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INFORMACJA DLA AUTORÓW

Postępy Biochem ii publikują artykuły  referatow e ze wszystkich 
dziedzin biochemii nie drukow ane w  innych czasopismach. A rtykuły 
drukow ane w Postępach B iochem ii nie mogą być bez zgody Redakcji 
publikow ane w innych czasopismach. A rtykuły są honorowane wg u s ta ­
lonych stawek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając 
pracę. A utora obowiązuje korekta autorska. Koszty zm ian tekstu  w  ko­
rekcie, poza popraw kam i błędów drukarskich  ponosi autor.

R edakcja zastrzega sobie możność w prow adzenia skrótów  i pop ra­
w ek nie w pływ ających na treść pracy.

Forma m aszynopisu. M aszynopis pracy i wszelkie załączniki należy 
nadsyłać w dwu egzem plarzach. Maszynopis powinien być napisany 
jednostronnie, z podw ójną in terlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lewej 
i ok 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierw szej s tro ­
nie należy zamieścić tylko: imiona (w pełnym  brzm ieniu) i nazw iska 
autorów , ich ty tu ły  naukowe w raz z nazwam i placówek naukowych, 
ty tu ł pracy w języku polskim i angielskim  oraz omówienie tem atu  p ra ­
cy w  języku angielskim  (najwyżej 5 wierszy maszynopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć num eracją rzym ską, a podroz­
działy — arabską. Tytuły nie wydzielone z tekstu  nie pow inny być n u ­
merowane.

W tekście nie należy zamieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym  m iejscu należy pozostawić wolny wiersz 
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
minowy (I).

Powołując się na lite ra tu rę  należy podać w tekście, w nawiasie, 
kolejny num er pozycji w spisie literatury .

Załączniki do tekstu . Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  num erem  odpowiadającym  użytem u w  tek ś­
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  autora i początkowym i w yrazam i ty tu łu  pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłówek opisujący jej treść, jej ru b ry ­
ki powinny być zaopatrzone w odpowiedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i powinny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, k tórych nie można napisać 
na maszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym  tuszem. W fotografiach 
i w ykresach należy oznaczyć „górę” i „dół”.

Literatura. W ykaz litera tu ry  należy wypisać oddzielnie, na ostatnich 
stronach m aszynopisu, w alfabetycznej kolejności nazwisk autorów.
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IGNACY REIFER

1909— 1971

2 kwietnia 1971 roku zmarł w Krakowie I g n a c y  R e i f e r ,  profesor 
zwyczajny Uniwersytetu Jagiellońskiego, członek korespondent Polskiej 
Akademii Nauk, były wicedyrektor Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN 
w Warszawie.

Nauka polska poniosła niepowetowaną stratę. Był jednym z tych, któ­
rzy dźwignęli ją z chaosu i ruin pozostawionych przez najstraszniejszą 
z wojen. Już w pierwszych latach po zakończeniu II wojny światowej zor­
ganizował w Warszawie nowoczesny warsztat pracy, ku któremu zdążali 
zewsząd entuzjaści młodej, dynamicznie rozwijającej się gałęzi nauk bio­
logicznych — biochemii. Tworzył, organizował, wychowywał. Szedł tą dro­
gą niestrudzenie, z optymizmem i entuzjazmem. Śmierć zabrała Go nagle, 
w pełni sił twórczych.

Urodził się 30.VI.1909 roku w Chrzanowie w woj. krakowskim. Tamże 
ukończył gimnazjum. Po studiach i uzyskaniu doktoratu na Wydziale Che­
micznym Politechniki w Brnie Morawskim (1932 rok) rozpoczął pracę za­
wodową w Instytucie Patologii Eksperymentalnej i Ogólnej Uniwersytetu 
Wiedeńskiego. Prześladowany przez władze hitlerowskie wyemigrował 
w 1939 roku do Nowej Zelandii, gdzie wkrótce założył Zakład Chemii Ro­
ślin przy Instytucie Badań Naukowych i Przemysłowych w Palmerston 
North. Po wojnie wraca do kraju, by już w 1947 roku utworzyć Zakład 
a następnie Katedrę Biochemii na Wydziale Rolnym Szkoły Głównej Gos­
podarstwa Wiejskiego w Warszawie. Tu habilituje się na podstawie roz­
prawy pt. „Źródła amoniaku w ekstraktach roślinnych” (1950 rok), a nas­
tępnie uzyskuje kolejno tytuł profesora nadzwyczajnego i zwyczajnego. 
W 1967 roku zostaje członkiem korespondentem Polskiej Akademii Nauk. 
Będąc kierownikiem Katedry Biochemii SGGW bierze czynny udział w or­
ganizacji Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie. Przez kilka­
naście lat pełni w nim funkcje wicedyrektora do spraw naukowych oraz 
kierownika Zakładu Biochemii Roślin. W tym samym czasie jest człon­
kiem Komitetu Biochemicznego i Sekretariatu II Wydziału PAN. Równo­
cześnie współpracuje z Państwową Radą do Spraw Pokojowego Wyko­
rzystania Energii Jądrowej, jako członek Komisji Nauk Biologicznych 
i Medycznych. Był jednym z założycieli Polskiego Towarzystwa Bioche­
micznego a także polskich czasopism biochemicznych, Acta Biochimica Po­
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536 J . BUCH OW ICZ

lonica i Postępów Biochemii. Od 1965 roku był organizatorem i opiekunem 
Katedry Biochemii i Biofizyki U.J. w Krakówe, do której przeniósł się na 
stałe w 1969 roku.

Bogaty dorobek naukowy Profesora Reifera jest dobrze znany szero­
kim kręgom biochemików i fizjologów w kraju i zagranicą. Rejestr jego 
publikacji obejmuje sto kilkadziesiąt pozycji. Koncentrują się one głównie 
wokół metabolizmu niskocząsteczkowych związków azotowych w roślinach 
wyższych. Szczególnie cennymi były wyniki badań nad biogenezą alka­
loidów, przemianami aminokwasów cyklu ornitynowego i biosyntezą nu- 
kleotydów pirymidynowych. Stale cytowane w piśmiennictwie światowym 
są także liczne mikrometody ilościowego oznaczania wielu niskocząstecz­
kowych metabolitów komórki roślinnej. W ostatnich latach podjął zakro­
jone na szeroką skalę badania nad istotą i mechanizmem działania natu­
ralnych inhibitorów enzymów. Już wstępne wyniki rzuciły nowe światło 
na procesy regulacji aktywności enzymów w komórce roślinnej. Śmierć 
przerwała te badania w fazie najbardziej fascynującej. Drogą wskazaną 
przez Profesora Reifera idzie obecnie liczna grupa jego uczniów i wycho­
wanków.

Wybitne osiągnięcia naukowe, bogaty dorobek organizacyjny i wycho­
wawczy wynikały z niezwykłych zalet jego umysłu i zdumiewającej pra­
cowitości. Był wymagający wobec innych, ale jeszcze więcej wymagał od 
siebie. Zawsze pełen energii i niegasnącego zapału. Porywał swym opty­
mizmem. W kierowanych przez siebie placówkach stwarzał atmosferę 
twórczej pracy, entuzjazmu i koleżeńskości.

Był szlachetnym człowiekiem i prawdziwym uczonym.

J. Buchowicz
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JADW IGA BRYŁA*

Regulacja glukoneogenezy 
II. Rola hormonów

Control of Gluconeogenesis 

II. Role of Hormones

R egulatory action of ad renal corticosteroids and pancreatic horm ones (glucagon 
and insulin) on gluconeogenesis is review ed.

Znamienną cechą żywych organizmów jest ich zdolność do utrzymy­
wania „stałości środowiska wewnętrznego”, mimo zmian zachodzących 
w środowisku zewnętrznym. Utrzymywanie stałego poziomu glukozy 
w krwi jest jednym z uderzających przykładów homeostazy. W organiz­
mie muszą zatem istnieć mechanizmy, dzięki którym jest zachowywana 
równowaga między procesami powodującymi rozpad glukozy w tkankach 
(glikoliza), przekształcanie glukozy w glikogen (glikogeneza), przekształca­
nie glikogenu w wątrobie w glukozę (glikogenoliza) i powstawanie glu­
kozy z prekursorów niewęglowodanowych (glukoneogeneza). W regulacji 
tych złożonych procesów metabolicznych odgrywa znaczną rolę poziom 
pewnych metabolitów i hormonów w krwi.

Wpływ poziomu kwasów tłuszczowych na szybkość wytwarzania glu­
kozy omówiono uprzednio (7). Jak wiadomo, w wyniku utleniania kwasów 
tłuszczowych wzrasta znacznie poziom acetyloCoA i zred. NAD (43, 66, 68, 
85, 87, 89, 91, 92). AcetyloCoA aktywuje karboksylazę pirogronianową (6, 
34, 70, 89, 90, 91), a równoważniki redukujące zred. NAD są wykorzysty­
wane w reakcji przekształcania kwasu 3-fosfoglicerynowego w aldehyd 
3-fosfoglicerynowy (29, 36, 41, 60, 63, 68, 70, 87, 89). Wzmożone utlenianie

* Dr, Zakład Enzym atyki, In sty tu t Biochemii, U niw ersytet W arszawski, W ar­
szawa

Wykaz stosowanych skrótów: Lact — mleczan, P yr — pirogronian, OA — szcza- 
wiooctan, Mai — jabłczan, PEP — fosfoenolopirogronian, 2PGA — kwas 2-fosfoglice- 
rynowy, 3PGA — kw as 3-fosfoglicerynowy, GAP — aldehyd 3-fosfoglicerynowy, 
DAP — fosfodw uhydroksyaceton, FDP — fruktozo-l,6-dw ufosforan, FDPaza — fosfo- 
hydrolaza fruktozo-2,6-dw ufosforanu, F6P — fruktozo-6-fosforan, G6P — glukozo-6- 
fosforan, G6Paza — fosfohydrolaza glukozo-6-fosforanu, Triam cinolon — 2-dehy- 
dro,16a-hydroksy,9a-fluorokortyzol, AIS — surow ica św inki m orskiej im m unizowanej 
przeciwko insulinie, O — kwas oleinowy, KT — kw asy tłuszczowe, Gik — glukoza
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538 J. BR YŁA [2]

kwasów tłuszczowych w warunkach związanych ze zwiększoną szybkoś­
cią syntezy glukozy dostarcza również energii niezbędnej do przeprowa­
dzenia reakcji katalizowanych przez karboksylazę pirogronianową, karbo- 
ksylazę fosfopirogronianową i kinazę kwasu 3-fosfoglicerynowego.

Wyniki badań nad wpływem hormonów na szybkość glukoneogenezy 
w całym organizmie jest trudno interpretować, ponieważ dotyczą one za­
równo tkanek glukoneogenicznych jak i obwodowych (39). Ostatnio, ba­
dania prowadzi się na skrawkach tkanek glukoneogenicznych (wątroba, 
nerka) lub metodą perfuzji całych organów. Szybkość glukoneogenezy 
w preparatach wątroby i nerki szczura poddawanych perfuzji (15, 51, 56) 
oraz w skrawkach wątroby (37, 56) i w skrawkach kory nerki (38) jest 
zbliżona do wartości obserwowanych w całych organizmach (3, 33) i dla­
tego uważa się, że w układach poddawanych perfuzji szybkości przemian 
metabolicznych są zbliżone do panujących in vivo (15, 30, 56). Jednakże 
przy rozpatrywaniu sposobu działania różnych hormonów, powodujących 
zmianę szybkości glukoneogenezy, należy zwrócić uwagę na różnice we 
właściwościach badanych preparatów oraz metodykę przeprowadzania 
perfuzji (47, 48, 92). Czynniki te mają szczególne znaczenie w badaniach 
szybkości wytwarzania glukozy w wątrobie.

Szybkość glukoneogenezy jest uwarunkowana w głównej mierze obec­
nością w krwi hormonów wydzielanych przez dwa ośrodki: nadnercza 
(kortykosterydy i adrenalina) i trzustkę (glukagon, insulina). Współdziała­
nie tych hormonów w regulacji aktywności enzymatycznej oraz biosynte­
zy enzymów w arunkuje zachowanie równowagi między intensywnością 
procesów powodujących rozpad glukozy i syntezę tego związku, w wy­
niku czego jest utrzymywany stały poziom glukozy w krwi.

I. Kortykosterydy

Kortykosterydy są wytwarzane w części korowej nadnerczy. Usunięcie 
tych narządów głodzonym szczurom (adrenalektomia) powoduje zmniej­
szenie intensywności glukoneogenezy w wątrobie poddawanej perfuzji (13), 
w skrawkach wątroby (10, 28) i kory nerki (69). Szybkość wytwarzania 
glukozy z pirogronianu (13, 69) z mleczanu (13) i alaniny (10, 28) jako sub­
stratów jest niewielka. Przywrócenie normalnej szybkości syntezy gluko­
zy w wątrobie i nerce obserwowano po injekcji kortykosterydów zwierzę­
tom (69). Co więcej, także dodanie hormonów do mieszaniny inkubacyj- 
nej przyspiesza zarówno wytwarzanie glukozy w skrawkach wątroby (10,
28) i kory nerki (32, 61), jak i pobieranie dwutlenku węgla (61). Dane te 
sugerują, że pod wpływem kortykosterydów zwiększa się aktywność enzy­
mów katalizujących przekształcenie pirogronianu w triozofosforan. Za 
tym przypuszczeniem przemawia również zwiększenie aktywności karbo- 
ksylazy fosfopirogronianowej w cytoplazmie wątroby i kory nerki (32, 40)

http://rcin.org.pl



R E G U L A C JA  G L UK O NEO G ENEZY 539

oraz karboksylazy pirogronianowej w wątrobie (23, 31) in vivo po poda­
niu kortykosterydów.

Według W e b e r a  (72) kortykosterydy odgrywają pewną rolę w ho­
meostazie w wyniku wytwarzania prekursorów glukoneogenezy w tkan­
ce tłuszczowej i mięśniach. Uwolnione kwasy tłuszczowe, glicerol, mle­
czan i aminokwasy są przenoszone przez krew do wątroby i nerki (16, 17, 
18, 79, 83, 84), wskutek czego zwiększa się poziom substratów i aktywato­
rów syntezy glukozy. Wzrost stężenia kwasów tłuszczowych powoduje za­
hamowanie aktywności kluczowych enzymów glikolitycznych: glukokina- 
zy pirogronianowej (42, 75, 77, 92), w wyniku czego następuje przesunięcie 
równowagi w kierunku wytwarzania glukozy. Co więcej, utlenianie kwa­
sów tłuszczowych w procesie (3-oksydacji dostarcza acetyloCoA (61), akty­
watora karboksylazy pirogronianowej (71).

Rys. 1. Wpływ podania triam cinolonu na aktywność enzymów glukoneogenezy i po­
ziom am inokw asów  i RNA w w ątrobie szczura (wg 76 cyt. wg 72) 

Triam cinolon podawano w  różnych ilościach  (od 0 do 25 mg) dootrzew now o. Szczury zabijano
po 6 godzinach od podania sterydu

 0  O--------- RNA, O ------ O -------- FDPaza, # ---------- # ---------G6Paza, # — — • --------- •  — N. am ino­
kw asów

Po podaniu szczurom triamcinolonu, fluorowej pochodnej glukokorty- 
koidu (rysunek 1), zwiększa się aktywność enzymów biorących udział 
w procesie glukoneogenezy, czemu towarzyszy wzrost poziomu aminokwa­
sów i RNA (19, 20, 79, 83, 84). Można przypuszczać, że większa aktywność 
enzymów glukoneogenezy po podaniu sterydów może być spowodowana 
zwiększoną biosyntezą kluczowych enzymów glukoneogenezy: fosfohydro- 
laz glukozo-6-fosforanu (73) i fruktozo-l,6-dwufosf oranu (74), karboksy­
lazy fosfopirogronianowej (64) i karboksylazy pirogronianowej (31, 80). 
Wydaje się, że hormony te wpływają również na biosyntezę tzw. enzymów 
dwufunkcyjnych, działających zarówno w procesie glukoneogenezy jak
1 glikolizy: izomerazy heksozo-6-fosforanu i dehydrogenezy mleczanowej. 
Natomiast poziom kluczowych enzymów glikolizy pozostaje niezmieniony 
(76 cyt. wg 72).

O tym, że przyczyną większej aktywności kluczowych enzymów glu-
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Podanie triamcinolonu

Rys. 2. H am ow anie przez aktynom ycynę biosyntezy enzymów glukoneogenezy indu­
kow anej podaniem  glukokortykoidu (wg 81)

T riam cinolon podawano dootrzew now e w  ilości 1 mg/100 g w agi szczura. W artości kontrolne  
oznaczają aktyw ności enzym ów  w  w ątrob ie szczura, którem u nie w strzyk iw ano triam cinolonu  

A ----- A  — G6Paza, 9 ---------•  — FDPaza

koneogenezy po podaniu sterydów jest biosynteza enzymów de novo, 
świadczą wyniki badań nad wpływem inhibitorów biosyntezy białka: akty- 
nomycyny, puromycyny lub etioniny (64, 79, 83, 84). Jak widać na rysun­
ku 2, aktywności fosfohydrolaz glukozo-6-fosforanu i fruktozo-1,6-dwu- 
fosforanu, zwiększone po podaniu triamcinolonu około 3—4 razy ( w sto­
sunku do wartości kontrolnych, oznaczonych w wątrobie szczura nie trak­
towanego sterydem), ulegają znacznemu zmniejszeniu po podaniu aktyno- 
mycyny. Mimo to in vivo po podaniu triamcinolonu obserwuje się tylko 
niewielkie zmniejszenie szybkości wytwarzania glukozy w wątrobie szczu­
ra (22, 55). Zjawisko to można tłumaczyć tym, że aktynomycyna nie ha­
muje wpływu sterydów na uwalnianie aminokwasów (4) lub zwiększenie 
stężenia acetyloCoA w tkankach obwodowych (61), w wyniku czego syn­
teza glukozy zachodzi nawet przy nieznacznych stężeniach enzymów glu­
koneogenezy (22, 55), a także tym, że aktynomycyna hamuje tylko trans­
krypcję, a i to in vivo nie w 100°/o.

II. Glukagon

Glukagon jest wytwarzany przez tzw. komórki a trzustki. Powoduje on 
przede wszystkim wzrost poziomu glukozy w wyniku rozpadu glikogenu 
wątroby (21). Ostatnio wykazano, że wpływa on również na zwiększenie 
syntezy glukozy w wątrobie (12, 14, 24, 56, 59, 68, 87).

Jak  widać na rysunku 3, pojawianie się 14C w glukozie krwi ze znako­
wanego dwuwęglanu jest szybsze tylko przez pół godziny po dodaniu glu- 
kagonu. Ilość włączonego dwutlenku węgla osiąga wartość maksymalną po
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[5] R E G U LA C JA  G LUK O NEO G ENEZY 541

Czas (min)

Rys. 3. W pływ glukagonu na pojaw ianie się 14C w  glukozie krw i szczurów in vivo
ze znakowanego 14C-dw uw ęglanu 

Glukagon podano w  ilości 250 ng dootrzew now o  
9 --------O  — Glukagon, O --------O — K ontrola

30 minutach, a następnie spada do wartości kontrolnych, oznaczonych 
u szczurów nie poddawanych działaniu zwiększonych dawek hormonu. 
Ten przejściowy, pobudzający wpływ glukagonu na glukoneogenezę 
W i l l i a m  s o n  (87) tłumaczy uwalnianiem insuliny mającej działanie 
antagonistyczne do glukagonu.

Poziom poszczególnych pośredników glukoneogenezy po 5 minutach od 
podania glukagonu (rysunek 4A) ujawnia znaczny przyrost zawartości hek- 
sozomonofosforanów, związany prawdopodobnie z szybszą glikogenolizą. 
Równocześnie zmniejsza się stężenie mleczanu, pirogronianu i szczawiooc- 
tanu, a zwiększa stężenie pośredników na odcinku między fosfoenolopiro- 
gronianem a triozofosforanem, co może być wynikiem aktywacji karbo- 
ksylazy pirogronianowe j . Zwiększenie ilości heksozomonofosforanów w po­
łączeniu ze zmniejszeniem stężenia fruktozo-I,6-dwufosforanu i glukozy 
wskazuje na zahamowanie fosfofruktokinazy lub zaktywowanie fosfohydro- 
lazy fruktozo-2,6-dwufosforanu (86). Zmiany zawartości pośredników glu­
koneogenezy są jeszcze wyraźniej zaznaczone po 30 minutach od podania 
glukagonu (rysunek 4B). Natomiast po upływie 60 minut (rysunek 4C) stę­
żenie mleczanu, pirogronianu i szczawiooctanu osiąga ponownie wartości 
kontrolne, podczas gdy stężenia pozostałych pośredników są w dalszym 
ciągu większe od oznaczonych dla s z c z u t ó w  nie traktowanych glukagonem. 
Badania wielu autorów (5, 21, 68, 87, 88, 93) wskazują, że zmianom pozio­
mu metabolitów po podaniu glukagonu towarzyszy początkowo wzrost li- 
polizy i ketogenezy, a następnie ich spadek. Dlatego wydaje się, że zwięk­
szenie szybkości wytwarzania glukozy w wątrobie jest wywoływane pod­
niesieniem poziomu kwasów tłuszczowych uwalnianych w wyniku lipo- 
lizy (87, 88). Zmniejszenie lipolizy spowodowane na przykład uwalnianiem
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Pyr Mai 2PGA GAP FDP GGP 
Rys. 4. W pływ glukagonu na zmianę 
zawartości pośredników glukoneogene- 
zy w w ątrobie szczura po 5 m inutach 
(A), 30 m inutach (B) i 60 m inutach (C) 

perfuzji (wg 87)
Glukagon był podaw any w  czasie pierwszej 
m inuty z szybkością 50 ng/min., a w  czasie  

następnych m inut z szybkością 5 ng/min

60 90 
Czas (min)

Rys. 5. Pojaw ianie się 14C ze znakow a­
nego dwuwęglanu w glukozie krw i 
szczurów po podaniu surowicy św inki 
m orskiej im m unizowanej przeciwko in ­
sulinie (A), glukagonu z surowicą (B) 
lub m aślanu sodowego (C), kontro la (D) 

-(wg 87)
2 m l surow icy św inki m orskiej im m unizo­
wanej przeciw ko insu lin ie w strzykn ięto  do 
ży ły  ogonow ej. Glukagon podano dootrzew - 

• nowo w ilości 250 (ig/20 g w agi szczura w  tym
sam ym  czasie, w  jakim  podano insu linę,
1 m m ol m aślanu sodow ego podano dootrzew - 

nowo

insuliny mogłoby indukować zwolnienie syntezy glukozy. Wydaje się, że 
glukogenolityczne działanie glukagonu w przeciwieństwie do glukoneoge- 
netycznego jest mniej wrażliwe na obecność insuliny, ponieważ poziom 
glukozy i heksozomono fosforanów pozostaje w dalszym ciągu podniesiony.

Do ustalenia, że zmniejszenie syntezy glukozy następuje wskutek 
uwalniania insuliny przyczyniły się badania nad pojawianiem się 14C ze 
znakowanego dwuwęglanu w glukozie krwi szczurów, którym podawano 
glukagon w połączeniu z surowicą świnki morskiej immunizowanej prze­
ciwko insulinie (87, 93). W tych warunkach wpływ glukagonu jest wyraź­
nie widoczny. Podanie surowicy świnki morskiej immunizowanej przeciw­
ko insulinie powoduje około dwukrotne zwiększenie ilości 14C ze znakowa­
nego dwuwęglanu w glukozie krwi (rysunek 5). Glukagon wpływa na dal­
sze zwiększenie szybkości włączania dwutlenku węgla (około 3—4 razy 
w porównaniu z włączaniem u zwierząt, którym nie podawano ani suro­
wicy ani glukagonu). Zwiększenie ilości dwutlenku węgla w glukozie ob-
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Czas perfuzji (min)

Rys. 6. W pływ glukagonu na stosunek zred. NAD/NAD w cytoplazmie i m itochon- 
driach w ątroby szczura poddaw anej uprzednio perfuzji kw asem  oleinowym w obec­

ności m leczanu jako substra tu  (wg 88)
Kwas olein ow y podano po 30 m inutach z szybkością 50 um oli/m in. przez pierw sze 3 m inuty, 
a następnie z szybkością 4 umoli/m in. (<=). Podaw anie 10 mM glukagonu rozpoczęto po 60 m i­
nutach (f f). S tężenie m leczanu w  czasie dośw iadczenia było sta łe — 10 mM. Stosunek zred. 
NAD/NAD w  cytoplazm ie oznaczano na podstaw ie pom iaru stosunku m leczan/pirogronian  
(A) a stosunek NAD/NAD w m itochondriach  — na podstaw ie stosunku |3-hydroksym aślan/aceto-

octan (B)
I — kontrola, II — kw as o leinow y, III — glukagon

serwuje się również w wyniku dootrzewnowego podania soli kwasu ma­
sło wego. Można przypuszczać, że intensywność glukoneogenezy w obec­
ności glukagonu lub przy braku insuliny jest uwarunkowana szybkością 
uwalniania i utleniania kwasów tłuszczowych (87). Dowodów na poparcie 
tego przypuszczenia dostarczyły pomiary stosunku zred. NAD/NAD w cy­
toplazmie i mitochondriach wątroby szczura poddawanej perfuzji bufo­
rem węglanowym, zawierającym kwasy tłuszczowe i glukagon.

Po podaniu kwasów tłuszczowych stosunki mleczan/pirogronian i (3-hy- 
droksymaślan/acetooctan znacznie wzrastają w porównaniu ze stosunka­
mi tych metabolitów w wątrobie szczura poddawanej perfuzji buforem 
węglanowym (rysunek 6). Jest przy tym szczególnie interesujące, że po­
danie glukagonu po uprzednim podaniu kwasu oleinowego powoduje dal­
szą redukcję NAD, zarówno cytoplazmatycznego jak i mitochondrialnego. 
W i l l i a m s  o n  (88) tłumaczy ten fakt zwiększonym utlenianiem kwasów 
tłuszczowych, uwolnionych w wyniku lipolitycznego działania glukagonu.

W roku 1966 E x t o n  i wsp. (12, 14) donieśli, że po podaniu glukago­
nu lub surowicy świnki morskiej immunizowanej przeciwko insulinie 
znacznie wzrasta poziom cyklicznego 3',5'-AMP w wątrobie szczura pod­
dawanej perfuzji. Autorzy ci przypisali stężeniu tego związku rolę czyn­
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nika kontrolującego szybkość wytwarzania glukozy. Za tą hipotezą prze­
mawia fakt, że w wątrobie szczura poddawanej perfuzji w obecności cy­
klicznego 3',5'-AMP zarówno szybkość glukoneogenezy jak i zmiany po­
ziomu pośredników glukoneogenezy są analogiczne do zmian obserwowa­
nych w obecności glukagonu (14).

Według W i l l i a m s o n a  (87) bezpośrednim efektem działania glu­
kagonu jest zwiększenie syntezy cyklicznego 3',5'-AMP w wyniku akty­
wacji układu cyklazy adenylowej występującej w wielu tkankach. Rola 
cyklicznego 3',5'-AMP jest dwojaka: w wątrobie aktywuje on fosforylazę 
glikogenu (35, 46, 53), co powoduje przyspieszenie procesu glikogenolizy; 
w tkance tłuszczowej, wątrobie oraz innych tkankach — przyspiesza proces 
lipolizy. Uwolnione kwasy tłuszczowe ulegają utlenieniu z wytworzeniem 
acetyloCoA oraz acetooctanu i (3-hydroksymaślanu. Zwiększony poziom 
acyloCoA i acetyloCoA hamuje dekarboksylację pirogronianu i syntezę 
malonyloCoA, oraz aktywuje pierwszy enzym glukoneogenezy — karbo- 
ksylazę pirogronianową. Do przyspieszenia syntezy glukozy przyczynia się 
również podniesiony wskutek utleniania kwasów tłuszczowych poziom 
zred. NAD, niezbędnego w reakcji katalizowanej przez dehydrogenazę al­
dehydu 3-fosfoglicerynowego. Równocześnie zwiększone stężenie zred. 
NAD hamuje enzymy glikolityczne, uniemożliwiając rozpad glukozy.

Zjawisko stymulacji syntezy glukozy przez glukagon nie jest charak­
terystyczne dla wszystkich zwierząt. Na przykład S o 1 i n g i wsp. (67) 
zaobserwowali, że w poddawanej perfuzji wątrobie świnki morskiej po­
danie glukagonu nie ma wpływu na szybkość glukoneogenezy, chociaż 
hormon ten pobudza ketogenezę, urogenezę i glikogenolizę, podobnie jak 
w wątrobie szczura. Różnice te autorzy tłumaczą innym rozmieszczeniem 
karboksylazy fosfopirogronianowej u tych zwierząt zarówno w cytoplaz- 
mie jak i mitochondriach (por. 7), co może wpływać na występowanie od­
miennego mechanizmu regulacji syntezy fosfoenolopirogronianu ze szcza- 
wiooctanu. Wydaje się również, że rozbieżności te mogą być wynikiem 
działania kinazy pirogronianowej, której aktywność w wątrobie świnki 
morskiej jest znacznie niższa niż w wątrobie szczura (67).

III. Insulina

Insulina, wydzielana przez komórki (3 trzustki, jest hormonem o dzia­
łaniu antagonistycznym do kortykosterydów i glukagonu. Podanie dużych 
ilości insuliny szczurom o wysokim poziomie glukozy w krwi (w wyniku 
uprzedniego podania glukagonu i immunizowanej przeciwko insulinie su­
rowicy świnki morskiej) powoduje jego obniżenie (rysunek 7), czemu to­
warzyszy zmniejszenie ilości wolnych kwasów tłuszczowych, ciał ketono­
wych, acyloCoA i acetyloCoA (87). Równocześnie poziom pośredników glu­
koneogenezy w wątrobie zmienia się w kierunku wartości oznaczonych 
dla szczurów, nie traktowanych ani glukagonem ani insuliną. Wydaje się
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Rys. 7. O bniżające poziom glukozy w  krw i działanie insuliny w  obecności glukagonu 
i im m unizow anej przeciwko insulinie surowicy św inki m orskiej (wg 87) 

Zaw artość glukozy oznaczono po 30 lub 60 m inutach (jak w skazano na rysunku) od podania  
su row icy  św ink i m orskiej im m unizow anej przeciw ko insu lin ie (A) lub glukagonu razem z suro­
w icą (B). W dośw iadczeniu  C po 30 m inutach od podania glukagonu i surow icy w strzykn ięto  

insu liną i po up ływ ie 30 lub ,60 m inut oznaczono poziom  glukozy w  krwi

zatem, że insulina powoduje zahamowanie wytwarzania glukozy w wątro­
bie i, być może, zwiększone wykorzystywanie tego związku w tkankach 
obwodowych (87).

E x t o n  i P a r k  (14) oraz B u t c h e r  i wsp. (8) zaobserwowali, że 
wzrost stężenia insuliny powoduje również zmniejszenie poziomu cyklicz­
nego 3',5'-AMP w wątrobie, w wyniku czego fosforylaza glikogenu i lipa­
za zostają przekształcone w ich formy nieaktywne. W tych warunkach 
następuje zahamowanie glikogenolizy i lipolizy, co powoduje zmniejszenie 
stężenia kwasów tłuszczowych w wątrobie. W wyniku spadku poziomu 
kwasów tłuszczowych i acetyloCoA ulegają aktywacji enzymy glikolizy 
(glukokinaza, heksokinaza, fosfofruktokinaza i kinaza pirogronianowa) (72), 
lipogenezy (52) oraz cyklu Krebsa (62, 75). Natomiast kluczowy enzym 
glukoneogenezy, karboksylaza pirogronianowa, jest w tych warunkach 
nieaktywny.

Istnieją dane świadczące o pobudzaniu przez insulinę biosyntezy en­
zymów glikolitycznych (62, 65, 72, 78, 82), cyklu pentozowego i lipogenezy
(72) oraz hamowaniu biosyntezy enzymów glukoneogenezy (72, 80). We­
dług H a l e s a  (27) insulina może również zwiększać przepuszczalność 
błon komórkowych w stosunku do glukozy, wskutek czego następuje gro­
madzenie glikogenu i trój glicerydów w komórkach. Tak więc hormon ten 
stymuluje wykorzystywanie glukozy w procesach glikogenezy, glikolizy 
i lipogenezy, natomiast hamuje wytwarzanie glukozy na drodze glukoneo­
genezy i glikogenolizy.

Zmiany stężenia insuliny w krwi są prawdopodobnie wynikiem zmian 
szybkości sekrecji, a nie degradacji tego hormonu. Badania nad inkubacją 
skrawków trzustki w roztworze zawierającym różne ilości glukozy wyka­
zały, że zwiększanie stężenia glukozy w mieszaninie inkubacyjnej w fizjo­
logicznym zakresie od 3 do 7mM powoduje wzrost wydzielania insuliny
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(1, 9). Regulacja sekrecji hormonu w odpowiedzi na podanie glukozy in 
vivo jest bardziej złożona. W przeciwieństwie do glukozy podanej doust­
nie, glukoza podana dożylnie zdrowym szczurom nie powoduje wzrostu 
stężenia insuliny w krwi (11, 45). A zatem, po podaniu glukozy doustnie, 
w żołądku lub jelitach powinna uwalniać się jakaś substancja powodująca 
sekrecję insuliny. Według S a m o 1 s a i wsp. (57) substancją tą może być 
glukagon, którego obecność wykazano w żołądku i jelicie.

IV. Inne hormony

Poza hormonami opisanymi poprzednio, w regulacji intensywności glu­
koneogenezy mają znaczenie jeszcze dwa: adrenalina i hormon przytar- 
czycowy.

Według E x t o n a  i P a r k a  (14) zwiększenie szybkości wytwarza­
nia glukozy w wątrobie szczura w obecności adrenaliny jest spowodo­
wane aktywacją karboksylazy fosfopirogronianowej. Adrenalina oddzia­
ły wuj e na proces glukoneogenezy prawdopodobnie w wyniku zwiększenia 
stężenia cyklicznego 3',5'-AMP (14, 87, 93).

Ostatnio N a g a t a  i R a s m u s s e n  (50, 54) wykazali, że w kanali­
kach nerkowych szczura synteza glukozy jest stymulowana przez hormon 
przytarczycowy. Ponieważ zmiany pośredników glukoneogenezy są takie 
same po podaniu hormonu, jak w obecności zwiększonych stężeń jonów 
Ca2+, autorzy ci sugerują, że hormon przytarczycowy przyspiesza synte­
zę glukozy w wyniku pobieranie przez komórki nerki jonów Ca2+, które 
aktywują karboksylazę fosfopirogronianową (49, 54).

V. Uwagi końcowe

Utrzymywanie stałego poziomu glukozy w krwi jest uwarunkowane 
współdziałaniem kilku hormonów. Ich udział w regulacji syntezy glukozy 
w procesie glukoneogenezy jest przedstawiony na schemacie 1.

Kortykosterydy, których wydzielanie następuje pod wpływem korty- 
kotropiny (ACTH), powodują uwalnianie głównie aminokwasów i mlecza­
nu z mięśni. W wyniku wydzielania adrenaliny, stymulującej sekrecję 
ACTH, następuje przyspieszenie lipolizy w tkance tłuszczowej, co prowa­
dzi do podniesienia stężenia kwasów tłuszczowych i glicerolu w krwi. Glu­
kagon wpływa na zwiększenie poziomu cyklicznego 3',5'-AMP oraz kwa­
sów tłuszczowych w wątrobie. Uwolnione metabolity są wykorzystywane 
jako substraty procesu glukoneogenezy lub dostarczają aktywatorów jak 
na przykład acetyloCoA.

Określanie zawartości hormonów w krwi jest niezwykle trudne, po­
nieważ ich stężenie jest bardzo niskie, około 10-10M (27). Wzrost stężenia
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Przysadka mózgowa

Schemat 1. Stym ulujący wpływ hormonów na w ytw arzanie glukozy w procesie glu-
koneogenezy (wg 81)
O bjaśnienia w  tekście

glukozy w krwi powoduje podniesienie około 4—10 razy poziomu insu­
liny i 2—3 razy — glukagonu, oraz wpływa na zmniejszenie stężenia hor­
monu wzrostowego (58). Natomiast spadek poziomu glukozy w krwi po­
woduje zmniejszenie stężenia insuliny i zwiększenie wydzielania hormo­
nu wzrostowego, kortyzolu (2) i adrenaliny (25, 44).

Szybkość wytwarzania glukozy w procesie glukoneogenezy wzrasta 
przy pewnych schorzeniach, np. cukrzycy i zaburzeniach w funkcjonowa­
niu nadnerczy. Obserwuje się wówczas zmniejszone wykorzystanie tego 
metabolitu przez tkanki obwodowe (26) oraz zwiększoną lipolizę i zwięk­
szone uwalnianie glukozy przez wątrobę (87). Zmiany te nie są prawdopo­
dobnie spowodowane brakiem insuliny per se, lecz zaburzeniami w zacho­
waniu równowagi hormonalnej (93). W obu przypadkach obserwuje się 
wzrost uwalniania kwasów tłuszczowych oraz zwiększone wytwarzanie 
ciał ketonowych.
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M ARIA J ACHIMÓW ICZ*, TERESA SZYM C ZYK **

Biologiczna rola kwasów sialowych 

Biological Function of Sialic Acids

The p resen t state of knowledge concerning function of sialic acids as an im por­
ta n t com ponent of some enzymes, hormones, antigens and receptors is reviewed. 
S ignificance of sialic acid tests in clinical diagnosis is discussed.

Kwas sialowy (termin ten będziemy w dalszym ciągu artykułu stoso­
wać jako określenie N-glikolilowych lub N-acetylowych pochodnych kwa­
su neuraminowego, których budowę, występowanie i metabolizm omó­
wiliśmy poprzednio (73)) stanowi charakterystyczną składową związków
o różnej strukturze i pochodzeniu i nadaje im określone własności che­
miczne, immunologiczne i fizjologiczne. Informacje o biologicznej funkcji 
jaką nadaje substancjom obecność w nich jednej lub kilku reszt kwasu 
sialowego są fragmentaryczne i często kontrowersyjne. Stosunkowo wiele 
wiadomości nagromadzono o roli kwasu sialowego jako: nośnika ładunku, 
składnika antygenów, czynnika maskującego antygeny, receptora oraz 
czynnika warunkującego aktywność gonadotropiny i intrinsic factor.

I. Rola kwasu sialowego jako nośnika ładunku

Kwas sialowy ze względu na obecność grupy karboksylowej (schemat 
1) wykazuje własności anionu i nadaje ładunek ujemny wielu substancjom, 
w skład których wchodzi. Dotyczy to zarówno pojedynczych cząsteczek 
związku chemicznego (glikolipidy, glikoproteidy) jak i błon nienaruszo­
nych komórek (7, 21, 30). Zmiany ładunku a zatem i szybkości poruszania 
się cząsteczki w polu elektrycznym zależą:

* Lek. dent., K atedra Chemii Fizjologicznej, A kadem ia Medyczna, W arszawa
** Dr med., K atedra Chemii Fizjologicznej, A kadem ia Medyczna, W arszawa

Wykaz stosowanych skrótów: NANA — kw as N -acetyloneuram inow y, NGNA — 
kwas N -glikoliloneuram inowy, RDE — enzym niszczący receptor (ang. receptor des­
troying enzym e), ICSH — horm on gonadotropow y przedniego p ła ta  przysadki pobu­
dzający kom órki śródmiąższowe (ang. in terstitia l cell stim ulating  horm one), FSH — 
hormon gonadotropowy przedniego p ła ta  przysadki stym ulujący pęcherzyki G raafa 
(ang. follicle stim ulating hormone), HCG — hormon gonadotropowy łożyska, stym u­
luje produkcję estrogenu i progesteronu a w tórnie wzrost macicy (ang. hum an cho­
rion gonadotropin).
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Schemat 1. Ogólny schem at budowy kw asów  N -acetyloneuram inow ych

a) od obecności i ilości reszt kwasu sialowego na powierzchni cząsteczki,
b) od obecności wiązania typu laktonowego między dwiema resztami kwa­
su sialowego połączonymi wiązaniem a-ketozydowym (2 -> 8). Wiązanie 
laktonowe występuje w niektórych gangliozydach bogatych w kwas sia- 
lowy (43, 47, 48) oraz w kwasie kolominowym (52). W i e g a n d-t (90) su­
geruje, że wiązanie to w układzie biologicznym umożliwia bardzo szybkie 
zmiany ładunku. Ostatnio uważa się, iż kwas sialowy jako składnik pew­
nych enzymów warunkuje ich polimorfizm (55, 59, 66). Są dane, że po­
twierdzony elektroforetycznie polimorfizm izoenzymów alkalicznej fosfa­
tazy zależy od aktualnej zawartości kwasu sialowego w cząsteczce. Po­
traktowanie bowiem heterogennych frakcji tego enzymu neuraminidazą 
zmienia obraz elektrofor etyczny zmniejszając migrację w kierunku ano­
dy cząsteczek, które utraciły kwas sialowy d. Na tej podstawie sugeruje 
się, że zasadnicze różnice między izoenzymami również i innych enzymów 
wynikają z różnych ilości związanego z cząsteczką kwasu sialowego. S a - 
r a s w a t h i  i B a c h h a w a t  (66) przypuszczają, że pewne izoenzymy 
powstają podczas przygotowywania homogenatów i wyciągów z tkanek ja­
ko wynik zadziałania wewnątrzkomórkowej neuraminidazy na natywny 
enzym zawierający kilka cząsteczek kwasu N-acetyloneuraminowego 
(NANA). Wskutek odłączenia cząsteczek kwasu sialowego może powstać 
kilka frakcji enzymów różniących się ilością grup karboksylowych a więc 
heterogennych w polu elektrycznym, przy zachowaniu niezmienionej ki­
netyki katalizowanej przez nie reakcji. Ma to oczywiście miejsce wtedy, 
gdy kwas sialowy nie jest składnikiem cenitrum aktywnego enzymu.

W ostatnich kilku latach zwrócono uwagę na szczególną rolę kwasu 
neuraminowego w komórkach nowotworowych (33, 67, 68, 78). W guzach 
mózgu typu glioma i meningioma (67, 68, 76, 78) kwas ten stanowi te r­
minalną komponentę nowotworowego glikolipidu. Zmieniony topochemicz- 
ny układ glikolipidów i gangliozydów błony komórkowej daje w efekcie 
przegrupowania przestrzenne na jej powierzchni, co zmienia wielkość po­
wierzchniowego ładunku błony. Zwiększenie ujemnego ładunku w porów­
naniu do komórki normalnej jest zmianą typową dla komórki nowotworo-
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wej (1, 23, 24, 64, 77, 78, 83, 91).
Pomiary ładunku powierzchniowego komórek zdrowych i nowotworo­

wych wątroby przed i po działaniu neuraminidazą, ujawniły znaczenie 
kwasu neuraminowego jako nośnika grup naładowanych ujemnie (sche­
mat 2). Komórki normalne pod wpływem neuraminidazy nie wykazywały 
żadnych zmian w wielkości ładunku, ponieważ odłączały się cząsteczki 
kwasu neuraminowego leżące w głębi błony komórkowej. Natomiast w ko­
mórkach nowotworowych, przewyższających komórki normalne wielkoś­
cią ładunku ujemnego o ~30%>, po działaniu neuraminidazą obserwowano 
zmniejszenie ładunku o — 30%. Spowodowane to było u tratą cząsteczek 
kwasu neuraminowego położonych bardziej powierzchniowo w błonie ko­
mórkowej.

—  30%

Neurami - 
n¡daza

~ + 30%

1 2
Schemat 2. Topochemiczne rozmieszczenie nosicieli ładunku ujem nego w  błonach 

kom órek w ątroby: norm alnych i nowotworowych (wg 77)
1 — kom órka norm alna, 2 — kom órka now otw orow a, -------- O reszty cukrow e z term inaln ie zw ią­

zanym  kw asem  sialow ym , -------- •  inne grupy k w a s o w e ,--------dzeta potencjał

Komórki nowotworowe dzięki zwiększonej zawartości kwasu neuram i­
nowego nie wywołują wzrostu antygenowości w ustroju. Wynika to z „u- 
krycia” struktury antygenowej zmienionym ładunkiem powierzchniowym 
oraz z zamaskowania cząsteczką kwasu neuraminowego, którego organizm 
nie jest zdolny rozpoznać jako o b c e g o .  Trudno dostępna immunolo­
gicznie komórka nowotworowa zachowuje się więc jak „idealnie dopaso­
wany pasożyt” (78).

Po inkubacji komórek nowotworowych nerki chomika z substancjami 
zasadowymi (histony, pohlizyna i inne) ich wysoki ładunek ujemny zmniej­
sza się do wartości normalnej, po czym wzrost zostaje zahamowany do 
granic zbliżonych do normy. Zaczęto z tym początkowo wiązać, niestety 
złudne, jak się okazało, nadzieje na efektywne niszczenie guzów (cyt. 
wg 78).

http://rcin.org.pl



554 M. JACH IM O W ICZ, T. SZYM CZYK [4]

Kwas sialowy w centralnym układzie nerwowym rozpowszechniony 
jest jako składnik strukturalny gangliozydów. Według obliczeń W o 1 f e’ a 
(92) neuron zdrowego ludzkiego mózgu zawiera 5X1010 cząsteczek ganglio­
zydów. Przeciętnie na cząsteczkę gangliozydu przypada 2 cząsteczki kwa­
su neuraminowego— tak więc ilość zdolnych do jonizacji grup karboksy­
lowych w neuronie byłaby rzędu 1011. Skłania to do zastanowienia się nad 
znaczeniem kwasu neuraminowego dla funkcji błon nerwowych.

Wyniki badań nad podkomórkową lokalizacją gangliozydów tkanki 
nerwowej wskazują na udział tych związków w przenoszeniu bodźców 
nerwowych (18, 38, 46, 74, 75). Kompleksy glikolipido-sialoproteidowe zlo­
kalizowane są głównie we frakcji synaptosomalnej, a istotną rolę w prze­
wodnictwie nerwowym odgrywają z jonizowane i zlaktonizowane grupy 
karboksylowe kwasu neuraminowego, który jako determinujący składnik 
wspomnianego kompleksu błony neuronu działa jako receptor kationów: 
Ńa+ i K+ (27).

Zmiany w poziomie gangliozydów (zarówno w kierunku nagromadzenia 
jak i ubytku) mogą być przyczyną znacznego upośledzenia funkcji mózgu 
(idiotyzm) (78).

II. Rola kwasu sialowego jako składnika antygenów

Erytrocyty ludzkie zawierają mukoidy bogate w kwas sialowy, dzięki 
któremu przejawiają własności antygenowe grupy krwi M i N. Podstawą 
swoistości serologicznej antygenu M i N w krwi człowieka są terminalnie 
położone cukrowce. Wspólną dla M i N determinantą antygenową jest 
kwas N-acetyloneuraminowy. Determinanta M zawiera dodatkową dro­
binę NANA, po utracie której staje się antygenem N. Kwas sialowy anty­
genu M i N pod wpływem neuraminidazy ulega oderwaniu, co pociąga za 
sobą utratę aktywności serologicznej (5). O aktywności immunologicznej 
substancji grupowych krwi M i N decyduje jednak nie tylko kwas sialo­
wy. Oprócz niego muszą istnieć specyficzne układy strukturalne w amino­
kwasach rozmieszczonych w sąsiedztwie. Szczególne znaczenie przypisuje 
się lizynie z wolną grupą E-aminową. L i s o w s k a  i M o r a w i e c k i  
(50) stwierdzili, że po utracie wolnej grupy NHt lizyny zanika antygeno- 
wość erytrocytu. Nie ustalono, czy grupa ta  zaangażowana jest bezpośred­
nio w wiązanie przeciwciała, czy też oddziałując elektrostatycznie na cząs­
teczkę kwasu sialowego usztywnia przestrzennie kwas N-acetyloneurami­
nowy lub cały łańcuch węglowodanowy stanowiący fragment cząsteczki 
odpowiedzialnej za aktywność i swoistość. Tak więc kwas sialowy jest 
głównym składnikiem grupy determinującej, ale jako antygen może dzia­
łać tylko w powiązaniu z innymi strukturalnym i czynnikami cząsteczki.

Według U h l e n b r u c k ’ a i P a r d o e ’ a (79) jedynym wypadkiem, 
gdzie immunodeterminantą jest wyłącznie kwas sialowy są receptory ery­
trocytowe Mduck-kaczki. Kwas N-acetyloneuraminowy nie może być za­
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stąpiony przez N-glikoliłoneuraminowy (NGNA). Po zadziałaniu neurami- 
nidazą na erytrocyty kaczki ginie ich zdolność do aglutynacji.

W celu sprawdzenia immunogenności kwasu sialowego wprowadzono 
do badań sztuczny antygen NANA-ovoalbumina (78). Podając ten anty­
gen królikom (przy zastosowaniu pełnego adiuwantu Freunda) należało 
spodziewać się autoimmunizacji zwierząt doświadczalnych, ponieważ pra­
wie wszystkie komórki ciała mają na swej powierzchni kwas sialowy. Gdy­
by powstały przeciwciała skierowane przeciw kwasom sialowym, to m u­
siałyby reagować z kwasem neuraminowym rozpowszechnionym w orga­
nizmie, a więc np. z kwasem sialowym erytrocytów. Wszystkie zwierzęta 
przeżyły jednak ponad 8 tygodni bez objawów autoimmunizacji. Testy 
hemaglutynacyjne surowicy przeciwko różnym erytrocytom z cząsteczkami 
NANA na powierzchni wypadły również ujemnie. Zbadane antysurowice 
zarówno przeciw erytrocytom z NANA jak z NGNA na powierzchni we 
wszystkich przypadkach miały to samo miano co przed immunizowaniem. 
Także immunodyfuzja nie ujawniła żadnych specyficznych przeciwciał 
przeciwko sztucznemu antygenowi czy też przeciwko mukoidom erytro­
cytów lub innym związkom zawierającym NANA. Stwierdzone zmiany 
w obrazie immunoelektroforezy (przesunięcie w kierunku anody) można 
wytłumaczyć zwiększaniem ujemnego ładunku ovoalbuminy po przyłą­
czeniu NANA. Zaobserwowano również słabe zamaskowanie pierwotnie 
istniejących antygenowych grup ovoalbuminy.

Zatem wprawdzie odłączenie kwasu sialowego inaktywuje odpowiedni 
antygen, ale nie udało się wykazać wzrostu antygenowości białka przez 
wprowadzenie cząsteczki kwasu sialowego (jako haptenu). Zaobserwowa­
no raczej obniżenie własności immunologicznych poprzez zobojętnienie 
ładunku i zamaskowanie struktury  antygenowej białka. Z przedstawio­
nych wywodów wynika, że u kręgowców najprawdopodobniej nie tworzą 
się przeciwciała przeciwko samemu kwasowi sialowemu. Równałoby się to 
immunologicznej autoagresji spowodowanej rozpowszechnieniem pochod­
nych kwasu neuraminowego w ustroju.

III. Rola kwasu sialowego jako czynnika maskującego antygeny 
(Friedenreicha i Pseudo-Friedenreicha)

Jak już wspomniano, w badaniach nad sztucznym antygenem (NANA- 
ovoalbuminą) zauważono, że wprowadzenie cząsteczki NANA zamaskowa­
ło pierwotne antygenowe grupy ovoalbuminy. Zamaskowany antygen, 
który po zadziałaniu neuraminidazą w wyniku odsłonięcia grupy determi­
nującej zdolny jest wchodzić w reakcję z przeciwciałem, nosi nazwę anty­
genu Friedenreicha (78). Antygen taki może być ponownie zablokowany 
przez przeniesienie cząsteczki kwasu sialowego pod działaniem sialilotrans- 
ferazy. Te antygeny, które po potraktowaniu neuraminidazą zwiększają
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lub uzyskują de novo własności antygenowe spotykamy jako antygeny 
erytrocytowe, transplantacyjne, nowotworowe, a może nawet jako anty­
geny normalnych komórek ciała (65).

W komórkach nowotworowych antygenowy profil powierzchniowy 
w dużej mierze zamaskowany jest przez kwasy sialowe, bądź to w wyniku 
powiązania pochodnej kwasu neuraminowego bezpośrednio wiązaniem 
chemicznym z determinantą, bądź też przez elektrostatyczne oddziaływa­
nie na układ przestrzenny co stwarza niedogodne odległości między recep­
torem, a przeciwciałem (78).

Odczepienie kwasu sialowego może więc znosić własności immunolo­
giczne (np. niektórych antygenów grupowych krwi, rozdział II) lub też 
podwyższać je bądź wywoływać de novo. Kwasy sialowe znalazły w związ­
ku z tym zastosowanie w badaniach nad receptorami antygenów.

Rozważając możliwości oddziaływania kwasu neuraminowego jako re­
ceptora B u r g e r  (8) zaproponował pięć alternatywnych jego połączeń 
z przeciwciałem. Może być tak, że aglutynina nie tylko jest „niespecyficz­
nie” wiązana przez kwas neuraminowy, ale także „specyficznie” reaguje 
z drugim receptorem.

Kwas sialowy może tak wpływać na konformację cukru, że umożliwia 
jego reakcję z przeciwciałami. Może również zaistnieć układ, w którym 
kwas sialowy usztywniony przestrzennie przez część cukrową lub grupę 
aminową aminocukru działa jako część antygenu. Poza tym kwas sialowy 
i reszta cukrowa mogą wspólnie tworzyć kompleks antygenowy lub re ­
ceptor. Wyjątkowo antygen lub receptor może składać się wyłącznie z te r­
minalnego kwasu sialowego. We wszystkich omówionych wypadkach an­
tygen czy receptor ulegają zniszczeniu pod działaniem neuraminidazy.

IV. Rola kwasu sialowego jako receptora myxowirusów, serotoniny oraz
toksyny tężcowej

W znanym zjawisku aglutynacji wirusów grypy z erytrocytami (35) 
hemaglutynina łączy się w kompleks z receptorami dostępnie ułożonymi 
na powierzchni czerwonych ciałek krwi. Ze związku tego wirus może elu- 
ować się nienaruszony, podczas gdy na powierzchni erytrocytu zachodzą 
nieodwracalne zmiany, w wyniku których traci on charakterystyczną dla 
siebie ruchliwość elektrofor etyczną. B u r n e t  i S t o n e  (10) w przesą­
czach kultur wirusowych wykazali obecność enzymu niszczącego receptor 
otoczki erytrocytu (ang. receptor destroying enzyme, w skrócie RDE). En­
zym niszczący receptor na powierzchni erytrocytu znaleziono (49a) rów­
nież w przesączach hodowli bakterii (Corynebacterium diphteriae, Diplo- 
coccus pneumoniae, Clostridium welchi).

Według K 1 e n k a i wsp. (42, 44) poszukiwanym receptorem jest kwas 
N-acetyloneuraminowy. Efekty receptorowe mają miejsce jedynie w wy­
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padku jego terminalnego a-ketozydowego połączenia z łańcuchem cukro­
wym glikoproteidów otoczki erytrocytu. Po odłączeniu NANA nikną włas­
ności adsorpcyjne w stosunku do wirusa oraz charakterystyczna ruchli­
wość elektroforetyczna nadawana erytrocytom przez silnie ujemny ładu­
nek kwasu sialowego. Niektóre glikoproteidy zawierające kwas sialowy, 
w wyniku konkurencyjnego wiązania się ich z aglutyniną wirusa, hamują 
odczyn hemaglutynacyjny erytrocytu. Po enzymatycznym odczepieniu 
kwasu neuraminowego glikoproteidy tracą zdolność hamowania tego od­
czynu (9, 28, 40, 45, 57, 60, 61, 69).

Na podstawie tych danych można było sądzić, że receptorem wirusa 
grypy jest kwas sialowy otoczki erytrocytów, a zdolność wirusa do elucji 
wiąże się jednoznacznie z jego aktywnością neuraminidazową.

Jednak, gdy w 1957 roku wykryto nową postać wirusa grypy — A2, 
który wykazując aktywność neuraminidazową w stosunku do rozpuszczal­
nych substratów nie eluował się z erytrocytów (14), powrócono do zagad­
nienia i przeprowadzono szereg nowych badań. Brak aktywności enzyma­
tycznej w stosunku do kwasów sialowych powierzchni erytrocytu próbo­
wano tłumaczyć niedogodnym przestrzennym rozlokowaniem receptorów 
na powierzchni czerwonych ciałek krwi. Zakładano również możliwość 
istnienia dodatkowych niesialinowych receptorów dla nieeluującego się 
wirusa grypy. Wyniki prac C w i e t k o w e j  i wsp. (17) prowadzone na 
szczepach wirusów Bar i Knop różniących się zdolnością do elucji, po­
twierdziły przypuszczenia o istnieniu drugiego receptora utrzymującego 
wirus na powierzchni erytrocytu po odczepieniu neuraminidazą kwasu 
sialowego. O możliwości istnienia receptora odmiennego od kwasu sialo­
wego świadczy fakt, że preparaty glikoproteidów (GTH-Tamm-Horsfall) 
normalnie hamujących hemaglutynację, pozbawione kwasu neuraminowe-
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Wzór I. Gangliozydowy receptor serotoniny (wg 27)
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go zachowywały niezmienione własności hamujące (17). Również usunię­
cie kwasu neuraminowego z powierzchni erytrocytu nie powodowało peł­
nego zahamowania zakażenia komórki (32).

Podwaliny pod nowy rozdział w historii kwasu sialowego jako recep­
tora, w tym wypadku serotoniny (5-hydroksytryptaminy) dały badania 
W o o 11 e y’ a i G o m m i e g o  (93, 94). Autorzy ci stwierdzili, że ganglio- 
zydy wykazują własności specyficznego wiązania serotoniny (wzór I). Siła 
wiązania jest szczególnie duża w gangliozydach zawierających cząsteczkę 
dwuneuraminylo-laktozy. W wiązaniu serotoniny z receptorem przeszka­
dzają jony Ca2+, rezerpina i minimalne stężenia pochodnych kwasu lyser- 
gowego (LSD). W normalnym ludzkim mózgu gangliozydy o zdolnościach 
receptorowych dla serotoniny zlokalizowane są w obszarach bogatych 
w serotoninę: w hypocampus, hypothalamus, medulla oblongata, nucleus 
caudatus. Gangliozydy te występują również w miejscach, gdzie reakcje 
fizjologiczne wywoływane są przez serotoninę: w błonie śluzowej żołądka 
szczura i świnki morskiej, w jelitach, w macicy, w płucach, w mięśniu 
gładkim szczura. W dużych ilościach występują one także w mózgu ryb 
i żab (26).

Badania izotopowe nad budową receptora serotoniny z mięśni gładkich 
dna żołądka szczura wykazały, że aktywny biologicznie receptor syntety­
zowany jest z nieznanego jeszcze najprawdopodobniej makrocząsteczko­
wego prekursora oraz z NANA (86). Ubytek (enzymatyczne odszczepienie) 
kwasu sialowego z pola receptorowego tak zmienia konformację na tym 
obszarze, że wrażliwość na serotoninę maleje. Glikolipidy traktowane neu­
raminidazą tracą kolejno obie cząsteczki kwasu sialowego. Już wiązanie 
mononeuraminylowe nie wykazuje żadnych własności receptorowych. 
W a s e m a n n  i Z i l l i k e n  (85) donieśli, że dodanie NANA czy NGNA 
do tkanek poddanych uprzednio działaniu neuraminidazy, całkowicie przy­
wraca ich wrażliwość na serotoninę.

• Istnieje pewna niezgodność w opiniach różnych autorów odnośnie na­
tury receptora serotoniny w mięśniu macicy. W o o l e y  i G o m m i  (93) 
na podstawie faktu, że dodanie gangliozydów do tkanki poddanej prein- 
kubacji z neuraminidazą częściowo przywraca właściwości receptorowe 
sugerują, że odpowiada za nie grupa gangliozydów. Natomiast C a r r o 1 
i S e r e d a  (11) w oparciu o badania własne oraz prace W a s e m a n n a  
i Z i l l i k e n a  (85) twierdzą, że właściwymi receptorami serotoniny 
w mięśniach gładkich macicy są glikoproteidy, będące w tej tkance głów­
ną grupą związków zawierających kwas sialowy. Za takim poglądem prze­
mawia też fakt, że neuraminidaza uwalnia przede wszystkim „nielipido- 
we” kwasy sialowe.

Wiązanie toksyny tężcowej przez tkankę mózgową znane jest od daw­
na (87). Ustalono, że komponentą, która specyficznie wiążąc toksynę tęż­
cową inaktywuje ją, są gangliozydy (49, 81, 82). W zjawisku tym mamy 
prawdopodobnie do czynienia z agregacją podobną do tej, jaka zachodzi
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między zasadowymi białkami a anionowymi gangliozydami. Zdolność wią­
zania toksyny tężcowej przez gangliozydy wzrasta wraz z liczbą cząsteczek 
kwasu sialowego w gangliozydzie (27).

4

V. Rola kwasu sialowego jako czynnika warunkującego aktywność 
niektórych hormonów oraz intrinsic factor

W cząsteczkach niektórych hormonów, np. gonadotropiny, erytropo- 
etyny stwierdzono występowanie znacznych ilości kwasów sialowych (16). 
W gonadotropinie składnik cukrowy stanowi 45% cząsteczki, z czego 10°/o 
przypada na kwas sialowy. Cząsteczka erytropoetyny zawiera 16°/o kwasu 
sialowego, a część węglowodanowa wynosi 34% (62). Wiele danych wska­
zuje, że kwasy sialowe są istotną komponentą warunkującą aktywność 
biologiczną wymienionych hormonów (16, 31).

Już w 1948 roku W h i t t e n  (89) zauważył, że gonadotropiny przy­
sadkowe ICSH i łożyskowe HCG tracą swoją aktywność biologiczną po 
zadziałaniu wirusem grypy lub RDE z Vibrio cholerae. Następnie stwier­
dzono, że preparaty gonadotropiny FSH poddane działaniu oczyszczonej 
neuraminidazy (sialidazy z Vibrio cholerae) traciły 97% aktywności bio­
logicznej (6, 29). B r o s s m e r  i W o l t e r  (6) wykazali metodą chroma­
tografii bibułowej, że związkami odłączanymi w reakcjach inaktywujących 
hormony gonadotropowe są pochodne kwasu neuraminowego.

Kwas sialowy będąc składnikiem glikoproteidów śluzu żołądkowego 
bierze udział w zachowaniu aktywności biologicznej intrinsic factor — 
czynnika koniecznego dla resorbcji witaminy B12. Po traktowaniu sialida- 
zą — preparaty intrinsic factor tracą swoją funkcję biologiczną oraz stają 
się podatne na działanie enzymów proteolitycznych (22). Właściwości unie- 
czynnionego neuraminidazą intrinsic factor można przywrócić zastępując 
kwas sialowy równie silnymi, ujemnie naładowanymi wymiennikami ka­
tionowymi. Niektórzy autorzy sugerują, że biologiczna rola kwasu sialowe­
go, stanowiącego terminalną część receptora witaminy B12 polega na ochro­
nie tegoż receptora przed proteolizą, gdyż ani kwas sialowy ani wymien­
nik kationowy nie posiada specyficzności intrinsic factor (36).

Podobne działanie antyproteolityczne przypisują niektórzy autorzy 
cii-glikoproteidom (96) i y-globulinom (63) surowicy ludzkiej, jak również 
hormonom follikulostymulującemu i luteinizującemu (cyt. wg 27).

VI. Uwagi końcowe

Szerokie rozpowszechnienie kwasu sialowego w tkankach i płynach 
ustrojowych człowieka jako stałej, terminalnej komponenty cukrowej wie­
lu glikolipidów i glikoproteidów (73), stało się podstawą wielu badań kii-
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nicznych nad zależnością pomiędzy różnymi stanami chorobowymi, a stę­
żeniem tego związku w surowicy lub w płynie mózgowo-rdzeniowym.

Opracowano kilka metod i ich modyfikacji dla oznaczania kwasu sia­
lowego, co wprawdzie umożliwiło bardziej wnikliwą analizę jego zmian, ale 
z drugiej strony, utrudniło ocenę porównawczą wyników otrzymywanych 
przez różne grupy badaczy (2, 19, 20, 53, 72, 84).

Do celów klinicznych wprowadzili testy sialowe H e s s  i C o b u r n  
(34). Doszli oni do wniosku, że zmiany zawartości kwasu sialowego w su­
rowicy krwi pacjentów z ostrą chorobą reumatyczną, gruźlicą i nowotwo­
rami mogą być miarą ciężkości choroby.

Wzrost zawartości glikoproteidów w surowicy krwi jest wypadkową 
procesów destrukcyjnych i proliferacyjnych w tkance łącznej. Zawartość 
kwasu sialowego w surowicy może być zatem wskaźnikiem zachowania 
się glikoproteidów w schorzeniach tkanki łącznej, wątroby, tarczycy, reu­
matycznych, gośćcowych, nowotworowych, gruźlicy i innych.

Zmiany zawartości kwasu sialowego w mukoproteidach odgrywają 
istotną rolę w jednostce chorobowej określanej jako mukoviscidosis. Lep­
kość mukroproteidów zależy od stosunku dwóch terminalnych składników 
komponenty mukopolisacharydowej: kwasu sialowego — hydrofilowego 
i fukozy — zawierającej hydrofobowe grupy -CH3. Obniżenie stosunku 
kwas sialowy: fukoza jest przyczyną wzrostu lepkości i skłonności do za­
gęszczania mukoproteidów (37).

Ponieważ 90—95% syntezy mukoproteidów zachodzi w wątrobie, 
a ilość kwasu sialowego ściśle odpowiada ilości mukoproteidów — upośle­
dzenie wytwarzania tych związków przy różnych schorzeniach wątroby 
znajduje odbicie w obniżonej zawartości kwasu sialowego w surowicy (39, 
41, 80).

Do zastosowania testów sialowych w badaniach nad schorzeniami cen­
tralnego układu nerwowego skłoniło wykrycie kwasu sialowego w mózgu 
ludzkim (4la, 71). Kwas sialowy jest typowym składnikiem gangliozydów
(73). Zajmując w związkach tych położenie terminalne, w określonych wa­
runkach ulega on odczepieniu i przez barierę krew-mózg przechodzi do 
płynu mózgowo-rdzeniowego i surowicy. Szczególnie dużo wysiłku poświę­
cono znaczeniu testów sialowych w diagnostyce schizofrenii oraz w prze­
biegu oligofrenii i epilepsji z niedorozwojem umysłowym (3, 4, 13, 54, 69, 
95). Według M u s i 1 a (56) źródłem atroficznych procesów w mózgu oraz 
obniżenia zawartości kwasu sialowego w płynie mózgowo-rdzeniowym jest 
niedobór kwasu pirogronowego, wynikający z niedostatecznej glikolizy 
beztlenowej. Pokrywa się to z wcześniejszymi sugestiami B o g o c h a  
i wsp. (4), którzy u podstaw schizofrenii dopatrują się chemicznej niedoj­
rzałości mózgu.

Dla oceny dynamiki choroby reumatycznej test sialowy przedstawia 
większą wartość niż badania szybkości opadania krwinek czerwonych, czy 
poziom swoistych antystreptolizyn (25, 70).
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Zmiany zawartości kwasu sialowego w surowicy krwi wybitnie nasila­
ją się nie tylko w ostrej fazie, ale również w utajonym stadium choroby 
gośćcowej (12, 19, 88). Z tego powodu test sialowy ma wielką wartość nie 
tylko w ocenie dynamiki procesu chorobowego, ale również dla wczesnego 
rozpoznania gośćca przwlekłego postępującego w utajonym stadium cho­
roby oraz w przypadkach o niepełnej symptomatologii klinicznej.

Badania kwasu sialowego w glikoproteidach i seromukoidzie przedsta­
wiają też dużą wartość diagnostyczną w schorzeniach wątroby. Według 
K a n i a k a  i wsp. (39) w przypadku wirusowego zapalenia wątroby prze­
chodzącego w marskość testy sialowe przewyższają wartość oznaczeń enzy­
matycznych.

Natomiast oceny przydatności omawianego testu w diagnostyce chorób 
psychicznych i chorób mózgu nie są zgodne.

Badania z implantowanym rakiem Walker 236 wykazały pewną kore­
lację pomiędzy stopniem zaawansowania guza, jego lokalizacją, obecnoś­
cią przerzutów, a poziomem w surowicy frakcji węglowodanowej (kwasu 
sialowego i heksoz) związanej z białkiem (51, 58). Autorzy sugerują możli­
wość swoistego odczynu ze strony cukrowych składników grupy proste- 
tycznej na rozwijający się nowotwór. Wyniki prac C h y r e k —B o r o w - 
s k i e j (15) potwierdzają powyższe spostrzeżenia, iż rozwijający się proces 
nowotworowy w znamienny sposób wpływa na poziom glikoproteidów su­
rowicy krwi.

Szersze omówienie zagadnienia badań nad kwasem sialowym w wielu 
innych schorzeniach przygotowane zostało do druku jako odrębny a rty ­
kuł.
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JOZEF BIELAWSKI*

Elektroda tlenowa i jej zastosowanie w badaniach 
procesów życiowych

Oxygen Electrode and Its Application in Investigations of Life Processes

D ifferent types of oxygen electrodes are described. The use of these electrodes 
in m easuring the oxygen concentration in blood, the ra te  of respira tion  and the 
kinetics of oxidation-reduction processes are  discussed.

W miarę automatyzacji badań fizjologicznych oraz konieczności stoso­
wania ciągłej rejestracji w badaniach kinetyki procesów biochemicznych, 
coraz częściej sięga się do metod instrumentalnych. Do takich metod
0 podstawowym znaczeniu dla badania procesów życiowych należą me­
tody elektrochemicznego oznaczania stężenia tlenu. Metody te, ciągle ulep­
szane, doczekały się szeregu rozwiązań technicznych. Często przystoso­
wanie urządzenia do specjalnych celów, zwiększenie dokładności czy sta­
bilności pomiarów, pociąga za sobą znaczną komplikację w konstrukcji. 
Eksperymentator powinien się w tym orientować, aby wybrać do swoich 
celów możliwie proste urządzenie, które tym samym sprawi mu najmniej 
kłopotów podczas eksploatacji.

W artykule tym zwrócono więc szczególną uwagę na praktyczne kon­
sekwencje różnych rozwiązań konstrukcyjnych. Podstawy teoretyczne am- 
perometrii i polarografii oraz niektóre zastosowania elektrody tlenowej 
doczekały się bowiem szeregu opracowań (10, 57, 70, 103, 109).

I. Urządzenie pomiarowe

Zasadnicze urządzenie służące do pomiaru stężenia tlenu przedstawia 
schemat 1. Składa się ono ze źródła prądu, potencjometru, galwanometru
1 dwóch elektrod zanurzonych w roztworze elektrolitu (KC1) zawierają­
cym tlen. Polaryzująca się katoda (Pt) jest elektrodą pomiarową, a nie- 
polaryzująca się anoda (Ag-AgCl) stanowi elektrodę porównawczą.

Krzywa zależności natężenia prądu od przyłożonego napięcia daje tak 
zwaną falę polarograficzną (rysunek 1, krzywa A). Natężenie prądu dyfu-

* Doc. dr hab., Zakład Cytologii i Histologii, In sty tu t Biologii, U niw ersytet im. 
A. Mickiewicza, Poznań
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Schemat 1. U rządzenie pom iarowe

zyjnego mierzy się poza falą polarograficzną tlenu w zakresie potencja­
łów, w którym krzywa jest równoległa do osi odciętych. W tym zakresie 
natężenie prądu dyfuzyjnego jest proporcjonalne do stężenia tlenu.

Elektrolit zapewnia mały opór elektryczny badanego roztworu. W przy­
padku małego stężenia elektrolitu opór elektryczny może spowodować 
przesunięcie fali polarograficznej w kierunku bardziej ujemnego poten­
cjału (rysunek 1, krzywa B). W tym przypadku krzywa kalibracyjna 
(krzywa zależności natężenia prądu od stężenia tlenu) nie będzie linią 
prostą. Przesunięcie fali zależy od natężenia prądu dyfuzyjnego i tym sa­
mym zwiększa się wraz ze stężeniem tlenu (38, 72) oraz powierzchnią ka^ 
tody (100, 101).

Podczas analizy na katodzie następuje redukcja tlenu najpierw do nad­
tlenku wodoru, a następnie do wody. Na katodzie rtęciowej oba procesy 
zachodzą przy różnym potencjale dając dwie fale polarograficzne. Natę­
żenie prądu dyfuzyjnego obu fal jest proporcjonalne do stężenia tlenu. Na

Rys. 1. Schem atyczny w ykres wpływ u stężenia elektro litu  na krzyw ą zależności n a ­
tężenia prądu  od napięcia 

A — w  obecności dużego stężenia , B — w  obecności m ałego stężenia elek trolitu

V
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katodzie platynowej nie ma zróżnicowania obu fal i ilość wytworzonego 
nadtlenku wodoru zależy od przyłożonego napięcia (29).

Podczas pełnej redukcji tlenu do H20  prądowi o natężeniu l^A w cią­
gu minuty towarzyszy ubytek 0,16nmoli 0 2. Jest to ilość tlenu zawarta 
w 0,53|il wody wysyconej powietrzem w temperaturze 20°. Wartość ta  jest 
na tyle duża, że w niektórych pomiarach zużycie tlenu przez elektrodę 
należy brać pod uwagę (18).

II. Anoda

Budowa anody w zasadzie nie odbiega od budowy powszechnie stoso­
wanych elektrod porównawczych. Anoda nie powinna ulegać polaryzacji 
i dlatego jej powierzchnia musi być dostatecznie duża w stosunku do prze­
pływającego prądu. Natężenie prądu dyfuzyjnego zależy z kolei od po­
wierzchni i innych parametrów katody.

Potencjały najczęściej stosowanych elektrod porównawczych różnią się 
między sobą prawie o 0,2V (50, 70) i dlatego dobrze jest dla danego ukła­
du wyznaczyć krzywą zależności natężenia od przyłożonego napięcia.

W klasycznej polarografii powszechnie stosowaną anodą jest rtęć, któ­
ra wyciekła z katody (50). Jest ona wygodna w przypadku stosowania 
katody kroplowej, gdyż stanowi naturalny odpływ rtęci. Potencjał takiej 
elektrody może się jednak zmieniać w zależności od składu chemicznego 
badanego roztworu. Podczas długotrwałych pomiarów w niektórych roz­
tworach powierzchnia rtęci może pokrywać się nalotem wytrąconym z roz­
tworu podczas przepływu prądu, co może zmieniać jej charakterystykę. 
Ponadto rtęć metaliczna działa toksycznie na niektóre organizmy (51).

Najszersze zastosowanie w pomiarach biologicznych znalazła elektro­
da chlorosrebrowa. Można ją wprowadzić wprost do środowiska, w którym 
zachodzi reakcja, a dzięki łatwej obróbce mechanicznej można jej kształt 
dostosować do urządzenia pomiarowego. W najprostszym przypadku jest 
to drut srebrny, pokryty AgCl. Potencjał tej elektrody zależy w niewiel­
kim stopniu od składu chemicznego środowiska.

Przy długotrwałym używaniu anody chlorosrebrowej zachodzi jej utle­
nianie, przez co pokrywa się ona Ag20  i tym samym zmienia potencjał 
(16). Anoda chlorosrebrowa jest również wrażliwa na pewne substancje 
chemiczne, które powodują tak zwane jej zatrucie. Do nich należą pochod­
ne cysteiny (36, 105). V o s  i wsp. (105) przestrzegają również przed 
szkodliwym działaniem cyjanków, żelazicyjanków, azydków i jodków na 
elektrodę chlorosrebrową.

Kontaktu anody z badanym roztworem można uniknąć stosując anodę 
zewnętrzną. Elektroda znajduje się wówczas w odpowiednim roztworze 
elektrolitu i połączona jest z badanym roztworem poprzez mostek agaro­
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wy czy spiekane szkło o dostatecznie małym oporze elektrycznym (5, 11, 
13, 44, 88, 95, 101, 105). Często stosowaną elektrodą zewnętrzną jest elek­
troda kalomelowa:

Dla uniknięcia oczyszczania elektrody chlorosrebrowej z produktów 
utleniania zastosowano zewnętrzną elektrodę Ag/Ag20  z 0,5M KOH jako 
płynem elektrodowym (12, 16, 42).

W celu uniknięcia przyłączania zewnętrznego źródła prądu zastosowa­
no anody zewnętrzne wykonane z metali, które w odpowiednich roztwo­
rach tworzą z katodą ogniwo elektryczne o potencjale wystarczającym 
do redukcji tlenu (81, 100, 101). W badaniach laboratoryjnych źródło prą­
du nie nastręcza zwykle większych trudności, więc stosowanie tego rodza­
ju anod nie jest wygodne.

III. Katoda kroplowa

Właściwym czujnikiem tlenowym jest katoda i dlatego ta elektroda 
podlega najczęstszym modyfikacjom. Dla osiągnięcia dobrej polaryzacji 
wykonuje się ją z odpowiedniego metalu. Na polerowanej powierzchni 
metalu zachodzi zjawisko nadnapięcia wodoru, dzięki któremu redukcja 
wodoru przesunięta jest w kierunku bardziej ujemnych potencjałów. Po­
zwala to na stosowanie wyższego napięcia podczas analizy tlenu. Wartość 
nadnapięcia zależy między innymi od rodzaju metalu. Od platyny większe 
nadnapięcie wykazuje złoto, a jeszcze większe rtęć (18, 28). Wyższe nad- 
napięcie korzystne jest zwłaszcza podczas analizy roztworów o małym stę-. 
żeniu elektrolitów, w których spadek napięcia może spowodować znie­
kształcenie krzywej kalibracyjnej w wyższych stężeniach tlenu.

Z powyższego wynika, że katoda rtęciowa powinna być najkorzystniej­
sza. Stała elektroda rtęciowa jest jednak bardzo niewygodna i dlatego 
w klasycznej polarografii wprowadzono katodę kroplową, zbudowaną 
z kapilary o średnicy 0,04mm, z której kroplami wycieka rtęć (50). Po­
wierzchnia takiej elektrody stale się odnawia, co zapewnia dużą jej stabil­
ność i reproduktywność.

W znanych warunkach elektrodę taką można używać bez kalibrowania. 
Ciągłe kapanie rtęci ma jeszcze jedną zaletę. Powoduje ono stałe równo­
mierne mieszanie roztworu w sąsiedztwie katody tak, że prąd dyfuzyjny 
ustala się bardzo szybko. Małe zakłócenia mechaniczne mają przez to sto­
sunkowo mały wpływ na wyniki (11, 68). Zbyt intensywne mieszanie 
i wstrząsy mogą jednak wprowadzić zakłócenia w kropieniu.

Jeżeli w badanym roztworze znajdują się nierozpuszczalne węglany, 
to przy długotrwałym używaniu mogą się one wytrącać u ujścia kapilary
i w ten sposób zmieniać jej charakterystykę (13, 32, 95). Osad taki łatwo 
się usuwa przez zanurzenie kapilary w roztworze kwasu.
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Na katodzie rtęciowej tlen redukuje się dwustopniowo dając dwie fa­
le polarograficzne. Natężenie prądu dyfuzyjnego obu fal jest proporcjonal­
ne do stężenia tlenu. Natężenie prądu dyfuzyjnego można zatem mierzyć 
albo przy potencjale około — 0,4V (5, 38, 72), albo przy potencjale około 
— 1,6V (11, 13, 32, 72). Pod koniec pierwszej fali występuje tak zwane 
maksimum tlenowe. Jest to wzrost natężenia prądu występujący na sku­
tek ubocznych procesów zachodzących na katodzie kroplowej. Zjawiska 
tego można uniknąć mierząc prąd dyfuzyjny drugiej fali. W tym przypad­
ku spadek potencjału w roztworze jest większy. Maksimum nie występuje, 
gdy w badanym roztworze znajdują się niewielkie ilości białka lub nie­
których innych związków powierzchniowo czynnych. Należy jednak pa­
miętać, że substancje powierzchniowo czynne w dużych stężeniach mogą 
zniekształcać falę polarograficzną (68). Maksimum tlenowe nie występuje 
również w wyższych stężeniach elektrolitów. W przypadku wody morskiej 
wystarcza zasolenie równe l°/o (38, 88).

Na dyfuzję tlenu, a tym samym na natężenie prądu dyfuzyjnego, ma 
wpływ tem peratura. Zmiana tem peratury o 1° w okolicy 20°C powoduje 
zmianę natężenia o około 1,4% (11, 72, 88, 91).

Krzywa kalibracyjna (krzywa zależności natężenia prądu od stężenia 
tlenu) dla prądu dyfuzyjnego obu fal jest linią prostą, nie przechodzącą 
przez zero układu współrzędnych. Ciągłe ładowanie spadających kropel 
rtęci powoduje bowiem stały przepływ tak zwanego prądu pojemnościo­
wego.

Oprócz elektrod używanych w klasycznej polarografii zastosowano do 
badań natlenienia elektrody kroplowe o większym przepływie rtęci (13, 
32, 56). Są to kapilary»o średnicy do 1 mm ustawione ukośnie ku górze. 
Dają one większy prąd dyfuzyjny, a osadzanie się węglanów przy ujściu 
rtęci w znacznie mniejszym stopniu zniekształca wyniki.

IV. Katoda stała

Katoda stała ma szereg zalet w porównaniu z kroplową i dlatego w ba­
daniach biologicznych stosowana jest najczęściej. Prąd dyfuzyjny mierzy 
się zwykle przy potencjale około —0,6 V. Przy takiej elektrodzie powstaje 
głęboki gradient stężenia tlenu w badanym roztworze i dlatego prąd dyfu­
zyjny ustala się bardzo długo, a małe nawet wstrząsy mogą mieć duży 
wpływ na wyniki. Z tego względu podczas pomiarów należy wytworzyć 
równomierny ruch badanego płynu przy powierzchni elektrody. Często 
stosowany sposób polega na wprowadzeniu katody w ruch obrotowy (2, 
44, 57, 62, 107). W tym przypadku pewne trudności techniczne nastręcza 
kontakt elektryczny między elektrodą a przyrządem pomiarowym. Inną 
modyfikacją systemu poruszania elektrody jest wprowadzenie jej w ruch 
wibrujący (21, 46, 70). System pośredni zastosował L o n g m u i r  (63):
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elektrodą umocowaną w elastycznym korku poruszał on w ten sposób, że 
zataczała okręgi bez obracania się dookoła własnej osi.

Dalsze modyfikacje szły w kierunku pozostawienia elektrody nieru­
chomo i poruszania płynu w bezpośrednim jej otoczeniu. Tu również zna­
leziono szereg rozwiązań technicznych jak: obracanie naczyńka pomiaro­
wego (89), mieszanie za pomocą mieszadła elektromagnetycznego (22, 52) 
czy wreszcie umieszczenie elektrody pomiarowej w strumieniu przypły­
wającej cieczy (1, 12).

We wszystkich tych przypadkach natężenie prądu dyfuzyjnego wzras­
ta asymptotycznie ze wzrostem szybkości ruchu cieczy koło powierzchni 
elektrody (1, 2, 63). Kształt elektrody może mieć bardzo duży wpływ na 
ten wzrost (1). Przy niewielkim ruchu cieczy trzeba więc uważać, aby jego 
szybkość była stała albo też należy mierzyć przy dużych szybkościach, gdy 
niewielkie wahania szybkości ruchu cieczy nie mają już wpływu na prąd.

Najprostszą elektrodą jest drut platynowy lub złoty, wtopiony w rurkę 
szklaną (schemat 2A). Przy elektrodzie wirującej korzystne jest wtopienie 
tego drutu z boku (schemat 2B), co przy tych samych obrotach samej 
elektrody zwiększa szybkość poruszania płynu koło powierzchni. Wadą 
tych elektrod jest stosunkowo trudne ich oczyszczanie. Zeszlifowanie d ru ­
tu razem ze szkłem (schemat 2C) pozwala na czyszczenie elektrody bez 
zmiany pola jej powierzchni (14, 41, 71). Ukośne zeszlifowanie (schemat 
2D) (44) oraz stopienie drutu w kulkę na końcu elektrody (schemat 2E) 
(105) pozwala na zwiększenie powierzchni przy niewielkiej grubości dru­
tu. Cofnięcie elektrody w oprawie (schemat 2G) i, w większym jeszcze 
stopniu, wypełnienie wolnego miejsca odpowiednim żelem zmniejsza wraż­
liwość elektrody na ruch badanej cieczy i zmniejsza wpływ lepkości tej 
cieczy na wyniki, co ma szczególne znaczenie dla badania tkanek in situ 
(29).

Wrażliwość elektrody na ruch badanej cieczy i na stężenie elektroli­
tów maleje w miarę zmniejszania się jej powierzchni. Małe elektrody wy­
magają jednak stosowania bardzo czułych przyrządów pomiarowych. 
W praktyce stosowano elektrody o powierzchni od wielu cm2 (100) do po­
wierzchni koła o średnicy l^im (34). Zalety małych elektrod przy stosun-

VM
Schemat 2A, 2B, 2C, 2D, 2E, 2F, 2G. Typy elektrod stałych. O bjaśnienie w tekście
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kowo dużej powierzchni mają elektrody wykonane z wielu, odpowiednio 
rozmieszczonych cienkich drutów (schemat 2F) (14, 71) lub elektroda spi­
ralna (15).

Dla dobrego funkcjonowania elektrody duże znaczenie ma jej wyko­
nanie. Drut powinien być dokładnie oczyszczony (wyprażony) i dokładnie 
wtopiony w szkło o współczynniku rozszerzalności termicznej możliwie 
zbliżonym do tego współczynnika dla metalu. Drobne nawet pęknięcia da­
ją tak zwany prąd szczątkowy czyli prąd płynący przez elektrody w śro­
dowisku beztlenowym (7, 29, 73). Prąd ten można ostatecznie kompenso­
wać elektrycznie (97).

Ze względu na łatwiejszą obróbkę mechaniczną i możność wtapiania 
większych elektrod szkło zastępuje się często masami plastycznymi łączą­
cymi się dobrze z metalem. Tu również trzeba zwracać szczególną uwagę 
na jakość wtopienia. Najlepsze wyniki dają żywice epoksydowe takie jak 
araldit (15, 18, 43, 73), czy polski epidian (12). Dla dobrze wykonanej elek­
trody prąd szczątkowy wynosi 0.

Na elektrodzie stałej łatwo osadzają się różne wytrącone z badanego 
roztworu substancje, które zmniejszają prąd dyfuzyjny. Do substancji 
tych zalicza się między innymi węglan wapnia, a przede wszystkim biał­
ka (7, 18, 44, 83, 105). Osad ten usuwa się częściowo przez zanurzanie elek­
trod w roztworze kwasu. Szybkość powstawania osadu można zmniejszyć 
stosując prąd pulsujący (73), względnie zmieniając na krótki czas prąd 
na przeciwny (2). Jeszcze bardziej stabilne wyniki daje prąd przemienny, 
gdy elektroda pomiarowa polaryzowana jest na przemian dodatnio i ujem­
nie (14, 31, 71, 79). Prąd mierzy się tylko pod koniec fazy, w której elek­
troda pomiarowa naładowana jest ujemnie. Pociąga to jednak za sobą kom­
plikacje w konstrukcji przyrządu pomiarowego.

Przed osadzaniem się białek częściej chroni się katodę przez pokrycie 
jej warstewką ochronną. Najczęściej jest to kolodion, który nakłada się 
przez zanurzanie elektrody w odpowiednim jego roztworze (18, 31, 44). 
Szereg innych substancji znalazło również zastosowanie, na przykład agar 
(18), celuloza (105), polistyren (4, 73). Warstewka taka musi być bardzo 
cienka, aby droga dyfuzji tlenu przez nią była możliwie mała. Jej opór 
elektryczny powinien być również dostatecznie mały. Warstewka ochron­
na zmniejsza wrażliwość elektrody na mieszanie.

Krzywa kalibracyjna dla katod stałych jest linią prostą. W związku 
z brakiem prądu pojemnościowego krzywa ta przechodzi przez zero ukła­
du współrzędnych. W przeciwieństwie do elektrody kroplowej, stała elek­
troda wymaga zwykle częstego kalibrowania.

W badaniach kinetyki procesów życiowych ważna jest szybkość, z ja­
ką czujnik rejestruje zmiany stężenia tlenu. Otóż po zmianie stężenia 
tlenu prąd dyfuzyjny zmienia się asymptotycznie do nowej wartości. 
Szybkość tej zmiany określa się praktycznie pewną wartością umowną. 
Najczęściej przyjmuje się czas, w którym po usunięciu tlenu z roztworu
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nasyconego powietrzem prąd dyfuzyjny spada o 90°/o. Dla elektrody sta­
łej, przy dostatecznie szybkiej zmianie badanego płynu, D a v i e s  (29) 
podaje wartość 0,5 msek. Pokrycie elektrody warstewką ochronną opóź­
nia oczywiście reakcję elektrody, przy czym wartość opóźnienia zależy od 
rodzaju i grubości warstewki okrywającej (34, 44, 73).

Podobnie jak w przypadku elektrody kroplowej na prąd dyfuzyjny 
ma wpływ temperatura. Wzrost tem peratury o 1° w zakresie tem peratur 
około 20°C wywołuje zmianę natężenia prądu o około 2,5% (14, 63).

V. Czujnik tlenowy Clarka

Udoskonalanie elektrod tlenowych szło w kierunku coraz to większej 
izolacji od badanego środowiska. C l a r k  (25) wprowadził w tym wzglę­
dzie stosunkowo dużą innowację. Umieścił on obie elektrody wraz z cienką 
warstwą elektrolitu po jednej stronie błony, a badany roztwór po drugiej 
(schemat 3). W takim układzie prąd nie płynie już przez badany roztwór, 
a jedynie przez płyn elektrodowy. Można więc było zastąpić osłonki ko- 
lodionowe, o małym oporze elektrycznym i stosunkowo małej odporności 
mechanicznej, przez dostatecznie cienką hydrofobową błonę polietylenową.

W ten sposób elektroda nie mierzy stężenia tlenu bezpośrednio w ba­
danym roztworze, lecz w roztworze elektrodowym. Do roztworu elektro­
dowego tlen dyfunduje jak gdyby poprzez warstewkę powietrza znajdu­
jącego się w rusztowaniu błony polietylenowej. Konsekwencją tego jest 
fakt, że prąd dyfuzyjny jest proporcjonalny nie do stężenia tlenu w ba­
danym roztworze, a do jego parcjalnego ciśnienia (12). Stąd też roztwory, 
które w stanie nasycenia tlenem czy powietrzem zawierają różne ilości 
tlenu jak krew, roztwór fizjologiczny, czy roztwory soli o różnym stęże­
niu, wykazują zbliżony prąd dyfuzyjny (60, 61, 69, 83, 85). Niewielkie róż­
nice w wielkości prądu dyfuzyjnego w tych roztworach spowodowane są 
prawdopodobnie różnicą lepkości roztworów. Gdy lepkość ta różni się nie­
wiele, można wyznaczyć krzywą kalibracyjną dla jednego roztworu, a wy­
niki otrzymane dla innego roztworu mnożyć przez: as/a0, gdzie a0 to współ­
czynnik absorpcji Bunsena dla tlenu w roztworze standartowym, a as to 
ten sam współczynnik dla roztworu badanego (12).

W układzie Clarka, ze względu na większą komplikację w budowie 
czujnika, elektrody zatapia się zwykle w masach plastycznych. Ponieważ 
stosowane masy plastyczne jak i błony są hydrofobowe, dla lepszego kon­
taktu elektrycznego między elektrodami niektórzy autorzy wprowadzają 
krążek bibuły (7, 35, 36, 83, 97), waty szklanej (80) lub celofan (39, 99)
o grubości kilkunastu do kilkudziesięciu mikrometrów. Krążek ten ma 
również zapobiegać wpływowi zakłóceń mechanicznych na prąd dyfuzyj­
ny. Bibuła czy celofan zwiększają odległość, przez którą dyfunduje tlen
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i dlatego stosuje się obecnie raczej płyn elektrodowy w postaci żelu, lub 
też dodaje się do tego płynu substancje zmniejszające napięcie powierzch­
niowe.

W czujniku Clarka prąd dyfuzyjny zależy już nie tylko od szybkości 
dyfuzji tlenu w płynie elektrodowym, ale również od dyfuzji poprzez bło­
nę. Ta z kolei zależy od materiału, z którego błona jest wykonana oraz 
°d jej grubości. W zasadzie stosuje się dwa rodzaje błon: polietylenowe 
(12, 30, 39, 83, 97) i teflonowe (35, 36, 39, 58, 61, 99). Zaletą teflonu jest 
jego większa przepuszczalność dla tlenu (52) oraz duża odporność termicz­
na, pozwalająca na sterylizację czujnika w autoklawie (36, 61). Błony te 
są jednak często porowate i w zasadzie trzeba je sprawdzać przed uży­
ciem. Zwłaszcza w badaniach wpływu jonów na procesy życiowe wycie­
kanie płynu elektrodowego może wprowadzać znaczne zakłócenia. Błona 
polietylenowa jest wprawdzie mniej odporna termicznie, ale jonów nie 
przepuszcza.

Jako płyn elektrodowy stosuje się najczęściej roztwór KC1. Można go 
zastąpić roztworem buforowym (93), płynem Ringera (60, 83) czy roztwo­
rem KOH (12, 16).

Błona polietylenowa zmniejsza wrażliwość czujnika na mieszanie ba­
danego roztworu. Czym większa odległość badanego płynu od katody, tym 
wpływ mieszania na natężenie prądu jest mniejszy. Na ustalenie się gra­
dientu stężenia tlenu w błonie ma wpływ również wielkość powierzchni 
katody. Otóż elektroda reaguje na obecność tlenu na pewną odległość. 
Obrazowo można powiedzieć, że elektroda ,,widzi” na pewną odległość. 
Odległość ta  wzrasta z wielkością elektrody i równa się w przybliżeniu 
sześciokrotnej średnicy elektrody o kształcie koła (34).

W obrębie czujnika wytwarza się podczas pomiaru gradient stężenia 
tlenu oraz produktów pośrednich jego redukcji i dlatego bezpośrednio po 
przyłożeniu napięcia obserwuje się szybki wzrost natężenia prądu i stop­
niowy spadek do określonego poziomu. Czas ustalenia się prądu wyno‘si 
około 30 m inut (7, 12, 16, 34, 97). Po tym okresie prąd jest już bardzo sta­
bilny i w ciągu 24 godzin pracy w stałych warunkach obserwowano zmia­
ny natężenia prądu nie przekraczające l°/o (12). Niemniej wskazana jest 
częsta kalibracja, gdyż zmiana warunków pomiaru, a zwłaszcza wymiana 
błony, może znacznie zmienić charakterystykę elektrody. Do kalibrowa­
nia oprócz metody Winklera wykorzystuje się usuwanie stechiometrycz- 
nych ilości 0 2 przez zred. NAD (85).

W omawianym układzie elektrod prąd elektryczny nie płynie przez 
badany roztwór. Z tego względu można badać natlenienie roztworów poz­
bawionych elektrolitów, a nawet gazy (29, 58). W tym ostatnim przypad­
ku, w celu zmniejszenia szybkości parowania wody z płynu elektrodowe­
go, zastosowano błony napylane metalem, przepuszczające tlen (9). Błona 
hydrofobowa chroni także elektrody przed substancjami „zatruwającymi”
i substancjami redukującymi się razem z tlenem. Niektóre z tych sub­
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stancji, na przykład H2S, dyfundują jednak przez błonę i ich obecność 
w dużych stężeniach należy brać pod uwagę (42).

Badania nad wpływem tem peratury na prąd dyfuzyjny dla czujnika 
Clarka wykazują dużą rozbieżność wyników. Podaje się wartości zmiany 
prądu o około 2,5'°/o na 1° w temperaturze około 35° (34, 39, 59, 61) oraz 
wartości znacznie wyższe, bo około 70/o/l° w okolicy 25° (16, 42). Przyczyna 
tych rozbieżności nie jest jasna. Wpływ tem peratury można kompenso­
wać elektrycznie (16).

Krzywa kalibracyjna dla elektrod Clarka jest linią prostą, przechodzą­
cą przez zero układu współrzędnych.

Ag -AgCI

KCI 0,1 M

POLISTYREN

SZKfcO

PIERŚCIEŃ
GUMOWY

POL IETYLEN

Ag -Ag C I

KCI 0,5 M
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EPO KS YD O W A

G U M A

S Z K t O

T E F L O N

CE L O F A N

Ag - AgCI  

KCI 0,5 M
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POL IETYLEN

Schemat 3A, 3B, 3C. Typy czujników tlenowych Clarka. O bjaśnienie w tekście

W badaniach nad kinetyką procesów biologicznych ważna jest szyb­
kość, z jaką elektroda reaguje na zmianę natlenienia. Szybkość ta waha się 
znacznie w zależności od budowy elektrody, oraz od rodzaju i grubości 
stosowanej błony (80). Szybkość reakcji elektrody mierzona jako czas, 
w którym prąd dyfuzyjny zmienia się o 90°/o po zmianie natlenienia, mieści 
się w granicach jednej do kilku sekund (39, 42, 59, 60, 61).

Kilka rozwiązań konstrukcyjnych czujnika tlenowego Clarka przed­
stawia schemat 3. Zwykle jest to drut platynowy lub złoty wtopiony 
w szkło (schemat 3A i 3B) (35, 39, 55). Taka elektroda może być następnie 
zatopiona w żywicy epoksydowej (34, 36). Drut może być również zato­
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piony bezpośrednio w żywicy (schemat 3C) (12, 16). Anoda stanowi pierś­
cień srebrny lub rurkę srebrną otaczającą katodę i zatopiona jest w tej 
samej żywicy (schemat 3B i 3C) (16, 61). Niekiedy anodę umieszcza się 
z dala od powierzchni katody (schemat 3A) (15, 55, 96).

VI. Zastosowanie

Zasadniczymi procesami fizjologicznymi, w których bierze udział tlen, 
są oddychanie i fotosynteza. W oddychaniu, w szerokim tego słowa zna­
czeniu, można wyróżnić szereg etapów jak wymiana gazu między orga­
nizmem i środowiskiem, transport tlenu między tkankami a organami od­
dechowymi i utlenianie tkankowe. Amperometria znalazła zastosowanie 
w badaniach wszystkich tych etapów i do tych celów opracowano różno­
rodne urządzenia.

Zajmiemy się najpierw oddychaniem całych zwierząt. Na ogół z w yjąt­
kiem użycia elektrod Clarka, ilość tlenu można oznaczać tylko w roztwo­
rach, toteż za pomocą elektrody tlenowej mierzy się w zasadzie (chociaż 
nie wyłącznie (110)) oddychanie organizmów wodnych. W najprostszym 
przypadku badany obiekt umieszcza się w zamkniętym naczyniu i w odpo­
wiednich odstępach czasu pobiera próbki do analizy zawartości tlenu (8). 
W tych pomiarach najlepiej stosować elektrodę kroplową, która daje naj­
bardziej reproduktywne wyniki i nie wymaga częstego kalibrowania. Prze­
prowadzenie analizy amperometrycznej jest znacznie szybsze i wygodniej­
sze od tradycyjnych metod chemicznych, co znacznie ułatwia pomiary se­
ryjne.

W powyższych pomiarach natlenienie środowiska, w którym badany 
obiekt przebywa, ulega ciągłym zmianom, co może mieć z kolei wpływ na 
intensywność oddychania. Można tego uniknąć umieszczając zwierzę w na 
czyniu, przez które przepływa prąd wody (11, 12, 32, 54, 56, 84, 92, 95). 
Z pomiarów natlenienia wody napływającej do naczynia i wypływającej 
z niego, oraz z szybkości przepływu można obliczyć intensywność oddy­
chania. Taki układ pozwala na dokładną kontrolę składu chemicznego śro­
dowiska i na wygodne wprowadzanie czy wycofywanie jakiegoś czynnika 
chemicznego bez zakłóceń mechanicznych, szczególnie ważnych przy ba­
daniu podstawowej przemiany materii. Jeżeli czynnikiem dozowanym jest 
tlen, łatwo wyznacza się tak zwane natlenienie krytyczne (11, 12).

Oprócz całych zwierząt można w ten sposób badać wyizolowane organy
i tkanki i wtedy przepuszcza się płyn bezpośrednio przez zbiorniczek z ba­
danym obiektem (12) lub też umieszcza się obiekt poza odpowiednią bło­
ną (53, 92). Amperometria jest metodą bardzo czułą, więc można stosować 
wolny przepływ rzędu jednego ml/godzinę (12).

W przypadku badania skrawków tkanek (30, 66), zawiesiny komórek 
(21, 63, 64) czy elementów subkomórkowych (21, 23, 55) elektrody wpro­
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wadza się najczęściej wprost do naczyńka pomiarowego i bada szybkość 
spadku natlenienia.

Objętość płynu inkubacyjnego nasyconego w danych warunkach po­
wietrzem i czułość przyrządu pomiarowego wygodnie jest dostosować tak, 
aby podziałkom skali galwanometru odpowiadały jednostki zużycia tlenu. 
Zero galwanometru ustala się zwykle przez chemiczne usuwanie tlenu (7,
29) dodatkiem Na2S 0 3 (lOmM lub więcej). Do naczyńka z płynem inku- 
bacyjnym o znanym natlenieniu wprowadza się elektrody, dostosowuje 
czułość galwanometru, dodaje zawiesinę oddychającą i ewentualnie sub­
stancje stymulujące lub hamujące oddychanie. W ten  sposób przy każdym 
pomiarze następuje kalibracja elektrody.

Należy jednak pamiętać, że w opisanym wyżej układzie białko zmniej­
sza czułość niepokrytej polietylenem katody i trzeba wprowadzić w związ­
ku z tym odpowiednią poprawkę. Trudność polega na tym, że białko wpro­
wadza się zwykle w zawiesinie oddychającej, która jako anaerobowa po­
woduje rozcieńczenie tlenu w środowisku inkubacyjnym. Efekty rozcień­
czenia tlenu i odkładania białka nakładają się więc na siebie. Dzięki hy­
drofobowym właściwościom polietylenu czy teflonu białko nie ma wpły­
wu na czujnik Clarka.

Przydatność amperometrii jest większa niż metod manometrycznych, 
gdyż mierzy się natlenienia wprost w płynie inkubacyjnym, a nie w fazie 
gazowej. Między tymi fazami może wystąpić duża różnica, co ma szcze­
gólnie duże znaczenie przy badaniu szybko przebiegających lub szybko 
zanikających procesów (7, 37, 40, 49, 82, 86, 90). Również podczas pomia­
rów w małych stężeniach tlenu, na przykład podczas wyznaczania stałej 
Michaelisa dla tlenu, pomiar bezpośrednio w płynie inkubacyjnym jest 
konieczny (21, 48, 63, 64).

Intensywność oddychania mierzy się zwykle jako szybkość spadku stę­
żenia tlenu w badanym roztworze. Przez wstawienie w obwód odpowied­
niego kondensatora można elektrycznie różniczkować szybkość spadku na­
tlenienia w badanej próbie, co pozwala na bezpośredni odczyt intensyw­
ności oddychania w danym momencie (23).

Za pomocą elektrody tlenowej bada się nie tylko ubytek tlenu, ale rów­
nież jego pojawianie się w takich procesach jak fotosynteza czy rozkład 
nadtlenku wodoru w obecności katalazy. W tym drugim przypadku sto­
suje się elektrody Clarka, ponieważ błona hydrofobowa zapobiega dyfuzji 
nadtlenku wodoru do powierzchni katody (40, 86).

Duże usługi oddała amperometryczna metoda w badaniach mechaniz­
mu fosforylacji oksydacyjnej. W sprzężonych mitochondriach bardzo łatwo 
wyznacza się wydajność energetyczną fosforylacji czyli stosunek ilości 
wbudowanego do ADP fosforanu do ilości zużytego w tym samym czasie 
tlenu (P/O) (21). W tym celu mitochondria inkubuje się w obecności 
wszystkich elementów koniecznych do syntezy ATP oprócz akceptora 
energii, jakim jest ADP (rysunek 2). Dodatek określonej ilości ADP po­
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woduje skokowy wzrost szybkości oddychania, aż do momentu związania 
całej dostępnej ilości ADP w postaci ATP. W tym momencie intensyw­
ność oddychania wraca do wartości wyjściowej. Z ilości zużytego tlenu 
podczas skoku oddychania i ilości dodanego ADP można obliczyć stosunek 
P/O. Ponadto oblicza się łatwo tzw. kontrolę oddychania przez akceptor 
energii, wyrażaną jako stosunek szybkości oddychania po dodaniu akcep­
tora energii do tej szybkości przed dodaniem ADP. Podobne skokowe zmia­
ny oddychania jak podczas fosforylacji oksydacyjnej obserwuje się pod­
czas akumulacji jonów dwuwartościowych (20, 87).

Rys. 2. Pom iar intensyw ności oddychania, stosunku ADP/O oraz kontroli oddycha­
nia przez akceptor energii w  m itochondriach w ątroby szczura za pomocą czujnika

tlenowego C larka
Do roztworu inkubacyjnego o sk ładzie 80 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 10 mM bursztynianu sodu, 
4 mM bufor fosforanow y ó pH  7,4. dodano w  m iejscach  oznaczonych strzałkam i m itochondria  
w ilości 5 mg białka oraz ADP. O bjętość końcow a w ynosiła  2 m l. Linią przeryw aną oznaczono  
ekstrapolację krzyw ej zużycia tlenu  oraz rzuty odpow iednich punktów  na rzędną, w ykonane  
w  celu dokładnego pomiaru ilośc i zużytego tlenu  podczas skoku oddychania w yw ołanego do­

datkiem  ADP

Dla badania procesów zachodzących w mitochondriach duże znaczenie 
ma stosowanie elektrody tlenowej w połączeniu z innymi metodami po­
zwalającymi na równoczesne pomiary zmian zużycia tlenu, fluorescencji, 
absorpcji i rozproszenia światła oraz w połączeniu z elektrodami rejestru­
jącymi stężenie H+, K +, Na+ itp. (19, 20, 23, 47, 78).

Konstrukcja naczyńka pomiarowego może być bardzo różna. W naj­
prostszym przypadku jest to zwykła probówka, umieszczona w łaźni te r­
mostatowej, do której wprowadza się od góry elektrody. Mieszanie pły­
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nu odbywa się za pomocą elektrod, jeżeli stosuje się elektrodę wirującą 
lub wibrującą, przez obracanie całego naczynka lub też za pomocą miesza- 
dełka elektromagnetycznego. Poprzez górny otwór płyn badany kontaktu­
je z powietrzem, toteż należy zwracać uwagę, aby powierzchnia otworu 
była możliwie mała w porównaniu z objętością płynu. Gdy reakcja bada­
na jest dostatecznie szybka dyfuzja z powietrza nie odgrywa większej roli 
(21). Dokładne izolowanie układu od czynników zewnętrznych może po­
ciągać dość duże komplikacje w konstrukcji (44).

Często w analizie materiału biologicznego dysponuje się niewielką iloś­
cią preparatu czy odczynnika i wtedy korzystne jest stosowanie naczynka
o możliwie małej objętości. Skonstruowano więc naczynka o pojemności 
rzędu 0,5ml i mniejsze (7, 35, 80, 97). Wymagają one jednak szczególne­
go zabezpieczenia przed kontaktem z powietrzem, zwłaszcza, jeżeli trzeba 
dodawać jakieś substancje podczas analizy. Przy tak małych ilościach na­
leży już pamiętać, że masy plastyczne rozpuszczają pewne ilości tlenu (15, 
39) i że elektroda pewną jego ilość zużywa (18, 39).

Do analizy amperometrycznej konieczne są niewielkie próbki, co ma 
duże znaczenie w badaniu natlenienia płynów ustrojowych (3). Do bada­
nia krwi pobierano próbki rzędu 0,1 ml (74, 75). Wymaga to oczywiście za­
bezpieczenia badanej próbki przed kontaktem z powietrzem. Krótki czas 
przebiegu analizy pozwala na uniknięcie błędu spowodowanego zużyciem 
tlenu przez elementy komórkowe znajdujące się w płynie (39, 74, 76, 99).

W przypadku badania krwi należy pamiętać, że duża ilość tlenu zwią­
zana jest z hemoglobiną. W bezpośrednim sąsiedztwie elektrody na skutek 
reakcji elektrodowych, stężenie tlenu może być niskie tak, że hemoglobina 
oddaje tlen, który zwiększa natężenie prądu dyfuzyjnego (6 , 27, 71). Z dru­
giej strony obecność białek powoduje spadek prądu dyfuzyjnego nawet 
przy użyciu elektrod pokrytych kolodionem. To zjawisko można tłumaczyć 
wzrostem lepkości badanego roztworu, co z kolei zmniejsza szybkość dy­
fuzji tlenu (77, 102).

Amperometria umożliwia pomiar natlenienia wprost w obiegu krwi 
przez wprowadzenie elektrod do naczyń krwionośnych (18, 26). Miniaturo­
we elektrody zamontowane w odpowiednim kateterze można poprzez na­
czynia krwionośne wprowadzić w różne okolice organizmu (52, 58, 61).

Elektrody implantowane wprost do tkanek in vivo pozwalają na po­
miar stężenia tlenu w bezpośrednim sąsiedztwie komórek (17, 18, 26, 34, 
45). Przy ich pomocy można mierzyć szybkość zużycia tlenu przez te 
tkanki in situ. Zatrzymuje się wówczas lokalnie krążenie i notuje spadek 
natlenienia (29). Z drugiej strony zmiany natlenienia w tkankach mogą 
być wskaźnikiem lokalnych zaburzeń w krążeniu (69).

Elektrody tlenowe przystosowano do pomiarów współczynnika dyfuzji 
tlenu w tkankach (65, 98). Zminiaturyzowano je również do tego stopnia, 
że możliwy stał się pomiar natlenienia wewnątrz pojedynczej komórki 
(108).
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Przykładem wykorzystania elektrod tlenowych do pośredniego pomia­
ru stężenia innych substancji może być czujnik wrażliwy na glukozę. Czuj­
nik ten to elektrody Clarka pokryte warstwą żelu akrylamidowego zawie­
rającego oksydazę glukozy. Glukoza z badanego roztworu, wchodząc 
w kontakt z enzymem, powoduje ubytek tlenu w bezpośrednim sąsiedz­
twie elektrody i tym samym zmniejsza prąd dyfuzyjny tlenu. Prąd ten 
jest funkcją stężenia glukozy i tym samym może być jego miarą (104).

Na zakończenie można wspomnieć o elektrometrycznych pomiarach 
zużycia tlenu opartych na innych zasadach. Organizmy oddychające tle­
nem atmosferycznym umieszcza się w naczyniu, w którym ubytek tlenu 
zostaje uzupełniony elektrolitycznie. Ilość zużytego tlenu oblicza się 
z wartości prądu, jaki przepłynął podczas elektrolizy (24, 67, 106).

Do pomiaru stężenia tlenu w gazach oddechowych wykorzystuje się 
właściwości pewnych związków cyrkonu. Czujnik stanowi tu ogniwo, zbu­
dowane z tych związków, którego siła elektromotoryczna jest w odpowied­
nich warunkach funkcją stężenia tlenu (33, 94).
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V

EWA PROCHNIEWICZ*, HANNA STRZELECKA-GOŁASZEWSKA**

Spektroskopia fluorescencyjna i jej zastosowanie do badania 
struktury białek

Fluorescence Spectroscopy and its Application to Studies on the Protein
Structure

T heoretical basis of fluorescence phenom enon is described and exam ples of ap­
plication of the fluorescence spectroscopy to studies on the protein conform ation are 
given.

Jednym z kluczowych problemów biologii molekularnej jest znalezie­
nie związku pomiędzy strukturą i funkcją cząsteczek białkowych w ży­
wych organizmach. Rozwiązanie tego zagadnienia wymaga stosowania 
wielu metod zarówno fizycznych jak chemicznych oraz umiejętnego ze­
stawienia uzyskanych danych. Celem niniejszego artykułu jest zasygna­
lizowanie możliwości zastosowania spektroskopii fluorescencyjnej do ba­
dania struktury, dynamiki cząsteczek białkowych oraz połączeń białek 
z innymi substancjami.

I. Teoria zjawiska fluorescencji

W cząsteczkach związków chemicznych, podobnie jak w atomach, elek­
trony mogą znajdować się tylko w stanach o określonej energii, zwanych 
poziomami energetycznymi, przy czym każdej wartości energii elektrono­
wej cząsteczki odpowiada szereg podpoziomów o różnych wartościach 
energii oscylacyjnej.

W normalnych warunkach cząsteczki znajdują się w stanie podstawo­
wym, który na ogół jest stanem singletowym. Absorpcja energii promie­

* Mgr, In sty tu t Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akadem ia 
Nauk, W arszawa

** Dr, In sty tu t Biologii Doświadczalnej im. M. Nenckiego, Polska Akadem ia 
Nauk, W arszawa

W ykaz stosowanych skrótów: ANS — kwas i-anilino-8-naftaleno-sulfonow y, 
DNS — chlorek dw um etylonaftaleno-5-sulfonow y, TNS — kw as 2-p-toluidynylonafta- 
leno-6-sulfonow y, TAS — 4,4 '-bis-(2-chloro-4-dw uetanoloam ino-i,3 ,5-triazyl-6-dw u- 
am inostilbeno-2,2 '-dw usulfonian sodu, MDC — 4-m etylo-7-dw uetyloam inokum aryna, 
NPA — p-n itro feny loan tran ilan
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nistej prowadzi do wzbudzenia cząsteczki, to znaczy do przejścia elektro­
nów na jeden z wyższych, niezajętych stanów (schemat 1). Cząsteczki są 
wzbudzane z najniższego poziomu oscylacyjnego stanu podstawowego do 
różnych poziomów oscylacyjnych stanów wzbudzonych. W roztworach od­
działywanie wzbudzonych cząsteczek z rozpuszczalnikiem może powodo­
wać utratę nadmiaru energii oscylacyjnej w czasie rzędu 10~12 sekundy 
i przejście do najniższego poziomu oscylacyjnego danego stanu wzbudzo­
nego. Jest to proces bezpromienisty.

U trata energii wzbudzenia wskutek emisji promieniowania nazywana 
jest luminescencją, której szczególny przypadek stanowi fluoreseencja. 
Jest to proces emisji promieniowania z najniższego poziomu oscylacyjne­
go pierwszego wzbudzonego stanu singletowego. Czas życia tego stanu 
jest rzędu 10~9—10~7 sek i tego samego rzędu jest czas trwania fluores- 
cencji.

Schemat 1. U kład poziomów energetycznych w  cząsteczce 
G — stan  podstaw ow y; Elt E2 — w zbudzone stany singletow e; Tt — stan  trip letow y. Zaznaczono

strukturę oscylacyjną poziom ów

Utrata nadmiaru energii oscylacyjnej przed aktem emisji powoduje, że 
energia kwantów promieniowania fluorescencji jest niższa niż energia 
kwantów absorbowanych. Ponieważ energia promieniowania jest odwrot­
nie proporcjonalna do długości fali, położenie maksimum widma emisji 
fluorescencji' przesuwa się w stronę fal dłuższych względem położenia 
maksimum widma absorpcji. Widmo wzbudzenia fluorescencji, ilustrujące 
zależność natężenia fluorescencji od długości fali światła wzbudzającego, 
w przypadku izolowanego chromoforu pokrywa się z jego widmem ab­
sorpcji. Na rysunku 1 przedstawiono stosunek pomiędzy widmami wzbu­
dzenia i emisji na przykładzie kompleksu kwasu 2-anilino-8-naftalenosul- 
fonowego (ANS) z apomioglobiną.

Natężenie światła fluorescencji charakteryzuje tzw. wydajność kwan­
towa Q, zdefiniowana jako stosunek liczby kwantów wyemitowanych (F)
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Długość fali (nm)

Rys. 1. Widmo wzbudzenia (I) i widmo em isji fluorescencji (II) kom pleksu ANS
z apom ioglobiną (wg 26)

F
do liczby kwantów zaabsorbowanych (A): Q • Wartość Q jest na ogół
mniejsza od jedności i jest proporcjonalna do ułamka fluoryzujących czą­
steczek. Obniżenie wydajności kwantowej poniżej 1 jest wynikiem możli­
wości przechodzenia cząsteczek ze stanu wzbudzonego do stanu podstawo­
wego na drodze różnej od emisji promieniowania fluorescencji (10).

II. Procesy konkurencyjne w stosunku do fluorescencji

Pierwszym tego typu procesem, mającym w zasadzie niewielkie zna­
czenie, jest bezpromieniste przejście cząsteczki ze stanu wzbudzenia do 
stanu podstawowego, przy czym energia wzbudzenia zamienia się na cie­
pło. Bardziej zasługuje na uwagę zjawisko wewnętrznego przejścia ener­
getycznego określanego w literaturze angielskiej nazwą in te r s y s te m  Cross­
ing (10). Polega ono na przejściu cząsteczki z pierwszego wzbudzonego 
stanu singletowego do najniższego stanu tripletowego. Przejście promie­
niste między stanem tripletowym i podstawowym nazywane jest fosfo- 
rescencją. Czas życia stanu tripletowego jest rzędu 10-4—10 sek, wskutek 
czego promieniowanie fosforescencji trw a znacznie dłużej niż fluorescen­
cji. Z drugiej strony, tak długi czas życia stanu tripletowego zwiększa 
prawdopodobieństwo utraty  wzbudzenia wskutek zderzeń z innymi czą­
steczkami obecnymi w roztworze. W konsekwencji w roztworach w tem ­
peraturze pokojowej fosforescencji na ogół się nie obserwuje.

Prawdopodobieństwo wewnętrznego przejścia energetycznego zależy 
od struktury  stanów elektronowych cząsteczki. Stwierdzono, że prawdopo­
dobieństwo to jest znacznie mniejsze w węglowodorach aromatycznych, 
wykazujących duże rozszczepienie singlet-triplet, niż w przypadku czą­
steczek niektórych barwników organicznych, gdzie odpowiednia różnica 
energii jest mała (11).
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Zjawiskiem in tersystem  Crossing tłumaczy się tzw. efekt ciężkich ato­
mów przejawiający się tym, że podstawienie ciężkich atomów do układu 
elektronów jt zwiększa natężenie fosforescencji kosztem fluorescencji. Na 
przykład w serii pochodnych halobenzenowych wydajność kwantowa fluo­
rescencji dla fluorobenzenu wynosi 0,16 dla chlorobenzenu 0,05, dla bro- 
mobenzenu 0,01 , a jodobenzen nie fluoryzuje wcale (6).

Wygaszanie fluorescencji może być także związane z utratą energii 
wzbudzenia w wyniku zderzeń cząsteczki z innymi cząsteczkami obecnymi 
w środowisku, jak cząsteczki tlenu, haloidki alkili, czy chelaty atomów 
paramagnetycznych (22). 1

Innym rodzajem dezaktywacji stanu wzbudzonego jest bezpromienista 
wymiana energii -— przekazanie energii na inną drobinę bez bezpośrednie­
go kontaktu oddziałujących cząsteczek. Wzbudzona w ten sposób cząstecz­
k a — akceptor energii:— przy przejściu do stanu podstawowego emituje 
własne widmo fluorescencji. Dla zajścia bezpromienistej wymiany energii, 
zwanej także fluorescencją uczuloną, konieczne jest aby si) widmo emisji 
donora pokrywało się z widmem absorpcji akceptora, b) wzbudzone po­
ziomy elektronowe donora znajdowały się powyżej poziomów akceptora.

Wydajność procesu bezpromienistej wymiany energii zależy od odleg­
łości i wzajemnej orientacji przestrzennej donora i akceptora ze względu 
na postulowany dipolowy charakter ich oddziaływania. Prawdopodobień­
stwo wystąpienia wymiany energii jest największe w przypadku równo­
ległego ustawienia oddziałujących dipoli, natomiast najmniejsze w przy­
padku ustawienia prostopadłego (5).

III. Wpływ geometrii cząsteczki i własności rozpuszczalnika na widmo 
fluorescencji

Zjawisko fluorescencji wykazują głównie cząsteczki mające układy 
elektronów jt, a szczególnie związki aromatyczne i heterocykliczne (10). 
Wiele fluoryzujących cząsteczek organicznych chrakteryzuje płaska, 
sztywna struktura. Przyjm uje się bowiem (10), że w przypadku struktur 
giętkich istnieje większe prawdopodobieństwo rozproszenia energii wzbu­
dzenia na rotacje i oscylacje poszczególnych fragmentów cząsteczki wzglę­
dem siebie niż w przypadku cząsteczek sztywnych.

Możliwość dezaktywacji stanu wzbudzonego chromoforu w wyniku 
wewnątrzcząsteczkowych ruchów (15) implikuje istnienie zależności po­
między natężeniem fluorescencji a lepkością rozpuszczalnika. Na przykład 
wydajność kwantowa fluorescencji kwasu 2-p-toluidynylonaftaleno-6-sul- 
fonowego (TNS) wzrasta ze wzrostem lepkości rozpuszczalnika (19). We­
dług autorów (19) przyczyna tego rodzaju zależności związana jest z roz­
praszaniem energii wzbudzenia na wzajemny obrót pierścieni fenylowego 
i naftyłowego w cząsteczce TNS.
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Widmo fluorescencji cząsteczek organicznych w roztworach zależy od 
takich własności rozpuszczalnika, jak stała dielektryczna, czy zdolność 
tworzenia wiązań wodorowych z badaną substancją. Wpływ stałej dielek­
trycznej objawia się wystąpieniem w widmie tzw. przesunięć polaryza­
cyjnych. Przesunięcia te obserwuje się w związkach mających większy 
moment dipolowy w stanie wzbudzonym niż w stanie podstawowym (16). 
W rozpuszczalnikach polarnych część energii stanu wzbudzonego chromo- 
foru zużywa się na oddziaływanie z dipolowymi drobinami rozpuszczalni­
ka, co powoduje przesunięcie położenia maksimum widma emisji fluores- 
cencji w kierunku fal dłuższych w porównaniu z położeniem maksimum 
w środowisku niepolarnym. Wielkość tego przesunięcia wzrasta ze stop­
niem polarności rozpuszczalnika. Polarne rozpuszczalniki obniżają również 
wydajność kwantową fluorescencji (26), jednak mechanizm tego zjawiska 
nie jest jeszcze dobrze poznany. Ilustracją zależności widma fluorescencji 
od polarności rozpuszczalnika są wyniki badań fluorescencji ANS w róż­
nych alkoholach (rysunek 2). Widoczny jest wzrost wydajności kwanto­
wej i przesunięcie położenia maksimum widma emisji fluorescencji ANS 
w kierunku fal krótszych wraz ze spadkiem polarności rozpuszczalnika, 
która zmniejsza się w porządku: glikol etylenowy (Eg), metanol (M), eta­
nol (E), n-propanol (P), n-butanol (B) i n-oktanol (O).

Wpływ wiązań wodorowych na widmo fluorescencji badali M a t a g a 
i K a i f u (18). Powstanie wiązań wodorowych między rozpuszczalnikiem 
i substancją rozpuszczoną powoduje szereg niepożądanych efektów, jak 
przesunięcie położenia maksimum widma fluorescencji w kierunku fal 
dłuższych lub krótszych oraz zmiany wydajności kwantowej emisji fluo­
rescencji. Ponieważ przewidywanie jakiego rodzaju efekt wystąpi w ba­
danym układzie jest bardzo trudne, w badaniach za pomocą metody fluo-

420 460 500 540 580 
Długość fali emisji (nm)

Rys. 2. W idma fluorescencji ANS w alkoholach (wg 26)
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rescencyjnej ważny jest dobór takich rozpuszczalników, które nie tworzą 
wiązań wodorowych z badaną substancją (40).

Wydajność kwantowa i położenie maksimum fluorescencji zależą rów­
nież od temperatury. Na ogół spadek tem peratury powoduje wzrost wy­
dajności kwantowej fluorescencji oraz przesunięcie położenia maksimum 
w kierunku fal krótszych. A zatem interpretacja widma fluorescencji 
otrzymanego w danym rozpuszczalniku o danej temperaturze nie może 
być mechanicznie przenoszona na wyniki otrzymane w innym rozpuszczal­
niku o innej temperaturze.

IV. Zastosowanie fluorescencji do badania konformacji cząsteczek
białkowych

Stosując fluorescencję do badań nad konformacją białek wykorzystuje 
się bądź chromofory naturalnie występujące w cząsteczce białka, bądź 
chromofory sztucznie do niej wprowadzone. Te ostatnie określa się zwy­
kle mianem chromoforów zewnętrznych.

1. Chromofory naturalne

Mogą to być chromofory koenzymatyczne, na przykład dwunukleotyd 
nikotynoamidoadeninowy, zredukowany dwunukleotyd flawinowoadenino- 
wy, fosforan pirydoksalu lub chromofory wewnętrzne, jak aromatyczne 
łańcuchy boczne tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny.

Badania wykazały, że wydajność kwantowa fluorescencji tryptofanu 
zależy od stanu sąsiednich grup funkcyjnych (4). Jony fenolowe pełnią 
przypuszczalnie rolę akceptorów w procesie bezpromienistej wymiany 
energii, przyczyniając się tym do obserwowanego wygaszania emisji fluo­
rescencji tryptofanu w alkalicznym zakresie pH (4, 25). To przypuszczenie 
opiera się na fakcie, że widmo absorpcji zjonizowanej tyrozyny nakłada 
się na widmo emisji tryptofanu w stopniu wystarczającym do wystąpie­
nia bezpromienistej wymiany energii. Przyczyną wygaszania fluorescen­
cji tryptofanu w pH >  11 może być również powstawanie kompleksu jo­
nów hydroksylowych ze wzbudzonym chromoforem (25).

Także jonizacja grup karboksylowych powoduje wygaszanie fluores­
cencji, wywołane przypuszczalnie zakłóceniem struktury  elektronowej 
reszt tryptofanu przez sąsiadujące grupy karboksylowe. Grupy aminowe 
przyczyniają się do wygaszania fluorescencji zarówno w stanie zjonizo- 
wanym jak i niezjonizowanym. Efekty te tłumaczy się przenoszeniem pro­
tonu między grupą aminową a pierścieniem indolowym tryptofanu (4). 
Ogólnie biorąc, wpływ innych aminokwasów na widmo fluorescencji za­
leży od ich położenia względem chromoforu, a więc od konformacji białka.

http://rcin.org.pl



m SP E K T R O SK O PIA  FL U O R E SC E N C Y JN A 589

W przypadku pepsyny, albuminy jaja i lizozymu wygaszaniu fluores- 
cencji w kwaśnym pH towarzyszy pojawienie się widma różnicowego 
w paśmie odpowiadającym absorpcji tryptofanu, co przypuszczalnie wiąże 
się z przemianami strukturalnym i białek w tym  zakresie pH (25).

Badanie widma fluorescencji w zależności od pH i tem peratury wyka­
zało korelację zmian wydajności kwantowej fluorescencji ze zmianami 
konformacyjnymi białek, o których wiadomo na podstawie badań prze­
prowadzonych przy użyciu innych metod. Występujący w obszarze alka­
licznym spadek wydajności kwantowej fluorescencji reszt tryptofanu, spo­
wodowany bezpromienistą wymianą energii ze zjonizowanymi resztami 
tyrozylowymi, okazał się zależny od własności strukturalnych danego 
białka. Na przykład w przypadku lizozymu przy alkalizacji roztworu ob­
serwowano odwracalny spadek wydajności kwantowej fluorescencji, a ob­
niżeniu pH od 12 do obszaru obojętnego towarzyszył wzrost wydajności 
kwantowej do wartości obserwowanej przed alkalizacją. Natomiast 
w przypadku albuminy jaja zmiany wydajności kwantowej towarzyszące 
podwyższeniu pH roztworu okazały się nieodwracalne (rysunek 3). Tę nie­
odwracalność przypisuje się denaturacji białka, której następstwem jest 
odsłonięcie i jonizacja grup tyrozylowych, zamaskowanych w rodzimym 
białku (3).

O zależności wydajności kwantowej fluorescencji tryptofanu od kon­
formacji białka świadczy również jej zmiana pod wpływem wysokich stę­
żeń mocznika i detergentów — czynników powodujących zmiany konfor- 
macyjne.

Badanie zależności temperaturowej widma fluorescencji wykazało, że 
gdy nie zachodzą zmiany strukturalne w białku, wzrostowi tem peratury

1.0

0,8

0,5 |

0.4

Rys. 3. Zależność natężenia fluorescencji album iny ja ja  od pH; (o) przebieg zm ian 
natężenia przy alkalizacji roztw oru  białka; ( •)  przebieg zm ian natężenia przy zobo­

ję tn ian iu  (wg 25)
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towarzyszy ciągły spadek wydajności kwantowej fluorescencji. Natomiast 
przemiany konformacyjne zaznaczają się w postaci wyraźnej zmiany na­
chylenia krzywej w krytycznym obszarze temperatur.

Przytoczone przykłady wskazują, że zależność widm fluorescencji od 
najbliższego otoczenia fluoryzujących chromoforów może być wykorzysta­
na do badania zmian konformacyjnych białek. Jednak interpretację otrzy­
manych wyników utrudnia w wielu przypadkach brak znajomości sek­
wencji aminokwasów w sąsiedztwie odpowiednich chromoforów. Drugim 
ograniczeniem stosowania metody fluorescencji jest to, że nie zawsze fluo­
ryzująca reszta znajduje się w interesującym badaczy obszarze cząsteczki, 
na przykład w centrum aktywnym enzymu.

2. Chromofory zewnętrzne

Ostatnio dla umożliwienia badania własności konformacyjnych okreś­
lonych obszarów cząsteczek białkowych rozwinięto technikę wprowadza­
nia do nich niskocząsteczkowych związków fluoryzujących, określanych 
w literaturze nazwą fluorescent probes. Widma fluorescencji wprowadzo­
nych związków, dzięki zależności od bezpośredniego otoczenia, dostarcza­
ją informacji o lokalnych zmianach konformacyjnych cząsteczki-nośnika.

Fluoryzujące kompleksy białek z chromoforami można otrzymać albo 
w wyniku powstania kowalencyjnego wiązania między chromoforem 
a białkiem, albo też drogą użycia związków adsorbujących się na cząstecz­
kach białkowych bez tworzenia wiązań kowalencyjnych. Przy badaniu 
fluoryzujących kompleksów zawierających związany kowalencyjnie chro- 
mofor istotne jest, aby utworzenie wiązania chemicznego nie zmieniało 
właściwości danego białka. Pożądane jest też powstanie tylko jednego ro­
dzaju połączenia, na tyle silnego, aby umożliwiło badania własności białka 
w szerokim przedziale pH i temperatury. Przykładem fluoryzującej po­
chodnej jest badane przez W e b e r a  (36) połączenie chlorku dwumety- 
lonaftaleno-5-sulfonowego (DNS) z albuminą jaja i albuminą surowiczą, 
oraz badane przez H a r t l e y a  i M a s s e y a  (8) połączenie DNS z ak­
tywnym centrum a-chymotrypsyny.

Innymi przykładami chromoforów zewnętrznych są J-anilino-8-nafta- 
lenosulfonian (ANS), 2-p-toluidynylonaftaleno-6-sulfonian (TNS), 4,4'-bis- 
(2-chloro-4-dwuetanolamino-I,3,5-triazyl-6)dwuaminostilbeno-2,2'-dwu- 
sulfonian sodu (TAS), 4-metylo-7-dwuetyloaminokumaryna (MDC) i po­
chodna 4,4'-dwuaminostilbeno-2,2'-dwusulfonianu (MBAS). Ich widma 
fluorescencji ulegają silnym zmianom w wyniku adsorpcji na pewnych 
białkach (14, 17, 19, 24, 30, 31, 38). Przykładowo badano widma fluores­
cencji ANS w obecności apomioglobiny i apohemoglobiny (26). Wykazano, 
że hydrofobowy obszar, do którego przyłączona jest grupa hemowa, wiąże 
również ANS. Zgodnie z opisaną uprzednio zależnością własności fluores­
cencyjnych chromoforów od polarności otoczenia, w wyniku utworzenia
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kompleksu ANS-apomioglobina lub ANS-apohemoglobina obserwuje się 
znaczny wzrost wydajności kwantowej fluorescencji ANS i jednoczesne 
przesunięcie położenia maksimum widma w kierunku fal krótszych w sto­
sunku do obserwowanych w roztworze wodnym.

W oparciu o istniejący związek pomiędzy położeniem maksimum wid­
ma i wydajnością kwantową fluorescencji a polarnością środowiska bada­
no polarność miejsc przyłączenia chromoforów do białek: MDC do albu­
miny bydlęcej, (3-laktoglobuliny bydlęcej, insuliny, albuminy i lizozymu 
jaja kurzego (30), TAS do insuliny, lizozymu, rybonukleazy, chymotrypsy- 
nogenu, a-chymotrypsyny (31), 6-aminonaftaleno-2-sulfonianu do albumi­
ny bydlęcej i homologicznego przeciwciała (41), TNS do albuminy bydlęcej, 
chymotrypsyny, lizozymu, y-G-immunoglobulin, albuminy jaja (19) ANS 
do miozyny (2).

Badając widma fluorescencji TNS w obecności chymotrypsyny M c - 
C l u r e  i E d e l m a n  (20) śledzili procesy towarzyszące wiązaniu kom- 
petytywnych inhibitorów tego enzymu. Wykazano, że TNS przyłącza się 
do apolarnego obszaru chymotrypsyny, różnego od centrum aktywnego 
enzymu. Wiązanie analogów substratów oraz inhibitorów kompetytyw- 
nych jak (3-fenylopropionian pociągało za sobą zmiany widma fluorescen­
cji TNS (rysunek 4), które można było zinterpretować jako następstwo 
zmian konformacyjnych, towarzyszących wiązaniu tych związków.

Log [inhibitor]

Rys. 4. W pływ analogów su b stra tu  na natężenie fluorescencji roztworów zaw ierają­
cych TNS i chym otrypsynę. N atężenie fluorescencji wyrażono w procentach na tę­

żenia obserwowanego w nieobecności inhibitora 
(A) |3-fenylopropionian; (O) D -tryptofan; ( • )  acetylo-L -tryptofan; (□ ) L-tryptofan; (wg 20)

Metodą fluorescencyjną badano również wpływ szeregu czynników na 
przemianę chymotrypsynogenu do chymotrypsyny w obecności trypsyny 
(21). W tym przypadku, analogicznie jak poprzednio, obserwowano zmia­
ny wydajności kwantowej fluorescencji TNS w czasie procesu aktywacji 
enzymu. Okazało się, że przemiany konformacyjne towarzyszące akty­
wacji chymotrypsynogenu powodują wyraźny wzrost wydajności kwanto­
wej fluorescencji TNS (rysunek 5).
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Rys. 5. W zrost natężenia fluorescencji (o) i aktywności enzym atycznej ( • )  w czasie 
aktyw acji chym otrypsynogenu przez trypsynę w obecności TNS (wg 21)

Opierając się na proporcjonalności natężenia fluorescencji TNS do ak­
tywności enzymatycznej, autorzy mogli zatem zbadać wpływ siły jono­
wej, pH i stężenia reagentów na przebieg procesu aktywacji.

Gdy w cząsteczce występują dwa różne chromofory może między nimi 
zajść (przy spełnieniu warunków omówionych w teoretycznej części tego 
przeglądu) rezonansowa wymiana energii. Występowanie zjawiska fluo­
rescencji uczulonej można wykryć obserwując zmiany widma wzbudzenia 
akceptora w obecności donora. Jak podano uprzednio, w przypadku izo­
lowanego chromoforu widmo wzbudzenia pokrywa się z widmem absorp­
cji. Proces rezonansowej wymiany energii powoduje, że w obszarach wid­
ma wzbudzenia akceptora, odpowiadających maksimum absorpcji donora, 
pojawiają się dodatkowe przyczynki. Są one spowodowane przeniesieniem 
części energii wzbudzenia donora do akceptora. Ilustracją takiego efektu 
są dane otrzymane dla układu modelowego, którym była poli-L-prolina 
z grupą dansylową (akceptor) na jednym z końców łańcucha, oddzieloną 
określoną ilością monomerów L-proliny (1—12) od grupy a-naftyłowej 
(donor) na drugim końcu łańcucha (I) (28). Z rysunku 6 widać, że zgodnie 
z przewidywaniami (5) wydajność procesu wymiany energii maleje ze 
wzrostem liczby monomerów proliny (n). A zatem badanie wydajności re­
zonansowej wymiany energii pozwala oceniać odległość między donorem 
i akceptorem.

Przy interpretacji tego rodzaju danych niezbędne są jednak informacje 
dotyczące możliwości zmian wzajemnej orientacji oddziałujących chromo- 
forów w czasie wykonywania pomiarów, ponieważ wydajność procesu wy-

I
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miany energii według F o r s t e r a  (5) zależy nie tylko od odległości, ale 
też od orientacji przestrzennej donora względem akceptora.

Przykładem wykorzystania zależności wydajności fluorescencji uczu­
lonej od konformacji białka zawierającego wzajemnie oddziałujące chro- 
mofory mogą być badania nad konformacją miozyny — jednego ze struk­
turalnych białek mięśniowych, posiadającego aktywność ATPazy (fosfo- 
hydrolaza ATP, EC 3.6.1.3).

C h e u n g  i M o r a l e s  (2) stwierdzili, że czynniki zmieniające ak­
tywność enzymatyczną miozyny powodują również zmniejszenie natęże­
nia fluorescencji roztworu miozyny zawierającej ANS, który był w tym 
przypadku akceptorem energii od wzbudzonych reszt tryptofanu. Autorzy 
mogli stąd wnioskować o występujących pod wpływem badanych czynni­
ków zmianach konformacyjnych w miozynie, obejmujących niewielkie 
obszary w sąsiedztwie chromoforu. Dogodnym układem do badania włas­
ności strukturalnych miozyny jest także jej połączenie z DNS. Chromofor 
ten, podobnie jak ANS, może być akceptorem energii od wzbudzonych 
reszt tryptofanu w procesie rezonansowej wymiany energii. Ze zmian ak­
tywności enzymatycznej miozyny następujących po utworzeniu komplek­
su z DNS można wnioskować, że DNS przyłącza się w pobliżu centrum 
aktywnego tego białka (12).

W wyniku trawienia trypsyną miozyna rozpada się na dwa fragmenty: 
L-meromiozynę i H-meromiozynę; w tej ostatniej zlokalizowana jest ak­
tywność ATPazowa miozyny. Podobne położenie maksimum widma ab­
sorpcji N-e-DNS-lizyny oraz połączenia DNS z H-meromiozyną nasunęło 
wniosek, że DNS reaguje z e-aminową grupą L-lizyny w cząsteczce H-me- 
romiozyny (29). K a s u y a  i T a k a s h i n a  (13) obserwowali wpływ 
różnych czynników (pH, mocznika, chlorowodorku guanidyny, etanolu 
i dwuoksanu) na widmo fluorescencji miozyny zawierającej DNS. Badano 
widmo w obszarze fluorescencji tryptofanu i fluorescencji uczulonej DNS 
(wzbudzanej światłem o długości fali odpowiadającej maksimum absorpcji 
tryptofanu, tj. 285nm), obejmujących zakres ultrafioletowy, oraz w zakre­
sie widzialnym, odpowiadającym fluorescencji DNS wzbudzanej przy dłu­
gości fali odpowiadającej maksimum absorpcji barwnika (330nm). Po do­
daniu dwuoksanu zauważono zależną od czasu zmianę natężenia fluores­
cencji (rysunek 7).

Krzywa wygaszania fluorescencji DNS wzbudzonego przy 330nm ma 
charakter dwufazowy, co autorzy interpretują jako rezultat występują­
cych kolejno dwu rodzajów przejść strukturalnych pod wpływem dwuok­
sanu. Wniosek ten zgadza się z wynikami prac T o n o m u r y  i wsp. (32), 
którzy stwierdzili, że pierwszym efektem dodania dwuoksanu do miozyny 
jest wzrost zawartości a-heliksu w cząsteczce (mierzony metodą optycz­
nej rotacji) z jednoczesnym zwiększeniem aktywności enzymatycznej biał­
ka, po czym zawartość a-heliksu i aktywność enzymatyczna zmniejszają 
się. Natomiast monofoniczny spadek natężenia fluorescencji reszt trypto-
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Długość fali wzbudzenia (nm) Czas reakcji (min)

Rys. 6. Widmo pobudzenia grupy dan- Rys. 7. W pływ dw uoksanu na natężenie 
sylowej (akceptora) w zależności od fluorescencji miozyny znakow anej DNS. 
liczby reszt proliny (n =  1,5,7,8,10,12) Długość fali św iatła em itowanego — 
oddzielających ją  od grupy a-nafty lo- 505nm;

w e j  (d o n o ra ) (w g  28) ( • )  długość fa li św iatła  w zbudzającego —
285 nm; (O) długość ia li  św iatła  w zbudzają­

cego — 330 nm (wg 13)

fanu w obecności dwuoksanu wiązany jest ze zmianami konformacyjnymi, 
zachodzącymi w miejscach odległych od centrum aktywnego miozyny.

W miarę podwyższania pH roztworu miozyny zawierającej DNS 
zmniejszało się natężenie fluorescencji. Wygaszanie fluorescencji trypto- 
fanu w warunkach jonizacji reszt tyrozyny o pK  = 10 ,6  autorzy przypisu­
ją rezonansowej wymianie energii między wzbudzonym tryptofanem i jo­
nem fenolowym, natomiast wygaszanie fluorescencji uczulonej DNS, to­
warzyszące jonizacji reszt tyrozyny o pK =  11,6 interpretowane jest jako 
wynik zmian konformacyjnych, ponieważ jonizacja tych reszt wiąże się 
z denaturacją białka (33).

Etanol, który ma właściwość rozrywania wiązań hydrofobowych (23), 
zmienia przebieg zależności widma fluorescencji od pH. Obszar wygasza­
nia fluorescencji tryptofanu przesuwa się do niższych wartości pH, co 
zdaniem autorów wskazuje na pewne rozluźnienie struktury, ułatwiające 
jonizację reszt tyrozylowych.

W obecności mocznika obserwuje się zmniejszenie natężenia fluores­
cencji tryptofanu oraz DNS w zakresie pH 8—10, natomiast w pH 10 
zwiększa się silnie wydajność fluorescencji DNS wzbudzanego przy 330nm 
i maleje stopień wygaszania fluorescencji tryptofanu i DNS wzbudzanych 
przy 285nm. Autorzy przypuszczają, że te  zmiany widma są spowodowane 
różnymi rodzajami przemian strukturalnych w cząsteczce miozyny. Wid­
ma fluorescencji miozyny w obecności chlorowodorku guanidyny lub 
mocznika w środowisku obojętnym wykazują w obu przypadkach różne
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natężenie, co nasuwa przypuszczenie o odmiennych mechanizmach dzia­
łania tych substancji na strukturę białka.

Metodę fluorescencji próbowano również zastosować do badania ewen­
tualnych zmian konformacyjnych zachodzących w błonach biologicznych 
w zależności od ich stanu funkcjonalnego. W a l l a c h  i wsp. (35) analizo­
wali możliwość zastosowania fluorescencji do badania zmian w lipidowych 
obszarach błon erytrocytów, zwracając uwagę na oddziaływanie ANS 
z fosfolipidami oraz z błonami erytrocytów. Wzrost natężenia fluorescencji 
i przesunięcie położenia maksimum widma w kierunku fal krótszych, to­
warzyszące przyłączaniu ANS do lizolecytyny, wskazują na hydrofobowe 
własności odpowiednich miejsc wiążących chromofor. W obecności błon 
erytrocytów ANS wykazuje również wzrost natężenia fluorescencji. Jed­
nakże, biorąc pod uwagę zawartość lipidów w błonach, wzrost fluorescen­
cji można było ocenić jako sześciokrotnie niższy niż w przypadku połą­
czenia ANS z lizolecytyną. Jednocześnie w obecności ANS zmniejsza się 
wydajność kwantowa reszt tryptofanu białek błon, a w widmie pobudze­
nia ANS pojawiają się dodatkowe przyczynki, nie występujące w kom­
pleksach ANS z fosfolipidami. Świadczy to o zachodzącym procesie rezo­
nansowej wymiany energii pomiędzy resztami tryptofanu stanowiącymi 
donory i ANS jako akceptorem. Przytoczone tu obserwacje pozwalają we­
dług Wallacha i wsp. sądzić, że ANS przyłącza się głównie do białkowych 
obszarów błon.

Potwierdzają ten wniosek wyniki badań H a s s e l b a c h a  i H e i m -  
b e r g a  (9) nad oddziaływaniem ANS z błonami siateczki sarkoplazma- 
tycznej. Obserwowany przez nich wzrost natężenia fluorescencji ANS 
w zawiesinie frakcji mikrosomalnej wyizolowanych z mięśnia fragmentów 
siateczki sarkoplazmatycznej był taki sam, jak w obecności preparatów, 
z których usunięto fosfolipidy. Świadczyłoby to o tym, że niepolarne ob­
szary błon, do których przyłącza się ANS, zawierają wyłącznie białka. Po­
dobny wzrost fluorescencji ANS zachodzi w obecności pierwszo- i czwar­
torzędowych amin (np. bromku cetylotrójmetyloamoniowego) oraz w obec­
ności kompleksu polilizyny z kwasem oleinowym. W związku z tym auto­
rzy przypuszczają, że najprawdopodobniejszym miejscem wiązania ANS 
we fragmentach błon siateczki sarkoplazmatycznej są znajdujące się w nie- 
polarnym otoczeniu grupy aminowe. H a s s e l b a c h  i H e i m b e r g  za­
obserwowali następnie cykliczne zmiany natężenia fluorescencji ANS 
w procesie zależnego od ATP pobierania wapnia przez preparaty siateczki 
sarkoplazmatycznej, będącego jedną z biologicznych funkcji tego syste­
mu. Przypuszczają oni, że jest możliwe znalezienie korelacji między fluo- 
rescencją a stanem funkcjonalnym błony i, co za tym idzie, badanie zmian 
stanu funkcjonalnego błon metodą fluorescencji.

Z cytowanych wyżej prac (9, 35) wynika, że ANS łączy się głównie 
z białkami błon, co uniemożliwia użycie tego chromoforu do badania właś­
ciwości obszarów lipidowych oraz wzajemnych zależności pomiędzy biał­
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kami i lipidami w błonach. W a l l a c h  i wsp. (35) proponują, aby w ba­
daniach oddziaływań białka-lipidy metodą fluorescencyjną posługiwać się 
lipofilnymi chromoforami, które byłyby zdolne do pobierania energii 
wzbudzenia elektronowego od reszt tryptofanu białek. Jako przykłady ta­
kich chromoforów podają witaminę A i jej pochodne (7), antybiotyki polie- 
nowe (1), fenotiazynę i rezerpinę (34).

V. Zjawisko polaryzacji fluorescencji i jego zastosowanie w badaniach 
właściwości strukturalnych białek

Jak wspomniano na wstępie, warunkiem wystąpienia fluorescencji jest 
wzbudzenie cząsteczki na drodze absorpcji światła. Prawdopodobieństwo 
przejścia cząsteczek ze stanu k do stanu m wskutek absorpcji promienio­
wania jest proporcjonalne do wielkości dmkEoCos20, gdzie E0 jest amplitu­
dą natężenia pola elektrycznego, dmk (tzw. moment przejścia) jest wekto­
rem równoległym do momentu dipolowego drobiny, a kąt 0  jest kątem 
między wektorami E0 i dmk. Prawdopodobieństwo absorpcji światła jest 
największe, gdy kierunek drgań wektora elektrycznego fali absorbowanej 
jest równoległy do momentu dipolowego cząsteczki, tzn. 0  =  0 , cos 0  =  1. 
Ponieważ kierunek drgań wektora elektrycznego fali emitowanej jest rów­
noległy do kierunku momentu przejścia cząsteczki emitującej, cząsteczka 
emituje światło spolaryzowane. Polaryzację emisji można zmierzyć. Jeżeli 
badany roztwór naświetla się światłem spolaryzowanym w kierunku OZ 
(schemat 2), po czym obserwuje się w kierunku OX natężenie dwóch skła­
dowych spolaryzowanych światła fluorescencji: składowej prostopadłej I i , 
drgającej w kierunku OX i składowej równoległej In , drgającej w kie­
runku OZ, polaryzację fluorescencji p definiuje wyrażenie:

P = I u - I i
I „ + I i

Kierunek
obserwacji

Schemat 2. Badanie polaryzacji fluorescencji
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Badany roztwór znajduje się w punkcie O. Natężenie dwóch składowych 
spolaryzowanych fluorescencji określa się za pomocą odpowiedniego urzą­
dzenia G (np. pryzmatu Nikola) (37).

Ze względu na zależność między kierunkiem momentu przejścia czą­
steczki a prawdopodobieństwem absorpcji i kierunkiem drgań wektora 
elektrycznego fali emitowanej wartość p zależy od wzajemnej orientacji 
momentów przejść drobiny w chwili absorpcji i w chwili emisji (tzw. oscy­
latorów absorpcji i emisji). Obliczenia teoretyczne wykazały, że wartość 
p zawiera się w granicach od —1/3 do 1/2. Wartość p =  1/2 odpowiada sy­
tuacji, gdy oscylatory absorpcji emisji są równoległe; p =  —1/3 gdy 
tworzą one kąt it/2. A zatem wartość p zależy zarówno od struktury elek­
tronowej cząsteczki, determinującej wzajemną orientację momentów emi­
sji i absorpcji, jak też od czynników zewnętrznych, zmieniających orienta­
cję momentu emisji względem momentu absorpcji w czasie trwania stanu 
wzbudzonego. Czynnikami zewnętrznymi są przede wszystkim ruchy 
Browna wzbudzonej cząsteczki oraz zjawisko przekazywania energii do 
sąsiednich cząsteczek, których momenty absorpcji mają kierunki zbliżo­
ne do momentów emisji wzbudzonych chromoforów. W lepkich, rozcień­
czonych roztworach, w których wymienione zjawiska nie odgrywają du­
żej roli, wielkość polaryzacji p jest określona elektronową strukturą czą­
steczki i wykazuje maksymalną wartość dla danej długości fali światła 
wzbudzającego I p I =  I p0 I. W stężonych, lepkich roztworach możliwość 
przekazywania energii do sąsiadujących ze wzbudzonym chromoforem 
drobin powoduje, że następuje pewna depolaryzacja fluorescencji i I p I ^

I Po I. Natomiast w roztworach rozcieńczonych, o niskiej lepkości, głów­
ną przyczyną depolaryzacji są ruchy Browna cząsteczki, których szybkość, 
a więc również szybkość depolaryzacji, zależy od właściwości struktural­
nych „nośnika” oscylatora emisji (37). P e r r i n  (cyt. wg 10) wykazał, że 
depolaryzacja promieniowania fluorescencji, spowodowana ruchami Brow­
na sferycznej drobiny w roztworze, spełnia zależność:

gdzie p0 — polaryzacja emisji fluorescencji w nieobecności czynników de- 
polaryzujących, r] — lepkość roztworu, r — czas życia stanu wzbudzonego, 
V — objętość molowa cząsteczki.

Pomiar polaryzacji fluorescencji umożliwia znalezienie tzw. czasu ro­
tacyjnej relaksacji 9 . Jeżeli przez 0  oznaczy się kąt między kierunkami 
przybieranymi przez oscylator emisji w krótkim przedziale czasu At, 
a przez q czas t wymagany dla zmiany wartości cos© od 1 w chwili t =  0 
do wartości l/e w chwili t, to zależność między wartościami p i p  można 
przedstawić następująco:

5 Postępy B iochem ii http://rcin.org.pl
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1
Po

1 , T . , ,
Ze wzorów (2) i (3) widać, że z wykresu zależności — od —  można okres-

P 1̂
lić ę chromoforu. Zależność taką dla ANS związanego z apomioglobiną 
przedstawia przykładowo rysunek 8 .
Otrzymaną wartość q dla kompleksu ANS-apomioglobina autorzy porów­
nali z wartością q metmioglobiny obliczoną inną metodą. Zbliżone w ar­
tości q w obu przypadkach sugerują, że związanie ANS nie zmienia w istot­
ny sposób właściwości konformacyjnych białka.

Zjawisko polaryzacji fluorescencji umożliwia również badanie szybko 
zachodzących (w czasie rzędu nanosekund) zmian konformacyjnych bia­
łek. Przykład mogą stanowić wyniki pracy, w której, stosując metodę po­
laryzacji fluorescencji, badano stopień elastyczności centrum aktywnego 
a-chymotrypsyny. W tym celu do centrum aktywnego enzymu wprowa­
dzono fluoryzujący chromofor — p-nitrofenyloantranilan (NPA). Tak „na­
znaczoną” chymotrypsynę naświetlano trwającym kilka nanosekund błys­
kiem światła spolaryzowanego, po czym mierzono w funkcji czasu natęże­
nie składowych fluorescencji spolaryzowanych w kierunkach: równoleg­
łym (Fy) i prostopadłym (Fx) do kierunku polaryzacji wiązki światła 
wzbudzającego (rysunek 9).

W chwili naświetlania najbardziej prawdopodobne jest wzbudzenie 
tych chromoforów, których moment absorpcji jest równoległy do kierun-

T/y-W'4
Rys. 8. O kreślenie czasu ro tacyjnej re ­
laksacji połączenia ANS z apomioglo­

b iną (•)  i apohemoglobiną (O)
Na osi rzędnych odłożono odw rotność pola­

ryzacji na osi odciętych  stosunek  -—
■n ’

gdzie T — tem peratura, ri — lepkość roztworu  
(wg 26)

Czas (nanosekundy)

Rys. 9. Zależność polaryzacji fluores­
cencji grupy p-nitrofenyloantranilow ej 
połączonej z a-chym otrypsyną od cza­

su (wg 27)
(—) F x — składow a prostopadła, (----- ) F y—

składow a rów noległa
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ku drgań wektora elektrycznego światła wzbudzającego. Z tego powodu 
wkrótce po naświetleniu natężenie składowej równoległej fluorescencji Fy 
było ponad dwukrotnie większe niż składowej prostopadłej Fx. Po upły­
wie kilku nanosekund ruchy Browna a-chymotrypsyny i związanego z nią 
sztywno wzbudzonego chromoforu spowodowały, że obie składowe spola­
ryzowane fluorescencji stały się równe. Szybkość zaniku różnicy pomiędzy 
wielkością Fx i Fy, będąca funkcją szybkości zmiany orientacji momentu 
emisji chromoforu, zależy od elastyczności centrum aktywnego chymo- 
trypsyny. Pomiar zmian wielkości Fx i Fy w czasie pozwolił na wyznacze­
nie q związanego chromoforu. Porównanie otrzymanego w ten sposób czasu 
rotacyjnej relaksacji z wartościami obliczonymi teoretycznie dla przypad­
ków, gdy a) centrum aktywne a-chymotrypsyny jest tak elastyczne, że 
ruchy chromoforu nie zależą od ruchów pozostałych części białka, oraz 
b) całą cząsteczkę enzymu traktuje się jak sztywną kulę, pozwoliły na wy­
ciągnięcie wniosku, że centrum aktywne a-chymotrypsyny, przynajmniej 
w czasie rzędu nanosekund, jest sztywne.

Pomiar polaryzacji fluorescencji może być wykorzystany także do 
określania stałej równowagi wiązania drobnocząsteczkowych związków 
fluoryzujących do białek (14). Dla większości barwników w roztworach 
wodnych czas rotacyjnej relaksacji q <^t, wskutek czego polaryzacja fluo­
rescencji jest bardzo mała. Przyłączenie barwnika do dużej cząsteczki 
białka zwiększa czas rotacyjnej relaksacji i polaryzację fluorescencji. Po­
miar wartości p dla chromoforu niezwiązanego i chromoforu w komplek­
sie z białkiem pozwala określić jego stężenie w obu tych stanach, a zatem 
i stałą równowagi tworzącego się połączenia.

Jak widać z tego krótkiego przeglądu, badanie widm fluorescencji mo­
że dostarczyć wielu informacji dotyczących właściwości niewielkich ob­
szarów cząsteczek białkowych w otoczeniu chromoforów, rozszerzając za­
sób wiadomości o przebiegu procesów w określonych obszarach cząsteczki 
białkowej i przyczyniając się do ich lepszego zrozumienia.
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LEOKADIA K Ł Y SZEJKO-STEFANOWICZ*, ZOFIA POLANOWSKA**

Kwaśne białka jąder komórkowych 

Acidic Proteins of Cell Nuclei

The properties and function of nuclear acidic proteins as the regulators of gene 
activ ity  has been presented.

Rosnące w ostatnich latach zainteresowanie kwaśnymi białkami jądro­
wymi wiąże się z sugestiami co do ich udziału w regulacji funkcji genów 
(17, 18, 34, 68). Już w 1893 roku L i l i e n f e l d  (37) wykazał w jądrach 
tymocytów obecność frakcji białkowej nie ekstrahującej się rozcieńczo­
nymi kwasami. Jednak dopiero od lat 40-tych naszego stulecia datują się 
szersze badania nad tą grupą białek jądrowych z istnym chaosem w ich 
nomenklaturze.

S t e d m a n o w i e  (58) wprowadzili pojęcie tzw. chromosominy dla 
zawierającego tryptofan białka o charakterze kwaśnym, występującego 
w pozostałości jąder komórkowych po ekstrakcji histonów rozcieńczonym 
kwasem mineralnym. Ilość chromosominy obliczana z różnicy między ma­
są odlipidowanych jąder komórkowych, a sumą obecnych w nich kwasów 
nukleinowych i histonów wahała się od 30 do 70% przy czym wyższe w ar­
tości miały cechować tkanki nowotworowe i embrionalne.

M i r s k y  i P o i l i  s t e r  (42) wykazali, że w kompleksie dezoksyry- 
bonukleoproteidowym, nazwanym przez nich „chromozyną” około 10% 
stanowi białko nierozpuszczalne w roztworze 0,34M H gS04— 1,88M 
H2S 0 4 ( w  przeciwieństwie do histonów) i zawierające tryptofan. Białko to 
określili symbolem ,,Tr p r” (ang. Tryptophan protein). Wydaje się, że je­
go odpowiednikiem jest białko tzw. resztkowego chromosomu M i r s k y ’ - 
e g o i R i s a (43) odpowiedzialne za kształt chromosomów.

Według Z b a r s k i e g o  i wsp. (73, 74) białka niehistonowe zasocjo- 
wane z DNA w kompleksie dezoksynukleoproteidowym (DNP), stanowią 
około 17% materiału jądrowego wątroby szczura. Z pozostałości po usu­
nięciu DNP ekstrahuje się 0,025N NaOH tzw. białko kwaśne stanowiące 
ok. 5,6% masy jądra. Zawiera ono 15,6% RNA i reprezentuje białko jąde-

* Doc. dr habil., Zakład Biochemii, In sty tu t Biochemii i Fizjologii, U niw ersytet 
Łódzki, Łódź

** Mgr, Zakład Biochemii, In sty tu t Biochemii i Fizjologii, U niw ersytet Łódzki, 
Łódź
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rek oraz resztkowych chromosomów. Nierozpuszczalna w tych warunkach 
reszta (4,5%) wolna od kwasów nukleinowych, zwana białkiem resztko­
wym stanowi białko otoczki jądrowej.

Termin „białko resztkowe” jest używany w literaturze dla różnych 
frakcji białek jądrowych. Np. A l l f r e y  i wsp. (1) oraz O n o  i T e r a y -  
a m a  (45) uważają za resztkowe białko frakcję jąder komórkowych, któ­
ra pozostaje po dokładnym usunięciu globulin i DNP. Białka resztkowe 
w badaniach S t e e l e ’ a i B u s c h a  (56, 57) stanowią pozostałość po 
kolejnych ekstrakcjach jąder komórkowych za pomocą 0,14M NaCl lub 
buforu (albo łącznie obydwoma), 2M NaCl i rozcieńczonym NaOH, a w te r­
minologii D o u n c e ’ a i H i l g a r t n e r a  (16) — pozostałość po wyizo­
lowaniu z jąder komórkowych globulin jądrowych (0,14M NaCl), histo- 
nów (0,1N HC1) oraz lipidów (alkohol +  eter) i strawienu DNA przez DN- 
azę. Morfologicznie w skład resztkowej frakcji jądrowej wchodzą jąder- 
ka, błona jądrowa i struktury przypominające resztkowe chromosomy.

Szereg badań nad kwaśnymi białkami jądrowymi prowadzono w pra­
cowni Wang. Początkowo zajmowano się zasadorozpuszczalną frakcją po­
zostałości jąder komórkowych po usunięciu histonów i DNA (71, 72) a w y­
trącającą się w pH 5,8. ( M a y e r  i G u l i c k  (41) nazywali ją precypi- 
tatem w pH 6). Później zaś wyodrębniono rybonukleoproteidy i inne biał­
ka jądrowe oraz badano ich aktywność metaboliczną (48, 59, 60, 61, 62).

W niniejszym artykule zaproponowano dla niehistonowych kwaśnych 
białek jądrowych nomenklaturę podaną na schemacie 1, a opartą głównie 
na pracach W a n g a (64, 66) oraz K r i v c o v a  i B o g d a n o v a  (33).

W białkach kwaśnych chromatynowych wyróżnia się 2 typy, tj. słabo 
i mocno związane z DNA. Pierwsze z nich oddysocjowują w 0,14M NaCl

Białka jąder komórkowych
I

Histony Hichistonowe

Zasadowe
Obojętne

Kwaśne
J___

Chromatynowe
(------- -----

słabo zw iązane z  DNA
(Biafka krasne Wang)

mocno z n iq z a n e  z  ONA
(Biafka resztkowe chromatymj) 

l_____ _I-------
zm qzane z ONA 

ntekonatenc yjnt e

związane z DNA 
kow alency jn ie

(DNA-Peptydy)
Pozachromatynome 

Białka resztkowe jąder

rozpuszczalne k  DOC
(Biaika resztkowe Wang)

nierozpuszczalne
trOOC

Schemat 1. Podział białek jądrow ych wg nom enklatury stosowanej w artykule
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i mogą nosić nazwę „białka kwaśnego Wang”. W typie drugim, czyli 
„białek resztkowych chromatyny” dają się wyodrębnić białka sprzężone 
z DNA wiązaniami silnymi, ale niekowalencyjnymi, oraz wiązaniami ko­
walencyjnymi (to ostatnie pojęcie odnosi się raczej do peptydów).

Nazwę „białka kwaśne pozachromatynowe” ewentualnie „białka reszt­
kowe jąder” rezerwuje się dla pozostałości jąder komórkowych po wy­
ekstrahowaniu RNP i DNP, z wyodrębnieniem dwu frakcji, tj. nierozpusz­
czalnej oraz rozpuszczalnej w dezoksycholanie sodu (DOC). Ta druga frak­
cja może być nazywana „białkiem resztkowym Wang”.

P. Białka kwaśne chromatynowe

1. Metody wyodrębniania

Klasyczne metody otrzymywania tego typu białek drogą ekstrakcji 
rozcieńczonych alkaliami, najczęściej przy użyciu rozpuszczalników orga­
nicznych, powodowały znaczną degradację i zmianę właściwości biologicz­
nych. Przykładowo wg S e v a g a i wsp. (53) kwaśne białko wyodrębnia się 
z DNP przez wytrząsanie z równą objętością mieszaniny chloroformu z al-

Jqdra komórko we
14 «ekstrakcja 0.05Mtris -HCl(pH7S -76}f1g2t 
nironanie 20000g. 30min

I--------- --------- ł
Supernatant 

(Globuliny jądrowe)
Osad

100 obj. IM NaCl
ekstrakcja ! godz
m ronam e 20000 - 25000q 30min

Supernatant I
(DNP)

Osad
100 ob j 1h  NaCl
eks trakc ja  ¡godz
m ro w a n it 2 0 0 0 0 '2 5 0 0 0 g 30min

Dializa
Supernatant II

-----(DNP)

f------
Supernatant I

r/obec 6 obj. H2O 
18 godz

)
ótrąt 

(ONA-histon)
IN NaCl ekstrakcja 
dializa rtobec 
6 obj H/0 Ugod z

Osad
Frakcja resztkowa jąder

' 0.05M tn s  -HCl (pH 85 ¡Mg: 

ekstrakcja 
* ronna obj 2 X 00C
15 min 4  ‘

Supernatant II 
mi?so<

Strąt
DHA’huton

70-60X 
nasycenia

Strqt 
Biatko kwaśne Wang

Osad
(Biatko resztkowe jqdra 
nierozpuszczalne u DOC)

Supernatant 
(Biatko resztkowe jąder 
nierozpuszczalne h DO C) 
Biatko resztkowe Hang

Schemat 2. O trzym yw anie kw aśnych białek chrom atynow ych i resztkowych m etodą
W anga (64, 66)
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koholem izoamylowym (3:1) i zbieranie warstwy gromadzącej się na gra­
nicy faz. Można traktować w ten  sposób DNP pozbawiony histonów, roz­
puszczony w 2M NaCl (pH 10) lub też lepiki roztwór DNP jako całość. 
W tym drugim przypadku z uzyskanego żelu białkowego usuwa się histo- 
ny za pomocą 0,2N HC1.

Pod koniec lat 60-tych opracowano bardziej łagodne metody izolowa­
nia chromatynowych białek kwaśnych, głównie z tkanki wątrobowej 
szczura.

Wg W a n g a  (66) jądra komórkowe (11), pozbawione rozpuszczalnych 
jądrowych białek i rybosomów ekstrahuje się 2-krotnie IM NaCl. Podczas 
dializy wyciągu wobec 6 objętości HzO przez 18 godz. (wg późniejszych 
doniesień 6— 8 godz. (69)) z kompleksu DNP wypacla nukleohiston, a biał­
ko kwaśne Wang oddysocjowuje od DNA i pozostaje w roztworze, z któ­
rego można je wydzielić siarczanem amonu przy 70—80°/o nasyceniu 
(schemat 2).

Jądra komórkowe
0.14 M NaCl 
ekstrakcja

Osad
Supernatant

(RNP)
W  NaCl
0.02 H*tris IpH 7.5)
homogenizacja
wirowanie 30000 g 15 min

Supernatant
rozcieńczenie NaCl 
do s i t  żeni a 0.4 H 
wiro Kanie 78000 j  75 min 
(osad odrzucono)

Supernatant
Biorex 70(Ma*)
(iglice odrzucono)

Osad
0.1H  c g j  te in a  (  10 m l) 
ekstrakcja 12 godz 
10 H m ocznik (10 ml) 
»/atrakcja 6 godz 
wironanie 30000g 20 min

Osad

Supernatant
dializa wobec H[0 
12 godz
zatężame w próżni

Frakcja Sf

Supernatant
i*( fosforanu wapniowego 
wirowanie 30000g 15min 

}
Osad

przemgcie żelu fosforanu wapniowego 
1M(NH+)2SOą,0.05M tru  (pH 7.9) 
elucja
0 .2 M Na¡£DTA 0.33M (NHĄ)2S0Ą 
rozpuszczenie żelu 
wironanie 30000 g 30min

Supernatant
dializa
wobec Ĥ O 
11 godz

frakcja R¡

l-------
Supernatant

Srphade a 6'25 
oczyszczanie

Szczyt z Sephadexu G25
dializa wobec HzO 
12 godz
zatążanie w próżni

Fosfoproteing

Osad

Schemat 3. Izolowanie fosfoproteidów i innych kwaśnych białek jądrow ych (34, 55)
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B e n j a m i n  i G e l l h o r n  (3) ekstrahowali frakcję chromatynową 
ewentualnie jądra komórkowe uwolnione od histonów zbuforowanym 4M 
CsCl o pH 11,6, po czym oddzielali białko kwaśne od DNA i innych związ­
ków drogą ultrawirowania w 4M CsCl (45000 obr./min., 60—70 godz., 6°).

L a n g a n (34) podał metodę izolowania fosfoproteidów jądrowych 
i tzw. frakcji S6 stanowiących znaczny odsetek kwaśnych białek jądro­
wych (schemat 3).

B u s t o s - V a l d e s  i wsp. (10) zastosowali ekstrakcję pozbawionego 
histonu i odlipidowanego m ateriału jądrowego roztworem 0,1N HC1 — 8M 
mocznik.

M a r u s h i g e  i wsp. (40) uzyskali 50—60% wydajność w preparaty­
ce białka kwaśnego chromatynowego wprowadzając ekstrakcję chroma- 
tyny wątroby szczura pozbawionej histonów solą sodową siarczanu dode- 
cylu (SDS) w pH 8 .

Zgodnie z J o h n s e m  i F o r r e s t e r e m  (26) z DNP grasicy cielę­
cej po ekstrakcji histonów 0,25N HC1 można wyizolować, za pomocą 0,3M 
NaCl, kwaśne białka o tych samych N-końcowych aminokwasach jak 
w białkach kwaśnych opisanych przez innych autorów (8 , 9).

Ostatnio K r i v c o v  i B o g d a n o v  (33) podali warunki wyodręb­
niania kompleksu DNA-białko resztkowe chromatyny (białko chromaty- 
nowe kwaśne mocno związane z DNA) z grasicy cielęcej pozbawionej ry- 
bonukleoproteidów. Wyciąg z DNP uzyskany zbuforowanym 2M NaCl lub 
4M chlorkiem guanidyny poddawali jednej z czterech operacji:
1) dwukrotne ultrawirowanie (1650000, 5 godz.) w 2M NaCl,
2) sączenie na kolumnie z 5% agarozą,
3) 4-krotne wytrącanie etanolem (końcowe stężenie 48%) lub też
4) 3-krotne wytrącanie etanolem (końcowe stężenie 32%) ekstraktów DNP 
w 2,5M NaCl.

Uzyskane kompleksy zawierały 1,6—2 ,6%  chromatynowego białka 
resztkowego. Jeśli zastosowano 2—3-krotne odbiałczanie roztworów DNP 
0,5% SDS zgodnie z techniką K a y ’ a i wsp. (27), to otrzymane prepa­
raty zawierały tylko około 0,2% białka. Podobne kompleksy, być może 
DNA-peptydy, otrzymywano w wyniku alkalicznej obróbki (IN NaOH, 
3 godz., 37°) czy odbiałczania fenolem połączeń DNA-chromatynowe biał­
ko resztkowe, a także z kwasorozpuszczalnej frakcji uzyskanej na drodze 
hydrolizy tych połączeń za pomocą 5% TCA (20min., 90°).

2. Frakcjonowanie

Pierwsza i najbardziej podstawowa technika frakcjonowania pochodzi 
z pracowni W a n g a (66). Dotyczy ona białka kwaśnego słabo związanego 
z DNA czyli białka kwaśnego Wang (por. schemat 2 i 4). Rozpuszczano je 
i dializowano wobec 0,05M buforu tris (pH 8,5), następnie wirowano przez 
1 godz. przy 105000gr. Osad zawieszano w tym samym buforze i po odwiro­
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waniu nierozpuszczalnego materiału przy 20000gf otrzymywano frakcję 
R-RNP (ang. residual ribonucleoprotein particles). Z supernatantu po wi­
rowaniu przy 105000gf przez zakwaszenie IN CH3COOH do pH 5,7 wydzie­
lano tzw. frakcję „pH 6”. Przy dalszym zakwaszaniu do pH 4,8 wytrącała 
się frakcja „pH 5”. Płyn nadosadowy o pH 4,8 nasycano następnie siarcza­
nem amonu (70—80'°/o) uzyskując frakcję A. S. ppt (ang. ammonium  
sulphate precipitate jraction). Frakcja A. S. ppt z grasicy cielęcej jest naj­
bardziej kwaśną grupą białek kwaśnych chromatyny (stosunek aminokwa­
sów kwaśnych do zasadowych 1,87). W dalszych pracach (65) rozdzielono 
ją na 4 podfrakcje wytrącające się w pH 4,8 siarczanu amonu przy nasy­
ceniu 30, 40, 50 oraz 60—80*Vo. Względny procentowy udział poszczegól­
nych frakcji w białku kwaśnym Wang z grasicy cielęcej i wątroby szczura 
przedstawia tablica 1.

Tablica 1

Udział procentowy frakcji w białku kwaśnym Wang z wątroby szczura (66) 
i grasicy cielęcej (65)

Frakcja Wątroba szczura Grasica cielęcia

R-RNP 14,0 13,0
„pH  6” 14,1 43,4
„pH 5” 27,8 14,5
A.S.ppt 44,1 29,1

Główną frakcję kwaśnych białek Wang wątroby szczura stanowi A. S. ppt, 
natomiast w przypadku grasicy cielęcej — „pH 6”.

K i n g  i G o r d o n  (29) otrzymali kwaśne białka chromatynowe z wą­
troby szczura przypominające szeregiem właściwości kwaśne białka Wang, 
frakcjonując na hydroksyapatycie wyciąg uzyskany 0,1N NaOH z kwa- 
sonierozpuszczalnej pozostałości DNP. Uzyskali oni frakcję ,,1” wymywa­
jącą się 0,1M fosforanem potasu i frakcję ,,2’’ eluowaną 0,2M fosforanem 
potasu.

t

3. Niejednorodność fizykochemiczna

Wybitnej niejednorodności kwaśnych białek chromatynowych dowodzi 
ich zachowanie się w procesie elektroforezy, chromatografii jonowymien­
nej oraz sedymentacji w ultrawirówce. Wszystkie tego rodzaju analizy 
fizykochemiczne dotyczą głównie białka kwaśnego Wang (66 , 70).

W a n g  i J o h n s  (70) zastosowali chromatografię na DEAE-celulozie 
dla czterech frakcji białek kwaśnych: R-RNP, ,,pH 6”, ,,pH 5” i A. S. ppt. 
Dializowany roztwór białka wprowadzano na kolumnę przemytą 0,005M 
buforem fosforan-tris (pH 8,2) i eluowano tymże buforem o wzrastającym
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stężeniu NaCl. Profile chromatograficzne 3 frakcji przedstawia rysunek 1; 
brak na nim ,,R-RNP” ze względu na bardzo nikłe odzyskanie tej frakcji 
z kolumny.

Wszystkie profile zawierają „przedzierający się” szczyt 1, który repre­
zentuje materiał niezadsorbowany na DEAE-celulozie. Szczyt ten we frak­
cji A. S. ppt ma charakter białka zasadowego i prawdopodobnie stanowi 
zanieczyszczenie histonami. We wszystkich trzech frakcjach występuje też 
składnik, wymywający się 0,5M lub wyższym stężeniem NaCl. Główny 
szczyt frakcji A. S. ppt przechodzi do 0,2M NaCl, a frakcji ,,pH 5” i „pH

N r frakcji

Rys. 1. C hrom atografia na D EAE -celulozie frakcji „pH 6” i „pH 5” oraz A. S. pp t 
kwaśnego b iałka Wang z w ątroby  szczura. S trzałka w skazuje s ta rt gradientu NaCl 

(„przedzierający” się szczyt oznaczono jako 1) (70)
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6” — odpowiednio do 0,3 i 0,4M NaCl. Frakcje ,,pH 5” i A. S. ppt wykazu­
ją wyższą niejednorodność w porównaniu z „pH 6”.

Frakcje chromatynowych białek kwaśnych okazały się niejednorodne 
(66) w toku elektroforezy w żelu skrobiowym (pH 8,5), prowadzonej we­
dług techniki S m i t h i e s a  (54). Bardzo słabo rozpuszczalna frakcja 
R-RNP pozostaje na starcie, a „pH 6” posuwa się jako ciągłe niejednolite 
pasmo z 3 wyraźnymi obszarami. We frakcji „pH 5” widoczne są 3 prążki 
podobne do „pH 6” oraz 2 dodatkowe smugi o wyższej ruchliwości elektro- 
foretycznej. W A. S. ppt można zidentyfikować 6 ujemnie naładowanych 
komponentów obok jednego pasma wędrującego do katody.

Elektroferogramy głównych szczytów frakcji „pH 6” i „pH 5” otrzy­
manych w toku chromatografii na DEAE-celulozie wykazały słaby roz­
dział w żelu skrobiowym, natomiast podstawowy składnik A. S. ppt dzielił 
się w tych warunkach na 11 prążków z dodatkowym pasmem poruszają­
cym się do katody.

B e n j a m i n  i G e l l h o r n  (3) zanalizowali elektroforetycznie w że­
lu poliakrylamidowym kwaśne białka chromatynowe jąder wątroby szczu­
ra uzyskane drogą wirowania w gradiencie CsCl. Żel przygotowano w bu­
forze lizynowym o pH 11,6 i w tym samym buforze prowadzono rozdział 
przy 4mA przez 150 min. Heterogenność obrazuje rysunek 2.

. 15 30 45 60
Odległość od początku (mm)

Rys. 2. E lektroforeza pozioma w  żelu poliakrylam idow ym  kwaśnego b iałka chrom a- 
tynowego z jąder kom órkowych w ątroby szczura (powyżej krzyw a densytom etryczna)

(3)

Elektroforeza w żelu poliakrylamidowym (7,5%, pH 8) chromatyno­
wych białek kwaśnych otrzymanych przez K i n g a  i G o r d o n a  (29) 
prowadzi do rozdziału frakcji ,,1” na dwa większe i kilka drobnych prąż­
ków podczas gdy frakcja „2” wędruje jako pojedyncza smuga.

Analityczne ultrawirowanie 4 frakcji kwaśnych białek Wang wyka­
zało odmienną i niejednorodną sedymentację poszczególnych frakcji (66).
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4. Skład chemiczny

Zawartość kwasów nukleinowych. Analiza chemiczna 4 frakcji kwaś­
nych białek Wang z wątroby szczura (66) wykazuje w nich dodatkową 
obecność RNA, DNA i fosforu (tabl. 2).

Znikomy odsetek kwasów nukleinowych cechuje frakcję A. S. ppt 
a najbogatszą w nie jest R-RNP.

Frakcje „1” i „2” kwaśnych białek chromatynowych, uzyskane przez 
K i n g a  i G o r d o n a  (29), zawierają RNA i fosfor związany z białkiem 
a nie wykrywa się w nich DNA. Niewielkie ilości kwasów nukleinowych 
(0,3—0,5%) zawierają również chromatynowe białka kwaśne otrzymane 
przez M a r u s h i g e ’ a i wsp. (40).

Tablica 2

Zawartość procentowa białka, RNA, DNA i fosforu w chromatynowych białkach kwaśnych
wątroby (66)

Frakcja Białko RNA DNA Fosfor

R-RNP 95,7 3,6 0,69 0,140
,,pH  6” . 97,4 2,3 0,30 0,021

„pH 5” 98,5 1,4 0,06 0,017
A.S. ppt 99,6 0,4] 0,00 0,008

Skład aminokwasowy oznaczono dotychczas dla całkowitych białek 
kwaśnych chromatynowych (3, 40), poszczególnych frakcji białka kwaś­
nego Wang (66) i dla resztkowych białek chromatyny (33). Dane te zebra­
no w tablicy 3. Wszystkie badane białka kwaśne cechują się wyraźną prze­
wagą aminokwasów kwaśnych nad zasadowymi. Można zaobserwować 
szereg podobieństw dla frakcji kwaśnych białek Wang z wyjątkiem frak­
cji R-RNP izolowanych z wątroby szczura (66) i grasicy cielęcej (65). Zbli­
żony jest też skład aminokwasowy frakcji ,,pH 6”, ,,pH 5” i A. S. ppt z gra­
sicy cielęcej.

Analiza składu aminokwasowego resztkowych białek chromatyny otrzy­
manych różnymi metodami z grasicy cielęcej przez K r i v c o v a  i B o g ­
d a n o v a  (33) wykazała zdecydowanie kwaśny charakter tych białek 
z przewagą kwasu glutaminowego oraz rozbieżności dla poszczególnych 
preparatów zwłaszcza w zawartości aminokwasów zasadowych (głównie 
argininy), a także proliny (tabl. 4).

Aminokwasy N-końcowe. Zgodnie z doświadczeniami J o h n s a  
i F o r r e s t e r a  (26) kwas asparaginowy, alanina, seryna i prolina sta­
nowią 76% N-końcowych aminokwasów otrzymanego przez tych autorów 
kwaśnego białka DNP grasicy cielęcej. W mniejszych ilościach obecne są 
walina, leucyna, treonina i lizyna. W białkach nierozpuszczalnych w fe­
nolu z DNP guzów Walkera 256 (9) N-końcowe aminokwasy są reprezen-
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•rf

00
oC 4,

60
5,

36
15

,7

OO

6,
60

9,
19

o 5,
95

3,
42

4,
36 co

os ci 3,
59 r-

G
ra

sic
a 

ci
el

ęc
ia

“p
H 

6“

7,
3

Tj"m
(N 6,

24
9,

02 00̂

5,
40

13
,2 4,
88

6,
60 Om

r-"
0000
o" 6,

29
4,

00
4,

93
9,

91 Tfco 3,
80

1,
40

OW)<L>
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towane głównie przez prolinę, serynę, glicynę, lizynę, alaninę, kwas aspa­
raginowy, treoninę obok nielicznych ilości kwasu glutaminowego, leucyny, 
waliny i fenyloalaniny.

5. Inne właściwości

Kwaśne białka są integralnym składnikiem interfazowej chromatyny, 
stanowiąc 21—23°/o wszystkich jej białek (56, 66). W przeciwieństwie do 
stałej zawartości DNA ilość ich zmienia się w chromatynach różnego po­
chodzenia (40). W różnych tkankach grochu (5) matrycowo aktywna roz­
proszona chromatyna (euchromatyna) zawiera więcej całkowitych kwaś­
nych białek niż skondensowana chromatyna nieaktywna (heterochroma- 
tyna).

Tablica 4

Skład aminokwasowy chromatynowych białek resztkowych i peptydów związanych z DNA z grasicy
cielęcej (mol / )  (33)

Aminokwas
Chromatynowe białka resztkowe DNA-peptydy

1 2 3 4 5 6

Lizyna 9,9 6,6 10,8 8,9 10,6 11,5
Histydyna 3,1 1,7 3,7 1,7 2,4 3,7
Arginina 
Kwas asparagi­

9,4 3,2 8,0 6,3 6,5 8,6

nowy 10,6 11,7 11,5 10,5 11,8 11,6
Treonina 6,9 6,3 6,0 6,1 5,7 6,3
Seryna
Kwas glutami­

7,0 9,2 9,7 9,7 10,3 9,2

nowy 15,5 15,2 14,7 15,0 13,7 14,7
Prolina 3,4 + 7,6 8,0 6,3 6,4
Alanina + 12,3 11,2 + 12,7 12,9
Walina 7,7 7,5 6,1 8,9 7,9 7,4
Izoleucyna 6,5 4,0 3,8 5,9 5,1 4,2
Leucyna 11,8 9,5 10,4 10,8 10,6 9,4
Tyrozyna 2,9 2,7 + 2,9 3,3 2,7
Fenyloalanina 4,4 3,8 4,5 + 4,5 4,4

1 — preparat uzyskany po dwukrotnym ultrawirowaniu (165000#, 5 godz) ekstraktu DN P w 2M  N aCl, 2 —  pre­
p arat uzyskany dro gą filtrac ji żelowej na kolum nie z 5%  agarozą ekstraktu DN P w 2M  N aC l, 3 —  preparat wytrącony 
4 -krotn ie etanolem  (stężenie końcowe 48% ) z ekstraktu DN P w 4M  chlorku guanidyny lub 2M  N aC l, 4—  preparat 
wytrącony 3-krotnie etanolem  (stężenie końcow e 32% ) ekstraktu DNP w 2 ,5M  N aC l, 5— preparat uzyskany m etodą 
K a y a  i w sp. (27 ), 6 —  preparat po odbiałczeniu fenolowym, H------- śladow e ilości

Rozpuszczalność. Białka kwaśne chromatyny rozpuszczają się w roz­
cieńczonych ługach i kwasach. Ta ostatnia właściwość zasługuje na szcze­
gólne podkreślenie. W a n g  i J o h n s  (70) twierdzą, że ekstrakcja histo- 
nów z całej tkanki lub jąder rozcieńczonym kwasem solnym winna być 
prowadzona z dużą ostrożnością. Całkowite białko kwaśne Wang rozpusz­
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612 L. K ŁY SZEJK O , Z. PO LA N O W SK A [12]

cza się w 0,25N HC1 w 95'%, a z czterech jego frakcji tylko R-RNP jest 
względnie oporna na tego rodzaju ekstrakcję.

Niedawne doświadczenia B u r d i c k a  i wsp. (6) nad białkami kwaś­
nymi z jąder hepatocytów i erytrocytów wątroby żaby potwierdziły istnie­
nie 2 typów białek rozpuszczalnych w kwasie solnym, z których jedne 
(białko I) jednocześnie były rozpuszczalne w kwasie cytrynowym i wystę­
powały głównie w hepatocytach podczas gdy białka typu II nierozpuszczal-

Białko dodane (mg)

Rys. 3. S trącanie całkowitego histonu 
grasicy cielęcej (lmg) przez frakcje 
kw aśnego białka Wang z w ątroby 

szczura znakowane 14C -tryptofanem  
K ońcow a objętość m ieszaniny reagującej: 
1 m l w  0,05M tris (pH 7,5). Ilość w ytrąconych  
białek  kw aśnych  oznaczono przez pomiar 

radioaktyw ności (66)

Rys. 4. W pływ stężenia NaCl na tw o­
rzenie kom pleksu przez histon całko­
wity i niefrakcjonow ane białko kw aś­

ne Wang
M ieszanina reakcyjna w  końcow ej objętości 
1 m l zaw ierała: 0,05M tris HC1 (pH 7,4), 0,5 m g  
całkow itego histonu, 0,5 m g n iefrakcjonow a­
nego białka kw aśnego W ang i w ykazane s tę ­
żenia NaCL Ilość nierozpuszczalnego kom ­

pleksu oznaczano po upływ ie 1 godz. w  4°

ne w kwasie cytrynowym były obecne w hepatocytach i erytrocytach. Cie­
kawym jest fakt występowania białek nierozpuszczalnych w HC1, które 
stawały się rozpuszczalne w tym kwasie w momencie usunięcia DNA 
(białko III), bądź RNA (białko IV).

Ciężar cząsteczkowy. Próby określenia ciężaru cząsteczkowego kwaś­
nych białek chromatynowych metodami wiskozymetrycznymi i przez ul- 
trawirowanie zakończyły się w przeważającej większości wypadków nie­
powodzeniem. Jedynie w oparciu o oznaczanie N-końcowych aminokwa­
sów stwierdzono wysoki ciężar cząsteczkowy tych związków. Dla kwaś­
nych białek jądrowych podaje się wartości w granicach 60 000—400 000 
(8). J o h n s  i F o r r e s t e r  (26) na tej samej podstawie wyznaczyli dla
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uzyskanych przez siebie białek kwaśnych DNP grasicy cielęcej ciężar czą­
steczkowy równy 44 000.

Chromatynowe białko kwaśne otrzymane z wątroby szczura przy uży­
ciu 1% SDS przez M a r u s h i g e  i wsp. (40)> wykazuje masę cząsteczko­
wą około 14300 (S20 — 2,7S w obecności 0 ,1%) SDS). Usunięcie lub obniże­
nie stężenia detergentu prowadzi do agregacji białek i znacznego wzrostu 
współczynnika sedymentacji (do 6,3S).

Oddziaływania z histonami stanowią znamienną cechę kwaśnych bia­
łek chromatynowych. Jeśli takie same ilości poszczególnych frakcji białka 
kwaśnego Wang zmieszać in vitro z tą samą ilością całkowitego histonu 
to utworzą one nierozpuszczalne połączenia w sposób przedstawiony na 
rysunku 3 (66). Stosunek kwaśnego białka do histonu w kompleksie 
zmniejsza się w następującej kolejności: 3,1 (R-RNP), 2,1 („pH  6”), 0,98 
(,,pH 5”) i 0,52 (A. S. ppt).

W a n g  i J o h n s  (70) badali oddziaływanie poszczególnych frakcji 
histonowych z komponentami kwaśnego białka Wang. Zwiększanie sto­
sunku ilościowego kwaśnych białek do frakcji histonowych w granicach 
od 4 do 6 powodowało początkowo wzrost wytrącania kompleksu, potem 
zaś strącalność utrzymywała się na pewnym stałym poziomie (R-RNP i A. 
S. ppt), bądź też malała („pH 5” i ,,pH 6”). Wydaje się, że przy dysocjacji 
DNP odłączające się białka kwaśne to głównie frakcje A. S. ppt i „pH 5”, 
które wykazują najsłabsze powinowactwo do histonów.

Kompleksy histonów z kwaśnymi białkami Wang są nierozpuszczalne 
w 1—2M NaCl, a rozpuszczają się w 0,25N HC1. Elektroforeza w żelu skro­
biowym rozpuszczalnego w kwasie wyciągu z takich kompleksów wykaza­
ła jedno nierozmyte pasmo wędrujące ku anodzie. Zaobserwowano też (70), 
że pewne sztuczne kompleksy mogą występować w formie rozpuszczalnej
i różnią od połączeń nierozpuszczalnych.

Oddziaływanie histon — kwaśne białko Wang zależy od stężenia soli. 
Tworzenie nierozpuszczalnego kompleksu jest odwrotnie proporcjonalne 
do stężenia NaCl (rysunek 4).

Przy stężeniu 0,14M NaCl lub wyższym kompleks strącony z miesza­
niny o stosunku śneĥ ^ ° _Wang_ =  i zawiera tylko 20%  białka kwaśnego 
(80% oddysocjowuje). Jeśli stosunek -kwaśn\ t~ " °  Wang =  0,2, co odpowia­
da proporcjom w rodzimej chromatynie szczura, to utworzony nieroz­
puszczalny kompleks stanowi mniej niż 5%. Doświadczenia te wskazują, 
że można względnie ilościowo odzyskać kwaśne białka Wang przez dyso- 
cjację kompleksu DNP.

Histony zmieszane in vitro z innymi białkami o charakterze kwaśnym, 
np.: laktoglobiną, DNazą, aldolazą, albuminą surowicy wołowej nie wy­
twarzają nierozpuszczalnych kompleksów. Wskazuje to, że oddziaływanie 
kwaśnych białek Wang z histonami ma cechy swoistości.

K i n g  i G o r d o n  (29) badali oddziaływanie histonów grasicy cie­
lęcej z frakcjami białek kwaśnych ,,1” i ,,2” wątroby szczura uzyskanymi

6 Postępy B iochem ii
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614 L. K ŁY SZEJK O , Z. PO LA N O W SK A [14]

na hydroksyapatycie. Tworzenie nierozpuszczalnych kompleksów zależa­
ło od pH i siły jonowej. W pH mniejszym od 4 i wyższym od 11 nie obser­
wowano wytrącania kompleksów.Ponadto okazało się, że histon arginino- 
wy reagował łatwiej od silnie lizynowego z obu frakcjami białek kwaś­
nych a przy optymalnym stężeniu histonów frakcja „2” była aktywniej­
sza niż ,,1” w tworzeniu nierozpuszczalnych kompleksów.

M a r u s h i g e  i wsp. (40) także obserwowali natychmiastowe tworze­
nie nierozpuszczalnych kompleksów po zmieszaniu chromatynowych białek 
kwaśnych z całkowitym histonem. Wytrącalność kompleksów wzrastała 
przy dodawaniu kwaśnych białek do reagującej mieszaniny osiągając mak-

, r  i i  i i kw aśne białko chromatynowesimum przy wartościach od 1,0 do 1,5 dla stosunku— —histdn  

a potem gwałtownie spadała. Wytrącony kompleks był wrażliwy na zmia­
nę siły jonowej; nie wytrącał się przy stężeniu NaCl wyższym od 0,5M.

Oddziaływanie z DNA. Frakcje białek kwaśnych Wang zmieszane 
z równą ilością DNA tworzą kompleksy, przy czym frakcja pH 6 wykazu­
je największe, a A. S. ppt — najmniejsze powinowactwo do DNA. Utwo­
rzone kompleksy można rozdzielić na wolno (7,2—8,1S) i szybko (8,4— 
—9,5S) sedymentujące.

Jedynie w doświadczeniach K i n g a  i G o r d o n a  (29) frakcje ,,1”
i „2” kwaśnych białek chromatynowych nie powodowały wytrącania DNA 
ani zmian w jego temperaturze topnienia.

Oddziaływanie z estrogenami. K i n g  i G o r d o n  (28, 30) stwierdzi­
li, że chromatynowe białka kwaśne są receptorami 17(3-estradiolu. W ją­
drach komórkowych z tkanek wrażliwych na estrogeny 17|3-estradiol łą­
czył się z białkami tymi niekowalencyjnie. Kompleks estradiol-białko 
kwaśne dawał się najłatwiej ekstrahować za pomocą IM NaCl-tris (pH 
7,4), co wskazuje, że receptorem nie mógł być histon argininowy, który nie 
wymywa się przy tym stężeniu NaCl. Chromatografia takich ekstraktów 
na DEAE-celulozie potwierdziła, że 17(3-estradiol był związany z recepto­
rem o dużej masie cząsteczkowej. Zdaniem autorów 17|3-estradiol może 
zmieniać strukturę chromatyny wpływając na oddziaływanie: DNA-his- 
ton-białko kwaśne.

Rozdział chromatograficzny na żywicy Biogel P-300 kwaśnych i zasa­
dowych białek jąder komórkowych znakowanych [6,7-3H] estradiolem in 
vivo i in vitro pozwala przypuszczać, że znakowany steryd wiąże się silnie 
z kwaśnym składnikiem białkowym (30). Wiązanie estradiolu odbywa się 
prawdopodobnie w specjalnych obszarach białkowych receptora. Recep­
tor może być zlokalizowany we frakcji lekkiej chromatyny, ponieważ 
P o o l e y  i K i n g  (51) stwierdzili, że [6,7-zH] estradiol wiąże się in vivo 
3 razy intensywniej z tą frakcją niż z pozostałymi frakcjami chromatyny. 
Frakcje lekkiej chromatyny wykazują ponadto wyższą niż inne aktyw­
ność fosfokinazy białkowej, która być może jest wykorzystywana w dzia­
łaniu estradiolu.
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II. Białka resztkowe jąder komórkowych

Białka resztkowe jąder komórkowych inaczej pozachromatynowe biał­
ka kwaśne są pozostałością jąder po usunięciu globulin i DNP chromaty­
ny. Stanowiły one do niedawna terra incognita w chemii białek jądrowych 
z uwagi na swoją wybitną nierozpuszczalność. Dopiero pod koniec lat 60- 
tych udało się częściowo pokonać tę barierę i udostępnić badaniom bioche­
micznym pokaźną frakcję białek resztkowych rozpuszczalnych w stosun­
kowo łagodnych warunkach (55, 64).

Rozdział niniejszy poświęcony jest głównie tym rozpuszczalnym biał­
kom resztkowym z jąder komórkowych wątroby szczura.

1. Metody wyodrębniania

O n o  i T e r a y a m a  (45) uzyskiwali białka resztkowe rozpuszczając 
w roztworze 8M mocznik — 0,05M Na2C 03 (pff 9,5), pozostałość po ek­
strakcji jąder komórkowych buforem {pH 7,4) i IM NaCl.

W technice S p e l s b e r g a  i wsp. (55) opartej na metodzie L a n - 
g a n a (34) białka resztkowe wyosabnia się z jąder komórkowych pozba­
wionych globulin i DNP w sposób przedstawiony w schemacie 3. Białku 
resztkowemu odpowiada frakcja R2.

2. Frakcjonowanie

Sposób frakcjonowania białek resztkowych zaproponowany przez 
W a n g a (64) przedstawiono na schemacie 4. Jest on analogiczny do opisa­
nego w poprzednim rozdziale sposobu frakcjonowania kwaśnych białek 
chromatynowych.

3. Niejednorodność fizykochemiczna

Podobnie jak białka kwaśne chromatyny białka resztkowe W a n g  są 
wybitnie niejednorodne.

P a t e 1 i wsp. (47) rozdzielali na DEAE~celu\ozie białka resztkowe roz- 
frakcjonowane uprzednio według metody W a n g  a (64). Profile chroma­
tograficzne wskazywały na heterogenność w obrębie frakcji i różnice po­
między frakcjami (rys. 5).

Otrzymane z rozdziału na DEAE-celulozie podfrakcje poddane elektro­
forezie w żelu skrobiowym okazały się również znacznie zróżnicowane 
(47). Wszystkie frakcje białka resztkowego Wang cechują się też niejed­
norodnością molekularną. Główne składniki białek resztkowych mają 
współczynniki sedymentacji od 2 do 7S (47). Frakcja R-RNP, której głów­
ny składnik sedymentuje przy 5,4S zawiera ponadto niewielkie ilości frag-
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frakcja resztkom jader komórkowych

Supernatant

OOSM tris-HCl /pH&S) Mg2*
e k s tra k c ja
t ro n n o  obj 2 ’/, 00C
15 min. 4  *

wirowanie 
105000g,60 min

Supernatant
INCH3C00H 
do pH 7  
(osad odnucic)

ł
Osad

Osad
(Biafko resztkowe jader 
nierozpuszczalne n DOC)

r
r

OOSM tris-HCl (pH85)Mq2 
I mranani* lOOOOj

Supernatant
1NCH3COOH 
de pH 5

1NCH3COOH Supernatant 
dc'>H6 Osad

frakcja R-RNP
Strąt 

frakcja pH 6 '

I—  
Supernatant

(M<)2S04 Strąt
s o Z Z ,  ^akcjapHS

Strat 
Frakcja AS ppt

Schemat 4. Frakcjonow anie białek resztkowych W ang (64)

mentów o współczynnikach 26S i 83S. Dezoksycholan powoduje dysocja- 
cję białek resztkowych na mniejsze podjednostki. Przy braku detergentu 
DOC białka reasocjują do sferycznych cząstek o wyższym współczynniku 
sedymentacji (64).

4. Skład chemiczny

Zawartość kwasów nukleinowych i innych związków. Rozpuszczalne 
resztkowe białka jądrowe zawierają około 90°/o białek, 10%> RNA i małe 
ilości DNA (47, 64). W tablicy 5 scharakteryzowano pod tym względem 
frakcje białek resztkowych Wang.

Zawartość kwasów nukleinowych, głównie RNA w białkach resztko­
wych jest znacznie wyższa niż w białkach kwaśnych chromatyny. RNA

G +C
białek resztkowych ma współczynnik specyficzności ^ _ ^ y - bliski 2 (64).

Tablica 5

Zawartość białek, RNA, DNA w resztkowych białkach Wang wątroby szczura
(% względny) (47, 64)

Frakcja Białko RNA DNA

R-RNP 25,3 ±4,07 2,8 27,7
„pH  6” 55,4±4,14 94,2 54,5
„ p H  5” 12,8±2,24 1,2 13,9
A.S.ppt 6,5 ±1,07 1,8 3,9
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Nr frakcji

Rys, 5. C h ro m ato g ra fia  n a  D EA E -celu lozie  resz tkow ych  b ia łek  W ang z ją d e r  w ą tro ­
by szczura. S trz a łk a  w sk azu je  s ta r t  g rad ien tu  N aC l (47)

Tablica 6

Skład nukleotydowy RNA białek resztkowych Wang z wątroby szczura (64)

Frakcja
Nukleotydy (mol %) pur. A + U

CMP AMP GMP UMP pirymid. C + G

R-RNP 21,2 22,8 41,5 14,5 1,80 0,59
»P H  6” 30,7 21,0 33,0 15,3 1,17 0,57
„pH  5” 32,6 17,2 33,9 16,3 1,05 0,50
A.S. ppt 35,3 17,0 34,1 13,6 1,05 0,44
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Różnice w składzie nukleotydowym RNA z poszczególnych frakcji białek 
resztkowych Wang przedstawia tablica 6.

Białka resztkowe jąder wątroby szczura zawierają fosfoproteidy (47). 
Najbogatsza w fosfor zasadolabilny (0,272%) jest frakcja ,,pH 6”, a naj­
uboższa (0,096%) — frakcja ,,A. S. ppt”.

W a n g  (64) przypuszcza, że składnik lipidowy jest powodem niskiej 
rozpuszczalności białek resztkowych z grasicy cielęcej.

Skład aminokwasowy. Stosunek aminokwasów kwaśnych do zasado­
wych w białkach resztkowych Wang waha się od 1,37 dla R-RNP do 2,06 
w A. S. ppt (47).

Porównując frakcje białka resztkowego Wang (47) z rozpuszczalnymi 
w alkaliach białkami resztkowymi S t e e l e ’ a i B u s c h a  (9) oraz 
D o u n c e ’ a i H i l g a r t n e r a  (16) widać, że główne różnice w skła­
dzie dotyczą zawartości kwasu glutaminowego oraz aminokwasów siar­
kowych (tablica 7).

Tablica 7

Skład aminokwasowy jądrowych resztkowych białek wątroby szczura (mol %)

Frakcja białka resztkowego Wang 
(47)

Frakcja zasado- 
rozpuszczalna

Aminokwas

R-RNP p H  6 p H  5 A.S. ppt
Busch i 
Steele 

(9)

Dounce 
i Hilgart- 
ner (16)

Lizyna 7,12 6,23 6,48 7.22 6,3 7,09
Histydyna 2,31 1,94 1,92 1,56 2,3 2,45
Arginina 6,50 5,70 5,68 4,36 5,7 6,15
Kwas asparaginowy 9,00 9,39 10,16 10,86 9,3 9,29
Treonina 5,08 5,45 5,20 5,40 5,7 4,86
Seryna 5,85 6,28 6,16 6,38 7,4 6,63
Kwas glutaminowy 12,85 12,60 13,20 16,19 12,1 13,20
Prolina 5,61 5,08 4,48 5,54 5,5 5,46
Glicyna 7,02 6,70 6,64 7,73 8,0 8,78
Alanina 7,73 7,64 7,52 7,39 7,4 6,59
Cysteina 1,60 0,99 1,28 0,44 1,3 0,58
Walina 6,19 6,65 6,48 6,05 6,1 6,67
M etionina. 2,25 1,78 2,16 1,34 2,6 0,89
Izoleucyna 4,62 5,29 5,12 4,42 4,6 4,89
Leucyna 9,71 11,29 10,64 8,29 9,4 8,74
Tyrozyna 2,68 2,62 2,27 2,12 2,8 2,84
Fenyloalanina 3,82 4,45 4,16 4,53 4,0 4,12
Tryptofan 0,39* 1,15* 1,05* 1,93* 0,9 0,79

Asp-f-Glu 
Liz +  His +  Arg

1,37 1,59 1,66 2,06 1,50 1,43

*D ane wg (64)
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Różnice mogą wynikać z odmiennej techniki otrzymywania tych pre­
paratów. Białka resztkowe Wang stanowią niemal 90%>, natomiast białka 
resztkowe rozpuszczalne w NaOH — tylko około 70% całości jądrowego 
białka resztkowego. Istnieje zatem możliwość, że resztkowe białka Wang 
zawierają również niektóre białka nierozpuszczalne w zasadach.

Aminokwasy N-końcowe. W białkach zasadorozpuszczalnych otrzyma­
nych przez H i l g a r t n e r a  (21) wykazano obecność dwóch N-końco- 
wych aminokwasów: treoniny i lizyny. B u s c h  i S t e e l e  (8, 9) w pre­
paratach tego typu białek odnaleźli jako N-końcowe aminokwasy: alani­
nę, glicynę, serynę, lizynę, kwas asparaginowy ( w sumie ok. 70%), a po- . 
nadto kwas glutaminowy, leucynę, fenyloalaninę, prolinę, treoninę i wa- 
linę.

5. Inne właściwości

Rozpuszczalność. Białka resztkowe izolowane w łagodnych warunkach 
są nierozpuszczalne lub bardzo słabo rozpuszczalne w roztworach stoso­
wanych w tym celu w chemii białek. Jednakże po zastosowaniu rozpusz­
czalników rozbijających mostki dwusiarczkowe białka resztkowe roz­
puszczają się w bardzo rozcieńczonych zasadach (pH 8—9) i w 8M mocz­
niku. Białka resztkowe Wang (47) są bardzo dobrze rozpuszczalne w DOC, 
a w znacznej części rozpuszczają się w 0,25N HC1 (47). Niektóre białka 
kwaśne jąderek ekstrahują się rozcieńczonym kwasem mineralnym (20).

Ciężar cząsteczkowy^. Ciężary cząsteczkowe białek resztkowych wyzna­
czone na podstawie N-końcowych aminokwasów zamykają się w grani­
cach od 80 000 do 400 000.

Oddziaływanie z histonami. Resztkowe białka Wang oddziaływują in vi­
tro z histonami tworząc nierozpuszczalne kompleksy (64). Powinowactwo 
poszczególnych frakcji do histonów zmniejsza ^ię w kolejności: ,,pH 6”, 
„pH 5”, R-RNP, A. S. ppt. Należy podkreślić, że najsłabiej wiążąca się 
z histonami frakcja A. S. ppt cechuje się najwyższą zawartością amino­
kwasów kwaśnych, a zawiera najmniejsze ilości fosforu zasadolabilnego. 
Wydaje się, że zawartość fosforu bardziej niż aminokwasów kwaśnych 
wpływa na oddziaływanie białek resztkowych Wang z histonami.

III. Aktywność biologiczna kwaśnych białek jądrowych

1. Włączanie radioaktywnych aminokwasów

Od 1957 roku, tj. od pracy A l l f r e y ’ a, M i r s k  y’ e g o  i O s a w y  
(2) sugeruje się wybitną aktywność metaboliczną białek niehistonowych 
związanych z DNA. Potwierdziły ją późniejsze doświadczenia z innych 
laboratoriów (15, 31, 36, 45, 49, 52, 63) i to zarówno dla jąder komórko­
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wych o wysokim (np. grasica) jak i niskim (np. wątroba) stosunku jądro- 
wo-cytoplazmatycznym.

W 1963 roku W a n g  (62) udowodnił znacznego stopnia włączanie 
14C-leucyny w cząstki rybonukleoproteidowe (R-RNP) z frakcji resztkowej 
jąder. Dalsze prace (49, 63) nad wbudowywaniem 14C-tryptofanu w pozo­
stałość jąder komórkowych po usunięciu globulin i rybosomów, przema­
wiają za istnieniem tzw. jądrowego kompleksu resztkowego, utworzonego 
głównie z białek kwaśnych i DNA, a reprezentującego pożary bosom owy 
system syntezy białka w jądrach komórkowych. Podobnie do rybosomo- 
wego wymagał on obecności jonów Mg2+, ATP oraz układu regenerują­
cego ATP. Jego aktywność uległa zahamowaniu pod wpływem DNazy, 
stymulacji po zadziałaniu trypsyną, pozostawała niezmieniona pod wpły­
wem RNazy, a optymalne pH było bliskie 8,5.

Bardzo zbliżonych warunków reakcji wymagało włączanie in vitro 
14C-tryptofanu w poszczególne frakcje białek kwaśnych Wang, jak też 
w ich zespół (66). Dodatek enzymów z supernatantu 105 OOOgf czy ryboso­
mów pochodzenia jądrowego lub cytoplazmatycznego nie aktywował te­
go procesu. Zrozumiałym jest fakt jego wyraźnej stymulacji przez rodzi­
my DNA, a tylko niewielkiego stopnia — przez DNA zdenaturowany.

Do włączania aminokwasów w białka jąder komórkowych, między in­
nymi w białka resztkowe po usunięciu histonów, niezbędne są jony Na+ 
(2, 52).

O n o  i T e r a y a m a  (45) udowodnili, że szczególnie aktywnie włącza 
aminokwasy materiał jąderkowy. Wykazali oni ponadto, że radioaktywne 
aminokwasy wbudowywane w białka resztkowe jąder związane były 
głównie z C-terminalnym końcem oraz z wnętrzem łańcuchów polipepty- 
dowych, czyli pod tym względem synteza odbywała się zgodnie z ogólnie 
przyjętym schematem dla białek cytoplazmatycznych.

Również kwaśne białka DNP, ekstrahowane za pomocą roztworu 0,1N 
HC1 —- 8M mocznik wg B u s t o s - V a l d e s  i wsp. (10) aktywnie włą­
czają 14C-leucynę, przy czym włączanie nie jest wrażliwe na trawienie 
RNazą. Wobec ścisłego powiązania tych białek z DNA, który jak wiado­
mo jest (z wyjątkiem fazy przedmitotycznej) metabolicznie nieaktywny 
można przypuszczać, że intensywne włączanie aminokwasów w białka 
kwaśne DNP związane jest tylko pewną frakcją DNA o bardzo dużej szyb­
kości obrotu.

75®/o 14C-lizyny włączanej in vitro w jądra komórkowe wątroby szczu­
ra i tumoru Walkera 256 odnajduje się w DNP, przy czym w tkance pra­
widłowej 2/3 piętna izotopowego pojawia się w białkach kwaśnych, a 1/3 
w histonach, w tkance nowotworowej zaś proporcje te są wręcz odwrot­
ne (56).

W komórkach nowotworu Ehrlicha włączanie 14C-argininy w białka 
kwaśne sprzężone z DNA jest hamowane przez aktynomycynę i puromy- 
cynę w podobnym stopniu jak włączanie w inne białka komórkowe (22).
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Obserwacje, że spadek wbudowywania 14C-argininy jest poprzedzony za­
hamowaniem wbudowywania 3H-urydyny w RNA wskazuje na zależność 
syntezy białek związanych z DNA od syntezy RNA. Sugestię tę potwier­
dza obniżenie syntezy białek związanych z DNA, występujące po traw ie­
niu komórek Ehrlicha RN-azą (22).

Białka kwaśne, izolowane z jąder komórkowych nowotworu Krebsa 2, 
włączają in vitro grupy metylowe z S-adenozylo-L-14C-metioniny lub S-a- 
denozylo-L-3H-metioniny. Proces ten wymaga obecności histonów, zwłasz­
cza argininowych, a optymalne włączanie zachodzi przy pH 8 i wobec 2- 
merkaptoetanolu. 1/3 piętna izotopowego trafia do białek jądrowych kwaś­
nych, a reszta do histonów. Puromycyna i aminopteryna hamują m etyla- 
cję obu typów białek (7).

2. Aktywność enzymatyczna kwaśnych białek Wang

Prawdziwą niespodzianką w chemii kwaśnych białek chromatynowych 
stało się doniesienie W a n g a (66) z 1967 roku o własnościach enzymatycz­
nych 4 frakcji białka kwaśnego Wang (tabl. 8).

Tablica 8

Enzymatyczna aktywność kwaśnych białek chromatynowych (66)

Frakcja Dehydrogenaza
glutaminianowa

Aminotransferaza
asparaginianowa

Dehydrogenaza
mleczanowa

Dehydrogenaza
jabłczanowa

ATP-
-aza

R-RNP 0,19 3,66 9,35 5,56 4,90
„pH 6” 1,50 2,11 2,82 4,13 1,26
„pH  5” 89,8 3,05 0,0 0,0 0,42
A S.ppt 0,95 20,0 15,4 61,0 0,0

Ważnym etapem było wykrycie w kwaśnych białkach chromatyno­
wych enzymów, których aktywność jest związana z kontrolą genetyczną. 
Szereg danych wskazuje, że kwaśne białka jądrowe posiadają własne m e­
chanizmy enzymatyczne dla syntezy i degradacji DNA: term inalną nukle- 
otydylotransferazę DNA (66, 67), polimerazę DNA (23, 24, 38, 46) oraz al­
kaliczną dezoksyrybonukleazę (12, 24).

Terminalna nukleotydylotransferaza DNA wyizolowana z kwaśnych 
białek Wang grasicy cielęcej (67), polimeryzuje dezoksyrybonukleotydy 
lub rybonukleotydy z dowolnych nukleozydo-5’-trójfosforanów w obec­
ności starterowego DNA wykazując wybiórczość w stosunku do DNA zde- 
naturowanego. Jako substrat może służyć każdy pojedynczy dezoksyrybo- 
nukleozydotrójfosforan w obecności startera i dlatego jest ona niespecy­
ficzna. Optymalne działanie ma miejsce w pH 7,2 i przy włączaniu poje­
dynczego dezoksyrybonukleozydo-5’-trójfosforanu w nieobecności trzech 
pozostałych. Reakcja polimeryzacji wymaga obecności jonów Mg2+, któ­

http://rcin.org.pl



622 L. K ŁY SZEJK O , Z. PO LA N O W SK A [22]

rych wpływ znosi całkowicie wprowadzenie Na2 EDTA. Enzymatyczny roz­
kład starterowego DNA przez DNazę I trzustki powoduje 8—10-krotny 
wzrost włączania znakowanych nukleotydów do DNA. Działanie DNazy 
II nie powoduje podobnego efektu. Zjawisko to można by wytłumaczyć nie­
wykorzystywaniem przez enzym wolnego wiązania przy C-3’ startera w re­
akcji polimeryzacji. Terminalna nukleotydylotransferaza DNA z białek 
kwaśnych wykazuje szereg analogii do jądrowej transferazy nukleotydylo- 
wej K r a k o w a  (32) i W a n g a sugeruje identyczność obu enzymów.

Replikacyjny typ nukleotydylotransferazy DNA (polimeraza DNA) wy­
izolowano z kwaśnych białek Wang grasicy cielęcej (65) oraz wątroby 
szczura (46). Enzym wymaga do działania obecności DNA i dwuwartościo- 
wych jonów, głównie Mg2+. Jony Mn2+ zapewniają tylko 30% aktywności 
enzymatycznej osiąganej w obecności Mg2+. Jednowartościowe kationy są 
inhibitorami tego enzymu. Optymalne pH dla działania polimerazy DNA 
wynosi 8,5—9,0. Najwyższą jej czynność obserwuje się w obecności czte­
rech dezoksyrybonukleozydo-5’-trójfosforanów i rodzimego DNA. Przy 
użyciu pojedynczego dezoksyrybonukleozydo-5’-trójfosforanu szybkość 
włączania wynosi ok. 1/4 wartości uzyskiwanej z udziałem czterech dezo- 
ksyrybonukleozydotrój fosforanów.

W chromatynowych kwaśnych białkach prawidłowej i regenerującej 
wątroby występuje również alkaliczna dezoksyrybonukleaza, która hydro- 
lizuje rodzimy DNA (12). Filtracja na żelu Sephadex G-100 enzymatycz­
nego hydrolizatu DNA sugeruje, że alkaliczna DNaza rozrywa rodzimy 
DNA do polinukleotydów o różnym ciężarze cząsteczkowym. Enzym działa 
głównie jak endonukleaza. Istnieją sugestie, że chromosomalna DNaza mo­
że dostarczać oligodezoksyrybonukleotydów do zainicjowania syntezy DNA 
w wielu miejscach replikacji DNA, bądź może być używana do degradacji 
jakiegoś DNA, który został przesunięty z właściwej pozycji w strukturze 
chromosomu, zapobiegając w ten sposób nieuporządkowanym replikacjom 
DNA.

3. Wpływ kwaśnych białek jądrowych na syntezę RNA i DNA in vitro

Udział w syntezie RNA. Od czasu doświadczeń F r e n s t e r a  (17, 18) 
z reprymowaną i aktywną chromatyną wielu badaczy uważa, że białka 
niehistonowe odgrywają rolę derepresorów genowych. Wprowadzenie siar­
czanu polietylenu do inkubowanej, reprymowanej i aktywnej chromatyny 
powoduje wzrost syntezy RNA. Naturalne jądrowe polianiony mogą za­
stępować częściowo histon w pewnych obszarach genomu biorąc udział 
w specyficznej derepresji syntezy RNA.

Ten model Frenstera (18) dla specyficznej derepresji syntezy RNA po­
twierdzają niedawne doświadczenia W a n g a  (68). Frakcja białka kwaś­
nego Wang wątroby szczura wymyta z DEAE-celulozy 0,2—0,3M NaCl, 
dodana do układu polimerazy RNA zawierającego histony, częściowo od-
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twarza syntezę RNA zależną od DNA. Frakcja ta najskuteczniej odwraca 
hamujące działanie histonu arginiowego (F3), a w znacznie mniejszym stop­
n i u— wpływ histonu silnie lizynowego (FI). Wydaje się, że częściowe ni­
welowanie hamującego wpływu histonów na syntezę RNA można przy­
pisać reakcji białka kwaśnego z histonami.

Również fosfoproteidy jądrowe wątroby szczura mogą tworzyć kom­
pleksy z histonami udostępniając tym samym matrycę DNA dla syntezy 
RNA (34). Przy reakcji histonów z optymalną (1 : 1) ilością fosfoproteidów 
ilość zsyntetyzowanego RNA sięgała 78°/o kontroli. Godnym podkreślenia 
wydaje się fakt, że frakcja chromatyny aktywnej w syntezie RNA, tj. eu- 
chromatyny, zawiera większe ilości fosfoproteidów niż heterochromatyna. 
Według W a n g a  i J o h n s a  (70) fosfoproteiny otrzymane przez L a n -  
g a n a  i S m i t h a  (35) stanowią oczyszczoną frakcję kwaśnych białek 
chromatynowych.

Doświadczenia S p e l s b e r g a  i H n i l i c y  (55) zmieniają dotych­
czasowe poglądy na mechanizm odwracania in vitro hamującego działania 
histonów przez kwaśne białka jądrowe. Zaobserwowali oni, że kwaśne 
białka jądrowe skuteczniej odwracają hamujące działanie histonów, gdy 
do układu reagującego dostają się wraz z histonem a przed dodaniem DNA.

P a u l  i G i l m o u r  (50) uważają, że rola białek kwaśnych może być 
związana z zapobieganiem interakcji DNA-histon, a nie z dysocjacją kom­
pleksu nukleohistonu. Za taką hipotezą przemawia też fakt, że chromaty- 
na aktywna w syntezie RNA zawiera więcej białek kwaśnych niż jej frak­
cja nieaktywna. Rozproszona chromatyna tkanek prawidłowych i nowotwo­
rowych zawiera znacznie więcej substancji natury polianionowej (niehis- 
tonowe białko, RNA) niż chromatyna skondensowana (4). Ponadto 35S-me- 
tionina włącza się w kwaśne białka chromatynowe o 40—50‘°/o intensyw­
niej w wypadku aktywnej euchromatyny.

K r i v c o v  i B o g d a n o v  (33) wysunęli śmiałą koncepcję, że wyizo­
lowany przez nich kompleks DNA-białko resztkowe chromatyny jest połą­
czeniem: DNA-polimeraza RNA-nowo syntetyzowany RNA. Upoważniły 
do niej autorów właściwości tego kompleksu, a mianowicie odporność na 
działanie czynników rozrywających wiązania jonowe (2,5M NaCl, 6M LiCl) 
i wodorowe (6M mocznik, 4M chlorek guanidyny), a labilność wobec deter­
gentu (SDS). Hipoteza ta  wydała się autorom prawdopodobna w świetle 
doświadczeń H u a n g a  i B o n n e r a  (25), którzy otrzymali z kiełków 
grochu preparaty DNA zawierające około 4% białek niehistonowych i wy­
kazujące aktywność polimerazy RNA.

Udział w syntezie DNA. Białka kwaśne Wang zmniejszają hamujący 
wpływ histonów na replikację DNA (69). Przy stosunku wagowym 
histon
— 1 synteza DNA jest prawie całkowicie zahamowana. Stymulowa­

nie tej syntezy przez białko kwaśne Wang jest różne w obecności różnych 
frakcji histonowych (tablica 9).

http://rcin.org.pl



Tablica 9

Wpływ białek kwaśnych Wang wątroby szczura na replikację DNA (69)
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Histon 50 [ig
Włączanie 3H-dATP(% próby kontrolnej) wobec białek 

kwaśnych Wang

Brak 25 ¡xg 50 ¡xg 100 [xg

FI 100* 18 35 30
F2al 32 69 86 101
F2a2 48 81 101 101
F2b 59 82 92 91
F3 2 25 30 27

*Próba kontrolna

Składnik i reakcji: 50 [aM 3H-d-ATP, dGTP, dCTP, dTTP, 20  buforu glicynowego (p H  8 ,5 ), 
0,5 n M  m erkaptoetanolu, 50 |xM M gCl2 , 50 ug D N A , 11 (xg polim erazy DN A, histon i białko kw aśne w ilościach  p o d a ­

nych w tablicy
K olejność dodaw ania składników: histon, DNA, polim eraza DNA oraz pozostałe związki

Blokowanie replikacji DNA przez histony może być wynikiem silnego 
współzawodnictwa między białkami zasadowymi i kwaśnymi chromaty- 
ny o wiązanie z DNA. Porównanie stopnia zahamowania syntezy DNA 
przez różne frakcje histonowe sugeruje, że matrycowa aktywność pew­
nych obszarów DNA może być całkowicie reprymowana, podczas gdy inne 
fragmenty DNA zostają odblokowane w wyniku wzajemnego oddziaływa­
nia określonych ilości białkowych komponentów chromatyny. Rezultaty 
doświadczeń in vitro jasno wskazują na możliwość, że kwaśne białka chro- 
matynowe są zdolne regulować replikację i transkrypcję DNA. Odpowiedź, 
czy podobny proces może przebiegać in vivo wyjaśniłaby w znacznym 
stopniu zagadnienie regulacji genetycznej.

Udział kwaśnych białek w strukturze chromosomu. Od wykrycia kwaś­
nych białek w jądrze komórkowym datują się przypuszczenia o ich roli 
w strukturze chromosomów (43, 44, 58). Spośród wielu zaproponowanych 
dotychczas modeli chromosomu na uwagę zasługują przynajmniej dwa, 
tj. model D e (14) oraz model D o u n c e ’ a i wsp. (16, 21, 39).

Najbardziej eksponowanym elementem w modelu De są włókna tzw. 
chromonemy o średnicy około 1000 A. W modelu chromonemy wyodrębnia 
się 2 linie śrubowe utworzone z łańcuchów białka niehistonowego (odpo­
wiadającego kwaśnemu białku chromatynowemu) powiązanych ze sobą 
przez dwuwartościowe kationy Ca2+. Szkielet białkowy jest ciągły wzdłuż 
całej chromonemy. Niemal prostopadle do długiej osi chromonemy, a rów­
nolegle do siebie ustawiają się segmenty DNA, owinięte histonem. Długość 
segmentów DNA jest rzędu 500 do 1000 A a ich sekwencja wzdłuż długiej 
osi chromonemy — specyficzna dla poszczególnych gatunków. Każda nić 
podwójnej spirali DNA przyłącza się do podstawy białkowej tylko jednym 
końcem; drugi koniec jest wolny i utrzymywany z drugim helikalnym 
łańcuchem DNA na zasadzie komplementarności zasad.
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Model chromosomu Dounce’a i wsp. uwzględnia również poza dezoksy- 
nukleohistonem, obecność białka niehistonowego Okładającego się przy­
najmniej z 2 łańcuchów polipeptydowych sprzężonych ze sobą (jednym lub 
więcej) mostkami dwusiarczkowymi i połączonych kowalencyjnie z DNA. 
Niejasnym punktem koncepcji autorów (16, 21, 39) jest miejsce przyłącze­
nia białka niehistonowego do DNA, tzn. do obu końców jednego łańcucha 
DNA czy też do jednego końca każdego z dwóch łańcuchów DNA (sche­
mat 5).

Schemat 5. Model chrom osom u wg D o u n c e ’ a i H i l g a r t n e r a (16, 21)

Ostatnio G e o . r g i e v  (19) przedstawił pierwszą w dotychczasowym 
piśmiennictwie hipotezę roboczą o strukturalnej organizacji operonu 
w komórkach organizmów wyższych. Pod pojęciem operonu autor rozumie 
jednostkę transkrypcji, tj. odcinek genomu przepisywany w postaci nie­
przerwanego łańcucha RNA. Tego rodzaju operon jest wielocistronowy 
i zawiera 2 strefy, a mianowicie: akceptorową (bliższą) oraz strukturalną 
(dalszą) w odniesieniu do tzw. promotora, będącego punktem przyłączenia 
polimerazy RNA (schemat 6).

W strefie pierwszej tuż za promotorem występują lokusy akceptorowe, 
czyli odcinki DNA nie zawierające informacji dla syntezy łańcuchów po­
lipeptydowych, a więc operatory reagujące z represorami i induktorami

Strefa akceptorow a Strefa s t ru k tu ra ln a

i P  | Of 02-.. am | <5/ ¿z- - ¿n  |
t f t

Promotor Lokusy Geny
akceptorowe strukturalne

m>, 1 ¿ n

Schemat 6. Model operonu zw ierząt wyższych wg G e o r g i e v a  (19)
. . .  a m — lokusy akceptorow e, S j . .  . S — cistrony strukturalne i regulatorow e
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oraz odcinki DNA oddziaływujące z białkami strukturalnym i chromosomu, 
głównie regulatorowymi. Strefę drugą stanowią cistrony strukturalne ko­
dujące syntezę czynnych i strukturalnych białek komórkowych, a także 
cistrony regulatorowe odpowiedzialne za tworzenie białek represorowych 
i derepresorowych.

W procesie transkrypcji zachodzi odczytywanie całego operonu, co pro­
wadzi do syntezy RNA-gigantu, komplementarnego do lokusów akcepto­
rowych w obszarze 5’, a do cistronów strukturalnych — w strefie końca 
3’ łańcucha RNA. Nowo utworzony gigantyczny RNA ulega rozczłonkowa­
niu i poszczególne jego fragmenty tworzą kompleksy z informoferami. 
Jednak do cytoplazmy dostają się tylko informof ery połączone z właści­
wymi mRNA, tj. RNA powstałymi na matrycy genów strukturalnych; RNA 
komplementarne do lokusów akceptorowych ulegają rozkładowi.

Zdaniem G e o r g i e v a  (19) przyłączenie białek regulatorowych do 
akceptorowych i lokusów tworzy barierę dla przesuwania się polimerazy 
RNA po operonie i tym samym uniemożliwia transkrypcję genów struktu­
ralnych.

Charakterystyczną cechą lokusów akceptorowych byłaby ich mnogość, 
powtarzalność a także jednakowość w obrębie różnych operonów. Dzięki 
tej właściwości jeden typ białka regulatorowego mógłby od razu włączać 
i wyłączać dużą liczbę operonów rozsianych w całym genomie a nawet 
zlokalizowanych w różnych chromosomach.

Zróżnicowanie komórki byłoby uwarunkowane włączaniem lub wyłą­
czaniem lokusów akceptorowych zlokalizowanych głównie na początku 
operonu, odpowiadających na tzw. sygnały tkankowe, a niezbędnych dla 
formowania danego typu komórek. Lokusy akceptorowe znajdujące się 
dalej od promotora reagowałyby na bardziej specyficzne czynniki, np. na 
działanie hormonów, a najdalsze reprezentowałyby typ klasycznych ope­
ronów odpowiedzialnych za transkrypcję jednej grupy funkcjonalnie 
sprzężonych genów strukturalnych. W sumie strefa akceptorowa byłaby 
systemem zapewniającym subtelną i dokładną regulację transkrypcji, re­
agującą na najróżnorodniejsze sygnały regulatorowe. Ceną, którą każda 
komórka płaciłaby za ten precyzyjny mechanizm regulatorowy byłaby 
synteza nadmiaru RNA, tj. transkrypcja akceptorowych odcinków genomu 
(ok. 1/2—2/3 całości nowo syntetyzowanego RNA komórki).

Niezbędnym w tym systemie regulacji jest udział białek strukturalnych 
chromosomów, tj. histonów i białek niehistonowych (chromatynowych bia­
łek kwaśnych).

Według G e o r g i e v a  (19) histony — inhibitory matrycowej aktyw­
ności DNA, a jednocześnie białka, których zawartość i skład chemiczny 
są praktycznie stałe w chromatynach z różnych tkanek oraz z różnych od­
cinków chromosomów — byłyby obecne w całej strefie akceptorowej, głów­
nie proksymalnej w odniesieniu do promotora. Oddziaływałyby one z DNA 
niespecyficznie, tj. bez uwzględnienia sekwencji w DNA (pewien wyjątek

http://rcin.org.pl



[27] K W A ŚN E  B IA Ł K A  JĄ D E R 627

stanowią histony silnie lizynowe) i byłyby odpowiedzialne za stan zróż­
nicowania komórkowego. Natomiast białka niehistonowe, zlokalizowane 
w dalszych obszarach strefy akceptorowej, rozpoznawałyby określone sek­
wencje w DNA. Ich połączenie z histonami usuwałoby przeszkodę dla prze­
suwania się polimerazy RNA po operonie. Białka te regulowałyby szyb­
kość syntezy RNA na odsłoniętych operonach.

Odnosi się wrażenie, że właśnie dla tych białek, ogromnie zróżnicowa­
nych pod względem właściwości fizykochemicznych i aktywności biolo­
gicznej (13, 31, 34, 65), zarezerwowany jest główny udział w regulowaniu 
przekazu informacji genetycznej.
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ADDENDUM

Po oddaniu niniejszego a rtyku łu  do redakcji S o n n e n b i c h l e r  i N o b i s  
(European J. Biochem. 16, 60 (1970) poddali w w ątpliw ość istnienie białek niehisto- 
nowych w chrom atynie i w ysunęli przypuszczenie, że są to histony zmienione w cza­
sie preparow ania pod w pływ em  rozcieńczonych kw asów  m ineralnych.

U m a n s k i j  i w s p .  (Mol. Biol. 5, 270 (1971)) opisali m etodę izolowania białek 
niehistonow ych przew yższającą pod względem w ydajności technikę Wanga.

W w ielu laboratoriach udowodniono in  vitro  specyficzność tkankow ą i ga tun ­
kową białek niehistonow ych, k tórej w yrazem  byłaby ich selektyw na in terakcja z ho­
mologicznym DNA (G i 1 m o u r i wsp. FEBS Letters  9, 242 (1970), K l e i n s m i t h  
i wsp. Nature  226, 1025 (1970), T e n g  i wsp. Biochem. Biophys. Res. Comm. 41, 
690 (1970)). S p e l s b e r g  i wsp. (Biochim. Biophys. Acta  228, 550 (1970)) w ykazali 
tkankow o specyficzne ograniczenie przez białka niehistonow e m atrycow ej aktyw noś­
ci DNA w chrom atynie.

S t e i n  i wsp. (B iochem . Biophys. Res. Comm. 41, 715 (1970)) w ykazali, że syn te­
za białek niehistonow ych w zsynchronizow anych kom órkach HeLa odbywa się rów ­
nie in tensyw nie w  fazach S, G 2 a naw et w czasie mitozy, kiedy obniżona jest syn te­
za tak  innych białek jądrow ych, jak  i całości białek komórki.

K a m i y a m a  i W a n g  (Biochim. Biophys. Acta  228, 563 (1971)) donieśli, że 
niehistonow e białka z jąder w ątroby szczura stym ulow ały in  vitro  oraz m odyfiko­
w ały syntezę RNA kierow aną przez homologiczną skondensow aną chrom atynę.
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CELINA J ANION*

Biosynteza i rola rzadkich zasad w tRNA 

Biosynthesis and Role of Rare Bases in tRNA

The occurence of ra re  bases in tRNA, the m echanism s of m ethylation  of tRNA 
nucleosides as w ell as the influence of odd bases in tRNA on its function are re ­
viewed and  discussed.

Złożony i kluczowy udział tRNA w syntezie białka, na który składa się: 
przyjęcie, przeniesienie i ustawienie w odpowiedniej kolejności poszcze­
gólnych aminokwasów w łańcuchu polipeptydowym, spowodował olbrzy­
mie zainteresowanie tym typem kwasów nukleinowych i obfitość pojawia­
jących się prac. Cechą charakterystyczną tRNA jest jego niewielki ciężar 
cząsteczkowy wynoszący około 25 000 (stała sedymentacji 4S), trójwymia­
rowa struktura ściśle związana z funkcją, oraz występowanie obok ade­
niny, guaniny, cytozyny i uracylu znacznej ilości różnorodnych zasad 
ogólnie objętych nazwą rzadkich (ang. rare, odd, lub minor).

Głównym tematem tego artykułu będą zagadnienia związane z pow­
stawaniem i rolą rzadkich zasad w tRNA, a zwłaszcza zasad metylowa- 
nych, stanowiących największą, najróżnorodniejszą i najczęściej badaną 
grupę składników tRNA.

I. Rozmieszczenie rzadkich zasad w tRNA

Na rysunku 1 podano niektóre rzadkie zasady występujące w tRNA.
Modyfikacja składników tRNA może dotyczyć części cukrowej. 

W tRNA stwierdzono obecność wszystkich 4-ech klasycznych rybonukleo- 
zydów, oraz- pseudourydyny w których wodór grupy -OH przy węglu C2 
rybozy został zastąpiony grupą metylową (49, 97). Ponadto z tRNA droż­
dży wyodrębniono 2'(3')-0-rybozyloadenozynę, związek w którym na jed­
ną zasadę przypadają dwie reszty cukrowe (50). Obecnie liczba modyfi­
kowanych nukleozydów spotykanych w RNA osiągnęła liczbę 35 (51).

* Dr habil., Zakład Biofizyki, In sty tu t Biochemii i Biofizyki PAN, W arszawa
Wykaz stosowanych skrótów: IPA  — N6-(A2-izopentenylo)-adenina; 5-MeC — 

5-m etylocytozyna; 2-MeA — 2-m etyloadenina; N8-MeA — N6-m etyloadenina; N6- 
DMeA — N8-dw um etyloadenina; J-M eG — 2-m etyloguanina; 7-MeG — 7-m etylogu- 
anina; N2-M eG — N2-m etyloguanina; N2-DMeG — N2-dw um etyloguanina
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Rys. 1. Niektóre zmodyfikowane zasady tR N A

Zasady modyfikowane, gdy przyjmiemy dla tRNA budowę liścia ko­
niczyny (ang. clover leaf), w przeważającej części rozmieszczone są 
w miejscach gdzie występują przerwy w dwuniciowej strukturze tRNA: 
na pograniczu, lub w tak zwanych pętlach (ang. loop) znanych jako pętle 
dwuhydrouracylu, antykodonu, pseudouracylu i pętli dodatkowej. Na 
schemacie 1 przedstawiono kilka spośród wciąż wzrastającej liczby tRNA 
których sekwencja nukleotydów jest znana.

W danym organizmie różnice w składzie nukleotydowym tRNA prze­
noszących ten sam aminokwas są niewielkie (np. tRNA seryny I i II, lub
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Schem at 1. a — tRNA II i I seryny z drożdży piekarskich (164); b — t RNA seryny 
z w ątroby szczura (134); c — tRNA tyrozyny z drożdży piekarskich (87, 88); d — tRNA 
tyrozyny E. coli (45). Budowa s u -  III i I jest identyczna su+  III i su+  II różnią się 
we w skazanych pozycjach; e — tRNA w aliny z drożdży piekarskich (3); f — tRNA 
waliny z E. coli (58, 163), V =  5-oksyacetouracyl (101); g — tRNA fenyloalaniny 

z drożdży piekarskich (116); h — tRNA fenyloalaniny z zarodków pszenicy (27)
Skróty nazw rzadkich zasad: C-Ac — N *-acetylocytozyna, C-5M — S-m etylocytozyna, C-3M — 
3-m etylocytozyna, U-OM — 2’-0 -m ety lou ryd yn a , »l> — pseudourydyna, U-D — dw uhydrouracyl, 
U-S — 4-tiouracyl, T — tym ina, I — hipoksantyna, A-1M — l-m etyloaden ina, A-6M — N6-m etylo- 
adenina, A-IP — N6-(A2-izopentenylo)-adenina, A-SM IP — 2-tiom etylo N6-(A2-izopentenylo)-adenina, 
G-1M — 1-m etyloguanina, G-2M — N 8-m etylcguan ina, G-DM — N6-dw um etyioguanina, G-7M — 

7-m etyloguanina, G*, Y, Y — nieznanehttp://rcin.org.pl
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tRNA tyrozyny I, II, III, su-  i su+), natomiast znaczne różnice w składzie 
nukleotydowym, w ilości i jakości rzadkich zasad, występują między tRNA 
tego samego aminokwasu pochodzącymi z różnych organizmów, oraz mię­
dzy tRNA przenoszącymi różne aminokwasy w tym  samym organizmie. 
Różnice w zawartości rzadkich zasad w tRNA pochodzących z różnych 
źródeł mogą być bardzo znaczne. I tak np.: i-metyloguanozyna stanowi 
w wątrobie szczura, myszy, królika i chomika kolejno: 1,0, 0,2, 1,2 i ll,0°/o 
ogólnej ilości nukleozydów tRNA (95). Najmniejsze ilości modyfikowanych 
zasad znajdują się w tRNA izolowanych z różnych gatunków Mycoplazmy 
(52, 60, 67).

II. Biosynteza rzadkich zasad •

Metylowane pochodne tRNA. Pierwsze dowody, że zasady już wbudo­
wane w tRNA mogą ulegać modyfikacji, co w konsekwencji prowadzi do 
zmian w strukturze pierwszorzędowej polimeru, przedstawił Borek ze 
swoją grupą (33, 34, 90, 91, 92, 93, 130, 131). Wykazali oni, co następnie 
potwierdzono w innych pracowniach (42, 136, 146), że grupy metylowe 
zasad występujących w tRNA, zostają wprowadzone enzymatycznie po 
zakończeniu bodowy polinukleotydu. Punktem wyjścia było stwierdzenie, 
że tRNA gromadzące się podczas głodu metioninowego Escherichia coli 
K12B6 — szczepu zależnego od metioniny, zawiera znacznie mniejsze ilości 
zasad metylowanych, niż tRNA E. coli hodowanych w obecności metioniny 
(90). Nagromadzenie RNA w czasie głodu metioninowego jest wynikiem 
obecności genu RCrel, który w odróżnieniu od genu dzikiego RCstr umożli­
wia syntezę RNA w nieobecności syntezy białka (137).

To tRNA uboższe w zasady metylowane posłużyło do wykazania za­
równo in vivo, jak i in vitro, że metylowanie zachodzi na poziomie poli­
nukleotydu i jest jak dotąd najogólniej używanym substratem  do badań 
enzymów metylujących. Obok prac źródłowych, kolejne etapy prowadzące 
do wykrycia metylaz przedstawiono w kilku pracach przeglądowych (15, 
132, 133).

W ten sam sposób jak zasady ulegają metylowaniu reszty rybozy 
w tRNA (11, 16, 38, 144).

Biosynteza niektórych innych rzadkich zasad. Ogólnie jest przyjęte, 
chociaż z pewnością zostało ustalone w jednym przypadku, że pozostałe 
rzadkie zasady (być może z wyjątkiem pseudouracylu) powstają podobnie 
jak związki metylowane, poprzez modyfikację wytworzonego polinukleo­
tydu. Zdania co do pochodzenia pseudouracylu w tRNA są podzielone. 
Niektóre wyniki doświadczeń sprzyjają hipotezie modyfikacji urydyny 
w łańcuchu polinukleotydowym, niektóre zaś — wbudowywaniu pochod­
nych pseudouracylu (44).
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Siarka tiolowanych zasad, jak stwierdzono in vivo poprzez śledzenie 
inkorporacji różnych ‘ znakowanych prekursorów do tRNA, pochodzi 
w E. coli z cysteiny (111), a w kulturach tkankowych ssaków w 67% z me­
tioniny i w 33% z cysteiny (28). Poszukując enzymu tiolującego wykaza­
no aktywność enzymatyczną w ekstraktach E. coli powodującą przenie­
sienie 35S z cysteiny do 4-tiouracylu tRNA (61, 62, 81). Jednak dalsze ba­
dania wyraźnie wskazały, że obserwowana aktywność enzymatyczna • nie 
jest wynikiem rzeczywistej inkorporacji siarki z cysteiny do tRNA, a re ­
akcją wymiany między siarką cysteiny a siarką 4-tiouracylu tRNA (106). 
Znaczenie tej reakcji, ani też związek między reakcją wymiany a tiolacją 
zasad nie zostały ostatecznie wyjaśnione.

N6-(A2-izopentenylo)-adenozyna (IPA) powstaje poprzez przyłączenie 
grupy izopentenylowej do adenozyny znajdującej się w tRNA (30, 76). 
Dawcą łańcucha izopentenylowego, jak wynika z badań nad włączaniem 
prekursorów do tRNA przez całe komórki Lactobacillus (31, 107) i ekstrak­
ty komórek wątroby szczura lub drożdży (30, 76), jest kwas mewalonow.y, 
względnie produkt jego metabolizmu — pirofosforan A2-izopentenylu. En­
zymatyczny charakter włączania łańcucha izopentenylowego do adenozy­
ny udowodniono przy użyciu tRNA z drożdży, w których reszty IPA zo­
stały przekształcone do adenozyny (30). Oczyszczone enzymy drożdży 
i wątroby szczura mogą włączać znaczne ilości grup izopentenylowych 
również i do tRNA E. coli B. (76). Synteza 2-tio-metylo-IPA, występującej 
w niektórych tRNA, prawdopodobnie przebiega poprzez tiolowanie IPA 
do 2-tio-IPA i następnie metylację (38, 76).

III. Metylazy, występowanie i charakterystyka procesu metylacji

Enzymy metylujące są szeroko rozpowszechnione w  świecie roślinnym 
i zwierzęcym. Występują we wszystkich badanych bakteriach i drożdżach 
(43, 131), w tkankach zwierzęcych normalnych i rakowych (53, 63, 149), 
w guzach wysiękowych Ehrlicha (11, 17, 162), w hodowlach tkankowych 
(24, 36, 72), w szpinaku (130), w kiełkach pszenicy (140), w glonach (162). 
W komórce rozpowszechnione są głównie we frakcji rozpuszczalnej, otrzy­
manej po odwirowaniu jąder, mikrosomów i rybosomów i ta frakcja jest 
używana bezpośrednio do badań enzymów metylujących, lub stanowi 
wstępny etap przed ich oczyszczeniem (4, 21, 24).

Metylazy stanowią zbiór enzymów różniących się nie tylko zdolnością 
do metylacji określonej zasady, ale i miejscem metylacji w danej zasadzie. 
Jak dotychczas najpełniejszy rozdział enzymów metylujących uzyskali 
H u r w i t z ,  G o l d  i A n d e r s  (63) z ekstraktów E. coli, a B j o r k 
i S v e n s s o n  (12) z Sacharomyces cerevisiae. Hurwitz i wsp. wyodręb­
nili z E. coli sześć frakcji enzymatycznych, z których dwie metylowały 
reszty G do 1 -metyloguaniny (2-MeG), a pozostałe metylowały kolejno:
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G do 7-metyloguaniny (7-MeG), U do T, C do 5-metylocytozyny (5-MeC), 
oraz A do 2-metyloadeniny (2-MeA), N8-metyloadeniny (N‘-MeA) i N8- 
dwumetyloadeniny (N6-DMeA). Wszystkie te frakcje oprócz dwóch mety- 
lujących G do I-MeG, metylują niezależnie od siebie zasady występujące 
w odrębnych punktach tRNA. Po dodaniu kilku enzymów do mieszaniny 
reakcyjnej ilość grup metylowych wprowadzonych do tRNA równa się 
sumie grup metylowych wprowadzonych przez poszczególne frakcje (64).

Metylazy Sacharomyces cerevisiae rozdzielono na osiem oddzielnych 
frakcji (12). Wśród ich produktów reakcji wykryto: N2-metyloguaninę 
(N2-MeG), N2-dwumetyloguaninę (N2-DMeG), 7-MeG, 1-MeG, T, 5-MeC, 
I-metyloadeninę (2-MeA) i prawdopodobnie 2'-0-metylowane pochodne 
rybozy. Przynajmniej trzy frakcje o nieco różnych właściwościach (145) 
metylowały głównie uracyl. Pozostałe w mniejszym, lub większym stop­
niu wytwarzały więcej niż jeden typ metylowanej zasady. O odrębności 
enzymów metylujących grupę aminową guaniny do N2-MeG, lub N2-DMeG 
świadczy wyodrębnienie mutantów Sacharomyces cerevisiae, które zawie­
rają w tRNA te same ilości N2-MeG co szczepy siostrzane, ale pozbawione 
są zupełnie N2-DMeG (115).

Ponadto z wątroby i śledziony szczura B a g u l e y  i S t a e h e l i n  
(5) wyodrębnili enzym metylujący głównie A do I-MeA, z niewielką ak­
tywnością metylacji G do N2-MeG, a K e r r (70) podaje łatwą i szybką 
metodę wyodrębniania enzymu metylującego G do N2-DMeG.

Oczyszczanie i frakcjonowanie enzymów metylujących znacznie u trud­
nia .ich labilność. Najbardziej trwałe są niektóre frakcje enzymatyczne 
E. coli (63). Dla zwiększenia trwałości enzymów autorzy zalecają: prze­
chowywanie w 30% glikolu etylenowym (12), frakcjonowanie w obecnoś­
ci 10% i przechowywanie w 30% glicerolu (10), albo przechowywanie 
w roztworze w postaci zawiesiny strątu białka z siarczanem amonu (5), od 
którego należy się uwolnić przed ponownym użyciem enzymu.

1. Warunki reakcji metylacji

Enzymy metylują specyficznie tRNA. Nie są metylowane: DNA, rRNA, 
wirusowe RNA, poli U, poli A, poli C, poli I, ich kompleksy i inne synte­
tyczne kopolimery (64, 119). Czynnikiem metylującym jest S-adenozylo- 
metionina. Formaldehyd +  kwas tetrahydrofoliowy, metylo-B12, kwas me- 
tylotetrafoliowy — nie są donorami grup metylowych (64). Zastąpienie 
grupy metylowej w S-adenozylo-metioninie grupą etylową, nie powoduje 
etylacji tRNA (119). Chociaż w wątrobie szczura istnieje prawdopodobnie 
odrębny enzym etylujący tRNA (56). Dla aktywności enzymów wymaga­
ne są jony Mg2+ i związki sulfhydrylowe. Reakcje metylacji przy użyciu 
ekstraktów cytoplazmatycznych zawierających mieszaninę enzymów zwy­
kle bada się w pH 8,0—8,2. Jednak optymalne wartości pH dla metylacji 
poszczególnych zasad są różne. Optimum reakcji metylacji dla odrębnych
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enzymów izolowanych z E. coli waha się w granicach pH 7,5—9,0. Opti­
mum pH dla metylacji adeniny enzymem z wątroby i śledziony szczura 
wynosi 9.25 (5), a ekstraktami mózgowymi szczurów i kotów — około 10,0 
(128). Dlatego też badania metylacji tRNA przez ekstrakty komórkowe 
w różnych wartościach pH, wykazują kilka wartości pH przy których re­
akcja osiąga wielkość maksymalną.

Z e l e z n i c k  (166) badając metylazy zawarte w ekstraktach tkanek 
KB (rakowata tkanka epidermy) zwrócił uwagę, że optimum pH dla en­
zymów oznaczanych w nieoczyszczonych preparatach zależy również od 
rodzaju używanego tRNA. Przy tym samym źródle enzymu, otrzymał on 
znaczne różnice w obrazie metylacji i optymalnych wartościach pH, za­
leżnie od tego czy substratem było tRNA z E. coli K12W6, czy E. coli W. 
Fakt ten można tłumaczyć różnicami w zawartości w tych dwóch prepa­
ratach zasad podatnych do metylacji. Przy braku np. zdatnych do mety­
lacji reszt guaniny, optimum pH odpowiadające metylacji guaniny nie bę­
dzie zaznaczone i obraz rozmiaru metylacji zależny od wartości pH  może 
ulec zmianie.

Z badań nad zależnością między pH, a ilością włączanych grup m ety­
lowych do tRNA widać, że tRNA metylowane jest w szerokim zakresie 
pH (128, 166). Szczególnie zastanawia znaczne włączanie grup metylowych 
w pH ponad 10,0. Czy wtedy zasady metylowane są w tych samych miej­
scach cząsteczki, czy też wyeksponowane zostają nowe miejsca metylacji 
dotychczas nie było sprawdzane.

2. Specyficzność gatunkowa metylaz

Badania metylacji tRNA in vitro wykazały, że enzymy metylujące po­
chodzące z różnych źródeł wykazują specyficzność gatunkową. Z w yjąt­
kiem tRNA otrzymanego z głodzonych metioniną komórek E. coli podda­
nych głodowi metioninowemu, lub tRNA S. cerevisiae izolowanych przy 
szczególnych warunkach wzrostu (73, 74, 75, 114), enzymy nie metylują 
tRNA pochodzącego z tego samego źródła. Np. metylazy wyodrębnione 
z drożdży nie metylują tRNA z drożdży, ale mogą w różnym stopniu me- 
tylować tRNA z wątroby, E. coli czy innych gatunków bakteryjnych (43, 
53, 130, 131). Ten pozorny paradoks tłumaczy się tym, że tRNA pochodzą­
ce z tego samego źródła co metylazy jest już w pełni zmetylowane. Nato­
miast enzymy heterologiczne dla danego substratu mogą znaleźć miejsca 
metylacji nie wykorzystane przez enzymy homologiczne. Istnieją przy­
puszczenia, że odrębną specyficzność mogą wykazywać nawet różne orga­
ny tego samego zwierzęcia (20). Dotychczas brak danych na czym ta spe­
cyficzność gatunkowa polega; czy jest ona wynikiem braku niektórych, lub 
różnego stosunku poszczególnych metylaz, czy też istnieją faktyczne róż­
nice w specyficzności enzymów metylujących. Odpowiedź na to pytanie
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będzie można uzyskać po wyodrębnieniu z różnych źródeł enzymów me- 
tylujących poszczególne zasady i badanie ich specyficzności. Ten typ ba­
dań zapoczątkowali B a g u l e y  i S t a e h e l i n  (5).

3. Mechanizm rozpoznania substratu przez enzym

Próby wyjaśnienia tego problemu pierwsi podjęli B a g u l e y  i S t a ­
e h e l i n  (4, 5, 6, 7) oraz R o g g  i S t a e h e l i n  (120). Badania roz­
mieszczenia 2-MeA i N2-DMeG otrzymanych po metylacji tRNA E. coli 
oczyszczonymi enzymami wątroby wykazały, że zasady te metylowane są 
w ściśle określonej sekwencji nukleotydów (4). Z tego nieprzypadkowego 
rozmieszczenia zasad autorzy wnioskują, że miejscem rozpoznawanym 
przez enzym jest nie pojedyńcza zasada, ale pewien ciąg nukleotydów. 
Po stwierdzeniu znacznych różnic między zawartością 1 -metyloadeniny 
w tRNA drożdży (0,7%) i w tRNA wątroby (1,3%) oraz ustaleniu, że tRNA 
drożdży jest substratem  dla enzymu z wątroby metylującego A do 2-MeA, 
Baguley i Staehelin szukali wytłumaczenia tych faktów w odrębności spe­
cyficznej enzymów. W takim przypadku w tRNA drożdży powinno bra­
kować pewnej sekwencji nukleotydów zawierających 1-MeA. Analiza oli- 
gonukleotydów zawierających I-MeA otrzymanych z tRNA drożdży, tRNA 
wątroby oraz tRNA drożdży po metylacji enzymem wątroby wykazała 
we wszystkich preparatach obecność tych samych 6-ciu oligonukleotydów, 
a mianowicie: GpI-MeApUp, Apl-MeApUp, GpI-MeApCp, G pl- 
MeApApUp, Apl-MeApApUp i Gpl-MeApApCp (6).

Te same badania B a g u l e y ,  W e h r l i  i S t a e h e l i n  (7) rozciąg­
nęli na serylo-tRNA z drożdży. Skład i sekwencja nukleotydów tRNA se- 
ryny wątroby i drożdży są znane (134, 164). Jedną z różnic jest brak gru­
py metylowej w adeninie występującej w pętli pseudouracylu tRNA droż­
dży. B a g u l e y ,  W e h r l i  i S t a e h e l i n  (7) wykazali, że enzym wą­
troby może metylować tRNA I seryny drożdży dokładnie w tej samej po­
zycji i sekwencji ApApApUp w jakiej metylowana adenina występuje 
w tRNA seryny wątroby. W tRNA II seryny adenina występująca w tej 
samej części cząsteczki w sekwencji GpApGpUp nie jest metylowana. 
Fakt, że tRNA seryny drożdży nie jest metylowane przez enzym z droż­
dży, według wspomnianych autorów może wskazywać że a) reszta adeniny 
nie jest eksponowana na zewnątrz cząsteczki, b) enzym wątroby w odróż­
nieniu do enzymu drożdży może indukować zmiany konformacyjne umoż­
liwiające metylację tRNA.

Podobne badania — porównania oligonukleotydów zawierających me- 
tylowaną guaninę — przeprowadzili S t r e e t e r  i L a n e  (140) dla tRNA 
kiełków zboża, a K u c h i n o  i N i s h i m u r a  (77) dla kilku odrębnych 
gatunków tRNA E. coli. Wnioski z obydwu prac są te same: enzym roz­
poznaje miejsce metylacji poprzez określony ciąg nukleotydów.
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IV. Wahania w aktywności metylaz

Zmiany w aktywności metylaz notowano w różnych systemach biolo­
gicznych, przy różnych stanach fizjologicznych.

W pływ infekcji bakteriofagów. Najbardziej drastyczne zmiany, prawie 
całkowity zanik zdolności do metylacji tRNA, obserwowano u E. coli B 
w 10 minut po infekcji fagiem T3. Zjawisko to było wynikiem indukcji en­
zymu powodującego rozpad S-adenozylometioniny, dawcy grupy metylo­
wej. Metylacja tRNA i DNA zahamowana była w tym samym stopniu (41). 
Zmniejszenie metylacji tRNA (oraz 16S i 26S RNA) obserwowano również 
u E. coli w 5—8 minut po infekcji fagami T4 (13). Natomiast infekcja E. coli 
fagami T2 powoduje około 50% zwiększenie w obrazie metylacji. Po infekcji 
w większym stopniu metylowana była adenina i uracyl niż guanina (156).

Wahania w aktywnościach enzymów metylujących powoduje również 
indukcja faga wywołana działaniem UV, lub ogrzewaniem szczepów lizo- 
gennych E. coli (156, 158). W E. coli K12W6 (X+) po upływie 10, 20 i 30 
minut od czasu indukcji faga promieniami UV, aktywność metylaz wyno­
siła 16, 27 i 84% aktywności wyjściowej (156). W E. coli C857 (A,+) po 20 
minutach inkubacji w 40°, co stanowi wystarczający warunek dla całko­
witej indukcji faga, aktywność metylaz wynosiła 63%, a po dalszych 8 mi­
nutach inkubacji w 37°C 128% wartości otrzymanych przed indukcją (158). 
Mechanizmy powodujące zmiany w aktywności metylaz u E. coli po in­
dukcji faga działaniem UV, lub ogrzewaniem są odmienne. W przypadku 
indukcji faga działaniem UV, zmniejszenie aktywności metylaz spowodo­
wane jest pojawieniem się niskocząsteczkowego, dializującego inhibitora,
o nieznanej jeszcze budowie chemicznej (158). Natomiast termiczna induk­
cja faga powoduje selekcję enzymów metylujących. Metylazy w komór­
kach indukowanych są znacznie bardziej odporne na denaturacje w czasie 
preinkubacji w 40°C, niż w komórkach przed indukcją (155, 158).

Wpływ infekcji fagowej na metabolizm komórek bakteryjnych jest 
bardzo złożony. Biegnie synteza wielu nowych białek, specyficznych dla 
faga a także obserwuje się zmiany w składzie tRNA.

U E coli w różnym czasie po infekcji fagiem T2 pojawiają się przynaj­
mniej dwa, lub trzy nowe rodzaje leucylo-tRNA (141, 143, 160). Jeden ro­
dzaj tRNA, który pojawia się po 1—2 minutach od czasu zakażenia, pow­
staje przez enzymatyczne wywołanie jednego, lub kilku pęknięć w łań­
cuchu polinukleotydowym (68). Tak modyfikowane tRNA może przyjąć 
leucynę, ale w odróżnieniu od innych acylowanych tRNA nie zachodzi 
reakcja wymiany, między leucyną wolną i leucyną związaną w tRNA. Nie 
stwierdzono jednak żadnych zmian w syntezie białka in vitro gdy pier­
wotne, lub modyfikowane leucylo-tRNA było używane do reakcji (68).

Jak wynika z badań nad hybrydyzacją tRNA przed i po infekcji E. coli 
bakteriofagami T4 (25, 121, 161) i T2 (129), fagi mogą indukować syntezę
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nowych gatunków tRNA, hybrydyzujących tylko z fagowym DNA. Nie 
wyjaśniono czy wahania w aktywności enzymów są tylko odbiciem różnic 
w składzie poszczególnych tRNA, czy też zmiany w składzie enzymów 
metylujących mogą powodować zróżnicowanie tRNA, poprzez wprowadze­
nie różnych ilości grup metylowych do jednego rodzaju tRNA.

W pływ zakażenia wirusami. Zmniejszenie aktywności metylaz obser­
wowano po zakażeniu kultur komórkowych HRp2 wirusem polio (46). 
W 6 godzin po infekcji stosunek włączanej 14C-metioniny do 3H-urydyny 
był znacznie niższy, niż w komórkach przed infekcją. Natomiast procent 
włączania 3H-urydyny do tRNA był 2-krotnie większy po infekcji. Zmia­
ny występowały również w obrazie metylacji. Po infekcji głównie metylo- 
waną zasadą była adenina. Znajdowano N6-metyloadeninę, której obecnoś­
ci nie wykrywano w komórkach niezakażonych. Autorzy przypuszczają, 
że jest to wynik syntezy nowych, specyficznych dla wirusa gatunków 
tRNA.

Znaczne zahamowanie metylacji i syntezy tRNA obserwowano w ho­
dowlach tkankowych nerek chomika po infekcji wirusem stóp i jamy ust­
nej (152). Możliwe, że jest to wynik ogólnego zahamowania procesu m e­
tylacji gdyż metylacja rRNA była również znacznie zmniejszona.

Aktywność metylaz w różnicujących się tkankach. Wahania w aktyw ­
ności metylaz obserwowano w wielu różnicujących się tkankach. Poziom 
enzymów metylujących w poczwaree Tenebrio molitor jest znacznie wyż­
szy, niż w gąsienicy, lub dorosłym motylu (8). W wielu tkankach embrio­
nalnych: w wątrobie królika, myszy, szczurów i chomika (54, 57, 86) 
w mózgu kotów (128), aktywność enzymów metylujących jest znacznie 
wyższa niż w tkankach zwierząt dojrzałych. Zmniejszenie aktywności m e­
tylaz w tkankach zwierząt dojrzałych, jak stwierdziła K e r r (70) na przy­
kładzie tkanek królika i szczurów, jest wynikiem obecności inhibitora 
białkowego. Działa on niespecyficznie, powoduje zahamowanie metylacji 
wszystkich zasad, prawdopodobnie na skutek współdziałania z enzymem 
a nie z substratem. Dalsze badania nad inhibitorem izolowanym z w ątro­
by królika wykazały, że składa się on z dwóch odrębnych cząsteczek biał­
kowych o ciężarach cząsteczkowych 100 000 i 5 000. Obydwie części są po­
trzebne dla wywołania inhibicji (71).

Zmniejszenie enzymów metylujących obserwowano w czasie różnico­
wania się komórek śluzowca Dictyostelium discoideum  (112). Zależnie od 
ilości pokarmu w podłożu, śluzowiec przechodzi ze stadium jednokomór­
kowej ameby, w wielokomórkową kolonię, a w końcu w zróżnicowany or­
ganizm wytwarzający spory. Tym zmianom towarzyszy stopniowe zmniej­
szanie się enzymów metylujących i zmiany w obrazie metylacji. Stosunek 
metylowanej N2-MeG do N2-DMeG wynosi w stanie ameby 6:1, w kolo­
niach komórek 3:1 i znowu 6:1 w organizmie sporulującym. I w tym przy­
padku zmniejszenie aktywności metylaz następowało w wyniku pojawia­
nia się inhibitora (123).
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W pływ hormonów. Zwiększenie aktywności metylaz obserwowano 
w czasie rozwoju gruczołu mlecznego w okresie poprzedzającym laktacje 
(150, 151). Zwiększonej aktywności towarzyszyło proporcjonalne zwięk­
szenie ilości tRNA. Badania przeprowadzano na całym zwierzęciu jak 
i w kulturach tkanek gruczołu mlecznego. Badania in vitro wykazały, że 
insulina stymuluje zarówno zwiększanie się tRNA, jak i enzymów mety­
lujących. Najwyższy, około 6-krotny wzrost aktywności- obserwowano po 
jednoczesnym dodaniu insuliny, hydrokortizonu i prolaktyny. Natomiast 
dodanie insuliny i prolaktyny do prób przy samym oznaczaniu aktywności 
metylaz nie powoduje żadnych zmian.

Regulujący wpływ na aktywność metylaz wywierają hormony estro- 
genne. Podawanie kurczętom dietylostilbestrolu znacznie podwyższa ak­
tywność metylaz w rozwijających się jajowodach (47). Z wcześniejszych 
prac (26, 104) wynikało, że dietyIstilbestrol znacznie zwiększa syntezę 
jądrowego tRNA i w mniejszym stopniu cytoplazmatycznego tRNA wy­
łącznie w jajowodach kurcząt. W wątrobie ilość tRNA nie ulegała zmia­
nom. Estradiol podawany młodym 3-tygodniowym szczurom zwiększa 
szybkość metylacji rRNA i tRNA w tkance macicy (100). Wycięcie jajni­
ków u dojrzałych szczurów powoduje 2-krotne zmniejszenie poziomu 
i zmiany w obrazie metylacji (82).

Mechanizm działania hormonów estrogennych zbadano na pozbawio­
nej jajników świni (122). Stwierdzono, że estradiol wpływa nie na poziom 
enzymów metylujących, ale na poziom inhibitora (czy inhibitorów) tych 
enzymów. Po wycięciu jajników dochodzi do zahamowania reakcji mety­
lacji. Podanie estradiolu zmniejsza poziom inhibitora w tkance i przez to 
powoduje zwiększenie zdolności metylacji. Jednocześnie stwierdzono, że 
spośród 10 badanych acylowanych tRNA, estradiol wpływa na zmianę 
obrazu elucji z kolumny metylowana albumina — żel krzemionkowy, je ­
dynie serylo-tRNA. Zarówno wahania poziomu metylacji, jak i zmiany 
w elucji serylo-tRNA są organiczone tylko do tkanki macicy. Estradiol 
nie wywołuje podobnych zmian w tkance wątroby.

V. Metylazy jako czynnik onkogenny

S r i n i v a s a n  i B o r e k  (130, 132) w oparciu o następujące dane: 
zawartość metylowanych puryn w tRNA tkanek rakowych jest znacznie 
wyższa niż tkanek normalnych ( B e r q u i s t  i M a t h e w  (9)), czynniki 
alkilujące w większym stopniu alkilują RNA, aniżeli DNA (M a g e e 
i F a r b e r (89)) oraz fakt istnienia specyficzności gatunkowej metylaz, 
wysunęli hipotezę onkogennego działania enzymów metylujących.

Autorzy zakładali, że jeżeli wirus onkogenny indukuje powstawanie 
w tkance dodatkowych metylaz, o innej specyficzności niż enzymy w tkan­
ce nie zakażonej, to ogólna ilość grup metylowych wprowadzonych do
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tRNA zwiększy się. Metylazy działałyby więc podobnie jak czynniki a l­
kilujące, powodowałyby hipermetylacje tRNA.

Szereg wyników wydaje się przemawiać za tą hipotezą. T s u t s u i, 
S r i n i v a s a n  i B o r e k  (149) stwierdzili, że aktywność metylaz 
w tkankach rakowych oznaczana in vitro wobec tRNA E. coli jako sub- 
stratu jest od 2—12 krotnie wyższa niż tkanek normalnych. Zmianie ulega 
również obraz metylacji: stosunek metylowanych zasad w tRNA jest inny 
po metylacji enzymami tkanek normalnych, niż rakowych. Okazało się 
też, że tRNA w pełni zmetylowane działaniem metylaz tkanek normalnych 
jest nadal substratem dla metylaz tkanek rakowych. Zmiany są więc nie 
tylko ilościowe (zwiększenie aktywności enzymów metylujących) ale i ja ­
kościowe (różnice w specyficzności metylaz).

Zwiększenie aktywności enzymów, zmiany w obrazie metylacji, lub 
zwiększenie ilości metylowanych zasad w tRNA obserwowano w wielu 
tkankach nowotworowych.

Zwiększenie aktywności metylaz obserwowano w tkance chomika zra- 
kowaciałej wskutek infekcji adenowirusem 12 (85, 86), w kilku hepato- 
mach myszy (53, 54), w leukocytach białaczkowych (6, 126, 127), w kul­
turach komórek mysich przekształconych w komórki nowotworowe doda­
niem surowicy końskiej (36), w rakach wątroby szczurów (139) i myszy 
(55) wywołanych karmieniem etioniną, w limfosarkomach myszy wywo­
łanych działaniem uretanu (69).

Zwiększenie aktywności i różnice w obrazie metylacji tRNA wystę­
pują po infekcji wirusem SV40 kultur komórkowych chomika (96), jak 
również w wątrobie kurcząt po infekcji wirusem Marek’a (48, 94).

Zwiększoną ilość metylowanych zasad znajdowano w tRNA izolowa­
nych z nowotworów mózgu (153, 154), oraz w nowotworach wątroby szczu 
rów wywołanych przewlekłym karmieniem dwumetyloaminą, aflatoksyną 
lub etioniną (22).

Tylko w7 jednym przypadku po infekcji kultur komórkowych nerek 
małpy wirusem onkogennym SV40, szczepionką, lub wirusem herpesa, nie 
obserwowano różnic w aktywności enzymów metylujących (72).

Chociaż większość autorów sądzi, że zwiększenie aktywności metylaz 
świadczy o ich powiązaniu z etiologią raka, niektórzy zwracają uwagę, że 
zwiększenie aktywności enzymów metylujących jest cechą tkanki szybko 
rosnącej (53, 54). Poziom metylaz tkanek rakowych nie przekracza aktyw­
ności metylaz płodu (85, 86, 139), 24 godz. myszy (69) lub 12-dniowych 
szczurów (139). H a n c o c k  (53) nie przesądzając sprawy hipermetylacji 
tRNA jako czynnika onkogennego stwierdził, że enzymy wątroby embriona 
królika mogą metylować tRNA wątroby królika dorosłego.

K a y  i L e b o y  (69) zwracają uwagę, że różnice w aktywności i spe­
cyficzności metylaz mogą być wynikiem różnic w zawartości jonów 
w tkankach. R o d e h ,  F e l d m a n  i L i t t a u e r  (119) stwierdzili, że 
aktywność metylaz zwiększa się w obecności octanu amonu. Gdy K a y
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i L e b o y  (69) oznaczali aktywność metylaz tkanek normalnych i rako­
wych w obecności jonów amonowych obserwowali nie tylko zmiany w ak­
tywności enzymów, ale również zmiany w obrazie metylacji. Optimum 
działania jonów amonowych przypada jednak na stężenie (0,36M) nie spo­
tykane w tkankach. L e b o y  (78) w poszukiwaniu związków naturalnych 
stymulujących metylazy stwierdziła ostatnio, że poliaminy jak spermina, 
spermidyna i putrescyna w ilościach występujących w tkankach powodu­
ją znaczne zwiększenie aktywności tych enzymów i ogólnej ilości grup 
metylowych wbudowanych do tRNA. Autorka sugeruje, że zawartość poli- 
amin w tkankach może wpływać na poziom i rozmieszczenie grup mety­
lowych w tRNA.

B a g u l e y  i S t a e h e l i n  (5) poprzez badanie sekwencji nukleoty- 
dów w jakiej występuje metylowana adenina, porównywali specyficzność 
enzymów metylujących A do 2-MeA pochodzących z wątroby i śledziony 
szczurów chorych na białacżkę, nie znaleźli jednak różnic świadczących
o odmiennej specyficzności enzymu z tkanek rakowych.

Niektórzy autorzy kwestionują używanie przy oznaczaniu aktywności 
metylaz tRNA E. coli, a nie naturalnego homologicznego substratu. Po­
mijając już fakt, że używanie heterologicznego tRNA jest podyktowane 
koniecznością (substrat homologiczny nie jest metylowany przez enzymy 
homologiczne) zaletą takiego układu jest, że wyklucza tłumaczenie zwięk­
szonej ilości grup metylowych w tRNA tkanek rakowych zmianami w je­
go strukturze trzeciorzędowej.

W świetle powyższych danych widać, że powód występowania zwięk­
szonej ilości metylowanych zasad w tRNA tkanek rakowych, któremu to­
warzyszy podwyższenie aktywności enzymów metylujących, nie jest zu­
pełnie jasny. Najprostsze z wytłumaczeń, że zwiększenie aktywności me­
tylaz jest związane z pojawieniem się nowych rodzajów tRNA (22) nie 
wyjaśnia dlaczego zmiana ta łączy się z tRNA bogatszymi w grupy mety­
lowe. Wydaje się, że zwiększenie aktywności metylaz w tkankach rako­
wych powstałych pod wpływem etioniny, czy związków alkilujących, osła­
bia hipotezę hipermetylacji tRNA jako wystarczającej przyczyny powsta­
wania nowotworu i wskazuje na bardziej ogólny charakter tego zjawiska, 
które być może związane jest z ogólnymi zaburzeniami w syntezie białka.

VI. Wpływ modyfikowanych zasad na funkcję tRNA

Udział tRNA w regulacji syntezy białka jest szeroko dyskutowany 
(142). Modyfikacja zasad stanowi jeden z możliwych sposobów spełniania 
tej funkcji (14, 51, 157). Zależność prawidłowego działania tRNA od obec­
ności modyfikowanych zasad stanowiłaby poparcie tej hipotezy. Regu­
lacja syntezy białka dokonywana byłaby poprzez zmiany w składzie lub 
aktywności enzymów modyfikujących.
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Wczesne badania roli modyfikowanych zasad w tRNA dotyczyły głów­
nie wpływu obecności metylowanych pochodnych na ich funkcje akcep­
torowe. W wielu pracowniach nie stwierdzono żadnych różnic w zdolności 
przyłączania różnorodnych aminokwasów do tRNA pochodzących z kul­
tur E. coli normalnych lub poddanych głodowi metioninowemu (83, 102, 
109, 135, 146). Przenoszące RNA gromadzone w E. coli WB6. wzrastających 
w nieobecności metioniny stanowią mieszaninę 1:1 normalnych i nieme- 
tylowanych tRNA. Wyjątek stanowi praca S h u g a r t a  i ws p .  (124) 
wg której tRNA z E. coli hodowanych bez metioniny mają znacznie mniej­
szą zdolność przyłączania fenyloalaniny i histydyny niż normalne tRNA, 
a metylacja in vitro prowadzi do wyrównania tych różnic. Te wyniki po­
twierdzono na wyodrębnionych frakcjach, zawierających wyłącznie nor­
malne lub niemetylowane tRNA przyłączające fenyloalaninę (125). 
Sprzeczne z wynikami Shugarta dane otrzymali B i e z u n s k i  i w s p .  
(10). Z ich pracy wynika, że jednorodne niemetylowane tRNA przyłącza 
fenyloalaninę w tym samym, lub w nieco większym stopniu niż normal­
ne tRNA. Przyczyny tych rozbieżności nie są jasne.

Pewne różnice w zdolności rozpoznawania tRNA zależnie od obecności 
grup metylowych obserwowano przy badaniu aminoacylacji tRNA przez 
enzymy heterologiczne. Podczas gdy normalne tRNA E. coli acylowane 
jest przez syntetazę leucylową drożdży z wydajnością sięgającą 75% acy- 
lacji syntetazą E. coli, to tRNA z poddanych głodowi metioninowemu 
E. coli acylowane jest tylko w 36% (105).

Wpływ modyfikowanych zasad na funkcję przeniesienia aminokwasów 
z tRNA do miejsca syntezy białka badany był techniką wiązania acylowa- 
nych tRNA do rybosomów w obecności mRNA, co pozwala na sprawdze­
nie zdolności rozpoznania kodonu przez dany tRNA, jak też przez ozna­
czanie włączania aminokwasów z acylowanych tRNA do białek. C a p r a
i w s p. (18, 110) stwierdzili,' że leucylo-tRNA z E. coli poddanych głodze­
niu metioninowemu wiąże się z rybosomami w obecności poli UG (4:1) 
z wydajnością około 2-krotnie mniejszą, niż normalne leucylo-tRNA. 
W obecności poli UC (3:1) wydajność wiązania obydwu rodzajów leucylo- 
tRNA jest jednakowa. Po rozdzieleniu obu badanych rodzajów leucylo- 
tRNA na 4-ry frakcje, oddzielnie sprawdzano własności każdej z nich, 
oraz wpływ jaki wywiera m etylacja in vitro na frakcje zawierające nie­
metylowane tRNA (19). Wykazano, że metylacja przywracała obraz elucji 
właściwy dla normalnych tRNA, a niektóre frakcje wykazujące zdolność 
wiązania do rybosomów wyłącznie w obecności poli UC, po metylacji zys­
kiwały zdolność wiązania w obecności poli UG. Autorzy wnioskują, że te 
rodzaje leucylo-tRNA, które normalnie wiążą się z poli UG, gdy nie są 
metylowane wiążą się z poli UC (19). Mechanizm tych zmian jest trudny 
do wytłumaczenia. Jak dotychczas ani hipoteza tolerancji (23), ani zmia­
ny w kompleksowaniu wynikające z modyfikacji zasad, przy założeniu 
że zasada metylowana występuje w antykodonie (66), nie tłumaczą tego
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rodzaju zmian w tworzeniu wiązań wodorowych, potrzebnych przy roz­
poznaniu kodon — antykodon.

Podobne badania przeprowadzono dla fenyloalanilo-tRNA. Początkowe 
doniesienia o różnicach w wiązaniu do rybosomów w obecności poli U, 
w stosunku do poli UC, zależnie od obecności grup metylowych w feny­
loalanilo-tRNA (84, 118), zostały odwołane. Obserwowane zmiany we właś­
ciwościach kodowania były wynikiem zanieczyszczenia metylowaną albu­
miną pochodzącą z kolumny używanej do frakcjonowania tRNA (138). 
Jedyną zauważalną różnicę stanowiła mniejsza wydajność wiązania z ry ­
bosomami niemetylowanych, niż normalnych tRNA.

Badania in vitro nad wbudowywaniem aminokwasu z tRNA do osłon­
ki faga f2 (32), polifenyloalaniny (83), czy hemoglobiny (138) nie wykaza­
ły żadnych różnic gdy do reakcji stosowano normalne lub niemetylowane 
acylo-tRNA.

Mniejszą wydajność wiązania z rybosomami niemetylowanych, niż nor­
malnych fenyloalanilo-tRNA, przypisuje się brakowi grupy metylowej 
w przylegającym do antykodonu nukleozydzie — 2-tiometylo-N6(A2-izo- 
pentenylo)-adenozynie (138). Wpływ modyfikacji przylegającej do anty­
kodonu adenozyny na wiązanie tRNA z rybosomami jasno przedstawili 
G e f t e r  i R u s s e l  (39). Wyizolowali oni trzy gatunki su+ tyrozylo- 
tRNA, w których reszta adenozyny przylegająca do antykodonu różniła 
się stopniem modyfikacji. Gatunek I — zawierał adenozynę, II — N6(A2- 
izopentenylo)-adenozynę, III — 2-tiometylo-N6-(A2-izopentenylo)-adeno- 
zynę. Zarówno zdolność stymulacji syntezy białka in vitro, jak i w ydaj­
ność wiązania z rybosomami była najwyższa w gatunku III w pełni mo­
dyfikowanym, gatunek II wykazywał połowę aktywności, a gatunek I — 
zawierający adenozynę — około 15% aktywności.

Badania rozpowszechnienia N8-(A2-izopentenylo)-adenozyny w tRNA 
wykazały, że nukleozyd ten występuje w tych tRNA dla których pierwszą 
zasadę kodonu stanowi U. Obecność tego nukleozydu stwierdzono w tRNA 
przenoszącym tyrozynę, leucynę, tryptofan, cysteinę i serynę (2, 103, 108). 
Przypuszcza się, że łańcuch boczny przylegającej do antykodonu modyfi­
kowanej adenozyny poprzez wprowadzenie zmian w konformacji ułatwia 
rozpoznanie, czy współdziałanie kodon — antykodon dla trypletów zaczy­
nających się na U. Podobną rolę przy rozpoznawaniu kodonu którego 
pierwszą literę stanowi A, proponowano dla 6-karbamoilo-treonino-pury- 
ny (65).

Obecność modyfikowanej zasady przylegającej do antykodonu nie zaw­
sze jest koniecznym warunkiem prawidłowego działania tRNA. Np. mimo 
że w E. coli nukleozydem przylegającym do antykodonu w tRNA przeno­
szącym ulegającą formylacji metioninę jest adenina, a w drożdżach mo­
dyfikowana adenina (prawdopodobnie 6-karbamoilo-treonino-puryna), 
obydwa te rodzaje tRNA mają jednakowe właściwości kodowania i nie­
zdolność włączania metioniny w wiązania wewnątrzpeptydowe (117).
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Jednym ze sposobów sprawdzania roli rzadkich zasad w tRNA jest ich 
modyfikacja chemiczna i następnie sprawdzenie funkcji tRNA. Z wielu 
badań wynika, że funkcja tRNA jest ściśle związana z trójwymiarową 
strukturą, której naruszenie może powodować denaturacje (35, 37, 79, 98, 
99). Interpretacja wyników chemicznego działania ze względu na nieprze­
widziane reakcje uboczne wymaga więc szczególnej ostrożności. Jak 
stwierdzono utlenienie jodem 2-metylotio-N6-(A2-izopentenylo)-adenozyny 
przylegającej do antykodonu w serylo-tRNA nie zmienia zdolności przyłą­
czania tego aminokwasu, ale hamuje zdolność wiązania z rybosomami 
w obecności poli UC (29). Zdolności przyłączania aminokwasu nie zmie­
nia wytworzenie dwusiarkowych połączeń między dwoma resztami tio- 
uracylu występującymi w tyrozylo-tRNA (80). Zmian w zdolności wiąza­
nia aminokwasu i w syntezie białka nie powoduje również redukcja tio- 
uracylu do uracylu w tRNA przenoszących tyrozynę i formylowaną me­
tioninę (159). Usunięcie w pH 2,9 zasady Y (prawdopodobnie modyfikowa­
na adenina) przylegającej do antykodonu fenyloalanilo-tRNA z drożdży 
znosi zdolność wiązania z rybosomami w obecności poli U (147, 148). We­
dług ostatnich badań jest to wynik zmian w zdolności kodowania (40). 
Fenyloalanilo-tRNA bez zasady Y nie rozpoznaje kodonu UUU, ale w dal­
szym ciągu może rozpoznawać kodon UUC. Kodon UUU może być rozpoz­
nany tylko przy wyższym stężeniu Mg2+, lub w obecności streptomycyny.

Badania zależności odwrotnej, tzn. wpływu jaki na funkcje tRNA wy­
wiera wprowadzenie dodatkowych grup metylowych wykazały, że metyla- 
cja chemiczna tRNA powoduje (z wyjątkiem cysteiny) znaczne zmniej­
szenie zdolności przyłączania kilku badanych aminokwasów (113, 165)
i osłabienie syntezy białka (59). Natomiast metylacja enzymatyczna do 
I-metyloadenozyny adenozyny występującej w pętli pseudouracylu sery- 
lo-tRNA drożdży, nie powoduje żadnych zmian w zdolności przyłączania 
aminokwasu (7).

Najjaskrawszym przykładem ścisłego związku funkcji tRNA z jego 
trójwymiarową strukturą jest zdolność syntetazy waliny E. coli do acylacji 
tRNA izolowanego z drożdży, mimo że skład nukleotydów walilo-tRNA 
z E. coli i drożdży jest zupełnie różny (58); porównaj e i f na schemacie 1.

Prawdopodobnie rola modyfikowanych zasad polega na ułatwieniu 
utrzymania odpowiednej struktury tRNA, a ich znaczenie w głównej mie­
rze zależeć będzie od tego w jakim miejscu cząsteczki one występują. 
W niedalekiej przyszłości, dzięki nowemu osiągnięciu w biochemii — syn­
tezie genu dla alanilo-tRNA (1), możliwe będzie zbudowanie tRNA całko­
wicie pozbawionego modyfikowanych zasad i po kolejnej, stopniowej mo­
dyfikacji, zbadanie wpływu wszystkich rzadkich zasad występujących 
w tym typie tRNA na jego funkcje.
P raca niniejsza została przygotow ana na U niversity of Colorado, Medical Center, 
D epartm ent o f Microbiology. Za um ożliw ienie jej w ykonania kierow nikow i Z akładu 
Prof. dr. E. B orek’owi składam  serdeczne podziękowania.
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RECENZJE

Ergebnisse der exp. Medizin, t. 2, Beitrage der Molekulargenetik 
wyd. Volk u. Gesundheit, Berlin, 1970, str. 76, 14 rys., 5 tabl.

Om aw iany tom obejm uje 13 referatów  wygłoszonych na sekcji genetyki m ole­
kularnej podczas I-e j K onferencji Niemieckiego Tow arzystwa M edycyny E kspery­
m entalnej w  Lipsku, w  1968 roku.

Tom otw iera re fera t przeglądow y pt. „Chromosomy gruczołów ślinowych jako 
modelowe obiekty badań genetyczno m olekularnych u eukariotów ’\  (R. P a n i t z, 
G atersleben). P raca dotyczy chromosomów (głównie u Chironomidae), będących za­
równo pod względem morfologii jak  i funkcji szczególnym stanem  chromosomów 
interfazalnych. O bserw ując w tych chromosom ach aktywność genu przy pomocy 
m ikroskopu optycznego, można badać jednocześnie jego działanie na poziomie m o­
lekularnym . A utor omawia s tru k tu rę  i rep likację DNA, funkcyjne znaczenie puf- 
fów, genetyczną s tru k tu rę  chrom om erów oraz regulację syntezy RNA. Dalsze re ­
feraty  przedstaw iają w yniki prac doświadczalnych. E. S e r f l i n g  (Gatersleben) 
omówił indukow anie puffów  w chrom osom ach śliniankow ych Chironomus przy uży­
ciu m.in. antybiotyków . Pow odują one u Chironomus w ytw arzanie dużych puffów  
bogatych w białka, przy czym białka te pow stają na 2 0  godzin przed ujaw nieniem  
się puffów.

W. B a u d i s c h  (Gatersleben) przedstaw ił biochemiczne różnice w gruczołach 
ślinowych Acricotopus lucidus w ykazując, że 3 p ła ty  z k tórych składają się te g ru ­
czoły różnią się układem  puffów, a gibberellina o k tórej wiadomo, że ham uje pow ­
staw anie puffów  blokuje syntezę hydroksyproliny.

U. W o b u s  (Gatersleben) badając zależność pomiędzy zróżnicowaniem chro­
mosomów a układem  białek u Chironomidae stw ierdził m .innymi, że szczep Acrico­
topus lucidus z  m odyfikacją s tru k tu ra ln ą  w  I-ym  chromosomie w ykazywał różnice 
w  układzie prążków  białek z hem olim fy w  porów naniu  z osobnikam i norm alnym i.

Badania nad genetycznym i aspektam i reperacji zmian w  DNA przedstaw ił 
H. B o h m e  (Gatersleben). Izolując defektyw ne pod względem zdolności do rep e­
racji m utan ty  Proteus m irabilis obok typowych m utantów  h c r -  znaleziono też m u ­
tan ty  w ykazujące zwiększoną w rażliw ość na m onofunkcyjne związki alk ilu jące i jed ­
nocześnie na inaktyw ację fotodynam iczną. Te ostatnie w ykazują też zaburzenia 
w  procesie rekom binacji. Duża grupa m utantów  w rażliw ych na UV wykazuje znacz- * 
ne zwiększenie częstości m utacji spontanicznych.

W. W i 11 e (Gatersleben) stosując u Proteus m irabilis działanie u ltrafio letem  
oraz alk ilację przy pomocy HN-2 stw ierdził, że kofeina ham uje reperację  uszkodzeń.

B. A d l e r  (Gatersleben) p rzedstaw ił dane, że obecność czynnika przenoszą­
cego odporność (R-222) u m utan tów  P. m irabilis  MUT, HCR i REC nie kom pensuje 
efektu m utacji genów reperacji ale zaburzenia w  reperacji w pływ ają na stabilność 
tego czynnika. Ulega on elim inacji w  całości lub w części dając typy segregacyjne.

In tegrac ję  episomu F indukow aną chemicznie lub przez UV u m utantów  E. coli 
defektyw nych pod względem w ycinania dim erów omówił H. M a 1 k e (Jena).

E. G e i s z l e r ,  S. S c h e r n e c k  i M .  T h e i l e  (Rostock) przedstaw ili hipo­
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tezę na tem at m echanizm u inak tyw acji represorów  fagowych indukującej lizoge- 
niczność u bakterii. Wg tej hipotezy represory  reagu ją z tym i fragm entam i jedno- 
niciowego DNA w ycinanym i lub syntetyzow anym i podczas reperacji, k tórych układ 
zasad odpow iada sekwencji jednego z operatorów  faga. Dopóki ten  proces trw a, 
możliwa jest fotoreaktyw acja. Czynniki, k tóre nie w yw ołują uszkodzeń reperow a­
nych przez w ycinanie, słabo lub wcale nie induku ją  lizogeniczności. •

S. B l e e c k e n  (Jena) zaprezentow ał m odel organizacji i replikacji chrom o­
somu bakterii in vivo.

H. A. R o s e n t h a l ,  D. S c h o l z  i S. H a n s e n  (Berlin) zbadali zachodzące 
pod wpływem  UV zm iany w  zdolności kom órek E. coli do reprodukcji fagów RNA 
dochodząc do wniosku, że przy reprodukcji tych  fagów w spółdziałają białka kodo­
w ane przez kom órkę gospodarza.

J. H o f e m e i s t e r  (Gatersleben) podał charak terystykę odporności n a  te tra ­
cyklinę czynnika R i szczepów P. m irabilis chromosomowo odpornych na te tra ­
cyklinę.

H. E r l e r  i H.  S c h l e c h t e  (Rostock) przedstaw ili k ry teria  praw dziw ej 
i pseudo-lizogenii u Bacillus subtilis.

A . M akarewicz

Towaroznawstwo Produktów Spożywczych
Praca zbiorowa pod redakcją Aleksandra Lempki. Państwowe Wydawnic­

two Ekonomiczne, Warszawa, 1970, str. 1186, cena 136.— zł

Rozwój problem atyki żywnościowej w iąże się ściśle z rozwojem  podstawowych 
gałęzi wiedzy przyrodniczej, tj. z chem ią i biochemią, z fizykochemią i analityką 
chemiczną, z fizjologią, m ikrobiologią, higieną i toksykologią, a także z innym i po­
krew nym i naukam i. P roblem atyka ta obejm uje zarówno produkcję surowców i tech­
nologię gotowych artykułów  żywnościowych jak  i ocenę ich przydatności, w artości 
odżywczej, trw ałości oraz ocenę w arunków  ich przechow yw ania, opakow ania i m a­
gazynowania. Szczególnie rozwój biochemii n ie pozostał bez wpływu* n a stan  wiedzy
0 środkach spożywczych. K ontrolow ane przem iany biochemiczne stanow ią podstaw ę 
dla p rodukcji i przechow yw ania żywności i przyczyniają się do poznania s tru k tu ry
1 właściwości związków w ykorzystyw anych w żywieniu.

W recenzow anym  podręczniku aspekt biochemiczny i chemiczny w ysunięto na 
plan pierwszy, co uzasadnia polecenie te j książki także chemikom , biochemikom 
i biologom zajm ującym  się natu ra lnym i produktam i nie tylko z punk tu  widzenia 
żywienia. Całokształt zagadnień dotyczących produktów  żywnościowych ujęto w  15 
rozdziałach, uzupełnionych 2 0 -stronicow ym  alfabetycznym  spisem haseł rzeczowych. 
Chemizmowi oraz przem ianom  chemicznym i biochemicznym produktów  spożyw­
czych poświęcono dwa pierw sze rozdziały (225 stron), trzeci natom iast stanow i prze­
gląd m etod badawczych (51 stron). Rozdział ten  oprócz fizykochemicznych m etod 
analitycznych obejm uje też dział badań sensorycznych produktów  żywnościowych 
w raz z próbam i zastosowania m etod fizykochem icznych do ostatecznej wyceny doz­
nań zmysłowych.

Dalsze 12 rozdziałów w podręczniku poświęcono poszczególnym produktom  żyw­
nościowym (879 stron), z uw zględnieniem  w ybranych zagadnień norm alizacji, prze­
chow yw ania, transpo rtu  i opakowania. Ponadto w szerokim zakresie omówiono 
w pływ  procesów technologicznych na jakość i trw ałość produktów  spożywczych oraz 
podano norm y jakościowe i dane dotyczące w ahań w asortym entach. Na końcu każ­
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dego rozdziału w ym ienione jest piśm iennictw o zarówno m onograficzne jak  i źród­
łowe. Szczegółowo opracowane zostały: zboże i p rodukty  zbożowe, owoce i w arzy­
wa, cukier, skrobia i p rodukty  hydrolizy skrobi, p rodukty  cukiernicze, wyroby p rze­
m ysłu ferm entacyjnego, mięso i p roduk ty  mięsne, ryby i p rodukty  rybne, mleko 
i p roduk ty  mleczne, ja ja  i p roduk ty  jajczarskie, tłuszcze jadalne, używki i p rzy­
p raw y oraz koncentraty  spożywcze. N iektóre z w ym ienionych opracowań nie m ają 
żadnego odpow iednika w  lite ra tu rze  polskiej, b rak  np., o ile mi wiadomo, mono­
grafii z dziedziny koncentratów  spożywczych oraz używek i przypraw , a istniejące 
w  języku polskim  podręczniki i opracow ania np. z dziedziny owoców i w arzyw  lub 
przetw orów  m ięsnych m ają charak te r raczej technologiczny a nie towaroznawczy.

U kład i treść poszczególnych rozdziałów  oparte  zostały o najnow szą lite ra tu rę  
m onograficzną a także często o m ateria ły  z w łasnych prac doświadczalnych au to ­
rów. Każdy bowiem  z w spółautorów  podręcznika przygotow any był przez w ielolet­
n ią działalność dydaktyczną w  dziedzinie tow aroznaw stw a oraz przez działalność 
badaw czą w  w ybranej dziedzinie związków w ystępujących w produktach  spożyw­
czych (np. enzymy, w itam iny itp.). Dobre przygotow anie fachowe zespołu autorów  
oraz k ierow nictw o prof. dr Lem pki doprowadziło do w ydania dzieła o dużej w artości 
i oryginalnym  ujęciu zagadnień, mimo istn ien ia możliwości pow tórzeń i w zorow a­
nia się na innych tego typu  podręcznikach zagranicznych. Obszerny m ateria ł został 
w  podręczniku opracowany w  m iarę możliwości jednolicie pod względem układu 
treści i form y. Jest to także n iew ątpliw a zasługa redak to ra  podręcznika.

Szeroki zakres m ateriału , obejm ujący w szystkie główne produkty  żywnościo­
we rozszerza w  w ybitny sposób krąg odbiorców niniejszego podręcznika. Przygo­
tow any został dla studiującej młodzieży k ierunku  tow aroznaw stw a w Wyższych 
Szkołach Ekonomicznych oraz dla w ykładow ców  i nauczycieli tego przedm iotu i p ra ­
cowników placówek i insty tu tów  zajm ujących się problem am i żywienia i jakości 
produktów  spożywczych, jako pierw sze tego rodzaju opracowanie w piśm iennictw ie 
polskim. N iew ątpliw ie jednak  zostanie życzliwie przyjęty  także przez w szystkich 
zainteresow anych chemizmem, p rodukcją  i technologią natu ra lnych  związków orga­
nicznych.

A. Sm oczkiew iczow a
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SPRAWOZDANIA

Kurs FEBS w Hintermoos (Austria) poświęcony transkrypcji genu

W dniach 4—10 m arca 1971 w Hinterm oos koło Salzburga (Austria) odbył się 
kurs poświęcony transk rypc ji genu, zorganizowany przez Federację Europejskich 
Tow arzystw  Biochemicznych. Wzięli w nim udział biochemicy z Europy, Stanów 
Zjednoczonych i Azji. Tem atem  w ykładów  prowadzonych przez tak  znakom itych 
uczonych, jak  E. K. Bautz, W. G ilbert, K. Scherrer i w ielu innych, był proces tran s­
krypcji DNA, m echanizm y, które go regulu ją oraz w arunkujące go enzymy.

W. Zillig z M onachium  przedstaw ił ak tualny  stan badań nad s tru k tu rą  i funkcją 
bak tery jnej polim erazy RNA zależnej od DNA. Z otrzym anych specjalnym i m etoda­
mi natyw nych podjednostek, odpowiednio łącząc je, można uzyskać aktyw ne białko 
enzym atyczne. Następnie przedyskutow ał funkcję polim erazy RNA i jej podjednos­
tek w poszczególnych etapach złożonego procesu transkrypcji genu i jego inicjacji. 
P rzedstaw ił zm iany, jak im  podlega polim eraza RNA u bakterii po zakażeniu ich 
bakteriofagiem  T 4 . P ierw sza, nazw ana alteration, nie w ym aga syntezy białka i jest 
w yw ołana sam ą obecnością faga w komórce. N astępne, zwane wspólnie modifica- 
tion, pow odują zm iany we wszystkich podjednostkach enzymu, w ym agają syntezy 
białka i mogą być zależne od genu fagowego.

Zapoczątkow anie reakcji katalizow anej przez polim erazę RNA i rola antybio­
tyku  rifam picyny w  blokow aniu tego procesu była przedm iotem  w ykładu G. H art- 
m anna z W urzburga. W arunkiem  działania polim erazy jest jej połączenie się z m a­
trycą DNA, przy czym proces ten n ie  wym aga obecności substra tu . Po całkowitej 
asocjacji enzym u z m atrycą kom pleks ten staje się odporny na działanie rifam pi­
cyny. Czynnik zapoczątkowujący o jest bezpośrednio związany z pow staw aniem  kom ­
pleksu polim erazy RNA z DNA i jego działanie polega praw dopodobnie na katalizo­
w aniu połączenia polim erazy RNA ze specyficznymi m iejscam i na DNA.

O kreśloną wielkość kw asu rybonukleinowego, syntetyzowanego na m atrycy DNA, 
w arunku je nie tylko czynnik zapoczątkowujący syntezę, ale ęhyba jeszcze w w ięk­
szym stopniu czynnik, który w arunku je  ukończenie jej w  ściśle określonym  miejscu. 
Zagadnieniem  tym  zajął się Roberts z Cam bridge, k tóry  przedstaw ił, w  jaki sposób 
następuje ukończenie syntezy RNA i dokładnie omówił znaczenie w ykrytego przez 
siebie czynnika w tym  procesie.

J. J. Dunn z H eidelberga porównał właściwości polim eraz fagów Tj i T 7 z poli- 
m erazą o trzym aną z E. coli. Polim erazy w spom nianych fagów są s truk tu raln ie  mniej 
złożone i ich zdolności w  procesie transk rypcji znacznie ograniczone. Polim eraza fa ­
ga może łączyć się z m atrycą bez rozpoczynania syntezy RNA i dzięki tem u może 
służyć jako m odel do w yjaśnienia stru k tu ry  prom otora.

R egulację transkrypcji faga T4 om ówił E. K. Bautz z H eidelbergu, przedstaw ia­
jąc swoje badania nad tym  fagiem. DNA faga T 4 m a trzy czynnościowe różne m iejsca 
prom otorowe, co w skazuje na istnienie przynajm niej trzech odrębnie regulowanych 
genów w genom ie faga T 4 . T ranskrypcja pierwszego znajduje się pod kontrolą czyn­
nika, w ykazującego zdolność inicjacji syntezy łańcucha polinukleotydowego, ale nie 
mającego w pływ u na jego w ydłużanie. Oczyszczono również częściowo dwa dodatko­
we czynniki, m ające w pływ  na transkrypcję  dwóch pozostałych genów.
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W. Szybalski z M adison w  obszernym  w ykładzie przedstaw ił regu lację  tran sk ry p ­
cji DNA bakteriofaga X, k tó ry  jest znakom itym  modelem  do badania tego procesu. 
Po infekcji kom órki bak tery jne j fagiem , jego DNA nie jest całkowicie p rzep isy­
w ane przez polim erazę RNA gospodarza. Wybór odpowiedniego odcinka DNA do 
transkrypcji, a także przebieg tego procesu regulow ane są przez szereg pozytyw nych 
i negatyw nych m echanizm ów  kontrolnych. U faga X większość jednostek  tran sk ry p ­
cji, k tóre Szybalski nazw ał skryptonam i, m a bardziej złożoną budow ę niż klasyczny 
operon. P rzy jm uje się, że u tego faga są przynajm niej cztery skryptony: dw a p rze­
pisyw ane z nici L i dwa przepisyw ane z nici D. Większość m echanizm ów  kon tro lu ­
jących transk rypc ję  DNA faga X jest oparta na zasadzie in te rakcji między białkiem  
i DNA, i dzięki tem u mogą one być m odyfikowane przez m utacje odpowiednich 
genów.

J. H indley z B risto lu  przedstaw ił badania dotyczące s tru k tu ry  genom u faga 
QB, zbudowanego z pojedynczej nici polinukleotydow ej, składającej się z około 3500 
nukleotydów . Z aw iera ona cistrony dla białka otoczki, polim erazy RNA i dwóch 
innych białek  w ykry tych  w  cząsteczce w irusa. Określono dotychczas sekw encję 175 
nukleotydów  końcowego fragm entu  5', a obecnie trw a ją  prace nad usta len iem  sek­
w encji następnych 150 nukleotydów . Dotychczasowe dane w skazują, że: koniec 5'- 
nukleotydow y zaczyna się bardzo stabilną pętlą utrzym yw aną za pomocą w iązań 
w odorowych, w  obrębie pierw szych 62 nukleotydów  nie znaleziono tryp le tów  w aru n ­
kujących specyficzną in ic jację  syntezy polipeptydu, na odcinku 300 nukleotydów , 
poczynając od końca 5 '-nukleotydow ego, nie zidentyfikow ano sekw encji niezbędnej 
do specyficznego zapoczątkow ania syntezy białka otoczki faga.

E. W intersberger z W iednia przedstaw ił stan badań nad transk rypc ją  m itochon- 
drialnego DNA. Obecnie powszechnie przyjm uje się, że w  m itochondriach zachodzi 
biosynteza kw asów  rybonukleinow ych na m atrycy DNA, w  reakcji, k tó ra  całkowicie 
ham ow ana jest aktynom ycyną D. M itochondria zaw ierają przynajm niej trzy ro­
dzaje kw asu rybonukleinow ego, w tym  oba rodzaje rRNA oraz tRNA specyficzny 
dla m itochondriów . S tosując technikę hybrydyzacji wykazano, że w syntezie m ito- 
chondrialnych kw asów  rybonukleinow ych w ykorzystyw ane są odpow iednie odcinki 
obu łańcuchów  DNA. M itochondrialne polim erazy RNA, otrzym ane z drożdży i Neu- 
rospora crassa, różnią się znacznie swoimi właściwościam i, szczególnie w  p refero ­
w aniu pew nych typów  DNA w procesie transkrypcji, jak  również w rażliw ością 
w  stosunku do an tyb io tyku  rifam picyny.

P. C ham bon ze S trasbourga omówił właściwości polim eraz otrzym anych z róż­
nych tkanek  zwierzęcych. W zależności od w rażliw ości na  am anitynę można po­
dzielić polim erazy RNA na dwie grupy, oznaczone A i B, przy czym stosując e lek tro ­
forezę na żelu poliakrylam idow ym  polim erazy z grupy B można rozdzielić na dwie 
podgrupy BI i BIL Polim eraza A w ystępuje głównie w  jąderku, natom iast polim e- 
raza B w  nukleoplazm ie. Różnią się one w rażliw ością na Mn2+ i Mg2+. Oba typy 
polim eraz są niezdolne do syntezy RNA na m atrycy DNA pochodzącego z faga.

K. S eifart z M arburga w  swoim w ykładzie omówił dalsze różnice między poli- 
m erazą A i B. Polim eraza A m a zdolność syntetyzow ania RNA na natyw nym  DNA, 
podczas gdy polim eraza B wym aga jako m atrycy zdenaturow anego DNA. Z w ątroby 
szczura otrzym ano za pom ocą chrom atografii na DEAE-celulozie, CM9-celulozie

* Sephadex G-200 frakcję  białkow ą, k tóra stym uluje działanie polim erazy B na m a­
trycach natyw nych DNA z różnych tkanek. Białko to natom iast nie m a wpływ u na 
inne polim erazy, jak  rów nież nie w ykazuje właściwości tego enzymu. Działa ono 
natychm iast po dodaniu do pełnego układu, bez okresu u tajania. M echanizm  dzia­
łania nie je s t znany.

W. G ilbert z Bostonu i B. M uller H ill z Kolonii przedstaw ili swoje badania nad 
izolowaniem operatora operonu laktozy u E. coli, oraz nad represorem  w aru n k u ją­
cym funkcjonow anie tego operonu.
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Poza znakom itym i w ykładam i i oficjalnym i, stojącym i na bardzo wysokim  po­
ziomie dyskusjam i, w  kuluarach  szkoły toczyły się rozmowy w  bardzo bezpośredniej 
atm osferze. O rganizatorzy kursu  dr, d r E. U. W intersbergow ie zadbali bowiem o to, 
aby zapewnić jak  najw iększą swobodę dyskusji. Dla uczestników  kursu  w ynajęto 
wysokogórskie schronisko w Alpach i w  godzinach przedpołudniow ych odbyw ała 
się, praw ie obowiązkowo, nauka jazdy na nartach, w czasie k tórej na alpejskich 
stokach zjazdy narciarsk ie krzyżowały się z dyskusjam i biochemicznymi.

Podsum owując, należy jeszcze raz podkreślić znakom itą organizację kursu , b a r­
dzo dobry dobór w ykładów, k tóre może nie przedstaw iały  najnowszych osiągnięć, 
jeszcze nieopublikow anych, ale daw ały ogólny przegląd dotychczasowych badań nad 
tak  istotnym  problem em  dla biologii m olekularnej, jakim  jest s tru k tu ra  i funkcja 
genu.

M. Ombach

II Międzynarodowy Kongres Badań nad Fotosyntezą 
Stresa, 24—29 czerwca 1971 r

W dniach 24—29 czerwca 1971 r  odbył się w  S tresa (Włochy) II M iędzynaro­
dowy Kongres B adań nad Fotosyntezą. O rganizatorem  Kongresu, którem u p a tro ­
nowali Consiglio Nazionale delle Ricerche (Włochy) i Istitu to  Lom bardo do Scienze 
e L ettere w  M ediolanie, był profesor G i o r g i o  F o r t i  z In sty tu tu  Botaniki U ni­
w ersy te tu  w Neapolu. W K ongresie wzięło udział około 600 uczestników.

Obrady Kongresu, trw ającego 6 dni, składały się z sesji przedpołudniowych, po­
święconych na 2 re fera ty  p lenarne (po 40 min) oraz 4—5 uzupełniających referatów  
(20—30 min) przedstaw ianych przez zaproszonych dyskutantów , Sesje popołudniowe 
były przeznaczone w  zasadzie na 15 m inutow e kom unikaty, których wygłoszono 
około 300.

P roblem atykę badań nad fotosyntezą podzielono na następujące grupy tem a­
tyczne:
1. Fotochem ia i pierw otne reakcje fotosyntezy — refera ty  L. N. M. D u y s e n s a 

iA .  T r e b s t a ,  .
2. Fotosyntetyczny transpo rt elektronów  — refera ty  G. H u s a k a  i A. S a n  

Pi ę t r o ,
3. T ransport jonów a fotofosforylacja — refera ty  M. A v r o n a  i A. P. G. C r o f t -  

s a,
4. Fotosyntetyczna asym ilacja dw utlenku węgla — m echanizm y regulacji. R eferaty  

p lenarne J. A. B a s s h a m a  i M.  G i b b s a ,
5. Biosyntezy katalizow ane przez ap a ra t fotosyntetyczny,
6. S tru k tu ra  i funkcja błon aparatu  fotosyntetycznego.

R eferaty  p lenarne z zakresu dwu ostatnich grup  tem atycznych, a ściślej na te ­
m at biosyntezy i s tru k tu ry  aparatu  fotosyntetycznego wygłosili N. K. B o a r d m a n  
oraz I. O h a d. Poza tym  jedną z sesji p lenarnych poświęcono zagadnieniu: „Foto­
synteza a ew olucja”. Po w prow adzeniu H. G a f f r o n a  jako dyskutanci w ystąpili
H. B a l t s c h e f f s k y ,  C. S a g a n  i P .  S i e k e w i t z .  Zagadnienie „Fotooddy- 
chanie a fotosynteza” było przedm iotem  refera tów  p lenarnych N : E .  T o l b e r t a  
i I. Z e t i t  c h a.

Kongres odbywał się w  dw usetną rocznicę odkrycia fotosyntezy przez P riesley’a. 
Z tej okazji R obert Hill, na sesji w ieczornej wygłosił re fera t o jego życiu i badaniach
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R eferaty p lenarne, w ypowiedzi dyskutantów  oraz kom unikaty przedstaw ione na 
Kongresie będą w ydane łącznie w  form ie książkowej.

Z. Kaniuga

Międzynarodowe sympozjum na temat biochemii i biofizyki błon
mitochondrialnych 

Bressanone, 26—29 czerwca 1971 r

W dniach 26—29 czerwca 1971 r odbyło się w Bressanone (Włochy) kolejne, 
siódme już, m iędzynarodow e sym pozjum  organizowane corocznie we Włoszech przez 
europejską grupę badaczy s truk tu ry , funkcji i procesów katalizow anych przez mi-- 
tochondria. Obecnie sym pozjum , którego organizatoram i byli prof. N. S i l i p r a n d i
i prof. G. F. A z z o n e  z U niw ersytetu  w Padw ie poświęcone było w szczególności 
biochemii i biofizyce błon m itochondrialnych.

Inauguracyjny  w ykład o historii badań nad m itochondriam i wygłosił A. L e h -  
n i n g e r. T em atyka sym pozjum  została podzielona na trzy sekcje, na k tórych w y- 
głoszano 20 m inutow e kom unikaty. Sesja I dotyczyła łańcucha oddechowego i m e­
chanizm ów sprzężenia. P rzedstaw iono tu ta j 15 doniesień m.in. o w łasnościach i re ­
gulacji aktyw ności dehydrogenazy bursztynianow ej (3), o w łasnościach różnych form  
cytochrom u b (3) oraz dane z zakresu dwu kontrow ersyjnych hipotez odnośnie m e­
chanizm u działania antym ycyny w łańcuchu oddechowym.

Sesja II — „Skład chemiczny i budowa m olekularna b łon” składała się z 19 do­
niesień, w większości poświęconych zastosowaniu w skaźników  fluorescencyjnych do 
badania zm ian zachodzących w błonie w w yniku działania różnych czynników (sub- 
stratu , inhibitora, stanu energetycznego błony, zm ian środow iska itp.).

Sesję III poświęcono m echanizm owi transportu  poprzez błonę. Sesja ta  sk ła­
dała się z 9 doniesień. Szczególnie interesujący był re fe ra t A. L ehningera o tran sp o r­
cie ornityny i cy tru liny  przez błonę m itochondrialną w procesie biosyntezy mocz­
nika.

Poza tym  dwa kilkugodzinne posiedzenia przeznaczono na ogólną dyskusję szcze­
gólnie kontrow ersyjnych zagadnień. W Sym pozjum  wzięło udział około 80 osób w  tym  
12 z USA. M ateriały  sym pozjum  zostaną w ydane w  form ie książkowej.

Z. Kaniuga
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W 1-szym zeszycie 18-go tom u ukażą się:

1. Badanie konfiguracji przestrzennej biopolimerów za pomocą dyfrakcji prom ieni 
rentgenow skich — M. T ichy

2. C harak terystyka uw odnienia m akrom olekuł DNA i metody jego wyznaczania —
B. Lubas

3. Nierozpuszczalne w wodzie pochodne białek biologicznie czynnych — U. Kocem - 
ba-Sliw ow ska

4. Zastosowanie m etody swoistej sorpcji (ang. a ffin ity  chromatography) do wyosob­
niania enzymów i inhibitorów  enzym atycznych — J. Chudzik, A. Koj

5. Trzustkow e inhibitory  enzymów proteolitycznych — A. W ilim ow ska-Pelc
6. P apaina — E. M achowicz, M. Sarnecka-K eller
7. Hydroksylaza proliny  protokolagenu — J. Tom aszew ski
8. Podstawowe procesy biologiczne podczas kiełkow ania nasion — T. Gołaszewski, 

M. Siw ecka, J. W. Szarkow ski
9. Peroksysom y — A. Kahl, M. Gross, W. T urski
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(podaje się nazw iska w szystkich autorów  w  kolejności podanej w ory­
ginale), skrócony ty tu ł czasopisma, tom (podkreślony), stronica i rok 
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., G ranick S., J. Biol. Chem. 202, 
793 (1953). Cytując książki należy podać kolejno: nazwisko i pierwsze 
litery  im on autora(ów), tytuł, wydawcę, m iejsce i rok w ydania; np.: B a­
ranow ski T., Podręcznik Biochemii, PZWL, W arszawa 1963. Cytując 
artyku ły  w  pracy zbiorowej należy podać po ty tu le nazw iska redak to ­
rów, oraz na końcu tom i stronicę; np.: Schneider W.C., w  M ethods in 
Enzymology, red. S. P. Colowick i N. O. K apłan, Academic Press, New 
York 1957, tom III, str. 680.
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