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INFORM ACJA DLA AUTORÓW

Postępy Biochemii  pub liku ją  a rtyku ły  referatow e ze w szystkich 
dziedzin biochemii nie drukow ane w  innych czasopismach. A rtykuły  
drukow ane w  Postępach Biochemii n ie mogą być bez zgody Redakcji 
publikow ane w  innych czasopismach. A rtykuły  są honorowane wg usta­
lonych staw ek. A utorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. A utora obowiązuje korek ta autorska. Koszty zm ian tekstu  w  ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów drukarsk ich  ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie możność w prow adzenia skrótów  i popra­
wek n ie w pływ ających na treść pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 
nadsyłać w  dwu egzem plarzach. Maszynopis pow inien być napisany 
jednostronnie, z podw ójną in terlin ią , z m arginesem  ok. 4 cm po lewej 
i ок. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej 
stronie należy zamieścić tylko: imiona (w pełnym  brzm ieniu) i n a ­
zwiska autorów , ich ty tu ły  naukow e w raz z nazw am i placów ek nauko­
wych, ty tu ł pracy w języku polskim  i angielskim  oraz omówienie tem a­
tu  pracy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy maszynopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską, a podroz­
d z ia ły — arabską. Tytuły nie wydzielone z tekstu  n ie pow inny być n u ­
m erowane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostawić wolny w iersz 
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w n aw ia­
sie •— num er odpowiedniego wzoru. W tekście należy odwołać się do 
num eracji wzoru po słownym  w ym ienieniu związku, np.: kw as g lu ta­
m inowy (I).

Pow ołując się na lite ra tu rę  należy podać w tekście, w naw iasie, 
kolejny num er pozycji w spisie lite ra tu ry .

Załączniki do tekstu.  Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpow iadającym  użytem u w tekś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys. 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy 
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  au tora i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek opisujący jej treść, jej ru b ry ­
ki pow inny być zaopatrzone w  odpowiedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem -+ami pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, k tó rj a n ie ~iożna napisać 
na  maszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem . fotografiach 
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.

Literatura. W ykaz lite ra tu ry  należy wypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach m aszynopisu, w  alfabetycznej kolejm  ;ci nazw isk autorów .
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Post. Biochem. 16, 153-167 (1970)

ZO FIA TYN ECK A*

Mechanizm działania penicyliny na komórkę bakteryjną 

The Mechanism of Action of Penicillin on Bacterial Celi

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

Od czasu w ykrycia penicyliny przez F l e m i n g a  (11) wiele uwagi 
poświęcono mechanizmowi jej działania na kom órkę baktery jną. Z wczes­
nego okresu badań pochodzą inform acje dotyczące zmian m orfologicznych 
i fizjologicznych, pojaw iających się w komórce pod w pływ em  tego an ty ­
biotyku. W ykazano, że penicylina działa bakteriostatycznie i bakteriobój­
czo na drobnoustroje G ram dodatnie nie w yw ierając naw et w większych 
stężeniach działania na bakterie  G ram ujem ne, z w yjątk iem  rodzaju 
Neisseria (11). Stwierdzono ponadto, że penicylina jest bakteriobójcza 
tylko dla kom órek znajdujących się w fazie w zrostu (18). Już w roku 1945 
D u g u i d (9) przypuszczał, że pojawianie się „dziw nych” form  bakterii 
pod wpływem  penicyliny może być spowodowane u tra tą  integralności 
s tru k tu ry  powierzchniowej kom órki bak tery jnej. W yosobnienie ściany ko­
m órkowej bakterii oraz badania nad jej s tru k tu rą  i biosyntezą potw ier­
dziły te  przypuszczenia i zapoczątkowały okres in tensyw nych badań nad 
działaniem  penicyliny na kom órkę baktery jną.

I. Ściana komórki bakteryjnej i wpływ penicyliny na jej biosyntezę

Ściana jest zew nętrzną s tru k tu rą  kom órki bak tery jnej, m ającą istotne 
znaczenie dla jej norm alnego funkcjonow ania. Chroni w nętrze komórki, 
otoczone cienką błoną cytoplazm atyczną, przed w pływ am i środowiska 
oraz nadaje komórce charakterystyczny dla danego gatunku kształt. 
Budowa ściany kom órkowej bakterii G ram dodatnich i G ram ujem nych 
w ykazuje zasadnicze różnice; niezależnie od tego spotyka się różnice 
wśród poszczególnych rodzajów czy gatunków . Podstaw ow ą s tru k tu rą  
ściany, wspólną dla wszystkich bakterii, jest w ielkocząsteczkowy polim er

* Dr, Zakład Mikrobiologii, Akademia Medyczna, Lublin.
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154 Z. T Y NEC K A [2]

składający się z łańcuchów polisacharydowych, zaw ierających dwa am ino- 
cukry ułożone na przem ian: N -acetyloglukozoam inę i kwas N -acetylo- 
m uram inow y, połączone wiązaniam i glikozydowym i 11-1,4 (44, 45). Z grupą 
-COOH kw asu m uram inow ego połączony jest k ró tk i łańcuch peptydow y, 
składających się najczęściej z l - і  D-alaniny, kw asu D-glutaminowego oraz 
L-lizyny lub jednego z izomerów kwasu dwuam inopim elinow ego (53. 55). 
Łańcuchy te są połączone m iędzy sobą bezpośrednio, jak  na przykład w Es- 
cherichia coli i Micrococcus lysodeicticus, lub za pomocą m ostka peptydo- 
wego, jak  w ścianach Staphylococcus aureus (16, 32). K ow alencyjnie po­
w iązane kom ponenty podstawowego polim eru ściany tw orzą tró jw ym iaro­
wą s truk tu rę  o silnej konstrukcji, charak teryzu je  się ona dużą opornością 
m echaniczną przeciw staw iając się bardzo wysokiem u ciśnieniu (około 20 
atm osfer) panującem u we w nętrzu kom órki bak tery jnej. Uszkodzenie tej 
s tru k tu ry  prowadzi do zaburzenia funkcji błony cytoplazm atycznej 
i w konsekw encji do lizy komórki. Zaproponowano różne nazw y uw zględ­
niające polisacharydow o-peptydow y charakter tego dotychczas nigdzie 
nie spotykanego polim eru: m ukopeptyd (28), glikozam inopeptyd (7), pep- 
tydoglikan (60) oraz m ureina przez analogię do proteiny (72).

W ścianach bak tery jnych  znaleziono również inne polim ery. U bakterii 
G ram dodatnich m ukopeptyd stanow i zasadniczy elem ent ściany (około 
50—90%); obok niego w ystępują kwasy teichojow e (6) oraz u n iektórych 
bakterii kw asy teichuronow e (49). Ściany bakterii G ram ujem nych m ają 
nieco bardziej złożoną struk tu rę ; charak teryzu ją  się znaczną zawartością 
lipidów. Składają się z trzech w arstw : lipoproteidowej, lipopolisachary- 
dowej oraz m ukopeptydow ej, tzw. w arstw y „R” (ang. rigid), stanow iącej 
zaledwie 5— 15% (72).

Inform acje o s truk tu rze  m ukopeptydu pochodzą głównie z badań nad 
ścianą komórkową trzech m ikroorganizm ów — Staphylococcus aureus, 
Micrococcus lysodeicticus  oraz Escherichia coli. S truk tu rę  tego polim eru 
określono na podstaw ie analizy produktów  traw ienia  w yodrębnionych 
ścian za pomocą lizozymu, działającego na wiązanie $-1,4 pom iędzy kw a­
sem N -acetylom uram inow ym  i N-acetyloglukozoam iną (13, 45, 47, 51, 52,
54). Stosowano w tym  celu rów nież inne enzym y bakteriolityczne, na 
przykład amidazę N -acetylom uram ylo-L-alaniny i peptydazy rozryw ające 
w iązania pomiędzy D-alaniną i m ostkiem  peptydow ym , biorącym  udział 
w zsieciowaniu (14, 15, 35, 46, 58, 66). M ukopeptyd ścian Escherichia coli 
jest rozkładany przez lizozym na fragm enty  o niskim  ciężarze cząsteczko­
w ym  (43). Badanie s tru k tu ry  tych fragm entów  wykazało, że są to głównie 
dw usacharydo-te trapeptydy lub ich dim ery (42, 47, 72). W e i d e l  i P e l -  
z e r  (72) sugerowali na podstaw ie tych wyników, że w ścianach Esche­
richia coli nie wszystkie reszty  kw asu m uram inow ego są podstawione 
łańcucham i tetrapeptydow ym i i tylko połowa tych  jednostek peptydow ych 
jest wzajem nie ze sobą połączona w iązaniam i krzyżowymi. Dzięki tem u 
s tru k tu ra  ściany tych bakterii jest luźna, co znajduje w yraz we w rażli­
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[3] W PŁYW  P E N IC Y L IN Y  N A  B A K T E R IE 155

wości kom órki na czynniki mechaniczne. M ukopeptyd ściany Staphylo-  
coccus aureus tylko w niewielkim  stopniu jest degradow any przez lizozym 
na podobne niskocząsteczkowe fragm enty  (І4, 29, 32); większość w lizacie 
stanow i m ateriał o wysokim ciężarze cząsteczkowym, z którego dopiero 
pod w pływ em  amidazy N -acetylom uram ylo-L-alaniny i peptydaz otrzy­
m uje się dw usacharydy (12, 14, 15, 66). Świadczy to o wysokim  stopniu 
zsieciowania m ukopeptydu, dzięki czemu ściana Staphylococcus aureus 
jest najbardziej ścisłą s truk tu rą  z dotychczas poznanych (schemat 1).

TA i 
p i
X -  v  -  X 

«•*«§
X -  Y  -  X 

X -  У  -  X

т Щ
X -  Y -  X

Schemat 1. Struktura mukopeptydu ściany komórkowej Staphylococcus aureus w e­
dług S t r o m i n g e r a  i wsp. (60)

W pierw szym  rządzie jednostka m ukopeptydu in s ta tu  nascendi  z o tw artym i łańcucham i
pen tag licyn ow ym i

X — N -acetyloglukozoam ina,
Y — K w as N -acetylom uram inow y,
— o — A m inokw asy w  tetrapeptydzie: L -alanylo-D -izoglutam inylo-L -lizylo-D -alaninie,
•  •  •  M ostki pentaglicynow e,
TA-P — K w as teich ojow y zw iązany z polisacharydem  za pom ocą w iązań fosfodw uestrow ych .

W przeciw ieństw ie do Escherichia coli w  ścianach Staphylococcus  
aureus w szystkie reszty kwasu m uram inowego są podstawione peptydem: 
L-alanylo-D-izoglutam inylo-L-lizylo-D-alaniną (21, 29). M ostki pentaglicy­
nowe, biorące udział w  zsieciow aniu, biegną od grupy e-am inowej lizyn y  
jednego peptydu do grupy karboksylowej D-alaniny sąsiedniego peptydu  
(15, 29, 36, 46, 66, 68).

Pierw sze dane o mechanizmie działania penicyliny na ścianę kom ór­
kową pochodzą z badań L e d e r b e r g a  (26) i W e i b u l a  (71), k tóry  
otrzym ał kuliste formy, tzw. protoplasty, z kom órek Bacillus megaterium  
działając lizozymem w środowisku hipertonicznym . L e d e r b e r g  (26), 
k tóry  zauważył, że pod wpływem  penicyliny z kom órek Escherichia coli 
tworzą się podobne kuliste form y, w yraził przypuszczenie, że podobnie 
jak  lizozym, penicylina działa na ścianę kom órkową. Następnie P a r k  
i S t r o m i n g e r  (41) stw ierdzili, że gromadzące się w kom órkach Sta ­
phylococcus aureus pod w pływ em  penicyliny nukleotydy urydynow e 
P a r k a  (38) (I) m ają podobny skład chemiczny do m ukopeptydu ściany
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156 Z. T Y N E C K A [4]

(21, 41). P a r k  i S t r o m i n g e r  (41, 62) przypuszczali, że nukleotydy te  
są prekursoram i ściany i gromadzą się w skutek zaham ow ania jej syntezy. 
W ślad za tym  wzrosło zainteresow anie biosyntezą m ukopeptydu Staphy-  
lococcus aureus jako m odelu do badań nad m echanizm em  działania

penicyliny. Przeprowadzono badania na całych kom órkach (17, 27, 28, 67, 
70, 73) i w układach izolowanych (1, 7, 19, 20, 22, 33, 34). M ukopeptyd 
ścian bak tery jnych  jest syntetyzow any w łańcuchu reakcji przebiegają­
cych z udziałem  około 30— 50 enzymów (22). M a n d e l s t a m  i R o ­
g e r  s (27, 28) oraz H a n c o c k  i P a r k  (17) wykazali, że synteza tego 
polim eru może zachodzić w obecności chloram fenikolu, inhibitora syntezy 
białka. R o g e r s  i J e l i a s z e w i c z  (48) ustalili, że stężenie penicyliny 
potrzebne do zaham owania syntezy m ukopeptydu Staphylococcus aureus 
odpowiada stężeniu, w k tórym  ustaje wzrost komórek. Biosynteza ściany 
Staphylococcus aureus przebiega w trzech etapach:

1) utw orzenie prekursorów  ściany: U D P-N -acetylom uram ylo-penta- 
peptydu i U D P-N-acetyloglukozoam iny,

2) utw orzenie liniowych łańcuchów m ukopeptydowych,
3) zsieciowanie liniowych łańcuchów m ukopeptydowych.
I t o  i S t r o m i n g e r  (19, 20) przeprowadzili syntezę prekursorów  

ściany w układzie bezkom órkowym  stosując częściowo oczyszczone enzy­
m y z błon cytoplazm atycznych Staphylococcus aureus oraz zaproponowali 
m echanizm  tej syntezy (schemat 2).

Reakcja fosforylacji prowadzi do utw orzenia z UDP UTP. N astępnie 
zachodzi aktyw acja N -acetyloglukozoam iny, z k tórej tw orzy się kwas 
U D P-N -acetylom uram inow y. Do tego związku kolejno przyłączają się 
aminokwasy. W dołączeniu dw upeptydu D-ala-D-ala bierze udział race- 
maza i syntetaza D-alaniny, dla k tórych D-cykloseryna jest kom pe- 
tycyjnym  inhibitorem  (36, 59). Aktywność wszystkich enzymów jest 
zależna od obecności ATP i kationów M n2+ lub Mg2"r. Nie ma 
dotychczas dowodów uczestniczenia RNA w jakim kolw iek etapie syn­
tezy pentapeptydu. Ostatecznym  produktem  rekacji pierwszego etapu jest 
U D P-N -acetylom uram ylo-pentapeptyd zaw ierający jako końcową grupę 
-D-alanylo-D-alaninę.

i
L-LizI
D -/\la
o-Ala I
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Fiolet goryczkowy

UDP-AcNH Mur

tUDP-AcNH Glk-pirogronian

UDP-AcNH Mur-L-Ala 
\

UDP-AcNH Mur -L-Ala-D-Glu 
^  Brak lizyny 

UDP-AcNH Mur-L-Ala-D-Glu-L-Liz

o -  \
Fosfo- enolo-

UDP-AcNHGIk
V p

j r » Ala-D-Ala
D-cykloseryna D-cykloseryna

D-Ala L-Ala

gronian 
AcNHGlk-1-P

UTP.ATP 
^ linnATP 

UDP̂ —-UMP

UDP-AcNH Mur-L-Ala-D-Glu-L-Liz-D-Ala-D-Ala

Penicyliny , bacytracyna , nowobiocyna, 
wankomycyny , ristocetyny

^ + fosfolipidowy kofaktor i akceptor
^ _____ _________

Ściana komórkowa bakterii I

Schemat 2. Biosynteza nukleotydowych prekursorów mukopetydu ściany komórko­
wej Staphylococcus aureus według S t r o m i n g e r a  i wsp. (60)

UDP-AcNHM ur — kw as urydynodw ufosfo-N -acety lom uram inow y  
UDP-AcNHM ur — kw as urydynod w u fosfo-N -acety lom u ram inow y

Drugi etap  syntezy m ukopeptydu badano również w układzie bezko- 
m órkow ym  używ ając frakcji enzym atycznej z kom órek Staphylococcus 
aureus i Micrococcus lysodeicticus  (1, 2, 7, 33, 34, 63, 64). Z prekursorów  
m ukopeptydu — U D P-N -acetylom uram ylo-pentapeptydu i N -acetyloglu- 
kozoaminy pow stają liniowe łańcuchy m ukopeptydow e (schemat 3) (1, 
7, 34).

UDP-AcNH Mur-pentapeptyd _UMP

P-fosfolipid

Bacytracyna

P-P-fosfolipid

AcNH Glk-AcNH Mur \
(- dekapeptydo-amido]*\ 
-akceptor

AcNH Mur (-penfapeptydo)-P-P- fosfolipid 
■ UDP-AcNHGIk

UDP

AcNH Gik -AcNH Mur (- pentapeptydo)-P-P- fosfolipid

I  ATP,NH3 
AcNHGlk-AcNHMur(-pentapeptydo-amido)-P-P- fosfolipid

Akceptor

AcNH Glk-AcNH Mur (-dekapeptydo 
-amido)-P-P- fosfolipid

tRNA Glicylo-tRNA
Schemat 3. Biosynteza liniowych łańcuchów mukopeptydowych ściany komórkowej 

Staphylococcus aureus według S t r o m i n g e r a  i wsp. (60)
AcNHGlk — N -acetyloglukozoam ina AcNHM ur — kw as N -acetylom uram inow y

W pierwszej reakcji następuje przeniesienie fosfo-N -acetylom uram y- 
lo-pentapeptydu z U D P-N -acetylom uram ylo-pentapeptydu na obecny 
w m em branie glicerofosfatydowy nośnik o charakterze kardiolipiny (60) 
i powstaje N -acetylom uram ylo(-pentapeptydo)-P-P-fosfolipid (1, 3, 8)
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158 Z. TY N E C K A [6]

oraz UMP i nieorganiczny fosforan (1, 2, 34). Część m ukopeptydow a jest 
związana z lipidem  za pomocą m ostka pirofosforanowego. Jak  wykazali 
N e u h a u s  i S t r u v e  (37, 63) reakcja ta jest odw racalna i po dodaniu 
UMP może być przesunięta w lewo. Na utw orzony kom pleks przenoszona 
jest z kolei N -acetyloglukozoam ina z UDP-acetyloglukozoam iny i pow­
staje dw usacharydo(-pentapeptydo)-P-P-fosfolipid z jednoczesnym  uwol­
nieniem  UDP (1, 65). Prawdopodobnie s tru k tu ra  dw usacharydu jest n a ­
stępująca: 0-(acetylo-(3-glukozoam inylo)-i,4(-N -acetylom uram ylo)-penta- 
peptyd (39). W dalszym  etapie grupa karboksylow a kw asu glutam inowego 
ulega am idacji w obecności ATP (46, 57, 61, 67), a następnie przyłącza się 
pięć reszt glicyny z glicylo-tRNA (3, 7, 33). W reakcji następnej dw usacha- 
rydo-pentapeptydo-pentaglicyna jest przenoszona z nośnika lipidowego na 
akceptor, k tórym  jest najpraw dopodobniej jeszcze niekom pletny łańcuch 
oligom ukopeptydowy (60). W reakcji tej uw alnia się nieorganiczny fosfo­
ran  oraz fosfolipid, k tó ry  jest zdolny do ponownego wejścia do cyklu.

M e a d  o w i  wsp. (34) oraz A n d e r s o n  i wsp. (2) w ykazali, że peni­
cylina nie ham uje syntezy łańcuchów polisacharydow o-peptydow ych 
w układzie bezkomórkowym. Ten etap jest ham ow any przez bacytracynę, 
rystocetynę i w ankom ycynę. Dwa ostatnie antybiotyki ham ują praw dopo­
dobnie końcową reakcję syntezy — przeniesienie dw usacharydo-deka- 
peptydow ych jednostek na akceptor (11), natom iast bacytracyna ham uje 
defosforylację P-P-fosfolipidu, w pływ ając w ten  sposób na funkcjonow a­
nie cyklu lipidowego nośnika (56).

Polim eryzacja prekursorów in vitro  prowadzi do powstania produktu  
zawierającego dwie cząsteczki D-alaniny w peptydzie oraz otwarty łań­
cuch pentaglicynow y (1, 2, 70). Z badań nad strukturą m ukopeptydu  
ściany Staphylococcus aureus wynika, że polim er ten zawiera tylko jedną 
cząsteczkę D-alaniny w  peptydzie i niew ielką ilość w olnych grup am ino­
w ych glicyny. Zatem w  dalszym  etapie syntezy, podczas zsieciowania  
liniow ych łańcuchów m ukopeptydow ych musi zachodzić odłączenie jednej 
cząsteczki D-alaniny z rów noczesnym  zam knięciem  się mostka pentaglicy- 
nowego. Ponieważ penicylina nie ham uje żadnej z reakcji prowadzących  
do syntezy tych liniow ych łańcuchów m ukopeptydowych, przypuszczano, 
że działa ona na etapie zsieciowania m ukopeptydu. Po raz pierw szy taki 
pogląd wyraził M a r t i n  (30) opierając się na w ynikach badań nad struk­
turą ścian komórek Proteus mirabilis oraz form l indukowanych za po­
mocą penicyliny. Poniew aż form y l w ykazyw ały obecność w szystkich  
składników ściany, autor w ysunął przypuszczenie, że przekształcenie się  
pałeczkowatych komórek Proteus mirabilis w kuliste form y jest w ynikiem  
braku wiązań krzyżow ych w  m ukopeptydzie syntetyzow anym  w  obecności 
penicyliny (31).

W i e s e  i P a r k  (73) badali wpływ penicyliny na zsieciowanie li­
niowych łańcuchów m ukopeptydow ych w kom órkach Staphylococcus  
aureus określając w budow ywanie 3H -alaniny do ścian i oznaczając liczbę
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w olnych  grup am inowych 14C -glicyny w  m ukopeptydzie. Syntetyzow any  
w obecności pen icyliny m ukopeptyd zaw ierał znacznie w ięcej cząsteczek  
D-alaniny i odpowiednio w ięcej w olnych grup am inowych glicyny. Bada­
nia te udow odniły, że w iązanie krzyżowe w  ścianie Staphylococcus aureus 
tw orzy się z udziałem  końcowej cząsteczki D-alaniny i e-aminowej grupy 
L-lizyny, a penicylina jest inhibitorem  tej reakcji.

Badania nad wpływ em  penicyliny na biosyntezę ściany komórkowej 
Staphylococcus aureus гп vivo  prowadzili również T i p p e r  i S t r o ­
m i  n g e r  (67, 70). Na komórki działano penicyliną (0,08—20^g/ml), potem  
dodawano do nich 14C-glicynę i inkubowano przez koło 30 m inut. Uzyska­
ne po rozbiciu kom órek ściany poddawano enzym atycznej hydrolizie, 
a następnie rozdzielano na kolum nie Sephadex G-25, uzyskując trzy  frak ­
cje: oligomerów, dim erów i monomerów. We frakcjach określano ilość 
14C-glicyny w budow yw anej do m ukopeptydu. W obecności 0,086n-g penicy­
liny na 1 ml hodowli ilość 14C-glicyny we wszystkich frakcjach  stanowiła 
50% ilości we frakcji z kom órek kontrolnych. Procent ten  jest jeszcze 
m niejszy przy stosow aniu w iększych stężeń penicyliny. Rozmieszczenie 
radioaktyw ności w poszczególnych frakcjach  zależy od użytego stężenia 
penicyliny. W obecności 0,086ug/ml penicyliny około 50— 60% 14C-glicyny 
przechodziło do frakcji zaw ierającej m onomery, wobec 10%  w takiej sa­
m ej frakcji z m ateria łu  kontrolnego. Ilość glicyny we frakcji oligomerów 
w ynosiła 20— 30%, a w kontroli 75%. Zaobserwowano odw rotną zależność 
między stężeniem  penicyliny a ilością grom adzących się monomerów; n a j­
więcej m onomerów powstało, gdy stężenie penicyliny było niższe niż
0,8|.ig/ml, a najm niej w obecności 20[xg/ml. Syntezę oligomerów penicylina 
częściowo ham uje już w m ałych stężeniach, a całkowicie w stężeniach
0,8vig/ml i wyższych.

W toku dalszych badań T i p p e r  i S t r o m i n g e r  (70) przedsta­
wili dowody, że niezsieciowane m onom ery są bezpośrednim i prekursoram i 
m ukopeptydu. Po 30 sekundach inkubacji kom órek z 14C-glicyną piętno 
odnajdow ano w yłącznie w monomerach, a po 3 m inutach już w oligome­
rach. M onomery, uzyskane zarówno z kom órek inkubow anych w obec­
ności penicyliny, jak  i z kom órek kontrolnych (zaw ierających norm alnie 
około 7% monomerów), m ają w pentapeptydzie trzy  cząsteczki alaniny: 
jedną o konfiguracji l  i dwie d .  Jedna D-alanina ma wolną grupę karbo­
ksylową; ponadto w m onomerze w ystępują  wolne grupy aminowe glicyny. 
N atom iast norm alny polim er zawiera tylko jedną cząsteczkę D-alaniny 
i śladowe ilości w olnych grup am inowych glicyny. Badania T i p p e r  a 
i S t r o m i n g e r a  (70) dowodzą bezspornie, że penicylina ham uje zsie- 
ciowanie liniowych łańcuchów m ukopetydow ych w kom órkach S ta p h y ­
lococcus aureus. Pogląd ten potw ierdzili F i t z - J a m e s  i H a n c o c k  
(10), którzy zaobserwowali w m ikroskopie elektronow ym  w łóknisty m a­
teria ł — praw dopodobnie niezsieciowany m ukopeptyd — tw orzący się 
w punkcie w zrostu ściany kom órkowej w obecności penicyliny. Również
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L а г к i wsp. (25) zauważyli podobny m ateriał w kom órkach w obecności 
nadm iaru D-alaniny lub innych D-aminokwasów, a więc w  w arunkach, 
w których prawdopodobnie reakcja zsieciowania ulega odwróceniu.

II. Mechanizm działania penicyliny na transpeptydację

Miejscem syntezy prekursorów  ściany jest w nętrze kom órki (69). 
W drugim  etapie syntezy ściany bierze udział fosfolipidowy nośnik, k tóry  
przenosi poprzez błonę jednostki dw usacharydo-peptydow e i w łącza je do 
pow stającej ściany. W szystkie etapy prowadzące do syntezy liniowych 
łańcuchów m ukopeptydow ych zachodzą przy udziale ATP oraz kationów 
M n2+ i Mg2 f . O statn i etap syntezy ściany — zsieciowanie liniowych łań ­
cuchów m ukopeptydow ych ■— przebiega na zew nątrz błony cytoplazm a- 
tycznej. Ponieważ w tym  obszarze nie mogą zachodzić w ysokoenergetycz­
ne reakcje z uwagi na brak  ATP, przyjęto, że w iązanie peptydow e, p ro­
wadzące do zsieciowania m ukopeptydu, pow staje w skutek transpep tydacji 
(73). Energia w iązania końcowej D-alaniny um ożliwia przebieg tej reakcji. 
Reakcję transpeptydacji w kom órkach Slaphylococcus aureus (60) przed­
staw ia schem at 4.

Mukopeptyd

AcNHM ur

Mukopeptyd
I

AcNHMur
I

L-A la
I

D-Glu
D-Ala

D-Glu
I

L-Liz  — GIL — Gli — Gil — GLi GU —

L-Ala 
I

I

i D-Ala
D-Ala

I
D-Ala

Mukopeptyd

AcNHMur

Mukopeptyd

AcNHMur

L -Ala l  -Ala

D-Glu D-G lu

-G li-D -A la -L -L iz — G li -G l i-G li-G li -G li -D -A /a -L -L iz -G li -G l i-G l i-G li -G li  —

+ 2 D-Ala
Schemat 4. Trzeci etap syntezy ściany komórkowej Staphylococcus aureus — trans- 
peptydacja liniowych łańcuchów mukopeptydowych według S t r o m i n g e r a  i wsp.

( 60)
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U stalając mechanizm ham ow ania transpep tydacji przez penicylinę 
brano  pod uwagę analogię s tru k tu r penicyliny i fragm entu  liniowego 
m ukopeptydu (67,73). Na podstaw ie analizy modeli cząsteczkowych (ry­
sunek 1) T i p p e r  i S t r o m i n g e r  (67) w ysunęli hipotezę, że penicy­
lina jest s truk tu ra lnym  analogiem D-alanylo-D-alaniny, końcowego ugru­
powania pentapeptydu w niezsieciowanym  m ukopeptydzie.

Rysunek 1. Modele przestrzenne penicyliny (na lewo) i dwupeptydu D -alanylo-D -ala- 
niny według T i p p e r a  i S t r o m i n g e r a  (67).

Penicylina jest wprawdzie cyklicznym  dw upeptydem  L-cysteiny 
i D-waliny, lecz modele cząsteczkowe penicyliny i D-alanylo-D-alaniny 
w ykazują uderzające podobieństwo. Wysoce reaktyw ne wiązanie -CO-N- 
w pierścieniu ^-laktam owym  penicyliny znajduje  się w tej sam ej pozycji 
co wiązanie peptydowe, biorące udział w transpeptydacji. T i p p e r  
i S t r o m i n g e r  (67) uważają, że penicylina, działając jako s tru k tu ra l­
ny analog norm alnego substratu  transpeptydacji, acyluje transpeptydazę 
katalizującą zsieciowanie m ukopeptydu. M echanizm  ham ow ania transpep­
tydacji przez penicylinę w kom órkach Staphylococcus aureus (67) przed­
staw iono na schemacie 5.

W pierw szym  etapie transpeptydaza katalizuje rozerw anie w iązania 
peptydowego D-alanylo-D-alaniny z zachowaniem  energii w iązania 
w kom pleksie D-alanina-enzym. Następnie reszta D-alaniny zostaje prze­
niesiona na  aminowy koniec łańcucha pentaglicynowego i m ostek penta- 
glicynowy, łączący dwa łańcuchy peptydowe, zam yka się. Penicylina 
łącząc się z transpeptydazą acyluje wrażliwe m iejsca enzymu, przy czym 
otw iera się pierścień (3-laktamowy. Tworzy się kom pleks penicylina-en- 
zym, co prowadzi do zahamowania reakcji transpeptydacji.

Brano pod uwagę także możliwość innego sposobu działania penicyliny 
na transpeptydację. Przypuszczano, że penicylina może być przeniesiona 
z kom pleksu penicylina-enzym  do aminowego końca pentaglicyny, co 
uniem ożliwiałoby syntezę w iązań krzyżowych. Jednak, jak  w ykazali 
T i p p e r  i S t r o m i n g e r  (70) niezsieciowane m onomery, gromadzące
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-CONH— d-AIq -  С -  NH —  D -^ la
O COOH

-NHCX) — Oli — NH2

Transpeptydaza

-CONH— d-AIci -  С -Enz  
O

D-Ala +

—NHCO— Gli -  NH2

Penicylina

Penicyloilo-enzym

-c o n h — D-Ala - p  = o  

-NHCO -  Gli — NH 

Zsiecicrwany mukopeptyd
Schemat 5. Mechanizm hamowania transpeptydacji przez penicylinę według T i p

p e r a  i S t r o m i n g e r a  (67)

się w kom órkach Staphylococcus aureus w obecności penicyliny, zaw ierają 
łańcuch glicynowy z wolną grupą aminową. Potw ierdzono to analizując 
ściany kom órek Staphylococcus aureus znakowane za pomocą ^ - p e n i c y ­
liny G. Ściany te zaw ierały tylko około 0,3°/o wyjściow ej radioaktyw ności. 
Ściany hydrolizowano lizozymem z Chalaropsis spp. i frakcjonow ano na 
kolum nie Sephadex G-25. Niezsieciowane m onom ery stanow iły 32% 
całości m ukopeptydu, lecz zaw ierały tylko 2%  całej radioaktyw ności ścia­
ny, co stanow i około 0,004% wyjściow ej radioaktyw ności. Pozostałe p ięt­
no związane było z m ateriałem  o wysokim  ciężarze cząsteczkowym. Ta 
niesłychanie m ała ilość 14C-penicyliny związanej z m onom eram i świadczy
o niespecyficzności reakcji w iązania się penicyliny z grupą am inow ą 
łańcucha pentaglicynowego w niezsieciowanym  monomerze.

R o g e r s  i T y n e c k a  (50) badali rozmieszczenie radioaktyw ności 
w kom órkach Staphylococcus aureus  inkubow anych w buforze fosforano­
w ym  w obecności 14C-penicyliny. Znakowane kom órki rozbijano m echa­
nicznie i wirowano w ultraw irów ce w gradiencie chlorku cezu. O trzym ano
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pasmo składające się z fragm entów  błony cytoplazm atycznej i ryboso­
mów, które zawierało około 90°/o wyjściow ej radioaktyw ności. Pozostałe 
piętno odnajdow ano w osadzie, składającym  się z nierozbitych komórek. 
Frakcja ścian kom órkowych nie zaw ierała 14C. W ykluczono także możli­
wość wiązania się 14C-penicyliny z rybosom ami. Uzyskane w yniki św iad­
czą, że receptory penicyliny znajdują się w błonie cytoplazm atycznej i są 
na tu ry  białkowej. T i p p e r  i S t r o m i n g e r  (70) nie badali w praw ­
dzie wiązania się penicyliny z błoną cytoplazm atyczną kom órek S taphy ­
lococcus aureus, wykazali jednak, że antybio tyk  ten  nie wiąże się ze ścia­
ną komórkową. Ponieważ w błonie cytoplazm atycznej w ystępuje wiele 
enzymów, istn ieje  pewna możliwość, że m ateriał białkowy wiążący 
14C-penicylinę jest właśnie enzymem katalizującym  ostatni etap syntezy 
ściany. Nie udało się jednak dotychczas otrzym ać in vitro  zsieciowanego 
m ukopeptydu w układzie zaw ierającym  frakcję  enzym atyczną, uzyskaną 
z m em bran Staphylococcus aureus. Synteza ściany in vilro  zawsze za­
trzym yw ała się na etapie liniowych łańcuchów m ukopeptydowych. Jest 
to o ty le niezrozum iałe, że taka sama frakcja  uzyskana z błon cytoplazm a- 
tycznych Escherichia coli przez I z а к i i wsp. (22, 23) oraz przez A r a k i  
i wsp. (4, 5) katalizow ała syntezę zsieciowanego m ukopeptydu z UDP-N- 
-acetylom uram ylo-pentapeptydu i U D P-N-acetyloglukozoam iny.

Zsieciowanie m ukopeptydu ścian Escherichia coli zachodzi bezpośred­
nio m iędzy łańcucham i peptydowym i bez udziału dodatkowego am ino­
kwasu wiążącego (72). I z а к i i wsp. (22, 23) wykazali, że w końcowym

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

AcNHGlk— AcNH Mur—  L-Ala— D-Glu-mezo-DAP— D-Ala— D-Ala +  D-Ala

AcNH Glk— AcNH Mur —  L-Ala— D-G lu-m ezo-DAP — D-Ala +  D~Ala

Schemat 6. Synteza zsieciowanych dimerów w komórkach Escherichia coli katali­
zowana przez: 1; transpeptydazę mukopeptydową oraz 2) karboksypeptydazę

D - a l a n i n y

AcNHGlk — N -acetyloglukozoam ina; AcNHM ur — kw as N -acetylom uram inow y

+

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

AcN H G lk- AcNH Mur —  L-Ala— D-G lu-m ezo-DAP— D-Ala

I (2 )

AcNH G ik -A cN H  Mur—  L-Ala— D-G lu-m ezo-DAP — D-Ala
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etapie syntezy mukopeptydu in ѵііго przebiega transpeptydacja z u w ol­
nieniem  jednej cząsteczki D-alaniny z łańcucha peptydowego. Równo­
cześnie karboksypeptydaza D-alaniny odłącza końcową D-alaninę z sąsied ­
niego pentapeptydu. Tworzenie się zsieciow anych dim erów z lin iow ych  
łańcuchów polisacharydow o-peptydow ych u Escherichia coli (23) przed­
stawia schem at 6.

Dimer składa się z dwóch jednostek dw usacharydo-czteropeptydow ych. 
Łańcuch peptydow y każdej jednostki zawiera cztery am inokwasy w n a ­
stępującej sekwencji: L-Ala-D-Glu-raezo-DAP-D-Ala. W iązanie krzyżowe 
biegnie od końcowej grupy karboksylowej jednego łańcucha peptydowego 
do grupy ^-aminowej kwasu dwuam inopimelinowego sąsiedniego łańcu­
cha. T ranspeptydacja może przebiegać w odw rotnym  kierunku  po dodaniu 
D-alaniny, innych D-aminokwasów lub glicyny i nie wym aga dodatko­
wego źródła energii. Odłączanie D-alaniny przez karboksypeptydazę 
u trudn ia  prawdopodobnie tworzenie się w ścianach Escherichia coli w ięk­
szych oligomerów niż dim ery (72). W kom órkach Styphylococcus aureus 
nie zaw ierających karboksypeptydazy D-alaniny, stw ierdza się obecność 
wyższych oligomerów, prawdopodobnie dekam erów (70). G h u у s e n 
i S t r o m i n g e r  (14) oraz W e i d e l  i P e l z e r  (72) uw ażają, że k a r­
boksypeptydaza odłącza D-alaninę na jednym  z etapów poprzedzających 
syntezę liniowych łańcuchów m ukopeptydowych. Substra tem  dla tego en­
zymu jest prawdopodobnie U D P-N -acetylom uram ylo-pentapeptyd (23). 
Podczas w yodrębniania i oczyszczania karboksypeptydazy D-alaniny z ko­
m órek Escherichia coli I z a k i  i S t r o m i n g e r  (24) w ykryli inny  
enzym — karboksypeptydazę D-alaniny II, k tó ra  odłącza cząsteczkę D-ala­
niny z U D P-N -acetylom uram ylo-tetrapeptydu.

Badając wpływ  penicylin i cefalosporyn na syntezę m ukopeptydu in 
vitro  I z a k i  i wsp. (23) zaobserwowali, że antybiotyki te ham ują uw al­
nianie się D-alaniny. W obecności penicyliny G i cefalotyny ilość D-ala­
niny w m ukopeptydzie podw aja się, w obecności innych penicylin, pen- 
b ry tyny  i m etycyliny ham ow aniu uw alniania D-alaniny nie tow arzyszyło 
istotne zwiększanie się ilości D-alaniny w produkcie. I z a k i  i wsp. (23) 
badali własności fizykochem iczne norm alnego produktu  oraz produktu  
syntetyzowanego w obecności penicyliny. Po naniesieniu na bibułę pro­
dukt tw orzący się w obecności penicyliny, w odróżnieniu od norm alnego 
m ukopeptydu, można w ym ywać wodą lub rozcieńczonym HC1. Po ogrze­
waniu wodnego roztw oru norm alnego produktu  75% związku sedym ento- 
wało podczas w irow ania w 1000 g równocześnie ze zdenaturow anym  biał­
kiem. Natom iast około 80—90% produktu  syntetyzow anego w obecności 
penicyliny pozostawało w roztworze.

I z a k i  i wsp. (23) wykazali, że penicylina ham uje transpeptydazę nie­
odwracalnie, natom iast karboksypeptydazę D-alaniny odwracalnie; ak tyw ­
ność enzym u można przywrócić działając penicylinazą lub w ym yw ając 
penicylinę. T ranspeptydazę penicylina ham uje w takich stężeniach jakie
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hamują wzrost komórek (22, 23), natom iast karboksypeptydazę D-alaniny  
w  stężeniach znacznie niższych od tych. W ydaje się w ięc, że bakteriobój­
cze działanie penicyliny nie jest zw iązane z ham owaniem  karboksypepty- 
dazy. I z a k i  i S t r o m i n g e r  (24) podkreślają, że fakt ten, jak również 
niew rażliw ość karboksypeptydazy D-alaniny II na penicylinę, jest pe­
w nym  potwierdzeniem , że penicylina jest strukturalnym  analogiem  acyło- 
D-alanylo-D-alaniny, ponieważ działa w sposób specyficzny tylko na trans- 
peptydazę. Analiza ścian kom órkowych bakterii hodowanych w  obecności 
dostatecznie niskich stężeń penicyliny, które hamując karboksypepty­
dazę nie inaktyw ow ałyby transpeptydazy —  pozwoli, być może, na po­
znanie znaczenia tego enzym u dla życia komórki.

W św ietle przedstaw ionych badań należy przyjąć, że penicylina ha­
m uje ostatni etap biosyntezy ściany bak tery jnej — zsieciowanie linio­
wych łańcuchów m ukopeptydowych. Pogląd ten  jest dostatecznie udoku­
m entow any zarówno w badaniach in vitro  jak  i in ѵгѵо. W obecności m a­
łych stężeń penicyliny wzrost kom órek Staphylococcus  odbywa się przez 
jakiś kró tk i okres czasu i w tedy grom adzą się niezsieciowane m onom ery — 
bezpośrednie prekursory  ściany (70). Dalsza inkubacja prowadzi do lizy 
komórek, ponieważ pozbawiona w iązań krzyżow ych ściana nie stanow i 
dostatecznej ochrony dla błony cytoplazm atycznej.

.Rozważając m echanizm  ham ow ania syntezy ściany przez penicylinę 
należy podkreślić, że hipoteza T i p p e r a  i S t r o m i n g e r a  (67) jest 
na obecnym  etapie badań przekonująca. W ydaje się, że w yodrębnianie 
i oczyszczenie transpeptydazy z kom órek Staphylococcus aureus pozwoli 
na całkow ite w yjaśnienie m echanizm u działania penicyliny na biosyntezę 
ściany kom órkowej.
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BOGDAN SZU K A LSK I*

Metabolizm i mechanizmy regulujące sekrecję 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 S w a n n (100) w ysunął hipotezę, że w arstw a kłębkowa 
kory nadnerczy w ytw arza substancję biologicznie czynną, regulującą 
gospodarkę elektrolitam i w ustro ju . Doniósł on również, że usunięcie 
przysadki mózgowej nie w pływ a na sekrecję tej substancji przez nad­
nercza. W 10 lat później D e m i n g  i L u e t s c h e r  (23) stw ierdzili, że 
ekstrak t sterydów  otrzym any z moczu ludzi cierpiących na obrzęki, powo­
duje  re tencję  sodu u szczurów pozbawionych nadnerczy. Podobne działa­
nie w ykazyw ała tzw. „bezpostaciowa frakc ja” w yciągu z kory nadnerczy, 
stanow iąca pozostałość po krystalizacji znanych związków sterydowych. 
Je j badaniem  zajęli się w roku 1950 S i m p s o n  i wsp. (93, 94), którzy 
używ ając bardzo nowoczesnych wówczas metod: chrom atografii bibuło­
w ej i technik i izotopowej, wykonali szereg znakom itych prac analitycz­
nych, zakończonych w roku 1953 w yodrębnieniem  czystego aldostero­
nu (I). W następnym  roku zespół R e i c h s t e i n a  (95, 96) ustalił s tru k ­
tu rę  aldosteronu, k tóry  w odróżnieniu od innych natu ra lnych  sterydów  
zaw iera grupę aldehydow ą. W ykrycie tej grupy było u trudnione, gdyż 
tw orzy ona z grupą hydroksylow ą w pozycji 11 w iązanie półacetalowe (II), 
m askujące jej właściwości.

G rupa hydroksylow a przy C-18 może ponadto tworzyć półketal z g ru ­
pą ketonow ą przy  C-20 (III) (patrz wzory str. 170).

Na szczególne podkreślenie zasługuje fakt, że w yniki te osiągnięto 
w stosunkowo krótkim  czasie zużywając zaledwie 57 mg krystalicznego 
aldosteronu, otrzym anego z 1000 kg nadnerczy wołowych. Większość 
reakcji degradacji przy ustalan iu  s tru k tu ry  aldosteronu przeprowadzono 
na 10 mg, a naw et m niejszych próbkach substancji, co stanow i swego 
rodzaju  rekord  i świadczy o m istrzostw ie ekipy Reichsteina.

* Doc. dr habil., Zakład Biologii, Instytut Farmaceutyczny, Warszawa
Wykaz stosowanych skrótów: ACTH — hormon adrenokortykotropowy; DOC .— 

dezoksykortykosteron albo kortekson; THAldo — czterohydroaldosteron; THA — 
czterohydro-ijf-dehydrokortykosteron; 18-hydroksy-THA — 28-hydroksyczterohydro- 
-22-dehydrokortykosteron.
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O statnim  akordem  badań struk tura lnych , stanow iącym  piękne po­
tw ierdzenie prawdziwości wzoru ustalonego przez Reichsteina, była pełna

synteza aldosteronu, w ykonana w 1955 roku przez S c h m i d l i n a  i wsp. 
(87, 114).

A ldosteron jest hormonem  uczestniczącym  w regulacji gospodarki 
w odno-m ineralnej ustro ju . Podany w ilości 0,5—2 mg/dobę w yw ołuje 
retencję sodu, a tym  sam ym  wzrost ilości płynu w zbiorniku pozakom ór- 
kowym, obniża zawartość jonów potasowych w tkankach  i w osoczu oraz 
zwiększa w ydalanie tych  kationów z moczem.

W pływ aldosteronu na gospodarkę m ineralną u stro ju  jest około 500 
razy silniejszy od kortyzolu i około 100 razy od korteksonu, a zatem  
uzyskanie efektu w yw ieranego przez 200M-g aldosteronu (tyle wynosi jego 
sekrecja dobowa u człowieka) w ym agałoby użycia lOOmg kortyzolu. 
A ldosteron w pływ a również na przem ianę węglowodanową, ale trzyk ro t­
nie słabiej niż kortyzol.

I. Biosynteza aldosteronu

W celu poznania prekursorów  aldosteronu wykonano w latach 
1955— 1964 wiele doświadczeń (3, 11, 25, 74, 117), w k tórych inkubowano 
nadnercza z różnym i związkam i sterydow ym i, uczestniczącym i w biosyn­
tezie innych hormonów kory nadnercza. Okazało się, że hom ogenaty 
i skraw ki nadnerczy wołu i żaby mogą przeprowadzać biosyntezę aldo­
steronu z progesteronu (IV), korteksonu (V) i kortykosteronu (VI) (sche­
m at 1). Doniesiono również o istnieniu innych prekursorów  aldosteronu. 
K a h n t  i wsp. (48) otrzym ali 18-hydroksykortekson (VII) przez inku ­
bację korteksonu z hom ogenatam i nadnerczy wołu, a P e r o n  (78) w yod­
rębnił go z nadnerczy szczura oraz po inkubacji nadnerczy z progestero­
nem. D o m i n g u e z  i wsp. (24) po inkubacji progesteronu lub ko rtek ­
sonu z nadnerczam i szczura w yodrębnili ze środow iska inkubacyjnego 
I 8-aldokortekson (VIII). T r a v i s  i F a r r e l l  (102), którzy inkubow ali 
nadnercza wołu z progesteronem , korteksonem  i kortykosteronem , zna­
kow anym i 14C, uzyskali dla progesteronu najw yższy procent przem iany 
w aldosteron. Znakow any 18-hydroksykortykosteron otrzym ano w w yniku

о снгон
c h ^c- oh
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inkubacji I7 -3H-progesteronu z nadnerczam i szczura (77, 78) oraz 4-14C- 
-progesteronu i 4-14C-kortykosteronu ze skraw kam i w arstw y kłębkowej 
kory  nadnerczy człowieka i wołu (7, 86).

Pow yższe wyniki, a także w yniki innych prac, pom iniętych tu, ale pro­
w adzących do analogicznych wniosków, pozw alają zestawić schem at mo­
żliwych dróg biosyntezy aldosteronu z progesteronu, korteksonu (DOC) 
i kortykosteronu  (schemat 1).

Oprócz wspomianych wyżej przejść możliwa jest jeszcze droga z pro­
gesteronu przez iS-hydroksyprogesteron (X), 18- aldoprogesteron (XI) 
i lI-hydroksy-18-aldoprogesteron (XII). N adal jednak trudno jest odpo­
wiedzieć na pytanie, która z przedstaw ionych dróg biosyntezy jest drogą 
główną. N iejasny jest również m echanizm  utleniania grupy alkoholowej 
przy C-18 do grupy aldehydowej.

W pływ  hydroksylacji angularnej grupy m etylow ej przy C-13 korty- 
kosteronu na biosyntezę aldosteronu badano m etodą inkubow ania syn te­
tycznego iS-hydroksykortykosteronu (IX) ze skraw kam i i hom ogenatam i 
kory  nadnerczy człowieka, wołu i żaby. Zanotowano niew ielką, ale w y­
raźną przem ianę tego substra tu  w aldosteron (70), co dowodzi, że sterydy  
hydroksylow ane w pozycji 18 mogą być prekursoram i aldosteronu. Z kor- 
tykosteronu  w tych samych w arunkach powstawało jednakże 17—81 razy 
więcej aldosteronu. Doświadczenia z progesteronem , 28-hydroksyproge- 
steronem  (X) oraz korteksonem  i 28-hydroksykorteksonem  dały podobne 
w yniki: I 8-dezoksypochodne były  znacznie efektyw niejszym i prekurso­
ram i aldosteronu niż związki z grupą hydroksylow ą w pozycji 18 (108). 
W yniki te  potwierdzili S a n d o r  i L a n t h i e r  (85, 86) oraz S t a - 
c h e n k o  i G i r o u d  (99), którzy dla połączeń hydroksylow anych 
w pozycji 18 uzyskiwali bardzo niską w ydajność przem iany, nie przekra­
czającej l°/o. Wyższą wydajność (3,8% i 10%) uzyskał jedynie P a s ą u a -  
l i n i  (73), używając tkankę guza nadnerczy w obecności NAD. Nie po­
rów nyw ał on jednak 18-hydroksykortykosteronu z kortykosteronem  i in ­
nym i prekursoram i aldosteronu.

Przem iana 18-hydroksysterydów w aldosteron w skazuje, że hydroksy- 
lacja w  pozycji 18 jest możliwym etapem  biosyntezy aldosteronu. Jed ­
nakże szybsze i w ydajniejsze tw orzenie się horm onu z połączeń 18-dezo- 
ksy sugerow ałoby istnienie a lternatyw nej drogi biosyntezy, nie w ym aga­
jącej i 8-hydroksylacji. W takim  procesie m usiałoby zachodzić jednoeta­
powe u tlen ian ie  grupy m etylowej do aldehydow ej, k tóre dotąd nie zostało 
opisane w  literatu rze biochemicznej. Jedyny  znany m echanizm  biosyntezy 
grupy karbonylow ej z m etylow ej lub m etylenow ej zachodzi w dwóch 
etapach: hydroksylacji i następującego po niej odwodorowania grupy 
alkoholowej. Na tej drodze w łaśnie pow stają grupy karbonylow e ste ry ­
dów, k tó rych  biosyntezę już w pełni wyjaśniono. P rzyjęcie hipotezy
o innym  mechanizm ie pow staw ania grupy aldehydow ej aldosteronu było­
by zatem  ryzykow ne.
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Bardziej prawdopodobną przyczyną zaobserwowanych faktów  jest 
w ystępow anie 18-hydroksysterydów  w postaci cyklicznych 18— 20 pół- 
ketali, co w ynika z ich widm w podczerwieni, zachowania się wobec czyn­
ników acetylujących i z szybkości utleniania przez sole tetrazoliow e 
(71, 88, 108). Form y cykliczne są odporniejsze na utlenianie chemiczne, 
mogą więc być także odporniejsze na enzym atyczne odwodorowanie. Jed ­
nakże cykliczna form a półketalowa, która jest z pewnością form ą dom inu­
jącą w syntetycznym  28-hydroksykortykosteronie dodaw anym  do środo­
wiska inkubacyjnego, nie musi powstawać także w tedy, gdy kortykosteron 
ulega enzym atycznej hydroksylacji w pozycji 18. W tych w arunkach  
tw orzy się prawdopodobnie głównie postać a-ketolowa, k tóra łatw o ulega 
działaniu dehydrogenazy i przechodzi w aldosteron.

Za słusznością takiego tłum aczenia przem awia w ykrycie przez U l i c -  
к  a i wsp. (106) zespołu zmian poziomu kortykosterydów  w moczu, cha­
rak teryzującego się wysoką zawartością 28-hydroksykortykosteronu i kor- 
tykosteronu oraz brakiem  aldosteronu. Zm iany te świadczą o bloku m eta­
bolicznym  JS-hydroksydehydrogenazy, która w w arunkach praw idłow ych, 
tj. u zdrowego człowieka, katalizuje przem ianę 28-hydroksykortykostero- 
nu w aldosteron. B rak 2S-hydroksyprogesteronu i 28-hydroksykorteksonu 
w skazyw ałby na to, że bezpośrednim  prekursorem  aldosteronu jest 28-hy- 
droksykortykosteron, a zatem  główna droga biosyntezy biegnie przez 
progesteron, kortekson, kortykosteron i I 8-hydroksykortykosteron. Inne 
przem iany dostarczałyby jedynie substratów  dla tego łańcucha przem ian.

W ypada podkreślić, że doniesienie U 1 i с к a i wsp. (106) o defekcie 
enzym atycznym  w biosyntezie aldosteronu nie jest pierwszym  spostrze­
żeniem na ten tem at. Nadm ierną u tra tę  sodu z moczem w skutek braku  
lub niedoboru aldosteronu, nie związaną z wrodzonym przerostem  nad­
nerczy ani chorobą Addisona, stw ierdzono niejednokrotnie u dzieci, co 
znalazło w yraz w licznych publikacjach (57, 80, 82, 83, 84). W niektórych 
przypadkach zjaw isko to było prawdopodobnie spowodowane niew rażli- 
wością nerki na  działanie m ineralokortykosterydów  (57, 83), jednakże 
w innych zaobserwowano wybiórczy hypoaldosteronizm  (82, 84). W roku 
1964 V i s s e r i C o s t  (115) opisali przypadek zwiększenia w ydalania 
w moczu kortykosteronu i jego m etabolitów przy jednoczesnym  braku 
aldosteronu i pierw si wysunęli hipotezę o bloku enzym atycznym  28-hy- 
droksylazy.

Spośród wielu czynników w yw ierających wpływ na biosyntezę aldo­
steronu  na szczególną uwagę zasługują: hormon adrenokortykotropow y 
(ACTH), uk ład  renina-angiotensyna oraz jony sodu i potasu.

1. Wpływ hormonu adrenokortykotropowego

ACTH, horm on tropowy o naturze polipeptydowej, w ytw arzany przez 
przedni p łat przysadki mózgowej, w yw iera silny wpływ  na korę nad­
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nerczy, stym ulując procesy biosyntezy hormonów sterydow ych. M echa­
nizm tego działania nie jest dotychczas ostatecznie w yjaśniony, wiadomo 
jednak, że ACTH działa tu  pośrednio, w pływ ając na syntezę zred. NADP, 
k tóry  jest koenzym em  wszystkich reakcji hydroksylacji sterydów . 
ACTH aktyw uje fosforylazy, co wzmaga m etabolizm  glikogenu w nadner­
czach i powoduje wzrost ilości glukozo-6-fosforanu. U tlenianiu  glukozo- 
-fosforanu do kw asu fosfoglukonowego tow arzyszy redukcja  NADP.

Schemat ten  dotyczy głównie syntezy tzw. glukokortykosterydów , tzn. 
hormonów kory nadnercza w yw ierających w pływ  na m etabolizm  węglo­
wodanów (kortyzol, kortyzon i kortykosteron). Dla aldosteronu m echanizm  
jest prawdopodobnie inny, chociaż obecnie nie ulega wątpliwości, że 
ACTH pobudza również w ytw arzanie aldosteronu u człowieka (16, 44), 
szczura (98) i psa (32). D a v i s  (19) stw ierdził, że można zm niejszyć 
sekrecję aldosteronu podając wysokie dawki kortyzolu, k tó ry  na zasadzie 
sprzężenia zwrotnego obniża produkcję ACTH w przysadce. Ten sam  
autor zaobserwował spadek produkcji aldosteronu po hypofizektom ii 
i wzrost jej pod w pływ em  podawania ACTH. Jednakże w ielokrotne 
iniekcje horm onu kortykotropow ego powodowały zarówno u człowieka 
jak  i u psa osłabienie czynności sekrecyjnej w arstw y kłębkow ej kory 
(104), co tłum aczy norm alny poziom aldosteronu u chorych z zespołem  
Cushinga (5). W ypada jeszcze dodać, że u zw ierząt na diecie ubogiej w sole 
sodowe wpływ ACTH na sekrecję aldosteronu jest znacznie silniejszy 
(37, 38).

S tym ulujące działanie ACTH na produkcję aldosteronu w ykazano 
również in vitro, przy użyciu gruczolaka usuniętego pacjentow i z zespo­
łem Conna* (18). В a r  t h e i wsp. (4) badali sekrecję aldosteronu i 18-hy-  
droksykortykosteronu u szczura pozbawionego przysadki po podaniu 
syntetycznego ACTH (tzw. 1—24-kortykotropina) i m iędzynarodowego 
standardu  tego horm onu, stw ierdzając nieznaczny wzrost produkcji obu 
sterydów.

K a p ł a n  i B a r t t e r  (49), inkubując w arstw ę kłębkow ą nadnerczy 
szczura z różnym i związkam i sterydow ym i w obecności ACTH, stw ierdzili, 
że biosynteza aldosteronu nasila się po dodaniu cholesterolu, nie ulega na­
tom iast zmianie po dodaniu progesteronu i kortykosteronu. Może to  
sugerować, że ACTH działa na jeden z wczesnych etapów biogenezy aldo­
steronu.

Jednakże donoszono również, że hypofizektom ia nie powoduje a trofii 
w arstw y kłębkowej kory nadnerczy, w ytw arzającej aldosteron, i że po 
wycięciu przysadki nadnercza nadal kontrolują gospodarkę w odno-m ine- 
ralną ustro ju  za pośrednictw em  aldosteronu (100, 113).

* Zespół Conna, czyli hyperaldosteronizm pierwotny, wywołany najczęściej 
gruczolakiem warstwy kłębkowej kory nadnerczy produkującym nadmierne ilości 
aldosteronu, charakteryzuje się nadciśnieniem tętnicznym, wielomoczem, osłabie­
niem mięśniowym i alkalozą hypokaliemiczną.
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Podsum ow ując te liczne i nie zawsze zgodne doniesienia można po­
wiedzieć, że wytworzenie przez nadnercza ilości horm onu niezbędnej 
do u trzym ania  równowagi elektrolitów  w ustro ju  nie wym aga udziału 
ACTH, jednakże stym ulujący w pływ  kortykotropiny na produkcję aldo- 
steronu jest bezsporny i dotyczy praw dopodobnie jednego z przejść 
między cholesterolem  i progesteronem . Ilość egzogennej lub endogennej 
kortykotropiny, niezbędna do w yw ołania wyraźnego efektu, jest znacznie 
większa od ilości powodującej m aksym alne wydzielanie glukokortykoste- 
rydów.

2. Wpływ angiotensyny II, sodu i potasu

Bardzo isto tną rolę w  regulacji sekrecji aldosteronu odgrywa układ 
renina-angiotensyna. Enzym  renina pow staje w kom órkach przykłęb- 
kowych, leżących w ścianie naczyń doprow adzających krew  do kłębków 
nerkow ych i odszczepia od hypertensynogenu, białka osocza z grupy 
a2-globulin, dekapeptyd nazw any angiotensyną I. Sekw encja reszt am ino- 
kwasowych w cząsteczce angiotensyny I jest następująca: Asp-Arg-W al- 
-Tyr-W al-H is-Pro-Fen-H is-Leu. W ystępujący w osoczu enzym  odszcze­
pia od tego dekapeptydu dwie reszty  aminokwasowe His-Leu, a pozostały 
oktapeptyd, noszący nazwę angiotensyny II lub hypertensyny, w ykazuje 
silne działanie presyjne i jest uważany za czynnik patogenny w chorobie 
nadciśnieniow e j .

A ktyw acja aparatu  przykłębkowego, do którego należą kom órki pro­
dukujące reninę, wyw ołana spadkiem  ukrw ienia nerek, zwiększa ilość 
ren iny  w krw i. Prowadzi to do wzmożonego w ytw arzania angiotensyny II, 
k tóra z jednej strony powoduje skurcz m ięśniówki naczyń krwionośnych, 
a z drugiej strony  wpływa na w arstw ę kłębkow ą kory nadnerczy, stym u­
lując sekrecję aldosteronu (schemat 2).

Aparat przy kłębkowy

Renina

Angiotensyną I

I
Angiotensyną I I

Zmiany ciśnienia w tętnicach 
nerkowych

t .
Zmiany objętości płynu 

poza komórkowego

Zmiany wydalania sodu 

/  ■ 
Aldosteron

Kora nadnerczy

Schemat 2. Przypuszczalny mechanizm regulujący sekrecję aldosteronu
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Jest zatem  rzeczą obecnie dowiedzioną, że angiotensyna II wzmaga 
w ytw arzanie aldosteronu przez nadnercza, przy czym w pływ  ten  zaobser­
wowano nie tylko u człowieka (8, 67), ale również u psa zdrowego (71) 
i pozbawionego przysadki mózgowej (13). Fizjologiczny i biochem iczny 
m echanizm  działania angiotensyny II, poznany tylko częściowo i ciągle 
jeszcze kontrow ersyjny, wiąże się ściśle z wpływem  jonów sodowych (20,
55), na produkcję aldosteronu. Ogólnie uważa się, że angiotensyna II jest 
fizjologicznym pośrednikiem  w m echanizm ie pobudzenia sekrecji aldo­
steronu przez niedobór sodu (6).

Próby ustalenia m iejsca działania niedoboru sodu na biosyntezę aldo­
steronu dały sprzeczne wyniki. B l e d s o e  i wsp. (10) drogą pośrednią 
doszli do wniosku, że działanie to ma miejsce n a  etapie poprzedzającym  
tworzenie się korteksonu, co jest zgodne ze spostrzeżeniem  innych  au to ­
rów, że również angiotensyna II stym uluje raczej przem ianę cholesterolu 
w pregnenolon (49, 66), lub naw et tw orzenia się cholesterolu (59) niż reak ­
cje powstawania aldosteronu z progesteronu, korteksonu i kortykosteronu. 
Z drugiej strony tkanka nadnerczy psów, utrzym yw anych na diecie z de­
ficytem  sodu, przekształca w aldosteron więcej progesteronu, korteksonu 
i kortykosteronu niż nadnercza psów otrzym ujących nadm iar sodu (22). 
Więcej aldosteronu pow staje również z kortykosteronu w obecności m ito- 
chondriów nadnerczy szczurów z deficytem  sodu niż kontro lnych  (62).

Można zatem  sądzić, że sód działa również na inny etap biosyntezy 
aldosteronu — przem ianę korteksonu i kortykosteronu w aldosteron,
o czym świadczą także efekty wywołane u szczurów zwiększoną podażą 
sodu (57, 67): 1. obniżenie produkcji aldosteronu zarówno w obecności 
czynników stym ulujących, jak  i przy ich braku, 2. obniżenie przem iany 
progesteronu, П р-hydroksyprogesteronu, korteksonu i kortykosteronu 
w aldosteron, 3. obniżenie przem iany pregnenolonu w aldosteron, 4. m niej

Cholee+wni Angiotensyna I I  ~+--------Niedobór sodu

Pregnenolon

Progesteron

ł
Kortekson

Korty kos+eron

I г

18-hydroksykortykosteron
2

Niedobór sodu

Aldosteron

Schemat. 3. Wpływ różnych czynników na poszczególne etapy biosyntezy aldosteronu
Strzałki ciągłe oznaczają pobudzanie bezpośrednie, a strzałka przeryw ana — pobudzenie po­

średnie
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w yraźne obniżenie przem iany progesteronu w 18-hydroksykortykosteron 
niż w aldosteron, 5. wzrost produkcji dwóch biologicznych prekursorów  
aldosteronu, tj. kortykosteronu i korteksonu (schemat 3). W szystkie te 
fak ty  dadzą się wytłum aczyć ham ującym  w pływ em  nadm iaru jonów sodu 
na aktyw ność jednego lub obu enzymów biorących udział w przem ianie 
kortykosteronu w aldosteron, tj. 18-hydroksylazy i 18-hydroksydehydro- 
genazy kortykosteronu.

Dane doświadczalne przem aw iają zatem  za istnieniem  dwóch m echa­
nizmów działania niedoboru sodu na biosyntezę aldosteronu: 1. poprzez 
aktyw ację wczesnych etapów biogenezy aldosteronu za pośrednictw em  
zwiększonej ilości krążącej angiotensyny II, 2. poprzez aktyw ację jednego 
lub obu enzymów, uczestniczących w przem ianie kortykosteronu w aldo­
steron. M echanizm pierwszy można uznać za udowodniony, wiadomo bo­
wiem, że niedobór sodu prowadzi do w zrostu poziomu ren iny  (42) oraz 
angiotensyny II (89), k tóra bezpośrednio stym uluje  sekrecję aldostero­
nu (19). Natom iast wpływ zmian w chłaniania sodu na aktyw ność 18-hy- 
droksylazy i 18-hydroksydehydrogenazy wym aga dalszych badań.

Jeśli idzie o jony potasu, to pobudzają one bezpośrednio sekrecję aldo­
steronu in vivo  (9, 21) oraz in vitro, nasilając prawdopodobnie przem ianę 
cholesterolu w pregnenolon w w arstw ie kłębkow ej nadnerczy (66).

3. Wpływ ośrodkowego układu nerwowego

W roku 1956 R a u s c h k o l b  i F a r r e l l  (81) zaobserwowali obni­
żenie produkcji aldosteronu po usunięciu mózgowia u psa i na tej podsta­
wie w ysunęli hipotezę o w ystępow aniu w międzymózgowiu czynnika s ty ­
m ulującego sekrecję aldosteronu, k tóry  nazwano adrenoglom erulotro- 
piną (26), od zona glomerulosa — w arstw a kłębkow a nadnerczy.

W ciągu następnych lat trzy  grupy badaczy doniosły niezależnie od 
siebie, że sekrecja aldosteronu przez korę nadnerczy, badana in vitro, 
zwiększa się pod wpływem  ekstraktów  szyszynki i międzymózgowia (46, 
47, 53, 60). Podawanie ludziom ekstraktów  szyszynki wołu powodowało 
również wzmożenie sekrecji aldosteronu (41). Ponadto zaobserwowano 
zm iany histologiczne w arstw y kłębkow ej kory nadnerczy, świadczące
o wzroście jej aktyw ności sekrecyjnej, po podaniu ekstraktów  szyszynki 
(28, 50), a G i a c o m e l l i  (40) doniósł, że usunięcie szyszynki w yw ołuje 
a trofię  w arstw y kory nadnerczy produkującej aldosteron. Czynnikiem  
pobudzającym  sekrecję aldosteronu m iała być w yodrębniona z szyszynki 
przez F a r r e l l a  i M c l s a a c a  (30) pochodna pirydonoindolu: 
i-m etylo-6-m etoksy-l,2 ,3 ,4-czterohydrokarbolina. Pojaw iały  się jednak 
również doniesienia świadczące o ham ującym  wpływie ekstraktów  szy­
szynki na czynność wydzielniczą w arstw y kłębkow ej kory nadnerczy (31, 
65), które posłużyły za podstawę hipotezy, że szyszynka produkuje za­
równo substancję stym ulującą jak i ham ującą sekrecję aldosteronu (27).
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Inhibitorem , według F a r r  e 11 a (29), jest ubichinon, k tóry  w ystępuje 
jednak nie tylko w tkance szyszynki ale również w w ielu innych tk an ­
kach. Problem  ten w ym aga zatem  dalszych badań, gdyż obecnie — poza 
niew ątpliw ym  udziałem  przysadki mózgowej w ytw arzającej ACTH — 
udział mózgowia w regulacjbw ytw arzania aldosteronu jest niejasny.

4. Wpływ innych czynników

Od daw na wiadomo, że podczas ciąży w zrasta w ydalanie aldosteronu 
z moczem a J o n e s  i wsp. (45) stw ierdzili, że w zrasta  również jego 
sekrecja. Badania sekrecji horm onu w różnych okresach ciąży prowadzili 
S i m s  i wsp. (97, 116) w ykazując, że w 15 tygodniu sekrecja ta jest 
dw ukrotnie wyższa niż na początku i w zrasta stopniowo aż do 22 tygod­
nia. M iędzy 22 i 35 tygodniem  ciąży sekrecja horm onu u trzym uje się 
na stałym  poziomie, a następnie w zrasta aż do porodu. W 32 tygodniu 
wynosi ona około ІОООм-g/dobę przy norm ie wynoszącej dla fazy foliku- 
larnej 85—216i^g/dobę. W 36—37 tygodniu sekrecja wynosi już 132W dobę 
a w 38—39 ty g o d n iu — 1586vt/dobę (54). Równolegle do wzrostu sekrecji 
aldosteronu w zrasta aktyw ność ren iny  w osoczu (12, 39, 43).

Jednym  z czynników w arunkujących wzrost sekrecji aldosteronu pod­
czas ciąży jest z pewnością progesteron, o którym  wiadomo, że sprzyja 
w ydalaniu sodu z moczem, a podaw any kobietom  nieciężarnym  wyw o­
łuje w yraźny wzrost sekrecji aldosteronu (116). Podczas ciąży stężenie 
progesteronu w płynach biologicznych zwiększa się znacznie w w yniku 
wydzielniczej czynności łożyska, urucham iając m echanizm  przeciw dzia­
łający nadm iernej ucieczce sodu z ustro ju  w postaci wzmożonej sekrecji 
aldosteronu.

Horm ony w ytw arzane przez łożysko mogą rów nież wpływać na biał­
ka transportu jące aldosteron, analogicznie do ich działania na transkor- 
tynę. W reszcie wzrost sekrecji aldosteronu może być również w yw ołany 
stra tam i sodu pow stałym i w w yniku zwiększonej filtracji kłębkow ej pod­
czas ciąży (97).

II. Antagoniści aldosteronu i związki blokujące jego biosyntezę

O siągnięty w ciągu ostatnich lat postęp w dziedzinie badań nad m e­
tabolizm em  hormonów sterydow ych pozwala obecnie na poszukiwanie 
związków syntetycznych, blokujących selektyw nie różne etapy biosyn­
tezy. Piśm iennictw o dotyczące połączeń tego typu jest dość obszerne, 
podobnie jak  i lista  zbadanych preparatów . Znaczna ich część nie zo­
stała  użyta w celach leczniczych z powodu niebezpiecznych objawów 
ubocznych, ale oddały one i oddają nadal cenne usługi w badaniach pa­
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tologii kory nadnerczy, prowadzonych na zwierzętach. N iektóre prepa­
ra ty  znalazły jednak zastosowanie w klinice do leczenia różnego typu 
nadczynności i nowotworów kory.

P rep ara ty  blokujące biosyntezę horm onów sterydow ych w yw ierają 
również, zależnie od lokalizacji bloku, m niejszy lub większy wpływ  na 
produkcję aldosteronu. Spośród związków oznaczających się w yraźnym  
działaniem  ham ującym  biosyntezę aldosteronu w arto wym ienić 2-(p-am i- 
nofenylo)-2-fenyloetyloam inę (XIII), znaną jako preparat SK i F-12185 
oraz kwas n-form ylochitozanow ielosiarkow y (preparat RO-1-8307 firm y 
Roche).

[U ] A L D O ST ER O N  179

XIII
SKF-12185 ham uje czynność nadnerczy u szczurów i świnek m ors­

kich oraz zapobiega wzrostowi poziomu kortykosterydów  we krw i zwie­
rzą t poddanych stressowi. Dłuższe podawanie p repara tu  powoduje 
u szczurów objaw y niedoczynności kory nadnerczy. Podobny wpływ  
w yw iera on rów nież na nadnercza ludzkie, zm niejszając sekrecję ko rty ­
zolu i aldosteronu, co prowadzi do kom pensacyjnego w zrostu ilości k rą ­
żącego ACTH i 22-dezoksykortykosterydów: korteksolonu i korteksonu 
(DOC).

W yniki większości prac przem aw iają za tym , że p reparat ham uje pro­
ces hydroksylacji sterydów  w pozycji 11 (3(35, 36), w yw ołując grom adze­
nie się DOC. F ak t ten w yjaśnia dlaczego, mimo spadku w ydalania aldo­
steronu , nadciśnienie tętnicze nadal się u trzym uje  naw et wówczas, gdy 
biologiczne i kliniczne objawy hypokaliem ii, spowodowanej nadm ierną 
produkcją aldosteronu przez chore nadnercza, ulegają norm alizacji. W y­
pływ a to z własności gromadzącego się DOC, w yw ierającego silniejsze 
niż aldosteron działanie tensyjne, a słabszy w pływ  na retencję sodu i w y­
dalanie potasu. Je s t to poważny m ankam ent leku, gdyż zastępuje on hy- 
peraldosteronizm  zwiększonym w ytw arzaniem  DOC. Jednakże w skutek 
słabszego od aldosteronu w pływ u DOC na gospodarkę elektrolitow ą, pre­
p a ra t zm niejsza hypokaliem ię i może stanow ić cenne uzupełnienie te ­
rap ii przedoperacyjnej zespołu Conna (35, 103).

Dzięki obszernym  badaniom  M a j o o r a  i wsp. (61) wiadomo, że 
heparyna i substancje pokrew ne — tzw. heparynoidy — są inhibitoram i 
sekrecji aldosteronu. Szczególne zainteresow anie wzbudził ostatnio pre­
para t RO-1-8307 (ester n-form ylochitozanow ielosiarkow y) o budowie 
zbliżonej do heparyny, ale o słabszym  od niej działaniu przeciw zakrze- 
powym. H am uje on wybiórczo syntezę aldosteronu, nie w pływ ając na
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powstawanie kortyzolu i innych i7-hydroksykortykosterydów  (2, 15, 34). 
Oznaczania prekursorów  aldosteronu w moczu po podaniu p repara tu  
ujaw niły  wzrost ilości kortykosteronu przy jednoczesnym  spadku w yda­
lania aldosteronu i iS-hydroksykortykosteronu, co mogłoby wskazywać, 
że m iejscem  działania p repara tu  jest przejście m iędzy kortykosteronem  
i aldosteronem.

S h a r m a  i wsp. (91) sądzą, że dzięki właściwościom chelatu jącym  
RO-1-8307 usuw a ze środowiska jony w apnia, niezbędne do praw idłow e­
go przebiegu ostatn ich  etapów biosyntezy aldosteronu. Inne tłum acze­
nie działania p repara tu  zakłada jego ham ujący wpływ  na przem ianę ren i- 
ny w angiotensynę, k tó ra  jest silnym  stym ulatorem  sekrecji aldosteronu. 
Potwierdzenie tej hipotezy mogłoby stanowić zaobserwow ane in ѵііго 
przez S e a l e y a  i wsp. (90) ham ujące działanie heparyny na pow staw a­
nie angiotensyny z reniny. Jednakże w yniki badań in vivo  nie przem a­
w iają za tym  m echanizm em  (1, 34).

Pomimo skutecznej blokady syntezy aldosteronu przez RO-1-8307 
i zachęcających w yników  klinicznych, uzyskanych przy leczeniu zespo­
łu Conna, wartość lecznicza tego p reparatu  w ydaje się ograniczona z po­
wodu niskiego usytuow ania bloku. W ywołuje on bowiem  grom adzenie 
się dużych ilości prekursorów  aldosteronu: kortykosteronu i DOC, odzna­
czających się dość silnym  działaniem  fizjologicznym. Zwłaszcza DOC, 
m ający w prawdzie słabsze, ale analogiczne do aldosteronu, właściwości 
zatrzym yw ania sodu w ustro ju , może zniweczyć cały efekt zablokowania 
syntezy aldosteronu. Dlatego podczas leczenia tym  preparatem  zespołu 
Conna, zanotowano jedynie m inim alne zm iany w ydalania elektrolitów , 
mimo znacznego spadku sekrecji aldosteronu (15, 90).

Znane są również związki znoszące wybiórczo w pływ  aldosteronu 
na jony sodu. N e h e r  i wsp. (68, 69) otrzym ali z nadnerczy św ini po­
łączenie o budowie sterydow ej, zwiększające w ydalanie sodu z moczem, 
a więc działające antagonistycznie w stosunku do aldosteronu. Jest to  
3(3, i6a-dw uhydroksy-5a-pregnan-20-on (XIV), określany często skrótem  
SEF (ang. sodium excreting jactor). Podobne działanie posiadają jego izo­
mery: 3a, 26a-dw uhydroksy-5a-pregnan-20-on i За, 1 ба-dw uhydroksy- 
5-p-pregnan-20-on.

Do antagonistów  aldosteronu należą również niektóre syntetyczne 
związki o budowie spirolaktonów  (14, 118). N ajbardziej znany jest lak- 
ton kwasu 3-(3-keto-7a-acetylotio-l 7f3-hydroksy-4-androstenylo-.27-a)pro- 
pionowego (XV), wprowadzony przez am erykańską firm ę Searle pod naz­
wą Aldactonu  oraz bardzo zbliżony do niego pod względem  s tru k tu ry  
chemicznej Phanuran  (XVI). Spirolaktony nie zm ieniają czynności kory 
nadnerczy, lecz działają jedynie na dystalne kanaliki nerkow e (17). Są 
one czynne tylko przy nadm iernej sekrecji aldosteronu, co zadecydow a­
ło o ich zastosowaniu leczniczym — jako środków usuw ających obrzęki, 
powstałe w w yniku nadczynności w arstw y kłębkow ej kory. N atom iast
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pochodna pterydyny: 2 ,4 ,7-trójam ino-6-fenylopterydyna (XVII), jest inh i­
bitorem  m niej swoistym, gdyż jej wpływ  na w ydalanie sodu z moczem 
ujaw nia się również przy braku aldosteronu (58).

III. Katabolizm aldosteronu

Sekrecja dobowa aldosteronu przez nadnercza człowieka, oznaczona 
m etodam i izotopowymi, wynosi 40—330Mg, średnio 200(o.g (92). Jest ona 
około dziesięciokrotnie niższa od sekrecji korytykosteronu, wynoszącej 
2mg na dobę i około stokrotnie od sekrecji kortyzolu (około 20mg na do­
bę). W w arunkach patologicznych sekrecja może ulegać dużym  zmianom: 
np. u pacjentów  z aldosteronizm em  pierw otnym  w zrasta pięciokrotnie, 
a w zaawansowanej chorobie nadciśnieniowej może dochodzić do lOmg 
na dobę (56).

Stężenie aldosteronu w osoczu ludzi zdrow ych jest bardzo niskie, 
wynosi bowiem zaledwie 0,04—0,08^g na lOOml. U chorych z marskością 
w ątroby i przerostem  nadnerczy liczby te są 2 do 3 razy większe. To 
samo dotyczy ludzi pozostających na diecie ubogiej w NaCl. Około 65% 
aldosteronu osocza związane jest z białkam i. Opisano dwa typy takich 
połączeń: z a-globuliną osocza, tzw. transkortyną  oraz z album inam i 
(63). D a u g h a d a y  i wsp. (16) sugerują, że dom inującą form ą w ystę­
powania horm onu w osoczu są jego połączenia z album inam i.

Po dożylnym  podaniu znakowanego aldosteronu można śledzić prze­
m iany, jakim  ulega on w organizmie. W ten sposób zmierzono tzw. okres 
biologicznego półtrw ania tj. czas, w którym  stężenie podanego dożylnie
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aldosteronu spada we krw i do połowy. U człowieka wynosi on około 20 
m inut (101), u psa 28 m inut (19). W niektórych stanach chorobowych 
zanotowano w ydłużenie okresu biologicznego półtrw ania. I tak  w m ars­
kości w ątroby w zrasta on do 80 m inut, a w chorobie Addisona — do 30 
m inut. Usunięcie w ątroby powoduje jego wzrost do 200 m inut (19).

P a s ą u a l i n i  i J a y l e  (74) stw ierdzili, że w 50 m inut po dożyl­
nym  podaniu znakowanego try tem  aldosteronu 0,3— 0,34% w prowadzo­
nej promieniotwórczości w ystępowało we krw i w postaci wolnego aldo­
steronu 0,08—0,09% — w postaci glukozydouronianu aldosteronu, a 1,3— 
1,5% — w postaci glukozydouronianu THAldo.

Aldosteron przechodzi do moczu w postaci wolnej i w postaci sprzę­
żonej, wrażliwej na działanie IN  mocnego kwasu, a niew rażliw ej na 
(3-glukuronidazę, oraz jako połączenie ulegające rozkładowi pod w pływ em  
P-glukuronidazy. U n d e r w o o d  i T a i t  (112) ustalili, że połączeniem  
w rażliw ym  na kwas jest glukozydouronian aldosteronu, w którym  resz­
ta  kw asu glukuronowego przyłączona jest do atom u węgla w pozycji 18. 
Związek ulegający hydrolizie pod działaniem  (5-glukuronidazy jest 3-glu- 
kozydouronianem  aldosteronu.

Ogólny procent promieniotwórczości przechodzącej do moczu po po­
daniu znakowanego horm onu wynosi według F 1 o o d a i wsp. (33) 75 
do 89 w ciągu pierwszych 24 godzin, a 4,6 do 18 — w ciągu następnej 
doby. P e t e r s o n  (79) podaje wartość 70% po pierw szych 24 godzi­
nach. Frakcjonow anie m etabolitów , w ydalonych w moczu w ciągu p ierw ­
szej doby po iniekcji znakowanego aldosteronu, wykazało, że 0,1 do 0,6%  
promieniotwórczości w ystępuje w postaci wolnego aldosteronu, 7 do 12% 
jako JS-glukozydouronian, 20 do 35% jako 3-glukozydouronian czterohy- 
droaldosteronu i 7 do 11% jako inne m etabolity (72).

Dobowe w ydalanie aldosteronu w moczu w różnych okresach życia 
człowieka, u kobiet w ciąży oraz po leczeniu angiotensyną zestawiono 
w tablicy 1. Podano tam  również w artości w ydalania 5P,3a-THAldo

Tablica 1

Wydalanie aldosteronu i czterohydroaldosteronu w moczu

Aldosteron THAldo
LiteraturaWiek badanych

^g/dcbę jj,g/dobę/kg ug/dobę

Poniżej roku 2Д 0,24 — 64
1—5 lat 3,5 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 7,5 0,10 20—30 75
W ciąży 50—300 — 150—800 116

Po podaniu angio­
tensyny II 23—68 — 116
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(XVIII) — głównego m etabolitu aldosteronu (schem at 4) w ykrytego w mo­
czu przez U l i c k a  i K u s c h  V e t t e r a  (108). THAldo, podobnie 
jak  aldosteron, w ydalany jest w moczu głównie w postaci glukozydouro- 
nianu. M etabolit ten ma duże znaczenie diagnostyczne, gdyż jego 
dobowe w ydalanie w moczu, około pięciokrotnie wyższe niż aldostero­
nu, jest zarówno w w arunkach fizjologicznych jak  i w patologii nadner­
czy proporcjonalne do w ydalania aldosteronu. Dlatego w w ielu klinikach 
endokrynologicznych, m.in. w dużym  ośrodku paryskim  — Fondaiion de 
Recherche en Endocrinologie, zastąpiono oznaczanie aldosteronu nieco 
prostszym  oznaczeniem THAldo.

W moczu w ykryto  również dwa inne izomeryczne czterohydroaldo- 
sterony: 5a, За, tzw. allo-THAldo (XIX) i 5(3, 3fi, tzw. 3-THAldo (XX) 
(51, 52), jednakże w znacznie m niejszych ilościach, bo stanow iących za­
ledwie 1% zawartości izom eru 5(3, За. Czw arty z możliwych izomerów 
czterohydroaldosteronu — 5a, 3^-THAldo — otrzym ali P  e с h e t i wsp. 
(76) podczas inkubacji aldosteronu z hom ogenatam i w ątroby szczura. Po­
nadto zidentyfikow ano w moczu 2I-dezoksy-THAldo (XXI) oraz 5(3-dwu- 
hydroaldosteron (XXII).

W szystkie te połączenia w ystępują w moczu w postaci półacetali, 
w których wiązanie półacetalowe powstało z grupy aldehydow ej przy 
C-18 i grupy hydroksylow ej przy C - ll .  Zidentyfikow ano również dwa 
m etabolity  aldosteronu z pełnym i w iązaniam i acetalow ym i między wę­
glam i 11, 18, i 20 a mianowicie: ll->18<-20, acetal 21-dezoksysześcio- 
hydroaldosteronu (XXIII) oraz 11-^18^-20 acetal sześciohydroaldosteronu 
(XXIV).

Na podstaw ie opublikow anych dotychczas w yników  można przyjąć 
że główna droga przem ian m etabolicznych aldosteronu biegnie przez ko­
lejne procesy redukcji do dw uhydroaldosteronu, czterohydroaldosteronu 
i wreszcie do sześciohydroaldosteronu, analogicznie do przem ian ko rty ­
zolu i kortyzonu. Jedyna różnica polega na tym , że w cząsteczkach m e­
tabolitów  aldosteronu, dzięki obecności grupy aldehydow ej usytuow anej 
w pobliżu grup hydroksylow ych, tworzą się wiązania typu  półacetali lub 
acetali.

W ykrycie w moczu acetalu 22-dezoksysześciohydroaldosteronu św iad­
czy jednak o tym , że proces redukcji, po przyłączeniu do cząsteczki a l­
dosteronu sześciu atomów wodoru, może biec dalej, obejm ując grupę 
alkoholową przy C-21 i przekształcając ją w rodnik m etylow y. W arto do­
dać, że zarówno acetal sześciohydroaldosteronu jak  i 21 -dezoksysześcio- 
hydroaldosteronu, w ykryte  w moczu, należą do szeregu 5(3, a zatem  prze­
m iana aldosteronu w m etabolity  szeregu 5(3 jest dom inującym  szlakiem  
m etabolicznym . N ietypow e odgałęzienie głównej drogi m etabolicznej s ta ­
nowi redukcja g rupy alkoholowej przy C-21 w czterohydroaldosteronie 
do grupy m etylow ej z w ytw orzeniem  2i-dezoksy-TH A ldo (XXI). K ata- 
boliczne przem iany aldosteronu przedstaw ia schem at 4.

3 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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Trzeba podkreślić, że m etabolizm  aldosteronu jest stereospecyficzny, 
gdyż po podaniu racem atu jedynie form a d ,  będąca form ą natu ra lną , ule­
ga metabolizmowi. Natom iast form y l  nie znaleziono w moczu ani po 
hydrolizie kwaśnej ani enzym atycznej (105).

Badania zespołu Ulicka dostarczyły w ciągu ostatnich lat in te resu ją ­
cych danych na tem at sekrecji i m etabolizm u 28-hydroksykortykostero- 
nu. W roku 1957 badacze ci w yodrębnili z moczu ludzkiego nowy związek 
sterydow y, k tóry  z uwagi na tlenow ą funkcję przy C-18 i proporcjo­
nalne do aldosteronu w ydalanie uznali za m etabolit tego horm onu (110). 
Dokładniejsze badania chrom atograficzne ujaw niły, że nowa substan ­
cja jest m ieszaniną dwóch związków: За, 5(3-THAldo oraz 28-hydroksy- 
czterohydro-22-dehydrokortykosteronu (28-hydroksy-THA) (108). Po do­
żylnym  podaniu znakowanego aldosteronu, promieniotwórczość, k tóra 
przeszła do moczu, związana była tylko z THAldo, co dowodzi, że 18-hy- 
droksy-TH A nie jest m etabolitem  aldosteronu. A utorzy w ysunęli sugestię, 
że jest to m etabolit 28-hydroksykortykosteronu, w ykrytego wcześniej 
w nadnerczach ropuchy (107).

Hipotezę tę potwierdziły doświadczenia ze znakow anym  28-hydroksy- 
kortykosteronem , z którego pow staw ał i przechodził do moczu znako­
w any 28-hydroksy-THA. Dodatkowy dowód stanow ią niem al jednakow e 
aktyw ności właściwe 28-hydroksykortykosteronu i 28-hydroksy-THA, 
znalezione w moczu.

28-Hydroksykortykosteron, podobnie jak  aldosteron, a w odróżnieniu 
od innych hormonów kory, w ytw arzany jest głównie przez w arstw ę kłęb­
kową. Jego sekrecja dobowa wynosi 145—460|o.g, średnio 300ng, jest więc 
znacznie wyższa od sekrecji aldosteronu (109). Może on występować 
w trzech form ach izom erycznych (86, 111): а-ketolowej (IX) i dwóch cyk­
licznych form ach półketalow ych — 20a i 20(3 (schemat 5).

Schemat 5. Formy półketalowe 18-hydroksykortykosteronu

W wątrobie 28-hydroksykortykosteron ulega przem ianie w 28-hydro­
ksy-THA (XXV), polegającej na redukcji układu A4-3-keto, analogicznie 
do innych hormonów kory, oraz na utlenieniu  do grupy ketonow ej hy ­
droksylu przy C - ll .

W ydalanie dobowe 28-hydroksy-THA wynosi około 140 м-g, a zatem  
ponad dw ukrotnie przewyższa w ydalanie THAldo.

i \  / > H CHo.C.
^CHjOH
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Porównywano w artości sekrecji iS -hydroksykortykosteronu i aldoste­
ronu w różnych w arunkach (108). I tak, pod w pływ em  niedoboru sodu, 
którego podaż w diecie obniżono do 10Eq/dobę, zarów no sekrecja 18-hy- 
droksykortykosteronu jak  i aldosteronu ulegała 3-5-krotnem u wzrostowi 
w stosunku do w artości kontrolnych.

XXV

Po podaniu 25 j.ACTH zanotowano jednakow y, około dw ukrotny, 
wzrost sekrecji aldosteronu i I 8-hydroksykortykosteronu. Natom iast sek­
recja glukokortykosterydów  w tych sam ych w arunkach  w zrastała przy­
najm niej pięciokrotnie.

W różnych przypadkach pierwotnego i w tórnego aldosteronizm u za­
notowano także paralelizm  m iędzy sekrecją 18-hydroksykortykosteronu 
i aldosteronu. Gdy sekrecja aldosteronu była praw idłow a, nie ulegała 
również zmianie sekrecja i 8-hydroksykortykosteronu, natom iast każde­
mu obniżeniu lub wzrostowi sekrecji aldosteronu tow arzyszył proporcjo­
nalny spadek lub wzrost sekrecji 18-hydroksykortykosteronu.

Nazwy systematyczne sterydów 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-I8-al. 
Czterohydroaldosteron: 3a,np,21-trójhydroksy-5|3-pregnan-20-on-28-al. 
Alio-czterohydroaldosteron: 3a,ii|3,22-trójhydroksy-5a-pregnan-20-on-i8-al. 
3$-czterohydroaldosteron: 3|3,li|3,2i-trójhydroksy-5|3-pregnan-20-on-.Z8-al. 
3(3-allo-czterohydroaldosteron: 3|3,n|3,2.Z-trójhydroksy-5a-pregnan-20-on-i8-al. 
22-dezoksyczterohydroaldosteron: 3a-22(3-dwuhydroksy-5(3-pregnan-20-on-J8-al. 
22-dezoksysześciohydroaldosteron: 3a,Jl|3,20-trójhydroksy-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: 11 fi,21 -dwuhydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
J8-hydroksykortykosteron: 12|3,28,21-trójhydroksy-4-pregnen-3,20-dion.
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28-hydroksyczterohydro-iI-dehydrokortykosteron: 3a,i8,22-trójhydroksy-5(3-pregnan- 
-11,20-dion.
Cholesterol: 3(3-hydroksy-5-cholesten.
ll->18-<-20 acetal 21-dezoksysześciohydroaldosteronu: 11 18^—20 acetal За,11(3, 20- 
trójhydroksy-5(3-pregnan-18-al.
ll->-18«-20 acetal sześciohydroaldosteronu: ll->-18<-20 acetal, За, 11(3, 20,21-czterohy- 
droksy-5|3-pregnan-18-al.

LITERATURA

1. A b b o t t  E. C., G o r n a l l  A. G., S u t h e r l a n d  D. J., S t i e f e l  М., 
L a i d l a w  J. С., Can. Med. Assoc. J. 94, 1155 (1966).

2. A b b o t t  E. C., M o n k h o u s e  F. C., S t e i n e r  J. W., L a i d l a w  J. C., 
Endocrinology 78, 651 (1966).

3. A y r e s  P. J., E i с h h o r n J., H e c h t e r  O., S a b a  N., T a i t  J. F., T a - 
i t  S. A., Acta Endocrinol. 33, 27 (1960).

4. B a r t h e  P., D e s a u l l e s  P. A., S c h a r  B., S t a e h e l i n  М., Naturę  202, 
908 (1964).

5. В i g 1 i e r i E. G., H a n e S., S 1 a t o n Р. E., F o r s h a m  Р. H., J. Clin. 
Invest. 42, 516 (1963).

6. B i n n i o n  P. F., D a v i s  J. O., B r o w n  Т. C., O l i c h n e y  М., Am. J. 
Physiol. 208, 655 (1965).

7. B i r m i n g h a m  М. K., W a r d  P. J., J. Biol. Chem. 236, 1661 (1961).
8. B i r o n  Р., K o i  w  E., N o w a c z y ń s k i  W., B r o u i l l e t  J., G e n e s t  J., 

J. Clin. Invest.  40, 338 (1961).
9. B l a i r - W e s t  J. R., C o g h l a n  J. Р., D e n t o n  D. A., G o d i n g  J. R., 

W i n t o u r  М., W r i g h t  R., Rec. Progr. Hormone Res. 19, 311 (1963).
10. B l e d s o e  Т., I s 1 a n d D P:. L i d d l e  G. W., J. Clin. Irwest. 45, 524 (1966).
11. B r o d ę  E., G r a n t  J. K., S y m i n g t o n  Т., Acta Endocrinol. 41, 411 (1962).
12. B r o w n  J. J., D a v i e s  D. L., D o a k  Р. B., L e v e r  A. F., R o b e r t ­

s o n  J. I., Brit. Med. J. 1, 505 (1966).
13. С a r  p e n  t e r  C., D a v i s  J., A y e r s  C. R ., J . Clin. lnvest.  40, 2026 (1961).
14. C e l  l a  J. А., К a g a w a  C., Chem. Eng. News  37, 16 (1959).
15. C o n n  J. W., R o v n e r  D. R., C o h e n  E, L., A n d e r s o n  J. E., J. Clin. 

Endocrinol. Metab. 26, 527 (1966).
16. D a u g h a d a у W. H., H a 11 o s z у J., M a r i z I. K., J. Clin. Endocrinol. 

Metab. 21, 53 (1961).
17. D a v  i d s o n E. Т., C o p p a g e  W. S., I s 1 a n d D. Р., L i d d 1 e G. W., J. Lab. 

Clin. Med.  58, 505 (1961).
18. D a v i g n o n  J., T r e m b l a y  G., N o w a c z y ń s k i  W., Acta Endocrinol. 38, 

207 (1961).
19. D a v i s  J. O., Rec. Progr. Hormone Res. 17, 293 (1961).
20. D a v i s  J. O., The Adrenal Cortex, red. A. Eisenstein, Boston 1967, str. 203.
21. D a v i s J. O., U r q u h a r t J., H i g g i n s J. T. jr., J. Clin. Invest. 42, 597 

(1963).
22. D a  w i s  W. W., B u r w e l l  L. L., K e l l e y  G. C a s p e r  A. G., B a r t -  

t e r F. C.,. Biochem. Biophys. Res. Comm. 22, 218 (1966).
23. D e m i n g  Q. B., L u e t s c h e r  J. A., jr., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 73, 

171 (1950).
24. D o m i n g u e z О. V., U г г у D. W., S a m u e 1 s L. Т., Federation Proc. 20, 

180 (1961).

http://rcin.org.pl



188 В. SZ U K A L SK I [20]

25. F а г г е 11 G. L., Physiol. Rev. 38, 709 (1958).
26. F a r r e l l  G. L., Circulation 21, 1009 (1960).
27. F a r r e l l  G. L., Ferderation Proc. 19, 601 (1960).
28. F a r r e l l  G. L., Rec. Progr. Hormone Res. 17, 340 (1961).
29. F a r r e l l  G. L., Symposium on Aldosterone, red. E. E. Baulieu i P. Robel, 

Oxford, 1964, str. 243.
30. F a r r e l l  G. L., M c l s a a c  W., Arch. Biochem. Btophys. 94, 543 (1961).
31. F a r  r e i  G. L., M c l s a a c  W., T a y l o r  A. N., Exc. Med. Found. nr 14 

(1962).
32. F a r r e l l  G. L., R a u s с h к o 1 b E., К o 1 e t s к у S., J. Clin. Endocrinol. 

Metab. 15, 852 (1955).
33. F l o o d  C., L а у n e D. S., R a m c h a r a n  S., R o s s i p a l  E., T a i t  J. F., 

T a i t  S. A., Acta Endocrinol. 36, 237 (1961).
34. F o r d  H. С., В a i 1 e у R. E., Steroids  7, 30 (1966).
35. G a b r i l o v e  J. L., N i с o 1 i s G. L., G a l l a g h e r  T. F J. Clin. Endocri­

nol. Metab. 27, 1337 (1967).
36. G a b r i 1 o v e J. L., N i с o 1 i s G. L., G a l l a g h e r  T. F., J. Clin. Eydocri-  

nol. Metalo. 27, 1550 (1967).
37. G a n o n g  W. F., B i g l i e r i  E. G., M u l r o w  P. J., Rec. Progr. Hormone  

Res. 22, 381 (1966).
38. G a n o n g  W. F., B o r y c z k a  А. Т., S h a c k l e f o r d  R., C l a r k  R. М., 

С o n v e r s e R. Р., Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 118, 792 (1965).
39. G e n e s t  J., d e  C h a m p l a i n  J., B o u c h e r  R., V e y r a t  R., K o i w  E., 

Palhol. Biol. 13, 21 (1965).
40. G i a c o m e l l i  F., Endokrinologie 42, 144 (1962).
41. G i o r d a n o  G., B a l e s t r e r i  R., Ann. Endocrinol. 24, 331 (1963).
42. G r o s s  F., Symposium on Aldosterone, red. E. E. Baulieu i P. Robel, Oxford 

1964, str. 307.
43. G r o s s  F., Geburtslehre und Frauenheilkunde 26, 141 (1966).
44. H e r n a n d o  L., C r a b b e  J., R o s s  E., R e d d y  W., R e n o l d  A., N e l ­

s o n  D., T h o r n G. W., Metab. Clin. Exptl. 6, 518 (1957).
45. J o n e s  K., L l o y d - J o n e s  R., R i o n d e l  A., T a i t J. F., T a i t  S. A., 

B u l b r o o k  R., G r e e n w o o d  F. C., Acta Endocrinol. 30, 321 (1959).
46. J o u a n  Р., Compt. Rend. Acad. Sci. 254, 2680 (1962).
47. J o u a n  Р., Ann. Endocrinol. 24, 365 (1963).
48. К a h n t F. W., N e h e r  R., W e t t s t e i n  A., Helv. Chim. Acta  38, 1237 

(1955).
49. K a p ł a n  N. М., В a r 11 e r F. C., J. Clin. Invest. 41, 715 (1962)
50. K e l l e r  A., P i o t t i  L. E., R o m a n i  J. D., Ann. Endocrinol. 22, 82 (1961).
51. K e l l y  W. G., B a n d i  L., L i e b e r m a n  S., Biochemistry 2, 1249 (1963).
52. K e l l y  W. G., B a n d i  L., S h o o 1 e г у J. N., L i e b e r m a n  S., Bioche­

mistry  1, 172 (1962).
53. K o v a c s  K ,  D a v i d  M. A., W e i s  z Р., Med. Exptl. 3, 113 (1960).
54. L a i d l a w  J,, R u s e  J., G o r n a l l  A., J. Clin. Endocrinol. Metab. 22, 161 

(1962).
55. L a r a g h J. H., К e 11 у W. G., Advances in Metabolic Disorders, red. R. Le- 

wine i R. Luft, New York 1964, str. 217.
56. L a r a g h  J. H., U l i c k  S., J a n u s z e w i c z  W., D e m i n g  Q. B., K e l ­

l y  W. G., L i e b e r m a n  S ., J. Clin. Invest. 39, 1091 (1960).
57. L e l o n g  М., A l a g i l l e  D., P h i l i p e  C., G e n t i l  C., G a b i l a n  J., Rev. 

Franc. Etud. Clin. Biol. 5, 558 (1960).
58. L i d d l e  G. W., Metabohsm  10, 1021 (1961).

http://rcin.org.pl



[21] A LDO STER O N 189

59. L o m m e r D., W o 1 f f H. Р., Experientia 22, 699 (1966).
60. L u c i s  O. J., D у r e n f u r t h I., V e n n i n g E. H., Can. J. Biochem. 39, 

901 (1961).
61. M a j o o r  C. L., S c h l a t m a n n  R. J., J a n  s e n  А. Р., P r e n e n  H., Clin. 

Chim. Acta  5, 591 (1960).
62. M a r u s i c  E. Т., M u 1 r o w Р., J. Clin. Iw e s t .  46, 1092 (1967).
63. M e y e r  C. J., L a y n e  D. S., T a i t J. F., P i n c u s  G., J. Clin. Invest.  40, 

1663 (1961).
64. M i n n i c k  М. C., Metabolism  15, 359 (1966).
65. M u l r o w  P. J., G a n o n g  W., B o r y c z k a  A., Froc. Soc. Exptl. Biol. 

Med. 112, 7 (1963).
66. M u l l e r  J., Acta Endocrinol. 52, 515 (1966).
67. M u l l e r  J., Acta Endocrinol. 58, 27 (1968).
68. N e h e r  R., D e s a u l l e s  Р., W i s h e r E., W i e l a n d  Р., W e  t t  s t e i n  A., 

Helv. Chim. Acta  42, 132 (1959).
69. N e h e r  R., W e t t s t e i n  A., Helv. Chim. Acta  43, 623 (1960).
70. N i c o l i s  G., U 1 i с к S., Endocrinology 76, 514 (1965).
71. P a p  p o  R., J. Am. Chem. Soc. 81, 1010 (1959).
72. P a s ą u a l i n i  J. R., Naturę  198, 1095 (1963).
73. P a s ą u a l i n i  J. R., Naturę 201, 501 (1964).
74. P a s ą u a l i n i  J. R., J a y l e  M. F., Intern. Symp. Steroids, Rzym 1963, 

str. 29.
75. P a s ą u a l i n i  J. R., L e g r a n d  J. C., J a y l e  M. F., Acta Endocrinol. 34, 

67 (1963).
76. P e c h  e t  М., H e s s e  R., K o h l e r  H J. Am. Chem. Soc. 82, 5251 (1960).
77. P e r o n  F. G., Endocrinology 69, 39 (1961).
78. P e r o n  F. G., Endocrinology 70, 386 (1962).
79. P e t e r s o n R. E., Rec. Progr. Hormone Res. 15, 231 (1959).
80. R a i n e  D., R о у J., Arch. Dis. Childhood  37, 548 (1962).
81. R a s u c h k o l b  E. W., F a r r e l l  G. L., Endocrinology 59, 526 (1956).
82. R o u s s e l  A., L e v o n B., S i n с 1 a i r L., O b e r h o l z e r  V. G., Arch. Dis. 

Childhood. 38, 313 (1963).
83. R о у e г Р., H a b i b R., M a t h i e u  H., Problemes Actuels de Nephrologie 

Infantile, Editions Medicales Flammarion Paryż 1963, str. 147.
84. R о у e г Р., L e s t r a d e t С. H., d e  M e n i b u s  С., V e r m e i 1 G., Ann. 

Pediat. 8, 133 (1961).
85. S a n d o r  Т., L a n t h i e r A., Intern. Congress Hormonal Steroids, Mediolan 

1962. Excerpta Medica, Int. Congress Series, Nr 51, str. 139.
86. S a n d o r  Т., L a n t h i e r  A., Acta Endocrinol. 42, 355 (1963).
87. S c h m i d l i n  J., A n n e r  G., B i l l e t e r  J. R., W e t t s t e i n  А., Expe- 

rientia  11, 365 (1955).
88. S c h m i d l i n  J. W e t t s t e i n  A., Helv. Chim. Acta  43, 973 (1960).
89. S c o r n i k  O. A., P a l a d i n i  А. C., Can. Med. Assoc. J. 90, 269 (1964).
90. S e  a l e  у J. E., G e r  t e n  J. N., L e d i n g h a m  J. G., L a r a g h  J. H., 

J. Clin. Endocrinol. Metab. 27, 699 (1967).
91. S h a r m a  D. C., N e r e n b e r t  C., D o r f m a n  R. I., Proc. Forthy-Ninth  

Meeting of the Endocrine Society, 1967, str. 34.
92. S i e g e n t h a l e r  W., D o w d y  A., L u e t s c h e r  J. Jr., J. Clin. Endocrinol. 

Metab. 22, 172 (1962).
93. S i m p s o n  S. A., T a i t  J. F., Endocrinology 50, 150 (1952).
94. S i m p s o n  S. A., T a i t  J. F., W e 11 s t e i n A., N e h e r R., v o n E u  w  J., 

R e i c h s t e i n  Т., Experientia  9, 333 (1953).

http://rcin.org.pl



95. S i m p s o n  S. A., T a i t J. F., W e 11 s t e i n A., N e h e r R., v o n Eu  w  J., 
S c h i n d l e r  O., R e i с h s t e i n Т., Experientia  10, 132 (1954).

96. S i m p s o n  S. A., T a i t J. F., W e 11 s t e i n A., N e h e r R., v o n E u w  J., 
S c h i n d l e r  O., R e i c h s t e i n  Т., Helv. Chim. Acta  37, 1200 (1954).

97. S i m s  E. A., M e e к e г C., G г а у M. J., W a t a n a b e  М., S o l  orno  n S., 
Aldosterone, red. E. Baulieu i P. Robel, Oxford 1964.

98. S i n g e r  B., S t a c k - D u n n e  М. Р., J. Endocrinol. 12, 130 (1955).
99. S t а с h e n к o J., G i r o u d C. J., Intern. Symp. on Adrenal Cortex and 

Adrenal Cortical Hormones, Ghent 1962, str. 77.
100. S w a n n  H. G., Physiol. Rev. 20, 493 (1940).
101. T a i t  J. F., T a i t  S. A., L i t t l e  B., L a u m a s  K., J. Clin. Invest. 39, 

72 (1961).
102. T r a v i s  R. H., F a r r e l l  G. L., Endocrinology 63, 882 (1958).
103. T u с с i J. R., E s p i n e r E. A., J a g g e г Р. I., L a u l e r  D.  Р., 

T h o r n  G. W., Clin. Res. 14, 478 (1966).
104. T u с с i J. R., E s p i n e r E. A., L a u l e r  D. Р., J a g g e г Р., Clin. Res. 14, 

289 (1966).
105. U l i c k  S J. Biol. Chem. 236, 680 (1961).
106. U l i c k  S., G a u t h i e r  E., K u s c h  V e t t e r  J., M a r k e l l o  J. R., Y a f -  

f e  S., L o w e  C., J. Clin. Endocrinol. Metab. 24, 669 (1964).
107. U l i c k  S., K u s c h  V e t t e r  К ., J. Am. Chem. Soc. 82, 6421 (1960).
108. U l i c k  S., K u s c h  V e 11 e г К ., J. Biol. Chem. 237, 3364 (1962).
109. U l i c k  S., K u s c h  V e t t e r  K., J. Clin. Endocrinol. Metab. 25, 1015 (1965).
110. U l i c k  S., L i e b e r m a n S ., J. Am. Chem. Soc., 79, 6567 (1957).
111. U l i c k  S., N i c o l i s  G. L., K u s c h  V e t t e r  K., Symposium on Aldo­

sterone, Praga 1963, str. 3.
112. U n d e r w o o d  R. H., T a i t  J. F., J. Clin. Endocrinol. Metab.  24, 1110 (1964).
113. V e n n i n g  E., C a r b a l l e i r a  A., D y r e n f  u r t h  I., J. Clin. Endocrinol. 

Metab. 14, 784 (1954).
114. V i s с h e r E., S c h m i d l i n  J., W e t t s t e i n  A., Experientia  12, 50 (1956).
115. V i s s e r  H. K., C o s t  W. S., Acta Endocrinol. Suppl. 89, 31 (1964).
116. W a t a n a b e  М., М е е  k e r  С. I., G r a  у M. J., S i m s  E., S o l o m  o n  S., 

J. Clin. Invest. 42, 1619 (1963).
117. W e t t s t e i n  А., К a h n t F. W., N e h e r R., Ciba Found. Colloą. Endocrinol.

8, 170 (1955).
118. W e t z e l  A., S с h u 1 z E., Deut. Apoth. Z. 104, 252 (1964).

190 В. s z u k a l s k i  [22]

http://rcin.org.pl



Post.  Biochem.  18, 191—203 (1970)

JE R Z Y  T R O JA N O W SK I  *

Toksohormon

Toxohormone

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

Obserwacja przebiegu choroby nowotworowej u jaw nia na pew nym  
etapie jej zaaw ansow ania stan  tzw. charłactw a, ogólnego wyniszczenia 
organizmu, będącego często bezpośrednią przyczyną śm ierci chorego orga­
nizmu. W ystępująca przy tym  anem ia oraz zaburzenia w ogólnym m e­
tabolizmie żelaza zwróciły uwagę na możliwość istnienia pew nych czyn­
ników hum oralnych, w ytw arzanych w tkance nowotworowej i odpowie­
dzialnych przynajm niej częściowo za pow staw anie opisanych stanów pa­
tofizjologicznych w organizmie nosiciela nowotworu. Poszukiw ania tok­
syn nowotworowych weszły na w yraźny tor z chwilą, gdy zauważono 
u zwierząt z chorobą nowotworową znaczną obniżkę poziomu katalazy 
w ątrobow ej (2). Dalszy postęp przyniosło stw ierdzenie G r e e n s t e i n a  
i wsp. (9), że spadek aktyw ności katalazy w ątrobow ej jest proporcjonalny 
do ciężaru guza nowotworowego oraz że operacyjne usunięcie guza przy­
wraca norm alny poziom tego enzymu.

W roku 1948 N a k a h a r a  i F u k u o k a  (26) zaproponowali nazwę 
„toksohorm on” dla czynnika obecnego w w yciągu z tkanki nowotworo­
wej, powodującego obniżenie aktyw ności katalazy w w ątrobie. Nazwa 
m iała sugerować podobieństwo tej substancji do hormonów, gdy chodzi
o zdalne oddziaływanie na drodze w ydzielania wew nętrznego przez żywe 
komórki i kom órki nowotworu (27), a jednocześnie podkreśla toksyczny, 
ham ujący norm alną funkcję kom órek w ątroby, efekt tego wydzielania.

Obszerny artyku ł przeglądow y relacjonujący  niektóre współczesne 
poglądy na funkcję i właściwości toksohorm onu ogłosił w roku 1967 
N a k a h a r a  (25).

I. Oznaczanie toksohormonu

Zasada oznaczania polega na dootrzewnow ym  wprow adzeniu prepa­
ratu  toksohorm onu a następnie określeniu procentowego obniżenia ak­

* Prof. dr, Katedra Biochemii UMCS, Lublin.
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tywności katalazy w w ątrobie zwierzęcia po upływ ie 24 godz. od iniekcji. 
Za w iarygodny efekt pozytyw ny uważa się conajm niej 50°/o spadek 
aktyw ności katalazy w ątrobow ej w stosunku do kontroli. N a k a h a r a  
(25) poleca metodę oznaczania aktyw ności katalazow ej przy użyciu s ia r­
czanu ty tanylu . W ątrobę hom ogenizuje się z 99 objętościam i wody w tem ­
peraturze 0°. Porcję hom ogenatu, odpowiadającą 0,2°/o wagi w ątroby, 
pobiera się do oznaczenia katalazy. Substra t przygotow uje się w postaci 
rozcieńczonego roztw oru H20 2 w buforze fosforanow ym  o pH  7. Odpo­
wiedni roztw ór siarczanu ty tany lu  otrzym uje się przez rozcieńczenie n a ­
syconego roztw oru tej soli roztw orem  2N H2S 0 4 w stosunku 1 : 5. P róbkę 
odpowiednio rozcieńczonego hom ogenatu w ątroby dodaje się do roz­
tw oru substra tu , miesza przez m inutę na łaźni lodowej i dodaje następ­
nie roztw ór siarczanu ty tany lu . Po upływ ie 30— 60 min. oznacza się 
fotom etrycznie pow stający żółty barw nik przy 425nm. Równolegle prze­
prowadza się próbę kontrolną bez dodatku hom ogenatu. Aktywność ka-

1 cl
talazową w yraża się w  postaci stałej reakcji к  =  -r- log ——  , gdzie t —

I  Э.---- X

czas reakcji, a — początkowe stężenie substra tu , x — ubytek  substra tu  
w jednostce czasu. Do oznaczenia obniżenia aktyw ności katalazy  w w ątro ­
bie najczęściej byw a używana m etoda Eulera-Josephsona (25). W tej 
metodzie do roztw oru 0,1N H20 2 przy pH  6,8 dodaje się próbkę odpowied­
nio rozcieńczonego supernatan tu  z hom ogenatu w ątroby zwierzęcia, 
którem u w strzyknięto przed 24 godz. p reparat toksohorm onu. Po upływie 
3, 6, 9... itd. m inut od rozpoczęcia reakcji, pobiera się porcję m ieszaniny 
reagującej i zatrzym uje reakcję enzym atyczną przez silne zakwaszenie. 
Ilość nierozłożonego H20 2 oznacza się przez m iareczkowanie próbki roz­
tw orem  0,005N K M n04 w tem peraturze 0°. W yniki oznaczeń in terpoluje 
się na zerowy czas reakcji i przedstaw ia w postaci stałej к  jak  w po­
przedniej metodzie. Aktywność właściwą katalazy w yraża się w jed-

nostkach umownych: Kat. f. — — i,----------r  (Kat. f. od niem. Katalase-J g białka w ml
fahigkeit).

W niektórych pracach jako kry terium  skutków  działania toksohor­
monu przyjęto obniżkę żelaza w surow icy krw i tętniczej o 50%. Żelazo 
można oznaczać m etodą B a r k a n a  i W a l k e r a  (1), polegającą na 
przeprowadzeniu do roztw oru żelaza związanego z białkam i surow icy 
i sprzęgnięciu z terp irydyną  na kompleks, k tó ry  można oznaczyć foto­
m etrycznie przy 552nm. Rzadziej stosowaną m etodą oznaczania ak tyw ­
ności toksohorm onu jest określenie obniżki poziomu pirolazy tryp to fa- 
nowej w w ątrobie zwierzęcia po upływie 12 godz. od iniekcji dootrzew ­
nowej. Aktywność pirolazy tryptofanow ej oznacza się m etodą K n o -  
x a (17).
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II. Otrzymywanie toksohormonu

Pierw sza opisana w literatu rze m etoda preparow ania toksohorm onu 
według N akahary i Fukuoka (26) polega na ekstrakcji rozdrobnionej 
tkanki nowotworowej wodą na wrzącej łaźni wodnej przez 1—2 godz. 
Przed ekstrakcją wodną m ateriał odtłuszcza się eterem . Po odwirowaniu 
wyciągu wodnego do supernatan tu  dodaje się podwójną ilość absolutne­
go etanolu schłodzonego do tem pera tu ry  0°. Pow stający biały osad su­
rowego toksohormonu odwirowuje się i suszy pod próżnią. T r o j a ­
n o w s k i  i wsp. (41) wprowadzili dalsze etapy oczyszczania surowego 
prepara tu  otrzym anego powyższą metodą. Zastosowano frakcjonow ane 
w ysalanie siarczanem  amonu, dializę a następnie sączenie przez Sepha- 
dex  G-25 w układzie zaw ierającym  bufor o pH  6,8 oraz 1,2M NaCl. P re ­
para t uzyskany z nowotworu m elanom a rozdzielał się podczas tego są­
czenia na 5 frakcji aktyw nych toksohorm onalnie. N ajaktyw niejsza frak ­
cja obniżała aktywność katalazy w ątrobow ej o 50°/o w daw kach 0,003mg/g 
ciężaru zwierzęcia. Przybliżone oznaczanie ciężaru cząsteczkowego m e­
todą filtracji na żelu Sephadex  dały w artości w granicach 5 000— 10 000 
dla poszczególnych frakcji uzyskanych z bezpigm entowej odm iany czer­
niaka. W spólną cechą wszystkich frakcji toksohorm onu z badanego m a­
teriału  była nieznaczna zawartość am inokwasów arom atycznych.

O n o  i wsp. (36) wprowadzili zam iast ekstrakcji wodą homogenizo­
wanie tkanki z acetonem. Proszek acetonowy ekstrahow ano następnie 
m ieszaniną 9 obj. m etanolu + 6  obj. kwasu octowego lodowatego w tem ­
peraturze 75° pod chłodnicą zwrotną. E kstrak t po odwirowaniu miesza 
się z róWną objętością eteru, co powoduje w ytrącanie osadu toksohorm o­
nu tzw. frakcji O. Dalsze oczyszczanie tego p repara tu  uzyskano przez 
frakcjonow ane w ytrącanie etanolem . M aksym alnie oczyszczona frakcja 
przy stężeniu alkoholu 86,29/o powodowała znam ienne obniżenie ak tyw ­
ności katalazy w w ątrobie m yszy w daw kach 10 mg. Zaletą opisanej m e­
tody jest uwolnienie preparatu  toksohorm onu od kwasów nukleinowych.

F u j i i i wsp. (5) zastosowali zm odyfikowaną metodę O n o  (37) do 
otrzym ania tzw. frakcji zasadowych białek z tkanek  nowotworowych. 
Proszek acetonowy rozpuszczano w rozcieńczonym  HC1 i po odwirowa­
niu części nierozpuszczalnej do supernatan tu  dodano rów ną objętość 
nasyconego kw asu pikrynowego. Pow stający żółty osad zawieszano 
w 10-krotnej objętości alkoholu z dodatkiem  3% HC1. Nierozpuszczalny 
m ateriał odwirowywano, przem ywano acetonem  i suszono pod próżnią. 
Tak otrzym any preparat powodował znam ienne obniżenie aktyw ności 
katalazy wątrobowej w daw kach rzędu 1— 5 mg a równocześnie obniżał 
poziom żelaza w osoczu krwi.

Dalszy postęp w oczyszczeniu toksohorm onu uzyskali Y u n о к i
i G r i f f i n  (43) stosując chrom atografię na jonicie. Surow y preparat 
otrzym any m etodą proszku acetonowego (36) rozdzielano na kolum nie
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z Amberlite X E  64. Eluowano buforem  glicynowym  o pH  9,4 zaw ierają­
cym  0,1M NaCl. Uzyskano 3 frakcje w stopniu oczyszczenia 1 000— 10 000 
razy, aktyw ne w daw kach rzędu 20ng.

Zagadnienie infekcji bak tery jnej nowotworu, jako dom niemanego źró­
dła toksohorm onu, było podnoszone przez K a m p s c h m i d t a  i S c h u -
11 z a (14, 15). Pogląd ten  został zakwestionowany przez w ielu badaczy. 
M a t s u o k a  i wsp. (22) dodawali do wolnej od bakterii tkanki nowo­
tworowej lm g bak terii Salmonella  na lg  tkanki. W yodrębniono następ­
nie toksohorm on z tkank i nowotworowej zaw ierającej bakterie  oraz wol­
nej od nich i wykazano brak istotnych różnic w aktyw ności i w ydaj­
ności.

N i x o n  i Z i n m a n  (32) w yodrębnili toksohorm on z absolutnie 
stery lnych  guzów nowotworowych w w arunkach  ściśle aseptycznych. 
Surow y preparat otrzym any wg m etody Y u n o k i  i G r i f f i n a  (42) 
rozdzielono następnie na Amberlite XE  64 na 5 frakcji. K rzyw ą elucji 
przedstaw ia rysunek  1.

Rys. 1. Profil elucji z Amberlite ХЕ-64 preparatu toksohormonu z ludzkiej śledziony
białaczkowej

E lucja początkow o buforem ; g licyn a  — 0,1M NaCl, pH  9,4, od punktu A — w zrastający gra­
d ientem  NaOH, od punktu В — roztw orem  0,ln  NaOH; w g (32)

Każda z w /w  frakcji rozdzielała się następnie na Sephadex G25 na trzy  
podfrakcje. Tak otrzym ane p repara ty  w ykazyw ały niejednakow ą ak­
tywność w obniżaniu poziomu żelaza surow icy in vivo, przy  czym n a j­
aktyw niejsza frakcja  powodowała znam ienną obniżkę w  dawce rzędu 
100^g.

Ci sami autorzy (32) rozdzielili surow y p reparat toksohorm onu na 
D E AE -celulozie na 10 frakcji, z których każda mogła być podzielona
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na podfrakcje drogą filtracji przez Sephadex G25. P rofil elucji z DEAE-  
-celulozy przedstaw ia rysunek 2.

Rys. 2. Profil elucji z DEAE-celulozy preparatu toksohormonu wyizolowanego
z ludzkiej śledziony białaczkowej 

A — eluow ano buforem  octanow ym  w  gradiencie od 0,05M do 0,1M. В — zw iększono gradient 
tegoż buforu  od 0,1M do IM, С — eluow ano buforem  IM; w g (32)

Znam ienną obniżkę żelaza surow icy dawało 6 otrzym anych w ten  spo­
sób podfrakcji w  dawkach lOOiag. Na m arginesie tych doświadczeń w arto 
zauważyć, że sam. octan sodu zastrzyknięty  dootrzewnowo szczurowi po­
wodował pew ną obniżkę poziomu żelaza w surowicy. Staw ia to pod zna­
kiem  zapytania przynajm niej część wyników w /w  autorów , gdyż pewne 
frakcje były  zanieczyszczone octanem  sodu, używ anym  w toku prepa­
rowania.

Ostateczne w ykluczenie udziału bakterii w w ytw arzaniu  toksohor­
monu przyniosły doświadczenia przeprowadzone na m yszach absolutnie 
wolnych od bakterii i ich przetrw alników  (30). Po zaszczepieniu takich 
zw ierząt now otw orem  w w arunkach stery lnych  można było po pewnym  
czasie w yodrębnić z rozw ijających się guzów konw encjonalny p reparat 
toksohorm onu.

Również w irusy  nie m ają prawdopodobnie zdolności w ytw arzania lub 
stym ulow ania produkcji toksohorm onu w tkance nowotworowej (34).

Jak  widać z przytoczonych przykładów  m etod otrzym yw ania tokso­
horm onu, w ybór metody ma istotne znaczenie dla biologicznej ak tyw ­
ności preparatu .

Szczegółowe badania porównawcze w tym  kierunku  przeprowadził 
H o z h i z i m a  (10). W jego doświadczeniach toksohorm on w yodręb­
niony przy zastosowaniu ekstrakcji m etanolem  i kw asem  octowym wg 
m etody O n o  (36), powodował równoległe obniżenie aktyw ności ka ta-
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lazy, zawartości żelaza niehemowego (ferrytyny) i kwasu L-askorbino- 
wego w w ątrobie myszy. Natom iast p reparat przygotow any dawniejszą 
m etodą precypitacji alkoholem  wg N a k a h a r a  i F u k u o k a  (26) 
nie wpływał na stężenie kwasu L-askorbinowego w wątrobie. Ten osta t­
ni p reparat powodował w prawdzie obniżkę poziomu katalazy i fe rry ­
tyny  w wątrobie, jednak zm iany tych czynników nie -były równoległe. 
Na m arginesie tych doświadczeń w arto zauważyć, że zm iany poziomu 
kwasu L-askorbinowego w w ątrobie pod w pływ em  toksohorm onu mogą 
mieć związek z zaburzeniam i w syntezie ferry tyny , k tóra na etapie w bu­
dowywania żelaza w ym aga właśnie kw asu L-askorbinowego.

Z powyższego przeglądu wynika, że daw niej stosowane m etody otrzy­
m ywania toksohorm onu daw ały p repara ty  aktyw ne w daw kach rzędu
1 mg. Nowsze m etody z zastosowaniem  chrom atografii na jonitach (42) 
lub sączenia przez Sephadex  (41) zwiększyły aktyw ność biologiczną pre­
paratów  około 1000 razy. Najczystsze frakcje chrom atograficzne tokso­
horm onu dają бОѴос obniżki aktyw ności katalazy w w ątrobie już wT daw ­
kach rzędu 0,001 mg.

III* Właściwości chemiczne toksohormonu

Dostatecznie oczyszczone p repara ty  toksohorm onu udało się uzyskać 
dopiero niedaw no i dlatego niewiele wiadomo o jego właściwościach. 
Najwcześniej zainteresow ano się własnościam i optycznym i i stw ierdzo­
no, że widmo absorpcji p repara tu  toksohorm onu zm ienia się w m iarę 
uw alniania go od kwasów nukleinow ych (rysunek 3).

Rys. 3. Krzywe absorpcji w  UV dla RNA i frakcji toksohormonu wg (36)
I — RNA, II —/ surow y toksohorm on bez frakcji ТО, III — surow y toksohorm on, IV — frakcja  

TO, stężenie próbek w yn osiło  0,1 mg/ml
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Skład am inokwasowy i lipidowy frakcji toksohorm onu, uzyskanej na 
kolum nie z Amberlite ХЕ64 badali Y u n o k i  i G r i f f i n  (42). Około 
80% przypadało na polipeptydy, przy czym najw ięcej znaleziono w nich 
leucyny, alaniny, kwasu glutaminowego i asparaginowego. Niewielka 
była zaw artość tyrozyny i fenyloalaniny, nie stw ierdzono tryptofanu. 
Pozostałe 20% stanow iły fosfolipidy, wśród których występowało około 
20% tłuszczowców obojętnych i 80% lipidów polarnych. W skład lipidów 
polarnych wchodziły: cefaliny, lecytyny, sfingom ieliny i lizolecytyny, 
w skład tłuszczowców obojętnych: estry  trójglicerydów  i cholesterolu. 
Określono też niektóre właściwości fizyczne tej frakcji. M aksimum a b ­
sorpcji przypadało przy 220nm, natom iast zarówno przy 260 jak  i 280nm 
absorpcja była niewielka. P róba ultraw irow ania dała rozm yty kształt 
krzyw ej sedym entacji, na podstawie której można jednak sądzić o nie­
w ielkim  ciężarze cząsteczkowym frakcji. Oznaczenia N-końcowego am i­
nokwasu doprowadziły do ustalenia, że jest nim  arginina. Ciężar czą­
steczkowy obliczony na podstawie zawartości N-końcowej argininy w y­
nosił dla poszczególnych frakcji: 4 200, 5 700 i 6 400. Enzym atyczna lub 
kwasowa hydroliza frakcji toksohorm onu udowodniła, że dla jego ak tyw ­
ności isto tna jest nienaruszona stru k tu ra  peptydow a. Rola kom ponenty 
lipidowej w  aktyw ności toksohorm onu nie została ostatecznie ustalona.

Zgodne z w ynikam i Y u n o k i  i G r i f f i n a  (42) są również ozna­
czenia ciężarów cząsteczkowych frakcji toksohorm onu z czerniaka uzy­
skane w naszej pracow ni (41). W stępne ustalenia dla niektórych frakcji 
rozdzielonych sączeniem przez Sephadex  dały następujące przykładowe 
wartości: 5 000, 9 000, 12 000.

N a k a h a r a  i F u k u o k a  (28) są zdania, że istn ieją  dializujące 
form y toksohorm onu. Autorzy poddali dializie wyciąg wodny z tkanki 
nowotworowej i stw ierdzili, że dializat powodował obniżkę katalazy w ą­
trobow ej w dawce 50mg. N iedializująca część m ateriału  z tkanki nowo­
tworowej poddaw ana była następnie traw ieniu  papainą lub pepsyną. Po 
traw ien iu  uzyskiw ano dalsze porcje dializującej form y toksohorm onu
o aktyw ności rów norzędnej z pierwszym  dializatem . A utorzy sugerują, 
że dializująca postać toksohormonu stanowi podstawową form ę tej sub­
stancji, z k tórej powstawać mogą w tórnie agregaty niedializujące.

Topografią toksohorm onu w komórce nowotworowej interesow ali się 
N a k a g a w a  i N a k a g a w a  (24). Główną część toksohorm onu stw ier­
dzono w supernatancie mikrosomalnym , natom iast frakcja  jądrow a i m ito- 
chondrialna były  praktycznie nieaktyw ne.

IV. Biosynteza toksohormonu

N a k a h a r a  i F u k u o k a  (29) w ykazali, że podczas inkubacji 
skraw ków  tkanki nowotworowej z dodatkiem  am inokwasów i ATP po­

http://rcin.org.pl



198 J. TR O JA N O W SK I [8]

w stają  substancje o aktyw ności toksohorm onalnej, podczas gdy w an a­
logicznym układzie kontrolnym  z norm alną tkanką takich substancji nie 
stwierdzono. Ze względu na m ałą wydajność w yniki te były  trudne do 
powtórzenia a ponadto autorzy nie mogli wyizolować pow stającej ak tyw ­
nej frakcji. W powyższym doświadczeniu użyto następującego zestaw u 
aminokwasów: lm g alaniny, proliny, argininy, fenyloalaniny i kw asu 
asparaginowego, lm g lizyny i tyleż leucyny oraz 4mg kw asu g lu tam i­
nowego. Zestaw powyższy dobrano na tej podstawie, że powodował on 
wzrost aktywności toksohorm onu w tkance nowotworowej гп vivo.

Na uwagę zasługuje krótkie doniesienie O l i y a r e s a  i wsp. (35) 
na tem at obecności czynnika podobnego do toksohorm onu w autoliza- 
tach norm alnych tkanek  zwierzęcych jak  mięsień, w ątroba, nerka i p łu ­
ca. Czynnik w yodrębniony z 96-godzinnego autolizatu  obniżał aktyw ność 
katalazy wątrobow ej гп vivo  w dawkach 25mg. Analogiczne p repara ty  
z tkanek nie poddanych autolizie nie przejaw iały  żadnej aktyw ności 
depresy jnej, naw et w podw ójnych dawkach. A utorzy sugerują, że pro­
cesy autolizy mogą być także przyczyną pojaw iania się toksohorm onu 
w nowotworach.

Również N i x o n  i Z i n m a n  (32) w yodrębnili drogą chrom ato­
grafii na Amberlite ХЕ64 z norm alnej ludzkiej śledziony dwie frakcje, 
które powodowały, podobnie jak  toksohorm on, obniżkę poziomu żelaza 
w osoczu. N atom iast ze śledziony białaczkowej otrzym ali 5 frakcji, lecz
0 znacznie większej aktyw ności. Podobne w yniki podają Y u n о к  i
1 G r i f  f i n  (43), posługując się tą  samą m etodą i tym  sam ym  m ateria­
łem.

Powyższe obserw acje zdają się wskazywać, że nowotwór jest głów­
nym, lecz nie w yłącznym  producentem  toksyn, w yw ołujących depresję 
katalazy. Pew ne w ątpliwości budził fakt, że większość prac nad tokso-
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horm onem  w ykonano na przeszczepialnych guzach nowotworowych pa- 
sażow anych na zw ierzętach laboratoryjnych. Jednakże N a k a h a r a
i wsp. (31) w ykazali obniżenie aktyw ności katalazy w w ątrobie również 
w układzie autochtonicznym  — u zw ierząt ze spontanicznym , względ­
nie indukow anym  chemicznie, ale p ierw otnym  nowotworem. W obu 
przypadkach stwierdzono w yraźną, progresyw ną depresję katalazy w ą­
trobow ej w zależności od ciężaru guza (rysunek 4).

W yodrębniony z autologicznych guzów nowotworowych preparat tok­
sohorm onu zastrzyknięty m yszy zdrowej daw ał również obniżkę ka ta ­
lazy w w ątrobie.

V. Toksohormon jako czynnik humoralny

Zdalny efekt obniżania aktyw ności katalazy w ątrobow ej przez tokso­
horm on w ym aga przyjęcia hipotezy hum oralnego przenoszenia tego czyn­
nika.

L u с к  e i wsp. (19) stw ierdzili m etodą parabiozy, że aktyw ność ka­
talazy w ątrobow ej jest obniżona u obu partnerów  parabiotycznych w je­
dnakow ym  stopniu, mimo że tylko jeden z partnerów  był nosicielem 
nowotworu.

Dotychczas nie udało się w yodrębnić toksohorm onu z krw i zw ierząt 
chorych na nowotwór, zapewne ze względu na bardzo małe jego stę­
żenie w krw i, nie w ykryw alne obecnymi m etodam i. Jednak  dyfundo- 
w anie toksohorm onu do płynów ustrojow ych w yraźnie stw ierdza się 
w przypadku nowotworów wysiękowych.

M a s a m u n e  i wsp. (20, 21) w yodrębnili z płynu różnych nowotwo­
rów w ysiękowych glikoproteidy, w ykazujące w yraźny efekt toksohorm o- 
nalny  w w ątrobie in ѵгѵо. P łyny  wysiękowe były zagęszczane pod próż­
nią a następnie w ytrącano z nich osad toksohorm onu nadm iarem  alko­
holu. Dalsze oczyszczenie osiągnięto przez frakcjonow anie roztworem  
siarczanu amonu. Z 1 litra  płynu wysiękowego otrzym ano około lm g pre­
para tu  homogennego w ultraw irów ce i w elektroforezie. Zawierał on 
13,5°/o azotu, l ^ / o  heksozoaminy, 1,3% m annozy oraz 0,6°/o glukozy. 
Aktywność toksohorm onalną w teście katalazow ym  w ykazyw ały daw ­
ki 5mg.

Przeprowadzono również próby w yodrębnienia substancji o ak tyw ­
ności toksohorm onalnej z moczu chorych na nowotwór. W tym  celu N a - 
к a g a w a (23) zastosował w ytrącanie benzoesanem  sodu przy pH 4—4,3. 
Po ekstrakcji osadu acetonem  a potem  eterem , p repara t rozpuszczano 
w rozcieńczonym  NaOH, zobojętniano i w ytrącano etanolem . Produkt 
w yodrębniony z około 200ml moczu w ystarczał do uzyskania pozytyw ­
nego efektu toksohorm onalnego w teście wątrobow ym . Z moczu norm al­
nego nie udaje się otrzym ać podobnego produktu .
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S a t o  i Y u n o k i  (39) zastosowali do w yodrębniania substancji ak ­
tyw nej toksohorm onalnie z moczu metodę adsorpcji na kaolinie. Sub­
stancje zaadsorbowane na kaolinie eluowano przy pH  9, eluat zakwaszano 
do pH  5 i w ytrącano z niego aktyw ną substancję 4-krotną objętością 
acetonu. P repara t dawał w yraźny efekt w teście wątrobow ym . Gdy 
w ten  sam sposób preparow ano mocz pacjentów , k tórym  nowotwór został 
usun ięty  operacyjnie, efektu wątrobowego nie stw ierdzono. Autorzy uw a­
żają, że w yodrębniony przez nich czynnik z moczu jest identyczny z tok- 
sohorm onem  z guza nowotworowego.

VI. Hamowanie syntezy katalazy pod wpływem toksohormonu

Już G r e e n s t e i n  w roku 1943 (8) zauważył, że w w arunkach in 
vitro  w obecności wyciągów lub skraw ków tkanki nowotworowej nie 
stw ierdza się ham ow ania katalazy. E n d o  i wsp. (4) spraw dzali wpływ  
toksohorm onu na krystaliczną katalazę. Z p reparatem  toksohorm onu, 
k tó ry  w dawkach lOmg powodował obniżenie aktyw ności katalazy w w ą­
trobie myszy in vivo, inkubowano krystaliczną katalazę przez 2 godz. 
w tem p. 0° i nie stw ierdzono ham ow ania jej aktywności. Sprawdzono 
również, że in vilro  szybkości spontanicznej inaktyw acji katalazy z w ąt­
roby zwierzęcia chorego na nowotwór i w ątroby norm alnej wyrażone 
w postaci stałej k, były praktycznie jednakow e (8).

N ajbardziej praw dopodobnym  mechanizmem działania toksohorm onu 
w ydaje się zatem  jego wpływ  na syntezę katalazy гп vivo.

P r i c e  (38) oraz II o z u m i i S u g i m u r a  (13) przeprow adzali 
porównawcze badania nad ham ow aniem  biosyntezy katalazy w ątrobo­
wej u m yszy i stw ierdzili n iem al identyczne stałe reakcji dla następu ją­
cych inhibitorów: S-amino-2.2,4-triazolu, alliloizopropyloacetam idu i al- 
liloizopropyloacetylokarbam idu. H o z u m i  i S u g i m u r a  (13) porów­
nali efekt toksohorm onu i wym ienionych inhibitorów . Niskocząsteczkowe 
inhib itory  powodowały całkow ite zablokowanie syntezy, natom iast tok- 
sohorm on doprowadzał najw yżej do 50%-ego spadku poziomu katalazy. 
Podaw ano też zwierzętom  równocześnie inhibitory  allilowe i dawkę tok­
sohorm onu, w ystarczającą do spowodowania depresji katalazy w ątrobow ej. 
Po 24 godz. od podania łącznie alliloizopropylo-acetam idu i toksohorm o­
nu, aktyw ność katalazy była niższa, niż w przypadku podania samego 
inhibitora allilowego. Z kolei doprowadzono do zera poziom katalazy 
w w ątrobie myszy w strzykując 3-am ino-I,2,4-triazol w dawce lg /lk g  
wagi ciała a następnie badano w pływ  podawania oczyszczonego prepara­
tu  toksohorm onu na szybkość regeneracji katalazy. Toksohormon poda­
wano przez 5 dni w  dawkach w ystarczających do w yw ołania depresji ka­
talazy w ątrobow ej. U zw ierząt, k tórym  podano wyłącznie inhibitor tria - 
zolowy regeneracja norm alnego poziomu katalazy po 96 godz. osiągnęła
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stan  bliski norm y (k =  2). U zwierząt, k tórym  podano inhibitor triazo- 
lowy a następnie toksohormon, poziom katalazy po 96 godz. był znacz­
nie niższy (wartość к =  1,5). W yniki te przem aw iają za blokowaniem  
syntezy katalazy  przez toksohormon.

H o z u m i  i wsp. (11) podjęli próbę udowodnienia tezy, że obniżka 
aktyw ności katalazy w ątrobow ej pod wpływem  toksohorm onu jest p ro­
porcjonalna do aktualnego stężenia białka enzym u katalazy w wątrobie. 
Posługiw ano się metodą ilościowej im m unochem icznej precypitacji. Su­
rowicę antykatalazow ą otrzym ano przy użyciu oczyszczonego p repara tu  
katalazy wątrobow ej mysiej. Z surowicy tej wyodrębniono frakcję 7-glo- 
bulinow ą m etodą chrom atografii na DEAE-celulozie. W konw encjonal­
nym  teście wątrobow ym  wprowadzono dawkę 20mg prepara tu  toksohor­
m onu, obniżającą aktyw ność katalazy ze 183 do 125 jednostek. Z aw ar­
tość białka katalazowego w w ątrobie, oznaczona równocześnie m etodą 
precypitacyjną, obniżała się z 91,3^tg N do 68,9|j-g. Gdy dawkę toksohor­
m onu podwyższono do ЗОм-g, aktywność katalazow a m alała średnio do 
110 jednostek, zaś ilość precypitu jącej katalazy — do 59,7|ag N. W bada­
nym  zakresie udowodniono zatem  zależność proporcjonalną obu tych  
wielkości.

O b a r a  i O n o  (33) przeprowadzili doświadczenia modelowe nad 
w pływ em  toksohorm onu na m etabolizm  białkowy in vitro. W układzie 
zaw ierającym  toksohormon, radioaktyw ną leucynę i roztw ór K rebsa-R in- 
gera inkubow ano przez 90 min. w tem peraturze 37° świeżo w yłuskaną 
soczewkę z oka szczura. Surow y preparat toksohorm onu był przygoto­
w any m etodą N akahara i Fukuoka (26) a następnie znacznie oczyszczony 
wg m etody Ono (36) i wreszcie frakcjonow any na karboksym etylocelu- 
lozie. Sprawdzono przedtem  zdolność tego p repara tu  do znamiennego 
obniżania in vivo  katalazy w wątrobie. W opisanym  układzie in vitro 
włączanie znaczonej leucyny do soczewki oka zm niejszało się proporcjo­
nalnie do ilości wprowadzonego preparatu  toksohorm onu. Skutki takie 
obserwowano w pewnych granicach stężeń toksohorm onu, przy czym w y­
raźny efekt powodowała dawka 40i^g/ml.

F u j i i i wsp. (5) wykazali, że preparat toksohorm onu obniża nie 
tylko poziom katalazy ale także i pirolazy tryptofanow ej w wątrobie. 
Od daw na wiadomo, że pirolaza tryptofanow a w w ątrobie daje się w y­
datnie indukow ać przez dootrzewnowe podanie kortyzonu (16, 18). Je d ­
nakże u szczurów z w ątrobiakiem  indukcji takiej nie daje się s tw ier­
dzić (3).

Te spostrzeżenia były punktem  w yjścia w doświadczeniach S h i b a
i wsp. (40), którzy zastosowali technikę perfuzji izolowanej w ątroby 
szczura do badania indukcji pirolazy tryptofanow ej pod w pływ em  hydro- 
kortyzonu i toksohorm onu. Gdy w 60ml krw i rozpuszczono 3mg tego 
horm onu i prowadzono perfuzję norm alnej w ątroby  przez 6 godz., uzy­
skano 4-krotny wzrost aktyw ności pirolazy tryptofanow ej. W tych sa­
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m ych w arunkach perfuzji poziom pirolazy w w ątrobie wyizolowanej ze 
szczura z m ięsakorakiem  W alkera nie ulegał podwyższeniu. Również 
wprowadzenie p reparatu  tokshorm onu do krw i podczas perfuzji znosiło 
indukujący w pływ  hydrokortyzonu na pirolazę w w ątrobie norm alnej. 
Podobne efekty uzyskiw ał w doświadczeniach z purom ycyną G r e e n -  
g a r d (7), k tó ry  stw ierdził, że ten antym etabolit syntezy białka znosi 
indukujący w pływ  kortyzonu na pirolazę tryptofanow ą.

W daw niejszej litera tu rze  (6) spotyka się sugestie na  tem at zaburzeń 
m etabolizmu ferroporfiryn w chorobie nowotworowej. O n o  i wsp. (37) 
stw ierdzili u szczurów z przeszczepialnym  m ięsakiem  znaczny wzrost za­
wartości wolnej protoporfiryny w w ątrobie (około 87%), a podawanie 
toksohorm onu w daw kach w yw ołujących depresję katalazy  powodowało 
zwyżkę poziomu wolnej porfiryny  w w ątrobie (średnio o 40%). Niezależ­
nie od tego obserwowano wzrost poziomu porfiryny  w gruczole H arderia- 
na i koproporfiryny w moczu. Natom iast nie udało się wykazać w pływ u 
toksohorm onu na zawartość porfiryny  w norm alnych erytrocytach, co mo- 
żnaby tłum aczyć większą trw ałością biologiczną hem oglobiny w porów na­
niu z katalazą. Jednakże u zw ierząt z nowotworem  z tow arzyszącą anem ią 
stwierdzono wzrost wolnej porfiryny  w erytrocytach.

Spostrzeżenia te w ym agają dalszego potw ierdzenia, gdyż znane są 
poglądy przeciwne. Np. H o z u m i  i O h a s h i  (12) tw ierdzą, że tokso­
hormon nie ham uje w budow yw ania Fe do pro toporfiryny ani in vivo, ani 
гп ѵііго.
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K R Y S T Y N A  K O N O P K A *

Funkcja transferryny 

Function of Transferrin

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

Badania budowy i funkcji białek stanow ią isto tny etap w yjaśniania 
m echanizm u ich działania, a co za tym  idzie ich biologicznego znaczenia. 
Stosunkowo mało wiadomo jednak o grupie białek osocza biorących w ust­
ro ju  udział w transporcie substancji o m ałym  ciężarze cząsteczkowym. 
Duże zainteresowanie w tej grupie białek budzi tran sferryna  (Tf), która 
jest nośnikiem  transportu jącym  żelazo od m iejsc absorpcji jelitow ej i roz­
padu Hb do szpiku i innych tkanek  w ym agających żelaza oraz do m agazy­
nów tkankow ych, a u kobiet ciężarnych do łożyska. O statnie badania 
s tru k tu ry  i funkcji tego białka w ykazały, że nie jest ono jedynie biernym  
nośnikiem, ale odgrywa isto tną rolę w regulacji m etabolizm u Fe (28).

I. Właściwości transferryny

Obecność w osoczu białka odznaczającego się zdolnością wiązania że­
laza wykazali H o l m b e r g  i L a u r e l l  (41) oraz S c h a d e  i C a r o -  
l i n e  (91). Przypuszczali oni, że odgryw a ono rolę w transporcie żelaza 
w ustro ju  i reguluje w chłanianie tego pierw iastka w przewodzie pokarm o­
wym. WT 1947 roku białko to otrzym ano po raz pierw szy w form ie k ry sta ­
licznej (95) i nazwano je tran sferryną  lub siderofiliną (59).

T ransferryna jest (3lS-globuliną osocza o ciężarze cząsteczkowym 
73 200 — 76 000 (87) zaw ierającą 15,4% azotu i 5,9% węglowodanów (9).

P unkt izoelektryczny znajduje się w  pH  5,9 (59). Im g białka zawiera

* Lek. med, mgr biochemii, Dział Laboratoryjny Stacji Krwiodawstwa, Łódź 
Wykaz stosowanych skrótów: L.I.B.C. — utajona zdolność wiązania żelaza przez 

białka surowicy (ang. latent iron binding capacity), T.I.B.C. — całkowita zdolność 
wiązania żelaza przez białka surowicy (ang. total iron binding capacity), Tf — tran­
sferryna, Tf(Fe)— kompleks transferryny z jednym atomem żelaza, Tf(Fe)2 — kom­
pleks transferryny z dwoma atomami żelaza, USS — układ siateczkowośródbłonkowy
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1,25 — 1̂ 35|o-g Fe (81). Cząsteczka bezbarw nej apo transferryny  ma dwa 
oddzielne m iejsca wiązania żelaza, z których każde zdolne jest do przyłą­
czenia jednego atom u Fe3+ (22). Odległość m iędzy atom am i żelaza w kom ­
pleksie Tf(Fe)2 wynosi ponad 9 A, co wyklucza możliwość ich in terakcji 
(1). Kompleks tran sfe rry n y  z żelazem ma intensyw ne różowe zabarwienie 
z m aksim um  absorpcji przy 470nm (1). Cząsteczka Tf może przyłączać 
także jony Cu2+, Mg2+ i Zn2+, ale trw ałość uzyskanych kom pleksów jest 
niew ielka (1, 55, 59, 80, 99). Część węglowodanowa tran sfe rry n y  zawiera 
kwas sialowy, galaktozę, mannozę i heksozoaminę w stosunku molowym 
4:8:4:8 (93). Nie w yjaśniono dotychczas roli czterech bocznych łańcuchów 
kwasu sialowego, które znajdują  się w cząsteczce Tf (43). Analizę składu 
aminokwasowego ludzkiej tran sfe rryny  przeprow adzili P a r k e r  i B e ­
a r  n (75) oraz R o o p (88). Pod wpływem  8M roztw oru m ocznika czą­
steczka Tf ulega dysocjacji na dwie różne podjednostki, k tórych ciężar 
cząsteczkowy rów na się w przybliżeniu połowie ciężaru natyw nej czą­
steczki. N-końcowym i aminokwasam i otrzym anych podjednostek są w ali- 
na i seryna (50, 51). W a n g  i S u t t o n  (100) sugerują, że podjednostki 
różnią się m iędzy sobą składem  am inokwasowym  i każda z nich może 
przyłączać jeden atom  Fe3+. W artości pK  stałych równowagi reakcji w ią­
zania żelaza dla tych podjednostek wynoszą: pK x ~  27,7 i pK 2 =  30,3 przy 
pH  7,4 (19). Kom pleks tran sfe rry n y  z żelazem, stabilny w zakresie pH  
7,5 — 10,0, dysocjuje w  pH  4,0 (80).

Ponieważ w osoczu ilość m iejsc wiążących Fe tran sfe rryny  jest w ięk­
sza od ilości jonów tego m etalu, toksyczne żelazo jonowe w w arunkach 
praw idłow ych w osoczu nie w ystępuje (32). W wiązaniu Fe od obu pod­
jednostek biorą praw dopodobnie udział trzy  cząsteczki tyrozyny i dwie 
h istydyny (1, 97), ale oba m iejsca wiążące m ają odm ienną budowę prze­
strzenną. Atom y Fe związane z tran sferryną  nie ulegają w ym ianie pom ię­
dzy sobą, ani w obrębie jednej cząsteczki ani m iędzy różnym i cząsteczka­
mi Tf (27, 71, 96).

M o n t r e u i l  i wsp. (66) wyosobnili białko o typie transferryny  
z m leka kobiecego i nazwali je laktosiderofiliną. Białko o bardzo podob­
nych właściwościach opisano także w płynie m ózgowo-rdzeniowym  (16, 
29, 75). B iałka wiążące żelazo w ystępują również u minogów (8) i ryb (64)r 
ale budowa ich nie jest dokładnie określona, natom iast białka w’ osoczu 
ptaków i ssaków są bardzo podobne do ludzkiej Tf (13, 44). W ystępująca 
w jajach konalbum ina ma dwa m iejsca wiązania Fe3+ (44, 102). Jest ona 
glikoproteidem  o ciężarze cząsteczkowym 85 000, nie zaw ierającym  kwasu 
sialowego (107).

Syntezę tran sferryny  regulu je szereg allelicznych genów. Olbrzym ia 
większość ludzi posiada genotyp T fc/T fc , czego przejaw em  fenotypow ym  
jest obecność w surow icy pojedynczej frakcji transferrynow ej tzw. tra n ­
sferryny  C. Dotychczas opisano 17 rzadkich odm ian Tf (4) różniących się 
ruchliwością elektroforetyczną na żelu skrobiowym . Do nieco częstszych
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odm ian należą jedynie B2 (Ц białych), Bi_0 (u Indian), Dx (u M urzynów)
i Dchi (u Chińczyków i Finów) (90). Różnice w budowie odmian tran sferryn  
odpow iadającą m utacjom  punktowym . Badając Tf D: m etodą finger prinl- 
ing  stw ierdzono, że od praw idłow ej Tf С różni się on jednym  am ino­
kwasem , a mianowicie miejsce kw asu asparaginowego w transferryn ie  С 
zajm uje reszta glicyny w Tf Dx (100, 101). M utacja w transferryn ie  B2 
dotyczy innego punktu  łańcucha i polega na podstaw ieniu reszty glicyny 
resztą kw asu glutaminowego, a w Tf Dcin na podstaw ieniu h istydyny 
lizyną lub argininą (101). Zdolność wiązania żelaza przez różne odm iany 
tran sfe rry n y  jest jednakowa.

B rak tran sfe rry n y  w surowicy (atransferrynem ia) jest rzadkim  zabu­
rzeniem  genetycznym , opisanym dotychczas w pojedynczych przypadkach 
(14, 38, 85). Na obraz kliniczny atransferrynem ii składa się niedokrwistość 
z niedoboru Fe i hemosyderoza. U osobników heterozygotycznycli nie 
stw ierdzono objawów klinicznych, pomimo obniżenia zawartości Tf w oso­
czu (9).

II. Tkankowe magazyny żelaza

Organizm  ludzki zawiera 3— 5g żelaza. W przewodzie pokarm owym  
w chłania się dziennie 0,6 do, l,8m g Fe, co stanow i 11%— 14% żelaza po­
chodzenia pokarmowego. W tym  sam ym  czasie całkowite w ydalanie Fe 
z organizm u w ynosi 0,5 do l,0mg. U kobiet m iesiączkujących ilość ta  
w zrasta średnio o 0,7mg, co powoduje dw u lub trzykro tne zwiększenie 
absorpcji jelitow ej Fe (67). Na żelazo tkankow e składa się Fe funkcyjne 
(Hb, m ioglobina, enzym y o budowie żelazoprotein) oraz Fe m agazynowe 
(ferry tyna, hem osyderyna) (2, 103).

1. Ferrytyna

F erry ty n a  w ystępuje  głównie w w ątrobie, śledzionie, nerkach i błonie 
śluzowej jelit. Nie m a jej w krw i obwodowej w stanach praw idłow ych 
(2, 103). F e rry ty n a  jest rozpuszczalnym  w wodzie połączeniem  apoferry- 
ty n y  z Fe3+. A poferrytyna jest ^ -g lobu liną  zbudowaną z 18—20 podjed- 
nostek o ciężarze cząsteczkowym 25 000 (103). W ew nątrz białkowej otocz­
ki znajdu ją  się m icele złożone z Fe, Fe(OH)3 i fosforanów o składzie 
(FeOCH)8 (F e 0 P 0 3H 2) (35). Ciężar cząsteczkowy fe rry ty n y  zależy od za­
wartości żelaza i dla frakcji bogatych we Fe wynosi 800 000—860 000 
(103).

2. Hemosyderyna

H em osyderyna jest nierozpuszczalna w wodzie, zaw iera 7,5%—45,0% 
F e3+ pod postacią Fe(OH)3. W skład ziaren hem osyderyny wchodzi k il­
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ka białek, między innym i apoferrytyna, oraz kwasy tłuszczowe, choles­
terol, węglowodany i związki o budowie hemowej (103). Przypuszcza się, 
że ziarna hem osyderyny mogą być przeładow anym i żelazem organellam i 
kom órkowymi, na przykład m itochondriam i (63). N atom iast S h o d e n
i S t u r g e o n  (94) zdefiniowali hem osyderynę w ątroby  królika jako 
am orficzne zagęszczenie cząsteczek zaw ierających głównie Fe(OH)3 
w agregacie białkowym , które pow staje, być może w  wodniczkach pod­
czas rozpadu białkowej części ferry tyny .

III. Wbudowywanie żelaza do tkanek

W w arunkach praw idłow ych około 90% Fe pobieranego przez dojrze­
w ające w szpiku krw inki czerwone pochodzi z erytrocytów , k tóre u le­
gają  rozpadowi w układzie siateczkowo-śródbłonkowym  (USS) głównie 
w ątroby  i śledziony (52). W ym iana żelaza m iędzy hemoglobiną a m aga­
zynam i jest bardzo powolna. Fe pochodzące z rozpadu hem u jest częścio­
wo m agazynowane w kom órkach USS pod postacią ferry tyny , ale etap 
ten  jest ściśle sprzężony z wym aganiam i erytropoezy. Opisane przez 
B e s s i s  i B r e t o n - G o r i u s  (5) zjawisko rofeocytozy odgrywa 
w w arunkach praw idłow ych niew ielką rolę w  przenoszeniu Fe do doj­
rzew ającej krw inki. Z a i l  i wsp. (110) w ykazali, że zawiesina szpiku, 
podobnie jak wyodrębnione retikulocyty , może syntetyzow ać ferry tynę  
z zew nątrzkom órkow ych aminokwasów i żelaza związanego z Tf. Syn­
teza ta zachodzi w obrębie strom y krw inki. Pojaw ienie się fe rry ty n y  
w obwodowej części ery troblasta nie jest więc dowodem, że nastąpiło 
przeniesienie ferry tyny  z kom órek USS na drodze rofeocytozy. W ery ­
trocytach  krążących fe rry tyny  nie zidentyfikowano.

1. Mechanizm uwalniania żelaza z transferryny

Wiadomo obecnie, że Tf przekazuje Fe niedojrzałej krw ince czerwo­
nej w sposób, um ożliw iający jego w ykorzystanie do budowy hem u a jed­
nocześnie zapobiegający niepotrzebnej, a prawdopodobnie i toksycznej, 
akum ulacji Fe w dojrzałych erytrocytach. Hem olizaty retikulocytów  
mogą wbudowywać wolne Fe do hem u, ale nie zużyw ają żelaza związa­
nego z Tf. Istotną rolę w m echanizm ie uw alniania m etalu z połączenia 
z białkiem  odgrywa zatem  błona komórkowa (25, 52). Podczas inkubacji 
retikulocytów  i dojrzałych erytrocytów  z FeCl3, żelazo jest pobierane 
z jednakow ą szybkością, ale nie jest silnie w iązane i w budow yw anie do 
hem u zachodzi z niską wydajnością. Proces ten  ulega zaham ow aniu pod 
w pływ em  związków chelatujących Fe (44). Natom iast Tf przekazuje że­
lazo tylko prekursorom  erytrocytów  (28, 58), w procesie tym  nie pojaw ia 
się w olny jon Fe i związki chelatujące żelazo nie m ają w pływ u na po­
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bieranie żelaza przez krw inki. In teresu jące jest stw ierdzenie, że komórki 
USS nie mogą pobierać Fe z Tf (110). Inkubując ery trocy ty  ze znako­
w anym  kom pleksem  transferryny  z żelazem przekonano się, że na po­
wierzchni niedojrzałych erytrocytów  znajdu ją  się specyficzne receptory 
dla Tf, k tórych ilość zmniejsza się w czasie dojrzew ania i znika całko­
wicie w krw inkach nie syntetyzujących  Hb (45, 69). N atura i działanie 
tych  receptorów  nie jest znane, są one czułe na działanie trypsyny 
i w ym agają do swojej czynności aktyw ności m etabolicznej krw inki. Po­
łączenie cząsteczki Tf z receptorem  powoduje prawdopodobnie zmianę 
konform acji białka, która ułatw ia przechodzenie Fe do kom órki (efekt 
allosteryczny) (27, 28, 65). M echanizm uw alniania Fe z transferryny  nie 
jest jeszcze całkowicie w yjaśniony (52. 72). Z badań M a z u r a  i wsp. 
(62) nad w budow ywaniem  Fe przez skraw ki w ątroby wynikałoby, że 
kwas askorbinowy i ATP tw orzą z Fe kompleks, z którego m etal jest bez­
pośrednio wbudow yw any w cząsteczkę apoferry tyny . Prawdopodobnie 
proces wiązania kom pleksu tran sferryny  z żelazem z pow ierzchnią ko­
m órki nie w ym aga ATP, natom iast usunięcie żelaza z tego kom pleksu 
w ym aga obecności związku o dużym  powinowactwie do Fe. Związkiem 
tym  może być ATP (34). Kwas askorbinowy działa przypuszczalnie jako 
czynnik redukujący  Fe3+ związane z Tf. Pow staje kom pleks: ATP, kwas 
askorbinowy i Fe, k tóry zawiera 2 mole ATP na 1 mol kw asu askorbino­
wego (schemat 1).

Adenina —  nyboza —  O  = 0

Schemat 1. Budowa kompleksu: ATP-kwas askorbinowy-Fe według M a z u r a ,
G r e e n a  i C a r l e t o n a  (62)

Redukcja żelaza osłabia jego w iązanie z Tf i uw alnia kom pleks Fe-ATP, 
k tóry  ulega dysocjacji, co jest połączone z reakcją  rozpadu ATP, do 
ADP i uwolnieniem  nieorganicznego fosforanu P;. Natom iast cząsteczka 
Tf w raca do krążenia.

M o r g a n  i L a u r e l l  (72) sugerow ali podobny m echanizm  dla 
prekursorów  erytrocytów . Badali w pływ  inkubacji z ATP i kwasem  as­
korbinow ym  na w budow ywanie Fe do retikulocytów  i ich cieni. W za­
stosowanych stężeniach ATP i kwas askorbinowy nie w yw ierały  wpływu 
na pobieranie Fe przez nienaruszone retikulocyty  (błona komórkowa 
krw inki jest nieprzepuszczalna dla nukleotydów), powodowały natom iast

Kwas askorbinowy

z pierścienia 
adeniny

Tf O
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znaczny wzrost inkorporacji do cieni krw inek. W budowyw anie Fe do 
retiku locytu  jest pobudzane przez glukozę i ham ow ane przez związki blo­
kujące m etabolizm  węglowodanowy (44).

We wcześniejszych stadiach rozwoju e ry trocy tu  włączanie żelaza mo­
że być szybsze niż synteza hemoglobiny, co stw arza względny nadm iar 
niehemowego Fe. W m iarę dojrzew ania krw inki pobieranie żelaza jest 
coraz wolniejsze, aż wreszcie ustaje  całkowicie. Starsze re tiku locyty  nie 
w łączają już Fe z Tf, ale są zdolne do syntezy hem u z zew nątrzkom órko- 
wej glicyny, przy czym Fe mogłoby być dostarczane z „rezerw y” w ew ­
nątrzkom órkow ej (72).

Ogólna ilość Tf krążącej w osoczu wynosi 7 do lOg, co odpowiada 
3mg Fe (21). Z kom órkam i szpiku związane jest około 20mg tran sfe r- 
ryny , jej stężenie w krw i rów na się 0,25g°/o (9). Ponieważ każda czą­
steczka Tf połączona jest z. powierzchnią kom órki przez około 1 m inutę, 
dzienny dopływ Fe do kom órek erytroidalnych wynosi 30 do 40mg że­
laza, co stanow i ilość 10 razy większą niż całkow ita ilość Fe związana 
z tran sferryną  w osoczu (28). W ielkość ta, nazw ana osoczowym tra n s ­
portem  żelaza stanow i m iarę aktyw ności erytropoetycznej szpiku. Okres 
półtrw ania Fe w osoczu jest bardzo krótki; wynosi on 60 do 120 m inut 
(92).

Los Fe po w budow aniu do ery troblastu  czy re tiku locytu  oraz na tu ra  
żelazowych prekursorów  hem u w obrębie krw inek czerwonych nie są 
dokładnie poznane (36, 61, 79, 110). Strom a dojrzałych, norm alnych e ry ­
trocytów  ludzkich zawiera około lio-g niehemowego Fe/m l m asy krw in- 
kowej (44). Część tego żelaza może być połączona z ATP w kom pleks
0 wzorze (ATP)2Fe (33, 54), ale rola tego połączenia nie jest dotych­
czas wyjaśniona.

2. Rola transferryny w  regulacji metabolizmu żelaza

Badania nad m echanizm em  działania Tf w ykazały, że pew na ilość jej 
cząsteczek uw alniana z powierzchni retikulocytów  zaw iera nadal żelazo 
(71). Nasuwało to przypuszczenie, że tylko jeden z dwóch atomów Fe 
połączonych z cząsteczką Tf jest w budow yw any do krw inki. J  a n d 1
1 К  a t z (45) stw ierdzili, że kom pleks tran sfe rryny  z żelazem ma w ięk­
sze powinowactwo do receptorów  na powierzchni retikulocytów  niż czą­
steczki apotransferryny . Prawdopodobnie jest to spowodowane zm ianam i 
konform acji w cząsteczce białka zachodzącymi po połączeniu z m etalem , 
przy czym zm iany te zależą od ilości atomów Fe w kom pleksie (27). 
Retikulocyty pobierają Fe z cząsteczek Tf(Fe)2 10 razy  szybciej niż 
z Tf(Fe), co może być spowodowane różnicą w kształcie i ładunku czą­
steczek. Hipotezę o odmienności s truk tu ra lnej obu m iejsc potw ierdza 
także fakt, że Fe związane  ̂ jednym  z dwóch m iejsc w iążących żelazo 
jest wybiórczo w ychw ytyw ane przez krw inki. Jakkolw iek dane te po­
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chodzą z doświadczeń in vitro, z duż^m  praw dopodobieństwem  można 
przyjąć, że zjawiska m ają podobny przebieg in vivo. Żelazo osocza nie 
tw orzyłoby zatem  jednolitej puli (28). Jeżeli kom órki szpiku pobierają 
Fe z jego kompleksu z Tf wybiórczo z jednego z m iejsc wiążących, to roz­
mieszczenie żelaza w krążącej transferryn ie  w inno zależeć od aktyw ności 
erytropoetycznej szpiku. Rozmieszczenie Fe w krążącym  białku będzie 
odm ienne w stanach wysokiej i niskiej aktyw ności erytropoetycznej, po­
mimo że °/o wysycenia Tf żelazem może być jednakow y. Jeżeli szpik jest 
ak tyw ny, to większość cząsteczek jest połączona tylko z jednym  atom em  
Fe, a miejsce „zorientowane” do ery troblastu  pozostaje wolne (schemat 2).

Schemat, 2. Rodzaje cząsteczek Tf uszeregowane według zmniejszającej się zdol­
ności uwalniania Fe do prekursorów krwinek czerwonych według F l e t c h e r a

i H u e h n s a  (28)
A i В — m iejsca wiązania Fe, A — m iejsce „zorientow ane” do erytroblastu

Niewiele wiadomo o uw alnianiu Fe z Tf do innych tkanek  biorących 
udział w metabolizmie Fe. Prawdopodobnie komórki, które m ają zdolność 
pobierania tego m etalu, m ają także na swojej powierzchni receptory, 
k tórych ilość zależy od potrzeb danej tkanki. W ten  sposób ilość recep­
torów m ogłaby regulować ilość Fe pobieraną przez komórkę. Kom órki 
USS i dojrzałe erytrocyty  nie posiadające receptorów  na swTojej po­
wierzchni, nie m ają także zdolności pobierania żelaza (28).

Specyficzną tkanką, która wym aga dużych ilości Fe i pobiera je 
z osocza, jest łożysko. Podczas ciąży poziom Fe w osoczu jest stały  lub 
obniża się, a całkow ita ilość Tf w zrasta dw ukrotnie, co prowadzi do obni­
żenia %  nasycenia białka żelazem (24, 68). Może to powodować większą 
m obilizację Fe z magazynów tkankow ych i zwiększone w chłanianie Fe 
w jelitach. Znajdujące się w łożysku receptory  mogą wiązać m niej na ­
syconą żelazem Tf bardziej w ydajnie, niż receptory  na powierzchni p re­
kursorów  erytrocytów . M echanizm ten  w yjaśnia ucieczkę Fe do płodu 
od m atki, która sama znajduje się w stanie deficytu Fe (28). Po stronie 
płodowej łożyska poziom Fe w surow icy jest stosunkowo wysoki, a po­
ziom Tf niski, co daje duży stopień nasycenia procentowego i sprzyja 
odkładaniu Fe w m agazynach płodu (77). Ponieważ doświadczenia z tran s- 
ferryną  znakowaną 131J  w ykazały że przez łożysko przechodzą bardzo 
niew ielkie ilości Tf, żelazo musi być odłączone od m atczynej tran sfer- 
ryny  i przeniesione do płodu poprzez jakiś pośredni system  transporto ­
wy (20, 31).

Pozostałe dwa procesy związane z m etabolizm em  Fe, w których tran s- 
fe rry n a  może odgrywać istotną rolę, to w chłanianie żelaza w przewodzie 
pokarm owym  i m agazynowanie Fe w tkankach. Przem iany zachodzące

Tf
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w tych tkankach muszą być ze sobą w jakiś sposób powiązane. Podw yż­
szona aktywność erytropoetyczna prowadzi do zwiększonej absorpcji Fe 
i do większej m obilizacji Fe z magazynów (11), a stan  m agazynów w p ły ­
wa na w chłanianie żelaza w jelitach (74, 106). Poszukiw ania czynnika 
hum oralnego, k tóry  w arunkow ałby powyższe korelacje, nie dały rezu lta ­
tu  (6). Ponieważ jednak, jak  zauważono poprzednio, erytropoeza i stan  
m agazynów w pływ ają na rozmieszczenie Fe w krążącej Tf, F l . e t c h e r  
i H u e h n s (2,8) w ysunęli hipotezę, że to w łaśnie usytuow anie atomów 
Fe w cząsteczce białka może być czynnikiem  regulu jącym  absorpcję Fe 
w przewodzie pokarm owym . W edług tej hipotezy żelazo związane z tran s- 
ferryną, (tzw. messenger iron) może być bądź przekazyw ane m agazynom  
ferrytynow ym , jak na schemacie 3, bądź erytroblastom . Hipoteza ta  roz­
szerza koncepcję messenger iron w ysuniętą przez W e i n t r a u b a ,  
C o n r a d a  i C r o s b y ’ e g o  (17, 104).

Schemat 3. Kontrola absorpcji żelaza przez Tf według F l e t c h e r a  i H u e h n -
s a (28)

A i В — m iejsce w iązania Fe, A — m iejsce „zorientow ania” do erytroblastu

F l e t c h e r  i H u e h n s  (27, 28) przypuszczali, że w budow yw ana 
do ferry tyny  w błonie śluzowej jelita  frakcja Fe może być tą  sam ą frak ­
cją żelaza osocza, k tó ra  jest wybiórczo w ychw ytyw ana przez krw inki — 
byłoby to Fe z m iejsca A w kom pleksie Tf(Fe)2 (schemat 3). Zwiększona 
aktyw ność erytropoetyczna powoduje szybsze przechodzenie tej frakcji 
Fe do erytroblastów , a zatem  zmniejsza ilość fe rry ty n y  pow stającej 
w kom órkach błony śluzowej jelita, co z kolei pociąga za sobą większą 
absorpcję Fe. Z drugiej strony to m iejsce wiążące żelazo w cząsteczce 
Tf, z którego m etal jest wybiórczo w ychw ytyw any przez niedojrzałe 
krw inki czerwone w szpiku, łatw iej wiąże Fe z kom órek błony śluzowej 
jelita  lub magazynów. Doświadczenia z dożylnym  i doustnym  podawa­
niem  żelaza potw ierdziły istnienie takich powiązań erytropoezy z absor­
pcją. Fe wprowadzone dożylnie przyłącza się rów nom iernie do Tf i w sku­
tek  tego jest pobierane przez szpik później niż żelazo podane doustnie. 
To ostatnie wiąże się z transferryną  w m iejscu, z którego jest szybciej 
w budow ywane do krw inek.
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F l e t c h e r  i H u e h n s  (27) sądzą, że drugie m iejsce wiążące żelazo 
w cząsteczce transferryny  jest rodzajem  m agazynu Fe, chociaż może 
ono także oddawać Fe retikulocytom . Ilość cząsteczek Tf, w których oba 
m iejsca wiążące są wysycone żelazem odzwierciedla zarówno poziom 
erytropoezy, jak  i stan m agazynów i z kolei determ inuje ilość Fe w bu­
dowywanego w komórki błony śluzowej jelit (schemat 3). Dalsze zwięk­
szenie absorpcji może być spowodowane w zrostem  stężenia Tf, na przy­
kład w okresie ciąży i w niedoborze Tf, co zmniejsza ilość całkowicie 
w ysyconych cząteczek tran sferryny  i zwiększa ilość m iejsc, które pobie­
ra ją  żelazo z komórek m agazynów i z kom órek błony śluzowej jelit (24, 
55, 56, 68). Układ w rotny naczyń w obrębie jam y brzusznej jest tego 
rodzaju, że absorpcja Fe w jelitach, o ile zachodzi, zapobiega opróżnieniu 
m agazynów w wątrobie. M echanizm ten, p rzydatny  w przypadku zwięk­
szonego zapotrzebow ania na żelazo przy wzmożonej erytropoezie, może 
w pew nych przypadkach prowadzić do nadm iernej akum ulacji Fe w or­
ganizmie (12, 23).

Na zakończenie należałoby dodać, ze istn ieje  bardzo niewiele danych
o m echanizm ie uw alniania Fe z tkanek  i łączeniu go z cząsteczką tra n s­
ferryny. M a r s t o n  i A l l e n  (60) oraz L e e  i wsp. (58) w ysunęli 
hipotezę, że do prawidłowego uw alniania Fe z tkanek  niezbędna jest 
miedź. Ponieważ przechodzenie żelaza z tkanek  do osocza wym aga enzy­
m atycznego utlenienia Fe2+, ceruloplazm ina osocza, k tó ra  jest oksydazą 
(78) m ogłaby katalizować tę reakcję. U zw ierząt z doświadczalnym  nie­
doborem miedzi ilość Fe w m agazynach i w kom órkach błony śluzowej 
jelit zwiększa się (58), ale u chorych z niedoborem  ceruloplazm iny (cho­
roba Wilsona) nie w ystępują zaburzenia m etabolizm u żelaza. Szybkość 
pow staw ania kom pleksu tran sferryny  z żelazem badali R o s s  i wsp. 
(89). Przypuszczają oni, że u tlenianie Fe2+ może zachodzić już po w y­
tw orzeniu kom pleksu z Tf.

Przedstaw ione tu ta j ak tualne poglądy na zagadnienie funkcji tran s­
ferryny , jako czynnika regulującego m etabolizm  żelaza, nie w yczerpują 
zagadnienia. W ostatnim  rozdziale zestawiono dane na tem at zachowa­
nia się tran sfe rryny  w zaburzeniach m etabolizm u żelaza i białek ustro ­
jowych.

IV. Zachowanie się transferryny w stanach patologicznych

Poziom Tf w osoczu lub surow icy można oznaczyć bezpośrednio m e­
todą im m unoelektroforezy lub pośrednio określając zdolność w iązania 
Fe przez białka surowicy in vitro lub in vivo  (26, 32, 84, 91). W edług 
H o l m b e r g a  i L a u r e l l a  (42) oraz W u h r m a n n a  i J a s i ń ­
s k i e g o  (108, 109) w w arunkach praw idłow ych zdolność wiązania Fe 
nie jest całkowicie w ykorzystana i tzw. współczynnik nasycenia transfer-
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ryny  przez żelazo wynosi 30%—33%. Podczas oznaczania poziomu Tf 
m etodami chemicznym i odróżnia się zdolność w iązania żelaza tzw. cał­
kowitą (ang. total iron binding capacity — T.I.B.C.) oraz u tajoną (ang. 
latent iron binding capacity — L.I.B.C.) (9). T.I.B.C. w stanach praw idło­
wych wynosi 315 do 380juLg Fe/100 ml surow icy (55, 82). Jest to suma 
stężenia żelaza osoczowego i L.I.B.C. W badaniach kinetyki m etaboliz­
mu Fe i Tf coraz częściej używa się izotopów żelaza 55Fe i 59Fe oraz 
tran sferryny  znakowanej 125J  lub 131J  (47, 70, 80). Oznaczanie poziomu Fe 
w surowicy, L.I.B.C. i T.I.B.C. oraz stężenia Tf, a także badania k inetyki 
mogą odgrywać zasadniczą rolę w diagnostyce chorób przebiegających 
z zaburzeniam i m etabolizm u Fe i gospodarki białkowej w ustroju.

1. Niedokrwistości

Anemia z niedoboru żelaza przebiega z obniżeniem  poziomu Fe w  su­
rowicy, oraz podwyższeniem T.I.B.C. i L.I.B.C. W spółczynnik nasycenia 
transferryny  osoczowej przez żelazo może wynosić naw et poniżej 10% 
(18, 37). W anem iach sideropenicznych G e l a t i  i S a l v a t o r e  (30) 
oraz M u k h e r j e e  i M u k h e r j e e  (73) stw ierdzili obniżenie stę­
żenia Fe do 40n.g/100 ml surowicy, przy średnim  poziomie T.I.B.C. od 
406 do 433i*ig/100 ml surowicy. Określenie poziomu Tf pozwala także na 
ujaw nienie niedoboru żelaza m niejszego stopnia, w k tórym  obniżenie 
poziomu żelaza osoczowego i Hb jest niew ielkie oraz um ożliw ia w ykrycie 
tzw. utajonego deficytu Fe (40). U tajony niedobór żelaza z niskim  lub 
praw idłow ym  poziomem Fe w surow icy i zwiększoną T.I.B.C., bez obni­
żenia poziomu hemoglobiny i liczby erytrocytów  w krw i krążącej, może 
być spowodowany dietą ubogą w Fe, zmniejszoną absorpcją żelaza z prze­
wodu pokarmowego, u tra tą  krw i lub zwiększonym zapotrzebow aniem  
ustro ju  na przykład w okresie ciąży, na ten  p ierw iastek (40, 111). Cha­
rak terystyczne dla powyższych stanów podwyższenie poziomu Tf zwięk­
sza ilość miejsc pobierających Fe z kom órek m agazynów i błony śluzo­
wej jelit.

T ransferryna może odgrywać rolę w niesw oistej odporności hum o- 
ralnej; wiążąc Fe ham uje rozwój drobnoustrojów  (57) oraz w irusów 
(105). W chorobach zakaźnych oraz po w strzyknięciu endotoksyn bar­
dzo często dochodzi do niedokrwistości sideropenicznej z niskim  pozio­
m em T.I.B.C., oraz do odkładania się złogów hem osyderyny w szpiku 
(2, 46, 52, 111). Patogeneza tej niedokrwistości nie jest całkowicie w y­
jaśniona. W budowywanie 59Fe podanego dożylnie w postaci kom pleksu 
transferryny  z żelazem jest praw idłowe, natom iast w budow yw anie uw al­
nianego z rozpadłych krw inek czerwonych Fe do erytroblastów  jest 
zwolnione. Prow adzi to do pow stania anem ii niedobarw liw ej z niedoboru 
żelaza przy przeładow anych m agazynach. Opisane zm iany są praw do­
podobnie spowodowane nieswoistą stym ulacją USS głównie w ątroby
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i śledziony, co pociąga za sobą częściowe zaham owanie procesu uw alnia­
nia Fe z komórek USS do osocza. W ystępuje tu  zjaw isko rozkojarzenia 
anabolizm u i katabolizm u Fe. P rzy  obniżeniu stężenia Tf w osoczu 
zm niejsza się wchłanianie żelaza w przewodzie pokarm owym , co zapo­
biega w  pewnym  stopniu dalszemu przeładow aniu magazynów, a jedno­
cześnie zmniejsza się także pobieranie żelaza z m agazynów (52).

Anem ię sideropeniczną z obniżoną T.I.B.C. opisano także w stanach 
rozrostow ych układu krwiotwórczego oraz w  przebiegu choroby nowo­
tworowej (30, 52, 83). Patogeneza powyższej niedokrw istości nie jest 
w yjaśniona.

W anem iach hem olitycznych poziom Fe w surow icy podwyższa się, 
a T.I.B.C. spada, co powoduje większe w ysycenie tran sfe rry n y  żelazem. 
U chorych z niedokrwistością aplastyczną poziom T.I.B.C. podwyższa 
się (59).

2. Sideroza

M o r g a n  i F i n c h  (70) wyw oływ ali doświadczalną siderozę u kró­
lików podając im dekstran-Fe. Po upływ ie 4 lat u zw ierząt tych okreś­
lono zawartość tkankowego i osoczowego żelaza i Tf, oraz przeprow a­
dzono badania kinetyczne, przy użyciu 55Fe, 59Fe i tran sfe rryny  króliczej 
znakow anej 131J. Zw ierzęta z w yw ołaną siderozą m iały podwyższony po­
ziom Fe tkankowego, zaznaczony najw yraźniej w w ątrobie, śledzionie 
i w nerkach, w porównaniu ze zw ierzętam i kontrolnym i. Badania histo­
logiczne w ątroby u jaw niły  rozszerzone przestrzenie w rotne w ypełnione 
hem osyderyną i brak objawów marskości. Z iarna hem osyderyny znajdo­
wano także w śledzionie i w nerkach. U królików  przeciążonych żelazem 
stężenie Fe osoczowego było podwyższone, a T.I.B.C. znacznie obniżona, 
co pociągało za sobą praw ie całkowite wysycenie tran sfe rry n y  przez że­
lazo. Powodowało to większe pobieranie Fe przez kom órki narządów 
miąższowych z kom pleksu tran sfe rryny  z żelazem. Przyczyną spadku 
T.I.B.C. było obniżenie całkow itej ilości Tf w ustro ju , przy praw idło­
w ym  jej rozmieszczeniu w przestrzeniach w ew nątrz i zew nątrznaczy- 
niowych. Jest to prawdopodobnie spowodowane zaham owaniem  syntezy 
Tf w wątrobie, na skutek ew entualnego uszkodzenia kom órek miąższu 
przez złogi hem osyderyny.

Podobne zm iany w siderozie potransfuzyjnej opisał C a z a l  (15). 
W ielokrotne przetoczenia krwi, które nie są poprzedzone jej u tra tą , mo­
gą doprowadzić do przeciążenia m agazynów i spowodować bądź to zw y­
kłą siderozę bez ciężkich powikłań, bądź to siderozę powikłaną, iden­
tyczną z hemochrom atozą idiopatyczną, z ciężkimi zaburzeniam i w ątro ­
bowym i, trzustkow ym i, krążeniow ym i i endokrynologicznym i. Z autopsji 
w ielokrotnych biorców krw i w ynika, że niepow ikłana sideroza potrans- 
fuzyjna przeciąża głównie kom órki USS. W przypadkach pow ikłanej si-
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derozy, która w ystępuje rzadziej i po długotrw ałym , w ielokrotnym  le ­
czeniu przetaczaniem  krw i obraz kliniczny charakteryzują: p igm entacja 
skóry, napady bólów w ątrobow ych i hepatom egalia. N adm iar żelaza po­
w oduje m artw icę najbardziej przeładow anych kom órek, a następnie 
p rzerastan ie narządu tkanką łączną.

3. Stany chorobowe przebiegające z niedoborem białek surowicy

Niedobór białek może w ystąpić w przebiegu chorób w ątroby, stanów  
zapalnych przewodu pokarmowego, oraz w nerczycach (9). Ponieważ 
synteza transferryny  przebiega w w ątrobie (53, 108), w schorzeniach tego 
narządu  w ielokrotnie opisywano zm iany T.I.B.C. i L.I.B.C. (10, 76, 98). 
U chorych z ostrym  zapaleniem  w ątroby następuje podwyższenie T.I.B.C., 
która powraca do norm y w okresie zdrowienia, zachow ując się jak  „en­
zym  w skaźnikow y”. Natom iast w przebiegu m arskości w ątroby stężenie 
Fe w osoczu spada w niew ielkim  stopniu oraz obniża się T.I.B.C.

J  e n s e n i wsp. (47) badali m etabolizm  Tf znakow anej 131J w zespole 
nerczycowym  i gastroenteropatiach przebiegających z u tra tą  białka. W y­
niki uzyskane u 9 zdrow ych osobników stanow iły kontrolę. W obu g ru ­
pach przeprowadzono także badania stosując znakow aną album inę. Zde­
cydowana większość pacjentów  z zespołem nerczycowym  w ydala z mo­
czem białka osocza o niskim  ciężarze cząsteczkowym  (album iny, hapto- 
globiny, transferryna) (9, 86). U 8 chorych z nerczycą wykazano zm niej­
szenie stężenia Tf w surowicy do 163 mg/100 m l (średnia w artość dla 
grupy kontrolnej — 214 mg/100 ml), oraz szybsze znikanie białka z oso­
cza w skutek rozpadu i w ydalania przez nerki. Synteza tran sfe rryny  była 
szybsza: 17 do 33 m g/kg/dzień w porównaniu z kontrolą (16 mg/kg/dzień). 
U 15 pacjentów  z chorobam i przewodu pokarmowego uzyskano podobne 
w yniki, ale nie stw ierdzono zwiększenia endogennej u tra ty  białka. S tę­
żenie Tf w surow icy u tych chorych wynosiło 72 do 200 mg/100 ml, 
a szybkość syntezy 11 do 49 mg/kg/dzień. W obu zespołach chorobowych 
w ykazano korelację szybkości znikania Tf i album iny z osocza, przy 
braku korelacji ich stężeń. Jest to w ynikiem  większego przyspieszenia 
syntezy transferryny . Synteza Tf jest szybsza w zespole nerczycowym  
średnio o 58'%, a w gastroenteropatiach o 69%, podczas gdy w artości 
te dla album iny wynoszą 32% i 39%. Zaobserwowano także korelację 
m iędzy znikaniem  transfe rryny  z osocza a jej syntezą w w ątrobie. Nie­
rozstrzygniętym  zagadnieniem  pozostaje zwiększony katabolizm  białek 
w zespole nerczycowym  (3, 39, 48, 49). Ponieważ objaw u tego nie stw ier­
dzono w gastroenteropatiach, J  e n s e n i wsp. (48, 49) przypuszczają, że 
w nerczycy zachodzi rozpad białek pochodzenia nerkowego. Obniżony po­
ziom Tf w przebiegu niedoborów białkowych może być przyczyną zabu­
rzeń m etabolizm u Fe prowadząc do niedokrwistości niedobarw liw ej i si- 
derozy narządowej (9).
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4. Hemochromatoza

Sam oistna hemochromatoza jest rzadkim  cierpieniem  dziedzicznym  
w ystępującym  rodzinnie, zwłaszcza u mężczyzn. Chorobę tę cechuje pod­
wyższony poziom żelaza w osoczu przy zm niejszonej u tajonej zdolności 
w iązania żelaza oraz przyspieszenie w chłaniania Fe w jelicie i znaczne 
zwiększenie ilości żelaza magazynowego rzędu 20— 58g. O bjaw y kliniczne 
zależne są od um iejscowienia złogów Fe. Opisywano przerostow ą m ars­
kość w ątroby, zwyrodnieniowe zm iany w łókniste trzustk i z ciężką cuk­
rzycą, niewydolność krążenia pochodzenia sercowego oraz wciągnięcie 
w spraw ę chorobową kory nadnerczy. Brązowe zabarw ienie skóry może 
być przyczyną błędnego rozpoznania pelagry lub choroby Addisona. Do­
kładne rozpoznanie można ustalić jedynie na drodze biopsji po ilościo­
w ym  oznaczeniu zawartości żelaza, przy czym zawartość fe rry ty n y  może 
przekraczać norm ę naw et 100-krotnie (92).

B l a n c  i V a n n o t t i  (7) zajm owali się m etabolizm em  tra n sfe rry ­
ny w idiopatycznej hemochromatozie i stw ierdzili, że genetycznie uw a­
runkow aną anorm alnością w tym  schorzeniu jest statystycznie znam ien­
ny  spadek stężenia Tf w osoczu. Sam oistna hem ochrom atoza byłaby więc 
wrodzoną hypotransferrynem ią. Dalsze obniżenie Tf może być spowo­
dowane ,,siderotycznym ” uszkodzeniem  kom órek w ątroby. W rodzone 
obniżenie stężenia transferryny  nie tłum aczy jednak w jaki sposób do­
chodzi w tym  schorzeniu do zwiększenia szybkości w chłaniania Fe 
w przewodzie pokarm owym , ponieważ w edług ostatniej hipotezy F l e t -  
c h e r a  i H u e h n s a  (27, 28) w ysycenie Tf przez żelazo, powinno h a ­
mować absorpcję tego pierw iastka w jelicie.
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AN D RZE J L. P A W L A K *

Wpływ kwasu 2,3-dwufosfoglicerynowego na wydajność przenosze­
nia tlenu przez hemoglobinę

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.

W ydajność przenoszenia tlenu  przez krw inki czerwone, czyli różnica 
utlenow ania krw i tętniczej i krw i żylnej zależy z jednej strony od ciśnie­
nia parcjalnego tlenu w tkankach, z drugiej — od powinowactwa hem o­
globiny do tlenu. K rw inki zaw ierające hem oglobiny o zmienionej sekw en­
cji aminokwasów i o zwiększonym  powinowactwie do tlenu  odznaczają 
się m niejszą w ydajnością przenoszenia tlenu  niż krw inki z praw idłow ą 
hemoglobiną.

Na możliwość regulacji powinowactwa praw idłow ej hemoglobiny do 
tlenu  w skazyw ały jego przejściowe zm iany w przebiegu chorób nabytych. 
Zm niejszenie powinowactwa hem oglobiny do tlenu  i wzrost wydajności 
przenoszenia tlenu  przez krw inki czerwone zaobserwowano w przypad­
kach niedokrw istości (12, 19), przew lekłych stanów niedotlenienia (12), 
nadczynności tarczycy (13) i m arskości w ątroby  (19). W przypadkach 
choroby B urgera powinowactwo hem oglobiny do tlenu  jest zwiększone (1). 
W zrost powinowactwa hem oglobiny do tlenu  stw ierdzono również w prze­
chowyw anej krw i konserw owanej (24). M iarą powinowactwa hemoglobiny 
do tlenu jest ciśnienie parcjalne tlenu, przy  którym  hemoglobina jest 
utlenow ana w 50% (p 1/2). In terakcja  hemów, k tó ra  również w pływ a na 
wydajność przenoszenia tlenu  przez hemoglobinę, nie zmienia się w w y­
m ienionych stanach — z; w yjątk iem  hemoglobin patologicznych.

Ostatnio w yjaśniono m echanizm  zmian powinowactwa hemoglobiny 
do tlenu  w przebiegu niedotleniania i w czasie przechow yw ania krw i kon­

* Dr med., Zakład Genetyki Człowieka, Akademia Medyczna, Poznań 
Wykaz stosowanych skrótów: ACD — cytrynian sodu 1,32 g, kwas cytrynowy

0,48 g, glukoza 1,4 g, woda destylowana do 100,0 ml, pH 5,0 w 20°C; CPD — cytrynian 
sodu 2,6 g, NaH2P 0 4*H20  0,277 g, glukoza 2,5 g, woda destylowana do 100,0 ml, 
pH 5,75 w 20°C; 2,3-DPG — kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy; IHP — sześciofosforan 
inozytolu; p 0 2 — ciśnienie parcjalne tlenu; p C 02 — ciśnienie parcjalne C 02.
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serwowanej. Zm iany te  zależą od wpływu kw asu 2,3-dwufosfogliceryno- 
wego (2,3-DPG) i ATP na czynność hemoglobiny. Poznany m echanizm  
bierze udział w regulacji w ydajności przenoszenia tlenu  przez krw inki 
czerwone.

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

Przełom owe znaczenie dla poznania m echanizm u regulacji powinowac­
tw a hemoglobiny do tlenu  miało w ykrycie różnic w zdolności wiązania 
związków fosforanow ych w ystępujących w krw inkach czerwonych 
(2,3-DPG, ATP) przez hemoglobinę odtlenow aną i utlenow aną. 2,3-DPG 
w ystępuje w ery trocytach  w stężeniu znacznie większym , aniżeli w ko­
m órkach innych tkanek. Syntezę i rozkład tego związku opisano jako 
charakterystyczną dla krw inek czerwonych drogę m etaboliczną (20) (sche­
m at 1). Stężenie 2,3-DPG w krw inkach czerwonych wynosi około 
4,5X10-?M (ATP — 1,5—2,5X10-3M). Jest ono regulow ane przez szereg 
reakcji. 2,3-DPG ham uje heksokinazę zajm ując m iejsce ATP i w ten  spo­
sób może wpływać na szybkość glikolizy w krw ince czerwonej (sche­
m at 1). 2,3-DPG ham uje również m utazę dwufosfoglicerynianow ą, ka ta li-

GHu koza

j ATP
i Heksokinaza  
MDP ---------------

Glukozo - 6 - P

ATP

ADP

F ru k to zo -1 -6 -P

A ldehyd  3 -fo sfog lice rynow y

4NAD

'7  r>prl'Zred.NAD

Kin a za 

fosfoglice

ADP

ATP

Pirogronian

Schemat 1. Glikoliza w  krwince czerwonej człowieka; R-L — cykl Rapoporta-Lue-
beringa (20)
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żującą jego syntezę. Prawdopodobnie w w ym ienionych reakcjach bierze 
udział ty lko w olny 2,3-DPG, dlatego wiązanie tego związku z hemoglobiną 
ma kluczowe znaczenie w regulacji jego stężenia w krw inkach czerwo­
nych (4).

Hemoglobina w ystępuje w krw inkach czerwonych w stężeniu około 
5X 10-3M. Jest ona tetram erem  składającym  się z dwóch łańcuchów a 
i z dwóch łańcuchów (3. Łańcuchy te w ykazują duże podobieństwo w iel­
kości, ksz ta łtu  i składu aminokwasów z mioglobiną. Z czwartorzędowej 
s tru k tu ry  hemoglobiny w ynika jednak szereg różnic w czynności wiązania 
tlenu  przez hemoglobinę i mioglobinę. K rzyw a powinowactwa hemoglobi­
ny do tlenu  ma kształt sigmoidalny, a krzyw a powinowactwa mioglobi- 
ny — hiperboliczny. Hemoglobina ma m niejsze powinowactwo do tlenu 
aniżeli m ioglobiną (rysunek 1) oraz zmienia je w zależności od pH  
(efekt Bohra).

Log p02

Rys. 1. Krzywe wiązania tlenu przez mioglobinę (a), hemoglobinę oczyszczoną (b) 
oraz hemoglobinę w  krwinkach czerwonych (c) (4)

Najnowsze badania B e n e s c h ’ ó w  i wsp. (4, 5) w ykazały, że sama 
czw artorzędowa s truk tu ra  hemoglobiny nie tłum aczy mniejszego, w po­
rów naniu z mioglobiną, powinowactwa hemoglobiny do tlenu. Hemoglo­
bina oczyszczona, wolna od organicznych związków fosforowych w yka­
zuje znacznie większe powinowactwo do tlenu od hem oglobiny w krw in­
kach czerwonych. Krzywa powinowactwa oczyszczonej hemoglobiny 
zachowuje sigm oidalny kształt, jednak w odcinku końcowym  pokrywa 
się ona z krzyw ą powinowactwa mioglobiny do tlenu  (rysunek 1). Dodanie 
rów nom olarnej ilości 2,3-DPG do roztw oru oczyszczonej, nie zawierającej 
fosforu hem oglobiny zmniejsza jej powinowactwo do tlenu  do wartości 
oznaczonych w pełnej krwi. Sugeruje to, że w krw inkach czerwonych 
m ałe powinowactwo hemoglobiny do tlenu  jest rów nież spowodowane 
dużym  stężeniem  2,3-DPG. K rw inki czerwone większości gatunków  ssa­
ków zaw ierają znaczne ilości 2,3-DPG i u tych  gatunków  powinowactwo 
oczyszczonej hemoglobiny do tlenu  obniża się pod w pływ em  2,3-DPG. 
W krw inkach czerwonych owcy nie stw ierdza się grom adzenia tego związ­
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ku, a hemoglobina tego gatunku ma niskie, nie zm ieniające się po dodaniu
2,3-DPG powinowactwo do tlenu  również po oczyszczeniu (4).

U ptaków i żółwi w krw inkach czerwonych gromadzi się inny związek 
fosforanow y odznaczający się również właściwością zm niejszania powino­
w actw a hemoglobiny do tlenu  — sześciofosforan inozytolu (IHP). M niejsze 
niż u ssaków powinowactwo do tlenu  i odpowiednio większa wydajność 
przenoszenia tlenu przez krw inki czerwone tych  zw ierząt zależą od w pły­
w u IH P na hemoglobinę. Roztwory oczyszczonych hemoglobin kurczęcia 
i człowieka po dodaniu IH P w ykazyw ały podobne powinowactwo do tlenu  
jak  krew  ptaków, natom iast po dodaniu 2,3-DPG — powinowactwo typo­
we dla krw i ludzkiej (5).

II. Mechanizm działania 2,3-DPG na powinowactwo hemoglobiny do tlenu

Badania nad wiązaniem  2,3-DPG przez hemoglobinę A w ykazały, że 
związek ten tw orzy kom pleksy tylko z jej odtlenow aną form ą (rysunek 2). 
W skazuje to, że 2,3-DPG w pływ a na krzyw ą dysocjacji hemoglobiny

Rys. 2. Krzywa wiązania 23-DPG przez hemoglobinę odtlenowaną (dezoksy) i utle-
nowaną (oksy) (6)

i tlenu  obniżając powinowactwo hemoglobiny odtlenow anej do tlenu. 
Ponieważ stany utlenow ania hem oglobiny i jej związania z 2,3-DPG w y­
łączają się wzajem nie, reakcję utlenow ania hemoglobiny w obecności
2,3-DPG można przedstaw ić następująco (4):

HfcDPG +  4 0 2^ ± H b 0 8+DPG

W iązanie 1 mola 2,3-DPG przez 1 mol hemoglobiny odtlenow anej su­
geruje, że w tetram erze hem oglobiny w ystępuje tylko jedno m iejsce w ią­
zania 2,3-DPG. Przypuszcza się, że dysocjacja te tram eru  hem oglobiny 
powroduje rozbicie m iejsca wiązania 2,3-DPG. Brak w iązania 2,3-DPG 
przez hemoglobinę utlenow aną należy zatem  łączyć z dysocjacją tej 
ostatn iej na dim ery. Tetram er łańcuchów charakterystyczny dla a-ta la- 
semii — hemoglobina H, k tóra po utlenow aniu zachowuje struk tu rę  
tetram eru , wiąże 2,3-DPG zarówno przed jak  i po utlenow aniu (4).
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Na swoistość mechanizmu w iązania 2,3-DPG przez hemoglobinę odtle- 
now aną w skazuje m niejsza zdolność hem oglobiny płodowej (Hb F) do 
w iązania tego związku w porów naniu z hemoglobiną A (22). Ponieważ 
zawartość 2,3-DPG w płodowych krw inkach czerwonych jest zbliżona do 
praw idłowego poziomu w krw inkach czerwonych dorosłego człowieka, 
m niejsza zdolność wiązania 2,3-DPG przez hemoglobinę płodową jest 
praw dopodobnie przyczyną ich zwiększonego, w porów naniu z krw inkam i 
czerw onym i dorosłego człowieka powinowactwa do tlenu  (14).

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

L e n f a n t  i wsp. (15) stw ierdzili, że zm iany ciśnienia parcjalnego 
tlenu  pOz w  pow ietrzu oddechowym powodują u badanych osób zmiany 
zaw artości 2,3-DPG w krw inkach czerwonych i powinowactwa tych 
krw inek do tlenu. Badani nie w ykazyw ali zmian pH krw i, co wyłącza 
możliwość zmian powinowactwa hem oglobiny do tlenu  zależnych od 
efektu Bohra. A utorzy sądzą, że zm iany powinowactwa hem oglobiny do 
tlenu  są w ynikiem  zmian zawartości 2,3-DPG w krw inkach czerwonych. 
A daptacyjna zm iana stężenia 2,3-DPG oraz krzyw ej w iązania tlenu  przez 
hemoglobinę w krw inkach badanej osoby w ystępow ała w pełnym  natęże­
niu  w czasie 24 do 48 godzin od w yw ołującej ją, trw ałej zm iany p 0 2 
w  pow ietrzu oddechowym. W przypadku w zrostu p 0 2 następowało ob­
niżenie poziomu 2,3-DPG i zwiększenie powinowactwa krw inek do tlenu, 
w przypadku obniżenia pOz — zwiększenie poziomu 2,3-DPG i obniżenie 
powinow actw a erytrocytów  do tlenu.

Przypuszcza się, że m echanizm  opisanych zmian, w yjaśniający ich 
adaptacyjne znaczenie, jest następujący. W w arunkach obniżonego p 0 2 
w tkankach, w erytrocytach w ystępują  większe ilości odtlenow anej hem o­
globiny, w skutek czego większe ilości 2,3-DPG i ATP wiążą się z hemo­
globiną. W w arunkach  beztlenowych glikoliza w krw inkach czerwonych 
ulega przyspieszeniu, co prawdopodobnie jest spowodowane zm niejsze­
niem  stężenia 2,3-DPG i ATP nie związanych z hemoglobiną. W w yniku 
przyspieszenia glikolizy i w ytw arzania 2,3-DPG oraz ATP, całkow ita ilość 
tych  związków w  krw inkach czerwonych zwiększa się w w arunkach obni­
żonego p 0 2. W zrost całkowitego stężenia 2,3-DPG i ATP w krw inkach 
czerwonych pow oduje zm niejszenie powinowactwa hem oglobiny do tlenu  
i zwiększenie w ydajności przenoszenia tlenu  przez krw inkę czerwoną (3). 
Uzyskane tą  drogą zwiększenie p 0 2 w tkankach  ma charak ter reakcji 
hom eostaty czne j .

W przypadkach wrodzonych niesferocytow ych niedokrwistości hemoli- 
tycznych, spowodowanych niedoborem  aktyw ności kinazy pirogroniano- 
w ej w krw inkach  czerwonych (schem at 1), ilość 2,3-DPG w tych k rw in­
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kach może być dw ukrotnie większa niż w ery trocytach  norm alnych. Je d ­
nocześnie powinowactwo hemoglobiny do tlenu  jest obniżone, a w ydaj­
ność przenoszenia tlenu  przez krw inki czerwone zwiększona. K rew  chorego 
k tó ra  zaw ierała zaledwie 9g hemoglobiny w lOOml, m iała taką  samą zdol­
ność przenoszenia tlenu  jak  krew  norm alna o zaw artości 15g hem oglobiny 
w lOOml (18).

W iększa w porów naniu z dojrzałym i krw inkam i zawartość 2,3-DPG 
w retikulocytach i w  m łodych krw inkach czerwonych jest przyczyną 
m niejszego powinowactwa ich hem oglobiny do tlenu. Oznacza to, że po 
pobudzeniu erytropoezy, krew  bogata w retiku locyty  i m łode erytrocyty , 
przenosi tlen  w ydajniej, aniżeli krew  z norm alną populacją krw inek  
czerwonych (9). W krw i konserw ow anej stężenie ATP i 2,3-DPG zm niej­
sza się. W pierw szych dwóch tygodniach przechow yw ania ilość 2,3-DPG 
zm niejsza się do 15% wartości początkowej; stężenie ATP zmniejsza się 
po dłuższym  okresie przechowyw ania krw i konserw ow anej ACD (7). 
Zm ianom  tym  tow arzyszy wzrost powinowactwa przechow yw anej krw i 
do tlenu . Po inkubacji konserw ow anych krw inek czerwonych w tem pera­
tu rze  37° С z dodatkiem  inozyny lub po przetoczeniu konserw ow anej krw i 
stężenie 2,3-DPG w erytrocytach zwiększa się, a powinowactwo hem or 
globiny do tlenu  — zmniejsza, co przem aw ia za przyczynowym  związkiem 
pom iędzy tym i dwoma zmianam i (9, 23).

B adania niedokrwistości, k tórym  towarzyszyło zm niejszenie powino­
w actw a hem oglobiny do tlenu  są gorzej udokum entow ane (12). Tylko 
w  n iektórych przypadkach wykazano zwiększenie stężenia organicznych 
związków fosforu w  krw inkach czerwonych, co w skazywałoby na
2,3-DPG, jako czynnik w arunkujący  zmianę powinowactwa hem oglobiny 
do tlenu  (15).

IV. Wpływ 2,3-DPG i zmian powinowactwa hemoglobiny do tlenu na 
wydajność przenoszenia tlenu przez krwinki czerwone

W w arunkach fizjologicznych stałe p 0 2 w  tkankach, niezależne od 
zm ian szybkości zużycia tlenu, zależy przede wszystkim  od właściwego 
w spółdziałania krążenia i oddychania. Zm iany szybkości erytropoezy w y­
stępu ją  dopiero w przebiegu przewlekłego niedotlenienia.

W pływ  zmian powinowactwa hem oglobiny do tlenu na w ydajność 
przenoszenia tlenu  przez krw inki czerwone był znany od dawna. P rzy  
praw idłow ej perfuzji i w ym ianie gazów w płucach utlenow anie krw i 
tętn iczej wynosi blisko 100%, a w ydajność przenoszenia tlenu  zależy 
od utlenow ania hem oglobiny w w arunkach p 0 2, p C 0 2 i pH w ystępu ją­
cych w  tkankach. W danych w arunkach przesunięcie krzyw ej wiązania 
tlenu  przez hemoglobinę w lewo — zm niejsza wydajność przenoszenia
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tlenu  (rysunek 3). W przypadkach niektórych hemoglobin patologicznych, 
charakteryzujących  się trw ałym  przesunięciem  krzyw ej utlenow ania 
hem oglobiny w lewo, w ystępuje w w yniku przyspieszonej erytropoezy 
kom pensacyjna hiperglobulia. Do takich hemoglobin należą: Hb Chesa- 
peake (11), Hb Capetown (16), Hb Yakim a (17) i Hb Kem psey (21). 
W przypadku hemoglobiny Kansas, k tóra ma zmniejszone powinowactwo 
do tlenu, nie zaobserwowano objawów zwiększonej zdolności przenosze­
nia tlenu  przez krw inki czerwone (8). Prawdopodobnie brak in terakcji 
hemów w tym  przypadku zm niejsza w ydajność przenoszenia tlenu  przez 
hemoglobinę.

Log p02

Rys. 3. Zmiany powinowactwa hemoglobiny do tlenu i wydajności przenoszenia 
tlenu w  zależności od stężenia 2,3-DPG w krwinkach czerwonych 

a) zmniejszenie stężenia 2,3-DPG i przesunięcie krzywej dysocjacji hem oglobiny i tlenu w  le ­
wo; b) zwiększenie stężenia 2,3-DPG i przesunięcie krzywej dysocjacji hem oglob iny i tlenu

w  prawo

COz i pH w pływ ają na powinowactwo hemoglobiny do tlenu  podob­
nie jak  2,3-DPG. Hemoglobina utlenow ana m a znacznie m niejsze powi­
nowactwo do tych  ligandów w porów naniu z hemoglobiną odtlenowaną. 
Fizjologiczne obniżenie pH  i zwiększenie p C 0 2 we krw i w naczyniach 
włosowatych zwiększa wydajność przenoszenia tlenu  przez krw inki. Po­
nieważ fizjologiczne wartości pH i p C 0 2 w tkankach  zm ieniają się w w ąs­
kich granicach, trudno  ocenić znaczenie tych param etrów  dla regulacji 
powinowactwa hem oglobiny do tlenu. W stanach patologicznych, a także 
w przypadkach stosowania hipoterm ii lub kontrolowanego oddechu, mo­
gą w tkankach i w  krw inkach czerwonych w ystąpić zm iany pH  i p C 0 2, 
w pływ ające w pew nym  stopniu na powinowactwo hem oglobiny do tlenu  
(2). W fizjologicznych w arunkach podstaw ow ym  m echanizm em  regu lu ­
jącym  powinowactwo hemoglobiny do tlenu  jest jednak  praw dopodob­
nie opisane działanie 2,3-DPG.

W stanach obniżonego p 0 2 w tkankach, w ydajność przenoszenia tle ­
nu przez hemoglobinę jest zwiększona, jeśli utlenow anie krw i tętniczej 
jest praw idłowe (zwiększone odtlenow anie krw i żylnej). Zwiększone w ią­
zanie 2,3-DPG przez odtlenowaną hemoglobinę powoduje w ytw arzanie
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większych ilości tego związku oraz obniżenie powinowactwa hemoglobi­
ny do tlenu (przesunięcie krzyw ej wiązania tlenu  przez hemoglobinę 
w  prawo) (3). Zwiększona w w yniku tych zmian w ydajność przenosze­
n ia tlenu przez krw inki czerwone (rysunek 3) um ożliwia zwiększenie 
p 0 2 w tkankach.

Przeciwnie — zwiększone utlenow anie krw i żylnej przy zm niejszonym  
zapotrzebow aniu na tlen  zm niejsza ilość 2,3-DPG związanego z hem o­
globiną. Synteza tego związku zostaje zaham owana, czego następstw em  
jest zwiększone powinowactwo hemoglobiny do tlenu  i m niejsza w ydaj­
ność przenoszenia tlenu  (przesunięcie krzyw ej w iązania tlenu  przez he­
moglobinę w lewo, rysunek  3). Reakcja krw inek czerw onych na zm iany 
utlenow ania ma więc in vivo  charakter dodatniego sprzężenia zwrotnego: 
utlenow anie zwiększa, a odtlenowanie zm niejsza powinowactwo hem o­
globiny do tlenu. Sprzężenie to obserw uje się również in vitro w nieu­
szkodzonych erytrocytach.

Znaczenie zwiększania się powinowactwa hem oglobiny do tlenu  w cza­
sie przechow yw ania konserw owanej krw i dla jej w artości leczniczej nie 
zostało dotychczas jednoznacznie wyjaśnione. U w arunkow ane tą  zm ianą 
utrudnienie oddaw ania tlenu  w tkankach znika w m iarę zwiększania się 
stężenia 2,3-DPG w krw inkach czerwonych po ich przetoczeniu. Szyb­
kość regeneracji 2,3-DPG przez krw inki czerwone jest ograniczona szyb­
kością glikolizy. Jeżeli przy użyciu 2 mM glukozy/godz./ll krw inek  czer­
wonych 1/4 tej glukozy zostanie przekształcona w 2,3-DPG, szybkość 
syntezy 2,3-DPG wyniesie l,OmM /godz./ll krw inek czerwonych. Oznacza­
łoby to możliwość regeneracji około 20% praw idłow ej ilości 2,3-DPG 
w krw ince czerwonej w czasie 1 godziny (25). Przypuszczalnie jednak 
przetoczone krw inki w ytw arzają  2,3-DPG znacznie wolniej (7, 25). W cza­
sie pierwszej doby po przetoczeniu obserwowano regenerację połowy 
brakującego 2,3-DPG, jednak dalszy wzrost stężenia tego związku w prze­
toczonych krw inkach czerwonych trw ał do 10 dni (23). Szybkość rege­
neracji 2,3-DPG w przetoczonej krw i prawdopodobnie zależy do pew ne­
go stopnia od m etabolizm u biorcy i może być zm niejszona w  niektórych 
stanach chorobowych. Również w przypadkach przetaczania dużych ilości 
krw i konserw owanej dłuższe u trzym yw anie się zwiększonego powino­
wactw a przetoczonych krw inek do tlenu  może wpływać niekorzystnie 
na przebieg leczenia krwią.

Duże znaczenie z omówionych wyżej względów m ają poszukiw ania 
takich sposobów konserw ow ania krw i, które najdłużej u trzym ują  wysoką 
zawartość 2,3-DPG w przechow yw anych krw inkach. W ykazano, że w krw i 
konserw owanej za pomocą ACD stężenie 2,3-DPG spada do połowy w ar­
tości początkowej w ciągu 7 dni, natom iast w krw i konserw ow anej za 
pomocą ACD z dodatkiem  inozyny — w ciągu 12 dni (9). Również CPD 
lepiej zachow uje poziom 2,3-DPG w krw i konserw owanej aniżeli ACD 
(10). W krw i o wyższym  pH  poziom 2,3-DPG obniża się w olniej, jednak
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w tych  w arunkach szybciej zm niejsza się stężenie ATP — związku nie­
zbędnego dla przeżycia krw inek czerwonych po przetoczeniu (7). A ktu­
alnie stosowane sposoby konserw acji krw i zm uszają więc do stosowa­
nia świeżej krw i w przypadkach przetaczania dużych jej ilości.

Na zakończenie można wspomnieć o in teresującej możliwości wyw o­
łania zmian stężenia 2,3-DPG w krw inkach czerwonych in vivo. Farm a­
kologiczne regulowanie w ydajności przenoszenia tlenu  przez krw inki 
czerwone pozwoliłoby na znaczne skrócenie czasu potrzebnego na przy­
stosowanie ustro ju  do w arunków  zmienionego zapotrzebow ania na 
tlen (4).
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G R A Ż Y N A  P A L A M A R C Z Y K *, JO A N N A  RYTKA**

Metody badania struktury centrum aktywnego enzymów 

The Methods of Enzyme Active Site Investigation

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

C entrum  aktyw ne enzymu, stanow iące jedynie niew ielki fragm ent 
cząsteczki białkow ej, bierze bezpośredni udział w reakcji enzym atycz­
nej. Rodzaj am inokwasów znajdujących się w centrum  aktyw nym  oraz 
budowa przestrzenna białka decydują o powinowactwie enzym u do sub- 
s tra tu , a więc o jego aktyw ności katalitycznej.

W reakcji enzym u z substratem  biorą udział polarne ugrupowania 
bocznych łańcuchów aminokwasów: grupy karboksylow e kwasu aspara­
ginowego, glutam inowego i C-końcowych aminokwasów, £-aminowe lizy­
ny i a-am inow e N-końcowych aminokwasów, hydroksylow e tyrozyny, 
seryny  i treoniny, amidowe asparaginy, glu tam iny i C-końcowych ami­
dów, im idazolowa grupa histydyny, tiolowa cysteiny, tioeterow a metio- 
niny i guanidynow a grupa argininy (16, 57, 64).

Ze względu na udział w reakcji enzym atycznej am inokwasy wcho­
dzące w  skład enzymów podzielono na 4 grupy (39): am inokwasy kon­
taktow e, biorące bezpośredni udział w reakcji w iązania enzym u z sub­
stra tem , am inokw asy pomocnicze znajdujące się w obszarze centrum  
aktyw nego, niezbędne dla aktyw ności enzymów, mimo iż nie reagują 
bezpośrednio z substratem , am inokwasy współdziałające, stabilizujące 
określoną s tru k tu rę  przestrzenną centrum  aktyw nego oraz aminokwasy, 
które można m odyfikować lub usuwać bez wpływ u na aktyw ność enzymu 
(schem at 1).

Rodzaj czynnych reszt am inokwasowych, biorących udział w reakcji 
katalizow anej przez dany enzym, można określić za pomocą metod trzech 
róclzajów. Są to:

* Dr, Katedra Warzywnictwa Wydział Ogrodniczy, Szkoła Główna Gospodar­
stwa Wiejskiego, Warszawa

** Dr, Katedra Biochemii, Akademia Medyczna, Warszawa
Wykaz stosowanych skrótów: NEM — imid kwasu N-etylomaleinowego, PCMB — 

p-chlorortęciobenzoesan, PCMS — p-chlorortęciosulfonian, DFP — fluorek fosforanu 
dwuizopropylowego, DHT — dwuazo-2-H-tetrazol.
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Schemat 1. Hipotetyczny model centrum aktywnego enzymów zaproponowany przez
K o s h l a n d a  (39)

Poseczególne oznaczenia (o, #, B. ▲ )  przedstawiają różne rodzaje reszt am inokw asow ych  
biorących udział w  tworzeniu jego struktury

I. M etody kinetyczne, polegające na badaniu zależności szybkości re ­
akcji enzym atycznej i powinowactwa enzym u do substra tu  od pH  
i tem peratury .

II. M etody bezpośredniego znakowania centrum  aktyw nego substratem  
lub pseudosubstratem .

III. M etody blokowania lub m odyfikacji czynnych grup am inokwasów 
specyficznym i odczynnikam i i badanie w pływ u m odyfikacji na ak­
tywność enzymu.

I. Kinetyczne metody wyznaczania grup czynnych enzymu z wartości
pK  i  A H j

Opisana przez D i x o n a  (12, 13) m etoda określania grup czynnych 
enzym u, ulegających jonizacji w toku reakcji, należy do pośrednich me­
tod badania centrum  aktywnego. Polega ona na określaniu wartości 
stałej M ichaelisa (Km) w zależności od pH. Je j podstaw owym  założe­
niem jest zależność w artości Km od stanu dysocjacji substra tu  (S), en­
zymu (E) i kom pleksu enzym -substrat (ES). Zgodnie z tym  założeniem 
każda zmiana ładunku zachodząca podczas reakcji enzym atycznej powo­
duje załam anie się krzyw ej przedstaw iającej zależność — log K m (pK) 
od pH. O trzym ane punkty  przegięcia krzyw ej odpowiadają wartościom  
pK  (— log ze stałych dysocjacji enzym u, substra tu  lub kom pleksu ES). 
Załam anie krzyw ej w dół odpowiada wartości pK  enzym u lub substratu . 
natom iast przegięcie w  górę odpowiada w artości pK  kom pleksu ES (12). 
Dla am inohydrolazy L-argininy (rysunek 1) przegięcia krzyw ej ekstra- 
polowane do osi odciętych dają wartość pK  około 7 i 10. pK  =  10 odpo-
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w iada sta łe j dysocjacji grup am inowych substra tu , a pK  -  7 — stałej 
dysocjacji grupy czynnej enzymu.

pH

R y s .  1. Zależność wartości p K m od pH dla aminohydrolazy L-argininy
P u n kty  pKt i pK , odpowiadają stałej dysocjacji grup  czynnych enzymu i substratu

Z w artości pK  w funkcji pH  wnioskowano także m iędzy innym i
o obecności grupy imidazolowej w centrum  aktyw nym  trypsyny, oraz
o obecności grupy imidazolowej, a-am inow ej lub e-am inowej i su lfhy­
dry  lowej w centrum  aktyw nym  trom biny (61). Stw ierdzono również, że 
aktyw ność katalityczna S-chym otrypsyny w alkalicznym  pH  jest zależ­
na od obecności dysocjującej grupy am inowej, k tó ra  należy do N-końco- 
wej L-izoleucyny (35).

W artości stałych reakcji enzym atycznych K m i szybkości m aksym al­
nej V zależą również od tem peratury . W yznaczanie ciepła jonizacji (АН,-) 
dysocjujących grup jest uzupełniającą m etodą określania rodzaju reszt 
am inokwasowych znajdujących się w centrum  aktyw nym . W artość АН* 
oblicza się zgodnie ze wzorem (12):

„ dpK
AKi =  -2 ,303  RT2-—

badając zależność pK  enzymu od tem peratu ry .
Dla a i (3 grup karboksylowych w artość АН; wynosi około 1500 kal/m ol, 

dla ugrupow ania fenolowego i imidazolowego 6 000— 7 OOOkal/mol, zaś 
dla grup o i s-am inowych oraz grupy guanidynow ej aż 10 000— 13 000 
kal/m ol (13).

Opisane m etody kinetycznej identyfikacji grup czynnych enzym u 
pozw alają jedynie na ogólną orientację co do rodzaju  tych grup. W ia­
domo bowiem, że wartości pK  i АН; zależą w znacznym  stopniu od obec­
ności innych  charakterystycznych ugrupow ań białka, nie biorących bez­
pośredniego udziału w reakcji enzym atycznej. O stateczna in te rp re tac ja  
w yników  otrzym anych drogą w yznaczania stałych kinetycznych pow in­
na być zatem  poparta innym i, bardziej bezpośrednim i metodami.

6* http://rcin.org.pl



234 G. PA L A M A R C Z Y K , J. R Y T K A [4]

II. Bezpośrednie znakowanie centrum aktywnego enzymów substratem  
lub pseudosubstratem

Metoda badania centrum  aktywnego za pomocą znakow ania substra­
tem  lub pseudosubstratem  dostarcza bezpośrednich inform acji zarówno
o charakterze reszt aminokwasowych, biorących udział w w iązaniu sub­
s tra tu , jak i o rodzaju wiązania. Metodę tę można stosować jedynie 
w tedy ’ jeżeli w toku reakcji enzym u z substra tem  tw orzy się wiązanie 
kowalencyjne. Tworzenie się tego rodzaju połączeń jest w praw dzie dosyć 
częste, ale kompleks enzym -substrat można w yodrębnić tylko w tedy, gdy 
utworzone wiązanie jest term odynam icznie i kinetycznie stabilne oraz 
nie ulega rozpadowi podczas izolowania kompleksu. Za pomocą bezpo­
średniego znakow ania substratem  G r a z i i wsp. (23) w ykazali obec­
ność lizyny w centrum  aktyw nym  aldolazy i transaldolazy. O trzym ali 
oni stabilne kom pleksy tych enzymów z dw uhydroksyacetonem , fosfo­
ranem  dw uhydroksyacetonu i б-fosfofruktozą. W yodrębnienie ich w tym  
przypadku było możliwe, ponieważ e-aminowa grupa lizyny w centrum  
aktyw nym  tworzy z grupą karbonylow ą substra tu  trw ałe w iązanie ko­
w alencyjne dając połączenie typu zasady Schiffa. Okazało się przy tym, 
że kompleks transaldolazy ze szczepu drożdżowego Toriilopsis utilis 
z substratem  (6-fosfofruktozą) zawiera tylko jedno w iązanie typu zasady 
Schiffa (5).

Często stosuje się także znakowanie centrum  aktyw nego pseudosub­
stratem . Nazwą tą  określa się związek ściśle zbliżony do substra tu  pod 
względem składu chemicznego, s tru k tu ry  płaskiej i przestrzennej. Jego 
grupy reaktyw ne muszą się znajdować w pozycjach analogicznych do 
zajm owanych w substracie naturalnym , tak, aby łączyły się z tym i sa­
mymi grupam i reaktyw nym i enzymu. Różnica pomiędzy substra tem  (S) 
a pseudosubstratem  (Ps) powinna w ystąpić dopiero w efekcie końcowym. 
Przy użyciu substra tu  naturalnego po szeregu reakcji pośrednich odłą­
cza się produkt końcowy (P):

E +  S -)• ES -> ES' -* ES" -► ... E +  P

W przypadku pseudosubstratu następuje nieodw racalne jego połączenie 
się z enzymem:

E 4" Ps —* EPs

Pseudosubstratam i dla enzymów o aktyw ności esterazow ej, cholinoeste- 
razow ej, acetylocholinoesterazow ej oraz dla chym otrypsyny, trypsyny, 
trom biny i niektórych lipaz (2, 41, 43) są organiczne związki fosforu
o ogólnych wzorach I i II. Spośród nich najczęściej stosow anym  do zna­
kowania centrum  aktyw nego jest fluorek fosforanu dwuizopropylowego 
(DFP) (III).

W ymienione wyżej enzym y reagują z D FP w stosunku 1:1 (33). Sub- 
s tra t i inhibitory  kom petycyjne ochraniają enzym przed inaktyw ującym
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działaniem  DFP co wskazuje, że pseudosubstrat przyłącza się w m iejscu 
w iązania substratu  (34). Chym otrypsyna tw orzy z DFP nieaktyw ną, mo-

R-°4pX 0

4 X R.X  \ x

I II

CH3
^CH

CH3 J O T  F 
^C H

CHg

III

nofosforanową pochodną (DFP-chym otrypsynę), którą otrzym ano w po­
staci krystalicznej. W ykazuje ona taką sam ą ruchliwość elektroforetycz- 
ną, szybkość sedym entacji i skład am inokwasowy co białko natyw ne. 
D FP reaguje tylko z chym otrypsyną w aktyw nej konfiguracji. W w yni­
ku hydrolizy 32P-D FP-chym otrypsyny otrzym ano S er32P 0 4 oraz pepty- 
dy: S e rP 0 4-Gli, A sp-S erP 04-Głi, G li-A sp-SerP04 (63, 64, 65). W ten spo­
sób stwierdzono, że w centrum  aktyw nym  chym otrypsyny grupa -OH 
seryny bierze bezpośredni udział w w iązaniu substra tu  oraz ustalono 
sekw encję aminokwasów wokół aktyw nej seryny.

DFP fosforyluje także aktyw ną grupę -OH seryny w trypsynie. Re­
akcja nie zachodzi w obecności pseudosubstratów : N-tozylo-L-argininy 
i £-am inokapronianu heksylowego. W skazuje to, że fosforylacji ulega g ru ­
pa czynna znajdująca się w centrum  aktyw nym  trypsyny  (44). Stosując 
jako pseudosubstrat pochodne N-tozylo-L-fenyloalaniny stwierdzono 
w centrum  aktyw nym  enzymów proteolitycznych obecność dwóch reszt 
imidazolowych h istydyny zbliżonych przestrzennie do aktyw nej seryny 
(46, 65).

Pochodne substra tu  zastosowano również w badaniach nad rodzajem  
grup czynnych decydujących o aktyw ności rybonukleazy i dezoksyrybo- 
nukleazy u Staphylococcus aureus (9).

III. Metody chemicznej modyfikacji grup czynnych w enzymach

M etody te polegają na m odyfikacji grup czynnych w enzymach lub 
ich blokowaniu specyficznym i odczynnikam i i następnie na ustalaniu  za­
leżności między ilością zmodyfikowanego am inokwasu a zmianą ak tyw ­
ności enzymu. Do m odyfikacji stosuje się odczynniki działające w ybiór­
czo na określone reszty aminokwasowe, przy czym reakcja  powinna być
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możliwa do przeprow adzenia w niskiej tem peraturze, w pH  4—8, pow in­
na przebiegać w stosunkach stechiom etrycznych i być odw racalna. Za­
lecane jest stosowanie odczynników o stosunkowo niskim  ciężarze cząs­
teczkowym , aby wykluczyć możliwość oddziaływ ania przestrzennego. 
Proces m odyfikowania enzym u powinien być poprzedzony kontrolnym i 
badaniam i jego stabilności.

Jeżeli m odyfikacja przebiega zgodnie z rów naniem  I-go rzędu (wa­
runek  ten  można spełnić stosując nadm iar odczynnika m odyfikującego, 
lub  utrzym ując jego stałe stężenie w czasie doświadczenia), to in te rp re ­
tację  otrzym anych w yników  ułatw ia opracowana przez R a y a  i K o s h -  
l a n d a  (54, 55) m etoda kinetycznej analizy s tra ty  aktyw ności k a ta ­
litycznej i sprzężonej z nią reakcji m odyfikacji aminokwasów. Zasadę 
te j m etody ilustru je  hipotetyczny model enzymu, w  którego centrum  ak­
tyw nym  znajduje się n aminokwasów Хх, X2, X3...Xn. Zm iana aktyw ności 
enzym u w czasie działania odczynnikam i m odyfikującym i może być w y­
rażona za pomocą wzoru:

_A^ =  _ X ^ + JXa_ + JXą_+  JXn_

Ao X i0 X *o X 30 " X „ 0

gdzie A0 — aktyw ność w  czasie 0, A — aktyw ność w  czasie t, X 0 — stę­
żenie aminokwasów w czasie 0, X b X2,...Xn — stężenie aminokwasów 
w  czasie t. S tosunek X /X 0 =  1 oznacza, że am inokwas w danej reakcji 
nie ulega m odyfikacji i nie można w ten  sposób potwierdzić jego udziału 
w  katalizow anej reakcji. Jeżeli szybkość m odyfikacji am inokw asu jest 
w iększa aniżeli szybkość inaktyw acji enzym u (X/X0 >  A/A0) to am ino­
kwas tak i jest niezbędny dla jego aktywności. Bezpośredni udział w  re­
akcji enzym atycznej biorą tylko te  am inokwasy, które u legają m odyfi­
kacji z szybkością m niejszą lub rów ną szybkości inaktyw acji enzym u 
(X /X o^A /A o).

Należy podkreślić, że całkow ita lub częściowa inaktyw acja  enzym u 
w  czasie m odyfikacji może być także w ynikiem  zniszczenia s tru k tu ry  
trzeciorzędow ej białka na skutek zastosowania drastycznych w arunków  
reakcji lub naruszenia s tru k tu ry  centrum  aktyw nego pomimo, że cha­
rak terystyczne grupy czynne nie uległy m odyfikacji. Ponadto w w yniku 
reakcji z m odyfikującym  odczynnikiem  w centrum  aktyw nym  enzym u 
występow ać mogą niew ielkie zm iany rozkładu ładunku na powierzchni 
cząsteczki enzym u lub zm iany konform acji białka.

W dalszym  ciągu artyku łu  omówione będą niektóre najczęściej sto­
sowane m etody chemicznej m odyfikacji enzymów. Ze względu na ogra­
niczoną specyficzność odczynników, które znalazły zastosowanie do ba­
dania centrum  aktyw nego opisane m etody zgrupowano w edług rodzaju 
stosow anej reakcji, a nie rodzaju zm odyfikowanych grup czynnych am i­
nokwasów. ,
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1. Acylowanie

Acylowanie lub acetylow anie jest jedną z m etod m odyfikacji grup 
aminowych. Reakcję przeprow adza się najczęściej za pomogcą ketenu  
(H2C =  C =  0 ) lub bezwodnika kw asu octowego (CH3C 0)20 . Reakcja z ke­
tenem  zachodzi w pH alkalicznym  w edług schem atu:

Białk0-NH2+ O  =  C =  CH2 ->• Białko-NH-CO-CH2 

Przeprow adzenie grupy aminowej w acetyloam inow ą pod w pływ em  
bezwodnika kwasu octowego zachodzi w pH 5— 7 i w tem peraturze 0°, 
w tych  w arunkach acetylow aniu ulega około 95% grup am inowych (52).

Poza grupam i aminowymi, które najła tw iej reagu ją  z ketenem , ace- 
ty lacji u legają także grupy tiolowe cysteiny oraz hydroksylow e tyrozyny 
i seryny  (24). Reagują one również z bezwodnikiem  kw asu octowego, 
szczególnie łatwo w pH alkalicznym , tworząc w iązania estrowe, które są 
jednak znacznie m niej trw ałe aniżeli N-acetylowe. Przebieg reakcji 
przedstaw iono na schemacie 2 (16, 52).

H M— C H -CO —NH—CH-CO—NH—CH — CO — NH— CH— CO—NH— CH—CO — 
I I I I iCH, CH? CH,(CH2) 4

NHo OH

+  nadmiar ( C H 3C O )20  

C O — N H — CH—0 0 —N H — C H —C O —N H - C H —  C O — N H  C H  C O —N H  C H — C O —

SH

OH

CH © (CH2)4 

®  NH 
CH3-C O

CHo

O ®
CH3CO

CH,I z 
?  ©  

CH3CO

Schemat 2. Reakcje acetylowania poszczególnych grup czynnych aminokwasów  
ф  > © —  wiązania N-acetylowe, w p H  5— 7 stabilne jak  w iązania peptydowe, ф — w iązanie  
O-acetylowe, w  pH  10 ulegające rozpadowi pod w pływ em  N H ,O H  z odtworzeniem grupy  -O H  
seryny, 0  , (g)—  w iązanie O-acetylowe, w  pH  11 ulegające rozpadowi z odtworzeniem grup

-O H  tyrozyny i -S H  cysteiny

Acetylowanie bezwodnikiem  kwasu octowego karboksypeptydazy A 
powoduje całkowite zaham owanie aktyw ności peptydazow ej tego enzym u 
i równoczesny, sześciokrotny wzrost jego aktyw ności esterazow ej. Ten 
sam  efekt daje acylowanie bezwodnikam i kwasów n-izomasłowego, n-w a- 
lerianowego i propionowego oraz N-acetyloim idazolem . Zm iany ak tyw ­
ności są w yw ołane m odyfikacją dwóch grup -OH tyrozyny  (69). S tosu­
jąc metodę acetylow ania stw ierdzono również udział grup hydroksylo-
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wych tyrozyny w reakcji katalizow anej przez pepsynę (27) i dw uiosfata- 
zę fruk tozy  (50).

Acetyloimidazol zastosowano do badania grup czynnych w arunku ją­
cych reakcję  katalizow aną przez nukleazę otrzym aną ze szczepu S ta ­
phylococcus aureus. Pod wpływem  acetyloim idazolu zachodzi acetylacja 
5 reszt tyrozyny i 9— 10 reszt lizyny. Reakcji tej tow arzyszy całkowita 
u tra ta  aktyw ności DNA-zowej i RNA-zowej enzymu. W obecności in ­
hibitora kom petycyjnego, 3’5’-dw ufosforanu deoksytym idyny, tylko 2 
reszty  tyrozyny oraz 8—9 reszt lizyny ulega reakcji czemu nie tow arzy­
szy u tra ta  aktyw ności enzym u (10). W ynik ten sugeruje udział reszt 
ty rozyny w reakcji katalizow anej przez tę nukleazę bak tery jną. B a d -  
d i 1 e у  i wsp. (1) użyli jako odczynnika acylującego N ,S-dw uacetylo- 
etanoloam iny, która reaguje specyficznie z grupam i aminowym i. Jed ­
nakże długi czas trw ania  reakcji i wysokie pH  (9— 10) znacznie zm niej­
sza możliwości stosowania tego odczynnika do m odyfikacji enzymów.

2. Modyfikacje O-metyloizomocznikiem i formaldehydem

O-metyloizomocznik jest odczynnikiem  m odyfikującym  specyficznie 
grupy aminowe, a zwłaszcza łatwo reaguje z grupam i s-am inow ym i lizyny 
(6). Reakcja, z lizyną prowadzi do powstania hom oargininy:

Białko-NH 2 +  CH30-C  =  ftH Białko-NH C =  NH
I I
n h 2 n h 2

K l e e  i R i c h a r d s  (37) zastosowali O-metyloizomocznik do m odyfi­
kacji rybonukleazy z trzustk i wołu. W w yniku reakcji dziesięć reszt li­
zyny ulega podstaw ieniu bez u tra ty  aktyw ności enzymu, a dopiero mo­
dyfikacja częściowo zam askowanej i trudno dostępnej reszty lizyny, 
w pozycji 41 powoduje całkow itą inaktyw ację enzymu.

Reakcja z form aldehydem , określana jako hydroksym etylow anie, jest 
charakterystyczna zwłaszcza dla grupy guanidynow ej argininy. Grupa 
ta, jako bardziej zasadowa od grupy am inowej, ulega acylow aniu jedy­
nie w drastycznych w arunkach prowadzących do denaturacji białka (15). 
Dlatego też m odyfikację reszt argininy w białkach enzym atycznych prze­
prowadza się głównie za pomocą form aldehydu, k tóry  jest jednym  z nie­
wielu odczynników reagujących z argininą w łagodnych w arunkach pH 
i tem peratu ry . N iestety form aldehyd reaguje również z grupam i am ino­
wymi, tiolowymi i hydroksylowym i.

3. Reakcje z fluorodwunitrobenzenem i kwasem azotawym

Do m odyfikacji grup aminowych w enzym ach w ykorzystano także 
reakcję  z fluorodw unitrobenzenem , stosowaną do znakowania N-końco-
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w ych aminokwasów w badaniach sekw encji białek (62). M odyfikacja 
karboksypeptydazy A tym  odczynnikiem  pozwoliła na wykluczenie mo­
żliwości udziału grup aminowych w centrum  aktyw nym  enzym u (69). 
Fluorodw unitrobenzen, podobnie jak  O-metyloizomocznik, powoduje cał­
kow itą inaktyw ację rybonukleazy A w w yniku m odyfikacji grupy e-am i­
nowej lizyny w pozycji 41 (29). -*

W reakcji białek z kwasem  azotawym  grupy aminowe ulegają de- 
zam inacji:

Białko-NH2 +  H N 0 2 -» Białko-OH +  N 2 +  H2C

Reakcja ta  zachodzi w niskim  pH  i w związku z tym  często tow arzyszy 
jej denatu racja  białka (26). W pH  4 grupa aminowa nie ulega dezam i- 
nacji, natom iast modyfikowane są reszty  tyrozyny i tryp tofanu . Działa­
nie kw asem  azotawym  na trzustkow ą pankreato-peptydazę (ЕС.3.4.4.7.) 
pow oduje dezam inację grupy aminowej N-końcowej w aliny i równocześ­
nie enzym, ulega inaktyw acji z szybkością proporcjonalną do w zrostu 
stężenia kw asu (20, 21). Dezam inacja N-końcowej izoleucyny w trypsynie 
także inak tyw uje enzym. Przypuszcza się, że "rola aminowej grupy N-koń- 
cowej izoleucyny w trypsynie polega na stabilizacji centrum  aktyw ne­
go (46).

4. Estryfikacja

Reakcja ta  dotyczy wolnych grup karboksylow ych w białkach. N aj­
łatw iej estryfikow ać alkoholem  w środow isku kwasu solnego (16):

Białko-СООН +  СНзОН Białk0-CO-O-CH3 +  H2O

R eakcja ta  jednak powoduje denatu rację  wielu białek, a co za tym  
idzie niespecyficzną inaktyw ację enzymów.

Ekstryfikację można również przeprowadzać tlenkam i alkilenów (epo­
ksydam i). Reakcja ta zachodzi w roztw orach w odnych i w łagodniejszych 
w arunkach, niż estryfikacja alkoholami, jednakże jest m niej specyficz­
na i alkilow aniu ulegają również grupy aminowe, fenolowe i tiolowe. 
R eakcja estryfikaćji za pomocą epoksydów zachodzi w edług schem atu:

Białko-COOH +  CH2-CH2 -> Białk0-CO-O-CH2CH2OH
х о х

Przebieg reakcji zależy w znacznym  stopniu od pH. G rupy karbo­
ksylowe reagu ją  najszybciej w środowisku kwaśnym .

Do estryfikaćji grup karboksylow ych w enzym ach zastosowano rów ­
nież brom ek fenacylu. Związek ten i jego pochodne ham ują specyficz­
nie aktyw ność pepsyny. Reakcja zachodzi stechiom etrycznie w stosun­
ku  1:1. Inaktyw ację  enzym u powoduje zm odyfikowanie grupy (3-karbo- 
ksylow ej kw asu asparaginowego. Kwas asparaginow y znajduje się p raw ­
dopodobnie w obszarze centrum  aktyw nego w pobliżu aminokwasów kon­
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taktow ych i podstaw ienie jego grupy |3-karboksylowej m askuje prze­
strzennie te aminokwasy.

K lasycznym  związkiem stosowanym  do estryfikacji grup karboksylo­
wych jest dwuazom etan, który , jako związek bardzo reaktyw ny, m ety lu - 
je także wolne grupy aminowe i fenolowe (52). Podstaw ienie atom u w ę­
gla w dw uazom etanie elektrododatnią grupą -CO-NH2 znacznie zm niej­
sza jego reaktyw ność. Pow stały w ten sposób dwuazoacetam id reaguje  
jedynie z grupam i karboksylowym i i tiolowymi, przy czym grupę -SH 
można ochronić przed m odyfikacją przez odw racalne zablokowanie ste- 
chiom etryczną ilością rtęcio-m etanu (14). Reakcja estryfikacji grup karbo­
ksylowych dwuazoacetam idem  przebiega następująco:

o o o o
II II II II

Białk0 -C-O_ +  H+ +  N2CH-C-NH2-> B iałko-C -0-C H 2-C-NH2 +  N2

M odyfikację grup karboksylow ych białka dw uazoacetam idem  zasto­
sowano między innym i do badań nad reaktyw nością poszczególnych grup 
karboksylow ych w cząsteczce a-chym otrypsynogenu (14).

Z innych dwuazowych pochodnych do estryfikacji grup karboksylo­
wych zastosowano ester m etylow y dwuazoacetylo-DL-norleucyny. Od­
czynnik ten  nadaje się szczególnie do w ykryw ania grup karboksylow ych 
w centrum  aktyw nym  pepsyny, ponieważ jest równocześnie analogiem  
substra tu  (53). Do estryfikacji grup karboksylow ych w cząsteczce rybo- 
nukleazy zastosowano amid dw uazoacetyloglicyny (56).

H o r a e  i K o s h l a n d  (30) opracowali m etodę m odyfikacji grupy 
karboksylow ej, polegającą na jej aktyw acji przez rozpuszczalny w wo­
dzie karbodw uim id, a następnie na reakcji z nukleofilow ym  związkiem  
(HX), na przykład estrem  m etylow ym  glicyny:

°  ^ N -R ' °  ^ N H -R ' +HX O /N H R '
R-С-ОН +  Сл +H+ -> R-C-O-C .4 H+ -------- * R - 0 - X + 0  =  Cv

^N -R " ^ N -R " NHR"

Reakcje te można przeprowadzać w obecności mocznika i chlorowo­
dorku guanidyny, co ma istotne znaczenie w m odyfikacji grup zam asko­
wanych. Glicynę w odczynniku m odyfikującym  można zastąpić am ino­
kwasam i rzadko w ystępującym i w białkach. M etoda ta może być w yko­
rzystana do badania s tru k tu ry  przestrzennej centrum  aktyw nego ze 
względu na zm ienne podstaw niki R’ i R” . Posługując się tą  m etodą, H o ­
r a e  i K o s h l a n d  (30) uzyskali zestryfikow anie 96% grup  karbo­
ksylow ych w rybonukleazie i insulinie.

5. Utlenianie

Największą wrażliwość na działanie związków utleniających, jak  nad­
tlenki, tlen, ozon, żelazicyjanek potasu, jodobenzoesan i inne, w ykazują

http://rcin.org.pl



[11] B A D A N IE  C ENTRUM  AK T Y W NE G O 241

reszty  tryp to fanu , m etioniny, cysteiny i tyrozyny. D a v i d $ o n  i W e s - 
t l e y  (11) stw ierdzili obecność reszty  tryptofanow ej w centrum  ak tyw ­
nym  siarkotransferazy  tiosiarczanowej (ЕС.2.8.1.1.) stosując u tlenianie 
białka N-brom oim idem  kwasu bursztynowego, k tóry  reaguje przede 
w szystkim  z pierścieniem  indolowym (19, 47). Przebieg reakcji u tleniania 
lizozymu, trypsyny  i chym otrypsyny nadtlenkiem  wodoru w roztworze 
dw uw ęglanu zaw ierającym  dioksan w ykazał, że szybkość utleniania ła t­
wiej i trudn ie j dostępnych rzeszt tryptofanow ych jest funkcją stężenia 
H20 2. Pozwoliło to rozróżnić w badanych enzym ach reszty tryptofanow e
0 różnej reaktyw ności (24).

Zdolność łatwego utleniania się jest jedną z najbardziej charak te ry ­
stycznych reakcji dla grupy tiolowej cysteiny. U tlenianie może przebie­
gać w dw ojaki sposób: albo zachodzi utlenienie do wiązania dw usiarcz- 
kowego, przy  czym reakcja ta  może być odwracalna, albo zastosowanie 
silniejszych odczynników utleniających prowadzi nieodw racalnie do pow ­
stan ia  sulfonianów  (67). U tlenianie reszt tiolowych w cząsteczce cytochro- 
m u b2 powoduje inaktyw ację tego enzym u na skutek agregacji białka
1 dysocjacji flaw iny. Jednakże reakcję u tleniania rzadko w ykorzystuje 
się do indentyfikacji grupy tiolowej w centrach aktyw nych enzymów ze 
względu na to, że istnieje cały szereg reakcji bardziej specyficznych dla 
grup  -SH.

6. Fotooksydacja

Metodę m odyfikacji am inokwasów na drodze fotooksydacji opraco­
w ali W e i 1 i wsp. (71, 72, 73). W ykorzystali oni znane od daw na zjawisko 
tzw. „fotodynam icznego działania barw ników ” , polegające na zdolności 
uczulania przez niektóre barw niki system ów biologicznych na św iatło 
widzialne. Pod w pływ em  św iatła w idzialnego w obecności tlenu  i b łęk itu  
m etylenow ego u tlen ian iu  ulega pięć aminokwasów: histydyna, tryp tofan , 
tyrozyna, m etionina i cysteina. Najszybciej m odyfikacji ulegają pierwsze 
dw a am inokwasy. Fotooksydacja grup czynnych wyżej w ym ienionych 
am inokwasów zachodzi bardzo szybko w w arunkach pH  i tem pera tu ry  
optym alnych dla stabilności większości enzymów, co staw ia ją  w rzędzie 
najlepszych m etod badania centrum  aktywnego. Fotooksydacja odpowiada 
reakcji I-go rzędu. Zachodzi w ten  sam sposób dla w olnych aminokwasów 
jak  i związanych w białku. Analiza końcowych produktów  m odyfikacji 
w ykazała, że podczas fotooksydacji zmianie nie u legają ani grupy karbo­
ksylowe ani aminowe. Fotooksydacja nie powoduje żadnych zmian fizyko­
chemicznych własności białek jak  lepkość, rozpuszczalność (3, 71, 73). 
Za pomocą fotooksydacji krystalicznego lizozymu stw ierdzono udział 
h istydyny i tryp to fanu  w  budowie centrum  aktyw nego tego enzym u (72). 
W yniki te były zgodne z danym i otrzym anym i innym i metodami. Dzięki
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zastosowaniu om awianej m etody stwierdzono, że ATP-azową aktyw ność 
m iozynu A w arunkują  reszta histydynow a i dwie grupy tiolowe (68).

R a y  i K o s h l a n d  (54, 55) zastosowali m etodę fotooksydacji do 
badania centrum  aktyw nego fosfoglukom utazy oraz a-chym otrypsyny. 
Ponadto stw ierdzono, że selektyw nej fotooksydacji może ulegać m etio­
nina w środowisku kwasu mrówkowego lub octowego (36).

7. Alkilowanie

Alkilowanie grup czynnych białek można przeprowadzić jodkiem  lub 
brom kiem  etylu, dw um etylosiarczanem  i dwuazom etanem . H ydroksy- 
alkilow anie przeprow adza się za pomocą tlenków  alkilenów, a karbo- 
ksyalkilow anie — a-chlorowco-kwasam i. Ze w szystkich tych  m etod 
najlepiej teoretycznie opracowane jest karboksyalkilow anie, a szczególnie 
karboksym etylow anie tj. m odyfikacja kwasem  chlorowcooctowym lub 
jego amidem.

Początkowo karboksym etylow anie stosowano do w ykryw ania grup  
tiolowych. Dalsze badania w ykazały, że w białkach poza grupam i -SH 
reagują  również czynne grupy histydyny, tyrozyny, m etioniny i lizyny 
(4, 37, 38) (schemat 3) oraz wolne grupy karboksylowe, które ulegają es-

CH2COO“ CH2COOCH2COO~

CH2 +  JCH2COO~ -> CH2
I I

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

OCH2COO" +

HH

CH2
I

- N H —C H -C O —

CH,
I 
sI
CH2
I
CH,

I 2
-NH-CH-CO-

OH

n h 2

(CH2)4

SHI
CH,

-NH CH  — C O - -H N -C H -C O -  -HN-CH2-C H -C O —

pH 7-8pH -7 pH 2,5-8 pH > 3 pH < 7

f 1' '

-N
CH, NHCH2COO'

bOC-Cĥ -N̂
r
CH,

0 '  S^C H jC O O " (CH2)4

CH, - H N -C H -C O -

I ‘ ?HZ
-N H -C H -C O - - H N - C H - C O -

a

CHoCOO-  I 2
sI
CH2I

- H N - C H - C O -

Schemat 3. Modyfikacja aminokwasów: a) histydyny, b) metioniny, c) lizyny, d) tyro­
zyny, e) cysteiny, za pomocą jodokwasu
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tryfikacji. M odyfikację na drodze karboksym etylacji można przeprow a­
dzać w szerokim  zakresie pH, a reaktyw ność poszczególnych grup czyn­
nych aminokwasów w znacznym  stopniu zależy od stężenia jonów wodo­
rowych, co zwiększa selektywność metody.

Rybonukleazę A modyfikowano brom okw asam i różniącym i się d łu ­
gością łańcucha i konfiguracją optyczną: d  i l bromooctanem , d -  i l -  

a-brom opropionianem , d -  i L-a-bromomaślanem oraz amidem  kwasu 
jodooctowego. A lkilow aniu ulegają przede w szystkim  trzy  aminokwasy, 
a mianowicie h istydyna w pozycji 12 i 119 oraz lizyna w pozycji 41, 
które prawdopodobnie biorą udział w katalitycznym  działaniu rybonukle- 
azy. Z brom ooctanem  reaguje głównie e-aminowa grupa lizyny. D-izomery 
kwasów reagują z N-3 h istydyny w pozycji 12 a L-izomery z N -l h isty- 
dyny  w pozycji 119. W yniki tych doświadczeń nasuw ają przypuszczenie, 
że odległe od siebie w łańcuchu peptydow ym  am inokwasy w pozycjach
12, 41, 119 w układzie przestrzennym  cząsteczki znajdu ją  się blisko siebie 
(w odległości 7— 10 A), a ich reaktyw ność zależy od wzajem nego oddziały­
w ania (8, 18, 25).

Za pomocą reakcji alkilacji stw ierdzono obecność reaktyw nej grupy 
tiolowej w centrum  aktyw nym  enzymów proteolitycznych papainy i fi- 
cyny (22).

Do alkilow ania centrum  aktyw nego karboksypeptydazy В zastosowano 
pochodne substra tu  N-acyloaminokwasów. Inaktyw acja enzym u spowo­
dow ana była m odyfikacją tyrozyny (49). Dzięki metodzie alkilow ania w y­
kazano między innym i udział wolnych grup -SH w katalitycznym  działa­
niu dehydrogenazy 6-fosfoglukonianu (59) i pierścienia imidazolowego 
h istydyny w centrum  aktyw nym  anhydrazy В (74).

8. Jodowanie

Rozcieńczony roztw ór jodu reaguje z białkam i szybko i w niskiej 
tem peraturze. U tlenia on grupy tiolowe oraz podstaw ia dwa atom y wo­
doru w ugrupow aniu hydroksyfenylow ym  tyrozyny:

j
B ia łk o - ^  ^>-Q H  +  2 J 2 -► B ia łk o - ^  ^>-O H  +  2H J

j
i atom  wodoru w grupie NH histydyny:

N=Cv N = C 4
> N H  +  2 J 2 -> B ia łk o . | > N J  +  2H J  

B ia łk o -C = C / x  С— C '

Jodow aniu może ulegać także reszta tryptofanu.
Przebieg reakcji zależy od pH. W pH  około 3 zachodzi utlenianie grup 

-SH, wraz ze w zrostem  pH  zaczyna przeważać reakcja podstaw ienia, 
a w  pH  powyżej 5 zachodzi tylko podstawienie (26). M odyfikacja przez 
jodow anie powoduje nieodw racalną inaktyw ację am inopeptydazy z nerki
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świni. Znakowanie radioaktyw nym  jodem  131J  wykazało, że jedynym  
aminokwasem , k tó ry  ulega jodow aniu jest tyrozyna (70).

W rybonukleazie jodow aniu ulegają trzy  ugrupow ania hydroksyfeny- 
lowe i 119 reszta imidazolowa h istydyny (7). Poszczególne reszty  tyrozyny 
w ykazują różną reaktyw ność w stosunku do jodu. Najszybciej reaguje 
tyrozyna w pozycji 115, w układzie przestrzennym  cząsteczki zbliżona do 
h istydyny  119 (17, 28). Inkubacja peroksydazy z jodem  powoduje pow sta­
w anie mono-( i dw upodstaw ionych reszt tyrozyny w cząsteczce enzy­
mu (45).

9. Reakcje z chlorowcopochodnymi organicznych związków rtęci i N-etyloim idem
kwasu maleinowego (NEM)

Organiczne związki rtęci typu  R-HgX jak  p-chlorortęciobenzoesan 
(PCMB), p-chlorortęciosulfonian (PCMS), m etylortęciojodan należą do 
najbardziej specyficznych i najak tyw niejszych  odczynników stosowanych 
do m odyfikacji grup tiolowych, chociaż znane są również ich reakcje 
z resztą imidazolową h istydyny (40). Podstaw ienie grupy tiolowej przez 
organiczne związki rtęci zachodzi zgodnie z reakcją:

Białko-SH +  XHgR -> Białko-SHgR-f-H+ +  X “

Związki typu  PCMB i PCMS pozw alają na w ykrycie grup tiolowych za­
równo łatwo dostępnych jak  i zam askow anych (16).

N -etyloim id kwasu m aleinowego (NEM), podobnie jak  i związki orga­
niczne rtęci należy do najbardziej specyficznych odczynników na grupy 
tiolowe (15). Dzięki stosowaniu tych związków stw ierdzono m iędzy innym i 
obecność grupy tiolowej w centrum  aktyw nym  dehydrogenazy zred. 
NAD (42).

10. Nitrowanie

Reakcję nitrow ania charakterystyczną dla reszty tyrozynow ej przepro­
wadza się za pomocą kw asu azotowego. Ze względu na denatu ru jące 
własności tego silnego kw asu reakcja nie znalazła zastosowania do m ody­
fikacji enzymów.

Do nitrow ania reszt tyrozylow ych w białkach R i o r d a n i wsp. (57, 
58, 66) zastosowali czteronitrom etan. W w yniku reakcji otrzym uje się 
3-n itro tyrozynę:

n o 2
= /

Białko ^ _^ -O H -f  C(N 02)4 -► Blałk0 ' ^ _ ^ \ _ c -  +  C(NO2)3 +2H+

W prowadzenie chrom oforowej grupy nitrow ej do cząsteczki białka powo­
duje zm ianę jego w idm a absorpcyjnego dzięki czemu przebieg reakcji 
można śledzić m etodą spektrofotom etryczną (66). D ziałając czteronitrom e- 
tanem  na karboksypeptydazę w ykazano obecność grupy -OH tyrozyny 
w centrum  aktyw nym  tego enzymu.

Poza tyrozyną z czteronitrom etanem  reaguje jedynie cysteina, która
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ulega utlenieniu. Reakcja ta zachodzi tylko w środowisku kwaśnym , a n i­
trow anie tyrozyny tylko w pH 7 (57).

11. Sprzęganie z solami dwuazoniowymi

Reakcja sprzęgania ze związkam i dwuazowym i jest charakterystyczna 
dla h istydyny  i tyrozyny oraz grup  tiolowych cysteiny, pierścienia indo- 
lowego tryp tofanu , e-aminowej grupy  lizyny oraz, jeżeli lizyna jest N-koń- 
cowym aminokwasem , jej oHaminowej grupy. Pierw szym  związkiem dw u- 
azoniowym zastosowanym  do badań białek był zdwuazowany kwas 
suLfanilowy (48).

Barw ne produkty  pow staw ały w  w yniku sprzęgania tego kwasu z resz­
tam i h istydyny  i tyrozyny, k tóre u legają tej reakcji najszybciej i w w a­
runkach  optym alnych dla stabilności enzymów. Zdwuazowany kwas sul- 
fanilow y zastosowano m iędzy innym i w badaniach centrum  aktywnego 
fruktozo-dw ufosfatazy z w ątroby królika (51, 52) w ykazując obecność 
czynnych reszt tyrozylow ych w arunkujących  hydrolityczną aktyw ność 
i wrażliwość enzym u na działanie AMP, jego allosterycznego inhibitora.

Związkiem  dwuazowym  specyficznie działającym  na reszty  h istydyny 
jest dw uazo-I-H -tetrazol (DHT). Odczynnik w ykazujący bardzo dużą 
reaktyw ność w stosunku do h istydyny , daje barw ną pochodną histydyno- 
-dw uazo-I-H -tetrazolu  o m aksim um  absorpcji przy 480 nm. DHT reaguje 
również z tyrozyną, ale znacznie w olniej, a poza tym  pochodne tyrozyny 
w ykazują znacznie m niejszą absorpcję św iatła z m aksim um  przy 550 nm. 
DHT nie daje z białkam i żadnych innych barw nych produktów  ubocznych, 
dzięki czemu można stosować duże stężenia odczynnika (31, 32). Badając 
w pływ  DHT na rybonukleazę z trzustk i wołu potwierdzono wyniki do­
tychczasowych badań nad udziałem  h istydyny w pozycji 12 i 119 w ka ta ­
litycznym  działaniu enzymu. Za pomocą dwuazowej pochodnej tetrazolu 
wykazano także udział reszt histydynow ych w aktyw ności lizozymu i pro- 
teinaz; DHT zastosowano również do badań centrum  aktyw nego karbo- 
ksypeptydazy A (31).

Jak  w ynika z przedstaw ionego powyżej przeglądu m etod stosowanych 
do badania grup czynnych cen trum  aktyw nego enzymów dobór w łaści­
wych odczynników oraz w arunków  reakcji jest decydujący dla uzyskania 
jednoznacznych wyników. W zasadzie nie ma odczynników specyficznych 
na określone grupy funkcyjne, dlatego też dla uzyskania danych o roli 
poszczególnych reszt am inokw asow ych w katalizie enzym atycznej n ie­
zbędne jest porównawcze stosow anie różnych m etod m odyfikacji enzy­
mów zarówno kinetycznych jak  i chemicznych.

Należy dodać, że ostatnio zaczęto stosować m etody badania jądrowego 
rezonansu m agnetycznego grup  czynnych w enzym ach (60), które 
na przyszłość mogą znaleźć szersze zastosowanie w określaniu s tru k tu ry  
centrum  aktywnego.
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M A G D A L E N A  I R E NA  BU KOW SKA*

Owoalbumina

Ovalbumin

Present views on the chemical composition and structure of peptide as w ell as 
sugar m oieties of ovalbumin are reviewed. Some suggestions on the heterogeneity 
of this protein are given.

A lbum ina stanowi 50!°/» białka ja ja  kurzego. Po raz pierwszy uzyskał 
ją w form ie krystalicznej Hofm eister w roku 1890 stosując w ysalanie siar­
czanem amonu. Obecnie najczęściej otrzym uje się ją za pomocą m etody 
K e k  w i e k a  i C a n n a n a  (42) z roku 1936, polegającej na w ysalaniu 
siarczanem  sodu. Tak uzyskany preparat, naw et po kilkarotnym  pow ta­
rzaniu procesu w ytrącania, zawiera śladowe ilości owomukoidu.

Mimo, że owoalbum ina jest jednym  z najlepiej poznanych glikopro- 
teidów, wiadomości o jej s truk turze, funkcji i biosyntezie są jeszcze 
bardzo niekom pletne. W roku 1966 N e u b e r g e r  i M a r s h a l l  (61) 
omówili n iektóre zagadnienia związane ze s tru k tu rą  owoalbuminy.

I. W łasności owoalbuminy

Masa cząsteczkowa owoalbum iny, obliczona jako średnia z w artości 
uzyskanych różnym i m etodam i, wynosi 45 000. Białko to jest zbudowane 
z części peptydow ej i cukrow ej, przy czym przyjm uje się obecność jed ­
nego łańcucha polipeptydowego i jednego fragm entu  oligosacharydowego. 
W tablicy 1 zebrano ak tualne dane o jakościowym  i ilościowym składzie 
owoalbuminy.

C harakterystyczna jest duża ilość reszt kwasu glutam inowego i aspara­
ginowego, co nadaje b iałku  charakter kwaśny, w yrażający się punktem  
izoelektrycznym  w pH  4,6. Również seryna, alanina i leucyna w ystępują

* Mgr, Katedra Biochemii i Biofizyki, Uniwersytet Jagielloński, Kraków 
Wykaz stosowanych skrótów: AcNHGlk — N-acetyloglukozoamina, Man — man- 

noza
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Tablica 1
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Skład jakościowy i ilościowy owoalbuminy

Składnik Ilość reszt na mol 
białka (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
Izoleucyna 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 1 1 2 2, 3, 61, 84, 87,
Cysteina 5 6 lub 4 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 całkowita 23 61
Azot całkowity 507 61

w dużych ilościach. W wolnej elektroforezie owoalbum ina w ykazuje 
heterogenność rozdzielając się na trzy  frakcje różniące się zaw artością 
kw asu fosforowego (48, 66, 67). P unk t izoelektryczny p i  frakcji Ax wynosi 
4,58, frakcji A2 — 4,65 i frakcji A3 — 4,75 (68). W edług n iektórych au to ­
rów cząsteczki owoalbum iny różnią się ilością mostków dwusiarczkowych 
(2, 3). Jedne z tych cząsteczek m ają prawdopodobnie pojedyncze wiązanie 
dwusiarczkowe i 6 wolnych grup tiolowych, inne — dwa m ostki dw u- 
siarczkowe i 4 reszty  cysteiny. Większość autorów  donosi jednak o w ystę­
powaniu tylko 7 reszt cysteiny w owoalbuminie. Zgadza się to z ilością 
siarki ogólnej, która wynosi 23 atom y na cząsteczkę białka, z czego reszty  
m etioniny zaw ierają 16 atomów. Sądzi się, że heterogenność owoalbum iny 
w ynika ze zmienności składnika cukrowego (5, 16, 17, 47), zbudowanego 
z m annozy i N-acetyloglukozoaminy.
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II. Część peptydowa

W początkow ym  okresie badań nad sekw encją aminokwasów w owo- 
album inie nie stw ierdzono wolnych reszt C- i N-końcowych (83) i p rzypu­
szczano, że owoalbumina w ystępuje bądź jako cykliczny łańcuch poli- 
peptydow y, bądź też, że oba końce tego łańcucha są m askowane przez 
składnik cukrow y (79). N i u  i F r a e n k e l - C o n r a t  (62) stosując 
hydrazynolizę w ykazali obecność C-końcowej proliny. Inni autorzy, dzia­
łając karboksypeptydazą (77), w ykryli, że C-końcowym aminokwasem  
jest alanina. Prawdopodobnie jednak alanina była uw alniana jako C-koń- 
cowa z łańcucha bocznego przez śladowe ilości subtilopeptydazy A lub 
enzym u o podobnej specyficzności, k tórym  był zanieczyszczony preparat 
karboksypeptydazy. P rzy jm uje się więc ogólnie, że aminokwasem  C-koń­
cowym w owoalbum inie jest prolina w sekwencji ...-W al-Ser-Pro (62).

Budowę N-końca łańcucha w pew nym  stopniu w yjaśnili J o h a n s e n  
i wsp. (32). A utorzy ci uwolnili z 1 mola owoalbum iny 4 mole kwasu octo­
wego, z k tó rych  tylko trzy  były związane ze składnikiem  cukrowym. 
Zdaniem  autorów  czw arty acetyl blokuje aminokwas N-końcowy. N iedłu­
go potem  M a r s h a l l  i N e u b e r g e r  (55) w yodrębnili wolne od 
cukrów acetylopeptydy, zaw ierające 0,8 mola grup acetylow ych na 1 mol 
białka. P rzy ję to  zatem , że końcowa grupa aminowa w ystępuje w form ie 
zacetylow anej. Sekwencję aminokwasów przy N-końcu określił N a r i t a 
(58) (I).

N-acetyl-Gli-Ser-Gli-Ileu-Ala-...
I

Dzięki badaniu  s tru k tu ry  glikopeptydów (33, 45, 53, 63) poznano sek­
w encję aminokwasów w pobliżu składnika cukrowego (II).

.. .-Glu-Liz-Tyr-Asp- Leu-Tre-Ser-W al-Leu-... 

oligosacheryd

II.

W ykryw ane przez niektórych autorów pewne odchylenia od tej sekwen- 
Gji (13, 33) mogą wypływ ać z różnic genetycznych.

Po hydrolizie owoalbum iny trypsyną i zakwaszeniu do pH  4,7, połowa 
produktów  tw orzy osad, zw any frakcją  T-I (37). Zawiera ona 85—90?Vo 
cukrów  obecnych w owoalbuminie (39). Nie wykazano w tej frakcji wol­
nych grup -SH, natom iast istn ieją  mostki -S-S- (38), które odgryw ają 
główną rolę w stabilizacji agregatów. F rakcja T-I uzyskana z utlenionej 
ow oalbum iny zawiera jedynie O ^/o  cukrów. Rozbicie wiązań -S-S- powo­
duje więc uw olnienie glikopeptydów i przejście ich do roztw oru (31).

W ykazano, że część łańcucha peptydowego, związana bezpośrednio ze 
składnikiem  cukrow ym , nie zawiera reszty  kw asu fosforowego. Jedna
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z dwóch reszt fosforanow ych w ystępujących w cząsteczkach frakcji Ax 
jest przyłączona do grupy hydroksylow ej seryny, znajdującej się w sek­
wencji określonej wzorem  III. Położenie tego fosfopeptydu jest nieznane.

. . Asp-Ser-Glu-Ileu-...
I

fosforan
III

Badaniem  peptydów, w których w ystępują cystyna i cysteina, zajm o­
w ali się A n f i n s e n  i F l a v i n  (1, 25). W ykazali oni obecność dw u- 
peptydów  zaw ierających cysteinę połączoną z różnym i am inokwasam i, nie 
stw ierdzili jednak w jaki sposób są one wbudowane w łańcuch polipepty- 
dowy. Zawartość siarki w tych peptydach nie zgadza się z ilością tego 
pierw iastka oznaczoną w owoalbuminie przez innych autorów. W oparciu
o te wyniki N e u b e r g e r  i M a r s h a l l  (61) sform ułow ali hipotetycz­
ny wzór fragm entu cząsteczki owoalbuminy, zaw ierający 12 grup -SH.

Liczni autorzy (1, 48, 77, 85) sądzą, że w owoalbuminie istn ieje boczny 
łańcuch peptydow y, tw orzący pętlę z łańcuchem  głównym. Pętla  ta składa 
się conajm niej z 7 reszt aminokwasowych o sekwencji podanej wzorem  IV.

------------------------------------------------------Liz—
8 7 6 5 4 3 2 11 

.. .-G lu_Ala-G Ii- W al-A sp-A la- Ala
IV

Ten heptapeptyd łączy się przez C-końcową alaninę z e-aminową grupą 
lizyny. Natom iast N-koniec tego peptydu jest prawdopodobnie związany 
z (3- lub y-karboksylową grupą kwasu asparaginowego lub glutaminowego. 
Pod działaniem  subtilopeptydazy A i enzymów o podobnej specyficzności 
wiązania w pętli heptapeptydow ej ulegają rozerw aniu i pow stają różne 
odm iany owoalbuminy. K rystalizu ją  one w formie charakterystycznych  
blaszek i dlatego nazwano je plakalbum inam i (48). Pow staw anie plakalbu- 
m in jest poprzedzone przez stadium , w którym  w cząsteczce owoalbum iny 
rozryw a się wiązanie „1” (wzór IV) (78). Tak zwana plakalbum ina I pow­
staje  przez enzym atyczne rozerw anie dodatkowo wiązania ,,3” — z rów no­
czesnym  odszczepieniem dw upeptydu Ala-Ala. P lakalbum ina II pow staje 
dzięki rozerw aniu wiązań „3” i „7” , co prowadzi do utw orzenia peptydów  
Ala-Ala i A la-Gli-W al-Asp, lub tylko wiązania ,,7”, czemu tow arzyszy 
tworzenie heksapeptydu. W reszcie plakalbum ina С tw orzy się w skutek 
odszczepienia tylko alaniny. P lakalbum ina II ma nieco wyższy punkt 
izoelektryczny i odm ienną ruchliwość elektroforetyczną (64, 65) od owo­
album iny rodzimej. Podczas sączenia na żelu (81) zachow uje się jednak 
identycznie jak  owoalbum ina i ma również niezm ienione własności an ty ­
genowe, mimo że s tru k tu ra  trzeciorzędowa jest nieco zaburzona. S m i t h  
(73) porównał zachowanie się owoalbum iny i p lakalbum iny w  elektrofo­
rezie na żelu poliakrylam idow ym  w 8M moczniku. Owoalbum ina daje
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pojedynczy prążek, natom iast w przypadku plakalbum iny w ystępuje 
dodatkow a kom ponenta o większej ruchliwości. K om ponenta ta  jest pep- 
tydem  zbudowanym  z około 33 reszt aminokwasowych, związanym  praw ­
dopodobnie z resztą cząsteczki wiązaniem  niekow alencyjnym .

III. Część cukrowa

W roku 1893 Pavy w ykazał w hydrolizacie alkalicznym  białka ja ja  
kurzego duże ilości cukrów. Ich obecność potw ierdził Eicholz w roku 
1898 używ ając oczyszczonej album iny; otrzym ał on substancje redukujące 
odczynnik Fehlinga i dające osazony. Seem ann w yodrębnił z hydrolizatu  
krystalicznej ow oalbum iny glukozoaminę, a Jellinek  i F raenkel oraz 
Levene i Mori także mannozę. Autorzy ci sądzili, że obydwa monosacha- 
rydy  pochodzą z owom ukoidu obecnego w preparacie owoalbuminy. Do­
piero w 1929 roku R i m i n g t o n  (60) ostatecznie udowodnił obecność 
m annozy i glukozoam iny w  owoalbuminie.

M annozę i glukozoam inę w owoalbuminie oznaczano różnym i m etoda­
m i — głównie kolorym etrycznie, przy czym niektórzy autorzy hydrolizo- 
w ali całą cząsteczkę owoalbum iny, inni natom iast — w yodrębniony 
uprzednio fragm ent oligosacharydowy w połączeniu z kwasem  asparagi­
nowym, wiążącym  go z częścią peptydow ą (6, 26, 33). G likopeptydy o trzy­
m ywano z owoalbum iny różnym i m etodam i (26, 31, 36, 45, 60, 63). W szy­
stkie polegają na w stępnej degradacji białka przez traw ienie go enzym am i 
proteolitycznym i soku trzustkow ego (31, 35), pepsyną (33), trypsyną i chy- 
m otrypsyną (21, 33, 36, 63), papainą (26, 45) i pronazą (7, 26). G likopeptydy 
w yodrębniano głównie za pomocą chrom atografii na różnych w ym ienni­
kach jonowych i sączenia m olekularnego (7, 26, 36, 45). O trzym ane w ten 
sposób glikopeptydy oprócz kwasu asparaginowego, bezpośrednio związa­
nego ze składnikiem  cukrow ym , zaw ierają jednak w znacznych ilościach 
inne am inokwasy, przede w szystkim  leucynę, serynę i treoninę. Dużą 
trudność spraw iało otrzym anie fragm entu  zbudowanego tylko z oligosa- 
charydu i reszty  kw asu asparaginowego (28, 32, 33). Można go otrzym ać 
działając na w yodrębnione glikopeptydy karboksypeptydazą A lub pow­
tórnie pronazą (36). Enzym  ten, jeżeli działa na całą cząsteczkę owoalbu­
m iny, rozszczepia ilościowo wiązanie Tyr-Asp, natom iast przy pow tórnym  
działaniu — wiązanie A sp-Leu (strzałki 1 i 2 we wzorze V).

oligosacharyd
-

Ń H

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

V
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Przez działanie na białko papainą otrzym uje się m ieszaninę glikopepty­
dów, w  których w iązanie Tyr-A sp jest odporne na działanie pronazy 
(27, 45).

Większość autorów  stw ierdza we fragm encie oligosacharyd-kw as aspa­
raginow y obecność 5 reszt m annozy i 3 glukozoam iny (6, 12, 26, 28, 33, 36, 
40, 63). Inni natom iast podają odm ienne w artości stosunku m annozy do 
glukozoam iny, a mianowicie 4:2 (31), 6:3 (45) i 6:4 (30). Również ciężar 
cząsteczkowy tego fragm entu  oznaczany różnym i m etodam i odbiega od 
w artości teoretycznej, obliczonej z uwzględnieniem  5 reszt m annozy, 3 
reszt glukozoam iny i 1 reszty  kwasu asparaginowego (27, 33, 36, 46, 60). Za 
homogenicznością połączenia oligosacharyd-kw as asparaginow y przem a­
wia jego zachowanie podczas elektroforezy na bibule oraz na kolum nach 
celulozowych (36), jak  również uw alnianie dokładnie 1 mola N -acetylo- 
glukozoam iny z teoretycznie obliczonej gramocząsteczki tego związku (34). 
Jednakże badania innych autorów  sugerują jego heterogeniczność uw a­
runkow aną różnicam i w obrębie składnika cukrowego. Używ ając kolum n 
Dowex 50X2  C u n n i n g h a m  i wsp. (16) otrzym ali z p repara tu  owo- 
album iny traw ionej pepsyną cztery frakcje różniące się zaw artością cu­
krów. Podobnie rozdzielały się glikopeptydy otrzym ane po traw ieniu  
owoalbum iny trypsyną, chym otrypsyną i karboksypeptydazą, przy czym 
wykluczono obecność jedno- i dw usacharydów . Fragm enty  oligosacharyd- 
-kw as asparaginow y z krystalicznej owoalbuminy traw ionej pronazą ci 
sam i autorzy (17) rozdzielili na pięć frakcji różniących się zaw artością 
cukrów. L e w г у i wsp. (47) otrzym ali natom iast tylko dwie frakcje, 
w których stosunek m annozy do glukozoam iny wynosił 5:3 i 5:5. P raw do­
podobnie dwie dodatkowe cząsteczki glukozoam iny znajdu ją  się na końcu 
łańcucha polisacharydowego. W skazuje na to odszczepianie za pomocą 
(3-N-glukozoaminidazy większej ilości glukozoam iny z frakcji ,,5:5” niż 
z frakcji ,,5:3”. Również B h o y r o o  i M a r s h a l l  (5) potw ierdzili 
heterogeniczność składnika cukrowego. Rozdzielając na D owex  50X2 m ie­
szaninę glikopeptydów, uzyskaną po jednorazow ym  traw ien iu  owoalbu­
m iny pronazą, otrzym ali siedem frakcji ze stosunkiem  m annozy do gluko­
zoaminy: 2,05, 2,54, 1,43, 1,96, 2,64, 3,31 i 2,26. Równocześnie stw ierdzili 
w tych sam ych w arunkach homogeniczność fragm entu oligosacharyd-kw as 
asparaginow y otrzym anego m etodą F l e t c h e r a  i wsp. (27). P rzy jm ują  
równocześnie heterogenność składnika cukrowego owoalbum iny i sugeru­
ją, że jest ona uw arunkow ana genetycznie. Należy jednak zwrócić uwagę, 
że w tych dwóch doświadczeniach autorzy stosowali różne m etody otrzy­
m yw ania glikopeptydów. Przyczyną w ykryw ania różnych ilości cukrów 
może być też w ystępowanie w poszczególnych jajach kilku różniących 
się zawartością cukrów frakcji owoalbum iny w różnych stężeniach.

Sposób wzajem nego powiązania m onosacharydów w składniku cukro­
w ym  badano stosując oczyszczony fragm ent oligosacharyd-kw as aspara­
ginowy. F l e t c h e r  i wsp. (26) na podstawie wyników ilościowego
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utlen ian ia  nadjodanem  doszli do wniosku, że składnik cukrow y jest zbu­
dowany liniowo albo ma najw yżej jeden punkt rozgałęzienia. С 1 a m  p 
i H o u g h (12) za pomocą N-acetylo-(3-D-glukozoaminidazy zdołali od- 
szczepić jeden mol N -acetyloglukozoam iny, co wskazuje, że na n iereduku- 
jącym  końcu składnika cukrowego znajduje się jedna reszta tego cukru. 
Po działaniu na fragm ent oligosacharyd-kw as asparaginow y em ulsyną 
ze słodkich migdałów, rozdzieleniu hydrolizatu na węglu drzew nym
i przeanalizow aniu uzyskanych składników, M o n t g o m e r y  i wsp. 
(46, 56) zaproponowali dla składnika cukrowego sekwencję m onosacha- 
rydów (VI).

AcNHGlk-Man-AcNHGlk-AcNHGlk-(Man, Man, Man, Man)NH-Asp

VI

C l a m p  i H o u g h  (13) uw ażają, że owoalbum ina zawiera pojedynczą 
grupę prostetyczną, przyłączoną końcem redukującym  do części pepty- 
dowej. Ma ona struk tu rę  rozgałęzionego łańcucha, którego końce stanow ią: 
D-mannoza i N-acetyloglukozoam ina. Końcowa D-mannoza połączona jest 
z pozostałą częścią oligosacharydu przez conajm niej jedną resztę m an- 
nozy.

Posługując się klasyczną techniką m etylacji, u tleniania nadjodanem
i stosując trzy  kolejne degradacje Sm itha, M o n t g o m e r y  i wsp. 
(57) w ykryli w części cukrow ej trzy  końce nieredukujące. Tworzą je:
1 reszta N-acetyloglukozoam iny i 2 reszty  D-mannozy, przy czym te  
ostatnie wchodzą w skład tetram annozylow ej części składnika cukro­
wego. W edług tych autorów , oligosacharyd ma stru k tu rę  łańcucha dw u­
krotnie rozgałęzionego (wzór VII).

AcNHGlk1- 2Man1- 4<3>AcNHGIk-AcNHGlk-NH-Asp

Man1I 3 I 1
Man1JMan 

! 2 
Man1

VII

W dalszym  ciągu istn ieją  jednak rozbieżności co do ilości rozgałęzień 
oligosacharydu oraz jakości cukrów stanow iących końce nieredukujące. 
C l a m p  i H o u g h  (13) oraz F l e t c h e r  i wsp. (26) p rzy jm ują obec­
ność tylko jednego rozgałęzienia. L e w г у i wsp. (47) zakładają te rm i­
nalne położenie przynajm niej jednej z dwóch dodatkow ych reszt N -ace- 
tyloglukozoam iny.

H ydrolizat fragm entu  oligosacharyd-kw as asparaginow y rozdziela się 
podczas elektroforezy na kolum nie celulozowej na pięć frakcji, z k tó ­
rych jed n a  zawiera połączenie glukozoam ina-kwas asparaginow y (7). Po 
uzyskaniu tego związku w form ie krystalicznej, nie stw ierdzono w nim
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obecności m annozy, a za pomocą hydrolizy i chrom atografii wykazano, 
że jest zbudowany z jednego mola kwasu asparaginowego, jednego mola 
glukozoam iny i jednego mola amoniaku. Połączenie glukozoam ina-kwas 
asparaginow y nie daje reakcji charakterystycznych dla w olnych grup 
aldehydow ych, co w skazuje na zablokowanie hydroksylu glikozydowego. 
Ruchliwość elektroforetyczna, bardzo podobna do ruchliwości am inokwa­
sów obojętnych, jest uw arunkow ana prawdopodobnie zablokowaniem 
grupy aminowej glukozoaminy, która jest zacetylow ana, jak  w białku 
rodzim ym. Poza tym  F l e t c h e r  i wsp. (52) stw ierdzili, że w wiąza­
niu bierze udział (3-karboksylowa grupa kw asu asparaginowego. Szereg 
danych w skazuje więc, że połączenie kwasu asparaginowego i N -acety- 
loglukozoaminy ma postać 2-acetam ido-(i-L-|3-aspartam ido)-I,2-dwude- 
zoksy-p-D-glukozy (wzór VIII):

Porównanie właściwości wyodrębnionego z owoalbum iny połączenia 
glukozoam ina-kwas asparaginow y z właściwościam i jednego z syntetycz­
nych związków (52) potwierdziło tę budowę. Oba związki zachowały się 
identycznie w czasie elektroforezy i chrom atografii oraz w ykazały po­
dobną stabilność w środowisku kwaśnym  i zasadowym.

Owoalbum ina jest n ietrw ała w tem peraturze pokojowej, ale można 
tw orzyć bardziej trw ałe pochodne przez m odyfikowanie grup -SH w resz­
tach cysteiny. W owoalbuminie grupy -SH reagu ją  z jodem  i niektórym i 
innym i substancjam i rozpuszczalnym i w niepolarnych rozpuszczalnikach, 
ale nie mogą być utleniane żelazicyjankiem  i tlenem  cząsteczkowym. Po 
denaturacji grupy te sta ją  się bardzo aktyw ne (43, 86). Przypuszczalnie 
w rodzimej owoalbuminie grupy -SH są osłonięte przez różne, częściowo 
niepolarne fragm enty  łańcucha, co nie wyklucza reakcji z odczynnikami 
na grupy -SH, ale je w różnym  stopniu u trudn ia  (41).

Do badań ilości i roli grup -SH oraz w iązań -S-S- w owoalbuminie 
stosowano jej pochodne pow stające przez utlenianie jodem. W toku tej 
reakcji, k tórej końcowy punkt w ykazywano potencjom etrycznie (87) lub

CHjOH

NHCOCHg

VIII

IV. W iązania dwusiarczkowe i g rupy  tiołowe
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spektrofotom etrycznie (18), do cząsteczki białka przyłącza się 5—7 ato­
mów jodu. M etodą am perom etryczną jedni autorzy wykazali obecność 
4 wolnych grup  -SH (22), inni — 5 (4). Przypuszcza się, że różnice są 
spowodowane bardzo słabą aktyw nością jednej z grup -SH, co daje błędy 
przy m iareczkow aniu (2). Trzy grupy -SH reagują z jodem  szybko, po­
zostałe nie są aktyw ne. Możliwe jest również tworzenie wiązań -S-S- po 
u tlenieniu jodem . Stwierdzono, że w iązania te tworzą się tylko w obrę­
bie cząsteczek, ponieważ nie zm ienia się ciężar cząsteczkowy, co w yka­
zano przez u ltraw irow anie (18) i osm om etrycznie (2). Także zwiększoną 
wrażliwość owoalbum iny na denaturację (term iczną lub mocznikiem), 
w ystępującą po utlenieniu  jodem, można tłum aczyć tworzeniem  wew- 
nątrzcząsteczkow ych w iązań -S-S-, pow stających z równoczesnym rozer­
waniem  niektórych wiązań wodorowych i hydrofobowych. Nowe wiązania 
nie zastępują rozerw anych i w cząsteczce pow stają naprężenia ułatw ia­
jące denatu rację  (3).

W edług W i n z o r a  i C r e e t h a  (87) w rodzim ej owoalbuminie 
w ystępują dwa w iązania -S-S-, natom iast B e l i c e r  i Ł o b a c z e w -  
s k a j a  (3) p rzy jm ują  średnio 1,5 w iązania na 1 cząsteczkę. Ta ostat­
nia w artość sugeruje heterogenność owoalbum iny uw arunkow aną ilością 
m ostków -S-S-. Ponieważ trzy  reagujące z jodem grupy -SH po u tle ­
nieniu tw orzą ilościowo w iązania -S-S-, można wnioskować, że 50°/o 
cząsteczek owoalbum iny zawiera dwie tego typu grupy -SH, a 50°/o — 
cztery. Czw arta grupa -SH, powoli reagująca z jodem  stanow i 0,5 mola 
-S-S-; praw dopodobnie połowa wszystkich cząsteczek zawiera po dwie 
takie grupy -SH. P ią ta  grupa -SH w ystępuje w cząsteczce pojedynczo
i nie tw orzy wiązania -S-S-. Ilość 1,5 mola -S-S - na 1 mol białka ozna­
czałaby zatem , że połowa cząsteczek owoalbum iny zaw iera jedno wiąza­
nie -S-S-, a połowa — dwa. Istnienie dwóch frakcji owoalbum iny różnią­
cych się szybkością denatu racji (72, 74, 75) może także sugerować hetero­
genność związaną z ilością wiązań -S-S- stabilizujących cząsteczkę biał­
ka. Ponieważ kolejność aminokwasów jest przypuszczalnie identyczna 
we wszystkich cząsteczkach owoalbum iny i każda zawiera 8 reszt pół- 
-cystyny i cysteiny, więc w połowie cząsteczek w ystępow ałaby jedna 
reszta cystyny  i sześć cysteiny, a w połowie — dwie reszty  cystyny i czte­
ry  cysteiny. W tym  drugim  przypadku przekształcenie dwóch reszt cys­
teiny w jedną resztę cystyny  powodowałoby niew ielką m odyfikację łań­
cucha polipeptydowego. Zarówno W i n z o r  i C r e e t h  (87) jak i B e ­
l i c e r  i Ł o b a c z e w s k a j a  (3) uw ażają, że w cząsteczce owoalbu­
m iny w ystępuje 8 atom ów siarki; inni autorzy w ykazali tylko 7 atomów.

Zm odyfikowana przez utlenienie jodem  owoalbum ina jest bezbarwna 
lub żółtawa, k rysta lizu je  jak  rodzime białko, jest podobnie rozkładana 
przez trypsynę, jest stab ilna w tem peraturze pokojowej i zawiera do­
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datkową grupę zjonizowaną o pK  około 6. Choć kąt skręcenia płaszczyz­
ny polaryzacji jest praw ie niezm ieniony, rozpuszczalność białka jest 
mniejsza, a zatem  zm iany jego trzeciorzędow ej s tru k tu ry  mogą być spo­
wodowane ujaw nieniem  początkowo zam askowanych reszt niepolarnych. 
S truk tu ra  drugorzędowa natom iast pozostaje niezm ieniona (14, 19, 20, 
87). Z produktu, powstającego przy utlenianiu  owoalbuminy jodem, moż­
na odtworzyć rodzim e białko działając m erkaptanem  o niskim  ciężarze 
cząsteczkowym, na przykład 2-m erkaptoetyloam iną (19).

V. Reszty kwasu fosforowego

L o n g s w o r t h  i wsp. (49) rozdzielili owoalbuminę za pomocą wol­
nej elektroforezy na dwie frakcje. F rakcję bardziej ruchliw ą, stanow ią­
cą około 70°/o białka określili jako Ab pozostałą jako A2. L i n d e r s t -  
r 0 m - L a n g  i O t t e s e n  (48) przypuszczali, że przyczyną tego roz­
działu album iny jest obecność dwóch reszt kwasu fosforowego w czą­
steczkach białka we frakcji Ab oraz jednej reszty  we frakcji A2. P e r -
1 m a n n (66, 67) potw ierdziła te w yniki w ykazując równocześnie obec­
ność jeszcze jednej frakcji, A3, nie zaw ierającej fosforu. Aby spraw ­
dzić, czy ruchliwość frakcji jest uzależniona od zawartości reszt kw asu 
fosforowego i ustalić typ ich wiązania, Perlm ann działała na frakcję 
fosfom onoesterazą z prostaty, rozszczepiającą wiązania estrowe kw asu 
fosforowego. Enzym  ten usuwa jedną resztę fosforanową z cząsteczek 
owoalbum iny frakcji Ax, przy czym pow stające białko jest identyczne 
z białkiem  frakcji A2. Fosfataza z ziem niaków lub z jelit powodują n a to ­
m iast kom pletną defosforylację z utw orzeniem  substancji odpow iadają­
cej własnościami elektroforetycznym i frakcji A3.

Perlm ann wykazała, że jedna reszta kwasu fosforowego jest p rzy łą­
czana wiązaniem  O-P, co następnie potw ierdził F 1 a v i n (23, 24) w y­
odrębniając fosfoserynę z częściowego hydrolizatu owoalbuminy. N atura 
drugiego w iązania nie jest znana. Flavin przypuszcza, że druga reszta 
fosforanowa jest również przyłączona do seryny, lecz odm ienna sek­
w encja aminokwasów wokół tej reszty  stw arza inne w arunki działania 
dla fosfomonoesterazy. P e r l m a n n  (67) natom iast sugeruje możliwość 
w ystępowania wiązania N -P z grupą guanidynow ą argininy lub s-am ino- 
wą lizyny. Możliwość w ystępow ania dw uestru w owoalbuminie w yklu­
czono, obserw ując jej zachowanie wobec kolejnego działania dw uesterazy 
jadu węża i fosfatazy prostaty.

Trzy frakcje owoalbum iny różniące się zawartością reszt kw asu fos­
forowego uzyskali także R h o d e s i wsp. (68) przeprow adzając bezpo­
średnio rozdział białka ja ja  kurzego za pomocą chrom atografii jonowy­
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m iennej na kolum nie z CM-celulozy. B u k o w s k a  (8) stw ierdziła, że 
metodą tą  można otrzym ać naw et pięć frakcji, nie rozstrzygnęła jednak 
w czym tkw i przyczyna dodatkowej heterogenności. S t e v e n  i T r i s -  
t r a m (79) stosując elektroforezę na żelu skrobiowym  otrzym ali trzy  
frakcje owoalbum iny, a L u s h (50), w identycznych w arunkach, sześć 
frakcji. Być może dodatkowe rozdziały frakcji różniących się zawartością 
fosforu następu ją  z powodu różnic części węglowodanowej lub peptydo- 
wej. Przypuszcza się, że różna liczba frakcji owoalbum iny może być 
w arunkow ana genetycznie (50, 80) a także horm onalnie, gdyż stw ier­
dzono różnice w owoalbuminie pochodzącej z jaj tej samej ku ry  (8, 80).

VI. Uwagi końcowe

S truk tu rę  pierwszorzędową części peptydow ej owoalbum iny pozna­
no zaledwie w paru  kilkuam inokw asow ych fragm entach; dyskusyjna 
jest zawartość, sposób związania i rola grup tiolowych i reszt fosforo­
wych. S tru k tu ra  składnika cukrowego przedstaw ia w dalszym  ciągu sze­
reg wątpliwości. W ydaje się, że głównym  powodem tych  rozbieżności 
jest heterogenność owoalbuminy, nie uw zględniana w badaniach s tru k ­
turalnych .

Owoalbum inie przypisuje się różne funkcje biologiczne. N ajpraw do­
podobniej stanow i ona główny m ateriał energetyczny i budulcow y dla 
rozw ijającego się zarodka (9, 10, 11, 29, 70). N iektórzy autorzy nie po­
tw ierdzają  jednak  dom inującej roli owoalbuminy, lecz w ykazują propor­
cjonalne zużywanie w szystkich białek zaw artych w białku jaja  (54). 
W iadomo, że ow oalbum ina jest inhibitorem  lizozymu (15) oraz przy­
puszcza się, że odgryw a ona rolę w wiązaniu wapnia. Ta ostatnia funkcja 
kojarzy się z w ykryciem  przez niektórych autorów  (69) w cząsteczce owo­
album iny podjednostek, w ystępujących w równowadze z dimerem . P rze­
suw anie równowagi układu  dim er-m onom er mogłoby mieć rzeczywiście 
znaczenie w regulow aniu poziomu wapnia. Rola składnika cukrowego jest 
zupełnie nieznana, wykazano tylko, że nie w arunkuje  on w raz z bez­
pośrednio związaną z nim  częścią łańcucha peptydowego własności an ­
tygenow ych (82).

Biosynteza ow oalbum iny nie jest całkowicie w yjaśniona. Wiadomo, 
że białko to jest syntetyzow ane w jajowodzie (51), że proces ten  rozpo­
czyna się od zacetylow anego N-końca (59) i pozostaje pod kontrolą estro­
genów, progesteronu i hormonów przysadkow ych (51). G rupy fosfora­
nowe są praw dopodobnie w łączane po całkow itym  zakończeniu syntezy 
łańcucha polipeptydowego, w ykazano bowiem (71), że białko frakcji nie 
zaw ierającej fosforanu jest produktem  przejściow ym  w syntezie białek 
pozostałych frakcji.
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Post.  Blochem.  16, 263—296 (1970):.

JA C E K  B A R T K O W IA K *, LE O K A D IA  KŁYSZEJKO -STEFAN O W IC Z**

Niejednorodność histonów 

Heterogeneity of histones

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

I. Występowanie histonów

H istony stanow ią składnik białkowy dezoksyrybonukleoproteidów  
(DNP) kom órek som atycznych zw ierząt i wyższych roślin. Ich odkrycie
i nazw a wiążą się z pracow nią H oppe-Seylera w Tybindze oraz z naz­
wiskiem  A lberta  Kossela z Rostocku, k tó ry  w 1884 roku wyizolował b iał­
ko zasadowe z jąder kom órkowych erytrocytów  ptasich. W następnych 
dziesięcioleciach m etodam i preparatyw nym i lub cytochem icznym i stw ier­
dzono obecność histonów  w bardzo wielu tkankach  roślinnych, zwierzę­
cych i ludzkich, zarówno patologicznych jak  i praw idłow ych. Tablica 1 
podaje zestawienie tkanek  i gatunków , w k tórych po raz pierwszy zba­
dano histony w ostatnich 3 latach. Jest ona uzupełnieniem  wykazów 
opracow anych przez P h i l l i p s a  (86) i K ł y s z e j k o  (60).

Od w ielu lat trw a ją  spory na tem at w ystępow ania histonów w kom ór­
kach bak tery jnych . U nielicznych tylko gatunków  bak terii udało się je 
w ykryć i scharakteryzow ać (por. poz. 60). Pew ny zdawałoby się fak t 
w ystępow ania nukleohistonu u Escherichia coli opisany przez Palm ade’a
i innych w 1961 roku  (por. poz. 60) poddali ostatnio w wątpliwość R a a f
i В o n  n e r  (92). W yizolowali oni w praw dzie wysokocząsteczkowy DNP 
(85S) z lizatów kom órek E. coli, jednak składnik białkow y tego kom plek­
su (związany elektrostatycznie z DNA) zaw ierał na 100 moli wszystkich 
reszt am inokwasowych zaledwie 15 moli aminokwasów zasadowych i po­
nad 20 moli am inokwasów dw ukarboksylow ych. Nie posiadał on także 
zdolności stabilizow ania DNA wobec term icznej denaturacji. Z podo-

* Mgr, Zakład Biochemii Ogólnej, Uniwersytet Łódzki, Łódź
** Doc. dr, Zakład Biochemii Ogólnej, Uniwersytet Łódzki, Łódź
Wykaz stosowanych skrótów: DNP — dezoksyrybonukleoproteid, NH — nukleo- 

hiiston, DNH — dezoksyrybonukleohiston, GAR — histon glicyno-argininowy, AL — 
histon argininowo-lizynowy, TCA — kwas trójchlorooctowy.
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Tablica 1

Występowanie histonów (dane z lat 1967—1969)

Tkanka Gatunek Literatura

Rośliny: 109
gametofit i sporofit Allomyces arbuscula
liście Nicotiana tabacum 118
kiełki Phaseolus vulgaris 103

Jaja Arabacia punctulata  
Paracentrotus lividus 
Echinus esculentus

80

Erytrocyty gołąb, gęś, indyk, mewa 77
Śledziona
Szpik
Skóra kurzy embrion 59
Sperma Emerita analoga 113
Wątrobo-trzustka Mytilus edulis 14
Yoshida ascites hepa- szczur 99
toma
Chromosomy komó­ Drosophila virillis 37
rek ślinianki
Mikro- i makrojądra Tetrahymena pyriformib 38
komórkowe
Erytrocyty Сагапах hippos 24
Fibroblasty kura 6
Hodowla tkankowa
komórek jajnikowych chomik 39
Gruczoły mleczne szczur, królik 107
Przedni i tylny gru­ ВотЪух mori L. (larwa) 29
czoł przędny
Komórki tuczne mysz 41

bieństw a składu aminokwasowego tego białka i białka całkowitego ba­
kterii można przypuszczać, że otrzym yw any z E. coli kom pleks DN A-biał- 
ko jest artefak tem  bądź też spełnia zupełnie inną rolę biologiczną niż 
DN P wyższych organizmów.

Nie został też jeszcze rozw iązany problem  pozachromosomowego w y­
stępow ania histonów. Białka zasadowe rybosomów cytoplazm atycznych, 
mimo iż zbliżone wieloma własnościam i do histonów, stanow ią jednak  
zwłaszcza pod względem  m etabolicznym  odrębną klasę białek. Bezspor­
ny  jest natom iast fak t „w ędrów ki” histonów z jądra  do cytoplazm y i od­
w rotnie podczas przem ian rozwojowych pewnych komórek. Np. ostatnie 
prace V a u g h n a  i wsp. (113, 114) zaw ierają dane o zm ianach typu, 
zaw artości i lokalizacji białek histonowych w sperm atozoidach kraba 
Emerita analoga. Doskonalenie m etod w yodrębniania histonów  przy ­
niesie zapewne w yjaśnienie wielu wątpliwości.
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II. Izolowanie histonów

Dotychczas nie udało się otrzym ać histonu w jednorodnej postaci 
ani w stanie krystalicznym . W szystkie niem al m etody w yodrębniania 
są zbyt drastyczne i pociągają za sobą większą lub m niejszą hydrolizę 
lub denaturację  tego białka.

M etody w yodrębniania histonów całkow itych można ująć w 2 grupy: 
a) ekstrakcję soli histonów (z DNP, jąder kom órkowych lub tkanki) roz­
cieńczonymi roztw oram i mocnych kwasów oraz b) dysocjację nukleohisto- 
nu roztw oram i soli obojętnych o dużej sile jonowej i w yodrębnianie po­
szczególnych składników wyjściowego kompleksu.

Przy izolowaniu i charakterystyce histonów ważne są cztery m om en­
ty: a) podatność na degradację enzym atyczną, b) łatwość asocjowania 
z innym i białkam i jądrow ym i i cytoplazm atycznym i, c) tendencja do 
agregacji białek histonowych przy pH wyższych od 4,5, d) specyficzne 
własności różnych m ateriałów  biologicznych, u trudniające porów nyw a­
nie wyników analiz preparatów  histonowych.

Zm niejszenie enzym atycznej degradacji histonów nadal zajm uje w iele 
uwagi licznych badaczy. Publikow ane obecnie prace rozszerzają znane 
już w  zasadzie zabiegi, ham ujące aktyw ność proteaz. F u r l a n  i J  e - 
r  i с i j o (30) badając p repara ty  DNP z grasicy cielęcej stw ierdzili, że 
istn ieją  2 typy proteaz rozbijających histony: enzym  działający w pH  
7,8 zlokalizowany wyłącznie w jądrze i proteaza o optym alnym  pH  4,4 
pochodząca zapewne z zanieczyszczeń preparatów  jądrow ych przez całe 
komórki. Proteaza o optym alnym  pH  7,8 hydrolizuje w szystkie 3 główne 
frakcje histonowe ale najbardziej podatny jest histon lizynowy. A ktyw ­
ność jej można całkowicie zaham ować ogrzew ając DNP przez 20 min. 
w 85°. Okazało się też, że na szybkość hydrolizy histonów w pływ ają 
wartość pH i siła jonowa środowiska, przy czym m aksym alna szybkość 
traw ienia  zbiega się z najm niejszą rozpuszczalnością DNP.

Ci sami autorzy (31) donieśli następnie, że natu ra lnym  składnikiem  
chrom atyny grasicy cielęcej jest obojętna proteaza o ciężarze cząstecz­
kowym  około 24 000. Enzym  ten  w ytrąca się z roztw oru chrom atyny 
w IM NaCl po obniżeniu siły jonowej i przy zachowaniu neutralnego pH. 
Udało się także przy niskich w artościach pH  w yekstrahow ać tę proteazę 
z nukleohistonu (NH). Siła powiązania jej z DNA jest słabsza niż siły 
łączące histony z DNA.

D o u n c e  i I c k o w i c z  (23) potw ierdzili poprzednie przypuszcze­
nia, że przed izolowaniem histonów  z jąder kom órkowych należy usuwać 
frakcję  globulinową i to najlep iej stosując 0,8'°/® NaCl o pH  niższym  niż 
5,6. Z tak  przygotowanego m ateria łu  uzyskuje się znacznie więcej białka 
histonowego i resztkowego niż przy  stosowaniu O,^0/» NaCl i pH 7,0 (opty­
m alna aktywność katepsyn). S t e l l w a g e n  i wsp. (108) wykazali, że 
podczas preparow ania jąder kom órkow ych czy DNP może dochodzić do
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daleko posuniętych zmian w histonach. Jednogodzinna inkubacja jąder 
kom órkowych czy DNP w obojętnym  pH, w obecności 5mM M gCl2 w  37° 
powodowała pojaw ianie się dodatkow ych frakcji przy rozdziale h istonu 
F I na CM-celulozie oraz elektroforezie w żelu poliakrylam idow ym . F rak ­
cje te były najpraw dopodobniej produktam i proteolitycznego rozpadu 
rodzimego histonu. A utorzy ci podkreślają konieczność ostrożnego podcho­
dzenia do zagadnienia niejednorodności białek histonowych.

P  a n у i m i wsp. (83) tw ierdzą, że najlepszym  sposobem zapobiegania 
proteolizie histonów podczas p repara tyk i jest dodawanie dw uizopropy- 
lofluorofosforanu (DFP) lub Na2S. H a r b e r s  i S p a a r  (42) s tw ier­
dzili, że obecność alkoholu oktylowego zm niejsza wrażliwość nukleohisto- 
nu na denaturację term iczną.

W yodrębnianie histonów z jąder kom órkowych pozwala w praw dzie 
uzyskać bardziej czyste p repara ty  niż z całej tkanki jednak podczas izolo­
wania jąder zachodzą znaczne s tra ty  m ateriału  i pojaw iają się dodatkow e 
możliwości degradacji enzym atycznej. W związku z tym  najczęściej izo­
lu je się histony bezpośrednio z tkanek, a z jąder kom órkow ych wówczas, 
gdy badana tkanka jest uboga w m ateriał jądrow y. Uzyskanie w odpo­
wiedniej ilości jąder wolnych od zanieczyszczeń cytoplazm atycznych jest 
trudne. S t e l l w a g e n  i C o l e  (106) badali białko histonowe z jąder 
kom órkowych gruczołów m lecznych szczura i królika i stw ierdzili, że 
mimo oczyszczania frakcji jądrow ej przez w irow anie gradientow e 
w sacharozie lub trak tow ania  jej 0,5% Tritonem Х-100  histon arginino- 
w y eluow any z kolum ny Amberlite IRC-50 ciągle w ykazyw ał w yraźną 
domieszkę białka niehistonowego. Są oni zdania, że jedynie stopniowe 
traktow anie jąder kom órkowych roztw oram i kwasów o coraz niższych 
wartościach pH  (patrz M u г г а у (71)) zapobiega zanieczyszczeniom nie- 
histonowym . Skuteczne jest też w edług nich przem yw anie surowego p re ­
para tu  DNP organicznym i rozpuszczalnikam i (50% etanol, 70%  etanol, 
aceton i eter).

Dializa DNP w IM NaCl wobec 6 objętości H20  (116) pozwala uzyskać 
zrekonstruow any nukleohiston, podczas gdy białko kw aśne pozostaje 
w roztworze; histon ekstrahow any z takiego NH jest dużo czystszy.

Ostatnio zajęto się też wpływ em  m echanicznej obróbki jąder kom ór­
kowych czy nukleohistonu na stan  frakcji histonowych. N e e 1 i n (77) 
badając ery trocy ty  ptasie wykazał, że sposób izolowania jąder (różny 
skład roztworów podstaw owych sacharozy) i lizy tych organelli (zam ra­
żanie i odm rażanie, stosowanie saponiny czy lizolecytyny) nie w pływ a na 
obrazy elektroforetyczne histonów.

III. Frakcjonowanie histonów

Obecnie stosowane m etody frakcjonow ania histonów można ująć 
w trzy  podstawowe klasy: 1) selektyw na ekstrakcja, 2) selektyw ne s trą ­

http://rcin.org.pl



[5] H IST O N Y 267

canie oraz 3) chrom atografia jonow ym ienna i filtracy jna, przy czym 
w praktyce praw ie z reguły  łączy się różne procedury w jeden system . 
P rzy ję to  podział histonów na 4 zasadnicze typy: histon silnie lizynowy 
(FI) o stosunku Liz/Arg >  4, histony um iarkow anie lizynowe (F2a i F2b), 
dla k tórych stosunek Liz/Arg =  1—4 oraz histon argininow y posiadający 
stosunek Liz/A rg <C 1.

1. S e le k ty w n a  e k s tr a k c ja

M etody określane m ianem  frakcjow anej, selektyw nej ekstrakcji opie­
ra ją  się na różnej sile wiązania poszczególnych kom ponent histonow ych 
z DNA, co pozwala selektyw nie odrywać z DNP różne frakcje histonowe 
przez stosow anie roztworów o coraz wyższej sile jonowej. Od daw na 
(por. poz. 60) znana była podatność histonu silnie lizynowego na działanie 
różnych czynników  (np. 0,6M NaCl), powodujących dysocjację DNP.

Ostatnio G e o r g i e v  i wsp. (32) wykazali, że DNP izolowany za 
pomocą 0,6M NaCl z kom órek raka  Ehrlicha i grasicy cielęcej jest s ta ­
bilny  w  szerokim  zakresie stężeń NaCl a jego składnik białkowy nie za­
w iera frakcji lizynowej. W obrazie z m ikroskopu elektronowego w idać 
pojedyncze łańcuchy o średnicy 30—40 A odpowiadające najpraw dopo­
dobniej pojedynczym  cząsteczkom DNP. Natom iast przy ekstrakcji DNP 
roztw oram i o niskich siłach jonowych otrzym uje się p repara ty  dające 
w  m ikroskopie elektronow ym  obraz w łókien o średnicy 100 A. Zgodnie 
z badaniam i L i t t a u ’ a i  wsp. (por. poz. 60) w ydaje się, że w łaśnie histon 
lizynow y ma swój udział w zmienności rodzimego DNP w różnych w arun ­
kach i odgryw a decydującą rolę w utrzym aniu  jego nadcząsteczkowej 
s tru k tu ry .

F a u l h a b e r  i B e r n a r d i  (28) rozdzielając p repara ty  DNP na 
kolum nach z hydroksyapaty tu  stw ierdzili, że przy stężeniu buforu fosfo­
ranow ego 0,07— 0,1M w ym yw ał się składnik białkowy, pochodzący z dyso­
cjacji DNP, a w zakresie stężeń 0,2— 0,3M — właściwy dezoksyrybonu- 
kleoproteid. Ilość w ym ywanego białka a także jego molowy stosunek 
Liz/A rg zależały od stężenia KC1 w buforze (tabl. 2).

T a b lic a  2

Stosunek Liz/Arg w  białku usuwanym z DNP przy różnych stężeniach KC1 podczas 
rozdziału n a  hydroksyapatycie (28)

DNP nie- 
zdysocjo- 

wany

Stężenie KC1

0,75M 1,0M 2,OM 3,0M

Liz
Arg 1,4 4,0 3,4 1,5 1,0

Dane te  potw ierdzają, że histon lizynowy usuw any jest z DNP najłatw iej-
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F a m b r o u g h  i B o n n e r  (25) zaobserwowali, że podczas dializy 
wodnego roztw oru nukleohistonu z kiełków grochu wobec roztw oru NaCl 
w zakresie stężeń poniżej 0,3M dysocjacja w ogóle nie zachodzi, przy 
stężeniu 0,5— 0,6M NaCl odłącza się histon silnie lizynowy a pozostałe 
frakcje oddysocjowują w zakresie stężeń 0,5— 1,5M NaCl. O trzym ane 
w ten  sposób różne typy  histonów w ykazyw ały duże zanieczyszczenia 
krzyżowe.

Oddysocjowanie frakcji histonowych z DNP okazało się procesem  od­
w racalnym  a zrekonstruow any dezoksyrybonukleoproteid ma wiele cech 
analogicznych do rodzimego DNP (85). R ekonstrukcję DNP można osiąg­
nąć przez dializę składników  nukleohistonu, rozpuszczonych w wodzie, 
wobec roztworów NaCl o stężeniu poniżej 3,5M w ciągu 17 godz. przy 2°.

Ciekawe są badania M a r t i n o v a  i S p i t k o v s k y ’ e g o  (66, 67) 
nad dysocjacją pod wpływ em  prom ieni X nukleohistonu grasicy cielęcej. 
Okazało się, że najła tw iej oddysocjow ywała frakcja  silnie lizynow a F I, 
na jtrudn ie j zaś frakcja  argininow a F3. Fakt, że frakcja  F3 zaw ierająca 
siarkę, a więc potencjalne źródło pierw otnych wolnych rodników , jest 
m niej w rażliw a sugeruje, że jest osłonięta przez frakcję lizynową rozcią­
gająca się na powierzchni superspirali nukleo-histonu grasicy.

Przytoczone powyżej dane uzasadniają słuszność poszukiwań specy­
ficznych m etod izolowania różnych frakcji histonow ych na skalę p repara­
ty  wną, w ykorzystujących różny stopień związania oraz różną ich lokali­
zację w DNP.

M etody selektyw nej ekstrakcji są szczególnie wygodne, gdyż już we 
w stępnej fazie można uzyskać duże ilości częściowo rozfrakcjonow anych 
histonów. Na szczególną uwagę zasługują dwa w arian ty  (schem at la  i b) 
powszechnie obecnie stosowanej m etody J o h n s a  (50) z 1964 roku.

W roku 1967 J o h n s  (53) opublikował nową m etodę selektyw nej 
ekstrakcji frakcji F2a z DNP grasicy cielęcej przy pH  7,0. O bojętny od­
czyn środowiska jest tu  bardzo istotny, zapobiega bowiem  destrukcji 
kom pleksu DNP pozbawionego frakcji F2a, co umożliwia dalsze jego w y ­
korzystanie np. jako m atrycy dla syntezy RNA i określenie, jak  usunięcie 
frakcji F2a wpływa na aktyw ność tej syntezy. W om aw ianej metodzie 
z jąder kom órkowych wolnych od RNP i odwodnionych ekstrahu je  się 
selektyw nie frakcję F2a m ieszaniną etanol:H 20  (stos. obj. 3:1) zaw iera­
jącą 10ю/» chlorowodorku guanidyny i doprowadzoną do pH  7,0. Zam iast 
10%i chlorowodorku guanidyny można stosować 2°/o NaCl, jednak  dobra 
rozpuszczalność chlorowodorku guanidyny w acetonie u łatw ia jego usu­
nięcie z preparatów . Roztwór frakcji F2a można poddać dalszem u frakcjo ­
now aniu dwoma sposobami. W pierwszym  po zakwaszeniu ekstrak tu  stę­
żonym  HC1 (ok. 1,8 m l na 100 ml ekstraktu) w ytrąca się podfrakcję F2a2 
dodając 1,75 objętości acetonu, a podfrakcję F2al przez dodanie do super- 
na tan tu  2/3 objętości acetonu. W sposobie drugim  dodanie do obojętnego 
roztw oru 1 objętości acetonu w ytrąca podfrakcję F2a2, a w ym ieszanie
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supernatan tu  z 1 objętością acetonu podfrakcję F2al. Podfrakcje uzyskane 
w pH  7,0 zaw ierają domieszki niebiałkowe. P rodukty  uzyskane obydwoma 
sposobami nie różnią się jednak składem  aminokwasowym  i zachowaniem 
w elektroforezie od preparatów  podfrakcji otrzym anych m etodą P  h i 1 - 
l i p s a  i J o h n s a  (88). W tej ostatniej metodzie lepsze wyniki uzyskuje 
się, gdy frakcję  F2al w ytrąca się przez dłuższy czas (1 godz.) w 35°, 
a frakcję F2a2 osadza się w tem peraturze pokojowej (87).

GRASICA Cl ELE CA
0£7.NaCl
przemy/ranie

OSAD
HCIO+
ekstrakcja

OSAD
Etanoi 
ekstrakcja

OSAD

SUPERNATANT

SUPERNATANT
F 2 a * F 3

apNHa
ekstrakcja

SUPERNATANT

OSAD
(odrzucony)

GRASICA CIELEC A

0j!V. NaCl 
przemycanie

OSAD

Etanol-1.25 N HCL 
(4:1 obj.) ekstrakcja

-SUPERNATANT

OSAD
O&H HCl
ekstrakcja

SUPERNATANT

OSAD
(odrzucony)

TCA

5 од/, acetonu; strąt rozpuszczony 
w etanolu/l,25 N HCl (4•/, obj.)
dializowany irobec etanolu 

5obj. acetonu

<STKĄT

SUrUMATAUT -
i obj

acetonu

ь)

dializa nobec
etanolu

3obj.

STRAT

<
©

SUPEUHATAHT

acetonu

STRAT

< ’
SUPEMATAHT-

iobj. 
acetonu 

- ©

S c h e m a t 1. Frakcjonowanie histonu grasicy cielęcej metodą selektywnej ekstrakcji
wg J o h n s a  (50) 

а) I w ariant, b) II w ariant

O r d  i S t o c k e n  (79) rozdzielili frakcję argininow ą F3 dializując 
kwasoalkoholowy ekstrak t zaw ierający histony F3 i F2a, wobec alkoholu 
absolutnego. Osad w ytrącony podczas pierw szych 2—3 godzin dializy 
wobec 3 objętości etanolu oznaczyli jako podfrakcję F3-1, zaś osad 
pow stający w czasie dalszej 17 godzinnej dializy wobec 100 objętości 
etanolu  — jako podfrakcję F3-2. P repara t F3-1 był czasami zanieczyszczo­
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ny  frakcją  F I, k tó rą  w ym yw ano 5% HC104. Podfrakcje F3-1 i F3-2 róż­
n iły  się zawartością grup sulfhydrylow ych i reszt fosforanowych.

O statnio G u r l e y  i H a r d i n  (39) podali metodę izolowania pięciu 
głównych frakcji histonow ych z hodowli tkanek chomika (schem at 2), 
opartą  na I w ariancie m etody J o h n s a  (50).

5%наси etanol 0.25N H U

Chromatyna 
surom

Ekstrakt
HCIO4

Osad Osad
\

Osad

Ekstrakt
etanolowy

Ekstrakt
HCL

ІвУ.
TCA

5objkitasnego
acetonu

Osad 
FZa * Fi

Rozp.rt knasnym 
etanolu 
Dializa wobec 
1007. etanolu

i
Roztwór F2a

J obj. kwaśnego 
acetonu

Osad F2a
rozp.w 0.35 N HCl 
*175 obj acetonu

Г . 
Roztwór F2 a2

0.9obj 
acetonu

5 obj. 
aceto­
nu

Osad Osad Osad Osad Osad

S c h e m a t 2. Selektywna ekstrakcja 5 frakcji histonowych z komórek jajnikowych 
chomika hodowanych in vitro, wg G u r l e y ’ a i H a r d i n  (39)

Frakcje otrzym yw ane m etodam i selektyw nej ekstrakcji często zawie­
ra ją  domieszki zarówno innych frakcji histonowych jak  i białek niehisto- 
nowych. Różni autorzy podają więc zabiegi, pozwalające oczyścić otrzy­
m yw ane preparaty . I tak  frakcję F3 oczyszczano przez rozpuszczenie jej 
w m ieszaninie e ta n o l— 1,25N HCl (stos. obj. 4:1) i dializę wobec etanolu 
absolutnego (51). Histon silnie lizynowy oczyszczano rozpuszczając go 
w 5% TCA i odrzucając nierozpuszczalne w tych  w arunkach domieszki 
(20). Histon F I w ytrącony następnie w 20°/o TCA można ekstrahow ać do 
5°/o НСЮ4 i po dializie otrzym ać czysty p repara t (81). F rakcje  histonowe 
z tkanek  ludzkich otrzym ane w edług I m etody Johnsa można oczyszczać 
odrzucając osady pozostałe po rozpuszczeniu wytrąconego i wysuszonego 
kom pleksu F2a, F3 w m ieszaninie etanole— 1,25N HCl (stos. obj. 4:1), 
a kom pleksu F I, F2b w  0,25N HCl (64).

M u г г а у (71) opracował m etodę stopniowego usuw ania frakcji h isto­
nowych z surowego DNP grasicy cielęcej roztworam i o coraz niższym  pH
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a następnie (73) przystosow ał ją do frakcjonow anej ekstrakcji histonów  
z jądrzastych erytrocytów  ptasich. W edług М и г г а у ’ а (71) DNP roz­
puszczony w roztworze o niskiej sile jonowej lub w IM NaCl zakwasza 
się 3,5N H 2S 0 4 do pożądanego pH  i ekstrahu je  w tem peraturze 2— 5°. Po 
odw irow aniu w ytrąca się z supernatan tu  etanolem  (2,5 obj.) frakcję  histo- 
nową a osad ponownie rozpuszcza się i trak tu je  jak  poprzednio ty le, że 
przy  niższym  pH. M etoda ta  daje pow tarzalne w yniki tak  w m ikroskali 
jak  i w skali p reparatyw nej. M и г г а у  i wsp. (73) potwierdzili obser­
w acje, że najsłabiej związane są z DNA histony lizynowe a najsiln iej h i- 
stony argininowe (tabl. 3).

T a b lic a  3

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

pH

Histony z erytrocytów kur­
częcia (oznaczenie frakcji 
według rozdziału na A m ­

berlite IRC-50)

Histony z grasicy (oznacze­
nie frakcji według metody 

selektywnej ekstrakcji 
(53))

2,1—2,5 la, Ib, Ic FI
1,8—2,1 V (typowa dla jądrzastych —

erytrocytów)

h-* 0
0 h-* O
O Ilb F2a2, F2b

1,0—1,4 III, IV F2al, F3

W pH  powyżej 2,5 histony nie rozpuszczają się, natom iast ulega 
ekstrakcji większość niehistonow ych białek rozpuszczalnych w kw asach 
dzięki czemu właściwa frakcje  histonowe zaw ierają znacznie m niej tych  
zanieczyszczeń. Zastosowanie do ekstrakcji roztworów HC1 lub buforu 
octanowego zam iast H2S 0 4 nie zmienia składu aminokwasowego ani zacho­
w ania się poszczególnych frakcji histonowych w elektroforezie.

P repara ty  uzyskane drogą selektywnego usuw ania frakcji histonowych 
z DNP są bardziej wartościowe przy badaniu roli tych  frakcji w ak tyw ­
ności m atrycow ej DNP niż produkty  asocjacji DNA z konkretnym  typem  
histonu, których s tru k tu ra  i organizacja znacznie odbiega od rodzim ej 
m akrocząsteczki. Jednakże w niskich pH  w tem peraturze 2— 5° teoretycz­
nie możliwa jest depurynizacja DNA a uszkodzeniom tym  można zapobiec 
pracując w tem peraturze poniżej —0,4°. M u r r a y  (72) przeprow adził 
zatem  stopniową ekstrakcję kw aśną w tem peraturze od —0,5° do —1,0° 
uzyskując frakcje histonowe identyczne z otrzym anym i w tem peraturze 
powyżej 0°.

M etodę М и г г а у ’ а (71) zastosowała D i c k  (19) do ekstrakcji z Ѵісіа 
faba frakcji histonow ych w  pH  2,8; 1,8; 1,4; 0,6. D i c k  i J o h n s  (21) 
w ykazali też, że stosowane powszechnie u trw alanie preparatów  cytolo­
gicznych 45% CH3COOH lub m ieszaniną etanol — CH3COOH (stos. obj.
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3:1) powoduje odszczepienie białek histonowych. Roztwór 45'°/» CH3COOH 
ekstrahow ał z DNP grasicy cielęcej 55% całkowitego histonu (głównie F I, 
F2a2 i nieco F3), zaś układ etanol — CH3COOH tylko 7—8%  całkowitego 
histonu (głównie F 2al i trochę F2a2 oraz F3). Ilość histonu usuniętego 
z DNP w ciągu 30 sek. była taka sama jak w ciągu 18 godz. co świadczy
o znacznej szybkości tego procesu.

2. S e le k ty w n e  s trą c a n ie

Rozdział histonów całkow itych przez selektyw ne strącanie (por. poz. 
60) obecnie stosowany jest sporadycznie.

G o f s h t e i n  w 1967 roku (34) frakcjonow ał przez w ytrącanie aceto­
nem  całkowite histony ze spoczynkowych zarodków i kiełków pszenicy.
W 1968 roku T i d w e 11 i wsp. (111) opublikowali sposób rozdziału całko­
witego histonu z w ątroby szczura na drodze selektywnego strącania ace­
tonem  w tem peraturze 25°. Uzyskali oni tą  drogą pięć frakcji. Okazało się, 
że frakcje  AF-1, AF-2 i AF-3 to histony lizynowe, frakcja  AF-4 jest typo­
w ym  histonem  argininow ym  bogatym  w glicynę (GAR od ang. glycine- 
-arginine ricln) a frakcja  AF-5 jest histonem  argininowym . Frakcje AF-3, 
AF-4 i AF-5 zaw ierały duży odsetek pochodnych m etylow ych lizyny 
a frakcje  AF-1 i AF-2 nie zaw ierały ich w ogóle.

J o h n s  (54) zastosował w ytrącanie acetonem  do frakcjonow ania h i­
stonów  F2b otrzym anych za pomocą selektyw nej ekstrakcji. F rakcja ta 
m a stosunek Liz/Arg =  2, stanow i około 20—25% całkowitego histonu 
grasicy, zawiera dużo reszt seryny, a 73% w szystkich N-końcowych 
am inokwasów stanowi prolina. W żelu skrobiowym  frakcja  F2b w ędruje 
jako jeden główny prążek z pewną ilością delikatnych stref dodatkowych. 
Przez w ytrącanie różnym i stężeniam i acetonu Johns uzyskał 5 podfrak- 
cji: А, В, C, D i E. Analiza składu aminokwasowego i grup N-końcowych 
w ykazała, że podfrakcje D i E są to zanieczyszczenia histonam i arginino- 
wym i, które pochodzą z procesu ekstrakcji i stanow ią 15’%  frakcji F2b. 
Podfrakcje В i С zaw ierały więcej N -term inalnej proliny (74—84*%), niż 
podfrakcja A (ok. 30%), nie były jednak jednorodne elektroforetycznie 
(szczególnie najw iększa frakcja B).

3. C h r o m a to g r a f ia  jo n o w y m ie n n a  i f i l t r a c y jn a

Chromatografia jonowymienna.  W rozdziałach chrom atograficznych 
histonów stosowane są najczęściej Amberlite IRC-50 i karboksym etylo- 
celuloza (CM-celuloza).

K i n k a d e  i C o l e  (57, 58) rozdzielili na am berlicie frakcję lizynową 
z grasicy cielęcej, uzyskaną przez ekstrakcję Ю /̂о TCA na 4 podfrakcje. 
Zm odyfikowali oni technikę rozdziału podaną przez S a t а к e’ a i wsp.
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(95) zm niejszając w ym iary  kolum ny (2,3X15 lub 30 cm) i stosując „p ły t­
szy” gradient chlorowodorku guanidyny (8— 10'0/o). O trzym ane frakcje  
różniły się zaw artością argininy, w aliny i niew ielkim i zm ianam i w m a­
pach peptydow ych, zrobionych m etodą „odbitki bliźniaczej” . M etoda 
К  i n к a d e’ a i C o l e ’ a (57) jest obecnie szeroko stosowana w porów ­
nawczych badaniach histonów lizynowych i argininow ych izolowanych 
z różnycłi m ateriałów .

Rys. 1. Chromatografia na CM-celulozie (4X0,9 cm) histonu grasicy cielęcej wg (78).
Ilość białka: 10 m g, B ufory do elucji: (1) — 0,1M CH3COOH+0,05M NaOH, pH 4,2, (2) — 0,1M 

CHjCOOH + 0,03M NaOH +  0,35M NaCl, pH 4,2, (3) — 0,01N НС1, (4) — 0,02N HC1

N o h a r  a i wsp. (78) zm odyfikowali m etodę frakcjonow ania histonów  
na CM -celulozie, opisaną przez J o h n s a  i wsp. (56). Zastosowali oni 
m niejszą kolum nę oraz zm ienili skład dwóch pierw szych buforów elucyj- 
nych. Zm odyfikowana m etoda umożliwia rozdział m ałych (10 mg) ilości 
histonu i szybką kontrolę uzyskiw anych preparatów  histonow ych (rysu­
nek 1).

J o h n s  (54) opracował metodę rozdziału na CM -celulozie (rysunek 2) 
podfrakcji „acetonow ej” В stanow iącej główny składnik frakcji F2b. G ra­
dientem  stężeń NaCl (od 0 do IM) w 0,01M buforze boranow ym  o pH  9,0 
w ym yw a się z kolum ny 50;0/o' nałożonego białka, a resztę odzyskuje się za 
pomocą IN HC1. Z sześciu uzyskanych w ten  sposób składników podfrak­
cji В trzy  pierwsze zaw ierały dużo aminokwasów kw aśnych (25—30 mol °/o) 
i glicynę jako N -term inalną resztę, z tym , że trzeci składnik był bogatszy 
od poprzednich w alaninę; składniki 4 i 6 reprezentow ały typow y, główny 
histon frakcji F2b z N -term inalną proliną, ale różniły się od siebie zaw ar­
tością asparaginy i glu tam iny co w połączeniu z procesami agregacyjnym i 
(bardzo wysokie pH) powodowało zapewne obserwowaną elucję w dwóch
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szczytach; składnik 5 był bardzo niew ielki i nie udało się odzyskać z niego 
białka.

2 74  J - B A R T K O W IA K  I W SP . [1 2 ]

Nr frakcji

Rys. 2. Chromatografia na CM-celulozie (13X3 cm) frakcji F 2b (Frakcja В ze strą­
cania acetonem (54).

Linia ciągła przedstaw ia absorpcję w  278 nm , lin ia  przeryw ana — m olow ość NaCl. R oz­
puszczalnik  A: 0,01M bufor boranow y o pH 9,0 zaw ierający 2M NaCl. Rozpuszczalnik B :

IN HC1.

M y u l b e r g  i wsp. (74) wykazali, że odm ienny rozdział na CM-celu­
lozie histonów-z różnych m ateriałów  (np. em brion kurzy i grasica kurcząt) 
spowodowany jest różnym  rozm iarem  zanieczyszczeń zależnym  od specy­
ficznej podatności tkanek  na zabiegi ekstrakcyjne.

Ostatnio I w a i  i S e n s h u  (47) opracow ali nową m etodę rozdziału 
histonów na CM-celulozie. Łączą w niej ekstrakcyjne działanie etanolu 
z w pływ em  deagregacyjnym  kwasu mrówkowego. Rozdzielili oni całko­
w ity  histon grasicy cielęcej na 5 frakcji prowadząc elucję roztw orem  
etanolu, o liniowo obniżającym  się stężeniu, w 2,6M HCOOH zaw iera­
jącym  0,1M mrówczan sodu. Białka histonow e w ym yw ały się w zakresie 
stężeń 701%—45% etanolu przy czym szybciej eluow ały się w tych w arun ­
kach histony argininowe. M etoda ta  nadaje  się szczególnie dobrze do 
rozdziału zasadniczych frakcji histonow ych na bardziej jednorodne kom ­
ponenty.

Chromatografia filtracyjna. Sączenie m olekularne na żelach dekstra­
nowych, w celu frakcjonow ania histonów zostało wprowadzone dużo 
później od chrom atografii jonow ym iennej (por. poz. 60).

M a u r i t z e n  i wsp. (69) rozfrakcjonow ali histon argininow y o trzy­
m any na drodze agregacji z płodowej grasicy cieląt, na pięć składników , 
stosując rozdział na żelu Sephadex G-100 (300X7 cm) i używ ając 0,01N 
ЫС1, jako eluentu. Analiza składu aminokwasowego i obrazy elek trofore- 
tyczne wykazały, że szczyt n r 4 odpowiadał histonowi bogatem u w argi- 
ninę i lizynę, tzw. AL-histonow i (jest on analogiczny z histonem  (36 lub 
F2a2). Szczyt n r 5 był natom iast histonem  bogatym  w glicynę i argininę,
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tzw. GAR histonem  (odpowiada histonowi (Зі lub F2al). Szczyty n r 1 i 2 
odpowiadały histonom  o stosunku Liz/Arg ^  1.

S t a r b u c k  i wsp. (104), kontynuując badania M auritzena i wsp. 
rozdzielali na żelu Sephadex G-100 frakcje  F2a (rysunek 3) i F3 otrzy­
m ane m etodą J o h n s a  (50). Kompleks histonowy F2a nałożony na ko­
lum nę po deagregacji w 0,05N HC1 z 8M m ocznikiem rozdzielał się na 
cztery szczyty. Szczyt n r 4 reprezentow ał GAR-histon i stanow ił 7Ó°/o 
odzyskiwanego białka. Po rechrom atografii w tych sam ych w arunkach 
uzyskiwano produkt o 901% czystości, oceniając wg k ry terium  N -term i- 
nalnych aminokwasów. Drobnopeptydowe zanieczyszczenia usuwano na­
stępnie na żelu Sephadex G-25 uzyskując ostatecznie hom ogenny GAR- 
-h iston  o 96°/o czystości.

Rys. 3. Chromatografia filtracyjna na żelu Sephadex  G-i00(300X7,6 cm) frakcji
F2a grasicy cielącej (104)

Ilość białka: 2—3,5 g; pojem ność złoża: 13,5 1; ob jętość próbki: 40 m l; eluent: 0,01M HC1

W analogiczny sposób otrzym ano jednorodny AL histon o czystości 
96'% poprzez rozdział kom pleksu histonowego F3. Bliższa analiza rozdziału 
frakcji F2a i F3 na żelu Sephadex G-100 wykazała, że zaw ierają one iden­
tyczne zasadnicze składniki ale w różnych proporcjach ilościowych przy 
czym GAR-histon, w ystępujący w przew adze we frakcji F2a zaw ierał 
pochodne m etylow e lizyny, histon AL natom iast, typow y dla frakcji F3, 
był tych grup pozbawiony.

S a u t i e r e  i wsp. (96) rozdzielili frakcję  argininow ą z CM -celulozy 
na drodze sączenia przez żel Sephadeoc G-100, przy użyciu IM HCOOH 
jako eluentu. O trzym ali oni 3 składniki różniące się ilością argininy oraz 
w artością stosunku Liz/Arg przy czym ostatni składnik zaw ierający n a j­

http://rcin.org.pl



276 J . B A R T K O W IA K  I W SP .
І [14]

więcej argininy (16,6 mol 1°/») przy stosunku Liz/Arg =  0,65 był homogen- 
ny  elektroforetycznie w żelu skrobiowym . Ci sami autorzy (97) rozdzielili 
następnie histon lizynowy z grasicy cielęcej drogą sączenia przez Sepha- 
dex G-110 w 6M moczniku i elucji roztw orem  0,02N HC1 z 4M moczni­
kiem. Uzyskali w ten  sposób 2 składniki o m niejszej masie cząsteczkowej 
niż histon wyjściowy. Składniki te okazały się jednorodne w elektrofo­
rezie w żelu skrobiowym.

M u г г а у i wsp. (73) odzyskiwali frakcje  histonowe erytrocytów  k u r­
częcia z eluatów z kolum ny Amberlite CG-50 usuw ając z nich chlorowo­
dorek guanidyny drogą sączenia przez Bio Gel P 2. N astępnie na kolum nie 
zaw ierającej Bio Gel P-60 rozfrakcjonow ali oni składnik Ilb  na dwie pod- 
frakcje  odpowiadające histonom  F2a2 i F2b. W tym  sam ym  układzie ale 
w obecności (3-merkaptoetanolu, kom pleks argininowy, ekstrahow any 
z tkanki w pH  1,0 dzielił się na trzy  składniki: pierw szy stanow ił zanie­
czyszczenie frakcją  IIbb drugi był analogiczny do histonu F3, a trzeci do 
frakcji F2al. Identyczne w yniki uzyskali też V i d a l i  i N e e l i n  
(115).

4. In n e  m e to d y  f r a k c jo n o w a n ia  b ia łe k  h is to n o w y c h

In teresu jącą m etodą rozdziału histonów jest technika B u t l e r a  
i wsp. (9). Polega ona na rozdziale przeciw prądow ym  w aparacie Towersa 
i wsp. w układzie zaw ierającym  b u tan -2-ol i w odny roztw ór kwasu 
trójchlorooctowego (TCA). W tych  w arunkach przy zastosowaniu 0,7°/» 
TCA, histon całkow ity rozdziela się na trzy  szczyty: frakcję  F I, frakcję 
F2b i m ieszaninę pozostałych frakcji. M etoda ta okazała się też przydatna 
do dalszego rozdziału frakcji histonowych, w yodrębnionych innym i m eto­
dami. I tak  z frakcji bogatej w argininę w yodrębniono (stosując 0,5— 0,6% 
TCA) trzy  składniki, z k tórych jeden odpowiadał typow em u histonow i 
argininow em u F3, • drugi był analogiczny do frakcji F2a2 a trzeci, co 
stw ierdzono po raz pierwszy, był składnikiem  lizynowym  o stosunku 
Liz/Arg w granicach 1,5— 2,0. F rakcję F2a2 rozdzielano na dwie podfrak- 
cje nie różniące się składem  am inokwasowym , a frakcję F2b na dwa 
składniki o odm iennej zawartości lizyny, wysoce homogenne wg k ry ­
terium  N-końcowych aminokwasów. Można sądzić, że technika B utlera  
i wsp. znajdzie zastosowanie przy otrzym yw aniu w skali p reparatyw nej 
frakcji histonowych wolnych od zanieczyszczeń krzyżowych, k tórych nie 
dało się usunąć m etodam i stosow anym i do tej pory. Bardzo zbliżone re ­
zu lta ty  uzyskali K o k i  i wsp. (63), którzy m etodą rozdziału przeciw - 
prądowego porównywali histony grasicy cielęcej z histonam i ty lnych  
gruczołów przędnych jedw abnika.

M a u r i t z e n  i wsp. (69) otrzym ali z płodowej grasicy cielęcej kom ­
pleks frakcji argininow ych przy pomocy techniki, w ykorzystującej szcze­
gólną i typową dla histonów argininow ych tendencję do agregacji przy
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wyższych w artościach pH  i siły jonowej. Z 2P/o roztw oru całkowitego 
histonu o pH  7,0 (w obecności dw uizopropylofluorofosforanu jako inh ib i­
tora proteaz) w ytrącali oni mieszaninę histonu argininowego i um iarko­
w anie lizynowego przez dodanie etanolu do stężenia 17%. W roztworze 
pozostawał histon lizynowy. Frakcję argininow ą wyodrębniano następnie 
przez rozpuszczenie w ytrąconej m ieszaniny w 0,01N HC1 i agregację 
w 2M NaCl (pH 8,1) w ciągu 48 godz. Zagregowany histon oczyszczano 
przez ponowne rozpuszczenie w 0,5N HC1, dializę wobec wody i pow tórną 
agregację w 4M NaCl (pH 4,0). Końcowy produkt rozpuszczano w 0,01N 
HC1, dializowano wobec wody, sączono przez Millipore i liofilizowano. 
Tę m etodę z niew ielkim i tylko zm ianam i zastosowali B e l l a i r  i M a u - 
r  i t z e n (3) do otrzym yw ania histonu bogatego w argininę z jądrzastych 
erytrocytów , w ątroby i śledziony kurczęcia.

IV. Analiza chemiczna histonów

H istony i ich frakcje  uzyskiw ane z różnych m ateriałów  rozm aitym i 
sposobami preparow ania i frakcjonow ania, porów nuje się przez określenie 
ich składu aminokwasowego, oznaczenie N - i C-końcowych aminokwasów 
czy zestawienie w yników chrom atografii i elektroforezy peptydów, o trzy­
m anych przez traw ienie białek histonowych trypsyną i chym otrypsyną 
(por. poz. 60). N ajpełniejszy obraz jednak daje ustalenie sekw encji am ino­
kwasów w cząsteczce histonowej. O statni rok przyniósł w tej dziedzinie 
rew elacyjny wręcz postęp.

K i n k a d e  i C o l e  (58) badali peptydy trzech podfrakcji histonu 
lizynowego otrzym anych na Amberlite IRC-50. Każda z uzyskanych 
podfrakcji daw ała po traw ieniu  trypsyną 50—55 peptydów. 5— 10 z nich 
było różnych dla różnych frakcji. Peptydy zaw ierające tyrozynę, fenylo- 
alaninę i argininę były wspólne dla w szystkich frakcji.

F a m b r o u g h  i B o n n e r  (27) porównywali histony argininowe 
z grasicy i kiełków  grochu na podstawie map peptydow ych i stw ierdzili, 
że są one homologiczne (schemat За i b). M inim alne różnice w zaw artości 
cysteiny były zapewne spowodowane zanieczyszczeniami białkam i nie- 
histonowym i.

P h i l l i p s  (87) badał peptydy otrzym ane w w yniku traw ienia h isto ­
nów F2al i F2a2 z grasicy cielęcej. W ykazał on, że zablokowanie grup 
N-końcowych obu tych histonów polega na zacetylow aniu N-końcowego 
am inokwasu oraz, że oba m ają tę samą N -term inalną sekwencję: N -acetyl- 
-Ser-G li-A rg. Zdaniem  Philipsa wszystkie grupy acetylowe badanych 
histonów w ystępu ją  w postaci takiego właśnie N-końcowego zespołu. 
N atom iast peptyd N-końcowy histonu F I jest na pewno odm ienny ale jego 
sekw encja nie została jeszcze poznana. Analiza innych peptydów  w 3 p rzy ­
padkach w ykazała, że N -term inalną resztą jest kwas pirolidynokarboksy-
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Iowy. Być może jest to form a obecna i w rodzim ym  białku. W arto tu  p rzy ­
pomnieć, że frakcje histonowe F I i F2a z różnych źródeł m ają zabloko­
w ane N-końcowe aminokwasy, natom iast N -term inalną resztą frakcji F2b 
jest prolina a frakcji F3 — alanina.

B adając lokalizację grup acetylow ych w histonie F 2a l G e r  s h  e у 
i wsp. (33) uzyskali odm ienne w yniki niż P h i l l i p s  (87). Ze znako­
w anej octanem  grasicy szczura wyizolowali oni frakcje histonowe, poddali 
je traw ieniu  trypsyną i pronazą a po rozdziale i analizie peptydów  
stw ierdzili, że cała radioaktyw ność była w e-N-acetylolizynie. A cetylacja 
zachodziła głównie w histonach argininowych, w których N-końcowe g ru ­
py acetylow e stanow iły tylko znikomą część reszt acetylow ych obecnych 
w białku w postaci połączeń z £-N-acetylolizyną. Problem  acetylacji h i­
stonów  odpowiada ściśle zagadnieniu m etylacji tych białek. P race H e m -  
p 1 a i wsp. (43, 44) wykazały, że oprócz reszt e-N-mono- i £-N -dw um ety- 
lolizyny w histonach z różnych tkanek szczura, grasicy cielęcej i kom órek 
rak a  Ehrlicha w ystępuje też s-N-ftrójmetylowa pochodna lizyny. Z aw ar­
tość jej jest wyższa w histonach argininow ych (F2a i F3). Przykładow o 
frakcja  F3 zawiera 0,36 molfl/o< s-N -m onom etylolizyny, 0,41 mol€/o s-N - 
-dw um etylolizyny i 0,17mol°/o s-N -trójm etylozoliny. D w um etylow a po­
chodna lizyny także i w innych frakcjach  w ystępuje w najw iększych 
ilościach. W ykrycie tak  zm odyfikowanych am inokwasów w białku histo- 
now ym  ułatw ia ustalenie sekw encji aminokwasowej histonu, gdyż takie 
am inokw asy są w yraźnym i punktam i orientacyjnym i.

B adania C-końcowych aminokwasów ze względu na trudności m eto­
dyczne, przez długi okres były bardzo niekom pletne. Ciekawe są rezu lta ­
ty  prac P h i l l i p s a  i S i m p s o n  (89), k tórzy oznaczyli C -term inalne 
resz ty  pięciu głównych frakcji histonow ych grasicy cielęcej i szczurzej, 
posługując się m etodam i hydrazynolizy, działaniem  karboksypeptydaz 
i techniką izotopową. Okazało się, że w obu m ateriałach  C-końcowe 
am inokw asy są  identyczne: lizyna w F I, F2a2 i F2b, w F 2al — glicyna, 
a w F3 — alanina. Oznaczyli oni również C -term inalne sekw encje w F I 
(-Liz-Ala-Liz) w F2a2 (-W al-Gli-A la-Arg-His-Liz) i w F3 (-Arg-Ala).

O stateczne ustalenie pełnej sekw encji am inokwasów było dziełem  
dwóch ośrodków: laboratorium  kierowanego przez Buscha i zespołu p ra­
cującego pod kierunkiem  Bonnera.

W ośrodku Buscha od kilku lat prowadzono prace nad GAR-histo- 
nem. W stępne badania M a u r i t z e n a  i wsp. (69) oraz S t a r b u c k a  
i wsp. (104) doprowadziły do uzyskania jednorodnej frakcji glicynowo- 
argininow ej. S a u t i e r e  i wsp. (98) rozbili GAR-histon brom kiem  cy­
janu  na 2 peptydy. M niejszy peptyd zaw ierający 18 am inokwasów oka­
zał się obszarem  C-końcowym. Jego N -term inalnym  am inokw asem  był 
kw as asparaginow y (podczas gdy dla całkowitego GA R-histonu jest nim  
acetyloseryna) natom iast C-końcowym — układ Gli-Gli-COOH, identyczny
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S c h e m a t 3. Mapy peptydów uzyskanych działaniem trypsyny z histonu I V  kiełków  
grochu (a) i histonu I V  grasicy cielęcej (b) (27)
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z C-końcową sekw encją GA R-histonu. Peptyd  ten zaw ierał 2 z 4 reszt 
ty rozyny  i 1 z 2 reszt fenyloalaniny, jakie są w GAR-histonie. Po tra ­
w ieniu pep tydy  rozdzielano w stępnie na kolum nie z Sephadex G-100 
a potem  frakcjonow ano je na jonow ym ieniaczach Ат гпех A-4 lub Ami-  
п е х  A-5  w gradiencie buforu  p irydyna — kwas m rówkowy.

Sporządzano też m apy peptydow e m etodą zstępującej chrom atografii 
na bibule W hatm an 3 MM  w ciągu 16 godz. w układzie n -butanol-p iry- 
dyna-C H 3C 0 0 H -H 20  (15:12:3:10). O statecznie ustalono całą sekwencję 
tego osiem nastopeptydu: A sp-W al-W al-Tyr-A la-Leu-L iz-A rg-G lu-G li- 
A rg-Tre-Leu-Tyr-G li-rFen-G li-G li-CO O H . Ma on reszty  zasadowe rozło­
żone rów nom iernie i zaw iera więcej arom atycznych aminokwasów niż 
pozostałość cząsteczki. Zespół badaczy z Q u a g l i a r o t t i m  (91) na 
czele posługując się tak im i sam ym i m etodam i usta lił sekw encję połowy 
cząsteczki GA R-histonu. Była to C -term inalna część licząca 53 amino­
kw asy i skupiająca w szystkie arom atyczne reszty  aminokwasowe GAR- 
histonu.

K rótko potem  ci sam i badacze (105) opublikow ali pełną sekwencję 
G A R-histonu grasicy cielęcej (schem at 4).

Acóer-Gli-Arg (6li-Liz, Gli-GU-LLz)- 
Gii-Leu-  Gli-Liz-GU-GU-Ala-Liz(Ac) -  
Arg-His -Arg - Liz (M e)-^/al-  L eu -A rg -  
Asp-Asx-Jlea-Gln - GU - Jleu-Tre -L iz  —
Pro -A la - Jleu-Arg-Arg-Leu -Ala-Arg  2—
(GU- Gli -  Hal -  Liz -  Arg, Arg) Jletl-Ser -  v 
Gli -  Leu -  Jleu. -Туг -  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 -L iz -A rg -  Liz —
Tre - Hal -Tre-Ala- Met -Asp - Wal - IV a l -  
Tyr-Ala- Leu- Liz - Arg -  Gin - Gli -Arg -  
Tre-Leu - Typ -  Gli -  Fen -GU -  GU -  С ООН

Schemat 4. Sekwencja aminokwasowa GAR-histonu grasicy cielącej (105)
Ac — grupa acetylow a, Me — grupa m ety low a, A sx  — kw as asparaginow y (jak w ykazała  dalsza

analiza)

Podkreślone na schem acie cztery fragm enty  cząsteczki praw dopodob­
nie decydują o rozpoznaniu m iejsca połączenia z DNA. Ciekawe jest sy­
m etryczne ułożenie reszt zm odyfikow anej Liz względem  Arg i His, w i­
doczne w pierwszym  obszarze. W łaściwie w szystkie zm odyfikowane resz­
ty  aminokwasowe są zgrupow ane w N-końcowym  fragm encie, natom iast 
am inokwasy arom atyczne w odcinku C-koncowym.

D e s a i i wsp. (18) w tej samej pracow ni, podjęli próbę porów nania 
sekwencji am inokwasów obszaru C-końcowego GA R-histonów w yizolow a-
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nych z m ięsaka lim fatycznego, w ątrobiaka Novikoffa i płodowej grasicy 
cielęcej. Skład am inokwasowy C-końcowego peptydu był identyczny we 
wszystkich przypadkach. Okazało się też, że i sekw encja aminokwasów 
jest w tym  obszarze GAR-histonu jednakow a. Być może odpowiada ona 
także sekwencji analogicznego białka z kiełków grochu, gdyż skład am i­
nokwasowy histonu z tego m ateriału  jest taki sam, jak  w ym ienionych 
poprzednio.

Drugim  ośrodkiem, z którego w 1969 roku opublikowano pełną sek­
w encję białka histonowego było laboratorium  Bonnera. D e  L a n g e  
i wsp. (16) zbadali sekwencję C-końcowego 19-aminokwasowego peptydu 
histonu argininowego (IV) z grasicy cielęcej a także sekwencję am ino- 
kwasową z analogicznego peptydu z kiełków grochu. Obie sekw encje 
okazały się identyczne. D e  L a n g e  i wsp. (17) opublikowali następnie 
już pełną sekwencję argininowego histonu IV z grasicy cielęcej. Traw iąc 
trypsyną i chym otrypsyną histon poddaw any lub nie działaniu bezwod­
nika kwasu maleinowego otrzym yw ali oni szereg dużych i m ałych pep- 
tydów, które fragm entam i „zachodziły na siebie”. W nikliwa analiza po­
zwoliła ustalić kolejność wszystkich 102 aminokwasów (schemat 5).

S c h e m a t 5. Pełna sekwencja amdnokwasowa histonu IV grasicy cielęcej (17)
Linie pełne (w strzałkach) w skazują reszty am inokw asow e, k tórych  p ozycję ustalono przez  
badanie sekw encji peptydów  uzyskanych działaniem  tryp syn y  — T (M) oraz chym otryp syn y  
(C); lin ie  przeryw ane — reszty oznaczone ty lko za pom ocą analizy składu am inokw asow ego. 

Ac — grupa acetylow a, Me — grupa m etylow a
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Zidentyfikow ano dw a zmodyfikowane aminokwasy, tj. e-N -m etylo- 
lizynę i e-N-acetylolizynę. Ustalono, że są one usytuow ane na krańcach 
5-aminokwasowego peptydu zawierającego tylko reszty  zasadowe, a za­
czynającego się od 16-ego am inokwasu, licząc od N-końcowego am ino­
kwasu: Liz (Ac)-Arg-His-Arg-Liz (Me).

Rozmieszczenie reszt różnych typów  w histonie IV jest nierów no­
m ierne i sugeru je wysoką specyficzność i unikalność konform acji. N -koń- 
cowy fragm ent cząsteczki jest bogaty w am inokwasy z ładunkam i do­
datnim i, podczas gdy obszar C-^końcowy zawiera większość arom atycz­
nych i innych hydrofobow ych aminokwasów oraz ładunki ujem ne. Takie 
rozmieszczenie sugeruje, że N-końcowa część histonu może być głównym  
miejscem; powiązania z DNA, a C-końcowy fragm ent nadaje białku spe­
cyficzną konform ację. Ustalono także, że ciężar cząsteczkowy histonu IV 
wynosi 11 280, a jego punkt izoelektryczny jest powyżej 12. W zdłuż 
cząsteczki tego białka obserwować można bardzo podobne fragm enty , 
co nasunęło autorom  przypuszczenie, że gen kodujący ten  histon pow stał 
przez powielenie jednego wyjściowego fragm entu  DNA.

W 1969 roku I w a i i wsp. (46) podali sekwencję 125 am inokwasów 
histonu um iarkow anie lizynowego z grasicy cielęcej otrzym anego w czy­
stej jednorodnej postaci na drodze chrom atografii na CM-celulozie zgodnie 
z m etodą I w a i i wsp. (47). Była to tzw. frakcja  Fb2-C4. D yskutując 
rozmieszczenie różnych aminokwasów autorzy sugerują, że obszary N- i C- 
końcowe om awianego histonu m ają za zadanie przytw ierdzenie cząsteczki 
do DNA, natom iast obszar środkow y specyficznie oddziaływ uje z innym i 
czynnikam i, zaangażowanym i w procesy represji derepresji.

V. Fizykochemiczna analiza histonów

Szersze zastosowanie m etod fizykochem icznych i biofizycznych jest 
w arunkiem  lepszego poznania histonów um ożliw iając głębsze w niknię­
cie w niejednorodną s tru k tu rę  tych  białek i określenie ich konform acji.

1. Elektroforeza histonów

Badania elektroforetyczne histonów  obejm ują elektroforezę swobod­
ną, bibułową, w żelu skrobiowym  i poliakrylam idow ym . W ciągu osta t­
nich lat nie pojaw iły się nowe oryginalne opracowania stosujące elek­
troforezę swobodną czy bibułow ą do rozdziału i analizy histonów. Może 
w arto  wspom nieć tylko o pracy B a u e r a  i B e h e i m a  (2), którzy 
opisali chrom atograficzny rozdział histonu na bibule przy zmianie roz­
puszczalników co 15 min. Rozpuszczalnikam i były  roztw ory NaCl lub HCl
o stopniowo m alejącym  stężeniu. P rzy  typow ym  układzie (NaCl: 4M —
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2 M — I M — 0ДМ — 0,01M oraz HzO) histon grasicy cielęcej dzielił się 
na 8 pasm  a histon z raka W alkera na 4 strefy.

Elektroforeza w polioctanie celulozy. Techniki stosujące jako nośnik 
polioctan celulozy okazały się dogodne i są często w ykorzystyw ane we 
współczesnych badaniach histonów drogą elektroforezy. Y o i c h i  i T o -  
k u z o  (118) zastosowali ten< nośnik do rozdziału histonu z liści tytoniu. 
Białko nanosili w 0,01N HC1, elektrolitem  był natom iast 0,4% roztwór 
KC1 w 0,01N HC1. Czas trw ania elektroforezy wynosił 30 min. i pozwa­
lał na w yodrębnienie 10 składników, grupujących się w dwie strefy. 
T i d w e l l  i wsp. (111) prowadzili elektroforezę całkowitego histonu 
z w ątroby szczura na polioctanie celulozy przez 2 godz. przy spadku na­
pięcia 12V/cm, stosując jako elektrolit 0,05M bufor w eronalow y o pH 
9,0, zaw ierający 8M mocznik. Po w ybarw ieniu 2l0/o roztw orem  zieleni 
trw ałej w buforze w eronalow ym , u trw aleniu  w kwasie pikrynow ym  
i usunięciu nadm iaru  barw nika m etanolem , paski nośnika zawierające 
odpowiednie frakcje histonowe wycinano, eluowano m ieszaniną aceton- 
-etanol-kw as octowy (3:3:1) i oznaczano pochłanianie eluatów przy 
625 nm.

Elektroforeza w  żelu skrobiowym. Połączenie rozdziału białek w po­
lu elektrycznym  z efektem  tzw. sita m olekularnego, jakim  okazał się 
odpowiednio przyrządzony żel, zwiększyło bardzo zdolności rozdzielcze 
(por. poz. 60). Obecnie elektrofreza w żelu skrobiowym  stosowana jest 
powszechnie. Z ciekawszych m odyfikacji wym ienić należy pracę H n i -  
l i c y  i wsp. (45), którzy dodając do elektrolitu  niewielkie ilości (0,2— 
0,6M) chlorku amonu uzyskiw ali polepszone rozdziały, bez „ogonów”. 
Stw ierdzili oni, że ilość frakcji silnie lizynowej (FI) oraz um iarkowanie 
lizynowej (F2a2) jest praw ie jednakow a we wszystkich badanych tk an ­
kach (grasica cielęca, śledziona szczura, kom órki hepatom y oraz norm al­
na i regenerująca w ątroba szczura). Natom iast ilość najbardziej ruch li­
wej frakcji F 2a l jest najbardziej zmienna: w w ątrobie i grasicy u trzy ­
m uje się na jednakow ym  poziomie, w kom órkach nowotworowych ulega 
obniżeniu, a w tkankach o szybkich podziałach kom órkowych (regene­
ru jąca wątroba) poziom jej jest najwyższy.

J o h n s  (55), dodając do elektrolitu  (0,01N HC1) TCA do stężenia 
0,01N przy pH  1,8, rozdzielił frakcję F2al i F2a2. Frakcja pierwsza zo­
staw ała na starcie, co spowodowane było najpraw dopodobniej przez efekt 
agregacji, wyw ołany kwasem  trójchlorooctowym .

Elektroforeza w  żelu poliakrylamidowym. W ostatnich latach ta m e­
toda frakcjonow ania histonów zdobyła duże uznanie. Żele poliakrylam i- 
dowe są term ostabilne i praktycznie proces rozdziału w nich nie zm ie­
nia się w szerokim zakresie w artości pH. Jest to szczególnie ważne przy 
pracy nad histonam i, gdyż umożliwia rozdział w niskich pH, co pozwala 
ograniczyć zjaw iska agregacji, a także działanie enzymów p ro teo litycz - ' 
nych. Z ostatnich lat należy wym ienić prace V a n d e’a i wsp. (112),
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którzy stosując 10!°/» żel poliakrylam idow y i 0,1M bufor octanowy o pH 
4,0 po 16 godz. elektroforezy rozdzielili całkow ity histon grasicy cielęcej 
na 20, a frakcję  F3 na 6 składników. W pozostałych frakcjach F I , F2a 
i F2b stw ierdzili obecność 1 głównego pasm a oraz pewnej niew ielkiej 
ilości słabo zaznaczonych stref. Zbliżone w yniki uzyskali M a c p h e r s o n  
i M u г г а у (65) prowadząc elektroforezę frakcji histonowych o trzym a­
nych w w yniku chrom atografii jonow ym iennej na Amberlite IRC-50. 
Najlepszy okazał się 0,01N bufor octanowy o pH  4,1. Jednakże obserwo­
wane przez nich duże ilości białka nie wchodzącego do żelu (w przypad­
ku frakcji bogatych w argininę) św iadczyły o in tensyw nej w tych  w a­
runkach  agregacji histonów argininowych.

G u r l e y  i S h e p h a r d  (40, 100) zastosowali tzw. rozdziały łączo­
ne, używ ając dwóch różnych buforów o pH  4,0: 0,3M roztw oru w aliny 
do napełnienia naczynia anodowego oraz 0,3M roztw oru glicyny do na­
czynia katodowego. Prow adzili oni elektroforezę w różnym  czasie (60— 
90 min.) przy nanoszeniu różnych ilości białka (60—400 ng) na żel. P rzy  
w prow adzaniu znacznej ilości histonu otrzym yw ano w ciągu 60 min. 
dobry rozdział frakcji szybko w ędrujących. Zm niejszenie ilości nanoszo­
nego białka i w ydłużenie czasu elektroforezy do 90 min. pozwalało roz­
dzielić dobrze strefy  w obrębie frakcji o niskiej ruchliwości elektrofore- 
tycznej. Zestaw ienie wyników różnych rozdziałów tego samego prepa­
ra tu  histonu grasicy pozwoliło autorom  w yodrębnić 34 strefy. Za pomocą 
opracowanej przez siebie m etody autorzy porównywali niejednorodność 
frakcji histonow ych uzyskiw anych różnym i m etodam i frakcjonow ania 
(selektyw na ekstrakcja  w edług J o h n s a  (50), rozdział na Amberlite  
IRC-50, usuw anie stopniowe z DNP przy różnych pH). Jakościowo podob­
ne rozdziały poszczególnych frakcji, z zaznaczonymi jedynie pew nym i 
zm ianam i ilościowymi pozwalają sądzić, że duża niejednorodność bada­
nych białek histonow ych nie jest spowodowana błędam i preparatyki.

Równocześnie ukazała się też praca D e b a b o v a  i R e b e n t i s h a  
(15), którzy prow adzili rozdział histonów w nieco odm iennych w arun ­
kach (polim eryzacja żelu poliakrylam idowego z dw um etyloam inopro- 
pionitry lu  zam iast N,N,N’,N’-czterom etyloetylenodw uam iny, 0,37M roz­
tw ór glicyny o pH  4,0, czas elektroforezy 4 godz., odbarw ianie żelu za 
pomocą 7!% CH3COOH bez usuw ania nadm iaru  barw nika w polu elek­
trycznym ). W obrazie elektroforetycznym  dla całkowitego histonu z g ra­
sicy cielęcej w yodrębniali oni 4 strefy. S trefa A posiadała m inim alną 
ruchliwość i 1—2 oddzielne prążki. S trefa  В zaw ierała od 1 do 3, a strefa  
W — od 2 do 3 pasm  o pośredniej ruchliwości elektroforetycznej. K ilka 
szybko w ędrujących  w żelu frakcji stanowiło strefę G. Dobra pow ta­
rzalność um ożliw iła autorom  zastosowanie tej techniki do porów nania 
histonów  z różnych źródeł oraz do określenia w pływ u procesów izolowa­
nia jąder kom órkow ych na niejednorodność preparatów  histonowych. 
Nie stw ierdzili oni różnic zależnych od w ieku zwierzęcia, zaobserwowali
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natom iast pewne różnice, szczególnie ilościowe, m iędzy histonam i z g ra ­
sicy cielęcej a histonam i grasicy szczurzej i kom órek raka  puchlinowego 
Ehrlicha. Proces izolowania jąder jak się zdaje nie w pływ a na obraz 
elektroforetyczny całkowitego histonu, ale istotne zm iany (zm niejszenie 
ilości prążków i zawartości białka w strefach В i W na korzyść szybko 
w ędrujących frakcji strefy  G) pojaw iają się jeżeli grasicę, z k tórej w yod­
rębniono histony poddano zamrożeniu i odmrożeniu.

R e b e n t i s h  i D e b a b o v  (93) posłużyli się następnie swoją m e­
todą do porównania frakcji histonowych z chrom atografii na CM -celulo­
zie (fl, f2, f3) z histonam i otrzym anym i m etodą selektyw nej ekstrakcji 
w edług J o h n s a  (50) (F l, F2a, F2b, F3). Obraz elektroforetyczny fra k ­
cji f l  był zbliżony do obrazu otrzym anego dla histonu F l, w ykazyw ał 
jednak  jej większą homogenność. E lektroferogram y frakcji F2a i F3 
były  podobne do siebie a także do obrazów frakcji f2 i f3 z CM -celulozy. 
F rakcja F2b w ykazyw ała 2 zasadnicze strefy , odpowiadające podstaw o­
w ym  prążkom  o m aksym alnej i pośredniej ruchliwości w histonie całko­
witym . Ogólnie zaobserwowano we frakcjach otrzym anych m etodą eks­
trakc ji istnienie pewnej ilości słabo ruchliw ych składników  rep rezen tu ­
jących najpraw dopodobniej agregaty powstałe podczas p repara tyk i tych  
frakcji. A utorzy w ykazali ponadto, że zwiększenie stężenia żelu i obec­
ność 6M mocznika w czasie elektroforezy nie polepsza rozdziału a p rze­
dłuża w ydatnie jego czas, stosowanie zaś żelów o niższym  usieciowaniu 
daje znacznie gorsze wyniki. To spostrzeżenie oraz fakt, że większa ru ch ­
liwość elektroforetyczna frakcji histonow ych nie jest skolerow ana ze 
zm ianam i w sile wiązania się ich na kolum nach jonow ym iennych sugeru­
je, że decydującą rolę w elektroforezie w żelu poliakrylam idow ym  odgry­
w ają siły m olekularne oraz stosunek ładunku elektrycznego histonów do 
ich masy, a rozdział zależy od kształtu  i rozm iaru cząsteczek. Na zw ięk­
szenie zdolności rozdzielczej w elektroforezie dyskowej w pływ a zapewne 
tworzenie przez rozdzielane białko ultracienkich błon startow ych.

G o f s h t e i n  i S i d o r  ov (36) rozdzielili za pomocą elektroforezy 
w 15;°/oł żelu poliakrylam idow ym  całkow ity histon z DNP kiełków psze­
nicy na 10— 11 składników  dowodząc tym  sam ym  niejednorodności h i­
stonów pochodzenia roślinnego. G o f s h t e i n  (35) badał też tą  techniką 
frakcje  histonowe z zarodków i kiełków pszenicy otrzym ane przez w y­
trącanie acetonem.

J o h n s  (52) zaproponował prowadzenie rozdziału elektroforetyczne- 
go w żelu poliakrylam idow ym  przy pH  2,4, co miało zapobiec agregacji 
histonów argininowych, która następuje w pH  około 4,0. Spolim eryzoi 
w any żel doprowadza się do pH  2,4 w rurkach , w których będzie on uży­
ty  do rozdziału, w ypełniając naczynia elektrodowe 0,01N CH3COOH 
i przepuszczając prąd o napięciu 175Ѵ przez 3—4 godz. Po takim  zrów ­
noważeniu kwas octowy w żelu jest 0,9N. W łaściwa elektroforeza prow a­
dzona również w 0,0IN CH3COOH trw ała  4—5 godz. przy natężeniu  50—
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Rys. 4. Elektroforeza histonów grasicy cielęcej w żelu poliakrylam idow ym  przy pH
2,4 wg Johnsa (52).

(1) P ełn y  h iston (20 Mg); (2) FI (8 ug); (3) F2al (8 ug); (4) F2a2 (8 ug); (5) F2b (8 ug); (6) F3 
(8 ug); (7) rybosom alne białko w ątroby szczura (100 i^g). W ędrówka od +  do —.

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



[23] H IST O N Y 28 5

55mA na ru rk ę  (rysunek 4). Całkowity histon z grasicy cielęcej dzieli 
się w tych  w arunkach tak, że najbardziej ruchliw a jest frakcja F2al, po 
niej w ędru je  frakcja  F2a2, trzeci prążek odpowiada frakcjom  F2 i F2b, 
a najbliżej s ta rtu  znajduje się frakcja  F I. Ruchliwość elektroforetyczną 
porów nyw ano posługując się jako wzorcem album iną surowicy.

J o h n s  (52) podał też m etodę ilościowego oznaczania białka w prąż­
kach elektroforetycznych. W edług tej m etody prążek w ycięty z żelu ozię­
bionego w m ieszaninie stały  C 0 2-etanol, rozgniata się w probówce 
z DMSO i po 2 godz. ogrzew aniu w 50° w iru je  się a klarow ny superna- 
tan t oznacza się spektrofotom etrycznie przy 600 nm. Johns podawał w y­
niki w odsetkach w stosunku do sum y intensyw ności barw y wszystkich 
prążków w  danym  żelu. Bezwzględną ilość białka natom iast oznaczał 
z krzyw ej wzorcowej uzyskanej na podstaw ie elektroforetycznego roz­
działu standardow ych ilości badanej frakcji. Zdaniem  Johnsa duża nie­
jednorodność frakcji histonowych jest spowodowana efektam i agrega- 
cyjnym i i zanieszczyszczeniami krzyżowymi. Omówioną wyżej m etodę 
elektroforezy według Johnsa zmodyfikowali następnie D i c k  i J o h n s  
(20) przystosow ując ją do badań biosyntezy głównych frakcji histonowych 
grasicy szczurzej. P rzed dodaniem  nadsiarczanu sodu doprowadzali oni 
pH m ieszaniny polim eryzacyjnej do 3,0, dzięki czemu uniezależniali się 
od w ahań odczynu handlow ych preparatów  akrylam idu. Ponadto barw ili 
oni żele czernią alizarynow ą w ЗО10/'» etanolu w ciągu 18 godz., a nadm iar 
barw nika usuw ali przez płukanie w 40°/o etanolu w 60° przez 24 godz. 
W celu oznaczenia piętna izotopowego białko z wycinków żelu ekstra ­
howali 6N HCl w 90° przez 3 godz. po czym wyciągi odparow ywali i roz­
puszczali w wodzie.

F a m b r o u g h  i B o n n e r  (26) opisali technikę preparatyw nej 
elektroforezy dyskowej w żelu poliakrylam idow ym , która zapewniła cał­
kowite odzyskiw anie czystych elektroforetycznie frakcji histonowych 
chrom atyny kiełków grochu. W aparacie Canalco-Prep. Disc stosowali oni 
7,5% żel poliakrylam idow y z 6M mocznikiem i buforem  alaninow ym  o pH 
4,3. Rozdział 1— 3mg histonu (30—40mA, szybkość elucji 60 ml/godz.) 
trw ał 3— 4 godzin. P a n y i m  i C h a l k l e y  (82) podali m odyfikację 
e lektroforezy w żelu poliakrylam idow ym  um ożliw iającą rozdzielenie 
frakcji, k tó rych  ruchliwość różniła się tylko o U0/».

M etoda elektroforezy w żelu poliakrylam idow ym  zapewnia lepsze po­
znanie niejednorodności fizykochem icznej białek histonowych; jest to 
technika dogodna, um ożliw iająca szybkie porównanie różnych metod 
frakcyjnego izolowania histonów, kontrolow anie jednorodności i rodzi­
mości otrzym anych preparatów  oraz w ypow iadanie się na tem at ga tun­
kowej i tkankow ej specyficzności tych białek.
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2. Inne metody fizykochemiczne

W ażną rolę w badaniu histonów odegrała analiza zachowania się tych 
białek w ultraw irów ce analitycznej. Technika sedym entacyjna pozwala 
frakcjonow ać histony z różnych m ateriałów  a także oznaczać m asy czą­
steczkowe różnych frakcji (por. poz. 60). W nowszej literaturze brak  
wprawdzie nowych opracowań m etodycznych w tym  zakresie ale wielu 
badaczy bada histony w ultraw irów ce analitycznej, posługując się tra ­
dycyjnym i metodami.

Szczególnie in teresujących danych o konform acji cząsteczek histonów 
dostarczają badania optycznej ro tacyjnej dyspersji i lepkości tych bia­
łek, a także analiza spektrofotom etryczna. J i r g e n s o n s  i wsp. (49) 
zaobserwowali, że lepkość frakcji lizynowej i prolinowej jest większa 
niż innych typów histonów a lepkość wodnych roztworów frakcji lizy­
nowej znacznie silniej m aleje pod w pływ em  jonów РОГ i SO ^ niż jed- 
nowartościowych anionów np. Cl-  i CH3COO*\ W szystkie frakcje zacho­
w ują  się jak  gibkie, liniowe polielektrolity.

J i r g e n s o n s  (48) zajm ował się także pom iaram i optycznej ro ta- 
cyjnej dyspersji w zakresie fal 190—240nm i obserwował bardzo wyraźne 
zm iany konform acyjne białek histonowych, szczególnie bogatych w lizy­
nę, pod w pływem  alkoholu n-propylowego i detergentów , objaw iające się 
silnym i przesunięciam i w widm ach dyspersyjnych. W i n k e l m a n  (117) 
porównywał konform ację całkowitego histonu i jego frakcji analizując 
te  białka spektrofotom etrycznie, po traktow aniu  ich purpurą Biebricha, 
oraz spektrofluorym etrycznie, po zadziałaniu czterofenyloporfinosiarcza- 
nem. Brak widocznych różnic w obu widm ach skłonił go do wniosku
o równoważności pewnych cech struk tu ry  II- i III-rzędow ej tych prepa­
ratów.

Również m etoda spektroskopii w podczerwieni została zaadaptowana 
do charakteryzow ania frakcji histonowych (75) а В 1 a z s e к (5) zastoso­
w ał technikę polarograficzną do w ykryw ania zanieczyszczeń frakcji lizy- 
nowych i um iarkow anie lizynowych białkiem  niehistonow ym  lub histo- 
nam i zaw ierającym i grupy sulfhydrylow e. Ta ostatnia m etoda ma duże 
szanse jako sposób oceny czystości preparatów  histonowych.

VII. Specyficzność histonów

Przy  w yjaśnianiu  zagadnień związanych z rolą histonów w genetycz­
nej i m etabolicznej funkcji jądra komórkowego na czołowe m iejsce w y­
suwa się spraw a gatunkow ej i tkankow ej specyficzności histonów. K on­
sekw encją pierw otnych hipotez, przypisujących wyłącznie histonom  funk­
cję bezpośrednich represorów  genowych był pogląd, że stopień zróżnico­
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w ania kom órkowego jest zależny od specyficzności frakcji histonowych. 
Poszukiw ania doświadczalnych dowodów nie dały jednak jednoznacznej 
odpowiedzi. P race B utlera, Johnsa, Law rence’a, Simpson, V endrely’ego 
L indsay’a oraz Cohna i Q uatrano (por. poz. 60) w ykazują na bardzo 
różnorodnym  m ateriale  zwierzęcym  i roślinnym , że histony tego sam e­
go typu  kom órek nie zm ieniają się w zależności od gatunku i że brak 
jest także różnic m iędzy histonam i różnych tkanek  tego samego gatunku. 
W ielu jednak  uczonych w oparciu o rów nie szeroki m ateriał badaw ­
czy przytaczało w iarygodne dowody na istnienie specyficzności gatunko­
wej i tkankow ej histonów. Należy tu  wym ienić prace Stedm anów, Ne- 
elina i B utlera, Buscha, Bellaira i M auritzena, Neidle’a i W aelscha, 
K łyszejko, Kobayashi, H irschbein i Iwai (por. poz. 60).

Obecnie jest rzeczą niew ątpliw ą, że w kierow aniu aktyw nością gene­
tyczną zasadniczą rolę odgryw ają bardziej złożone, dynam iczne syste­
my, w k tórych histony są tylko jednym  ze składników  a ich n iejedno­
rodność nie m usi w arunkow ać zmienności komórkowej. Jednak  specy­
ficzność histonów  nie jest trak tow ana jako zagadnienie uboczne. Roz­
wój m etod preparatyw nego otrzym yw ania hom ogennych frakcji histono­
wych oraz coraz udatniejsze próby poznania s tru k tu ry  pierwszorzędo- 
wej tych  białek pozw alają uchwycić bardziej subtelne lecz ważkie różni­
ce m iędzy poszczególnymi cząsteczkami.

We w spółczesnych badaniach nad specyficznością histonów można 
wyróżnić kilka kierunków . Jedne badania dążą do uchwycenia różnic 
m iędzy histonam i tkanek  som atycznych a histonam i tkanek  em brional­
nych czy szybko dzielących się, drugie skupiają się na analizie histonów 
tkanek  sk ra jn ie  w yspecjalizow anych np. z trw ale zablokowanym  ukła­
dem syntezy RNA i replikacji DNA, jeszcze inne są badaniam i porów ­
nawczym i histonów  z różnych tkanek  różnych gatunków  zw ierząt i roś­
lin, uw zględniającym i stany  fizjologiczne organizm u oraz wpływ  czynni­
ków zew nętrznych.

N ajchętniej badanym  modelem są histony dojrzałych erytrocytów  k u r­
częcia, kom órek o prostej budowie cytoplazm y i mało skondensow anym  
jądrze, w  k tórych  nie odbywa się proces odnowy DNA ani synteza RNA, 
a pow staje zasadniczo tylko jeden rodzaj białka — hemoglobina. P race 
na tym  m ateria le  zapoczątkowali Stedm anowie w 1950 roku a kon ty ­
nuow ali m iędzy innym i Neelin i wsp., Bellair i M auritzen 
oraz Hnilica (por. poz. 60), znajdując różnice w obrazie chrom atogra­
ficznym , elektroforetycznym  i składzie aminokwasowym  histonów e ry tro ­
cytów w porów naniu z histonam i grasicy cielęcej, uważanym i za w zor­
cowe. Z najnow szych badań na tym  m ateriale wym ienić należy pracę 
B e l l a i r a  i M a u r i t z e n a  (3), którzy izolowali (3 histony z e ry tro ­
cytów, a także z w ątroby i śledziony kurczęcia oraz grasicy wołowej. 
Frakcjonow anie na żelu Sephadex G-100 i G-200 wykazało ilościowe
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różnice dla różnych tkanek, choć skład aminokwasowy głównych kom­
ponent (f35—(37) był zbliżony.

Bardzo ciekawe w yniki osiągnęli M u r r a y  i wsp. (73) w prepara­
tyce szeregu histonów erytrocytów  kurczęcia na dużą i m ałą skalę m e­
todą selektyw nej stopniowej ekstrakcji roztw oram i o coraz niższych w ar­
tościach pH. Roztwory o pH  1,8—2,1 ekstrahow ały homogenną frakcję  
(V) bogatą w serynę, k tóra na podstaw ie chrom atografii na Amberlite  
CG-50 i składu aminokwasowego została zidentyfikow ana z tzw. frakcją  
5 N e e l i n a  (76), a na drodze elektroforezy w żelu skrobiowym  z tzw. 
s trefą  15 P  u г к а у a s t h y ’e g o i N e e l i n a  (90), tj. z kom ponentam i 
typow ym i dla histonów erytrocytów  kurczęcia. M u r r a y  i wsp. (73) 
dowiedli także, iż w brew  opiniom innych (76, 90) histony argininowe 
(frakcje III i IV z chrom atografii na Amberlite IRC-50) w ystępują w cał­
kow itym  histonie z erytrocytów  kurczęcia. F rakcje te trudno poddają 
się ekstrakcji i można je w yodrębnić dopiero roztworam i o pH  <C 1,0. 
Zbliżone w yniki i wnioski ogłosili też inni badacze (77, 115). N e e l i n  
(77) wykazał istnienie typowej dla erytrocytów  kurczęcia elektrofore- 
tycznej strefy  15 także w histonach z erytrocytów  innych gatunków  p ta ­
ków (gołąb, mewa, kaczka, indyk, gęś) przy braku jej w innych tk an ­
kach (śledziona, szpik) tych zwierząt. F rakcja  ta występow ała zarówno 
w retikulocytach jak  w dojrzałych czerwonych krw inkach, niezależnie 
od stanu  odżywienia, płci, w ieku i tem pera tu ry  w w arunkach hodowla­
nych. Zaobserwował on jedynie pewne ilościowe różnice w zawartości tej 
frak c ji u różnych gatunków  ptaków. N e e l i n  (77) potw ierdził ponadto 
występowanie w ery trocytach  ptasich histonów argininowych, a także 
udowodnił, że tzw. strefa ,,f” (ang. fast), o bardzo dużej ruchliwości w że­
lu, a typow a dla histonu całkowitego ze szpiku ptaków, odpowiada za­
sadowemu m ateriałow i peptydow em u z granulocytów  kwasochłonnych, 
które ulegają cytolizie podczas preparatyki. V i d a l i  i N e e l i n  (115) 
sugerują, że różnice dotyczące histonów argininow ych z erytrocytów  p ta ­
sich oraz z innych tkanek  różnych gatunków  zw ierząt mogą być spo­
wodowane nieuw zględnianiem  w m etodach izolowania tkankow ej spe­
cyficzności związania poszczególnych histonów  w m ateriale jądrowyn?.

Ciekawe rozszerzenie tych badań na jądrzaste ery trocy ty  zwierząt 
innych gromad przyniosła praca E d w a r d s a  i H n i l i c y  (24), którzy 
na drodze filtracji na żelu Spehadeux G-75 w yodrębnili frakcję  F2c (inne 
oznaczenie frakcji V czy strefy  15, wprowadzone przez Hnilicę) także 
z erytrocytów  płaza (Rana catesbeiana) i ryby  (Сагапах hippos). Różniły 
się one składem  aminokwasowym , posiadały jednak typow ą wysoką za­
w artość seryny (ok. 12%), lizynę jako C-tkońcowy aminokwas, a jako 
reszty  N-końcowe (najczęściej acetylowane) — treoninę oraz w m ałych 
ilościach inne  aminokwasy. A utorzy ci nie znaleźli frakcji F2c w histo­
nach z innych tkanek  zw ierząt badanych, co zgodne jest z obserw acjam i 
P a l a  u ’ a i B u t l e r a  (84), dotyczącym i histonów w ątroby pstrąga.
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Można oczekiwać in teresujących wyników badań dotyczących zmian 
w histonach podczas embriogenezy. Jednak  K i s c h e r  i H n i l i c a  
(59) podali, że rozdziały elektroforetyczne w żelu skrobiowym  histonów 
mózgu i skóry 7-, 10- i 14-dniowych embrionów kurzych były bardzo 
zbliżone do histonów  grasicy cielęcej. Jedynym i różnicam i była niższa 
zaw artość lizyny a zwiększona ilość aminokwasów dw ukarboksylow ych 
histonów tkanek  em brionalnych w porów naniu z histonem  grasicy oraz 
pewne w zrastanie sum y aminokwasów zasadowych w histonach skóry 
w m iarę postępow ania procesu różnicowania. Dużo bogatszy m ateriał 
przyniosła praca M y u l b e r g a  i wsp. (74). W ykazali oni, że frakcja  F l 
z jąder kom órkow ych grasicy 5-dniowych am brionów kurzych charak te­
ryzow ała się m niejszą zaw artością lizyny (28,5%) a większą ilością argi- 
niny (8,4fl/o) w porów naniu z analogicznym  histonem  grasicy 1-dniowych

Liz
kurcząt oraz grasicy cielęcej (stosunek -r— jest 1,8 razy  m niejszy niż dlaArg
frakcji F l  grasicy cielęcej), a ogólnie wszystkie frakcje z erytrocytów  
em brionu kurczęcia zaw ierały nieco m niej alaniny. A utorzy zaobserwo­
wali też znacznie większą ilość dodatkow ych (minorowych) wolno w ęd ru ­
jących kom ponent podczas elektroforezy w żelu poliakrylam idow ym  
frakcji F l  i F2b z embrionów kurzych oraz dodatkowe strefy  o dużej 
ruchliwości dla tych sam ych frakcji grasicy kurcząt. E lektroferogram y 
pozostałych frakcji histonowych ze wszystkich trzech źródeł w ykazy­
w ały isto tne różnice ilościowe. Porów nania te świadczą o specyficzności 
histonów tkanek  em brionalnych a także o odmienności ich składu w ana­
logicznych narządach u różnych gatunków  (grasica kurcząt a grasica cie­
ląt).

O statnio C h a m p a g n e  i wsp. (11) w ykazali istotne różnice m ię­
dzy histonam i erytrocytów  kurzych a grasiczymi. D i c k  i J o h n s  (22) 
natom iast nie zaobserwowali różnic m iędzy histonam i norm alnych e ry ­
trocytów  kurzych a histonam i retikulocytów . Specyfikę m ateriału  pod­
kreślały  w tej pracy także dane o w ystępow aniu podczas procesu ekstrak ­
cyjnego według II w arian tu  m etody J o h n s a  (50) znacznych różnic 
w  stopniu zanieczyszczeń krzyżowych między izolowanym i frakcjam i. 
I tak frakcja  F l z embrionów kurzych zaw ierała około 15°/» obcych ch ro ­
m atograficznie kom ponent, podczas gdy ilość dodatkow ych składników  
w analogicznej frakcji grasicy kurcząt sięgała aż 50%. Oczywiście przy to­
czone powyżej w yniki badań składu aminokwasowego i rozdziałów elek- 
troforetycznych dotyczyły już homogennego chrom atograficznie m ateriału .

Z w ielu innych prac dowodzących specyficzności gatunkow ej i tk an ­
kowej histonów  wym ienić należy badania K ł y s z e  j k o - S t e f  a n o -  
w i c z  z 1968 roku (61, 62) w skazujące na różnice w składzie am inokw a- 
sowym głów nych frakcji histonowych z trzustk i wołu i szczurów w po­
rów naniu z h istonem  grasicy cielęcej (m.in. duża zawartość lizyny we 
frakcji F l).
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In teresu jącym  w ydaje się fakt, że wielu badaczy zaobserwowało n a j­
większe różnice w obrębie frakcji silnie lizynowej, najbardziej labilnej 
pod względem związania w nukleohistonie i posiadającej najw iększe 
zdolności blokowania aktyw ności polim erazy RNA zależnej od DNA. В u - 
s t i n  i C o l e  (8) wykazali różnice pomiędzy frakcjam i ekstrahow anym i 
5% TCA (7) z grasicy, gruczołów m lecznych i w ątroby królika oraz z w ą­
troby kurczęcia i grasicy cielęcej. Różnice te dotyczyły ilości szczytów 
otrzym yw anych w rozdziale tej frakcji na Amberlite IRC-50 w edług

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

A,80 m g grasicy  c ielęcej; B, 80 mg grasicy  królika; C, 80 mg gruczołów  sutkow ych  królika; 
D, 22 m g w ątroby kurczęcia; E, 26 mg w ątroby królika. Ekstrakt w ątroby kurczęcia był 
chrom atografow any na kolum nie 15X2,3 cm; w szystk ie inne na kolum nie 30X2,3 cm . Strzałki 
w ykazują stężenie chlorow odorku guan idyny 9,4 i 9,9%. Szczyty  num erow ane dla grasicy  
cielęcej odpow iadają frakcjom  I, II, I lia  i I llb  otrzym anym  w ed ług К i n к a d е ’а i С ol e ’a

(57).
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K i n k a d e ’ a i C o l e ’ a (57) (np. pięć szczytów dla histonu F I z grasicy 
królika a 3 szczyty w histonie F I z grasicy cielęcej) oraz ilościowego 
rozmieszczenia białka w obrębie tych szczytów (gruczoły m leczne a g ra­
sica królika) (rysunek 5).

Również analiza składu aminokwasowego i obraz elektroforezy w żelu 
poliakrylam idow ym  dowodzą typowości gatunkow ej i narządow ej histonu 
lizynowego. Do podobnych wniosków doszli S t e l l w a g e n  i C o l e  
na podstaw ie porów nania frakcji F I a także histonów argininow ych oraz 
histonów um iarkow anie lizynowych z gruczołów m lecznych oraz grasicy 
królika i szczura (107). Zw racają oni jednak  uwagę na łatwość pom ylenia 
faktycznych różnic związanych ze specyficznością histonów z efektam i 
spowodow anym i różną podatnością frakcji histonowych, szczególnie arg i­
ninowych, na zabiegi w yodrębniania ich z tkanki w zależności od bada­
nego m ateria łu  (zanieczyszczenia krzyżowe, ekstrahow anie łącznie z hi- 
stonam i także białek niehistonowych). S t e l l w a g e n  i C o l e  (107) 
zaobserwow ali także w pływ  aktualnej funkcji danego narządu na skład 
frakcji histonowych. Stw ierdzili oni różnice w charakterze rozdziału na 
Amberlite IRC-50 frakcji lizynowej z gruczołów m lecznych królika pocho­
dzących z samic ciężarnych, samic z zanikowym  procesem laktacji oraz 
samic nieciężarnych.

In teresu jące są w yniki doświadczeń S i d o r o  v e  j (101) porów nującej 
histony F I z w ątroby  i śledziony królików praw idłow ych i im m unizowa- 
nych globuliną końską. Efekt wzmożonej pod wpływem  antygenu syntezy 
białka i zwiększona szybkość mitoz kom órek lim foidalnych objaw iają się 
zm ianam i jakościowym i i ilościowymi w rozdziale elektroforetycznym  
w żelu poliakrylam idow ym .

B e r l o w i t z  i B i r n s t i e l  (4) porów nyw ali histony z Xenopus  
laevis typu  dzikiego i m utan ta  bezjąderkow ego z histonam i grasicy cielę­
cej. Różnice były  bardzo w yraźne: typ  dziki X. laevis nie posiadał frakcji 
F2b i F2a, a u m utan ta  b rak  było frakcji F I, histon F2b występow ał 
w znikom ych ilościach a zawartość F2a była mocno zm niejszona, co 
prowadziło do zdecydow anej przewagi frakcji argininowej.

O zwiększonej zaw artości argininy i aminokwasów kw aśnych a zm niej­
szonej ilości lizyny we frakcjach F I i F2b z w ątrobo-trzustki mięczaka 
M ytilus edulis  w porów naniu z histonam i grasicy cielęcej donieśli С o z - 
c o l l n e l a  i S u b i r a n a  (14).

G o r o v s k y  i W o o d a r d  (38) donieśli, że w histonach z m ikroją- 
der i m akro jąder Tetrahym ena pyriformis  m etodą elektroforezy w żelu 
poliakrylam idow ym  stw ierdza się poza frakcjam i wspólnym i dla obu 
również i kom ponenty typowe tylko dla danej s truk tu ry . Różnice te w y­
pływ ają zapew ne z braku  syntezy RNA i z heterochrom atynizacji obser­
wow anych w m ikrojądrach.

Wiele prac poświęcono też histonom  z tkanek  roślinnych. Y o i с h i
i H i r a i  (118) stw ierdzili m etodą elektroforezy na octanie celulozy, że
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histon z liści ty toniu  zaw iera dużo m niej frakcji argininowych niż histony 
zwierzęce. Z a m p e t t i - B o s s e l e r  (120) stosując rozdziały elektro- 
foretyczne w poliakrylam idzie zaobserwowała m niejszą niejednorodność 
histonów z korzeni cebuli w porów naniu z histonam i zwierzęcymi, m niej­
szą zawartość lizyny w porów naniu z innym i histonam i roślinnym i oraz 
m niejszą ilość argininy w zestaw ieniu z histonem  grasicy cielęcej. D i c k  
(19) doniosła, że histony z Ѵісіа faba otrzym ane m etodą stopniowej 
ekstrakcji przy coraz niższych w artościach pH  według M u r r a y a  (71) 
były  podobne do frakcji uzyskiw anych z grasicy cielęcej, choć zawartość 
argininy nie przekraczała w nich 9!%, co nie pozwoliło na określenie żad­
nej frakcji m ianem  histonu argininowego. Zaobserwowała ona również 
w ystępow anie we frakcji ekstrahu jącej się przy pH  1,4 niezidentyfikow a­
nego aminokwasu nie będącego m etylow ą pochodną lizyny.

Bardzo ciekawych danych dostarczyły wspom niane już badania G o f - 
s h t e i n a (34, 35). S tosując strącanie acetonem  w yodrębnił on 2 frakcje, 
A i B, w histonach całkow itych ze spoczynkowych zarodków pszenicy
i z 2-godzinnych kiełków pszenicy. Okazało się, że frakcja  A z zarodków 
odpowiadała histonowi F I , a frakcja  В — histonowi F2a, choć zaznaczały 
się różnice w zawartości szeregu aminokwasów w porów naniu z analogicz­
nym i frakcjam i grasicy cieląt. N atom iast frakcje A i В z kiełków odpowia­
dały histonom  F2a i F3. Podczas elektroforezy w żelu poliakrylam idow ym  
stw ierdzono w yraźne różnice głównie ilościowe między całkow itym i h i­
stonam i a  także frakcjam i A i В z zarodków i kiełków. Porównano też 
włączanie 14C-lizyny u 22- i 28-^odzinnych izolowanych kiełków pszenicy
i stwierdzono, że u pierw szych piętno grupowało się głównie w strefach 
odpowiadających histonom  lizynowym , podczas gdy u drugich, stanow ią­
cych model tkanki o zaham ow anych procesach wzrostu i syntezy bioche­
micznej, znakowały się głównie histony argininowe. A utor w ysuw a też 
hipotezę, że elektroforetyczna frakcja  5 jest tą, k tórej pojaw ienie łączy 
się z aktyw nością procesów w zrostu przy kiełkowaniu.

Różny stopień niejednorodności histonów roślinnych potwierdzili 
F a m b r o u g h  i B o n n e r  (26) badając te białka z pączków grochu 
metodą preparatyw nej elektroforezy w żelu poliakrylam idowym . A utorzy 
ci porównali następnie (27) argininow e histony (frakcja III i IV) pączków 
grochu i grasicy cielęcej. Homogenne frakcje z obu m ateriałów  w ykazy­
w ały duże podobieństwo elektroforetyczne. W ykryto jednak różnice w m a­
nie zaw ierała też e-N -m etylolizyny a frakcja III posiadała 1 resztę cysteiny 
na cząsteczkę białka, wobec dwóch takich reszt we frakcji III histonu 
pach peptydow ych tych histonów  (3 różne peptydy na 29 we frakcji III
i 5 różnych peptydów  na 32 we frakcji IV). F rakcja IV z pączków grochu 
grasicy. To sprawiło, że histon grasicy w ykazyw ał większe tendencje do 
agregacji dając trim ery  i te tram ery , podczas gdy ta  frakcja  z grochu 
tworzyć mogła jedynie dim ery.
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W ostatnich czasach pojaw iły się też prace mówiące o braku  specy­
ficzności histonów. Między innym i С o m i n g s (13) nie stw ierdził różnic 
między histonam i lim focytów praw idłow ych i stym ulow anych fitohem a- 
g lutyniną. Nie obserwował on też różnic m iędzy histonam i z kom órek 
in ter- i m etafazowych. A s z m a r i n  i wsp. (1) wyizolowali z mózgu byka 
4 zasadnicze frakcje  histonowe, k tóre nie różniły  się składem  am inokw a- 
sowym od odpowiednich frakcji z grasicy. С h a n d a i wsp. (12) nie s tw ier­
dzili różnic związanych z dojrzew aniem  mózgu. C h a l k l e y  i P a n y i m  
(10) otrzym ali identyczny obraz elektroforetyczny dla histonów z różnych 
tkanek  cielęcia. M a c  G u i l l i v r a y  (64) badając pięć tkanek  ludzkich 
o zróżnicowanej aktyw ności biologicznej (grasica, w ątroba, łożysko, leuko­
cyty obwodowe i rak  oskrzelowy) nie znalazł różnic w składzie am inokw a- 
sowym, w grupach N-końcowych i obrazach elektroforetycznych między 
tym i tkankam i ani też przy porów naniu ich z histonem  grasicy cielęcej. 
Stw ierdził także, że przedwczesne i błędne były  jego poprzednie wnioski, 
iż granulocyty  zaw ierają jakąś specyficzną frakcję  histonową. W reszcie 
D i c k  i J o h  n s (20) wskazali na brak  różnic m iędzy frakcjam i histono- 
wym i grasicy szczurów i cieląt.

W ydaje się, że bardzo wiele w rozw iązyw aniu problem ów specyficz­
ności wnieść mogą m etody immunologiczne i biofizyczne. Prace im - 
m unoelektroforetyczne i im m unoelektrofluorescencyjne R ii m к  e’ e g o 
i S l u y s e r a  (94) w ykazały antygenność histonów  w ątroby szczura i do­
wiodły specyficzności antygenow ej poszczególnych frakcji liczbowych. 
F u k u z a w a  i S h i m u r a  (29) kon tynuując  swoje prace sprzed dwóch 
lat porów nyw ali histony całkow ite z tylnego i środkowego gruczołu przęd­
nego larw y jedw abnika ВотЪух mori L. oraz grasicy cieląt. Krzyżowe, 
badania każdego z tych histonów, jako antygenów  z różnym i surowicam i 
zaw ierającym i odpowiednie przeciwciała przeciw ko tym  histonom, pro­
wadzone m etodam i precypitacji, im m unoelektroforezy oraz testów dyfu ­
zyjnych, w ykazały niezbicie, że histony grasicy są różne od histonów 
gruczołów przędnych larw y jedw abnika. Zaznaczyła się także w yraźna 
specyficzność narządow a pozwalająca odróżnić histon ze środkowego g ru ­
czołu przędnego od histonu gruczołu tylnego (odpowiada to być może 
tem u, że ty lny  gruczoł produkuje fibroinę, a środkow y — serycynę).

N a b i e r u c h i n  i wsp. (75) m etodą różnicowej spektrofotom etrii 
w podczerwieni w ykazali różnice w widm ach frakcji histonowych z g ra­
sicy cieląt, w ątroby  szczurów i bydła rogatego, kom órek raka Ehrlicha 
oraz erytrocytów  gołębia.

Pojaw ienie się nowych hipotez, próbujących w yjaśnić m echanizm  re ­
gulowania aktyw ności genetycznej m ateriału  jądrow ego na drodze zmian 
konform acyjnych histonów, w yw ołanych przez różne czynniki fosforylu- 
jące, acetylujące, m etylujące czy utleniające spraw iło, że badacze zaczęli 
porównywać frakcje  histonowe również pod tym  względem  (68, 70, 79, 80, 
102, 110).
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ADDENDUM

Po oddaniu niniejszego artykułu do druku D e  L a n g e  i wsp. z pracowni 
Bonnera (J. Biol. Chem. 244, 5669 (1969)) opublikowali kompletną sekwencję 102 ami­
nokwasów IV histonu z kiełków grochu. W porównaniu z analogicznym IV histo- 
nem z grasicy cielęcej jedyne różnice dotyczą zamiany w pozycjach 60, 77 i 20 reszt 
waliny, lizyny i metylowanej lizyny histonu grasicznego na izoleucynę, argininę 
i lizynę, odpowiednio, w  histonie z kiełków grochu. Ponadto e-N-acetylolizyna  
w  IV histonie grasicy występuje w  50% cząsteczek i to tylko w  pozycji 16, pod­
czas gdy w  odpowiednim białku z kiełków grochu tylko 6fl/o cząsteczek histonowych 
jest acetylowanych na resztach lizyny w pozycjach 16, 5, 8 lub 12. Być może te nie­
w ielkie różnice powodują już odmienność funkcjonalną obu histonów.

Na uwagę zasługują w yniki ilościowej elektroforezy szeregu histonów w żelu 
poliakrylamidowym, prowadzonej przez P a n y i m a  i С h a 1 к 1 e у’ a (Bioche- 
mistry 8, 3972 (1969)) w  dwojakich warunkach (0,6X8,5 cm 130 V, 3,5 godz. oraz
0,6X25 cm, 200 V, 16 godz.). Na krótszej drodze autorzy otrzymywali 5 komponent 
odpowiadających głównym frakcjom histonowym (Fi, F2al, F2a2, F2b, F3), co pozo­
staje w  zgodzie z ostatnimi pracami T o c z k o  (Acta Biochim. Pol. 16, 365 (1969)) 
oraz N e l s o n a  i Y u n i s a  (Explt. Celi Res. 57, 311 (1969)). Ilość komponent 
wzrastała do 10— 12 w  przypadku rozdziału elektroforetycznego na drodze dłuższej 
przy czym różnice między histonami szeregu tkanek cielęcia (grasica, śledziona, ślu­
zówka jelita i macicy, płuca, mózg, wątroba, nerki) ograniczały się do histonu silnie 
lizynowego. Tkankowe i gatunkowe różnice między histonami 4 gatunków krę­
gowców (wątroba i grasica cielęcia oraz chomika, wątroba i erytrocyty kurczęcia 
oraz żaby) w e wspomnianych badaniach Nelsona i Yunisa (1969) dotyczyły frakcji 
silnie lizynowej (FI) oraz bogatej w  serynę (F2c).

Należałoby wym ienić również opracowaną przez J o h n s a  i D i g g l e ’ a (Eur. 
J. Biochem. 11, 495 (1969)) technikę otrzymywania na skalę preparatywną histonu 
F2c, specyficznego dla erytrocytów jądrzastych.

10*
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RECENZJE

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

Książka stanowi 22 tom Sympozjum Niemieckiego Towarzystwa Medycyny 
Doświadczalnej. Obejmuje materiały wygłoszone na 9 Zjeździe Farmakologów N ie­
mieckich w Dreźnie w  1967 roku.

Różnorodny zbiór 79 referatów, w  przeważającej części autorów niemieckich, 
zawiera kilka rozważań teoretycznych o funkcji i celach farmakologii klinicznej 
oraz farmakokinetyki (K. F e 11 e r oraz L. D e 1 1 1 i i P. S p r i n g), a także 
zasługujący na uwagę referat K. J. N e 11 e r a „Oksydatywne reakcje odbudowy 
leków”, dotyczący losów różnych leków у ustroju — głównie zaś reakcji enzym a­
tycznych w  wątrobie. W zasadzie leki ulegają tym samym typom reakcji, co sub­
stancje pokarmowe, a więc hydroksylacji, sprzęganiu, hydrolizie, redukcji itp., ale 
różnorodność chemiczna leków bądź ich metabolitów stanowi dla badacza kopalnię 
tematów, zaś dla klinicysty i co ważniejsze — pacjenta źródło licznych komplikacji 
wskutek interakcji leków, zaburzeń przemian enzymatycznych itd.

Inny referat zasługujący na wzmiankę, to praca M. K r a m e r a  i K.  K o l b a  
dotycząca farmakokinetyki radioaktywnych anty-androgenów (Cyproteron i octan 
Cyproteronu) w badaniach na ludziach. Związki tego typu są podawane w stanach 
nadprodukcji testosteronu (np. w  przypadku nowotworów prostaty). Po podaniu 
doustnym anty-androgenów stwierdzono szybsze przechodzenie przez wątrobę octa­
nu cyproteronu niż cyproteronu, jednakowe stałe podziału krew—mocz dla obydwu 
związków oraz podobne szybkości przechodzenia z tkanek do krwi. Interesujący 
w tej pracy jest fakt posługiwania się komputerem w obliczeniach kinetycznych  
dla leków.

W konkluzji — książka, stanowiąca zbiór referatów z różnych dziedzin farma­
kologii klinicznej, biochemicznej czy klasycznej nie będzie interesowała większości 
biochemików. Dla nielicznych natomiast stanowi przestrogę, iż materiały najcie-* 
kawszych nawet zjazdów winny być przed opublikowaniem należycie uporządko­
wane, nie wspominając o rozsądnej tendencji — by obrady lub zjazdy naukowe 
podporządkować uprzednio tematycznie. Lepiej mniej, lecz dokładniej i głębiej. 
Mankamentem książki jest również późne jej wydanie — bez mała dwa lata od 
daty Zjazdu.

J. Wysokowski
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KOMUNIKAT NR 2

Komitet Organizacyjny uprzejmie zawiadamia, że termin Zjazdu Przeciwgruźli­
czego został zmieniony. XVII Polski Zjazd Przeciwgruźliczy odbędzie się w  Łodzi,, 
w  nowym terminie 3—5 września 1970 roku. Uroczyste otwarcie Zjazdu odbędzie- 
się w dniu 2 września o godz. 17.00. Wstępny program obrad Zjazdu przedstawia  
się następująco:
3 września — Tematy główne: Przewlekłe zapalenie oskrzeli i rozedma płuc u cho­

rych po przebytej gruźlicy płuc. Przewlekłe nieswoiste choroby p łuc  
w Polsce.
Obrady sekcji Mikrobiologicznej.

4 września — Temat główny: Modyfikacja chemiterapii gruźlicy. Walne Zgroma­
dzenie członków Polskiego Towarzystwa Ftizjopneumonologicznego. 
Obrady w  Sekcji Fizjopatologii Oddychania.

5 września — Temat główny: Postępy w  diagnostyce chorób płucnych ze szczegól­
nym uwzględnieniem gruźlicy płuc.
Obrady w sekcji dziecięcej.
Obrady Społecznych Komitetów do Walki z Gruźlicą.

Zamknięcie Zjazdu nastąpi w  dniu 5 września o godz 13.30. Dokładna tem atyka  
obrad w  sekcjach oraz nazwiska i adresy kierowników tematów, jak również ter­
miny zgłaszania doniesień podane zostały w  poprzednim komunikacie.

Warunkiem uczestnictwa w  Zjeździe jest nadesłanie karty zgłoszenia oraz opła­
ty za uczestnictwo w  terminie do dnia 30 kwietnia 1970 roku, na adres Komitetu: 
Organizacyjnego. Opłata za uczestnictwo wynosi:
dla członków Polskiego Towarzystwa Ftizjopneumonologicznego — 150 zł 
dla nienależących do Towarzystwa — 200 zł
dla osób towarzyszących — 100 zł

Adres Komitetu Organizacyjnego XVII Polskiego Zjazdu Przeciwgruźliczegor 
Łódź ul. Okólna 177/9, tel. 594 60, konto: PKO-Łódź 7-9-344.

Sekretarz Komitetu Organizacyjnego Przewodniczący Komitetu Organizacyjnego» 
Lek med. Barbara Rozental Doc. dr med. Wacław Sosnowski
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SPRAWOZDANIA

III Międzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidów Dur-
ham (płn. Karolina) U.S.A.

13— 18.Х.1969 r.

Sympozjum odbyło się w dniach 13—18.Х.1969 r. w Duke Univeristy, Medical 
Center, Durham. Organizatorem był Profesor Henry Kamin z Oddziału Biochemii 
Uniwersytetu Duke oraz Komitet Organizacyjny w osobach: P. Cerletti (Włochy), 
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 zostało zorganizowane pod protektoratem i z fun­
duszów Międzynarodowej Unii Biochemicznej (I.U.B.). Spotkanie miało charakter 
zam knięty i wzięło w  nim udział 60 uczestników zaproszonych przez Organizatorów 
z następujących krajów: U.S.A. — 41, Japonii — 4, Włoch — 3, Szwecji — 3, Francji —
2, Anglii — 2, N.R.F. — 2, Polski — 1, Holandii — 2.

W czasie Sympozjum wygłoszono 35 referatów po 25 minut każdy. Na dys­
kusję przeznaczono teoretycznie około 1/3 czasu trwania referatów, praktycznie 
jednak trwała ona znacznie dłużej. Tematykę Sympozjum stanowiły referaty po­
dzielone na następujące grupy:

1) Chemia flawin i rodników flawinowych (8),
2) Chemia pojedyncza flawoproteidów (9),
3) Reakcje flawin i flawoproteidów z tlenem (5),
4) Hydroksylazy (5),
5) Żelazoflawoproteidy (4),
6) Flawoproteidy mitochondrialne (5).
Autor sprawozdania wygłosił referat pt.: „Izolowanie i niektóre właściwości 

ilawoproteidów zawierających FMN i FAD, biorących udział w utlenianiu zred. 
NAD w  łańcuchu oddechowym”, w  którym przedstawił wyniki kilkuletnich badań, 
prowadzonych pcd jego kierunkiem w Zakładzie Enzymatyki Katedry Biochemii 
Uniwersytetu Warszawskiego.

Materiały sympozjum — referaty i rejestrowana dyskusja — ukażą się dru­
kiem w wydaniu książkowym pod redakcją Profesora H. Kamina.

Z. Kaniuga

VII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we Wrocławiu

W dniach 18—20 września 1969 roku odbył się w e Wrocławiu VII Zjazd Polskie­
go Towarzystwa Biochemicznego. Obrady toczyły się w  salach wykładowych Wyż­
szej Szkoły Rolniczej, a otwarcie Zjazdu miało miejsce w auli Politechniki Wroc­
ławskiej. W Zjeździe wzięło udział 550 uczestników, w  tym 34 osoby z ZSRR, W ę­
gier, Rumunii i Belgii.
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Otwarcia Zjazdu dokonał prof. dr T. Baranowski, który nawiązał do 25-lecia  
PRL oraz 100-nej rocznicy urodzin Leona Marchlewskiego, znanego biochemika 
krakowskiego, po czym Prezes Polskiego Towarzystwa Biochemicznego 
prof. dr Z. Zielińska przedstawiła rozwój Towarzystwa w ubiegłym dziesięcioleciu. 
Następnie zostały wygłoszone dwa wykłady inauguracyjne, pierwszy z nich pt. 
„Związek między budową a funkcją białek” w ygłosił prof. dr T. Baranowski, a dru­
gi pt. „Molekularne podłoże zjawiska odporności” — prof. dr K. Zakrzewski.

Obrady Zjazdu odbywały się w dwóch Sympozjach oraz w pięciu Sekcjach. Na 
Sympozjum „Peptydazy i Peptydy” zgłoszono 4 referaty i 37 doniesień. Większość 
referatów i komunikatów na tym Sympozjum wygłoszono po angielsku. Umożli­
w iło to ożywioną dyskusję, w  której wzięło udział obok uczestników krajowych 
także wielu gości z zagranicy. Na Sympozjum „Biochemia mięśni” zgłoszono jeden 
referat i 19 doniesień. Na sekcjach „Enzymy I i II” zgłoszono jeden referat i 64 
doniesień. W pozostałych sekcjach ilość zgłoszonych doniesień była następująca: 
Białka — 48 i jeden referat, Metabolizm — 45, Różne — 29, Kwasy Nukleinowe — 20. 
Ogółem na Zjazd zgłoszono 7 referatów i 262 doniesień. Liczba referatów i donie­
sień nadesłanych przez poszczególne ośrodki kształtowała się następująco: Warsza­
w a — 79, Łódź — 38, Wrocław — 36, Lublin — 18, Kraków — 15, Białystok — 12, 
Poznań — 12, Gdańsk — 11, Katowice — 9, Olsztyn — 3, Szczecin — 3, Bydgoszcz — 2, 
Toruń — 2 oraz NRD — 12, Węgry — 5, ZSRR — 6, Rumunia — 3, Belgia — 1. Poza 
tym przedstawiciele firm: Pharmacia i LKB  wygłosili trzy wykłady. Streszczenia 
doniesień i referatów opublikowano w specjalnym wydaniu i dostarczono uczestni­
kom przed Zjazdem. Z inicjatywy Zarządu Głównego Polskiego Towarzystwa Bio­
chemicznego na Zjeździe po raz pierwszy odbył się konkurs na najlepsze prace 
przedstawione przez młodych pracowników naukowych.

Obok sal obrad czynnych było kilka bufetów. Duże hole przy salach wykłado­
wych umożliwiały spotkania uczestników Zjazdu, nawiązanie kontaktów oraz dys­
kusje.

Przy Zjeździe zorganizowano wystawę aparatury i odczynników laboratoryj­
nych. W wystawie wzięły udział firmy krajowe (POCh, Polfa, Biomed) oraz zagra­
niczne (Pharmacia , LKB  ze Szwecji, Quickjit z Anglii).

Większość przybyłych do Wrocławia uczestników Zjazdu została zakwaterowa­
na w Hotelu Studenckim „Dwudziestolatka” znajdującym się w pobliżu miejsca 
obrad Zjazdu. Uczestnicy korzystali ze stołówki, do której byli przewożeni auto­
karem z Hotelu oraz z miejsca obrad.

Po zakończeniu obrad zorganizowano dla uczestników trzy wycieczki. Trasa 
jednej z nich (półtoradniowej) prowadziła przez Jelenią Górę, Śnieżkę, Szklarską 
Porębę i Świdnicę. Nocleg uczestnicy spędzili w Kotlinie Małego Stawu w  pięknie 
położonym Schronisku „Samotnia”. Trasa drugiej wycieczki (całodniowej) przebiega­
ła przez Ząbkowice, Karłów, szczyt Strzeliniec, Kudowę, Duszniki. Uczestnicy trze­
ciej wycieczki zwiedzili zabytki historyczne Wrocławia i nowe dzielnice miasta. 
Wśród uczestników rozprowadzono także bilety do opery, filharmonii i teatrów  
wrocławskich.

Piękna pogoda w czasie Zjazdu we Wrocławiu przyczyniła się do uprzyjem­
nienia pobytu gościom, którzy pozostawili bardzo miłe wspomnienia u gospodarzy.

Organizatorzy korzystając ze sposobności pragną podziękować Przewodniczą­
cym poszczególnych sekcji za ich cenny udział w organizacji obrad.

Za Komitet Organizacyjny 
J. Kwiatkowska

A. Szewczuk
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Sprawozdanie z sympozjum „Peptydazy i Peptydy”, odbytego w czasie 
VII Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego we Wrocławiu

W obradach sympozjum „Peptydazy i Peptydy” udział brali pracownicy naukowi 
zarówno z Polski jak i z NRD, Związku Radzieckiego, Rumunii i Belgii. Szczególnie 
licznie reprezentowany był ośrodek z Halle/Saale, Instytut Chemii Fizjologicznej 
Uniwersytetu im. Marcina Lutra, kierowany przez znanego badacza aminopepty- 
daz, prof. dr H. Hansona.

W czasie trwania sympozjum wygłoszono cztery 30-minutowe referaty i 29 ko­
munikatów. Pierwszy dzień sympozjum poświęcony był problemowi Y-glutamylo- 
transpeptydazy (GGTP). Ośrodek wrocławski (przede wszystkim doc. dr A. Szew- 
czuk) może się poszczycić bardzo dużymi osiągnięciami w  badaniu właściwości 
tego enzymu i wprowadzaniu go do diagnostyki schorzeń wątroby.

Dr J. Swinnen z Belgii przedstawił w yniki wskazujące na istnienie 3-ch typów  
reakcji, w  których udział bierze GGTP: hydroliza y-glutam ylowych peptydów, tw o­
rzenie peptydów Y-glutamylowych typu glu-glu oraz transpeptydacja z tw o­
rzeniem y-glutam ylowych połączeń z innymi aminokwasami. Zagadnienie syn­
tezy y-glutamylopeptydazy w bakteriach, w  zależności od stosowanych pożywek, 
omówili doc. A. Szewczuk i M. Mulczyk. Wykazali oni istnienie różnych izoenzy- 
mów Y-glutamylopeptydazy zależnie od stosowanego podłoża. Dalsze badania nad 
diagnostyczną przydatnością GGTP przedstawili dr I. Apostolescu z Rumunii oraz 
dr E. Gorzkowski ze Szczecina.

Bardzo interesujący był drugi dzień sympozjum. Prof. Hanson wraz ze w spół­
pracownikami (I-Ialle, NRD) przedstawili referaty i komunikaty omawiające ami- 
nopeptydazy soczewki oka i nerek. Omówili oni problem specyficzności i różno­
rodności typów aminopeptydaz, mechanizm ich działania oraz rolę jonów Mn2+ 
i Zn2+. Potwierdzili oni wyniki innych badaczy, że leucyloaminopeptydazy z so­
czewki oka i z nerek są enzymami wymagającym i dla swej aktywności obecności 
dwóch metali: trwale związanego cynku oraz manganu dodawanego do mieszani­
ny reakcyjnej.

Rozmieszczenie pirolidonylopeptydazy w  różnych tkankach zwierzęcych przed­
stawili doc. A. Szewczuk i J. Kwiatkowska z Wrocławia. Enzym ten jest bardzo 
interesujący ze względu na możliwość stosowania go do odszczepiania N-końco- 
wych reszt kwasu pirolidonylokarboksylowego z białek.

Badania nad rozszczepianiem hormonów przysadkowych przez peptydazy in 
vivo  i in vitro  przedstawili dr H. J. Hutter z Rostocku, NRD, i dr T. Barth z Pragi, 
Czechosłowacja. Badacze ci wykazali, że hormony przysadki mogą być rozszczepiane 
przez różne peptydazy, a stopień hydrolizy uwarunkowany jest strukturą poszcze­
gólnych hormonów.

Dr Y. N. Ilyina i L. P. Vaskova z Instytutu Bacha z Moskwy, ZSRR, przedsta­
w iły w yniki badań autolizy chymotrypsyny i wpływu siarczanu dodecylu na kon­
formację chymotrypsyny.

Peptydazy lisosomów omówili dr A. Kirschke i wsp. z Halle, NRD, oraz 
dr T. Kurecki i wsp. z Warszawy. Autorzy przedstawili wyniki badań nad typami 
i specyficznością lisosomalnych peptydaz oraz nad ich działaniem na substraty 
białkowe.

Stosunkowo dużą ilość komunikatów poświęcono zagadnieniom oczyszczania 
i badania właściwości peptydaz z bakterii (dr J. Kędzis, dr J. Jakubowska i wsp., 
dr H. Oberman z Łodzi, dr K. Zielińska i wsp. z Warszawy). Zainteresowanie 
tymi enzymami wzbudziła możliwość wykorzystania ich jako jednej z cech takso­
nomicznych mikroorganizmów oraz do badania sekwencji aminokwasów w biał­
kach, a także stosowania ich w  przemyśle spożywczym.
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Pozostałe komunikaty dotyczyły peptydaz z różnych tkanek oraz mechanizmu 
rozszczepiania fibrynogenu przez różne peptydazy. Pewna ilość komunikatów po­
święcona była metodom stosowanym w chemii peptydów, syntezie i badaniom  
konformacji peptydów.

W sumie sympozjum było interesujące i pozwoliło zapoznać się z wynikami 
prac prowadzonych w  Kraju i u sąsiadów, w  NRD i ZSRR. Poziom reprezentowa­
nych prac był bardzo różny, ale na ogół zadawalający, a niejednokrotnie nawet 
bardzo wysoki.

J. Lisowski

Działalność Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w latach 1967— 1969

S p r a w o z d a n ie  Z a r z ą d u  G łó w n e g o  n a  V I  W a ln e  Z e b r a n ie  w e  W r o c ła w iu  w  d n iu
19 w r z e ś n ia  1969 r.

Zgodnie ze Statutem (§ 4) zadaniem Polskiego Towarzystwa Biochemicznego jest 
popieranie rozwoju biochemii i jej popularyzacja. Dla osiągnięcia swych celów  
(§ 5) w  oparciu o społeczną pracę członków, PTBiochemiczne organizuje zjazdy, 
sympozja, zebrania naukowe, odczyty, wykłady i konkursy; wydaje i popiera czaso­
pisma naukowe, książki i publikacje z zakresu biochemii; opiniuje o stanie i po­
trzebach biochemii polskiej i występuje w  jej sprawach wobec władz; utrzymuje 
łączność z pokrewnymi stowarzyszeniami w  kraju i za granicą oraz korzysta z sub­
wencji władz i instytucji publicznych na swoje cele i powołuje komisje do w yko­
nywania poszczególnych zadań. Terenem działalności Towarzystwa jest Polska 
Rzeczypospolita Ludowa (§ 2).

W okresie sprawozdawczym statutowa działalność PTBioch. przedstawia się 
następująco:

Liczba członków Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z 797 w  roku 1967 
wzrosła do 865 członków (15.IX.69), zrzeszonych nadal w 11 Oddziałach terenowych. 
Najliczniejszym  Oddziałem Towarzystwa jest Warszawa (275), drugim z kolei Poz­
nań (96), a następnie Wrocław (79), Łódź (76), Kraków (55), Lublin (53), Górny 
Śląsk (52), Szczecin (50), Gdańsk (48), Białystok (43) i Olsztyn (38), Toruń jest nadal 
jedynym ośrodkiem akademickim posiadającym katedrę biochemii, w  którym do­
tąd nie ma Oddziału Towarzystwa.

Budżet Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zamykał się po stronie kosztów  
w roku 1967 kwotą 563 tysięcy złotych, w  roku 1968— kwotą 620 tysięcy złotych, 
w roku bieżącym zaś planowane koszty sięgają 646 tys. złotych. Wydatki były zaw­
sze równoważone dochodami ze składek członkowskich i ze sprzedaży publikacji 
oraz z dotacji Polskiej Akademii Nauk. Dotacja w  roku 1967 stanowiła 62,5% 
ogólnego budżetu, w  roku 1968 — 66,4%. Wzrost kosztów w  roku 1968 w  porówna­
niu z rokiem 1967 był konsekwencją kosztów organizacji międzynarodowego sym ­
pozjum, na cel ten jednak Towarzystwo uzyskało za pośrednictwem Polskiej Aka­
demii Nauk i Ministerstwa Spraw Zagranicznych dodatkową dotację UNESCO 
w wysokości 119 tys. złotych. Rozliczenie z tej dotacji zostanie zamknięte w  roku 
bieżącym po wydaniu drukiem tomu obejmującego pełne teksty prac zreferowanych 
podczas sympozjum na temat Biosyntezy Białka.

Wśród wydatków Towarzystwa najwyższą pozycję, podobnie jak w latach 
ubiegłych stanowiły nakłady na wydawnictwa (ok. 55%) oraz koszta zjazdór/ (ok. 
20%). Koszty działalności statutowej Oddziałów tj. koszty zebrań i odczytów oraz 
delegacje prelegentów, a także koszty kursów i konferencji specjalistycznych i w y­
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kładów popularno-naukowych stanowiły całą niemal pozostałość wydatków (blisko 
20°/o), ponieważ koszty administracyjne PTBioch. nie przekraczały 8% ogólnej 
kwoty wydatków.

Jako pasywa należy wym ienić niepunktualność niektórych członków PTBioch. 
w przekazywaniu składek i opłat za prenumeratę. Zmusiło to Zarząd Główny do 
skreślenia w  roku 1968 22 osób, a w  roku 1969 już 5 osób z listy członków  
PTBioch. Pomimo to, ogólna kwota zadłużenia członków z tytułu zaległych skła­
dek wynosi aktualnie 5260 zł, a zadłużenie z tytułu nieopłaconych prenumerat 
13.472 zł. Podkreślić należy, że w  kwotach tych nie są wykazane należności za 
niedopełnione opłaty członkowskie w  b.r. Szczególnie przykry jest fakt, że kilku­
nastu członków zalega od kilku lat z opłatą za prenumeratę.

Zebrania naukowe w  Oddziałach, Komisje specjalistyczne PTBioch., konfe­
rencje, sympozja i zjazdy.  Głównym forum spotkań dyskusyjnych członków To­
warzystwa są nadal zebrania naukowe w  Oddziałach oraz doroczne, krajowe zjazdy 
PTBiochemicznego. W ostatnich latach obserwuje się wyraźny spadek frekwencji 
na wewnętrznych posiedzeniach w  dużej części naszych Oddziałów, a ogólnie bio­
rąc i coraz liczniejszy udział w  Zjazdach Towarzystwa. Referaty o tematyce ogól­
nej cieszyły się na ogół większym  zainteresowaniem niż oryginalne prace o w ąs­
kiej tem atyce — jeśli liczba uczestników jest jakąś miarą zainteresowania tematem. 
Wydaje się jednak, l e  jest to efekt ciągle niedoskonałego redagowania referatów, 
które, zawierając konkretne w yniki własnej pracy referentów, mogą zaintereso­
wać szerokie grono biochemików, gdy przedstawiają* równocześnie ogólniejsze pro­
blemy. Diagnoza ta oparta jest między innymi o fakt, że największą frekwencję 
notowano na zebraniach z referatami wybitnych specjalistów w  omawianej dzie­
dzinie, niezależnie od tego czy referent pochodzi z miejscowego czy zamiejscowego 
ośrodka.

W okresie ostatnich dwóch lat według danych wykazanych w  sprawozdaniach 
Oddziałów łączna liczba referatów wygłoszonych w  Oddziałach sięgała 120, z czego 
20% stanowiły referaty wygłoszone na zebraniach Oddziału Łódzkiego. W tym  
ośrodku ponadto, z inicjatywy miejscowej, odbyła się w  kwietniu 1968 roku kon­
ferencja okrągłego stołu na temat Biochemii Krwinki Czerwonej (11 referatów), 
a w  Szczecinie w  czerwcu 1969 roku. został zorganizowany przez Oddział Towarzy­
stwa wspólnie z Pomorską Akademią Medyczną „Dzień Biochemiczny PAM” (22 do­
niesienia +  3 referaty programowe), w  których uczestniczyło około 150 osób.

Oddział Górnośląski Polskiego Towarzystwa Biochemicznego zorganizował 
(październik 1968) przy udziale Oddziałów innych Towarzystw naukowych kon­
ferencję okrągłego stołu na temat: „Nauka, zawód, etyka w  medycynie”. Nad 
przebiegiem dyskusji czuwało pięciu znanych profesorów z różnych ośrodków kra­
jowych. Liczba uczestników sięgała kilkuset osób. Z inicjatywy Komisji Naukowej 
Komitetu Biochemicznego odbyły się zorganizowane wespół z PTBioch. dwie kon­
ferencje na temat struktury białka w  marcu 1968 r. w  Krakowie i w  grudniu 1968 r. 
w Warszawie (po około 30 uczestników).

Komisja Fotobiologiczna PTBiochemicznego, która powstała w  grudniu 1965 
roku dla popierania i popularyzacji badań fotobiologicznych zorganizowała w  okresie 
sprawozdawczym dwa sympozja (w Poznaniu 13—14.Х.1967 i Lublinie 15—16.IX.69) 
przy udziale około 50 osób. Komisja Utleniań Biologicznych jest w  trakcie orga­
nizacji, najbliższe sympozjum w tej dziedzinie odbędzie się w  roku przyszłym pod­
czas dorocznego Zjazdu Towarzystwa.

Doroczne Zjazdy Polskiego Towarzystwa Biochemicznego mają już swoją ran­
gę, a liczny udział młodej kadry nadaje im charakter bardzo dynamiczny. Wielką 
troską Towarzystwa jest uzyskanie większych niż dotąd funduszy na delegacje dla
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młodych uczestników Zjazdu; w  bieżącym roku kwota na ten cel nie dosięga 
10.000 złotych. VI Zjazd Towarzystwa w  dniach 25—27 lipca ub. roku zorganizowany 
był na terenie WSR w Kortowie przez Kolegów z Oddziału Olsztyńskiego. W ramach 
Zjazdu zorganizowano Sympozjum Międzynarodowe na temat biosyntezy białek  
(sprawozdanie ze Zjazdu i Sympozjum ukaże się w  III zeszycie „Postępów Bio­
chemii” w r.b.). Ogólna liczba uczestników — 413 osób. VII Zjazd PTBiochemicz- 
nego trwa właśnie, a tematem są „Peptydy i Peptydazy”. Sprawozdanie ze Zjazdu 
ukaże się również w  kwartalniku. VIII Zjazd planowany jest w  roku przyszłym  
w Szczecinie: termin 28—30 maja narzucony został Towarzystwu przez możliwości 
korzystania z bazy hotelowej na terenie m. Szczecina. W czasie Zjazdu oprócz do­
niesień na tematy wolne projektowane są dwa sympozja: jedno na temat izoenzy- 
mów, drugie na temat utleniań biologicznych.

Zjazdy międzynarodowe, a szczególnie Zjazdy Federacji Europejskich Towa­
rzystw Biochemicznych (FEBS), stanowią niezmiernie ważne i szersze od krajowego  
forum konfrontacji w ysiłków i osiągnięć w dziedzinie biochemii. Wiemy wszyscy, 
że Polskie Towarzystwo Biochemiczne jest jednym z Towarzystw-założycieli FEBS, 
a każdy członek PTBioch. jest członkiem Federacji, Niestety, jak dotąd III Zjazd 
FEBS w  Warszawie był jedyną możliwością udziału licznego grona polskich bio­
chemików w  zjeździe FEBS. Pomimo usilnych starań Zarządu Głównego organizo­
wana w 1968 roku poprzez Spółdzielnię Turystyczną „Gromada” zbiorowa w y­
cieczka członków PTBiochemicznego do CSRS na V Zjazd FEBS została, jak w ia­
domo, odwołana niemal w  przeddzień wyjazdu. W konsekwencji w  V Zjeździe 
FEBS w Pradze wzięło udział 25 biochemików z Polski.

W bieżącym roku z upoważnienia Polskiej Akademii Nauk, Zarząd Główny 
PTBioch. współdziałał w  koordynacji ustalenia składu delegacji na VI Zjazd FEBS 
do Madrytu. N.ie zmieniło to jednak faktu, że w  Zjeździe tym biochemię polską 
reprezentowało tylko 8 Kolegów na ogólną liczbę uczestników blisko 2500. Liczby 
te mówią same za siebie, zwłaszcza gdy się zważy, że Polskie Towarzystwo Bio- . 
chemiczne jest czwartym co do liczebności Towarzystwem członkowskim Federacji 
oraz, że delegacje innych krajów socjalistycznych były znacznie bardziej repre­
zentatywne. W kwietniu dwóch przedstawicieli PTBiochemicznego reprezentowało 
polskie akademie medyczne na konferencji zorganizowanej z ramienia FEBS  dla 
przedyskutowania kształcenia studentów medycyny w  zakresie biochemii (Spra­
wozdanie w Postępach Biochemii). Jedna osoba wzięła udział w  Szkole FEBS  na 
temat: „Separation of Macromolecules and Particles” w  Uppsali w  1969 roku.

Działalność szkoleniowa, Kursy i w y s ta w y  specjalistyczne.  Z inicjatywy K ole­
gów Oddziału Warszawskiego przy twórczej i wydatnej pracy Kolegów z Oddziału 
Gdańskiego, Krakowskiego, Łódzkiego odbył się w  styczniu 1968 roku w  Warsza­
wie kurs techniki rozdziału białek i kwasów nukleinowych przy zastosowaniu 
elektroforezy na żelach poliakrylamidowych. W kursie wzięło udział ponad 90 
Kolegów z różnych placówek i ośrodków całego kraju.

W maju 1969 roku dwóch członków Towarzystwa uczestniczyło w  Bułgarii 
w  kursie rozdziału kwasów nukleinowych za pomocą elektroforezy na żelach aga­
rowych.

W marcu 1969 roku Towarzystwo zorganizowało w  Warszawie w ystawę apara­
tury produkowanej przez f-m y MSE w  Wielkiej Brytanii i LKB  ze Szwecji. W ra­
mach wystawy przedstawiciele firm demonstrowali użytkowanie prezentowanej 
aparatury i wygłosili specjalistyczne wykłady. W maju 1969 roku również w  War­
szawie odbyła się podobna prezentacja automatycznych analizatorów aminokwasów  
i kwasów nukleinowych japońskiej firmy JEOL.

Wysoka frekwencja uczestników oraz liczne glosy uznania dla celowości zor­
ganizowanych kursów wskazują na pilną potrzebę szkolenia w  zakresie różnych 
technik laboratoryjnych w  naszym środowisku biochemicznym. Wydaje się jednak.
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iż w  przyszłości słuszniej będzie powtarzać kursy w  większych ośrodkach niż orga­
nizować kursy centralne. Pociąga to bowiem wobec licznych zgłoszeń lim itowa­
nie liczby uczestników z poszczególnych ośrodków. W bieżącym roku mimo pew ­
nego ograniczenia liczby przyjętych frekwencja była tak wysoka, że nie wszyscy  
byli w stanie wystarczająco korzystać z wykładów i pokazów. Wystawa aparatury 
firm Farmacia, LKB, Quickfit oraz POLFA, POCh. i Biomed  otwarta jest właśnie 
z okazji VII Zjazdu PTBioch. w  salach WSR w Wrocławiu.

Pierwsza środowiskowa wystawa-kurs aparatury analitycznej i pomiarowej oraz 
szkła laboratoryjnego (firm MSE, LKB  i Quickfit) odbędzie się jeszcze w e wrześniu 
b.r. w  Łodzi z inicjatywy Oddziału PTBiochemicznego.

Cenną również inicjatywę wykazali Koledzy z Oddziału w  Szczecinie, a miano­
wicie korzystając z w izyt prelegentów organizowali oni spotkania metodyczne dla 
omówienia niektórych specjalistycznych technik badawczych.

Na terenie Oddziału PTBioch. w  Poznaniu wygłoszono 14-godzinny cykl w y­
kładów dla młodych biochemików na temat biosyntezy białka i kwasów nukle­
inowych.

Kursy podstaw biochemii. Działalność szkoleniowa PTBioch. nie ograniczała się 
do własnego środowiska biochemicznego, lecz objęła również pracowników innych 
środowisk. V kolejny kurs PODSTAW BIOCHEMII zorganizowano wespół z kołem  
NOT w 1968 r. dla Pracowników Instytutu Przemysłu Fermentacyjnego w  Warsza­
wie. Wykłady w  ilości 30 godzin odbywały się raz w  tygodniu przy frekwencji 
około 300 osób. Dalsze kursy VII i VIII, po 50 godzin każdy, zorganizowano na 

« prośbę Centr. Ośr. Metodycznego Ministerstwa Oświaty i Szk. Wyższego (w kwietniu
1968 roku w  Miedzeszynie i w  maju 1969 r. w  Sulejówku). Wzięło w  nich udział 95 
i 50 nauczycieli z liceów ogólnokształcących z całego kraju. Wykłady prowadzili 
głównie Koledzy z Oddziału Warszawskiego (lecz nie wyłącznie). Ponadto w  r. 1968 
przeprowadzono serię wykładów dla nauczycieli m.st. Warszawy, a w  1969 r. z te­
renu Szczecina oraz Torunia.

Postępy Biochemii. W Komitecie Redakcyjnym pracowały: doc. dr Z. Lassota 
(Redaktor) i dr hab. М. M. Jeżewska (Sekretarz). Skład Rady Redakcyjnej powięk­
szył się w  1969 roku o dwie osoby. Obecnie w  Radzie pracują: prof. B. Filipowicz 
(przewodniczący) oraz doc. J. Chmiel, prof. W. Gajewski, prof. Z. Kasprzyk, 
prof? W. Mejbaum, prof. J. Pawełkiewicz, doc. T. Szczepkowski, prof. J. Trojanowski 
i doc. K. L. W ierzchowski (członkowie).

Decyzją Głównego Urzędu Kontroli Prasy z dnia 9.1.1968 r. objętość wydawnicza  
Postępów została oficjalnie powiększona o 5 arkuszy i wynosi 45 arkuszy w ydaw ni­
czych rocznie. Faktyczna objętość wydawnicza Postępów wynosiła 45 arkuszy już 
w roku 1967. Nakład czasopisma wzrósł z 1500 egz. w  roku 1967 do nieco ponad 
2000 egz. w  latach 1968 i 1969.

Koszt wydawania 1 arkusza wynosi ok. 6500 zł. w  czym usługi PWN (obsługa 
wydawnicza, papier, druk i oprawa) stanowią ponad 60n/«, honoraria autorskie i ho­
noraria grafików ок. 30%>, a honoraria redakcji i recenzentów ok. 10°/o. Różnica 
pomiędzy kosztami wydawniczymi a wpływam i ze sprzedaży pokrywana jest z do­
tacji PAN. Sięgała ona 200.000 zł w  roku 1967, a w  latach następnych zmalała do 
około 170.000 złotych.

W XIII tomie (1967) opublikowano 33 prace, w  tomie XIV (1968) 37 prac a w  to­
mie XV (1969) ukażą się 32 prace. Ponadto publikowano sprawozdania ze Zjazdów  
i konferencji, recenzje książek oraz komunikaty i sprawozdania Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego.

W okresie od początku 1967 roku do 15 września 1969 roku nadesłano do tek i 
redakcyjnej 95 artykułów, z czego 12 prac nie przyjęto, bądź to wskutek ujemnej 
opinii recenzentów, bądź też (co przeważało), ponieważ prace nadesłane miały cha­
rakter doświadczalny.
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Redakcja nadal wysyła czasopismo do ośrodków, które zapewniają cytowanie 
artykułów w  międzynarodowych biuletynach dokumentacyjnych, a także prowadzi 
wymianę z niektórymi Ośrodkami naukowymi w kraju i za granicą.

Działalność wydawnicza.

Kwartalnik wydawany przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne.
W serii wydawniczej Monografie Biochemiczne ukazało się w  okresie sprawo­

zdawczym 7 tomów, w  tym 2 monografie specjalnie napisane dla naszego W ydaw­
nictwa. Ostatni tom nosi kolejną liczbę 20, dwa dalsze tomy są w  druku. Ogólny 
koszt wydanych ostatnio tomów sięga 140 tys. złotych.

Monografie Biochemiczne powołane do publikacji monograficznie zredagowa­
nych rozpraw habilitacyjnych nie posiadały ipso facto własnego programu, a opu­
blikowane już tomy, dalsze znajdujące się w druku oraz zgłoszone do wydawnictwa  
charakteryzuje bardzo rozstrzelona tematyka. Wśród członków PTBioch. i do B i­
bliotek różnych zakładów naukowych rozprowadza się 270 egz. co stanowi ok. 70% 
całego nakładu (400 egz.). Analiza jednak zamówień na poszczególne tomy i kon­
trola remanentów wykazują, że Monografie o tematyce bardzo wąskiej zalegają 
magazyn T-wa, podczas, gdy nakłady Monografii o tematyce ogólnej są na wyczer­
paniu. W związku z tym, Zarząd Główny niejednokrotnie rozważał sprawę zmiany 
założeń serii wydawniczej — Monografie Biochemiczne i proponuje, aby przekształ­
cić ją stopniowo w wydawnictwo publikujące monograficzne opracowania najnow­
szych osiągnięć biochemii oraz (lub też) łączną publikację kilku prac o związanej 
tem atyce pozostawiając jednak na razie możliwość publikowania rozpraw habili­
tacyjnych. ZG PTBioch. przedstawia tę sprawę na forum Walnego Zebrania i prosi
o zgłaszanie tematów, których opracowanie i wydanie w  serii Monografie Bioche­
miczne byłoby celowe, informując równocześnie, że zgłoszono już temat: mechanizm  
działania antybiotyków.

W wydaniu książkowym ukaże się niebawem zbiór pełnych prac przedstawio­
nych w  ubiegłym roku, podczas Międzynarodowego Sympozjum na temat, biosyn­
tezy białka. Książka ta pod tytułem „ P r o t e i n  B i o s y n t h e s i s ,  structure and 
function of micromolecules and subcellular elem ents” publikowana jest w  drukarni 
Wyższej Szkoły Rolniczej w  Olsztynie w  nakładzie 500 egzemplarzy o objętości
13 arkuszy.

Nagrody konkursowe.  Do roku 1967 Polskie Towarzystwo Biochemiczne przy­
znawało dorocznie w  drodze konkursu dwie nagrody: nagrodę im. J. K. Parnasa 
za najlepszą pracę doświadczalną, wykonaną w  kraju a opublikowaną w poprzed­
nim roku kalendarzowym oraz nagrodę im. B. Skarżyńskiego za najlepszą pracę 
przeglądową, opublikowaną w  Postępach Biochemii w poprzednim roku kalenda­
rzowym. Poczynając od 1968 roku PTBioch. przyznaje również nagrody za prace 
referowane na Zjazdach Biochemicznych. Fundusze na te nagrody uzyskało Towa­
rzystwo wzamian za kwotę przeznaczoną dawniej na krajowe stypendia naukowe dla 
młodych biochemików. Od 1968 roku bowiem w  wyniku odnośnego zarządzenia 
Ministerstwa Finansów, Towarzystwa Naukowe straciły prawo udzielania stypen­
diów.

W 1967 r. wysokość nagrody im. J. K. Parnasa wynosiła 4000 zł., w 1968 r. — 
5000 zł, nagroda zaś im. B. Skarżyńskiego w  obu latach 3000 zł. Za prace referowane 
na zjazdach w  1968 roku, których pełne teksty z pełną dokumentacją w płynęły do 
Zarządu Gł. przed końcem tegoż roku przyznano 3 nagrody na sumę 8350 zł. Zgodnie 
z nowym regulaminem nagrody za najlepsze prace przedstawione na dorocznym  
Zjeździe PTBiochemicznego przyznawane będą poczynając od roku bieżącego w y­
łącznie młodym biochemikom, którzy nie ukończyli 30 lat i których pracy nie firm uje 
jako współautor, samodzielny pracownik naukowy. Liczbę nagród i ich wysokość
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ustali Zarząd Główny przed imiennym przyznaniem nagród. Na fundusz nagród 
posiada w  b.r. PTBioch. łącznie kwotę 17.000 złotych.

Posiedzenia i dyżury Zarządu Głównego. W okresie minionej V kadencji odbyło 
się 6 plenarnych posiedzeń ZG, w  tym 2 z udziałem Przewodniczących Oddziałów. 
Komisja Statutowa powołana przez ZG opracowała wnioski dla Walnego Zebrania 
precyzując niektóre punkty Statutu, a Komisja Regulaminów opracowała zatwier­
dzone następnie przez ZG regulaminy nagród PTBioch. Dla załatwienia różnych 
bieżących spraw organizacyjnych i administracyjnych odbyło się 9 protokołowanych 
posiedzeń prezydium Z.G. Dyżury członków ZG w  siedzibie Towarzystwa odbywały 
się co tydzień w  piątki zgodnie z praktyką lat ubiegłych. Personel biura stanowią: 
Gł. Księgowa — 1/2 etatu, sekretarka — 3/4 etatu i goniec-sprzątaczka (1/2 etatu).

PREZES 
prof. dr Zofia Zielińska

Wyciąg z protokółu z VI Walnego Zebrania Członków Polskiego Towa­
rzystwa Biochemicznego

VI Zwyczajne Walne Zebranie P.T.Bioch. odbyło się w e Wrocławiu w  dniu 
19.IX.1969 r. Obecnych było 185 członków. Przewodniczącym zebrania wybrano prof. 
dr T. Baranowskiego, a sekretarzem doc. dr W. Dobryszycką. Po przyjęciu porządku 
dziennego oraz protokółu z V Walnego zebrania odbyły się wybory kom isji-m atki 
i komisji skrutacyjnej. W skład Komisji matki weszli: doc. dr K. Bojanowska-Ra- 
czyńska, dr Grzelakowska-Sztabert i prof. dr J. Trojanowski. Przewodniczącym
14 osobowej komisji skrutacyjnej wybrano doc. dr J. Lisowskiego. Nastepnie prof. 
dr Z. Zielińska złożyła sprawozdanie z działalności Towarzystwa (opublikowane 
oddzielnie), a doc. dr Z. Lassota z działalności komitetu redakcyjnego Postępów  
Biochemii stwierdzając, że czasopismo wydawane jest obecnie w ilości 2000 egzem ­
plarzy a objętości 45 arkuszy wydawniczych. Prof. dr K. Zakrzewski złożył sprawo­
zdanie Komisji Rewizyjnej stwierdzające, że w  pracy Zarządu Głównego P.T. Bioch. 
nie było uchybień w  działalności finansowej i statutowej. Wyrażając uznanie dla 
pracy Zarządu Głównego prof. dr K. Zakrzewski zgłosił wniosek o udzielenie Za­
rządowi absolutorium. Wniosek ten został przyjęty jednomyślnie, a prof. dr T. Ba­
ranowski w  imieniu wszystkich obecnych złożył ustępującemu Zarządowi podzię­
kowanie za wielką i efektywną pracę.

Zgodnie z porządkiem dziennym dokonano następnie wyboru nowych władz 
Towarzystwa. Na 185 obecnych oddano 184 ważne głosy wybierając na stanowisko  
prezesa ponownie prof. dr Z. Zielińską, a na stanowisko wiceprezesa doc. dr T. Bor­
kowskiego. Na członków i zastępców członków Zarządu Głównego wybrano z jednej
20 osobowej listy 14 osób, a mianowicie: doc. dr A. Morawieckiego z Wrocławia, 
doc. dr A. Koja z Krakowa, dr A. Mazanowską z Warszawy, doc. dr K. Jerzykowskie- 
go z Katowic, doc. dr Zelewskiego z Gdańska, dr hab. A. M. Dancewicza z Warszawy, 
dr Gregorczyka ze Szczecina, dr B. Zacharę z Łodzi, dr W. Walerycha z Poznania, 
doc. dr P. Masłowskiego z Torunia, doc. dr T. Chojnackiego z Warszawy, doc. dr 
J. Kościelaka z Warszawy, dr D. Hulanicką z Warszawy i doc. dr J. Kwiatkowską 
z Wrocławia.

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

W dyskusji poruszano sprawę współpracy z innymi towarzystwami naukowymi 
(prof. dr Gumiński), która w  opinii prof. Zielińskiej mogła by przyjąć ramy utworze­
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nia komisji problemowych, jeśli taka będzie inicjatywa grupy członków towarzy­
stwa, lecz według doc. Raczyńskiej-Bojanowskiej nie powinna przyjąć formy tw o­
rzenia sekcji towarzystwa. Kierunek tworzenia komisji problemowej podjęła grupa 
zajmująca się problemami utleniania biologicznego i taką formę mogliby też podjąć 
biofizycy. Tę ostatnią sugestię wysunęła prof. Zielińska w  odpowiedzi na propozycję 
doc. Morawieckiego i wniosek pisemny prof. Hellera o zmiany statutowe mówiące
o zrzeszeniu biochemików i biofizyków. Rozwiązałoby to wstępnie sprawę działal­
ności biofizyków w  ramach towarzystwa bez konieczności zmian statutowych. Prof. 
Stella Niemierko apelowała do Władz Towarzystwa o wzmocnienie wysiłków w  spra­
w ie wpływu na delegowanie biochemików na zjazdy zagraniczne. W dyskusji na 
temat budżetu Towarzystwa i ograniczonych funduszy na nagrody i delegacje dr 
W itwicki proponował, aby zobligować przyszły Zarząd do dokonania wszelkich  
niezbędnych kroków i zabiegów aby kwoty zarówno na delegacje jak i na nagrody 
dla młodszych pracowników naukowych zostały powiększone w  sposób wydatny, 
proporcjonalny do potrzeb naszego Towarzystwa.

Przewodniczący Komisji Statutowej prof. Żydowo odczytał projekt zmian sta­
tutowych, które w  głosowaniu jawnym przyjęte zostały jednomyślnie w brzmieniu 
podanym wszystkim  członkom Towarzystwa w  oddzielnym komunikacie.

Po wyczerpaniu wszystkich punktów porządku dziennego przewodniczący Ze­
brania zamknął VI Walne Zebranie P.T.Bioch.

Wyciąg sporządził 
Dr A. M. Dancewicz  

Z-ca Sekr. P.T.Bioch.
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P ost. B iochem . 16, 311—313 (1970).

KOMUNIKATY

Nagrody przyznane w 1969

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego z prawdziwą przyjem­
nością powiadamia Czytelników o przyznaniu dorocznych nagród Towarzystwa:

Nagroda Imienia Bolesława Skarżyńskiego

w wysokości 3000 zł została przyznana dr M i r o s ł a w i e  P i e c h o w s k i e j  za 
artykuł pt. Transformacja bakterii opublikowany w Postępach Biochemii, 14, 561 
(1968).

Nagroda Imienia Jakuba Parnasa

w wysokości 5000 zł została przyznana prof. dr K a z i m i e r z o w i  Z a k r z e w ­
s k i e m u  i dr H a l i n i e  G o c h  za pracę doświadczalną pt. Humań serum albu­
min; tyrosyl residues and strongly binding sites opublikowaną w  Biochemistry 7, 
1835 (1968).

Nagrody Polskiego Towarzystwa Biochemicznego dla młodych biochemików za 
prace przedstawione na VII Zjeździe PTBiochemicznego w e Wrocławiu, wrzesień
1969 r.

I nagroda (2000 zł)
J ó z e f  K ę d z i o r a  — The properties of protease and its isolation from Asper­

gillus fumibatus
Nagrody-wyróżnienia (1000 zł)
M a r e k  K ł o c z e w i a k  i G r a ż y n a  D u d e k  — Comparison of macromo- 

lecular endproducts of fibrinogen and fibrin proteolisis by plasmin 
J a n  S z o p a  — Histony bogate w  lizynę i ich kompleksy z DNA 
J e r z y  A. S o k a l  — Zmiany zawartości i stanu oksydoredukcyjnego dwu- 

nukleotydów nikotynowo-adeninowych w  tkankach szczurów w ostrym zatruciu 
czterochlorkiem ołowiu

A n n a  R a d o m i ń s k a - P y r e k ,  A n n a  K r u s z e w s k a  i Z d z i s ł a w  
M a t y s i a k  — Nukleotydy cytydynowe w  biosyntezie fosfolipidów u Neurospora  
crassa

I r e n a  L o r e n c - K u b i s  i A n t o n i  P o l a n o w s k i  — Aktywność anty- 
proteolityczna białek nasion żyta i wiechliny łąkowej

M a ł g o r z a t a  M a n t e u f f e 1 - С у m b o r o w  s к a i B a r b a r a  G r z e -
1 а к o w  s к a - S z t a b e r t — Hamowanie reduktazy dehydrofolanowej przez 4-ami- 
no i azo-homologi folanu

M i c h a ł  K o m o s z y ń s k i  i J a d w i g a  G n i o t - S z u 1 ż у с к а — Immu- 
noelektroforetycznie jednorodny preparat arylosulfatazy A łożyska ludzkiego
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Komunikat nr 1/70 Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

Zarząd Główny Polskiego Towarzystwa Biochemicznego ogłasza konkurs na 
eksperymentalne prace biochemiczne przedstawione przez młodych pracowników  
nauki na VIII Zjeździe Polskiego Towarzystwa Biochemicznego.

Zasady tego konkursu są następujące:
— wiek referenta nie przekraczający lat 30-tu
— stanowisko referenta nie przekraczające szczebla st. asyst.
— wśród współautorów nie ma samodzielnego pracownika naukowo-badawczego.
Prace do konkursu należy zgłaszać do Komitetu Organizacyjnego VIII Zjazdu,

Szczecin, Laboratorium PSK, ul. Powstańców 72. Pełny tekst pracy winien być 
dostarczony Sekretariatowi Zjazdu w  czasie trwania obrad. Zgłoszenie winno być 
sygnowane przez Kierownika Zespołu lub placówki, w  której praca została w ykona­
na. W ocenie prac konkursowych uwzględnione będą takie elementy jak: atrakcyj­
ność tematu, wybór metody oraz sposób ‘prezentacji pracy na Zjeździe.

W kwietniu 1969 roku powstało Polskie Towarzystwo Badań Radiacyjnych 
im. Marii Skłodowskiej-Curie. Celem Towarzystwa (§ 6 statutu) jest popieranie 
rozwoju badań radiacyjnych tj. badań nad działaniem promieniowania na materię 
żywą i nieożywioną oraz ich popularyzacja. Prezes — prof. dr J. К r o h, V-Prezesi: 
doc. dr M. K o p e ć  i płk dr T. O b a r a ,  Sekretarz — dr J. В e e r, adres: Warsza­
wa  91, ul. Dorodna 16, Instytut Badań Jądrowych.

KOMITET ORGANIZACYJNY  
XVII ZJAZD  

POLSKIE TOWARZYSTWO 
MIKROBIOLOGOW

W arszawa, ul. Chocim ska 24 
tel. 45-30-20; 45-32-21

Komunikat nr 2

Zgodnie z informacją podaną w  Komunikacie Nr 1 przypominamy, że XVII Zjazd 
Polskiego Towarzystwa Mikrobiologów odbędzie się w Warszawie w  dniach od 9 do 
12 września 1970 r.

Program naukowy Zjazdu, uzgodniony z Zarządem Głównym PTM, obejmuje 
przedpołudniowe obrady plenarne, na których w  ciągu czterech dni zostanie w ygło­
szone kilkanaście wykładów. Tematy wykładów będą w  następnym komunikacie. 
W godzinach popołudniowych odbędą się obrady w  następujących sesjach tem atycz­
nych.

1. Struktura i funkcja ściany i błony komórkowej drobnoustrojów
2. Metabolizm lipidowy i wielocukrowy drobnoustrojów
3. Mechanizm wrażliwości i oporności drobnoustrojów na antybiotyki i chemio- 

terapeutyki
4. Mutageneza i przekazywanie materiału genetycznego u drobnoustrojów
5. Rekombinacja genetyczna u drobnoustrojów
6. Epizomy bakteryjne
7. Struktura i biosynteza przeciwciał
8. Immunochemia antygenów drobnoustrojowych
9. Immunosupresja

10. Autoimmunizacja
11. Fagi wirulentne i lizogenne drobnoustrojów
12. Właściwości biologiczne a chorobotwórczość ziarnkowców Gramdodatnich
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13. W łaściwości biologiczne a chorobotwórczość jelitowych pałeczek Gramujemnych
14. Etiologia i immunologia chorób wenerycznych
15. Wrażliwość bakterii na działanie chemioterapeutyków
16. Nowe metody w diagnostyce mikrobiologicznej
17. Grzybice
18. Mikrobiologiczne zakażenia leków i ich kontrola
19. Swoiste i nieswoiste substancje przeciwwirusowe
20. Szczepionki wirusowe
21. Epidemiologia zakażeń wirusowych
22. Wirusy onkogenne
23. Replikacja DNA i RNA wirusów
24. Metabolizm i genetyka drobnoustrojów stosowanych w przemyśle
25. Mikrobiologiczna kontrola produktów żywnościowych
26. Korozyjne działanie drobnoustrojów
27. Drobnoustroje jako źródło enzymów do celów przemysłowych
28. Grzybicze zakażenia żywności i pasz
29. Równowaga biologiczna środowisk naturalnych
30. Mikrobiologia wody i oczyszczania ścieków
31. Mikrobiologia chorób odzwierzęcych

Obrady w  sesjach będą obejmowały wprowadzający wykład moderatora sesji oraz 
doniesienia z prac doświadczalnych.

Zgłaszanie uczestnictwa w Zjeździe oraz doniesień na obrady sesji tem atycz­
nych odbędzie się w  dwóch etapach; w  pierwszym — należy do dnia 31 stycznia
1970 r, zgłosić zamiar udziału w  Zjeździe, tj. nadesłać dokładnie wypełniony druk 
„Zgłoszenie uczestnictwa”, a w  drugim — do dnia 15 marca 1970 r. należy nadesłać 
streszczenia doniesień. Streszczenia, nie przekraczające 30 wierszy znormalizowanego 
maszynopisu, należy nadesłać w  trzech egzemplarzach na adres Komitetu Organiza­
cyjnego Zjazdu. Streszczenia nadesłane po 15 marca nie zostaną umieszczone w  ma­
teriałach zjazdowych. Zmiana terminu nadsyłania streszczeń, podanego w Komu­
nikacie nr 1, została podyktowana względami technicznymi. Streszczenia będą 
stanowiły podstawę do zakwalifikowania doniesień na Zjazd. O włączeniu donie­
sienia do programu Zjazdu i o czasie przyznanym na wygłoszenie doniesienia (od
5 do 15 min.) zainteresowane osoby zostaną powiadomione listownie. O ostatecznym  
układzie i liczbie sesji tematycznych Komitet Organizacyjny zadecyduje po nadesła­
niu streszczeń doniesień, tj. po 15 marca 1970 r.

Organizatorzy Zjazdu zapewniają uczestnikom wygłaszającym doniesienia moż­
ność w yśw ietlenia przezroczy formatu 50X50 mm.

Komunikat nr 3, zawierający informacje o kosztach uczestnictwa w  Zjeździe, 
zakwaterowania oraz udziału w bankiecie, zostanie wysłany do osób, które zgłoszą 
zamiar swego uczestnictwa w  Zjeździe na druku załączonym do niniejszego komu­
nikatu.

ZA KOMITET ORGANIZACYJNY XVII ZJAZDU PTM

SEKRETARZ 
Dr Cecylia Zak

PRZEWODNICZĄCY 
Doc. dr Janusz Jeljaszewicz

http://rcin.org.pl



S P I S  T R E Ś C I

Z. T y n e c k a  — Mechanizm działania penicyliny na komórkę bakteryjną . ' 153
B. S z u k a l s k i  — Metabolizm i regulacja sekrecji aldosteronu . . . 169
J. T r o j a n o w s k i  — T o k s o h o r m o n ........................................................................191
K. K o n o p k a  — Funkcja t r a n s f e r r y n y ................................................................ 205
A. L. P a w l a k  — Wpływ kwasu 2,3-dwufosfoglicerynowego na wydajność

przenoszenia tlenu przez h e m o g lo b in ę ................................................................ 221
G. P a l a m a r c z y k ,  J. R y t k a  — Metody badania struktury centrum ak­

tywnego e n z y m ó w ........................................................................................................... 231
М. I. B u k o w s k a  — O w o a lb u m in a ........................................................................249
J. B a r t k o w i a k ,  L. K ł y s z e j k o - S t e f a n o w i c z  — Niejednorodność

h i s t o n ó w ................................................................................................................................ 263
Recenzje książek (J. W y s o k o w s k i ) .................................................. ....... 299
III Międzynarodowe Sympozjum na temat flawin i flawoproteidów, Durham,

USA, 13-18X1969 (Z. K a n i u g a ) ...............................................................................301
VII Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w e Wrocławiu (J. K w ia t­

kowska, A. S z e w c z u k ) .................................................................................................... 301
Sprawozdanie z sympozjum „Peptydazy i Peptydy”, odbytego w  czasie VII Zja­

zdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w e Wrocławiu (J. Lisowski)  303 
Działalność Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w  latach 1967—1969

(Z. Z i e l i ń s k a ) ......................................................................................................................... 304
Wyciąg z protokółu z VI Walnego Zebrania Członków Polskiego Towarzystwa

Biochemicznego (A . M. D a n c e w i c z ) ........................................................................309
Komunikat nr 1/70 Polskiego Towarzystwa B io c h e m ic z n e g o .............................312
Komunikat nr 2 Komitetu Organizacyjnego XVII Zjazdu Polskiego Towarzy­

stwa M ik ro b io lo g ó w ........................................................................................................... 312

4. Regulacja cyklu skurczowo — rozkurczowego mięśni szkieletowych, R. Dąbrow-

W 3 zeszycie tego tomu ukażą się:

1. Zależność między budową a funkcją białek, T. Baranowski
2. Biologiczna aktywność histonów, L. Kłyszejko-Stefanowicz, J. Bartkowiak
3. Denaturacja białka jako zmiana jego struktury, L. Myszkowski
4. Regulacja cyklu skurczowo — rozkurczowego mięśni szkieletowych, R. Dąbi 

ska, W. Drabikowski
5. Stan badań nad kwasem pangamowym, J. Janicki, J. Skupin, A. Ciec
6. Metabolizm glikogenu i mechanizmy jego regulacji, J. Hutny
7. Hormony owadzie, M. J. Piechowska, Z. Sienkiewicz, M: Bielińska

http://rcin.org.pl



P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

March 1970

ARTICLES IN POLISH

Z. T y n e c k a  — The Mechanism of Action of Penicillin on Bacterial Celi
(Dep. Microbiol., Med. School, L u b l i n ) ................................................................ 153

B. S z u k a l s k i  — Metabolism and Regulation of Secretion of Aldosterone
(Dep. Biol. Inst. Pharm., W a r s z a w a ) ....................................................................... 169

J. T r o j a n o w s k i  — Toxohormone (Dep. Biochem. UMCS, Lublin) . . . 191 
K. K o n o p k a  — Function of Transferrin (Blood Transf. Center, Łódź) . . 205
A. L. P a w l a k  — Function of 2,3-Diphosphoglyceric Acid in Control of the 

Efficiency of Oxygen Transport by Hemoglobin (Dep. Humań Gen., Med.
School, P o z n a ń ) .................................................................................................................. 221

G. P a l a m a r c z y k ,  J. R y t k a  — The Methods of Enzyme Active Site In- 
vestigation (Dep. Horticul., High School Agricul., Warszawa; Dep. Biochem.,

Med. School, W a r sz a w a )....................................................................................................231
М. I. B u k o w s k a  — Ovalbumin (Dep. Biochem. Biophys. Univ., Kraków) 249 
J. B a r t k o w i a k ,  L. K ł y s z e j k o - S t e f  a n o w i c z  — Heterogeneity

of histones (Dep. Gen. Biochem. Univ., Ł ó d ź ) ......................................................... 263
C h r o n ic ie ........................................................................................................................................299

http://rcin.org.pl



PAŃSTWOWE WYDAWNICTWO
NAUKOWE

inform uje, 

że w 1969 roku ukazały się w serii

„PODSTAWY BIOLOGII WSPÓŁCZESNEJ44

następujące publikacje:

E. Baldwin 
W s t ę p  d o  b i o c h e m i i

1969, s. 184 zł 15.—

D.E. Grodzieński 
R a d i o b i o l o g i a

1969, s. 316 zł 22 —

A.G. Loewy, Ph. Siekevliz 
S t r u k t u r a  i  f u n k c j e  k o m ó r k i

1969, s. 300 zł 20,—

E.P. Odun 
E k o l o g i a

1969, s. 220 zł 15.—

Ѵ.В. Wigglesworłh 
F i z j o l o g i a  o w a d ó w

1969, s. 194 zł 15.—

Do nabycia we wszystkich księgarniach !!!
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OD REDAKCJI

W spisie treści zamieszczonym na okładce zeszytu 1/70 wydrukowano omylnie:

K. W i ś n i e w s k i ,  R. F a r b i s z e w s k i  — Udział lipidów i lipoprodeitów  
w procesie h e m o s t a z y ........................................................................................................... 51

zamiast:

K. W i ś n i e w s k i  — działanie „transportowe” insuliny a synteza białek 33 
K. W o r o w s k i ,  R. F a r b i s z e w s k i  — Udział lipidów i lipoproteidów  
w procesie h e m o s t a z y ........................................................................,.................................. 51

Za ten błąd przepraszamy autorów i czytelników.
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Przypominamy Czytelnikom,
że znajdują się jeszcze w sprzedaży 

książki PWN

z serii

PODSTAWY BIOLOGII WSPÓŁCZESNEJ

Seria obejmuje zwięzłe opracowania poświęcone poszczególnym dziedzi­
nom nauk biologicznych. Tomy napisane przez najwybitniejszych spec­
jalistów przynoszą przegląd współczesnego stanu wiedzy biologicznej 
z uwzględnieniem najnowszych odkryć.

H. C. Bold ŚWIAT ROŚLIN
1966, s. 163 zł 12.—

V. G. Dethier, E. Steller ZACHOWANIE SIĘ ZWIERZĄT
1966, s. 198 zł 12.—

M. Sussman WZROST I ROZWÓJ ZWIERZĄT
1967, s. 185 zł 12.—

J. M. Barry BIOLOGIA MOLEKULARNA
Geny a regulacja procesów chemicznych żywej komórki

1968, s. 186 zł 15.—

К. M. Smith BIOLOGIA WIRUSÓW
1968, s. 153 zł 12.—

Do nabycia we wszystkich księgarniach !!!
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Należy podawać kolejno: Lp., nazwisko autora i pierwsze litery imion 
(podaje się nazwiska wszystkich autorów w  kolejności podanej w  ory­
ginale), skrócony tytuł czasopisma, tom (podkreślony), stronica i rok 
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S., J. Biol. Chem. 202 
793 (1953). Cytując książki należy podać kolejno: nazwisko i pierwsze 
litery imion autora(ów), tytuł, wydawcę, mijsce i rok wydania; np.: Ba­
ranowski Т., Podręcznik Biochemii, PZWL, Warszawa 1963. Cytując 
artykuły w  pracy zbiorowej należy podać po tytule nazwiska redakto­
rów, oraz na końcu tom i stronicę; np. Schneider W.C., w  Methods in 
Enzymology, red. S. P. Colowick i N. O. Kapłan, Academic Press, New  
York 1957, tom III, str. 680.
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