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Fot. 1. Autor wspomnien (z lewej) wraz z kierowni-
kami Katedry; profesorami Witoldem Walerychem,
Jerzym Pawelkiewiczem i Ryszardem Slomskim
(listopad 1999 1.).

Scisle biorac, to 60 lat mineto od
powolania placowki naukowo-dy-
daktycznej o nazwie Katedra Bioche-
mii. Powstala ona przy Wydziale Rol-
niczym Wyzszej Szkoly Rolniczej w
Poznaniu w pazdzierniku 1956 roku.
Inicjatorem utworzenia i kierowni-
kiem Katedry byt, wéwczas jeszcze
docent, dr Jerzy Pawetkiewicz. W cia-
gu lat zmienialy sie: afiliacja, nazwa,
kierownictwo i lokalizacja Katedry.
Wyzsza Szkola Rolnicza zostala w
1973 roku przemianowana na Aka-
demie Rolnicza, a ta w 2008 roku na
Uniwersytet Przyrodniczy. Wydziat
Rolniczy stat sie Wydziatem Rolnic-

twa i Bioinzynierii, a Katedra Bioche-
mii, bodaj w 1989 roku, Katedra Bio-
chemii i Biotechnologii. Od 1972 roku,
przez niemal dekade, Katedra Bioche-
mii byta czescia Miedzyuczelnianego
Instytutu Biochemii, w skiad ktérego
wchodzily takze Katedry Biochemii
Uniwersytetu im. Adama Mickiewi-
cza i Akademii Medycznej. Inicjato-
rem i kierownikiem owego Instytu-
tu byl prof. dr Jerzy Pawelkiewicz.
Profesor kierowat Katedra Biochemii
AR do 1981 roku. W latach 1981-1998
kierownikiem byt prof. dr hab. Witold
Walerych, a od 1998 roku do dzi$ jest
prof. dr hab. Ryszard Stomski (Fot. 1).
W 2012 roku Katedra Biochemii i Bio-
technologii przeniosta sie z ul. Wotyni-
skiej 35 (Fot. 2) do nowoczesnego bu-
dynku , Biocentrum” przy ul. Dojazd
11 (Fot. 3).
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Fot. 2. Budynek przy ulicy Wotynskiej 35 w Pozna-
niu. Katedra zajmowata w nim pomieszczenia z
lewej strony na pietrach pierwszym i drugim oraz,
w podziemiu pokodj-chtodnie, pokéj kultur tkan-
kowych i pomieszczenia magazynowe (kwieciert
2007 r.).

Fot. 3. Budynek Biocentrum przy ul. Dojazd 11 (po-
fowa maja 2012 r.). Katedra Biochemii i Biotechno-
logii zajmuje w nim caly prawy segment i przylegta
szklarnie. Od konca czerwca 2012 r. do budynku
prowadzi chodnik. Na poczatku grudnia 2016 r.
posadzono wzdtuz niego 40 miodych klonéw.

W pierwszej dekadzie istnienia Ka-
tedry tematyka wiodaca byta chemia
i biochemia witaminy B,,. Od drugiej
polowy lat 1960., w élad za przetomo-
wymi odkryciami biologii (odkryciem
struktury DNA, rozszyfrowaniem
kodu genetycznego i poznaniem
sposobow przekazywania informa-
gji genetycznej z kwaséw nukleino-
wych na biatka), gtéwnymi obiektami
badan staly sie enzymy i inne biatka
zwigzane z transkrypcja, powstawa-
niem aminoacylo-tRNA i translacja.
A dominujacym materialem badaw-
czym rosliny; tubin z6élty, pszenica i
jeczmien. Nasza Katedra byla wow-
czas jedng z nielicznych krajowych
placowek uczelnianych majacych w
nazwie , biochemieg”.

Moje przybycie do Katedry we
wrzeéniu 1972 roku poprzedzata
dwuletnia praca w Zakladzie Genety-
ki Roélin PAN. Do tej placowki przy-
szedlem w pazdzierniku 1970 roku,
korzystajac z oferty pracy dla bioche-
mika, jaka Wydziat V PAN przestat
w 1969 roku do Katedry Biochemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Tam,
na Wydziale Biologii i Nauk o Zie-
mi, w latach 1965-70 studiowatem
biochemie. Wiadze PAN oferowaly
prace w rozbudowywanym w Pozna-
niu Zakladzie Genetyki, a wéréd za-
chet do podjecia tam pracy byla, poza
mozliwoscig samodzielnego rozwoju
naukowego, mozliwoé¢ uzyskania
mieszkania z puli bedacej w dyspo-
zycji wladz miasta. Moim rodzinnym
miastem byla Bydgoszcz a zony War-
szawa. Zdecydowalisémy sie jednak
na podjecie samodzielnego zycia w
miejscu nowym dla kazdego z nas.
Tym bardziej, ze Zona, ktéra skon-
czyla na Uniwersytecie Warszaw-
skim fizjologie roslin, rowniez zostata
zatrudniona w Zakladzie Genetyki
Roslin. Przyjmowat nas woéwczas do
pracy dr Mirostaw Matuszynski.

Dzieki wartoéciowym pracom do-
tyczacym biochemii witaminy B, i
pierwszym pracom na temat prze-
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kazywania informacji genetycznej,
Katedra Biochemii WSR w Poznaniu
cieszyla sie dobra opinig. A jej kie-
rownik, prof. dr Jerzy Pawelkiewicz,
byt konsultantem prac biochemicz-
nych prowadzonych w Zakladzie
Genetyki Rodlin PAN. Dazylem
do tego, aby pod okiem Profesora
odby¢ w Katedrze staz naukowy i,
jak wspomniatem, dazenia te spelnity
sie. Profesor skierowal mnie do
laboratorium dr Zenona Schneidera.
Dr Schneider wrocit wowczas z ponad
dwuletniego stazu podoktorskiego w
USA, gdzie badal enzym dehydrataze
glicerolowa, ktéory ma w swej
strukturze koenzym B, ,. Po powrocie
wlaczyl sie jednak w badanie procesu
transkrypcji, a konkretnie polimerazy
RNA. Pod jego opieka przeprowa-
dzatem pilotazowe doswiadczenia na
ekstraktach z chloroplastéw izolowa-
nych przez nas z lisci jeczmienia. Wy-
krywaliSmy w nich aktywnosé wspo-
mnianej polimerazy. Dr Schneider byt
wtedy peten entuzjazmu i okazywat
mi ré6znego rodzaju pomoc; nie tylko
W zapewnianiu warsztatu pracy, ale
i zalatwianiu spraw bytowych; m.in.
miejsca w przedszkolu dla cérki... So-
lidna pomoc techniczng miatem tez ze
strony pani Krystyny Baranowskiej.

Po kilku tygodniach, Profesor Pa-
welkiewicz pokazal nam w Nature
artykut o polimerazie poliA; enzymie,
ktéry dobudowuje sekwencje polia-
denylanowe do czgsteczek eukario-
tycznych mRNA. Postanowilismy
sprawdzié¢ czy taka aktywnosc da sie
wykazaé w ekstraktach chloroplasto-
wych. Wyniki okazaly sie obiecujace,
a poniewaz o aktywno$¢ polimerazy
poliA w roélinach nic nie bylo wia-
domo zajalem sie jej oczyszczaniem.
Do tego, test wykrywania aktywno-
Sci polimerazy poliA byt taniszy niz
test stosowany przy wykrywaniu ak-
tywnosci polimerazy RNA, bowiem
W mieszaninie wystarczylo mie¢ nie
cztery a tylko jeden trifosforan rybo-
nukleozydu. Stosowalem preparat
[U-“CJATP, czyli zwiazek majacy ra-
dioaktywne wszystkie atomy wegla
adenozyny. Nastepnym zdarzeniem,
ktore usprawnilo, jak miato sie wkrot-
ce okazac jakze jednak ztudnie, bada-
nia polimerazy poliA bylo trafienie
w jednej z publikacji na informacje,
ze taficuchy eukariotycznych mRNA,
dzieki sekwencjom poliadenylano-
wym na koncu 3', adsorbuja sie¢ wy-

dajnie na filtrach z azotanu celulozy
w Srodowisku wysokiej sity jonowej
(np. 0,5 M KClI). Dysponowaliémy ta-
kimi filtrami i od reki sprawdziliémy,
ze poliadenylany, czyli produkty re-
akeji katalizowanej przez domniema-
na polimeraze poliA, wylapywaly sie
na nich o wiele wydajniej niz w przy-
padku stosowanej dotad metody wy-
tracania radioaktywnych produktéw
reakcji kwasem trichlorooctowym i
wylapywania stratu na krazkach bi-
butowych. Alisci, gdy w ramach cha-
rakteryzowania badanej reakcji wy-
padio okresli¢ wielkosci jej produk-
tow, czyli domniemanych taricuchéw
poliA, okazalo sig, Ze to co powstaje,
a tak wydajnie lapie sie¢ na filtrach z
azotanu celulozy byto bardzo mata
czasteczkya. Przechodzilo bowiem
przez pory worka dializacyjnego i
podczas saczenia molekularnego na
zelu Sephadex G-100 wymywato sie
w rejonach catkowitej objetosci ko-
lumny chromatograficznej, a wiec tak
jak zwiazki bardzo mate. Identycz-
nie zachowal si¢ na filtrach produkt
kwasowej hydrolizy [U-“C]ATP,
czyli adenina. To ta zasada nukleino-
wa okazala sie tak silnie adsorbowac
na filtrach z azotanu celulozy. Ten
klopotliwy dla mnie fakt zachodzit
wskutek zbiegu dwoch okolicznosci:
(i) zastosowania w mieszaninie reak-
cyjnej substratu majacego radioak-
tywna czes¢ adeninowa i (ii) istnienia
u roslin kilku enzymoéw, ktore kolej-
no degradowaty ATP, poprzez ADP,
AMP i adenozyne, do adeniny i ry-
bozy. Enzymami tymi byly: apyraza,
nukleotydaza, i hydrolaza adenozyny
(adenozynaza). To, ze nikt wczesniej
nie trafit na to zjawisko mozna wy-
tlumaczy¢ tym, iz ci ktérzy uzywali
do adsorbowania radioaktywnych
poliadenylanéw na filtrach z azotanu
celulozy nie pracowali na materiale
roslinnym, a takiego zestawu enzy-
moéw jak u roslin nie ma w materiale
zwierzecym; w nim adenozyna jest
bowiem dezaminowana do inozyny,
a ta degradowana fosforolitycznie
do zasady hipoksantyny i rybozo-
-1-fosforanu. A ewentualnie ci, ktérzy
pracowali z enzymami roslinnymi i
radioaktywnym adenylanem wiaczo-
nym do polimeréw wytracali te poli-
mery kwasem i strat zatrzymywali na
saczkach bibutowych. Poza adening
zaden inny ze zwiazkéw powstaja-
cych z ATP w przytoczonej sekwen-

cji reakcji nie wigzat sie na filtrach,
a z innych przetestowanych zasad
nukleinowych niezle adsorbowata
sie na filtrach takze cytozyna. Uply-
neto troche czasu nim to zaskakujace
odkrycie, ktére spowodowato zanie-
chanie badania roslinnej polimerazy
poliA przekuliSmy na co$ pozytyw-
nego. Zbadalismy z dr Schneiderem
obszerniej zjawisko adsorbowania sie
na filtrach z azotanu celulozy. Ustali-
lismy warunki jakie temu sprzyjaja i
zaproponowali, ze mozna w ten spo-
s6b oznaczaé¢ aktywnos$¢ adenozyna-
zy [1]. Publikacja na ten temat chcie-
lismy ostrzec innych badaczy przed
nieoczekiwanym sorbowaniem si¢ na
filtrach niektérych metabolitéw.

W pracowni dr Schneidera praco-
walem trzy lata i, w zaistnialej sytu-
acji, skierowatem swoje badania ku
adenozynazie, o ktérej nie byto wow-
czas wiele wiadomo. Oczyscitem ja
z lisci jeczmienia i scharakteryzowa-
tem. Praca doktorska, ktéra obroni-
fem 13 grudnia 1975 roku dotyczyta
tego enzymu oraz opisanego wyzej
zjawiska adsorbowania sie adeniny.
Promotorem pracy byt prof. Jerzy Pa-
welkiewicz. Do danych, ktére zawar-
tem w rozprawie doktorskiej dodali-
$my jeszcze z dr. Schneiderem sporo
danych na temat specyficznosci sub-
stratowej i parametréw kinetycznych
charakteryzujacych oczyszczona do
homogennosci jeczmienng hydrolaze
adenozyny [2].

Jesienig 1975 roku zostalem pra-
cownikiem AR i wszedtem w sklad
zespolu Profesora. Wigzalo sie to tez
za zmiang miejsca pracy; przeniostem
sie z pierwszego pietra ze strony pot-
nocnej budynku przy ul. Wolynskiej
35 do laboratorium w pomieszczeniu
nr 217 na drugim pietrze po stronie
potudniowej. Pomieszczenie to dzie-
litem przez wiekszos¢ czasu w latach
1976-1982 z dr Hieronimem Jakubow-
skim i paniag mgr Elzbiety Starzyriska.
Z sentymentem wspominam widok z
okna tego pomieszczenia i mozliwos¢
Sledzenia jak pusty niemal trawnik
miedzy naszym budynkiem a Colle-
gium Maximum i budynkami Tech-
nologii Drewna w ciggu ponad trzech
dekad przeksztalcal si¢ niemal w
park; zmieniajacy barwy w zaleznosci
od pér roku (Fot. 4).
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Fot. 4. Jesienne widoki z okna pomieszczenia 217
przy ul. Wolyniskiej 35.

Profesor Pawetkiewicz, uwzgled-
niajagc moje zaangazowanie w bada-
nie metabolizmu adenozyny u roslin,
zasugerowal, abym zajat sie hydrola-
za S-adenozylohomocysteiny (SAH-
-azg). Enzym ten katalizuje hydrolize
SAH do adenozyny i L-homocysteiny,
a jego rola biologiczna polega na usu-
waniu SAH-u, jednego z produktéw
biologicznej metylacji zaleznej od S-
-adenozylometioniny (SAM), a zara-
zem silnego inhibitora tej metylagji.
W zamysle Profesora byto takze, aby
wyizolowana SAH-aza mogta by¢ do-
dawana do mieszanin reakcyjnych,
ktore stuzyly dr Henryce Wierzbickiej
do monitorowania aktywnosci mety-
laz tRNA. (Mimo ze po paru miesia-
cach uzyskatem z nasion tubinu Z61te-
go homogenny preparat SAH-azy, do
wykorzystania jego w testach mety-
lazowych nigdy nie doszlo). Oczysz-
czajac SAH-aze wykorzystalem kilka
klasycznych metod. Fortunnie, z mie-
szaniny biatek, ktére po czterech kro-
kach oczyszczania ciggle towarzyszy-
ty SAH-azie, tylko ona przeptywala
przez kolumienke z hydroksyapatytu
zrownowazona buforem o niskiej sile
jonowej (10 mM buforem fosforano-
wo-potasowym o pH 6,8) [3]. (Prze-
gladajac ostatnio dane bibliometrycz-
ne przekonatem sie, Ze jest to najcze-
Sciej cytowana praca z listy artykutow
Profesora). Dzieki tej publikacji dr
Giulio Cantoni, ktéry kierowal Labo-
ratorium Biochemii Ogoélnej i Poréw-
nawczej w Narodowym Instytucie
Zdrowia Psychicznego w Bethesda w
Stanie Maryland przyjat mnie na staz
podoktorski. Dr Cantoni byt odkryw-
ca metylacji zaleznej od SAM oraz od-
krywca aktywnosci SAH-azy w mate-
riale zwierzecym.

W laboratorium Cantoniego zajmo-
walem sie poréwnaniem specyficzno-
Sci substratowej preparatéw SAH-az

z watroby wolowej i nasion tubinu
z6ltego. Badajac rézne analogi adeno-
zyny jako substraty i/lub inhibitory
tych enzymow trafitem na najbardziej
wowczas silny inhibitor, arysteromy-
cyne (K, = 10°M). Wyniki tych badan
zawarliSmy w pracy przyjetej do Bio-
chemistry [4]. W Stanach, przy okazji
oczyszczania lubinowej SAH-azy,
trafifem na aktywnos¢ hydrolazy me-
tyltioadenozynowej. Oczyscitem ja do
stanu jednorodnego, a kluczowym
krokiem bylo wymycie enzymu, kt6-
ry zwiazal sie na przygotowanym na
miejscu ztozu, SAH-agaroza, substra-
tem, czyli 5-metyltioadenozyna [5].
Kilka lat p6Zniej, korzystajac z propo-
zycji redaktoréw tomu Methods in En-
zymology poswieconego poliaminom,
napisaliémy dla tego wydawnictwa
rozdziat o roslinnej hydrolazie metyl-
tioadenozynowej [6].

Wiedza o metabolizmie adenozy-
ny u roélin byta w latach 70-tych XX
wieku, 1 wlasciwie ciagle jest, bardzo
skromna. Na czasie bylo wiec wow-
czas poznanie jeszcze innych enzy-
moéw katalizujacych przemiany tego
nukleozydu. Niejako rozpoznawcza
praca byto przesledzenie aktywnosci
enzyméw Kkatalizujacych reutylizacje
zasad purynowych w kietkujacych
siewkach tubinu zoéttego. Badania
na ten temat przeprowadzilem we
wspoélpracy z dr Jerzym Barankie-
wiczem z IBB PAN w Warszawie
[7]. Potem, w pracowni poznariskiej
udato mi sie oczysci¢ i scharakteryzo-
waé lubinowa kinaze adenozynowa
[8] i fosfotransferaze nukleozydows,
dla ktérej adenozyna moze by¢ jed-
nym z substratow [9]. Ponadto, we
wspolpracy z Profesorem Pawelkie-
wiczem wykazatem, ze o ile SAH-aza
jest obecna w liScieniach na kazdym
stadium rozwojowym nasion ubinu
zOltego i w rozwijajacej sie siewce
to hydrolaza adenozynowa nie jest
obecna w liscieniach dojrzewajacych
nasion a pojawia sie w nich dopiero w
2-3 dniu kietkowania [10].

We wrzesniu 1976 roku wrdcit z
USA, po odbyciu rocznego stazu po-
doktorskiego, dr Hieronim Jakubow-
ski. (Dalej, z racji bliskiej przyjazni,
piszac o nim bede uzywal zdrobnie-
nia Harek). Jak wspomniatem, przez
kilka lat dzielilem z nim w Katedrze
to samo pomieszczenie, p. 217. Od
owych lat, przez nastepne dekady, na-

sze kontakty naukowe zaowocowaly
wieloma publikacjami. Harek przede
wszystkim zajmowat si¢ syntetazami
aminoacylo-tRNA. Na preparatach
réznych syntetaz badal mechanizm
naprawiania pomytkowych reakcji,
katalizowanie ktérych ,wymuszal”
na tych enzymach. Ten nurt jego za-
interesowan owocuje do dzis; zwtasz-
cza gdy wziaé pod uwage wyjasnia-
nie przemian homocysteiny. Z inspi-
racji Harka, jeszcze zanim pojechalem
do laboratorium Cantoniego, wyko-
naliémy badania na kompleksie jaki
tworzyla tubinowa SAH-aza z ade-
nozyna. OpisaliSmy warunki w jakich
kompleks taki powstaje, jak go mozna
wytapywag, i podaliSmy wyznaczone
dlan parametry fizykochemiczne [11].
Po moim powrocie z rocznego stazu
w lutym 1980 roku, wykonaliémy z
Harkiem dodatkowe eksperymenty
opisujace zachowanie si¢ komplek-
sow adenozyny z SAH-aza. Wykaza-
lismy m.in., Ze zwigzana z enzymem
adenozyna podlega wolnemu prze-
ksztalceniu do adeniny i rybozy [12].
W 1987 roku napisalismy z Harkiem
rozdziat o tubinowej hydrolazie SAH
do Methods in Enzymology poswiecony
metabolizmowi siarki [13].

Jeszcze przed wyjazdem do USA,
w lipcu 1978 roku uczestniczytem w
XII Spotkaniu FEBS w DrezZnie. Pozna-
tem woéwczas przy plakacie dr Clausa
Wasternacka z Uniwersytetu w Halle.
Prezentowal w nim wyniki badania
przemian zasad i nukleozydéw piry-
midynowych w pierwotniaku Euglena
gracilis. Jako, Ze organizm ten, gdy jest
o$wietlony moze wyksztalca¢ chloro-
plasty i stajac sie fotoautotrofem na-
biera cech komérek roélinnych, a w
ciemnosci jest heterotrofem tak jak
organizmy zwierzece, zaplanowali-
$my sprawdzi¢ czy u eugleny adeno-
zyna jest rozkladana tak jak u roslin,
czyli do adeniny i rybozy, czy tak jak
u zwierzat, czyli ulega dezaminowa-
niu do inozyny? Ten zamiar zrealizo-
walismy dopiero po moim powrocie
z USA, wczesng wiosng 1981 roku.
Podczas dwutygodniowego pobytu
w Halle wykazatem, ze w ekstraktach
z komorek eugleny, i to niezaleznie
czy hodowanych heterotroficznie czy
fotoautotroficznie, wystepuje swoisty
zestaw enzymow, a adenozyna bedg-
ca glownym przedmiotem naszych
zainteresowan nie byla przez te eks-
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trakty w Zaden sposob przeksztalcana
[14].

15 grudnia 1981 roku, w trzecim
dniu stanu wojennego (sic!/), w In-
stytucie Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie odbylo si¢ moje kolo-
kwium habilitacyjne. (Pono¢ zakaz
posiedzen sptynat do IBB z centrali
PAN nastepnego dnia, w Srode). W
sklad rozprawy habilitacyjnej weszto
6 publikacji o enzymach zwigzanych
z przemianami adenozyny u roslin.

Przy okazji prac nad hydrolaza
metyltioadenozyny poznalem litera-
ture dotyczaca zidentyfikowania u
zwierzat i niektérych bakterii nowego
szlaku prowadzacego od metyltio-
adenozyny do metioniny. Na szlaku
tym reutylizacji podlega grupa metyl-
tiolowa i cztery wegle rybozy buduja-
cych metyltioadenozyne a po jej enzy-
matycznej hydrolizie metyltioryboze.
U wymienionych organizméw metyl-
tioadenozyna jest degradowana fosfo-
rolitycznie, co prowadzi do adeniny i
metyltiorybozo-1-fosforanu. I z tego
ostatniego zwigzku, po dekarboksy-
lacji i kilku przemianach, powstaje
metionina. Istniala tez praca informu-
jaca, ze takze u roslin odnajduje sie w
metioninie znakowane atomy wegla
i siarki pochodzace z metyltioadeno-
zyny. Wiedzac, ze liczne przemiany
malych czasteczek zachodza po ich
ufosforylowaniu oraz, ze po enzyma-
tycznej hydrolizie metyltioadenozyny
jaka katalizuje wspomniana hydrola-
za u roslin wéréd produktéw pojawia
sie metyltioryboza, podejrzewalem, iz
ro$liny powinny mie¢ kinaze, ktéra
katalizuje ufosforylowanie tego me-
tabolitu. Dysponujac przywiezionymi
ze Standéw preparatami metyltioade-
nozyny réznie wyznakowanymi ra-
dioaktywnym weglem, przeprowa-
dzilem w Poznaniu doswiadczenia,
w ktorych jednoznacznie wykazatem
istnienie spodziewanej kinazy metyl-
tiorybozy w ekstraktach z réznych
gatunkéw roslin. Enzym, kinaze me-
tyltiorybozy, z nasion tubinu zéttego
znacznie podczyscilem i scharaktery-
zowalem [15].

Udalo si¢ w Polsce przeprowadzic
jeszcze inne doSwiadczenia dotyczace
reutylizacji grupy metyltiolowej i ato-
mow wegla metyltioadenozyny. Sko-
rzystalem z doswiadczeni dr Andrzeja
Paszewskiego, ktéry w IBB PAN od

lat zajmowat sie przemianami siarki
u grzybéw. Dysponowal on réznymi
szczepami grzyba Aspergillus nidulans
z mutacjami na znanych dotad szla-
kach wiodacych do metioniny. Grzyb-
nia takich mutantéw mogta wzrastaé,
gdy do pozywki dodano metioniny,
ale jak wykazaliSmy, byta w stanie
takze rozwija¢ sie, gdy do pozywki
dodalismy metyltioadenozyne. Przy
okazji wykazaliémy, Zze u badanego
grzyba metyltioadenozyna jest degra-
dowana fosforolitycznie [16].

W latach 1981-82 zajatem sie innym
roS$linnym enzymem zwigzanym z
metabolizmem zasad i nukleozydéw
purynowych. Wykrytem w nasionach
tubinu zZéltego hydrolaze swoista
wobec inozyny [17]. W artykule tym
umiescitem tez uaktualniony schemat
przemian zasad, nukleozydéw i nu-
kleotydoéw purynowych u roslin.

Harek w tych samych latach badat
roslinne syntetazy aminoacylo-tRNA.
Wykazal, ze tubinowa syntetaza spe-
cyficzna wobec fenyloalaniny, w
pewnych okoliczno$ciach produkuje,
tak jak syntetazy o tej specyficzno-
§ci wyizolowane w innych labora-
toriach z bakterii czy drozdzy, takie
nietypowe dinukleotydy jak diade-
nozynotrifosforan (ApppA) czy dia-
denozynotetrafosforan  (AppppA).
Zadalem woéwczas pytanie: czy sa
w komoérkach enzymy katalizujace
przeksztalcanie tych zwigzkéw? Dys-
ponowaliémy handlowymi prepa-
ratami obu dinukleotydéw i szybko
przekonaliSmy sie, ze w preparatach
z nasion tubinu zoéttego jest enzym,
ktéry w obecnosci jonéw magne-
zowych (Mg?") katalizuje hydrolize
AppppA do ATP (pppA) i AMP (pA).
Stosujac klasyczne metody oczysz-
czania biatek, w tym elektroforeze na
zelu poliakrylamidowym w warun-
kach niedenaturujacych, otrzymali-
$§my homogenny preparat hydrolazy
AppppA. Enzym ten katalizowat tez
hydrolize wyzszych homologéw, czy-
li ApppppA i AppppppA, a jednym
z produktoéw tych reakcji byt zawsze
PPPA. ApppA nie byl substratem tej
hydrolazy. Wkrétce wykazalismy,
ze za hydrolize ApppA odpowiada
inne biatko. Przy jego oczyszczaniu
trafiliSmy na aktywno$¢ enzymu,
ktory katalizowat hydrolize ApppA i
AppppA. Badajac jego specyficznosé
substratowa przekonaliémy sie, ze

jest to fosfodiesteraza typu I. Dla tej
hydrolazy substratami sa zwiazki, z
ktérych w wyniku reakcji uwalnia sie
5'-NMP, a wiec takze NAD, FAD czy
polinukleotydy. Te fosfodiesteraze
réwniez udalo sie oczysci¢ do stanu
elektroforetycznej jednorodnosci. Hy-
drolaze ApppA uda sie do tego stanu
oczyscic¢ kilkanascie lat p6Zniej; patrz
nizej. Artykul o trzech enzymach de-
gradujacych dinukleozydopolifosfo-
rany opublikowaliémy w 1983 roku
[18]. W 1984 roku artykul zostal wy-
rézniony przez Polskie Towarzystwo
Biochemiczne nagroda Karola Parna-
sa. Ta praca rozpoczela okres moich
badan réznych aspektéw biochemii
nietypowych (di)nukleotydéw, kto-
ry wlasciwie trwa do dzis. W ciggu
dwoch dekad doswiadczenia na tym
polu prowadzitem, poza Polska, w
NRF, Francji, NRD, Wielkiej Bryta-
nii, Hiszpanii, Danii, USA i Australii.
Korzystalem przy tym ze zwiazkow,
analogéw dinukleozydopolifosfora-
néw, wytworzonych przez chemikéw
z Instytutu Biologii Molekularnej w
Moskwie, Uniwersytetu w Sheffield,
Centrum Badan Molekularnych i Ma-
kromolekularnych PAN w btodzi i
Katedry Biofizyki Uniwersytetu War-
szawskiego.

Dzieki nawiazaniu przez Harka
wiosng 1982 roku kontaktu z prof.
Eggehardem Hollerem, ktéry badat
rézne syntetazy aminoacylo-tRNA
pod katem zdolnosci do syntetyzo-
wania dinukleozydopolifosforanéw,
od listopada 1982 do lutego 1983 roku
przebywalem w jego pracowni na
Uniwersytecie w Regensburgu. Stato
sie to mozliwe dzieki krétkotermi-
nowemu stypendium Europejskiej
Organizacji Biologii Molekularnej
(EMBO). Aplikujac o nie podatem, ze
chce sprawdzi¢ czy w bakteriach jest
enzym degradujacy AppppA. Méj po-
byt w pracowni prof. Hollera okazat
sie bardzo pomyslny, gdyz znalaztem
w ekstraktach z komorek Escherichia
coli enzym, ktéry, w przeciwienstwie
do asymetrycznie dzialajacej hydro-
lazy znalezionej w lubinie, katalizu-
je symetryczna hydrolize AppppA,
wiodacg do dwoch czasteczek ADP
(ppA). Wykrycie tej reakgji stalo sie
mozliwe, gdy w mieszaninie reak-
cyjnej zastosowalem jon kobaltowy
(Co*) [19].
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Pamietajac o tym, Ze adenozyna jest
przeksztalcana w rézny sposob przez
organizmy nalezace do réznych grup
systematycznych i widzac, ze Appp-
PA jest inaczej hydrolizowany u wyz-
szych eukariota (roslin i zwierzat) niz
u bakterii, postanowilem sprawdzic,
jak zwiazek ten przeksztalcany jest u
drozdzy. Badania na ten temat pro-
wadzitem w laboratorium kierowa-
nym przez dr Sylvaina Blanqueta w
Ecole Polytechnique w podparyskim
Palaiseau. Takze ta placéwka od lat
badata syntetazy aminoacylo-tRNA
i warunki w jakich niektére z nich
tworza dinukleozydopolifosforany.
Mitym zaskoczeniem bylo, ze w eks-
traktach z drozdzy Saccharomyces cere-
visige jest enzym, ktory katalizuje nie
hydrolize lecz fosforolize AppppA, w
wyniku czego produktami reakcji sa
ATP (pppA) i ADP (ppA). Stosujac ra-
dioaktywny ortofosforan wykazatem,
ze grupa fosforanowa pojawia sie wy-
facznie w pozycji p w ADP. W ciagu
2 miesiecy od wykrycia tej nowej re-
akcji oczyscitem katalizujace jg biatko.
Przeprowadzilem badania charak-
teryzujace katalizowane reakcje, w
tym zdolnos¢ do przeprowadzania
wymiany miedzy ortofosforanem ze
srodowiska, a fosforanem w pozycji {3
u réznych ppN [20,21].

Po pottorarocznym pobycie we
Francji, w kwietniu 1985 roku wrdéci-
tem do Polski. Chciatem kontynuowac
w swej poznanskiej pracowni badania
enzymoéw zwigzanych z przemianami
nietypowych nukleotydéw. Fortun-
nie, podczas podrézy z Poznania do
Warszawy, bodaj latem 1985 roku,
spotkalem w pociagu profesora Ma-
cieja Wiewidérowskiego. Interesowat
sie tym co robilem i co chciatbym
robi¢. Powiedzial, ze w Lodzi prof.
Wojciech Stec tworzy zespodt skilada-
jacy sie z chemikéw i biochemikéw,
ktérzy w ramach Centralnych Planéw
Badawczo-Rozwojowych  sponsoro-
wanych przez PAN majg zajmowac
sie réznymi biologicznie waznymi
zwiazkami fosforu. Moje zaintere-
sowania spotkaty sie z przychylno-
Scig profesora Steca i dolaczylem do
wspomnianego zespotu. Dzieki temu
przez nastepne 5 lat dysponowatem
pewna kwotg pieniedzy na badania w
kraju i wyjazdy za granice, aby badacé
rézne aspekty biochemii nietypowych
dinukleotydéw. Wyniki tych badan

ukazaly sie w oémiu publikacjach i
staly sie atutem przy staraniu sie o
granty przyznawane przez Komitet
Badani Naukowych, ktéry powstat w
Polsce po przemianie ustrojowej.

Prace o enzymach katalizujacych
degradacje AppppA sklonily chemi-
kow z Instytutu Biologii Molekularnej
Akademii Nauk ZSRR do wytworze-
nia ré6znych metylenowych analogéw
tego dinukleotydu i zaproponowania
nam wspotpracy. Po powrocie z Fran-
¢ji podjatem sie przetestowania owych
zwigzkéw jako potencjalnych sub-
stratow i jako inhibitoréw z czterema
enzymami katalizujacymi degradacje
AppppA: tubinowa asymetrycznie
dziatajaca hydrolaza AppppA, tubi-
nowa fosfodiesteraza, symetrycznie
dziatajaca hydrolaza AppppA z E.
coli i fosforylaza AppppA z drozdzy.
Cztery bardzo czyste analogi przeka-
zal mi ,okazja” dr Aleksander Biriu-
kov. Wyniki tych testow ukazaly sie
w 1987 roku [22].

Wiosng 1986 roku przyjechat do
mego laboratorium dr Claus Wa-
sternack z Uniwersytetu w Halle.
Podtrzymujac moje zainteresowania
biochemig poréwnawcza postanowi-
lismy sprawdzi¢ jak ApppA i Appp-
PA sa degradowane przez ekstrakty
z przywiezionych przez niego ko-
morek Euglena gracilis. Okazalo sie,
Ze u tego pierwotniaka jest, tak jak u
drozdzy degradacja fosforolityczna.
O ile jednak enzym drozdzowy nie
degraduje ApppA, enzym eugleny
degraduje oba dinukleotydy. Fosfo-
ran ze srodowiska pojawia sie zawsze
w ADP [23]. (Pierwszy raz wspolau-
torka publikacji zostala pani Elzbie-
ta Starzynska, ktéra pomagata mi w
pracach eksperymentalnych do 2005
roku). W nastepnym roku i w tym
samym czasopismie opublikowatem
z doktorem Wasternackiem kolejny
artykut, w ktérym zawarlismy wyniki
moich badan przeprowadzonych w
jego laboratorium na temat lokalizacji
fosforylazy ApppA/AppppA w sub-
frakcjach komoérkowych eugleny [24].

We wrzeéniu 1986 roku prof. Stec
zorganizowal w todzi drugg kon-
ferencje na temat chemii fosforu
ukierunkowanej na biologie. Zapre-
zentowalem woéwczas w formie pla-
katu wyniki wspomnianych wyzej
doswiadczen dotyczacych oddzia-

tywania réznych enzymoéw z mety-
lenowymi analogami AppppA. Na
konferencji byt prof. Michael Black-
burn, chemik z Uniwersytetu w Shef-
field. Przyznal, ze we wspolpracy z
biochemikiem z Liverpoolu, dr Alek-
sandrem McLennanem, prowadzi
badania podobne do zaprezentowa-
nych przeze mnie. Analogi AppppA
syntetyzowane w jego laboratorium
dr McLennan testuje na enzymie, hy-
drolazie AppppA z krewetki Artemia
salina. Nawigzana wowczas z profe-
sorem Blackburnem wspoéipraca mia-
fa trwac przez niemal dwie dekady i
zaowocowala dwunastoma wspélny-
mi publikacjami. Pierwsza byl arty-
kul opisujacy oddzialywanie analo-
gow AppppA zsyntetyzowanych w
Sheffield z posiadanymi przeze mnie
enzymami degradujacymi AppppA
[25]. Potem, od wiosny 1989 roku,
wielokrotnie jezdzilem do Sheffield,
aby prowadzi¢ badania zaréwno na
hydrolazie AppppA jak i enzymach
zwigzanych z degradacja innych nie-
typowych (di)nukleotydéw; ApppA
i adenozyno 5'-tetrafosforanu (ppp-
pA). Najbardziej cenie sobie artykut o
regiospecyficznosci hydrolitycznych
degradacji ApppA, AppppA i niekto-
rych analogéw, katalizowanych przez
trzy rézne enzymy [26].

W miedzyczasie, na poczatku 1987
roku bylem ponownie w Regensbur-
gu na krétkoterminowym stypen-
dium EMBO. Tym razem, w pracow-
ni prof. Hollera badalem tworzenie
AppppA z adenylosiarczanu i ATP,
katalizowane przez drozdzowa fosfo-

rylaze AppppA [27].

W Sheffield oczyscilem tez do sta-
nu jednorodnego hydrolaze AppppA
z nasion tubinu waskolistnego (Lupi-
nus angustifolius). Nasiona przestane
zostaly do Sheffield przez prof. Ken-
wyna Gaylera z Uniwersytetu w Mel-
bourne, ktéry zajmowat sie biatkami
tubinowymi. Zostal on zachecony
przez prof. Blackburna do zajecia sie
hydrolaza AppppA z tubinu. Wyko-
nane w Sheffield czesciowe sekwen-
cjonowanie oczyszczonej hydrolazy
AppppA ulatwilo pracownicy prof.
Gaylera, naszej rodaczce Danucie
Maksel dotarcie do genu, a nastepnie
wytworzenie zrekombinowanych bia-
tek hydrolazy. Byty wsréd nich biatka
zmutowane w rejonie podejrzewa-
nym o udzial w katalizie. Zostalem
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wlaczony w ten nurt badan i podczas
dwoéch krétkich pobytéw w pracow-
ni prof. Kenwyna Gaylera, w latach
1998-99 i1 1999-2000, jako stypendysta
Uniwersytetu w Melbourne, wykona-
tem réznorodne pomiary kinetyczne
na wytworzonych biatkach. Na pod-
stawie tych badann Danuta Maksel
zostata doktorem. Wyniki naszych
doswiadczenn ukazaly sie w dwoéch
artykutach opublikowanych w latach
1998 i 2001 [28,29].

W 1989 roku zauwazytem, ze jon
fluorkowy jest silnym i bardzo swo-
istym inhibitorem asymetrycznie
dziatajacych hydrolaz AppppA. W
mikromolarnych stezeniach hamuje
on tylko te hydrolazy; niezaleznie od
tego z ktérego organizmu enzymy po-
chodza. Krétki, ale czesto potem cyto-
wany komunikat na ten temat ukazat
sie w 1990 roku [30].

Pod koniec lat 1980, wraz z moja
pierwsza doktorantka Dorotg Lazew-
ska badaliémy jak rézne enzymy de-
gradujace AppppA traktuja chiralne
na fosforze, a tiofosforanowe analo-
gi tego substratu. Sami wytworzyli-
smy te analogi angazujac syntetaze
lizylo-tRNA, ktéra nalezy do ligaz
najsprawniej katalizujacych synteze
diadenozynopolifosforanéw. Pomoca
przy identyfikacji produktéw degra-
dacji owych analogéw stuzyli pani
Lazewskiej wowczas doktorzy Piotr
Guga i Andrzej Okruszek z Centrum
Badann Molekularnych i Makromo-
lekularnych PAN w Lodzi. Wazna
informacja uzyskana w toku tych
badan bylo, ze drozdzowa fosforyla-
za AppppA rozklada (S )AppppAaS
z taka sama szybkoscia z obu jego
stron, a fakt, ze w powstalym ppAaS
zachowana jest konfiguracja (S)
wskazuje, ze fosforoliza substratu
zachodzi poprzez produkt posredni,
w ktérym enzym wigze w centrum
aktywnym adenozyno 5'-tiofosforan
[31]. Te wyniki i opracowanie oczysz-
czania hydrolazy AppppA z tozyska
ludzkiego oraz charakterystyka tego
enzymu weszly w sklad pracy doktor-
skiej pani Doroty tazewskiej. Obrona
pracy odbyta sie w 1993 roku. W tym
samym roku w Protein Expression and
Purification zostaly opublikowane
wyniki badania ludzkiej hydrolazy

AppppA [32].

Osobny rozdziat w historii moich
badari zajmuje wspoétpraca z Hiszpa-
nami, Antonim Sillero i jego zona Ma-
rig-Antonig Gtinther Sillero. Pierwszy
pobyt w ich laboratorium na Wy-
dziale Medycznym Autonomicznego
Uniwersytetu w Madrycie trwat od
pazdziernika 1989 do korica stycznia
1990. Interesowalo nas czy, procz nie-
ktorych syntetaz aminoacylo-tRNA,
inne ligazy aktywujace z udzialem
ATP kwasy organiczne moga produ-
kowaé AppppA i/lub ApppA. Oka-
zalo sie, ze tak. Szczegdlnie aktywnie
synteze AppppA (ale nie ApppA)
katalizowata lucyferaza ze Swietlika
Photinus pyralis [33,34].

Z owego pobytu w Madrycie przy-
wiozlem ciekawa obserwacje, ze en-
zym apyraza, obecny w ekstraktach
z liscieni siewek lubinu Zéltego, wy-
trzymuje traktowanie 1 M roztworem
kwasu nadchlorowego. Traktowanie
ekstraktow tym kwasem wchodzi w
zakres jednej z metod usuwania ma-
kroczasteczek gdy celem jest badanie
matych czasteczek. W naszym przy-
padku chodzilo o ewentualne ozna-
czenia w tych roslinnych ekstraktach
stezen (di)nukleotydéw. Szczegdtowe
zbadanie tej nieoczekiwanej wtasci-
wosci apyrazy przeprowadzilem w
Poznaniu [35].

Innego nieoczekiwanego odkrycia
dokonaliSmy z panig Elzbieta Sta-
rzyriska w 1993 roku. Inspiracja do
przeprowadzenia kolejnych badan
o charakterze biochemii poréwnaw-
czej bylo prezentowane na Zjezdzie
Polskiego Towarzystwa Biochemicz-
nego w bLodzi doniesienie zespotu
prof. Moniki Jezewskiej z IBB PAN o
nietypowym dla zwierzat, bo fosforo-
litycznym, degradowaniu adenozy-
ny do adeniny i rybozo-1-fosforanu
przez ekstrakt ze slimaka winniczka.
Wiedzac juz jak AppppA moze by¢
przeksztalcany w réznych grupach
systematycznych sprawdziliémy, czy
ijak jest ten dinukleotyd degradowa-
ny przez ekstrakty z narzadéw Slima-
ka. Okazalo sig, ze zachodzaca bardzo
szybko przemiana nie zachodzi w
taricuchu oligofosforanowym, ale po-
lega na kolejnym deaminowaniu reszt
adeninowych, co prowadzi do po-
wstania z diadenozynotetrafosforanu
diinozyno-tetrafosforanu  (Ippppl).
W szczegélowych badaniach wyka-

zaliémy, ze malo swoista deaminaza
wystepujaca u winniczka moze kata-
lizowa¢ deaminacje AMP i réznych
jego pochodnych, w tym diadenozy-
nooligofosforany, NAD, FAD, ADP
czy ATP [36].

Zapoznajac sie z literatura doty-
czaca nietypowych nukleotydéw
trafifem na artykuly o adenozyno-
5'-tetrafosforanie (ppppA). Dono-
szono w nich o tym, ze ten homolog
ATP wystepuje w preparatach ATP,
ze jest silnym inhibitorem hydrolaz
AppppA i, ze u zwierzat jest swoisty
enzym, ktéry katalizuje hydrolizowa-
nie ppppA do ortofosforanu i pppA.
Okazalo sie, ze taki enzym wystepuje
rowniez w ekstraktach z nasion tubi-
nu zo6ttego. We wspotpracy z Brytyj-
czykami z Uniwersytetu w Sheffield,
oczysciliSmy ten enzym i scharaktery-
zowali [37].

Od pazdziernika 1995 roku do kon-
ca sierpnia 1996 roku przebywalem
jako stypendysta Fulbrighta na Uni-
wersytecie Teksariskim w San Anto-
nio. (Z wdziecznoscia zaznacze tu, ze
moje starania o to stypendium poparli
listami rekomendacyjnymi profesoro-
wie Dawid Shugar i Andrzej Legocki).
W laboratorium prof. Larryego Barne-
sa zajmowalem sie gléwnie biatkiem
Fhit z komorek czlowieka. Biatko to
jest kodowane przez gen, ktéry ulega
czesto mutacjom wywolujacym poja-
wianie sie w réznych rejonach prze-
wodu pokarmowego guzéw nowo-
tworowych. Cecha charakterystyczng
bialka Fhit jest sekwencja triady hi-
stydynowej. Bialka natywne i zmu-
towane w réznych pozycjach owej
triady nadestali badacze z Filadelfii,
z laboratorium kierowanym przez
pania prof. Kay Huebner. Zauwazyli
oni, ze z racji sekwencji aminokwa-
sowej Fhit najbardziej przypomina
jedna z hydrolaz AppppA wykryta w
pracowni prof. Barnesa w drozdzach
Schisosaccharomyces pombe i opisang
kilka miesiecy wczeéniej. Badaczy in-
teresowalo czy natywne bialko Fhit
katalizuje hydrolize AppppA. Tuz po
Nowym Roku 1996, tego samego dnia
w ktérym biatko Fhit nadeszto, wyka-
zatem, Ze najsprawniej katalizuje ono
hydrolize ApppA. Mutacje w triadzie
histydynowej uposledzaty lub catko-
wicie uniemozliwialy katalize. Jako,
ze biatko Fhit podejrzewane byto o
bycie supresorem nowotworzenia,
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praca jaka wystaliSmy do Biochemistry
bylana tyle ,goraca”, ze ukazata sie w
trybie przyspieszonym [38]. Sposréd
moich prac jest to najczesciej cytowa-
na publikacja.

Réwnoczesdnie, podczas pobytu w
San Antonio, wykazalem u drozdzy
S. cerevisize aktywnos¢ hydrolazy
PPPPA. Procz ppppA, substratami tej
hydrolazy byly tetrafosforan i trifos-
foran, ale juz nie pirofosforan. Fortun-
nym zrzadzeniem losu, szukajac lite-
ratury o ppppA, trafilem na artykuty
o polifosfatazach, ktére Kkatalizuja
degradacje dlugich taricuchéw poli-
fosforanowych. Jedna z nich, egzopo-
lifosfataza scPPX1, preferuje jako sub-
straty polifosforany, ale shydrolizuje
takze tetra- i trifosforan, lecz nie ATP.
Zatelefonowalem do prof. Artura
Kornberga, w ktérego pracowni zaj-
mujacej sie biochemig polifosforanéw,
oczyszczono te polifosfataze. Poinfor-
mowalem o tym czym sie zajmuje i,
ze chciatlbym poréwnaé aktywnosci
obu enzymoéw. Od jednego ze wspol-
pracownikéw profesora, dr Shenjiang
Liu, otrzymalem do przetestowania
preparat rekombinowanej egzopoli-
fiosfatazy. Okazalo sig, Ze enzym ten
katalizuje usuniecie skrajnej reszty
fosforanowej z ppppA i pod wzgle-
dem wtasciwosci molekularnych i ki-
netycznych jest tozsamy z oczyszczo-
nym przeze mnie do homogennosci
drozdZowym enzymem o aktywno-
sci hydrolazy ppppA. Uzupelniajace
doswiadczenia przeprowadzilem juz
w Poznaniu i napisatem publikacje o
przebadanym enzymie [39].

Jeszcze przed wyjazdem do San
Antonio, przy duzym zaangazowa-
niu pani ElZzbiety Starzynskiej, udato
sie oczysci¢ do stanu jednorodnosci
biatko tubinowej hydrolazy ApppA.
Z wykrytych na poczatku lat 1980.
w ekstraktach z nasion fubinu trzech
enzyméw zwigzanych z metaboli-
zmem diadenozynooligofosforanéw
tej hydrolazy nie udato sie nam wcze-
$niej doczysci¢é do homogennosci.
Kluczowym etapem w pomyslnej
procedurze byta chromatografia po-
winowactwa na jednej z agaroz pro-
dukcji ,Sigmy” z unieruchomionym
adenylanem. Wykorzystalismy przy
tym kilka przestanek. Otéz w omo-
wionych wyzej pracach nad regiospe-
cyficznoscia hydrolizowania ApppA
i/lub AppppA wykazaliémy, ze hy-

drolaza ApppA zawsze uwalniata z
substratu adenylan (AMP, pA) i to ten
produkt reakcji zawierat ciezki izotop
tlenu, **O, pochodzacy z wody H,"*O.
To, i niska wartoé¢ K_ dla ApppA
(rzedu 10° M), sugerowatlo, ze enzym
wigze z duza specyficznoscig substrat
od strony pA. Sposréd kilku, réznie
podstawionych Zeli agarozo-AMP tyl-
ko na jednym dato sie enzym skutecz-
nie oczysci¢. Dysponujac homogenna
hydrolaza ApppA scharakteryzo-
waliSmy szczegoélowiej jej specyficz-
nos¢ substratowa. SkupiliSmy sie na
analogach tzw. cap-u wystepujacego
na 5 koncu mRNA. Zwiazki te wy-
tworzone zostaly przez chemikéw z
zespolu dr Edwarda Darzynkiewicza
w Katedrze Biofizyki Uniwersytetu
Warszawskiego. Niektore z tych ana-
logéw byly sprawniej hydrolizowane
niz czasteczka ApppA, co sugeruje,
ze hydrolaza ApppA moze usuwac
pozostatosci po mRNA. Praca opisu-
jaca oczyszczanie hydrolazy ApppA i
wyniki hydrolizowania przez nig r6z-
nych substratéw ukazata sie¢ w 1996
roku w Protein Expression and Purifica-
tion [40]. Jak wykaza dalsze badania,
tubinowa hydrolaza ApppA jest bial-
kiem Fhit, a ono zdolne jest do kata-
lizowania wielu innych przemian; o
czym nizej.

Przez dwie dekady, poczawszy
od wczesnych lat 1990., testowatem
rézne analogi nukleotydéw jako po-
tencjalne substraty i/lub inhibitory
enzyméw degradujacych ApppA i/
lub AppppA czy ppppA. Wspétpra-
cowalem przy tym z pracowniami
Michaela Blackburna w Sheffield, UK;
Justa Justesena w Arhus, Dania; Anto-
nia Sillero w Madrycie oraz z chemi-
kami: Janing Baraniak z zespotu prof.
Wojciecha Steca z Lodzi oraz Elzbieta
Bojarskg, Januszem Stepinskim, Joan-
na Kowalska i Jackiem Jemielitym z
zespolu dr Edwarda Darzynkiwicza
z Warszawy [40-42]. W jednej z prac
dotyczacej analogéw brata tez udzial
Mariola Galbas [43], a w innej Malgo-
rzata Pietrowska-Borek; obie z AR w
Poznaniu [42].

Od 1987 roku wiadomo bylo, ze w
organizmach, zwlaszcza pod wply-
wem stresu, gromadza sie r6zne dinu-
kleozydo- tri- i tetrafosforany; w tym
wylacznie pirymidynowe, takie jak
CppppC czy UppppU. Nie wiadomo
bylojednakjakie enzymy mogtyby ka-

talizowac pojawianie sie takich zwigz-
koéw. Korzystajac z handlowo dostep-
nego preparatu urydylylotransferazy
UTP-glukozo-1-fosforan wykazatem,
ze enzym ten moze katalizowac prze-
niesienie reszty urydylylowej z UPD-
-glukozy na tri- lub tetrapolifosforan
oraz na UTP czy rézne ppppN, dzie-
ki czemu moga powstawaé ppppU,

pppppU oraz rézne UppppN, np.

ApppppU, UppppU i GpppppU. W
pracy na ten temat [44] po raz pierw-

szy pokazalisémy, ze transferaza zwig-
zana z metabolizmem nukleotydéw
pirymidynowych moze odpowiadac
za pojawiania sie w komorkach di-
nukleozydopolifosforanéw zawiera-
jacych w swej strukturze wylacznie
nukleozydy pirymidynowe.

W dekadzie 2001-2010 powstaly
dwie prace, za powstanie ktérych
wdzieczny jestem prof. Clausowi
Wasternackowi z Halle. Obie miaty
na celu pokazanie czy niektére ligazy
sa zdolne do katalizowania syntezy
nietypowych mon- i/lub dinukleoty-
déw. Pierwsza powstala po zachece-
niu mnie przez Clausa do wspoétpracy
z dr Erikiem Kombrinkiem, ktéry w
Instytucie Maxa Plancka pod Kolo-
nig badat metabolizm kwaséw cyna-
monowych u roélin. Uzyskalismy od
niego zrekombinowang ligaze kuma-
rylo-koenzymu A. W ramach swej
pracy doktorskiej, pani Malgorzata
Pietrowska-Borek scharakteryzo-
wala warunki w ktérych enzym ten
moze syntetyzowaé AppppA, ppppA
i pppppA [45]. Druga praca, juz ze
wspolautorstwem Clausa Wasternac-
ka, powstata na temat specyficznosci
substratowej i produktéw ubocznych
reakcji katalizowanych przez synte-
taze jasmonian-aminokwas. Wsréd
owych produktéw byl ppppA. Eks-
perymenty zwigzane z ta pracg prze-
prowadzilem podczas miesiecznego
pobytu w Instytucie Biochemii Roslin
w Halle latem 2006 roku [46].

W listopadzie 1998 roku prace ba-
dawcza w moim laboratorium podjal
pan Maciej Szuwart, stuchacz Zaocz-
nego Studium Doktoranckiego przy
Wydziale Rolniczym AR w Pozna-
niu. Zaproponowalem mu powr6t do
moich zainteresowan metabolizmem
nukleozydéw purynowych u roslin.
Po negatywnych wynikach uzyska-
nych w trakcie ralizacji dwéch innych
tematéw postanowiliSmy sprawdzié
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czy w ekstraktach z nasion tubinu
z06ltego jest aktywnosé hydrolazy gu-
anozynowej. Okazalo sie, Ze jest taka
aktywnos¢. Pan Szuwart oczyscit do
stanu jednorodnego biatko hydrola-
zy, ktéra précz guanozyny z poréw-
nywalng sprawnoscia degraduje hy-
drolitycznie takze inozyne. Do tego
zauwazyliSmy, ze aktywnosc¢ ta jest
stymulowana jonami wapnia Ca®.
Wyniki te staly sie podstawa pracy
doktorskiej obronionej w 2006 roku,
a publikacja poswiecona hydrolazie
gaunozynowo-inozynowej  ukazala
sie w tym samym roku w Phytochemi-
stry [47].

W pierwszej dekadzie XXI. wieku
ponownie wspotpracowalem z Har-
kiem. W élad za jego pracami nad tio-
laktonem homocysteiny i odkryciem
w surowicy krwi czlowieka enzymu,
ktory rozklada ten zwigzek do ho-
mocysteiny, sprawdzilem najpierw
czy tak dzialajacy enzym wystepuje
u rodlin, a potem czy jest w komor-
kach zwierzat (czlowieka) i drozdzy.
Pracujagc w Poznaniu wykrytem hy-
drolaze tiolaktonu homocysteiny w
ekstraktach z nasion lubinu zéttego
i znacznie podczyscilem ten enzym.
Podczas dwumiesiecznego pobytu
w pracowni Harka na Uniwersytecie
Medycznym i Dentystycznym w Ne-
wark, w stanie New Jersey w USA,
wykazaliSmy, ze roslinna syntetaza
metionylo-tRNAjest, tak jak metio-
ninowe syntetazy z innych organi-
zmoéw, zdolna jest do wytworzenia
tiolaktonu homocysteiny oraz, ze w
pewnych okolicznosciach (przy wy-
muszonej antybiotykiem aminop-
teryng blokadzie szlaku remetylacji
homocysteiny do metioniny) zwigzek
ten nagromadza sie w tkankach ro-
slinnych [48].

Nieco pdzniej wykrylem aktyw-
no$¢ hydrolazy tiolaktonu homo-
cysteiny w esktraktach z fozyska
ludzkiego i z drozdzy. Enzym z
tozyska doczyscit do stanu jedno-
rodnego kolejny moéj doktorant, Ja-
rostaw Zimny, a z ekstraktéw droz-
dzowych, Marta Sikora, doktorantka
Harka. Analiza jednorodnych bialek
po poddaniu ich spektrometrii mas
wykazala, ze aktywnos$¢ kazdej z
hydrolaz tiolaktonu homocysteiny
jest nieodlaczng wilasciwoscia biatka
znanego dotad jako hydrolaza
bleomycyny. Jarostaw Zimny w

pracowni Harka w Newark przepro-
wadzat uzupelniajace doswiadczenia,
badajac rézne drozdzowe mutanty i
charakteryzujac omawiany enzym.
Na tej podstawie obronit w 2006 roku
prace doktorska. Harek byt kopro-
motorem tej pracy. Wyniki zebrane
przez oboje doktorantéw znalazly sie
w obszernej publikacji, ktéra ukazata
sie w 2006 roku [49]. Rozprawa pana
Zimnego zostala nagrodzona przez
premiera Donalda Tuska, a wreczenie
stosownego dyplomu odbylo sie w
Warszawie w Urzedzie Rady Mini-
strow w lutym 2007 roku.

Ostatnie osiem lat to okres, w
ktérym moje prace doswiadczalne
skupialy sie przede wszystkim na
biatkach z rodziny HIT, czyli posia-
dajacych aminokwasowa sekwengcje
triady histydynowej. Przestanka do
zajecia sie tymi biatkami byly prace
amerykarniskich badaczy kierowanych
przez prof. Perry Fraya nad mechani-
zmem reakcji katalizowanych przez
hydrolaze ApppA, a wiec biatko Fhit.
Wykazali oni, ze podczas katalizowa-
nej reakcji tworzy sie w centrum ak-
tywnym enzymu kompleks posred-
ni enzymu z reszta adenylanowsq, a
zaangazowana jest przy tym reszta
histydynowa. Jeden z jej atoméw azo-
tu tworzy w tym przejsciowym kom-
pleksie wigzanie amidofosforanowe
(N-P), ktére jest nastepnie rozbijane
przez czasteczke wody. Idac tym tro-
pem wykazalem, ze niewielki nukle-
otyd, fosforamid adenozyny (NH,
-pA) jest bardzo dobrym substratem
biatek Fhit; niezaleznie od ich biolo-
gicznego pochodzenia. Innymi dobry-
mi substratami, z ktérych biatka Fhit
katalizowaty uwalnianie adenylanu
(AMP) byty: inny naturalny metabo-
lit adenylylosiarczan (SO,-pA) oraz
syntetyczna pochodna adenylanu,
adenylylofluorek (F-pA) [50]. Konty-
nuujac te tematyke, zainteresowali-
smy sie specyficznodcia substratowa
wykazywana przez inne biatka z ro-
dziny HIT. Jednym z wnioskéw ja-
kie wysnuliSmy po doswiadczeniach
przeprowadzonych na kilku takich
biatkach jest, ze aktywnos¢ fosforami-
dazy nukleozydowej wykazuja poza
biatkami Fhit inne biatka HIT [51].
Rézne rekombinowane biatka z ro-
dziny HIT wytworzyt dla potrzeb tej i
kolejnych prac dr Pawel Bieganowski
z Centrum Medycyny Doswiadczal-
nej i Klinicznej PAN w Warszawie.

U rodliny, tubinu zéltego, poza
hydrolaza ApppA, aktywnos¢ fosfo-
ramidazy nukleozydowej wykazalo
inne biatko. OczysciliSmy je do stanu
homogennoéci i scharakteryzowa-
li. Nie katalizowalo ono hydrolizy
ApppA [52]. Opracowana procedura
oczyszczenia tego enzymu okazala sie
bardzo prosta. Wykorzystalismy w
niej frakcjonowane wytracanie bial-
ka acetonem, duza termostabilnosé
enzymu i chromatografie powino-
wactwa na jednej z AMP-agaroz, z
ktérej zaadsorbowany enzym daje sie
wymywac substratem, czyli NH -pA.
Analiza biatka po zastosowaniu spek-
trometrii mas wykazata, ze to tubino-
we biatko jest najbardziej podobne do
biatka Hintl z A. thaliana. Dwa lata
pozniej opublikowalismy artykul o
oczyszczeniu do stanu homogennosci
i scharakteryzowaniu biatka Hint2 z
watroby owcy, ktore jest biatkiem mi-
tochondrialnym [53]. Doswiadczenia
dotyczace Hint2 prowadzilismy juz w
Biocentrum, do ktérego przeniostem
sie definitywnie w maju 2012 roku. Z
pomieszczenia 2.09 zajmowanego w
segmencie A mam widok na dziatki,
budynki hoteli i szpitali (Fot. 5). Pew-
ne biatka HIT ujawnily nieoczekiwa-
nie dwojaka aktywnos¢ polegajacq na
tym, ze katalizowaly rozktad SO -pA
albo hydrolitycznie, co prowadzito
do pojawiania si¢ wsréd produktéw
reakcji AMP, albo fosforolitycznie, w
wyniku czego wsréd produktéw po-
jawiat sie ADP [54].

Fot. 5. Widoki z okna pomieszczenia 2.09 segmentu
A Biocentrum.

W tym samym okresie, w latach
2006-2010, prace doktorska wykony-
wala pod moja opieka pani Ewa Wlu-
dzik; po wyjsciu za maz przyjeta na-
zwisko Bretes. Przedmiotem jej zain-
teresowania byla badana przeze mnie
we wczesnych latach 1980. hydrolaza
metyltioadenozyny. Po wyizolowa-
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niu biatka tego enzymu z nasion lu-
binu zéttego, zidentyfikowala gen
kodujacy te hydrolaze i scharaktery-
zowala reszty aminokwasowe, ktére
biora udziat w katalizowaniu reakgji.
Wsréd zebranych danych byly tez
takie, ktore, wraz z danymi literatu-
rowymi, pozwolily zasugerowad, ze
istnieje powigzanie miedzy regulowa-
niem ekspresji wspomnianego genu a
metabolizowaniem jonu siarczano-
wego. Wszystkie zebrane informa-
cje weszly w sklad pracy doktorskiej
obronionej w 2010 roku oraz artykutu
opublikowanego rok pézniej [55].

Nowy obszar badan rozpoczeta
pani dr Malgorzata Pietrowska-Bo-
rek. Odkryta mianowicie, ze juz w
mikromolarnych stezeniach, ApppA
i AppppA podane do pozywki, na
ktérej wzrastaly 7-dniowe siewki A.
thaliana, szybko indukuja wzmozong
ekspresje genéw kodujacych enzymy
kluczowe dla syntezy zwigzkéw fe-
nylopropanoidowych. A zwiazki te
pojawiaja sie¢ w duzych ilosciach w
tkankach roslinnych narazonych na
stres. W kolejnych pracach z tej serii
pani Pietrowska-Borek wykazala w
innej roslinie, winorosli, ze analogicz-
nie zachowuje sie¢ ApppA, i ze funkcje
czgsteczki sygnalowej moze spetniacé
takze inny nietypowy nukleotyd, fos-
foramid adenozyny, NH,-pA. Prace
te pokazaly, ze wymienione zwigzki
zachowuja sie jak alarmony; co po-
stulowano jeszcze w latach 1980. nie
podajac jednak danych eksperymen-
talnych, ktére potwierdzatyby pro-
ponowana funkcje tych nukleotydow.
Opisane tu odkrycia ukazaty sie w la-
tach 2011-2015 [56-68].

Dwie z ostatnich moich prac, ktére
ukazaly sie w 2015 roku, opisuja kolej-
ne nieznane i niespodziewane wtasci-
woéci bialek Fhit. W jednej opisalem
ich zdoInos¢ do katalizowania fluoro-
lizy pewnych pochodnych nukleoty-
dowych. W obecnosci wysokich ste-
zen jonu fluorokowego Fhit katalizuje
wyparcie grupy siarczanowej z nukle-
ozydo-fosfosiarczanu (SO,-pN) lub
grupy aminowej z nukleozydo-fosfo-
ranoamidu (NH,-pN) przez jon fluor-
kowy, w wyniku czego powstaje dany
nukleozydo-fosforanofluorek (F-pN).
Wsréd innych biatek z rodziny HIT
zdolnosé do katalizowania fluorolizy
wykazaly tez Hintl i Hint2. Byla ona
jednak duzo stabsza niz wykazana

przez biatka Fhit [59]. Fosforanoami-
dy réznych nukleozydéw wykorzy-
stane w tej pracy byly wytworzone
przez dr Joanne Romanowska, przy
konsultacji z profesorami Adamem
Kraszewskim i Jackiem Stawinskim z
Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu.

W drugiej pracy wykazaliSmy,
ze aktywnos¢ przypisywana dotad
odrebnej transferazie, mianowicie
adenylylotransferazie adenylylosiar-
czan-amoniak, odpowiedzialnej za
ewentualne pojawianie sie¢ w komor-
kach NH,-pA, jest wiasciwoscia Fhit.
Do tego wniosku doszliSmy po tym,
gdy pani Anna Wojdyla-Mamon wy-
kryta aktywnos¢ owej transferazy w
ekstraktach z nasion tubinu zéltego,
uzyskata biatko enzymu w stanie
jednorodnym i przekazaniu go do
analizy w spektrometrze mas. Z po-
réwnania z innymi biatkami, infor-
macje z bazy danych o sekwencjach
aminokwasowych wskazaly na silne
podobienistwo naszego biatka do bial-
ka roslinnej hydrolazy dinukleozydo-
trifosforanéw, a zatem do biatka Fhit.
Majac do dyspozycji preparaty re-
kombinowanych biatek Fhit z innych
zrédet wykazalismy, ze kazde z nich
wykazuje wspomniang wyzej aktyw-
nos¢ adenylylotransferazy [60].

Wsréd prac, ktérych jestem wspot-
autorem, sa trzy laczace moje zain-
teresowania nietypowymi nukleoty-
dami z wywolywanymi przez nie
efektami fizjologicznymi w tkankach
zwierzecych. Grupe niemiecka kie-
rowang przez dr Markusa van der
Gieta, ktéra wykazala istnienie ppp-
PA wéréd zwigzkéw wytwarzanych
przez komorki srédbtonka, zacheci-
tem do zbadania efektéw wywiera-
nych przez ppppA ijego metylenowe
analogi. W swych do$wiadczeniach
wykonanych na tkankach szczura ba-
dacze niemieccy wykazali, ze ppppA
jest silnym zwiazkiem obkurczajacym
naczynia krwionosne, dziatajacym
przez puryno receptor P2X1 [61].

Dwie inne prace powstaly w zespo-
le prof. dr hab. Jerzego Beltowskiego
na Uniwersytecie Medycznym w Lu-
blinie. Profesor Beltowski intereso-
wal sie efektami jakie w organizmach
zwierzecych i ludzkich wywotuje
siarkowodor. Od kilku lat wiadomo
bowiem, ze zwiazek ten w malych

stezeniach korzystnie dziata na rézne
procesy zyciowe. Gdy w swych pra-
cach nad specyficznoscia substrato-
wa réznych biatek HIT wykazalem,
ze Hintl moze uwalnia¢ siarkowo-
dér z tiofosforanéw adenozyny lub
guanozyny (S-pA lub S-pG) [51-53],
zasugerowatem Beltowskiemu, aby
sprawdzit, czy zwiazki te podane or-
ganizmom nie beda efektywnymi do-
norami H.,S. W doswiadczeniach jakie
przeprowadzit jego zesp6t pokazano,
ze tak sie w istocie dzieje. Najwaz-
niejsza obserwacja bylo, ze izolowa-
ne klebuszki nerkowe reagowaty na
podane tiofosforany nukleozydéw
wzmozong filtracja. Zasugerowali-
smy, ze badane tionukleotydy moga
by¢ stosowane jako leki zdolne uwal-
nia¢ HS bez wywolywania efektéw
ubocznych, tak jak to sie dzieje przy
zastosowaniu syntetycznych dawcéw
siarkowodoru, gdyz po uwolnieniu
siarkowodoru powstaja z nich typo-
we nukleotydy, mogace wejs¢ w natu-
ralne szlaki przemian [62]. W innym
ukladzie doswiadczalnym, zespo6t
prof. Beltowskiego wykazat, ze kaz-
dy z obu tiofosforanéw nukleozydoéw
moze by¢é dawca siarkowodoru dzie-
ki aktywnosci enzymatycznej w ko-
morkach ttuszczowych otaczajacych
naczynia krwionosne, wywotujac ob-
nizenie ci$nienia krwi. Szczegoty tych
ostatnich doswiadczeni i ich wyniki
opublikowalismy w 2015 roku [63].

Jako ze jestem nauczycielem aka-
demickim, wspomne takze krétko o
swej dziatalnosci dydaktycznej. Poza
opieka sprawowang w minionych la-
tach nad pieciorgiem doktorantéw i
kilkorgiem magistrantéw, prowadzi-
tem wyktady i ¢wiczenia z enzymo-
logii dla studentéw drugiego roku na
kierunku biotechnologia. Opracowa-
fem autorski program tego przedmio-
tu. R6zne zagadnienia przekazywane
na wykladach, takie jak metody izolo-
wania enzyméw, charakteryzowanie
ich od strony molekularnej, wyzna-
czanie parametrow kinetycznych czy
testowanie inhibitoréw reakcji enzy-
matycznych, zilustrowatem licznymi
przyktadami z wlasnych prac. Nadto,
program ¢wiczen bazuje na moich
oryginalnych pracach eksperymental-
nych. Pozwala to ekonomicznie wy-
korzysta¢ posiadany sprzet, odczyn-
niki i preparaty enzymatyczne. Pod-
czas trwajacego jeden semestr kursu
studenci poznaja sposoby rozbijania

Postepy Biochemii 63 (2) 2017

163



materialu biologicznego; w tym bak-
terii (dezintegracja ultradzwiekami)
i drozdzy (nebulizacja), a sposréd
metod oczyszczania bialek enzyma-
tycznych poznaja w praktyce frakcjo-
nowane wysalanie siarczanem amo-
nowym, sgczenie molekularne i chro-
matografie jonowymienng. Maja tez
okazje zapoznac sie z ré6znym meta-
bolizowaniem niektérych zwiazkéw
przez organizmy nalezace do réznych
grup systematycznych. Konkretnie,
po kilku krokach oczyszczania enzy-
mu z bakterii Escherichia coli lub droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae, identy-
fikuja we frakcjach wymywanych z
kolumny wypelnionej zelem Sepha-
dex G-100, odpowiednio, symetrycz-
nie dzialajaca hydrolaze AppppA [19]
lub fosforylaze AppppA [20]. Poznaja
rézne sposoby mierzenia aktywnosci
enzymatycznej z wykorzystaniem
kolorymetrii. W jednym z ¢wiczen,
dysponujac  skomputeryzowanym
spektrofotometrem, (zakupionym na
poczatku lat 1990. z mego pierwszego
grantu finansowanego przez Komitet
Badait Naukowych) Sledza zmiane
absorpgji, jaka zachodzi dzieki efek-
towi hiperchromowemu towarzysza-
cemu rozpadowi AppppA na mono-
nukleotydy adeninowe, ktéry katali-
zowany jest przez jeden z badanych
enzymoéw. Przy okazji wyznaczaja za-
leznos¢ aktywnosci enzymatycznej od
stezenia jonu magnezowego Mg?". W
innym ¢wiczeniu, korzystajac z rézni-
cy w widmach substratu (adenozyny
lub AMP) i produktu (inozyny lub
IMP), monitoruja postep reakcji de-
aminacji katalizowanej przez deami-
naze adenozynowa lub adenylanowg,
a przy okazji wyznaczaja wartosci K
dla tych substratéw. W opracowaniu
tego ¢wiczenia korzystalem z publi-
kacji o deaminazie adenylanowej ze
§limaka winniczka [36]. Wreszcie,
mierzac zanik absorpgji jaki zachodzi
gdy tiolakton homocysteiny jest roz-
kladany przez hydrolaze bleomycyny
do homocysteiny [49] moga wyzna-
czy¢ parametry kinetyczne dla tego
enzymu. W tym ¢wiczeniu studenci
zapoznajy sie roéwniez z alternatyw-
nymi sposobami oznaczania aktyw-
nosci enzymatycznej; w tym przypad-
ku przy zastosowaniu odczynnika
dajacego barwna reakcje w miare po-
jawiania sie w mieszaninie reakcyjnej
homocysteiny, produktu z wolna gru-
pa sulfhydrylowa.

W jednym z éwiczerh wykorzysta-
fem obserwacje poczynione podczas
badania zmian aktywnosci hydrolazy
adenozynowej w liscieniach nasion
tubinu zéitego podczas kietkowania
[10]. W ekstraktach z liScieni zebra-
nych w kilku kolejnych dniach kietko-
wania oznaczana jest aktywnos¢ ade-
nozynazy. Zdolnos¢ przeksztatcania
adenozyny do adeniny i rybozy jest
obserwowana na chromatogramach
cienkowarstwowych. Réznica w war-
tosciach R, miedzy adenozyna a ade-
ning, na plytkach pokrytych celuloza
i rozwijanych w wodzie, jest na tyle
duza, ze pod lampa emitujacy krot-
ki ultrafiolet wyraznie wida¢, gdzie
substrat przeksztalcil sie w produkt
i, jedli probki mieszanin reakcyjnych
pobierano w odstepach czasu, z jaka
intensywnoscig. W tym c¢wiczeniu
studenci majg moznos¢ przekonac sie,
ze aktywnosci niektérych enzymoéw
zaleza od stadium ontogenetycznego
danego organizmu. W przypadku hy-
drolazy adenozynowej jest tak, ze ak-
tywnos¢ ta nie wystepuje w suchych
nasionach i pojawia sie w liscieniach
dopiero po trzecim dniu kietkowania,
osiggajac najwieksza intensywnosé w
dniach pigtym czy széstym.

W  krétkich pokazowych ekspe-
rymentach studenci poznaja efekty
wytracania biatka réznymi odczynni-
kami. Sprawdzaja zarazem czy strg-
cenie jest odwracalne (w przypadku
siarczanu amonowego czy acetonu),
czy nie jest (w przypadku silnych
kwasoéw, trichlorooctowego czy nad-
chlorowego). Prowadzacy ¢wiczenie
omawiaja przy okazji przydatnosc
kazdego z testowanych odczynnikéw
w procedurach biochemicznych sto-
sowanych przy oczyszczaniu biatek
lub oznaczaniu ich aktywnosci; np.
podczas biosyntezy biatka czy kwa-
sow nukleinowych, gdy stosuje sie ra-
dioaktywne substraty; odpowiednio:
aminokwasy czy trifosforany nukle-
ozydow.

Przez lata, w przygotowywaniu i
prowadzeniu ¢wiczenn pomagali mi
panie: Elzbieta Starzyriska, Anna Ma-
ria Wojdyta, Malgorzata Pietrowska-
-Borek, a ostatnio Olga Utyro oraz
Jarostaw Zimny. Studenci chwalg te
¢wiczenia za to, ze sa ciekawe i, ze
,wychodzg”. A my, osoby przygoto-
wujace je, pilnujemy, zeby tak bylo...

Opisane pokrotce prace i okolicz-
nosci w jakich powstaty nie objely
wszystkich, w sumie dziewieédziesie-
ciu moich recenzowanych publikacji.
Nie wspomniatem tu o artykulach
przegladowych i paru pracach opi-
sujacych wyniki testowania przerdz-
nych analogéw nietypowych mono- i
dinukleotydéw jako potencjalnych
substratow i/lub inhibitoréw bada-
nych enzyméw. Udzial cudzoziem-
cow w powstawaniu wielu moich
prac mam zamiar opisac szczegélowo
w oddzielnym artykule wspomnie-
niowym.

Poznan, grudzien 2016 r.

PISMIENNICTWO

1. Schneider Z, Guranowski A (1975) Determi-
nation of labeled adenine by means of ad-
sorption on cellulose nitrate filters; a sensi-
tive method for estimation of nucleosidase
activity. Analyt Biochem 68: 493-504

2. Guranowski A, Schneider Z (1977) Purifi-
cation and characterization of adenosine
nucleosidase from barley leaves. Biochim
Biophys Acta 482: 145-158

3. Guranowski A, Pawelkiewicz J (1977) Ad-
enosylhomocysteinase from yellow lupin
seeds; purification and properties. Eur |
Biochem 80: 517-523

4. Guranowski A, Montgomery JA, Cantoni
GL, Chiang PK (1981) Adenosine analogs
as substrates and inhibitors of S-adenosyl-
homocysteine hydrolase. Biochemistry 20:
110-115

5. Guranowski AB, Chiang PK, Cantoni GL
(1981) 5'-Methylthioadenosine nucleosi-
dase; purification and characterization of
the enzyme from Lupinus luteus seeds. Eur |
Biochem 114: 293-299

6. Guranowski AB, Chiang PK, Cantoni GL
(1983) 5'-Methylthioadenosine nucleosi-
dase (Lupinus luteus seeds). Meth Enzymol
94: 365-369

7. Guranowski A, Barankiewicz ] (1979) Purine
salvage in cotyledons of germinating lupin
seeds. FEBS Lett 104: 220-226

8. Guranowski A (1979) Plant adenosine ki-
nase; purification and some properties of
the enzyme from Lupinus luteus seeds. Arch
Biochem Biophys 196: 220-226

9. Guranowski A (1979) Nucleoside phospho-
transferase from yellow lupin seedling cot-
yledons. Biochim Biophys Acta 569: 13-22

10. Guranowski A, Pawelkiewicz ] (1978)
Adenosylhomocysteinase and adenosine
nucleosidase activities in Lupinus luteus cot-
yledons during seed formation and germi-
nation. Planta 139: 245-247

11. Jakubowski H, Guranowski A (1978) Ad-
enosylhomocysteinase:adenosine complex.

Biochem Biophys Res Commun 84: 1060-
1068

164

www.postepybiochemii.pl



12. Jakubowski H, Guranowski A (1981) S-Ad-
enosylhomocysteinase from yellow lupin
seeds; stochiometry and reactions of the

enzyme:adenosine complex. Biochemistry
20: 6877-6881

13. Guranowski A, Jakubowski H (1987) Ad-
enosylhomocysteinase from yellow lupine.
Meth Enzymol 143: 430-434

14. Guranowski A, Wasternack C (1982) Ade-
nine and adenosine metabolizing enzymes
in cell-free extracts from Euglena gracilis.
Comp Biochem Physiol 71 B: 483-488

15. Guranowski A (1983) Plant 5-methylthiori-
bose kinase; properties of the partially pu-
rified enzyme from yellow lupin (Lupinus
luteus L.) seeds. Plant Physiol 71: 932-935

16. Guranowski A, Paszewski A (1982) Metab-
olism of 5-methylthioadenosine in Asper-
gillus nidulans; an alternative pathway for
methionine synthesis via utilization of the
nucleoside methylthio group. Biochim Bio-
phys Acta 717: 289-294

17. Guranowski A (1982) Purine catabolism
in plants; purification and some properties
of inosine nucleosidase from yellow lupin
(Lupinus luteus L.) seeds. Plant Physiol 70:
344-349

18. Jakubowski H, Guranowski A (1983) En-
zymes hydrolyzing ApppA and/or Appp-
PA in higher plants; purification and some
properties of diadenosine triphosphatase,
diadenosine tetraphosphatase, and phos-
phodiesterase from yellow lupin (Lupinus
luteus) seeds. ] Biol Chem 258: 9982-9989

19. Guranowski A, Jakubowski H, Hol-
ler E (1983) Catabolism of diadenosine
5',5"-P! P*-tetraphosphate in procaryotes;
purification and properties of diadenosine
5,5""-P! P*-tetraphosphate  (symmetrical)
pyrophosphohydrolase from Escherichia
coli K12. ] Biol Chem 258: 14784-14789

20. Guranowski A, Blanquet S (1985) Phos-
phorolytic  cleavage of diadenosine
5,5""-P!, P*-tetraphosphate; properties of
homogeneous diadenosine 5',5-P',P*-tet-
raphosphate a,-phosphorylase from Sac-
charomyces cerevisiae. ] Biol Chem 260: 3542-
3547

21. Guranowski A, Blanquet S (1986) Diad-
enosine 5',5”-P!,P*-tetraphosphate  a,f3-
phosphorylase from yeast supports nucle-
oside diphosphate-phosphate exchange. |
Biol Chem 261: 5943-5946

22. Guranowski A, Biryukov A, Tarussova
NB, Khomutov RM, Jakubowski H (1987)
Phosphonate analogues of diadenosine
5,5""-P! P*-tetraphosphate as substrates or
inhibitors of procaryotic and eucaryotic en-
zymes degrading dinucleoside tetraphos-
phates. Biochemistry 26: 3425-3429

23. Guranowski A, Starzynska E, Waster-
nack C (1988) Specific phosphorylase
from Euglena gracilis splits diadenosine
5',5"-P!,P*-tetraphosphate (Ap,A) and di-
adenosine 5',5”-P', P>-triphosphate (Ap,A).
Int ] Biochem 20: 449-455

24. Wasternack C, Hess S, Loffler A, Gu-
ranowski A (1989) Intracellular localization
of dinucleosideoligophosphate phosphory-

lase from Euglena gracilis. Int ] Biochem 21:
1089-1095

25. Guranowski A, Starzynska E, Taylor GE,
Blackburn GM (1989) Studies on some
specific Ap,A-degrading enzymes with
the use of various methylene analogues of
P',P*-bis(5',5""-adenosyl) tetraphosphate.
Biochem J 262: 241-244

26. Guranowski A, Brown P, Ashton PA, Black-
burn GM (1994) Regiospecificity of the hy-
drolysis of diadenosine polyphosphates
catalyzed by three specific pyrophospho-
hydrolases. Biochemistry 33: 235-240

27. Guranowski A, Just G, Holler E, Jakubows-
ki H (1988) Synthesis of diadenosine
5',5""-P!,P*-tetraphosphate (AppppA)
from adenosine 5-phosphosulfate and ad-
enosine 5'-triphosphate catalyzed by yeast
AppppA phosphorylase. Biochemistry 27:
2959-2964

28. Maksel D, Guranowski A, Ilgoutz SC,
Moir A, Blackburn GM, Gayler KR (1998)
Cloning and expression of diadenosine
5,5"-P! P*-tetraphosphate hydrolase from
Lupinus angustifolius L. Biochem ] 329: 313-
319

29. Maksel D, Gooley PR, Swarbrick JD, Gu-
ranowski A, Gange Ch, Blackburn GM,
Gayler K (2001) Characterization of active
residues in diadenosine tetraphosphate hy-
drolase from Lupinus angustifolius. Biochem
J 357: 399-405

30. Guranowski A (1990) Fluoride is a strong
and specific inhibitor of (asymmetrical)
Ap,A hydrolases. FEBS Lett 262: 205-208

31. Lazewska D, Guranowski A (1990)
Pe-Chiral phosphorothioate analogues of
bis(5’-adenosyl)tetraphosphate  (Ap,A);
their enzymatic synthesis and degradation.
Nucleic Acids Res 18: 6083-6088

32. Lazewska D, Starzyniska E, Guranowski
A (1993) Human placental (asymmetrical)
diadenosine 5',5""-P!,P*-tetraphosphate
hydrolase: purification to homogeneity and
some properties. Protein Expression Purif
4:45-51

33. Guranowski A, Giinther Sillero MA, Sil-
lero A (1990) Firefly luciferase synthesiz-
es P!,P*-bis(5’-adenosyl)tetraphosphate
(Ap,A) and other dinucleoside polyphos-
phates. FEBS Lett 271: 215-218

34. Giinther Sillero MA, Guranowski A, Sillero
A (1991) Synthesis of dinucleoside poly-
phosphates catalyzed by firefly luciferase.
Eur J Biochem 202: 507-513

35. Guranowski A, Starzynska E, Rataj-Gu-
ranowska M, Giinther Sillero MA (1991)
Purification of apyrase from yellow lupin
cotyledons after extraction with perchloric
acid. Protein Expres Purif 2: 235-239

36. Guranowski A, Starzynska E, Giinther
Sillero MA, Sillero A (1995) Conversion of
adenosine(5")oligophospho(5”)adenosines
into  inosine(5’)oligophospho-(5")inosines
by non-specific adenylate deaminase from
the snail Helix pomatia. Biochim Biophys
Acta 1243: 78-84.

37. Guranowski A, Starzynska E, Brown P,
Blackburn GM (1997) Adenosine 5'-tetrap-

hosphate phosphohydrolase from yellow
lupin seeds; purification to homogeneity
and some properties. Biochem ] 328: 257-
262

38. Barnes LD, Garrison PN, Siprashvili Z,
Guranowski A, Robinson AK, Ingram SW,
Croce CM, Ohta M, Huebner K (1996) Fhit,
a putative tumor suppressor in humans, is
a dinucleoside 5',5"-P!,P*-triphosphate hy-
drolase. Biochemistry 35: 11529-11535

39. Guranowski, A, Starzyriska, E, Barnes
LD, Robinson AK, Liu S (1998) Adenosine
5'-tetraphosphate phosphohydrolase activ-
ity is an inherent property of soluble exo-
polyphosphatase from yeast Saccharomnyces
cerevisiae. Biochim Biophys Acta 1380: 232-
238

40. Guranowski A, Starzyniska E, Bojarska E,
Stepiniski ], Darzynkiewicz E (1996) Dinu-
cleoside 5',5"-P!,P*-triphosphate hydrolase
from yellow lupin (Lupinus luteus) seeds:
purification to homogeneity and hydroly-
sis of mRNA 5'-cap analogs. Protein Expres
Purif 8: 416-422

41. Guranowski A, Starzynska E, McLennan
AG, Baraniak J, Stec W] (2003) Adenos-
ine-5'-O-phosphorylated and  adenos-
ine-5'-O-phosphorothioylated polyols as
strong inhibitors of symmetrical and asym-
metrical dinucleoside tetraphosphatases.
Biochem J 373: 635-640

42. Guranowski A, Starzynska E, Pietrows-
ka-Borek M, Jemielity ], Kowalska J,
Darzynkiewicz E, Thompson M]J, Black-
burn GM (2006) Methylene analogues of
adenosine 5'-tetraphosphate: their chemical
synthesis and recognition by human and
plant mononucleoside tetraphosphatases
and dinucleoside tetraphosphatases. FEBS
J 273: 829-838

43. Guranowski A, Galbas M, Hartmann R,
Justesen ] (2000) Selective degradation of
2'-adenylated diadenosine tri- and tetrap-
hosphates, Ap,A and Ap,A, by two specific
human dinucleoside polyphosphate hydro-
lases. Arch. Biochem Biophys 373: 218-224

44. Guranowski A, deDiego A, Sillero A,
Giinther Sillero MA (2004) Uridine 5'-poly-
phosphates (p,U and p,U) and uridine(5')
polyphospho(5')nucleosides (Up Ns) can
be synthesized by UTP:glucose-1-phos-
phate uridylyltransferase from Saccharomy-
ces cerevisiae. FEBS Lett 561: 83-88

45 Pietrowska-Borek M, Stuible H-P, Kom-
brink E, Guranowski A (2003) 4-Couma-
rate:coenzyme A ligase has the catalytic
capacity to synthesize and reutilize various
(di)adenosine polyphosphates. Plant Physi-
ol 131: 1401-1410

46. Guranowski A, Miersch O, Staswick P,
Suza W, Wasternack C (2007) Substrate
specificity and products of side-reactions
catalyzed by jasmonate:amino acid synthe-
tase (JAR1). FEBS Lett 581: 815-820

47. Szuwart M, Starzyriska E, Pietrowska-Bo-
rek M, Guranowski A (2006) Calcium-sti-
mulated guanosine-inosine nucleosidase
from yellow lupin (Lupinus luteus). Phyto-
chemistry 67: 1476-1485

Postepy Biochemii 63 (2) 2017

165



48. Jakubowski H, Guranowski A (2003) Me-
tabolism of homocysteine-thiolactone in
plants. ] Biol Chem 278: 6765-6770

49. Zimny ], Sikora M, Guranowski A, Jaku-
bowski H (2006) Protective mechanisms
against homocysteine toxicity: the role of
bleomycin hydrolase. ] Biol Chem 281:
22485-22492

50. Guranowski A, Wojdyla AM, Pietrowska-
-Borek M, Bieganowski P, Khurs EN, Cliff
M], Blackburn GM, Btaziak D, Stec, W]
(2008) Fhit proteins can also recognize sub-
strates other than dinucleoside polypho-
sphates. FEBS Lett 582: 3152-3158

51. Guranowski A, Wojdyta AM, Zimny ],
Wypijewska A, Kowalska ], Lukaszewicz
M., Jemielity, J., Darzynkiewicz, E., Jagielto,
A. & Bieganowski, P. (2010) Recognition
of different nucletidyl-derivatives as sub-
strates of reactions catalyzed by various
HIT-proteins. New ] Chem 34: 888-893

52. Guranowski A, Wojdyta AM, Rydzik AM,
Stepiriski J, Jemielity ] (2011) Plant nucleo-
side 5'-phosphoramidate hydrolase; Simple
purification from yellow lupin (Lupinus lu-
teus) seeds and properties of homogeneous
enzyme. Acta Biochim Pol 58: 131-136

53. Bretes E, Wojdyla-Mamori AM, Kowalska
J, Jemielity J, Kaczmarek R, Baraniak J, Gu-
ranowski A (2013) Hint2, the mitochondrial
nucleoside 5'-phosphoramidate hydrolase;
properties of the homogeneous protein
from sheep (Owvies aries) liver. Acta Biochim
Pol 60: 249-254

54. Guranowski A, Wojdyta AM, Zimny ],
Wypijewska A, Kowalska ], Jemielity J,
Davis RE, Bieganowski P (2010) Dual ac-
tivity of certain HIT-proteins: A. thaliana
Hint4 and C. elegans DcpS act on adenosine
5"-phosphosulfate as hydrolases (forming
AMP) and as phosphorylases (forming
ADP). FEBS Lett 584: 93-98

55. Bretes E, Guranowski A, Nuc K (2011)
5'-Methylthioadenosine nucleosidase from
yellow lupine (Lupinus luteus) - molecular
haracterization and mutational analysis.
Protein Pept Lett 18: 817-824

56. Pietrowska-Borek M, Nuc K, Zielezins-
ka M, Guranowski A (2011) Diadenosine
polyphosphates (Ap,A and Ap,A) behave
as alarmones triggering the synthesis of en-
zymes of the phenylpropanoid pathway in
Arabidopsis thaliana. FEBSOpenBio 1: 1-6

57. Pietrowska-Borek M, Czekata t.,, Belchi-Na-
varro S, Pedrefio MA, Guranowski A (2014)
Diadenosine triphosphate is a novel factor
which in combination with cyclodextrins
synergistically enhances the biosynthesis of
trans-resveratrol in Vitis vinifera cv. Monas-
trell suspension cultured cells. Plant Physi-
ol Biochem. 84: 271-276

58. Pietrowska-Borek M, Nuc K, Guranowski
A (2015) Exogenous adenosine 5'-phospho-
ramidate behaves as a signal molecule in
plants; it augments metabolizm of phenyl-
propanoids and salicylic acid in Arabidopsis
thaliana. Plant Physiol Biochem 94: 144-152

59. Wojdyta-Mamont AM, Zimny ], Roma-
nowska J, Kraszewski A, Stawinski J, Bie-
ganowski P, Guranowski A (2015) Novel
activity of Fhit proteins: catalysts for fluo-
rolysis of nucleoside 5'-phosphoroamidates
and nucleoside 5'-phosphosulfates to gen-
erate nucleoside 5'-phosphorofluoridates.
Biochem ] 468: 337-344

60. Wojdyla-Mamonn AM, Guranowski A
(2015) Adenylylsulfate-ammonia adeny-
lyltransferase activity is another ingerent
property of Fhit proteins. Biosci Rep 35:
€00235

61. Tolle M, Jankowski V, Schuchardt M, Wie-
don A, Huang T, Hub F, Kowalska ], Je-
mielity J, Guranowski A, Loddenkemper
Ch, Zidek W, Jankowski J, van der Giet
M (2008) Adenosine 5'-tetraphosphate is a
highly potent purinergic endothelium-de-
rived vasoconstrictor. Circ Res 103: 1100-
1108

62. Bettowski J, Guranowski A, Jam-
roz-Wisniewska A, Korolczuk A, Wojtak A
(2014) Nucleoside monophosphorthioates
as the new hydrogen sulfide precursors
with unique properties. Pharmacol Res 81:
34-43

63. Beltowski ], Guranowski A, Jam-
roz-Wisniewska A, Wolski A, Hatas K
(2015) Hydrogen sulfide (H,S)-mediated
vasodilatory effect of nucleoside 5-mono-
phosphorothioates in perivascular adipose
tissue. Can ] Physiol Pharmacol 93: 585-595



