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PEPTYDY JAKO REGULATORY KOMORKOWEGO WZROSTU

PEPTIDES AS CELL GROWTH REGULATORS

Mariusz SUDOL

Zaktad Bilochemii Zwierzat Instytut Biochemii Molekularnej, UJ

Streszczenie. Artykut ten stanowi przeglad aktualnych doniesien na temat wpty-
wu endogennych peptydow, izolowanych z ptynow ustrojowych 1 ekstraktow tkan-
kowych, na wzrost komorek zwierzecych w hodowlach iIn vitro. Podkreslono w nim
szczegolng role zwiazkdw peptydowych osocza 1 surowicy stymulujacych wzrost
komorkowy oraz ich powigzanie z dziataniem chalondw. Przedstawiono takze kon-
cepcje antyneoplastonow, omawiajac szczegotowo testy komodorkowe wykazujace
roznice w dziataniu tych glikopeptydow na komorki normalne 1 nowotworowe.

Summary. The iInfluence of endogenous peptides Iisolated from organism fluids
and tissue extracts on animal cell growth In vitro Is reviewed. Special attention
IS given to peptide compounds which stimulate cell growth and differentiation
and which are separated from blood plasma and serum. Their competition with
the action of chalones Is also pointed out. The concept of antineoplastons and

experiments In vitro which test the activity of these substances are discussed In
detall.

Stosowane skroty

BHK (baby hamster kidney) — symbol linit komorek pochodzacych z nerKki
chomiczego noworodka

C (clone) — klon

cAMP (adenosine 3’,5”- cyclic monophosphate) — cykliczny 3’,5’- adenozyno-
monofosforan

CSF (colony - stimulating factor) — czynnik stymulujgacy wzrost kolonii

EGF (epidermal growth factor) — naskdorkowy czynnik wzrostu

CHL (Chinese hamster lung) — symbol linit komodrek pochodzacych z ptuc

chomika chinskiego
RSV (Rous sarcoma virus) — wirus miesaka Rousa.

Regulacja wzrostu 1 roznicowania komorek jest jednym 2z podsta-
wowych problemow wspotczesnej biologii. W komdrkach Metazoa pro-

1 — Postepy Biol. Kom. 4/78
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cesy te nie sa bezposrednio wynikiem ekspresji genomu, ale podlegaja
kontroli przez czynniki zarowno wewnatrz-, jak 1 zewnatrzkomorkowe.
Do nich zalicza sie m. In. swoiste tkankowo mitogeny, chalony 1 anty-
neoplastony, ktorych dziatanie mozna w rezultacie sprowadzi¢c do regu-
lacji procesow zapoczatkowujacych albo hamujacych mitozy. Liczne pra-
ce dosSwiadczalne, dotyczace zagadnienia komorkowego wzrostu, prze-
prowadzane sa w hodowlach tkankowych, gdzie — w odrdznieniu od
uktadu In vivo — istnieje mozliwos¢ wzglednie doktadnego okreSlenia
| kontrolowania warunkow doSwiadczenia. Prace teoretyczne opisuja
rozne modele mitotycznej reqgulacji, uwzgledniajac fakty doswiadczalne
dotyczace wptywu wspomnianych endogennych czynnikOw na wzrost
komorek.

WsSrod roznego typu substancji, ktorym przypisuje sie funkcje regu-
lacji komorkowego wzrostu, na szczegolna uwage zastuguja zwiazki
o budowie peptydowej, i1zolowane z ptynow ustrojowych 1 ekstraktow

tkankowych.

PEPTYDY IZOLOWANE Z OSOCZA LUB SUROWICY KRWI

Wielu autorow wskazuje na peptydy surowicy, ktora zwykle wzbo-
gaca stosowane w hodowlach komorkowych sSrodowisko, jako odpowie-
dzialne za je] aktywnosc w stymulacji 1 regulacji komorkowego wzro-
stu [13, 15, 20, 37, 45].

Eagle zaobserwowat, ze stymulacja wzrostu wybranych linii komadrek
ludzkich Hela, HelLa-S3, KB oraz mysich L -929 zachodzi w hodo-
wlach, ktorych srodowiska pozbawione surowicy maja kontakt przez
btone potprzepuszczalng ze Srodowiskiem wzbogaconym dializowana su-
rowicg (1-5%) 1 dializowanym ekstraktem trzustkowym [20, 43]. Po-
niewaz w srodowisku nie zawierajacym dializowanego ekstraktu trzust-
Ki obserwowany byt tylko przypadkowy 1 wzglednie powolny wzrost
komorek, autor wysunat hipoteze, ze enzymy proteolityczne uwal-
niaja z Dblatek surowicy drobnoczasteczkowy czynnik (lub czynniki)
wzrostu. Przypuszczat on, ze moze bycC to strepogenina — zwigzek
o0 charakterze peptydowym, ktoremu przypisywano funkcje stymulacji
wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus 1 Streptococcus [38].

Obserwacje Eagle’a zainspirowaty innych badaczy do prac doswiad-
czalnych w tym kierunku. De Luca 1 wsp. [15] z cielece] surowicy trak-
towane] takimi enzymami proteolitycznymi, jak pepsyna 1 trypsyna,
otrzymali grupe 20 peptydow o masach czasteczkowych okoto 5000 dal-
tonow, stymulujacych wzrost zaleznej od surowicy nowotworowej linii
komorek chomika syryjskiego (RPMI nr 2402). Otrzymana z tego samego
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zrodta 1 w podobny sposob inna frakcja peptydow o mniejszych Sred-
nich masach czasteczkowych byta dla tych komorek toksyczna. Jednak
statystycznie znamienne rdznice we wzroscie komodrek obserwowano
doplero przy dziataniu stosunkowo duzymi stezeniami danych frakcji
(rzedu 1 mg na ml srodowiska, w ktorym prowadzono hodowle). Wydaje
sie, ze fakt ten Jest zgodny z zaproponowanym przez autorow mecha-
nizmem dziatania, zaktadajacym wiazanie, przez stymulujace wzrost pep-
tydy, toksycznych metabolitow pojawiajacych sie w srodowisku w trakcie
rozwoju hodowli [8].

Amborski 1 Moskowitz [1] wyizolowali z handlowych preparatow
,Bacto - Peptone” 1 ,Proteose - Peptone” frakcje drobnoczasteczkowych
peptydow o masach czasteczkowych od 700 do 1600 daltonow, ktorych
wptyw na wzrost komorek in vitro, w przypadku niektorych linii ko-
morkowych, byt wiekszy od wptywu surowicy. Te peptydowe czynniKi
wzrostu nie zostaty jednak blize} scharakteryzowane. Nie okreslono
nawet czy sa to peptydy proste, czy ztozone.

Tal VaWLeu->Ser->Pro-"Ala-*Asp->Lys

Ta9g Val->Ala->Asp->Ala-~"Leu-~Thr-~Asp->
Ala->Val->Ala->His-W al-» Asp A s p->
-"Met-H*Pro->-Asp-~Ala-~Leu->Ser-KAla->-
->Leu->Ser->Asp-»Leu-"His-*Ala->His->Lys

Rye. 1. Struktura pilerwszorzedowa peptydow otrzymanych z trawionego trypsyna
tancucha a ludzkiej hemoglobiny [59]

Struktura pierwszorzedowa zostata podana dla dwoch peptydow,
Tal 1 Ta9, otrzymanych z trawionego trypsyna tancucha a ludzkie] he-
moglobiny (rye. 1) [59]. Peptydy te w stezeniu 10“®M sg cytotoksyczne
dla komorek linti RPMI nr 2402. Zmniejszajaca sie w czasie Inkubacji
z peptydem Tal lub Ta9 liczbe zywych komodrek opisuje krzywa bez fa-
zy lag, podobna do krzywej opisujace] kinetyke reakcji | rzedu (ryc. 2).
Jednakowy stopien cytotoksycznosSci peptydow, w tym samym stezeniu
molowym, moze wskazywac na podobny lub taki sam mechanizm ich
dziatania. Podobienstwo sekwencji aminokwasow ->Ala->Leu->Ser->
w peptydzie Ta9 do trojkowe] sekwencji Val->Leu->Ser-> w peptydzie
Tal, stato sie podstawa do spekulacji o aktywnych miejscach tych czg-
steczek jako strukturach odpowiedzialnych za ich funkcje. Chociaz wy-
stepowanie tych peptyddow w osoczu I surowicy jest dyskusyjne, to jed-
nak w oparciu o otrzymane wynikl oraz na podstawie Innych prac do-
Swiadczalnych nad wptywem produktow enzymatycznej hydrolizy roz-
nych biatek na wzrost komodrek zwierzecych w hodowlach, Tritsch
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| Grahl - Nielsen [59] wysunell uniwersalng hipoteze. Podstawowym jej
zatozeniem jest udziat proteolitycznych enzymdow, wytwarzanych przez
hodowane In vitro komorki, w swoiste] zewnatrzkomorkowe] degradacji

biratek surowicy, z ktorych uwalniane peptydy reqguluja komorkowy
WzZrost.

Ryc. 2. Potlogarytmiczny wykres cytotoksycznego dziatania syntetycznego peptydu
Tal na komorki liniit RPMI nr 2402 [59]

CytotoksycznosS¢ oznaczono Jako czas, po ktorym liczba zywych komorek w stosunku do

liczby na poczatku doswiadczenia zmniejszyta sie do potowy. L — liczba zywych komorek
oceniana metoda barwienia btekitem trypanu. | — dosSwiadczenie kontrolne; dla uzytych
stezen peptydu: 2 — 0,112 X MT* M, 3 — 1,12 X 10'6 4 — 1,4 X 10" « M

Zarowno w osoczu, jak 1 w surowicy wystepuje zasadowy trojpeptyd
Gly->His->Lys, ktory w niskich stezeniach rzedu 20 ng/ml stymuluje
synteze kwasow nukleinowych w hodowanych in vitro normalnych
| zmienionych nowotworowo hepatocytach [37]. Wyzsze stezenia pepty-
du, powyze] 200 ng/ml, wykazuja dziatanie przeciwne, hamujac wzrost
zarowno hepatocytow, jak 1 fibroblastow [45, 52]. W Srodowisku o pH
obojetnym peptyd ten ma witasnosci chelatujace jony niektorych metall
przejsciowych: Cuz, Zn2+, Co2+, Fe3+ [52]. Badania spektroskopowe
metodg magnetycznego rezonansu Jadrowego wykazaty duza zdolnosSc
przytaczania sie do kwasu dezoksyrybonukleinowego takich syntetycz-
nych trojpeptydéw jak: Gly->His->Gly, Lys->Trp->Lys i Lys->Tyr->-
->Lys [45]. Molekularny mechanizm dziatania surowiczego trojpeptydu

Gly->His-KLys pozostaje nadal nieznany, mimo ze dane te sktaniaja
do spekulacji na ten temat [61].
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Asn->Ser->Tyr-»Pro->Gly-~"Cys->Pro-~Ser->Ser —=Tyr-"Asp->
->Gly->Tyr->Cys-~Leu->Asn->Gly->Gly->Val->Cys*Met->His->
->lle->Glu->Ser->Leu->Asp”Ser-~"Tyr-VThr ->Cys-»Asn->Cys-"
->Val->1er"Gly-»Tyr-»Ser*Gly->Asp-~"Arg -*Cys-*Glu-VThr->
->Arg-"Asp->Leu->Arg-»>Trp->Trp->Glu-> Leu->Arg

Ryc. 3. Pierwszorzedowa struktura naskorkowego czynnika wzrostu [51]}

Jednym z doktadniej poznanych peptydow jest wystepujacy w 0SO-
czu, ale wyizolowany po raz pierwszy z gruczotow podszczekowych my-
szy, naskorkowy czynnik wzrostu (EGF) [13]. Peptyd ten o masie czg-
steczkowe] 6045 daltondw zbudowany jest z 53 aminokwasow, Kktorych
sekwencja zostata jednoznacznie okreslona (ryc. 3) [51]. Charakter kwas-
ny nadaja czasteczce wchodzace w Je] sktad dwukarboksylowe amino-
kwasy. Trzy mostkl dwusiarczkowe miedzy resztami cysteiny wptywaja
na swoiste pofatdowanie pojedynczego tancucha polipeptydowego, Kkto-
rego konformacja, okreslona metoda dychroizmu kotowego w Swietle
UV, Jest w przewazajacym stopniu niehelikalna. In vivo dwie czasteczKi
EGF potaczone sg z dwoma czasteczkami biatka, z ktorych kazda ma
mase 29 000 daltonow [58]. Biatko wigzace EGF wykazuje aktywnosc
arginyloesterazowa, co prawdopodobnie zwigzane jest z proteolitycznym
uwalnianiem przez nie EGF z nieaktywnego bilatkowego prekursora.
EGF w stezeniu |07 11- A -10M, tj. porownywalnym do jego poziomu
W surowicy, swoliscie stymuluje in vitro proliferacje pochodzacych od
roznych gatunkow komorek nabtonkowych [41, 42, 51, 63], Razem z za-
poczatkowaniem replikacji DNA, czynnik ten stymuluje proces Dbio-
syntezy biatka, powoduje spontaniczna agregacje podjednostek ryboso-
mowych 1 formowanie polisomow [14] oraz indukuje dekarboksylaze
ornitynowa, enzym uczestniczacy w syntezie poliamin |31, 56]. Ze wzgle-
du na role, jaka przypisuje sie poliaminom w procesach zwigzanych
z komorkowym wzrostem [17, 47, 65], samo tylko wzmozenie przez EGF
iIch syntezy moze ttumaczyC niektore przejawy biologiczne] aktywnosci
tego zwiazku. Znana jest pochodna EGF nie zawierajaca dwoch amino-
kwasow C - konca, tj. ->Leu->Arg. Roéznica ta w zadnym stopniu nie
wptywa jJednak na aktywnoSC peptydu w komorkowych testach [50].

Insulina moze zastagpi¢ wptyw surowicy w hodowli kurzych fibro-
blastow 1 jest stosowana Jako dodatek do Srodowisk, ktorych sktad ze
wzgledu na warunki doswiadczenia powinien byc doktadnie okreslony
118, 53]. Biirgr 1 wsp. [7] wyizolowali z ludzkie] surowicy frakcje zwiaz-
kow wykazujacych aktywnos¢ insuliny. AktywnoSC ta nie byta hamo-
wana przez przeciwclata indukowane insuling. Pierson 1 Temin [4, 12],
na podstawie metody przyjete] przez Biirgl 1 wsp., wyosobnili z cielecej
surowicy frakcje peptydow o masach czasteczkowych od 6000 do 10 000
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daltonow, stymulujaca wbudowywanie tymidyny w hodowli kurzych
fibroblastow. Peptydy tej frakcji wykazywaty aktywnosSC¢ insuliny,
a witasnosciami biologicznymi 1 chemicznymi zblizone byty do somato-
medyny [39, 44], \

Istnieja przestanki doswiadczalne pozwalajgce przypuszczac, ze takze
peptydy ztozone sa czynnikaml bioracymi udziat w regulacjl procesu
komorkowego wzrostu. Islam 1 Kay [29] wyizolowali z komorek wysie-
kowego raka Ehrlicha nukleotydo - peptydy, ktore w tego samego typu
komodrkach in vitro hamuja odwracalnie synteze kwasow nukleinowych
| biatek (ryc. 4). Peptydy te charakteryzuja sie duza zawartoscig kwasu
glutaminowego 1 lizyny oraz wszystkie posiadaja Jako komponente nu-
kleotydowa kwas adenilowy. Znakowane izotiocyjanianem fluoresceiny,
po krotkim czasie inkubacji (okoto 5 min), selektywnie gromadza sie
w Jjadrach testowanych komorek. Na uwage zastuguje fakt, ze na szyb-
kosC syntezy nukleotydo - peptydow w zadnym stopniu nie wptywa za-
blokowanie przez puromycyne lub cykloheksimid syntezy polipeptydow
na uktadzie rybosomow.

Ryc. 4. Wptyw roznych stezen nukleotydo - peptydow na wbudowywanie 14C - mrow-
czanu do biatek jadrowych 1 cytoplazmatycznych [29]. Objasnienia w teksScie

Sarnecka - Keller 1 Rais [48] metoda filtracji zelowe] 1 pozniejsze]
dializy wyizolowaty z osocza bydlecego frakcje zawierajagca zwiazki
o charakterze glikopeptydowym. Uzyskana w ten sposob grupa zwiaz-
kow niedializujacych zostata nazwana ,niedializujgca frakcja cukrowo -
peptydowa” (frakcja Ncp). Frakcja ta hamuje proliferacje komorek
linit CHL, podczas gdy jedna z je] elektroforetycznych podfrakcji o cha-
rakterze kwasnym wykazuje dziatanie przeciwne [60]. W komaorkach
linli BHK 21/C13 frakcja Ncp hamuje wbudowywanie 14C D -L leucyny
do nierozpuszczalnego w 5% TCA materiatu komorkowego, wykazujac
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nieznaczna przewage w homologicznych komorkach transformowanych
wirusem RSV. Metoda wbudowywania znakowane] trytem tymidyny
stwierdzono w tym samym uktadzie komorkowym wyrazne zahamowa-
nie, pod wptywem dziatania frakcji, syntezy kwasow dezoksyrybonu-
kleinowych [57]. Obecnie prowadzone prace zmierzajag do wyosobnienlia
z frakcji Ncp skiadnika (sktadnikow) odpowiedzialnego za obserwowane
Zzmilany w Dbilosyntezie makroczasteczek 1 w proliferacji badanych Kko-
morek.

Nalezy wspomnieC, ze same komorki, a szczegolnie te, ktdore sa zdol-
ne do wzrostu w srodowiskach pozbawionych surowicy, wytwarzaja
czynniki wzrostu |[18, 54]. Putrescyna w potaczeniu z peptydami lub
biatkami jest czynnikiem wzrostu wytwarzanym w hodowli komorko-

we] przez ludzkie fibroblasty [40, 46].

CHALONY

Chalony stanowia grupe substancji o charakterze peptydowym, Kkto-
rym przypisywana jest rola swoistych endogennych inhibitorow mitozy
16, 19, 26, 64]. Te swoiste tkankowo, a nieswoiste gatunkowo substancje
wytwarzane sag w tkance, na ktora wybiorczo oddziatywaja, kontrolu-
jac JeJ] wzrost na zasadzie ujemnego sprzezenia zwrotnego [27, 33, 35].
Na poziomie organizmu przemieszczajga sle w uktadzie krazenia, a na
poziomie tkankowym — przez dyfuzje [b]. Dziataja gtdwnie pod koniec
fazy G1 cyklu zyciowego komorki przez opoznienie zapoczatkowania
syntezy DNA 1/lub pod koniec fazy G2 kontrolujac mitotyczng aktyw-
nosc [2, 22, 26, 55]. Nie sa cytotoksyczne, a dziatanie ich jest odwracalne
| krotkotrwate. Poznano ponad 20 uktadow, w ktorych dziatajg swoiste
dla nich chalony [3]. Wyizolowane zostaty m. In. drobnoczasteczkowe
chalony erytrocytow, granulocytow, melanocytow 1 watroby o masach
nieprzekraczajacych 5000 daltonow [2, 16]. Pierwszorzedowa struktura
tych zwigzkow, mimo ponad dziesiecioletniego okresu ich badan, nie zo-
stata dotychczas poznana. Cechy charakterystyczne wybranych chalo-
now przedstawia tabela 1

W mechanizmie dziatania chalondOw mozna wyroznic 3 etapy:. syn-
teze czasteczki, jeJ transport miedzy komorkami danej tkanki 1 miedzy
tkanka a krwig oraz antymitotyczne dziatanie na poziomie komorki [6].
Przyjmuje sie, ze synteza chalonu utrzymywana jest na statym pozio-
mie. Nierownomierny transport chalonu, kontrolowany przez swoisty
mechanizm w Dbtonie komorkowej, jest przyczyna zwiekszonego we-
wnatrzkomorkowego stezenia tego zwigzku. Teoretycznie zaktada sie,
ze kazda czgsteczka chalonu sktada sie z dwoch funkcjonalnych kom-
ponent. Mitoza jest w zasadzie takim samym procesem we wszystkich
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TABELA 1

Ogodlna charakterystyka wybranych chalonow [2]

komérko-  aktywnego ma- Gatunkowa
Chalon . testy o
y wego, w ktorej teriatu SWOISTOSC
dziata)q (daltony) in vitro  in vivo

Epidermy G ca. 100000 tak tak nie
Erytrocytow Gi 2000-4000 tak nie
Fibroblastow Gj 30000-50000 tak : -
Granulocytow G X 4000 tak tak nie
Nerki g2 tak tak nie
Watroby Gi 1000 tak tak nie
Limfocytow Gi 30000-50000 tak tak nie

typach komorek 1 dlatego antymitotyczna komponenta wszystkich cha-
lonow moze bycC i1dentyczna. Druga komponenta prawdopodobnie zawie-
ra Informacje pozwalajaca na rozpoznanie swoiste] tkankowo btony ko-
morkowej 1 na wnikniecie do wnetrza komorki cate] efektorowe] cza-
steczki.

Mechanizm dziatania chalonu na poziomie komorki jest nieznany.
Bullough przypisuje chalonom role czynnikow kontrolujacych ekspre-
sje genow syntetyzujacych enzymy funkcjonalnie zwigzane z procesem
mitotycznego podziatu komorki [6], Z drugiej strony, istnieja doswiad-
czalne przestanki popierajace hipoteze dziatania chalonow przez uktad
cyklazy adenylowe] 1 cyklicznego AMP (ryc. 5 |2, 24, 34, 62].

przestrzen btona * t comérki
zewnatrzkomdrkowa komérkowa | wnetrze KomMorki

czynniki wzrostu(np#EGF,CSF)
enzymy protoolityczne

czasowe hamowanie

aktywnosci chalonu ~halon morfologiczne
- aktywnosci
Karcinogeny cyédaza enzymatycznej
. . adecy- o ,
trwate zniszczenie Iowg szybkosci komor
aktywnosci chalonu kowego wzrostu
hormony stressu rﬂgrr%yr\gfsm
kontakt miedzykomérkowy CAVP

czasowa stymulacja
aktywnosSci chalonu

Ryc. 5. Schematyczne przedstawienie hipotetycznego mechanizmu dziatania chalo-
now przez ukitad cyklazy adenylowej 1 cyklicznego AMP ([2], zmodyfikowane).
Objasnienia w tekscie
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Wyizolowany przez Houcka glikoproteidowy mitogen diploidalnych
fibroblastow, CSF jako czynnik wzrostu granulocytow 1 wspomniany
wczesSnie] EGF sa zwiazkami wykazujacymi dziatanie antagonistyczne
w stosunku do chalonow, przez co zyskaty miano antychalonow [2, 21,
28, 36]. Brak jest danych wskazujacych na istnienie systemow enzyma-
tycznych degradujacych chalony. Poniewaz wykazano, ze chalony
w aktywnej formie mozna odzyskiwaCc z moczu, Swiadczy to 0 ich
wzglednej stabilnosci. Obserwowang krotkotrwatosc dziatania chalonow,
pozornie sprzeczng z ich dtugim czasem potowicznego rozpadu, ttumaczy

bardzo dobrze hipoteza antychalonow [30],

ANTYNEOPLASTONY

Na podstawie opisanych przez Eversona 1 Cole’a (wedtug [10]) kli-
nicznych przypadkow spontanicznych regresji nowotworow oraz na pod-
stawie wiasnych prac doswiadczalnych nad wyizolowanymi z moczu
peptydami hamujacymi wzrost komorek nowotworowych, Burzynski
| Stolzmann zaproponowall koncepcje biochemicznego uktadu reguluja-
cego prawidtowe roznicowanie sie komorek organizmu [9, 10, 25]. Zgod-
nie z ta koncepcja, podstawowymi sktadnikami tego uktadu sa srednio-
czasteczkowe glikopeptydy, nazwane przez autorow antyneoplastonami.
Wedtug Burzynskiego 1 Stolzmanna, antyneoplastony dziataja przez se-
lektywne hamowanie wzrostu komorek nowotworowych nie wptywa-
Jac aktywujaco na uktad immunologiczny organizmu. Sa one prawdo-
podobnie syntetyzowane w tkankach, skad przechodza do uktadu Kkra-
zenila. Podobnie jak chalony, sa znajdowane w formie aktywnej w mo-
czu, ktory dotychczas stanowi gtowne zrodto ich izolacji. W pierw-
szych dosSwiadczeniach otrzymano z 24 litrow prawiditowego ludzkiego
moczu 119 frakcji peptydowych metoda etanolowe] ekstrakcji, a na-
stepnie filtracji zelowej, elektroforezy 1 cienkowarstwowe] chromato-
grafit (ryc. 6) [11]. Frakcje te poddano testom we wspolne] hodowli ko-
morek ludzkiego miesaka kosci 1 mieloblastycznej biataczki. Wyniki te-
stow przedstawia tabela 2. PieCc frakcji wykazywato zahamowanie syn-
tezy DNA 1 RNA, a trzy z nich — dodatkowo zahamowanie syntezy
biatka. Z siedmiu innych frakcji, piec miato hamujacy wptyw tylko na
synteze RNA, a dwie — tylko na synteze biatka. Peptydowe frakcje
aktywne we wspomnianym uktadzie komodrek testowano kolejno w ho-
dowlach komorek nowotworowych: HelLa, biataczkowych komorek
otrzymanych z krwi pacjentow z ostra biataczka mieloblastyczna, ko-
morek ludzkiego miesaka kosci oraz w hodowli normalnych ludzkich

fibroblastow.
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MOCZ
Ekstrakcja
V V
PEPTYDY NIEROZPUSZCZALNE PEPTYDY ROZPUSZCZALNE
w 80% ETANOLU w 80% ETANOLU
Filtracja
zelowa
| \Y; Vv
DUZE PEPTYDY SREDNIOCZASTECZKOWE DROBNOCZASTECZKOWE
PEPTYDY PEPTYDY

Elektroforeza

Chromatografia

Ryc. 6. Ogolny schemat i1zolowania peptydowych frakcji zawierajacych antyneo-
plastony [11]. ObjasSnienia w tekscie

Rb&zna swoistoSC dziatania antyneoplastondw wobec danych linii 1 ho-
dowli komorek nowotworowych stata sie jednym z kryteriow nomen-
klatury tych zwiazkow. Aktywny sktadnik frakcji, ktora hamowata
wzrost w trzech wymienionych hodowlach komorek nowotworowych,
nazwano antyneoplastonem A, sktadnik, ktory hamowat wzrost tylko
komdrek HelLa — antyneoplastonem H. Stwierdzono, ze antyneoplaston
L dziatat wybiorczo na komorki biataczki mieloblastycznej, a antyneo-
plaston O — na komodrki miesaka kosci [10]. Test w hodowli zarodko-
wych fibroblastow nie wykazat zadnego wptywu antyneoplastonu L na
synteze DNA, podczas gdy hamujacy wptyw wykazywata frakcjl za-
wilerajaca antyneoplaston H oraz frakcja zawilerajaca antyneoplaston
A (ryc. 7).

Wyroznia sie dwie grupy antyneoplastow. Do jednej z nich naleza
peptydy o charakterze obojetnym lub stabo kwasnym, wykazujace sze-
roka swoistoSC dziatania w stosunku do rdéznych komorek nowotworo-
wych. Do drugiej grupy naleza peptydy o charakterze silnie kwasnym,
ktore przez swoja tkankowa swoistosc przypominaja chalony. Brak jest
danych o gatunkowe] swoistosci antyneoplastondw, a ich aktywnosc
w hamowaniu mitoz trzykrotnie przewyzsza aktywnos¢ chalonow [9,10]



PEPTYDY 335

TABELA 2

Wptyw peptydowych frakcji i1zolowanych z moczu na synteze DNA, RNA 1 biatka we wspdlne)
hodowli komorek ludzkiego miesaka kosci 1 mieloblastycznej biataczki [11]

Synteza DNA Synteza RNA Synteza biatka
Frakcja
peptyd;wa Zahar_no- Wzmozenie Zahamowa- Wzmozenie Zahamowa- Wzmozenie
wanle nie nie
(%) (%0) (%)
(%) (%0) (%)
W3B3P2H6 0 0 0 0 15 0
W3B3P2H7 0 0 0 0 0 42
W3B1-3P3H5 0 0 0 0 18 0
W3B1-3P3H6 0 0 16 0 0 0
W3B1-3P3H7 16 0 4 0 0 0
W3B1-3P5H2 0 0 12 0 0 0
W3B1-3P5H4 20 0 30 0 23 0
W3B1-

3P5H11 0 0 16 0 0 0
W3B1-

-3P5H13 27 0 44 0 0 0
W3B1-3P8H7 0 0 27 0 0 0
W3B1-

-3P13H4 0 0 11 0 0 0
W3B4P1H5 19 0 22 0 12 0
W3B4P2HS8 26 0 28 0 | 16 0

Ryc. 7. Dilagram zahamowania przez
antyneoplastony syntezy DNA w ho-
dowli komorek biataczkowych (an-
tyneoplaston L) 1 w hodowli ludz-
kKiego miesaka kosci I mieloblastycz-
nej biataczki (antyneoplaston O).
Komorki normalne — zarodkowe
ludzkie fibroblasty [10]

UWAGI KONCOWE

Tworzenie przez peptydy agregatow z biatkami [49], a takze sto-
sunkowo trwatych agregatow z innymi peptydami [23], stwarza wiele
trudnoscit w ich 1izolacji. Znamiennym przyktadem tych trudnoSci sa
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wieloletnie zmagania roznych badaczy z wyizolowaniem 1 oczyszczeniem
chalonow. Z tego wzgledu nalezy zatozyC mozliwoSC badania przez rdz-
nych autorow tych samych zwigzkow, ktore roznig sie miedzy soba
,stopniem homogennoSci” 1 sa oczywiscie Inaczej nazywane.

Tematem wymagajacym odrebnego opracowania jest regulacja ko-
morkowego wzrostu w adekwatnych testach iIn vitro przez hormony
peptydowe | peptydy grasicy. Osobnym zagadnieniem, pominietym w tej
pracy, jest cytostatyczny wptyw antybiotykow o strukturze peptydowe]j
na hodowle tkankowe. Wiele Iinformacjl na ten temat zawliera monogra-
fla Kobrzyskiego, Kowszyk - Gindifer 1 Kurytowicza pt. ,Antybioty-
ki’ [32].

Nalezy podkreslic, ze przedstawione w niniejszym artykule poglady
| hipotezy, dotyczace roli peptydow w regulacji komorkowego wzrostu,
maja charakter dyskusyjny. Poniewaz nieznany jest dotychczas prawdo-
podobnie ztozony mechanizm procesow komodrkowego rdznicowania

| wzrostu, wydaje sie, ze wysuniete przypuszczenia powinny bycC takze
brane pod uwage.

Autor wyraza podziekowanie prof. Maril Sarneckiej - Keller za zachecenie do
napisania tego artykutu oraz za pomocne uwagl w trakcie pracy.
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ENVIRONMENTAL ALTERATIONS OF THE ERYTHROCYTE
GLYCOCALYX *

Gunther GEYER

Institute of Anatomy, Friedrich Schiller University, Jena, GDR

Summary. Each individual cell 1s under constant iInteraction with Its environment.
In the case of erythrocytes as well as many other types of metazoan cells homeo-
stasis makes the multiplicity of interactions to become more uniform. On the other
hand, changes of the environment, e.g. transfer into an artificial medium, may
exert a variety of effects on the cell surface constituents, and many of them can
be traced back to physicochemical terms. The present paper reports cytochemical
and biophysical studies on environmental alterations of the erythrocyte glycocalyx.

Under physiologic conditions blood plasma proteinsare bound to the red cell
membrane either by adsorption or specific Interaction with receptorsites. High
lonic strength treatment removes most of the bound protein. Incubation In low
lonic strength media may render polypeptides insoluble, and for that reason It Is
an Inappropariate means for washing off bound protein. Following Incubation In
human gamma globulin, erythrocytes washed with low 1onic strength sucrose were
heavily coated with insolubilised globulin. Proteins absorbed or specifically bound
to the red cell membrane mask the negatively charged sites. The effect is thought
to be due to both neutralisation and steric hindrance. The reduction of the net
negative charge following the specific binding of two anti A - globulins to the ery-
throcyte glycocalyx was reversed by additional coating with acid glycoproteins
bovine submaxillary mucin and glycophorin, respectively.

Upon Incubation In phosphate buffered saline, discoid red cells transform to
echinocytes. The shape change, which according to the bilayer - couple hypothesis
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Invited paper read at the XVIth Symposium of the Polish Histochemical and
Cytochemical Society at Szczecin, May 22 - 24, 1978.

2 — Postepy Biol. Kom. 4/78



342 G. GEYER

reflects absolute or relative expansion of the peripheral plasmalemmal leaflet, Is
believed to be associated with conformational changes of integral proteins of the

cell membrane. Under centrifugation strain erythrocytes previously treated with
phosphate buffered saline exhibit an increased permeability resulting In the loss
of K+ and cell water, accompanied by a decrease of cell volume and an Increase
of cell deformability. Prior to any treatment with phosphate buffered saline, discoid
red cells Incubated In blood plasma do not suffer from strain - dependent leakage,
therefore, they cannot gain extra deformability due to loss of cellular fluid. From
this finding one can conclude, that In circulating blood discoild normocytes will
be Incapable of passing a capillary smaller than 2.8 pm In diameter.

Repeated incubation In low 1onic strength isotonic sucrose deprives the glyco-
calyx of loosely bound i1ons and may cause conformational changes. Low 1Ionic
strength treatment of erythrocytes results In complete Inhibition of anisotropic
staining, severe decrease of colloidal iron affinity, instantaneous agglutination, and
Increase of membrane permeability. The effects are considered mainly to be due

to low 1onic strength uncoiling of N -terminal hydrophilic segments of glycopro-
teins, thus being associated with reduction of charge density. High 1onic strength

media reverse this phenomenon.

INTRODUCTION

Proteins spanning the red cell membrane consist of three segments:
a central hydrophobic segment Inserted Into the lipid bilayer, and two
hydrophilic segments located at the cytoplasmic and external aspect of
the membrane, respectively. The external hydrophilic segment Is
supplemented by oligosaccharide chains so as to comprise the main

components of the erythrocyte glycocalyx [3, 20, 24, 33, 42]. At least
some of the saccharide chains carry terminal sialic acid residues
contributing to the negative surplus charge of the cell surface [5 6, 8§,
9, 37]. Various other sugar residues as well as adjacent sequences of

the glycoprotein’s polypeptide chain offer abundant receptor sites [32].

Saccharide side chains themselves and their negatively charged
groups largely influence the spatial orientation of N - terminal segments
of glycoproteins [25, 26, 38, 45, 46]. In addition, pH, 1onic strength, and
composition of the extracellular medium may affect the glycoprotein
conformation [12]. Under physiologic conditions homeostatic regulation
will prevent major alterations of the erythrocyte glycocalyx. Exper-
Imental pretreatments and iIncubations, however, are mostly carried
out with high or low 1onic strength solutions devoid of proteins and
metabolites, 1.e. artifical media greatly different from the cell’s natural
environment. The present study Is an attempt to correlate cytochemical
findings of the human erythrocyte glycocalyx with the functional
properties of 1Its cell membrane and to trace back the molecular

mechanism(s).
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PROTEINS MASKING NEGATIVELY CHARGED GROUPS

a) NONSPECIFIC ADSORPTION OF PROTEINS

Erythrocytes of circulating or banked blood are in constant iInterac-
tion with proteins of the Dblood plasma. Most of the blood plasma
proteins are adsorbed to the cell surface so that they can be easily
removed by treatment with saline media [/, 18]. However, fixation of
cells incompletely washed or In the presence of proteins of the medium
might result In firm attachment and covalent binding to the cell
membrane of denaturated protein. Proteins either adsorbed under
physiologic equilibrium conditions or bound by fixation may be
considered as compounds neutralising part of the net negative charge
of the glycocalyx. In addition, bulky protein molecules bound to the
erythrocyte surface may cause steric masking of glycocalyx receptor
sites.

Erythrocytes (RBC) previously washed with phosphate buffered
saline (PBS) exhibit an intense homogeneous colloidal 1ron staining of
their glycocalyx which Is Indicative of a great number of free acidic
sites [21]. Pretreatment with 1Isotonic sucrose of RBC previously
Incubated In 1°/o gamma globulin removed bound protein incompletely
owing to the reduced solubility of globulin In the low 1I1onic strength
medium. Electron microscopy of cross - sectioned RBC revealed a)
globulin coating the outer aspect of the membrane (Fig. Ic), and b)
a severe decline of the i1ron - binding capacity (Fig. Ib) [11]. High 1onic
strength posttreatment resolubilised part of the adsorbed gamma
globulin. Similar iIncubations performed with 1% serum albumin In
place of gamma globulin resulted at best In a moderate decrease of
colloidal 1ron staining of albumin - incubated RBC, the coating of which
was not detectable In ordinary electron micrographs. Polyacrylamide
gel electrophoresis revealed only traces of albumin which had been
desorbed from RBC following Incubation In albumin and washing with
Isotonic sucrose [11]. Topo - optical staining with toluidine blue clearly
showed Impaired birefringence of the membrane of many, but not of all
albumin - incubated RBC of the smear [23].

The findings prove the adsorption to the RBC glycocalyx of proteins
and their masking of negatively charged groups. The amount of coating
protein Is related to a) the type of protein, and b) the 1onic strength
of the Incubation medium. Low lonic strength 1sotonic sucrose effectively
Insolubilises adsorbed gamma globulins. Albumins whose solubility Is
less dependent of the 1onic strength [29] are largely washed off by
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the same treatment. Despite poor retention of coating albumins, their
masking of negatively charged sites was demonstrated by the reduced
anisotropic toluidine blue staining and the decline of electron microscopic
colloidal i1ron reaction. In the case of globulin coated RBC the masking
efficacy was more significant. The findings are inconclusive as to the
role neutralisation and steric hindrance may play.

h) SPECIFIC BINDING OF PROTEINS

Presumably some gamma globulin is specifically bound to the RBC
glycocalyx receptors, although most of It appears to be only adsorbed
(v.s.). Incubation In group A antiserum or anti Ahp lectin from Helix
pomatia of PBS - washed erythrocytes results In binding of either
globulin to group A receptors. Reduction of both electrophoretic mobility
and colloidal 1ron staining confirm the decrease of the net negative
charge of specifically coated RBC (Table 1). Additional treatment with
acld glycoproteins of anti A - coated cells reverts the negative surplus
charge to slightly above the original level [42],

In conclusion, cytochemical, cytophoretic, and gel electrophoretic
findings provide evidence of specific and nonspecific binding of proteins
to the RBC glycocalyx. Repeated high 1onic strength treatment IS a
sultable means to wash off most of the nonspecifically adsorbed proteins
which may remain attached to these cells In the case of low 1onic
strength Incubation. The desorption efficiency of low 1onic strength
treatment Is better In the case of proteins least dependent on the i1onic

TABLE 1

Relative electrophoretic mobility of coated human group A erythrocytes (per cent increase or
decline of electrophoretic mobility In comparison with uncoated red cells). Specific primary
coating was performed with group A antiserum or snail anti Ahp- Secondary coating of either
group of precoated erythrocytes was carried out with glycophorin isolated from human group
A erythrocytes and with bovine submaxillary mucin, respectively, n —number of measured cells

(according to Sommer et al. [42] )

relative electropho-

1st coating 2nd coating N retic  mobility
A antiserum 100 -16.7x4.7
A antiserum glycophorin 80 + 6.2%+3.7
A antiserum sialomucin 60 + 1.2+3.8
anti Ahp 140 -13.5+5.6
anti Ahp glycophorin 120 + 51+4.5

anti Ahp slalomucin 80 + 4.6+4.2



Fig. 1. Colloidal iron staining of the human erythrocyte glycocalyx

a — Cell washed with phosphate buffered saline. Iron particles form a continuous lining

of the cell membrane. X 100000. b — Cell previously incubated In human gamma globulin-PBS

and washed with isotonic sucrose. Colloidal 1iron staining of the glycocalyx Is greatly

reduced. X 100000. ¢ — Same pretreatment as In b and staining of the section with uranyl

acetate and lead citrate. Patchy deposits of globulin lie attached to the outer aspect of the
cell membrane. X 100 000

Fig. 2. Human erythrocytes Incubated In a) blood plasma, and b) phosphate
buffered saline. X 1450
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strenght of the medium, 1.e. Insolubilisation of gamma globulins will
be more pronounced than that of serum albumins. Protein - coating of

RBC results iIn masking of the glycocalyx components; It IS assoclated
with a decline of the net negative charge of the cell.

MEMBRANE PERMEABILITY OF WASHED ERYTHROCYTES

Following repeated incubation In PBS, discocytes transform to become
echinocytes (Fig. 2) [1, 2, 30]. According to the bilayercouple hypothesis
of Sheetz and Singer [39-41] the change of red cell shape Is associated
with the alteration of the areal relationship of the outer and iInner
lamella (O : I ratio) of the cell membrane, 1.e. In the case of discocyte/
[echinocyte transformation the 0 :1 quotient Increases owing to relative
or absolute expansion of the outer lamella. This shape change IS
reversible for instance upon addition of serum albumin to the PBS
medium [30].

If the Dbilayer - couple hypothesis 1Is correct In explaining the
phenomenon In simple geometric terms, the molecular basis of which
may then be related to an alteration of the packing of lipids and/or
the conformation of penetrating proteins In one or the other lamella
or In the membrane as a whole. Hence, routine treatment with PBS
may not be restricted to crenation of discocytes, It also should result

In changes of the molecular state of the red cell membrane which night
affect 1ts functional properties.

Discrepancies of haematocrit values obtained with low and high
speed centrifugation of otherwise identically treated RBC have long
been known. High - speed centrifugation results In haematocrit values
significantly smaller than the packing of cells could allow for unless
the cell volume had decreased [4, 31]. These findings prompted a detailed
study with two Independent methods of evaluation of the cell volume

supplemented by assessments of cellular deformability and K+ efflux
[17].

Evaluations of the RBC volume by means of 131 - 1 labelled human
serum albumin revealed i1dentical values Irrespective of various Incuba-
tion media (Table 2). A similar mean erythrocyte volume was found

In the case of unwashed cells centrifuged at 15000 g In plasma of
banked blood. In contrast, RBC washed with PBS and resuspended In

PBS or 3% human serum albumin (HSA) - PBS or 2% human gamma
globulin (HgG) - PBS lost about 20% of their volume during high speed
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TABLE 2

Erythrocyte volume and K+ efflux In regard to Incubation media and strain (according to
Halbhuber et al. [17])

Cell volume K+ effluxl
Pretreatment Incubation medium 15 GO0y 131-1 albumin 800¢g 15 0y

pma3 pma3 mM/1 mM/1

t blood plasma 104 107 0.04 0.04

PBS PBS 84 107 0.12 0.64
PBS blood plasma 93

PBS HSA-PBS 86 108 0.10 0.48
PBS HgG-PBS 84
PBS Isoton. sucrose 75

Ifrom 5 ml banked blood

centrifugation (Table 2). Re - incubation In blood plasma of RBC
previously washed with PBS could only partially restore the cells’
original resistance towards loss of volume under centrifugation strain
(Table 2). Compared with the effect of PBS the loss of cell volume
following Incubation In Isotonic sucrose was still more pronounced.

Parallel to missing reduction of volume of cells In blood plasma
the K+ efflux from these cells was low whether or not they were
subjected to the centrifugation strain at 15 000gr (Table 2). However,
Incubation of washed erythrocytes In PBS or serum albumin - PBS was
accompanied by a 12-16 fold increase of K+ efflux during high speed
centrifugation In comparison to the 2.5-3 fold increase during centrifuga-
tion at 800p.

The loss of volume 1Is associlated with increased deformability of
erythrocytes as proved by the passage through micropipettes [17]. Un-
washed red cells Incubated In blood plasma will pass through a
micropipette 2.9 pm In diameter, however, the hydrostatic pressure
must exceed about 5 times the value essential for the passage of cells
Incubated In PBS (Table 3). The latter RBC even passed through
a micropipette 2.3 pm In diameter, and according to calculations they
also will In the case of a pipette 20 pm In diameter although the
concomitant loss of volume will amount to about 30% (Fig. 3). At the
same hydrostatic pressure only the cylindric process of a red cell
Incubated In blood plasma entered a 2.3 pm - micropipette, the rest
of the cell remained outside. Upon elevation of the pressure micro-
sphaerulation disrupted the cell [17].

The findings provide evidence of alterations of the erythrocyte
membrane caused by repeated Incubations In PBS or isotonic sucrose.
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Fig. 3. Deformability of human red cells In regard to their surface area/volume
ratio during passage through a micropipette

a — The surface area/volume ratio allows a normocyte to pass through a micropipette 2.8 ptm

In diameter, b — A normocyte, which due to iIncubation In blood plasma does not suffer
from increased membrane permeability, can only partially enter a micropipette 2.0 \im 1IN
diameter, ¢ — Following repeated incubation In phosphate buffered saline a normocyte

under strain may lose about 30% of its fluid to reach a new surface area/volume ratio
such as Is essential for the passage through a micropipette 2.0 jxm In diameter

TABLE 3

Mean hydrostatic pressure (mm H20) essential for the passage of an erythrocyte through a mic-
ropipette 2.9 [Jm and 2.3 [xm In diameter, respectively, with regard to Incubation media
(according to Halbhuber et al. [17])

Pretreatment Incubation o 59 om0 2.3 pm
medium
!
blood 13.7 _
plasma
PBS PBS 2.0 156.2**

* Cells partially enter, but do pass the micropiette. Microsphaerulation
occurs at 300-350 mm HZ20.

** Concomitant loss of cell volume amounts to about 20°/Q

However, unless these cells are subjected to external strain, the
plasmalemmal changes remain occult. The effect(s) was not reverted
by resuspension In albumin - PBS or gamma globulin - PBS media of
PBS - washed cells, and resuspension In autologous plasma could only
succeed In an I1mperfect restoration of membrane permeability. In
experimental conditions membrane alterations were related to an
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Increase of permeability demonstrated by the iIncrease of K+ efflux,
loss of cell volume, and iIncreased cellular deformability.

The discrepancies of evaluation of cell volume by means of high -
speed centrifugation and non - strain methods as for instance the tracer
dilution procedure are thought to be due to Inappropriate treatment
of cells. The deleterious effect, obviously, requires an additional external
strain to become manifest.

Moreover, resistance to pressure - induced loss of cell fluid of RBC
Incubated In autologous blood plasma Implies restricted deformability
In circulation. One can conclude that under physiologic conditions red
cells of normal size and shape will not be able to pass a capillary less
than about 2.8 am In diameter. This conclusion Is at variance with that
of Jay [19] considering the pressure dependent reduction of cell volume
a common event In circulation.

LOW IONIC ALTERATION OF GLYCOPROTEIN CONFORMATION

Besides various other factors the iInteraction of polar groups of a
polypeptide chain will affect the actual conformation of the macro-
molecule. Therefore, changes of pH as well as 1onic composition (v.s.)
or ionic strength of the iIncubation medium may be associated with
significant conformational changes. During repeated Incubation In
Isotonic sucrose the glycocalyx of RBC undergoes severe alterations,
some of them are related to spontaneous ‘sugar induced agglutination
|12, 16, 44]. Isotonic sucrose IS a low 1onic strength medium the
application of which will deprive the cell surface of many of its loosely
bound 1Inorganic 1ons, e.g. Ca2+ as demonstrated ultracytochemically
|10a, 13]. Consequently, this Incubation will allow for a new conforma-
tion of glycocalyx glycoproteins. The alterations were followed by an
agglutination/disagglutination sequence of sucrose iIncubated red cells.
Instantaneous agglutination of cells, repeatedly washed with 1isotonic
sucrose, IS considered as Indicative of a minor threshold of 1on
concentration resulting In changes of glycoprotein conformation. The
accompanying decline of charge density and reduced repulsion of cells
IS apt at the weak Interaction of autologous isohaemagglutinins, 1.e. the
agglutination erroneously attributed to the sugar itself. Disagglutination
will progress with efflux of cellular 1ons, 1.e. Increasing I1onic strength
of the medium. Disagglutination i1s inhibited entirely by constant renewal
of the Incubation medium or can be accelerated efficiently by addition
of 1ons to the medium [12].

Reversible low 1onic conformational changes of plasmalemmal
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glycoproteins are shown by means of staining with toluidine Dblue.
Birefringence due to ordered binding to the glycocalyx of the dyestuff
mocelules [22, 34, 35, 36] Is registered In erythrocytes treated with
PBS previous to and following Incubation iIn iIsotonic sucrose. On the
other hand, red blood cells, Incubated In Isotonic sucrose and fixed by
addition of glutaraldenhyde to the same medium, do not exhibit this
topo - optical staining reaction [12]. The severely decreased affinity of
glutaraldehyde - sucrose fixed RBC to colloidal iron reflects the altered
conformational state of the glycocalyx. Reversibility of the effect as

well as almost i1dentical electrophoretic mobility of the variously
treated cells hint to lack of degradation of the glycocalyx.

With regard to the binding of cations to the erythrocyte glycocalyx

Fig. 4. Schematic representation of a glycophorin molecule of the human
erythrocyte membrane

The sketch depicts three segments of the molecule: the hydrophobic segment within the
level of the lipid Dbilayer, the N-terminal external hydrophilic segment which 1Is supplemented
with oligosaccharide chains, and the C-terminal cytoplasmic segment

a — Presumed coiled state of conformation the N-terminal hydrophilic segment may acquire
In high 1onic strength media, b — Presumed uncoiled state of the eixternal segment In low
lonic strength media
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110a, 13] conformational changes due to incubation In low I1onic strength
Isotonic sucrose are considered an uncoiling of glycoproteins which
then may become more extended (Fig. 4). This change Is assoclated
with the decrease In density of negatively charged sites. Obviously,
a minimum local concentration of negative charges Is essential for both
anisotropic toluidine blue staining and high 1ron binding capacity. At
first glance, normal electrophoretic mobility, despite impaired staining
with colloidal i1ron appears contradictory. From previous studies [10,
14, 15] 1t 1s known, however, that the binding of a single particle of
colloidal i1ron will not take place wunless a minimum number of
negatively charged groups 1Is accessible, thus the Dbinding requires
a minimum charge density at sites In good steric position. This
prerequisite appears to be fulfilled best by glycoproteins fixed In high
lonic strength media, 1.e. In their coiled state of conformation. On the
other hand, the electrophoretic mobility of a cell reflects the net
charge as well as the distribution of charged sites at various levels of
the glycocalyx [27, 28, 47]. Therefore, conformational changes could
well take place without significant changes of electrophoretic mobility.

Moreover, the findings evidence the coilled state of glycoproteins
(Fig. 4) essential for anisotropic staining with toluidine blue [12, 22].
Electrostatic Interaction of the cationic dye certainly will take place
about equally well with either coiled and wuncoiled glycoproteins,
respectively. The ordered binding of the dye, indicated by birefringence,
positive dichroism, and metachromasia, requires some orientation of
oligosaccharide side chains and a minimum charge density. Uncoiled
glycoproteins, obviously, faill In the positioning of toluidine Dblue
molecules.

CONCLUSIONS

In general, homeostasis of circulating blood provides constancy of
erythrocyte surface constituents and properties. However, some regions
of the circulatory system, e.g. the spleen, and many artificial media
differ considerably from orthostatic conditions. On the basis of common
physicochemical rules, which govern the properties of peripheral
hydrophilic segments of glycocalyx glycoproteins, one may presume
molecular alterations to occur upon incubation of cells in nonphysiologic
media.

Cytochemical and physical methods were applied In this attempt
to demonstrate environmental effects on the erythrocyte surface. The
findings of the present studies cast light on a) the physiologic masking
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of erythrocyte receptor sites and b) artificial alterations of membrane
permeability and spatial redistribution of receptor sites. At least some
of the effects are assocliated with conformational changes of erythrocyte
membrane glycoproteins. Obviously, various routinely applied
pretreatments of cells 1Inevitably cause severe alterations of the
physiologic state of the cell membrane which might bear relevance to

some properties of these cells.

ZMIANY W OSLONCE POWIERZCHNIOWEJ (GLIKOKALIKS) ERYTROCYTA
WYWOLANE ODDZIALYWANIEM SRODOWISKA

Streszczenile

Komorka stale podlega oddziatywaniu z otoczeniem. W przypadku erytrocytow,
jak rowniez innych typow komorek zwierzat wielokomorkowych, homeostaza
zmniejsza roznorodnos$¢ tych oddziatywan. Z drugiej strony zmiana Srodowiska,
np. przeniesienie komorki do sztucznego Srodowiska, moze wywotac rozne efekty
w sktadnikach jej powierzchni. Wiele z tych efektow jest wywotanych czynni-
kami fizykochemicznymi. W artykule opisano chemiczne 1 biofizyczne badania
zmian powstatych na skutek dziatania srodowiska na ostonka powierzchniowa
erytrocyta.

Biatka osocza krwi wiaza sie w warunkach fizjologicznych z btona erytrocyta
przez adsorpcje lub tez — dziekl swoistemu wigzaniu — z miejscami recepto-
rowymi. Dziatanie wysoka sita jonowa usuwa wiekszosc zwigzanego Dbiatka. Inku-
bacja komodrek w srodowisku o niskiej sile jonowej] moze sprawic, ze polipeptydy
zostaja zwiazane z ich powierzchnig. Po inkubacji z ludzka gamma - globulinag,
Krwinki przemyte sacharoza o niskiej sile jonowej sa silnie optaszczone globulina.
Biatka zaadsorbowane przez btone erytrocyta lub z nig swoiscie zwigzane maskuja
miejsca o0 ujemnym +t{adunku. Przypuszcza sie, ze efekt ten jest spowodowany
zarowno zobojetnieniem tadunkow, jJjak 1 przeszkoda przestrzenna. Zmniejszenie
ujemnego tadunku netto, nastepujace po swoistym zwigzaniu dwu anty A - glo-
bulin z ostonka powierzchniowa erytrocyta, zostaje odwréocone przez dodatkowe
optaszczenie kwasnymi gtikoproteidami, np. bydleca podzuchwowa mucyna albo
glikoforyna.

Po Inkubacji w soli fizjologicznej, buforowanej fosforanem, erytrocyty
w ksztatcie dysku zmieniaja ksztatt na morwowaty. Zmiana ksztattu, ktora wedtug
hipotezy bilayer - couple jJest objawem bezwzglednego lub wzglednego rozsze-
rzenia sie zewnetrznej warstwy plazmolemy, wydaje sie byC zwigzana ze zmiana-
mi konformacji integralnych biatek btony komorkowej. Pod wptywem odksztat-
cenia wywotanego wirowaniem, erytrocyty, uprzednio ptukane solg fizjologiczng
buforowana fosforanem (PBS), wykazuja zwiekszong przepuszczalnosc, ktorej wy-
nikiem jest utrata K+ 1 wody komorkowej, oraz zmniejszenie sie objetosci Ko-
morki 1 wiekszag sktonnos¢ do odksztatcania. Przed ptukaniem PBS dyskoidalne
erytrocyty inkubowane w osoczu krwi nie traca K+ podczas wirowania, stad nie
staja sie skitonne do odksztatcen z powodu utraty ptynu komorkowego. Na pod-
stawlie tych obserwacjli mozna sadzi¢c, ze w Krwi krazacej dyskoidalne erytrocyty
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nie moga przesuwac sie przez naczynie wiosowate o0 przekroju mniejszym
niz 2,8 pm.

Powtorna inkubacja w roztworze izotonicznej sacharozy o niskiej sile jonowej
pozbawia ostonke powierzchniowa luzno zwigzanych jonow 1 moze spowodowac
zmiany konformacji biatek btonowych. Dziatanie niska sita jonowa na erytrocyty
daje w wyniku catkowite zahamowanie barwienia anizotropowego, znaczne zmniej-
szenlie sie powinowactwa do koloidalnego zelaza, natychmiastowa aglutynacje oraz
Zwiekszenie sie przepuszczalnosci btony komorkowej. Efekty te przypisuje sie przede
wszystkim prostowaniu sie, na skutek dziatania niskiej sity jonowej, N - konco-
wych hydrofilnych glikoproteidow, co jest zwigzane ze zmniejszeniem sie gestoscl
tadunku elektrycznego. Srodowiska o wysokiej sile jonowej moga to zjawisko

odwrocic.
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AKTYWNOSC ARYLOWYCH HYDROKSYLAZ W LIMFOCYTACH
LUDZKICH A PROCESY KARCINOGENEZY CHEMICZNEJ

RELATIONSHIP BETWEEN ARYL HYDROCARBON HYDROXYLASE ACTIVITY
IN HUMAN LYMPHOCYTES AND CHEMICAL CARCINOGENESIS

Jozef SAWICKI

Zaklad Badania Srodowiska Instytutu Biofarmacji AM, Warszawa

Streszczenie. Omowiono udziat arylowej hydroksylazy limfocytow ludzkich w pro-
cesach aktywacji enzymatycznej wielopierscieniowych weglowodorow aromatycz-
nych. Przedstawiono poglady dotyczgce oceny zaleznoSci miedzy poziomem aktyw-

noscli tego enzymu u poszczegolnych osdob a ryzykiem wewnatrzustrojowym za-
padalnosci na choroby nowotworowe.

Summary. The role of aryl hydrocarbon hydroxylase of human lymphocytes In
enzymatic activation of polycyclic aromatic hydrocarbons was discussed. The

relationship between the enzyme activity In Individuals and endogenous risk
was presented.

SKroty uzyte w pracy

AHH — arylowa hydroksylaza weglowodorow
BP — Dbenzo(a)piren
MC — 3 - metylocholantren
DMBA — 7,12 - dwumetylobenzantracen
DBA — dwubenzantracen

WiekszoS¢ znanych zwigzkow rakotworczych wymaga dla swego dzia-
tania aktywacjli enzymatycznej. Metabolity tych zwiazkow, wykazujace
dziatanie karcinogenne, moga powstawaCc w zmiennych iloSciach w za-
leznosci od aktywnosci roznych enzymow zawartych w komorce. Dla-
tego tez waznym zagadnieniem pozostaje okreSlenie roli, jaka moga
spetniac poszczegolne enzymy w aktywacji lub detoksykacji zwigzkow
rakotworczych. WsSrod enzymow uczestniczacych w przemianach tych
ZWi1gzkow wazng grupe stanowia monooksygenazy zlokalizowane w sia-
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teczce wewnatrzplazmatycznej. Biorg one udziat w metabolizmie roz-
norodnych ksenobiotykow [9], takich jak niektore leki, pestycydy, wie-
lopierscieniowe weglowodory aromatyczne [10], jak rowniez zwiazkow
endogennych, np. sterydow [8], Chociaz na ogot procesy katalizowane
przez monooksygenazy prowadza do detoksykacji zwigzkow [7, 10, 43],
to jednak enzymy te moga rowniez metabolizowa¢ weglowodory aro-
matyczne do zwiazkow dziatajacych cytotoksycznie [12] 1 karcinogen-
nie [21].

Wyniki wielu prac wskazuja, ze karcinogennosSC weglowodorow aro-
matycznych moze byc uzalezniona od aktywnosci monooksygenaz [7, 10,
11, 43],

Do monooksygenaz nalezy m. In. arylowa hydroksylaza weglowo-
dorow (AHH), ktore] obecnosc stwierdzono w roznych tkankach wielu
gatunkow zwierzat laboratoryjnych [30, 32, 42] oraz w roznych tkankach
ludzkich: watrobie [24], tozysku [31, 44], tkankach ptodowych [16], lim-
focytach [5 45], monocytach [2, 25], skorze [26] 1| makrofagach ptuc
|6, 28], Rola jaka odgrywa AHH w aktywacji karcinogendow z grupy
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych pozostaje nie w pet-
ni wyjasniona. Wiadomo, ze zwiazki te sa wstepnie utleniane przez
AHH do epoksydow, ktore moga taczyC sie z makroczasteczkami komor-
kowymi, m. in. z DNA [39]. Zgodnie z hipotezami niektorych autorow
[4], tworzenie kompleksow z DNA ma prawdopodobnie istotne znacze-
nie w mechanizmie iIndukcji nowotworow przez weglowodory aroma-
tyczne. Stwierdzono takze [40, 46], ze AHH Dbierze udziat w przemianie
7,8 - dwuhydrodiolu benzo(a)pirenu do epoksydiolu benzo(a)pirenu (7,8 -
dwuhydro - 7,8 - dwuhydroksybenzo(a)piren - 9,10 - epoksyd), ktory to me-
tabolit tworzy potaczenia z DNA [36], jak rowniez wykazuje silne dzia-
lanie mutagenne [15, 27, 35] 1 obecnie uwazany jest za zwiagzek, Ktory
moze byC odpowiedzialny za dziatanie karcinogenne BP.

ZaleznoSC miedzy poziomem aktywnosci AHH 1 powstawaniem no-
wotworow wywotanych zwigzkami chemicznymi byta przedmiotem licz-
nych badan 1 rozwazan teoretycznych. Kouri 1 wsp. [22] wykazali istnie-
nie korelacji miedzy powstawaniem nowotworow wywotanych MC a po-
ziomem indukcji AHH u myszy. Natomiast nie stwierdzono zaleznosci
miedzy powstawaniem miesakow pod wptywem DMBA [33] lub BP [3]
a poziomem indukcji AHH u tych samych wsobnych szczepdow myszy.

AHH sa indukowane przez rozne weglowodory wielopierscieniowe
| Istnieja dowody, ze stopien indukcji moze by¢ uwarunkowany gene-
tycznie zarowno u zwierzat laboratoryjnych [13, 34, 41], jak 1 u cztowie-
ka [18]. Przypuszcza sie, ze roznice w aktywnosci AHH, istniejagce mie-
dzy poszczegolnymi osobnikami [18], mogtyby by¢ wskaznikiem roznic
ryzyka wewnatrzustrojowego zapadalnosci na nowotwory w przypad-
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ku narazenia na weglowodory aromatyczne. Wskaznikiem mozliwym do
oznaczania moze byc aktywnos¢ AHH limfocytow krwi obwodowej, ze
wzgledu na dostepnoSCc tego materiatu do badan.

AHH LIMFOCYTOW LUDZKICH

Aktywnos¢ AHH w Ilimfocytach ludzkich zostata wykazana stosun-
kowo niedawno przez Whitlocka 1 wsp. [45], przy czym okazato sie, ze
jest ona niska w porownaniu z aktywnoscia w mikrosomach komorek
watroby szczura lub komorek fibroblastow chomicznych. Badania roz-
nych autorow dowiodty, ze limfocyty krwi obwodowe] hodowane in Vi-
tro wykazujg aktywnosc AHH, jezeli zostana poddane dziataniu czyn-
nika mitogennego [5, 45]. MC dodany do hodowli limfocytow zawiera-
jace] fitohemaglutynine powoduje okoto 4 - krotny wzrost aktywnosci
AHH (w porownaniu do hodowli bez induktora) przy maksimum wyste-
pujacym po 12 godz. od momentu jego dodania, natomiast nie indukuje
AHH przy braku w hodowli czynnika mitogennego [5]. Sposrod bada-
nych induktorow [14] DBA okazat sie znacznie silniejszym niz MC
| iIndukowat enzym w komaorkach, ktore nie wykazywaty wzrostu aktyw-
nosci AHH pod wptywem MC.

Szczegotowe badania akywnosci AHH w Ilimfocytach ludzkich ho-
dowanych In vitro prowadzili Gurtoo 1 wsp. [14]. Autorzy ci wykazalli,
ze aktywnoSC enzymu w hodowli stymulowane] mitogenem wzrastata
wolno 1 osiagata maksimum miedzy 48 a 72 godz. inkubacji, a nastepnie
obnizata sie wyraznie wraz z uptywem czasu. Od 72 godz. obnizata sie
rowniez zywotnos¢ komorek, osiggajac po 120 godz. poziom okoto 50%.
Okazato sie rowniez, ze przy pomiarze aktywnosci AHH optimum pH
wynosit 85 w odrdéznieniu od optimum 7,5 okreSlonego przez Neberta
| Gelboina [29] dla enzymu pochodzgcego z innych tkanek zwierzat.

Przy ocenie zaleznosci miedzy aktywnoscia AHH w limfocytach a ry-
zykiem zapadalnosci na choroby nowotworowe czesto rozpatruje sie
wspotczynnik indukcji tego enzymu, tzn. stosunek aktywnosci Indu-
kowane] weglowodorem wielopierscieniowym (najczesciej] MC lub DBA)
do aktywnosci kontrolnej. Kellermann 1 wsp. [18] badali poziom In-
dukcji AHH w limfocytach ludzkich 1 sugerowali, ze populacje ludzka
mozna podzielic na 3 grupy ze wzgledu na wartoS¢ wspotczynnika in-
dukcji: niski — do 2,7 (53% populacji), Sredni — od 2,7 do 3,6 (37%
populacji) 1 wysoki — powyze] 3,6 (10% populacji). Autorzy ci uwazaja,
Ze miedzyosobnicze roznice w poziomie indukcji sa wynikiem wystepo-
wania 2 alleli (dla niskie] 1 wysokie] indukcyjnosci) zlokalizowanych
w pojedynczym locus. Nastepnie ci sami autorzy sugerowali, ze u 0s0b
o wysokim 1 Srednim wspotczynniku indukcji wystepuje odpowiednio

3 — Postepy Biol. Kom. 4/78
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36- 1 16 - krotnie wieksze ryzyko zachorowania na raka ptuc w porow-
naniu z osobami o niskim wspotczynniku [19]. Wyniki tych badan po-
Zwalaja przypuszczac, ze moze istniec zwiazek miedzy wspotczynnikiem
Indukcji AHH w limfocytach a ryzykiem zapadalnosci na choroby no-
wotworowe.

Okazuje sie jednak, ze o wyznaczonej wartosci wspotczynnika In-
dukcji AHH moze decydowacC bardzo wiele czynnikow. Keliermann
| wsp. [17, 19] stwierdzili w swoich badaniach wysoka powtarzalnosc
wynikow oznaczania AHH w limfocytach uzyskiwanych w roznych od-
stepach czasu u te]j samej osoby, 1 istnienie w populacji 3 grup o0 zroz-
nicowanym wspotczynniku indukcji [18].

Nowsze prace wielu autorow [1, 20, 23, 37] dostarczyty sprzecznych
danych dotyczacych zarowno odtwarzalnosci oznaczania AHH, jak 1 mo-
zliwosci wydzielenia grup osob o roznych wspotczynnikach indukcji te-
go enzymu. Kourl 1 wsp. [23] oraz Atlas 1 wsp. [1] stwierdzaja, ze u tych
samych o0sO0b wystepuja okresowe zmiany zarowno w kontrolnym, jak
| wyindukowanym poziomie aktywnosci AHH w limfocytach. Natomiast
Paigen 1 wsp. [37] zaobserwowall wystepowanie w claggu roku sezono-
we] zmiennosci w aktywnosci AHH, podstawowej 1 wyindukowanej,
U poszczegolnych osob (od stycznia do maja poziom aktywnosci wyindu-
kowane] Jest najnizszy 1 stanowl okoto 20°/0 wartoscl uzyskiwanych
w pozostatych miesiacach). WartoSC wspotczynnika indukcji u 53 prze-
badanych osob wahata sie w granicach 0,9-5,0, ale rozktad wartoSci nie
pozwalat na wydzielenie jakichkolwiek grup. Taki zakres wspotczynni-
ka Jest zblizony do wynikow Kellermanna 1 wsp. [18], ale sprzeczny
z wynikami Kourt 1 wsp. [23], ktorzy stwierdzili, ze maksymalna war-
tosC wspotczynnika wynosi 2,9.

Zmienna aktywnos¢ AHH w Ilimfocytach tych samych o0s6b moze
by¢ wedtug niektdérych autorow [28] zwigazana ze zmiennoscia Induku-
Jjacego dziatania mitogenu, jak rowniez zmiennoscig reakcji na czynniki
zawarte w podtozu hodowli. Stwierdzono, ze aktywnoSC enzymu zmie-
nia sie w zaleznosci od rodzaju, jak rowniez roznych partii te] samej
surowicy dodawanej do hodowli [1, 37], co sugeruje istnienie w Suro-
wicy czynnika Indukujacego.

Wedtug niektorych autorow [28], u osob palacych papierosy poziom
podstawowy AHH w limfocytach jest wyzszy niz u niepalagcych, co po-
woduje, ze wspotczynnik indukcji jest u tych osob nizszy, przy znacznie
wyzszym ryzyku zapadalnosci na raka ptuc.

W ostatnio opublikowanej pracy, Hart 1 wsp. [38] przedstawlili do-
wody, ze wspotczynnik indukcji AHH limfocytow ludzkich hodowanych
In vitro jest zmienny w zaleznosci od czasu trwania hodowli 1 ze istnie-
Je korelacja miedzy poziomem Indukcjl enzymu a procentem transfor-
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macji blastycznej, przy czym okazato sie, ze wyrazne maksimum In-
dukcji wystepuje u poszczegolnych osob po roznym czasie od momentu
dodania iInduktora.

Bioragc pod uwage duza rozbieznosC wynikOw otrzymanych w omo-
wionych pracach, mozna stwierdzic, ze na obecnym etapie badan nie
jest mozliwa ostateczna odpowiedz na pytanie, czy zwiekszony poziom
Indukcji AHH w limfocytach ludzkich moze byC wskaznikiem wzrostu
ryzyka wewnatrzustrojowego zapadalnoSci na choroby nowotworowe.

Wydaje sie, ze konieczna Jest dalsza standaryzacja samej] metody
oznaczania aktywnosci AHH w limfocytach dla uzyskiwania obiektyw-
nych wartosci aktywnosci enzymu. Jak wynika z omawianych juz ba-
dan Harta 1 wsp. [38], bardzo wazny jest czas oznaczania od momentu
dodania induktora do hodowli. Dlatego tez, w celu okreslenia maksimum
Indukcji enzymu dla kazdej osoby, nalezatoby dokonywacC pomiarow
W roznych odstepach czasu. Z uwagl na indukujace AHH dziatanie sto-
sowane] w hodowli surowicy ptodowe] cielece], celowe wydaje sie
sprawdzenie surowicy autogeniczne], ktora byc moze pozwoli na wyeli-
minowanie jednego z czynnikow powodujacych brak powtarzalnosci wy-
nikow uzyskiwanych w rdoznym czasie z materiatu pochodzacego od tej
samej] o0soby.

Przy ocenie zaleznosSci miedzy poziomem indukcji AHH a ryzykiem
wewnatrzustrojowym zapadalnosci na choroby nowotworowe, niektorzy
autorzy stwierdzaja istnienie korelacji na podstawie zwiekszonych war-
tosci wspotczynnikow indukcji u osob z nowotworami. Nie jest jednak
wykluczone, ze ten zwiekszony wspotczynnik jest wynikiem zaistniatych
zmian nowotworowych. Dlatego tez wydaje sie, ze konieczne bytoby
przeprowadzenie badan na duzej liczbie osob, u ktorych wstepnie wy-
znaczono by wartosci wspotczynnika indukcji AHH w limfocytach 1 0so-
by te bytyby poddane wieloletnim obserwacjom pod katem zapadal-
nosci na choroby nowotworowe. Do badan mozna by wytypowacC rodzi-
ny, w ktorych istnieje wysoka zapadalnoS¢ na nowotwory, rodziny o ni-
skie] zapadalnoSci oraz potomstwo osobnikow pochodzacych z rodzin
mieszanych. Mozna przypuszczac, ze wyniki uzyskane z tych badan mo-
gtyby utatwiC¢ odpowiedz na pytanie, czy genetycznie uwarunkowany
zwiekszony poziom indukcji AHH jest czynnikiem powodujacym wzrost
ryzyka zapadalnoSci na choroby nowotworowe.
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KOMUNIKAT

Informujemy, ze Konferencja Naukowo-Szkoleniowa
Polskiego Towarzystwa Immunologicznego nt. Immunologia
w medycynie, potaczona z Il Zjazdem Towarzystwa, od-
bedzie sie w Poznaniu w dniach od 25 do 27 wrzesSnia
1980 .

Przewiduje sie dwa wyktady wprowadzajace zaproszo-
nych referentow oraz sympozja 0 nastepujace] tematyce:

1. Mechanizmy efektorowe komorkowej odpowiedzi Im-
munologiczne]

2. Mechanizmy efektorowe humoralnej odpowiedzl Im-
munologiczne]

3. Immunologia nowotworow

4. Immunologia chorob tkanki tacznej

5. Immunologiczne podstawy nadwrazliwosci typu na-
tychmiastowego

6. Immunologia infekcyjna

W ramach kazdego sympozjum zostang wygtoszone
cztery 20-minutowe wyktady.

Planuje sie rowniez sesje plakatowo-robocze (poster-
workshops), ktorych tematy nie sa Jeszcze ustalone. Do-
tychczas wptynety nastepujace propozycje:

1. Grasica 1 uktad hemopoetyczny w rozwoju odpo-
wiedzli immunologiczne)

2. Subpopulacje limfocytow

3. Antygeny zgodnosci tkankowe]

4, Antygeny nowotworowe

5. Immunologia chorob nerek

6. Immunologia chordb rozrostowych wuktadu Kkrwio-
tworczego

/. Immunologia wirusowego zapalenia watroby

8. Mechanizmy immunosupresji farmakologicznej

Prosimy o zgtaszanie uwag 1 propozycji, szczegolnie do-
tyczacych sesji plakatowo-roboczych.

Komitet Organizacyjny
Zaktad Immunologili 1 Reumatologii
Instytutu Chordob Wewnetrznych AM
60-967 Poznan, ul. Szkolna 8/12
tel. 542-61 Ilub 511-11 w. 256



INFORMACJE DLA AUTOROW

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI drukuja artykuty przegladowe, omawiajace
najnowsze osiaggniecia w dziedzinie biologii komorki, nie publikowane dotad w iIn-
nych wydawnictwach. Autorzy odpowiadaja za ScistoS¢ podawanych informacji.
Obowiazuje terminologia zgodna z polskim mianownictwem histologicznym, ana-
tomicznym 1 embriologicznym.

Artykuly drukowane w POSTEPACH BIOLOGII KOMORKI nie moga by¢ bez
zgody Redakcji publikowane w innych periodykach.

Prace nalezy przysytac w dwu egzemplarzach — zarowno tekst, jak 1 zalacz-
niki. ObjetosC tekstu (bez rysunkow wraz z objasnieniami) nie powinna przekra-
czaC 20 stron maszynopisu. Maszynopis powinien byc pisany jednostronnie, z pod-
wojna Interlinia, marginesem okoto 4 cm po lewejJ stronie oraz ponumerowany.
W teksScie nie nalezy robi¢ zadnych podkreSlen na maszynie ani atramentem.

Na pierwszej stronie nalezy podac, przed tekstem, tytut pracy w jJjezyku pol-
skim 1 angielskim, pod nim imiona (w petnym Dbrzmieniu) 1 nazwiska autorow oraz
nazwe zaktadu naukowego, w Kktorym autorzy pracuja, nastepnie krotkie stresz-
czenie (ok. 1/2 strony) — rowniez w jezyku polskim 1 angielskim. Za streszczeniem,
Z pozostawieniem okoto 5 cm odstepu, nastepuje tekst gitowny. W tekScie nie na-
lezy zamieszcza¢ zadnych tabel, rysunkow, fotografii ani schematow. Dla ustalenia
ich lokalizacji nalezy pozostawi¢c wolny wiersz w zadanym miejscu | odpowiednio
zaznaczyC otowkiem na marginesie: tab. 1, ryc. 1 Itp.

Tekst podzielony na rozdziaty jest bardziej przejrzysty. Po tytutach wydzielo-
nych nie nalezy stawiaC kropek. Za tekstem nalezy dotaczyc spis literatury. Po-
winna byC ona utozona w porzadku alfabetycznym. Powotywanie sie na cytowana
literature nastepuje przez wymienienie liczby porzadkowej w nawilasach prosto-
katnych, np. [5].

Przyktady cytowania literatury:

1] Sachsenmajer W., Remy U., Plattner R., Initiation of synchronous mitosis In
Physarum polycephalum, Exptl. Cell Res., 73: 41-48, 1972.

[2] Hnilica L. S., McClure M. E., Speltzberg T. C., Histone biosynthesis and the
cell cycle, [w] Histone and Nucleohistones, red. D. M. P. Philips, Plenum Press.
London, New York 1977, 60-64.

Tabele nalezy dotaczyC na oddzielnych kartkach — kazda powinna byc pod-
pisana. Rysunki, schematy, fotografie nalezy dotaczyC w postaci nadajacej sie do
reprodukcji lub przerysowania. Fotografie powinny byC na btyszczacym papierze,
kontrastowe. Podpisy pod ryciny powinny byC dotaczone na oddzielnej Kkartce.
Przy zatacznikach powinno byc podane ich pochodzenie.

Redakcja zastrzega sobie prawo dokonywania skrotow.

Autor na zyczenie Redakcji obowigzany Jest dokonacC korekty autorskiej, ktora
powinien zwrocic w ciaggu 3 dni. Koszty spowodowane zmianami tekstu w Ko-
rekcie, poza poprawkami btedow drukarskich, ponosi Autor.

Artykuty honorowane sa wedtug ustalonych stawek, autorzy otrzymuja 25 nad-
bitek bezptatnie.



Warunkl prenumeraty kwartalnika

POSTEPY BIOLOGII KOMORKI

Cena prenumeraty Kkrajowej:
rocznie zt 80.— potrocznie zt 40.—

Prenumerate na Kkraj przyjmuja Oddziaty RSW , Prasa-Ksigzka-Ruch” oraz
urzedy pocztowe 1 doreczyciele w terminach:

— do dnia 25 listopada na styczen, | kwartat, | potrocze roku nastepnego I ha
caty rok nastepny,

— do dnia 10 miesigca, poprzedzajacego okres prenumeraty, na pozostate
okresy roku Dbiezacego.

Jednostkil gospodarki uspotecznionej, Instytucje 1 organizacje spoteczno-poli-
tyczne, sktadaja zamowienia w miejscowych Oddziatach RSW ,,Prasa-Ksigzka-
Ruch”.

Zaktady pracy w miejscowosciach, w Kktorych nie ma Oddziatbw RSW, oraz
prenumeratorzy indywidualni zamawiaja prenumerate w urzedach pocztowych lub
u doreczyciell.

Prenumerate ze zleceniem wysytki za granice, ktora jest o 50% drozsza od
prenumeraty krajowej, przyjmuje RSW ,Prasa-Ksigzka-Ruch”, Centrala Kolpor-
tazu Prasy 1 Wydawnictw, ul. Towarowa 28, 00- 958 Warszawa, konto PKO
nr 1531 - 71, w terminach podanych dla prenumeraty krajowe].

Biezace 1 archiwalne numery mozna nabyC lub zamowi¢c we Wzorcowni Wy-
dawmictw Naukowych PAN-Ossolineum-PWN, Patac Kultury 1 Nauki (wysokl par-
ter), 00 - 901 Warszawa, oraz w ksiegarniach naukowych ,Domu Ksigzki”.

A subscription order stating the period of time, along with the subscriber’s
name and address can be sent to your subscription agent or directly to Foreign
Trade Enterprise Ars Polona-Ruch, 00 - 068 Warszawa, 7 Krakowskie Przedmiescie,
P. O. Box 10001, POLAND.

Please send payments to the account of Ars Polona-Ruch in Bank Handlowy
S. A., 7 Traugutt Street, 00 - 067/ Warszawa, POLAND.



Cena zt 20,

SPIS TRESCI

M. SUDOL, Peptydy jako regulatory komorkowego

Y4 (0 S U PP 325
G. GEYER, Environmental alterations of the erythro-
CYte glyCOoCaAlY X i, 341

J. SAWICKI, Aktywnos¢ arylowych hydroksylaz w
limfocytach ludzkich a procesy karcinogenezy che-
AL Loy 4 1 1= [P STSPPPRSTRRY 355

Indeks 36970
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