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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM XI 1965 ZESZYT 3

ST E L L A  NIEMIERKO*

Występowanie i właściwości esterazy acetylocholinowej * *

Distribution and Characteristics of Acetylcholinesterase

T he d is tr ib u tio n  of A C hE in  th e  tissu e s  of v a rio u s  an im als , an d  th e  a c tiv ity  
of th e  enzym e in  su b c e llu la r f ra c tio n s  a re  rev iew ed . Som e c h a ra c te r is tic s  of the  
ac tiv e  s ites  of th e  enzym e a re  d iscussed .

N aturalnym  substratem  esterazy acetylocholinowej (acetylohydrolazy 
acetylocholinowej, EC. 3.1.1.7), enzymu występującego głównie w tkan 
ce nerw owej i w czerwonych ciałkach krwi, jest acetylocholina. Inne 
estry  cholinowe i niecholinowe są również rozkładane przez ten  enzym, 
ale z m niejszą szybkością. Pomimo słabo zaznaczonej specyficzności 
względem substra tu  om aw iany enzym nosił przez Wiele lat nazwę cholin- 
esterazy specyficznej lub praw dziw ej czy też cholinesterazy I, w prze
ciw stawieniu do obecnej w osoczu krw i pseudocholinesterazy, k tó ra  rów 
nież rozkłada acetylocholinę, lecz hydrolizuje z większą szybkością inne 
estry  cholinowe. Aktywność obu wym ienionych rodzajów esteraz choli- 
nowych ham ow ana jest przez eserynę w stężeniu 10-5 M, co jest jedną 
z cech odróżniających je od innych esteraz, w rażliwych dopiero na wyż
sze stężenie eseryny. W edług obecnie przyjętej nom enklatury potoczne 
nazwy poszczególnych esteraz cholinowych oznacza się odpowiednio do 
substratu, k tó ry  rozkładają najszybciej (np. esteraza acetylo-, bu ty ry lo - 
bądź benzoilocholinowa).

Esteraza acetylocholinowa przyciągała zainteresowanie badaczy róż
nych pogranicznych dziedzin nauki. Liczba prac ogłoszonych na tem at 
tego enzym u jest olbrzym ia i z roku na rok wciąż się powiększa (por. 8, 
37). Dzięki wspólnym  wysiłkom biochemików, neurofizjologów i farm a
kologów zbadano w ystępowanie tego enzymu w świecie zwierzęcym, jego 
lokalizację tkankow ą i wew nątrzkom órkową. Ponadto za pomocą sub tel
nych metod biochemicznych scharakteryzow ano enzym pod względem 
właściwości kinetycznych, co umożliwiło w znacznym stopniu zdanie so

* P rof, d r , sam o d zie ln y  p raco w n ik  nau k o w y  Z a k ła d u  B iochem ii In s ty tu tu  B io
logii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego  PA N  w  W arszaw ie.

** S to sow ane  sym bo le : D F P  — d w u izop ropy lo fluo ro fosfo ran .
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24 8 S. N IE M IER K O [2]

bie spraw y z wydolności (in vivo) enzym u przy rozkładzie acetylocholi
ny. Jak  wiadomo acetylocholina jest m ediatorem  w transm isji nerwowo- 
-m ięśniowej i w wielu przypadkach m iędzyneuronowej. Ze względów 
funkcjonalnych jest ważne, ażeby nadm iar acetylocholiny został szybko 
rozłożony.

I. Wykrywanie i oznaczanie aktywności

Jak  podano wyżej jedną z charakterystycznych cech esterazy acety
locholino we j jest jej zdolność do szybszej hydrolizy acetylocholiny niż 
innych estrów  cholinowych; spośród estrów  tiocholinowych także naj
szybciej rozkładany jest octanowy. Jeśli chodzi o estry  niecholinowe, to 
estry  octanowe są hydrolizowane również szybciej od innych.

R ys. li. W pływ  s tężen ia  su b s tra tu  n a  ak ty w n o ść  e s te razy  ace ty lo ch o lin o w ej (linia 
c iąg ła) i e s te razy  bu ty ry lo ch o lin o w ej (lin ia  p rze ry w an a) w  ul C 0 2/30 m in. v/g

A u g u stin sso n a  (5)

Substrat — acetylocholina; preparat esterazy acety loch olinow ej z narządu elektrycznego  
Electrophorus,  esteraza butyrylocholinow a — preparat z osocza krw i ludzkiej

D rugą cechą odróżniającą esterazę acetylocholinową od innych este
raz cholinowych jest to, że wysokie stężenie substra tu  ham uje jej aktyw
ność. Optimum  stężenia acetylocholiny przypada na około 3 X 10~3 M, 
przy w ykreśleniu więc zależności pomiędzy szybkością hydrolizy substra
tu  a ujem nym  logarytm em  jego stężenia (pS) o trzym uje się charakte
rystyczną krzyw ą w kształcie dzwonu z w yraźnym  m aksim um , natomiast 
krzyw a w yrażająca tę samą zależność dla esterazy butyrylocholinowej 
z osocza krw i nie w ykazuje tego m aksim um  (rys. 1).
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[3] E ST E R A Z A  A C ETYLO CH O LINO W A 2 4 9

Różnice we właściwościach obydwóch esteraz cholinowych w yraźnie 
w ystępują  w preparatach przynajm niej częściowo oczyszczonych. P rzy  
badaniach homogenatów zawierających m ieszaninę różnych esteraz w y
nik jest wypadkow ą ich działania i dlatego może być m niej w yraźny.

Trzecią cechą, która może służyć do odróżnienia poszczególnych este
raz cholinowych, jest ich wrażliwość na niektóre inhibitory, zwłaszcza 
zaw ierające w cząsteczce dwa ugrupow ania z azotem czterow iązalnym  
lub niektóre związki fosforoorganiczne, które ze względu na swoje dzia
łanie noszą nazwę czynników antycholinesterazowych. Na przykład dw u- 
izopropylofluorofosforan (DFP) całkowicie ham uje czynność esterazy bu 
ty rylocholino we j już w stężeniu 10~8 M, natom iast dla zaham ow ania 
aktyw ności esterazy acetylocholinowej potrzebny jest w stężeniu 10—4 M 
(36, 41). Stosowanie więc różnych substratów  i inhibitorów um ożliw ia 
oznaczenie aktywności esterazy acetylocholinowej w hom ogenatach tk a 
nek naw et w obecności esterazy butyrylocholinow ej, niem niej jest to 
obarczone pewnym  błędem  ze względu na to, że nie ma ani bezwzględnej 
specyficzności esteraz cholinowych wobec substra tu  ani wybiórczego ha 
m owania ich przez inhibitory. N ajbardziej specyficznym  substra tem  dla 
esterazy acetylocholinowej jest acetylo-f3-mętylocholina (42); stosowanie 
jej przy oznaczaniu aktywności tego enzymu w obecności innych esteraz 
cholinowych jest najbardziej bezpieczne. Jednakże w ym ieniony substra t 
jest wolniej rozkładany przez esterazę acetylocholinową niż acetylocho
lina, u trudn ia  więc to pom iary przy oznaczeniach w tkankach, k tó re  w y
kazują słabą aktywność enzymatyczną.

Metod ilościowego badania aktyw ności esterazy acetylocholinowej 
opracowanych jest bardzo dużo i ogłoszonych jest szereg artykułów  prze
glądowych na ten tem at (6, 7, 8). P rzy  zastosowaniu acetylocholiny jako 
substratu, aktywność enzym atyczną określa się bądź z ilości pow stają
cego kw asu octowego, bądź też z oznaczenia ilości acetylocholiny, k tóra 
nie ulega rozpadowi w czasie inkubacji. Ilość uwalnianego kw asu octo
wego można oznaczyć: 1) miareczkowo, 2) ze zmian pH i 3) z ilości C 0 2 
w ypieranego przez kwas octowy z dw uw ęglanu, np. m etodą W arburga 
lub m etodą nurków  K artezjusza. O statnia m etoda pozwala na oznaczanie 
aktyw ności w pojedynczych kom órkach (27); stosując elektrom agnetycz
ne nurk i K artezjusza określono aktywność enzym u w oddzielnych p ły t
kach nerwowom ięśniowych (12).

Oznaczanie ilościowe acetylocholiny przeprow adza się bądź za po
mocą testów  biologicznych, bądź też kolorym etrycznie według H e s t r i- 
n e ’a (31). Przy użyciu acetylotiocholiny jako substra tu  można łatwo 
oznaczyć ilość uwalnianych podczas inkubacji grup SH — jodom etrycz- 
nie (43) lub kolorym etrycznie (24).
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II. Występowanie w świecie zwierzęcym

W badaniach nad występowaniem  esterazy acetylocholinowej w róż
nych tkankach ogromne usługi oddały m etody histo- i cytochemiczne. 
Piśm iennictwo dotyczące tego zagadnienia jest ogromne i w tym  m iejscu 
nie może być szczegółowo omawiane; jest ono zebrane w szeregu opra
cowań .monograficznych (por. 17, 35, 37). Należy przy tym  zaznaczyć, że 
szczególnie dużo jest prac nad rozmieszczeniem esterazy acetylocholino
wej w układzie nerwowym.

Dzięki ulepszaniu m etod cytochemicznych, zastosowaniu w nich inhi
bitorów znakowanych try tem  (48), oraz dzięki postępom mikroskopii elek
tronowej (50, 54) coraz dokładniej udaje się zlokalizować esterazę acety- 
locholinową w komórce. Wykazano, że jej aktywność w poszczególnych 
częściach neuronu jest różna: intensyw na aktywność \v ciele kom órki 
(perikarionie) i na zakończeniach nerwowych, natom iast ziiacznie słabsza 
w aksonie. Z obrazów mikroskopowych można wnioskować, że kom órki 
Schwanna, otaczające włókna nerwowe, wcale nie posiadają esterazy 
acetylocholinowej (13. 53).

Za pomocą m etod frakcjonowanego wirowania homogenatów z mózgu 
wykazano obecność esterazy acetylocholinowej we frakcji mikrosomów 
i m itochondriów (2, 28, 33, 47). Jednakże wnikliwe badania W h i 11 a- 
k e r  a (55) wykazały, że enzymu tego w m itochondriach najpraw dopo
dobniej nie ma. Poddał on bowiem dalszemu rozdziałowi frakcję m ito
chondriów z hom ogenatu tkanki mózgowej na kilka subfrakcji i stw ier
dził, że jedna z nich, która zawierała „urw ane” zakończenia nerwowe 
(pinched-off nerve endings), była szczególnie bogata w esterazę acetylo- 
cholinową (22). W niedawno ogłoszonej pracy W hittaker i współpracow
nicy (56) podali wyniki dalszego rozdzielenia w gradiencie stężeń sub
frakcji zawierającej „urw ane” zakończenia nerw owe z mózgu. Nazwali 
je synaptosomami dla podkreślenia ich związku z synapsam i i dla za
znaczenia, że cząstki te stanowią subkomórkowe organelle. Okazało się,- 
że w skład synaptosomów wchodzą pęcherzyki synaptyczne, mitochon
dria, błony post-synaptyczne oraz mikrosomy. W szystkie te struk tu ry  
opisano pod względem morfologicznym za pomocą m ikroskopii elektro
nowej i zbadano w nich aktywność niektórych enzymów, zwłaszcza zaś 
lokalizację poszczególnych członów układu: acetylocholiny, transferazy 
acetylocholinowej i esterazy acetylocholinowej. Największą aktywność 
esterazy acetylocholinowej w ykryto w mikrosomach. W ystępuje ona ty l
ko w błonach frakcji m ikrosom alnej, natom iast nie w ykryto jej obecności 
w ziarnistościach (1).

Szczegółowe rozmieszczenie esterazy acetylocholinowej we frakcjach 
kom órkowych zbadano dotychczas tylko w hom ogenatach z mózgu, na
tom iast w innych narządach oznaczono jedynie aktywność w całych 
homogenatach. Zestawienie danych z piśm iennictw a, które by były ze
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T a b l i c a  1

A k ty w n o ść  e s te razy  ace ty locho linow ej w  ho m o g en atach  z n a rząd ó w  ró żn y ch
zw ierzą t

N arząd Z w ierzę

A k tyw ność  
w  ¡im olach rozłożonej 

ace ty locho liny /
1 godz./ 1 g*

1

L ite ra tu ra

M ózg S zczur 1500 5
Ś w in k a  m o rsk a 600 — 700 46
W róbel 2000 5
Ż aba 250 — 500 46
Ż ółw 530 5

Ją d ro  o g o n ias te S sak i 1500 5
R dzeń  p rz e d łu ż o  M inóg 75 11

ny i m ózg
G łow a C alliphora 2240 11
Zw ój szy jn y K o t 500 41
N erw y  obw odow e K ot, pies 30 — 100 41
N erw  sy m p a ty c z  K o t 350 41

ny
Zw ój g ło w o w y S ep ia 15 000 — 30 000 5
M ięśnie Szczur 50 — 150 46

Ja szczu rk a 220 5
D żdżow nica 1000 5

C zerw one C złow iek 158 4
krw inki**

Ś w in k a  m o rsk a 4 0 — 54 4,15
P ies 35 15
Szczur 14 15
K u ra o 4,15

N arząd  e le k try c z  E lec trophorus 13 000 — 25 000 46
ny e lec tr icu s

Ja d K obra 500 — 1500 5

* Dane p rzeliczone i zaokrąglone. 
** W ob liczen iu  na 1 ml krw i.

sobą porównywalne, napotyka na dość duże trudności, ponieważ w arunki 
pomiarów prowadzonych przez poszczególnych badaczy (rodzaj i stęże
nie substratu , pH, tem peratura , czas inkubacji, stosowana m etodyka), 
bardzo się różnią. Dlatego też w artości podane w tablicy 1 m ają  tylko 
charakter orientacyjny, chociaż zostały odpowiednio przeliczone dla ich 
ujednolicenia.

Jak  widać z tablicy aktywność esterazy acetylocholinowej w aha się 
w dużych granicach naw et w tym  samym  narządzie u przedstaw icieli 
różnych gatunków  zwierzęcych. Na ogół wysoki poziom aktyw ności om a
wianego enzym u w ystępuje w ośrodkowym układzie nerw owym , nato 
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m iast w nerw ach obwodowych jest on znacznie niższy. Na podkreślenie 
zasługuje fak t dużej aktyw ności esterazy acetylocholino we j spotykanej 
u bezkręgowców. Jednakże trudno jest sądzić na zasadzie dotychczaso
wych danych, czy można utożsamiać esterazę acetylocholinową zwierząt 
wyższych z esterazą cholinową bezkręgowców. Pomimo bowiem licznych 
badań prowadzonych nad esterazam i cholinowym i u owadów, głównie 
w związku z insektycydam i (por. 14) brak jest oczyszczonych preparatów  
enzym atycznych z owadów (do nielicznych w yjątków  należy częściowo 
oczyszczona esteraza acetylocholinowa z Calliphora, (21)).

Szczególnie dużą aktyw nością esterazy acetylocholinowej odznacza się 
narząd elektryczny w ystępujący u niektórych ryb. Jeśli wziąć pod uwagę, 
że narząd ten  u Electrophorus zawiera aż 93°/o wody i zaledwie 2% biał
ka, to łatwo można sobie uświadomić jak  dobrym  jest on źródłem do 
otrzym ania oczyszczonego prepara tu  enzymatycznego.

III. Własności

W tablicy 2 zestawiono niektóre dane o oczyszczonych preparatach 
esterazy acetylocholinowej pochodzących z różnych źródeł.

T a b l i c a  2

A ktyw ność  w łaśc iw a  p re p a ra tó w  es te razy  ace ty locho linow ej 
pochodzącej z różnych  tk a n e k  zw ierzęcych

T k a n k a Z w ierzę
S top ień  

oczyszczania 
(ilość razy)

W ydajność
%

L ite ra tu ra

E ry tro cy ty C złow iek 100 10 — 20 16
99 Wół 250 — 400 18

N arząd e lek tr . E lectrophorus 75 15 46
Jad  żm iji K obra 20 21 61

Jak  wiadomo dla przeprowadzenia charakterystyki biochemicznej en
zymu niezbędny jest możliwie jak  najlepiej oczyszczony p reparat enzy
m atyczny. Nic więc dziwnego, że najszczegółowiej opracowano esterazę 
acetylocholinową pochodzącą z narządu elektrycznego Electrophorus i że 
wiele danych, które w yjaśniają mechanizm działania tego enzymu, za
wdzięcza się pracowni N a c h m a n s o h n a  i W i l s o n a ,  z k tórej po
chodzi ten  najczystszy p reparat esterazy acetylocholinowej. Dane tyczące 
się masy cząsteczkowej esterazy acetylocholinowej w ahają się zależnie 
od sposobu oznaczenia i od czystości preparatu . W edług R o t h e n b e r g a  
i N a c h m a n s o h n a  (49) m asa cząsteczkowa tego enzymu, oznaczona
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za pomocą szybkości sedym entacji w ultraw irów ce, w najczystszym  z do
tychczas otrzym anych preparatów  z narządu elektrycznego Electropho- 
rus  — wynosi 2 X 106, cząsteczka zaś zawiera 48 centrów  aktyw nych. 
Późniejsze badania (39) wskazały, że m asa cząsteczki jest wyższa — 
12 X 106. S e r l i n  i F l u k e  (52), którzy swój preparat, również po
chodzący z Electrophorus electricus, poddawali działaniu elektronów, pro
tonów  i cząsteczek a, obliczyli, że tak  zwana m inim alna masa cząstecz
kowa esterazy acetylocholinowej, to jest odpowiadająca tylko jednem u 
centrum  aktyw nem u, wynosi 105 000, a więc około dw ukrotnie więcej 
niż obliczona z danych Nachmansohna i Rothenberga (2 X 106 : 48 =  
=  45 000). Serlin  i F luke przyjęli, że kształt cząsteczki enzymu jest cylin
dryczny i obliczyli, że długość cząsteczki odpowiadającej 1 centrum  ak
tyw nem u wynosi 360 A, średnica zaś 21 A. W edług danych innych au to
rów  (39), tzw. m inim alna masa cząsteczki wynosi 250 000. Ponieważ duża 
cząsteczka esterazy acetylocholinowej łatwo ulega dysocjacji na frag 
m enty  obdarzone w dalszym ciągu aktywnością enzymatyczną, nasuw a 
więc to przypuszczenie, że cząsteczka tego enzymu składa się z licznych 
podjednostek (58).

B e r n s o h n  i współpracownicy (9) poddając elektroforezie homoge- 
nat z mózgu ludzkiego o tr^ m a l i  3 pasma, w których można było w ykryć 
aktywność esterazy acetylocholinowej. Na zasadzie swych wyników au to
rzy ci w ysuw ają przypuszczenie, że w czasie procedury mogły się w y
tworzyć m niejsze lub większe agregaty podjednostek o właściwościach 
katalitycznych; otrzym ane elektroforegram y nie świadczyłyby więc o is t
nieniu trzech różnych podjednostek enzym atycznych esterazy acetylo
cholinowej.

R o t h e n b e r g  i N a c h m a n s o h n  (49) z danych charak teryzu ją
cych aktywność właściwą swego p reparatu  obliczyli, że aktywność cząs
teczkowa esterazy acetylocholinowej wynosi 3 X 107. W ciągu 1 sekundy 
1 cząsteczka enzymu hydrolizuje więc 500 000 cząsteczek substratu. S ta 
wia to esterazę acetylocholinową w rzędzie najbardziej aktyw nych enzy
mów — aktyw niejszych naw et od katalazy.

Dokładniejsze scharakteryzow anie stopnia aktyw ności esterazy acety
locholinowej na jedno centrum  katalityczne stało się możliwe dopiero po 
bardziej precyzyjnym  niż wykonane przez Nachmansohna oznaczeniu licz
by centrów czynnych w cząsteczce. P rzyjm ując założenie, że jedna cząs
teczka DFP, nieodwracalnego inhibitora esterazy acetylocholinowej, łą 
czy się z jednym  centrum  aktyw nym  tego enzymu, M i c h e l  i K r o p  
(44) zastosowali do badań DF32P i z ilości fosforu promieniotwórczego po
łączonego z białkiem  enzym atycznym  mogli obliczyć liczbę centrów ak
tywnych swego preparatu . Z danych tych wynika, że jedno centrum  ak
tyw ne rozkłada w ciągu jednej m inuty  7,2 X 105 cząsteczek acetylocho
liny. C o h e n  i W a r r i n g a  (19), biorąc pod uwagę, że DFP m ógłby
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fosforylować i inne grupy esterazy acetylocholinowej poza centrum  ak
tywnym , wprowadzili m odyfikację postępowania Michela i Kropa, która 
następnie była stosowana w różnych w ersjach przez innych autorów przy 
badaniach enzym atycznych (por. 17). Cohen i W arringa zablokowali cen
trum  aktyw ne enzymu pochodzącego z erytrocytów  przez butyrylocholi- 
nę, która działa jak  inhibitor kom petycyjny. Następnie enzym  został 
poddany działaniu DFP, z którym  połączyły się wszystkie poza grupami 
uprzednio zablokowanym i grupy białka enzymatycznego zdolne do rea
gowania z DFP. Nadm iar inhibitora i butyrylocholinę usunięto całkowi
cie przez dializę, uzyskano wówczas enzym o wyjściowym  poziomie ak
tywności. W skazywało to, że esteraza acetylocholinowa otrzym ana po 
tych wszystkich m anipulacjach ma czynne, odblokowane centra aktywne. 
Wówczas podziałano na nią DF32P. W ten  sposób tylko centra aktywne 
zostały połączone z fosforem prom ieniotwórczym . Obliczona na zasadzie 
tych wyników aktywność centrum  katalitycznego esterazy acetylocholi
nowej z czerwonych krw inek wyniosła 3 X 105 w t 37°, a więc tylko nie
co mniej niż podana przez Michela i K ropa dla esterazy acetylocholino
wej z narządu elektrycznego Electrophorus. Stosując jako inhibitor fluo
rek  dw um etylokarbam ylu W i l s o n  i H a r r i s o n  (59) otrzym ali dla 
p reparatu  enzymatycznego z Electrophorus wartość 7,4 X 105 w t 25° przy 
optym alnym  stężeniu acetylocholiny 2,5 X ID-3 M. Praw ie taką samą 
wartość (6 X 105) uzyskała L a w 1 e r (40) przy zablokowaniu centrów 
aktyw nych za pomocą 32P-tetraetylopirofosforanu po uprzedniej inku
bacji p reparatu  enzymatycznego z substratem .

Z danych charakteryzujących aktywność centrów  katalitycznych este
razy acetylocholinowej można obliczyć czas, w którym  rozkładana jest 
przez enzym jedna cząsteczka acetylocholiny. Czas ten wynosi zaledwie 
80— 100 {xsek.

Nasuwa się bardzo istotny problem, jakie musi być stężenie esterazy 
acetylocholinowej, ażeby zdążyła ona rozłożyć acetylocholinę wyzwolo
ną pod wpływem  im pulsu nerwowego przed następnym  impulsem. Próbę 
odpowiedzi na takie pytanie przeprowadzili W i l s o n  i H a r r i s s o n  
(59). Biorąc pod uwagę, że stężenie acetylocholiny na zakończeniach ner
wowych musi być mniejsze niż stała M ichaelisa esterazy acetylocholino
wej (10 4 M), następnie posiłkując się danym i z kinetyki hydrolizy ace
tylocholiny przez enzym oraz uwzględniając, że częstotliwość impulsów 
nerw owych jest rzędu 1000 razy na sekundę, obliczyli oni, że postulowa
ne stężenie enzymu winno wynosić nie m niej niż 5 X 10~6 M. Stężenie 
takie w ograniczonych częściach płytki nerwowom ięśniowej, jak się w y
daje, jest możliwe do przyjęcia.

Jak  już zaznaczono, dotychczas w sposób tak  dokładny była badana 
tylko esteraza acetylocholinowa z narządu elektrycznego i czerwonych 
krw inek. Jedną z głównych przyczyn tego jest trudność otrzym ania z in
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nych źródeł w ystarczającej ilości czystego preparatu . Większość więc 
oznaczeń przeprowadzono na preparatach mało oczyszczonych, bądź też 
naw et na homogenatach. Dlatego też dane te nie mogą służyć do porów 
nania z w artościam i przedstaw ionym i dla esterazy acetylocholinowej 
z narządu elektrycznego i czerwonych krwinek. Ostatnio B r  i k i J  a- 
k o w l e w  (11), stosując inhibitory fosforoorganiczne oznaczyli ak tyw 
ność w obliczeniu na 1 min. i jedno centrum  aktyw ne esterazy acetylo
cholinowej z mózgu białej myszy, mózgu minoga, rdzenia żaby i głów 
Calliphora erytrocephala, uzyskując wartości bardzo zbliżone do siebie 
i wynoszące około 105. U w ażają oni, że esterazy acetylocholinowe pocho
dzące z tkanki nerwowej zwierząt, wykazujących naw et znaczne różnice 
w rozw oju funkcjonalnym  układu nerwowego, mało się pomiędzy sobą 
różnią: m ają bowiem nie tylko zbliżoną aktywność, lecz również podob
ne i inne właściwości jak  optim um  stężenia substratu , optim um  pH  oraz 
wrażliwość na inhibitory. W ydaje się jednak, że przytoczone dane mogą 
być obarczone pewnym  błędem; wprawdzie inhibitory w użytym  przez 
Brika i Jako wlewa stężeniu praktycznie nie ham owały czynności innych 
esteraz, to jednak brak jest dowodów, że nie reagow ały z innym i biał
kam i obecnymi w homogenatach. Tym niem niej ogólny wniosek autorów  
może być słuszny. Spotyka się również pogląd, że esterazy acetylocholi
nowe pochodzące z różnych źródeł w ykazują nieco odmienne właściwości 
(np. optim um  stężenia substratu , wrażliwość na inhibitory), trudno jednak 
na razie powiedzieć, czy obserwowane różnice w niektórych właściwoś
ciach enzym u wywołane są cechami gatunkow ym i lub tkankow ym i, czy 
też zależą od domieszek zaw artych w preparatach enzym atycznych lub 
hom ogenatach (7, 29, 34).

Należy jeszcze wspomnieć, że są w piśm iennictw ie dane w skazujące 
na preferencję preparatów  esterazy acetylocholinowej (z narządu elek
trycznego Electrophorus, Torpedo marmorata  i czerwonych krw inek) 
w stosunku do stereoizomerów acetylocholinowych, np. rozkładany jest 
tylko jeden (D) enancjom er acetylo-fJ-metylocholiny i laktoilocholiny 
(3,8). W związku z tym  istnieje pogląd, że na powierzchni enzymu w ystę
puje asym etryczne centrum , k tóre ułatw iałoby hydrolizę tylko jednej 
form y substratu .

IV. Mechanizm działania

Badania nad kinetyką hydrolizy różnych substratów  przez esterazę 
acetylocholinową oraz działanie szeregu odw racalnych inhibitorów  kom- 
petycyjnych oraz nieodw racalnych (w pierwszym  rzędzie związków fos
foroorganicznych) w yjaśniły  w znacznym stopniu mechanizm działania 
tego enzymu.
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Obecnie przyjm uje się dzięki pracom  całego szeregu badaczy (por. 17, 
58), że enzymatyczna hydroliza acetylocholiny zachodzi na skutek istnie
nia w esterazie acetylocholinowej co najm niej dwóch oddzielnych pod- 
centrów  katalitycznych: centrum  estrowego i anionowego.

S truk tu ra  tych centrów nie została dotychczas w ystarczająco w yjaś
niona i modele proponowane przez różnych badaczy m ają charakter hipo
tetyczny i wciąż jeszcze dyskusyjny. W edług powszechnie przyjętych 
poglądów (23, 58) centrum  estrowe, dzięki którem u zachodzi hydroliza 
substratu , składa się z dwóch grup: zasadowej, „nukleofilnej” i kwasowej 
„elektrofilnej”. Łączenie się acetylocholiny z enzymem przedstawiono na 
schemacie 1.

S ch em at 1. S ch em at c en tru m  k a ta lity czn eg o  e s te razy  ace ty locho linow ej i tw o rze 
n ie  kom p lek su  e n z y m -su b s tra t w g W i l s o n a  (57). A — p o d cen tru m  an ionow e, 

E  — p o d cen tru m  estrow e, G — g ru p a  zasadow a.

Zachodziłoby ono na skutek: 1) wiązania jonowego pomiędzy ujem nie 
naładow anym  centrum  anionowym a dodatnio naładow anym  atomem 
azotu reszty cholinowej, 2) przyciągania siłami van der W aalsa grup 
m etylenow ych estru  przez niepolarną część centrum  anionowego, 3) sła
bego wiązania kowalencyjnego pomiędzy grupą zasadową centrum  estro
wego i węglem karbonylow ym  acetylocholiny.

Obecność dwóch podcentrów w esterazie acetylocholinowej była po
stulow ana już w 1943 roku (60), bowiem w ten  sposób można było wy
tłumaczyć charakterystyczne dla tego enzym u ham owanie aktywności 
przez wysokie stężenie substratu ; w takich w arunkach jest duże praw do
podobieństwo, że podcentrum  anionowe połączy się z jedną cząsteczką 
substratu , podcentrum  estrowe zaś — z drugą i żadna z cząsteczek sub
stra tu  nie ulegnie hydrolizie (schemat 2).
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S ch em a t 2. S ch em a t h am o w an ia  ak ty w n o śc i enzym u p rzez  w ysok ie  s tężen ie  su b -  
s t r a tu  p rzy  za łożen iu  is tn ien ia  dw óch po d cen tró w  k a ta lity czn y ch , (wg Z e 11 e r  a 
i B i s s e g e r a ,  60). A  — p o d cen tru m  an ionow e, E — p o d cen tru m  estro w e. I — 
p o w staw an ie  k o m p lek su  enzym  — su b s tra t  w  n o rm a ln y ch  w aru n k ach . I I  — n a d 

m ia r s u b s tra tu  h a m u je  tw orzen ie  kom pleksu .

Jako najbardziej prawdopodobny przebieg hydrolizy acetylocholiny 
przez esterazę acetylocholinową, jak  się sądzi właściwy również i innym  
esterazom , p rzy jm uje się tworzenie pośredniego produktu, acetylowanego 
enzym u, k tó ry  pod wpływem  cząsteczki wody rozpada się na enzym  
i kwas octowy (schemat 3).

K  -f PC +  2 PC +  3
E +  S ----- - E S ------ * (E-acyl) +  a lk o h o l ^ q * E +  k w as octow y  +  alkoho l

S ch em a t 3. S ch em at en zym atyczne j h yd ro lizy  e s tru

/

Zachowując sposób oznaczania centrów  aktyw nych esterazy acetylo- 
cholinowej przez W ilsona można przedstaw ić hydrolizę acetylocholiny 
według schem atu 4.

S ch em at 4. M echan izm  h y d ro lizy  e s tru  p rzez  enzym  w g W i l s o n a  (57). H G  — 
p o d cen tru m  estrow e. I) w y tw o rzen ie  acy low anego  enzym u i od łączen ie  a lk o h o lu . 
II) P od  w p ły w em  cząsteczk i w ody  z acy low anego  enzym u u w a ln ia  się enzym  i kw as

octow y.

Jakkolw iek dotychczas nie udało się jeszcze wyizolować pośredniego, 
prawdopodobnie niezwykle labilnego, acylowanego enzymu pow stające
go przy reakcji z esterazą acetylocholinową — udało się to jednak w przy
padku innej esterazy (59).

Z proponowanym  schem atem  daje się dobrze pogodzić szereg danych 
eksperym entalnych (20) np. wym iana 180 2 pomiędzy cząsteczką wody
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a kwasem  octowym, zahamowanie nieodw racalne enzym u przez fosfo
rany  alkilowe (np. DFP, tetraetylopirofosforan), jak  również reaktyw acja  
enzym u przez czynniki nukleofilne (np. hydroksylam ina, pirydyna).

Na podstawie wyników licznych badań w zakresie właściwości róż
nych substratów  i inhibitorów  oraz współdziałania z nimi esterazy acety
locholinowej można podać następujące schem aty połączeń enzym -sub- 
s tra t i enzym -inhibitor (schemat 5) w ykorzystując przy tym  zestawienie 
C o h e n a  i O o s t e r b a a n a  (17).

S ch em a t 5. S ch em aty  k o m pleksów  e s te razy  ace ty locho linow ej z su b s tra te m  (1) 
i z in h ib ito ra m i: D F P  (2); z d écam éth o n iu m  — o 2 a to m ach  N cztero  w iązalnego  
(3); z g ru p y  fluo ro fosfo ry locho lin  (4). N a p o d staw ie  C ohena i  O o ste rb aan a , (17). 
A — p o d cen tru m  an ionow e; E — p o d cen tru m  es tro w e ; K — g ru p a  kw aśna, Z —

g ru p a  zasadow a.

Najważniejszym i osiągnięciami, które m ogłyby w znacznym  stopniu 
ułatw ić wyjaśnienie m echanizm u działania esterazy acetylocholinowej 
byłyby, podobnie jak  i dla innych enzymów, chemiczna identyfikacja 
grup wchodzących w skład centrum  aktywnego, ich przestrzenne ułożenie 
i znajomość grup chemicznych położonych blisko centrum  aktywnego. 
Dotychczas poznano jednak zaledwie drobny ułam ek właściwości enzy
mu, k tó ry  nie pozwala jeszcze na ugruntow anie w ysuw anych hipotez.
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Jak  wiadomo aktywność praw ie wszystkich enzymów zależy od pH. 
Tę zależność można wytłum aczyć przyjm ując, że enzym posiada grupy 
jonizujące i że tylko w ograniczonej liczbie stanów ich zjonizowania może 
on spełniać funkcje katalityczne. Dla esterazy acetylocholinowej p K a w y
nosi około 6-7 i około 9-10, co zgadza się z poglądem, że w centrum  
estrow ym  są 2 grupy: kw aśna i zasadowa. Ponieważ jedyną znaną grupą 
w białkach o pK g w pobliżu pH 6-7 jest pierścień imidazolowy h istydy- 
ny, nasuw a się przypuszczenie, że w ystępuje on w podcentrum  estrow ym  
esterazy acetylocholinowej. Dotychczas brak  jednak danych, k tóre by 
bezpośrednio w skazywały na obecność pierścienia imidazolowego w cen
trum  aktyw nym  tego enzym u (20, 58). Natom iast obecność seryny udało 
się wykazać bezpośrednio w badaniach nad esterazą acetylocholinową 
z czerwonych krw inek (17). Po zablokowaniu grup czynnych enzym u za 
pomocą DF32P przeprowadzono chrom atografię produktów  kw aśnej hy
drolizy białka enzymatycznego i znaleziono ufosforylow aną serynę. W y
daje się, że obecność seryny w centrum  aktyw nym  zarówno esterazy 
acetylocholinowej, jak  i szeregu esteraz w rażliwych na DFP jest już 
pewna, pomimo że w edług niektórych badaczy fosforylacja seryny m o
głaby być zjawiskiem  w tórnym , w yw ołanym  drastycznym  postępow a
niem przy hydrolizie.

W edług S c h a f f e r a ,  M a y a  i S u m m e r s o n a  (51) DFP reaguje 
wyłącznie z seryną znajdującą się w centrum  aktyw nym  chym otrypsy- 
ny, natom iast nie fosforyluje innych reszt serynow ych obecnych w tym  
białku. Ponadto wiadomo, że DFP nie reaguje ze zdenaturow aną chymo- 
trypsyną. W związku z tym  należy sądzić, że seryna znajdująca się 
w centrum  aktyw nym  chym otrypsyny, jak  i innych esteraz w rażliw ych 
na DFP, w tym  esterazy acetylocholinowej, m usi mieć jakieś specjalne 
cechy, dzięki k tórym  działa ona jako akceptor grup fosforylowych i acy- 
lowych (17, 23). Dotychczas nie udało się wyjaśnić na czym polega „reak
tywność” seryny znajdującej się w centrum  aktyw nym . Próby tłum a
czenia tego zjawiska są różne. Istn ieje np. pogląd, że jest ona włączona 
w specjalną strukturę , tworząc pierścień oksazolinowy (A2), o k tórym  
wiadomo, że może reagować z DFP. Inni przypuszczają, że jakieś grupy 
sąsiadujące z seryną dzięki specjalnem u ułożeniu przestrzennem u (np. 
pierścień imidazolowy histydyny) mogą wywoływać jej reaktyw ność (2 0 ). 
W ydaje się jednak, że pierścień imidazolowy jest zbyt słabą zasadą, ażeby 
móc wywołać aktyw ację seryny (1 0 ).

Badań dotyczących budowy centrum  anionowego jest m niej; w ysuw a
ne są przypuszczenia, że w skład centrum  anionowego wchodzą grupy 
^-karboksylowe kwasu asparaginowego lub 7 -karboksylow e kwasu glu
taminowego.

F r i e s s  i B a l d r i d g e  (26) wykazali, że niektóre estry  octanowe 
są lepszymi substratam i dla esterazy acetylocholinowej niż acetylocho
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lina; na podstawie tych wyników, jak  również działania niektórych inh i
bitorów  na czynność omawianego enzymu, przypuszczają oni, że odleg
łość pomiędzy podcentrum  anionowym i estrow ym  wynosi około 2,5 A. 
P rzy  zastosowaniu innych inhibitorów W i l s o n  (58) obliczył, że od
ległość ta jest większa (5 A).

K r u p k a  i L a i d l e r  (38), posiłkując się danym i z piśm iennictw a 
jak  również własnym i wynikam i badań kinetycznych, zaproponowali 
przestrzenny model centrum  aktyw nego esterazy acetylocholinowej 
(rys. 2). Model ten  uwzględnia odległości grupy kw aśnej i zasadowej od 
podcentrum  anionowego, podawane przez innych autorów, jak  również 
wskazuje, że grupa wodorotlenowa seryny położona jest dalej od podcen
trum  anionowego niż pierścień imidazolowy. Rys. 3 przedstaw ia prze
strzenny model połączenia enzym -substrat. W edług tych autorów  jedno
cześnie w ystępuje rozerw anie 3 wiązań i powstanie 3 nowych, dopro
w adzające do w ytw orzenia labilnego p roduktu  przejściowego, acetylo- 
wanego enzymu. K rupka i Laidler sugerują, że podobny m odel centrum  
aktywnego, tylko że bez podcentrum  anionowego, można by zastosować 
do trypsyny i chym otrypsyny.

R ys. 2. M odel g ru p  fu n k cy jn y ch  cen tru m  ak ty w n eg o  e s te razy  acety locho linow ej 
w g K r u p k i  i L a i d l e r a  (38)

1 — podcentrum  anionow e, 2 — grupa zasadow a (azot p ierścien ia  im idazolow ego), 3 — grupa 
w odorotlenow a seryny, 4 — grupa kw aśna

Na ogół przyjm uje się, że form a reaktyw na seryny tkw i już w cen
trum  aktyw nym  przed zadziałaniem  substratu , lecz przeciw  takiem u po
glądowi wysuwane są zarzuty. Trudno wyjaśnić dlaczego czynna grupa 
seryny czekałaby na substra t lub inhibitor, a nie b rała  udziału w jakichś 
reakcjach ubocznych. W związku z tym  w ysunięto ostatnio nową hipo-
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Rys. 3. M odel po łączen ia  e s te razy  acety locho linow ej z ace ty lo ch o lin ą  w g K r u p k i  
i L a i d l e r a  (318); oznaczen ia  g ru p  fu n k c y jn y c h  ja k  w  rys. 2<

L inie przeryw ane oznaczają przyciąganie elek trostatyczne oraz w iązania' w ytw orzone podczas  
acety lacji. Pom iędzy atomem  azotu im idazolow ego a atom em  w ęgla  grupy karbonylow ej za
chodzi rów nież przyciąganie elek trostatyczne. Trzy w iązania, k tóre u leg ły  rozerw aniu, zazna- 

• czono przekreśleniem

tezę (10), w założeniu k tórej przyjm uje się, że acetylocholina adsorbując 
się na powierzchni enzym u bierze udział w jego aktyw acji, przy czym 
adsorpcja byłaby kierow ana przez podcentrum  anionowe enzymu. W edług 
tej hipotezy, przedstaw ionej na schemacie 6, najpierw  wytw orzyłoby się 
wiązanie wodorowe pomiędzy tlenem  grupy karbonylowej acetylocholiny 
a azotem iminowym  pierścienia imidazolowego histydyny (Ha). P row a
dziłoby to do przegrupow ania w centrum  aktyw nym  esterazy acetylocho
linowej i wytworzenia drugiego wiązania wodorowego m iędzy aktyw ow a
nym  azotem imidazolowym a grupą wodorotlenową seryny (Ha). Z ja
wisko to byłoby podstaw ą przekształcenia enzym u w form ę aktyw ow a
ną i wytw orzenia kom pleksu enzym -substrat (Ilb). Schemat ilu stru je  
dalsze etapy reakcji: powstanie acetylowanego enzymu (III) i pośrednie
go połączenia pomiędzy acetylow anym  enzymem a cząsteczką wody 
(IVa—IVb) i odtworzenie pierw otnej form y enzymu dzięki elim inacji 
kwasu octowego.

Reasum ując wyniki licznych badań, przedstaw ionych tu w ogólnym 
zarysie, można powiedzieć, że według obecnego poglądu w czasie enzy
m atycznej hydrolizy acetylocholiny tw orzy się jako związek pośredni 
bardzo labilny enzym acylowany przez substra t w centrum  estrow ym  
przy grupie wodorotlenowej seryny, natom iast spraw a przyczyn reak 
tywności tej grupy nadal jest dyskutowana.
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Jaka  jest główna rola esterazy acetylocholinowej in vivo? Zagadnie
nie to, podobnie jak  i w przypadku wielu innych enzymów, nie jest ła t
we do rozwiązania. Wiadomo dobrze, że zdolność katalityczna oczyszczo
nych preparatów  enzym atycznych in vitro  nie przesądza, czy in vivo  
enzym  ten  nie może wykazywać jeszcze innej funkcji. W ydaje się bar
dzo prawdopodobne, że rola esterazy acetylocholinowej nie ogranicza 
się do hydrolizy acetylocholiny przy transm isji nerwowo-mięśniowej. 
N a c h m a n s o h n  (45, 46) i jego szkoła przyjm ują, że esteraza acety- 
locholinowa związana jest również z przew odnictw em  nerwowym , jed
nakże pogląd ten  jest odosobniony i zwalczany przez wielu neurofizjo- 
logów i neurochemików, jak  F e l d b e r g  (25), H e b b (30), K o e 11 e 
(37). W ystępowanie esterazy acetylocholinowej w błonie czerwonych 
krw inek  i w szeregu narządów czy tkanek  (skóra płazów, skrzela k ra 
bów, macica itd.) nasuwało wielu badaczom przypuszczenie, że rola tego 
enzymu związana jest z przepuszczalnością błon.

W ykonano szereg doświadczeń, w których po zastosowaniu inhibito
rów esterazy acetylocholinowej obserwowano zakłócenie procesu prze
puszczalności błon. W nioskowano stąd, że stało się to na skutek zablo
kowania czynności tego enzymu. Jednakże stosowane stężenie inhibi
torów były tak  duże, że obniżenie przepuszczalności dla jonów Na+ mo
głoby być również tłum aczone niespecyficznym  działaniem inhibitorów, 
podobnym jak np. działanie narkotyków .

Na rolę acetylocholiny i esterazy acetylocholinowej w zjawiskach 
aktywnego transportu  Na+ i dodatnio naładow anych cząsteczek orga
nicznych poprzez cykl kw asu fosfatydowego wskazują prace H o k i n  
i H o k i n  (32). Sugerowany jest także udział esterazy acetylocholinowej 
w procesach transacylacji (17).

Jednakże należy podkreślić, że poza układem  nerwowym , gdzie 
w znacznym stopniu została wyjaśniona rola acetylocholiny i enzymów 
ją syntetyzujących oraz rozkładających, znaczenie esterazy acetylocholi
nowej pomimo jej rozpowszechnienia nie jest dotychczas poznane.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM XI 1965 ZESZYT 3

J A N IN A  K W IA T K O W S K A *

Procesy transkrypcji i translacji informacji genetycznej**

The Transscription and Translation Processes of the Genetic Code

T he re c e n t v iew es on th e  p rob lem s of th e  gene tic  in fo rm a tio n  an d  its  t r a n s 
sc r ip tio n  an d  tra n s la tio n  p rocesses a re  p resen ted .

Odtwarzanie cząsteczek białka o niezmiennej sekwencji am inokw a- 
sowej wymaga precyzyjnego przekazywania informacji. Zagadnienie in 
form acji w biosyntezie białka obejm uje nie tylko sposób jej zapisu w m a
teriale  przekazywanym  genetycznie, ale i przeniesienie tego zapisu do 
układu syntetyzującego w cytoplazmie, oraz praw idłowe jego odczyta
nie. W szystkie bowiem etapy tego procesu są równie istotne, a błąd 
w którym kolw iek z nich da w w yniku zmienione, częstokroć nieczynne 
funkcjonalnie białko.

W badaniach nad tym  zagadnieniem nastąpił w ciągu ostatnich lat 
znaczny postęp. W yniki ich pozwalają uznać za ustalony ogólny schem at 
syntezy białka, chociaż wiele jeszcze pozostaje do w yjaśnienia w poszcze
gólnych jego etapach. Schem at ten  przedstaw iony jest na rys. 1.

Zapis inform acji, określający budowę białek zaw arty jest w cząstecz
kach DNA chromosomów (genach), jako odpowiednia sekwencja nukle- 
otydów i przekazywany jest przy podziale komórki. Zapis ten  zostaje na
stępnie przeniesiony na cząsteczkę RNA inform acyjnego (mRNA), pow
stającą na m atrycy odpowiedniego DNA i posiadającą kom plem entarny 
do jego łańcucha układ nukleotydów. Proces ten  nosi nazwę transkrypcji. 
Odczytanie kodu i przetłum aczenie go na język aminokwasów, a więc 
etap zwany translacją, zachodzi w kompleksie utworzonym  przez połą
czenie inform acyjnego RNA z polirybosomami i niosącymi am inokwasy 
cząsteczkami tRNA. W trakcie translacji aminokwasy łączą się w łań
cuch polipeptydowy o sekw encji zgodnej z zapisem kodu w mRNA. Gdy

* Dr. st. a sy s ten t Z a k ła d u  C hem ii F iz jo log icznej A kad em ii M edycznej w e 
W rocław iu.

** W ykaz używ anych  sk ró tó w : m R N A  — in fo rm ac y jn y  R N A ; tR N A  — p rz e 
noszący, „ tra n s fe r” RNA (d aw n a  n azw a: rozpuszczalny , sRN A ); aa -tR N A  — am in o - 
acy lo-tR N A ; U — n u k leo ty d  u ry d y lo w y ; A — n u k leo ty d  adeny low y ; G — n u k le -  
o tyd guany low y ; C — n u k le o ty d  cy ty  dy low y; rT  — n u k leo ty d  ryb o ty m id y lo w y .
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łańcuch ten  jest w pełni zakończony, następuje oderw anie się gotowej 
cząsteczki białka z jednoczesnym  uwolnieniem  tRNA i jednego m ono
m eru  z grupy polirybosomów.

I. Transkrypcja

Jak  już wspomniano, m ianem  transkrypcji określa się przeniesienie 
inform acji z DNA na inform acyjny RNA.

1. Synteza i rozpad informacyjnego RNA

Rola inform acyjnego RNA w przekazyw aniu inform acji z jądra  ko
m órki do cytoplazm y zbadana i uznana została niedawno. Cechą charak
terystyczną i odróżniającą mRNA od innych kwasów rybonukleinow ych 
jest jego niezwykle szybka biosynteza. Pow staw anie mRNA obserw uje 
się już w ciągu pierwszych sekund po dodaniu nukleotydów  do komórek 
lub odtworzonych układów syntetyzujących białko.

Obecność szybko powstającego RNA w kom órkach pałeczki okrężnicy 
infekow anych przez fag T2 zauważona była wprawdzie jeszcze w 1953 r. 
(29), nie przypisywano jednak tem u faktow i należytego znaczenia. Do
piero V o l k i n  i A s t r a c h a n  zbadali skład nukleotydow y tego RNA, 
stw ierdzając, że różni się on zasadniczo od składu kwasów rybonukleino
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w ych nieinfekow anych kom órek Escherichia coli, przypom ina natom iast 
DNA faga (67). W 1960 roku ustalono w pracow ni W a t s o n a, że ów 
RNA ma siężar cząsteczkowy stosunkowo niewielki, nie zostaje Wbudowa
ny w rybosom y i nie jest prekursorem  rybosomalnego RNA (46). Jedno
cześnie z W atsonem J a c o b  i M o n o d  wykazali istnienie podobnego 
RNA w kom órkach E. coli, infekowanych fagiem T4. Nie w budow ując się 
w rybosom y kom órki infekow anej, szybko syntetyzow any RNA łączy 
się jednak z nimi, tworząc m atrycę dla budowy białka faga w kom órce 

-gospodarza (5). Z tego względu nazwali oni ów nowo poznany RNA „mes
senger R N A ” i postulowali, że jest on nośnikiem inform acji m iędzy DNA 
faga a układem  syntetyzującym  białko w komórce infekowanej (34). N a
stępnym  krokiem  było stw ierdzenie, że synteza mRNA nie jest cechą 
właściwą infekcji fagowej, ale że powstaje on i w norm alnych, nieinfe
kow anych komórkach. W a t s o n  wydzielił taki mRNA z kom órek 
E. coli i stw ierdził, że przy stężeniu jonów Mg2+ równym  10~2 M m a on 
zdolność łączenia się z rybosomami, odrywa się natom iast od nich przy  
spadku stężenia m agnezu do 10- 4 M. Inform acyjny mRNA jest bardziej 
wrażliwy na działanie rybonukleazy niż rybosom alny (25). Stosując tech
nikę frakcjonow ania kwasów rybonukleinow ych przez w irowanie w gra
diencie stężenia sacharozy, znaleziono w wielu bakteriach, a także w ko
m órkach zwierzęcych frakcje RNA charakteryzujące się niezm iernie 
szybkim wbudow ywaniem  piętnow anych nukleotydów. W yodrębniono je  
między innym i z kom órek w ątroby szczura i kurczęcia, retikulocytów , 
kom órek HeLa (11, 12, 20, 53).

Inform acyjny RNA pobudza syntezę białka i jest niezbędnym  skład
nikiem  układów tej syntezy zarówno w norm alnych, jak  i infekow anych 
fagam i komórkach. Szybki rozpad mRNA był — jak ustalił N i r  e n- 
b e r  g — główną przyczyną, dla k tórej nie udawało się dawniej uzyski
wać syntezy białka w układach bezkomórkowych (42). Obecnie trudność 
ta została całkowicie przezwyciężona i dzięki możności stosowania uk ła
dów z dodawanym i mRNA lub sztucznie otrzym yw anym i polinukleoty- 
dami udaje się badać syntezę białka in vitro.

Obok szybkości syntezy oraz pobudzania wbudow ywania am inokw a
sów w łańcuch polipeptydowy, dalszą istotną cechą bakteryjnych i zwie
rzęcych mRNA jest ich kom plem entarność względem DNA. Tak więc 
każdem u nukleotydowi adenylow em u w cząsteczce DNA odpowiada 
w RNA nukleotyd urydylow y, guanylow em u — cytydylowy, tym idylo- 
wem u — adenylowy i cytydylow em u — guanylowy. Kom plem entarność 
ta uw arunkow ana jest procesem  syntezy mRNA. Jak  się w ydaje na pod
stawie badań nad tworzeniem  hybrydów  DNA-RNA, synteza mRNA za
chodzi w komórkach głównie pod wpływem  polim erazy K ornberga (DNA 
dependent RNA polymerase), a nie fosforylazy polinukleotydowej. M a
teriałem  wyjściowym są więc trójfosfonukleotydy, nakładające się na
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rozkręcony łańcuch DNA i łączące się w sekwencję kom plem entarną do 
niego. B utler przedstaw ia ten proces bardzo obrazowo, opierając się na 
wynikach badań elektrono-m ikroskopowych, przeprowadzonych na chro
mosomach w trakcie syntezy RNA. Jego zdaniem  enzym stanowi rodzaj 
obracającej się tarczy, przez otwory której przechodzą nici DNA. W sku
tek  obrotu enzymu nici te rozkręcają się, odsłaniając sekwencję nukleo- 
tydową, stającą się m atrycą dla powstającego RNA (7)-. Schem at syntezy 
mRNA przedstawiono na rys. 2.

Jako produkt przejściowy powstaje hybryd DNA-RNA. H ybrydy ta 
kie udaje się wydzielić z komórek, a także otrzym ywać sztucznie. Są one 
odporne na działanie rybonukleazy. H ybrydy uw alniają następnie RNA 
oraz rodzimy, niezmieniony DNA (19, 55). Synteza mRNA zachodzi 
w jądrze, po czym zostaje on przeniesiony do protoplazm y (30, 32).

W yniki większości badań, przeprowadzonych na różnych fagach (T4, 
S P 8 i in.), pozwalają wnioskować, że synteza mRNA zachodzi kom ple
m entarn ie  do jednej tylko nici DNA (40). Ponieważ jednak w kom órkach 
bakteryjnych, infekowanych fagiem T2, stwierdzono obecność dw u mRNA 
kom plem entarnych4 względem siebie, nie jest wykluczona możliwość, że 
oba łańcuchy DNA mogą być w pewnych przypadkach m atrycą dla 
mRNA (18). Niezależnie jednak od tego, czy jeden tylko, czy oba łań
cuchy DNA są prim erem , konieczna jest obecność obydwu. Synteza 
mRNA zachodzi znacznie szybciej i aktyw niej w obecności rodzimego, 
dwułańcuchowego DNA, niż na zdenaturow anej, pojedynczej nici (33). 
Aktywność w syntezie białka w ykazują wyłącznie inform acyjne RNA, 
syntetyzow ane na m atrycy dwułańcuchowego DNA (60). Przypuszcza 
się, że duże znaczenie ma struk tu ra  w tórna DNA, stąd konieczność obec
ności obu łańcuchów.

Synteza mRNA znajduje się pod kontrolą hormonów. W ydaje się, że 
w pływ  ich na syntezę białka polega właśnie na regulow aniu przez nie 
powstawanie inform acyjnych RNA w komórkach. Synteza mRNA ulega 
przyśpieszeniu i znacznemu wzmożeniu pod wpływem  insuliny, tyroksy- 
ny, estrogenów, kortyzolu i horm onu wzrostu (35, 36, 64). Pobudzanie 
to jest w przypadku kortyzolu hamowane przez aktynom ycynę, co św iad
czy o działaniu tego horm onu na wczesne etapy syntezy mRNA. Aktyno- 
m ycyna zapobiega bowiem tworzeniu hybrydu DNA-RNA, łącząc się 
z cząsteczką DNA (24).
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W yniki pierwszych badań nad mRNA sugerowały, że na rów ni z szyb
kością syntezy charakteryzuje go niezwykle szybki rozpad. Pogląd ten  
ulegał jednak zmianie w m iarę tego, jak  wydzielano mRNA z tkanek 
zwierzęcych. O ile bowiem bakteryjne mRNA rozpadają się w ciągu k il
ku m inut po syntezie, to czas życia mRNA z kom órek zwierzęcych 
wynosi kilka godzin. Z tkanek takich jak  soczewka oka, tarczyca, re tiku - 
locyty i in. wydzielono trw ałe mRNA, wykazujące aktywność po 24 
i więcej godzinach. W iąże się to przypuszczalnie ze specyfiką tych tka
nek, a mianowicie produkcją dużych ilości swoistego białka, krótkim  
okresem  życia komórki, u tra tą  jądra lub zmianam i zachodzącymi w nim 
w krótce po okresie intensyw nej syntezy (52).

W świetle ostatnich badań zmieniły się również zapatryw ania na 
kw estię wielkości cząsteczek mRNA. W odróżnieniu od rybosomalnego, 
inform acyjny RNA uw ażany był za związek stosunkowo niskocząstecz- 
kowy, o stałej sedym entacji 12-14 S. Obecnie jednak wiadomo, że w bak
teriach istnieją bardzo duże cząsteczki mRNA, kodujące kilka lub kilka
naście białek, zgodnie z teorią: jeden operon — jeden mRNA. Teoria ope- 
ronu bakteryjnego zakłada, że geny determ inujące syntezę białek zwią
zanych funkcjonalnie tw orzą odrębne zespoły — operony. Funkcja ope- 
ronu regulowana jest przez jeden wspólny operator. W obrębie operonu 
poszczególne geny ułożone są liniowo, w ustalonej kolejności, zaczynając 
od genu operatorowego. W operonie przem iany laktozy znajdują się trzy  
geny określające syntezę trzech enzymów tej przem iany, w operonie 
syntezy histydyny — dziesięć genów, w operonie syntezy leucyny — 
cztery geny itd. W yniki badań genetycznych nad zjawiskam i polarności, 
m odulacji i represji koordynowanej sugerowały, że na m atrycy całego 
operonu syntetyzuje się jeden inform acyjny RNA. Pośrednie dowody na 
to znalazły swoje potwierdzenie, gdy izolowano duże mRNA o cechach 
jednorodności, powstałe na m atrycy  operonu histydyny i laktozy (26, 41).

2. Zapis kodu w informacyjnym RNA

Możliwość eksperym entow ania in vitro  na wydzielonych układach 
z zastosowaniem wydzielonych z kom órek mRNA, a zwłaszcza sztucznie 
otrzym ywanych polinukleotydów, w zestawieniu z danym i otrzym yw a
nymi in vivo, pozwoliła rozwiązać w znacznym stopniu problem  frapu-* 
jący genetyków i biochemików od 10 lat — a mianowicie problem  kodu 
genetycznego. Zagadnienie to było już poruszane w Postępach Biochemii 
w 1963 roku (70). Z tego względu obecnie podane będą tylko nowe osiąg
nięcia i poglądy w tej dziedzinie.

Wygłoszona w 1961 r. teoria kodu C r i c k a  potwierdzona została 
szeregiem wyników badań, umożliwionych rozwojem techniki badań.
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Cztery główne postulaty  tej teorii zakładają, że kod jest trójkow y, zde- 
generow any, i niezachodzący na siebie i odczytyw any zawsze z pewnego 
określonego punktu, podobnie jak  pismo (13).

Zgodnie z teorią trójkow ą, każdy z 20 aminokwasów wchodzących 
w skład białka kodowany jest przez układ trzech nukleotydów  cząsteczki 
mRNA. T riplety te, jak już powiedziano, są kom plem entarne do tripletów  
wchodzących w skład DNA. Układ trzech nukleotydów  jest tą  m inim alną 
ilością, przy której kom binacja czterech elem entów, wchodzących w skład 
RNA (A, G, C, U) może zapewnić inform ację odnośnie sekwencji 20 am i
nokwasów. Słuszność teorii tripletow ej potw ierdziły wyniki badań nad 
m utantam i fagowymi, w których przez dodanie barw ników  akrydyno- 
wych udaje się wbudować lub usunąć jeden nukleotyd w cząsteczce nio
sącej inform ację. Pow oduje to zm iany w fenotypie, znikające dopiero 
w tedy, gdy połączy się trzy  m utan ty  z dodaną lub usuniętą zasadą. Ist
nienie kodu trójkowego, przy zastosowaniu czterech elem entów stw arza 
możliwość 64 układów, a więc pewnego „nadm iaru” inform acji. Jeden 
am inokwas może być w tedy kodowany przez dwa, trzy  i więcej tripletów . 
Taki kod nosi nazwę zdegenerowanego. Dawne poglądy G a m o w a, 
k tó ry  zakładał istnienie tylko 20 kom binacji czterech nukleotydów  (bez 
uwzględnienia zmian kolejności ułożenia), a także C r  i c k a, elim inują
cego z kodu pewne sekwencje nukleotydów i pozostawiającego 20 „sen
sownych” tripletów  nie zdały egzaminu przy konfrontacji z w ynikam i 
doświadczeń. Natom iast wyniki badań N i r e n b e r g a  i O c h o a ,  usta
lające skład poszczególnych tripletów  determ inujących wbudow ywanie 
aminokwasów w układach bezkomórkowych (tabl. 1) świadczą bezwzględ
nie na korzyść kodu zdegenerowanego.

Obecnie znanych jest już 46 z 64 możliwych trip letów  kodujących 
poszczególne aminokwasy. Dotychczas jednak udało się tylko dla niew ie
lu trip letów  ustalić ich właściwą sekwencję. Przyczyną tego jest nie
możność syntetyzow ania kopolim erów nukleotydowych o ustalonej ko
lejności. O ile więc wyniki badań z zastosowaniem hom opolinukleotydów 
(poli-U, poli-A, poli-C, kodujące odpowiednio wbudow ywanie fenyloala- 
niny, lizyny i proliny), traktow ane mogą być jednoznacznie, przy kopo
lim erach w większości przypadków jest możliwość różnej in terp re tac ji 
budow y tripletu. Kolejność zasad ustalona jest w triplecie kodującym  
tyrozynę. Przeprow adzając syntezę kopolim eru przy pomocy fosforylazy 
na m atrycy  AU, oraz AAU, ustalono, że w budow ywanie tyrozyny zacho
dzi przy sekwencji AUU (68). Dla cysteiny ustalono kolejność GUU.

N iektórzy badacze skłonni są uważać, że kod jest częściowo zdegene- 
row any, to znaczy, że nie wszystkie układy trip letów  w ystępują w przy
rodzie. E c k (15) natom iast zakłada, że wszystkie 64 trip le ty  są możli
we i „sensowne” ,, z tym, że da się wśród nich wydzielić sym etryczny 
układ 32 par tripletów . Poszczególne aminokwasy określane są przez
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T a b l i c a  1

S k ład  tr ip le tó w  kod u jący ch  poszczególne am inokw asy

A m inokw asy T rip le ty  w  mRNA*

A lan in a CCG, CUG, CAG
A rg in in a GCC, GUC, GAA
A sp a ra g in a CAA, UAA, CUA
A sp arag in o w y  kw as GUA, GCA
C y ste in a GUU, GCU
F e n y lo a la n in a UUU, uuc
G lu ta m in a ACA, U AC
G lu tam in o w y  kw as GAA, AUG
G licyna UGG, AGG, CGG
H is ty d y n a ACC, AUC
Izo leucyna UAU, UAA, CAU
L eu cy n a U AU, UGU, UUC, CCU
L izyna AUA, ACA, AAA, AAG
M etio n in a UGA
P ro lin a CUC, CCC, CAC, CGC
S ery n a CUU, CCU, ACG, UCG
T reo n in a UCA, ACA, CCA
T ry p to fan UGG
T y rozyna AUU, ACU
W alina UUG

* T rip lety  o ustalonej sekw en cji zaznaczone tłustjan  drukiem .

parę takich tripletów , niektóre zaś naw et przez dwie, lub trzy  pary. 
W każdej parze dwa nukleotydy są identyczne, trzeci zaś jest zawsze 
w obu przypadkach albo puryną, albo pirym idyną. Na przykład trypto- 
fan determ inow any jest przez GGU i GAU, lizyna przez AAA i AGA, 
glicyna przez GAG i GGG, oraz GCG i GUG. Zestawienie danych od
nośnie znanych 46 trip letów  czyni teorię Ecka dość przekonującą, w y
m aga ona jednak wielu jeszcze potw ierdzień (15).

W kodzie trójkow ym  istnieje możliwość, że jest on zachodzący na 
siebie, to znaczy, że każdy nukleotyd jest wspólny dla trzech tripletów , 
a sąsiadujące ze sobą aminokwasy m ają dwie wspólne zasady w mRNA. 
Obecnie pogląd taki został całkowicie odrzucony i kod uznany jest za 
niezachodzący na siebie. Poszczególne trip le ty  kodujące aminokwasy 
następują w łańcuchu polinukleotydow ym  kolejno po sobie. Świadczą
o tym  m utacje punktowe, w których zmiana jednej zasady nukleotydu 
wyw ołuje zmianę w budow ania jednego tylko, a nie trzech am inokw a
sów, a także porównanie składu aminokwasowego białek różnych gatun
ków zwierząt. Białka te, na przykład insulina, różnią się częstokroć jedy
nie jednym  aminokwasem  w sekwencji.

Skoro trip le ty  ułożone są w mRNA w sposób ciągły — a nie dało się
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ustalić jakichś „przecinkow ych” nukleotydów — czytanie kodu zaczynać 
się musi w jednym  określonym  miejscu, w przeciw nym  bowiem przy
padku cały kod byłby m ylnie tłumaczony. To założenie potwierdzone jest 
przez doświadczenia z m utantam i. Dodanie lub odjęcie nukleotydu powo
duje zmianę odczytywania wszystkich następnych tripletów  w genie. 
Połączenie m utacji o dodanym  nukleotydzie z m utacją o usuniętym  nu- 
kleotydzie powoduje zniesienie m utacji.

N i r e n b e r g  przypisuje pewne znaczenie w zapoczątkowywaniu 
czytania kodu pozycji grupy fosforanowej w końcowym nukleotydzie. 
Używ ając tró jtrip letow ych nukleotydów jako mRNA stw ierdził on, że 
praw idłowe wbudowywanie aminokwasów następuje przy położeniu 
końcowej grupy fosforanowej w pozycji 5'. P rzy  położeniu w pozycji 3' 
lub braku końcowej grupy fosforanowej determ inow anie aminokwasu 
jest w ybitnie upośledzone i może nastąpić zmiana „sensownego” słowa 
kodu w „bezsensowne” (43).

O ile in terpunkcja między poszczególnymi słowami kodu w ydaje się 
nie istnieć, przypuszcza się, że przy dużych mRNA kodujących kilka en
zymów dla całego operonu konieczne jest zaznaczenie końca odrębnych 
łańcuchów polipeptydowych. Zakłada się, że rolę „przecinków ” mogą 
spełniać tzw. „rzadkie” zasady w nukleotydach — na przykład pochod
ne m etylow e, bądź też „nonsensowne” trip lety . Jak  dotąd brak  jednak 
konkretnych faktów potw ierdzających którąś z tych hipotez.

Zasadą teorii kodu jest determ inow anie przez określony jego wyraz 
tylko jednego aminokwasu. Toteż ogromne poruszenie wywołał fakt, że 
poli-U w nieobecności fenyloalaniny i w specjalnych w arunkach (przy 
niskiej tem peraturze i zmniejszonym stężeniu jonów Mg2+) może w bu
dowywać leucynę, a także tyrozynę i izoleucynę. Tłumaczy się to jednak 
tym , że w takich w arunkach zdolność kom pleksotwórcza mRNA i tRNA 
w zrasta tak silnie, iż może zajść „pom yłka” w odczytyw aniu kodu przez 
tRNA. Ponieważ trzy z czterech znanych trip letów  kodujących leucynę 
m ają po dwa U w swym składzie, leucynowe tRNA mogą „pomyłkowo” 
tworzyć kompleks z UUU w cząsteczce mRNA, determ inującym  fenylo- 
alaninę. W budowywanie tyrozyny i izoleucyny przez UUU zachodzi 
znacznie rzadziej — prawdopodobieństwo pom yłki jest m niejsze, gdyż 
tylko dwa trip le ty  dla tyrozyny i jeden dla izoleucyny m ają po dwa 
U (61).

Na podstawie dotychczasowych badań uważa się, że kod jest w w y
sokim stopniu uniw ersalny. Stosując sztuczne polinukleotydy w ukła
dach bezkomórkowych wątroby, retikulocytów  i innych tkanek  zwierzę
cych wykazano, że większość oznaczeń kodowych jest taka sama jak 
u E. coli (3, 73).

Inform acja genetyczna zaw arta jest w układzie nukleotydów  mRNA, 
nie bez znaczenia jednak przy jej przekazyw aniu jest i jego s truk tu ra
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w tórna. Inform acyjny RNA jest pojedynczym, rozciągniętym  łańcuchem  
polinukleotydowym . W szystkie zasady są przypuszczalnie umieszczone 
po jednej stronie, co ułatw ia połączenie z kom plem entarnym i zasadam i 
tRNA za pomocą wiązań wodorowych. Długość jednego trip le tu  w mRNA 
wynosi 20 A, a więc tyle, ile przekrój spirali w tRNA (79). Rozciągnięta 
s tru k tu ra  mRNA konieczna jest zarówno dla tworzenia kom pleksu 
z tRNA, jak  i z rybosom ami (47, 63). O znaczeniu stru k tu ry  w tórnej 
świadczą badania nad kodującym  fenyloalaninę kwasem  polirybotym i- 
dylowym. Dzięki obecności grup m etylow ych kwas ten  posiada spiralną 
stru k tu rę  w tórną, k tórą traci w tem peraturze ponad 45° (62). W tem pe
ratu rze  pokojowej poli-rT  pobudza w słabym  stopniu wbudow ywanie 
fenyloalaniny, natom iast jego aktywność w zrasta znacznie w tem pera
turze 45°. Natomiast poli-U, k tóry nie posiada stru k tu ry  w tórnej, działa 
energicznie już w niskich tem peraturach (61). N i r e n b e r g  w ykazał 
również, że poli-U traci zdolność kodowania w obecności poli-A, ponie
waż tw orzy z nim kompleks o zwiniętej struk tu rze w tórnej (44).

II. Translacja

Jak  już wspomniano, translacja, to jest odczytanie kodu i p rzetłum a
czenie go na język aminokwasów, zachodzi w kompleksie utw orzonym  
przez połączenie inform acyjnego RNA z polirybosomami i niosącymi am i
nokwasy cząsteczkami tRNA.

1. Kompleksy informacyjnego RNA z rybosomami

Odczytywanie znaków kodu z cząsteczki mRNA staje się możliwe 
wtedy, gdy tworzy ona kom pleks z rybosomami. Rybosomy są to cząs
teczki nukleoproteidów o stałej sedym entacji 70-80 S. Stosując frakcjo 
nowanie za pomocą w irow ania w gradiencie sacharozy wyodrębniono 
rybosomy tej wielkości z protoplazm y i jąd ra  kom órek zwierzęcych oraz 
bakteryjnych (49, 51, 77). Rybosomy baktery jne m ają przeważnie nieco 
niższą masę cząsteczkową niż zwierzęce. P rzy  niskich stężeniach Mg24~ 
rybosomy rozpadają się na m niejsze podjednostki, o stałych sedym en
tacji 30 S i 50 S u bakterii, oraz 30 S i 50 S, bądź też 40 S i 60 S u ssa
ków. Zwiększenie stężenia magnezu wyw ołuje łączenie się tych pod jed 
nostek z powrotem  w rybosom y o 70-80 S (65). Podjednostki składają się 
z kwasu rybonukleinowego i białka. Z cząsteczek 30 S otrzym ano RNA 
sedym entujący z 16 S, a z cząsteczek 50 S — z 23 S  (27). Zdaniem W a t-  
s o n a RNA w cząsteczkach 30 S tw orzy jeden łańcuch o ciężarze cząs
teczkowym 5,5 X 105, w cząsteczkach 50 S znajdują się natom iast dwa
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łańcuchy o łącznym ciężarze cząsteczkowym 1,1 X 106 (71). L a n g r  i d- 
g e na podstawie badań dyfrakcji rentgenow skiej uważa, że RNA rybo
somów składa się z 4-5 równolegle ułożonych łańcuchów o podwójnej 
spirali, rozdzielonych odcinkami bez s tru k tu ry  spiralnej (37). S p i r i n 
i K i s i e l e w  stw ierdzili, że przy um ieszczeniu cząsteczek 30 S i 50 S 
w  środowisku bez jonów Mg2+ następuje odwracalne rozfałdowanie zwi
niętych łańcuchów RNA bez ich degradacji. Zdaniem tych autorów  obie 
cząsteczki zbudowane są z pojedynczego łańcucha polinukleotydowego. 
Cząsteczka 30 S jest płaskim  tworem , złożonym z 4 skrętów  łańcucha, 
zaś 50 S — cylindrycznym , powstałym  w skutek zwinięcia łańcucha w 10 
rzędów. P rzy  połączeniu obu cząsteczek kształt ich zmienia się, części 
zew nętrzne, nieprzylegające do siebie sta ją  się stożkowate. W ydaje się, 
że rybosom y bardzo łatwo i elastycznie zm ieniają swą konform ację, co 
m a duże znaczenie dla ich funkcji (56).

W stępne badania nad s truk tu rą  białka rybosomów w skazują, że 
w  skład ich wchodzi 20 różnych łańcuchów polipeptydowych, dających 
się rozdzielić elektroforetycznie (71). Ilość i sposób ułożenia tych łańcu
chów w poszczególnych cząsteczkach nie są jeszcze znane. Do cząsteczki 
30 S przyłączona jest rybonukleaza, znajdująca się w nieczynnej fo r
m ie (54).

W ydzielając rybosom y z kom órek w trakcie syntezy białka z zacho
w aniem  odpowiednio wysokiego stężenia jonów m agnezu udaje się w y
odrębnić oprócz frakcji 70-80 S, szereg innych, o wyższych stałych sedy
m entacji (od 100-400 S). Obecność takich frakcji stwierdzono w kom ór
kach E. coli, w ątroby szczurzej, retikulocytach, kom órkach HeLa i in. 
(2, 66, 69, 77). Ponieważ przy niższym stężeniu jonów Mg2+ frakcje te zni
ka ją  z komórek, sz jednoczesnym  w zrostem  frakcji 70-80 S, nasuwał się 
wniosek, że w odpowiednich w arunkach rybosomy łączą się tworząc agre
gaty. Przypuszczenia te potwierdzone zostały zdjęciami elektrono-m ikro- 
skopowymi, w których wyraźnie widać łączenie się m onomerów rybo
somów w agregaty po 2, 3, 4, 5, 8 i więcej (58, 77). Zespoły monomerów 
nazwano polirybosomami lub ergosomami.

Czynnikiem powodującym  powstawanie polirybosomów i u trzym u
jącym  m onom ery w agregacie jest połączenie rybosomów z mRNA. Po
tw ierdzają to doświadczenia z aktynom ycyną — antybiotykiem , powo
dującym  zahamowanie syntezy i rozpad mRNA. Po iniekcji aktynom y- 
cyny polirybosomy kom órek w ątroby rozpadają się na m onom ery (59).

Zgodnie z panującym  obecnie poglądem zadaniem polirybosomów 
jest stworzenie odpowiedniej, trójw ym iarow ej powierzchni, po której 
może się przesuwać mRNA, odsłaniając kolejno w yrazy kodu dla od
czytyw ania przez tRNA, a tym  samym  spełniać swą funkcję m atrycy.

W retikulocytach za najaktyw niejsze uważano agregaty z 5 monome
rów  (21). Ponieważ przypuszczano, że rybosom y połączone są na mRNA
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liniowo, ilość ta w ydaw ała się m aksym alną, możliwą przy długości łań 
cucha mRNA 1500 A i odległości centrów  dwu rybosomów 300 A. Z dję
cia elektrono-m ikroskopow e w ykazały jednak, że rybosom y mogą być 
ułożone w podw ójny rząd. Badając wbudowywanie piętnow anych am ino
kwasów w białko w obecności polirybosomów różnej wielkości N o 11, 
S t a e h e l i n  i W e t t s t e i n  ustalili, że w kom órkach w ątroby zdol
ność włączania leucyny w zrasta liniowo wraz z wzrostem  ilości m ono
m erów  w polirybosomach od 2 do 8 i ustala się przy 10 (45). Największą 
aktyw ność w syntezie hemoglobiny posiadają polirybosomy złożone z 8-10 
m onomerów (6). W kom órkach E. coli znaleziono agregaty z 11, w He- 
La — z 40 rybosom ów (58, 77). Jak  w ynika z badań kinetycznych, m o
nom ery i niższe agregaty  nie są całkowicie nieczynne. Początkowo obser
w uje  się wbudow yw anie aminokwasów z ich udziałem, aktyw ność ich 
jednak w yczerpuje się bardzo szybko, a zachowują ją  jedynie wyższe 
polirybosomy (45).

Ponieważ w kom órkach w trakcie syntezy białka znajdują się jedno
cześnie polirybosomy o różnej ilości jednostek, uważa się proces pow sta
w ania i rozpadu agregatu  za ciągły, uw arunkow any kolejnym i etapam i 
syntezy białka. Zgodnie z aktualną teorią „ruchom ej taśm y” m onom ery 
łączą się z mRNA kolejno, od określonego końca. Inform acyjny RNA prze
suwa się przypuszczalnie w bruździe m iędzy cząsteczkami 30 S i 50 S. Po-
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+

Q  — Rybosom 
AAAAAA Polipeptyd 

— tRNA

Rys. 3. P rzy łączan ie  m o n o m eru  do po lirybosom ów  w g G o o d m a n a  (23)

łączony on jest n ietrw ale z cząsteczkami 30 S. W m iarę przesuw ania, 
mRNA odsłania kolejno trip le ty  kodujące poszczególne aminokwasy, 
w skutek czego następuje przyłączanie odpowiednich aa-tRNA do mRNA 
i cząsteczki 50 S. Stopniowo aminokwasy łączą się w łańcuch polipepty- 
dowy. Gdy jest on zakończony, odrywa się od powierzchni rybosom ów 
i jednocześnie odpada z polirybosomu monomer, z k tórym  polipeptyd 
był związany. Do przeciwległego końca mRNA (a więc jego początku) 
przyłącza się następny m onom er, na k tórym  znów zapoczątkowuje się 
synteza (75). Proces ten  jest schem atycznie przedstaw iony na rys. 3.

G o o d m a n  i R i c h e  udowodnili, że w kom órkach HeLa m ono
m ery  m ają zdolność przyłączania się do istniejącego już polirybosomu.
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F rakcjonując rybosomy na różnych etapach syntezy białka wykazali oni, 
że rosnący łańcuch polipeptydow y jest początkowo związany z frakcją  
zaw ierającą agregat, później — z monomerem , po czym znajduje się go 
w wolnej frakcji białkowej, nie związanej z rybosom am i (23). Również 
i prace B i  s h o p  a z 1964 r. potw ierdzają istnienie m echanizm u „prze
suw ającej się taśm y”. A utor ten  uważa jednak, że znaczna ilość m ono
m erów  znajdow ana w układach in vitro jest częściowo artefak tem  i w pły
wa na osłabienie syntezy w sztucznych układach. W kom órkach bądź 
m onom ery uw alniają się w m niejszej ilości, bądź też są od razu włączane 
do polirybosomu (4).

Teoria „ruchom ej taśm y” w yjaśnia zjawisko tzw. m odulacji. Zauw a
żono, że przy syntezie białek, determ inow anych wspólnie przez jeden 
mRNA pow stający na m atrycy  operonu, to białko, k tórem u odpowiada 
gen pierwszy po operatorze, syntetyzow ane jest w znacznie większej 
ilości niż białka odpowiadające genom ułożonym za nim (78). Możliwe, 
że po syntezie pierwszego enzymu tylko część m onom erów pozostaje 
związana z dalszym odcinkiem mRNA, gdzie odczytyw ane są następne 
białka, większość zaś rybosom ów odrywa się z gotowym  polipeptydem . 
Poniew aż przyłączanie m onom eru i czytanie inform acji następuje zaw 
sze z jednego końca mRNA, pierwszy w kolejności enzym  syntetyzo
w any jest przez wszystkie monomery, następne zaś tylko przez te, k tóre 
nie odłączyły się od agregatu po syntezie poprzedniego białka. Im dalej 
od początku mRNA, tym  m niej cząsteczek powstaje.

K w estia sposobu połączenia mRNA z powierzchnią rybosomów jest 
dotychczas niew yjaśniona. Ze względu na bezspornie duże, jeśli nie de
cydujące znaczenie stężenia jonów Mg2+, W a t s o n  wypowiada pogląd, 
że przy stężeniu magnezu rów nym  10-2 M, wszystkie grupy fosforanowe 
rybosom ów są związane z Mg2+. Jony Mg2+ tw orzą m ostki łączące po
wierzchnię rybosomów 30 S  z mRNA, oraz 50 S z tRNA (71, 72). S a n t  e r 
wydzielił z powierzchni rybosomów kwas rybonukleinow y rozkładany 
przez rybonukleazę, nie pochodzący z rybosomów i różny od mRNA. 
P rzypisuje mu udział w wiązaniu rybosomów z mRNA (50). Ponieważ 
purom ycyna, pod działaniem  której od rybosom u odryw a się polipeptyd 
i związany z nim tRNA, powoduje również rozpad agregatów  i oderw a
nie mRNA, przypuszcza się, że wiązanie m RNA-rybosom y zachodzi 
z udziałem  tRNA (6).

2. Funkcje przenoszącego RNA

W yrazy kodu zapisane w mRNA odczytywane są przez aminokwasy 
za pośrednictw em  RNA przenoszącego (tRNA), z k tó rym i są związane. 
Cząsteczki tRNA są stosunkowo niewielkie, składają się z 60-80 nu-
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kleotydów. Badania dyfrakcji rentgenow skiej, które udało się przepro
wadzić mimo trudności ze zorientowaniem  cząsteczki, w ykazują, że tRNA 
jest pojedynczym  łańcuchem  polinukleotydowym , owiniętym  wokół sie
bie w ten  sposób, że tw orzy spiralę o trzech skokach. Spirala ta  u trzy 
m yw ana jest w iązaniam i wodorowymi powstałym i między przyległym i, 
kom plem entarnym i zasadami. Na zgięciu spirali znajduje się trip le t, od
powiedzialny za dekodowanie inform acji z mRNA. Nie posiadając wew - 
nątrzcząsteczkow ych wiązań wodorowych, może tworzyć je z kom ple-

m entarnym  trip letem  mRNA, łącząc się z nim  za ich pomocą (76, 79). 
Zależnie więc od kolejności trip letów  w mRNA będą kolejno przyłącza
ne określone tRNA niosące aminokwasy, dzięki czemu am inokwasy te 
znajdą się na m atrycy w odpowiedniej sekwencji. Rys. 4 przedstaw ia 
schem atycznie budowę tRNA i sposób odczytyw ania kodu.

Przyłączanie aminokwasów do swoistych dla nich tRNA następuje 
uprzednio pod wpływem  kom pletu syntetaz aminoacylo-tRNA i ATP. 
Reakcja ta zachodzi w dwu etapach — pierwszym  jest utw orzenie kom 
pleksu aktywnego aminokwasu (adenylatu aminokwasu) z enzymem, d ru 
gim — przeniesienie aminokwasu na tRNA. Syntetazy przyłączają am i
nokwasy wybiórczo do określonych tRNA. W iązanie m iędzy resztą am i- 
noacylową a tRNA jest typu estrowego i zachodzi m iędzy grupą karbo
ksylową aminokwasu a hydroksylow ą rybozy końcowego nukleotydu 
tRNA. We wszystkich tRNA koniec łańcucha polinukleotydowego, do 
którego przyłącza się am inokwas m a sekw encję ACC. Aminokwas łączy 
się z nukleotydem  adenylowym. Stosując różne m etody frakcjonow ania 
(kolumny z m etyloalbum iną i in.), rozdzielono i izolowano poszczególne
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tRNA (1, 31). Dla niektórych znany jest już skład nukleotydow y i — 
częściowo, na pewnych odcinkach — sekwencja. Dla niektórych am ino
kwasów znaleziono po kilka łączących się z nimi tRNA, co jest kon
sekw entnym  następstw em  zdegenerowanego kodu. W ydzielono na p rzy 
kład trzy  tRNA przenoszące leucynę. Jeden  z nich w budow uje ją pod 
wpływ em  poli-UC, drugi — poli-UG, trzeci — poli-U (16, 74).

Dotychczas nie udało się ustalić, jaki odcinek łańcucha polinukleoty- 
dowego w tRNA stanow i o jego swoistości przy przyłączaniu am ino
kwasu. Przypuszcza się, że ośrodki określające tę swoistość są niezależne
i różne od trip le tu  odczytującego kod z mRNA. Świadczą o tym  w y
niki badań nad w budow ywaniem  aminokwasów, których cząsteczka u le 
gła zmianie już po połączeniu z tRNA. Po utlenieniu  tyrozylo-tRN A  do 
DOPA-tRNA, DOPA zostaje wbudow any w hemoglobinę w m iejscu nor
m alnie zajm owanym  przez tyrozynę. Również gdy cysteilo-tRNA prze
kształcono w alanylo-tRNA, alanina w budow yw ana była na m iejsce cy
steiny, pod wpływem  polinukleotydu kodującego tę ostatnią (8, 9).

Znaczne zainteresow anie wzbudziło odkrycie w składzie tRNA tzw. 
„rzadkich” nukleotydów, jak  pseudourydylow y (5'-fosforan 5-rybozy- 
louracylu), rybotym idylow y, 2-m etyloguanylow y, I-m etyloguanylow y, 
2-m etyloadenylow y i in. (14). W serynow ym  tRNA nukleotydy te w y
stępu ją  w sekwencjach: nukleotyd 2-m etyloguanylowy — 2-m etyloguany- 
lowy, oraz 2,3-dwum etyloguanylowy — pseudourydylow y (57). W tRNA 
walinowym , tyrozynow ym  i alaninowym  pow tarza się sekwencja: nu 
kleotyd tym idylow y — pseudourydylow y — cytydylow y — guanylowy. 
Znaleziono w nich również nukleotyd 2,2-dwum etyloguanylowy i 1-m e- 
tyloinozynow y (31).

G rupy m etylow e puryn  i pirym idyn w tRNA pochodzą z S-adenozylo- 
m etioniny w odróżnieniu od grupy m etylow ej tym iny w DNA, której 
prekursorem  jest kwas m etylenotetrahydrofoliow y (39). Enzym y m ety- 
lu jące tRNA odznaczają się swoistością; z E. coli w yodrębniono 8 ta 
kich enzymów, swoistych dla poszczególnych polinukleotydów, ulega
jących m etylacji (22).

Pochodne m etylowe m ają zapewne określoną funkcję biologiczną, 
gdyż tRNA szczepów E. coli, hodowanych na pożywce bez m etioniny, 
a więc ubogie w grupy m etylowe, w budow ują o 25-30 %> m niej am ino
kwasów, niż tRNA o norm alnym  składzie (38). Z doświadczeń P e t e r -  
k o f s  k i e g o  wynika, że przyłączanie aminokwasów do tRNA nie jest 
upośledzone przy braku grup m etylow ych w tRNA. Sądząc z wstępnych 
wyników można przypuszczać, że rola „rzadkich” nukleotydów  może 
być związana z przenoszeniem  aminokwasów z aa-tRNA na łańcuch po- 
lipeptydow y i tworzeniem  połączeń z rybosom ami i mRNA (48).

http://rcin.org.pl



[15 ] INFO R M AC JA  G E N ET Y C Z N A  28 1

3. Synteza polipeptydu

Jak  już wspomniano, tworzenie polipeptydu i przenoszenie na jego 
łańcuch kolejnych aminokwasów zachodzi w kompleksie utw orzonym  
z tRNA, polirybosomów i mRNA. Proces przeniesienia i przyłączenia 
aminokwasów katalizow any jest przez dw a enzymy: transferazę I i II; 
wym aga też obecności GTP oraz tzw. czynników A i B pochodzących 
z supernatan tu  po odwirowaniu RNA. Istnieje pogląd, że GTP odgryw a 
znaczną rolę zarówno przy przyłączaniu aminokwasów do polipeptydu, 
jak  i przesuw aniu się mRNA przez agregat rybosomów. Zgodnie z nim 
przyłączanie aminokwasu zachodzi w dwu stadiach:

Ri O r 2 o

H*N—C H —C - N H —C H - C —O—tR N A  +  G TP ,.transferaz*LL G DP +  tR N A  +

Ri  O R 2 O 1,
I II I II

+  HsN—C H —C—NH—C H —C—O—P

Ri O R,  O R 3 O
! 1 I II transferaza II 

H-N—CH—C—NH—C H -C —O—P +  H2N—CH—C—O—tRN A ----------------- *
Ri O R* O R 3 O 2.
I II I II I II

H 2N —CH— C—N H —CH—C - N H —CH—C—O—tR N A  +  P n

Przypuszcza się, że w pierw szym  stadium  transferaza I tw orzy po
łączenie z powierzchnią rybosomu, i aa-tRNA dołączonym do mRNA. 
Pod wpływem  GTP następuje w ytw arzanie bezwodnika fosforanowego 
polipeptydu z odłączeniem tRNA (reakcja 1). Kosztem energii uw aln ia
nej przy rozkładzie GTP następuje przesunięcie mRNA do następnego 
aminoacylo-tRNA, a usunięcie GDP i tRNA z kom pleksu uw alnia m iej
sce na połączenie powierzchni rybosom u z transferazą II. Enzym ten  ka
talizuje przyłączenie następnego aa-tRNA do łańcucha polipeptydowego 
(reakcja 2). Kolejne powtórzenie pierwszego i drugiego etapu pow oduje 
narastanie polipeptydu do pełnej jego długości, kodowanej przez dany 
mRNA, po czym następuje oderw anie się gotowej cząsteczki polipepty- 
dowej (45).

Praw idłow e odczytanie kodu genetycznego następuje w w yniku bez
błędnego funkcjonowania wszystkich elem entów układu transkrypcji
i translacji. W świetle ostatnich badań w ydaje się, że układ znaków ko
dowych w DNA czy mRNA nie jest jedynym  czynnikiem  de te rm inu ją
cym sekwencję aminokwasową, choć jest może najw ażniejszym . W sztucz
nych układach, składających się z poszczególnych składników, o trzym a
nych z różnych komórek, nie zawsze udaje się otrzym ać polipeptydy, 
których należało oczekiwać ze względu na źródło czy skład mRNA (28).

Pew ien wpływ na proces odczytyw ania kodu ma RNA rybosom alny. 
Wiadomo, że wiąże się on ze streptom ycyną, przy czym następuje zm ia
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na konform acji i u trudnione jest połączenie z mRNA (17). Ham owanie 
syntezy białka przez ten  antybiotyk jest więc zrozumiałe. Jak  jednak  
stwierdzono, streptom ycyna w yw ołuje wprawdzie silne upośledzenie 
wbudow yw ania fenyloalaniny pod wpływem  poli-U ale jednocześnie 
wzmaga w znacznym stopniu wbudowywanie seryny, leucyny i izoleucy- 
ny — aminokwasów, nie kodowanych norm alnie przez ten  polinukleotyd.

Jak  już wspomniano wyżej, czynniki podwyższające zdolność kom ple- 
ksotwórczą tRNA mogą powodować również błędne odczytywanie kodu 
(61). Syntetazy aminoacylo-tRNA mogą też do pewnego stopnia w pły
wać na rodzaj wbudowywanego aminokwasu. Do wniosku takiego do
chodzi C o m m o n e r  na podstawie badań nad syntetazam i pochodzą
cymi z różnych źródeł. Syntetaza fenyloalanylo-tRN A, wydzielona 
z E. coli przyłącza fenyloalaninę do jednego tylko, określonego tRNA 
z E. coli. Natom iast przy użyciu enzymu pochodzącego z Neurospora 
crassa obserwowano przyłączanie tego aminokwasu do drugiego jeszcze, 
nieswoistego adapteru. Pociąga to za sobą zm iany w sekwencji amino- 
kwasowej syntetyzowanego białka. Zdaniem  autora  również i polim e- 
raza DNA może wpływać na rodzaj budowanego białka (10).

Nie wykluczone jest, że i inne ogniwa procesu transkrypcji i tran s la 
cji kodu w yw ierają wpływ na jego praw idłow e odczytywanie, a tym  
samym  regulu ją i korygują do pewnego stopnia syntezę białka.
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TOM XI 1965 " ZESZYT 3

Z D Z ISŁ A W  WOJCIECHOWSKI*

Fitocbrom

Phytochrome

T he p ro p e rtie s  an d  fu n c tio n  of p h y to ch ro m e  — a p ro te in  p a rtic ip a tin g .
in  th e  p h o to co n tro l of g ro w th  an d  d ev e lo p m en t of p la n ts  a re  rev iew ed .

O dkryty  niedawno w tkankach wielu roślin niebieski chrom opro- 
teid — fitochrom  jest, jak  wykazały liczne prace, ważnym  składnikiem  
aparatu  kierującego fotomorfogenezą, to jest kontrolującego szereg za
leżnych od św iatła procesów związanych ze wzrostem  i rozwojem  roślin. 
Do procesów tych należą: kw itnienie, kiełkowanie nasion, w ydłużanie 
łodygi, rozwój plastydów, ruchy nastyczne liści, ruchy fototaktyczne 
chloroplastów. Istnieją dane, że fitochrom  uczestniczy również w bio
syntezie antocyjanin i chlorofilu oraz m etabolizmie tłuszczów w kom ór
kach roślinnych.

Prace fizjologiczne, których następstw em  było odkrycie fitochromu* 
prowadzone były głównie w Plant Industry Station  w Beltsville (Stany 
Zjednoczone) przez B o r t h w i c k  a, H e n d r i c k s  a, D o w n s a  i S i e 
g e  1 m a n a począwszy od la t czterdziestych bieżącego stulecia (3, 4, 9, 
18, 19). W ymieniona grupa badaczy, jeszcze przed wyizolowaniem  fito- 
chrom u z tkanek roślinnych i zbadaniem  in vitro jego właściwości, po
stulowała powszechną obecność w świecie roślinnym  światłoczułego 
barw nika biorącego udział w licznych, zależnych od św iatła procesach 
zachodzących w roślinach. Przypuszczenia te w ynikały z porów nania 
widm czynnościowych różnych, zależnych od św iatła reakcji fizjologicz
nych, takich jak: fotoperiodyczna indukcja kw itnienia, kiełkowanie na
sion, przeciwdziałanie w ypłonieniu itp. Stw ierdzenie w wielu p rzypad
kach aktywności św iatła czerwonego i ham ującego efektu dalekiej czer
wieni nasuwało wniosek, że procesy te sterow ane są przez bliżej n ie
znany czynnik istniejący w dwóch form ach przekształcających się w sie
bie wzajem nie pod wpływem  św iatła (17, 18, 19). Jedna z form  tego 
czynnika, posiadająca m aksim um  absorpcji przy 660 m\i (F660), przechodzi

* M gr, a sy s ten t K a te d ry  B iochem ii U n iw e rsy te tu  W arszaw skiego .
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w form ę o m aksim um  absorpcji przy 730 mio. (F730) pod wpływem  pro
m ieniow ania czerwonego, przy czym m aksym alny efek t posiada światło 
o długości fali 660 mvL. O dw rotna przem iana, tj. przejście form y F 730 
w form ę F660, wywoływane jest przez daleką czerwień, przy czym m aksy
m alny  efekt w ykazuje św iatło o długości fali 730 mj-i, lub też zachodzi 
(chociaż znacznie wolniej) w ciemności (schem at 1) (6).

660 tD[i , .___ __  ̂ w  ciem ności
F 660 -------- F 730 —*■ F  660730 mix ^

S c h e m a t  1. P rzek sz ta łcen ia  fo rm  fitoch rom u . P rzy  s trz a łk a ch  p odane  są d łu g o 
ści fa l św ia tła  n a jb a rd z ie j e fek tyw nego  d la  p rzem iany .

Zakres absorpcji św iatła wskazywał, że czynnik ten, k tó ry  nazwano 
fitochrom em , jest najprawdopodobniej niebieski lub niebieskozielony.

I. Własności

Zakres pochłaniania św iatła stanowi istotną trudność bezpośrednie
go wykazania obecności fitochrom u w tkankach roślin. Ze względu na 
wysoką absorpcję chlorofilu w zakresie czerwieni bezpośrednie pom ia
ry  spektrofotom etryczne możliwe były jedynie w tkankach roślin albi- 
notycznych, etiolowanych i niektórych owocach. Natom iast rośliny albi- 
notyczne i etiolowane, zaw ierające najw yżej bardzo nieznaczną ilość 
chlorofilu, nie w ykazują widocznego niebieskiego zabarwienia, które 
przypisyw ano fitochrom owi na podstawie widm czynnościowych.

Dopiero w 1959 roku udało się B u t l e r o w i ,  N o r r i s o w i ,  S i e -  
g e l m a n o w i  i H e n d r i c k s o w i  przy pomocy specjalnie skon
struow anego spektrofotom etru o wysokiej czułości wykazać obecność 
fitochrom u w m ateriale roślinnym  (8). Zastosowana m etoda spektrofo
tom etrii różnicowej okazała się szczególnie pomocna w badaniu fito 
chrom u. Polegała ona na pom iarze zm ian w różnicach absorpcji m ate
ria łu  przed i po fotokonw ersji zawartego w nim barw nika z jednej fo r
m y w drugą — czyli wartości (E*) =  (F660 — F 73o)66o ~  (F66ę. ^ 730)730, 
gdzie pierwsza pozycja odpowiada różnicy po naśw ietleniu św iatłem  
o długości fali 660 m^, druga — różnicy po naśw ietleniu św iatłem  o d łu 
gości fali 730 mi-t. M etodą tą wykazano obecność fitochrom u w tkankach 
7-dniow ych siewek rzepy rosnących w ciemności, a następnie w kieł
kach w ielu roślin, m.in. kukurydzy, jęczmienia, sorga, pszenicy, ryżu, 
owsa, różnych odmian fasoli (8) oraz w tkankach etiolowanego grochu 
(2). M ateriałem  do badań były wodne, zasadowe ekstrak ty  z tkanek etio
low anych roślin lub z kiełków. E kstrak ty  te zaw ierały fitochrom  w y
kazujący zdolność do fotoodwracalnego przechodzenia z jednej form y 
w drugą.
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Bliższe badania wykazały, że fitochrom  w ykazuje własności białek. 
Można go wysolić z roztw oru siarczanem  amonu łącznie z całą frakcją  
białkową. Czynniki denaturu jące białka, jak  ogrzewanie do 60°, działa
nie kwasami, 4 M roztw orem  mocznika lub traw ienie trypsyną, powo
du ją  u tra tę  zdolności do fotokonwersji. Zdolność ta nie zostaje jednak 
u tracona w wyniku dializy, co w skazuje na trw ałe przyłączenie chro- 
m oforu do cząsteczki białka (8).

Izolowanie i oczyszczanie fitochrom u można przeprowadzić m etoda
m i powszechnie stosowanymi w preparatyce białek. Jakkolw iek rośliny 
etiolow ane stanowią, ze względu na nieznaczną ilość chlorofilu zaw ar
tego w ich tkankach, najdogodniejszy m ateriał do w yodrębniania fito 
chrom u, w 1962 roku udało się izolować go również z roślin zielonych, 
m .in. z liści szpinaku (24).

Standardow a m etoda otrzym yw ania preparatów  fitochrom u polega 
na homogenizacji zamrożonych tkanek etiolowanego jęczmienia, owsa 
lub kukurydzy w tem peraturze — 40° i ekstrakcji roztw orem  buforo
wym  o pH 8,5, k tóry  zawiera 0,5 %  2-m erkaptoetanolu lub innego czyn
nika z wolnymi grupam i -SH. Uzyskany ekstrakt, po usunięciu pozosta
łości komórek, poddaje się u ltrafiltrac ji, filtrac ji na Sephadex  G-50, 
a następnie adsorbuje się fitochrom  na hydroksyloapatycie. Z eluatu  
usuwa się resztę białek towarzyszących przez w ytrącanie siarczanem  
amonu i filtrację na Sephadex  G-200 (33, 34, 35). O trzym ane w ten  spo
sób wzbogacone roztw ory fitochrom u m ają niebieską barw ę i w ykazują 
odw racalną fotokonw ersję charakterystyczną dla tego barw nika.

Widmo różnicowe fitochrom u z etiolow anej kukurydzy  podane jest 
na rysunku 1.

Rys. 1. W idm o różn icow e fito ch ro m u  (F660 — F 730) z k u k u ry d z y  (20)

Budowa chromoforu fitochrom u nie została dotąd ustalona. Zakres 
absorpcji dla przenoszenia elektronowego w skazuje na obecność w nim 
co najm niej dziesięciu sprzężonych wiązań podwójnych w praw dopo
dobnie płaskim układzie. Widmo absorpcyjne fitochrom u w zakresie 
300-700 miix jest bardzo zbliżone do widm a allofikocyjaniny — barw nika 
wyodrębnionego z licznych glonów (20).

Grupą prostetyczną allofikocyjaniny jest bilidien, co nasuwa przy

http://rcin.org.pl



2 88 Z. W OJCIECH O W SK I [4 ]

puszczenie, że chrom ofor fitochrom u jest bilidienem  lub bilitrienem . 
Związki tego typu m ają możliwość licznych izomeryzacji. Nie jest w y
kluczone, że fotokonw ersja jednej form y fitochrom u w drugą związana 
jest z izom eryzacją cis-trans, jak  to m a m iejsce w przypadku barw nika 
wzrokowego, rodopsyny. Dwie form y bilitrienu: cis-cis-cis i cis-cis-trans 
(linie przeryw ane) przedstaw ia wzór I.

R, R2 R3 R4 Rs R6 R7 Ra

I

Oprócz przegrupow ań cis-trans istnieje jeszcze inna możliwość izo
m eryzacji — a mianowicie przem iana laktam -laktym  w końcowych p ier
ścieniach pirolowych (15, 35).

Jak  już zaznaczono, czynniki denaturu jące białka niszczą zdolność 
do fotokonw ersji fitochrom u. W skazuje to w yraźnie na zależność m ole
kularnej konfiguracji chrom oforu od związanego z nim białka (35). 
E kstrak t zaw ierający fitochrom  wykazuje częściową fotokonw ersję przy 
— 40°, lecz traci ją  przy — 100°. Po rozm rożeniu roztw oru zdolność do 
fotokonw ersji zostaje przyw rócona (16). K inetyka fotokonw ersji fito
chrom u jest pierwszego rzędu zarówno dla fototransform acji F 660 
w F 730, jak  i F 730 w  F 660. W yizolowany fitochrom  nie wym aga dla foto- 
odwracalności przem iany jednej form y w drugą żadnego kofaktora. 
W skazuje to w yraźnie na m onom olekularny charakter fotoreakcji. Za
chodząca w ciemności przem iana F 730 w F 660 ma jednak prawdopodobnie 
zróżnicowaną kinetykę (7).

Brak dotychczas dokładnych danych odnośnie lokalizacji układu fi- 
tochromowego w kom órkach roślinnych. Zdaniem B o c k a  i H a u p t a ,  
którzy przeprow adzali badania ruchów  fototaktycznych chloroplastów 
u Mougeotia przy zastosowaniu wiązek o niew ielkich przekrojach czer
wonego św iatła — fotoreceptor, tj. fitochrom  jest zlokalizowany raczej 
w cytoplazmie niż w chloroplastach (1).

II. Rola biologiczna

Jak  już wspomniano, przypisuje się układowi fitochrom owem u udział 
w kontroli wielu procesów związanych z rozwojem  roślin. Jedyną jak  
dotychczas m etodą identyfikow ania zależnych od układu fitochrom owe-
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go przem ian jest badanie ich widm  czynnościowych. Obecność charak te 
rystycznego dla system u fitochromowego antagonizm u czerwień — da
leka czerwień świadczy o k ierującej roli fitochrom u w danym  procesie.

1. Kiełkowanie nasion

W pływ św iatła na kiełkowanie nasion jest powszechnie znany. P race 
F l i n t a  i M c A l i s t ę r a  (11) z 1935 roku wykazały, że św iatło czer
wone w yw ołuje kiełkowanie nasion sałaty, podczas gdy światło o dłuż
szych falach z pogranicza czerwieni i podczerwieni ham uje kiełkowanie. 
Nasiona sałaty  przechowyw ane w ciemności nie kiełkują, podczas gdy 
umieszczone na św ietle k iełkujm  w 90-100 %>. W 1962 roku B o r t h w i c k ,  
H e n d r i c k s ,  P a r k e r ,  T o o l e  i T o o l e  przeprowadzili szczegó
łowe badania tego zjawiska. Sporządzono widmo czynnościowe naśw ie
tla jąc  nasiona św iatłem  o różnych długościach fal i m ierząc energię ko
nieczną do w yw ołania 50 %> kiełkowania. W ykazano, że najbardziej 
aktyw ne było światło czerwone w zakresie 650-660 mu, jednakże s ty 
m ulujący efekt św iatła czerwonego był znoszony przez następne naśw ie
tlenie daleką czerwienią, przy czym m aksym alny efekt ham ujący miało 
światło o długości fal 730 mii. Układ czerwień — daleka czerw ień jest 
całkowicie odw racalny. Jeżeli nasiona sałaty podda się serii przem ien
nych naśw ietlań czerwienią i daleką czerwienią, efekt uzależniony jest 
od rodzaju św iatła użytego na końcu. Podobnie jak  nasiona sałaty, za
chowują się nasiona licznych innych roślin (13, 39) i zarodniki papro
ci (26).

2. Zjawiska fotoperiodyczne

W idma czynnościowe w ykazały, że układ fitochrom owy kontro lu je  
kw itnienie zarówno roślin „długiego dnia” (5), jak  i „krótkiego dn ia” (31).

Rośliny wystawione na działanie fotoperiodu krótki dzień — długa 
noc i naśw ietlone krótko w pobliżu środka okresu nocnego zachow ują 
się tak, jak  gdyby znajdow ały się pod działaniem  fotoperiodu k ró tka  
noc — długi dzień. Oznacza to, że u roślin „krótkiego dnia” kw itn ie
nie jest ham owane, podczas gdy u roślin „długiego dnia” — induko
wane. Światło czerwone o długości fali 660 mu jest również w tym  
przypadku, tak  jak  i w procesie kiełkowania najbardziej aktyw ne, pod
czas gdy daleka czerwień z m aksim um  przy długości fali około 730 mi-i 
znosi działanie czerwieni (15).

Na podstawie tych w yników  w ydaje się prawdopodobne, że kw itn ie
nie roślin jest określone przez odpowiedni stosunek stężeń obu form  fi
tochromu (35).
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3. Rozwój plastydów

Proplastydy roślin hodowanych w ciemności przekształcają się na 
świetle w chloroplasty. Zmianom struk tura lnym  towarzyszy wzrost stę
żenia chlorofilu. Proces syntezy chlorofilu może zostać przyspieszony, 
jeżeli podda się liście roślin rosnących w ciemności krótkiem u naśw ie
tlaniu  światłem  czerwonym  na kilka godzin przed umieszczeniem ich na 
świetle o pełnym  zakresie długości fal. M aksym alny efekt daje św iatło 
o długości fali 660 ma, natom iast światło niebieskie jest zupełnie n ie
czynne. Należy zaznaczyć, że widmo czynnościowe przem iany protochlo- 
rofilu w chlorofil posiada m aksim a zarówno w czerwonej, jak  i w nie
bieskiej części widma (23). Jak  wykazali P r i c e  i K l e i n ,  daleka 
czerwień odwraca efekt naśw ietlania czerwienią (32).

W ydaje się, że ruchy fototaktyczne chloroplastów są również induko
wane przez system  fitochrom owy (1, 14). Przypuszcza się również, że 
fitochrom  bierze udział w specyficznej reakcji chloroplastów — kurcze
niu się pod wpływem  św iatła do 50-80 /̂o pierw otnej objętości (22).

III. Funkcja biochemiczna

Ostateczna odpowiedź na pytanie, czy fitochrom  jest enzymem, czy 
też hormonem  tego typu co auksyny lub gibereliny — nie jest obecnie 
możliwa.

Różnorodność procesów kontrolow anych przez układ fitochrom owy 
skłania ku wnioskowi o jego horm onalnym  charakterze. Uniwersalność 
działania fitochrom u można jednak również w yjaśnić zakładając, że jest 
to enzym katalizujący jakąś ważną a nieznaną dotychczas reakcję che
miczną, wspólną dla wielu różnych dróg metabolicznych.

1. Biosynteza antocyjanin

Najpoważniejszym  dowodem przem aw iającym  za enzym atycznym  cha
rak terem  fitochrom u jest jego udział w fotokontroli syntezy antocyjanin.

Biosynteza barw ników  antocyjaninow ych zachodzi jedynie na św ie
tle. W idma czynnościowe wykonane dla siewek sorga (10), czerwonej ka
pusty  (36) i gorczycy (27) w skazują na konieczność dla syntezy antocy
jan in  dwóch fotoreakcji, z k tórych jedna ma widmo czynnościowe prze
m iany F 660 w  F 730 (1 0  , 36). F 73o kontroluje więc jeden z etapów  syntezy 
antocyjanin.

Jak  stw ierdzili S i e g e l m a n  i H e n d r i c k s  (37, 38), w ciem no
ści skórka jabłka umieszczona w roztworze sacharozy w ytw arza aldehyd 
octowy i etanol. Naświetlenie czerwienią ham uje pow staw anie tych
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związków a przyspiesza syntezę antocyjanin. W yniki te sugerują, że reak 
cja katalizow ana przez aktyw ną form ę fitochrom u czyli F730, związana 
jest z przem ianą jakiegoś dw u- lub trójwęglowego związku, na przykład 
pirogronianu lub octanu. Związek ten, w ciemności zużywany do syntezy 
etanolu, w ykorzystyw any jest na św ietle — przy udziale system u fito - 
chromowego — do syntezy antocyjanin.

Zdaniem  S i e g e l m a n a  i H e n d r i c k s a  fitochrom  praw dopo
dobnie katalizuje reakcję związaną z syntezą lub ze zużyciem acetylo- 
-koenzym u A (35).

C entralna pozycja acetylo-koenzym u A w m etabolizmie jest obecnie 
dobrze znana. Zachodzące podczas kiełkowania uruchom ienie rezerw  
tłuszczowych i uaktyw nienie procesów oddechowych jest ściśle związane 
z powstawaniem  i zużywaniem  acetylo-koenzym u A. Wiadomo, że je s t 
on prekursorem  jednostki C6, czyli układu floroglucynolowego, k tó ry  
w w yniku kondensacji z jednostką C6-C3 (kwas prefenowy) daje charakte
rystyczny dla flawonoidów układ C6-C3-C6 (30).

2. Kontrola kwitnienia

Biochemia procesu kw itnienia jest słabo poznana. P rzyjm uje się 
powszechnie, że kw itnienie odbywa się pod kontrolą hormonu, zwanego 
florigenem . Nie jest wykluczone, że jest on związkiem sterydow ym  (35). 
Zm iany jakościowe steroli obserwowane u niektórych roślin w okresie 
kw itnienia (25) i ham owanie kw itnienia przez inhibitory syntezy steroli 
(40) przem aw iają na korzyść tego poglądu. Możliwe więc, że udział fito 
chrom u w kontroli kw itnienia odbywa się poprzez kierowanie zużyciem 
acetylo-koenzym u A do syntezy horm onu kw itnienia (35).

3. Kontrola auksyn

Różnorodność działania fitochrom u dałaby się wyjaśnić przy założe
niu, że bierze on udział w kontro li auksyn. Otóż istn ieją  dane sugerujące 
taką możliwość. Jak  w ykazali H i l l m a n  i G a l s t o n  (21), aktywność 
oksydazy kwasu indolilooctowego w pąkach etiolowanego grochu spada 
po naśw ietleniu św iatłem  czerwonym  (640 mii). Efekt ten  zostaje odwró
cony przez daleką czerwień, przy czym najsilniejszą zdolność ham ow a
nia ma światło o długości fali 730 mio.. Tak więc w idm a czynnościowe 
wpływu światła na aktyw ność tego enzym u są charakterystyczne dla 
udziału układu fitochromowego.

M u m f o r d ,  S m i t h  i C a s t l e  (28), poszukując przyczyn spadku 
aktyw ności oksydazy kw asu indolilooctowego, wykazali, że naświetlenie 
etiolowanego grochu św iatłem  czerwonym  powoduje wzrost zawartości
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flawonoidu dającego w wyniku hydrolizy kam pferol, glukozę i kwas 
4-hydroksycynamonowy. Flawonoid ten  jest silnym  inhibitorem  oksy
dazy kwasu indolilooctowego. W ystępuje on również w roślinach rosną
cych w ciemności, jednak w znacznie m niejszej ilości. Bliższe badania fla- 
wonoidów znajdujących się w pąkach grochu rzuciły nieco św iatła na 
mechanizm regulacji aktyw ności kwasu indolilooctowego (schemat 2) 
(29). Okazało się, że ekstrak ty  z pąków grochu rosnącego w ciemności

:Schem at 2. K iero w an e  p rzez  fito ch ro m  p rzem ian y  flaw ono idów  w  p ą k a c h  g rochu
(ob jaśn ien ia  w  tekście)

zaw ierają głównie flawonoid, k tóry  najpraw dopodobniej jest 3-(heksa- 
glukozylo)kam pferolem  (II) i niew ielką ilość flawonoidu zidentyfikow a
nego jako 3-(4-hydroksycynam oilotrójglukozylo)kam pferol (IV). Naświe
tlenie św iatłem  czerwonym  etiolowanych roślin powoduje 2— 3-krotny 
wzrost zawartości ostatniego związku (29). Chrom atograficzne badanie 
ekstraktów  z pąków grochu rosnącego w ciemności wykazało również 
obecność bliżej niezidentyfikow anych estrów  glukozy i kwasu 4-hydro- 
ksycynamonowego (III), które znane są jako doskonałe kofaktory oksy
dazy kwasu indolilooctowego (12).

Zdaniem wym ienionych autorów, spadek aktyw ności oksydazy kwasu 
indolilooctowego po naśw ietleniu światłem  czerwonym  związany jest 
z przem ianam i flawonoidów, a mianowicie czerwone światło wyw ołuje 
reakcję w ym iany pomiędzy heksaglukozydem  kam pferolu (II) i estram i 
glukozy i kwasu 4-hydroksycynamonowego (III) z pow staniem  3-(4-hy- 
droksycynam oilotrójglukozylo)kam pferolu (IV). Tak więc spadek ak tyw 
ności oksydazy kwasu indolilooctowego związany byłby z wyelim ino-
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waniem  kofaktora (estry glukozy i kwasu cynamonowego) i powstaniem  
inhibitora (3-(4-hydroksycynam oilotrójglukozylo)-kam pferol). Udział fi
tochrom u w tej reakcji jest wysoce prawdopodobny (29).

Jakkolw iek pełne w yjaśnienie budowy, własności i sposobu działania 
fitochrom u wym aga jeszcze szerokich badań, niem niej jednak jego w ie
lostronny udział w kierow aniu w zrostem  i rozwojem  roślin nie ulega 
wątpliwości. Z przytoczonych przykładów  udziału układu fitochrom owe- 
go w różnych zależnych od św iatła procesach fizjologicznych w ynika 
wniosek, że fitochrom  jest ważnym  składnikiem  mechanizmu, k tóry  — 
poprzez zmiany m etabolizm u — um ożliwia odpowiednią reakcję na zmia
ny w arunków  oświetlenia, tak  istotnych dla fotosyntetyzujących orga
nizmów roślinnych.
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TOM XI 1965 ZESZYT 3

AN D R ZE J Z. BUDZYŃSKI*

Współczesne poglądy na czynnik stabilizujący fibrynę (FSF)

Modern views on fibrin stabilizing factor (FSF)

T he p rob lem  of th e  clo t s ta b ilisa tio n  u n d e r  th e  ac tio n  of F S F  in  th e  th ird
p h ase  o f blood co ag u la tio n  is rev iew ed  fro m  th e  b iochem ica l p o in t of v ięw .
Som e p ro p e rtie s  of desm o fib rin  a re  p resen ted .

Utrzym anie krw i w łożu naczyniowym  w stanie ciekłym zabezpie
czone jest równowagą układów  enzymatycznych, przyspieszających lub 
ham ujących aktyw ację protrom biny. Przesunięcie równowagi w k ierun 
ku nagrom adzenia się aktyw atorów  protrom biny prowadzi do zwiększo
nego w ytw arzania trom biny urucham iającej proces hemostazy — kon
w ersję fibrynogenu w fibrynę. K onw ersja ta  zachodzi w trzech fazach 
różniących się wyraźnie pod względem reakcji chemicznych i zjaw isk 
fizycznych wywołanych działaniem  trom biny na fibrynogen (schem at 1).

trombina
F ib r y n o g e n ---------------- > m o n o m er fib ry n y  +  fib ry n o p ep ty d y  1.

M onom er fib ry n y  <-■- — po lim er fib ryny  2.

P o lim er f i b r y n y ---------------- »• d esm o fib ry n a  3.

S ch em at 1. R eak c je  zachodzące w  czasie p rzem ian y  f ib ry n o g en u  w  d esm o fib ry n ę

Reakcja 1 opisuje ograniczoną proteolizę fibrynogenu wywołaną dzia
łaniem  trom biny. Odszczepienie silnie elektroujem nych fibrynopepty- 
dów um ożliwia utworzonem u monomerowi fibryny sam orzutną polim e
ryzację przedstaw ioną w reakcji 2. Chociaż w tym  etapie powstaje już 
widoczny skrzep, procesy chemiczne odbyw ają się nadal. O statnia faza 3 
obejm uje stabilizację, czyli procesy związane z w ytw arzaniem  poprzecz
nych wiązań kow alencyjnych pomiędzy liniowym i polim eram i fibryny. 
W rezultacie powstaje fibryna o usztyw nionej przestrzennej sieci, nazw a
na przez B u l u k a  i M a ł o f i e j e w a  (5) desm ofibryną; term in  ten  
będzie stosowany w niniejszym  artykule.

* Dr, sam . p rac . nauk . — badaw czy  Z ak ład u  R ad iob io log ii i O chrony  Z d row ia  
In s ty tu tu  B adań  Jąd ro w y ch  w  W arszaw ie .
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Dwie pierwsze fazy krzepnięcia, tzn. ograniczona proteoliza fibryno- 
genu oraz polim eryzacja m onom eru fibryny są dosyć dobrze poznane 
i scharakteryzow ane. Natom iast badania nad fazą stabilizacji rozw inęły 
się dopiero w ostatnich latach i b rak  jeszcze zgodności poglądów doty
czących m echanizm u reakcji. W ydaje się jednak, że układ ten  stanowić 
może dobry model doświadczalny do badań nad przekształcaniem  się 
rozpuszczalnych białek w łóknistych w nierozpuszczalne złogi.

Zjawisko stabilizacji fibryny zostało odkryte w toku obserw acji nad 
rozpuszczalnością skrzepów. Stwierdzono, że w przeciw ieństw ie do skrze
pów utworzonych z osocza, skrzepy otrzym yw ane z oczyszczonego fibry- 
nogenu i trom biny rozpuszczają się w środowisku słabo kwaśnym  względ
nie słabo zasadowym (47), a ponadto w roztworach: mocznika (20, 31), 
kw asu jednochlorooctowego (32), chlorku litu, brom ku litu, brom ku sodu 
i jodku sodu (13, 52), chlorowodorku guanidyny (52), soli kwasów żółcio
w ych (15), soli sodowej siarczanu dodecylu lub brom ku cety lo-tró jm ety- 
lo-amoniowego (29), w wodnych em ulsjach fosfatydylo-inozytolu i fosfa- 
tydylo-seryny (46) oraz w roztworze heparyny o niskiej sile jonowej (54).

Chociaż w obecnej chwili b raku je  jednoznacznego tłum aczenia jakie 
typy  wiązań biorą udział w w ytw arzaniu polim eru z m onom eru fibryny 
(reakcja 2), szereg danych wskazuje na to, że istotną rolę odgryw ają 
w iązania wodorowe powstające pomiędzy resztam i histydylow ym i i ty - 
rozylowym i sąsiadujących cząsteczek monomeru. W reakcji ,,koniec do 
końca” tw orzy się liniowy polimer. Solubilizacja skrzepów w w ym ienio
nych roztw orach byłaby wyrazem  zryw ania wiązań wodorowych w sku
tek  konkurującego działania środowiska. Usunięcie z roztw oru substan
cji solubilizującej powoduje na ogół pow tórne pojaw ienie się skrzepu. 
Badając zjawisko rozpuszczania i pojaw iania się skrzepu, L a k i  i L o- 
r  a n d (20) w ykazali w 1948 roku, że dodanie do oczyszczonego fibryno- 
genu niewielkiej ilości osocza i jonów wapnia w ystarcza, aby w ytw orzo
ny po dodaniu trom biny skrzep uczynić nierozpuszczalny w większości 
wyżej wyszczególnionych roztworów. Z aw arty  w osoczu czynnik odpo
w iedzialny za to zjawisko określono jako stabilizator fibryny.

Surowica nie zaw iera stabilizatora fibryny. Czynnik ten  jest obecny 
przede wszystkim  w osoczu ludzi i zwierząt. W łasności stabilizowania 
f ib ryny  przez autolizaty p łytek krwi, wykazał B u 1 u k  (4) w 1955 roku, 
a w dwa lata później potwierdził L u s c h e r  (42). Czynność stabilizu
jącą zaobserwowano także w mózgu, nerce, wątrobie, płucach oraz m ię
śniach myszy i szczura (55), a naw et w cyklostomach (36), co sugeruje 
szerokie rozpowszechnienie w przyrodzie substancji stabilizujących fi- 
brynę.

W piśm iennictw ie spotyka się kilka synonimów nazwy czynnika sta 
bilizującego: L a k i  i L o r a n d  nazwali go stabilizatorem  fibryny (20), 
S h u 1 m a n — czynnikiem  surowiczym  (51), inni autorzy (12, 22, 24) —
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czynnikiem  LL (tzn. czynnikiem  Laki—Lorand). L o e w y i w spółpra
cownicy (26, 27, 28, 29) posługują się nazwą fibrynaza, wreszcie L o- 
r a n d  od 1950 roku używa konsekw entnie symbolu FSF (fibrin stabi- 
lizing factor). Ponieważ ostatnie określenie jest obecnie najczęściej sto
sowane, będzie także używ ane w niniejszym  artykule. W 1963 roku FSF 
sklasyfikow any został w m iędzynarodowej nom enklaturze czynników 
krzepnięcia pod num erem  XIII.

I. Oznaczanie, otrzymywanie i własności

Tekst, na podstawie którego można oznaczać aktywność FSF w peł
nej krwi, w osoczu lub w oczyszczonych frakcjach jest bardzo prosty  
i polega na ocenie szybkości rozpuszczania się lub stopnia rozpuszczal
ności skrzepu w 5 M roztworze mocznika lub w 1 % -ow ym  kwasie jed- 
nochlorooctowym. Szczególnie dogodny jest drugi roztwór, w k tórym  so- 
lubilizacja niestabilizowanego skrzepu odbywa się znacznie szybciej ani- 
żej w pierwszym. W pół godziny po skrzepnięciu pełnej krw i lub re -  
kalcynowanego osocza dodaje się rów ną objętość 2 % -ow ego kw asu jed- 
nochlorooctowego i następnego dnia spraw dza się czy skrzep uległ roz
puszczeniu, czy też pozostał nierozpuszczony.

Dokładniejsze oznaczenie m iana FSF w osoczu lub innym  m ateria le  
zaw ierającym  ten czynnik można wykonać m etodą L o e w y ’ego i współ
pracowników (26), k tó ra  nadaje się również do oznaczeń rutynow ych. 
Z badanego m ateria łu  przygotow uje się serię rozcieńczeń, stosując do 
rozcieńczania 0,01 M roztw ór cysteiny. Następnie dodaje się roztw oru 
fibrynogenu nie zaw ierającego FSF i całość w ykrzepia trom biną z do
datkiem  chlorku wapnia. B rak FSF w fibrynogenie substratow ym  ustala 
się na podstawie braku  stabilizacji fibryny wytworzonej pod działaniem  
trom biny bez dodatku osocza. Próbki inkubuje się w tem peraturze po
kojowej, dodaje 2 °/o-owego kwasu octowego i ustala się wizualnie, przy 
którym  rozcieńczeniu znajdu ją  się jeszcze resztki nierozpuszczonego 
skrzepu. Najwyższe rozcieńczenie badanego m ateriału , przy którym  jesz
cze pozostaje nierozpuszczony skrzep, określa się jako zaw ierające 1 jed 
nostkę FSF w ml. Norm alne ludzkie osocze m ianowane według tej m e
tody zawiera około 20 jednostek FSF w ml.

B u 1 u k i współpracownicy (8) zaproponowali m odyfikację m etody 
Loewy’ego i współpracowników polegającą na orientacyjnym  m ianow a
niu przy użyciu serii kolejnych dw ukrotnych rozcieńczeń badanej próby 
i drugim  bardziej precyzyjnym  oznaczaniu już tylko w wąskim przedzia
le stężeń. L o r a n d  (36) oraz L a k i  i C h a n d r a s e k h a r (22) w pro
wadzili spektrofotom etryczne oznaczenie w ultrafiolecie ilości rozpusz
czalnego m ateriału  białkowego w desmofibrynie, co zwiększyło znacznie 
czułość m etody oznaczania FSF.
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Badanie powstawania desm ofibryny jest, przynajm niej dotychczas, 
jedynym  kry terium  doświadczalnym  um ożliw iającym  oznaczenie zaw ar
tości FSF w badanym  m ateriale. Stwierdzono co praw da, że w porów na
niu z fibryną niestabilizowaną desm ofibryna m a większą w ytrzym ałość 
na rozciąganie (12, 32), lecz ze względu na kłopotliw ą technikę pom ia
rową sposób ten  nie został w ykorzystany do ilościowego oznaczania FSF. 
Zaobserwowano także, że desm ofibryna trudniej ulega solubilizacji w sku
tek proteolitycznego działania plazm iny niż fibryna niestabilizowana (2, 
3, 38, 55), jednakże test ten  jest zbyt mało czuły dla celów analizy ilo
ściowej FSF.

Już podczas pierwszych prób oczyszczania FSF zaobserwowano w iel
kie podobieństwo jego fizykochemicznych właściwości do właściwości 
fibrynogenu; FSF m a nieco większą masę cząsteczkową i nieco m niejszą 
asym etrię cząsteczki w porów naniu z fibrynogenem . Szczególnie nieko
rzystne dla preparatyk i FSF jest jego w spółstrącanie się z fibrynogenem , 
jak również gromadzenie się podczas sączenia osocza przez kolum ny za
w ierające Sephadex  G-200 we frakcji zaw ierającej fibrynogen (23). 
W związku z tym  poszukiwania prowadzono w dwóch kierunkach zmie
rzających z jednej strony do izolowania możliwie wysokooczyszczonego 
FSF, a z drugiej strony  do otrzym ania fibrynogenu całkowicie pozba
wionego tego czynnika.

Opracowano kilka metod izolowania oczyszczonego FSF (25, 26, 33, 
35); najlepszy p reparat, oczyszczony około 8000 razy  uzyskał L o e w y  
i współpracownicy (26) za pomocą frakcjonow anego wysalania siarcza
nem amonu, a następnie chrom atografii na DEAE-celulozie. A utorzy ci 
opisali także sposób otrzym yw ania fibrynogenu ludzkiego pozbawionego 
FSF, polegający na k ilkakrotnym  strącaniu siarczanem  amonu w róż
nym pH (26). Sposób otrzym yw ania fibrynogenu bez FSF w wyniku 
chrom atografii kolum nowej na DEAE-celulozie podali L o r a n d  i J a -  
c o b s e n (35) oraz F i n l a y s o n  i M o s e s s o n  (14). S w i g e r t ,  K o p -  
p e 1 i O 1 w i n (53) stosując p-chlorortęciobenzoesan inaktyw ow ali FSF 
zaw arty  w preparatach  fibrynogenu. B u 1 u k (6) otrzym ał monomer 
fibryny pozbawiony FSF stosując inkubację w 40°/o-owym roztworze 
mocznika.

Jeszcze zanim udało się oczyścić FSF, poznano już niektóre jego 
własności. Ulega on nieodw racalnej inaktyw acji w tem peraturze 56°, 
w środowisku o pH poniżej 5,0, w 8 M roztworze mocznika, podczas lio
filizacji, a odw racalnej w obecności inhibitorów  grup sulfhydrylow ych. 
Aktywność FSF znika z roztw oru po w ykrzepieniu fibrynogenu trom biną 
wobec wapnia, jednak pewne działanie ochronne na roztw ory FSF w y
wiera dodatek glicyny (28). Optimum  działania FSF przypada na pH  7,6 
i tem peratu rę  37° (6).

L o e w y  i współpracownicy (27) badając m olekularne param etry  FSF

http://rcin.org.pl



[5] C Z Y N N IK  S T A B IL IZ U J Ą C Y  FIB R Y N Ę 2 9 9

w ykazali za pomocą im m unodyfuzji w żelu oraz im m unoelektroforezy, 
że rozcieńczenie jednorodnego preparatu , obniżenie pH  lub też podwyż
szenie tem pera tu ry  w yw ołuje pojaw ianie się nowych frakcji o m niejszej 
m asie cząsteczkowej, co można tłum aczyć dysocjacją na pod jednostki. 
Cysteina, a w  m niejszym  stopniu glicyna, alanina i arginina ham ują 
dysocjację. Obraz FSF w mikroskopie elektronow ym  przedstaw ia cząs
teczki o kształcie g lobulam ym ; ich masa cząsteczkowa wynosi około 
350 000. Ponieważ m asa cząsteczkowa podjednostki wynosi 110 000, nasu
w a się wniosek, że natyw ny FSF składa się z trzech podjednostek. Pod
jednostki FSF nie m ają  własności stabilizacji fibryny.

L o r a n d (36) zaobserwował, że FSF w obecności cysteiny sedy- 
m en tu je  w ultraw irów ce podobnie jak  fibrynogen. Po usunięciu cysteiny 
zachodzi odw racalna agregacja, przy czym powstaje cały szereg ciężkich 
składników analogicznych do obserwowanych przy m akroglobulinach 
szpiczaka. Jest to tym  bardziej interesujące, że w m akroglobulinem iach 
obserw uje się niedobór FSF.

Szczególną uwagę poświęcono zagadnieniu in terakcji FSF z cysteiną, 
od daw na już bowiem zauważono, że cysteina wzmaga aktyw ność FSF 
w osoczu (tabl. 1).

T a b l i c a  1

W pływ  cy ste in y  n a  a k ty w n o ść  F S F  w  osoczu (wg 8)

A k tyw ność  F S F  w jed n o s tk ach  B uluka
Pochodzen ie  m a te r ia łu

bez cyste iny w  obecności 0,025 M 
cyste iny

C złow iek 10 18
W ół 14 48
K ró lik 20 64
Ś w in ia 24 28

Także inne związki zaw ierające wolne grupy sulfyhydrylow e np. zre
dukowany glutation (24), globina, hemoglobina (8), jak  również 2,3-dwu- 
m erkaptopropanol (53) ak tyw ują  FSF. Z drugiej strony inhibitory grup 
sulfhydrylow ych, takie jak  p-chlorortęciobenzoesan lub jodooctan (24, 
53) oraz jony srebra (28) ham ują aktywność FSF w tw orzeniu desm ofib- 
ryny. Na podkreślenie zasługuje fakt, że ham owanie to ma charak ter 
odw racalny i po potraktow aniu  zinaktyw ow anych preparatów  FSF cy
steiną aktyw ność ponownie powraca. Powyższe obserwacje w yraźnie 
sugerują związek pom iędzy grupam i SH i własnościami biologicznymi 
FSF. Istn ieją  przesłanki, że te grupy zostają uaktyw nione podczas ak ty 
wacji FSF wywołanej działaniem  trom biny.

Drugim  czynnikiem  stym ulującym  stabilizujące działanie FSF są jo
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ny wapniowe. W ykazali to w 1955 roku L o r a n d  i D i c k e n m a n n  
(34) stw ierdzając, że skrzep otrzym any z fibrynogenu pod działaniem  
trom biny w nieobecności wapnia jest niestabilizowany. Jeżeli taki skrzep 
poddać dializie w 0,15 M roztworze NaCl, następnie zanurzyć w 1% -owym 
roztworze chlorku wapniowego następuje jego stabilizacja. B rak wapnia 
prowadzi do powstania fibryny rozpuszczalnej naw et w obecności cyste
iny i trom biny. Bliższe badania (5, 19, 24, 56) wykazały, że jonów wap
nia nie można zastąpić jonam i m agnezu, baru, kobaltu, cynku i żelaza 
dwuwartościowego podczas stabilizacji skrzepu, natom iast zastępuje go 
częściowo stront i mangan. Nie potrafim y jeszcze wyjaśnić różnic zacho
wania się kationów dw uw artościowych w katalizow anym  przez FSF pro
cesie stabilizacji skrzepu.

Trzecim w spółpartnerem  koniecznym do aktyw acji FSF jest trom - 
bina. P rzekonyw ujących dowodów na niezbędny udział trom biny w sta
bilizacji skrzepów dostarczyli B u 1 u k i współpracownicy (7) stosując 
w układzie doświadczalnym  zamiast fibrynogenu — m onomer fibryny. 
W ytw orzenie skrzepu z fibrynogenu wym aga działania trom biny; nato
m iast przy w ytw arzaniu z roztw oru m onom eru om inięta jest pierwsza 
faza konw ersji fibrynogenu w fibrynę. W ykazano, że FSF nie stabilizuje 
skrzepu powstałego z m onom eru fibryny i dopiero dodanie do tego ukła
du trom biny umożliwia powstawanie desm ofibryny. Dokładniejsze ba
dania wykazały, że dla uaktyw nienia FSF niezbędne jest uprzednie dzia
łanie trom biny na jego nieaktyw ny prekursor, przy czym ilość zaktyw o- 
wanego FSF jest w prost proporcjonalna do m iana działającej trom biny 
(6). W przypadku stabilizatora z hem olizatu krw inek istnieje optym alny 
stosunek m iędzy ilością FSF i trom biny dla utw orzenia m aksym alnej 
ilości desm ofibryny i przy użyciu nadm iaru trom biny zmniejsza się ak
tywność stabilizatora (8). Ostatnio L o r a n d  i K o n i s h i  (41) potw ier
dzili przypuszczenia, że w krw i krąży prekursor FSF, k tó ry  dopiero pod 
działaniem  trom biny ulega aktyw acji.

II. Mechanizm działania

Badania nad FSF i desm ofibryną przeprowadzono głównie stosując 
p repara ty  ludzkie lub wołowe i stąd in terp re tac ja  odnosi się tylko do 
tych preparatów . Należy bowiem pamiętać, że szybkość w ytw arzania 
się desm ofibryny jest rozm aita u różnych gatunków zwierząt. I tak  np. 
skrzepy otrzym ane z krw i ludzkiej lub wołowej stają  się nierozpuszczal
ne w moczniku lub kwasach niem al natychm iast po pojaw ieniu się żelu 
fibryny, natom iast we krw i psa morskiego lub minoga form owanie nie
rozpuszczalnego skrzepu jest znacznie wolniejsze.

W ytw arzanie desm ofibryny jest według L o e w y ’e g o i współpra
cowników (26, 27, 28, .29) reakcją enzymatyczną. Na poparcie słuszności
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tej hipotezy podają oni następujące dowody doświadczalne. FSF nie łą
czy się z m onomerem  fibryny w stosunku stechiom etrycznym , bowiem 
stosując w łasny wysoko oczyszczony prepara t wykazali, że 1 mg FSF 
może wytworzyć około 11 000 mg desmofibryny. Ponadto można p rze
prowadzić nieustabilizow any skrzep fibryny w desmofibrynę, stosując 
inkubację w roztworze FSF, co świadczy przeciwko kopolim eryzacji 
FSF i m onom eru fibryny.

Dla w yjaśnienia roli FSF w w ytw arzaniu desm ofibryny L o r  a n d 
(36, 40) zaproponował dwie reakcje opisujące trzecią fazę (schemat 1) 
krzepnięcia krw i kręgowców:

F S F  F S F X 3a.

FSFX
P o lim er f ib ry n y  — — * desm ofib ryna  3b.

W pierwszej reakcji zachodzi wytw orzenie się aktywnego czynnika 
(FSF*) z krążącego w krw i prekursora (FSF) w obecności trom biny i jo
nów wapnia. Reakcja 3b przedstaw ia wytw orzenie się desm ofibryny ze 
skrzepu fibryny pod działaniem  aktywowanego czynnika stabilizującego 
w środowisku zaw ierającym  jony wapnia. Nie potrafim y jeszcze jedno
znacznie wytłum aczyć na czym polega aktyw acja FSF przez trom binę, 
jak również na czym polega tworzenie desm ofibryny.

Fakt, że skrzep niestabilizowanej fib ryny  rozpuszcza się w roztw o
rach związków powodujących zryw anie mostków wodorowych w cząs
teczkach białka wskazuje, że wiązania tego typu odgryw ają istotną ro lę 
w utrzym yw aniu s tru k tu ry  fibryny, złożonej z cząsteczek m onom eru. 
Ponieważ desfm ofibryna nie rozpuszcza się w takich w arunkach, narzu 
ca się stąd wniosek, że za zm niejszenie rozpuszczalności mogą być od
powiedzialne wiązania kow alencyjne powstałe m iędzy sąsiadującym i 
łańcuchami liniowych poliiherów fibryny w w yniku działania FSF.

Rozważane są trzy  hipotezy objaśniające mechanizm pow staw ania 
w sieci fibryny poprzecznych wiązań kowalencyjnych. Pierw sza z nich, 
L o e w y ’e g o  i E d s a l l a  (24), chociaż najstarsza, przew ija się także 
w pracach z ostatnich lat (8, 29). A utorzy ci wyszli z założenia, że źródłem  
reakcji zapoczątkowanej przez FSF jest seria w ym ian śródcząsteczko- 
wych mostków dwusiarczkowych na m ostki międzycząsteczkowe, k tó re  
przyciągają ku sobie łańcuchy liniowych polim erów i wiążą silnie ze sobą 
w skutek wytworzenia poprzecznych wiązań kowalencyjnych (schemat 2). 
W ymianę tego typu obserwowano już w przypadku niektórych den a tu 
rowanych białek (16) i pew nych syntetycznych peptydów  (48, 49).

W 1962 roku L o r  a n d i współpracownicy (37) wysunęli hipotezę 
transpeptydacji na podstaw ie obserwacji, że dem osfibryna zawiera m nie j
szą ilość N-końcowych reszt glicylowych i tyrozylowych w porów naniu 
z fibryną niestabilizowaną. Można więc wywnioskować, że część tych 
reszt została zużytkowana do w ytw orzenia międzycząsteczkowych w ią-
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Liniowe 
polimery fibryny
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SHDesmofibryna
S SH

S ch em at 2. M echan izm  w y m ian y  m o stk ó w  d w u sia rczk o w y ch

zań peptydowych, a zatem  wiązań kow alencyjnych usztyw niających 
s tru k tu rę  skrzepu. Możliwe są dwa typy transpeptydacji, przedstaw ione 
na schemacie 3.

NH2—G I i - A - C O - N H - B —COOH +  NH2—G li—A—CO—NH — B -C O O H ^  

(I) NH2— Gli—A -C O -N H  —G li—A -C O —N H -B -C O O H  +  NH2- B —COOH

<II) NH2— G li- A - C O —N H - B - C O - N H —G li—A -C O -N H - B - C O O H  +  H2C 

S ch em at 3. M echanizm  tra n sp e p ty d a c ji (wg 37) A i B — łań cu c h y  p o lipep tydow e

Bezpośrednim dowodem reakcji typu (I) byłoby znalezienie w roztw o
rze, po usunięciu desm ofibryny, fragm entu NH2-B-COOH. Fragm entu 
takiego nie znaleziono, natom iast L o e w y  (30) poszukując peptydów 
w płynie pozostającym  po usunięciu desm ofibryny odkrył, że FSF ka ta 
lizuje odszczepienie amoniaku od fibryny i zaproponowł dla objaśnienia 
działania FSF m echanizm  transam idacji (schemat 4).

W w yniku reakcji między grupą amidową glutam iny lub asparaginy, 
w budow anych w jedną cząsteczkę m onomeru z końcową grupą aminową 
drugiej powstałoby międzycząsteczkowe wiązanie peptydow e z rów no
czesnym  uwolnieniem  amoniaku.

Hipotezy transpeptydacji lub transam idacji popiera fak t hamowania 
ostatniego etapu stabilizacji przez szereg amin i ich pochodnych.

Trzecią hipotezę m echanizm u reakcji stabilizacji fibrynogenu przed
staw ili L a k i  i C h a n d r a s e k h a r  (9, 22) w 1963 roku. Stosując 
fibrynogen pozbawiony FSF zaobserwowali oni, że chociaż trom bina wy- 
krzepia ten  preparat, to nie odszczepia od niego węglowodanów, a do-
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Monomer fibryny -C O  — N H - monomer fibryny + NHj 

S ch em a t 4. M echanizm  tra n sa m id a c ji (wg 30)

piero dodanie do układu FSF powoduje przejście do roztw oru około 
15% kwasu sjalowego. W ykazali także wprost proporcjonalną zależność 
m iędzy ilością odszczepionego kwasu sjalowego od stabilizowanego skrze
pu a ilością uform ow anej desmofibryny. Na podstawie tych danych w y
suw ają wniosek, że odszczepianie kwasu sjalowego od fibrynogenu pod
czas krzepnięcia nie jest związane z działaniem  trom biny, lecz że enzy
m em  odszczepiającym oligosacharydy jest FSF. Fibrynogen pozbawiony 
kw asu sjalowego działaniem  neuram inidazy nie w ytw arza już desm ofib
ryny. A utorzy określają term inem  „w ulkanizacji” w ytw arzanie silnych 
wiązań pomiędzy cząsteczkami fibryny i sądzą, że odszczepienie węglo
wodanów um ożliwia powstawanie wiązań stabilizujących.

Tak więc hipotezy działania m echanizm u FSF są dość różnorodne; 
każda z nich m a pewne dowody doświadczalne, brak  jednak jeszcze pew 
nych danych, które pozwoliłyby przypisać słuszność jednej z nich.

L o r  a n d i współpracownicy (10, 39, 40) odkryli całą grupę inhibi
torów  stabilizacji fibryny. Związki te w stężeniach m ilimolowych selek
tyw nie ham ują reakcję 3b nie wpływ ając równocześnie zakłócająco na 
przebieg pozostałych faz konw ersji fibrynogenu w fibrynę. N ajak tyw 
niejszym  inhibitorem  okazał się ester m etylow y glicyny, nieco m niejsze 
zdolności ham owania m ają ester m etylow y glicyloglicyny, amid glicyny 
oraz hydroksyloam ina. Natom iast ester m etylow y sarkozyny zupełnie 
nie ham uje w ytw arzania desm ofibryny, co wskazywałoby na to, że obec
ność wolnej grupy aminowej jest istotna do wywołania mmbicji.

III. Uwagi końcowe
W 1960 roku rozpoznano i opisano po raz pierwszy wrodzony niedo

bór FSF u dziecka (11), a w latach następnych doniesiono kilkakrotnie
o przypadkach tego niedoboru (17, 18, 43, 44, 45, 50). N ajbardziej charak
terystycznym  objawem  niedoboru FSF i równocześnie najniebezpiecz
niejszym  jest skaza krwotoczna, odróżniająca się od innych typów krw a
wień bardzo złym gojeniem  ran. U noworodków w ystępują w w 2 ty 
godnie po urodzeniu długotrw ałe i uporczywe krw aw ienia z pępowiny, 
u dzieci starszych — ze skaleczeń i ran. Tygodniami trw a gojenie ran,
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form ująca się ziarnina ma luźną struk turę , a pozostające blizny są roz
ległe i nieregularne. Całkowitą popraw ę zdrowia chorego można osiąg
nąć przez transfuzję kilkudziesięciu m ililitro w świeżej krwi. Liofilizo
wane osocze w yw iera podobne działanie. Ze względu na kró tk i okres 
połowicznego, zaniku FSF, wynoszący u człowieka od 3 do 4 dni, efekt 
leczniczy transfuzji jest raczej krótkotrw ały. Niedobór FSF jest scho
rzeniem  uw arunkow anym  defektem  genetycznym  (11).

Gojenie się ran  jest w w yraźny sposób zależne od FSF, na co wskazu
ją obserw acje kliniczne. Ale również w hodowlach fibroblastów  in vitro 
wykazano, że istnieje jakościowa i ilościowa zależność rozw oju kom órek 
od obecności FSF (1). F ibroblasty rosną i rozm nażają się na desm ofibry- 
nie dobrze, natom iast przy braku FSF rozwój kom órek jest upośledzony 
i zakłócona organizacja ich zbiorowiska. Dodanie FSF do pożywki nor
m alizuje rozwój. Trudno jest wyjaśnić funkcję FSF w gojeniu ran. Można 
by spekulować, że czynnik ten  bierze udział w w ytw arzaniu odpornej 
m echanicznie i chemicznie sieci fibryny, wzdłuż której mogą rosnąć 
fibroblasty. Ale przeciwko takiej hipotezie świadczą przypadki całkowi
tej afibrynogenem ii, w których mimo zupełnego braku fibrynogenu goje
nie się skaleczeń odbywa się normalnie.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM XI 1965 ZESZYT 3

LID IA  PU ZYÑ SK A*

Białka allosteryczne jako regulatory metabolizmu

The Allosteric Proteins as Metabolism Regulators

T he a c tu a l v iew s on th e  p ro p e r tie s , ac tion  an d  b io log ica l sign ificance  of a llo 
s te ric  p ro te in s  a re  p re sen ted .

W ciągu ostatnich kilku la t nastąpił znaczny postęp w badaniu m echa
nizmów regulacji i kontroli m etabolizm u komórkowego. Większość po
znanych łańcuchów — cyklów m etabolicznych obejm uje ciąg reakcji 
i oddziaływań wzajem nych, w wielu jednak  przypadkach rozdzielono 
składniki takich układów, co umożliwiło badanie reakcji kontrolujących. 
Okazało się, że we wszystkich zbadanych reakcjach kontrolujących bierze 
udział białko o specyficznej aktyw ności biologicznej i swoisty m etabolit 
nie reagujący bezpośrednio z substratam i lub produktam i reakcji, lecz 
w yw ołujący w ytw orzenie się s tru k tu ry  przestrzennej w arunkującej 
przyspieszenie lub ham ow anie specyficznego procesu, kierowanego przez 
dane białko. Można przypuszczać, że pewne białka działające w k ry tycz
nych etapach m etabolizm u są obdarzone swoistą funkcją regulow ania 
i koordynacji w obrębie danego zespołu przem ian i że za pośrednictw em  
tych białek dana przem iana biochemiczna kontrolow ana jest przez m eta
bolit, działający raczej jako fizjologiczny sygnał aniżeli jako chemicznie 
niezbędny składnik reakcji.

I. Zjawisko hamowania zwrotnego

Powszechnie stw ierdzony jest fakt, że u bakterii niem al z regu ły  
końcowy m etabolit danego łańcucha przem ian jest silnym  i specyficznym  
inhibitorem  swojej w łasnej syntezy. Także regułą jest, że tylko jeden  
enzym  i to zazwyczaj pierw szy w danym  łańcuchu m etabolicznym  jest 
odpowiedzialny za w ystąpienie efektu ham ow ania przez produkt końco
w y i że hamowanie to jest procesem  odwracalnym . Zarówno enzym y

* M gr. a sy s te n t Z ak ład u  C h em ii F izjo log icznej A k ad em ii M edycznej w  W a r
szaw ie.
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znajdujące się za enzymem regulującym  nie są hamowane przez końco
wy m etabolit, jak  i m etabolity  pośrednie nie ham ują enzym u regu lu ją 
cego (40). Sam oregulacja tego typu zwana hamowaniem  zw rotnym  po 
raz pierwszy odkryta została ponad 20 lat tem u przez D i s c h e g o (10) 
w cyklu glikolitycznym . A utor ten  stw ierdził, że fosforylacja glukozy 
w erytrocytach ham ow ana jest przez fosfoglicerynian (10). Później stw ier
dzono w ystępowanie ham owania zwrotnego w różnych łańcuchach prze
m ian u mikroorganizm ów, a ostatnio uzyskuje się coraz więcej dowo
dów, że zjawisko ham owania zwrotnego w ystępuje również i u orga
nizmów wyższych. Zablokowanie działania pierwszego enzymu danego 
łańcucha jest korzystne z tego względu, że efektyw nie zapobiega nad
m iernem u lub zbędnem u działaniu pozostałych enzymów tego ciągu, 
a więc i stratom  energetycznym .

1. Hamowanie zwrotne hydroliazy L-treoniny (dezaminującej)

Jednym  z dobrze poznanych układów charakteryzujących się ham o
waniem  zwrotnym , jest w ystępujący w ekstraktach Escherichia coli układ 
pięciu enzymów niezbędnych do przekształcenia treoniny w izoleucynę, 
zachodzący zgodnie ze schem atem  1 (8, 33, 48).

CH3— C H O H — CH NH2 —  CO O H

I Hydroliaza L-treoninu 
, r (dezaminująca)

CH3 —  CH 2—  CO  —  CO O H  +  NH3

II T

I
c h 3 — c h 2 — c h — c h n h 2 — COOH  

I
c h 3

III
S ch em a t 1. H a m o w a n ie  zw ro tn e  w  p rzem ia n ie  L -treo n in y  w  L -izo leu cy n ę .

I  — L -treonina, II —. L-ketom aślan, III — L -izoleucyna. Kreski poziom e oznaczają ko lejne  
produkty pośrednie przem iany. Szeroka strzałka w skazuje sprzężenie zw rotne

Stwierdzono, że dodanie izoleucyny do środowiska inkubacyjnego 
hamuje natychmiast i prawie kompletnie jej syntezę przez komórki bak
teryjne. Przyczyną zahamowania syntezy izoleucyny przez nadmiar izo
leucyny egzogennej jest zablokowanie pierwszego etapu reakcji, katali
zowanego przez hydroliazę L-treoniny (dezaminującą), enzymu nadzwy
czaj wrażliwego na ten aminokwas.
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2. Hamowanie zwrotne karbamylotransferazy asparaginianowej

W grupie enzymów katalizujących biosyntezę nukleotydów  p irym i
dynowych, wydzielonych również z E. coli — pierwszy enzym łańcucha 
karbam ylotransferaza asparaginianowa jest hamowana przez p rodukt 
końcowy łańcucha, tj. cytydynotrójfosforan (18) (schemat 2).

Hamowanie karbam ylotransferazy asparaginianowej przez CTP, nie
zwykle ważne dla regulow ania czynności dalszych enzymów łańcucha 
biosyntezy nukleotydów pirym idynow ych wzbudziło ogromne za in tere
sowanie, bardzo uspraw iedliw ione, ponieważ posiadało cechy ham ow a
nia kom petycyjnego. P rzyjęcie tego typu ham owania wydaw ało się jed 
nak trudne, ponieważ inhibitor i substrat różnią się znacznie od siebie 
wielkością, kształtem  i budową w przeciw ieństw ie do klasycznych kore
petytorów  podobnych struk tu ra ln ie  do substratu.

/N H 2

S ch em at 2. H am ow anie  zw ro tn e  w  b iosyn tez ie  n u k leo ty d ó w  p iry m id y n o w y ch .
IV — asparaginian, V — ureidobursztynian , VI — cytydynotrójfosforan , kreski poziom e i sze

roka strzałka jak w  schem acie 1

Na podstawie badań z oczyszczoną karbam ylotransferazą asparagi- 
nianową G e r h a r t  i P a r d e e  (18) wysunęli przypuszczenie, że en
zym ten ma oddzielne cen trum  aktyw ne, w którym  następuje wiązanie 
jego substratów : asparaginianu i karbam ylofosforanu i oddzielne cen
trum  inhibicji wiążące inhibitor enzymu, tj. cytydynotrójfosforan. Aspa
raginian i CTP mogą więc łączyć się z enzymem równocześnie każdy we
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w łaściwym  mu centrum  i CTP ham uje aktyw ność karbam ylotransfera- 
zy asparaginianowej na skutek znacznego zredukow ania, ale nie kom plet
nego zniesienia jej powinowactwa do substratu.

W ydaje się, że hamowanie enzymu z korzyścią dla organizm u przez 
m etabolit o zupełnie różnej budowie niż substra t wykształciło się drogą 
ewolucji. Na przykład karbam ylotransferaza mogła katalizować na po
czątku tylko właściwą sobie reakcję syntezy ureidobursztynianu i w ią
zać tylko substrat. Je j aktywność enzym atyczna nie była wówczas kon
trolow ana. Na skutek serii m utacji i selekcji enzym zyskał specjalne 
m iejsce dla wiązania końcowego produktu  łańcucha biosyntezy nukleo- 
tydów  pirym idynow ych w taki sposób, że osłabiało ono wiązanie substra
tu. Organizm y posiadające tak  zmodyfikowany enzym  mogą kontrolo
wać biosyntezę tych nukleotydów  i m ają dzięki tem u selektyw ną prze
wagę nad organizmami nie posiadającym i tej cechy.

Ham owanie karbam ylotransferazy asparaginianowej przez CTP jest 
charakterystyczne dla E. coli. Jak  wykazali B r e s n i c k  i H i t c h i n g s  
(4) w kom órkach nowotworowych raka wysiękowego Ehrlicha enzym ten 
ham ow any jest przez UMP.

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

Ham owanie zwrotne stwierdzono również w łańcuchu biosyntezy 
histydyny u Salmonella typhi m urium  (schemat 3). Przez produkt końco
wy L-histydynę ham ow any jest enzym katalizujący pierw szy odw racal
ny etap  jej biosyntezy, a mianowicie pirofosforylaza rybozo-5-fosforan: 
ATP (1, 36).

5 -  fosfory bozylo- 1-pirofosforan

S ch em at 3. H am ow an ie  zw ro tn e  w  b io syn tez ie  h is ty d y n y .
Szeroka strzałka jak w  schem acie 1.

4. Hamowanie zwrotne aminotransferazy glutamina:fruktozo-6-fosforan
i epimerazy UDP-N-acetyloglukozaminy

Regulacji za pomocą hamowania zwrotnego podlega również biosyn
teza nukleotydów cukrowych w wątrobie szczurzej (27). Łańcuch reakcji, 
w w yniku których powstaje UD P-N-acetylo-D-glukozamina i kwas 
CM P-N -acetyloneuram inow y podany jest na schemacie 4.
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N-acetyloglukozamino -6 -P  

 Glukozami no-6-P  N- acetyloglukozamino -1-P

Glutami

Kwas CMP-N-ace tyloneuraminowy UDP-N-acetylomannozamina

\ I
Kwas N-acetyloneuraminowy N-acetylomannozamino-6-P

V
Kwas 9-fosfo-N-acetyloneuraminowy

S ch em at 4. H am ow an ie  zw ro tn e  w  b io syn tez ie  n u k leo ty d ó w  cu k ro w y ch  w  w ą 
tro b ie  szczurzej (wg 27).

A — am inotranferaza glutam ina.:fruktozo-6-fosforan, B — epim eraza U D P -N -acety log lu ko-  
zam iny. Szerokie strzałki jak w  schem acie 1.

Obydwa nukleotydy cukrowe stanow ią form ę aktyw ną, do k tó re j od
powiednie cukry muszą być przekształcane przed inkorporacją do gliko- 
proteidów i innych makrocząsteczek. UD P-N-acetylo-D-glukozam ina 
i kwas CM P-N-acetyloneuram inowy mogą więc być uw ażane za końcowe 
produkty  łańcucha metabolicznego. Każdy z tych związków ham uje 
pierwszy regulujący enzym w łańcuchu własnej biosyntezy: U D P-N -ace- 
tyloglukozam ina — aktywność am inotransferazy glutam ina: fruktozo-6- 
-fosforan, a kwas CM P-N -acetyloneuram inow y aktywność epim erazy 
UDP-JM-acetyloglukozaminy.

K inetyka hamowania przez U D P-N-acetyloglukozam inę jest kom pe- 
tycyjna i hamowanie to jest bardzo swoiste — o bardziej zaznaczonej 
swoistości odnośnie części nukleotydow ej cząsteczki aniżeli w stosunku 
do reszty cukrowej. Związek ten  w stężeniu 7*10-4 M nie w yw iera ham u
jącego wpływu na acetylotransferazę 6-fosforanu glukozam iny, drugi en 
zym na drodze własnej biosyntezy.

Stężenie kwasu CM P-N-acetyloneuram inowego niezbędne dla zaha
m owania aktywności epim erazy UD P-N-acetyloglukozam iny w 50% -ach 
jest 30 razy większe niż stężenie UD P-N-acetyloglukozam iny potrzebne 
do identycznego zaham owania właściwej am inotransferazy.

Sigmoidalny kształt krzyw ej inhibicji wywołanej przez kwas CM P- 
-N -acetyloneuram inow y sugeruje, że powinowactwo enzymu do inhibi
tora zwiększa się w m iarę w zrostu wysycenia nim enzymu. A utorzy 
stw ierdzają, że taka sigmoidalna krzyw a może być spowodowana w za
jem nym  oddziaływaniem podjednostek w cząsteczce enzymu.
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5. Hamowanie zwrotne kinazy asparaginianowej I i II

Jest rzeczą znaną rozgałęzianie się łańcucha m etabolicznego począw
szy od określonego m etabolitu. I tak  np. 4-fosfoasparaginian powstały 
z asparaginianu i ATP przy udziale kinazy asparaginianowej jest p re 
kursorem  trzech aminokwasów: treoniny lizyny i m etioniny (schemat 5).

H O O C -C H N H 2- C H 2-C O O H  +  ATP

XII

S ch em a t 5. H am o w an ie  zw ro tne  w  b io syn tez ie  lizyny, treo n in y  i m e tion iny .
IV — asparaginian, V I I  — 4-fosfoasparáginian, V I I I  — asparaginiano-P-sem ialdehyd, IX — lizyna, 

X — hom oseryna, XI — treonina, XII — m etionina. Szerokie strzałki jak w  schem acie 1.

Kontrola tego ciągu reakcji przez mechanizm sprzężenia zwrotnego 
stwarzałaby sytuację niekorzystną, gdyż nadprodukcja jednego z amino
kwasów prowadziłaby do zmniejszenia aktywności kinazy asparaginia
nowej i w następstwie do powstawania niedostatecznych ilości pozosta
łych dwu aminokwasów. Jednak jak wykazali S t a d t m a n ,  C o h e n  
i R o b i c h o n-S z u l m a j s t e r  (44) w badaniach na E. coli niebezpie
czeństwo to zostaje usunięte dzięki obecności dwóch kinaz asparaginia- 
nowych, które są kontrolowane niezależnie przez L-lizynę i L-treoninę.

J e d e n , w z g lę d n ie  s ta b iln y  e n z y m  —  k in a za  a sp a ra g in ia n o w a  I je s t  
sp e c y fic z n ie  h a m o w a n y  p rzez L -liz y n ę  i n ie  tw o r z y  s ię , g d y  k o m ó rk i 
b a k te r y jn e  zn a jd ą  s ię  w  śr o d o w isk u  z a w ie r a ją c y m  te n  a m in o k w a s. D r u 
g i, w z g lę d n ie  n ie s ta b iln y  e n z y m  —  k in a za  a sp a ra g in ia n o w a  II je s t  sp e c y 
f ic z n ie  h a m o w a n y  p rzez L -treo n in ę , n ie  z a le ż y  n a to m ia st  od  o b ecn o śc i 
lu b  n ie o b e c n o śc i L -liz y n y  w  śr o d o w isk u .

4-fosfoasparaginian jest nie tylko prekursorem treoniny i lizyny, ale 
także i metioniny, wytwarzanej na drodze rozgałęzienia się łańcucha bio
syntezy treoniny. Wspólnym prekursorem metioniny i treoniny jest ho-
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m oseryna. A zatem w przypadku kom pletnego zablokowania aktyw ności 
kinazy asparaginianow ej II na skutek dodania egzogennej treoniny syn
teza m etioniny nie powinna mieć miejsca. Badania wykazały jednak, że 
synteza m etioniny zachodzi naw et w obecności wysokich stężeń lizyny 
i treoniny. Być może istnieje więc jeszcze trzecia, nieznana kinaza aspa- 
raginianow a, która odgrywa specyficzną rolę w syntezie m etioniny, a jest 
niezależna od stężenia treoniny i lizyny. Istnienie dwu, a być może i trzech 
kinaz asparaginianow ych u E. coli (typ HfrC)  stanowi istotne w yjaśn ie
nie zjaw iska wielokrotności enzymów.

Istnienie więcej aniżeli jednego enzymu katalizującego tę samą re
akcję biochemiczną stwierdzono i w szeregu innych przypadków. Na 
przykład wątroba zawiera dwie dehydrogenazy izocytrynianowe (26), 
komórki E. coli — dwie hydroliazy L-treoniny (dezaminujące) (47), Aero- 
bakter aerogenes — dwa enzymy katalizujące syntezę acetylomleczanu 
(19), drożdże — dwie dehydrogenazy alkoholowe (11) i cztery dehydro
genazy mleczanowe (21), Clostridium propionicum  — dwie pirofosfatazy 
nukleotydowe (5).

W 1964 roku D a t t a  i G e s t  (9) badając aktywność kinazy aspara
ginianowej u fotosyntetyzujących bakterii Rhodopseudomonas capsula- 
tus  odkryli ciekawe zjawisko tzw. zgodnego hamowania zwrotnego 
(Concerted feed-back inhibition). Enzym ten — pierwszy w omówionym  
już rozgałęzionym łańcuchu metabolicznym jest u tych organizmów 
w minimalnym stopniu wrażliwy na obecność dodanych pojedynczo L-li
zyny lub L-treoniny. L-lizyna powoduje niewielką stymulację aktywności 
enzymu, natomiast L-treonina hamuje reakcję enzymatyczną tylko 
w 10-15%. Dopiero kombinacja tych aminokwasów powoduje wyraźne 
zahamowanie aktywności kinazy asparaginianowej Rhodopseudomonas 
capsulatus. D a t t a  i G e s t  uważają, że enzym ten ma dwa odrębne 
miejsca regulujące dla L-lizyny i L-treoniny, odległe od centrum katali
tycznego wiążącego L-asparaginian.

Jednakże zgodne hamowanie aktywności enzymu przez L-treoninę 
i L-lizynę nie jest całkowite nawet wówczas, gdy aminokwasy te są obec
ne w stężeniu 10 mM. Pozostałą aktywność można przypisać enzymowi 
odwrażliwionemu na działanie tych inhibitorów, albo też trzeciemu ro
dzajowi kinazy asparaginianowej, umożliwiającemu, tak jak i u E. coli, 
syntezę metioniny w warunkach nadmiaru lizyny i treoniny.

O m ó w io n e  zgod n e h a m o w a n ie  z w r o tn e  je s t  o d w r a ca ln e  i n ie k o m p e ty -  
c y jn e  w  sto su n k u  do su b str a tu  k in a z y  a sp a ra g in ia n o w e j, tj. do L -asp ara -  
g in ia n u .

Wydaje się, że ten rodzaj hamowania występuje powszechnie w roz
gałęzionych lub łączących się drogach metabolicznych.
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II. Efekt allosteryczny

Enzymy, w których połączenie z efektorem  prowadzi do zmian ak
tyw ności katalitycznej określa się jako białka allosteryczne.

W odróżnieniu od izosterycznych inhibitorów, aktyw nych w ham ow a
niu kom petycyjnym  wprowadzono określenie inhibitor allosteryczny dla 
p roduktu  końcowego, przestrzennie nie-pokrewnego substratow i, ham u
jącego działanie pierwszego enzymu w danym  łańcuchu przemian.

Działanie inhibitorów  allosterycznych określano jako efekt alloste
ryczny. Pojęcie to zostało jednak rozszerzone w roku 1963 przez M o n o d, 
C h a n g e u x  i J a c o b a  (39) i obecnie określa każdą zmianę w ak tyw 
ności enzymu, która spowodowana jest selektyw nym  związaniem pew 
nej cząsteczki (efektora) w m iejscu różnym  od m iejsca łączenia się en
zym u z substratem . Zakłada się, że białka allosteryczne posiadają co n a j
m niej dwa stereospecyficznie różne m iejsca receptorow e. Jedno z nich 
wiąże substrat i jest centrum  aktyw nym  odpowiedzialnym  za biologicz
ną aktyw ność białka, drugie, zwane m iejscem  allosterycznym  jest kom 
plem entarne do s tru k tu ry  efektora allosterycznego, wiążącego się z tym 
m iejscem  specyficznie i odwracalnie. Ponieważ allosteryczny efektor 
wiąże się w m iejscu różnym  od centrum  aktywnego i nie uczestniczy 
w żadnym  etapie reakcji katalizow anej przez enzym, nie potrzebuje w y
kazywać chemicznego czy metabolicznego powinowactwa do substratu. 
Monod i Jacob zaznaczają jednak, że działanie pewnych koenzymów mo
że rów nież wywoływać zmiany allosteryczne niezależnie od pełnienia 
przez te związki roli przenośników lub związków pośrednich.

Rys. 1. T rzy  m odele  re a k c ji m iędzy  su b s tra te m  i e fek to rem  (wg 39).

Ponieważ działanie efektorów allosterycznych polegać musi na utw o
rzeniu stereospecyficznego kom pleksu z enzymem, istotną spraw ą jest 
powinowactwo centrum  wiążącego substra t do centrum  wiążącego efek
tor. Monod i Jacob podają trzy teoretyczne możliwe typy reakcji sub- 
s tra t-e fek to r przedstaw ione na rys. 1.

W typie 1 — m iejsca wiążące substra t i efektor faktycznie pokry
w ają  się ze sobą chociaż grupy lub atom y wiążące te związki nie są te 
same. Wówczas wiązanie substratu  i efektora wyklucza się wzajem nie

I  Współzawodnictwo 
spowodowane istnieniem  

przeszkody przestrzennej
II Reakcja bezpośrednia ni Reakcja pośrednia 

(allosteryczna)
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na skutek zawady przestrzennej (steric hindrance) i reakcja m usi być 
ściśle kom petycyjna. Oznacza to, że obecność efektora wyw ołuje dysoc- 
jację  połączenia enzym -substrat i krzyw a ham owania jest asym ptotyczna 
do 100% ham owania przy wysokim stężeniu efektora.

W typie II m iejsca wiążące substra t i efektor leżą blisko siebie, tak  
że może wystąpić bezpośrednia reakcja w zajem na przyciągająca lub od
pychająca. W tym  przypadku efektor ham uje aktywność enzym u na 
skutek znacznego zredukow ania, ale nie kompletnego zniesienia jego 
powinowactwa do substratu.

W typie III nie ma m iejsca żadna reakcja bezpośrednia m iędzy sub- 
stra tem  i efektorem . Dwa centra są kom pletnie oddzielone i w pływ  jed 
nego na drugie odbywa się tylko za pośrednictw em  białka przypuszczal
nie przez przestrzenne zmiany przystosowawcze, które pow stają w nim 
po związaniu swoistego efektora. W ystępuje wówczas ham owanie ściśle 
niekom petycy j ne.

Ponieważ w kom pleksach enzym -substrat i enzym -efektor w ystępują 
dw a układy specyficznych grup, można spodziewać się istnienia dwóch 
rodzajów  związków zdolnych do połączenia się z białkiem, a mianowicie: 
analogów substratu  i analogów efektora. W przypadku układów przed
staw ionych modelem I analogi efektora, tak jak  i analogi substra tu  po
w inny zachowywać się jak  inhibitory ściśle kom petycyjne. W przypad
ku układów odpowiadających modelom II i III można spodziewać się ist
nienia dwóch różnych typów analogów efektora: 1) analogi zachow ujące 
się tak  jak  naturalne allosteryczne efektory, 2) analogi, zdolne do prze
sunięcia âllosterycznego efektora, a niezdolne do reakcji z substratem . 
Analogi drugiego typu powinny reaktyw ow ać zaham owany enzym  i nie 
w yw ierać wpływu w nieobecności efektora.

Badając wpływ różnych analogów izoleucyny na aktywność hydroliazy 
L-treoniny (dezaminującej) zaobserwowano, że można je podzielić na w y
m ienione dwa typy. Jak  wykazał C h a n g e u x  (8) norleucyna dodana 
w obecności izoleucyny przyw raca wyraźnie aktywność hydroliazy 
L-treoniny (dezaminującej), natom iast L-leucyna zarówno ham uje en
zym  jak i współdziała z izoleucyną, gdy zostanie dodana w jej obecności. 
W yniki te w ykluczają model I i stanow ią dowód, że ham ujące działanie 
izoleucyny na hydroliazę L-treoniny (dezaminującą) chociaż kom petycyj
ne nie może być spowodowane nakładaniem  się m iejsc wiążących subs
tra t  i efektor. W ydaje się, że zarówno w przypadku niekom petycyjnego 
jak  i kom petycyjnego ham ow ania przez efektor, najbardziej praw dopo
dobny biologicznie jest typ  III. Efektor reakcji łącząc się z właściwym  
dlań m iejscem  enzymu wpływa za pośrednictw em  białka enzym atycz
nego na zahamowanie funkcji centrum  aktywnego enzymu. Hamowanie 
to jest wynikiem  wysoko wyspecjalizowanej m olekularnej s tru k tu ry  
enzym u wrażliwego. W przypadku hydroliazy L-treoniny (dezam inują-
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c e j) w y ło n iły  s ię  za s tr z e ż e n ia  w  zw ią z k u  z ty m , że su b stra t —  treo n in ę , 
ja k  i e fe k to r  —  iz o le u c y n ę  m o żn a  u w a ż a ć  za p rz e str z e n n e  a n a lo g i p o n ie 
w a ż  są  a -a m in o k w a sa m i. J ed n a k ż e  E. coli sy n te ty z u je  d w ie  ró ż n e  h y d r o -  
l ia z y  L -tr e o n in y  (d e za m in u ją ce ), z k tó r y c h  jed n a  n ie  je s t  w r a ż liw a  na 
h a m o w a n ie  p rzez iz o le u c y n ę . W sp ó łis tn ie n ie  u E. coli d w ó c h  ró żn y ch  
k in a z  a sp a ra g in ia n o w y c h , k a ta liz u ją c y c h  id e n ty c z n e  re a k c je  i h a m o w a 
n y c h  jed n a  p rzez L -treo n in ę , d ru ga  p rzez L -liz y n ę  —  s ta n o w i w y r a ź n y  
d o w ó d , że w y w o ła n y  e fe k t  n ie  je s t  ś c iś le  z w ią z a n y  ze  s tru k tu r ą  e fe k to ra ,  
le c z  u z a le ż n io n y  je s t  od s tr u k tu r y  b ia łk a  r e g u lu ją c e g o  i zm ia n  p o w s ta 
ły c h  w  n im  po p rzy łą c z e n iu  e fek to ra .

Należy podkreślić, że wrażliwość enzymów regulujących na ham ujące 
m etabolity  końcowe łańcucha jest nadzwyczaj labilna, in vitro zanika 
ona w wyniku działania różnych czynników bez u tra ty , lub z m inim alną 
u tra tą  właściwej aktyw ności enzymu. Najprostszym  wytłum aczeniem  
tego zjawiska byłoby niszczenie przez czynniki odw rażliw iające miejsca 
allosterycznego, in terp re tac ja  taka nie jest jednak zadowalająca, ponie
waż nie tłum aczy powszechności tych zmian ani w yjątkow ej labilności 
m iejsca allosterycznego. Bardziej przekonujące jest przypuszczenie, że 
działanie m etabolitu końcowego zależy raczej nie od integralności m iejs
ca, z którym  łączy się on z enzymem, ale od stanu agregacji, odpowiada
jącego enzymowi natyw nem u. Odwrażliw ienie mogłoby być więc na
stępstw em  przerw ania lub wytworzenia wiązań pomiędzy podjednost- 
kami. Nie w ydaje się jednak, aby agregacja lub dezagregacja cząsteczek 
była we wszystkich przypadkach przyczyną hamowania aktyw ności przez 
efek tory  allosteryczne. C harakterystyczną również właściwością enzy
m ów regulujących jest to, że po odwrażliwieniu krzyw a wiązania sub- 
s tra tu  zmienia Się z sigmoidalnej na hiperboliczną, co świadczy o usu
nięciu reakcji współdziałających w ystępujących w cząsteczce enzymu 
wrażliwego.

Bardzo in teresujący jest wpływ waliny na aktywność hydroliazy L-tre
oniny (dezaminującej). Przy m ałym  stężeniu substra tu  aminokwas ten 
w nieobecności izoleucyny aktyw uje reakcję przez zwiększenie powino
w actw a enzymu do treoniny. Ponieważ walina jest analogiem  izoleucy
ny, można było przypuszczać, że wiąże się ona w tym  samym m iejscu 
enzym u co izoleucyna. Jednak stosując różne stężenia izoleucyny stw ier
dzono, że w alina zachowywała się jako częściowy jej konkurent, tzn. 
reaktyw ow ała enzym w pewnym  procencie, zależnym od stężenia izoleu
cyny (8). W ysnuto stąd wniosek, że hydroliaza L-treoniny (dezaminująca) 
posiada przynajm niej trzy  różne miejsca: centrum  aktyw ne dla treoniny, 
m iejsce allosteryczne dla izoleucyny i centrum  aktyw acji dla waliny. 
Związanie izoleucyny daje w efekcie zmniejszenie powinowactwa do 
treoniny. Związanie waliny zwiększa powinowactwo do treoniny i ró
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wnocześnie zmniejsza powinowactwo m iejsca allosterycznego do izoleu- 
cyny.

Stwierdzenie, że związanie m ałej cząsteczki wywołuje rozległe zm ia
ny w białku nie jest nowe. Już w latach 1958-1960 K o s h l a n d  (28, 29) 
podkreślał ogromną rolę substra tu  w wyw oływ aniu przystosowawczych 
zm ian w strukturze enzymu, niezbędnych dla wystąpienia jego funkcji 
katalitycznej. Autor ten  postuluje istnienie w enzymie elastycznego cen
trum  aktywnego, w którym  substrat powoduje zmiany przystosowawcze 
prowadzące do odpowiedniego uszeregowania grup katalitycznych, pod
czas gdy n ie-substrat zmian tych nie wywołuje. Tylko istnienie elastycz
nego, zdolnego do zmian centrum  aktywnego pozwala enzymowi osiąg
nąć wysoki stopień specyficzności i tłum aczy zjawisko ham ow ania nie- 
kom petycyjnego i kolejnego absorbowania substratów  na powierzchni 
enzymów. Horm onalne w pływy na enzym y odbywają się również przy 
udziale aktywnego elastycznego centrum  (31).

III. Zmiany przystosowawcze białek organizmów wyższych

Odwracalne zmiany przystosowawcze na skutek związania reg u lu ją 
cego m etabolitu stw ierdzono również dla szeregu białek organizm ów 
wyższych, a między innym i w dehydrogenazie glutam inianow ej z w ątro 
by wołu, karboksylazie acetylo-CoA z tkanki tłuszczowej, fosforylazie b 
z mięśni i hemoglobinie.

K rystaliczna dehydrogenaza glutam inianow a z w ątroby wołu m a m a
sę cząsteczkową rzędu 106. F r i e d e n (13) stw ierdził w 1959 roku, że 
NADH wywołuje dysocjację białka do podjednostek o masie cząstecz
kowej 250 000, a efektowi tem u przeciwdziała ADP. Dysocjacja ta zw ią
zana jest z efektem  allosterycznym  NADH, tj. łączeniem się z enzym em  
w miejscu odległym od m iejsca łączenia NADH, w którym  działa on jako 
koenzym (14). Dalsze prace tego autora (15, 16, 17) i szeregu innych 
(45, 50, 52, 53). wykazały, że wszystkie czynniki wyw ołujące dysocjację 
ham ują, a czynniki asocjujące — zwiększają aktywność dehydrogenazy 
glutam inianow ej. Estrogeny i tyroksyna jedne z najsilniejszych czynni
ków powodujących dysocjację tego enzymu są bardzo aktyw nym i inhi
bitorami, przy czym ham ow aniu dehydrogenazy glutam inianow ej tow a
rzyszy aktyw acja dehydrogenazy alaninowej (45, 53). Działanie ak tyw u
jące w yw ołują również trzy  aminokwasy: leucyna, izoleucyna i m etio
nina, które mogą być uw ażane za drugorzędowe substra ty  enzymu. De
finicja allosterycznych efektorów  zakładająca, że są to związki nie ucze
stniczące w reakcji, nie w yklucza jednak w ystępowania tego samego 
związku równocześnie w charakterze „uczestnika” w reakcji i a lloste
rycznego efektora, ale pod w arunkiem , że te dwa udziały wyrażone są 
wiązaniem się z enzymem  w dwóch różnych miejscach. T o m k i n s
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i Y i e l d i n g  (46) wykazali, że allosteryczny wpływ leucyny spowodo
w any jest przyłączeniem  się jej do m iejsca odległego od centrum  ak tyw 
nego wiążącego substrat dehydrogenazy glutam inianow ej. Oczywiste jest 
więc tu  podobieństwo z karbam ylotransferazą asparaginianową, hydro- 
liazą L-treoniny (dezaminującą) czy innym i enzymami allosterycznym i 
mikroorganizmów.

Fizjologiczna in terp re tac ja  wrażliwości dehydrogenazy g lu tam inia
nowej na cały szereg różnorodnych czynników jest bardzo trudna  i nie 
wiadomo jeszcze czy wszystkie m etabolity, które działają na ten  enzym 
in vitro, odgryw ają jakąś istotną rolę in vivo. W ydaje się jednak, że 
efektory  aktyw ujące bądź ham ujące jego aktywność działają przede 
wszystkim  przez wzbudzenie przystosowawczej zmiany przestrzennej 
w białku wyrażonej ew entualnie jego dysocjacją.

Inny enzym allosteryczny organizmów wyższych — karboksylaza ace- 
tylo-CoA katalizuje dw uetapow ą reakcję (schemat 6):

B io tyna-E  +  C 0 2 +  A T P  — * C 0 2-b io tyna-E  +  A D P +  P

C 0 2-b io tyna-E  +  acetylo-C oA  — * m a lo n ylo-CoA  +  b i o t y n a - E ________
S u m aryczn ie : C 0 2 +  acety lo-C oA  +  A T P  — * m alony lo -C oA  +  A D P +  P  

S ch em at 6. S yn teza  m a lo n y lo -k o en zy m u  A

Enzym ten jest aktyw ow any specyficznie cytrynianem , znanym  ak ty
w atorem  biosyntezy kwasów tłuszczowych. (35, 49). M etabolit ten  nie 
bierze udziału jednak w żadnym  etapie reakcji katalizow anej przez kar- 
boksylazę acetylo-CoA. Fluorocytrynian jest tak samo aktyw ny jak  cy
tryn ian  — podczas gdy inne związki pośrednie cyklu Krebsa z w yjątkiem  
fum aranu są słabo aktyw ne. A ktyw acji towarzyszył wzrost stałej sedy
m entacji karboksylazy acetylo-CoA z 18 S do 43 S. Jest to praw dopo
dobnie spowodowane tworzeniem  się aktyw nego trim eru  z nieaktyw nych 
lub mało aktyw nych monomerów.

Badając fosforylazę b z mięśni C o r i i współpracownicy (6, 7) już 
w latach 1938-1943 wykazali, że jest ona niemal całkowicie nieaktyw na 
w nieobecności 5'-AMP, zaś natychm iast i odwracalnie aktyw ow ana po 
dodaniu tego nukleotydu. Obserwacje te znalazły potw ierdzenie w pra
cach K r e b s a ,  F i s c h e r a  i K e n t a w  latach 1958-1962 (12, 24, 32). 
ADP, ATP i inne nukleotydy, z w yjątkiem  IMP, nie w yw ierają wpływu 
na aktywność enzymu. Początkowo sądzono, że AMP gra rolę koenzymu, 
ale nie udało się wykazać jego uczestnictw a w reakcji.

Fosforylaza b może być przekształcona w form ę czynną nie tylko pod 
wpływem  AMP, lecz również przez fosforylację i równoczesną dim ery- 
zację przy współudziale ATP i specyficznej kinazy. M echanizm ten 
w przeciw ieństw ie do działania AMP jest nieodw racalny. O dw racalna 
przypuszczalnie niekow alentna reakcja pomiędzy allosterycznym  efekto- 
rem  (AMP) i enzymem przynajm niej w części naśladuje nieodw racalną
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fosforylację składającą się początkowo z reakcji typu kowalentnego, 
a następnie asocjacji podjednostek. Bezpośredni dowód, że aktyw acja fo- 
sforylazy b przez AMP jest następstw em  zmiany przystosowawczej 
pow stałej w białku, otrzym ano uzyskując w postaci krystalicznej dim er 
tego białka, związany z AMP (12, 24). Pozostaje jednak do w yjaśnienia, 
czy aktyw acja enzymu wywołana jest bezpośrednio przyłączeniem  nu- 
kleotydu, a dim eryzacja jest w tórnym  wynikiem  tego przyłączenia, czy 
też ak tyw ująca zmiana w ynika z samej dimeryzacji.

N ajlepiej zbadanym , a także chyba najprostszym  przykładem  białka 
allosterycznego jest hemoglobina. Krzywa dysocjacji oksyhemoglobiny 
ma kształt sigmoidalny, k tóry  jest dowodem współdziałającego efektu 
m iejsc wiążących tlen. Natom iast w przypadku mioglobiny krzyw a dy
socjacji jest izoterm ą, co wskazuje, że zachodzi tu prosta adsorpcja. Ta 
funkcjonalna różnica pomiędzy hemoglobiną i mioglobiną w ynika z tego, 
że hemoglobina zbudowana jest z czterech podjednostek, a cząsteczka 
mioglobiny jest monomerem.

Hemoglobina podlega jeszcze innem u efektowi posiadającem u rolę re 
gulującą, a mianowicie efektow i Bohra, k tóry  polega na tym, że obniżaniu 
pH (in vivo  wzrostowi prężności C 0 2) towarzyszy wzrost dysocjacji tle 
nu. Jak  wykazał w 1947 roku W y  m a n  (51) efekt Bohra spowodowany 
jest rozładowaniem  protonów na skutek związania tlenu. Początkowo 
(43) utożsam iano grupy kwaśne odpowiedzialne za w ystąpienie tego efek
tu z resztam i cysteiny, k tóre biorą udział także w reakcji hem -hem , dal
sze badania wykazały, że grupam i tym i są reszty imidazolowe, przy
puszczalnie współdziałające z grupam i tiolowymi (2). W hemoglobinie 
H nie w ystępuje efekt Bohra i reakcja hem-hem. Jest to szczególnie in te 
resujące, ponieważ hemoglobina ta zawiera tylko łańcuchy, co sugeruje, 
że wzajem ne oddziaływanie pomiędzy łańcucham i a-(5 gra ważną rolę 
w  obydwu wym ienionych efektach (3).

Przez długi czas uważano, że współdziałające wiązanie cząsteczek tle 
nu przez hemoglobinę jest następstw em  bezpośrednich reakcji pomiędzy 
grupam i hemu, gdyż sądzono, że grupy te znajdują się bardzo blisko sie
bie w cząsteczce białka. P  e r u t z i współpracownicy w 1960 roku (42) 
w ykazali jednak, że cztery grupy hem u są tak odległe od siebie, że w y
kluczona jest możliwość reakcji bezpośredniej, a zatem  reakcja jest po
średnia i odbywa się za pośrednictw em  białka podatnego na zmiany. W ia
domo, że oksyhemoglobina i hemoglobina zredukow ana krysta lizu ją  
w różnych form ach (20). Ponadto Peru tz  wykazał, że odległość pomiędzy 
pew nym i grupam i SH w cząsteczce hemoglobiny może przesunąć się
o 19 °/o po połączeniu z tlenem . Dostarcza to bezpośredniego dowodu, że 
współdziałające wiązanie tlenu  jest wynikiem  powstania odw racalnej 
zm iany przystosowawczej w białku czyli przem iany allosterycznej pod
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w pływ em  efektora-tlenu. W przypadku hemoglobiny efektor i substra t 
są jedną i tą samą cząsteczką, jednakże funkcja tlenu jako substra tu  
i jako allosterycznego efektora jest czynnościowo różna.

IV. Uwagi końcowe

Podstaw ową właściwością białek allosterycznych jako istotnych i cha
rakterystycznych składników biochemicznych układów kontroli jest ich 
zdolność do natychm iastow ej i odwracalnej reakcji na specyficzne „syg
nały” chemiczne, efektory, które w pewnych przypadkach są ale częściej 
nie są pokrew ne ich własnym  substratom , koenzymom lub produktom . 
S ubstra t i efektor wiążą się w miejscach odległych i w ich oddziaływ a
niu na siebie pośredniczy białko, w którym  następuje zmiana allosterycz- 
na obejm ująca pęknięcie, utw orzenie lub zastąpienie wiązań pomiędzy 
pod jednostkam i. Po odkryciu przez C o r i  i wsp. (6, 7) przem ian fosfo- 
ry lazy  stwierdzono w ciągu ostatnich lat, że wiele białek, a w szczegól
ności enzymów jest homo- albo heteropolim eram i i ich aktywność za
leży od właściwego połączenia podjednostek (34). W każdym  takim  biał
ku naw et niewielka dezorientacja czy uporządkowanie podjednostek daje 
w efekcie u tra tę  lub wzrost aktywności. Podane fak ty  dotyczące białek 
regulujących uzasadniają przypuszczenie, że allosteryczne przem iany w y
wołują często zmiany s tru k tu ry  czwartorzędowej.

N aw et w przypadku hemoglobiny rola tlenu (będącego zarówno efek- 
torem  jak  i substratem ) w wyw oływ aniu zm iany allosterycznej daleka 
jest od całkowitego zrozumienia. Pewne jest jednak, że związanie tlenu  
z hem em  wywołuje w obrębie cząsteczki zmianę ładunku czyli powino
wactwo do tlenu uw arunkow ane jest wartością pH. Podobnie w większo
ści układów  efekt allosteryczny nie występuje, gdy zostaną dodane od
czynniki atakujące pewne grupy kwaśne: tiolowe i imidazolowe, co także 
sugeruje, że grupy te odgryw ają rolę w przem ianie przestrzennej białka.

Efekt allosteryczny nie może być jednak przypisany wyłącznie czy 
przede wszystkim ładunkowi lub polarności samego efektora, a zależy 
on od rodzaju specyficznego połączenia jakie ten efektor tworzy z biał
kiem. W przypadku np. hydroliazy L-treoniny (dezaminującej) walina 
zwiększa a izoleucyna zmniejsza powinowactwo centrum aktywnego, cho
ciaż obydwa aminokwasy noszą ten sam ładunek. K o s h l a n d  (30) 
sugeruje, że w przypadkach, w których substrat wywołuje wykrywalne 
zmiany przystosowawcze w enzymie, efekt ten często może być interpre
towany jako allosteryczna przemiana regulująca.

Niezwykle ważny jest problem  hormonów jako efektorów  allosterycz
nych. Zaskakująco m ała jest liczba poznanych reakcji, w których biorą 
one udział jako związki reagujące, w przeciw ieństwie do ogromnej liczby
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enzymów, na które działają. M o n o d ,  C h a n g e u x  i J a c o b  (39) 
uw ażają, że fizjologiczne i chemiczne właściwości hormonów upow aż
n iają do stw ierdzenia, że w zasadzie (chociaż niekoniecznie zawsze) dzia
łają  one jako allosteryczne efektory — każdy z nich zdolny do w yw o
łania allosterycznego przemieszczenia w różnych białkach, głównie enzy
m atycznych, a także w represorach genetycznych. Niestety, dehydroge
naza glutam inianow a jest jednym  z niewielu poznanych dotychczas en
zymów, na które horm ony działają jako allosteryczne efektory.

M o n o d ,  C h a n g e u x  i J a c o b  (39) w ysuw ają również sugestię, 
że allosteryczne efektory  biorą udział w specyficznej kontroli syntezy 
białka, w m echanizm ach represji genetycznej. Układ ten na poziomie 
syntezy mRNA kontrolow any jest przez specyficzne czynniki — rep re- 
sory, które m ają zdolność rozpoznawania i wybiórczego wiązania opera
torow ych inicjujących pierwszą transkrypcję inform acji. Represory syn
tetyzow ane są pod kontrolą wyspecjalizowanych genów regulatorow ych. 
W większości, jeśli nie we wszystkich przypadkach, aktywność rep re- 
sora, a więc przypuszczalnie jego zdolność wiązania odpowiedniego ope
rato ra  kontrolow ana jest przez specyficzne związki o m ałym  ciężarze 
cząsteczkowym. Związki te działają albo jako dodatnie efektory  represji 
(korepresory) aktyw ujące represor i przez to blokujące syntezę mRNA 
i białka, a więc i enzymów będących w zakresie genu operatorowego, 
albo też jako negatyw ne efektory  (związki indukujące) unieczynniające 
represor a pobudzające syntezę mRNA i białka (22, 38).

Do niedawna uważano, że represor jest raczej polirybonukleotydem  
niż białkiem  (22, 41). Jednakże pośrednie dowody doświadczalne suge
ru ją , że aktyw ny produkt genu regulatorowego jest białkiem  obecnym 
w kom órkach w ilościach m inim alnych (23). W skazują na to następu
jące dane:

1) stereospecyficzność reakcji jest ogromna (37),
2) reakcja jest natychm iastow a, odw racalna i kom pletna (25),
3) genetyczno-biochem iczny dowód wskazuje, że prawdopodobnie po

jedynczy m akrom olekularny składnik — represor jest odpowie
dzialny za specyficzność tej reakcji (23, 39),

4) pojedyncze m utacje genu znoszą reakcję represor-efektor a zacho
w ują powinowactwo represor-operator.

Fakty te można w ytłum aczyć, jeżeli przyjąć, że represor jest b iał
kiem allosterycznym  posiadającym  dwa miejsca: jedno wiążące operator, 
drugie (dodatnie lub ujem ne) wiążące efektor. Hipoteza robocza p rzy j
m uje, że w specyficznych efektach m ałych cząsteczek w aktyw ow aniu 
lub hamowaniu syntezy mRNA i białka na poziomie genetycznym  po
średniczy allosteryczna zm iana represora.

Przem iana allosteryczna może więc być zasadniczą cechą wszystkich 
reakcji zachodzących pom iędzy białkiem  a m ałym i cząsteczkami.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM XI ' 1965 ZESZYT 3

J E R Z Y  KĄCZK O W SKI*

Budowa i własności glutenu pszennego

The Structure and Properties of Wheat Gluten

The rev u e  on chem ica l c o n stitu en ts , m ethods of in v es tig a tio n s  a n d  som e
th eo rie s  ab o u t s tru c tu re  an d  b io sy n th esis  of w h e a t g lu ten .

Zastosowanie pszenicy i żyta jako głównych zbóż przy produkcji pie
czywa wynika z zawartości w ich mące szczególnej substancji białkow ej, 
przem ieszanej w bielmie z ziarnam i skrobi. Substancja ta, zwana g lu te
nem, zbudowana w 80-90 %>-ach z białek, posiada rzadko spotykane 
wśród innych białek właściwości fizykochemiczne i m echaniczne jak  ela
styczność, lepkość, spoistość i plastyczność. W łaściwościami tym i w yróż
nia się przede wszystkim gluten pszenicy — bardziej niż pszenica roz
powszechnione u nas żyto zawiera gluten o gorszych własnościach s tru k tu - 
rotwórczych. Pieczywo z m ąki pszennej charakteryzuje się miękiszem 
gąbczastym  i porowatym , dzięki zatrzym yw aniu i rów nom iernem u rozło
żeniu w miękiszu dw utlenku węgla wytworzonego w trakcie ferm entacji 
ciasta.

Pierw sze wzmianki o uzyskaniu z m ąki pszennej glutenu przez w y
m ywanie oraz o niektórych jego właściwościach pochodzą z 1728 roku 
(4, 10), to znaczy od pionierskich prac B e c c c a r i .  W XIX wieku w y
kazano, że jest to substancja zbudowana z dwóch rodzajów białka, jedno 
z nich jest rozpuszczalne, drugie — nierozpuszczalne w 70-80 % -ow ym  
etanolu. F rakcję rozpuszczalną w etanolu nazwano gliadyną, frakcję nie
rozpuszczalną — gluteniną.

W yczerpujące i system atyczne badania nad glutenem  podjął na prze
łomie XIX i XX wieku O s b o r n e (69). W ykazał on, że w glutenie za
w arte jest ponad 80 °/o wszystkich białek m ąki i że gluteniną i gliadyna 
w ystępują w nim w praw ie równych ilościach. G luteniną stanowi zasad
nicze białko, do którego są luźno przyłączone cząsteczki gliadyny i sub
stancji niebiałkowych — cukrowców i tłuszczowców w trw ały  sposób 
związanych z białkiem. Pozostałe 20 °/o białek m ąki — to według Osbor-

* Doc. dr, docen t K a ted ry  B iochem ii SG GW  w  W arszaw ie.
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3 2 6 J. K Ą C Z K O W SK I [2]

ne’a rozpuszczalne białka typu album in i globulin, odm ywające się łatwo 
wodą i nie wchodzące w skład kom pleksu glutenowego.

W następnych latach dość ogólnikowa za czasów O sborne’a wiedza
0 glutenie została bardzo znacznie wzbogacona, dzięki w prowadzeniu do 
badań nowych technik jak analiza in terferencyjna, spektroskopia, m i
kroskopia elektronow a i fluorescencyjna, elektroforeza, chrom atografia, 
sączenie m olekularne itp. Zwłaszcza m etody elektroforezy bibułow ej, 
swobodnej, w żelu skrobiowym  i innych żelach oraz ostatnio im m unoelek- 
troforeza pozwoliły bliżej przebadać skład i własności substancji biał
kowych kom pleksu glutenowego.

I. Skład chemiczny

Tak zwany gluten surowy, otrzym yw any konw encjonalną m etodą oko
ło 1-godzinnego odm ywania ciasta pod bieżącą wodą przy równoczesnej 
m echanicznej obróbce, wykazuje dość różnorodny skład chemiczny. Za
leży on zarówno od próby mąki, tj. wysokości przem iału oraz odm iany
1 w arunków  upraw y pszenicy, jak  i od składu chemicznego wody p łu 
czącej, czasu i sposobu wym yw ania oraz w arunków  suszenia. Zgodnie 
z danym i szeregu autorów  (91) surow y gluten zaw iera w przeliczeniu 
na suchą masę 72-90 °/o białka (w tym  40-50 %  gliadyny, 35-40 %  glu- 
teniny, 3-7 %, innych białek), 2-8 %> tłuszczowców, 0,5-11,5 '% cukrow 
ców oraz 0,5-2,5 °/o soli m ineralnych. Szereg cytow anych danych o w y
jątkow o niskiej zawartości składników niebiałkowych, np. 0,01 /̂o cu
krowców (56), czy bardzo wysokiej zawartości białek, np. do 100 %  (92) 
odnosi się do glutenu wydzielonego m etodam i chemicznymi, które po
w odują częściową denaturację białek, a tym  samym możliwość odłącze
nia składników niebiałkowych. Dlatego przyjm uje się, że składniki nie- 
białkowe, które można usunąć z glutenu przez długotrw ałe wym yw anie 
w strum ieniu wody wodociągowej nie wchodzą w skład kom pleksu glu
tenowego, natom iast te, które w tych w arunkach nie dadzą się usunąć są 
związane z uwodnionym  kompleksem glutenowym  bądź chemicznie, bądź

/ adsorpcyjnie i stanowią części składowe kompleksu.

1. Sole mineralne

Zawartość soli m ineralnych w glutenie waha się w granicach od 0,5 
do 2,5 fl/o. Najwięcej, bo ponad 50 °/o całej ilości jest jonu fosforanowego. 
W ystępuje również magnez, wapń i potas, nieco krzem ianów  oraz ślady 
licznych m ikroelem entów (86). Z zestawienia tego widać analogię do 
składu soli m ineralnych w ziarnie, a ich ilość globalna w glutenie zależy 
przede wszystkim od wysokości przem iału mąki.
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Sole m ineralne nie w ykazują w pływu na jakość glutenu i są trak to 
wane, jako domieszki przypadkow e, dobrze adsorbujące się na białkach 
glutenu z w yjątkiem  być może pewnej ilości fosforanów, które wchodząc 
w skład fosfotłuszczowców uczestniczą w budowie kompleksu gluteno
wego.

2. Cukrowce

W surowym  glutenie zawartość cukrowców może dochodzić do 11,5 °/o, 
z czego do 9 °/o przypada na skrobię, 0,5 %, na błonnik i do 2 %  na cukry 
proste — głównie glukozę. Skrobia i błonnik są składnikam i przypadko
wymi, gdyż udało się otrzym ać prepara ty  nie zaw ierające ich, a w yka
zujące wszystkie właściwości glutenu (56).

W ielocukrowce są związane jedynie' siłami adsorpcyjnym i i nie są 
niezbędne dla utrzym ania właściwej s tru k tu ry  kom pleksu glutenowego.

Cukry redukujące w ystępują częściowo w postaci związanej siłami 
adsorpcyjnym i a częściowo są związane chemicznie z białkam i glutenu, 
gdyż naw et oczyszczone p repara ty  frakcji białkowych (gliadyna) zaw ie
ra ją  nieco tych związków (91, str. 28).

Wiadomo, że z cukram i redukującym i reagują grupy aminowe am i
nokwasów lub białek, pow stają wówczas związki zwane m elanoidynam i, 
charakteryzujące się ciem nym  zabarwieniem . Przem iana ta znana jako 
reakcja M aillarda (14) zachodzi często w produktach spożywczych, w y
wołując ciemną barw ę i charakterystyczny arom at. W ykazano, że reak 
cja ta może zachodzić w czasie przygotow yw ania i pieczenia chleba żytnie
go i pszennego, nadając pieczywu charakterystyczne zabarw ienie skórki 
oraz smak i arom at miąższu (1, 51, 52). Jakkolw iek reakcja M aillarda 
w niskiej tem peraturze i przy m ałej wilgotności zachodzi bardzo powoli, 
wydaje się, że może mieć m iejsce w w arunkach przechowyw ania ziarna 
czy zarabiania ciasta. Ostatnio sądzi się, że proces ten  ma duży wpływ  na 
polepszenie się tych właściwości glutenu, które są zależne od sposobu 
połączenia poszczególnych łańcuchów peptydow ych w przestrzennie okre
śloną siatkę za pomocą poprzecznych wiązań lub mostków, między inny
mi mostków węglowodanowych. Istotnie znany jest fakt popraw iania 
się wartości wypiekowej po kilku miesiącach przechowyw ania m ąki 
i okres potrzebny do osiągnięcia lepszych walorów strukturotw órczych, 
zwany bywa okresem dojrzew ania mąki.

F r a e n k e l - C o n r a t  i O l c o t t  (28) w badaniach nad gliadyną 
i innymi białkami wykazali pow staw anie mostków m etylenow ych m ię
dzy pierwszo- lub drugorzędowym i grupam i aminowymi jednego łańcu
cha i pierwszorzędowymi grupam i amidowymi lub guanidynow ym i d ru 
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giego, w wyniku reakcji z aldehydem  m rówkowym . Sugeruje to, że 
reakcja przebiega zgodnie z równaniem  1, 2 lub 3.

O O / 0
R —NH> +  H —C /  + H 2N - C —----R ' — - R —N H —C H 2—NH—C—---- R ' +  H 20  1.

\H
O NH NH

R —N H . +  H — +  H-N—C /  — *R—N H —C H 2—N H —C +  H 20  2.
\ \ \H ]NH—R NH—R 

O O x O R' o
2 R—C +  2 H-C 7 +  H2N-R' — R—-C -  NH-CH2-N----CH2-NH-C----R

\ \NH. H
+ 2 H.O 3

Jakkolw iek pierwsze dwa typy wytworzonych połączeń znane są ty l
ko dla prostych związków modelowych, powstanie połączenia trzeciego 
typu wykazano w gliadynie i zeinie. Można przypuszczać, że podobna 
reakcja zachodzi w mące przy udziale glukozy zamiast aldehydu m rów 
kowego, i że tego typu wiązania mogą mieć znaczenie dla polepszenia 
s truk tu ry  kompleksu białkowego glutenu.

Pogląd ten  znalazł pośrednie potwierdzenie w badaniach H 1 y n k i 
i współpracowników (37, 38, 39) nad zmianami, zachodzącymi w czasie 
kilkumiesięcznego przechowywania m ąki lub glutenu, zmieszanych z glu
kozą. Badacze ci wykazali, że po pewnym  czasie część dodanej glukozy 
nie dawała się odmyć wodą, co sugerowało, że została chemicznie zwią
zana z białkiem. Autorzy wnioskują, że cukry proste w niewielkich ilo
ściach wchodzą w skład siatki przestrzennej białek glutenu jako mostki 
między łańcucham i peptydowymi, a ilość tych m ostków wpływa na w ła
ściwości mechaniczne i fizykochemiczne glutenu.

Podobnie N e u k o m  i D e u e l  (67) dodając do m ąki utleniane nad- 
jodanem  wielocukrowce uzyskali znaczne zwiększenie sprężystości glu
tenu i zwiększenie się wartości wypiekowej mąki.

3. Tłuszczowce

Zawartość tłuszczowców w surowym  glutenie zależy w pierwszym 
rzędzie od m ateriału  wyjściowego i od sposobu jego otrzym yw ania i wa
ha się od 2 do 8 °/o suchej m asy glutenu. W ystępują tu  zarówno tłuszcze 
właściwe, jak fosfotłuszczowce, kwasy fosfatydowe i ich sole oraz wolne 
kwasy tłuszczowe. Część tych związków (20-30 %) może być usunięta 
z glutenu bezpośrednio eterem  lub innym i rozpuszczalnikam i tłuszczów-
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cowymi — frakcja ta określana jest jako tłuszczowce niezwiązane. Za
sadnicza ilość jednak (ponad 70 °/o) stanowi frakcję tłuszczowców zwią
zanych i daje się usunąć wym ienionym i rozpuszczalnikami dopiero po 
uprzednim  potraktow aniu glutenu etanolem  lub nasyconym wodą n-bu- 
tanolem.

Badania m ikroskopowe endosperm y wykształcających się ziarn w y
kazały, że białka glutenu w ytw arzają się w ścisłej łączności z tłusz
czowcami stanowiącymi składnik błon cytoplazm atycznych (40).

Prowadzone przez wiele lat liczne badania nad wpływem  dodatku 
różnych tłuszczowców do ciasta daw ały nie jednoznaczne wyniki, wska
zujące bądź na pogarszanie wartości wypiekowej (85, 87) bądź na jej po
praw ę (2, 21, 22, 58). Obecnie przy jm uje się, że jakość glutenu, a więc 
i w artość wypiekowa m ąki zależy od powiązania w kom pleks z białkiem  
nienasyconych kwasów tłuszczowych (5, 49, 77). Jakkolw iek nie potw ier
dzone dotychczas doświadczalnie, niem niej prawdopodobne w ydaje się 
przypuszczenie W a k a r a (90), że um ożliw iają one łączenie się łań
cuchów polipeptydowych w wyniku utleniania grup tiolowych (równa
nie 4) lub iminowych (równanie 5):

- S H  C H -  - S  CH 2
+  11 — * 1 + 1  4..

- S H  C H -  - S  C H 2

/ °  , °#  / /— C——- N H — - C H  - C —  N -  - C H ,
+  I! — * I +  I 5

- C ------N H -  - C H  - C ------ N -  - C H 2

O O

Szereg autorów  (32, 35, 36, 89) uważa kompleks glutenow y za zbiór 
włókien białkowych powiązanych w arstew kam i fosfotłuszczowców, co 
ma wpływać dodatnio na plastyczność glutenu. Stwierdzono bowiem, 
że usunięcie tych związków z m ąki lub surowego glutenu drogą ekstrak
cji różnymi rozpuszczalnikam i prowadzi do obniżenia właściwości m e
chanicznych (sprężystości, elastyczności, plastyczności i spoistości) glu
tenu, a tym  samym do pogorszenia własności wypiekowych mąki. Ba
dania rentgenograficzne (36) wskazywały również na udział fosfotłusz
czowców w procesie pęcznienia białek glutenu. Inni autorzy (8, 50, 64) są
dzą natomiast, że obecność fosfotłuszczowców nie jest konieczna do u trzy
mania charakterystycznych właściwości glutenu, a obniżenie jego w ła
sności mechanicznych po potraktow aniu rozpuszczalnikiem nie jest po
wodowane usunięciem fosfotłuszczowców lecz obecnością śladów stoso
wanego rozpuszczalnika.

O statnie badania B o u r d e t a  i H e r a r d a  (13) nad rozmieszcze
niem fosforu w glutenie w ydają się jednak potwierdzać istotne znacze
nie lecytyn oraz bardziej złożonych tłuszczowców, zaw ierających galakto-
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zę i arabinozę dla s tru k tu ry  glutenu. Z badań tych wynika bowiem, że 
fosfor fosfotłuszczowców jest trw ale związany z kompleksem glutenowym  
i stanowi 16-22 °/o zawartego w nim fosforu ogólnego.

4. Białka

Białka stanowiące 72-90 °/o suchej m asy glutenu surowego są substan
cjam i zasadniczymi kom pleksu glutenowego.

Skład aminokwasowy białek glutenu badany był przez różnych au to
rów, a uzyskiwane wyniki w ykazują nieraz znaczne rozbieżności, spo
wodowane pochodzeniem pszenicy, m etodam i wydzielania glutenu oraz 
m etodam i oznaczania. Duże rozbieżności w ykazują również oznaczenia 
składu dwóch zasadniczych frakcji glutenu: gliadyny i g luteniny (10, 23, 
73, 78, 83, 93). Tablica 1 podaje niektóre wyniki tych oznaczeń.

T a b l i c a  1

P ro cen to w y  sk ład  am inokw asow y  g lu ten u , g lu te n in y  i g liad y n y

A m inokw as
G lu ten G lu ten in ą G liad y n a

w g 78 w g 75 w g 93 w g 10 w g 83 w g 10

A lan in a 1,9 2,2 4,08 4,4 2,66 2,5
A rg in in a 3,6 4,7 1,89 4,7 3,83 3,2
C yste ina  +

cystyna 2,4 1,9 3,77 1,7 2,34 2,3
F en y lo a lan in a 4,8 5,4 3,25 2,0 3,00 2,5
G licyna 3,1 3,5 3,14 1,0 6,85 1,0
H isty d y n a 2,1 2,3 4,71 1,8 2,96 2,1
Izo leucyna 3,9 4,6 7,33 6,0 11,53 6,0

[ K w as g lu tam inow y 2,9 3,7 5,34 2,1 1,74 1,4
K w as ap a rag inow y 31,2 35,5 37,38 27,2 32,29 46,0
L eucyna 6,1 7,6 6,60
L izyna 1,5 1,8 0,0 1,9 0,88 0,6
M etion ina 1,4 1,9 0,84 0,0 0,31 2,3
P ro lin a 11,7 12,7 9,74 4,4 11,58 13,2
S ery n a 0,0 4,7 3,87 0,7 7,26 0,1
T reo n in a 2,3 2,6 3,04 4,0 1,00 3,0
T ry p to fan 1,0 1,1 0,0 1,8 0,74 0,9
T yrozyna 3,7 3,1 5,68 5,1 1,41 3,1
W alina 3,8 4,7 5,76 1,0 2,46 3,0

Z przytoczonych danych widać, że w glutenie, jak  również w jego 
frakcjach w ystępuje najw ięcej kwasu glutaminowego, ponadto sporo 
proliny, leucyny i izoleucyny. Tak znaczna ilość kw asu glutaminowego 
i proliny może prowadzić do deform acji spiralnej s tru k tu ry  łańcuchów
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polipeptydow ych i w ytw orzenia się innego typu stru k tu ry  w tórnej (72). 
Z tą deform acją mogą być związane szczególne cechy mechaniczne glu
tenu, przede wszystkim  jego sprężystość. Kwas glutam inowy w ystępuje 
w ponad 90 °/o w postaci glutam iny (6, 23).

W łasności frakcji gliadynowej (40-50 °/o), odpowiadają własnościom 
prolam in, a frakcji gluteninow ej (35-40 °/o) — własnościom glutelin. F rak 
cje te różnią się między sobą rozpuszczalnością i masą cząsteczkową. 
Pew na ilość (3-7 °/o) białek rozpuszczalnych typu album in i globulin 
jest zatrzym ana w kom pleksie glutenowym  za pomocą wiązań fizycznych 
i nie daje się odmyć wodą. Białka te są traktow ane jako domieszki dwóch 
głównych frakcji, gdyż nie są składnikam i niezbędnymi. W yróżnienie 
frakcji gliadynowej i gluteninow ej utrzym ało się do obecnej chwili, jak 
kolwiek już od szeregu lat wiadomo, że nie są to jednorodne białka, 
lecz m ieszaniny białek o zbliżonych własnościach.

Zasadniczym kry terium  podziału na wymienione frakcje jest ich roz
puszczalność w 70 °/o etanolu (gliadyna), względnie nierozpuszczalność 
w tym  rozpuszczalniku (glutenina) i na tej podstawie opiera się grupa 
m etod stosowanych do dziś z różnym i m odyfikacjam i do wydzielania 
i oczyszczania gliadyny (69). Inne m etody polegają bądź na rozpuszcza
niu gliadyny w 0,07 M kwasie octowym (12), bądź też na traktow aniu  su
rowego glutenu roztworem  mocznika i wysoleniu g luteniny (20).

Zastosowanie elektroforezy umożliwiło dalszy rozdział białek glutenu 
na frakcje o różnej masie cząsteczkowej i różnej ruchliwości. W tym  celu 
stosowano głównie elektroforezę swobodną (41, 42, 43, 46, 47), zaś do 
frakcjonow ania i oczyszczania gliadyny elektroforezę w żelu skrobiowym  
(18, 26, 27, 30, 31, 43, 44, 45, 55, 96, 98) lub w innych żelach (54), elek
troforezę bibułową (70) oraz elektroforezę ciągłą (99). Ostatnio P e n c e 
i N i m m o  (75) zastosowali do badania białek glutenu im m unoelektro- 
forezę.

Innego typu metodą, pozw alającą na rozdział białek glutenu na posz
czególne frakcje, jest chrom atografia kolumnowa na m odyfikowanych 
celulozach, szczególnie zaś na karboksym etylocelulozie — stosowana 
do białek zawieszonych lub rozpuszczonych w rozpuszczalnikach kw a
śnych (32, 55, 82, 95), jak  również na dwuetyloam inoetylocelulozie — 
stosowana do białek .rozpuszczalnych w buforach słabo zasadowych (19, 
32, 81). W reszcie ostatnio wprowadzono do rozdzielania, białek glutenu 
sączenie m olekularne na Sephadex  (76). Metoda ta pozwala na rozdzie
lenie m ieszanin białek na frakcje  różniące się masą cząsteczkową (44, 
48, 94, 98) i nadaje się zwłaszcza do wstępnego rozdzielania.

W yniki uzyskane w badaniach prowadzonych opisanymi m etodam i 
zależą od stosowanych w arunków  rozdziału. Ogólnie jednak stwierdzono, 
że zarówno frakcja gliadynowa, jak  i gluteninow a składają się z co n a j
mniej kilku białek. Rozdział glutenu na zm odyfikowanych celulozach
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i przez sączenie m olekularne dawał przeciętnie 6-7 frakcji (44, 55). W y
niki frakcjonow ania białek glutenu na Sephadez  G 75 podano na rys. 1.

Frakcja gliadynowa wykazuje w czasie elektroforezy znacznie w ięk
szą ruchliwość od gluteninow ej, zaznacza się to szczególnie w czasie e lek
troforezy w żelu skrobiowym, w którym  frakcja gluteninow a nie wę-

R ys. 1. O braz  fra k c jo n o w a n ia  b ia łek  g lu ten u  na  ko lu m n ie  z S e p h a d e x  G 75 za 
pom ocą 0,05 M k w asu  octow ego (wg 44)

d ru je  ze względu na wysoką masę cząsteczkową, mimo że posiada ładu
nek elektryczny. J o n e s  i współpracownicy (41, 42, 43, 44) rozdzielili 
frakcję gliadynową w bloku skrobiowym na 4 podfrakcje oznaczone lite 
ram i a, (3, y i co. N ajbardziej ruchliw e z nich frakcje a i (3 rozdzielają się 
dalej na podfrakcje (rysunek 2). Jak  widać na rysunku w sumie uzy
skano 8 prążków białkowych we frakcji gliadynowej oraz pozostającą na 
starcie frakcję gluteninową.

Gliadyna

co

Glutenina— m m  _L

Rys. 2. R ozdział e lek tro fo re ty czn y  w  żelu  sk rob iow ym  b ia łek  g lu te n u  zaw ieszonych  
w bu fo rze  m leczanow o-g linow ym  (w g 44)

Podobny rozdział białek glutenu za pomocą elektroforezy uzyskali 
również i inni autorzy (18, 25). Kam iński (45) uzyskał wprawdzie aż
12 prążków białkowych, jednakże część z nich mogła pochodzić od białek 
rozpuszczalnych typu album in i globulin.

•y-gliadyna jest białkiem  elektroforetyczie jednorodnym  o masie 
cząsteczkowej 47 000 (42). Średnia masa cząsteczkowa frakcji a-gliadyny 
i f^-gliadyny, które nie są białkam i jednorodnym i wynosi odpowiednio 
40 000 i 42 000.

Badania poszczególnych białek frakcji gliadynowej za pomocą im m u-
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noelektroforezy (75) wykazały, że białka te nie mogą posiadać znacznych 
różnic strukturalnych , gdyż przy zastosowaniu przeciwciała w ytw orzo
nego po wstrzyknięciu królikowi którejkolw iek z podfrakcji, wszystkie 
one uległy w ytrąceniu.

Frakcja gluteninow a zaw iera niewielką ilość białka o stosunkowo ni
skiej masie cząsteczkowej wynoszącej około 50 000 (prawdopodobnie jest 
to nie dające się oddzielić białko frakcji gliadynowej), jednakże główna 
frakcja ma masę cząsteczkową rzędu 2-3 m iliony (42). W yliczenia w ska
zują, że i ta frakcja g luteniny nie jest jeszcze jednorodna i zawiera m niej
sze cząsteczki — być może powstające w wyniku depolim eryzacji za
chodzącej pod wpływem  użytych rozpuszczalników.

Białka rozpuszczalne glutenu zostały również przebadane i scharakte
ryzowane. Wchodzące w ich skład album iny rozdzielono na 6-11 pod
frakcji (71, 74) o średniej masie cząsteczkowej 20 000, a globuliny — 
na 4 podfrakcje (a, |3, y, \>). Inne białka rozpuszczalne rozdzielono na 
16 prążków (19), z k tórych 4 można rozfrakcjonować dalej. Praw dopo
dobnie nie wszystkie białka rozpuszczalne są trw ale związane w kom
pleksie glutenowym.

II. Struktura kompleksu

Szczególne właściwości mechaniczne kom pleksu glutenowego przede 
wszystkim plastyczność i elastyczność, w inny odpowiadać określonej 
struk tu rze w ew nętrznej skomplikowanego zespołu związków wchodzą
cych w skład tego kompleksu. Istnieje wiele różnych, m niej lub bardziej 
sprecyzowanych hipotez. N iektórzy autorzy trak tu ją  gluten jako kom 
pleks dwóch zasadniczych białek: gliadyny i gluteniny, połączonych bądź 
siłami biegunowymi w ystępującym i w zakresie pH  m iędzy punktam i izo- 
elektrycznym i tych białek (15, 16), bądź siłami kohezji (88). W edług in
nych jest on bezpostaciową masą gliadyny, w której rów nom iernie roz
przestrzenione są tw arde płytki g luteniny (7), jednolitą masą złożoną 
z nieograniczonej ilości frakcji, zróżnicowanych stopniowo zm ieniają
cymi się właściwościami i m asą cząsteczkową (60), bądź wreszcie jedno
rodnym  białkiem, zdolnym do dysocjowania na różnorodne fragm enty  
polipeptydowe (10, 11).

Hipotezę struk tu ry  kom pleksu glutenowego, która najlepiej tłum aczy 
jego właściwości, a ponadto znalazła już częściowe potw ierdzenie ekspe
rym entalne, zaproponował G r o s s k r e u t z  (33, 34, 66). Podstaw ę do 
tej hipotezy stanowią w yniki własnych badań tego autora nad m ikro
struk tu rą  kompleksu glutenowego prowadzonych m etodam i mikroskopii 
elektronow ej i niskokątowej dyfrakcji prom ieni X, oraz wyniki prac in
nych autorów  (79, 89).
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W edług hipotezy G rosskreutza gluten wydzielony przez odm ywanie 
(a więc uwodniony) składa się ze zbioru płytek białkowych, utworzonych 
z ściśle powiązanych łańcuchów polipeptydowych, które na skutek dużej 
zaw artości kwasu glutaminowego i proliny m ają zdeformowaną w tórną 
s tru k tu rę  i tworzą przypadkowo pozwijane spirale. Hydrofilowe łańcuchy 
boczne tych spiral zwrócone są na zew nątrz — w kierunku w arstw y 
cząsteczek wody hydratacyjnej i mogą tworzyć mostki wodorowe, łą 
czące poszczególne spirale w płytki i poszczególne płytki między sobą za 
pośrednictw em  cząsteczek wody.

Zgodnie z badaniem  S t o e c k e n i u s a  (84) białka łatwo się łączą 
z fosfotłuszczowcami w kompleksy, które według G rosskreutza stanowią

Cząsteczka fos foli- Cząsteczka białka
pidowa z cofniętymi Łańcuchy hydrofobowe (ĄJ
łańcuchami kwasów Łańcuchy hydrofitowe (a ) 

tłuszczowych

Rys. 3. S t r u k tu r a  w a rs tw y  lipopro te inow ej g lu te n u  (wg 33)

w struk tu rze  glutenu jeden z zasadniczcyh elem entów nadających mu 
właściwości plastyczne. Budowa takiego kompleksu fosfolipidowo-białko- 
wego podana jest na rys. 3.

Z każdą z powierzchni fosfotłuszczowca połączone są co najm niej dwa 
łańcuchy polipeptydowe, przypuszczalnie za pośrednictw em  grup zasa
dowych białek i fosforanowych fosfotłuszczowca. Liczne płytki białko
we w raz z cienkimi, bim olekularnym i w arstew kam i fosfolipidowo-biał- 
kow ym i (które stanowią około 5 °/o m asy glutenu) tworzą płaskie zespoły
o grubości 100-10 000 A widoczne pod m ikroskopem  elektronow ym  
(rys. 4). P rzekrój takiej w arstw y podany jest na rys. 5.

W komponowane w uwodnione białko w arstew ki lipoproteinowe są 
uw ażane za powierzchnie poślizgu, dzięki k tórym  masa glutenu może 
być znacznie odkształcana bez rozryw ania wiązań m iędzy poszczególny
mi płytkam i białka. W iązania te są mocniejsze od w ystępujących między
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R ys. 4. O braz  pow ierzchn i rozciągn ię tego , lio filizow anego  g lu ten u  w  m ik ro sk o p ie  
e lek tro n o w y m  (wg 33). W idoczne 3 w a rs tw y  płaszczyzny  g lu ten u .

Siła dęcia

c
Płytka białka ) — -  t

100-10000AJ-<Z
~\ r T F F T T l  t  ! 1 i y ."  r i  l " l i l i i m  i i Płaszczyzna
i i i i i i i i ¿ipoproteid] , j  i i j_i i j j  poślizgu

Wiązania
wodorowe — 1------------  ' ' ~

Woda wiązana
Siła cięcia

R ys. 5. M odel p rzek ro ju  poprzecznego  s tru k tu ry  p łaszczyznow ej g lu te n u  (wg 33)

fosfolipidowymi bim olekularnym i w arstew kam i „pseudo-wiązań” , które 
po rozerw aniu mogą w ytw arzać się ponownie w innych miejscach. Umoż
liwia to przesuwanie się p ły tek  białkowych wzdłuż płaszczyzny poślizgu 
bez rozryw ania wiązań m iędzy nimi, a więc bez zmiany kierunku ich 
ustawienia. Istotnie badania m echaniczne wykazały, że rozerw anie w ią
zań między płytkam i białka następuje dopiero przy braku fosfotłusz- 
czowców, bądź przy zbyt dużej sile odkształcającej. Z drugiej strony 
proponowany model w yjaśnia fakt, że przy zbyt dużej zawartości fosfo- 
tłuszczowców uzyskuje się g lu ten  o zbyt dużej płynności.

Obok właściwości plastycznych gluten w ykazuje również elastyczność 
czyli sprężystość, która według G rosskreutza zależy od szczególnego spo
sobu zwinięcia i pofałdowania spiral polipeptydowych o zdeform owanej 
strukturze.

Omówiona hipoteza nie w yjaśnia usytuow ania poszczególnych frak 
cji białkowych w kom pleksie i pewnym  jej uzupełnieniem  może być po
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gląd M e r e d i t h a  (65), k tóry  wyróżnia w strukturze glutenu cztery 
ugrupow ania białek: A, B, C i D. Podstaw ą tej s truk tu ry  jest ugrupo
wanie A — elastyczne, trójw ym iarow e, żelujące białko szkieletowe (glu- 
tenina). Do niego są przyłączone pozostałe trzy typy białek i fosfotłusz- 
czowce. Białka te, o różnym  stopniu agregacji, pozostają w pewnym  sta 
nie równowagi z podstawową s tru k tu rą  A, k tóry  zależy od takich czyn
ników jak  stan jonowy, oksydoredukcyjny, obecność soli itp. Największą 
zmienność pod w pływem  tych czynników wykazuje typ B białka. Typ C 
stanow ią białka niejonowe, odpowiedzialne za lepkość i niektóre inne 
cechy, np. uwadnianie, słabo ruchliw e w elektroforezie, zaw ierające dużo 
grup amidowych, a mało zasadowych w bocznych łańcuchach. Typy B
i C to poszczególne frakcje gliadyny. Typ D białek — to najbardziej ru 
chliwe album iny i globuliny, w ystępujące w pewnych ilościach w kom 
pleksie.

Hipoteza G rosskreutza wraz z uzupełnieniem  M ereditha, jakkolw iek 
atrakcyjna i dobrze tłum acząca cechy mechaniczne glutenu, oparta jest 
na razie na dość skąpym  m ateriale dowodowym i wymaga dalszego po
tw ierdzenia, zwłaszcza, że jak wspomniano nie wszyscy autorzy uznają 
fosfotłuszczowce za niezbędne składniki s tru k tu ry  glutenu.

III. Uwagi końcowe

Na razie mało jest danych na tem at tworzenia się kom pleksu g lu te
nowego w rozw ijającym  się ziarnie pszenicy. Na podstawie dawniejszych 
danych przypuszczano, że rodzim e białka pszenicy nie są identyczne 
z kompleksem glutenowym , który  rzekomo miał tworzyć się dopiero 
w trakcie uw alniania przy odm ywaniu skrobi, czy zarabianiu ciasta. 
Obecnie jednak panuje przekonanie, że gluten w ytw arza się w trakcie 
dojrzew ania ziarna, w którym  w ystępuje w stanie nieuwodnionym , lecz 
nie różniącym się w sposób zasadniczy od odmytego, a następnie w tórnie 
wysuszonego glutenu. Dowodem tego są wyniki badań H e s s a (35), 
k tóry przeprowadził pom iary in terferencji rentgenograficznej suchych
i uwodnionych białek rodzimych i izolowanego glutenu, uzyskując po
dobne wyniki dla obu rodzajów białka.

Badania dynam iki nagrom adzania się glutenu w trakcie dojrzew ania 
ziarna wskazują, że już od samego początku nalew ania ziarn odbywa się 
synteza kom pleksu glutenowego, z równoczesnym w ytw arzaniem  frakcji 
gluteninow ej i gliadynowej. O statnia w ytw arza się z pewnym  opóźnie
niem, w związku z czym gluten we wcześniejszych stadiach dojrzałości 
w ykazuje gorsze właściwości plastyczne oraz gorszą spoistość i lepkość 
(61, 90).

Ostatnio w ysunięto hipotezę (97), że wysokocząsteczkowe białko glu-
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teniny powstaje przez połączenie się np. wiązaniami dwusiarczkowym i 
lub innym i licznych cząsteczek białek frakcji gliadynowej i być może 
frakcji rozpuszczalnej. Podstaw ą dla takiego przypuszczenia było stw ier
dzenie identycznej ruchliwości elektroforetycznej niskocząsteczkowych 
białek, powstałych przez depolim eryzację g luteniny w wyniku redukcji 
m erkaptoetanolem , frakcji białek gliadyny oraz frakcji białek rozpusz
czalnych. Jednakże pogląd ten tylko częściowo jest zgodny z wynikam i 
szkoły australijskiej (29, 31, 17, 40), prowadzącej cytochemiczne badanie 
u ltra s tru k tu ry  rozw ijającej się endosperm y pszenicy z zastosowaniem  m i
kroskopu elektronowego i fluorescencyjnego, techniki izotopowej oraz 
opisanych metod frakcjonow ania i rozdzielania. Cytowani autorzy do
chodzą do wniosku, że jedynie białka frakcji rozpuszczalnej można tra k 
tować jako prekursory  gluteniny, gdyż jak  w ynika z rozkładu radio
aktywności, tworzą się one równolegle z gluteniną, podczas gdy białka 
frakcji gliadynowej pow stają w późniejszym okresie rozwoju ziarna (31). 
Natom iast badania cytochemiczne wykazały ścisły związek pow stają
cych tworów białkowych z substancjam i lipoproteinowym i, co stanowi 
potw ierdzenie opisanej uprzednio teorii fosfolipidowej s tru k tu ry  glu
tenu  (34).

Badania biochemiczne nad biosyntezą białek glutenu są dopiero w za
czątku i raczej dotyczą syntezy nie kom pleksu jako całości, lecz poszcze
gólnych frakcji białkowych. Badania te prowadzone są głównie w p ra
cowni M c C o n n e l l a  (9, 62, 63) w Kanadzie z zastosowaniem związ
ków znaczonych 14C, oraz w pracow ni G r a h a m a  w A ustralii (30) 
z zastosowaniem związków znaczonych 14C i 35S. W yniki tych badań po
tw ierdzają wniosek o wcześniejszej syntezie gluteniny i późniejszej glia
dyny, a tym  samym zaprzeczają przypuszczeniom o prekursorow ym  cha
rak terze gliadyny w stosunku do gluteniny.

W zakończeniu należy zaznaczyć, że mimo ogromu pracy i dużego 
zainteresowania glutenem  osiągnięte wyniki nie doprowadziły jeszcze do 
w yjaśnienia jego s truk tu ry , w arunkującej jego właściwości. Potrzebne 
są nowe m etody badań głównie fizyczne, jednakże ich szybki rozwój ro
kuje nadzieję na zbliżenie się do rozwiązania tych zagadnień w niedłu
gim czasie.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I  

TOM XI 1965 ZESZYT 3

W ŁO D ZIM IERZ O ST R O W SK I*

Metody elektroforezy pasmowej w zastosowani« do biochemii**

The Zone Electrophoresis in Biochemistry

T he le c tu re  g iven  a t  th e  S ym posium  on E lec tro p h o res is , G dańsk , 25—27
S ep tem b e r 1964

W y d a je  mi  się, że m ożl iw ośc i  m e to d  e le k tr o fo r e ty c zn y c h  
nie zos ta ły  jeszcze  dosta teczn ie  poznane. M etoda  e le k t r o fo 
r e z y  w  sw o im  założeniu jes t  bardzo prosta, a za j e j  p o 
m ocą m ożna  uzyskać n ie jednokro tn ie  doskonale w y n ik i  p rzy  
u życ iu  w p r o s t  p r y m ity w n y c h  urządzeń.

A. Tiselius

Elektroforeza jest doskonałą m etodą izolowania i charakterystyki bia
łek i innych substancji obdarzonych ładunkiem . Różna szybkość w ędro
wania jonów w polu elektrycznym  jest uw arunkow ana wypadkow ą ła
dunku i wym iarów cząsteczki. E lektroforeza przeprow adzana w stosow
nych w arunkach pozwala określić punkt izoelektryczny am folitu, jego 
ruchliwość i ilość, pozwala wyodrębnić go z mieszaniny, umożliwia stu 
dia w zakresie jednorodności i s tru k tu ry  jego cząsteczki oraz pozwala 
określić reakcje m iędzy cząsteczkami am folitowym i lub cząsteczkami
i jonam i. Liczne białka, również krystaliczne, elektroforetycznie oka
zują się niejednorodne, jakkolw iek w ykazują jednorodność przy badaniu 
innym i metodami. Przykładem  może być dehydrogenaza alkoholowa 
z drożdży, która przy badaniu elektroforetycznym  na żelu skrobiowym  
rozdziela się na kilkanaście frakcji, z których pięć ma własności izoen- 
zymów (146), a w ultraw irów ce w ykazuje tylko jedno sym etryczne pa
smo. Zjawisko w ystępow ania izoenzymów obserwowane jest również 
w przypadku wielu innych enzymów (87, 106, 150).

I. Rozwój metod elektroforetycznych

Początek zastosowania pola elektrycznego do rozdziału substancji 
obdarzonych ładunkiem  sięga schyłku ubiegłego stulecia. W 1886 roku

* Doc. d r, K ie ro w n ik  K a te d ry  C hem ii F izjo log icznej AM  w  K rakow ie .
** R e fe ra t w ygłoszony n a  I O gó lnopolsk im  S ym pozjum  E lek tro fo re ty czn y m  

w G dańsku , 25—27 w rześn ia  1964 r.
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L o d g e (83) w ru rce wypełnionej żelem agarowym  m ierzył szybkość 
wędrowania różnych jonów pod wpływem  pola elektrycznego. W h e -  
t h a m (148) w 1893 roku czyni obserwację, że obecność żelu agarowego 
w roztworze powoduje obniżenie szybkości wędrow ania jonów. Następnie 
P i c t o n  i L i n d e r  (108) w 1897 roku rozdzielali barw niki w piono
wej rurce wypełnionej elektrolitem  i prawdopodobnie byli pierwszym i, 
którzy obserwowali w ędrujące pasmo pod wpływem  prądu w wolnym  roz
tworze. Teoretyczne podstaw y wędrowania jonów w polu elektrycznym  
opracowali S m o l u c h o w s k i  (132) i H e l m h o l t z  (55), a następnie 
rozwinęli G o u y  (41) i S t e r n  (134); szczegółowy przegląd tych zagad
nień opracował W a k s m u n d z k i  (145). P race z zakresu elektrodializy 
prowadzone przez A d o l f a  i P a u l  y ’ego (1), B l a n k a  i V a l k o  (12) 
oraz V e r  w e y ’a i K r u y t a  (143) w latach 1924-1933 m iały bezpo
średni wpływ na opracowanie nowoczesnego modelu aparatu  do elek
troforezy w wolnym roztworze oraz szeregu m etod preparatyw nego roz
działu koloidów i innych substancji obdarzonych ładunkiem , jak zagęsz
czanie izoelektryczne, e lektrostratyfikacja, elektrodekantacja, elektrofo
reza konw ekcyjna i inne.

W 1937 roku Arne T i s e l i u s  w Uppsali otw iera nową erę w dzie
dzinie analizy i p reparatyk i elektroforetycznej. Unowocześnia U -rurkę 
przez w prowadzenie urządzenia kom pensującego przepływ  roztw oru 
w stosunku do w ędrującego pasma, przez co cała objętość U -rurk i zostaje 
w ykorzystana dla rozdziału. A daptuje następnie optyczny system  Toeple- 
ra dla obserw acji bezbarw nych pasm rozdzielanej m ieszaniny, co umoż
liwiło bezpośrednią w izualną kontrolę procesu frakcjonow ania (140). 
W następnych latach zarówno U -rurka, jak  i system  optyczny aparatu  
Tiseliusa były coraz bardziej udoskonalane dzięki pracom  L o n g s w o r -  
t h a (84), S v e n s s o n a  (135) i innych, aż uzyskano nowoczesny przy- 
rzyrząd o wysokiej zdolności rozdzielczej i precyzji uzyskiw anych w y
ników, dający w yraźny obraz rozdzielanych składników.

Z przeglądu historycznego rozw oju metod elektroforetycznych w y
nika, że początkowo rozdział przeprowadzano zazwyczaj w roztworze sta
bilizowanym  zwykle żelem agarowym  lub żelatyną. W następnym  okre
sie wprowadzono rozdział w wolnym  roztworze, um ożliw iającym  nie
skrępow aną wędrówkę elektroforetyczną, którego szczytowym osiągnię
ciem było skonstruow anie aparatu  do wolnej elektroforezy przez Tise
liusa. W spółczesny rozwój m etod rozdziału w polu elektrycznym  powró
cił do stabilizacji e lek tro litu  podstawowego, czyli elektroforezy w tzw. 
nośnikach, jak  bibuła filtracy jna, skrobia, tworzyw a sztuczne itp. Elek
troforeza w środowiskach stabilizowanych stosowana jest głównie do izo
lowania elektroforetycznie jednorodnych frakcji, przy czym ich lokali
zacja odbywa się zazwyczaj drogą nie bezpośrednią. Poszczególne frak 

http://rcin.org.pl



[3 ] ELEK TRO FO REZA PA SM O W A 343

cje po rozdzieleniu są uwidaczniane w nośnikach m etodam i fizycznymi, 
chemicznym i lub biologicznymi. E lektroforeza w nośnikach może być prze
prow adzana przy użyciu bardzo rozcieńczonych roztworów rozdzielanych 
substancji bez obawy zaburzenia granicy między frakcjam i. Poszczególne 
frakcje mogą być wyizolowane ze stałego środowiska bez domieszek frak 
cji sąsiadujących.

W latach 1937-1939 K ö n i g  (74), a następnie K ö n i g  i K l o b u -  
s i t z k y  (67) przeprowadzili na bibule filtracy jnej wysyconej e lek tro li
tem  przewodzącym  prąd  rozdział toksyny jadu węża uzyskując kilka 
odrębnych frakcji. W 1939 roku C o o l i d g e  (21) konstruuje apara t w po
staci kolum ny w ypełnionej proszkiem  szklanym, w którym  jednorazowo 
frakcjonuje białka zaw arte w 2-ml próbie surow icy krw i ludzkiej. Jest 
to pierwsze doniesienie na tem at elektroforezy kolum nowej, k tó ra  zo
stała rozw inięta w latach pięćdziesiątych. W 1948 roku H a u g a a r d
i K r o n e r  (53) równocześnie z rozdziałem chrom atograficznym  amino
kwasów na bibule zastosowali pole elektryczne w kierunku prostopadłym  
do k ierunku spływającego solw entu uzyskując znacznie lepsze wyniki 
niż przy użyciu tylko samej chrom atografii. P raca ta była początkiem  
m etod takich jak elektrochrom atografia, rozdział dw ukierunkow y, f inger
printing  itp. W 1949 roku S v e n s s o n  i B r a t t s t e n  (138) opisali 
apara tu rę  do ciągłej elektroforezy, która w następnych latach została 
znacznie udoskonalona i zmodyfikowana przez G r a s s m a n n a  (44), 
D u r  r u m  a (27), H a n n i g a (50) i innych (65, 107, 118) i znana jest pod 
nazwą elektroforezy kurtynow ej lub elektroforezy z ciągłym przepły
wem.

O statnie lata przyniosły nowe zdobycze w dziedzinie m etod e lek tro 
forezy w nośnikach czy to przez wprowadzenie nowych m ateriałów  sta
bilizujących o dużej zdolności rozdzielczej i niskiej reaktyw ności che
micznej, czy też przez opracowanie nowych urządzeń pozwalających do
kładniej frakcjonować złożone m ieszaniny na większą skalę. W dalszym 
ciągu obserw uje się rozwój m etod elektroforetycznych, stosowanych do 
celów analitycznych i wyosabniania substancji wielkocząsteczkowych, 
jonów organicznych i nieorganicznych, związków kompleksowych, izoto
pów i do badań fizykochemicznych, jak  oznaczanie ruchliwości elektro- 
foretycznej, oznaczanie punktu  izoelektrycznego lub ciężaru cząsteczko
wego.

Technikę elektroforetyczną można podzielić w zależności od m echa
nizmu, w arunków  i wyników rozdziału w polu elektrycznym  na elek tro 
forezę w solnym roztworze, elektroforezę mikroskopową, elektroforezę 
pasmową, rozdział izoelektryczny i elektroforezę z ciągłym przepływem .

W elektroforezie w wolnym  roztworze (moving boundary) na skutek 
różnej ruchliwości jeden rodzaj jonów zostaje przesunięty w inne m iej
sce kanału U -rurki, inne jony natom iast pozostają w obrębie słupa roz
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tw oru zawierającego badaną próbę. Przemieszczenie pasma m ierzy się 
przez obserwację granicy zetknięcia się rozpuszczalnika i badanego roz
tworu. W ystępuje tu elektroosm oza oraz konwekcja cieczy.

Elektroforeza mikroskopowa wymaga prostego urządzenia i m ikro
skopu. Może być stosowana do rozdziału i badania ładunku wirusów, 
bakterii, kom órek i innych cząstek polarnych widocznych w mikroskopie 
optycznym.

Technika elektroforezy pasmowej um ożliwia całkowite oddzielenie 
poszczególnych składników m ieszaniny w postaci odrębnych smug lub 
plam. W ystępuje tu  zazwyczaj wpływ  silnego efektu elektroosm otycz- 
nego, przepływ u hydrodynam icznego, adsorpcji przez substancję stabi
lizującą elektrolit oraz innych czynników zaburzających i ograniczają
cych ruchliwość elektroforetyczną. Nie w ystępuje natom iast konwekcja 
cieczy.

Możemy rozróżnić trzy  rodzaje czynników stabilizujących, antykon- 
wekcyjnych:

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

2) elektroforeza w poziomej obracającej się rurce ze sta łą  prędkością 
(rotating horizontal capillary tube),

3) elektroforeza w nośnikach o strukturze kapilarnej, porow atej,
o własnościach gąbczastych, jak bibuła, skrobia, agar, poliakrylam id.

W rozdziale izoelektrycznym  badana substancja w ędruje pod w pły
wem pola w w ytworzonym  gradiencie pH  i zatrzym uje się w m iejscu, 
gdzie traci ładunek czyli w punkcie izoelektrycznym . W ędrówka w tym  
przypadku przebiega niezależnie od czasu. Rozdział przeprowadza się 
w wolnym  roztworze stabilizowanym  gradientem  gęstości lub w nośni
kach stałych. Niedogodnością rozdziału izoelektrycznego jest m ała roz
puszczalność białek w punkcie izoelektrycznym  oraz m ała trw ałość gra
dientu pH.

Elektroforeza z ciągłym przepływem  stosowana jest głównie do pre- 
paratyw nego w yosabniania substancji. Rozdział przeprow adza się na bi
bule i w innych nośnikach (elektroforeza kurtynow a), lub w wolnym 
roztworze z ograniczeniem dyfuzji przez odpowiednią konstrukcję apa
ra tu ry  (elektroforeza konw ekcyjna, forced flow  electrophoresis).

Nośnik, w którym  przeprowadza się rozdział elektroforetyczny, musi 
być dostatecznie porow aty dla zatrzym ania odpowiedniej ilości przewo
dzącego prąd elektrolitu  i rozdzielanej mieszaniny. Idealny byłby taki 
nośnik, k tóry  nie zawiera zanieczyszczeń, nie adsorbuje rozdzielanych 
substancji, wykazuje m inim alny efekt elektroosm otyczny i jest chemicz
nie nieczynny. Pojemność bibuły, zwłaszcza przy stosowaniu do celów 
preparatyw nych jest bardzo mała, przeto wprowadzono cały szereg in 
nych dogodniejszych m ateriałów , szczególnie do elektroforezy białek. Żel
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skrobiowy wprowadzony przez S m i t  h i e s a (129) cechuje się w yjątko
wo dużą zdolnością rozdzielczą, co jest związane równocześnie z „mole
ku larnym  przesiew aniem ” cząsteczek przez oka sieci żelu podczas wę
drów ki elektroforetycznej (130). Dodanie mocznika do żelu znacznie 
zwiększa jego zdolność rozdzielczą i technika ta znalazła zastosowanie 
w badaniach struk tura lnych  białek (29). Bardziej dogodnym środow i
skiem jest żel poliakrylam idow y, k tóry  posiada równie dużą zdolność 
rozdzielczą jak  żel skrobiowy, a równocześnie stanowi zupełnie obo
jętne środowisko, nie reagujące z większością odczynników chemicz
nych, jest kom pletnie nierozpuszczalny i wolny od jakichkolw iek za
nieczyszczeń (123). Acetylowanie celulozy umożliwia wyprodukow anie 
folii o bardzo dogodnych własnościach, zwłaszcza do celów analitycznych 
(68). Dla umożliwienia rozdziału niektórych m ieszanin m odyfikuje się 
nośniki przez w prowadzenie do nich charakterystycznych grup czynnych 
(61), względnie usunięcie niektórych składników nośnika jak  np. przy 
otrzym yw aniu agarozy z agaru (57). Badaną mieszaninę można w pro
wadzić uprzednio w połączenia z innym i substancjam i dla uzyskania po- 
larności cząsteczki (91) lub prowadzić rozdział w obecności detergentów  
(94), substancji zwiększających lepkość elektrolitu  podstawowego (28) lub 
zm ieniających jego stałą dielektryczną (79). W szystkie te zabiegi m ają 
na celu zwiększenie zdolności rozdzielczej środowiska i u łatw ienie roz
dzielenia złożonych m ieszanin na większą ilość składników.

II. Wprowadzenie teoretyczne

Podczas elektroforezy na bibule i w innych środowiskach na cząstecz
kę koloidu działają oprócz siły elektroforetycznej takie czynniki, jak 
przepływ  elektroosm otyczny, dyfuzja, adsorpcja oraz hydrodynam iczny 
przepływ  wody. Jest to w ynik fizykochemicznych procesów w obrębie 
podstawowych faz tworzących dany układ oraz przepływ u prądu. Będące 
w stałej współzależności fazy tworzą skomplikowany system, k tó ry  znacz
nie trudniej jest ująć w określone praw idła niż elektroforezę w wolnym  
roztworze. Fazami tym i w sensie fizycznym są: bibuła lub inne środo
wisko stałe, rozpuszczalnik oraz gazowa, ciekła lub stała substancja roz
puszczona w rozpuszczalniku (elektrolit) (136). O statnia faza jest odpo
wiedzialna za przepływ prądu  i w ytw arzanie ciepła podczas elektrofo
rezy.

Nie ma dotychczas ugruntow anej teorii zjaw isk elektrokinetycznych 
zachodzących podczas elektroforezy w środowisku stabilizowanym . Jest 
kilka teorii ruchliwości elektroforetycznej w nośnikach, jak  teoria „k rę t
ego kanalika” K u n k e l a  i T i s e l i u s a  (78), teoria „barierow a” 
M c D o n a l d a  (90) oraz teoria M e c h e b o e u f a  i współpracowni
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ków (85), ale żadna z nich nie pozwala na znalezienie jednoznacznego 
współczynnika, pozwalającego na porównanie wyników uzyskanych 
w różnych nośnikach z w ynikam i z wolnej elektroforezy. N ajbardziej 
zgodne wyniki można uzyskać w oparciu o teorię K unkela i Tiseliusa, 
ma ona jednak kilka niezupełnie ścisłych założeń, m iędzy innym i za
kłada, że wszystkie kanaliki system u kapilarnego bibuły filtracy jnej po
siadają jednakow y przekrój poprzeczny (por. rys. la). Stwierdzono jed 
nak doświadczalnie, że w bibule w ystępuje różnorodność przekrojów 
kanalików  wzdłuż ich przebiegu. Nagłe zwężenie kanalika na drodze wę-

Rys. 1. M odel k a n a lik a  b ib u ły  f i ltra c y jn e j :  a) w g K u n k e la  'i T ise liu sa  (78), b) wg
B oyacka i G idd ingsa  (17)

drówki cząsteczki powoduje znaczne obniżenie przew odnictw a i w od
powiednim  stopniu ruchliwości elektroforetycznej. B o y a c k  i G i d -  
d i n g s  (17) na podstawie wyników doświadczeń oraz stosując odpo
wiedni aparat m atem atyczny wykazali, że uwzględnienie efektu- zwężenia 
i krętości kanalika, znacznie zbliża wyniki ruchliwości uzyskane za po
mocą elektroforezy w nośnikach i w wolnym roztworze. Rys. Ib ilu 
s tru je  schem atycznie założenie modelu, k tóry  oprócz efektu krętości, 
uwzględnia efekt zwężenia kanalików (constriction effect).

Większość środowisk stosowanych jako nośniki do elektroforezy ma 
zdolność pęcznienia i przepuszczalności dla m ałych jonów i staje się 
przeto elektrycznym i przew odnikam i w roztworach elektrolitów . Szcze
gólne znaczenie posiada przepuszczalność włókien celulozowych bibuły 
filtracy jnej dla jonów elektrolitu  podstawowego stosowanego do roz
działu. Ruchliwość naładowanych cząstek w środowiskach pęczniejących 
zależy według G i d d i n g s a  i B o y a c k a  (35) od trzech czynników, 
które w pływ ają na wędrówkę elektroforetyczną i przy dokładnych obli
czeniach nie mogą być pominięte. Czynnikami tym i są: a) krętość kana
lika (tortuosity, T), b) efekt zwężenia kanalika (constrictive factor, C), 
oraz c) czynnik opóźniający jony (ion retardation factor, R), w yrażający 
in terakcję  m igrantu  z nośnikiem, czyli m ateriałem  stabilizującym  śro
dowisko. W edług Giddingsa i Boyacka wartość czynnika ograniczającego 
ruchliwość elektroforetyczną (obstructive factor, £), k tóry  jest propor
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cjonalny do wartości współczynników T, C i R, można w yrazić wzo
rem  1.

5 =  C R T “2 1.

Porów nanie liczbowych wartości om awianych czynników C, R i T 
w  zależności od stopnia napęcznienia włókien bibuły (X) przedstaw ia ta 
blica 1. Jak  widać, w m iarę pęcznienia włókien celulozy (wartości od 0 
do 3,0) czynnik ograniczający ruchliwość |  progresywnie m aleje. To samo 
odnosi się do czynnika R i T.

T a b l i c a  1

Z ależność  w a rto śc i o g ran icza jący ch  ruch liw ość  n a  b ib u le  od s to p n ia  n ap ęczn ien ia
w łó k ien  celu lozy (wg 35)

X C R rp—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
1,5 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

O bjaśnienie w  tekście.

Teoria Boyacka i Giddingsa umożliwia kalkulację ruchliwości elek- 
troforetycznej przy stosowaniu różnych środowisk porow atych złożo
nych z geometrycznie różnych m icelli jak  włókienka, kuleczki, sześciany 
lub cylindry. W yniki uzyskiw ane przy uw zględnieniu powyższych czyn
ników ograniczających ruchliwość różnią się od obserwowanych o oko
ło 15 °/o.

P rzy  określaniu ruchliwości elektroforetycznej na bibule i w innych 
środowiskach porowatych m uszą być ustalone takie param etry , jak  sto
sunek wody do bibuły, ciśnienie w komorze oraz stałe natężenie pola. 
K ontrolow ane w arunki podczas doświadczenia mogą być uzyskane w od
powiednio zbudowanej komorze, k tórej konstrukcję podali B a i 1 a y 
i H a c k m a n  (8). P rak tyczny sposób określania ruchliwości elektrofo
retycznej w środowisku stabilizow anym  polega na porów naniu w tych 
samych w arunkach ruchliwości w nośniku substancji badanej i standardu
o znanej ruchliwości w wolnym  roztworze (141). Jeśli w m iejsce jonu na
łożyć na bibułę substancję obojętną, nie w ędrującą w polu elektrycznym  
(dekstran, kafeina, 2:3:4:6-tetrametylo-D-glukoza), to jej w ędrów ka 
z miejsca nałożenia będzie spowodowana elektroosm otycznym  i hydro
dynam icznym  przepływem , jak  to schem atycznie ilu stru je  rysunek  2.
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Rys. 2. W pływ  ełek troosm ozy  i p rzep ły w u  h y d rodynam icznego  w ody na  po łożenie  
su b s ta n c ji n ie jo n o w ej n a  p ask u  b ib u ły  podczas e lek tro fo rezy  

O — m iejsce  naniesien ia  substancji, O — um iejscow ien ie substancji po rozdziale elek tro fore-  
tyczn ym , S-S' — geom etryczn y  środek paska, ji-ji' — lin ia zerow ego przepływ u

Miejsce, w którym  się znajdzie obojętna substancja po przerw aniu 
działania prądu określone linią n — x' i znajdujące się w odległości d0 
od punktu  nałożenia, nazywam y pasmem zerowej ruchliwości. W artość 
d0 można wyliczyć z rów nania 2:

d n =

Us\
u t /

1 -  _U1 
Uf

gdzie ds jest odległością od m iejsca nałożenia na bibule wolno w ęd ru ją 
cego, a df szybko wędrującego standardu, o odpowiedniej ruchliwości us 
i Uf w wolnym  roztworze. Stąd ruchliwość u substancji nieznanej, k tóra 
została przemieszczona od punktu  nałożenia podczas elektroforezy na 
odległość d, będzie wyrażona równaniem  3.

d o )  o
U =  Uf

( d _____
(dr -  d„)

Podstaw iając do rów nania 3 wartość d0 z rów nania 2 otrzym am y rów 
nanie 4, pozwalające na porównanie badanej substancji równocześnie 
z dwoma standardam i.

u_
Uf

d — d s +  (df

(df -  d s)

Przy  bezwzględnym pom iarze ruchliwości w nośnikach niezbędna jest 
jednak znajomość d0 i współczynnika ograniczającego tę  ruchliwość i, 
którego pojęcie zostało uprzednio zdefiniowane.

Możliwe jest również oznaczenie na bibule punktu  izoelektrycznego 
am folitu m etodą porównania, przeprow adzając równoczesny rozdział 
w tych samych w arunkach substancji badanej i standardu  o znanym  
punkcie izoelektrycznym . Wówczas punkt izoelektryczny substancji ba
danej można wyliczyć z rów nania 5:

plx  = p lx (oz) -  p i i (oz) -  p i i 5.
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gdzie: p ls — punkt izoelektryczny substancji badanej, pi; — punkt izo- 
e lektryczny substancji standardow ej, p Ix(oz) i pi  ¡(oz) — punkty  izoelek- 
tryczne substancji badanej i standardu oznaczone na podstawie elektro
forezy na bibule lub w innym  nośniku przy różnych w artościach pH. 
Należy zwrócić uwagę, że wszystkie przeprowadzane rozdziały muszą być 
wykonane dokładnie w tych samych w arunkach natężenia pola, w ilgotno
ści, ciśnienia i tem peratury .

III. Elektroforeza mikroskopowa komórek, wirusów i bakterii

Ruchliwość elektroforetyczna dużych cząstek biologicznych, jak ko
m órki tkankow e i bak tery jne  czy w irusy jest uw arunkow ana ładunkiem  
powierzchni tych cząstek. Ponieważ powierzchnia kom órek i dużych czą
stek jest m iejscem  wielu procesów fizykochemicznych i biologicznych 
zachodzących przy ich zetknięciu się z otoczeniem, znajomość ładunku 
powierzchniowego i w pływ  różnych czynników na jego wielkość ma 
istotne znaczenie dla śledzenia tych procesów. Składniki otoczki komó
rek  tj. białka, lipidy, polisacharydy i kwasy nukleinowe m ają różną zdol
ność do w ytw arzania ładunków  ujem nych, toteż przy zmianie w zajem ne
go stosunku tych substancji zmieniać się będzie wartość ogólna ładunków 
elektrycznych i związana z tym  ruchliwość elektroforetyczna. Z tego 
względu pomiędzy kom órkam i praw idłowym i i patologicznymi, lub po
traktow anym i enzymami (np. neuram inidazą, po związaniu z przeciwcia
łem) należy oczekiwać różnic w ładunkach powierzchniowych. A paratu
ra do pom iaru tych różnic i przebieg doświadczenia są stosunkowo pro
ste. W w arunkach niem al każdego laboratorium  można przeprowadzać 
doświadczenia w zakresie zmian toczących się na powierzchni komórek, 
dużych wirusów, m itochondriów i innych cząstek. E lektroforeza m ikro
skopowa w połączeniu z m ikroskopią elektronow ą daje nowe możliwości 
przy badaniu s truk tu r i stanu fizykochemicznego powierzchni komórek, 
bakterii i wirusów.

Przy założeniu, że kom órka lub cząstka m a kształt sferyczny można 
obliczyć ujem ny ładunek powierzchni stosując rów nanie 6 (19) zgodnie 
z teorią Smoluchowskiego, H enry’ego i D ebye-Huckla dla cząstek o pro
m ieniu większym niż 1 m^:

u,] =  a i  +  n ; u =  —  ~  +  ri 6.
K 7) K

gdzie: u — ruchliwość elektroforetyczna w cm2/V/sek, v] — lepkość roz
tworu w poisach, o — gęstość ładunku na powierzchni w jednostkach 
elektrostatycznych/cm 2 powierzchni, r; — prom ień krzyw izny powierzch
ni komórki, K — wartość funkcji D ebye-Huckla w cm-1, rów na w wo
dzie i temp. 25° 0,327 X 108j/|a ; in — siła jonowa.
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E rytrocyty  większości gatunków  zwierzęcych w w arunkach zbliżo
nych do fizjologicznych (pH, siła jonowa) w ykazują anodową wędrówkę 
elektroforetyczną, gdyż m ają ujem ny ładunek na powierzchni (10). Licz
ne badania elektroforetyczne wykazały, że punkt izoelektryczny e ry tro 
cytów znajduje się przy pH  około 2,0 (25). Działając na ery trocy ty  neura- 
m inidazą obserw uje się spadek ruchliwości tych kom órek i równoczesne 
usunięcie do 90 °/o kwasu neuram inowego ery trocytu  (33). Sugeru je to, 
że u jem ny ładunek powierzchni krw inki jest spowodowany głównie dy- 
socjacją grup karboksylowych tego związku. Wyliczono, że m iędzy ilo
ścią cząsteczek kwasu neuram inowego na 1 î 2 powierzchni ery trocytu  
a jego ruchliwością elektroforetyczną istnieje dla badanych gatunków  
zależność prostoliniowa. Neuram inidaza nie m a wpływu na ruchliwość 
elektroforetyczną praw idłow ych kom órek wątrobowych; wpływ  ten  za
znacza się, jeśli kom órki są w okresie szybkiego w zrostu podczas prolife
racji po częściowej hepatektom ii i jest zupełnie w yraźny dla komórek 
rakow ych tego narządu (2). Chemiczna analiza wykazała, że z kom órek 
rakow ych neuram inidaza odszczepia znacznie szybciej kwas neuram ino- 
w y niż z kom órek norm alnych. Należy przypuszczać, że jest to związane 
z daleko idącą zmianą s tru k tu ry  powierzchni kom órki rakow ej w po
rów naniu  z kom órką prawidłową.

R ys. 3. A p a ra t do e lek tro fo rezy  m ik roskopow ej f-m y  Z eiss  (wg 124)

Badanie ruchliwości elektroforetycznej kom órek krw i w różnych sta
nach patologicznych jest praktycznym  zastosowaniem elektroforezy mi
kroskopowej. R u h e n s t r o t h - B a u e r ,  F u h r m a n n ,  G a n z e r ,  
K u b l e r  i R u e f f  (124) przebadali za pomocą aparatu  specjalnie do
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tego celu skonstruowanego (rys. 3) około 700 prób krw i ludzi chorych, 
znajdu jąc zasadnicze różnice w hem ocytoferogram ach w zależności od 
rodzaju  schorzenia.

Rysunek 4 przedstaw ia schem atycznie zebrane wyniki wspomnianych 
autorów . Widać, że np. przy mielozach ery trocyty  i lim focyty nie u le
gają zaburzeniu, natom iast nie w ystępują granolocyty, a w m iejsce ich 
po jaw iają  się inne elem enty m orfotyczne w ędrujące szybciej niż gra- 
nulocyty w polu elektrycznym . W przypadkach lim fadenozy ładunki ery 
trocytów  i granulocytów  nie ulegają zmianie, natom iast b rak  frakcji od
pow iadającej lim focytom  (rząd 4), a w ystępuje frakcja patologicznych

Erytrocyty Granulocyty
Limfocyty I 1 Różne komórki patologiczne

R ys. 4. H em o cy to fe ro g ram y  ko m ó rek  k rw i n o rm a ln e j i pa to log iczne j (w g 124)

tńałek białych w ędrujących przed erytrocytam i. Obraz ruchliwości elek- 
troforetycznej krw inek w  przypadku ziarnicy złośliwej (rząd 5) znacz
nie różni się od obrazu krw inek  norm alnych i ulega tylko nieznacznej 
zmianie podczas rem isji lub  podczas leczenia kortyzonem  (124).
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IV. Elektroforeza pasmowa w wolnym roztworze

Pasm owy rozdział elektroforetyczny z równoczesnym Ciągłym prze
pływem roztw oru bez stabilizacji elektrolitu  m a szereg cech korzystnych 
i znalazł ostatnio duże praktyczne zastosowanie. Rozdział e lek trofore
tyczny w wolno przepływ ającej warstew ce buforu w nieobecności nośni
ka przeprowadzili po raz pierw szy w 1958 roku B a r r o l l i e r ,  W a t z -  
k e  i G i b i a n  (9). W tym  samym  roku D o b r y  i F i n n  (26) skon-

Rys. 5. S ch em at a p a ra tu  do e lek tro fo rezy  pasm ow ej w  n ieobecności n o śn ik a  
(wg 26): E — e lek tro d y , M — przeg rody  pó łp rzepuszczalne .

O bok: p rzy k ład  rozdz ia łu  m ieszan iny  trz ech  b a rw n ik ó w  (fu k sy n a  zasadow a, b łę k i t  
b rom otym olow y, b łę k it b rom ofeno low y), obserw ow anego  n a  trzech  różnych  w y 

sokościach  ko lum ny

struow ali aparat, za pomocą którego przy zachowaniu odpowiednich w a
runków  można uzyskać rozdział pasmowy. Przyrząd zbudowany jest 
z pionowej prostokątnej ru ry  o rozm iarach około 120 X 7,5 X 5 cm 
(rys. 5), której centralna przestrzeń jest oddzielona od przestrzeni elek
trodowych za pomocą porow atych przegród z tw orzyw a term oplastycz
nego. Od dołu ku górze kolum ny przepływa powoli roztw ór elektrolitu
o dużej lepkości z dodatkiem  dekstranu lub m etylocelulozy, co zapo
biega mieszaniu się pasm. Prostopadle do przepływającego buforu działa 
pole elektryczne. Badana m ieszanina wprowadzona przez kanał I w cen
tralnej części kolum ny jest pchana ku górze i rozdzielana pod wpływem  
pola. Szczyt kolum ny jest zakończony serią odrębnych kanalików, po
przez które odprowadzane są rozdzielone frakcje. Schem at aparatu  i przy
kład rozdziału m ieszaniny trzech barw ników przedstaw iony jest sche
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m atycznie na rysunku 5. Jak  widać u szczytu kolum ny m ieszanina jest 
rozdzielona na trzy  odrębne frakcje.

H a n n i g (51) posługując się zasadą ciągłego dwukierunkow ego roz
działu na bibule oraz zasadą beznośnikowego frakcjonow ania w pionowej 
rurze, opisaną przez D obry’ego i Finna, skonstruował autom atyczne 
urządzenie, w którym  bibułę zastąpił cienką w arstew ką roztw oru elek
tro litu  płynącego powoli m iędzy dwiema płytam i szklanym i (free di f 
fusion electrophoresis). Kom ora elektroforetyczna zbudowana jest z dwu

Rys. 6. A p a ra t H an n ig a  do c iąg łe j e lek tro fo rezy  pasm ow ej w  w olnym  roztw orze
(wg 51)

płyt szklanych, oddalonych od siebie o 0,5 mm, chłodzonych z zew nątrz 
i ustaw ionych poziomo (51) lub w nowszej w ersji pionowo (52). P rosto
padle do kierunku spływu film u buforu jest ustawione pole elektryczne 
w postaci platynow ych elektrod, opłukiw anych elektrolitem , oddzielo
nych od filmu za pomocą półprzepuszczalnych przegród. Rozdzielana 
mieszanina doprowadzana jest ciągle przez otwór w górnej płycie, nato
m iast otrzym ane frakcje odbierane są za pomocą system u kanalików, jak 
to widać na rysunku 6. P rzepływ  buforu w szczelinie m iędzy płytam i 
i elektrolitu  opłukującego elektrody oraz dopływ rozdzielanej m ieszani
ny regulow any jest za pomocą zsynchronizowanego system u pomp. 
W aparacie Hanniga można rozdzielić w ciągu doby próbę zaw ierającą 
około 10 g suchej m asy białka, stosując napięcie około 2500 V w tem pe
raturze 3-5°. Za pomocą opisanego urządzenia przeprowadzono również 
frakcjonow anie kom órek krw i i hom ogenatu wątroby, izolowanie kom órek 
nowotworowych itp. W preparatyce biochemicznej służy ono do otrzy
m ywania czystych elektroforetycznie białek na dużą skalę.

O ryginalnym  sposobem rozdziału pasmowego w wolnym roztworze 
jest m etoda opisana przez H j e r t e n a  (56). E lektroforezę przeprow a
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dza się w poziomej rurze, która obraca się powoli wraz z naczyniami 
elektrodow ym i wokół swej długiej osi. Na skutek obrotu ruchy  konw ek
cyjne we wszystkich możliwych kierunkach w obrębie słupa cieczy w ru 
rze są niem al wyelim inowane. Celem zniesienia elektroosm ozy i wyw o
łanych nią zaburzeń rozdziału, przed doświadczeniem ru rę  przem yw a 
się roztw orem  metylocelulozy. Rozdzielone frakcje można łatwo anali
zować za pomocą urządzeń optycznych zarówno w świetle widzialnym^ 
jak  i pozafiołkowym. Można również dla celów preparatyw nych zebrać 
frakcje za pomocą kolektora frakcji jak przy elektroforezie kolum now ej. 
Stosując tę apara tu rę  można dokładnie określić ruchliwość elektrofore- 
tyczną badanej substancji, używając — w odróżnieniu od wolnej elek
troforezy — bardzo drobnych ilości badanego m ateriału.

W elektroforezie z gradientem  gęstości (density gradient electropho
resis) stabilność hydrodynam iczną uzyskuje się przez stopniowy wzrost 
gęstości roztw oru idąc od góry ku dołowi kolumny. Zmianę gradientu 
gęstości wzdłuż kolum ny uzyskuje się przez wprowadzenie w zrasta ją
cych stężeń roztw oru sacharozy, glicerolu, glikolu etylenowego lub cięż
kiej wody. Równom ierny gradient gęstości zapobiega term icznej konwek
cji roztw oru i elektroosm otycznem u przepływowi. Po rozdzieleniu m ie
szaniny na frakcje nie zachodzi ich wzajem ne mieszanie się w ciągu do
statecznie długiego czasu. Pozwala to na oddzielne zebranie frakcji przy  
opróżnianiu kolum ny z pomocą kolektora frakcji. Teoretyczne podstaw y 
elektroforezy z gradientem  gęstości, zakres stosowalności i osiągnięcia 
uzyskane za pomocą tej m etody są wyczerpująco omówione w refe ra 
tach S v e n s s o n a  (137), C r a m e r a  i S v e n s s o n a  (22) oraz K o 
l i  n a (70).

A para tu ra  stosowana przez poszczególnych autorów dla rozdziału bia
łek, w irusów  i barw ników  składa się z pionowej kolum ny z bocznym 
ram ieniem , połączonej z naczyniami elektrodowym i. W dnie kolum ny 
wm ontowane są dwie kapilary, które służą do w prowadzenia buforu 
i w ytw orzenia gradientu  oraz do wprowadzenia próby i opróżnienia ko
lum ny.

Schem at takiego aparatu  przedstaw ia rysunek 7. K olum nę w ypełnia 
się najpierw  stosownym buforem  powyżej ram ion łączących kolum nę 
z naczyniam i elektrodow ym i, następnie przez kapilarę 0 wprowadza się 
roztw ór buforu z sacharozą (40-60%) do poziomu szczytu ru rk i I. Po zam 
knięciu kurka C rozpoczyna się przygotowanie gradientu za pomocą m ie
szalnika Mx i M2, wprowadzając powoli roztw ór przez kapilarę I. Naczy
nie Mi zawiera bufor bez sacharozy, naczynie M2 — z odpowiednią iloś
cią sacharozy. Po uruchom ieniu mieszadła T, w krapla się powoli bufor 
z M2 do Mx i przez kapilarę I do kolumny. Bufor Mx zaw arty  początkowo 
w kolum nie zostaje w yparty  poprzez naczynie elektrodow e E^ Po przy
gotowaniu gradientu  i w yrów naniu poziomów w obu naczyniach elektro-
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R ys. 7. P ro s ty  a p a ra t  do e lek tro fo rezy  w  zm iennym  g rad ien c ie  gęsto śc i

dowych, otw iera się ku rek  C i przez kapilarę I wprowadza się badaną 
próbę za pomocą strzykaw ki. Roztwór próby zawiera tak  dobrane stęże
nie sacharozy, aby po w strzyknięciu znalazła się na w ybranej wysokości 
kolum ny. Po kilkunastom inutow ym  w yrów naniu się gradientów  próby 
i kolum ny, włącza się p rąd  z zasilacza. Podczas działania prądu m iesza
nina rozdziela się na odrębne smugi, których odległość zależy od począt
kowej grubości w arstw y wprowadzonej próby, od względnej ruchliwości 
jonów i od długości kolum ny. Kolum nę można następnie opróżnić przez 
kapilarę I zbierając dowolnej objętości frakcje do probówek i analizować 
za pomocą stosownych metod. W przypadku barw nych substancji roz
dzielone smugi można fotografować za pomocą jednego ze sposobów po
danego przez K o 1 i n a (70). W prow adzając w próbie substancję odnie
sienia o znanej ruchliwości elektroforetycznej można określić ruchliwość 
poszczególnych smug rozdzielonej mieszaniny. W przypadku rozdziału 
białek i w irusów dogodnymi substancjam i odniesienia są: ajbum ina b a r
wiona błękitem  bromofenolowym, hemoglobina, względnie czerwień fe
nolowa (22).

S h a c k  i B y n u m  (127) stosując m etodę S v e n s s o n a  (139) roz
dzielili w gradiencie sacharozy natyw ny DNA grasicy od zdenaturow a- 
nego. Na rysunku 8 widać, że DNA zdenaturow any w około 50% przez 
ogrzanie, działanie kwasu lub zasady, rozdziela się przy pH 7,0 na dwie 
frakcje. Analiza chemiczna wykazała, że natyw ny DNA miał większą za
wartość guaniny i cytozyny niż DNA zdenaturow any. Za pomocą e lek tro 
forezy w gradiencie sacharozy rozdzielono również nukleoproteidy (64).

O bjaśnienie w  tekście.
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R ys. 8. R ozdział na ty w n eg o  i zd en a tu ro w an eg o  DNA za pom ocą e lek tro fo rezy  
w  zm iennym  g rad ien c ie  sacharozy  (wg 127)

1 — natyw ny, 2 — zdenaturow any

A paratura skonstruow ana przez M e l a  (92) składa się z prostokąt
nej płaskiej komory, oddzielonej od naczyń elektrodow ych za pomocą 
przegród półprzepuszczalnych. W lot i wylot kom ory zaopatrzony jest 
w jednakow ą ilość wąskich kanalików, przez które z jednej strony w tła
czany jest bufor za pomocą pompy, z drugiej — wypływ a z kom ory do 
zbiorników. Próba rozdzielanej m ieszaniny w prowadzana jest ciągle za 
pomocą jednego z kanalików, a ponieważ wlot i wylot kom ory stanowi 
stały układ hydrodynam iczny roztw ór próby przepływ a poziomo w po
staci ostrej smugi. Pod wpływem  pola elektrycznego działającego pro
stopadle, poszczególne frakcje zostają oddzielone i wprowadzone do od
rębnych odbieralników. Dla większej stabilności roztw oru w komorze 
dodaje się do roztworów wprowadzanych w zrastające ilości sacharozy 
zwiększając lepkość cieczy. Przepływ  może być dowolnie regulow any 
w  dużym  zakresie, dostosowując w arunki do potrzeb analitycznych lub 
preparatyw nych. Za pomocą opisanego urządzenia możliwe jest zarówno 
śledzenie powstającego produktu  reakcji, jak i jego wyizolowanie. Ma 
to duże znaczenie przy badaniu układów: enzym — substrat, antygen — 
przeciwciało, kwas nukleinow y — białko itp. Przedstaw iona m etoda 
w założeniu jest podobna do m etody G r a s s m a n n a  i H ü b n e r a  
(45), w której podobny efekt uzyskuje się za pomocą ciągłej elektrofo
rezy bibułowej.

Dla ułatw ienia rozdziału preparatyw nego w gradiencie sacharozy 
C h o u l e s  i B a l l e n t i n e  (20) skonstruowali prosty  aparat, w któ
rym  kolum na składa się z dw unastu płytek z perspeksu ułożonych jedna 
na drugiej i posiadających ekscentrycznie umieszczone otw ory o średni
cy 2 cm. Półkolisty kanał C (rys. 9) zapewnia kontakt między naczyniami 
elektrodow ym i E, tworząc razem  z segm entowanym  kanałem  kształt 
U -rurki. P rzed zestawieniem  pionowego kanału powierzchnie płytek po
kryw a się w arstew ką smaru, co zapobiega w yciekaniu roztw oru z ko
lumny. Po w ypełnieniu kanału buforem  zaw ierającym  odpowiednie stę
żenie sacharozy, w otworze szczytowej płytki umieszcza się roztw ór ba
danej mieszaniny. Po ukończeniu rozdziału poszczególne płytki idąc od
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R ys. 9. A p a ra t do p re p a ra ty w n e j e lek tro fo rezy  w  zm iennym  g rad ien c ie  w g C houles
i B a llen tin e  (20)

O bjaśnienia w  tekście.

góry odcina się od głównego kanału przez przesunięcie i zaw arte .w za
głębieniach płytek frakcje wyciąga się pipetą.

Stosując stabilizację elektrolitu  zmiennym  gradientem  sacharozy 
L e r n e r  (81) opracował autom atyczny aparat do rutynow ej analizy 
elektroforetycznej białek. Naczyńko kwarcowe posiadające wbudowane 
elekti ody jest autom atycznie wypełniane buforem  z równoczesnym  w y
tworzeniem  gradientu gęstości, następnie m echaniczny podawacz umiesz-

R ys. 10. R ozdział su row icy  w  au to m a ty czn y m  ap a rac ie  L e rn e ra , pow tó rzony
1 4 -k ro tn ie  (wg 81)
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cza w naczyńku próbę i następuje włączenie się prądu. Podczas rozdzia
łu urządzenie piszące złożone ze źródła św iatła, fotopowielacza i aparatu  
samopiszącego w ykreśla krzyw ą elektroforetyczną. Czas rozdziału w y
nosi 20 m inut, po czym wprowadzona zostaje następna próba do naczyń
ka i proces powtarza się samoczynnie. Do rozdziału potrzeba 0,2 ml suro
wicy. Ponieważ aparat ma w budow any in tegrator, pod krzyw ą elektro
foretyczną otrzym uje się określenie powierzchni, co znacznie skraca czas 
pełnej ilościowej analizy. Urządzenie daje dużą rozdzielczość i pow tarzal
ność, o czym świadczy rysunek 10.

Y. Elektroforeza wysokonapięciowa

Pojęciem  elektroforezy wysokonapięciowej określa się rozdział w po
lu elektrycznym  przy spadku potencjału powyżej 20/V/cm. Stosowanie 
pola o wysokim spadku (do 200 V/cm) pozwala na znaczne skrócenie cza
su frakcjonow ania, uzyskuje się ponadto ostre rozdzielenie smug z uw a
gi na ograniczenie efektu elektroosmotycznego, hydrodynam icznego 
przepływ u buforu oraz dyfuzji. Zastosowanie wysokiego napięcia wym a
ga specjalnego urządzenia chłodniczego do odprowadzania dużych ilości 
wywiązującego się ciepła i zabezpieczenie paska bibuły przed nierówno
m iernym  wyparowyw aniem  wody. Trudności te były w różny sposób 
rozwiązywane przez poszczególnych autorów  zajm ujących się tym  pro
blemem, przez konstrukcję odpowiednich urządzeń z różnym i system a
mi chłodzenia (47, 93, 147, 149). Badania przeprowadzone przez P  r u s i- 
k a  i K e i l a  (117) pozwoliły na skonstruowanie apara tu ry  u trzym ują
cej stałą i dowolną tem peratu rę  przy napięciu do 120 V/cm. Autorzy ci 
wykazali przydatność tej apara tu ry  do dokładnego oznaczania ruchliwości 
elektroforetycznej na bibule oraz uzyskiwali dużą rozdzielczość przy 
rozdzielaniu mieszanin o bliskich wartościach pK.

Rysunek 11 przedstaw ia schem at kom ory wysokonapięciowej skon
struow anej w Zakładzie Chemii Fizjologicznej Akadem ii Medycznej 
w Krakowie (101). Cienka płyta szklana zgięta w postaci odwróconej lite 
ry  V i osadzona na podstawie z pleksiglasu jest chłodzona przez ciągle 
spływ ającą m ieszankę oziębiającą (50°/o-owy glicerol) wtłaczaną do roz
pylacza za pomocą pompy z agregatu chłodniczego. Obieg cieczy jest 
zam knięty i tem peratu rę  m ieszanki ustala się w zależności od wysokości 
przyłożonego napięcia oraz od siły jonowej buforu. Blokowy schem at 
apara tu ry  przedstaw ia rysunek  12. W komorze można umieścić arkusz 
bibuły W hatm an w obu kierunkach — co jest istotne przy dw ukierunko
wym rozdzielaniu. Ten system  chłodzenia wydaje się być bardzo w ydaj
ny i w zależności od tem pera tu ry  cieczy chłodzącej i szybkości jej prze
pływu można stosować wysokie spadki potencjału, naw et powyżej 
100 V/cm.
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1

R ys. 11. S ch em at kom ory  do w ysokonap ięc iow ej e lek tro fo rezy , sk o n s tru o w an e j 
w  Z ak ład z ie  C hem ii F izjo log icznej AM  w  K rakow ie  

1 — pokryw a, 2 — w anny z elekrodam i, 3 — rozpylacz do c ieczy  ch łodzącej. S trzałk i w skazują  
kieru n ek  przepływ u p łynu ch łodzącego

Rys. 12. S chem at b lokow y a p a ra tu ry  do e lek tro fo rezy  w ysokonap ięc iow ej 
A ~~ agregat chłodniczy ze zbiornikiem  w yrów naw czym  tem peratury, B — komora edektrofo- 

retyczna w  przekroju poprzecznym , C — zasilacz w ysok iego  napięcia

Elektroforeza wysokonapięciowa peptydów połączona z chrom ato
grafią znalazła ostatnio szerokie zastosowanie w analizie s tru k tu ry  bia
łek. Metodę pod nazwą fingerprint  (odbitka bliźniacza) wprowadził I n- 
g r a m  (60), następnie rozw inął R u s h i z k y  i K n i g h t  (125) oraz 
A n f  i n s e n  (4). Postępow anie to polega na porównaniu składu pepty- 
dowego dwu blisko siebie stojących białek, po ich uprzedniej hydrolizie 
enzym atycznej trypsyną i chym otrypsyną, przez przeprowadzenie elek- 
troforetycznego rozdziału m ieszaniny peptydów w jednym  kierunku, 
a chrom atograficznego —  w drugim . Po w ybarw ieniu na bibule pep ty
dów z jednego białka porów nuje się ich przestrzenne rozmieszczenie 
z analogicznie rozdzieloną próbą drugiego. Stosując m etodę fingerprint  
Ingram  (60) ustalił specyficzne różnice w budowie chemicznej hemoglo
bin ludzkich, a Anfinsen i współpracownicy (4) wykazali różnice w s tru k 
turze rybonukleazy pochodzącej od różnych gatunków.
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Ostatnio K r a w c z y k  (75) wprowadził dalszą m odyfikację pole
gającą na barw ieniu plam  peptydów  izatyną zam iast ninhydryny. Ponie
waż izatyna daje różne zabarwienie z poszczególnymi peptydam i w za
leżności od ich śkładu aminokwasowego (99), pozwoliło to na odróżnie
nie peptydów  hemoglobiny ludzkiej i końskiej. Obserwacja ta  jest zgod
na z w ynikam i analizy sekwencji aminokwasów obu hemoglobin, prze
prowadzonej przez B r a u n i t z e r a  (18).

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

1. Elektroforeza w bloku ,

Blok skrobiowy można stosować zarówno do elektroforezy dla celów 
analitycznych, jak i preparatyw nych. Rozdzielone frakcje łatwo w yelu- 
ować z pociętego bloku i oddzielić skrobię przez wirowanie. Podczas roz
działu elektroforetycznego na bloku skrobiowym, jak  i w innych środo
wiskach stałych obserw uje się stosunkowo silny przepływ  elektroosm o- 
tyczny od bieguna dodatniego do ujem nego, co znacznie obniża zdolność 
rozdzielczą tych nośników. Przepływ  elektroosm otyczny można w dużym  
stopniu ograniczyć podnosząc poziom buforu w naczyniu elektrodow ym  
po stronie katody i zm ieniając w ten  sposób w arunki hydrodynam iczne 
w bloku. Efekt elektrodekantacji można usunąć przez pionowe ustaw ie
nie bloku, tj. upakowanie skrobi w  prostokątnym  podłużnym  pudle usta
wionym  pionowo (rys. 13) i połączenie końców bloku z naczyniami elek
trodow ym i za pomocą pasków bibuły. P rzy  prow adzeniu doświadcze
nia przez dłuższy czas, a zwłaszcza przy dużym  poborze prądu, niezbęd
ne jest chłodzenie bloku oraz w ym iana buforu w naczyniach elektrodo
wych. W tym  celu opisano odpowiednie urządzenie z chłodzeniem oraz 
z możliwością w ym iany buforów w naczyniach elektrodow ych podczas 
trw ania elektroforezy (105).

Oprócz skrobi, przy technice otwartego bloku stosowane są i inne 
nierozpuszczalne substancje, jak  chlorek poliwinylu, proszek szklany, 
Sephadex, gąbka gumowa lub piana z tworzyw a sztucznego. Szczególnie 
dogodnym m ateriałem  okazał się Pevikon C-870 (kopolimer chlorku wi
nylu i octanu winylu), k tó ry  nie w ykazuje adsorpcji w stosunku do bia
łek i daje dobre wyniki przy frakcjonow aniu glikoproteidów (96). Stoso
wano również mieszaninę: hydrolizowana skrobia: Pevxkon w stosunku 
1 : 12, uzyskując środowisko o dużej zdolności rozdzielczej (15). Blok 
skrobiowy jest używ any do frakcjonow ania i oczyszczania najrozm ait
szych substancji jak  lipoproteidy (77), enzymy (23, 73, 151), białka m ito- 
chondriów i m ikrosomów (11, 32), oraz kwasy nukleinow e kom órek zwie
rzęcych (38) i m ikroorganizm ów (39).
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R ys. 13. A p a ra t do e lek tro fo rezy  w  p ionow ym  b lo k u  sk rob iow ym  (wg 13) 
a — blok, b — naczynia elek trod ow e, c — łącznik i z bibuły, d — elek trody w ęg low e  

•

2. Elektroforeza w żelach

Żel krzem ianowy i agarow y jako środowisko do elektroforetycznego 
rozdziału były stosowane sporadycznie od wielu lat. Znaczny rozwój tej 
techniki elektroforezy rozpoczyna się jednak wówczas, kiedy S m i t -  
h i e s w 1955 roku zastosował żel skrobiowy do rozdziału białek suro
wicy (129). Żel skrobiowy w ykazuje szereg korzystnych cech w odróż
nieniu od innych nośników; przede wszystkim  m a dużą zdolność rozdziel
czą, co przypisuje się równoczesnem u przesiew aniu m olekularnem u czą
steczek podczas rozdziału (130). Dalszy rozwój elektroforezy w żelach 
jest związany z w prowadzeniem  syntetycznego żelu poliakrylam idowego 
(123), k tóry  posiada równie dużą rozdzielczość jak  żel skrobiowy, a je 
dnocześnie jest chemicznie obojętny, zupełnie nierozpuszczalny i wolny 
od jakichkolw iek zanieczyszczeń. W 1961 roku H j e r t e n  (57) w pro
wadził do im m unoelektroforezy i elektroforezy kolum now ej białek żel 
agarozowy. Agar izolowany głównie z czerwonych glonów zaw iera dwa 
polisacharydy: agarozę i agaropektynę. A garopektyna m a grupy kwaso
we siarczanowe i karboksylowe, natom iast agaroza nie m a reszt po lar
nych, będąc polim erem  na przem ian w ystępujących reszt 3,6-anhydro- 
L-galaktozy i D-galaktozy (57). Stąd agaroza w ykazuje znacznie m nie j

sze własności adsorpcyjne i niższy efekt elektroosm otyczny w porów na
niu z agarem, przy wyższej zdolności rozdzielczej (126). W ydzielenie 
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 K o h n a  
(68) jako nośnik do elektroforezy i im m unoelektroforezy białek i ich 
sympleksów, może być również przygotowana jako żel m ikroporow aty 
(Colab Lab. Inc., Chicago Heights, I 11.), w postaci pasków o grubości do 
10 mm. Taki żel staje się przezroczysty po podgrzaniu, całkowicie się 
rozpuszcza w niew ielkiej objętości acetonu i nie absorbuje św iatła po
wyżej 250 mu.. Żel z octanu celulozy może być zmieszany ze sproszko
wanym i jonitam i, skrobią nierozpuszczalną lub proszkiem celulozowym 
w dowolnym stosunku; otrzym uje się w ten  sposób środowiska o specjal
nym przeznaczeniu w pracy laboratoryjnej.

Urządzenia niezbędne dla przeprowadzenia elektroforezy w żelach są 
na ogół bardzo proste i mogą mieć ułożenie poziome lub pionowe. Roz-

R ys. 14. P rz e k ró j a p a ra tu  do p ionow ej e lek tro fo rezy  w  żelu  (123a).
A — zew nętrzna p łytka, B — w ew nętrzna płytka chłodząca, C — górna elektroda, D — dolna  
elektroda, E — w arstw a żelu  m iędzy p łytkam i chłodzącym i, F — gąbka na której spoczyw a

żel, G — poziom  buforu w naczyniach elek trodow ych , H — rurka przelew u buforu.

dział poziomy można przeprowadzić w każdej komorze typu poziomego, 
w której ustaw ia się płytkę lub tacę wypełnioną żelem. Przy pionowym 
ułożeniu bloku (rys. 14) nie obserw uje się efektu e lektrodekantacji pod
czas wsiąkania próby do grubej w arstw y żelu, a przepływ  elektroosm o- 
tyczny można zmniejszyć przez podniesienie naczynia z katodą (13). Opi
sano również urządzenie do rozdziału elektroforetycznego w żelu agaro
wym, skrobiowym lub poliakrylam idowym  na skalę m ikro (24). Do roz
działu w ystarcza około 0,1 ul próby i czas doświadczenia nie przekracza 
30 m inut.

W ybarw ione frakcje w w arstw ie żelu można bezpośrednio fotom etro- 
wać przy użyciu odpowiednich densytom etrów  (152). Żel agarow y i poli- 
akrylam idow y są z na tu ry  przezroczyste, natom iast żel skrobiowy musi 
być najpierw  „prześw ietlony” . W tym  celu pasek żelu zanurza się
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w 10°/o-owym kwasie octowym i gotuje przez 30-60 sekund; po oziębie
niu paski obsusza się z nadm iaru wody i fotom etruje (144). Żel skrobio
w y moczony przez noc w roztworze: woda-glicerol-kw as octowy ( 5 : 5 : 1  
obj.) staje  się przezroczysty (46) (por. rys. 14a).

1 2 3 4 5 S 7 8

R ys. 14a. R ozdział su row icy  lu d zk ie j n a  żelu  sk rob iow ym . S u row ica  zaw ie ra ła  
hem oglob inę , hap to g lo b in y  ty p u  2-2 o raz  tra n s fe ry n ę  ty p u  C. K rzy w ą e le k tro 
fo rezy  uzyskano  za pom ocą e lek tronow ego  m ik ro d e n sy to m e tru  po p rze św ie tlen iu

żelu  g licero lem  (wg 130)
1 — y-globuliny, 2 — w ysokocząsteczk ow y (3-lipoproteid. 3 — Bct2-globulina, 4 — k om pleksy  

H b-haptoglobina, 5 — tranśferyna C, 6 — Hb, 7 — frak cje poalbum inow e, 8 — album iny.

Odzyskanie białka lub innych substancji z żelu jest procesem  tru d 
nym ze względu na rozpuszczalność w wodzie żelu agarowego i skrobio-

Rys. 15. S ch em at a p a ra tu  do e lek tro fo re ty czn eg o  e lu o w an ia  b ia łk a  z żelu  (w g 82) 
A — naczynia  elektrodow e, C — elek trod y  w ęglow e, z  — w orek  d ializacyjny , w  którym  

grom adzi się  eluow ane b iałko, X  — skraw ek żelu.
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wego, które dotychczas są najczęściej używane jako nośniki. Stosowano 
w tym  celu traw ienie skrobi am ylazą (114), zam rażanie i odm rażanie 
skraw ków  żelu, dializę w polu odśrodkowym  oraz elektrodializę. Elek- 
trodializa daje najlepsze wyniki — urządzenia do tego celu opisali G o r 
d o n  (40) oraz L e w i s  i C l a r k  (82).

Rys. 15 przedstaw ia proste urządzenie, za pomocą którego m ożna 
eluować białka z żelu. Roztwór białka zbiera się w woreczku dializacyj
nym  zanurzonym  w buforze naczynia elektrodowego. O ryginalną technikę 
eluow ania frakcji białkowych z pasków żelu opisał R a y m o n d  (122) 
nazyw ając ją  elektroforezą eluacyjnokonw ekcyjną (elution convection  
electrophoresis). Po rozdzieleniu m ieszaniny białek pasek żelu umieszcza 
się w odpowiedniej komorze, w której w ytw arza się pole elektryczne
o spadku potencjału 25 V przy 200-500 mA. W szystkie frakcje białkowe 
pod wpływem  działania prądu są równocześnie wypychane z żelu do 
w arstew ki buforu przylegającej do nośnika. W w arstw ie buforu zachodzi 
zagęszczenie białka przez elektrokonw ekcję. Po 3 godzinach działania 
prądu frakcje są wyeluowane i zagęszczone do stężenia wyjściowego 
w próbie.

Rys. 16. S ch em at ciąg łego  fra k c jo n o w a n ia  i e luow an ia  n a  p ły tce  z żelem  a g a -
rozow ym  (wg 6)

A — p łytk a  szklana z żelem , a — m iejsce nałożenia próby, B — bufor, C — k olek tor frak cji.

Bardziej praktyczne jest zastosowanie tzw. ciągłego rozdziału opisa
nego przez A v r a m e a s a  i U r i e l a  (6). Zasadę m etody ilu stru je  
rysunek 16. W grubej w arstw ie żelu np. agarozowego wycina się dwie 
szczeliny o szerokości 5 mm, przy czym do jednej, bliższej katody w lew a 
się badaną m ieszaninę, natom iast przez drugą przepływ a roztw ór buforu 
z szybkością około 1,5 m l/min. Frakcje w ędrujące w kierunku anody 
na trafia ją  na szczelinę z przepływ ającym  buforem  i zbierane są za po
mocą kolektora frakcji.

Rysunek 17 ilustru je  przykład preparatyw nego rozdziału m ieszaniny
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nukleotydów  adeninowych przy pH 4,8 w 0,8°/o-owym żelu agarozowym. 
Podobną zasadę zastosowano do eluow ania rozdzielonych frakcji z żelu 
ustawionego w postaci pionowej kolum ny (85a, 95, 120) (rysunek 18). 
Pow olny strum ień buforu przepływ ając przez szczelinę w środku kolum 
ny przechodzi następnie przez optyczny detektor białka (pomiar absorpcji

JRys. 17. R ozdział n u k leo ty d ó w  ad en in o w y ch  za pom ocą ciągłego f ra k c jo n o w a n ia  
i e lu o w an ia  na  p ły tce  z żelem  agarozow ym

R ys. 18. S chem atyczny  d ia g ra m  u rząd zen ia  do p re p a ra ty w n e j e lek tro fo rezy  na 
że lu . G ru b a  lin ia  w sk azu je  d ro g ę  p rzep ły w u  b u fo ru  pop rzez  poszczególne e lem en ty

a p a ra tu ry  (wg 85 a)
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przy 280 mu-) z autom atycznym  zapisem, a następnie zostaje rozdzielony 
do probówek kolektora frakcji. Urządzenie może służyć zarówno do roz
działu analitycznego, jak  i preparatyw nego.

Innym  przykładem  elektroforezy preparatyw nej jest tzw. technika 
,,barierow a” , k tó ra  jest połączeniem elektroforezy w żelu i e lektrodekan- 
tacji. Zasadę takiego rozdziału opisali najp ierw  H a h n  i T i s e l i u s  
(49), w 1942 roku, a następnie rozwinęli ją V a n d e  W o u d e  i D a v i s  
(142). Rysunek 19 przedstaw ia schem at stosowanego do tego celu aparatu. 
P rzestrzenie Vx i V2 stanow ią pomieszczenia dla elektrod Ex i E2, Bi i B2 
są przegrodam i półprzepuszczalnym i, a Di i D2 przegrodam i wykonanym i 
z żelu skrobiowego, agarowego lub syntetycznego (grubości około 3 mm), 
przepuszczalne dla białek i innych dużych cząsteczek. Przestrzenie Vi, 
V2, M, N i P  wypełnia się buforem , zaś roztw ór białka umieszcza się 
w przestrzeni M, pomiędzy dwoma przepuszczalnymi przegrodam i z żelu. 
Białka, w ędrując pod wpływem  pola elektrycznego i przepływ u elek- 
troosmotycznego przechodzą przez przegrodę Dx i D2 i zagęszczają się 
w przestrzeniach N (katodowa) lub P  (anodowa) pomiędzy dwoma ro 
dzajam i przegród.

Bi Dt D2 B2

R ys. 19. S ch em at a p a ra tu  do e lek tro fo rezy  b a rie ro w e j (wg 142)
O bjaśnienia w  tekście.

Elektroforeza w żelach, zwłaszcza w żelu skrobiowym  i poliakryla- 
m idowym  um ożliwiła w znacznym stopniu rozdział i badanie grup bia
łek pokrew nych, k tórych występowanie w wielu przypadkach jest uw a
runkow ane genetycznie. Na uwagę zasługuje rozdział hemoglobin (63)

i haptoglobin (131), izoenzymów (146), oraz w ykrycie polimorfizmu 
a- i P-globulin (5). Dodanie do żelu mocznika, jak to zastosował P o u 1 i k 
(116) pozwala na dalsze zwiększenie rozdzielczości środowiska zwłasz
cza w przypadku frakcjonow ania podjednostek dużych białek (14), histo- 
nów (89) oraz produktów  częściowej hydrolizy białek (88).

Niskoprocentowy żel agarow y zmieszany z różnym i adsorbentam i jak  
Hyf lo super cel, celit, proszek celulozowy i inne daje korzystne środo
wiska w technice, zwanej cienkow arstw ow ą elektroforezą (thin layer 
electrophoresis), zastosowanej do rozdziału enzymów tkankow ych (103) 
oraz białek surow icy (102). Do 0,2°/o agaru w stosownym buforze dodaje
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się 1-5% danego adsorbenta i po przygotowaniu em ulsji m ieszaninę w y
lew a się na płytkę szklaną. Po ukończeniu elektroforezy i w ysuszeniu 
em ulsji, rozdzielone frakcje barw i się i bezpośrednio fo tom etru je na 
płytce (102). Należy zaznaczyć, że ilościowy skład frakcji zmienia się 
w raz ze wzrostem  stężenia adsorbenta w żelu, co jest spowodowane za
równo adsorpcją niektórych białek, jak i efektem  barierow ym . Cienko
w arstw ow a elektroforeza daje szereg korzyści jak to, że znosi się efekt 
elek trodekantacji podczas wsiąkania próby w w arstw ę żelu, można stoso
wać wyższe spadki potencjału i dobry fozdział uzyskuje się w czasie 
około 2 godzin. Zjawiska hydrodynam iczne zachodzące podczas e lek tro 
forezy cienkow arstw owej w kom orach wilgotnych opisał K o w a l 
c z y k  (72).

J o h a n s s o n  i R y m o  (62) do dwukierunkow ego rozdziału białek 
surow icy ‘wprowadzili żel dekstranow y, Sephadex G-200. P ły tkę  szklaną
o rozm iarach 30 X 30 cm pokryw a się 0,5 mm w arstew ką żelu w stoso
w nym  buforze i po nałożeniu próby, w jednym  kierunku przeprow adza 
się rozdział polegający na m olekularnej filtracji, w drugim  — rozdział 
pod wpływem  pola elektrycznego. A utorzy m etody otrzym yw ali co n a j
m niej 12 frakcji z surow icy ludzkiej i zawsze znajdow ali frakcję  przed- 
album inową. Należy również wspomnieć, że p łytki szklane pokryte w ar
stew ką żelu dekstranowego mogą służyć do przybliżonego określenia 
m asy cząsteczkowej rozdzielanych białek (3).

Wędrówka +

R ys. 20. E lek tro d ia liz a  p ro la k ty n y  p rzy  pH  5,0 i 9,5 p rzez  p rzeg ro d y  d ia lizacy jn e  
o n ie jed n ak o w y ch  p o rach  (wg 109)

Liczby w skazują procentow e stężen ie  ZnCl2 u żytego do przygotow ania porów w  przegrodach
półprzepuszczalnych

P i e r c e  i F r e e  (109) w ykorzystali elektroforezę w żelu skrobio
wym do przybliżonego określania m asy cząsteczkowej białek. Metoda 
polega na stw ierdzeniu czy badane białko przechodzi podczas wędrówki 
elektroforetycznej przez błonę o określonych porach, ustaw ioną prosto
padle do kierunku w ędrów ki cząsteczek w żelu. Przepuszczalność błon 
dializacyjnych kalibru je się uprzednio za pomocą białka o znanej masie
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H ys. 21. K rzyw e m ik ro d en sy to m e try czn e  fra k c jo n o w a n ia  a lb u m in y  su row icy  b y 
dlęcej w  że lu  p o liak ry lam id o w y m  (wg 133)

cząsteczkowej. Przez traktow anie błon dializacyjnych roztw orem  chlorku 
cynku o odpowiednim  stężeniu, wym ienieni autorzy uzyskali przegrody
o różnej przepuszczalności dla białek o masie cząsteczkowej w zakresie 
od 10 000 do 100 000. Schem at oznaczania m asy cząsteczkowej prolak
tyny przedstaw ia rysunek 20. Oznaczenie tą  m etodą daje wartość 20 000— 
— 25 000, podczas gdy rzeczywista m asa cząsteczkowa tego horm onu w y
nosi 24 000 (109).

Syntetyczny żel poliakrylam idow y posiada szczególnie korzystne 
własności optyczne i w odróżnieniu od żelu skrobiowego zapewnia dużą 
reproduktyw ność wyników. Po raz pierwszy został wprowadzony przez 
R a y m o n d a  i W e i n t r a u b a  (123) pod nazwą cyanogum  41, a obec
nie stosuje się w tzw. technice elektroforezy dyskowej (disk electropho
resis), stanowiącej jedną z najczulszych m etod kontroli jednorodności 
białek. Rozdział przeprow adza się zazwyczaj w pionowej ru rce szklanej 
w ypełnionej żelem, stąd otrzym ane frakcje posiadają kształt krążków 
(dysków) o grubości około 0,1 mm. Do analizy tą  m etodą wystarcza 
0,01 ¡¿g białka, a czas rozdziału wynosi zaledwie 30 m inut. Przykładem  
wysokiej zdolności rozdzielczej elektroforezy w żelu poliakrylam idowym  
jest możność śledzenia wew nątrzcząsteczkow ych przem ian w cząsteczce 
album iny surow icy krwi. W 1958 roku F o s t e r  i A o k i  (34) stw ierdzi
li, że album ina surow icy bydlęcej przy pH  około 4 ulega w ew nętrznej
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izom eryzacji na skutek zm iany stałych jonizacji grup karboksylowych, 
co m anifestuje się w ystąpieniem  dwóch pasm podczas elektroforezy tego 
białka w środowisku kwaśnym . Ta przem iana zwana przem ianą N-F 
(forma N przyjm ując 3 protony przechodzi w form ę F i odwrotnie) była 
następnie szczegółowo badana przez S o g a m i  i F o s t e r a  (133) za po
m ocą elektroforezy na żelu poliakrylam idowym . A utorzy ci stw ierdzili, 
że album ina surow icy ludzkiej i bydlęcej w środowisku kw aśnym  dzieli 
,się na 8 do 10 frakcji, gdyż część białka w ystępuje zawsze w postaci 
d im eru  i wyższych polim erów. Rysunek 21 przedstaw ia krzyw e rozdziału 
a lbum iny surowicy bydlęcej w 0,1 M NaCl przy różnych w artościach pH
i w ystępowanie poszczególnych form  białka w zależności od stopnia 
w ew nątrzcząsteczkow ej transform acji.

R ys. 22. S ch em at ko lu m n y  z rów noczesnym  e luow an iem  rozd z ie lan y ch  fra k c ji
(wg 115)

K — kolum na z nośn ik iem , E — elektroda,, B — doprow adzenie buforu.

Elektroforeza na żelu agarow ym  była dla G r a b a r a  i W i l l i a m -  
s a (42, 43) punktem  w yjścia do opracow ania nowej m etody fizykoche
micznej badania białek, zwanej im m unoelektroforezą. M etoda polega na 
elektroforetycznym  rozdzieleniu m ieszaniny antygenów  w płytce żelu 
agarowego i przeprow adzeniu reakcji z przeciwciałem  na tej samej p ły t
ce. Przez dyfuzję przeciw ciał i antygenów  w ytw arzają się charakterys
tyczne smugi precypitacyjne, w ilości zależnej od ilości układów anty- 
gen-przeciwciało. Linie precypitacyjne można barw ić stosownymi bar
wnikam i białkowym i oraz analizować ich ilość i przebieg. Identyfikacja 
składników białkowych m ieszaniny za pomocą im m unoelektroforezy po

http://rcin.org.pl



lega więc na określaniu ruchliwości elektroforetycznej i specyficzności 
antygenow ej tych białek. Metoda im m unoelektroforezy jest dziś pow 
szechnie stosowana dla kontroli czystości białek, służy ponadto do bada
nia ich własności, s tru k tu ry  (43) oraz do badań genetycznych (43). Opisa
no różne m odyfikacje m etody G rabara znane jako imm unoosmoforeza 
(121), radioim m unoelektroforeza (153) oraz aglutynoelektroforeza (104). 
O statnia m etoda służy do rozdziału i w ykryw ania przeciwciał. Na p rzy 
kład surowicę zaw ierającą przeciwciała aglutynujące krw inki czerwone 
rozdziela się na bibule, następnie w ilgotny zw inięty pasek zanurza się 
jednym  brzegiem  w zawiesinie erytrocytów , które w tym  przypadku są 
antygenem . E ry trocyty  dyfundują ku górnem u brzegowi paska, ale 
w m iejscu gdzie znajduje się aglutynina zachodzi aglutynacja krw inek
i zaham owanie dyfuzji. Po wysuszeniu i w ybarw ieniu paska obserw uje 
się charakterystyczne załamanie linii dyfuzji erytrocytów .

3. Elektroforeza kolumnowa

M etoda elektroforezy kolumnowej otrzym ała swe podstawy teo re
tyczne i znalazła najp ierw  zastosowanie praktyczne w pracowni T i s e l 
i u s a  i jego współpracowników. Może być stosowana do frakcjonow ania 
bardzo drobnych ilości m ateria łu  w celach analitycznych, jak i na ba r
dzo dużą skalę do celów preparatyw nych, co zależy jedynie od rozm ia
rów i konstrukcji aparatury . Po ukończeniu elektroforezy odcinek ko
lum ny z nośnikiem odłącza się od aparatu  i rozdzielone frakcje e luuje 
buforem  techniką stosowaną w chrom atografii kolum nowej. P o r a t h
i współpracownicy (115) opisali kolumnę, z k tórej można eluować frakcje 
już podczas elektroforezy (rysunek 22).

Porath  (113) opracował również model autom atycznej kolum ny po
zw alającej na frakcjonow anie 200-ml prób o zaw artości 20 g suchej m a
sy białka. Kolum na składa się z czterech ru r  polim etakrylanow ych usta
wionych koncentrycznie (rysunek 23). Łożysko adsorbenta chłodzone jest 
od zew nątrz i od w ew nątrz wodą tłoczoną za pomocą pomp. E lektrody 
platynow e umieszczone są w naczyniach elektrodow ych na obu końcach 
kolum ny i są opłukiwane ciągle przepływ ającym  buforem . Dzięki spec
jalnem u systemowi eluującem u poszczególne frakcje w ypłukuje się pod
czas trw ania elektroforezy. Podobne urządzenie na m niejszą skalę opisali 
H o c h s t r a s s e r ,  S k e g g s ,  L e n t z  i K a n n  (59).

E lektroforezę kolum nową stosowano do frakcjonow ania am inokwa
sów (112), izoenzymów enolazy drożdży (86), do oczyszczania licznych 
enzymów (7, 37, 54) oraz frakcjonow ania białek tkankow ych (36). Żel 
agarozowy wprowadzony przez H j  e r  t e  n a  (58) jako zawiesina 0,1— 
—0,3°/o-owa jest ostatnio coraz częściej stosowany w technice e lek tro-
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R ys. 23. P rzek ró j k o lum ny  P o ra th a  
(113) do rozdz ia łu  na dużą skalę

1 — w lot, 2 — w ylot p łynu chłodzącego, 
3 — w lo t cyrkulującego buforu w na
czyn iach  elek trodow ych , 4 — w lot i w y 
lo t buforu eluującego, 6 — elektrody, 7 — 
przestrzeń  rozdzielcza w ypełn iona n oś

nikiem .

Rys. 24. P rzek ró j ko lu m n y  H je r te n a  
do e lek tro fo rezy  w zaw iesin ie  żelu 

agarozow ego (58)

forezy kolumnowej. W tym  celu używa się kolum nę o konstrukcji po
danej na rysunku 24. Po rozdzieleniu badanej m ieszaniny, kolum nę 
opróżnia się przez wypchnięcie buforem  całej jej zawartości do probówek 
kolektora. Agarozę usuwa się ze środowiska przez w irowanie przy szyb
kości 10 000 obr/min.

R u s s e l ,  L e v i t t  i P o i s o n  (126) zastosowali żel agarozowy 
w technice tzw. „ograniczonej elektroforezy” (restricted electrophoresis). 
Kolum nę zbudowaną z kilku krótkich segm entów wypełniano żelem aga- 
rozowym o w zrastającym  stężeniu od 0,5-10%. W segmencie o najn iż
szym stężeniu żelu umieszczano próby różnych wirusów i poddawano 
elektroforezie. Autorzy wykazali, że w irusy zależnie od m asy cząstecz
kowej i rozm iarów cząsteczki koncentru ją  się podczas elektroforezy 
w segm entach kolum ny o różnym  stężeniu żelu. W ydaje się, że m etoda 
może być szeroko w ykorzystana przy oczyszczaniu substancji w ielko
cząsteczkowych.
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VII. Inne techniki elektroforetyczne

Ciągła elektroforeza bibułow a tzw. kurtynow a odpowiednio zm ody
fikowana, została w ykorzystana do badania połączeń addycyjnych i kom 
pleksów powstających podczas samego procesu elektroforezy (45). Jeśli 
dwie reagujące ze sobą substancje, w ędrujące do różnych biegunów um ie
ścić na bibule oddzielnie, każdą z nich daleko od bieguna, do którego 
w ędruje, to po określonym  czasie elektroforezy, drogi ich skrzyżują się
i w  m iejscu przecięcia się pasm  pow staje nowy związek, o innej ruch li
wości elektroforetycznej niż związki wyjściowe (rysunek 25). Technika 
ta zwana elektroforezą skrzyżowania m a duże znaczenie przy badaniu 
różnych kompleksów jak: kwas nukleinow y — białko, enzym — substra t, 
antygen — przeciciało, białko — barw nik itp. E lektroforezę skrzyżow a
nia rozw inął N a k a m u r a  i współpracownicy (97, 98) stosując ją  głów
nie do badania aktyw nych centrów  enzymów proteolitycznych. Znalazła 
ona również zastosowanie w badaniu tworzenia się kom pleksów an ty 
biotyków z heparyną (48), lipidów z Y-globulinami (119) i enzym ów 
z inhibitoram i (16).

R ys. 25. S k rzyżow an ie  f r a k c ji  podczas ciągłego rozdzia łu  n a  b ib u le  (wg 45)
Po lew ej — brak now ego  kom pleksu , po praw ej — tw orzy się i oddziela now a frakcja

Na szczególną uwagę zasługuje u ltram ikrom etoda elektroforetycznej 
analizy składników polinukleotydów, którą opisał i zastosował Edstrom  
(30, 31, 128). Rozdział hydrolizatu RNA lub DNA, wyosobnionych z po
jedynczych kom órek przeprowadza się na odpowiednio przygotow anych 
włóknach celulozy, przy czym do analizy wystarcza 0,2 rrm,g kw asu nu
kleinowego. Po rozdzieleniu m ieszaniny, włókna celulozowe fotografuje 
się przy 257 m^* oraz w ykreśla za pomocą m ikrodensytom etru  krzyw e 
stężeniowe dla celów ilościowych. Rysunek 26 przedstaw ia przykładowo 
rozdział zasad i nukleotydów  RNA drożdżowego na włóknie celulozo
wym  po powiększeniu 275-krotnym. Na uwagę zasługuje ostry  p rze j
rzysty  rozdział, zapew niający znaczną dokładność wyników.
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W ostatnich latach w zrasta zainteresow anie wpływem  rozpuszczalni
ków  niew odnych na własności fizykochemiczne i biologiczne białek i en
zymów. Niewiele jednak wiadomo o ładunku elektrycznym  cząstek ko
loidowych i innych substancji polarnych w środowisku nie wodnym  i o za
chowaniu się ich w tym  środowisku pod wpływem  pola elektrycznego. 
P o h l  (110, 111) badając wpływ niejednorodnego pola elektrycznego na 
ruchliwość m ikroskopowych cząstek stałych przeprow adził rozdział dro
bin polim erów sztucznych w roztw orach rozpuszczalników organicznych 
słabo przewodzących prąd. W ędrówka jest uw arunkow ana wówczas mo-

A G C

R ys. 26. M ik ro e lek tro fo re ty czn y  rozdz ia ł zasad i n u k leo ty d ó w  RNA  n a  w łó k n ie
celu lozow ym  (wg 31)

U góry zdjęcie w łókna przy 257 mu (pow iększenie 275-krotne), u dołu krzyw a m ikrodensyto-  
m etryczna, A — adenina, G — guanina, C — kw as cyh yd ylow y, u — kw as u rydylow y

m entem  dipolowym cząstek, stałym  lub indukowanym . Jeśli pole elek
tryczne jest niejednorodne, wówczas jeden biegun dipola będzie znaj
dował się w słabszym polu niż drugi i w efekcie dipol będzie przycią
gany w kierunku najw iększej intensywności pola. Ten ruch drobin spo
wodowany przez efekt polaryzacyjny w niejednorodnym  polu elektrycz
nym  nazwano „dielektroforezą” (110). Stałe pole elektryczne w środo
wisku bezwodnym  stosowano do frakcjonow ania barw ników  (100), oraz 
aminokwasów i peptydów  (76). Bliższe dane na tem at rozw ijającej się 
m etody dielektroforezy i jej praktycznego zastosowania znajdują się 
w referacie K e n t z e r a  i K o w a l c z y k a  (66). Podejm ow ano rów 
nież próby nad zastosowaniem  równocześnie pola elektrycznego i m agne
tycznego do rozdziałów różnych m ieszanin (69). Technika zwana „elek- 
trom agnetoforezą” w ykorzystuje różnice w przew odnictw ie elektrycz
nym i przenikliwości m agnetycznej lub dielektrycznej badanych cząstek
i otaczającego je roztw oru (80). M etoda stosowana była do frakcjono
wania kom órek, izom erów optycznych i różnych zawiesin (71).
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RECENZJE

Recenzja książki T. L.. Y. Ulbrichta

U l b r i c h t :  T. L. V. P U R IN E S , P Y R IM ID IN E S  A N D  N U C L E O T ID E S  and  
th e  C h e m is try  o f th e  N ucle ic  A cids, Vol. X X V  of „A C ourse in  O rganic C h e m is try , 
A d va n ced  S ec tio n ” (S ir R o b e rt R ob inson  ed.), P e rg am o n  P ress , O xford , E n g lan d . 
1964; v ii +  79 str., cena 12s 6d.

N a tę  n iew ie lk ą  k siążeczkę sk ład a  się 5 rozdzia łów  pośw ięconych  chemii: 
sk ład o w y ch  e lem en tów  kw asów  n u k le in o w y ch : p u ry n  i p iry m id y n , ich  n u k leo zy - 
dów  i nuk leo tydów , a tak że  ich b io log icznych  i sy n te ty czn y ch  analogów . P rz e z n a 
czona je s t d la  zaaw an so w an y ch  już  s tu d en tó w  osta tn ieg o  ro k u  chem ii o rg an icz 
n e j, jak o  w prow adzen ie , pop rzed za jące  ba rd z ie j ogólne za jęc ia  w  zak res ie  zw iąz
ków  h e te ro cy k liczn y ch  i zw iązków  w y stęp u jący ch  w  przy rodzie .

P ie rw szy  rozdział p rz e d s ta w ia  w  ogólnym  zary s ie  chem ię p u ry n  i p iry m id y n . 
D rug i o p isu je  pod staw o w e m etody  syn tezy  ty ch  zw iązków  i szeregu  ich  a n a lo 
gów . T rzeci dotyczy n a jw ażn ie jszy ch  m etod  sto sow anych  p rzy  syn tez ie  n u k leo zy - 
dów  i ich analogów , o raz  sposobów  o k re ś lan ia  s t ru k tu ry  ty ch  zw iązków . T em atem  
czw artego  rozdzia łu  je s t sy n teza  i budow a nu k leo ty d ó w , a założen iem  ro zd z ia łu  
końcow ego je s t m ożliw ie czy te ln e  streszczen ie , w  szczupłych  ram ach  9-ciu  s tro n , 
chem ii i fu n k c ji n a tu ra ln y c h  kw asów  n u k le inow ych .

O pisy  w ie lu  m etod  syn tezy , z konieczności bardzo  pobieżne , zo sta ły  tr a fn ie  
uzu p e łn io n e  szereg iem  sch em ató w  o b razu jący ch  ich p rzeb ieg . N a tom iast, ze w zg lę 
du  n a  bardzo  rozleg łą  l i te r a tu rę  te j dziedziny , n iezb y t k o rzy s tn e  d la  z a in te re so 
w anego  tem a tem  czy te ln ik a  m oże się okazać zby tn ie , n a w e t ja k  n a  ta k  m a ły  
w p ro w ad za jący  tom ik , o g ran iczen ie  odnośn ików  b ib lio g raficzn y ch  — do k ilk u  
za ledw ie  w  każdym  rozdziale .

W arto  m oże za trzy m ać  się n ad  je d n ą  czy d w iem a sp raw am i m n ie jsze j ju ż  
w ag i. Z dan ie  ze s tro n y  67, że „specyficzne w iązan ia  w odorow e m iędzy  p u ry n ą
i p iry m id y n ą  zesp a la ją  dw a sp ira ln e  łań cu ch y  n u k leo ty d o w e ........” w ym aga , ja k
obecn ie  w iadom o, pew nej rew iz ji. Choć rzeczyw iśc ie  w iązan ia  w odorow e w  p a 
ra c h  zasad  łań cu ch a  DNA g ra ją  g łów ną ro lę  w  u k sz ta łto w a n iu  sp ira li obu ła ń 
cuchów  n u k leo tydow ych , to przecież je d n a k  is tn ie je  n iem ało  d anych  d o św ia d 
czalnych  w sk azu jący ch  n a  s to sunkow o  m ały  w p ływ  ty ch  w iązań  na  trw a ło ść  
sp ira li, k tó ra  zależy g łów nie  od innych  czynników . S p raw a  ta  s ta ła  się w łaśn ie  
o s ta tn io  p rzedm io tem  ro z leg łych  bad ań .

N iezby t ścisłe, a n a w e t m ogące w prow adzić  w  b łąd  kogoś n iezo rien to w an eg o , 
je s t stw ie rd zen ie , że 5 -f lu o ro d ezo k sy u ry d y n y  „... używ a się do leczen ia  n ie k tó ry c h  
now o tw o ró w ” (s trona 51), gdyż ta k ie  s fo rm u ło w an ie  su g e ru je  uzy sk an ie  jak ich ś  
k o rzy s tn y ch  w yn ików  w  te j dziedzin ie , co, ja k  na  raz ie , stanow czo  n ie  je s t 
zgodne z p raw d ą . N a te j sam ej s tro n ie  w spom niano  o h am u jący m  w p ły w ie  
5 -jododezo k sy u ry d y n y  na  w iru sy  opryszczki i ospy; znaczenie  tego o d k ry c ia  za 
s łu g u je  w  pe łn i n a  p o d k reś len ie , gdyż ty m  razem  p róby  k lin iczne  ok aza ły  się 
rzeczyw iście  bardzo  ob iecu jące .
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R ów nież na te j sam ej 51 s tro n ie  pisze au to r , że „b rom o- i w  m n ie jszym  s to p 
n iu  5-jodopochodne (u racy lu ) w chodzą u b a k te r ii  na  m iejsce  ty m id y n y  w  cząstecz
ce DNA, n ie  w y w o łu jąc  w  tych  o rgan izm ach  zm ian  poza w zrostem  ilości m u ta c ji” . 
J e s t to oczyw iście up roszczen ie , k tó re  je d n a k  po su n ię te  zostało  zby t da leko ; 
w  rzeczyw istości bow iem  u o rgan izm ów  w y m ag a ją cy ch  dla sw ojego w zro stu  ty -  
m iny  i ty m id y n y , zastąp ien ie  ich przez 5 -b rom oanalog i dop row adza do szeregu  
pow ażnych  zm ian, a m iędzy  innym i także  do śm ierc i tych  organizm ów .

A u to r, ja k  się to często spo tyka , w spom ina  (we w stęp ie  do ro zd z ia łu  p ie rw 
szego) o zam ieszan iu  spow odow anym  is tn ien iem  dw óch różnych  sy s tem ów  ozn a
czan ia  ko le jności a tom ów  w  p ie rśc ien iu  p iry m id y n o w y m . M ożna m u szczerze 
w spółczuć z pow odu ty ch  tru d n o śc i p rzy  o p raco w y w an iu  m a te ria łó w . D ziw nym  
się w y d a je , że ta k a  ogrom nie  n iedogodna sy tu a c ja  nie znalaz ła  do tąd  w łaściw ego  
rozw iązan ia .

O gólnie b io rąc  należy  p rzypuszczać, że om ów iona pozycja  będzie poży teczna  
d la  chem ików , k tó rzy  zaczyna ją  zgłębiać dziedz inę  chem ii kw asów  n u k le in o w y ch , 
ja k  i innych  p rag n ący ch  jed y n ie  zapoznać się ogólnie z tą  tem a ty k ą . Może się 
też ona okazać w arto śc io w a d la b iochem ików  in te re su ją c y c h  się w y k o rzy stan iem  
tak ich  analogów  pochodnych  kw asów  n u k le in o w y ch , ja k  a n ty m e ta b o lity , k o en 
zym y nu k leo ty d ó w , czy tp . D odać jeszcze należy , że w  s to su n k u  do p rzec ię tn y ch  
cen zachodnio  eu ro p e jsk ic h  k siążek  nau k o w y ch , tom ik  ten  je s t sto sunkow o  tan i 
i w  zw iązku  z tym  ła tw o  dostępny  d la  in d y w id u a ln eg o  odbiorcy .

D. S h u g a r
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AUTOREFERATY PRAC HABILITACYJNYCH 
I DOKTORSKICH

Badania nad ubichinoneni i jego funkcją biologiczną

L U D M IŁ A  S Z A R K O W S K A

P racę  w ykonano  w  Z ak ładzie  B iochem ii E w o lucy jne j In s ty tu tu  B iochem ii 
i B iofizyki PA N  w  W arszaw ie

R ecenzenci: prof. d r I. C H M IELEW SK A , prof. d r G. BAGD AS A RIA N , 
prof. d r T. K O R Z Y B SK I

U chw ała R ady N aukow ej In s ty tu tu  B iologii D ośw iadczalnej im . M. N enckiego  
w W arszaw ie z dn ia  19. X II. 1963 r. n a d a ją c a  s top ień  nau k o w y  docen ta  b io logii

P raca  o b e jm u je  b ad an ia  nad  w y stęp o w an iem  ub ich in o n u  oraz n ad  jego  oksy- 
d o red u k c ją  w  uk ład ach  izo low anych  i w  całych  m ito ch o n d riach .

U ow adów  oprócz hom ologu u b ich inonu  Q 9, k tó ry  ja k  p rzypuszczano  je s t c h a 
ra k te ry s ty czn y  d la  tych  zw ierzą t, znaleziono także  hom olog Q 10, u w ażan y  za ty 
pow y d la  zw ierzą t i ro ś lin  w yższych. Q 10 znaleziono  rów nież  u innego p rz e d s ta w i
c ie la  zw ierzą t n iższych — ślim ak a  H elix  pom atia . U zyskane w y n ik i łączn ie  z w y 
n ik am i innych  au to rów  w sk azu ją , że rodzaj hom ologu n ie m oże być u w ażan y  za 
k ry te r iu m  taksonom iczne w  rozw o ju  filogenetycznym .

U bich inon  w  m ito ch o n d riach  zw ierzą t w yższych w y s tęp u je  w  dużym  n a d 
m iarze  w  s to su n k u  do cy tochrom ów  a i b. N a jw ięk szą  ilość u b ich in o n u  spośród  
b ad an y ch  tk a n e k  p o siad a ją  m ito ch o n d ria  se rca  szczura i m ięśn i p ie rsio w y ch  go łę
bia, n a jm n ie jszą  zaś — n e rek  i w ą tro b y  szczura. Ilości p o śred n ie  znaleziono  w  m i
to ch o n d riach  m ięśn i szk ie le tow ych  szczura i m ięśn i sk rzyd łow ych  szarańczy .

W ykazano, że ub ich inon  u lega  red u k c ji w  obecności izolow anego p re p a ra tu  
dehyd rogenazy  bu rsz ty n ian o w ej. P on iew aż re d u k c ja  je s t n iew raż liw a  na  an ty m y cy - 
nę A, w ięc cy tochrom  b n ie  b ierze  w  n ie j udzia łu . R ed u k c ja  u b ich in o n u  przez  
b u rsz ty n ian  je s t ham o w an a  przez benzo- i n a fto ch in o n y .

U bichinon s ty m u lu je  re d u k c ję  że laz icy jan k u , k a ta lizo w an ą  p rzez deh y d ro g en azę  
b u rsz ty n ian o w ą . P rzenoszen ie  e lek tro n ó w  ze z redukow anego  ub ich in o n u  n a  że laz i- 
cy jan ek  m oże zachodzić n ieenzym atyczn ie . W b ad an ia ch  z  że laz icy jan k iem  jako  
sz tucznym  akcep to rem  e lek tro n ó w  ub ich inon  je s t ogn iw em  pośredn im .

O pracow ano u ltra -m ik ro m e to d ę , p o zw ala jącą  oznaczyć w  m ito ch o n d riach  k ilk a 
dziesią t razy  m nie jsze  ilości u b ich in o n u  niż p rzy  pom ocy znanych  d o tąd  m ik ro - 
m etod. M etodą tą m ożna oznaczyć zarów no fo rm ę u tlen io n ą , ja k  i z red u k o w an ą
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ub ich inonu . U m ożliw iło  to b a d a n ia  o k sy d o red u k c ji ub ich in o n u  w  m ito ch o n d riach  
rów noleg le  d w iem a m eto d am i: bezpośredn io  za pom ocą sp ek tro fo to m e tru  „doub le  
b e a m ” i p o średn io  an a lizu jąc  e k s tra k ty .

W m ito ch o n d riach  se rca  szczura , p o s iad a jący ch  k o n tro lę  oddechow ą, ty lk o  
b u rsz ty n ia n  re d u k u je  w  „s tead y  s ta łe ” ub ich in io n  w  około 90%. Inne  su b s tra ty  
ja k  jab łczan , « -k e to g lu ta ra n , (3-hydroksym aślan , k a p ro n ia n  +  jab łczan  i g licero - 
- 1-fo sfo ran  n ie  w y w ie ra ją  w p ły w u  n a  s ta n  o k sy d o red u k cy jn y  ub ich inonu .

M ito ch o n d ria ln y  ub ich in o n  jesit w  obecności c y jan k u  red u k o w an y  p rzez  g lice - 
ro -2 -fo sfo ran . P on iew aż  m ito ch o n d ria ln a  d eh y d ro g en aza  g lic e ro - i-fo s fo ra n u , p o 
dobnie ja k  dehy d ro g en aza  b u rsz ty n ian o w a  i o k sy d o red u k taza  N A D H : ub ich inon , 
je s t f law o p ro te id em  zaw ie ra jący m  żelazo, m ożna sądzić, że u b ich inon  je s t ogó l
n ie ak cep to rem  d la  d ehyd rogenaz  że lazo flaw opro te idow ych .

Z m iany  s to p n ia  re d u k c ji ub ich in o n u  w  m ito ch o n d riach  po d o d an iu  cy jan k u  
lu b  an ty m y cy n y  A, oznaczone bezpośredn io  za pom ocą sp ek tro fo to m e tru  „doub le  
b eam ” i na  po d staw ie  an a liz  e k s tra k tó w  są zgodne. P rzy  p rze jśc iu  m ito ch o n d rió w  
ze s ta n u  ak ty w n eg o  do ko n tro lo w an eg o  obserw ow ano  bezpośredn io  sp ek tro fo to -  
m e try czn ie  zm iany  abso rpc ji, o d p o w iad a jące  re d u k c ji 90%> u b ich in o n u  zaw artego  
w  m ito ch o n d riach , ana liza  zaś e k s tra k tó w  nie  w y k azy w ała  p rak ty czn ie  żadnych  
zm ian. D ysku tow ano  p rzyczyny  tych  n iezgodności.

P rzed y sk u to w an o  ro lę  b io log iczną u b ich in o n u  oraz  om ów iono su g es tie  d o 
tyczące e w en tu a ln e j ro li ub ich in o n u  w  o k sy d acy jn e j fo sfo ry lac ji.

P ra c a  zosta ła  op u b lik o w an a  p t. „B ad an ia  n ad  ub ich inonem  i jego fu n k c ją  
b io log iczną” w  M onografiach  P o lsk iego  T o w arzy stw a  B iochem icznego w  1964 r.

Badania nad specjalnością transaminaz

L E O K A D IA  JA R O S Z E W IC Z

P racę  w ykonano  w  K a ted rze  C hem ii F izjo log icznej A k ad em ii M edycznej
w  B ia ły m sto k u

P ro m o to r: doc. dr m ed. S te fan  N IE W IA R O W SK I

U chw ała  R ady  W ydzia łu  F arm aceu ty czn eg o  AM  w  L ub lin ie  n a d a ją c a  stop ień  n a u 
kow y d o k to ra  fa rm a c ji z dn ia  23 w rześn ia  1964 r.

O pracow ano  m etodę p re p a ra ty k i a m o n itran sfe razy  asp a rag in o w ej z m ięśn ia  
sercow ego św ini. M etoda ta  po lega n a  og rzew an iu  hom o g en atu  z tego m ięśn ia , 
f rak c jo n o w an iu  s ia rczanem  am onu  i f ra k c jo n o w an iu  na  k o lu m n ie  zaw ie ra jące j 
A lu m in a  C lu b  S e p h a d e x  G-100. P rzep row adzono  b ad an ia  e lek tro fo re ty czn e  oczysz
czonych p re p a ra tó w  po słu g u jąc  się m e to d ą  e lek tro fo rezy  b ibu łow ej i e lek tro fo rezy  
na  że lu  sk rob iow ym . W e lek tro fo rez ie  na  żelu  sk rob iow ym  stw ie rd zo n o  obecność 
trzech  fra k c ji b ia łkow ych , zaś w  e lek tro fo rez ie  b ibu łow ej w  pH  5,4 i 8,6 obecność 
jed n e j f ra k c ji b ia łk o w ej o ruch liw ośc i e lek tro fo re ty czn e j odpo w iad a jące j g lo b u 
linom .

S to su jąc  m etodę ch ro m ato g ra ficzn ą  zbadano  ak tyw ność  tra n sa m in u ją c ą  p ie r 
w otnego  w yciągu  o raz  p re p a ra tó w  uzy sk an y ch  na  poszczególnych e tap a ch  oczysz
czan ia  w  s to su n k u  do 14 am inokw asów . S tw ierdzono , że w szy stk ie  am in o k w asy  
z w y ją tk ie m  g licyny, a rg in in y  i lizyny  u legały  tra n sa m in a c ji p rzez  n ieoczyszczony
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p re p a ra t. O grzan ie  p re p a ra tu  enzym atycznego  w yw oływ ało  u tr a tę  ak tyw ności 
w s to su n k u  do w alin y , leucyny  i izoleucyny, d w u k ro tn y  w zro st ak ty w n o śc i w  s to 
su n k u  do kw asu  asparag inow ego  i b ra k  zm iany  ak ty w n o śc i w  s to su n 
ku  do a lan iny . Po w y so len iu  p re p a ra tu  s ia rczan em  am onu  w z ra s ta ła  w  znacz
nym  sto p n iu  ak tyw ność  w  sto su n k u  do m e tion iny , fen y lo a lan in y , ty rozyny  i try p -  
to fan u . P re p a ra t  p rzepuszczony  p rzez ko lu m n ę  z żelem  g linow ym  w ykazyw ał a k 
tyw ność  ty lko  w  s to su n k u  do kw asu  a sparag inow ego  o raz  ślady  ak tyw nośc i w  s to 
su n k u  do try p to fa n u  i ty rozyny .

Na p odstaw ie  w y k o n an y ch  b ad ań  w y su n ię to  przypuszczen ie , że w  w yciągu  
m ięśn ia  sercow ego św in i is tn ie ją  p rzy n a jm n ie j cz te ry  różne am in o tran sfe razy : 
1) am in o tra n sfe ra z a  a sp a rag in ian o w a , 2) am in o tra n sfe ra z a  a lan inow a , k tó rą  m ożna 
oddzielić  od am in o tra n sfe ra z y  a sp a rag in ian o w e j n a  k o lum n ie  z żelem  g linow ym , 
3) am in o tra n sfe ra z a  c iep łochw ie jna , ak ty w n a  w  s to su n k u  do n a s tęp u jący ch  a m in o 
k w asów : w aliny , leucyny , izo leucyny , 4) am in o tra n sfe ra z a  a k ty w n a  w  s to su n k u  do 
m e tion iny , h is ty d y n y , fen y lo a lan in y , ty rozyny  i try p to fa n u , a k ty w u ją c a  się w  cza
sie w y trą c a n ia  sia rczan em  am onu.

Badania porównawcze poziomu niektórych składników układu krzepnięcia
i fibrynolizy w różnych odcinkach. układu krążenia u psa

K R Z Y S Z T O F  W O R O W S K I

P racę  w ykonano  w  Z ak ład z ie  C hem ii F izjo log icznej A kad em ii M edycznej
w  B ia ły m sto k u

P ro m o to r: doc. d r m ed. S te fan  N IE W IA R O W SK I

U chw ała  R ady  W ydzia łu  L ek arsk ieg o  A k ad em ii M edycznej jv B ia ły m sto k u  n a d a 
jąca  s top ień  naukow y  d o k to ra  m edycyny  z d n ia  16 m arca  1965 r.

A k tu a ln y  poziom  sk ład n ik ó w  k rzep n ięc ia  k rw i i fib ry n o lizy , podobn ie  jak  
i poziom  innych  b ia łek  osocza je s t w y p ad k o w ą  dw óch p rocesów : b iosyn tezy  i k a 
tabo lizm u . E w en tu a ln e  różn ice  w  poziom ie ty ch  sk ład n ik ó w  w  k rw i pochodizącej 
z różnych  odcinków  u k ła d u  k rążen ia  m ogą być spow odow ane zw iększen iem  p o 
ziom u w  k rw i opuszczającej n a rząd , w k tó ry m  zachodzi b io syn teza  i szybkim  
zużyw an iem  się ich w  k rw i k rążące j. Z arów no  m etabo lizm  sk ład n ik ó w  u k ład u  
k rzep n ięc ia  i fib ryno lizy  w  u s tro ju , ja k  i m echan izm y  reg u lu jące  ten  proces n ie  są 
d osta teczn ie  poznane.

L a s c h  i R o k a  w y k aza li w yższy poziom  p ro tro m b in y  w  k rw i żyły w ą tro 
bow ej niż w  k rw i żyły w ro tn e j i o d w ro tn y  s to su n ek  poziom ów  czynn ika  V II. 
B u 1 u k i w sp ó łp racow n icy  s tw ie rd z ili w yższą ak tyw ność  fib ry n o lity czn ą  k rw i 
żyły n e rk o w ej niż k rw i tę tn ic y  ne rk o w ej i w ykazali, że około 94°/o w y tw arzan e j 
p rzez  n e rk ę  u ro k inazy  w y d z ie lan e  je s t do k rążen ia , a ty lko  około 6̂ /0 do m oczu.

C elem  n in ie jsze j p racy  b y ły  b ad an ia  po rów naw cze poziom u n iek tó ry ch  sk ła d 
n ików  u k ład u  k rzepn ięc ia  k rw i i fib ry n o lizy  w  różnych  odc inkach  u k ład u  k rążen ia  
u psa. S tw ierdzono  znaczną a k ty w a c ję  u k ła d u  fib ry n o lity czn eg o  w  k rw i żyły  
nerk o w ej u psa i p od ję to  p róbę  u s ta len ia  czy w yd z ie lan a  przez  n e rk ę  u ro k in aza  
odg ryw a ro lę  w  k a tab o lizm ie  p lazm inogenu  i fib ry n o g en u . P rzep row adzono  szcze
gółow e b ad an ia  nad  w y stęp o w an iem  p ro d u k tó w  rozpadu  f ib ry n o g en u  — a n ty tro m - 
b iny  VI, w k rążen iu  w  w a ru n k a c h  fizjo log icznych . W ykonano  oznaczen ia  poziom u
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fib ry n o g en u , p ro tro m b in y , czynn ika  V, V II, V III, IX , X I i X II, p lazm inogenu , 
an ty p lazm in y  o raz  zbadano  czas trom b inow y , ak ty w n o ść  a n ty tro m b in y  V I i a k ty w 
ność fib ry n o lity czn ą  eu g lo b u lin  w  osoczu k rw i żył pow ierzchow nych  kończyn, 
żyły w ro tn e j, żyły w ą tro b o w e j, żyły p łu cn e j, tę tn icy  p łucne j i żyły  n e rk o w ej u psa.

N ie w y k azan o  is to tn y ch  różnic w  poziom ie b ad an y ch  su b s ta n c ji w  osoczu k rw i 
żył pow ierzchow nych  kończyn, żyły  w ro tn e j, żyły  w ą tro b o w ej, żyły  p łu cn e j i t ę t 
n icy  p łu cn e j. J ed y n ie  poziom  fib ry n o g en u  i p ro tro m b in y  był nieco w yższy w  oso
czu k rw i żyły w ą tro b o w ej niż w  osoczu k rw i żyły w ro tn e j. S tw ierdzono  n a to m ia s t 
znaczne sk ró cen ie  czasu fib ryno lizy  eug lo b u lin  osocza k rw i żyły n e rk o w ej, niższy 
poziom  p lazm inogenu , an ty p lazm in y  i fib ry n o g en u  o raz  w yższą ak ty w n o ść  a n ty 
tro m b in y  V I w  te j k rw i.

Z badano  po n ad to  w p ływ  z a tru c ia  psów  ch lo rk iem  rtę c i — su b s ta n c ją  s to su n 
kow o sw oiście u szk ad za jącą  n e rk i — n a  poziom  poszczególnych sk ład n ik ó w  u k ła 
du k rzep n ięc ia  i f ib ry n o lizy  i s tw ierdzono  zaham ow an ie  ak ty w n o śc i fib ry n o lity cz - 
ne j, znaczny w zrost poziom u p lazm inogenu , fib ry n o g en u  i c zy n n ik a  V III o raz 
sp ad ek  ak ty w n o śc i an ty tro m b in o w ej.

W ysun ię to  przypuszczen ie , że w zro st ak ty w n o śc i fib ry n o lity czn e j, sp ad ek  p o 
ziom u p lazm inogenu , a n ty p lazm in y  i f ib ry n o g en u  o raz  p o jaw ien ie  się ak ty w n o śc i 
a n ty tro m b in o w e j w  k rw i żyły  n e rk o w ej je s t w y n ik iem  d z ia łan ia  u ro k in azy  w  tym  
odc inku  k rążen ia . N a to m ias t w zrost poziom u p lazm inogenu , f ib ry n o g en u , czynn ika  
V III, zaham ow an ie  ak tyw nośc i fib ry n o lity czn e j i spadek  ak tyw nośc i a n ty tro m b i
now ej u psów  za tru ty c h  ch lo rk iem  rtęc iow ym  m oże być sk u tk ie m  upośledzen ia  
w y tw a rz a n ia  u ro k in azy  przez  n erkę .

U zyskane w y n ik i w sk a z u ją  na  is to tn ą  ro lę  u ro k in azy  — a k ty w a to ra  p lazm in o 
genu  p ro d u k o w an eg o  przez  n e rk ę  — w  reg u lac ji f ib ryno lizy  k rw i k rążące j o raz  
w k a tab o lizm ie  p lazm inogenu  i fib ry n o g en u  in  v ivo . D ow odzą także , że p ro d u k ty  
ro zp ad u  fib ry n o g en u  (an ty tro m b in a  VI) są n a tu ra ln y m i in h ib ito ra m i k rzep n ięc ia  
k rw i w y stęp u jący m i w  w a ru n k a c h  fizjo logicznych.

P ra c a  zosta ła  częściow o o p u b lik o w an a  w  T hrom b . D iath. H aem . 12, 87 (1964) 
i B uli. A cad . Polon. Sci. 12, 433 (1964).
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TOM XI 1965 ZESZYT 3

SPRAWOZDANIA I KOMUNIKATY

Międzynarodowe sympozjum chemii klinicznej 
poświęcone diagnostyce enzymologicznej schorzeń wątroby 

Warszawa, 27-28. XI. 1964

W dniach  27-28. X I. 1964 r. odbyło  się w  W arszaw ie  M iędzynarodow e S ym 
pozjum  C hem ii K lin icznej pośw ięcone d iagnostyce  enzym ologicznej schorzeń  w ą t
roby. Sym pozjum  zostało  zo rgan izow ane pod p a tro n a te m  M in is te rs tw a  Z drow ia 
i O pieki Społecznej p rzez  K a te d rę  D iag n o sty k i L ab o ra to ry jn e j S tu d iu m  D oskona
len ia  L ek arzy  i p rzy  w spó łudz ia le  P olsk iego  T o w arzy stw a  D iagnostyk i L a b o ra to 
ry jn e j. W S ym pozjum  w zięło  udzia ł około 250 osób, w  tym  około 100 osób z za
gran icy , re p rezen tu jący ch  w szy stk ie  k ra je  socja listyczne . O brady  toczyły  się w  ję 
zyku ang ie lsk im  i n iem ieck im . O tw arc ia  S ym pozjum  dokonał prof. E. R u ż y 11 o, 
k tó ry  n a s tęp n ie  p rzew odn iczy ł obradom .

Na S ym pozjum  w ygłoszono  trzy  n a s tęp u jące  re fe ra ty  w iodące: doc. S. K r u ś  
(W arszaw a) m ów ił o u lt ra s t ru k tu rz e  k om órk i w ątro b o w ej zm ien ionej chorobow o, 
prof. I. H o r  e j s i  (CSSR) — o u k ład ac h  enzym atycznych  w  kom órce w ątro b o w ej 
i zm ianach  ich ak ty w n o śc i w  w a ru n k a c h  pato log icznych , p ro f. B. H a l i k o w -  
s k i — o zab u rzen iach  en zy m a ty czn y ch  w w ą tro b ie  w e w rodzonych  w ad ach  m e ta 
bolicznych.

Poza re fe ra ta m i w iodącym i p rzed staw io n o  szereg  k ró tk ich  don iesień  zarów no 
z ośrodków  k ra jo w y ch , ja k  i zag ran icznych . S pośród  d e legac ji rad z ieck ie j M. E. 
S i e m i e d i a j e w a  om ów iła  zm iany  u l t r a s t ru k tu ry  k om órk i w ą tro b o w ej w n ie 
k tó rych  rod za jach  zw y ro d n ien ia  b iałkow ego, a Ch. Ch. M a n s u r o w  sprzężone 
w yn ik i n iek tó ry ch  p ró b  en zy m atycznych  i b ia łkow ych  w różnych  schorzen iach  
w ątroby .

In te re su ją c y  by ł k o m u n ik a t S. D a n a  (W ęgry). A u to r om ów ił d iagnostyczną  
w artość  oznaczan ia  enzym ów  w  p rzew lek ły m  zap a len iu  w ą tro b y , zaznaczając, że 
ak tyw ność  enzym ów  w te j jed n o s tce  chorobow ej m oże być p raw id ło w a , lekko 
podw yższona lub  w ysoka, o raz  że obecnie ty lko  b iopsja  pozw ala  na  u s ta len ie  ch a 
ra k te ru  i s to p n ia  zm ian h is to log icznych  m iąższu  w ątro b y . Z w rócił on w raz  z w spó ł
p raco w n ik am i szczególną uw agę  na znaczen ie  w yn ików  n as tęp u jący ch  b ad ań  nad  
zdolnością a d a p ta c ji en zy m a ty czn e j w ą tro b y  u zw ie rzą t p rzy  o s try m  i p rzew lek łym  
uszkodzeniu  w ą tro b y : w p ły w u  częściow ego lu b  ca łkow itego  zah am o w an ia  p rz e 
p ływ u  żółci na poziom  aldo lazy , tra n sa m in a z y  i p o lip ep ty d azy  w  su row icy , k o n 
tro lnych  b ad ań  enzym atycznych  u ludzi z o toczenia  chorych  na  n ag m in n e  zap a le 
nie w ą tro b y , ch ro m atog raficznego  o znaczan ia  d z ia łan ia  po lip ep ty d azy  su row iczej 
w  ostrym  i p rzew lek łym  uszkodzen iu  w ą tro b y  i w  żółtaczce m echan icznej.

C złonkow ie delegacji z N RD  p rzed s taw ili n a s tę p u ją c e  d o n ies ien ia : N. H a s 
c h e n :  „E nzym y p ro teo lity czn e  w su row icy  w  scho rzen iach  w ą tro b y ” ; R. S c h e 
u e  r - K a r  p  i n,  C h . ' G o l k a :  „Z m iany  ak ty w n o śc i GOT, G PT, a lk a liczn e j fo s fa 
tazy i este razy  cholinow ej jak o  w sk aźn ik  d iagnostyczny  w scho rzen iach  w ą tro b y ” ;
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H. P e t z o l d :  „E nzym y tk an k o w e  w  w ą tro b ie  p rzy  o s try m  zap a len iu  w ą tro b y  
i jego n a s tę p s tw a c h ” ; W. T e i c h m a n n :  „A ktyw ność  tra n sa m in a z  w su row icy  
w nag m in n y m  zap a len iu  w ą tro b y  w zależności od w iek u  chorego” ; R. Z i e g e n -  
b e i n :  „Izoenzym y p rzy  p rze rzu tach  now otw orow ych  do w ą tro b y ”.

V. K u l b a n e k ,  J.  K r o u p a ,  Z.  Z a z w o r k a  i J.  K a m a r y t  (CSSR) z re 
fe ro w ali in te re su ją c e  w y n ik i oznaczan ia  ak tyw nośc i OCT, oznaczan ia  izoenzym ów  
LDH, MDH i GOT, o raz  zasto sow an ia  e lek tro fo rezy  enzym ów  w  b iochem ii k li
n icznej.

K. S ch u b aro v  z B u łg a rii om ów ił oznaczan ie  enzym ów  w  su row icy  p rzy  n a 
gm innym  zap a len iu  w ą tro b y , stanow iącym  p o w ik łan ie  w  gruźlicy  p łuc, cuk rzycy  
i chorobach  k rw i.

Z ośrodków  k ra jo w y ch  p rzedstaw iono  szereg  bardzo  in te re su ją c y c h  doniesień . 
M iędzy innym i J. K r a w c z y ń s k i  i w spó łp racow nicy  (W arszaw a) p o da li w y n i
k i b ad ań  nad  zm ianą  ak tyw nośc i dezam inazy  adenozyny  w  nag m in n y m  zap a len iu  
w ą tro b y  o raz m ów ili o sw ych  p racach  zw iązanych  z d iag n o s ty k ą  enzym ologiczną 
n agm innego  zapa len ia  w ątro b y . H. K r a w c z y ń s k a  i E.  W a ł a j t y s  (W arszaw a) 
donieśli o w y n ik ach  bad ań  nad  ak ty w n o śc ią  OCT w  chorobie  reu m a ty czn e j u dzie
ci. P. B o r o ń  i A.  R u d k o w s k i  (B iałystok) z re fe ro w ali p racę  n ad  ró żn ico w a
n iem  chorób  żółciow ych i trz u s tk i na p o dstaw ie  tes tów  enzym atycznych  ze szcze
gó lnym  uw zg lędn ien iem  g am m ag lu tam y lo  — tra n sp ep ty d a zy . S. Ł u k a s i k ,  E.  
S z c z e k l i k ,  M.  O r ł o w s k i  i T.  Ś w i d e r s k i  (W rocław ) m ów ili o sw ych  p r a 
cach pośw ięconych  m etodyce  oznaczan ia  ta k ic h  enzym ów  jak  oksydaza  b enzydy - 
now a, fru k to k in a z a  w ą tro b o w a , d ehyd rogenaza  so rb ito lu  i d ehy d ro g en aza  k w asu  
jab łkow ego .

K o n feren c ja  okrągłego  sto łu . W czasie S ym pozjum  odby ła  się k o n fe ren c ja  
ok rąg łego  sto łu  na te m a t „T esty  enzym atyczne w  d iagnostyce  schorzeń  w ą tro b y ” , 
k tó rą  p ro w ad z ił prof. J. K r a w c z y ń s k i  (W arszaw a). C elem  k o n fe re n c ji było 
zw rócen ie  uw agi n a  p rak ty czn e  w y k o rzy stan ie  oznaczeń en zym atycznych  przez 
k lin icys tów . j

P ie rw szy  zab ra ł głos doc. J . K o k o t  (K atow ice), k tó ry  om ów ił teo re ty czn e  
podstaw y  enzym atycznych  tes tów  w  scho rzen iach  w ą tro b y , p rzy p o m in a jąc  k ró tk o
o an a to m ii i fiz jo log ii w ą tro b y , o budow ie  k om órk i w ą tro b o w ej o raz  to p o g ra fii 
enzym ów . P rzy p o m n ia ł o tym , że enzym y cy top lazm atyczn e  k om órek  z ja w ia ją  się 
w e k rw i już  p rzy  n ieznacznym  uszkodzen iu  b łon kom órkow ych , n a to m ia s t enzym y 
zw iązane  z o rg an e llam i, ja k  s ia teczk ą  en dop lazm atyczną , ry bosom am i czy m ito - 
ch o n d riam i, p o jaw ia ją  się w  s ta n a c h  ciężkiego uszkodzenia  kom órek  m iąższow ych. 
W zrost ak ty w n o śc i enzym ów  w skaźn ikow ych  w e k rw i w sk azu je  n a  ro zk ład  s t ru k 
tu r  kom órk i w ą tro b o w e j; w zro st ak ty w n o śc i enzym ów  w ydaln iczych  k rw i — na 
zam k n ięc ie  p rzew odów  żółciow ych; n a to m ia s t obniżen ie  ak ty w n o śc i enzym ów  
w ydzie ln iczych  — na zabu rzen ia  fu n k c ji syn tezy  kom órk i w ątro b o w ej. Doc. K okot 
uw aża, że p róby  czynnościow e w ą tro b y  pow inny  być zastąp ione  przez  b ad an ia  
e lek tro fo re ty czn e  b ia łek , n a to m ia s t te s t B SP po leca jak o  bard zo  w artośc iow y .

D r T o m a s z e w s k i  i mg r  G r a j  n e r  t (W arszaw a) om ów ili w iele  ubocz
n ych  czynników  w p ły w ający ch  na w yn ik  oznaczan ia  ak ty w n o śc i enzym ów , np. 
czas trw a n ia  uc isku  żyły, czas p rzech o w y w an ia  su row icy , hem olizę, w p ływ  leków , 
dobór w łaśc iw ej m etody , w a ru n k i fizyczne i chem iczne reak c ji, rozcieńczen ia  itp .

P ro f. E. W i l k  o s z e w s k i  (W arszaw a w  sw ej w ypow iedzi zw rócił uw agę na  
to, że u n iem o w lą t i dzieci zd row ych  ak ty w n o ść  enzym ów  w sk aźn ik o w y ch  je s t 
w iększa niż u osób dorosłych . F a k t ten  m a znaczenie, zw łaszcza w  in te rp re to w a 
n iu  w y n ik ó w  n iew ie le  odb iega jących  od norm y. Duże znaczen ie  d iagnostyczne 
p o siad a  oznaczanie  am in o tran sfe raz , pon iew aż bardzo  często scho rzen ia  w ą tro b y  
u dzieci p rzeb ieg a ją  bezobjaw ow o.
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Prof. S. K u b i c k i  (W arszaw a) i doc. Z. C h o j e c k i  (W arszaw a) w skazali 
na  dużą uży teczność k lin iczn ą  b ad ań  en zy m atycznych  w  ro zpoznaw an iu  chorób 
w ą tro b y . P ro f. K u b ick i uw aża, że w  o d n ies ien iu  do ostrego  zap a len ia  w ą tro b y  
ak tyw ność  a m in o tra n s fe ra z  n a jle p ie j ze w szystk ich  p ró b  czynnościow ych  o d zw ier
cied la  d y n am ik ę  sch o rzen ia  i s tan  ro z lan e j m a rtw icy  w ą tro b y  i to n ieza leżn ie  od 
etio logii. A k tyw ność  a m in o tra n s fe ra z y  a lan in o w e j p rzek racza  p rzew ażn ie  a k ty w 
ność am in o tra n sfe ra z y  a sp a rag in ian o w e j, a jed y n ie  w  p rzy p ad k u  nałożen ia  się 
o stre j in fek c ji w iru so w ej n a  p rzew lek łe  uszkodzen ie  w ą tro b y  s to su n ek  tych  a k 
tyw ności m oże być odw ro tn y . Doc. C ho jeck i p o d k re ś la  fa k t, że te s ty  enzym ów  t a 
k ich  ja k  am in o tran sfe razy , fo s fa taza  a lk a liczn a  i a ldo laza  u ła tw ia ją  w  dużym  
sto p n iu  różn ico w an ia  żó łtaczek , a zw łaszcza m echan iczne j i m iąższow ej.

P ro f. K raw czy ń sk i w  zakończen iu  p o d sum ow ał s tan  obecny b ad ań  i p rz e d s ta 
w ił p e rsp ek ty w y  n a jb liż sze j p rzyszłości. S tw ie rd z ił on m ianow icie , że obecne 
ten d en c je  tw o rzen ia  k o n s te la c ji te s to w y ch  są słuszne, choć n ie ro k u ją  b ard z ie j 
w n ik liw ego  w e jrzen ia  w  w y d a jn o ść  poszczególnych  cykli m etabo licznych . O becne 
m etody  bezpośredn iego  b a d a n ia  cykli m e tabo licznych  w  m a te ria le  p u n k cy jn y m  
z uw ag i na  sk o m p lik o w an ą  te ch n ik ę  u ltra m ik ro a n a lity c z n ą  są  n ied o stęp n e  dla 
p raco w n i ru ty n o w y ch . C el ten  będzie  m ożna o siągnąć  n a  d rodze ro z frak c jo n o w a- 
n ia  enzym ów  n a  sw o iste  d la  poszczególnych n a rząd ó w  izoenzym y, k tó ry ch  ozna
czanie s ta je  się już  s topn iow o  p o stępow an iem  ru ty n o w y m . N iew ą tp liw ą  przyszłość 
d iagnostyczną  p rz e d s ta w ia ją  p róby  z enzym am i ad ap ta cy jn y m i, np. p iro lazą  try p -  
to fanow ą, co m oże p ro w ad z ić  do pod jęc ia  en zy m atycznych  p rób  obciążen iow ych . 
R ów nież p race  nad  in h ib ito ra m i m ogą dostarczyć  w ie le  now ych m ożliw ości d ia 
gnostycznych . Jed n ak że  zdan iem  prof. K raw czyńsk iego  n ie  na leży  w  p ra k ty c e  
przecen iać  znaczen ia  d iagnostycznego  w sk aźn ik ó w  la b o ra to ry jn y c h  — osta teczne  
rozpoznan ie  pow inno  po legać  n a  k o n fro n ta c ji d iag n ostycznych  b ad ań  la b o ra to 
ry jn y ch  z b ad an ia m i k lin iczn y m i.

O fic ja lnego  zakończen ia  S ym pozjum  dokonał prof. K raw czy ń sk i w y raża jąc  
nadzie ję , że zap o czą tk u je  ono śc iśle jsze k o n ta k ty  p rzed s taw ic ie li k ra jó w  so c ja lis 
tycznych w  zak res ie  d iag n o s ty k i la b o ra to ry jn e j. W czasie S ym pozjum  odbyło  się 
też III  posiedzen ie  K o m ite tu  porozum iew aw czego  T o w arzy stw  D iagnostyczno -L a- 
b o ra to ry jn y c h  K ra jó w  so c ja lis tycznych . O rg an izac ja  Sym pozjum  by ła  w zorow a 
i sp o tk a ła  się z uznan iem  w szy stk ich  uczestn ików .

M. T rza sk i, J. W o y to w icz
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K O M U N IK A T  K O M IS JI A N A L IT Y C Z N E J K O M ITETU  N AUK C H EM ICZN Y C H
P O L S K IE J A K A D E M II NAUK

D nia 15 g ru d n ia  1964 r. zosta ła  pow ołana  P o d ko m is ja  A n a lizy  T łu szc zó w  p rzy  
K o m is ji A n a lity c zn e j K o m ite tu  N a u k  C h em iczn ych  P o lsk ie j A k a d e m ii N a u k .

Je d n ą  z fo rm  dzia ła lnośc i P o d k o m isji je s t o rg an izow an ie  k o n w ersa to rió w  na 
k tó ry ch  będą  re fe ro w an e  i d y sk u to w an e  zag ad n ien ia  z dz iedziny  ana lizy  tłuszczów . 
P ierw sze  k o n w ersa to riu m  odbędzie  .się w  dn iach  24 i 25 w rześn ia  br.

P o d k o m isja  zam ierza  n aw iązać  k o n ta k t ze w szy stk im i o środkam i za jm u jący m i 
się an a lizą  tłuszczów , w  zw iązku  z czym prosi o p rzesy łan ie  sw oich  ad resó w  do 
P rzew odn iczące j P o d k o m isji doc. d r H alin y  G r y n b e r g  W arszaw a 86, ul. R y 
d yg ie ra  8, In s ty tu t C hem ii O gólnej.

P rzew odn iczący  K om isji A n a lity czn e j 
P rof. d r W. K em ula
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INFORMACJE I WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

1. Postępy Biochemii publikują artykuły referatowe ze wszystkich dziedzin bio
chemii nie drukowane w Innych czasopismach. Artykuły drukowane w Postępach 

Biochemii nie mogą być bez zgody Redakcji publikowane w innych czasopismach.

2. Prace należy przesyłać do Redakcji w 2 egzemplarzach maszynopisu i wszel
kich załączników. Powinny one odpowiadać podanym dalej wskazówkom.

Nieodpowiednio przygotowane maszynopisy lub załączniki nie będą rozpatry

wane przez Redakcję i będą odsyłane Autorom.

3. Maszynopis powinien być pisany jednostronnie z podwójną interlinią, z mar
ginesem około 4 cm po lewej stronie i około 1 cm po prawej stronie, oraz z nume
racją stron. W tekście maszynopisu nie należy robić żadnych podkreśleń na ma
szynie ani atramentem. Po tytułach wydzielonych nie należy stawiać kropek.

4. Na pierwszej stronie maszynopisu należy zamieścić tylko informacje w na
stępującej kolejności: imiona i nazwiska autorów, tytuł pracy (w języku polskim
i angielskim), omówienie tematu pracy (w języku angielskim), stopnie i tytuły nau
kowe autorów wraz z nazwami placówek naukowych.

Imiona należy podawać w pełnym brzmieniu. Przy każdym nazwisku powinien 
znajdować się odsyłacz gwiazdkowy do notki, tj. *, ** itd. (bez nawiasu).

Omówienie tematu pracy może obejmować najwyżej 5 wierszy maszynopisu. 
Przekład na język angielski może być dokonany w redakcji i w tym przypadku 
należy pozostawić wolne miejsce w maszynopisie, zaś na oddzielnej kartce dołączyć 
polski tekst omówienia.

Na dole pierwszej strony maszynopisu należy zamieścić notki oznaczone odsyła
czami gwiazdkowymi (jak przy nazwiskach). Tekst notki powinien być podany na
stępująco: * Dr, adiunkt Zakładu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w ...

5. Właściwy tekst pracy rozpoczyna się od drugiej strony maszynopisu. W przy
padku podziału tekstu na rozdziały i podrozdziały należy ich tytuły oznaczyć od
powiednio numeracją rzymską I., II. itd. oraz arabską 1., 2. itd. Tekstowe tytuły 
(tj. nie wydzielone z tekstu) nie powinny być numerowane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków ani schematów. 
W tych przypadkach należy pozostawić wolny wiersz maszynopisu w żądanym 
miejscu i odpowiednio oznaczyć, Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1.

Ta sama wskazówka odnosi się do pojedynczych wzorów chemicznych i innych. 
Żądane miejsce w wolnym wierszu zaznacza się wówczas odpowiednim numerem 
w nawiasach, do którego należy odwołać się po odpowiednim słowie tekstu, np. 
kwas glutaminowy (I).

Odwoływanie się w tekście do notek wyjaśniających może być stołowane tylko 
w wyjątkowych przypadkach.
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6. C y to w an ą  l i te r a tu rę  należy  w yp isać  oddzie ln ie  n a  o s ta tn ie j s tro n ie  (s tronach) 
m aszynop isu ,, w y m ien ia jąc  pozycje  w  a lfab e ty czn e j k o le jn o śc i nazw isk  au to rów . 
W w ykaz ie  p o w in n y  być  p o d an e  k o le jn o : liczba  po rząd k o w a, nazw isko  au to ra , 
p ie rw sze  li te ry  im ion , sk rócony  ty tu ł czasopism , tom  (podkreślony), s tro n ica  i ro k  
w y d a n ia  (w n aw iasach ), np . 3. B ogorad  Ł., G ran ick  S., J . B iol. C hem . 202, 793 (1953). 
N ależy  w y m ien ić  n azw isk a  w szy stk ich  w sp ó łau to ró w  w  k o le jn o śc i p o d an e j w  o ry g i
n a ln e j p racy .

W ykaz sto so w an y ch  sk ró tó w  czasop ism  p o d a ją  P ost. B iochem . 7 601 (1961).
D la cy tow anych  k siążek  (nie czasopism ) na leży  podać  k o le jn o : nazw isko  i p ierw sze  

li te ry  im ion  a u to ra , ty tu ł  dz ieła , m ie jsce  i ro k  w y d an ia , np . P rzy łęck i S. J ., P o d ręczn ik  
chem ii fiz jo log icznej, Ł ódź 1947. W p rz y p a d k u  odw o ły w an ia  się  do a r ty k u łu  w  p racy  
zb io row ej n a leży  dodatkow o  podać  tom  i n azw isk a  w ydaw ców  (redak to rów ) dzie ła  
po ty tu le  o raz  n a  ko ń cu  — stro n ice , np . S ch n e id e r W. C., M ethods in  Enzym ology, 
tom  II I , red . S. P . C olow ick i N. O. K ap łan , N ew  Y ork  1957, s tr .  680.

P o w o ły w an ie  się  w  tek śc ie  n a  odn o śn ą  pozycję  cy to w an ej l i te r a tu ry  n a s tę p u je  
p rzez  w ym ien ien ie  liczby p o rząd k o w ej pozyc ji w  n aw iasach , np . (10).

7. Z a łączn ik i do p racy  o b e jm u ją  tab lice , ry su n k i, sch em aty , w zory  itp . W szystk ie  
p o w in n y  być oznaczone u  g ó ry  n azw isk iem  a u to ra  i począ tk o w y m i w y razam i ty tu łu  
p racy .

T ab lice  na leży  dołączyć n a  odd z ie ln y ch  k a rtk a c h . K ażda  z n ich  p o w in n a  być 
oznaczona z p ra w e j s tro n y  u  gó ry  k o le jn y m  n u m e re m  a rab sk im , np . T ab lica  1, 
oraz  posiadać  n ag łó w ek  op isu jący  je j tre ść , sens tab lic  po w in ien  być z rozum ia ły  bez  
odnoszen ia  się  do te k s tu  p racy , a  k ażd a  ru b ry k a  —  zao p a trzo n a  w  odpow iedn i ty tu ł.

8. W szelk ie  ry su n k i, w y k re sy  i fo to g ra fie  na leży  do łączyć do m aszynop isu  w  p o 
s tac i n a d a ją c e j się do re p ro d u k c ji lu b  p rze ry so w an ia . W szystk ie  te  za łączn ik i na leży  
oznaczyć jak o  ry s u n k i i zaopa trzyć  u  do łu  k o le jn y m  n u m erem  a ra b sk im  z po d an iem  
w łaśc iw ego  u s taw ien ia , np. R ys. 1 (dół).

P o dp isy  pod ry s u n k i p o w in n y  być do łączone n a  oddzie lnej k a rtc e . P o  ty tu le  należy  
podać  odpow iedn io  o b ja śn ien ia  lu b  uw agę  (ob jaśn ien ia  w  tekście).

9. S ch em aty  re a k c ji i po jedyncze  w zory  na leży  zam ieścić n a  oddzie lnej k a rtc e  
(k a rtk ach ). O znaczenia , k tó ry ch  n ie  m ożna n ap isać  n a  m aszyn ie , p o w in n y  być bardzo  
w y raźn ie  n an ie s io n e  czarnym  tuszem .

S ch em aty  n a leży  oznaczyć u  do łu  k o le jn y m  n u m erem  a rab sk im , np . S ch em a t 1, 
o raz  w łaśc iw y m  podp isem  (ty tu ł i o b jaśn ien ia ).

P o jedyncze  w zory  p o w in n y  p o siad ać  n u m ery  rzy m sk ie  zgodne z n u m e ra c ją  
w  tekście .

10. R ed ak c ja  z as trzeg a  sobie m ożność d o k o n an ia  sk ró tó w  i p o p raw ek  n ie  w p ły 
w a jący ch  n a  tre ść  p racy . W ^przypadku kon ieczności w p ro w ad zen ia  zm ian  w  tre śc i o d 
sy ła  się A u to ro w i egzem plarz  p racy  d la  d o k o n an ia  p o p raw ek ; d ru g i — pozosta je  
w  a k ta c h  re d a k c ji.

11. A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a , k tó rą  na leży  zw racać  re d a k c ji w  c iągu  
3 dni. K o rek tę  na leży  w ykonać  ko lo row ym  (nie czerw onym ) o łów kiem .

K oszty  spow odow ane zm ian am i te k s tu  w  ko rekc ie , poza p o p raw k am i b łędów  
d ru k a rsk ic h , ponosi au to r .

12. A rty k u ły  są  h ono row ane  w ed łu g  u s ta lo n y ch  s taw ek . A u to rzy  o trz y m u ją  25 
b ezp ła tn y ch  o d b itek  p racy . Ż ąd an ie  w iększe j ilości o d b itek  (p ła tnych) należy  zgło
sić p isem n ie  p rzy  zw rocie  k o re k ty  a u to rsk ie j.

http://rcin.org.pl
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