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jednostronnie, z podwdjng interlinig, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i oK. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamiesci¢ tylko: imiona (w pelnym brzmieniu) i na-
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dziaty— arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matow i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymska w nawia-
sie «— numer odpowiedniego wzoru. W tekscie nalezy odwota¢ sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujgc sie na literature nalezy poda¢ w teks$cie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.
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kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks-
cie, np. Tablica 1, Wzor I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zalgczniki nalezy oznaczy¢
u gory nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawieraé nagtowek opisujacy jej tresé, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schem-+ami powinny by¢
dotagczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktdrj a nie ~iozna napisac
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. fotografiach
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Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
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ZOFIA TYNECKA*

Mechanizm dziatania penicyliny na komorke bakteryjng

The Mechanism of Action of Penicillin on Bacterial Celi

The recent view on the mechanism of penicillin action on biosynthesis of bac-
terial celi wali is discussed.

Od czasu wykrycia penicyliny przez Fleminga (11) wiele uwagi
poswiecono mechanizmowi jej dziatania na komorke bakteryjng. Z wczes-
nego okresu badan pochodzg informacje dotyczace zmian morfologicznych
i fizjologicznych, pojawiajgcych sie w komdrce pod wptywem tego anty-
biotyku. Wykazano, ze penicylina dziata bakteriostatycznie i bakteriobdj-
czo na drobnoustroje Gramdodatnie nie wywierajgc nawet w wiekszych
stezeniach dziatania na bakterie Gramujemne, z wyjatkiem rodzaju
Neisseria (11). Stwierdzono ponadto, ze penicylina jest bakteriobdjcza
tylko dla komdrek znajdujacych sie w fazie wzrostu (18). Juz w roku 1945
Duguid (9 przypuszczat, Zze pojawianie sie ,dziwnych” form bakterii
pod wptywem penicyliny moze by¢ spowodowane utratg integralnosci
struktury powierzchniowej komarki bakteryjnej. Wyosobnienie Sciany ko-
madrkowej bakterii oraz badania nad jej strukturg i biosyntezg potwier-
dzity te przypuszczenia i zapoczatkowaty okres intensywnych badan nad
dziataniem penicyliny na komorke bakteryjna.

I. Sciana komoérki bakteryjnej i wptyw penicyliny na jej biosynteze

Sciana jest zewnetrzng strukturg komérki bakteryjnej, majaca istotne
znaczenie dla jej normalnego funkcjonowania. Chroni wnetrze komorki,
otoczone cienkg btong cytoplazmatyczng, przed wpiltywami S$rodowiska
oraz nadaje komérce charakterystyczny dla danego gatunku ksztak.
Budowa $ciany komorkowej bakterii Gramdodatnich i Gramujemnych
wykazuje zasadnicze rodznice; niezaleznie od tego spotyka sie rdéznice
wsrdéd poszczeg6lnych rodzajow czy gatunkéw. Podstawowa strukturg
Sciany, wspolng dla wszystkich bakterii, jest wielkoczgsteczkowy polimer

* Dr, Zaktad Mikrobiologii, Akademia Medyczna, Lublin.
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sktadajacy sie z tancuchéw polisacharydowych, zawierajgcych dwa amino-
cukry utozone na przemian: N-acetyloglukozoamine i kwas N-acetylo-
muraminowy, potgczone wigzaniami glikozydowymi 1-1,4 (44, 45). Z grupa
-COOH kwasu muraminowego pofaczony jest krdtki taricuch peptydowy,
sktadajacych sie najczesciej z 1 -i D-alaniny, kwasu D-glutaminowego oraz
L-lizyny lub jednego z izomerdw kwasu dwuaminopimelinowego (53. 55).
tancuchy te sa potgczone miedzy sobg bezposrednio, jak na przyktad w Es-
cherichia coli i Micrococcus lysodeicticus, lub za pomocg mostka peptydo-
wego, jak w Scianach Staphylococcus aureus (16, 32). Kowalencyjnie po-
wigzane komponenty podstawowego polimeru $ciany tworza trojwymiaro-
wa strukture o silnej konstrukcji, charakteryzuje sie ona duzg opornoscia
mechaniczng przeciwstawiajac sie bardzo wysokiemu cisnieniu (okoto 20
atmosfer) panujgcemu we wnetrzu komérki bakteryjnej. Uszkodzenie tej
struktury prowadzi do zaburzenia funkcji blony cytoplazmatycznej
i w konsekwencji do lizy komdrki. Zaproponowano rézne nazwy uwzgled-
niajgce polisacharydowo-peptydowy charakter tego dotychczas nigdzie
nie spotykanego polimeru: mukopeptyd (28), glikozaminopeptyd (7), pep-
tydoglikan (60) oraz mureina przez analogie do proteiny (72).

W S$cianach bakteryjnych znaleziono réwniez inne polimery. U bakterii
Gramdodatnich mukopeptyd stanowi zasadniczy element $ciany (okoto
50—90%); obok niego wystepuja kwasy teichojowe (6) oraz u niektdrych
bakterii kwasy teichuronowe (49). Sciany bakterii Gramujemnych maja
nieco bardziej ztozong strukture; charakteryzujg sie znaczng zawartoscig
lipidow. Sktadajg sie z trzech warstw: lipoproteidowej, lipopolisachary-
dowej oraz mukopeptydowej, tzw. warstwy ,,R” (ang. rigid), stanowigcej
zaledwie 5—15% (72).

Informacje o strukturze mukopeptydu pochodza gtéwnie z badan nad
$ciang komorkowa trzech mikroorganizméw — Staphylococcus aureus,
Micrococcus lysodeicticus oraz Escherichia coli. Strukture tego polimeru
okre$lono na podstawie analizy produktow trawienia wyodrebnionych
$cian za pomocg lizozymu, dzialajgcego na wigzanie $-1,4 pomiedzy kwa-
sem N-acetylomuraminowym i N-acetyloglukozoamina (13, 45, 47, 51, 52,
54). Stosowano w tym celu réwniez inne enzymy bakteriolityczne, na
przykiad amidaze N-acetylomuramylo-L-alaniny i peptydazy rozrywajace
wigzania pomiedzy D-alaning i mostkiem peptydowym, biorgcym udziat
w zsieciowaniu (14, 15, 35, 46, 58, 66). Mukopeptyd Scian Escherichia coli
jest rozktadany przez lizozym na fragmenty o niskim ciezarze czasteczko-
wym (43). Badanie struktury tych fragmentéw wykazato, ze sg to gtdwnie
dwusacharydo-tetrapeptydy lub ich dimery (42, 47, 72). Weidel i Pel-
zer (72) sugerowali na podstawie tych wynikéw, ze w $cianach Esche-
richia coli nie wszystkie reszty kwasu muraminowego sg podstawione
tancuchami tetrapeptydowymi i tylko potowa tych jednostek peptydowych
jest wzajemnie ze sobg potagczona wigzaniami krzyzowymi. Dzieki temu
struktura sciany tych bakterii jest luzna, co znajduje wyraz we wrazli-
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wosci komorki na czynniki mechaniczne. Mukopeptyd $ciany Staphylo-
coccus aureus tylko w niewielkim stopniu jest degradowany przez lizozym
na podobne niskoczasteczkowe fragmenty (14, 29, 32); wiekszo$¢ w lizacie
stanowi material o wysokim ciezarze czasteczkowym, z ktérego dopiero
pod wptywem amidazy N-acetylomuramylo-L-alaniny i peptydaz otrzy-
muje sie dwusacharydy (12, 14, 15, 66). Swiadczy to o wysokim stopniu
zsieciowania mukopeptydu, dzieki czemu $ciana Staphylococcus aureus
jest najbardziej $cistg strukturg z dotychczas poznanych (schemat 1).
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Schemat 1. Struktura mukopeptydu $ciany komérkowej Staphylococcus aureus we-
diug Stromingera i wsp. (60)
W pierwszym rzadzie jednostka mukopeptydu in statu nascendi z otwartymi tancuchami
pentaglicynowymi
X — N-acetyloglukozoamina,
Y — Kwas N-acetylomuraminowy,
— o0 —Aminokwasy w tetrapeptydzie: L-alanylo-D-izoglutaminylo-L-lizylo-D-alaninie,
* Mostki pentaglicynowe,
TA-P — Kwas teichojowy zwigzany z polisacharydem za pomoca wigzan fosfodwuestrowych.

W przeciwieAstwie do Escherichia coli w $cianach Staphylococcus
aureus wszystkie reszty kwasu muraminowego sg podstawione peptydem:
L-alanylo-D-izoglutaminylo-L-lizylo-D-alaning (21, 29). Mostki pentaglicy-
nowe, biorgce udzial w zsieciowaniu, biegng od grupy e-aminowej lizyny
jednego peptydu do grupy karboksylowej D-alaniny sgsiedniego peptydu
(15, 29, 36, 46, 66, 68).

Pierwsze dane o mechanizmie dziatania penicyliny na $ciane komor-
kowa pochodzg z badan Lederberga (26) i Weibula (71), ktéry
otrzymat kuliste formy, tzw. protoplasty, z komorek Bacillus megaterium
dziatajgc lizozymem w Srodowisku hipertonicznym. Lederberg (26),
ktdry zauwazyt, ze pod wptywem penicyliny z komorek Escherichia coli
tworzg sie podobne kuliste formy, wyrazit przypuszczenie, ze podobnie
jak lizozym, penicylina dziata na $ciane komdrkowg. Nastepnie Park
i Strominger (41) stwierdzili, ze gromadzace sie w komoérkach Sta-
phylococcus aureus pod wptywem penicyliny nukleotydy urydynowe
Parka (38) (I) majg podobny sktad chemiczny do mukopeptydu S$ciany
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(21, 41). Park i Strominger (41, 62) przypuszczali, ze nukleotydy te
sg prekursorami Sciany i gromadzg sie wskutek zahamowania jej syntezy.
W $lad za tym wzrosto zainteresowanie biosyntezg mukopeptydu Staphy-
lococcus aureus jako modelu do badan nad mechanizmem dziatania

i
L-lriz
D-Ala
o-Ala I

penicyliny. Przeprowadzono badania na catych komérkach (17, 27, 28, 67,
70, 73) i w ukitadach izolowanych (1, 7, 19, 20, 22, 33, 34). Mukopeptyd
§cian bakteryjnych jest syntetyzowany w tahcuchu reakcji przebiegaja-
cych z udziatem okoto 30—50 enzymow (22). Mandelstam i Ro-
ger s (27, 28) oraz Hancock i Park (17) wykazali, ze synteza tego
polimeru moze zachodzi¢ w obecnosci chloramfenikolu, inhibitora syntezy
biatka. Rogers i Jeliaszewicz (48) ustalili, ze stezenie penicyliny
potrzebne do zahamowania syntezy mukopeptydu Staphylococcus aureus
odpowiada stezeniu, w ktorym ustaje wzrost komorek. Biosynteza $ciany
Staphylococcus aureus przebiega w trzech etapach:

1) utworzenie prekursoréw $ciany: UDP-N-acetylomuramylo-penta-
peptydu i UDP-N-acetyloglukozoaminy,

2) utworzenie liniowych tancuchéw mukopeptydowych,

3) zsieciowanie liniowych tancuchéw mukopeptydowych.

Ito i Strominger (19, 20) przeprowadzili synteze prekursoréw
§ciany w uktadzie bezkomérkowym stosujac cze$ciowo oczyszczone enzy-
my z bton cytoplazmatycznych Staphylococcus aureus oraz zaproponowali
mechanizm tej syntezy (schemat 2).

Reakcja fosforylacji prowadzi do utworzenia z UDP UTP. Nastepnie
zachodzi aktywacja N-acetyloglukozoaminy, z ktérej tworzy sie kwas
UDP-N-acetylomuraminowy. Do tego zwigzku kolejno przytaczajg sie
aminokwasy. W dotgczeniu dwupeptydu D-ala-D-ala bierze udziat race-
maza i syntetaza D-alaniny, dla ktérych D-cykloseryna jest kompe-
tycyjnym inhibitorem (36, 59). Aktywnos$¢ wszystkich enzyméw jest
zalezna od obecnosci ATP i kationbw Mn2+ lub Mg2F. Nie ma
dotychczas dowodéw uczestniczenia RNA w jakimkolwiek etapie syn-
tezy pentapeptydu. Ostatecznym produktem rekacji pierwszego etapu jest
UDP-N-acetylomuramylo-pentapeptyd zawierajagcy jako korncowa grupe
-D-alanylo-D-alanine.
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Schemat 2. Biosynteza nukleotydowych prekursoré6w mukopetydu $éciany komérko-
wej Staphylococcus aureus wedtug Stromingera i wsp. (60)

UDP-AcNHMur — kwas urydynodwufosfo-N-acetylomuraminowy

UDP-AcNHMur — kwas urydynodwufosfo-N-acetylomuraminowy

Drugi etap syntezy mukopeptydu badano réwniez w uktadzie bezko-
morkowym uzywajac frakcji enzymatycznej z komorek Staphylococcus
aureus i Micrococcus lysodeicticus (1, 2, 7, 33, 34, 63, 64). Z prekursorow
mukopeptydu — UDP-N-acetylomuramylo-pentapeptydu i N-acetyloglu-
kozoaminy powstajg liniowe tancuchy mukopeptydowe (schemat 3) (1,
7, 34).

UDP-AcNHMur-pentapeptyd _Uw
P-fosfolipid AcNHMr (-penfapeptydo)-P-P-fosfolipid
sUDP-ACNHGIK
Bacytracyna uDP
P-P-fosfolipid ACNHGK-ACNHMur (-pentapeptydo)-P-P- fosfolipid

ACNHGIK-ANHMr \ I ATP,NH3

¢ qgkagedntydo amido]*\ ACNHGIK-ACNHMur(-pentapeptydo-amido)-P-P- fosfolipid

Akceptor
ACNHGAk-ACNHMLIr(-de
-amido)-P-P- fgsfoh%?gpty
tRNA Glicylo-tRNA

Schemat 3. Biosynteza liniowych tancuchéw mukopeptydowych S$ciany komorkowej
Staphylococcus aureus wedtug Stromingera i wsp. (60)
AcNHGIk — N-acetyloglukozoamina AcNHMur — kwas N-acetylomuraminowy

W pierwszej reakcji nastepuje przeniesienie fosfo-N-acetylomuramy-
lo-pentapeptydu z UDP-N-acetylomuramylo-pentapeptydu na obecny
w membranie glicerofosfatydowy nos$nik o charakterze kardiolipiny (60)
i powstaje N-acetylomuramylo(-pentapeptydo)-P-P-fosfolipid (1, 3, 8)
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oraz UMP i nieorganiczny fosforan (1, 2, 34). Cze$¢ mukopeptydowa jest
zwigzana z lipidem za pomocg mostka pirofosforanowego. Jak wykazali
Neuhaus i Struve (37, 63) reakcja ta jest odwracalna i po dodaniu
UMP moze by¢ przesunieta w lewo. Na utworzony kompleks przenoszona
jest z kolei N-acetyloglukozoamina z UDP-acetyloglukozoaminy i pow-
staje dwusacharydo(-pentapeptydo)-P-P-fosfolipid z jednoczesnym uwol-
nieniem UDP (1, 65). Prawdopodobnie struktura dwusacharydu jest na-
stepujgca: 0-(acetylo-(3-glukozoaminylo)-i,4(-N-acetylomuramylo)-penta-
peptyd (39). W dalszym etapie grupa karboksylowa kwasu glutaminowego
ulega amidacji w obecno$ci ATP (46, 57, 61, 67), a nastepnie przytacza sie
pie¢ reszt glicyny z glicylo-tRNA (3, 7, 33). W reakcji nastepnej dwusacha-
rydo-pentapeptydo-pentaglicyna jest przenoszona z no$nika lipidowego na
akceptor, ktérym jest najprawdopodobniej jeszcze niekompletny tafAcuch
oligomukopeptydowy (60). W reakcji tej uwalnia si¢ nieorganiczny fosfo-
ran oraz fosfolipid, ktory jest zdolny do ponownego wejscia do cyklu.

Mead owi wsp. (34) oraz Anderson iwsp. (2 wykazali, ze peni-
cylina nie hamuje syntezy tanicuchéw polisacharydowo-peptydowych
w uktadzie bezkomodrkowym. Ten etap jest hamowany przez bacytracyne,
rystocetyne i wankomycyne. Dwa ostatnie antybiotyki hamujg prawdopo-
dobnie koncowg reakcje syntezy — przeniesienie dwusacharydo-deka-
peptydowych jednostek na akceptor (11), natomiast bacytracyna hamuje
defosforylacje P-P-fosfolipidu, wptywajagc w ten sposéb na funkcjonowa-
nie cyklu lipidowego nosnika (56).

Polimeryzacja prekursoréw in vitro prowadzi do powstania produktu
zawierajacego dwie czgsteczki D-alaniny w peptydzie oraz otwarty tan-
cuch pentaglicynowy (1, 2, 70). Z badahn nad strukturg mukopeptydu
$ciany Staphylococcus aureus wynika, ze polimer ten zawiera tylko jedng
czgsteczke D-alaniny w peptydzie i niewielka ilos¢ wolnych grup amino-
wych glicyny. Zatem w dalszym etapie syntezy, podczas zsieciowania
liniowych tancuchéw mukopeptydowych musi zachodzi¢ odtgczenie jednej
czasteczki D-alaniny z robwnoczesnym zamknieciem sie mostka pentaglicy-
nowego. Poniewaz penicylina nie hamuje zadnej z reakcji prowadzacych
do syntezy tych liniowych tancuchéw mukopeptydowych, przypuszczano,
ze dziata ona na etapie zsieciowania mukopeptydu. Po raz pierwszy taki
poglad wyrazit Martin (30) opierajac sie na wynikach badan nad struk-
turg scian komorek Proteus mirabilis oraz form 1 indukowanych za po-
mocg penicyliny. Poniewaz formy 1 wykazywatly obecno$¢ wszystkich
sktadnikéw S$ciany, autor wysunagt przypuszczenie, ze przeksztalcenie sie
pateczkowatych komérek Proteus mirabilis w kuliste formy jest wynikiem
braku wigzan krzyzowych w mukopeptydzie syntetyzowanym w obecnosci
penicyliny (31).

Wiese i Park (73) badali wptyw penicyliny na zsieciowanie li-
niowych tancuchéw mukopeptydowych w komdrkach Staphylococcus
aureus okre$lajagc whudowywanie 3H-alaniny do $cian i oznaczajgc liczbe
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wolnych grup aminowych 14C-glicyny w mukopeptydzie. Syntetyzowany
w obecnosci penicyliny mukopeptyd zawieratl znacznie wiecej czasteczek
D-alaniny i odpowiednio wiecej wolnych grup aminowych glicyny. Bada-
nia te udowodnity, ze wigzanie krzyzowe w $cianie Staphylococcus aureus
tworzy sie z udziatem koncowej czgsteczki D-alaniny i e-aminowej grupy
L-lizyny, a penicylina jest inhibitorem tej reakcji.

Badania nad wptywem penicyliny na biosynteze $Sciany komdrkowej
Staphylococcus aureus rn vivo prowadzili rowniez Tipper i Stro-
mi nger (67, 70). Na komorki dziatano penicyling (0,08—207g/ml), potem
dodawano do nich 14C-glicyne i inkubowano przez koto 30 minut. Uzyska-
ne po rozbiciu komorek Sciany poddawano enzymatycznej hydrolizie,
a nastepnie rozdzielano na kolumnie Sephadex G-25, uzyskujagc trzy frak-
cje: oligomeréw, dimerdw i monomeréw. We frakcjach okres$lano ilos¢
UC-glicyny wbudowywanej do mukopeptydu. W obecnosci 0,086n-g penicy-
liny na 1 ml hodowli ilos¢ 14C-glicyny we wszystkich frakcjach stanowita
50% ilosci we frakcji z komérek kontrolnych. Procent ten jest jeszcze
mniejszy przy stosowaniu wiekszych stezen penicyliny. Rozmieszczenie
radioaktywnos$ci w poszczegdlnych frakcjach zalezy od uzytego stezenia
penicyliny. W obecnosci 0,086ug/ml penicyliny okoto 50—60% 14C-glicyny
przechodzito do frakcji zawierajagcej monomery, wobec 10% w takiej sa-
mej frakcji z materiatu kontrolnego. llo$¢ glicyny we frakcji oligomerow
wynosita 20—30%, a w kontroli 75%. Zaobserwowano odwrotng zaleznos¢
miedzy stezeniem penicyliny a iloScig gromadzacych sie monomeréw; naj-
wiecej monomeréw powstato, gdy stezenie penicyliny byto nizsze niz
0,8|.ig/ml, a najmniej w obecnos$ci 20[xg/ml. Synteze oligomerdéw penicylina
czesciowo hamuje juz w matych stezeniach, a catkowicie w stezeniach
0,8vig/ml i wyzszych.

W toku dalszych badan Tipper i Strominger (70) przedsta-
wili dowody, Ze niezsieciowane monomery sg bezposrednimi prekursorami
mukopeptydu. Po 30 sekundach inkubacji komdrek z 14C-glicyng pietno
odnajdowano wytgcznie w monomerach, a po 3 minutach juz w oligome-
rach. Monomery, uzyskane zardwno z komorek inkubowanych w obec-
nosci penicyliny, jak i z komorek kontrolnych (zawierajgcych normalnie
okoto 7% monomerdw), maja w pentapeptydzie trzy czasteczki alaniny:
jedng o konfiguracji 1 i dwie d4. Jedna D-alanina ma wolng grupe karbo-
ksylowga; ponadto w monomerze wystepujg wolne grupy aminowe glicyny.
Natomiast normalny polimer zawiera tylko jednag czasteczke D-alaniny
i $ladowe iloSci wolnych grup aminowych glicyny. Badania Tippera
i Stromingera (70) dowodzag bezspornie, ze penicylina hamuje zsie-
ciowanie liniowych tancuchéw mukopetydowych w komoérkach Staphy-

lococcus aureus. Poglad ten potwierdzili Fitz-James i Hancock
(10), ktérzy zaobserwowali w mikroskopie elektronowym witoknisty ma-
teriat — prawdopodobnie niezsieciowany mukopeptyd — tworzacy sie

w punkcie wzrostu $ciany komdrkowej w obecnosci penicyliny. Rowniez
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Lark iwsp. (25) zauwazyli podobny materiat w komérkach w obecnosci
nadmiaru D-alaniny lub innych D-aminokwaséw, a wiec w warunkach,
w ktorych prawdopodobnie reakcja zsieciowania ulega odwroceniu.

Il. Mechanizm dziatania penicyliny na transpeptydacje

Miejscem syntezy prekursor6w S$ciany jest wnetrze komarki (69).
W drugim etapie syntezy $ciany bierze udziat fosfolipidowy nosnik, ktéry
przenosi poprzez btone jednostki dwusacharydo-peptydowe i wiacza je do
powstajgcej sciany. Wszystkie etapy prowadzace do syntezy liniowych
tancuchéw mukopeptydowych zachodzg przy udziale ATP oraz kationéw
Mn2+ i Mg2f. Ostatni etap syntezy Sciany — zsieciowanie liniowych tan-
cuchéw mukopeptydowych m przebiega na zewnatrz btony cytoplazma-
tycznej. Poniewaz w tym obszarze nie mogg zachodzi¢ wysokoenergetycz-
ne reakcje z uwagi na brak ATP, przyjeto, ze wigzanie peptydowe, pro-
wadzace do zsieciowania mukopeptydu, powstaje wskutek transpeptydacji
(73). Energia wigzania kofAcowej D-alaniny umozliwia przebieg tej reakcji.
Reakcje transpeptydacji w komdérkach Slaphylococcus aureus (60) przed-
stawia schemat 4.

Mukopeptyd
AcNHMur
Mukopeptyd
il L-Ala
AcNHMur |
| D-Glu
L-Ala I_ . . .
| L-Liz —GIL—Gli —Gil —GLi GU—
D-Glu I
D-Ala
i D-Ala
D-/-\Ila
D-Ala
Mukopeptyd Mukopeptyd
AcNHMur AcNHMur
L-Ala 1-Ala
D-Glu D-Glu

-Gli-D-Ala-L-Liz—GIli-Gli-Gli-Gli-Gli-D-A/a-L-Liz-Gli-Gli-Gli-Gli-Gli —

+ 2 D-Ala
Schemat 4. Trzeci etap syntezy $ciany komorkowej Staphylococcus aureus — trans-
peptydacja liniowych tancuchdéw mukopeptydowych wedtug Stromingera i wsp.
(60)
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Ustalajgc mechanizm hamowania transpeptydacji przez penicyline
brano pod uwage analogie struktur penicyliny i fragmentu liniowego
mukopeptydu (67,73). Na podstawie analizy modeli czasteczkowych (ry-
sunek 1) Tipper i Strominger (67) wysuneli hipoteze, ze penicy-
lina jest strukturalnym analogiem D-alanylo-D-alaniny, koncowego ugru-
powania pentapeptydu w niezsieciowanym mukopeptydzie.

Rysunek 1. Modele przestrzenne penicyliny (na lewo) i dwupeptydu D-alanylo-D-ala-
niny wedtug Tippera i Stromingera (67).

Penicylina jest wprawdzie cyklicznym dwupeptydem L-cysteiny
i D-waliny, lecz modele czagsteczkowe penicyliny i D-alanylo-D-alaniny
wykazujg uderzajace podobieristwo. Wysoce reaktywne wigzanie -CO-N-
w pierscieniu ~-laktamowym penicyliny znajduje sie w tej samej pozycji
co wigzanie peptydowe, biorgce udziat w transpeptydacji. Tipper
i Strominger (67) uwazaja, ze penicylina, dziatajagc jako struktural-
ny analog normalnego substratu transpeptydacji, acyluje transpeptydaze
katalizujgcag zsieciowanie mukopeptydu. Mechanizm hamowania transpep-
tydacji przez penicyline w komdrkach Staphylococcus aureus (67) przed-
stawiono na schemacie 5.

W pierwszym etapie transpeptydaza katalizuje rozerwanie wigzania
peptydowego D-alanylo-D-alaniny 2z zachowaniem energii wigzania
w kompleksie D-alanina-enzym. Nastepnie reszta D-alaniny zostaje prze-
niesiona na aminowy koniec tafcucha pentaglicynowego i mostek penta-
glicynowy, #gczacy dwa tancuchy peptydowe, zamyka sie. Penicylina
taczac sie z transpeptydazg acyluje wrazliwe miejsca enzymu, przy czym
otwiera sie pierScien (3-laktamowy. Tworzy sie kompleks penicylina-en-
zym, co prowadzi do zahamowania reakcji transpeptydacji.

Brano pod uwage takze mozliwos$¢ innego sposobu dziatania penicyliny
na transpeptydacje. Przypuszczano, ze penicylina moze by¢ przeniesiona
z kompleksu penicylina-enzym do aminowego konhca pentaglicyny, co
uniemozliwiatoby synteze wigzan krzyzowych. Jednak, jak wykazali
Tipper i Strominger (70) niezsieciowane monomery, gromadzace
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-CONH— d-Alg- C - NH— D-"la
) COOH

-NHCX) —Oli —NH2
Penicylina
Transpeptydaza

-CONH— d-Alci- C-Enz
o

D-Ala +

—NHCO— Gli - NH2

Penicyloilo-enzym

-conh— D-Ala-p =o0
-NHCO - Gli —NH

Zsiecicrwany mukopeptyd

Schemat 5. Mechanizm hamowania transpeptydacji przez penicyline wedtug Tip
pera i Stromingera (67)

sie w komorkach Staphylococcus aureus w obecnos$ci penicyliny, zawieraja
tancuch glicynowy z wolng grupg aminowa. Potwierdzono to analizujac
Sciany komorek Staphylococcus aureus znakowane za pomocg “-penicy-
liny G. Sciany te zawieraly tylko okoto 0,3°/0 wyj$ciowej radioaktywnosci.
Sciany hydrolizowano lizozymem z Chalaropsis spp. i frakcjonowano na
kolumnie Sephadex G-25. Niezsieciowane monomery stanowity 32%
catosci mukopeptydu, lecz zawieraty tylko 2% catej radioaktywnos$ci $cia-
ny, co stanowi okoto 0,004% wyjsciowej radioaktywnosci. Pozostate piet-
no zwigzane bylo z materiatem o wysokim ciezarze czasteczkowym. Ta
niestychanie mata ilos§¢ 14C-penicyliny zwigzanej z monomerami $wiadczy
o0 niespecyficzno$ci reakcji wigzania sie penicyliny z grupg aminowag
tancucha pentaglicynowego w niezsieciowanym monomerze.

Rogers i Tynecka (50) badali rozmieszczenie radioaktywnosci
w komadrkach Staphylococcus aureus inkubowanych w buforze fosforano-
wym w obecnosci 1C-penicyliny. Znakowane komorki rozbijano mecha-
nicznie i wirowano w ultrawiréwce w gradiencie chlorku cezu. Otrzymano
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pasmo skiladajace sie z fragmentéow blony cytoplazmatycznej i ryboso-
mow, ktore zawierato okoto 90°/0 wyjsciowej radioaktywnosci. Pozostate
pietno odnajdowano w osadzie, sktadajagcym sie z nierozbitych komorek.
Frakcja scian komérkowych nie zawierata 14C. Wykluczono takze mozli-
wos¢ wigzania sie 14C-penicyliny z rybosomami. Uzyskane wyniki $Swiad-
cza, ze receptory penicyliny znajdujg sie w btonie cytoplazmatycznej i sa
natury biatkowej. Tipper iStrominger (70) nie badali wpraw-
dzie wigzania sie penicyliny z btong cytoplazmatyczng komorek Staphy-
lococcus aureus, wykazali jednak, ze antybiotyk ten nie wigze sie ze $cia-
ng komorkowa. Poniewaz w btonie cytoplazmatycznej wystepuje wiele
enzymow, istnieje pewna mozliwos¢, ze materiat biatkowy wiazacy
14C-penicyline jest wiasnie enzymem katalizujgcym ostatni etap syntezy
Sciany. Nie udato sie jednak dotychczas otrzymac in vitro zsieciowanego
mukopeptydu w uktadzie zawierajgcym frakcje enzymatyczng, uzyskang
z membran Staphylococcus aureus. Synteza S$ciany in vilro zawsze za-
trzymywata sie na etapie liniowych tancuchéw mukopeptydowych. Jest
to o tyle niezrozumiate, ze taka sama frakcja uzyskana z bton cytoplazma-
tycznych Escherichia coli przez 1za ki iwsp. (22, 23) oraz przez Araki
i wsp. (4, 5) katalizowata synteze zsieciowanego mukopeptydu z UDP-N-
-acetylomuramylo-pentapeptydu i UDP-N-acetyloglukozoaminy.
Zsieciowanie mukopeptydu Scian Escherichia coli zachodzi bezposred-
nio miedzy tancuchami peptydowymi bez udzialu dodatkowego amino-
kwasu wiazacego (72). lzaki i wsp. (22, 23) wykazali, ze w koncowym

AcNH Gik-AcNH Mur— L-Ala— D~Glu-mezo-DAP- D-Ala- D-Ala
+

AcNH Gik - AcNH Munr- L-Ala~ D-Glu-mezo-DAP- D-Ala- D-Ala

AcNHGIk- AcNH Mur— L-Ala— D-Glu-mezo-DAP— D-Ala

AcNHGIk—AcNH Mur- L-Ala— D-Glu-mezo-DAP— D-Ala- D-Ala + D-Ala
| (2)

AcNH Gik-AcNH Mur- L-Ala— D-Glu-mezo-DAP- D-Ala

AcNH GlIk— AcNH Mur- L-Ala— D-Glu-mezo-DAP- D-Ala + D~Ala

Schemat 6. Synteza zsieciowanych dimeréw w komoérkach Escherichia coli katali-
zowana przez: 1; transpeptydaze mukopeptydowg oraz 2) karboksypeptydaze
D-alaniny
AcNHGIk — N-acetyloglukozoamina; AcNHMur — kwas N-acetylomuraminowy
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etapie syntezy mukopeptydu in viiro przebiega transpeptydacja z uwol-
nieniem jednej czasteczki D-alaniny z tancucha peptydowego. Rowno-
cze$nie karboksypeptydaza D-alaniny odigcza kohcowg D-alanine z sgsied-
niego pentapeptydu. Tworzenie sie zsieciowanych dimerdw z liniowych
tancuchéw polisacharydowo-peptydowych u Escherichia coli (23) przed-
stawia schemat 6.

Dimer sktada sie z dwéch jednostek dwusacharydo-czteropeptydowych.
tancuch peptydowy kazdej jednostki zawiera cztery aminokwasy w na-
stepujgcej sekwencji: L-Ala-D-Glu-raezo-DAP-D-Ala. Wigzanie krzyzowe
biegnie od koncowej grupy karboksylowej jednego taricucha peptydowego
do grupy “-aminowej kwasu dwuaminopimelinowego sasiedniego tancu-
cha. Transpeptydacja moze przebiegaé w odwrotnym Kkierunku po dodaniu
D-alaniny, innych D-aminokwaséw lub glicyny i nie wymaga dodatko-
wego zrodta energii. Odtgczanie D-alaniny przez karboksypeptydaze
utrudnia prawdopodobnie tworzenie sie w $cianach Escherichia coli wigk-
szych oligomeréw niz dimery (72). W komédrkach Styphylococcus aureus
nie zawierajacych karboksypeptydazy D-alaniny, stwierdza sie obecno$¢
wyzszych oligomeréw, prawdopodobnie dekameréw (70). Ghuysen
i Strominger (14) oraz Weidel i Pelzer (72) uwazaja, ze kar-
boksypeptydaza odtacza D-alanine na jednym z etapdw poprzedzajacych
synteze liniowych tafcuchéw mukopeptydowych. Substratem dla tego en-
zymu jest prawdopodobnie UDP-N-acetylomuramylo-pentapeptyd (23).
Podczas wyodrebniania i oczyszczania karboksypeptydazy D-alaniny z ko-
morek Escherichia coli lzaki i Strominger (24) wykryli inny
enzym — karboksypeptydaze D-alaniny Il, ktdra odtgcza czasteczke D-ala-
niny z UDP-N-acetylomuramylo-tetrapeptydu.

Badajac wptyw penicylin i cefalosporyn na synteze mukopeptydu in
vitro lzaki i wsp. (23) zaobserwowali, ze antybiotyki te hamujg uwal-
nianie sie D-alaniny. W obecnosci penicyliny G i cefalotyny ilos¢ D-ala-
niny w mukopeptydzie podwaja sie, w obecnosci innych penicylin, pen-
brytyny i metycyliny hamowaniu uwalniania D-alaniny nie towarzyszyto
istotne zwiekszanie sie ilosci D-alaniny w produkcie. lzaki i wsp. (23)
badali witasnosci fizykochemiczne normalnego produktu oraz produktu
syntetyzowanego w obecnosci penicyliny. Po naniesieniu na bibute pro-
dukt tworzacy sie w obecnosci penicyliny, w odrdznieniu od normalnego
mukopeptydu, mozna wymywaé wodg lub rozcienczonym HCLl. Po ogrze-
waniu wodnego roztworu normalnego produktu 75% zwigzku sedymento-
wato podczas wirowania w 1000 g réwnoczes$nie ze zdenaturowanym biat-
kiem. Natomiast okoto 80—90% produktu syntetyzowanego w obecnosci
penicyliny pozostawato w roztworze.

lzaki iwsp. (23) wykazali, ze penicylina hamuje transpeptydaze nie-
odwracalnie, natomiast karboksypeptydaze D-alaniny odwracalnie; aktyw-
no$¢ enzymu mozna przywréci¢ dziatajac penicylinazag lub wymywajac
penicyline. Transpeptydaze penicylina hamuje w takich stezeniach jakie
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hamujg wzrost komoérek (22, 23), natomiast karboksypeptydaze D-alaniny
w stezeniach znacznie nizszych od tych. Wydaje sie wiec, ze bakteriobdj-
cze dziatanie penicyliny nie jest zwigzane z hamowaniem karboksypepty-
dazy. lzaki i Strominger (24) podkreslaja, ze fakt ten, jak réwniez
niewrazliwo$¢ karboksypeptydazy D-alaniny Il na penicyline, jest pe-
wnym potwierdzeniem, ze penicylina jest strukturalnym analogiem acyto-
D-alanylo-D-alaniny, poniewaz dziata w sposéb specyficzny tylko na trans-
peptydaze. Analiza Scian komorkowych bakterii hodowanych w obecnosci
dostatecznie niskich stezeh penicyliny, ktdre hamujgac karboksypepty-
daze nie inaktywowatyby transpeptydazy — pozwoli, by¢ moze, na po-
znanie znaczenia tego enzymu dla zycia komarki.

W Swietle przedstawionych badan nalezy przyjaé, ze penicylina ha-
muje ostatni etap biosyntezy S$ciany bakteryjnej — zsieciowanie linio-
wych tancuchéw mukopeptydowych. Poglad ten jest dostatecznie udoku-
mentowany zaréwno w badaniach in vitro jak i in vrvo. W obecno$ci ma-
tych stezen penicyliny wzrost komoérek Staphylococcus odbywa sie przez
jakis krotki okres czasu i wtedy gromadzg sie niezsieciowane monomery —
bezposrednie prekursory S$ciany (70). Dalsza inkubacja prowadzi do lizy
komdrek, poniewaz pozbawiona wigzan krzyzowych $ciana nie stanowi
dostatecznej ochrony dla btony cytoplazmatycznej.

.Rozwazajagc mechanizm hamowania syntezy $ciany przez penicyline
nalezy podkresli¢, ze hipoteza Tippera i Stromingera (67) jest
na obecnym etapie badan przekonujgca. Wydaje sie, ze wyodrebnianie
i oczyszczenie transpeptydazy z komérek Staphylococcus aureus pozwoli
na catkowite wyjasnienie mechanizmu dziatania penicyliny na biosynteze
$ciany komodrkowej.
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BOGDAN SZUKALSKI*

Metabolizm i mechanizmy regulujace sekrecje aldosteronu
Metabolism and Regulation of Secretion of Aldosterone

Biosynthesis and catabolism of aldosterone and mechanisms regulating the
secretion of this hormone are presented and discussed.

W roku 1940 Swann (100) wysungt hipoteze, ze warstwa kiebkowa
kory nadnerczy wytwarza substancje biologicznie czynna, regulujaca
gospodarke elektrolitami w ustroju. Doni6ést on réwniez, ze usuniecie
przysadki mozgowej nie wptywa na sekrecje tej substancji przez nad-
nercza. W 10 lat pézniej Deming i Luetscher (23) stwierdzili, ze
ekstrakt steryddw otrzymany z moczu ludzi cierpigcych na obrzeki, powo-
duje retencje sodu u szczurow pozbawionych nadnerczy. Podobne dziata-
nie wykazywata tzw. ,bezpostaciowa frakcja” wyciggu z kory nadnerczy,
stanowigca pozostatos¢ po krystalizacji znanych zwigzkéw sterydowych.
Jej badaniem zajeli sie w roku 1950 Simpson i wsp. (93, 94), ktorzy
uzywajac bardzo nowoczesnych wdéwczas metod: chromatografii bibuto-
wej i techniki izotopowej, wykonali szereg znakomitych prac analitycz-
nych, zakonczonych w roku 1953 wyodrebnieniem czystego aldostero-
nu (I). W nastepnym roku zesp6t Reichsteina (95, 96) ustalit struk-
ture aldosteronu, ktéry w odrdéznieniu od innych naturalnych sterydéw
zawiera grupe aldehydowg. Wykrycie tej grupy byto utrudnione, gdyz
tworzy ona z grupg hydroksylowa w pozycji 11 wigzanie potacetalowe (Il),
maskujace jej wasciwosci.

Grupa hydroksylowa przy C-18 moze ponadto tworzyé poétketal z gru-
pa ketonowg przy C-20 (Ill) (patrz wzory str. 170).

Na szczeg6lne podkreSlenie zastuguje fakt, ze wyniki te osiggnieto
w stosunkowo krdtkim czasie zuzywajac zaledwie 57 mg krystalicznego
aldosteronu, otrzymanego z 1000 kg nadnerczy wotowych. Wiekszos¢
reakcji degradacji przy ustalaniu struktury aldosteronu przeprowadzono
na 10 mg, a nawet mniejszych prébkach substancji, co stanowi swego
rodzaju rekord i $wiadczy o mistrzostwie ekipy Reichsteina.

* Doc. dr habil., Zaktad Biologii, Instytut Farmaceutyczny, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétow: ACTH — hormon adrenokortykotropowy; DOC —
dezoksykortykosteron albo kortekson; THAIdo — czterohydroaldosteron; THA —
czterohydro-ijf-dehydrokortykosteron; 18-hydroksy-THA — 28-hydroksyczterohydro-
-22-dehydrokortykosteron.
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Ostatnim akordem badan strukturalnych, stanowigcym piekne po-
twierdzenie prawdziwosci wzoru ustalonego przez Reichsteina, byta petna

O CHIOH
ch”c- oh

synteza aldosteronu, wykonana w 1955 roku przez Schmidlina iwsp.
(87, 114).

Aldosteron jest hormonem uczestniczacym w regulacji gospodarki
wodno-mineralnej ustroju. Podany w ilosci 0,5—2 mg/dobe wywotuje
retencje sodu, a tym samym wzrost ilosci ptynu w zbiorniku pozakomor-
kowym, obniza zawarto$¢ jondw potasowych w tkankach i w osoczu oraz
zwieksza wydalanie tych kationéw z moczem.

Wptyw aldosteronu na gospodarke mineralng ustroju jest okoto 500
razy silniejszy od kortyzolu i okoto 100 razy od korteksonu, a zatem
uzyskanie efektu wywieranego przez 200Mg aldosteronu (tyle wynosi jego
sekrecja dobowa u cztowieka) wymagatoby uzycia 100mg kortyzolu.
Aldosteron wptywa réwniez na przemiane weglowodanowag, ale trzykrot-
nie stabiej niz kortyzol.

I. Biosynteza aldosteronu

W celu poznania prekursoréw aldosteronu wykonano w latach
1955—1964 wiele doswiadczen (3, 11, 25, 74, 117), w ktdrych inkubowano
nadnercza z ré6znymi zwigzkami sterydowymi, uczestniczacymi w biosyn-
tezie innych hormonéw kory nadnercza. Okazalo sie, ze homogenaty
i skrawki nadnerczy wotu i zaby moga przeprowadzac¢ biosynteze aldo-
steronu z progesteronu (IV), korteksonu (V) i kortykosteronu (VI) (sche-
mat 1). Doniesiono rédwniez o istnieniu innych prekursoréw aldosteronu.
Kahnt i wsp. (48) otrzymali 18-hydroksykortekson (VII) przez inku-
bacje korteksonu z homogenatami nadnerczy wotu, a Peron (78) wyod-
rebnit go z nadnerczy szczura oraz po inkubacji nadnerczy z progestero-
nem. Dominguez i wsp. (24) po inkubacji progesteronu lub kortek-
sonu z nadnerczami szczura wyodrebnili ze $Srodowiska inkubacyjnego
18-aldokortekson (VIII). Travis i Farrell (102), ktérzy inkubowali
nadnercza wotu z progesteronem, korteksonem i kortykosteronem, zna-
kowanymi 14C, uzyskali dla progesteronu najwyzszy procent przemiany
w aldosteron. Znakowany 18-hydroksykortykosteron otrzymano w wyniku
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inkubacji 17-3H-progesteronu z nadnerczami szczura (77, 78) oraz 4-14C-
-progesteronu i 4-14C-kortykosteronu ze skrawkami warstwy kiebkowej
kory nadnerczy cztowieka i wotu (7, 86).

Powyzsze wyniki, a takze wyniki innych prac, pominietych tu, ale pro-
wadzgcych do analogicznych wnioskéw, pozwalajg zestawi¢ schemat mo-
zliwych drég biosyntezy aldosteronu z progesteronu, korteksonu (DOC)
i kortykosteronu (schemat 1).

Oprdécz wspomianych wyzej przejs¢ mozliwa jest jeszcze droga z pro-
gesteronu przez iS-hydroksyprogesteron (X), 18-aldoprogesteron (XI)
i llI-hydroksy-18-aldoprogesteron (XII). Nadal jednak trudno jest odpo-
wiedzie¢ na pytanie, ktéra z przedstawionych drég biosyntezy jest droga
gtéwng. Niejasny jest rdwniez mechanizm utleniania grupy alkoholowej
przy C-18 do grupy aldehydowej.

Wptyw hydroksylacji angularnej grupy metylowej przy C-13 korty-
kosteronu na biosynteze aldosteronu badano metoda inkubowania synte-
tycznego iS-hydroksykortykosteronu (IX) ze skrawkami i homogenatami
kory nadnerczy cztowieka, wotu i zaby. Zanotowano niewielky, ale wy-
razng przemiane tego substratu w aldosteron (70), co dowodzi, ze sterydy
hydroksylowane w pozycji 18 moga by¢ prekursorami aldosteronu. Z kor-
tykosteronu w tych samych warunkach powstawato jednakze 17—81 razy
wiecej aldosteronu. Doswiadczenia z progesteronem, 28-hydroksyproge-
steronem (X) oraz korteksonem i 28-hydroksykorteksonem daty podobne
wyniki: 18-dezoksypochodne byty znacznie efektywniejszymi prekurso-
rami aldosteronu niz zwigzki z grupg hydroksylowg w pozycji 18 (108).
Wyniki te potwierdzili Sandor i Lanthier (85 86) oraz Sta-
chenko i Giroud (99), ktérzy dla potaczen hydroksylowanych
w pozycji 18 uzyskiwali bardzo niskag wydajnos$¢ przemiany, nie przekra-
czajacej I°/o. Wyzszg wydajnos¢ (3,8% i 10%) uzyskat jedynie Pasgua-
lini (73), uzywajac tkanke guza nadnerczy w obecno$ci NAD. Nie po-
rownywat on jednak 18-hydroksykortykosteronu z kortykosteronem i in-
nymi prekursorami aldosteronu.

Przemiana 18-hydroksysterydow w aldosteron wskazuje, ze hydroksy-
lacja w pozycji 18 jest mozliwym etapem biosyntezy aldosteronu. Jed-
nakze szybsze i wydajniejsze tworzenie sie hormonu z potgczen 18-dezo-
ksy sugerowatoby istnienie alternatywnej drogi biosyntezy, nie wymaga-
jacej i8-hydroksylacji. W takim procesie musiatoby zachodzi¢ jednoeta-
powe utlenianie grupy metylowej do aldehydowej, ktére dotad nie zostato
opisane w literaturze biochemicznej. Jedyny znany mechanizm biosyntezy
grupy karbonylowej z metylowej lub metylenowej zachodzi w dwoch
etapach: hydroksylacji i nastepujgcego po niej odwodorowania grupy
alkoholowej. Na tej drodze witasnie powstajg grupy karbonylowe stery-
doéw, ktérych biosynteze juz w peini wyjasniono. Przyjecie hipotezy
0 innym mechanizmie powstawania grupy aldehydowej aldosteronu byto-
by zatem ryzykowne.
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Bardziej prawdopodobng przyczyng zaobserwowanych faktéw jest
wystepowanie 18-hydroksysterydow w postaci cyklicznych 18—20 pot-
ketali, co wynika z ich widm w podczerwieni, zachowania sie wobec czyn-
nikow acetylujgcych i z szybkosci utleniania przez sole tetrazoliowe
(71, 88, 108). Formy cykliczne sg odporniejsze na utlenianie chemiczne,
moga wiec by¢ takze odporniejsze na enzymatyczne odwodorowanie. Jed-
nakze cykliczna forma pdtketalowa, ktéra jest z pewnoscig formg dominu-
jaca w syntetycznym 28-hydroksykortykosteronie dodawanym do $rodo-
wiska inkubacyjnego, nie musi powstawac takze wtedy, gdy kortykosteron
ulega enzymatycznej hydroksylacji w pozycji 18. W tych warunkach
tworzy sie prawdopodobnie gtéwnie posta¢ a-ketolowa, ktéra tatwo ulega
dziataniu dehydrogenazy i przechodzi w aldosteron.

Za stusznoscig takiego ttumaczenia przemawia wykrycie przez Ulic-
Ka i wsp. (106) zespotu zmian poziomu kortykosterydéw w moczu, cha-
rakteryzujgcego sie wysokg zawartoscig 28-hydroksykortykosteronu i kor-
tykosteronu oraz brakiem aldosteronu. Zmiany te $Swiadczg o bloku meta-
bolicznym JS-hydroksydehydrogenazy, ktéra w warunkach prawidtowych,
tj. u zdrowego cztowieka, katalizuje przemiane 28-hydroksykortykostero-
nu w aldosteron. Brak 2S-hydroksyprogesteronu i 28-hydroksykorteksonu
wskazywalby na to, ze bezposrednim prekursorem aldosteronu jest 28-hy-
droksykortykosteron, a zatem gtéwna droga biosyntezy biegnie przez
progesteron, kortekson, kortykosteron i 18-hydroksykortykosteron. Inne
przemiany dostarczatyby jedynie substratéw dla tego tarficucha przemian.

Wypada podkresli¢, ze doniesienie U licka i wsp. (106) o defekcie
enzymatycznym w biosyntezie aldosteronu nie jest pierwszym spostrze-
zeniem na ten temat. Nadmierng utrate sodu z moczem wskutek braku
lub niedoboru aldosteronu, nie zwiazang z wrodzonym przerostem nad-
nerczy ani chorobg Addisona, stwierdzono niejednokrotnie u dzieci, co
znalazto wyraz w licznych publikacjach (57, 80, 82, 83, 84). W niektorych
przypadkach zjawisko to byto prawdopodobnie spowodowane niewrazli-
woscig nerki na dzialanie mineralokortykosterydow (57, 83), jednakze
w innych zaobserwowano wybidrczy hypoaldosteronizm (82, 84). W roku
1964 Visser i Cost (115) opisali przypadek zwiekszenia wydalania
w moczu kortykosteronu i jego metabolitéw przy jednoczesnym braku
aldosteronu i pierwsi wysuneli hipoteze o bloku enzymatycznym 28-hy-
droksylazy.

Sposréd wielu czynnikéw wywierajacych wptyw na biosynteze aldo-
steronu na szczeg6lng uwage zastugujg: hormon adrenokortykotropowy
(ACTH), uktad renina-angiotensyna oraz jony sodu i potasu.

1. Wptyw hormonu adrenokortykotropowego

ACTH, hormon tropowy o naturze polipeptydowej, wytwarzany przez
przedni ptat przysadki moézgowej, wywiera silny wptyw na kore nad-
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nerczy, stymulujgc procesy biosyntezy hormondéw sterydowych. Mecha-
nizm tego dziatania nie jest dotychczas ostatecznie wyjasniony, wiadomo
jednak, ze ACTH dziata tu posrednio, wptywajac na synteze zred. NADP,
ktory jest koenzymem wszystkich reakcji hydroksylacji sterydow.
ACTH aktywuje fosforylazy, co wzmaga metabolizm glikogenu w nadner-
czach i powoduje wzrost ilosci glukozo-6-fosforanu. Utlenianiu glukozo-
-fosforanu do kwasu fosfoglukonowego towarzyszy redukcja NADP.

Schemat ten dotyczy gtdwnie syntezy tzw. glukokortykosterydow, tzn.
hormonéw kory nadnercza wywierajgcych wptyw na metabolizm weglo-
wodanoéw (kortyzol, kortyzon i kortykosteron). Dla aldosteronu mechanizm
jest prawdopodobnie inny, chociaz obecnie nie ulega watpliwosci, ze
ACTH pobudza réwniez wytwarzanie aldosteronu u cztowieka (16, 44),
szczura (98) i psa (32). Davis (19) stwierdzit, ze mozna zmniejszy¢
sekrecje aldosteronu podajgc wysokie dawki kortyzolu, ktéry na zasadzie
sprzezenia zwrotnego obniza produkcje ACTH w przysadce. Ten sam
autor zaobserwowat spadek produkcji aldosteronu po hypofizektomii
i wzrost jej pod wpltywem podawania ACTH. Jednakze wielokrotne
iniekcje hormonu kortykotropowego powodowaly zaré6wno u czlowieka
jak i u psa ostabienie czynnoS$ci sekrecyjnej warstwy kiebkowej kory
(104), co ttumaczy normalny poziom aldosteronu u chorych z zespotem
Cushinga (5). Wypada jeszcze dodac, ze u zwierzat na diecie ubogiej w sole
sodowe wptyw ACTH na sekrecje aldosteronu jest znacznie silniejszy
(37, 38).

Stymulujgce dziatanie ACTH na produkcje aldosteronu wykazano
rowniez in vitro, przy uzyciu gruczolaka usunietego pacjentowi z zespo-
tem Conna* (18). Barthe iwsp. (4 badali sekrecje aldosteronu i 18-hy-
droksykortykosteronu u szczura pozbawionego przysadki po podaniu
syntetycznego ACTH (tzw. 1—24-kortykotropina) i miedzynarodowego
standardu tego hormonu, stwierdzajgc nieznaczny wzrost produkcji obu
sterydow.

Kaptan i Bartter (49), inkubujgc warstwe kiebkowg nadnerczy
szczura z réznymi zwigzkami sterydowymi w obecnosci ACTH, stwierdzili,
ze biosynteza aldosteronu nasila sie po dodaniu cholesterolu, nie ulega na-
tomiast zmianie po dodaniu progesteronu i kortykosteronu. Moze to
sugerowac, ze ACTH dziata na jeden z wczesnych etapéw biogenezy aldo-
steronu.

Jednakze donoszono rowniez, ze hypofizektomia nie powoduje atrofii
warstwy klebkowej kory nadnerczy, wytwarzajacej aldosteron, i ze po
wycieciu przysadki nadnercza nadal kontrolujg gospodarke wodno-mine-
ralng ustroju za posrednictwem aldosteronu (100, 113).

* Zesp6t Conna, czyli hyperaldosteronizm pierwotny, wywotany najczesciej
gruczolakiem warstwy kiebkowej kory nadnerczy produkujacym nadmierne iloSci
aldosteronu, charakteryzuje sie nadcisnieniem tetnicznym, wielomoczem, ostabie-
niem mie$niowym i alkaloza hypokaliemiczna.
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Podsumowujac te liczne i nie zawsze zgodne doniesienia mozna po-
wiedzie¢, ze wytworzenie przez nadnercza ilosci hormonu niezbednej
do utrzymania réwnowagi elektrolitdbw w ustroju nie wymaga udziatu
ACTH, jednakze stymulujagcy wptyw kortykotropiny na produkcje aldo-
steronu jest bezsporny i dotyczy prawdopodobnie jednego z przejsé
miedzy cholesterolem i progesteronem. llo$é egzogennej lub endogennej
kortykotropiny, niezbedna do wywotania wyraznego efektu, jest znacznie

wieksza od ilosci powodujacej maksymalne wydzielanie glukokortykoste-
rydow.

2. Wpltyw angiotensyny I, sodu i potasu

Bardzo istotng role w regulacji sekrecji aldosteronu odgrywa uktad
renina-angiotensyna. Enzym renina powstaje w komodrkach przykieb-
kowych, lezagcych w $cianie naczyn doprowadzajacych krew do kiebkéw
nerkowych i odszczepia od hypertensynogenu, biatka osocza z grupy
azglobulin, dekapeptyd nazwany angiotensyng |. Sekwencja reszt amino-
kwasowych w czasteczce angiotensyny | jest nastepujaca: Asp-Arg-Wal-
-Tyr-Wal-His-Pro-Fen-His-Leu. Wystepujacy w o0soczu enzym odszcze-
pia od tego dekapeptydu dwie reszty aminokwasowe His-Leu, a pozostaty
oktapeptyd, noszacy nazwe angiotensyny Il lub hypertensyny, wykazuje
silne dziatanie presyjne i jest uwazany za czynnik patogenny w chorobie
nadcisnieniowej.

Aktywacja aparatu przykiebkowego, do ktérego naleza komérki pro-
dukujace renine, wywotana spadkiem ukrwienia nerek, zwieksza ilo$¢
reniny w krwi. Prowadzi to do wzmozonego wytwarzania angiotensyny I,
ktora z jednej strony powoduje skurcz miesniowki naczyn krwionos$nych,
a z drugiej strony wptywa na warstwe kiebkowga kory nadnerczy, stymu-
lujac sekrecje aldosteronu (schemat 2).

Aparat przykiebkowy
Renina Zmiany cisnienia wtetnicach
nerkowych
t.
Angiotensyna | Zmiany objetosci ptynu
g yna pozakomorkowego
I ) :
Angiotensyng |1 Zmiany wydalania sodu

/ [ ]
Aldosteron

Kora nadnerczy

Schemat 2. Przypuszczalny mechanizm regulujgcy sekrecje aldosteronu
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Jest zatem rzeczag obecnie dowiedziong, ze angiotensyna Il wzmaga
wytwarzanie aldosteronu przez nadnercza, przy czym wptyw ten zaobser-
wowano nie tylko u cztowieka (8, 67), ale rowniez u psa zdrowego (71)
i pozbawionego przysadki mozgowej (13). Fizjologiczny i biochemiczny
mechanizm dziatania angiotensyny Il, poznany tylko czeSciowo i ciagle
jeszcze kontrowersyjny, wigze sie Scisle z wptywem jondw sodowych (20,
55), na produkcje aldosteronu. Ogdélnie uwaza sie, ze angiotensyna Il jest
fizjologicznym posrednikiem w mechanizmie pobudzenia sekrecji aldo-
steronu przez niedob6r sodu (6).

Préby ustalenia miejsca dziatania niedoboru sodu na biosynteze aldo-
steronu daty sprzeczne wyniki. Bledsoe i wsp. (10) drogg posrednig
doszli do wniosku, ze dziatanie to ma miejsce na etapie poprzedzajacym
tworzenie sie korteksonu, co jest zgodne ze spostrzezeniem innych auto-
réow, ze rowniez angiotensyna Il stymuluje raczej przemiane cholesterolu
w pregnenolon (49, 66), lub nawet tworzenia sie cholesterolu (59) niz reak-
cje powstawania aldosteronu z progesteronu, korteksonu i kortykosteronu.
Z drugiej strony tkanka nadnerczy psow, utrzymywanych na diecie z de-
ficytem sodu, przeksztalca w aldosteron wiecej progesteronu, korteksonu
i kortykosteronu niz nadnercza pséw otrzymujgcych nadmiar sodu (22).
Wiecej aldosteronu powstaje rdwniez z kortykosteronu w obecno$ci mito-
chondriéw nadnerczy szczuréw z deficytem sodu niz kontrolnych (62).

Mozna zatem sadzi¢, ze so6d dziata réwniez na inny etap biosyntezy
aldosteronu — przemiane korteksonu i kortykosteronu w aldosteron,
0 czym Swiadczg takze efekty wywotane u szczurow zwiekszong podazg
sodu (57, 67): 1. obnizenie produkcji aldosteronu zaréwno w obecnosci
czynnikéw stymulujacych, jak i przy ich braku, 2. obnizenie przemiany
progesteronu, [Mp-hydroksyprogesteronu, korteksonu i kortykosteronu
w aldosteron, 3. obnizenie przemiany pregnenolonu w aldosteron, 4. mniej

Cholee-ni Angiotensynall ~-—---— Niedobér sodu

Pregnenolon

Progesteron

}

Kortekson

Kortykos+eron

18-hydroksykortykosteron Niedobér sodu

Aldosteron

Schemat. 3. Wptyw réznych czynnikéw na poszczegolne etapy biosyntezy aldosteronu

Strzatki ciggte oznaczajg pobudzanie bezposrednie, a strzatka przerywana — pobudzenie po-
Srednie
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wyrazne obnizenie przemiany progesteronu w 18-hydroksykortykosteron
niz w aldosteron, 5. wzrost produkcji dwoch biologicznych prekursoréw
aldosteronu, tj. kortykosteronu i korteksonu (schemat 3). Wszystkie te
fakty dadzg sie wyttumaczy¢ hamujagcym wptywem nadmiaru jonéw sodu
na aktywno$¢ jednego lub obu enzymdw bioracych udziat w przemianie
kortykosteronu w aldosteron, tj. 18-hydroksylazy i 18-hydroksydehydro-
genazy kortykosteronu.

Dane doswiadczalne przemawiajg zatem za istnieniem dwéch mecha-
nizmoéw dziatania niedoboru sodu na biosynteze aldosteronu: 1. poprzez
aktywacje wczesnych etapéw biogenezy aldosteronu za pos$rednictwem
zwiekszonej ilosci krazacej angiotensyny Il, 2. poprzez aktywacje jednego
lub obu enzymoéw, uczestniczacych w przemianie kortykosteronu w aldo-
steron. Mechanizm pierwszy mozna uzna¢ za udowodniony, wiadomo bo-
wiem, ze niedobo6r sodu prowadzi do wzrostu poziomu reniny (42) oraz
angiotensyny Il (89), ktdra bezposrednio stymuluje sekrecje aldostero-
nu (19). Natomiast wptyw zmian wchtaniania sodu na aktywno$é 18-hy-
droksylazy i 18-hydroksydehydrogenazy wymaga dalszych badan.

Jesli idzie o jony potasu, to pobudzajg one bezpos$rednio sekrecje aldo-
steronu in vivo (9, 21) oraz in vitro, nasilajac prawdopodobnie przemiane
cholesterolu w pregnenolon w warstwie kiebkowej nadnerczy (66).

3. Wptyw osrodkowego uktadu nerwowego

W roku 1956 Rauschkolb i Farrell (81) zaobserwowali obni-
zenie produkcji aldosteronu po usunieciu mozgowia u psa i na tej podsta-
wie wysuneli hipoteze o wystepowaniu w miedzymozgowiu czynnika sty-
mulujagcego sekrecje aldosteronu, ktéry nazwano adrenoglomerulotro-
ping (26), od zona glomerulosa — warstwa kiebkowa nadnerczy.

W ciggu nastepnych lat trzy grupy badaczy doniosty niezaleznie od
siebie, ze sekrecja aldosteronu przez kore nadnerczy, badana in vitro,
zwieksza sie pod wptywem ekstraktow szyszynki i miedzymdzgowia (46,
47, 53, 60). Podawanie ludziom ekstraktéw szyszynki wotu powodowato
rowniez wzmozenie sekrecji aldosteronu (41). Ponadto zaobserwowano
zmiany histologiczne warstwy kiebkowej kory nadnerczy, $wiadczace
0 wzroscie jej aktywnos$ci sekrecyjnej, po podaniu ekstraktow szyszynki
(28, 50), a Giacomelli (40) doniost, ze usuniecie szyszynki wywotuje
atrofie warstwy kory nadnerczy produkujacej aldosteron. Czynnikiem
pobudzajagcym sekrecje aldosteronu miata by¢ wyodrebniona z szyszynki
przez Farrella i Mclsaaca (30) pochodna pirydonoindolu:
i-metylo-6-metoksy-1,2,3,4-czterohydrokarbolina. Pojawiaty sie jednak
rowniez doniesienia Swiadczgce o hamujacym wplywie ekstraktow szy-
szynki na czynno$é wydzielnicza warstwy kiebkowej kory nadnerczy (31,
65), ktore postuzyty za podstawe hipotezy, ze szyszynka produkuje za-
rowno substancje stymulujaca jak i hamujaca sekrecje aldosteronu (27).
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Inhibitorem, wedtug Farrella (29), jest ubichinon, ktory wystepuje
jednak nie tylko w tkance szyszynki ale réwniez w wielu innych tkan-
kach. Problem ten wymaga zatem dalszych badan, gdyz obecnie — poza
niewatpliwym udziatem przysadki moézgowej wytwarzajagcej ACTH —
udziat mézgowia w regulacjbwytwarzania aldosteronu jest niejasny.

4. Wptyw innych czynnikéw

Od dawna wiadomo, ze podczas cigzy wzrasta wydalanie aldosteronu
z moczem a Jones i wsp. (45) stwierdzili, ze wzrasta rowniez jego
sekrecja. Badania sekrecji hormonu w r6znych okresach cigzy prowadzili
Sims i wsp. (97, 116) wykazujac, ze w 15 tygodniu sekrecja ta jest
dwukrotnie wyzsza niz na poczatku i wzrasta stopniowo az do 22 tygod-
nia. Miedzy 22 i 35 tygodniem cigzy sekrecja hormonu utrzymuje sie
na statym poziomie, a nastepnie wzrasta az do porodu. W 32 tygodniu
wynosi ona okoto I00Owg/dobe przy normie wynoszacej dla fazy foliku-
larnej 85—216i*g/dobe. W 36—37 tygodniu sekrecja wynosi juz 132Wdobe
a w 38—39 tygodniu— 1586vt/dobe (54). Réwnolegle do wzrostu sekrecji
aldosteronu wzrasta aktywno$¢ reniny w osoczu (12, 39, 43).

Jednym z czynnikéw warunkujacych wzrost sekrecji aldosteronu pod-
czas cigzy jest z pewnoscig progesteron, o ktérym wiadomo, ze sprzyja
wydalaniu sodu z moczem, a podawany kobietom nieciezarnym wywo-
tuje wyrazny wzrost sekrecji aldosteronu (116). Podczas cigzy stezenie
progesteronu w ptynach biologicznych zwieksza sie znacznie w wyniku
wydzielniczej czynnos$ci tozyska, uruchamiajgc mechanizm przeciwdzia-
tajacy nadmiernej ucieczce sodu z ustroju w postaci wzmozonej sekrecji
aldosteronu.

Hormony wytwarzane przez tozysko mogg rowniez wpltywac na bial-
ka transportujgce aldosteron, analogicznie do ich dziatania na transkor-
tyne. Wreszcie wzrost sekrecji aldosteronu moze by¢ rowniez wywotany
stratami sodu powstatymi w wyniku zwiekszonej filtracji ktebkowej pod-
czas cigzy (97).

Il. Antagonisci aldosteronu i zwiazki blokujgce jego biosynteze

Osiagniety w ciggu ostatnich lat postep w dziedzinie badan nad me-
tabolizmem hormondéw sterydowych pozwala obecnie na poszukiwanie
zwigzkéw syntetycznych, blokujgcych selektywnie r6zne etapy biosyn-
tezy. PiSmiennictwo dotyczace potaczen tego typu jest dos$¢ obszerne,
podobnie jak i lista zbadanych preparatéw. Znaczna ich cze$¢ nie zo-
stata uzyta w celach leczniczych z powodu niebezpiecznych objawdw
ubocznych, ale oddaty one i oddajg nadal cenne ustugi w badaniach pa-
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tologii kory nadnerczy, prowadzonych na zwierzetach. Niektdre prepa-
raty znalazty jednak zastosowanie w klinice do leczenia réznego typu
nadczynnos$ci i nowotworéw kory.

Preparaty blokujgce biosynteze hormondéw sterydowych wywierajg
rowniez, zaleznie od lokalizacji bloku, mniejszy lub wiekszy wptyw na
produkcje aldosteronu. Spos$rdéd zwiazkéw oznaczajacych sie wyraznym
dziataniem hamujacym biosynteze aldosteronu warto wymieni¢ 2-(p-ami-
nofenylo)-2-fenyloetyloamine (XIII), znang jako preparat SK i F-12185
oraz kwas n-formylochitozanowielosiarkowy (preparat RO-1-8307 firmy
Roche).

Xl

SKF-12185 hamuje czynno$¢ nadnerczy u szczurdw i $winek mors-
kich oraz zapobiega wzrostowi poziomu kortykosterydow we krwi zwie-
rzat poddanych stressowi. Diuzsze podawanie preparatu powoduje
u szczuréw objawy niedoczynno$ci kory nadnerczy. Podobny wptyw
wywiera on réwniez na nadnercza ludzkie, zmniejszajac sekrecje korty-
zolu i aldosteronu, co prowadzi do kompensacyjnego wzrostu ilosci kra-
zacego ACTH i 22-dezoksykortykosterydoéw: korteksolonu i korteksonu
(DOC).

Wyniki wiekszosci prac przemawiajg za tym, ze preparat hamuje pro-
ces hydroksylacji sterydow w pozycji 11 (3(35, 36), wywotujac gromadze-
nie sie DOC. Fakt ten wyjasnia dlaczego, mimo spadku wydalania aldo-
steronu, nadci$nienie tetnicze nadal sie utrzymuje nawet woéwczas, gdy
biologiczne i kliniczne objawy hypokaliemii, spowodowanej nadmierng
produkcja aldosteronu przez chore nadnercza, ulegajg normalizacji. Wy-
ptywa to z wiasnosci gromadzacego sie DOC, wywierajgcego silniejsze
niz aldosteron dziatanie tensyjne, a stabszy wptyw na retencje sodu i wy-
dalanie potasu. Jest to powazny mankament leku, gdyz zastepuje on hy-
peraldosteronizm zwiekszonym wytwarzaniem DOC. Jednakze wskutek
stabszego od aldosteronu wptywu DOC na gospodarke elektrolitowag, pre-
parat zmniejsza hypokaliemie i moze stanowié cenne uzupetnienie te-
rapii przedoperacyjnej zespotu Conna (35, 103).

Dzieki obszernym badaniom Majoora i wsp. (61) wiadomo, ze
heparyna i substancje pokrewne — tzw. heparynoidy — sg inhibitorami
sekrecji aldosteronu. Szczeg6lne zainteresowanie wzbudzit ostatnio pre-
parat RO-1-8307 (ester n-formylochitozanowielosiarkowy) o budowie
zblizonej do heparyny, ale o stabszym od niej dziataniu przeciwzakrze-
powym. Hamuje on wybidrczo synteze aldosteronu, nie wplywajac na
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powstawanie kortyzolu i innych i7-hydroksykortykosterydéw (2, 15, 34).
Oznaczania prekursoréw aldosteronu w moczu po podaniu preparatu
ujawnity wzrost iloSci kortykosteronu przy jednoczesnym spadku wyda-
lania aldosteronu i iS-hydroksykortykosteronu, co mogtoby wskazywac,
ze miejscem dziatania preparatu jest przejscie miedzy kortykosteronem
i aldosteronem.

Sharma i wsp. (91) sadza, ze dzieki witasciwosSciom chelatujgcym
RO-1-8307 usuwa ze $rodowiska jony wapnia, niezbedne do prawidtowe-
go przebiegu ostatnich etapow biosyntezy aldosteronu. Inne tlumacze-
nie dziatania preparatu zaktada jego hamujacy wptyw na przemiane reni-
ny w angiotensyne, ktora jest silnym stymulatorem sekrecji aldosteronu.
Potwierdzenie tej hipotezy mogtoby stanowi¢ zaobserwowane in viiro
przezSealeya i wsp. (90) hamujace dziatanie heparyny na powstawa-
nie angiotensyny z reniny. Jednakze wyniki badaf in vivo nie przema-
wiajg za tym mechanizmem (1, 34).

Pomimo skutecznej blokady syntezy aldosteronu przez RO-1-8307
i zachecajgcych wynikéw klinicznych, uzyskanych przy leczeniu zespo-
tu Conna, warto$¢ lecznicza tego preparatu wydaje sie ograniczona z po-
wodu niskiego usytuowania bloku. Wywotuje on bowiem gromadzenie
sie duzych ilosci prekursorow aldosteronu: kortykosteronu i DOC, odzna-
czajacych sie dos¢ silnym dziataniem fizjologicznym. Zwiaszcza DOC,
majacy wprawdzie stabsze, ale analogiczne do aldosteronu, wiasciwosci
zatrzymywania sodu w ustroju, moze zniweczy¢ caly efekt zablokowania
syntezy aldosteronu. Dlatego podczas leczenia tym preparatem zespotu
Conna, zanotowano jedynie minimalne zmiany wydalania elektrolitow,
mimo znacznego spadku sekrecji aldosteronu (15, 90).

Znane sg réwniez zwiagzki znoszace wybidorczo wpltyw aldosteronu
na jony sodu. Neher iwsp. (68, 69) otrzymali z nadnerczy $wini po-
taczenie o budowie sterydowej, zwiekszajagce wydalanie sodu z moczem,
a wiec dzialajgce antagonistycznie w stosunku do aldosteronu. Jest to
33 i6a-dwuhydroksy-5a-pregnan-20-on (XI1V), okreslany czesto skrotem
SEF (ang. sodium excreting jactor). Podobne dziatanie posiadajg jego izo-
mery: 3a, 26a-dwuhydroksy-5a-pregnan-20-on i 3a, 16a-dwuhydroksy-
5-p-pregnan-20-on.

Do antagonistdow aldosteronu nalezg réwniez niektdre syntetyczne
zwigzki o budowie spirolaktonéw (14, 118). Najbardziej znany jest lak-
ton kwasu 3-(3-keto-7a-acetylotio-1 7f3-hydroksy-4-androstenylo-.27-a)pro-
pionowego (XV), wprowadzony przez amerykanska firme Searle pod naz-
wg Aldactonu oraz bardzo zblizony do niego pod wzgledem struktury
chemicznej Phanuran (XVI). Spirolaktony nie zmieniajg czynnosci kory
nadnerczy, lecz dzialajg jedynie na dystalne kanaliki nerkowe (17). Sa
one czynne tylko przy nadmiernej sekrecji aldosteronu, co zadecydowa-
to o ich zastosowaniu leczniczym — jako $rodkéw usuwajgcych obrzeki,
powstate w wyniku nadczynnosci warstwy kilebkowej kory. Natomiast
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pochodna pterydyny: 2,4,7-tr6jamino-6-fenylopterydyna (XVII), jest inhi-
bitorem mniej swoistym, gdyz jej wptyw na wydalanie sodu z moczem
ujawnia sie réwniez przy braku aldosteronu (58).

I11. Katabolizm aldosteronu

Sekrecja dobowa aldosteronu przez nadnercza cztowieka, oznaczona
metodami izotopowymi, wynosi 40—330Mg, Srednio 200(0.g (92). Jest ona
okoto dziesieciokrotnie nizsza od sekrecji korytykosteronu, wynoszacej
2mg na dobe i okoto stokrotnie od sekrecji kortyzolu (okoto 20mg na do-
be). W warunkach patologicznych sekrecja moze ulega¢ duzym zmianom:
np. u pacjentow z aldosteronizmem pierwotnym wzrasta pieciokrotnie,
a w zaawansowanej chorobie nadci$nieniowej moze dochodzi¢ do I0Omg
na dobe (56).

Stezenie aldosteronu w osoczu ludzi zdrowych jest bardzo niskie,
wynosi bowiem zaledwie 0,04—0,08"g na 100ml. U chorych z marskoScia
watroby i przerostem nadnerczy liczby te sg 2 do 3 razy wieksze. To
samo dotyczy ludzi pozostajacych na diecie ubogiej w NaCl. Okoto 65%
aldosteronu osocza zwigzane jest z biatkami. Opisano dwa typy takich
potaczen: z a-globuling osocza, tzw. transkortyng oraz z albuminami
(63). Daughaday i wsp. (16) sugeruja, ze dominujagcg formg wyste-
powania hormonu w osoczu sg jego potgczenia z albuminami.

Po dozylnym podaniu znakowanego aldosteronu mozna $ledzi¢ prze-
miany, jakim ulega on w organizmie. W ten spos6b zmierzono tzw. okres
biologicznego poéttrwania tj. czas, w ktorym stezenie podanego dozylnie
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aldosteronu spada we krwi do potowy. U cztowieka wynosi on okoto 20
minut (101), u psa 28 minut (19). W niektérych stanach chorobowych
zanotowano wydtuzenie okresu biologicznego péttrwania. | tak w mars-
kosci watroby wzrasta on do 80 minut, a w chorobie Addisona— do 30
minut. Usuniecie watroby powoduje jego wzrost do 200 minut (19).

Pasgualini i Jayle (74) stwierdzili, ze w 50 minut po dozyl-
nym podaniu znakowanego trytem aldosteronu 0,3—0,34% wprowadzo-
nej promieniotworczosci wystepowato we krwi w postaci wolnego aldo-
steronu 0,08—0,09% — w postaci glukozydouronianu aldosteronu, a 1,3—
1,5% — w postaci glukozydouronianu THAIdo.

Aldosteron przechodzi do moczu w postaci wolnej i w postaci sprze-
zonej, wrazliwej na dziatanie IN mocnego kwasu, a niewrazliwej na
(3-glukuronidaze, oraz jako potgczenie ulegajgce rozktadowi pod wptywem
P-glukuronidazy. Underwood i Tait (112) ustalili, ze potagczeniem
wrazliwym na kwas jest glukozydouronian aldosteronu, w ktérym resz-
ta kwasu glukuronowego przytgczona jest do atomu wegla w pozycji 18.
Zwigzek ulegajacy hydrolizie pod dziataniem (5-glukuronidazy jest 3-glu-
kozydouronianem aldosteronu.

Ogblny procent promieniotworczosci przechodzacej do moczu po po-
daniu znakowanego hormonu wynosi wedtug Flooda i wsp. (33) 75
do 89 w ciggu pierwszych 24 godzin, a 4,6 do 18— w ciggu nastepnej
doby. Peterson (79) podaje wartos¢ 70% po pierwszych 24 godzi-
nach. Frakcjonowanie metabolitow, wydalonych w moczu w ciggu pierw-
szej doby po iniekcji znakowanego aldosteronu, wykazato, ze 0,1 do 0,6%
promieniotwdrczosci wystepuje w postaci wolnego aldosteronu, 7 do 12%
jako JS-glukozydouronian, 20 do 35% jako 3-glukozydouronian czterohy-
droaldosteronu i 7 do 11% jako inne metabolity (72).

Dobowe wydalanie aldosteronu w moczu w réznych okresach zycia
cztowieka, u kobiet w cigzy oraz po leczeniu angiotensyng zestawiono
w tablicy 1. Podano tam rdwniez wartosci wydalania 5P,3a-THAIldo

Tablica 1

Wydalanie aldosteronu i czterohydroaldosteronu w moczu

Aldosteron THAIdo
Wiek badanych Literatura

y ~g/dcbe jj,g/dobe/kg ug/dobe

Ponizej roku 24 0,24 — 64

1—5 lat 35 0,23 — 64

6—10 lat 4,9 0,17 — 64

11—15 lat 6,5 0,13 — 64

16—20 lat 6,6 0,10 — 64

21—30 lat 75 0,10 20—30 75

W cigzy 50—300 — 150—800 116

Po podaniu angio-
tensyny Il 23—68 — 116
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(XVIII) — giéwnego metabolitu aldosteronu (schemat 4) wykrytego w mo-
czu przez Ulicka i Kusch Vettera (108). THAIdo, podobnie
jak aldosteron, wydalany jest w moczu gtéwnie w postaci glukozydouro-
nianu. Metabolit ten ma duze znaczenie diagnostyczne, gdyz jego
dobowe wydalanie w moczu, okoto pieciokrotnie wyzsze niz aldostero-
nu, jest zarbwno w warunkach fizjologicznych jak i w patologii nadner-
czy proporcjonalne do wydalania aldosteronu. Dlatego w wielu klinikach
endokrynologicznych, m.in. w duzym osrodku paryskim — Fondaiion de
Recherche en Endocrinologie, zastgpiono oznaczanie aldosteronu nieco
prostszym oznaczeniem THAIldo.

W moczu wykryto rdwniez dwa inne izomeryczne czterohydroaldo-
sterony: 5a, 3a, tzw. allo-THAIdo (XIX) i 53 3fi, tzw. 3-THAIldo (XX)
(51, 52), jednakze w znacznie mniejszych ilosciach, bo stanowigcych za-
ledwie 1% zawartoSci izomeru 53 3a. Czwarty z mozliwych izomerow
czterohydroaldosteronu — 5a, 3"-THAIdo — otrzymali Pechet i wsp.
(76) podczas inkubacji aldosteronu z homogenatami watroby szczura. Po-
nadto zidentyfikowano w moczu 2l-dezoksy-THAIdo (XXI) oraz 5(3-dwu-
hydroaldosteron (XXII).

Wszystkie te potaczenia wystepuja w moczu w postaci poétacetali,
w ktorych wigzanie pétacetalowe powstato z grupy aldehydowej przy
C-18 i grupy hydroksylowej przy C-Il. Zidentyfikowano réwniez dwa
metabolity aldosteronu z peilnymi wigzaniami acetalowymi miedzy we-
glami 11, 18, i 20 a mianowicie: [1->18<-20, acetal 21-dezoksyszescio-
hydroaldosteronu (XXIII) oraz 11-718”-20 acetal szeSciohydroaldosteronu
(XXIV).

Na podstawie opublikowanych dotychczas wynikéw mozna przyjaé
ze gtéwna droga przemian metabolicznych aldosteronu biegnie przez ko-
lejne procesy redukcji do dwuhydroaldosteronu, czterohydroaldosteronu
i wreszcie do szesciohydroaldosteronu, analogicznie do przemian korty-
zolu i kortyzonu. Jedyna rdznica polega na tym, ze w czasteczkach me-
tabolitow aldosteronu, dzieki obecnosci grupy aldehydowej usytuowanej
w poblizu grup hydroksylowych, tworzg sie wigzania typu po6tacetali lub
acetali.

Wykrycie w moczu acetalu 22-dezoksyszesciohydroaldosteronu $wiad-
czy jednak o tym, ze proces redukcji, po przytgczeniu do czasteczki al-
dosteronu szes$ciu atomow wodoru, moze biec dalej, obejmujac grupe
alkoholowg przy C-21 i przeksztatcajgc jg w rodnik metylowy. Warto do-
daé, ze zarébwno acetal szeSciohydroaldosteronu jak i 21-dezoksyszescio-
hydroaldosteronu, wykryte w moczu, nalezg do szeregu 53 a zatem prze-
miana aldosteronu w metabolity szeregu 53 jest dominujgcym szlakiem
metabolicznym. Nietypowe odgatezienie gtéwnej drogi metabolicznej sta-
nowi redukcja grupy alkoholowej przy C-21 w czterohydroaldosteronie
do grupy metylowej z wytworzeniem 2i-dezoksy-THAIdo (XXI). Kata-
boliczne przemiany aldosteronu przedstawia schemat 4.

3 Postepy Biochemii
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Trzeba podkresli¢, ze metabolizm aldosteronu jest stereospecyficzny,
gdyz po podaniu racematu jedynie forma d, bedgca formg naturalng, ule-
ga metabolizmowi. Natomiast formy 1 nie znaleziono w moczu ani po
hydrolizie kwasnej ani enzymatycznej (105).

Badania zespotu Ulicka dostarczyty w ciggu ostatnich lat interesuja-
cych danych na temat sekrecji i metabolizmu 28-hydroksykortykostero-
nu. W roku 1957 badacze ci wyodrebnili z moczu ludzkiego nowy zwigzek
sterydowy, ktoéry z uwagi na tlenowg funkcje przy C-18 i proporcjo-
nalne do aldosteronu wydalanie uznali za metabolit tego hormonu (110).
Doktadniejsze badania chromatograficzne ujawnity, ze nowa substan-
cja jest mieszaning dwdch zwigzkow: 3a, 5(3-THAIldo oraz 28-hydroksy-
czterohydro-22-dehydrokortykosteronu (28-hydroksy-THA) (108). Po do-
zylnym podaniu znakowanego aldosteronu, promieniotworczosé, ktdra
przeszta do moczu, zwigzana byta tylko z THAIdo, co dowodzi, ze 18-hy-
droksy-THA nie jest metabolitem aldosteronu. Autorzy wysuneli sugestie,
ze jest to metabolit 28-hydroksykortykosteronu, wykrytego wczes$niej
w nadnerczach ropuchy (107).

Hipoteze te potwierdzity doswiadczenia ze znakowanym 28-hydroksy-
kortykosteronem, z ktérego powstawat i przechodzit do moczu znako-
wany 28-hydroksy-THA. Dodatkowy dowoéd stanowig niemal jednakowe
aktywnos$ci witasciwe 28-hydroksykortykosteronu i 28-hydroksy-THA,
znalezione w moczu.

28-Hydroksykortykosteron, podobnie jak aldosteron, a w odrdznieniu
od innych hormondéw kory, wytwarzany jest gtdwnie przez warstwe kieb-
kowg. Jego sekrecja dobowa wynosi 145—460/o.9, Srednio 300ng, jest wiec
znacznie wyzsza od sekrecji aldosteronu (109). Moze on wystepowacé
w trzech formach izomerycznych (86, 111): a-ketolowej (IX) i dwoch cyk-
licznych formach pétketalowych — 20a i 203 (schemat 5).

dHoc” H

"CHjOH

Schemat 5. Formy potketalowe 18-hydroksykortykosteronu

W watrobie 28-hydroksykortykosteron ulega przemianie w 28-hydro-
ksy-THA (XXV), polegajacej na redukcji uktadu Ad4-3-keto, analogicznie
do innych hormondw kory, oraz na utlenieniu do grupy ketonowej hy-
droksylu przy C-II.

Wydalanie dobowe 28-hydroksy-THA wynosi okoto 140 mg, a zatem
ponad dwukrotnie przewyzsza wydalanie THAIdo.

3
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Poréwnywano warto$ci sekrecji iS-hydroksykortykosteronu i aldoste-
ronu w réznych warunkach (108). | tak, pod wptywem niedoboru sodu,
ktorego podaz w diecie obnizono do 10Eg/dobe, zaréwno sekrecja 18-hy-
droksykortykosteronu jak i aldosteronu ulegata 3-5-krotnemu wzrostowi
w stosunku do wartosci kontrolnych.

XXV

Po podaniu 25 j,ACTH zanotowano jednakowy, okoto dwukrotny,
wzrost sekrecji aldosteronu i 18-hydroksykortykosteronu. Natomiast sek-
recja glukokortykosterydow w tych samych warunkach wzrastata przy-
najmniej pieciokrotnie.

W réznych przypadkach pierwotnego i wtérnego aldosteronizmu za-
notowano takze paralelizm miedzy sekrecjg 18-hydroksykortykosteronu
i aldosteronu. Gdy sekrecja aldosteronu byta prawidtowa, nie ulegata
rowniez zmianie sekrecja i8-hydroksykortykosteronu, natomiast kazde-
mu obnizeniu lub wzrostowi sekrecji aldosteronu towarzyszyt proporcjo-
nalny spadek lub wzrost sekrecji 18-hydroksykortykosteronu.

Nazwy systematyczne steryddw wymienionych w pracy

Aldosteron: iJ|3,2i-dwuhydroksy-4-pregnan-3,20-dion-18-al.
Dwuhydroaldosteron: n|3,21-dwuhydroksy-5|3-pregnan-3,20-dion-18-al.
Czterohydroaldosteron: 3a,np,21-tréjhydroksy-5|3-pregnan-20-on-28-al.
Alio-czterohydroaldosteron: 3a,ii|3,22-tréjhydroksy-5a-pregnan-20-on-i8-al.
3%$-czterohydroaldosteron: 3|3,1i|3,2i-tr6jhydroksy-5|3-pregnan-20-on-.Z8-al.
3(3-allo-czterohydroaldosteron: 3|3,n|3,2.Z-tr6jhydroksy-5a-pregnan-20-on-i8-al.
22-dezoksyczterohydroaldosteron: 3a-22(3-dwuhydroksy-5(3-pregnan-20-on-J8-al.
22-dezoksyszes$ciohydroaldosteron: 3a,Jl|3,20-tr6jhydroksy-5(5-pregnan-28-al.
Progesteron: 4-pregnen-3,20-dion.

18-hydroksyprogesteron: i8-hydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
28-aldoprogesteron: 4-pregnen-3,20-dion-28-al.
22-hydroksy-i8-aldoprogesteron: iiP-hydroksy-4-pregnen-3,20-dion-28-al.
Pregnenolon: 3(3-hydroksy-5-pregnen-20-on.

Kortekson (dezoksykortykosteron): 22-hydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
i8-hydroksykortekson: 28,21-dwuhydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
28-aldokortekson: 21-hydroksy-4-pregnen-3,20-dion-18-al.

Korteksolon: 17ci,21-dwuhydroksy-4-pregnen-3-,20-dion.

Kortykosteron: 11fi,21-dwuhydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
J8-hydroksykortykosteron: 12|3,28,21-tréjhydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
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28-hydroksyczterohydro-il-dehydrokortykosteron: 3a,i8,22-tréjhydroksy-5(3-pregnan-
-11,20-dion.

Cholesterol: 3(3-hydroksy-5-cholesten.

I11->18-<-20 acetal 21-dezoksyszesciohydroaldosteronu: 11 1820 acetal 3a,11(3, 20-
tréjhydroksy-5(3-pregnan-18-al.

11->-18«-20 acetal sze$ciohydroaldosteronu: II->-18<-20 acetal, 3a, 11(3, 20,21-czterohy-
droksy-5|3-pregnan-18-al.
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JERZY TROJANOWSKI *

Toksohormon

Toxohormone

A review of toxohormone concept, bioassay and preparation is presented.

Obserwacja przebiegu choroby nowotworowej ujawnia na pewnym
etapie jej zaawansowania stan tzw. chartactwa, ogdlnego wyniszczenia
organizmu, bedacego czesto bezposrednig przyczyng Smierci chorego orga-
nizmu. Wystepujgca przy tym anemia oraz zaburzenia w ogo6lnym me-
tabolizmie zelaza zwrocity uwage na mozliwosé istnienia pewnych czyn-
nikow humoralnych, wytwarzanych w tkance nowotworowej i odpowie-
dzialnych przynajmniej czeSciowo za powstawanie opisanych stanéw pa-
tofizjologicznych w organizmie nosiciela nowotworu. Poszukiwania tok-
syn nowotworowych weszty na wyrazny tor z chwilg, gdy zauwazono
u zwierzat z chorobg nowotworowa znaczng obnizke poziomu katalazy
watrobowej (2). Dalszy postep przyniosto stwierdzenie Greensteina
i wsp. (9), ze spadek aktywnos$ci katalazy watrobowej jest proporcjonalny
do ciezaru guza nowotworowego oraz ze operacyjne usuniecie guza przy-
wraca normalny poziom tego enzymu.

W roku 1948 Nakahara i Fukuoka (26) zaproponowali nazwe
»toksohormon” dla czynnika obecnego w wyciggu z tkanki nowotworo-
wej, powodujacego obnizenie aktywnos$ci katalazy w watrobie. Nazwa
miata sugerowac podobienstwo tej substancji do hormondéw, gdy chodzi
0 zdalne oddziatywanie na drodze wydzielania wewnetrznego przez zywe
komorki i komorki nowotworu (27), a jednoczes$nie podkresla toksyczny,
hamujacy normalng funkcje komorek watroby, efekt tego wydzielania.

Obszerny artykut przeglagdowy relacjonujgcy niektdre wspoétczesne
poglady na funkcje i wiasciwosci toksohormonu ogtosit w roku 1967
Nakahara (25).

I. Oznaczanie toksohormonu

Zasada oznaczania polega na dootrzewnowym wprowadzeniu prepa-
ratu toksohormonu a nastepnie okre$leniu procentowego obnizenia ak-

* Prof. dr, Katedra Biochemii UMCS, Lublin.
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tywnosci katalazy w watrobie zwierzecia po uptywie 24 godz. od iniekcji.
Za wiarygodny efekt pozytywny uwaza sie conajmniej 50°0 spadek
aktywnosci katalazy watrobowej w stosunku do kontroli. Nakahara
(25) poleca metode oznaczania aktywnosci katalazowej przy uzyciu siar-
czanu tytanylu. Watrobe homogenizuje sie z 99 objetosciami wody w tem-
peraturze 0° Porcje homogenatu, odpowiadajgcg 0,2°/0 wagi watroby,
pobiera sie do oznaczenia katalazy. Substrat przygotowuje sie w postaci
rozcienczonego roztworu H2 2 w buforze fosforanowym o pH 7. Odpo-
wiedni roztwor siarczanu tytanylu otrzymuje sie przez rozcienczenie na-
syconego roztworu tej soli roztworem 2N H2S04 w stosunku 1:5. Probke
odpowiednio rozcienczonego homogenatu watroby dodaje sie do roz-
tworu substratu, miesza przez minute na tazni lodowej i dodaje nastep-
nie roztwdér siarczanu tytanylu. Po uplywie 30—60 min. oznacza sie
fotometrycznie powstajgcy z6ty barwnik przy 425nm. Rownolegle prze-
prowadza sie prébe kontrolng bez dodatku homogenatu. Aktywnos$¢ ka-

1 d
talazowg wyraza sie w postaci statej reakcji kK = - log Pl gdzie t —

czas reakcji, a— poczatkowe stezenie substratu, x — ubytek substratu
w jednostce czasu. Do oznaczenia obnizenia aktywnosci katalazy w watro-
bie najczesciej bywa uzywana metoda Eulera-Josephsona (25). W tej
metodzie do roztworu 0,IN H2 2przy pH 6,8 dodaje sie probke odpowied-
nio rozcienczonego supernatantu z homogenatu watroby zwierzecia,
ktoremu wstrzyknieto przed 24 godz. preparat toksohormonu. Po uptywie
3, 6, 9... itd. minut od rozpoczecia reakcji, pobiera sie porcje mieszaniny
reagujacej i zatrzymuje reakcje enzymatyczng przez silne zakwaszenie.
Ilo$¢ nieroztozonego H2 2 oznacza sie przez miareczkowanie prdébki roz-
tworem 0,006N KMnO04 w temperaturze 0°. Wyniki oznaczen interpoluje
sie na zerowy czas reakcji i przedstawia w postaci statej k jak w po-
przedniej metodzie. Aktywnos$¢ wilasciwg katalazy wyraza sie w jed-

nostkach umowngch: Kat. f. — — . j-=---—--=- [ (Kat. f. od niem. Katalase-

fahigkeit).

W niektdrych pracach jako kryterium skutkéw dziatania toksohor-
monu przyjeto obnizke zelaza w surowicy krwi tetniczej o 50%. Zelazo
mozna oznacza¢ metoda Barkana i Walkera (1), polegajaca na
przeprowadzeniu do roztworu zelaza zwigzanego z biatkami surowicy
i sprzegnieciu z terpirydyng na kompleks, ktory mozna oznaczy¢ foto-
metrycznie przy 552nm. Rzadziej stosowang metodg oznaczania aktyw-
nosci toksohormonu jest okreslenie obnizki poziomu pirolazy tryptofa-
nowej w watrobie zwierzecia po uptywie 12 godz. od iniekcji dootrzew-
nowej. Aktywnos$¢ pirolazy tryptofanowej oznacza sie¢ metodg Kno -
xa (17).
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Il. Otrzymywanie toksohormonu

Pierwsza opisana w literaturze metoda preparowania toksohormonu
wedtug Nakahary i Fukuoka (26) polega na ekstrakcji rozdrobnionej
tkanki nowotworowej wodg na wrzacej tazni wodnej przez 1—2 godz.
Przed ekstrakcjg wodng materiat odtluszcza sie eterem. Po odwirowaniu
wyciggu wodnego do supernatantu dodaje sie podwdjng ilos¢ absolutne-
go etanolu schiodzonego do temperatury 0°. Powstajgcy biaty osad su-
rowego toksohormonu odwirowuje sie i suszy pod préznia. Troja-
nowski i wsp. (41) wprowadzili dalsze etapy oczyszczania surowego
preparatu otrzymanego powyzsza metodg. Zastosowano frakcjonowane
wysalanie siarczanem amonu, dialize a nastepnie saczenie przez Sepha-
dex G-25 w uktadzie zawierajgcym bufor o pH 6,8 oraz 1,2M NaCl. Pre-
parat uzyskany z nowotworu melanoma rozdzielat sie podczas tego sg-
czenia na 5 frakcji aktywnych toksohormonalnie. Najaktywniejsza frak-
cja obnizata aktywnos$é katalazy watrobowej o 50°/0 w dawkach 0,003mg/g
ciezaru zwierzecia. Przyblizone oznaczanie ciezaru czasteczkowego me-
toda filtracji na zelu Sephadex daty wartosci w granicach 5 000— 10 000
dla poszczegdlnych frakcji uzyskanych z bezpigmentowej odmiany czer-
niaka. Wspdlng cechg wszystkich frakcji toksohormonu z badanego ma-
teriatu byta nieznaczna zawarto$¢ aminokwasow aromatycznych.

Ono i wsp. (36) wprowadzili zamiast ekstrakcji wodg homogenizo-
wanie tkanki z acetonem. Proszek acetonowy ekstrahowano nastepnie
mieszaning 9 obj. metanolu +6 obj. kwasu octowego lodowatego w tem-
peraturze 75° pod chtodnicg zwrotng. Ekstrakt po odwirowaniu miesza
sie z r6Wna objetoscig eteru, co powoduje wytragcanie osadu toksohormo-
nu tzw. frakcji O. Dalsze oczyszczanie tego preparatu uzyskano przez
frakcjonowane wytrgcanie etanolem. Maksymalnie oczyszczona frakcja
przy stezeniu alkoholu 86,29 powodowata znamienne obnizenie aktyw-
nosci katalazy w watrobie myszy w dawkach 10 mg. Zaletg opisanej me-
tody jest uwolnienie preparatu toksohormonu od kwaséw nukleinowych.

Fujii i wsp. (5) zastosowali zmodyfikowana metode Ono (37) do
otrzymania tzw. frakcji zasadowych biatek z tkanek nowotworowych.
Proszek acetonowy rozpuszczano w rozcienczonym HC1 i po odwirowa-
niu czesci nierozpuszczalnej do supernatantu dodano réwng objetosc
nasyconego kwasu pikrynowego. Powstajgcy z06ity osad zawieszano
w 10-krotnej objetosci alkoholu z dodatkiem 3% HC1. Nierozpuszczalny
materiat odwirowywano, przemywano acetonem i suszono pod prdznia.
Tak otrzymany preparat powodowal znamienne obnizenie aktywnosci
katalazy watrobowej w dawkach rzedu 1—5 mg a réwnocze$nie obnizat
poziom zelaza w osoczu krwi.

Dalszy postep w oczyszczeniu toksohormonu uzyskali Yunoki
i Griffin (43) stosujgc chromatografie na jonicie. Surowy preparat
otrzymany metodg proszku acetonowego (36) rozdzielano na kolumnie
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z Amberlite XE 64. Eluowano buforem glicynowym o pH 9,4 zawieraja-
cym 0,1M NaCl. Uzyskano 3 frakcje w stopniu oczyszczenia 1 000— 10 000
razy, aktywne w dawkach rzedu 20ng.

Zagadnienie infekcji bakteryjnej nowotworu, jako domniemanego zroé-
dta toksohormonu, byto podnoszone przez Kampschmidta i Schu-
11za (14, 15). Poglad ten zostat zakwestionowany przez wielu badaczy.
Matsuoka i wsp. (22) dodawali do wolnej od bakterii tkanki nowo-
tworowej Img bakterii Salmonella na Ig tkanki. Wyodrebniono nastep-
nie toksohormon z tkanki nowotworowej zawierajgcej bakterie oraz wol-
nej od nich i wykazano brak istotnych réznic w aktywnosci i wydaj-
nosci.

Nixon i Zinman (32) wyodrebnili toksohormon z absolutnie
sterylnych guzéw nowotworowych w warunkach S$ci$le aseptycznych.
Surowy preparat otrzymany wg metody Yunoki i Griffina (42)

rozdzielono nastepnie na Amberlite XE 64 na 5 frakcji. Krzywg elucji
przedstawia rysunek 1.

Rys. 1. Profil elucji z Amberlite XE-64 preparatu toksohormonu z ludzkiej $ledziony
biataczkowej

Elucja poczatkowo buforem; glicyna — 0,AM NaCl, pH 94, od punktu A — wzrastajacy gra-
dientem NaOH, od punktu B — roztworem 0,In NaOH; wg (32)

Kazda z w/w frakcji rozdzielata sie nastepnie na Sephadex G25 na trzy
podfrakcje. Tak otrzymane preparaty wykazywaty niejednakowg ak-
tywno$¢ w obnizaniu poziomu zelaza surowicy in vivo, przy czym naj-
aktywniejsza frakcja powodowala znamienng obnizke w dawce rzedu
100"g.

Ci sami autorzy (32) rozdzielili surowy preparat toksohormonu na
DEAE-celulozie na 10 frakcji, z ktérych kazda mogta by¢ podzielona
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na podfrakcje droga filtracji przez Sephadex G25. Profil elucji z DEAE-
-celulozy przedstawia rysunek 2.

Rys. 2. Profil elucji z DEAE-celulozy preparatu toksohormonu wyizolowanego
z ludzkiej $ledziony biataczkowej

A — eluowano buforem octanowym w gradiencie od 0,05M do 0,AM. B — zwigkszono gradient
tegoz buforu od 0,1M do IM, C — eluowano buforem IM; wg (32)

Znamienng obnizke zelaza surowicy dawato 6 otrzymanych w ten spo-
séb podfrakcji w dawkach 100iag. Na marginesie tych doswiadczehn warto
zauwazy¢, ze sam. octan sodu zastrzykniety dootrzewnowo szczurowi po-
wodowal pewng obnizke poziomu zelaza w surowicy. Stawia to pod zna-
kiem zapytania przynajmniej cze$¢ wynikow w/w autoréw, gdyz pewne
frakcje byly zanieczyszczone octanem sodu, uzywanym w toku prepa-
rowania.

Ostateczne wykluczenie udziatu bakterii w wytwarzaniu toksohor-
monu przyniosty doswiadczenia przeprowadzone na myszach absolutnie
wolnych od bakterii i ich przetrwalnikow (30). Po zaszczepieniu takich
zwierzat nowotworem w warunkach sterylnych mozna byto po pewnym
czasie wyodrebni¢ z rozwijajacych sie guzéw konwencjonalny preparat
toksohormonu.

Réwniez wirusy nie majg prawdopodobnie zdolno$ci wytwarzania lub
stymulowania produkcji toksohormonu w tkance nowotworowej (34).

Jak wida¢ z przytoczonych przykiadow metod otrzymywania tokso-
hormonu, wybor metody ma istotne znaczenie dla biologicznej aktyw-
nosci preparatu.

Szczeg6towe badania poréwnawcze w tym Kkierunku przeprowadzit
Hozhizima (10). W jego doSwiadczeniach toksohormon wyodreb-
niony przy zastosowaniu ekstrakcji metanolem i kwasem octowym wg
metody Ono (36), powodowat rownolegte obnizenie aktywnos$ci kata-
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lazy, zawartosci zelaza niehemowego (ferrytyny) i kwasu L-askorbino-
wego w watrobie myszy. Natomiast preparat przygotowany dawniejszg
metodgq precypitacji alkoholem wg Nakahara i Fukuoka (26)
nie wptywat na stezenie kwasu L-askorbinowego w watrobie. Ten ostat-
ni preparat powodowat wprawdzie obnizke poziomu katalazy i ferry-
tyny w watrobie, jednak zmiany tych czynnikéw nie -byty rownolegte.
Na marginesie tych dosSwiadczehr warto zauwazyé, ze zmiany poziomu
kwasu L-askorbinowego w watrobie pod wptywem toksohormonu moga
mieé zwigzek z zaburzeniami w syntezie ferrytyny, ktéra na etapie wbu-
dowywania zelaza wymaga wiasnie kwasu L-askorbinowego.

Z powyzszego przegladu wynika, ze dawniej stosowane metody otrzy-
mywania toksohormonu dawatly preparaty aktywne w dawkach rzedu
1 mg. Nowsze metody z zastosowaniem chromatografii na jonitach (42)
lub saczenia przez Sephadex (41) zwiekszyty aktywnos$¢ biologiczna pre-
paratéw okoto 1000 razy. Najczystsze frakcje chromatograficzne tokso-
hormonu dajg 60v&c obnizki aktywnosci katalazy w watrobie juz wTdaw-
kach rzedu 0,001 mg.

1HI* Wiasciwoéci chemiczne toksohormonu

Dostatecznie oczyszczone preparaty toksohormonu udato sie uzyskac
dopiero niedawno i dlatego niewiele wiadomo o jego wiasciwosciach.
Najwczesniej zainteresowano sie wiasnoSciami optycznymi i stwierdzo-
no, ze widmo absorpcji preparatu toksohormonu zmienia sie w miare
uwalniania go od kwaséw nukleinowych (rysunek 3).

Rys. 3. Krzywe absorpcji w UV dla RNA i frakcji toksohormonu wg (36)

I — RNA, Il —/surowy toksohormon bez frakcji TO, Ill — surowy toksohormon, IV — frakcja
TO, stezenie probek wynosito 0,1 mg/ml
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Sktad aminokwasowy i lipidowy frakcji toksohormonu, uzyskanej na
kolumnie z Amberlite XE64 badali Yunoki i Griffin (42). Okoto
80% przypadato na polipeptydy, przy czym najwiecej znaleziono w nich
leucyny, alaniny, kwasu glutaminowego i asparaginowego. Niewielka
byta zawarto$¢ tyrozyny i fenyloalaniny, nie stwierdzono tryptofanu.
Pozostate 20% stanowity fosfolipidy, wsrdd ktérych wystepowato okoto
20% ttuszczowcOw obojetnych i 80% lipidéw polarnych. W skad lipidow
polarnych wchodzity: cefaliny, lecytyny, sfingomieliny i lizolecytyny,
w skiad tluszczowcow obojetnych: estry tréjglicerydéw i cholesterolu.
Okreslono tez niektére witasciwosci fizyczne tej frakcji. Maksimum ab-
sorpcji przypadato przy 220nm, natomiast zarbwno przy 260 jak i 280nm
absorpcja byta niewielka. Préba ultrawirowania data rozmyty ksztaht
krzywej sedymentacji, na podstawie ktérej mozna jednak sgdzi¢ o nie-
wielkim ciezarze czasteczkowym frakcji. Oznaczenia N-koricowego ami-
nokwasu doprowadzity do ustalenia, ze jest nim arginina. Ciezar cza-
steczkowy obliczony na podstawie zawartosci N-koricowej argininy wy-
nosit dla poszczeg6lnych frakcji: 4200, 5700 i 6400. Enzymatyczna lub
kwasowa hydroliza frakcji toksohormonu udowodnita, ze dla jego aktyw-
nosci istotna jest nienaruszona struktura peptydowa. Rola komponenty
lipidowej w aktywnos$ci toksohormonu nie zostata ostatecznie ustalona.

Zgodne z wynikami Yunoki i Griffina (42) sa réwniez ozna-
czenia ciezaréw czasteczkowych frakcji toksohormonu z czerniaka uzy-
skane w naszej pracowni (41). Wstepne ustalenia dla niektérych frakcji
rozdzielonych saczeniem przez Sephadex daly nastepujgce przykladowe
wartosci: 5000, 9 000, 12 000.

Nakahara i Fukuoka (28) sg zdania, ze istniejg dializujgce
formy toksohormonu. Autorzy poddali dializie wycigg wodny z tkanki
nowotworowej i stwierdzili, ze dializat powodowat obnizke katalazy wa-
trobowej w dawce 50mg. Niedializujagca cze$¢ materiatu z tkanki nowo-
tworowej poddawana byta nastepnie trawieniu papaing lub pepsyna. Po
trawieniu uzyskiwano dalsze porcje dializujagcej formy toksohormonu
o aktywnosci réwnorzednej z pierwszym dializatem. Autorzy sugeruja,
ze dializujaca postaé toksohormonu stanowi podstawowg forme tej sub-
stancji, z ktérej powstawa¢ moga wtdrnie agregaty niedializujgce.

Topografig toksohormonu w komdrce nowotworowej interesowali sie
Nakagawa i Nakagawa (24). Gtowng czes¢ toksohormonu stwier-
dzono w supernatancie mikrosomalnym, natomiast frakcja jadrowa i mito-
chondrialna byty praktycznie nieaktywne.

IV. Biosynteza toksohormonu

Nakahara i Fukuoka (290 wykazali, ze podczas inkubacji
skrawkow tkanki nowotworowej z dodatkiem aminokwasow i ATP po-
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wstajg substancje o aktywnos$ci toksohormonalnej, podczas gdy w ana-
logicznym uktadzie kontrolnym z normalng tkankg takich substancji nie
stwierdzono. Ze wzgledu na matg wydajnosé wyniki te byty trudne do
powtérzenia a ponadto autorzy nie mogli wyizolowaé powstajacej aktyw-
nej frakcji. W powyzszym doswiadczeniu uzyto nastepujgcego zestawu
aminokwaséw: Img alaniny, proliny, argininy, fenyloalaniny i kwasu
asparaginowego, Img lizyny i tylez leucyny oraz 4mg kwasu glutami-
nowego. Zestaw powyzszy dobrano na tej podstawie, ze powodowat on
wzrost aktywnos$ci toksohormonu w tkance nowotworowej rn vivo.

Na uwage zastuguje krotkie doniesienie Oliyaresa i wsp. (35)
na temat obecno$ci czynnika podobnego do toksohormonu w autoliza-
tach normalnych tkanek zwierzecych jak miesienr, watroba, nerka i ptu-
ca. Czynnik wyodrebniony z 96-godzinnego autolizatu obnizat aktywno$¢
katalazy watrobowej rn vivo w dawkach 25mg. Analogiczne preparaty
z tkanek nie poddanych autolizie nie przejawiaty zadnej aktywnosci
depresyjnej, nawet w podwdjnych dawkach. Autorzy sugeruja, ze pro-
cesy autolizy moga byé takze przyczyng pojawiania sie toksohormonu
w nowotworach.

Réwniez Nixon i Zinman (32) wyodrebnili droga chromato-
grafii na Amberlite XE64 z normalnej ludzkiej $ledziony dwie frakcje,
ktore powodowaty, podobnie jak toksohormon, obnizke poziomu zelaza
w osoczu. Natomiast ze $ledziony biataczkowej otrzymali 5 frakcji, lecz
0 znacznie wiekszej aktywnosci. Podobne wyniki podaja Yunoki
1 Grif fin (43), postugujac sie tg sama metoda i tym samym materia-
tem.

Powyzsze obserwacje zdajg sie wskazywac, ze nowotwdr jest giow-
nym, lecz nie wytgcznym producentem toksyn, wywotujacych depresje
katalazy. Pewne watpliwosci budzit fakt, ze wiekszo$¢ prac nad tokso-
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Rys. 4. Aktywno$¢ katalazy watrobowej u myszy ze spontanicznym nowotworem
sutka (A) oraz z nowotworem indukowanym 20-metylocholantrenem (B); wg (31)
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hormonem wykonano na przeszczepialnych guzach nowotworowych pa-
sazowanych na zwierzetach laboratoryjnych. Jednakze Nakahara
i wsp. (31) wykazali obnizenie aktywnos$ci katalazy w watrobie réwniez
w uktadzie autochtonicznym — u zwierzat ze spontanicznym, wzgled-
nie indukowanym chemicznie, ale pierwotnym nowotworem. W obu
przypadkach stwierdzono wyraZzng, progresywng depresje katalazy wa-
trobowej w zaleznosci od ciezaru guza (rysunek 4).

Wyodrebniony z autologicznych guzéw nowotworowych preparat tok-
sohormonu zastrzykniety myszy zdrowej dawal rowniez obnizke kata-
lazy w watrobie.

V. Toksohormon jako czynnik humoralny

Zdalny efekt obnizania aktywnos$ci katalazy watrobowej przez tokso-
hormon wymaga przyjecia hipotezy humoralnego przenoszenia tego czyn-
nika.

Lucke iwsp. (19) stwierdzili metodg parabiozy, ze aktywnos$¢ ka-
talazy watrobowej jest obnizona u obu partneréw parabiotycznych w je-
dnakowym stopniu, mimo ze tylko jeden z partnerow byt nosicielem
nowotworu.

Dotychczas nie udato sie wyodrebnié toksohormonu z krwi zwierzat
chorych na nowotwodr, zapewne ze wzgledu na bardzo mate jego ste-
zenie w krwi, nie wykrywalne obecnymi metodami. Jednak dyfundo-
wanie toksohormonu do ptyndéw ustrojowych wyraznie stwierdza sie
w przypadku nowotworow wysiekowych.

Masamune i wsp. (20,21) wyodrebnili z ptynu r6znych nowotwo-
row wysiekowych glikoproteidy, wykazujgce wyrazny efekt toksohormo-
nalny w watrobie in vrvo. Ptyny wysiekowe byty zageszczane pod préz-
nig a nastepnie wytrgcano z nich osad toksohormonu nadmiarem alko-
holu. Dalsze oczyszczenie osiggnieto przez frakcjonowanie roztworem
siarczanu amonu. Z 1 litra ptynu wysiekowego otrzymano okoto Img pre-
paratu homogennego w ultrawirowce i w elektroforezie. Zawieral on
13,5°/0o azotu, I*/o heksozoaminy, 1,3% mannozy oraz 0,6°/0 glukozy.
Aktywnos$é toksohormonalng w tescie katalazowym wykazywatly daw-
ki 5mg.

Przeprowadzono rowniez proby wyodrebnienia substancji o aktyw-
nosci toksohormonalnej z moczu chorych na nowotw6r. W tym celu N a -
Kagawa (23) zastosowal wytrgcanie benzoesanem sodu przy pH 4—4,3.
Po ekstrakcji osadu acetonem a potem eterem, preparat rozpuszczano
w rozcienczonym NaOH, zobojetniano i wytrgcano etanolem. Produkt
wyodrebniony z okoto 200ml moczu wystarczat do uzyskania pozytyw-
nego efektu toksohormonalnego w tescie watrobowym. Z moczu normal-
nego nie udaje sie otrzyma¢ podobnego produktu.

4 Postepy Biochemii
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Sato i Yunoki (39) zastosowali do wyodrebniania substancji ak-
tywnej toksohormonalnie z moczu metode adsorpcji na kaolinie. Sub-
stancje zaadsorbowane na kaolinie eluowano przy pH 9, eluat zakwaszano
do pH 5 i wytrgcano z niego aktywng substancje 4-krotng objetosScig
acetonu. Preparat dawal wyrazny efekt w tescie watrobowym. Gdy
w ten sam sposéb preparowano mocz pacjentéw, ktorym nowotwér zostat
usuniety operacyjnie, efektu watrobowego nie stwierdzono. Autorzy uwa-
zaja, ze wyodrebniony przez nich czynnik z moczu jest identyczny z tok-
sohormonem z guza nowotworowego.

V1. Hamowanie syntezy katalazy pod wpitywem toksohormonu

Juz Greenstein w roku 1943 (8) zauwazyt, ze w warunkach in
vitro w obecno$ci wyciggéw lub skrawkéw tkanki nowotworowej nie
stwierdza sie hamowania katalazy. Endo i wsp. (4) sprawdzali wptyw
toksohormonu na krystaliczng katalaze. Z preparatem toksohormonu,
ktéry w dawkach 10mg powodowat obnizenie aktywnos$ci katalazy w wa-
trobie myszy in vivo, inkubowano krystaliczng katalaze przez 2 godz.
w temp. 0° i nie stwierdzono hamowania jej aktywnosci. Sprawdzono
réwniez, ze in vilro szybkosci spontanicznej inaktywacji katalazy z wat-
roby zwierzecia chorego na nowotwér i watroby normalnej wyrazone
w postaci statej k, byty praktycznie jednakowe (8).

Najbardziej prawdopodobnym mechanizmem dziatania toksohormonu
wydaje sie zatem jego wptyw na synteze katalazy rn vivo.

Price (38) oraz llozumi i Sugimura (13) przeprowadzali
porownawcze badania nad hamowaniem biosyntezy katalazy watrobo-
wej u myszy i stwierdzili niemal identyczne state reakcji dla nastepuja-
cych inhibitoréw: S-amino-2.2,4-triazolu, alliloizopropyloacetamidu i al-
liloizopropyloacetylokarbamidu. Hozumi i Sugimura (13) poréw-
nali efekt toksohormonu i wymienionych inhibitoréw. Niskoczgsteczkowe
inhibitory powodowaly catkowite zablokowanie syntezy, natomiast tok-
sohormon doprowadzat najwyzej do 50%-ego spadku poziomu katalazy.
Podawano tez zwierzetom réwnoczes$nie inhibitory allilowe i dawke tok-
sohormonu, wystarczajgcg do spowodowania depresji katalazy watrobowej.
Po 24 godz. od podania tgcznie alliloizopropylo-acetamidu i toksohormo-
nu, aktywno$¢ katalazy byla nizsza, niz w przypadku podania samego
inhibitora allilowego. Z kolei doprowadzono do zera poziom katalazy
w watrobie myszy wstrzykujgc 3-amino-I,2,4-triazol w dawce Ig/lkg
wagi ciata a nastepnie badano wptyw podawania oczyszczonego prepara-
tu toksohormonu na szybko$¢ regeneracji katalazy. Toksohormon poda-
wano przez 5dni w dawkach wystarczajacych do wywotania depresji ka-
talazy watrobowej. U zwierzat, ktorym podano wytacznie inhibitor tria-
zolowy regeneracja normalnego poziomu katalazy po 96 godz. osiggneta
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stan bliski normy (k = 2). U zwierzat, ktérym podano inhibitor triazo-
lowy a nastepnie toksohormon, poziom katalazy po 96 godz. byt znacz-
nie nizszy (wartos¢ k = 1,5). Wyniki te przemawiajg za blokowaniem
syntezy katalazy przez toksohormon.

Hozumi i wsp. (11) podjeli probe udowodnienia tezy, ze obnizka
aktywnosci katalazy watrobowej pod wptywem toksohormonu jest pro-
porcjonalna do aktualnego stezenia biatka enzymu katalazy w watrobie.
Postugiwano sie metodg iloSciowej immunochemicznej precypitacji. Su-
rowice antykatalazowg otrzymano przy uzyciu oczyszczonego preparatu
katalazy watrobowej mysiej. Z surowicy tej wyodrebniono frakcje 7-glo-
bulinowg metodg chromatografii na DEAE-celulozie. W konwencjonal-
nym tescie watrobowym wprowadzono dawke 20mg preparatu toksohor-
monu, obnizajacg aktywno$¢ katalazy ze 183 do 125 jednostek. Zawar-
tos¢ biatka katalazowego w watrobie, oznaczona réwnocze$nie metoda
precypitacyjng, obnizata sie z 91,3%g N do 68,9|j-g. Gdy dawke toksohor-
monu podwyzszono do 30wg, aktywno$¢ katalazowa malata $rednio do
110 jednostek, za$ ilos¢ precypitujgcej katalazy — do 59,7]lag N. W bada-
nym zakresie udowodniono zatem zalezno$¢ proporcjonalng obu tych
wielkosci.

Obara i Ono (33) przeprowadzili doswiadczenia modelowe nad
wptywem toksohormonu na metabolizm biatkowy in vitro. W uktadzie
zawierajacym toksohormon, radioaktywng leucyne i roztwér Krebsa-Rin-
gera inkubowano przez 90 min. w temperaturze 37° Swiezo wytuskang
soczewke z oka szczura. Surowy preparat toksohormonu byt przygoto-
wany metoda Nakahara i Fukuoka (26) a nastepnie znacznie oczyszczony
wg metody Ono (36) i wreszcie frakcjonowany na karboksymetylocelu-
lozie. Sprawdzono przedtem zdolno$¢ tego preparatu do znamiennego
obnizania in vivo katalazy w watrobie. W opisanym uktadzie in vitro
wigczanie znaczonej leucyny do soczewki oka zmniejszato sie proporcjo-
nalnie do iloSci wprowadzonego preparatu toksohormonu. Skutki takie
obserwowano w pewnych granicach stezeri toksohormonu, przy czym wy-
razny efekt powodowata dawka 40i*g/ml.

Fujii i wsp. (5) wykazali, ze preparat toksohormonu obniza nie
tylko poziom katalazy ale takze i pirolazy tryptofanowej w watrobie.
Od dawna wiadomo, ze pirolaza tryptofanowa w watrobie daje sie wy-
datnie indukowa¢ przez dootrzewnowe podanie kortyzonu (16, 18). Jed-
nakze u szczuréw z watrobiakiem indukcji takiej nie daje sie stwier-
dzi¢ (3).

Te spostrzezenia byly punktem wyjscia w doswiadczeniach Shiba
i wsp. (40), ktorzy zastosowali technike perfuzji izolowanej watroby
szczura do badania indukcji pirolazy tryptofanowej pod wptywem hydro-
kortyzonu i toksohormonu. Gdy w 60ml krwi rozpuszczono 3mg tego
hormonu i prowadzono perfuzje normalnej watroby przez 6 godz., uzy-
skano 4-krotny wzrost aktywnos$ci pirolazy tryptofanowej. W tych sa-
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mych warunkach perfuzji poziom pirolazy w watrobie wyizolowanej ze
szczura z miesakorakiem Walkera nie ulegat podwyzszeniu. Rowniez
wprowadzenie preparatu tokshormonu do krwi podczas perfuzji znosito
indukujagcy wptyw hydrokortyzonu na pirolaze w watrobie normalnej.
Podobne efekty uzyskiwat w doswiadczeniach z puromycyng Green-
gard (7), ktory stwierdzit, ze ten antymetabolit syntezy biatka znosi
indukujagcy wptyw kortyzonu na pirolaze tryptofanowa.

W dawniejszej literaturze (6) spotyka sie sugestie na temat zaburzen
metabolizmu ferroporfiryn w chorobie nowotworowej. Ono i wsp. (37)
stwierdzili u szczuréw z przeszczepialnym miesakiem znaczny wzrost za-
wartosci wolnej protoporfiryny w watrobie (okoto 87%), a podawanie
toksohormonu w dawkach wywotujagcych depresje katalazy powodowato
zwyzke poziomu wolnej porfiryny w watrobie ($rednio o 40%). Niezalez-
nie od tego obserwowano wzrost poziomu porfiryny w gruczole Harderia-
na i koproporfiryny w moczu. Natomiast nie udato sie wykaza¢ wptywu
toksohormonu na zawarto$¢ porfiryny w normalnych erytrocytach, co mo-
znaby ttumaczyé wiekszg trwatoscia biologiczna hemoglobiny w poréwna-
niu z katalazg. Jednakze u zwierzat z nowotworem z towarzyszaca anemia
stwierdzono wzrost wolnej porfiryny w erytrocytach.

Spostrzezenia te wymagajg dalszego potwierdzenia, gdyz znane s3g
poglady przeciwne. Np. Hozumi i Ohashi (12) twierdzg, ze tokso-
hormon nie hamuje wbudowywania Fe do protoporfiryny ani in vivo, ani
rn viiro.
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KRYSTYNA KONOPKA*

Funkcja transferryny

Function of Transferrin

The present state of knowledge concerning the structure and the function of
transferrin is reviewed.

Badania budowy i funkcji biatek stanowia istotny etap wyjasniania
mechanizmu ich dziatania, a co za tym idzie ich biologicznego znaczenia.
Stosunkowo mato wiadomo jednak o grupie biatek osocza biorgcych w ust-
roju udziat w transporcie substancji o matym ciezarze czgsteczkowym.
Duze zainteresowanie w tej grupie biatek budzi transferryna (Tf), ktéra
jest nosnikiem transportujgcym zelazo od miejsc absorpcji jelitowej i roz-
padu Hb do szpiku i innych tkanek wymagajgcych zelaza oraz do magazy-
néw tkankowych, a u kobiet ciezarnych do tozyska. Ostatnie badania
struktury i funkcji tego biatka wykazaty, ze nie jest ono jedynie biernym
nos$nikiem, ale odgrywa istotng role w regulacji metabolizmu Fe (28).

I. Wiasciwosci transferryny

Obecno$¢ w osoczu biatka odznaczajgcego sie zdolnos$cig wigzania ze-
laza wykazali Holmberg i Laurell (41)oraz Schade iCaro-
line (91). Przypuszczali oni, ze odgrywa ono role w transporcie zelaza
w ustroju i reguluje wchianianie tego pierwiastka w przewodzie pokarmo-
wym. WI 1947 roku biatko to otrzymano po raz pierwszy w formie krysta-
licznej (95) i nazwano je transferryng lub siderofiling (59).

Transferryna jest @S-globuling osocza o ciezarze czasteczkowym
73 200 — 76 000 (87) zawierajacg 15,4% azotu i 5,9% weglowodandw (9).

Punkt izoelektryczny znajduje sie w pH 5,9 (59). Img biatka zawiera

* Lek. med, mgr biochemii, Dziat Laboratoryjny Stacji Krwiodawstwa, +6dz
Wykaz stosowanych skrétow: L.1.B.C. — utajona zdolno$¢ wigzania zelaza przez
biatka surowicy (ang. latent iron binding capacity), T.1.B.C. — calkowita zdolnos¢
wigzania zelaza przez biatka surowicy (ang. total iron binding capacity), Tf —tran-
sferryna, Tf(Fe)— kompleks transferryny z jednym atomem zelaza, Tf(Fe)2— kom-
pleks transferryny z dwoma atomami zelaza, USS — ukltad siateczkowos$rédbtonkowy
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1,25 — 1”3Hog Fe (81). Czasteczka bezbarwnej apotransferryny ma dwa
oddzielne miejsca wigzania zelaza, z ktérych kazde zdolne jest do przyita-
czenia jednego atomu Fe3+ (22). Odlegtosé miedzy atomami zelaza w kom-
pleksie Tf(Fe)2 wynosi ponad 9 A, co wyklucza mozliwos¢ ich interakcji
(D). Kompleks transferryny z zelazem ma intensywne r6zowe zabarwienie
z maksimum absorpcji przy 470nm (1). Czasteczka Tf moze przytaczac
takze jony Cu2+, Mg2+ i Zn2+, ale trwatos¢ uzyskanych komplekséw jest
niewielka (1, 55, 59, 80, 99). Cze$¢ weglowodanowa transferryny zawiera
kwas sialowy, galaktoze, mannoze i heksozoamine w stosunku molowym
4:8:4:8 (93). Nie wyjasniono dotychczas roli czterech bocznych tancuchéw
kwasu sialowego, ktore znajduja sie w czasteczce Tf (43). Analize skiadu
aminokwasowego ludzkiej transferryny przeprowadzili Parker i Be-
arn (75 oraz Roop (88). Pod wptywem 8M roztworu mocznika cza-
steczka Tf ulega dysocjacji na dwie rozne podjednostki, ktdrych ciezar
czasteczkowy rédwna sie w przyblizeniu potowie ciezaru natywnej cza-
steczki. N-koncowymi aminokwasami otrzymanych podjednostek sg wali-
na i seryna (50, 51). Wang i Sutton (100) sugeruja, ze podjednostki
réznig sie miedzy sobg sktadem aminokwasowym i kazda z nich moze
przytacza¢ jeden atom Fe3+. Wartosci pK statych ré6wnowagi reakcji wig-
zania zelaza dla tych podjednostek wynosza: pKx~ 27,7 i pK2= 30,3 przy
pH 7,4 (19). Kompleks transferryny z zelazem, stabilny w zakresie pH
7,5 — 10,0, dysocjuje w pH 4,0 (80).

Poniewaz w osoczu ilos¢ miejsc wigzacych Fe transferryny jest wiek-
sza od ilosci jondw tego metalu, toksyczne zelazo jonowe w warunkach
prawidtowych w osoczu nie wystepuje (32). W wigzaniu Fe od obu pod-
jednostek biorg prawdopodobnie udziat trzy czasteczki tyrozyny i dwie
histydyny (1, 97), ale oba miejsca wigzagce majag odmienng budowe prze-
strzenng. Atomy Fe zwigzane z transferryng nie ulegajg wymianie pomie-
dzy soba, ani w obrebie jednej czasteczki ani miedzy r6znymi czasteczka-
mi Tf (27, 71, 96).

Montreuil i wsp. (66) wyosobnili biatko o typie transferryny
z mleka kobiecego i nazwali je laktosiderofiling. Biatko o bardzo podob-
nych witasciwosciach opisano takze w ptynie mézgowo-rdzeniowym (16,
29, 75). Biatka wigzace zelazo wystepujg réwniez u minogow (8) i ryb (64)r
ale budowa ich nie jest doktadnie okres$lona, natomiast biatka w osoczu
ptakow i ssakOw sg bardzo podobne do ludzkiej Tf (13, 44). Wystepujaca
w jajach konalbumina ma dwa miejsca wigzania Fe3+ (44, 102). Jest ona
glikoproteidem o ciezarze czasteczkowym 85 000, nie zawierajgcym kwasu
sialowego (107).

Synteze transferryny reguluje szereg allelicznych gendéw. Olbrzymia
wiekszosé ludzi posiada genotyp Tfc/Tfc, czego przejawem fenotypowym
jest obecno$¢ w surowicy pojedynczej frakcji transferrynowej tzw. tran-
sferryny C. Dotychczas opisano 17 rzadkich odmian Tf (4) r6znigcych sie
ruchliwos$cig elektroforetyczng na zelu skrobiowym. Do nieco czestszych
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odmian naleza jedynie B2 (U biatych), Bi_0 (u Indian), Dx (u Murzynéw)
i Dchi (u Chinczykéw i Finéw) (90). R6znice w budowie odmian transferryn
odpowiadajgcg mutacjom punktowym. Badajac Tf D: metodg finger prinl-
ing stwierdzono, ze od prawidtowej Tf C r6zni sie on jednym amino-
kwasem, a mianowicie miejsce kwasu asparaginowego w transferrynie C
zajmuje reszta glicyny w Tf Dx (100, 101). Mutacja w transferrynie B2
dotyczy innego punktu faricucha i polega na podstawieniu reszty glicyny
resztg kwasu glutaminowego, a w Tf Dcin na podstawieniu histydyny
lizyng lub argining (101). Zdolno$¢ wigzania zelaza przez rézne odmiany
transferryny jest jednakowa.

Brak transferryny w surowicy (atransferrynemia) jest rzadkim zabu-
rzeniem genetycznym, opisanym dotychczas w pojedynczych przypadkach
(14, 38, 85). Na obraz kliniczny atransferrynemii sktada sie niedokrwistos$¢
z niedoboru Fe i hemosyderoza. U osobnikéw heterozygotycznycli nie
stwierdzono objawow Klinicznych, pomimo obnizenia zawartosci Tf w oso-
czu (9).

Il. Tkankowe magazyny zelaza

Organizm ludzki zawiera 3—5g zelaza. W przewodzie pokarmowym
wchtania sie dziennie 0,6 do, 1,8mg Fe, co stanowi 11%—14% zelaza po-
chodzenia pokarmowego. W tym samym czasie catkowite wydalanie Fe
z organizmu wynosi 0,5 do I,0mg. U kobiet miesigczkujgcych ilos¢ ta
wzrasta $rednio o 0,7mg, co powoduje dwu lub trzykrotne zwiekszenie
absorpcji jelitowej Fe (67). Na zelazo tkankowe sktada sie Fe funkcyjne
(Hb, mioglobina, enzymy o budowie zelazoprotein) oraz Fe magazynowe
(ferrytyna, hemosyderyna) (2, 103).

1. Ferrytyna

Ferrytyna wystepuje gtdwnie w watrobie, Sledzionie, nerkach i btonie
Sluzowej jelit. Nie ma jej w krwi obwodowej w stanach prawidtowych
(2, 103). Ferrytyna jest rozpuszczalnym w wodzie potaczeniem apoferry-
tyny z Fe3+ Apoferrytyna jest ~-globuling zbudowang z 18—20 podjed-
nostek o ciezarze czgsteczkowym 25 000 (103). Wewnatrz biatkowej otocz-
ki znajduja sie micele zlozone z Fe, Fe(OH)3 i fosforandw o skiadzie
(FeEOCH)8 (FeOP0O3H2 (35). Ciezar czasteczkowy ferrytyny zalezy od za-
wartosci zelaza i dla frakcji bogatych we Fe wynosi 800 000—860 000
(103).

2. Hemosyderyna

Hemosyderyna jest nierozpuszczalna w wodzie, zawiera 7,5%—45,0%
Fe3+ pod postacig Fe(OH)3. W skiad ziaren hemosyderyny wchodzi Kil-
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ka biatek, miedzy innymi apoferrytyna, oraz kwasy ttuszczowe, choles-
terol, weglowodany i zwigzki o budowie hemowej (103). Przypuszcza sie,
ze ziarna hemosyderyny moga by¢ przetadowanymi zelazem organellami
komérkowymi, na przyktad mitochondriami (63). Natomiast Shoden
i Sturgeon (94) zdefiniowali hemosyderyne watroby krdlika jako
amorficzne zageszczenie czasteczek zawierajgcych gtownie Fe(OH)3
w agregacie biatkowym, ktére powstaje, byé moze w wodniczkach pod-
czas rozpadu biatkowej czesci ferrytyny.

I1l. Wbudowywanie zelaza do tkanek

W warunkach prawidtowych okoto 90% Fe pobieranego przez dojrze-
wajace w szpiku krwinki czerwone pochodzi z erytrocytéow, ktére ule-
gajg rozpadowi w uktadzie siateczkowo-$srédbtonkowym (USS) gtownie
watroby i $ledziony (52). Wymiana zelaza miedzy hemoglobing a maga-
zynami jest bardzo powolna. Fe pochodzace z rozpadu hemu jest czescio-
wo magazynowane w komorkach USS pod postacig ferrytyny, ale etap
ten jest Scisle sprzezony z wymaganiami erytropoezy. Opisane przez

Bessis i Breton-Gorius (5 zjawisko rofeocytozy odgrywa
w warunkach prawidtowych niewielka role w przenoszeniu Fe do doj-
rzewajgcej krwinki. Zail i wsp. (110) wykazali, ze zawiesina szpiku,

podobnie jak wyodrebnione retikulocyty, moze syntetyzowac ferrytyne
z zewnatrzkomdrkowych aminokwaséw i zelaza zwigzanego z Tf. Syn-
teza ta zachodzi w obrebie stromy krwinki. Pojawienie sie ferrytyny
w obwodowej czesci erytroblasta nie jest wiec dowodem, ze nastgpito
przeniesienie ferrytyny z komoérek USS na drodze rofeocytozy. W ery-
trocytach krgzacych ferrytyny nie zidentyfikowano.

1. Mechanizm uwalniania zelaza z transferryny

Wiadomo obecnie, ze Tf przekazuje Fe niedojrzatej krwince czerwo-
nej w sposéb, umozliwiajacy jego wykorzystanie do budowy hemu a jed-
noczesnie zapobiegajacy niepotrzebnej, a prawdopodobnie i toksycznej,
akumulacji Fe w dojrzatych erytrocytach. Hemolizaty retikulocytow
moga wbudowywac¢ wolne Fe do hemu, ale nie zuzywajg zelaza zwigza-
nego z Tf. Istotng role w mechanizmie uwalniania metalu z potgczenia
z biatkiem odgrywa zatem btona komdrkowa (25, 52). Podczas inkubacji
retikulocytow i dojrzatych erytrocytéw z FeCIl3, zelazo jest pobierane
z jednakowa szybkoscig, ale nie jest silnie wigzane i wbhudowywanie do
hemu zachodzi z niskg wydajno$cig. Proces ten ulega zahamowaniu pod
wptywem zwigzkow chelatujgcych Fe (44). Natomiast Tf przekazuje ze-
lazo tylko prekursorom erytrocytow (28, 58), w procesie tym nie pojawia
sie wolny jon Fe i zwigzki chelatujgce zelazo nie maja wptywu na po-
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bieranie zelaza przez krwinki. Interesujace jest stwierdzenie, ze komaérki
USS nie moga pobiera¢ Fe z Tf (110). Inkubujgc erytrocyty ze znako-
wanym kompleksem transferryny z zelazem przekonano sie, ze na po-
wierzchni niedojrzatych erytrocytoéw znajduja sie specyficzne receptory
dla Tf, ktorych ilo§¢ zmniejsza sie w czasie dojrzewania i znika catko-
wicie w krwinkach nie syntetyzujacych Hb (45, 69). Natura i dziatanie
tych receptordw nie jest znane, sg one czule na dziatanie trypsyny
i wymagajg do swojej czynnosci aktywno$ci metabolicznej krwinki. Po-
taczenie czasteczki Tf z receptorem powoduje prawdopodobnie zmianeg
konformacji biatka, ktéra utatwia przechodzenie Fe do komérki (efekt
allosteryczny) (27, 28, 65). Mechanizm uwalniania Fe z transferryny nie
jest jeszcze catkowicie wyjasniony (52. 72). Z badan Mazura i wsp.
(62) nad wbudowywaniem Fe przez skrawki watroby wynikatoby, ze
kwas askorbinowy i ATP tworzg z Fe kompleks, z ktérego metal jest bez-
posrednio wbudowywany w czasteczke apoferrytyny. Prawdopodobnie
proces wigzania kompleksu transferryny z zelazem z powierzchnig ko-
marki nie wymaga ATP, natomiast usuniecie zelaza z tego kompleksu
wymaga obecnosci zwigzku o duzym powinowactwie do Fe. Zwigzkiem
tym moze by¢ ATP (34). Kwas askorbinowy dziata przypuszczalnie jako
czynnik redukujacy Fe3+ zwigzane z Tf. Powstaje kompleks: ATP, kwas
askorbinowy i Fe, ktory zawiera 2 mole ATP na 1 mol kwasu askorbino-
wego (schemat 1).

Kwas askorbinowy

Z pierscienia
adeniny

Tf 0]
Adenina- nyboza— o = o

Schemat 1. Budowa kompleksu: ATP-kwas askorbinowy-Fe wedtug Mazura,
Greena i Carletona (62)

Redukcja zelaza ostabia jego wigzanie z Tf i uwalnia kompleks Fe-ATP,
ktéory ulega dysocjacji, co jest potgczone z reakcjg rozpadu ATP, do
ADP i uwolnieniem nieorganicznego fosforanu P;. Natomiast czgsteczka
Tf wraca do krazenia.

Morgan i Laurell (72) sugerowali podobny mechanizm dla
prekursordw erytrocytow. Badali wptyw inkubacji z ATP i kwasem as-
korbinowym na wbudowywanie Fe do retikulocytow i ich cieni. W za-
stosowanych stezeniach ATP i kwas askorbinowy nie wywieraty wpltywu
na pobieranie Fe przez nienaruszone retikulocyty (btona komorkowa
krwinki jest nieprzepuszczalna dla nukleotydéw), powodowaty natomiast
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znaczny wzrost inkorporacji do cieni krwinek. Whbudowywanie Fe do
retikulocytu jest pobudzane przez glukoze i hamowane przez zwigzki blo-
kujagce metabolizm weglowodanowy (44).

We wczes$niejszych stadiach rozwoju erytrocytu wigczanie zelaza mo-
ze by¢ szybsze niz synteza hemoglobiny, co stwarza wzgledny nadmiar
niechemowego Fe. W miare dojrzewania krwinki pobieranie zelaza jest
coraz wolniejsze, az wreszcie ustaje catkowicie. Starsze retikulocyty nie
wiaczajg juz Fe z Tf, ale sg zdolne do syntezy hemu z zewngtrzkomorko-
wej glicyny, przy czym Fe mogtoby by¢ dostarczane z ,rezerwy” wew-
natrzkomorkowej (72).

Ogolna ilos¢ Tf krazgcej w osoczu wynosi 7 do 10g, co odpowiada
3mg Fe (21). Z komoérkami szpiku zwigzane jest okoto 20mg transfer-
ryny, jej stezenie w krwi rowna sie 0,25g°/0 (9). Poniewaz kazda czga-
steczka Tf potgczona jest z powierzchnig komorki przez okoto 1 minute,
dzienny doptyw Fe do komérek erytroidalnych wynosi 30 do 40mg ze-
laza, co stanowi ilos¢ 10 razy wieksza niz catkowita ilos¢ Fe zwigzana
z transferryng w osoczu (28). Wielko$¢ ta, nazwana osoczowym trans-
portem zelaza stanowi miare aktywnoS$ci erytropoetycznej szpiku. Okres
pottrwania Fe w osoczu jest bardzo krotki; wynosi on 60 do 120 minut
(92).

Los Fe po wbudowaniu do erytroblastu czy retikulocytu oraz natura
zelazowych prekursorow hemu w obrebie krwinek czerwonych nie sg
doktadnie poznane (36, 61, 79, 110). Stroma dojrzatych, normalnych ery-
trocytow ludzkich zawiera okoto liog niehemowego Fe/ml masy krwin-
kowej (44). Czes¢ tego zelaza moze by¢ potaczona z ATP w kompleks
0 wzorze (ATP)Ze (33, 54), ale rola tego potgczenia nie jest dotych-
czas wyjasniona.

2. Rola transferryny w regulacji metabolizmu zelaza

Badania nad mechanizmem dziatania Tf wykazaty, ze pewna ilos¢ jej
czasteczek uwalniana z powierzchni retikulocytéw zawiera nadal zelazo
(71). Nasuwato to przypuszczenie, ze tylko jeden z dwoch atomow Fe
potgczonych z czasteczkg Tf jest wbudowywany do krwinki. Jand1
1 Katz (45) stwierdzili, ze kompleks transferryny z zelazem ma wiek-
sze powinowactwo do receptoréw na powierzchni retikulocytow niz cza-
steczki apotransferryny. Prawdopodobnie jest to spowodowane zmianami
konformacji w czasteczce biatka zachodzgcymi po potaczeniu z metalem,
przy czym zmiany te zalezg od iloSci atoméw Fe w kompleksie (27).
Retikulocyty pobieraja Fe z czasteczek Tf(Fe)2 10 razy szybciej niz
z Tf(Fe), co moze by¢ spowodowane rdéznicg w ksztatcie i tadunku czg-
steczek. Hipoteze o odmiennosci strukturalnej obu miejsc potwierdza
takze fakt, ze Fe zwigzane " jednym z dwdch miejsc wiazacych zelazo
jest wybiérczo wychwytywane przez krwinki. Jakkolwiek dane te po-
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chodzg z doswiadczen in vitro, z duz*m prawdopodobiefistwem mozna
przyjaé, ze zjawiska maja podobny przebieg in vivo. Zelazo osocza nie
tworzytoby zatem jednolitej puli (28). Jezeli komorki szpiku pobierajg
Fe z jego kompleksu z Tf wybidrczo z jednego z miejsc wigzacych, to roz-
mieszczenie zelaza w krazgcej transferrynie winno zaleze¢ od aktywnosci
erytropoetycznej szpiku. Rozmieszczenie Fe w krazacym biatku bedzie
odmienne w stanach wysokiej i niskiej aktywnoSci erytropoetycznej, po-
mimo ze °/o wysycenia Tf zelazem moze by¢ jednakowy. Jezeli szpik jest
aktywny, to wiekszos$¢ czasteczek jest potgczona tylko z jednym atomem
Fe, a miejsce ,,zorientowane” do erytroblastu pozostaje wolne (schemat 2).

Tf

Schemat, 2. Rodzaje czasteczek Tf uszeregowane wedtug zmniejszajacej sie zdol-
nosci uwalniania Fe do prekursoréow krwinek czerwonych wediug Fletchera

i Huehnsa (28)
A i B — miejsca wigzania Fe, A — miejsce ,zorientowane” do erytroblastu

Niewiele wiadomo o uwalnianiu Fe z Tf do innych tkanek bioragcych
udziat w metabolizmie Fe. Prawdopodobnie komorki, ktdre majg zdolnosé
pobierania tego metalu, majg takze na swojej powierzchni receptory,
ktorych ilos¢ zalezy od potrzeb danej tkanki. W ten sposéb ilo$¢ recep-
torow mogtaby regulowaé ilos¢ Fe pobierang przez komorke. Komorki
USS i dojrzate erytrocyty nie posiadajace receptorow na swbjej po-
wierzchni, nie majg takze zdolnosci pobierania zelaza (28).

Specyficzng tkanka, ktdra wymaga duzych ilosci Fe i pobiera je
z osocza, jest tozysko. Podczas cigzy poziom Fe w osoczu jest staty lub
obniza sie, a catkowita ilos¢ Tf wzrasta dwukrotnie, co prowadzi do obni-
zenia % nasycenia biatka zelazem (24, 68). Moze to powodowac¢ wiekszg
mobilizacje Fe z magazynow tkankowych i zwiekszone wchianianie Fe
w jelitach. Znajdujace sie w tozysku receptory moga wigzaé mniej na-
sycong zelazem Tf bardziej wydajnie, niz receptory na powierzchni pre-
kursorow erytrocytow. Mechanizm ten wyjasnia ucieczke Fe do ptodu
od matki, ktéora sama znajduje sie w stanie deficytu Fe (28). Po stronie
ptodowej tozyska poziom Fe w surowicy jest stosunkowo wysoki, a po-
ziom Tf niski, co daje duzy stopienn nasycenia procentowego i sprzyja
odktadaniu Fe w magazynach ptodu (77). Poniewaz doswiadczenia z trans-
ferryng znakowang 1310 wykazaly ze przez tozysko przechodzg bardzo
niewielkie ilosci Tf, zelazo musi by¢ odlgczone od matczynej transfer-
ryny i przeniesione do ptodu poprzez jaki$ posredni system transporto-
wy (20, 31).

Pozostate dwa procesy zwigzane z metabolizmem Fe, w ktérych trans-
ferryna moze odgrywac istotng role, to wchtanianie zelaza w przewodzie
pokarmowym i magazynowanie Fe w tkankach. Przemiany zachodzgce
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w tych tkankach muszg by¢ ze sobg w jaki$ sposéb powigzane. Podwyz-
szona aktywno$¢ erytropoetyczna prowadzi do zwiekszonej absorpcji Fe
i do wiekszej mobilizacji Fe z magazynoéw (11), a stan magazynoéw wpty-
wa na wchianianie zelaza w jelitach (74, 106). Poszukiwania czynnika
humoralnego, ktory warunkowatby powyzsze korelacje, nie daly rezulta-
tu (6). Poniewaz jednak, jak zauwazono poprzednio, erytropoeza i stan
magazyndw wplywajg na rozmieszczenie Fe w krazacej Tf, Fl.etcher
i Huehns (28 wysuneli hipoteze, ze to wiasnie usytuowanie atomoéow
Fe w czasteczce biatka moze by¢ czynnikiem regulujgcym absorpcje Fe
w przewodzie pokarmowym. Wedtug tej hipotezy zelazo zwigzane z trans-
ferryng, (tzw. messenger iron) moze by¢ badz przekazywane magazynom
ferrytynowym, jak na schemacie 3, badZ erytroblastom. Hipoteza ta roz-
szerza koncepcje messenger iron wysunietg przez Weintrauba,
Conrada i Crosby’ego (17, 104).

Schemat 3. Kontrola absorpcji zelaza przez Tf wedtug Fletchera i Huehn-
sa (28)
A i B — miejsce wigzania Fe, A — miejsce ,zorientowania” do erytroblastu
Fletcher i Huehns (27, 28) przypuszczali, ze wbudowywana

do ferrytyny w btonie Sluzowej jelita frakcja Fe moze by¢ ta sama frak-
cja zelaza osocza, ktdéra jest wybidrczo wychwytywana przez krwinki —
bytoby to Fe z miejsca A w kompleksie Tf(Fe)2 (schemat 3). Zwiekszona
aktywno$¢ erytropoetyczna powoduje szybsze przechodzenie tej frakcji
Fe do erytroblastow, a zatem zmniejsza ilos¢ ferrytyny powstajacej
w komorkach btony $luzowej jelita, co z kolei pocigga za sobg wigkszg
absorpcje Fe. Z drugiej strony to miejsce wigzace zelazo w czasteczce
Tf, z ktérego metal jest wybidrczo wychwytywany przez niedojrzate
krwinki czerwone w szpiku, tatwiej wigze Fe z komadrek btony Sluzowej
jelita lub magazynéw. Doswiadczenia z dozylnym i doustnym podawa-
niem zelaza potwierdzity istnienie takich powigzan erytropoezy z absor-
pcja. Fe wprowadzone dozylnie przytgcza sie rownomiernie do Tf i wsku-
tek tego jest pobierane przez szpik pézniej niz zelazo podane doustnie.
To ostatnie wigze sie z transferryng w miejscu, z ktérego jest szybciej
wbudowywane do krwinek.
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Fletcher i Huehns (27) sadza, ze drugie miejsce wigzgce zelazo
w czasteczce transferryny jest rodzajem magazynu Fe, chociaz moze
ono takze oddawac Fe retikulocytom. Ilo$¢ czgsteczek Tf, w ktorych oba
miejsca wiazace sa wysycone zelazem odzwierciedla zaréwno poziom
erytropoezy, jak i stan magazynéw i z kolei determinuje ilos¢ Fe whbu-
dowywanego w komorki btony Sluzowej jelit (schemat 3). Dalsze zwiek-
szenie absorpcji moze by¢ spowodowane wzrostem stezenia Tf, na przy-
ktad w okresie cigzy i w niedoborze Tf, co zmniejsza ilo$¢ catkowicie
wysyconych czateczek transferryny i zwieksza ilo$¢ miejsc, ktére pobie-
rajag zelazo z komorek magazynéw i z komdrek btony Sluzowej jelit (24,
55, 56, 68). Uktad wrotny naczyn w obrebie jamy brzusznej jest tego
rodzaju, ze absorpcja Fe w jelitach, o ile zachodzi, zapobiega opr6znieniu
magazynow w watrobie. Mechanizm ten, przydatny w przypadku zwiek-
szonego zapotrzebowania na zelazo przy wzmozonej erytropoezie, moze
w pewnych przypadkach prowadzi¢ do nadmiernej akumulacji Fe w or-
ganizmie (12, 23).

Na zakonczenie nalezatoby doda¢, ze istnieje bardzo niewiele danych
o mechanizmie uwalniania Fe z tkanek i taczeniu go z czasteczka trans-
ferryny. Marston i Allen (60) oraz Lee i wsp. (58) wysuneli
hipoteze, ze do prawidlowego uwalniania Fe z tkanek niezbedna jest
miedz. Poniewaz przechodzenie zelaza z tkanek do osocza wymaga enzy-
matycznego utlenienia Fe2+, ceruloplazmina osocza, ktéra jest oksydaza
(78) mogtaby katalizowac te reakcje. U zwierzat z doswiadczalnym nie-
doborem miedzi ilos¢ Fe w magazynach i w komoérkach btony Sluzowej
jelit zwieksza sie (58), ale u chorych z niedoborem ceruloplazminy (cho-
roba Wilsona) nie wystepuja zaburzenia metabolizmu Zzelaza. Szybko$¢
powstawania kompleksu transferryny z zelazem badali Ross i wsp.
(89). Przypuszczaja oni, ze utlenianie Fe2+ moze zachodzi¢ juz po wy-
tworzeniu kompleksu z Tf.

Przedstawione tutaj aktualne poglady na zagadnienie funkcji trans-
ferryny, jako czynnika regulujacego metabolizm zelaza, nie wyczerpuja
zagadnienia. W ostatnim rozdziale zestawiono dane na temat zachowa-
nia sie transferryny w zaburzeniach metabolizmu zelaza i biatek ustro-
jowych.

IV. Zachowanie si¢ transferryny w stanach patologicznych

Poziom Tf w osoczu lub surowicy mozna oznaczy¢ bezposrednio me-
todg immunoelektroforezy lub posrednio okreSlajgc zdolno$¢ wigzania
Fe przez biatka surowicy in vitro lub in vivo (26, 32, 84, 91). Wedtug
Holmberga i Laurella (42 oraz Wuhrmanna i Jasin-
skiego (108, 109) w warunkach prawidtowych zdolno$¢ wigzania Fe
nie jest catkowicie wykorzystana i tzw. wspotczynnik nasycenia transfer-
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ryny przez zelazo wynosi 30%—33%. Podczas oznaczania poziomu Tf
metodami chemicznymi odréznia sie zdolno$é wigzania zelaza tzw. cat-
kowita (ang. total iron binding capacity — T.1.B.C.) oraz utajong (ang.
latent iron binding capacity — L.I.B.C.) (9). T.l.B.C. w stanach prawidto-
wych wynosi 315 do 380ulg Fe/100 ml surowicy (55, 82). Jest to suma
stezenia zelaza osoczowego i L.I.B.C. W badaniach kinetyki metaboliz-
mu Fe i Tf coraz cze$ciej uzywa sie izotopow zelaza SFe i FFe oraz
transferryny znakowanej 18] lub 13 (47, 70, 80). Oznaczanie poziomu Fe
w surowicy, L.I.B.C. i T.1.B.C. oraz stezenia Tf, a takze badania kinetyki
moga odgrywaé zasadniczg role w diagnostyce choréb przebiegajacych
z zaburzeniami metabolizmu Fe i gospodarki biatkowej w ustroju.

1. Niedokrwistosci

Anemia z niedoboru zelaza przebiega z obnizeniem poziomu Fe w su-
rowicy, oraz podwyzszeniem T.I.B.C. i L.1.B.C. Wspditczynnik nasycenia
transferryny osoczowej przez zelazo moze wynosi¢ nawet ponizej 10%
(18, 37). W anemiach sideropenicznych Gelati i Salvatore (30)
oraz Mukherjee i Mukherjee (73) stwierdzili obnizenie ste-
zenia Fe do 40n.g/100 ml surowicy, przy $rednim poziomie T.I.B.C. od
406 do 433i*ig/100 ml surowicy. Okreslenie poziomu Tf pozwala takze na
ujawnienie niedoboru zelaza mniejszego stopnia, w ktéorym obnizenie
poziomu zelaza osoczowego i Hb jest niewielkie oraz umozliwia wykrycie
tzw. utajonego deficytu Fe (40). Utajony niedobdr zelaza z niskim lub
prawidtowym poziomem Fe w surowicy i zwiekszong T.1.B.C., bez obni-
zenia poziomu hemoglobiny i liczby erytrocytdw w krwi krgzacej, moze
by¢ spowodowany dietg ubogg w Fe, zmniejszong absorpcjg zelaza z prze-
wodu pokarmowego, utratg krwi lub zwiekszonym zapotrzebowaniem
ustroju na przyktad w okresie cigzy, na ten pierwiastek (40, 111). Cha-
rakterystyczne dla powyzszych stanéw podwyzszenie poziomu Tf zwiek-
sza ilos¢ miejsc pobierajgcych Fe z komdérek magazynéw i btony $luzo-
wej jelit.

Transferryna moze odgrywac¢ role w nieswoistej odpornosci humo-
ralnej; wiazac Fe hamuje rozwdj drobnoustrojéow (57) oraz wirusow
(105). W chorobach zakaZznych oraz po wstrzyknieciu endotoksyn bar-
dzo czesto dochodzi do niedokrwisto$ci sideropenicznej z niskim pozio-
mem T.I.B.C., oraz do odkiadania sie ztogow hemosyderyny w szpiku
(2, 46, 52, 111). Patogeneza tej niedokrwistosci nie jest catkowicie wy-
jasniona. Whudowywanie S9Fe podanego dozylnie w postaci kompleksu
transferryny z zelazem jest prawidtowe, natomiast wbudowywanie uwal-
nianego z rozpadtych krwinek czerwonych Fe do erytroblastow jest
zwolnione. Prowadzi to do powstania anemii niedobarwliwej z niedoboru
zelaza przy przetadowanych magazynach. Opisane zmiany sg prawdo-
podobnie spowodowane nieswoista stymulacjg USS gtdwnie watroby
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i §ledziony, co pocigga za sobg czeSciowe zahamowanie procesu uwalnia-
nia Fe z komoérek USS do osocza. Wystepuje tu zjawisko rozkojarzenia
anabolizmu i katabolizmu Fe. Przy obnizeniu stezenia Tf w osoczu
zmniejsza sie wchtanianie zelaza w przewodzie pokarmowym, co zapo-
biega w pewnym stopniu dalszemu przetadowaniu magazyndéw, a jedno-
czesSnie zmniejsza sie takze pobieranie zelaza z magazynow (52).

Anemie sideropeniczng z obnizong T.I.B.C. opisano takze w stanach
rozrostowych uktadu krwiotwérczego oraz w przebiegu choroby nowo-
tworowej (30, 52, 83). Patogeneza powyzszej niedokrwisto$ci nie jest
wyjasniona.

W anemiach hemolitycznych poziom Fe w surowicy podwyzsza sie,
a T.I.B.C. spada, co powoduje wieksze wysycenie transferryny zelazem.
U chorych z niedokrwisto$cig aplastycznag poziom T.I.B.C. podwyzsza
sie (59).

2. Sideroza

Morgan i Finch (70) wywotywali doSwiadczalng sideroze u kro-
likbw podajgc im dekstran-Fe. Po uptywie 4 lat u zwierzat tych okres-
lono zawarto$¢ tkankowego i osoczowego zelaza i Tf, oraz przeprowa-
dzono badania kinetyczne, przy uzyciu 55Fe, %Fe i transferryny kroliczej
znakowanej 131). Zwierzeta z wywotang siderozg mialy podwyzszony po-
ziom Fe tkankowego, zaznaczony najwyrazniej w watrobie, $ledzionie
i w nerkach, w pordwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi. Badania histo-
logiczne watroby ujawnity rozszerzone przestrzenie wrotne wypetnione
hemosyderyng i brak objawoéw marskoS$ci. Ziarna hemosyderyny znajdo-
wano takze w Sledzionie i w nerkach. U krolikéw przecigzonych zelazem
stezenie Fe osoczowego byto podwyzszone, a T.1.B.C. znacznie obnizona,
co pociggato za sobg prawie calkowite wysycenie transferryny przez ze-
lazo. Powodowato to wieksze pobieranie Fe przez komdrki narzadow
migzszowych z kompleksu transferryny z zelazem. Przyczyng spadku
T.I.B.C. byto obnizenie catkowitej ilosci Tf w ustroju, przy prawidto-
wym jej rozmieszczeniu w przestrzeniach wewnatrz i zewngtrznaczy-
niowych. Jest to prawdopodobnie spowodowane zahamowaniem syntezy
Tf w watrobie, na skutek ewentualnego uszkodzenia komdrek migzszu
przez ztogi hemosyderyny.

Podobne zmiany w siderozie potransfuzyjnej opisat Cazal (15).
W ielokrotne przetoczenia krwi, ktére nie sg poprzedzone jej utratg, mo-
ga doprowadzi¢ do przecigzenia magazyndw i spowodowac badZz to zwy-
ktg sideroze bez ciezkich powiktan, badZz to sideroze powiktang, iden-
tyczng z hemochromatozg idiopatyczng, z ciezkimi zaburzeniami watro-
bowymi, trzustkowymi, kragzeniowymi i endokrynologicznymi. Z autopsji
wielokrotnych biorcow krwi wynika, ze niepowiklana sideroza potrans-
fuzyjna przecigza gtownie komorki USS. W przypadkach powiktanej si-

5 Postepy Biochemii
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derozy, ktdra wystepuje rzadziej i po ditugotrwatym, wielokrotnym le-
czeniu przetaczaniem krwi obraz kliniczny charakteryzujg: pigmentacja
skory, napady bdléow watrobowych i hepatomegalia. Nadmiar zelaza po-
woduje martwice najbardziej przetadowanych komdrek, a nastepnie
przerastanie narzadu tkanka tgczna.

3. Stany chorobowe przebiegajace z niedoborem biatek surowicy

Niedobor biatek moze wystapi¢ w przebiegu choréb watroby, stanéw
zapalnych przewodu pokarmowego, oraz w nerczycach (9). Poniewaz
synteza transferryny przebiega w watrobie (53, 108), w schorzeniach tego
narzagdu wielokrotnie opisywano zmiany T.I.B.C. i L.I.B.C. (10, 76, 98).
U chorych z ostrym zapaleniem watroby nastepuje podwyzszenie T.1.B.C.,
ktéra powraca do normy w okresie zdrowienia, zachowujgc sie jak ,en-
zym wskaznikowy”. Natomiast w przebiegu marskosci watroby stezenie
Fe w osoczu spada w niewielkim stopniu oraz obniza sie T.1.B.C.

Jensen iwsp. (47) badali metabolizm Tf znakowanej 13J w zespole
nerczycowym i gastroenteropatiach przebiegajacych z utratg biatka. Wy-
niki uzyskane u 9 zdrowych osobnikéw stanowity kontrole. W obu gru-
pach przeprowadzono takze badania stosujagc znakowang albumine. Zde-
cydowana wiekszo$¢ pacjentdw z zespotem nerczycowym wydala z mo-
czem biatka osocza o niskim ciezarze czasteczkowym (albuminy, hapto-
globiny, transferryna) (9, 86). U 8 chorych z nerczycg wykazano zmniej-
szenie stezenia Tf w surowicy do 163 mg/100 ml (Srednia wartosé dla
grupy kontrolnej — 214 mg/100 ml), oraz szybsze znikanie biatka z oso-
cza wskutek rozpadu i wydalania przez nerki. Synteza transferryny byta
szybsza: 17 do 33 mg/kg/dzierr w poréwnaniu z kontrolg (16 mg/kg/dzien).
U 15 pacjentéw z chorobami przewodu pokarmowego uzyskano podobne
wyniki, ale nie stwierdzono zwiekszenia endogennej utraty biatka. Ste-
zenie Tf w surowicy u tych chorych wynosito 72 do 200 mg/100 ml,
a szybkos$é syntezy 11 do 49 mg/kg/dzieh. W obu zespotach chorobowych
wykazano korelacje szybkos$ci znikania Tf i albuminy z osocza, przy
braku korelacji ich stezen. Jest to wynikiem wiekszego przyspieszenia
syntezy transferryny. Synteza Tf jest szybsza w zespole nerczycowym
Srednio o 58'%, a w gastroenteropatiach o 69%, podczas gdy wartosci
te dla albuminy wynoszg 32% i 39%. Zaobserwowano takze korelacje
miedzy znikaniem transferryny z osocza a jej synteza w watrobie. Nie-
rozstrzygnietym zagadnieniem pozostaje zwiekszony katabolizm biatek
w zespole nerczycowym (3, 39, 48, 49). Poniewaz objawu tego nie stwier-
dzono w gastroenteropatiach, Jensen i wsp. (48, 49) przypuszczaja, ze
w nerczycy zachodzi rozpad biatek pochodzenia nerkowego. Obnizony po-
ziom Tf w przebiegu niedoboréw biatkowych moze by¢ przyczyna zabu-
rzen metabolizmu Fe prowadzac do niedokrwistosci niedobarwliwej i si-
derozy narzgdowej (9).
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4. Hemochromatoza

Samoistna hemochromatoza jest rzadkim cierpieniem dziedzicznym
wystepujagcym rodzinnie, zwtaszcza u mezczyzn. Chorobe te cechuje pod-
wyzszony poziom zelaza w osoczu przy zmniejszonej utajonej zdolnosci
wigzania zelaza oraz przyspieszenie wchtaniania Fe w jelicie i znaczne
zwiekszenie ilosci zelaza magazynowego rzedu 20—58g. Objawy kliniczne
zalezne sa od umiejscowienia ztogéw Fe. Opisywano przerostowa mars-
kos¢ watroby, zwyrodnieniowe zmiany widékniste trzustki z ciezka cuk-
rzyca, niewydolnos¢ krazenia pochodzenia sercowego oraz wciggniecie
w sprawe chorobowg kory nadnerczy. Brgzowe zabarwienie skéry moze
by¢ przyczyna biednego rozpoznania pelagry lub choroby Addisona. Do-
ktadne rozpoznanie mozna ustali¢ jedynie na drodze biopsji po iloScio-
wym oznaczeniu zawarto$ci zelaza, przy czym zawartosé ferrytyny moze
przekracza¢ norme nawet 100-krotnie (92).

Blanc i Vannotti (7) zajmowali sie metabolizmem transferry-
ny w idiopatycznej hemochromatozie i stwierdzili, ze genetycznie uwa-
runkowang anormalnosciag w tym schorzeniu jest statystycznie znamien-
ny spadek stezenia Tf w osoczu. Samoistna hemochromatoza bytaby wiec
wrodzong hypotransferrynemia. Dalsze obnizenie Tf moze by¢ spowo-
dowane ,siderotycznym” uszkodzeniem komoérek watroby. Wrodzone
obnizenie stezenia transferryny nie ttumaczy jednak w jaki sposéb do-
chodzi w tym schorzeniu do zwiekszenia szybkosci wchtaniania Fe
w przewodzie pokarmowym, poniewaz wedtug ostatniej hipotezy Flet-
chera i Huehnsa (27, 28) wysycenie Tf przez zelazo, powinno ha-
mowac absorpcje tego pierwiastka w jelicie.
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ANDRZEJ L. PAWLAK™*

Wptyw kwasu 2,3-dwufosfoglicerynowego na wydajno$¢ przenosze-
nia tlenu przez hemoglobine

Function of 2,3-Diphosphoglyceric Acid in Control of the Efficiency of
Oxygen Transport by Hemoglobin

Changes in hemoglobin oxygen affinity induced by 2,3-diphosphoglyceric acid
and ATP are discussed with the reference to the efficiency of oxygen transport by
red blood cells in vivo.

Wydajnos$¢ przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone, czyli rdznica
utlenowania krwi tetniczej i krwi zylnej zalezy z jednej strony od cisnie-
nia parcjalnego tlenu w tkankach, z drugiej — od powinowactwa hemo-
globiny do tlenu. Krwinki zawierajace hemoglobiny o zmienionej sekwen-
cji aminokwaséw i o zwiekszonym powinowactwie do tlenu odznaczajg
sie mniejszg wydajnos$cig przenoszenia tlenu niz krwinki z prawidtowa
hemoglobina.

Na mozliwo$é regulacji powinowactwa prawidtowej hemoglobiny do
tlenu wskazywaty jego przejsciowe zmiany w przebiegu choréb nabytych.
Zmniejszenie powinowactwa hemoglobiny do tlenu i wzrost wydajnosci
przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone zaobserwowano w przypad-
kach niedokrwistosci (12, 19), przewleklych stan6w niedotlenienia (12),
nadczynnosci tarczycy (13) i marskosci watroby (19). W przypadkach
choroby Burgera powinowactwo hemoglobiny do tlenu jest zwiekszone (1).
Wzrost powinowactwa hemoglobiny do tlenu stwierdzono réwniez w prze-
chowywanej krwi konserwowanej (24). Miarg powinowactwa hemoglobiny
do tlenu jest cisnienie parcjalne tlenu, przy ktéorym hemoglobina jest
utlenowana w 50% (p 1/2). Interakcja heméw, ktora réwniez wptywa na
wydajnos$¢ przenoszenia tlenu przez hemoglobine, nie zmienia sie w wy-
mienionych stanach — z wyjatkiem hemoglobin patologicznych.

Ostatnio wyjasniono mechanizm zmian powinowactwa hemoglobiny
do tlenu w przebiegu niedotleniania i w czasie przechowywania krwi kon-

* Dr med., Zaktad Genetyki Czlowieka, Akademia Medyczna, Poznan

Wykaz stosowanych skrotéw: ACD — cytrynian sodu 1,32 g, kwas cytrynowy
0,48 g, glukoza 1,4 g, woda destylowana do 100,0 ml, pH 50 w 20°C; CPD — cytrynian
sodu 2,6 g, NaH2P 04*HXD 0,277 ¢, glukoza 25 g, woda destylowana do 100,0 ml,
pH 575 w 20°C; 2,3-DPG — kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy; IHP — szesciofosforan
inozytolu; p02 — cis$nienie parcjalne tlenu; pC02 — ci$nienie parcjalne C02
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serwowanej. Zmiany te zalezg od wptywu kwasu 2,3-dwufosfogliceryno-
wego (2,3-DPG) i ATP na czynno$¢ hemoglobiny. Poznany mechanizm
bierze udziat w regulacji wydajno$ci przenoszenia tlenu przez krwinki
czerwone.

I. Wplyw kwasu 2,3-dwufosfoglicerynowego i ATP na powinowactwo
hemoglobiny do tlenu

Przetomowe znaczenie dla poznania mechanizmu regulacji powinowac-
twa hemoglobiny do tlenu miato wykrycie réznic w zdolnosci wigzania
zwigzkéw fosforanowych wystepujagcych w krwinkach czerwonych
(2,3-DPG, ATP) przez hemoglobine odtlenowang i utlenowang. 2,3-DPG
wystepuje w erytrocytach w stezeniu znacznie wiekszym, anizeli w ko-
morkach innych tkanek. Synteze i rozktad tego zwiazku opisano jako
charakterystyczng dla krwinek czerwonych droge metaboliczng (20) (sche-
mat 1). Stezenie 2,3-DPG w krwinkach czerwonych wynosi okoto
4,5X10-?M (ATP — 15—2,5X10-3M). Jest ono regulowane przez szereg
reakcji. 2,3-DPG hamuje heksokinaze zajmujac miejsce ATP i w ten spo-
s6b moze wpltywaé na szybkos$¢ glikolizy w krwince czerwonej (sche-
mat 1). 2,3-DPG hamuje réwniez mutaze dwufosfoglicerynianowa, katali-

cHukoza
jATP
i Heksokinaza
VDP

Glukozo -6-P

ATP
ADP
Fruktozo-1-6-P

Aldehyd 3-fosfoglicerynowy
4ANAD
'"Zirgd.NAD

Kinaza
fosfoglice

ADP
ATP
Pirogronian

Schemat 1. Glikoliza w krwince czerwonej cztowieka; R-L —cykl Rapoporta-Lue-
beringa (20)
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zujaca jego synteze. Prawdopodobnie w wymienionych reakcjach bierze
udziat tylko wolny 2,3-DPG, dlatego wigzanie tego zwigzku z hemoglobing
ma kluczowe znaczenie w regulacji jego stezenia w krwinkach czerwo-
nych (4).

Hemoglobina wystepuje w krwinkach czerwonych w stezeniu okoto
5X10-3M. Jest ona tetramerem sktadajacym sie z dwoch tancuchow a
i z dwéch tancuchow @ tancuchy te wykazujg duze podobienstwo wiel-
kosci, ksztattu i sktadu aminokwaséw z mioglobing. Z czwartorzedowej
struktury hemoglobiny wynika jednak szereg réznic w czynnosci wigzania
tlenu przez hemoglobine i mioglobine. Krzywa powinowactwa hemoglobi-
ny do tlenu ma ksztatt sigmoidalny, a krzywa powinowactwa mioglobi-
ny — hiperboliczny. Hemoglobina ma mniejsze powinowactwo do tlenu
anizeli mioglobing (rysunek 1) oraz zmienia je w zaleznosSci od pH
(efekt Bohra).

Log p02

Rys. 1. Krzywe wigzania tlenu przez mioglobine (a), hemoglobine oczyszczong (b)
oraz hemoglobine w krwinkach czerwonych (c) (4)

Najnowsze badania Benesch’éw i wsp. (4, 5 wykazaly, ze sama
czwartorzedowa struktura hemoglobiny nie ttumaczy mniejszego, w po-
rownaniu z mioglobing, powinowactwa hemoglobiny do tlenu. Hemoglo-
bina oczyszczona, wolna od organicznych zwigzkéw fosforowych wyka-
zuje znacznie wieksze powinowactwo do tlenu od hemoglobiny w krwin-
kach czerwonych. Krzywa powinowactwa oczyszczonej hemoglobiny
zachowuje sigmoidalny ksztatt, jednak w odcinku koAcowym pokrywa
sie ona z krzywg powinowactwa mioglobiny do tlenu (rysunek 1). Dodanie
rownomolarnej ilosci 2,3-DPG do roztworu oczyszczonej, nie zawierajacej
fosforu hemoglobiny zmniejsza jej powinowactwo do tlenu do wartosci
oznaczonych w petnej krwi. Sugeruje to, ze w krwinkach czerwonych
mate powinowactwo hemoglobiny do tlenu jest réwniez spowodowane
duzym stezeniem 2,3-DPG. Krwinki czerwone wiekszosci gatunkéw ssa-
kéw zawierajg znaczne ilosci 2,3-DPG i u tych gatunkéw powinowactwo
oczyszczonej hemoglobiny do tlenu obniza sie pod wptywem 2,3-DPG.
W krwinkach czerwonych owcy nie stwierdza sie gromadzenia tego zwigz-
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ku, a hemoglobina tego gatunku ma niskie, nie zmieniajace sie po dodaniu
2,3-DPG powinowactwo do tlenu rowniez po oczyszczeniu (4).

U ptakéw i z6twi w krwinkach czerwonych gromadzi sie inny zwigzek
fosforanowy odznaczajacy sie réwniez wtasciwoscig zmniejszania powino-
wactwa hemoglobiny do tlenu — sze$ciofosforan inozytolu (IHP). Mniejsze
niz u ssakoéw powinowactwo do tlenu i odpowiednio wieksza wydajnos¢
przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone tych zwierzat zalezag od wpty-
wu IHP na hemoglobine. Roztwory oczyszczonych hemoglobin kurczecia
i cztowieka po dodaniu IHP wykazywaty podobne powinowactwo do tlenu
jak krew ptakow, natomiast po dodaniu 2,3-DPG — powinowactwo typo-
we dla krwi ludzkiej (5).

I1. Mechanizm dziatania 2,3-DPG na powinowactwo hemoglobiny do tlenu

Badania nad wigzaniem 2,3-DPG przez hemoglobing A wykazatly, ze
zwigzek ten tworzy kompleksy tylko z jej odtlenowang formg (rysunek 2).
Wskazuje to, ze 2,3-DPG wptywa na krzywa dysocjacji hemoglobiny

Rys. 2. Krzywa wigzania 23-DPG przez hemoglobine odtlenowang (dezoksy) i utle-
nowang (oksy) (6)

i tlenu obnizajac powinowactwo hemoglobiny odtlenowanej do tlenu.
Poniewaz stany utlenowania hemoglobiny i jej zwigzania z 2,3-DPG wy-
taczajg sie wzajemnie, reakcje utlenowania hemoglobiny w obecnosci
2,3-DPG mozna przedstawi¢ nastepujaco (4):

HfcDPG+ 4 02~"+Hb08+DPG

Wiazanie 1 mola 2,3-DPG przez 1 mol hemoglobiny odtlenowanej su-
geruje, ze w tetramerze hemoglobiny wystepuje tylko jedno miejsce wig-
zania 2,3-DPG. Przypuszcza sie, ze dysocjacja tetrameru hemoglobiny
powroduje rozbicie miejsca wigzania 2,3-DPG. Brak wigzania 2,3-DPG
przez hemoglobine utlenowang nalezy zatem 1tgczy¢ z dysocjacjg tej
ostatniej na dimery. Tetramer tafcuchdw charakterystyczny dla a-tala-
semii — hemoglobina H, ktéra po utlenowaniu zachowuje strukture
tetrameru, wigze 2,3-DPG zar6wno przed jak i po utlenowaniu (4).
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Na swoisto§¢ mechanizmu wigzania 2,3-DPG przez hemoglobine odtle-
nowang wskazuje mniejsza zdolnos¢ hemoglobiny ptodowej (Hb F) do
wigzania tego zwigzku w porownaniu z hemoglobing A (22). Poniewaz
zawarto$¢ 2,3-DPG w ptodowych krwinkach czerwonych jest zblizona do
prawidtowego poziomu w krwinkach czerwonych dorostego cztowieka,
mniejsza zdolno$¢ wiazania 2,3-DPG przez hemoglobine ptodowg jest
prawdopodobnie przyczyng ich zwiekszonego, w poréwnaniu z krwinkami
czerwonymi dorostego cztowieka powinowactwa do tlenu (14).

Il. Zmiany ilosci 2,3-DPG w krwince czerwonej i powinowactwa hemo-
globiny do tlenu in vivo oraz w krwi konserwowanej

Lenfant i wsp. (15) stwierdzili, ze zmiany ci$nienia parcjalnego
tlenu pOz w powietrzu oddechowym powodujg u badanych os6b zmiany
zawartosci 2,3-DPG w krwinkach czerwonych i powinowactwa tych
krwinek do tlenu. Badani nie wykazywali zmian pH krwi, co wytacza
mozliwo$¢ zmian powinowactwa hemoglobiny do tlenu zaleznych od
efektu Bohra. Autorzy sadzg, ze zmiany powinowactwa hemoglobiny do
tlenu sa wynikiem zmian zawartosci 2,3-DPG w krwinkach czerwonych.
Adaptacyjna zmiana stezenia 2,3-DPG oraz krzywej wigzania tlenu przez
hemoglobine w krwinkach badanej osoby wystepowata w peinym nateze-
niu w czasie 24 do 48 godzin od wywotujacej jg, trwatej zmiany p02
w powietrzu oddechowym. W przypadku wzrostu p02 nastepowato ob-
nizenie poziomu 2,3-DPG i zwiekszenie powinowactwa krwinek do tlenu,
w przypadku obnizenia pOz — zwiekszenie poziomu 2,3-DPG i obnizenie
powinowactwa erytrocytéw do tlenu.

Przypuszcza sie, ze mechanizm opisanych zmian, wyjasniajacy ich
adaptacyjne znaczenie, jest nastepujacy. W warunkach obnizonego p02
w tkankach, w erytrocytach wystepujg wieksze ilosci odtlenowanej hemo-
globiny, wskutek czego wieksze ilosci 2,3-DPG i ATP wigzg sie z hemo-
globing. W warunkach beztlenowych glikoliza w krwinkach czerwonych
ulega przyspieszeniu, co prawdopodobnie jest spowodowane zmniejsze-
niem stezenia 2,3-DPG i ATP nie zwigzanych z hemoglobing. W wyniku
przyspieszenia glikolizy i wytwarzania 2,3-DPG oraz ATP, catkowita ilos¢
tych zwigzkéw w krwinkach czerwonych zwieksza sie w warunkach obni-
zonego p02 Wzrost catkowitego stezenia 2,3-DPG i ATP w krwinkach
czerwonych powoduje zmniejszenie powinowactwa hemoglobiny do tlenu
i zwiekszenie wydajnos$ci przenoszenia tlenu przez krwinke czerwong (3).
Uzyskane tg drogg zwiekszenie p02 w tkankach ma charakter reakcji
homeostatycznej.

W przypadkach wrodzonych niesferocytowych niedokrwistosci hemoli-
tycznych, spowodowanych niedoborem aktywno$ci kinazy pirogroniano-
wej w krwinkach czerwonych (schemat 1), ilos¢ 2,3-DPG w tych krwin-
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kach moze by¢é dwukrotnie wieksza niz w erytrocytach normalnych. Jed-
noczes$nie powinowactwo hemoglobiny do tlenu jest obnizone, a wydaj-
nos$¢ przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone zwiekszona. Krew chorego
ktéra zawierata zaledwie 9g hemoglobiny w 100ml, miata takg sama zdol-
no$¢ przenoszenia tlenu jak krew normalna o zawarto$ci 15g hemoglobiny
w 100ml (18).

Wiegksza w porownaniu z dojrzatymi krwinkami zawarto$¢ 2,3-DPG
w retikulocytach i w miodych krwinkach czerwonych jest przyczyna
mniejszego powinowactwa ich hemoglobiny do tlenu. Oznacza to, ze po
pobudzeniu erytropoezy, krew bogata w retikulocyty i miode erytrocyty,
przenosi tlen wydajniej, anizeli krew z normalng populacjg krwinek
czerwonych (9). W krwi konserwowanej stezenie ATP i 2,3-DPG zmniej-
sza sie. W pierwszych dwoch tygodniach przechowywania ilo$¢ 2,3-DPG
zmniejsza sie do 15% wartosci poczatkowej; stezenie ATP zmniejsza sie
po diuzszym okresie przechowywania krwi konserwowanej ACD (7).
Zmianom tym towarzyszy wzrost powinowactwa przechowywanej krwi
do tlenu. Po inkubacji konserwowanych krwinek czerwonych w tempera-
turze 37°C z dodatkiem inozyny lub po przetoczeniu konserwowanej krwi
stezenie 2,3-DPG w erytrocytach zwieksza sig, a powinowactwo hemor
globiny do tlenu — zmniejsza, co przemawia za przyczynowym zwigzkiem
pomiedzy tymi dwoma zmianami (9, 23).

Badania niedokrwisto$ci, ktérym towarzyszyto zmniejszenie powino-
wactwa hemoglobiny do tlenu sg gorzej udokumentowane (12). Tylko
w niektorych przypadkach wykazano zwiekszenie stezenia organicznych
zwigzkow fosforu w krwinkach czerwonych, co wskazywatoby na
2,3-DPG, jako czynnik warunkujgcy zmiane powinowactwa hemoglobiny
do tlenu (15).

IV. Wptyw 2,3-DPG i zmian powinowactwa hemoglobiny do tlenu na
wydajnos$¢ przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone

W warunkach fizjologicznych state p02 w tkankach, niezalezne od
zmian szybkoS$ci zuzycia tlenu, zalezy przede wszystkim od wiasciwego
wspotdziatania krazenia i oddychania. Zmiany szybkoS$ci erytropoezy wy-
stepuja dopiero w przebiegu przewlektego niedotlenienia.

Wptyw zmian powinowactwa hemoglobiny do tlenu na wydajnosé
przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone byt znany od dawna. Przy
prawidtowej perfuzji i wymianie gazow w plucach utlenowanie krwi
tetniczej wynosi blisko 100%, a wydajno$¢ przenoszenia tlenu zalezy
od utlenowania hemoglobiny w warunkach p02 pC02i pH wystepujga-
cych w tkankach. W danych warunkach przesuniecie krzywej wigzania
tlenu przez hemoglobing w lewo — zmniejsza wydajno$¢ przenoszenia
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tlenu (rysunek 3). W przypadkach niektérych hemoglobin patologicznych,
charakteryzujacych sie trwalym przesunieciem krzywej utlenowania
hemoglobiny w lewo, wystepuje w wyniku przyspieszonej erytropoezy
kompensacyjna hiperglobulia. Do takich hemoglobin nalezg: Hb Chesa-
peake (11), Hb Capetown (16), Hb Yakima (17) i Hb Kempsey (21).
W przypadku hemoglobiny Kansas, ktéra ma zmniejszone powinowactwo
do tlenu, nie zaobserwowano objawdw zwiekszonej zdolnoSci przenosze-
nia tlenu przez krwinki czerwone (8). Prawdopodobnie brak interakcji
hemoéw w tym przypadku zmniejsza wydajnosé przenoszenia tlenu przez
hemoglobine.

Log p02

Rys. 3. Zmiany powinowactwa hemoglobiny do tlenu i wydajnosci przenoszenia
tlenu w zaleznosci od stezenia 2,3-DPG w krwinkach czerwonych

a) zmniejszenie stezenia 2,3-DPG i przesuniecie krzywej dysocjacji hemoglobiny i tlenu w le-
wo; b) zwiekszenie stezenia 2,3-DPG i przesuniecie krzywej dysocjacji hemoglobiny i tlenu
W prawo

COz i pH wptywajg na powinowactwo hemoglobiny do tlenu podob-
nie jak 2,3-DPG. Hemoglobina utlenowana ma znacznie mniejsze powi-
nowactwo do tych ligandow w poréwnaniu z hemoglobing odtlenowana.
Fizjologiczne obnizenie pH i zwiekszenie pC02 we krwi w naczyniach
witosowatych zwieksza wydajno$¢ przenoszenia tlenu przez krwinki. Po-
niewaz fizjologiczne warto$ci pH i pC02w tkankach zmieniajg sie w was-
kich granicach, trudno oceni¢ znaczenie tych parametrow dla regulacji
powinowactwa hemoglobiny do tlenu. W stanach patologicznych, a takze
w przypadkach stosowania hipotermii lub kontrolowanego oddechu, mo-
ga w tkankach i w krwinkach czerwonych wystgpi¢ zmiany pH i pC02
wplywajagce w pewnym stopniu na powinowactwo hemoglobiny do tlenu
(2. W fizjologicznych warunkach podstawowym mechanizmem regulu-
jacym powinowactwo hemoglobiny do tlenu jest jednak prawdopodob-
nie opisane dziatanie 2,3-DPG.

W stanach obnizonego p02 w tkankach, wydajno$¢ przenoszenia tle-
nu przez hemoglobine jest zwiekszona, jesli utlenowanie krwi tetniczej
jest prawidtowe (zwiekszone odtlenowanie krwi zylnej). Zwiekszone wig-
zanie 2,3-DPG przez odtlenowang hemoglobine powoduje wytwarzanie
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wiekszych iloSci tego zwigzku oraz obnizenie powinowactwa hemoglobi-
ny do tlenu (przesuniecie krzywej wigzania tlenu przez hemoglobine
w prawo) (3). Zwiekszona w wyniku tych zmian wydajno$¢ przenosze-
nia tlenu przez krwinki czerwone (rysunek 3) umozliwia zwiekszenie
p02w tkankach.

Przeciwnie — zwiekszone utlenowanie krwi zylnej przy zmniejszonym
zapotrzebowaniu na tlen zmniejsza ilos¢ 2,3-DPG zwigzanego z hemo-
globing. Synteza tego zwigzku zostaje zahamowana, czego nastepstwem
jest zwiekszone powinowactwo hemoglobiny do tlenu i mniejsza wydaj-
no$¢ przenoszenia tlenu (przesuniecie krzywej wigzania tlenu przez he-
moglobine w lewo, rysunek 3). Reakcja krwinek czerwonych na zmiany
utlenowania ma wigc in vivo charakter dodatniego sprzezenia zwrotnego:
utlenowanie zwieksza, a odtlenowanie zmniejsza powinowactwo hemo-
globiny do tlenu. Sprzezenie to obserwuje sie réwniez in vitro w nieu-
szkodzonych erytrocytach.

Znaczenie zwiekszania sie powinowactwa hemoglobiny do tlenu w cza-
sie przechowywania konserwowanej krwi dla jej wartosci leczniczej nie
zostato dotychczas jednoznacznie wyjasnione. Uwarunkowane tg zmiang
utrudnienie oddawania tlenu w tkankach znika w miare zwiekszania sie
stezenia 2,3-DPG w krwinkach czerwonych po ich przetoczeniu. Szyb-
kos¢ regeneracji 2,3-DPG przez krwinki czerwone jest ograniczona szyb-
koscig glikolizy. Jezeli przy uzyciu 2 mM glukozy/godz./ll krwinek czer-
wonych 1/4 tej glukozy zostanie przeksztatcona w 2,3-DPG, szybkos¢
syntezy 2,3-DPG wyniesie I,O0mM/godz./ll krwinek czerwonych. Oznacza-
toby to mozliwosé regeneracji okoto 20% prawidtowej ilosci 2,3-DPG
w krwince czerwonej w czasie 1 godziny (25). Przypuszczalnie jednak
przetoczone krwinki wytwarzajg 2,3-DPG znacznie wolniej (7, 25). W cza-
sie pierwszej doby po przetoczeniu obserwowano regeneracje potowy
brakujacego 2,3-DPG, jednak dalszy wzrost stezenia tego zwigzku w prze-
toczonych krwinkach czerwonych trwat do 10 dni (23). Szybko$¢ rege-
neracji 2,3-DPG w przetoczonej krwi prawdopodobnie zalezy do pewne-
go stopnia od metabolizmu biorcy i moze by¢ zmniejszona w niektérych
stanach chorobowych. Réwniez w przypadkach przetaczania duzych ilosci
krwi konserwowanej diuzsze utrzymywanie sie zwiekszonego powino-
wactwa przetoczonych krwinek do tlenu moze wplywaé niekorzystnie
na przebieg leczenia krwia.

Duze znaczenie z omoéwionych wyzej wzgledow majg poszukiwania
takich sposobow konserwowania krwi, ktdre najdtuzej utrzymuja wysoka
zawarto$¢ 2,3-DPG w przechowywanych krwinkach. Wykazano, ze w krwi
konserwowanej za pomoca ACD stezenie 2,3-DPG spada do potowy war-
tosci poczatkowej w ciggu 7 dni, natomiast w krwi konserwowanej za
pomocg ACD z dodatkiem inozyny — w ciggu 12 dni (9). Rowniez CPD
lepiej zachowuje poziom 2,3-DPG w krwi konserwowanej anizeli ACD
(10). W krwi o wyzszym pH poziom 2,3-DPG obniza sie wolniej, jednak
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w tych warunkach szybciej zmniejsza sie stezenie ATP — zwigzku nie-
zbednego dla przezycia krwinek czerwonych po przetoczeniu (7). Aktu-
alnie stosowane sposoby konserwacji krwi zmuszajg wiec do stosowa-
nia Swiezej krwi w przypadkach przetaczania duzych jej ilosci.

Na zakonczenie mozna wspomnie¢ o interesujacej mozliwosci wywo-
tania zmian stezenia 2,3-DPG w krwinkach czerwonych in vivo. Farma-
kologiczne regulowanie wydajnosci przenoszenia tlenu przez krwinki
czerwone pozwolitoby na znaczne skrocenie czasu potrzebnego na przy-
stosowanie ustroju do warunkow zmienionego zapotrzebowania na
tlen (4).
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Metody badania struktury centrum aktywnego enzymadw
The Methods of Enzyme Active Site Investigation

Some Kkinetic and chemical methods of enzyme active site investigation are
described.

Centrum aktywne enzymu, stanowigce jedynie niewielki fragment
czasteczki biatkowej, bierze bezposredni udziat w reakcji enzymatycz-
nej. Rodzaj aminokwasow znajdujgcych sie w centrum aktywnym oraz
budowa przestrzenna biatka decydujg o powinowactwie enzymu do sub-
stratu, a wiec o jego aktywnos$ci katalitycznej.

W reakcji enzymu z substratem biorg udziat polarne ugrupowania
bocznych tancuchéw aminokwaséw: grupy karboksylowe kwasu aspara-
ginowego, glutaminowego i C-kofAcowych aminokwaséw, £-aminowe lizy-
ny i a-aminowe N-koncowych aminokwasoéw, hydroksylowe tyrozyny,
seryny i treoniny, amidowe asparaginy, glutaminy i C-koAcowych ami-
déw, imidazolowa grupa histydyny, tiolowa cysteiny, tioeterowa metio-
niny i guanidynowa grupa argininy (16, 57, 64).

Ze wzgledu na udziat w reakcji enzymatycznej aminokwasy wcho-
dzace w skiad enzyméw podzielono na 4 grupy (39): aminokwasy kon-
taktowe, biorgce bezposredni udziat w reakcji wigzania enzymu z sub-
stratem, aminokwasy pomocnicze znajdujgce sie w obszarze centrum
aktywnego, niezbedne dla aktywnosci enzymo6w, mimo iz nie reaguja
bezposrednio z substratem, aminokwasy wspdtdziatajgce, stabilizujace
okreslong strukture przestrzenng centrum aktywnego oraz aminokwasy,
ktore mozna modyfikowac lub usuwaé bez wpltywu na aktywnos$¢ enzymu
(schemat 1).

Rodzaj czynnych reszt aminokwasowych, biorgcych udziat w reakcji
katalizowanej przez dany enzym, mozna okresli¢ za pomocg metod trzech
réclzajéw. Sg to:

* Dr, Katedra Warzywnictwa Wydzial Ogrodniczy, Szkota Gitéwna Gospodar-
stwa Wiejskiego, Warszawa

** Dr, Katedra Biochemii, Akademia Medyczna, Warszawa

Wykaz stosowanych skrotow: NEM — imid kwasu N-etylomaleinowego, PCMB —
p-chlororteciobenzoesan, PCMS — p-chlororteciosulfonian, DFP — fluorek fosforanu
dwuizopropylowego, DHT — dwuazo-2-H-tetrazol.
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w G. PALAMARCZYK, J. RYTKA [2]

Schemat 1. Hipotetyczny model centrum aktywnego enzymoéw zaproponowany przez
Koshlanda (39

Poseczegélne oznaczenia (o, #, B. 1) przedstawiajg rézne rodzaje reszt aminokwasowych
bioracych udziat w tworzeniu jego struktury

I. Metody kinetyczne, polegajgce na badaniu zaleznos$ci szybkoSci re-
akcji enzymatycznej i powinowactwa enzymu do substratu od pH
i temperatury.

Il. Metody bezposredniego znakowania centrum aktywnego substratem
lub pseudosubstratem.

I11. Metody blokowania lub modyfikacji czynnych grup aminokwaséw
specyficznymi odczynnikami i badanie wptywu modyfikacji na ak-
tywnos$¢ enzymu.

I. Kinetyczne metody wyznaczania grup czynnych enzymu z wartosci
pK i AHj

Opisana przez Dixona (12, 13) metoda okres$lania grup czynnych
enzymu, ulegajacych jonizacji w toku reakcji, nalezy do posrednich me-
tod badania centrum aktywnego. Polega ona na okres$laniu wartosci
statej Michaelisa (Km) w zaleznosci od pH. Jej podstawowym zatoze-
niem jest zalezno$¢ wartosci Km od stanu dysocjacji substratu (S), en-
zymu (E) i kompleksu enzym-substrat (ES). Zgodnie z tym zalozeniem
kazda zmiana tadunku zachodzaca podczas reakcji enzymatycznej powo-
duje zatamanie sie krzywej przedstawiajgcej zalezno$¢ — log Km (pK)
od pH. Otrzymane punkty przegiecia krzywej odpowiadajg wartoSciom
pK (— log ze statych dysocjacji enzymu, substratu lub kompleksu ES).
Zatamanie krzywej w dét odpowiada warto$ci pK enzymu lub substratu.
natomiast przegiecie w gore odpowiada wartosci pK kompleksu ES (12).
Dla aminohydrolazy L-argininy (rysunek 1) przegiecia krzywej ekstra-
polowane do osi odcietych dajg warto$¢ pK okoto 7 i 10. pK = 10 odpo-
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wiada statej dysocjacji grup aminowych substratu, a pK - 7— statej
dysocjacji grupy czynnej enzymu.

pH

rRys. 1. Zalezno$¢ wartosci pKm od pH dla aminohydrolazy L-argininy
Punkty PKti pK, odpowiadajg statej dysocjacji grup czynnych enzymu i substratu

Z wartosci pK w funkcji pH wnioskowano takze miedzy innymi
0 obecnosci grupy imidazolowej w centrum aktywnym trypsyny, oraz
0 obecnos$ci grupy imidazolowej, a-aminowej lub e-aminowej i sulfhy-
drylowej w centrum aktywnym trombiny (61). Stwierdzono réwniez, ze
aktywnos$¢ katalityczna S-chymotrypsyny w alkalicznym pH jest zalez-
na od obecnosci dysocjujacej grupy aminowej, ktéra nalezy do N-konco-
wej L-izoleucyny (35).

Wartosci statych reakcji enzymatycznych Kmi szybko$ci maksymal-
nej V zalezg réwniez od temperatury. Wyznaczanie ciepta jonizacji (AH,-)
dysocjujgcych grup jest uzupeiniajgcg metodg okreslania rodzaju reszt
aminokwasowych znajdujgcych sie w centrum aktywnym. Wartos¢ AH*
oblicza sie zgodnie ze wzorem (12):

K
AKi = -2.303 RT2-9P

badajac zalezno$¢ pK enzymu od temperatury.

Dla a i @grup karboksylowych warto$¢ AH; wynosi okoto 1500 kal/mol,
dla ugrupowania fenolowego i imidazolowego 6 000—7 OOOkal/mol, za$
dla grup o i s-aminowych oraz grupy guanidynowej az 10 000— 13 000
kal/mol (13).

Opisane metody kinetycznej identyfikacji grup czynnych enzymu
pozwalaja jedynie na og6lng orientacje co do rodzaju tych grup. Wia-
domo bowiem, ze wartosci pK i AH; zaleza w znacznym stopniu od obec-
nosci innych charakterystycznych ugrupowan biatka, nie biorgcych bez-
posredniego udziatu w reakcji enzymatycznej. Ostateczna interpretacja
wynikéw otrzymanych droga wyznaczania statych kinetycznych powin-
na by¢ zatem poparta innymi, bardziej bezposrednimi metodami.

6*
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Il. Bezposrednie znakowanie centrum aktywnego enzyméw substratem
lub pseudosubstratem

Metoda badania centrum aktywnego za pomocg znakowania substra-
tem lub pseudosubstratem dostarcza bezposrednich informacji zaréwno
o0 charakterze reszt aminokwasowych, biorgcych udziat w wigzaniu sub-
stratu, jak i o rodzaju wiazania. Metode te mozna stosowaé jedynie
wtedy’ jezeli w toku reakcji enzymu z substratem tworzy sie wiazanie
kowalencyjne. Tworzenie sie tego rodzaju potaczen jest wprawdzie dosyé
czeste, ale kompleks enzym-substrat mozna wyodrebni¢ tylko wtedy, gdy
utworzone wigzanie jest termodynamicznie i kinetycznie stabilne oraz
nie ulega rozpadowi podczas izolowania kompleksu. Za pomocg bezpo-
Sredniego znakowania substratem Grazi i wsp. (23) wykazali obec-
nos$¢ lizyny w centrum aktywnym aldolazy i transaldolazy. Otrzymali
oni stabilne kompleksy tych enzymoéw z dwuhydroksyacetonem, fosfo-
ranem dwuhydroksyacetonu i 6-fosfofruktozg. Wyodrebnienie ich w tym
przypadku byto mozliwe, poniewaz e-aminowa grupa lizyny w centrum
aktywnym tworzy z grupg karbonylowg substratu trwate wigzanie ko-
walencyjne dajgc potgczenie typu zasady Schiffa. Okazato sie przy tym,
ze kompleks transaldolazy ze szczepu drozdzowego Toriilopsis utilis
z substratem (6-fosfofruktoza) zawiera tylko jedno wigzanie typu zasady
Schiffa (5).

Czesto stosuje sie takze znakowanie centrum aktywnego pseudosub-
stratem. Nazwg tg okresla sie zwigzek $ciSle zblizony do substratu pod
wzgledem skiadu chemicznego, struktury ptaskiej i przestrzennej. Jego
grupy reaktywne musza sie znajdowa¢ w pozycjach analogicznych do
zajmowanych w substracie naturalnym, tak, aby tgczyty sie z tymi sa-
mymi grupami reaktywnymi enzymu. ROznica pomiedzy substratem (S)
a pseudosubstratem (Ps) powinna wystapi¢ dopiero w efekcie koncowym.
Przy uzyciu substratu naturalnego po szeregu reakcji posrednich odia-
cza sie produkt koncowy (P):

E+S )»ES->ES'-*ES" -»..E+P
W przypadku pseudosubstratu nastepuje nieodwracalne jego potaczenie
sie z enzymem:
E4'Ps —<EPs

Pseudosubstratami dla enzyméw o aktywnos$ci esterazowej, cholinoeste-
razowej, acetylocholinoesterazowej oraz dla chymotrypsyny, trypsyny,
trombiny i niektorych lipaz (2, 41, 43) sg organiczne zwigzki fosforu

0 ogbIinych wzorach | i Il. Sposréd nich najczesciej stosowanym do zna-
kowania centrum aktywnego jest fluorek fosforanu dwuizopropylowego
(DFP) (I11).

Wymienione wyzej enzymy reagujg z DFP w stosunku 1:1 (33). Sub-
strat i inhibitory kompetycyjne ochraniajg enzym przed inaktywujgcym
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dziataniem DFP co wskazuje, ze pseudosubstrat przytgcza sie w miejscu
wigzania substratu (34). Chymotrypsyna tworzy z DFP nieaktywng, mo-

R-°4pX0

4 X RX \ x
| l

CH3
ACH

CH3 JOT F
~"CH
CHg

nofosforanowg pochodng (DFP-chymotrypsyne), ktéra otrzymano w po-
staci krystalicznej. Wykazuje ona takg samg ruchliwo$¢ elektroforetycz-
ng, szybkos¢ sedymentacji i sktad aminokwasowy co biatko natywne.
DFP reaguje tylko z chymotrypsyng w aktywnej konfiguracji. W wyni-
ku hydrolizy P-DFP-chymotrypsyny otrzymano Ser3P 04 oraz pepty-
dy: SerP04Gli, Asp-SerP04-Gti, Gli-Asp-SerP04 (63, 64, 65). W ten spo-
séb stwierdzono, ze w centrum aktywnym chymotrypsyny grupa -OH
seryny bierze bezposredni udzial w wigzaniu substratu oraz ustalono
sekwencje aminokwaséw wokdt aktywnej seryny.

DFP fosforyluje takze aktywng grupe -OH seryny w trypsynie. Re-
akcja nie zachodzi w obecnosci pseudosubstratéw: N-tozylo-L-argininy
i £-aminokapronianu heksylowego. Wskazuje to, ze fosforylacji ulega gru-
pa czynna znajdujaca sie w centrum aktywnym trypsyny (44). Stosujac
jako pseudosubstrat pochodne N-tozylo-L-fenyloalaniny stwierdzono
w centrum aktywnym enzymdw proteolitycznych obecno$¢ dwaoch reszt
imidazolowych histydyny zblizonych przestrzennie do aktywnej seryny
(46, 65).

Pochodne substratu zastosowano roéwniez w badaniach nad rodzajem
grup czynnych decydujacych o aktywnos$ci rybonukleazy i dezoksyrybo-
nukleazy u Staphylococcus aureus (9).

I11. Metody chemicznej modyfikacji grup czynnych w enzymach

Metody te polegajg na modyfikacji grup czynnych w enzymach lub
ich blokowaniu specyficznymi odczynnikami i nastepnie na ustalaniu za-
leznosci miedzy iloscia zmodyfikowanego aminokwasu a zmiang aktyw-
nosci enzymu. Do modyfikacji stosuje sie¢ odczynniki dziatajgce wybior-
czo na okre$lone reszty aminokwasowe, przy czym reakcja powinna by¢
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mozliwa do przeprowadzenia w niskiej temperaturze, w pH 4—8, powin-
na przebiega¢ w stosunkach stechiometrycznych i byé odwracalna. Za-
lecane jest stosowanie odczynnik6w o stosunkowo niskim ciezarze czas-
teczkowym, aby wykluczy¢ mozliwo$¢ oddziatywania przestrzennego.
Proces modyfikowania enzymu powinien by¢ poprzedzony kontrolnymi
badaniami jego stabilnosci.

Jezeli modyfikacja przebiega zgodnie z rownaniem I-go rzedu (wa-
runek ten mozna spetni¢ stosujgc nadmiar odczynnika modyfikujacego,
lub utrzymujgc jego state stezenie w czasie dosSwiadczenia), to interpre-
tacje otrzymanych wynikéw utatwia opracowana przez Raya i Kosh-
landa (54, 55) metoda kinetycznej analizy straty aktywnos$ci kata-
litycznej i sprzezonej z nig reakcji modyfikacji aminokwaséw. Zasade
tej metody ilustruje hipotetyczny model enzymu, w ktdrego centrum ak-
tywnym znajduje sie n aminokwaséw Xx, X2, X3..Xn. Zmiana aktywnosci
enzymu w czasie dziatania odczynnikami modyfikujacymi moze by¢ wy-
razona za pomocg Wzoru:

_AN = XN+ IXa + JIXg_ + IXn_
Ao Xi0 X* X3 "X,0

gdzie A0— aktywnos$¢ w czasie 0, A — aktywno$¢ w czasie t, X0— ste-
zenie aminokwasow w czasie 0, Xb X2..Xn— stezenie aminokwasow
w czasie t. Stosunek X/X0= 1 oznacza, ze aminokwas w danej reakcji
nie ulega modyfikacji i nie mozna w ten sposob potwierdzi¢ jego udziatu
w katalizowanej reakcji. Jezeli szybko$¢ modyfikacji aminokwasu jest
wieksza anizeli szybkos¢ inaktywacji enzymu (X/X0> A/AQ to amino-
kwas taki jest niezbedny dla jego aktywno$ci. Bezposredni udziat w re-
akcji enzymatycznej biorg tylko te aminokwasy, ktére ulegajg modyfi-
kacji z szybkoscig mniejszg lub réwng szybkos$ci inaktywacji enzymu
(X/Xo"AlAO).

Nalezy podkresli¢, ze catkowita lub cze$ciowa inaktywacja enzymu
w czasie modyfikacji moze by¢ takze wynikiem zniszczenia struktury
trzeciorzedowej biatka na skutek zastosowania drastycznych warunkdéw
reakcji lub naruszenia struktury centrum aktywnego pomimo, ze cha-
rakterystyczne grupy czynne nie ulegty modyfikacji. Ponadto w wyniku
reakcji z modyfikujgcym odczynnikiem w centrum aktywnym enzymu
wystepowaé moga niewielkie zmiany rozkiadu tadunku na powierzchni
czasteczki enzymu lub zmiany konformacji biatka.

W dalszym ciggu artykutu oméwione bedg niektdére najczesciej sto-
sowane metody chemicznej modyfikacji enzymdéw. Ze wzgledu na ogra-
niczong specyficznosé odczynnikow, ktére znalazty zastosowanie do ba-
dania centrum aktywnego opisane metody zgrupowano wediug rodzaju
stosowanej reakcji, a nie rodzaju zmodyfikowanych grup czynnych ami-
nokwasow. ,
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1. Acylowanie

Acylowanie lub acetylowanie jest jedng z metod modyfikacji grup
aminowych. Reakcje przeprowadza sie najczes$ciej za pomogcag ketenu
(HX=C=0) lub bezwodnika kwasu octowego (CH3C0)2. Reakcja z ke-
tenem zachodzi w pH alkalicznym wedlug schematu:

Biatk0-NH2+0O = C= CH2->» Biatko-NH-CO-CH?2

Przeprowadzenie grupy aminowej w acetyloaminowg pod wplywem
bezwodnika kwasu octowego zachodzi w pH 5—7 i w temperaturze 0°
w tych warunkach acetylowaniu ulega okoto 95% grup aminowych (52).

Poza grupami aminowymi, ktore najtatwiej reagujg z ketenem, ace-
tylacji ulegajg takze grupy tiolowe cysteiny oraz hydroksylowe tyrozyny
i seryny (24). Reagujg one réwniez z bezwodnikiem kwasu octowego,
szczegOlnie tatwo w pH alkalicznym, tworzgc wigzania estrowe, ktére sg
jednak znacznie mniej trwate anizeli N-acetylowe. Przebieg reakcji
przedstawiono na schemacie 2 (16, 52).

HM—CH-CO—NH—CH-CO—NH—CH— CO—NH—CH—CO—NH—CH—CO—

l l éH, éH? éH,

(CH24
NHo OH SH

OH

+ nadmiar (CH3C0)20

CO—NH— CH—00-—NH—CH—CO—NH-CH— CO— NH CH CO—NH CH—CO—

CH © (CH2)4 CHo qH,
® NH o® 2 ©

Schemat 2. Reakcje acetylowania poszczegélnych grup czynnych aminokwasow

¢ >© — wiazania N-acetylowe, w pH 5-7 stabilne jak wiazania peptydowe, ¢ — wiazanie

O-acetylowe, w pH 10 ulegajace rozpadowi pod wptywem NH,OH z odtworzeniem grupy -OH

seryny, 0 , (g)— wigzanie O-acetylowe, w pH 11 ulegajace rozpadowi z odtworzeniem grup
-OH tyrozyny i -SH cysteiny

Acetylowanie bezwodnikiem kwasu octowego karboksypeptydazy A
powoduje catkowite zahamowanie aktywnosci peptydazowej tego enzymu
i rbwnoczesny, szeSciokrotny wzrost jego aktywnoS$ci esterazowej. Ten
sam efekt daje acylowanie bezwodnikami kwasow n-izomastowego, n-wa-
lerianowego i propionowego oraz N-acetyloimidazolem. Zmiany aktyw-
nosci sg wywotane modyfikacjag dwoéch grup -OH tyrozyny (69). Stosu-
jac metode acetylowania stwierdzono réwniez udziat grup hydroksylo-
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wych tyrozyny w reakcji katalizowanej przez pepsyne (27) i dwuiosfata-
ze fruktozy (50).

Acetyloimidazol zastosowano do badania grup czynnych warunkuja-
cych reakcje katalizowang przez nukleaze otrzymang ze szczepu Sta-
phylococcus aureus. Pod wptywem acetyloimidazolu zachodzi acetylacja
5 reszt tyrozyny i 9—10 reszt lizyny. Reakcji tej towarzyszy catkowita
utrata aktywnosci DNA-zowej i RNA-zowej enzymu. W obecnosci in-
hibitora kompetycyjnego, 3’5-dwufosforanu deoksytymidyny, tylko 2
reszty tyrozyny oraz 8—9 reszt lizyny ulega reakcji czemu nie towarzy-
szy utrata aktywnos$ci enzymu (10). Wynik ten sugeruje udziat reszt
tyrozyny w reakcji katalizowanej przez te nukleaze bakteryjng. Bad-
diley i wsp. (1) uzyli jako odczynnika acylujgcego N,S-dwuacetylo-
etanoloaminy, ktora reaguje specyficznie z grupami aminowymi. Jed-
nakze dtugi czas trwania reakcji i wysokie pH (9—10) znacznie zmniegj-
sza mozliwosci stosowania tego odczynnika do modyfikacji enzyméw.

2. Modyfikacje O-metyloizomocznikiem i formaldehydem
O-metyloizomocznik jest odczynnikiem modyfikujgcym specyficznie

grupy aminowe, a zwlaszcza tatwo reaguje z grupami s-aminowymi lizyny
(6). Reakcja, z lizyng prowadzi do powstania homoargininy:

Biatko-NH2+ CH30-C = ftH Biatko-NH C=NH
| I
nh2 nh2
Klee i Richards (37) zastosowali O-metyloizomocznik do modyfi-

kacji rybonukleazy z trzustki wotu. W wyniku reakcji dziesie¢ reszt li-
zyny ulega podstawieniu bez utraty aktywnos$ci enzymu, a dopiero mo-
dyfikacja cze$ciowo zamaskowanej i trudno dostepnej reszty lizyny,
w pozycji 41 powoduje catkowitg inaktywacje enzymu.

Reakcja z formaldehydem, okreslana jako hydroksymetylowanie, jest
charakterystyczna zwilaszcza dla grupy guanidynowej argininy. Grupa
ta, jako bardziej zasadowa od grupy aminowej, ulega acylowaniu jedy-
nie w drastycznych warunkach prowadzacych do denaturacji biatka (15).
Dlatego tez modyfikacje reszt argininy w biatkach enzymatycznych prze-
prowadza sie gtéwnie za pomocg formaldehydu, ktory jest jednym z nie-
wielu odczynnikdw reagujacych z argining w tagodnych warunkach pH
i temperatury. Niestety formaldehyd reaguje réwniez z grupami amino-
wymi, tiolowymi i hydroksylowymi.

3. Reakcje z fluorodwunitrobenzenem i kwasem azotawym

Do modyfikacji grup aminowych w enzymach wykorzystano takze
reakcje z fluorodwunitrobenzenem, stosowang do znakowania N-konco-
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wych aminokwaséw w badaniach sekwencji biatek (62). Modyfikacja
karboksypeptydazy A tym odczynnikiem pozwolita na wykluczenie mo-
zliwosci udziatu grup aminowych w centrum aktywnym enzymu (69).
Fluorodwunitrobenzen, podobnie jak O-metyloizomocznik, powoduje cat-
kowitg inaktywacje rybonukleazy A w wyniku modyfikacji grupy e-ami-
nowej lizyny w pozycji 41 (29). >

W reakcji biatek z kwasem azotawym grupy aminowe ulegajg de-
zaminacji:

Biatko-NH2+ HN02-» Biatko-OH + N2+ H2C

Reakcja ta zachodzi w niskim pH i w zwigzku z tym czesto towarzyszy
jej denaturacja biatka (26). W pH 4 grupa aminowa nie ulega dezami-
nacji, natomiast modyfikowane sg reszty tyrozyny i tryptofanu. Dziata-
nie kwasem azotawym na trzustkowg pankreato-peptydaze (EC.3.4.4.7.)
powoduje dezaminacje grupy aminowej N-kofAcowej waliny i rownoczes-
nie enzym, ulega inaktywacji z szybkos$cig proporcjonalng do wzrostu
stezenia kwasu (20, 21). Dezaminacja N-koncowej izoleucyny w trypsynie
takze inaktywuje enzym. Przypuszcza sie, ze "rola aminowej grupy N-kon-
cowej izoleucyny w trypsynie polega na stabilizacji centrum aktywne-
go (46).

4. Estryfikacja

Reakcja ta dotyczy wolnych grup karboksylowych w biatkach. Naj-
tatwiej estryfikowaé alkoholem w $rodowisku kwasu solnego (16):

Biatko-COOH + CH30H Biatk0-CO-O-CH3+ H20

Reakcja ta jednak powoduje denaturacje wielu biatek, a co za tym
idzie niespecyficzng inaktywacje enzymow.

Ekstryfikacje mozna rowniez przeprowadzac tlenkami alkilenow (epo-
ksydami). Reakcja ta zachodzi w roztworach wodnych i w tagodniejszych
warunkach, niz estryfikacja alkoholami, jednakze jest mniej specyficz-
na i alkilowaniu ulegaja réwniez grupy aminowe, fenolowe i tiolowe.
Reakcja estryfikaéji za pomocag epoksydow zachodzi wedtug schematu:

Biatko-COOH + CH2-CH2-> Biatk0-CO-O-CH2CH20H
X0X

Przebieg reakcji zalezy w znacznym stopniu od pH. Grupy karbo-
ksylowe reagujg najszybciej w Srodowisku kwasnym.

Do estryfikacji grup karboksylowych w enzymach zastosowano réw-
niez bromek fenacylu. Zwigzek ten i jego pochodne hamujg specyficz-
nie aktywnos$é pepsyny. Reakcja zachodzi stechiometrycznie w stosun-
ku 1:1. Inaktywacje enzymu powoduje zmodyfikowanie grupy (3-karbo-
ksylowej kwasu asparaginowego. Kwas asparaginowy znajduje sie praw-
dopodobnie w obszarze centrum aktywnego w poblizu aminokwasow kon-
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taktowych i podstawienie jego grupy |3-karboksylowej maskuje prze-
strzennie te aminokwasy.

Klasycznym zwigzkiem stosowanym do estryfikacji grup karboksylo-
wych jest dwuazometan, ktory, jako zwigzek bardzo reaktywny, metylu-
je takze wolne grupy aminowe i fenolowe (52). Podstawienie atomu we-
gla w dwuazometanie elektrododatnig grupg -CO-NH2 znacznie zmniej-
sza jego reaktywnos$¢. Powstaly w ten sposoéb dwuazoacetamid reaguje
jedynie z grupami karboksylowymi i tiolowymi, przy czym grupe -SH
mozna ochroni¢ przed modyfikacjg przez odwracalne zablokowanie ste-
chiometryczng iloScia rtecio-metanu (14). Reakcja estryfikacji grup karbo-
ksylowych dwuazoacetamidem przebiega nastepujgco:

(0] 0] 0] 0
] I I I
Biatk0-C-O_+ H++ N2CH-C-NH2-> Biatko-C-0-CH2C-NH2+ N2

Modyfikacje grup karboksylowych biatka dwuazoacetamidem zasto-
sowano miedzy innymi do badan nad reaktywnos$cia poszczegdlnych grup
karboksylowych w czasteczce a-chymotrypsynogenu (14).

Z innych dwuazowych pochodnych do estryfikacji grup karboksylo-
wych zastosowano ester metylowy dwuazoacetylo-DL-norleucyny. Od-
czynnik ten nadaje sie szczeg6lnie do wykrywania grup karboksylowych
w centrum aktywnym pepsyny, poniewaz jest rdwnocze$nie analogiem
substratu (53). Do estryfikacji grup karboksylowych w czgsteczce rybo-
nukleazy zastosowano amid dwuazoacetyloglicyny (56).

Horae i Koshland (30) opracowali metode modyfikacji grupy
karboksylowej, polegajacag na jej aktywacji przez rozpuszczalny w wo-
dzie karbodwuimid, a nastepnie na reakcji z nukleofilowym zwigzkiem
(HX), na przyktad estrem metylowym glicyny:

° AN-R" ° ANH-R' +HX O INHR"
R-C-OH + Cn +H+ >R-C-0-C4 H+  -mememe *R-0-X+0 = Ov
AN-R" AN-R™ NHR"

Reakcje te mozna przeprowadza¢ w obecnosci mocznika i chlorowo-
dorku guanidyny, co ma istotne znaczenie w modyfikacji grup zamasko-
wanych. Glicyne w odczynniku modyfikujacym mozna zastgpi¢ amino-
kwasami rzadko wystepujacymi w biatkach. Metoda ta moze byé wyko-
rzystana do badania struktury przestrzennej centrum aktywnego ze
wzgledu na zmienne podstawniki R’ i R”. Postugujac sie tg metoda, H o -
rae i Koshland (30) uzyskali zestryfikowanie 96% grup karbo-
ksylowych w rybonukleazie i insulinie.

5. Utlenianie

Najwiekszg wrazliwos$¢ na dziatanie zwigzkéw utleniajgcych, jak nad-
tlenki, tlen, ozon, zelazicyjanek potasu, jodobenzoesan i inne, wykazuja
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reszty tryptofanu, metioniny, cysteiny i tyrozyny. David$on i Wes-
tley (11) stwierdzili obecno$é reszty tryptofanowej w centrum aktyw-
nym siarkotransferazy tiosiarczanowej (EC.2.8.1.1.) stosujac utlenianie
biatka N-bromoimidem kwasu bursztynowego, ktory reaguje przede
wszystkim z pier$cieniem indolowym (19, 47). Przebieg reakcji utleniania
lizozymu, trypsyny i chymotrypsyny nadtlenkiem wodoru w roztworze
dwuweglanu zawierajacym dioksan wykazat, ze szybko$é¢ utleniania tat-
wiej i trudniej dostepnych rzeszt tryptofanowych jest funkcjg stezenia
H20 2 Pozwolito to rozr6zni¢ w badanych enzymach reszty tryptofanowe
0 roznej reaktywnosci (24).

Zdolno$¢ tatwego utleniania sie jest jedng z najbardziej charaktery-
stycznych reakcji dla grupy tiolowej cysteiny. Utlenianie moze przebie-
ga¢ w dwojaki sposob: albo zachodzi utlenienie do wigzania dwusiarcz-
kowego, przy czym reakcja ta moze by¢ odwracalna, albo zastosowanie
silniejszych odczynnikéw utleniajagcych prowadzi nieodwracalnie do pow-
stania sulfoniandéw (67). Utlenianie reszt tiolowych w czasteczce cytochro-
mu b2 powoduje inaktywacje tego enzymu na skutek agregacji biatka
1 dysocjacji flawiny. Jednakze reakcje utleniania rzadko wykorzystuje
sie do indentyfikacji grupy tiolowej w centrach aktywnych enzymoéw ze
wzgledu na to, ze istnieje caly szereg reakcji bardziej specyficznych dla
grup -SH.

6. Fotooksydacja

Metode modyfikacji aminokwaséw na drodze fotooksydacji opraco-
wali Weiliwsp. (71, 72, 73). Wykorzystali oni znane od dawna zjawisko
tzw. ,fotodynamicznego dziatania barwnikéw”, polegajace na zdolnoSci
uczulania przez niektore barwniki systemdéw biologicznych na $wiatto
widzialne. Pod wptywem Swiatta widzialnego w obecnosci tlenu i biekitu
metylenowego utlenianiu ulega pie¢ aminokwaséw: histydyna, tryptofan,
tyrozyna, metionina i cysteina. Najszybciej modyfikacji ulegajg pierwsze
dwa aminokwasy. Fotooksydacja grup czynnych wyzej wymienionych
aminokwasOw zachodzi bardzo szybko w warunkach pH i temperatury
optymalnych dla stabilnosci wiekszosci enzymow, co stawia jg w rzedzie
najlepszych metod badania centrum aktywnego. Fotooksydacja odpowiada
reakcji I-go rzedu. Zachodzi w ten sam sposdb dla wolnych aminokwaséw
jak i zwigzanych w biatku. Analiza koncowych produktéw modyfikacji
wykazata, ze podczas fotooksydacji zmianie nie ulegajg ani grupy karbo-
ksylowe ani aminowe. Fotooksydacja nie powoduje zadnych zmian fizyko-
chemicznych wiasnosci biatek jak lepko$é, rozpuszczalno$¢ (3, 71, 73).
Za pomocg fotooksydacji krystalicznego lizozymu stwierdzono udziat
histydyny i tryptofanu w budowie centrum aktywnego tego enzymu (72).
Wyniki te byty zgodne z danymi otrzymanymi innymi metodami. Dzieki
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zastosowaniu omawianej metody stwierdzono, ze ATP-azowg aktywnos$¢
miozynu A warunkujg reszta histydynowa i dwie grupy tiolowe (68).

Ray i Koshland (54, 55) zastosowali metode fotooksydacji do
badania centrum aktywnego fosfoglukomutazy oraz a-chymotrypsyny.
Ponadto stwierdzono, ze selektywnej fotooksydacji moze ulega¢ metio-
nina w $rodowisku kwasu mrowkowego lub octowego (36).

7. Alkilowanie

Alkilowanie grup czynnych biatek mozna przeprowadzi¢ jodkiem lub
bromkiem etylu, dwumetylosiarczanem i dwuazometanem. Hydroksy-
alkilowanie przeprowadza sie za pomocg tlenkéw alkilenow, a karbo-
ksyalkilowanie — a-chlorowco-kwasami. Ze wszystkich tych metod
najlepiej teoretycznie opracowane jest karboksyalkilowanie, a szczegdlnie
karboksymetylowanie tj. modyfikacja kwasem chlorowcooctowym lub
jego amidem.

Poczatkowo karboksymetylowanie stosowano do wykrywania grup
tiolowych. Dalsze badania wykazaly, ze w biatkach poza grupami -SH
reaguja rowniez czynne grupy histydyny, tyrozyny, metioniny i lizyny
(4, 37, 38) (schemat 3) oraz wolne grupy karboksylowe, ktére ulegajg es-

CH2CO0* CH2COOCH2COO~
CH2 +JCH2COO~ > CH2
I |

-HN-CH-CO- -HN-CH-CO-

OCH2COO™" +
OH
T
HH s|
H2 nh2 H
CH2 ? i
CH, (CH24 CH,
“NH—=CH-CO— NH-CH!CO- -NHCH—CO- -HN-CH-CO- -HN-CH2CH-CO—
pH-7 pH 2,5-8 pH>3 pH <7 pH 7-8
f 1
CH, NHCH2CO0" HaCOO-
N ¥
bOC-CHANA 0' SACHjCOO"  (CH2)4 %
r CH, -HN-CH-CO- H2
CIH‘ oy -HN-CH-CO-

-NH-CH-CO- -HN-CH-CO-

a

Schemat 3. Modyfikacja aminokwaséw: a) histydyny, b) metioniny, c) lizyny, d) tyro-
zyny, e) cysteiny, za pomocg jodokwasu
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tryfikacji. Modyfikacje na drodze karboksymetylacji mozna przeprowa-
dza¢ w szerokim zakresie pH, a reaktywno$¢ poszczeg6lnych grup czyn-
nych aminokwaséw w znacznym stopniu zalezy od stezenia jonow wodo-
rowych, co zwieksza selektywno$é metody.

Rybonukleaze A modyfikowano bromokwasami réznigcymi sie diu-
goscig tancucha i konfiguracjg optyczng: 4 i I bromooctanem, d- i I-
a-bromopropionianem, d- i L-a-bromomaslanem oraz amidem kwasu
jodooctowego. Alkilowaniu ulegajg przede wszystkim trzy aminokwasy,
a mianowicie histydyna w pozycji 12 i 119 oraz lizyna w pozycji 41,
ktore prawdopodobnie biorg udziat w katalitycznym dziataniu rybonukle-
azy. Z bromooctanem reaguje gtdwnie e-aminowa grupa lizyny. D-izomery
kwasow reagujg z N-3 histydyny w pozycji 12 a L-izomery z N-l histy-
dyny w pozycji 119. Wyniki tych doSwiadczen nasuwajg przypuszczenie,
ze odlegte od siebie w tancuchu peptydowym aminokwasy w pozycjach
12, 41, 119 w uktadzie przestrzennym czasteczki znajduja sie blisko siebie
(w odlegtosci 7—10 A), a ich reaktywno$¢ zalezy od wzajemnego oddziaty-
wania (8, 18, 25).

Za pomocg reakcji alkilacji stwierdzono obecno$¢ reaktywnej grupy
tiolowej w centrum aktywnym enzymow proteolitycznych papainy i fi-
cyny (22).

Do alkilowania centrum aktywnego karboksypeptydazy B zastosowano
pochodne substratu N-acyloaminokwaséw. Inaktywacja enzymu spowo-
dowana byta modyfikacjg tyrozyny (49). Dzieki metodzie alkilowania wy-
kazano miedzy innymi udziat wolnych grup -SH w katalitycznym dziata-
niu dehydrogenazy 6-fosfoglukonianu (59) i pierscienia imidazolowego
histydyny w centrum aktywnym anhydrazy B (74).

8. Jodowanie

Rozcienczony roztwor jodu reaguje z biatkami szybko i w niskiej
temperaturze. Utlenia on grupy tiolowe oraz podstawia dwa atomy wo-
doru w ugrupowaniu hydroksyfenylowym tyrozyny:

J
Biatko-~ ~>-QH + 2J2-» Biatko-~ ~>-OH + 2HJ
j
i atom wodoru w grupie NH histydyny:
N=Cv N=C4
>NH + 2J2 -> Biatko. | >NJ + 2HJ
Biatko-C=C/ xC—C"
Jodowaniu moze ulegaé takze reszta tryptofanu.

Przebieg reakcji zalezy od pH. W pH okoto 3 zachodzi utlenianie grup
-SH, wraz ze wzrostem pH zaczyna przewaza¢ reakcja podstawienia,
a w pH powyzej 5 zachodzi tylko podstawienie (26). Modyfikacja przez
jodowanie powoduje nieodwracalng inaktywacje aminopeptydazy z nerki
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Swini. Znakowanie radioaktywnym jodem 13 wykazato, ze jedynym
aminokwasem, ktéry ulega jodowaniu jest tyrozyna (70).

W rybonukleazie jodowaniu ulegajg trzy ugrupowania hydroksyfeny-
lowe i 119 reszta imidazolowa histydyny (7). Poszczegdlne reszty tyrozyny
wykazujg rozng reaktywnos$¢ w stosunku do jodu. Najszybciej reaguje
tyrozyna w pozycji 115, w uktadzie przestrzennym czgsteczki zblizona do
histydyny 119 (17, 28). Inkubacja peroksydazy z jodem powoduje powsta-
wanie mono-( i dwupodstawionych reszt tyrozyny w czasteczce enzy-
mu (45).

9. Reakcje z chlorowcopochodnymi organicznych zwigzkéw rteci i N-etyloimidem
kwasu maleinowego (NEM)

Organiczne zwigzki rteci typu R-HgX jak p-chlororteciobenzoesan
(PCMB), p-chlororteciosulfonian (PCMS), metylorteciojodan nalezg do
najbardziej specyficznych i najaktywniejszych odczynnikéw stosowanych
do modyfikacji grup tiolowych, chociaz znane sg réwniez ich reakcje
z resztg imidazolowg histydyny (40). Podstawienie grupy tiolowej przez
organiczne zwigzki rteci zachodzi zgodnie z reakcja:

Biatko-SH + XHgR -> Biatko-SHgR-f-H++ X*“
Zwigzki typu PCMB i PCMS pozwalajg na wykrycie grup tiolowych za-
réwno tatwo dostepnych jak i zamaskowanych (16).

N-etyloimid kwasu maleinowego (NEM), podobnie jak i zwigzki orga-
niczne rteci nalezy do najbardziej specyficznych odczynnikdw na grupy
tiolowe (15). Dzieki stosowaniu tych zwigzkéw stwierdzono miedzy innymi
obecno$¢ grupy tiolowej w centrum aktywnym dehydrogenazy zred.
NAD (42).

10. Nitrowanie

Reakcje nitrowania charakterystyczng dla reszty tyrozynowej przepro-
wadza sie za pomocg kwasu azotowego. Ze wzgledu na denaturujagce
wiasnosci tego silnego kwasu reakcja nie znalazta zastosowania do mody-
fikacji enzymow.

Do nitrowania reszt tyrozylowych w biatkach Riordan i wsp. (57,
58, 66) zastosowali czteronitrometan. W wyniku reakcji otrzymuje sie
3-nitrotyrozyne:

noz2
=/

Biatko A _~-OH-fC(N024 -»Blatk0'~ _"~\_c- + C(NO23+2H+
Wprowadzenie chromoforowej grupy nitrowej do czasteczki biatka powo-
duje zmiane jego widma absorpcyjnego dzieki czemu przebieg reakcji
mozna $ledzi¢ metodg spektrofotometryczng (66). Dziatajagc czteronitrome-
tanem na karboksypeptydaze wykazano obecno$¢ grupy -OH tyrozyny
w centrum aktywnym tego enzymu.

Poza tyrozyng z czteronitrometanem reaguje jedynie cysteina, ktora
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ulega utlenieniu. Reakcja ta zachodzi tylko w $rodowisku kwasnym, a ni-
trowanie tyrozyny tylko w pH 7 (57).

11. Sprzeganie z solami dwuazoniowymi

Reakcja sprzegania ze zwigzkami dwuazowymi jest charakterystyczna
dla histydyny i tyrozyny oraz grup tiolowych cysteiny, pier$cienia indo-
lowego tryptofanu, e-aminowej grupy lizyny oraz, jezeli lizyna jest N-konA-
cowym aminokwasem, jej oHaminowej grupy. Pierwszym zwigzkiem dwu-
azoniowym zastosowanym do badan biatek byt zdwuazowany kwas
suLfanilowy (48).

Barwne produkty powstawaty w wyniku sprzegania tego kwasu z resz-
tami histydyny i tyrozyny, ktére ulegaja tej reakcji najszybciej i w wa-
runkach optymalnych dla stabilnosci enzymoéw. Zdwuazowany kwas sul-
fanilowy zastosowano miedzy innymi w badaniach centrum aktywnego
fruktozo-dwufosfatazy z watroby krdlika (51, 52) wykazujgc obecnosé
czynnych reszt tyrozylowych warunkujgcych hydrolityczng aktywnos$¢
i wrazliwosé enzymu na dziatanie AMP, jego allosterycznego inhibitora.

Zwigzkiem dwuazowym specyficznie dziatajacym na reszty histydyny
jest dwuazo-l-H-tetrazol (DHT). Odczynnik wykazujacy bardzo duzg
reaktywno$¢ w stosunku do histydyny, daje barwng pochodng histydyno-
-dwuazo-I-H-tetrazolu o maksimum absorpcji przy 480 nm. DHT reaguje
réwniez z tyrozyng, ale znacznie wolniej, a poza tym pochodne tyrozyny
wykazujg znacznie mniejszg absorpcje $wiatla z maksimum przy 550 nm.
DHT nie daje z biatkami zadnych innych barwnych produktéw ubocznych,
dzieki czemu mozna stosowaé duze stezenia odczynnika (31, 32). Badajac
wptyw DHT na rybonukleaze z trzustki wotu potwierdzono wyniki do-
tychczasowych badan nad udziatem histydyny w pozycji 12 i 119 w kata-
litycznym dziataniu enzymu. Za pomocg dwuazowej pochodnej tetrazolu
wykazano takze udziat reszt histydynowych w aktywnosci lizozymu i pro-
teinaz; DHT zastosowano réwniez do badan centrum aktywnego karbo-
ksypeptydazy A (31).

Jak wynika z przedstawionego powyzej przegladu metod stosowanych
do badania grup czynnych centrum aktywnego enzymow dobdr wiasci-
wych odczynnik6éw oraz warunkéw reakcji jest decydujacy dla uzyskania
jednoznacznych wynikow. W zasadzie nie ma odczynnikow specyficznych
na okreslone grupy funkcyjne, dlatego tez dla uzyskania danych o roli
poszczegdlnych reszt aminokwasowych w katalizie enzymatycznej nie-
zbedne jest poréwnawcze stosowanie réznych metod modyfikacji enzy-
mow zaréwno kinetycznych jak i chemicznych.

Nalezy doda¢, ze ostatnio zaczeto stosowa¢ metody badania jagdrowego
rezonansu magnetycznego grup czynnych w enzymach (60), ktore
na przyszto$¢ moga znalezé szersze zastosowanie w okres$laniu struktury
centrum aktywnego.
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MAGDALENA IRENA BUKOWSKA*

Owoalbumina

Ovalbumin

Present views on the chemical composition and structure of peptide as well as
sugar moieties of ovalbumin are reviewed. Some suggestions on the heterogeneity
of this protein are given.

Albumina stanowi 50!°» biatka jaja kurzego. Po raz pierwszy uzyskat
ja w formie krystalicznej Hofmeister w roku 1890 stosujac wysalanie siar-
czanem amonu. Obecnie najczesciej otrzymuje sie jg za pomocg metody
Kek wieka i Cannana (42) z roku 1936, polegajgcej na wysalaniu
siarczanem sodu. Tak uzyskany preparat, nawet po kilkarothym powta-
rzaniu procesu wytrgcania, zawiera Sladowe iloSci owomukoidu.

Mimo, ze owoalbumina jest jednym z najlepiej poznanych glikopro-
teidéw, wiadomosci o jej strukturze, funkcji i biosyntezie sa jeszcze
bardzo niekompletne. W roku 1966 Neuberger i Marshall (61)
omowili niektére zagadnienia zwigzane ze strukturg owoalbuminy.

I. Wiasnosci owoalbuminy

Masa czasteczkowa owoalbuminy, obliczona jako $rednia z wartosci
uzyskanych réznymi metodami, wynosi 45 000. Biatko to jest zbudowane
z czeSci peptydowej i cukrowej, przy czym przyjmuje sie obecnos¢ jed-
nego tancucha polipeptydowego i jednego fragmentu oligosacharydowego.
W tablicy 1 zebrano aktualne dane o jakoSciowym i iloSciowym skladzie
owoalbuminy.

Charakterystyczna jest duza ilos¢ reszt kwasu glutaminowego i aspara-
ginowego, co nadaje biatku charakter kwasny, wyrazajacy sie punktem
izoelektrycznym w pH 4,6. Rowniez seryna, alanina i leucyna wystepuja

* Mgr, Katedra Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw
Wykaz stosowanych skrotow: AcNHGIk — N-acetyloglukozoamina, Man — man-
noza

7*
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Tablica 1

Sktad jakosciowy i ilosSciowy owoalbuminy

: 1lo$¢ reszt na mol A
Sktadnik biatka (45 000) Pozycja literatury
Kwas glutaminowy 52 61
Seryna 36 61, 84
Alanina 35 61
Kwas asparaginowy 32 61
Leucyna 32 61
Walina 28 61
lIzoleucyna 25 61
Fenyloalanina 21 61
Lizyna 20 61, 79, 84
Glicyna 19 61
Metionina 16 61
Treonina 16 61
Arginina 15 61
Prolina 14 61
Tyrozyna 9 61
Histydyna 7 61
Tryptofan 3 61
Cystyna 11 2 2, 3, 61, 84, 87,
Cysteina 5 6lub4 2, 3, 61, 84, 87
N-acetyloglukozo- 2—5 6, 12, 17, 26, 30, 31, 33,
amina 40, 44, 45, 61, 63, 84
Mannoza 4—6 6, 12, 17, 26, 30, 31, 33,
40, 44, 45, 61, 63, 84
Grupy acetylowe 4 32
Kwas fosforowy 0—2 48, 61, 66, 67
Azot amidowy 31+1 32, 61, 76
Siarka catkowita 23 61
Azot catkowity 507 61

w duzych iloSciach. W wolnej elektroforezie owoalbumina wykazuje
heterogenno$¢ rozdzielajgc sie na trzy frakcje rdznigce sie zawartosScia
kwasu fosforowego (48, 66, 67). Punkt izoelektryczny pi frakcji Axwynosi
4,58, frakcji A2— 4,65 i frakcji A3— 4,75 (68). Wedtug niektérych auto-
row czasteczki owoalbuminy rdznig sie iloscig mostkéw dwusiarczkowych
(2, 3). Jedne z tych czasteczek majg prawdopodobnie pojedyncze wigzanie
dwusiarczkowe i 6 wolnych grup tiolowych, inne — dwa mostki dwu-
siarczkowe i 4 reszty cysteiny. Wiekszo$¢ autorow donosi jednak o wyste-
powaniu tylko 7 reszt cysteiny w owoalbuminie. Zgadza sie to z iloscig
siarki ogolnej, ktéra wynosi 23 atomy na czasteczke biatka, z czego reszty
metioniny zawierajg 16 atomdw. Sadzi sie, ze heterogenno$¢ owoalbuminy
wynika ze zmiennosci sktadnika cukrowego (5, 16, 17, 47), zbudowanego
z mannozy i N-acetyloglukozoaminy.
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Il. Cze$¢ peptydowa

W poczatkowym okresie badah nad sekwencjg aminokwaséw w owo-
albuminie nie stwierdzono wolnych reszt C- i N-konncowych (83) i przypu-
szczano, ze owoalbumina wystepuje badz jako cykliczny tancuch poli-
peptydowy, badZ tez, ze oba konce tego taricucha sg maskowane przez
sktadnik cukrowy (79). Niu i Fraenkel-Conrat (62) stosujac
hydrazynolize wykazali obecno$¢ C-koricowej proliny. Inni autorzy, dzia-
tajac karboksypeptydazag (77), wykryli, ze C-koAcowym aminokwasem
jest alanina. Prawdopodobnie jednak alanina byta uwalniana jako C-konh-
cowa z tancucha bocznego przez Sladowe ilosci subtilopeptydazy A lub
enzymu o podobnej specyficznosci, ktdrym byt zanieczyszczony preparat
karboksypeptydazy. Przyjmuje sie wiec og6lnie, ze aminokwasem C-kon-
cowym w owoalbuminie jest prolina w sekwencji ...-Wal-Ser-Pro (62).

Budowe N-konhca tancucha w pewnym stopniu wyjasnili Johansen
i wsp. (32). Autorzy ci uwolnili z 1 mola owoalbuminy 4 mole kwasu octo-
wego, z ktorych tylko trzy byty zwigzane ze sktadnikiem cukrowym.
Zdaniem autorow czwarty acetyl blokuje aminokwas N-koricowy. Niedtu-
go potem Marshall i Neuberger (55 wyodrebnili wolne od
cukrow acetylopeptydy, zawierajgce 0,8 mola grup acetylowych na 1 mol
biatka. Przyjeto zatem, ze koncowa grupa aminowa wystepuje w formie
zacetylowanej. Sekwencje aminokwasow przy N-korncu okres$lit Narita

(58) (1).

N-acetyl-Gli-Ser-Gli-lleu-Ala-...
|

Dzieki badaniu struktury glikopeptydow (33, 45, 53, 63) poznano sek-
wencje aminokwaséw w poblizu sktadnika cukrowego (II).

...-Glu-Liz-Tyr-Asp-Leu-Tre-Ser-Wal-Leu-...
oligosacheryd
1.

Wykrywane przez niektérych autorow pewne odchylenia od tej sekwen-
Gji (13, 33) moga wyptywac z rdéznic genetycznych.

Po hydrolizie owoalbuminy trypsyna i zakwaszeniu do pH 4,7, potowa
produktow tworzy osad, zwany frakcjg T-1 (37). Zawiera ona 85—90"\o
cukréw obecnych w owoalbuminie (39). Nie wykazano w tej frakcji wol-
nych grup -SH, natomiast istniejg mostki -S-S- (38), ktore odgrywaja
gtdwng role w stabilizacji agregatow. Frakcja T-1 uzyskana z utlenionej
owoalbuminy zawiera jedynie O”/o cukréw. Rozbicie wigzah -S-S- powo-
duje wiec uwolnienie glikopeptydéw i przejscie ich do roztworu (31).

Wykazano, ze czes¢ tancucha peptydowego, zwigzana bezposrednio ze
sktadnikiem cukrowym, nie zawiera reszty kwasu fosforowego. Jedna
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z dwoch reszt fosforanowych wystepujacych w czgsteczkach frakcji Ax
jest przytaczona do grupy hydroksylowej seryny, znajdujacej sie w sek-
wencji okreslonej wzorem Ill. Potozenie tego fosfopeptydu jest nieznane.

.. Asp-Ser-Glu-lleu-...

fosforaln
i

Badaniem peptydéw, w ktorych wystepujg cystyna i cysteina, zajmo-
wali sie Anfinsen i Flavin (1, 25). Wykazali oni obecno$¢ dwu-
peptydéw zawierajgcych cysteine potaczong z réznymi aminokwasami, nie
stwierdzili jednak w jaki sposéb sg one whudowane w tancuch polipepty-
dowy. Zawarto$é siarki w tych peptydach nie zgadza sie z iloscig tego
pierwiastka oznaczong w owoalbuminie przez innych autoréw. W oparciu
ote wyniki Neuberger i Marshall (61) sformutowali hipotetycz-
ny wzor fragmentu czasteczki owoalbuminy, zawierajacy 12 grup -SH.

Liczni autorzy (1, 48, 77, 85) sadzg, ze w owoalbuminie istnieje boczny
tancuch peptydowy, tworzacy petle z tancuchem gtéwnym. Petla ta sklada
sie conajmniej z 7reszt aminokwasowych o sekwencji podanej wzorem 1V.

Liz—

8 7 6.5 4 3 211
..-Glu_Ala-Gli-Wal-Asp-Ala- Ala
1\

Ten heptapeptyd tgczy sie przez C-koncowgq alanine z e-aminowg grupg
lizyny. Natomiast N-koniec tego peptydu jest prawdopodobnie zwigzany
z (3 lub y-karboksylowga grupa kwasu asparaginowego lub glutaminowego.
Pod dziataniem subtilopeptydazy A i enzymow o podobnej specyficznosci
wigzania w petli heptapeptydowej ulegaja rozerwaniu i powstajg rozne
odmiany owoalbuminy. Krystalizujg one w formie charakterystycznych
blaszek i dlatego nazwano je plakalbuminami (48). Powstawanie plakalbu-
min jest poprzedzone przez stadium, w ktérym w czasteczce owoalbuminy
rozrywa sie wigzanie ,,1” (wzor 1V) (78). Tak zwana plakalbumina | pow-
staje przez enzymatyczne rozerwanie dodatkowo wigzania ,,3” — z réwno-
czesnym odszczepieniem dwupeptydu Ala-Ala. Plakalbumina Il powstaje
dzieki rozerwaniu wigzan ,,3” i ,,7”, co prowadzi do utworzenia peptydéw
Ala-Ala i Ala-Gli-Wal-Asp, lub tylko wigzania ,, 7”7, czemu towarzyszy
tworzenie heksapeptydu. Wreszcie plakalbumina C tworzy sie wskutek
odszczepienia tylko alaniny. Plakalbumina Il ma nieco wyzszy punkt
izoelektryczny i odmienng ruchliwo$é elektroforetyczng (64, 65) od owo-
albuminy rodzimej. Podczas sgczenia na zelu (81) zachowuje sie jednak
identycznie jak owoalbumina i ma réwniez niezmienione wtasnosci anty-
genowe, mimo ze struktura trzeciorzedowa jest nieco zaburzona. Smith
(73) poréwnat zachowanie sie owoalbuminy i plakalbuminy w elektrofo-
rezie na zelu poliakrylamidowym w 8M moczniku. Owoalbumina daje
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pojedynczy prazek, natomiast w przypadku plakalbuminy wystepuje
dodatkowa komponenta o wiekszej ruchliwos$ci. Komponenta ta jest pep-
tydem zbudowanym z okoto 33 reszt aminokwasowych, zwigzanym praw-
dopodobnie z resztg czasteczki wigzaniem niekowalencyjnym.

1. Cze$¢ cukrowa

W roku 1893 Pavy wykazat w hydrolizacie alkalicznym biatka jaja
kurzego duze ilosci cukréw. Ich obecno$é¢ potwierdzit Eicholz w roku
1898 uzywajac oczyszczonej albuminy; otrzymat on substancje redukujgce
odczynnik Fehlinga i dajagce osazony. Seemann wyodrebnit z hydrolizatu
krystalicznej owoalbuminy glukozoamine, a Jellinek i Fraenkel oraz
Levene i Mori takze mannoze. Autorzy ci sadzili, ze obydwa monosacha-
rydy pochodzg z owomukoidu obecnego w preparacie owoalbuminy. Do-
piero w 1929 roku Rimington (60) ostatecznie udowodnit obecno$é
mannozy i glukozoaminy w owoalbuminie.

Mannoze i glukozoamine w owoalbuminie oznaczano r6znymi metoda-
mi — gtdwnie kolorymetrycznie, przy czym niektorzy autorzy hydrolizo-
wali calg czasteczke owoalbuminy, inni natomiast — wyodrebniony
uprzednio fragment oligosacharydowy w potaczeniu z kwasem asparagi-
nowym, wiazacym go z czeScig peptydowa (6, 26, 33). Glikopeptydy otrzy-
mywano z owoalbuminy ré6znymi metodami (26, 31, 36, 45, 60, 63). Wszy-
stkie polegajg na wstepnej degradacji biatka przez trawienie go enzymami
proteolitycznymi soku trzustkowego (31, 35), pepsyna (33), trypsynag i chy-
motrypsyng (21, 33, 36, 63), papaing (26, 45) i pronazg (7, 26). Glikopeptydy
wyodrebniano gtdwnie za pomoca chromatografii na réznych wymienni-
kach jonowych i sagczenia molekularnego (7, 26, 36, 45). Otrzymane w ten
sposob glikopeptydy oprocz kwasu asparaginowego, bezposrednio zwigza-
nego ze skfadnikiem cukrowym, zawierajg jednak w znacznych ilo$ciach
inne aminokwasy, przede wszystkim leucyne, seryne i treonine. Duzg
trudnos$é sprawiato otrzymanie fragmentu zbudowanego tylko z oligosa-
charydu i reszty kwasu asparaginowego (28, 32, 33). Mozna go otrzymac
dziatajgc na wyodrebnione glikopeptydy karboksypeptydazg A lub pow-
tornie pronaza (36). Enzym ten, jezeli dziata na calg czasteczke owoalbu-
miny, rozszczepia iloSciowo wigzanie Tyr-Asp, natomiast przy powtdérnym
dziataniu — wigzanie Asp-Leu (strzatki 1i 2 we wzorze V).

oligosacharyd
NH

...-Liz-T vr-Asp-Leu-Tre-Ser-...
1/ 2\

\Y
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Przez dziatanie na biatko papaing otrzymuje sie mieszanine glikopepty-
déw, w ktérych wigzanie Tyr-Asp jest odporne na dzialanie pronazy
(27, 45).

Wiekszo$é autorow stwierdza we fragmencie oligosacharyd-kwas aspa-
raginowy obecno$¢ 5reszt mannozy i 3 glukozoaminy (6, 12, 26, 28, 33, 36,
40, 63). Inni natomiast podajg odmienne warto$ci stosunku mannozy do
glukozoaminy, a mianowicie 4:2 (31), 6:3 (45) i 6:4 (30). Réwniez ciezar
czasteczkowy tego fragmentu oznaczany réznymi metodami odbiega od
wartosci teoretycznej, obliczonej z uwzglednieniem 5 reszt mannozy, 3
reszt glukozoaminy i 1reszty kwasu asparaginowego (27, 33, 36, 46, 60). Za
homogenicznoscig potaczenia oligosacharyd-kwas asparaginowy przema-
wia jego zachowanie podczas elektroforezy na bibule oraz na kolumnach
celulozowych (36), jak réwniez uwalnianie doktadnie 1 mola N-acetylo-
glukozoaminy z teoretycznie obliczonej gramoczasteczki tego zwiazku (34).
Jednakze badania innych autoréw sugeruja jego heterogenicznosé uwa-
runkowang roznicami w obrebie skiadnika cukrowego. Uzywajgc kolumn
Dowex 50X2 Cunningham i wsp. (16) otrzymali z preparatu owo-
albuminy trawionej pepsyng cztery frakcje roznigce sie zawartoscig cu-
krow. Podobnie rozdzielaty sie glikopeptydy otrzymane po trawieniu
owoalbuminy trypsyna, chymotrypsyng i karboksypeptydazg, przy czym
wykluczono obecnos$¢ jedno- i dwusacharydéw. Fragmenty oligosacharyd-
-kwas asparaginowy z krystalicznej owoalbuminy trawionej pronazg ci
sami autorzy (17) rozdzielili na pie¢ frakcji rdéznigcych sie zawartoscig
cukrow. Lewry i wsp. (47) otrzymali natomiast tylko dwie frakcje,
w ktdérych stosunek mannozy do glukozoaminy wynosit 5:3 i 5:5. Prawdo-
podobnie dwie dodatkowe czgsteczki glukozoaminy znajdujg sie na korncu
taficucha polisacharydowego. Wskazuje na to odszczepianie za pomoca
(3-N-glukozoaminidazy wiekszej ilosci glukozoaminy z frakcji ,,5:5” niz
z frakcji ,,5:3”. Réwniez Bhoyroo i Marshall (5 potwierdzili
heterogeniczno$¢ sktadnika cukrowego. Rozdzielajgc na Dowex 50X2 mie-
szanine glikopeptyddw, uzyskanag po jednorazowym trawieniu owoalbu-
miny pronaza, otrzymali siedem frakcji ze stosunkiem mannozy do gluko-
zoaminy: 2,05, 2,54, 1,43, 1,96, 2,64, 3,31 i 2,26. R6wnoczes$nie stwierdzili
w tych samych warunkach homogeniczno$¢ fragmentu oligosacharyd-kwas
asparaginowy otrzymanego metodg Fletchera i wsp. (27). Przyjmuja
réwnoczes$nie heterogenno$¢ skiadnika cukrowego owoalbuminy i sugeru-
ja, ze jest ona uwarunkowana genetycznie. Nalezy jednak zwrécié uwage,
ze w tych dwoch doswiadczeniach autorzy stosowali rézne metody otrzy-
mywania glikopeptydéw. Przyczyng wykrywania roéznych ilosci cukréow
moze by tez wystepowanie w poszczegolnych jajach kilku rdznigcych
sie zawarto$cig cukrow frakcji owoalbuminy w réznych stezeniach.

Spos6b wzajemnego powigzania monosacharydow w sktadniku cukro-
wym badano stosujgc oczyszczony fragment oligosacharyd-kwas aspara-
ginowy. Fletcher i wsp. (26) na podstawie wynikow iloSciowego
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utleniania nadjodanem doszli do wniosku, ze sktadnik cukrowy jest zbu-
dowany liniowo albo ma najwyzej jeden punkt rozgatezienia. Clamp
i Hough (12) za pomocg N-acetylo-(3-D-glukozoaminidazy zdotali od-
szczepi¢ jeden mol N-acetyloglukozoaminy, co wskazuje, ze na niereduku-
jacym koncu sktadnika cukrowego znajduje sie jedna reszta tego cukru.
Po dziataniu na fragment oligosacharyd-kwas asparaginowy emulsyng
ze stodkich migdatow, rozdzieleniu hydrolizatu na weglu drzewnym
i przeanalizowaniu uzyskanych sktadnikéw, Montgomery i wsp.
(46, 56) zaproponowali dla sktadnika cukrowego sekwencje monosacha-
rydow (VI).

AcNHGIk-Man-AcNHGIk-AcNHGIk-(Man, Man, Man, Man)NH-Asp
Vi

Clamp i Hough (13) uwazajg, ze owoalbumina zawiera pojedynczg
grupe prostetyczna, przytaczong koricem redukujacym do czesci pepty-
dowej. Ma ona strukture rozgatezionego tancucha, ktérego konce stanowig:
D-mannoza i N-acetyloglukozoamina. Koricowa D-mannoza potgczona jest
z pozostatg czescig oligosacharydu przez conajmniej jedng reszte man-
nozy.

Postugujac sie klasyczng technikg metylacji, utleniania nadjodanem
i stosujac trzy kolejne degradacje Smitha, Montgomery i wsp.
(57) wykryli w czesci cukrowej trzy konce nieredukujgce. Tworzg je:
1 reszta N-acetyloglukozoaminy i 2 reszty D-mannozy, przy czym te
ostatnie wchodza w skiad tetramannozylowej czesci sktadnika cukro-
wego. Wedtug tych autoréw, oligosacharyd ma strukture fancucha dwu-
krotnie rozgatezionego (wzér VII).

AcNHGIk1-2Man1-48>AcNHGIk-AcNHGIk-NH-Asp

K
ManlJMan
1
Man1l
VIl

W dalszym ciagu istniejg jednak rozbieznosci co do ilosci rozgatezien
oligosacharydu oraz jakosci cukrow stanowiagcych konce nieredukujace.
Clamp i Hough (13) oraz Fletcher i wsp. (26) przyjmujg obec-
no$¢ tylko jednego rozgatezienia. Lewry i wsp. (47) zaktadajg termi-
nalne potozenie przynajmniej jednej z dwéch dodatkowych reszt N-ace-
tyloglukozoaminy.

Hydrolizat fragmentu oligosacharyd-kwas asparaginowy rozdziela sie
podczas elektroforezy na kolumnie celulozowej na pie¢ frakcji, z kto-
rych jedna zawiera potaczenie glukozoamina-kwas asparaginowy (7). Po
uzyskaniu tego zwigzku w formie krystalicznej, nie stwierdzono w nim
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obecnosci mannozy, a za pomoca hydrolizy i chromatografii wykazano,
ze jest zbudowany z jednego mola kwasu asparaginowego, jednego mola
glukozoaminy i jednego mola amoniaku. Potgczenie glukozoamina-kwas
asparaginowy nie daje reakcji charakterystycznych dla wolnych grup
aldehydowych, co wskazuje na zablokowanie hydroksylu glikozydowego.
Ruchliwos$¢ elektroforetyczna, bardzo podobna do ruchliwosci aminokwa-
soOw obojetnych, jest uwarunkowana prawdopodobnie zablokowaniem
grupy aminowej glukozoaminy, ktéra jest zacetylowana, jak w biatku
rodzimym. Poza tym Fletcher i wsp. (52) stwierdzili, ze w wigza-
niu bierze udziat (3-karboksylowa grupa kwasu asparaginowego. Szereg
danych wskazuje wiec, ze pofgczenie kwasu asparaginowego i N-acety-
loglukozoaminy ma postaé 2-acetamido-(i-L-|3-aspartamido)-I,2-dwude-
zoksy-p-D-glukozy (wzor VIII):

CHjOH

NHCOCHg

VI

Porownanie wiasciwosci wyodrebnionego z owoalbuminy potaczenia
glukozoamina-kwas asparaginowy z wiasciwosciami jednego z syntetycz-
nych zwigzkéw (52) potwierdzito te budowe. Oba zwiagzki zachowatly sie
identycznie w czasie elektroforezy i chromatografii oraz wykazaly po-
dobng stabilno$¢ w Srodowisku kwasnym i zasadowym.

IV. Wigzania dwusiarczkowe i grupy tiotowe

Owoalbumina jest nietrwata w temperaturze pokojowej, ale mozna
tworzy¢ bardziej trwate pochodne przez modyfikowanie grup -SH w resz-
tach cysteiny. W owoalbuminie grupy -SH reaguja z jodem i niektorymi
innymi substancjami rozpuszczalnymi w niepolarnych rozpuszczalnikach,
ale nie mogg by¢ utleniane zelazicyjankiem i tlenem czgsteczkowym. Po
denaturacji grupy te stajg sie bardzo aktywne (43, 86). Przypuszczalnie
w rodzimej owoalbuminie grupy -SH sg ostoniete przez rézne, czeSciowo
niepolarne fragmenty tancucha, co nie wyklucza reakcji z odczynnikami
na grupy -SH, ale je w r6znym stopniu utrudnia (41).

Do badan ilosci i roli grup -SH oraz wigzan -S-S- w owoalbuminie
stosowano jej pochodne powstajgce przez utlenianie jodem. W toku tej
reakcji, ktorej koncowy punkt wykazywano potencjometrycznie (87) lub
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spektrofotometrycznie (18), do czasteczki biatka przytacza sie 5—7 ato-
moéw jodu. Metodg amperometryczng jedni autorzy wykazali obecnos¢
4 wolnych grup -SH (22), inni — 5 (4). Przypuszcza sie, ze rdznice sg
spowodowane bardzo staba aktywnosScig jednej z grup -SH, co daje biedy
przy miareczkowaniu (2). Trzy grupy -SH reagujg z jodem szybko, po-
zostate nie sg aktywne. Mozliwe jest réwniez tworzenie wigzan -S-S- po
utlenieniu jodem. Stwierdzono, ze wigzania te tworzg sie tylko w obre-
bie czasteczek, poniewaz nie zmienia sie ciezar czgsteczkowy, co wyka-
zano przez ultrawirowanie (18) i osmometrycznie (2). Takze zwiekszong
wrazliwo$¢ owoalbuminy na denaturacje (termiczng lub mocznikiem),
wystepujagcg po utlenieniu jodem, mozna ttumaczy¢ tworzeniem wew-
natrzczasteczkowych wigzan -S-S-, powstajagcych z réwnoczesnym rozer-
waniem niektoérych wigzan wodorowych i hydrofobowych. Nowe wigzania
nie zastepuja rozerwanych i w czasteczce powstajg naprezenia ulatwia-
jace denaturacje (3).

Wedtug Winzora i Creetha (87) w rodzimej owoalbuminie
wystepuja dwa wigzania -S-S-, natomiast Belicer i Lobaczew-
skaja (3) przyjmuja $rednio 1,5 wigzania na 1 czasteczke. Ta ostat-
nia warto$¢ sugeruje heterogenno$¢ owoalbuminy uwarunkowang iloscig
mostkéw -S-S-. Poniewaz trzy reagujace z jodem grupy -SH po utle-
nieniu tworzg iloSciowo wigzania -S-S-, mozna wnioskowaé, ze 50°0
czasteczek owoalbuminy zawiera dwie tego typu grupy -SH, a 50°/0 —
cztery. Czwarta grupa -SH, powoli reagujgca z jodem stanowi 0,5 mola
-S-S-; prawdopodobnie potowa wszystkich czasteczek zawiera po dwie
takie grupy -SH. Piata grupa -SH wystepuje w czasteczce pojedynczo
i nie tworzy wigzania -S-S-. llos¢ 1,5 mola -S-S- na 1 mol biatka ozna-
czataby zatem, ze potowa czagsteczek owoalbuminy zawiera jedno wigza-
nie -S-S-, a potowa — dwa. Istnienie dwéch frakcji owoalbuminy réznig-
cych sie szybkoscig denaturacji (72, 74, 75) moze takze sugerowac hetero-
gennos$¢ zwigzang z iloscig wiazan -S-S- stabilizujacych czasteczke biat-
ka. Poniewaz kolejnos¢ aminokwasdw jest przypuszczalnie identyczna
we wszystkich czasteczkach owoalbuminy i kazda zawiera 8 reszt pét-
-cystyny i cysteiny, wiec w potowie czasteczek wystepowataby jedna
reszta cystyny i szes¢ cysteiny, a w potowie — dwie reszty cystyny i czte-
ry cysteiny. W tym drugim przypadku przeksztatcenie dwéch reszt cys-
teiny w jedng reszte cystyny powodowaloby niewielkg modyfikacje tan-
cucha polipeptydowego. Zarbwno Winzor i Creeth (87) jaki Be-
licer i Lobaczewskaja (3) uwazajg, ze w czasteczce owoalbu-
miny wystepuje 8 atomow siarki; inni autorzy wykazali tylko 7 atomow.

Zmodyfikowana przez utlenienie jodem owoalbumina jest bezbarwna
lub zdéttawa, krystalizuje jak rodzime biatko, jest podobnie rozktadana
przez trypsyne, jest stabilna w temperaturze pokojowej i zawiera do-
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datkowa grupe zjonizowang o pK okoto 6. Cho¢ kat skrecenia ptaszczyz-
ny polaryzacji jest prawie niezmieniony, rozpuszczalno$¢ biatka jest
mniejsza, a zatem zmiany jego trzeciorzedowej struktury moga by¢ spo-
wodowane ujawnieniem poczatkowo zamaskowanych reszt niepolarnych.
Struktura drugorzedowa natomiast pozostaje niezmieniona (14, 19, 20,
87). Z produktu, powstajgcego przy utlenianiu owoalbuminy jodem, moz-
na odtworzy¢ rodzime biatko dzialajagc merkaptanem o niskim ciezarze
czgsteczkowym, na przyktad 2-merkaptoetyloaming (19).

V. Reszty kwasu fosforowego

Longsworth i wsp. (49) rozdzielili owoalbumine za pomocg wol-
nej elektroforezy na dwie frakcje. Frakcje bardziej ruchliwg, stanowig-
cg okoto 70°/o biatka okreslili jako Ab pozostatg jako A2 Linderst-
rOm-Lang i Ottesen (48) przypuszczali, ze przyczyng tego roz-
dziatu albuminy jest obecno$¢ dwoch reszt kwasu fosforowego w czg-
steczkach biatka we frakcji Ab oraz jednej reszty we frakcji A2 Per -
Imann (66, 67) potwierdzita te wyniki wykazujgc réwnoczes$nie obec-
no$¢ jeszcze jednej frakcji, A3 nie zawierajagcej fosforu. Aby spraw-
dzi¢, czy ruchliwo$¢ frakcji jest uzalezniona od zawarto$ci reszt kwasu
fosforowego i ustali¢ typ ich wigzania, Perlmann dziatata na frakcje
fosfomonoesterazg z prostaty, rozszczepiajacq wigzania estrowe kwasu
fosforowego. Enzym ten usuwa jedng reszte fosforanowg z czasteczek
owoalbuminy frakcji Ax przy czym powstajgce biatko jest identyczne
z biatkiem frakcji A2 Fosfataza z ziemniakow lub z jelit powoduja nato-
miast kompletng defosforylacje z utworzeniem substancji odpowiadaja-
cej wiasnosciami elektroforetycznymi frakcji A3

Perlmann wykazata, ze jedna reszta kwasu fosforowego jest przyia-
czana wigzaniem O-P, co nastepnie potwierdzit Flavin (23, 24) wy-
odrebniajac fosfoseryne z czesciowego hydrolizatu owoalbuminy. Natura
drugiego wigzania nie jest znana. Flavin przypuszcza, ze druga reszta
fosforanowa jest rowniez przytgczona do seryny, lecz odmienna sek-
wencja aminokwaséw wokdt tej reszty stwarza inne warunki dziatania
dla fosfomonoesterazy. PerImann (67) natomiast sugeruje mozliwos$¢
wystepowania wigzania N-P z grupg guanidynowg argininy lub s-amino-
wa lizyny. Mozliwo$¢ wystepowania dwuestru w owoalbuminie wyklu-
czono, obserwujac jej zachowanie wobec kolejnego dziatania dwuesterazy
jadu weza i fosfatazy prostaty.

Trzy frakcje owoalbuminy rdznigce sie zawartoscig reszt kwasu fos-
forowego uzyskali takze Rhodes i wsp. (68) przeprowadzajagc bezpo-
$rednio rozdziat biatka jaja kurzego za pomocg chromatografii jonowy-
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miennej na kolumnie z CM-celulozy. Bukowska (8) stwierdzita, ze
metoda ta mozna otrzymaé nawet pie¢ frakcji, nie rozstrzygneta jednak
w czym tkwi przyczyna dodatkowej heterogennosci. Steven i Tris-
tram (79) stosujac elektroforeze na zelu skrobiowym otrzymali trzy
frakcje owoalbuminy, a Lush (50), w identycznych warunkach, sze$¢
frakcji. By¢ moze dodatkowe rozdziaty frakcji réznigcych sie zawarto$cia
fosforu nastepujg z powodu réznic czesci weglowodanowej lub peptydo-
wej. Przypuszcza sie, ze rd6zna liczba frakcji owoalbuminy moze by¢
warunkowana genetycznie (50, 80) a takze hormonalnie, gdyz stwier-
dzono réznice w owoalbuminie pochodzacej z jaj tej samej kury (8, 80).

VI. Uwagi koncowe

Strukture pierwszorzedowa czesci peptydowej owoalbuminy pozna-
no zaledwie w paru kilkuaminokwasowych fragmentach; dyskusyjna
jest zawarto$¢, spos6b zwigzania i rola grup tiolowych i reszt fosforo-
wych. Struktura skitadnika cukrowego przedstawia w dalszym ciggu sze-
reg watpliwosci. Wydaje sie, ze gtdbwnym powodem tych rozbieznosci
jest heterogenno$¢ owoalbuminy, nie uwzgledniana w badaniach struk-
turalnych.

Owoalbuminie przypisuje sie rézne funkcje biologiczne. Najprawdo-
podobniej stanowi ona gtéwny material energetyczny i budulcowy dla
rozwijajgcego sie zarodka (9, 10, 11, 29, 70). Niektorzy autorzy nie po-
twierdzajg jednak dominujacej roli owoalbuminy, lecz wykazujg propor-
cjonalne zuzywanie wszystkich biatek zawartych w biatku jaja (54).
Wiadomo, ze owoalbumina jest inhibitorem lizozymu (15) oraz przy-
puszcza sie, ze odgrywa ona role w wigzaniu wapnia. Ta ostatnia funkcja
kojarzy sie z wykryciem przez niektorych autorow (69) w czasteczce owo-
albuminy podjednostek, wystepujacych w rownowadze z dimerem. Prze-
suwanie rownowagi uktadu dimer-monomer mogtoby mie¢ rzeczywiscie
znaczenie w regulowaniu poziomu wapnia. Rola sktadnika cukrowego jest
zupeinie nieznana, wykazano tylko, ze nie warunkuje on wraz z bez-
posrednio zwigzang z nim czeScig tancucha peptydowego wiasnosci an-
tygenowych (82).

Biosynteza owoalbuminy nie jest catkowicie wyjasniona. Wiadomo,
ze biatko to jest syntetyzowane w jajowodzie (51), ze proces ten rozpo-
czyna sie od zacetylowanego N-konica (59) i pozostaje pod kontrolg estro-
genow, progesteronu i hormonow przysadkowych (51). Grupy fosfora-
nowe sg prawdopodobnie wigczane po catkowitym zakonczeniu syntezy
tanicucha polipeptydowego, wykazano bowiem (71), ze biatko frakcji nie
zawierajgcej fosforanu jest produktem przejSciowym w syntezie bialek
pozostatych frakcji.
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JACEK BARTKOWIAK* LEOKADIA KLYSZEJKO-STEFANOWICZ**

Niejednorodno$¢ histonow
Heterogeneity of histones

The isolation, fractionation, chemical composition and specificity of histones
are presented according to recent data.

I. Wystepowanie histonow

Histony stanowiag sktadnik biatkowy dezoksyrybonukleoproteidéw
(DNP) komorek somatycznych zwierzat i wyzszych roslin. Ich odkrycie
i nazwa wigzg sie z pracownig Hoppe-Seylera w Tybindze oraz z naz-
wiskiem Alberta Kossela z Rostocku, ktory w 1884 roku wyizolowat biat-
ko zasadowe z jader komdrkowych erytrocytéw ptasich. W nastepnych
dziesiecioleciach metodami preparatywnymi lub cytochemicznymi stwier-
dzono obecno$¢ histonéw w bardzo wielu tkankach ros$linnych, zwierze-
cych i ludzkich, zaréwno patologicznych jak i prawidtowych. Tablica 1
podaje zestawienie tkanek i gatunkéw, w ktérych po raz pierwszy zba-
dano histony w ostatnich 3 latach. Jest ona uzupetnieniem wykazow
opracowanych przez Phillipsa (86) i Ktyszejko (60).

Od wielu lat trwajg spory na temat wystepowania histonéw w komor-
kach bakteryjnych. U nielicznych tylko gatunkéw bakterii udato sie je
wykry¢ i scharakteryzowac¢ (por. poz. 60). Pewny zdawatoby sie fakt
wystepowania nukleohistonu u Escherichia coli opisany przez Palmade’a
i innych w 1961 roku (por. poz. 60) poddali ostatnio w watpliwos¢ Raaf
i Bonner (92). Wyizolowali oni wprawdzie wysokoczgsteczkowy DNP
(85S) z lizatow komorek E. coli, jednak skiadnik biatkowy tego komplek-
su (zwigzany elektrostatycznie z DNA) zawierat na 100 moli wszystkich
reszt aminokwasowych zaledwie 15 moli aminokwaséw zasadowych i po-
nad 20 moli aminokwaséw dwukarboksylowych. Nie posiadat on takze
zdolnosSci stabilizowania DNA wobec termicznej denaturacji. Z podo-

* Mgr, Zaktad Biochemii Og6lnej, Uniwersytet £o6dzki, £6dz

** Doc. dr, Zaktad Biochemii Ogdlnej, Uniwersytet to6dzki, £6dz

Wykaz stosowanych skrotéw: DNP — dezoksyrybonukleoproteid, NH — nukleo-
hiiston, DNH — dezoksyrybonukleohiston, GAR — histon glicyno-argininowy, AL —
histon argininowo-lizynowy, TCA —kwas tréjchlorooctowy.
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Wystepowanie histonéw (dane z lat 1967—1969)

Tkanka Gatunek Literatura

Rodliny: 109

gametofit i sporofit ~ Allomyces arbuscula

liscie Nicotiana tabacum 118

kietki Phaseolus vulgaris 103
Jaja Arabacia punctulata 80

Paracentrotus lividus
Echinus esculentus

Erytrocyty gotab, ges, indyk, mewa 7
Sledziona
Szpik
Skéra kurzy embrion 59
Sperma Emerita analoga 113
W atrobo-trzustka Mytilus edulis 14
Yoshida ascites hepa- szczur 9
toma
Chromosomy komoé-  Drosophila virillis 37
rek Slinianki
Mikro- i makrojagdra  Tetrahymena pyriformib 38
komérkowe
Erytrocyty Caranax hippos 24
Fibroblasty kura 6
Hodowla tkankowa
komoérek jajnikowych  chomik 39
Gruczoly mleczne szczur, krolik 107
Przedni i tylny gru- BoTbyx mori L. (larwa) 29
czot przedny
Komoérki tuczne mysz 41

[21

Tablica 1

bienistwa sktadu aminokwasowego tego biatka i biatka catkowitego ba-
kterii mozna przypuszczac, ze otrzymywany z E. coli kompleks DNA-biat-
ko jest artefaktem badz tez spetnia zupeinie inng role biologiczng niz
DNP wyzszych organizmoéw.

Nie zostat tez jeszcze rozwiagzany problem pozachromosomowego wy-
stepowania histonéw. Biatka zasadowe rybosomoéw cytoplazmatycznych,
mimo iz zblizone wieloma witasnosciami do histonéw, stanowig jednak
zwtaszcza pod wzgledem metabolicznym odrebng klase biatek. Bezspor-
ny jest natomiast fakt ,wedréwki” histonéw z jadra do cytoplazmy i od-
wrotnie podczas przemian rozwojowych pewnych komérek. Np. ostatnie
prace Vaughna i wsp. (113, 114) zawieraja dane o zmianach typu,
zawarto$ci i lokalizacji biatek histonowych w spermatozoidach kraba
Emerita analoga. Doskonalenie metod wyodrebniania histonow przy-
niesie zapewne wyjasnienie wielu watpliwosci.
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I1. 1zolowanie histon6w

Dotychczas nie udato sie otrzymaé histonu w jednorodnej postaci
ani w stanie Kkrystalicznym. Wszystkie niemal metody wyodrebniania
sg zbyt drastyczne i pociggajg za sobag wiekszg lub mniejsza hydrolize
lub denaturacje tego biatka.

Metody wyodrebniania histonéw catkowitych mozna ujg¢ w 2 grupy:
a) ekstrakcje soli histonéw (z DNP, jgder komorkowych lub tkanki) roz-
cienczonymi roztworami mocnych kwaséw oraz b) dysocjacje nukleohisto-
nu roztworami soli obojetnych o duzej sile jonowej i wyodrebnianie po-
szczegblnych skiadnikéw wyjsciowego kompleksu.

Przy izolowaniu i charakterystyce histon6w wazne sg cztery momen-
ty: a) podatno$¢ na degradacje enzymatyczng, b) tatwo$¢ asocjowania
z innymi biatkami jadrowymi i cytoplazmatycznymi, c) tendencja do
agregacji biatek histonowych przy pH wyzszych od 4,5, d) specyficzne
wiasnosci réznych materiatéw biologicznych, utrudniajagce poréwnywa-
nie wynikoéw analiz preparatow histonowych.

Zmniejszenie enzymatycznej degradacji histonéw nadal zajmuje wiele
uwagi licznych badaczy. Publikowane obecnie prace rozszerzajg znane
juz w zasadzie zabiegi, hamujgce aktywno$¢ proteaz. Furlan i Je-
ricijo (30) badajac preparaty DNP z grasicy cielecej stwierdzili, ze
istniejg 2 typy proteaz rozbijajgcych histony: enzym dziatajgcy w pH
7,8 zlokalizowany wytgcznie w jadrze i proteaza o optymalnym pH 44
pochodzgca zapewne z zanieczyszczen preparatdw jadrowych przez cate
komorki. Proteaza o optymalnym pH 7,8 hydrolizuje wszystkie 3 gtéwne
frakcje histonowe ale najbardziej podatny jest histon lizynowy. Aktyw-
no$¢ jej mozna catkowicie zahamowaé¢ ogrzewajgc DNP przez 20 min.
w 85° Okazato sie tez, ze na szybko$¢ hydrolizy histonéw wplywaja
wartos¢ pH i sita jonowa Srodowiska, przy czym maksymalna szybkos$é
trawienia zbiega sie z najmniejszg rozpuszczalnosciag DNP.

Ci sami autorzy (31) donie$li nastepnie, ze naturalnym sktadnikiem
chromatyny grasicy cielecej jest obojetna proteaza o cigezarze czastecz-
kowym okoto 24 000. Enzym ten wytrgca sie z roztworu chromatyny
w IM NaCl po obnizeniu sity jonowej i przy zachowaniu neutralnego pH.
Udato sie takze przy niskich wartosciach pH wyekstrahowa¢ te proteaze
z nukleohistonu (NH). Sita powigzania jej z DNA jest stabsza niz sity
taczace histony z DNA.

Dounce i Ickowicz (23) potwierdzili poprzednie przypuszcze-
nia, ze przed izolowaniem histondw z jader komdrkowych nalezy usuwaé
frakcje globulinowg i to najlepiej stosujagc 08°® NaCl o pH nizszym niz
5,6. Z tak przygotowanego materiatu uzyskuje sie znacznie wiecej biatka
histonowego i resztkowego niz przy stosowaniu O,"0» NaCl i pH 7,0 (opty-
malna aktywno$¢ katepsyn). Stellwagen i wsp. (108) wykazali, ze
podczas preparowania jader komdérkowych czy DNP moze dochodzi¢ do

8t
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daleko posunietych zmian w histonach. Jednogodzinna inkubacja jader
komdrkowych czy DNP w obojetnym pH, w obecnosci 5mM MgCl2w 37°
powodowata pojawianie sie dodatkowych frakcji przy rozdziale histonu
FI na CM-celulozie oraz elektroforezie w zelu poliakrylamidowym. Frak-
cje te byty najprawdopodobniej produktami proteolitycznego rozpadu
rodzimego histonu. Autorzy ci podkres$lajg konieczno$¢ ostroznego podcho-
dzenia do zagadnienia niejednorodnosci biatek histonowych.

Panyim iwsp. (83) twierdzg, ze najlepszym sposobem zapobiegania
proteolizie histon6w podczas preparatyki jest dodawanie dwuizopropy-
lofluorofosforanu (DFP) lub Na2. Harbers i Spaar (42) stwier-
dzili, ze obecnos¢ alkoholu oktylowego zmniejsza wrazliwo$¢ nukleohisto-
nu na denaturacje termiczng.

Wyodrebnianie histondw z jgder komorkowych pozwala wprawdzie
uzyskac bardziej czyste preparaty niz z catej tkanki jednak podczas izolo-
wania jgder zachodzg znaczne straty materiatu i pojawiajg sie dodatkowe
mozliwosci degradacji enzymatycznej. W zwigzku z tym najczesciej izo-
luje sie histony bezposrednio z tkanek, a z jader komdrkowych wdéwczas,
gdy badana tkanka jest uboga w materiat jadrowy. Uzyskanie w odpo-
wiedniej ilosci jader wolnych od zanieczyszczen cytoplazmatycznych jest
trudne. Stellwagen i Cole (106) badali biatko histonowe z jader
komorkowych gruczotéw mlecznych szczura i krolika i stwierdzili, ze
mimo oczyszczania frakcji jadrowej przez wirowanie gradientowe
w sacharozie lub traktowania jej 0,5% Tritonem X-100 histon arginino-
wy eluowany z kolumny Amberlite IRC-50 ciggle wykazywat wyrazng
domieszke biatka niehistonowego. Sa oni zdania, ze jedynie stopniowe
traktowanie jgder komdérkowych roztworami kwaséw o0 coraz nizszych
wartosciach pH (patrz Murray (71)) zapobiega zanieczyszczeniom nie-
histonowym. Skuteczne jest tez wedtug nich przemywanie surowego pre-
paratu DNP organicznymi rozpuszczalnikami (50% etanol, 70% etanol,
aceton i eter).

Dializa DNP w IM NaCl wobec 6 objetosci HD (116) pozwala uzyskac
zrekonstruowany nukleohiston, podczas gdy biatko kwasne pozostaje
w roztworze; histon ekstrahowany z takiego NH jest duzo czystszy.

Ostatnio zajeto sie tez wptywem mechanicznej obrébki jader komor-
kowych czy nukleohistonu na stan frakcji histonowych. Nee lin (77)
badajac erytrocyty ptasie wykazal, ze spos6b izolowania jader (rézny
sktad roztwordw podstawowych sacharozy) i lizy tych organelli (zamra-
zanie i odmrazanie, stosowanie saponiny czy lizolecytyny) nie wptywa na
obrazy elektroforetyczne histonow.

I11. Frakcjonowanie histondw

Obecnie stosowane metody frakcjonowania histonow mozna ujac
w trzy podstawowe klasy: 1) selektywna ekstrakcja, 2) selektywne strg-
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canie oraz 3) chromatografia jonowymienna i filtracyjna, przy czym
w praktyce prawie z reguty taczy sie rézne procedury w jeden system.
Przyjeto podziat histondw na 4 zasadnicze typy: histon silnie lizynowy
(F1) o stosunku Liz/Arg > 4, histony umiarkowanie lizynowe (F2a i F2b),
dla ktérych stosunek Liz/Arg = 1—4 oraz histon argininowy posiadajacy
stosunek Liz/Arg <C 1.

1. Selektywna ekstrakcja

Metody okreslane mianem frakcjowanej, selektywnej ekstrakcji opie-
rajg sie na réznej sile wigzania poszczeg6lnych komponent histonowych
z DNA, co pozwala selektywnie odrywa¢ z DNP r6zne frakcje histonowe
przez stosowanie roztwordw o coraz wyzszej sile jonowej. Od dawna
(por. poz. 60) znana byta podatnos$¢ histonu silnie lizynowego na dziatanie
roznych czynnikéw (np. 0,6M NaCl), powodujgcych dysocjacje DNP.

Ostatnio Georgiev i wsp. (32) wykazali, ze DNP izolowany za
pomocg 0,6M NaCl z komérek raka Ehrlicha i grasicy cielecej jest sta-
bilny w szerokim zakresie stezefi NaCl a jego sktadnik biatkowy nie za-
wiera frakcji lizynowej. W obrazie z mikroskopu elektronowego widaé
pojedyncze tancuchy o Srednicy 30—40 A odpowiadajgce najprawdopo-
dobniej pojedynczym czgsteczkom DNP. Natomiast przy ekstrakcji DNP
roztworami o niskich sitach jonowych otrzymuje sie preparaty dajace
w mikroskopie elektronowym obraz witdkien o Srednicy 100 A. Zgodnie
z badaniami Littau’ai wsp. (por. poz. 60) wydaje sie, ze wiasnie histon
lizynowy ma swoj udziat w zmiennos$ci rodzimego DNP w r6znych warun-
kach i odgrywa decydujgca role w utrzymaniu jego nadczasteczkowej
struktury.

Faulhaber i Bernardi (28) rozdzielajgc preparaty DNP na
kolumnach z hydroksyapatytu stwierdzili, ze przy stezeniu buforu fosfo-
ranowego 0,07—0,1M wymywat sie sktadnik biatkowy, pochodzacy z dyso-
cjacji DNP, a w zakresie stezen 0,2—0,3M — witasciwy dezoksyrybonu-
kleoproteid. llos¢ wymywanego biatka a takze jego molowy stosunek
Liz/Arg zalezaty od stezenia KC1 w buforze (tabl. 2).

Tablica 2

Stosunek Liz/Arg w biatku usuwanym z DNP przy réznych stezeniach KC1 podczas
rozdzialu na hydroksyapatycie (28)

DNP nie- Stezenie KC1
zdysocjo-
wany 0,75M 1,0M 2,0M 3,0M
Liz 40
Arg 14 , 34 15 1,0

Dane te potwierdzajg, ze histon lizynowy usuwany jest z DNP najtatwiej-
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Fambrough i Bonner (25 zaobserwowali, ze podczas dializy
wodnego roztworu nukleohistonu z kietkow grochu wobec roztworu NaCl
w zakresie stezeh ponizej 0,3M dysocjacja w og6le nie zachodzi, przy
stezeniu 0,5—0,6M NaCl odtgcza sie histon silnie lizynowy a pozostate
frakcje oddysocjowujg w zakresie stezehn 0,5—1,5M NaCl. Otrzymane
w ten sposéb rdézne typy histonow wykazywaty duze zanieczyszczenia
krzyzowe.

Oddysocjowanie frakcji histonowych z DNP okazato sie procesem od-
wracalnym a zrekonstruowany dezoksyrybonukleoproteid ma wiele cech
analogicznych do rodzimego DNP (85). Rekonstrukcje DNP mozna osigg-
ngé przez dialize sktadnikéw nukleohistonu, rozpuszczonych w wodzie,
wobec roztworow NaCl o stezeniu ponizej 3,5M w ciggu 17 godz. przy 2°.

Ciekawe sg badania Martinova i Spitkovsky’ego (66, 67)
nad dysocjacjg pod wptywem promieni X nukleohistonu grasicy cielecej.
Okazato sie, ze najlatwiej oddysocjowywata frakcja silnie lizynowa FI,
najtrudniej za$ frakcja argininowa F3. Fakt, ze frakcja F3 zawierajgca
siarke, a wiec potencjalne Zrodto pierwotnych wolnych rodnikow, jest
mniej wrazliwa sugeruje, ze jest ostonieta przez frakcje lizynowg rozcig-
gajaca sie na powierzchni superspirali nukleo-histonu grasicy.

Przytoczone powyzej dane uzasadniajg stuszno$¢ poszukiwan specy-
ficznych metod izolowania réznych frakcji histonowych na skale prepara-
tywnga, wykorzystujacych rézny stopien zwigzania oraz r6zng ich lokali-
zacje w DNP.

Metody selektywnej ekstrakcji sg szczeg6lnie wygodne, gdyz juz we
wstepnej fazie mozna uzyska¢ duze ilosci czesciowo rozfrakcjonowanych
histonéw. Na szczeg6lng uwage zastugujg dwa warianty (schemat la i b)
powszechnie obecnie stosowanej metody Johnsa (50) z 1964 roku.

W roku 1967 Johns (53) opublikowat nowg metode selektywnej
ekstrakcji frakcji F2a z DNP grasicy cielecej przy pH 7,0. Obojetny od-
czyn $rodowiska jest tu bardzo istotny, zapobiega bowiem destrukcji
kompleksu DNP pozbawionego frakcji F2a, co umozliwia dalsze jego wy-
korzystanie np. jako matrycy dla syntezy RNA i okre$lenie, jak usuniecie
frakcji F2a wptywa na aktywno$¢ tej syntezy. W omawianej metodzie
z jader komoérkowych wolnych od RNP i odwodnionych ekstrahuje sie
selektywnie frakcje F2a mieszaning etanol:H2 (stos. obj. 3:1) zawiera-
jaca 10wd» chlorowodorku guanidyny i doprowadzong do pH 7,0. Zamiast
10%i chlorowodorku guanidyny mozna stosowac¢ 2°/0 NaCl, jednak dobra
rozpuszczalno$é chlorowodorku guanidyny w acetonie utatwia jego usu-
niecie z preparatéw. Roztwér frakcji F2a mozna podda¢ dalszemu frakcjo-
nowaniu dwoma sposobami. W pierwszym po zakwaszeniu ekstraktu ste-
zonym HC1 (ok. 1,8 ml na 100 ml ekstraktu) wytrgca sie podfrakcje F2a2
dodajac 1,75 objetosci acetonu, a podfrakcje F2al przez dodanie do super-
natantu 2/3 objetosci acetonu. W sposobie drugim dodanie do obojetnego
roztworu 1 objetosci acetonu wytragca podfrakcje F2a2, a wymieszanie
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supernatantu z 1 objetoscig acetonu podfrakcje F2al. Podfrakcje uzyskane
w pH 7,0 zawierajg domieszki niebiatkowe. Produkty uzyskane obydwoma
sposobami nie roznig sie jednak sktadem aminokwasowym i zachowaniem
w elektroforezie od preparatéw podfrakcji otrzymanych metodg P hil-
lipsa i Johnsa (88). W tej ostatniej metodzie lepsze wyniki uzyskuje
sie, gdy frakcje F2al wytraca sie przez diuzszy czas (1 godz.) w 35°
a frakcje F2a2 osadza sie w temperaturze pokojowej (87).

CGRASICACIELECA
0£7.NaCl
przemy/ranie
OSAD
HCIO+
ekstrakcja TCA
SUPERNATANT
CSAD
Etanoi 5qg, acetonu; strat rozpuszczony T
ekstrakcja wetanolu/l,25NHCI (4 ¢/, obj.)
S'F 2Ea*F3TAl\IT dializowany irobec etanolu d]
0SAD SUrUMATAUT -
acetonu
ekstrakcja 50byj. acetonu
SUPERNATANT
OSAD
(odrzucony)
GRASICA CIELECA b)
av.Ned
przemycanie
OSAD
Etanol-125N HL STRAT
(4:10y.)ekstrakcja TANT dializa nobec
LR etanolu < iohj.
SR HAT
acetonu
OsHHI STRAT
ekstrakcja 30hj. - ©
S FERNATANT acetonu < ’ e
OSAD
(odrzucony)

Schemat 1. Frakcjonowanie histonu grasicy cielecej metodg selektywnej ekstrakcji
wg Johnsa (50)

a) | wariant, b) Il wariant

Ord i Stocken (79) rozdzielili frakcje argininowg F3 dializujgc
kwasoalkoholowy ekstrakt zawierajgcy histony F3 i F2a, wobec alkoholu
absolutnego. Osad wytragcony podczas pierwszych 2—3 godzin dializy
wobec 3 objetosci etanolu oznaczyli jako podfrakcje F3-1, za$ osad
powstajacy w czasie dalszej 17 godzinnej dializy wobec 100 objetosci
etanolu — jako podfrakcje F3-2. Preparat F3-1 byt czasami zanieczyszczo-



270 J. BARTKOWIAK | WSP. [8]

ny frakcjg FI, ktdrg wymywano 5% HC104 Podfrakcje F3-1 i F3-2 rdz-
nity sie zawarto$cig grup sulfhydrylowych i reszt fosforanowych.

Ostatnio Gurley i Hardin (39) podali metode izolowania pieciu
gtéwnych frakcji histonowych z hodowli tkanek chomika (schemat 2),
opartg na | wariancie metody Johnsa (50).

FiHaon etanol 0.25NHU
Chromatyna Osad Osad Osad
surom \

Ekstrakt Ekstrakt Ekstrakt
HCI04 etanolowy HL
5objkitasnego
acetonu
Osad
FZa *Fi
IsY. Rozp.rtknasnym 50by.
TCA etanolu aceto-
Dializa wobec nu
1007. etanolu
i
Roztwér F2a
Jobj. kwasnego
acetonu
Osad F2a
rozp.w 0.35N HCI
*1750bj acetonu
r.
RoztwérR2a2
0.90bj
acetonu
Osad Osad Osad Osad Osad

Schemat 2. Selektywna ekstrakcja 5 frakcji histonowych z komérek jajnikowych
chomika hodowanych in vitro, wg Gurley’a i Hardin (39)

Frakcje otrzymywane metodami selektywnej ekstrakcji czesto zawie-
rajg domieszki zaréwno innych frakcji histonowych jak i biatek niehisto-
nowych. R&zni autorzy podajg wiec zabiegi, pozwalajgce oczysci¢ otrzy-
mywane preparaty. | tak frakcje F3 oczyszczano przez rozpuszczenie jej
w mieszaninie etanol— 1,25N HCI (stos. obj. 4:1) i dialize wobec etanolu
absolutnego (51). Histon silnie lizynowy oczyszczano rozpuszczajagc go
w 5% TCA i odrzucajgc nierozpuszczalne w tych warunkach domieszki
(20). Histon FI wytragcony nastepnie w 20°/0 TCA mozna ekstrahowa¢ do
5°/0 HCHO4 i po dializie otrzymac czysty preparat (81). Frakcje histonowe
z tkanek ludzkich otrzymane wedtug | metody Johnsa mozna oczyszczac
odrzucajac osady pozostate po rozpuszczeniu wytrgconego i wysuszonego
kompleksu F2a, F3 w mieszaninie etanole— 1,25N HCI (stos. obj. 4:1),
a kompleksu FI, F2b w 0,25N HCI (64).

Murray (71) opracowatl metode stopniowego usuwania frakcji histo-
nowych z surowego DNP grasicy cielecej roztworami o coraz nizszym pH
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a nastepnie (73) przystosowat jg do frakcjonowanej ekstrakcji histonéw
z jadrzastych erytrocytéw ptasich. Wedtug Murray’a (71) DNP roz-
puszczony w roztworze o niskiej sile jonowej lub w IM NaCl zakwasza
sie 3,6N H2 04 do pozadanego pH i ekstrahuje w temperaturze 2—5°. Po
odwirowaniu wytraca sie z supernatantu etanolem (2,5 obj.) frakcje histo-
nowg a osad ponownie rozpuszcza sie i traktuje jak poprzednio tyle, ze
przy nizszym pH. Metoda ta daje powtarzalne wyniki tak w mikroskali
jak i w skali preparatywnej. Murray i wsp. (73) potwierdzili obser-
wacje, ze najstabiej zwigzane sg z DNA histony lizynowe a najsilniej hi-
stony argininowe (tabl. 3).

Tablica 3

Frakcje histonowe usuwane z DNP na drodze ekstrakcji roztworami o coraz nizszym
pH (73)

Histony z erytrocytéw kur- Histony z grasicy (oznacze-
czecia (oznaczenie frakcji nie frakcji wedtug metody

pH wedtug rozdziatu na Am- selektywnej ekstrakcji
berlite IRC-50) (53))
2,1—25 la, Ib, Ic Fi
1,8—2,1 V (typowa dla jadrzastych —
erytrocytéw)
s &g Ib F2a2, F2b
1,0—14 I, v F2al, F3

W pH powyzej 2,5 histony nie rozpuszczajg sie, natomiast ulega
ekstrakcji wiekszo$é niehistonowych biatek rozpuszczalnych w kwasach
dzieki czemu witasciwa frakcje histonowe zawierajg znacznie mniej tych
zanieczyszczen. Zastosowanie do ekstrakcji roztworéw HC1 lub buforu
octanowego zamiast H2S 04nie zmienia sktadu aminokwasowego ani zacho-
wania sie poszczegdlnych frakcji histonowych w elektroforezie.

Preparaty uzyskane drogg selektywnego usuwania frakcji histonowych
z DNP sa bardziej wartosciowe przy badaniu roli tych frakcji w aktyw-
nosci matrycowej DNP niz produkty asocjacji DNA z konkretnym typem
histonu, ktérych struktura i organizacja znacznie odbiega od rodzimej
makroczasteczki. Jednakze w niskich pH w temperaturze 2—5° teoretycz-
nie mozliwa jest depurynizacja DNA a uszkodzeniom tym mozna zapobiec
pracujagc w temperaturze ponizej —0,4°. Murray (72) przeprowadzit
zatem stopniowg ekstrakcje kwasng w temperaturze od —0,5° do —1,0°
uzyskujac frakcje histonowe identyczne z otrzymanymi w temperaturze
powyzej 0°.

Metode Murray’a (71) zastosowata Dick (19) do ekstrakcji z Vicia
faba frakcji histonowych w pH 2.8; 18; 14; 06. Dick i Johns (21)
wykazali tez, ze stosowane powszechnie utrwalanie preparatéw cytolo-
gicznych 45% CH3COOH lub mieszaning etanol — CH3COOH (stos. obj.
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3:1) powoduje odszczepienie biatek histonowych. Roztwor 45°/» CH3COOH
ekstrahowat z DNP grasicy cielecej 55% catkowitego histonu (gtdwnie FI,
F2a2 i nieco F3), za$ uktad etanol — CH3COOH tylko 7—8% catkowitego
histonu (gtdwnie F2al i troche F2a2 oraz F3). llo$¢ histonu usunietego
z DNP w ciggu 30 sek. byta taka sama jak w ciaggu 18 godz. co $Swiadczy
0 znacznej szybkosci tego procesu.

2. Selektywne stracanie

Rozdziat histonéw catkowitych przez selektywne strgcanie (por. poz.
60) obecnie stosowany jest sporadycznie.

Gofshtein w 1967 roku (34) frakcjonowat przez wytracanie aceto-

nem catkowite histony ze spoczynkowych zarodkéw i kietkdw pszenicy.
W 1968 roku Tidw e 1l iwsp. (111) opublikowali sposéb rozdziatu catko-
witego histonu z watroby szczura na drodze selektywnego strgcania ace-
tonem w temperaturze 25°. Uzyskali oni tg drogg pie¢ frakcji. Okazato sig,
ze frakcje AF-1, AF-2 i AF-3 to histony lizynowe, frakcja AF-4 jest typo-
wym histonem argininowym bogatym w glicyne (GAR od ang. glycine-
-arginine ricln) a frakcja AF-5 jest histonem argininowym. Frakcje AF-3,
AF-4 i AF-5 zawieraty duzy odsetek pochodnych metylowych lizyny
a frakcje AF-1 i AF-2 nie zawieraty ich w ogdle.

Johns (54) zastosowatl wytrgcanie acetonem do frakcjonowania hi-
stonéw F2b otrzymanych za pomoca selektywnej ekstrakcji. Frakcja ta
ma stosunek Liz/Arg = 2, stanowi okoto 20—25% catkowitego histonu
grasicy, zawiera duzo reszt seryny, a 73% wszystkich N-kohicowych
aminokwaséw stanowi prolina. W zelu skrobiowym frakcja F2b wedruje
jako jeden gtéwny prazek z pewng iloscig delikatnych stref dodatkowych.
Przez wytrgcanie réznymi stezeniami acetonu Johns uzyskat 5 podfrak-
cji: A, B, C, D i E. Analiza sktadu aminokwasowego i grup N-koricowych
wykazata, ze podfrakcje D i E sg to zanieczyszczenia histonami arginino-
wymi, ktére pochodzg z procesu ekstrakcji i stanowig 15% frakcji F2b.
Podfrakcje B i C zawieraty wiecej N-terminalnej proliny (74—84*%), niz
podfrakcja A (ok. 30%), nie byty jednak jednorodne elektroforetycznie
(szczegdlnie najwieksza frakcja B).

3. Chromatografia jonowymienna i filtracyjna

Chromatografia jonowymienna. W rozdziatach chromatograficznych
histondw stosowane sg najczes$ciej Amberlite IRC-50 i karboksymetylo-
celuloza (CM-celuloza).

Kinkade i Cole (57, 58) rozdzielili na amberlicie frakcje lizynowa
z grasicy cielecej, uzyskang przez ekstrakcje KOYo TCA na 4 podfrakcje.
Zmodyfikowali oni technike rozdziatu podang przez Satake’a i wsp.
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(95) zmniejszajac wymiary kolumny (2,3X15 lub 30 cm) i stosujac ,,ptyt-
szy” gradient chlorowodorku guanidyny (8—1000). Otrzymane frakcje
roznity sie zawartoscig argininy, waliny i niewielkimi zmianami w ma-
pach peptydowych, zrobionych metodg ,odbitki blizniaczej”. Metoda
Kinkade’a i Cole’a (57) jest obecnie szeroko stosowana w porow-
nawczych badaniach histonéw lizynowych i argininowych izolowanych
z réznychi materiatow.

Rys. 1. Chromatografia na CM-celulozie (4X0,9 cm) histonu grasicy cielecej wg (78).

llo$¢ biatka: 10 mg, Bufory do elucji: (1) —0,IM CH3COOH+0,06M NaOH, 42, (2)—0,1M
CHjCOOH +0,03M NaOH +0,3 M NaCI pH 42, (3) —0,01IN HC1, (4)—00 N HC1

Nohara iwsp. (78) zmodyfikowali metode frakcjonowania histonow
na CM-celulozie, opisang przez Johnsa i wsp. (56). Zastosowali oni
mniejszg kolumne oraz zmienili sktad dwéch pierwszych buforéw elucyj-
nych. Zmodyfikowana metoda umozliwia rozdziat matych (10 mg) ilosci
histonu i szybka kontrole uzyskiwanych preparatéw histonowych (rysu-
nek 1).

Johns (54) opracowat metode rozdziatu na CM-celulozie (rysunek 2)
podfrakcji ,acetonowej” B stanowigcej gtéwny sktadnik frakcji F2b. Gra-
dientem stezeh NaCl (od 0 do IM) w 0,01M buforze boranowym o pH 9,0
wymywa sie z kolumny 50,00 natozonego biatka, a reszte odzyskuje sie za
pomocg IN HC1. Z sze$ciu uzyskanych w ten sposob sktadnikéw podfrak-
cji B trzy pierwsze zawieraty duzo aminokwaséw kwasnych (25—30 mol °/0)
i glicyne jako N-terminalng reszte, z tym, ze trzeci sktadnik byt bogatszy
od poprzednich w alanine; sktadniki 4 i 6 reprezentowaty typowy, gtowny
histon frakcji F2b z N-terminalng proling, ale r6znity sie od siebie zawar-
toScig asparaginy i glutaminy co w potgczeniu z procesami agregacyjnymi
(bardzo wysokie pH) powodowato zapewne obserwowana elucje w dwoch
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szczytach; sktadnik 5 byt bardzo niewielki i nie udato sie odzyska¢ z niego
biatka.

Nr frakcji

Rys. 2. Chromatografia na CM-celulozie (13X3 cm) frakcji F2b (Frakcja B ze stra-
cania acetonem (54).

Linia ciqgl({a przedstawia absorpcje w 278 nm, linia przerywana — molowo$¢ NaCl. Roz-
puszczalnik A: 001M bufor boranowy o pH 90 zawierajacy 2M NaCl. Rozpuszczalnik B:
IN HC1.

Myulberg iwsp. (74) wykazali, ze odmienny rozdziat na CM-celu-
lozie histonow-z réznych materiatéw (np. embrion kurzy i grasica kurczat)
spowodowany jest réznym rozmiarem zanieczyszczen zaleznym od specy-
ficznej podatnosci tkanek na zabiegi ekstrakcyjne.

Ostatnio Iwai i Senshu (47) opracowali nowg metode rozdziatu
histondw na CM-celulozie. t3aczag w niej ekstrakcyjne dziatanie etanolu
z wptywem deagregacyjnym kwasu mrowkowego. Rozdzielili oni catko-
wity histon grasicy cielecej na 5 frakcji prowadzac elucje roztworem
etanolu, o liniowo obnizajagcym sie stezeniu, w 2,6M HCOOH zawiera-
jacym 0,AM mréwczan sodu. Biatka histonowe wymywatly sie w zakresie
stezen 701%—45% etanolu przy czym szybciej eluowaty sie w tych warun-
kach histony argininowe. Metoda ta nadaje sie szczegdlnie dobrze do
rozdziatu zasadniczych frakcji histonowych na bardziej jednorodne kom-
ponenty.

Chromatografia filtracyjna. Sgczenie molekularne na zelach dekstra-
nowych, w celu frakcjonowania histonéw zostalo wprowadzone duzo
pézniej od chromatografii jonowymiennej (por. poz. 60).

Mauritzen i wsp. (69) rozfrakcjonowali histon argininowy otrzy-
many na drodze agregacji z ptodowej grasicy cielgt, na pie¢ sktadnikow,
stosujac rozdziat na zelu Sephadex G-100 (300X7 cm) i uzywajgc 0,01N
bIC1, jako eluentu. Analiza sktadu aminokwasowego i obrazy elektrofore-
tyczne wykazaty, ze szczyt nr 4 odpowiadat histonowi bogatemu w argi-
nine i lizyne, tzw. AL-histonowi (jest on analogiczny z histonem (& lub
F2a2). Szczyt nr 5 byt natomiast histonem bogatym w glicyne i arginine,
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tzw. GAR histonem (odpowiada histonowi 3 lub F2al). Szczyty nr 1i 2
odpowiadaty histonom o stosunku Liz/Arg ~ 1

Starbuck i wsp. (104), kontynuujagc badania Mauritzena i wsp.
rozdzielali na zelu Sephadex G-100 frakcje F2a (rysunek 3) i F3 otrzy-
mane metodg Johnsa (50). Kompleks histonowy F2a natozony na ko-
lumne po deagregacji w 0,05N HC1 z 8M mocznikiem rozdzielat sie na
cztery szczyty. Szczyt nr 4 reprezentowat GAR-histon i stanowit 70°0
odzyskiwanego biatka. Po rechromatografii w tych samych warunkach
uzyskiwano produkt o 901% czystoSci, oceniajac wg kryterium N-termi-
nalnych aminokwasow. Drobnopeptydowe zanieczyszczenia usuwano na-
stepnie na zelu Sephadex G-25 uzyskujgc ostatecznie homogenny GAR-
-histon o 96°/0 czystosci.

Rys. 3. Chromatografia filtracyjna na zelu Sephadex G-i00(300X7,6 cm) frakcji
F2a grasicy cielgcej (104)
1lo$¢ biatka: 2—35 g; pojemno$¢ ztoza: 135 1; objeto$¢ préobki: 40 ml; eluent: 0,0lM HC1

W analogiczny spos6b otrzymano jednorodny AL histon o czystosci
96'% poprzez rozdziat kompleksu histonowego F3. Blizsza analiza rozdziatu
frakcji F2a i F3 na zelu Sephadex G-100 wykazata, ze zawierajg one iden-
tyczne zasadnicze sktadniki ale w réznych proporcjach iloSciowych przy
czym GAR-histon, wystepujagcy w przewadze we frakcji F2a zawierat
pochodne metylowe lizyny, histon AL natomiast, typowy dla frakcji F3,
byt tych grup pozbawiony.

Sautiere i wsp. (96) rozdzielili frakcje argininowg z CM-celulozy
na drodze saczenia przez zel Sephadeoc G-100, przy uzyciu IM HCOOH
jako eluentu. Otrzymali oni 3 sktadniki réznigce sie iloscig argininy oraz
wartoscig stosunku Liz/Arg przy czym ostatni sktadnik zawierajacy naj-
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wiecej argininy (16,6 mol 1°) przy stosunku Liz/Arg = 0,65 byt homogen-
ny elektroforetycznie w zelu skrobiowym. Ci sami autorzy (97) rozdzielili
nastepnie histon lizynowy z grasicy cielecej droga saczenia przez Sepha-
dex G-110 w 6M moczniku i elucji roztworem 0,02N HC1 z 4M moczni-
kiem. Uzyskali w ten sposob 2 sktadniki o mniejszej masie czasteczkowej
niz histon wyjsciowy. Skiadniki te okazaty sie jednorodne w elektrofo-
rezie w zelu skrobiowym.

Murray iwsp. (73) odzyskiwali frakcje histonowe erytrocytow kur-
czecia z eluatow z kolumny Amberlite CG-50 usuwajgc z nich chlorowo-
dorek guanidyny drogg saczenia przez Bio Gel P 2. Nastepnie na kolumnie
zawierajgcej Bio Gel P-60 rozfrakcjonowali oni sktadnik Ilb na dwie pod-
frakcje odpowiadajgce histonom F2a2 i F2b. W tym samym ukiladzie ale
w obecnosci (3-merkaptoetanolu, kompleks argininowy, ekstrahowany
z tkanki w pH 1,0 dzielit sie na trzy sktadniki: pierwszy stanowit zanie-
czyszczenie frakcjg Ilbb drugi byt analogiczny do histonu F3, a trzeci do
frakcji F2al. ldentyczne wyniki uzyskali tez Vidali i Neelin
(115).

4. Inne metody frakcjonowania biatek histonowych

Interesujgcag metoda rozdziatu histondw jest technika Butlera
i wsp. (9). Polega ona na rozdziale przeciwprgdowym w aparacie Towersa
i wsp. w uktadzie zawierajagcym butan-2-ol i wodny roztwér kwasu
tréjchlorooctowego (TCA). W tych warunkach przy zastosowaniu 0,7°/»
TCA, histon catkowity rozdziela sie na trzy szczyty: frakcje FI, frakcje
F2b i mieszanine pozostatych frakcji. Metoda ta okazata sie tez przydatna
do dalszego rozdziatu frakcji histonowych, wyodrebnionych innymi meto-
dami. | tak z frakcji bogatej w arginine wyodrebniono (stosujgc 0,5—0,6%
TCA) trzy sktadniki, z ktérych jeden odpowiadat typowemu histonowi
argininowemu F3, «drugi byt analogiczny do frakcji F2a2 a trzeci, co
stwierdzono po raz pierwszy, byt sktadnikiem lizynowym o stosunku
Liz/Arg w granicach 1,5—2,0. Frakcje F2a2 rozdzielano na dwie podfrak-
cje nie roznigce sie sktadem aminokwasowym, a frakcje F2b na dwa
sktadniki o odmiennej zawarto$ci lizyny, wysoce homogenne wg Kkry-
terium N-koncowych aminokwaséw. Mozna sadzi¢, ze technika Butlera
i wsp. znajdzie zastosowanie przy otrzymywaniu w skali preparatywnej
frakcji histonowych wolnych od zanieczyszczen krzyzowych, ktorych nie
dato sie usung¢ metodami stosowanymi do tej pory. Bardzo zblizone re-
zultaty uzyskali Koki i wsp. (63), ktérzy metodg rozdziatu przeciw-
pradowego porownywali histony grasicy cielecej z histonami tylnych
gruczotdéw przednych jedwabnika.

Mauritzen iwsp. (69) otrzymali z ptodowej grasicy cielecej kom-
pleks frakcji argininowych przy pomocy techniki, wykorzystujgcej szcze-
go6lng i typowa dla histondw argininowych tendencje do agregacji przy
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wyzszych wartosciach pH i sity jonowej. Z 2P/o roztworu catkowitego
histonu o pH 7,0 (w obecnosci dwuizopropylofluorofosforanu jako inhibi-
tora proteaz) wytracali oni mieszanine histonu argininowego i umiarko-
wanie lizynowego przez dodanie etanolu do stezenia 17%. W roztworze
pozostawat histon lizynowy. Frakcje argininowg wyodrebniano nastepnie
przez rozpuszczenie wytrgconej mieszaniny w 0,0lN HC1 i agregacje
w 2M NaCl (pH 8,1) w ciggu 48 godz. Zagregowany histon oczyszczano
przez ponowne rozpuszczenie w 0,5N HC1, dialize wobec wody i powtdrng
agregacje w 4M NaCl (pH 4,0). Koficowy produkt rozpuszczano w 0,01N
HC1, dializowano wobec wody, saczono przez Millipore i liofilizowano.
Te metode z niewielkimi tylko zmianami zastosowali Bellair i Mau -
ritzen (3) do otrzymywania histonu bogatego w arginine z jgdrzastych
erytrocytow, watroby i $ledziony kurczecia.

IV. Analiza chemiczna histonéw

Histony i ich frakcje uzyskiwane z réznych materiatbw rozmaitymi
sposobami preparowania i frakcjonowania, porownuje sie przez okreslenie
ich sktadu aminokwasowego, oznaczenie N- i C-koficowych aminokwasow
czy zestawienie wynikéw chromatografii i elektroforezy peptydow, otrzy-
manych przez trawienie biatek histonowych trypsyng i chymotrypsyng
(por. poz. 60). Najpetniejszy obraz jednak daje ustalenie sekwencji amino-
kwasdw w czasteczce histonowej. Ostatni rok przyniést w tej dziedzinie
rewelacyjny wrecz postep.

Kinkade i Cole (58) badali peptydy trzech podfrakcji histonu
lizynowego otrzymanych na Amberlite IRC-50. Kazda z uzyskanych
podfrakcji dawata po trawieniu trypsyng 50—55 peptydow. 5—10 z nich
byto réznych dla réznych frakcji. Peptydy zawierajace tyrozyne, fenylo-
alanine i arginine byty wspolne dla wszystkich frakcji.

Fambrough i Bonner (27) pordwnywali histony argininowe
z grasicy i kietkbw grochu na podstawie map peptydowych i stwierdzili,
ze sg one homologiczne (schemat 3a i b). Minimalne réznice w zawartosci
cysteiny byly zapewne spowodowane zanieczyszczeniami biatkami nie-
histonowymi.

Phillips (87) badat peptydy otrzymane w wyniku trawienia histo-
néw F2al i F2a2 z grasicy cielecej. Wykazat on, ze zablokowanie grup
N-koAcowych obu tych histonéw polega na zacetylowaniu N-koncowego
aminokwasu oraz, ze oba majg te samg N-terminalng sekwencje: N-acetyl-
-Ser-Gli-Arg. Zdaniem Philipsa wszystkie grupy acetylowe badanych
histondw wystepuja w postaci takiego witasnie N-kohAcowego zespotu.
Natomiast peptyd N-koricowy histonu FI jest na pewno odmienny ale jego
sekwencja nie zostala jeszcze poznana. Analiza innych peptydow w 3 przy-
padkach wykazata, ze N-terminalng resztg jest kwas pirolidynokarboksy-
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lowy. By¢ moze jest to forma obecna i w rodzimym biatku. Warto tu przy-
pomnieé, ze frakcje histonowe FI i F2a z r6znych Zrédet majg zabloko-
wane N-koncowe aminokwasy, natomiast N-terminalng resztg frakcji F2b
jest prolina a frakcji F3 — alanina.

Badajgc lokalizacje grup acetylowych w histonie F2al Gershey
i wsp. (33) uzyskali odmienne wyniki niz Phillips (87). Ze znako-
wanej octanem grasicy szczura wyizolowali oni frakcje histonowe, poddali
je trawieniu trypsyng i pronaza a po rozdziale i analizie peptydow
stwierdzili, ze cata radioaktywnos¢ byta w e-N-acetylolizynie. Acetylacja
zachodzita gtéwnie w histonach argininowych, w ktérych N-koncowe gru-
py acetylowe stanowity tylko znikomg cze$¢ reszt acetylowych obecnych
w biatku w postaci potgczen z £-N-acetylolizyng. Problem acetylacji hi-
stonéw odpowiada $cisle zagadnieniu metylacji tych biatek. Prace Hem -
p la i wsp. (43, 44) wykazaly, ze oprocz reszt e-N-mono- i £-N-dwumety-
lolizyny w histonach z r6znych tkanek szczura, grasicy cielecej i komorek
raka Ehrlicha wystepuje tez s-N-ftr6jmetylowa pochodna lizyny. Zawar-
to$¢ jej jest wyzsza w histonach argininowych (F2a i F3). Przyktadowo
frakcja F3 zawiera 0,36 molflc< s-N-monometylolizyny, 0,41 mol€o s-N-
-dwumetylolizyny i 0,17mol°/o s-N-tr6jmetylozoliny. Dwumetylowa po-
chodna lizyny takze i w innych frakcjach wystepuje w najwiekszych
ilosciach. Wykrycie tak zmodyfikowanych aminokwaséw w biatku histo-
nowym utatwia ustalenie sekwencji aminokwasowej histonu, gdyz takie
aminokwasy sa wyraznymi punktami orientacyjnymi.

Badania C-koricowych aminokwasow ze wzgledu na trudnosSci meto-
dyczne, przez diugi okres byty bardzo niekompletne. Ciekawe sg rezulta-
ty prac Phillipsa i Simpson (89), ktérzy oznaczyli C-terminalne
reszty pieciu gtownych frakcji histonowych grasicy cielecej i szczurzej,
postugujac sie metodami hydrazynolizy, dziataniem karboksypeptydaz
i technikg izotopowg. Okazato sie, ze w obu materiatach C-konhAcowe
aminokwasy sg identyczne: lizyna w FI, F2a2 i F2b, w F2al — glicyna,
a w F3 — alanina. Oznaczyli oni réwniez C-terminalne sekwencje w FI
(-Liz-Ala-Liz) w F2a2 (-Wal-Gli-Ala-Arg-His-Liz) i w F3 (-Arg-Ala).

Ostateczne ustalenie peinej sekwencji aminokwaséw byto dzietem
dwoch osrodkéw: laboratorium kierowanego przez Buscha i zespotu pra-
cujacego pod kierunkiem Bonnera.

W os$rodku Buscha od kilku lat prowadzono prace nad GAR-histo-
nem. Wstepne badania Mauritzena i wsp. (69) oraz Starbucka
i wsp. (104) doprowadzity do uzyskania jednorodnej frakcji glicynowo-
argininowej. Sautiere i wsp. (98) rozbili GAR-histon bromkiem cy-
janu na 2 peptydy. Mniejszy peptyd zawierajacy 18 aminokwasow oka-
zat sie obszarem C-koncowym. Jego N-terminalnym aminokwasem byt
kwas asparaginowy (podczas gdy dla catkowitego GAR-histonu jest nim
acetyloseryna) natomiast C-koncowym — uktad Gli-Gli-COQOH, identyczny



Schemat 3. Mapy peptydéw uzyskanych dziataniem trypsyny z histonu 1v kietkow
grochu (a) i histonu 1v grasicy cielecej (b) (27)
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z C-koncowg sekwencja GAR-histonu. Peptyd ten zawierat 2 z 4 reszt
tyrozyny i 1 z 2 reszt fenyloalaniny, jakie s3 w GAR-histonie. Po tra-
wieniu peptydy rozdzielano wstepnie na kolumnie z Sephadex G-100
a potem frakcjonowano je na jonowymieniaczach ATrnex A-4 lub Ami-
nex A-5 w gradiencie buforu pirydyna — kwas mrowkowy.

Sporzadzano tez mapy peptydowe metodg zstepujgcej chromatografii
na bibule Whatman 3 MM w ciggu 16 godz. w uktadzie n-butanol-piry-
dyna-CH3CO00H-H2 (15:12:3:10). Ostatecznie ustalono catg sekwencje
tego osiemnastopeptydu: Asp-Wal-Wal-Tyr-Ala-Leu-Liz-Arg-Glu-Gli-
Arg-Tre-Leu-Tyr-Gli-rFen-Gli-Gli-COOH. Ma on reszty zasadowe rozio-
zone rownomiernie i zawiera wiecej aromatycznych aminokwaséw niz
pozostato$¢ czasteczki. Zesp6t badaczy z Quagliarottim (91) na
czele postugujac sie takimi samymi metodami ustalit sekwencje potowy
czasteczki GAR-histonu. Byta to C-terminalna cze$¢ liczaca 53 amino-
kwasy i skupiajaca wszystkie aromatyczne reszty aminokwasowe GAR-
histonu.

Krotko potem ci sami badacze (105) opublikowali petng sekwencje
GAR-histonu grasicy cielecej (schemat 4).

Acéer-Gli-Arg (6li-Liz, Gli-GU-LLz)-
Gii-Leu- Gli-Liz-GU-GU-Ala-Liz(Ac) -
Arg-His -Arg-Liz(Me)-~/al- Leu-Arg-
Asp-Asx-Jlea-GlIn - GU- Jleu-Tre -Liz —
Pro-Ala- Jleu-Arg-Arg-Leu -Ala-Arg 2—
(GU-Gli- Hal- Liz- Arg, Arg) Jletl-Ser - V
Gli- Leu- Jleu.-Tyr- G/u- Glu-Tre-Arg —
Gli-)Nal - Leu - Liz- Wal-Fen - Leu-Glu —
Asp-Wai-Jleu-Arg-Asp-Ala-Wal-Tre -

Igr -Tre- Gin- His-Ala-Liz-Arg-Liz—
Tre- Hal -Tre-Ala- Met-Asp - Wal - IVal -
Tyr-Ala- Leu- Liz- Arg- Gin- Gli -Arg -
Tre-Leu - Typ- Gli- Fen-GU - GU- COOH
Schemat 4. Sekwencja aminokwasowa GAR-histonu grasicy cielgcej (105)

Ac — grupa acetylowa, Me — grupa metylowa, ,IA_\sx)— kwas asparaginowy (jak wykazata dalsza
analiza

Podkreslone na schemacie cztery fragmenty czasteczki prawdopodob-
nie decydujg o rozpoznaniu miejsca potgczenia z DNA. Ciekawe jest sy-
metryczne utozenie reszt zmodyfikowanej Liz wzgledem Arg i His, wi-
doczne w pierwszym obszarze. WitasSciwie wszystkie zmodyfikowane resz-
ty aminokwasowe sg zgrupowane w N-koAcowym fragmencie, natomiast
aminokwasy aromatyczne w odcinku C-koncowym.

Desai iwsp. (18) w tej samej pracowni, podjeli prébe poréwnania
sekwencji aminokwaséw obszaru C-koncowego GAR-histonéow wyizolowa-

9 Postepy Biochemii
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nych z miesaka limfatycznego, watrobiaka Novikoffa i ptodowej grasicy
cielecej. Sktad aminokwasowy C-koricowego peptydu byt identyczny we
wszystkich przypadkach. Okazato sie tez, ze i sekwencja aminokwaséw
jest w tym obszarze GAR-histonu jednakowa. By¢ moze odpowiada ona
takze sekwencji analogicznego biatka z kietkéw grochu, gdyz sktad ami-
nokwasowy histonu z tego materiatu jest taki sam, jak wymienionych
poprzednio.

Drugim os$rodkiem, z ktérego w 1969 roku opublikowano petng sek-
wencje biatka histonowego bylo laboratorium Bonnera. De Lange
i wsp. (16) zbadali sekwencje C-koricowego 19-aminokwasowego peptydu
histonu argininowego (IV) z grasicy cielecej a takze sekwencje amino-
kwasowg z analogicznego peptydu z kietkéw grochu. Obie sekwencje
okazaty sie identyczne. De Lange i wsp. (17) opublikowali nastepnie
juz petna sekwencje argininowego histonu IV z grasicy cielecej. Trawigc
trypsyna i chymotrypsyna histon poddawany lub nie dziataniu bezwod-
nika kwasu maleinowego otrzymywali oni szereg duzych i matych pep-
tydow, ktore fragmentami ,zachodzity na siebie”. Wnikliwa analiza po-
zwolita ustali¢ kolejnos¢ wszystkich 102 aminokwaséw (schemat 5).

Schemat 5. Petna sekwencja amdnokwasowa histonu IV grasicy cielecej (17)

Linie petne (w strzatkach) wskazujg reszty aminokwasowe, ktérych pozycje ustalono przez

badanie sekwencji peptydow uzyskanych dziataniem trypsyny —T (| ? oraz chymotrypsyny

(C); linie przerywane — reszty oznaczone tylko za pomoca analizy skladu aminokwasowego.
Ac —grupa acetylowa, Me —grupa metylowa
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Zidentyfikowano dwa zmodyfikowane aminokwasy, tj. e-N-metylo-
lizyne i e-N-acetylolizyne. Ustalono, ze sg one usytuowane na kraAcach
5-aminokwasowego peptydu zawierajacego tylko reszty zasadowe, a za-
czynajacego sie od 16-ego aminokwasu, liczac od N-koncowego amino-
kwasu: Liz (Ac)-Arg-His-Arg-Liz (Me).

Rozmieszczenie reszt réznych typow w histonie IV jest nieréwno-
mierne i sugeruje wysoka specyficzno$¢ i unikalnos¢ konformacji. N-kon-
cowy fragment czasteczki jest bogaty w aminokwasy z tadunkami do-
datnimi, podczas gdy obszar C-“koncowy zawiera wiekszo$¢ aromatycz-
nych i innych hydrofobowych aminokwaséw oraz tadunki ujemne. Takie
rozmieszczenie sugeruje, ze N-koncowa cze$¢ histonu moze by¢ gtownym
miejscem; powigzania z DNA, a C-koAcowy fragment nadaje biatku spe-
cyficzng konformacje. Ustalono takze, ze ciezar czasteczkowy histonu IV
wynosi 11 280, a jego punkt izoelektryczny jest powyzej 12. Wzdluz
czasteczki tego biatka obserwowaé mozna bardzo podobne fragmenty,
co nasuneto autorom przypuszczenie, ze gen kodujacy ten histon powstat
przez powielenie jednego wyjsciowego fragmentu DNA.

W 1969 roku lwai i wsp. (46) podali sekwencje 125 aminokwaséw
histonu umiarkowanie lizynowego z grasicy cielecej otrzymanego w czy-
stej jednorodnej postaci na drodze chromatografii na CM-celulozie zgodnie
z metodg Iwai i wsp. (47). Byta to tzw. frakcja Fb2-C4. Dyskutujac
rozmieszczenie roznych aminokwasOw autorzy sugeruja, ze obszary N- i C-
koricowe omawianego histonu maja za zadanie przytwierdzenie czasteczki
do DNA, natomiast obszar $Srodkowy specyficznie oddziatywuje z innymi
czynnikami, zaangazowanymi w procesy represji derepresji.

V. Fizykochemiczna analiza histonow

Szersze zastosowanie metod fizykochemicznych i biofizycznych jest
warunkiem lepszego poznania histon6w umozliwiajac gtebsze wniknie-
cie w niejednorodng strukture tych biatek i okreslenie ich konformacji.

1. Elektroforeza histonow

Badania elektroforetyczne histonéw obejmujg elektroforeze swobod-
ng, bibutowg, w zelu skrobiowym i poliakrylamidowym. W ciggu ostat-
nich lat nie pojawity sie nowe oryginalne opracowania stosujgce elek-
troforeze swobodng czy bibutowg do rozdziatu i analizy histonéw. Moze
warto wspomnie¢ tylko o pracy Bauera i Beheima (2), ktorzy
opisali chromatograficzny rozdziat histonu na bibule przy zmianie roz-
puszczalnikéw co 15 min. Rozpuszczalnikami byty roztwory NaCl lub HCI
0 stopniowo malejgcym stezeniu. Przy typowym ukiladzie (NaCl: 4M —
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2M— IM — 04M — 0,01M oraz HzO) histon grasicy cielecej dzielit sie
na 8 pasm a histon z raka Walkera na 4 strefy.

Elektroforeza w polioctanie celulozy. Techniki stosujgce jako no$nik
polioctan celulozy okazaly sie dogodne i sg czesto wykorzystywane we
wspoOtczesnych badaniach histonéw drogg elektroforezy. Yoichi i To-
kuzo (118) zastosowali ten< nos$nik do rozdziatu histonu z lisci tytoniu.
Biatko nanosili w 0,01N HC1, elektrolitem byt natomiast 0,4% roztwor
KC1 w 0,01N HC1. Czas trwania elektroforezy wynosit 30 min. i pozwa-
lat na wyodrebnienie 10 skitadnikdéw, grupujacych sie w dwie strefy.
Tidwell i wsp. (111) prowadzili elektroforeze catkowitego histonu
z watroby szczura na polioctanie celulozy przez 2 godz. przy spadku na-
piecia 12V/cm, stosujac jako elektrolit 0,056M bufor weronalowy o pH
9,0, zawierajacy 8M mocznik. Po wybarwieniu 200 roztworem zieleni
trwatej w buforze weronalowym, utrwaleniu w kwasie pikrynowym
i usunieciu nadmiaru barwnika metanolem, paski nosnika zawierajace
odpowiednie frakcje histonowe wycinano, eluowano mieszaning aceton-
-etanol-kwas octowy (3:3:1) i oznaczano pochtanianie eluatow przy
625 nm.

Elektroforeza w zelu skrobiowym. Potgczenie rozdzialu biatek w po-
lu elektrycznym z efektem tzw. sita molekularnego, jakim okazat sie
odpowiednio przyrzgdzony zel, zwiekszyto bardzo zdolnosci rozdzielcze
(por. poz. 60). Obecnie elektrofreza w zelu skrobiowym stosowana jest
powszechnie. Z ciekawszych modyfikacji wymieni¢ nalezy prace Hni-
licy i wsp. (45), ktérzy dodajagc do elektrolitu niewielkie ilosci (0,2—
0,6M) chlorku amonu uzyskiwali polepszone rozdziaty, bez ,ogondéw”.
Stwierdzili oni, ze ilos¢ frakcji silnie lizynowej (FI) oraz umiarkowanie
lizynowej (F2a2) jest prawie jednakowa we wszystkich badanych tkan-
kach (grasica cieleca, $ledziona szczura, komorki hepatomy oraz normal-
na i regenerujgca watroba szczura). Natomiast ilos¢ najbardziej ruchli-
wej frakcji F2al jest najbardziej zmienna: w watrobie i grasicy utrzy-
muje sie na jednakowym poziomie, w komdrkach nowotworowych ulega
obnizeniu, a w tkankach o szybkich podziatach komdrkowych (regene-
rujagca watroba) poziom jej jest najwyzszy.

Johns (55), dodajgc do elektrolitu (0,01N HC1) TCA do stezenia
0,01N przy pH 1.8, rozdzielit frakcje F2al i F2a2. Frakcja pierwsza zo-
stawata na starcie, co spowodowane byto najprawdopodobniej przez efekt
agregacji, wywotany kwasem tréjchlorooctowym.

Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym. W ostatnich latach ta me-
toda frakcjonowania histonow zdobyta duze uznanie. Zele poliakrylami-
dowe sg termostabilne i praktycznie proces rozdzialu w nich nie zmie-
nia sie w szerokim zakresie warto$ci pH. Jest to szczegdlnie wazne przy
pracy nad histonami, gdyz umozliwia rozdziat w niskich pH, co pozwala
ograniczy¢ zjawiska agregacji, a takze dziatanie enzymow proteolitycz-'
nych. Z ostatnich lat nalezy wymieni¢ prace Vande’a i wsp. (112),
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ktorzy stosujgac 10!°» zel poliakrylamidowy i 0,1M bufor octanowy o pH
4,0 po 16 godz. elektroforezy rozdzielili catkowity histon grasicy cielecej
na 20, a frakcje F3 na 6 sktadnikow. W pozostatych frakcjach FI, F2a
i F2b stwierdzili obecno$¢ 1 gtéwnego pasma oraz pewnej niewielkiej
ilosci stabo zaznaczonych stref. Zblizone wyniki uzyskali Macpherson
i Murray (65 prowadzac elektroforeze frakcji histonowych otrzyma-
nych w wyniku chromatografii jonowymiennej na Amberlite IRC-50.
Najlepszy okazat sie 0,01N bufor octanowy o pH 4,1. Jednakze obserwo-
wane przez nich duze ilosci biatka nie wchodzacego do zelu (w przypad-
ku frakcji bogatych w arginine) Swiadczyty o intensywnej w tych wa-
runkach agregacji histonéw argininowych.

Gurley i Shephard (40, 100) zastosowali tzw. rozdziaty #gczo-
ne, uzywajac dwdch réznych buforéw o pH 4,0: 0,3M roztworu waliny
do napetnienia naczynia anodowego oraz 0,3M roztworu glicyny do na-
czynia katodowego. Prowadzili oni elektroforeze w réznym czasie (60—
90 min.) przy nanoszeniu réznych ilosci biatka (60—400 ng) na zel. Przy
wprowadzaniu znacznej ilosci histonu otrzymywano w ciggu 60 min.
dobry rozdziat frakcji szybko wedrujagcych. Zmniejszenie iloSci nanoszo-
nego biatka i wydtuzenie czasu elektroforezy do 90 min. pozwalato roz-
dzieli¢ dobrze strefy w obrebie frakcji o niskiej ruchliwosci elektrofore-
tycznej. Zestawienie wynikow réznych rozdziatow tego samego prepa-
ratu histonu grasicy pozwolito autorom wyodrebnié 34 strefy. Za pomoca
opracowanej przez siebie metody autorzy poréwnywali niejednorodnosé
frakcji histonowych uzyskiwanych r6znymi metodami frakcjonowania
(selektywna ekstrakcja wedtug Johnsa (50), rozdziat na Amberlite
IRC-50, usuwanie stopniowe z DNP przy réznych pH). Jakosciowo podob-
ne rozdzialty poszczeg6lnych frakcji, z zaznaczonymi jedynie pewnymi
zmianami iloSciowymi pozwalajg sadzi¢, ze duza niejednorodno$¢ bada-
nych biatek histonowych nie jest spowodowana btedami preparatyki.

Rdéwnoczesnie ukazata sie tez praca Debabova i Rebentisha
(15), ktérzy prowadzili rozdziat histonow w nieco odmiennych warun-
kach (polimeryzacja zelu poliakrylamidowego z dwumetyloaminopro-
pionitrylu zamiast N,N,N’,N’-czterometyloetylenodwuaminy, 0,37M roz-
twér glicyny o pH 4,0, czas elektroforezy 4 godz., odbarwianie zelu za
pomoca 7'% CH3COOH bez usuwania nadmiaru barwnika w polu elek-
trycznym). W obrazie elektroforetycznym dla catkowitego histonu z gra-
sicy cielecej wyodrebniali oni 4 strefy. Strefa A posiadata minimalng
ruchliwo$¢ i 1—2 oddzielne prazki. Strefa B zawierata od 1 do 3, a strefa
W — od 2 do 3 pasm o posredniej ruchliwosci elektroforetycznej. Kilka
szybko wedrujacych w zelu frakcji stanowito strefe G. Dobra powta-
rzalno$¢ umozliwita autorom zastosowanie tej techniki do poréwnania
histonéw z ré6znych Zrddet oraz do okreslenia wptywu proceséw izolowa-
nia jader komorkowych na niejednorodno$¢ preparatow histonowych.
Nie stwierdzili oni réznic zaleznych od wieku zwierzecia, zaobserwowali
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natomiast pewne roznice, szczegllnie ilosciowe, miedzy histonami z gra-
sicy cielecej a histonami grasicy szczurzej i komorek raka puchlinowego
Ehrlicha. Proces izolowania jader jak sie zdaje nie wptywa na obraz
elektroforetyczny catkowitego histonu, ale istotne zmiany (zmniejszenie
iloSci pragzkow i zawartoSci biatka w strefach B i W na korzy$¢ szybko
wedrujacych frakcji strefy G) pojawiajg sie jezeli grasice, z ktdrej wyod-
rebniono histony poddano zamrozeniu i odmrozeniu.

Rebentish i Debabov (93) postuzyli sie nastepnie swojg me-
toda do poréwnania frakcji histonowych z chromatografii na CM-celulo-
zie (fl, f2, f3) z histonami otrzymanymi metoda selektywnej ekstrakcji
wedtug Johnsa (50) (FI, F2a, F2b, F3). Obraz elektroforetyczny frak-
cji fl byt zblizony do obrazu otrzymanego dla histonu FI, wykazywat
jednak jej wieksza homogenno$¢. Elektroferogramy frakcji F2a i F3
byty podobne do siebie a takze do obrazéw frakcji f2 i f3 z CM-celulozy.
Frakcja F2b wykazywata 2 zasadnicze strefy, odpowiadajgce podstawo-
wym prazkom o maksymalnej i posredniej ruchliwosci w histonie catko-
witym. Ogdlnie zaobserwowano we frakcjach otrzymanych metodg eks-
trakcji istnienie pewnej ilosci stabo ruchliwych sktadnikéw reprezentu-
jacych najprawdopodobniej agregaty powstate podczas preparatyki tych
frakcji. Autorzy wykazali ponadto, ze zwiekszenie stezenia zelu i obec-
no$¢ 6M mocznika w czasie elektroforezy nie polepsza rozdziatu a prze-
dtuza wydatnie jego czas, stosowanie za$ zeléw o nizszym usieciowaniu
daje znacznie gorsze wyniki. To spostrzezenie oraz fakt, ze wieksza ruch-
liwos¢ elektroforetyczna frakcji histonowych nie jest skolerowana ze
zmianami w sile wigzania sie ich na kolumnach jonowymiennych sugeru-
je, ze decydujaca role w elektroforezie w zelu poliakrylamidowym odgry-
wajg sity molekularne oraz stosunek tadunku elektrycznego histonéw do
ich masy, a rozdziat zalezy od ksztaltu i rozmiaru czasteczek. Na zwiek-
szenie zdolnoSci rozdzielczej w elektroforezie dyskowej wptywa zapewne
tworzenie przez rozdzielane biatko ultracienkich bton startowych.

Gofshtein i Sidor ov (36) rozdzielili za pomoca elektroforezy
w 15°0t zelu poliakrylamidowym catkowity histon z DNP kietkéw psze-
nicy na 10—11 skiadnikéw dowodzac tym samym niejednorodnos$ci hi-
stonéw pochodzenia roslinnego. Gofshtein (35) badat tez tg technika
frakcje histonowe z zarodkdw i kietkOw pszenicy otrzymane przez wy-
trgcanie acetonem.

Johns (52) zaproponowat prowadzenie rozdziatu elektroforetyczne-
go w zelu poliakrylamidowym przy pH 2,4, co miato zapobiec agregacji
histonéw argininowych, ktéra nastepuje w pH okoto 4,0. Spolimeryzoi
wany zel doprowadza sie do pH 2,4 w rurkach, w ktorych bedzie on uzy-
ty do rozdziatu, wypetniajac naczynia elektrodowe 0,01N CH3COOH
i przepuszczajagc prad o napieciu 175V przez 3—4 godz. Po takim zrow-
nowazeniu kwas octowy w zelu jest 0,9N. Witasciwa elektroforeza prowa-
dzona réwniez w 0,0IN CH3COOH trwata 4—5 godz. przy natezeniu 50—



Rys. 4. Elektroforeza histonéw grasicy cielecej w zelu poliakrylamidowym przy pH
2,4 wg Johnsa (52).

(1) Petny histon (20 Mg); (2) FI (8 ug); (3) F2al (8 ug); (4 F2a2 (8 ug); (5) F2b (8 ug) (6) F3
(8 ug); (7) rybosomalne biatko watroby szczura (100 i~g). Wedrgwka od +
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55mA na rurke (rysunek 4). Catkowity histon z grasicy cielecej dzieli
sie w tych warunkach tak, ze najbardziej ruchliwa jest frakcja F2al, po
niej wedruje frakcja F2a2, trzeci prgzek odpowiada frakcjom F2 i F2b,
a najblizej startu znajduje sie frakcja FI. Ruchliwo$¢ elektroforetyczna
poréwnywano postugujac sie jako wzorcem albuming surowicy.

Johns (52) podat tez metode iloSciowego oznaczania biatka w praz-
kach elektroforetycznych. Wedtug tej metody prazek wyciety z zelu ozie-
bionego w mieszaninie staly CO0Z2etanol, rozgniata sie w probowce
z DMSO i po 2 godz. ogrzewaniu w 50° wiruje sie a klarowny superna-
tant oznacza sie spektrofotometrycznie przy 600 nm. Johns podawat wy-
niki w odsetkach w stosunku do sumy intensywnos$ci barwy wszystkich
prazkbw w danym zelu. Bezwzgledng ilos¢ biatka natomiast oznaczat
z krzywej wzorcowej uzyskanej na podstawie elektroforetycznego roz-
dziatu standardowych ilosci badanej frakcji. Zdaniem Johnsa duza nie-
jednorodno$¢ frakcji histonowych jest spowodowana efektami agrega-
cyjnymi i zanieszczyszczeniami krzyzowymi. Oméwiong wyzej metode
elektroforezy wedtug Johnsa zmodyfikowali nastepnie Dick i Johns
(20) przystosowujac ja do badan biosyntezy gtéwnych frakcji histonowych
grasicy szczurzej. Przed dodaniem nadsiarczanu sodu doprowadzali oni
pH mieszaniny polimeryzacyjnej do 3,0, dzieki czemu uniezalezniali sie
od wahan odczynu handlowych preparatow akrylamidu. Ponadto barwili
oni zele czernig alizarynowa w 300 etanolu w ciagu 18 godz., a nadmiar
barwnika usuwali przez ptukanie w 40°0 etanolu w 60° przez 24 godz.
W celu oznaczenia pietna izotopowego biatko z wycinkéw zelu ekstra-
howali 6N HCI w 90° przez 3 godz. po czym wyciggi odparowywali i roz-
puszczali w wodzie.

Fambrough i Bonner (26) opisali technike preparatywnej
elektroforezy dyskowej w zelu poliakrylamidowym, ktéra zapewnita cat-
kowite odzyskiwanie czystych elektroforetycznie frakcji histonowych
chromatyny kietkéw grochu. W aparacie Canalco-Prep. Disc stosowali oni
7,5% zel poliakrylamidowy z 6M mocznikiem i buforem alaninowym o pH
4,3. Rozdziat 1—3mg histonu (30—40mA, szybkos$¢ elucji 60 ml/godz.)
trwat 3—4 godzin. Panyim i Chalkley (82 podali modyfikacje
elektroforezy w zelu poliakrylamidowym umozliwiajgcg rozdzielenie
frakcji, ktorych ruchliwo$¢ roznita sie tylko o W».

Metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym zapewnia lepsze po-
znanie niejednorodnosci fizykochemicznej biatek histonowych; jest to
technika dogodna, umozliwiajgca szybkie poréwnanie rd6znych metod
frakcyjnego izolowania histonéw, kontrolowanie jednorodnosci i rodzi-
mosci otrzymanych preparatéw oraz wypowiadanie sie na temat gatun-
kowej i tkankowej specyficznosci tych biatek.
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2. Inne metody fizykochemiczne

Wazng role w badaniu histonéw odegrata analiza zachowania sie tych
biatek w ultrawirdwce analitycznej. Technika sedymentacyjna pozwala
frakcjonowacé histony z réznych materiatdow a takze oznacza¢é masy czg-
steczkowe roéznych frakcji (por. poz. 60). W nowszej literaturze brak
wprawdzie nowych opracowan metodycznych w tym zakresie ale wielu
badaczy bada histony w ultrawirowce analitycznej, postugujac sie tra-
dycyjnymi metodami.

Szczegblnie interesujacych danych o konformacji czasteczek histonéw
dostarczajg badania optycznej rotacyjnej dyspersji i lepkosci tych bia-
tek, a takze analiza spektrofotometryczna. Jirgensons i wsp. (49)
zaobserwowali, ze lepkos$¢ frakcji lizynowej i prolinowej jest wieksza
niz innych typéw histondw a lepko$¢ wodnych roztworéw frakcji lizy-
nowej znacznie silniej maleje pod wptywem jonéw POl i SO” niz jed-
nowarto$ciowych anionéw np. Cl- i CH3OO*\ Wszystkie frakcje zacho-
wuja sie jak gibkie, liniowe polielektrolity.

Jirgensons (48) zajmowal sie takze pomiarami optycznej rota-
cyjnej dyspersji w zakresie fal 190—240nm i obserwowat bardzo wyrazne
zmiany konformacyjne biatek histonowych, szczegélnie bogatych w lizy-
ne, pod wptywem alkoholu n-propylowego i detergentéw, objawiajgce sie
silnymi przesunieciami w widmach dyspersyjnych. Winkelman (117)
poréwnywat konformacje catkowitego histonu i jego frakcji analizujac
te biatka spektrofotometrycznie, po traktowaniu ich purpurg Biebricha,
oraz spektrofluorymetrycznie, po zadziataniu czterofenyloporfinosiarcza-
nem. Brak widocznych roznic w obu widmach sktonit go do wniosku
0 réwnowaznosci pewnych cech struktury IlI- i Ill-rzedowej tych prepa-
ratéw.

Réwniez metoda spektroskopii w podczerwieni zostata zaadaptowana
do charakteryzowania frakcji histonowych (75) a B lazse k (5) zastoso-
wat technike polarograficzng do wykrywania zanieczyszczen frakcji lizy-
nowych i umiarkowanie lizynowych biatkiem niehistonowym lub histo-
nami zawierajgcymi grupy sulfhydrylowe. Ta ostatnia metoda ma duze
szanse jako sposéb oceny czystosSci preparatow histonowych.

VI1I. Specyficzno$¢ histonow

Przy wyjasnianiu zagadnien zwiazanych z rolg histonbw w genetycz-
nej i metabolicznej funkcji jadra komérkowego na czotowe miejsce wy-
suwa sie sprawa gatunkowej i tkankowej specyficznosci histonéw. Kon-
sekwencjg pierwotnych hipotez, przypisujgcych wytgcznie histonom funk-
cje bezposrednich represoréw genowych byt poglad, ze stopied zréznico-
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wania komoérkowego jest zalezny od specyficznosci frakcji histonowych.
Poszukiwania doswiadczalnych dowodéw nie daty jednak jednoznacznej
odpowiedzi. Prace Butlera, Johnsa, Lawrence’a, Simpson, Vendrely’ego
Lindsay’a oraz Cohna i Quatrano (por. poz. 60) wykazujag na bardzo
réznorodnym materiale zwierzecym i ro$linnym, ze histony tego same-
go typu komérek nie zmieniajg sie w zaleznosci od gatunku i ze brak
jest takze rédznic miedzy histonami réznych tkanek tego samego gatunku.
Wielu jednak uczonych w oparciu o rownie szeroki material badaw-
czy przytaczato wiarygodne dowody na istnienie specyficznosci gatunko-
wej i tkankowej histondw. Nalezy tu wymieni¢ prace Stedmandw, Ne-
elina i Butlera, Buscha, Bellaira i Mauritzena, Neidle’a i Waelscha,
Ktyszejko, Kobayashi, Hirschbein i lwai (por. poz. 60).

Obecnie jest rzeczag niewatpliwg, ze w kierowaniu aktywnos$cig gene-
tyczng zasadniczg role odgrywajg bardziej ztozone, dynamiczne syste-
my, w ktorych histony sg tylko jednym ze skiadnik6éw a ich niejedno-
rodno$¢ nie musi warunkowac¢ zmiennosci komdrkowej. Jednak specy-
ficzno$¢ histonéw nie jest traktowana jako zagadnienie uboczne. Roz-
woj metod preparatywnego otrzymywania homogennych frakcji histono-
wych oraz coraz udatniejsze proby poznania struktury pierwszorzedo-
wej tych biatek pozwalajg uchwycié bardziej subtelne lecz wazkie rézni-
ce miedzy poszczegolnymi czasteczkami.

We wspotczesnych badaniach nad specyficznoscig histondw mozna
wyrozni¢ kilka kierunkéw. Jedne badania dazg do uchwycenia réznic
miedzy histonami tkanek somatycznych a histonami tkanek embrional-
nych czy szybko dzielagcych sie, drugie skupiaja sie na analizie histonow
tkanek skrajnie wyspecjalizowanych np. z trwale zablokowanym ukta-
dem syntezy RNA i replikacji DNA, jeszcze inne sg badaniami porow-
nawczymi histondw z réznych tkanek réznych gatunkéw zwierzat i ros-
lin, uwzgledniajgcymi stany fizjologiczne organizmu oraz wptyw czynni-
kéw zewnetrznych.

Najchetniej badanym modelem sg histony dojrzatych erytrocytéw kur-
czecia, komorek o prostej budowie cytoplazmy i mato skondensowanym
jadrze, w ktérych nie odbywa sie proces odnowy DNA ani synteza RNA,
a powstaje zasadniczo tylko jeden rodzaj biatka — hemoglobina. Prace
na tym materiale zapoczatkowali Stedmanowie w 1950 roku a konty-
nuowali miedzy innymi Neelin i wsp., Bellair i Mauritzen
oraz Hnilica (por. poz. 60), znajdujac rdznice w obrazie chromatogra-
ficznym, elektroforetycznym i skiadzie aminokwasowym histonéw erytro-
cytow w porownaniu z histonami grasicy cielecej, uwazanymi za wzor-
cowe. Z najnowszych badan na tym materiale wymieni¢ nalezy prace
Bellaira i Mauritzena (3), ktdrzy izolowali @ histony z erytro-
cytéw, a takze z watroby i $ledziony kurczecia oraz grasicy wolowej.
Frakcjonowanie na zelu Sephadex G-100 i G-200 wykazato ilosciowe
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réznice dla réznych tkanek, choé¢ sktad aminokwasowy gtéwnych kom-
ponent (B—@) byt zblizony.

Bardzo ciekawe wyniki osiagneli Murray i wsp. (73) w prepara-
tyce szeregu histonow erytrocytow kurczecia na duzg i malg skale me-
todg selektywnej stopniowej ekstrakcji roztworami o coraz nizszych war-
tosciach pH. Roztwory o pH 1,8—2,1 ekstrahowaty homogenng frakcje
(V) bogatg w seryne, ktéra na podstawie chromatografii na Amberlite
CG-50 i sktadu aminokwasowego zostata zidentyfikowana z tzw. frakcja
5 Neelina (76), a na drodze elektroforezy w zelu skrobiowym z tzw.
strefg 15 Purkayasthy’ego i Neelina (90), tj. z komponentami
typowymi dla histonéw erytrocytéw kurczecia. Murray i wsp. (73)
dowiedli takze, iz wbrew opiniom innych (76, 90) histony argininowe
(frakcje Il i IV z chromatografii na Amberlite IRC-50) wystepujg w cat-
kowitym histonie z erytrocytéw kurczecia. Frakcje te trudno poddajg
sie ekstrakcji i mozna je wyodrebni¢ dopiero roztworami o pH <C1,0.
Zblizone wyniki i wnioski ogtosili tez inni badacze (77, 115). Neelin
(77) wykazat istnienie typowej dla erytrocytow kurczecia elektrofore-
tycznej strefy 15 takze w histonach z erytrocytow innych gatunkéw pta-
kéw (gotgb, mewa, kaczka, indyk, ge$) przy braku jej w innych tkan-
kach (Sledziona, szpik) tych zwierzat. Frakcja ta wystepowata zaréwno
w retikulocytach jak w dojrzatych czerwonych krwinkach, niezaleznie
od stanu odzywienia, ptci, wieku i temperatury w warunkach hodowla-
nych. Zaobserwowat on jedynie pewne ilosciowe roznice w zawartosci tej
frakcji u roznych gatunkéw ptakow. Neelin (77) potwierdzit ponadto
wystepowanie w erytrocytach ptasich histonéw argininowych, a takze
udowodnit, ze tzw. strefa ,,f” (ang. fast), o bardzo duzej ruchliwosci w ze-
lu, a typowa dla histonu catkowitego ze szpiku ptakéw, odpowiada za-
sadowemu materiatowi peptydowemu z granulocytdw kwasochtonnych,
ktére ulegajg cytolizie podczas preparatyki. Vidali i Neelin (115)
sugerujg, ze roznice dotyczace histonéw argininowych z erytrocytéw pta-
sich oraz z innych tkanek réznych gatunkéw zwierzagt moga byé spo-
wodowane nieuwzglednianiem w metodach izolowania tkankowej spe-
cyficznosci zwigzania poszczeg6lnych histonow w materiale jadrowyn?.

Ciekawe rozszerzenie tych badan na jadrzaste erytrocyty zwierzat
innych gromad przyniosta praca Edwardsa i Hnilicy (24), ktorzy
na drodze filtracji na zelu Spehadeux G-75 wyodrebnili frakcje F2c (inne
oznaczenie frakcji V czy strefy 15, wprowadzone przez Hnilice) takze
z erytrocytow plaza (Rana catesbeiana) i ryby (Caranax hippos). Roznity
sie one sktadem aminokwasowym, posiadaty jednak typowg wysoka za-
warto$¢ seryny (ok. 12%), lizyne jako C-tkoAcowy aminokwas, a jako
reszty N-koricowe (najczesciej acetylowane) — treonine oraz w matych
iloSciach inne aminokwasy. Autorzy ci nie znalezli frakcji F2c w histo-
nach z innych tkanek zwierzat badanych, co zgodne jest z obserwacjami
Palau’a i Butlera (84), dotyczagcymi histondw watroby pstraga.



[27] HISTONY 289

Mozna oczekiwac interesujacych wynikdw badah dotyczacych zmian
w histonach podczas embriogenezy. Jednak Kischer i Hnilica
(59) podali, ze rozdzialy elektroforetyczne w zelu skrobiowym histonow
moézgu i skory 7-, 10- i 14-dniowych embrionéw kurzych byty bardzo
zblizone do histonéw grasicy cielecej. Jedynymi réznicami byta nizsza
zawartosé lizyny a zwiekszona ilos¢ aminokwaséw dwukarboksylowych
histondw tkanek embrionalnych w pordwnaniu z histonem grasicy oraz
pewne wzrastanie sumy aminokwasow zasadowych w histonach skéry
w miare postepowania procesu réznicowania. Duzo bogatszy materiat
przyniosta praca Myulberga i wsp. (74). Wykazali oni, ze frakcja FI
z jader komoérkowych grasicy 5-dniowych ambrionéw kurzych charakte-
ryzowata sie mniejszg zawartos$cig lizyny (28,5%) a wiekszg iloScig argi-
niny (8,4flo) w poréwnaniu z analogicznym histonem grasicy 1-dniowych

Liz
kurczat oraz grasicy cielecej (stosunek 'Ar_g jest 1,8 razy mniejszy niz dla

frakcji F1 grasicy cielecej), a ogolnie wszystkie frakcje z erytrocytéw
embrionu kurczecia zawieraty nieco mniej alaniny. Autorzy zaobserwo-
wali tez znacznie wiekszg ilos¢ dodatkowych (minorowych) wolno wedru-
jacych komponent podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
frakcji FI i F2b z embrionéw kurzych oraz dodatkowe strefy o duzej
ruchliwos$ci dla tych samych frakcji grasicy kurczat. Elektroferogramy
pozostatych frakcji histonowych ze wszystkich trzech zrédet wykazy-
waty istotne réznice iloSciowe. Poréwnania te $wiadczg o specyficznosci
histonow tkanek embrionalnych a takze o odmiennosci ich sktadu w ana-
logicznych narzadach u réznych gatunkow (grasica kurczat a grasica cie-
Iat).

Ostatnio Champagne i wsp. (11) wykazali istotne réznice mie-
dzy histonami erytrocytow kurzych a grasiczymi. Dick i Johns (22)
natomiast nie zaobserwowali réznic miedzy histonami normalnych ery-
trocytow kurzych a histonami retikulocytow. Specyfike materiatu pod-
kreSlaty w tej pracy takze dane o wystepowaniu podczas procesu ekstrak-
cyjnego wedtug Il wariantu metody Johnsa (50) znacznych rdznic
w stopniu zanieczyszczen krzyzowych miedzy izolowanymi frakcjami.
| tak frakcja Fl z embrionoéw kurzych zawierata okoto 15°/» obcych chro-
matograficznie komponent, podczas gdy ilos¢ dodatkowych sktadnikéow
w analogicznej frakcji grasicy kurczat siegata az 50%. Oczywiscie przyto-
czone powyzej wyniki badan sktadu aminokwasowego i rozdziatéow elek-
troforetycznych dotyczyty juz homogennego chromatograficznie materiatu.

Z wielu innych prac dowodzacych specyficzno$ci gatunkowej i tkan-
kowej histonéw wymieni¢ nalezy badania Ktysze jko-Stef ano-
wicz z 1968 roku (61, 62) wskazujgce na réznice w skladzie aminokwa-
sowym gtéwnych frakcji histonowych z trzustki wotu i szczuréw w po-
rbwnaniu z histonem grasicy cielecej (m.in. duza zawarto$¢ lizyny we
frakcji FI).
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Interesujagcym wydaje sie fakt, ze wielu badaczy zaobserwowato naj-
wieksze roznice w obrebie frakcji silnie lizynowej, najbardziej labilnej
pod wzgledem zwigzania w nukleohistonie i posiadajgcej najwieksze
zdolnosci blokowania aktywnosci polimerazy RNA zaleznej od DNA. B u -
stin i Cole (8) wykazali r6znice pomiedzy frakcjami ekstrahowanymi
5% TCA (7) z grasicy, gruczotdw mlecznych i watroby krolika oraz z wa-
troby kurczecia i grasicy cielecej. R6znice te dotyczyty ilosci szczytow
otrzymywanych w rozdziale tej frakcji na Amberlite IRC-50 wedtug

Rys. 5. Chromatografia na kolumnie z Amberlite IRC-50 silnie lizynowych histo-
néw z réznych tkanek (8).

A,80 mg grasicy cielecej; B, 80 mg grasicy krélika; C, 80 mg gruczotéw sutkowych krélika;

D, 22 mg watroby kurczecia; E, 26 mg watroby kroélika. Ekstrakt watroby kurczecia byt

chromatografowany na kolumnie 15X2,3 cm; wszystkie inne na kolumnie 30X2,3 cm. Strzatki

wykazujg stezenie chlorowodorku gue_mlc_jyn¥ 94 i 99%. Szczyty numerowane dla grasicy

cielecej odpowiadaja frakcjom I, II, Ilia i Illb otrzymanym wediug Kinkade’a i ol e’a
(57).
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Kinkade’a i Cole’a (57) (np. pieé szczytdw dla histonu FI z grasicy
krolika a 3 szczyty w histonie FI z grasicy cielecej) oraz iloSciowego
rozmieszczenia biatka w obrebie tych szczytow (gruczoty mleczne a gra-
sica krdlika) (rysunek 5).

Rdéwniez analiza sktadu aminokwasowego i obraz elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym dowodzg typowosci gatunkowej i narzgdowej histonu
lizynowego. Do podobnych wnioskéw doszli Stellwagen i Cole
na podstawie porownania frakcji FI a takze histonéw argininowych oraz
histonéw umiarkowanie lizynowych z gruczotdw mlecznych oraz grasicy
krolika i szczura (107). Zwracajg oni jednak uwage na tatwo$¢ pomylenia
faktycznych réznic zwigzanych ze specyficzno$cig histonéw z efektami
spowodowanymi r6zng podatnoscia frakcji histonowych, szczeg6lnie argi-
ninowych, na zabiegi wyodrebniania ich z tkanki w zalezno$ci od bada-
nego materiatu (zanieczyszczenia krzyzowe, ekstrahowanie tgcznie z hi-
stonami takze biatek niehistonowych). Stellwagen i Cole (107)
zaobserwowali takze wptyw aktualnej funkcji danego narzadu na skfad
frakcji histonowych. Stwierdzili oni réznice w charakterze rozdziatu na
Amberlite IRC-50 frakcji lizynowej z gruczotéw mlecznych krélika pocho-
dzacych z samic ciezarnych, samic z zanikowym procesem laktacji oraz
samic nieciezarnych.

Interesujgce sg wyniki doswiadczen Sidoro ve j (101) porownujacej
histony Fl z watroby i $ledziony krélikéw prawidtowych i immunizowa-
nych globuling konskg. Efekt wzmozonej pod wptywem antygenu syntezy
biatka i zwiekszona szybko$¢ mitoz komdrek limfoidalnych objawiajg sie

zmianami jakoSciowymi i iloSciowymi w rozdziale elektroforetycznym
w zelu poliakrylamidowym.
Berlowitz i Birnstiel (4 poréwnywali histony z Xenopus

laevis typu dzikiego i mutanta bezjgderkowego z histonami grasicy ciele-
cej. Roznice byty bardzo wyrazne: typ dziki X. laevis nie posiadat frakcji
F2b i F2a, a u mutanta brak byto frakcji FI, histon F2b wystepowat
w znikomych ilosciach a zawarto$¢ F2a byta mocno zmniejszona, co
prowadzito do zdecydowanej przewagi frakcji argininowej.

@] zwiekszonej zawartos$ci argininy i aminokwasow kwasnych a zmniej-
szonej iloSci lizyny we frakcjach FI i F2b z watrobo-trzustki mieczaka
Mytilus edulis w poréwnaniu z histonami grasicy cielecej doniesli Coz-
collnela i Subirana (14).

Gorovsky iWoodard (38) doniesli, ze w histonach z mikroja-
der i makrojader Tetrahymena pyriformis metodg elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym stwierdza sie poza frakcjami wspdinymi dla obu
rowniez i komponenty typowe tylko dla danej struktury. Ro6znice te wy-
ptywajg zapewne z braku syntezy RNA i z heterochromatynizacji obser-
wowanych w mikrojadrach.

Wiele prac poswiecono tez histonom z tkanek roslinnych. Yoichi
i Hirai (118) stwierdzili metodg elektroforezy na octanie celulozy, ze
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histon z lisci tytoniu zawiera duzo mniej frakcji argininowych niz histony
zwierzece. Zampetti-Bosseler (120) stosujac rozdziaty elektro-
foretyczne w poliakrylamidzie zaobserwowata mniejszg niejednorodnosé
histonébw z korzeni cebuli w pordwnaniu z histonami zwierzecymi, mniej-
szg zawarto$¢ lizyny w poréwnaniu z innymi histonami roslinnymi oraz
mniejszg ilos¢ argininy w zestawieniu z histonem grasicy cielecej. Dick
(19) doniosta, ze histony z Vicia faba otrzymane metodg stopniowej
ekstrakcji przy coraz nizszych wartosciach pH wedtug Murraya (71)
byty podobne do frakcji uzyskiwanych z grasicy cielecej, cho¢ zawartos¢
argininy nie przekraczata w nich 9!%, co nie pozwolito na okreslenie zad-
nej frakcji mianem histonu argininowego. Zaobserwowala ona réwniez
wystepowanie we frakcji ekstrahujgcej sie przy pH 1,4 niezidentyfikowa-
nego aminokwasu nie bedgcego metylowa pochodng lizyny.

Bardzo ciekawych danych dostarczyty wspomniane juz badania Gof -
shteina (34, 35). Stosujac strgcanie acetonem wyodrebnit on 2 frakcje,
A i B, w histonach catkowitych ze spoczynkowych zarodkéw pszenicy
i z 2-godzinnych kietkéw pszenicy. Okazato sie, ze frakcja A z zarodkéw
odpowiadata histonowi FI, a frakcja B — histonowi F2a, cho¢ zaznaczaly
sie r6znice w zawartosci szeregu aminokwaséw w poréwnaniu z analogicz-
nymi frakcjami grasicy cielat. Natomiast frakcje A i B z kietkbw odpowia-
daty histonom F2a i F3. Podczas elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
stwierdzono wyrazne réznice gtownie iloSciowe miedzy catkowitymi hi-
stonami a takze frakcjami A i B z zarodkéw i kietkbw. Poréwnano tez
wigczanie 14C-lizyny u 22- i 28-"odzinnych izolowanych kietkéw pszenicy
i stwierdzono, ze u pierwszych pietno grupowato sie gtéwnie w strefach
odpowiadajacych histonom lizynowym, podczas gdy u drugich, stanowig-
cych model tkanki o zahamowanych procesach wzrostu i syntezy bioche-
micznej, znakowaly sie gtownie histony argininowe. Autor wysuwa tez
hipoteze, ze elektroforetyczna frakcja 5 jest ta, ktdrej pojawienie tgczy
sie z aktywnoscig procesow wzrostu przy kietkowaniu.

Rézny stopier niejednorodnos$ci histonéw roslinnych potwierdzili
Fambrough i Bonner (26) badajagc te biatka z paczkéw grochu
metodg preparatywnej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym. Autorzy
ci porédwnali nastepnie (27) argininowe histony (frakcja Il i V) paczkow
grochu i grasicy cielecej. Homogenne frakcje z obu materiatobw wykazy-
waly duze podobieistwo elektroforetyczne. Wykryto jednak réznice w ma-
nie zawierata tez e-N-metylolizyny a frakcja |1l posiadata 1reszte cysteiny
na czasteczke biatka, wobec dwoch takich reszt we frakcji Il histonu
pach peptydowych tych histonéw (3 rézne peptydy na 29 we frakcji Il
i 5réznych peptydéw na 32 we frakcji 1V). Frakcja IV z pagczkéw grochu
grasicy. To sprawito, ze histon grasicy wykazywat wieksze tendencje do
agregacji dajac trimery i tetramery, podczas gdy ta frakcja z grochu
tworzy¢ mogta jedynie dimery.
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W ostatnich czasach pojawity sie tez prace mdwigce o braku specy-
ficznosci histonéw. Miedzy innymi Comings (13) nie stwierdzit roznic
miedzy histonami limfocytow prawidtowych i stymulowanych fitohema-
glutyning. Nie obserwowat on tez réznic miedzy histonami z komérek
inter- i metafazowych. Aszmarin iwsp. (1) wyizolowali z mézgu byka
4 zasadnicze frakcje histonowe, ktére nie réznity sie sktadem aminokwa-
sowym od odpowiednich frakcji z grasicy. Chan da iwsp. (12) nie stwier-
dzili réznic zwigzanych z dojrzewaniem mézgu. Chalkley i Panyim
(10) otrzymali identyczny obraz elektroforetyczny dla histondw z réznych
tkanek cielecia. Mac Guillivray (64) badajac pie¢ tkanek ludzkich
0 zréznicowanej aktywnosci biologicznej (grasica, watroba, tozysko, leuko-
cyty obwodowe i rak oskrzelowy) nie znalazt roznic w sktadzie aminokwa-
sowym, w grupach N-koncowych i obrazach elektroforetycznych miedzy
tymi tkankami ani tez przy poréwnaniu ich z histonem grasicy cielecej.
Stwierdzit takze, ze przedwczesne i btedne byly jego poprzednie wnioski,
iz granulocyty zawierajg jaka$ specyficzng frakcje histonowa. Wreszcie
Dick i Joh ns (20) wskazali na brak réznic miedzy frakcjami histono-
wymi grasicy szczuréw i cielat.

Wydaje sig, ze bardzo wiele w rozwigzywaniu problemow specyficz-
nosci wnie$¢ mogag metody immunologiczne i biofizyczne. Prace im-
munoelektroforetyczne i immunoelektrofluorescencyjne Riimke’ego
iSluysera (94) wykazaly antygennos$¢ histonow watroby szczura i do-
wiodty specyficznosci antygenowej poszczegélnych frakcji liczbowych.
Fukuzawa i Shimura (29) kontynuujagc swoje prace sprzed dwdch
lat poréwnywali histony catkowite z tylnego i Srodkowego gruczotu przed-
nego larwy jedwabnika BoTbyx mori L. oraz grasicy cielat. Krzyzowe,
badania kazdego z tych histonéw, jako antygendw z r6znymi surowicami
zawierajagcymi odpowiednie przeciwciata przeciwko tym histonom, pro-
wadzone metodami precypitacji, immunoelektroforezy oraz testow dyfu-
zyjnych, wykazaty niezbicie, ze histony grasicy sa rézne od histonéw
gruczotdw przednych larwy jedwabnika. Zaznaczyta sie takze wyrazna
specyficzno$¢ narzadowa pozwalajaca odr6zni¢ histon ze Srodkowego gru-
czotu przednego od histonu gruczotu tylnego (odpowiada to by¢ moze
temu, ze tylny gruczot produkuje fibroine, a Srodkowy — serycyne).

Nabieruchin i wsp. (75 metodg roznicowej spektrofotometrii
w podczerwieni wykazali r6znice w widmach frakcji histonowych z gra-
sicy cielat, watroby szczuréw i bydta rogatego, komorek raka Ehrlicha
oraz erytrocytéw gotebia.

Pojawienie sie nowych hipotez, prébujgcych wyjasni¢ mechanizm re-
gulowania aktywnosci genetycznej materiatu jadrowego na drodze zmian
konformacyjnych histonéw, wywotanych przez rézne czynniki fosforylu-
jace, acetylujgce, metylujace czy utleniajgce sprawito, ze badacze zaczeli
porownywac frakcje histonowe réwniez pod tym wzgledem (68, 70, 79, 80,
102, 110).
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ADDENDUM

Po oddaniu niniejszego artykutu do druku De Lange i wsp. z pracowni
Bonnera (J. Biol. Chem. 244, 5669 (1969)) opublikowali kompletng sekwencje 102 ami-
nokwaséw IV histonu z kietkéw grochu. W pordwnaniu z analogicznym IV histo-
nem z grasicy cielecej jedyne réznice dotycza zamiany w pozycjach 60, 77 i 20 reszt
waliny, lizyny i metylowanej lizyny histonu grasicznego na izoleucyne, arginine
i lizyne, odpowiednio, w histonie z kietkéw grochu. Ponadto e-N-acetylolizyna
w IV histonie grasicy wystepuje w 50% czgsteczek i to tylko w pozycji 16, pod-
czas gdy w odpowiednim biatku z kietkdw grochu tylko 6fllo czasteczek histonowych
jest acetylowanych na resztach lizyny w pozycjach 16, 5, 8 lub 12. By¢ moze te nie-
wielkie roznice powoduja juz odmienno$¢ funkcjonalng obu histonéw.

Na uwage zastuguja wyniki ilosciowej elektroforezy szeregu histonéw w zelu
poliakrylamidowym, prowadzonej przez Panyima i Chalkley’a (Bioche-
mistry 8, 3972 (1969)) w dwojakich warunkach (0,6X8,5 cm 130 V, 35 godz. oraz
0,6X25 cm, 200 V, 16 godz.). Na krotszej drodze autorzy otrzymywali 5 komponent
odpowiadajgcych gtownym frakcjom histonowym (Fi, F2al, F2a2, F2b, F3), co pozo-
staje w zgodzie z ostatnimi pracami Toczko (Acta Biochim. Pol. 16, 365 (1969))
oraz Nelsona i Yunisa (Explt. Celi Res. 57, 311 (1969)). llo$¢ komponent
wzrastata do 10— 12 w przypadku rozdziatu elektroforetycznego na drodze dtuzszej
przy czym réznice miedzy histonami szeregu tkanek cielecia (grasica, $ledziona, $lu-
zowka jelita i macicy, ptuca, mézg, watroba, nerki) ograniczaty sie do histonu silnie
lizynowego. Tkankowe i gatunkowe ro6znice migdzy histonami 4 gatunkéw Kkre-
gowcéw (watroba i grasica cielecia oraz chomika, watroba i erytrocyty kurczecia
oraz zaby) we wspomnianych badaniach Nelsona i Yunisa (1969) dotyczyty frakcji
silnie lizynowej (FI) oraz bogatej w seryne (F2c).

Nalezatoby wymieni¢ réowniez opracowanag przez Johnsa i Diggle’a (Eur.
J. Biochem. 11, 495 (1969)) technike otrzymywania na skale preparatywng histonu
F2c, specyficznego dla erytrocytéw jadrzastych.

10*
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RECENZJE

Beitrage zur klinischen und biochemischen Pharmacologie, red. Cl. Pfister,
VEB Verlag Volk u. Gesundheit, Berlin 1969

Ksigzka stanowi 22 tom Sympozjum Niemieckiego Towarzystwa Medycyny
Doswiadczalnej. Obejmuje materialy wygtoszone na 9 Zjezdzie Farmakologéw Nie-
mieckich w Dreznie w 1967 roku.

Ro6znorodny zbiér 79 referatow, w przewazajgcej czesci autoréw niemieckich,
zawiera Kkilka rozwazan teoretycznych o funkcji i celach farmakologii klinicznej
oraz farmakokinetyki (K. Feller oraz L. Dellli i P. Spring), a takze
zastugujacy na uwage referat K. J. Nellera ,Oksydatywne reakcje odbudowy
lekéw”, dotyczacy loséw roéznych lekéw y ustroju — gtéwnie za$ reakcji enzyma-
tycznych w watrobie. W zasadzie leki ulegajg tym samym typom reakcji, co sub-
stancje pokarmowe, a wiec hydroksylacji, sprzeganiu, hydrolizie, redukcji itp., ale
réznorodno$¢ chemiczna lekéw badz ich metabolitow stanowi dla badacza kopalnie
tematéw, za$ dla klinicysty i co wazniejsze — pacjenta zrédto licznych komplikacji
wskutek interakcji lekéw, zaburzeh przemian enzymatycznych itd.

Inny referat zastugujacy na wzmianke, to praca M. Kramera i K. Kolba
dotyczaca farmakokinetyki radioaktywnych anty-androgenéw (Cyproteron i octan
Cyproteronu) w badaniach na ludziach. Zwigzki tego typu sg podawane w stanach
nadprodukcji testosteronu (np. w przypadku nowotworow prostaty). Po podaniu
doustnym anty-androgenow stwierdzono szybsze przechodzenie przez watrobe octa-
nu cyproteronu niz cyproteronu, jednakowe state podziatu krew—mocz dla obydwu
zwigzkéw oraz podobne szybkosci przechodzenia z tkanek do krwi. Interesujacy
w tej pracy jest fakt postugiwania sie¢ komputerem w obliczeniach kinetycznych
dla lekow.

W konkluzji — ksigzka, stanowigca zbior referatéw z réznych dziedzin farma-
kologii klinicznej, biochemicznej czy klasycznej nie bedzie interesowata wigkszosci
biochemikéw. Dla nielicznych natomiast stanowi przestroge, iz materiaty najcie-*
kawszych nawet zjazdow winny byé przed opublikowaniem nalezycie uporzadko-
wane, nie wspominajgc o rozsgdnej tendencji —by obrady lub zjazdy naukowe
podporzadkowa¢ uprzednio tematycznie. Lepiej mniej, lecz doktadniej i glebiej.
Mankamentem ksigzki jest réwniez pézne jej wydanie —bez mala dwa lata od
daty Zjazdu.

J. Wysokowski



KOMUNIKAT NR 2

Komitet Organizacyjny uprzejmie zawiadamia, ze termin Zjazdu Przeciwgruzli-
czego zostat zmieniony. XVII Polski Zjazd Przeciwgruzliczy odbedzie sie w todzi,
w nowym terminie 3—5 wrze$nia 1970 roku. Uroczyste otwarcie Zjazdu odbedzie-
sie w dniu 2 wrze$nia o godz. 17.00. Wstepny program obrad Zjazdu przedstawia
sie nastepujaco:

3 wrzesnia — Tematy gtéwne: Przewlekte zapalenie oskrzeli i rozedma ptuc u cho-
rych po przebytej gruzlicy ptuc. Przewlekte nieswoiste choroby ptuc
w Polsce.
Obrady sekcji Mikrobiologicznej.

4 wrze$nia — Temat gtéwny: Modyfikacja chemiterapii gruzlicy. Walne Zgroma-
dzenie cztonkéw Polskiego Towarzystwa Ftizjopneumonologicznego.
Obrady w Sekcji Fizjopatologii Oddychania.

5 wrze$nia — Temat giéwny: Postepy w diagnostyce choréb ptucnych ze szczegél-
nym uwzglednieniem gruzlicy ptuc.
Obrady w sekcji dziecigcej.
Obrady Spotecznych Komitetéw do Walki z Gruzlica.

Zamknigcie Zjazdu nastgpi w dniu 5 wrzesnia o godz 13.30. Doktadna tematyka
obrad w sekcjach oraz nazwiska i adresy kierownikéow tematéw, jak rdwniez ter-
miny zgtaszania doniesien podane zostaly w poprzednim komunikacie.

Warunkiem uczestnictwa w Zjezdzie jest nadestanie karty zgtoszenia oraz opta-
ty za uczestnictwo w terminie do dnia 30 kwietnia 1970 roku, na adres Komitetu:
Organizacyjnego. Optata za uczestnictwo wynosi:
dla cztonkéw Polskiego Towarzystwa Ftizjopneumonologicznego — 150 zt
dla nienalezacych do Towarzystwa — 200 zt
dla os6b towarzyszacych — 100 zt

Adres Komitetu Organizacyjnego XVII Polskiego Zjazdu Przeciwgruzliczegor
£6dz ul. Okoélna 177/9, tel. 594 60, konto: PKO-L6dz 7-9-344.

Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczacy Komitetu Organizacyjnego»
Lek med. Barbara Rozental Doc. dr med. Wactaw Sosnowski
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111 Miedzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidéw Dur-
ham (pin. Karolina) U.S.A.
13—18.X.1969 r.

Sympozjum odbyto sie w dniach 13—18.X.1969 r. w Duke Univeristy, Medical
Center, Durham. Organizatorem byt Profesor Henry Kamin z Oddziatu Biochemii
Uniwersytetu Duke oraz Komitet Organizacyjny w osobach: P. Cerletti (Wiochy),
P. Hemmerich (N.R.F.), V. Massey (U.S.A)), D. B. McCormick (U.S.A.)), C. Veeger
(Holandia) i K. Yagi (Japonia).

Podobnie jak dwa pierwsze Sympozja, w Amsterdamie (1965 r.) i w Nagoya
<1967 r.), Sympozjum w Durham zostato zorganizowane pod protektoratem i z fun-
duszéw Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (1.U.B.). Spotkanie miato charakter
zamkniety i wzieto w nim udziat 60 uczestnikow zaproszonych przez Organizatoréow
z nastepujacych krajow: U.S.A. —41, Japonii — 4, Wioch — 3, Szwecji — 3, Francji —
2, Anglii—2, N.R.F. —2, Polski— 1, Holandii — 2.

W czasie Sympozjum wygtoszono 35 referatdw po 25 minut kazdy. Na dys-
kusje przeznaczono teoretycznie okoto 1/3 czasu trwania referatéow, praktycznie
jednak trwata ona znacznie diuzej. Tematyke Sympozjum stanowity referaty po-
dzielone na nastepujace grupy:

1) Chemia flawin i rodnikéw flawinowych (8),

2) Chemia pojedyncza flawoproteidow (9),

3) Reakcje flawin i flawoproteidow z tlenem (5),

4) Hydroksylazy (5),

5) Zelazoflawoproteidy (4),

6) Flawoproteidy mitochondrialne (5).

Autor sprawozdania wygtosit referat pt.: ,lzolowanie i niektdre witasciwosci
ilawoproteidéw zawierajacych FMN i FAD, biorgcych udziat w utlenianiu zred.
NAD w tancuchu oddechowym™, w ktérym przedstawit wyniki kilkuletnich badan,
prowadzonych pcd jego kierunkiem w Zaktadzie Enzymatyki Katedry Biochemii
Uniwersytetu Warszawskiego.

Materiaty sympozjum — referaty i rejestrowana dyskusja — ukaza sie dru-
kiem w wydaniu ksigzkowym pod redakcjg Profesora H. Kamina.

Z. Kaniuga

VIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we Wroctawiu

W dniach 18—20 wrzes$nia 1969 roku odbyt sie we Wroctawiu VII Zjazd Polskie-
go Towarzystwa Biochemicznego. Obrady toczyty sie w salach wyktadowych Wyz-
szej Szkoty Rolniczej, a otwarcie Zjazdu miato miejsce w auli Politechniki Wroc-
tawskiej. W Zjezdzie wzieto udziat 550 uczestnikéw, w tym 34 osoby z ZSRR, We-
gier, Rumunii i Belgii.
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Otwarcia Zjazdu dokonat prof. dr T. Baranowski, ktéry nawiazat do 25-lecia
PRL oraz 100-nej rocznicy urodzin Leona Marchlewskiego, znanego biochemika
krakowskiego, po czym Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego
prof. dr Z. Zielinska przedstawita rozw6j Towarzystwa w ubiegtym dziesiecioleciu.
Nastepnie zostaly wygtoszone dwa wyktady inauguracyjne, pierwszy z nich pt.
»Zwigzek miedzy budowa a funkcja biatek” wygtosit prof. dr T. Baranowski, a dru-
gi pt. ,,Molekularne podtoze zjawiska odpornosci”— prof. dr K. Zakrzewski.

Obrady Zjazdu odbywaty sie w dwoch Sympozjach oraz w pieciu Sekcjach. Na
Sympozjum ,,Peptydazy i Peptydy” zgtoszono 4 referaty i 37 doniesien. Wiekszos¢
referatéw i komunikatéw na tym Sympozjum wygtoszono po angielsku. Umozli-
wito to ozywiong dyskusje, w ktérej wzieto udziat obok uczestnikéw krajowych
takze wielu gosci z zagranicy. Na Sympozjum ,,Biochemia miesni” zgtoszono jeden
referat i 19 doniesien. Na sekcjach ,,Enzymy 1 i I1” zgloszono jeden referat i 64
doniesien. W pozostatych sekcjach ilo$¢ zgtoszonych doniesiern byta nastepujaca:
Biatka — 48 i jeden referat, Metabolizm — 45, Rézne — 29, Kwasy Nukleinowe — 20.
Ogoétem na Zjazd zgtoszono 7 referatéw i 262 doniesien. Liczba referatow i donie-
sien nadestanych przez poszczeg6lne osrodki ksztattowata sie nastepujgco: Warsza-
wa—79, +£06dz—38, Wroctaw — 36, Lublin — 18 Krakéw — 15, Biatystok — 12,
Poznan — 12, Gdansk — 11, Katowice — 9, Olsztyn — 3, Szczecin — 3, Bydgoszcz — 2,
Torun — 2 oraz NRD — 12, Wegry — 5, ZSRR — 6, Rumunia — 3, Belgia — 1 Poza
tym przedstawiciele firm: Pharmacia i LKB wygtosili trzy wyktady. Streszczenia
doniesien i referatow opublikowano w specjalnym wydaniu i dostarczono uczestni-
kom przed Zjazdem. Z inicjatywy Zarzagdu Gidéwnego Polskiego Towarzystwa Bio-
chemicznego na Zjezdzie po raz pierwszy odbyl sie konkurs na najlepsze prace
przedstawione przez miodych pracownikéw naukowych.

Obok sal obrad czynnych byto kilka bufetow. Duze hole przy salach wyktado-
wych umozliwialy spotkania uczestnikéw Zjazdu, nawigzanie kontaktéow oraz dys-
kusje.

Przy Zjezdzie zorganizowano wystawe aparatury i odczynnikdéw laboratoryj-
nych. W wystawie wziety udziat firmy krajowe (POCh, Polfa, Biomed) oraz zagra-
niczne (Pharmacia, LKB ze Szwecji, Quickjit z Anglii).

Wiekszo$¢ przybytych do Wroctawia uczestnikéw Zjazdu zostata zakwaterowa-
na w Hotelu Studenckim ,,Dwudziestolatka” znajdujgcym sie w poblizu miejsca
obrad Zjazdu. Uczestnicy korzystali ze stotéwki, do ktorej byli przewozeni auto-
karem z Hotelu oraz z miejsca obrad.

Po zakoniczeniu obrad zorganizowano dla uczestnikéw trzy wycieczki. Trasa
jednej z nich (péttoradniowej) prowadzita przez Jelenig Gore, Sniezke, Szklarska
Porebe i Swidnice. Nocleg uczestnicy spedzili w Kotlinie Matego Stawu w pieknie
potozonym Schronisku ,,Samotnia”. Trasa drugiej wycieczki (catodniowej) przebiega-
ta przez Zabkowice, Kartdw, szczyt Strzeliniec, Kudowe, Duszniki. Uczestnicy trze-
ciej wycieczki zwiedzili zabytki historyczne Wroctawia i nowe dzielnice miasta.
Wsréd uczestnikéw rozprowadzono takze bilety do opery, filharmonii i teatréow
wroctawskich.

Piekna pogoda w czasie Zjazdu we Wroctawiu przyczynita sie do uprzyjem-
nienia pobytu gosciom, ktérzy pozostawili bardzo mite wspomnienia u gospodarzy.

Organizatorzy korzystajagc ze sposobnosci pragna podziekowaé¢ Przewodnicza-
cym poszczegdlnych sekcji za ich cenny udzial w organizacji obrad.

Za Komitet Organizacyjny
J. Kwiatkowska
A. Szewczuk
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Sprawozdanie z sympozjum ,Peptydazy i Peptydy”, odbytego w czasie
VIl Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we Wroctawiu

W obradach sympozjum ,,Peptydazy i Peptydy” udziat brali pracownicy naukowi
zaréwno z Polski jak i z NRD, Zwigzku Radzieckiego, Rumunii i Belgii. Szczeg6lnie
licznie reprezentowany byt osrodek z Halle/Saale, Instytut Chemii Fizjologicznej
Uniwersytetu im. Marcina Lutra, kierowany przez znanego badacza aminopepty-
daz, prof. dr H. Hansona.

W czasie trwania sympozjum wygtoszono cztery 30-minutowe referaty i 29 ko-
munikatéw. Pierwszy dzien sympozjum poswiecony byt problemowi Y-glutamylo-
transpeptydazy (GGTP). Os$rodek wroctawski (przede wszystkim doc. dr A. Szew-
czuk) moze sie poszczyci¢ bardzo duzymi osiggnieciami w badaniu wtasciwosci
tego enzymu i wprowadzaniu go do diagnostyki schorze watroby.

Dr J. Swinnen z Belgii przedstawit wyniki wskazujgce na istnienie 3-ch typow
reakcji, w ktérych udziat bierze GGTP: hydroliza y-glutamylowych peptydéw, two-
rzenie peptydoéw Y-glutamylowych typu glu-glu oraz transpeptydacja z two-
rzeniem y-glutamylowych potgczen z innymi aminokwasami. Zagadnienie syn-
tezy y-glutamylopeptydazy w bakteriach, w zaleznosci od stosowanych pozywek,
omoéwili doc. A. Szewczuk i M. Mulczyk. Wykazali oni istnienie réznych izoenzy-
moéw Y-glutamylopeptydazy zaleznie od stosowanego podtoza. Dalsze badania nad
diagnostyczng przydatnoscia GGTP przedstawili dr I. Apostolescu z Rumunii oraz
dr E. Gorzkowski ze Szczecina.

Bardzo interesujacy byt drugi dzieh sympozjum. Prof. Hanson wraz ze wspot-
pracownikami (I-lalle, NRD) przedstawili referaty i komunikaty omawiajgce ami-
nopeptydazy soczewki oka i nerek. Omoéwili oni problem specyficznosci i rézno-
rodnosci typdw aminopeptydaz, mechanizm ich dziatania oraz role jonéw Mn2+
i Zn2+. Potwierdzili oni wyniki innych badaczy, ze leucyloaminopeptydazy z so-
czewki oka i z nerek sg enzymami wymagajacymi dla swej aktywnos$ci obecnosci
dwoch metali: trwale zwigzanego cynku oraz manganu dodawanego do mieszani-
ny reakcyjnej.

Rozmieszczenie pirolidonylopeptydazy w réznych tkankach zwierzecych przed-
stawili doc. A. Szewczuk i J. Kwiatkowska z Wroctawia. Enzym ten jest bardzo
interesujacy ze wzgledu na mozliwo$¢ stosowania go do odszczepiania N-konco-
wych reszt kwasu pirolidonylokarboksylowego z biatek.

Badania nad rozszczepianiem hormonéw przysadkowych przez peptydazy in
vivo i in vitro przedstawili dr H. J. Hutter z Rostocku, NRD, i dr T. Barth z Pragi,
Czechostowacja. Badacze ci wykazali, ze hormony przysadki moga by¢ rozszczepiane
przez rozne peptydazy, a stopien hydrolizy uwarunkowany jest struktura poszcze-
g6lnych hormonow.

Dr Y. N. llyina i L. P. Vaskova z Instytutu Bacha z Moskwy, ZSRR, przedsta-
wity wyniki badan autolizy chymotrypsyny i wptywu siarczanu dodecylu na kon-
formacje chymotrypsyny.

Peptydazy lisosoméw omowili dr A. Kirschke i wsp. z Halle, NRD, oraz
dr T. Kurecki i wsp. z Warszawy. Autorzy przedstawili wyniki badan nad typami
i specyficznoscig lisosomalnych peptydaz oraz nad ich dziataniem na substraty
biatkowe.

Stosunkowo duzg ilo$¢ komunikatow poswiecono zagadnieniom oczyszczania
i badania wtasciwosci peptydaz z bakterii (dr J. Kedzis, dr J. Jakubowska i wsp.,
dr H. Oberman z todzi, dr K. Zielinska i wsp. z Warszawy). Zainteresowanie
tymi enzymami wzbudzita mozliwo$¢ wykorzystania ich jako jednej z cech takso-
nomicznych mikroorganizmoéw oraz do badania sekwencji aminokwasow w biat-
kach, a takze stosowania ich w przemys$le spozywczym.

11 Postepy Biochemii
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Pozostate komunikaty dotyczyly peptydaz z réznych tkanek oraz mechanizmu
rozszczepiania fibrynogenu przez rézne peptydazy. Pewna ilo$¢ komunikatéw po-
Swiecona byta metodom stosowanym w chemii peptydéw, syntezie i badaniom
konformacji peptydoéw.

W sumie sympozjum bylto interesujace i pozwolito zapoznaé sie z wynikami
prac prowadzonych w Kraju i u sgsiadéw, w NRD i ZSRR. Poziom reprezentowa-
nych prac byt bardzo rézny, ale na ogdét zadawalajacy, a niejednokrotnie nawet
bardzo wysoki.

J. Lisowski

Dziatalno$¢ Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1967— 1969

Sprawozdanie Zarzadu Gitéwnego na VI Walne Zebranie we Wroctawiu w dniu
19 wrze$nia 1969 r.

Zgodnie ze Statutem (8§ 4) zadaniem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest
popieranie rozwoju biochemii i jej popularyzacja. Dla osiggniecia swych celow
(8 5) w oparciu o spoteczng prace cztonkéw, PTBiochemiczne organizuje zjazdy,
sympozja, zebrania naukowe, odczyty, wyktady i konkursy; wydaje i popiera czaso-
pisma naukowe, ksigzki i publikacje z zakresu biochemii; opiniuje o stanie i po-
trzebach biochemii polskiej i wystepuje w jej sprawach wobec wiadz; utrzymuje
tacznos$¢ z pokrewnymi stowarzyszeniami w kraju i za granicg oraz korzysta z sub-
wencji wiadz i instytucji publicznych na swoje cele i powotuje komisje do wyko-
nywania poszczegbélnych zadan. Terenem dziatalnosci Towarzystwa jest Polska
Rzeczypospolita Ludowa (8 2).

W okresie sprawozdawczym statutowa dziatalno$¢ PTBioch. przedstawia sie
nastepujaco:

Liczba cztonkéw Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z 797 w roku 1967
wzrosta do 865 cztonkéw (15.1X.69), zrzeszonych nadal w 11 Oddziatach terenowych.
Najliczniejszym Oddziatem Towarzystwa jest Warszawa (275), drugim z kolei Poz-
nan (96), a nastepnie Wroctaw (79), £6dz (76), Krakéw (55), Lublin (53), Goérny
Slask (52), Szczecin (50), Gdarisk (48), Biatystok (43) i Olsztyn (38), Torun jest nadal
jedynym os$rodkiem akademickim posiadajgcym katedre biochemii, w ktérym do-
tad nie ma Oddzialu Towarzystwa.

Budzet Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zamykat si¢ po stronie kosztéw
w roku 1967 kwotg 563 tysiecy ztotych, w roku 1968— kwotg 620 tysiecy ztotych,
w roku biezacym za$ planowane koszty siegajg 646 tys. ztotych. Wydatki byly zaw-
sze réwnowazone dochodami ze skiltadek cztonkowskich i ze sprzedazy publikacji
oraz z dotacji Polskiej Akademii Nauk. Dotacja w roku 1967 stanowita 62,5%
ogdlnego budzetu, w roku 1968 — 66,4%. Wzrost kosztéow w roku 1968 w pordowna-
niu z rokiem 1967 byt konsekwencja kosztéw organizacji miedzynarodowego sym-
pozjum, na cel ten jednak Towarzystwo uzyskato za posrednictwem Polskiej Aka-
demii Nauk i Ministerstwa Spraw Zagranicznych dodatkowag dotacje UNESCO
w wysokos$ci 119 tys. ztotych. Rozliczenie z tej dotacji zostanie zamkniete w roku
biezagcym po wydaniu drukiem tomu obejmujgcego petne teksty prac zreferowanych
podczas sympozjum na temat Biosyntezy Biatka.

Wsérod wydatkéw Towarzystwa najwyzszg pozycje, podobnie jak w latach
ubiegtych stanowity nakiady na wydawnictwa (ok. 55%) oraz koszta zjazdor/ (ok.
20%). Koszty dziatalnosci statutowej Oddziatow tj. koszty zebran i odczytéw oraz
delegacje prelegentow, a takze koszty kurséw i konferencji specjalistycznych i wy-
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ktadéw popularno-naukowych stanowity catg niemal pozostatos¢ wydatkéw (blisko
20°/0), poniewaz koszty administracyjne PTBioch. nie przekraczaly 8% ogoélnej
kwoty wydatkow.

Jako pasywa nalezy wymieni¢ niepunktualno$¢ niektérych cztonkéw PTBioch.
w przekazywaniu skladek i optat za prenumerate. Zmusito to Zarzad Gtowny do
skreslenia w roku 1968 22 os6b, a w roku 1969 juz 5 os6b z listy cztonkdéw
PTBioch. Pomimo to, og6lna kwota zadtuzenia cztonkdéw z tytutu zalegtych skia-
dek wynosi aktualnie 5260 zt, a zadluzenie z tytutu nieoptaconych prenumerat
13.472 zt. Podkresli¢ nalezy, ze w kwotach tych nie sg wykazane naleznosci za
niedopetnione optaty cztonkowskie w b.r. Szczegdlnie przykry jest fakt, ze kilku-
nastu cztonkéw zalega od kilku lat z optatg za prenumerate.

Zebrania naukowe w Oddziatach, Komisje specjalistyczne PTBioch., konfe-
rencje, sympozja i zjazdy. Gtdwnym forum spotkan dyskusyjnych cztonkéw To-
warzystwa sg nadal zebrania naukowe w Oddziatach oraz doroczne, krajowe zjazdy
PTBiochemicznego. W ostatnich latach obserwuje sie wyrazny spadek frekwencji
na wewnetrznych posiedzeniach w duzej czeSci naszych Oddziatéw, a og6lnie bio-
rac i coraz liczniejszy udziat w Zjazdach Towarzystwa. Referaty o tematyce ogo6l-
nej cieszyty sie na ogét wiekszym zainteresowaniem niz oryginalne prace o was-
kiej tematyce — jesli liczba uczestnikéw jest jakg$ miarg zainteresowania tematem.
Wydaje sie jednak, le jest to efekt ciggle niedoskonatego redagowania referatéw,
ktére, zawierajagc konkretne wyniki wtasnej pracy referentow, moga zaintereso-
waé szerokie grono biochemikéw, gdy przedstawiaja* réwnoczesnie ogoélniejsze pro-
blemy. Diagnoza ta oparta jest miedzy innymi o fakt, ze najwiekszg frekwencje
notowano na zebraniach z referatami wybitnych specjalistow w omawianej dzie-
dzinie, niezaleznie od tego czy referent pochodzi z miejscowego czy zamiejscowego
osrodka.

W okresie ostatnich dwéch lat wedtug danych wykazanych w sprawozdaniach
Oddziatow tgczna liczba referatéw wygtoszonych w Oddziatach siggata 120, z czego
20% stanowity referaty wygtoszone na zebraniach Oddzialu to6dzkiego. W tym
o$rodku ponadto, z inicjatywy miejscowej, odbyta sie w kwietniu 1968 roku kon-
ferencja okragtego stotu na temat Biochemii Krwinki Czerwonej (11 referatéw),
a w Szczecinie w czerwcu 1969 roku. zostat zorganizowany przez Oddzial Towarzy-
stwa wspdlnie z Pomorska Akademig Medyczng ,,Dziern Biochemiczny PAM” (22 do-
niesienia + 3 referaty programowe), w ktérych uczestniczyto okoto 150 osdb.

Oddziat Goérnoslaski Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zorganizowat
(pazdziernik 1968) przy udziale Oddziatéw innych Towarzystw naukowych kon-
ferencje okragtego stotu na temat: ,,Nauka, zawo6d, etyka w medycynie”. Nad
przebiegiem dyskusji czuwato pieciu znanych profesoréw z réznych os$rodkéw kra-
jowych. Liczba uczestnikéw siegata kilkuset oséb. Z inicjatywy Komisji Naukowej
Komitetu Biochemicznego odbyly sie zorganizowane wespét z PTBioch. dwie kon-
ferencje na temat struktury biatka w marcu 1968 r. w Krakowie i w grudniu 1968 r.
w Warszawie (po okoto 30 uczestnikdéw).

Komisja Fotobiologiczna PTBiochemicznego, ktéra powstata w grudniu 1965
roku dla popierania i popularyzacji badan fotobiologicznych zorganizowata w okresie
sprawozdawczym dwa sympozja (w Poznaniu 13—14.X.1967 i Lublinie 15—16.1X.69)
przy udziale okoto 50 oséb. Komisja Utlenian Biologicznych jest w trakcie orga-
nizacji, najblizsze sympozjum w tej dziedzinie odbedzie sie¢ w roku przysztym pod-
czas dorocznego Zjazdu Towarzystwa.

Doroczne Zjazdy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego majg juz swojg ran-
ge, a liczny udziat mitodej kadry nadaje im charakter bardzo dynamiczny. Wielkg
troskg Towarzystwa jest uzyskanie wiekszych niz dotad funduszy na delegacje dla

u*
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miodych uczestnikéw Zjazdu; w biezacym roku kwota na ten cel nie dosigega
10.000 ztotych. VI Zjazd Towarzystwa w dniach 25—27 lipca ub. roku zorganizowany
byt na terenie WSR w Kortowie przez Kolegéw z Oddzialu Olsztynskiego. W ramach
Zjazdu zorganizowano Sympozjum Miedzynarodowe na temat biosyntezy biatek
(sprawozdanie ze Zjazdu i Sympozjum ukaze sie w IlIl zeszycie , Postepéw Bio-
chemii” w r.b.). Ogblna liczba uczestnikéw — 413 oséb. VIl Zjazd PTBiochemicz-
nego trwa wtasnie, a tematem sa ,,Peptydy i Peptydazy”. Sprawozdanie ze Zjazdu
ukaze sie rowniez w kwartalniku. VIIlI Zjazd planowany jest w roku przysziym
w Szczecinie: termin 28—30 maja narzucony zostat Towarzystwu przez mozliwosci
korzystania z bazy hotelowej na terenie m. Szczecina. W czasie Zjazdu oprécz do-
niesien na tematy wolne projektowane sa dwa sympozja: jedno na temat izoenzy-
mow, drugie na temat utlenian biologicznych.

Zjazdy miedzynarodowe, a szczegdlnie Zjazdy Federacji Europejskich Towa-
rzystw Biochemicznych (FEBS), stanowig niezmiernie wazne i szersze od krajowego
forum konfrontacji wysitkéw i osiggnie¢ w dziedzinie biochemii. Wiemy wszyscy,
ze Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest jednym z Towarzystw-zatozycieli FEBS,
a kazdy cztonek PTBioch. jest cztonkiem Federacji, Niestety, jak dotad Ill Zjazd
FEBS w Warszawie byt jedyng mozliwoscig udziatu licznego grona polskich bio-
chemikow w zjezdzie FEBS. Pomimo usilnych staran Zarzadu Gidwnego organizo-
wana w 1968 roku poprzez Spoéidzielnie Turystyczng ,,Gromada” zbiorowa wy-
cieczka cztonkéw PTBiochemicznego do CSRS na V Zjazd FEBS zostata, jak wia-
domo, odwotana niemal w przeddzien wyjazdu. W konsekwencji w V Zjezdzie
FEBS w Pradze wzigto udziat 25 biochemikéw z Polski.

W biezacym roku z upowaznienia Polskiej Akademii Nauk, Zarzad Giéwny
PTBioch. wspoétdziatat w koordynacji ustalenia sktadu delegacji na VI Zjazd FEBS
do Madrytu. N.ie zmienito to jednak faktu, ze w Zjezdzie tym biochemie polska
reprezentowato tylko 8 Kolegéw na ogélng liczbe uczestnikow blisko 2500. Liczby
te moéwig same za siebie, zwlaszcza gdy sie zwazy, ze Polskie Towarzystwo Bio- .
chemiczne jest czwartym co do liczebnosci Towarzystwem cztonkowskim Federacji
oraz, ze delegacje innych krajow socjalistycznych byly znacznie bardziej repre-
zentatywne. W kwietniu dwdch przedstawicieli PTBiochemicznego reprezentowato
polskie akademie medyczne na konferencji zorganizowanej z ramienia FEBS dla
przedyskutowania ksztatcenia studentéw medycyny w zakresie biochemii (Spra-
wozdanie w Postepach Biochemii). Jedna osoba wzigta udziat w Szkole FEBS na
temat: ,,Separation of Macromolecules and Particles” w Uppsali w 1969 roku.

Dziatalnos¢ szkoleniowa, Kursy i wystawy specjalistyczne. Z inicjatywy Kole-
gow Oddzialu Warszawskiego przy tworczej i wydatnej pracy Kolegdw z Oddziatu
Gdanskiego, Krakowskiego, to6dzkiego odbyt sie w styczniu 1968 roku w Warsza-
wie kurs techniki rozdziatu biatek i kwaséw nukleinowych przy zastosowaniu
elektroforezy na zelach poliakrylamidowych. W kursie wzigto udziat ponad 90
Kolegéw z roznych placéwek i osrodkéw catego kraju.

W maju 1969 roku dwoch cztonkéw Towarzystwa uczestniczyto w Butgarii
w kursie rozdziatu kwaséw nukleinowych za pomoca elektroforezy na zelach aga-
rowych.

W marcu 1969 roku Towarzystwo zorganizowato w Warszawie wystawe apara-
tury produkowanej przez f-my MSE w Wielkiej Brytanii i LKB ze Szwecji. W ra-
mach wystawy przedstawiciele firm demonstrowali uzytkowanie prezentowanej
aparatury i wygtosili specjalistyczne wyktady. W maju 1969 roku réwniez w War-
szawie odbyfa sie podobna prezentacja automatycznych analizatoréw aminokwasoéw
i kwaséw nukleinowych japonskiej firmy JEOL.

Wysoka frekwencja uczestnikéw oraz liczne glosy uznania dla celowosci zor-
ganizowanych kurséw wskazuja na pilng potrzebe szkolenia w zakresie réznych
technik laboratoryjnych w naszym s$rodowisku biochemicznym. Wydaje sie jednak.
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iz w przysztosci stuszniej bedzie powtarza¢ kursy w wiekszych osrodkach niz orga-
nizowa¢ kursy centralne. Pocigga to bowiem wobec licznych zgtoszen limitowa-
nie liczby uczestnikéw z poszczegdlnych oérodkéw. W biezacym roku mimo pew-
nego ograniczenia liczby przyjetych frekwencja byta tak wysoka, ze nie wszyscy
byli w stanie wystarczajaco korzysta¢ z wyktadéw i pokazéow. Wystawa aparatury
firm Farmacia, LKB, Quickfit oraz POLFA, POCh. i Biomed otwarta jest wiasnie
z okazji VIl Zjazdu PTBioch. w salach WSR w Wroctawiu.

Pierwsza $rodowiskowa wystawa-kurs aparatury analitycznej i pomiarowej oraz
szkta laboratoryjnego (firm MSE, LKB i Quickfit) odbedzie sie jeszcze we wrze$niu
b.r. w todzi z inicjatywy Oddziatu PTBiochemicznego.

Cenng roéwniez inicjatywe wykazali Koledzy z Oddzialu w Szczecinie, a miano-
wicie korzystajac z wizyt prelegentéw organizowali oni spotkania metodyczne dla
omowienia niektorych specjalistycznych technik badawczych.

Na terenie Oddzialu PTBioch. w Poznaniu wygtoszono 14-godzinny cykl wy-
ktadéw dla miodych biochemikéw na temat biosyntezy biatka i kwaséw nukle-
inowych.

Kursy podstaw biochemii. Dziatalno$¢ szkoleniowa PTBioch. nie ograniczata sie
do wtasnego S$rodowiska biochemicznego, lecz objeta réwniez pracownikéw innych
Srodowisk. V kolejny kurs PODSTAW BIOCHEMII zorganizowano wespo6t z kotem
NOT w 1968 r. dla Pracownikéw Instytutu Przemystu Fermentacyjnego w Warsza-
wie. Wyktady w ilosci 30 godzin odbywaty sie raz w tygodniu przy frekwencji
okoto 300 os6b. Dalsze kursy VII i VIII, po 50 godzin kazdy, zorganizowano na
prosbe Centr. O$r. Metodycznego Ministerstwa Oswiaty i Szk. Wyzszego (w kwietniu
1968 roku w Miedzeszynie i w maju 1969 r. w Sulejéwku). Wzieto w nich udziat 95
i 50 nauczycieli z licedbw ogdlnoksztatcgcych z catego kraju. Wyktady prowadzili
gtownie Koledzy z Oddziatu Warszawskiego (lecz nie wytacznie). Ponadto w r. 1968
przeprowadzono serie wyktadéw dla nauczycieli m.st. Warszawy, a w 1969 r. z te-
renu Szczecina oraz Torunia.

Postepy Biochemii. W Komitecie Redakcyjnym pracowaly: doc. dr Z. Lassota
(Redaktor) i dr hab. M. M. Jezewska (Sekretarz). Sktad Rady Redakcyjnej powiek-
szyt sie w 1969 roku o dwie osoby. Obecnie w Radzie pracuja: prof. B. Filipowicz
(przewodniczacy) oraz doc. J. Chmiel, prof. W. Gajewski, prof. Z Kasprzyk,
prof? W. Mejbaum, prof. J. Pawetkiewicz, doc. T. Szczepkowski, prof. J. Trojanowski
i doc. K. L. Wierzchowski (cztonkowie).

Decyzjg Gtéwnego Urzedu Kontroli Prasy z dnia 9.1.1968 r. objeto$¢ wydawnicza
Postepow zostata oficjalnie powiekszona o 5 arkuszy i wynosi 45 arkuszy wydawni-
czych rocznie. Faktyczna objetos¢ wydawnicza Postepéw wynosita 45 arkuszy juz
w roku 1967. Naktad czasopisma wzrost z 1500 egz. w roku 1967 do nieco ponad
2000 egz. w latach 1968 i 1969.

Koszt wydawania 1 arkusza wynosi ok. 6500 zt. w czym ustugi PWN (obstuga
wydawnicza, papier, druk i oprawa) stanowig ponad 60rl«, honoraria autorskie i ho-
noraria grafikbw ok. 30, a honoraria redakcji i recenzentéw ok. 10°0. Réznica
pomiedzy kosztami wydawniczymi a wptywami ze sprzedazy pokrywana jest z do-
tacji PAN. Siegata ona 200.000 zt w roku 1967, a w latach nastepnych zmalata do
okoto 170.000 ztotych.

W XIIl tomie (1967) opublikowano 33 prace, w tomie XIV (1968) 37 prac a w to-
mie XV (1969) ukaza sie 32 prace. Ponadto publikowano sprawozdania ze Zjazdow
i konferencji, recenzje ksigzek oraz komunikaty i sprawozdania Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego.

W okresie od poczatku 1967 roku do 15 wrze$nia 1969 roku nadestano do teki
redakcyjnej 95 artykutéw, z czego 12 prac nie przyjeto, badz to wskutek ujemnej
opinii recenzentéw, badZ tez (co przewazalo), poniewaz prace nadestane miaty cha-
rakter doswiadczalny.
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Redakcja nadal wysyta czasopismo do osrodkdéw, ktére zapewniajg cytowanie
artykutdbw w miedzynarodowych biuletynach dokumentacyjnych, a takze prowadzi
wymiane z niektérymi Os$rodkami naukowymi w Kkraju i za granica.

Dziatalno$¢ wydawnicza.

Kwartalnik wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne.

W serii wydawniczej Monografie Biochemiczne ukazato sie w okresie sprawo-
zdawczym 7 toméw, w tym 2 monografie specjalnie napisane dla naszego Wydaw-
nictwa. Ostatni tom nosi kolejna liczbe 20, dwa dalsze tomy sa w druku. Ogdlny
koszt wydanych ostatnio toméw siega 140 tys. ziotych.

Monografie Biochemiczne powotane do publikacji monograficznie zredagowa-
nych rozpraw habilitacyjnych nie posiadaly ipso facto wiasnego programu, a opu-
blikowane juz tomy, dalsze znajdujgce sie w druku oraz zgtoszone do wydawnictwa
charakteryzuje bardzo rozstrzelona tematyka. Wséréd cztonkéw PTBioch. i do Bi-
bliotek réznych zaktadéw naukowych rozprowadza sie 270 egz. co stanowi ok. 70%
catego naktadu (400 egz.). Analiza jednak zamoOwienn na poszczeg6lne tomy i kon-
trola remanentéw wykazujg, ze Monografie o tematyce bardzo waskiej zalegaja
magazyn T-wa, podczas, gdy nakitady Monografii o tematyce og6lnej sg na wyczer-
paniu. W zwigzku z tym, Zarzad Gtoéwny niejednokrotnie rozwazal sprawe zmiany
zatozen serii wydawniczej — Monografie Biochemiczne i proponuje, aby przeksztat-
ci¢ jg stopniowo w wydawnictwo publikujace monograficzne opracowania najnow-
szych osiggnie¢ biochemii oraz (lub tez) tgczna publikacje kilku prac o zwigzanej
tematyce pozostawiajac jednak na razie mozliwo$¢ publikowania rozpraw habili-
tacyjnych. ZG PTBioch. przedstawia te sprawe na forum Walnego Zebrania i prosi
0 zgtaszanie tematéw, ktérych opracowanie i wydanie w serii Monografie Bioche-
miczne bytoby celowe, informujac réwnoczesnie, ze zgtoszono juz temat: mechanizm
dziatania antybiotykow.

W wydaniu ksigzkowym ukaze sie niebawem zbiér peinych prac przedstawio-
nych w ubiegtym roku, podczas Miedzynarodowego Sympozjum na temat, biosyn-
tezy biatka. Ksigzka ta pod tytutem ,Protein Biosynthesis, structure and
function of micromolecules and subcellular elements” publikowana jest w drukarni
Wyzszej Szkoly Rolniczej w Olsztynie w naktadzie 500 egzemplarzy o objetosci
13 arkuszy.

Nagrody konkursowe. Do roku 1967 Polskie Towarzystwo Biochemiczne przy-
znawato dorocznie w drodze konkursu dwie nagrody: nagrode im. J. K. Parnasa
za najlepsza prace doswiadczalng, wykonang w kraju a opublikowang w poprzed-
nim roku kalendarzowym oraz nagrode im. B. Skarzynskiego za najlepsza prace
przegladowa, opublikowang w Postgpach Biochemii w poprzednim roku kalenda-
rzowym. Poczynajac od 1968 roku PTBioch. przyznaje réwniez nagrody za prace
referowane na Zjazdach Biochemicznych. Fundusze na te nagrody uzyskato Towa-
rzystwo wzamian za kwote przeznaczong dawniej na krajowe stypendia naukowe dla
miodych biochemikéw. Od 1968 roku bowiem w wyniku odno$nego zarzadzenia
Ministerstwa Finansow, Towarzystwa Naukowe stracity prawo udzielania stypen-
diow.

W 1967 r. wysoko$¢ nagrody im. J. K. Parnasa wynosita 4000 zt., w 1968 r. —
5000 zt, nagroda za$ im. B. Skarzynskiego w obu latach 3000 zt. Za prace referowane
na zjazdach w 1968 roku, ktérych peine teksty z petng dokumentacjg wpiynety do
Zarzadu Gt przed koncem tegoz roku przyznano 3 nagrody na sume 8350 zt. Zgodnie
z nowym regulaminem nagrody za najlepsze prace przedstawione na dorocznym
Zjezdzie PTBiochemicznego przyznawane beda poczynajagc od roku biezacego wy-
tacznie mtodym biochemikom, ktérzy nie ukonczyli 30 lat i ktérych pracy nie firmuje
jako wspotautor, samodzielny pracownik naukowy. Liczbe nagrod i ich wysoko$¢
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ustali Zarzad Gtéwny przed imiennym przyznaniem nagréd. Na fundusz nagrod
posiada w b.r. PTBioch. tacznie kwote 17.000 ziotych.

Posiedzenia i dyzury Zarzadu Gtéwnego. W okresie minionej V kadencji odbyto
sie 6 plenarnych posiedzen ZG, w tym 2 z udzialem Przewodniczacych Oddziatow.
Komisja Statutowa powotana przez ZG opracowata wnioski dla Walnego Zebrania
precyzujac niektére punkty Statutu, a Komisja Regulaminéw opracowata zatwier-
dzone nastepnie przez ZG regulaminy nagrod PTBioch. Dla zatatwienia réznych
biezacych spraw organizacyjnych i administracyjnych odbyto si¢ 9 protokotowanych
posiedzen prezydium Z.G. Dyzury czionkéw ZG w siedzibie Towarzystwa odbywaly
sieg co tydzien w pigtki zgodnie z praktyka lat ubiegtych. Personel biura stanowig:
Gt Ksiggowa — 1/2 etatu, sekretarka — 3/4 etatu i goniec-sprzataczka (1/2 etatu).

PREZES
prof. dr Zofia Zielinska

Wyciag z protokdtu z VI Walnego Zebrania Cztonkéw Polskiego Towa-
rzystwa Biochemicznego

VI Zwyczajne Walne Zebranie P.T.Bioch. odbyto sie we Wroctawiu w dniu
19.1X.1969 r. Obecnych byto 185 cztonkéw. Przewodniczacym zebrania wybrano prof.
dr T. Baranowskiego, a sekretarzem doc. dr W. Dobryszycka. Po przyjeciu porzadku
dziennego oraz protokétu z V Walnego zebrania odbyly sie wybory komisji-matki
i komisji skrutacyjnej. W skiad Komisji matki weszli: doc. dr K. Bojanowska-Ra-
czynska, dr Grzelakowska-Sztabert i prof. dr J. Trojanowski. Przewodniczgcym
14 osobowej komisji skrutacyjnej wybrano doc. dr J. Lisowskiego. Nastepnie prof.
dr Z Zielinska zlozyta sprawozdanie z dziatalnosci Towarzystwa (opublikowane
oddzielnie), a doc. dr Z. Lassota z dziatalnosci komitetu redakcyjnego Postepow
Biochemii stwierdzajgc, ze czasopismo wydawane jest obecnie w ilosci 2000 egzem-
plarzy a objetosci 45 arkuszy wydawniczych. Prof. dr K. Zakrzewski ztozy} sprawo-
zdanie Komisji Rewizyjnej stwierdzajgce, ze w pracy Zarzagdu Gioéwnego P.T. Bioch.
nie byto uchybien w dziatalnosci finansowej i statutowej. Wyrazajac uznanie dla
pracy Zarzadu Giéwnego prof. dr K. Zakrzewski zgtosit wniosek o udzielenie Za-
rzagdowi absolutorium. Whniosek ten zostat przyjety jednomyslinie, a prof. dr T. Ba-
ranowski w imieniu wszystkich obecnych ztozyt ustepujacemu Zarzadowi podzie-
kowanie za wielkg i efektywnag prace.

Zgodnie z porzadkiem dziennym dokonano nastepnie wyboru nowych witadz
Towarzystwa. Na 185 obecnych oddano 184 wazne gtosy wybierajgc na stanowisko
prezesa ponownie prof. dr Z. Zielinskg, a na stanowisko wiceprezesa doc. dr T. Bor-
kowskiego. Na cztonkéw i zastepcéw cztonkéw Zarzadu Gidwnego wybrano z jednej
20 osobowej listy 14 oséb, a mianowicie: doc. dr A. Morawieckiego z Wroctawia,
doc. dr A. Koja z Krakowa, dr A. Mazanowska z Warszawy, doc. dr K. Jerzykowskie-
go z Katowic, doc. dr Zelewskiego z Gdanska, dr hab. A. M. Dancewicza z Warszawy,
dr Gregorczyka ze Szczecina, dr B. Zachare z todzi, dr W. Walerycha z Poznania,
doc. dr P. Mastowskiego z Torunia, doc. dr T. Chojnackiego z Warszawy, doc. dr
J. Koscielaka z Warszawy, dr D. Hulanicka z Warszawy i doc. dr J. Kwiatkowska
z Wroctawia.

W sktad Komisji Rewizyjnej weszli prof. dr K. Zakrzewski, doc. dr T. Szczep-
kowski i doc. dr W. Bicz.

W dyskusji poruszano sprawe wspoétpracy z innymi towarzystwami naukowymi
(prof. dr Guminski), ktéra w opinii prof. Zielinskiej mogta by przyjaé ramy utworze-
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nia komisji problemowych, je$li taka bedzie inicjatywa grupy cztonkéw towarzy-
stwa, lecz wedtug doc. Raczynskiej-Bojanowskiej nie powinna przyjaé formy two-
rzenia sekcji towarzystwa. Kierunek tworzenia komisji problemowej podjeta grupa
zajmujaca sie problemami utleniania biologicznego i takg forme mogliby tez podjaé
biofizycy. Te ostatnig sugestie wysuneta prof. Zielinska w odpowiedzi na propozycje
doc. Morawieckiego i wniosek pisemny prof. Hellera o zmiany statutowe mowigce
0 zrzeszeniu biochemikéw i biofizykdw. Rozwigzaloby to wstepnie sprawe dziatal-
nosci biofizykéw w ramach towarzystwa bez koniecznosci zmian statutowych. Prof.
Stella Niemierko apelowata do Wtadz Towarzystwa o wzmocnienie wysitkéw w spra-
wie wplywu na delegowanie biochemikéw na zjazdy zagraniczne. W dyskusji na
temat budzetu Towarzystwa i ograniczonych funduszy na nagrody i delegacje dr
Witwicki proponowat, aby zobligowaé przyszty Zarzad do dokonania wszelkich
niezbednych krokoéw i zabiegéw aby kwoty zaréwno na delegacje jak i na nagrody
dla mitodszych pracownikéw naukowych zostaty powiekszone w sposéb wydatny,
proporcjonalny do potrzeb naszego Towarzystwa.

Przewodniczacy Komisji Statutowej prof. Zydowo odczytat projekt zmian sta-
tutowych, ktére w glosowaniu jawnym przyjete zostaty jednomys$lnie w brzmieniu
podanym wszystkim cztonkom Towarzystwa w oddzielnym komunikacie.

Po wyczerpaniu wszystkich punktéw porzadku dziennego przewodniczacy Ze-
brania zamknat VI Walne Zebranie P.T.Bioch.

Wycigg sporzadzit
Dr A. M. Dancewicz
Z-ca Sekr. P.T.Bioch.
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Nagrody przyznane w 1969

Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z prawdziwg przyjem-
noscig powiadamia Czytelnikéw o przyznaniu dorocznych nagréd Towarzystwa:

Nagroda Imienia Bolestawa Skarzynskiego

w wysokosci 3000 zt zostata przyznana dr Mirostawie Piechowskiej za
artykut pt. Transformacja bakterii opublikowany w Postepach Biochemii, 14, 561
(1968).

Nagroda Imienia Jakuba Parnasa

w wysokos$ci 5000 zt zostata przyznana prof. dr Kazimierzowi Zakrzew-
skiemu i dr Halinie Goch za prace doswiadczalng pt. Human serum albu-

min; tyrosyl residues and strongly binding sites opublikowang w Biochemistry 7,
1835 (1968).

Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego dla mitodych biochemikéw za
prace przedstawione na VIl Zjezdzie PTBiochemicznego we Wroctawiu, wrzesien
1969 r.

I nagroda (2000 zt)

Jozef Kedziora — The properties of protease and its isolation from Asper-
gillus fumibatus

Nagrody-wyro6znienia (1000 zi)

Marek Ktoczewiak i Grazyna Dudek — Comparison of macromo-
lecular endproducts of fibrinogen and fibrin proteolisis by plasmin

Jan Szopa — Histony bogate w lizyne i ich kompleksy z DNA

Jerzy A Sokal — Zmiany zawartosci i stanu oksydoredukcyjnego dwu-
nukleotydéw nikotynowo-adeninowych w tkankach szczuréw w ostrym zatruciu
czterochlorkiem otowiu

Anna Radominska-Pyrek, Anna Kruszewska i Zdzistaw

Matysiak — Nukleotydy cytydynowe w biosyntezie fosfolipidéw u Neurospora
crassa

Irena Lorenc-Kubis i Antoni Polanowski — Aktywno$¢ anty-
proteolityczna biatek nasion zyta i wiechliny tgkowej
Matgorzata Manteuffel-Cymborowska i Barbara Grze-

lakowskKka-Sztabert—Hamowanie reduktazy dehydrofolanowej przez 4-ami-
no i azo-homologi folanu

Michat Komoszynski i Jadwiga Gniot-Szulzycka — Immu-
noelektroforetycznie jednorodny preparat arylosulfatazy A tozyska ludzkiego



312 KOMUNIKATY 2]

Komunikat nr 1/70 Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarzad Giowny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ogtasza konkurs na
eksperymentalne prace biochemiczne przedstawione przez miodych pracownikéw
nauki na VIII Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Zasady tego konkursu sg nastepujgce:

— wiek referenta nie przekraczajgcy lat 30-tu

— stanowisko referenta nie przekraczajgce szczebla st. asyst.

— wsérod wspotautoréw nie ma samodzielnego pracownika naukowo-badawczego.

Prace do konkursu nalezy zgtasza¢ do Komitetu Organizacyjnego VIII Zjazdu,
Szczecin, Laboratorium PSK, ul. Powstancow 72. Peiny tekst pracy winien by¢
dostarczony Sekretariatowi Zjazdu w czasie trwania obrad. Zgtoszenie winno by¢
sygnowane przez Kierownika Zespotu lub placéwki, w ktorej praca zostata wykona-
na. W ocenie prac konkursowych uwzglednione bedg takie elementy jak: atrakcyj-
nos$¢ tematu, wybér metody oraz sposéb ‘prezentacji pracy na Zjezdzie.

W kwietniu 1969 roku powstato Polskie Towarzystwo Badan Radiacyjnych
im. Marii Skiodowskiej-Curie. Celem Towarzystwa (8§ 6 statutu) jest popieranie
rozwoju badan radiacyjnych tj. badan nad dzialaniem promieniowania na materie
zywa i nieozywiong oraz ich popularyzacja. Prezes — prof. dr J. Kroh, V-Prezesi:
doc. dr M. Kope¢ iptk dr T. Obara, Sekretarz — dr J. Beer, adres: Warsza-
wa 91, ul. Dorodna 16, Instytut Badan Jadrowych.

KOMITET ORGANIZACYJINY
XVII ZJAZD
POLSKIE TOWARZYSTWO
MIKROBIOLOGOW

Warszawa, ul. Chocimska 24
tel. 45-30-20; 45-32-21

Komunikat nr 2

Zgodnie z informacja podang w Komunikacie Nr 1 przypominamy, ze XVII Zjazd
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologdw odbedzie sie w Warszawie w dniach od 9 do
12 wrze$nia 1970 r.

Program naukowy Zjazdu, uzgodniony z Zarzadem Giéwnym PTM, obejmuje
przedpotudniowe obrady plenarne, na ktérych w ciggu czterech dni zostanie wygto-
szone Kkilkanascie wyktadéw. Tematy wyktadéw beda w nastepnym komunikacie.
W godzinach popotudniowych odbedg sie¢ obrady w nastepujacych sesjach tematycz-
nych.

1. Struktura i funkcja $ciany i btony komorkowej drobnoustrojéw

2. Metabolizm lipidowy i wielocukrowy drobnoustrojéw

3. Mechanizm wrazliwosci i opornosci drobnoustrojéw na antybiotyki i chemio-
terapeutyki

Mutageneza i przekazywanie materiatu genetycznego u drobnoustrojow
Rekombinacja genetyczna u drobnoustrojow

Epizomy bakteryjne

Struktura i biosynteza przeciwciat

Immunochemia antygenéw drobnoustrojowych

Immunosupresja

10. Autoimmunizacja

11. Fagi wirulentne i lizogenne drobnoustrojow

12. Wiasciwosci biologiczne a chorobotwdrczo$é ziarnkowcow Gramdodatnich

© o N UM
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13. WHiasciwosci biologiczne a chorobotwérczos$é jelitowych pateczek Gramujemnych
14. Etiologia i immunologia choréb wenerycznych

15. Wrazliwo$¢ bakterii na dziatanie chemioterapeutykow

16. Nowe metody w diagnostyce mikrobiologicznej

17. Grzybice

18. Mikrobiologiczne zakazenia lekéw i ich kontrola

19. Swoiste i nieswoiste substancje przeciwwirusowe

20. Szczepionki wirusowe

21. Epidemiologia zakazen wirusowych

22. Wirusy onkogenne

23. Replikacja DNA i RNA wirusow

24. Metabolizm i genetyka drobnoustrojéow stosowanych w przemysle
25. Mikrobiologiczna kontrola produktéw zywnos$ciowych

26. Korozyjne dziatanie drobnoustrojéow

27. Drobnoustroje jako zrédto enzymdéw do celow przemystowych

28. Grzybicze zakazenia zywnosci i pasz

29. Roéwnowaga biologiczna $rodowisk naturalnych

30. Mikrobiologia wody i oczyszczania $ciekow

31. Mikrobiologia choréb odzwierzecych

Obrady w sesjach bedg obejmowaty wprowadzajacy wyktad moderatora sesji oraz
doniesienia z prac doswiadczalnych.

Zgtaszanie uczestnictwa w Zjezdzie oraz doniesien na obrady sesji tematycz-
nych odbedzie sie w dwoéch etapach; w pierwszym — nalezy do dnia 31 stycznia
1970 r, zgtosi¢ zamiar udzialu w Zjezdzie, tj. nadestaé¢ doktadnie wypetniony druk
»Zgtoszenie uczestnictwa”, a w drugim — do dnia 15 marca 1970 r. nalezy nadesta¢
streszczenia doniesieA. Streszczenia, nie przekraczajgce 30 wierszy znormalizowanego
maszynopisu, nalezy nadesta¢ w trzech egzemplarzach na adres Komitetu Organiza-
cyjnego Zjazdu. Streszczenia nadestane po 15 marca nie zostang umieszczone w ma-
teriatach zjazdowych. Zmiana terminu nadsytania streszczen, podanego w Komu-
nikacie nr 1, zostata podyktowana wzgledami technicznymi. Streszczenia beda
stanowity podstawe do zakwalifikowania doniesien na Zjazd. O witgczeniu donie-
sienia do programu Zjazdu i o czasie przyznanym na wygtoszenie doniesienia (od
5 do 15 min.) zainteresowane o0soby zostang powiadomione listownie. O ostatecznym
uktadzie i liczbie sesji tematycznych Komitet Organizacyjny zadecyduje po nadesta-
niu streszczen doniesieA, tj. po 15 marca 1970 r.

Organizatorzy Zjazdu zapewniajg uczestnikom wygtaszajagcym doniesienia moz-
nos¢ wyswietlenia przezroczy formatu 50X50 mm.

Komunikat nr 3, zawierajgcy informacje o kosztach uczestnictwa w Zjezdzie,
zakwaterowania oraz udzialu w bankiecie, zostanie wystany do osob, ktore zgtosza
zamiar swego uczestnictwa w Zjezdzie na druku zatgczonym do niniejszego komu-
nikatu.

ZA KOMITET ORGANIZACYJNY XVII ZJAZDU PTM

SEKRETARZ PRZEWODNICZACY
Dr Cecylia Zak Doc. dr Janusz Jeljaszewicz
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