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TOM XI 1965 ZESZYT 3

STELLA NIEMIERKO*

Wystepowanie i wiasciwosci esterazy acetylocholinowej**

Distribution and Characteristics of Acetylcholinesterase

The distribution of AChE in the tissues of various animals, and the activity
of the enzyme in subcellular fractions are reviewed. Some characteristics of the
active sites of the enzyme are discussed.

Naturalnym substratem esterazy acetylocholinowej (acetylohydrolazy
acetylocholinowej, EC. 3.1.1.7), enzymu wystepujacego gtownie w tkan-
ce nerwowej i w czerwonych ciatkach krwi, jest acetylocholina. Inne
estry cholinowe i niecholinowe sg rowniez rozktadane przez ten enzym,
ale z mniejszg szybko$ciag. Pomimo stabo zaznaczonej specyficznosci
wzgledem substratu omawiany enzym nosit przez Wiele lat nazwe cholin-
esterazy specyficznej lub prawdziwej czy tez cholinesterazy I, w prze-
ciwstawieniu do obecnej w osoczu krwi pseudocholinesterazy, ktéra row-
niez rozktada acetylocholine, lecz hydrolizuje z wiekszg szybko$cig inne
estry cholinowe. Aktywno$¢ obu wymienionych rodzajéw esteraz choli-
nowych hamowana jest przez eseryne w stezeniu 10-5 M, co jest jedna
z cech odrdzniajacych je od innych esteraz, wrazliwych dopiero na wyz-
sze stezenie eseryny. Wedtug obecnie przyjetej nomenklatury potoczne
nazwy poszczeg6lnych esteraz cholinowych oznacza sie odpowiednio do
substratu, ktory rozktadajg najszybciej (np. esteraza acetylo-, butyrylo-
badz benzoilocholinowa).

Esteraza acetylocholinowa przyciggata zainteresowanie badaczy roz-
nych pogranicznych dziedzin nauki. Liczba prac ogtoszonych na temat
tego enzymu jest olbrzymia i z roku na rok wcigz sie powieksza (por. 8,
37). Dzieki wspolnym wysitkom biochemikdw, neurofizjologéow i farma-
kologobw zbadano wystepowanie tego enzymu w $wiecie zwierzecym, jego
lokalizacje tkankowga i wewnatrzkomorkowga. Ponadto za pomoca subtel-
nych metod biochemicznych scharakteryzowano enzym pod wzgledem
wihasciwosci kinetycznych, co umozliwito w znacznym stopniu zdanie so-
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** Stosowane symbole: DFP — dwuizopropylofluorofosforan.
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bie sprawy z wydolnosci (in vivo) enzymu przy rozkiadzie acetylocholi-
ny. Jak wiadomo acetylocholina jest mediatorem w transmisji nerwowo-
-miesniowej i w wielu przypadkach miedzyneuronowej. Ze wzgledéw
funkcjonalnych jest wazne, azeby nadmiar acetylocholiny zostat szybko
roztozony.

I. Wykrywanie i oznaczanie aktywnosci

Jak podano wyzej jedna z charakterystycznych cech esterazy acety-
locholinowej jest jej zdolno$¢ do szybszej hydrolizy acetylocholiny niz
innych estréw cholinowych; sposréd estrow tiocholinowych takze naj-
szybciej rozktadany jest octanowy. Je$li chodzi o estry niecholinowe, to
estry octanowe sg hydrolizowane rdwniez szybciej od innych.

Rys. li. Wplyw stezenia substratu na aktywno$¢ esterazy acetylocholinowej (linia
ciggta) i esterazy butyrylocholinowej (linia przerywana) w ul CO0230 min. v/g
Augustinssona (5)

Substrat — acetylocholina; preparat esterazy acetylocholinowej z narzadu elektrycznego
Electrophorus, esteraza butyrylocholinowa — preparat z osocza krwi ludzkiej

Druga cecha odrdzniajgcg esteraze acetylocholinowg od innych este-
raz cholinowych jest to, ze wysokie stezenie substratu hamuje jej aktyw-
no$¢. Optimum stezenia acetylocholiny przypada na okoto 3 X 10~3 M,
przy wykresleniu wiec zaleznosci pomiedzy szybkos$cig hydrolizy substra-
tu a ujemnym logarytmem jego stezenia (pS) otrzymuje sie charakte-
rystyczng krzywag w ksztatcie dzwonu z wyraznym maksimum, natomiast
krzywa wyrazajaca te sama zalezno$¢ dla esterazy butyrylocholinowej
z osocza krwi nie wykazuje tego maksimum (rys. 1).
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Ro6znice we wilasciwosciach obydwdch esteraz cholinowych wyraznie
wystepujag w preparatach przynajmniej czeSciowo oczyszczonych. Przy
badaniach homogenatow zawierajgcych mieszanine réznych esteraz wy-
nik jest wypadkowag ich dziatania i dlatego moze by¢ mniej wyrazny.

Trzecig cecha, ktéra moze stuzy¢ do odr6znienia poszczegdlnych este-
raz cholinowych, jest ich wrazliwos¢ na niektore inhibitory, zwiaszcza
zawierajagce w czasteczce dwa ugrupowania z azotem czterowigzalnym
lub niektore zwigzki fosforoorganiczne, ktére ze wzgledu na swoje dzia-
tanie noszg nazwe czynnikdw antycholinesterazowych. Na przyktad dwu-
izopropylofluorofosforan (DFP) catkowicie hamuje czynno$¢ esterazy bu-
tyrylocholinowej juz w stezeniu 10~8 M, natomiast dla zahamowania
aktywnosci esterazy acetylocholinowej potrzebny jest w stezeniu 104 M
(36, 41). Stosowanie wiec roéznych substratbw i inhibitorow umozliwia
oznaczenie aktywnosci esterazy acetylocholinowej w homogenatach tka-
nek nawet w obecnosci esterazy butyrylocholinowej, niemniej jest to
obarczone pewnym biedem ze wzgledu na to, ze nie ma ani bezwzglednej
specyficznos$ci esteraz cholinowych wobec substratu ani wybiérczego ha-
mowania ich przez inhibitory. Najbardziej specyficznym substratem dla
esterazy acetylocholinowej jest acetylo-f3-metylocholina (42); stosowanie
jej przy oznaczaniu aktywnos$ci tego enzymu w obecnosci innych esteraz
cholinowych jest najbardziej bezpieczne. Jednakze wymieniony substrat
jest wolniej rozktadany przez esteraze acetylocholinowg niz acetylocho-
lina, utrudnia wiec to pomiary przy oznaczeniach w tkankach, ktére wy-
kazujg stabg aktywnos$¢ enzymatyczna.

Metod ilosciowego badania aktywnosci esterazy acetylocholinowej
opracowanych jest bardzo duzo i ogtoszonych jest szereg artykutéw prze-
gladowych na ten temat (6, 7, 8). Przy zastosowaniu acetylocholiny jako
substratu, aktywno$¢ enzymatyczng okresla sie badz z iloSci powstajg-
cego kwasu octowego, bgdz tez z oznaczenia ilosci acetylocholiny, ktora
nie ulega rozpadowi w czasie inkubacji. llo$¢ uwalnianego kwasu octo-
wego mozna oznaczy¢: 1) miareczkowo, 2) ze zmian pH i 3) z ilosci C02
wypieranego przez kwas octowy z dwuweglanu, np. metodg Warburga
lub metoda nurkéw Kartezjusza. Ostatnia metoda pozwala na oznaczanie
aktywnosci w pojedynczych komdrkach (27); stosujac elektromagnetycz-
ne nurki Kartezjusza okre$lono aktywno$¢ enzymu w oddzielnych piyt-
kach nerwowomiesniowych (12).

Oznaczanie iloSciowe acetylocholiny przeprowadza sie badz za po-
mocg testow biologicznych, badZz tez kolorymetrycznie wedtug Hestri-
ne’a (31). Przy uzyciu acetylotiocholiny jako substratu mozna tatwo
oznaczy¢ ilos¢ uwalnianych podczas inkubacji grup SH — jodometrycz-
nie (43) lub kolorymetrycznie (24).
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11. Wystepowanie w $wiecie zwierzecym

W badaniach nad wystepowaniem esterazy acetylocholinowej w réz-
nych tkankach ogromne ustugi oddaly metody histo- i cytochemiczne.
PiSmiennictwo dotyczace tego zagadnienia jest ogromne i w tym miejscu
nie moze by¢ szczegbtowo omawiane; jest ono zebrane w szeregu opra-
cowah .monograficznych (por. 17, 35, 37). Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze
szczegOblnie duzo jest prac nad rozmieszczeniem esterazy acetylocholino-
wej w uktadzie nerwowym.

Dzieki ulepszaniu metod cytochemicznych, zastosowaniu w nich inhi-
bitoréw znakowanych trytem (48), oraz dzieki postepom mikroskopii elek-
tronowej (50, 54) coraz doktadniej udaje sie zlokalizowa¢ esteraze acety-
locholinowa w komérce. Wykazano, ze jej aktywno$¢ w poszczegdlnych
czeSciach neuronu jest rézna: intensywna aktywnos$¢ \v ciele komorki
(perikarionie) i na zakonczeniach nerwowych, natomiast ziiacznie stabsza
w aksonie. Z obrazéw mikroskopowych mozna wnioskowaé, ze komorki
Schwanna, otaczajace witokna nerwowe, wcale nie posiadajg esterazy
acetylocholinowej (13. 53).

Za pomocg metod frakcjonowanego wirowania homogenatow z mdzgu
wykazano obecno$¢ esterazy acetylocholinowej we frakcji mikrosomow
i mitochondriow (2, 28, 33, 47). Jednakze wnikliwe badania W hi 1l a-
kera (55 wykazaty, ze enzymu tego w mitochondriach najprawdopo-
dobniej nie ma. Poddal on bowiem dalszemu rozdziatowi frakcje mito-
chondriéw z homogenatu tkanki mézgowej na kilka subfrakcji i stwier-
dzit, ze jedna z nich, ktora zawierata ,urwane” zakonczenia nerwowe
(pinched-off nerve endings), byta szczegdlnie bogata w esteraze acetylo-
cholinowg (22). W niedawno ogtoszonej pracy W hittaker i wspotpracow-
nicy (56) podali wyniki dalszego rozdzielenia w gradiencie stezehn sub-
frakcji zawierajacej ,urwane” zakoriczenia nerwowe z mozgu. Nazwali
je synaptosomami dla podkreslenia ich zwigzku z synapsami i dla za-
znaczenia, ze czastki te stanowig subkomdrkowe organelle. Okazato sig,-
ze w skiad synaptosomdédw wchodza pecherzyki synaptyczne, mitochon-
dria, btony post-synaptyczne oraz mikrosomy. Wszystkie te struktury
opisano pod wzgledem morfologicznym za pomoca mikroskopii elektro-
nowej i zbadano w nich aktywno$¢ niektérych enzymow, zwilaszcza zas
lokalizacje poszczegdlnych cztonéw uktadu: acetylocholiny, transferazy
acetylocholinowej i esterazy acetylocholinowej. Najwiekszg aktywnos¢
esterazy acetylocholinowej wykryto w mikrosomach. Wystepuje ona tyl-
ko w btonach frakcji mikrosomalnej, natomiast nie wykryto jej obecnoSci
w ziarnistosciach (1).

Szczegbtowe rozmieszczenie esterazy acetylocholinowej we frakcjach
komérkowych zbadano dotychczas tylko w homogenatach z mézgu, na-
tomiast w innych narzgdach oznaczono jedynie aktywno$¢ w calych
homogenatach. Zestawienie danych z pismiennictwa, ktore by byly ze
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Tablica 1

z narzadéw rdznych

zwierzat
Aktywnosé
Narzad Zwierze wiimolach roz-iozonej Literatura
acetylocholiny/
1 godz./ 1 g*
Mézg Szczur 1500 5
Swinka morska 600 — 700 46
Wrobel 2000 5
Zaba 250 — 500 46
Z6tw 530 5
Jadro ogoniaste Ssaki 1500 5
Rdzen przedtuzo- Mindg 75 1
ny i mézg
Glowa Calliphora 2240 1
Zwdj szyjny Kot 500 41
Nerwy obwodowe Kot, pies 30 — 100 41
Nerw sympatycz- Kot 350 41
ny
Zwoéj gltowowy Sepia 15 000 — 30 000 5
Miesnie Szczur 50 — 150 46
Jaszczurka 220 5
Dzdzownica 1000 5
Czerwone Cztowiek 158 4
krwinki**
Swinka morska 40— 54 4,15
Pies 35 15
Szczur 14 15
Kura 0 4,15
Narzad elektrycz- Electrophorus 13 000 — 25 000 46
ny electricus
Jad Kobra 500 — 1500 5

* Dane przeliczone i zaokraglone.
** W obliczeniu na 1 ml krwi.

sobg poréwnywalne, napotyka na do$¢ duze trudnos$ci, poniewaz warunki
pomiaréw prowadzonych przez poszczegblnych badaczy (rodzaj i steze-
nie substratu, pH, temperatura, czas inkubacji, stosowana metodyka),
bardzo sie réznig. Dlatego tez wartosci podane w tablicy 1 majg tylko
charakter orientacyjny, chociaz zostaly odpowiednio przeliczone dla ich
ujednolicenia.

Jak widaé¢ z tablicy aktywnos$¢ esterazy acetylocholinowej waha sie
w duzych granicach nawet w tym samym narzadzie u przedstawicieli
réznych gatunkéw zwierzecych. Na ogot wysoki poziom aktywnos$ci oma-
wianego enzymu wystepuje w osrodkowym uktadzie nerwowym, nato-
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miast w nerwach obwodowych jest on znacznie nizszy. Na podkreS$lenie
zastuguje fakt duzej aktywnosSci esterazy acetylocholinowej spotykanej
u bezkregowcéw. Jednakze trudno jest sadzi¢ na zasadzie dotychczaso-
wych danych, czy mozna utozsamial esteraze acetylocholinowg zwierzat
wyzszych z esterazg cholinowg bezkregowcéw. Pomimo bowiem licznych
badan prowadzonych nad esterazami cholinowymi u owaddéw, gtownie
w zwigzku z insektycydami (por. 14) brak jest oczyszczonych preparatow
enzymatycznych z owaddw (do nielicznych wyjatkow nalezy czesciowo
oczyszczona esteraza acetylocholinowa z Calliphora, (21)).

Szczegdlnie duzg aktywnos$cig esterazy acetylocholinowej odznacza sie
narzad elektryczny wystepujacy u niektdrych ryb. Jesli wzig¢ pod uwage,
ze narzad ten u Electrophorus zawiera az 93°/o wody i zaledwie 2% biat-
ka, to tatwo mozna sobie uswiadomi¢ jak dobrym jest on Zrédiem do
otrzymania oczyszczonego preparatu enzymatycznego.

111. Wiasnosci

W tablicy 2 zestawiono niektdére dane o oczyszczonych preparatach
esterazy acetylocholinowej pochodzacych z réznych zrédet.

Tablica 2

Aktywnos$é wilasciwa preparatow esterazy acetylocholinowej
pochodzacej z réznych tkanek zwierzecych

Stopien L
Tkanka Zwierze oczyszczania Wydajnos¢ Literatura
(ilos¢ razy) %
Erytrocyty Cztowiek 100 10— 20 16
® Wt 250 — 400 18
Narzad elektr. Electrophorus 75 15 46
Jad zmiji Kobra 20 21 61

Jak wiadomo dla przeprowadzenia charakterystyki biochemicznej en-
zymu niezbedny jest mozliwie jak najlepiej oczyszczony preparat enzy-
matyczny. Nic wiec dziwnego, ze najszczegdtowiej opracowano esteraze
acetylocholinowg pochodzacg z narzadu elektrycznego Electrophorus i ze
wiele danych, ktére wyjasniaja mechanizm dziatania tego enzymu, za-
wdziecza sie pracowni Nachmansohna i Wilsona, z ktérej po-
chodzi ten najczystszy preparat esterazy acetylocholinowej. Dane tyczgce
sie masy czasteczkowej esterazy acetylocholinowej wahajg sie zaleznie
od sposobu oznaczenia i od czystosci preparatu. Wedlug Rothenberga
i Nachmansohna (49) masa czasteczkowa tego enzymu, oznaczona
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za pomocg szybkosci sedymentacji w ultrawiréwce, w najczystszym z do-
tychczas otrzymanych preparatow z narzadu elektrycznego Electropho-
rus — wynosi 2 X 106, czgsteczka za$ zawiera 48 centréw aktywnych.
Pdzniejsze badania (39) wskazaly, ze masa czasteczki jest wyzsza —
12 X 106 Serlin i Fluke (52), ktorzy swoj preparat, rowniez po-
chodzacy z Electrophorus electricus, poddawali dziataniu elektronéw, pro-
tondw i czasteczek a, obliczyli, ze tak zwana minimalna masa czastecz-
kowa esterazy acetylocholinowej, to jest odpowiadajgca tylko jednemu
centrum aktywnemu, wynosi 105000, a wiec okoto dwukrotnie wiecej
niz obliczona z danych Nachmansohna i Rothenberga (2 X 106:48 =
= 45 000). Serlin i Fluke przyjeli, ze ksztatt czasteczki enzymu jest cylin-
dryczny i obliczyli, ze dtugo$¢ czasteczki odpowiadajgcej 1 centrum ak-
tywnemu wynosi 360 A, $rednica za$ 21 A. Wedtug danych innych auto-
row (39), tzw. minimalna masa czgsteczki wynosi 250 000. Poniewaz duza
czasteczka esterazy acetylocholinowej tatwo ulega dysocjacji na frag-
menty obdarzone w dalszym ciggu aktywnos$cig enzymatycznag, nasuwa
wiec to przypuszczenie, ze czasteczka tego enzymu skiada sie z licznych
podjednostek (58).

Bernsohn i wspo6tpracownicy (9) poddajac elektroforezie homoge-
nat z mézgu ludzkiego otr*mali 3 pasma, w ktorych mozna byto wykry¢
aktywnos¢ esterazy acetylocholinowej. Na zasadzie swych wynikéw auto-
rzy ci wysuwajg przypuszczenie, ze w czasie procedury mogly sie wy-
tworzy¢ mniejsze lub wieksze agregaty podjednostek o wiasciwosciach
katalitycznych; otrzymane elektroforegramy nie Swiadczytyby wiec o ist-
nieniu trzech réznych podjednostek enzymatycznych esterazy acetylo-
cholinowej.

Rothenberg i Nachmansohn (49) z danych charakteryzuja-
cych aktywno$¢é witasciwg swego preparatu obliczyli, ze aktywnosé czas-
teczkowa esterazy acetylocholinowej wynosi 3 X 107. W ciggu 1 sekundy
1 czasteczka enzymu hydrolizuje wiec 500 000 czasteczek substratu. Sta-
wia to esteraze acetylocholinowa w rzedzie najbardziej aktywnych enzy-
mow — aktywniejszych nawet od katalazy.

Doktadniejsze scharakteryzowanie stopnia aktywnos$ci esterazy acety-
locholinowej na jedno centrum katalityczne stato sie mozliwe dopiero po
bardziej precyzyjnym niz wykonane przez Nachmansohna oznaczeniu licz-
by centréw czynnych w czasteczce. Przyjmujac zalozenie, ze jedna czas-
teczka DFP, nieodwracalnego inhibitora esterazy acetylocholinowej, t3-
czy sie z jednym centrum aktywnym tego enzymu, Michel i Krop
(44) zastosowali do badan DF3P i z ilosci fosforu promieniotwdérczego po-
taczonego z biatkiem enzymatycznym mogli obliczy¢ liczbe centrow ak-
tywnych swego preparatu. Z danych tych wynika, ze jedno centrum ak-
tywne rozktada w ciggu jednej minuty 7,2 X 105 czasteczek acetylocho-
liny. Cohen i Warringa (19), biorgc pod uwage, ze DFP mogtby
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fosforylowac i inne grupy esterazy acetylocholinowej poza centrum ak-
tywnym, wprowadzili modyfikacje postepowania Michela i Kropa, ktdra
nastepnie byla stosowana w réznych wersjach przez innych autoréw przy
badaniach enzymatycznych (por. 17). Cohen i Warringa zablokowali cen-
trum aktywne enzymu pochodzacego z erytrocytéw przez butyrylocholi-
ne, ktéra dziata jak inhibitor kompetycyjny. Nastepnie enzym zostat
poddany dziataniu DFP, z ktérym polaczyty sie wszystkie poza grupami
uprzednio zablokowanymi grupy biatka enzymatycznego zdolne do rea-
gowania z DFP. Nadmiar inhibitora i butyrylocholine usunieto catkowi-
cie przez dialize, uzyskano wowczas enzym o wyjsciowym poziomie ak-
tywnosci. Wskazywato to, ze esteraza acetylocholinowa otrzymana po
tych wszystkich manipulacjach ma czynne, odblokowane centra aktywne.
Wowczas podziatano na nig DF3P. W ten sposob tylko centra aktywne
zostaly polaczone z fosforem promieniotworczym. Obliczona na zasadzie
tych wynikow aktywno$¢ centrum katalitycznego esterazy acetylocholi-
nowej z czerwonych krwinek wyniosta 3 X 105w t 37°, a wiec tylko nie-
co mniej niz podana przez Michela i Kropa dla esterazy acetylocholino-
wej z narzadu elektrycznego Electrophorus. Stosujgc jako inhibitor fluo-
rek dwumetylokarbamylu Wilson i Harrison (59) otrzymali dla
preparatu enzymatycznego z Electrophorus warto$¢ 7,4 X 105w t 25° przy
optymalnym stezeniu acetylocholiny 2,5 X ID-3 M. Prawie taka samg
warto$¢ (6 X 105 uzyskatla L aw ler (40) przy zablokowaniu centrow
aktywnych za pomocg 3XP-tetraetylopirofosforanu po uprzedniej inku-
bacji preparatu enzymatycznego z substratem.

Z danych charakteryzujgcych aktywnos$¢ centréw katalitycznych este-
razy acetylocholinowej mozna obliczy¢ czas, w ktérym rozkiladana jest
przez enzym jedna czasteczka acetylocholiny. Czas ten wynosi zaledwie
80— 100 {xsek.

Nasuwa sie bardzo istotny problem, jakie musi by¢ stezenie esterazy
acetylocholinowej, azeby zdazyta ona roztozy¢ acetylocholing wyzwolo-
ng pod wptywem impulsu nerwowego przed nastepnym impulsem. Probe
odpowiedzi na takie pytanie przeprowadzili Wilson i Harrisson
(59). Bioragc pod uwage, ze stezenie acetylocholiny na zakoniczeniach ner-
wowych musi by¢ mniejsze niz stata Michaelisa esterazy acetylocholino-
wej (10 4M), nastepnie positkujgc sie danymi z kinetyki hydrolizy ace-
tylocholiny przez enzym oraz uwzgledniajgc, ze czestotliwos$¢ impulséw
nerwowych jest rzedu 1000 razy na sekunde, obliczyli oni, ze postulowa-
ne stezenie enzymu winno wynosi¢ nie mniej niz 5 X 10~6M. Stezenie
takie w ograniczonych cze$ciach ptytki nerwowomiesniowej, jak sie wy-
daje, jest mozliwe do przyjecia.

Jak juz zaznaczono, dotychczas w sposob tak doktadny byta badana
tylko esteraza acetylocholinowa z narzadu elektrycznego i czerwonych
krwinek. Jedng z gtéwnych przyczyn tego jest trudno$¢ otrzymania z in-
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nych zrodet wystarczajacej ilosci czystego preparatu. Wiekszo$¢ wiec
oznaczen przeprowadzono na preparatach mato oczyszczonych, badz tez
nawet na homogenatach. Dlatego tez dane te nie moga stuzy¢ do poréw-
nania z wartosciami przedstawionymi dla esterazy acetylocholinowej
z narzadu elektrycznego i czerwonych krwinek. Ostatnio Brik i J a-
kowlew (11), stosujgc inhibitory fosforoorganiczne oznaczyli aktyw-
no$¢ w obliczeniu na 1 min. i jedno centrum aktywne esterazy acetylo-
cholinowej z moézgu biatej myszy, mézgu minoga, rdzenia zaby i gtow
Calliphora erytrocephala, uzyskujac wartosci bardzo zblizone do siebie
i wynoszace okoto 105 Uwazajg oni, ze esterazy acetylocholinowe pocho-
dzace z tkanki nerwowej zwierzat, wykazujacych nawet znaczne rdznice
w rozwoju funkcjonalnym uktadu nerwowego, malo sie pomiedzy sobag
réznia: maja bowiem nie tylko zblizong aktywnos$é, lecz rdwniez podob-
ne i inne witasciwosci jak optimum stezenia substratu, optimum pH oraz
wrazliwos$¢ na inhibitory. Wydaje sie jednak, ze przytoczone dane moga
by¢ obarczone pewnym biedem; wprawdzie inhibitory w uzytym przez
Brika i Jakowlewa stezeniu praktycznie nie hamowaly czynnosci innych
esteraz, to jednak brak jest dowodéw, ze nie reagowaty z innymi biat-
kami obecnymi w homogenatach. Tym niemniej og6lny wniosek autoréw
moze by¢ stuszny. Spotyka sie réwniez poglad, ze esterazy acetylocholi-
nowe pochodzace z réznych zrédet wykazuja nieco odmienne witasciwosci
(np. optimum stezenia substratu, wrazliwosé na inhibitory), trudno jednak
na razie powiedzie¢, czy obserwowane réznice w niektérych witasciwos-
ciach enzymu wywotane sg cechami gatunkowymi lub tkankowymi, czy
tez zalezg od domieszek zawartych w preparatach enzymatycznych lub
homogenatach (7, 29, 34).

Nalezy jeszcze wspomnie¢, ze sg w pisSmiennictwie dane wskazujgce
na preferencje preparatow esterazy acetylocholinowej (z narzadu elek-
trycznego Electrophorus, Torpedo marmorata i czerwonych Kkrwinek)
w stosunku do stereoizomerdw acetylocholinowych, np. rozktadany jest
tylko jeden (D) enancjomer acetylo-fJ-metylocholiny i laktoilocholiny
(3,8). W zwigzku z tym istnieje poglad, ze na powierzchni enzymu wyste-
puje asymetryczne centrum, ktore utatwiatoby hydrolize tylko jednej
formy substratu.

1V. Mechanizm dziatania

Badania nad kinetyka hydrolizy r6znych substratow przez esteraze
acetylocholinowa oraz dziatanie szeregu odwracalnych inhibitorow kom-
petycyjnych oraz nieodwracalnych (w pierwszym rzedzie zwigzkéw fos-
foroorganicznych) wyjasnity w znacznym stopniu mechanizm dziatania
tego enzymu.
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Obecnie przyjmuje sie dzieki pracom catego szeregu badaczy (por. 17,
58), ze enzymatyczna hydroliza acetylocholiny zachodzi na skutek istnie-
nia w esterazie acetylocholinowej co najmniej dwoch oddzielnych pod-
centrow katalitycznych: centrum estrowego i anionowego.

Struktura tych centréw nie zostata dotychczas wystarczajgco wyjas-
niona i modele proponowane przez réznych badaczy maja charakter hipo-
tetyczny i wciaz jeszcze dyskusyjny. Wedtug powszechnie przyjetych
pogladow (23, 58) centrum estrowe, dzieki ktoremu zachodzi hydroliza
substratu, sktada sie z dwoch grup: zasadowej, ,,nukleofilnej” i kwasowej
~elektrofilnej”. Laczenie sie acetylocholiny z enzymem przedstawiono na
schemacie 1

Schemat 1. Schemat centrum katalitycznego esterazy acetylocholinowej i tworze-
nie kompleksu enzym-substrat wg Wilsona (57). A — podcentrum anionowe,
E — podcentrum estrowe, G — grupa zasadowa.

Zachodzitoby ono na skutek: 1) wigzania jonowego pomiedzy ujemnie
natadowanym centrum anionowym a dodatnio natadowanym atomem
azotu reszty cholinowej, 2) przyciggania sitami van der Waalsa grup
metylenowych estru przez niepolarng cze$¢ centrum anionowego, 3) sta-
bego wigzania kowalencyjnego pomiedzy grupg zasadowg centrum estro-
wego i weglem karbonylowym acetylocholiny.

Obecnos¢ dwéch podcentréw w esterazie acetylocholinowej byta po-
stulowana juz w 1943 roku (60), bowiem w ten spos6b mozna byto wy-
ttumaczy¢ charakterystyczne dla tego enzymu hamowanie aktywnosci
przez wysokie stezenie substratu; w takich warunkach jest duze prawdo-
podobieristwo, ze podcentrum anionowe potgczy sie z jedng czgsteczka
substratu, podcentrum estrowe za§ — z druga i zadna z czgsteczek sub-
stratu nie ulegnie hydrolizie (schemat 2).
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Schemat 2. Schemat hamowania aktywnos$ci enzymu przez wysokie stezenie sub-

stratu przy zatozeniu istnienia dwoch podcentrow katalitycznych, (wg Zellera

i Bissegera, 60). A — podcentrum anionowe, E — podcentrum estrowe. | —

powstawanie kompleksu enzym — substrat w normalnych warunkach. Il — nad-
miar substratu hamuje tworzenie kompleksu.

Jako najbardziej prawdopodobny przebieg hydrolizy acetylocholiny
przez esteraze acetylocholinowg, jak sie sgdzi wiasciwy réwniez i innym
esterazom, przyjmuje sie tworzenie posredniego produktu, acetylowanego
enzymu, ktory pod wplywem czgsteczki wody rozpada sie na enzym
i kwas octowy (schemat 3).

K ¢ PC+ 2 PC+3
E+S-—-ES-—-- *(E-acyl) + alkohol » g*E + kwas octowy + alkohol
Schemat 3. Schemat enzymatycznej hydrolizy estru
/
Zachowujac sposOb oznaczania centrow aktywnych esterazy acetylo-

cholinowej przez Wilsona mozna przedstawi¢ hydrolize acetylocholiny
wedtug schematu 4.

Schemat 4. Mechanizm hydrolizy estru przez enzym wg Wilsona (57). HG —

podcentrum estrowe. I) wytworzenie acylowanego enzymu i odigczenie alkoholu.

I1) Pod wptywem czasteczki wody z acylowanego enzymu uwalnia sie enzym i kwas
octowy.

Jakkolwiek dotychczas nie udato sie jeszcze wyizolowac¢ posredniego,
prawdopodobnie niezwykle labilnego, acylowanego enzymu powstajgce-
go przy reakcji z esterazg acetylocholinowg — udato sie to jednak w przy-
padku innej esterazy (59).

Z proponowanym schematem daje sie dobrze pogodzi¢ szereg danych
eksperymentalnych (20) np. wymiana 18 2 pomiedzy czasteczka wody
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a kwasem octowym, zahamowanie nieodwracalne enzymu przez fosfo-
rany alkilowe (np. DFP, tetraetylopirofosforan), jak rdwniez reaktywacja
enzymu przez czynniki nukleofilne (np. hydroksylamina, pirydyna).

Na podstawie wynikéw licznych badan w zakresie wiasciwosci réz-
nych substratow i inhibitorow oraz wspdétdziatania z nimi esterazy acety-
locholinowej mozna podaé nastepujgce schematy potaczeh enzym-sub-
strat i enzym-inhibitor (schemat 5) wykorzystujac przy tym zestawienie
Cohena i Oosterbaana (17).

Schemat 5. Schematy komplekséw esterazy acetylocholinowej z substratem (1)

i z inhibitorami: DFP (2); z décaméthonium — o 2 atomach N czterowigzalnego
(3); z grupy fluorofosforylocholin (4). Na podstawie Cohena i Oosterbaana, (17).
A — podcentrum anionowe; E — podcentrum estrowe; K — grupa kwasna, Z —

grupa zasadowa.

Najwazniejszymi osiggnieciami, ktére mogtyby w znacznym stopniu
utatwi¢ wyjasnienie mechanizmu dziatania esterazy acetylocholinowej
bytyby, podobnie jak i dla innych enzymdw, chemiczna identyfikacja
grup wchodzacych w skitad centrum aktywnego, ich przestrzenne utozenie
i znajomos$¢ grup chemicznych potozonych blisko centrum aktywnego.
Dotychczas poznano jednak zaledwie drobny utamek wiasciwosci enzy-
mu, ktory nie pozwala jeszcze na ugruntowanie wysuwanych hipotez.
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Jak wiadomo aktywno$¢ prawie wszystkich enzymow zalezy od pH.
Te zalezno$¢ mozna wyttumaczy¢ przyjmujac, ze enzym posiada grupy
jonizujace i ze tylko w ograniczonej liczbie standw ich zjonizowania moze
on spetnia¢ funkcje katalityczne. Dla esterazy acetylocholinowej pKawy-
nosi okoto 6-7 i okoto 9-10, co zgadza sie z pogladem, ze w centrum
estrowym sg 2 grupy: kwasna i zasadowa. Poniewaz jedyng znang grupa
w biatkach o pKg w poblizu pH 6-7 jest pierScien imidazolowy histydy-
ny, nasuwa sie przypuszczenie, ze wystepuje on w podcentrum estrowym
esterazy acetylocholinowej. Dotychczas brak jednak danych, ktére by
bezposrednio wskazywaty na obecnos$¢ pierScienia imidazolowego w cen-
trum aktywnym tego enzymu (20, 58). Natomiast obecno$¢ seryny udato
sie wykaza¢ bezposrednio w badaniach nad esterazg acetylocholinowg
z czerwonych krwinek (17). Po zablokowaniu grup czynnych enzymu za
pomoca DF3P przeprowadzono chromatografie produktow kwasnej hy-
drolizy biatka enzymatycznego i znaleziono ufosforylowanag seryne. Wy-
daje sie, ze obecno$¢ seryny w centrum aktywnym zaréwno esterazy
acetylocholinowej, jak i szeregu esteraz wrazliwych na DFP jest juz
pewna, pomimo ze wedtug niektérych badaczy fosforylacja seryny mo-
gtaby by¢ zjawiskiem wtoérnym, wywotanym drastycznym postepowa-
niem przy hydrolizie.

Wedtug Schaffera, Maya i Summersona (51) DFP reaguje
wytgcznie z seryng znajdujgcg sie w centrum aktywnym chymotrypsy-
ny, natomiast nie fosforyluje innych reszt serynowych obecnych w tym
biatku. Ponadto wiadomo, ze DFP nie reaguje ze zdenaturowang chymo-
trypsyna. W zwigzku z tym nalezy sadzi¢, ze seryna znajdujaca sie
w centrum aktywnym chymotrypsyny, jak i innych esteraz wrazliwych
na DFP, w tym esterazy acetylocholinowej, musi mie¢ jakie$ specjalne
cechy, dzieki ktorym dziata ona jako akceptor grup fosforylowych i acy-
lowych (17, 23). Dotychczas nie udato sie wyjasni¢ na czym polega ,reak-
tywno$¢” seryny znajdujgcej sie w centrum aktywnym. Prdéby tluma-
czenia tego zjawiska sg rézne. Istnieje np. poglad, ze jest ona wiaczona
w specjalng strukture, tworzgc pierscien oksazolinowy (A2, o ktérym
wiadomo, ze moze reagowac¢ z DFP. Inni przypuszczaja, ze jakie$ grupy
sgsiadujagce z seryng dzieki specjalnemu utozeniu przestrzennemu (np.
pierscien imidazolowy histydyny) moga wywotywaé jej reaktywnos$¢ (20).
Wydaje sie jednak, ze pierscien imidazolowy jest zbyt stabg zasada, azeby
méc wywotaé aktywacje seryny (10).

Badan dotyczgcych budowy centrum anionowego jest mniej; wysuwa-
ne sa przypuszczenia, ze w sklad centrum anionowego wchodzg grupy
~-karboksylowe kwasu asparaginowego lub 7-karboksylowe kwasu glu-
taminowego.

Friess i Baldridge (26) wykazali, ze niektére estry octanowe
sq lepszymi substratami dla esterazy acetylocholinowej niz acetylocho-
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lina; na podstawie tych wynikéw, jak rowniez dziatania niektérych inhi-
bitoréw na czynno$¢ omawianego enzymu, przypuszczajg oni, ze odleg-
to$¢ pomiedzy podcentrum anionowym i estrowym wynosi okoto 2,5 A.
Przy zastosowaniu innych inhibitorow Wilson (58) obliczyt, ze od-
legtos¢ ta jest wieksza (5 A).

Krupka i Laidler (38), positkujgc sie danymi z piSmiennictwa
jak réwniez wiasnymi wynikami badan kinetycznych, zaproponowali
przestrzenny model centrum aktywnego esterazy acetylocholinowej
(rys. 2). Model ten uwzglednia odlegtosci grupy kwasnej i zasadowej od
podcentrum anionowego, podawane przez innych autorow, jak réwniez
wskazuje, ze grupa wodorotlenowa seryny potozona jest dalej od podcen-
trum anionowego niz pierscien imidazolowy. Rys. 3 przedstawia prze-
strzenny model potaczenia enzym-substrat. Wedtug tych autorow jedno-
czeSnie wystepuje rozerwanie 3 wigzan i powstanie 3 nowych, dopro-
wadzajagce do wytworzenia labilnego produktu przejSciowego, acetylo-
wanego enzymu. Krupka i Laidler sugeruja, ze podobny model centrum
aktywnego, tylko ze bez podcentrum anionowego, mozna by zastosowac
do trypsyny i chymotrypsyny.

Rys. 2. Model grup funkcyjnych centrum aktywnego esterazy acetylocholinowej
wg Krupki i Laidlera (38)
1 — podcentrum anionowe, 2 — grupa zasadowa (azot pierscienia imidazolowego), 3 — grupa
wodorotlenowa seryny, 4 — grupa kwasna

Na ogét przyjmuje sie, ze forma reaktywna seryny tkwi juz w cen-
trum aktywnym przed zadziataniem substratu, lecz przeciw takiemu po-
gladowi wysuwane sg zarzuty. Trudno wyjasni¢ dlaczego czynna grupa
seryny czekataby na substrat lub inhibitor, a nie brata udzialu w jakich$
reakcjach ubocznych. W zwigzku z tym wysunieto ostatnio nowa hipo-
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Rys. 3. Model potaczenia esterazy acetylocholinowej z acetylocholing wg Krupki
i Laidlera (318); oznaczenia grup funkcyjnych jak w rys. X

Linie przerywane oznaczajg przycigganie elektrostatyczne oraz wigzania' wytworzone podczas

acetylacji. Pomiedzy atomem azotu imidazolowego a atomem wegla grupy karbonylowej za-

chodzi réwniez przycigganie elektrostatyczne. Trzy wigzania, ktére ulegty rozerwaniu, zazna-
. czono przekres$leniem

teze (10), w zatozeniu ktérej przyjmuje sie, ze acetylocholina adsorbujac
sie na powierzchni enzymu bierze udziat w jego aktywacji, przy czym
adsorpcja bytaby kierowana przez podcentrum anionowe enzymu. Wedtug
tej hipotezy, przedstawionej na schemacie 6, najpierw wytworzytoby sie
wigzanie wodorowe pomiedzy tlenem grupy karbonylowej acetylocholiny
a azotem iminowym pier$cienia imidazolowego histydyny (Ha). Prowa-
dzitoby to do przegrupowania w centrum aktywnym esterazy acetylocho-
linowej i wytworzenia drugiego wigzania wodorowego miedzy aktywowa-
nym azotem imidazolowym a grupg wodorotlenowg seryny (Ha). Zja-
wisko to byloby podstawg przeksztatcenia enzymu w forme aktywowa-
ng i wytworzenia kompleksu enzym-substrat (llb). Schemat ilustruje
dalsze etapy reakcji: powstanie acetylowanego enzymu (l11) i poSrednie-
go potaczenia pomiedzy acetylowanym enzymem a czasteczkg wody

(IVa—IVb) i odtworzenie pierwotnej formy enzymu dzieki eliminacji
kwasu octowego.

Reasumujgc wyniki licznych badan, przedstawionych tu w ogo6lnym
zarysie, mozna powiedzie¢, ze wedtug obecnego pogladu w czasie enzy-
matycznej hydrolizy acetylocholiny tworzy sie jako zwigzek posredni
bardzo labilny enzym acylowany przez substrat w centrum estrowym
przy grupie wodorotlenowej seryny, natomiast sprawa przyczyn reak-
tywnosci tej grupy nadal jest dyskutowana.

2 postepy Biochemii 3/65
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Jaka jest gtowna rola esterazy acetylocholinowej in vivo? Zagadnie-
nie to, podobnie jak i w przypadku wielu innych enzyméw, nie jest tat-
we do rozwigzania. Wiadomo dobrze, ze zdolno$¢ katalityczna oczyszczo-
nych preparatow enzymatycznych in vitro nie przesgdza, czy in vivo
enzym ten nie moze wykazywac jeszcze innej funkcji. Wydaje sie bar-
dzo prawdopodobne, ze rola esterazy acetylocholinowej nie ogranicza
sie do hydrolizy acetylocholiny przy transmisji nerwowo-migsniowej.
Nachmansohn (45, 46) i jego szkota przyjmuja, ze esteraza acety-
locholinowa zwigzana jest réwniez z przewodnictwem nerwowym, jed-
nakze poglad ten jest odosobniony i zwalczany przez wielu neurofizjo-
logbw i neurochemikow, jak Feldberg (25), Hebb (30), Koelle
(37). Wystepowanie esterazy acetylocholinowej w blonie czerwonych
krwinek i w szeregu narzadéw czy tkanek (skéra ptazéw, skrzela kra-
béw, macica itd.) nasuwato wielu badaczom przypuszczenie, ze rola tego
enzymu zwigzana jest z przepuszczalnos$cig bton.

Wykonano szereg doswiadczen, w ktérych po zastosowaniu inhibito-
row esterazy acetylocholinowej obserwowano zakidcenie procesu prze-
puszczalnosci bton. Wnioskowano stad, ze statlo sie to na skutek zablo-
kowania czynnosci tego enzymu. Jednakze stosowane stezenie inhibi-
toréw byty tak duze, ze obnizenie przepuszczalnosci dla jonéw Na+ mo-
gtoby by¢ rowniez ttumaczone niespecyficznym dziataniem inhibitorow,
podobnym jak np. dziatanie narkotykow.

Na role acetylocholiny i esterazy acetylocholinowej w zjawiskach
aktywnego transportu Na+ i dodatnio natadowanych czasteczek orga-
nicznych poprzez cykl kwasu fosfatydowego wskazujg prace Hokin
i Hokin (32). Sugerowany jest takze udziat esterazy acetylocholinowej
w procesach transacylacji (17).

Jednakze nalezy podkres$li¢, ze poza uktadem nerwowym, gdzie
w znacznym stopniu zostata wyjasniona rola acetylocholiny i enzymow
ja syntetyzujacych oraz rozktadajacych, znaczenie esterazy acetylocholi-
nowej pomimo jej rozpowszechnienia nie jest dotychczas poznane.
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TOM XI 1965 ZESZYT 3

JANINA KWIATKOWSKA*

Procesy transkrypcji i translacji informacji genetycznej**
The Transscription and Translation Processes of the Genetic Code

The recent viewes on the problems of the genetic information and its trans-
scription and translation processes are presented.

Odtwarzanie czasteczek biatka o niezmiennej sekwencji aminokwa-
sowej wymaga precyzyjnego przekazywania informacji. Zagadnienie in-
formacji w biosyntezie biatka obejmuje nie tylko sposéb jej zapisu w ma-
teriale przekazywanym genetycznie, ale i przeniesienie tego zapisu do
uktadu syntetyzujagcego w cytoplazmie, oraz prawidtowe jego odczyta-
nie. Wszystkie bowiem etapy tego procesu sg réwnie istotne, a biad
w ktérymkolwiek z nich da w wyniku zmienione, czestokro¢ nieczynne
funkcjonalnie biatko.

W badaniach nad tym zagadnieniem nastgpit w ciggu ostatnich lat
znaczny postep. Wyniki ich pozwalajg uzna¢ za ustalony og6lny schemat
syntezy biatka, chociaz wiele jeszcze pozostaje do wyjasnienia w poszcze-
go6lnych jego etapach. Schemat ten przedstawiony jest na rys. 1

Zapis informacji, okreSlajacy budowe biatek zawarty jest w czastecz-
kach DNA chromosomdw (genach), jako odpowiednia sekwencja nukle-
otydéw i przekazywany jest przy podziale komérki. Zapis ten zostaje na-
stepnie przeniesiony na czasteczke RNA informacyjnego (mRNA), pow-
stajgcg na matrycy odpowiedniego DNA i posiadajgcg komplementarny
do jego tancucha uktad nukleotydow. Proces ten nosi nazwe transkrypcji.
Odczytanie kodu i przettumaczenie go na jezyk aminokwasow, a wiec
etap zwany translacja, zachodzi w kompleksie utworzonym przez poia-
czenie informacyjnego RNA z polirybosomami i niosgcymi aminokwasy
czasteczkami tRNA. W trakcie translacji aminokwasy tacza sie w fan-
cuch polipeptydowy o sekwencji zgodnej z zapisem kodu w mRNA. Gdy

* Dr. st. asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
Wroctawiu.

** Wykaz uzywanych skrotow: mRNA — informacyjny RNA; tRNA — prze-
noszacy, ,transfer” RNA (dawna nazwa: rozpuszczalny, sRNA); aa-tRNA — amino-

acylo-tRNA; U — nukleotyd urydylowy; A — nukleotyd adenylowy; G — nukle-
otyd guanylowy; C — nukleotyd cytydylowy; rT — nukleotyd rybotymidylowy.
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Rys. 1. Schemat biosyntezy biatka

fancuch ten jest w peini zakonczony, nastepuje oderwanie sie gotowej
czasteczki biatka z jednoczesnym uwolnieniem tRNA i jednego mono-
meru z grupy polirybosomoéw.

I. Transkrypcja

Jak juz wspomniano, mianem transkrypcji okresla sie przeniesienie
informacji z DNA na informacyjny RNA.

1. Synteza i rozpad informacyjnego RNA

Rola informacyjnego RNA w przekazywaniu informacji z jadra ko-
morki do cytoplazmy zbadana i uznana zostata niedawno. Cechg charak-
terystyczng i odr6zniajagca mRNA od innych kwaséw rybonukleinowych
jest jego niezwykle szybka biosynteza. Powstawanie mRNA obserwuje
sie juz w ciggu pierwszych sekund po dodaniu nukleotydéw do komorek
lub odtworzonych uktadéw syntetyzujacych biatko.

Obecnos$¢ szybko powstajgcego RNA w komorkach pateczki okreznicy
infekowanych przez fag T2 zauwazona byta wprawdzie jeszcze w 1953 r.
(29), nie przypisywano jednak temu faktowi nalezytego znaczenia. Do-
piero Volkin i Astrachan zbadali sktad nukleotydowy tego RNA,
stwierdzajac, ze rézni sie on zasadniczo od sktadu kwaséw rybonukleino-
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wych nieinfekowanych komérek Escherichia coli, przypomina natomiast
DNA faga (67). W 1960 roku ustalono w pracowni Watsona, ze éw
RNA ma siezar czgsteczkowy stosunkowo niewielki, nie zostaje Wbudowa-
ny w rybosomy i nie jest prekursorem rybosomalnego RNA (46). Jedno-
czes$nie z Watsonem Jacob i Monod wykazali istnienie podobnego
RNA w komérkach E. coli, infekowanych fagiem T4 Nie wbudowujac sie
w rybosomy komorki infekowanej, szybko syntetyzowany RNA 1taczy
sie jednak z nimi, tworzac matryce dla budowy biatka faga w komorce
-gospodarza (5). Z tego wzgledu nazwali oni 6w nowo poznany RNA ,,mes-
senger RNA” i postulowali, ze jest on nos$nikiem informacji miedzy DNA
faga a uktadem syntetyzujgcym biatko w komdrce infekowanej (34). Na-
stepnym krokiem bylo stwierdzenie, ze synteza mRNA nie jest cechg
wiasciwg infekcji fagowej, ale ze powstaje on i w normalnych, nieinfe-
kowanych komdrkach. Watson wydzielit taki mRNA z komorek
E. coli i stwierdzit, ze przy stezeniu jonéw Mg2+ rownym 10~2M ma on
zdolno$¢ taczenia sie z rybosomami, odrywa sie natomiast od nich przy
spadku stezenia magnezu do 10-4M. Informacyjny mRNA jest bardziej
wrazliwy na dziatanie rybonukleazy niz rybosomalny (25). Stosujac tech-
nike frakcjonowania kwaséw rybonukleinowych przez wirowanie w gra-
diencie stezenia sacharozy, znaleziono w wielu bakteriach, a takze w ko-
madrkach zwierzecych frakcje RNA charakteryzujagce sie niezmiernie
szybkim wbudowywaniem pietnowanych nukleotydéw. Wyodrebniono je
miedzy innymi z komodrek watroby szczura i kurczecia, retikulocytow,
komérek HelLa (11, 12, 20, 53).

Informacyjny RNA pobudza synteze biatka i jest niezbednym skitad-
nikiem uktadéw tej syntezy zaréwno w normalnych, jak i infekowanych
fagami komdrkach. Szybki rozpad mRNA byt — jak ustalit Niren-
berg— gtowng przyczyna, dla ktorej nie udawato sie dawniej uzyski-
wac syntezy biatka w uktadach bezkomérkowych (42). Obecnie trudnosé
ta zostata catkowicie przezwyciezona i dzieki moznos$ci stosowania ukita-
déw z dodawanymi mRNA lub sztucznie otrzymywanymi polinukleoty-
dami udaje sie badaé synteze biatka in vitro.

Obok szybkos$ci syntezy oraz pobudzania wbudowywania aminokwa-
séw w tancuch polipeptydowy, dalszg istotng cechg bakteryjnych i zwie-
rzecych mRNA jest ich komplementarno$¢ wzgledem DNA. Tak wiec
kazdemu nukleotydowi adenylowemu w czasteczce DNA odpowiada
w RNA nukleotyd urydylowy, guanylowemu — cytydylowy, tymidylo-
wemu — adenylowy i cytydylowemu — guanylowy. Komplementarnos$é
ta uwarunkowana jest procesem syntezy mRNA. Jak sie wydaje na pod-
stawie badan nad tworzeniem hybrydow DNA-RNA, synteza mRNA za-
chodzi w komorkach gtéwnie pod wptywem polimerazy Kornberga (DNA
dependent RNA polymerase), a nie fosforylazy polinukleotydowej. Ma-
teriatem wyjsciowym sa wiec trojfosfonukleotydy, nakladajgce sie na
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rozkrecony tancuch DNA i tgczace sie w sekwencje komplementarng do
niego. Butler przedstawia ten proces bardzo obrazowo, opierajac sie na
wynikach badan elektrono-mikroskopowych, przeprowadzonych na chro-
mosomach w trakcie syntezy RNA. Jego zdaniem enzym stanowi rodzaj
obracajgcej sie tarczy, przez otwory ktérej przechodzag nici DNA. Wsku-
tek obrotu enzymu nici te rozkrecajg sie, odstaniajgc sekwencje nukleo-
tydowg, stajacg sie matrycag dla powstajacego RNA (7)- Schemat syntezy
MRNA przedstawiono na rys. 2.

Jako produkt przejSciowy powstaje hybryd DNA-RNA. Hybrydy ta-
kie udaje sie wydzieli¢ z komorek, a takze otrzymywacé sztucznie. Sg one
odporne na dziatanie rybonukleazy. Hybrydy uwalniajg nastepnie RNA
oraz rodzimy, niezmieniony DNA (19, 55). Synteza mRNA zachodzi
w jadrze, po czym zostaje on przeniesiony do protoplazmy (30, 32).

Wyniki wiekszosci badan, przeprowadzonych na réznych fagach (T4,
SP8 i in.), pozwalajg wnioskowaé¢, ze synteza mRNA zachodzi komple-
mentarnie do jednej tylko nici DNA (40). Poniewaz jednak w komdrkach
bakteryjnych, infekowanych fagiem T2 stwierdzono obecno$¢ dwu mRNA
komplementarnych4wzgledem siebie, nie jest wykluczona mozliwos$é¢, ze
oba tancuchy DNA mogag by¢ w pewnych przypadkach matrycg dla
mRNA (18). Niezaleznie jednak od tego, czy jeden tylko, czy oba tan-
cuchy DNA sg primerem, konieczna jest obecno$¢ obydwu. Synteza
mRNA zachodzi znacznie szybciej i aktywniej w obecnosci rodzimego,
dwutancuchowego DNA, niz na zdenaturowanej, pojedynczej nici (33).
Aktywno$¢ w syntezie biatka wykazujg wytgcznie informacyjne RNA,
syntetyzowane na matrycy dwutancuchowego DNA (60). Przypuszcza
sie, ze duze znaczenie ma struktura wtérna DNA, stad konieczno$¢ obec-
nosci obu tancuchdéw.

Synteza mRNA znajduje sie pod kontrolg hormonéw. Wydaje sie, ze
wpltyw ich na synteze biatka polega witasnie na regulowaniu przez nie
powstawanie informacyjnych RNA w komdrkach. Synteza mRNA ulega
przyspieszeniu i znacznemu wzmozeniu pod wptywem insuliny, tyroksy-
ny, estrogenow, kortyzolu i hormonu wzrostu (35, 36, 64). Pobudzanie
to jest w przypadku kortyzolu hamowane przez aktynomycyne, co $wiad-
czy o dziataniu tego hormonu na wczesne etapy syntezy mRNA. Aktyno-
mycyna zapobiega bowiem tworzeniu hybrydu DNA-RNA, fczac sie
z czasteczkg DNA (24).
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Wyniki pierwszych badan nad mRNA sugerowaly, ze na rowni z szyb-
koscig syntezy charakteryzuje go niezwykle szybki rozpad. Poglad ten
ulegatl jednak zmianie w miare tego, jak wydzielano mRNA z tkanek
zwierzecych. O ile bowiem bakteryjne mRNA rozpadaja sie w ciggu kil-
ku minut po syntezie, to czas zycia mRNA z komoérek zwierzecych
wynosi kilka godzin. Z tkanek takich jak soczewka oka, tarczyca, retiku-
locyty i in. wydzielono trwate mRNA, wykazujace aktywno$¢ po 24
i wiecej godzinach. Wigze sie to przypuszczalnie ze specyfikg tych tka-
nek, a mianowicie produkcjg duzych ilosci swoistego biatka, krdtkim
okresem zycia komérki, utratg jgdra lub zmianami zachodzgcymi w nim
wkrdtce po okresie intensywnej syntezy (52).

W Swietle ostatnich badan zmienity sie réwniez zapatrywania na
kwestie wielkosci czasteczek mRNA. W odroznieniu od rybosomalnego,
informacyjny RNA uwazany byt za zwigzek stosunkowo niskoczgstecz-
kowy, o statej sedymentacji 12-14 S. Obecnie jednak wiadomo, ze w bak-
teriach istniejg bardzo duze czgsteczki mRNA, kodujagce kilka lub kilka-
nascie biatek, zgodnie z teorig: jeden operon — jeden mRNA. Teoria ope-
ronu bakteryjnego zaktada, ze geny determinujgce synteze biatek zwig-
zanych funkcjonalnie tworzg odrebne zespolty — operony. Funkcja ope-
ronu regulowana jest przez jeden wspdlny operator. W obrebie operonu
poszczegblne geny utozone sa liniowo, w ustalonej kolejnos$ci, zaczynajac
od genu operatorowego. W operonie przemiany laktozy znajdujg sie trzy
geny okreslajgce synteze trzech enzymoOw tej przemiany, w operonie
syntezy histydyny — dziesie¢ gendéw, w operonie syntezy leucyny —
cztery geny itd. Wyniki badan genetycznych nad zjawiskami polarnosci,
modulacji i represji koordynowanej sugerowaty, ze na matrycy catego
operonu syntetyzuje sie jeden informacyjny RNA. Posrednie dowody na
to znalazty swoje potwierdzenie, gdy izolowano duze mRNA o cechach
jednorodnos$ci, powstate na matrycy operonu histydyny i laktozy (26, 41).

2. Zapis kodu w informacyjnym RNA

Mozliwos¢ eksperymentowania in vitro na wydzielonych uktadach
z zastosowaniem wydzielonych z komorek mRNA, a zwilaszcza sztucznie
otrzymywanych polinukleotydéw, w zestawieniu z danymi otrzymywa-
nymi in vivo, pozwolita rozwigzaé w znacznym stopniu problem frapu-*
jacy genetykéw i biochemikéw od 10 lat — a mianowicie problem kodu
genetycznego. Zagadnienie to byto juz poruszane w Postepach Biochemii
w 1963 roku (70). Z tego wzgledu obecnie podane bedag tylko nowe osigg-
niecia i poglady w tej dziedzinie.

Wygtoszona w 1961 r. teoria kodu Cricka potwierdzona zostata
szeregiem wynikow badan, umozliwionych rozwojem techniki badan.
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Cztery gtdéwne postulaty tej teorii zakladajg, ze kod jest tréjkowy, zde-
generowany, i niezachodzacy na siebie i odczytywany zawsze z pewnego
okreslonego punktu, podobnie jak pismo (13).

Zgodnie z teorig trojkowa, kazdy z 20 aminokwasow wchodzgcych
w skiad biatka kodowany jest przez uktad trzech nukleotydéw czasteczki
mRNA. Triplety te, jak juz powiedziano, sa komplementarne do tripletow
wchodzacych w sktad DNA. Uktad trzech nukleotydoéw jest tg minimalna
ilosScig, przy ktorej kombinacja czterech elementdw, wchodzacych w sktad
RNA (A, G, C, U) moze zapewni¢ informacje odnos$nie sekwencji 20 ami-
nokwaséw. Stusznos$é teorii tripletowej potwierdzity wyniki badad nad
mutantami fagowymi, w ktorych przez dodanie barwnikéw akrydyno-
wych udaje sie wbudowac lub usung¢ jeden nukleotyd w czasteczce nio-
sacej informacje. Powoduje to zmiany w fenotypie, znikajace dopiero
wtedy, gdy potaczy sie trzy mutanty z dodang lub usunietg zasadg. Ist-
nienie kodu tréjkowego, przy zastosowaniu czterech elementéw stwarza
mozliwo$¢ 64 ukiadow, a wiec pewnego ,nadmiaru” informacji. Jeden
aminokwas moze by¢ wtedy kodowany przez dwa, trzy i wiecej tripletow.
Taki kod nosi nazwe zdegenerowanego. Dawne poglagdy Gamow a,
ktory zaktadat istnienie tylko 20 kombinacji czterech nukleotydow (bez
uwzglednienia zmian kolejnosci utozenia), a takze Cricka, eliminuja-
cego z kodu pewne sekwencje nukleotyddéw i pozostawiajgcego 20 ,sen-
sownych” tripletow nie zdaly egzaminu przy konfrontacji z wynikami
doswiadczen. Natomiast wyniki badan Nirenberga i Ochoa, usta-
lajgce skiad poszczego6lnych tripletéw determinujacych wbudowywanie
aminokwasow w uktadach bezkomdrkowych (tabl. 1) swiadczg bezwzgled-
nie na korzy$¢ kodu zdegenerowanego.

Obecnie znanych jest juz 46 z 64 mozliwych tripletdw kodujacych
poszczegblne aminokwasy. Dotychczas jednak udato sie tylko dla niewie-
lu tripletéw ustali¢ ich wiasciwg sekwencje. Przyczyng tego jest nie-
mozno$¢ syntetyzowania kopolimeréw nukleotydowych o ustalonej ko-
lejnosci. O ile wiec wyniki badan z zastosowaniem homopolinukleotydow
(poli-U, poli-A, poli-C, kodujgce odpowiednio wbudowywanie fenyloala-
niny, lizyny i proliny), traktowane mogg by¢ jednoznacznie, przy kopo-
limerach w wiekszosci przypadkow jest mozliwos¢ réznej interpretacji
budowy tripletu. Kolejno$¢ zasad ustalona jest w triplecie kodujgcym
tyrozyne. Przeprowadzajgc synteze kopolimeru przy pomocy fosforylazy
na matrycy AU, oraz AAU, ustalono, ze wbudowywanie tyrozyny zacho-
dzi przy sekwencji AUU (68). Dla cysteiny ustalono kolejnos¢ GUU.

Niektérzy badacze sktonni sg uwazaé, ze kod jest czeSciowo zdegene-
rowany, to znaczy, ze nie wszystkie uktady tripletéw wystepujg w przy-
rodzie. Eck (15) natomiast zaktada, ze wszystkie 64 triplety sa mozli-
we i ,sensowne”, z tym, ze da sie wsérdd nich wydzieli¢ symetryczny
uktad 32 par tripletdw. Poszczegdélne aminokwasy okre$lane sg przez
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Tablica 1

Sktad tripletow kodujgcych poszczegélne aminokwasy

Aminokwasy Triplety w mRNA*
Alanina CCG, CUG, CAG
Arginina GCC, GUC, GAA
Asparagina CAA, UAA, CUA
Asparaginowy kwas GUA, GCA
Cysteina GUU, GCU
Fenyloalanina uuu, uuc
Glutamina ACA, UAC
Glutaminowy kwas GAA, AUG
Glicyna UGG, AGG, CGG
Histydyna ACC, AUC
Izoleucyna UAU, UAA, CAU
Leucyna UAU, UGU, UUC, CCU
Lizyna AUA, ACA, AAA, AAG
Metionina UGA
Prolina CUC, CCC, CAC, CGC
Seryna CUU, CCU, ACG, UCG
Treonina UCA, ACA, CCA
Tryptofan UGG
Tyrozyna AUU, ACU
Walina uuG

* Triplety o ustalonej sekwencji zaznaczone ttustjan drukiem.

pare takich tripletow, niektore za$ nawet przez dwie, lub trzy pary.
W kazdej parze dwa nukleotydy sag identyczne, trzeci za$ jest zawsze
w obu przypadkach albo puryng, albo pirymidyng. Na przykiad trypto-
fan determinowany jest przez GGU i GAU, lizyna przez AAA i AGA,
glicyna przez GAG i GGG, oraz GCG i GUG. Zestawienie danych od-
nosnie znanych 46 tripletéw czyni teorie Ecka do$¢ przekonujaca, wy-
maga ona jednak wielu jeszcze potwierdzien (15).

W kodzie tréjkowym istnieje mozliwos¢, ze jest on zachodzacy na
siebie, to znaczy, ze kazdy nukleotyd jest wspolny dla trzech tripletow,
a sgsiadujace ze sobg aminokwasy majg dwie wsp6lne zasady w mRNA.
Obecnie poglad taki zostat catkowicie odrzucony i kod uznany jest za
niezachodzacy na siebie. Poszczeg6lne triplety kodujgce aminokwasy
nastepuja w tancuchu polinukleotydowym kolejno po sobie. Swiadcza
0 tym mutacje punktowe, w ktérych zmiana jednej zasady nukleotydu
wywotuje zmiane wbudowania jednego tylko, a nie trzech aminokwa-
séw, a takze pordwnanie sktadu aminokwasowego biatek r6znych gatun-
kéw zwierzat. Biatka te, na przyktad insulina, r6znia sie czestokro¢ jedy-
nie jednym aminokwasem w sekwencji.

Skoro triplety utozone s3 w mRNA w sposéb ciggly — a nie dato sie
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ustali¢ jakich$ ,przecinkowych” nukleotyddw — czytanie kodu zaczynac
sie musi w jednym okreslonym miejscu, w przeciwnym bowiem przy-
padku caly kod bytby mylnie ttumaczony. To zalozenie potwierdzone jest
przez doswiadczenia z mutantami. Dodanie lub odjecie nukleotydu powo-
duje zmiane odczytywania wszystkich nastepnych tripletéw w genie.
Potgczenie mutacji o dodanym nukleotydzie z mutacjg o usunietym nu-
kleotydzie powoduje zniesienie mutacji.

Nirenberg przypisuje pewne znaczenie w zapoczgtkowywaniu
czytania kodu pozycji grupy fosforanowej w kohAcowym nukleotydzie.
Uzywajac trojtripletowych nukleotydéw jako mRNA stwierdzit on, ze
prawidtowe wbudowywanie aminokwasOw nastepuje przy potozeniu
koncowej grupy fosforanowej w pozycji 5. Przy potozeniu w pozycji 3'
lub braku koncowej grupy fosforanowej determinowanie aminokwasu
jest wybitnie uposledzone i moze nastgpi¢ zmiana ,sensownego” stowa
kodu w ,bezsensowne” (43).

@] ile interpunkcja miedzy poszczegdlnymi stowami kodu wydaje
nie istnieé, przypuszcza sie, ze przy duzych mRNA kodujacych kilka en-
zymoOw dla catego operonu konieczne jest zaznaczenie konca odrebnych
tancuchow polipeptydowych. Zaktada sie, ze role ,przecink6w” moga
spetnia¢ tzw. ,rzadkie” zasady w nukleotydach — na przyktad pochod-
ne metylowe, bgdz tez ,nonsensowne” ftriplety. Jak dotad brak jednak
konkretnych faktow potwierdzajgcych ktéra$ z tych hipotez.

Zasadg teorii kodu jest determinowanie przez okre$lony jego wyraz
tylko jednego aminokwasu. Totez ogromne poruszenie wywotat fakt, ze
poli-U w nieobecnosci fenyloalaniny i w specjalnych warunkach (przy
niskiej temperaturze i zmniejszonym stezeniu jonow Mg2+) moze whbu-
dowywac leucyne, a takze tyrozyne i izoleucyne. Ttumaczy sie to jednak
tym, ze w takich warunkach zdolno$¢ kompleksotwdrcza mRNA i tRNA
wzrasta tak silnie, iz moze zajs¢ ,pomytka” w odczytywaniu kodu przez
tRNA. Poniewaz trzy z czterech znanych tripletéw kodujacych leucyne
majg po dwa U w swym skladzie, leucynowe tRNA mogg ,,pomytkowo”
tworzy¢ kompleks z UUU w czasteczce mRNA, determinujgcym fenylo-
alanine. Whbudowywanie tyrozyny i izoleucyny przez UUU zachodzi
znacznie rzadziej — prawdopodobiefstwo pomyitki jest mniejsze, gdyz
tylko dwa triplety dla tyrozyny i jeden dla izoleucyny majag po dwa
U (61).

Na podstawie dotychczasowych badan uwaza sie, ze kod jest w wy-
sokim stopniu uniwersalny. Stosujac sztuczne polinukleotydy w ukta-
dach bezkomdrkowych watroby, retikulocytdw i innych tkanek zwierze-
cych wykazano, ze wiekszo$¢ oznaczen kodowych jest taka sama jak
u E. coli (3, 73).

Informacja genetyczna zawarta jest w uktadzie nukleotyddw mRNA,
nie bez znaczenia jednak przy jej przekazywaniu jest i jego struktura

sie
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wtorna. Informacyjny RNA jest pojedynczym, rozciggnietym taricuchem
polinukleotydowym. Wszystkie zasady sa przypuszczalnie umieszczone
po jednej stronie, co utlatwia potaczenie z komplementarnymi zasadami
tRNA za pomocg wigzan wodorowych. Dtugos¢ jednego tripletu w mRNA
wynosi 20 A, a wiec tyle, ile przekrdj spirali w tRNA (79). Rozciggnieta
struktura mRNA konieczna jest zaréwno dla tworzenia kompleksu
z tRNA, jak i z rybosomami (47, 63). O znaczeniu struktury wtdrnej
Swiadczg badania nad kodujacym fenyloalaning kwasem polirybotymi-
dylowym. Dzieki obecnosci grup metylowych kwas ten posiada spiralng
strukture wtorng, ktorg traci w temperaturze ponad 45° (62). W tempe-
raturze pokojowej poli-rT pobudza w stabym stopniu wbudowywanie
fenyloalaniny, natomiast jego aktywno$¢ wzrasta znacznie w tempera-
turze 45°. Natomiast poli-U, ktéry nie posiada struktury wtdrnej, dziata
energicznie juz w niskich temperaturach (61). Nirenberg wykazat
réwniez, ze poli-U traci zdolno$¢ kodowania w obecnosci poli-A, ponie-
waz tworzy z nim kompleks o zwinietej strukturze wtdérnej (44).

Il. Translacja

Jak juz wspomniano, translacja, to jest odczytanie kodu i przettuma-
czenie go na jezyk aminokwas6w, zachodzi w kompleksie utworzonym
przez potgczenie informacyjnego RNA z polirybosomami i niosgcymi ami-
nokwasy czgsteczkami tRNA.

1. Kompleksy informacyjnego RNA z rybosomami

Odczytywanie znakéw kodu z czasteczki mRNA staje sie mozliwe
wtedy, gdy tworzy ona kompleks z rybosomami. Rybosomy sg to czas-
teczki nukleoproteidéw o statej sedymentacji 70-80 S. Stosujac frakcjo-
nowanie za pomocg wirowania w gradiencie sacharozy wyodrebniono
rybosomy tej wielkos$ci z protoplazmy i jadra komorek zwierzecych oraz
bakteryjnych (49, 51, 77). Rybosomy bakteryjne majg przewaznie nieco
nizszg mase czasteczkowg niz zwierzece. Przy niskich stezeniach Mg~
rybosomy rozpadajg sie na mniejsze podjednostki, o statych sedymen-
tacji 30 S i 50 S u bakterii, oraz 30 Si 50 S, badZ tez 40 S i 60 S u ssa-
kow. Zwiekszenie stezenia magnezu wywotuje taczenie sie tych podjed-
nostek z powrotem w rybosomy o 70-80 S (65). Podjednostki sktadajg sie
z kwasu rybonukleinowego i biatka. Z czasteczek 30 S otrzymano RNA
sedymentujacy z 16 S, a z czasteczek 50 S — z 23 S (27). Zdaniem W at-
sona RNA w czasteczkach 30 S tworzy jeden tanicuch o ciezarze czas-
teczkowym 5,5 X 105 w czasteczkach 50 S znajduja sie natomiast dwa
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tafncuchy o tgcznym ciezarze czasteczkowym 1,1 X 106 (71). Langrid-
g e na podstawie badan dyfrakcji rentgenowskiej uwaza, ze RNA rybo-
somow skitada sie z 4-5 réwnolegle utozonych tancuchdéw o podwdjnej
spirali, rozdzielonych odcinkami bez struktury spiralnej (37). Spirin
i Kisielew stwierdzili, ze przy umieszczeniu czgsteczek 30 S i 50 S
w Srodowisku bez jonéw Mg2+ nastepuje odwracalne rozfatdowanie zwi-
nietych tancuchéw RNA bez ich degradacji. Zdaniem tych autoréw obie
czasteczki zbudowane sg z pojedynczego tancucha polinukleotydowego.
Czasteczka 30 S jest ptaskim tworem, ztozonym z 4 skretdw tanicucha,
za$ 50 S — cylindrycznym, powstatym wskutek zwiniecia tancucha w 10
rzedéw. Przy potaczeniu obu czasteczek ksztatt ich zmienia sie, czesci
zewnetrzne, nieprzylegajace do siebie stajg sie stozkowate. Wydaje sig,
ze rybosomy bardzo tatwo i elastycznie zmieniajg swag konformacje, co
ma duze znaczenie dla ich funkcji (56).

Wstepne badania nad struktura biatka rybosomoéow wskazujg, ze
w skiad ich wchodzi 20 roznych tancuchow polipeptydowych, dajacych
sie rozdzieli¢ elektroforetycznie (71). 1lo$¢ i sposéb utozenia tych tancu-
chow w poszczegdlnych czgsteczkach nie sg jeszcze znane. Do czgsteczki
30 S przytgczona jest rybonukleaza, znajdujgca sie w nieczynnej for-
mie (54).

Wydzielajgc rybosomy z komoérek w trakcie syntezy biatka z zacho-
waniem odpowiednio wysokiego stezenia jonéw magnezu udaje sie wy-
odrebni¢ oprécz frakcji 70-80 S, szereg innych, o wyzszych statych sedy-
mentacji (od 100-400 S). Obecno$é takich frakcji stwierdzono w komor-
kach E. coli, watroby szczurzej, retikulocytach, komdrkach HelLa i in.
(2, 66, 69, 77). Poniewaz przy nizszym stezeniu jonow Mg2+ frakcje te zni-
kajag z komorek, ¢ jednoczesnym wzrostem frakcji 70-80 S, nasuwat sie
wniosek, ze w odpowiednich warunkach rybosomy #3czg sie tworzac agre-
gaty. Przypuszczenia te potwierdzone zostaty zdjeciami elektrono-mikro-
skopowymi, w ktérych wyraznie wida¢ tgczenie sie monomeréw rybo-
somow w agregaty po 2, 3, 4, 5, 8 i wiecej (58, 77). Zespoty monomerow
nazwano polirybosomami lub ergosomami.

Czynnikiem powodujacym powstawanie polirybosoméw i utrzymu-
jacym monomery w agregacie jest potgczenie rybosoméw z mRNA. Po-
twierdzajg to dosSwiadczenia z aktynomycyng — antybiotykiem, powo-
dujacym zahamowanie syntezy i rozpad mRNA. Po iniekcji aktynomy-
cyny polirybosomy komaérek watroby rozpadajg sie na monomery (59).

Zgodnie z panujacym obecnie pogladem zadaniem polirybosomoéw
jest stworzenie odpowiedniej, tréojwymiarowej powierzchni, po ktorej
moze sie przesuwa¢é mRNA, odstaniajgc kolejno wyrazy kodu dla od-
czytywania przez tRNA, a tym samym spetniaC swg funkcje matrycy.

W retikulocytach za najaktywniejsze uwazano agregaty z 5 monome-
row (21). Poniewaz przypuszczano, ze rybosomy potgczone sg na mRNA
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liniowo, ilo$¢ ta wydawata sie maksymalng, mozliwg przy diugosci tan-
cucha mRNA 1500 A i odlegtosci centrow dwu rybosoméw 300 A. Zdje-
cia elektrono-mikroskopowe wykazaly jednak, ze rybosomy mogg byé
utozone w podwdjny rzad. Badajac wbhudowywanie piethowanych amino-
kwaséw w biatko w obecnosci polirybosomow réznej wielkosci N o 11,
Staehelin i Wettstein ustalili, ze w komorkach watroby zdol-
no$¢ wiaczania leucyny wzrasta liniowo wraz z wzrostem ilosci mono-
meréw w polirybosomach od 2 do 8 i ustala sie przy 10 (45). Najwieksza
aktywno$¢ w syntezie hemoglobiny posiadajg polirybosomy ztozone z 8-10
monomerdow (6). W komérkach E. coli znaleziono agregaty z 11, w He-
La — z 40 rybosomoéw (58, 77). Jak wynika z badan kinetycznych, mo-
nomery i nizsze agregaty nie sg catkowicie nieczynne. Poczatkowo obser-
wuje sie wbudowywanie aminokwaséw z ich udziatem, aktywno$¢ ich
jednak wyczerpuje sie bardzo szybko, a zachowujg ja jedynie wyzsze
polirybosomy (45).

Poniewaz w komdrkach w trakcie syntezy biatka znajdujg sie jedno-
czesnie polirybosomy o réznej ilosci jednostek, uwaza sie proces powsta-
wania i rozpadu agregatu za ciggty, uwarunkowany kolejnymi etapami
syntezy biatka. Zgodnie z aktualng teorig ,ruchomej taSmy” monomery
tacza sie z mRNA kolejno, od okre$lonego konca. Informacyjny RNA prze-
suwa sie przypuszczalnie w bruzdzie miedzy czgsteczkami 30 S i 50 S. Po-

+
Q — Rybosom
Aasa Polipeptyd

— tRNA

Rys. 3. Przytgczanie monomeru do polirybosoméw wg Goodmana (23)

taczony on jest nietrwale z czgsteczkami 30 S. W miare przesuwania,
mRNA odstania kolejno triplety kodujace poszczegdélne aminokwasy,
wskutek czego nastepuje przytaczanie odpowiednich aa-tRNA do mRNA
i czasteczki 50 S. Stopniowo aminokwasy tgczg sie w tancuch polipepty-
dowy. Gdy jest on zakonczony, odrywa sie od powierzchni rybosomow
i jednocze$nie odpada z polirybosomu monomer, z ktérym polipeptyd
byt zwigzany. Do przeciwlegtego korica mRNA (a wiec jego poczatku)
przytacza sie nastepny monomer, na ktdrym znéw zapoczatkowuje sie
synteza (75). Proces ten jest schematycznie przedstawiony na rys. 3.
Goodman i Riche udowodnili, ze2 w komé6rkach HeLa mono-
mery majg zdolno$¢ przytgczania sie do istniejgcego juz polirybosomu.

3 Postepy Biochemii 3/65
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Frakcjonujac rybosomy na réznych etapach syntezy biatka wykazali oni,
ze rosnacy tancuch polipeptydowy jest poczatkowo zwigzany z frakcja
zawierajacg agregat, pdézniej — z monomerem, po czym znajduje sie go
w wolnej frakcji biatkowej, nie zwigzanej z rybosomami (23). Réwniez
i prace Bishop a z 1964 r. potwierdzajg istnienie mechanizmu ,prze-
suwajgcej sie tasmy”. Autor ten uwaza jednak, ze znaczna ilos¢ mono-
merow znajdowana w ukiadach in vitro jest czeSciowo artefaktem i wpty-
wa na ostabienie syntezy w sztucznych uktadach. W komdrkach badz
monomery uwalniajg sie w mniejszej ilosci, badz tez sg od razu wigczane
do polirybosomu (4).

Teoria ,ruchomej tasmy” wyjasnia zjawisko tzw. modulacji. Zauwa-
zono, ze przy syntezie biatek, determinowanych wspoélnie przez jeden
mRNA powstajacy na matrycy operonu, to biatko, ktéremu odpowiada
gen pierwszy po operatorze, syntetyzowane jest w znacznie wiekszej
ilosci niz biatka odpowiadajagce genom utozonym za nim (78). Mozliwe,
ze po syntezie pierwszego enzymu tylko cze$¢ monomerow pozostaje
zwigzana z dalszym odcinkiem mRNA, gdzie odczytywane sg nastepne
biatka, wiekszo$¢ za$ rybosomow odrywa sie z gotowym polipeptydem.
Poniewaz przytagczanie monomeru i czytanie informacji nastepuje zaw-
sze z jednego konca mRNA, pierwszy w kolejnosci enzym syntetyzo-
wany jest przez wszystkie monomery, nastepne za$ tylko przez te, ktdre
nie odtaczyly sie od agregatu po syntezie poprzedniego biatka. Im dalej
od poczatku mRNA, tym mniej czasteczek powstaje.

Kwestia sposobu potaczenia mMRNA z powierzchnig rybosomow jest
dotychczas niewyjasniona. Ze wzgledu na bezspornie duze, jesli nie de-
cydujagce znaczenie stezenia jonéw Mg2+, Watson wypowiada poglad,
ze przy stezeniu magnezu rownym 10-2 M, wszystkie grupy fosforanowe
rybosomow sg zwigzane z Mg2+. Jony Mg2+ tworzg mostki tgczace po-
wierzchnie rybosoméw 30 S z mRNA, oraz 50 S z tRNA (71, 72). Santer
wydzielit z powierzchni rybosoméw kwas rybonukleinowy rozkiadany
przez rybonukleaze, nie pochodzacy z rybosomoéw i rézny od mRNA.
Przypisuje mu udziat w wigzaniu rybosoméw z mRNA (50). Poniewaz
puromycyna, pod dziataniem ktérej od rybosomu odrywa sie polipeptyd
i zwigzany z nim tRNA, powoduje réwniez rozpad agregatow i oderwa-
nie mRNA, przypuszcza sie, ze wigzanie mRNA-rybosomy zachodzi
z udzialem tRNA (6).

2. Funkcje przenoszacego RNA

Wyrazy kodu zapisane w mRNA odczytywane sg przez aminokwasy
za posrednictwem RNA przenoszgcego (tRNA), z ktdérymi sg zwigzane.
Czasteczki tRNA sa stosunkowo niewielkie, sktadajg sie z 60-80 nu-
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kleotydéw. Badania dyfrakcji rentgenowskiej, ktére udato sie przepro-
wadzi¢ mimo trudnosci ze zorientowaniem czasteczki, wykazujg, ze tRNA
jest pojedynczym tahcuchem polinukleotydowym, owinietym wokot sie-
bie w ten sposdb, ze tworzy spirale o trzech skokach. Spirala ta utrzy-
mywana jest wigzaniami wodorowymi powstatymi miedzy przylegtymi,
komplementarnymi zasadami. Na zgieciu spirali znajduje sie triplet, od-
powiedzialny za dekodowanie informacji z mRNA. Nie posiadajac wew-
natrzczgsteczkowych wigzan wodorowych, moze tworzy¢ je z komple-

mentarnym tripletem mRNA, lgczac sie z nim za ich pomocg (76, 79).
Zaleznie wiec od kolejnosci tripletébw w mRNA beda kolejno przytacza-
ne okre$lone tRNA niosgce aminokwasy, dzieki czemu aminokwasy te
znajda sie na matrycy w odpowiedniej sekwencji. Rys. 4 przedstawia
schematycznie budowe tRNA i sposéb odczytywania kodu.
Przytgczanie aminokwasow do swoistych dla nich tRNA nastepuje
uprzednio pod wptywem kompletu syntetaz aminoacylo-tRNA i ATP.
Reakcja ta zachodzi w dwu etapach — pierwszym jest utworzenie kom-
pleksu aktywnego aminokwasu (adenylatu aminokwasu) z enzymem, dru-
gim — przeniesienie aminokwasu na tRNA. Syntetazy przytaczajg ami-
nokwasy wybiorczo do okreslonych tRNA. Wigzanie miedzy resztg ami-
noacylowg a tRNA jest typu estrowego i zachodzi miedzy grupg karbo-
ksylowg aminokwasu a hydroksylowa rybozy koricowego nukleotydu
tRNA. We wszystkich tRNA koniec taincucha polinukleotydowego, do
ktorego przytgcza sie aminokwas ma sekwencje ACC. Aminokwas tgczy
sie z nukleotydem adenylowym. Stosujac rézne metody frakcjonowania
(kolumny z metyloalbuming i in.), rozdzielono i izolowano poszczegdlne

3
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tRNA (1, 31). Dla niektorych znany jest juz sktad nukleotydowy i —
czesciowo, na pewnych odcinkach — sekwencja. Dla niektérych amino-
kwaséw znaleziono po kilka #aczacych sie z nimi tRNA, co jest kon-
sekwentnym nastepstwem zdegenerowanego kodu. Wydzielono na przy-
ktad trzy tRNA przenoszace leucyne. Jeden z nich wbudowuje jg pod
wptywem poli-UC, drugi — poli-UG, trzeci — poli-U (16, 74).

Dotychczas nie udato sie ustali¢, jaki odcinek taricucha polinukleoty-
dowego w tRNA stanowi o0 jego swoistosci przy przytaczaniu amino-
kwasu. Przypuszcza sie, ze oSrodki okres$lajgce te swoisto$¢ sg niezalezne
i r6zne od tripletu odczytujagcego kod z mRNA. Swiadczg o tym wy-
niki badan nad wbudowywaniem aminokwaséw, ktérych czasteczka ule-
gta zmianie juz po pofgczeniu z tRNA. Po utlenieniu tyrozylo-tRNA do
DOPA-tRNA, DOPA zostaje wbhudowany w hemoglobing w miejscu nor-
malnie zajmowanym przez tyrozyne. Réwniez gdy cysteilo-tRNA prze-
ksztatcono w alanylo-tRNA, alanina wbudowywana byta na miejsce cy-
steiny, pod wptywem polinukleotydu kodujgcego te ostatnig (8, 9).

Znaczne zainteresowanie wzbudzito odkrycie w skladzie tRNA tzw.
»rzadkich” nukleotydéw, jak pseudourydylowy (5'-fosforan 5-rybozy-
louracylu), rybotymidylowy, 2-metyloguanylowy, I-metyloguanylowy,
2-metyloadenylowy i in. (14). W serynowym tRNA nukleotydy te wy-
stepuja w sekwencjach: nukleotyd 2-metyloguanylowy — 2-metyloguany-
lowy, oraz 2,3-dwumetyloguanylowy — pseudourydylowy (57). W tRNA
walinowym, tyrozynowym i alaninowym powtarza sie sekwencja: nu-
kleotyd tymidylowy — pseudourydylowy — cytydylowy — guanylowy.
Znaleziono w nich réwniez nukleotyd 2,2-dwumetyloguanylowy i 1-me-
tyloinozynowy (31).

Grupy metylowe puryn i pirymidyn w tRNA pochodzg z S-adenozylo-
metioniny w odr6znieniu od grupy metylowej tyminy w DNA, ktorej
prekursorem jest kwas metylenotetrahydrofoliowy (39). Enzymy mety-
lujagce tRNA odznaczajg sie swoistosScig; z E. coli wyodrebniono 8 ta-
kich enzymow, swoistych dla poszczegélnych polinukleotydéw, ulega-
jacych metylacji (22).

Pochodne metylowe majg zapewne okre$long funkcje biologiczna,
gdyz tRNA szczepéw E. coli, hodowanych na pozywce bez metioniny,
a wiec ubogie w grupy metylowe, wbudowujg o 25-30 %> mniej amino-
kwasow, niz tRNA o normalnym sktadzie (38). Z doswiadczen Peter-
kofs kiego wynika, ze przytgczanie aminokwasow do tRNA nie jest
uposledzone przy braku grup metylowych w tRNA. Sadzac z wstepnych
wynikéw mozna przypuszczaé, ze rola ,rzadkich” nukleotydow moze
by¢ zwigzana z przenoszeniem aminokwaséw z aa-tRNA na tancuch po-
lipeptydowy i tworzeniem potaczen z rybosomami i mRNA (48).



[15] INFORMACJA GENETYCZNA 281
3. Synteza polipeptydu

Jak juz wspomniano, tworzenie polipeptydu i przenoszenie na jego
tancuch kolejnych aminokwaséw zachodzi w kompleksie utworzonym
z tRNA, polirybosoméw i mRNA. Proces przeniesienia i przytaczenia
aminokwasow katalizowany jest przez dwa enzymy: transferaze | i Il
wymaga tez obecnosci GTP oraz tzw. czynnikéw A i B pochodzacych
z supernatantu po odwirowaniu RNA. Istnieje poglad, ze GTP odgrywa
znaczng role zaréwno przy przytaczaniu aminokwaséw do polipeptydu,
jak i przesuwaniu sie mMRNA przez agregat rybosomow. Zgodnie z nim
przytaczanie aminokwasu zachodzi w dwu stadiach:

Ri O r2 o

H*N—CH—C-NH —CH-C—O—tRNA + GTP ,transferazt L GDP + tRNA +
Ri (o] R2 (o] 1,

| [ I I
+ HsN—CH—C—NH—CH—C—0—FP

Ri O R, o} R3 O

! 1 | I transferaza Il
H-N—CH—C—NH—CH-C—0—P + HN—CH—C—O—tRNA - *

Ri O R* O R3 O 2.
|

HZN—CIH—(!—NH—CIH—CI:I-N H—CH—(!—O—tRNA + Pn

Przypuszcza sie, ze w pierwszym stadium transferaza | tworzy po-
tagczenie z powierzchnig rybosomu, i aa-tRNA dotgczonym do mRNA.
Pod wpltywem GTP nastepuje wytwarzanie bezwodnika fosforanowego
polipeptydu z odtgczeniem tRNA (reakcja 1). Kosztem energii uwalnia-
nej przy rozktadzie GTP nastepuje przesuniecie mRNA do nastepnego
aminoacylo-tRNA, a usuniecie GDP i tRNA z kompleksu uwalnia miej-
sce na potgczenie powierzchni rybosomu z transferazg Il. Enzym ten ka-
talizuje przytgczenie nastepnego aa-tRNA do tancucha polipeptydowego
(reakcja 2). Kolejne powtdrzenie pierwszego i drugiego etapu powoduje
narastanie polipeptydu do peinej jego diugosci, kodowanej przez dany
MRNA, po czym nastepuje oderwanie sie gotowej czasteczki polipepty-
dowej (45).

Prawidtowe odczytanie kodu genetycznego nastepuje w wyniku bez-
btednego funkcjonowania wszystkich elementow uktadu transkrypcji
i translacji. W Swietle ostatnich badan wydaje sie, ze uktad znakéw ko-
dowych w DNA czy mRNA nie jest jedynym czynnikiem determinujga-
cym sekwencje aminokwasowag, cho¢ jest moze najwazniejszym. W sztucz-
nych uktadach, sktadajacych sie z poszczegdlnych sktadnikéw, otrzyma-
nych z réznych komérek, nie zawsze udaje sie otrzymaé polipeptydy,
ktorych nalezato oczekiwaé ze wzgledu na zrédto czy sktad mRNA (28).

Pewien wplyw na proces odczytywania kodu ma RNA rybosomalny.
Wiadomo, ze wigze sie on ze streptomycyng, przy czym nastepuje zmia-
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na konformacji i utrudnione jest potgczenie z mRNA (17). Hamowanie
syntezy biatka przez ten antybiotyk jest wiec zrozumiate. Jak jednak
stwierdzono, streptomycyna wywotuje wprawdzie silne upoS$ledzenie
whudowywania fenyloalaniny pod wptywem poli-U ale jednoczes$nie
wzmaga w znacznym stopniu wbudowywanie seryny, leucyny i izoleucy-
ny — aminokwaséw, nie kodowanych normalnie przez ten polinukleotyd.

Jak juz wspomniano wyzej, czynniki podwyzszajgce zdolnos¢ komple-
ksotwdrczag tRNA moga powodowaé rowniez biedne odczytywanie kodu
(61). Syntetazy aminoacylo-tRNA moga tez do pewnego stopnia wpty-
wac¢ na rodzaj wbudowywanego aminokwasu. Do wniosku takiego do-
chodzi Commoner na podstawie badan nad syntetazami pochodza-
cymi z roznych zrodet. Syntetaza fenyloalanylo-tRNA, wydzielona
z E. coli przytagcza fenyloalanine do jednego tylko, okre$lonego tRNA
z E. coli. Natomiast przy uzyciu enzymu pochodzacego z Neurospora
crassa obserwowano przytaczanie tego aminokwasu do drugiego jeszcze,
nieswoistego adapteru. Pocigga to za sobg zmiany w sekwencji amino-
kwasowej syntetyzowanego biatka. Zdaniem autora réwniez i polime-
raza DNA moze wptywaé na rodzaj budowanego biatka (10).

Nie wykluczone jest, ze i inne ogniwa procesu transkrypcji i transla-
cji kodu wywieraja wpltyw na jego prawidtowe odczytywanie, a tym
samym regulujg i korygujag do pewnego stopnia synteze biatka.
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ZDZISLAW WOJCIECHOWSKI*

Fitocbrom

Phytochrome

The properties and function of phytochrome — a protein participating.
in the photocontrol of growth and development of plants are reviewed.

Odkryty niedawno w tkankach wielu ro$lin niebieski chromopro-
teid — fitochrom jest, jak wykazaty liczne prace, waznym skitadnikiem
aparatu kierujgcego fotomorfogeneza, to jest kontrolujgcego szereg za-
leznych od $wiatta proceséw zwigzanych ze wzrostem i rozwojem roslin.
Do procesow tych nalezg: kwitnienie, kietkowanie nasion, wydtuzanie
todygi, rozwdj plastydéw, ruchy nastyczne lisci, ruchy fototaktyczne
chloroplastow. Istniejg dane, ze fitochrom uczestniczy réwniez w bio-
syntezie antocyjanin i chlorofilu oraz metabolizmie tluszczow w komar-
kach roslinnych.

Prace fizjologiczne, ktérych nastepstwem byto odkrycie fitochromu*
prowadzone byly gtownie w Plant Industry Station w Beltsville (Stany
Zjednoczone) przez Borthwick a Hendricks a Downsa i Sie-
ge Im ana poczawszy od lat czterdziestych biezacego stulecia (3, 4, 9,
18, 19). Wymieniona grupa badaczy, jeszcze przed wyizolowaniem fito-
chromu z tkanek roélinnych i zbadaniem in vitro jego wiasciwosci, po-
stulowata powszechng obecnos¢ w Swiecie ros$linnym Swiattoczutego
barwnika biorgcego udziat w licznych, zaleznych od $wiatta procesach
zachodzacych w ros$linach. Przypuszczenia te wynikaty z poréwnania
widm czynnos$ciowych rdznych, zaleznych od Swiatta reakcji fizjologicz-
nych, takich jak: fotoperiodyczna indukcja kwitnienia, kietkowanie na-
sion, przeciwdziatanie wyptonieniu itp. Stwierdzenie w wielu przypad-
kach aktywnosci Swiatta czerwonego i hamujgcego efektu dalekiej czer-
wieni nasuwato wniosek, ze procesy te sterowane sg przez blizej nie-
znany czynnik istniejgcy w dwoch formach przeksztatcajgcych sie w sie-
bie wzajemnie pod wptywem Swiatta (17, 18, 19). Jedna z form tego
czynnika, posiadajgca maksimum absorpcji przy 660 m\i (F630), przechodzi

* Mgr, asystent Katedry Biochemii Uniwersytetu Warszawskiego.
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w forme o maksimum absorpcji przy 730 mio. (F73) pod wpltywem pro-
mieniowania czerwonego, przy czym maksymalny efekt posiada $wiatto
o diugosci fali 660 mvi. Odwrotna przemiana, tj. przejScie formy F70
w forme F60, wywotywane jest przez dalekag czerwien, przy czym maksy-
malny efekt wykazuje Swiatto o dtugosci fali 730 mj-i, lub tez zachodzi
(chociaz znacznie wolniej) w ciemnosci (schemat 1) (6).

@Jﬂ:ﬂ\ w ciemnodci’

F&O =—=—=F 7 —mF 60
Dmx A

Schemat 1 Przeksztatcenia form fitochromu. Przy strzatkach podane sg dtugo-
Sci fal Swiatta najbardziej efektywnego dla przemiany.

Zakres absorpcji Swiatta wskazywat, ze czynnik ten, ktéry nazwano
fitochromem, jest najprawdopodobniej niebieski lub niebieskozielony.

l. Whasnosci

Zakres pochtaniania $Swiatta stanowi istotng trudno$é bezposrednie-
go wykazania obecnosci fitochromu w tkankach roslin. Ze wzgledu na
wysokag absorpcje chlorofilu w zakresie czerwieni bezposrednie pomia-
ry spektrofotometryczne mozliwe byty jedynie w tkankach roslin albi-
notycznych, etiolowanych i niektdrych owocach. Natomiast ro$liny albi-
notyczne i etiolowane, zawierajgce najwyzej bardzo nieznaczng ilosé
chlorofilu, nie wykazujg widocznego niebieskiego zabarwienia, ktore
przypisywano fitochromowi na podstawie widm czynnoSciowych.

Dopiero w 1959 roku udato sie Butlerowi, Norrisowi, Sie-
gelmanowi i Hendricksowi przy pomocy specjalnie skon-
struowanego spektrofotometru o wysokiej czutosci wykazaé obecnosé
fitochromu w materiale roslinnym (8). Zastosowana metoda spektrofo-
tometrii roznicowej okazata sie szczeg6lnie pomocna w badaniu fito-
chromu. Polegata ona na pomiarze zmian w rdznicach absorpcji mate-
riatu przed i po fotokonwersji zawartego w nim barwnika z jednej for-
my w drugg — czyli wartosci (B = (Feso — F730)660 ~ (Fese " 730)730,
gdzie pierwsza pozycja odpowiada roznicy po nasSwietleniu Swiattem
o dtugosci fali 660 m”, druga — roznicy po naswietleniu Swiattem o dtu-
gosci fali 730 mi-t. Metoda tg wykazano obecnos$¢ fitochromu w tkankach
7-dniowych siewek rzepy rosnagcych w ciemno$ci, a nastepnie w kiet-
kach wielu roslin, m.in. kukurydzy, jeczmienia, sorga, pszenicy, ryzu,
owsa, réznych odmian fasoli (8) oraz w tkankach etiolowanego grochu
(2). Materiatem do badan byly wodne, zasadowe ekstrakty z tkanek etio-
lowanych ros$lin lub z kietkéw. Ekstrakty te zawieraty fitochrom wy-
kazujagcy zdolno$¢ do fotoodwracalnego przechodzenia z jednej formy
w druga.
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Blizsze badania wykazaty, ze fitochrom wykazuje wtasnosci biatek.
Mozna go wysoli¢ z roztworu siarczanem amonu tacznie z catg frakcja
biatkowa. Czynniki denaturujace biatka, jak ogrzewanie do 60°, dziata-
nie kwasami, 4 M roztworem mocznika lub trawienie trypsyna, powo-
dujg utrate zdolnosci do fotokonwersji. Zdolno$¢ ta nie zostaje jednak
utracona w wyniku dializy, co wskazuje na trwate przytaczenie chro-
moforu do czasteczki biatka (8).

Izolowanie i oczyszczanie fitochromu mozna przeprowadzi¢ metoda-
mi powszechnie stosowanymi w preparatyce biatek. Jakkolwiek rosliny
etiolowane stanowia, ze wzgledu na nieznaczng ilos¢ chlorofilu zawar-
tego w ich tkankach, najdogodniejszy materiat do wyodrebniania fito-
chromu, w 1962 roku udato sie izolowaé go réwniez z roslin zielonych,
m.in. z lisci szpinaku (24).

Standardowa metoda otrzymywania preparatéw fitochromu polega
na homogenizacji zamrozonych tkanek etiolowanego jeczmienia, owsa
lub kukurydzy w temperaturze —40° i ekstrakcji roztworem buforo-
wym o pH 85, ktéry zawiera 0,5 % 2-merkaptoetanolu lub innego czyn-
nika z wolnymi grupami -SH. Uzyskany ekstrakt, po usunieciu pozosta-
tosci komorek, poddaje sie ultrafiltracji, filtracji na Sephadex G-50,
a nastepnie adsorbuje sie fitochrom na hydroksyloapatycie. Z eluatu
usuwa sie reszte bhiatek towarzyszacych przez wytrgcanie siarczanem
amonu i filtracje na Sephadex G-200 (33, 34, 35). Otrzymane w ten spo-
s6b wzbogacone roztwory fitochromu maja niebieskg barwe i wykazuja
odwracalng fotokonwersje charakterystyczng dla tego barwnika.

Widmo réznicowe fitochromu z etiolowanej kukurydzy podane jest
na rysunku 1

Rys. 1 Widmo réznicowe fitochromu (F68 — F73) z kukurydzy (20)

Budowa chromoforu fitochromu nie zostata dotad ustalona. Zakres
absorpcji dla przenoszenia elektronowego wskazuje na obecno$¢ w nim
co najmniej dziesieciu sprzezonych wigzan podwdéjnych w prawdopo-
dobnie ptaskim ukiadzie. Widmo absorpcyjne fitochromu w zakresie
300-700 mix jest bardzo zblizone do widma allofikocyjaniny — barwnika
wyodrebnionego z licznych glonow (20).

Grupg prostetyczng allofikocyjaniny jest bilidien, co nasuwa przy-
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puszczenie, ze chromofor fitochromu jest bilidienem Ilub bilitrienem.
Zwiazki tego typu majg mozliwos$¢ licznych izomeryzacji. Nie jest wy-
kluczone, ze fotokonwersja jednej formy fitochromu w druga zwiazana
jest z izomeryzacjg cis-trans, jak to ma miejsce w przypadku barwnika
wzrokowego, rodopsyny. Dwie formy bilitrienu: cis-cis-cis i cis-cis-trans
(linie przerywane) przedstawia wzor |I.

R R RB RA R R R R

Oprocz przegrupowah cis-trans istnieje jeszcze inna mozliwos$¢ izo-
meryzacji — a mianowicie przemiana laktam-laktym w koAcowych pier-
$cieniach pirolowych (15, 35).

Jak juz zaznaczono, czynniki denaturujgce biatka niszczg zdolnos¢
do fotokonwersji fitochromu. Wskazuje to wyraznie na zalezno$¢ mole-
kularnej konfiguracji chromoforu od zwigzanego z nim biatka (35).
Ekstrakt zawierajgcy fitochrom wykazuje czeSciowg fotokonwersje przy
—40°, lecz traci ja przy — 100°. Po rozmrozeniu roztworu zdolno$¢ do
fotokonwersji zostaje przywrdécona (16). Kinetyka fotokonwersji fito-
chromu jest pierwszego rzedu zaréwno dla fototransformacji F60
w F730 jak i F7 0 w F60 Wyizolowany fitochrom nie wymaga dla foto-
odwracalnosci przemiany jednej formy w drugg zadnego kofaktora.
Wskazuje to wyraznie na monomolekularny charakter fotoreakcji. Za-
chodzgca w ciemnos$ci przemiana F70 w F60 ma jednak prawdopodobnie
zroznicowang kinetyke (7).

Brak dotychczas dokiadnych danych odnos$nie lokalizacji uktadu fi-
tochromowego w komorkach roslinnych. Zdaniem Bocka i Haupta,
ktérzy przeprowadzali badania ruchéw fototaktycznych chloroplastéow
u Mougeotia przy zastosowaniu wigzek o niewielkich przekrojach czer-
wonego $wiatlta — fotoreceptor, tj. fitochrom jest zlokalizowany raczej
w cytoplazmie niz w chloroplastach (2).

Il. Rola biologiczna

Jak juz wspomniano, przypisuje sie uktadowi fitochromowemu udziat
w kontroli wielu proceséw zwigzanych z rozwojem roslin. Jedyng jak
dotychczas metodg identyfikowania zaleznych od ukiadu fitochromowe-
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go przemian jest badanie ich widm czynno$ciowych. Obecno$¢ charakte-
rystycznego dla systemu fitochromowego antagonizmu czerwien — da-
leka czerwien Swiadczy o kierujgcej roli fitochromu w danym procesie.

1. Kietkowanie nasion

Wptyw Swiatta na kietkowanie nasion jest powszechnie znany. Prace
Flinta i McAlistera (11) z 1935 roku wykazaty, ze Swiatlo czer-
wone wywotuje kietkowanie nasion salaty, podczas gdy Swiatto o diuz-
szych falach z pogranicza czerwieni i podczerwieni hamuje kietkowanie.
Nasiona sataty przechowywane w ciemnosci nie kietkujg, podczas gdy
umieszczone na $Swietle kietkujm w 90-100 %> W 1962 roku Borthwick,
Hendricks, Parker, Toole i Toole przeprowadzili szczego6-
towe badania tego zjawiska. Sporzadzono widmo czynnosciowe naswie-
tlajgc nasiona Swiattem o réznych diugosciach fal i mierzac energie ko-
nieczng do wywotania 50 %> kietkowania. Wykazano, ze najbardziej
aktywne bylo Swiatlo czerwone w zakresie 650-660 mu, jednakze sty-
mulujgcy efekt Swiatta czerwonego byt znoszony przez nastepne naswie-
tlenie daleka czerwienia, przy czym maksymalny efekt hamujgcy miato
Swiatto o diugosci fal 730 mii. Uklad czerwien — daleka czerwien jest
catkowicie odwracalny. Jezeli nasiona salaty podda sie serii przemien-
nych naswietlan czerwienig i dalekg czerwienig, efekt uzalezniony jest
od rodzaju Swiatta uzytego na kornicu. Podobnie jak nasiona sataty, za-
chowujg sie nasiona licznych innych ro$lin (13, 39) i zarodniki papro-
ci (26).

2. Zjawiska fotoperiodyczne

Widma czynnosciowe wykazaty, ze ukiad fitochromowy kontroluje
kwitnienie zaroéwno roslin ,,dtugiego dnia” (5), jak i ,krotkiego dnia” (31).

Rosliny wystawione na dziatanie fotoperiodu krotki dzieA — diuga
noc i naswietlone krétko w poblizu $rodka okresu nocnego zachowuja
sie tak, jak gdyby znajdowaty sie pod dzialaniem fotoperiodu krotka
noc — dtugi dzien. Oznacza to, ze u roslin ,krotkiego dnia” kwitnie-
nie jest hamowane, podczas gdy u ros$lin ,dlugiego dnia” — induko-
wane. Swiatlo czerwone o diugosci fali 660 mu jest réwniez w tym
przypadku, tak jak i w procesie kietkowania najbardziej aktywne, pod-
czas gdy daleka czerwieA z maksimum przy dtugosci fali okoto 730 mi-i
znosi dziatanie czerwieni (15).

Na podstawie tych wynikéw wydaje sie prawdopodobne, ze kwitnie-
nie roslin jest okreslone przez odpowiedni stosunek stezen obu form fi-
tochromu (35).
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3. Rozwdj plastydéw

Proplastydy roslin hodowanych w ciemnosci przeksztatcajg sie na
Swietle w chloroplasty. Zmianom strukturalnym towarzyszy wzrost ste-
zenia chlorofilu. Proces syntezy chlorofilu moze zostaé przyspieszony,
jezeli podda sie liscie roslin rosngcych w ciemnosci krdétkiemu naswie-
tlaniu Swiattem czerwonym na kilka godzin przed umieszczeniem ich na
Swietle o petnym zakresie diugosci fal. Maksymalny efekt daje $wiatto
0 dlugosci fali 660 ma, natomiast Swiatto niebieskie jest zupeinie nie-
czynne. Nalezy zaznaczyé, ze widmo czynno$ciowe przemiany protochlo-
rofilu w chlorofil posiada maksima zarébwno w czerwonej, jak i w nie-
bieskiej czesci widma (23). Jak wykazali Price i Klein, daleka
czerwien odwraca efekt naswietlania czerwienig (32).

Wydaje sie, ze ruchy fototaktyczne chloroplastéw sg réwniez induko-
wane przez system fitochromowy (1, 14). Przypuszcza sie rédwniez, ze
fitochrom bierze udziat w specyficznej reakcji chloroplastéw — kurcze-
niu sie pod wptywem Swiatta do 50-80 o pierwotnej objetosci (22).

I11. Funkcja biochemiczna

Ostateczna odpowiedz na pytanie, czy fitochrom jest enzymem, czy
tez hormonem tego typu co auksyny lub gibereliny — nie jest obecnie
mozliwa.

Ro6znorodno$¢ proces6w kontrolowanych przez ukiad fitochromowy
sktania ku wnioskowi o jego hormonalnym charakterze. Uniwersalnos¢
dziatania fitochromu mozna jednak réwniez wyjasni¢ zaktadajac, ze jest
to enzym Kkatalizujagcy jaka$ wazng a nieznang dotychczas reakcje che-
miczng, wspdlng dla wielu réznych drég metabolicznych.

1. Biosynteza antocyjanin

Najpowazniejszym dowodem przemawiajgcym za enzymatycznym cha-
rakterem fitochromu jest jego udziat w fotokontroli syntezy antocyjanin.

Biosynteza barwnikéw antocyjaninowych zachodzi jedynie na Swie-
tle. Widma czynnosSciowe wykonane dla siewek sorga (10), czerwonej ka-
pusty (36) i gorczycy (27) wskazujg na konieczno$¢ dla syntezy antocy-
janin dwdch fotoreakcji, z ktorych jedna ma widmo czynnoSciowe prze-
miany F60 w F730 (10, 36). F730 kontroluje wiec jeden z etapéw syntezy
antocyjanin.

Jak stwierdzili Siegelman i Hendricks (37, 38), w ciemno-
§ci skorka jabtka umieszczona w roztworze sacharozy wytwarza aldehyd
octowy i etanol. Naswietlenie czerwieniag hamuje powstawanie tych
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zwigzkow a przyspiesza synteze antocyjanin. Wyniki te sugerujg, ze reak-
cja katalizowana przez aktywna forme fitochromu czyli F730, zwigzana
jest z przemiang jakiego$ dwu- lub tréjweglowego zwigzku, na przykitad
pirogronianu lub octanu. Zwigzek ten, w ciemnosci zuzywany do syntezy

etanolu, wykorzystywany jest na Swietle — przy udziale systemu fito-
chromowego — do syntezy antocyjanin.
Zdaniem Siegelmana i Hendricksa fitochrom prawdopo-

dobnie katalizuje reakcje zwigzang z syntezg lub ze zuzyciem acetylo-
-koenzymu A (35).

Centralna pozycja acetylo-koenzymu A w metabolizmie jest obecnie
dobrze znana. Zachodzace podczas kietkowania uruchomienie rezerw
ttuszczowych i uaktywnienie proceséw oddechowych jest scisle zwigzane
z powstawaniem i zuzywaniem acetylo-koenzymu A. Wiadomo, ze jest
on prekursorem jednostki C6, czyli uktadu floroglucynolowego, ktory
w wyniku kondensacji z jednostkg C6C3 (kwas prefenowy) daje charakte-
rystyczny dla flawonoidow uktad C6C3-C6 (30).

2. Kontrola kwitnienia

Biochemia procesu kwitnienia jest stabo poznana. Przyjmuje sie
powszechnie, ze kwitnienie odbywa sie pod kontrolg hormonu, zwanego
florigenem. Nie jest wykluczone, ze jest on zwigzkiem sterydowym (35).
Zmiany jakosciowe steroli obserwowane u niektérych roslin w okresie
kwitnienia (25) i hamowanie kwitnienia przez inhibitory syntezy steroli
(40) przemawiajg na korzys¢ tego pogladu. Mozliwe wiec, ze udziat fito-
chromu w kontroli kwitnienia odbywa sie poprzez kierowanie zuzyciem
acetylo-koenzymu A do syntezy hormonu kwitnienia (35).

3. Kontrola auksyn

Réznorodno$é dziatania fitochromu databy sie wyjasni¢ przy zatoze-
niu, ze bierze on udziat w kontroli auksyn. Otéz istniejg dane sugerujace
takg mozliwos$¢. Jak wykazali Hillman i Galston (21), aktywnosé
oksydazy kwasu indolilooctowego w pakach etiolowanego grochu spada
po naswietleniu Swiattem czerwonym (640 mii). Efekt ten zostaje odwro-
cony przez dalekg czerwien, przy czym najsilniejszg zdolno$¢ hamowa-
nia ma Swiatto o dtugosci fali 730 mio. Tak wiec widma czynnoSciowe
wptywu Swiatta na aktywno$¢ tego enzymu sag charakterystyczne dla
udziatu uktadu fitochromowego.

Mumford, Smith i Castle (28), poszukujac przyczyn spadku
aktywnos$ci oksydazy kwasu indolilooctowego, wykazali, ze naswietlenie
etiolowanego grochu S$wiattem czerwonym powoduje wzrost zawartosci
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flawonoidu dajacego w wyniku hydrolizy kampferol, glukoze i kwas
4-hydroksycynamonowy. Flawonoid ten jest silnym inhibitorem oksy-
dazy kwasu indolilooctowego. Wystepuje on réwniez w roslinach rosng-
cych w ciemnosci, jednak w znacznie mniejszej ilosci. Blizsze badania fla-
wonoidéw znajdujgcych sie w pakach grochu rzucity nieco $wiatta na
mechanizm regulacji aktywnos$ci kwasu indolilooctowego (schemat 2)
(29). Okazato sie, ze ekstrakty z pgkéw grochu rosngcego w ciemnosci

:Schemat 2. Kierowane przez fitochrom przemiany flawonoidéw w pgkach grochu
(objasnienia w tekscie)

zawierajg gtdwnie flawonoid, ktoéry najprawdopodobniej jest 3-(heksa-
glukozylo)kampferolem (I1) i niewielka ilos¢ flawonoidu zidentyfikowa-
nego jako 3-(4-hydroksycynamoilotréjglukozylo)kampferol (IV). Naswie-
tlenie Swiattem czerwonym etiolowanych roslin powoduje 2—3-krotny
wzrost zawartosci ostatniego zwigzku (29). Chromatograficzne badanie
ekstraktow z pgkéw grochu rosngcego w ciemnosci wykazato rédwniez
obecnos$¢ blizej niezidentyfikowanych estréw glukozy i kwasu 4-hydro-
ksycynamonowego (Ill), ktére znane sg jako doskonate kofaktory oksy-
dazy kwasu indolilooctowego (12).

Zdaniem wymienionych autoréw, spadek aktywno$ci oksydazy kwasu
indolilooctowego po nasSwietleniu Swiattem czerwonym zwigzany jest
z przemianami flawonoidéw, a mianowicie czerwone S$wiatto wywotuje
reakcje wymiany pomiedzy heksaglukozydem kampferolu (1) i estrami
glukozy i kwasu 4-hydroksycynamonowego (lllI) z powstaniem 3-(4-hy-
droksycynamoilotréjglukozylo)kampferolu (IV). Tak wiec spadek aktyw-
nosci oksydazy kwasu indolilooctowego zwigzany bytby z wyelimino-
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waniem kofaktora (estry glukozy i kwasu cynamonowego) i powstaniem
inhibitora (3-(4-hydroksycynamoilotréjglukozylo)-kampferol). Udziat fi-
tochromu w tej reakcji jest wysoce prawdopodobny (29).

Jakkolwiek petne wyjasnienie budowy, witasnosci i sposobu dziatania
fitochromu wymaga jeszcze szerokich badan, niemniej jednak jego wie-
lostronny udzial w kierowaniu wzrostem i rozwojem ros$lin nie ulega
watpliwosci. Z przytoczonych przyktaddéw udziatu uktadu fitochromowe-
go w roznych zaleznych od S$wiatta procesach fizjologicznych wynika
wniosek, ze fitochrom jest waznym skitadnikiem mechanizmu, ktéry —
poprzez zmiany metabolizmu — umozliwia odpowiednig reakcje na zmia-
ny warunkéw os$wietlenia, tak istotnych dla fotosyntetyzujacych orga-
nizméw roslinnych.
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TOM XI 1965 ZESZYT 3

ANDRZEJ Z. BUDZYNSKI*

Wspoitczesne poglady na czynnik stabilizujacy fibryne (FSF)

Modern views on fibrin stabilizing factor (FSF)

The problem of the clot stabilisation under the action of FSF in the third
phase of blood coagulation is reviewed from the biochemical point of view.
Some properties of desmofibrin are presented.

Utrzymanie krwi w fozu naczyniowym w stanie cieklym zabezpie-
czone jest rownowaga ukladéw enzymatycznych, przyspieszajacych lub
hamujacych aktywacje protrombiny. Przesuniecie réwnowagi w kierun-
ku nagromadzenia sie aktywatorow protrombiny prowadzi do zwigkszo-
nego wytwarzania trombiny uruchamiajacej proces hemostazy — kon-
wersje fibrynogenu w fibryne. Konwersja ta zachodzi w trzech fazach
réznigcych sie wyraznie pod wzgledem reakcji chemicznych i zjawisk
fizycznych wywotanych dziataniem trombiny na fibrynogen (schemat 1).

t bi
Fibrynogen———r—o—m——lr—]—%——» monomer fibryny + fibrynopeptydy 1
Monomer fibryny <= — polimer fibryny 2.
Polimer fibryny ---------memo- » desmofibryna 3.

Schemat 1. Reakcje zachodzace w czasie przemiany fibrynogenu w desmofibryne

Reakcja 1 opisuje ograniczong proteolize fibrynogenu wywotang dzia-
taniem trombiny. Odszczepienie silnie elektroujemnych fibrynopepty-
dow umozliwia utworzonemu monomerowi fibryny samorzutng polime-
ryzacje przedstawiong w reakcji 2. Chociaz w tym etapie powstaje juz
widoczny skrzep, procesy chemiczne odbywaja sie nadal. Ostatnia faza 3
obejmuje stabilizacje, czyli procesy zwigzane z wytwarzaniem poprzecz-
nych wigzan kowalencyjnych pomiedzy liniowymi polimerami fibryny.
W rezultacie powstaje fibryna o usztywnionej przestrzennej sieci, nazwa-
na przez Buluka i Matofiejewa (5 desmofibryng; termin ten
bedzie stosowany w niniejszym artykule.

* Dr, sam. prac. nauk. — badawczy Zaktadu Radiobiologii i Ochrony Zdrowia
Instytutu Badan Jadrowych w Warszawie.
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Dwie pierwsze fazy krzepniecia, tzn. ograniczona proteoliza fibryno-
genu oraz polimeryzacja monomeru fibryny sa dosy¢ dobrze poznane
i scharakteryzowane. Natomiast badania nad faza stabilizacji rozwinety
sie dopiero w ostatnich latach i brak jeszcze zgodnos$ci pogladéw doty-
czacych mechanizmu reakcji. Wydaje sie jednak, ze ukiad ten stanowié
moze dobry model doSwiadczalny do badan nad przeksztatcaniem sie
rozpuszczalnych biatek witdknistych w nierozpuszczalne ztogi.

Zjawisko stabilizacji fibryny zostato odkryte w toku obserwacji nad
rozpuszczalnoscig skrzep6w. Stwierdzono, ze w przeciwienstwie do skrze-
péw utworzonych z osocza, skrzepy otrzymywane z oczyszczonego fibry-
nogenu i trombiny rozpuszczajg sie w Srodowisku stabo kwasnym wzgled-
nie stabo zasadowym (47), a ponadto w roztworach: mocznika (20, 31),
kwasu jednochlorooctowego (32), chlorku litu, bromku litu, bromku sodu
i jodku sodu (13, 52), chlorowodorku guanidyny (52), soli kwasoéw zéicio-
wych (15), soli sodowej siarczanu dodecylu lub bromku cetylo-tréjmety-
lo-amoniowego (29), w wodnych emulsjach fosfatydylo-inozytolu i fosfa-
tydylo-seryny (46) oraz w roztworze heparyny o niskiej sile jonowej (54).

Chociaz w obecnej chwili brakuje jednoznacznego tlumaczenia jakie
typy wigzan biorg udziat w wytwarzaniu polimeru z monomeru fibryny
(reakcja 2), szereg danych wskazuje na to, ze istotng role odgrywaja
wigzania wodorowe powstajagce pomiedzy resztami histydylowymi i ty-
rozylowymi sasiadujgcych czgsteczek monomeru. W reakcji ,koniec do
kohca” tworzy sie liniowy polimer. Solubilizacja skrzepéw w wymienio-
nych roztworach bytaby wyrazem zrywania wigzan wodorowych wsku-
tek konkurujacego dziatania Srodowiska. Usuniecie z roztworu substan-
cji solubilizujgcej powoduje na og6t powtdrne pojawienie sie skrzepu.
Badajgc zjawisko rozpuszczania i pojawiania sie skrzepu, Laki i L o-
rand (20) wykazali w 1948 roku, ze dodanie do oczyszczonego fibryno-
genu niewielkiej ilosci osocza i jon6w wapnia wystarcza, aby wytworzo-
ny po dodaniu trombiny skrzep uczynié nierozpuszczalny w wiekszosci
wyzej wyszczegblnionych roztworow. Zawarty w osoczu czynnik odpo-
wiedzialny za to zjawisko okres$lono jako stabilizator fibryny.

Surowica nie zawiera stabilizatora fibryny. Czynnik ten jest obecny
przede wszystkim w osoczu ludzi i zwierzat. WHasnosci stabilizowania
fibryny przez autolizaty ptytek krwi, wykazat Bu luk (4) w 1955 roku,
a w dwa lata pdzniej potwierdzit Luscher (42). Czynnos$¢ stabilizu-
jaca zaobserwowano takze w mozgu, nerce, watrobie, ptucach oraz mie-
$niach myszy i szczura (55), a nawet w cyklostomach (36), co sugeruje
szerokie rozpowszechnienie w przyrodzie substancji stabilizujgcych fi-
bryne.

W pismiennictwie spotyka sie kilka synoniméw nazwy czynnika sta-
bilizujacego: Laki i Lorand nazwali go stabilizatorem fibryny (20),
Shulman — czynnikiem surowiczym (51), inni autorzy (12, 22, 24) —
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czynnikiem LL (tzn. czynnikiem Laki—Lorand). Loewy i wspéipra-
cownicy (26, 27, 28, 29) postugujg sie nazwa fibrynaza, wreszcie L o-
rand od 1950 roku uzywa konsekwentnie symbolu FSF (fibrin stabi-
lizing factor). Poniewaz ostatnie okreslenie jest obecnie najczesciej sto-
sowane, bedzie takze uzywane w niniejszym artykule. W 1963 roku FSF
sklasyfikowany zostat w miedzynarodowej nomenklaturze czynnikow
krzepniecia pod numerem XIII.

I. Oznaczanie, otrzymywanie i wtasnosci

Tekst, na podstawie ktérego mozna oznacza¢ aktywno$¢ FSF w pet-
nej krwi, w osoczu lub w oczyszczonych frakcjach jest bardzo prosty
i polega na ocenie szybkosci rozpuszczania sie lub stopnia rozpuszczal-
nosci skrzepu w 5 M roztworze mocznika lub w 1 %-owym kwasie jed-
nochlorooctowym. Szczeg6lnie dogodny jest drugi roztwér, w ktdrym so-
lubilizacja niestabilizowanego skrzepu odbywa sie znacznie szybciej ani-
zej w pierwszym. W p6t godziny po skrzepnieciu petnej krwi lub re-
kalcynowanego osocza dodaje sie rowng objetos¢ 2 %-owego kwasu jed-
nochlorooctowego i nastepnego dnia sprawdza sie czy skrzep ulegt roz-
puszczeniu, czy tez pozostat nierozpuszczony.

Doktadniejsze oznaczenie miana FSF w osoczu lub innym materiale
zawierajgcym ten czynnik mozna wykona¢ metodg L oe w y’ego i wspot-
pracownikéw (26), ktora nadaje sie rowniez do oznaczen rutynowych.
Z badanego materiatu przygotowuje sie serie rozciefAczen, stosujgc do
rozcienczania 0,01 M roztwor cysteiny. Nastepnie dodaje sie roztworu
fibrynogenu nie zawierajgcego FSF i calo$¢ wykrzepia trombing z do-
datkiem chlorku wapnia. Brak FSF w fibrynogenie substratowym ustala
sie na podstawie braku stabilizacji fibryny wytworzonej pod dziataniem
trombiny bez dodatku osocza. Prébki inkubuje sie w temperaturze po-
kojowej, dodaje 2 °/o-owego kwasu octowego i ustala sie wizualnie, przy
ktérym rozcienczeniu znajdujg sie jeszcze resztki nierozpuszczonego
skrzepu. Najwyzsze rozcienczenie badanego materiatu, przy ktérym jesz-
cze pozostaje nierozpuszczony skrzep, okresla sie jako zawierajgce 1 jed-
nostke FSF w ml. Normalne ludzkie osocze mianowane wediug tej me-
tody zawiera okoto 20 jednostek FSF w ml.

Buluk i wspoOtpracownicy (8) zaproponowali modyfikacje metody
Loewy’ego i wspOtpracownikow polegajagcg na orientacyjnym mianowa-
niu przy uzyciu serii kolejnych dwukrotnych rozcieAczern badanej proby
i drugim bardziej precyzyjnym oznaczaniu juz tylko w waskim przedzia-
le stezen. Lorand (36) oraz Laki i Chandrasekhar (22) wpro-
wadzili spektrofotometryczne oznaczenie w ultrafiolecie ilo$ci rozpusz-
czalnego materiatu biatkowego w desmofibrynie, co zwiekszyto znacznie
czuto$¢ metody oznaczania FSF.
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Badanie powstawania desmofibryny jest, przynajmniej dotychczas,
jedynym kryterium doswiadczalnym umozliwiajgcym oznaczenie zawar-
toSci FSF w badanym materiale. Stwierdzono co prawda, ze w poréwna-
niu z fibryna niestabilizowang desmofibryna ma wiekszg wytrzymato$é
na rozcigganie (12, 32), lecz ze wzgledu na ktopotliwg technike pomia-
rowa sposob ten nie zostal wykorzystany do iloSciowego oznaczania FSF.
Zaobserwowano takze, ze desmofibryna trudniej ulega solubilizacji wsku-
tek proteolitycznego dziatania plazminy niz fibryna niestabilizowana (2,
3, 38, 55), jednakze test ten jest zbyt mato czuty dla celéw analizy ilo-
Sciowej FSF.

Juz podczas pierwszych préb oczyszczania FSF zaobserwowano wiel-
kie podobieAstwo jego fizykochemicznych wiasciwosci do wiasciwosci
fibrynogenu; FSF ma nieco wiekszg mase czasteczkowg i nieco mniejszg
asymetrie czasteczki w poréwnaniu z fibrynogenem. Szczegélnie nieko-
rzystne dla preparatyki FSF jest jego wspoistragcanie sie z fibrynogenem,
jak rowniez gromadzenie sie podczas saczenia osocza przez kolumny za-
wierajgce Sephadex G-200 we frakcji zawierajgcej fibrynogen (23).
W zwigzku z tym poszukiwania prowadzono w dwdch kierunkach zmie-
rzajacych z jednej strony do izolowania mozliwie wysokooczyszczonego
FSF, a z drugiej strony do otrzymania fibrynogenu catkowicie pozba-
wionego tego czynnika.

Opracowano kilka metod izolowania oczyszczonego FSF (25, 26, 33,
35); najlepszy preparat, oczyszczony okoto 8000 razy uzyskat Loewy
i wspotpracownicy (26) za pomocag frakcjonowanego wysalania siarcza-
nem amonu, a nastepnie chromatografii na DEAE-celulozie. Autorzy ci
opisali takze sposob otrzymywania fibrynogenu ludzkiego pozbawionego
FSF, polegajacy na kilkakrotnym stragcaniu siarczanem amonu w roz-
nym pH (26). Sposéb otrzymywania fibrynogenu bez FSF w wyniku
chromatografii kolumnowej na DEAE-celulozie podali Lorand i Ja-
cobsen (35 oraz Finlayson i Mosesson (14). Swigert, Kop-
peli O1lwin (53) stosujgc p-chlororteciobenzoesan inaktywowali FSF
zawarty w preparatach fibrynogenu. Bu luk (6) otrzymat monomer
fibryny pozbawiony FSF stosujagc inkubacje w 40°/o-owym roztworze
mocznika.

Jeszcze zanim udato sie oczyscic FSF, poznano juz niektdre jego
wilasnosci. Ulega on nieodwracalnej inaktywacji w temperaturze 56°,
w srodowisku o pH ponizej 5,0, w 8 M roztworze mocznika, podczas lio-
filizacji, a odwracalnej w obecnos$ci inhibitoréw grup sulfhydrylowych.
Aktywnosé FSF znika z roztworu po wykrzepieniu fibrynogenu trombing
wobec wapnia, jednak pewne dzialanie ochronne na roztwory FSF wy-
wiera dodatek glicyny (28). Optimum dziatania FSF przypada na pH 7,6
i temperature 37° (6).

Loewy i wspoOtpracownicy (27) badajac molekularne parametry FSF
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wykazali za pomocg immunodyfuzji w zelu oraz immunoelektroforezy,
ze rozcienczenie jednorodnego preparatu, obnizenie pH lub tez podwyz-
szenie temperatury wywotuje pojawianie sie nowych frakcji o mniejszej
masie czasteczkowej, co mozna tlumaczy¢ dysocjacja na podjednostki.
Cysteina, a w mniejszym stopniu glicyna, alanina i arginina hamuja
dysocjacje. Obraz FSF w mikroskopie elektronowym przedstawia czas-
teczki o ksztatcie globulamym; ich masa czasteczkowa wynosi okoto
350 000. Poniewaz masa czgsteczkowa podjednostki wynosi 110 000, nasu-
wa sie wniosek, ze natywny FSF skiada sie z trzech podjednostek. Pod-
jednostki FSF nie majg wtasnos$ci stabilizacji fibryny.

Lorand (36) zaobserwowat, ze FSF w obecnosci cysteiny sedy-
mentuje w ultrawiréwce podobnie jak fibrynogen. Po usunieciu cysteiny
zachodzi odwracalna agregacja, przy czym powstaje caty szereg ciezkich
sktadnikéw analogicznych do obserwowanych przy makroglobulinach
szpiczaka. Jest to tym bardziej interesujace, ze w makroglobulinemiach
obserwuje sie niedobdr FSF.

Szczeg6lng uwage poswiecono zagadnieniu interakcji FSF z cysteing,
od dawna juz bowiem zauwazono, ze cysteina wzmaga aktywno$¢ FSF
w osoczu (tabl. 1).

Tablica 1

Wptyw cysteiny na aktywno$¢ FSF w osoczu (wg 8)

Aktywnos¢ FSF w jednostkach Buluka

Pochodzenie materiatu &oi
bez cysteiny w obecnos$ci 0,025 M

cysteiny
Cztowiek 10 18
W ot 14 48
Krélik 20 64
Swinia 24 28

Takze inne zwiagzki zawierajgce wolne grupy sulfyhydrylowe np. zre-
dukowany glutation (24), globina, hemoglobina (8), jak réwniez 2,3-dwu-
merkaptopropanol (53) aktywujg FSF. Z drugiej strony inhibitory grup
sulfhydrylowych, takie jak p-chlororteciobenzoesan lub jodooctan (24,
53) oraz jony srebra (28) hamujg aktywno$¢ FSF w tworzeniu desmofib-
ryny. Na podkreSlenie zastuguje fakt, ze hamowanie to ma charakter
odwracalny i po potraktowaniu zinaktywowanych preparatéw FSF cy-
steing aktywno$¢ ponownie powraca. Powyzsze obserwacje wyraznie
sugeruja zwigzek pomiedzy grupami SH i witasnoSciami biologicznymi
FSF. Istniejg przestanki, ze te grupy zostajg uaktywnione podczas akty-
wacji FSF wywotanej dziataniem trombiny.

Drugim czynnikiem stymulujacym stabilizujgce dziatanie FSF s3 jo-



300 A. Z. BUDZYNSKI [6]

ny wapniowe. Wykazali to w 1955 roku Lorand i Dickenmann
(34) stwierdzajac, ze skrzep otrzymany z fibrynogenu pod dziataniem
trombiny w nieobecnos$ci wapnia jest niestabilizowany. Jezeli taki skrzep
poddac dializie w 0,15 M roztworze NaCl, nastepnie zanurzy¢ w 1%-owym
roztworze chlorku wapniowego nastepuje jego stabilizacja. Brak wapnia
prowadzi do powstania fibryny rozpuszczalnej nawet w obecnosci cyste-
iny i trombiny. Blizsze badania (5, 19, 24, 56) wykazaly, ze jonéw wap-
nia nie mozna zastagpi¢ jonami magnezu, baru, kobaltu, cynku i zelaza
dwuwartosciowego podczas stabilizacji skrzepu, natomiast zastepuje go
czesciowo stront i mangan. Nie potrafimy jeszcze wyjasni¢ réznic zacho-
wania sie kationéw dwuwarto$ciowych w katalizowanym przez FSF pro-
cesie stabilizacji skrzepu.

Trzecim wspo6ipartnerem koniecznym do aktywacji FSF jest trom-
bina. Przekonywujacych dowodéw na niezbedny udziat trombiny w sta-
bilizacji skrzepéw dostarczyli B u lu k i wsp6tpracownicy (7) stosujac
w uktadzie doswiadczalnym zamiast fibrynogenu — monomer fibryny.
Wytworzenie skrzepu z fibrynogenu wymaga dziatania trombiny; nato-
miast przy wytwarzaniu z roztworu monomeru ominieta jest pierwsza
faza konwersji fibrynogenu w fibryne. Wykazano, ze FSF nie stabilizuje
skrzepu powstatego z monomeru fibryny i dopiero dodanie do tego ukta-
du trombiny umozliwia powstawanie desmofibryny. Dokladniejsze ba-
dania wykazaly, ze dla uaktywnienia FSF niezbedne jest uprzednie dzia-
tanie trombiny na jego nieaktywny prekursor, przy czym ilos¢ zaktywo-
wanego FSF jest wprost proporcjonalna do miana dziatajgcej trombiny
(6). W przypadku stabilizatora z hemolizatu krwinek istnieje optymalny
stosunek miedzy ilosciag FSF i trombiny dla utworzenia maksymalnej
ilosci desmofibryny i przy uzyciu nadmiaru trombiny zmniejsza sie ak-
tywnos$¢ stabilizatora (8). Ostatnio Lorand i Konishi (41) potwier-
dzili przypuszczenia, ze w krwi krazy prekursor FSF, ktory dopiero pod
dziataniem trombiny ulega aktywacji.

1. Mechanizm dziatania

Badania nad FSF i desmofibryng przeprowadzono gtéwnie stosujac
preparaty ludzkie lub wotowe i stagd interpretacja odnosi sie tylko do
tych preparatow. Nalezy bowiem pamieta¢, ze szybko$¢ wytwarzania
sie desmofibryny jest rozmaita u réznych gatunkéw zwierzat. | tak np.
skrzepy otrzymane z krwi ludzkiej lub wotowej stajg sie nierozpuszczal-
ne w moczniku lub kwasach niemal natychmiast po pojawieniu sie zelu
fibryny, natomiast we krwi psa morskiego lub minoga formowanie nie-
rozpuszczalnego skrzepu jest znacznie wolniejsze.

Wytwarzanie desmofibryny jest wedlug Loewy’ego i wspotpra-
cownikow (26, 27, 28,.29) reakcjg enzymatyczng. Na poparcie stusznosci
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tej hipotezy podaja oni nastepujace dowody doswiadczalne. FSF nie {3-
czy sie z monomerem fibryny w stosunku stechiometrycznym, bowiem
stosujagc wihasny wysoko oczyszczony preparat wykazali, ze 1 mg FSF
moze wytworzy¢ okoto 11 000 mg desmofibryny. Ponadto mozna prze-
prowadzi¢ nieustabilizowany skrzep fibryny w desmofibryne, stosujac
inkubacje w roztworze FSF, co $wiadczy przeciwko kopolimeryzacji
FSF i monomeru fibryny.

Dla wyjasnienia roli FSF w wytwarzaniu desmofibryny Lorand
(36, 40) zaproponowat dwie reakcje opisujgce trzecig faze (schemat 1)
krzepniecia krwi kregowcow:

FSF FSFX 3a.

Polimer fibryny —FSFX—*desmofibryna 3b.

W pierwszej reakcji zachodzi wytworzenie sie aktywnego czynnika
(FSF*) z kragzacego w krwi prekursora (FSF) w obecnosci trombiny i jo-
néw wapnia. Reakcja 3b przedstawia wytworzenie sie desmofibryny ze
skrzepu fibryny pod dziataniem aktywowanego czynnika stabilizujgcego
w Srodowisku zawierajgcym jony wapnia. Nie potrafimy jeszcze jedno-
znacznie wyttumaczy¢ na czym polega aktywacja FSF przez trombine,
jak réwniez na czym polega tworzenie desmofibryny.

Fakt, ze skrzep niestabilizowanej fibryny rozpuszcza sie w roztwo-
rach zwigzkéw powodujgcych zrywanie mostkéw wodorowych w czas-
teczkach biatka wskazuje, ze wigzania tego typu odgrywajg istotng role
w utrzymywaniu struktury fibryny, zlozonej z czasteczek monomeru.
Poniewaz desfmofibryna nie rozpuszcza sie w takich warunkach, narzu-
ca sie stgd wniosek, ze za zmniejszenie rozpuszczalnos$ci moga byé od-
powiedzialne wigzania kowalencyjne powstate miedzy sgsiadujgcymi
tanicuchami liniowych poliiheréw fibryny w wyniku dziatania FSF.

Rozwazane sg trzy hipotezy objasniajgce mechanizm powstawania
w sieci fibryny poprzecznych wigzan kowalencyjnych. Pierwsza z nich,
Loewy’ego i Edsalla (24), chociaz najstarsza, przewija sie takze
w pracach z ostatnich lat (8, 29). Autorzy ci wyszli z zatozenia, ze zrédiem
reakcji zapoczatkowanej przez FSF jest seria wymian $rédczasteczko-
wych mostkéw dwusiarczkowych na mostki miedzyczasteczkowe, ktore
przyciggaja ku sobie tancuchy liniowych polimeréw i wiaza silnie ze soba
wskutek wytworzenia poprzecznych wigzan kowalencyjnych (schemat 2).
Wymiane tego typu obserwowano juz w przypadku niektdrych denatu-
rowanych biatek (16) i pewnych syntetycznych peptydéw (48, 49).

W 1962 roku Lorand i wspotpracownicy (37) wysuneli hipoteze
transpeptydacji na podstawie obserwacji, ze demosfibryna zawiera mniej-
szg ilos¢ N-koricowych reszt glicylowych i tyrozylowych w pordwnaniu
z fibryng niestabilizowana. Mozna wiec wywnioskowaé, ze cze$¢ tych
reszt zostala zuzytkowana do wytworzenia miedzyczasteczkowych wig-
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_ Liniowe S S
polimery fibryny S
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S
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Desmofibryna | + ESE
S S SH

Schemat 2. Mechanizm wymiany mostkéw dwusiarczkowych

zan peptydowych, a zatem wigzan kowalencyjnych usztywniajacych
strukture skrzepu. Mozliwe sg dwa typy transpeptydacji, przedstawione
na schemacie 3.

NH2—G li-A-CO-NH-B—COOH + NH2—Gli—A—CO—NH—B-COOH"
() NH2—GIi—A-CO-NH —GIi—A-CO—NH-B-COOH + NH2-B —COOH

<ll) NH2—GIli-A-CO—NH-B-CO-NH—GIi—A-CO-NH-B-COOH + H2C
Schemat 3. Mechanizm transpeptydacji (wg 37) A i B — tancuchy polipeptydowe

Bezposrednim dowodem reakcji typu (I) bytoby znalezienie w roztwo-
rze, po usunieciu desmofibryny, fragmentu NH2B-COOH. Fragmentu
takiego nie znaleziono, natomiast Loewy (30) poszukujgc peptydow
w plynie pozostajagcym po usunieciu desmofibryny odkryt, ze FSF kata-
lizuje odszczepienie amoniaku od fibryny i zaproponowt dla objasnienia
dziatania FSF mechanizm transamidacji (schemat 4).

W wyniku reakcji miedzy grupa amidowg glutaminy lub asparaginy,
wbudowanych w jedna czasteczke monomeru z korficowa grupg aminowa
drugiej powstatoby miedzyczasteczkowe wigzanie peptydowe z réwno-
czesnym uwolnieniem amoniaku.

Hipotezy transpeptydacji lub transamidacji popiera fakt hamowania
ostatniego etapu stabilizacji przez szereg amin i ich pochodnych.

Trzecig hipoteze mechanizmu reakcji stabilizacji fibrynogenu przed-
stawili Laki i Chandrasekhar (9, 22) w 1963 roku. Stosujac
fibrynogen pozbawiony FSF zaobserwowali oni, ze chociaz trombina wy-
krzepia ten preparat, to nie odszczepia od niego weglowodanéw, a do-
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Monomer fibryny -C O — N H - monomer fibryny + NHj

Schemat 4. Mechanizm transamidacji (wg 30)

piero dodanie do ukitadu FSF powoduje przejscie do roztworu okoto
15% kwasu sjalowego. Wykazali takze wprost proporcjonalng zalezno$é
miedzy iloScig odszczepionego kwasu sjalowego od stabilizowanego skrze-
pu a iloscig uformowanej desmofibryny. Na podstawie tych danych wy-
suwaja wniosek, ze odszczepianie kwasu sjalowego od fibrynogenu pod-
czas krzepniecia nie jest zwiagzane z dziataniem trombiny, lecz ze enzy-
mem odszczepiajacym oligosacharydy jest FSF. Fibrynogen pozbawiony
kwasu sjalowego dziataniem neuraminidazy nie wytwarza juz desmofib-
ryny. Autorzy okres$lajag terminem ,wulkanizacji” wytwarzanie silnych
wigzan pomiedzy czasteczkami fibryny i sadza, ze odszczepienie weglo-
wodandw umozliwia powstawanie wigzan stabilizujgcych.

Tak wiec hipotezy dziatania mechanizmu FSF sg dos$¢ réznorodne;
kazda z nich ma pewne dowody doswiadczalne, brak jednak jeszcze pew-
nych danych, ktére pozwolityby przypisa¢ stusznos¢ jednej z nich.

Lorand i wspotpracownicy (10, 39, 40) odkryli catg grupe inhibi-
tordw stabilizacji fibryny. Zwiagzki te w stezeniach milimolowych selek-
tywnie hamujg reakcje 3b nie wplywajagc réwnoczes$nie zakldcajgco na
przebieg pozostatych faz konwersji fibrynogenu w fibryne. Najaktyw-
niejszym inhibitorem okazat sie ester metylowy glicyny, nieco mniejsze
zdolnosci hamowania majg ester metylowy glicyloglicyny, amid glicyny
oraz hydroksyloamina. Natomiast ester metylowy sarkozyny zupeinie
nie hamuje wytwarzania desmofibryny, co wskazywatoby na to, ze obec-
no$¢ wolnej grupy aminowej jest istotna do wywotania mmbicji.

I11. Uwagi koncowe

W 1960 roku rozpoznano i opisano po raz pierwszy wrodzony niedo-
bér FSF u dziecka (11), a w latach nastepnych doniesiono kilkakrotnie
o przypadkach tego niedoboru (17, 18, 43, 44, 45, 50). Najbardziej charak-
terystycznym objawem niedoboru FSF i réwnoczes$nie najniebezpiecz-
niejszym jest skaza krwotoczna, odrdézniajgca sie od innych typéw krwa-
wiend bardzo ztym gojeniem ran. U noworodkéw wystepuja w w 2 ty-
godnie po urodzeniu diugotrwate i uporczywe krwawienia z pepowiny,
u dzieci starszych — ze skaleczen i ran. Tygodniami trwa gojenie ran,
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formujaca sie ziarnina ma luzng strukture, a pozostajgce blizny sg roz-
legte i nieregularne. Catkowita poprawe zdrowia chorego mozna osiag-
na¢ przez transfuzje kilkudziesieciu mililitrow $wiezej krwi. Liofilizo-
wane osocze wywiera podobne dziatanie. Ze wzgledu na krotki okres
potowicznego, zaniku FSF, wynoszacy u cztowieka od 3 do 4 dni, efekt
leczniczy transfuzji jest raczej krotkotrwaty. Niedobdér FSF jest scho-
rzeniem uwarunkowanym defektem genetycznym (11).

Gojenie sie ran jest w wyrazny sposob zalezne od FSF, na co wskazu-
ja obserwacje kliniczne. Ale réwniez w hodowlach fibroblastow in vitro
wykazano, ze istnieje jakoSciowa i ilosciowa zalezno$¢ rozwoju komorek
od obecnosci FSF (1). Fibroblasty rosng i rozmnazaja sie na desmofibry-
nie dobrze, natomiast przy braku FSF rozw6j komorek jest uposledzony
i zakldcona organizacja ich zbiorowiska. Dodanie FSF do pozywki nor-
malizuje rozwdj. Trudno jest wyjasni¢ funkcje FSF w gojeniu ran. Mozna
by spekulowaé, ze czynnik ten bierze udziat w wytwarzaniu odpornej
mechanicznie i chemicznie sieci fibryny, wzdluz ktérej moga rosnac
fibroblasty. Ale przeciwko takiej hipotezie $wiadczg przypadki catkowi-
tej afibrynogenemii, w ktérych mimo zupetnego braku fibrynogenu goje-
nie sie skaleczen odbywa sie normalnie.
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TOM X1 1965 ZESZYT 3

LIDIA PUZYNSKA*

Biatka allosteryczne jako regulatory metabolizmu

The Allosteric Proteins as Metabolism Regulators

The actual views on the properties, action and biological significance of allo-
steric proteins are presented.

W ciggu ostatnich kilku lat nastgpit znaczny postep w badaniu mecha-
nizmoéw regulacji i kontroli metabolizmu komdrkowego. Wiekszo$¢ po-
znanych tancuchow — cykléw metabolicznych obejmuje cigg reakcji
i oddziatywan wzajemnych, w wielu jednak przypadkach rozdzielono
sktadniki takich uktadéw, co umozliwito badanie reakcji kontrolujgcych.
Okazato sie, ze we wszystkich zbadanych reakcjach kontrolujgcych bierze
udziat biatko o specyficznej aktywnosSci biologicznej i swoisty metabolit
nie reagujacy bezposrednio z substratami lub produktami reakcji, lecz
wywotujagcy wytworzenie sie struktury przestrzennej warunkujgcej
przyspieszenie lub hamowanie specyficznego procesu, kierowanego przez
dane biatko. Mozna przypuszczaé, ze pewne biatka dziatajgce w krytycz-
nych etapach metabolizmu sa obdarzone swoistg funkcjg regulowania
i koordynacji w obrebie danego zespotu przemian i ze za poSrednictwem
tych biatek dana przemiana biochemiczna kontrolowana jest przez meta-
bolit, dziatajacy raczej jako fizjologiczny sygnat anizeli jako chemicznie
niezbedny sktadnik reakcji.

I. Zjawisko hamowania zwrotnego

Powszechnie stwierdzony jest fakt, ze u bakterii niemal z reguty
koncowy metabolit danego tafcucha przemian jest silnym i specyficznym
inhibitorem swojej witasnej syntezy. Takze regutg jest, ze tylko jeden
enzym i to zazwyczaj pierwszy w danym tancuchu metabolicznym jest
odpowiedzialny za wystgpienie efektu hamowania przez produkt korico-
wy i ze hamowanie to jest procesem odwracalnym. Zarowno enzymy

* Mgr. asystent Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w War-
szawie.
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znajdujgce sie za enzymem regulujacym nie sa hamowane przez koAco-
wy metabolit, jak i metabolity posSrednie nie hamujg enzymu reguluja-
cego (40). Samoregulacja tego typu zwana hamowaniem zwrotnym po
raz pierwszy odkryta zostata ponad 20 lat temu przez Dischego (10)
w cyklu glikolitycznym. Autor ten stwierdzit, ze fosforylacja glukozy
w erytrocytach hamowana jest przez fosfoglicerynian (10). P6zniej stwier-
dzono wystepowanie hamowania zwrotnego w réznych tancuchach prze-
mian u mikroorganizméw, a ostatnio uzyskuje sie coraz wiecej dowo-
dow, ze zjawisko hamowania zwrotnego wystepuje réwniez i u orga-
nizméw wyzszych. Zablokowanie dziatania pierwszego enzymu danego
tafncucha jest korzystne z tego wzgledu, ze efektywnie zapobiega nad-
miernemu lub zbednemu dziataniu pozostatych enzymow tego ciggu,
a wiec i stratom energetycznym.

1. Hamowanie zwrotne hydroliazy L-treoniny (dezaminujacej)

Jednym z dobrze poznanych uktadéw charakteryzujacych sie hamo-
waniem zwrotnym, jest wystepujacy w ekstraktach Escherichia coli uktad
pieciu enzymdw niezbednych do przeksztatcenia treoniny w izoleucyne,
zachodzacy zgodnie ze schematem 1 (8, 33, 48).

CH3— CHOH— CHNH2— COOH

| Hydroliaza L-treoninu
,r "~ (dezaminujaca)

CH3— CH2— CO — COOH + NH3

] T

|
ch3—ch2—ch—chnh2— COOH

|
ch3

Schemat 1 Hamowanie zwrotne w przemianie L-treoniny w L-izoleucyne.

I — L-treonina, Il —. L-ketomaslan, 1ll — L-izoleucyna. Kreski poziome oznaczajg kolejne
produkty posrednie przemiany. Szeroka strzatka wskazuje sprzezenie zwrotne

Stwierdzono, ze dodanie izoleucyny do $rodowiska inkubacyjnego
hamuje natychmiast i prawie kompletnie jej synteze przez komérki bak-
teryjne. Przyczyng zahamowania syntezy izoleucyny przez nadmiar izo-
leucyny egzogennej jest zablokowanie pierwszego etapu reakcji, katali-
zowanego przez hydroliaze L-treoniny (dezaminujgca), enzymu nadzwy-
czaj wrazliwego na ten aminokwas.
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2. Hamowanie zwrotne karbamylotransferazy asparaginianowej

W grupie enzymoOw katalizujgcych biosynteze nukleotyddw pirymi-
dynowych, wydzielonych réwniez z E. coli — pierwszy enzym tancucha
karbamylotransferaza asparaginianowa jest hamowana przez produkt
koncowy fancucha, tj. cytydynotréjfosforan (18) (schemat 2).

Hamowanie karbamylotransferazy asparaginianowej przez CTP, nie-
zwykle wazne dla regulowania czynnosci dalszych enzymdéw ‘tancucha
biosyntezy nukleotydéw pirymidynowych wzbudzito ogromne zaintere-
sowanie, bardzo usprawiedliwione, poniewaz posiadato cechy hamowa-
nia kompetycyjnego. Przyjecie tego typu hamowania wydawato sie jed-
nak trudne, poniewaz inhibitor i substrat rdoznig sie znacznie od siebie
wielkoscig, ksztattem i budowg w przeciwienstwie do klasycznych kore-
petytoré6w podobnych strukturalnie do substratu.

INH2

Schemat 2. Hamowanie zwrotne w biosyntezie nukleotydéw pirymidynowych.

IV — asparaginian, V — ureidobursztynian, VI — cytydynotréjfosforan, kreski poziome i sze-
roka strzatka jak w schemacie 1

Na podstawie badan z oczyszczong karbamylotransferazg asparagi-
nianowg Gerhart i Pardee (18) wysuneli przypuszczenie, ze en-
zym ten ma oddzielne centrum aktywne, w ktérym nastepuje wigzanie
jego substratdw: asparaginianu i karbamylofosforanu i oddzielne cen-
trum inhibicji wigzace inhibitor enzymu, tj. cytydynotréjfosforan. Aspa-
raginian i CTP moga wiec taczy¢ sie z enzymem rownoczes$nie kazdy we

5 Postepy Biochemii 3/65
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wiasciwym mu centrum i CTP hamuje aktywno$¢ karbamylotransfera-
zy asparaginianowej na skutek znacznego zredukowania, ale nie komplet-
nego zniesienia jej powinowactwa do substratu.

Wydaje sig, ze hamowanie enzymu z korzys$cig dla organizmu przez
metabolit o zupetnie r6znej budowie niz substrat wyksztatcito sie droga
ewolucji. Na przykiad karbamylotransferaza mogta katalizowa¢ na po-
czatku tylko wilasciwg sobie reakcje syntezy ureidobursztynianu i wig-
za¢ tylko substrat. Jej aktywno$¢ enzymatyczna nie byta wdwczas kon-
trolowana. Na skutek serii mutacji i selekcji enzym zyskat specjalne
miejsce dla wigzania koncowego produktu tancucha biosyntezy nukleo-
tydéw pirymidynowych w taki sposéb, ze ostabialo ono wigzanie substra-
tu. Organizmy posiadajgce tak zmodyfikowany enzym mogg kontrolo-
waé biosynteze tych nukleotydéw i majag dzieki temu selektywng prze-
wage nad organizmami nie posiadajacymi tej cechy.

Hamowanie karbamylotransferazy asparaginianowej przez CTP jest
charakterystyczne dla E. coli. Jak wykazali Bresnick i Hitchings
(4) w komorkach nowotworowych raka wysiekowego Ehrlicha enzym ten
hamowany jest przez UMP.

3. Hamowanie zwrotne pirofosforylazy rybozo-5-fosforan:ATP

Hamowanie zwrotne stwierdzono réwniez w tancuchu biosyntezy
histydyny u Salmonella typhi murium (schemat 3). Przez produkt konco-
wy L-histydyne hamowany jest enzym Kkatalizujgcy pierwszy odwracal-
ny etap jej biosyntezy, a mianowicie pirofosforylaza rybozo-5-fosforan:
ATP (1, 36).

5- fosforybozylo- 1-pirofosforan

Schemat 3. Hamowanie zwrotne w biosyntezie histydyny.
Szeroka strzatka jak w schemacie 1

4. Hamowanie zwrotne aminotransferazy glutamina:fruktozo-6-fosforan
i epimerazy UDP-N-acetyloglukozaminy
Regulacji za pomocg hamowania zwrotnego podlega réwniez biosyn-
teza nukleotydéw cukrowych w watrobie szczurzej (27). Lancuch reakcji,
w wyniku Kktorych powstaje UDP-N-acetylo-D-glukozamina i kwas
CMP-N-acetyloneuraminowy podany jest na schemacie 4.
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N-acetyloglukozamino -6 -P

Qukozamino-6-P N - acetyloglukozamino-1-P

Glutami

Kwas CMP-Y-acetyloneuraminowy UDP-N-acetylomannozamina

Kwas N-acetyloneuraminowy N-acetylomannozamino-6-P

\Y

Kwas 9-fosfo-N-acetyloneuraminowy

Schemat 4. Hamowanie zwrotne w biosyntezie nukleotydéw cukrowych w wa-
trobie szczurzej (wg 27).

A — aminotranferaza glutamina.:fruktozo-6-fosforan, B — epimeraza UDP-N-acetylogluko-
zaminy. Szerokie strzatki jak w schemacie 1.

Obydwa nukleotydy cukrowe stanowig forme aktywng, do ktérej od-
powiednie cukry muszg by¢ przeksztatlcane przed inkorporacjg do gliko-
proteidéw i innych makroczasteczek. UDP-N-acetylo-D-glukozamina
i kwas CMP-N-acetyloneuraminowy moga wiec by¢ uwazane za kofAcowe
produkty tancucha metabolicznego. Kazdy z tych zwigzkéw hamuje
pierwszy regulujacy enzym w tafcuchu wiasnej biosyntezy: UDP-N-ace-
tyloglukozamina — aktywno$¢ aminotransferazy glutamina: fruktozo-6-
-fosforan, a kwas CMP-N-acetyloneuraminowy aktywno$¢ epimerazy
UDP-JM-acetyloglukozaminy.

Kinetyka hamowania przez UDP-N-acetyloglukozamine jest kompe-
tycyjna i hamowanie to jest bardzo swoiste — o0 bardziej zaznaczonej
swoisto$ci odnosnie czesci nukleotydowej czasteczki anizeli w stosunku
do reszty cukrowej. Zwigzek ten w stezeniu 7*10-4 M nie wywiera hamu-
jacego wptywu na acetylotransferaze 6-fosforanu glukozaminy, drugi en-
zym na drodze wiasnej biosyntezy.

Stezenie kwasu CMP-N-acetyloneuraminowego niezbedne dla zaha-
mowania aktywnosci epimerazy UDP-N-acetyloglukozaminy w 50%-ach
jest 30 razy wieksze niz stezenie UDP-N-acetyloglukozaminy potrzebne
do identycznego zahamowania witasciwej aminotransferazy.

Sigmoidalny ksztatt krzywej inhibicji wywotanej przez kwas CMP-
-N-acetyloneuraminowy sugeruje, ze powinowactwo enzymu do inhibi-
tora zwieksza si¢ w miare wzrostu wysycenia nim enzymu. Autorzy
stwierdzajg, ze taka sigmoidalna krzywa moze by¢ spowodowana wza-
jemnym oddziatywaniem podjednostek w czasteczce enzymu.
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5. Hamowanie zwrotne kinazy asparaginianowej | i Il

Jest rzecza znang rozgatezianie sie tancucha metabolicznego poczaw-
szy od okreslonego metabolitu. | tak np. 4-fosfoasparaginian powstaly
z asparaginianu i ATP przy udziale kinazy asparaginianowej jest pre-
kursorem trzech aminokwasdw: treoniny lizyny i metioniny (schemat 5).

HOOC-CHNH2-CH2COOH + ATP

X1l
Schemat 5. Hamowanie zwrotne w biosyntezie lizyny, treoniny i metioniny.
IV — asparaginian, vii — 4-fosfoasparaginian, viii — asparaginiano-P-semialdehyd, IX — lizyna,
X — homoseryna, X1 — treonina, XIl — metionina. Szerokie strzatki jak w schemacie 1

Kontrola tego ciggu reakcji przez mechanizm sprzezenia zwrotnego
stwarzataby sytuacje niekorzystng, gdyz nadprodukcja jednego z amino-
kwasow prowadzitaby do zmniejszenia aktywnosci kinazy asparaginia-
nowej i w nastepstwie do powstawania niedostatecznych ilosci pozosta-
tych dwu aminokwaséw. Jednak jak wykazali Stadtman, Cohen
i Robichon-Szulmajster (44) w badaniach na E. coli niebezpie-
czenstwo to zostaje usuniete dzieki obecnos$ci dwéch kinaz asparaginia-
nowych, ktére sg kontrolowane niezaleznie przez L-lizyne i L-treonine.

Jeden, wzglednie stabilny enzym — Kkinaza asparaginianowa | jest
specyficznie hamowany przez L-lizyne i nie tworzy sie, gdy komoérki
bakteryjne znajdag sie w $rodowisku zawierajacym ten aminokwas. Dru-
gi, wzglednie niestabilny enzym — kinaza asparaginianowa |l jest specy-
ficznie hamowany przez L-treonine, nie zalezy natomiast od obecnosci
lub nieobecnos$ci L-lizyny w S$rodowisku.

4-fosfoasparaginian jest nie tylko prekursorem treoniny i lizyny, ale
takze i metioniny, wytwarzanej na drodze rozgatezienia sie tancucha bio-
syntezy treoniny. Wspolnym prekursorem metioniny i treoniny jest ho-
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moseryna. A zatem w przypadku kompletnego zablokowania aktywnosci
kinazy asparaginianowej Il na skutek dodania egzogennej treoniny syn-
teza metioniny nie powinna mie¢ miejsca. Badania wykazaly jednak, ze
synteza metioniny zachodzi nawet w obecnosci wysokich stezen lizyny
i treoniny. Byé moze istnieje wiec jeszcze trzecia, nieznana kinaza aspa-
raginianowa, ktora odgrywa specyficzng role w syntezie metioniny, a jest
niezalezna od stezenia treoniny i lizyny. Istnienie dwu, a by¢ moze i trzech
kinaz asparaginianowych u E. coli (typ HfrC) stanowi istothe wyjasnie-
nie zjawiska wielokrotnosci enzyméw.

Istnienie wiecej anizeli jednego enzymu Kkatalizujgcego te samag re-
akcje biochemiczng stwierdzono i w szeregu innych przypadkéw. Na
przyktad watroba zawiera dwie dehydrogenazy izocytrynianowe (26),
komorki E. coli — dwie hydroliazy L-treoniny (dezaminujace) (47), Aero-
bakter aerogenes — dwa enzymy katalizujgce synteze acetylomleczanu
(19), drozdze — dwie dehydrogenazy alkoholowe (11) i cztery dehydro-
genazy mleczanowe (21), Clostridium propionicum — dwie pirofosfatazy
nukleotydowe (5).

W 1964 roku Datta i Gest (9) badajagc aktywno$é¢ kinazy aspara-
ginianowej u fotosyntetyzujacych bakterii Rhodopseudomonas capsula-
tus odkryli ciekawe zjawisko tzw. zgodnego hamowania zwrotnego
(Concerted feed-back inhibition). Enzym ten — pierwszy w omdwionym
juz rozgatezionym tanicuchu metabolicznym jest u tych organizmoéw
w minimalnym stopniu wrazliwy na obecno$¢ dodanych pojedynczo L-li-
zyny lub L-treoniny. L-lizyna powoduje niewielka stymulacje aktywnosci
enzymu, natomiast L-treonina hamuje reakcje enzymatyczng tylko
w 10-15%. Dopiero kombinacja tych aminokwaséw powoduje wyrazne
zahamowanie aktywnosci kinazy asparaginianowej Rhodopseudomonas
capsulatus. Datta i Gest uwazaja, ze enzym ten ma dwa odrebne
miejsca regulujace dla L-lizyny i L-treoniny, odlegte od centrum Kkatali-
tycznego wigzgcego L-asparaginian.

Jednakze zgodne hamowanie aktywnos$ci enzymu przez L-treonine
i L-lizyne nie jest catkowite nawet wowczas, gdy aminokwasy te sg obec-
ne w stezeniu 10 mM. Pozostatg aktywno$¢ mozna przypisa¢ enzymowi
odwrazliwionemu na dziatanie tych inhibitoréw, albo tez trzeciemu ro-
dzajowi kinazy asparaginianowej, umozliwiajgcemu, tak jak i u E. coli,
synteze metioniny w warunkach nadmiaru lizyny i treoniny.

Omoéwione zgodne hamowanie zwrotne jest odwracalne i niekompety-
cyjne w stosunku do substratu kinazy asparaginianowej, tj. do L-aspara-
ginianu.

Wydaje sie, ze ten rodzaj hamowania wystepuje powszechnie w roz-
gatezionych lub taczacych sie drogach metabolicznych.
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Il. Efekt allosteryczny

Enzymy, w ktérych potaczenie z efektorem prowadzi do zmian ak-
tywnosci katalitycznej okre$la sie jako biatka allosteryczne.

W odréznieniu od izosterycznych inhibitorow, aktywnych w hamowa-
niu kompetycyjnym wprowadzono okre$lenie inhibitor allosteryczny dla
produktu koncowego, przestrzennie nie-pokrewnego substratowi, hamu-
jacego dziatanie pierwszego enzymu w danym fancuchu przemian.

Dziatanie inhibitoréw allosterycznych okreslano jako efekt alloste-
ryczny. Pojecie to zostato jednak rozszerzone w roku 1963 przez Monod,
Changeux i Jacoba (39) i obecnie okre$la kazdg zmiane w aktyw-
nosci enzymu, ktéra spowodowana jest selektywnym zwigzaniem pew-
nej czasteczki (efektora) w miejscu r6znym od miejsca tgczenia sie en-
zymu z substratem. Zaktada sie, ze biatka allosteryczne posiadajg co naj-
mniej dwa stereospecyficznie r6zne miejsca receptorowe. Jedno z nich
wigze substrat i jest centrum aktywnym odpowiedzialnym za biologicz-
ng aktywnos$¢ biatka, drugie, zwane miejscem allosterycznym jest kom-
plementarne do struktury efektora allosterycznego, wiazacego sie z tym
miejscem specyficznie i odwracalnie. Poniewaz allosteryczny efektor
wigze sie w miejscu réznym od centrum aktywnego i nie uczestniczy
w zadnym etapie reakcji katalizowanej przez enzym, nie potrzebuje wy-
kazywaé chemicznego czy metabolicznego powinowactwa do substratu.
Monod i Jacob zaznaczajg jednak, ze dziatanie pewnych koenzymow mo-
ze rowniez wywotywaé zmiany allosteryczne niezaleznie od petnienia
przez te zwiazki roli przenos$nikdw lub zwigzkéw posrednich.

I Wspdtzawodnictwo i & ; . . ) .
spowodowane istnieniem Il Reakcja bezposrednia ni m%%gﬁggla
przeszkody przestrzennej

Rys. 1. Trzy modele reakcji miedzy substratem i efektorem (wg 39).

Poniewaz dziatanie efektoréw allosterycznych polegaé musi na utwo-
rzeniu stereospecyficznego kompleksu z enzymem, istotng sprawa jest
powinowactwo centrum wigzacego substrat do centrum wigzacego efek-
tor. Monod i Jacob podajg trzy teoretyczne mozliwe typy reakcji sub-
strat-efektor przedstawione na rys. 1

W typie 1 — miejsca wigzace substrat i efektor faktycznie pokry-
wajg sie ze sobg chociaz grupy lub atomy wigzgce te zwigzki nie sg te
same. Wdwczas wigzanie substratu i efektora wyklucza sie wzajemnie
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na skutek zawady przestrzennej (steric hindrance) i reakcja musi by¢
Scisle kompetycyjna. Oznacza to, ze obecno$¢ efektora wywotuje dysoc-
jacje potaczenia enzym-substrat i krzywa hamowania jest asymptotyczna
do 100% hamowania przy wysokim stezeniu efektora.

W typie Il miejsca wigzagce substrat i efektor lezg blisko siebie, tak
ze moze wystgpi¢ bezposrednia reakcja wzajemna przyciaggajaca lub od-
pychajaca. W tym przypadku efektor hamuje aktywno$é enzymu na
skutek znacznego zredukowania, ale nie kompletnego zniesienia jego
powinowactwa do substratu.

W typie Il nie ma miejsca zadna reakcja bezpo$rednia miedzy sub-
stratem i efektorem. Dwa centra sg kompletnie oddzielone i wptyw jed-
nego na drugie odbywa sie tylko za posrednictwem biatka przypuszczal-
nie przez przestrzenne zmiany przystosowawcze, ktére powstajg w nim
po zwigzaniu swoistego efektora. Wystepuje wéwczas hamowanie Scisle
niekompetycyjne.

Poniewaz w kompleksach enzym-substrat i enzym-efektor wystepuja
dwa uktady specyficznych grup, mozna spodziewa¢ sie istnienia dwoch
rodzajow zwigzkoéw zdolnych do potaczenia sie z biatkiem, a mianowicie:
analogow substratu i analogéw efektora. W przypadku uktadéw przed-
stawionych modelem | analogi efektora, tak jak i analogi substratu po-
winny zachowywac sie jak inhibitory $cisle kompetycyjne. W przypad-
ku uktadéw odpowiadajgcych modelom Il i Il mozna spodziewaé sie ist-
nienia dwéch roznych typdéw analogow efektora: 1) analogi zachowujgce
sie tak jak naturalne allosteryczne efektory, 2) analogi, zdolne do prze-
suniecia allosterycznego efektora, a niezdolne do reakcji z substratem.
Analogi drugiego typu powinny reaktywowaé¢ zahamowany enzym i nie
wywiera¢ wptywu w nieobecnosci efektora.

Badajac wptyw réznych analogéw izoleucyny na aktywnos$¢ hydroliazy
L-treoniny (dezaminujacej) zaobserwowano, ze mozna je podzieli¢ na wy-
mienione dwa typy. Jak wykazat Changeux (8) norleucyna dodana
w obecnosci izoleucyny przywraca wyraznie aktywno$¢ hydroliazy
L-treoniny (dezaminujacej), natomiast L-leucyna zaréwno hamuje en-
zym jak i wspotdziata z izoleucyng, gdy zostanie dodana w jej obecnosci.
Wyniki te wykluczajg model | i stanowig dowd6d, ze hamujace dziatanie
izoleucyny na hydroliaze L-treoniny (dezaminujgcg) chociaz kompetycyj-
ne nie moze by¢ spowodowane naktadaniem sie miejsc wigzacych subs-
trat i efektor. Wydaje sig, ze zarbwno w przypadku niekompetycyjnego
jak i kompetycyjnego hamowania przez efektor, najbardziej prawdopo-
dobny biologicznie jest typ Ill. Efektor reakcji tgczac sie z wiasciwym
dlan miejscem enzymu wptywa za posrednictwem biatka enzymatycz-
nego na zahamowanie funkcji centrum aktywnego enzymu. Hamowanie
to jest wynikiem wysoko wyspecjalizowanej molekularnej struktury
enzymu wrazliwego. W przypadku hydroliazy L-treoniny (dezaminuja-
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cej) wytonity sie zastrzezenia w zwigzku z tym, ze substrat — treonine,
jak i efektor — izoleucyne mozna uwaza¢ za przestrzenne analogi ponie-
waz sg a-aminokwasami. Jednakze E. coli syntetyzuje dwie rézne hydro-
liazy L-treoniny (dezaminujace), z ktérych jedna nie jest wrazliwa na
hamowanie przez izoleucyne. Wspoétistnienie u E. coli dwéch réznych
kinaz asparaginianowych, katalizujgcych identyczne reakcje i hamowa-
nych jedna przez L-treoning, druga przez L-lizyne — stanowi wyrazny
dowéd, ze wywotany efekt nie jest écisle zwigzany ze strukturg efektora,
lecz uzalezniony jest od struktury biatka regulujacego i zmian powsta-
tych w nim po przytaczeniu efektora.

Nalezy podkresli¢, ze wrazliwo$¢ enzymow regulujgcych na hamujace
metabolity koncowe ftancucha jest nadzwyczaj labilna, in vitro zanika
ona w wyniku dziatania réznych czynnikéw bez utraty, lub z minimalng
utratg witasciwej aktywnosci enzymu. Najprostszym wytlumaczeniem
tego zjawiska bytoby niszczenie przez czynniki odwrazliwiajgce miejsca
allosterycznego, interpretacja taka nie jest jednak zadowalajaca, ponie-
waz nie ttumaczy powszechnos$ci tych zmian ani wyjatkowej labilnosci
miejsca allosterycznego. Bardziej przekonujgce jest przypuszczenie, ze
dziatanie metabolitu koncowego zalezy raczej nie od integralnosci miejs-
ca, z ktorym taczy sie on z enzymem, ale od stanu agregacji, odpowiada-
jacego enzymowi natywnemu. Odwrazliwienie mogtoby by¢ wiec na-
stepstwem przerwania lub wytworzenia wigzan pomiedzy podjednost-
kami. Nie wydaje sie jednak, aby agregacja lub dezagregacja czasteczek
byta we wszystkich przypadkach przyczyng hamowania aktywnos$ci przez
efektory allosteryczne. Charakterystyczng rdwniez wilasciwoscia enzy-
mow regulujagcych jest to, ze po odwrazliwieniu krzywa wigzania sub-
stratu zmienia Sie z sigmoidalnej na hiperboliczng, co Swiadczy o usu-
nieciu reakcji wspotdziatajacych wystepujagcych w czasteczce enzymu
wrazliwego.

Bardzo interesujgcy jest wptyw waliny na aktywnos$¢ hydroliazy L-tre-
oniny (dezaminujacej). Przy matym stezeniu substratu aminokwas ten
w nieobecnosci izoleucyny aktywuje reakcje przez zwigkszenie powino-
wactwa enzymu do treoniny. Poniewaz walina jest analogiem izoleucy-
ny, mozna byto przypuszcza¢, ze wigze sie ona w tym samym miejscu
enzymu co izoleucyna. Jednak stosujgc rézne stezenia izoleucyny stwier-
dzono, ze walina zachowywata sie jako czeSciowy jej konkurent, tzn.
reaktywowata enzym w pewnym procencie, zaleznym od stezenia izoleu-
cyny (8). Wysnuto stad wniosek, ze hydroliaza L-treoniny (dezaminujaca)
posiada przynajmniej trzy r6zne miejsca: centrum aktywne dla treoniny,
miejsce allosteryczne dla izoleucyny i centrum aktywacji dla waliny.
Zwigzanie izoleucyny daje w efekcie zmniejszenie powinowactwa do
treoniny. Zwigzanie waliny zwieksza powinowactwo do treoniny i ro-
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wnoczesnie zmniejsza powinowactwo miejsca allosterycznego do izoleu-
cyny.

Stwierdzenie, ze zwigzanie matej czasteczki wywotuje rozlegte zmia-
ny w biatku nie jest nowe. Juz w latach 1958-1960 Koshland (28, 29)
podkreslat ogromng role substratu w wywotywaniu przystosowawczych
zmian w strukturze enzymu, niezbednych dla wystgpienia jego funkcji
katalitycznej. Autor ten postuluje istnienie w enzymie elastycznego cen-
trum aktywnego, w ktérym substrat powoduje zmiany przystosowawcze
prowadzace do odpowiedniego uszeregowania grup katalitycznych, pod-
czas gdy nie-substrat zmian tych nie wywotuje. Tylko istnienie elastycz-
nego, zdolnego do zmian centrum aktywnego pozwala enzymowi o0sigg-
ng¢ wysoki stopien specyficznosci i ttumaczy zjawisko hamowania nie-
kompetycyjnego i kolejnego absorbowania substratdw na powierzchni
enzymoéw. Hormonalne wplywy na enzymy odbywajg sie rowniez przy
udziale aktywnego elastycznego centrum (31).

I1l. Zmiany przystosowawcze biatek organizméw wyzszych

Odwracalne zmiany przystosowawcze na skutek zwigzania reguluja-
cego metabolitu stwierdzono rowniez dla szeregu biatek organizméw
wyzszych, a miedzy innymi w dehydrogenazie glutaminianowej z watro-
by wotu, karboksylazie acetylo-CoA z tkanki ttuszczowej, fosforylazie b
z mieéni i hemoglobinie.

Krystaliczna dehydrogenaza glutaminianowa z watroby wotu ma ma-
se czgsteczkowg rzedu 106 Frieden (13) stwierdzit w 1959 roku, ze
NADH wywotuje dysocjacje biatka do podjednostek o masie czastecz-
kowej 250 000, a efektowi temu przeciwdziata ADP. Dysocjacja ta zwia-
zana jest z efektem allosterycznym NADH, tj. tgczeniem sie z enzymem
w miejscu odlegtym od miejsca tagczenia NADH, w ktérym dziata on jako
koenzym (14). Dalsze prace tego autora (15, 16, 17) i szeregu innych
(45, 50, 52, 53). wykazaty, ze wszystkie czynniki wywotujgce dysocjacje
hamujg, a czynniki asocjujagce — zwiekszajg aktywno$¢ dehydrogenazy
glutaminianowej. Estrogeny i tyroksyna jedne z najsilniejszych czynni-
kéw powodujgcych dysocjacje tego enzymu sg bardzo aktywnymi inhi-
bitorami, przy czym hamowaniu dehydrogenazy glutaminianowej towa-
rzyszy aktywacja dehydrogenazy alaninowej (45, 53). Dziatanie aktywu-
jace wywotujg réwniez trzy aminokwasy: leucyna, izoleucyna i metio-
nina, ktére mogg by¢ uwazane za drugorzedowe substraty enzymu. De-
finicja allosterycznych efektoréw zaktadajgca, ze sg to zwigzki nie ucze-
stniczace w reakcji, nie wyklucza jednak wystepowania tego samego
zwigzku réwnoczesnie w charakterze ,uczestnika” w reakcji i alloste-
rycznego efektora, ale pod warunkiem, ze te dwa udziaty wyrazone sg
wigzaniem sie z enzymem w dwoch réznych miejscach. Tomkins
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i Yielding (46) wykazali, ze allosteryczny wptyw leucyny spowodo-
wany jest przylgczeniem sie jej do miejsca odlegtego od centrum aktyw-
nego wigzacego substrat dehydrogenazy glutaminianowej. Oczywiste jest
wiec tu podobienstwo z karbamylotransferazg asparaginianowga, hydro-
liazg L-treoniny (dezaminujgcg) czy innymi enzymami allosterycznymi
mikroorganizmoéw.

Fizjologiczna interpretacja wrazliwosci dehydrogenazy glutaminia-
nowej na caly szereg réznorodnych czynnikéw jest bardzo trudna i nie
wiadomo jeszcze czy wszystkie metabolity, ktére dziataja na ten enzym
in vitro, odgrywaja jaka$ istotng role in vivo. Wydaje sie jednak, ze
efektory aktywujace badZ hamujgce jego aktywno$¢ dzialajag przede
wszystkim przez wzbudzenie przystosowawczej zmiany przestrzennej
w biatku wyrazonej ewentualnie jego dysocjacjs.

Inny enzym allosteryczny organizméw wyzszych — karboksylaza ace-
tylo-CoA katalizuje dwuetapowg reakcje (schemat 6):

Biotyna-E + C02+ ATP — *C02biotyna-E + ADP + P
CO02biotyna-E + acetylo-CoA — *malonylo-CoA + biotyna-E
Sumarycznie: C02+ acetylo-CoA + ATP — *malonylo-CoA + ADP + P

Schemat 6. Synteza malonylo-koenzymu A

Enzym ten jest aktywowany specyficznie cytrynianem, znanym akty-
watorem biosyntezy kwasow tluszczowych. (35, 49). Metabolit ten nie
bierze udziatu jednak w zadnym etapie reakcji katalizowanej przez kar-
boksylaze acetylo-CoA. Fluorocytrynian jest tak samo aktywny jak cy-
trynian — podczas gdy inne zwigzki posrednie cyklu Krebsa z wyjatkiem
fumaranu sa stabo aktywne. Aktywacji towarzyszyt wzrost statej sedy-
mentacji karboksylazy acetylo-CoA z 18 S do 43 S. Jest to prawdopo-
dobnie spowodowane tworzeniem sie aktywnego trimeru z nieaktywnych
lub mato aktywnych monomerow.

Badajgc fosforylaze b z miesni Cori i wsp6tpracownicy (6, 7) juz
w latach 1938-1943 wykazali, ze jest ona niemal catkowicie nieaktywna
w nieobecnosci 5'-AMP, za$ natychmiast i odwracalnie aktywowana po
dodaniu tego nukleotydu. Obserwacje te znalazty potwierdzenie w pra-
cach Krebsa, Fischera i Kentaw latach 1958-1962 (12, 24, 32).
ADP, ATP i inne nukleotydy, z wyjgtkiem IMP, nie wywierajg wpltywu
na aktywno$¢ enzymu. Poczatkowo sadzono, ze AMP gra role koenzymu,
ale nie udato sie wykazac¢ jego uczestnictwa w reakcji.

Fosforylaza b moze by¢ przeksztatcona w forme czynng nie tylko pod
wptywem AMP, lecz rdwniez przez fosforylacje i rownoczesng dimery-
zacje przy wsp6tudziale ATP i specyficznej kinazy. Mechanizm ten
w przeciwieAstwie do dziatania AMP jest nieodwracalny. Odwracalna
przypuszczalnie niekowalentna reakcja pomiedzy allosterycznym efekto-
rem (AMP) i enzymem przynajmniej w czesSci nasladuje nieodwracalng
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fosforylacje sktadajgcg sie poczatkowo z reakcji typu kowalentnego,
a nastepnie asocjacji podjednostek. Bezposredni dowdd, ze aktywacja fo-
sforylazy b przez AMP jest nastepstwem zmiany przystosowawczej
powstatej w biatku, otrzymano uzyskujac w postaci krystalicznej dimer
tego biatka, zwigzany z AMP (12, 24). Pozostaje jednak do wyjasnienia,
czy aktywacja enzymu wywotana jest bezposrednio przytgczeniem nu-
kleotydu, a dimeryzacja jest wtérnym wynikiem tego przytgczenia, czy
tez aktywujgca zmiana wynika z samej dimeryzacji.

Najlepiej zbadanym, a takze chyba najprostszym przyktadem biatka
allosterycznego jest hemoglobina. Krzywa dysocjacji oksyhemoglobiny
ma ksztatt sigmoidalny, ktéry jest dowodem wspétdziatajagcego efektu
miejsc wigzacych tlen. Natomiast w przypadku mioglobiny krzywa dy-
socjacji jest izotermg, co wskazuje, ze zachodzi tu prosta adsorpcja. Ta
funkcjonalna réznica pomiedzy hemoglobing i mioglobing wynika z tego,
ze hemoglobina zbudowana jest z czterech podjednostek, a czasteczka
mioglobiny jest monomerem.

Hemoglobina podlega jeszcze innemu efektowi posiadajagcemu role re-
gulujaca, a mianowicie efektowi Bohra, ktdry polega na tym, ze obnizaniu
pH (in vivo wzrostowi preznosci C02 towarzyszy wzrost dysocjacji tle-
nu. Jak wykazat w 1947 roku Wy man (51) efekt Bohra spowodowany
jest roztadowaniem protonéw na skutek zwigzania tlenu. Poczatkowo
(43) utozsamiano grupy kwasne odpowiedzialne za wystapienie tego efek-
tu z resztami cysteiny, ktére biorg udziat takze w reakcji hem-hem, dal-
sze badania wykazaty, ze grupami tymi sg reszty imidazolowe, przy-
puszczalnie wspotdziatajace z grupami tiolowymi (2). W hemoglobinie
H nie wystepuje efekt Bohra i reakcja hem-hem. Jest to szczeg6lnie inte-
resujace, poniewaz hemoglobina ta zawiera tylko tancuchy, co sugeruje,
ze wzajemne oddziatywanie pomiedzy tancuchami a5 gra wazng role
w obydwu wymienionych efektach (3).

Przez dtugi czas uwazano, ze wspotdziatajace wigzanie czgsteczek tle-
nu przez hemoglobine jest nastepstwem bezpos$rednich reakcji pomiedzy
grupami hemu, gdyz sadzono, ze grupy te znajduja sie bardzo blisko sie-
bie w czasteczce biatka. Perutz i wspotpracownicy w 1960 roku (42)
wykazali jednak, ze cztery grupy hemu sg tak odlegte od siebie, ze wy-
kluczona jest mozliwo$¢ reakcji bezposredniej, a zatem reakcja jest po-
Srednia i odbywa sie za posrednictwem biatka podatnego na zmiany. Wia-
domo, ze oksyhemoglobina i hemoglobina zredukowana Kkrystalizuja
w roznych formach (20). Ponadto Perutz wykazatl, ze odlegto$¢ pomiedzy
pewnymi grupami SH w czgsteczce hemoglobiny moze przesunaé sie
0 19 °/o po potaczeniu z tlenem. Dostarcza to bezposredniego dowodu, ze
wspotdziatajgce wigzanie tlenu jest wynikiem powstania odwracalnej
zmiany przystosowawczej w biatku czyli przemiany allosterycznej pod
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wptywem efektora-tlenu. W przypadku hemoglobiny efektor i substrat
sg jedng i tg samg czasteczka, jednakze funkcja tlenu jako substratu
i jako allosterycznego efektora jest czynnos$ciowo rdzna.

IVV. Uwagi koricowe

Podstawowg witasciwoscig biatek allosterycznych jako istotnych i cha-
rakterystycznych sktadnikéw biochemicznych uktadéw kontroli jest ich
zdolnosé do natychmiastowej i odwracalnej reakcji na specyficzne ,,syg-
naty” chemiczne, efektory, ktére w pewnych przypadkach sg ale czesciej
nie sg pokrewne ich wiasnym substratom, koenzymom lub produktom.
Substrat i efektor wigza sie w miejscach odlegtych i w ich oddziatywa-
niu na siebie posredniczy biatko, w ktérym nastepuje zmiana allosterycz-
na obejmujgca pekniecie, utworzenie lub zastgpienie wigzan pomiedzy
podjednostkami. Po odkryciu przez Cori i wsp. (6, 7) przemian fosfo-
rylazy stwierdzono w ciggu ostatnich lat, ze wiele biatek, a w szczeg6l-
nosci enzymoéw jest homo- albo heteropolimerami i ich aktywno$¢ za-
lezy od wiasciwego potaczenia podjednostek (34). W kazdym takim biat-
ku nawet niewielka dezorientacja czy uporzgdkowanie podjednostek daje
w efekcie utrate lub wzrost aktywnos$ci. Podane fakty dotyczgce biatek
regulujagcych uzasadniajg przypuszczenie, ze allosteryczne przemiany wy-
wotujg czesto zmiany struktury czwartorzedowej.

Nawet w przypadku hemoglobiny rola tlenu (bedacego zaréwno efek-
torem jak i substratem) w wywotywaniu zmiany allosterycznej daleka
jest od calkowitego zrozumienia. Pewne jest jednak, ze zwigzanie tlenu
z hemem wywotuje w obrebie czagsteczki zmiane tadunku czyli powino-
wactwo do tlenu uwarunkowane jest warto$cig pH. Podobnie w wigekszo-
§ci uktadow efekt allosteryczny nie wystepuje, gdy zostang dodane od-
czynniki atakujgce pewne grupy kwasne: tiolowe i imidazolowe, co takze
sugeruje, ze grupy te odgrywaja role w przemianie przestrzennej biatka.

Efekt allosteryczny nie moze by¢ jednak przypisany wytacznie czy
przede wszystkim fadunkowi lub polarnosci samego efektora, a zalezy
on od rodzaju specyficznego potgczenia jakie ten efektor tworzy z bial-
kiem. W przypadku np. hydroliazy L-treoniny (dezaminujacej) walina
zwieksza a izoleucyna zmniejsza powinowactwo centrum aktywnego, cho-
ciaz obydwa aminokwasy noszg ten sam tadunek. Koshland (30)
sugeruje, ze w przypadkach, w ktérych substrat wywotuje wykrywalne
zmiany przystosowawcze w enzymie, efekt ten czesto moze byé¢ interpre-
towany jako allosteryczna przemiana regulujaca.

Niezwykle wazny jest problem hormondw jako efektorow allosterycz-
nych. Zaskakujgco mata jest liczba poznanych reakcji, w ktérych biorg
one udziat jako zwigzki reagujgce, w przeciwienstwie do ogromnej liczby
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enzyméw, na ktére dzialajg. Monod, Changeux i Jacob (39)
uwazajg, ze fizjologiczne i chemiczne wiasciwosci hormonéw upowaz-
niajg do stwierdzenia, ze w zasadzie (chociaz niekoniecznie zawsze) dzia-
taja one jako allosteryczne efektory — kazdy z nich zdolny do wywo-
tania allosterycznego przemieszczenia w réznych biatkach, gtdwnie enzy-
matycznych, a takze w represorach genetycznych. Niestety, dehydroge-
naza glutaminianowa jest jednym z niewielu poznanych dotychczas en-
zymoOw, na ktére hormony dziatajg jako allosteryczne efektory.

Monod, Changeux i Jacob (39 wysuwajg réwniez sugestie,
ze allosteryczne efektory biorg udzial w specyficznej kontroli syntezy
biatka, w mechanizmach represji genetycznej. Uktad ten na poziomie
syntezy mRNA kontrolowany jest przez specyficzne czynniki — repre-
sory, ktore maja zdolno$¢ rozpoznawania i wybidrczego wigzania opera-
torowych inicjujgcych pierwszg transkrypcje informacji. Represory syn-
tetyzowane sg pod kontrolg wyspecjalizowanych genéw regulatorowych.
W wiekszos$ci, jesli nie we wszystkich przypadkach, aktywnos$¢ repre-
sora, a wiec przypuszczalnie jego zdolno$¢ wigzania odpowiedniego ope-
ratora kontrolowana jest przez specyficzne zwigzki o malym ciezarze
czasteczkowym. Zwigzki te dziatajg albo jako dodatnie efektory represji
(korepresory) aktywujace represor i przez to blokujace synteze mRNA
i biatka, a wiec i enzymoéw bedacych w zakresie genu operatorowego,
albo tez jako negatywne efektory (zwiazki indukujgce) unieczynniajace
represor a pobudzajgce synteze mRNA i biatka (22, 38).

Do niedawna uwazano, Ze represor jest raczej polirybonukleotydem
niz biatkiem (22, 41). Jednakze posrednie dowody dos$wiadczalne suge-
rujg, ze aktywny produkt genu regulatorowego jest biatkiem obecnym
w komorkach w ilosciach minimalnych (23). Wskazujg na to nastepu-
jace dane:

1) stereospecyficzno$é reakcji jest ogromna (37),

2) reakcja jest natychmiastowa, odwracalna i kompletna (25),

3) genetyczno-biochemiczny dowo6d wskazuje, ze prawdopodobnie po-
jedynczy makromolekularny sktadnik — represor jest odpowie-
dzialny za specyficznos¢ tej reakcji (23, 39),

4) pojedyncze mutacje genu znoszg reakcje represor-efektor a zacho-
Wujg powinowactwo represor-operator.

Fakty te mozna wytlumaczy¢, jezeli przyjaé, ze represor jest bial-
kiem allosterycznym posiadajagcym dwa miejsca: jedno wigzace operator,
drugie (dodatnie lub ujemne) wigzace efektor. Hipoteza robocza przyj-
muje, ze w specyficznych efektach malych czgsteczek w aktywowaniu
lub hamowaniu syntezy mRNA i biatka na poziomie genetycznym po-
Sredniczy allosteryczna zmiana represora.

Przemiana allosteryczna moze wiec by¢ zasadniczg cechg wszystkich
reakcji zachodzgcych pomiedzy biatkiem a malymi czasteczkami.



© ® N oA

11
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.
26.
27.

28.
29.
30.

3L
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.
39.
40.
41.
42.

43.
44,

L- PUZYNSKA [16]

LITERATURA

Ames B. N, Martin R. G, Garry B. J, J. Biol. Chem. 236, 2019 (1961).
Benesh R, Benesh R. E, J Biol. Chem. 236, 405 (1961).

Benesh R. E, Ranney H. M, Benesh R, Smith G M, J. Biol. Chem.
236, 2926 (1961).

Bresnick E, Hitchings G. H., Cancer Res. 21, 105 (1961).

Brown E. B, Jr.,, Stadtman E. R, J. Biol. Chem. 235, 2928 (1960).

Cori G T, Colowick S. P, Cori C. F., J. Biol. Chem. 123, 381 (1938).
Cori G. T, Green A. A, J. Biol. Chem. 151, 31 (1943).

Changeux J. P, J. Mol. Biol. 4, 220 (1962).

Datta P, Gest H., Proc. Natl. Acad. Sei. USA 52, 1004 (1964).

Dis che Z. Bull. Soc. Chim. Biol. 23, 1140 (1941)

Ebesuzaki K, Barron E. S. G. Arch. Biochem. Biophys. 69, 555 (1957).
Fischer E. H, Krebs E. G. J. Biol. Chem. 231, 65 (1958).

Frieden C., J. Biol. Chem. 234, 809 (1959).

Frieden C. Biochim. Biophys. Acta 47, 428 (1961).

Frieden C., Biochim. Biophys. Acta 59, 484 (1962).

Frieden C. Biochim. Biophys. Acta 62, 421 (1962).

Frieden C. J. Biol. Chem. 237, 2396 (1962).

Gerhart J. C, Pardee A. B. J. Biol. Chem. 237, 891 (1962).

Halpern Y. S, Um barg er H. E. J. Biol. Chem. 234, 3067 (1959).
Haurowitz F. Z. Physiol. Chem. 254, 268 (1938).

Horowitz N. M, Fling M., Genetics 38, 300 (1953).

Jacob F, Monod J., J. Mol Biol. 3, 318 (1961).

Jacob F, Sussman R, Monod J., Compt. Rend. Acad. Sei. Paris 254,
214 (1962).

Kent A B, Krebs E. G, Fischer E. H., J. Biol. Chem 232, 549 (1958).
Kepes A, Biochim. Biophys. Acta 76, 293 (1963)’

Kornberg A, Pricer W. E., Ir, J. Biol. Chem. 189, 123 (1951).
Kornfeld S, Kornfeld R, Neufeld E F, O’Brien P. J, Proc.
Natl. Acad. Sei. USA 52, 371 (1964).

Koshland D. E., Proc. Natl. Acad. Sei. USA 44, 98 (1958).

Koshland D. E.,, Adv. Enzymol 22, 45 (1960).

Koshland D. E, Horizons in Biochemistry, Academic Press Inc., New
York 1962, Str. 265.

Koshland D. E. Jr., Science 142, 1533 (1963).

Krebs E. G, Fischer E. H.,, Adv. Enzymol. 24, 263 (1962).

Leavitt R. J, Umbarger H. E, J Biol. Chem. 236, 2486 (1961).
Lwoff A, Lwoff M. J. Theoret. Biol. 2, 48 (1962).

Martin D. B, Vage los P. R, J. Biol. Chem. 237, 1787 (1962).

Martin R. G, J. Biol. Chem. 238, 257 (1963).

Monod J, Cohen-Bazire G, Cohn M., Biochim. Biophys. Acta 7,
585 (1951).

Monod J.,, Jacob F, Gros F., Biochem. Soc. Symp. 21, 104 (1961).
Monod J, Change ux J. P, Jacob F. J. Mol. Biol. 6, 306 (1963).
Moyed H. S, Umbarger H. E., Physiol. Revs. 42, 444 (1962).

Pardee A B., Prestidge L. S, Biochim. Biophys. Acta 36, 545 (1959).
Perutz M. F, Ross mann M. G, Cullis A F, Muirhead H., Will
G, North A. C. T. Nature 185, 416 (1960).

Riggs A. Nature 183, 1037 (1959).

Stadtman E R, Cohen G N, Le Bras G., de Robichon-Szul-
majster H., J. Biol. Chem. 236, 2033 (1961).



[17] BIALKA ALLOSTERYCZNE 323

45. Tomkins G. M, Yielding K L, Curran J., Proc. Natl. Acad Sei
USA 47, 270 (1961).

46. Tomkins G. M, Yielding K. L, Cold Spring Harbor Symp. Quant
Biol. 26, 331 (1961).

47. Umbarger H E, Brown B., J. Bad. 73, 105 (1957).

48. Umbarger H E, Brown B. J. Biol. Chem. 233, 415 (1958).

49. Vagelos P. R, Alberts A W, Martin D. B, Biochem. Biophys. Res
Comm. 8 4 (1962).

50. Wolff J., J. Biol. Chem. 237, 230 (1962).

5. Wyman J, Adv. Protein Chem. 4, 420 (1947).

52. Yielding K L, Tomkins G. M. Proc. Natl. Acad. Sei. USA 46 1483
(1960).

53. Yielding K L, Tomkins G. M., Biochim. Biophys. Acta 62, 327 (1962).



eI

W->

|1A



P O S T E P Y B I O C H E M 1 1

TOM XI ' 1965 ZESZYT 3

JERZY KACZKOWSKI*

Budowa i wiasnosci glutenu pszennego

The Structure and Properties of Wheat Gluten

The revue on chemical constituents, methods of investigations and some
theories about structure and biosynthesis of wheat gluten.

Zastosowanie pszenicy i zyta jako gtéwnych zbdz przy produkcji pie-
czywa wynika z zawarto$ci w ich mace szczeg6lnej substancji biatkowej,
przemieszanej w bielmie z ziarnami skrobi. Substancja ta, zwana glute-
nem, zbudowana w 80-90 %>-ach z bialek, posiada rzadko spotykane
wsrod innych biatek wiasciwosci fizykochemiczne i mechaniczne jak ela-
stycznosé, lepkosé, spoistos¢ i plastycznosé. Wiasciwosciami tymi wyroz-
nia sie przede wszystkim gluten pszenicy — bardziej niz pszenica roz-
powszechnione u nas zyto zawiera gluten o gorszych wiasnosciach struktu-
rotwdrczych. Pieczywo z maki pszennej charakteryzuje sie miekiszem
gabczastym i porowatym, dzieki zatrzymywaniu i rownomiernemu rozto-
zeniu w miekiszu dwutlenku wegla wytworzonego w trakcie fermentacji
ciasta.

Pierwsze wzmianki o uzyskaniu z maki pszennej glutenu przez wy-
mywanie oraz o niektorych jego witasciwosciach pochodzg z 1728 roku
(4, 10), to znaczy od pionierskich prac Becccari. W XIX wieku wy-
kazano, ze jest to substancja zbudowana z dwoéch rodzajéw biatka, jedno
z nich jest rozpuszczalne, drugie — nierozpuszczalne w 70-80 %-owym
etanolu. Frakcje rozpuszczalng w etanolu nazwano gliadyna, frakcje nie-
rozpuszczalng — glutening.

Wyczerpujace i systematyczne badania nad glutenem podjat na prze-
tomie XIX i XX wieku Osborne (69). Wykazat on, ze w glutenie za-
warte jest ponad 80 °/o wszystkich biatek maki i ze glutening i gliadyna
wystepuja w nim w prawie réwnych ilosciach. Glutening stanowi zasad-
nicze biatko, do ktérego sa luzno przytgczone czasteczki gliadyny i sub-
stancji niebiatkowych — cukrowcow i tluszczowcéw w trwaly sposdb
zwigzanych z biatkiem. Pozostate 20 °/o biatek maki — to wedtug Osbor-

* Doc. dr, docent Katedry Biochemii SGGW w Warszawie.
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ne’a rozpuszczalne biatka typu albumin i globulin, odmywajace sie tatwo
woda i nie wchodzace w skiad kompleksu glutenowego.

W nastepnych latach do$é ogo6lnikowa za czasow Osborne’a wiedza
0 glutenie zostata bardzo znacznie wzbogacona, dzieki wprowadzeniu do
badan nowych technik jak analiza interferencyjna, spektroskopia, mi-
kroskopia elektronowa i fluorescencyjna, elektroforeza, chromatografia,
sgczenie molekularne itp. Zwiaszcza metody elektroforezy bibutowej,
swobodnej, w zelu skrobiowym i innych zelach oraz ostatnio immunoelek-
troforeza pozwolity blizej przebada¢ skiad i wiasno$ci substancji biat-
kowych kompleksu glutenowego.

I. Sktad chemiczny

Tak zwany gluten surowy, otrzymywany konwencjonalng metoda oko-
to 1-godzinnego odmywania ciasta pod biezagcq wodg przy réwnoczesnej
mechanicznej obrébce, wykazuje do$¢ réznorodny skiad chemiczny. Za-
lezy on zaréwno od préby maki, tj. wysokoSci przemiatu oraz odmiany
1 warunkéw uprawy pszenicy, jak i od sktadu chemicznego wody ptu-
czacej, czasu i sposcbu wymywania oraz warunkow suszenia. Zgodnie
z danymi szeregu autoréw (91) surowy gluten zawiera w przeliczeniu
na sucha mase 72-90 °/o biatka (w tym 40-50 % gliadyny, 35-40 % glu-
teniny, 3-7 %, innych biatek), 2-8 %> ttuszczowcéw, 0,5-11,5 '% cukrow-
cow oraz 0,5-2,5 °/o soli mineralnych. Szereg cytowanych danych o wy-
jatkowo niskiej zawartosci skiadnikéw niebiatkowych, np. 0,01 ~o cu-
krowcoéw (56), czy bardzo wysokiej zawartosci biatek, np. do 100 % (92)
odnosi sie do glutenu wydzielonego metodami chemicznymi, ktdre po-
wodujg czesciowag denaturacje biatek, a tym samym mozliwo$¢ odigcze-
nia sktadnikdw niebiatkowych. Dlatego przyjmuje sie, ze skiadniki nie-
biatkowe, ktére mozna usungC z glutenu przez diugotrwate wymywanie
w strumieniu wody wodociggowej nie wchodzg w skitad kompleksu glu-
tenowego, natomiast te, ktére w tych warunkach nie dadzg sie usungé sa
zwigzane z uwodnionym kompleksem glutenowym badz chemicznie, badz
adsorpcyjnie i stanowia czesci sktadowe kompleksu.

1. Sole mineralne

Zawartos¢ soli mineralnych w glutenie waha sie w granicach od 0,5
do 2,5 fllo. Najwiecej, bo ponad 50 °/o catej ilosci jest jonu fosforanowego.
Wystepuje réwniez magnez, wapn i potas, nieco krzemianow oraz $lady
licznych mikroelementow (86). Z zestawienia tego wida¢ analogie do
sktadu soli mineralnych w ziarnie, a ich ilos¢ globalna w glutenie zalezy
przede wszystkim od wysokosci przemiatu maki.
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Sole mineralne nie wykazujg wptywu na jakos¢ glutenu i sg trakto-
wane, jako domieszki przypadkowe, dobrze adsorbujgce sie na biatkach
glutenu z wyjatkiem byé moze pewnej ilosci fosforanéw, ktére wchodzac
w skilad fosfottuszczowcoé6w uczestniczg w budowie kompleksu gluteno-
wego.

2. Cukrowce

W surowym glutenie zawarto$¢ cukrowcéw moze dochodzi¢ do 11,5 °/o,
z czego do 9 °/o przypada na skrobie, 0,5 %, na btonnik i do 2% na cukry
proste — gtownie glukoze. Skrobia i btonnik sg sktadnikami przypadko-
wymi, gdyz udato sie otrzymac preparaty nie zawierajgce ich, a wyka-
zujace wszystkie wiasciwosci glutenu (56).

Wielocukrowce sg zwigzane jedynie' sitami adsorpcyjnymi i nie s
niezbedne dla utrzymania witasciwej struktury kompleksu glutenowego.

Cukry redukujace wystepuja czeSciowo w postaci zwigzanej sitami
adsorpcyjnymi a czesciowo sg zwigzane chemicznie z biatkami glutenu,
gdyz nawet oczyszczone preparaty frakcji biatkowych (gliadyna) zawie-
rajg nieco tych zwigzkéw (91, str. 28).

Wiadomo, ze z cukrami redukujacymi reagujg grupy aminowe ami-
nokwasow lub biatek, powstajg wowczas zwigzki zwane melanoidynami,
charakteryzujgce sie ciemnym zabarwieniem. Przemiana ta znana jako
reakcja Maillarda (14) zachodzi czesto w produktach spozywczych, wy-
wotujgc ciemng barwe i charakterystyczny aromat. Wykazano, ze reak-
cja ta moze zachodzi¢ w czasie przygotowywania i pieczenia chleba zytnie-
go i pszennego, nadajac pieczywu charakterystyczne zabarwienie skdrki
oraz smak i aromat migzszu (1, 51, 52). Jakkolwiek reakcja Maillarda
w niskiej temperaturze i przy matej wilgotnosci zachodzi bardzo powoli,
wydaje sie, ze moze mie¢ miejsce w warunkach przechowywania ziarna
czy zarabiania ciasta. Ostatnio sadzi sie, ze proces ten ma duzy wplyw na
polepszenie sie tych witasciwosci glutenu, ktore sg zalezne od sposobu
potaczenia poszczegdlnych tancuchéw peptydowych w przestrzennie okre-
$long siatke za pomocg poprzecznych wigzan lub mostkow, miedzy inny-
mi mostkéw weglowodanowych. Istotnie znany jest fakt poprawiania
sie wartosci wypiekowej po Kkilku miesigcach przechowywania maki
i okres potrzebny do osiggniecia lepszych waloréw strukturotwérczych,
zwany bywa okresem dojrzewania maki.

Fraenkel-Conrat i Olcott (28) w badaniach nad gliadyna
i innymi biatkami wykazali powstawanie mostkow metylenowych mie-
dzy pierwszo- lub drugorzedowymi grupami aminowymi jednego tarcu-
cha i pierwszorzedowymi grupami amidowymi lub guanidynowymi dru-
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giego, w wyniku reakcji z aldehydem mréwkowym. Sugeruje to, ze
reakcja przebiega zgodnie z réwnaniem 1, 2 lub 3.

@] (@] /0
R—NH>+ H—C/ +H N-C ——R'—-R—NH—CH2-NH—C———R '+ HD 1
\
H
0 NH NH
R—NH. + H— + H-N—C/ — *R—NH—CH2-NH—C +HD 2
\H NMNHR \NH—R
@) @) x 0O R 0
2R-C  +2H-C7 + HN-R'—R—c. NH-CH2N--—-CHZNH-C-—r
N Ny
+2 HO 3

Jakkolwiek pierwsze dwa typy wytworzonych potaczen znane sg tyl-
ko dla prostych zwigzkéw modelowych, powstanie potgczenia trzeciego
typu wykazano w gliadynie i zeinie. Mozna przypuszcza¢, ze podobna
reakcja zachodzi w mace przy udziale glukozy zamiast aldehydu mrow-
kowego, i ze tego typu wigzania mogg mie¢ znaczenie dla polepszenia
struktury kompleksu biatkowego glutenu.

Poglad ten znalazt posrednie potwierdzenie w badaniach H lynki
i wspdltpracownikéw (37, 38, 39) nad zmianami, zachodzgcymi w czasie
kilkumiesiecznego przechowywania maki lub glutenu, zmieszanych z glu-
koza. Badacze ci wykazali, ze po pewnym czasie cze$s¢ dodanej glukozy
nie dawata sie odmy¢é woda, co sugerowato, ze zostata chemicznie zwia-
zana z biatkiem. Autorzy wnioskujg, ze cukry proste w niewielkich ilo-
$ciach wchodzg w skiad siatki przestrzennej biatek glutenu jako mostki
miedzy tanncuchami peptydowymi, a ilos¢ tych mostkéw wptywa na wia-
§ciwosci mechaniczne i fizykochemiczne glutenu.

Podobnie Neukom i Deuel (67) dodajac do maki utleniane nad-
jodanem wielocukrowce uzyskali znaczne zwiekszenie sprezystosci glu-
tenu i zwiekszenie sie warto$ci wypiekowej maki.

3. Thuszczowce

Zawarto$¢ tluszczowcow w surowym glutenie zalezy w pierwszym
rzedzie od materiatu wyjsciowego i od sposobu jego otrzymywania i wa-
ha sie od 2 do 8 °/o suchej masy glutenu. Wystepujg tu zaréwno ttuszcze
witasciwe, jak fosfottuszczowce, kwasy fosfatydowe i ich sole oraz wolne
kwasy tluszczowe. Cze$¢ tych zwigzkéw (20-30 %) moze byé usunieta
z glutenu bezposrednio eterem lub innymi rozpuszczalnikami tluszczow-
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cowymi — frakcja ta okreslana jest jako tluszczowce niezwigzane. Za-
sadnicza ilos¢ jednak (ponad 70 °/o) stanowi frakcje ttuszczowcdw zwig-
zanych i daje sie usung¢ wymienionymi rozpuszczalnikami dopiero po
uprzednim potraktowaniu glutenu etanolem lub nasyconym wodg n-bu-
tanolem.

Badania mikroskopowe endospermy wyksztatcajgcych sie ziarn wy-
kazaty, ze biatka glutenu wytwarzajg sie w S$cistej tacznosci z thusz-
czowcami stanowigcymi sktadnik bton cytoplazmatycznych (40).

Prowadzone przez wiele lat liczne badania nad wptywem dodatku
réznych ttuszczowcdédw do ciasta dawatly nie jednoznaczne wyniki, wska-
zujace badz na pogarszanie wartosci wypiekowej (85, 87) badz na jej po-
prawe (2, 21, 22, 58). Obecnie przyjmuje sie, ze jakos¢ glutenu, a wiec
i wartos¢ wypiekowa maki zalezy od powigzania w kompleks z biatkiem
nienasyconych kwasow ttuszczowych (5, 49, 77). Jakkolwiek nie potwier-
dzone dotychczas dosSwiadczalnie, niemniej prawdopodobne wydaje sie
przypuszczenie W akara (90), ze umozliwiaja one tgczenie sie tan-
cuchéw polipeptydowych w wyniku utleniania grup tiolowych (réwna-
nie 4) lub iminowych (rownanie 5):

-SH CH- -S CH2
+ 1 —*1+1 4.
-SH CH- -S CH2
40 o
—Ccf _NH— -CH el N ew,
+ I —* | + | 5
-C-—-NH- -CH Y opp— N- -CH2
@] @]

Szereg autordéw (32, 35, 36, 89) uwaza kompleks glutenowy za zbior
widkien biatkowych powigzanych warstewkami fosfotluszczowcdw, co
ma wptywaé dodatnio na plastyczno$¢ glutenu. Stwierdzono bowiem,
ze usuniecie tych zwigzkéw z maki lub surowego glutenu drogg ekstrak-
cji réznymi rozpuszczalnikami prowadzi do obnizenia witasciwosci me-
chanicznych (sprezystosci, elastycznosci, plastycznosci i spoistosci) glu-
tenu, a tym samym do pogorszenia wiasnosci wypiekowych maki. Ba-
dania rentgenograficzne (36) wskazywaty réwniez na udziat fosfottusz-
czowcOw w procesie pecznienia biatek glutenu. Inni autorzy (8, 50, 64) sa-
dzg natomiast, ze obecno$¢ fosfottuszczowcow nie jest konieczna do utrzy-
mania charakterystycznych witasciwosci glutenu, a obnizenie jego wia-
snosci mechanicznych po potraktowaniu rozpuszczalnikiem nie jest po-
wodowane usunieciem fosfottuszczowcow lecz obecnoscig $ladéw stoso-
wanego rozpuszczalnika.

Ostatnie badania Bourdeta i Herarda (13) nad rozmieszcze-

niem fosforu w glutenie wydajg sie jednak potwierdzac istotne znacze-
nie lecytyn oraz bardziej ztozonych tluszczowcdw, zawierajgcych galakto-
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ze i arabinoze dla struktury glutenu. Z badan tych wynika bowiem, ze
fosfor fosfottuszczowcédw jest trwale zwigzany z kompleksem glutenowym
i stanowi 16-22 °/o zawartego w nim fosforu ogolnego.

4. Biatka

Biatka stanowigce 72-90 °/o suchej masy glutenu surowego sg substan-
cjami zasadniczymi kompleksu glutenowego.

Sktad aminokwasowy biatek glutenu badany byt przez réznych auto-
rébw, a uzyskiwane wyniki wykazujg nieraz znaczne rozbieznoS$ci, spo-
wodowane pochodzeniem pszenicy, metodami wydzielania glutenu oraz
metodami oznaczania. Duze rozbieznoSci wykazujg rowniez oznaczenia
sktadu dwoch zasadniczych frakcji glutenu: gliadyny i gluteniny (10, 23
73, 78, 83, 93). Tablica 1 podaje niektore wyniki tych oznaczen.

Tablica 1

Procentowy sktad aminokwasowy glutenu, gluteniny i gliadyny

. Gluten Glutening Gliadyna
Aminokwas
wg 78 wg 75 wg 93 wg 10 wg 83 wg 10

Alanina 19 2,2 4,08 4.4 2,66 2,5
Arginina 3,6 4,7 1,89 4,7 3,83 3,2
Cysteina +
cystyna 2,4 19 3,77 17 2,34 2,3
Fenyloalanina 4.8 5,4 3,25 20 3,00 2,5
Glicyna 31 3,5 3,14 1,0 6,85 1,0
Histydyna 21 2,3 4,71 1,8 2,96 21
Izoleucyna 3.9 4,6 7,33 6,0 11,53 6,0
[ Kwas glutaminowy 2,9 3,7 5,34 2,1 1,74 1,4
Kwas aparaginowy 31,2 355 37,38 27,2 32,29 46,0
Leucyna 6,1 7,6 6,60
Lizyna 15 1,8 00 19 0,88 0,6
Metionina 14 1,9 0,84 00 0,31 2,3
Prolina 11,7 12,7 9,74 4.4 11,58 13,2
Seryna 00 47 3,87 0,7 7,26 01
Treonina 2,3 2,6 3,04 4,0 1,00 3,0
Tryptofan 1,0 1,1 00 18 0,74 0,9
Tyrozyna 3,7 31 5,68 51 141 31
Walina 3.8 47 5,76 1,0 2,46 3,0

Z przytoczonych danych wida¢, ze w glutenie, jak réwniez w jego
frakcjach wystepuje najwiecej kwasu glutaminowego, ponadto sporo
proliny, leucyny i izoleucyny. Tak znaczna ilo$¢ kwasu glutaminowego
i proliny moze prowadzi¢ do deformacji spiralnej struktury tancuchdédw
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polipeptydowych i wytworzenia sie innego typu struktury wtornej (72).
Z tg deformacjg moga by¢ zwigzane szczegdlne cechy mechaniczne glu-
tenu, przede wszystkim jego sprezystos¢. Kwas glutaminowy wystepuje
w ponad 90 °/o w postaci glutaminy (6, 23).

Witasnosci frakcji gliadynowej (40-50 °/o), odpowiadajg wtasnosciom
prolamin, a frakcji gluteninowej (35-40 °/0) — wt#asnosciom glutelin. Frak-
cje te roznia sie miedzy sobag rozpuszczalnosScig i masa czasteczkowa.
Pewna ilos¢ (3-7 °/o) biatek rozpuszczalnych typu albumin i globulin
jest zatrzymana w kompleksie glutenowym za pomocg wigzan fizycznych
i nie daje sie odmy¢ woda. Biatka te sg traktowane jako domieszki dwdch
gtownych frakcji, gdyz nie sg sktadnikami niezbednymi. Wyrdznienie
frakcji gliadynowej i gluteninowej utrzymato sie do obecnej chwili, jak-
kolwiek juz od szeregu lat wiadomo, ze nie sg to jednorodne biatka,
lecz mieszaniny biatek o zblizonych witasnosciach.

Zasadniczym kryterium podzialu na wymienione frakcje jest ich roz-
puszczalnosé w 70 °/o etanolu (gliadyna), wzglednie nierozpuszczalnos¢
w tym rozpuszczalniku (glutenina) i na tej podstawie opiera sie grupa
metod stosowanych do dzi§ z réznymi modyfikacjami do wydzielania
i oczyszczania gliadyny (69). Inne metody polegaja badZz na rozpuszcza-
niu gliadyny w 0,07 M kwasie octowym (12), badz tez na traktowaniu su-
rowego glutenu roztworem mocznika i wysoleniu gluteniny (20).

Zastosowanie elektroforezy umozliwito dalszy rozdziat biatek glutenu
na frakcje o réznej masie czasteczkowej i rdznej ruchliwosci. W tym celu
stosowano gtownie elektroforeze swobodng (41, 42, 43, 46, 47), za$ do
frakcjonowania i oczyszczania gliadyny elektroforeze w zelu skrobiowym
(18, 26, 27, 30, 31, 43, 44, 45, 55, 96, 98) lub w innych zelach (54), elek-
troforeze bibutowga (70) oraz elektroforeze ciggta (99). Ostatnio Pence

i Nimmo (75) zastosowali do badania biatek glutenu immunoelektro-
foreze.

Innego typu metoda, pozwalajacg na rozdziat bialek glutenu na posz-
czegblne frakcje, jest chromatografia kolumnowa na modyfikowanych
celulozach, szczeg6lnie za$§ na karboksymetylocelulozie — stosowana
do biatek zawieszonych lub rozpuszczonych w rozpuszczalnikach kwa-
$nych (32, 55, 82, 95), jak rowniez na dwuetyloaminoetylocelulozie —
stosowana do biatek .rozpuszczalnych w buforach stabo zasadowych (19,
32, 81). Wreszcie ostatnio wprowadzono do rozdzielania, biatek glutenu
sgczenie molekularne na Sephadex (76). Metoda ta pozwala na rozdzie-
lenie mieszanin biatek na frakcje réznigce sie masg czasteczkowa (44,
48, 94, 98) i nadaje sie zwitaszcza do wstepnego rozdzielania.

Wyniki uzyskane w badaniach prowadzonych opisanymi metodami
zalezg od stosowanych warunkéw rozdziatu. Ogdlnie jednak stwierdzono,
ze zaréwno frakcja gliadynowa, jak i gluteninowa sktadajg sie z co naj-
mniej Kilku biatek. Rozdziat glutenu na zmodyfikowanych celulozach
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i przez saczenie molekularne dawat przecietnie 6-7 frakcji (44, 55). Wy-
niki frakcjonowania biatek glutenu na Sephadez G 75 podano na rys. 1

Frakcja gliadynowa wykazuje w czasie elektroforezy znacznie wiek-
szg ruchliwo$¢ od gluteninowej, zaznacza sie to szczeg6lnie w czasie elek-
troforezy w zelu skrobiowym, w ktéorym frakcja gluteninowa nie we-

Rys. 1. Obraz frakcjonowania biatek glutenu na kolumnie z Sephadex G 75 za
pomocag 0,056 M kwasu octowego (wg 44)

druje ze wzgledu na wysoka mase czasteczkowg, mimo ze posiada tadu-
nek elektryczny. Jones i wspltpracownicy (41, 42, 43, 44) rozdzielili
frakcje gliadynowa w bloku skrobiowym na 4 podfrakcje oznaczone lite-
rami a, @ y i @ Najbardziej ruchliwe z nich frakcje a i @rozdzielajg sie
dalej na podfrakcje (rysunek 2). Jak wida¢ na rysunku w sumie uzy-
skano 8 prazkéw biatkowych we frakcji gliadynowej oraz pozostajacg na
starcie frakcje gluteninowa.

Gliadyna

Glutenina—mm _L

Rys. 2. Rozdziat elektroforetyczny w zelu skrobiowym biatek glutenu zawieszonych
w buforze mleczanowo-glinowym (wg 44)

Podobny rozdziat biatek glutenu za pomocag elektroforezy uzyskali
réwniez i inni autorzy (18, 25). Kaminski (45) uzyskat wprawdzie az
12 prazkéw biatkowych, jednakze czes¢ z nich mogta pochodzi¢ od biatek
rozpuszczalnych typu albumin i globulin.

ey-gliadyna jest biatkiem elektroforetyczie jednorodnym o masie
czasteczkowej 47 000 (42). Srednia masa czasteczkowa frakcji a-gliadyny
i fr-gliadyny, ktére nie sg biatkami jednorodnymi wynosi odpowiednio
40 000 i 42 000.

Badania poszczegdlnych biatek frakcji gliadynowej za pomocg immu-
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noelektroforezy (75) wykazaty, ze biatka te nie mogg posiada¢ znacznych
réznic strukturalnych, gdyz przy zastosowaniu przeciwciata wytworzo-
nego po wstrzyknieciu krélikowi ktorejkolwiek z podfrakcji, wszystkie
one ulegty wytraceniu.

Frakcja gluteninowa zawiera niewielka ilo$¢ biatka o stosunkowo ni-
skiej masie czasteczkowej wynoszacej okoto 50 000 (prawdopodobnie jest
to nie dajace sie oddzieli¢ biatko frakcji gliadynowej), jednakze gtéwna
frakcja ma mase czasteczkowg rzedu 2-3 miliony (42). Wyliczenia wska-
zuja, ze i ta frakcja gluteniny nie jest jeszcze jednorodna i zawiera mniej-
sze czasteczki — by¢ moze powstajagce w wyniku depolimeryzacji za-
chodzacej pod wptywem uzytych rozpuszczalnikdw.

Biatka rozpuszczalne glutenu zostaty réwniez przebadane i scharakte-
ryzowane. Wchodzgce w ich sklad albuminy rozdzielono na 6-11 pod-
frakcji (71, 74) o S$redniej masie czasteczkowej 20 000, a globuliny —
na 4 podfrakcje (a, |3 y, V). Inne biatka rozpuszczalne rozdzielono na
16 prazkéw (19), z ktoérych 4 mozna rozfrakcjonowaé dalej. Prawdopo-
dobnie nie wszystkie biatka rozpuszczalne sg trwale zwigzane w kom-
pleksie glutenowym.

Il. Struktura kompleksu

Szczegblne wiasciwosci mechaniczne kompleksu glutenowego przede
wszystkim plastyczno$¢ i elastyczno$é, winny odpowiada¢ okreslonej
strukturze wewnetrznej skomplikowanego zespotu zwiazkéw wchodza-
cych w skiad tego kompleksu. Istnieje wiele r6znych, mniej lub bardziej
sprecyzowanych hipotez. Niektorzy autorzy traktujg gluten jako kom-
pleks dwoch zasadniczych biatek: gliadyny i gluteniny, potgczonych badz
sitami biegunowymi wystepujagcymi w zakresie pH miedzy punktami izo-
elektrycznymi tych biatek (15, 16), badz sitami kohezji (88). Wedtug in-
nych jest on bezpostaciowg masg gliadyny, w ktérej rownomiernie roz-
przestrzenione sg twarde ptytki gluteniny (7), jednolita masg ztozong
z nieograniczonej ilosci frakcji, zrdznicowanych stopniowo zmieniajg-
cymi sie wiasciwosciami i masg czasteczkowga (60), badZz wreszcie jedno-
rodnym biatkiem, zdolnym do dysocjowania na réznorodne fragmenty
polipeptydowe (10, 11).

Hipoteze struktury kompleksu glutenowego, ktéra najlepiej ttumaczy
jego wiasciwosci, a ponadto znalazta juz czesciowe potwierdzenie ekspe-
rymentalne, zaproponowat Grosskreutz (33, 34, 66). Podstawe do
tej hipotezy stanowig wyniki witasnych badan tego autora nad mikro-
struktura kompleksu glutenowego prowadzonych metodami mikroskopii
elektronowej i niskokatowej dyfrakcji promieni X, oraz wyniki prac in-
nych autoréw (79, 89).
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Wedtug hipotezy Grosskreutza gluten wydzielony przez odmywanie
(a wiec uwodniony) sktada sie ze zbioru ptytek biatkowych, utworzonych
z scisle powiazanych tancuchéw polipeptydowych, ktdre na skutek duzej
zawartosci kwasu glutaminowego i proliny majg zdeformowang wtdrng
strukture i tworza przypadkowo pozwijane spirale. Hydrofilowe taincuchy
boczne tych spiral zwrécone sg na zewnatrz — w kierunku warstwy
czasteczek wody hydratacyjnej i mogg tworzy¢ mostki wodorowe, #3-
czace poszczegOlne spirale w plytki i poszczeg6lne piytki miedzy sobg za
posrednictwem czasteczek wody.

Zgodnie z badaniem Stoeckeniusa (84) biatka fatwo sie tjczg
z fosfottuszczowcami w kompleksy, ktore wedtug Grosskreutza stanowig

Czasteczka fosfoli- Czasteczka biatka

pidowa z cofnietymi tancuchy hydrofobowe

tancuchami kwasow tancuchy hydrofitowe (a
ttuszczowych

Rys. 3. Struktura warstwy lipoproteinowej glutenu (wg 33)

w strukturze glutenu jeden z zasadniczcyh elementow nadajacych mu
wihasciwosci plastyczne. Budowa takiego kompleksu fosfolipidowo-biatko-
wego podana jest na rys. 3.

Z kazdg z powierzchni fosfottuszczowca potgczone sg co najmniej dwa
tancuchy polipeptydowe, przypuszczalnie za pos$rednictwem grup zasa-
dowych biatek i fosforanowych fosfottuszczowca. Liczne ptytki biatko-
we wraz z cienkimi, bimolekularnymi warstewkami fosfolipidowo-biat-
kowymi (ktére stanowia okoto 5 °/o masy glutenu) tworza ptaskie zespoty
0 grubosci 100-10 000 A widoczne pod mikroskopem elektronowym
(rys. 4). Przekréj takiej warstwy podany jest na rys. 5.

Wkomponowane w uwodnione biatko warstewki lipoproteinowe sg
uwazane za powierzchnie poslizgu, dzieki ktérym masa glutenu moze
by¢ znacznie odksztatcana bez rozrywania wigzan miedzy poszczegélny-
mi ptytkami biatka. Wigzania te sg mocniejsze od wystepujgcych miedzy
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Rys. 4. Obraz powierzchni rozciggnietego, liofilizowanego glutenu w mikroskopie
elektronowym (wg 33). Widoczne 3 warstwy ptaszczyzny glutenu.

Sita decia
C
Plytka biatka )—-t
100-10000A
A rTERETTILE Y 10y ri I"Liliimii Plaszczyzna
L1 iiiiii¢ipoproteid] ,j i ijJ_iiJ] poslizg
Wigzania
wodorowe = — Fem-memmemem , , _
. o Woda wigzana
Sita ciecia

Rys. 5. Model przekroju poprzecznego struktury ptaszczyznowej glutenu (wg 33)

fosfolipidowymi bimolekularnymi warstewkami ,pseudo-wigzan”, ktére
po rozerwaniu moga wytwarzaé sie ponownie w innych miejscach. Umoz-
liwia to przesuwanie sie ptytek biatkowych wzdtuz ptaszczyzny poslizgu
bez rozrywania wigzah miedzy nimi, a wiec bez zmiany kierunku ich
ustawienia. Istotnie badania mechaniczne wykazaly, ze rozerwanie wig-
zah miedzy pitytkami biatka nastepuje dopiero przy braku fosfottusz-
czowcow, badz przy zbyt duzej sile odksztatcajacej. Z drugiej strony
proponowany model wyjasnia fakt, ze przy zbyt duzej zawartosci fosfo-
tluszczowcoéw uzyskuje sie gluten o zbyt duzej ptynnosci.

Obok wiasciwosci plastycznych gluten wykazuje réwniez elastycznos¢
czyli sprezystos$é, ktora wedtug Grosskreutza zalezy od szczegdlnego spo-
sobu zwiniecia i pofatdowania spiral polipeptydowych o zdeformowanej
strukturze.

Omoéwiona hipoteza nie wyjasnia usytuowania poszczeg6lnych frak-
cji biatkowych w kompleksie i pewnym jej uzupetnieniem moze by¢ po-
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glad Mereditha (65), ktory wyréznia w strukturze glutenu cztery
ugrupowania biatek: A, B, C i D. Podstawg tej struktury jest ugrupo-
wanie A — elastyczne, tréjwymiarowe, zelujgce biatko szkieletowe (glu-
tenina). Do niego sg przytaczone pozostate trzy typy biatek i fosfottusz-
czowce. Biatka te, o réznym stopniu agregacji, pozostajg w pewnym sta-
nie rownowagi z podstawowg strukturg A, ktory zalezy od takich czyn-
nikéw jak stan jonowy, oksydoredukcyjny, obecnos$¢ soli itp. Najwieksza
zmienno$¢ pod wptywem tych czynnikéw wykazuje typ B biatka. Typ C
stanowiag biatka niejonowe, odpowiedzialne za lepko$¢ i niektére inne
cechy, np. uwadnianie, stabo ruchliwe w elektroforezie, zawierajgce duzo
grup amidowych, a mato zasadowych w bocznych tancuchach. Typy B
i C to poszczegolne frakcje gliadyny. Typ D biatek — to najbardziej ru-
chliwe albuminy i globuliny, wystepujagce w pewnych iloSciach w kom-
pleksie.

Hipoteza Grosskreutza wraz z uzupeinieniem Mereditha, jakkolwiek
atrakcyjna i dobrze ttumaczgca cechy mechaniczne glutenu, oparta jest
na razie na dos¢ skapym materiale dowodowym i wymaga dalszego po-
twierdzenia, zwilaszcza, ze jak wspomniano nie wszyscy autorzy uznajg
fosfottuszczowce za niezbedne skiadniki struktury glutenu.

1. Uwagi koncowe

Na razie mato jest danych na temat tworzenia sie kompleksu glute-
nowego w rozwijajacym sie ziarnie pszenicy. Na podstawie dawniejszych
danych przypuszczano, ze rodzime biatka pszenicy nie sg identyczne
z kompleksem glutenowym, ktéry rzekomo miat tworzy¢ sie dopiero
w trakcie uwalniania przy odmywaniu skrobi, czy zarabianiu ciasta.
Obecnie jednak panuje przekonanie, ze gluten wytwarza sie w trakcie
dojrzewania ziarna, w ktdrym wystepuje w stanie nieuwodnionym, lecz
nie réznigcym sie w sposéb zasadniczy od odmytego, a nastepnie wtdrnie
wysuszonego glutenu. Dowodem tego sg wyniki badan Hessa (35),
ktéry przeprowadzit pomiary interferencji rentgenograficznej suchych
i uwodnionych biatek rodzimych i izolowanego glutenu, uzyskujac po-
dobne wyniki dla obu rodzajéw biatka.

Badania dynamiki nagromadzania sie glutenu w trakcie dojrzewania
ziarna wskazujg, ze juz od samego poczatku nalewania ziarn odbywa sie
synteza kompleksu glutenowego, z réwnoczesnym wytwarzaniem frakcji
gluteninowej i gliadynowej. Ostatnia wytwarza sie z pewnym op0Znie-
niem, w zwigzku z czym gluten we wczesniejszych stadiach dojrzatosci
wykazuje gorsze wiasciwosci plastyczne oraz gorszg spoistos$¢ i lepkosé
(61, 90).

Ostatnio wysunieto hipoteze (97), ze wysokoczasteczkowe biatko glu-
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teniny powstaje przez polgczenie sie np. wigzaniami dwusiarczkowymi
lub innymi licznych czasteczek biatek frakcji gliadynowej i byé moze
frakcji rozpuszczalnej. Podstawg dla takiego przypuszczenia byto stwier-
dzenie identycznej ruchliwosci elektroforetycznej niskoczgsteczkowych
biatek, powstatych przez depolimeryzacje gluteniny w wyniku redukcji
merkaptoetanolem, frakcji biatek gliadyny oraz frakcji biatek rozpusz-
czalnych. Jednakze poglad ten tylko czesSciowo jest zgodny z wynikami
szkoty australijskiej (29, 31, 17, 40), prowadzacej cytochemiczne badanie
ultrastruktury rozwijajgcej sie endospermy pszenicy z zastosowaniem mi-
kroskopu elektronowego i fluorescencyjnego, techniki izotopowej oraz
opisanych metod frakcjonowania i rozdzielania. Cytowani autorzy do-
chodzg do wniosku, ze jedynie biatka frakcji rozpuszczalnej mozna trak-
towa¢ jako prekursory gluteniny, gdyz jak wynika z rozkiadu radio-
aktywnosci, tworzg sie one réwnolegle z glutening, podczas gdy biatka
frakcji gliadynowej powstajg w p6zniejszym okresie rozwoju ziarna (31).
Natomiast badania cytochemiczne wykazaly Scisty zwigzek powstaja-
cych tworow biatkowych z substancjami lipoproteinowymi, co stanowi
potwierdzenie opisanej uprzednio teorii fosfolipidowej struktury glu-
tenu (34).

Badania biochemiczne nad biosynteza biatek glutenu sg dopiero w za-
czatku i raczej dotycza syntezy nie kompleksu jako catosci, lecz poszcze-
golnych frakcji biatkowych. Badania te prowadzone sg gtéwnie w pra-
cowni Mc Connella (9 62, 63) w Kanadzie z zastosowaniem zwigz-
kéw znaczonych 14C, oraz w pracowni Grahama w Australii (30)
z zastosowaniem zwigzkéw znaczonych 14C i &S. Wyniki tych badan po-
twierdzajg wniosek o wczesniejszej syntezie gluteniny i pdZzniejszej glia-
dyny, a tym samym zaprzeczajg przypuszczeniom o prekursorowym cha-
rakterze gliadyny w stosunku do gluteniny.

W zakonczeniu nalezy zaznaczyé, ze mimo ogromu pracy i duzego
zainteresowania glutenem osiggniete wyniki nie doprowadzity jeszcze do
wyjasnienia jego struktury, warunkujacej jego witasciwosci. Potrzebne
sg nowe metody badan gtownie fizyczne, jednakze ich szybki rozwoj ro-
kuje nadzieje na zblizenie sie do rozwigzania tych zagadnien w niedtu-
gim czasie.
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Metody elektroforezy pasmowej w zastosowani« do biochemii**

The Zone Electrophoresis in Biochemistry

The lecture given at the Symposium on Electrophoresis, Gdansk, 25—27
September 1964

Wydaje mi sie, ze mozliwosci metod elektroforetycznych
nie zostaly jeszcze dostatecznie poznane. Metoda elektrofo-
rezy w swoim zatozeniu jest bardzo prosta, a za jej po-
moca mozna uzyskaé¢ niejednokrotnie doskonale wyniki przy
uzyciu wprost prymitywnych urzadzen.

A. Tiselius

Elektroforeza jest doskonalg metodg izolowania i charakterystyki bia-
tek i innych substancji obdarzonych tadunkiem. Ré6zna szybko$¢ wedro-
wania jondw w polu elektrycznym jest uwarunkowana wypadkowg fa-
dunku i wymiaréw czasteczki. Elektroforeza przeprowadzana w stosow-
nych warunkach pozwala okre$li¢ punkt izoelektryczny amfolitu, jego
ruchliwos¢ i ilos¢, pozwala wyodrebni¢ go z mieszaniny, umozliwia stu-
dia w zakresie jednorodnos$ci i struktury jego czasteczki oraz pozwala
okres$li¢ reakcje miedzy czasteczkami amfolitowymi lub czasteczkami
i jonami. Liczne biatka, rowniez krystaliczne, elektroforetycznie oka-
zujg sie niejednorodne, jakkolwiek wykazujg jednorodnos$¢ przy badaniu
innymi metodami. Przyktadem moze by¢é dehydrogenaza alkoholowa
z drozdzy, ktora przy badaniu elektroforetycznym na zelu skrobiowym
rozdziela sie na Kkilkanascie frakcji, z ktdrych pie¢ ma wiasnosSci izoen-
zymow (146), a w ultrawirowce wykazuje tylko jedno symetryczne pa-
smo. Zjawisko wystepowania izoenzyméw obserwowane jest rowniez
w przypadku wielu innych enzyméw (87, 106, 150).

. Rozw6j metod elektroforetycznych

Poczatek zastosowania pola elektrycznego do rozdzialu substancji
obdarzonych fadunkiem siega schytku ubiegtego stulecia. W 1886 roku

* Doc. dr, Kierownik Katedry Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie.
** Referat wygtoszony na | Ogo6lnopolskim Sympozjum Elektroforetycznym
w Gdansku, 25—27 wrze$nia 1964 r.
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Lodge (83 w rurce wypetnionej zelem agarowym mierzyt szybkosc
wedrowania roznych jonéw pod wptywem pola elektrycznego. Whe-
tham (148) w 1893 roku czyni obserwacje, ze obecno$¢ zelu agarowego
w roztworze powoduje obnizenie szybkosci wedrowania jondw. Nastepnie
Picton i Linder (108) w 1897 roku rozdzielali barwniki w piono-
wej rurce wypetnionej elektrolitem i prawdopodobnie byli pierwszymi,
ktérzy obserwowali wedrujgce pasmo pod wptywem pragdu w wolnym roz-
tworze. Teoretyczne podstawy wedrowania jonow w polu elektrycznym
opracowali Smoluchowski (132) i Helmholtz (55), a nastepnie
rozwineli Gouy (41) i Stern (134); szczegotowy przeglad tych zagad-
nien opracowat Waksmundzki (145). Prace z zakresu elektrodializy
prowadzone przez Adolfa i Paul yego (1), Blanka i Valko (12)
oraz Verwey’a i Kruyta (143) w latach 1924-1933 mialy bezpo-
Sredni wpltyw na opracowanie nowoczesnego modelu aparatu do elek-
troforezy w wolnym roztworze oraz szeregu metod preparatywnego roz-
dziatu koloidéw i innych substancji obdarzonych tadunkiem, jak zagesz-
czanie izoelektryczne, elektrostratyfikacja, elektrodekantacja, elektrofo-
reza konwekcyjna i inne.

W 1937 roku Arne Tiselius w Uppsali otwiera nowg ere w dzie-
dzinie analizy i preparatyki elektroforetycznej. Unowocze$nia U-rurke
przez wprowadzenie urzadzenia kompensujgcego przeptyw roztworu
w stosunku do wedrujagcego pasma, przez co cata objetos¢ U-rurki zostaje
wykorzystana dla rozdzialu. Adaptuje nastepnie optyczny system Toeple-
ra dla obserwacji bezbarwnych pasm rozdzielanej mieszaniny, co umoz-
liwito bezposrednia wizualng kontrole procesu frakcjonowania (140).
W nastepnych latach zaréwno U-rurka, jak i system optyczny aparatu
Tiseliusa byty coraz bardziej udoskonalane dzigki pracom Longswor-
tha (84), Svenssona (135) i innych, az uzyskano nowoczesny przy-
rzyrzad o wysokiej zdolnosci rozdzielczej i precyzji uzyskiwanych wy-
nikow, dajagcy wyrazny obraz rozdzielanych skfadnikow.

Z przegladu historycznego rozwoju metod elektroforetycznych wy-
nika, ze poczatkowo rozdziat przeprowadzano zazwyczaj w roztworze sta-
bilizowanym zwykle zelem agarowym lub Zelatyng. W nastepnym okre-
sie wprowadzono rozdziat w wolnym roztworze, umozliwiajagcym nie-
skrepowang wedrowke elektroforetyczng, ktorego szczytowym osiggnie-
ciem byto skonstruowanie aparatu do wolnej elektroforezy przez Tise-
liusa. Wspotczesny rozwdj metod rozdziatu w polu elektrycznym powré-
cit do stabilizacji elektrolitu podstawowego, czyli elektroforezy w tzw.
noé$nikach, jak bibuta filtracyjna, skrobia, tworzywa sztuczne itp. Elek-
troforeza w $rodowiskach stabilizowanych stosowana jest gtéwnie do izo-
lowania elektroforetycznie jednorodnych frakcji, przy czym ich lokali-
zacja odbywa sie zazwyczaj droga nie bezposredniag. Poszczeg6lne frak-
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cje po rozdzieleniu sg uwidaczniane w no$nikach metodami fizycznymi,
chemicznymi lub biologicznymi. Elektroforeza w no$nikach moze by¢ prze-
prowadzana przy uzyciu bardzo rozcieiczonych roztworéw rozdzielanych
substancji bez obawy zaburzenia granicy miedzy frakcjami. Poszczeg6lne
frakcje mogg by¢ wyizolowane ze stalego Srodowiska bez domieszek frak-
cji sasiadujgcych.

W latach 1937-1939 Kodnig (74), a nastepnie Konig i Klobu-
sitzky (67) przeprowadzili na bibule filtracyjnej wysyconej elektroli-
tem przewodzacym pragd rozdziat toksyny jadu weza uzyskujgc Kkilka
odrebnych frakcji. W 1939 roku Coolidge (21) konstruuje aparat w po-
staci kolumny wypeinionej proszkiem szklanym, w ktérym jednorazowo
frakcjonuje biatka zawarte w 2-ml prébie surowicy krwi ludzkiej. Jest
to pierwsze doniesienie na temat elektroforezy kolumnowej, ktéra zo-
stala rozwinieta w latach piecdziesigtych. W 1948 roku Haugaard
i Kroner (53) rownocze$nie z rozdziatem chromatograficznym amino-
kwas6w na bibule zastosowali pole elektryczne w kierunku prostopadtym
do kierunku sptywajacego solwentu uzyskujac znacznie lepsze wyniki
niz przy uzyciu tylko samej chromatografii. Praca ta byta poczatkiem
metod takich jak elektrochromatografia, rozdziat dwukierunkowy, finger-
printing itp. W 1949 roku Svensson i Brattsten (138) opisali
aparature do ciggtej elektroforezy, ktéra w nastepnych latach zostata
znacznie udoskonalona i zmodyfikowana przez Grassmanna (44),
Durruma (27), Hanniga (50) i innych (65, 107, 118) i znana jest pod
nazwg elektroforezy kurtynowej lub elektroforezy z ciggtym przepty-
wem.

Ostatnie lata przyniosty nowe zdobycze w dziedzinie metod elektro-
forezy w nos$nikach czy to przez wprowadzenie nowych materiatéw sta-
bilizujagcych o duzej zdolnosci rozdzielczej i niskiej reaktywnos$ci che-
micznej, czy tez przez opracowanie nowych urzadzen pozwalajagcych do-
ktadniej frakcjonowac¢ ztozone mieszaniny na wieksza skale. W dalszym
ciggu obserwuje sie rozw6j metod elektroforetycznych, stosowanych do
celéw analitycznych i wyosabniania substancji wielkoczgsteczkowych,
jondéw organicznych i nieorganicznych, zwigzkow kompleksowych, izoto-
péw i do badan fizykochemicznych, jak oznaczanie ruchliwos$ci elektro-
foretycznej, oznaczanie punktu izoelektrycznego lub ciezaru czasteczko-
wego.

Technike elektroforetyczng mozna podzieli¢ w zaleznosci od mecha-
nizmu, warunkéw i wynikéw rozdziatu w polu elektrycznym na elektro-
foreze w solnym roztworze, elektroforeze mikroskopowa, elektroforeze
pasmowag, rozdziat izoelektryczny i elektroforeze z ciggtym przeptywem.

W elektroforezie w wolnym roztworze (moving boundary) na skutek
réznej ruchliwosci jeden rodzaj jonéw zostaje przesuniety w inne miej-
sce kanatu U-rurki, inne jony natomiast pozostaja w obrebie stupa roz-



tworu zawierajgcego badang prébe. Przemieszczenie pasma mierzy sie
przez obserwacje granicy zetkniecia sie rozpuszczalnika i badanego roz-
tworu. Wystepuje tu elektroosmoza oraz konwekcja cieczy.

Elektroforeza mikroskopowa wymaga prostego urzadzenia i mikro-
skopu. Moze by¢ stosowana do rozdziatu i badania tadunku wirusow,
bakterii, komérek i innych czastek polarnych widocznych w mikroskopie
optycznym.

Technika elektroforezy pasmowej umozliwia catkowite oddzielenie
poszczeg6lnych sktadnikdw mieszaniny w postaci odrebnych smug lub
plam. Wystepuje tu zazwyczaj wptyw silnego efektu elektroosmotycz-
nego, przeptywu hydrodynamicznego, adsorpcji przez substancje stabi-
lizujgcg elektrolit oraz innych czynnikéw zaburzajagcych i ograniczaja-
cych ruchliwos¢ elektroforetyczng. Nie wystepuje natomiast konwekcja
cieczy.

Mozemy rozr6zni¢ trzy rodzaje czynnikéw stabilizujacych, antykon-
wekcyjnych:

1) elektroforeza w roztworze o zmiennym gradiencie gestosci (density
gradient electrophoresis),

2) elektroforeza w poziomej obracajacej sie rurce ze statg predkoscia
(rotating horizontal capillary tube),

3) elektroforeza w nos$nikach o strukturze kapilarnej, porowatej,
o0 wiasnosciach gabczastych, jak bibuta, skrobia, agar, poliakrylamid.

W rozdziale izoelektrycznym badana substancja wedruje pod wply-
wem pola w wytworzonym gradiencie pH i zatrzymuje sie w miejscu,
gdzie traci tadunek czyli w punkcie izoelektrycznym. Wedréwka w tym
przypadku przebiega niezaleznie od czasu. Rozdzial przeprowadza sie
w wolnym roztworze stabilizowanym gradientem gestosci lub w nos$ni-
kach statych. Niedogodnos$cig rozdziatu izoelektrycznego jest mata roz-
puszczalno$¢ biatek w punkcie izoelektrycznym oraz mata trwato$¢ gra-
dientu pH.

Elektroforeza z ciggtym przeptywem stosowana jest gtdwnie do pre-
paratywnego wyosabniania substancji. Rozdzial przeprowadza sie na bi-
bule i w innych nos$nikach (elektroforeza kurtynowa), lub w wolnym
roztworze z ograniczeniem dyfuzji przez odpowiednig konstrukcje apa-
ratury (elektroforeza konwekcyjna, forced flow electrophoresis).

Nosnik, w ktorym przeprowadza sie rozdziat elektroforetyczny, musi
by¢ dostatecznie porowaty dla zatrzymania odpowiedniej ilosci przewo-
dzgcego prad elektrolitu i rozdzielanej mieszaniny. ldealny bytby taki
nosnik, ktdry nie zawiera zanieczyszczen, nie adsorbuje rozdzielanych
substancji, wykazuje minimalny efekt elektroosmotyczny i jest chemicz-
nie nieczynny. Pojemno$¢ bibuty, zwilaszcza przy stosowaniu do celéw
preparatywnych jest bardzo mata, przeto wprowadzono caty szereg in-
nych dogodniejszych materiatdw, szczeg6lnie do elektroforezy biatek. Zel
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skrobiowy wprowadzony przez Smithiesa (129) cechuje sie wyjatko-
wo duza zdolnoscig rozdzielczg, co jest zwigzane rownoczes$nie z ,,mole-
kularnym przesiewaniem” czasteczek przez oka sieci zelu podczas we-
drowki elektroforetycznej (130). Dodanie mocznika do zelu znacznie
zwieksza jego zdolnosé rozdzielczg i technika ta znalazta zastosowanie
w badaniach strukturalnych biatek (29). Bardziej dogodnym S$rodowi-
skiem jest zel poliakrylamidowy, ktéry posiada réwnie duzg zdolno$é¢
rozdzielcza jak zel skrobiowy, a réwnoczes$nie stanowi zupetnie obo-
jetne Srodowisko, nie reagujace z wiekszoscig odczynnikéw chemicz-
nych, jest kompletnie nierozpuszczalny i wolny od jakichkolwiek za-
nieczyszczen (123). Acetylowanie celulozy umozliwia wyprodukowanie
folii o bardzo dogodnych wiasnosciach, zwitaszcza do celéw analitycznych
(68). Dla umozliwienia rozdziatu niektérych mieszanin modyfikuje sie
nosniki przez wprowadzenie do nich charakterystycznych grup czynnych
(61), wzglednie usuniecie niektdrych skiadnikow noé$nika jak np. przy
otrzymywaniu agarozy z agaru (57). Badang mieszanine mozna wpro-
wadzi¢ uprzednio w potaczenia z innymi substancjami dla uzyskania po-
larno$ci czasteczki (91) lub prowadzié rozdziat w obecnosci detergentéw
(94), substancji zwiekszajacych lepkos¢ elektrolitu podstawowego (28) lub
zmieniajgcych jego statg dielektryczng (79). Wszystkie te zabiegi maja
na celu zwiekszenie zdolnosci rozdzielczej $rodowiska i utatwienie roz-
dzielenia ztozonych mieszanin na wiekszg ilo$¢ sktadnikéw.

Il. Wprowadzenie teoretyczne

Podczas elektroforezy na bibule i w innych $rodowiskach na czgstecz-
ke koloidu dziatajg oprocz sity elektroforetycznej takie czynniki, jak
przeptyw elektroosmotyczny, dyfuzja, adsorpcja oraz hydrodynamiczny
przeptyw wody. Jest to wynik fizykochemicznych procesow w obrebie
podstawowych faz tworzgcych dany uktad oraz przeptywu pradu. Bedace
w statej wspoitzaleznosci fazy tworzg skomplikowany system, ktdry znacz-
nie trudniej jest ujg¢ w okresSlone prawidta niz elektroforeze w wolnym
roztworze. Fazami tymi w sensie fizycznym sg: bibuta lub inne $rodo-
wisko state, rozpuszczalnik oraz gazowa, ciekta lub stata substancja roz-
puszczona w rozpuszczalniku (elektrolit) (136). Ostatnia faza jest odpo-
wiedzialna za przeptyw pradu i wytwarzanie ciepta podczas elektrofo-
rezy.

Nie ma dotychczas ugruntowanej teorii zjawisk elektrokinetycznych
zachodzacych podczas elektroforezy w $rodowisku stabilizowanym. Jest
kilka teorii ruchliwosci elektroforetycznej w nosnikach, jak teoria ,kret-
ego kanalika” Kunkela i Tiseliusa (78), teoria ,barierowa”
Mc Donalda (90) oraz teoria Mecheboeufa i wspdtpracowni-
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kéw (85), ale zadna z nich nie pozwala na znalezienie jednoznacznego
wspoétczynnika, pozwalajgcego na poréwnanie wynikow uzyskanych
w réznych nosnikach z wynikami z wolnej elektroforezy. Najbardziej
zgodne wyniki mozna uzyska¢ w oparciu o teorie Kunkela i Tiseliusa,
ma ona jednak kilka niezupeinie S$cistych zatozen, miedzy innymi za-
ktada, ze wszystkie kanaliki systemu kapilarnego bibuty filtracyjnej po-
siadajg jednakowy przekrdj poprzeczny (por. rys. la). Stwierdzono jed-
nak doswiadczalnie, ze w bibule wystepuje réznorodno$¢ przekrojow
kanalikow wzdtuz ich przebiegu. Nagte zwezenie kanalika na drodze we-

Rys. 1. Model kanalika bibuty filtracyjnej: a) wg Kunkela 'i Tiseliusa (78), b) wg
Boyacka i Giddingsa (17)

drowki czasteczki powoduje znaczne obnizenie przewodnictwa i w od-
powiednim stopniu ruchliwosci elektroforetycznej. Boyack i Gid-
dings (17) na podstawie wynikow doSwiadczen oraz stosujac odpo-
wiedni aparat matematyczny wykazali, ze uwzglednienie efektu- zwezenia
i kretoSci kanalika, znacznie zbliza wyniki ruchliwo$ci uzyskane za po-
mocg elektroforezy w nos$nikach i w wolnym roztworze. Rys. Ib ilu-
struje schematycznie zatozenie modelu, ktéry oprécz efektu kretosci,
uwzglednia efekt zwezenia kanalikéw (constriction effect).

Wiekszo$¢ Srodowisk stosowanych jako nosniki do elektroforezy ma
zdolno$¢ pecznienia i przepuszczalnosci dla matych jonow i staje sie
przeto elektrycznymi przewodnikami w roztworach elektrolitow. Szcze-
g6lne znaczenie posiada przepuszczalno$¢ wiokien celulozowych bibuty
filtracyjnej dla jonow elektrolitu podstawowego stosowanego do roz-
dziatu. Ruchliwosé natadowanych czastek w Srodowiskach peczniejacych
zalezy wedtug Giddingsa i Boyacka (35) od trzech czynnikow,
ktére wptywajg na wedrowke elektroforetyczng i przy doktadnych obli-
czeniach nie moga by¢ pominiete. Czynnikami tymi s3: a) kreto$¢ kana-
lika (tortuosity, T), b) efekt zwezenia kanalika (constrictive factor, C),
oraz c) czynnik op6zniajacy jony (ion retardation factor, R), wyrazajacy
interakcje migrantu z nosnikiem, czyli materiatem stabilizujgcym $ro-
dowisko. Wedtug Giddingsa i Boyacka warto$¢ czynnika ograniczajacego
ruchliwo$é elektroforetyczng (obstructive factor, £), ktory jest propor-
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cjonalny do warto$ci wspoétczynnikéw T, C i R, mozna wyrazié wzo-
rem 1

5= CRT"2 L

Poréwnanie liczbowych warto$ci omawianych czynnikéw C, R i T
w zaleznosci od stopnia napecznienia wiékien bibuty (X) przedstawia ta-
blica 1 Jak wida¢, w miare pecznienia widkien celulozy (wartosci od 0
do 3,0) czynnik ograniczajacy ruchliwo$¢ | progresywnie maleje. To samo
odnosi sie do czynnika R i T.

Tablica 1

Zalezno$¢ wartosci ograniczajgcych ruchliwo$é na bibule od stopnia napecznienia
witékien celulozy (wg 35)

X C R p—2 5

0 0,932 1 0,848 0,790
0,5 0,910 0,927 0,795 0,671
1,0 0,909 0,898 0,777 0,635
15 0,929 0,847 0,756 0,595
2,0 0,941 0,836 0,748 0,588
2,5 0,952 0,825 0,744 0,584
3,0 0,977 0,814 0,740 0,588

Objasnienie w tekscie.

Teoria Boyacka i Giddingsa umozliwia kalkulacje ruchliwosci elek-
troforetycznej przy stosowaniu roznych s$rodowisk porowatych zlozo-
nych z geometrycznie r6znych micelli jak widkienka, kuleczki, szesciany
lub cylindry. Wyniki uzyskiwane przy uwzglednieniu powyzszych czyn-
nikdw ograniczajgcych ruchliwo$¢ roznig sie od obserwowanych o oko-
to 15 “/o.

Przy okre$laniu ruchliwosci elektroforetycznej na bibule i w innych
srodowiskach porowatych muszg by¢ ustalone takie parametry, jak sto-
sunek wody do bibuty, ciSnienie w komorze oraz state natezenie pola.
Kontrolowane warunki podczas doSwiadczenia mogg by¢ uzyskane w od-
powiednio zbudowanej komorze, ktdrej konstrukcje podali Bailay
i Hackman (8). Praktyczny sposéb okreslania ruchliwos$ci elektrofo-
retycznej w S$rodowisku stabilizowanym polega na poréwnaniu w tych
samych warunkach ruchliwos$ci w no$niku substancji badanej i standardu
0 znanej ruchliwos$ci w wolnym roztworze (141). Je$li w miejsce jonu na-
tozy¢ na bibute substancje obojetng, nie wedrujgcag w polu elektrycznym
(dekstran, kafeina, 2:3:4:6-tetrametylo-D-glukoza), to jej wedrédwka
z miejsca natozenia bedzie spowodowana elektroosmotycznym i hydro-
dynamicznym przeptywem, jak to schematycznie ilustruje rysunek 2
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Rys. 2. Wplyw etektroosmozy i przeptywu hydrodynamicznego wody na potozenie

substancji niejonowej na pasku bibuty podczas elektroforezy
O— miejsce naniesienia substancji, O —umiejscowienie substancji po rozdziale elektrofore-
tycznym, S-S' — geometryczny S$rodek paska, ji-ji' — linia zerowego przeptywu

Miejsce, w ktérym sie znajdzie obojetna substancja po przerwaniu
dziatania pradu okreslone linig n — x' i znajdujace sie w odlegtosci dO
od punktu natozenia, nazywamy pasmem zerowej ruchliwosci. Wartos¢
d0 mozna wyliczyé z réwnania 2

Us\
dn = ut/

1- U1

uf
gdzie ds jest odlegtoscig od miejsca natozenia na bibule wolno wedruja-
cego, a df szybko wedrujagcego standardu, o odpowiedniej ruchliwosci us
i U w wolnym roztworze. Stad ruchliwo$¢ u substancji nieznanej, ktdra
zostata przemieszczona od punktu nalozenia podczas elektroforezy na
odlegtos¢ d, bedzie wyrazona réwnaniem 3.

U = uf (d do) o
(dr - d,)

Podstawiajagc do rownania 3 warto$¢ d0z réwnania 2 otrzymamy row-
nanie 4, pozwalajace na pordwnanie badanej substancji réwnoczesnie
z dwoma standardami.

d —ds+ (df

t3 (df - ds)
Przy bezwzglednym pomiarze ruchliwo$Sci w nosnikach niezbedna jest
jednak znajomo$¢ dO i wspéiczynnika ograniczajacego te ruchliwos$é i,
ktérego pojecie zostato uprzednio zdefiniowane.

Mozliwe jest réwniez oznaczenie na bibule punktu izoelektrycznego
amfolitu metodg poréwnania, przeprowadzajagc rownoczesny rozdziat
w tych samych warunkach substancji badanej i standardu o znanym
punkcie izoelektrycznym. Wowczas punkt izoelektryczny substancji ba-
danej mozna wyliczy¢ z r6wnania 5:

plx = plx(oz) - pii(oz) - pii 5.
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gdzie: pls — punkt izoelektryczny substancji badanej, pi; — punkt izo-
elektryczny substancji standardowej, pIx(oz) i pij(0z) — punkty izoelek-
tryczne substancji badanej i standardu oznaczone na podstawie elektro-
forezy na bibule lub w innym nosniku przy réznych wartoSciach pH.
Nalezy zwrdci¢ uwage, ze wszystkie przeprowadzane rozdziaty muszg by¢
wykonane doktadnie w tych samych warunkach natezenia pola, wilgotno-
$ci, ciSnienia i temperatury.

111, Elektroforeza mikroskopowa komarek, wiruséw i bakterii

Ruchliwos¢ elektroforetyczna duzych czastek biologicznych, jak ko-
morki tkankowe i bakteryjne czy wirusy jest uwarunkowana tadunkiem
powierzchni tych czastek. Poniewaz powierzchnia komoérek i duzych cza-
stek jest miejscem wielu proceséow fizykochemicznych i biologicznych
zachodzacych przy ich zetknieciu sie z otoczeniem, znajomo$¢ tadunku
powierzchniowego i wptyw réznych czynnikbw na jego wielko$¢ ma
istotne znaczenie dla $ledzenia tych proceséw. Sktadniki otoczki komé-
rek tj. biatka, lipidy, polisacharydy i kwasy nukleinowe majg rézng zdol-
no$¢ do wytwarzania fadunkéw ujemnych, totez przy zmianie wzajemne-
go stosunku tych substancji zmienia¢ sie bedzie warto$¢ ogdlna tadunkéw
elektrycznych i zwigzana z tym ruchliwo$¢ elektroforetyczna. Z tego
wzgledu pomiedzy komdrkami prawidtowymi i patologicznymi, lub po-
traktowanymi enzymami (np. neuraminidazg, po zwigzaniu z przeciwcia-
tem) nalezy oczekiwaé¢ réznic w tadunkach powierzchniowych. Aparatu-
ra do pomiaru tych rdznic i przebieg doswiadczenia sg stosunkowo pro-
ste. W warunkach niemal kazdego laboratorium mozna przeprowadzac
doswiadczenia w zakresie zmian toczacych sie na powierzchni komorek,
duzych wiruséw, mitochondriow i innych czastek. Elektroforeza mikro-
skopowa w potagczeniu z mikroskopig elektronowg daje nowe mozliwosci
przy badaniu struktur i stanu fizykochemicznego powierzchni komorek,
bakterii i wiruséw.

Przy zatozeniu, ze komorka lub czastka ma ksztatt sferyczny mozna
obliczy¢ ujemny tadunek powierzchni stosujac réwnanie 6 (19) zgodnie
z teorig Smoluchowskiego, Henry’ego i Debye-Huckla dla czastek o pro-
mieniu wiekszym niz 1 m”":

ul=aj + n; u=s —- + i 6.
K

gdzie: u — ruchliwos$¢ elektroforetyczna w cm2V/sek, ] — lepko$¢ roz-
tworu w poisach, o — gesto$§¢ tadunku na powierzchni w jednostkach
elektrostatycznych/cm2 powierzchni, r; — promien krzywizny powierzch-
ni komorki, K — warto$é funkcji Debye-Huckla w cm-1, rbwna w wo-

dzie i temp. 25° 0,327 X 108j/Ja; in— sita jonowa.
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Erytrocyty wiekszosci gatunkéw zwierzecych w warunkach zblizo-
nych do fizjologicznych (pH, sita jonowa) wykazujg anodowag wedréwke
elektroforetyczng, gdyz majg ujemny tadunek na powierzchni (10). Licz-
ne badania elektroforetyczne wykazatly, ze punkt izoelektryczny erytro-
cytow znajduje sie przy pH okoto 2,0 (25). Dziatajac na erytrocyty neura-
minidaza obserwuje sie spadek ruchliwosci tych komorek i réwnoczesne
usuniecie do 90 °/o kwasu neuraminowego erytrocytu (33). Sugeruje to,
ze ujemny tadunek powierzchni krwinki jest spowodowany gtdwnie dy-
socjacjg grup karboksylowych tego zwigzku. Wyliczono, ze miedzy ilo-
§cig czasteczek kwasu neuraminowego na 1 "2 powierzchni erytrocytu
a jego ruchliwoscig elektroforetyczng istnieje dla badanych gatunkow
zalezno$¢ prostoliniowa. Neuraminidaza nie ma wptywu na ruchliwo$¢
elektroforetyczng prawidtowych komdrek watrobowych; wptyw ten za-
znacza sie, jeSli komaérki sg w okresie szybkiego wzrostu podczas prolife-
racji po czeSciowej hepatektomii i jest zupetnie wyrazny dla komorek
rakowych tego narzadu (2). Chemiczna analiza wykazata, ze z komorek
rakowych neuraminidaza odszczepia znacznie szybciej kwas neuramino-
wy niz z komdrek normalnych. Nalezy przypuszczac, ze jest to zwigzane
z daleko idaca zmiang struktury powierzchni komorki rakowej w po-
rownaniu z komorkg prawidtowsg.

Rys. 3. Aparat do elektroforezy mikroskopowej f-my Zeiss (wg 124)

Badanie ruchliwosci elektroforetycznej komorek krwi w réznych sta-
nach patologicznych jest praktycznym zastosowaniem elektroforezy mi-
kroskopowej. Ruhenstroth-Bauer, Fuhrmann, Ganzer,
Kubler i Rueff (124) przebadali za pomocag aparatu specjalnie do
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tego celu skonstruowanego (rys. 3) okoto 700 prob krwi ludzi chorych,
znajdujac zasadnicze rdznice w hemocytoferogramach w zaleznosci od
rodzaju schorzenia.

Rysunek 4 przedstawia schematycznie zebrane wyniki wspomnianych
autoréw. Widac¢, ze np. przy mielozach erytrocyty i limfocyty nie ule-
gaja zaburzeniu, natomiast nie wystepujg granolocyty, a w miejsce ich
pojawiajg sie inne elementy morfotyczne wedrujgce szybciej niz gra-
nulocyty w polu elektrycznym. W przypadkach limfadenozy tadunki ery-
trocytow i granulocytow nie ulegajg zmianie, natomiast brak frakcji od-
powiadajgcej limfocytom (rzad 4), a wystepuje frakcja patologicznych

Erytrocyty Granulocyty
Limfocyty I 1 Rézne komdrki patologiczne

Rys. 4. Hemocytoferogramy komoérek krwi normalnej i patologicznej (wg 124)

thatek biatych wedrujagcych przed erytrocytami. Obraz ruchliwosci elek-
troforetycznej krwinek w przypadku ziarnicy ztoSliwej (rzad 5) znacz-
nie rézni sie od obrazu krwinek normalnych i ulega tylko nieznacznej
zmianie podczas remisji lub podczas leczenia kortyzonem (124).
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IV. Elektroforeza pasmowa w wolnym roztworze

Pasmowy rozdziat elektroforetyczny z réwnoczesnym Ciaggltym prze-
ptywem roztworu bez stabilizacji elektrolitu ma szereg cech korzystnych
i znalazt ostatnio duze praktyczne zastosowanie. Rozdziat elektrofore-
tyczny w wolno przeptywajacej warstewce buforu w nieobecnosci nos$ni-
ka przeprowadzili po raz pierwszy w 1958 roku Barrollier, Watz-
ke i Gibian (9. W tym samym roku Dobry i Finn (26) skon-

Rys. 5. Schemat aparatu do elektroforezy pasmowej w nieobecnosci nos$nika
(wg 26): E — elektrody, M — przegrody poiprzepuszczalne.
Obok: przyktad rozdziatu mieszaniny trzech barwnikéw (fuksyna zasadowa, biekit
bromotymolowy, btekit bromofenolowy), obserwowanego na trzech réznych wy-
sokos$ciach kolumny

struowali aparat, za pomocg ktérego przy zachowaniu odpowiednich wa-
runkéw mozna uzyskaé¢ rozdziat pasmowy. Przyrzad zbudowany jest
z pionowej prostokatnej rury o rozmiarach okoto 120 X 75 X 5 cm
(rys. 5), ktorej centralna przestrzen jest oddzielona od przestrzeni elek-
trodowych za pomocg porowatych przegrod z tworzywa termoplastycz-
nego. Od dotu ku gérze kolumny przeptywa powoli roztwor elektrolitu
0 duzej lepkosci z dodatkiem dekstranu lub metylocelulozy, co zapo-
biega mieszaniu sie pasm. Prostopadle do przeptywajgcego buforu dziata
pole elektryczne. Badana mieszanina wprowadzona przez kanat | w cen-
tralnej czesci kolumny jest pchana ku gérze i rozdzielana pod wptywem
pola. Szczyt kolumny jest zakonhczony serig odrebnych kanalikéw, po-
przez ktore odprowadzane sg rozdzielone frakcje. Schemat aparatu i przy-
ktad rozdziatu mieszaniny trzech barwnikéw przedstawiony jest sche-
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matycznie na rysunku 5. Jak wida¢ u szczytu kolumny mieszanina jest
rozdzielona na trzy odrebne frakcje.

Hannig (51) postugujac sie zasadg ciggtego dwukierunkowego roz-
dziatu na bibule oraz zasadg beznosnikowego frakcjonowania w pionowej
rurze, opisang przez Dobry’ego i Finna, skonstruowal automatyczne
urzadzenie, w ktorym bibute zastapit cienkg warstewka roztworu elek-
trolitu pitynacego powoli miedzy dwiema ptytami szklanymi (free dif-
fusion electrophoresis). Komora elektroforetyczna zbudowana jest z dwu

Rys. 6. Aparat Hanniga do ciggtej elektroforezy pasmowej w wolnym roztworze
(wg 51)

ptyt szklanych, oddalonych od siebie o 0,5 mm, chtodzonych z zewnatrz
i ustawionych poziomo (51) lub w nowszej wersji pionowo (52). Prosto-
padle do kierunku sptywu filmu buforu jest ustawione pole elektryczne
w postaci platynowych elektrod, optukiwanych elektrolitem, oddzielo-
nych od filmu za pomoca pétprzepuszczalnych przegréd. Rozdzielana
mieszanina doprowadzana jest ciggle przez otwdr w gdrnej ptycie, nato-
miast otrzymane frakcje odbierane sg za pomocg systemu kanalikéw, jak
to wida¢ na rysunku 6. Przeptyw buforu w szczelinie miedzy ptytami
i elektrolitu optukujacego elektrody oraz doptyw rozdzielanej mieszani-
ny regulowany jest za pomocg zsynchronizowanego systemu pomp.
W aparacie Hanniga mozna rozdzieli¢ w ciggu doby probe zawierajaca
okoto 10 g suchej masy biatka, stosujgc napiecie okoto 2500 V w tempe-
raturze 3-5°. Za pomoca opisanego urzadzenia przeprowadzono réwniez
frakcjonowanie komdrek krwi i homogenatu watroby, izolowanie komadrek
nowotworowych itp. W preparatyce biochemicznej stuzy ono do otrzy-
mywania czystych elektroforetycznie biatek na duzg skale.

Oryginalnym sposobem rozdziatu pasmowego w wolnym roztworze
jest metoda opisana przez Hjertena (56). Elektroforeze przeprowa-
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dza sie w poziomej rurze, ktora obraca sie powoli wraz z naczyniami
elektrodowymi wokot swej diugiej osi. Na skutek obrotu ruchy konwek-
cyjne we wszystkich mozliwych kierunkach w obrebie stupa cieczy w ru-
rze sg niemal wyeliminowane. Celem zniesienia elektroosmozy i wywo-
tanych nig zaburzen rozdziatu, przed dosSwiadczeniem rure przemywa
sie roztworem metylocelulozy. Rozdzielone frakcje mozna tatwo anali-
zowa¢ za pomocg urzgdzen optycznych zaré6wno w Swietle widzialnym”
jak i pozafiotkowym. Mozna rowniez dla celéw preparatywnych zebraé
frakcje za pomoca kolektora frakcji jak przy elektroforezie kolumnowej.
Stosujac te aparature mozna doktadnie okresli¢ ruchliwos$¢ elektrofore-
tyczng badanej substancji, uzywajagc — w odréznieniu od wolnej elek-
troforezy — bardzo drobnych ilosci badanego materiatu.

W elektroforezie z gradientem gestosci (density gradient electropho-
resis) stabilno$¢ hydrodynamiczng uzyskuje sie przez stopniowy wzrost
gestosci roztworu idac od gbry ku dotowi kolumny. Zmiane gradientu
gestosci wzdtuz kolumny uzyskuje sie przez wprowadzenie wzrastaja-
cych stezen roztworu sacharozy, glicerolu, glikolu etylenowego lub ciez-
kiej wody. Rownomierny gradient gestosci zapobiega termicznej konwek-
cji roztworu i elektroosmotycznemu przeptywowi. Po rozdzieleniu mie-
szaniny na frakcje nie zachodzi ich wzajemne mieszanie sie w ciggu do-
statecznie dtugiego czasu. Pozwala to na oddzielne zebranie frakcji przy
opréznianiu kolumny z pomoca kolektora frakcji. Teoretyczne podstawy
elektroforezy z gradientem gestosci, zakres stosowalnosci i osiaggniecia
uzyskane za pomoca tej metody sg wyczerpujagco oméwione w refera-
tach Svenssona (137), Cramera i Svenssona (22) oraz Ko-
lina (70).

Aparatura stosowana przez poszczeg6lnych autoréw dla rozdziatu bia-
tek, wiruséw i barwnikow skiada sie z pionowej kolumny z bocznym
ramieniem, potgczonej z naczyniami elektrodowymi. W dnie kolumny
wmontowane sg dwie kapilary, ktore stuzg do wprowadzenia buforu
i wytworzenia gradientu oraz do wprowadzenia proby i oproznienia ko-
lumny.

Schemat takiego aparatu przedstawia rysunek 7. Kolumne wypetnia
sie najpierw stosownym buforem powyzej ramion #gczacych kolumne
z naczyniami elektrodowymi, nastepnie przez kapilare 0 wprowadza sie
roztwdr buforu z sacharozg (40-60%) do poziomu szczytu rurki I. Po zam-
knieciu kurka C rozpoczyna sie przygotowanie gradientu za pomocg mie-
szalnika Mxi M2 wprowadzajgc powoli roztwor przez kapilare I. Naczy-
nie Mi zawiera bufor bez sacharozy, naczynie M2 — z odpowiednig ilos-
cig sacharozy. Po uruchomieniu mieszadta T, wkrapla sie powoli bufor
z M2do Mxi przez kapilare 1 do kolumny. Bufor Mx zawarty poczatkowo
w kolumnie zostaje wyparty poprzez naczynie elektrodowe E” Po przy-
gotowaniu gradientu i wyréwnaniu pozioméw w obu naczyniach elektro-
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Rys. 7. Prosty aparat do elektroforezy w zmiennym gradiencie gestosci
Objasnienie w tekscie.

dowych, otwiera sie kurek C i przez kapilare I wprowadza sie badang
probe za pomocg strzykawki. Roztwor proby zawiera tak dobrane steze-
nie sacharozy, aby po wstrzyknieciu znalazta sie na wybranej wysokosci
kolumny. Po kilkunastominutowym wyrownaniu sie gradientdw préby
i kolumny, wiacza sie prad z zasilacza. Podczas dziatania pradu miesza-
nina rozdziela sie na odrebne smugi, ktorych odlegto$¢ zalezy od poczat-
kowej grubosci warstwy wprowadzonej préby, od wzglednej ruchliwosci
jonéw i od diugosci kolumny. Kolumne mozna nastepnie oprézni¢ przez
kapilare | zbierajgc dowolnej objetosci frakcje do probowek i analizowac
za pomocag stosownych metod. W przypadku barwnych substancji roz-
dzielone smugi mozna fotografowa¢ za pomoca jednego ze sposob6w po-
danego przez Kolina (70). Wprowadzajagc w probie substancje odnie-
sienia o znanej ruchliwosci elektroforetycznej mozna okresli¢ ruchliwos$¢
poszczegOlnych smug rozdzielonej mieszaniny. W przypadku rozdziatu
biatek i wiruséw dogodnymi substancjami odniesienia s3: ajbumina bar-
wiona biekitem bromofenolowym, hemoglobina, wzglednie czerwien fe-
nolowa (22).

Shack i Bynum (127) stosujac metode Svenssona (139) roz-
dzielili w gradiencie sacharozy natywny DNA grasicy od zdenaturowa-
nego. Na rysunku 8 wida¢, ze DNA zdenaturowany w okoto 50% przez
ogrzanie, dziatanie kwasu lub zasady, rozdziela sie przy pH 7,0 na dwie
frakcje. Analiza chemiczna wykazata, ze natywny DNA miatl wiekszg za-
warto$¢ guaniny i cytozyny niz DNA zdenaturowany. Za pomocg elektro-
forezy w gradiencie sacharozy rozdzielono roéwniez nukleoproteidy (64).
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Rys. 8. Rozdzial natywnego i zdenaturowanego DNA za pomocag elektroforezy
w zmiennym gradiencie sacharozy (wg 127)
1 — natywny, 2 — zdenaturowany

Aparatura skonstruowana przez Mela (92) sktada sie z prostokat-
nej ptaskiej komory, oddzielonej od naczyn elektrodowych za pomocg
przegrod poiprzepuszczalnych. Wlot i wylot komory zaopatrzony jest
w jednakowg ilos¢ waskich kanalikoéw, przez ktore z jednej strony wtta-
czany jest bufor za pomocag pompy, z drugiej — wyptywa z komory do
zbiornikéw. Proba rozdzielanej mieszaniny wprowadzana jest ciagle za
pomoca jednego z kanalikéw, a poniewaz wlot i wylot komory stanowi
staty uktad hydrodynamiczny roztwor préby przeptywa poziomo w po-
staci ostrej smugi. Pod wptywem pola elektrycznego dziatajgcego pro-
stopadle, poszczegolne frakcje zostajg oddzielone i wprowadzone do od-
rebnych odbieralnikow. Dla wiekszej stabilnoSci roztworu w komorze
dodaje sie do roztworéw wprowadzanych wzrastajace iloSci sacharozy
zwiekszajgc lepko$¢ cieczy. Przeptyw moze by¢ dowolnie regulowany
w duzym zakresie, dostosowujgc warunki do potrzeb analitycznych lub
preparatywnych. Za pomocg opisanego urzgdzenia mozliwe jest zaréwno
$ledzenie powstajagcego produktu reakcji, jak i jego wyizolowanie. Ma
to duze znaczenie przy badaniu uktadéw: enzym — substrat, antygen —
przeciwciato, kwas nukleinowy — biatko itp. Przedstawiona metoda
w zatozeniu jest podobna do metody Grassmanna i Hibnera
(45), w ktorej podobny efekt uzyskuje sie za pomocg ciggtej elektrofo-
rezy bibutowej.

Dla utatwienia rozdziatlu preparatywnego w gradiencie sacharozy
Choules i Ballentine (20) skonstruowali prosty aparat, w kto-
rym kolumna sktada sie z dwunastu ptytek z perspeksu utozonych jedna
na drugiej i posiadajacych ekscentrycznie umieszczone otwory o $redni-
cy 2 cm. Potkolisty kanat C (rys. 9) zapewnia kontakt miedzy naczyniami
elektrodowymi E, tworzgc razem z segmentowanym kanatem Kksztakt
U-rurki. Przed zestawieniem pionowego kanatu powierzchnie ptytek po-
krywa sie warstewka smaru, co zapobiega wyciekaniu roztworu z ko-
lumny. Po wypetnieniu kanatu buforem zawierajgcym odpowiednie ste-
zenie sacharozy, w otworze szczytowej ptytki umieszcza sie roztwor ba-
danej mieszaniny. Po ukonczeniu rozdziatu poszczeg6lne pilytki idac od
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Rys. 9. Aparat do preparatywnej elektroforezy w zmiennym gradiencie wg Choules

i Ballentine (20)
Objasnienia w tekscie.

gory odcina sie od gtownego kanatu przez przesuniecie i zawarte .w za-
gtebieniach ptytek frakcje wycigga sie pipets.

Stosujagc stabilizacje elektrolitu zmiennym gradientem sacharozy
Lerner (81) opracowatl automatyczny aparat do rutynowej analizy
elektroforetycznej biatek. Naczynko kwarcowe posiadajgce wbudowane
elekti ody jest automatycznie wypetniane buforem z réwnoczesnym wy-
tworzeniem gradientu gestosci, nastepnie mechaniczny podawacz umiesz-

Rys. 10. Rozdziat surowicy w automatycznym aparacie Lernera, powtérzony
14-krotnie (wg 81)
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cza w naczynku prdbe i nastepuje wigczenie sie pradu. Podczas rozdzia-
tu urzadzenie piszace ztozone ze zrodta Swiatta, fotopowielacza i aparatu
samopiszagcego wykre$la krzywa elektroforetyczng. Czas rozdziatu wy-
nosi 20 minut, po czym wprowadzona zostaje nastepna proba do naczyn-
ka i proces powtarza sie samoczynnie. Do rozdziatu potrzeba 0,2 ml suro-
wicy. Poniewaz aparat ma wbudowany integrator, pod krzywa elektro-
foretyczng otrzymuje sie okreslenie powierzchni, co znacznie skraca czas
petnej ilosciowej analizy. Urzadzenie daje duza rozdzielczo$¢ i powtarzal-
no$é, o czym Swiadczy rysunek 10.

Y. Elektroforeza wysokonapieciowa

Pojeciem elektroforezy wysokonapieciowej okre$la sie rozdziat w po-
lu elektrycznym przy spadku potencjatu powyzej 20/V/cm. Stosowanie
pola o wysokim spadku (do 200 V/cm) pozwala na znaczne skrécenie cza-
su frakcjonowania, uzyskuje sie ponadto ostre rozdzielenie smug z uwa-
gi na ograniczenie efektu elektroosmotycznego, hydrodynamicznego
przeptywu buforu oraz dyfuzji. Zastosowanie wysokiego napiecia wyma-
ga specjalnego urzadzenia chtodniczego do odprowadzania duzych ilosci
wywigzujgcego sie ciepta i zabezpieczenie paska bibutly przed nieréwno-
miernym wyparowywaniem wody. Trudnosci te byly w rdzny sposéb
rozwigzywane przez poszczeg6lnych autoréow zajmujgcych sie tym pro-
blemem, przez konstrukcje odpowiednich urzadzen z r6znymi systema-
mi chtodzenia (47, 93, 147, 149). Badania przeprowadzone przez Prusi-
ka i Keila (117) pozwolity na skonstruowanie aparatury utrzymuja-
cej statg i dowolng temperature przy napieciu do 120 V/cm. Autorzy ci
wykazali przydatno$¢ tej aparatury do doktadnego oznaczania ruchliwosci
elektroforetycznej na bibule oraz uzyskiwali duza rozdzielczo$¢ przy
rozdzielaniu mieszanin o bliskich wartosciach pK.

Rysunek 11 przedstawia schemat komory wysokonapieciowej skon-
struowanej w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Krakowie (101). Cienka ptyta szklana zgieta w postaci odwréconej lite-
ry V i osadzona na podstawie z pleksiglasu jest chiodzona przez ciagle
sptywajgcg mieszanke oziebiajgcg (50°/o-owy glicerol) wttaczang do roz-
pylacza za pomoca pompy z agregatu chiodniczego. Obieg cieczy jest
zamkniety i temperature mieszanki ustala sie w zaleznosci od wysokosci
przytozonego napiecia oraz od sity jonowej buforu. Blokowy schemat
aparatury przedstawia rysunek 12. W komorze mozna umiesci¢ arkusz
bibuty Whatman w obu kierunkach — co jest istotne przy dwukierunko-
wym rozdzielaniu. Ten system chiodzenia wydaje sie by¢ bardzo wydaj-
ny i w zaleznosci od temperatury cieczy chtodzacej i szybkosci jej prze-
ptywu mozna stosowa¢ wysokie spadki potencjatu, nawet powyzej
100 V/cm.
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Rys. 11. Schemat komory do wysokonapieciowej elektroforezy, skonstruowanej
w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej AM w Krakowie
1 — pokrywa, 2 — wanny z elekrodami, 3 — rozpylacz do cieczy chtodzgcej. Strzatki wskazuja
kierunek przeptywu ptynu chtodzgcego

Rys. 12. Schemat blokowy aparatury do elektroforezy wysokonapieciowej
A ~ agregat chtodniczy ze zbiornikiem wyréwnawczym temperatury, B — komora edektrofo-
retyczna w przekroju poprzecznym, C — zasilacz wysokiego napiecia

Elektroforeza wysokonapieciowa peptydéw potgczona z chromato-
grafig znalazta ostatnio szerokie zastosowanie w analizie struktury bia-
tek. Metode pod nazwa fingerprint (odbitka blizniacza) wprowadzit | n-
gram (60), nastepnie rozwingt Rushizky i Knight (125) oraz
Anfinsen (4). Postepowanie to polega na poréwnaniu skiadu pepty-
dowego dwu blisko siebie stojgcych biatek, po ich uprzedniej hydrolizie
enzymatycznej trypsyng i chymotrypsyna, przez przeprowadzenie elek-
troforetycznego rozdziatlu mieszaniny peptydow w jednym Kkierunku,
a chromatograficznego — w drugim. Po wybarwieniu na bibule pepty-
dow z jednego biatka poréwnuje sie ich przestrzenne rozmieszczenie
z analogicznie rozdzielong probag drugiego. Stosujgc metode fingerprint
Ingram (60) ustalit specyficzne réznice w budowie chemicznej hemoglo-
bin ludzkich, a Anfinsen i wspotpracownicy (4) wykazali réznice w struk-
turze rybonukleazy pochodzacej od réznych gatunkdéw.

8
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Ostatnio Krawczyk (75 wprowadzit dalszg modyfikacje pole-
gajaca na barwieniu plam peptydow izatyng zamiast ninhydryny. Ponie-
waz izatyna daje r6zne zabarwienie z poszczeg6lnymi peptydami w za-
leznosci od ich Sktadu aminokwasowego (99), pozwolito to na odrdznie-
nie peptydéw hemoglobiny ludzkiej i konskiej. Obserwacja ta jest zgod-
na z wynikami analizy sekwencji aminokwaséw obu hemoglobin, prze-
prowadzonej przez Braunitzera (18).

VI. Elektroforeza w otwartym bloku, w zelach i na kolumnie

1. Elektroforeza w bloku

Blok skrobiowy mozna stosowac¢ zaréwno do elektroforezy dla celdéw
analitycznych, jak i preparatywnych. Rozdzielone frakcje fatwo wyelu-
owaé z pocietego bloku i oddzieli¢ skrobie przez wirowanie. Podczas roz-
dziatu elektroforetycznego na bloku skrobiowym, jak i w innych $rodo-
wiskach statych obserwuje sie stosunkowo silny przeptyw elektroosmo-
tyczny od bieguna dodatniego do ujemnego, co znacznie obniza zdolnos¢
rozdzielcza tych nosnikéw. Przeptyw elektroosmotyczny mozna w duzym
stopniu ograniczy¢ podnoszac poziom buforu w naczyniu elektrodowym
po stronie katody i zmieniajagc w ten sposéb warunki hydrodynamiczne
w bloku. Efekt elektrodekantacji mozna usungé przez pionowe ustawie-
nie bloku, tj. upakowanie skrobi w prostokgtnym podiuznym pudle usta-
wionym pionowo (rys. 13) i potaczenie koricdw bloku z naczyniami elek-
trodowymi za pomocg paskéw bibuty. Przy prowadzeniu dosSwiadcze-
nia przez diuzszy czas, a zwlaszcza przy duzym poborze pradu, niezbed-
ne jest chtodzenie bloku oraz wymiana buforu w naczyniach elektrodo-
wych. W tym celu opisano odpowiednie urzgdzenie z chtodzeniem oraz
z mozliwosciag wymiany buforow w naczyniach elektrodowych podczas
trwania elektroforezy (105).

Oprécz skrobi, przy technice otwartego bloku stosowane sg i inne
nierozpuszczalne substancje, jak chlorek poliwinylu, proszek szklany,
Sephadex, gabka gumowa lub piana z tworzywa sztucznego. Szczegdlnie
dogodnym materiatem okazat sie Pevikon C-870 (kopolimer chlorku wi-
nylu i octanu winylu), ktory nie wykazuje adsorpcji w stosunku do bia-
tek i daje dobre wyniki przy frakcjonowaniu glikoproteidéw (96). Stoso-
wano réwniez mieszanine: hydrolizowana skrobia: Pevxkon w stosunku
1:12, uzyskujac S$rodowisko o duzej zdolnosci rozdzielczej (15). Blok
skrobiowy jest uzywany do frakcjonowania i oczyszczania najrozmait-
szych substancji jak lipoproteidy (77), enzymy (23, 73, 151), biatka mito-
chondriéw i mikrosoméw (11, 32), oraz kwasy nukleinowe komaérek zwie-
rzecych (38) i mikroorganizmow (39).
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Rys. 13. Aparat do elektroforezy w pionowym bloku skrobiowym (wg 13)
a — blok, b — naczynia elektrodowe, ¢ — tgczniki z bibuty, d — elektrody weglowe

2. Elektroforeza w zelach

Zel krzemianowy i agarowy jako $rodowisko do elektroforetycznego
rozdziatu byty stosowane sporadycznie od wielu lat. Znaczny rozwdj tej
techniki elektroforezy rozpoczyna sie jednak wowczas, kiedy Smit-
hies w 1955 roku zastosowat zel skrobiowy do rozdziatu biatek suro-
wicy (129). Zel skrobiowy wykazuje szereg korzystnych cech w odréz-
nieniu od innych nos$nikéw; przede wszystkim ma duzg zdolno$¢ rozdziel-
Cza, €O przypisuje sie rGwnoczesnemu przesiewaniu molekularnemu cza-
steczek podczas rozdziatu (130). Dalszy rozwdéj elektroforezy w zelach
jest zwigzany z wprowadzeniem syntetycznego zelu poliakrylamidowego
(123), ktdéry posiada rownie duzg rozdzielczo$¢ jak zel skrobiowy, a je-
dnoczes$nie jest chemicznie obojetny, zupetnie nierozpuszczalny i wolny
od jakichkolwiek zanieczyszczen. W 1961 roku Hjerten (57) wpro-
wadzit do immunoelektroforezy i elektroforezy kolumnowej biatek zel
agarozowy. Agar izolowany gtéwnie z czerwonych glonéw zawiera dwa
polisacharydy: agaroze i agaropektyne. Agaropektyna ma grupy kwaso-
we siarczanowe i karboksylowe, natomiast agaroza nie ma reszt polar-
nych, bedac polimerem na przemian wystepujacych reszt 3,6-anhydro-
L-galaktozy i D-galaktozy (57). Stad agaroza wykazuje znacznie mniej-
sze wiasnosci adsorpcyjne i nizszy efekt elektroosmotyczny w poréwna-
niu z agarem, przy wyzszej zdolnosci rozdzielczej (126). Wydzielenie
agarozy polega na acetylacji handlowego agaru, ekstrakcji rozpuszczal-
nej zacetylowanej agarozy i deacetylacji wodorotlenkiem potasu (57).
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Folia z octanu celulozy, wprowadzona przed kilku laty przez Kohna
(68) jako nosnik do elektroforezy i immunoelektroforezy biatek i ich
sympleksow, moze by¢ réwniez przygotowana jako zel mikroporowaty
(Colab Lab. Inc., Chicago Heights, | 11), w postaci paskéw o grubosci do
10 mm. Taki zel staje sie przezroczysty po podgrzaniu, catkowicie sie
rozpuszcza w niewielkiej objetosci acetonu i nie absorbuje Swiatta po-
wyzej 250 mu.. Zel z octanu celulozy moze by¢ zmieszany ze sproszko-
wanymi jonitami, skrobig nierozpuszczalng lub proszkiem celulozowym
w dowolnym stosunku; otrzymuje sie w ten sposéb srodowiska o specjal-
nym przeznaczeniu w pracy laboratoryjnej.

Urzadzenia niezbedne dla przeprowadzenia elektroforezy w zelach sg
na ogét bardzo proste i mogg mie¢ utozenie poziome lub pionowe. Roz-

Rys. 14. Przekréj aparatu do pionowej elektroforezy w zelu (123a).
A — zewnetrzna ptytka, B — wewnetrzna plytka chtodzaca, C — gdérna elektroda, D — dolna
elektroda, E — warstwa zelu miedzy ptytkami chtodzacymi, F — gabka na ktérej spoczywa
zel, G — poziom buforu w naczyniach elektrodowych, H — rurka przelewu buforu.

dziat poziomy mozna przeprowadzi¢ w kazdej komorze typu poziomego,
w ktérej ustawia sie ptytke lub tace wypetniong zelem. Przy pionowym
utozeniu bloku (rys. 14) nie obserwuje sie efektu elektrodekantacji pod-
czas wsigkania préby do grubej warstwy zelu, a przeptyw elektroosmo-
tyczny mozna zmniejszy¢ przez podniesienie naczynia z katoda (13). Opi-
sano rowniez urzadzenie do rozdziatu elektroforetycznego w zelu agaro-
wym, skrobiowym lub poliakrylamidowym na skale mikro (24). Do roz-
dziatu wystarcza okoto 0,1 ul proby i czas doswiadczenia nie przekracza
30 minut.

Wybarwione frakcje w warstwie zelu mozna bezposrednio fotometro-
waé przy uzyciu odpowiednich densytometrow (152). Zel agarowy i poli-
akrylamidowy sa z natury przezroczyste, natomiast zel skrobiowy musi
by¢ najpierw ,przeswietlony”. W tym celu pasek zelu zanurza sie
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w 10°/o-owym kwasie octowym i gotuje przez 30-60 sekund; po oziebie-
niu paski obsusza sie z nadmiaru wody i fotometruje (144). Zel skrobio-
WYy moczony przez noc w roztworze: woda-glicerol-kwas octowy (5:5:1
obj.) staje sie przezroczysty (46) (por. rys. 14a).

1 2 34 5 s 7 8

Rys. 14a. Rozdziat surowicy ludzkiej na zelu skrobiowym. Surowica zawierala

hemoglobine, haptoglobiny typu 2-2 oraz transferyne typu C. Krzywa elektro-

forezy uzyskano za pomoca elektronowego mikrodensytometru po przeswietleniu
zelu glicerolem (wg 130)

1 — y-globuliny, 2 — wysokoczasteczkowy (3-lipoproteid. 3 — Bct2globulina, 4 — kompleksy

Hb-haptoglobina, 5 — transferyna C, 6 — Hb, 7 — frakcje poalbuminowe, 8 — albuminy.

Odzyskanie biatka lub innych substancji z zelu jest procesem trud-
nym ze wzgledu na rozpuszczalno$¢ w wodzie zelu agarowego i skrobio-

Rys. 15. Schemat aparatu do elektroforetycznego eluowania biatka z zelu (wg 82)
A — naczynia elektrodowe, C — elektrody weglowe, z — worek dializacyjny, w ktérym
gromadzi si¢ eluowane biatko, X — skrawek zelu.
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wego, ktore dotychczas sg najczesciej uzywane jako nosniki. Stosowano
w tym celu trawienie skrobi amylazg (114), zamrazanie i odmrazanie
skrawkow zelu, dialize w polu odésrodkowym oraz elektrodialize. Elek-
trodializa daje najlepsze wyniki — urzgdzenia do tego celu opisali Gor -
don (40) oraz Lewis i Clark (82).

Rys. 15 przedstawia proste urzadzenie, za pomocg ktérego mozna
eluowac biatka z zelu. Roztwor biatka zbiera sie w woreczku dializacyj-
nym zanurzonym w buforze naczynia elektrodowego. Oryginalng technike
eluowania frakcji biatkowych z paskéw zelu opisat Raymond (122)
nazywajac ja elektroforezag eluacyjnokonwekcyjna (elution convection
electrophoresis). Po rozdzieleniu mieszaniny biatek pasek zelu umieszcza
sie ' w odpowiedniej komorze, w ktérej wytwarza sie pole elektryczne
0 spadku potencjatu 25 V przy 200-500 mA. Wszystkie frakcje biatkowe
pod wptywem dziatania pradu sg réwnocze$nie wypychane z zelu do
warstewki buforu przylegajacej do nosnika. W warstwie buforu zachodzi
zageszczenie biatka przez elektrokonwekcje. Po 3 godzinach dziatania
pradu frakcje sg wyeluowane i zageszczone do stezenia wyjSciowego
w prébie.

Rys. 16. Schemat ciggtego frakcjonowania i eluowania na ptytce z zelem aga-
rozowym (wg 6)
A — ptytka szklana z zelem, a — miejsce natozenia préby, B — bufor, C — kolektor frakcji.

Bardziej praktyczne jest zastosowanie tzw. ciggtego rozdziatu opisa-
nego przez Avrameasa i Uriela (6). Zasade metody ilustruje
rysunek 16. W grubej warstwie zelu np. agarozowego wycina sie dwie
szczeliny o szeroko$ci 5 mm, przy czym do jednej, blizszej katody wlewa
sie badang mieszanine, natomiast przez drugg przeptywa roztwdr buforu
z szybkos$cig okoto 1,5 ml/min. Frakcje wedrujgce w kierunku anody
natrafiajg na szczeline z przeptywajgcym buforem i zbierane sg za po-
moca kolektora frakcji.

Rysunek 17 ilustruje przyktad preparatywnego rozdziatu mieszaniny



(5] ELEKTROFOREZA PASMOWA 365

nukleotydow adeninowych przy pH 4,8 w 0,8°/o-owym zelu agarozowym.
Podobng zasade zastosowano do eluowania rozdzielonych frakcji z zelu
ustawionego w postaci pionowej kolumny (85a, 95, 120) (rysunek 18).
Powolny strumien buforu przeptywajgc przez szczeline w $rodku kolum-
ny przechodzi nastepnie przez optyczny detektor biatka (pomiar absorpcji

JRys. 17. Rozdziat nukleotydéw adeninowych za pomocg ciggtego frakcjonowania
i eluowania na ptytce z zelem agarozowym

Rys. 18. Schematyczny diagram urzadzenia do preparatywnej elektroforezy na
zelu. Gruba linia wskazuje droge przeptywu buforu poprzez poszczegblne elementy
aparatury (wg 85 a)
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przy 280 mu-) z automatycznym zapisem, a nastepnie zostaje rozdzielony
do prob6éwek kolektora frakcji. Urzadzenie moze stuzyé zaréwno do roz-
dziatu analitycznego, jak i preparatywnego.

Innym przyktadem elektroforezy preparatywnej jest tzw. technika
.barierowa”, ktora jest potgczeniem elektroforezy w zelu i elektrodekan-
tacji. Zasade takiego rozdziatu opisali najpierw Hahn i Tiselius
(49), w 1942 roku, a nastepnie rozwineli ja Vande Woude i Davis
(142). Rysunek 19 przedstawia schemat stosowanego do tego celu aparatu.
Przestrzenie Vx i V2stanowig pomieszczenia dla elektrod Exi E2 Bi i B2
sg przegrodami pdiprzepuszczalnymi, a Di i D2 przegrodami wykonanymi
z zelu skrobiowego, agarowego lub syntetycznego (grubos$ci okoto 3 mm),
przepuszczalne dla biatek i innych duzych czasteczek. Przestrzenie Vi,
V2, M, N i P wypetnia sie buforem, za$ roztwor biatka umieszcza sie
w przestrzeni M, pomiedzy dwoma przepuszczalnymi przegrodami z zelu.
Biatka, wedrujagc pod wptywem pola elektrycznego i przeptywu elek-
troosmotycznego przechodzg przez przegrode Dx i D2 i zageszczajg sie
w przestrzeniach N (katodowa) lub P (anodowa) pomiedzy dwoma ro-
dzajami przegréd.

B OD2 R

Rys. 19. Schemat aparatu do elektroforezy barierowej (wg 142)
Objasnienia w tekscie.

Elektroforeza w zelach, zwitaszcza w zelu skrobiowym i poliakryla-
midowym umozliwita w znacznym stopniu rozdziat i badanie grup bia-
tek pokrewnych, ktdrych wystepowanie w wielu przypadkach jest uwa-
runkowane genetycznie. Na uwage zastuguje rozdziat hemoglobin (63)
i haptoglobin (131), izoenzymow (146), oraz wykrycie polimorfizmu
a- i P-globulin (5). Dodanie do zelu mocznika, jak to zastosowat P ou lik
(116) pozwala na dalsze zwigkszenie rozdzielczo$ci Srodowiska zwilasz-
cza w przypadku frakcjonowania podjednostek duzych biatek (14), histo-
néw (89) oraz produktéw czesciowej hydrolizy biatek (88).

Niskoprocentowy zel agarowy zmieszany z réznymi adsorbentami jak
Hyflo super cel, celit, proszek celulozowy i inne daje korzystne $rodo-
wiska w technice, zwanej cienkowarstwowa elektroforezg (thin layer
electrophoresis), zastosowanej do rozdziatlu enzymow tkankowych (103)
oraz biatek surowicy (102). Do 0,2°/0 agaru w stosownym buforze dodaje
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sie 1-5% danego adsorbenta i po przygotowaniu emulsji mieszaning wy-
lewa sie na plytke szklang. Po ukoniczeniu elektroforezy i wysuszeniu
emulsji, rozdzielone frakcje barwi sie i bezposrednio fotometruje na
ptytce (102). Nalezy zaznaczy¢, ze iloSciowy skilad frakcji zmienia sie
wraz ze wzrostem stezenia adsorbenta w Zzelu, co jest spowodowane za-
rébwno adsorpcjg niektorych biatek, jak i efektem barierowym. Cienko-
warstwowa elektroforeza daje szereg korzysci jak to, ze znosi sie efekt
elektrodekantacji podczas wsigkania préby w warstwe zelu, mozna stoso-
wac¢ wyzsze spadki potencjatu i dobry fozdziat uzyskuje sie w czasie
okoto 2 godzin. Zjawiska hydrodynamiczne zachodzgce podczas elektro-
forezy cienkowarstwowej w komorach wilgotnych opisat Kowal-
czyk (72).

Johansson i Rymo (62) do dwukierunkowego rozdziatu biatek
surowicy Wwprowadzili zel dekstranowy, Sephadex G-200. Plytke szklang
0 rozmiarach 30 X 30 cm pokrywa sie 0,5 mm warstewka zelu w stoso-
wnym buforze i po natozeniu préoby, w jednym kierunku przeprowadza
sie rozdziat polegajacy na molekularnej filtracji, w drugim — rozdziat
pod wptywem pola elektrycznego. Autorzy metody otrzymywali co naj-
mniej 12 frakcji z surowicy ludzkiej i zawsze znajdowali frakcje przed-
albuminowa. Nalezy réwniez wspomnieé, ze ptytki szklane pokryte war-
stewka zelu dekstranowego moga stuzyé do przyblizonego okreslenia
masy czasteczkowej rozdzielanych biatek (3).

Wedréwka +

Rys. 20. Elektrodializa prolaktyny przy pH 50 i 95 przez przegrody dializacyjne
0 niejednakowych porach (wg 109)

Liczby wskazujg procentowe stezenie ZnCl2 uzytego do przygotowania poréw w przegrodach
potprzepuszczalnych

Pierce i Free (109) wykorzystali elektroforeze w zelu skrobio-
wym do przyblizonego okreSlania masy czasteczkowej biatek. Metoda
polega na stwierdzeniu czy badane biatko przechodzi podczas wedréwki
elektroforetycznej przez btone o okreslonych porach, ustawiong prosto-
padle do kierunku wedréwki czgsteczek w zelu. Przepuszczalnos$¢ bion
dializacyjnych kalibruje sie uprzednio za pomoca biatka o znanej masie
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Hys. 21. Krzywe mikrodensytometryczne frakcjonowania albuminy surowicy by-
dlecej w zelu poliakrylamidowym (wg 133)

czasteczkowej. Przez traktowanie bton dializacyjnych roztworem chlorku
cynku o odpowiednim stezeniu, wymienieni autorzy uzyskali przegrody
0 réznej przepuszczalnosci dla biatek o masie czasteczkowej w zakresie
od 10 000 do 100 000. Schemat oznaczania masy czgsteczkowej prolak-
tyny przedstawia rysunek 20. Oznaczenie ta metoda daje warto$¢ 20 000—
—25 000, podczas gdy rzeczywista masa czgsteczkowa tego hormonu wy-
nosi 24 000 (109).

Syntetyczny zel poliakrylamidowy posiada szczegOlnie korzystne
wiasnosci optyczne i w odréznieniu od zelu skrobiowego zapewnia duza
reproduktywnos$é wynikéw. Po raz pierwszy zostal wprowadzony przez
Raymonda i Weintrauba (123) pod nazwg cyanogum 41, a obec-
nie stosuje sie w tzw. technice elektroforezy dyskowej (disk electropho-
resis), stanowigcej jedng z najczulszych metod kontroli jednorodnosci
biatek. Rozdziat przeprowadza sie zazwyczaj w pionowej rurce szklanej
wypetnionej zelem, stad otrzymane frakcje posiadaja ksztatt krazkéw
(dyskow) o grubosci okoto 0,1 mm. Do analizy tg metodg wystarcza
0,01 j¢g biatka, a czas rozdziatlu wynosi zaledwie 30 minut. Przykiadem
wysokiej zdolnosci rozdzielczej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
jest moznos$¢ Sledzenia wewnatrzczasteczkowych przemian w czasteczce
albuminy surowicy krwi. W 1958 roku Foster i Aoki (34) stwierdzi-
li, ze albumina surowicy bydlecej przy pH okoto 4 ulega wewnetrznej
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izomeryzacji na skutek zmiany statych jonizacji grup karboksylowych,
co manifestuje sie wystgpieniem dwoch pasm podczas elektroforezy tego
biatka w $rodowisku kwasnym. Ta przemiana zwana przemiang N-F
(forma N przyjmujac 3 protony przechodzi w forme F i odwrotnie) byta
nastepnie szczeg6towo badana przez Sogami i Fostera (133) za po-
mocg elektroforezy na zelu poliakrylamidowym. Autorzy ci stwierdzili,
ze albumina surowicy ludzkiej i bydlecej w $rodowisku kwasnym dzieli
,sie na 8 do 10 frakcji, gdyz cze$¢ biatka wystepuje zawsze w postaci
dimeru i wyzszych polimeréw. Rysunek 21 przedstawia krzywe rozdziatu
albuminy surowicy bydlecej w 0,1 M NaCl przy réznych wartosciach pH
i wystepowanie poszczegdlnych form biatka w zaleznosci od stopnia
wewnatrzczasteczkowej transformaciji.

Rys. 22. Schemat kolumny z réwnoczesnym eluowaniem rozdzielanych frakcji

(wg 115)
K — kolumna z nos$nikiem, E — elektroda,, B — doprowadzenie buforu.
Elektroforeza na zelu agarowym byta dla Grabara i William-

sa (42, 43) punktem wyjscia do opracowania nowej metody fizykoche-
micznej badania biatek, zwanej immunoelektroforezg. Metoda polega na
elektroforetycznym rozdzieleniu mieszaniny antygenéw w plytce zelu
agarowego i przeprowadzeniu reakcji z przeciwciatem na tej samej ptyt-
ce. Przez dyfuzje przeciwciatl i antygenéw wytwarzaja sie charakterys-
tyczne smugi precypitacyjne, w ilosci zaleznej od ilosci uktadéw anty-
gen-przeciwciato. Linie precypitacyjne mozna barwi¢ stosownymi bar-
wnikami biatkowymi oraz analizowa¢ ich ilo$¢ i przebieg. ldentyfikacja
sktadnikéw biatkowych mieszaniny za pomocg immunoelektroforezy po-
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lega wiec na okreslaniu ruchliwosci elektroforetycznej i specyficznosci
antygenowej tych biatek. Metoda immunoelektroforezy jest dzi§ pow-
szechnie stosowana dla kontroli czystosci biatek, stuzy ponadto do bada-
nia ich wiasnosci, struktury (43) oraz do badan genetycznych (43). Opisa-
no rézne modyfikacje metody Grabara znane jako immunoosmoforeza
(121), radioimmunoelektroforeza (153) oraz aglutynoelektroforeza (104).
Ostatnia metoda stuzy do rozdziatu i wykrywania przeciwciat. Na przy-
ktad surowice zawierajgcg przeciwciata aglutynujace krwinki czerwone
rozdziela sie na bibule, nastepnie wilgotny zwiniety pasek zanurza sie
jednym brzegiem w zawiesinie erytrocytow, ktére w tym przypadku sg
antygenem. Erytrocyty dyfundujg ku gornemu brzegowi paska, ale
w miejscu gdzie znajduje sie aglutynina zachodzi aglutynacja krwinek
i zahamowanie dyfuzji. Po wysuszeniu i wybarwieniu paska obserwuje
sie charakterystyczne zatamanie linii dyfuzji erytrocytow.

3. Elektroforeza kolumnowa

Metoda elektroforezy kolumnowej otrzymata swe podstawy teore-
tyczne i znalazta najpierw zastosowanie praktyczne w pracowni Tisel-
iusa i jego wspoétpracownikow. Moze by¢ stosowana do frakcjonowania
bardzo drobnych ilosci materiatlu w celach analitycznych, jak i na bar-
dzo duzg skale do celow preparatywnych, co zalezy jedynie od rozmia-
réw i konstrukcji aparatury. Po ukonczeniu elektroforezy odcinek ko-
lumny z no$nikiem odtacza sie od aparatu i rozdzielone frakcje eluuje
buforem technikg stosowang w chromatografii kolumnowej. Porath
i wspoOtpracownicy (115) opisali kolumne, z ktérej mozna eluowaé frakcje
juz podczas elektroforezy (rysunek 22).

Porath (113) opracowat rowniez model automatycznej kolumny po-
zwalajgcej na frakcjonowanie 200-ml préb o zawartosci 20 g suchej ma-
sy biatka. Kolumna sktada sie z czterech rur polimetakrylanowych usta-
wionych koncentrycznie (rysunek 23). Lozysko adsorbenta chiodzone jest
od zewnatrz i od wewnatrz wodg tloczong za pomoca pomp. Elektrody
platynowe umieszczone sg w naczyniach elektrodowych na obu kofcach
kolumny i sa optukiwane ciggle przeptywajagcym buforem. Dzieki spec-
jalnemu systemowi eluujgcemu poszczegélne frakcje wyptukuje sie pod-
czas trwania elektroforezy. Podobne urzadzenie na mniejszg skale opisali
Hochstrasser, Skeggs, Lentz i Kann (59).

Elektroforeze kolumnowa stosowano do frakcjonowania aminokwa-
séw (112), izoenzyméw enolazy drozdzy (86), do oczyszczania licznych
enzymoéw (7, 37, 54) oraz frakcjonowania biatek tkankowych (36). Zel
agarozowy wprowadzony przez Hj er te na (58) jako zawiesina 0,1—
—0,3°/0-owa jest ostatnio coraz cze$ciej stosowany w technice elektro-
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Rys. 23. Przekrdj kolumny Poratha Rys. 24. Przekréj kolumny Hijertena
(113) do rozdziatu na duza skale do elektroforezy w zawiesinie zelu
1 — wlot, 2 — wylot ptynu chtodzacego,

) agarozowego (58)
3 — wlot cyrkulujagcego buforu w na-

czyniach elektrodowych, 4 — wlot i wy-

lot buforu eluujacego, 6 — elektrody, 7 —

przestrzen rozdzielcza wypetniona nos-
nikiem.

forezy kolumnowej. W tym celu uzywa sie kolumne o konstrukcji po-
danej na rysunku 24. Po rozdzieleniu badanej mieszaniny, kolumne
oprdznia sie przez wypchniecie buforem catej jej zawarto$ci do probéwek
kolektora. Agaroze usuwa sie ze Srodowiska przez wirowanie przy szyb-
kosci 10 000 obr/min.

Russel, Levitt i Poison (126) zastosowali zel agarozowy
w technice tzw. ,ograniczonej elektroforezy” (restricted electrophoresis).
Kolumne zbudowang z kilku krdtkich segmentow wypetniano zelem aga-
rozowym o wzrastajgcym stezeniu od 0,5-10%. W segmencie o najniz-
szym stezeniu zelu umieszczano proby réznych wiruséw i poddawano
elektroforezie. Autorzy wykazali, ze wirusy zaleznie od masy czastecz-
kowej i rozmiarow czasteczki koncentrujg sie podczas elektroforezy
w segmentach kolumny o réznym stezeniu zelu. Wydaje sig, ze metoda
moze byé szeroko wykorzystana przy oczyszczaniu substancji wielko-
czasteczkowych.
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VII. Inne techniki elektroforetyczne

Ciggta elektroforeza bibutowa tzw. kurtynowa odpowiednio zmody-
fikowana, zostata wykorzystana do badania potgczen addycyjnych i kom-
plekséw powstajacych podczas samego procesu elektroforezy (45). JeSli
dwie reagujgce ze sobg substancje, wedrujace do réznych biegunéw umie-
§ci¢ na bibule oddzielnie, kazda z nich daleko od bieguna, do ktdrego
wedruje, to po okre$lonym czasie elektroforezy, drogi ich skrzyzuja sie
i W miejscu przecigcia sie pasm powstaje nowy zwigzek, o innej ruchli-
wosci elektroforetycznej niz zwigzki wyjsciowe (rysunek 25). Technika
ta zwana elektroforezg skrzyzowania ma duze znaczenie przy badaniu
réoznych komplekséw jak: kwas nukleinowy — biatko, enzym — substrat,
antygen — przeciciato, biatko — barwnik itp. Elektroforeze skrzyzowa-
nia rozwingt Nakamura i wspotpracownicy (97, 98) stosujac jg gtow-
nie do badania aktywnych centrow enzyméw proteolitycznych. Znalazia
ona réwniez zastosowanie w badaniu tworzenia sie komplekséw anty-
biotykéw z heparyng (48), lipidéw z Y-globulinami (119) i enzymoéw
z inhibitorami (16).

Rys. 25. Skrzyzowanie frakcji podczas ciggtego rozdziatu na bibule (wg 45)
Po lewej — brak nowego kompleksu, po prawej — tworzy si¢ i oddziela nowa frakcja

Na szczeg6lng uwage zastuguje ultramikrometoda elektroforetycznej
analizy sktadnikéw polinukleotydow, ktérg opisat i zastosowat Edstrom
(30, 31, 128). Rozdziat hydrolizatu RNA lub DNA, wyosobnionych z po-
jedynczych komérek przeprowadza sie na odpowiednio przygotowanych
wioknach celulozy, przy czym do analizy wystarcza 0,2 rrmg kwasu nu-
kleinowego. Po rozdzieleniu mieszaniny, wtokna celulozowe fotografuje
sie przy 257 m™ oraz wykresla za pomocg mikrodensytometru krzywe
stezeniowe dla celdw iloSciowych. Rysunek 26 przedstawia przyktadowo
rozdzial zasad i nukleotydow RNA drozdzowego na witoknie celulozo-
wym po powiekszeniu 275-krotnym. Na uwage zastuguje ostry przej-
rzysty rozdziat, zapewniajgcy znaczng dokiladnos¢ wynikow.
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W ostatnich latach wzrasta zainteresowanie wptywem rozpuszczalni-
koéw niewodnych na wiasnosci fizykochemiczne i biologiczne biatek i en-
zyméw. Niewiele jednak wiadomo o tadunku elektrycznym czastek ko-
loidowych i innych substancji polarnych w $srodowisku niewodnym i o za-
chowaniu sie ich w tym S$rodowisku pod wptywem pola elektrycznego.
Pohl (110, 111) badajac wptyw niejednorodnego pola elektrycznego na
ruchliwo$¢ mikroskopowych czastek statych przeprowadzit rozdziat dro-
bin polimeréw sztucznych w roztworach rozpuszczalnikéw organicznych
stabo przewodzacych prad. Wedréwka jest uwarunkowana wowczas mo-

A G C

Rys. 26. Mikroelektroforetyczny rozdziat zasad i nukleotydéw RNA na wtéknie

celulozowym (wg 31)
U go6ry zdjecie widkna przy 257 mu (powiekszenie 275-krotne), u dotu krzywa mikrodensyto-
metryczna, A — adenina, G — guanina, C — kwas cyhydylowy, u — kwas urydylowy

mentem dipolowym czastek, statym lub indukowanym. JeS$li pole elek-
tryczne jest niejednorodne, wéwczas jeden biegun dipola bedzie znaj-
dowat sie w stabszym polu niz drugi i w efekcie dipol bedzie przycig-
gany w kierunku najwiekszej intensywnosci pola. Ten ruch drobin spo-
wodowany przez efekt polaryzacyjny w niejednorodnym polu elektrycz-
nym nazwano ,dielektroforeza” (110). State pole elektryczne w $rodo-
wisku bezwodnym stosowano do frakcjonowania barwnikéw (100), oraz
aminokwas6w i peptydéw (76). Blizsze dane na temat rozwijajacej sie
metody dielektroforezy i jej praktycznego zastosowania znajdujg sie
w referacie Kentzera i Kowalczyka (66). Podejmowano row-
niez proby nad zastosowaniem réwnoczesnie pola elektrycznego i magne-
tycznego do rozdziatow roznych mieszanin (69). Technika zwana ,elek-
tromagnetoforeza” wykorzystuje réznice w przewodnictwie elektrycz-
nym i przenikliwosci magnetycznej lub dielektrycznej badanych czastek
i otaczajacego je roztworu (80). Metoda stosowana byta do frakcjono-
wania komoérek, izomerdw optycznych i réznych zawiesin (71).
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Recenzja ksigzki T. L. Y. Ulbrichta

Ulbricht: T. L. V. PURINES, PYRIMIDINES AND NUCLEOTIDES and
the Chemistry of the Nucleic Acids, Vol. XXV of ,,A Course in Organic Chemistry,
Advanced Section” (Sir Robert Robinson ed.), Pergamon Press, Oxford, England.
1964; vii + 79 str., cena 12s 6d.

Na te niewielkg ksigzeczke sktada sie 5 rozdziatébw poswieconych chemii:
sktadowych elementéw kwaséw nukleinowych: puryn i pirymidyn, ich nukleozy-
déw i nukleotydéw, a takze ich biologicznych i syntetycznych analogéw. Przezna-
czona jest dla zaawansowanych juz studentéw ostatniego roku chemii organicz-
nej, jako wprowadzenie, poprzedzajagce bardziej ogdlne zajecia w zakresie zwigz-
kéw heterocyklicznych i zwigzkéw wystepujacych w przyrodzie.

Pierwszy rozdziat przedstawia w og6lnym zarysie chemie puryn i pirymidyn.
Drugi opisuje podstawowe metody syntezy tych zwigzkéw i szeregu ich analo-
gow. Trzeci dotyczy najwazniejszych metod stosowanych przy syntezie nukleozy-
déw i ich analogéw, oraz sposobow okres$lania struktury tych zwigzkéw. Tematem
czwartego rozdziatu jest synteza i budowa nukleotydéw, a zatozeniem rozdziatu
koricowego jest mozliwie czytelne streszczenie, w szczuptych ramach 9-ciu stron,
chemii i funkcji naturalnych kwasoéw nukleinowych.

Opisy wielu metod syntezy, z konieczno$ci bardzo pobiezne, zostaly trafnie
uzupetnione szeregiem schematéw obrazujacych ich przebieg. Natomiast, ze wzgle-
du na bardzo rozlegty literature tej dziedziny, niezbyt korzystne dla zaintereso-
wanego tematem czytelnika moze sie okaza¢ zbytnie, nawet jak na tak maty
wprowadzajagcy tomik, ograniczenie odnos$nikéw bibliograficznych — do Kilku
zaledwie w kazdym rozdziale.

Warto moze zatrzymac¢ sie nad jedng czy dwiema sprawami mniejszej juz
wagi. Zdanie ze strony 67, ze ,specyficzne wigzania wodorowe miedzy puryng
i pirymidyng zespalajg dwa spiralne tancuchy nukleotydowe..... ” wymaga, jak
obecnie wiadomo, pewnej rewizji. Cho¢ rzeczywiscie wigzania wodorowe w pa-
rach zasad tancucha DNA graja gtowng role w uksztattowaniu spirali obu tan-
cuchéw nukleotydowych, to przeciez jednak istnieje niemato danych dosSwiad-
czalnych wskazujgcych na stosunkowo maty wplyw tych wigzan na trwato$¢
spirali, ktora zalezy gtéwnie od innych czynnikéw. Sprawa ta stata sie wtasnie
ostatnio przedmiotem rozlegtych badan.

Niezbyt $ciste, a nawet mogace wprowadzi¢ w biagd kogo$ niezorientowanego,
jest stwierdzenie, ze 5-fluorodezoksyurydyny ,.. uzywa sie do leczenia niektérych
nowotworow” (strona 51), gdyz takie sformutowanie sugeruje uzyskanie jakich$
korzystnych wynikéw w tej dziedzinie, co, jak na razie, stanowczo nie jest
zgodne z prawda. Na tej samej stronie wspomniano o hamujgcym wplywie
5-jododezoksyurydyny na wirusy opryszczki i ospy; znaczenie tego odkrycia za-
stuguje w petni na podkre$lenie, gdyz tym razem préby kliniczne okazaty sie
rzeczywiscie bardzo obiecujace.
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Rowniez na tej samej 51 stronie pisze autor, ze ,bromo- i w mniejszym stop-
niu 5-jodopochodne (uracylu) wchodzg u bakterii na miejsce tymidyny w czastecz-
ce DNA, nie wywotujgc w tych organizmach zmian poza wzrostem iloSci mutacji”.
Jest to oczywisScie uproszczenie, ktére jednak posuniete zostato zbyt daleko;
W rzeczywistosci bowiem u organizmo6éw wymagajacych dla swojego wzrostu ty-
miny i tymidyny, zastapienie ich przez 5-bromoanalogi doprowadza do szeregu
powaznych zmian, a miedzy innymi takze do $mierci tych organizmoéw.

Autor, jak sie to czesto spotyka, wspomina (we wstepie do rozdziatu pierw-
szego) 0 zamieszaniu spowodowanym istnieniem dwdch réznych systemoéw ozna-
czania kolejnosci atoméw w pierScieniu pirymidynowym. Mozna mu szczerze
wspotczué z powodu tych trudnos$ci przy opracowywaniu materiatbw. Dziwnym
sie wydaje, ze taka ogromnie niedogodna sytuacja nie znalazta dotad wtasciwego
rozwigzania.

Ogo6lnie biorgc nalezy przypuszcza¢, ze omoéwiona pozycja bedzie pozyteczna
dla chemikéw, ktérzy zaczynajg zgtebiaé dziedzine chemii kwaséw nukleinowych,
jak i innych pragnacych jedynie zapoznaé sie ogélnie z tg tematykg. Moze sie
tez ona okaza¢ wartoSciowa dla biochemikéw interesujacych sie wykorzystaniem
takich analogéw pochodnych kwaséw nukleinowych, jak antymetabolity, koen-
zymy nukleotydéw, czy tp. Doda¢ jeszcze nalezy, ze w stosunku do przecietnych
cen zachodnio europejskich ksigzek naukowych, tomik ten jest stosunkowo tani
i w zwigzku z tym tatwo dostepny dla indywidualnego odbiorcy.

D. Shugar
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Badania nad ubichinoneni i jego funkcja biologiczna

LUDMILA SZARKOWSKA

Prace wykonano w Zaktadzie Biochemii Ewolucyjnej Instytutu Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie

Recenzenci: prof. dr I. CHMIELEWSKA, prof. dr G. BAGDASARIAN,
prof. dr T. KORZYBSKI

Uchwata Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego
w Warszawie z dnia 19. XIl. 1963 r. nadajaca stopien naukowy docenta biologii

Praca obejmuje badania nad wystepowaniem ubichinonu oraz nad jego oksy-
doredukcja w uktadach izolowanych i w catych mitochondriach.

U owadéw oprécz homologu ubichinonu Q9 ktéry jak przypuszczano jest cha-
rakterystyczny dla tych zwierzat, znaleziono takze homolog Q10 uwazany za ty-
powy dla zwierzat i ros$lin wyzszych. QI0 znaleziono réwniez u innego przedstawi-
ciela zwierzat nizszych — $limaka Helix pomatia. Uzyskane wyniki tgcznie z wy-
nikami innych autorow wskazujg, ze rodzaj homologu nie moze byé uwazany za
kryterium taksonomiczne w rozwoju filogenetycznym.

Ubichinon w mitochondriach zwierzat wyzszych wystepuje w duzym nad-
miarze w stosunku do cytochroméw a i b. Najwiekszg ilos§¢ ubichinonu sposréd
badanych tkanek posiadajg mitochondria serca szczura i mie$ni piersiowych gote-
bia, najmniejszag za§ — nerek i watroby szczura. llosci posrednie znaleziono w mi-
tochondriach mieséni szkieletowych szczura i miesni skrzydtowych szaranczy.

Wykazano, ze ubichinon ulega redukcji w obecnos$ci izolowanego preparatu
dehydrogenazy bursztynianowej. Poniewaz redukcja jest niewrazliwa na antymycy-
ne A, wiec cytochrom b nie bierze w niej udzialu. Redukcja ubichinonu przez
bursztynian jest hamowana przez benzo- i naftochinony.

Ubichinon stymuluje redukcje zelazicyjanku, katalizowang przez dehydrogenaze
bursztynianowa. Przenoszenie elektron6w ze zredukowanego ubichinonu na zelazi-
cyjanek moze zachodzi¢ nieenzymatycznie. W badaniach z zelazicyjankiem jako
sztucznym akceptorem elektronéw ubichinon jest ogniwem pos$rednim.

Opracowano ultra-mikrometode, pozwalajacg oznaczy¢ w mitochondriach kilka-
dziesiagt razy mniejsze ilosci ubichinonu niz przy pomocy znanych dotagd mikro-
metod. Metoda tg mozna oznaczy¢ zaréwno forme utleniong, jak i zredukowang
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ubichinonu. Umozliwito to badania oksydoredukcji ubichinonu w mitochondriach
rébwnolegle dwiema metodami: bezposrednio za pomocg spektrofotometru ,double
beam” i posrednio analizujgc ekstrakty.

W mitochondriach serca szczura, posiadajgcych kontrole oddechowg, tylko
bursztynian redukuje w ,steady state” ubichinion w okoto 90%. Inne substraty
jak jabiczan, «-ketoglutaran, (3-hydroksymaslan, kapronian + jabtczan i glicero-
-1-fosforan nie wywierajag wptywu na stan oksydoredukcyjny ubichinonu.

Mitochondrialny ubichinon jesit w obecnosci cyjanku redukowany przez glice-
ro-2-fosforan. Poniewaz mitochondrialna dehydrogenaza glicero-i-fosforanu, po-
dobnie jak dehydrogenaza bursztynianowa i oksydoreduktaza NADH: ubichinon,
jest flawoproteidem zawierajagcym zelazo, mozna sadzi¢, ze ubichinon jest ogdl-
nie akceptorem dla dehydrogenaz zelazoflawoproteidowych.

Zmiany stopnia redukcji ubichinonu w mitochondriach po dodaniu cyjanku
lub antymycyny A, oznaczone bezpos$rednio za pomocg spektrofotometru ,double
beam” i na podstawie analiz ekstraktéw sa zgodne. Przy przej$ciu mitochondriéw
ze stanu aktywnego do kontrolowanego obserwowano bezposrednio spektrofoto-
metrycznie zmiany absorpcji, odpowiadajace redukcji 90%> ubichinonu zawartego
w mitochondriach, analiza za$ ekstraktéw nie wykazywata praktycznie zadnych
zmian. Dyskutowano przyczyny tych niezgodnosci.

Przedyskutowano role biologiczng ubichinonu oraz oméwiono sugestie do-
tyczace ewentualnej roli ubichinonu w oksydacyjnej fosforylacji.

Praca zostata opublikowana pt. ,Badania nad ubichinonem i jego funkcja
biologiczng” w Monografiach Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w 1964 r.

Badania nad specjalnoscig transaminaz

LEOKADIA JAROSZEWICZ

Prace wykonano w Katedrze Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Biatymstoku

Promotor: doc. dr med. Stefan NIEWIAROWSKI

Uchwata Rady Wydzialu Farmaceutycznego AM w Lublinie nadajgca stopien nau-
kowy doktora farmacji z dnia 23 wrzeS$nia 1964 r.

Opracowano metode preparatyki amonitransferazy asparaginowej z miesnia
sercowego S$wini. Metoda ta polega na ogrzewaniu homogenatu z tego miesnia,
frakcjonowaniu siarczanem amonu i frakcjonowaniu na kolumnie zawierajgcej
Alumina C lub Sephadex G-100. Przeprowadzono badania elektroforetyczne oczysz-
czonych preparatow postugujac sie metodg elektroforezy bibutowej i elektroforezy
na zelu skrobiowym. W elektroforezie na zelu skrobiowym stwierdzono obecnos¢
trzech frakcji biatkowych, za$§ w elektroforezie bibutowej w pH 54 i 86 obecnosé
jednej frakcji biatkowej o ruchliwo$ci elektroforetycznej odpowiadajacej globu-
linom.

Stosujgc metode chromatograficzng zbadano aktywno$¢ transaminujaca pier-
wotnego wyciggu oraz preparatéw uzyskanych na poszczegdlnych etapach oczysz-
czania w stosunku do 14 aminokwasow. Stwierdzono, ze wszystkie aminokwasy
z wyjatkiem glicyny, argininy i lizyny ulegaly transaminacji przez nieoczyszczony
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preparat. Ogrzanie preparatu enzymatycznego wywotywato utrate aktywnosci
w stosunku do waliny, leucyny i izoleucyny, dwukrotny wzrost aktywnosci w sto-
sunku do kwasu asparaginowego i brak zmiany aktywno$ci w stosun-
ku do alaniny. Po wysoleniu preparatu siarczanem amonu wzrastata w znacz-
nym stopniu aktywno$¢ w stosunku do metioniny, fenyloalaniny, tyrozyny i tryp-
tofanu. Preparat przepuszczony przez kolumne z zelem glinowym wykazywat ak-
tywno$¢ tylko w stosunku do kwasu asparaginowego oraz $lady aktywnosci w sto-
sunku do tryptofanu i tyrozyny.

Na podstawie wykonanych badaA wysunieto przypuszczenie, ze w wyciagu
miesnia sercowego S$wini istnieja przynajmniej cztery rézne aminotransferazy:
1) aminotransferaza asparaginianowa, 2) aminotransferaza alaninowa, kt6rg mozna
oddzieli¢ od aminotransferazy asparaginianowej na kolumnie z zelem glinowym,
3) aminotransferaza cieptochwiejna, aktywna w stosunku do nastepujacych amino-
kwasow: waliny, leucyny, izoleucyny, 4) aminotransferaza aktywna w stosunku do
metioniny, histydyny, fenyloalaniny, tyrozyny i tryptofanu, aktywujgca sie w cza-
sie wytrgcania siarczanem amonu.

Badania poréwnawcze poziomu niektorych sktadnikéw uktadu krzepniecia
i fibrynolizy w réznych odcinkach.uktadu krazenia u psa

KRZYSZTOF WOROWSKI

Prace wykonano w Zaktadzie Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej
w Biatymstoku

Promotor: doc. dr med. Stefan NIEWIAROWSKI

Uchwata Rady Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej jv Bialtymstoku nada-
jaca stopien naukowy doktora medycyny z dnia 16 marca 1965 r.

Aktualny poziom sktadnikéw krzepniecia krwi i fibrynolizy, podobnie jak
i poziom innych biatek osocza jest wypadkowg dwoéch proceséw: biosyntezy i ka-
tabolizmu. Ewentualne r6znice w poziomie tych sktadnikéw w krwi pochodizacej
z réznych odcinkéw uktadu kragzenia moga by¢ spowodowane zwiekszeniem po-
ziomu w krwi opuszczajacej narzad, w ktéorym zachodzi biosynteza i szybkim
zuzywaniem sie ich w krwi krazacej. Zarowno metabolizm sktadnikéw uktadu
krzepniecia i fibrynolizy w ustroju, jak i mechanizmy regulujgce ten proces nie sg
dostatecznie poznane.

Lasch i Roka wykazali wyzszy poziom protrombiny w krwi zylty watro-
bowej niz w krwi zyly wrotnej i odwrotny stosunek pozioméw czynnika VII.
Buluk i wspdtpracownicy stwierdzili wyzszg aktywnos$¢ fibrynolityczng krwi

zyty nerkowej niz krwi tetnicy nerkowej i wykazali, ze okoto 94°/0 wytwarzanej
przez nerke urokinazy wydzielane jest do krazenia, a tylko okoto &Y0 do moczu.

Celem niniejszej pracy byty badania poréwnawcze poziomu niektérych sktad-
nikéw uktadu krzepniecia krwi i fibrynolizy w réznych odcinkach uktadu krazenia
u psa. Stwierdzono znaczng aktywacje uktadu fibrynolitycznego w krwi zyty
nerkowej u psa i podjeto prébe ustalenia czy wydzielana przez nerke urokinaza
odgrywa role w katabolizmie plazminogenu i fibrynogenu. Przeprowadzono szcze-
gotowe badania nad wystepowaniem produktéw rozpadu fibrynogenu — antytrom-
biny VI, w krazeniu w warunkach fizjologicznych. Wykonano oznaczenia poziomu
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fibrynogenu, protrombiny, czynnika V, VII, VIII, IX, XI i XII, plazminogenu,
antyplazminy oraz zbadano czas trombinowy, aktywnos$é antytrombiny VI i aktyw-
nos¢ fibrynolityczng euglobulin w osoczu krwi zyt powierzchownych Kkonczyn,
zyty wrotnej, zyty watrobowej, zyty ptucnej, tetnicy ptucnej i zyty nerkowej u psa.

Nie wykazano istotnych réznic w poziomie badanych substancji w osoczu krwi
zyt powierzchownych konczyn, zyly wrotnej, zylty watrobowej, zyty ptucnej i tet-
nicy ptucnej. Jedynie poziom fibrynogenu i protrombiny byt nieco wyzszy w o0so-
czu krwi zyty watrobowej niz w osoczu krwi zyty wrotnej. Stwierdzono natomiast
znaczne skrdcenie czasu fibrynolizy euglobulin osocza krwi zyly nerkowej, nizszy
poziom plazminogenu, antyplazminy i fibrynogenu oraz wyzszg aktywno$¢ anty-
trombiny VI w tej krwi.

Zbadano ponadto wptyw zatrucia psow chlorkiem rteci — substancjg stosun-
kowo swoiscie uszkadzajgcg nerki — na poziom poszczegdlnych sktadnikéw ukta-
du krzepniecia i fibrynolizy i stwierdzono zahamowanie aktywnosci fibrynolitycz-
nej, znaczny wzrost poziomu plazminogenu, fibrynogenu i czynnika VIIlI oraz
spadek aktywnos$ci antytrombinowej.

Wysunieto przypuszczenie, ze wzrost aktywnos$ci fibrynolitycznej, spadek po-
ziomu plazminogenu, antyplazminy i fibrynogenu oraz pojawienie si¢ aktywnosci
antytrombinowej w krwi zyty nerkowej jest wynikiem dziatania urokinazy w tym
odcinku krazenia. Natomiast wzrost poziomu plazminogenu, fibrynogenu, czynnika
VIIl, zahamowanie aktywnosci fibrynolitycznej i spadek aktywnos$ci antytrombi-
nowej u psow zatrutych chlorkiem rteciowym moze by¢é skutkiem uposledzenia
wytwarzania urokinazy przez nerke.

Uzyskane wyniki wskazujg na istotng role urokinazy — aktywatora plazmino-
genu produkowanego przez nerke — w regulacji fibrynolizy krwi krazacej oraz
w katabolizmie plazminogenu i fibrynogenu in vivo. Dowodzg takze, ze produkty
rozpadu fibrynogenu (antytrombina VI) sga naturalnymi inhibitorami krzepniecia
krwi wystepujacymi w warunkach fizjologicznych.

Praca zostata czeSciowo opublikowana w Thromb. Diath. Haem. 12, 87 (1964)
i Buli. Acad. Polon. Sci. 12, 433 (1964).
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Miedzynarodowe sympozjum chemii klinicznej
poswiecone diagnostyce enzymologicznej schorzer watroby
Warszawa, 27-28. XI. 1964

W dniach 27-28. XI. 1964 r. odbyto sie¢ w Warszawie Miedzynarodowe Sym-
pozjum Chemii Klinicznej poswiecone diagnostyce enzymologicznej schorzen wat-
roby. Sympozjum =zostato zorganizowane pod patronatem Ministerstwa Zdrowia
i Opieki Spotecznej przez Katedre Diagnostyki Laboratoryjnej Studium Doskona-
lenia Lekarzy i przy wspoétudziale Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laborato-
ryjnej. W Sympozjum wzieto udziat okoto 250 oséb, w tym okoto 100 oséb z za-
granicy, reprezentujagcych wszystkie kraje socjalistyczne. Obrady toczyly sie w je-
zyku angielskim i niemieckim. Otwarcia Sympozjum dokonat prof. E. Ruzy1lo,
ktéry nastepnie przewodniczyt obradom.

Na Sympozjum wygtoszono trzy nastepujace referaty wiodgce: doc. S. Krus$
(Warszawa) mowit o ultrastrukturze komorki watrobowej zmienionej chorobowo,

prof. I. Hor ejsi (CSSR) — o uktadach enzymatycznych w komorce watrobowej
i zmianach ich aktywnos$ci w warunkach patologicznych, prof. B. Halikow-
sk i — o zaburzeniach enzymatycznych w watrobie we wrodzonych wadach meta-
bolicznych.

Poza referatami wiodacymi przedstawiono szereg krétkich doniesien zaréwno
z os$rodkoéw krajowych, jak i zagranicznych. Spos$réd delegacji radzieckiej M. E.
Siemiediajewa omowita zmiany ultrastruktury komorki watrobowej w nie-
ktorych rodzajach zwyrodnienia biatkowego, a Ch. Ch. Mansurow sprzezone
wyniki niektéorych préb enzymatycznych i biatkowych w réznych schorzeniach
watroby.

Interesujacy byt komunikat S. Dana (Wegry). Autor omdwit diagnostyczng
warto$¢ oznaczania enzymoéw w przewleklym zapaleniu watroby, zaznaczajac, ze
aktywno$¢ enzymoéw w tej jednostce chorobowej moze by¢ prawidtowa, lekko
podwyzszona lub wysoka, oraz ze obecnie tylko biopsja pozwala na ustalenie cha-
rakteru i stopnia zmian histologicznych migzszu watroby. Zwrécit on wraz z wspoét-
pracownikami szczeg6lng uwage na znaczenie wynikéw nastepujacych badan nad
zdolnosSciag adaptacji enzymatycznej watroby u zwierzat przy ostrym i przewlekiym
uszkodzeniu watroby: wpitywu czesciowego lub catkowitego zahamowania prze-
ptywu zékci na poziom aldolazy, transaminazy i polipeptydazy w surowicy, kon-
trolnych badan enzymatycznych u ludzi z otoczenia chorych na nagminne zapale-
nie watroby, chromatograficznego oznaczania dziatania polipeptydazy surowiczej
w ostrym i przewlektym uszkodzeniu watroby i w zo6taczce mechanicznej.

Cztonkowie delegacji z NRD przedstawili nastepujace doniesienia: N. Has-
chen: ,Enzymy proteolityczne w surowicy w schorzeniach watroby”; R. Sche-
uer-Karpin, Ch.'Golka: ,Zmiany aktywnos$ci GOT, GPT, alkalicznej fosfa-
tazy i esterazy cholinowej jako wskaznik diagnostyczny w schorzeniach watroby”;



386 SPRAWOZDANIA | KOMUNIKATY 2]

H. Petzold: ,Enzymy tkankowe w watrobie przy ostrym zapaleniu watroby
i jego nastepstwach”; W. Teichmann: ,Aktywno$¢ transaminaz w surowicy
w nagminnym zapaleniu watroby w zaleznosci od wieku chorego”; R. Ziegen-
bein: ,lzoenzymy przy przerzutach nowotworowych do watroby”.

V. Kulbanek, J. Kroupa, Z Zazworka iJ Kamaryt (CSSR) zre-
ferowali interesujace wyniki oznaczania aktywno$ci OCT, oznaczania izoenzymow
LDH, MDH i GOT, oraz zastosowania elektroforezy enzyméw w biochemii kli-
nicznej.

K. Schubarov z Butgarii oméwit oznaczanie enzymoéw w surowicy przy na-
gminnym zapaleniu watroby, stanowigcym powiktanie w gruzlicy ptuc, cukrzycy
i chorobach krwi.

Z os$rodkow krajowych przedstawiono szereg bardzo interesujgcych doniesien.
Miedzy innymi J. Krawczynski i wspdtpracownicy (Warszawa) podali wyni-
ki badan nad zmiang aktywnos$ci dezaminazy adenozyny w nagminnym zapaleniu
watroby oraz moéwili o swych pracach zwigzanych z diagnostyka enzymologiczng
nagminnego zapalenia watroby. H. Krawczynska i E Watajtys (Warszawa)
doniesli o wynikach badan nad aktywno$cig OCT w chorobie reumatycznej u dzie-
ci. P. Boron i AL Rudkowski (Biatystok) zreferowali prace nad réznicowa-
niem chordob zotciowych i trzustki na podstawie testow enzymatycznych ze szcze-
golnym wuwzglednieniem gammaglutamylo — transpeptydazy. S. tukasik, E
Szczeklik, M. Ortowski i T. Swiderski (Wroctaw) méwili o swych pra-
cach poswieconych metodyce oznaczania takich enzymoéw jak oksydaza benzydy-
nowa, fruktokinaza watrobowa, dehydrogenaza sorbitolu i dehydrogenaza kwasu
jabtkowego.

Konferencja okragtego stotu. W czasie Sympozjum odbyta sie konferencja
okragtego stotu na temat ,Testy enzymatyczne w diagnostyce schorzehn watroby”,
ktérg prowadzit prof. J. Krawczynski (Warszawa). Celem konferencji byto
zwrdcenie uwagi na praktyczne wykorzystanie oznaczeh enzymatycznych przez
klinicystow. j

Pierwszy zabrat gtos doc. J. Kokot (Katowice), ktéory omoéwit teoretyczne
podstawy enzymatycznych testow w schorzeniach watroby, przypominajac krétko
o anatomii i fizjologii watroby, o budowie komdrki watrobowej oraz topografii
enzymow. Przypomniat o tym, ze enzymy cytoplazmatyczne komoérek zjawiajg sie
we krwi juz przy nieznacznym uszkodzeniu bton komorkowych, natomiast enzymy
zwigzane z organellami, jak siateczkg endoplazmatyczna, rybosomami czy mito-
chondriami, pojawiajg sie w stanach ciezkiego uszkodzenia komorek migzszowych.
W zrost aktywnosci enzyméw wskaznikowych we krwi wskazuje na rozktad struk-

tur komérki watrobowej; wzrost aktywnos$ci enzyméw wydalniczych krwi — na
zamkniecie przewodéw z6tciowych; natomiast obnizenie aktywnos$ci enzymow
wydzielniczych — na zaburzenia funkcji syntezy komérki watrobowej. Doc. Kokot

uwaza, ze proby czynnoSciowe watroby powinny by¢ zastagpione przez badania
elektroforetyczne biatek, natomiast test BSP poleca jako bardzo wartosciowy.

Dr Tomaszewski i mgr Graj nert (Warszawa) omoéwili wiele ubocz-
nych czynnikow wplywajagcych na wynik oznaczania aktywno$ci enzymoéw, np.
czas trwania ucisku zyly, czas przechowywania surowicy, hemolize, wpltyw lekdw,
dobdér wiasciwej metody, warunki fizyczne i chemiczne reakcji, rozciefnczenia itp.

Prof. E. Wilk oszewski (Warszawaw swej wypowiedzi zwrécit uwage na
to, ze u niemowlat i dzieci zdrowych aktywnos$¢ enzyméw wskaznikowych jest
wieksza niz u oséb dorostych. Fakt ten ma znaczenie, zwtaszcza w interpretowa-
niu wynikéw niewiele odbiegajacych od normy. Duze znaczenie diagnostyczne
posiada oznaczanie aminotransferaz, poniewaz bardzo czesto schorzenia watroby
u dzieci przebiegajg bezobjawowo.
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Prof. S. Kubicki (Warszawa) i doc. Z. Chojecki (Warszawa) wskazali
na duza uzyteczno$¢ kliniczng badan enzymatycznych w rozpoznawaniu choréb
watroby. Prof. Kubicki uwaza, ze w odniesieniu do ostrego zapalenia watroby
aktywno$¢ aminotransferaz najlepiej ze wszystkich prob czynnosciowych odzwier-
ciedla dynamike schorzenia i stan rozlanej martwicy watroby i to niezaleznie od
etiologii. Aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej przekracza przewaznie aktyw-
no$¢ aminotransferazy asparaginianowej, a jedynie w przypadku natozenia sie
ostrej infekcji wirusowej na przewlekte uszkodzenie watroby stosunek tych ak-
tywnoséci moze by¢ odwrotny. Doc. Chojecki podkres$la fakt, ze testy enzymoéw ta-
kich jak aminotransferazy, fosfataza alkaliczna i aldolaza utfatwiajg w duzym
stopniu réznicowania z6ttaczek, a zwlaszcza mechanicznej i migzszowej.

Prof. Krawczynski w zakonhczeniu podsumowat stan obecny badan i przedsta-
wit perspektywy najblizszej przysztosci. Stwierdzit on mianowicie, ze obecne
tendencje tworzenia konstelacji testowych sa stuszne, choé¢ nie rokujg bardziej
whnikliwego wejrzenia w wydajno$¢ poszczegélnych cykli metabolicznych. Obecne
metody bezposredniego badania cykli metabolicznych w materiale punkcyjnym
z uwagi na skomplikowana technike ultramikroanalityczng sa niedostepne dla
pracowni rutynowych. Cel ten bedzie mozna osiggnag¢ na drodze rozfrakcjonowa-
nia enzymow na swoiste dla poszczegdlnych narzagddéw izoenzymy, ktérych ozna-
czanie staje si¢ juz stopniowo postepowaniem rutynowym. Niewatpliwg przysztosc
diagnostycznag przedstawiajg proby z enzymami adaptacyjnymi, np. pirolaza tryp-
tofanowg, co moze prowadzi¢ do podjecia enzymatycznych prob obcigzeniowych.
Réwniez prace nad inhibitorami moga dostarczy¢ wiele nowych mozliwosci dia-
gnostycznych. Jednakze zdaniem prof. Krawczynskiego nie nalezy w praktyce
przecenia¢ znaczenia diagnostycznego wskaznikow laboratoryjnych — ostateczne
rozpoznanie powinno polega¢é na konfrontacji diagnostycznych badan laborato-
ryjnych z badaniami klinicznymi.

Oficjalnego zakonczenia Sympozjum dokonat prof. Krawczyrnski wyrazajac
nadzieje, ze zapoczatkuje ono S$cisSlejsze kontakty przedstawicieli krajow socjalis-
tycznych w zakresie diagnostyki laboratoryjnej. W czasie Sympozjum odbyto sie
tez Ill posiedzenie Komitetu porozumiewawczego Towarzystw Diagnostyczno-La-
boratoryjnych Krajow socjalistycznych. Organizacja Sympozjum byta wzorowa
i spotkata sie z uznaniem wszystkich uczestnikéw.

M. Trzaski, J. Woytowicz
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KOMUNIKAT KOMISJI ANALITYCZNEJ KOMITETU NAUK CHEMICZNYCH
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Dnia 15 grudnia 1964 r. zostata powotana Podkomisja Analizy Tiuszczéw przy
Komisji Analitycznej Komitetu Nauk Chemicznych Polskiej Akademii Nauk.

Jedng z form dziatalnos$ci Podkomisji jest organizowanie konwersatoriéw na
ktérych beda referowane i dyskutowane zagadnienia z dziedziny analizy tluszczéw.
Pierwsze konwersatorium odbedzie .sie w dniach 24 i 25 wrzes$nia br.

Podkomisja zamierza nawigza¢ kontakt ze wszystkimi osrodkami zajmujacymi
sig analizg tluszczé6w, w zwigzku z czym prosi o przesytanie swoich adreséw do
Przewodniczacej Podkomisji doc. dr Haliny Grynberg Warszawa 86, ul. Ry-
dygiera 8, Instytut Chemii Ogolnej.

Przewodniczacy Komisji Analitycznej
Prof. dr W. Kemula
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INFORMACJE | WSKAZOWKI DLA AUTOROW

1 Postepy Biochemii publikujg artykuby referatone ze wszystkich dziedzin bio-
chenii nie drukonane w Innych czasopismech. Artyikuly drukonane w Postepach
Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji publikonane w innych czasopismech

2 Prace nalezy przesytaC do Redakcji w 2 egzemplarzach meszynopisu i wszel-
kich zalacikdwn. Powinny ane odpomadaC podanym dalegj wskazdwkom

Nieodpowiednio przygotowane maszynopisy lub zalaczniki nie beda rozpatry-
wane przez Redakcje i beda odsykane Autorom.

3 Maszynopis powinien byC pisany jednostromie z podwojng interlinig, z mar-
ginesem dwolo 4 cm po lengj stronie 1 dwlo 1 cm po prawe] stronie, oraz z nume-
ragjg sbon W tekd&cie meszynopisu nie ralezy raoi¢ zadnych pockreslen na ma-
spynie ani atrarentem Po tytulach wydzieloych nie malezy stamac kropek

4. Na pierwszej stronie meszynopisu nalezy zamiescié tylko infomecje w na-
stepujap kolejnosci: imiona i nazwiska autorow, tytuk pracy (W jezyku polskim
i angielskim), omdwienie tematu pracy (W jezyku angielskin), stomie i tytuly nau-
kowe autordow wraz z nazwami placonek naukowych.

Imiona nalezy podawaC w pelym brzmieniu. Przy kazdym nazwisku powinien
zmnajdowaC sie adbyllacz gwiazdkowy do notki, 4. *, ** itd (bez nawiasu).

Omdwienie tematu pracy moze obejmonaC najwyzej 5 wierszy nmeszynopisu.
Przekded na jezyk angielski rmzebyccbkonaryw reclkcji 1w tym przypadku
nalezy pxzostamc wolne migjsce w meszynopisie, zas na addzielngj kartoe dolacay/C
polski tekst amdmenia.

Na dole pierwszej strany meszynopisu nalezy zamiesci€ notki aznaczore adsyla-
czami gwiazdkowymi (Jak przy nazwiskach). Tekst notki powinien by¢ podary na-
stepujeoo: * Dr, adiunkt Zakdadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w

5 Wiasciwy tekst pracy razpoczyna sie ad drugigj strony nmeszynopisu. W przy—
padku pootlaluteIGanarmjzmlylpodrozdnaly nalezy |d1tyluly od-
powniednio nuneracja rzynska L., itd oraz arabskg 1, 2 itd Tekstal\etyluly
. nie wdzielone z tekstu) nie povvinny by¢ numeronane.

W t&k&de nie ralezy zamieszczaC zadnych tablic rysunkdw ani schematow.
w tydﬁprzypedla:hralezypozosta/\ncmolrvaersz meszynopisu W zadanym
miejscu i odponiednio areczyC, Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1
~ Ta sama wskazdwka odnosi sie do pojedynczych wzordw chemicznych i innych
Zadane migjsce w wolnym wierszu zaznacza sie wowezas odpomednim numerem
w nawiasach, do ktdrego raelezy aodnwolaC sie po odpowiednim slonie tekstu, np.
kwas glutaminowy (1).

Odwolhywanie sie w tek&cie do notek wyjasnigjacych noze by¢ stolonare tylko
w Wyjatkowych przypadkach.
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6. Cytowang literature nalezy wypisa¢ oddzielnie na ostatniej stronie (stronach)
maszynopisu,, wymieniajac pozycje w alfabetycznej kolejnosci nazwisk autoréw.
W wykazie powinny by¢ podane kolejno: liczba porzadkowa, nazwisko autora,
pierwsze litery imion, skrécony tytut czasopism, tom (podkreslony), stronica i rok
wydania (w nawiasach), np. 3. Bogorad t., Granick S., J. Biol. Chem. 202, 793 (1953).
Nalezy wymieni¢ nazwiska wszystkich wspo6tautorow w kolejnosci podanej w orygi-
nalnej pracy.

Wykaz stosowanych skrétéw czasopism podajg Post. Biochem. 7 601 (1961).

Dla cytowanych ksigzek (nie czasopism) nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze
litery imion autora, tytut dzieta, miejsce i rok wydania, np. Przytecki S. J., Podrecznik
chemii fizjologicznej, £6dZ 1947. W przypadku odwotywania sie do artykutu w pracy
zbiorowej nalezy dodatkowo poda¢ tom i nazwiska wydawcow (redaktoréw) dzieta
po tytule oraz na koncu — stronice, np. Schneider W. C., Methods in Enzymology,
tom IIl, red. S. P. Colowick i N. O. Kaptan, New York 1957, str. 680.

Powotywanie sie w tek$cie na odnosng pozycje cytowanej literatury nastepuje
przez wymienienie liczby porzadkowej pozycji w nawiasach, np. (10).

7. Zalaczniki do pracy obejmujg tablice, rysunki, schematy, wzory itp. Wszystkie
powinny byé oznaczone u goéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu
pracy.

Tablice nalezy dotaczy¢ na oddzielnych kartkach. Kazda z nich powinna by¢
oznaczona z prawej strony u goéry kolejnym numerem arabskim, np. Tablica 1,
oraz posiada¢ nagtowek opisujacy jej tre$¢, sens tablic powinien by¢é zrozumiaty bez
odnoszenia sie do tekstu pracy, a kazda rubryka — zaopatrzona w odpowiedni tytut.

8. Wszelkie rysunki, wykresy i fotografie nalezy dotaczy¢ do maszynopisu w po-
staci nadajacej sie do reprodukcji lub przerysowania. Wszystkie te zatgczniki nalezy
oznaczy¢ jako rysunki i zaopatrzy¢ u dotu kolejnym numerem arabskim z podaniem
wiasciwego ustawienia, np. Rys. 1 (dot).

Podpisy pod rysunki powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce. Po tytule nalezy
podaé¢ odpowiednio objasnienia lub uwage (objasnienia w tekscie).

9. Schematy reakcji i pojedyncze wzory nalezy zamie$ci¢ na oddzielnej kartce
(kartkach). Oznaczenia, ktérych nie mozna napisa¢ na maszynie, powinny by¢ bardzo
wyraznie naniesione czarnym tuszem.

Schematy nalezy oznaczy¢ u dotu kolejnym numerem arabskim, np. Schemat 1,
oraz witasciwym podpisem (tytut i objasnienia).

Pojedyncze wzory powinny posiadaé numery rzymskie zgodne z numeracja
w tekscie.

10. Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ dokonania skrotow i poprawek nie wpty-
wajacych na tre$¢ pracy. W”przypadku koniecznos$ci wprowadzenia zmian w tresci od-
syta sie Autorowi egzemplarz pracy dla dokonania poprawek; drugi — pozostaje
w aktach redakcji.

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktérg nalezy zwracac redakcji w ciggu
3 dni. Korekte nalezy wykona¢ kolorowym (nie czerwonym) otéwkiem.

Koszty spowodowane zmianami tekstu w korekcie, poza poprawkami biedéw
drukarskich, ponosi autor.

12. Artykuty sg honorowane wedtug ustalonych stawek. Autorzy otrzymujg 25
bezptatnych odbitek pracy. Zadanie wiekszej ilosci odbitek (ptatnych) nalezy zgto-
si¢ pisemnie przy zwrocie korekty autorskiej.
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