Petne scharak-
teryzowanie szlakéw sygnatowych, w ktérych zwigzki
chemiczne pochodzgce z diety matki majg wptyw na ak-
tywacje gendéw w rozwijajacym sie sercu ptodu ma zna-
czenie nie tylko w sensie czysto poznawczym. Moze ono
odegra¢ kluczowg role w zrozumieniu mechanizmu po-
wstawania rozlicznych wad w rozwijajagcym sie sercu i w
efekcie doprowadzi¢ do opracowania skutecznych metod
terapeutycznych stuzacych zapobieganiu wystepowania
tych defektow. Sprawia to, ze temat ten jest atrakcyjnym
obszarem badan i najprawdopodobniej bedzie on dogteb-
nie eksplorowany przez wiele grup badawczych w naj-
blizszych latach.
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Retinoids —their metabolites, action, and role in heart development
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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 following review
summarises recent developments regarding this subject.
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ferazowy
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STRESZCZENIE

Bifidobakterie i metabolizowane przez nie cukry od kilkudziesieciu lat cieszg sig ogrom-
nym zainteresowaniem w przemysle spozywczym i farmaceutycznym. Prowadzenie ob-
szernych badan nad bifidobakteriami jest podyktowane rosnacg wiedzg na temat roli tych
mikroorganizméw. Przedstawiona praca stanowi podsumowanie aktualnego stanu wiedzy
na temat bifidobakterii i fermentowanych przez nie fruktanéw typu inuliny. W pierwszej
czesci artykutu opisano bifidobakterie, w tym ich wystepowanie i udokumentowany, ko-
rzystny wptyw na zdrowie cztowieka. W drugiej czesci scharakteryzowano fruktany typu
inuliny, m.in. ich strukture i wystepowanie, jak rowniez enzymy hydrolizujgce wigzania
P-(2,1)-glikozydowe w fruktanach, a takze zr6znicowang aktywno$¢ bifidobakterii w degra-
dacji tych cukréw.

WPROWADZENIE

Bifidobakterie po raz pierwszy zostaty wyizolowane przez H. Tissier'a w 1899
roku i pod nazwg Bacillus bifidus opisane jako dominujgca u niemowlat karmio-
nych mlekiem matki mikroflora jelitowa, ktéra korzystnie wptywa na zdrowie
gospodarza. Taksonomia tych bakterii ulegata zmianom. Probowano zaliczac je
do rodzajow Bacillus, Bacteroides, Nocardia, Lactobacillus i Corynebacterium, zanim
wreszcie w 1974 roku zostaty uznane jako oddzielny rodzaj Bifidobacterium [1].
Obecnie rodzaj ten obejmuje az 31 gatunkdéw i9 podgatunkéw, pogrupowanych
na podstawie naturalnego srodowiska wystepowania oraz cech fenotypowych,
takich jak morfologia komérki, czy profil fermentacji sacharydéw. Do detekcji
i identyfikacji tych bakterii stosowane sg tradycyjne metody hodowlane z uzy-
ciem selektywnych podtéz, zawierajacych np. chlorek litu, propionian sodu,
btekit aniliny czy antybiotyki, np. neomycyne, polimyksyne B, mupirocyne, a
takze metody biologii molekularnej oparte na analizie kwaséw nukleinowych.
Do najczesciej wykorzystywanych nalezg: hybrydyzacja fluorescencyjna in situ
(FISH), elektroforeza w zmiennym 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, tuf
GroEL [2,3]. Uzycie metod genetycznych pozwolito zaklasyfikowaé wiekszos¢
sposréd znanych dotad gatunkéw bifidobakterii do szesciu klastréw filogene-
tycznych, takich jak B. boum, B. asteroides, B. adolescentis, B. pollorum, B. longum i
B. pseudolongum [4].

OGOLNA CHARAKTERYSTYKA BIFIDOBAKTERII

Bifidobakterie sa jednymi z najwazniejszych drobnoustrojéw zasiedlajgcych
przewod pokarmowy cztowieka i zwierzat, jak rowniez owaddéw (np. pszczoly
miodnej), a takze btony sluzowe jamy ustnej i drég rodnych [2], W organizmach
ludzi wystepuje az 12 gatunkéw 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, ze bifidobakterie sg jednymi z pierwszych mikro-
organizmow zasiedlajacych jatlowy przewod pokarmowy noworodka i stanowiag
najwieksza grupe mikroflory jelitowej (nawet 95% catej populacji) w okresie
karmienia mlekiem matki [9,10]. Wynika to ze zdolno$ci bifidobakterii do wy-
korzystywania sktadnikéw mleka ludzkiego, zwtaszcza sacharydéw, takich jak:
laktuloza, krotkotancuchowe trisacharydy (np. sialyllaktoza, fukozylolaktoza)
oraz wysokoczgsteczkowe glikany zbudowane z N-acetylolaktozaminy [3,4,11-
13]. Bifidobakterie, pomimo obserwowanych wraz z wiekiem i dietg zmian w
mikroflorze jelitowej, wystepuja rowniez u oséb dorostych, chociaz w znacznie
mniejszej liczbie. Wyniki metod hodowlanych pokazuja, ze bakterie z rodzaju
Bifidobacterium sg pod wzgledem udziatu ilosciowego trzecim rodzajem (po Bac-
teroides i Eubacterium) i stanowig od 3% do 6% catkowitej populacji tej mikroflory
[14-17], Natomiast analizy metagenomowe wskazujg na wiekszg r6znorodnos¢
ekosystemu jelita. Stwierdzono, iz u dorostego cztowieka dominujg gtéwnie dwa
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typy, tj. Bacteroidetes i Firmicutes, a ponadto licznie wystepu-
ja Actinobacteria, Proteobacteria, Fusobacteria i Tenericutes, za$
bifidobakterie stanowig grupe nieliczng [3,8].

Mikroorganizmy z rodzaju Bifidobacterium sg bakteriami
Gram(+), katalazo ujemnymi (za wyjatkiem B. indicum i B.
asteroides) i nie tworzg przetrwalnikéw. Ich komérki maja
zwykle posta¢ nieregularnych, rozgatezionych pateczek
w ksztatcie litery V lub Y, a ich forma morfologiczna zale-
zy od gatunku, warunkéw hodowli i fazy wzrostu [3,18].
Omawiane mikroorganizmy nie poruszaja sie, natomiast
wykazujg zdolno$¢ adherencji do komorek nabtonka jeli-
ta. Wazng rolg w utrzymaniu ich w naturalnym $rodowi-
sku bytowania peinig biatka powierzchniowe z motywem
LPXTG [3], lipoproteina BopA, kwasy lipotejchojowe [19],
fimbrie, a takze egzopolisacharydy, ktdre w przypadku B.
longum, zbudowane sg gtownie z reszt galaktozy i glukozy,
za$ w przypadku B. breve i B. bifidum — z czasteczek ram-
nozy [4,15,18].

Bifidobakterie zalicza sie do bakterii beztlenowych, cho-
ciaz wsrdd niektérych gatunkéw obserwuje sie tolerancje na
tlen. Do szczegdlnie wyr6zniajacych sie naleza B. boum i B.
thermophilum, ktore charakteryzuja sie nawet lepszym wzro-
stem w atmosferze zawierajgcej 20% O, i 80% N2 natomiast
w typowych warunkach tlenowych nie wykazujg wzrostu
[18,20]. W przypadku niektérych szczepéw stwierdzono,
ze tolerancja na tlen jest spowodowana aktywnoscig oksy-
dazy NADH, peroksydazy NADH, dysmutazy nadtlenko-
wej lub reduktazy tioredoksyny [3,15]. Najnowsze badania
wykazaty, ze szczepy B. scardovii BAA773 i B. adolescentis
ATCC15703 hodowane w pozywce zawierajgcej niskie ste-
zenia czynnika redukujgcego tlen (np. chlorowodorek cy-
steiny) lub nawet bez takiego dodatku, moga syntetyzowac
granule polifosforanu (poli P). Ziarna te sg wytwarzane i
gromadzone wewngatrz komarki przez bifidobakterie w od-
powiedzi na stres oksydacyjny. Moga réwniez przyczynié
sie do wiekszej tolerancji na inne czynniki $rodowiska, ta-
kie jak np. niskie pH, a takze pozwoli¢ na efektywniejsza
kolonizacje tych bakterii in vivo. W przypadku B. scardovii
BAAT773 zidentyfikowano gen ppk kodujacy kinaze polifos-
foranowg (EC 2.7.4.1), ktora katalizuje reakcje syntezy poli
P. Co wiecej, na bazie analizy sekwencji nukleotydowej
stwierdzono, ze w/w gen wykazuje od 91 do 87% identycz-
nosci z sekwencjami genu ppk innych bifidobakterii [21].

Bifidobakterie nalezg do typu Actinobacteria. Ich materiat
genetyczny charakteryzuje sie wysoka zawarto$cig nukle-
otydéw G+C (od 42 do 67 mol%). Natomiast ze wzgledu na
beztlenowy rozktad sacharydow klasyfikuje sie je do bak-
terii fermentacji mlekowej, chociaz filogenetycznie sg od tej
grupy odlegte [18].

Srodowisko zasiedlane przez bifidobakterie, jak np. jelito
grube, jest ubogie w mono- i disacharydy, obfituje zas§ w nie
trawione przez endogenne enzymy w gornej czesci przewo-
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 takze substancje produkowane
przez gospodarza, np. mucyne, glikosfingolipidy, kwas hia-
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luronowy, czy heparyne [3,15,18]. Opisywane drobnoustro-
je bardzo dobrze przystosowaty sie do wykorzystania jako
zrédta wegla dostepnych w jelicie ztozonych sacharydow,
gtéwnie poprzez biosynteze licznych enzymoéw o zrézni-
cowanych wiasciwosciach hydrolitycznych [4,22], Przykia-
dowo Schell i wsp. [15] wykazali, ze ponad 8% genomu B.
longum NCC2705 stanowig geny zwigzane z metabolizmem
oligosacharydéw, przy czym samych tylko hydrolaz gliko-
zydowych, kodowanych w sekwencji nukleotydowej jest
ponad 40. Enzymy te, wewnatrz lub na zewnatrz komorki,
degraduja ztozone sacharydy do monocukrow. Uzyskane
produkty hydrolizy moga by¢ dalej metabolizowane w uni-
kalnym tzw. szlaku bifidus do kwasu octowego i mlekowe-
go (w teoretycznej proporcji 3:2), a cze$¢ pirogronianu moze
by¢ przeksztatcana w etanol i kwas mréwkowy. Wiadomo,
ze rodzaj i zawarto$¢ koncowych metabolitéw zalezy od
szczepu, rodzaju i stezenia sacharydéw. W przypadku fer-
mentacji stezonych fruktanéw typu inuliny obserwowano
wzrost produkcji kwasu octowego kosztem mlekowego, za$
przy niskim stezeniu tych cukréw powstawato wiecej kwa-
su octowego i mréwkowego oraz etanolu (Ryc. 1) [23].

Bifidobakterie charakteryzujg sie unikalnym sposobem
fermentacji sacharydéw, ze wzgledu na udziat ketolazy
fruktozo-6-fosforanowej, ktéra rozczepia fruktozo-6-fo-
sforan do erytrozo-4-fosforanu i acetylofosforanu. Gen ko-
dujacy ketolaze fruktozo-6-fosforanowg 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 kodujgce zaréwno biatka
szlaku bifidus, szlaku Leloira, jak i biatka cyklu kwasow
trikarboksylowych (TCA), za wyjatkiem dehydrogenazy
2-oksoglutarowej, dehydrogenazy jabtczanowej oraz fu-
marazy (Ryc. 1). Co wiecej, w wyniku przeprowadzonych
badan molekularnych, zidentyfikowano sekwencje kodu-
jace biatka odpowiedzialne za transport cukrow do ko-
morki, takie jak transportery ABC, PTS, MFS, GPH i MIP
[3,17], Ostatnie badania ujawnity istnienie nowego unikal-
nego szlaku metabolicznego GNB/LNB, niezbednego do
hydrolizy disacharydéw mleka ludzkiego, LNB oraz gliko-
koniugatéow, GNB. Kluczowym enzymem tego szlaku jest
fosforylaza (3-1,3-galaktozylo-N-acetyloheksozaminy, ktéra
hydrolizuje substraty z udziatem nieorganicznego fosforu
(Ryc. 1) [12].

PROZDROWOTNE WEASCIWOSCI BIFIDOBAKTERII

Powszechnie uwaza sig, ze omawiane bakterie ko-
rzystnie wplywajg na organizm gospodarza, jednakze
oddziatywanie to musi by¢é udokumentowane. Wiadomo,
ze aktywno$¢ probiotyczna jest charakterystyczna tylko dla
danego szczepu i nie mozna jej przypisa¢ innym szczepom
nalezagcym do tego samego gatunku, czy blisko spokrewni-
onym [24,25]. Nazwa ,,probiotyk" pochodzi z jezyka grec-
kiego od pro bios, co oznacza ,,dla zycia”. Wedtug definicji
podawanej przez Schrezenmeir i De Vrese [26] probiotyk, to
preparat lub produkt zawierajgcy wystarczajgcg liczbe zy-
wych, zdefiniowanych mikroorganizmdw, ktdre zmieniajg
mikroflore w poszczegélnych organach gospodarza przez
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je rozrost komérek nabtonka
okreznicy [29]. Wykazano réow-
niez, ze kwasy mlekowy i octo-
wy moga by¢ przeksztatcane do
kwasu mastowego przez inne
bakterie zasiedlajgce okreznice,
tj. nalezace do rodzaju Rosebu-
ria i Eubacterium [30,31]. Z kolei
kwas mastowy stymuluje apop-
PTS toze komorek rakowych, a wiec
: moze chroni¢ przed rozwojem
nowotworéw i/lub wrzodziejg-
cym zapaleniem okreznicy. Po-
nadto, kwas ten jest preferowa-
nym zrédiem energii dla komo-
rek nabtonka jelita, wptywa na
ich rozrost poprzez uwalnianie
czynnikéw wzrostu albo w wy-
niku bezposredniego dziatania
na geny regulujace ich rozmna-
Zanie [27,32-34].

Istniejg rowniez dowody, ze
krotkotancuchowe kwasy ttusz-
czowe i kwas mlekowy stymu-
lujg absorpcje wody i sodu oraz
polepszajg perystaltyke jelita,
H* przez co chronig przed zapar-
ciami [1,35]. Co wiecej, kwasy te
przyczyniajg sie do zwiekszenia
przyswajalnosci sktadnikéw mi-
neralnych, w tym gtdwnie wap-

arabinogalaktyny
ryboza arabinoza

glukoza

galaktoza

melibioza, pentozydy

sacharydy typu glicerolu

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-1-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

niskie stezenie "
fruktanéw typu inuliny : H*

29)

nia, magnezu i zelaza. Wymie-
nione mineraty zwykle wystepu-
ja w potgczeniu z innymi zwigz-
kami w zywnosci, w postaci
H* tzw. komplekséw, z ktérych sg
uwalniane dopiero po osiagnie-
ciu jelita grubego. Mozliwosé
ich wchtaniania przez nabtonek
okreznicy to efekt wiekszej roz-
puszczalno$ci tych skitadnikéw
oraz wzrostu ich ilosci w formie
jonowej, w zakwaszonym przez
krotkotancuchowe kwasy kar-
boksylowe srodowisku [35-38].

etanol sacharoza

(EC 1.1.1.42); (12) akonitaza (EC 4.2.1.3); (13) syntaza cytrynianowa (EC 2.3.3.1); (14) dehydrogenaza jabtczanowa; (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 mréwczanowa (EC 2.3.1.54);
(29) dehydrogenaza alkoholowa (EC 1.1.1.1); (30) karboksylaza fosfoenolopirogronianowa (EC 4.1.1.31); na podstawie

artykutéw [3,12,17,23]

implantacje lub kolonizacje i w ten spos6b pozytywnie od-
dziatujg na jego zdrowie.

Liczne przeprowadzone badania wskazujg, ze waznym
czynnikiem sg wytwarzane przez bifidobakterie w procesie
fermentacji monocukréw metabolity, takie jak krotkotancu-
chowe kwasy karboksylowe. Produkty te sg absorbowane
z okreznicy i dalej metabolizowane przez watrobe, mie-
sien sercowy i moézg [9,27,28], Dodatkowo, kwas octowy
poprawia przeptyw krwi przez btone $luzowg i stymulu-
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Kolejng zdrowotng wiasci-
woscia bakterii z rodzaju Bifido-
bacterium oraz ich kwasowych
metabolitow jest obnizanie po-
ziomu cholesterolu w surowicy

krwi. Proponowany mechanizm
zmniejszenia stezenia tego sktadnika w organizmie wigze
sie z biosyntezg hydrolazy soli zétci, nazywanej tez hydro-
laza choliloglicyny (EC 3.5.1.24). Stwierdzono, ze wiekszo$é
bifidobakterii wykazuje wyzsza aktywno$¢ BSH niz inne
mikroorganizmy jelitowe. Enzym ten hydrolizuje wigza-
nia amidowe w kwasach zoétciowych skoniugowanych z
tauryng lub glicyna, z uwolnieniem pierwotnych kwasow
z6tciowych. Produkty te, z powodu stabej rozpuszczalnosci,
tatwo ulegajg wytragceniu w niskim pH, co w rezultacie pro-
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wadzi do ich wydalania z przewodu pokarmowego. llos¢
kwaséw zo6tciowych, ktdra nie zostata zaadsorbowana z jeli-
ta do ponownego uzycia, musi by¢ wytworzona na nowo w
watrobie z cholesterolu zawartego we krwi [39-41].

Innym mechanizmem redukujacym stezenie cholesterolu
w surowicy moze by¢ zmniejszenie absorpcji tego sktadnika
z pokarmu do krwi. Proces ten moze zachodzi¢ na skutek
asymilacji cholesterolu przez komorki bifidobakterii albo
jego wytrgcania w zakwaszonym s$rodowisku jelita. Jak za-
obserwowano w badaniach in vitro, cholesterol ulega precy-
pitacji z podtoza hodowlanego bifidobakterii razem z deko-
niugowanymi solami zétci, w pH ponizej 5,0 [42].

Bifidobakterie znane sg rowniez z tego, ze obnizajac pH
tresci jelita przyczyniajg sie do zmniejszenia poziomu licz-
nych szkodliwych substancji, m.in. amoniaku we krwi. W
obecnosci jonéw wodorowych amoniak przeksztatca sie w
jony amonowe, a te nie ulegajg dyfuzji z jelita grubego, co
zapobiega hiperamonemii [9,43], Obnizenie poziomu amo-
niaku w okreznicy moze by¢ takze wynikiem zdolnosci
bifidobakterii do wykorzystania tego zwigzku jako zrédta
azotu [1,15]. Udowodniono tez, ze zakwaszenie tresci jelita
przez metabolity wytworzone przez bifidobakterie w pro-
cesie fermentacji sacharydow hamuje wzrost drobnoustro-
jow chorobotwérczych z rodzajéw Staphylococcus, Shigella,
Salmonella, czy enteropatogennych szczepéw E. coli, a takze
niektérych gatunkéw Bacillus i Clostridium [1,9,32,35,1S-
IS]. Co wiecej, antagonizm bifidobakterii w stosunku do
szkodliwych drobnoustrojow jest zwiazany z bhiosyntezg
substancji innych niz kwasy organiczne [46-48]. Takimi
zwigzkami moga by¢ np. bakteriocyny. Wykryto, ze szczep
B. bifidum NCFB1454 syntetyzuje bakteriocyne o nazwie
Bifidocin B, ktéra wykazuje aktywno$¢ antybakteryjng wo-
bec kilku rodzajoéw, takich jak Listeria, Bacillus, Enterococcus
i Pedicoccus [49]. Natomiast w genomie szczepu B. longum
DJO10A Lee i wsp. [50] zidentyfikowali gen kodujacy lan-
tybiotyk, czyli peptyd zaliczany do | grupy bakteriocyn.
Bakterie z rodzaju Bifidobacterium mogg rowniez wytwarzaé
substancje podobne do bakteriocyn oraz czasteczki lipo-
filowe o masie <35 kDa [6,51,52]. Utrzymaniu rownowagi
w sktadzie mikroflory jelitowej i ochronie przed infekcjami,
czy ztagodzeniu ich objawow sprzyja tez zdolno$¢ adher-
encji bifidobakterii do nabtonka jelita oraz konkurencja o
sktadniki pokarmowe.

Ustabilizowany skiad mikroflory jelitowej chroni przed
stanami zapalnymi, a tym samym przed powstawaniem
nowotworéw. Wiadomo, ze do gtéwnych czynnikéw wiru-
lencji zalicza sie toksyny bakteryjne, ktére dziatajg specy-
ficznie na komorki gospodarza —ingeruja w szlaki przeka-
zywania sygnatow, zaktdcajg prawidtowy podziat komorek
i procesy apoptozy, a niektore toksyny, np. CDT bakterii
E. coli, Campylobacter spp., bezposrednio uszkadzajag DNA
[53]. Ponadto, bifidobakterie hamujac rozwoj niekorzyst-
nych mikroorganizméw w okreznicy, powodujg obnizenie
zawarto$ci produktéw ich metabolizmu, a w szczeg6lnosci
enzymoOw uczestniczagcych w procesie kancerogenezy, ta-
kich jak (3-glukuronidaza (EC 3.2.1.31), nitroreduktaza (EC
1.7.1.1), azoreduktaza (EC 1.7.1.6), hydrolaza kwasu gliko-
cholowego (EC 3.5.1.24), przez co chronig przed rozwojem
nowotworéw okreznicy [1,34,36].
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Jeszcze inny mechanizm dziatania przeciwnowotworo-
wego moze wigzaé sie ze stymulacja systemu immunolo-
gicznego. Lee i wsp. [54] na podstawie przeprowadzonych
badan in vitro stwierdzili, ze ekstrakt bezkomdrkowy B. ado-
lescentis SPM0212 otrzymany przy uzyciu butanolu hamuje
proliferacje ludzkich komérek nowotworowych nabtonka
jelita linii HT-29, Caco-2. Natomiast w przypadku mysich
makrofagéw RAW 264.7 powoduje zmiane morfologii oraz
indukuje ich aktywno$¢, co prowadzi do znacznego wzro-
stu sekrecji czynnika martwicy nowotwordw (TNF-a, ang.
tumor necrosis factor) i tlenku azotu, czynniki te sg regulato-
rami immunologicznymi i sg cytostatyczne wobec komdrek
nowotworowych. W innych badaniach zaobserwowano,
ze na stymulacje systemu immunologicznego majg wptyw
zaréwno zywe komorki bifidobakterii, jak i ekstrakty bez-
komoérkowe oraz frakcje Sciany komdrkowej. Molekularny
mechanizm immunomodulacji pozostaje nadal nie wyja-
$niony, chociaz uwaza sie, ze biorg w nim udziat specyficz-
ne czasteczki bakteryjne i receptory komérek gospodarza,
ktére modulujg dalszg odpowiedz. Czasteczkami bakteryj-
nymi sa najczesciej komponenty $ciany komorkowej: pep-
tydoglikan, kwas lipotejchojowy, wewnatrz i zewnatrzko-
morkowe polisacharydy oraz lipoproteina BopA [55-57].

W badaniach in vitro zaobserwowano, ze poszczeg6lne
gatunki bifidobakterii, a nawet szczepy nalezgce do tych
samych gatunkéw, indukujg specyficzny profil cytokin w
liniach komoérkowych nabtonka jelita. Testowane szczepy
najczesciej stymulujg wytwarzanie IL10, a takze zwiekszajg
odpowiedZ typu Thl poprzez wzrost poziomu interfero-
nu y (IFN-y) i redukcje IL-4 [55,56,58-61]. Co wiecej, ostat-
nie analizy profilu cytokin wytwarzanych przez komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC) inkubowanych
w obecnosci trzech szczepow B. bifidum wykazaly po raz
pierwszy znaczace wydzielanie IL-17 oraz wysoki stopien
IL-ip/IL-12, co wedtug Lopez iwsp. [56] moze mie¢ wazne
znaczenie w obronie gospodarza przeciw szkodliwym mi-
kroorganizmom.

Najnowsze badania wskazujg, ze dziatanie przeciwza-
palne B. aniamlis AHC7 wynika z modulacji aktywnosci
czynnika jadrowego kB (NF-kB, ang. nuclear factor kB), ak-
tywowanego w odpowiedzi na infekcje zwigzane z modu-
lacjag produkcji prozapalnych cytokin w btonie $luzowej
[61], NF-kB wystepuje w stanie nieaktywnym w cytopla-
zmie w potaczeniu z inhibitorem 1k. Dopiero fosforylacja
i degradacja tego inhibitora powoduje aktywacje NF-kB i
jego transport do jadra komérkowego, gdzie kontroluje eks-
presje okoto 200 gendw, zwigzanych z waznymi procesami
komérkowymi, takimi jak proliferacja, r6znicowanie oraz
apoptoza. NF-kB jest m.in. odpowiedzialny za wytwarzanie
antyapoptycznych biatek np. IAP, Bcl-2 [53,62]. O'Mahony
i wsp. stwierdzili, ze poréwnaniu z prébami kontrolnymi,
myszy zainfekowane S. typhimurium i karmione B. animals
AHC7 wykazywaty zmniejszong aktywno$é NF-kB. Mole-
kularny mechanizm modulacji NF-kB dotychczas nie zostat
wyjasniony. Przypuszcza sig, iz B. animals AHC7 indukuje
odpowiedz komérek dendrycznych, co poprzez zwigksze-
nie ekspresji czynnika Foxp3 (ang.forkhead box P3) w natyw-
nych limfocytach T, prowadzi do zmniejszenia aktywnosci
NF-kB [61],
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Stymulacja systemu immunologicznego przez bifidobak-
terie chroni przed chorobami atopowego zapalenia skory i
alergiami pokarmowymi. W badaniach przeprowadzonych
przez Kim i wsp. [63] na indukowanych albuming jaja ku-
rzego modelowych myszach, ktdrym podawano Bifidobacte-
rium lactis ADOII, zaobserwowano w surowicy zahamowa-
nie wytwarzania przeciwciat IgE i 1gGl, specyficznych wo-
bec owoalbuminy w poréwnaniu z prébg kontrolng (myszy
nie karmione bifidobakteriami).

Bifidobakterie poprawiajg réwniez tolerancje wobec lak-
tozy. Wiadomo, ze objawiajacy sie zaburzeniami jelitowymi
(wzdecia, biegunki), syndrom nietolerancji, dotyczy licznej
populacji oséb dorostych i zwigzany jest z obnizeniem, a
nawet catkowitym zanikiem aktywnosci P-galaktozydazy
w btonie S$luzowej jelita. Ztagodzenie nietolerancji na
ten disacharyd, to efekt hydrolitycznej aktywnosci
[3-galaktozydazy, ktéra jest wytwarzana przez bifidobakte-
rie nawet w postaci kilku izoform [36,64-66]. W odniesieniu
do niektdrych szczepéw bifidobakterii istniejg rowniez la-
boratoryjne dowody na to, ze syntetyzujg one aminokwasy
(alanine, waline, kwas asparaginowy, glutamine, treonine)
oraz witaminy z grupy B, czyli tiamine (B, pirydoksal (BJ,
kobalamine (B1), kwas foliowy i kwas nikotynowy [1,6,25].
W przypadku szczepu B. longum NCC2705 na poziomie se-
kwencji nukleotydowej zidentyfikowano kompletny szlak
biosyntezy witamin, takich jak kwas foliowy, tiamina i kwas
nikotynowy [15]. Przeprowadzone liczne badania in vitro,
jak réwniez in vivo wykazaty, ze na wzrost bifidobakterii i/
lub opisywang powyzej aktywnos$é probiotyczna wptywaja
stymulujgco oligo- oraz polisacharydy, w tym szczegdlnie
fruktany typu inuliny [43,67-71],

FRUKTANY TYPU INULINY

Fruktany typu inuliny, to cukry bardzo dobrze pozna-
ne pod wzgledem chemicznym i klinicznym. Sg uwaza-
ne za modelowe prebiotyki [72], czyli oporne na enzymy
trawienne cztowieka sktadniki zywnosci, ktére korzyst-
nie wptywajg na organizm przez selektywna stymulacje
wzrostu i/lub aktywnosci jednego gatunku lub ograniczo-
nej liczby gatunkow bakterii w okreznicy i w ten sposéb
poprawiajg stan zdrowia gospodarza [9]. Do fruktanéw
typu inuliny zalicza sie inuline, oligofruktoze oraz FOS.
Zwigzki te charakteryzujg sie podobng strukturg chemicz-
na (Ryc. 2), aréznig sie tylko stopniem polimeryzacji oraz
brakiem glukozy na poczatku tancucha fruktozowego w
przypadku oligofruktozy.

Inulina jest polimerem liniowym ztozonym z czasteczki
sacharozy ijednostek p-D-fruktozy, potgczonych za pomo-
cg wigzania P-(2,I) glikozydowego. Stopien polimeryzacji
inuliny waha sie od 2 do 60 jednostek fruktozy, $rednio
wynosi 12. Polisacharyd ten jest w Swiecie ro$lin szeroko
rozpowszechnionym materiatem zapasowym oraz petni
prawdopodobnie funkcje ochronng przed niekorzystnymi
warunkami S$rodowiska. Gtéwnym naturalnym Zrédiem
inuliny sg cykoria, cebula, stonecznik bulwiasty (topinam-
bur), pszenica, zyto, jeczmien, banan, por, czosnek, kar-
czoch, pomidor, szparagi, dalia, mniszek lekarski, a takze
miod [73-75].
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Rycina 2. Struktura chemiczna fruktanéw typu inuliny. n=0 kestoza, n=I nystoza,
n >9inulina.

Inulina i oligofruktoza sa dostepne na rynku pod nazwg
Raftilose i Raftiline, a producentem tych preparatow jest fir-
ma Orafti w Belgii. Podobne produkty sg wytwarzane przez
firme Sensus (Holandia), ich komercyjna nazwa to Frutafit
[76,77]. Na skale przemystowa inuline pozyskuje sie z cyko-
rii (Cichorium intybus) lub topinamburu (Helianthus tubero-
sus), w procesie ekstrakcji i oczyszczania. Oligofruktoze za$
wytwarza sie w wyniku kontrolowanej hydrolizy inuliny
z udziatem endoinulinazy. Stopien polimeryzacji tancucha
oligofruktozy wynosi od 2 do 10 jednostek fruktozy, $rednia
warto$¢ DP to 4 [36,73]. Z kolei FOS sg krotkotancuchowymi
oligosacharydami, produkowanymi na skale przemystowg
z sacharozy, przy zastosowaniu enzymoéw o aktywnosci
fruktozylotransferazy ((3-fruktofuranozydaza EC 3.2.1.26
lub inulosacharaza EC 2.4.1.9) pochodzenia mikrobiologicz-
nego, gtéwnie z ples$ni rodzajow Aspergillus i Aureobasidium
[78,79]. Na rynku od dawna sg dostepne wysokooczyszczo-
ne FOS, otrzymane przy uzyciu |3-fruktofuranozydazy, w
ktorych nie przereagowany substrat oraz produkty ubocz-
ne zostaty oddzielone przy uzyciu metod chromatograficz-
nych. Tymi komercyjnymi preparatami sg np. Meioligo i
Nutraflora, produkowane przez firme Meiji Seika Kaisha
w Japonii oraz produkt o nazwie Actilight, wytwarzany we
Francji przez firme Beghin-Meiji Industries [76].

Z powodu budowy wigzania glikozydowego fruktany
typu inuliny nie sa degradowane przez enzymy trawienne
cztowieka. Charakteryzuja sie niska wartoscia kaloryczng
-1,5 kcal/g (6,3 kj/g) oraz niewielka stodkoscig. W przy-
padku 1-kestozy, nystozy il Ffruktozylnystozy oszacowano
stodycz na poziomie odpowiednio 31, 22 i 16% w porow-
naniu do sacharozy. Zaobserwowano réwniez, ze wraz ze
wzrostem DP rosnie lepko$¢ wodnych roztworéw frukta-
now [74,80]. Cukry te, z powodu ich prebiotycznych wta-
$ciwosci, sg stosowane w przemysle spozywczym i farma-
ceutycznym. Co wiecej, znajdujg zastosowanie w produkcji
zywnosci, ze wzgledu na witasciwosci fizykochemiczne. Sg
wykorzystywane jako zamienniki ttuszczu i sacharozy, pet-
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nig role stabilizatorow piany, poprawiajg smak, konsysten-
cje, a takze jako$¢ wyrobow piekarniczych, tzn. powoduja,
ze sg one bardziej kruche i dtuzej zachowuja $wiezo$é. Go-
towe produkty zawierajgce fruktany typu inuliny wykazu-
ja znacznie obnizong kaloryczno$¢, nie przyczyniajg sie do
wzrostu poziomu glukozy iinsuliny we krwi, dzieki czemu
moga by¢ stosowane przez diabetykoéw. Sacharydy te do-
daje sie do wyrobow cukierniczych, pieczywa, dzeméw, lo-
doéw, czekolad, produktéw mlecznych, zywnosci dla dzieci,
a nawet niektérych przetworéw miesnych [36,73,81]. Inu-
lina jest wykorzystywana jako substrat w przemystowych
procesach fermentacyjnych oraz w przemysle spozywczym,
gdyz jest tanim i dostepnym zrodtem dla mikrobiologicznej
produkcji syropow fruktozowych, etanolu, a takze acetonu
i butanolu [75].

ENZYMY ROZKELADAJACE FRUKTANY TYPU INULINY

Fruktany typu inuliny sg sktadnikami diety powszech-
nie wystepujacymi w naturalnych produktach oraz stoso-
wanymi jako funkcjonalne dodatki do zywnoSci. Nie sg one
rozktadane przez enzymy trawienne cztowieka i dopiero w
okreznicy ulegajg asymilacji przez zasiedlajgcg mikroflore,
szczegoOlnie przez bifidobakterie. W badaniach in vivo wy-
kazano, ze ~100% nie rozktadanych oligosacharyddw docie-
ra do jelita, z czego 86+88% osigga koniec jelita cienkiego.
Pozostata ilos¢, tj. 12+14% tych cukréw jest hydrolizowana
przez bakterie kolonizujgce cze$é dystalng jelita cienkiego.
Co wiecej, sacharydy te nie sg wykrywane w moezu, co
wskazuje, ze nie sg w znaczacym stopniu absorbowane ze
Swiatta jelita [80], Wysoka specyficzno$¢ fruktandw typu
inuliny, jako Zrodta wegla wykorzystywanego tylko przez
nieliczne drobnoustroje jelitowe, wynika z wytwarzania
przez te ostatnie specyficznego enzymu degradujgcego wig-
zania B-(2,1) glikozydowe [82-84].

Wiadomo [85], ze enzymy, ktére moga hydrolizowaé
fruktany typu inuliny, to przede wszystkim:

— inulinaza (EC 3.2.1.7), ktéra hydrolizuje wewnetrzne
wigzania B-(2,1) glikozydowe inuliny z wytworzeniem inu-
looligosacharydéw; enzym ten syntetyzuja np. Aspergillus
niger, Aspergillus ficcum, Xanthomonas oryzae, Pénicillium pur-
purogenum;

— fruktohydrolaza R-D-fruktofuranozydow (EC 3.2.1.26),
ktora stopniowo uwalnia czgsteczki fruktozy od nie reduku-
jacego konca B-D-fruktofuranozydow; obecnos¢ tego biatka
wykazano np. u Thermotoga maritima, Lactobacillus reuteri,
Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, Aspergillus japoni-
cus, Arabidopsis thaliana, Bifidobacterium infantis ATCC15697,
Bifidobacterium lactis DSM 10140;

— B-fruktozydaza fruktanowa (EC 3.2.1.80), ktora hydroli-
zuje wigzania B-(2,1) i B-(2,6) we fruktanach wedtug mecha-
nizmu egzo; enzym ten jest wytwarzany np. przez Lactoba-
cillus pentosus, Aspergillus awamori, Cichorium intybus;

— B-(2,l)-fruktozydaza fruktanowa (EC 3.2.1.153), ktora
hydrolizuje wigzania B-(2,1) od nie redukujgcego konca
fruktanow; preferowanymi substratami sg fruktany typu
inuliny, szczeg6lnie kestoza i nystoza; natomiast fruktany
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typu lewanu moga by¢ hydrolizowane bardzo wolno albo
w ogdle, za$ sacharoza jest stabo degradowanym substra-
tem, a nawet moze znaczgco hamowac aktywnos$é enzymu;
obecnos$¢ tego biatka wykazano np. u Cichorium intybus, He-
lianthus tuberosus.

HYDROLIZA FRUKTANOW TYPU
INULINY PRZEZ BIFIDOBAKTERIE

Od kilkunastu lat trwajg intensywne badania nad fer-
mentacjg fruktanéw typu inuliny przez mikroorganizmy
jelitowe, a szczegodlnie przez bifidobakterie [83,84,86,87],
Przeprowadzone dotad liczne analizy wskazaty na zrozni-
cowang degradacje w/w cukrow. Przyktadowo, Rossi i wsp.
[88] stwierdzili, ze preferowanym substratem do wzrostu
bifidobakterii byty FOS, zas w podtozu z inuling rosto tylko
8 sposréd 55 testowanych szczepdw. W doswiadczeniach
in vitro opisanych przez Biedrzycka i Bielecka [89], wysoko
spolimeryzowana inulina réwniez nie byta degradowana
przez bifidobakterie. Natomiast w badaniach in vivo autorki
zaobserwowaty, ze w poréwnaniu z probg kontrolng, po-
lisacharyd ten spowodowat wyzsza liczebnos¢ populacji
bifidobakterii. W zwigzku z tym wydaje sie, ze selektywne
i zréznicowane wykorzystanie fruktandw przez bifidobak-
terie zalezy od witasciwosci enzymu rozktadajacego FOS, a
takze od obecnosci i zdolnosSci innych drobnoustrojow do
hydrolizy tych sacharydow.

Analizy degradacji oligofruktozy przez bakterie rodza-
ju Bifidobacterium, jak rowniez Lactobacillus, Bacteroides oraz
Rosuberia wykazaty r6znice w mechanizmie ich rozktadu.
Stwierdzono w badaniach in vitro, ze bakterie z rodzaju
Bacteroides czy Rosuberia hydrolizujg wszystkie frakcje fruk-
tanow typu inuliny tak samo, to jest niezaleznie od wielko-
$ci DP, uwalniajgc przy tym duze ilosci fruktozy i krétkich
oligosacharydow do podtoza. Natomiast bifidobakterie
charakteryzujg sie wewnatrzkomdérkowga degradacjg tych
cukréw lub mechanizmem hydrolizy powigzanym z ko-
moérka. Zaobserwowano, ze preferujg krotkotancuchowe
fruktany, za$ dtuzsze tafcuchy hydrolizujg dopiero wtedy,
gdy krétkie frakcje sa dostepne w niewielkich ilosciach.
Taki mechanizm wskazuje na symbiotyczne interakcje po-
miedzy wymienionymi bakteriami, a ponadto sugeruje
lepsze przystosowanie do konkurencji z innymi mikroor-
ganizmami o zasiedlenie jelita i wykorzystanie dostepnego
tam zrodta wegla [23,31,83,84]. Co wiecej, nie wszystkie bi-
fidobakterie sg zdolne do metabolizowania fruktanéw typu
inuliny w takim samym stopniu. R6znorodno$¢ wykorzy-
stania tych cukréw wigze sie z ich systemem transportu do
komérki oraz wtasciwosciami hydrolaz glikozydowych. W
przypadku B. longum NCC2705 zidentyfikowano az 19 sys-
temow transportu cukréw, z czego 9 byto indukowanych
przez Raftilose P95 (oligofruktoza z firny Orafti) [17]. Prze-
prowadzone dotagd badania wskazujg, ze u bifidobakterii
enzymem odpowiedzialnym za rozktad w/w cukrdw jest
P-fruktofuranozydaza. W$rdd nielicznie scharakteryzowa-
nych dotad (3-fruktofuranozydaz sg takie, ktére wykazujg
wyzszg aktywno$¢ wobec FOS, niz sacharozy [90-93] oraz
takie, u ktérych stwierdzono odwrotng zaleznos$¢ [94,95].

Wedtug najnowszych doniesien literaturowych, intere-
sujacy podziat bifidobakterii ze wzgledu na ich zdolnos$¢ w
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kierunku degradowania fruktanéw typu inuliny zapropo-
nowali Falony i wsp. [72]. Testowane szczepy bifidobakterii
podzielili na 4 gtdwne klastry. Klaster A zawiera szczepy
B. bifidum DSM 20082 i B. bifidum LMG 11583 oraz B. breve
LMG 11040 i B. breve Yakult, ktére nie sa zdolne do metabo-
lizowania fruktanéw typu inuliny. Dodatkowo, w genomie
obydwu szczepow B. bifidum nie zidentyfikowano genu ko-
dujgcego R-fruktofuranozydazy. Klaster B sktada sie gtow-
nie z bakterii, ktére wykazuja preferencje w degradacji krot-
kich frakcji oligofruktozy i nie rosng w podtozu zawieraja-
cym inuline jako Zrodto wegla. W chromosomalnym DNA
wszystkich szczepow, za wyjatkiem B. gallicum LMG 11596,
zidentyfikowano gen kodujacy R-fruktofuranozydazy. Bak-
terie nalezace do klastra C charakteryzujg sie obecnos$cig w
genomie genu kodujgcego R-fruktofuranozydaze. Wyko-
rzystuja oligofruktoze szybciej niz fruktoze, natomiast inu-
line rozcinajg tylko czesciowo. Fatony i wsp. [72] stwierdzi-
li, ze degradacja dtugich frakcji oligofruktozy odbywa sie na
zewnatrz komorki, za$ krdtkich wewnatrz komorki. Ostatni
klaster D zawiera bifidobakterie, ktdre metabolizujg frukto-
ze i oligofruktoze, a takze sg zdolne do rozktadu inuliny. W
DNA szczepdw nalezacych do tego klastra nie zidentyfiko-
wano genu kodujacego R-fruktofuranozydazy. Interesujace
jest, ze sposrod badanych szczepdéw, 5nalezgcych do gatun-
ku B. longum zaklasyfikowano do trzech réznych klastréw,
tji. B,CiD.

PODSUMOWANIE

Bifidobakterie wystepuja gtéwnie w przewodzie pokar-

mowym cztowieka i zwierzat, gdzie peinig wazng role w
utrzymaniu dobrej kondycji organizmu gospodarza. Na ich
wzrost i aktywnos$¢ probiotyczna wptywajag stymulujgco cu-
kry, ktére nie sg fermentowane w gdrnej czesci przewodu
pokarmowego i docierajg do okreznicy w stanie nienaru-
szonym, zwiaszcza fruktany typu inuliny. Z danych lite-
raturowych wynika, ze bakterie z rodzaju Bifidobacterium
wykazujg rédzng zdolnos¢ hydrolizy inuliny czy FOS. Zroz-
nicowanie to obserwuje sie nie tylko miedzy gatunkami, ale
rowniez posrdd szczepéw tego samego gatunku. Badanie
wiasciwosci probiotycznych bifidobakterii, a takze zdolno$¢
tej grupy mikroorganizméw do metabolizowania weglowo-
danow, szczegblnie poznanie biatek uczestniczgcych w tym
procesie, jest niezmiernie istotne nie tylko dla charaktery-
styki tych bakterii, ale przede wszystkim w celu produkcji
zywnosci funkcjonalnej oraz konstruowania nowych prepa-
ratbw probiotycznych i synbiotycznych, stuzacych popra-
wie zdrowia cztowieka i zwierzat.
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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~(2,1)-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 —wtasciwosci, struktura i zastosowanie

STRESZCZENIE

uktofuranozydaza to enzym odszczepia]'acy czasteczki fruktozy od nie redukujacego

fica p-D-fruktofuranozydéw, sacharydéw powszechnie wystepujacych w roslinach,

ten w odpowiednich warunkach moze takze wykazywa¢ wiasciwosci syntetyzuja-

ce. Obecnie jest jedng z najdoktadniej scharakteryzowanych biochemicznie hydrolaz. Co

wiecej, poznano réwniez strukture przestrzenng tego biatka. Rozwigzanie konformacji

P-fruktofuranozydazy, jak dotad tylko z kilku mikroorganizméw, pozwolito na czeéciowe

wyjasnienie specyficznosci substratowej i poznanie mechanizméw katalizy enzymatycznej.

Artykut ten jest przegladem aktualnej literatury na temat wtasciwosci p-fruktofuranozydaz

pochodzacych z réznych Zzrodet, z uwzglednieniem ich struktury, mechanizmu dziatania,
biosyntezy i zastosowania w przemysle.

WPROWADZENIE

Inwertaza czyli p-fruktofuranozydaza (fruktohydrolaza p-D-frukto-
furanozyddéw, EC 3.2.1.26), nazywana tez sacharaza, jest jednym z najwczesniej
poznanych iopisanych enzymow hydrolitycznych. Jako pierwszy wyizolowat jg
w 1860 roku M. Bertholet z drozdzy Saccharomyces cerevisiae [1]. Wedtug nowej
klasyfikacji, grupujacej enzymy w oparciu o podobieAstwo sekwencji amino-
kwasowych [2-4], p-fruktofuranozydaza zalicza sie 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 I-(3-D-fruktozylotransferaza (EC 2.4.1.99) czy 2,1-|3-D-fruktan:2,l-
P-D-fruktan 1-p-D-fruktozylotransferaza (EC 2.4.1.100). Do wyjatkéw nalezy in-
wertaza zasadowa/obojetna pochodzenia roslinnego, przydzielona do GH100.
Wszystkie glikozydazy nalezagce do GH32 majg trzy zachowane w ewolucji mo-
tywy: NDPNG, RDP i EC. Rodzina GH32 razem z rodzing inulosacharaz (GH68)
nalezy do klanu GHJ.

p-FRUKTOFURANOZYDAZA - WYSTEPOWANIE | CHARAKTERYSTYKA

P-fruktofuranozydaza jest wytwarzana przez liczne bakterie, drozdze, ple-
$nie oraz rosliny, co wigze sie m.in. z powszechnym wykorzystaniem sacharozy
i pokrewnych cukrdw jako zapasowych zrédet wegla i energii [5-9]. Organizmy
eukariotyczne czesto syntetyzujg nawet kilka izoform inwertazy, r6znigcych
sie wtasciwosciami kinetycznymi, lokalizacjg subkomérkowa, a takze mechani-
zmem regulacji ich biosyntezy. Dotyczy to m.in. ro$lin, w przypadku ktérych
kazda forma inwertazy jest kodowana przez inny gen, w przeciwieAstwie do
drozdzy. Ze wzgledu na rozpuszczalnosé, lokalizacje subkomoérkowa, pi oraz
optymalne pH dziatania izozymy inwertaz roslinnych dzieli sie na trzy typy,
tj. inwertaze wakuolarng, inwertaze Sciany komérkowej oraz znajdujaca sie w
cytozolu inwertaze obojetng. Dwie pierwsze grupy inwertaz sg glikozylowane,
za$ w oparciu o optymalne pH dziatania zaliczane sg do inwertaz kwasnych,
natomiast trzeci typ do obojetnych lub zasadowych (optymalna aktywnosé jest
wykazywana w zakresie pH 6,8"-8,0) [5,10].

Z kolei, wiekszo$¢ opisanych dotad inwertaz z S. cerevisiae wystepuje w
komérce w dwdch formach, jako tzw. inwertaza wewnetrzna (ang. internal),
umieszczona w cytozolu i inwertaza zewnetrzna (ang. external), znajdujaca sie
w przestrzeni periplazmatycznej komoérki [11,12]. Obie formy omawianego en-
zymu sg kodowane przez ten sam gen SUC2. Biatka te r6znia sie budowg, for-
ma zewnatrzkomdrkowa, w przeciwienstwie do cytoplazmatycznej, charakte-
ryzuje sie obecnoscig dodatkowej reszty seryny na aminowym koricu biatka, a
ponadto ulega glikozylacji podczas migracji przez siateczke $rodplazmatyczng
do przestrzeni periplazmatycznej. Lancuch cukrowy zbudowany jest gtéwnie z
czasteczek mannozy i moze stanowi¢ nawet 50% catej masy czasteczkowej en-
zymu [1,13,14]. Inwertaza zewnetrzna wystepuje najczesciej w postaci dimeru o
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Tabela 1. Wiasciwosci B-fruktofuranozydaz z ré6znych zrédet.

Km(mM) Aktywnos$é
_— hydrolityczna
Zrodto R-fruktofuranozydazy 1-kestoza/ :
o - - Aktywator
(pimiennictwo) sacharoza inulina/ sacharozal trans gl}kozyla y y
. FOS/ cyjna
rafinoza -
inulina
Bifidobacterium adolescentis G1 [22] 11 1,1/8,0/nb 13,5/100/39,8 niewielka -
Bifidobaderiutn infantis
JCM No 7007 [23] nb nb/nb/nb 100/297-365/140 nb nb
nb/nb/nb
Bifidobacterium infantis ATCC 15697 [16] 37,22+9,58 (24,23+7,43 dla 10/100/6 nb
Actilight 950P)
Bifidobacterium lactis DSM10140T[17] 10,3 nb/nb/nb 100/84-80/37 nb
L . . oo7 nb/nb/nb
Bifidobact lactis [24
ifidobacterium lactis [24] (012 dla Raftilose n~5) 6/100/10 nb DTT, EDTA
Bifidobacterium breve UCC2003 [18] 2,542 nb/nb/nb 100/91-84/27 nb
Lactobacillus reuteri CRL 1100 [19] 6,66 nb/nb/nb nb/nb/nb nb EDTA
Thermotoga maritima [6] 64 nb/19/15 +/nb/+
Thermotoga neapolitana [8] 14 nb/nb/nb +/nb/+
Leucosporidium antarcticum [20] nb nb/nb/nb +/nb/nb nb
Sacharomyces cerevisiae [9] 60 nb/nb/nb 100/nb/- Co2+
. . . 1,3+£0,4/nb/
' ' +
Schwanniomyces occidentalis [27] 4,9 1306 +/+/nb nb
Aspergillus niger ATCC20611 [26] 290 800/nb /200 +/+/nb + -
Aspergillus niger [28] 0,0625 nb/nb/nb +/nb/- nb
. . Mg2; Ca2
+
Aspergillus niger IM1303386 [29] nb nb/nb/nb +/nb/nb Baz: EDTA
Aspergillus niger [7] 268,1+18,1 nb/nb/nb +/+ /- + nb
. . Cu2t Mn2;, Mg2
Aspergillus niveus [30] 5,78 nb/1,74/5,74 +/nb/+ nb Na+(ImM)
Aspergillus japonicus [31] nb nb/nb/nb +/nb/nb + nb
Aureobasidium pullulans DSM 2404 [32] 230 700/nb/nb +/+/nb +
Aureobasidium sp. ATCC 20524
B-fruktofuranozydaza P-I 470
B-fruktofuranozydaza P-2 [33] 650 nb/nb/nb +/nb/nb ¥ nb
. Mg2 Cazt, Cuzs
Rhodotorula glutinis [34] 227 nb/nb/nb +/nb/- Fe2: Na+ Co2
Arabi is thali
rabidopsis thaliana 0,35£0,05 1£0,1/nb/nb 100/35/3 nb nb

inwertaza Sciany komdrkowej [21,35,36]

a —warunki reakcji transglikozylacji; b ~ biatko glikozylowane; () masa czasteczkowa podjednostki;
aktywno$¢ hydrolityczna wyrazona jako aktywno$¢ wzgledna %; nb —nie badano

masie 270 kDa lub oligomeru, tj. tetrameru, heksametru, a
nawet oktameru o masach odpowiednio 360, 560, 800 kDa
[11,12,15]. Natomiast inwertaza wewnetrzna, w zaleznosci
od wartosci pH, moze by¢ monomerem (pH 9,4), dimerem
(pH 8,3), a nawet oktamerem (pH 4,9) [1], Glikoproteinami
zbudowanymi z kilku podjednostek jest rowniez wiekszos¢
inwertaz plesniowych, za$ inwertazy bakteryjne sg przede
wszystkim biatkami monomerycznymi (Tab. 1).

Inwertaza, w zaleznosci od pochodzenia, charakteryzu-
je sie réznymi wiasciwosSciami biochemicznymi (Tab. 1).
Biatka te sg stabilne w pH od 4 do nawet 10, w przedziale
temperatur od 40 do 60°C. Najczesciej optymalne pH dzia-
tania dla R-fruktofuranozydaz miesci sie w zakresie 5,0+6,0,
natomiast nieco nizsze pH (4,5) jest charakterystyczne dla
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enzymow z Aureobasidium i Rhodotorula. Wiekszo$¢ mezofil-
nych inwertaz wykazuje najwyzszg aktywno$¢ dziatania w
zakresie temperatur od 50 do 60°C. Do wyjatkow naleza en-
zymy pochodzace z bakterii rodzajow Bifidobacterium i Lac-
tobacillus [16-19], Z kolei, optymalna temperatura dziatania
inwertazy z hipertermofilnych drobnoustrojow T. maritima
[6] i T. neapolitana [8] wynosi co najmniej 85°C, za$ z psy-
chrofilnych, endemicznych antarktycznych drozdzy Leuco-
sporidium antarcticum [20] jest bliska 30°C (Tab. 1).

Badania wptywu réznych zwigzkéw chemicznych na
dziatanie R-fruktofuranozydazy wykazaty, ze Cu2t Hg2+
i pCMB catkowicie inaktywujg enzym, co wskazuje, ze
wolna grupa tiolowa jest niezbedna w centrum katalitycz-
nym. Hipoteze te potwierdza brak wptywu odczynnika
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pH Temperatura (°C)

Inhibitory o Masa czgsteczkowa (kDa)
optymalne stabilno$¢ optymalna stabilno$¢
Cu2t Ag+ Hg+
- 74
pCMB 6,1 6,5-10 nb <45
nb 232
nb 6,0+6,2 6-8 55 <40 75)
Hg+ 37-50 20
pCMB 6,0 nb a7 <55
Zn2 Fe2 6,5 nb 40 nb 59,4
Cu2tpHMB, SDS nb nb nb nb 59,4
Hg2 Ag+ Na+ 6,0 nb 37 nb nb
Ca2 Cu2t, Cd2,
] 3 ) _ 58b
ng,,_’ BMP, 610 415 7,0 37 <45
Cuzt Zn2;, Mozt Fe+ 55 nb 90-95 <80 -50
Cu2t, Ag2 Fe2r 6,0 4,0-7,0 85 <85 -47
Cd2+ 4,55-4,75 4,3-4,6 30 <12 nb
Hg2+ 6,0 5,0-7,0 50 <50 95,5
nb 55 nb 45-55 nb -165(-85)
340
Hg2+ 5,0+6,0 4,5-10,0 50-60 <50 (-100)
Hg2-pCMB 5,0 nb 60 nb 95 (47)
Hg2; Ag+ Ni2+ 55 4,0+8,0 50 <55 120-130b
DTT, BMP 5,0 nb 37-40 nb 75
Cu2{10mM), Hg2+ 45 nb 60 <60 141 (57)
4,0 65
' b
nb 5,0-6,0a nb 55-65a nb n
- 5,0 6,0-10 50 <45 430
4,5+55 318b
Hg2+, Cu2r, pCMB 4,5+6.0 4,0-9,0 50-55 <50 346D
45 2,6-5,5 nb <60 100 b (47)
nb nb nb nb nb 72
chelatujagcego (EDTA) i redukujgcego (DTT) na aktyw- zymy te majg wyzsze uzdolnienia w kierunku hydrolizy
no$¢ enzymatyczng badanej hydrolazy (Tab. 1), a takze, FOS, niz sacharozy [16,22-24].

opisane w Kkilku przypadkach, dziatanie aktywujace tych
zwigzkow chemicznych. Do aktywatorow inwertazy naj-
czesciej nalezg jony Mg2 Co2+i Ca2+ Inwertaza katalizuje
odszczepianie reszty |3-D-fruktofuranozydazowej od nie
redukujgcego konca p-D-fruktofuranozydéw, takich jak
sacharoza, rafinoza, kestoza, nystoza, oligofruktoza czy
inulina. Spos$réd wymienionych cukrow to sacharoza jest
zwykle preferowanym substratem, natomiast pozostate sg
hydrolizowane z duzo nizszg efektywnoscig [5,9,15,21].
Do wyjatkow zalicza sie inwertaza z T. mantima, ktora
wykazuje 4-krotnie wyzsze powinowactwo do rafinozy
niz sacharozy [6], a takze wiekszo$¢ scharakteryzowanych
P-fruktofuranozydaz pochodzacych z bifidobakterii —en-

Interesujgca wiasciwo$¢ wsrdd bifidobakteryjnych in-
wertaz wykazuje p-fruktofuranozydaza z B. breve UCC2003.
Biatko to, w przeciwienstwie do p-fruktofuranozydazy z B.
longum DJO010A, charakteryzuje sie zdolnoscig do hydro-
lizy wylgcznie wigzan p-(2,1)-glikozydowych pomiedzy
fruktoza i glukoza. W wyniku przeprowadzonej reakcji z
udziatem tego enzymu z substratami, takimi jak 1-kestoza,
nystoza, czy |FRfruktofuranozylonystoza, otrzymano glu-
koze oraz di-, tri- i tetrasacharydy [18]. Nalezy podkreslic,
ze hydrolazy te w analizie porownawczej sekwencji amino-
kwasowej wykazujg 97% identycznosci i 99% podobienstwa
sekwencyjnego.
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Ze wzgledu na mechanizm dziatania inwertaza jest egzo-
P-fruktofuranozydaza; wyjatek to inwertaza T. neapolitana
[8], ktora hydrolizuje réwniez wewnetrzne wigzania diugo-
tancuchowego polimeru inuliny. Co ciekawe, duza grupa
inwertaz oprocz aktywnosci hydrolitycznej, wykazuje row-
niez w odpowiednich warunkach (np. przy podwyzszonym
stezeniu substratu) aktywno$¢ transglikozylacyjng, czyli
zdolnos$¢ przenoszenia reszt p-D-fruktofuranozylowych na
akceptory, ktorymi moga by¢ alkohole I-rzedowe (metanol
i etanol) i monosacharydy [7,15,25-27], Do tej pory aktyw-
nos$¢ transglikozylacyjng wykazano tylko w przypadku
inwertaz rodzajow Aspergillus, Schwanniomyces i Aureobasi-
dium (Tab. 1).

MECHANIZM DZIALANIA p-FRUKTOFURANOZYDAZY

Biorgc pod uwage stereochemie substratéw i produktéow
reakcji, hydrolazy glikozydowe mozna zaklasyfikowac jako
enzymy inwertujgce albo zachowujgce (retencyjne) konfi-
guracje na anomerycznym atomie wegla. W kazdym z tych
przypadkéw hydroliza wigzan glikozydowych przebiega
zgodnie z mechanizmem katalizy kwasowo-zasadowej, w
ktérej biorg udziat tancuchy boczne dwéch reszt amino-
kwasowych, takich jak reszty kwasu asparaginowego (D)
i kwasu glutaminowego (E). Grupa karboksylowa jednej z
nich petni funkcje donora protonu, za$ grupa karboksylano-
wa drugiej z tych reszt dziata jako nukleofil. W przypadku
enzymoéw inwertujacych stwierdzono, ze odlegto$¢ miedzy
grupami katalitycznymi w centrum aktywnym wynosi od
9 do 11 A, co umozliwia wprowadzenie czgsteczki wody
pomiedzy nukleofil i anomeryczny atom wegla, zaanga-
zowany w hydrolizowane wigzanie glikozydowe. Enzymy
inwertujgce uwalniajg produkt w wyniku jednoetapowego
dziatania, zgodnie z tzw. mechanizmem pojedynczego pod-
stawienia. Natomiast w enzymach zachowujgcych konfigu-
racje na weglu anomerycznym odlegto$¢ miedzy resztami
katalitycznymi (5,5 A) jest znacznie mniejsza, za$ hydroliza
wigzania glikozydowego (lub transglikozylacja) przebiega
wedtug tzw. mechanizmu podwojnego podstawienia [37-
40],

Inwertaza zalicza sie do grupy enzymow zachowujgcych
konfiguracje na anomerycznym atomie wegla. W oparciu o
przeprowadzone badania znakowania przez powinowac-
two oraz ukierunkowang mutacje, zidentyfikowano wspo-

mniane powyzej, dwie najwazniejsze reszty aminokwaso-
we, uczestniczace w hydrolizie wigzan glikozydowych, czy-
lireszty D i E. Grupa funkcyjna D z zachowanej w ewolucji
sekwencji NDPNG dziata jako nukleofil, natomiast reszta E
z motywu EC peini role kwasu/zasady (Ryc. 1) [15, 41-43].

W przedstawionym na rycinie 1 mechanizmie katali-
tycznym grupa karboksylanowa D dziata jako nukleofil
atakujgcy C7reszty fruktozowej, zas grupa karboksylowa E
jest dawcg protonu dla tlenu glikozylowego sacharozy. W
pierwszym etapie (glikozylacja) powstaje produkt posred-
ni, charakterystyczny dla mechanizmu podwdjnego podsta-
wienia. Produktem tym jest kowalencyjnie zwigzany kom-
pleks fruktozylo-enzymu, w ktdrym anomeryczny wegiel
reszty glikozylowej tworzy wigzanie z tlenem grupy kar-
boksylanowej D. Réwnoczesnie kieszeri katalityczng opusz-
cza a-D-glukoza. W drugim etapie (deglikozylacji) grupa
karboksylanowa E atakuje czgsteczke wody (lub alkohole,
badz monosacharydy) jako nukleofil, co prowadzi do hy-
drolizy produktu posredniego, powodujacej uwolnienie
fruktozy (lub przeniesienie jej na akceptor) i odtworzenie
grup katalitycznych centrum aktywnego [15,44],

STRUKTURA PRZESTRZENNA
P-FRUKTOFURANOZYDAZY

Pomimo trwajacych juz od kilkudziesigeciu lat ba-
dan krystalograficznych i przewidywania konformacji
biatek, pierwsza struktura inwertazy zostata zamiesz-
czona w PDB dopiero w 2004 roku. Byla to struktura
P~fruktofuranozydazy pochodzacej z termofilnej bakterii
Thermotoga maritima. Co wiecej, byta to pierwsza konfor-
macja biatka nalezagcego do GH32. Do tej pory, w PDB zo-
stato zdeponowanych zaledwie 5 struktur enzymoéw z tej
rodziny, takich jak egzoinulinaza z Aspergillus awamori,
1l-egzohydrolaza fruktanowa lIla z Cichorium intybus, in-
wertaza $ciany komdrkowej z Arabidopsis thaliana i inwer-
taza ze Schwanniomyces occidentalis. Struktura przestrzen-
na tych biatek sktada sie dwoéch domen, tj. ze znajduja-
cej sie w N-koncowej czesci biatka katalitycznej domeny
P-Smigta, potaczonej krotkim odcinkiem z mniejsza do-
meng p-kanapki, zlokalizowang na karboksylowym kon-
cu. W strukturze drugorzedowej obu domen dominuje
struktura p-harmonijki. Domene C-koncowg tworzg dwa
szeSciotancuchowe, antyrownolegte wzgledem siebie ar-
kusze p, dajac tzw. motyw kanapki. Wedtug najnowszych

e ais 2
) e
', e

Rycina 1. Mechanizm katalityczny inwertazy, zmodyfikowano na podstawie [15,42].

404

gy B e

~4.

e ) Sy b
I i
nukieofil nukleofil

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

Rycina 2. Struktura przestrzenna inwertazy: A) T. maritima; B) A. thaliana (na fio-
letowo zaznaczono tancuchy cukrowe); C) S. occidetalis a) pojedyncza jednostka i
b) dimer utworzony z dwdch jednostek poprzez oddziatywania polarne i hydro-
fobowe pomiedzy czterema domenami. Rycing wykonano na podstawie danych
zamieszczonych w biatkowej bazie danych, kod PDB: luyp; 2acl; 3kf5.

doniesienn, domena ta wptywa na ksztattowanie centrum
katalitycznego, a takze bezpoS$rednio uczestniczy w
wigzaniu substratow [45]. W piecioramiennej domenie
(3-Smigta kazda z topat ma forme czterotancuchowego ar-
kusza B o architekturze antyréwnolegtej. Wszystkie tan-
cuchy wewnetrzne topat potozone w poblizu osi $migta
maja ten sam kierunek isg tancuchami N-koAcowymi, za$
tancuchy C-koncowe znajduja sie na zewnatrz. Co wiecej,
domena (3-Smigta wykazuje strukturalne podobieAstwo
do domeny wystepujacej w dwoch innych rodzinach
hydrolaz glikozydowych, takich jak GH43, zawierajacej
enzymy inwertujgce (np. a-L-arabinazy) i GH68, obej-
mujacej enzymy zachowujgce konfiguracje na anome-
rycznym atomie wegla (np. lewanazy) [46]. Biatka z tych
rodzin, jak stwierdzono poprzez analize poréwnawcza,
majg identyczne reszty aminokwasow katalitycznych i
wykazujg znaczng konserwatywnos$¢ otaczajacych je se-
kwencji aminokwasowych, charakterystycznych dla ro-
dziny GH32 [47,48]. Ponadto, wzajemne natozenie struk-
tur przestrzennych lewanazy, inwertazy i a-L-arabinazy
wykazato, ze w centrum katalitycznym nie ma réznic w
odlegtosciach pomiedzy resztami bezpos$rednio uczest-
niczacymi w katalizie. Jednak miejsce wigzania cukru w
centrum Kkatalitycznym lewanazy i inwertazy jest inne
niz w przypadku a-L-arabinazy, co prawdopodobnie ma
wiekszy wptyw na mechanizm katalityczny tych biatek
niz powszechnie wskazywana odlegto$¢ pomiedzy resz-
tami katalitycznymi [44,46]. Znane konformacje prze-
strzenne inwertaz przedstawiono na rycinie 2.

Alberto i wsp. [46,49] stwierdzili, ze w katalitycznej
domenie (3-Smigta inwertazy z T. maritima w Srodkowej

czeSci znajduje sie zagtebienie (o rozmiarach: 30A gte-
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bokoéci i 18A szerokoéci) w formie leja otwierajacego
sie w kierunku powierzchni czasteczki. Na dnie tego
zagtebienia wystepujg trzy reszty aminokwasowe (dwie
kwasu asparaginowego D17 i D138 oraz jedna glutami-
nowego EI90), niezbedne do wigzania substratu i kata-
lizy jego przemiany, okre$lane jako triada katalityczna
[44]. Reszty te tworzg silnie elektroujemny potencjat i
nalezg do zachowanych w ewolucji sekwencji NDPNG,
RDP i EC. Badania ukierunkowanej mutacji oraz anali-
zy krystalograficzne, przeprowadzone przez inne grupy
badawcze potwierdzity, ze w/w trzy reszty aminokwa-
sowe wystepujg takze w centrum aktywnym inwertazy
roslinnej [21,35,42,43,50] oraz egzoinulinazy [51,52] i od-
grywajg wazng role w opisanej w poprzednim rozdziale
katalizie. Reszta D 17 prawdopodobnie dziata jako nukle-
ofil, za$ grupa funkcyjna E190 petni role kwasu/zasady.
Natomiast grupa karboksylowa D138 z motywu RDP
uczestniczy posrednio w reakcji i odgrywa wazng role
W rozpoznaniu i wigzaniu substratow tworzac wigzania
wodorowe z dwoma grupami hydroksylowymi fruktozy.
Zaobserwowano, ze reszta D138 inwertazy T. maritima,
homologiczna do grupy funkcyjnej D149 w sekwencji
aminokwasowej inwertazy $ciany komdrkowej A. thalia-
na, stabilizuje pierscien fruktozy [42], Natomiast w przy-
padku egzoinulinazy zasugerowano, ze reszta D zw/w
motywu nie uczestniczy bezposrednio w katalizie, ale
prawdopodobnie wptywa na zasadowos$¢ petnigcej funk-
cje nukleofila reszty katalitycznej [35,51].

W procesie hydrolizy posrednio udziat biorg inne,
znajdujace sie w miejscu aktywnym, reszty aminokwa-
sowe, np. reszta C z motywu EC. Wykazano, ze grupa
funkcyjna C peini bardzo wazng funkcje w Kkatalizie,
poniewaz przeprowadzona ukierunkowana mutacja tej
reszty aminokwasowej spowodowata znaczne obnizenie
efektywnodci katalitycznej inwertazy drozdzowej [15].
Ponadto, jak ustalono na podstawie badan krystalogra-
ficznych, w przypadku inwertazy T. maritima [46], w/w
reszta C tworzy wigzania wodorowe z wystepujacymi w
kieszeni katalitycznej resztami: D17 (petni funkcje nukle-
ofila) oraz D138. Rola grupy funkcyjnej C polega prawdo-
podobnie na stabilizacji stanu przejsciowego, czy utrzy-
maniu odpowiedniego mikro$rodowiska w centrum
aktywnym. Ponadto, kieszen katalityczna zawiera wcho-
dzace w sktad zachowanych w ewolucji sekwencji amino-
kwasowych reszty aminokwaséw, takie jak W260, W41,
Q33, NI16, W65 i F74. Przyktadowy obraz kompleksu in-
wertazy T. maritima z rafinozg przedstawiono na rycinie 3
[49]. Grupy funkcyjne w/w reszt aminokwasowych wig-
73 substrat poprzez wigzania wodorowe, co sugeruje, ze
uczestnicza w rozpoznawaniu cukréw oraz wigzan gliko-
zydowych. Pozostate reszty aminokwasowe wystepujace
w miejscu katalitycznym najprawdopodobniej odpowia-
dajg za specyficznos$¢ substratowg. Wykazano, ze takimi
resztami aminokwasowymi sg: Y92, E101 oraz cze$ciowo
zachowane w ewolucji E188 i T208.

Podobng, stabilizujgcg role, zachowanych w ewolu-
cji, reszt aminokwasowych sugerowano u egzoinulinazy
A. awamori [51] oraz inwertazy $ciany komdrkowej A. tha-
liana [42], W przypadku inwertazy A. thaliana uznano, ze
w wigzaniu i hydrolizie sacharozy, poza aminokwasami
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Rycina 3. Stereograficzny obraz centrum katalitycznego inwertazy T. maritima w kompleksie z rafinoza; na rysunku
zaznaczono: reszty katalityczne na z6to, reszty aminokwaséw aromatycznych na granatowo, a pozostate na zielono;
natomiast wigzania wodorowe wyrézniono linig przerywang na niebiesko; Ow —czasteczka wody; rycina opubli-

kowana za zgoda wydawcy [49].

z zachowanych w ewolucji motywow, uczestniczg takze
reszty W82, D239 i K242. Szczegdlnie interesujaca reszta
aminokwasowg jest D239, ktérej wymiana na A zmienia
substratowg specyficzno$¢ inwertazy na 1-egzohydrola-
ze fruktanowg Ha, ktérej preferowanym substratem staje
sie 1-kestoza [21]. Badania te potwierdzity, ze wymiana
jednej reszty aminokwasowej biorgcej udziat w katalizie
moze zmieni¢ specyficzno$¢ enzymu. Dodatkowo, jak
sugerowali autorzy, reszta D239 moze odr6zniaé te dwa
biatka, poniewaz jest charakterystyczna w sekwencji ami-
nokwasowej typowej inwertazy, a jej brak obserwuje sie
w sekwencji 1-egzohydrolazy fruktanowej.

Natozenie znanych struktur biatek z GH32 wykaza-
to, ze architektura centrum katalitycznego oraz struktu-
ra Srodka arkusza w domenie P-kanapki sg identyczne.
Natomiast, réznice w obu domenach dotyczg gtownie
dtugosci petli, zwtaszcza tych zlokalizowanych na po-
wierzchni czasteczki. Petle te sq prawdopodobnie odpo-
wiedzialne za specyficzno$é substratowa, a takze, jak to
opisano w przypadku inwertazy S. occidentalis, uczestni-
czg w tworzeniu dimerycznej struktury biatka [45], Ob-
serwowane rdznice, z wyjatkiem inwertazy z T. maritima
i S. occidentalis, dotyczyty rowniez wystepowania i loka-
lizacji na powierzchni czasteczki taricuchéw cukrowych.
Inwertaza $ciany komdrkowej z A. thaliana charaktery-
zuje sie obecnoscig cukrowego tafcucha w szczelinie po-
miedzy domeng (3-Smigta i P-kanapki (Ryc. 2). Obecnos¢
w tym miejscu tancucha cukrowego moze mie¢ wptyw na
aktywno$¢ enzymatyczng, w tym na stabg zdolnos$¢ hy-
drolizy dtugotanicuchowych substratow, np. inuliny [44],

BIOSYNTEZA p-FRUKTOFURANOZYDAZY

Biosynteza p-fruktofuranozydazy zwykle ma cha-
rakter indukcyjny. Do nielicznych wyjatkéw nalezy np.
forma cytoplazmatyczna inwertazy drozdzowej S. ce-
revisiae oraz inwertaza z T. neapolitana, ktére wykazuja
ekspresje konstytutywna [8,53,54]. Na ogét, biosynte-
za P-fruktofuranozydazy wymaga dodania do pozyw-
ki hodowlanej specyficznego induktora, ktérym moze
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by¢ substrat lub produkt reakcji.
U inwertazy pozakomdrkowej
drozdzy 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 rowniez hamo-
wana przez fruktoze i glukoze,
natomiast indukowana przez
sacharoze, rafinoze i inuline. W
przypadku inwertazy z Asper-
gillus japonicus, to glukoza petni
funkcje induktora lepszego niz
sacharoza, za$ u Penicillium gla-
brum fruktoza [56]. Z kolei dla
bifidobakterii w indukcji biosyn-
tezy p-fruktofuranozydazy zaob-
serwowano duze zrdéznicowanie
w zaleznosci od szczepu oraz
uzytego w jego hodowli cukru.
Wykazano, ze najczestszym induktorem ekspresji genu
P-fruktofuranozydazy sa FOS, chociaz gdy uzywano
zamiennie fruktoze [57], inuline czy glukoze [58,59], to
dla niektérych szczepdéw stwierdzono synteze na poréw-
nywalnym, a nawet wyzszym poziomie. Molekularne
mechanizmy regulujgce tak zr6znicowang biosynteze
P-fruktofuranozydazy u bifidobakterii pozostajg nadal
niewyjasnione, a nawet kontrowersyjne ze wzgledu na
fragmentaryczng wiedze o nich. Do tej pory scharaktery-
zowano operon fos z Bifidobacterium breve UCC2003 [18],
jak réwniez przeprowadzono badania transkrypcyjne
genéw klastra zwigzanego z degradacjg fruktanow typu
inuliny z B. longum NCC2705 [60].

Wedtug badaczy operon fos sktada sie z trzech gendw
strukturalnych —fosA (zidentyfikowany tylko w operonie
B. breve UCC2003) orazfosB ifosC [18]. W oparciu o wyko-
nane analizy bioinformatyczne ustalono, ze gen fosA ko-
duje biatko cytoplazmatyczne (ztozone ze 173 reszt ami-
nokwasowych), ktére wykazuje podobieristwo do biatek
rodziny COG 4283. Rodzine te tworzg niescharakteryzo-
wane biatka o nieznanej jak dotgd funkcji. Kolejny gen
strukturalny operonu fosB koduje polipeptyd o diugosci
157 reszt aminokwasowych (Mw= 17 kDa), ktérego struk-
tura Il-rzedowa jest wsp6lna dla biatek nalezacych do ro-
dziny transporteré6w cukrowych. Sekwencja aminokwa-
sowa tego polipeptydu wykazuje wysokie podobieAstwo
do sekwencji hipotetycznej permeazy sacharozy z B. lon-
gum NCC2705, B. animalis i znacznie nizsze (na poziomie
32%) z Escherichia coli 0157:H7. Za genem fosB znajduje sie
gen fosC kodujacy p-fruktofuranozydaze, ktérej sekwen-
cja aminokwasowa wykazuje podobiefstwo do sekwen-
cji p-fruktofuranozydazy B. longum NCC2705, B. longum
DJ010 i Bifidobacterium animalis na poziomie odpowiednio
94%, 91% i 69%. Za genem fosC wystepuje sekwencja nu-
kleotydowa gikA, kodujaca prawdopodobnie glukokina-
ze. Pomiedzy genem glukokinazy afosC zlokalizowany
jest przypuszczalnie terminator rho-zalezny [18].

Przed operonem fos znajduje sie sekwencja nukleoty-
dowa lacfe ktéra prawdopodobnie koduje transkrypcyj-

www.postepybiochemii.pl


http://www.postepybiochemii.pl

w00 & S.mutans P3522 charozy (cscA) [61].
56 L.acidophilus AAO38867 Analizy przeprowadzone przez Kul-
£ L.plantarum NP784018 lin i wsp. [60] wykazaty bliskie pokre-
S.xylosus CAA47970 ] wiefstwo p-fruktofuranozydaz z B.
i C.beijerinckii AAC99322 longum NP695334, B. breve AAT28190 i
' B.subtilis SacA NP391683 B. animali subs. lactis AAS87041 (Ryc. 4).
3 V.alginolyticus P13394 Biatka te tworza filogenetyczny klaster
A2 K.pneumoniae CAA40659 = (grupa Iy razem z inwertazami z E. coli
100 [ B.longum CscA NP695334 T CAA57219, Zymomonas mobili P35636
100 B. breve AAT28190 oraz Bacillus megaterium AAM19071,
B. animalis ss. lactis AAS87041 a ponadto enzymy te wspdidziatajg z
76| 88 E.coli CscA CAA57219 | permeazami sacharozy nie nalezgcymi
Z. mobilis P35636 do PTS. Natomiast grupa Il odpowiada
7 B. clausii YP177610 wewnatrzkomdrkowym  fruktofurano-
9 B. megaterium AAM19071 i zydazom, z ktérych wiekszo$¢ to fruk-
S. mutans FruA AAA26889 tozo-6-fosforanazy. Enzymy z tej grupy
100 —————— M./aevaniformans BAB59060 wspotdziatajg z biatkami transportu-
100 - L——— 5 exfoliatus BAC54106 n jacymi sacharoze, nalezacymi do PTS.
52) — P, polymyxa AAL82575 Grupa Il biatek, to fruktozydazy, ktére
100 éL:B.subtilisSacC PO5656 moga zewngatrzkomérkowo rozktadaé

9 P. mucidolens AAF44125 - oligosacharydy [60].

e ——
0.2 ZASTOSOWANIE

Rycina 4. Zalezno$¢ filogenetyczna hydrolaz sacharozowych, pochodzacych z ré6znych mikroorganizméw;

rycina opublikowana za zgoda wydawcy [60],

ny regulator operonufos. Sekwencja aminokwasowa Laclfe
wykazuje znaczne podobieAstwo do sekwencji aminokwa-
sowej bakteryjnych regulatoréw transkrypcyjnych rodzi-
ny GalR-Lacl, szczeg6lnie do zidentyfikowanych u szcze-
pow B. longum NCC2705 i B. longum DJO10A. Ponadto,
wykazuje ona identycznos$¢ na poziomie 46% z sekwen-
cja aminokwasowga represora operonu sacharozy E. coli
(AC: P40715) i Shigellaflexneri (AC: NP_708235). W biatku
kodowanym przez lad™ zidentyfikowano w N-koncowej
czesci motyw helisa-skret-helisa, majacy zasadnicze zna-
czenie w wigzaniu DNA. Natomiast, C-koncowy rejon
biatka Laclfs odpowiada za wigzanie induktora. Ryan i
wsp. [18] sugerowali, ze analogicznie do innych biatek
regulatorowych GalR-Lacl, biatko to, przy braku substra-
tu (np. sacharoza, FOS), powoduje represje transkrypcji
poprzez przytaczenie sie do operatora, ktdrego sekwen-
cja zachodzi czesSciowo na sekwencje promotora operonu
fos. Ponadto, z analizy RNA metodg Northern biot wy-
nika, ze gen laclf] nie ulega transkrypcji razem z genami
strukturalnymi, co moze Swiadczy¢ o tym, ze sekwencja
laclfos, zlokalizowana w poblizu operonu fos, wptywa na
jego regulacje. Ponadto wykazano, ze geny operonu fos B.
breve UCC2003 podlegajg transkrypcji w obecnosci sacha-
rozy i Actilight 950P (krétkotanicuchowe FOS), zas$ po do-
daniu mieszaniny sacharozy z fruktozga, czy sacharozy z
glukozg, obserwowano ich represje. Z kolei Kullin i wsp.,
przeprowadzili analizy transkryptomu szczepu B. longum
NCC2705, na podstawie ktérych stwierdzili, ze gen ko-
dujacy (3-fruktofuranozydaze (cscA) z B. longum NCC2705
podlegat represji w obecnosci wszystkich testowanych
cukrow, takich jak rafinoza, sacharoza, glukoza, jak i Ra-
ftilose P95 oraz Raftiline GR [60], Natomiast inna grupa
badawcza stwierdzita u B. longum NCC2705, ze Raftilo-
se P95 indukuje transkrypcje genu kodujacego permeaze
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(cscB) i genu kodujacego hydrolaze sa-

P-FRUKTOFURANOZYDAZY

Inwertaza jest uzywana od dawna
do produkcji cukru inwertowanego,
wykorzystywanego w cukiernictwie [6,8,30,55] i sztucz-
nego miodu [62], Enzym ten zastosowano tez do otrzy-
mywania fruktozy, uzywanej w przemysle spozywczym
chetniej niz sacharozy, ze wzgledu na wieksza stodycz
i mniejszg sktonno$¢ do krystalizacji podczas przecho-
wywania. Podstawowg zaleta enzymatycznej hydro-
lizy sacharozy, w poréwnaniu do kwasowej, jest to, ze
nie powstajg barwne, pozbawione stodyczy bezwodniki
di-fruktozy [30,46]. Ponadto, p-fruktofuranozydaza jest
wykorzystywana do syntezy prebiotycznych oligosacha-
rydow, takich jak FOS czy laktosacharoza. Ten ostatni
trisacharyd (P-D-Gal-(l,4)-a-D-Glc-(l,2)-p-D-Fru) jest
otrzymywany z laktozy i sacharozy w reakcji transfruk-
tozylacji. Na rynku sa dostepne dwa preparaty laktosa-
charozy: Nyuka-Origo i Newka-Oligo, ktérych produ-
centami sg odpowiednio Ensuiko Sugar Refining Co. oraz
Hayashibara Soji Inc. [63,64]. Proponowane jest rowniez
uzycie p-fruktofuranozydazy z S. occidentalis do biosyn-
tezy prebiotycznych otigosacharydow z serii 6-kestozy
[65]. Wykazano tez, ze preparaty enzymatyczne, zawie-
rajgce p-fruktofuranozydaze oraz celulazy i hemicelu-
lazy moga wspomagaé trawienie zywnosci zawierajacej
oligosacharydy [66], Prowadzone sg takze badania nad
zastosowaniem inwertazy w produkcji biosensorow uzy-
wanych do wykrywania obecnosci jonéw metali ciezkich
oraz sacharozy w produktach spozywczych [67].

W ostatnich latach, duze zainteresowanie budzg pro-
biotyki i prebiotyki, korzystnie wptywajgce na organizm
ludzi i zwierzat. Czesto stosowane sg kombinacje pro-
biotykoéw i prebiotykow, czyli preparaty synbiotyczne,
w ktorych prebiotyczny sktadnik selektywnie stabilizuje
komponent probiotyczny. Przykladem takiego prepara-
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tu jest produkt zawierajacy oligofruktoze i stymulowane
przez nig probiotyczne szczepy bifidobakterii [68], Roz-
woj synbiotycznych produktéw moze zwiekszy¢ skutecz-
nosé¢ oddziatywania szczepdéw probiotycznych, ktére sa
wrazliwe na warunki panujgce w gornej czesci przewo-
du pokarmowego, takie jak kwasne srodowisko zotgdka
czy sole z6tci. Dodatek prebiotyku moze chroni¢ komorki
przed niekorzystnymi czynnikami, zanim dotrg one do
okreznicy. Na przyktad, w badaniach in vitro, wykazano
ze FOS poprawity przezywalnoé¢ bifidobakterii w ho-
dowli zawierajacej w podtozu sole zétci [57],

Pozyteczne dziatanie synbiotyku sprawdzano w bada-
niach modelowych na szczurach [69], Zwierzeta karmio-
no zaprojektowanym synbiotykiem, ztozonym z FOS i
jednego z wczesniej wyselekcjonowanych szczepow bifi-
dobakterii, takich jak B. longum KN29.1, B. longum KNA1
lub B. animalis KSp4. Skutecznos$¢ synbiotyku trudno oce-
ni¢, poniewaz nie sprawdzono przezywalnos$ci bakterii w
warunkach przewodu pokarmowego, jednakze zaobser-
wowano wyzszg liczebnos¢ populacji bifidobakterii po
uzyciu prebiotyku czy synbiotyku, niz po zastosowaniu
samego probiotyku.

Badania produktow synbiotycznych wykazaly, ze za-
stosowanie FOS, GOS, jak rowniez skrobi opornej (ang. re-
sistant starch) juz na etapie otrzymywania mlecznych pro-
duktow fermentowanych przyczynito sie do wzrostu liczby
komaérek bifidobakterii obecnych w produkcie, jak réw-
niez zwiekszyto ich zywotno$¢ w czasie przechowywania
[70]. W tym konteks$cie logiczne wydaje sie wykorzystanie
P-fruktofuranozydazy z bifidobakterii do biosyntezy FOS.
Pozwolitoby to otrzymac preparat synbiotyczny w jednoeta-
powym procesie, a co istotne, zostatby uzyty odpowiednio
dobrany prebiotyk, ktéry stymulowatby wzrost i aktywnos¢
biologiczng danego szczepu. Ustalono, ze szczep Bifidobacte-
rium bifidum NIMB 41171 hodowany w podiozu zawieraja-
cym GOS, ktére sam zsyntetyzowat, lepiej rost i produkowat
wiecej krdtkotaricuchowych kwaséw ttuszczowych, niz w
podtozu zawierajgcym komercyjnie dostepne GOS [71].

PODSUMOWANIE

P-fruktofuranozydaza ze wzgledu na hydrolityczne i syn-
tetyczne whasciwosci biochemiczne znalazta zastosowanie w
przemysle spozywczym, a takze farmaceutycznym. Najwiek-
sze znaczenie komercyjne majg p-fruktofuranozydazy po-
chodzace z drozdzy iplesni. Obecnie prowadzone sg badania
nad charakterystyka i wyizolowaniem tego enzymu z innych
zrodet, m.in. z bifidobakterii czy T. neapolitana, co powinno
zwiekszy¢ mozliwo$¢ jego wykorzystania. Zrozumienie me-
chanizmoéw dziatania oraz poznanie mechanizméw regula-
cji procesdw biosyntezy moze pomoéc zwiekszyé wydajnosé
produkcji p —fruktofuranozydazy o wtasciwosciach zopty-
malizowanych pod katem zastosowan praktycznych, takich
jak biosynteza prebiotyk6ow o $cisle okreslonej budowie.
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P-fructofuranosidase — properties, structure and applications
Marzena jEdrzejczak-Krzepkowska , Halina Kalinowska, Stanislaw Bielecki

Institute of Technical Biochemistry, Technical University of Lodz, 4/10 Stefanowskiego St., 90-924 Lodz, Poland
e-mail: marzena.jedrzejczak-krzepkowska@ p.lodz.pl

Key words: p-fructofuranosidase, invertase, hydrolysis, transglycosylation

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 potgczen typu Gap w komorkach tkanki kostnej

STRESZCZENIE

otgczenia typu Gap to transbtonowe kanaty, ktdre tacza btony sasiadujacych ze sobg

komorek i uczestniczg w bezposrednim przekazywaniu sygnatéw pomiedzy komérka-
mi. Miedzykomdrkowa komunikacja z udziatem tego typu kanatéw zapewnia prawidtowe
funkcjonowanie tkanek i narzagdéw. Tworzenie potgczen typu Gap oraz synteza biatek ko-
neksynowych, budujacych pojedyncze potkanaty podlegaja regulacji przez hormony, czyn-
niki wzrostu oraz czasteczki sygnalizacyjne. Kanaty typu Gap wystepujace pomiedzy oste-
oblastami, osteocytami i osteoklastami, odgrywaja kluczowa role w procesie obrotu kostne-
go, a zatem w przebudowie i regeneracji tkanki kostnej. Posredniczg réwniez w regulacji
procesu proliferacji, réznicowania i dojrzewania osteoblastow oraz tworzenia i aktywnosci
osteoklastow. Niniejsza praca ukazuje obecny stan wiedzy na temat roli miedzykomérko-
wych potaczen typu Gap w komérkach kosci, ze szczegélnym zwr6ceniem uwagi na zaanga-
zowanie koneksyny 43 w regulacje procesu kosciotworzenia.

WPROWADZENIE

Zjawisko miedzykomorkowej komunikacji zapewnia istnienie réznorodnych
procesdw fizjologicznych, takich jak: wzrost, proliferacja i r6znicowanie, home-
ostaza w obrebie komdrek danej tkanki, apoptoza, odpowiedZ immunologiczna,
jak rowniez patologicznych, np. proces nowotworzenia [1-4]. Komunikacja po-
miedzy komoérkami polega miedzy innymi na tworzeniu r6znego rodzaju po-
taczen (kanatéw) w przylegajacych do siebie btonach sgsiadujgcych komoérek.
Jednym z takich potaczen jest, tzw. potgczenie komunikacyjne typu Gap (GJIC,
ang. Gap Junctional Intercellular Communication) utworzone z grupy biatek zwa-
nych koneksynami. Kanatami GJIC odbywa sie szybkie przekazywanie sygnatu
elektrycznego oraz transport z komorki do komorki jonéw (np.: Na+ K+ Ca2¥,
matych czasteczek o masie czgsteczkowej ponizej 1 kDa (np.: cykliczne AMP,
tréjfosforan inozytolu) oraz czasteczek sygnatowych (np. przekazniki drugie-
go rzedu) [1]. Potaczenia te zaangazowane sg w przekazywanie sygnatéw po-
miedzy komdrkami, kontrole wzrostu organizméw podczas embriogenezy oraz
przebudowe tkanek i narzadow. Zaburzenia funkcji GJIC moga by¢ przyczyng
nastepujacych schorzen: zaémy, utraty stuchu, choréb skéry, niewydolnosci ser-
ca, nowotwordw i neuropatii. Wykazano, ze w chorobach dotyczacych uktadu
krazenia (zaburzenia pracy miesnia sercowego), odpornos$ciowego i pokarmo-
wego ulega zmianie liczba i rozmieszczenie w komérkach kanatow GJIC [5-7].

W kontroli przebudowy tkanki kostnej bardzo wazng role odgrywa oddzia-
tywanie i wzajemny kontakt pomiedzy trzema typami komérek: osteoblastami
(komorki tworzace kos¢), osteocytami (komérki lezagce w jamkach kostnych) i
osteoklastami (komdrki odpowiadajgce za resorpcje kosci). W tkance kostnej zja-
wisko komunikacji miedzykomdérkowej ma szczegdlne znaczenie, gdyz dociera-
jace do komdrek kosci zewnatrzkomdrkowe sygnaty (np. mechaniczne) sg od-
bierane i przekazywane do komorek o scisle okreslonej lokalizacji (osteoblasty
badz osteoklasty). Przekazywanie takich sygnatow jest zwigzane z istnieniem
rozbudowanej sieci potagczen miedzykomérkowych wystepujacych pomiedzy
osteocytami oraz pomiedzy osteocytami a osteoblastami [8]. Niezmiernie istot-
ny jest réwniez udziat potagczen komunikacyjnych w powstawaniu dojrzatych
osteoklastéw z ich prekursorow oraz regulacji ich aktywnosci i procesu resorpcji
kosci [9].

WYSTEPOWANIE | BUDOWA POLACZEN TYPU Gap

Wymiana jondw pomiedzy komérkami za posrednictwem kanatéw o niskiej
opornosci elektrycznej GJIC ma fundamentalne znaczenie dla funkcji komorek
pobudliwych, takich jak: neurony, miocyty serca czy komadrki miesni gtadkich.
Potgczenia typu Gap zostaty odkryte w uktadzie nerwowym (tzw. potgczenia
typu nexus) oraz miesniu sercowym (potaczenia szczelinowe) jako kanaty trans-
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misji sygnatu elektrycznego w synapsach elektrycznych lub
w obrebie sasiadujgcych miocytéw [10,11]. Ich obecnos¢
umozliwia ujednolicenie sygnatu elektrycznego lub mecha-
nicznego w skoordynowanej grupie komdrek tworzacych
tkanke. Wystepowanie potaczen komunikacyjnych typu
Gap nie jest jednak ograniczone tylko do komoérek pobu-
dliwych. GJIC sg obecne prawie we wszystkich komérkach
dojrzatych tkanek oraz podczas ich morfogenezy [12].

W warunkach in vitro potgczenia typu Gap powstajg w
ciagu kilku minut i réwnie szybko ulegajg rozpadowi. Me-
chanizmy regulujace liczbe tworzacych sie kanatéw i ich
aktywnos$¢ zwiazane sg z regulacja ekspresji genéw dla po-
szczeg6lnych izoform biatek koneksynowych i z procesem
ich fosforylacji. Warunkowane sg one takze zmianami pH
oraz obecnoscig wolnych rodnikéw [13]. GJIC mogg wy-
stepowaé pomiedzy komorkami budujacymi dang tkanke
(np.: osteoblast —osteocyt, komoérka $rédbtonka - komorka
$rodbtonka) lub komdrkami nalezagcymi do réznych tkanek
(np. osteoblast —komdrka srédbtonka) [8,14,15]. Dzieki ba-
daniom histocytochemicznym i zastosowaniu mikroskopii
elektronowej uzyskano morfologiczny obraz potwierdza-
jacy obecno$¢ potaczen typu Gap, in vivo w fibroblastach
okostnej, osteoblastach i osteocytach [16]. Interesujgce wy-
daje sie by¢ odkrycie potgczen typu Gap o owalnej struk-
turze znajdujacych sie na terenie cytoplazmy komorek [16],
chociaz znaczenie i funkcja tych struktur nie jest poznana.

BIALKA KONEKSYNOWE

Nadrodzina biatek koneksynowych budujacych pota-
czenia typu Gap kodowana jest przez ponad 20 genow,

ktére charakteryzujg sie u kregowcéw wysokim stopniem
zachowania ich struktury w ewolucji [17]. Sa to biatka po-
limorficzne, z ktérych najdoktadniej badana jest koneksy-
na 43 (Cx43). Cx43 w komdrkach tkanki kostnej posiada 4
izoformy: nieufosforylowang (NP) i trzy ufosforylowane
(PI, P2, P3) [18]. Izoforma P2 dominuje w osteoblastach,
mimo ze po okoto trzech godzinach w hodowli in vitro
przechodzi w forme NP, a nastepnie powraca znowu do
formy P2 [19]. Koneksyny syntetyzowane sg w siateczce
Srddplazmatycznej, gdzie zachodzi ich oligomeryzacja w
struktury zwane koneksonami lub pdtkanatami. Kazdy
konekson sktada sie z sze$ciu identycznych lub réznych
jednostek koneksynowych. Zsyntetyzowane potkana-
ty transportowane sg do btony komérkowej, w obrebie
ktérej agreguja tworzac transhtonowy kanat tagczacy dwie
sgsiadujace ze sobg komarki [20], W zaleznos$ci od zesta-
wienia biatek koneksynowych po6tkanaty dzielimy na ho-
mometryczne (koneksyny jednego rodzaju np. Cx36) lub
heterometryczne (przynajmniej dwie rézne koneksyny
np.: Cx36 i Cx45) (Ryc. 1). Rutkowski i wsp. wyrdzniaja
cztery roézne typy kanatow koneksynowych: homome-
tryczno-homotypowe, zbudowane z dwdéch identycznych
koneksonéw; homometryczno-heterotypowe, w ktérych
jeden z poétkanatdw zbudowany jest z jednego rodzaju
biatka konesynowego, a drugi z innej koneksyny; hetero-
metryczno-homotypowe, w ktérych kazdy z potkanatow
utworzony jest z dwoch koneksyn i heterometryczno-he-
terotypowe, charakteryzujace sie najbardziej zréznicowa-
nym skiadem biatkowym. Synteza czgsteczek koneksyn
zachodzi w komdérkach wtedy, gdy niezbedne jest tworze-
nie potagczen miedzykomodrkowych. Kanaty koneksondw
moga sie zamykac badz otwierac, dzieki zmianie konfor-

macji czasteczek konek-
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syn. Potgczenia te nie sg
strukturami statycznymi,

jednak ich otwieranie i
zamykanie odbywa sie
w sposob kontrolowany
[21,22].

Czasteczka koneksyny

i

& zbudowana jest z czterech

§ transbtonowych d
$ yc omen
£ hydrofobowych (TM1-
& TM4), dwéch matych petli
& zewngtrzkomaérkowych
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biatka budujgce potacze-
nia sciste (Z0O-1, ZO-2,

Rycina 1. Struktura pétkanatéw (koneksondw) oraz potgczen typu Gap. Pdtkanaty utworzone sg z szeéciu identycznych lub
réznych czasteczek koneksyn. Koneksony zbudowane z jednego rodzaju koneksyn np. Cx43 nazywamy homometrycznymi, za$
z dwéch réznych (np.: Cx43 i Cx45) heterometrycznymi. Koneksony przylegajacych do siebie komérek tworza transbtonowy

kanat typu Gap.
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cytoszkieletu (tubulina, spektryna). Oddziatywanie ko-
neksyn z innymi biatkami umozliwia powstanie ztozone-
go kompleksu, ktéry zapewnia skoordynowang, dostoso-
wang do potrzeb komunikacje miedzykomdrkowg oraz
udziat biatek koneksynowych w przekazywaniu réznego
rodzaju sygnatow [22,23].

Rodzaj koneksyn wchodzacych w skiad poszczegdl-
nych GJIC decyduje o typie kanatu i wptywa na jego wia-
$ciwosci biofizyczne, m.in. jego przepuszczalnos$é. Obec-
nos¢ w koneksonie czasteczki Cx43 umozliwia transport
stosunkowo duzych czasteczek sygnatowych (o masie
czasteczkowej <1,2 kDa), z preferencjag dla czasteczek
o tadunku ujemnym. Natomiast koneksyna 45 formuje
potaczenia o mniejszej wielkosci porow, przez ktore za-
chodzi dyfuzja czgsteczek dodatnio natadowanych (<0,3
kDa). Potkanat koneksynowy moze by¢ aktywny nawet
jesli nie utworzy pary i pozostanie w btonie komorkowej
wolnym koneksonem. Staje sie on wtedy poétkanatem o
duzej przepuszczalnosci [8].

W tkance kostnej zachodzi synteza trzech réznych ko-
neksyn: Cx43, Cx45 i Cx46. Koneksyna 43 jest obecna we
wszystkich typach komaérek kosci, w tym: w komorkach
szpiku cztowieka, osteoblastach kosci beleczkowej, pier-
wotnych osteocytach, komérkach kosci zuchwy i wieza-
det przyzebia oraz w komédrkach linii osteoblastycznej
MC3T3-E1 i osteocytarnej MLO-Y4, a takze w chondro-
cytach [24-28]. Synteza Cx45 zachodzi w liniach komdérek
osteoblastycznych UMR-102 i hFOB 1.19 oraz osteocytar-
nej linii MLO-Y4, choé¢ w znacznie mniejszym stopniu niz
Cx43 [25,29,30]. Wykazano, ze koneksyna 45 obecna w ko-
morkach szpiku kostnego, nie wystepuje w osteoblastach,
osteocytach i osteoklastach zebodotowej tkanki kostnej
[31], Natomiast synteza Cx46 zachodzi podobnie jak Cx45
w komorkach linii osteoblastycznych (np. ROS17/2.8),
chociaz rola koneksyny 46 w komodrkach osteogennych
pozostaje nieznana [32].

ROLA POLACZEN TYPU Gap
W KOMORKACH TKANKI KOSTNEJ

Potaczenia typu Gap posredniczg w prawidtowym
funkcjonowaniu komdrek kosci, regulujgc ich prolife-
racje, réznicowanie [8,33,34] oraz proces przebudowy
tkanki kostnej [35,36]. Zjawisko miedzykomérkowej ko-
munikacji na powierzchni kosci zachodzi pomiedzy oste-
oblastami a wypustkami osteocytow (potaczenia typu
Gap) oraz w przylegajacych do siebie btonach osteocytow
(potaczenia adhezyjne). Osteocyty przekazujg sygnaty
mechaniczne osteoblastom, a takze innym typom komo-
rek kosci, wptywajac jednoczes$nie na regulacje ich biolo-
gicznych funkcji [37]. Badania z wykorzystaniem modelu
hodowli 3D fragmentu kosci beleczkowej in vitro doty-
czace procesu mechanicznej odpornosci kosci, przyczyni-
ty sie do lepszego zrozumienia mechanizmu przesytania
sygnatdw z osteocytéw do osteoblastéw. Wykazano, ze
zastosowanie dynamicznych obcigzen fragmentu 3D ko-
§ci beleczkowej, pomimo niskiego poziomu przeptywu
pozywki hodowlanej zawierajagcej substancje odzywcze
wptywa na przezycie osteoblastow, jak réwniez osteocy-
tow zamknietych w jamkach mineralizowanej kosci, dzie-
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ki ¢ cclosci pomiedzy tymi komdérkami potgczen typu
Gap Pétkanaty regulujg uwalnianie adenozynotrdjfosfo-
ram  TP) i prostaglandyny E2 (PGE2) w reakcji na sty-

mul  mechaniczng tkanki kostnej [32] oraz biorg udziat

w OG owiedzi komérek kosci na czynniki farmakologicz-
ne [38 Badania in vitro dostarczaja danych wskazujacych
na role koneksyny 43 jako receptora zaangazowanego w
odpowiedz komdrki na stymulacje mechaniczng. Potka-
naty utworzone przez podjednostki Cx43 pozostajg ak-
tywne w linii osteocytarnej wtedy, gdy posrednicza w
miedzykomorkowym transporcie PGE2 i ATP [39],

Zahamowanie syntezy PGE2 w komorkach kosci i jed-
noczes$nie zablokowanie GJIC, znacznie ostabia lub cal-
kowicie znosi skutki wywotane zastosowaniem obcigzen
mechanicznych. Whnioskuje sie zatem, iz zaangazowanie
potaczen typu Gap oraz obecno$¢ PGE2 ma kluczowe
znaczenie dla mechanicznej odpornosci kosci. Zjawi-
sko miedzykomorkowej komunikacji przyczynia sie do
utrzymania fragmentu zywej tkanki kostnej (tworzenie
i zmiany sprezystoSci tkanki kostnej) w warunkach ho-
dowli in vitro. Zastosowany w tej pracy model wspoélnej
hodowli in vitro dwéch typéw komodrek we wspaniaty
sposOb przyczynia si¢ do pokazania stanu wiedzy na te-
mat potgczen typu Gap jako czujnikdw mechanicznych w
osteocytach i w przekazywaniu przez nie sygnatu regu-
lujagcego funkcjonowanie i zdolnosci mechaniczne oste-
oblastow zapewniajgce sp6jnosé catego uktadu kostnego
organizmu [40],

Niewielka liczba prac dotyka problemu fizjologicznych
konsekwencji reakcji osteocytow na sygnaly zewnatrz-
komérkowe, ktére nastepnie przekazywane sg do oste-
oblastow. Wynika to z trudnosci metodycznych badan in
vitro hodowli osteocytéw, jako komérek zlokalizowanych
w mineralizowanej macierzy kos$ci. Jednak dostepnos$¢
nowych technik molekularnych, w tym rekombinacji
gendw stwarza coraz wiecej mozliwos$¢ badania funkcji
GJIC w komérkach tkanki kostnej, takze w warunkach in
vivo [8,41]. Ostatnio opublikowane dane Lim i wsp. wska-
zujg na role microRNA przechodzgcego potgczeniami
typu Gap pomiedzy szpikiem a komdrkami raka piersi,
podczas przechodzenia nowotworu w faze spoczynkowg
[42]. Odkrycie to moze w przysztosci stanowié skutecz-
ng forme leczenia nowotwordw. Obecnie eksperymenty z
tego zakresu znajduja sie na etapie | fazy badan klinicz-
nych.

Potgczenia typu Gap posredniczg w utrzymaniu i za-
pewnieniu miedzykomodrkowej wspotpracy metabolicz-
nej polegajacej na wyréwnywaniu gradientow substancji
odzywczych lub czasteczek sygnatowych i enzymoéow w
obrebie komdrek tkanki [43]. GJIC mogg ttumic¢ skutki
mutacji somatycznych. W przypadku utraty przez jed-
ng komaérke kluczowych enzymdéw metabolicznych czy
biatek budujacych kanaty jonowe, niezbedne czasteczki
zostajag przekazane droga potgczen komunikacyjnych z
sgsiednich komorek [44], Miedzykomo6rkowa komunika-
cja z udziatem GJIC pomiedzy osteocytami regulowana
jest m.in. przez rézne czynniki anaboliczne np.: parathor-
mon (PTH), morfogenetyczne biatko kosci 2 (BMP2, ang.
Bone Morphogenetic Protein 2) oraz PEG2. PTH stymuluje
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ekspresje genu kodujgcego Cx43 w osteoblastach i oste-
ocytach, w zaleznos$ci od stadium zréznicowania komo-
rek osteoblastycznych [45], Zahamowanie komunikacji
miedzykomdrkowej przez blokowanie GJIC wpitywa na
ostabienie stymulujgcego dziatania PTH na proces mine-
ralizacji zachodzacy w osteoblastach podczas ich rozni-
cowania [46], W hodowlach komdrek osteoblastycznych
wielu linii komérkowych traktowanych PGE2 obserwo-
wano podwyzszenie poziomu syntezy biatek koneksyno-
wych [47], Wykazano réwniez, ze zastosowanie stabilne-
go analogu peptydéw antyarytmicznych, rotigapeptydu,
wptywa na wzrost liczby GJIC w osteoblastach cztowieka
[48]. W przeciwienstwie jednak do PTH i PGE2, transfor-
mujacy czynnik wzrostu p (TGFP), osteogenina i BMP2
odpowiadajg za zmniejszenie zdolnosci tworzenia po-
taczen typu Gap w btonach osteogennych komérek linii
MC3T3-E1 [49],

Nalezy réwniez wspomnieé, iz niskie pH w komor-
kach MC3T3-E1 hamuje komunikacje miedzykomorko-
wa oraz powoduje zmniejszenie poziomu ekspresji genu
kodujacego Cx43 [50], co w zasadniczy sposéb wptywa
na réznicowanie i prawidtowe funkcjonowanie komadrek
osteogennych. Wykazano, ze podwyzszenie wewnatrz-
komdérkowego poziomu cAMP wywotuje wzrost liczby
tworzonych w bionach osteoblastow kanatow Gap oraz
powoduje wzrost syntezy znacznika procesu kosciotwo-
rzenia, osteokalcyny [51]. Liczne inne czynniki, w tym
biatka macierzy pozakomérkowej (kolagen typu I, fibro-
nektyna, witronektyna) [52], czasteczki sygnalizacyjne
ERK/P13K [53], odgrywajg kluczowg funkcje w regulacji
formowania i prawidtowej funkcji GJIC w kontaktuja-
cych sie ze sobg komorkach kosci.

Ukierunkowane zahamowanie ekspresji genu dla po-
szczeg6lnych koneksyn, przy uzyciu specyficznych an-
tysensownych oligonukleotydéw umozliwia okreS$lenie
biologicznych funkcji poszczegélnych biatek koneksyno-
wych in vivo [54,55]. Myszy pozbawione genu Gjal (my-
szy Gjal/') kodujgcego koneksyne 43 wykazujg opdz-
nienie kostnienia szkieletu obwodowego i osiowego [56].
Ponadto brak syntezy Cx43 powoduje zmiany w réznico-
waniu osteoblastow i w transkrypcji genéw dla znaczni-
kow komdrek kosci [34], w szczegdlnosci kolagenu typu
I (crX(1)), osteokalcyny isialoprotein [57], Natomiast nade-
kspresja Gjal w komadrkach wykazujgcych niski poziom
biatka Cx43, skutkuje wzrostem transkrypcji genow dla
kolagenu typu | i osteokalcyny.

W celu wyjasnienia molekularnego mechanizmu
udziatu Cx43 w regulacji biologicznych funkcji osteobla-
stdw przeprowadzono badania, w ktorych testowano
przepuszczalnos¢ heterometrycznych kanatdw zbudo-
wanych z Cx43/Cx45, z dominacjg czasteczek koneksyny
45 w danym koneksonie. Do$wiadczenia te doprowadzi-
ty do zidentyfikowania elementu promotora DNA dla
Cx43, odpowiadajgcego za wptyw tego biatka na regu-
lacje transkrypcji gendéw kodujacych znaczniki procesu
osteogenezy: aAl) kolagenu i osteokalcyny. Aktywacja
procesu transkrypcji zachodzi poprzez wigzanie sie spe-
cyficznych czynnikéw transkrypcyjnych Spl/Sp3 z DNA.
Stwierdzono réwniez, ze koneksyna 43 jako sktadnik po-
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taczen typu Gap moduluje ekspresje genéw w osteobla-
stach, zakidcajac okresSlone S$ciezki transdukcji sygnatu,
ktdre moga by¢ aktywowane za posSrednictwem bodZcéw
zewnatrzkomdrkowych [56].

POLACZENIA TYPU Gap
W ROZNICOWANIU OSTEOBLASTOW

Potaczenia typu Gap odgrywajg istotna role zaréwno
podczas rozwoju kosci in vivo [56], jak réwniez w procesie
réznicowania osteoblastow i utrzymania ich dojrzatego
fenotypu w warunkach in vitro. U myszy z wytaczonym
genem dla koneksyny 43 obserwowano ostabienie two-
rzenia kosci na podtozu tacznotkankowym, co sugeruje
istnienie zaktécen w procesie roznicowania i dojrzewania
osteoblastow [57], Dowiedziono takze, ze odpowiedZ na
PTH charakteryzujaca dojrzate osteoblasty jest zmniej-
szona w osteoblastycznych komérkach linii ROS 17/2.8,
w ktorych kanaty typu Gap sa nieaktywne. Inne doniesie-
nia wskazujg, ze w osteoblastach z wygaszonym genem
kodujagcym Cx43 wystepuje zmniejszona liczba potaczen
GJIC, obnizona aktywnoé¢ fosfatazy zasadowej oraz brak
zdolnosci do tworzenia ognisk mineralizacji [57], Wyniki
te potwierdzono blokujac kanaty typu Gap w komaérkach
linii hFOB 1.19 [29],

Inhibitory GJIC ostabiajg stymulujacy wptyw konek-
syny 43 na réznicowanie komérek macierzystych kosci,
co wiaze sie z obnizeniem poziomu ekspresji genow dla
znacznikéw roznicowania osteoblastow takich jak: fos-
fataza zasadowa, osteokalcyna czy kolagen typu | oraz
zmniejszeniem poziomu mineralizacji nowo tworzonej
kosci [46,58], Wyciszenie ekspresji genu kodujacego Cx43
powoduje wyrazny spadek aktywnosci fosfatazy zasa-
dowej w komdrkach linii MC3T3-E1, co w pbdzniejszym
stadium ich réznicowania wptywa réwniez na zahamo-
wanie procesu mineralizacji [59], Natomiast nadproduk-
cja koneksyny 43 indukuje proliferacje i réznicowanie
komadrek osteogennych [60], Zaobserwowano, ze wraz ze
wzrostem stopnia zréznicowania osteoblastow zwieksza
sie poziom ekspresji mMRNA dla Cx43 [29]. Potwierdza-
ja to wyniki badan prowadzonych na komdrkach linii
MC3T3-E1 przez Schillera i wsp. [45].

Stymulowanie procesu dojrzewania komdrek oste-
ogennych z udziatlem GJIC wigze sie bezposrednio z
transportem przez te kanaty czgsteczek sygnalizacyjnych
aktywowanych przez odpowiednie czynniki wzrostu
czy hormony. Wykazano, iz pomiedzy komaérkami $rod-
btonka i komorkami progenitorowymi ko$ci wystepu-
ja heterometryczne potgczenia typu Gap [61]. Sygnaty
przekazywane z komdrek $rédbtonka prawdopodobnie
warunkujg regulacje i kontrole procesu réznicowania
komdrek osteogennych. W zaleznosci od typu komorek
osteogennych, pdtkanatly moga by¢ zbudowane z konek-
syny 43 lub 45. Rodzaj koneksyny wptywa na odmienng
przepuszczalno$é danego kanatu. Cx43 budujaca kana-
ty w bionie osteoblastycznych komdrek linii ROS17/2.8
poéredniczy w miedzykomdrkowym transporcie miedzy
innymi jonow i wiekszych czasteczek, podczas gdy Cx45
obecna w komérkach linii UMR106 umozliwia transport
jedynie jonoéw [30]. Zjawisko to wskazuje na niezmiernie
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tetyczny peptyd Gap 27 —czasteczke
posiadajagca homologiczng sekwencje
do sekwencji petli zewnatrzkomoérko-

OSTEOBLASTY OSTEOCYTY wej koneksyn (sekwencja reszt amino-
kwasowych SRPTEKTIFII) [63], Inhibi-
tor ten hamowat dziatanie potkanatow

o zbudowanych z Cx32, Cx40 lub Cx43.
PROLIFERACIA Mechanizm dziatania heptanolu nie
y > . . .
ROZNICOWANIE TRANSDUKGIA jest doktadnie poznany. W badaniach
BHP7. PTH. PGE2 ZEWNATRZKOMORKOWYCH tych réwniez obserwowano zmniej-
SYGNALOW

APOPTOZA >

O STEOBLASTOGENEZA
O STEOKLASTOGENEZA

PTH. P6E2. 1.2S-(OH)2D3
[———

| PotAczeNE TYPU

Rycina 2. Rola komunikacji miedzykomérkowej z udziatem potaczen typu Gap w komoérkach tkanki kost-
nej (wg [8], z modyfikacjami). Potgczenia typu Gap sg uniwersalnymi kanatami odpowiadajacymi za prze-
kazywanie sygnatéw regulujacych proliferacje, réznicowanie oraz apoptoze. Kanaly te posredniczg takze w

PGEZPTH.ATP

—
< PRZEBUDOWA |
REGENERACJA KOSCI

KONEKSON
GAP (POLKANAL)

szenie sie obszaru resorpcji i liczby
miejsc (dotkéw) resorpcyjnych w ho-
dowlach osteoklastow prowadzonych
na skrawkach kosci. Uzyskane wyniki
wskazujg jednoznacznie na ostabienie
aktywnosci osteoklastow hodowanych
w obecno$ci Gap 27 [63], Powyzsze
wyniki dowodzg, ze potgczenia typu
Gap odgrywajg zasadnicze znaczenie
W procesie powstawania, przezycia i
prawidtowego funkcjonowania oste-
oklastow, a co za tym idzie, takze w
procesie wiasciwej przebudowy kosci.
Dlatego tez, zasadne jest prowadzenie
dalszych badan w zakresie udziatu
komunikacji miedzykomérkowej pod-
czas procesu osteoklastogenezy.

utrzymaniu wtasciwej homeostazy tkankowej warunkujacej przebudowe i regeneracje kosci, za$ na poziomie

komérkowym prawidtowa osteoblastogeneze i osteoklastogeneze. Aktywacja potaczen typu Gap w komor-

PODSUMOWANIE

kach kosci podlega regulacji przez hormony (PTH, 1,25-(OH)2D3 oraz czynniki anaboliczne (BMP2, PGE2).

wazng role poszczeg6lnych koneksyn w regulacji mie-
dzykomérkowej komunikacji oraz wyboru Sciezki prze-
kazywania sygnatow pomiedzy komorkami.

POLACZENIA TYPU Gap
W ROZNICOWANIU OSTEOKLASTOW

W procesie obrotu kostnego gtéwng role odgrywaja
osteoblasty uczestniczgce w tworzeniu i odbudowie tkan-
ki kostnej oraz wielojadrzaste osteoklasty, ktére odpowia-
dajg za zjawisko degradacji i resorpcji kosci. W zdrowym
organizmie zjawisko obrotu kostnego jest procesem na-
turalnym, prowadzacym do odnowy tkanki kostnej. Pre-
kursorami osteoklastéw sg hematopoetyczne komarki li-
nii monocytarno-makrofagalnej, ktére réznicuja a nastep-
nie taczac sie tworzg dojrzatg w petni aktywng wieloja-
drzastg komdrke. Sugeruje sie, ze kanaty GJIC odgrywaja
kluczowgq role w procesie tworzenia dojrzatych osteokla-
stow z komdrek prekursorowych [9,62], W osteoklastach
podobnie jak w pozostatych komorkach kosci potkanaty
zbudowane sg gtdwnie z koneksyny 43. W licznych ba-
daniach dotyczacych udziatu potaczen komunikacyjnych
w procesie resorpcji kosci zastosowano réznego rodzaju
inhibitory potaczen typu Gap. Wykazano, iz uzycie inhi-
bitorow takich jak: kwas 18a-glicyretynowy czy oleamid,
wptywa na zmniejszenie liczby zresorbowanych miejsc
na ptytach kostnych w hodowlach in vitro pobudzanych
przez PTH i [,25-(OH)2D3 (aktywna forma witaminy D3
[36]. Poniewaz powszechnie stosowany heptanol moze
dziata¢ nieswoiscie na hamowanie potgczen komunika-
cyjnych, llvesaro i wsp. dla pordwnania zastosowali syn-
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Miedzykomorkowepotgczeniatypu
Gap odgrywajg kluczowg role w koor-
dynacji biologicznych funkcji prawie wszystkich typdw
komédrek, w tym osteogennych. Tworzenie i aktywacja
tych kanatow zwigzana jest zaréwno z prawidtowym
funkcjonowaniem, jak i ze zmianami patologicznymi w
obrebie uktadu szkieletowego. Morfogeneza, modelowa-
nie oraz proces przebudowy tkanki kostnej nieodzownie
wigzg sie z komunikacjag komorek osteogennych odbywa-
jaca sie poprzez transbtonowe kanaty typu Gap. Szcze-
goélng uwage zwraca fakt, ze biatka koneksynowe (wsréd
nich najwazniejsza Cx43) budujgce koneksony podlegaja
regulacji podczas réznorodnych proceséw komérkowych,
wptywajac jednoczesnie na zmiane sciezek przekazywania
zewnatrzkomoérkowych sygnatéow czy transkrypcje specy-
ficznych tkankowo genow. Nalezy podkres$li¢, ze istnieje
wiele doswiadczalnych dowodow, ktore potwierdzajg, iz
potaczenia GJIC i pdikanaly zapewniajg przekazywanie
sygnatow pomiedzy wszystkimi komérkami kosci oraz
odgrywaja wazng funkcje regulatorowag podczas proli-
feracji, roznicowania oraz apoptozy, czyli kolejnych faz
przebudowy tkanki kostnej. Kanaty te przewodzg sygna-
ty generowane przez czynniki wzrostu, hormony i bodz-
ce mechaniczne pomiedzy komérkami oraz komorkami a
srodowiskiem zewnatrzkomérkowym (Ryc. 2). Niezmier-
nie interesujagce wydaje sie doktadniejsze zbadanie roli
potkanatow w warunkach in vivo oraz kanatéw obecnych
w btonach osteocytéw. Dlatego tez, dalsze badania prowa-
dzone w zakresie funkcji GJIC, w komaérkach tkanki kost-
nej przyczynig sie z pewnoscig do lepszego zrozumienia
komorkowych mechanizméw zwigzanych ze zjawiskiem
obrotu kostnego, a wiec przebudowg i regeneracjg kosci.
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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 modeling and bone tissue
regeneration. They also mediate the regulation of proliferation, differentiation and maturation of osteoblasts, as well 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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STRESZCZENIE

ddziatywania biatek z DNA majg kluczowe znaczenie dla proceséw zachodzacych w

komérce. Bez nich nie bytoby mozliwe upakowanie DNA w jadrze komoérkowym, jego
replikacja, rekombinacja, naprawa czy transkrypcja. Jedng z metod badania tych oddzia-
tywan jest immunoprecypitacja chromatyny (ChlIP, ang. Chromatin Immunoprecipitatiori),
umozliwiajagca wykrycie z jakim fragmentem DNA wigze sie in vivo badane biatko (np.
czynnik transkrypcyjny). Kolejne etapy ChlIP to utrwalenie istniejacych oddziatywan biatek
z DNA (o ile jest to konieczne), fragmentacja DNA, precypitacja powstatych komplekséw
z wykorzystaniem swoistego przeciwciata oraz oczyszczenie i analiza otrzymanego DNA.
Mozliwosci analizy uzyskanego DNA decydujg o uzyteczno$ci metody ChIP. Pojedyncze
sekwencje DNA wykrywane sg zazwyczaj metodg PCR. Szersze spektrum oddziatywan ba-
danego biatka z DNA mozna wykry¢ tagczac ChIP z analizg na mikromacierzach (ChlP-chip)
lub z sekwencjonowaniem (ChIP-seq). W kombinacji z tymi technikami ChIP staje sie coraz
powszechniej stosowanym narzedziem umozliwiajgcym badanie genomu na szerokg skale.

ODDZIALYWANIA BIALEK ZDNA I METODY ICH BADANIA

Cato$¢ DNA zawartego w jadrze komoérkowym wraz z towarzyszacymi mu
biatkami i RNA tworzy chromatyne. Chromatyna stanowi nie tylko platforme zor-
ganizowania DNA, ale rowniez jest strukturg dynamiczng, ktéra w zaleznosci od
fazy cyklu komorki kondensuje i dekondensuje. Chromatyna odgrywa zasadniczg
role w procesie transkrypcji, replikacji, naprawy i rekombinagi. To biatka obecne
w chromatynie umozliwiajg wypetnianie jej podstawowych funkcji: upakowanie
DNA w matej objetosci, by zmiescito sie w jadrze, zapakowanie DNA w chromo-
somach przed podziatem i sprawowanie kontroli nad ekspresjg i replikaga DNA.
Szczegolnie istotny dla fenotypu komorki jest sposob ekspresji materiatu gene-
tycznego, zalezny przede wszystkim od wigzania z DNA polimeraz, czynnikéw
transkrypcyjnych (zaréwno podstawowych, jak i bardziej swoistych), czynnikéw
remodelujgcych chromatyne oraz wielu innych biatek. Badania oddziatywan biatek
z DNA majg wiec kluczowe znaczenie dla zrozumienia funkcjonowania komarki.

Istnieje wiele metod badania oddziatywan biatek z DNA. Sa to techniki umoz-
liwiajace badanie badz pojedynczych sekwencji, badz przeprowadzone na szersza
skale; techniki badania oddziatywan zachodzacych in vitro, w probéwece, badz in
vivo, w komorce, a wiec bardziej wiarygodne. Gtdéwnymi metodami badania od-
dziatywan in vitro sg techniki bazujgce na uzyskaniu komplekséw biatek z DNA
oraz ich elektroforezie: test opdznionej migracji w zelu (EMSA, ang. Electrophoretical
Mobility Shift Assay, tzw. band shift) [1] oraz tzw.footprinting [2], Mimo niewatpliwej
uzytecznosci tych metod nie dajg one pewnej odpowiedzi na pytanie, czy w komar-
ce faktycznie zachodzg oddziatywania obserwowane w probéwce. Metodafootpnn-
ting ma swdj wariant umozliwiajgcy badanie oddziatywan in vivo [3]. Oddziatywa-
nia biatko-DNA zachodzgce in vivo moga by¢ rowniez badane poprzez wyszukiwa-
nie miejsc nadwrazliwych na dziatanie DNazy (ang. DNase hypersensitive sites). Sa to
krotkie rejony w chromatynie, gdzie DNA jest trawione przez DNazel w pierwszej
kolejnosci. W miejscu nadwrazliwym struktura nukleosomalna nie jest zorganizo-
wana w zwykty sposdb, co skutkuje 100-krotnym wzrostem wrazliwosci na atak
enzymatyczny w poréwnaniu do reszty chromatyny. Miejsca nadwrazliwe obecne
sgw kazdym aktywnym genie, a bardzo czesto jest ich kilka. Najczesciej znajdowa-
ne sgjedynie w komorkach, w ktérych dany gen ulega ekspresji. Pojawiajg sie przed
rozpoczeciem transkrypcji jako skutek wigzania czynnikdw transkrypcyjnych [4].
Tradycyjng metodg detekcji miejsc trawionych DNazg jest Southern biot umozliwia-
jacy badanie sekwencji w obrebie pojedynczego genu, a wiec na niewielka skale. W
ostatnich latach pojawita sie jednak mozliwos$¢ badania lokalizagi miejsc nadwraz-
liwych na dziatanie DNazy na szerokg skale, nawet w catym genomie réwnocze-
$nie, z zastosowaniem mikromacierzy (tzw. DNase-chip) [5] lub sekwencjonowania
réwnolegtego (DNase-seq) [6]. W obecnej chwili najbardziej uzyteczng i stosowang
coraz czesciej metodg badania oddziatywan biatko-DNA zachodzacych in vivo jest
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immunoprecypitacja chromatyny (ChlP). Dodatkowo, faczac
tg technike z wieloma innymi stosowanymi w biologii mole-
kularnej mozna zwiekszyc¢ jej uzyteczno$¢ i wszechstronnos$é

[7].
IMMUNOPRECYPITACJA CHROMATYNY (ChIP)

Od strony metodycznej istniejg dwie odmiany ChIP réznia-
ce sie przede wszystkim sposobem przygotowania chromaty-
ny. W pierwszej, nazywanej czasami XChIP (ang. cross-linked
ChlP), do badan wykorzystuje sie usieciowang (utrwalong)
chromatyne fragmentowang zazwyczaj poprzez sonikacje.
W drugiej, nazywanej NChIP (ang. native ChIP), precypitacje
wykonuje sie na chromatynie nieutrwalanej, czyli natywnej,
trawionej nukleazami [7-10], Istniejg takze kombinage obu
wariantéw: po delikatnym traktowaniu czynnikami sieciuja-
cymi mozna trawi¢ chromatyne nukleazami. Obie odmiany
majg swoje zalety i wady (Tab. 1). Immunoprecypitacje chro-
matyny natywnej wykonuje sie wytgcznie badajac oddziaty-
wania biatek silnie zwigzanych z DNA, takich jak histony i ich
modyfikowane izoformy. Wiekszos$¢ przeciwciat przeciwko
modyfikowanym histonom powstaje z wykorzystaniem syn-
tetycznych peptydéw jako antygendw, rozpoznaja wiec one
natywne formy biatek. Stad tez wynika wieksza wydajnos¢
odmiany NChIP. Natomiast w czasie utrwalania materiatu
moze dochodzi¢ do maskowania epitopéw rozpoznawanych
przez przeciwciata, co wigze sie ze spadkiem efektywnosci im-
munoprecypitacji. Oddziatywania biatek luzniej zwigzanych
z DNA (np. czynnikow transkrypcyjnych) muszg by¢ jednak
badane po utrwaleniu komérek, co odbywa sie kosztem wy-
dajnosci immunoprecypitacji. Najczesciej stosowang odmiang
immunoprecypitacji chromatyny jest XChIP. Kolejne etapy to
utrwalenie komérek oraz fragmentacja DNA, immunoprecy-
pitag'a za pomocga swoistego przeciwciata, oczyszczenie DNA
oraz jego analiza (Ryc. 1). Pierwszym etapem ChIP jest siecio-
wanie biatek z DNA (ang. cross-linking). Przy pomocy czynni-
kéw chemicznych lub fizycznych stabilizowany jest istniejacy
w danym momencie ukiad przestrzenny makromolekut w
komorce (a wiec zachowane sg oddziatywania biatko-DNA).
Najczesciej stosowanym czynnikiem utrwalajgcym strukture
jest formaldehyd (formalina), powodujacy sieciowanie przede
wszystkim biatek poprzez #aczenie sasiadujacych ze soba
aminowych grup reszty lizyny. Zaktada sie, ze formaldehyd
powoduje réwniez usieciowanie kompleksow RNA-biatko i
DNA-biatko, chociaz natura tych oddziatywan in vivo nie jest
doktadnie znana. Zaletg formaldehydu jest tworzenie wigzan,
ktére mozna zlikwidowa¢ poprzez inkubacje w wyzszej tem-

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

Technika NChIP

uzywana do badan biatek silnie zwigzanych

z DNA (gtéwnie histonéw);

przeciwciata wykazuja wiekszg specyficzno$¢ do
biatek natywnych, stad lepsza wydajno$¢ metody;
nie jest wymagane dodatkowe powielenie
uzyskanego koicowo DNA

Zalety

peraturze (65°C przez 4-6 h) [11]. Formaldehyd, mimo swoich
zalet ma kilka znaczacych wad. Zbyt dtuga inkubacja komérek
w jego obecnosci prowadzi do denaturacji biatek, jak rowniez
utrudnia poZniejsza fragmentacje, z czym wigze sie spadek
efektywnos$ci immunoprecypitacji. Formaldehyd moze row-
niez powodowa¢ maskowanie epitopéw biatkowych unie-
mozliwiajgc tym samym specyficzne wigzanie przeciwciat.
Uzycie formaldehydu narzuca niejako wybér sonikacji jako
gtownej metody fragmentacji chromatyny, a wyklucza moz-
liwos¢ fragmentacji enzymatycznej (chociaz w przypadku
niektérych komorek zalecane jest utrwalanie formaldehydem
oraz zastosowanie trawienia enzymatycznego lub obu metod
fragmentacji réwnoczesnie).

Alternatywa dla formaldehydu sg inne czynniki chemicz-
ne badz fizyczne. Biekit metylenowy lub oranz akrydyny sto-
sowane sg gtéwnie wtedy, gdy planowana jest fragmentacja
chromatyny poprzez trawienie nukleazami lub enzymami
restrykcyjnymi. Natomiast cisplatyna jest uzyteczna w bada-
niach oddziatywan biatek macierzy jadrowej z DNA, ponie-
waz w pierwszej kolejnosci sieciuje te wtasnie biatka z DNA.
Wada cisplatyny jest jednak jej kancerogenno$é. Jednym z
sieciujacych czynnikéw fizycznych jest promieniowanie UV.
W poréwnaniu z czynnikami chemicznymi, UV powoduje
mniejsze znieksztatcenia struktur chemicznych, moze jednak
uszkadza¢ DNA i biatka (uszkodzeh DNA nie obserwuje sie
po zastosowaniu formaldehydu). W niektérych przypad-
kach, w celu efektywniejszego usieciowania biatek, stosuje
sie kombinacje dwoch czynnikéw [12]. Bez wzgledu na ro-
dzaj uzywanego czynnika, warunki sieciowania nalezy usta-
li¢ empirycznie [7],

Po utrwaleniu materiatu i lizie komoérek kolejnym etapem
jest fragmentacja chromatyny, co uzyskuje sie za pomocg so-
nikacji (czyli dziatania ultradzwiekami) lub trawienia enzy-
matycznego. Czynniki wplywajgce na efektywnos$¢ sonikacji
to miedzy innymi stopien usieciowania materiatu, objeto$¢
prébki, gtebokos¢ zanurzenia sondy sonikatora, moc sonika-
tora, czy czas trwania sonikacji, a nawet ksztatt probowki. Dla
wydajnosci sonikacji niezwykle istotne jest, by nie dopuscic¢
do tworzenia piany w preparacie, co moze by¢ utrudnione ze
wzgledu na obecno$é siarczanu dodecylu sodu (SDS) w bufo-
rze. Standardowo sonikowang prébke umieszcza sie w lodzie
oraz stosuje kilka-kilkanascie cykli sonikacji z przerwami na
ochtodzenie preparatu. Mozna réwniez dodawac kulki szkla-
ne do preparatu w celu podniesienia efektywnosci sonikacji.
Alternatywa do sonikacji jest fragmentaga DNA za posred-

Technika XChIP

uzywana gtéwnie do badania oddziatywan biatek luzno

zwigzanych z DNA (np. czynnikéw transkrypcyjnych);

moze by¢ stosowana we wszystkich typach komérek i tkanek (réwniez
w tych, z ktérych trudno wyizolowac¢ natywng chromatyne);
mozliwo$ci rearanzacji chromatyny minimalne

zbyt dtuga inkubacja z formaldehydem moze zakidci¢ efektywnos¢ sonikacji;

zbyt wysokie stezenie enzymo6w moze prowadzic¢
do nadmiernego ciecia chromatyny;

mozliwe sg rearanzacje nukleosomoéw

w czasie trawienia;

nie wszystkie biatka po trawieniu enzymatycznym
DNA znajduja sie we frakcji rozpuszczalnej;
technika na ogét nieprzydatna do

badania biatek niehistonowych

Wady

po stosowaniu formaldehydu nie jest na og6t mozliwe trawienie enzymatyczne;
po sonikacji uzyskuje sie fragmenty DNA o bardzo zréznicowanej dtugosci;
formaldehyd moze prowadzi¢ do maskowania

epitopow, co obniza wydajno$¢ precypitacji;

niewielka ilo$¢ uzyskanego koicowo DNA wymaga amplifikacji;

moze dojs$¢ do utrwalenia przypadkowych oddziatywan biatek z

DNA, co prowadzi do uzyskania wyniku fatszywie pozytywnego;

formaldehyd jest Srodkiem kancerogennym i

uzywajac go nalezy zachowac ostroznosé
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nictwem nukleaz. Na ogo6t nie stosuje sie trawienia enzyma-
tycznego po utrwalaniu formaldehydem z powodu zaburzeh
efektywnosci ciecia. Warunki sieciowania, gtdwnie czas i tem-
peratura, ale réwniez typ komérek, na ktérych wykonuje sie
badania, decydujg o efektywnos$ci fragmentami chromatyny,
dlatego nalezy empirycznie dobra¢ odpowiednie jej warunki.
Jakos¢ i wielko$é uzyskanych fragmentdw chromatyny nalezy
kazdorazowo sprawdzi¢ za pomocg elektroforezy agarozowej,
po izolacji DNA z niewielkiej czesci probki (ktory jest traktowa-
ny jako tzw. input, wykorzystywany dodatkowo jako kontrola
pozytywna przy analizach uzyskanego po ChIP materiatu za
pomoca PCR). Wazne jest uzyskanie fragmentow DNA o od-
powiedniej dtugosci. Zalecana jest fragmentacja do czastek o
przecietnej dtugosci 200-500 pz, przy czym dopuszczalna jest
obecnos¢ fragmentéw od 100 pz do 1000 pz, a nawet do 4000
pz [7], Dtugos¢ uzyskanych fragmentéw chromatyny rzutuje
na koncowy wynik: im krétsze fragmenty, tym bardziej precy-
zyjnie mozna okresli¢ miejsce wigzania biatka do DNA.

Kluczowym etapem ChlIP jest precypitacja chromatyny z
uzyciem swoistego przeciwciata, stad nazwa immunoprecy-
pitacja. Warunkiem decydujagcym o efektywnos$ci ChIP jest
wybor odpowiedniego przeciwciata. Nie zawsze okreslone,
swoiste przeciwciato uzywane w innych technikach jestjedno-
czesnie odpowiednie do ChIP. Mozna jednak zatozy¢, ze prze-
ciwciato rozpoznajagce badane biatko w preparatach utrwa-
lanych formaling (immunohistochemicznie) bedzie réwniez
odpowiednie do XChIP. Mozliwe jest zastosowanie przeciw-
ciat monoklonalnych (o wysokiej specyficznosci) oraz poliklo-
nalnych (rozpoznaja kilka epitopéw badanego biatka, przez co
zwieksza sie efektywno$é wigzania) [7,13]. Rekomendowane
jest oczyszczenie przeciwciata na zasadzie powinowactwa do
peptydu antygenowego, dzieki czemu redukuje sie mozliwos$¢
niespecyficznych oddziatywan w reakcji immunoprecypitacji.
Najczesciej stosuje sie przeciwciato bezposrednio rozpoznaja-
ce badane biatko. Mozna rdwniez do badanego biatka wpro-

Utrwalenie komérek oraz
fragmentacja chromatyny

s N

S 0
Mwm< sosocotonc

Pobranie cze$ci materiatu
do kontroinej izolacji DNA
(tzw. input)

rozpoznajacego badane biatko (+Ab)

Immunoprecypitacja komplekséw przeciwcialo- , | Kontrola negatywna: izolacja

biatko-DNA oraz oczyszczenie fragmentéw DNA
oddziatujacych z badanym biatkiem

S e i W
| |

Analiza oczyszczonego DNA za pomocq:
-PCR

- mikromacierzy (ChIP-chip)

- sekwencjonowania (ChIP-seq)

- innymi metodami

Rycina 1. Ogélny schemat klasycznej immunoprecypitacji chromatyny (ChIP).
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PODZIAL MATERIALU NA PROBE
BADANA (+Ab) ORAZ KONTROLNA
(-Ab lub Ab nieswoiste)

Dodanie przeciwciata AA Pominigcie przeciwciata (-Ab)
Y A A lub dodanie przeciwciata nieswoistego

fragmentéw DNA ulegajacych
immunoprecypitacji nieswoiscie

wadzi¢ znacznik (stanowigcy epitop niewystepujacy natural-
nie w komorkach), ktéry bedzie rozpoznawany przez swoiste
przeciwciato. Wazne jest ustalenie optymalnej ilosci uzywane-
go przeciwciata (co najlepiej zrobi¢ poprzez przeprowadzenie
reakcji ChIP na matg skale) w przeliczeniu na wyjSciows ilo$¢
komorek, lub lepiej —na ilo$¢ chromatyny w pojedynczej re-
akcji ChIP. Najczesciej wykorzystywanymi w technice ChIP
przeciwciatami sg przeciwciata poliklonalne, a immunosor-
bentem uzywanym do wyizolowania powstatych komplek-
sow przeciwciato-biatko-DNA, agaroza optaszczona biatkiem
G lubA (biatka bakteryjne o duzym powinowactwie do immu-
noglobulin). Substytutem agarozy-A/G wykorzystywanym w
wielu laboratoriach sg kulki magnetyczne pokryte biatkiem A,
ktére inkubuje sie z kompleksami przeciwciato-biatko-DNA i
izoluje za pomocg magnesdw [7,14]. Inna strategia immuno-
precypitacji zaktada zwigzanie przeciwciata z kulkami ma-
gnetycznymi lub bezposrednio z agarozg w pierwszej kolej-
nosci, a nastepnie inkubaqe z pofragmentowang chromatyng
[15]. Po ptukaniu immunoprecypitatéw likwiduje sie wigza-
nia utworzone przez formaldehyd, usuwa biatka i oczyszcza
DNA w celu poddania dalszej analizie [16]. Wydajno$¢ ChIP
jest zazwyczaj niska. Przyktadowo z miliona komdrek mozna
uzyskaé okoto 20 fig chromatyny, a po immunoprecypitacji je-
dynie okoto 10 ng DNA. Dlatego tez na ogét wymagana jest
dodatkowa amplifikacja uzyskanego DNA.

Wiarygodno$¢ ChIP jest uzalezniona od wielu czynnikow.
Sieciowanie z uzyciem formaldehydu moze by¢ nie zawsze
kompletne i powtarzalne w kolejnych doswiadczeniach. Wy-
precypitowana ilos¢ antygenéw moze by¢ wiec r6zna w ko-
lejnych powtérzeniach, a dodatkowo etap przeptukiwania
immunosorbenta narazony jest na wymycie znacznej czesci
ktéregos$ czynnika, co wptywa na wynik koncowy [7], Czas
sieciowania, warunki sonikacji i ilo$¢ stosowanego przeciwcia-
fa nalezy ustali¢ empirycznie w zaleznosci od typu badanych
komorek. Réwnolegle z immunoprecypitacjg przeciwciatem
swoistym dla badanego biatka nalezy na iden-
tycznym materiale wykona¢ wszystkie etapy
procedury pomijajagc dodanie przeciwciata
(-Ab) lub z zastosowaniem przeciwciata nie-
swoistego (np. catkowitej puli 1gG z surowicy
lub z przeciwciatem podobnej klasy jak prze-
ciwcialo swoiste, lecz rozpoznajagcym biatko
nie wigzace sie z DNA lub nie wystepujace w
komérce) (Ryc. 1). Préba taka stanowi kontro-
le negatywna, izolowane sg fragmenty DNA
ulegajace immunoprecypitacji nieswoiscie. O
wigzaniu biatka do DNA w obrebie konkretnej
sekwencji wnioskowaé mozna jedynie porow-
nujac wynik uzyskany po immunoprecypitacji
przeciwciatem swoistym z wynikiem uzyska-
nym w kontroli negatywnej.

SPOSOBY ANALIZY DNA
OTRZYMANEGO PO ChlIP

O przydatnos$ci ChlIP decyduje sposéb ana-
lizy otrzymanego DNA. Analizata ma na celu
identyfikacje wyizolowanych fragmentéw
DNA, a wiec identyfikacje miejsc wigzania
badanego biatka. Do detekcji pojedynczych
sekwencji moze byé zastosowany PCR lub
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Rycina 2. Detekcja pojedynczych sekwencji uzyskanych po ChIP za pomocg PCR. A —o0g6lny schemat genu: szarymi strzatkami blokowymi zaznaczono potozenie
starteréw do detekqi wigzania czynnika transkrypcyjnego w obrebie elementu regulatorowego (zaznaczonego szarym owalem). B — przyktad analizy metoda PCR
DNA otrzymanego po ChIP obrazujacy wigzanie czynnika transkrypcyjnego HSF1 (ang. heat shock transcription factor 1) do promotora genu Hsphl w spermatocytach
myszy. Input —DNA izolowany bezpos$rednio po sonikaqg'i; K —wiazanie w temperaturze fizjologicznej; HS —wiazanie w warunkach szoku termicznego: 5-20 min w
temperaturze 43°C; +Ab —immunoprecypitacja przeciwciatem anty-HSFI; -Ab —kontrola negatywna z pominieciem przeciwciata; M —marker wielkosci DNA; minus

—kontrola negatywna PCR (bez matrycy).

iloSciowy PCR oraz techniki hybrydyzacyjne typu slot-blot.
Do identyfikacji wigkszej ilosci sekwencji konieczne jest za-
stosowanie mikromacierzy (ChlIP-chip), klonowanie uzy-
skanego DNA potgczone z sekwencjonowaniem (ang. ChIP
cloning) lub bezposrednie sekwencjonowanie (ChIP-seq).
Niezaleznie od zastosowanej metody detekcji, ChIP nalezy
traktowac raczej jako jakosciowa, a nie iloSciowag metode ba-
dania oddziatywan biatek z DNA.

DETEKCJA POJEDYNCZYCH SEKWENCIJI

Najprostszym i najczesciej stosowanym sposobem ana-
lizy DNA otrzymanego w wyniku immunoprecypitacji
jest analiza metodg PCR (rowniez ilosciowy PCR). Mozna
ja jednak zastosowac jedynie wtedy, gdy do sprawdzenia
jest konkretna sekwencja. Badajagc wigzanie czynnika trans-
krypcyjnego w obrebie promotora konkretnego genu nale-
zy zlokalizowac¢ miejsce startu transkrypcji oraz promotor,
wyszukac elementy regulatorowe typu cis oraz zaprojekto-
wac swoiste startery obejmujace sekwencje o najwiekszej
zgodnosci ze znang sekwencjg rozpoznawang przez bada-
ne biatko (Ryc. 2). Z uwagi na to, ze immunoprecypitacje
wykonuje sie na chromatynie poszatkowanej na mniejsze
kawatki, amplifikowany w PCR fragment nie powinien by¢
zbyt dtugi. Detekcja znanych sekwencji za pomocg PCR jest
tez niezbednym, wstepnym etapem analiz na szerszg skale.
Wykonujgc odpowiednie kontrole pozytywne i negatywne
mozna w prosty sposdb sprawdzi¢ skuteczno$¢ ChlIP przed
przystapieniem do bardziej kosztownych i pracochtonnych
etapow analizy.

Do detekcji pojedynczych sekwencji moze by¢ réwniez
stosowana hybrydyzacja na membranach nylonowych,
przy czym DNA uzyskany po ChIP moze by¢ zwigzany z
membrang i hybrydyzowany ze znakowang sondg o znanej
sekwencji, lub moze stuzy¢ jako znakowana sonda do hy-
brydyzacji z DNA o znanej sekwencji zwigzanym z mem-
brana.

ANALIZA PO ChIP ZA POMOCA MIKROMACIERZY

Do globalnej analizy miejsc oddziatywania badanego
biatka z DNA mozna zastosowac technike ChlIP-chip, czyli
potgczenie immunoprecypitacji chromatyny z technika ana-
lizy na mikromacierzach (ang. chromatin immunoprecipitation
combined with chip array). ChIP-chip umozliwia okreslenie w
pojedynczym doswiadczeniu zmian w wigzaniu badanego
biatka (np. czynnika transkrypcyjnego) do DNA w odpo-
wiedzi na czynniki $rodowiskowe w calym genomie réw-
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noczesnie. W zasadzie jedynym ograniczeniem techniki jest
dostepnos$¢ na rynku macierzy dla badanego organizmu lub
mozliwo$¢ zaprojektowania i wyprodukowania wtasnej mi-
kromacierzy.

Ogolnie mikromacierz (ang. chip, microarray) definiuje sie
jako zminiaturyzowane narzedzie stuzgce do globalnej ana-
lizy oddziatywan czynnikéw biologicznych badz chemicz-
nych. Odpowiednie sondy przytwierdzone sg w uporzad-
kowany, scisle zdefiniowany sposob, w wierszach i kolum-
nach, do ptytek o powierzchni kilku centymetréow kwadra-
towych. Na gotowg mikromacierz nanoszony jest badany
materiat, najczesSciej wyznakowany, np. fluorescencyjnie.
Wzajemne oddziatywania sondy z badanym materiatem
ocenia sie wowczas na podstawie obecnosci fluorescencji
(po usunieciu niezwigzanego materiatu).

W mikromacierzach opartych na hybrydyzacji kwasow
nukleinowych sondami przytwierdzonymi do ptytki sg
fragmenty DNA o znanej sekwencji (na og6t oligonukle-
otydy) [17]. Na pojedynczej mikromacierzy moga by¢ ana-
lizowane rownoczes$nie dwie probki, badana i kontrolna,
wyznakowane dwoma réznymi barwnikami fluorescencyj-
nymi (Ryc. 3). Wyrazny wzrost sygnatu fluorescencyjnego
w jednej z préb oznacza obecnos$¢ znacznie wiekszej ilosci
okreslonego fragmentu DNA w poréwnaniu do proby sta-
nowiacej kontrole, co nalezy interpretowaé jako wigzanie
badanego biatka do chromatyny (konkretnego jej fragmen-
tu).

ChIP-chip wykonuje sie réwniez na mikromacierzach
przeznaczonych do hybrydyzacji z jedna probka (np. mi-
kromacierze firmy Affymetrix), w ktorych kazda badang
probke znakuje sie identycznym barwnikiem i hybrydyzuje
z inng macierzg. Wykorzystuje sie tzw. mikromacierze da-
chowkowe (ang. tiling arrays), w ktérych sondy znajdujace
sie na ptytce komplementarne sg do okreslonych fragmen-
tow genomu, a nawet catych chromosomoéw, pokrywajac
genom w sposéb ciagty (Ryc. 4a) lub z niewielkimi prze-
rwami (Ryc. 4b). Liczba sond na ptytce moze wynosi¢ od 10
tysiecy do 6 milionéw. Oferowane przez Affymetrix mikro-
macierze promotorowe zawierajg na jednej ptytce ponad 4,6
miliona sond komplementarnych do ponad 25,5-28 tysiecy
rejonow promotorowych genéw (w zaleznos$ci od gatunku).
Kazdy rejon promotorowy pokryty jest na przestrzeni okoto
6-7,5 kb powyzej i 2,5 kb ponizej miejsca startu transkrypcji
niezachodzacymi na siebie sondami o dtugosci 25 nt kazda
rozmieszczonymi z przerwami 10 nt. Natomiast pokrycie
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bez swoistego przeciwciala
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Hybrydyzacja obu préb na
jednej mikromacierzy

Skanowanie macierzy i analiza
bioinformatyczna uzyskanych wynikéw

Rycina 3. Schemat procedury ChIP-chip z zastosowaniem znakowania dwukolo-
rowego przed hybrydyzaqa na jednej mikromacierzy. Przedstawiono niewielki
fragment mikromacierzy zaznaczajac biatymi kwadratami pozycje sond, w kto-
rych obserwuje sie przewage sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z préby
badanej (wyznakowanej na czerwono). Kolor zétty $wiadczy o réwnomiernym
zwigzaniu obu barwnikéw, zielony —o przewadze préby kontrolnej.

catego genomu (ang. genome tiling arrays) wymagato za-
stosowania okoto 45 miliondw sond oligonukleotydowych
i umieszczenia ich na 7 ptytkach (ponad 6,5 miliona sond
na jednej ptytce). Do ChlIP-chip wykorzystane moga by¢
rowniez macierze z sondami zachodzacymi na siebie (np.
ENCODE Arrays firmy Affymetrix) zaprojektowane gtow-
nie do badan majacych na celu stworzenie encyklopedii ele-
mentéw funkcjonalnych ludzkiego genomu (projekt ENCO-
DE: www.nhgri.nih.gov/10005107).

Niezaleznie od typu zastosowanej mikromacierzy ilo$¢
DNA uzyskanego po ChIP jest zwykle zbyt mata, by wy-
starczyta do analizy. W celu zwigkszenia ilosci DNA mozna
zastosowac tgczenie materiatu z kilku doswiadczen ChIP,
co jest strategig najprostsza lecz niekoniecznie najtansza
[18]. Uzyskane DNA mozna réwniez podda¢ amplifikacji za
pomocg PCR wykorzystujagc zdegenerowane, przypadkowe
startery (amplifikacja liniowa) [19]. W kolejnym etapie ma-
teriat jest fragmentowany do wielkosci okoto 60 pz, znako-
wany, denaturowany i hybrydyzowany na mikromacierzy
[20,21]. Po skanowaniu mikromacierzy oraz normalizacji
danych rozpoczyna sie zmudny proces analizy bioinforma-

A
5 3' genomowy
DNA
—_— sondy czesciowo
i zachodzace na siebie
B
5 3' genomowy

DNA

sondy niezachodzace na siebie
Z regularmymi przerwami pomiedzy sondami
Rycina 4. Typy mikromacierzy dachéwkowych (ang. tiling arrays) A —mikroma-
cierze pokrywajace caty genom sondami cze$ciowo zachodzacymi na siebie (lub
niezachodzacymi), B —mikromacierze pokrywajace prawie caty genom sondami
niezachodzacymi na siebie.
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tycznej. W poréwnaniu do klasycznie stosowanych metod
badawczych technika mikromacierzy generuje ogromng
liczbe danych. Istotnym etapem catej strategii badawczej
jest wiec dob6r odpowiednich algorytméw analizy bioin-
formatycznej umozliwiajgcych wiasciwg interpretacje bio-
logiczng uzyskanych wynikéw.

ChIP-chip ma swoje ograniczenia. Stosujgc mikromacie-
rze promotorowe nie uzyskuje sie kompletnych danych o
wigzaniu badanego biatka do DNA, jako ze nie wszystkie
miejsca wigzania zlokalizowane sg w otoczeniu miejsca
inicjacji transkrypcji. Informacje kompletng mozna uzy-
ska¢ wykorzystujgc mikromacierze genomowe, co jednak
znacznie zwieksza koszty doswiadczenia (jeden genom to
kilka ptytek) i komplikuje analize bioinformatyczng. Wciaz
nie ma ustalonych standardéw takich analiz, a bazy danych
stuzgce przypisaniu konkretnej pozycji na chromosomie do
wiasciwego genu sg niekompletne.

ANALIZA PO ChIP ZA POMOCA SEKWENCJONOWANIA

Sekwencjonowanie DNA uzyskanego po immunoprecy-
pitacji chromatyny pozwala zidentyfikowaé wszystkie se-
kwencje, z ktdrymi oddziatuje badane biatko, réwniez takie,
ktérych brak na mikromacierzach promotorowych. Poczat-
kowo taki sposob analizy wymagat klonowania uzyskane-
go DNA w wektorze plazmidowym, a nastepnie odrebnego
sekwencjonowania insertu w kazdym klonie [22], Obecnie
procedura jest znacznie uproszczona dzieki rozwojowi tzw.
masywnego sekwencjonowania réwnolegtego (ang. mas-
sively parallel sequencing) [23] (na rycinie 5 przedstawiono
schemat takiego sekwencjonowania w systemie Solexa/
Illumina). W poréwnaniu z sekwencjonowaniem konwen-
cjonalnym metodg Sangera [24], sekwencjonowanie réw-
nolegte jest znacznie szybsze: zsekwencjonowanie 25 mi-
lionéw zasad (co odpowiada wielkoSci genomu niektérych
grzyboéw) mozna wykonaé¢ w jednej maszynie w ciggu 4h,
a etap przygotowania prébki zajmuje zaledwie 3 dni [25].
Sekwencjonujagc metodg tradycyjng na przygotowanie bi-
blioteki genomowej trzeba poswieci¢ ponad dwa tygodnie,
a jedna maszyna jest w stanie zsekwencjonowaé zaledwie 1
milion zasad w ciggu 24 godzin.

Sekwencjonowanie rownolegte (np. na sekwenatorach Ro-
che/454, SOLID Applied Biosystems lub Illumina/Solexa) jest
coraz tansze, tak wiec ChlP-chip jest coraz czesciej zastepo-
wany przez ChIP-seq [26,27] (poréwnanie obu metod przed-
stawiono w tabeli 2). Wykonanie ChIP-seq wymaga mniej-
szego naktadu pracy niz ChIP-chip. W przeciwienstwie do
ChIP-chip, gdzie uzyskuje sie odczyt z kazdej sondy obecnej
na ptytce mikromacierzowej i konieczne jest okreslenie pozio-
mu tta, w ChlIP-seq nie ma problemu z normalizacjg danych.
Natomiast niezbedne sg dodatkowe dziatania majgce na celu
dopasowanie zsekwencjonowanych fragmentdw DNA do
odpowiadajacych im regionéw w genomie. Zwiekszajac licz-
be odczytéw mozna w sposob bardzo precyzyjny zmapowac
miejsca wigzania badanego biatka do DNA.

UWAGI KONCOWE

ChIP jest coraz popularniejszym narzedziem wykorzy-
stywanym do badania struktury chromatyny i zmian towa-
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Rycina 5. Uproszczony schemat masywnego sekwencjonowania réwnolegtego
w systemie Illumina/Solexa (na podstawie [32]). 1 — Przytaczenie specjalnych
adapterow do uzyskanych, oczyszczonych fragmentdw DNA z wypetnionymi
koncami i ich amplifikacja za pomoca PCR (niewielka ilos¢ cykli); 2 — Denatu-
racja i przytaczenie jednego z koficéw jednoniciowych fragmentéw DNA do po-
wierzchni no$nika (ptytki lub kulki); 3 —Spontaniczne tworzenie ,mostkow" z
komplementarnym adapterem obecnym na powierzchni nosnika oraz amplifi-
kacja; 4 — Denaturacja ,,mostka™: uzyskanie jednoniciowych fragmentéw; 5 —
Wielokrotne powtdrne tworzenie ,,mostkéw" i amplifikacja in situ prowadzace
do uzyskania wiazki jednakowych fragmentéw (w ilosci do 1000 kopii); 6 —
Pierwsza runda sekwencjonowania (dodanie polimerazy, startera i znakowanych
réznymi fluoroforami nukleotydéw, modyfikowanych w celu zablokowania
syntezy, co skutkuje dodaniem tylko jednego nukleotydu do kazdego fragmen-
tu DNA); 7 — Odczyt kazdego kolejnego nukleotydu za pomocg lasera (zdje-
cia catego nosnika w mikroskopie fluorescencyjnym po kazdym kolejnym cyklu
syntezy). Po kazdym odczycie oligonukleotyd jest odblokowany i rozpoczyna sie
kolejna runda syntezy. Po zakonczeniu procesu sekwencje DNA w kazdej wigzce
ustala sie analizujac kolejne obrazy z mikroskopu.

rzyszacych procesom zachodzacym w chromatynie, w tym
transkrypcji. Metoda tatwo moze by¢ dostosowana do ba-
dan w réznych typach komoérek, czy r6znych organizmach,
a dostep do komercyjnych przeciwciat stwarza mozliwos$é
badania in vivo oddzialtywan biatko-DNA na szeroka ska-

Tabela 2. Poréwnanie ChIP-chip z ChIP-1seq.

ChlIP-seq

Ilo$¢ poczatkowa materiatu niewielka: juz od 10 ng

szeroka: analiza wszystkich

Elastycznosé L .
organizméw o znanym genomie

le. Technika ma oczywiscie pewne ograniczenia, o ktérych
wspomniano powyzej. Dodatkowo nie moze by¢ wykorzy-
stana do detekcji wigzania kilku biatek w obrebie jednej
sekwencji [10]. Metoda ta jest jednak wcigz udoskonalana i
tworzone sg rézne jej odmiany. Zwykle wykonanie immu-
noprecypitacji chromatyny zajmuje 4 do 5 dni i potrzebne
jest co najmniej 106107komaérek. Obecnie mozliwe jest wy-
konanie ChIP nawet ze 100-1000 komorek w ciggu jednego
dnia (ang. micro ChIP, fast ChIP) [28,29]. Mozliwe jest takze
badanie oddziatywan RNA z biatkami (RNA-IP, RIP) [30],

Warto wspomnie¢, ze istnieje metoda alternatywna dla
ChlIP, tzw. DamID (ang. DNA adenine methyltransferase iden-
tification), umozliwiajgca detekcje miejsca wigzania biatka
do DNA, gdy nie dysponuje sie swoistym przeciwciatem.
Wymaga ona jednak wymuszenia syntezy w komérce ba-
danego biatka jako biatka fuzyjnego z metylazg Dam (bak-
teryjna metylotransferaza DNA). Po zwigzaniu biatka fuzyj-
nego z DNA metylaza Dam przytacza grupe metylowg do
adeniny w znajdujacych sie w poblizu sekwencjach GATC
[31]. Zastosowanie enzymu restrykcyjnego trawigcego wy-
tagcznie zmetylowane sekwencje GATC umozliwia detekcje
miejsc wigzania biatka fuzyjnego. Metylacja adeniny po-
zostaje w sekwencji nawet po zwolnieniu biatka z DNA.
DamID wykrywa wiec wszystkie miejsca wigzania biatka,
zarowno aktualne, jak i te z przesztosci.

Kluczem do zrozumienia sieci oddziatywan w komarce jest
przeanalizowanie mozliwie jak najwiekszej ilosci danych. Po-
faczenie informacji o miejscach wigzania biatek do DNA oraz
o modyfikacjach histonéw (uzyskanych za pomocg ChIP) z
informacja o poziomie ekspresji genéw (uzyskanej za pomoca
globalnej analizy ekspresji genow na mikromacierzach) daje
mozliwos$¢ odtworzenia sieci regulatorowych istniejagcych w
komérce i w potaczeniu z innymi analizami eksperymental-
nymi (np. DNase-chip lub DNase-seq) i bioinformatycznymi
(np. wyszukiwaniem elementoéw regulatorowych cis) jest pod-
stawa rozwoju tzw. biologii systeméw. Wszystkie powyzsze,
prowadzone na szerokg skale analizy generujg ogromna ilos¢
danych. Zrozumienie zasad funkcjonowania genomu nie be-
dzie wiec mozliwe bez Scistej wspotpracy biologéw moleku-
larnych z bioinformatykami.
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ABSTRACT

The protein-DNA interactions play a crucial role in many cellular processes such as DNA replication, recombination, repair, or gene transcrip-
tion. Here we describe a chromatin immunoprécipitation (ChlIP) 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, ChIP-seq) enable researchers to map

protein binding in a truly genome-wide manner with high resolution.
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Promotor rdzeniowy a kontrola transkrypcji gendéw u Eucaryota

STRESZCZENIE

azdemu genowi przypisany jest indywidualny program ekspresji. Duza cze$¢ informaciji,

ktora uscisla ten program, pochodzi z rdzeniowej sekwencji promotora. W niniejszym opra-
cowaniu opisano, jak rézne elementy regulatorowe promotoréw organizowane sa w funkcjonal-
ne jednostki. Przedstawiono podstawowe czynniki transkrypcyjne i receptory jadrowe wspot-
dziatajgce z rdzeniowymi elementami regulatorowymi. Omdéwiono potranslacyjne modyfikacje
biatek regulatorowych i ich wptyw na powstawanie i funkcje polimerazowych komplekséw
inicjacyjnych. Omoéwiono, niektére metody doswiadczalne stosowane dla wskazania funkcjo-
nalnych oddziatywan pomiedzy elementami regulatorowymi i ich partnerami biatkowymi.

WPROWADZENIE

W badaniach nad regulacja transkrypcji dokonano ogromnego postepu. Pomi-
mo to zakres wiedzy w niektérych jej aspektach jest zaskakujgco niewielki, jesli
zwazymy, ze dopiero ostatnio zaczeto identyfikowac¢ czynniki sterujgce rozmiesz-
czeniem nukleosoméw na DNA [1], a wiec decydujace o spakowaniu informacji
tak, aby dostep do niej byt pdzniej utatwiony. Nie wiemy na skutek dziatania ja-
kiego mechanizmu rozmieszczenie nukleosomoéw jest odmienne w wielu typach
komorek chociaz rozumiemy, ze priorytety dostepu do pakietéw informaciji, a
wiec ekspresji genow, zwigzane ze specjalizacjg komorek muszg by¢ rézne.

Sekwencje regulatorowe DNA i czynniki transkrypcyjne decydujace o ekspre-
sji gendw tworzg olbrzymig sie¢ informatyczng. W tym wzgledzie szczegélna rola
przypada sekwencjom potozonym w bezposrednim sasiedztwie miejsc startu trans-
krypcji. Zadziwiajg one ztozono$cig budowy, a ich zwigzki z nadrzednymi czyn-
nikami kontroli aktywno$ci genéw znajduja sie w centrum zainteresowan wielu
laboratoriéw. W niniejszym opracowaniu staraliSmy sie przedstawi¢ ten wycinek
wiedzy uwazajac, ze jest ciekawy, a by¢ moze stanie sie inspirujacy dla tych, ktorzy
na podstawie tysiecy opublikowanych szczegétowych informacji chcieliby wkro-
czy¢ na droge zmierzajacg do wyciggania wnioskow natury ogélnej, tyczacych me-
chanizmdw kontroli ekspresji genéw, na réznych szczeblach rozwoju i organizacji
komarek.

PROMOTORY GENOW

Istniejg dwie gtowne strategie inicjacji transkrypcji, inicjacja z jednego miejsca
startu (ang. focused transcniption), obejmujacego jeden lub kilka nukleotydéw oraz
inicjacja z kilku tzw. stabych miejsc transkrypcji, potozonych w regionie obejmujg-
cym od okoto 50 do 100 pz (ang. dispersed transciption). Inicjag'a z jednego miejsca
startu dominuje w ekspresji gendw prostszych organizmow, podczas gdy inicjacje
z kilku stabych miejsc transkrypcji obserwuje sie u okoto 70% genow kregowcow.
Geny konstytutywnie wyrazane majg zazwyczaj promotory rozproszone (ang. di-
spersed promoters), zlokalizowane przewaznie na wyspach CpG, a geny niekonsty-
tutywnie wyrazane charakteryzuje inicjacja z jednego miejsca transkrypcji. Niektore
geny posiadajg promotory o wtasciwosciach mieszanych, zawierajacych kilka miejsc
inicjacji transkrypcji, aczkolwiek z jednym silnym miejscem [2], Wiekszo$¢ badan
z udziatem polimerazy RNA 1l (RNAP II) dotyczy transkrypcji z jednego miejsca,
pomimo ze promotory te tzw. focused promoters stanowig mniejszo$¢ promotorow
kregowcow. Dzieje sie tak z powodu duzego znaczenia biologicznego genéw pozo-
stajagcych pod kontrolg wspomnianego typu promotorow.

RDZENIOWE ELEMENTY REGULATOROWE

Sekwencja DNA niezbedna dla wiernej transkrypcji obejmuje zazwyczaj kilka-
dziesiat par zasad (pz) w sasiedztwie miejsca startu transkrypcji (tsp). Nosi ona
nazwe promotora rdzeniowego (ang. core promoter). U promotordw eukariotycz-
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nych, w ktérych transkrypcja zachodzi z jednego miejsca,
zidentyfikowano dziewie¢ rdzeniowych elementéw funkcjo-
nalnych: BREU[3], kasete TATA [4], BREd [5], XCPE1 [6], Inr
[7-10], motyw TCT [11], MTE [12], DPE [13], DCE [14], S one
niezbedne do powstania kompleksu preinicjacyjnego (Ryc. 1).

W promotorach rozproszonych zazwyczaj nie ma BRE, ka-
sety TATA, DPE i MTE [15], Nalezy nadmieni¢, ze zaden z po-
wyzszych elementéw nie jest uniwersalny i moze wystepowac
jedynie w pewnej grupie promotoréw. Co wiecej, obecno$¢ w
rdzeniowym obszarze promotora sekwencji odpowiadajgcej
dowolnemu z wymienionych elementéw nie gwarantuje jesz-
cze jego funkcji, poniewaz bardzo wazna role petni przestrzen-
ne rozmieszczenie elementéw regulatorowych. Na podkresle-
nie zastuguje réwniez to, ze istniejg promotory pozbawione
wszystkich wyzej wymienionych elementow [16],

Kaseta TATA (ang. TATA box) jest pierwszym opisanym
eukariotycznym elementem regulatorowym promotora
rdzeniowego [4], potozonym okoto 25-30 pz po stronie 5' od
miejsca startu transkrypcji. Element jest ewolucyjnie zacho-
wany od promotoréw bakteryjnych po promotory ludzkie.
Sekwencja zgodna elementu zaréwno dla promotorow ludz-
kich jak i owadzich jest nastepujgca: TATAWAAR [18]. Ob-
jasnienie zapisu sekwencji podano na rycinie 1. Poczgtkowo
przypuszczano, ze kaseta TATA jest sekwencjg rozpoznawa-
ng przez podstawowy czynnik transkrypcyjny TFIID [19].
Dalsze badania wykazaty, ze TFIID w komorkach cztowieka i
owadow jest multikompleksem biatkowym [20], w sktad ktd-
rego wchodzi biatko wigzace kasete TATA (ang. TATA box
binding protein, TBP) [21].

Element Inr (ang. initiator), funkcjonalnie podobny do ka-
sety TATA [10], jest najczesciej pojawiajagcym sie motywem
strukturalnym w promotorach rdzeniowych [22]. Jest to mo-
tyw bogaty w reszty pirymidynowe o sekwencji najwyzszej
zgodnosci: YY(+1)ANWYY (promotory ludzkie) oraz TCAK-
TY (promotory owadzie), ktéry zazwyczaj otacza tsp. Metody
obliczeniowe sugerujg dla ssaczego Inr konsensus YR, gdzie
R (A/G) odpowiada nukleotydowi +1 (tsp). Tq olbrzymig
rozbiezno$¢ miedzy specyficznoscig sekwencji Inr u owadow
i ssakéw ttumaczy sie ewolucyjnie wyksztatconym, szerszym
zakresem rozpoznawczym tsp przez czynniki transkrypcyj-
ne ssakdw [23]. Element Inr kieruje inicjacjg transkrypcji sa-
modzielnie lub w potaczeniu z kaseta TATA, albo innymi
elementami rdzeniowymi [18]. Inr wykazuje na przykitad
synergiczne oddziatywanie z kasetag TATA, gdy oba elemen-
ty dzieli odlegto$¢ okoto 25-30 pz. W przypadku odlegtosci
wiekszej niz 30 pz kaseta TATA i Inr dziataja niezaleznie.
Natomiast po zmniejszeniu odlegtosci miedzy elementami
do 15-20 pz zjawisko synergizmu byto zachowane. Niemniej
jednak w promotorach zaleznych od kasety TATA i Inr, Inr
nie wptywa na potozenie miejsca startu transkrypcji, ktére w
tym przypadku jest determinowane umiejscowieniem kase-
ty TATA [24], Element Inr jest rozpoznawany przez biatka
TAF1 i TAF2 kompleksu TFIID [25]. Wykazano, ze kompleks
TBP/TAF1 (TAFII150)/TAF2 (TAFII250) jest wystarczajacy
do inicjacji transkrypcji przy udziale Inr [26].

Ostatnio w promotorach genéw biatek rybosomalnych

u Drosophila wykazano obecno$¢ rdzeniowego motywu
strukturalnego TCT (YCTTTY), obejmujgcego miejsce startu
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Kaseta Inr MTE DPE
TATA 210 +4 +18 10 427 +2810 433
TCAKTY (Drosophila) || CSARCSSAAC || RGWYVT
TATAWAAR | |YYANWYY (H. sapiens) || (Drosophila) (Drosophila)
-40 +1 +40
| Uag |
—{ - £ CH—
BREU TATA BREd Inr MTE DPE
== E E El
XCPE1 DCE
BREU BREd XCPE1 DCE
231017 -81o+2 S, +6to+11 CTTC
DSGYGGRASM | | Sy +16to +21 CTGT
SSRCGCC | | RTDKKKK (H. sapiens) Sy +3010 +34 AGC

Rycina 1. Elementy regulatorowe promotoréw 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 potozenie elementéw w promotorze
rdzeniowym. R —AlubG;Y —ClubT; S —GlubC;w —AIlubT; K —G lub T;
M- AlubC,B- CGlubT;D- A GlubT;,H- ACIlubT;V- A ClubG,
N —dowolny nukleotyd. Liczby wyrazajg potozenie elementéw w odniesieniu
do tsp. Nie istnieje uniwersalny zestaw elementéw w promotorze rdzeniowym.
Kazdy promotor posiada indywidualng kompozycje elementéw regulatorowych,
ktérych wystepowanie waha sie w granicach od 1 do kilkudziesieciu procent.
Opracowano na podstawie [2].

transkrypcji [11]. Mimo duzego podobienstwa sekwencji do
Inr, motyw TCT nie wigze TFIID i nie jest zdolny do funk-
cjonalnego zastapienia tego elementu [11].

DPE (ang. downstream promoter element) ma sekwencje zgod-
ng RGWYVT w potozeniu od +28 do +32wzgledem tsp w pro-
motorach owadzich [27], Wystepuje w promotorach zaréwno
posiadajacych, jak i pozbawionych kasety TATA. DPE funk-
gonuje wspolnie z Inr, ktérego potozenie wzgledem DPE jest
kluczowe dla optymalnego poziomu transkrypcji [28], Element
DPE jest rozpoznawany przez biatka TAF 6 (TAFII60) i TAF 9
(TAFI140) czynnika TFIID. Ponadto wykazano, ze transkryp-
cje zalezng od DPE aktywuje czynnik NC2 (DRI-Drapl) (ang.
negative cofactor 2) [29], Stwierdzono takze, ze czynnik NC2
powodowat represje transkrypcji zaleznej od kasety TATA
[29-31], Transkrypcja zalezna od kasety TATA vs DPE tworzy
uktad, w ktérym TBP aktywuje transkrypcje zalezng od kase-
ty TATA, a hamuje zalezng od DPE (Ryc. 2). Z kolei czynniki
NC2 i Motl (ATP-aza usuwajaca TBP z DNA) blokuja funkcje
TBP, hamujg transkrypcje zalezng od kasety TATA i aktywujg
transkrypcje zalezng od DPE [30]. Regulaga ekspresji genow
zalezy nie tylko od r6znorodnosci elementow wzmacniajacych
czy tez wyciszajacych, ale takze od ztozonosci struktur pro-
motora rdzeniowego [32], Mozna to zaobserwowa¢ na przy-
ktad we wzajemnej komunikacji wzmacniacz -promotor. Jak
wspomniano, niektore aktywatory preferencyjnie oddziatujg z
promotorami zaleznymi od kasety TATA, podczas gdy inne
aktywuja te zalezne od DPE. Przyktadowo, czynniki aktywu-
jace AEL i IAB5 Drosophila preferencyjnie aktywuja promotor
rdzeniowy zalezny od kasety TATA genu even-skipped w prze-
ciwienstwie do genu white, pozbawionego kasety TATA i za-
leznego od DPE [33].

Takze analiza gendw Hox Drosophila rzucita nowe $wia-
tto na selektywng role promotora rdzeniowego w regual-
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Rycina 2. Podwajna rola TBP w regulacji transkrypcji. Oddziatywanie Motl i NC2

z TBP wptywa hamujaco na transkrypcje zalezng od kasety TATA, ajednoczesnie

promujaco na transkrypcje zalezng od DPE. Opracowano na podstawie [30],

cji transkrypcji [34], Prawie wszystkie geny z grupy Hox sg
pozbawione kasety TATA, a zawierajg DPE. Sugerowato
to, ze istniejg specyficzne w stosunku do DPE regulatory
transkrypcji. Na tej podstawie zidentyfikowano czynnik
transkrypcyjny Caudal, bedacy kluczowym regulatorem ge-
noéw Hox. Ponadto aktywacja genéw Antennapedia P2 oraz
Sex combs reduced przez czynnik Caudal zalezy od obecno-
§ci DPE w ich promotorach rdzeniowych. Dalsze badania
wykazaty, jak ztozona jest regulacja ekspresji przez czynnik
Caudal. Mianowicie motyw BREUhamuje zdolnos$¢ czynni-
ka Caudal do aktywacji transkrypcji przez oddziatywanie z
kasetg TATA, ale nie z DPE. Jak zilustrowano na rycinie 3,
istniejg trzy poziomy aktywacji z udziatem czynnika Caudal:
silna aktywacja poprzez DPE (w obecnosci lub nieobecnosci
BREU, stabsza aktywacja poprzez kasete TATA w nieobec-
nosci BREUoraz staba lub brak aktywacji przez kasete TATA
wspotistniejgcg z BREU Reasumujac, badania nad czynni-
kiem Caudal i genami Hox wykazujg wysokga specyficznosé
i zr6znicowanie motywow rdzeniowych promotoréw oraz
ich centralne potozenie w sieci proceséw bhiologicznych.

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 wystepuje zaréwno w promotorach ludzkich, jak i
owadzich. U owaddw jego sekwencja zgodna to CSARCSSA-
AC. Metody obliczeniowe dotyczace analizy promotoréw ssa-
kéw wykazaty, ze MTE nie jest powszechny w promotorach
tej gromady [22], Mozna przypuszczaé, ze MTE, podobnie jak
Inr czy DPE posiada mniej restrykcyjng sekwencje najwyzszej
zgodnosci w promotorach ssakow w poréwnaniu z promoto-
rami Drosophila. Warto takze wspomnie¢, ze analiza promoto-
row ssaczych wykazata obecno$¢ motywu ,,GCG" w pozycji
+20 wzgledem tsp, ktdry ,,zachodzi" na sekwengqe MTE oraz
motywu ,,GCG echo" w pozycji +30, ,,zachodzacej" na mo-
tyw DPE [35]. Nie jest wykluczone, Zze wspomniane motywy
sgq ssaczymi odpowiednikami owadzich MTE i DPE. Podob-
nie jak DPE, MTE funkcjonuje w potaczeniu z Inr. Réwniez
w tym przypadku odlegtosé miedzy elementami jest kluczo-
wa dla zachowania transkrypcji. Ponadto element jest zdolny
funkcjonalnie zrekompensowac utrate aktywnos$ci promotora,
zwigzang z mutacjg kasety TATA lub DPE. Co wiecej, MTE
wraz z kasetg TATA i DPE wykazuje dziatanie synergiczne,
prowadzac do zwiekszenia sity promotora [12]. Préba lepsze-
go poznania struktury czesci promotorowej, potozonej po stro-
nie 3' od tsp, doprowadzita do wytypowania funkcjonalnych
subobszaréw 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 takze
strukturalny motyw ,,pomostowy" (ang. bridge element), sta-
nowiacy niejako element hybrydowy, zawierajacy 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 nastep-
nie w promotorze AdML [14,37]. Podobnie jak DPE jest ele-
mentem potozonym po stronie 3' od tsp. Elementy DPE oraz
DCE nie sg tozsame. DCE sktada sie z trzech podelementdw:
CTTC (podelement SI), CTGT (podelement SlI), AGC (pode-
lement SIU), utozonych w sposob niecigglty w pozycjach od-
powiednio: od +6 do +11, od +16 do +21, od +30 do +34. DCE
oddziatuje z biatkiem TAF1 kompleksu TFIID, co wskazuje,
ze czynnik TFIID petni fundamentalng role w oddziatywa-
niach z elementami potozonymi takze po stronie 3' od tsp [9],

BREU (ang. upstream TFIIB recognition element) jest ele-
mentem o sekwencji najwyzszej zgodnosci SSRCGCC,
rozpoznawanym przez podstawowy czynnik transkrypcji
TFIIB [3], Jest umiejscowiony w promotorach bezposrednio
po stronie 5' od kasety TATA, aczkolwiek jest niezalezny od
TBP. Oddziatywanie TFIIB-BREUsprzyja formowaniu kom-
pleksu preinicjacyjnego (PIC) na kasecie TATA [3].

BREd (ang. downstream TFIIB recognition element), o se-
kwencji najwyzszej zgodnosci RTDKKKK, jest potozony
bezposrednio po stronie 3' od kasety TATA, a jego funkcja
zalezy od obecnosci TBP [5]. Niemniej jednak analizy nu-
meryczne promotorow wykazaty, ze zaréwno BREUjak i
BREd wystepuja rdwniez w promotorach nieposiadajacych
elementu strukturalnego TATA [5,38].

XCPE1 (ang. X core promoter element 1) jest potozony w
pozycji od -8 do +2 wzgledem tsp [6]. Jego sekwencja naj-
wyzszej zgodnosci to DSGYGGRASM. Statystycznie element
wystepuje w okoto 1% ludzkich promotoréw rdzeniowych,
gtownie pozbawionych kasety TATA. Jako samodzielny ele-
ment XCPE1 ma niewielkg aktywnos$¢ transkrypcyjna, ktéra
wzrasta wskutek jego oddziatywania ze specyficznymi akty-
watorami biatkowymi takimi jak NRF1, NF-1 i Spl [6,39],

Wyspy CpG wystepujg przewaznie w promotorach bez
kasety TATA lub DPE i biorg udziat w inigacji transkrypcji,
zachodzgcej z kilku stabych, rozproszonych (obszar okoto
100 pz) miejsc startu [40]. Wyspy CpG zawierajg kasety GC
(5'-GGGCGG-3') wigzane przez czynnik transkrypcyjny Spl
[41]. Wigzanie Spl do kasety GC zapobiega metylacji DNA
w tym obszarze [41]. Ponadto Spl oddziatuje z podstawowy-
mi czynnikami transkrypcji, uczestniczac w jej inicjacji [42],
Na przyktad wykazano, ze czynnik TFIID zwigzany z Inr byt
niezbedny do aktywacji transkrypcji przez Spl [42].

Badania elementow rdzeniowych doprowadzity do za-
projektowania sztucznego superpromotora SCP1 (ang. super
core promoter 1), ktory zawierat jednoczesnie kasete TATA,
Inr, MTE i DPE [43], SCP 1 jest najsilniejszym znanym pro-
motorem rdzeniowym. Jego wysoka aktywnos$¢, takze w
potaczeniu z elementami wzmacniajacymi, potwierdzono
w testach in vitro oraz w kulturach komérkowych. Badania
te dowodza, jak silnie ekspresja genéw regulowana jest na
poziomie promotora rdzeniowego.
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Rycina 3. Czynnik transkrypcyjny Caudal, specyficzny aktywator DPE. Caudal
preferencyjnie aktywuje transkrypcje z promotoréw rdzeniowych, zawieraja-
cych DPE w poréwnaniu z kasetg TATA. Obecno$¢ motywu BREUpo stronie 5'
od kasety TATA dodatkowo ogranicza zdolno$¢ czynnika Caudal do aktywacji
transkrypcji w promotorze zaleznym od motywu TATA. BREUnie wptywa na-
tomiast na zdolno$¢ Caudal do aktywacji transkrypcji zaleznej od DPE. Ponadto
kaseta TATA nie zmienia zdolno$ci czynnika Caudal do aktywacji transkrypcji za
posrednictwem DPE (danych nie przedstawiono na schemacie). Opracowano na
podstawie [34].

ANALIZA NUMERYCZNA ELEMENTOW RDZENIOWYCH

Istniejg analizy statystyczne okreslajace czestotliwosé wy-
stepowania poszczegdlnych elementéw regulatorowych w
promotorach eukariotycznych. Analizy dotycza gtownie ka-
sety TATA, elementu Inr, DPE, BREWraz MTE. Wyniki tych
analiz nie sa w peini zbiezne, poniewaz zalezg od liczby i do-
boru promotoréw [20]. Analiza 1031 ludzkich promotorow
wykazata obecno$¢ 28% promotorow zawierajacych kasete
TATA i Inr, 4% z kasetg TATA, lecz pozbawionych Inr, 56%
posiadajacych jedynie Inr bez kasety TATA oraz 12% bez mo-
tywu strukturalnego TATA ielementu Inr [44], Kolejna anali-
za promotorowych baz danych EPD (ang. Eucaryotic Promoter
Database) i DBTSS (ang. Database of Human Transchptional Start
Sites) wykazata, ze mniej niz 22% promotordéw posiada kasete
TATA, wsrod tych promotoréow 62% ma Inr, 24% DPE, 12%
BREU W$rdd pozostatych 78% (bez kasety TATA) 45% zawie-
ra Inr, 25% DPE i 28% posiada BREU[38]. Powyzsze analizy
wykazuja, ze kaseta TATA nie wystepuje w promotorach tak
powszechnie jak niejednokrotnie przypuszczano. Do promo-
toréw pozbawionych kasety TATA nalezg czesto promotory
ludzkich genow konstytutywnych, onkogendéw, czynnikow
wzrostu oraz czynnikdw transkrypcyjnych [45],

Wedtug jednej z ostatnich analiz numerycznych, obejmuja-
cej 3393 promotory Drosophila 40% zawiera kasete TATA, co
pigty promotor ma motyw strukturalny DPE, a wiekszo$¢ pro-
motoréw, bo az 66% posiada element Inr. Motyw MTE pojawit
sie w 10% analizowanych promotoréw. Ustalono takze, ze je-
dynie w 24% promotoréw obecne sg synergiczne kombinage
(potwierdzone funkcjonalnie oraz teoretycznie) elementow
rdzeniowych TATA — Inr, Inr —DPE, Inr — MTE, DPE —
MTE, TATA - DPE, TATA - MTE, TATA - BRE. Jedno-
czed$nie wykazano, ze az 25% promotoréw nie miato zadnego
znanego elementu rdzeniowego [22]. Jeszcze bardziej obszerna
analiza numeryczna, obejmujgca 10 914 promotoréw Drosophi-
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la, wykazata jedynie 4,7% promotoréw z motywem TATA, a
motyw DPE znaleziono w przypadku 2,1 promotoréw. Anali-
za wykazata procentowg przewage Inr, wynoszacg 14% w puli
analizowanych promotoréw [46]. Jak wida¢, dane dotyczace
wystepowania rdzeniowych motywdéw strukturalnych pro-
motoréw sg niekiedy bardzo rozbiezne. Wynika to zapewne
z trudnosci okreslenia warunkéw brzegowych definiujgcych
poszczegdlne elementy oraz ztozono$ci mechanizméw trans-
krypcji przy udziale polimerazy RNA.

POLIMERAZA RNAP Il (RNAP II)

Znane sg cztery izoformy RNAP u wyzszych Eucaryota: |,
I, 111, splV (ang. single polypeptide) [47]. RNAP | uczestniczy
w transkrypcji dwoch form rybosomalnego RNA, 18S i 28S.
RNAP Il reguluje transkrypcje wszystkich matrycowych
RNA (mRNA), natomiast RNAP Il bierze udziat w syn-
tezie 5S rRNA i tRNA. Ponadto niewrazliwa na dziatanie
a-amantyny spRNAP IV, zbudowana z pojedynczego tarncu-
cha polipeptydowego, bierze udziat w transkrypcji mRNA,
oddziatujgc z promotorami pozbawionymi sekwencji regu-
latorowych, w tym elementéw rdzeniowych [48]. Funkcja
tych polimeraz koreluje z lokalizacjg enzymow, RNAP | w
jaderku, a Il, i IV w nukleoplazmie [48]. RNAP I, II, 1l
maja budowe podjednostkowg [49] (Ryc. 4).

Polimeraza RNA |l jest odpowiedzialna za transkrypcje
wszystkich genéw kodujacych biatka. Zaréwno u cztowieka,
jak i u drozdzy zbudowana jest z 12 podjednostek: RPB1-
RPB12 [52] (Ryc. 4). Podjednostki polimerazy sg silnie zacho-
wane w ewolucji pod wzgledem sekwencji, budowy i funkcji.
Wiadomo, ze 7 podjednostek ludzkiej RNAP Il jest w stanie
catkowicie (RPB6, RPB8, RPB10, RPB12) lub czesciowo (RPB4,
RPB7, RPB9) zastgpic¢ funkcjonalnie odpowiedniki drozdzowe
[47], Ponadto podjednostki RPB5, RPB6, RPB8, RPB10, RPB12
wystepujg takze w RNAP |, Ill, natomiast RPB1, RPB2, RPB3,
RPB11 posiadajg ich homologiczne odpowiedniki. Jedynie
podjednostki RPB4, RPB7, RPB9 oraz domena C-korncowa,

RNAPI  RNAPIl  M.cz. [kDa] RNAPIII
drozdze

A190 RPB1 192 C160
Schemat budowy
A135 RPB2 139 c128
RNAP Il AC40  RPB3 35 AC40
Al4 RPB4 25 c17
RPB5  RPB5 25 RPB5
RPB6  RPB6 18 RPB6
A43 RPB7 19 c25
RPB8  RPB8 17 RPB8
AL2 RPB9 14 c11
RPB10 RPBI10 8 RPB10
AC19  RPBI11 14 AC19
RPB12 RPBL12 8 RPB12
A49 c82
A34.5 cs3
( 3 Z > C37
c34
c31

Rycina 4. Budowa podjednostkona RNAP 11. Opracowano na podstawie [49-51].
A. Schemat budowy RNAP II. Liczby 1-12 odpowiadaja podjednostkom RNAP
1I: RPB 1-12. Podjednostki RPB 4 i 7 tworzg heterodimer przytagczany do RNAP
Il w stosunku stechiometrycznym réwnym 0,5. B. Podjednostki RNAP I, RNAP
1, RNAP I11. W kolumnach zebrano nazwy podjednostek wchodzacych w sktad
odpowiednio RNAP I, RNAP 1I, RNAP Ill. Podano masy czasteczkowe podjed-
nostek RNAP 11 z drozdzy.
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CTD (ang. C-terminal domain) podjednostki RPB1 sg specyficz-
ne dla RNAPII. Dwie z 12 podjednostek drozdzowej RNAPII
RPB4 i RPB7 tworzg heterodimer, ktéry wigze sie do polimera-
zy w stosunku stechiometrycznym, wynoszgcym 0,5 [47],

Gtowna aktywnosé RNAP Il w transkrypcji i proceso-
waniu RNA jest zlokalizowana w CTD jej najwiekszej pod-
jednostki RPB1. CTD ludzkiej RNAP Il ma 52 tandemowo
powtodrzone sekwencje heptapeptydu Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-
Pro-Ser, 42 powtorzenia u Drosophila oraz 26-29 powtérzen
u drozdzy [50]. Jest to rejon nieustrukturyzowany, podatny
na proteolize. Ponadto CTD jest celem modyfikacji potran-
slacyjnych, warunkujacych aktywnos¢ RNAP Il. Nalezg do
nich fosforylacja, glikozylacja oraz ubikwitylacja.

FOSFORYLACJA RNAP

W zaleznos$ci od stopnia ufosforylowania oraz obecno-
§ci CTD wyro6znia sie trzy formy RNAP II: 1A, 110, IIB.
Nieufosforylowana forma IlA uczestniczy w powstawa-
niu kompleksu preinicjacyjnego (PIC) i inicjacji transkryp-
cji. Forma 110, w ktorej CTD jest wysoce ufosforylowana,
bierze udziat w elongacji i terminacji. Forma IIB, mimo ze
pozbawiona CTD, ma aktywnos$¢ transkrypcyjng dla m.in.
promotora HSP70 z Drosophilla [53] oraz promotora AdML2
[54]. W komorkach cztowieka istnieje kilka réznych kinaz
zaangazowanych w fosforylacje CTD, wigczajac CDK7 (ang.
cyclin-dependent kinase 7) zintegrowang z TFIIF1, CDK8 po-
chodzacag z kompleksu mediatora, CDK9 z czynnika elonga-
cyjnego P-TEFb (ang. positive transcription elongationfactor b).

GLIKOZYLACJA RNAP

Kolejna, obok fosforylacji, modyfikacjg CTD podjednost-
ki RPB1 jest glikozylacja, polegajagca na kowalencyjnym
zwigzaniu monosacharydu, N-acetyloglukozoaminy, z gru-
pami hydroksylowymi reszt bocznych seryny lub treoni-
ny zlokalizowanych w heptapeptydowych powtdrzeniach
CTD RNAP Il [55], Glikozylacja dotyczy jedynie nieufosfo-
rylowanej formy IIA RNAP Il [56]. Jest prawdopodobne, ze
glikozylacja powoduje blokade steryczng dostepnosci CTD
dla kinazy i w ten sposdb reguluje aktywno$¢ RNAP Il [47],

UBIKWITYLACJA RNAP

Ubikwitylacja jest trzecig potranslacyjng modyfikacja, cha-
rakterystyczng dla RNAP Il. Przyktadem ligazy ubikwityny
E3 jestenzym z drozdzy o nazwie Rsp5. Jest on jedyng ligazg
E3 ubikwitylujgcg RNAP Il. Do ubikwitylacji dochodzi wsku-
tek oddziatywania CTD (sekwencja Pro-Ser-Tyr z powtdrzen
heptapeptydu: -Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Tyr-Ser-Pro-Thr-
Ser-Pro-Ser-) z domeng WW (38-40 reszt aa z dwiema zacho-
wanymi w ewolucji resztami Trp) Rsp5 [567]. Mimo, ze to od-
dziatywanie warunkuje zajscie ubikwitylacji, sama ubikwity-
lacja zachodzi poza CTD, na reszcie Lys 695 RPB1 [58]. Poziom
ubikwitylacji RNAP Il jest niski podczas normalnego wzrostu
komorek i wzrasta w momencie narazenia komdrek na stres
wywotany pojawieniem sie czynnikdw uszkadzajacych DNA,
takich jak promieniowanie UV, zwigzki chemioterapeutycz-
ne. Woéwczas dochodzi do zatrzymania RNAP Il w miejscu
uszkodzenia DNA. Wiaczeniu ulegajag mechanizmy napraw-
cze DNA np. NER (ang. nucleotide excision repair), a podjednost-
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ka RPB1 RNAP Il podlega poliubikwitylacji. Wykazano, ze w
15 minucie po ekspozycji komoérek FleLa na promieniowanie
UV nastepowata ubikwitylacja RPB1, ktora utrzymywata sie
do 12 godzin [59]. Ubikwitylowana RPB1 ulega degradacji w
wyniku dziatania proteasomu 26S. Z zastosowaniem immu-
noprecypitacji chromatyny wykazano, ze proteasom 26S jest
przytagczany do RNAP Il w wyniku uszkodzenia DNA pro-
mieniowaniem UV [60]. W przeciwienstwie do glikozylacji
RNAP Il hamowanej fosforylacjg CTD, ubikiwitylacja RNAP
Il zalezy od uprzedniej fosforylacji CTD. Wykazano takze, ze
inhibitor H8 kinazy CTD (blokowanie fosforylacji reszty Ser 5
przez Cdk7 ireszty Ser 2 przez Cdk9), dodany do ekstraktu
jadrowego z HeLa powodowat, obok hamowania fosforylacji,
takze supresje poliubikwitylacji RNAP Il [61].

Jest interesujagcym, ze dotad nie zbadano wptywu innej
kowlencyjnej modyfikacji RNAP I, jakg moze by¢ sumo-
ilacja. Ubikwitynylacja i sumoilacja sg spokrewnionymi
mechanizmami, prowadzacymi do kowalencyjnego zna-
kowania czasteczek biatkowych ubikwityng lub SUMO.
Dojrzate biatka SUMO sktadajg sie z okoto 100 reszt ami-
nokwsowych. Wplyw sumoilacji na transkrypcje genéw
wynika z modyfikacji reszt Lys czynnikdw transkrypcyj-
nych, ktére zmieniajg swoje powinowactwo do partne-
row biatkowych i/lub DNA [62], Procesy te moga ze sobg
konkurowaé, np. sumoilacja inhibitora czynnika kB alpha
blokuje jego degradacje inicjowang ubikwitylacjg. Cho-
ciaz poranslacyjna modyfikacja SUMO moze wywierac
zroznicowany efekt na transkrypcje, a takze na lokaliza-
cje wewnatrzkomorkowg czynnikow transkrypcyjnych,
to zazwyczaj prowadzi do hamowania transkrypcji, a jej
ostateczny efekt zalezy od kontekstu, w jakim wystepuje
dany promotor [62], Sumoilacji podlega miedzy innymi
deacetylaza histonowa, co zwieksza jej aktywnos$¢. Co wie-
cej deacetylazy moga aktywowaé proces sumoilacji innych
regulatorowych biatek.

PODSTAWOWE CZYNNIKI TRANSKRYPCYJNE (TF)

U Eucaryota promotory rdzeniowe stuzg jako platforma,
na ktorej powstaje kompleks preinicjacyjny (PIC). Polimera-
zy wykazujg brak zdolnosci rozpoznawania specyficznego
miejsca startu transkrypcji indywidualnie dla kazdego genu.
Aby doszto do rozpoznania promotora i inicjacji transkryp-
cji, polimerazy wymagajg obecnosci tzw. podstawowych
czynnikdw transkrypcyjnych (GTF, ang. generat transcription
factors). Dla RNAP Il sg to: TFIIA, -B, -D, -E, -F i -H, ziden-
tyfikowane zarowno u drozdzy jak i u ssakéw [63]. Nazwa
TF pochodzi od transcription factor, Il oznacza transkrypcje z
udziatem RNAP II, a litery A, B, D, E, F, H oznaczaja frakcje, z
ktérej niegdy$ wyizolowano poszczegdlne czynniki. Podsta-
wowe wiasciwosci tych czynnikow zebrano w tabeli 1.

Istniejg dwa gtdwne modele opisujgce sposéb sktadania
PIC na promotorze. Wedtug pierwszego modelu podstawo-
we czynniki transkrypcyjne sg przytgczane kolejno, czynnik
po czynniku (ang. stepwise assembly) [64], Kompleks biatko-
wy TFIID jako pierwszy rozpoznaje element regulatorowy
promotora, np. kasete TATA. W nastepnym etapie dochodzi
do zwigzania czynnikdw TFIIA, TFIIB, ktére stabilizujg wia-
zanie TFIID do promotora i powodujg wigzanie kolejnych
biatek: RNAP Il i TFIIF. Po utworzeniu kompleksu TFIID/
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Tabela 1. Budowa podjednostkowa oraz funkcje podstawowych czynnikéw transkrypcji. Opracowano na podstawie [63].

Czynnik Sktad biatkowy M.cz. (kDa)  Funkcja
transkrypcyjny

p35 (a) 37 antyrepresor;
TFIA pl9(P) 19 stabilizacja kompleksu TBP-TATA;

PD (y) 13 koaktywator
TEIB 033 35 selekcja miejsca startl_J transkrypcji; stabilizacja kompleksu

TBP-TATA; rekrutacja RNAP 11-TFIIF

TEID TBP 38 czynnik wigzacy promotor rdzeniowy; koaktywator;

TAFs (TAF1-TAF14) 250-18 kinaza biatkowa; acetylotransferaza histonéw
TEIE p56 (a) 56 rekrutacja TFIIH; utatwienie formowania kompleksu inicjacyjnego;

P34 (p) 34 udziat w opuszczaniu promotora przez RNAP 1l
TENE RAP30 26 wigzanie RNAP II; utatwienie rekrutacji RNAP Il do promotora; rekrutacja TFIIE i

RAP74 58 TFIIH; udziat w selekcji miejsca startu transkrypcji; zwigkszenie wydajnosci elongacji

p89/XPB 89

p80/XPD 80

p62 62 s - )

D52 52 aktywno§§ AT'Pazy w InICjaC]I' tran§krprJ| iopuszczaniu promotora przez RNAP 1I;

p4s " aktywno$¢ helikazy przy otwieraniu promotora;
TFIH aktywnos$¢ naprawcza DNA;

p40/CDK7 40 aktywno$¢ kinazy w fosforylacji CTD RNAP II;

p38/Cyklina H 37 aktywno$¢ ligazy E3 ubikwityny

p34 34

p32/MATI 32

P8/TFB5 8
TFHA/TFIIB/RNAP II/TFIIF/promotor, przytgczeniu ule- dtug tego modelu zwigzanie TFIID do promotora utatwia
gaja kolejno TFHE i TFIIH [65], przytaczenie holoenzymu RNAP Il [66]. Po zwigzaniu

) ) ) czynnikow transkrypcyjnych do promotora dochodzi

~ Drugim modelem obrazujagcym powstawanie PIC do lokalnego oddzielenia komplementarnych nici DNA,
jest model holoenzymu RNAP II. Zaktada on, ze wigk- powstania otwartego kompleksu inicjacyjnego i syntezy
szo$¢ czynnikéw transkrypcynjnych tworzy kompleksy mRNA. Biorac pod uwage ilo$¢ i réznorodno$é promo-
migdzy sobg jeszcze przed zwigzaniem do promotora. toré6w w genomie, jest prawdopodobne, ze oba mechani-
Stwierdzono. l:_)ow'iem, ze _skiad_ biatkowy _holoenz_yrr_lu zmy tworzenia PIC wystepuja w komérce. Budowa mo-
RNAP 1l réznit si¢ w zaleznosci od materiatu wyjscio- dutowa aparatu transkrypcyjnego pozwala komérkom na
wego oraz metody jego izolowania [66], Wykazano, ze sktadnie aparatu transkrypcyjnego wieloetapowo badz w
holoenzym RNAP Il cztowieka zawierat RNAP II, TFIIB, jednym etapie. Funkcje podstawowych czynnikéw trans-
TFHE, TFIIF, TFIIH, GCN5 (acetylotransferaza histonéw), krypcyjnych w tworzeniu PIC oméwiono w kolejnych
kompleks rearanzujacy chromatyne SWI/SNF oraz me- podrozdziatach.
diator. Holoenzym nie zawierat TFIID oraz TFIIA. We-
Tabela 2. Wybrane wtasciwosci TAF. Opracowano na podstawie [25,27,66,68-76].
TAF M.cz. (kDa)  Wiasciwosci
TAF1 (TAFI1250) 250 oddziatywanie z Inr i DCE; acetylacja i fosforylacja histonéw H2B, H3,H4
TAF2 (TAFI11150) 150 oddziatywanie z Inr
TAF3 (TAFI11140) 140 domena histonowa, negatywny regulator aktywacji transkrypcji przez p53

domena histonowa; stabilno$¢ kompleksu TFIID;
regulacja transkrypcji genéw z promotorami bez kasety TATA; oddzialywanie z aktywatorami (np. Spl)

,rusztowanie" w formowaniu kompleksu TFIID;
powtdrzenia motywu WD-40

TAF6 (TAFI180) 80 domena histonowa; stabilno$¢ kompleksu TFIID oddziatywanie z DPE
oddziatywanie z licznymi aktywatorami transkrypcji

TAF4 (TAFI11135) 135

TAF5 (TAF11100) 100

TAFT (TAFIISS) 5 (np. Spl, YY1, HIV-1 Tat)

TAF8 43 funkcja strukturalna — integracja TAFIO w TFIID

TAF9 (TAFII31) 31 domena histonowa; stabilno$¢ kompleksu TFIID; oddziatywanie z DPE

TAFIO (TAFI130) 30 domena histonowa; pozytywny regulator aktywacji transkrypcji przez receptor estrogenowy

TAF 11 (TAFI128) 28 domena histonowa; stabilizacja kompleksu TFIIA-TBP-DNA; oddziatywanie z receptorem witaminy D
TAF12 (TAFII20) 20 domena histonowa; stabilno$¢ kompleksu TFIID

TAF13 (TAFI1I18) 18 domena histonowa

redukcja niespecyficznego oddziatywania TBP-kaseta TATA (aktywno$¢ ATPazy); tworzenie

BTAF1 (TAF 170
( ) 170 wraz z TBP kompleksu B-TFIID, zdolnego do inicjacji transkrypcji zaleznej od RNAP 1l

*w nawiasach podano uprzednig nomenklature TAF u H. sapiens.
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Tabela 3. Nomenklatura czynnikéw TAF, zaangazowanych w transkrypcje zalezng od RNAP Il. Opracowano na podsta-

wie [47].

Nowa H. sapiens D. inelanogaster S. cerevisiae C. elegans
nazwa Nowa nazwa
TAF1 TAFII 250 TAFII 230 Tafl45 / 130 taf-1
TAF2 TAFII 150 TAFII 150 Tafl50 taf-2
TAF3 TAFII 140 TAFII 155 Taf47 taf-3
TAF4 TAFII 130/135 TAFII 110 Taf48 taf-4
TAF4b TAFII 105

TAF5 TAFII 100 TAFII 80 Taf90 taf-5
TAF5b

TAF5L PAF65 a Cannonball

TAF6 TAFII 80 TAFII 60 Taf60 taf-6.1
TAF6L PAF65 a taf-6.2
TAF7 TAFII 55 Taf67 taf-7.1
TAF7L  TAF2Q taf-7.2
TAF8 TAF 8 Prodos Taf65 taf-8
TAF9 TAFII 32/ 31 TAFII 40 Tafl7 taf-9
TAFIL  TAFII 31L

TAFIO TAFII 30 TAFII 24 Taf25 taf-10
TAFIOb TAFII 16

TAFII TAFII 28 TAFII 30a Taf40 taf-11.1
TAF11L taf-11.2
TAF 12  TAFII 20/ 15 TAFII 30a Tafol / 68 taf-12
TAF 13 TAFII 18 Tafl9 taf-13
TAF14 Taf30/ANC1

TAF 15 TAFII 68

BTAF1 TAFII 170 Hel89B Motl btaf-1
TFIID

TFIID jest pierwszym podstawowym czynnikiem trans-
krypcyjnym wigzgcym sie do promotora rdzeniowego.
Stanowi rodzaj rusztowania dla wigzania kolejnych sktad-
nikoéw PIC. Jest kompleksem zbudowanym z wielu biatek o
tacznej masie czasteczkowej rzedu 750 kDa [67], Sktada sie z
TBP oraz kilkunastu biatek oddziatujgcych z TBP, tzw. TAF
(ang. TBP-associated factors) o masie czgsteczkowej od 15 do
250 kDa. W komorkach cztowieka wyrdznia sie co najmniej
14 TAF [67]. Wybrane witasciwosci TAF przedstawiono w
tabeli 2. Sekwencje wiekszosci TAF sg zachowane w ewolu-
cji wéréd wielu gatunkéw zwierzat. Ich indywidualne na-
zwy ujednolicono w 2002 r. [77] (Tab. 3).

Do najwazniejszych funkcji TFIID nalezy: oddziatywanie
z elementami rdzeniowymi promotoréw: kasetg TATA, Inr,
DPE, DCE. TFIID bierze bezpos$redni udziat w modyfika-
cjach potranslacyjnych chromatyny oraz czynnikéw trans-
krypcyjnych i petni funkcje regulatorowag wspotdziatajac
zaréwno z biatkami aktywatorowymi, jak i supresorowymi.

Czynniki transkrypcyjne TFIID uczestniczg w wigzaniu ele-
mentw rdzeniowych. Rozpoznawanie kasety TATA jest, jak
dotad, najlepiej zbadanym etapem inicjacji transkrypcji zalez-
nej od tego elementu. TFIID oddziatuje z kasetg TATA poprzez
TBP, ktére wigze sie do niej w postaci monomerycznej z Kd
rzedu 3x10“10M [78], TBP posiada réwniez niespecyficzne po-
winowactwo (Kd=5x10-6M) w stosunku do sekwencji zawie-
rajgcych niepromotorowe reszty AT, co prowadzi do powsta-
wania nieproduktywnych komplekséw transkrypcyjnych.
Istnieje kilka mechanizmoéw o charakterze pozytywnym jak
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i negatywnym zapewniajacych
specyficzno$¢ oddziatywan mie-
dzy sekwencjg kasety TATA a
TBP i zapobiegajgcych niespecy-

Poprzednia nazwa . . .
P ficznemu oddziatywaniu TBP z

taf-1 L
taf-2 ,,przypadkowyml_ sekwenCJaml
C11G6.1 AT. Przyktadem jest tworz'enle
af-5 przez '_I'BP struktury hom(_)dlme-
rycznej (Kd =4x10'9M), niezdol-
taf-a nej do wigzania DNA [79] (Ryc.
5A). W tworzeniu homodime-
ru TBP u drozdzy biorg udziat
reszty Asn69, Wal71, Wall22,
taf-3.1 Thrl24, Asnl59, Wall61, Wal213
taf-3.2 iThr215 [80],
taf-8.1
tafrs.2 Wiazanie TBP z DNA pod-
lega takze regulacji przez czyn-
taf-10 nik TAF1 (negatywny regulator
tych oddziawatywan), bedacy
taf-11 najwiekszg podjednostkg TFIID
[81] (Ryc. 5B). TAF1 z Drosophila
taf-7.1 ma na aminowym koricu dwa
taf-7.2 rejony zdolne do oddziatywa-
taf-9 nia z TBP, TAND1 (ang. TAF
taf-6 N-terminal domain 1) obejmuja-

cy reszty aminokwasowe 11-77

oraz TAND2, obejmujacy reszty

82-156 [82,83], Ujemnie nata-

dowane reszty Asp29, Glu3l,

Glu51, GIlu70 i Asp73 regionu

TAND1 oddziatujg z dodatnio
natadowanymi resztami lizylowymi i arginylowymi TBP,
ktére réwniez biorg udzial w oddziatywaniu z mniejszym
rowkiem kasety TATA, tym samym blokujac rozpoznawa-
nie sekwencji kasety przez TBP (Ryc. 5B). Sekwencja TAND2
moze réwniez wigzac sie z tymi samymi dodatnio natado-
wanymi resztami TBP, ograniczajgc wigzanie TFIIA do TBP
[83] (Ryc. 5B). Kolejnym czynnikiem ograniczajagcym niespe-
cyficzne oddziatywanie TBP z sekwencjg kasety TATA jest
czynnik BTAF1, znany réwniez pod nazwg TAFII170 lub
TAF172 (H. sapiens), Motl (S. cerevisiae), helikaza 89B (Dro-
sophila) [47], Aminowy koniec (reszty 290-381) BTAF1 od-
dziatuje z TBP, natomiast jego domena C-koricowa wykazuje
aktywno$¢ ATPazy, prowadzacg do dysocjacji kompleksu
TBP/kaseta TATA (Ryc. 5C).

Oddziatywanie TBP z kasetg TATA podlega takze pro-
cesowi pozytywnej regulacji. Mianowicie czynniki kowa-
lencyjnie modyfikujace i reanzujgce chromatyne zwiekszajg
dostepnos$¢ sekwencji promotora dla TBP, w obszarze ka-
sety TATA (Ryc. 6A). Na przyktad kompleks SWI/SNF w
sposob zalezny od ATP rearanzuje chromatyne, a nastepnie
acetylotransferaza histonowa GCN5 przeprowadza acetyla-
cje w miejscu wystepowania kasety TATA, zwiekszajgc po-
winowactwo TBP do kasety TATA [47], Réwniez podstawo-
we czynniki transkrypcyjne jak TFIIA i TFIIB determinujg
stabilno$¢ kompleksu TBP/TATA (Ryc. 6B). TFIIA indukuje
dysocjacje homodimerycznej postaci TBP, utatwiajagc formie
monomerycznej wigzanie do kasety TATA (Ryc. 6C) [47],
Natomiast TFIIB zwieksza powinowactwo (2,5-krotnie) TBP
do kasety TATA oraz powoduje zmniejszenie szybkosci
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Rycina 5. Negatywna regulacja tworzenia kompleksu TBP-TATA. A. Hamowa-
nie tworzenia kompleksu TBP-TATA przez homodimeryzacje TBP oraz oddziaty-
wanie TBP z TAF1 i BTAFL. B. Konkurowanie TAF1 z TFIIA o wiazanie do TBP.
C. Wplyw BTAF1 na zalezng od ATP dysocjacje kompleksu TBP-TATA. Opraco-

wano na podstawie [47].

odtgczania (2,3-krotne) TBP z rdzeniowego regionu promo-
tora [84], Oddziatywanie TFIIB z sekwencjami BREUi BREd
dodatkowo stabilizuje kompleks TBP/TATA (Ryc. 6D).

Obecno$¢ TAF w kompleksie TFIID zwieksza spektrum
regulatorowych sekwencji rdzeniowych rozpoznawanych
przez TFIID. Wykazano bowiem, ze TFIID oddziatuje z Inr
przez TAF1/TAF2, z DPE przez TAF6/TAF9, az DCE przez
TAF1 [14] (Ryc. 7). Niewiele jednak wiemy, jaka jest archi-
tektura funkcjonalnych komplekséw tworzonych na pro-
motorach rdzeniowych sterowanych przez inne elementy
niz kaseta TATA. Nie wiemy tez, jak czasowo-przestrzenna
regulacja ekspresji poszczeg6lnych czynnikéw transkryp-
cyjnych w komérce wptywa na ekspresje genow.

Czynniki TFIID uczestniczg w modyfikacjach potransla-
cyjnych chromatyny oraz innych czynnikéw transkrypcyj-
nych. Podjednostka TAF1 kompleksu TFIID ma aktywno$¢
acetylazy histondw H3 i H4. Tej aktywnosci podlegaja ob-
szary zawierajace jedynie promotory niektdrych genéw, na
przyktad gendw biatek gtdéwnego uktadu zgodnosci tkan-
kowej | klasy MHC | (ang. major histocompatibility complex
I). Hipoacetylacja histonu H3 wywotana inaktywacjg TAF1
w komdrkach chomika linii tsI3 zachodzita jedynie w ob-
szarze, w ktérym znajdowat sie promotor cykliny DI, nato-
miast nie zachodzita w obszarze promotora c-fos [47], Poza
histonami, TAF1 acetyluje réwniez GTF, na przyktad pod-
jednostke p (p34) podstawowego czynnika TFIIE [85],

U Drosophila opisano aktywno$¢ kinazowa TAF1, powodu-
jaca fosforylacje reszty Ser 33 histonu H2B w obszarze promo-
tora genu giant odpowiedzialnego za segmentacje u larw, wy-
wotujaca aktywacje ekspresji tego genu. TAF1 fosforyluje tak-
ze reszty serylowe podjednostki RAP74 czynnika TFIIF. Przy-
puszcza sie, ze moze to by¢ sposob przekazywania sygnatu
pomiedzy poszczegdlnymi GTF w iniqgacji transkrypcji. TAF1
fosforyluje rowniez reszty seryny 316, 321, 280 i 281 czynnika
TFIIA, wskutek czego TFIIA asocjuje z TBP przyczyniajac sie
do zmniejszenia puli niefunkcjonalnych dimerow TBP [47],

TAF peinig takze funkcje

A B

C D
TBP
TFIA
TBP
S TBP
TBP \L
,I TATA rl

Rycina 6. Pozytywna regulacja wigzania TBP z kaseta TATA. A. Ekspozycja kasety TATA wskutek modyfikaqgi chromatyny.
B. Stabilizacja wigzania TBP do kasety TATA przez TFIIA i TFIIB. C. Promowanie dysocjacji homodimeru TBP przez TFIIA.
D. Stabilizacja kompleksu TBP-TATA przez elementy BREUi BREd. Opracowano na podstawie [47].
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w przekazywaniu sygnatu od
aktywatorow transkrypcji do

TBP promotoréw rdzeniowych.
KA — Na przyktad TAF4 Drosophi-
— {TATA o

la oddziatuje z domeng ak-
tywatorowg czynnika Spl,
natomiast TAF7 oddziatu-
je z jego domeng wigzaca
DNA. Obserwacja, ze rozne
domeny jednego czynnika
transkrypcyjnego oddziatu-
ja z réznymi TAF Swiadczy,
ze TFIID moze regulowac
funkcje aktywatoréw przez
wzmocnienie wigzania akty-
watora z okre$long sekwen-
Cjg promotora. Aminowy ko-
niec TAF7 oddziatuje takze z
nastepujacymi aktywatorami
transkrypcji: YY1, USF, E1A,
HIV-1 Tat [47],
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Rycina 7. Udziat czynnikéw biatkowych TAF wchodzacych w sktad TFIID i TFIIB
w rozpoznawaniu elementéw promotora rdzeniowego. Przedstawiono schema-
tycznie czynniki transkrypcyjne TFIID oraz TFIIB oddziatujace z elementami
rdzeniowymi promotoréw (BREU kaseta TATA, BREd Inr, DCE, MTE, DPE). W
przypadku TFIID podano nazwy jego podjednostek: TBP, TAF1, TAF2, TAF6,
TAF9, oddziatujacych bezposrednio z elementami rdzeniowymi (wskazanymi za
pomocg strzatek). Dla jasnosci na rycinie pominieto nazwy pozostatych 8 sktad-
nikéw kompleksu TFIID nie oddziatujacych bezpos$rednio z elemementami pro-
motora rdzeniowego. Opracowano na podstawie [47].

TFIA

TFIIA zkomérek cztowieka zbudowany jest z trzech pod-
jednostek: a, (3 y o masach czasteczkowych odpowiednio 35
kDa, 19 kDa, 12 kDa. Biatko jest kodowane przez dwa geny,
TFIlAafl oraz TFIIAy. TFIIAaf koduje biatko prekursorowe
0 masie 55 kDa, ulegajagce proteolizie, prowadzgcej do po-
wstania podjednostek aij3u wyzszych Fucaryota. Homolo-
gicznym biatkiem drozdzowym TFIllAaftjest Toal, a TFIIAy
jest Toa2. TFIIA uczestniczy w transkrypcji jedynie wybra-
nych genéw. Na przyktad w drozdzowych mutantach toal
obserwowano zahamowanie transkrypcji genow koduja-
cych cykliny CLB1, CLB2, CENI, CTS1 (94-99%), decydujace

HML a E
iR N . |

Rycina 8. Przyktad kompleksu Sir na elemencie wyciszajagcym HMR-E chromo-
somu Il S. cerevisiae. Elementy wyciszajace E i | znajduja sie w regionach wyci-
szonych kaset koniugacyjnych chromosomu Il w loci HMR (ang. Hidden MAT
Right) i HML (ang. Hidden MAT Left). Elementy te, wigzac czynniki Rapl, Abfl,
kompleks biatek inicjujacych replikage (ang. origin recognition complex, ORC) oraz
biatka Sir 1-4 (ang. Silencing information regulators), decydujg o zmianie typu ptcio-
wego drozdzy z a na a i odwrotnie. Opracowano na podstawie [112-114].
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o przebiegu cyklu komérkowego ijedynie czeSciowe zaha-
mowanie (okoto 65%) transkrypcji genow konstytutywnych
PMA1l (ATPazy H+btony komérkowej) i ENO2 (enolazy).

Bezposredni kontakt TBP z TFIIA stabilizuje jego wigzanie
do kasety TATA (Ryc. 6B). Ponadto ludzka forma TFIIA, pro-
wadzi do aktywacji transkrypcji poprzez wigzanie z wieloma
aktywatorami. Przyktadem jest Zta (aktywator lizy wirusa
EBV), czynniki Spl, Gal4-VP16 i NTF1. Oddziatywanie TFIIA
z biatkami aktywatorowymi stymuluje sktadanie kompleksu
aktywator/TFIID/TFIIA/DNA, wspierajac tym samym Kry-
tyczny proces rozpoznawania promotora rdzeniowego. Od-
dziatywanie TFIIA z biatkami aktywatorowymi, na przykitad
fuzyjnym biatkiem Gal4-VP16, stymuluje takze udziat TFIIE
oraz TFIIF w rozpleceniu DNA promotora w okolicy tsp pod-
czas tworzenia otwartego kompleksu transkrypcyjnego.

TFIIB

Po zwigzaniu z TFIID (ewentualnie TFIIA), kolejnym
przytaczanym do PIC podstawowym czynnikiem transkryp-
cji jest TFIIB. Sekwencja TFIIB jest zachowana w ewolucji.
TFIIB cztowieka ma mase czasteczkowg 33 kDa, a u Droso-
phila odpowiada mu homologiczne biatko dTFIIB (85% iden-
tycznosci) o masie 38 kDa. Zwiazanie czynnika prowadzi do
powstania kompleksu TFIID (TBP)/TFIIB/DNA i prawidto-
wego umiejscowienia tego kompleksu w stosunku do miejsca
startu transkrypcji [66]. Udziat drozdzowego TFIIB w selekcji
miejsca startu transkrypcji oraz jej inicjacji opisano m.in. dla
genow CYC1, ADH1 [47]. Poza funkcja stabilizacyjng wspo-
mnianego kompleksu, TFIIB petni funkcje w przytgczeniu
RNAP I1'i TFIIF do promotora, oddziatujagc z podjednostka-
mi RPB1 i RPB2 RNAP Il oraz z RAP30, podjednostkg pod-
stawowego czynnika transkrypcji TFIIF [66], Ponadto TFIIB
specyficznie oddziatuje z BREU stabilizujgc kompleks TBP/
TFIIB/DNA na kasecie TATA istymulujac transkrypcje [84],

Co ciekawe, BREUmoze dziata¢ takze jako element su-
presorowy. Oddziatywanie TFIID z BREUpromotora AdML
powodowato zahamowanie transkrypcji. Natomiast pod
wptywem fuzyjnego biatka aktywatorowego Gal4-VP16
dochodzito do ostabienia oddziatywania TFIIB z supreso-
rowym elementem BREui aktywacji transkrypcji. Petny me-
chanizm tej aktywacji nie jest znany [86], Specyficzne, za-
lezne od TBP, oddziatywanie TFIIB zaobserwowano takze
z elementem BREdpromotora adenowirusa E4 [5]. W tym
przypadku oddziatywanie TFIIB z elementem BREdz wspo-
mnianego promotora wpitywato pozytywnie na poziom
transkrypcji. Inne eksperymenty wykazaty, ze BREd wpty-
wat takze hamujgco na poziom aktywacji transkrypcji pod
wpltywem Gal4-VP16. Zjawisko to zaobserwowano dla pro-
motorow AdML oraz promotora ludzkiej kinazy biatkowej
hRIPK3 (ang. receptor-interacting serine-threonine kinase 3).

TFIF

TFIIF wyizolowano z grasicy cielecej oraz z ludzkich i
mysich linii komoérkowych, jako heterokompleks ztozony z
dwadch podjednostek RAP30 oraz dwoch podjednostek RAP74
(ang. RNA polymerase Il - associated proteins). TFIIF jest biat-
kiem wielofunkcyjnym w procesie skitadania PIC. Czynnik
ten bezposrednio oddziatuje z RNAP Il. Wykazano na przy-
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ktadzie biatka drozdzowego, ze podjednostka RAP74 oddzia-
tuje z podjednostkami RPB4/RPB7 oraz z podjednostkag RPB9
RNAPII. Ponadto stwierdzono, ze podjednostka RAP30 ludz-
kiego TFIIF oddziatuje z podjednostkg RPB5 RNAP Il. Z tych
i innych informacji wyciggnieto wniosek, ze oddziatywanie
TFIF z RNAP Il utatwia przytgczenie polimerazy do zwigza-
nego z promotorem kompleksu TFIID/TFIIB. TFIIF zwieksza
specyficznos¢ RNAP I, zapobiegajac wigzaniu polimerazy do
przypadkowej, niepromotorowej sekwencji DNA [66]. Wspol-
nie z TFIIB oraz RNAP Il uczestniczy w selekcji tsp. Oprocz
zwiekszenia specyficznosci RNAP 1l wzgledem promotora,
TFIIF wzmacnia takze powinowactwo RNAP Il do komplek-
su TBP/TFIIB/promotor. Powstaty kompleks TBP/TFIIB/
RNAPII/TFIIF zapobiega dziataniu represorow transkrypcji.
Stwierdzono bowiem, na przyktadzie represora E2 wirusa
HPV, ze wptywat on supresorowo na promotor E6, gdy w
uktadzie byt obecny kompleks TFIID (TBP)/TFIIB/RNAP 11/
promotor, a brakowato TFIIF, natomiast dodanie TFIIF znosito
efekt supresorowy E2. Po utworzeniu kompleksu TBP/TFIIB/
RNAP II/TFIIF, TFIIF bierze udziat w rekrutacji kolejnych
GTF: TFIIE i TFIIH [66]. Co ciekawe, TFIIF utatwia tez opusz-
czenie miejsca startu tanskrypcji przez RNAP Il i tym samym
zwieksza wydajnos¢ elongacji transkrypcji.

TFIE

Po utworzeniu kompleksu TFIID/TFIIB/RNAP I/TFIIF
nastepnym etapem w tworzeniu PIC jest przytgczenie TFIIE.
TFIIE jest heterotetramerem, ztozonym z dwdéch podjedno-
stek a (56 kDa) i 8 (34 kDa). Koniec N TFIlIEa odpowiada za
oddziatywanie RNAP II, stymulacje fosforylacji CTD przez
TFIIH, a takze za przejscie z etapu inicjacji do etapu elonga-
cji. Domena C-koricowa natomiast bierze udziat w przyis-
czaniu TFIIH do PIC. TFIIE stymuluje aktywnos$¢ ATPazy,
kinazy CTD i helikazy DNA czynnika TFIIH (patrz nizej),
prowadzgc do powstania kompleksu gotowego do inicjacji
transkrypcji. Odpowiada on za rozplecenie DNA w obsza-
rze promotora oraz za przejscie do etapu elongacji trans-
krypcji. TFIIE jest przytgczany do PIC przy udziale aktywa-
torow transkrypcyjnych na przyktad biatka Krueppel, czy tez
biatek homeodomenowych Antennapedia i Abdominal-B [47].

TFIIH

Czynnik TFIIH (nazywany takze BTF2) jest przytacza-
ny do PIC przy wspotudziale TFIIE [87], Posiada on trzy
rézne aktywnos$ci enzymatyczne kluczowe dla transkryp-
cji: kinazy CTD, zaleznej od ATP helikazy, ATPazy zalez-
nej od DNA. TFIIH uczestniczy zarbwno w transkrypcji,
jak i naprawie uszkodzonego DNA [47], Jest kompleksem
zbudowanym z 10 podjednostek: p89/XPB, p80/XPD, p62,
p52, p44, p40/CDK?7, P38/Cyklina H, p34ip32/MATI, P8/
TFB5. Pod wzgledem funkcjonalnym TFIIH mozna podzie-
li¢ na dwa kompleksy: kinazy CAK (ang. cyclin-activating ki-
nase) i kompleks rdzeniowy. Oba kompleksy tgczy helikaza
XPD, petnigca tez funkcje strukturalna.

CAK, ztozony z CDK7, cykliny H, MAT1 odpowiada za
fosforylacje reszty seryny 5 CTD RNAP Il. Fosforylacja frag-
mentu CTD indukuje przejscie z etapu inicjacji transkrypcji
do etapu elongacji. Potwierdza to obserwacja, ze podczas
sktadania PIC RNAP Il wystepuje w formie A (hipofos-
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forylowanej), natomiast opuszcza promotor jako forma
110 (hiperfosforylowana). Oprocz fosforylacji CTD, TFIIH
fosforyluje rowniez aktywatory transkrypcji na przyktad
biatko p53, receptor kwasu trans retinowego a i y (RARa,
RARYy) oraz PC4 (ang. positive cofactor 4) [47],

Kompleks rdzeniowy zawiera helikaze XPB i biatka p62,
p52, p44 i p34. Kompleks ten uczestniczy w procesie prze-
mieszczenia RNAP Il wzgledem promotora, opuszczenia
jego sekwencji i warunkuje przejscie z inicjacji do elonga-
cji. TFB5 stabilizuje strukture rdzenia czynnika TFIIH, co
wykazano zaréwno w komérkach drozdzy jak i cztowieka.
Aktywno$¢ ATPazowa TFIIH zalezna od DNA wplywa
na otwarcie promotora oraz synteze pierwszego wigza-
nia fosfodiestrowego [88]. Pod nieobecno$¢ TFIIH RNAP
Il przerywa elongacje w poblizu promotora, co prowadzi
do powstania niedokoriczonych transkryptéw (ang. aborti-
ve transcription). TFIIH w obecno$ci ATP zmniejsza te ten-
dencje, co wskazuje na jego bezposrednie zaangazowanie w
opuszczanie promotora przez RNAP 1l [89].

Kompleks TFIIH zawiera dwie helikazy, XPB oraz XPD,
ktére rozwijajg DNA odpowiednio w kierunku 3' —5'i5 —
3' i uczestniczg w procesach naprawczych DNA [47], Proces
naprawczy polega m.in. na wycieciu uszkodzonej sekwencji i
zastgpieniu jej sekwencjg prawidtowg na podstawie sekwencji
nici komplementarnej. Proces ten okre$la sie jako NER (ang.
nucleotide excision repair). Stwierdzono, ze mikroinjekcja TFIIH
do ludzkich komérek mutantow XPD i XPB powodowata ,,na-
prawe" fenotypu pozbawionego funkcji naprawczych. Inne
z kolei badania wykazaty, ze w procesie naprawczym DNA
biorg udziat takze podjednostki TFIIH: p62, p52 i p44. Zaobser-
wowano, ze geny aktywne transkrypcyjnie ulegajg preferen-
cyjnie mechanizmom naprawczym. Wszystkie te obserwacje
popierajg teze, ze TFIIH uczestniczy zaréwno w transkrypcji,
jak inaprawie uszkodzonego DNA [47].

Poniewaz proces naprawy uszkodzonych gendw nie
zawsze przebiega z dostateczng wydajnosciag, dlatego do-
chodzi do aktywacji systemu blokujacego transkrypcje. Jak
wykazano na przyktadzie komoérek drozdzowych, dzieje to
sie przy pomocy czynnika Ssll oraz jego aktywatora Tfbl,
wchodzgcych w sktad TFIIH. Ssll jest homologiem ludz-
kiego p44, natomiast odpowiednikiem Tfbl jest MAT1. Ssll
posiada aktywnos$¢ ligazy ubikwityny E3. Przypuszcza sig,
ze specyficzna ubikwitynlcja aktywatoréw uszkodzonych
genow zapobiega ich ekspresji [90],

DYSTALNE ELEMENTY REGULATOROWE

W niniejszym rozdziale ze wzgledu na wielka réznorod-
no$¢ funkcjonalng czynnikéw aktywujgcych lub hamuja-
cych ekspresje genéw omowiono jedynie kilka przyktadow
ich dziatania.

ELEMENTY WZMACNIAJACE | AKTYWATORY GENOW

Elementy wzmacniajace (ang. enhancers) wigzg regulato-
ry transkrypcji, ktorymi moga by¢ nie tylko czynniki akty-
wujace transkrypcje, ale tez ich represory [91]. Poszczeg6lne
elementy wzmacniajgce, zorganizowane w wieksze regio-
ny i obejmujace zbidr regulatoréw transkrypcji, tworzg en-
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hanceosom. Utworzenie enhanceosomu umozliwia obnizenie
stezenia aktywatorow w komérce, przy zachowaniu sze-
rokiego spektrum regulacji transkrypcji. Zlokalizowane sa
one nawet w odlegtosci rzedu kpz od tsp [92] i obejmujg od-
cinki okoto 200-1000 pz, aczkolwiek najlepiej opisany enhan-
ceosom interferonu beta zawiera jedynie 65 pz. Zazwyczaj
zorganizowane sg one w klastery miejsc wigzacych czynniki
transkrypcyjne o r6znym powinowactwie. W wyniku spe-
cyficznych oddziatywan: biatko-ligandy-DNA komunikuja
sie z otoczeniem wewnatrzkomorkowym, przez co moga je
analizowaé, a nastepnie wptywac na ekspresje genéw. Wraz
z przytgczonymi biatkami tworzg wiec nadrzedny, w odnie-
sieniu do promotoréw indywidualnych gendw, system re-
gulatorowy. Dzigki funkcjonowaniu w oparciu o koopera-
tywne odziatywanie sktadnikéw, juz niewielkie zmiany ich
stezenia prowadzg do sygnatu ,,tak™ lub ,,nie". Enhanceoso-
my dziatajg takze na zasadzie do$¢ fleksyjnie rozmieszczo-
nych, niezaleznych miejsc wigzacych powodujac, ze zmiany
aktywnosci transkrypcyjnej uzaleznionych od nich gendéw
przebiegajg stopniowo. Mechanizm analizy i przetwarzania
informacji przez poszczeg6lne enhanceosomy jest nieznany.

Kluczowymi elementami ich budowy sa specyficzne ak-
tywatory.Wigza sie one do elementdw wzmacniajacych, a
takze do sekwencji UAS (ang. Upstream Activated Sequences)
[92] potozonych w sgsiedztwie tsp. Sg specyficzne w stosun-
ku do gendw lub rodzin gendw i ,dopasowujg" poziom ich
ekspresji do warunkéw fizjologicznych komorek. Z drugiej
strony wiele gendw w genomie ulega aktywacji wskutek
dziatania tych samych aktywatoréw. Stwarza to mozliwos$é
koordynowania mechanizméw kontroli catych zestawéw
genoéw. Aktywatory majg budowe modutowg z domeng
wigzagcg DNA oraz domeng aktywacyjna.

Przyktadem biatek aktywatorowych sg biatka STAT (ang.
signal transducers and activators oftranscription), ktére przeno-
szg sygnaty od czynnika wzrostu, czynnika NF-kB, a takze
od receptoréw jadrowych hormondw [93,94], Biatka STAT
moga ulega¢ fosforylacji przez kinaze receptora tyrozylo-
wego lub kinaze JAK (ang. Janus kinase), co wywotuje ich
dimeryzacje i import do jadra komoérkowego, a nastepnie
aktywacje transkrypcji wielu genéw. Rdwniez NF-kB po-
zostaje w cytoplazmie nieaktywny wskutek zasocjowania z
podjednostkg inhibitorowg 1kB. Dopiero fosforylacja i na-
stepujaca po niej proteoliza 1kB pozwala aktywatorowi NF-
kB przyjac¢ forme aktywng i zmieni¢ lokalizacje na jadrowa.
W odmienny sposéb dziatajg receptory jagdrowe hormonow
(11 klasy), na przyktad receptory hormondw tarczycy (TR)
oraz kwasu 9-ris-retinowego (RXR), ktére pozostajg w statej
asocjacji z genami docelowymi i wymagaja jedynie zwigza-
nia hormonu (liganda), aby uaktywnié¢ proces transkrypcji.

Aktywatory transkrypcji wspoétdziataja z kompleksami
modyfikujagcymi chromatyne np. rearanzujagcym komplek-
sem Swi/Snf i acetylujagcym SAGA. Stwierdzono, Ze acety-
lazy histonéw sg sktadnikami wielu koaktywatoréw trans-
krypcji. Przyktadem znaczenia aktywatoréw w mobilizacji
komplekséw modyfikujacych chromatyne sg badania in vivo
nad aktywacja drozdzowego genu HO. We wspomnianym
przypadku aktywator transkrypcji Swi5 wigze kompleksy
Swi/Snf oraz SAGA. Nastepnie przytgczany jest kolejny ak-
tywator SBF i aparat inicjujacy transkrypcje [95].
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Jest wiele dowodow Swiadczacych o tym, ze aktywatory
transkrypcji regulujg proces przytgczania do promotoréw
podstawowego aparatu transkrypcyjnego RNAP Il [50].W
badaniach in vitro zaobserwowano bezposrednie wigza-
nie miedzy domeng aktywacyjng a sktadnikami aparatu
transkrypcyjnego. Ponadto aktywatory zwiekszajg proce-
sywno$¢ RNAP I, co zaobhserwowano w przypadku Tat,
aktywatora transkrypcji HIV-1 [96]. Co wiecej, istniejg ak-
tywatory zwiekszajace szybkos$¢ elongacji fancucha mRNA
w wyniku dziatania RNAP II, najprawdopodobniej wpty-
wajac na szybkos$¢ uwalniania promotora i procesywnos¢
RNAP II. Niektore aktywatory zwiekszajg liczbe cykli trans-
krypcji przez utatwianie procesu reinicjacji [50], stabilizujac
kompleks transkrypcyjny po opuszczeniu promotora [97],

NADRODZINA RECEPTOROW JADROWYCH (NR)

Nadrodzina NR obejmuje szeroka grupe biatek. Zazwy-
czaj zaliczane sg do aktywatoréw genow, aczkolwiek ich
funkcje zalezg od wielu czynnikdw. Ich potranslacyjne mo-
dyfikacje [98], wigzanie ligandow, a takze wspotdziatanie
pomiedzy NR i microRNA [99] sa odpowiedzialne za czaso-
wo-przestrzenng regulacje ekspresji genéw. Do nadrodziny
NR nalezg receptory, ktére wigzg hormony sterydowe i ich
pochodne (kwasy zétciowe), kwasy ttuszcowe i ich metabo-
lity (prostaglandyny, fosfatydylocholing), pochodne amino-
kwasow (tyroidowe hormony), farnezolu, kwasu retinowe-
go oraz tzw. sieroce, dla ktérych ligandy nie sg znane. Kon-
trolujg rozwdj, ré6znicowanie oraz metaboliczng homeosta-
ze organizmu. Z punktu widzenia ewolucyjnego tworzg 6
podrodzin powstatych w wyniku duplikacji genéw [100],
natomiast pod wzgledem organizacji NR i zdolnosci do di-
meryzacji wyrdznia sie 3 klasy [101], Klasa | wigzana jest w
postaci homodimeréw do RE o strukturze palindromowej
lub odwréconych palindroméw, oddzielonych od siebie
trojnukleotydowymi odstepnikami. W ich sktad wchodzg
klasyczne receptory sterydowe kregowcéw (estrogenowe,
androgenowe, progesteronowe, mineralokortykoidy i glu-
kokortykoidowe). Bez liganda, za wyjatkiem receptora es-
trogenowego, zlokalizowane sg zazwyczaj w cytozolu, w
kompleksie z biatkami szoku cieplnego. Wiazanie liganda
powoduje dysocjacje kompleksu, przemieszczenie recepto-
ra do jadra, zwiagzanie do RE, a nastepnie aktywacje docelo-
wych genéw. Receptory klasy Il wigzg sie do heksanukle-
otydowych, bezposrednio powtérzonych (DR) elementdw,
przedzielonych 1-5 nt odstepnikami, tworzac hetrodime-
ry z receptorem retinoidowym (RXR). Ta grupa obejmuje
endokrynalne receptory (tyroidowe, kwasu retinowego).
Obecne sg gtéwnie w jadrze i wystepujg w kompleksie z
odpowiednim represorem. Po aktywacji ligandem tracg
represor i wchodzg w skiad kompleksu transkrypcyjnego
uruchomiajgc ekspresje gendéw. Do klasy Il nalezg tez nie-
ktdre receptory sieroce. Ogdlnie grupa ta jest ,,czujnikiem"
stanu metabolicznego komarki. Biatka te wigzg z niskim po-
winowactwem metabolity, ktérych stezenie jest wzglednie
wysokie i z duzym powinowactwem te, ktérych stezenie w
komorce jest niskie. Klasa Il obejmuje m.in. receptory spo-
krewnione z estrogenowymi (np.: czynnik steroidogeniczny
1litzw. Rev-Erb). Wigzg sie one w postaci monomeréw lub
dimerow do heksanukleotydowych DR. Grupa ta sktada sie
gtdwnie z receptoréw sierocych.
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Wsp6lng cechg nadrodziny NR jestnieustrukturyzowana
domena regulatorowa zlokalizowana na aminowym korcu
oraz ustrukturyzowana domena wigzaca DNA (DBD), zto-
zona z okoto 66 reszt. Na aminowym koricu domeny DBD
znajdujg sie gtéwne elementy rozpoznajace RE: palec cyn-
kowy oraz P-box wchodzacy w sktad pierwszej a-helisy.
Dalej znajduje sie D-box, palec cynkowy i druga a-helisa,
prawie prostopadle skierowana do pierwszej stabilizujagc
strukture DBD. D-box uczestniczy w dimeryzacji. Kolejnym
elementem jest nieustrukturowany fragment zawiasowy
petnigcy funkcje w odziatywaniu z kofaktorami. Zawiera on
elementy kierujace biatko do jadra. Jego sumoilacja zmienia
sktad kompleksu transkrypcyjnego, wptywajac na losy NR i
transkrypcje wielu gendw [102], Na karboksylowym korcu
NR znajduje sie ustrukturyzowana domena wigzgcg ligand
(LBD) ztozona z 11-13 a-helis i 1-3 (3-wstgzek. Struktury 3D
DBD i LBD zostaty poznane dla wielu NR. Wtasciwosci po-
szczeg6lnych domen zebrano w tabeli 4.

NR sterydowych hormondw owadoéw, ktéorymi zajmuje-
my sie w naszym zespole badawczym, majg podobng budo-
we. Na przykiad receptor ekdyzonowy (EcRBI) z Drosophila
melanogaster, zbudowany z 878 reszt aa, zawiera na amino-
wym koncu tzw. fragment nieustruktyryzowany AB, roz-
poznajacy maszynerie transkrypcjna, nastepnie ustruktury-
zowang, chociaz fleksyjng domene C wigzagcg DNA (DBD),
element zawiasowy D, a dalej ustrukturyzowang domene E
wigzacg ligand i na karboksylowym koncu olbrzymi frag-
ment F (200 aa) nieustrukturyzowany, ktérego rola jest nie-
jasna [103]. Jego partner, Usp (sierocy receptor) o podobnej
organizacji modutéw strukturalnych nie posiada fragmen-
tu F. Funkcjonalny receptor ekdysteroidowy ztozony jest z
EcR i USP, przy czym USP wigze sie z potowa 5', a ECR z po-
towga 3' pseudopalindromowej sekwencji RE z jednonukle-
otydowym odstepnikiem [104]. EcR, wigzac sie do elemen-
tu odpowiedzi na 20E w promotorze genu hsp27, aktywuje
transkrypcje réwniez w spos6b niezalezny od USP [105],
Receptory EcR i USP, w komorkach ssaczych COS-7, CHO
-KI i HeLa majg rézng lokalizacje: jadrowga dla USP oraz
lokalizacje zarowno cytoplazmatyczng jak i jadrowg EcR.
Co wiecej, jednoczesna obecno$¢ w komorce obu recepto-
row wywotywata ich kolokalizacje w jagdrze komdrkowym,
dowodzac, ze USP indukuje jadrowe potozenie EcR [106],
Mechanizmy rzadzgce porzagdkowaniem sie nieustruktu-
ryzowanych fragmentdw w wyniku wigzania odpowied-

nich partneréw, wewnagtrzczasteczkowego komunikowa-
nia sie¢ domen i przekazywania informacji na maszynerie
transkrypcyjng sg obecnie badane. Miejsce wigzania NR na
dsDNA jest zazwyczaj odlegte od tsp. Na przykiad jedno z
funkcjonalnych miejsc wigzania USP na promotorze genu
jhbp jest w odlegtosci okoto 1000 pz od tsp [107], Stad dos¢
powszechny jest poglad, ze tancuch DNA ulega odpowied-
niemu odksztatceniu podczas transkrypcji requlowanej NR.
Szczegbtowy mechanizm, w ktérym na odlegtym od tsp
fragmencie DNA powstaje kompleks preinicjacyjny z biat-
kami receptora jadrowego, a ktéry oddysocjowuje od RE i
rozpoznaje promotor rdzeniowy, jest nadal niepoznany.

ELEMENTY HAMUJACE | REPRESORY GENOW

Do elementéw DNA hamujgcych transkrypcje nalezg
elementy URS (ang. Upstream Repressing Sequences) oraz
elementy wyciszajace (ang. silencers). Elementy URS sg wig-
zane przez represory, ktdrych mechanizm dziatania jest
réznorodny. Obejmuje on ingerencje w wigzanie aktywa-
toréw, zapobieganie rekrutacji aparatu transkrypcyjnego
przez aktywatory oraz modyfikacje struktury chromatyny.
Nie zawsze wiadomo, czy represor wystepuje w postaci
kompleksu z innymi biatkami i zostat jedynie ,,ztozony" na
elemencie wyciszajagcym, czy tez jest produktem genu uru-
chominego przez element wyciszajagcy. Represory dzielg sie
na specyficzne oraz niespecyficzne genowo. Niespecyficz-
ne represory funkcjonujg w wyniku oddziatywania m.in. z
TBP [50]. Na przyktad Motl hamuje transkrypcje genow Il
klasy (ulegajacych transkrypcji w wyniku dziatania RNAP
1), powodujac dysocjacje kompleksu DNA/TBP w sposo6b
zalezny od ATP [108], Innym negatywnym regulatorem jest
NC2 (znany takze pod nazwa Drl/DRAPI), ktéry, wigzac
sie do TBP, blokuje oddziatywanie miedzy TBP a TFIIA i
TFIIB uniemozliwiajgc wejscie czynnikéw w transkrypcyj-
ny kompleks inicjacyjny [30].

Wiele genowo-specyficznych represoréw dziata przez
wigzanie do aktywatoréw, badz tez przez konkurowanie
0 miejsce wigzania aktywatora do DNA. Na przykiad biatl-
ko opiekuncze Hsp90, wigzac aktywator transkrypcyjny -
czynnik szoku cieplnego 1 (ang. heat shock factor 1, HSF1),
zapobiega homotrimeryzacji HSF1 wymaganej do wigzania
specyficznego elementu szoku cieplnego i aktywacji trans-
krypcji [109], Kolejnym przyktadem biatka represorowego
jest biatko Gal80, wptywajace na transkrypcje wskutek wig-

Tabela 4. Wtasciwosci domen wchodzacych w sktad receptoréw jadrowych. Opracowano na podstawie [101].

Domena wigzaca DNA

Domena korica N (NTD) (DBD)

1 wysoce nieustrukturyzowana
1 niezalezna od liganda
funkcja aktywacyjna (AF1)

1 oddziatywanie z kofaktorami
1 gtéwne miejsce modyfikacji
potranslacyjnych

1 zapewnienie stabilnosci
receptora

1 allosteryczna

modulacja struktury

struktura 3D wysoce zachowana
wysoce ustrukturyzowana
wigzanie DNA

funkcja dimeryzacyjna (staba)
miejsce modyfikacji
potranslacyjnych

1 modulacja struktury w wyniku
oddziatywan allosterycznych
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Domena bliska
karboksylowego konca,

Rejon zawiasowy

1 struktura niezachowana

1 nieustrukturyzowana

1 0 duzej plastycznosci

1 sygnat eksportu

jadrowego (NES)

1 sygnat lokalizacji

jadrowej (NLS)

1 miejsce modyfikacji
potranslacyjnych

1 oddziatywanie z kofaktorami

wigzaca ligand (LBD)

1 struktura zachowana

1 wysoce ustrukturyzowana

1 zalezna od liganda funkcja
aktywacyjna (AF2)

funkcja dimeryzacyjna (silna)
oddziatywanie z kofaktorami
allosteryczna modulacja struktury
sygnat lokalizacji jadrowej (NLS)
miejsce modyfikacji
potranslacyjnych
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zania domeny aktywacyjnej czynnika Gal4 [50]. Przykta-
dem biatka represorowego konkurujacego z aktywatorem
(ATF/CREB) o miejsce wigzgce na DNA, jest represor Acrl
[110]. Do genowo-specyficznych represoréw nalezg takze
kofaktory takie jak Ssn6-Tupl, ktére rekrutowane do pro-
motorow przez specyficzne czynniki wigzagce DNA, hamuja
transkrypcje wskutek oddziatywania z podstawowym apa-
ratem transkrypcyjnym badz chromatyng [111].

Elementy wyciszajace to elementy promotora hamujace
transkrypcje w spos6b niezalezny od ich orientacji i potoze-
nia [50], Do elementéw wyciszajacych zalicza sie elementy
E i l, znajdujgce sie w regionach wyciszonych kaset koniu-
gacyjnych chromosomu Il S. cerevisiae - loci HMR (ang.
Hidden MAT Right) i FIML (ang. Hidden MAT Left) (Ryc. 8).
Decydujg one o zmianie typu piciowego drozdzy (a lub a).
Elementy E i | zawierajg miejsca wigzania czynnikow Rapl,
Abfl oraz kompleks biatek inicjujgcych replikacje DNA
(ang. origin recognition complex, ORC) i sg kluczowe w wyci-
szaniu transkrypcji przez biatka Sir (ang. Silencing informa-
tion regulators) [112-114].

Jak wynika z powyzszego dziewie¢ dotychczas rozpo-
znanych rdzeniowych elementéw regulatorowych wraz z
dystalnymi elementami cis i trans sprawia, ze poszczegdl-
ne promotory realizujg specyficzny w czasie i przestrzeni
program transkrypcji genow. Jego poznanie w duzej mierze
zalezy od strategii przyjetych metod eksperymentalnych i
zrozumienia ich ograniczen.

FUNKCJONALNE ELEMENTY REGULATOROWE
- WSKAZOWKI METODYCZNE

KWASY DEZOKSYRYBONUKLEINOWE

Metody stosowane w biologii molekularnej sg przedmio-
tem wielu opracowan ije pominiemy. Pytaniem, przed jakim
staje badacz zaczynajacy doswiadczenia jest to, jaka powinna
by¢ optymalna strategia identyfikacji sekwencji regulatoro-
wych. OdpowiedzZ nie jest jednoznaczna. Wynikaé bedzie z
subiektywnych preferencji i doswiadczenia badacza. Ogol-
nie rzecz biorac, poszukiwanie przebiega¢ winno od analizy
numerycznej sekwencji genu (http://www.gene-regulation.
com/pub/databases.html), ktédra wskaze znane elementy o
potencjalnej funkcji. Pierwszym doswiadczalnym krokiem
zmierzajagcym do wykazania ich funkcjonalnosci moga byc¢
testy EMSA z uzyciem znakowanych sond (~30 pz), zawie-
rajacych potencjalne sekwencje regulatorowe. W wyniku
specyficznego oddziatywania sondy z biatkiem powsta-
je kompleks o ruchliwos$ci elektroforetycznej mniejszej od
wolnej sondy. Zawarto$¢ ilosciowa kompleksu i wiedza na
temat ilosci dodanej sondy, umozliwia oszacowanie Kdkom-
pleksu. Innym podejsciem jest opisywany w podrecznikach
footprinting, ktéry umozliwia zgrubne wskazanie odcinka
DNA obsadzonego przez biatko regulatorowe. Technika ta
ma te zalete, ze umozliwia odkrycie nieznanych elementéw
regulatorowych, czego przyktadem moze by¢ znalezienie w
naszym laboratorium nowego elementu wigzgcego receptor
ekdysteroidowy [107]. Godng polecenia metodg wskazania
RE jest wykorzystanie tzw. latarni molekularnych [115]. Po-
lega ona na detekcji odtworzenia sekwencji regulatorowej w
wyniku taczenia dwoch odcinkow ds DNA pod wptywem
biatka rozpoznajacego petng sekwencje. Fragmenty te zazna-
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czone fluorescencyjng parg donor-akceptor, w wyniku FRET,
w miare zblizania sie do siebie zmieniajg wtasciwosci spek-
troskopowe. Latarnie molekularne zostaty wykorzystane
przez nas do analizy kata deformacji czgsteczek DNA pod
wpltywem receptoréw jadrowych [116],

Aby jednak wskaza¢ doktadnie, ktére zasady w czasteczce
DNA biorg udziat w specyficznym wigzaniu biatka nalezy
skorzysta¢ z analizy mutacyjnej. Natomiast dla wskazania
grup funkcyjnych zasad uczestniczacych w specyficznym
rozpoznawaniu reszt aminokasowych mozna postuzy¢ sie
wysokorozdzielczym footprintingiem i/lub analizg NMR
[117]. Warto podkresli¢, ze otrzymane tg drogg informacje
nie dajg odpowiedzi, czy element DNA specyficznie oddzia-
tujacy z wybranym biatkiem petni jakakolwiek rzeczywistg
funkcje w regulacji transkrypcji badanego genu w konkretnej
tkance (komérce). Kolejnym krokiem sg testy transkrypcyjne.
Przeprowadzane in vitro umozliwiajg kontrolowanie sktadu
czynnikow transkrypcyjnych i wskazanie ich indywidualnej
roli w procesie transkrypcji badanego genu. Sg one niekiedy
krytykowane za zbytnie odejscie od warukéw natywnych.
Stad stato sie do$¢ powszechne prowadzenie doswiadczen in
vivo na liniach komérkowych transfekowanych plazmidami
zawierajagcymi dwa geny reporterowe, lucyferazy z krewetki
i ze Swietlika. Pierwszy pozostaje pod kontrolg badanej se-
kwencji regulatorowej, a drugi natomiast pod kontrolg wzor-
cowej sekwencji promotrowej. W ten sposéb analiza ekspresji
dwoch gendw reporterowych zapewnia wewnetrzng standa-
ryzacje aktywnosci transkrypcyjnej. Metoda eliminuje takze
niedoskonatosci eksperymentalne, wynikajace na przyktad z
réznej wydajnosci transfekcji komdrek. Nalezy jednak wcigz
pamietac, ze funkcja znalezionych RE Scisle zalezy od kon-
tekstu otaczajacych je czynnikdw transkrypcyjnych. Przykta-
dem jest zaobserwowanie m.in. w naszym laboratorium od-
miennej wrazliwos$ci promotora genu jhbp na dziatanie hor-
monu juwenilnego (JH) w komdrkach High Five i Sf9 [118].

BIALKA

Mozemy wyrézni¢ czynniki transkrypcyjne, ktére wcho-
dza w sktad komplekséw transkrypcyjnych, lecz nie roz-
poznaja DNA oraz te, ktére bezposérednio oddziatuja z RE.
Specjalistyczny protokdt analizy NR moze byé w tym wzgle-
dzie pomocny [119]. Naczelnym zadaniem dla zrozumienia
mechanizmu kontroli ekspresji genéw jest poznanie supra-
molekularnej budowy kompleksow transkrypcyjnych. Cze-
sto zdarza sie, ze znajdujemy odcinek regulatorowy DNA.
Wdéwczas podanie sekwencji biatka petnigcego funkcje su-
presora (aktywatora) na tym fragmencie jest pierwszopla-
nowym zadaniem. Je$li nie mamy zadnych przestanek dla
jego wytypowania, mozemy postuzy¢ sie tzw. metodg jed-
nohybrydowa, ktérej opis podawany jest przez producenta
odczynnikéw. Dzigki niej znalezliSmy na odcinku rdzenio-
wym promotora jhbp biatko o nazwie WDS o funkcji supre-
sorowej [118].

Do wykrywania wewnatrzkomérkowych oddziatywan
pomiedzy biatkami uzywana jest czesto metoda dwuhybry-
dowa, ktorej zasady opisane sg w podrecznikach. Wskaz-
nikiem oddziatywania jest ilos¢ powstatego transkryptu
(biatka) reporterowego. Ostatnio opracowano uktad oparty
o nadprodukcje dwdch biatek fuzyjnych (ofiary i przynety),
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ktore tworzac miedzy sobg kompleks odtwarzajg dotgczo-
nymi, komplementarnymi fragmentami centrum katalitycz-
ne lucyferazy [120]. Emitowane fotony umozliwiajg monito-
rowanie oddzialywan w czasie oraz wyznaczenia Kr Meto-
da pozwala na jednoczesne $ledzenie oddziatywan miedzy
kilkoma biatkami przy réznych dtugosciach fali.

Powazng wadg tych metod jest zwykle niekontrolowana
nadekspresja genéw kodujacych biatka fuzyjne. W takich
warunkach moga powstaé kompleksy praktycznie niewy-
stepujace przy rzeczywistych stezeniach czynnikow trans-
krypcyjnych w komorce, a wiec niefunkcjonalne, pomimo
pozytywnego wyniku testu dwuhybrydowego, lucyferazo-
wego czy fluorescencyjnego. W ostatnich latach opracowa-
no kilka znaczacych zmian pozwalajgcych na uzyskiwanie
bardziej wiarygodnych wynikéw. Na uwage zastuguje pra-
ca opisujgca wykorzystanie zmian konformacyjnych $wia-
ttoczutego biatka roslinnego do konstrukcji m.in. moleku-
larnego przetgcznika transkrypcji genow [121]. Jej atutem
jest niemal natychmiastowa inicjacja transkrypcji wskutek
naswietlenia oraz mozliwo$¢ wytgczenia transkrypcji po
zaprzestaniu naSwietlania (-10 minut), a takze mozliwos¢
wykonywania kolejnych po sobie cykli wigczenia i wytgcza-
nia ekspresji badanego genu. Wedtug naszej wiedzy takimi
mozliwo$ciami in vivo nie dysponowata dotad zadna z me-
tod kontroli ekspresji genow.

Opracowano tez nowe metody dajgce wglad w budo-
we i sktad supramolekularnych komplekséw regulujgcych
transkrypcje genéw w warunkach nieomal identycznych do
tych, jakie wystepujg w komoérkach niepoddanych manipu-
lacji genetycznej. Na szczeg6lng uwage zastuguje metoda
oparta o tzw. chromatografie powinowactwa tandemo-
wego [122], Po raz pierwszy zastosowana na wielkg skale
umozliwita opisanie sktadu ponad 230 supramolekularnych
kompleksdw wystepujagcych w komérkach drozdzowym, z
czego cze$¢ byla zupeinie nieznana [123], Metoda ta, po-
czatkowo opracowana dla komorek drozdzy, wykorzystuje
rekombinacje homologiczng dla wymiany informacji gene-
tycznej. Polega ona na zastgpieniu sekwencji badanego biat-
ka jego nowga sekwencja, réznigcg sie od poprzedniej o dwie
nastepujace po sobie sekwencje - "plakietki" na koricu ami-
nowym lub karboksylowym. Wykorzystywane sg one przy
jego izolacji i daja sie kolejno usuwaé w trakcie oczyszcza-
nia. W ten sposob ekspresja genu badanego biatka jest pod
kontrolg oryginalnego, natywnego promotora w oryginal-
nej komorce. Selektywne wyodrebnienie powstatego biatka
nastepuje w dwéch etapach chromatografii powinowactwa
na ztozach rozpoznajgcych ,plakietki". Poniewaz izolacje
przeprowadza si¢ w warunkach niemal identycznych do
tych, jakie wystepujg w komorce, stad biatko zostaje otrzy-
mane w postaci olbrzymiego kompleksu, ktérego sktad wy-
nika z wiasnych, a nienarzuconych mechanizmoéw regula-
torowych. Obecnie zasada chromatografii powinowactwa
tandemowego zostata zaadoptowana do innych organi-
zmow. Uzyskane kompleksy, analizowane wspdtczesnymi
narzedziami proteomiki z MS wilgcznie, sg zrédtem bezcen-
nych informacji. Pozwalajg na analize sekwencji zdarzen,
jakie towarzyszg organizacji kompleksu transkrypcyjnego
oraz zrozumienia mechanizmu komunikacji miedzycza-
steczkowej. Ostatnio opracowano uktad u Drosophila, posia-
dajgcy wielki potencjat badawczy umozliwiajgcy dokonanie

438

tkankowo celowanej wymiany funkcjonalnych fragmentéw
DNA ,enhanceréw" remodelujcych wzér ekspresji genow i,
co najwazniejsze, moze by¢ on przekazany nastepnemu po-
koleniu [124].

Szczupto$¢ miejsca nie pozwala na petny opis metod sto-
sowanych do analizy promotoréw gendéw, natomiast wy-
brane przyktady wydajg sie interesujgce i mozna je polecié.

PODSUMOWANIE

Ostatnie lata przyniosty olbrzymi naptyw informacji o
czynnikach transkrypcyjnych, elementach regulatorowych i
roli, jakg petnig one w transkrypcji genow. Jednak cze$¢ tych
informacji stata sie trudna do zrozumienia, gdyz te same
obiekty zostaty objete r6znymi nazwami lub wiedza o nich
byta ze sobg sprzeczna. W niniejszym opracowaniu starali-
$my sie wiedze te uporzagdkowac i usystematyzowac, zwra-
cajac szczegO6lng uwage na rdzeniowe czesci promotorow
oraz ich wspdtprace z dystalnymi elementami i Ugandami.
Aby nasze opracowanie byto petniejsze przedstawilismy nie
tylko nagromadzone fakty, ale odniesliSmy sie do niektdrych
metod doswiadczalnych i ograniczen, jakie im towarzyszg.

Nalezy podkresli¢, iz mimo identyfikacji wielu czynnikow
biatkowych, roli niekodujgcego RNA i innych elementow
odpowiedzialnych za réznicowanie i rozwo6j komorek, wie-
dza tyczaca mechanizmu sterujgcego promotorami genéw
daleka jest od satysfakcjonujacej. Szczeg6lnie wazne jest po-
znanie systemu, ktéry dokonuje analizy sygnatéw ptynacych
z otoczenia i, w oparciu o uzyskane informacje, podejmuje
decyzje o funkcji poszczegdlnych genéw. Rdzeniowe czesci
promotorow stanowig jeden z elementéw tego uktadu. Nale-
zy spodziewac sie, ze w przysztosci zostang w petni poznane
systemy kontroli informacji zawartych w DNA.
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ABSTRACT

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 elements 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 elements and their protein partners are discussed.
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Stowa kluczowe: monomeryczne biatka G,
transport pecherzykowy, cytoszkielet

Wykaz skrétow: GAP (ang. GTPase-Activa-
ting Protein) — biatko stymulujgce aktywnos¢
GTPazowga biatek G; GDF (ang. GDI Displa-
cement Factor) — biatko wigzgce GDI; GDI
(ang. Guanine Nucleotide Dissociation Inhibitor)
— biatko hamujace spontaniczng dysocjacje
GDP oraz uwalniajace z btony biatko G; GEF
(ang. Guanine Nucleotide Exchange Factor) —
biatko wymieniajace nukleotydy guanytowe
w centrum aktywnym biatka G; ICR1/RIP1
(ang. Interactor of Constitutive Active Ropl/Rop
Interactive Partner!) — biatko adaptorowe
wigzgce biatko Sec3 egzocysty z Rop-GTP;
PRONE (ang. Plant-specific Rop Nucleotide
Exchanger) — biatko RopGEF wymieniajace
nukleotydy guanytowe; RCC1 (ang. Regula-
tor of Chromosome Condensation!) — biatko
petnigce funkcje RanGEF; RIC (ang. Rop-
Interactive CRIB-containing proteins) — rodzi-
na biatek adaptorowych posredniczacych w
regulowanej przez biatka Rop reorganizacji
cytoszkieletu; Rop (ang. Rho of plant) — ro-
$linne biatka podobne do Rho
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STRESZCZENIE

adrodzina monomerycznych, matych biatek wigzacych GTP, w rzodkiewniku (Arabi-

dopsis thaliana) kodowanych przez 93 geny, klasyfikowana jest do czterech rodzin: Arf/
Sar, Rab, Rop/Rac i Ran. Wszystkie mate biatka G funkcjonujg jako molekularne przetacz-
niki aktywowane przez GTP i inaktywowane na skutek hydrolizy zwigzanego GTP do GDP
i ortofosforanu. Cykliczne przemiany GTP/GDP regulowane sg przez trzy klasy biatek, a
mianowicie: biatka wymieniajagce nukleotyd guanylowy (GEF), biatka aktywujagce GTPaze
(GAP) oraz biatka hamujgce dysocjacje nukleotydu guanylowego (GDI). Biatka z rodziny
Arfuczestniczg w regulacji transportu btonowego oraz organizacji cytoszkieletu. Biatka Arfl
i Sari biorg udziat w optaszczaniu pecherzykdw transportujgcych biatkami koatomerowymi
COPI i COPII. Biatka Rab kieruja ruchem pecherzykéw pomiedzy btonami zlokalizowa-
nymi w réznych przedziatach subkomérkowych. Biatka Rop/Rac funkcjonuja jako elemen-
ty posredniczace pomiedzy btonowymi receptorowymi kinazami serynowo/treoninowymi
odbierajacymi sygnaty ze $rodowiska zewnatrzkomdrkowego a wewnatrzkomoérkowymi
biatkami efektorowymi, ktérymi sa niektére enzymy, a takze biatka adaptorowe regulujace
organizacje cytoszkieletu oraz uczestniczagce w cumowaniu pecherzykéw egzocytarnych do
btony plazmatycznej. Biatka Ran biorg udziat w transporcie makroczasteczek pomigdzy cy-
toplazma a jadrem. Kierunek transportu zapewnia gradient Ran-GDP/Ran-GTP tworzony po
obu stronach ostonki jadrowej przez nier6wnomiernie rozmieszczone biatka regulatorowe
GEF i GAP.

WPROWADZENIE

W opublikowanych w ostatnich latach w Postepach Biochemii pracach prze-
gladowych poswieconych btonowym receptorom podkreslano brak w roslinach
klasycznych tyrozynowych kinaz biatkowych, a takze zwracano uwage na nie-
mal marginalny udziat w przesytaniu sygnatéw w komaorkach roslinnych recep-
toréw sprzezonych z heterotrimerycznymi biatkami G typu GPCR [1,2]. Funkcje
obu typdw receptoréw zostaty w roslinach przypuszczalnie przejete przez licz-
ng rodzine receptoréw btonowych o charakterze serynowo/treoninowych kinaz
biatkowych oraz niewielka grupe receptoréow z aktywno$cig kinaz histydyno-
wo/asparaginianowych [1,3]. W komérkach drozdzy i ssakow, funkcje elemen-
téw przekaznikowych posredniczacych w przenoszeniu informacji pomiedzy
receptorami btonowymi a wewngtrzkomoérkowymi biatkami efektorowymi pet-
nig m. in. monomeryczne biatka G z dwdéch rodzin, a mianowicie Ras i Rho [4-
7], Rosliny, w odrdznieniu od drozdzy i ssakdw, nie majg biatek Ras, a rodzine
biatek Rho reprezentuje swoista dla rosélin rodzina biatek Rop (ang. Rho ofplant)
taczacych funkcje biatek Ras i Rho [8], Wyniki stosunkowo nielicznych jeszcze
badan pokazuja, iz biatka Rop oprdécz funkcji regulacyjnych w organizacji cy-
toszkieletu, odgrywaja rowniez role elementéw przekaznikowych przenosza-
cych sygnaty z, co najmniej, niektérych receptorowych serynowo/treoninowych
kinaz biatkowych na biatka efektorowe [8],

Rosnaca w ostatnich latach liczba prac poswieconych endocytarnej interna-
lizacji, recyklingowi oraz wewnatrzkomoérkowej relokacji receptorow btono-
wych [9,10], w tym takze badan dotyczacych udziatu w sygnalizacji komérko-
wej endosomdw [11,12], w roslinach np. w szlaku brasinosteroidowym [13],
obliguje do bardziej uwaznego $ledzenia biezacych publikacji dotyczacych
monomerycznych biatek G. Dzisiaj juz wiadomo, ze mate biatka G z trzech
rodzin, a mianowicie Arf/Sar, Rab i Rho (w roslinach Rop) uczestnicza w re-
gulacji niemal wszystkich etapéw transportu pecherzykowego. Biatka te funk-
cjonuja w formowaniu w poszczeg6lnych przedziatach komoérkowych peche-
rzykéw transportujacych, uczestniczg w sortowaniu transportowanych biatek
(cargo), wptywajg na wybodr jednego z wielu mozliwych szlakow wewnatrz-
komorkowej relokacji pecherzykéw, posredniczg w wigzaniu pecherzykéw do
biatek motorycznych przemieszczajacych pecherzyki wzdtuz filamentéw akty-
nowych i mikrotubul oraz uczestnicza w cumowaniu, dokowaniu i fuzji peche-
rzykoéw z docelowg btong. Majgc na uwadze powyzsze fakty, staje sie oczywi-
ste, iz poprawna interpretacja wynikow badan dotyczacych wewngatrzkomar-
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kowej relokacji receptoréw btonowych, a takze wynikow
najnowszych doswiadczen poswieconych ukierunkowanej
relokacji biatek transportujgcych jony [14], czy, co szcze-
golnie interesujace w przypadku roslin, rowniez biatek
transportujacych auksyny [15,16], okazuje sie niemozliwa
bez uwzglednienia poznawanych obecnie mechanizmow
regulacyjnych, w ktérych nadrzedna role odgrywajg mate
biatka G. Celem niniejszej pracy byto podsumowanie wy-
nikéw dotychczasowych badan poswieconych funkcjono-
waniu monomerycznych biatek G w ros$linach, ze szcze-
golnym zwroceniem uwagi na rodzine biatek Rop.

OGOLNA BUDOWA ORAZ REGULACJA
MONOMERYCZNYCH BIALEK G

Nadrodzina matych, monomerycznych biatek G, licza-
ca u cztowieka 174, u wywilzni (muszki owocowej) 90,
a w komodrkach drozdzy 30 biatek, dzielona jest na pie¢
rodzin: Ras, Arf/Sar, Rab, Rho i Ran [4,17], Genom rzod-
kiewnika (Arabidopsis thaliana) zawiera 93 geny kodujace
monomeryczne biatka G, w tym 21 gendéw ARF/SAR, 57
RAB, 11 ROP/RAC i 4 geny RAN [18,19]. W ryzu ziden-
tyfikowano 111 genow, w tym 43 ARF/SAR, 47 RAB, 17
ROP/RAC i4 geny RAN [19]. Genomy Medicago truncatula
i Lotus japonicus zawierajg odpowiednio, co najmniej 127
i 67 genébw monomerycznych biatek G [20], Wszystkie
mate biatka G o0 masie czasteczkowej 20-40 kDa i 30-55%
identycznos$ci struktury pierwszorzedowej majg pie¢ za-
chowanych w ewolucji motywéw, oznaczonych jako ka-
sety G1-G5, ktdre razem z petlg P biorg udziat w wigza-
niu nukleotydu guanylowego i uczestniczag w hydrolizie
zwigzanego GTP [4,8,17,21,22]. Na rycinie 1 przedstawio-
no schemat budowy biatka Rop9/Rac7 A. thaliana, ktore
oprocz elementéw wspolnych dla wszystkich matych bia-
tek G (pie¢ motywoéw G, dwa gietkie przetgczniki -1 i -Il,
domena efektorowa) ma jeszcze motywy charakterystycz-
ne dla Rop (motyw -SYRGA-, wstawka Rho), a w czesci
C-koncowej region nadzmienny HVR (patrz podrozdziat
poswiecony biatkom Rop/Rac). Motyw G1 oddzialuje z
resztami fosforanowymi -a i -3 nukleotydu guanylowe-
go, reszta treoniny w G2 (T37 w Rop9/Rac7) i motyw G3
wigzg reszte fosforanowg -y GTP oraz jon Mg2: Reszta
glutaminy w G3 (Q64 w Rop9/Rac7), pozycjonujaca czg-

EFEKTOR

B e Dud>iig i o

Wstawka
Rho

Petla P Przet.| Przel.ll

T

: nadzmienny(HVR)

steczke wody w nukleofilowym ataku na GTP, odgrywa
kluczowga role w aktywnos$ci GTPazowej biatek G. Motyw
G4 i najmniej zachowany w ewolucji motyw G5 uczest-
nicza w wigzaniu pier$cienia guaninowego. Najwieksze
zréznicowanie struktury pierwszorzedowej biatek G wy-
stepuje w regionach N- i C-koAcowych. Biatka Arf/Sar
na N-koricu maja amfipatyczng helise a, w obrebie ktdrej
w Arf potozona jest reszta glicyny ulegajaca mirystylacji.
Biatka Rab i Rop/Rac w czesci C-koncowej majg szereg
charakterystycznych sekwencji umozliwiajgcych przy-
taczenie reszt lipidowych (farnezylu, geranylgeranylu,
kwasu palmitynowego, reszty metylowej) kotwiczacych
biatka w btonie.

W dotychczasowych poszukiwaniach funkcji poszcze-
g6lnych matych biatek G z r6znych rodzin, niezwykle uzy-
teczne okazaty sie dwa typy mutacji substytucyjnych, okre-
$lane jako tzw. konstytutywnie-aktywne (KA) i dominujg-
co-negatywne (DN) [8,22]. Konstytutywnie aktywne biatko
G, pozbawione aktywnosci GTPazowej, ma zwykle zastg-
piong reszte glicyny w G1 (G15 w Rop9) resztg waliny badz
reszte glutaminy w G3 (Q64 w Rop9) przez reszty leucyny
lub kwasu glutaminowego (Rye. 1). Biatko z mutacjg do-
minujaco-negatywna ma zamieniong reszte treoniny w G1
(T20 w Rop9) na reszte asparaginy lub reszte kwasu aspara-
ginowego w G4 (D121 w Rop9) na reszte alaniny. Mutacje
dominujaco-negatywne, na skutek obnizonego powinowac-
twa wzgledem GTP, stabilizujg nieaktywng forme biatka G,
ktore pozostaje w heterodimerze z GEF [8].

Wszystkie monomeryczne biatka G funkcjonujg jako
molekularne przetgczniki podlegajgce cyklicznym przemia-
nom pomiedzy nieaktywnga forma niosacg zwigzany GDP,
a formg aktywng z przytaczonym GTP. Aktywacja biatka
G-GDP polega na oddysocjowaniu GDP, a nastepnie na
zwigzaniu, wystepujacego w cytoplazmie w wyzszym ste-
zeniu, GTP. Towarzyszace wymianie nukleotydéw zmiany
konformacyjne w domenie efektorowej umozliwiajg od-
dziatywanie aktywnych biatek G-GTP z r6znego typu biat-
kami efektorowymi.

Wszystkie mate biatka G regulowane sg przez biatka GEF
(ang. Guanine Nucleotide Exchange Factor) i GAP (ang. GTPa-
se-Activating Protein), a biatka G,
ktore w formie aktywnej pozo-
stajg zakotwiczone w blonie (z
wyjatkiem Arf/Sar), sa dodat-
kowo regulowane przez biatka

Region GDI (ang. Guanine Nucleotide
Dissociation Inhibitor) [23-25].

C Biatko GEF, swoiscie oddziatu-

Vs W 3 AR : jace z odpowiednim biatkiem G,
G,,dgavGKT D,taGQ T,.kIDLR Saskn : katalizuje wymiane zwiazanego
K[f\ DTN KTA DTN | HKIRF- CAAL z biatkiem GDP na GTP, nato-

—KIRF GC(X);CG—(C(

X)
Il HKIRF GC———[C(X),
X)

Rycina 1. Schemat budowy monomerycznych biatek G na przyktadzie Rop9 A. thaliana. Pokazano typowe dla matych
biatek G motywy G1-G5 z czeSciowo (mate litery) i w petni ewolucyjnie zachowanymi (duze litery) aminokwasami, a
ponadto, a ponadto petle P, dwa gietkie regiony oznaczone jako przetaczniki -l i -1l oraz charakterystyczny dla biatek
Rop motyw -SYRGA- i wstawke Rho, a takze region nadzmienny (HVR) z charakterystycznymi dla Rop motywami
zawierajacymi reszty cysteiny ulegajace prenylacji badz acylacji. Na schemacie pokazano takze miejsca mutacji konsty-
tutywnie-aktywnych (KA) i dominujaco-negatywnych (DN). Na podstawie prac [4,8,17,19,22].
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miast efektem oddziatywania
biatka GAP z wiasciwym dla
niego biatkiem G jest wzrost ak-
tywnos$ci GTPazowej, skutkuja-
cej inaktywacjg biatka G. Biatko
GDI zapobiega aktywacji biatka
G poprzez hamowanie sponta-
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nicznej dysocjacji GDP, a ponadto usuwa z btony swoiscie
oddziatujace z nim biatko G.

Stosunkowo liczne wyniki analiz krystalograficznych
biatek G, w tym réwniez biatek pozostajacych w formie
heterodimeréw z odpowiednim biatkiem regulatorowym,
ujawnity szereg zmian strukturalnych w biatkach G beda-
cych efektem fizycznych oddziatywahn pomiedzy biatkami
tworzacymi przejSciowy heterodimer. Na rycinie 2A poka-
zano zmiany w centrum wigzacym nukleotydy biatka Rop4
A. thalianawymuszone przez oddziatujagce RopGEF8 [23,24].
Wyniki analiz pokazaty, iz RopGEF powoduje w biatku
Rop4 wyrazng deformacje centrum wigzacego nukleotydy
guanylowe potozonego pomiedzy petlg P a przetgcznikami
-1 i -1l. Deformacja obejmuje m. in. przesuniecie przetgcz-
nika -1l, w obrebie ktérego przemieszczeniu ulegaja reszty
kwasu glutaminowego (E) i alaniny (A). Relokacja gluta-
minianu wymusza w petli P zmiane potozenia reszty lizy-
ny (K) oddziatujgcej z resztg fosforanowg GDP, natomiast
przemieszczajgca sie reszta alaniny wypycha z centrum jon
Mg2+(Ryc. 2A). Ostatecznie, efektem fizycznego oddziaty-
wania pomiedzy GEF a biatkiem G jest dysocjacja GDP i
jonu Mg2+z centrum wigzacego nukleotydy [24], W migj-
sce uwolnionego GDP wchodzi wystepujacy w cytosolu w
okoto 10-krotnie wyzszym stezeniu GTP, ktory wigzac sie z
biatkiem G wymusza rozpad heterodimeru GEF/biatko G.

Monomeryczne biatka G nazywane sg réwniez GTPa-
zami, mimo ze ich wewnetrzna aktywno$¢ hydrolityczna
wzgledem GTP pozostaje na niemal $ladowym poziomie.
Jednakze szybko$¢ hydrolizy GTP znaczaco ros$nie w he-

Rop4

RabGDI

Q8 -

Rycina 2. Regulacja matych biatek G przez: A —biatka GEF, ktére oddziatujac z
biatkami G deformuja centrum wigzace nukleotydy guanylowe w sposob, ktory
sprzyja uwalnianiu z centrum GDP; B —biatka GAP, zmieniajace orientacje cza-
steczki wody w centrum wiazacym nukleotydy guanylowe, a w efekcie stymu-
lujace aktywno$¢ GTPazowa biatek G; C — biatka GDI, hamujace spontaniczng
dysocjacje GDP oraz usuwajace mate biatka G z btony. Szczegdty opisano w tek-
$cie. Na podstawie prac [22-25].
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terodimerze z odpowiednim biatkiem GAP, w ktérym, na
skutek zmiany orientacji czasteczki wody w centrum katali-
tycznym biatka G, tatwiejszy staje sie atak nukleofilowy na
reszte fosforanowg -y w GTP [23], Na rycinie 2B pokazano
zmiany w centrum katalitycznym biatek Rop, Rho i Arf/
Sar towarzyszace oddziatywaniom z odpowiednimi biatka-
mi GAP. Kluczowag role w GAP odgrywa w tym wypadku
reszta argininy (R) neutralizujgca ujemny tadunek fosfora-
nu -y oraz pozycjonujaca reszte glutaminy (Q) w centrum
katalitycznym Rop/Rho badz reszte histydyny w Arf/Sar,
aminokwas6w koordynujacych atakujaca czasteczke wody
[23]. Stabilizowanie w heterodimerze RhoGAP/Rho-GTP
stanu przejsciowego skutkuje okoto 1000-krotnym wzro-
stem szybkosci hydrolizy GTP do GDP i fosforanu.

Aktywnos$¢ biatek Rab oraz Rop/Rac, a u zwierzat tak-
ze Ras i Rho, regulowana jest dodatkowo przez biatka GDI
usuwajace z btony odpowiednie, nieaktywne biatka G,
umozliwiajgc tym samym ich ponowng aktywacje i wigza-
nie z inng btong. Na rycinie 2C pokazano mechanizm elimi-
nowania z btony Rab-GDP. Swoiste oddziatywanie RabGDI
z Rab-GDP indukuje w domenie -1l GDI zmiany konforma-
cyjne prowadzgce do utworzenia hydrofobowej kieszeni, w
ktorej chowane sg reszty lipidowe zwigzane z C-koficowym
motywem Rab [25]. Dysocjacja heterodimeru GDI/biatko
G-GDP wymaga obecnos$ci dodatkowego biatka GDF (ang.
GDI Displacement Factor) oddziatujacego z GDI. Uwolnione
w ten sposob Rab-GDP moze by¢é ponownie aktywowane
przez odpowiednie RabGEF. W komérkach drozdzy i ssa-
kéw znaleziono rodzine matych, btonowych biatek Yip/
PRA1 wigzacych GDI. W genomie A. thaliana zidentyfiko-
wano 19 genéw homologicznych z PRAL, ktérych produkty
ko-lokalizowano z biatkami Rab [26].

W tym miejscu warto podkresli¢, iz poszczegdlne biatka
regulatorowe, swoiscie oddziatujgce z odpowiednimi maty-
mi biatkami G, sg w wiekszos$ci biatkami wielodomenowy-
mi podlegajacymi nie tylko r6znym modyfikacjom potran-
slacyjnym, ale takze w rézny sposéb oddziatujace z innymi
biatkami, lipidami oraz przekaznikami drugiego rzedu [23].
W ten sposob aktywnos¢, co najmniej, niektorych biatek re-
gulatorowych moze by¢ modyfikowana przez rézne czyn-
niki zewnatrz- i wewnatrzkomdrkowe, decydujace o tym
czy dane biatko G ma pozostawa¢ w formie ,,wytgczonej"”,
czy powinno zostaé ,,wtgczone" [8,17,19,23],

FUNKCJE MALYCH BIALEK G Z
POSZCZEGOLNYCH RODZIN

BIALKA Arf/Sar

Rodzina biatek Arf (ang. ADP-ribosylation factor) w
A. thaliana kodowana jest przez 21 gendéw, w tym dwana-
Scie gendw podrodziny ARF, sze$¢ ARL (ang. Arf-Like) i trzy
geny podrodziny SAR (ang. Secretion-Associated Ras-related)
[18,19]. Aktywnos¢ Arf reguluje osiem tzw. duzych biatek
ArfGEF i pietnascie biatek ArfGAP (AGD) [27,28]. Wszyst-
kie biatka rodziny Arf w czesci N-korncowej majg amfipa-
tyczng helise a z niepolarnymi resztami aminokwasow po
jednej i polarnymi po drugiej stronie. W nieaktywnym i po-
zostajagcym w cytoplazmie biatku Arf-GDP, N-koricowa he-
lisa utozona jest w hydrofobowej kieszeni blisko powierzch-
ni biatka [29]. Odgiecie helisy na zewnatrz, towarzyszace
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aktywacji biatka G, pozwala zakotwiczy¢ Arf-GTP w btonie,
w bezposredniej bliskoSci jej powierzchni. W kotwiczeniu
biatek podrodziny Arf uczestniczy dodatkowo reszta kwa-
su mirystynowego, dotgczona do N-koncowej reszty glicy-
ny. Uwalnianie biatek Arf-GDP/Sar-GDP z btony nie wy-
maga udziatu biatek GDI, gdyz hydroliza zwigzanego GTP
przywraca konformacje nieaktywnego biatka z przygietg do
wewnatrz amfipatyczng helisg kotwiczacg biatko w btonie.

Biatka Arf/Sar funkcjonujg w organizacji cytoszkieletu,
uczestniczac w regulacji aktywnosci enzyméw modyfi-
kujgcych fosfolipidy, a ponadto biorg udziat w procesach
formowania pecherzykéw transportujagcych [28,30-32]. W
badaniach prowadzonych na drozdzach i zwierzetach, aw
ostatnich latach réwniez na roslinach, wykazano, ze Arf/
Sar inicjuja paczkowanie pecherzykédw btonowych uczest-
niczac w wigzaniu do btony biatek adaptorowych i biatek
optaszczajacych, a po odpaczkowaniu pecherzyka, reguluja
uwalnianie zwigzanych z nim uprzednio biatek [28,30-33].
Biatko Sari zapoczgtkowuje wigzanie do btony siateczki
Srodplazmatycznej biatek optaszczajgcych COPII, zas w
btonach cis-Golgiego biatko Arfl posredniczy w optaszcza-
niu pecherzykéw kompleksami COPI, natomiast w siatecz-
ce trans-Golgiego (TGN/EE) i btonie plazmatycznej, biatka
Arf biorg udziat w wigzaniu biatek adaptorowych i klatry-
nowych [28,30-33], Wyniki doswiadczen prowadzonych w
ostatnim czasie na roslinach pokazaly, iz pomimo wielu
istotnych rdoznic w budowie siateczki $rédplazmatycznej
(RE), aparatu Golgiego (AG) czy wczesnych endosomow
(EE), sugerujacych odmienne mechanizmy transportu pe-
cherzykowego [33,34], to jednak zasadnicze etapy procesu
formowania pecherzykoéw btonowych, a takze mechanizmy

Sar°1-GDP o \\

CARGO

\ p23/p24 CARGO

Rycina 3. Proponowana rola biatek Sari i Arfl w formowaniu oraz optaszczaniu paczkujacych pecherzykow
transportujacych biatkami COPII (A) i COPI (B). Aktywne biatka Sari-GTP, kotwiczac za posrednictwem N-
koncowej amfipatycznej helisy a w blonie siateczki $rédplazmatycznej (RE), wigza do btony paczkujacego
pecherzyka dimery Sec23/24 oddziatujace z tetramerami Secl3/31 tworzacymi zewnetrzng powtoke peche-
rzyka COPII (A); Aktywne biatka Arfl-GTP, zakotwiczone w btonie cis-Golgiego, tworzg razem z tetramerami
p23/24 platformy wigzace kompleksy biatek koatomerowych COPI (B); W obu przypadkach hydroliza GTP
zwigzanego z biatkami G zapoczatkowuje uwalniane z odpaczkowanego pecherzyka biatek optaszczajacych.
Aktywno$¢ GTPazowa w COPII stymulujg biatka Sec23, za§ w COPI oddziatujace z biatkiem -y COPI biatka
ArfIGAP. Biatka transportowane (cargo) w COPIl wigzane sg do biatek Sec24, za$§ w COPI do biatek a i 3

Szczegdty opisano w tek$cie. Na podstawie prac [28,30,31,33,35,36,39,41].
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sortowania biatek przeznaczonych do transportu (cargo)
wykazuja ewolucyjng zachowawczos$¢ [28,30-33].

W komédrkach drozdzy i cztowieka, w transporcie an-
terogratywnym z siateczki $rodplazmatycznej do aparatu
Golgiego, miejsce formowania pecherzyka w obrebie ERES
(ang. ER Exit Site) wyznacza btonowe biatko Seclo, ktérego
rola nie zostata jeszcze do konica poznana (Rye. 3A) [35,36],
a funkcja dwdch homologicznych biatek Secl6 w A. thalia-
na w ogole nie byta jeszcze badana [33,37], Formowanie
pecherzyka w ERES poprzedzone jest aktywacjg pozostaja-
cych w cytoplazmie Sarl-GDP przez zwigzane z btong RE
biatka Secl2 petnigce funkcje SarlGEF (Rye. 3A). Zmiany
konformacyjne w Sari, pozostajgce w zwigzku z wymiang
nukleotydéw guanylowych, pozwalajg zakotwiczy¢ Sarl-
GTP w btonie, inicjujac w ten sposéb wiazanie z btong RE
najpierw heterodimeru Sec23/Sec24, a nastepnie tworzace-
go zewnetrzng powtoke pecherzyka COPII heterotetrameru
Secl3/Sec31 (Rye. 3A). Biatka Sec24 wigzg swoiscie biatka
transportowane (cargo), ktérymi moga by¢ biatka btonowe
badz biatka rozpuszczalne, wigzane do Sec24 za posrednic-
twem btonowych biatek adaptorowych (receptoréw) [31,38]
(Rye. 3A). Istota sortowania biatek cargo w trakcie formo-
wania pecherzyka transportujagcego sprowadza sie zatem
do swoistego rozpoznania przez Sec24 specyficznej sekwen-
cji (sygnatu eksportu) potozonej w cytoplazmatycznej czesci
transportowanego biatka. W dotychczasowych badaniach
poswieconych sortowaniu biatek cargo w roslinach udato
sie zidentyfikowac¢ kilka charakterystycznych sygnatéw
eksportu, w tym m. in. stosunkowo czesto wystepujacego
motywu kwasnego (D/E)x(D/E), a takze kilka motywdw
zasadowych (Rxx/xxR, RKR, KxRxK) [31].

W heterodimerze wigzanym przez
Sari-GTP biatko Sec23 petni funkcje Sar-
1GAP stymulujacego hydrolize zwig-
zanego z Sari GTP. Wyniki niektérych
doswiadczen sugeruja, iz cykl przemian
Sari-GTP/Sarl-GDP zachodzacy na
etapie formowania pecherzyka, odgry-
wa istotng role w zageszczaniu cargo w
paczkujacym pecherzyku COPII [35]. W
odpagczkowanym pecherzyku COPII,
aktywowana przez biatka Sec23 hy-
droliza GTP prowadzi do uwolnienia z
btony biatek Sarl-GDP, a w efekcie do
dysocjacji pozostatych biatek optaszcza-
jacych (Ryc. 3A). Powstajgcy w ten spo-
séb ,,goty" pecherzyk zostanie zacumo-
wany do btony cis-Golgiego za posred-
nictwem specjalnych biatek wigzanych
do odpaczkowanego pecherzyka za
posrednictwem biatek Rab-GTP (patrz
nastepny podrozdziat).

W tym miejscu warto podkresli¢, iz
podnoszone jeszcze niedawno watpli-
wosci dotyczace transportu pecherzy-
kow COPII w ros$linach, zostaty juz nie-
mal catkowicie rozwiane m. in. dzigki
nowym technikom badawczym, w tym
rowniez technice tomografii kompute-
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rowej [34], Obecnie dyskutowane sg jeszcze pewne nieja-
snosci dotyczace domeny ERES oraz obserwowanych tzw.
struktur rusztowaniowych lokalizowanych w poblizu pacz-
kujacych pecherzykéw COPII [34], Jednakze pomijajac po-
wyzsze niejasnosci, dzisiaj mozna juz definitywnie stwier-
dzi¢, iz kodowane przez genom A. thaliana trzy biatka Sar,
dwa biatka Secl2, siedem biatek Sec23, trzy biatka Sec24 i
po dwa biatka Secl3 i Sec31 biorg udziat, podobnie jak w
komdrkach drozdzy i zwierzat, w inicjowaniu formowania
pecherzyka, w optaszczaniu paczkujgcego pecherzyka biat-
kami COPII oraz w uwalnianiu z odpaczkowanego peche-
rzyka biatek optaszczajgcych.

Transport retrogratywny biatlek pomiedzy cysternami
aparatu Golgiego a siateczkg $rodplazmatyczng odbywa
sie za posrednictwem pecherzykéw COPI. W tym wypadku
optaszczanie pgczkujacych w btonie cis-Golgiego pecherzy-
kéw biatkami COPI rozpoczyna sie od wigzania przez hete-
rodimeryczne biatko p23/p24 nieaktywnego i pozostajgce-
go w cytosolu biatka Arfl-GDP (Ryc. 3B) [28,30,39,40]. To-
warzyszace wymianie nukleotydéw zmiany konformacyjne
umozliwiajg zakotwiczene Arfl-GTP w btonie cis-Golgiego
za posrednictwem N-koncowej amfipatycznej helisy a z do-
taczong resztg kwasu mirystynowego. Powstajaca forma di-
meryczna Arfl-GTP/Arfl-GTP, razem z heterotetramerem
p23/p24, tworzg platforme wigzagca kompleks biatek koato-
merowych utworzony przez siedem biatek COPI (Ryc. 3B).
Cztery biatka kompleksu (p, y, 51 Q stanowig podkompleks
F, za$ pozostate trzy biatka (a, p i e) tworzg podkompleks
B. Cargo wigzane jest do podjednostek a i p, natomiast z
y-COP oddziatuje ArfGAP (Ryc. 3B) aktywujgce hydroli-
tyczny rozpad GTP zapoczatkowujacy uwalnianie z btony
biatek Arfl-GDP, a razem z nimi pozostatych biatek kom-
pleksu optaszczajagcego COPI [39,41],

Rola biatek Arf w formowaniu pecherzykéw klatryno-
wych w btonach siateczki trans-Golgiego (TGN), w rosli-
nach tozsamych z wczesnymi endosomami (EE), oraz pe-
cherzykéw endocytarnych w btonie plazmatycznej, jest jesz-
cze stabo poznana. Wiadomo, ze kotwiczace w btonie TGN/
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Rycina 4. Wiazanie kompleksu adaptorowego AP-1 do btony siateczki trans-
Golgiego (A) oraz kompleksu AP-2 do btony plazmatycznej (B). Kompleksy
adaptorowe AP-1, AP-3 i AP-4 wiazane sg do btony siateczki trans-Golgiego za
posrednictwem Arf-GTP. W bionie plazmatycznej, Arf-GTP aktywuje synteze
fosfatydyloinozytolo-4,5-bisfosforanu PI1(4,5)P2 wigzacego AP-2 do btony. Na
schemacie paczkujacego pecherzyka endocytarnego (B) pokazano takze biatko
Rop-GTP, ktdre za posrednictwem WAVE aktywuje kompleks Arp2/3 funkcjo-
nujacy w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego oraz biatko Rab-GTP, wigzace
do btony pecherzyka endocytarnego miozyne uczestniczacg w przemieszczaniu
pecherzyka wzdtuz filamentéw aktynowych. Na podstawie prac [28,30,32,41-43],
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EE Arf-GTP wigzg biatka adaptorowe AP-1, AP-3 lub AP-4
(Ryc. 4A) [28,30,32,37,42-44], Wiadomo rowniez, iz w rosli-
nach, podobnie jak u zwierzat, wystepujg wszystkie cztery
typy kompleksow adaptorowych AP, a ponadto monome-
ryczne biatka adaptorowe —epsyny R1 i R2 oraz biatka z
grupy ANTH podobne do AP180 [28,32,42], Na razie nie
wiadomo, czy inne, badane u zwierzat biatka adaptorowe
oddziatujace z Arf i klatryng, wystepujg takze w roslinach,
natomiast wiadomo, ze genom A. thaliana nie zawiera genu
GGA kodujgcego monomeryczne biatko adaptorowe obecne
w drozdzach iu zwierzat [10,28,42]. Kompleksy AP wszyst-
kich czterech typow zbudowane sg z czterech réznych bia-
tek —dwoch wiekszych podjednostek y i 3oddziatujacych z
klatryng, jednej mniejszej podjednostki p wigzacej cargo (w
AP-2 za pos$rednictwem motywu dileucynowego -EDxxxL-
LI- lub motywu tyrozynowego -YxxO-; O — aminokwas z
hydrofobowym tafcuchem bocznym) ijednej bardzo matej
podjednostki o (Ryc. 4A) [9,10,28,30,37,42,43], Nalezy jed-
nakze podkresli¢, iz w formujacych sie pecherzykach endo-
cytarnych rola Arf-GTP w wigzaniu AP-2 do btony plazma-
tycznej nie jest do konca jasna. Co prawda, w pojedynczych
doniesieniach wskazywano na udziat Arf6-GTP w wigzaniu
AP-2 [45], jednakze wyniki innych badan dowodza, iz rola
Arf6-GTP sprowadza sie do aktywacji kinazy fosforylujacej
fosfatydyloinozytolo-4-fofosforan do fosfatydyloinozytolo-
4,5-bisfofosforanu, PI1(4,5)Pr Skadingd wiadomo, ze PI(4,5),
uczestniczy w wigzaniu z btong plazmatyczng kompleksow
adaptorowych AP-2. Na rycinie 4B przedstawiajgcej for-
mujacy sie w btonie plazmatycznej endocytarny pecherzyk
klatrynowy, oprécz komplekséw adaptorowych AP-2 wig-
zacych cargo oraz klatryne, pokazano takze, funkcjonujgce
w reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, biatko Rop-GTP,
wspoétdziatajace z kompleksami WAVE-Arp2/3 (patrz pod-
rozdziat dotyczacy biatek Rop/Rac), a takze biatko Rab-
GTP wiazace z btong pecherzyka miozyne, bioracg udziat w
transporcie pecherzykéow wzdtuz filamentéow aktynowych
[43,46],

BIALKA Rab

Rodzina biatek Rab (ang. Ras homologuefrom brain), licza-
ca w drozdzach 11 biatek, u cztowieka 70, w rzodkiewni-
ku 57, a w ryzu 47 biatek, dzielona jest u ssak6w na osiem
podrodzin opisywanych liczbami (Rabll, 2, 18, 1, 8, 5, 7 i
6), ktdrym w A. thaliana odpowiada osiem podrodzin ozna-
czonych literami od AtRabA do AtRabH [18,19,21,47],
Wszystkie biatka Rab w czesci C-koncowej majg dwie resz-
ty cysteiny modyfikowane resztami farnezylu badz gera-
nylgeranylu kotwiczagcymi Rab-GTP w btonie. W cytopla-
zmie biatka Rab-GDP wystepujg w formie heterodimerow
z biatkami GDI. W obecnosci odpowiedniego biatka GDF,
biatko Rab-GDP zostaje uwolnione z heterodimeru i moze
by¢ ponownie aktywowane przez wasciwe biatko RabGEF.
Zakotwiczone w btonie aktywne biatka Rab-GTP oddziatujg
z zaskakujaco liczng grupg biatek efektorowych petnigcych
roznorodne funkcje. Na podkreslenie zastuguje fakt, iz po-
szczegolne biatka Rab, zlokalizowane w réznych btonach, a
nawet w odrebnych domenach tej samej btony, oddziatujg
z réznymi biatkami efektorowymi. W opublikowanej nie-
dawno w Postepach Biochemii pracy przegladowej przed-
stawiono budowe i funkcje kilkunastu poznanych dotych-
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czas biatek efektorowych oddziatujgcych na powierzchni
btony endosomu z Rab5 [48],

W dotychczasowych badaniach, zwtaszcza w doswiad-
czeniach prowadzonych na drozdzach i ssakach, wyka-
zano, iz biatka Rab odgrywaja kluczowga role w regulacji
niemal wszystkich proceséw zwigzanych z transportem
pecherzykowym, poczynajgc juz od etapu formowania
pecherzyka, a na fuzji z docelowg btong konczac [49].
Jednakze z uwagi na stosunkowo niewielki, jak na razie,
poziom zaawansowania badan zwigzanych z biatkami
Rab w roslinach, w dalszej czesci podrozdziatu zostang
krotko przedstawienie tylko wybrane wyniki dotycza-
ce roli bialek Rab w kierowaniu do btony cis-Golgiego
pecherzykéw odpagczkowanych z siateczki $rédplazma-
tycznej, a dalej w szlaku egzocytarnym, pecherzykéw
klatrynowych pochodzacych z siateczki trans-Golgiego
kierowanych do btony plazmatycznej. Celowo pominieto
m. in. badania poswiecone roli Rab w sortowaniu cargo,
a takze wyniki Swiadczgce o udziale Rab w wigzaniu do
transportowanych pecherzykéw odpowiednich biatek
motorycznych (miozyny, kinezyny, dyneiny) uczestni-
czacych w transporcie pecherzykow wzdtuz filamentow
aktynowych i mikrotubul [49,50],

Kluczowg role w kierowaniu odpgczkowanego i pozba-
wionego biatek optaszczajgcych pecherzyka do okreslonego
przedziatu komoérkowego, jak réwniez w jego cumowaniu
do odpowiedniej btony, poprzedzajagcym bardziej trwate
dokowanie, a na koniec fuzje pecherzyka z docelowg bto-
ng, odgrywaja biatka efektorowe wigzane do btony peche-
rzyka za posrednictwem Rab-GTP. Poznane dotychczas
biatka efektorowe wigzace migrujgce pecherzyki do btony
zlokalizowanej w odpowiednim przedziale subkomorko-
wym obejmujg dwie klasy biatek cumujacych (ang. tethering
factor) [51,52]. W szlaku egzocytarnym komérek drozdzy
i wyzszych eukariontdw, w tym réwniez ro$lin, pierwszg
klase tworzg monomeryczne biatka (Usol/pll5, GM130,
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giantyna) z domenami tworzacymi struktury superheli-
kalne, ktére w formie homodimeréw wiazane sg z biong
poprzez odpowiednie Rab-GTP [53,54]. Do drugiej klasy
biatek cumujacych nalezg oligomeryczne kompleksy, takie
jak: egzocysta, COG, HOPS, GARP, Dsfl, TRAPPI, TRAP-
PIl, takze wigzane z btong za posrednictwem Rab-GTP.
Niektdre z poznanych komplekséw cumujacych (TRAPPI,
TRAPPII) odgrywajg rowniez role RabGEF, tworzac z inny-
mi biatkami cumujacymi funkcjonalng kaskade biatek kie-
rujagcych ruchem pecherzykdw [51,54].

W dotychczasowych, niezbytjeszcze licznych badaniach
prowadzonych na ro$linach, uwaga badaczy skupiata sie
gtéwnie na wewnatrzkomorkowej lokalizacji poszczegél-
nych biatek Rab [47,55], aczkolwiek wyniki pojedynczych
prac pokazujg, iz, co najmniej, niektdre z poznanych u
drozdzy i ssakéw biatek cumujgcych majg odpowiedniki
w roslinach [33,53,56]. Ot6z okazato sie, ze w roslinach
RabD2/Rabl, zakotwiczone w btonie pecherzyka odpacz-
kowanego z RE i pozbawionego biatek optaszczajacych
COPII, wigze biatko pll5 bedace ortologiem Usolp droz-
dzy ipll5 ssakow (Ryc. 5) [56], Co prawda, w genomie A.
thalina nie znaleziono sekwencji homologicznej z GM130
ssak6w, kodujacej biatko zwigzane z btong cis-Golgiego,
ktore, jak sie uwaza, wigze zakotwiczone w btonie peche-
rzyka biatko pll5. Swoiste oddziatywanie pomiedzy tymi
dwoma biatkami umozliwia unieruchomienie pecherzyka
blisko powierzchni btony cis-Golgiego pozwalajgce dalej
na jego dokowanie z udziatem biatek SNARE. Na razie nie
wiadomo jakie biatko petni w ro$linach funkcje GM130,
podobnie jak nie wiadomo jakie biatka cumujace, oraz kté-
re z 57 biatek Rab uczestniczg w transporcie pecherzykow
pomiedzy kolejnymi cysternami aparatu Golgiego. Ina-
czej jest w przypadku szlaku egzocytarnego kierujgcego
pecherzyki klatrynowe z siateczki trans-Golgiego (TGN/
EE) do btony plazmatycznej. Tutaj wiadomo, ze pecherzy-
ki paczkujgce z TGN, pozbawione biatek adaptorowych i
klatrynowych, wigzg Rab z podrodziny RabE/Rab8, za$
w cumowaniu pecherzyka do btony pla-
zmatycznej bierze udziat oSmiopodjed-
nostkowy kompleks egzocysty (Ryc. 5)
r57,58]. Sze$¢ (Secl5, SeclO, Exo84, Sec8,
?ec6, Sech), sposrdd osmiu biatek egzo-
ysty, wigze sie za posrednictwem biatka
ecl5 do zakotwiczonego w pecherzyku
RabE-GTP, natomiast pozostate dwa biat-
ca kompleksu (Exo70 i Sec3) wigzane sg

i ‘}\ J ‘v \ “KLATRYNA =e o ’0 btony plazmatycznej. Biatko Exo70 od-
) . & ziatuje z P1(4,5)P7 natomiast Sec3 wigza-

= \\0 .// /_‘ e VS‘;‘::,ERE ne jest za posrednictwem biatka adapte-

SeriGoR $\3’ \n/ e ® Sec:*:_f:o“‘” rowego ICR1/RIP1 do zakotwiczonego
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Rycina 5. Rola biatek Rab w cumowaniu do btony cis-Golgiego pecherzykéw
dzacych z btony siateczki $rédplazmatycznej oraz pecherzykéw egzocytamyc
siateczki trans-Golgiego cumowanych za posrednictwem kompleksu egzocysty
Szczegdty opisano w teksécie. Na podstawie prac [47,51-53,55-59].
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sg przez mniejszg liczbe gendéw, bowiem
Ex084 koduje 3-6 gendw, Secl5 2-3 geny,
a pozostate biatka kodujg pojedyncze lub
podwdjne geny [58].

transportujacych pocho-
h pochodzacych z btony
do btony plazmatycznej.
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W konkluzji, warto zatem podkre$li¢, iz biatka cumu-
jace, wigzane za posrednictwem okreslonych biatek Rab
do odpowiedniej btony, zapewniajg dotarcie pecherzyka
do witasciwej btony docelowej, gdzie dzieki wspotdziata-
niu z odpowiednimi biatkami SNARE, pecherzyk zostaje
bardziej trwale zwigzany z btong. Dzisiaj juz wiadomo,
ze w dokowaniu pecherzykéw transportujgcych w roz-
nych btonach docelowych z biatkami SNARE wspot-
dziatajg takze biatka cumujgce, aczkolwiek mechanizm
kooperacji, zar6wno w trakcie dokowania, jak rowniez
p6zniejszego, skomplikowanego i nie do kofAca poznane-
go procesu fuzji pecherzyka z btong, nie jest znany. Wia-
domo natomiast, ze genom A. thaliana zawiera 18 genéw
podklasy Qa-SNARE, 12 Qb-SNARE i 12 Qc-SNARE ko-
dujacych biatka typu t-SNARE oraz 15 genéw R, ktorych
produkty v-SNARE wigzane sg z btong pecherzykow
transportujgcych. W kompleksie trans-SNARE, helisy a
poszczegblnych biatek Qa, Qb i Qc-SNARE tworzg ,,pe-
czek" helis wigzacy czwartg helise pochodzgcg z zako-
twiczonego w pecherzyku biatka v-SNARE, dokujgc w
ten spos6b pecherzyk tuz przy powierzchni btony [30,59],

BIALKA Rop/Rac

Rodzina Rop (ang. Rho of plant) w A. thaliana liczy jede-
nascie biatek (AtRopl do AtRopll) w 70-98% identycznych
pod wzgledem struktury pierwszorzedowej [18,19,21]. Ge-
nom ryzu zawiera siedem genéw ROP, kukurydzy dzie-
wie¢, a u mszaka Physcomitrella patents zidentyfikowano
cztery geny [60,61], Biatka Rop, zaliczane poczatkowo do
podrodziny Rac (rodzina biatek Rho), klasyfikowane sg
na podstawie struktury regionu nadzmiennego HVR (ang.
Hypervariable Region) do dwdch grup (Ryc. 1) [62], Grupe |
reprezentuje osiem biatek, od AtRopl do AtRop8, za$ pozo-
state AtRop9 do 11 zaliczono do Il grupy. Biatka z | grupy w
HVR majag motyw zasadowy -K/R- oraz C-koncowy motyw
CAAL, w ktérym reszta cysteiny ulega prenylacji, a po pro-
teolitycznym odcieciu trzech koncowych reszt aminokwa-
sowych XXL, jest dodatkowo metylowana. Biatka z Il gru-
py, oprécz motywu zasadowego -K/R-, majg motywy -GC-,
-CG- z dwiema lub trzema resztami cysteiny ulegajacymi
acylacji [8,62]. Jednakze wyniki najnowszych doswiadczen
pokazuja, iz lipidowej modyfikacji ulegajg nie tylko reszty
cysteiny w domenie HVR, ale takze zachowane w ewolucji
reszty cysteiny potozone w motywach G1 i G5 (C21 i C156
w AtRop6) [63], Towarzyszgca aktywacji AtRop6 acylacja
reszt cysteinowych w zachowanych w ewolucji motywach
pozostaje, wg autorow, w Scistym zwigzku z kotwiczeniem
aktywnego biatka w obrebie mikrodomen btonowych DRM
(ang. Detergent-Resistance Membrane) nazywanych tratwami
lipidowymi.

Wszystkie biatka Rop majg ztozong z 8-10 reszt amino-
kwasowych helikalng wstawke ai (ang. insert helix), okre-
$lang jako wstawka Rho, uczestniczagcg w oddziatywaniach
z RopGEF, a przypuszczalnie takze z niektérymi biatkami
efektorowymi (Ryc. 1) [8,22,62], W czesci srodkowej Rop
potozony jest motyw -SYRGA- z zachowang w ewolucji
resztg argininy, ktérego sekwencja oraz usytuowanie w
trzeciorzedowej strukturze sugerujg, iz reszta seryny jest
potencjalnym miejscem fosforylacji [8,22],
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Poszukiwania biatek RopGEF w A. thaliana napotyka-
ty poczatkowo na pewne trudnos$ci wynikajace z faktu, iz
genomy roslin nie zawierajg sekwencji homologicznych z
poznanymi wczes$niej w drozdzach i u zwierzat ponad sie-
demdziesiecioma sekwencjami RhoGEF. Wiekszo$¢ pozna-
nych tu sekwencji RhoGEF zaliczana jest do dwaéch rodzin,
Dbl (ang. Diffuse B-cell lymphoma) i CZH (ang. CDM-Zizimin-
Homology), nazywanej réwniez Dock [64], Biatka RhoGEF z
rodziny Dbl majg, zbudowang z okoto 180 reszt aminokwa-
sowych, katalityczng domene DH (ang. Dbl Homology) oraz
nieco krétsza domene PH (ang. Pleckstrin Homology) oddzia-
tujaca z fosfatydyloinozytolami. Biatka z rodziny Dock cha-
rakteryzujg dwie zachowane w ewolucji domeny DHR 1i ll
(ang. Dock Homology Region) [64],

Przed o$miu laty, w genomie A. thaliana zidentyfikowano
pojedynczy gen SPIKE1 (SPK1) kodujacy biatko podobne do
Dock, ktérego udziat w wymianie nukleotydéw guanylo-
wych zwigzanych z Rop udato sie potwierdzi¢ dopiero w
ostatnim czasie [65]. Rownolegle, w badaniach wykorzystu-
jacych technike drozdzowego systemu dwuhybrydowego,
zidentyfikowano nowa, swoistg dla roslin rodzine RopGEF
[66]. Okazato sie, ze czternascie sekwencji A. thaliana prze-
chowywanych w bazach pod nazwg DUF315 (ang. Doma-
in of Unknown Function 315) koduje biatka, ktére w czesci
srodkowej majg zbudowang z okoto 300 reszt aminokwaso-
wych domene okreslang jako PRONE (ang. Plant-specific Rop
Nucleotide Exchanger) [66,67], Rodzina biatek RopGEF(PRO-
NE) okazata sie tozsama z poznang w badaniach polarnego
wzrostu fagiewki pytkowej rodzing biatek KPP (ang. Kinase
Partner Protein) oddziatujgcych z domeng cytoplazmatyczng
receptorowych serynowo/treoninowych kinaz biatkowych
[68], Sugestie wynikajace z powyzszych badan majg nie-
watpliwie wazne znaczenie, szczeg6lnie w kontekscie wy-
nikow sugerujacych, iz krdtki odcinek C-koncowy AtRop-
GEF12(PRONE) petni funkcje autoinhibitorowg, regulowa-
ng na drodze odwracalnej fosforylacji [69]. W tym miejscu
warto zwroci¢ uwage na fakt, iz nie tylko biatka RopGE-
F(PRONE) wydaja sie by¢ regulowane przez kinazy biatko-
we, ale takze same biatka Rop zawierajgce motyw -SYRGA-,
moga by¢ biatkami substratowymi dla receptorowych sery-
nowo/treoninowych kinaz biatkowych. Przed kilkunastu
laty, w izolowanym kompleksie biatkowym wspoétworzo-
nym przez receptorowg kinaze biatkowag CLVI, zidentyfi-
kowano takze biatko Rop [1], za§ w nowszych badaniach
wykazano, iz AtRop4-GTP oddziatuje z btonowa, bogata w
reszty cysteiny receptorowg kinaza biatkowg NCRK oraz z
cytoplazmatycznymi receptorowymi kinazami biatkowymi
RLCK [70]. W innych doSwiadczeniach wykorzystujacych
technike drozdzowego systemu dwuhybrydowego ziden-
tyfikowano siedem, sposréd czternastu RLCK klasy VI A.
thaliana, oddziatujgcych z Rop-GTP [71].

W odréznieniu od biatek RopGEF, sekwencje biatek regu-
latorowych pozostatych dwéch rodzin wykazujg juz ewolu-
cyjna zachowawczo$¢. W genomie A. thaliana poznano, co
najmniej, dziesie¢ gendw kodujacych biatka z domeng Rho-
GAP klasyfikowanych do trzech podrodzin, a mianowicie:
sze$¢ biatek RopGAP, trzy biatka podrodziny REN ijedno
biatko podobne do RopGAP [8,61], Domena RhoGAP za-
wiera strukture ,palca argininowego", z zachowang w ewo-
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lucji resztg argininy oddziatujacg z resztg glutaminy w cen-
trum katalitycznym Rop (Ryc. 2B). Sze$¢ biatek RhoGAP,
oprécz domeny RhoGAP, ma jeszcze zbhudowany z 16 reszt
aminokwasowych motyw CRIB (ang. Cdc42/Rac-Interactive
Binding) wystepujacy w niektérych zwierzecych biatkach
efektorowych oddziatujacych z biatkami podrodziny Rac i
Cdc42 (Ryc. 6) [61]. Biatka z podrodziny REN, oprécz do-
meny RhoGAP, majg domene plekstrynowg oddziatujaca z
fosfolipidami.

Trzy geny RopGDI zidentyfikowane w genomie A. tha-
liana koduja biatka w 29-37% identyczne z RhoGDI ssakdw
[8,61,72]. Wszystkie biatka GDI majg stosunkowo duzg do-
mene C-konicowg podobng do immunoglobulin, obejmuja-
cg krotka helise a i dwie wstegi (3tworzace hydrofobowg
kieszen, w ktérej chowany jest tafncuch lipidowy biatek Rop
(Ryc. 6). Stosunkowo krdtki odcinek z dwiema helisami a,
potozony w czesci N-koricowej GDI, tworzy ramie regulato-
rowe oddziatujgce z Rop i przeciwdziatajgce spontanicznej
wymianie nukleotydow.

Poznane dotychczas biatka efektorowe biatek Rop, szcze-
gélnie biatka identyfikowane w badaniach pos$wigconych
regulacji ksztattu komorek epidermalnych lisci, czy bada-
niach dotyczacych regulacji polarnego wzrostu tagiewki
pytkowej oraz komorek wiosnikowych, funkcjonuja, po-
dobnie jak biatka Rho drozdzy i zwierzat, w regulacji cy-
toszkieletu [73]. Z drugiej jednak strony, rosnie liczha wy-
nikow pokazujacych, iz rola biatek Rop jest bardziej zroz-
nicowana, bowiem biatkami efektorowymi Rop okazaty sie
takze niektére enzymy [8,74-78]. Na przyktad z Ropl-GTP
oddziatuje glukozylotransferaza UGT1 (ang. UDP-Glucose
Transferasel), podjednostka syntazy kalozy wykorzystujga-
cej UDP-glukoze do syntezy tego polisacharydu [8,74,77].
Udziat Ropl w regulacji syntezy kalozy sugeruje, iz biatka
Rop biorg udziat m. in. w budowaniu przegrody pierwot-
nej w trakcie cytokinezy, czy w odpowiedziach obronnych
na atak patogendw czy zranienie tkanki. W ryzu zidenty-
fikowano aktywowang przez Racl-GTP reduktaze cyna-
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| | biatkowa
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Rycina 6. Schemat regulacji biatek Rop przez biatko RopGEF(PRONE), aktywo-
wane przez btonowe receptorowe kinazy biatkowe, oraz przez biatko RopGAP,
inaktywujace biatka Rop, a takze przez RopGDI, usuwajace Rop z btony. Regulo-
wane przez Rop-GTP biatka efektorowe obejmuja: enzymy, kompleksy WAVE/
Arp2/3 i biatka RIC, uczestniczace w reorganizacji cytoszkieletu, a takze biatka
ICR/RIP, pos$redniczace w cumowaniu pecherzykéw egzocytarnych do btony
plazmatycznej. Szczegdty opisano w tekscie. Na podstawie prac [62,68,69,74-
78,81-83,89,91-94],
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moylo-CoA (OsCCRI; ang. Cinnamoyl-CoA Reductasel),
enzym funkcjonujagcy w biosyntezie ligniny [74-78]. W
przemianach monolignoli do lignin niezbedny jest nadtle-
nek wodoru, ktérego zrédtem sg m. in. aniony ponadtlen-
kowe produkowane przez oksydaze NADPH. W roélinach
oksydazami NADPH sa btonowe biatka gp91pox w A. tha-
liana kodowane przez dziesieé genow Rboh (ang. Respiratory
burst oxidase homolog). Roslinne oksydazy NADPH w czesci
N-koncowej majg zbudowany z okoto 300 reszt aminokwa-
sowych cytoplazmatyczny fragment, z dwoma motywami
EF-hand wiagzgcymi Ca2 z ktorym oddziatuje réwniez Rop
oraz kinaza CDPK fosforylujagca potozone w tym samym
odcinku dwie reszty seryny [74-78]. W ryzu zidentyfikowa-
no oddziatujace z OsRacl biatko adaptorowe RACK1, ktére
wigze sie z odcinkiem N-koncowym oksydazy NADPH, a
ponadto oddziatuje z kompleksem biatek funkcjonujgcych
w tzw. odpornos$ci aktywowanej przez efektory [79]. Pro-
dukcja aktywnych form tlenu, podobnie jak biosynteza
lignin, odgrywa wazng role m. in. w reakcjach odporno-
$ciowych rodlin. W szlakach sygnatowych aktywujacych
odporno$¢ podstawowag roélin funkcjonujg kaskady kinaz
MAP. Okazato sie, izw ryzu z OSMAPK®6 oddziatuje OsRac-
1-GTP, ktére jest rowniez niezbedne w indukowanej przez
elicytor aktywacji ekspresji OsMAPKG6 [80]. Na razie nie jest
znana rola oddziatujacych z Rop cytoplazmatycznych kinaz
biatkowych RLCK, podobnie jak niewyjasniony pozostaje
udziat AtRop5 w aktywacji kinazy fosfatydyloinozytolo-4-
monofosforanowej syntetyzujgcej P1(4,5)P2[70,71,76].

Z aktywnym Ropl-GTP oddziatuje ICR1/RIP1 (ang. In-
teractor of Constitutive Active Ropl/Rop Interactive Partner!),
biatko z rodziny liczacej w A. thaliana pie¢ biatek, nie ma-
jacych odpowiednikéw w drozdzach i u zwierzat [81-83].
Biatka nalezace do tej rodziny peinig przypuszczalnie funk-
cje bialek adaptorowych i regulatorowych. W komdrkach
epidermalnych lisci i komérkach witosnikowych, ICR1 w
formie homooligomeréw posredniczy pomiedzy AtRop-
GTP a biatkiem Sec3 egzocysty (Ryc. 5) [81,82], W rosnacej
tagiewce pytkowej, biatko RIP1 wigze sie razem z Ropl do
btony plazmatycznej w czesci apikalnej tagiewki [83],

Najwiecej informacji na temat roli biatek Rop pocho-
dzi jednak z badan dotyczacych organizacji cytoszkiele-
tu, zwtaszcza niezwykle dynamicznie zmieniajgcego sie
w roélinach cytoszkieletu aktynowego [62]. Obecnie juz
wiadomo, ze w polimeryzacji aktyny biorg udziat, co naj-
mniej, trzy klasy biatek, a mianowicie: forminy, komplek-
sy Arp2/3 regulowane przez wielobiatkowe kompleksy
WASP/WAVE oraz poznawane obecnie biatka Spire, Cobl
i Lmod, tworzace trzecig klase [84,85]. Forminy, w A. tha-
liana kodowane przez 21 gendw, katalizujg powstawanie
liniowych, nierozgatezionych filamentow aktynowych,
poprzez stabilizowanie spontanicznie tworzgcych sie di-
meréw i trimeréw G aktyny [84,86], Kompleksy Arp2/3,
zbudowane z siedmiu podjednostek, biorg udziat w poli-
meryzacji i rozgatezianiu filamentow aktynowych [87,88].
Nazwa catego kompleksu pochodzi od nazwy dwéch, po-
dobnych do aktyny podjednostek Arp2 i Arp3, oddziatu-
jacych z filamentami aktynowymi. W regulacji kompleksu
Arp2/3 bierze udziat zbudowany z pieciu biatek kompleks
WAVE (ang. WASP family Verprolin-homologous protein)
(Ryc. 4) [89,90]. Biatko WAVE heteropentameru oddziatu-
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je za posrednictwem domeny WCA (ang. WASP homology
domain, Connector, Acidic motif) z kompleksem Arp2/3, na-
tomiast poprzez biatko Sra, wigze sie z zakotwiczonym w
btonie Rop-GTP [88-90], Tak wiec, aktywowany przez biat-
ko Rop-GTP kompleks WAVE, wigze monomery G aktyny
oraz wymusza w kompleksie Arp2/3 zmiany konforma-
cyjne, ktore sprzyjajag wiazaniu do filamentu aktynowego
podjednostek Arp2 i Arp3 [89,90]. Na razie nie wiadomo
czy w ro$linach wystepuja rowniez biatka z trzeciej klasy
(Spire, Cobl, Lmod), ktoére za posrednictwem domeny po-
dobnej do N-WASP wigzg monomery G aktyny i uczestni-
czg w regulacji polimeryzacji F aktyny.

Odrebng rodzine biatek efektorowych, funkcjonujacych
takze w reorganizacji cytoszkieletu, stanowig biatka RIC
(ang. Rop-Interactive CRIB-containing proteins). Rodzina RIC
w A. thaliana obejmuje jedenascie matych, zbudowanych z
116-224 reszt aminokwasowych, biatek z motywem CRIB
(ang. Cdc42/Rac-Interactive Binding), zidentyfikowanych
technika drozdzowego systemu dwuhybrydowego [91].
Dotychczasowe wyniki badan poswieconych regulacji po-
larnego wzrostu tagiewki pytkowej oraz interesujacych do-
Swiadczen dotyczacych regulacji ksztattu komorki, wydajg
sie weryfikowa¢ przypuszczenia, iz biatka RIC stanowig
nowg rodzine biatek adaptorowych bioragcych udziat w re-
organizacji cytoszkieletu. W prowadzonych doswiadcze-
niach wykazano, iz oddziatujgce z Ropl biatka RIC4 i RIC3
funkcjonujg w regulacji polarnego wzrostu tagiewki pytko-
wej w dwoch réznych szlakach sygnatowych [92], Aktywa-
cja RIC4 promuje w cze$ci apikalnej tagiewki organizacje fi-
lamentdw F aktyny, podczas gdy aktywacja RIC3 stymuluje
zalezng od Ca2 dezorganizacje filamentdw aktynowych
[92], W regulacji ksztattu, przypominajacych puzzle komé-
rek epidermalnych lisci A. thaliana, biatka RIC posredniczg
w reorganizacji filamentéw aktynowych oraz mikrotubul.
W rosngcych ,ptatach" komodrek epidermalnych, biatka
Rop2 i Rop4, organizujg za posrednictwem RIC4 filamenty
aktynowe w sposéb, ktory promuje zlokalizowany wzrost
~platéw". W miejscu powstawania ,wcie¢", biatka Rop2,
Rop4 i Rop6 reguluja, za posrednictwem RIC1, organizacje
mikrotubul, sprzyjajac w ten sposéb powstawaniu przewe-
zen [93,94]. Zagadnienia dotyczgace roli biatek Rop, biatek

Rycina 7. Cykl Ran-GTP/Ran-GDP kierujacy transportem karioferyn pomiedzy
cytoplazma a jadrem oraz regulujacy przemieszczanie biatka transportowanego
(cargo) z cytoplazmy do jadra. Asymetryczna lokalizacja biatek regulatorowych
(RanGEF w jadrze, RanGAP w cytoplazmie), powodujagca nieréwnomierne roz-
mieszczenie Ran-GDP i Ran-GTP, umozliwia ukierunkowany transport makro-
czasteczek pomiedzy cytoplazma a jadrem [98,99,101].
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regulatorowych RopGEF, RopGAP i RopGDI, a takze po-
znanych juz biatek efektorowych, w ustalaniu oraz zacho-
wywaniu polarnosci komorek, zostaty omowione bardziej
szczegdtowo w opublikowanych w ostatnim czasie pracach
przegladowych [95,96].

BIALKA Ran

Najmniej liczng rodzine monomerycznych biatek G
tworzg biatka Ran (ang. Ras-related nuclear protein), w rzod-
kiewniku iryzu kodowane przez cztery geny, w drozdzach
przez dwa, a u cztowieka tylko przez jeden gen [4,17-19,21].
Przyjmuje sie, ze trzy niemal identyczne biatka AtRan A.
thaliana uczestniczg w transporcie makroczasteczek (biatek,
RNA) pomiedzy cytoplazma ajagdrem, natomiast odbiegaja-
ce, zarowno pod wzgledem wielkosci, jak rowniez struktu-
ry pierwszorzedowej, AtRan4, peini przypuszczalnie inng
funkcje. Dzisiaj juz wiadomo, ze biatka Ran zaangazowane
sg takze w organizacje wrzeciona kariokinetycznego, biorg
udziat w odtwarzaniu ostonki jadrowej, uczestniczg w re-
gulacji jadrowego kompleksu porowego oraz w replikacji
DNA [97,98],

Biatkami efektorowymi Ran-GTP, bioragcymi udziat w
transporcie makroczasteczek pomiedzy cytoplazma a ja-
drem, sg karioferyny [99], Obejmujg one importyny, biatka
uczestniczace w transporcie biatek z cytoplazmy do jadra
oraz eksportyny, biatka funkcjonujagce w eksporcie RNA i
biatek z jadra do cytoplazmy. Importyna [3oddziatuje z im-
portyna a rozpoznajaca w transportowanym biatku motyw
NLS, a takze wigze caty kompleks do nukleoporyn, biatek
budujgcych kompleks porowy (Ryc. 7) [99-101], Wiazanie
biatek do kompleksu porowego zapoczatkowuje skompli-
kowany proces przenikania kompleksu karioferyn z cargo
do wnetrza jadra. W nukleoplazmie, do importyny [3wigze
sie biatko Ran-GTP, uwalniajgc tym samym z kompleksu
importyne a oraz transportowane biatko. W powrocie im-
portyny P do cytoplazmy uczestniczy Ran-GTP, natomiast
importyna a przenika przez kompleks porowy w potacze-
niu z biatkiem adaptorowym CAS i Ran-GTP. W cytopla-
zmie, karioferyny uwalniane sg z komplekséw z Ran-GTP
w wyniku hydrolizy GTP zwigzanego z Ran, aktywowanej
przez RanGAP i biatko pomocnicze RanBP. Nieaktywne
Ran-GDP wnika do jagdra w kompleksie z biatkiem recep-
torowym NTF2 [102], gdzie jest aktywowane przez odpo-
wiednie RanGEF (Ryc. 7). Jak wiec wida¢, cykl Ran-GTP/
Ran-GDP przebiega podobnie jak w przypadku innych
monomerycznych biatek G, z tg jednak r6znica, ze biatko
aktywujace RanGEF zlokalizowane jest w jadrze, za$§ Ran-
GAP w cytoplazmie. Asymetryczna lokalizacja biatek regu-
latorowych powoduje nierownomierne rozmieszczenie ak-
tywnych inieaktywnych biatek Ran, co umozliwia ukierun-
kowang relokacje makroczasteczek pomiedzy cytoplazma
a jadrem. W komédrkach ssakéw, wymiana nukleotydow
zwigzanych z Ran odbywa si¢ z udziatem powigzanego
z chromatyng biatka RCC1 (ang. Regulator of Chromosome
Condensationl) petnigcego funkcje RanGEF. W genomie A.
thaliana nie znaleziono sekwencji homologicznej z RCC1, co
moze sugerowaé, ze w roslinach, nie tylko w transporcie
makroczasteczek, ale réwniez w innych procesach (organi-
zacja wrzeciona kariokinetycznego, odtwarzanie ostonki ja-
drowej ijadrowego kompleksu porowego, replikacja DNA),
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przypuszczalnie takze regulowanych przez Ran, uczestni-
cza nieznane jeszcze biatka regulatorowe [97],
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ABSTRACT

The superfamily of small, monomeric GTP-binding proteins, in Arabidopsis thaliana comprising 93 members, is classified into four families:
Arf/Sar, Rab, Rop/Rac, and Ran families. All monomeric G proteins function as molecular switches that are activated by GTP and inactivated
by the hydrolysis of GTP to GDP. GTP/GDP cycling is controlled by three classes of regulatory protein: guanine-nucleotide-exchange fac-
tors (GEFs), GTPase-activating proteins (GAPs), and guanine-nucleotide-dissociation inhibitors (GDIs). Proteins of Arf family are primarily
involved in regulation of membrane traffic and organization of the cytoskeleton. Arfl/Sarl proteins regulate the formation of vesicle coat at
different steps in the exocytic and endocytic pathways. Rab GTPases are regulators of vesicular transport. They are involved in vesicle forma-
tion, recruitment of cytoskeletal motor proteins, and in vesicle tethering and fusion. Rop proteins serve as key regulators of cytoskeletal reor-
ganization in response to extracellular signals. Several data have also shown that Rop proteins play additional roles in membrane trafficking
and regulation of enzymes activity. Ran proteins are involved in nucleocytoplasmic transport.

V Il edycja konkursu na najlepszg prace doktorskag
z biochemii w 2011 roku

Polskie Towarzystwo Biochemiczne i firma Merck Sp. z 0.0. oglaszajg si6dma edycje konkursu o nagro-
de im. Witolda Drabikowskiego za najlepszg prace doktorskg z biochemii wykonang w polskiej instytucji
naukowej. Warunkiem uczestnictwa jest przyznanie autorowi pracy tytutu doktora przez wiasciwg rade
naukowg lub rade wydziatu w 2011 roku. Nagroda obejmuje premie pieniezng dla autora w wysokosci
4 500 zt, ufundowang przez firme Merck, oraz opublikowanie tez doktoratu w 4 numerze kwartalnika ,Po-
stepy Biochemii" w 2012 rote® Nagrode przyznaje Zarzad Gtoéwny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
w porozumieniu z firmg Merck\
Zgtoszenia kandydatow do Nagrody moga dokonywac pracownicy naukowi ze stopniem doktora habilito-
wanego lub tytutem profesora. \
Zgtoszenia w formie listu przewodniego, wedtug formularza zgtoszeniowego (dostepnego na stronie www.
ptbioch.edihpl w zaktadce Nagrodyfi Stypendia/W. Drabikow”jjego), wraz z praca doktorska i kopiami re-
cenzji w fjormacie pdf nalezy przeska¢ w nieprzekraczalnym terminie da 1 iriarc»jQ I~ roku tylko droga
eleifron nnY\a’\d"s’yf"‘g' ja Suwl »

elkar@csk.umed.lodz.pl
Rozstrzygniecie konkursu nastgpi do 31 sierpnia 2012 roku, a uroczyste wreczenie Nagrody odbedzie sie
na dorocznym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we wrzesniu 2012 roku.
Patronat medialny nad konkfirsem sprawuje redakcja kwartalnika ,Postepy Biochemii". Pytania dotyczace

konkursu mozna kierowa¢ pod nastepujacy adres poczty elektronicznej: elkar@csk.umed.lodz.pl.
Elzbieta Rebas
Przewodniczagca Komisji Konkursowej
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WSKAZOWKI

Prace przeznaczone do publikacji w ,,Postepach Biochemii” moga
mie¢ charakter artykutéw monograficznych, krétkich not o najnow-
szych osiggnieciach i pogladach oraz listow do Redakcji. Redakcja nie
ogranicza objetosci manuskryptéw, jakkolwiek w kazdym przypadku
zalecana jest zwiezto$¢ stylu, bez utraty jasnosci przekazu.

Autorzy odpowiadajg za prawidtowos$¢ i Scistos¢ podawanych in-
formacji oraz poprawno$¢ cytowanego pismiennictwa. Ujecie prac
winno by¢ syntetyczne, a przedstawione zagadnienia zilustrowane za
pomoca tabel i rycin (wykresy, schematy, reakcje, wzory chemiczne,
fotografie), w uzasadnionych przypadkach kolorowych. W przypadku,
gdy Autorzy zamierzajg wiaczy¢ do swego artykutu ilustracje publi-
kowane przez autoréw cytowanych prac oryginalnych, do czego Re-
dakcja zacheca, nalezy uzyskac i przekaza¢ nam zgode na przedruk,
zaréwno od autoréw, jak i z wydawnictwa. Niemniej konstruowanie
oryginalnych rycin i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$émien-
nictwa jest rowniez mile widziane. Przekazanie artykutu do redakcji
jestrownoznaczne z o$wiadczeniem, ze nadestana praca nie byta publi-
kowana ani nie zostata zgtoszona do publikacji w innym czasopi$mie,
natomiast jezeli zostanie wydrukowana w ,,Postepach Biochemii”, jej
publikacja w catosci lub we fragmentach w innym czasopismie wyma-
ga¢ bedzie uprzedniej zgody Redakcji.

Redaktor Naczelny lub Redaktor Prowadzacy prace podejmuje de-
cyzje o przyjeciu lub odrzuceniu manuskryptu na podstawie wtasnej
opinii i opinii dwoch niezaleznych recenzentéw, w ciggu 6 tygodni od
momentu otrzymania artykutu. W przypadku, kiedy praca wymaga
poprawek odautorskich, Autorzy otrzymuja droga elektroniczng opi-
nie recenzentéw i proszeni sa 0 przygotowanie poprawionej wersji
manuskryptu i odestanie go do Redakcji w ciggu 8 tygodni. Ostatecz-
ng decyzje o przyjeciu pracy podejmuje Redaktor Naczelny w ciggu 2
tygodni od otrzymania poprawionej wersji manuskryptu.

Autorzy sg zobowigzani do wykonania korekty autorskiej i poinfor-
mowania Redakcji o koniecznych zmianach, poczta elektroniczng lub
faksem, w ciggu 3 dni od chwili otrzymania.

Kazdy z Autoréw otrzymuje jeden egzemplarz numeru ,,Postepéw
Biochemii”, w ktorym ukazat sie jego artykut.

WSKAZOWKI SZCZEGOLOWE:

Przed przystapieniem do napisania artykutu Autorzy sa prosze-
ni 0 zapoznanie si¢ z najnowszym numerem ,,Postepéw Biochemii”,
aby przygotowaé prace pod wzgledem edytorskim, jezykowym oraz
jakosci materiatu ilustracyjnego, ktére beda odpowiadaty aktualnym
wymogom Redakcji. Artykuty powinny by¢ pisane jezykiem nauko-
wym, lecz zrozumiatym dla niespecjalistow. Poprawno$¢ logiczna i
stylistyczna tekstu warunkuje jego jednoznaczno$¢ i czytelno$é. Auto-
rzy winni unika¢ sktadni obcojezycznej, gwary laboratoryjnej, a takze
ogranicza¢ stosowanie skrotéw nawet, jesli bywajag uzywane w pra-
cach specjalistycznych. Kazda z prac nadestanych do Redakcji podlega
ocenie specjalistow i opracowaniu redakcyjnemu. Redakcja zastrzega
sobie prawo dokonania skrécenia tekstu i wprowadzenia koniecznych
zmian, réwniez w materiale ilustracyjnym.

PRZYGOTOWANIE MANUSKRYPTU:

Prosimy o nadsytanie prac pocztg elektroniczng. W wyjatkowych
przypadkach dopuszcza sie, przysytanie prac na ptycie CD. Tekst wi-
nien by¢ zapisany jako *.doc w formacie IBM PC, a pliki zawierajace
ryciny jako: *.tif, *.cdr, *.psd lub *.eps. Tekst powinien by¢ napisany
z zachowaniem podwéjnego odstepu miedzy wierszami, z uzyciem
czcionki Times New Roman 12 lub Arial 12. Symbole i znaki specjalne
prosimy wstawiaé komenda ,,insert". W tekscie prosimy wskaza¢ miej-
sce umieszczenia figur i tabel.

ORGANIZACJA MANUSKRYPTU:

W skazany jest podziat artykutu na nienumerowane rozdziaty i pod-
rozdziaty.

Strona 1 (tytutowa) zawiera tytut artykutu, imiona i nazwiska Au-
toréw (ze wskazaniem autora korespondujacego), tytut naukowy kaz-
dego z Autoréw i ich miejsce pracy z adresem pocztowym, numerem
telefonu iadresem poczty elektronicznej, stowa kluczowe (do 6), wykaz
stosowanych skrotow (do 10) w porzadku alfabetycznym (ograniczony
do niezbednego minimum) oraz skrécony tytut pracy (do 25 znakéw).

454

DLA AUTOROW

Kolejno numerowane strony obejmuja streszczenie (do 150 wyra-
z6w), tekst pracy i pismiennictwo. Na kolejnych stronach winny by¢
umieszczone tabele oraz tytuty i objasnienia rycin. Ostatnia strona win-
na zawiera¢ nastepujace informacje w jezyku angielskim: tytut artyku-
tu, imionainazwiska Autoréw oraz miejsca pracy, stowa kluczowe (do
6) i krotkie streszczenie artykutu (do 150 wyrazéw).

PiSmiennictwo: Nalezy unika¢ nadmiernej liczby cytowan orygi-
nalnych prac, odsytajac czytelnikow w miare mozliwos$ci do artykutéw
przegladowych. Redakcja zaleca zacytowanie co najwyzej 70 publika-
cji, w wiekszo$ci pochodzacych z ostatnich 10 tat. Wykaz pismiennic-
twa obejmuje prace w kolejnosci ich cytowania. W tekscie, zaznacza
sie je liczbami porzagdkowymi ujetymi w nawiasy kwadratowe, np.
[3,7,9-26], Sposdéb cytowania prac oryginalnych (1) i przegladowych
(2), ksigzek (3), rozdziatdw z ksigzek jednotomowych (4), rozdziatow
z toméw serii opracowanych przez réznych redaktoréow (5) wskazuja
ponizej podane przyktady:

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. Dotowy K, Szewczyk A, Pikuta S (2003) Btony biologiczne, Wydawnictwo Nauko-
we Slask, 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. Darzynkiewicz E, Jankowska-Anyszka M (2000) Struktura i funkcja konca 5'
(KAPU) mRNA iU snRNA, W: Koroniak H, Barciszewski J (red) Na pograniczu
chemii i biologii, t IV. Wydawnictwo Naukowe Uniwersytetu im. Adama Mic-
kiewicza w Poznaniu, Poznan, str. 143-179

Tabele winny by¢ opatrzone jednoznacznym tytutem i ewentualnie
takze niezbednymi objasnieniami umieszczonymi pod tabelg. Wielko$¢
tabel powinna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm)
lub strony (18 cm).

llustracje: ryciny winny byé zapisane jako: *.tif, *.cdr, *.psd, lub
*.eps. Ryciny powinny by¢ wykonane w skali 1:1. Wielko$¢ ryciny po-
winna by¢ dostosowana do szerokosci jednego tamu (8,5 cm) lub stro-
ny (18 cm). Na rycinach nie nalezy umieszczaé opiséw stownych, lecz
postugiwac sie skrétami. Opisy na rysunkach powinny by¢ wykonane
czcionka Arial 8 p. llustracje i tabele prosimy przesyta¢ w osobnych pli-
kach. Bitmapy (pliki tif, psd) powinny mie¢ minimalng rozdzielczo$¢
300 dpi dla obrazéw kolorowych i skali szaro$ci (zdjecia czarno biate)
oraz 600 dpi dla ilustracji czarno-biatych (schematy, wzory struktural-
ne zawierajace tylko czern i biel).

PRZESYLANIE PRAC:

Prace w formie elektronicznej prosimy przesyta¢ na adres:

postepy@nencki.gov.pl

W przypadkach uzasadnionych, np. brakiem odpowiedniego opro-
gramowania, prosimy o przystanie pracy na CD; zabezpieczonej przed
uszkodzeniem w czasie transportu, na adres:

Stawomir Pikuta, Redaktor Naczelny kwartalnika "Postepy Bioche-
mii", Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN,
ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa

OPLATA ZA DRUK:

Zgodnie z decyzjg Zarzadu Gtdwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego, od 1 stycznia 2006 roku, Towarzystwo pobiera od Au-
torow optate, pokrywajaca czeSciowo koszt druku artykutu. Optata
za wydrukowanie jednej strony artykutu wynosi 150 zt. Szczeg6towe
informacje zamies$ciliSmy pod adresem:

www.postepybiochemii.pl/oplaty.htm

KOREKTA:

Powinna by¢ wykonana na pliku pdf przestanym przez redakcje, w
formie komentarzy lub skreslen, w programie Adobe Reader V. 8 lub
nowsza (program bezptatny, http://get.adobe.com/reader/).

Korekta obejmuje btedy: literéwki, znaki interpunkcyjne oraz btedy
zawinione przez redakcje, pozostate zmiany s objete dodatkiem 10%
do optaty za druk.

www .postepybiochemii.pl
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