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PRAKTYKA LABORATORYJNA
JANI]SZ WIERCIŃSKI

Chromologrofio powinowoclwo - łechniko chromologro{iczno
noiwyzszei swoistości

Ź cell1,ratnego Lirboratofiutn Aparattlrowcgo Ali w Lltblinie

Chromatografia powinowactrva (affinity
chromatography) jest rodzajem chromatografii
ciecz,owei, rv której materiał wypełnienia ko-
lumny wykazuje biologiczne powinowactwo do
substancji, jaką zamierzamy wyodrębniać ze
złożonej mieszaniny związków. Technika ta
wykorzystuje funkcjonalną swoistość układów
biologicznych do izolacji białek, poIisachary-
dów, kwasów nukleinow;zę| i innych klas na-
turalnie wvstępującvch składników. Swoiste
r,vłaściwości sorpcyjne materiału kolumny uzy-
skuie się przy pomocv odpowiedniego 

- 
spe-

c),ficznie wiązącego ligandu - sprzężonego ko-
walencyinie z nierozpuszczalnyrn nośnikiem
(matrycą). Unieruchomiony w ten sposób li-
gand może atlsorbować z rclzttłloru interesują-
cą nas substancję, inne zaś, do których nie wy-
kazuie powinowactwa, przepuszcza do eluatu.
Desorbcia związanego składnika z kolumny
może nastąpić po zmianie warunków doświad-
czenia np, po przemyciu buforem o innej war,-
tości pH, rvyższej sile jonowej, itp. Cały pro-
ces izolacji, oczyszcz,ania względnie zagęszcza-
nia substancji jest jednostopniow_v i wymaga
stosunkowo rrrałej objętości złoża kolumny.
Wiązany jest bowiem tyiko jeden związek, któ-
lv w płvnie biologicznym w),stępuje zwykle w
niewielkim stęzeniu. Swoistość rozdziału deter-
minowana iest swoistością reakcji antygen -przeciwdziałało, enzym - inhibitor, hormon -nośnik i specyficznością reakcji innych ukła-
dów biologicznych. Chromatografia powino-
rvactwa pr,owadzi więc do izolacji substancji
odpowiednio do ich funkcji biologicznvch i tyn
rózni się zasadniczo od innych technik chroma-
tograficznych, w którl,c| rezultat;r zależą od
różnic w tizycznych i chemicznych własno-
ściach między rozdzielanymi składnikami.
Stwarza ona w ten sposób nowe mozliwości dla
dokonania yozdzialów trudnych lub niemoż]i-
wych do przeprowadzenia przy użyciu innyclr,
mniei swoistych technik.

Praktycznc aspekty chromatografii powinowactwa

1, Wybór nośniI<zr, ligandu i metody
icl-t sprzęgarria

Podstawowym warunkien wymaganym dla pfze-
prowadzenia procesu chromatografii powinowactwa
jest znalezienie odpowiedniego ligandu, nośnika i
właściwej reakcji ich sprzęgania. Nośnik, stanowiący
materiał kolumny do którego sprzęga się bioswoisty
1igand, powinien posiadać dużą tr.rvałość mechaniczną
i chcmicz1-1ą. slabilllość terniczrrą, stclsclrvni1 pol{)wll-
tość i dobre lvłaściwości dla przepływu roztwor,ów.

Stt}::;tancjami nośnikowymi mogą być: porowate
sz]-l1o, lrrzemioirka, poliakryIamid, celuloza, żeIe dek-
stt,anolve i agarozowe. Najczęściej jednak 

- z uwagi
lla łatrł,ość wykluczenia nieswoistych efektów sorp-
cvinvch dla związków rvysokocząsteczkorvych - sto-
sl)\,vane są pochodne celulozy (Merck) Iub agatozy.
Telr ostatni nośnik jest produkowany w oparciu o pa-
tent szwedzkiej firmy Farmacia Fine Chemicals w
Dosti.ci sefarozy lub sefarozy CL o gradacji ziaten
4B, 68 i 6 MB, i rozprowadzan}, w zwyliłej lub za-
l<tvrł,owanej formie gotowej do sprzęgania (tab. 1).

\ł'ybór ligandu z,a7eży od rodzaju izolowanej sub-
stancji, stąd nie sposób dać tu przeglądu wszystkich
moż]ilvości. Przykładorvo: sprzężony z sefarozą sojo-
rvy inhibitor trypsyny umożliwia wybiórczą izolację
tego enzymu z soku trzustkowego i odlvrotnie
tfypsyna związana z nierozpuszczalnym nośnikiem
zezrłrttltt lv odporviednich rvarunkach na wvodrębnie-
lrie z układórv iej swoistycl-r inhibitorów (3, 30), Złą-
czenie z nośnikiem określonego antygenu ułatwia i-
zolację właściwego mu przeciwciała - i ul,ce tersa -osadzone na nośni]iu orzecirł,ciało rł.iąże ze złożonej
mieszanin)z płlrnu biologicznego s.,voisty dlań anty-
gen (10, 37, 40). Sprzęgnięcie z mattycą AMP lub
ADP st,ł,arza rvarunki do z,tviązania i uwolnienia en-
zvmórł,, któr,ych kofaktorem są odpowiednio NAD+ i
NADP+ (6, 36. 4?). Nie zawsze ligarrdy są tak wysoko
srł,oiste. jak te, które 1alymietriono wvżei, Częściej
tlmożIirviają tvvclrwycenie na ]<oIumnie nie pojedyń-
ezvch substancji. lecz pewnych qrup etrzymów, białek
lub kulasólv nukleinowych. swoistość procesu osiaga-
na jest rv takich przypadkach przez zmianę warun-
kóT,v umożliwiającvch sr,voistą desorpcję pojedynczego
składnika. Dla takiei izolacji związkórv produkowane
są eotorve zesta,tvv 11,ypełtrień l<o1umnorłl_vch ligand-
-nośnik. Nairvażniejsze z nich \^|l,az z zastoscrvraniem
podano lv tab 2.

Przvgotorvanie materiałrr zloża kolrrmny dla chro-
natoqt,afii porł,inowactrł;a w},maga rł,ytworzenia
trrł,alego wiązania korvalencvineqo 1lomiędzy nieroz-
puszczalnym lrośnikiem a ligandem. Ponadto, ,tł,iąza-
llie to musi być rvvtrvorzone przez qrupe ligandu,
która nie jest istotna dla jego swoiście ,lviążącej :l'lr-
tvTvności.

Najlvażniejszymi grlloami dla rviązania białek do
stałego nośnika są N-końcowe grupy aminowe oraz
grupy aminowe i gtlanidynowe, ulokowane odpo,,vied-
nio rt, resztaclr lizyrry i argininv. Wiązania kowalen-
cyine mogą być r,ł,r,trrrorzone także przez c-końcowe
grupy białek lub pizez - znaidujące się w nich -grrluy lrarboksylowe kr,lrasów asparaginowego i glu-
taminorvego. Rzadziej do tego celu wykorzystuje się
inne gt,upy funkcyine aminoklł,asólł, (-SH, _OH).

Przv,lviązaniu ligandów węglovlodanow},ch rvyzys-
l<uje sie najczęściej ich grtrpy hydroksylolve i amino-
rve (aminocukry),

Grupy fosforanowe, hydroksylowe grupy cukr-ów o-
l,az grupy aminowe i errolorve strvarzają możliwość
kowalencyjnego związania do nośników kwasów nu-
l<leinowych.

Substraty, koenzyny, inhibitoly i holmony zatvie-
lają co najmniej jedną lub wiele spośrócl wymienio-
nych wyżei grtlp.

Aby mogło nastąpić sprzęgnięcie ligandu, nośnik
powinien po§iądać tąkże odpowiednio aktywne resz-
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ty. Wprowadza się je przy preparacji nośnika. Mogą
to być:
1) grupy nukleofilne (aminorł,e, sulfhyr|lyl6y7", hy-

droksylowe),
2)grupy elektrofilrre (karbolłsylowe, bcz,woclnikórv

kwasowych, izocyjanianowe, izotiocl,janiarrowe,
d,"ł,trazoniowe, itp).

Umożlirviają one sprzęgnięcie do nośnika prawie
rvszystkich stosowanych 1igarrdór,v.

Właściwy wybór techniki sprzęgania zależy od na-
tury ligandu. Najczęściej używąn;,6i metodami sprzę-
gania ligandórv do nośnika jest metocla bromocyjano-
wa (5) o|az metoda karbo-,dwu-imidowa (29, 44).
Przy pomocy pierwszej z metod prawie każdy ligrrnd
zawierający grupy aminowe rnoże zostać podłączony
do nośnika z sefarozy. Efekty steryczire, iakie mogą
rvystęporvać przy sprzęganiu lł-ysokocząsteczkowych
ligandórv (np. białelł), eliminuje się plzez wprov,ra-

clzenie lniędzy ligand a nośnik 6-12 atomowych
mostków (,,spacel groups").

Z trwagi na ti,udności mctociyczne i trtrjące działa-
nie bromocyjanu, I<orzysta się na.jczęściej już z uak-
1,y."vtri onych tym zlv iązkiem nośirikórv (rrkty wna CNBI
sefaloza). Ligandy zarvierające arom:rtyczne lub ali-
latyczne grupy aminow-e mogą być sprzęgane bezpo-
śr,ednio c]o CNBr sefa,rozy lub clo innych aktywnych
form tej matrycy. Procedury tyc'Ir procesów podawa-
ne są ,ń/ odpowiednich publikacjach a także wydaw-
nictrłlach producclltów materiałów lrośniko,,vych (1,
5).

Ligandy zawierające grupy karbolisvlorł,e są sprzę-
gane do nośnilrów pi,zy tlżycitt metociy z rvykorzysta-
niem karbodwuimidów. Zasadę tej metody - odkry-
tej przez Khoranę i Sheehana (29, 44) określają po-
niższe reakcje chetniczne;

Tab, 1. NajczęŚciej sto§,olwane ,nośniki w chrormatografii powinowac,|.rwa clo §pirzęgan]ia ligandów

CNBr-aktmłlowana sefaroza 4B
(Pharmacia)

Aktyworwana CH-sefaroza 48
(Pharmacia)

Epoksy-dktywolwana sef aroza 68
(Pharrnacia)

,Alter,natywna meioda dla bia-
łek, najlepiej op,racowana

Aktywowana dla sprzęgania
plzez 6-C-,mo,stek. Pol,ecana
szczególni€ dla ligandÓ,w nisko-
-cząsteczkowy,ch

Aktywo,wany żęl odpowiedni dla
aminokvrasów i peptydó,w

Bez,pośrednio
w płI B-9

Bezpośr,odtri,o
,lv ,pH 5-10

Bezpośrednio
w pH 9---.,113

Białka,
arninokwasy,
peŃydy

Arninokwasy,
ł<etokw,asy,
kw. karboksy-
lowe

_ NIIr

-cooH

1.,
c

5

4

CH-sefaroza 48 (Pharmacia)
Amirro-heksylo-celuło,za
(Merck)
Spmężona z bu,rsztynianem
amino-heksylo-cel,ulorza
(Merck)
Sprzężona z btlrsztynianem
amino-dodecyl.o-celułoz a
(Merck)
6-ACA-sefalr,oza CL 48 (Pier-
ce)

KaŃ oksymetylo-celulozo-hy-
drazyd (Merck)

AH-sefaroza 48 (Pharm,ac,ia)
DADPA-sefaroza CL 48 (Pierce)

Spl,zęganie ptzez 6_.72 atottlo-
rvy mostek

Folecalny dla wysokocząsteczko-
wych ligandów (enzyimów i jch
naturalnych inhibitor,ów)

Ka;rbodwuimi-
dowa

Frzez forItnę
azydl<ową lLub
przy poirnocy
d,wurvinylosul-
fonu

Sprzęganie przez 6:9 atomowy
mo]Stek

Kalrbod,,łvurnli-
dorva

Węglow,odany
i,irrne zwiągki -oH

Związkt,tiolowe _ SFI

Białka,i ńnne
ligandy lvyka-
uĘące aktyw-
nŃć imrnuno-
adsorpcyfną

Epoksy-aktylwo,wana
68 (Pharmacia)

sefaroza

Aktywołvana,tio-,propylo-sefa-
yoza 49 (Pharmacia)

H3;|i*''"-sefaroza 
68 (phar_ 

,

Aktywowana dla sprzęgania
przez wyjątkolwo tnwałe wiąza-
nle

Rekacje sprzęgania odwracalne

BezpŃrednio
łv pH 9-13

Erornocyjanowa

BezpŃrednio
IwpH,ok.?

Epoksy-aktywow.ana
6ts (Pharmacia)

DJ.a,trw,ałego związaria pr,oduk-
tu

§€faroua Bezpośre,dnio
w ,pH 9-13

Bezpośred,nio
W pEI B-10

l20

CNBr aktywowana sefaroza 6
MB (Pharmacia)

Crhnomatograf,ia powinowactwa
ko,irnorek (,lirnńoeytów, er)xtnocy-
tów, neuronów)
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S},nteza rviązania arnidorvego (peptydor,vego) jest
ilrvykle i]rostą proccdurą jednoetapową, a ponieważ
t;,,lko jeden z.wiązek jest unieruchamiany na nośniku,
-wszystkie niezu,iązane substar-rcje są łatwo wymylva-

ne. Z dużej grupy karbodrvuimidórv najczęściej sto-
suje się - z uwagi na rozDuszczalność w wodzie i
rozpuszczalnośc iclr ubocznych produktórv - l-etylo-
lJ (3-dwumetylo-amino-propylo) karbodrvuimid. HCl
(EDC) i 1-cylrlo_heksylo-3/2_morfolir-ro-etylo/lrarbo-
dwuimidu metylo-p-tolueno-sulfonian (CMC),

Karbodwuimidy u,arunkują ilościową przenriatrę
dopiero rv stężeniu 10-100 lazy większym od stęże-
nia lączonyclr ligandó,,,t,. Czas reakcji splzęgania różni
się dla odmiennych układów. Typo\^,e procesy zacho-
dzą przez noc w miejscu chłodzonym lub rv tempera-
turze pokojowej.

R-N:C-N-R -ł"

l<arbodlvuimid
R'-COOH + R"-NH3:

sprzęgalle:
ligand i nośnik

R-NH-co-NH-R
produkt uboczny

:It'-CO-NH--R", +
wytworzony
kolnplel<s

Tab. 2, Gotcrwe iwypełnienia ,kolurnn,ołve d]a chnomatografii ,powirr,o]wactwa

C]on A-Sephar.ose 48
(Phanmacia)

Splzężony łigand

Konkałva,lina A
białko agl,utynr.rjące
elytr,o,cyty - izolowa-
ne z kanawalii mieczo-
lrształtnej

Rozdział
rając5lgtl

zastosorvanje

biopolimerów i białelt ścian ]<omórkowych zawic-
węglmvodaily (16, 39, 42, 51)

Pr,otein A-Sephalose
4B (Pharmacia)

5'AMP-Seplralorse 4B
(Pharmaclia)

Białko śc,ian komór.ko-
q,y,ch
Staphulococc|ls aur ells

N6- (6-aminoileksy1o)5'
AMP

Iz-olacja IgG i cząsteczek zawierającyah iragment F" immuno-
gJobulin G (21, 38, 40)

Wydzielanie enzymów rwiążący,ch kofaktory NAD+ lub
(35, 36, 47)

ATP

Blue Sepłralose CL 68
(Pharmacia)

Cibaclon Bl,ue F}GA
Sephalose CL 68

(Pierce)

N6- (6-aminoIreltsylo) 2'
il'ADP

Blęlłit,,Oibacl.on F3GA"

Wydzielarrie enzy,mólv zawierającyclr kofaktory NADP+
35, 37)

Tzolacja stlrowiczej a,lbuminy przy preparacji immnrnoglobu-
lin, czynników krzep,nięcia krwi, innych białek i ,enz},Tnów
przy pomocy swoistych ,metod elucj,i (3, 26, 31, 50, 52, 53)

PoIy(U)-Sephatose -lB
(Pha,rnacia)

I{was polirybo,ufydy]o-
lvy (ok. 100 nu,hlooty-
dów)

I zo1 ac j a,lcrł asów nu'klein owych zalv ieraj ącyc h sek;rvenc j ę ol i go
(A), mRNA ,oraz białek wiążących kwasy ,nukleinowe (23,32,
13)

Poly(A)-Seplr,arose 4B
(Phat,macia)

Kwas poliryboadenyilo-
1,y (ok. 100 nukleoty-
dów)

Ilzola,cja,kw. nukleinrowych,oligour}łdflowych, wirusołwych
RNA. nukleoproteidów, ,bialek słvoisty,ch d,la RNA np, ,poli-
nrerrrz RiNA ,(9, 19)

[-ysine-SephaFose 48
(Pharmacia)

i

i L-l,izyna
l

Izolacja plazminogenu ,i mRNA (48, 54)

Im,inodilrce|id eciO-Se-i
pharose CL 48 (Fier- | K,rvas ,iminodlvtloctowy-c") 

l

I

LentiI-Lectil-Sepharose
48 (Fharmacia)

Lektyna soczervicy
(Lens esculenta)

Trypsyna z lnhiblito-
retrr aktywności chy-
motr

Sojorvy inlr,ibitor tryp-
syny

Rozdział roapu§zczalnych ii związanych z blonarni glikoprotei-
dótv (12, 34)

Sprzęgnięty z jonami Zn++ - ,do rizolacji transferyny, alfa-
- antytryip śyny, kwaśnych 8l ikoproteirdów, gamma globul in, ce _
r:uloplazminy, d,f a-2-malłrogl obułiny, interfero nu (75, 42)
Sprzęgnięty z j,onami Ou++ - do izolacji garrnma-globulin,
prealbumin, transferyny, haptoglobin, beta-lipoproteidów, ty-
ro,zyl,Iy, epsjlon-DNP liayny (22,23, Ę)

Izolacja inhtibitorów óry syny r(2B, 30, 45)

Izolacja i ocryszczanie ,tf}łp§yny, ,żolacja prot€az z s,oku
stkowego l(3)

TPCK-Trl,psin-Sepha-
,1,ose CL 4B (Pierce)

SBTl-Sephalose 48
(Pierce)

6-A,minocaprry -D-,Ąrgi-
nine-Seplr,arose 48

CB Z- D - Pheny,lajlanine-
-TETA-Seph&nos€ 48
(Pi.erce)

6-amino-kąproi1,o-D-
-arglntna

K arb,oibenzoksy- D-f e-
nyloalani,no-tró j etyle-
no-cźer,oarnina

Izolacja karboksypepty,daz A i B od ,innych prot€€rz, ir]ozdział
o'bu kariboksypepty,daz l(2, 46)

Izoilacj a pqp§}'ny, dboj ętnrlah,rneta1o-enido-peptydaz, subtyl.i-
zwy i alfa-Chyrnotr}łpsyny ,(16, 17, 18)

Wheat
6MB

Lectin-Sepharose
(Pharm,acia)

Lektyna kieŁkórv psze-
nicznych

Roadział kornórek, elementórrz sub,komórkomr;rch i,cząsteczek
zawierających,węglotwoldany (I0, al, 27)

Helir polnatia Leclin-
-Sepharos,e 6MB
(Pharrnaoia)

Lektyna śli,malta
(IIel,żł pornati,a)

Chroma,tog,rafia powi]rrrowaotv/a
kowych Li rnakrotząsteczek zawierająłyc,h
25)

ńrakcji §ubkomór-
węgl,owodany (13,

Lzl
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2. Metodykił Brocesupowinowactwa chromatografii

Metodyka rozdziału w chromatografii powinow,ac-
twa jest podobna do tej, jakiej wymaga się w innych
rodzajach chromatografii cieczowej. Podstawową
czynnością dla poprawnego przeprowadzenia plocesu
bywa dobranie kolumny z odpowiednią pojemnością
złoża, zapewniającej ilościowe zwtązante izolowanej
substancji, W należycie dobranych warunkach wy-
odrębniany składnilr absorbuje się w górnej 1-2 cm.
tn,a|stwie wypełnienia. W większoŚci przypadków wy-
magane są kolumny o długości 15-30 cm. Przy pa-
kou,aniu l<olumn obowiązują te salrre zasady jak w
chron,latografii j onowyrnienne j.

Skład buforu r,vyiściowego, w którym tozpuszcza
się poddawaną rozdziałowi mieszaninę, por,r,inien być
tak dobrany, aby izolowa-ily składnik był silnie ab-
sorbo."ł,any, tzn, wychwytywany w pierwszych rvar-
stwach wypełnienia kolumny. Rodzaj buf oru zależy
ściśle od stosowanego układu i powinier-r określać
rvarunki pH, zawaltość jonów metalicznyc,h oraz in-
nl,ch czynników wpłvwających na swoistość wiąza-
nia, Ogólną wskazówką przy sporządzaniu buforów
są fizjologiczne warunki rł,zajemnego rviązania się
składnikóu, układów,

Istotny wpływ na rozdział chromatograficzt-l;, wywie-
ra siła jonorł,a stosowanych buforów, która może
lvpływać na nieswoistą desorpcję polielektrolitów, po-
lvodując zrviązanie ze sprzężonym ligandem jednej
tylko interesującej nas substancji (lub grupy z.rviąz-
kótv).

Objętość wprowadzonej do kolumny próby nie ma
wpływu ną q,yniki rozdziału, jeźeli substancja jest
tak silnie wiązana, źe zostanie wychwycona w 1-2 cm
rvarstwie złoża ]<olumny. Słabo wiążące składniki po-
rvinny być wprowadzane w małej objętości - wy-
rloszącej ok. 500ń ob jętości wypełniania kolumny -aby zapobiec wypłukiwaniu niezaadsorbolvanego rna-
teriału.

Metody elucji uprzednio związanej substancji z lro-
lumny mogą być albo nleswoiste lub natury swoistej.
W większości przypadków wzrost siły jonowej lub
zmiana pH jest wystarczająca dla rvyrł,oiania dysoc-jacji (desorpcji) kompłeksu i wymycia substancji z
kolumny. Uwolnienie związanego białka enzymatycz-
nego może być wy,,ł,ołane w sposób bardziej swoisty
przez dodanie do buforu e]ucyjnego substratów, ko-
enzymów 1ub odwracalnl,c6 ir,rnrbrtorów (elucja po-
lvinowactwa). Obie metody są szeroko stosowane.
Ostatnia z nich ma jednakże peu,ne ograniczenia
spowod,owane tym, że swoiste dodatki muszą być z
kolei usunięte dla umożliwienia dal.szyclr badań wy-
eluowanego białka.

Warunki przechowywania zwtązanych z nośnikiem
ligandów zależą od właściwości samego ligandu,
Ogólnie biorąc, muszą one być przetrzymyu/aue w
obecności czynników bakteriostatycznych, bez żamra-
żania. w temp. poniżej 2B1 kelwinólv (8oC), Należy
przy tym unikać ekstremalnych wartości pH.

3. Chromatografia powinolvactwa ko-
mórek

Przy frakcjonowaniu i oczyszczaniu różnych komó-
rek, chromatografia powinowactwa r,vykorzystuje swo-
istość grup wiążących, zlokalizorvanych na powiei-z-
chni ich błon. Z grupami tymi - podobnie jak rv
plzypadku izolacji cząsteczek chemicznych - reaguje
biosrł,oiście odpowiedni ligand (zwykle białkowy im-
munOadsorrbent) - sprzężorry z nierozpuszczalnym no_
śnikiem. Reakcja końpleksu ligand-nośnik z odpo-
wiednim rodzajem komórek powoduje zatrzymanie
ich w kolumnie chrom.atograficznej. Wszystkie inne
komórki, do których ligand nie wykazuje powino-
wactwa, są wymywane. Uwolnienie wcześniej zatrzy-
manych komórek naste.puje po zmianie warunków
elucji lttb enzymatycz,nym strawieńiu ligandu.

W chromatografii powinowactwa l<omórek stosuje
się najczęściej gru:boziarnistą sefarozę 6MB - sprzęg-
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niętą z ligandem lektynowym (1ektyny białk;r,
zwykle roślinne, wiążące węglowodany) (14, 20, 49).
Z d,użym powoclzeniem technikę tę w;ykorzvstuje się
do izolacji i rozdziału limfocytów B i T (25).

piśmtennictwo
1. Aflinity chromatoBraphy. Principles and methods, Barma-

cia }-ine chemicals. Uppsala, 19?6.
2. Ager s. P., Hdss G. M.: AnaI. Biochen. B3, 285, 1977.

3. Amneus H, Gabel, D., Kagcl7e V,: J. chromatogr. 120, 3r1,
1976.

4. Aspljerg K., Poratll J,: Acta chem. scand. 24, 1839, 19?0.-

5, AIen R,, Porath J,, Ernback s.: Nature 2I4,7302, L967.

6, I3Trr]J s., Brodeti.us P,, MosbacłL K,: FEBS Lett. 70, 26L,7916,
,7. Brennicll H,, Johansson s. G, o.: Advan. Immunol. 13, 1,

197].,
B. Blancharcl J, M., Brissac C., Jednleur Pż.: Proc. Nat, Acad.

sci UsA 1l, rBB2, L974.
.J. Burdon R. H., shenkin A., Douglds J, T. i 1,1r3p.: Biocbim,

Biophys. Acta 474, 254, 7977.
10. Clenretson K. J., Bertschnlann M,, wżdmer s. i 2łrsp.; Im-

nunochemistry 13, 3B3, 19?6.

77. Cuatrecd,sas P,, wilcheck M., Anfinsen c. B,: Proc. Nat.
Acad. sci UsA 61, 636, 1968.

72. Dauson J. .R.; rmmunochemistry 13, 671, 1976.

13 Dillner M. L., Hammarstróln s., Perlmann P,: E.\p. cell.
ReS. 96, 374, 7975,

!4, Duorah D. J,, Gźpps E,, Kidson c.: Nature 211,5B4, |978,
15. Edu v. G, Bittżau A, Desonxer P.: J. Biol. chem. 252, 5934,

1977.
76. FujiuJar(L K., osue K., Tsuru D-: J. Biochem.17, 739, 7975.
11. Fuji"u)ara K., Tsuru D.: Int. J. Protein Res. 9, 18, 1977.

18, Fujiuara K., Tsuru D.: Int. J. Protein Res. 9, 166, 1977.

79. Fukami H., Itano Il. A.: Biochemistry 15, 3529, 19?6.
20. Ghetie U., Mota G., sjóquist J.: J. Inmunol. Methods 21,

133.19?8.
27 Goudsucr.ard J., van der Donk J. A.

Immunol 8. 21, 19?8.

22. Goździcka-JÓzełiak A,, Aug7l.staniak J.,,
97, 1977.

i usp.i scand. J.

J. chromatogr, 131,

23 Grandqenett D P-: J viro1. 20, 34B, 1076,

24. HellstrÓm U., Diltner M.-L., Hąmnxarstróm S, i 2U3p.l J, ExB.
Med. 144, 1381, 1976,

25. Heltstróm IJ., Hammarstróm s,, DiLLner M.-L. i ?rs2,; Scand.
J. Immunol, 5, supp1. 5, 45, 1916.

26. Iłeuns w,, DeMoor P.: Biochim. Biophys Acta 358, 1, 1974.

27. Kahane I., FurthmalJer H., March,esi V. T.: Biochim. Bio-
phys. Acta 426, 464. 1976,

28. ReżloDd. H, Tomdśek V.: cotlect czech. con-rmun, 41, 489,
1976.

29. Khorana H. G : chem. Tnd. 55, 1087, 195J.
30, KoŁ,dlski D.. Loskouski M : Biochemistry 15, 1300, 19?6.

3l. Lanll{in G. E., King E. E,: Biochem. Biophys. Res, commun.
?2,560,19?6.

32. Lindberg U., Persson, ?.: Eur, J. Biochem, 37,246,7912.
33, Lonnerdal B,. c&rlsson J., Porath J.: FEBS Lett. Y5, 89. 19?7,

34. Lorusso D J,, Binette J. P., Green l7. A.: Tmmllnocheml-
Stry 14. 503, 1977.

35, LoLue C. R., Gore If. G.: }'EBS Leit. 7'i, 241,7971.
36. Loue C. R, HarDea M. L., Dean P. D.: Eur. J Biochem.

47,347,79,14.
37. Mann,erDik B, ,Iacobsso17 K., Boggafaln 1/.: FdBs Lett. 66,

22l, 79,16,

3e. Nitsso2 K., Glletie V, sjóquis' J,: Eur. J. Immunol. 5, 51B,
1975.

39. ooata s.. Muramatsu T., Kobata A : J. Biochem, ?B, 68?,
i9,t5.

40. Peterson P, A., R.tsk L., Sege K. i tłsp.: Proc. Nat. Acad.
sci. UsA 72. |612, 79'15.

41. Ptesner T.: Scand. J. hmuno]. 5, 1097, 1076.

42, Porath J., Carlsson J., olsson r.: Nature 258" 59B, 19?5.

43. Ro17 A,, HoroDżtz o., saroD I.: J. Mol. Evol. B, 137, 1976.

44, sheehan J. c,, rless G, P.: J. Amer. chem, soc. 77, 1067,
t 955.

45. sinhd N. R., Liqllt A.: J, Bio1. chem. 250, 8624, 1975.

ą6. Sok-olDsklt M,: Methods ln Enzymo]ogy 34, 411, 19?4,

47, Szrensen N. B.: Biochem. Biophys. Res, commLln. 67, 883,,l975.

48. summaria L,, spitż F. l 1.r.)sp... J. Bio1. ehem. 251, 3693, 19?6.

49. Tanner M. J. A., Anstee D. J.: Biochem. J. 153, 265, 1976.

50, TfaDis J., BouJen J. i 1bsp,i Blochem. J. 157, 301, 1976.

57. van Etten R, L., saźni M. s.: Biochim. Biophys. Acta 4B4,
48,1 . 1917.

52. wille L. E.: clin. chim. Acta 71, B55, 1976.

53, wilson J. .E.: Blochem. Biophys. Iles. commun ?2, 816, 1976.
54. wiman B., wąllEn !'.: Thromlr. Res. 1, 213, 19?7.

Adres autora: doc. dr habil. Janusz Wiefcińskt, ul, Akadę-
micka 13, 20-934 tublin,


