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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  III 1957 Z ESZY T 3M

P Ä L  E LÖ D I

Über ein ige mit der K ristallisierung von Eiweissen  
Zusammenhängende Probleme*

Die K ristallisierung bietet die M öglichkeit Substanzen in reinem Zu
stand zu gewinnen. Die K ristallisierung und ihre M ethoden ergeben, ob
wohl es sich um chemisches V erfahren handelt, im Zusamm enhang m it den 
Eiweissen auch in biologischer H insicht beachtensw erte Tatsachen.

Die Bedeutung der kristallinen  Eiweisse ist vom biologischen Gesichts
punkt zweifelhaft, da ja Eiweiss in kristallinem  Zustand im  Organismus nur 
vereinzelt vorkom m t, wie z.B. das in pflanzlichen Kernen, im Aleuron 
anzutreffenden sog. K ristalloid oder das in gewissen Anäm iefällen sich 
in den roten B lutkörperchen kristallisierende reduzierte Hämoglobin. 
Deshalb will ich mich im  w eiteren m it einigen Eigentüm lichkeiten des 
durch Anw endung verschiedener Isolierungsverfahren gewonnenen, im 
kristallinen  Zustand befindlichen Eiweisses beschäftigen.

Die H erstellung von Eiweissen in kristallinem  Zustand gelangt zuerst 
H o f f m e i s t e r  im Jah re  1889, als er Eieralbum in aus Hühnereiweiss 
isolierte. Seither kennen w ir m ehr als hundert auf diese Weise herstellbare 
Eiweisse.

Die zur K ristallisierung von Eiweissen angew andten M etoden stimmen 
sämtlich darin  überein, dass die K ristallisation durch  die D ehydratations
w irkung erfolgt. Die D ehydratation lässt sich durch Salzlösungen verschie
dener K onzentration, m it wasserlöslichen Lösungsm itteln (Alkohol, Azeton 
usw.) oder durch Einstellung des isoelektrischen pH erreichen. Nach unse
ren  bisherigen K enntnissen sind die K ristallisierungsbedingungen ver
schieden. Bei einer gegebenen Salz- und Lösungsm ittelkonzentration sowie 
einem bestim m ten pH lässt sich im allgem einen nur ein gewisses Eiweiss 
k ristallin  herstellen. M it anderen W orten: die Q ualität des herstellbaren 
Eiweisses w ird durch das V erfahren bestim m t. W enn das Eiweiss in k r i
stallinem  Zustand hergestellt w erden kann, ist demnach auch seine Identi
fizierung leichter.

* B iochem isches In s titu t der U n g arisch en  A kadem ie  der W issenschaften , B udapest.
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242 P. ELÖ DI 12]

Ein anderer Vorteil der K ristallisierung bei den Eiweissuntersuchungen 
besteht darin , dass die Eiweisse nur in nativem  Zustand kristallisiert w er
den. Das kristalline Eiweiss bietet demnach gleichzeitig die G ew ähr dafür, 
dass die D enaturierung im Laufe des V erfahrens verm ieden w erden konnte.

Bei den chemischen V erfahren wendet m an die K ristallisierung zur 
Herstellung fester Substanzen in möglichst reinem  Zustand an. Durch 
m ehrm alige U m kristallisierung kann ein beträchtlicher Teil der Substan
zen von den sie verunreinigenden Begleitkom ponenten befreit werden. 
Auch bei einem Teil der Eiweisse w ird die R einheit de r P räpara te  durch die 
Um kristallisierung erhöht; im Hinblick auf die Labilität der Eiweisse be
steht indessen nicht in allen Fällen die M öglichkeit der häufigen U m kristal
lisierung ohne einer m ehr oder m inder grossen D enaturierung.

Bei der Reinigung der Eiweiisse durch U m kristallisation ergibt sich auch 
noch eine andere Schwierigkeit. Bekanntlich w urden bei gewissen P räpa
raten  z.B. Ferm enten, in kristallinen  P räp ara ten  verschiedene Ferm enta
k tiv itä ten  beobachtet. So z.B. bei dem Baranowskichen (3) kristallinen Aldo- 
lase-Präparat, welches über Gldzerophoisphat-Dehydrogenase-Aktivität ver
fügt, ferner bei dem kristallinen  Trypsin, das auch Esterase-A ktivität be
sitzt, w ährend bei der G lyzerinaldehydphosphat-D ehydrogenase (im wei
teren PGAD) Transazetylase- (11) und A cetyl-Phosphatase-Funktion (18) 
nachgewiesen w erden kann usw. Zur D eutung der Erscheinung gibt es zwei 
Möglichkeiten, die beide als gültig zu betrach ten  sind:

1. Bei einzelnen Eiweissen — Ferm enten — m uss ein p o l y f u k t i o -  
n e l l e r  C h a r a k t e r  angenommen w erden, d.h. das gegebene Ferm ent 
kann als K atalysator an verschiedenen R eaktionen teilnehm en. Hierzu ge- 
höhren Trypsin und PGAD.

2. Die Eiweisse können M i s c h k r i s t a l l e  bilden. Gewisse Eiweisse 
sind kristallographisch als isom orph zu betrachten , so dass infolge der 
K ristallisierung an de r G estaltung des K rista lls  m ehrere Eiweisse teil
nehm en können. Zu dieser G ruppe gehört z.B. die Baranowskische Aldolase. 
Die Aldolase lässt sich auch nach einer anderen Methode, nach Taylor und 
M itarbeitern (20) hersteilen, doch verfügt dieses P räp ara t nicht über Gly- 
zerophosphat-D ehydrogenase-A ktivität. Die erw ähnten Problem e hängen 
m it der Hom ogenität der Eiweisse zusammen. In  den letzten Jah ren  führten  
zahlreiche U ntersuchungen zu dem Ergebniss, dass w ir unsere Auffassung 
über den klassischen Begriff der Eiweisshom ogenität revidieren müssen. 
F rüher w urde das Eiweiss als homogen angesehen, welches m it Hilfe der 
Elektrophorese, durch die U ltrazentrifuge oder m it Löslichkeits- bzw. se
rologischen' M ethoden untersucht n u r eine K om ponente enthalt. Nach 
Anwendung der m it der Entw icklung der Biochemie eingeführten neueren 
M ethoden — Ionenaustausch-Chrom atographie, Teilungsanalyse (counter
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13] Ü B E R  K R IST A L L IS IE R U N G  VO N EIW E ISSEN 243

curren t) usw. — stellte es sich jedoch von zahlreichen derartigen, als k las
sisch homogen betrachteten  Eiweissen heraus, das sie in m ehrere Kom
ponenten geteilt werden können.

Bei den im klassischen Sinne als homogen betrachteten  Eiweissen sehen 
w ir dem nach die Erscheinung der M ikroheterogenität, was zu bedeuten hat, 
dass die Moleküle eines gegebenen Proteins nur statistisch als identisch an 
gesehen w erden und zwischen den M olekülen kleinere oder grössere U n ter
schiede bestehen können. Die in dieser H insicht in der letzten Zeit erzielten 
R esultate w urden von C o 1 v i n (4) zusammengefasst.

Laut H a u r o w i t z  (12) besteht ein  Eiweiss nur im idealen Falle aus 
völlig identischen M olekülen, ebenso vie „A rt” oder „reiner Stam m ” nicht 
identisch sind, sondern aus G ruppen sehr ähnlicher Individuen bestehen. 
E r hält es deshalb fü r zweckmässig, die Homogenität der Eiweisse nicht 
den klassischen chemischen, sondern b i o l o g i s c h  - c h e m i s c h e n  
A nforderungen entsprechend festzustellen und spricht daher von Protein- 
-Spezies oder Protein-Fam ilien. Die V ariation der individuellen Proteine 
innerhalb der G ruppe steht m it der Biosynthese der Eiweisse im Zusam 
m enhang.

Die M ikroheterogenität lässt sich auch m it kristallographischen M etho
den beobachten. P e r u t z und M itarbeiter (16, 17) ha tten  festgestellt, dass 
das reduzierte m enschliche Hämoglobin drei einander ähnliche K rista ll
form en hat. Die drei M odifikation können auch m it der Röntgendiffrak- 
tionsm ethode nachgewiesen werden. Von den drei anderen M odifikationen 
des Hämoglobins, dem Oxy-, Carboxy- und M ethämoglobin, kennen w ir 
weitere drei Formen. Nach unseren Beobachtungen (8) tr i t t  die Kom bina
tion der am Aufbau der A rgininphosphoferase (Abb. 1. a, b,) teilnehmen* 
den elem entaren Form en (sechseckiges Prism a, Bipyram ide und Basisflache) 
(Abb. 1. c,) nicht in gleichem Ausmass in Ercheinung; in gewissen Fällen

A bb. 1. c. K ris ta llfo rm en  von K reb sm u sk e l 
A rg in in p h o sp h o fe rase  (K om bination  der h e 
xag o n a len  B ipy ram id , P rism a  un d  B asisp la tte)

dom iniert die eine, in  anderen Fällen die andere Form. H a u r o w i t z  (13) 
verm ochte nachzuweisen, dass sich die K ristallform en des em bryonalen 
und postem bryonalen m enschlichen Hämoglobins unterscheiden.
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244 P. ELÖ DI [41

V orstehende Fälle des Polym orphism us kann m an als n a t ü r l i c h e n  
P o l y m o r p h i s m u s  bezeichnen, da seine U rsachen m it der S truktur, 
den Eigentüm lichkeiten oder dem  funktionellen  Zustand des M oleküls Zu
samm enhängen.

Eine andere Form  des Polym orphism us, m it der ich mich ausführlicher 
befassen möchte, ist der k ü n s t l i c h e  P o l y m o r p h i s m u s ,  fü r den 
ich einige Beispiele anführen will: B a r a n o w s k i  und M itarbeiter (3) 
gew annen die Aldolase — die sogenannte myogene Aldolase — aus K anin
chenm uskel in  Form  von Oktaedern. T a y l o r  und M itarbeiter (20) stell
ten  Aldolase un ter A bänderung der K ristallisationsbedingungen in  Form  
von Nadeln, sechseckigen P lättchen  und sechseckigen Bipyram iden her. 
W a r b u r  g und C h r i s t i a n  (21) aber isolierten aus R attenm uskel spin
delförmige Aldolase-Kristalle.

A s c h a f f e n b u r g  und D r  e w r  y (2) stellten von ihrem  /?-Lactoglo- 
bu lin -P räparat fest, dass je nach dem angew andten Isolierungsverfahren 
verschiedene Form en gewonnen w erden können. K e n d r e w und M itar
beiter (14, 15) konstatierten, dass die K ristallform  des aus einer gegebenen 
A rt isolierten Myoglobins auf der Isolierungsm ethode beruht. D urch A n
wendung einer ähnlichen M ethode lässt sich hingegen Myoglobin aus ver
schiedenen A rten  in übereinstim m ender K ristallform  isolieren.

Sehr in teressant sind die m it Lysozym durchgeführten  A rbeiten von 
A l d e r t o n  und F e v o 1 d (1). Sie gewannen das Lysozym in verschie
denen K ristallform en, teils durch V eränderung des pH der K ristallisierung, 
teils dadurch, dass sie durch  Zugabe verschiedener Anionen (Chlorid, Bro
mid, Jodid, N itrat, Carbonat) zur M utterlauge unterschiedliche Lysozym 
„Salze” herstellten.

Schliesslich will ich unsere eigenen einschlägigen U ntersuchungen kurz 
berühren . Bei der vergleichenden U ntersuchung der aus verschiedenen 
Säugetieren isolierbaren PGAD beschäftigten w ir uns aus m it den K ristal- 
lisierungsverhaltnissen des Ferm ents wobei w ir folgendes feststellten. (9 , 
19):

W ird das Ferm ent in Anw esenheit von A m onium sulfat m it 0,7 Sätti
gungsgrad bei schwach sauerem  pH kristallisiert, erscheinen anfangs Zwil
lingsform en, in Rosetten-, G arben- oder Fächerform  angeordnet. W erden 
diese Substanzen längere Zeit hindurch im  K ühlschrank ruhig gelagert, 
können diese Form en erhalten  bleiben, ja auch w eiter wachsen (Abb. 2).

Abb. 1. a, b. A rg in in p h o sp h o ferase  au s  K reb sm u sk e l (P o n tam b iu s f luv ia tilis) 
A bb. 2. S äu g em u sk e l PGAD. Z w illingsfo rm en  bei schw ach  sau e ren  ipH (5,8— 6,0) (aus 

K a n in ch en - und  S chw einm uskel)
A bb. 3. S äugem uske l PG A D . P rism afo rm en  bei schw ach  sau e ren  pH  (5,8—6,0) au s K a 

n in ch en - u n d  R indm uskel)
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U B E R  K R IST A L L IS IE R U N G  V O N  EIW E ISSE N 245

Um eine bessere A usbeute zu erzielen, pflegten w ir jedoch die M utterlau
ge w ährend der Isolierung nach dem  Erscheinen der K ristalle  bei Zim 
m ertem peratu r zu zentrifugieren, wobei die In itialform en verschw anden 
und sich s ta tt dessen längliche Prism aform en bildeten  (Abb. 3). Diese lassen 
sich ohne besonderen Eingriff nicht in die ursprünglichen Form en zurück 
gestalten. Geben w ir zur M utterlauge irgendeine SH -Substanz (z.B. Cy
stein), ein R eduktionm ittel (Askorbinsäure) oder KCN, gewinnen w ir durch 
U m kristallisation den ursprünglichen Form en ähnliche Zwilligsformen 
(Abb. 4). Ähnliche perm anente Form en erhalten  wir, w enn w ährend der 
Isolierung 0,001 M Ä thylendiam intetraazetat zur Anw endung gelangt 
(Abb. 5).

Aus dem  Gesagten darf geschlossen werden, dass PGAD im  Laufe der 
Isolierung oxydativ  um gew andelt wird. Die oxydierte Form  weist andere 
K ristallgebilde auf als die reduzierte. Der Prozess ist reversibel, durch 
W ahl entsprechender Bedingungen lassen sich die Form en unbeschränkt 
ineinander um gestalten.

Unsere Beobachtungen über die K ristallisation w urden auch durch an 
dere Untersuchungsergebnisise gestärkt. Die PG A D -A ktivität ist nämlich — 
w enn w ir die P rism enform  untersuchen — nur in Anw esenheit von Reduk
tionsm itteln  (Cystein, G lutathion, Thioglykolisäure, KCN, A skorbinsäure 
usw.) 10'0%-ig. Es bestehen auch D ifferenzen zwischen dem M olekularge
wicht, den serologischen Eigentüm lichkeiten usw. der oxydierten und re 
duzierten Form en (6, 7). M an kann feststellen, dass die erw ähnten U nter
schiede in  der K ristallisierung m it dem funktionellen Zustand des Ferm en
tes Zusammenhängen.

Das pH hat auf die Entw icklung der K ristallform en ebenfalls Einfluss. 
Das Protein  verm ochten w ir nicht nur in den erw ähnten, in  schwach saue
rem  M edium gewonnenen Form en, sondern auch in  schwach alkalischem  
M edium (pH 8,3 — 8,5) zu kristallisieren. Zu Beginn der K ristallisation 
entstanden in diesem Falle — unabhängig vom U rsprung des untersuchten 
Ferm entes — aus Säugerm uskel erst K ristallanhäufungen (Abb. 6), die spä
ter zur rhom benform igen P lättchen  zerfielen (Abb. 7). Neben diesen gewan
nen D e v e n y i  und M itarbeiter (5) in  stärker alkalischen M edium (pH9)

Abb. 4. R ed u z ie r te  PG A D  aus R in d m u sk e l in  der A n w esen h e it von C ystein , K CN  bzw .
A sk o rb in säu re

A bb. 5. P e rm a n e n te  Z w illingsfa rm e au s  K an in ch en m u sk e l. Iso lie r t m it A n w en d u n g  von
0,001 M Ä th y le n d ia m in te tra a c e ta t (V eraene)

Abb. 6. S äu g em u sk e l PG A D  in  schw ach  a lk a lisch em  M edium  (p H  8,3—8,5) (aus
Schw einiem uske!)

Abb. 7. R hom bförm ige  P lä ttc h e n  in  schw ach  a lk a lisch en  p H  (8,3—8,5) (PGAD aus
Schw einm uskel)

Abb. 8. S p in d e lfo rm en  in  s tä rk e r  a lk a lisch em  M edium  (pH 9) (PGAD aus R indm uskel)
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246 P . ELÖ DI [6]

Spiindelformen (Abb. 8), in stärker sauerem  M edium (pH5) garbenförm ige 
Kristalle.

Die letzgenannten Beispiele zählen zur G ruppe des künstlichen P o 
lymorphism us. Die verschiedenen K ristallform en kom m en durch V erän
derung der K ristallisierungsbedingungen zustande. Die Erscheinung des 
künstlichen Polym orphism us b iete t uns die M öglichkeit zu einigen Be
m erkungen über den K ristallisationm echanism us der Proteine. Die U n
tersuchung der K ristallform en der Proteine erfolgt durch  zahlreiche um fan
greiche Forschergruppen ( A s t b u r  y,  B e r  n a 1, B r  a g g, C o r  e y, 
C r o w f o o t ,  P a t t e r s o n ,  P a u l i n  g, P  e r u t z u.a.). Die A rbeit ist 
ausserordentlich schwierig und kom pliziert. Die R öntgenstruk turun ter- 
suchungen dieser G ruppen befassen sich indessen vor allem  m it dem A uf
bau der bereits entw ickelten Gebilde. Über den Prozess der Enstehung der 
K ristalle wissen w ir jedoch n u r wenig. Auf G rund obiger Angabe w ill ich 
darzusitellen versuchen,, wie die Entw icklung des EiweisskristalLs vor sich 
geht.

Einleitend erw ähnte ich bereits, eine gemeinsame Eigenheit des K ri
stallisationsverfahrens bestehe darin , dass die Eiweissm olekülen dehydra- 
tie rt werden. Die D ehydratation hat zur Folge, dass der D urchm esser der 
die einzelnen Seitenketten umgebenden, gleichsam eine Schutzw irkung 
ausübenden W asserhüllen abnim m t. Zwischen den ih re r schützender Wa.s- 
serhülle beraubten  Seitenkettengruppen können Beziehungen zustande 
kom men, die zur Aggregation der einzelnen M oleküle führen. Die Stabili
tä t der zwischen den M olekülen entstandenen Beziehung kann  in einzelnen 
Fällen so gross sein, dass sich K ristalle bilden.

Im Zusam m enhang m it diesem kurz angedeuteten Prozess ergeben sich 
verschiedene Problem e. Es muss festgestellt werden, dass sich das Eiweiss- 
k ristall von den K ristallen  anderer Substanzen nicht grundsetz,lieh u n ter
scheidet: in R öntgendiffraktionsuntersuchungen w urde erm ittelt, dass die 
K rista lls truk tu r auch hier aus M assenpartikelchen besteht, die sich in  be
stim m ten Punkten  und Ebenen des Raum es entsprechend, orientieren. Eine 
Abweichung zeigt sich darin, dass die Proteine kein grosses K ristallisie
rungsbestreben aufweisen, und die A dhäsionskraft der M oleküle ebenfalls 
verhältnism ässig gering ist, so dass die EiweisSkristalle wenig stabil sind 
und nur in der M utterlauge längere Zeit hindurch aufbew ahrt w erden kön
nen, bei der A ustrocknung jedoch zugrunde gehen. Schliesslich verm ochte 
m an die Eiweisse bisher nu r in  Form  von M ikrokristallen herzustellen, was 
bei den Röntgen- und polarisationsoptischen U ntersuchungen einen ernst
haften Nachteil bedeutet.

Der M echanismus der E inw eisskristallisierung w urde durch die V er
suche, die durch  V eränderung des Milieus zu abweichenden K ristallfor-
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{71 U BER  K R IST A L L ISIE R U N G  VON E IW EISSEN  247

m en füh rten , einer K lärung nähergebracht. W ir hatten  vorstehend ange
nom m en, die K ristallbildung finde in der Weise sta tt, dass durch den 
Zusam m enschluss einzelner Seitenketten supram olekuläre E inheiten  en t
stehen. Die Veränderung des M ediums beeinflusst den Zustand der Seiten
ke tten  und  bestim m t, welche Seitenketten in aktiven (dissozierten) Zu
stand gelangen und welche zur H erstellung der Beziehungen ungeeignet 
werden.

Die Situation w ird w eiterhin  noch durch den Um stand kom pliziert, 
dass die V erhältnisse des Mediums nicht nur auf die in term olekularen Be
ziehungen zwischen den Eiweissen eine W irkung ausüben, sondern auch 
die intram olekülaren Bindungen, die räum liche O rientation des einzelnen 
Eiweissmoleküls, das V erhältnis zwischen den verschiedenen Seitenketten- 
gruppen und das D rehungsgrad (foillding coiling) der Eiweissmoleküle 
beeinflussen. Die globulären Eiweissmoleküle können sich zu sehr vielen 
Form en krüm m en. Bei gleicher Am inosäurenzusam m ensätzung und Se
quenz kann  sich daher die Oberfläche ausserordentlich variabel gestalten, 
d.h. die K onfiguration des Eiweissmoleküls das Zustandekom m en der in- 
term olekülaren Bindungen beeinflussen. In der Entwicklung d e r Zusam 
m enschlüsse, der das K ristall zusam m enhaltenden G itterk räfte  sind sehr 
variable M öglichkeiten gegeben, d.h. die Bildung des K ristalls w ird durch 
viele U m stände beeinflusst. W ahrscheinlich ist eis darauf zurückzuführen, 
dass die H erstellung der K ristalle  nu r un ter sehr genau bestim m ten Be
dingungen möglich ist.

Abb. 9. B ildung  der E iw e issk ris ta lle  (schem atisch)

Die hier dargelegte Hypothese weist m it Aschauungen F r e y - W y s s -  
1 i n g  s (10) über die S tru k tu r des Protoplasm as gewisse gem einsam e Züge
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auf. Ein U nterschied besteht jedoch darin , dass m an sich im Protoplasm a — 
ieils im Hinblick auf den dynam ischen Zustand der die Zelle aufbauenden 
Elem ente, teils m it Rücksicht auf den hohen W assergehalt des P ro toplas
m as — eine ständige interm olekulare Bindung zwischen den Eiweissmo- 
lekulen selbst tem porär nicht vorstellen  kann, w ährend diese Möglichkeit 
innerhalb  der als statisch zu betrachtenden E iw eisskristalle gegeben ist.

Die Bildung der E iw eisskristalle ist in Abb. 9. auf G rund der Erschei
nung des Polym orphism us schem atisch v e ra n sc h a u lich t. Als Beispiel 
w ählten  w ir die in schwach saueren bzw. schwach alkalischen Medium w ah r
nehm baren PGAD-Formen. Die Eiweissmoleküle stellten w ir vereinfacht 
a ls Kugel dar, an deren Oberfläche sich in allen R ichtungen des Raumes 
verschiedene Seitenketten  befinden. Bei der im schwach saueren M edium 
entstehenden Form  ist anzunehm en, dass sich Seitenketten  m iteinander 
verbinden, die zusam m en einen rechten Winkeil bilden. In einer Richtung 
des Raumes besteht daher eine sehr ausgeprägte K ristallisationstendenz, 
wodurch in dieser verlängerte Prism en zustande kommen. Bei der anderen 
Form  bilden nicht säm tliche Bindungen einen rechten W inkel, wodurch die 
rhom benform igen P lättchen  entstehen.

Auf G rund vorstehender A usführungen glaube ich, dass es auch durch 
derartige  verhältnism äsig einfache M ethoden und U ntersuchungen gelin
gen kann, den kom plizierten Eigentüm lichkeiten der E iw eisskristalle nä
herzukom m en und gewisse Fragen im  Zusam m enhang m it den funktionel
len und strukturellen  Eigenheiten der Proteine zu klären.

Zusammenfassung
Auf G rund der polym orphen Eigenschaften der E iw eisskristalle w urde 

versucht, einige Eigentüm lichkeiten der Proteine und den Entw icklungs
prozess der E iw eisskristalle zu klären.

D er Polym orphism us lässt sich bei den Eiweissen auf zwei Ursachen 
zurückführen. Der natürliche Polym orphism us hängt einerseits m it dem 
funktioneilen  Zustand der Proteine, anderseits m it dem Phänom en der 
M ikroheterogenität zusammen. Der künstliche Polym orphism us steht in 
Beziehung zu den Isolierungsbedingungen der Eiweisskristalle. Auf dieser 
G rundlage dürfte  die Entstehung der E iw eisskristalle auf folgendem Me
chanism us beruhen:

1. Auf W irkung des dehydratierenden Agens verringert sich die die 
Seitenketten  schützende H ydrathülle, und die Seitenketten w erden zur 
H erstellung in term olekularen V erbindungen geeignet.

2. Es hängt von der Zusam m ensetzung des M ediums ab, welche Seiten
k e tten  in term olekulare Bindungen zustande bringen können; die V erbin
dung entsteht zwischen den in aktivem  Zustand befindlichen Gruppen.
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3. D urch die B indungen entw ickeln sich die, das K rista llg itter zusam 
m enhaltenden K räfte, es entsteht das K ristall.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

TOM  III 1957 ZESZY T  3/4

R Y S Z A R D  W I K T O R  S C H R A M M

Chromatografia bibułow a barw ików  chloroplastów

I. Rys historyczny
Chrom atografia, jedna z najpowszechniej dzisiaj stosowanych na świe- 

cie m etod analitycznych, zawdzięcza swoje powstanie i rozwój badaniom  
nad barw ikam i roślinnym i. Ich ogromne znaczenie w  świecie organicznym, 
a równocześnie w ielka labilność i związane z tym  duże trudności w roz
dziale i identyfikacji poszczególnych barw ików  a naw et grup barwików 
roślinnych zmuszały badaczy do szukania nowych, delikatnych i skutecz
nych m etod analizy.

Pierwsze próby zastosowania zjawisk kapilarnych do analizy wskazy
wały raczej na rozwój chrom atografii bibułowej. Początków ich należy szu
kać w pracach R u n g e g o  (37, 38) a następnie S c h o e n b e i n a  (41), 
a zwłaszcza jego ucznia G o p p e l s r o e d e r a ,  tw órcy tzw. analizy k a 
pilarnej (12,13, 14,15,16,17). Zasada analizy kapilarnej polegała na adsorp
cji substancji znajdującej się w roztworze na pasku bibuły zanurzonym  
jednym  końcem do tego roztworu. W -stosunku do obecnej chrom atografii 
bibułowej metoda ta różni się tym, że rozdział barw ików następuje wprost 
z roztworu, bez udziału specjalnego rozwijacza. Początkowo G o p p e 1 s- 
r o e d e r nie pracował też w naczyniach zam kniętych, w atm osferze na
syconej param i rozpuszczalnika; dopiero pod koniec swoich prac stosował 
zam knięte kam ery, bardzo podobne do n iektórych typów obecnie używa
nych kam er chrom atograficznych. Na skutek ekstrakcji alkoholem G o p -  
p e l s r o e d e r  otrzym yw ał w roztworze równocześnie barw iki soku ko
mórkowego (antocyjany, filawony itp.) oraz barw iki plastydowe (chlorofile 
i karotenoidy), co również zaciemniało mocno obraz.

M. S. C w i e t ,  uważany za właściwego twórcę chrom atografii, opraco
wał swoją metodę kolumnowej chrom atografii adsorpcyjnej, używaną do 
dziś w zasadniczo nie zmienionej formie, dla rozdzielenia barw ików chloro
plastów (7, 8 , 9). C w i e t znał prace G o p p e l s r o e d e r a  i częściowo je 
powtarzał; podkreślał on trudności w ynikające ze swobodnego odparow y
wania alkoholu i odrzucał działanie zjawiska adsorpcji w analizie kap ilar
nej, co według obecnych danych, szczególnie w odniesieniu do chrom ato
grafii bibułowej barw ików  chloroplastów, nie jest w pełni słuszne.

[251]
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Ale i metoda C w i e t a nie prędko zyskała uznanie. Zainteresow ali się 
nią co praw da badacze chlorofilu, a przede wszystkim  R. W i l l s t a t t e r ,  
jednakże do badań iswoich użył on niefortunnym  przypadkiem  jako adsor
bentu węglanu wapnia, na którym  chlorofil ulega rozkładowi. Spowodo
wany tym  b rak  odpowiednich wyników, poparty ogromnym autorytetem  
W i l l s t a t t e r  a, przesądził na przeszło 20 lat o niepowodzeniu m etody 
chrom atograficznej, k tóra poszła w zapomnienie. Sam W i l l s t a t t e r  
próbow ał ją jeszcze zastosować w swoich badaniach nad enzymami (56), 
jednak i tym  razem bez poważniejszego rezultatu.

Pełny renesans i rozwój m etody chrom atografii kolumnowej przynio
sły dopiero znowu badania nad barw ikam i chloroplastów — karotenoidam i 
prowadzone przez szkołę szwajcarską (R. K u h n ,  E . L e d e r e r ,  A. W i n -  
t e r s t e i n ,  P.  K a r r e r  i i .  od 1931 r.). Od tego czasu chrom atografia 
wkroczyła na dobre do pracowni, szczególnie biochemicznych, jako piękna, 
subtelna i prosta metoda analityczna, dająca wyniki tam , gdzie zawodzą 
inne m etody chemiczne i fizyczne. Była też z powodzeniem używana do 
rozdziału barw ików chloroplastów (47, 43 i i.).

Analiza kapilarna, niemal zarzucona w tym  okresie, od czasu do czasu 
oddawała jednak pewne usługi. W r. 1927 K y 1 i n  (25) przy  jej pomocy w y
kazał obecność chlorofilu c (chlorofucyny) i fukoksantyny w brunatnych  
algach.

Bibuły jako absorbenta w m etodzie chrom atograficznej użył znowu 
W. G . B r o w n  (4) do rozdzielania barw ików  chloroplastów. Zmodyfikował 
on znacznie metodę kapilarną z której wyszedł, używając krążków  bibuły 
umieszczonych między dwiema płytkam i szklanymi, z których górna miała 
w środku otwór. Przez ten  otwór wprowadzał na bibułę wyciąg barw ików 
chloroplastów w dwusiarczku węgla oraz w dalszym  ciągu czysty dw usiar
czek węgla jako rozwijacz. Otrzym ał dobry rozdział karotenoidów  oraz 
chlorofili a i b w postaci typowego chrom atogram u krążkowego. Jego mało 
znana ciekawa praca stanowi bezpośrednie ogniwo przejściowo od m etody 
kapilarnej do chrom atografii bibułowej w ścisłym tego słowa znaczeniu 
i jest pierwszą próbą zastosowania chrom atografii krążkowej.

Zastosowanie bibuły w kapilarnej analizie adsorpcyjnej barw ików  oma
wiał również obszernie R. L i e,s e g  a n g  (27, 28). Tymczasem jednak poja
wiła się właściwa chrom atografia bibułowa w zastosowaniu do analizy 
aminokwasów (6), początkowo jako m odyfikacja rozdzielczej chrom ato
grafii kolumnowej (33), w krótce rozrastając się niebyw ale jako specyficzna 
m ikrom etoda analityczna.

Początkowo chrom atografia bibułowa nie znalazła zastosowania w ana
lizie barw ików plastydowych. Dopiero w r. 1949 jeden z najw ybitniejszych
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specjalistów w dziedzinie analizy chrom atograficznej, a «równocześnie zna
ny  badacz chlorofilu, H. H. S t r  a i n wspomina, że przy pomocy uwodnio
nego etanolu można rozdzielić na bibule chlorofile i ksantofile (50). Jednak 
że już w parę lat później niem al równolegle ukazuje się niezależnie od sie
bie kilka prac na tem at chrom atografii bibułowej barwików chloroplastów.

Chronologicznie pierwszym i są doświadczenia L. M a r k u s a ,  wyko
nane w roku 1950, referow ane w lu tym  1951 na sesji Podsekcji Biologicz
nej IV. Sekcji W ęgierskiej Akadem ii Nauk (31), a ogłoszone drukiem  
w 1952 (32). M a r k u s  prowadził szczegółowe badania nad rozdziałem  
ekstraktów  acetonowych barw ików plastydowych z pomidorów (Solarium  
Lycopersicum ) i szpinaku (Spinacea oleracea) m etodą w stępującą i zstę
pującą używając ośmiu gatunków  bibuły (niemiecka, szwedzka i węgierska) 
oraz k ilkunastu rozwijaczy. Z bibuł najlepszą okazała się Schleicher & 
Schiill 602, niewiele ustępowała jej także bibuła M achery-Nagell 640d. 
Do rozdzielania używał e teru  naftowego, benzyny, benzenu, cykloheksanu, 
chloroform u, m etanolu, n-butanolu, cykloheksanolu, eteru i acetonu, uży
wając m ieszanin dwóch lub trzech rozpuszczalników w różnych stosunkach. 
Najlepszym i okazały się m ieszaniny benzyna: aceton: m etanol =  30: 1: 0,03, 
benzyna: aceton: n-butanol =  20: 1: 0,3, benzyna: aceton: benzen =  40: 2: 1, 
e te r naftowy: aceton =  30: 1 oraz e ter naftowy: aceton: toluen =  20: 1: 1. 
P rzy  użyciu rozpuszczalników z eterem  naftowym  nie występowała plam a 
feofityn, natom iast rozpuszczalniki zaw ierające benzynę dawały w yraź
nie oddzieloną jedną plam ę feofityn. Kolejność rozdzielonych barw ików  
była we wszystkich przypadkach następująca licząc od czoła chrom atogra- 
mu: karoten, feofityna, ksantofil, chlorofil a, chlorofil b. Barwiki były  iden
tyfikow ane przy pomocy równoczesnej kontrolnej chrom atografii bibułowej 
czystych frakcji otrzym anych przez rozdział chrom atograficzny na kolum 
nie z cukrem  jako absorbentem , oraz spektroskopowe. Nie podaje żadnych 
oryginalnych zdjęć ani rysunków , tylko schematyczne. Ciekawa ta praca, 
ogłoszona po w ęgiersku (z krótkim i tylko streszczeniam i w języku rosy j
skim, angielskim i niemieckim) w pierwszym  num erze nowopowstającego 
pisma, pozostała niemal zupełnie nieznana i do w yjątków  w litera tu rze  na
leży cytow anie jej naw et przez najpow ażniejszych znawców tem atu; nie 
podaje jej naw et tak  specjalny podręcznik jak  L i n s k e n s  (30).

Na krótko przed w ydaniem  pełnego tekstu pracy M a r k u s a  ukazał 
się a rtyku ł L. B a u e r  a (3), stanowiący podstaw ę wielu późniejszych prac 
i na ogół uważany za pierwszą poważną pracę z dziedziny chrom atografii 
bibułowej barw ików  plastydowych. B a u e r  rozdzielił barw iki liści trzy 
krotki (Tradescantia albiflora.) na bibule Schleicher & Schiill 2043 b suszo
nej przed użyciem w 105°. Stosował chrom atografię w stępującą jedno 
i dw ukierunkow ą, nanosząc barw iki w postaci surowego roztworu wyciś

http://rcin.org.pl



254 R. W. SCHRAM M [41

niętego z liści. W metodzie jednokierunkow ej z kilku prostych rozwijaczy 
najlepsze wyniki dawał m onochlorobenzen oraz — nieco gorsze — toluen; 
inne rozdzielały słabo. W m etodzie dwukierunkow ej na arkuszach bibuły
o rozm iarach 1 0 X 10 cm i większych, stosował B a u e r  dwie różne m ie
szaniny rozpuszczalników: I — benzyna specjalna (bliżej nie określona, 
nie podana naw et t. wrzenia): e ter naftowy: aceton =  10: 2,5: 2, II — ben
zyna specjalna: eter naftowy: aceton: m etanol =  10: 2,5: 1: 0,25; ta druga 
mieszanina na chrom atogram ach jednokierunkow ych dawała tylko w ięk
sze Hf chlorofili niż m ieszanina I, pozostałe barw iki rozwijała b. podobnie. 
O trzym ał następujący rozdział barw ików  (mniej więcej po przekątnej, li
cząc od czoła chrom atogram u): karoteny, feofityna a, ksantofil, feofityna b, 
chlorofil a, ksantofil-epoksyd (?), chlorofil b, nieznany (karotenoid), oraz 
produkty rozkładu chlorofilu (chlorofiliny) na miejscu nałożenia m ateriału. 
Zam iast eteru naftowego w obu mieszaninach używał B a u e r  również 
monochlorobenzenu lub toluenu, co powoduje pewne przesunięcie na chro- 
m atogram ie plam  barw ików  chlorofilowych w stosunku do karotenoidów.

Rys. la . C h rom atog ram y  jed n o k ie 
ru n k o w e

A  — m e ta n o l, B  — m on  och lo irob en zen , 
C — to lu en , D  — m ie sza n in a  I, E  — 
m iesza n in a  II, l  — k a ro ten , 2 — k sa n 
to fil, 3 — k s a n to f il-e p o k sy d  (?), 4 — ?, 
5 — q h lotfofil a, 6 — c h la r o f il  b. 

B a u e r  (3)

Rys. lb . C h rom atog ram  d w u k ie ru n k o 
w y b a rw ik ó w  liści Tradescantia  albi-  

j lora
1 — k aro ten , 2 — k sa n to f il,  3 — k s a n to f il-  
e p o k sy d  (?), 4 — ?, 5 — e łio r o fil a, 6 — 
c m a r o fii b, 7 — feo fijty n a , a , 8 —  f e o f it y 
n a  b, 9, 10 — c h lo r o f ilin a  a, b. B a u e r  (?)

W tym  samym niemal czasie opublikował wyniki swoich badań M . A s a -  
m i (2), k tóry , nie znając poprzednio omówionych prac, opisał swoją m e
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todę bardzo szczegółowo. Jako  m ateriału  używał liści koniczyny białej 
(Trifolium  repens), z k tórych ekstrahow ał barw iki m ieszaniną metanolu 
i acetonu 3:1 w ciemności i niskiej tem peraturze. Stosował chrom atografię 
w stępującą na bibule Toyo 50 (do chrom atografii). Spośród bardzo wielu 
zbadanych przez niego prostych rozwijaczy najlepsze wyniki dawały wę
glowodory arom atyczne oraz czterochlorek węgla, i to zarówno bezwod
ne jak  i nasycone wodą. O trzym ał na chrom atogram ie rozdział następują
cych barwików: 3 karotenowce (karoten i 2 ksantofile), chlorofil b, chlo
rofil a oraz brunatno-zielone plam y produktu rozkładu barwików na m iej
scu naniesienia m ateriału. W przypadku użycia toluenu (bezwodnego i na
syconego wodą) i bezwodnego ksylenu występowały zawsze po 2 plamy 
chlorofili a i b. Nie podaje obrazu chrom atogram u, tylko tabelę z w arto
ściami Rf (dla 100 ¡ig nanoszonej substancji, t =  15 — 22°).

A s a m i  badał również zależność pomiędzy wartością Rf a czasem 
rozwijania chrom atogram u i ilością barw ika. Stwierdził, że karotenoidy 
ulegają rozdziałowi na bibule m niej więcej zgodnie z zasadami chrom ato
grafii rozdzielczej (wielkość Rf niezależna od czasu rozwijania i ilości ba r
wika), natom iast chlorofile, rozw ijane z początku szybko, po pewnym  cza
sie zw alniają tem po posuwania się za frontem  rozpuszczalnika, a w końcu 
zatrzym ują -się na pewnej wysokości mimo dalszego przesuwania się czoła 
rozpuszczalnika. Szybkość przesuwania się plam  chlorofili i wartość Rf 
jaką ostatecznie osiągają są mniej więcej proporcjonalne do stężenia b a r
wika, co przem awia raczej za chrom atografią adsorpcyjną.

G r a n g a u d  i G a r  c i a (18) rozdzielili przy pomocy chrom atografii 
wstępującej na bibule W hatm an 1, stosując jako rozwijacz eter naftowy, 
barw iki karotenoidow e kwiatów Tecoma radicans; otrzym ali rozdział czte
rech barw ików : 2 żółte i 2 czerwone, z których jeden został zidentyfikowany 
jako kapsanton.

S p i t e  r  i i N u n e z  (46) badając związki lipofilne rozdzielili na b i
bule chlorofile i karotenoidy, używając m. i. jako fazy ruchomej alkoholi: 
metylowego, etylowego i propylowego, zaś jako fazy stacjonarnej trójgli- 
cerydów oraz chloro- i brom onaftalenu. Żadnych wyników otrzym anych 
na bibule nie podają. Stosując w dalszym ciągu chrom atografię kolumnową 
do rozdziału barw ików „surowego chlorofilu” (36) otrzym ali 8 pasm  barw 
nych, z tego 5 zielonych, co świadczy że w toku pracy chlorofile uległy du
żym zmianom.

Dw ukierunkową chrom atografię bibułową zastosowali znowu L i n d ,  
L a n e  i G l e a s o n  (29); opierali się oni w zasadzie na pracy B a u e r a ,  
nie znając wyników M a r k u s a ,  ani  A s a m i ’e g o .  Rozdzielali barw iki 
liści soi (Soia hispida) na arkuszu bibuły W hatm an 1 o boku 23 cm prze
m ytej w eterze naftowym , przy czym przy pierwszym rozwijaniu stoso-

2 P o s tę p y  B io c h e m ii
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wali kolejno 3 rozwijacze. K rótkie użycie acetonu miało za zadanie zagęścić 
naniesione w postaci okrągłej plam y barw iki do wąskiego paska; następnie 
przy pomocy eteru naftowego oddzielali karoteny od chlorofili i wreszcie 
przy pomocy l°/o roztworu n-propanolu w eterze naftow ym  przeprowadzali 
pełne rozwinięcie chrom atogram u w jednym  kierunku. W drugim  kierun
ku rozw ijali m ieszaniną eteru naftowego i chloroform u 75: 25 otrzym ując 
w rezultacie rozdział barwików przedstaw iony na rys. 2 .

Niezupełnie zadowalające wyniki rozdziału barw ików m etodami opi
sanymi powyżej skłoniły badaczy do szukania sposobów ich ulepszenia.

S t r a i n (51) w  swoich badaniach zastoso
w ał bibułę (Eaton-Dikem an 301) im pregno
waną 10%  roztworam i wodnym i ilub m e
tanolowymi związków poliwodorotleno- 
wych jak glicerol i sorbitol, aby zapobiec 
dehydrancji bibuły oraz sorpcji barw ika na 
włóknach, stw arzając tym  samym w arunki 
bardziej odpowiadające czystej chrom ato
grafii rozdzielczej. Jako  rozwijacza używał 
eteru naftowego 4- 0,5% n-propanolu, 
otrzym ując ładny rozdział barwików.

Na bibule nie rozdzielały mu się karo te
ny oraz luteol i zeaksantol, k tó re  np. roz
dzielają się na tlenku magnezu (49). 
S t r  a i n stosował również chrom atografię 
bibułową z odwróceniem faz, nasycając 
bibułę 5% roztworem  wazeliny w eterze 
naftowym  i rozwijając chrom atogram  80% 
metanolem , jednak w yniki otrzym ane tym  

ek str a k tu , 2 — ?, 3 — c h lo r o fil  b, sposobem nie były  lepsze.
4 — c h lo r o fil  a, 5 — k sa n to f iie , 6 — ? Inną drogą poszedł D o u i n (10). Zba-
'f lu o ry zu ją cy ), 7 — ikaretony . L i n d ,

L a n e ,  G i e a s o n  (29) dawszy szereg rozwijaczy prostych zatrzy
mał się na m etanolu analizując szczegółowo 

jego działanie jako rozwijacza w naczyniu zam kniętym  (w atm osferze na
syconej param i m etanolu) oraz w naczyniu całkowicie i częściowo otw ar
tym. W rezultacie doświadczeń skonstruował specjalny cylinder chrom a
tograficzny 20 cm długości 4,5 cm średnicy z 36 symerycznie rozmiesz
czonymi otworam i o średnicy 2 mm, dzięki k tórym  nasycenie param i a t
m osfery w ew nątrz cylindra n ieb y ło  pełne. W swojej pracy używał bibuły 
D urieux 147, która dawała lepsze rezultaty  niż bibuły W hatm ana, nasy
conej wilgocią w granicach 8 — 15% (przez zawieszenie na 3 — 4 godziny 
w zam kniętym  słoju zaw ierającym  na dnie trochę wody, w t. 5°). D o u i n

Rys. 2. C h ro m ato g ram  d w u k ie 
run k o w y  b a rw ik ó w  liści Soia h i 

spida

1 — p la m a  n a  m ie jsc u  n a ło ż en ia
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podkreśla znaczenie odpowiedniego uwodnienia bibuły dla dobrego roz
działu m ieszaniny barw ików przy pomocy stosowanej przez niego me
tody. Barwiki ekstrahow ał w t. ok. 5° acetonem, przem ywał wodą z do
datkiem  siarczanu amonu i podejmował eterem ; roztwór barw ików na
nosił na pasek bibuły w postaci smugi otrzym ując na chrom atogram ie 
poszczególne barw iki w postaci pasm na całą szerokość paska. Otrzym ał 
następujący rozdział barwików: 2 lub 3 ksantofile (w zależności od ga
t unku rośliny), chlorofil b, chlorofil a oraz karoteny (jako jedną smugę); 
czasami między chlorofilami a karotenam i pojaw iała się smuga szarawa 
(feofityny?).

I

1

2

■3

■4
-5

-6

■ 7
Rys. 3 Rys. 4 Rys. 5

Rys. 3. C h ro m ato g ram  jed n o k ie ru n k o w y
1 — k a ro te n y , 2 — Luteod-zeaksamfcol, 3 — c h lo r o fil, a, 4 — w iiolaksanitol, 5 — ch lo r o fil b, 6 —

neoksam toi. S t r  a i n  (51)

R ys. 4. C h ro m ato g ram  jed n o k ie ru n k o w y  b a rw ik ó w  liśc i Tilia silvestris
1 — iksamtofil, 1, 2 ksaartofil 2, 3 — c h lo ro fil, b, 4 — c h lo r o fil,  a, 5 — k a r o te n  D o u  i  tn (10)

Rys. 5. C h ro m ato g ram  jed n o k ie ru n k o w y
l  — ch lo r o fil b, 2 — c h lo r o f il  a, 3 — ep o k sy d , 4 luteiina, 5 — feofiityn a  b, feofiityma a, 7 — k a 

r o te n y . i S i r o n w a l  (45)

C. S i r o n v a 1 opierał się w swoich pracach na metodzie B a u e r a ,  
którą poddał pewnym  drobnym  modyfikacjom. Rozdzielał barw iki chloro
plastów bądź to z rozgniatanych wprost na bibule krążków świeżej tkanki 
liściowej (44), przy czym jednorazowe naniesienie m ateriału  obejmowało 
4 — 6 krążków  o powierzchni 0,25 cm 2 każdy, bądź z ekstrak tu  acetonowego 
(45), stosując chrom atografię zstępującą w słoju nasyconym param i eteru
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naftowego oraz używając jako rozwijacza zmodyfikowanego roztw oru I 
z m etody dwukierunkowej B a u e r a  o składzie benzen: eter naftow y lek
ki: aceton =  10: 2,5: 2. Rozdzielając barw iki świeżej tkanki otrzym ał na- 
chrom atogram ie (licząc od czoła rozpuszczalnika): karoteny (nie rozdziela
jące się), 2 lub 3 (w zależności od rodzaju m ateriału) dobrze rozdzielone 
ksantofile, chlorofil a i chlorofil b. Z ekstraktów  acetonowych poza w y
m ienionym i rozdzielał również feofityny, powstające już to sam orzutnie 
w czasie preparatyki w kwaśnych ekstraktach naturalnych  (np. z m łodych 
liści Pélargonium), bądź też przy dodaniu drobnych ilości kwasu do suro
wego roztworu. W dostatecznym  stężeniu feofityny widoczne są jako plam y 
barw ne, w mniejszym w ystępują dopiero w  świetle UV.

Poszczególne barw iki chlorofilowe oznaczał ilościowo w absorpcjom e- 
trze H ilgera-Spekkera w ycinając plam y z chrom atogram u i eluując chloro
form em  lub eterem  etylowym  oraz w ykorzystując odpowiednie m aksima 
absorpcji: 665 mji dla chlorofilu a, 645 mjj. dla chlorofilu b oraz 500 — 
540 mjx dla feofityn (w roztworze eterowym). M etody swojej używał z po
wodzeniem do oznaczania aktyw ności chlorofilazy (45).

Bibuły im pregnowanej użyli znowu S p o r e  r, F r e e d  i S a n c i e r ,
(48) do rozdziału chlorofili. Stosowali oni bibułę W hatm an 1 nasyconą 18% 
wodnym  roztworem  cukrozy (sacharozy) i suszoną następnie w 100°. Im 
pregnacja bibuły cukrozą m iała zapobiec rozkładowi chlorofili, co udało 
się w pewnym stopniu. Metodą chrom atografii wstępującej w atm osferze 
azotu, w ciemności i tem peraturze 5° przy pomocy n-heksanu +  0,5% 
n-propanolu rozdzielili chlorofil a i b (b +  b').

Same karotenoidy z czystych preparatów  rozdzielał N u n e z (35) na 
bibule im pregnowanej trójglicerydam i (np. oliwą z oliwek) używając jako 
rozwijacza m etanolu, etanolu, butanolu lub m ieszaniny poszczególnych 
alkoholi z pirydyną.

C h i b a  i N o g u c h i  (5) opierając się na pracy A s a m i ’e g o  (nie 
cytują żadnych innych autorów) w dalszym  ciągu rozdzielali chlorofile z li
ści koniczyny białej (Trifolium  repens) w yekstrahow ane przy pomocy eteru. 
Chrom atogram  rozw ijali na bibule Toyo 50 m etodą w stępującą, w ciem no
ści, przy pomocy m ieszaniny toluenu i 95% etanolu 20: 0,1, k tóra okazała 
się lepsza niż czysty toluen. Dla porównania używali jako standardu czy
stego chlorofilu a wyizolowanego z krystalicznej chloroplastyny (chloro- 
phyll-lipoprotein) otrzym anej z liści koniczyny białej przy pomocy zmo
dyfikowanej metody T a k a s h i m y  (55). Podobnie jak  A s a m i  stw ier
dzili zwiększenie się w artości Rf chlorofili ze stężeniem barw ika oraz 
zmniejszanie z upływem  czasu; w yraźnym  okazał się tu również wpływ 
rozwijacza: czysty toluen dawał różnice znacznie większe niż mieszanina 
toluenu i etanolu 20 : 0 ,1.

http://rcin.org.pl



19] C H R O M A TO G RA FIA  B IB U Ł O W A  BA RW IK Ó W  C H LO RO PLASTÓ W  259

P rzy  pomocy chrom atografii bibułowej (bliższe szczegóły nie są podane 
przez autorów) oraz spektrofotom etrii udało s i ę H a r d e r o w i  i K o 
c h o w i  (22) wykazać obecność chlorofilu a i b u Pedinomonas tuberculata.

L e f o r t  i S i g n o l  (26) przystosowali m etodę chrom atografii b i
bułowej do szybkiego rozdzielania bardzo m ałych ilości barw ików chloro
plastów  rzędu miligrama. Stosowali m etodę jednokierunkow ą wstępującą 
używając bibuły W hatm an 1 oraz m ieszaniny eteru naftowego lekkiego 
(t. w rzenia 36 — 42°), acetonu i benzenu w stosunku 17: 2: 1 (objętościowo), 
w ybranej spośród wielu próbowanych, jako rozwijacza. M ateriał nanosili 
bądź w postaci wycinanych krążków  (według S i r o n v a l a ,  lecz w m niej
szej ilości 1 — 2 krążków) bądź w postaci ekstrak tu  acetonowego z m ateria 
łu roślinnego zamrożonego w t. — 80° lub wyciągu eterowego z tego roztw o
ru, przy czym wszystkie trzy sposoby nanoszenia dawały im taki sam obraz 
chrom atograficzny. W szystkie czynności (ekstrakcja barwików, nanosze
nie na bibułę i rozw ijanie chrom atogram u) były dokonywane w świetle 
silnie przyćmionym. Chrom atogram  rozwijali na przestrzeni 18 cm o trzy 
m ując ( z liścieni pomidorów) następujący rozdział barwików: karoten, 
feofityna, luteina, w iolaksantyna, chlorofil a, chlorofil b, produkty roz
kładu chlorofili w m iejscu naniesienia barw iku. Badania ich potwierdziły 
spostrzeżenia poprzedników o zwiększaniu się wartości Rf ze stężeniem 
chlorofili, z czego wyciągają wniosek, że rozdział ich na bibule następuje 
na drodze rzeczywistej adsorpcji. Podkreślają, że dla uzyskania ściśle re 
produkowanych wyników trzeba zachować stałość warunków, tj. długości 
rozw ijanych chrom atogram ów oraz .stężenia (małego) barwików. Przy roz
wijaniu chrom atogram u na dłuższej przestrzeni można tą metodą wydzie
lić jeszcze foefitynę b i feoforbid.

Do m etody dwukierunkowej powrócili znowu S a p  o ż n i k o w, B r  o n- 
s z t e i n  i K r a s o w s k a  j a  (39). Chrom atogram  rozwijali na bibule 
W hatm an 1 o rozm iarach 1 6 X 1 6  cm. Barwiki nanosili w postaci ekstraktu  
etanolowego, etanolo-acetonowego 1: 3 lub w eterze naftowym , przy czym 
wszystkie ekstrakty  dawały według nich tak  samo dobre wyniki. Jako roz- 
wijaczy używali: I — benzen z e terem  naftow ym  3: 1 (obj.), II — eter naf
towy z 96% etanolem 14: 1 (obj.). O trzym ali następujący rozdział barw i
ków: karoteny, feofityna, ksantofile (wiolaksantol +  luteol), chlorofil a, 
chlorofil b, neoksantol.

Inna metoda tych autorów, opracowana przy współpracy M a j e w 
s k i e j  (40), służy przede wszystkim  do analizy karotenoidów. Pełną ana
lizę przeprowadzają na dwóch chrom atogram ach dwoma rozwijaczami. 
Przy pomocy pierwszego, k tórym  jest benzen z eterem  naftowym  3: 1 (obj.) 
rozdzielają karoten, luteinę i w iolaksantynę od nierozdzielonych chlorofili; 
na osobnym chrom atogram ie przy pomocy drugiego rozwijacza, k tórym
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jest mieszanina benzenu, eteru  naftowego i 96% etanolu 18: 6 : 1 oddzie
lają neoksantynę od nierozdzielonej mieszaniny innych karotenoidów 
i chlorofili. W tej pracy roztwór barw ików nanosili na bibułę w postaci 
smugi otrzym ując odpowiednio na chrom atogram ach pasma poszczegól
nych barwików. W obu pracach oznaczali następnie ilościowo karoten, 
a w drugiej także inne karotenoidy, kolorym etrycznie, eluując je  z chro- 
m atogram u m ieszaniną etanolu i acetonu 1:3.

Osobny rozdział w chrom ato
grafii bibułowej barw ików  plasty- 
dowych stanowią prace H a g e r a  
(20, 21). A nalizując szereg prac po
przednich badaczy stw ierdził on, 
że stosowane przez nich metody 
chrom atografii bibułowej nie dają  
zadowalających wyników i nie po
zwalają na dokładniejszy rozdział 
składników niż daw ne m etody k la 
syczne. W szczególności jeśli chodzi
o karotenoidy, a zwłaszcza ksanto- 
file, stosowane dotychczas m etody 
jednokierunkow e pozwalają rozbić 
je na dwie, m aksim um  trzy plamy. 
Nieco lepsze w yniki daje metoda 
dwukierunkow a, jednak nadaje się 
tylko do bardzo m ałych ilości b a r
wików, co z kolei nie pozwala póź
niej na ich wym ycie i oznaczenie 
ilościowe.

H a g e r  wprowadził w swojej metodzie cały szereg szczegółów, m ają
cych na celu wyelim inowanie szkodliwych i zm ieniających obraz wpływów 
zewnętrznych. Chloroformowy wyciąg, uzyskany na drodze homogenizacji 
m ateriału  roślinnego, nanosi w kształcie smugi na całą szerokość (ok. 
50 cm) arkusza bibuły Schleicher & Schiill 2071 dobrze wysuszonego 
w t. 50°, zwiniętego w kształcie walca i umieszczonego w specjalnej k a 
merze cylindrycznej odpowietrzonej i nasyconej param i rozwijacza. Roz
wijając chrom atogram  na długości ponad 50 cm (czas trw ania ok. 24 godz.) 
przy pomocy m ieszaniny benzyna: benzen: chloroform: aceton: izopropa- 
nol =  50: 35: 10: 0,5: 0,17, bez dostępu powietrza i światła, uzyskał bardzo 
piękny rozdział barw ików w postaci w yraźnie oddzielonych pasm, niekie
dy pokrytych przez szerokie pasma barw ików w ystępujących w specjal
nie dużym stężeniu (chlorofil a i b). Z poszczególnych grup barw ików

Rys. 6. C h rom atog ram  dw u k ie ru n k o w y
1 — p lam a n a  m ie js c u  n a ło ż en ia  ek stra k tu ,
2 — n eo k sa n to l, 3 — c h lo r o fil  b, 4 — c h lo ro 
f i l  a, 5 — lu teo l, 6 — fe o fity n a , 7 — k aro 
te n y . S a p o ż n i k o w ,  B r o n s z r t e i n ,

K r a s o w s ' k a j a  (39)
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udało mu się wydzielić cztery karoteny (/9-karoten, /5-karoten-dwu-epoksyd 
i 2 niezidentyfikowane), 10 ksantofil! (lutedl, wiolaksantol, neoksantol, ze- 
aksantol, ksantofil-epoksyd, chryzantem aksantol, flawoksantol i 3 niezin- 
dentyfikowane), chlorofil a, chlorofil b oraz produkty  ich rozkładu: feofi- 
tyny a i b, feoforbidy a i b i wreszcie chlorofilidy na miejscu nałożenia roz
tw oru. W innym  wypadku przy zastosowaniu benzyny jako rozwijacza 
(specjalnie dla karotenoidów) otrzym ał 17 odrębnych pasm o barw ach od 
żółtej do czerwonej. Do identyfikacji barwików i oznaczeń ilościowych po
szczególne paski w ycinał z chrom atogram u, suszył pod próżnią i eluował.

Rys. 7. C h ro m ato g ram  jed n o k ie ru n k o w y  b a rw ik ó w  liści rośliny  obficie
n aśw ie tlone j

1 — kairoteinowiiec b ezb a rw n y , f lu o r y z u ją c y  (m a x , 271 m u w  heUcsaruie), 2 — k a ro 
ten , 3 — m iesza n in a  karo t.en ow ców  (m ax . 455, 484,5 m u w  ch lo ro fo r m ie ), g łó w n ie  
k a r o te n -d w u  e p o k s y d , 4 — fe o f ity n a  a, 5 — ¡k santofil o  (m ax  411, 466 m u w  eta n o lu )  
6 — feofiityn a  b, 7 — lu teo l, 8 — zieaksantol, 9 — ksanitofll-eipoikisyd, 10 —  w iolak& an- 
to l, 11 — chryzianteim aksarutol, 12 — fla w o k sa n to l, 13 — kisanitofiil 1 (m ax . 431, 466 m u  
w  eta n o lu ), 14 — k sa n to f il  2 (m ax . 430,5, 468 m u w  e ta n o lu ), 15 — k sa n to f il 3 
(m ax. 450 m u w  e ta n o lu ), 16 — n e o k s a n to f il ,  17 — fe o fo r b id  a, 18 — fe o fo r b id  b, 

19 — c h lo r o filid y  (w  m ie jsc u  n a ło ż en ia  ek str a k tu ). H a g e r  (20, 2il)

Metoda ta daje bez w ątpienia najlepsze wyniki, o ile chodzi o rozdział 
barwików, jednakże nie nadaje się do prac szybkich i seryjnych ze względu 
na skomplikowaną apara tu rę  i procedurę, długi czas trw ania rozw ijania 
jednego chrom atogram u oraz potrzebną stosunkowo dużą ilość m ateriału  
(conajmniej 2 g m asy roślinnej).

Na zastosowanie chrom atografii bibułowej do badań seryjnych barw i
ków chloroplastów zwrócili uwagę S c h r a m m  i O r g a n i ś c i a k  (42), 
którzy przeprowadzili szereg analiz 21 gatunków  roślin rozwijając barw iki
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bądź to bezpośrednio ze świeżej tkanki (wycinki rozgniatane na bibule), 
bądź też z ekstraktów . W związku z koniecznością dokonywania badań po
równawczych w czasie zwrócili uwagę na konserw ację barw ików w roz
tworach. Ekstrakcję barw ików  przeprowadzali m ieszaniną etanolu z ace
tonem  2 : 1, następnie ekstrak t suszyli pod próżnią i podejm owali rozpusz
czalnikiem, w którym  barw iki były dalej przechowywane. Najlepszym  do 
tego celu okazał się chlorobenzen; podobne właściwości w ykazywały chlo
roform  i eter naftowy, jednakże ich duża lotność powodowała szybkie 
zmiany roztworu przy pobieraniu próbek. Do badań używali bibuły 
W hatm an 1 oraz rozwijacza benzyna (t. wrzenia 60°): eter naftow y 
(t. wrzenia 48°): aceton =  10: 2,5: 1,5 (obj.) uzyskując metodą wstępującą 
jednokierunkow ą następujący rozdział barw ików : karoten, feofityna a, 
feofityna b, luteol, wiolaksantol, 2 niezidentyfikow ane (feoforbidy?), chlo
rofil b, chlorofil a.

Rys. 8. 
C h ro m ato g ram  jed n o k ie 
ru nkow y  b a rw ik ó w  liści 
V esba scu m  thaps i form e
1 — /kairofcem, 2 — fe o fity n a  
a, 3 —  fe o f ity n a  b, 4 — Lu- 
te o l, 5—w iio lak san to l, 6 — ?, 
7 — ?, 8 — c h lo r o fil b. 
S c h  ir a, m  m , O r g a n i ś -  
e i a i k  (42).

Rys. 9. 
C h rom atog ram  jed n o k ie 
ru n k o w y  b a rw ik ó w  g y t- 
tj i  in te rg lac ja ln e j ro zp u 

szczalnych  w e te rze  
G — barwiiikd. ziieloine, Y — 
barw ika ż ó łte , R  — b a rw i
k i c ze rw o n e . A n d e r 
s e n ,  G u n d e r s e n  (1)

Chrom atografia bibułowa barw ików plastydow ych znalazła w krótce 
praktyczne zastosowanie w różnego typu badaniach. N e t i e n i L a- 
c h a r m e (34) śledzili przy jej pomocy wpływ terram ycyny na tworzenie 
się barw ików u rzodkiewki, nanosząc acetonowy wyciąg w postaci pasma 
i stosując chrom atografię zstępującą w t. 4° na bibule W hatm an 4 
w atm osferze e te ru  naftowego. Przy użyciu rozwijacza B a u e r a  I roz
dzielili następujące barw iki: karoteny, oksyksantofile, ksantofile, karote- 
nole, chlorofil a, chlorofil b. Stw ierdzili tą m etodą, że pod wpływem  terra-
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m ycyny spada zawartość chlorofilu a i  karotenu, natom iast w zrasta ilość 
barw ików  flawonowych.

W bardzo ciekawej pracy A n d e r s e n  i G u n d e r s e n  (1) stosując 
m etodę S i r o n v a l a  rozdzielili barw iki plastydowe w ystępujące w po
kładach gy ttji interglacjalnej liczących ok. 100 000 lat. W yodrębnione przez 
nich barw iki zielone (produkty rozkładu chlorofilu fitoplanktonu) nie dały 
się zidentyfikować spektroskopowo z żadnymi znanymi obecnie; z karto- 
noidów obok szeregu niezidentyfikow anych znaleźli luteol, fukoksantol 
i /?-karoten.

G u n d e r s e n  i F r i i . s  (19) wykazali obecność chlorofilu w rdzeniu 
i promieniach rdzeniowych kilku gatunków  drzew (Fagus silvatica, Sa lix  
caprea, Corylus avellana) i oznaczyli przy pomocy chrom atografii bibuło
wej stosunek chlorofilu a do b, k tó ry  okazał się najm niejszym  z dotych
czas stosunek w tkankach roślinnych (w granicach 1,1 — 1,9).

II. Zagadnienia metodyczne
Zastosowanie chrom atografii bibułowej do analizy barwików związa

nych ze strukturam i plazm atycznym i kom órek roślinnych napotyka na 
liczne i duże trudności, toteż prace z tej dziedziny przeważnie ciągle jesz
cze borykają się z zagadnieniam i m etodycznymi. In terpretacja  wyników 
musi być bardzo ostrożna oraz uwzględniać szereg czynników związanych 
z postępowaniem analitycznym .

Podstawową trudnością, dającą o sobie znać na każdym  kroku, jest rów
noczesne występowanie w analizow anym  m ateriale dwóch zupełnie od
miennego typu grup barwików: chlorofili i ich pochodnych oraz karotenow - 
ców (beztlenowych i tlenowych), k tó re  różnią się m iędzy sobą szeregiem 
zasadniczych właściwości (rozpuszczalnością, zdolnością adsorpcji itp.).

Pierwszą trudnością m etodyczną, z jaką stykam y się w analizie barw i
ków chloroplastów, jest ich dobre wyizolowanie z m ateriału  roślinnego. 
Barwiki chloroplastów w ykazują różny stopień lipofilności (hydrofobowo- 
ści) — najsilniej karoteny, m niej ksantofile, jeszcze mniej chlorofile, k tóre 
obok własności ¡lipofi'lnych spowodowanych obecnością reszty fitolu w y
kazują równocześnie w yraźne cechy hydrofilne, w ynikające z obecności 
dodatkowego hydrofilnego pięcioczłonowego pierścienia w rdzeniu porfi- 
rynowym; niektóre pochodne chlorofili pozbawione fitolu (np. chlorofilidy) 
nie wykazują w ogóle własności lipofilowych. S tąd  też dobór rozpuszczal
nika ekstrahującego w pełni w szystkie barw iki plastydowe nie jest łatwy. 
Różni badacze polecają różne rozpuszczalniki względnie ich m ieszaniny, 
stosowane ogólnie do ekstrakcji barw ików  plastydowych. Z czystych roz
puszczalników najczęściej stosowanym  jest i najlepsze wyniki daje  aceton, 
zwykle 80—90% (stężenie końcowe) (10, 18, 26, 32, 34, 45, 46 i i.), k tóry
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szczególnie dobrze ekstrahuje chlorofile. Rzadziej stosowane i mniej do
godne są alkohole. Dosyć dobrą ekstrakcję daje m etanol, szczególnie o ile 
chodzi o ksantofile. Etanol, najdaw niej używany (7—9, 12— 17) i jeszcze do 
dziś niejednokrotnie polecany (21, 25, 36, 39), ekstrahu je  słabiej chlorofile 
a zwłaszcza feofityny (42), k tó re  prawdopodobnie zawsze w drobnych ilo
ściach w ystępują w liściach, zwłaszcza feofityna a (21), a szczególnie łatwo 
pow stają z chlorofili w większych ilościach w łaśnie w roztworach alkoho
lowych (21), a także karoteny. Dobre wyniki daje chloroform  (20, 21), rzad
ko zresztą stosowany, aczkolwiek pochodne chlorofili mogą tworzyć z nim 
cząstki krystaliczne. Inne rozpuszczalniki są stosowane tylko w sporadycz
nych wypadkach: dwusiarczek węgla (4), eter etylowy (1, 5, 10), e te r nafto
wy (29, 39), a ich przydatność do pełnej ekstrakcji, zwłaszcza ostatniego, 
bywa kwestionowana (21). Najdokładniejszą w ydaje się ekstrakcja roz
puszczalnikami mieszanymi, przy czym w zasadzie podawane są dwa typy 
tego rodzaju mieszanin: e ter naftow y (względnie benzyna): alkohol [np. 
e te r naftowy: m etanol =  3 : 7  — (43, 51)] oraz aceton: alkohol (np. aceton: 
m etanol =  1 :3  (2), aceton: etanol 3: 1 (39, 40), 2: 1 (42)).

P rzy większej ilości m ateriału  zachodzi konieczność rozdrobnienia go 
celem możliwie dokładnego w yekstrahow ania barwików. Zwykle rozciera 
się w tym  celu m ateria ł roślinny w moździerzu z piaskiem kwarcowym  
przez 15— 30 m inut, jednakże takie postępowanie nie wystarcza do pełnego 
w yekstrahow ania, a długi czas jego trw ania w połączeniu z działaniem 
tlenu powietrza, światła oraz kwasów organicznych soku komórkowego 
sprzyja zmianom barwików, szczególnie chlorofilu a oraz n iektórych ksan- 
tofili. W żadnym  w ypadku nie można rozdrabniać m ateriału  roślinnego na 
sucho przy wolnym dostępie powietrza; zawsze rozcierana masa musi być 
zalana dostateczną ilością rozpuszczalnika. Znacznie dokładniejszą w ydaje 
się być ekstrakcja w hom ogenizatorze (21), k tórą można przeprowadzić 
w kilka m inut, jednak przy bardzo intensyw nym  mieszaniu zachodzą tu 
szczególnie dogodne w arunki utleniania barwików, toteż tego rodzaju eks
trakcja powinna być przeprowadzona w atm osferze gazu obojętnego (np. 
azotu).

Dla uniknięcia niedogodności związanych z ekstrakcją barw ików  nie
którzy autorzy stosują nanoszenie ich na bibułę w postaci soku wyciśnię
tego z miazgi roślinnej (3) lub przez rozgniatanie w prost na bibule k rąż
ków wyciętych z liści (26, 42, 44). Chrom atogram y uzyskane w ten sposób 
lóżnią się dosyć znacznie od chrom atogram ów ekstraktów , zwłaszcza kon
serwowanych (42), na których w ystępują zawsze w sporej ilości produkty 
rozkładu chlorofili, przede w szystkim  feofityny; jednakże w ystępująca na 
miejscu rozgniatania krążka b runatna plama chlorofilidów oraz częste w y
stępowanie plam  feoforbidów świadczy, że i w ten  sposób nie unika się
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w pełni rozkładu chlorofili, chociaż przebiega on nieco inaczej (odszczepie- 
nie fitolu).

W szystkie barw iki plastydowe, a w szczególności chlorofile, są związ
kam i mocno labilnymi, łatwo ulegającym i zmianom pod działaniem  czyn
ników chemicznych i fizycznych, co stw arza szczególnie duże trudności 
w ich analizie metodą chrom atograficzną. Spośród czynników powodują
cych zmiany barw ików trzeba brać pod uwagę w pierwszym rzędzie tlen, 
dalej stężenie jonów wodorowych (pH), obecność innych jonów, stężenie 
samego barw ika, rodzaj rozpuszczalnika, wreszcie wpływ enzymów, świa
tła i tem peratury.

Tlen i alkalia zmieniają chlorofile a i b w kilka chrom atograficznie je 
dnolitych barwików, spektroskopowe podobnych do barwików m acierzy
stych (53). W yodrębniane przez niektórych badaczy tzw. chlorofile a i b' 
są izomerami, tj. odwracalnymi produktam i alteracji zwykłych chlorofili. 
Inne, tzw. chlorofile a" i b " , uważane też przez niektórych autorów (11) 
za produkty izomeryzacji, mimo że nie dadzą się przeprowadzić z powrotem  
w chlorofile, są produktam i allom eryzacji spowodowanej utlenieniem  (52, 
53) prawdopodobnie labilnego atom u H przy węglu w położeniu 10 
(w pierścieniu pięcioczłonowym) (21). Związki te, k tórych nie powinno się 
właściwie nazywać chlorofilami, mogą występować w drobnych ilościach 
jako naturalne składniki u roślin (53). Szczególnie wrażliwe są chlorofile, 
zwłaszcza chlorofil a, na działanie kwasów. Już niewielkie ilości słabych 
kwasów, np. w ystępujące w soku komórkowym, odszczepiają z chlorofili 
Mg przeprowadzając je w feofityny a dalej naw et w feoforbidy (odszcze- 
pienie fitolu); jednakże zarówno feoforbidy jak  i feofityny w ystępują 
prawdopodobnie zawsze obok chlorofili w stanie naturalnym  w tkankach 
roślinnych w pewnych ilościach, feofityna a naw et niekiedy w dość du
żych (21, 45). J o h n s  t o n  i W a t s o n  (24) badali szczegółowo spektro- 
fotom etrycznie zależność autooksydacji chlorofilu (allomeryzacji) od ro
dzaju rozpuszczalnika, stężenia barw ika i obecności soli w roztworze. 
Stwierdzili np., że w acetonie nie następuje allom eryzacja, tylko powolny 
rozkład chlorofilu, w alkoholach natom iast w ystępuje zawsze zarówno de
gradacja jak i wyraźna allom eryzacja, przy czym w m iarę zmniejszania się 
ciężaru cząsteczkowego w szeregu homologicznym alkoholi (od oktanolu do 
metanolu) zmniejsza się rozkład, natom iast silnie wzrasta allomeryzacja. 
Sole przyspieszają allomeryzację, przy czym działa głównie kation; wpływ 
soli jest też związany z rodzajem  rozpuszczalnika. W roztworach rozcień
czonych powstaje jeden produkt utleniania, w stężonych zachodzi reakcja 
drugorzędowa i powstają dwa inne.

Światło bez wątpienia działa na szereg barw ików plastydowych wywo
łując i katalizując różnego typu reakcje fotochemiczne, przede wszystkim
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izomeryzacji, jednakże uchwytność tych zmian przy pomocy m etody chro
m atograficznej nie została zbadana i wydaje się, że jest poza zasięgiem 
dokładności dotychczas stosow anych prostych metod (42). Tem peratura 
działa prawdopodobnie głównie katalitycznie i w granicach stosowanych 
norm alnie przy izolacji barw ików oraz rozw ijaniu chrom atogram ów nie 
pow oduje większych zmian (2 , 10), aczkolwiek podwyższona dostrzegalnie 
sprzyja izom eryzacji chlorofili (10, 53, 54). W pływ enzymów obecnych 
w tkankach roślinnych na zm iany barwików plastydow ych w toku prepa
ratyk i nie był również badany, chociaż właśnie chrom atografii bibułowej 
użył S i r o n v a 1 z powodzeniem do oznaczania aktyw ności chlorofilazy 
(45); nie można go jednak w zupełności pominąć.

Przedstaw iony wyżej obszerny zespół trudności związanych z ekstrak 
cją i chrom atografią barw ików plastydowych praktycznie jest niełatw y do 
rozwiązania. Wielu autorów  stosuje większą lub m niejszą osłonę przed 
światłem  w czasie preparatyki barw ików i rozwijania chrom atogramów 
(2, 3, 20, 21, 26, 39, 40, 48, 51 i in.), znacznie mniej stosuje przy rozw ijaniu 
atm osferą gazu obojętnego (48) lub par rozwijaczy po uprzednim  usunięciu 
tlenu (21). Tlen zresztą w ydaje się wyw ierać najw iększy wpływ  już w toku 
ekstrakcji barw ików a następnie dopiero przy suszeniu chrom atogram u, 
natom iast w czasie rozwijania w atm osferze wilgotnej zmiany powodowa
ne działaniem tlenu są niedostrzegalne (42). Niektórzy badacze prowadzą 
ekstrakcję w obniżonej tem peraturze, zwykle 4 — 5° (2, 10), a czasami rów 
nież i rozw ijanie chrom atogram u (34, 48). Dla inaktyw acji enzymów sto
suje się niekiedy ekstrakcję acetonową z m ateriału  zamrożonego w stałym  
dw utlenku węgla (26, 40). Dla zobojętnienia kwasów organicznych soku 
komórkowego praktykuje  się dodawanie przy rozcieraniu m ateriału  
w czasie estrakcji drobnych ilości alkalizatora, najczęściej węglanu w ap
nia, rzadziej węglanu sodu lub związków organicznych jak  dw um etylo- 
anilina (54).

Zachowanie m aksimum  ostrożności pożądanych przy ekstrakcji barw i
ków oraz rozwijaniu chrom atogram u spotyka się w yjątkow o i wymaga 
specyficznej i skomplikowanej apara tu ry  (20, 21). Sprawa ta odgrywa oczy
wiście zasadniczą rolę, gdy chodzi o możliwie dokładny rozdział i iden ty
fikację wszystkich barwików i izomerów; w badaniach porównawczych, 
gdzie zwykle chodzi o stosunki pomiędzy podstawowymi barw ikam i pla- 
stydowymi a nawet ich grupam i, tak  dalece idąca ostrożność nie m usi być 
zachowana, a zmiany wywoływane czynnikami zew nętrznym i nie grają 
specjalnie istotnej roli, ważną natom iast, a wcale nie łatw ą rzeczą jest 
utrzym anie stałości w arunków  pomiarów porównawczych (42), kom pli
kujące się już chociażby w skutek różnego składu i pH ekstraktów  roślin
nych.
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W ażną rzeczą w badaniach porównawczych jest dobór odpowiedniego 
środka konserwującego barw iki. W najczęściej .stosowanych rozpuszczal
nikach (aceton, alkohole) następują z czasem daleko idące zmiany barw i
ków, w  szczególności chlorofili, objawiające się zarówno spektroskopowo 
(24) jak  i chrom atograficznie (42). Dobrymi rozpuszczalnikam i konserw u
jącym i są takie, w których nie tyle nie zachodzą w ogóle zmiany barw i
ków, ile barwiki rozpuszczone czy to w  stanie pierwotnym , czy zizomery- 
zowane lub zallomeryzowane nie ulegają w czasie dalszym  widocznym 
zmianom. Takimi okazały się eter naftowy, chloroform  i chlorobenzen, 
jednakże dwa pierwsze ze względu na swą dużą lotność i związane z tym  
zmiany stężenia barw ika w roztworze nie nadają się do porównawczych 
pomiarów ilościowych (42).

Identyfikacja barw ików rozdzielonych na chrom atogram ie na ogół nie 
napotyka na większe trudności. Poszczególne grupy barw ików  różnią się 
między sobą kolorem  i często byw ają określane po prostu jako barw iki 
czerwone (karoteny), żółte (ksantofile) i zielone (chlorofile). W grupie 
chlorofili poszczególne barw iki różnią się między sobą i mogą być iden
tyfikowane według odcieni. Bardzo wielu autorów podaje w artość Rf plam 
barw ików na uzyskiw anych przez siebie chrom atogram ach, jednak nie 
mogą one ¡służyć jako zupełnie obiektywny spraw dzian, gdyż zmieniają się 
w zależności od stężenia poszczególnych barw ików  oraz od czasu rozw ija
nia chrom atogram u (2, 5, 42 i i.). Często stosowana i bez wątpienia najdo
kładniejsza jest identyfikacja spektrom etryczna (1, 20, 21, 29, 32, 39, 40, 51 
i i.). U ltrafiolet może służyć do w ykryw ania i — łącznie z innym i czynnika
mi, szczególnie położeniem plam  — identyfikacji feofityn, feoforbidów 
i niektórych karotenoidów (21, 34, 45). Pomocne mogą być również pewne 
reakcje chemiczne, rzadko zresztą stosowane (34, 51), oraz zastosowanie 
chrom atografii kontrolnej czystych preparatów  barw ików  (5, 32).

Sporadyczne oznaczenia ilościowe opierają się w zasadzie na eluowaniu 
plam (pasm) i określaniu stężenia na drodze absorpcjom etrycznej (44, 45) 
lub kolorym etrycznej (39, 40). W analizach porównawczych przybliżone 
wnioski ilościowe można wyciągać z położenia (Rf), wielkości i natężenia 
barw y plam (42).

Teoretyczne wytłum aczenie zasad chrom atografii bibułowej barwików 
chloroplastów jest szczególnie trudne. O trzym yw anie chrom atogram ów za
równo w atm osferze nasysonej param i rozwijacza jak  i przy niepełnym  na
syceniu, powodującym zmiany składu rozwijacza w bibule, przy pomocy 
rozwijaczy hydrofobowych, bezwodnych, jak i hydrofitowych i zaw ierają
cych wodę, na bibule specjalnie suszonej lub w łaśnie specjalnie nawilgo
conej, impregnowanej lub przem yw anej, świadczy o tym  że zachodzi tu, 
może nawet równocześnie, szereg różnych procesów i jeszcze długo chro
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m atografia bibułowa barw ików plastydowych będzie się opierać wyłącznie 
niemal na eksperymencie.

Przy rozwijaniu z zastosowaniem parującego rozpuszczalnika, w atm o
sferze częściowego tylko nasycenia, D o u i n  (10) przyjm uje kolejne osa
dzanie się barw ików na bibule w m iarę spadku stężenia rozpuszczalnika 
(metanolu) mieszającego się stopniowo przy wznoszeniu się z zaadsorbo- 
waną na celulozie wodą, w zależności od ich rozpuszczalności. W podobny 
sposób w yjaśniał C w i e <t (8) analizę kapilarną G o p p e l s r o e d e r a .  
D o u i n  odrzuca możliwość zachodzenia adsorpcji barw ików na bibule 
przy użyciu rozwijaczy hydrofilowych (metanol), natom iast uważa, że rze
czywista adsorpcja zachodzi przy stosowaniu rozwijaczy hydrofobowych, 
k tóre w skutek tego nie dają — jego zdaniem — dobrych wyników.

W norm alnie stosowanych w arunkach w stałym  nasyceniu param i roz
wijacza takie tłum aczenie odpada. Wielu autorów  (2, 3, 20, 21, 25, 41, 43) 
obserw uje rozw ijanie się chrom atogram u na bibule zgodnie z zasadami 
chrom atografii adsorpcyjnej; dotyczy to szczególnie chlorofili, przy n ie
których pochodnych chlorofili i karotenoidach spraw a nie jest tak jasna.

W ydaje się jednak, że nie można wykluczyć zupełnie, przynajm niej 
w stosunku do niektórych barw ików  i niektórych rozwijaczy, procesów 
rozdzielczych. N iektórzy badacze z teoretycznego punktu widzenia podkre
ślają bardzo małe praw dopodobieństwo zachodzenia procesów adsorpcyj- 
nych na bibule w czasie rozw ijania chrom atogram u, zwłaszcza gdy w fazie 
stacjonarnej znajduje się woda (23). Ci sami autorzy udowodnili zresztą, 
że nie tylko woda, ale i rozpuszczalniki organiczne mogą być związane 
przez celulozę i tworzyć z nią fazę stacjonarną. Z drugiej strony dane prze
m awiające za chrom atografią adsorpcyjną przynajm niej pewnych barw i
ków wydają się niezbite. Podkreślana już podstawowa trudność w ynikająca 
z obecności w analizowanym  m ateriale różnego typu związków i tu taj daje
o sobie znać. W ydaje się, że postęp w tłum aczeniu chrom atografii bibuło
wej barw ików plastydowych będzie możliwy tylko na podstawie szczegó
łowych prac nad poszczególnymi ich frakcjam i.
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P O S T Ę P Y  B I O  C H E M I I

TOM H I 1957 Z ESZY T 3/4

J A N U S Z  B E E R

B iosynteza porfiryn
Porfiryny spełniają w organizmach żywych bardzo różnorodne i ważne 

funkcje jako składniki szeregu biokatalizatorów.
Chlorofil — akceptor energii świetlnej w procesie fotosyntezy, hemoglo

bina i hemocyjanina — przenośniki tlenu, cytochromy, oksydazy cytochro- 
mowe, katalazy i peroksydazy-koenzym y enzymów oddechowych oraz wi
tam ina Bi 2 — są to substancje o pierwszorzędnym  znaczeniu dla organi
zmów żywych. Nic więc dziwnego, że biosynteza porfiryn stała się tem atem  
szczególnie interesującym  od czasu ostatecznego ustalenia budowy grupy 
proste tycznej barw nika krw i i zielonego barw nika roślin, tj. od tego okre
su, w którym  badania N e n c k i e g o ,  M a r c h l e w s k i e g o  i W i 1 l- 
s t a t t e r a  zostały potwierdzone w szkole Hansa F i s c h e r a  przez 
syntezę.

W ciągu ostatnich dziesięciu lat w kilku laboratoriach przeprowadzono 
badania nad biosyntezą hemu i chlorofilu. W yniki tych badań można tra k 
tować jako podstawę obecnych poglądów na mechanizm biosyntezy wszyst
kich związków porfirynow ych syntetyzowanych przez organizmy zwie
rzęce i roślinne.

Badania nad biosyntezą hemu umożliwiło doniosłe odkrycie dokonane 
przez S h e m  i n a  i współpracowników w 1948 r., że ery trocy ty  ptaków 
zachowują zdolność do syntetyzowania hemoglobiny nie tylko w krążącej 
krw i, lecz także, przez pewien okres czasu, in vitro  (49, 50). Stwierdzono, 
że synteza przebiega również w hemolizatach krw i ptaków. Ta właściwość 
pozwala w znacznym stopniu uprościć doświadczenia, przy czym otrzym y
wane wyniki łatwiej zinterpretow ać ze względu na zahamowanie in vitro  
wielu procesów biochemicznych przebiegających w żywych organizmach. 
Jak  wiadomo, synteza hemoglobiny u ssaków zachodzi w m łodych e ry tro 
cytach znajdujących się w szpiku kostnym , erytrocyty  dojrzałe krążące we 
krw i zdolności do syntetyzowania barw nika nie posiadają.

Badania S h e m i n a  i W i t t e n b e r g a  nad biosyntezą hemu pro
wadzone były przy użyciu krw i kaczek, k tórą inkubowano po dodaniu sub
stratów  znaczonych 14C względnie 15N. W takich w arunkach tworzyła się 
znaczona hemoglobina, którą następnie poddawano rozszczepieniu na pro-

3 P o stę p y  B io ch em ii [271]
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ste związki aż do oddzielenia poszczególnych atomów szkieletu porfiryno- 
wego (62, 55). Rozszczepienie to miało na celu ustalenie pozycji, w k tórych  
lokują się znaczone atom y użytych do biosyntezy substratów .

We wzorze I podano num erację pierścieni i poszczególnych atom ów 
uroporfiryny III, naturalnej porfiryny o największej ilości atomów węgla.

to COOH

I I
î CH 2 # CHj

I I
« C O O H  io COOH

uroporfiryna III (0

Pierścienie pirolowe oznaczono literam i A, B, C, D, atom y w każdym  
z układów pirolowych ponum erowano od azotu w kierunku dłuższego pod- 
staw nika, atom y reszty kwasu octowego oznaczono liczbami 6 , 7 , atom y 
reszty  kw asu propionowego liczbami 8 , 9, 10, atom y węgla m ostków m eti- 
nowych literam i gerckim i a, (3, y, 5. Degradację pierścienia porfirynowego 
otrzym anej z hem iny protoporfiryny przeprowadzano w następujący 
sposób:
W w yniku redukcji otrzym ano m ezoporfirynę, która pod działaniem  
kwasu chromowego ulega rozszczepieniu na imid kwasu m ety loetyl oma lei- 
nowego (z pierścieni A i B), oraz kwas hem atynowy (z pierścieni C i D). 
A tom y węgla stanowiące mostki m etinow e w wyniku rozszczepienia two
rzą dw utlenek węgla, którego czynność promieniotwórcza nie była jednak 
oznaczana ze względu na obecność domieszek — produktów reakcji ubocz
nych.

Kwas hem atynow y poddawano dekarboksylacji, przy czym powstawał 
imid kwasu m etyloetylom aleinowego i dw utlenek węgla z atomów grup 
karboksylowych porfiny CIO i D 10. Obie frakcje kwasu m etyloetylo-

n/
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protoporfiryna
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CH,I CH,

c h 2 CH,j
COOH

|
COOH

c h 3
I

c h 3 c h 2
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N
H

O

imid kwasu 
metyłoety- 

iomaleinowego

COOH
I

c h 2
i

CH, CH,

O
C+D 

H

kwas hema- 
tynowy

mezoporfiryna

C rO ,

CH3—CO— COOH' 
6 4 3

CH3—CH2—CO—COOH-
9 8 3 2

CH?— C O O H ------- *
6 4
•f*
co2
5

CHj—CH2—COOH ■
9 S 3 
+
c o 2
Ź

C H ^N H ,,---- *► C 0 2
6 6 

+
co2
A

CH3-C H 2~!NH,— ► CH-  
9 8 9
+
co3
I

Schemat rozszczepienia cząsteczki łieminy

(iO

COOH
s

. . P o s t ę p y  B i o c h e m i i “  n r  3— 4 /5 7  < jm lę c te y  « t r .  2 72— 2 7 3 )

http://rcin.org.pl



[31 B IO SY N T E Z A  P O R F IR Y N 273

m aleinowego były oddzielnie u tleniane czterotlenkiem  osmu do imidu 
kwasu m etyloetylowinowego, k tóry  po utlenieniu kwasem  jodowym daje 
kw asy pirogronowy i a-ketomasłowy. Ketokwasy te rozdzielano chrom ato
graficznie i przekształcano w 2,4-dwunitrofenylohydrazony. Hydrazony 
poddawano oksydatyw nem u rozszczepieniu odpowiednio do kwasu octowe
go i dw utlenku węgla (atomy A5, B5, C5, D5) oraz do kwasu propionowego 
i dw utlenku węgla (atomy A2, B2, C2 i D2). K w as octowy i kw as propio- 
nowy poddawano reakcji S c h m i d t a  i rozszczepiano przeprowadzając 
kolejno wszystkie atom y węgla w dw utlenek węgla. Takie postępowanie 
pozwoliło nie tylko na wydzielenie poszczególnych atomów węgla, lecz 
również na porównanie sumarycznej czynności prom ieniotwórczej atomów 
znaczonych w produktach rozszczepienia z promieniotwórczością w czą
steczkach wyjściowych (55).

Badania nad biosyntezą hemu wykazały, że w szystkie cztery układy pi- 
rolowe tworzą się wg jednego i tego samego m echanizm u. Już w r. 1945 
stwierdzono, że jednym  z substratów  w syntezie porfiryny  jest glicyna 
(51,52). Nie ustalono jednak, czy glicyna jest isubstratem  budującym  każdy 
z pierścieni pirolowych porfiryny. Ze względu na to, że dwa pierścienie 
protoporfiryny m ają jako podstaw niki grupę m etylow ą i winylową, a dwa 
inne — grupę m etylową i resztę kwasu propionowego, można było p rzy
puszczać, ze mechanizm powstawania tych niejednakow ych układów pi
rolowych jest różny. W celu wyjaśnienia tego zagadnienia wprowadzono 
glicynę zawierającą 15N do organizmu człowieka i kaczki. Pow stający zna
czony hem rozszczepiono i oddzielono związki zaw ierające pierścienie 
A i B od związków zawierających pierścienie C i D. Okazało się, że zaw ar
tość 15N w pierścieniach A, B i C, D była jednakow a (35, 61).

T a b e l a  1

R ozm ieszczenie 15N w  p o rf iry n ie  syn te ty zo w an e j 
z g licyny  znaczonej 15N (in vivo) (61 w g 56)

Z aw arto ść  a tom ów  15N w  °/o

w  p o rf i w  p ie rśc ie  w  p ie r ś c ie 
ry n ie n iach  A i B n iach  C i D

kaczka 0,293 0,292 0,295
człow iek 0,113 0,112 0,113

W yniki tych doświadczeń wskazywały, że w syntezie biologicznej por- 
firyn  powstaje prawdopodobnie najpierw  układ zawierający jeden 
pierścień pirolowy, a następnie z czterech takich układów  tworzy się p ier
ścień porfirynowy. Późniejsze doświadczenia, jak  to zostanie przedstaw io
ne, w ykazały słuszność takiej hipotezy.
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Po stw ierdzeniu, że do biosyntezy układu porfirynowego w ykorzysty
w any jest atom  azotu glicyny, należało oczekiwać, że w budow ują się do 
niego również atom y węgla tego aminokwasu.

W celu sprawdzenia przeprowadzono badania przy użyciu glicyny zna
czonej azotem  15N i radioaktyw nym  węglem 14C bądź w grupie karboksy
lowej, bądź w m etylenowej.

W doświadczeniach z H2 13NCH214COOH stwierdzono, że do cząstecz
ki porfiryny  nie wchodzą atom y węgla grupy karboksylowej glicyny 
(28, 29, 40, 41). Natom iast podczas inkubacji erytrocytów  kaczki 
H2 15N 14CH2COOH powstawał hem zawierający dwa razy większą liczbę 
atomów 14C niż loN (40). W skazywało to, że do cząsteczki hemu zostaje 
wbudowane osiem atomów węgla grupy m etylenowej glicyny (1 , 37 , 41).

Należało stwierdzić, które pozycje w cząsteczce porfiryny  zajm ują te 
atom y węgla. W tym  celu przeprowadzono syntezę hemoglobiny przy uży
ciu glicyny — H 2N 14CH2COOH (1). W ydzielona hemina została poddana 
rozszczepieniu wg podanego wyżej wzoru II w celu oznaczenia promienio
twórczości każdego z atomów. Połowę aktywności znaleziono w pierście
niach pirolowych a połowę w cząstkach m etinowych (tabela 2). Stwierdzo-

Z ak resk ow an e  czę śc i czą steczk i p och od zą  z g lic y n y

T a b e l a  2

Rozm ieszczenie p rom ien io tw órczego  
w ęgla  w  p ro to p o rfiry n ie  sy n te ty zo 
w anej z g licyny  znaczonej 14C (62)

im p /m in

p o rf iry n a 5236
p ierśc ien ie  A i B 1290
p ie rśc ien ie  C i D 1324
A +  B +  C +  D 2614
resz ta  (m ostki m etinow e) 2620

no, że czynność promieniotwórcza frakcji tworzących się z pierścieni A i B 
była równa, czynności frakcji powstających z pierścieni C i D oraz, że 
cała promieniotwórczość tych frakcji przechodzi do kwasu a-ketomasłowe- 
go. Rozszczepienie tego kwasu wykazało, że 14C znajduje isię w jego g ru 
pie karboksylowej, tzn. że w każdym  z pierścieni pirolowych znaczony wę
giel zajm uje położenie ”2”.
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W ten sposób w yjaśniono pochodzenie 4 atomów azotu i 8 atomów węgla 
cząsteczki porfiryny.

W 1945 r. B l o c h  i R i t t e n b e r g  (3) stwierdzili, że hemina wyod
rębniona po podawaniu szczurom kwasu deuterooctowego (CD3COOH) za
wierała ciężki wodór. Badania te potwierdzili w r. 1948 S h e m i n i wsp.
(49). W yniki te wskazywały, że przynajm niej niektóre atom y łańcuchów 
bocznych porfiryny powstają z m etylow ych grup kwasu octowego.

W celu wyjaśnienia roli octanu w biosyntezie hemu przeprowadzono do
świadczenie porównawcze inkubując k rew  kaczek z octanem  14CH3COO~ 
lub z octanem CH314COO~ (35, 36, 37, 41). Dla sprawdzenia, czy te  do
świadczenia są porównywalne, dodawano również H 2 15NCH2COOH. W oby
dwu próbkach zawartość 15N była jednakowa.

Otrzym yw aną heminę poddawano rozszczepieniu, tak  jak  w poprzed
nio om awianych doświadczeniach i badano czynność prom ieniotwórczą 
poszczególnych produktów. W yniki podane ,są w tabelach 3 i 4.

T a b e l a  3 
C zynność p ro m ien io tw ó rcza  poszozególnych 

części cząsteczk i p ro to p o rfiry n y  (55)

im p/m in

dośw iadczen ie  
z oc tanem  

znaczonym  C14

w  grugie 
m ety lo 

w ej

w  g rup ie  
karb o 

ksylow ej

po rfiry n a  (m ezoporfiryna) 23770 2910

p ierśc ien ie  A i B (im id k w a
su m ety loety lom aleinow ego) 11620 456

p ie rśc ien ie  C i D (kw as 
hem atynow y) 11840 2620*

p ie rśc ien ie  A + B - f C + D  
(im id kw asu  m ety loe ty lo 
m aleinow ego i kw as h em a
tynow y — sum a) 23460 3080

* C zyn n ość  imildii k w a su  m ety lo^ ty lofm aleanoiw ego  o tr z y m a n e g o  z k w a su  hefm atyn o w e g o  
przez  d ek arb oik sy lację  w y n o s iła  450 im p /m in .

Jak  wynika z tabeli 3, octan nie bierze udziału w tworzeniu m ostków 
metinowych; zarówno w doświadczeniu z octanem  znaczonym w grupie 
metylowej jak  i w doświadczeniu z octanem  znaczonym w grupie karbo
ksylowej cała czynność promieniotwórcza substratów  lokowała się 
w pierścieniach i ich podstawnikach.
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Do szczególnie ciekawych wniosków prowadzi analiza wyników dalsze
go rozszczepienia (tabela 4 i zestawienie IV).

T a b e l a  4

C zynność p rom ien io tw órcza  frag m en tó w  p ie rśc ie 
n i p iro low ych  (41 w g 56)

im p/m in

dośw iadczen ie
z octanem

znaczonym  14C

w  g rup ie w  g rup ie
1 m ety lo  k a rb o 

w ej ksy low ej

p ie rśc ien ie  A i B 11620 456
kw as p irogronow y 5440 206
kw as a -ke tom asłow y 5560 208

kw as p irog ronow y  i kw as
a -k e to m as ło w y  (suma) 11000 414

p ierśc ien ie  C i D (bez
g ru p  karboksy low ych) 11840 450

kw as p irogronow y 5500 204
kw as a -k e to m asło w y 5480 190

kw as p irog ronow y  i kw as
a -k e to m asło w y  (suma) 10980 • 394

(80) COOH tO (1170) COOH 10

* v CH> 9 CH2 9
| 1

6 H3C ,  CH2 8 
1 1

H3c
I

CH2 8 
11 /  1

4 c —s-C  3 4 C-3T-:C 3
II«?* II II

5 2 5 Cs  2
N

H H

1 1
doświadczenie z u CHjCOOH doświadczenie z CH3 MCOGH

(IV)

Jak  widać z tabeli 4, czynność promieniotwórcza kw asu pirogronowego 
ze wszystkich pierścieni jest odpowiednio równa czynności kwasu 
a-ketomasłowego.
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W zestawieniu podano w yniki pomiarów radioaktywności poszczegól
nych atomów węgla w postaci indeksów przy odpowiednich atomach.

Po wprowadzeniu 14CH3OOOH we wszystkich pierścieniach czynność 
promieniotwórcza atomów węgla grupy metylowej jest równa czynności 
atomów węgla 9 grupy winylowej względnie odpowiednich atomów łań 
cucha reszty kwasu propionowego; czynność atomów oznaczonych num e
rem  4 była równa czynności atom ów oznaczanych num erem  8 itd. Po 
w prowadzeniu CH;{14COOH cała radioaktyw ność lokowała się w węglu 10. 
Podane przy liniach przeryw anych liczby oznaczają ilość impulsów na m i
nutę  rejestrow anych przez licznik Geigera.

Z podanych wyników w ysnuto następujące wnioski:
1) wszystkie atom y węgla w cząsteczce porfiryny — wyłączając te, 

k tóre pochodzą z glicyny (atomy 2 i atom y mostków m etinowych) mogą 
pochodzić z kwasu octowego,

2) atom y 4 , 6, 8 , 9 przy biosyntezie porfiryn  pochodzą z grupy m etylo
wej kwasu octowego,

3) atom y 3 i 5 pochodzą głównie z grupy m etylowej,
4) atom y 10 głównie z grupy karboksylowej,
5) „część w inylowa” pierścieni A i B (atomy 3, 8 , 9) jest tego samego 

pochodzenia co „część propionowa” pierścieni C i D (atomy 3, 8 , 9, 10),
6) atomy 3, 8 i 9 części „w inylow ej” ,,propionowej” i atom y 5, 4 i 6 

części „m etylow ej” pierścieni pirolowych są tego samego pochodzenia.
7) części „winylowa” , „propionowa” i „m etylow a” tworzą się z cztero- 

lub trójwęglowego związku, k tó ry  powstaje w organizmie z kwasu octo
wego.

Zbadaniem, czy związek, k tóry  reagując z glicyną tworzy „cegiełkę 
pirolową” jest cztero- czy też trójwęglowy, zajęli s i ę B u f t o n ,  B e n t l e y  
i R e m i n g t o n  (8) oraz S h e m i n  i wsp. (41). Oznaczając czynności 
promieniotwórcze poszczególnych atomów porfiryny syntetyzowanej ze 
znaczonego kwasu octowego wykazali, że radioaktyw ność atomu 9 po po
daniu 14CH3COOH (1130 im p/m in) jest w granicach błędu równa czyn
ności atom u 10 po podaniu CH3 14COOH (1170 imp/min). Jest to dowodem, 
że węgiel 10 wbudowywany jest razem  z węglem 9 (oba doświadczenia są, 
jak  to wyżej wspomniano, porównywalne), a co za tym  idzie związek syn
tetyzujący „cegiełkę pirolową” jest czterowęglowy. Gdy zawierał on ty l
ko trzy  atom y węgla, wówczas wytw orzenie grupy karboksylowej w ym a
gałoby włączenia CO2 , a co za tym  idzie ilość atom ów znaczonych 10 b y 
łaby znacznie niższa niż 9.

Doświadczenia przeprowadzone z 14C02  wykazały, że dwutlenek w ę
gla nie włącza się do cząsteczki porfiryny  oraz że po podaniu octanu zna
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czonego w grupie karboksylowej wydziela się prom ieniotwórczy dw utle
nek węgla (8 , 41).

Dalsze badania m iały na celu identyfikację jednostki czterowęglowej. 
W r. 1949 L e m b e r g  i L e g  g e  (31, 38, 37) w yrazili przypuszczenie, że 
jest nią kw as a-ketoglutarow y. W r. 1951 S h e m i n  i W i t t e n b e r g  
(55) wskazali na możliwość powiązania biosyntezy porfiryn  z cyklem kw a
sów trójkarboksylow ych, przy czym związkiem czterowęglowym  byłby 
sukcynylo-koezyn A.

Przypuszczenie to potwierdziły całkowicie doświadczenia przeprow a
dzone z kwasem  bursztynow ym -l,4 -14C (48), kwasem  cytronow ym -l,5-14C, 
kwasem  a-ketoglutarow ym -5-14C i kwasem  a-ketog lu tarow ym -l,2 -14C 
(7, 32, 63, 64).

Do dalszego wyjaśnienia m echanizm u biosyntezy 
COOH porfiryn  przyczyniły się badania nad  porfobilinoge- 
^  nem (PBG) otrzym anym  w r. 1939 przez W a 1 d e n- 
| 2 s t r o m  i V a h 1 q u i s t ’a z moczu chorych na ostrą 

CH2 c H 2 porfirię (59). W latach późniejszych zbadano ten  zwią-
Ć------ C zek dokładniej (30, 60) a w r. 1953 ustalono jego budo-

w ę  ( 9 ' 1 0 ' n ) -
NH,H2C N PBG podczas ogrzewania w 0,3 — 0,5 n HC1 w y

tw arza uroporfinę III. W w arunkach zbliżonych do 
porfobilm ogen tych, w jakich zachodzi biologiczna synteza porfiryn, 

^  np. inkubowany w bezkomórkowym  wyciągu z ery
trocytów  kaczki PBG przechodzi w hem  (4, 5, 44).

W związku z om awianym i wyżej pracam i S h e m i n a  i W i t t e n 
b e r g a ,  C o o k  s o n  i R i m i n g t o n  wskazali na to, że PBG może

COOH
I

HOOC CH2
I I

c h 2 c h 2
I I
CH2------ COR

I i
^COR ^ C H -C O O H

H2N-CtC
I
COOH

R — resz ta  koenzym u 
(VI)

być „cegiełką pirolową”, z k tórej powstają w w arunkach biologicznych por- 
firyny  i zaproponowali następujący schemat powstawania tej cegiełki:
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Nieco później S h e m i n  i R u s s e l  (53, 47) stwierdzili, że w syntezie 
hemu „aktyw ny bursztynian” i glicyna mogą być zastąpione przez kw as 
5-aminolewu'linowy (6AL). Dodanie niepromieniotwórczego 8AL do uk ła
du, w którym  prowadzona jest synteza hemu z g licyny-14C i kw asu 
bursztynowego 14C powoduje spadek czynności promieniotwórczej porfi
ryny  o 80—90%. Natom iast synteza hemu przy użyciu 8AL znaczonego 
15N i 14C w połączeniu 5 — prowadzi do otrzym ania porfiryny zaw ierają
cej 66 razy większą ilość atomów 14C aniżeli porfiryna otrzym yw ana 
z g licyny-2-14C (54). Stwierdzono również, że homogenaty ery trocy 
tów kaczek, które nie m ają zdolności syntetyzowania porfiryn z glicyny 
i bursztynianu  mogą syntetyzow ać hem z 8AL. Te i inne dane (33) w ska
zują w yraźnie na to, że 8AL jest prekursorem  porfiryn w syntezie biolo
gicznej.

S h e m i n ,  R u s s e l  i A b r a m s k y  (54) przyjm ują nasltejpujący 
przebieg biosyntezy PBG:

COOH

COOH
i
CH,

CH,

COR
CH-NH,

COOH

COOH
I

c h 2

CH?
I0  o
1

c h ?n h 2
I
COOH

COOH CH,
I I
CH, CII,

H,NH,C

CU,
c=o

i . o

H,N

CH,

HOOC

(VII)

I I

T -
c —

COOH
I
CH,
I
CH,

.C .
h ,n h ,c^  N

H

CH

„A ktyw ny bursztynian” i glicyna kondensują się z wytworzeniem  kw a
su a-amino-(3-ketoadypinowego, k tó ry  tracąc cząsteczkę CO2 przech- 
dzi w 8AL. Dwie cząsteczki 8AL w następnej reakcji dają jedną cząstecz
kę PBG. Trzeba dodać, że w r. 1955 S c h m i d  i S h e m i n  (44) wydzielili 
z erytrocytów  kaczek frakcję białkową m ającą wszelkie cechy enzymu k a 
talizującego tę ostatnią reakcję. Pew ne światło na dalsze przem iany PBG 
rzucają badania F a l k a ,  D r e s s e l a  i R i m i n g t o n a  (15, 16) prow a
dzone przy użyciu hemolizatu krw i kurcząt. Stw ierdzili oni, że przy prze
puszczaniu powietrza PBG przechodzi w hemolizacie w m ieszaninę uro-, 
kopro- i protoporfiryny, przy czym wydajność tej ostatniej sięga 60%.
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COOH
I

HOOC CH2
I I

CHj CHj

H 2NCH2 n
2 2 H

PBG

,N HN^ CH2-C H 2-C O O H

CH koproporfiryna III
V A

NH
* / 'VH

CH2J
c h 2

CH;
1

c h 2

C O O H 1 COOH
-CO,

COOH

HOOC-CH

HOOC-CH
/

'NH — CH2-CO OH

h 2- c h , - c o o h

uroporfiryna III

protoporfiryna

Y V Y
c h 2 c h 2
I I •
c h 2 c h 2
I I

COOH COOH

(VIII)
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P rzy  przepuszczaniu azotu w analogicznych w arunkach otrzym uje się 
ty lko  uro- i koproporfirynę. Pierwsza z nich w obecności powietrza prze
chodzi w  protopirynę, podczas gdy koproporfiryna pozostaje niezm ienio
na. Również dodana bezpośrednio do hemolizatu krw i kurcząt uroporfiry- 
na przy  przepuszczaniu powietrza przechodzi w protoporfirynę (w ydaj
ność do 50°/o), a koproporfiryna, jak  można było oczekiwać, nie ulega prze
mianie. Podobne wyniki uzyskali N e u b e r g e  r  i S c o 11 (38), używając 
jako sub.stratu 8AL.

Badania te w yjaśniły m echanizm  syntezy od stadium  8AL czy PBC 
do porfiryn  oraz ustaliły genetyczne zależności między trzem a podstawo
wym i porfirynam i. Związkiem pierw otnym  jest uroporfiryna. Przez de- 
karboksylację i odwodorowanie w w arunkach aerobowych pow staje z niej 
protoporfiryna. Przez samą dekarboksylację tworzy się koproporfiryna, 
k tórą należy uznać za produkt uboczny biosyntezy hemu.

Schem at IX przedstawia proponowany m echanizm  biosyntezy hemu:

______cyk l kw asów  tró j-
karboksy low ych

kw as a k e to -  sukcynylo- 
g lu ta row y  koenzym  A "

+
g licyna

I
kw as S-am ino- 

lew u linow y

I
porfobilinogen

(IX )

Nie w szystkie przejścia są już dokładnie zbadane, nie wiadomo również, 
dlaczego w wyniku syntezy biologicznej pow stają w wielkiej przewadze 
izom ery III porfiryn.

W szystkie możliwe ze względu na kolejność podstawników przy p ier
ścieniach pirolowych izomery uro- kopro- i protoporfiryny można przez 
dekarboksylację i uwodornienie łańcuchów bocznych sprowadzić do czte
rech izom erycznych etioporfiryn. Na wniosek Hansa F i s c h e r a  oznacza 
się je  rzym skim i liczbami — I, II, III, IV (wzór X)

G rupy m etylowe w cząsteczce etioporfiryny odpowiadają grupom  m ety
lowym kopro- i protoporfiryny i resztom  kwasu octowego uroporfiryny,

kw as
bursztynow y

kopropo rfiryna

t
u ro p o rfiry n a

I
p ro to p o rfiry n a

I
hem
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a grupy etylowe — resztom  kwasu propionowego wszystkich trzech porfi- 
ryn i grupom  winylowym protoporfiryny.

W organizmach żywych syntetyzowane są wyłącznie porfiryny ty 
pów I i III (protoporfiryna tylko typu III) ze znaczną przew agą ilościową 
porfiryn  typu III — stosunek porfiryn typu III do porfiryn typu I wynosi 
1500 : 1 (14).

Na pytanie, jaki jest mechanizm tworzenia się czteropirolowego ukła
du i w  jak i sposób reagują ze sobą cząsteczki porfobilinogenu, nie można 
dziś jeszcze udzielić jednoznacznej odpowiedzi. Istnieje jednak szereg h i
potez.

W edług Z e i 1 e’g o (65) powstawanie cząsteczki porfiryny związane jest 
z wydzieleniem  amoniaku i odwodorowaniem wg następującego sche
matu:

Sprzęgnięcie się wszystkich czterech pierścieni w reakcjach powyższe
go typu prowadziłoby jednak wyłącznie do powstawania porfiryny typu I.
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W edług T r e i b s a  i O t t a  (57), k tórzy  przeprowadzili badania nad 
syntezą uroporfiryny z pirolowego hydroksykw asu o wzorze XII i otrzy-

HOOC
I
CH,

HOOC-

COOH
I
c h 2
I
ch 2

(XII)

m ywali uroporfirynę III, reakcja przebiega w dwóch etapach. N ajpierw  
zachodzi łączenie się jednostek pirolowych po dwie, przy czym podstaw niki 
przy węglu 2 ( — CH2OH) i przy węglu 5 ( — COOH) mogą tak samo szybko 
reagować. W ten sposób powstają w równych ilościach dwa pirylom etany:

Ac Ac

HOOC CH, J k :h 2o h

Ac Ac

HOOC -CH, COOH

, A c -re sz ta  kw asu octow ego gdzie: ,
P -  reszta kw asu prop ionow ego

(XIII)

W drugim  etapie zachodzi kondensacja pomiędzy tym i związikami, 
w wyniku której otrzym uje się uroporfirynę III.

W edług S h e m i n a  i wsp. (54) oraz C o r w i n a  i wsp. (12, 2) 
w pierwszym  stadium  trzy  cząsteczki pochodnej pirolu tworzą cząsteczkę 
trój pirolową

Ac p

Ac P Ac p
B 
I

c—f-

Ac Y

X I
H,N CHj ^  N 

H

Ac P Ac P

¿ U - d
NH

'ch2nh.

H ,N C H , II

Ac P P Ąc- 

H li

(X IV )
g d z ie :

A c -  reszta  kw asu  o ctow ego  
P -  reszta  kw asu  p rop io n o w eg o
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z w ydzieleniem  aldehydu mrówkowego. Związek trójpirolow y ulega roz
padowi na dwu- i jednopierścieniowy. W zależności od miejsca pęknięcia 
(na schemacie linie przeryw ane) powstają dwa różne pirylom etany (A i B), 
k tó re  sprzęgając się tw orzą cząsteczkę typu III.

W iele danych w yjaśniających poszczególne stadia biosyntezy porfiryn 
przyniosły badania nad powstawaniem  zielonego barw nika roślin (chloro
filu a i b) wzór XV.

Jeszcze przed potw ierdzeniem  budowy chlorofilu w r. 1939 przez szkołę 
Hansa F i s c h e r a  (22) na drodze syntezy, poznano związek mogący być 
produktem  pośrednim  biosyntezy tego barw nika. Jest nim  protochlorofil 
w yodrębniony w r. 1893 przez M o n t e v e r d e g o  (34) z roślin kiełku
jących w ciemności. Budowę protochlorofilu (wzór XVI) ustalono w latach 
1939— 1940 (19, 20)

CH. [o h o ]

Ćh h  'I * COOCH  
COO fityl

chlorofil a [b] 

■ (XV)

Cif

COO fityl

pierścień D proto
chlorofilu

( X V I )
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— różni się on od chlorofilu obecnością jednego podwójnego wiązania 
w pierścieniu D.

W ostatnich latach badania nad biosyntezą chlorofilu w jednokom órko
wym  zielonym glonie Chlorella vulgaris prowadzone są przez badaczy 
am erykańskich A 11 m a n a i S a l o m o n a  oraz G r a n i c k a .  W ykazano, 
że hom ogenaty Chlorella mogą syntetyzować protoporfiryną z PBG (5). 
Zdolność roślin do syntetyzowania tego układu znana jest od daw na (17, 18, 
21, 42, 45, 58).

Hodując Chlorella vulgaris na pożywce zawierającej octan i glicynę 
znaczone 14C stwierdzono, że glon syntetyzuje prom ieniotwórczy chlorofil 
(13), przy czym niew ykorzystyw any przy biosyntezie hemu węgiel karbo
ksylowy glicyny włącza się do cząsteczki chlorofilu. Tworzy on m etyl 
estrowy przy grupie karboksylowej pierścienia izocyklicznego. Pom iary 
czynności promieniotwórczej poszczególnych atom ów pozwoliły na stw ier
dzenie, że dawniejsza hipoteza, według której chlorofil b pow staje z chlo
rofilu a, jest niesłuszna, gdyż zawartość promieniotwórczego węgla w oby
dwu barw nikach była jednakowa. Gdyby chlorofil b powstawał z a, m u
siałby być zaobserwowany efekt „rozcieńczenia”.

G r a n i c k pod wpływem  naświetlania prom ieniam i Róntgena lub po- 
zafiołkowymi otrzym ał m utanty  Chlorella, w k tórych proces tworzenia się 
chlorofilu był przeryw any przez zablokowanie pew nych stadiów łańcucha 
reakcji enzymatycznych.

Jeden z tych m utantów  oznaczony symbolem W 5B, m ający kom órki
2 —3 razy większe niż norm alny glon, w ytw arzał brązow y barw nik, k tó ry  
jkazał się protoporfiryną (23).

Z m utanta W 5B pod działaniem  prom ieni pozafiołkowych otrzym ano 
nowy, jasnobrązowy m utant oznaczony symbolem WsB17 (6), z którego 
w yekstrahowano mieszaninę porfiryn. Po rozdzieleniu m etodam i chrom a
tografii bibułowej i rozdziału przeciwprądowego znaleziono porfiryny za
wierające 2, 3, 4, 5, 6 , 7 i 8 grup karboksylowych (29, 39). W przew ażającej 
ilości występowały związki o dwóch grupach karboksylow ych z jedną, dw ie
ma i bez grup winylowych w cząsteczce. O statni z nich okazał się hem ato- 
porfiryną (wzór XVII) (27).

Przejście od reszty kwasu propionowego uroporfiryny  do grupy winylo
wej protoporfiryny zachodzi prawdopodobnie na drodze (3-oksydacji zgod
nie ze wzorem XVIII.

W yniki badań zarówno nad biosyntezą układu hem owego jak  i chloro
filowego w skazują na to, że m echanizm  biosyntezy tych związków jest do 
stadium protoporfiryny wspólny. P rzy  biosyntezie hem u po utw orzeniu 
się protoporfiny pozostaje tylko wbudowanie żelaza, w syntezie chloro
filu musi mieć miejsce jeszcze kilka przem ian. Kolejność niektórych z nich
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ustalono przy pomocy m utantów . Z m utanta 60 wydzielono magnezopro- 
toporfirynę wykazując, że następnym  stadium po wytw orzeniu się proto
porfiryny  jest Wbudowanie m etalu (24). Z jasnozielonego m utan ta  31 a wy-

CH3
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CHj CHj
I I

COOH COOH

hematoporfiryna (XVII)

dzielano m agnezowinylofeoporfirynę a5 (25). Przejście od m agnezopro- 
toporfiryny do m agnezowinylofeoporfiryny a5 zachodzi prawdopodobnie 
w czterech stadiach:

1) uwodorowanie jednej z grup winylowych do grupy etylowej,
2) utlenienie łańcucha kwasu propionowego przy pierścieniu C,
3) estryfikacja grupy karboksylowej przy pierścieniu C m etanolem  i
4) zam knięcie pierścienia cyklopentanonowego.

COOH COOH
I I
CH, CH2 CH3 CH j CH2
I —  | ---- - I ------ I ---- - i

CH2 CO .C O . CHOH CH
I I I I I

(XVIII)

Stwierdzono (Ź5), że w m utancie 31a w tem peraturze wyższej niż 6°C 
pow staje chlorofil, tzn. że m agnezo-winylofeoporfiryna ulega estryfikacji 
fitolem  i uwodornieniu pierścienia D. W tem peraturze poniżej 6°C estryfi
kacja nie zachodzi i m agnezo-winylofeoporfiryna a5 ulega rozkładowi pod 
w pływ em  światła.

Przebieg biosyntezy chlorofilu a z glicyny i kwasu octowego podany 
jest na schemacie XIX.

Tworzenie się grupy aldehydowej chlorofilu b pozostaje dotychczas 
niew yjaśnione.
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Badania nad biosyntezą chlorofilu nie tylko potwierdziły dawniejsze 
przypuszczenia wspólnego mechanizmu powstawania „barw nika roślin”
i „barw nika k rw i” , lecz również wniosły wiele ciekawych przesłanek po
zwalających dokładniej zrozumieć przebieg niektórych reakcji. Tak do
kładne wniknięcie w mechanizm biosyntezy związków porfirynow ych sta 
ło się możliwe dzięki zastosowaniu m etody izotopowej.
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W pływ  prom ieniowania na drobnoustroje

Naśw ietlanie organizm ów żywych prom ieniow aniam i jonizującym i jak  
prom ienie Roentgena, cząstkam i a, (3 czy też prom ieniam i ultrafioletow ym i 
w yw ołuje pow stanie całego szeregu różnorodnych, nieraz skomplikowa
nych zaburzeń dotyczących zarówno funkcji całego organizmu jak i s tru k 
tu ry  poszczególnych jego składników.

Rozróżniamy następujące efekty działania prom ieniowania: 1) efekt 
ogólnobiologiczny, 2) w yw oływ anie p ikn ięć  i zmian struk turalnych  
w chromosomach, 3) indukowanie m utacji genowych. Pomimo iż efekty  te 
są ściśle ze sobą związane, zwykle wyodrębnia się je  ze względu na specy
ficzną m etodykę badań, właściwą dla każdego z nich. Efekt biologiczny ba 
dany jest głównie w oparciu o m etody biochemii i fizjologii, przy badaniu 
uszkodzeń pow stających w chromosomach pomocną jest metoda cytologicz
na, natom iast m utagennym  działaniem  prom ieniow ań zajm uje się specjalna 
gałąź genetyki, tzw. genetyka promieniowania. Jednak  dopiero zestawienie 
wyników uzyskanych przy pomocy w szystkich m etod daje nam pełny obraz 
w pływu prom ieniow ania na organizm.

W pierwszym  okresie badań nad wpływem  promieniowania głównym  
obiektem  były organizm y wyższe, zarówno roślinne jak  i zwierzęce. Do
piero w ostatnich latach rozwinęły się bardzo intensyw nie prace nad m ikro
organizmam i, gdyż okazało się, iż są one z różnych względów niezm iernie 
dogodnym do tego celu m ateriałem . Najczęściej używane do naśw ietlań 
były  drożdże, pleśnie Neurospora, Pénicillium  i Aspergillus, oraz bakterie  
Staphylococcus aureus, Bacterium  prodigiosum, Escherichia coli. O statnio 
N y b o m  (22) w ykazał, że równie dobrym  m ateriałem  do naśw ietlań są 
jednokom órkowe glony, jak  np. Chlamydom onas eugametos.

Scharakteryzujem y pokrótce zasadnicze typy efektów działania pro
m ieniowania znane dla organizmów wyższych, aby zorientować się na czym 
one polegają i na tym  tle dopiero zastanow im y się, jak  przejaw iają się one 
u mikroorganizm ów.

U organizmów wyższych efekt biologiczny uzew nętrznia się na jjaskra- 
wiej w doświadczeniach, w których cały organizm  jest poddawany długo-
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trw ałem u, stałemu działaniu promieni o słabej intensywności, lub jest na
świetlany krótkotrw ałym i lecz bardzo dużymi dawkam i dla ustalenia letal- 
nej dozy promieniowania. Jednak  zachodzące przy tym  przem iany są tak 
różnorodne, że zwykle trudno jest ustalić, co było bezpośrednią przyczyną 
śmierci organizmu, czy też zorientować się w poszczególnych procesach 
zachodzących w naśw ietlanych tkankach. Dlatego dużo częściej badany 
jest wpływ pewnych określonych nieletalnych dawek prom ieniow ania, 
przy  czym naświetlany jest albo cały organizm, albo tylko poszczególne 
jego części. Częstym obiektem badań są hodowle tkanek zwierzęcych, stoż
ki w zrostu korzeni i pyłki roślin względnie kom órki rozrodcze lub zarodki 
zwierząt, jako system y szybko dzielące się i dogodne zarówno dla przepro
wadzenia eksperym entu jak  i analizy zachodzącym zmian. Typowymi 
objawami występującym i po naśw ietlaniu są: czasowe zaham owanie 
aktywności mitotycznej komórek i zaburzenia w przebiegu obserwowa
nych po tym  okresie podziałów. Zaburzenia te w yrażają się w w ystępow a
niu tzw. lepkości chromosomów spowodowanej praw dopodobnie nagrom a
dzeniem  się na ich powierzchni nadm iaru zdepolimeryzowanych kwasów 
nukleinowych i pojawieniu się pęknięć w chromosomach, co powoduje z ko
lei wysoce nienorm alny przebieg podziału, szczególnie jego anafazy i telo- 
fazy, oraz nierów nom ierny rozdział chromosomów do jąder potomnych. 
Kom órki powstałe w wyniku tych nienorm alnych podziałów często giną.
O silnym zakłóceniu metabolizmu kom órki świadczy również w ystępujący 
niekiedy wzrost jej objętości jak  również zaobserwowane w niektórych 
doświadczeniach z kulturam i tkankow ym i (10) zwiększenie stężenia kw a
sów rybonukleinowych w protoplazm ie, oraz w zrost w ym iaru jąderek.

W badaniach nad m ikroorganizm am i natom iast najłatw iej uchwycić jest 
w łaśnie efekt letalny, toteż interesowano się tu ta j przede wszystkim , jeśli 
chodzi o efekt biologiczny naśw ietlania, działaniem  letalnym . Badano zwią
zek pomiędzy procentową ilością przeżywających kom órek a wysokością 
zastosowanej dozy promieniowania, jej intensywnością, frakcjonow aniem . 
Badano również wpływ tem peratury , ilości tlenu oraz innych dodatkowych 
czynników na przebieg krzywej przeżywalności, oraz zależność jej kształ
tu od zastosowanego rodzaju promieniowania. Drugim znanym  typem  efek
tu działania promieniowania u organizmów wyższych jest pojaw ienie się 
pod wpływem naświetlania pęknięć w chromosomach. N astępnie w ystępu
je  zjawisko rekom binacji uszkodzonych powierzchni i pow stają chrom oso
mowe zmiany strukturalne. Zm iany takie pow stają zarówno w kom órkach 
somatycznych jak  i płciowych, gdy powstaną w kom órkach płciowych 
w potomstwie naświetlanych osobników, w ystępują tzw. s truk tu ra lne  m u
tacje chromosomowe. W następstw ie tych m utacji może pojawić się cały 
szereg zmian dziedzicznych w cechach organizmu. Głównym obiektem  b a
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dań nad chromosomowymi zmianami struk turalnym i była Drosophila me- 
lanogaster ze względu na obecność olbrzymich chromosomów ślinianko- 
wych um ożliw iających zaobserwowanie najdrobniejszych nawet zmian 
w struk tu rze  chromosomów i ścisłe powiązanie ich ze zmianami w genoty
pie. Do takich badań nadają się jedynie te organizmy, u których zmiany 
s tru k tu ra ln e  w chromosomach są łatw e do zaobserwowania. Z roślin do
godna jest np. Zea mais, Tradescantia. M ikroorganizmy do tego typu badań 
całkowicie się nie nadają, trudno jest tu bowiem stwierdzić cytologiczne 
w ystępowanie jakichkolw iek zmian w chromosomach.

Trzeci typ  efek tu  działania promieniowania na organizm, czyli tzw. 
efekt genetyczny, jest to powstawanie m utacji genowych pod wpływem na
świetlania. Pow staw anie m utacji genowych opisywane było u wielu orga
nizmów, zarówno zw ierząt jak  i roślin oraz m ikroorganizmów. Tutaj w ła
śnie m ikroorganizm y jak np. Escherichia czy Neurospora stały się szczegól
nie w ostatnich latach  częstym obiektem badań. Dają one bowiem w porów
naniu z organizm am i wyższymi dużo większe możliwości otrzym ania ol
brzymiego ilościowo m ateriału w bardzo krótkim  czasie przy ścisłej kon
troli w arunków  doświadczenia tak ważnych jak  np. chemizm środowiska 
zewnętrznego. U m ikroorganizm ów wywołano działając promieniami wie
le m utacji dotyczących kształtu , barw y, wielkości kolonii lub komórek, 
craz zmian w system ie enzym atycznym  prowadzących do zmian w zdol
ności do syntez biochemicznych. O statnia grupa m utacji, tzw. m utanty  
biochemiczne, jest szczególnie ważna, gdyż wielokrotnie pozwala na ana
lizę przebiegu skomplikowanych cyklów metabolicznych. Badania powyż
sze wykazały na drodze fizjologicznej, iż u mikroorganizm ów istnieją okre
ślone jednostki dziedziczne identyczne z genami organizmów wyższych
i że są one ułożone liniowo i sprzężone ze sobą w grupy analogiczne do grup 
sprzężenia organizmów wyższych (18, 19).

W celu zilustrow ania tego zagadnienia przytoczym y szczegółowy przy
kład z prac L e d e r b e r g a  i T a t u m  z 1947 r. (17) Naświetlając Esche
richia coli otrzym yw ali oni różne biochemiczne m utanty. Niekiedy powsta
wały szczepy wykazujące jednocześnie kilka m utacji. O trzym ali np. 
szczep, k tó ry  u tracił zdolność do syntetyzow ania biotyny i m etioniny i na 
skutek tego nie mógł rosnąć na pożywce nie zawierającej tych substancji. 
Inny szczep z tej samej serii doświadczeń utracił zdolność do syntetyzo
wania proliny i treoniny. Żaden z nich nie mógł rosnąć na m inimalnej po
żywce. Gdy szczepiono oba podwójne m utanty  razem, norm alnie nie uzy
skiwano również ich wzrostu. Jednak  w niezm iernie rzadkich przypadkach 
pojawiały się kolonie, które rosły w  tych w arunkach zupełnie dobrze. Czę
stość ich w ystępow ania wynosiła dk. IO- 7 . Komórki uzyskanej hodowli 
zdolne były  syntetyzować biotynę, metioninę, prolinę i treoninę. Pomiędzy
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dwoma kom órkam i dwóch podwójnych m utantów  zaszła w ym iana odpo
wiednich czynników genetycznych. Jeżeli oba podwójne m u tan ty  hodowa
ne we wspólnej płynnej pożywce rozdzielić filtrem  uniem ożliwiającym  
zetknięcie się kom órek, zjawisko w ym iany czynników dziedzicznych n i
gdy nie zachodzi (8). M amy więc tu do czynienia z procesem  w ym iany za
chodzącej w trakcie łączenia się komórek, a nie ze zjaw iskiem  tzw. tran s
formacji. Powyższe potwierdza fakt, że w  mieszanej hodowli kilku po
dwójnych m utantów  w ym iany czynników dziedzicznych w ystępują tylko 
pomiędzy dwoma typam i m utantów , co wskazuje, że zawsze biorą w niej 
udział jedynie dwie komórki. Badania z podwójnym i i w ielokrotnym i m u
tantam i wykazały, że nie zachodzi tu całkowicie przypadkow a wym iana 
czynników, lecz są one sprzężone w grupy. Jedna z takich grup  sprzężenia 
obejm uje np. piętnaście czynników. W dalszych badaniach nad czynnika
mi dziedzicznymi stwierdzono, że są one ułożone liniowo, zupełnie analo
gicznie jak  geny w chromosomach organizmów wyższych.

Obserwacje °/o Crossing over dla poszczególnych par czynników  umo
żliwiły skonstruow anie u E. coli dla niektórych grup  czynników  genetycz
nej m apy (19, 29).

Podobne prace prowadzone były i nad wieloma innym i m ikroorganiz
mami. Uzyskano tu  również identyczne wyniki. Badania nad indukow a
niem m utacji u m ikoorganizmów umożliwiły w wielu przypadkach prze
prowadzenie dokładnej analizy ich system u genetycznego i tym  samym 
w dużym stopniu przyczyniły się do wybuchowego rozwoju genetyki mi
kroorganizm ów w ostatnim  dziesięcioleciu.

Jednym  z zasadniczych problemów dotyczących w pływ u prom ieniow a
nia na w szystkie organizm y jest mechanizm ich działania. Główną podsta
wą teoretycznych rozważań były  prace dotyczące m utagennego działania 
prom ieni jonizujących u organizmów wyższych i m ikroorganizm ów oraz 
letalnego u bakterii, w irusów i bakteriofagów. Oba te  efekty w ykazują p ra
widłowości i mogą być ujęte w postaci zależności m atem atycznych. Czę
stość występowania zarówno m utacji jak  i zmian letalnych jest proporcjo
nalna do zastosowanej dozy promieniowania. Zm ieniając różne w arunki 
naśw ietlania można badać wpływ tych zmian na przebieg indukowanego 
procesu, co z kolei pozwala na określenie jego charakteru . Można również 
przeprowadzić porów nanie pomiędzy w ydajnością różnych rodzajów pro
m ieniowania. Dozę prom ieniowania w yraża się w roentgenach. P jzy jm uje  
się, że przy naśw ietlaniu jednym  roentgenem  sześciennego m ikrona wody 
względnie żywej tkanki zostaną w tej objętości w yw ołane dwie jonizacje. 
Model działania prom ieni jonizujących na tkankę został skonstruow any 
na podstawie analogii do działania ich na wodę względnie roztw ory wod
ne różnych substancji. Naświetlenie w yw ołuje w roztw orach dwa efekty:
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1) pierw otny, tzw. bezpośredni, a mianowicie jonizację, 2) w tórny, pośred
ni — pobudzenie cieplne.

W odniesieniu do m ateriału  biologicznego została wysunięta przez 
M u l l e r a  (20), T i m o f e e f f a  - R e s s o v s k y i e g o  i Z i m m e r a
(28) L e a  (16) i innych teoria „ tra fiań” (ang. target theory, niem. T reffer 
Theorie). Teoria ta przyjm uje, że przyczyną zmian genetycznych induko
wanych naśw ietlaniem  jest jedynie efekt bezpośredni promieni tzn. joni
zacja, natom iast pobudzenie cieplne pozostaje bez wpływu. M utacja w genie 
powstanie w tedy jedynie, gdy cząstka promieniowania trafi i wywoła jo
nizację w obrębie jego objętości wrażliwej, tzw. „sensitive volume”. Jeżeli 
ilość jonizacji na tym  odcinku drogi cząstki czy fotonu, k tóry  przetnie 
chromosom, będzie dostatecznie duża, w chromosomie powstanie pęknięcie. 
Np. dla chromosomów Tradescantia L e a na podstaw ie danych ekspery
m entalnych i rozważań teoretycznych obliczył, że dostateczna ilość joni
zacji dla wyw ołania pęknięcia wynosi 15 do 20. Dowód, że działanie pro
mieni w yw ołane jest pojedynczą jonizacją, oparty  został na następujących 
faktach: 1) w ydajność zmian jest w prost proporcjonalna do dozy; 2 ) dla 
danej dozy efekt niezależny jest od czasu naświetlania, znaczenie ma jedy
nie ogólna ilość zastosowanych jednostek promieniowania tzn. roentge
nów, intensywność, czyli ich ilość na m inutę pozostaje bez wpływu. F rak 
cjonowanie również nie odgrywa roli; 3) wydajność danego rodzaju prom ie
ni jonizujących jest związana z gęstością jonizacji, stąd przyjm uje się, że 
pojedyńcza jonizacja lub wiązka jonizacji w ytworzonych przez pojedyń- 
czą pierw otną cząstkę jonizującą jest czynnikiem  w yw ołującym  zmianę. 
Całokształt doświadczeń przeprowadzonych do lat czterdziestych w ska
zywał również na to, że efekt prom ieniowania jest niezależny od tem pera
tury , w której prowadzim y naśw ietlanie, oraz od stanu fizjologicznego ba
danego organizm u.

Związek pomiędzy gęstością jonizacji a wydajnością promieniowania 
wymaga bliższego omówienia. Gęstość jonizacji w zrasta dla poszczegól
nych rodzajów prom ieniowania w następującym  porządku: promienie y, 
promienie X, neutrony, cząstki a. N y b o m (23) podaje, że na torze jonizu
jącej cząstki pow staje w tkance dla promieni y około 8 jonizacji na m ikron 
drogi. Dla prom ieni X około 100, dla neutronów  od 500 do 2000 w zależności 
od ich energii, dla cząstek a zaś od 2000 do 10000. (Na torze prom ieni X 
jonizacje rozłożone są rzadko. Jedyn ie  na końcu toru  znajdujem y w nich 
duże zagęszczenie. Na torze neutronu  zagęszczenie jonizacji jest duże, na 
torze cząstki a jonizacje ułożone są jeszcze gęściej). P rzy  wywoływaniu 
m utacji genowych prom ienie X są o wiele w ydajniejsze niż neutrony czy 
cząstki a. N atom iast przy w ytw arzaniu  pęknięć w chromosomach spraw a 
przedstaw ia się odwrotnie.
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Przy  zastosowaniu identycznej dozy dużo większa ilość rozsianych po
jedynczych jonizacji w yw ołanych promieniami X trafia w objętość w rażli
wą różnych genów niż w przypadku skupionych jonizacji wywołanych 
przebiegiem cząsteczek a. Stąd większa wydajność tych pierwszych jako 
czynnika m utagennego. Aby powstało pęknięcie w  chromosomie, musi 
zajść w tym  punkcie kilkanaście jonizacji. Tu więc z kolei skuteczniejszym  
jest uderzenie np. cząsteczki a. Z doświadczeń tego typu można zoriento
wać się w kształcie i wielkości celu, k tóry  naświetlam y. Na tej podstawie 
obliczano np. objętość wrażliwą genu, określano wielkość i kształt wielu 
bakterii i wirusów. Jeżeli wydajność dla w szystkich typów prom ieniow a
nia jest dla danego obiektu stała, wskazuje to, że m am y do czynienia z ce
lem kulistym . W zrost wydajności w  m iarę w zrostu gęstości jonizacji jest 
wskazówką, że m am y do czynienia z celem podłużnym, lub że celi tych 
jest kilka i zjawisko wyw ołane promieniowaniem  ma więcej niż jedną 
przyczynę. Przy inaktyw acji w irusów i bakteriofagów  jednym  z głównych 
sposobów rozróżniania, czy przyczyną jej była pojedyncza m utacja geno
wa, czy też mamy do czynienia z biologicznym działaniem  letalnym  na 
cały m ikroorganizm , było w łaśnie to kryterium . Drogą porównania w y
ników z naśw ietlania promieniowaniami o różnej gęstości jonizacji często 
określano średnicę organizmów submikroskopowych. Np. L e  a (16) podaje, 
że średnica faga dezynterii S 13 wynosi około 16 mu. Ocena ta pokrywa się 
z obserwacjami nad wym iaram i faga przeprowadzonym i metodą filtrów  
kolodionowych.

Jeśli chodzi o ocenę teorii trafiań, to należy podkreślić wielką rolę, 
k tó rą  odegrała ona pozwalając na ścisłe, m atem atyczne ujęcie całego sze
regu zjawisk i w ykrycie licznych ogólnych prawidłowości. Okazała się ona 
jednak  zbyt dużym  uogólnieniem, gdyż wysunęła na plan pierwszy tylko 
jeden z mechanizmów działania promieni, a m ianowicie działanie bezpo
średnie przez wywoływanie jonizacji. Już żeby objąć promienie u ltrafiole
towe, które, pomimo iż nie są jonizującym i, działają zupełnie w podobny 
sposób na organizmy, wywołując m utacje genowe, pęknięcia chromoso
mów, inaktyw acje mikroorganizm ów itp., m usiano uczynić pewne dodat
kowe założenia. Prom ienie utlrafioletow e działają jedynie na drodze po
budzania cząsteczek, które je absorbują. Ja k  wiadomo, określone związki 
chemiczne absorbują promienie o ściśle określonej długości fali, np. kwasy 
nukleinowe wykazują m aksim um  absorboji dla prom ieni o długości 2600
A, białka dla długości fali — 2800 A itp. N astępuje w tedy ich rozkład 
przez rozerwanie pierścieni zasad purynow ych i pirym idynowych. A ktyw 
ność m utagenna prom ieni ultrafioletow ych w dużym  stopniu jest zależna 
od długości fali. Największą aktyw ność m utagenną w ykazuje u ltrafio 
let o długości fali od 2500 do 2800 A z tym, że dla różnych organizmów
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m aksim a wydajności są różne. Już powyższe fak ty  w skazują na istnienie 
jakiegoś pośredniego mechanizmu działania promieni, gdyż trudno jest 
w yjaśnić działanie prom ieni ultrafioletow ych przyjm ując za podstawę 
teorię tra fiań  pojedynczymi kw antam i energii w określone cele. Odkrycie 
m utagennego działania całego szeregu związków chemicznych stworzyło 
nowe możliwości teoretyczne dla wyjaśniania działania czynników m uta
gennych. Pierw szym  związkiem chemicznym, którego m utagenne działa
nie zbadali w latach czterdziestych A u e r b a c h  i R o b s o n ,  był iperyt. 
W ywoływał on m utacje zarówno u Drosophila jak  i wyższych roślin, oraz 
bakterii. W krótkim  czasie okazało się, że bardzo duża ilość związków che
m icznych jest zdolna indukować m utację. Związki te nie m ają żadnej 
wspólnej i charakterystycznej cechy chemicznej, należą do różnych grup, 
niekiedy są nimi substancje bardzo proste i często spotykane w w arunkach 
natu ralnych  (1, 2, 29, 31). M utagenne działanie zostało wykazane dla wody 
utlenionej, różnych nadtlenków  związków organicznych, chlorków żelaza, 
m anganu i glinu, fenoli, form aliny, uretanu, rozm aitych substancji rako
twórczych itp. N iektóre z nich odznaczają się pewną specyficznością, tj. 
są m utagenne tylko w stosunku do określonych organizmów. I tak ipery t 
i form alina wywoływały m utacje u w szystkich badanych organizmów, 
woda utleniona u Neurospora i bakterii, fenol i u retan  u Drosophila, roślin 
wyższych i bakterii. N iektóre z tych związków działają m utagennie tylko 
wtedy, gdy zostaną zastosowane w pewnym  ściśle określonym  stadium  cy
klu życiowego organizmu. Przyczyną różnic w działaniu związków che
m icznych na różne organizmy mogą być różnice w ich przenikaniu do ko
m órek względnie specyficzne w arunki tam  panujące. Np. gdy w komórce 
znajduje się większa ilość katalazy  rozkładającej wodę utlenioną, m u ta
genne działanie tej ostatniej nie w ystępuje.

Na ogół wydajność m utagennego działania związków chemicznych jest 
m niejsza niż promieniowania. K ö l m a r k  i W e s t e r g a a r d  (14) 
przeprcftvadzili szczegółowe badania dla porównania wydajności m utagen
nego działania różnorodnych związków chemicznych i promieniowań 
u Neurospora crassa. W yniki ich potw ierdzają wspom nianą powyżej regułę, 
jednakże byw ają w yjątki, a mianowicie 1:2, 3:4-diepoksybutan indukował 
20, 30 razy więcej m utacji niż ultrafio let, prom ienie X i iperyt. A utorzy 
ci w ykazali również, że różne geny są w różnym  stopniu uczulone na dzia
łanie różnych czynników m utagennych. W szystkie te  badania przyczyniły 
się do zwrócenia uwagi na procesy chemiczne zachodzące pod wpływem  
naśw ietlania. Stało się jasnym , że nie można przeceniać bezpośredniego 
w pływ u pojedynczych kw antów  energii czy cząstek promieniowania, lecz 
należy uwzględnić w co najm niej rów nym  stopniu możliwe znaczenie efek
tów pośrednich. Doświadczenia S t o n e ,  W y s s ą ,  H a a s a  nad Staphy-
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lococcus aureus (26) oraz W a g n e r a ,  H a d d o x a ,  F u e r s t a ,  S t o -  
n e (30) nad Neurospora dostarczyły rozstrzygającego dowodu, że pośredni 
efekt naśw ietlania może również wywołać powstawanie m utacji. W obu 
przypadkach do naświetlanej uprzednio prom ieniam i ultrafioletow ym i po
żywki wprowadzono nienaśw ietlane m ikroorganizm y. U Staphylococcus 
aureus powstała w tych w arunkach duża ilość m utantów  odpornych na 
streptom ycynę, penicylinę lub niezdolnych do ferm entow ania manitolu. 
Ilość znalezionych m utacji u Neurospora była nieco mniejsza. Autorzy 
uważają, że czynnikiem m utagennym  była tu woda utleniona lub nadtlenki 
związków organicznych, które utw orzyły się w pożywce pod wpływem  na
św ietlania. Jak  wiemy, pod wpływem  działania promieni X również pow
stają w roztworach wodnych różne czynne rodniki jak  OH,H, HO2 , oraz 
H 2O 2 i one to właśnie mogłyby być odpowiedzialne za większość pośred
nich działań w odniesieniu do m ateriału  biologicznego. Tak więc znaleziony 
został wspólny m ianownik dla działania m utagennego i promieniowania 
i związków chemicznych. Jednak dalsze doświadczenia wskazują, że 
w szczegółach pośrednie działanie czynników m utagennych może w yka
zywać znaczne różnice.

W arto zaznaczyć, że na podstawie porównania biologicznego działania 
prom ieni a czy neutronów  z jednej strony, a prom ieni X i y z drugiej nie
którzy au to rzy  dochodzą do wniosku, że już nawet model pośredniego dzia
łania prom ieni jonizujących jest pomimo zasadniczo identycznego wyniku 
nieco odmienny. N eutrony i cząstki a działają jak  gdyby bardziej bezpo
średnio i dają niekiedy efekt większy niż spodziewany dla danej dozy, z tym, 
że zwyżki tej nie da się wytłum aczyć większą gęstością jonizacji. Na pod
staw ie obserwacji nad wywoływaniem  pęknięć w chromosomach, w  m ikro- 
sporach Tradescantia C o n g e r  i G i l i  e s  (4) stw ierdzają, że neutrony 
są „w ychw ytyw ane” przez pewne atom y w tkance i powodują ich prom ie
niotwórczy rozpad. Atomami w ychw ytującym i neutrony  są ich zdaniem 
atom y azotu, wodoru i boru, w ydzielają one przy tym  proton czy caąstkę a. 
A utorzy przypuszczają, że zachodzą tu następujące reakcje:

H 1 +  n  —>■ (H2) ->  H 2 +  r
B 10 +  n  - >  (B 11) —>■ L i7 +  a
N 14 +  n  ->  (N 15) —»■ C 14 +  y

W ydzielane w tych reakcjach protony czy cząstki a działałyby z kolei jo 
nizuj ąco dalej, zwiększając efekt danej dozy neutronów. Hipotezę powyższą 
potw ierdzają doświadczenia C o n g e r a  z 1953 r. (5), w których naświe
tla ł on tkanki Tradescantia wzbogacone W bor przez uprzednie nasycenie 
ich bardzo aktyw nym  w odniesieniu do neutronów  jego izotopem, a m ia
nowicie B 10. C o n g e r  zaobserwował duży wzrost wydajności dla danej 
dozy neutronów. Ilość zmian struktur?Inych w chromosomach wzrosła
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w tkankach nasyconych uprzednio borem 4 do 5 razy w porów naniu do 
ilości uszkodzeń, k tó re  zanotowano w nienasyconej borem tkance. W zrost 
powyższy należy więc przypisać działaniu cząstek w ybitych z atom u boru 
przy radioaktyw nej ich przem ianie w L i 7 po połączeniu się z neutronem . 
Słuszność hipotezy co do odmiennego m echanizmu pośredniego działania 
prom ieni X i neutronów  potwierdza fakt, że przy naśw ietlaniu prom ienia
mi X zawartość boru w tkankach nie ma żadnego wpływu na ilość uszko
dzeń powstających w chromosomach.

Dla teoretycznych rozważań dotyczących modelu pośredniego działa
nia prom ieni jonizujących zjawiska w ystępujące po naśw ietlaniu w wodzie 
m ają duże znaczenie. Woda jest objętościowo głównym  składnikiem  kom ór
ki, toteż wyniki uzyskane dla wody są niezm iernie pomocne p rzy  zro
zumieniu mechanizmu pośredniego działania prom ieni w odniesieniu do 
m ateriału  biologicznego. Pomimo że były one przedm iotem  bardzo in ten 
sywnych badań, procesy zachodzące pod wpływem  działania prom ieniow a
nia w tak  prostym  układzie jak  woda nie zostały jeszcze dostatecznie w y
jaśnione. W związku z zaobserwowanym i różnicami w działaniu różnych 
typów promieniowania na organizmy żywe w arto wspomnieć, że w ystępu
ją również różnice w ich działaniu na wodę. Np. cząstki a w ytw arzają H 2O2 
działając na czystą wodę. Natom iast pod wpływem  prom ieni X czy y 
H 2O2 powstanie jedynie wtedy, gdy w wodzie rozpuszczone są duże ilości 
tlenu.

Duże znaczenie teoretyczne m ają również badania nad działaniem  pro
m ieniowania na roztwory. P rzy  naśw ietlaniu roztworów cały szereg czyn
ników może mieć wpływ na końcowy efekt naśw ietlania. Pośredniość dzia
łania polega tu na tym , że energia promieniowania pochłonięta jest przy 
jonizacji rozpuszczalnika, którego zjonizowane lub pobudzone cząsteczki 
następnie dopiero reagują z ciałem rozpuszczonym. B e l l a m y ( 1 3 )  uważa, 
że każdy czynnik w pływ ający na w ydajność przenoszenia energii z rozpu
szczalnika na ciało rozpuszczone, będzie m iał wpływ na skuteczność pro
mieniowania. M. in. w łaśnie B e l  l a  m y  prowadził doświadczenia nad 
wpływem  promieniowania na wyizolowane z kom órek określone substancje 
chemiczne. Badany był wpływ  prom ieniowania na aktyw ność szeregu en
zymów jak: pepsyny, karboksypeptydazy, trypsyny, tyrozynazy; na poszr- 
czególne aminokwasy i kwasy nukleinowe. W doświadczeniu z pepsyną 
obniżono tem peraturę roztw oru poniżej punktu  zam arzania. Okazało się, 
że inaktyw acja enzymu wywołana promieniowaniem  spada gw ałtow nie od 
90 do 100 procent przy przejściu rozpuszczalnika ze stanu ciekłego w  sta- 
ły. W ynik ten można wytłum aczyć obniżeniem wydajności przenoszenia 
energii promieniowania, co z kolei przem aw ia za pośrednim  mechanizmem 
działania promieni. Inna metoda obniżania wydajności przenoszenia en er
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gii z rozpuszczalnika na ciało rozpuszczone polega na dodawaniu tzw. p ro 
tektorów , tzn. związków szybciej reagujących z jonam i rozpuszczalnika 
niż cząsteczki białka. Przykładem  protektorów  mogą być: mocznik, cy
styna, glutation. Wg D a l e  (6,7) ham ujące aktywność karboksypeptydazy 
działanie promieni X jest bardzo silnie osłabione przez dodatek mocznika.

Mało mamy danych dotyczących inaktyw acji enzymów znajdujących 
się w produktach naturalnych. Ponieważ każdy poszczególny enzym  sta 
nowi jedynie nieznaczną część tzw. ciała rozpuszczonego, powinien być on 
bardzo dobrze chroniony przed pośrednim  wpływem  promieniowania. Do
świadczenia wykazały, że np. doza promieniowania potrzebna do zinakty- 
wowamia katalazy w roztartych  kartoflach wynosi 5 X 106 jednostek, gdy 
tymczasem  dla zinaktywow ania czystego roztw oru katalazy zawierającego 
1 mg enzymu w 1 ml potrzeba jedynie 25000 jednostek. W roztartych k a rto 
flach znajduje się cały szereg składników kom órkowych mogących działać 
jako pro tek tory  (13).

Przy  naświetlaniu pewnych układów chemicznych duży wpływ na prze
bieg wywoływanych reakcji może mieć ich skład. Np. gdy naświetlam y 
suchą leucynę, nie czujemy żadnego zapachu. Po dodaniu wody wydziela 
się zapach charakterystyczny dla aldehydu izowalerianowego. P rzy  na
świetlaniu leucyny w roztworze wodnym zaabsorbowana energia prom ie
niowania wywołuje reakcję, w której pow staje aldehyd izowalerianowy 
i amoniak. Gdy naświetlam y suchą leucynę, rozpada się ona z wydzieleniem 
dw utlenku węgla i wodoru. Podobnie inne produkty rozpadu daje naświe
tlania kazeina i sucha kazeina w roztworze wodnym. Częstym  wynikiem 
naśw ietlania związków organicznych jest ich polim eryzacja względnie 
depolimeryzacja. Sposób naśw ietlania często wpływa na stopień tych pro
cesów. Wyżej przytoczone badania pozwalają nam jedynie do pewnego 
stopnia zbliżyć się do w yjaśnienia w pływu promieniowania na organizmy. 
M usimy bowiem pamiętać, że nie można przenosić bez zastrzeżeń wyników 
uzyskanych w doświadczeniach z poszczególnymi składnikam i chemicz
nym i na całe komórki. W komórce nieuszkodzonej istn ieje  współdziałanie 
poszczególnych jej składników. Jednakże ustalenie typów  występujących 
reakcji i obecności pośredniego działania promieniowania obok bezpośred
niego dla poszczególnych substancji chemicznych, można uważać co naj
mniej za wskazówkę, że podobne procesy zachodzą również i w nieuszko
dzonych całych komórkach.

Z kolei zastanowimy się nad badaniam i, k tóre w ykazały, że różne wa
runki środowiska zewnętrznego mogą mieć m odyfikujący wpływ na w y
niki naświetlania, a mianowicie na wysokość procentu powstających m u
tacji czy przeżywalność naśw ietlanych organizmów. Czynnikami takim i są 
np. ilość tlenu zaw artego w otoczeniu naświetlanego organizmu, tem pe
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ra tu ra , w której prowadzimy doświadczenie, stan fizjologiczny organizmu 
(9). Rolę czynników chroniących organizm  przed szkodliwymi działaniami 
prom ieni mogą odegrać również najróżnorodniejsze związki chemiczne. 
Badania nad działaniem wyżej wym ienionych czynników były prowadzo
ne w ostatnich latach bardzo intensywnie. W zasadzie wyniki ich dla róż
nych organizmów są identyczne i tak np. zmniejszenie koncentracji tlenu 
w atm osferze otaczającej organizm  w czasie naśw ietlania zmniejsza jego 
działanie m utagenne czy letalne zarówno u Drosophila i wyższych roślin 
jak  u bakterii i grzybów. Ograniczymy się tu taj do omówienia powyższego 
zagadnienia jedynie w odniesieniu do m ikroorganizmów. Zaczniemy od 
krótkiego zreferowania prac H o l l a e n d e r a ,  B a k e r a  i A n d e r 
s o n a  (11) nad Estcherichia coli. Naświetlali oni ku ltu ry , z których usu
nięto tlen  oraz ku ltu ry  nasycone tlenem, i porównywali działanie letalne 
określonych dawek prom ieni Roentgena. Ilość organizmów w obu k u ltu 
rach była identyczna i wynosiła 2 X 10° na 1 ml. W kulturach  odtlenio- 
nych wrażliwość bakterii na prom ieniowanie m alała bardzo znacznie. P rze- 
żywalność ich 'była większa 10 000 razy w stosunku do przeżywalności k u l
tu r  przetlenionych. W kulturach  odtlenionych tlen  zastępowano azotem, 
wodorem, helem lub dw utlenkiem  węgla. Rodzaj gazu użytego zam iast 
tlenu dla wyrównania ciśnienia nie odgrywał żadnej roli. W dalszym cią
gu doświadczeń autorzy ci badali w pływ  koncentracji tlenu na m utagenny 
efekt promieni X. Użyli dwóch szczepów E. coli — m utanta, którego wzrost 
zależny był od obecności streptom ycyny w  pożywce oraz m utanta o defi- 
cjencji purynow ej, rosnącego jedynie w obecności adeniny. Badano pro
cent powstających pod wpływem  promieniowania m utacji zwrotnych, po
legających na odzyskaniu utraconej zdolności doprowadzenia odpowiedniej 
syntezy, przy czym oba szczepy naśw ietlane były jednakow ym i dawkam i 
promieni X w w arunkach beztlenowych i w hodowlach silnie nasyconych 
tlenem. W obu szczepach przeżywalność w  hodowlach silnie nasyconych 
tlenem  spadała bardzo znacznie dla identycznej dozy promieniowania. P ro 
cent m utacji zwrotnych w przypadku m utanta, którego wzrost uzależnio
ny był od streptom ycyny, był stały dla danej dozy promieniowania, nieza
leżny od obecności czy braku tlenu, w przypadku zaś m utanta o deficjen- 
cji purynowej procent ten znacznie w zrastał, gdy naświetlanie prowadzone 
było w obecności tlenu. Np. dla szczepu o deficjencji purynowej przy na
świetlaniu w obecności dużej koncentracji tlenu dozą 50 kiloroentgenów 
ilość m utacji zwrotnych wynosiła 7200 na 108 przeżywających komórek, 
natom iast w atm osferze beztlenowej dla tej samej ilości przeżywających 
bakterii zanotowano jedynie 300 m utacji zwrotnych. Fakty  powyższe w ska
zują, że o ile mechanizm powodujący śmiertelność kom órek jest w obu 
szczepach identyczny i w obu przypadkach uzależniony w jakiś sposób od

http://rcin.org.pl



300 I. G E Y E R -D U S Z Y N SK A  I L . j a n o t a - b a s s a l i k [12!

obecności tlenu, to procesy m utagenne w szczepie zależnym od strep tom y
cyny i w szczepie w ykazującym  deficjencję purynow ą różnią się w spo
sób bardzo istotny. Doświadczenia powyższe jasno wykazują, jak  złożonym 
zjawiskiem  jest m utacja. Proces m utagenny indukowany przez ten sam 
czynnik może przebiegać inaczej dla różnych genów. Obecność czy brak  tle 
nu jest, jak  widzimy, bardzo ważnym  czynnikiem, decydującym  o wpływie 
prom ieni X na organizm. Zależność powyższa przem aw ia na korzyść po
średniego działania prom ieni drogą wyzwalania wolnych rodników.

W rażliwość bakterii na naśw ietlanie można zmniejszyć również przez 
dodanie do pożywki różnorodnych związków chemicznych. Doświadczenia 
tego typu prowadzone były przez H o l l a e n d e r a ,  B a k e r a  i A n 
d e r s o n a  (11) przy współpracy B u r n e t t a ,  S t a p l e t o n a  i M o r -  
s e (3). W yróżniają oni następujące grupy protektorów : 1) związki zawie
rające grupy sulfhydrylow e jak  np. cysteina, 2,3-dwum erkaptopropanol 
(BAL), kwas m erkaptobursztynow y, kw as m erkaptopyrogronow y. BAL, 
k tóry  ma dwie grupy SH działa najsilniej, 2) związki silnie redukujące, np. 
Na2S2 0 4 , 3) gliceryna, glikol propylenowy, glikol trój etylenowy, alkohole 
pierwszorzędowe jak  etanol, m etanol, propanol, 4) kwasy karboksylowe, 
np. kwas bursztynow y, m rówkowy i in. M echanizm ich ochronnego dzia
łania w większości przypadków, jak  się wydaje, polega na usuwaniu tlenu 
z otoczenia i z w nętrza komórki. W przypadku np. kwasów w skazuje na 
to fakt, że gdy do naświetlanej ku ltu ry  dodany zostanie jeszcze jakiś inh i
bitor oddechowy, np. cyjanek potasu, zmienia on całkowicie korzystny 
w pływ  protektora. N iektóre protektory  w ykazują działanie addytyw ne. 
Np. BAL podnosi procent przeżywających kom órek bakterii o 18%, kw aś
ny siarczyn sodu o 18%, alkohol etylowy o 11%. Gdy dodamy do ku ltu ry  
przed naśw ietlaniem  jednocześnie BAL i alkohol etylowy, ilość przeżyw ają
cych bakterii wzrośnie do 41% alkohol etylowy i kw aśny siarczyn sodu 
do 40%, BAL i kw aśny siarczyn sodu — do 37%. W skazuje to na odm ien
ny m echanizm  ich działania względnie na fakt, że przy identycznym  m e
chanizmie działałyby one w innych m iejscach system u komórkowego. Jak  
wiemy, pod wpływem  działania prom ieni X na wodę pow stają czynne rod
niki jak  H,0 H ,H 2 02  oraz HO2 . Z innych źródeł wiemy, że H2O2 jest zwią
zkiem m utagennym . Przy większej ilości tlenu rozpuszczonego w wodzie 
ilość pow stających rodników, a więc i H 2O2 będzie większa. Na tej podsta
wie jasne jest, że każdy związek usuwający tlen  z ku ltu ry  i z w nętrza 
kom órki zm niejszy ilość H 2O2, a więc odegra rolę protektora.

Zagadnieniem , które było przedm iotem  licznych prac i teoretycznych 
rozważań, jest kw estia letalnego efdktu działania prom ieni na organizm. 
U organizmów wyższych np. u Drosophila znamy całą grupę tzw. letalnych 
m utacji genowych lub polegających na powstawaniu pęknięć w odpowied
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nich m iejscach w chromosomach. Uszkodzenia te  powodują śmierć organi
zmu w różnych stadiach rozwoju zależnie od typu m utacji, niekiedy już 
zygota nośząca m utację letalną nie jest w stanie rozwijać się dalej. M utacje 
byw ają dom inujące lub recesywne, u Drosophila np». stanowią one bardzo 
poważną grupę m utacji powstających pod wpływem  naświetlania. U m i
kroorganizm ów niezm iernie trudno jest rozstrzygnąć, czy przyczyną śm ier
ci kom órki naświetlonej jest indukowana przez promienie m utacja leta l- 
na, czy też ginie ona w w yniku uszkodzeń typu fizjologicznego.

W latach poprzedzających 1948 r. większość badaczy przyjm owała hi
potezę, że przyczyną śmierci naświetlonej kom órki bakterii jest powstanie 
m utacji letalnej. Np. L e a  (16) je s t zwolennikiem  powyższej hipotezy 
i poświęca wiele prac dla udowodnienia jej przy pomocy teorii trafień. 
L e a  uważa, że komórka bakterii ginie na skutek trafienia jednej cząstki 
jonizującej czy kw antu energii w Objętość wrażliwą, k tó rą  utożsamia on 
z jakim ś określonym  genem. Podstaw ą powyższej teorii były następujące 
fakty: procent komórek bakterii inaktyw ow anych przy pomocy danej do
zy promieniowania jest niezależny od: 1) zagęszczenia kom órek w hodowli, 
2) intensywności promieniowania, 3) tem peratu ry  otoczenia w granicach 
od 0 do 37°. Procent inaktyw ow anych kom órek zależy jedynie od gęstości 
jonizacji, a więc od rodzaju użytego promieniowania. Dużo światła rzucają 
na zagadnienie przyczyn śmierci m ikroorganizm u prowadzone w ostatnich 
iatach badania nad czynnikami zm ieniającym i wrażliwość na prom ienio
wanie. G runtow ną analizę tego zagadnienia przeprowadza S t a p l e t o n  
(13). Dzieli on czynniki m odyfikujące wrażliwość bakterii na prom ieniowa
nie na dwie grupy, zależnie od okresu ich działania w stosunku do m omentu 
naświetlania. Jedne z tych czynników działają m odyfikująco na procent 
przeżywających bakterii, gdy zostaną zastosowane przed i w trakcie na 
świetlania, wpływ drugich ujaw nia się przy zastosowaniu ich w okresie 
po naświetlaniu. Do pierwszej grupy czynników Stapleton zalicza obec
ność względnie brak tlenu. Jak  już było to powyżej omówione, usunięcie 
tlenu z ku ltu ry  znacznie zmniejsza wrażliwość bak terii na prom ienie i pod
nosi procent ich przeżywalności. Oprócz Escherichia coli badane tu  były 
i inne bakterie, oraz drożdże. Działanie protekcyjne całegto szeregu związ
ków chemicznych polega, jak  wiemy, na usuwaniu tlenu. Stapleton zbadał 
dokładnie mechanizm rpotekcyjny jednego z nich, mianowicie kwasu bursz
tynowego. Gdy do kultury  E. coli dodamy przed naświetlaniem  0,01% roz
tworu kwasu bursztynowego i będziemy inkubować ku ltu rę  w  temp. 0 °, nie 
uzyskam y protekcyjnego działania teg<o związku. Natom iast inkubacja 
w ternp. 37° przez 30 min. przed naśw ietlaniem  wywoła znaczny spadek 
śmiertelności bakterii. Protekcyjne działanie kwasu bursztynowego znosi
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całkowicie dodatek inhibitorów oddechowych takich jak  cyjanki, kwas 
malonowy, jodooctan. Podobny układ działania opisują K o l m a r k  
i W e s t e r g a a r d  (14, 15) w pracy nad chemicznym  indukowaniem  
m utacji u Neurospora. Pod wpływem działania wody utlenionej obserwowali 
oni znaczny procent m utacji zwrotnych dla m utanta o deficjencji adenino- 
wej. Gdy do ku ltu ry  dodano katalazy, woda utleniona traciła całkowicie 
swe m utagenne działanie. Po dodaniu cyjanku potasu, k tóry  niszczy ka- 
talazę, procent m utacji powstających pod wpływem  wody utlenionej gw ał
townie w zrasta. W dalszym  ciągu badań S t a p l e t o n  stw ierdza, że innym  
czynnikiem  k tóry  zmniejsza śm iertelność bakterii, jest ich wysoka kon
centracja w pożywce, ale dopiero powyżej 1011 kom órek w 1 ml. Ochronny 
wpływ koncentracji nie w ystępuje, gdy pożywkę nasycim y tlenem  lub gdy 
obniżym y tem peraturę. Wysoka koncentracja działa poprzez endogenne 
oddychanie bakterii, k tó re  usuwa tlen z kultury . S t a p l e t o n  i H o l -  
1 a e n d  e r (25) wykazali u Aspergillus terreus, że zmniejszenie ilości wo
dy w  sporach zmniejsza ich wrażliwość na działanie promieni. W ydajność 
prom ieniowania spada proporcjonalnie do spadku wody w konidiach. Po
dobną zależność znaleziono i u bakterii. W ydaje się, że przyczyną powyż
szego jest zmniejszenie szybkości dyfuzji aktyw nych cząstek. Gdy naśw ie
tlam y Escherichia coli w tem peraturze ciekłego azotu, tj. — 196°, spoda ilość 
zinaktyw ow anych kom órek w porównaniu do k u ltu r naświetlanych w temp. 
0°. Dalsze doświadczenia w ykazały, że przy obniżaniu tem peratury  poni
żej 0 ° istn ieje  pewien m om ent zwrotny we wrażliwości bakterii na na
świetlanie. Jest nim tem peratura  kilku stopni poniżej zera, a mianowicie 
punkt krzepnięcia zawiesiny. Znamy liczne przykłady wskazujące na róż
nice we wrażliwości bakterii w różnych fazach cyklu wzrostowego. „Młode” 
bak terie  są najw rażliwsze na promieniowanie, natom iast bakterie znajdu
jące się już w  tzw. ,,lag phase” są odporniejsze niż w jakim kolwiek innym  
momencie cyklu wzrostowego. U wyższych organizmów zjawisko to jest 
również znane. Najwrażliwsze są te  kom órki, które dzielą się intensywnie, 
np. tkanki m erystem atyczne u roślin, kiełkujące nasiona itp.

Przejdziem y z kolei do drugiej grupy  protektorów  wyróżnionej przez 
Stapletona, a mianowicie tych, których działanie ochronne w ystępuje przy 
zastosowaniu ich po naświetlaniu. Umieszczenie hodowli po naświetleniu 
w tem peraturze różnej od optym alnej znacznie zwiększa procent prze
żywających komórek. Doświadczenia prowadzono w sposób następujący: 
próbki z naśw ietlanych i nienaśw ietlanych ku ltu r E. coli przeszczepiano 
na płytki agarowe i inkubowano w tem peraturze od 6° do 37° przez 24 
godziny, a następnie przenoszono do term ostatu o tem peraturze 37°. Po
stępow anie takie nie wpływa ma ilość kom órek w nie naśw ietlanych k u ltu 
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rach, natom iast w kulturach naśw ietlanych 24-o godzinne obniżenie temp. 
inkubacji zwiększało procent przeżywających komórek. Największą prze- 
żywalność otrzym ywano dla k u ltu r inkubowanych w temp. 18°C. W yniki 
powyższe S t a p l e t o n  tłum aczy tym , że w tem peraturach różnych od 
norm alnie optymalnej zmienia się stosunek szybkości przebiegu procesów 
syntetycznych i destrukcyjnych. Przy obniżaniu tem peratury  szybkość obu 
grup  procesów spada najwidoczniej w niejednakow y isposób, tak że w temp. 
] 8°C w ystępuje przewaga procesów syntezy i .stąd pow staje praw dopodob
nie korzystny wpływ tej tem peratury . Optym alne tem peratury  dla prze- 
żywalności po naświetlaniu różnych szczepów. E. coli są różne. S t a p l e 
t o n  znalazł trzy szczepy różniące się pod tym  względem. Gdy inkubujem y 
je po naświetlaniu w temp. 37°C, przeżywalność każdego z nich jest inna, 
natom iast przy inkubacji w tem peraturze optym alnej dla każdego szczepu 
przeżywalności ich są praw ie idetyczne. W skazuje to, że różnice we w rażli
wości na naświetlanie m ają swe źródło w  specyficzności biochemicznej 
każdego szczepu.

Podsum owując powyższe badania można stwierdzić, że proces inakty- 
wacji bakterii pod wpływem  prom ieni X jest zjawiskiem  bardzo złożonym 
i moiże być modyfikowany przez cały szereg czynników jak  stan  fizjolo
giczny organizmu, tem peratura, koncentracja tlenu. Inaktyw acja byłaby 
więc wynikiem  wewnątrzkom órkowego pośredniego efektu wywołanego 
przez powstawanie pod wpływem  promieniowania czynnych wolnych rod
ników w płynach komórkowych. W ydaje się, że letalny efekt może mieć 
wiele różnorodnych przyczyn i że nie można inaktyw acji tłum aczyć jedynie 
powstawaniem  m utacji letalnych, analogicznych do m utacji letalnych 
u wyższych organizmów. Bez w ątpienia m utacje tego typu mogą pow sta
wać i być przyczyną śmierci w niektórych przypadkach, jednak w więk
szości przypadków przyczyny śmierci kom órki należy szukać w m echaniz
m ach fizjologicznych. Analizą tego zagadnienia zajm ują się między inny
mi P o w e r  s i E h r e t  (24) wskazując, jak  trudno jest w przypadku 
śmierci jednokomórkowego organizm u zdecydować, czy powodem jego 
śmierci była m utacja genowa, czy też m am y tu do czynienia z fizjologicz
nym  mechanizmem letalnego działania promieniowania. K e l n e r  (12) 
uważa, że takim  m echanizmem fizjologicznym mogłoby być np. całkowite 
zahamowanie syntezy DNA, co z kolei uniemożliwiałoby syntezę enzymów 
adaptatyw nych. N e w c o m b e  (21) stw ierdza, że przyczyną śmierci ko
m órki może być zahamowanie wielu syntez względnie zmian ich produk
tów końcowych. Jedną z takich syntez mógłby być np. proces prowadzący 
do duplikacji genu. Przyczyny śmierci kom órki mogą być rozliczne, w po
szczególnych przypadkach może być ona wywołana kilkoma różnym i i jed 
nocześnie działającymi czynnikami.

5 P o stęp y  B io ch e m ii
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M utagenne działanie prom ieniowania w ykorzystane zostało do badań 
m ających na celu w yjaśnienie skomplikowanych procesów metabolicznych. 
Najlepszym  m ateriałem  do doświadczeń tego typu są w łaśnie m ikroorga
nizmy. Badania te zapoczątkował w latach 40 B e a d l e  używając jako 
organizmu doświadczalnetgo grzyba Neurospora. Następnie przeprowadzo
no podobne badania używając jako m ateriału  najrozm aitszych pleśni, droż
dży i bakterii.

Ogólna zasada teoretyczna pozwalająca na biochemiczne in te rp re to 
w anie wyników w spom nianych prac jest następująca: pod wpływem  na
św ietlania możemy otrzym ać u badanego organizm u m utanty , które u tra 
ciły zdolność do syntezy jakiegoś ważnego m etabolitu, w arunkującego ich 
norm alny wzrost. K tóry z niezbędnych czynników wzrostowych nie może 
być przez dany m utan t syntetyzow any, możemy łatw o sprawdzić badając 
jego wzrost na pożywkach o różnym  składzie. Jeżeli ustalim y, że czynni
kiem  tym  jest, powiedzmy, jak iś prosty związek, możemy uważać z dość 
dużym  prawdopodobieństwem, że bierze on udział w reakcji biochemicznej 
stanowiącej ważne ogniwo w łańcuchu reakcji metabolicznych. Do badań 
używane są na ogół te organizmy, k tórych  wym agania odżywcze są proste. 
Np. Neurospora rośnie norm alnie na pożywce zawierającej prócz soli nie
organicznych i cukru  (jako źródła węgla i energii), ty lko jedną z w itam in — 
biotynę. Z powyższego wynika, że zdolna jest ona do syntezy całego szere
gu najrozm aitszych aminokwasów, w itam in, kwasów nukleinowych, zło
żonych węglowodanów, tłuszczy oraz innych związków wchodzących 
w skład protoplazm y. Jednakże należy pam iętać, że powyższa m etoda po- 
dóbnie jak  i inne jest ograniczona. Jeżeli pod wpływ em  naśw ietlania lub 
innych czynników m utagennych powstanie organizm  niezdolny do syntezy 
m etabolitu, k tó ry  nie przechodzi przez błonę komórkową, a więc nie mo
że być pobrany z pożywki, organizm  ten  ginie i mówimy, że m am y tu do 
czynienia z m utacją letalną. Dobrą ilustracją badań prowadzonych przez 
tzw. genetykę biochemiczną pozwalającą na zrozumienie pewnych ogólnych 
prawidłowości dotyczących powstawania m utantów  biochemicznych są np. 
wyniki doświadczeń nad Neurospora, w yjaśniające drobny wycinek prze
m ian związków azotowych (31). W doświadczeniach tych otrzym ano m u
tan ty  niezdolne do syntezy argininy. Pierw szy z nich wym agał dla norm al
nego w zrostu obecności w pożywce argininy, drugi mógł w ykorzystać albo 
argininę, albo cytrulinę, trzeci rósł jednakow o dobrze na pożywkach za
w ierających prócz składników podstawowych ornitynę lub też cytrulinę 
względnie argininę. Z powyższego wynika, że pod wpływem  czynnika m u
tagennego łańcuch reakcji prowadzących do syntezy argininy został p rzer
w any u m utan ta  pierwszego przed samą argininą, u m utanta drugiego 
przed cytruliną, która m usi być prekursorem  argininy, a u m utanta trze-
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ciego przed ornityną, która z kolei jest prekursorem  cytruliny. Innym i sło
wami, otrzym ane wyniki w skazują na to, że in vivo  arginina pow staje na 
drodze prostych reakcji łańcuchowych z ornityny poprzez cytrulinę. Po
nadto  możemy wyprowadzić drugi, bardziej ogólny wniosek, że różne ge
netyczne m utanty, które są niezdolne do syntezy tego samego zasadniczego 
m etabolitu , m ają często zablokowany łańcuch reakcji w różnych miejscach. 
D any m utan t zdolny jest do syntezy i normalnego wzrostu w obecności 
każdego z kilku związków stanowiących pośrednie ogniwo w reakcjach, 
k tó re  w ystępują za miejscem zablokowanym . N aturalnie przedstaw iony 
obraz jes»t bardzo uproszczony, często przerw a w łańcuchu reakcji zależy 
od całego szeregu czynników otoczenia zewnętrznego i wewnętrznego.

Zależność pomiędzy syntezą kwasu pantotenowego a obecnością w ko
m órkach ókreślonego systemu dostarczającego dla takiej reakcji energii 
zrozum iano dzięki uzyskaniu pod Wpływem naśw ietlania prom ieniam i 
ultrafioletow ym i oraz prom ieniam i X m utantów  niezdolnych w norm al
nych w arunkach do syntezy tej witam iny. Neurospora ma sytem  enzy
m atyczny katalizujący reakcję syntezy kwasu pantotenowego z kw asu 
pantoj owego oraz (3-alaniny. Obecność tego system u w ykryto  zarówno 
w samej grzybni, jak  i w wysuszonych p reparatach  acetonowych. W spom
niane wyżej m utan ty  nie syntetyzują kwasu pantotenowego. Jednakże jak  
wykazano w dokładniejszych badaniach, można z nich uzyskać p repara ty  
równie aktyw ne pod względem syntezy w itam iny, jak  p repara ty  o trzym ane 
z organizmu nienaświetlanego. Stwierdzono ponadto, że ku ltu ry  m u tan 
tów bardzo silnie przetlenione w ytw arzają kwas pantotenowy. Z powyższe
go wynika, że u tra ta  zdolności do syntezy kwasu pod w pływem  naśw ietla
nia spodowodana jest zaburzeniem  nie w przebiegu samej reakcji, lecz 
w system ie dostarczającym  energii dla tej reakcji. W ykazano tu  uzależnie
nie przebiegu jednej z zasadniczych reakcji syntezy od obecności innej rea 
kcji, a mianowicie utleniania.

Podobnych przykładów w ykorzystania m utantów  biochemicznych dla 
analizy przebiegu łańcutha reakcji prowadzących do syntezy najróżnorod
niejszych m etabolitów znamy w obecnej chwili już bardzo wiele. M etoda 
wywoływania u mikroorganizm ów biochemicznych m utacji pod w pływem  
działania promieniowania stała się w ostatnich latach niezm iernie uży
tecznym  narzędziem pracy w badaniach biochemicznych. Reakcje bioche
miczne prowadzące do syntezy niezbędnych m etabolitów  przebiegają na 
ogół u wszystkich organizmów w bardzo podobny sposób. W yniki uzyska
ne dzięki badaniu m utantów  u m ikroorganizm ów są więc w dużym stop
niu pomocne dla zrozulmienia ogólnych dróg m etabolizm u u wszystkich, 
organizmów żywych.

5*
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

E. G Ą S IO R  i K . O B O JS K A

Przygotow anie ekstraktów  bakteryjnych do badań  
enzym atycznych

Badanie złożonego mechanizm u reakcji chemicznych kom órki b ak te ry j
nej dokonane może być albo in vivo  na nienaruszonej komórce, albo in  
vitro  po zniszczeniu stru k tu ry  komórkowej. Dyskusja, która z m etod ba 
dawczych jest w łaściwsza, wciąż trw a. Bez wątpienia przebieg izolowanych 
reakcji enzym atycznych na dezintegratach różni się od tychże reakcji za
chodzących w kom órce nienaruszonej. Jednakowoż do badań przem iany 
pośredniej, charak terystyk i enzym u i m echanizmu reakcji enzymatycznej 
potrzebne są izolowane system y enzymatyczne. Rozbicie kom órki umożli
wia ponadto poznanie funkcji fizjologicznych niektórych jej fragm entów  
strukturalnych.

Pierw sze próby niszczenia struk tu ry  komórkowej zapoczątkował 
w 1897 r . B i u c h n e r  rozcierając kom órki drożdży z piaskiem celem  o trzy
m ania wyciągu zymazy (21). W 1903 r. B u c h n e r  i H a  hm (22) w yko
rzystali do tych celów prasę hydrauliczną. Ich badania zapoczątkowały 
dziś już powszechne stosowanie niszczenia s truk tu ry  komórkowej m ikro
organizmów.

Sposoby prowadzące do otrzym ania wyciągu bezkomórkowego są różne 
i na ich dobór w pływ a rodzaj drobnoustroju i form y związania enzymów 
w cytoplazm ie kom órki. Niekiedy udaje się wyizolować enzym przez eks
trakcję  wodą lub buforam i suchych preparatów  drobnoustroju. Przew ażnie 
jednak stosuje się liczne m etody dezintegracji, k tórych skuteczność dla 
danego m ateriału  ustalam y najczęściej doświadczalnie.

C harakterystykę m etod dezintegracji podał H u g o  (79). Ogólne uw a
gi na tem at sposobu suszenia i dezintegracji m echanicznej podaje 
G u n s a l u s  (64).

Celem niniejszego refera tu  będzie przegląd i opis:

A. Sposobów ekstrakcji enzymów z suchych preparatów  drobno
ustrojów  i

B. Metod dezintegracji: 1) biologicznej, 2) chemicznej, i fizycznej.

[309]
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A. Sposoby otrzymywania wyciągów enzymatycznych przez 
ekstrakcję suchych preparatów drobnoustrojów

A ktyw ne wyciągi bezkomórkowe uzyskuje się niekiedy przez bezpo
średnią ekstrakcję proszków baktery jnych  wodą lub buforam i. Suchy pro
szek odznacza się w stosunku do wilgotnej m asy baktery jnej większą p rze
puszczalnością błony komórkowej, toteż eksrakcja suchych proszlków daje 
czynne wyciągi niekórych enzymów. W ydaje się, że istnieje ścisła zależ
ność m iędzy rodzajem  suszenia a aktyw nością enzym atyczną wyciągów. 
Dotyczy to w pierwszym  rzędzie enzymów łatwo inaktyw ujących się. Su
che preparaty  nadają się do kilkumiesięcznego przechowywania w tem pe
ratu rze  poniżej zera. U łatw ia to znacznie grom adzenie m ateriału  do p re
paratyki enzym atycznej.

S p o s o b y  s u s z e n i a  i e k s t r a k c j i  p r o s z k ó w

1. Liofilizacja

Jest to sposób suszenia polegający na wysublim owaniu wody z zam ro
żonych do kilkudziesięciu stopni poniżej zera bakterii pod ciśnieniem 
m niejszym  niż 0,1 mm Hg. P repara ty  liofilizowane w yróżniają się trw a
łością w większym stopniu niż inne suche preparaty . Liofilizacja znajduje 
szerokie zastosowanie do suszenia wyciągów, czystych ku ltu r itp. 
(5, 44, 45, 92, 107, 141, 173).

2. Suszenie przy  użyciu rozpuszczalników organicznych

Masę baktery jną zadaje się k ilkakrotną ilością oziębionego (od —10° 
do — 20°C) acetonu, eteru, alkoholu lub m ieszanin tych rozpuszczalników, 
miesza się, odwirowuje albo sączy przez lejek Biichnera. Proces ten pow
tarza się trzykrotnie i suszy w eksykatorze pod zmniejszonym ciśnieniem 
albo na powietrzu. G a 1 e i współp. (52) zastosowali tę technikę do otrzy
m ywania bezkomórkowych wyciągów dekarboksylazy lizyny. Zawiesiny 
baktery jne E. coli i Bac. cadaveris traktow ano pięciokrotną odjętością ace
tonu, mieszano i sączono przez lejek Biichnera, przem ywano eterem  i su
szono na powietrzu. Do proszku dodawano M/45 bufor boranowy w ilo
ści 1 ml na 20 mg proszku i ekstrahow ano przez 2 godziny w tem peratu
rze 37°C.

K arboksylazę kwasu szczawiooctowego z Azotobacter vinelandii (120), 
dekarboksylazę kwasu szczawiooctowego z Clostridium acetobutylicum  
(30) oraz dehydrogenazę kwasu mlekowego z drożdży (16) otrzym ano z su
chych preparatów  tych drobnoustrojów.

http://rcin.org.pl



[3] PR Z Y G O TO W A N IE E K STR A K TÓ W  B A K TE R Y JN Y C H 311

3. Suszenie pod zm niejszonym  ciśnieniem

W ilgotną m asę baktery jną suszy się w eksykatorze pod zmniejszonym 
ciśnieniem  w obecności tlenku, chlorku lub siarczanu wapnia, pięciotlenku 
fosforu albo siarczanu m agnezu. Ekstrahuje się roztworam i zawierającymi 
siarczki, cysteinę lub g lu tation  celem ochrony grup tiolowych enzymów.

H u g h e s  i W i l i a m s o n  (78) otrzym ali tą metodą glutam inazę 
przez ekstrakcję suchych ¡bakterii Cl. welchii. Zamrożone kom órki suszo
no pod zm niejszonym  ciśnieniem  nad pięciotlenkiem  fosforu a następnie 
ekstrahow ano roztw orem  drugorzędowego fosforanu sodu z dodatkiem  
chlorku potasu przez 15 godzin w +  2°C. W ydajność wynosiła 80—90% 
aktyw ności enzymu. S t a d t m a n  i B a r k e r  (142) przez ekstrakcję su
chych bak terii rozcieńczonym roztworem  siarczku sodu, a S t o k e s  
i C a m p b e l l  (145) przez ekstrakcję  wodą otrzym ali aktyw ne wyciągi 
enzymatyczne.

4. Suszenie na powietrzu

Drożdże dają  się suszyć i na powietrzu bez widocznych s tra t aktywności 
enzym atycznej. K ilkum ilim etrow ą w arstw ę drożdży suszy się przez 2— 3 
dni w  tem peraturze 25—35°C. W czasie suszenia zachodzi częściowa auto- 
liza. E kstrahuje  się woda albo odpowiednimi roztw oram i buforowymi przez 
kilka godzin (75).

B. Metody dezintegracji i ekstrakcji enzymów
I. M ETODA B IO LO G IC ZN A

a) A u t o 1 i z a stanow i najprostszą m etodę rozpuszczania otoczki ko
m órkowej. Proces ten  dokonuje się pod wpływem  wewnątrzkom órkowych 
ferm entów. Przeprow adzam y ją najczęściej wobec wody, roztworu bufo
rowego i takich środków konserw ujących jak  toluen, ksylen, tymol chlo
roform  itp. Procesy autolityczne są zwykle długotrw ałe (2), kilku, a nawet 
kilkunastodniowe, co w znacznym  stopniu zmniejsza ich przydatność 
w preparatyce enzymów.

B a i l e y  i W e b b  (10) w ykorzystali autolizę do wyizolowania hekso- 
kinazy z drożdży. 12,7 kg drożdży kruszono i mieszano z 760 ml. toluenu 
pozostawiając zawiesinę w 38°C przez 3—5 godzin. Do roztw oru dodawano 
12 litrów zimnej wody i 100 g siarczku sodowego dziewięco-wodnego do
prowadzając pH do 6— 6,5 przy pomocy kwasu solnego. Autolizujące droż
dże pozostawiono w tem peraturze 20—25°C przez 42 godziny i następnie 
odwirowywano. Dodatek siarczku sodu hamował, przez swoje ochronne 
działanie na grupy tiolowe enzymu, inaktyw ację heksokinazy.
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V i r t a n e n  i T a r n a n e n  (165) otrzym ali aspartazę przy pomocy 
autolizy Bac. fluorescens liquefaciens w ciągu 2—3 dni w  37°C. O b  o j- 
s k a  (113) w  celu otrzym ania wyciągów fosfataz z różnych szczepów m yko-  
bakterii zastosowała również autolizę. Proszek acetonowy bakterii zmie
szany z poczwórną objętością wody albo w ilgotną m asę bak tery jną zmie
szaną z podwójną objętością wody z dodatkiem  toluenu i octanu ety lu  
poddawano autolizie przez 4— 10 dni. Proces autolizy kontrolowano m i
kroskopowo. Znam y inne jeszcze przypadki stosowania autolizy w p repa
ratyce enzymatycznej (6 , 18, 27, 32, 72, 76).

b) L i z a  b ł o n  k o m ó r k o w y c h  p r z y  p o m o c y
e n z y m ó w

1. L izozym

W 1922 F l e m i n g  (40) zaobserwował lizę Micrococcus lysodeicticus 
przez silny czynnik bakteriolityczny znaleziony w tkankach oraz w dużych 
ilościach w białku jaja. Czynnik ten nazwano lizozynem. Wiemy, że roz
kłada on m ukopolisacharydy błon komórkowych niektórych bakterii.

Traw ienie lizozymem przeprowadza się mieszając bakterie  z k ry sta 
licznym preparatem  enzymu w stosunku kilkanaście mg lizozymu na 1 g 
bakterii. Czas trw ania lizy wynosi zwykle kilka godzin,

G e o r tg i i współp. (54) otrzym ali przy dodaniu lizozymu (Armour) 
w ilościach 100 mg/10 g  Bac. stearotherm ofilus zawieszonych w 200 ml
0,067M buforu boranowego, aktyw ne s truk tu ry  cytoplazm atyczne odpo
wiadające, jak  tw ierdzi autor, mitochondrion! z tkanek zwierzęcych. P e n 
r o s e  i Q u a  s t e l  (117) przebadali aktywność różnych enzymów w liza- 
tach M. lysodeicticus i kom órkach nienaruszonych. Stwierdzili, że ak tyw 
ność katalazy, fum arazy i innych enzymów jest większa w preparatach  
z komórek poddanych lizie niż w kom órkach nienaruszonych. Odwrotnie 
aktywność niektórych enzymów była mniejsza, a dehydrogenaza glukozy, 
glicerofosforanu i kwasu glutaminowego ulegają całkowitej inaktywacji,.

G o r i n i  i C r e v i e r  (58) donieśli, że liza M. lysodeicticus powoduje 
w ydzielanie się enzymów proteolitycznych wym agających do aktyw acji 
jonów wapnia. Zwiększenie czasu lizy powoduje inaktyw ację lizozymu 
przez bak tery jne  ferm enty  proteolityczne. Dodatek szczawiooctanu 
zmniejsza inaktyw ację lizozymu, ponieważ wiąże jony wapnia.

Poszczególne przypadki stosowania lizozymu cytujem y, a każdy z nich 
zawiera ciekawą inowację metodyczną (41, 85, 73, 100, 101, 118, 125, 130, 
166).

2. Inne czynniki bakteriolityczne

Do bakteriolitycznych enzymów należy enzym produkowany przez 
Streptom yces albus. Działanie jego polega na rozpuszczaniu błon kom ór
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kowych zaw ierających ram nozę i heksozaminę u Streptokoków  g ru 
py A  (95).

Enzym y traw iące streptokoki w ytw arzane są także przez inne m ikro
organizm y np. Micromonospora i Nocąrdia cardneri (129). W/g W e 1- 
s c h a  (168) enzym y rozpuszczające błony kom órkowe stafilokoków produ
kowane są przez szereg Actinom ycetów . Nie spotkano w litera tu rze  żadnej 
wzm ianki o aktyw ności enzymatycznej lizatów otrzym anych przez dzia
łanie czynników strepto  i stafilolitycznych na bakterie. Podobnie jak  lizo- 
zym mogą one znaleźć zastosowanie w preparatyce enzym atycznej.

3. E nzym y proteolityczne

Enzym y proteolityczne znajdują również zastosowanie do niszczenia 
stru k tu ry  kom órkowej drobnoustrojów. Np. S t i c k l a n d  (144) otrzym ał 
aktyw ną dehydrogenazę kwasu mrówkowego przy traw ieniu kom órek 
E. coli w 37C. Ostatnio M y r b a c k  i W i l l s t a e d t  donieśli o izolowa
niu inw ertazy drożdżowej przy pomocy trypsyny  aktyw ow anej cy
steiną (106).

c) T r a w i e n i e  p r z e z  b a k t e r i o f a g i  b ł o n  
k o m ó r k o w y c h

W 1953 r. S h e r  i M a  11 e t  t e  zastosowali w irusa bakteryjnego 
(bakteriofaga T2r + )  do dezintegracji bak terii (136, 137). Zawiesiny E. coli 
po traw ieniu bakteriofagow ym  pozwalały otrzym ywać aktyw ne wyciągi 
dekarboksylaz argininy i lizyny.

II. M ETODY CHEM ICZN E

a) L i z a  g l i k o k o l e m

W 1953 r. M a c u l l a  i C o w l e s  (94) opisali nowy sposób otrzym y
wania lizy przy użyciu glikokolu. W/g nich na lizę bakterii m ają wpływ 
takie czynniki jak  stężenie glikokolu, stosunek objętości zawiesiny bak te
ryjnej do objętości glikokolu, wiek hodowli i czas jej inkubacji. Używano 
roztworów od 0,5 do 3M glikokolu inkubując 1/2— 18 godzin w 37°C. N aj
korzystniejszy stosunek m asy bak tery jnej do ilości glikokolu wynosił 
1 : 10 przy użyciu IM rotzworu glikokolu. Stwierdzono ponadto, że sto
pień lizy kom órek zmniejsza się z wiekiem  hodowli. Badania przeprow a
dzone na zawiesinie E. coli, A. aerogenes i Bac. mesentericus wykazały 
obecność około 85°/o białka komórkowego. L e v i n e  i współp. (90) b a 
dając dysym ilację seryny u Pasteurella pestis dezintegrow ali bakterie  IN  
roztworem  glikokolu. Również G o r d o n  i inni (57) przeprowadzali dezin
tegrację glikokolową. Brak jest dokładnych danych na tem at aktywności 
enzymów otrzym anych tą  metodą.
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b) L i z a  m o c z n i k o w a

S e i b e r t  i F a b r i z i o  (133) wyizolowały ze szczepów M ycobacte
rium  czynną frakcję białek, która dawała dodatnią reakcję wiązania do
pełniacza, oraz reakcję tuberkulinow ą. Bakterie umieszczano w 37°C 
z dw ukrotną ilością mocznika na okres 72 godzin, często w strząsając za
wiesinę. N astępnie dodawano 1 objętość wody, sączono przez Seitza i pod
dano dializie.

W 1956 r. S z y m o n a  (1955) w pracy nad metabolizmem glukozy 
u Mycob. phlei zastosował ekstrakcję mocznikiem proszku acetonowego 
tych bakterii (30% mocznika +  2% węglanu sodu) celem izolacji czynni
ka fosforylującego. 1 g proszku odtłuszczano na gorąco m ieszaniną a lko
holu i eteru (3:1), a następnie pozostałość ekstrahow ano i odwirowywano. 
Także S e i b e r t  (134) i O b o j is k  a (113) stosowały mocznik do estrakcji 
białek z prątków  kwasoodpornych z całkowitym  powodzeniem.

c) E k s t r a k c j a  g l i c e r o l e m

Sposobem tym  wyizolowano (93a) enzymy proteolityczne i amyloli- 
tyczne z kilku bak terii przez inkubację z 40% glicerolem przez 4 dni w tem 
peraturze 39°C i 7 dni w  30°C.

d) E k s t r a k c j a  n - b u t a n o l e m

Sposób ten  ¡polega na działaniu na zawiesinę drobnoustroju w wodzie 
lub buforze n-butanolem . Butanol rozpuszcza fosfolipidy błon kom órko
wych oraz oddziaływuje swoiście (104) na przeprowadzanie białek do roz
tworu. Inne alkohole nie posiadają tej własności. Butanol nadaje się przede 
wszystkim  do izolowania enzymów związanych z elem entam i s tru k tu ra l
nymi komórki preparatyw nie odpowiadającym m itochondrion i mikroso- 
mom. Mechanizm działania n-butanolu i jego zastosowanie podaje M o r 
t o n  (105) i inni (4, 68).

III. FIZY C ZN E M ETODY D E Z IN T E G R A C JI

a) T e c h n i k a  k o l e j n e g o  z a m r a ż a n i a  i o d  t a j a n i a

Kolejne k ilkakrotne zamrożenie m asy bakteryjnej do kilkunastu stopni 
poniżej zera, a nawet do tem peratury  ciekłego powietrza i odmrożenie po
woduje rozbicie komórek i ułatw ia izolację wew nątrzkom órkowych skład
ników. B l a c k  (17) w ypreparow ał dehydrogenazę aldehydową zamrażając 
drożdże piekarniane w ciekłym  azocie. Po odmarznięciu ekstrahow ał ko
mórki przez 5 dni roztworem  buforow ym  o pH 8,3 w tem peraturze około 
5°C. F r a n k e  i S c h i l l i n g e r  (46) przez pięciokrotne zamrażanie
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i odtajanie otrzym ali aktyw ne wyciągi enzymatyczne z prątków  kwasood- 
pornych. Ta metoda została zastosowana do otrzym ania wielu czynnych 
wyciągów enzym atycznych (7, 8 , 9, 34, 42, 43, 108, 175, 176).

b) D e z i n t e g r a c j e  m e c h a n i c z n e

1. Technika ręcznego rozcierania u> m oździerzu

M echaniczne rozcieranie drobnoustrojów  zarówno wilgotnej jak  i su
chej m asy z dodatkiem czynnika rozcierającego, a w niektórych przypad
kach i bez czynnika rozcierającego iprowadzi do zniszczenia s tru k tu ry  ko
m órkow ej. Prostota metody, względy ekonomiczne, a jednocześnie sku
teczność przyczyniły się do szerokiego jej zastosowania. Jako czynników 
rozcierających używa się pyłu szklanego, kwarcowego, kaolinowego, zie
mi okrzemkowej, pumeksu, a ostatnio coraz częściej specjalnie przygotow a
nego tlenku glinu. Podstawowym  zagadnieniem  przy dezintegracji m e
chanicznej staje się dobranie odpowiedniej wielkości cząsteczek proszku 
używanego do rozcierania. Poleca ,się zwykle cząstki o średnicy mniejszej 
niż średnica kom órki poddawanego dezintegracji drobnoustroju. Skutecz
ność i szybkość dezintegracji zależy w  znacznym stopniu od stosunku, 
w jakim  mieszamy czynnik rozcierający z m asą baktery jną. Stosunek ten 
w poszczególnych pracach jest różny, zawsze jednak  ilość proszku roz
cierającego jest kilkakrotnie wyższa od m asy baktery jnej. Rozcieranie bak 
terii przeprowadza się naogół w  tem peraturze niskiej, często w  stanie za
m rożonym  w czasie od kilku m inut do kilku godzin. Zmieloną na ciągliwą 
papkę m asę baktery jną ekstrahuje się wodą, buforam i, rozcieńczonymi roz
tw oram i chlorku sodowego, dwuw ęglanu sodu itp., a następnie odwirowuje 
się celem usunięcia proszku i resztek komórkowych. Duże trudności na
stręcza odwirowanie bardzo drobnego i lekkiego pyłu  szklanego. Należy 
dodać, że wysoka w artość tlenku glinu jako czynnika rozcierającego zwią
zana jest z jego zdolnościami adsorpcyjnym i.

Wo l f e ,  I v l e r  i R i t t e n b e r i g  (174) otrzym ali z Pseudomonas 
jluorescens bezkomórkowy wyciąg enzymu utleniającego kwas jabłkowy. 
Na 1 część bak terii suszonych nad siarczanem  wapnia dodawano 1— 1,5 czę
ści buforu fosforanowego o pH 6,1, 3, części proszku szklanego i mielono 
kilka m inut. W podobny sposób inni autorzy (24, 55, 86 , 132, 143) otrzy
m yw ali wyciągi enzymatyczne. R e i t h e l  (124) zastosował również przy 
uzyskiwaniu wyciągów ze Streptococcus therm ophilus  technikę mielenia 
w moździerzu. Przem ytą masę bak tery jną  suszono pod zmniejszonym ciś
nieniem  nad pięciotlenkiem fosforu, a następnie m ielone z dw ukrotną 
ilością proszku karborundowego w obecności buforu fosforanowego 0,02M 
przy pH w 7 oziębionym moździerzu.
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M c l w a i n  (97) pierw szy użył tlenku glinu do preparatyk i enzymów 
z drobnoustrojów . Bakterie zmieszane z k ilkakro tną ilością tlenku glinu 
rozcierano intensyw nie przez kilka m inut i odwirowywano. O trzym ano 
(97) ze Stroptococcus hemoliticus bezkomórkowy wyciąg dezam inazy ADP 
i innych enzymów. W h e a  t i A j  1 (169) zastosowali „alum inę 303” ce
lem izolowania cytratazy z E. coli. Bakterie oziębiano w  moździerzu do 
— 20°C i rozcierano z równą ilością tlenku glinu przez kilka m inut. 
P repara t enzym atyczny zawierał około 30 mg białka w  1 ml ekstrak tu . 
W/g G ą s i o r a  (53), k tó ry  wzorując się na metodzie M c l l w a i n a  o trzy
m ał bezkomórkowy wyciąg transam inazy przez rozcieranie proszku aceto
nowego Mycob. phlei z trzykro tną ilością tlenku glinu, najlepsze w yniki 
uzyskuje się przy 90^minutowej dezintegracji. Metodę M c l l w a i n a  sto
sowało wielu autorów (23, 28, 56, 67, 69, 83, 88 , 109, 167, 169) z całkowi
tym  powodzeniem.

W 1955 r. H e l l e r  i S z a f r a ń s k i  (71) przez rozcieranie proszku 
acetonowego Mycob. phlei w możdzierzyku bakteriologicznym  i odwiro
wanie otrzym ali wyciąg enzym atyczny rozkładający 5-fosforybozę.

2. Mielenie w m łynkach bakteryjnych

D ezintegracja mechaniczna może być przeprowadzona przy użyciu 
specjalnie skonstruow anych młynków. Można ją  stosować zarówno z do
datkiem  czynników rozcierających jak  proszek szklany albo rozcierać same 
bakterie. N ajstarszym  tego typu urządzeniem  jest m łynek stożkowy opisa
ny  w  1903 r. przez M a c f a d y e n a  i R o w l a n d a  {93), a później 
m łynki kulow e (12). W iększe zastosowanie znalazł dopiero m łynek bak te 
ry jny  wprowadzony w  1938 r. przez B o o t h - G r e e n a  (19) (schem at 1).

Oziębiona m asa baktery jna jest umieszczona pomiędzy poruszającym i 
się walcam i i m ielona. Chłodzenie odbywa się za pomocą spiralnej w ę- 
żownicy umieszczonej w w annie z lodowatą wodą. Czas dezintegracji zależ
nie od mielonego drobnoustroju wynosi od 1 do kilku godzin. Nie dodaje się 
w  tym  m łynku czynnika rozcierającego. B o o t h  i G r e e n  (19) wykazali, 
że kom órki E. coli ulegają całkowitem u zniszczeniu dezintegracji, podczas 
gdy Bac. subtilis tylko w 45%, a Sarcina lutea po czterogodzinnym  mieleniu 
w ykazuje 25% dezintegracji. Tym  sposobem autorzy otrzym ali z E. coli 
dehydrogenazy: kwasu jabłkowego, glicerofosforowego, mrówkowego, 
oksydazę cytochromową, katalazę, peroksydazę i asparaginazę. Posługując 
się m łynkiem  B o o t h - G r  e e n a, G a l e  (51), E d s o n  (37), S t u m p f  
(150), A b r a h a m i C h a i n  (1), F r a n t z l  i C h a r g a f f (47) oraz 
S t o n e  i W i l s o n  (148) otrzym ali wyciągi enzymatyczne. Ze względu 
na niski stopień rozbicia większości drobnoustrojów  i wym agany długi czas
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dezintegracji, m łynek ten  nie jest praw ie stosowany. Nie dodając proszku 
szklanego w m łynie kulowym  Y o u m a n s  i współp. (177, 102) otrzym ali 
aktyw ne prepara ty  enzym atyczne z Mycob. H37Ra.

Lepsze są m łynki w ykorzystujące pył szklany do rozcierania bakterii 
jak  np. wprowadzony w 1942 r. m łynek U t t e r a - W e r k m a n a  (163), 
opisany dokładnie przez K a l t n i t z k y ’e g o  i współp. (81). Komórki 
bak tery jne zmieszane z proszkiem  szklanym  w stosunku 1 : 2 i buforem  fo
sforanowym  i stanowiące jednorodną pastę miele się między dwoma kon- 
centratrycznym i stożkami szklanym i z których w ew nętrzny poruszany jest 
m otorkiem  elektrycznym  z szybkością 300 obr./min. Pow ierzchnie trące 
ochładzane są m ieszaniną oziębiającą znajdującą się w w ew nętrznym  stoż
ku. (fotografia 1).

S ch em at 1. M łynek  b a k te ry jn y  
B ootha i G reena

(B o o th  V . H. and G r e en  D . E. B io c h e m . 
J. 32, 855, 193S)

0  — b lo k  z ew n ę trz n y  d o p a so w a n y  ś c iś le  
do o s ło n y  H , H — o s ło n a  blofcu, St — 
f ila r  o b r a ca ją c y  w e w n ę tr z n ą  czę ść  m ły n 
ka, R; J — w ew n q trzn a  czę ść  m ły n k a , 
B i ło ży sk o  b e lk i S2, B 2  — ło ży sk o  b e lk i  
S2, D — ko ło  tr a n s m is y jn e  b e lk i, P  — 
p om p a  w  m o d elu  B a y lis s  i  M üller, C i
1 C2 — z a c isk i s łu ż ą ce  do o p ró żn ia n ia  
m ły n k a , U i — d o d a tk o w e  k o ło  tra n sm i
s y jn e  b e lk i S i ,  U 2 —  dodatikow c k o ło  
transttnisyjme b e lk i Si, V  — zb io rn ik  n a  
w o d ę  z lo d em  do c h ło d z e n ia  c z ę ś c i  m ie 

lą c e j , N  — p o d sta w a  m łyn k a .

U 11 e r  i inni (164) badające stopień rozbicia kom órek różnych drobno
ustrojów  podczas m ielenia w  m łynku stw ierdzają, że stosunkowo duży 
procent bakterii pozostaje nienaruszony. Drugą ujem ną stroną wyżej opi- 
samego m łynka są trudności w obieraniu m ateriału  zmielonego. Posługując 
się powyższym m łynkiem  U 11 e r  i współp. (80, 82, 161) otrzym ali szereg 
wyciągów enzym atycznych z E. coli, a G ą s i o r  transam inazę z Mycob.
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phlei (53). W 1956 r. ukazał się m łynek N o s s a l a  i M o r t o n a  (112) 
(fot. 2 ).

Stanowi on modyfikację m łynka U t t e r a - W e r k m a n a .  Część m ie
ląca m łynka tró jkątny  tłuczek i dopasowana do niego nasadka w ykonane 
są z tw ardej stali, a nie ze szkła jak  w m łynku U t t e r a - W e r k m a n a .  
Oba m łynki posiadają taką samą pojemność, różnią się jednak szybkością 
obrotów, mianowicie m łynek N o s s a l a  i M o r t o n a  w ykonuje 1500 
obr./m in. Jako  czynnika rozcierającego używa się w nim szklanego czy 
tlenku glinu zmieszanych w odpowiednim stosunku z m ikroorganizm am i.

3. Dezintegracja w zm odyfikow anym  homogenizatorze  
P o t t e r a - E l v e h j e m a

W 1950 r. D o c k s t a d e r  i H a l v o r s o n  (33) opisali zmodyfikowa
ny hom ogenizator P o 11 e r a-<E 1 v e h j e  m  a (122). P rzy pomocy tego 
apara tu  dezintegrowali bakterie używając jako czynnika rozcierającego 
sproszkowanego szkła lub tlenku glinu. Szybkość obrotów tłoczka wynosi 
2000 obr./min. Przy zastosowaniu optym alnych w arunków  dezintegracji 
w ciągu krótkiego czasu obserwowano rozbicie bak terii w 100%. W yciąg 
z tablicy zawartej w pracy D o c k s t a d e r a  i H a l v o r s o n a  umiesz
czony poniżej (tablica 1) obrazuje zależność pomiędzy: rodzajem  m ielenia, 
stosunkiem  kom órek do czynnika rozcierającego i wody, czasem m ielenia, 
rodzajem  czynnika rozcierającego, a ilością zniszczonych komórek. W nie
których przypadkach należy przeprowadzić w iele prób w stępnych, aby 
natrafić na najlepszy dla danego drobnoustroju sposób dezintegracji. I tak 
np. W h i t e h e a d o w i  i współp. (170) nie udało się wyizolować sulfatazy 
arylowej z Mycob. piscium  przy ręcznym  m ieleniu bakterii w moździerzu 
i ekstrakcji buforem. Dobre wyniki otrzym ali dopiero po zastosowaniu zie
mi okrzemkowej i zmodyfikowanego hom ogenizatora P o t t e r  a-  E l v e -  
h j e ma .  Dezintegrowano proszek acetonowy zmieszany z podwójną ilo
ścią ziemi okrzemkowej i podwójną ilością wody przez 15 m inut w  homo
genizatorze zanurzonym  do łaźni oziębiającej. Posługując się tą  m etodą 
S t r e h l e r i  C o r n i e r  (147), oraz N e w b u r g h  i współp. (109) otrzy
mali pozytywne rezultaty . Do dezintegracji nie używali oni żadnego 
czynnika rozcierającego.

4. Dezintegracja w prasach bakteryjnych

Na uwagę zasługuje prasa baktery jna wprowadzona przez H u g h e s  a 
(77) (fot. 3). Dezintegracja odbywa się w niskiej tem peraturze i przez bar
dzo krótki czas tarcia mechanicznego.
Drobnoustrój zmieszany z odpowiednim proszkiem umieszcza się w dłu-

6 P o stęp y  B io ch e m ii
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gim oziębionym cylindrze. Dokładnie dopasowany tłok podnosi się przy 
pomocy sprężonego powietrza i opuszcza na umieszczoną w cylindrze masę 
bakteryjną. W metodzie H u g h e s a  drobnoustrój m ieszany jest z prosz
kiem  pyreksowym , tlenkiem  glinu, proszkiem cyrkonowym  ŻrSiC>4 albo 
żelem krzem ionkowym. Przy użyciu optym alnych warunków dezintegracji 
otrzym ano całkow ite zniszczenie komórek Cl. welchii, Lactobacillus arabi-

T a b l i c a  1

W pływ  sposobu  i w aru n k ó w  d ez in teg rac ji na ilość ro zb ity ch  b a k te r ii  
w /g  D o c k s t a d e r a  i  H a l v o r s o n a  (33)

Sposób
m ie len ia

S to su n ek  
kom órek  
do ilości 
czynn ika  
ro zc ie ra 

jącego

S tosunek  
w ody do 
czynn ika  
ro zc ie ra 

jącego

Czas 
m ielen ia  
w  m in.

%  zn i
szczo
nych  

kom órek

R odzaj
czynn ika

ro zc ie ra jące 
go

m ielen ie
ręczne

1 :2

1 :4

1 :2

1 .2

5
20

5
20

46,3
59.1

59.1 
90,6

A lum ina

1 :2 3 :5 5
20

95.3
99.3

w  hom ogen izato -
rze

P o t t e r a -
1 : 4 3 : 5 5

20
93.2
99.2

N or tona

E l v e h j e m a

1 : 8 23 :4 0 5
20

93,3
99,7

w  hom ogen izato - 
rze

1 :2 1 :2
10
20

98,8
99,4

A lum ina
P o t t e r a -  
E l v e h  j e m a

1: 1 1 : 1
10
20

37,7
56,9

sp roszkow ana

1 :1 1 :2 20 99,6

w  hom ogen iza to - 
rze

1 :2 3 :1 15 99,9 H yflo
S u p er-C e ll

P o t t e r a -
E l v e h j  e m a --- --- 40 42 “
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nosus, E. coli, Proteus morganii, i szeregu innych. A utor otrzym ał z Cl. wel- 
chii dekarboksylazę kwasu glutaminowego, glutam inazę i enzym y rozkła
dające heksozodwufosforany. L a  R i v i e r e  (89) uzyskał bezkomórkowy 
wyciąg ze zmiażdżonych w prasie H u g h e s a Pseudomonas putida. P rasę 
H u g h e s a  stosowano do dezintegracji; Aerobacter aerogenes (29), spor 
bak tery jnych  (121) i grzybów (13).

Fot. 3. P rasy bakteryjne H ughes’a
(w /g  H u go  B . W. B actjeriol. R ev s. 18, 87, 1954)

A — k o m o ry  w y p e łn ia n e  m asą  b a k te ry jn ą : l)  k om ora  o tw a rta  z w g łę b ie n ia m i na  
tło k i, 2) p o ło w a  k o m o ry  z ś c iś le  d o p a so w a n y m i tło k a m i, 3) k om ora  z tło k a m i, 

w id o k  o g ó ln y ; B — in n y  ty p  p ra sy  b a k te ry jn e j H u g h esa

5. Dezintegracja przez wytrząsanie z drobnym i cząstkam i 
ciała stałego

Zawiesina drobnoustrojów  w ytrząsana energicznie z proszkiem  szkla
nym  albo kuleczkam i szklanym i może ulec dezintegracji. Używa się na j
częściej proszku szklanego o wielkości 50 do 500 m ikronów albo specjal
nych kuleczek o średnicy (300— 100 mikronów). W 1945 r. G u n s a l u s  
i U m b  r e i  t (61) zastosowali specjalną m etodę dezintegracji z kulkam i

6*
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szklanymi połączoną z jednoczesnym suszeniem mokrej m asy bakteryjnej 
pod zmniejszonym ciśnieniem. Lejek szklany zakorkow any szczelnie wy
pełnia się olejem lekkim, we w nętrzu lejka umieszczamy kolbę szklaną, 
w  której znajduje się m okra masa baktery jna poddawana dezintegracji. 
Wylot kolby połączony jest z motorkiem oraz pompą próżniową (sche
m at nr 2).

Kolba szklana

k o Ib y ^ m o tJ rk ie m  Schem at 2. Dezintegrator typu  
Gunsaluis’a i Um breita.

(w /g  Um breiit W. W „ B u rris  R. H., 
S ta u ffe r  J. F. M an am etr ic  T ec h n iq u e s  unci 
R e la ted  M eth od  fa r  th e  S tu d y  o f T is
su e M etab o lism , M in n ea p o lis , w y d . 6, 

1951).

D robnoustroje w czasie ruchu obrotowego kolby są dezintegrowane przy 
jednoczesnym suszeniu. Czas całkowitego rozbicia wynosi 10 do 12 godzin. 
Po dezintegracji powoli wpuszczamy powietrze do w nętrza kolby, a m ate
riał bak tery jny  ekstrahujem y przy użyciu odpowiedniego roztworu.

Fot. 4. D ez in teg ra to r th an h o w y  ty p u  M ickla
(w /g  H u go  B. W. B actierio l. R evs. 18, 87, 1954) 

a — c y lin d e r  szk la n y , b — w y sta ją c a  czę ść  b e lk i

M i c k 1 e (99) w 1948 r. opisał nowy aparat do dezintegracji m ikroorga
nizmów (fot. 4).

http://rcin.org.pl



U5J PR ZY G O T O W A N IE EK STR A K TÓ W  B A K TE R Y JN Y C H 323

Na fotografii aparatu  M i c k 1 e’a umieszczonej powyżej widać parę roz
suniętych belek, które poruszane są w zmiennym polu elektrycznym. Jeden 
koniec każdej z nich znajduje się wew nątrz aparatu , na drugim  zaś w ysta
jącym  umocowany jest cylinder szklany o pojemności 15 ml albo w zmody
fikow anym  aparacie dwa cylinderki o łącznej pojemności 50 ml. W cylin
drach szklanych umieszczone są zawiesiny bak tery jne o gęstości: 2— 20 mg 
suchej m asy na 1 ml i kuleczki albo pył szklany stanowiący około 30°/o 
wagi niszczonych bakterii. Szybkość w ytrząsania w zależności od typu 
aparatu  wynosi 300—3000 drgań/m in. Badania nad w arunkam i optym al
nym i dla powyższej m etody były prowadzone przez F u r n e s s a  (50) 
i C o o p e r a  (26). Stwierdzono, że efekt dezintegracji zależy od takich 
czynników jak wielkość cząstek szklanych, szybkość wytrząsania, natura 
i gęstość zawiesiny bakteryjnej. T r u d i n g e r  >(156) użył aparatu  
M i c k 1 e’a do izolowania enzymów z E. coli. B akterie zawieszano w śro
dowisku zawierającym  1,5 M chlorek potasu, 0,069 M fosforanu potasu 
i 0,005 M trójhydroksym etyloam inom etan (Tris) o pH 8 . Do 11 ml za
wiesiny zawierającej 20 mg suchej m asy w 1 ml dodawano 5 g kulek o śred
nicy około 200 m ikronów dezintegrowano 20 m inut. O statnio m etoda 
M i c k 1 e’a znajduje coraz szersze zastosowanie (25, 66 , 70, 119, 123, 128, 
140, 146, 157).

Bardzo ciekawe spostrzeżenia uzyskał N o s s a 1 (110, 111) używając do 
dezintegracji drożdży u ltra  szybkiego dezintegratora o częstości 5000 
drgań/m in. Zawiesinę drożdży z kulkam i dezintegrował w czasie 10—90 se- 

~ kund i odwirowywał. R ezultaty jego badań w ykazują, że rozdział enzy
mów w otrzym anym  ekstrakcie jest podobny do rozdziału enzymów 
w ekstraktach z tkanek zwierzęcych. Dehydrogenazy wiążą się głównie 
z ziarnistościami komórkowymi, kiedy dezintegracja trw a bardzo krótko, 
przy dłuższym  zaś czasie przechodzą do roztw oru całkowicie. Fum araza 
i akonitaza natom iast znajdowały się głównie w niesedym entującym  eks
trakcie uzyskanym przy szybkości obrotów wirówki 30 000 g.

W 1954 r. L a m a n n a  i M a l e t t e  (87) wprowadzili nowy sposób 
rozbijania m ikroorganizm ów przy użyciu odpowiedniej wielkości kuleczek 
szklanych (200 milimikronów) i homogenizatorów typu: W aring blendor 
i V irtis (fotografia 5).

Homogenizator V irtis nadaje się do m ałych ilości suspensji (czas dezin
tegracji 5 min.). Do większych objętości używano W aring blendor, gdzie 
stosowano gęste zawiesiny drobnoustrojów  i dużą ilość kuleczek szkla
nych. Zawiesina 450 g drożdży w 600 ml i 800 g kuleczek dezintegrowana 
90 min. wykazuje 99% rozbitych kom órek. W r. 1956 S i n g e r i inni (135) 
zastosowali homogenizator V irtis do wyosobnienia m itochondrii z droż
dży. Należy jeszcze wspomnieć, że generatory  dźwiękowe i ultradźw ięko
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we mogą zastąpić apara ty  M i c k l e ’a czy W aring blendor. Do zawiesiny 
baktery jnej dodaje się w  takich wypadkach proszku szklanego (115) albo 
karborundowego (39) i poddaje zawiesinę działaniu ultradźw ięków. M echa
nizm dezintegracji jest w tedy bardziej złożony.

Fot. 5. Dezintegrator „W aring blendor”
w.'g Um breiit W . W ., B unris R. H ., S ta u ffer  J. F . 
M an om etr ie  T ec h n iq u e s  uind R e la tec i M eth o d  
fo r  th e  S>tudy loi Tsissiue M eta b o lism , M iinnea- 

p o iis , w y d . 5, 1948)
A — p o sta w a  deziinrbegratora z. m o to rsk ie m  e le k 
try czn y m , B — osłania nak ładania  n a  p o d sta w ę  
w  czasie  mójeleoiia, C — c z ę ś ć  p rzew o d u  p o d łą 

c za n eg o  d o  saecri

c) D e z i n t e g r a c j a  w y w o ł a n a  z m i a n a m i  
w c i ś n i e n i u  g a z u

W 1951 r. F r a z  e r  (48) doniósł o nowej technice rozbijania bakterii 
przy pomocy gwałtownego rozprężenia gazu. A utor umieszczał zawiesinę 
E. coli o gęstości 108 kom órek na ml w cylindrze doprowadzając gaz (azot, 
tlenek azotu, argon, dw utlenek węgla) pod ciśnieniem  500 funtów  na ca l2 
(około 35 kg na cm 2). Cylinder odwracano nad zbiornikiem  wody lub roz
tw oru buforu i gwałtow nie zmniejszano ciśnienie. Powodowało to pękanie 
komórek. Niską tem peratu rę  zapewniało zjawisko Y o u 1 e—T h o m p s o -  
n a. Niszczenie obejmowało 75% bakterii. F r  a z e r stw ierdził w ekstrak 
tach kom órkowych bak terii poddanych takiem u eksperym entow i ak tyw ną 
dehydrogenazę mrówczanową.

S z a f r a ń s k i  i S z a r k o w s k a  (153) zastosowali do kom órek 
Mycob. phlei infiltrację próżniową (schemat N r 3).
Wolną od podłoża i starannie przem ytą m asę bak tery jną  poddawano przez 
30 min. ciśnieniu 50 atm . dw utlenku węgla, następnie w  ciągu 1,5 min. 
obniżano ciśnienie do 1 atm osfery. W ydostający się z kom órek dw utlenek 
węgla powodował wyciśnięcie pewnej części protoplazm y. Gw ałtowne roz
prężenie gazu może (powodować całkowite zniszczenie ¡struktury kom ór
kowej. W ydaje się, że m etoda ta może być zastosowana w  celach otrzym y
wania aktyw nych preparatów  enzym atycznych z mikroorganizm ów, jeśli 
n ie wchodzi w grę swoiste działanie dw utlenku węgla.
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d) D e z i n t e g r a c j a  p r z y  p r z e j ś c i u  p r z e z  
m a ł e  o t w o r k i

M i l  n e r  i współp. (103) i F r e n c h  i  M i l n e r  (49) opisali 
nowy sposób dezintegracji polegający na przeciśnięciu przez m ały  otw o
rek zawiesiny bak tery jnej pod ciśnieniem około 60 ton. Aktywność dekar- 
boksylazy kw asu glutam inowego z E. coli w zrastała po takiej dezin tegra
cji siedm iokrotnie. Świadczy to o uszkodzeniu błony komórkowej bakterii. 
P rzy  dezintegracji drożdży stwierdzono 20% rozbitych komórek.

FUtr Seitza C do przepłuki
wania drobnoustrojów i 
usuwania płynów z wnętrza 
bomby

B Filtr górny Seitza do 
jałowego wprowadzania 
gazów i odpowiednich 
roztworów

A Przestrzeń właściwa 
do umieszczaniaf 
drobnoustrojów

Schem at 3. Aparat do infiltracji drobnoustrojów
(w /g  S za fr a ń sk i P ., S za rk o w sk a  L ., A cta  B io ch im . P o l., 2, 199, 1955)

e) D e z i n t e g r a c j a  u l t r a d ź w i ę k o w a

P rę t m etalow y albo płytka piezoelektryczna umieszczone w zm iennym  
polu elektrycznym  stają się źródłem  fal ultradźw iękow ych lub dźwięko
wych. Fale te  przeniesione na zawiesinę bak tery jną  w yw ołują w  niej ko
lejne zgęszczenia i rozrzedzenia. W ytw arzające się lokalne naprzem ienne 
dodatnie i ujem ne ciśnienia w pływ ają destrukcyjnie na znajdujące się tam  
komórki. Zjawisko biologicznego działania fal ultradźw iękow ych jest zja
wiskiem  złożonym i obok efektu  mechanicznego ultradźw ięków  dochodzi
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jeszcze wywołany przez nie efekt chemiczny, cieplny itp. W yczerpujące 
dane dotyczące tego zagadnienia znaleźć można w pracy G r a b a r a (60) 
i E 1 p i n e r a (38).

Znane są trzy  typy generatorów  utlradźw iękowych: 1) syrenowe, 
2) m agnetoskrykcyjne (fot. 6) i 3) z p ły tką kwarcową piezoelektryczną 
(fot. 7).

Fot. 6. Generator u ltradźw iękow y m agnetostrykcyjny typu Raytheon  
częstości drgań 10 kc.

(H u go B. W. B a cter io l. R evs. 18, 87, 1954)

Najczęściej stosowane są apara ty  drugiego i trzeciego typu. W śród apa
ratów  m agnetostrykcyjnych znane są dwa aparaty  pod nazwą Raytheon. 
Pierw szy z nich posiada częstość drgań 9 kc (50 W), drugi zaś 10 kc (200 W). 
Różnią się one ponadto wielkością naczynek; 9-kilocyklowy posiada obję
tość naczyńka 60 ml, 10-kilocyklowy 150 ml. Najlepsze w arunki do dezin
tegracji na Raytheonie otrzym uje się przy zastosowaniu gęstości zawiesin 
50— 100 mg suchej m asy w ml. Czas dezintegracji zależy od n a tu ry  drobno
ustro ju  i wynosi od 10 m in do 3 godz. Częstość drgań aparatów  z p ły tką 
kw arcow ą nie daje się regulować i to stanowi ujem ną stronę tego typu ge
neratorów . Także czas dezintegracji na aparatach kw arcow ych jest zawsze 
dłuższy niż na m agnetostrykcyjnych. Zawiesiny baktery jne, k tóre bardzo 
szytbko zagrzewają się podczas dezintegracji, chłodzi się za pomocą ozię
bianego oleju. W pewnych przypadkach dodaje się do zawiesiny środków

http://rcin.org.pl



redukujących jak  np. glutation, cysteinę (98, 31, 53), a także m ałe ilości 
e teru  celem zapewnienia jednorodnego składu roztworu (59). System atycz
ne badania nad dezintegracją ultradźwiękową przeprowadzili w 1946 r. 
S t u m p f  i współp. (151). Posługiwali się oni aparatem  o częstości drgań 
600 kc z p ły tką kwarcową. Zawiesiny bak tery jne  umieszczano w stożko
w atych kolbach z płaskim  dnem  w takiej odległości od płytki, aby uzyskać
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Fot. Generator u ltradźw iękow y z płytką kw arcow ą piezoelektryczną typu
MuUarda

(H ugo B . W. B a cter io l. R evs. 18, 8T, 1954)

m aksimum  drgań  zawiesiny. Olej chłodzący zawiesinę przepompowywano 
przez m iedzianą wężownicę otoczoną lodowatą wodą celem zabezpieczenia 
niskiej tem peratury .

Z wielu czynników, które w pływ ają na efekt działania ultradźwięków, 
autorzy w ym ieniają czas dezintegracji, kształt naczyńka i gęstość zawiesi
ny. Stwierdzono również, że poszczególne drobnoustroje w ykazują nieje
dnakową odporność na działanie ultradźwięków. N ajbardziej odporne są 
drożdże i m ykobakterie. B r o d i e  i współp. (20) w swoich badaniach do
chodzą do wniosku, że dla każdego oscylatora w arunki dezintegracji muszą 
być ustalane indywidualnie. G ą s i e r (53) i O b o j s k a (113) zastosowali 
do dezintegracji Mycob. phlei naczynka z dnem  wklęsłym  skupiającym  fale 
do wnętrza naczynka (fot. 8 ). O ptym alna gęstość zawiesiny wynosiła 3 g 
wilgotnej m asy bak tery jnej na 10 ml buforu fosforanowego (53). Posługi
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wano się aparatem  czeskim. Chirana o częstości drgań 1 Mc z płytką k w ar
cową (fot. 9).

Metodę ultradźw iękową stosowało wielu autorów  (3, 11, 20, 14, 31, 35, 63, 
65, 76, 83, 114, 116, 126, 138, 149, 150, 152, 154, 159, 172, 178).

Fot. 9. Generator ultradźw iękow y z płytką  
kw arcow ą piezoelektryczną typu Chirana o 

częstości drgań 1 Mc
N a z d ję c iu  w id a a zn y  jast: 1 •— zbdiortniiik na o le j,
2 — .szklarnia sp ira ln a  c h ło d n ica  w o d n a , 3 — m e ta -  

O . 8. aczynka ^do d ez in teg rac ji io Wy  c y lin d e r  w  k tó ry m  Zinajdujie s ię  p ły tk a  k w a r 
co w abakterii.

f) M e t o d y  p o ł ą c z o n e

Często stosuje się połączone m etody dezintegracji drobnoustrojów , np. 
dezintegrację ultradźw iękow ą w obecności proszków szklanych czy karbo- 
rundow ych (39, 115). B e r g e r  i współp. (15) wyizolowali z Bact. m egathe- 
rium  enzymy, k tóre rozkładają kazeinę względnie żelatynę techniką zam ra
żania i odmrażania, a następnie rozcieranie z piaskiem w obecności to
luenu.

IV. W YBÓR METODY DEZINTEGRACJI

Przedstaw ione przez nas m etody dezintegracji nie są w jednakow ym  
stopniu skuteczne do niszczenia s tru k tu ry  komórkowej danego m ikroorga
nizmu. Nie jest zatem  rzeczą obojętną, jaką  m etodę zastosujem y. Ze względ- 
aów  praktycznych należy wyjść od m etod najprostszych i najtańszych, ta 
kich jak  dezintegracja m echaniczna w moździerzu czy ekstrakcja  suchych 
preparatów . W razie wyników negatyw nych stosuje się dopiero m etody 
instrum entalne.
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Nasuwa się pytanie, czy na podstawie obecnych doświadczeń nad dezin
tegracjam i można przewidzieć skuteczność takiej czy innej m etody dezin
tegracji fizycznej do celów izolowania określonego enzymu, czy grupy en
zymów? Czy istnieją specyficzne metody dla pewnych s truk tu r m ikroorga
nizmów i grup  enzymów? Odpowiedź na te  pytania jest dość trudna. Uży
w ane m etody naogół nie są specyficzne. Powszechnie wiadomo, że różnice 
w struk turze  poszczególnych drobnoustrojów  są znaczne. Forma związania 
tego samego enzym u mimo identycznych funkcji spełnianych przez ten  
enzym w różnych drobnoustrojach ibędzie inna. To skłania do przypusz
czenia, że ten  sam sposób dezintegracji zastosowany do różnych drobno
ustrojów  prowadzi do różnych wyników.

W ydaje się na ¡podstawie litera tu ry  i w łasnych spostrzeżeń, że m ielenie 
z tlenkiem  glinu, dezintegracja z kulkam i szklanym i w aparacie M i c k 1 e’a 
czy W aring blendor, dezintegracja w hom ogenizatorze P o t t e r  a-E 1 v e- 
h j  e m a  i ultradźw ięki stanowią najbardziej ogólne metody nadające się 
do p repara tyk i większości enzymów bak tery jnych . W ybór odpowiedniej 
m etody oprzeć trzeba na danych eksperym entalnych, wymaga to nierzad
ko przebadania wielu sposobów i opracowania optym alnych w arunków  
dezintegracji.

Ciekawe w yniki przy otrzym yw aniu wyciągów dekarboksylaz am ino
kwasów podają S h e r i M a l e t t e  (136). A utorzy ci zastosowali do dezin- 
gracji E. coli m etody: acetonowo-eterową, autolizę, lizę glicynową, lizo- 
zym, bakteriofaga, dezintegrację z ziemią okrzemkową, i w ytrząsanie 
z kulkam i szklanymi. W yniki podajem y za autoram i:

Aktywność enzym atyczna w nienaruszonych kom órkach 140 jed.
„ „ w  proszku acetonowym  450 „
„ „ po lizie bakteriofagiem  1350 „
„ „ po autolizie 800 „
„ „ po lizie glikokolem  600 „

W id  m e r  i inni (171) celem izolowania cytochromu z Acetobacter 
suboxydans stosowali cholan sodu, aceton, izooktylofenoksypolietoksyeta- 
nol, kw as trójchlorooctowy, n-butanol, hialuronidazę, lizozym i inne enzy
m y proteolityczne, oraz dezoksychodan. Tylko desoksycholan dał dobre re 
zultaty . W/g G ą s i o r a  (53) w yraźne są różnice w aktywności enzym a
tycznej wyciągów transam inazy z M ycobphlei o trzym anych przez dezinte
grację mechaniczną, ultradźwiękową, autolizę, lizę mocznikiem i estrakcję  
n-butanolem . Najlepsze wyniki otrzym ano przy dezintegracji m echanicz
nej w moździerzu.

Te ostatnie przykłady w skazują na konieczność indywidualnego przy 
gotowania aktyw nych wyciągów enzym atycznych. Podejście w wyborze 
m etody może być różne.
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Pani prof. dr J. Opieńskiej-B lauth i panu doc. drowi M. Kańskiem u za 
cenne wskazówki udzielane nam przy opracowywaniu tego referatu  sk ła
damy podziękowanie.
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

P IO T R  M A S Ł O W S K I

Elektroforeza bibułowa am inokwasów  
przy zastosowaniu w ysokich napięć

Wstęp
W ostatnich latach jedną z najpoważniejszych m etod stosowanych do 

oznaczania aminokwasów stała sie metoda chrom atografii bibułowej, w pro
wadzona przez C o n s d e n a ,  G o r d o n a  i M a r t i n a  (3) w 1944 r. 
Metoda ta, głównie chrom atografii jednokierunkow ej, jako najbardziej na
dającej się do oznaczeń ilościowych, poza znaczną trudnością w jej adap ta
cji, jest czasochłonna. Wiadomo bowiem, że rozdzielenie wszystkich am i
nokwasów hydrolizatu białkowego na jednym  jednokierunkow ym  chro- 
m atogram ie jest niemożliwe, a stosowanie kilku chrom atogram ów, rozwi
jających się przeciętnie od 24 — 72 godz., przedłuża czas analizy do kilku 
dni. Poza tym  sama identyfikacja aminokwasów prowadzi często do po
myłek, ponieważ współczynniki R / w ykazują dużą zmienność naw et 
w stosunku do tego samego aminokwasu, zaś test ninhydrynow y stosowa
ny ogólnie do ich w ykryw ania nie jest bynajm niej swoisty tylko dla am i
nokwasów. Natomiast metoda elektroforezy bibułowej, głównie przy za
stosowaniu wysokich napięć w oparciu o m etodę chrom atografii bibułowej 
jako pomocniczej, pozwala uzyskać zadowalający i możliwie dokładny roz
dział aminokwasów w stosunkowo krótkim  czasie.

Pierwsza wzmianka o użyciu elektroforezy bibułowej ukazała się 
w 1937 r. w pracy K o n i g a  (26), a następnie w 1939 r. w pracy K 1 o b u- 
s i t z k i e g o  i K o n i g a  (23), którzy rozdzielili na paskach papieru 
nasyconego roztworem elektrolitu  żółty barw nik jadu wężowego.

W celu odróżnienia wędrówki dużych jonów w polu elektrycznym  — 
elektroforezy M a r t i n  i S y n g e  (31) w prow adzali pojęcie jonoforezy 
czyli wędrówki m ałych jonów w polu elektrycznym . H a u g a a r d  
i K r o n e r  (18) stosowali kom binację chrom atografii i elektroforezy b i
bułowej do rozdziału aminokwasów, a równocześnie W i e 1 a n d i F i 
s c h e r  (44) badali połączenia kompleksowe miedzi z aminokwasami ce
lem ich ilościowego oznaczenia. D u r r u m (9, 12) stosował dw uw ym iarow ą 
elektroforezę bibułową, a M c D o n a l d  i współpracownicy (5, 6) badali

7 P o s tę p y  B io ch em ii [335]
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ruchliwość aminokwasów w polu elektrycznym  w zależności od pH roz
tworów buforowych, różnicy potencjałów, siły jonowej buforów, tem pe
ra tu ry , zjawiska elektroosmozy jak i adsorpcji oraz przydatności różnego 
rodzaju bibuł.

M etody te następnie C r e m e r  i T i s e 1 i u s (4) adaptow ali do roz
działu frakcji białkowych. Od tego czasu datu je  się intensyw ny rozwój 
elektroforezy bibułowej w zastosowaniu do rozdziału frakcji białkowych 
surowicy krw i (14, 35, 19, 21, 36). W m etodach tych dobre wyniki uzyskuje 
się przy użyciu prądu stałego o niskich napięciach (100—220 V), gdy tym 
czasem do rozdziału związków o m ałym  lub średnim  ciężarze cząsteczko
wym, na skutek dyfuzji i innych czynników, okazał się nie wystarczający. 
Stosowanie natom iast wysokich napięć zwiększa szybkość wędrówki jo
nów, zmniejsza czas rozw ijania elektroforegram ów a w  związku z tym  od
powiednio zmniejsza się efekt dyfuzyjny. Dlatego też pierwszy M i c h  1 (32), 
a następnie K i e  k h o  f e n  i W e s t p h a l  (22), T u r b a  (41), H e i l -  
m e y e r  wraz z współpracownikam i (20) oraz W i e 1 a n d  (47) i L a n g e
(29) dużo miejsca poświęcili w  sw ych pracach m etodzie elektroforezy b i
bułowej przy użyciu wysokich napięć. Na skutek jednak dużych trudności 
technicznych oraz braku dokładnych teoretycznych podstaw mało jest prac 
m etodycznych na ten  tem at, szczególnie prac związanych z rozdziałem  
i oznaczaniem aminokwasów. Co praw da ostatnio praca D o s e i C a 
p u t o  (8) dosyć obszernie i dokładnie omawia to zagadnienie, jednakże 
metoda ich w ydaje się nam  zbyt skomplikowana i m ało prawdopodobna do 
stosowania w naszych krajow ych warunkach, ze względu na aparatu rę  przez 
nich stosowaną. A utorzy celem rozdzielenia i oznaczenia aminokwasów 
hydrolizatu białkowego stosują 4 rodzaje buforów: o pH 6 ; 3,2; 1,9; 10, oraz 
chrom atografię bibułową o dwóch rozpuszczalnikach. Rozdział am inokw a
sów hydrolizatu białkowego wg C a p u t o  i D o s e  przedstawiono w ta 
beli I.

Celem więc naszej pracy było system atyczne prześledzenie szczegóło
wych warunków, umożliwiających rozdział, w oparciu o dotychczasowe 
osiągnięcia w dziedzinie chrom atografii i elektroforezy bibułowej. W w y
niku tych badań opracowano metodę, pozwalającą na uzyskanie szybkiego 
rozdziału, wystarczającego do seryjnych analiz m ateriału  biologicznego, 
przy  zastosowaniu stosunkowo prostych urządzeń laboratoryjnych.

Część doświadczalna
Odczynniki:

1. Aminokwasy f-m y F. Hoffm ann — La Roche
2. N inhydryna f-m y F. Hoffm ann — La Roche
3. Izatyna otrzym ana w  Zakładzie Biochemii
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T a b e l a  1

R ozdział am in o k w asó w  h y d ro liza tu  b ia łkow ego w g D o s e  i C a p u t o  (8)

E lek tro fo reza  pH  6,0
40 V /cm
60 m in.

am inokw . zasadow e am inokw . obojętne

I
elek tro fo reza  pH  1,9 

: 55 V /cm  
| 90 m in.

I i
lizyna  a rg in in a  h istydyna 

(+  h istydyna)
elek tro fo reza  pH  1,9 

' 45 V /cm  
75 m in.

am inokw . kw aśne

i
elek tro fo reza  pH  2,3 

i 60 V /cm  
I 70 m in.

I
kw . asparagin . kw . g lu tam i n.

g licyna
I  •

alan ina szybsza frak c ja  zas.

e lek tro fo reza  pH  10,0 
45 V /cm  
70 m in.

w oln iejsza fra k c ja  zas.

e lek troforeza pH  10,0
45 V /cm
70 m in.

ser. treon . m et.| |w alina  leuc .i-leuc.
^ ^ ^ ^ ^ 

cyst. fen iloa l. ty r. try p t. p ro l .

ch rom atografia  
feno l : w oda 80 : 20 

40 godz.

se ryna  treo n in a  m etion ina

chrom atografia  
n  -  bu tano l nasyć. 2N N H , 

40 godz,

I  'l' y
w alina  leucyna i- le u c y n a

4. Kwas octowy lodowaty cz.d.a. Gliwice
5. Kwas mrówkowy cz.d.a. Gliwice
6. Aceton cz.d.a. Gliwice
7. Kwaśny ftalan  potasowy cz.d.a. Gliwice
8 . W odorotlenek sodowy cz.d.a. Lachema-Czechosłowacja
9. Chlorek kadmu cz.d.a. Gliwice

7*
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Bufory:
1. pH 1,9 — 2 N kw. octowy, 0,6 N kw. m rów kowy (1:1)
2. pH 5,9 — 5,10 g kwaśnego fta lanu  potasowego,

0,86 g wodorotlenku sodowego do 1 litra.
Wywoływacze:

1. 75 mg CdCl2 , 6 ml wody, 0,3 ml CH3COOH, 100 ml acetonu, 2 g nin- 
hydryny. Łączono wg podanej kolejności (1).

2. 0,2%  roztwór izatyny w acetonie z dodatkiem  4%  kw. octowego (37).

K om ora  e le k tro fo re ty c z n a

Kom orę elektroforetyczną naszej modyfikacji, przedstaw ioną na ry 
sunku n r 1, stanowi naczynie z mlecznego celuloidu z oszklonymi ściana
mi, o w ym iarach 56 X 26 X 22 cm, zam knięte wieczkiem, na którym  umo
cowany jest m otorek elektryczny i dwa mieszadełka. Naczynia elektrodo
we stanowią dwie wanienki o wym iarach 8 X 8 X 15 cm połączone m ost
kam i w kształcie litery  U, z dodatkowymi wanienkam i z przegrodą, poza 
którą umieszczone są elektrody węglowe. Klucze elektrolityczne w ypełnio
ne są buforem , a końce ru rek  klucza zaopatrzone w błony z celofanu. Cała 
komora wypełniona jest toluenem, ziębionym poprzez szklane chłodnice 
bieżącą wodą wzgl. solanką, szczególnie w okresie letnim . Urządzenia R i R 
umieszczone w bocznych ściankach kom ory umożliwiają przeprowadzenie 
rozdziału elektroforetycznego substancji przy ciągle przepływającym  bu
forze. Stosuje się to głównie w przypadku substancji mieszających się 
z toluenem. Wówczas można pominąć odprowadzanie ciepła używając ba r
dzo rozcieńczonego buforu (20, 30-krotnie), k tóry  jednak szybko ulega roz
kładowi i stale musi być odnawiany. Paski bibuły zawieszone są nad chłod
nicą na dwóch prętach w ten  sposób, że środkowa ich część jest pozioma, 
przy czym końce bibuły Obciążone bagietkam i szklanym i zanurzone są 
w w anienkach z elektrolitem .

W czasie procesu elektroforezy pH elektrolitu w naczyniach elektrodo
wych ulega zmianie, dlatego stosowano zmianę biegunów prądu po każdym 
rozdziale aminokwasów. Toluen, którym  napełniona jest komora, nasycał 
się po pewnym  czasie roztworem  elektrolitu , toteż po dwudziestu pomia
rach usuwano go, mieszano z roztworem  ługu sodowego i bezwodnym siar
czanem sodowym i destylowano.

P rz y g o ta w a n ie  h y d ro liz a tu

W ilgotny m ateriał badany suszono pod zmniejszonym ciśnieniem 
w tem peraturze 60°C do stałej wagi, celem oznaczenia wody. Azot ogólny 
oznaczano metodą K j e 1 d a h 1 a. Do hydrozolizy pobrano taką ilość ba
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danej substancji, żeby zawierała 100 mg białka (N X 6,25) i przenoszono do 
wąskiej ru rk i szklanej z zawartością 10 ml równych objętości 6 N HC1 i 90% 
HCOOH. R urkę zatapiano i wrzucano do łaźni z wodnym roztworem  chlor
ku wapniowego, wrzącego w tem peraturze 110°C. Próbkę hydrolizowano 
przez 20 godzin, a następnie hydrolizat przenoszono ilościowo do kolbki de
stylacyjnej na 20 ml i zagęszczano pod zmniejszonym ciśnieniem do sucha 
w tem peraturze 40°C. Pozostałość dw ukrotnie przepłukiw ano 5 ml wody, 
zagęszczano praw ie do sucha, a następnie suszono pod zmniejszonym ciś-

Rys. 1. K om ora  e lek tro fo re ty czn a  
N  — n a czy n ia  e le k tr o d o w e , K  — k lu cz  e le k tr o lity c z n y , E — e le k tr o d y  w ę g lo w e ,  
cb  — c h ło d n ice , T — k ran  do o d p ro w a d ze n ia  to lu en u , D — b a g ie tk i do za w iesz a n ia  
b ib u ły , R — n a c z y n k a  dlo w p r o w a d zen ia  b u foru , Kr — k ra n y  d o  w y p ro w a d zen ia

b u foru
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niem  w eksykatorze próżniowym nad NaOH i P 2O5. Suchą pozostałość roz
puszczano dokładnie w 5 ml wody z dodatkiem  paru kropli toluenu. Tak 
otrzym any 2%  hydrolizat przechowywano w lodówce w tem peraturze 0 °C.

Badając ilość azotu ogólnego w  próbie przed hydrolizą i po hydrolizie, 
stwierdzono ubytek azotu białkowego wynoszący od 3— 6% . Dzieje się to 
dzięki częściowemu rozkładowi tryptofanu, treoniny, seryny, cystyny i in
nych aminokwasów.

Przygotowanie
a) z tkanek roślinnych i

Rys. 2. A p a ra t do e k s tra k c ji 
c iąg łe j wg P. M a s ł o w 
s k i e g o  i J.  M e n d e c -  

k i e g o
K  — k ran y  tró jd rożn e , L — 
le je k  do w p ro w a d zen ia  su b 
s ta n c ji e k s ta h u ją ce j, O — rurka  
o d p ro w a d za ją ca  su b s ta n c ję  w y -  
e k s ta h o w a n ą , s — le je k  S c h o t-  

ta  G4.

w y c iąg u  w o ln y c h  am in o k w asó w

zwierzęcych:
2 g świeżego m ateriału  rozcierano do

kładnie z taką ilością bezwodnego etanolu, 
ażeby po rozcieńczeniu nie przekroczył 
70 — 80%. Następnie przenoszono do apa
ratu  ekstrakcyjnego według pomysłu M a- 
s ł o w s k i e g o  i M e n d e c k i e g o ( r y s .  
2) i sączono.

Osad zadawano jeszcze 3-krotnie 20 ml 
75% etanolu.

Poszczególne próbki ekstrahowano przez 
20 min. Przesącze zbierano wspólnie i za
gęszczano do 2/3 obj. w kolbce destylacyj
nej pod zmniejszonym ciśnieniem w temp. 
40°C. Zagęszczony ekstrak t aminokwaso- 
wy zadawano 3-krotną objętością chloro
formu, wykłócano i pozostawiano na prze
ciąg 10 godzin. W arstw ę chloroformową 
oddzielano od roztworu właściwego na le j
ku rozdzielczym. E kstrakt aminokwasowy 
zagęszczano pod zmniejszonym ciśnieniem 
w tem peraturze 40°C, a następnie suszo
no w eksykatorze próżniowym wobec 
NaOH i P 2 O 5 . Suchą pozostałość rozpusz
czano w 2 ml wody z dodatkiem  paru k ro 
pel toluenu i przechowywano w lodówce 
w temp. 0 °C.

b) z surowicy krwi:
Badaną próbkę surowicy krwi odbiał- 

czano mieszaniną metanolu i acetonu 
(6 : 2), przechowywano 30 min. w lodówce 
i sączono na lejku Schotta względnie od-
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wirowywano. Przesącz odparowywano w tem peraturze 40° pod zmniejszo
nym  ciśnieniem  do sucha, a suchą pozostałość rozpuszczano w ściśle okre
ślonej ilości wody z dodatkiem  paru kropel toluenu.

B ib u ła

M ając do dyspozycji skrom ny wybór gatunków bibuły, badaliśm y do ce
lów elektroforezy tylko W hatm an nr 1, 2, 4 oraz M acherey-Nagel n r 61, 214. 
N ajostrzejsze rozdzielenie pasm  aminokwasów uzyskaliśm y przy stosowa
niu bibuły M acherey-Nagel n r 214. Stosowano paski bibuły o różnych w y
m iarach, głównie zaś o w ym iarach 4 X 50 cm i 11 X 50 cm. Bibułę przed 
użyciem zanurzano jednym  końcem  do naczynia z destylowaną wodą i po
zostawiano na 24 godziny. Miało to na celu wyeluowanie zanieczyszczeń 
organicznych, prawdopodobnie pochodzenia peptydowego. Jak  wykazały 
bowiem badania W i e l a n d a  (48), zagęszczony eluat b runatnej barw y, pod
dany hydrolizie kwasem  solnym, dawał na elektroforegram ie szereg pa
sków reagujących z ninhydryną.

N an o szen ie  ro z tw o ró w  b a d a n y c h  na  b ib u łę

Stosowano dwojakiego rodzaju nanoszenie:
a) na suchą bibułę,
b) na wilgotną bibułę.
Ad a) Nanoszenie na suchą bibułę stosowano dla roztworów o m ałych 

ilościach tłuszczowców względnie dla roztworów bardzo rozcieńczonych, 
wym agających kilkunastokrotnego nanoszenia. W tym  celu miejsce startu  
na pasku bibuły zaznaczano ołówkiem, a na to m iejsce nanoszono m ikro- 
pipetką badaną substancję. Każdą następną porcję aminokwasów w prow a
dzano dopiero po wyschnięciu pierwszej. Naniesiony prążek w inien być 
odległy od brzegów bibuły co najm niej o 1 cm. Szerokość prążka nie po
w inna przekraczać 2 — 3 mm. Po naniesieniu badanej substancji pasek b i
buły zanurzano do elektrolitu w odległości 1 cm od miejsca startu  i prze
ciągano w kierunku odwrotnym  do kierunku rozwijania elektroforegra- 
mu. Czekano następnie chwilę, aż elektrolit sam orzutnie na skutek „ssa
nia” bibuły znajdzie się w odległości ok. 3 mm od miejsca startu . Pasek 
następnie prasowano dokładnie wałkiem  fotograficznym  między dwoma 
arkuszam i bibuły na płycie szklanej. Tę samą czynność wykonywano z d ru
gą częścią paska bibuły elektrofor etycznej.

Tego rodzaju postępowanie posiada te dobre strony, że e lek tro lit wę
drujący do miejsca startu  na skutek „ssania” bibuły zagęszcza naniesioną 
substancję.

Ad b) Nanoszenie na w ilgotną bibułę stosowano w przypadkach dużej
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ilości tłuszczowców. Wówczas nanoszono substancję za pomocą m ikropi- 
petki na uprzednio zwilżony i dokładnie wyciśnięty pasek bibuły.

Poszczególnych aminokwasów nanoszono w ilości 10—20 |ig w m ie
szaninie od 100 — 200 [xg. Ty’eż nanoszono badanego hydrolizatu.

R o zw ijan ie  e le k tro fo re g ra m ó w

Po usunięciu nadm iaru elektrolitu  z paska bibuły obciążano jego końce 
bagietkam i i zawieszano w komorze elektroforetycznej napełnionej to lue
nem chłodzonym do tem peratury  10°C. Stosowano w zależności od potrzeb 
prąd  stały od 15 do 75V/cm. Natężenie od 0,8 — 2 mA na cm szerokości pas
ka. Czas rozwijania od 30 — 120 min.

S u sz e n ie  e le k tro fo re g ra m ó w

Po rozwinięciu końce elektroforegram u wyciskano między dwoma a r
kuszam i bibuły, a następnie zawieszano linią startow ą do dołu i suszono 
strum ieniem  powietrza w temp. 35°C. Usunięcie nadm iaru elektrolitu  z koń
ców paska bibuły posiada duże znaczenie. Podczas suszenia bowiem środek 
elektroforegram u o mniejszej zawartości elektrolitu będzie szybciej w ysy
chał, a tym  samym zasysał ciecz z miejsc bardziej wilgotnych, co w rezul
tacie ujem nie wpływa na ostrość rozdziału.

W y w o ły w an ie  e le k tro fo re g ra m ó w

Elektroforegram y wywoływano techniką zanurzeniową, tzn. przecią
gano pasek bibuły przez roztw ór wywoływacza w kierunku zgodnym z kie
runkiem  rozdziału aminokwasów. Ten sposób przeciągania paska bibuły 
zapobiega rozm azywaniu się plam. Do wywoływania używaliśmy 2% kad 
mowy roztwór ninhydryny. Po zwilżeniu bibuły wywoływaczem suszono 
ją strum ieniem  ciepłego powietrza (35°C), a następnie przechowywano 20 
godzin w ciemności do całkowitego wystąpienia barw y.

Id e n ty f ik a c ja  am in o k w asó w

Celem identyfikacji poszczególnych aminokwasów, z w yjątkiem  pro- 
liny, którą identyfikowano 0 ,2%  roztworem  izatyny, posługiwano się dw o
ma sposobami:

1) Na pasek bibuły nanoszono równolegle określoną ilość badanych am i
nokwasów oraz tę samą ilość aminokwasów z dodatkiem  m ieszaniny w zor
cowej. Wzmocniona barw a aminokwasów wzorcowych wskazywała na obec
ność danych aminokwasów w badanym  roztworze.

2) Po rozwinięciu elektroforegram u wycinano wąski pasek bibuły i w y
woływano. Po stw ierdzeniu umiejscowienia się poszczególnych am inokw a
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sów wycinano je i eluowano wodą. Poszczególne frakcje sprawdzano chro
m atograficznie przy zastosowaniu dwóch rozpuszczalników: n-butanol: 
kwas octowy: woda (4:1:1), oraz izopropanol: kwas octowy: woda (70:15:15).

P rz e b ie g  a n a liz y

Przebieg analizy aminokwasów wg naszej m etody można podzielić na 
trzy e tap y  (tabela 2).

T a b e l a  2

R ozdział am inokw asów  h y d ro liza tu  b ia łkow ego w g M asłow skiego

Lizyna

t
Histydyna

ł
Arginina  

\ :

Kw glutam. . Kw. asparag.

L  J
p H  5,9 
15 V/cm 
90 min

Aminokw. zasadowe Aminokw. obojętne Am in oh w. kwaśne

pH 1,9 
75 V/cm 
90 m in

1
Slic.

Al

T T  i,
- amino m a -l Wahna 
an. S kVy Seryna Le

1
Treon. 

uc. Met
L

i on. Feni
cjst. 

loal Ą

1
Trypt.

m

1. Rozdział aminokwasów na trzy  frakcje.
2. Rozdział aminokwasów obojętnych.
3. Rozdział aminokwasów kw aśnych i zasadowych.
Ad 1). Na pasek bibuły elektroforetycznej o w ym iarach 11 X 40 cm na

noszono w odległości 2,5 cm od jednego brzegu bibuły 0,5 — 1 ml badanego 
roztworu. Równolegle do pierwszego paska w odległości 0,5 cm od drugie
go brzegu bibuły nanoszono kilka [il tegoż roztworu jak  też próbkę kon tro l
ną. E lektroforegram  rozwijano w buforze ftalow ym  o pH 5,9 w ciągu 40 min. 
przy zastosowaniu prądu stałego o napięciu 40 V/cm i natężeniu 2 mA/cm 
szerokości paska. Po rozwinięciu i wysuszeniu elektroforegram u w ycina
no pasek kontrolny i wywoływano. Po stw ierdzeniu umiejscowienia się 
aminokwasów kwaśnych, zasadowych i obojętnych wycinano je, paski 
umieszczano między dwoma szklanym i płytkam i i aminokwasy eluowano 
wodą w przeciągu 24 godzin. Do naczynka, do którego ściekał eluat, doda
wano parę ml wodnego roztw oru alkoholu izopropylowego i kroplę tolue
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nu. Następnie eluaty aminokwasów obojętnych oraz wspólnie zasadowych 
i kw aśnych zagęszczano pod zm niejszonym  ciśnieniem w temp. 40°C do 
sucha i rozpuszczano w 1 ml redestylow anej wody z dodatkiem  1 kropli 
toluenu.

Postępowanie tego rodzaju pozwala nie tylko na usunięcie z badanego 
roztworu aminokwasów zasadowych, kw aśnych i obojętnych, lecz równo
cześnie uwalnia badaną próbę od całego szeregu związków towarzyszących. 
Ma to szczególne znaczenie głównie w odniesieniu do ekstrakcji tkanko
wych, płynów fizjologicznych oraz innych m ateriałów  biologicznych.

Ad 2). Na pasek bibuły elektroforetycznej o w ym iarach 4 X 50 cm 
w odległości 6 cm od anodowego końca bibuły  nanoszono zagęszczone am i
nokwasy obojętne w postaci kreski o długości 2 cm. Elektroforegram  rozwi
jano 90 min przy zastosowaniu buforu o pH 1,9, napięciu 75 V/cm i natęże
niu 1 — 1,2 mA/cm szerokości paska. Uzyskano rozdział 13 aminokwasów: 
tryptofan, tyrozyna, cystyna, feniloalanina, prolina, m etionina, treonina, 
leucyna, walina, seryna, kw as a-am inom a słowy, alanina, glicyna.

Elektroforegram  przedstawiono na rys. 3.
Ad 3). Zagęszczone wspólnie frakcje aminokwasów kw aśnych i obojęt

nych nanoszono m ikropipetką na środek paska bibuły o w ym iarach 4 X 
X 40 cm i rozwijano 90 m inut w kom orze elektroforetycznej bez toluenu 
przy zastosowaniu prądu stałego o napięciu 15 V/cm i natężeniu 0,8 — 
1 mA/cm szerokości paska. Otrzym ano przy katodzie: argininę, histydynę, 
lizynę, przy anodzie: kwas glutam inow y i kwas asparaginow y .

E lektroforegram  przedstaw iony na rys. 4.

O z n a c z e n ie  ilo śc io w e

W tym  celu stosowano m etodę kolorym etrycznego oznaczania kom plek
su ninhydryno- kadmowego aminokwasów według B a r  r o l l i e r a  (1). 
Jak  wiadomo, reakcja m iędzy n inhydryną a aminokwasami nie zachodzi 
stechiometrycznie. Barwa, jaką ona daje po reakcji z aminokwasami, zależ
na od szeregu czynników jak: rodzaju elektrolitu , sposobu przygotowania 
roztworu ninhydryny, zanieczyszczenia bibuły, tem peratury  i czasu su
szenia elektroforegram ów, sposobu wywoływania itp. Przy zachowaniu 
jednak dokładnych i stałych w arunków  pracy można otrzym ać wyniki 
powtarzalne, nie da się jednak otrzym ać jednakowego zabarwienia posz
czególnych aminokwasów. Przeprow adzenie natom iast aminokwasów w y
wołanych ninhydryną w komleks kadm owy (1) pozwala otrzym ać jedna
kowo czerwone zabarwienie. Kom pleks ten łatwo daje  się eluować m eta
nolem i w roztworze oznaczać kolorym etrycznie.
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turozuna
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feniloalanina
p ro li na
m etionina
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s e ry n a  

oc- amino masl.

a la n in a

glicyna

a b c
Rys. 3. E lek tro fo reg ram  am inokw asów  obo ję tnych

pH  1,9; 75 V /cm ; 1—1,2 M A /cm  szer . p ask a , a) e le k tr o fo reg ra m  
a m in o k w a só w  standainctowych, b) e le k tr o fo r e g ra m  a m in o k w a 
só w  su r o w icy  k rw i, c) e le k tr o fo r e g ra m  a m in o k w a só w  h y d ro 

liza tu  b ia łk o w e g o  łu b in u .
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Rys. 4. E lek tro fo reg ram  am inokw asów  kw aśnych  i zasadow ych
pH 5,9; 15 V /cm ; 0,8—1 M A / sze r  paska, a) e le k tro fo r eg ra m  am in o
k w a só w  s ta n d a rd o w y ch , b) e le k tr o fo r e g ra m  a m in o k w a só w  su ro w icy  

krw i, c) e le k tr o fo r e g ra m  w o ln y c h  a m in o k w a só w  łu b in u
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W naszym  przypadku postępowano następująco: Pasek b ibuły  elek- 
troforetycznej o szerokości 10 cm i 50 cm długości dzielono ołówkiem na 
kilka rów nych stref. Na jedną z tych stref nanoszono 5 ^il badanego hydro
lizatu, a na 'pozostałe po 2.10~ 8 M każdego z aminokwasów. Po rozw inię
ciu i wyw ołaniu ninhydryną porównywano intensywność zabarwienia am i
nokwasów wzorcowych z badanym i. Jeżeli stężenie aminokwasów hydroli
zatu było wyższe niż wzorcowe, próbę odpowiednio rozcieńczano i analizę 
powtarzano. Miało to na celu dobranie takiego stężenia aminokwasów hy
drolizatu, ażeby nie przekraczało stężenie 2.10- 8 M, ponieważ tylko te  wa
runki spełniają prawo B e  e r  a.

Po oznaczeniu wstępnym  określoną ilość hydrolizatu nanoszono równo
legle z aminokwasami wzorcowymi na pasek bibuły o w ym iarach 10 X 
X 50 cm i rozwijano. Po rozwinięciu, wysuszeniu i wywołaniu, obrysow ywa- 
no ołówkiem zarysy plam aminokwasów badanych i wzorcowych a następ
nie wycinano. W ycięte paski k rajano  na drobne kaw ałki i wykłócano 15 min. 
z 5 ml m etanolu. E luat przenoszono do kiuw et m ikrokolorym etru typu 
KOŁ 52 i porównywano czerwone roztw ory aminokwasów badanych 
z wzorcowymi przy zastosowaniu filtru  o h =  496 m^i.

Dyskusja
i I

Oznaczanie aminokwasów należy do jednego z zasadniczych zagadnień, 
jeśli chodzi o poznanie m etabolizm u ustrojowego. Spośród różnych dotych
czas stosowanych m etod jak: chrom atografia bibułowa (3), kolum now a (34), 
m etoda mikrobiologiczna (38), rozcieńczonych izotopów (40) itp., jonofore- 
za bibułowa przy zastosowaniu prądu stałego o wysokim napięciu w opar
ciu o chrom atografię rozdzielczą, w ydaje się najdokładniejszą i najprostszą. 
D latego też w ostatnim  10-leciu daje się zaobserwować zainteresow anie ca
łego szeregu badaczy możliwie gruntow nym  rozpracowaniem tego zagad
nienia. Jak  dotychczas jednak, poza pracam i H e i l m e y e r a  i współpr. 
(20), oraz D o s e  i C a p u t o  (8), szereg autorów  zajm ujących się e lek tro 
forezą bibułową, nie zajmowało się, o ile nam  wiadomo, identyfikacją 
w szystkich aminokwasów, podchodząc do tego zagadnienia raczej fragm en
tarycznie, a głównie kładąc nacisk na przydatność jej do analizy różnych 
związków biologicznych.

Mimo jednak szeregu prac m etoda ta w dalszym  ciągu nie jest w ystar
czająco rozpracowana. Składa się na to wiele czynników. Ograniczymy się 
tu taj do wyliczenia i omówienia najistotniejszych jak: rodzaju kom ór, elek
trod, przestrzeni elektrodowych, pH elektrolitu, sposobu odprowadzania 
ciepła J o  u. l e  a, rodzaju bibuły, sposobu jej zwilżania elektrolitem  oraz 
nanoszenia badanego roztworu.
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W i e l a n d  i F i s c h e r  (44, 45, 46) stosują kom orę stanowiącą dwie 
p łytki szklane, między którym i znajduje się ram ka z masy plastycznej lub 
szkła. Na tę ram kę napinają bibułę elektroforetyczną i p rzykryw ają płytką 
szklaną. D u r r  u m (9, 10, 11) zawiesza bibułę w form ie daszka na pozio
mym drążku, zaś G r a s s m a n n  i H a n n i g (16) umieszczają na dwóch 
prętach w ten sposób, aby środkowa jej część była pozioma. Niektórzy au
torzy proponują umieszczać paski bibuły między płytkam i szklanym i z do
brze uszczelnionymi brzegami, a celem odprowadzenia ciepła zanurzają je 
w łaźni lodowej (20) względnie w chlorobenzenie (4,13).

Jak  wykazały nasze doświadczenia, najdogodniejsze jest użycie swobod
nie wiszącego paska bibuły. Unika się przez to przeszkód w przem ieszcza
niu się aminokwasów na styku wilgotnej bibuły z płytkam i, dzięki czemu 
tworzące się prążki są wąskie i ostre.

M i c h 1 (32, 33) proponuje dwa rodzaje apara tu ry  w zastosowaniu p rą 
du o wysokich napięciach: a) do pracy na paskach bibuły, b) do pracy na ca
łych arkuszach bibuły. Jako substancję odprowadzającą ciepło stosuje to
luen, zaś K i c k h ó f e n  (22), T u r b a  (41) i L a n g e  (29) czterochlorek 
węgla, H e i 1 m e y e  r (20) — heksan, zaś D u r r u m  (10) — heptan. Inny 
sposób odprowadzania ciepła z pasków elektroforetycznych podają: K r a u s
(27) i G r o s s  (17). Paski bibuły elektroforetycznej kładą między cienkimi 
płytkam i szklanymi lub z m asy plastycznej. P łytki umieszczają w m etalo
wej chłodnicy, chłodzonej bieżącą wodą. Chłodzenie takie w praktyce w y
sokich napięć w ydaje się niepraktyczne, ze względu na możliwość prze
bicia prądu.

W naszym przypadku, mimo że heksan jest lepszym związkiem odpro
wadzającym ciepło, używaliśmy toluenu, ponieważ ten produkt jest n a j
tańszy i najbardziej dostępny na rynku krajowym .

Drugim  czynnikiem odgrywającym  bardzo poważną rolę w procesie 
elektroforezy bibułowej są elektrody i urządzenie przestrzeni elektrodo
wych. Używano różnego rodzaju elektrod: cynkowych (44), grafitow ych 
(44), srebrnych (27) i platynow ych (28).

W naszych badaniach najdogodniejszymi okazały się elektrody p laty 
nowe i węglowe, mimo że te ostatnie ulegają stopniowemu rozpylaniu 
w roztworze. Celem więc zabezpieczenia elektrolitu stosowano błony celo
fanowe względnie korki gipsowe, oddzielające roztwór w naczyniach elek
trodowych od reszty układu.

Bardzo poważnie zakłócają przebieg elektroforezy związki wydzielane 
na skutek elektrolizy zachodzącej przy elektrodach. W celu zabezpieczenia
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stosuje się odpowiednie lab iryn ty  (4) względnie system  m ostkowy na d ro
dze między przestrzenią elektrodow ą a elektrolitem , w którym  zanurzona 
jest bibuła. Stosuje się m ostki agarowe (5), paski bibuły (42) względnie 
korki gipsowe. Zapobiegać też można dyfuzji umieszczając szklaną watę
(28) pomiędzy oddzielnymi labiryntam i układu elektrodowego.

Badania przeprowadzone przez nas wykazały, że najlepszy rozdział ami
nokwasów uzyskuje się przy zastosowaniu klucza elektrolitycznego napeł
nionego stosowanym do elektroforezy elektrolitem . Celem zaś utrudnienia 
konwekcji elektrolitu  zaopatruje się końce klucza w błony z celofanu 
względnie w cienkie korki gipsowe.

P rzy  rozdzielaniu elektroforetycznym  nieodzowny jest odpowiedni do
bór elektrolitu  oraz jego pH. W pływ pH na szybkość i kierunek wędrówki 
aminokwasów w polu elektrycznym  ilu
stru je  jonogram  Mc Donalda (7) przedsta
wiony na rys. 5.

M i c h 1 (32) stosuje 10% kwas octowy 
z dodatkiem  pirydyny do żądanego pH,
W e r n e r  i W e s t p h a l  (43) 2 N kwas 
octowy i 0,6 N kwas m rówkowy (pH ok. 2),
S p e n g 1 e  r i K n e d e  1 (39) stosują 
dwa elektrolity: kwas octowy i mrówkowy 
(pH 1,9), oraz kwas octowy i pirydyna (pH 
3,6), zaś D o s e  i C a p u t o  (8) cztery elek
tro lity  — 15% kwas octowy i 5%  kwas 
mrówkowy (pH 1,9), 2 N kwas octowy (pH 
2,3), 10% roztw. p irydyny i 1% roztw. kw a
su octowego (pH 6) oraz 0,5% roztw. węglanu amonowego z 5 N amonia
kiem (pH 10,0).

W naszych badaniach najlepszy rozdział aminokwasów obojętnych uzy
skano przy stosowaniu 2 N kwasu octowego i 0,6 N kwasu mrówkowego 
w stosunku 1:1 (pH 1,9). Natom iast aminokwasy zasadowe i kwaśne łatwo 
ulegają rozdziałowi przy stosowaniu buforu ftalowego (pH 5,9).

Niezmiernie poważnym czynnikiem , wpływającym  na rozdział amino
kwasów jak też na otrzym yw anie pow tarzalnych wyników, jest sposób na
noszenia substancji oraz zwilżania bibuły. Niektórzy autorzy stosują na
noszenie punktowe (4, 22), inni w formie paska (25). Jedni używają do tego 
celu m ikropipetki, inni — pędzelka (20, 30).

W e r n e r  i W e s t p h a l  (43) polecają umieścić pod płytkę z nano
szonym papierem  wałki zestalonego CO2 . Wówczas nanoszona w postaci 
wąskiego paska substancja krzepnie i nie rozpływa się. Chodzi bowiem

■ ...........................
' .......... L__ . i -

start leucyna la» glutaminowy 
pH'4.2

s ta rt leucyna fenytoalonma 
pH=3,6

_ l l  H | +•
s ta rt glicyna his tydyna

III ' ' +
hislydyna start k *  glutaminowy

Rys. 5. S chem at jonogram u 
am inokw asów  w ed ług  

Mc D o n a l d a

http://rcin.org.pl



348 P. M A SŁO W SK I [141

0 to, ażeby nanoszona plam ka lub kreska zajmowała jak  najm niejszą po
wierzchnię i nie miała postrzępionych brzegów.

Bibułę elektroforetyczną zwilża się elektrolitem  przed nanoszeniem  sub
stancji (4, 27) względnie po naniesieniu (46, 30). P ierw szy sposób ma tę złą 
stronę, że powoduje stosunkowo dużą adsorpcję, natom iast nieodzowny jest 
przy nanoszeniu większych ilości roztworu wym agającego kilkakrotnego 
nakładania substancji.

W naszym  przypadku stosowaliśmy zarówno pierwszy jak  i drugi spo
sób w zależności od stopnia rozcieńczenia substancji oraz ilości związków 
towarzyszących, głównie tłuszczowców.

Badania nasze w ykazały też, że w celu otrzym ania dokładnych i pow ta
rzalnych w yników należy skutecznie przestrzegać następujących w arun
ków pracy:

1. Roztwór badanej substancji nie powinien zawierać obcych elektroli
tów, gdyż w pływ  ich zakłóca rozw ijanie elektroforegram u.

2. Bibuła elektroforetyczną winna być równom iernie nasycona buforem , 
ponieważ różnica w wilgotności pasków powoduje rozm azanie plam.

3. Nadm ierna wilgotność bibuły nasyconej buforem  prowadzi do za
m azywania się stref, zaś niedosycenie powoduje to, że pasek wprowadzony 
do przestrzeni elektrodow ych dopaja się buforem , co pow oduje przesunię
cie się naniesionych substancji do środka.

4. Naniesiony pasek badanej substancji na bibułę powinien być rów ny
1 jak  najbardziej wąski. P rzy nanoszeniu stosować m ikropipetkę z dobrze 
oszlifowanym końcem, ażeby nie uszkodzić włókien bibuły, co prowadzi 
do w ytw arzania się „ogonów”.

5. Nie należy nanosić dużych ilości aminokwasów, szczególnie leżą
cych blisko siebie, gdyż tworzą wspólną plam ę u trudniającą identyfikację 
i oznaczanie.

6 . Nie należy stosować prądu o dużej mocy przekraczającej 2 mA/cm 
szerokości paska, gdyż to wpływa na zwiększenie szybkości wędrów ki am i
nokwasów z jednoczesnym  osłabieniem rozdziału.

7. Ciecz odprowadzająca ciepło, w naszym przypadku toluen, powinna 
być chemicznie czysta i nie zawierać domieszek elek tro litu , co wpływa 
ujem nie na rozdział aminokwasów. Dlatego też po zakończeniu pracy n a 
leży zlewać go do oddzielnego naczynia a po kilkunastu  pom iarach w ykłó
cić ze związkami zobojętniającym i i odwadniającym i i przedestylować.

Przy przestrzeganiu powyższych wskazówek oraz przy pewnym  opa
nowaniu strony technicznej, metoda ta pozwala na możliwie szybkie i do
kładne oznaczanie najw ażniejszych aminokwasów w m ateria le  biologicz
nym.
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Streszczenie

1. Podano prostą i praktyczną aparaturę  do elektroforezy bibułowej 
aminokwasów przy zastosowaniu wysokich napięć, jak  też sposób nano
szenia substancji na bibułę, sposób jej zwilżania elektrolitem , suszenia, 
w yw oływ ania i identyfikacji aminokwasów.

2. P rzy  zastosowaniu buforu ftalowego (pH 5,9) oraz octowo-mrówko- 
wego (pH 1,9) w czasie od 60 — 90 m in przy użyciu prądu stałego o na
pięciu od 15 — 75 V/cm i natężeniu 0,8 — 2 mA/cm szerokości paska roz
dzielono i zidentyfikow ano 18 aminokwasów.

3. Rozdzielone am inokwasy oznaczono w postaci kom pleksu ninhydry- 
no — kadm owego m etodą kolorym etryczną przy użyciu m ikrokolorym e- 
tru  typu KOŁ 52 przy zastosowaniu filtru  o l  =  496 îm.
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H enryk W ieland

4. VI. 1877 — 5. VIII. 1957

Dnia 5 sierpnia 1957 r. zm arł w  81-ym roku życia H e n r y k  O . W i e 
l a n d  — em erytow any profesor chemii organicznej w  U niw ersytecie im. 
Bayera w Monachium. Podobnie jak  J u s t u s  L i e b i g, A d o l f  
B a y e r  i  R y s z a r d  W i l l s t  ä t t e r  — jego poprzednicy na tym  
stanowisku — przyczynił się H e n r y k  W i e l a n d  w ybitnie do rozwoju 
zarówno chem ii organicznej jak  i biochemii. Jako chemik z w ykształcenia 
właściwie oceniał znaczenie dobrego przygotowania laboratoryjnego dla 
późniejszych prac badawczych. Z tego względu od 1925 r. opracowywał 
unowocześniał zbiór ćwiczeń z chemii organicznej L. G a t t e r m a n n a  
Die Praxis des organischen Chem ikers. Rzadko k tóry  podręcznik może 
poszczycić się tak  wielką popularnością a zarazem  długowiecznością, od 
przeszło sześćdziesięciu lat znany jest dobrze studentom  chemii, doczekał 
się trzydziestu kilku kolejnych w ydań, z czego dziewiętnaście opracow a
nych przez W i e l a n  d a  i był w ielokrotnie tłum aczony na inne języki 
(między innym i trzy tłum aczenia polskie).

Różnokierunkowe zainteresow ania W i e l a n d  a koncentrow ały się 
na badaniu związków natu ra lnych  i przem ian zachodzących w organiz
mach żywych — a więc zagadnieniach bliskich dziś każdem u biochem i
kowi. Do 1949 roku wiele ważkich odkryć dokonano w jego laboratorium . 
Przez szereg la t pracow ał W i e l a n d  nad związkami grupy sterydów : 
sterolam i drożdży, kwasem żółciowym i jadam i ropuszymi. Za w yjaśnie
nie znaczenia biologicznego i częściowej budowy chemicznej kwasów żół
ciowych otrzym ał w 1927 r. nagrodę Nobla.

Badania W i e l a n d a  i jego uczniów wniosły szereg nowych danych 
w poznanie budowy alkaloidów niektórych gatunków  roślin jak  Lobelia, 
Strychinos, Papaver som niferum . Interesow ał się również składnikam i 
owadów. Badając barw niki skrzydeł m otylich ustalił budowę szkieletu 
nowej grupy cyklicznych związków azotowych o dużym znaczeniu biolo
gicznym i wprowadził dla n ich nazwę pteryn.

8 P o s tę p y  B io ch e m ii [351]
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Największe jednak znaczenie m ają prace W i e l a n d  a nad u tlen ia
niem  biologicznym. Jest on pierwszym  badaczem, k tóry  sform ułow ał i uza
sadnił doświadczalnie, że olbrzym ia większość reakcji u tleniania związ
ków organicznych polega na odłączeniu wodoru, czyli odwodorowaniu. 
Ustalił, że odwodorowanie właściwe różnym  procesom  ferm entacji zacho
dzi przy współudziale enzymów odwodorowujących, zwanych dziś dehy- 
drogenezami. W pracach nad utlenianiem  tkankow ym  już w 1913 r. zwró
cił uwagę na rolę dehydrogenaz w aktyw acji utlenianych substratów , od
łączaniu przy współudziale odpowiednich pośredników wodoru i przenie
sienie go na tlen cząsteczkowy.

Dziś dzięki pracom  prowadzonym  w dziesiątkach różnych instytutów
i laboratoriów  badania w  tej tak  bardzo istotnej dziedzinie biochemii po
sunęły się znacznie naprzód. Podw aliny ich stanow ią w  znacznej m ierze 
osiągnięcia W i e 1 a n d a zebrane przez niego w  m onografii Über den  
Verlauf des Oxydationsvorgänge opublikowanej w 1933 r.

, __
I. C h m ie lew ska
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JÓ ZE F  H E L L E R

Spraw ozdanie z podróży naukow ej do USA
W yleciałem z W arszaw y 15 kwietnia 1957 r. samolotem Sabeny i w dniu 

16 rano w ylądowałem  w Nowym Jorku. Po załatw ieniu form alności g ra 
nicznych przesiadłem  się na samolot linii N orthw estern  i poleciałem do 
Chicago na odbywający się zjazd Federation of A m ercan Societies for Expe
rim ental Biology. Do federacji należą towarzystwa: Chemii Biologicznej, 
Fizjologii, Imm unologii, Farmakologii, Patologii i Odżywiania. Był to ol
brzym i zjazd doroczny, obejm ujący 7500 uczestników. Obrady odbywały 
się w 2 grupach: biochemicznej obradującej w Palm er House, i fizjologicz
nej mieszczącej się przy tej samej ulicy w hotelu Conrad Hilton. W każdej 
grupie odbywało się jednocześnie 4 do 5 zebrań, najw iększą frekw encją cie
szyła się sekcja w irusów i nukleoproteidów.

Zjazd daw ał doskonałą sposobność do szerokich kontaktów , dobrze zor
ganizowana służba łączności pozwalała na szybkie porozumienie się. Ucze
stnicy m ieszkali na miejscu i przeważnie korzystali z restauracji mieszczą
cych się w tym  samym  gmachu. Obszerne halle, kory tarze były stale co 
najm niej rów nie w ypełnione jak  sale wykładowe. Potwierdza to ustalająca 
się od szeregu lat opinię, że rola dużych zjazdów naukowych polega przede 
wszystkim  na umożliwieniu osobistej wym iany poglądów. Także i dla m nie 
był zjazd doskonałą sposobnością do odnowienia dawnych znajomości oraz 
podyskutow ania z kolegami, których odwiedzenie nie leżało w dalszych 
planach mej podróży (Stany Południowe i Zachodnie).

W piątek 19 kw ietnia wyjechałem  do M ilkwaukee, gdzie spędziłem dni 
świąteczne w dom u prof. Michała L a s k o w s k i e g o .  W poniedziałek 22 
kwietnia, k tó ry  nie jest dniem  świątecznym w  Stanach, zwiedziłem Za
kład Biochemii U niw ersytetu  M arquette, gdzie zapoznałem się z pracam i 
Laskowskiego nad fosfodiesterazą. Poznałem  się również z prof. Q u i- 
c k i e m, znanym  ze swych badań nad krzepnieniem  krwi. W dniu tym  od
wiedził Laskowskiego prof. P f i f f n e r, w ybitny tereotyk i p rak tyk  bio
chemii w itam in, a zwłaszcza Bi 2. Zna on dobrze polskie prace z tego zakre
su. Wieczorem przyjechałem  autobusem  do Madison, gdzie m nie oczekiwał 
prof. H enry L a r d y .  W Madison spędziłem resztę tygodnia i poznałem za
kłady L ardy’ego i Greena w Enzyme Institu te, McArdle L aboratory for 
Cancer Research, Zakład Chemii Fizjologicznej Medical School, prowadzo
ny przez P.P. C o h e n a  oraz Zakład Biochemii A griculture College kiero
w any przez E l v e h  j e m a .  Zapoznałem się również z organizacją Post
graduate School, w  której kierownikiem  jest Elvehjem, a w ykładają człon
kowie wszystkich w ym ienionych placówek, na których terenie odbywa się 
też nauka.

8* [3531
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Z L a r d y m dyskutow aliśm y na tem at efektu Pasteura i rozkojarza- 
nia fosforylacji, zwłaszcza nad rolą tyroksyny i jej pochodnych. Lardy 
stwierdził, że tyroksyna we krw i wiąże się z pewnym  określonym  białkiem, 
zajm ującym  pograniczne stanowisko między album inam i a globulinami, 
a w nerce przechodzi w trójjodotyroninę. W brew panującym  poglądom 
wykazał Lardy, że oba te ciała w yw ierają ilościowo ten sam efekt na m e
tabolizm, tylko trójjodopochodna działa w czasie pięciokrotnie krótszym . 
Stąd w krótkotrw ałych doświadczeniach powstaje m ylne wrażenie, że dzia
ła ona pięć razy mocniej.

Nasuwa się wniosek, że form ą aktyw ną jest wyłączenie tró jjodotyro- 
nina a tyroksyna, czyli czw órjodotyronina, objawia działanie tylko w m ia
rę przechodzenia w trójjodopochodną. Obecnie Lardy pracuje nad syntezą 
pochodnej tyroksyny, mającej drugą grupę wodorotlenową w pozycji orto 
do pierwszej. Syntezą tą zajm uje się R. D o s k o t s h. J. A d 1 e  r w p ra
cowni L a r d y  e’g o badał przem iany kw asu itakonowego (m etylenobursz- 
tynowy lub m etylofum arowy) w mitochondria.ch z w ątroby świnki m or
skiej i szczura. W przem ianie tej bierze udział nukleotyd gwanozynotrój- 
fosforowy, jony magnezu i koferm ent A. Produktam i przem iany są: ace- 
tylo-CoA i kwas pyrogronowy.

M c M u r r a y  działa falam i ultradźwiękowym i o mocy 10 kc na m ito
chondria zawieszone w wodzie (nie w m oderatorach) przez 15 do 30 sekund. 
O trzym uje p repara ty  wykazujące pełne oddychanie przy zmniejszającej 
się zdolności fosforylacji, zależnie od czasu działania ultradźw ięku. W ten 
sposób działając różnie długo ultradźw iękiem  otrzym uje preparaty  dające 
stopniowo coraz niższy iloraz P :0 . Rozbijanie przez czas dłuższy niż 30 
sekund uszkadza także oddychanie aż do zupełnego zaniku. O trzym ane p re
paraty  fotografowano w elektronow ym  mikroskopie. Na obrazie widać obok 
pojedynczych zachowanych m itochondriów bardzo liczne kuleczki, o regu
larnym  kształcie, linearnie 10-krotnie m niejsze od mitochondriów. Kulecz
ka taka przedstawia zatem  1/1000 objętości m itochondrium  i odpowiada 
ETP G r e  e n a (Electron Transporting Particie).

W pracowni L a r d y’e g o poznałem również D. I. A r n o n a (fotosyn
teza), k tóry bawił tam  z k ró tką  wizytą.

Drugi Zakład w Enzyme Institu te  prowadzi D. E. G r e e n .  D yskutow a
liśmy z nim nad m echanizmem oddychania komórkowego w związku z k ry 
tycznymi uwagami B. Chance’a. Green w ypracowuje obecnie nową kon
cepcję ETP. Wychodząc z ustalonego faktu wysokiej zawartości lipidów 
w tych cząsteczkach, wyobraża je sobie jako subm ikroskopijną kropelkę 
lipidową otoczoną w arstew ką białka. Poszczególne przenośniki elektronów 
jak  flawiny i różne pochodne hemowe znajdyw ałyby się na powierzchni 
tej kulki, pomiędzy nimi pośredniczyłby jakiś układ chinonowy rozpusz
czalny w tłuszczu, oscylujący między poszczególnymi akceptoram i i prze
noszący atomy wodoru poprzez kropelkę tłuszczu. G r e e n  twierdzi, że 
wyosobnił taki chinon, ale go dotąd nie zidentyfikował.

M cArdle Laboratory zawiera 5 oddziałów, których kierownikam i są: 
V a n  R. P o t t e r ,  J a m e s  M i l l e r ,  G e r a l d  M u e l l e r ,  C h a r -  
' e s  H e i d e l b e r g e r  i G.  A l v i n  L e p a g e .

Van Po tter bada enzymy hepatom a w porównaniu z prawidłową kom ór
ką. Jako  charakterystyczny rys dla nowotworu stw ierdził brak  enzymu
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przenoszącego wodór między DPN i TPN. In teresuje się bardzo zagadnie
niem  ewolucji biochemicznej, przypisując kluczową rolę nukleoproteidom. 
Znany jest u nas ze swej metody homogenizacji komórek, wypracowanej 
wspólnie z byłym  uczniem Schneiderem, k tóry  ¡podobnie jak i P a r d e e  
oraz S i e k i e w i t z są już na własnych placówkach naukowych w innych 
Stanach.

Również nad rakiem  w ątroby pracuje J a m e s  M i l l e r  z żoną E 1- 
ż b i e t ą, która jest profesorem -asystentem  (W USA są trzy  stopnie profe
sorskie: assistant professor — ma wydzieloną część zajęć profesorskich, 
associate professor — zwykle prowadzi samodzielnie część zakładu zarów
no w zakresie dydaktyki jak  i naukowo, oraz professor). P racu ją  oni nad 
rakowaceniem  komórek w ątroby pod wpływem barwików. Ich hipotezą ro
boczą jest założenie, że nie sam barw ik jest czynnikiem wywołującym, ale 
jego połączenie z białkiem. Połączenie to działając na sposób antygenu po
wodowałoby powstanie nowego nieprawidłowego białka, wolnego już 
od barw ika i to byłby dopiero bezpośredni czynnik rakotwórczy.

G. M ueller bada mechanizm działania estrogenów na macicę samicy 
szczura przy wycięciu jajników. Już 6 godzin po wprowadzeniu estrogenu 
wzmaga się synteza uracylu i w ogóle kwasu rybonukleinowego. Sam estro 
gen ulega przy tym  rozpadowi i przem ianom , dając produkty  a) związane 
z białkiem, b) rozpuszczalne w wodzie, c) rozpuszczalne w rozpuszczalni
kach tłuszczowych. Nad pierwszą frakcją pracuje E r i c h  H e c k e r ,  sty 
pendysta z pracowni B u t e n a n d t a  (NRF).

C h a r l e s  H e i d e l b e r g e r  (syn M. H e i d e l b e r g e r a )  pracu
je nad chem oterapią raka, badając wpływ inhibitorów  in  vitro  na hodowlę 
tkankow ą oraz in vivo  na nowotwory u zwierząt. Niedawno ukazał się 
w „N aturę” jego artyku ł w tej sprawie. Główną trudność stanowi w ystę
powanie odmian komórek niew rażliwych na dany środek. By zniszczyć to 
niebezpieczeństwo, chcą badacze przygotować możliwie duży asortym ent 
chem oterapeutyków i stosować je równocześnie.

Dr Lepage studiuje hamowanie syntezy puryn  z m yślą o zastosowaniu 
wyników do chemoterapii raka. W jego pracowni R. K. B o u t w e l l  bada 
czynniki przyspieszające lub ham ujące proces karcinogenezy, zwłaszcza 
wpływ kortizonu i zagęszczenia zwierząt w m ałym  pomieszczeniu. Kortizon 
zmniejsza zużycie glikozy, a przynajm niej dłużej u trzym uje się we krw i 
piętno wprowadzonej glukozy znakowanej. Nawiązując do badań Beren- 
haupta, k tóry stwierdził, że synergetyczne działanie różnych słabych karci- 
nogenów z olejem krotonowym  daje 100% nowotworów, Boutwell znalazł 
synergizm tego oleju z fenolem. Może to mieć znaczenie w higienie prze
mysłowej. Podawanie kortizonu zmniejsza w tych doświadczeniach czę
stość występowania raka.

Zakład Chemii Fizjologicznej w Medical School U niw ersytetu prowadzi 
Philip P. Cohen, interesujący się zagadnieniam i biochemii porównawczej, 
a przy tem zamiłowany pedagog. Dyskutowaliśm y nad szeregiem zagadnień 
biologicznych, zwłaszcza nad reakcjam i związanymi z fosfokarbam inia- 
nem. Dużo czasu poświęciliśmy sprawie nauczania biochemii dla studentów 
medycyny. W Stanach Zjednoczonych szkoła podstawowa (Gram m ar- lub 
Elementary-schoo!) trw a 8 lat, następnie 4-letnia High School, po skończe
niu której można się zapisać do College, gdzie nauka trw a 4 lata. Są College
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techniczne lub hum anistyczno-przyrodnicze, istnieją też osobno zawodowe 
College dla nauczycieli. Po skończeniu College otrzym uje się niższy sto
pień naukowy „bachelor”. Po dalszym  roku można tam  otrzym ać ty tu ł m a
gistra w zakresie pedagogiki, hum anistyki, biologii, fizyki, m atem atyki, 
chemii. Można też po College przejść do wyższej szkoły zawodowej jak  m e
dycyna, prawo lub nauki rolnicze, k tóre trw ają  po 4 lata i dają ty tu ł zawo
dowy. Dla otrzym ania doktoratu potrzebne są dalsze 4 lata ,,post graduated 
teachnig”, a to już przeważnie na wysokich stypendiadh bąaź Uniw ersyte
tów, bądź National Science Foundation. Tak więc na otrzym anie dyplom u 
lekarza potrzeba co najm niej 20 lat nauki, na ty tu ł doktora m edycyny 
24 lata. Biochemii uczą isię na wysokim poziomie w College, na m edycynie 
jest już biochemia ściśle medyczna. Studentów  na m edycynie jest około 
100 , profesorów wykładających, k tórzy jednocześnie zajęci są w nauczaniu 
doktorantów  jest w Madison 5. O trzym ałem  od prof. Cohena powielane 
m ateriały dydaktyczne, jak  pytania kollokw ialne i egzaminowe dla s tu 
dentów medycyny, k tó re  pozwalają porównać tam tejszy poziom wymagań 
z naszym.

W Zakładzie C o h e n a  można wyróżnić trzy odrębne pracownie. R. 
M c G i l  v e r y  prowadzi pracownię przem iany cukrowców, pracuje obec
nie nad enzymem fruktozo-1 , 6-dw ufosfatazą, która ak tyw uje się papainą. 
M c G i l  v e r y  jest autorem  tablicy m etabolicznej, w której w różnych 
kolorach zestawiono główne szlaki przem ian. Tablicę tę spotykałem  na
stępnie niemal w każdej pracowni, obok tablicy California Foundation, 
podającej szczegółowe szlaki przem ian nukleinowych. Druga pracownia, 
pod kierunkiem  H. J. S a 11 a c h a, zajm uje się ogólnie m etabolizmem  
aminokwasów, aktualnie studiuje reakcję przekształcania glicyny w serynę. 
Nad m etabolizmem  białkowym  pracuje H a r o l d  D e u t s h .

Zakład Biochemii w A griculture College zajm uje ogromny ‘budynek 
z własną pilotką do hodowania drobnoustrojów  na skalę półtechniczną. 
Jest on najlepiej zaopatrzonym  w apara tu rę  Zakładem  w Madison. Boga
ctwo swoje zawdzięcza dochodom z patentów  w itam inow ych profesora 
S t e e n b o c k a  i E l v e h j e m a .  Przykładow o w ym ienię dwa elektro
nowe mikroskopy, ultraw irów kę preparatyw ną Spinco itp. Prof. C. A. E 1- 
v e h j e m jest zamiłowanym organizatorem  pracy naukowej i kształcenia 
doktorantów. Pokazywał mi listę około 400 doktorów biochemii, którzy sto
pień swój uzyskali w Madison od 1906 r. Spotkałem  tam  nazwiska wielu w y
bitnych uczonych, zajm ujących liczne katedry  biochemii na całym obszarze 
Stanów. Innych wym ieniał E 1 v e h j e  m  jako w ybitne osobistości w prze
myśle.

W czasie pobytu w Madison wysłuchałem  wykładu gościa z Bethesdy,
O. H a y a i s h i ,  o utlenianiach pochodnych tryptofanu.

W sobotę 27 kwietnia przyleciałem  do Bostonu-Cambridge i zamiesz
kałem  w Domu U niw ersyteckim  „K irckland House”. W poniedziałek, w to
rek i środę odwiedzałem kolejno biochemiczne pracownie należące do „Bio
logical Laboratories of H arvard U niversity”.

G. W a l d  pracuje nad biochemią widzenia. W spólnie z panią R u t h  
H u b b a r d  przedstaw ili m i rozwój swych badań nad purpurą  wzrokową 
zwierząt. W itamina A utlenia się na aldehyd retinen  redukując DPN (w ten  
sposób w procesie widzenia bierze udział druga w itam ina, pochodna nia- 
cyny). Retinen łączy się z białkiem  opsyną na rodopsynę, która na świetle
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odbarwia się uwalniając w itam inę A. W ychwytując w obecności opsyny 
aldehyd hydroksylam iną, można przesunąć równowagę całkowicie w stronę 
utleniania. Udaje się to z w itam iną z rybiej w ątroby, ale nie idzie z synte
tyczną trans-trans. Badali więc izom ery zawierające konfiguracje cis 
w różnych położeniach, syntetyzow ane dla nich w Zakładach Eastm an Ko
dak. Znaleźli w ten sposób, że właściwą odmianą jest 11-cis, czyli neo-b. 
Mało jej jest w naturalnej w itam inie A, która jest m ieszaniną różnych 
form. W zrasta jej zawartość procentowa w krążącej krw i, w siatkówce sta
nowi ona właściwy składnik. P rzy odbarwieniu rodopsyny pow staje w y
łącznie forma trans-trans. Forma cis-trans ma energię wyższą o 2 do 3 tys. 
kalorii, przem ianę w neo-b przeprowadza izomeraza, w ykorzystując ener
gię światła. Z w itam iny A 2 powstaje porfiropsyna, charakterystyczna dla 
zw ierząt wodnych. Z siatkówki oka ku ry  izolowali jeden z barw ików  czop
kowych — jodopsynę zawierającą retinen 'neo-b i inne białko — fotopsynę. 
Pani H u b b a r d  proponuje dla jodopsyny nazwę: konopsyna od cone — 
czopek, korzystając z podobieństwa nazwy rhodos do rod — pręcik. Auto
rzy przeprowadzili in vitro  syntezę fotopsyny z retinenem 2 otrzym ując 
niebieski barw ik — cyanopsynę. Istn ieją pośrednie dowody, że barw ik ten 
w ystępuje w oczach niektórych żółwi. Z innych retinenów  izo a daje odpo
wiednio izorodopsynę i izoporfiropsynę, inne form y są nieczynne. Ostatnie 
badania nad minogiem zakończyły kiklkuletn i spór o natu rę  barw ika wzro
kowego u tych zwierząt. Okazało się, że płynąc z morza do Wielkich Jezior 
posiadają porfiropsynę, w drodze powrotnej rodopsynę. Zależy to od ro
dzaju w itam iny A w pokarmie.

T. H. G o l d s m i t h  bada budowę złożonego oka owadów. Indyw idual
ne ocelli mieszczą się jakby w ciemnym worku z om matynowych komó
rek. Komórki wzrokowe po 7 w okółku posiadają każda jedną rhabdom erę, 
u niektórych gatunków rhabdom ery zrastają się w jednolitą wiązkę. W elek
tronow ym  mikroskopie rhabdom ery w ykazują budowę plastra  miodu, znaj
duje się w nich retinen, lecz nie w ystępuje w itam ina A.

N o r m a n  K r i n s k i  bada w itam inę A w krw i d znajduje ją tylko 
w postaci estru  związanego z lipoproteidem . Młody badacz J o h n  D a  w-  
l i n g  prowadzi ciekawe badania równoległe, oznaczając w różnych sta
diach awitam inozy A poziom witam iny we krwi, w ątrobie i siatkówce, po
ziom rodopsyny i opsyny oraz prądy czynnościowe siatkówki i obrazy siat
kówki w elektronowym  mikroskopie. Okazało się, że w m iarę postępu awi
tam inozy obniża się i to powoli tylko poziom w itam iny w wątrobie. Po 
wyczerpaniu tego zapasu spada nagle poziom jej we krwi, potem w siat
kówce, bezpośrednio potem  poziom rodopsyny, wreszcie powoli zaczyna 
zanikać opsyna. Przy spadku zawartości rodopsyny elektroretinogram  w y
kazuje zanik aktywności. Przy zaniku opsyny elektronow y mikroskop daje 
obraz naruszenia s truk tu ry  siatkówki.

M. C a r r o l  W i l l i a m s  dem onstrow ał swoje m etody operacyjne. 
Operuje na lejku Buchnera wprawionym  w stół, od dołu przepuszcza stale 
strum ień CO2 , utrzym ując w ten sposób owady w narkozie. Poczwarkom 
Cecropia wycina mózg i powstały otwór zamyka szybką z plastiku. Do 
wszystkich operacji stosuje duże dawki antybiotyków . Takie poczwarki 
mogą do dwu la t żyć bez rozwoju i stanow ią doskonały obiekt testowy do 
doświadczeń hormonalnych, ponieważ przez szybkę można bezpośrednio
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obserwować procesy rozwojowe. Obecnie studiuje głównie hormon juve- 
nilny. Jak  wiemy z badań W i g g 1 e s w o r t  h a, hormon ten, produko
wany przez corpora allata, ham uje przeobrażenie kom órek larw alnych 
w komórki dojrzałego owada. Dotąd badano działanie tego hormonu drogą 
transplantacji corpora allata lub w doświadczeniach parabiotycznych, nie 
udawało się natom iast dotąd otrzym ać samego hormonu w ilościach w y
starczających do doświadczeń.

Dopiero W i l l i a m s  stw ierdził u m otyla samca jedw abnika Platysa- 
mia cecropia nagrom adzenie się hormonu juvenilnego w odwłoku. Hormon 
wyciąga się doskonale rozpuszczalnikami organicznymi, zwłaszcza eterem . 
Nie wykazuje on specyficzności gatunkow ej, bo p repara t z cecropii okazał 
się czyriny w stosunku do m otyla bielinka, chrząszcza Tenebrio molitor, 
pluskwiaka Rhodnius prolixus  i u karaczana. Po odpędzeniu rozpuszczal
nika otrzym uje się czerwono-złoty oleisty płyn. Ciekawą zagadką jest gro
madzenie się tego hormonu w odwłokach samców cecropii. Jakkolw iek bo
wiem drobne ilości hormonu można znaleźć w  różnych tkankach różnych 
m otyli obojga płci, to nagrom adzenie się stwierdzono jedynie u samców 
tego jednego gatunku i tylko w odwłoku. W illiams dem onstrow ał mi po- 
czwarkę, która pod wpływem  zastrzyku hormonu juvenilnego przeszła 
przebrażenie w nową, m niejszą poczwarkę. Co praw da zmiana cuticuli nie 
w ystępuje tu samorzutnie, trzeba starą powłokę zedrzeć mechanicznie, 
przy czym oczywiście nowa poczwarka ulega silnym uszkodzeniom.

Znaczne postępy poczynił W i 11 i a m s na drodze do wyjaśnienia skom 
plikowanego w pływu tem peratu ry  na rozwój poczwarek u cecropia. Jest 
to gatunek wybitnie jednopokoleniowy, na 15 tys. obserwowanych w róż
nych tem peraturach osobników, tylko u jednego udało się stwierdzić roz
wój bez diapauzy. Odbija to znacznie od stosunków u naszego wilczomleez- 
ka, u którego na 8 tys. obserwowanych osobników udało mi się u ponad 
3 tys. wywołać rozwój doraźny. W i l l i a m s  wykazał już przed laty, że 
diapauza poczwarki jest następstw em  przerwania czynności neurosekre- 
torycznej jej kom órek mózgowych. Po upływie kilku miesięcy w tem pe
ratu rze  pokojowej kom órki te podejm ują znowu działalność i pobudzają 
czynność glandula thoracica, gdzie powstaje właściwy horm on przeobraże
nia, zbadana przez B u t e n a n d t a  ekdyzyna. Ekdyzyna pobudza budo
wę tkanek im aginalnych i prowadzi do wylęgu m otyla. Czas diapauzy m oż
na skrócić przez oziębienie całej poczwarki lub tylko jej mózgu. Obecnie 
dzięki dalszym  badaniom tej pracowni ( v a n  d e r  K l o o t  i sam W i l 
l i a m s )  możemy o przebiegu tych zjawisk powiedzieć już znacznie więcej:

W chwili zapoczwarzenia ustają żywe przedtem  prądy czynnościowe 
mózgu i nie dadzą się wywołać nawet drażnieniem  elektrycznym , a p ierw 
sze objawy czynności elektrycznej dają  się wykazać dopiero na kilka dni 
przed końcem diapauzy. Równolegle na dwa dni przed zapoczwarzeniem 
zaczyna się gwałtow ny spadek cholinesterazy, k tóra znika zupełnie w  chwili 
zapoczwarzenia, by pojawić się w słabym stopniu pod koniec diapauzy. 
Osobne doświadczenia wykazały, że idzie tu o zanik enzymu, a nie o jego 
zahamowanie. W okresie diapauzy gromadzi się w  mózgu jakieś ciało
o działaniu cholinergicznym (acetylocholina?), którego aktyw ność docho
dzi do maksimum pod koniec diapauzy. Aktywność acetylazy cholinowej, 
badana w hom ogenatach z mózgów zarówno ziębionych jak  nie ziębionych,
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pozostaje cały okres poczwarkowy bez zmian. W m iarę pojawiania się 
z pow rotem  cholinesterazy zawartość czynnika cholinergicznego spada 
i w  czasie rozwoju motyla u trzym uje się na niskim poziomie, by wzrosnąć 
pięciokrotnie tuż przed wylęgiem. W mózgu poczwarek gatunków  rozwi
jających się bez diapauzy żadna z opisanych zmian nie dała się zaobserwo
wać. A utorzy przypuszczają, że bodźcem do syntezy cholinesterazy jest 
nagrom adzenie jej substratu, ciała cholinergicznego, które narasta szybciej 
w tem peratu rze niskiej niż w  wysokiej. W ten  sposób chłodzenie działa 
jako  bodziec skracający diapauzę, a więc przyspieszający rozwój. Od mo
m entu podjęcia syntezy cholinesterazy przez mózg stosunki się odwracają 
i zm iany tem peratury  działają zgodnie z ogólnymi zasadami, tj. wyższa 
tem peratu ra  przyspiesza, niższa opóźnia rozwój.

Ciekawym  szczegółem badań było zaobserwowanie przez W i l l i a m s a  
nazwanej przez niego „choroby zimowej” poczwarek. Polega ona na pora
żeniach mięśni odwłoka, k tó re  w ystępują pod wpływem  zbyt długiego 
trzym ania poczwarek w tem peraturze 6° i niżej. Porażenia te zrazu od
w racalne po przeniesieniu poczwarki do wyższej tem peratury , po dłuższym 
pobycie w zimnie stają się nieodw racalne i w  końcu obejm ują i serce, pro
wadząc do śmierci poczwarki. W i 11 i a m s o w i udało się wywołać te same 
objawy u poczwarek nie chłodzonych przez przetoczenie im hemolimfy 
z poczwarek chorych. W illiams przypuszcza, że m am y tu do czynienia z nie
domogą detoksykacji końcowych produktów  przem iany azotowej. P rze
m awiałoby za tym  w ypadanie białego osadu, o wyglądzie kwasu moczo
wego, z hemolimfy osobników, k tórym  udało się ozdrowieć po chorobie zi
mowej.

G e r a r d  W y a t t  zajmował się ostatnio składnikam i krw i m otyli 
i znalazł trehalozę, fosfocholinę, aminoetanolofosforan, a-glicerofosforan 
oraz w olny glicerol. Obecnie śledzi m etabolizm  nukleinowy w ypreparow a
nych skrzydeł poczwarki, k tóre w płynie odżywczym utrzym ują się przez 
długi czas i przechodzą procesy m etam orfozy.

W i l l i a m  H a r v e y  opowiadał o swoich wynikach, które zdają się 
wskazywać, że niewrażliwość na cyjanek w diapauzie może polegać na 
nadm iarze układu cytochromowego w stosunku do m ałych potrzeb odde
chowych w tym  okresie. In teresu je się bardzo zależnością procesów bio
logicznych od tem peratury . P racuje też nad wpływem  zranienia na m eta
bolizm, przy czym doświadczenia w skazują na to, że ze zranionej cuticuli 
wyzwala się jakiś czynnik, stym ulujący oddychanie.

W pracowni W i l l i a m s a  odwiedzili m nie T o m a s z  E i s n e r  
i B a r b a r a  S t a y ,  by podyskutować o badaniach nad chinonam i owa
dów. Badają oni p-chinony wydzielane przez karaluchy. Uzyskują je z ootek 
i oznaczają m etodą spektrografii masowej. Przypuszczają, że pierwotnie 
wydzielane są związki fenolocukrowe, które się następnie rozkładają i u tle
niają.

Zakład prof. T  h i m a n n a przystosowany jest do badań z zakresu 
fizjologii roślin. Posiada pokoiki z regulowaną autom atycznie tem peraturą 
i wilgotnością, oraz sztucznym światłem  dziennym  działającym  w autom a
tycznie regulowanych okresach. Azagwanina, jak  wykazał T h i m a n n ,  
ham uje syntezę barw ików antocjanowych, ham ow anie da się usunąć przez 
odpowiednio duże dawki ryboflawiny.

http://rcin.org.pl



360

W instytucie Chemicznym U niw ersytetu odwiedziłem K o n r a d a  
B l o c h a .  Opowiadał o swoich pracach w spólnie z G. Fraenklem  nad ste
rolami u owadów. Prace te  kontynuuje obecnie w Cambridge..

W samym Bostonie mieszczą się w ybitne placówki biochemiczne w Ge
neral Hospital i w M assashuset Technical Institu te. Odwiedziłem w M.T.I. 
dział biologii. Jest to najbogaciej urządzone laboratorium  ze wszystkich, 
jakie zwiedziłem. Kierownikiem  działu jest I r v i n  S i z e r ,  D r  B u 
c h a n a n  oprowadzał m nie po zakładzie zapoznając z pracownikami 
i przedyskutował doświadczenia nad ham owaniem  syntezy puryn.

W General Hospital, k tó ry  należy do H arvard  Medical School, pokazano 
mi przede wszystkim am fiteatr, w  k tó rym  dokonano pierwszej w świecie 
narkozy eterowej (Ether-Dom). N astępnie odwiedziłem Dział Biochemii 
kierow any przez P. C. Z a m  e c n i k  a. P racu ją  wraz z R. B. Ł o f t f i e l -  
d e  m nad syntezą białka. Loftfield pokazał mi swój artyku ł na ten tem at, 
k tóry  ma się ukazać w „Progress in Biophysics and Biochem istry” . Siedzą 
m etodą izotopową włączanie aktyw ow anych kwasów aminowych. Zastałem  
tam  jeszcze F r i t z a  L i p m a n n a ,  k tó ry  przyjął już kierownictwo p ra 
cowni w  Instytucie Rockefellera w Nowym Yorku. Przenosi się tam  za kilka 
miesięcy po przebudowaniu przeznaczonych dla niego pomieszczeń. Roz
m awialiśm y wraz z panią J o n e s  o ich pracach nad rolą fosfokarbam i- 
nianu. L i p m a n n jest raczej rozczarowany stosunkowo wąskim zakre
sem występowania w przyrodzie reakcji posługujących się tym m echaniz
mem. Opowiadał o pracach nad enzymami aktyw ującym i różne am inokwa
sy, przebadał ich dotąd 13. Przy tej sposobności dyskutow aliśm y o pracy 
S z a f r a ń s k i e g o  z W o r k i e m .  Obecnie L i p m a n n interesuje się 
głównie metabolizmem pochodnych kw asu siarkowego.

W pobliżu Bostonu mieści się College w Tufts, gdzie odwiedziłem K. D. 
R o e d e r a ,  autora znanego podręcznika fizjologii owadów. P racuje on 
głównie nad modliszkami, których hoduje szereg różnych gatunków. W spól
nie z H. M i t t e l s t a e d t e m ,  gościem z M ax Planck Institu t badają 
odruchy chwytania pokarm u przez modliszkę, posługując się specjalnie 
skonstruowaną aparaturą . R o e d e r zaprodukow ał mi z taśm y m agneto
fonowej sprzężonej z oscylografem przebieg doświadczenia nad reakcjam i 
słuchowymi motyla. Rejestracja prądów czynnościowych w nerw ie słucho
wym, powstających jako reakcje na dźwięki wydaw ane przez kwarcowy 
w ibrator, pozwoliła określić na jakie częstotliwości fal akustycznych reagu
je  motyl, a więc jaki jest zakres jego zdolności słyszenia. Między innym i 
widziałem  na ekranie oscylografu reakcję ćmy na sygnały „radarow e” 
wysyłane przez nietoperza. Okazuje się więc, że ćma „słyszy” te sygnały.

W sobotę 4 m aja przelot do W ashingtonu, gdzie pozostałem do w torku 
7 m aja, załatw iając swe spraw y w Am basadzie oraz w  Dyrekcji National 
Science Foundation. Dyrektorowie L. L e v i n  i J. T. W i l s o n  (bio
logia i medycyna) udzielili mi obszernych w yjaśnień o organizacji i za
kresie pracy NSF i wzajem nie w ypytyw ali o organizację nauki i rolę 
PAN-u w  Polsce.

We w torek 7 przyjechałem  do Bethesdy stanowiącej jakby przedmieście 
W ashingtonu. In sty tu ty  Zdrowia (National H ealth  Institu tes) położone są 
jeszcze za miejscowością, co daje odległość od śródmieścia W ashingtonu 
dobrych kilkanaście kilometrów. N.H.I. jest to kom pleks budynków, z k tó 
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rych najw iększy 14-piętrowy mieści kliniki i laboratoria, dookoła zaś roz
rzucone są 2-piętrow e budynki poszczególnych instytutów . Są to: 1) Na
tional Institu te  of A rth ritis  and M etabolic Diseases, 2) National H eart 
Institu te, 3) National In stitu te  of Dental Research, 4) National Microbiolo- 
gical Institu te, 5) N ational Cancer Institu te, 6) National Institu te  of Men- 
tal H ealth  i 7) N ational In stitu te  of Neurological Diseases and Blindness. 
Położony o kilkaset m etrów  budynek gospodarczy posiada podziemne po
łączenie z budynkiem  klinicznym .

W N.H.I. pracuje około 5000 ludzi, w ydają oni w łasny dwutygodnik, 
który  zajm uje się głównie spraw am i bytowym i i życiem towarzyskim, 
a poza tym  przynosi listę prac zgłoszonych do publikacji. Przeciętnie lista 
ta obejm uje w każdym  num erze 30 pozycji. Osobliwym rysem  w k rajobra
zie są olbrzym ie parkingi In sty tu tu  wypełnione szczelnie samochodami
o żywych kolorach. Różne kategorie pracowników m ają osobne parkingi, 
np. pielęgniarki, lekarze, adm inistracja. W sąsiedztwie N.H.I. po drugiej 
stronie szosy znajduje się podobnych rozm iarów ośrodek naukowy M ary
narki W ojennej z centralnym  wieżowcem.

Moim gospodarzem w N.H.I. był entomolog J o h n  B u c k ,  kierownik 
pracowni Fizykochemicznej In sty tu tu  A rthritis. W Pracow ni jego panie 
dr. K e a s t e r  i dr  P a r k  badają zależność oddychania poczwarki 
Phormia od ciśnienia tlenu i znajdują spadek oddychania z m alejącym  
ciśnieniem parcjalnym  tlenu już od zawartości 18% tlenu w atmosferze. 
Dr St. F r i e d m a n  znalazł w poprzednich pracach z G. F r a e n k l e m  
niezbędność karn ityny  w odżywianiu larw y Tenebrio. Obecnie opracowuje 
z M c C a r t h y m  m etodę oznaczania tego ciała jako wstęp do badań nad 
jego metabolizmem. B u c k  badał ostatnio zjawisko niejednolitego w yda
lania CO2 przez poczwarki. Wiadomo obecnie, że w ydalanie dwutlenku 
węgla następuje w pew nych odstępach czasu jakby wybuchowo. Dr B u c k 
opracował teorię tego zjawiska opierającą się na analogicznych zasadach 
co teoria „fizycznych płuc” owadów.v

Rozbieżności między nazwą pracowni i in sty tu tu  a tym  nad czym się 
pracuje spotkałem  w Bethesdzie nie tylko u B u c k a, jak  o tym  będę miał 
sposobność mówić niżej. Sam B u c k  żartu je  na ten tem at, że w  Instytucie 
A rth ritis  badania nad Arthropodam i są zupełnie na miejscu już ze względu 
na wspólną etymologię tych nazw.

Na propozycję J. B u c k a  wygłosiłem refera t o pracach Zakładu Bio
chemii Ewolucyjnej In sty tu tu  Biochemii PAN. Ograniczyłem  się głównie 
do badań nad pirofosforanam i, tyrozynazą, metabolizmem tyrozyny i nad 
cyklem pentozowym. Tam tejszym  zwyczajem przeryw ano mi pytaniam i, 
na które bezpośrednio odpowiada się. Było około 50 osób i dyskusja była 
dość żywa, między innym i b rał w  niej udział H o r e c k e r .

Dr  H o r e c k e r ,  którego pracownię zwiedziłem po wykładzie, przed
stawił mi wyniki w łaśnie zakończonej pracy nad m etabolizmem  pentozy 
u L. plantarum. P rzem iana prowadzi do octanu i kwasu mlekowego, da 
jąc b ru tto  3, a netto 2 cząsteczki ATP na jedną pentozę. Pow stający ace- 
tylofosforan nie może reagować z koferm entem  A, natom iast fosforyluje 
ADP na ATP. W dyskusji nad biologicznym znaczeniem cyklu pentozowe
go wysunął H o r e c k e r  przypuszczenie, że idzie tu  o produkcję TPNH, 
który nie zawsze i nie wszędzie da się zastąpić przez DPNH. Opiera się
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przy tym głównie na in terpretacji prac S u t h e r l a n d a  i współpracow
ników nad działaniem ACTH a fosforylazą w nadnerczu. M etabolizm steroli, a więc i hormonów kory nadnercza wymaga właśnie TPNH. ACTH ak ty 
wując fosforylazę wzmaga powstawanie fosfo-6-glikozy, a tym  samym 
natężenie cyklu pentozowego w nadnerczu. W dyskusji nad pracą M o c h -  
n a c k i e j  i S z a f r a ń s k i e g o  o transketolazie mózgowej, H o r e c -  
k e r  stwierdził, że również w w ątrobie znalazł transketolazę silnie zwią
zaną z dwufosfotiam iną, pominął to jednak w publikacji ponieważ nie przy
pisywał temu wówczas większego znaczenia. Transketolaza w ątroby rów 
nież nie oddaje fosfotiam iny przy dializie. W pracowni H o r e c k e r a  
pracuje H e p p e 1 znany ze swych badań nad przem ianą nukleinową.

N astępnie odwiedziłem Herm ana K alckara, k tóry  pracuje nad jedną 
z form  zaburzenia m etabolizm u cukrowego u dzieci. Zaburzenie to po
lega na niewydolności enzymu wymieniającego glikozę na galaktozę w n u -  
kleotydzie uracylodwufosfoglikozowym. N orm alnie pod wpływem  enzymu 
iosfogalaktotransferazy nukleotyd ten  reaguje z 1-fosfogalaktozą uw alnia
jąc 1-fosfoglikozę a przechodząc sam w nukleotyd galaktozy. Na tym  szcze
blu następuje epim eryzacja galaktozy na glikozę. Niedomoga fosfogalakto- 
transferazy prowadzi do gromadzenia się galaktozy. W badaniach tych 
u K a 1 c k a ra bierze udział pani S z u l m a j  s t e r ,  stypendystka z P a 
ryża z pracowni E p h r u s s i’e g o.

Jako gość naukowy K a l c k a r a  bawił właśnie duński uczony prof.
H. H. U s s i n g  z Kopenhagi. Bada on wpływ wyciągu ze środkowej części 
przysadki na przepuszczalność skóry żaby. Przepuszcza przez skórę roztwór 
soli sodowej rejestru jąc napięcie prądów czynnościowych, równocześnie 
obserw uje pod mikroskopem  wygląd kom órek skóry.

O. H a y a i s h i prowadzi departam ent toksykologii. Na 15 pracow ni
ków naukowych tej pracowni toksykologią zajm uje się dwóch, k tórych 
głównym zadaniem jest śledzenie piśm iennictwa. Reszta pracuje nad bio
chemią drobnoustrojów. Bieżące tem aty to synteza gram icydyny japoń
skiej, cyklicznego polipeptydu złożonego z 8 aminokwasów, oraz pow sta
wanie i metabolizm kwasu szczawiowego u drobnoustrojów . Kwas szcza
wiowy powstaje obok acetylokonezymu A z kwasu szczawiowooctowego 
działaniem enzymu wymagającego M n++. Acetylo-Co-A ulega dekarbo- 
ksylacji na formylo-Co-A, k tóry  następnie rozpada się na kwas m rówko
wy i wolny koenzym. H a y a i s h i  ma poruczone zorganizowanie kolo
kwium  o oksydazach na IV Kongresie Biochemików we W iedniu.

J. P. G reenstein zajm uje się metabolizmem kwasów aminowych u szczu
rów in vivo. Szczury karm ione są wyłącznie płynem , zaw ierającym  wszy
stkie nieodzowne do utrzym ania ich wzrostu składniki. W tych w arunkach 
szczury nie wydają żadnych stałych odchodów, co pozwala trzym ać ogrom
ną ich ilość w stosunkowo małej przestrzeni. Dr G r e e n s t e i n  in teresuje 
się głównie rolą poszczególnych aminokwasów w stosunku do am oniaku. 
Są to badania niezm iernie kosztowne ze względu na to, że całe zapotrze
bowanie azotowe szczurów jest pokrywane przez czyste kwasy aminowe.

Tego samego dnia odwiedziłem w pracowni W yekoffa Louisa L a b a w a 
którego prace referowałem  w ubiegłym roku na sesji problemowej o me
tabolizmie wirusów. L a b a w zniechęcił się do badań nad fagam i ze 
względu na małą powtarzalność wyników. Zaczęliśmy dyskusję o fenom e
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nie m aleinow ym  K o z i ń s k i e g o  (otrzym yw anie >S. typh i bez osłonek 
i ich liza po przeniesieniu do norm alnej pożywki). L a b a w miał podobne 
obserwacje u E. coli pod wpływem  nadm iaru jonu wapniowego. Próbow a
łem w yjaśnić te i podobne zjawiska jako zaham owanie rozwoju wirusów 
w związku z obniżeniem m etabolizmu komórki, co by dało przedłużenie 
istnienia form y lizogennej bakterii. Dyskusja przeszła na zagadnienia ogól- 
nobiologiczne jak zapłodnienie i nowotwory. L a  b a  w jest z wykształce
nia fizykiem , obecnie pracuje nad ulepszeniem m etod mikroskopii elek tro 
nowej.

Następnego dnia odwiedziłem pracownię E. R. S t a d t m a n n a .  Pani 
S t a d t m a n n  pracuje nad reakcją S t i c k l a n d a ,  tj. utlenieniem  am i
nokwasu sprzężonym bezpośrednio z redukcją innej cząsteczki. S t a d 
t m a n n  in teresuje się także metabolizmem owadów, zaczął od gąsienic 
żerujących na sośnie. Ze względu na bogactwo terpenów w tym  m ateriale 
oczekiwał obecności odpowiednich enzymów. Zachęcony pierwszymi w y
nikam i w ysłał swą współpracownicę panią H o r n i n g  specjalnie do Me
ksyku po larw y błonkówek żerujących na agawach i obecnie prowadzi 
nad nimi badania.

Pani Z. P. S m y r n i o t i s  (z pochodzenia Greczynka) przeszła do p ra
cowni S t a d t m a n n a  od H o r e c k e r a ,  z k tórym  pracowała nad 
cyklem pentozowym  glikozy. Obecnie wyosobniła z gleby drobnoustroje 
rozkładające ryboflawinę i studiuje te  przem iany. Podobnie dr S c h u 1- 
m a j s t e r ,  stypendysta z Zakładu Fizykochemii Biologicznej w Paryżu, 
wyosobnił bakterie  rozkładające kreatynę i zaczynał właśnie badania ich 
metabolizmu.

Jako ostatnią w Bethesdzie odwiedziłem pracownię dr H. M i t o m a 
(oddział chemii farmakologicznej w H eart Institute), k tó ry  pracuje nad 
przem ianą cyklicznych aminokwasów u drobnoustrojów  oraz nad stoso
waniem aminokwasów do odżywiania parenteralnego. Specjalnie zajm uje 
go obecnie oksyprolina, która wydala się w dużych ilościach w moczu. 
Dyskutowaliśm y nad naszymi zagadnieniam i związanymi z przem ianą ty 
rozyny u owadów. Chciał m nie skontaktować z swoim przyjacielem  B. N. 
L a  D u, k tóry pracuje również nad przem ianą tyrozyny i ma podobne 
trudności jak  my. Niestety okazało się, że właśnie zachorował.

Sobotę 11.V poświęciłem na wycieczkę do G rand Rapids of Potomac. 
W niedzielę 12 zwiedziłem G alerię Narodową. W poniedziałek 13 maja 
w yjechałem  koleją do Filadelfii.

W Filadelfii mieści się kilka szkół wyższych. Odwiedziłem Jefferson 
U niversity i P e n n sy lv a n ia  U niversity. W Jefferson U niversity Medical 
College pracuje L e v e n b o o k  w Zakładzie Biochemii, którego kierow 
nikiem jest C a n t a r o w .  N astępnie byłem  w Zakładzie Biochemii w P enn
sylvania U niversity Medical School u prof. G u r i n a. Jest on zamiłowa
nym pedagogiem, toteż kilka godzin przedyskutowaliśm y o metodach i kło
potach dydaktycznych w USA i u nas. Na uwagę zasługuje wprowadzenie 
przez niego kilku zadań izotopowych do program u ćwiczeń biochemicz
nych dla studentów  medycyny. W Zakładzie G u r i n a pracuje prof. D. L. 
D r a b k i n, z k tórym  dyskutow ałem  o jego publikacji nad wpływem tyro- 
ksyny na enzymy oddechowe. Zakwestionowałem  in terp re tac ję  ilościową 
przem iany podstawowej podaną w tej pracy. D r a b k i n oświadczył, że
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przytoczył tylko dane zebrane z piśm iennictw a, nie zastanaw iając się 
głębiej nad. nimi i nie zamierza upierać się co do ich słuszności. B. S h e -  
p a r  t z pracuje od lat nad oksydatyw ną przem ianą tyrozyny. Przedysku
towaliśmy szczegółowo nasze prace w tym  kierunku. Podkreślił wielkie 
trudności w rozwiązywaniu tego zagadnienia.

Z L e v e n b o o k i e m ,  u którego zamieszkałem, dyskutow aliśm y do 
późna w noc i całe następne przedpołudnie. Pracow ał on ostatnio nad kw a
sami nukleinowym i w jajach  Drosophili. Znajduje praw ie wyłącznie (99%) 
RNA, z dużą przewagą uracylu i adenozyny. Stosunkowo dużo nukleozy- 
dów zwłaszcza dezoksy w ystępuje w stanie wolnym. Obecnie bada w ystę
powanie i rolę glutam iny, która łącznie z kwasem  glutam inowym  stanowi 
1%  ciała tłuszczowego. W obecności chlorku amonowego wolny kwas prze
chodzi w glutam inę. Przem ianę tę katalizu je enzym o charakterze globu
liny. Nawiązując do prac nad sześcioczłonowymi peptydam i owadów — 
larw iną i pupiną — wykazał, że larw ina tw orzy się również przy karm ie
niu larw  wyłącznie czystymi am inokwasami, jest więc związkiem endo- 
genicznym. Larw y i gąsienice m ają dużo kw asu bursztynowego i cy try 
nowego, po zapoczwarzeniu ilość ta spada.

L e v e n b o o k  potwierdził w sposób bardzo przekonyw ujący moje do
świadczenia z 1940 r. nad wpływem  DPN na oddychanie i melanogenezę 
miazgi owadów. Biorąc m itochondria z tkanek larw y G astrophilus a hemo- 
lirnfę z Calliphora otrzym yw ał przez dodanie DPN, kwasu mlekowego i je
go dehydrogenazy bardzo znaczne przedłużenie oddychania, zwiększenie 
ilości pobranego tlenu i opóźnienie czernienia.

Do U niversity of Pennsylvania należy również laboratorium  Johnson 
Research Foundation kierowane przez B. C h a n c e ’a. Pracow nia ta w y
w arła na mnie najw iększe w rażenie z wszystkiego, co oglądałem w USA. 
W yekwipowanie stanowią tu nie apara ty  seryjnej produkcji, lecz urządze
nie zestawione przez samego Chance’a. Jest np. przyrząd rejestrujący, 
w  k tórym  pisak przesuwa się od strony lewej do praw ej przez obracanie 
korbą, równocześnie ruch korby przenosi się na m onochrom ator zm ienia
jąc w sposób ciągły długość fali św iatła, zaś wychylenia pisaka w górę 
i dół re jestru ją  wielkość absorpcji przy danej długości fali. W ten  sposób 
kilka obrotów korby pozwala w ykreślić w sposób ciągły widmo badanego 
roztworu. Inny zestaw składa się z m ikrokuw ety, w której zanurza się w i
brująca m ikroelektroda polarografu, z dwu monochrom atorów, przepusz
czających na przem ian przez k iw etę prom ienie oznaczonej długości oraz 
z trzech przyrządów rejestrujących, z k tórych  dwa zapisują absorbcję osob
no dla każdego m onochrom atora, i trzeci dla polarografu. W ten  sposób 
można rejestrow ać równocześnie prężność tlenu w kiwecie i absorbcję 
przy dwóch długościach fali. P rzez odpowiednie nastaw ienie m onochro
m atorów można badać zmiany absorpcji wywołane przez redukcję lub u tle 
nienie DPN, FAD, lub cytochromu, odczytując równocześnie prężność tle 
nu w danym momencie. C h a n c e  dem onstrow ał mi p repara t m itochon- 
driów, k tóry  w stanie równowagi zupełnie nie zużywał tlenu, rozpoczynał 
natom iast oddychać za dodaniem ADP. Można było przy  tym  śledzić re 
dukcję poszczególnych przenośników elektronów , aż do w yczerpania ADP. 
Dem onstrował mi również ciekawy fenomen, k tó ry  referow ał 3 tygodnie 
przedtem  w Chicago na Federation M eeting, wyw ołując tam  bardzo żywą
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kontrow ersję. Jeśli m ianowicie do wspom nianej zawiesiny m itrochondriów 
dodać bursztynianu, następuje natychm iastow a i zupełna redukcja DPN. 
Jest to nieoczekiwany efekt, bo jak  wiadomo utlenianie bursztynianu omi
ja DPN. Prawdopodobnie idzie tu o jakąś reakcję przebiegającą w sprzę
żeniu z utlenieniem  bursztynianu, np. utlenienie kwasu jabłkowego.

Razem ze m ną spędził to południe u C h a n c e ’a B. S a c k t o r, p ra
cujący w  laboratorium  wojskowym  nad m etabolizmem  owadów, głównie 
much. Przywiózł on kilka swoich preparatów  do zbadania m etodą C h a n -  
c e ’a. Spośród współpracowników C h a n c e ’a poznałem prof. A n d e r s o -  
n a, k tó ry  wrócił niedawno z dłuższego pobytu we Francji.

W środę 15 m aja pojechałem  pociągiem do Nowego Yorku. Zakw atero
w ałem  się jako gość S. O c h o a ’y  w budynku Hall of Residence w New 
York Bellevue Medical Center. A partam ent przeznaczony dla 2 studentów 
kosztuje dziennie 8 dolarów. Zakład Ochoa’y przedstaw ia się kadrowo dość 
skrom nie, natom iast duża ilość gości, samodzielnych pracowników, którzy 
przyjeżdżają na rok lub dłużej, zmienia go praktycznie w duży insty tu t, 
w którym  praca badawcza przesłania zupełnie jego charakter dydaktyczny. 
Pierwszego dnia Ochoa przedstaw ił mi w zarysie głównie kierunki badaw 
cze swego Zakładu. W ciągu następnych dni odwiedzałem kolejno poszcze
gólne pracownie, interesując się szczegółami pracy.

W centrum  zainteresowania pracowni Ochoa’y stoją badania związane 
z enzymem syntetyzującym  polinukelotydy z dwufosfonukleotydów, za
sadą może przy tym  być adenina, hipoksantyna uracyl, tym ina, w słab
szym stopniu reagują nukleotydy gwaninowe. Do syntezy potrzebny jest 
polinukleotydowy ,,p rim er” , którego skład chemiczny wpływa na wybór 
nukleotydów z mieszaniny reagującej. Stosując różne m etody fizyko — 
chemiczne i enzymatyczne potw ierdził O c h o a  z współpracownikami iden
tyczność szeregu syntetycznych polinukleotydów z produktam i otrzym a
nym i przez frakcjonow anie natu ralnych  kwasów nukleinowych. Punktem  
wyjścia badań, które doprowadziły do odkrycia tego enzymu, było poszu
kiwanie rozpuszczalnego układu enzymatycznego, przenoszącego nieorga
niczny fosforan na ADP, czyli, biorąc metodycznie, wymieniającego koń
cowy fosforan ATP na fosforan znakowany środowiska. Okazało się przy 
tym, że wym iana taka idzie tym  gorzej, im dokładniej oczyszcza się p re
parat ATP. Skierowało to uwagę na swoistość ADP, a potem  dw ufosfonu
kleotydów w ogóle. Pracownia O c h o a’y zajm uje się produkcją tego enzy
mu, k tó ry  nazwano w analogii do fosforylazy — nukleofosforylazą. W su- 
terynach mieści się pilotka, w której przeprowadza się na skalę półtechnicz- 
ną hodowlę drobnoustrojów i wyosobnienie enzymu. Enzym jest n iestety 
bardzo nietrw ały i wymaga przechowywania w  niskiej tem peraturze. Roz
syła się go więc w zbiornikach z suchym lodem pocztą lotniczą. O c h o a  

w spółpracuje obecnie z całym szeregiem placówek biochemicznych w  S ta
nach i jego gabinet przypom ina chwilami kw aterę  dowództwa w czasis ope
racji wojennej. W czasie naszej kilkugodzinnej rozmowy wielokrotnie prze
ryw ały nam międzymiastowe rozmowy telefoniczne inform ujące o wyniku 
doświadczeń. Np. H e p p e 1 z Bethesdy przetelefonow ał cały kom unikat 
pozwalający na w yrysowanie w ykresu. Przew ażnie przedm iotem  badania 
jest biosynteza białka mierzona w łączaniem  znakowanych aminokwasów. 
Sztuczne polipeptydy stym ulują tę  syntezę na równi z naturalnym  kwasem 
rybonukleinowym . Najciekawszym  przy tym  jest to, że dobór zasad w po-
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linukleotydach wpływa na wybór aminokwasów spośród ich mieszaniny. 
Istn ieje  tu jakiś „code” trudny  jeszcze w tej chwili do odcyfrowania.

Drugim z kolei k ierunkiem  są badania nad utlenianiem  kwasu propio- 
nowego, k tóre prowadzą goście naukowi W. S. B e c k i A l i s a  T i e t z. 
Odkryli przy tym  reakcję, k tórą nazwali izom eryzacją kwasu izobursztyno- 
wego, lecz właściwie jest to reakcja transkarboksylacji. Jeśli bowiem izo- 
bursztonylo-Co-A inkubować z enzymem i znakowanym  propionylem  CoA, 
o trzym uje się znakowany bursztynylo-CoA i nieznakow any propionylo- 
CoA. Reakcja ta przebiega tylko w obecności fluorku i dwuwęglanu. A uto
rzy więc przyjm ują jako hipotezę roboczą powstawanie H 2PO 3F, k tóry  
wymienia fluor na grupę karboksylową. Fluorofosforan jak  też karboksy- 
fosforan są jako bezwodniki kwasowe związkami wysokoenergetycznym i. 
Świadczy o tym  ich odwracalna równowaga z ATP. Karboksyfosforan sta
nowi analogię do Lipmannowskiego karbom ylofosforanu. Jego funkcja zda
je się polegać na przenoszeniu grupy karboksylowej. Dr T i  e t  z pracuje 
nad wydzieleniem  i oczyszczeniem enzymu zapoczątkującego tę reakcję 
przez włączenie fluorku. Enzym ten nazywa fluorokinazą.

Do stałych pracowników Zakładu należą prof. R. C. W a r  n e r i d r  
G i 1 v a r g. W arner prowadząc oddział fizykochem iczny pomaga wniknąć 
w budowę otrzym yw anych w syntezie polinukleotydów, stosując pom ia
ry  dyfuzji m etodą interferom etryczną, pom iary w iskozym etryczne lepko
ści, elektroforezę, absorpcję światła itp. Tymi m etodam i wykazał m. in., 
że przy zmieszaniu roztworów syntetycznych polinukleotydów czysto ade- 
ninowych i czysto uracylowych powstaje sam orzutnie kom pleks o masie 
cząsteczkowej odpowiadającej sumie obu składników. Dr G i 1 v a r g bada 
powstawanie kwasu diaminopimelinowego. Jest to ciało w ystępujące 
u wszystkich przebadanych bak terii z w yjątkiem  gram ododatnich koków 
i u niebieskozielonych glonów. M. C a r s i o t i s  bada odcinek cyklu K r e b -  
s a między kwasem cytrynow ym  a a-ketoglutarow ym . Oczyścił dehydro
genazę izocytrynową, aktyw ow aną najlepiej przez m angan. Stosując m e
tody izotopowe nie zdołał wprowadzić piętna izotopowego do dodanego 
Jkwasu szczawiowo-bursztynowego. Nasuwa to  wątpliwości, czy kw as ten 
w ystępuje w ogóle jako wolny produkt pośredni, czy też obecny jest tylko 
w śladowych katalitycznych ilościach.

Do stałych współpracowników O c h o a’y należy jeszcze G. W. E. 
P  1 a u t, k tóry  zajm uje się biogenezą ryboflawiny.

W Bellevue Center odwiedziłem poza tym  Zakłady Fizjologii i  M ikro
biologii. Zakład Fizjologii prowadzi M. R o c k s t e i n ,  w ybitny specja
lista fizjologii owadów. Zajmował się zwłaszcza fosfatazam i u m uch 
i pszczół oraz cholinesterazą i zmianami zachodzącymi z wiekiem w ak tyw 
ności enzymów. K atedrę Mikrobiologii prowadzi A. M. P a p p e n h e i -  
m e r  J r. Wziąłem tam  udział w seminarium  na tem at m echanizmu zaka
żania kom órki E. coli przez fagi serii T: Prof. P a p p e n h e i m e r  opo
wiadał mi o bardzo ciekawych badaniach, k tó re  prowadził z drem  B e r n -  
h e i m e r e m  nad toksynam i streptokokowym i. Zwłaszcza ciekawie się 
przedstawia rozpuszczalna pozakomórkowa DPN -aza toksyczna dla leuko
cytów, przy czym w chłaniają ją jedynie leukocyty zwierząt zakażonych. 
Praktyczne znaczenie dla badań nad Corynebacterium dypht. może mieć 
lizogenny fag dyfterytyczny, nad którym  pracuje B a r k s d a l e .
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P a p p e n h e i m e r  in teresu je  się bardzo owadami jako m ateriałem  
do badań. W spólnie z C. M. W i l l i a m s e m  i z B. C h a n c e m  badał 
rolę m etaboliczną cytochromu b5 u owadów oraz swoistość immunologicz
ną b iałka hemolimfy.

Ochoa zaproponował, bym  opowiedział o naszych badaniach z dziedziny 
biochemii porównawczej w ram ach zebrań sem inaryjnych jego Zakładu. 
Udział wzięli również goście z Insty tu tu  Rockefellera i Columbia U niver
sity. Specjalnie miłe było spotkanie z prof. Nowińskim (Texas), k tó ry  p rzy 
jechał w łaśnie na kilka tygodni do New Yorku. W dyskusji zabierali głos 
głównie O c h o a  i D i s c h e .

W Instytucie Rockefellera odwiedziłem M. K u n i t z a .  K u n i t z  za
dem onstrow ał mi krystalizację pod m ikroskopem  swojej pirofosfatazy i dał 
mi większą jej próbkę. Oprowadził m nie następnie po Instytucie, gdzie m ia
łem sposobność obejrzenia oryginalnych zestawów C r  a i g a oraz S t e i 
n a  i M o o r a  w obecności ich twórców.

W najbliższym  sąsiedztwie Insty tu tu  Rockefellera mieści się gmach 
Insty tu tu  Sloan-K ettering. Je s t to szpital onkologiczny z doskonałym i la
boratoriam i badawczymi. Odwiedziłem tam  J. F o x  a, k tó ry  pracuje nad 
inhibitoram i syntezy puryn. In sty tu t ma się przeprowadzić do dużo w ięk
szego pomieszczenia, tymczasem  jest tam  bardzo ciasno i w laboratoriach 
apara ty  tarasu ją  przejścia. Dużym  zgrupowaniem  biochemików może się 
pochwalić College of Physicians and Surgeons U niw ersytetu Columbia. 
Jest tam  13 profesorów biochemii, przew ażnie na etatach klinik, między 
innym i E. C h a r g a f f ,  Z. D i s c h e ,  D. N a c h m a n s o n ,  R i t -  
t e n b e r g ,  S h e m i n ,  S p r i n s o n  i S. Z a m e n h o f f .  Zwiedzi
łem pracow nie C h a r g a f f a, D i s c h e  g o  i Z a m e n h o f f a. Nach
m anson był w tym czasie za granicą. R ittenberga, Shemina i Sprinsona po
znałem  później na posiedzeniu „Enzyme Club” , na zwiedzenie ich pracow
ni nie starczyło mi już czasu.

C h a r g a f f  in teresuje się bardzo rozwojem biochemii w Polsce, k tó
ry śledzi na podstawie „B iuletynu II W ydziału PA N” i „Acta Biochimica 
Polonica” oraz „Postępów Biochemii” . D i s c h e  specjalizuje się w od
czynach cukrowych, poza tym  bada biochemię soczewki oka. Z a m e n 
h o f f  pracuje nad biochemią transform acji u drobnoustrojów , jest jed 
nym z czołowych przedstawicieli tego kierunku w Stanach.

„Enzyme Club” grupuje  badaczy interesujących się chemią enzymów, 
z różnych środowisk Nowego Yorku. Posiedzenia zaczynają się wspólnym  
obiadem, po czym odbywa się w ykład z dyskusją. Podczas mego pobytu 
odbył się w ykład Pani S t a d t m a n  z Bethesdy o jej badaniach nad re 
akcją S t i c k 1 a n d a. Na posiedzeniu tym  poznałem oprócz wym ienionych 
już badaczy z Columbia U niversity  panią S a r  ę R a t t n e r  i E. R a c -  
k e r a.

Prof. M. H e i d e l b e r g e r  pracuje obecnie w Instytucie M ikrobiolo
gii Ruthgers U niversity w Nowym B runśw iku w Stanie New Jersy  (nie
spełna godzina drogi pociągiem pośpiesznym z Nowego Yorku). In sty tu t 
położony jest samotnie, kilka kilom etrów  za m iastem . H eidelberger opo
wiada z zapałem, jak  przed rokiem  spędził kilka miesięcy w Anglii ucząc 
się nowej dla siebie techniki chrom atografii, a potem rozpoczął nowe, ory
ginalne badania nad s truk tu rą  wielocukrów bakteryjnych. Punktem  w yj-

9 P o s tę p y  B io c h e m ii
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ścia była znana obserwacja, że niektóre surowice przeciwpneumokokowe 
dają strą t z dekstranem . Heidelberg er stw ierdził, że te same surowice (anty 
II, IX, XII, XX i XXII) strącają również glikogen. Założył więc, że swo
istość ta obejm uje poliglikozany posiadające wiązania 1—4 i 1— 6 rów no
cześnie. W podobny sposób charakteryzow ał swoistość innych surowic na 
podstawie ich odczynów precypitacyjnych z w ielocukram i o znanej budo
wie. Odwracając zagadnienie próbuje obecnie charakteryzow ać różne na
turalne wielocukry roślinne, przez dobieranie reagujących z nimi surowic
o znanej specyficzności. Najbliższym  współpracownikiem  H e i d e 1 b e  r- 
g e r  a jest W a c ł a w  S z y b a l s k i ,  wychowanek Politechniki G dań
skiej, k tóry in teresuje się głównie genetyką drobnoustrojów .

Pięciotygodniowy okres ważności wizy nie pozwolił przedłużyć pobytu 
w Nowym Yorku, gdzie biochemika intresow ać musi jeszcze wiele innych 
placówek, np. w Cornell U niversity , gdzie pracuje Du Vigneaud. W piątek 
24 m aja pożegnałem gościnną pracow nię prof. O c h o a ’y i odleciałem do 
Europy.
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P O S T Ę P Y  B I  O C H E M I I

J E R Z Y  K R A W C Z Y Ń S K I

M iędzynarodow y Kongres Chemii Klinicznej

Sztokholm  19 — 23 sierpnia 1957 r.

W dniach 19—23 sierpnia 1957 obradował w Sztokholm ie M iędzynaro
dowy Kongres Chemii Klinicznej zorganizowany przez Szwedzkie Towa- 
szystwo Chemii Klinicznej pod protektoratem  M iędzynarodowej Federacji 
Chemii Klinicznej (International Federation of Clinical Chemistry), Ko
m isji Chemii Klinicznej wchodzącej w skład M iędzynarodowej Unii Chemii 
Czystej i Stosowanej) (Commision of Clinical Chem istry of the In te rn a 
tional U nion of Pure  and Applied Chem istry), oraz Skandynawskiego To
w arzystw a Chemii Klinicznej i Klinicznej Fizjologii (Scandinavian Society 
for Clinical Chem istry and Clinical Physiology).

W Kongresie wzięło udział 400 delegatów reprezentujących 31 krajów . 
Najliczniejszą była delegacja gospodarzy licząca 89 członków. Liczne były 
też delegacje państw  skandynaw skich (Dania — 34 osoby, Finlandia — 28 
osób, Norwegia — 18 osób), oraz delegacje: W ielkiej B rytanii — 44 osoby, 
Niemiec — 36 osób, Stanów Zjednoczonych — 25 osób, Holandii — 21 osób 
i Związku Radzieckiego — 19 osób). W skład delegacji polskiej wchodziły 
3 osoby (Prof, dr Z. S t o l z m a n ,  prof. d r  L. D z i a ł o s z y ń s k i  i doc. 
d r J. K r a w c z y ń s k i ) .

Obrady odbywały się na terenie K arolińska Institu tet. Kongres o tw ar
ty został przez szwedzkiego m inistra Oświaty p. I n g  v a r a  L i n d e l l a .  
Honorowym  Przewodniczącym Kongresu został w ybrany prof. D. V a n 
S f y k e .

R eferaty podstawowe poświęcone zagadnieniom stanowiącym zasadni
czą tem atykę Konkresu wygłaszano na posiedzeniach przedpołudniowych. 
Po południu obrady odbywały się równolegle w 3 a naw et 4 sekcjach. Na 
posiedzeniach sekcji przedstawiano krótkie doniesienia zgłoszone przez de
legatów mniej lub więcej związane z zasadniczą tem atyką Kongreslu.

Tem atyka Kongresu obejmowała następujące zagadnienia:
A. W pływ hormonów na przem ianę elektrolitów ,
B. M etody chrom atograficzne i ich zastosowanie w klinice,
C. Chemia kliniczna wielocukrowców,
D. System  DPN+ i jego zastosowanie w chemii klinicznej.

Ad A: R eferaty wprowadzające wygłosili: J. F. T a i t (W. Bryt.) w imie
niu w łasnym  i współpracowników refera t pt. „Correlation of adrenal ste
roid concentrations and changes in electrolyte m etabolism ”, F. B a r t t e r  
(USA) referat pt. „On the horm onal regulation of body fluid volume and
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composition” oraz F. P r u n t y  i M c S w i n e y  (W. Bryt.) referat pt. 
„Some clinical considerations of body electrolytes in relation to horm one 
action”.

W referatach  tych omówiono m. in. następujące problem y: W ynikiem 
działania hormonów nadnerczy na przem ianę elektrolitów  u zwierzęcia po
zbawionego nadnerczy jest zatrzym anie sodu, zwiększone w ydalanie potasu 
z ustroju i doprowadzenie do norm alnych wartości ciśnienia krw i i filtra 
cji kłębuszkowej. Ze znanych dotychczas m ineralokortikosteroidów na j
większe znaczenie m ają aldosteron i kortizol. Efektywność tych hormonów 
przy usuwaniu objawów niewydolności nadnerczy nie jest jednak jednako
wa w odniesieniu do każdego objawu. Działanie hormonów zależy też od 
warunków, w jakich znajduje się organizm. P rzy  przew lekłym  podawaniu 
ACTH dom inującą rolę w przem ianie m ineralnej odgrywa kortizol, po 
usunięciu przysadki mózgowej — aldosteron, a w syndrom ie adreno — ge
nitalnym  przebiegającym  z objawami nadciśnienia — 17 — hydroksy — 
dezoksykortikosteron i dezoksykortikosteron.

M etabolitam i kortizolu w ydalanym i z moczem są: tetrahydrokortizol 
i allotetrahydrokortizol. Po dożylnym  podaniu znakowego kortizolu usta
lono, że jego okres półtrw ania w puli wym iennej ustro ju  wynosi 1,4 go
dziny. M etabolizm aldosteronu studiowano przy pomocy aldesteronu zna
kowanego tryterem . Okres półtrw ania aldosteronu jest krótszy niż korti
zolu i wynosi tylko 0,4 godz. Po 24 godz. wydala się z moczem 49% po
danej radioaktywności, z czego 33%  w formie glukoronidów.

Kliniczne metody oznaczania aldosteronu ograniczają się do oznacza
nia jego zawartości w moczu po ekstrakcji przy pH — 1. Oznaczanie we 
krw i napotyka na wielkie trudności. Przed oznaczeniem poleca się prze
prowadzić oczyszczenie ekstrak tu  na drodze chrom atograficznej.

Poddany został k ry tyce szeroko rozpowszechniony pogląd L u e t s c h e -  
r a, wg którego istnieje ścisła zależność między wydalaniem  sodu i w yda
laniem aldosteronu (wzrostowi wydalenia aldosteronu towarzyszy spadek 
w ydalania sodu i odwrotnie). Stwierdzono bowiem, że przy obciążeniu 
ustroju sodem (20 gm dzienne) następuje spadek w ydalania aldesteronu 
i wzrost wagi ciała. W zrost wydalania sodu zachodzi jeszcze 24 godziny 
wcześniej, co dowodzi, że proces ten nie jest regulowany tylko przez aldo
steron. W ydalanie aldosteronu przez normalnego osobnika nie ulega w cią
gu doby wahaniom. W yraźnym  wahaniom dobowym podlega natom iast 
w ydalanie elektrolitów  i kortizolu, co świadczy, że aldosteron nie odgry
wa ważniejszej roli w regulacji tych procesów. W nerczycy przebiegającej 
ze znaczną u tra tą  elektrolitów  zaobserwowano 10 X większe w ydalanie 
aldosteronu niż norm alnie, a więc znów brak zależności sugerowanej przez 
L u e t s c h e r a .  W ydaje się natom iast, że zachodzi ścisła zależność m ię
dzy ilością wydalanego z moczem aldosteronu a objętością płynu poza- 
komórkowego (PPK) w ustroju (odwrotna proporcjonalność). Taka sama 
zależność w ydaje się istnieć między wielkością filtracji kłębuszkowej a ilo
ścią wydalanego aldosteronu.

Zwrócono też uwagę na znaczenie hormonów tarczycy w przem ianie 
elektrolitów. Istnieją dowody na to, że hormon tarczycy może osłabić dzia
łanie ACTH na korę nadnerczy. Hormony płciowe: testosteron i estrogen 
mogą spowodować zatrzym anie sodu i wody w ustroju. W pływ estrogenów 
na w ydalanie sodu może być bardzo znaczny w  okresie przedmiesiączko-
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w ym  i m usi być brany  pod uwagę przy badaniach nad metabolizmem elek
trolitów . Progesteron wpływa na gospodarkę elektrolitow ą ustroju w ten 
sposób, że powoduje zwiększone w ydalanie sodu z moczem i u tra tę  wody 
przez ustrój.

Istniejące zależności między czynnością gruczołów wewnętrznego wy
dzielania a gospodarką elektrolitow ą ustroju m ają coraz większe znacze
nie w diagnostyce laboratoryjnej.

Ad B. W prowadzający referat pt. ,,Recent advances in chrom atography” 
wygłosił prof. L e d e r e r  z Paryża. W referacie autor daje ogólny obraz 
ewolucji, jakiej ulegają m etody chrom atograficzne, i przedstaw ia możliwo
ści zastosowania chrom atografii do celów chemii klinicznej. Bardziej szcze
gółowo omawia następujące metody:

1. Chrom atografię absorpcyjną z zastosowaniem standaryzow anych 
adsorbensów oraz tzw. adsorbensów swoistych otrzym yw anych przez po
krycie obojętnego nosiciela substratem  enzym u lub przeciwciałem adsor- 
bującym  swoiście dany enzym lub antygen. W ym ywanie poleca przepro
wadzić przy  zastosowaniu roztworów rozpuszczalnika o stale wzrastającej 
sile wym ywającej (gradient elution).

2. Chrom atografię z użyciem wym ienników jonowych. Technika ta 
pozwala już na chrom atograficzne rozdzielenie białek o c.cz. od 10 do 100 
tys. Syntetyczne pochodne celulozy nadają się szczególnie dobrze do roz
dzielania enzymów a coraz szerzej wprow adzane są do badań wymienniki 
swoiste dla pewnych grup związków.

3. Chrom atografię bibułową ze szczególnym uwzględnieniem metod: 
ilościowych oraz metod z zastosowaniem radioaktyw nych indykatorów.

A utor zwraca też uwagę, że w ostatnim  czasie przy pomocy chrom ato
grafii odkryto szereg nowych składników w ystępujących w płynach ustro
jowych, jak  np. lathosterol, rakotwórczy produkt utleniania cholesterolu, 
nowy kw as uronowy w kwasie chondroitynosiarkow ym  itd. P rzy użyciu 
chrom atografii przebadano metabolizm rakotwórczego węglowodoru — 
benzantracenu. Przeprowadzono też szczegółową analizę chrom atograficz
ną moczu ludzkiego w ykryw ając przy tym  wiele nowych składników.

Identyfikacja substancji jedynie przez określenie w artości R f jest uw a
żana dzisiaj za niew ystarczającą i m usi być uzupełniona przez określenie 
niektórych własności fizycznych badanej substancji (np. punktu  topnie
nia).

Uzupełnieniem  powyższego referatu  był referat L. H u i s  i n t  V e l d  
(Holandia) pt.: „The use of chrom atografie m ethods for clinical steroid 
analysis” .

Chrom atografia adsorpcyjna lub rozdzielcza jest stosowana przy k li
nicznej analizie steroidów w następujących celach:

1. Usunięcie substancji przeszkadzających przy przeprowadzaniu ozna
czeń kolorym etrycznych lub spektrofotom etrycznych,

2. Zwiększenie czułości m etod analitycznych przez rozdzielenie od sie
bie poszczególnych steroidów cechujących się np. niejednakowym  powino
wactwem do odczynnika, z k tórym  dają reakcję barw ną,

3. Zwiększenie wartości diagnostycznej przeprowadzanych w labora
toriach klinicznych oznaczeń steroidów w moczu przez możliwość określe
nia ich pochodzenia (gonady czy nadnercza).
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M etody chrom atograficzne w analizie klinicznej steroidów m ają w pew
nym  sensie ograniczony zakres działania, szczególnie gdy chodzi o ich zna
czenie jako metod ilościowych lub półilościowych.

Doktór C. D e n t z Londynu w referacie pt: „Clinical applications of 
aminoacid chrom atography” omawia znaczenie chrom atografii bibułowej 
przy badaniu składu aminokwasowego płynów ustrojowych. Skład amino- 
kwasowy osocza jest na ogół stały. W ahania w w arunkach fizjologicznych 
(np. po spożyciu białek) są niewielkie. W szystkie większe zm iany (ilo
ściowe i jakościowe) wskazują więc na istnienie poważnych zaburzeń 
w ustroju (przeważnie uszkodzenie w ątroby i nerek). Zm iany w moczu od
bijają  się na aminokwasowym  składzie moczu. W ludzkim  moczu stw ier
dzono ostatecznie obecność 27 zidentyfikowanych aminokwasów, 10 am i
nokwasów niezidentyfikow anych i 26 peptydów. Skład aminokwasowy mo
czu osobnika żyjącego w standardow ych w arunkach jest na ogół stały. 
Różnice pod tym  względem między poszczególnymi osobnikami mogą być 
jednak dość duże. Skład am inokwasowy moczu może być uw arunkow any 
też czynnikam i dziedzicznymi (u 5°/o ludzi głównymi am inokwasami moczu 
są glicyna i kw as beta-am inoizom asłowy w odróżnieniu od norm alnie w y
stępujących jako główne aminokwasy: glicyny, tauryny  i histydyny) oraz 
stanem czynnościowym nerek. W stanach patologicznych poza schorzenia
mi w ątroby zmiany składu aminokwasowego moczu są niemal wyłącznie 
pochodzenia nerkowego. (Uszkodzenie nerek w ołowicy, przy zatruciu łi- 
zolem, zaburzenie ich czynności przy hipowitam inozie C i D u dzieci). 
Nawet w chorobie Wilsona i przy galaktozem ii zmiany składu aminikwaso- 
wego moczu są wynikiem  uszkodzenia nerek przez gromadzące się w ustro
ju: miedź i galakto^ę.

Podając przykłady stanów patologicznych cechujących się nienorm alną 
am inoacidurią au tor jeszcze raz podkreśla rolę czynnika dziedzicznego jako 
głównej przyczyny występowania tych stanów. P rzy  badaniu ilościowych 
zmian składu aminokwasowego moczu oraz mechanizmu patologicznej 
aminoacidurii szczególnie ważną rolę odgrywa chrom atografia na w ym ien
nikach jonowych zastosowana przez Moora i Steina, oraz testy  oczyszczania 
dla pojedynczych aminokwasów (renal clearances): jest to szczególnie w aż
ne przy badaniu zaburzeń u heterozygot, u których patologiczna aminoaci- 
duria stanowi cechę recesywną nieznacznie w pływ ającą na ilość i skład 
w ydalanych z moczem aminokwasów.

Ad C. W prowadzające referaty  wygłosili: Prof. G. B l i x  (Szwecja) pt. 
„M ucopolysaccharides and glycoproteins”, Prof. H. S c h u l t z e  (NRF) 
pt. ,,Klinisch interesante Polysacharidverbindungen” , oraz D r P. K e n t  
(W. Bryt.) pt. ,,Recent developm ent in the biochem istry of m ucosubstan- 
ces .

B l i x  rozróżnia następujące rodzaje m ukopolisacharydów:
1. M ukopoliuronidy (kwas chondroitynosiarkow y, kw as hialuronow y 

: heparynę),
2. Polisacharydy, w których podstawowymi elem entam i s tru k tu ra ln y 

mi są N: -acetyloglukozam ina, N -acetylogalaktozam ina, galaktoza i fuko- 
za. Cząsteczka tych polisacharydów przedstaw ia się jako spolim eryzowany 
dość długi łańcuch, od którego odchodzą drobne odgałęzienia tworzone przez
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fukozę, heksozam inę lub reszty kilku — cukrowcowe (substancje grupowe 
krw i, n iektóre polisacharydy w ystępujące w komórkach nabłonkowych).

3. Polisacharydy wchodzące w skład śluzów produktow anych przez ko
m órki nabłonkowe, w k tórych elem entem  struk turalnym  jest kom penenta 
węglowodanowa zbudowana z różnoważnych ilości N -acetylohekzoam iny
i kwasu sialowego.

W surowicy spotyka się glukoproteidy, których część węglowodanowa 
zbudowana jest z jednostek strukturalnych  składających się z mannozy — 
galaktozy — heksozam iny i kwasu sialowego — heksozaminy. Sposób po
wiązania części węglowodanowej z białkam i surowicy i jej s truk tu ra  mogą 
ulegać znacznym  zmianom w czasie choroby, co świadczy o dużym znacze
niu diagnostycznym  tych związków.

S c h u l t z e  dzieli związki, jakie tworzą węglowodany w organizmie 
ludzkim i zwierzęcym na 3 grupy, z których ostatnia obejm uje związki za
w ierające w cząsteczce kwas uronowy.

G rupa I obejm uje związki, w skład których wchodzą glukoza, fruktoza, 
ryboza i dezoksyryboza (produkty przem iany pośredniej glukozy, estry 
heksozofosforowe, glikogen, kw asy nukleinowe).

Grupa II obejm uje tzw. ,,glikopolipeptydy” i gliko(muko)proteidy, 
w skład których wchodzi galaktoza, mannoza, fukoza, N -acetyloglukoza- 
mina, N ^acetylogalaktozamina i kw. sialowy.

Grupa III obejm uje poliuronidy B 1 i x a.
Autor zwraca uwagę na kliniczne znaczenie tych związków, zwłaszcza 

grupy II i III, nie docenianych jeszcze dostatecznie z tego punktu widze
nia. Przy identyfikacji tych związków i określeniu ich lokalizacji w tkan 
kach i poszczególnych kom órkach wielką rolę powinna wg autora odegrać 
cytochemia związków wielocukrowcowych.

Praktycznie szczególnie ważne jest badanie związków wielocukrowco
wych w surowicy. Dotyczy to zwłaszcza grupy II, ponieważ związki g ru 
py III w ystępują tam  tylko w niewielkich ilościach. Dotychczasowe bada
nia nad glukoproteidam i w ystępującym i w surowicy, prowadzone przy po
mocy elektroforezy bibułowej, są niew ystarczające. W obrębie opisywanych 
najczęściej jako wiążących węglowodany frakcji a i fi globulinowej spo
tyka się bowiem białka zarówno ubogie jak  i bogate w węglowodany. Dla
tego też au to r proponuje następujący podział białek surowicy:

1) ubogie w węglowodany białka surowicy z wyłączeniem y globulin,
2 ) bogate w węglowodany białka surowicy z wyłączeniem y globulin,
3) ubogie w węglowodany y globuliny,
4) bogate w węglowodany y globuliny,
5) bogate w węglowodany i ubogie w węglowodany immunoglobuliny.
Badanie glikoproteidów w surowicy ma szczęgólne znaczenie diagnosty

czne przy zapaleniu stawów, w  zawale m ięśnia sercowego, w schorzeniach 
wątroby, w obrzęku śluzakowatym , w schorzeniach urazowych, nowotwo
rowych itp.

Duże znaczenie diagnostyczne ma też badanie moczu w kierunku w y
krycia obecności produktów depolim eryzacji mukopolisacharydów.

K e n t  opisuje szczegółowo ostatnie osiągnięcia w ustaleniu struk tury  
kwasu chondroitynosiarkow ego, a m. inn. wyizolowanie dwucukrowca
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chondrozyny będącej /?-glukuronozylo 1-, 3-glukozamina, co pozwoliło usta 
lić, w jaki sposób wiąże się w cząsteczce kw asu chondroitynosiarkowego 
kwas uronowy. Na podstawie własności fizycznych oraz działania hialuro- 
nidazy bakteryjnej, jak  też hialuronidazy w ypreparow anej z jądra wołu 
można wyróżnić trzy  typy kwasu chondroitynosiarkowego A, B i C.

W dalszym ciągu au tor zajm uje się zagadnieniem biosyntezy kwasu 
chondroitynosiarkowego kolejno rozpatrując m echanizm  w ykorzystania 
jonu siarczanowego przez organizm, proces biosyntezy am inocukrów i kw a
sów uronowych, oraz sam proces polimeryzacji.

Jon  siarczanowy pochodzi z aminokwasów zawierających siarkę i uwol
niony ostatecznie z kwasu /?-sulfinylopyrogronowego powstałego w w yni
ku transam inacji kwasu — cysteinosiarkowego i kwasu a keto-glutarow e- 
go. W wyniku następujących reakcji:

A T P  +  SO4 -> adenozyno  -5 fo sfo ro siarczan  (AMPS) +  p y ro fo sfo ran  (P P )
A M PS -f A T P  ->  fosforoadenozyno  -5 - fo sfo ro sia rczan  (PA PS) +  P P

pow staje PAPS uważany przez K i l z a  i L i p m a n a z a  „aktyw ny siar
czan” spełniający rolę donatora grup siarczanowych.

Glukozamina pow staje w następujących reakcjach bezpośrednio z glu
kozy:
glukoza -> ©ster glukozo -6 fosforow y +  g lu tam in a  es te r  6 -fo sfo row y-g lukozam iny .

G rupa aminowa glukozam iny jest natychm iast acetylow ana przez sy
stem: acetylowany -CoA i ATP, w  wyniku czego otrzym uje się ester — 
6-fosforowy N-acetylglukozam iny i CoA. Ester 6-fosforowy N-acetyloglu- 
kozaminy znajduje się w równowadze z estrem  1 fosforowym N-acetyl g lu
kozam iny przy obecności estru  1,6 dwufosforowego glukozy.

W reakcji między kwasem  urydylotrójfosforow ym  (UTP) i N-acetylo- 
glukozam iną powstaje urydylodwufosfoacetyloglukozam ina, która ulega 
przem ianie w odpowiedni nukleotyd N-acetylo-galaktozam iny.

Biosynteza kwasu glukuronowego zachodzi prawdopodobnie w w ą
trobie z udziałem dehydrogenaz przez utlenienie UDP-glukozy do UDP- 
kwasu glukoronowego. Zagadnienie polim eryzacji jako ostatniego stadium  
biosyntezy polisacharydów jest niejasne. W ydaje się jednak, że w procesie 
tym  szczególną rolę odgrywają nukleotydy urydylowe. Ostateczne w yjaś
nienie procesów przem iany i biosyntezy polisacharydów może mieć nie
powszednie znaczenie dla zrozumienia mechanizmu szeregu procesów bio
chemicznych w różnych stanach patologicznych.

Ad D. W referacie wstępnym  prof. H. T h e o r e l l a  (Szwecja) pt. „Ana- 
lytical procedures based en DPN-linked enzyme system s” omówiono teo
retyczne podstawy uzasadniające zastosowanie tego typu enzymów do 
analiz klinicznych. A utor jest zdania, że tego typu oznaczenia w yprą z re 
pertuaru  analityki lekarskiej wiele analiz powszechnie dziś przy jętych
i powszechnie uważanych za klasyczne, głównie ze względu na następujące 
zalety:

1) enzymy sprzężone z DPN lub TPN biorą pośredni lub bezpośredni 
udział w wielu reakcjach związanych z pośrednią przem ianą m aterii 
w ustro ju  ludzkim,
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2) zredukowane koenzymy DPNH lub TPNH wykazują m aksim um  ab
sorpcji przy długości fali św iatła 340 mju, co umożliwia stosunkowe łatw e 
ich oznaczenie metodami spektrofotom etrycznym i,

3) DPNH jak i TPNH pobudzone światłem  o długości fali 340 m(w da
ją  biało-niebieską fluorescencję, co umożliwia przeprowadzenie oznaczeń 
z dokładnością do 10—8 mola,

4) Zarówno DPNH jak  i TPNH nie podlegają autooksydacji, co umożli
wia przeprowadzenie oznaczeń w  w arunkach aerobowych.

Prof. V. H i n s b e r g  (NRF) w referacie pt. ,,Der diagnostische W ert 
D PN -abhangiger Enzym e” stw ierdza, że z ok. 30 enzymów zależnych od sy
stem u DPN tylko niewielka ich część znalazła zastosowanie w diagnostyce 
laboratoryjnej.

M etody oparte  na m ierzeniu stężenia DPN i DPNH (pomiar różnicy 
ekstynkcji przy 340 mju) można podzielić na 3 grupy:

1) Metody, w których znaczenie diagnostyczne posiada oznaczenie ak
tywności samego enzymu (np. dehydrogenazy kwasu mlekowego (LD) al- 
dolazy, transm inazy glutamino-szczawiooctowej (GOT), transam inazy glu- 
tam ino-pyrogronow ej (GPT) itd.

2. Metody, w których enzym jest w ykorzystany do oznaczenia innego 
składnika, np. alkoholu, glukozy, kwasu mlekowego, kwasu pyrogrono- 
wego itp.

3. Metody, w których enzym zależny od DPN zostaje dodany do śro
dowiska celem uzyskania bardziej dogodnych warunków  do wykonania 
pom iaru.

A utor przew iduje, że obok dzisiaj już stosowanych w  analityce lekar
skiej enzymów, takich jak  GOT, GPT, LD, MD i aldolaza, wiele innych 
jeszcze enzymów zależnych od system u DPN DPNH (fosfoglicerokinaza, 
dehydrogenaza kwasu jabłkowego i inne) znajdzie w krótce praktyczne za
stosowanie. A utor podkreśla szczególne znaczenie diagnostyczne oznacze
nia aktywności niektórych enzymów, a zwłaszcza aldolazy w schorzeniach 
w ątroby i m ięśni oraz transam inaz w schorzeniach m ięśnia sercowego.

Prof. F. W r ó b l e w s k i  (USA) w referacie pt: „The clinical signifi
cance of alterations in lactic dehydrogenase activity of body fluids” , opie
rając się na bardzo bogatym  m ateriale klinicznym , omówił znaczenie dia
gnostyczne oznaczenia dehydrogenazy kwasu mlekowego (LD) w surowicy 
płynach przesiękowych (PP) i w płynie móżgowo-rdzeniowym (PMR) 
w przebiegu różnych schorzeń. W zrost aktywności LD w surowicy spotyka 
się w wielu schorzeniach. Znaczenie diagnostyczne i rokownicze ma to 
przede wszystkim  w rozpoznawaniu zawału sercowego (zmiany w ystępują 
b. wcześnie 6— 12 godzin po zawale), oraz w stawianiu prognozy co do 
jego przeżycia, ponieważ wzrost aktyw ności LD w surowicy jest proporcjo
nalny do wielkości uszkodzenia mięśnia sercowego). W zrost aktywności 
LD powyżej 3000 jednostek przy norm alnych wartościach 200—680 jedn. 
/m l -rokuje bardzo źle. Podwyższenie aktywności LD w surowicy spotyka 
się w również w chronicznych białaczkach szpikowych, w rozsianym  ra 
ku, w ostrych schorzeniach hom olitycznych, w ostrym  zapaleniu wątroby, 
przy uszkodzeniu mięśni szkieletowych, a sporadycznie w  ostrych schorze
niach nerek i trzustki.
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We wszystkich tych schorzeniach enzym w ydostaje się z kom órek uszko
dzonego narządu i przenika do płynu pozakomórkowego (PPK). Z powyż
szego w ynika jasno, że wzrost aktywności LD w surowicy nie jest próbą 
swoistą i przy ustalaniu rozpoznania odgrywa rolę pomocniczą (w yjątek 
zawał m ięśnia sercowego).

W schorzeniach nowotworowych znacznie większe znaczenie p rak ty 
czne ma oznaczanie aktyw ności LD w płynach przesiękowych. Przy scho
rzeniach nienowotworowych aktyw ność LD w płynie przesiękowym jest 
zawsze m niejsza niż aktyw ność LD w surowicy. W razie obecności nowo
tw oru w ystępuje zjawisko odwrotne. Należy zaznaczyć, że i hodowane in 
vitro  kom órki rakow e w ydalają do środowiska znaczne ilości LD. Znacze
nie diagnostyczne tego zjawiska jest tym  większe, że może mieć ono miejsce 
nawet wtedy, gdy mikroskopowe badanie przesięku nie wykaże obecności 
kom órek nowotworowych. W w ynik leczenia nowotworu czy to horm ona
mi, czy też iperytem  azotowym można na odwrót uzyskać obniżenie ak tyw 
ności LD w płynie przesiękowym  bez wyraźnego zmniejszenia ilości ko
m órek nowotworowych stw ierdzalnych mikroskopowo, co świadczy o w pły
wie jaki w yw iera stosowany środek leczniczy na metabolizm  komórek no
wotworowych.

U osób norm alnych i u osobników nie cierpiących na schorzenia cen tra l
nego system u nerwowego (CNS) aktywność LD w PMR jest zawsze niższa 
niż aktyw ność LD w surowicy. W schorzeniach nowotworowych z przerzu
tam i do mózgu (białaczka lim fatyczna z ogniskami w mózgu) aktyw ność 
LD w PMR jest podwyższona. P ierw otne nowotwory mózgu nie w yw ołują 
podwyższenia aktywności LD w PMR. W zapaleniach opon mózgowych 
(także w M eningitis tbc.) w ostrym  stadium  spotykam y się ze znacznym 
podwyższeniem aktyw ności LD w PMR. M echanizm wzrostu aktywności 
LD w PMR nie jest jasny. LD może pochodzić z leukocytów lub też e ry 
trocytów pojaw iających się w większych ilościach w PMR w niektórych 
schorzeniach, lub też w wyniku uszkodzenia bariery  mózgowo-rdzeniowej.

Na zakończenie au tor podkreśla, że dopiero dalsze badania mogą osta
tecznie pozwolić na ocenę praktycznego znaczenia z punktu widzenia k li
nicysty*, oznaczeń aktywności LD w płynach biologicznych.

Spośród 141 przedstaw ionych na Kongresie doniesień na specjalną uw a
gę zasługują następujące:

1. C h e n  P a i - E n  (ChRL) „Abnorm alities of copper m etabolism  
in W ilsons disease” .

P rz e b a d a n o  7 chorych . O znaczano zaw arto ść  m iedzi i ceru lop lazm iny  w  su row icy  
m oczu i ka le . Z aw arto ść  m iedzi w  tk a n k a c h  i m oczu je s t podw yższona, n a to m ia s t 
zaw arto ść  ceru lo p lazm in y  w  su row icy  i m iedzi w  k a le  je s t obniżona. F ak ty  te  p rz e 
m aw ia ją  za tym , że choroba W ilsona je s t w ro d zo n y m  zabu rzen iem  m etabo licznym  
po lega jącym  na  upośledzen iu  b iosyn tezy  ce ru lop lazm iny  w  u s tro ju  p ro w ad zący m  do 
w zm ożonego o d k ład an ia  się m iedzi w  tk an k ac h . A u to r su g e ru je  nazw ę „cu p re s is” lu b  
„acae ru lo p lasm in o s is” d la o k reś len ia  pow yższego scho rzen ia .

2. H. D u l c e ,  T.  G u n t h e r ,  E. S c h u t t e  (NRF): „Influence 
of adrenalectom y on w ater and electrolyt m etabolism  of organs” .

W  niew ydolności n ad n erczy  n a s tęp u je  obniżen ie  poziom u sodu i ch lo rków  su ro 
w icy  oraz zm n ie jszen ie  ob ję tośc i P PK . R ów nocześnie w z ra s ta  poziom  p o tasu  w  su - 
w icy. A u to rzy  oznaczali zaw arto ść  po tasu , sodu i ch lo ru  oraz w ody zw iązanych  ś ró d -
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kom órkow o i pozakom órkow o w  tk an ce  w ą tro b o w ej, m ięśn iow ej i w  skórze n o rm a l
nego i pozbaw ionego n adnerczy  szczura . S tw ierdzono , że po a d ren a lek to m ii n a s tęp u je :

a) w zrost ilości w ody zw iązane j środkom órkow o w  w ą trob ie . N a — w chodzi do 
k o m ó rek  w  stężen iu  w iększym , a  ch lo rk i w  stężen iu  m n ie jszym  n iż  w  p łyn ie  poza- 
kom órkow ym  (PPK). S tężen ie  p o ta su  spada zarów no  w  kom órkach  ja k  i P PK .

b) W m ięśn iu  zaw artość  w ody w  kom órkach  rów nież  w z ra s ta . C h lo rk i g rom adzą 
się w  kom órkach  w stężen iu  w iększym  niż w P PK . Z aw arto ść  N a i K  w  P P K  spada, 
a po zo sta je  bez  zm ian w  kom órkach .

c) W  skórze n a s tęp u je  n a jw ięk szy  w zro st zaw arto śc i w ody. P rz e s trz e ń  sodow a 
p o zo sta je  n iezm ien iona, tzw . „zw iązany  C l” je s t obniżony.

H orm ony  nadn ercza  w p ły w a ją  w ięc na:
a) w  kom órkach  w ą tro b y  i m ięśn ia  n a  ak ty w n y  tra n sp o r t jonów  p rzez  b łonę k o 

m ó rk o w ą,
b) w  skórze na p roces p ęczn ien ia  ko llagenu .

3. T. A r o n s s o n ,  A. G r ö n w a l l  (Szwecja): „Im proved séparation 
of serum  proteins in paper electrophoresis — a new electrophoresis buffer” .

A uto rom  udało  się rozdzielić  b ia łk a  su row icy  p rzy  pom ocy e lek tro fe ro zy  b ibu łow ej 
na 9 fra k c ji :  f rak c ję  p rzed a lb u m in o w ą  o raz  a lb u m in y , *i, a 2a, a 2b, ßi, ß2, ß3, y g lobuliny  
s to su jąc  b u fo r sk ład a jący  się z tr ih y d ro k sy m e ty lam in o m e tan u  (Tris), k w asu  e ty len - 
d iam ino te traoc tow ego  (EDTA) i k w asu  bornego .

4. O. F o s s  (Norwegia): „ J 1 3 1  as am plifier in paper electrophoresis 
of law  concentrated protein solutions”.

P rzy  sto sow an iu  e lek tro fe ro zy  b ib u ło w ej do b ad an ia  p ły n ó w  o m a łe j zaw arto śc i 
b ia łk a  konieczne je s t zagęszczenie p ły n u  aż do u zyskan ia  stężen ia  b ia łk a  1 g°/o. U n ik 
nąć tego m ożna p rzep ro w ad za jąc  jo d o w an ie  b ia łe k  p rzy  pom ocy J 131 i od czy tu jąc  p ro -  
te in ig ram y  m etodą autoraidiografiii. W  te n  sposób m ożna  p rzep ro w ad zić  e lek tro fo rezę  
b ib u ło w ą roz tw orów  b ia łek  zaw ie ra jący ch  lmg°/o b ia łk a .

5. M. K e 1 e r, Z. P u c a r, M. P  e t e k (Jugosławia) „Zweidi
m ensionale Elektrochrom atographie und T riasfarbung norm aler und pa
thologischer hum anen Sera”.

S to su jąc  tech n ik ę  d w u w y m ie rn e j e lek tro ch ro m a to g ra fii p rz e b a d a n o  szereg  s u 
row ic no rm aln y ch  i pa to log icznych  s to su jąc  sw oiste  d la lipo idów  (czerń  sudanow ą) 
w ęglow odanów  (kw as n ad jodow y  — fu k sy n a ) i b ia łek  (czerń  am idow a) m etody  b a r 
w ien ia . S tw ierdzono , że w ęg low odany  w ę d ru ją  zaw sze razem  z fra k c ja m i b ia łkow ym i. 
N atom iast lipo idy  m ożna podzielić <na 3 g ru p y : 1) obo ję tne  tłu szcze  zaadso rbow ane  
p rzez b ib u łę  na lin ii s ta rto w e j, 2) sw obodne lipo idy  ad so rb u jące  się n a  b ibu le , p o 
chodzące z chy lom ikronów  i f r a k c ji lipo idow ej ta k ie j ja k  f ra k c ja  012 -g lobu linow a. 
Ta o s ta tn ia  frak c ja  lipo idow a sk ład a  się jeszcze z 2 kom ponen t; jed n e j od począ tku  
e lek tro fo rezy  w ęd ru jące j sw obodn ie  i d ru g ie j, k tó ra  początkow o w ę d ru je  z y -glo- 
bu linam i. 3) lipoidy nie a d so rb u jące  się na b ibu le , siln ie zw iązane z b ia łk am i. W g ru 
pie te j m ożna w yróżn ić : a i, <*2, ß, y lipo p ro te id y . D w u w y m ia ro w a  e lek tro ch ro m a to g ra - 
fia ba rd z ie j um ożliw ia zróżn icow an ie  lipo idów  w  su row icy  niż zw yk ła  e lek tro fe reza  
b ibu łow a. W s tan ach  pato log icznych , w  zachow an iu  się i sk ładzie  fra k c ji lipoidow ych 
d a ją  się zauw ażyć znaczne odch y len ia  od norm y. W szystk ie  p rzeb ad an e  przez  n ich 
surow ice pato log iczne au to rzy  sk la sy fik o w a li w  obręb ie  5 g ru p  c h a rak te ry zu jący ch  
się swoisitym i zm ianam i w  o b ręb ie  f r a k c ji  lipo idow ych .

6. G. T o n i n i, C. De R i s i e (Włochy): ,,P aper electrophoresis 
of cerebrospinal fluid (CSF) pro teins” .
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A uto rzy  stw ierdz ili, że b ia łk a  p ły n u  m ózgow o-rdzeniow ego  pochodzą częściow o 
z surow icy  (album iny), częściow o zaś z cen tra ln eg o  sy s tem u  nerw ow ego  (frak c ja  
p rzed a lb u m in o w a i g lobuliny). S u g e ru ją  też, że w z ro s t zaw arto śc i g lobu lin  m oże być 
w ynik iem  lokalnego  p o d rażn ien ia  sy s tem u  sia teczkow o-śródb łonkow ego .

7. P. A l m q u i s t ,  E. L a  u s i n g  (Szwecja: „A study of serum  
glucoproteins in cancer”.

B adan ia  p rzep row adzono  na  224 p ac je n tach . W  p rzy p ad k ach  w olnych  od p rz e 
rzu tó w  stw ierdzono  w zrost p o licharydów  w  obręb ie  f ra k c ji « i  i 012 g lubu linow ych , 
a w  p rzy p ad k ach  z p rz e rz u ta m i zaobserw ow ano  zm iany  zaw arto śc i po lisach ary d ó w  
w  obręb ie  a lb u m in  i |3 g lobulin . Z m iany  te  nie b y ły  je d n a k  zn am ien n e  s ta ty styczn ie .

8 . D. B a r o n ,  J. B e l l ,  C. O a k l e y :  „Transm inase and Lactic 
Dehydrogenase Estim ationm in Serum  and Cerebrespinal Fluid and Their 
Clinical Significance”.

P rzy  zaw ale m ięśn ia  sercow ego ak ty w n o ść  tra n sm in a z y  w  su row icy  w z ra s ta  
m iędzy  6 a 72 godzinam i po zaw ale, a  ak ty w n o ść  LD m iędzy  6 a  120 godzinam i. W  za 
torze p łuc  ak ty w n o ść  LD zw ykle w zras ta  a ST po zo sta je  bez zm ian. A k tyw ność  ST 
w zra s ta  po o p erac jach  ch iru rg iczn y ch  serca, w  m a r tw ic y  w ą tro b y , w  żó łtaczce za
k aźnej i w  czynnej m arskośc i w ą tro b y . W P M R  ak ty w n o ść  tra n sm in a z y  w z ra s ta  po 
zak rzepach  m ózgow ych, po k rw o to k ach  podpa jęczynow kow ych , p rzy  guzach  p rz y 
sadk i i p rzy  ro pn iach  m ózgu. P ie rw o tn e  now otw ory  m ózgu n ie  p o w o d u ją  w zro s tu  
ak tyw nośc i itransm inazy  w  PM R.

9. L. D z i a ł o s z y ń s k i  (Polska): „The clinical value of arylsulpha- 
tase estim ation in u rine”.

Stw ierdzono , że w  scho rzen iach  now o tw orow ych  i w  scho rzen iach  cechu jących  
się s tan am i zapalnym i, ja k  rów n ież  w  b ia łaczk ach  w z ra s ta  w y raźn ie  w y d a lan ie  a ry l-  
su lfa tazy  z m oczem . O znaczanie  a ry lsu lfa ta z y  w  m oczu m oże być  ¡bardzo uży teczne 
w  w y k ry w an iu  p rze rzu tó w  p o jaw ia jący ch  się po o p e racy jn y m  leczen iu  now otw oru .

10. T h o m a s  L a u r s e n ,  F. H a n s e n :  (Dania): „A fluorom etric 
method for determ ination of serum glutamic pyruvic transm inase” .

P rzed staw io n o  now ą m etodę oznaczania  G PT  z użyciem  k w asu  ■a-ketoglutarow ego 
i l-a lan in y  jako  substa tów . A ktyw ność enzym u w y raża  się w  ilości k w asu  py ro g ro - 
now ego w ytw orzonego  w  ciągu 1 godz. p rzez  1 m l su row icy  w  określonych  w a ru n k ach  
dośw iadczalnych . K w as py rog ro n o w y  oznacza się ilościow o o zn aczając  ilość uw o ln io 
nego D PN  w  obecności dehyd rogenazy  kw asu  m lekow ego i D PN H . S am  D P N  ozna
czany je s t flu o ry m etry czn ie  w  p ostac i p ro d u k tu  k o n d en sac ji z m ety le ty lk e to n em .

11. R. O r d e l l  (Szwecja): „Serum  malic dehydrogenase (MD) esti
m ation and its clinical significance”.

A u to r po d a je  p o śred n i i b ezp o śred n i sposób o k reś lan ia  ak ty w n o śc i MD w  su ro 
w icy, z k tó ry ch  sposób p ośredn i je s t szczególnie w ygodny. P o lega  on na  tym , że ozna
czenie ak ty w n o śc i tran sam in azy  g lu tam inow o-szczaw iooctow ej (GOT) p rzep ro w ad za  
się ko lejno  w  obecności i n ieobecności p re p a ra tu  MD dodanego  z zew nątrz . A k tyw ność  
MD obecnej w  su row icy  zw ykle nie w y sta rcza  do  uzy sk an ia  op tim um  w a ru n k ó w  
p o trzeb n y ch  do oznaczenia  ak ty w n o śc i GOT. W  ty m  w y p ad k u  ak ty w n o ść  G O T je s t 
p ro p o rc jo n a ln a  do ilości obecnej w  su ro w icy  MD. O znaczenie w  jed n e j p róbce  k rw i 
3 enzym ów  MD, LD, GOT um ożliw ia  szybkie rozróżn ien ie  zaw a łu  m ięśn ia  sercow ego 
od o strych  schorzeń  w ą tro b y  i d róg  żółciow ych, ja k  ró w n ież  ro zróżn ien ia  żó łtaczk i 
hem olitycznej od h ep a to c e lu la rn e j i zasto inow ej.
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12. G. J u n g e r  (Szwecja): „On the activity of electrophoretic com
ponents of glutam ic — oxalacetic transam inase in hum an serum ”.

S to su jąc  tech n ik ę  e lek tro fo rezy  ko lum now ej w  celu lozie i sk ro b i p rzy  pH —4,6 
w y k ry to  w  oczyszczonym  p re p a ra c ie  GOT 3 kom ponen ty : n iew ie lk i ilościow o sk ła d 
n ik  A , o raz  sk ład n ik i B i C w y s tęp u jące  p rzy  pH  w yżej 4,8 w  postac i kom pleksu  A B . 
O b raz  e lek tro fo re ty czn y  p re p a ra tu  GOT nie zależy od tego, czy GOT pochodzi od 
osobn ika  zdrow ego, czy też  chorego, o raz  od tego  z jak iego  n a rząd u  została  o trzy m a
na. A k tyw ność  enzym atyczna  poszczególnych sk ładn ików  zależy od m etody  oznacza
n ia  a k ty w n o śc i GOT. K om ponen ty  B i C, k om plek s B C  d a ją  w yższe w arto śc i w  m e
todach , w  k tó ry ch  stosu je  się fen y lo h y d razy n ę , n iż  w  m etodzie  K  a  r  m  e n a. S k ład n ik  
A  d a je  n a to m ia s t w arto śc i o połow ę niższe. P rzy  zasto sow an iu  innych  m etod  n a jb a r 
dziej ak ty w n y m  o kazu je  się sk ład n ik  A. T ak  ró żno rodne  zachow anie  się sk ład n ik a  A  
nie m a  w iększego  w pływ u  na oznaczan ie  ak ty w n o śc i ca łkow ite j GOT, poniew aż z a w a r
tość tego sk ład n ik a  w  p re p a ra ta c h  GOT n igdy nie  p rzek racza  30%.

13. J . V e r s c h u r e  (Holandia): „Studies on efficiency and accu
racy of routine laboratory m ethods” .

P rzes tu d io w an o  2 prob lem y:
1. W pływ  oznaczeń se ry jn y ch  na  czas p o trzeb n y  do w y k o n an ia  jed n e j analizy . 

C elem  by ło  znalezien ie  tzw . „op ty m aln e j se r ii” d la  b ieżącej p racy .
2. W pływ , jak i w y w ie ra  na szybkość i dok ładność oznaczania  zastąp ien ie  zw y

k łych  p ip e t p rzez  p ip e ty  au to m aty czn e  lub  dyspensery .
J a k  stw ierdzono , au to m a ty z a c ja  p ip e to w an ia  p rzy  zw iększonej dok ładności w y 

n ików  p o zw ala  p rzep ro w ad zać  oznaczen ia  w  czasie o po łow ę k ró tszym .

14. E. W h i t e h e a d  (USA): „The use of an autom atic analyzer in 
the clinical chem istry laborato ry”.

A u to r d em o n stro w ał apairat p o zw ala jący  n a  ca łkow ite  au to m aty czn e  ilościow e 
oznaczenie glukozy, m ocznika, w ap n ia  i a lka liczne j fo sfa tazy  w  ¡surowicy.

W czasie końcowej sesji Prezydent Kongresu prof. d r  J. L e h m a n  
podsumował wyniki obrad Kongersu stw ierdzając między in., że Kongres 
ten powinien w istotny sposób przyczynić się do rozwoju chemii klinicznej, 
będącej obecnie w trakcie wyodrębnienia się jako nowej specjalności le
karskiej i to zarówno pod względem naukowym  jak i organizacyjnym , a za
razem stać się początkiem ściślejszej w spółpracy między chemikami kli
nicznymi całego świata.

W czasie trw ania Kongersu uczestnicy m ieli możność zwiedzania labo
ratoriów  klinicznych na teren ie Sztokholmu. Spośród laboratoriów , które 
zwiedził au to r sprawozdania, za najlepiej urządzone i najbardziej nowo
czesne należy uznać laboratorium  przy szpitalu św. Eryka w Sztokholmie 
prowadzone przez doc. B. J o s e p h s o n a .

W pomieszczeniach sąsiadujących z salami obrad urządzona była w y
stawa apara tu ry  laboratoryjnej. Udział w w ystaw ie wzięło 31 firm.

Z w ystaw ionych aparatów  zasługują na wymienienie:
1. W spomniany wyżej autom atyczny analizator prod. „Technicon In

ternational” (USA).
2. Spektrofotom etr „Beckm an” model DK — 2 przeznaczony do bada

nia w podczerwieni, ultrafiolecie i w idzialnej części widma z całkowicie 
autom atyczną rejestracją wyników.
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3. Spektrofotom etr „Beckman” model B do badań w widzialnej części 
widma, stosunkowo niedrogi i szczególnie użyteczny dla laboratoriów  che- 
miczno-klinicznych.

4. A nalytrol „Spinco” prod. „Berkm an” do odczytywania proteinogra- 
mów bibułow ych — całkowicie zautom atyzowany.

5. A parat A strupa do oznaczania pH krw i pC 02 itp. oraz potencjom etr 
typu TTT produktow any przez F^mę Radiom eter — Kopenhaga.

6. Celloscop, F-my. Ljungberg: A parat do autom atycznego liczenia czer
wonych i białych krw inek i do różnicowania tych ostatnich.

7. A paratu ra  do diagnostyki izotopowej F-m y Phillips.
W czasie Kongresu zapoznano również uczestników z sytuacją chemii 

klinicznej na terenie Skandynawii.
Od szeregu lat chemia kliniczna w Skandynawii traktow ana jest jako 

odrębna specjalność lekarska posiadająca własne stowarzyszenia nauko
we i w łasne czasopisma. Na wydziałach lekarskich istnieją specjalne Zakła
dy Chemii Klinicznej. Przyszli kierownicy laboratoriów  klinicznych i przy
szli lekarze laboratory jn i (laboratory doctor) już po uzyskaniu dyplomu 
muszą przejść specjalne przeszkolenie najpierw  w  zakładach biochemii, 
a potem w centralnych laboratoriach klinicznych. Zasadą organizacyjną 
jest tw orzenie przy szpitalach centralnych laboratoriów  klinicznych. La- 
boratioria przykliniczne są uważane za oddziały centralnego laboratorium . 
K ierow nik centralnego laboratorium  jest całkowicie samodzielny pod 
względem fachowym  i naukowym  i ma te same praw a co kierownicy od
działów klinicznych. W laboratoriach centralnych oprócz badań chemiczno- 
klinicznych prowadzi się też prostsze badania hematologiczne a czasem
i bakteriologiczne. A systentam i w laboratoriach są najczęściej lekarze, 
w w iększych laboratoriach także fizycy, chemicy, farm aceuci i biolodzy. 
Personel techniczny kształci się w 3-letnich szkołach laboranckich.

Z członków polskiej delegacji prof. D z i a ł o s z y ń s k i  na posiedzeniu 
sekcji C przedstaw ił wspom niane wyżej doniesienie, pozostali członkowie 
na zebraniach sekcyjnych zabierali głos w dyskusji. Prof. S t o l z m a n  
był przewodniczącym jednego z zebrań sekcji C. Członkowie naszej dele
gacji naw iązali też szereg cennych kontaktów  z pracow nikam i ośrodków 
chemiczno-klinicznych różnych krajów.
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P O S T Ę  P Y  B I O C H E M I I

Pięciolecie Komitetu Biochemicznego Polskiej Akademii Nauk

1. W stęp

W  p ra c a c h  P odsekc ji P odstaw ow ych  N au k  L ek arsk ich  I K ongresu  N au k i P o l
sk iej s tan  b iochem ii u jm ow ano  w  ta k i sposób:

„G ałęzią  w iedzy, k tó re j s ta n  w  te j chw ili m usi budzić  szczególnie żyw y  n iep o 
kój, je s t b iochem ia . Ta n au k a , m a jąca  w  Polsce p ięk n e  tra d y c je  w iążące się n azw i
skam i N e n c k i e g o ,  M a r c h l e w s k i e g o ,  B ą d z y ń s k i e g o ,  B i a ł a s z e -  
w i c z a ,  P a r n a s  a,  P r z y ł ę c k i e g o ,  zna laz ła  się w  okresie  po w o jen n y m  
w  szczególnie ciężkiej sy tu ac ji. J e d n ą  z g łów nych  p rzyczyn  tego s ta n u  je s t bo lesny  
u b y te k  w  la ta c h  w ojny  w ie lu  n a jznakom itszych  naszych  p raco w n ik ó w  w  te j dz iedz i
nie, i to  za ró w n o  za jm u jący ch  w y b itn e  s tanow iska  p ro feso rów , ja k  i ro k u ją c y c h  n a j
lepsze n ad z ie je  m łodych  docentów . P on iew aż odpow iednio  szybkie u zu p e łn ien ie  luk  
w  k ad rach  p e rso n a ln y ch  te j n au k i b y ło  n iem ożliw e p rzeto  pow sta ła  ta k a  sy tu a c ja , że 
na 9 k a te d r  tego p rzedm io tu  w  ak ad em iach  m edycznych  3 pozosta ją  w ciąż  n ieo b sa - 
dzone. R ozporządzam y po n ad to  trzem a  h ab ilito w an y m i docen tam i i trz em a  k a n d y 
d a tam i do h ab ilitac ji.

N ied o sta tek  w  zak res ie  k a d r  b iochem ików  pog łęb ia  się sk u tk iem  zw iększen ia  
po trzeby  sp ec ja lis tó w  w  te j dziedziinie na w ydzia łach  fa rm aceu ty czn y ch  ak ad em ii 
m edycznych , w ydzia łach  m a tem a ty czn o -p rzy ro d n iczy ch  i ro ln iczych  u n iw e rsy te tó w  
oraz w y dzia łach  chem icznych  po litech n ik , k tó re  w  słusznym  zrozum ien iu  o lb rzym iej 
ro li te j gałęz i chem ii w  różnych  dziedz inach  w spółczesnych  n a u k  p rzy rodn iczych  tw o 
rzą  sw e w ła sn e  zak łady  i k a te d ry  b iochem ii. W reszcie  spec ja lne  p raco w n ie  b io c h e 
m iczne tw orzone  p rzy  ta k ic h  in s ty tu ta c h , ja k  PZ H ., In s ty tu ty  p rzec iw rak o w e , I n 
s ty tu t  M edycyny M orsk iej itd . w y m ag a ją  w y k w alifik o w an y ch  specja listów .

Z aznaczyć rów n ież  należy, że w yk sz ta łcen ie  p raco w n ik ó w  nau k o w y ch  w  te j 
dziedzinie, a  zw łaszcza tych , k tó rzy  m ie liby  p raco w ać  naukow o  sam odzie ln ie  w  za 
k res ie  b iochem ii ściśle zw iązanej z m edycyną , n a s tręcza  szczególne tru d n o śc i. W y
m agane je s t, ab y  p raco w n ik  ta k i z w y k sz ta łcen ia  b y ł lek a rzem  i m ia ł g ru n to w n e  
zrozum ien ie  p ro b lem ó w  biolog icznych  i k lin icznych . R ów nocześn ie  je d n a k  m usi o p a 
now ać o d ręb n ą  tech n ik ę  b adaw czą  i p rzysw oić  sobie chem iczny  sposób m yślen ia , 
co — ja k  uczy dośw iadczenie  — n ie  je s t sp raw ą  p ro s tą  d la  lekarza... P a m ię ta ć  ró w n ież  
należy  o tym , że p raco w n ie  b iochem iczne są — spośród  w szystk ich  teo re ty czn y ch  
zak ładów  bio log icznych  — n a jb a rd z ie j uzależn ione  w  sw ej p ra c y  b ad aw cze j od im 
p o rtu  zag ran iczne j a p a ra tu ry  i sp ec ja lnych , n ieosiągalnych  w  k ra ju  odczynników . 
To też n a w e t n a jlep ie j zaopatrzone zak ład y  b iochem iczne n a rz e k a ją  w ciąż na  p o 
w ażne b rak i, a  zak łady  zn a jd u jące  się w  s tad iu m  o rgan izac ji w alczą  z p rzeszk o d am i 
z n a jw iększą  tru d n o śc ią . N iebezp ieczeństw o  grożące b iochem ii po lsk ie j tk w i je d n a k
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nie ty le  w  techn icznych  w a ru n k a c h  p racy , ile  w  b ra k u  d o sta teczn e j ilości w y sp e c ja 
lizow anych  ju ż  p raco w n ik ó w  n aukow ych . T en b r a k  pociąga za sobą n iem ożność roz
toczenia należy te j opieki n a d  m łodym i, rozpoczyna jącym i dop iero  sw ój staż  n au k o w y  
ad ep tam i, co może się w  p rzyszłości szczególnie d o tk liw ie  odbić na  dalszym  rozw o ju  
ta k  w ażnych  b ad ań  biochem icznych . Z resz tą  tru d n o śc i lokalow e, b ra k i w  a p a ra tu rz e  
i odczynnikach , n ied o s ta teczn a  liczba w y k w alifik o w an y ch  s ta rszy ch  p racow n ików  
naukow ych , p rzeciążen ie  p ra c ą  d y d ak tyczną  w iążą  się razem  w  zaw iły  sp lo t czyn 
n ików  w zajem n ie  się w a ru n k u ją c y c h , a  c iążących n ieko rzystn ie  nad  tą  gałęz ią  te o 
re tycznych  n au k  lek a rsk ich . W  te j dziedz in ie  kon ieczny  je s t zbiorow y w y siłek  i w ię k 
szy, jedno razow y  w k ład  m a te r ia ln y  d la ja k  najszybszego  u sun ięc ia  do tychczas p ię 
trzących  się  tru d n o śc i”.

W w y n ik u  ob rad  I K ongresu  N auk i P o lsk ie j w  z a p a try w an iach  n a  o rgan izac ję  b a 
d ań  naukow ych  w  Polsce zaznaczy ł się p ew ien  p rze łom . K onieczność zbiorow ego w y 
siłku , o k tó re j m ów ił w  sw ym  re fe rac ie  cy tow anym  w yżej p ro f. S k a r ż y ń s k i  
p rzy b ra ła  po K ongresie  N auk i ok reśloną  po stać  o rg an izacy jn ą . M in iste rs tw o  Z d row ia  
pow ołało  p rzy  sw ej R adzie N aukow ej K om isję  B iochem iczną. P rzew o d n iczący m  K o
m isji został p ro f. T. B a r a n o w s k i ,  a  cz łonkam i p ro f. prof. J . B l a u t h - O p i e ń -  
s k a ,  J.  H e l l e r ,  B.  S k a r ż y ń s k i ,  Z.  S t o l z m a n  o raz  d r J . M e d  u s k i. 
W  czasie p ra c  K om isji dokooptow ano do je j sk ład u  p ro f. W. M o z o ł o w s k i e g o  
o raz doc. T. K o r z y b s k i e g o .  Z ałożeniem  piracy K om isji by ł p o g ląd  sfo rm u ło 
w any  w  re fe rac ie  je j p rzew odniczącego , p ro f. T. B a r a n o w s k i e g o :  „O rg an izac ja  
b iochem ii w  obecnej tru d n e j sy tu ac ji k ad ro w ej p o w in n a  być zb iorow a, p lan y  nau k o w e 
skoordynow ane, w prow adzone b a rd z ie j ra c jo n a ln e  m etody  p ra c y .” i d a le j: „Z ag ad 
n ien ie  o rgan izac ji b ad ań  b iochem icznych  nie og ran icza  się do S łużby  Z drow ia , a le  
do tyczy znacznie szerszego zak resu  gospodark i n a ro d o w e j”. Z asługą  K om isji je s t 
w yod ręb n ien ie  z p lan u  b a d a ń  naukow ych  M in is te rs tw a  Z drow ia  zagadn ień  b io ch e 
m icznych. O kazało  się p rzy  tym , iż np. 41 zagadn ień  na 100 b iochem icznych  tem a tó w  
tyczy ło  b ia łek  (w ty m  2 p ra c e  o oznaczan iu  b ia łek , 21 p ró b  p re p a ra ty k i, 12 p ra c  o b ia ł
k ach  w e k rw i, 5 p ra c  o enzym ach  p ro teo litycznych  i 1 p ra c a  o b ia łk ach  tk an k o w y ch ). 
Jed y n ie  dw ie p race  pośw ięcone by ły  p rzem ian ie  p o śred n ie j, n a to m ias t 53 p ra c e  b y ły  
oznaczeniam i w  b ad an iach  kazu is tycznych . P rzem ianom  tłuszczow ców  pośw ięcono  
dw ie p race , b iochem ii ra k a  jed n ą  i p rzem ian o m  w ęg low odanow ym  jed n ą . W  zw ią 
zku  z tak im  uk ład em  tem a ty k i uznano  za kon ieczne  po łożenie n ac isk u  n a  rozw ój 
n as tęp u jący ch  k ie ru n k ó w  b iochem ii: b iochem ii now otw orów , n u k leo p ro te id ó w , d ro b 
n oustro jów , an ty b io ty k ó w , p rzem ian y  p ośredn ie j, m ięśn ia , o raz  m e to d y k i b a d a ń  b io 
chem icznych  w  klin ice. Te k ie ru n k i p róbow ała  K om isja  na te re n ie  M in is te rs tw a  
Z drow ia  pop ierać . Z asługą K om isji je s t zo rgan izow an ie  w  dn. 24 lu tego  1952 r. sy m 
pozjum  b iochem icznego  w  Łodzi pośw ięconego  o rgan icznym  zw iązkom  fosforow ym . 
L ista  uczestn ików  te j p ie rw sze j w y łączn ie  b iochem icznej k o n fe re n c ji obe jm o w ała  
70 n azw isk  z w szystk ich  ośrodków  k ra ju .

W spom niane w yżej założenia p ra c y  K om isji p rzew id y w ały  p rzek sz ta łcen ie  je j 
w  o p a rty  o w szystk ie  ośrodk i i rod za je  p racy  b iochem ików  — ogólnopolski K o m ite t 
B iochem iczny. K o m ite t ta k i p o w sta ł w  m a ju  1952 ro k u  jak o  K o m ite t B iochem iczny  
W ydzia łu  N auk  B iologicznych P o lsk ie j A kadem ii N auk . W sk ład  K om ite tu  w esz li: 
p ro f. p rof., J . H e l l e r  — przew odn iczący  oraz  członkow ie: T. B a r a n o w s k i ,  
J.  O p i e ń s k a - B l a u t h ,  B.  S k a r ż y ń s k i ,  W.  N i e m i e r k o ,  Z.  S t o l z 
m a n ,  I. R e i f e r  o raz  doc. J . M e d u s k i .  W czasie p ra c  w  sk ład  K o m ite tu  
dokooptow ano: prof. p ro f. A. D m o c h o w s k i e g o ,  W.  M o z o ł o w s k i e g o ,  J.  
C h m i e l e w s k ą .  S ek re ta rzem  n aukow ym  K o m ite tu  zosta ł J . M e d u s k i ,
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a w  sk ład  se k re ta r ia tu  w chodziła  n a jp ie rw  S. H o r o d y ń s k a ,  a  n astęp n ie  A. 
C h r z a n o w s k a .

K o m ite t odbył sw e p ie rw sze  posiedzen ie  p len a rn e  29 m aja  1952 ro k u . Do chw ili 
obecnej, to  znaczy do 6 p aźd z ie rn ik a  1957 zeb rań  tak ich  odbyło się 35.

W ciągu  p ierw szego  p ięc io lec ia  sw ego is tn ien ia  K om ite t u k sz ta łto w a ł fo rm y  
i z ak re s  sw ej działalności, po sze rza jąc  n ie jed n o k ro tn ie  ram y  nak reś lo n e  m u  p rzez  
u s taw ę  i W ydzia ł II PA N . N in ie jsze  sp raw ozdan ie  zam ierza  p rzed s taw ić  zak res i fo r
m y  p racy  K om ite tu , zag ad n ien ia  fin an so w e K om ite tu , a  zw łaszcza jego do tac je ; za 
m ierzam y  om ów ić sy tu ac ję  spec ja lnośc i „b iochem ik” w  Polsce, sp raw y  w ydaw nicze 
K o m ite tu , s to sunek  K o m ite tu  do po lsk ich  p lacó w ek  biochem icznych , w spó łp racę  K o
m ite tu  z innym i specja lnośc iam i, o raz  k ró tk o  k o n tak ty  naukow e z zag ran icą .

W m om encie, k iedy  PA N  d y sk u tu je  nad  sw ą o rg an izac ją  i ro lą  k om ite tów  n au k o 
w ych, dok ładne  p rzed s taw ien ie  ro zw o ju  K o m ite tu  m oże się okazać w ażnym  a rg u m en 
tem  w  dy sk u s ji i e w en tu a ln ie  m oże służyć jak o  m odel p rzy  ko d y fik ac ji działalności 
k o m ite tów  naukow ych .

D otychczasow e w y n ik i naszej dz ia ła lności p o zw ala ją  p rzypuszczać , iż p ierw sze 
p ięcio lecie  is tn ien ia  K o m ite tu  s ta ło  się trw a ły m  fu n d am en tem  pod budow ę w spółcze
snej b iochem ii polskiej.

2. Z a k re s  i fo rm y  p ra c y  w K om itec ie

N a p ierw szym  p le n a rn y m  posiedzen iu  K o m ite tu  B iochem icznego w  dn iu  29 m aja  
1952 ro k u  S e k re ta r ia t W ydzia łu  I I  P A N  p o staw ił K om ite tow i szereg  zadań  do w y 
konan ia . Z adan ia  te u k sz ta łto w a ły  p o raź  p ierw szy  zak res  p racy  K om ite tu . Z czasem  
nap ły w a jące  bieżące obow iązk i ów  p ie rw o tn y  zak res  zm odyfikow ały .

N ależało  zapoznać się i ocenić p la n  p rac  b iochem icznych  p laców ek  PA N  i p la 
ców ek innych  reso rtów . N ie chodziło  a n i o rozszerzen ie  p la n u  bad ań , an i o nad m ie rn y  
k ry ty cy zm  w obec poszczególnych p u n k tó w  tego p lan u . N ależało p o p ros tu  z p ro b lem a
ty k i ocen ianej w yłow ić zagad n ien ia  szczególnie w ażne. Od ra z u  n asu n ę ła  się koniecz
ność p rzed y sk u to w an ia  o k reś len ia  „szczególnej w ażnośc i”. Szczeble w ażności PAN, 
a m ianow icie  p ro b lem y  szczególnie w ażne d la  gospodark i i k u ltu ry  spo łeczeństw a, 
p rob lem y  w ym agające  pop arc ia  w ładz  cen tra ln y ch  i w reszcie  p rob lem y  w ykonyw ane 
z in ic ja ty w y  poszczególnych badaczy , okazały  się schem atyczne i nie w iele pom ogły 
w  u s taw ien iu  p lanu . D y sk u sja  okazała , że w ażność p rob lem ów  zależy od s to sunku  
ich do podstaw  b iochem ii, od zapo trzeb o w an ia  społecznego na  w y n ik i b ad ań  b io 
chem icznych  od s tan u  b iochem ii p o lsk ie j, je j dziedzin  zan iedbanych  i w ym agających  
szczególnej opieki. N ależało  ró w n ież  uw zg lędn iać  fak t, iż g łów nym  odbiorcą w yników  
b iochem ika je s t p raco w n ik  n au k o w y  w  m edycynie , w  ro ln ic tw ie , w  w e te ry n arii, k tó 
rego z kolei zadan iem  w inno  być p rze tłu m aczen ie  p rzysw ojonego  dorobku  b ioche
m icznego na język  p rak ty czn y ch  p o trzeb  re so rtow ych .

N ależało  opracow ać w y tyczne  p rzyszłych  b a d a ń  b iochem icznych  uw zg lędn ia jąc  
ocenę is tn ie jącego  s ta n u  rzeczy. N ależało  u s to sunkow ać  się do p ro g ram ó w  zjazdów  
i k o n fe ren c ji naukow ych , by  zapew n ić  w  n ich  n a leży ty  u dz ia ł b iochem ii. N ależało  
przedłożyć W ydziałow i I I  p ro je k t w y d aw n ic tw  naukow ych  w  zak res ie  b iochem ii.

Zw rócono się do  K o m ite tu  o p ro je k t sieci p laców ek  b iochem icznych  już  to jako  
w łasn y ch  in s ty tu tó w , ju ż  to  jako  p lacó w ek  pom ocniczych, w zględnie  k a te d r  a filio w a
nych. P raca  nad  w y p e łn ian iem  tych  zad ań  m ia ła  pom óc do w y p raco w an ia  reg u lam in u  
K om ite tu  B iochem icznego. Ju ż  na p ią ty m  zeb ran iu  K o m ite tu  (22.XI.1952) okazało się, 
iż zak res za in te reso w ań  K o m ite tu  należy  zw iększyć. W ypłynęła  sp raw a  szkolenia

10 P o s tę p y  B io c h e m ii

http://rcin.org.pl



384 SP R A W O Z D A N IA 14].

k a d r  b iochem icznych, a zw łaszcza a sp ira n tu r . N ależało  u sta lić , jak ie  ośrodki b ioche
m iczne w  Polsce m ogą drogą a sp ira n tu ry  ksz ta łc ić  p rzysz łych  b iochem ików . W płynęła  
sp ra w a  do tow an ia  tych  p laców ek, k tó ry ch  p lan y  badaw cze  zasług iw ały  na poparcie. 
O kazało  się rów nież celow e opiniow ać p rzy d a tn o ść  książkow ych  pozycji w y d aw n i
czych z dziedziny  biochem ii.

Do K o m ite tu  zw róciły  się k a te d ry  po litechn iczne  z p ro śbą , by  K om ite t u ła tw ił 
w prow adzen ie  do p ro d u k c ji ich do robku  m ającego  znaczenie  d la  p u li odczynniko
w ej, w zględnie a p a ra tu ro w e j naszego ry n k u . L ik w id ac ja  K om isji B iochem icznej p rzy  
M in istrze  Z drow ia  n a rzu c iła  K om ite tow i konieczność dok ładn ie jszego  za jm ow an ia  
się p ro b lem a ty k ą  lekarsko -b iochem iczną .

W ynik ła  sp raw a  nag ród  p ań stw o w y ch  d la  b iochem ików , nag ród  naukow ych  K o
m ite tu  B iochem icznego.

Po p rzy jęc iu  P o lsk i do M iędzynarodow ej U n ii B iochem icznej i po u sta len iu  
p rzez  P rezy d iu m  PA N, że K om ite t B iochem iczny je s t N arodow ym  K om ite tem  B io
chem ii, P rezy d iu m  P o lsk ie j A kadem ii N au k  w  uch w ale  z dn ia  trzydziestego  k w ie t
n ia  1957 postanow iło , że K om ite t B iochem iczny w  sto su n k u  do U nii B iochem icznej 
będzie  m ia ł obow iązki k o m ite tu  narodow ego w  s to su n k u  do un ii nau k o w ej w chodzącej 
w  sk ład  In te rn a tio n a l C ouncil of S cien tific  U nions. O bow iązki te  to: p rzygo tow an ie  
d la  U nii rocznych  sp raw o zd ań  ch a rak te ry zu jący ch  po lsk i do robek  naukow y, d o s ta r
czan ie  U nii m a te ria łó w  b ib liog raficznych  i w  ogóle b ieżących  m a te ria łó w  in fo rm a- 
cy jn o -sp raw ozdaw czych ; czuw an ie  nad  w y konan iem  uch w ał U nii; w spó łdzia łan ie  
w  zak res ie  w spó łp racy  U nii z p raco w n ik am i nau k o w y m i w  k ra ju ;  sy stem atyczne  
zb ie ran ie  in fo rm ac ji o p racach  naukow ych  z zak resu  p ro b lem a ty k i U nii; ocena o p ra 
cow yw anych  w  k ra ju  m a te ria łó w  p rzeznaczonych  do o p u b lik o w an ia  w  w w ydaw nd- 
c tw ach  U nii; rozpow szechn ian ie  m a te ria łó w  naukow ych  d o sta rczan y ch  p rzez  U nię; 
in fo rm o w an ie  o działalności o rg an izacy jno - naukow ej U nii; w sp ó łp raca  z za in te re so 
w an y m i reso rtam i, stow arzyszen iam i naukow ym i ii n au k o w o -tech n iczn y m i w  k ra ju  
w  zak res ie  dz iałalności U nii. To o s ta tn ie  zadan ie  K om ite t re a liz u je  p rz e z  naw iązan ie  
ściśle jsze j w spó łp racy  z M in iste rs tw em  R oln ictw a, S zko ln ic tw a W yższego oraz 
w spom nianego  w yżej M in is te rs tw a  Z drow ia. K om ite tow i po d ług im  okresie  p rzygo 
tow aw czym  udało  się za in ic jow ać p o w stan ie  Polskiego T o w arzy stw a  B iochem icznego, 
k tó reg o  s ta tu t  je s t w  chw ili obecnej (IV k w a rta ł 1957) w  re je s tra c ji .

Do dalszych  zadań  K om ite tu , jako  k o m ite tu  narodow ego  należy  w nioskow an ie
o sk ładzie  o fic ja lnych  d e leg a c ji na  kongresy , z jazdy , sym pozja  o rgan izow ane p rzez 
U nię, w zględnie  K om ite ty  N arodow e in n y ch  p a ń s tw  należących  do U nii, a  także  
m ery to ry czn a  ocena re fe ra tó w  i in n y ch  m a te ria łó w  nau k o w y ch  k ie ro w an y ch  na 
w spom niane , kongresy , zjazdy, czy sym pozja. K om ite t w ysuw a do w ładz  U nii p rz e d 
staw ic ie li po lsk iej b iochem ii, n aw iązu je  bezpośredn ią  nau k o w ą i o rg an izacy jn ą  w spó ł
p racę  z innym i K om ite tam i N arodow ym i.

W spom niana  uch w ała  P rezy d iu m  P A N  g w a ra n tu je  jednocześn ie  K om ite tow i o trzy 
m an ie  w  ram ach  b u d że tu  PA N  środków  po trzebnych  n a  p ra c e  n a tu ry  o rg an izacy jn o - 
a d m in is tra c y jn e j, a  w  szczególności na  techn iczne  p rzygo tow an ie  m a te ria łó w  dla 
U nii.

Życie nie skorygow ało  jeszcze postanow ień  om aw ianych  p rzez  k w ie tn io w ą  u c h w a 
łę P rezy d iu m  PA N. P e łn a  je j re a liz a c ja  pogłębi znaczen ie  K om ite tu .

K o m ite t o b radow ał z razu  w  te rm in ach  m iesięcznych . P o rz ą d e k  o b rad  p le n a r 
nych  posiedzeń u k sz ta łto w a ł się tak , że po  odczy tan iu  i p rzy jęc iu  p ro to k u łu  z p o 
p rzedn iego  zeb ran ia  P rzew o d n iczący  sk ład a ł szczegółow e sp raw o zd an ie  za ok res 
od osta tn iego  sp o tk an ia  członków  K om ite tu , po tem  n as tęp o w ały  sp raw y  p rzek azan e  
p rzez  W ydzia ł IX, a o sta tn io  i W ydzia ły  V i VI PA N . Z kolei om aw iano  zagadn ien ia
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b ieżące  i w olne w nioski. W  ok res ie  m iędzy  zeb ran iam i ag enda  K o m ite tu  p ro w ad zi 
P rzew o d n iczący  p rz y  pom ocy se k re ta rz a  w zy w ając  n iek iedy  w  szczególnie w ażnych  
sp ra w a c h  d la  w spólnego  pod jęc ia  decyzji w arszaw sk ich  członków  K om ite tu , ta k  
zw aną : w arszaw sk ą  g ru p ę  roboczą.

P ró c z  zeb rań  p len a rn y ch  i posiedzeń  w arszaw sk ie j g ru p y  roboczej K om ite t zw o
ły w ał sym pozja  naukow e, k o n fe ren c je  p rob lem ow e o raz sesje  spraw ozdaw cze.

S ym pozja  stanow iły  o tw a rte  posiedzen ia  K om ite tu . M iały  one c h a ra k te r  k o n fe - 
ren cy j roboczych. B yły pom yślane  jak o  d y sk u sje  m etodyczne m ające  u ła tw ić  p la n o 
w an ie  n au k o w e  przez  k ry ty czn e  n a św ie tlan ie  zagadn ień , k tó re  zdan iem  K o m ite tu  nie 
są w  b ieżącym  p lan o w an iu  naszych  p lacó w ek  badaw czych  uw zg lędn iane  w  zak res ie  
w y sta rcza jący m . R e fe ra ty  i d y sk u s je  m iały  pom óc w  p rze jśc iu  od ogólnie sfo rm u ło 
w an y ch  p rob lem ów  do ścisłego te m a tu  roboczego, m ia ły  u ła tw ić  dobór m etod i sch a 
ra k te ry z o w a ć  głów ne trudnośc i, z k tó ry m i należy  się liczyć p rzy  ich stosow aniu .

K o m ite t zo rganizow ał sześć sym pozjów : n a  w iosnę ro k u  1952 w  Łodzi na te m a t 
b iochem ii zw iązków  fosforow ych  (w spólnie z K om isją  B iochem iczną p rzy  M in istrze  
Z drow ia), w  paźd z ie rn ik u  1952 w  R o k itn icy  B ytom skiej o b iochem ii now otw órów , 
w  k w ie tn iu  1953 w  P oznan iu  (b iochem ia k lin iczna) i w e w rześn iu  1953 w  B ia łym stoku  
sym pozjum  om aw iające  zagadn ien ie  zw iązków  azotow ych  w  roślinach . V sym pozjum  
(o s ta tn i k w a r ta ł  1954) pośw ięcone by ło  zastosow an iu  b a d a ń  po la rog raficznych  w  b io 
chem ii.

S ym pozjum  V I odbyło  się w  m a rc u  1955 ro k u  w  Łodzi i zajm ow ało  się k w asam i 
nu k le ino w ym i i nuk leop ro te idam i. S ym pozjum  Łódzkie b y ło  o sta tn im . F orm a sym po
zjów , zdaniem  K om ite tu , ro lę  sw ą spełn iła . P ie rw sze  łódzkie o p arte  by ło  g łów nie na 
re fe ro w an iu  p rzeczy tanych  obcych p rac  dośw iadczynych . O dbyło się ono w  czasie, 
k iedy  p ism a zagran iczne  n ie d o c ie ra ły  do w iększości b iochem ików  i d latego  stanow iło  
ono pow ażne źródło in fo rm ac ji w  o m aw ianym  zakresie . M iało ono rów nież  dużą ro lę 
p o b u dza jącą . S ym pozjum  w  R ok itn icy  B y tom sk ie j częściow o o p arte  już  by ło  o do
św iadczen ia  w łasne . S tanow iło  ono bodziec n ie ty lk o  d la b iochem ików , lecz tak że  dla 
kół nau k o w y ch  w  podstaw ow ych  dyscyp linach  m edycznych . S ym pozjum  pośw ięcone 
b iochem ii k lin icznej w  P o zn an iu  m ia ło  zapoczątkow ać ściślejszy  k o n ta k t m iędzy  
p raco w n ik am i k lin ik , a b iochem ikam i w  zak res ie  b iochem ii k lin icznej. Nie zdało ono 
jed n ak  pod tym  w zględem  egzam inu . In ic ja ty w a  w  dziedzin ie  an a lity k i k lin icznej 
p rzesz ła  całkow icie do re so rtu  zd row ia . S tanow ić  to  może ilu s tra c ję , że w sp ó łp raca  
n aw iązu je  się tru d n o  m iędzy różnym i dyscyp linam i w  tych  zak resach , gdzie z jed n e j 
s trony  m am y p raco w n ik ó w  reso rto w y ch , a z d ru g ie j p raco w n ik ó w  zw iązanych  z P o l
ską A kadem ią  N auk , a n ie p o siad a jący ch  ośrodków  badaw czych  w  zak res ie  u p ra 
w ianym  przez  odpow iedni re so rt.

Sym pozjum  b ia łostock ie  om ów im y szerzej p rzy  p rzed s taw ien iu  w spó łp racy  K o
m ite tu  z innym i specjalnośc iam i. Sym pozjum  p o la ro g ra ficzn e  zw róciło  u w agę  na 
m ożliw ości m etodyczne a p a ra tu ry , k tó ra  w  dużych ilościach zna jd o w ała  się w  ręk u  
biochem ików  i słabo b y ła  w y k o rzy sty w an a .

N ajlepszym  sym pozjum  b y ło  o sta tn ie , gdzie tem a ty k a  o p ie ra ła  się g łów nie
o w łasn e  dośw iadczenie re fe ru ją c y c h  i w nosiła  częstokroć o ryg ina lne  m yśli w  d z ie 
dzinie b iochem ii kw asów  n u k le in o w y ch  i nuk leop ro te idów . K o m ite t zasadniczo z fo r
m y sym pozjum  nie rezy g n u je  i je ś li p o trzeb a  będzie  za in ic jow ać now y k ie ru n ek  b a 
dań, do form y te j pow róci.

R olę sym pozjów  sp e łn ia ją  te ra z  ses je  spraw ozdaw cze. Sesje  te  to robocze d y sk u sje  
lab o ra to ry jn e , k tó ry ch  celem  je s t k o n tro la  p ra c  do tow anych . Sesje  o d byw ają  się 
corocznie w  różnych  o środkach  b iochem icznych . P o śred n ią  fo rm ą m iędzy sym pozjum ,
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a sesją  sp raw ozdaw czą są o tw arte  zeb ran ia  sp raw ozdaw cze z m iędzynarodow ych  
kongresów .

W spom niane w yżej k o n fe ren c je  p rob lem ow e (w 1953 zorgan izow ano odby tą  na 
początku  1954 ro k u  k o n fe ren c ję  o bazie  w yżyw ien iow ej) są p róbą  p rzek azan ia  sp ec ja 
listom  reso rto w y m  w yn ików  p racy  b iochem ików  i naw iązan ia  ściślejszych k o n tak tó w  
m iędzy ośrodkam i b iochem icznym i, a odpow iedn im i p laców kam i reso rtow ym i. Po 
k o n fe ren c ji o bazie w yżyw ien iow ej p rzekazano  całość zagadn ien ia  odpow iedniej 
pow sta łe j w  tym  celu kom isji p rob lem ow ej PA N  p rzy  V W ydziale, k tó ra  in ic ja ty w ę  
K o m ite tu  p rze ję ła . O gólne w niosk i z o rgan izow anej p rzez K o m ite t k o n fe ren c ji p ro 
b lem ow ej tyczy ły  sp raw y  w zajem nego  sto su n k u  trzech  n as tęp u jący ch  członów : a) 
lab o ra to r iu m  p ro d u k cy jn eg o  i p ro d u k c ji (kon tro la  zatw ierdzonego  p rocesu  te c h n o 
logicznego), b) in s ty tu tu  reso rtow ego  opracow u jącego  proces technolog iczny  na  p o d 
staw ie  danych  naukow ych , c) in s ty tu tu  b ad ań  p odstaw ow ych  — w  naszym  p rzy 
p a d k u  ośrodka b iochem icznego — k tó rego  zadan ie  polega na poszuk iw an iu  now ych 
fak tó w  naukow ych . P ra k ty k a  pod jąć  m oże w yn ik i dz iałalności naukow ej, jeś li n au k a  
dostarczy  p rak ty ce  nie ty lko  p rzy d a tn y ch  ob serw acji i fak tów , a le  opracow any  proces 
pó łtechniczny  p ro d u k c ji o raz zorgan izow aną bazę su row cow ą. In s ty tu ty  teo re ty czn o - 
b adaw cze nie są zdolne do doprow adzen ia  w yn ików  sw ej dz ia ła lności do tak ie j w ła ś 
nie  postaci i d latego  ro lą  in s ty tu tó w  reso rtow ych  je s t p o śred n ic tw o  m iędzy la b o ra 
to r iu m  teo re tycznym  i ha lą . p ro d u k cy jn ą . N iestety , p ion  pośredn i, p ion  in s ty tu tó w  re 
sortow ych , p ra c u je  żyw iołow o bez uśw iadom ien ia  sobie te j roli. S ieć dobrze p ra c u ją 
cych in s ty tu tó w  reso rtow ych , pow iązanych  z jed n e j stro n y  z p laców kam i b ad ań  p o d 
staw ow ych , a z d rug ie j z p ro d u k c ją , je s t zagadn ien iem  o p ań stw o w y m  znaczeniu , n ie 
zw ykle w ażnym  dla postęp u  techn icznego  naszej p ro d u k c ji i d la  podnoszen ia  jakości 
te j p ro d u k c ji i obniżen ia  je j kosztów . O m ów iliśm y szerzej te  w niosk i, gdyż w inny  one 
w  p rzyszłości w p łynąć  na  zak res p racy  K om ite tu .

D otychczas om ów ione fo rm y  dzia łan ia  K o m ite tu  będą  w ym agać zm iany, gdy ko
nieczność rozszerzen ia  i n asilen ia  p ra c  K om ite tu  pociągn ie  za sobą zw iększenie u d z ia 
łu  w  działalności K om ite tu  w szystk ich  jego członków . N ow e fo rm y  by ły  n ie jed n o 
k ro tn ie  p rzedm io tem  dyskusji. P ro je k ty  szły w  dw óch zasadn iczych  k ie ru n k ach .

P ie rw szy  k ie ru n e k  om aw iany  na dw udziestym  trzec im  zeb ran iu  p len a rn y m
9.XII.1954 p rzew id y w ałb y  w ydzie len ie  z agend  K o m ite tu  cz te rech  g rup  zagadn ień  
i p rzydz ia ł ich cz te rem  kom isjom . P ie rw szą  z n ich  b y ła  by  is tn ie jąca  K om isja  
B iochem ii K lin icznej, b ęd ąca  w  p ew n y m  sensie  dz iedzictw em  po K om isji B io
chem icznej M in is te rs tw a  Z drow ia. D ru g ą  K om isją  b y ła  by  K om isja  H isto rii B iochem ii. 
T rzecią  K om isją  by ła  by  kom isja  a p a ra tu ro w a  re p re z e n tu ją c a  in te resy  b iochem ii po l
sk iej w  zakresie  a p a ra tu ry  na te ren ie  PA N , a gdyby  zaszła p o trzeba  także  i na te ren ie  
innych  reso rtów . C zw artą  kom isją  by ła  by  kom isja  S zk o len iow o-kad row a k tó ra  p ro w a
dziła by  zag ad n ien ie  s tu d iu m  asp iran ck ieg o  w  zak res ie  b iochem ii, o raz p rzy s tąp iła  b y  
do op racow an ia  k ie ru n k ó w  k sz ta łcen ia  asysten tów . P rezy d iu m  K o m ite tu  —  zgodnie 
z p ro jek tem  — koordynow ało  by p race  poszczególnych K om isji, p row adziło  b y  re fe ra t 
w y d aw n ic tw  K om ite tu  i p ro g ram ó w  w ydaw niczych , a  poza tym  re fe ro w ało  by zag ad 
n ien ia  p lan o w an ia  k ie ru n k ó w  b a d a ń  na  p len a rn y ch  zeb ran iach  K om ite tu . P onad  to  
P rezy d iu m  w ykonyw ało  by  obow iązki K om ite tu  w obec U nii p rzyg o to w u jąc  m a te r ia ł 
na p len a rn e  zeb ran ia . T ak ie  u jęc ie  p rac  K om ite tu  pozw oliło  by  na  rzadsze o rgan izo 
w an ie  zeb rań  p len a rn y ch  bez obniżen ia  ak tyw ności. K ażda z kom isji m ia ła  by  p raw o  
dokooptow ać z poza K o m ite tu  tych  b iochem ików , k tó ry c h  u d z ia ł stanow iłby  pom oc 
w  p racach  K om isji, p rzez  co pow iązan ie  ogółu b iochem ików  p o lsk ich  z p racam i K o
m ite tu  u leg łoby  dalszem u w zm ocnien iu .
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D rug i k ie ru n e k  now ych fo rm  działalności K o m ite tu  to oparcie  i skoordynow anie 
te j działalności z P o lsk im  T o w arzy stw em  B iochem icznym . P ro je k t s ta tu tu  tego to 
w a rzy stw a  p rzed y sk u to w an y  na trzy d z ies ty m  czw arty m  posiedzeniu  p len a rn y m  K o
m ite tu  w  dn iu  28.VI.1957 roku  m ów i, że d la  osiągn ięcia  sw ych celów  to  znaczy dla 
p o p ie ran ia  rozw o ju  b iochem ii i je j p o p u la ry zac ji w  spo łeczeństw ie T ow arzystw o:

A) o rg an izu je  zjazdy, k o n k u rsy , zeb ran ia  naukow e i dyskusje , odczyty, w y k ła 
dy  i ku rsy , ^

B) in ic ju je  lu b  w ydaje  czasop ism a naukow e, k siążk i i  b ro szu ry  z dziedziny  b io 
chem ii i je j zastosow ania,

C) op in iu je  o stan ie  i p o trzeb ach  b iochem ii po lsk iej i w y stęp u je  w  jej sp raw ach  
w obec w ładz,

D) u trzy m u je  łączność z p o k rew n y m i stow arzyszen iam i w  k ra ju  i za g ran icą ,
E) zabiega i ko rzysta  w su b w en c ji w ładz  i in s ty tu c ji pub licznych  na poszczegól

ne cele PTBioch.,

F) pow ołu je  spośród sw ych członków  kom isje  do w y k o n y w an ia  poszczególnych 
zadań .

Z pow yższego zestaw ien ia  w y n ik a  w y raźn ie  m ożliw ość pow iązan ia  działalności 
K om ite tu  z dzia ła lnością  T ow arzystw a . Szczegóły o rgan izacy jne  w y m ag ają  o p ra 
cow ania. N ie u lega je d n a k  w ątp liw ośc i, iż te n  d ru g i k ie ru n ek  o p arty  na  w y b iera lnych  
w ładzach  T ow arzystw a  je s t b a rd z ie j d em okra tyczny  i lep ie j odpow iada chw ili obecnej.

3. Z a g a d n ie n ia  fin an so w e  K o m ite tu

B udżet K om ite tu  sk łada  się z dw óch części: w y d a tk ó w  w łasnych , to znaczy z ko 
sztów  delegacji na  różne rodza je  z eb rań , i z kosztów  se k re ta r ia tu  o raz w y d a tk ó w  zw ią
zanych z do tow an iem  przez  K o m ite t p ra c  uznanych  za w ażne. N a sw ym  p ierw szym  
zeb ran iu  uznano  za w ażne n a s tę p u ją c e  k ie ru n k i b a d a ń  b iochem icznych:

a) b iochem ia now otw orów ,

b) b iochem ia  w irusów ,
c) b iochem ia d ro b n o u s tro jó w  chorobo tw órczych , g lebow ych, m ających  znaczenie 

przem ysłow e oraz p leśn i (an tyb io tyk i),
d) b iochem ia m ięśnia,
e) b iochem ia k lin iczna,
f) b iochem ia ow adów ,
g) b iochem ia  stad ia lnego  rozw o ju  roślin  i zw ierzą t,
h) b iochem ia procesu  ja ro w izac ji i k rzyżów ek  w eg eta tyw nych ,
i) b iochem ia herb icydów  i in sek tycydów ,
j) sym bioza b a k te r ii b ro daw kow ych  z ro ś linam i m oty lkow ym i,
k) p ie rw ia s tk i śladow e.

Z do tac ji w  1953 roku  sko rzysta ło  14 ośrodków  b iochem icznych  z P oznan ia  (Za
k ład  C hem ii F izjo logicznej AM, Z ak ład  C hem ii O rgan icznej AM, Z ak ład  M ikrobiologii 
W SR, oraz P raco w n ia  b iochem iczna Z ak ład u  C hem ii O rgan icznej U n. P oznańskiego), 
W rocław ia (Z akład  C hem ii F iz jo log icznej AM) L u b lin a  (Z akład  C hem ii F izjo logicznej 
AM), Łodzi (Z akład  C hem ii F izjo log icznej A M  i Z ak ład  C hem ii F izjo logicznej UL), 
W arszaw y (Z akład  C hem ii O gólnej AM , Z ak ład  C hem ii F izjo log icznej W ydz. W e te ry 
n a rii SGGW , D ział B iochem ii PZ H , O ddział B iochem ii In s ty tu tu  G ruźlicy), R okitn icy  
(Zakład C hem ii F izjologicznej Ś ląsk ie j AM), K rak o w ie  (Z akład  C hem ii F izjo logicznej 
AM). O gólna sum a d o tac ji w yn iosła  około 450 tysięcy  złotych. S p raw o zd an ie  z p rac
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do tow anych  złożyły ośrodk i dn ia  21 m arca  1954 roku  w  W arszaw ie . S esja  sp raw o z
daw cza w ykazała , że tem a ty k ę  do tow aną należy  zwęzić. N a ro k  1954 K om ite t w y b ra ł 
i p rzek aza ł ośrodkom  w  te ren ie  n a s tęp u jące  p ro b lem y  b iochem iczne uznane  za n a j
w ażniejsze:

a) b iochem ia b ia łek  z uw zg lędn ien iem  nuk leop ro te idów ,
b) b iochem ia ew o lucy jna  (problem  ten  p o trak to w an o  jak o  d ługo-fa low y , a  w 1954 

roku  w skazano  na tem a ty  z zak resu  b iochem ii ew olucy jne j d ro b n o u s tro jó w  i o w a
dów),

c) a sp ek t b iochem iczny  bazy  żyw nościow ej p ań stw a .

D otacje  na ro k  1954 w yniosły  sum ę 312 tysięcy  złotych. Tyczyły  one p ró cz  o środ 
ków  do tow anych  w  1953 ro k u  jeszcze G dańska  (Z akład C hem ii F izjo logicznej AM 
i O ddział B iochem ii In s ty tu tu  M edycyny M orskiej i T ro p ik a ln e j); w  P oznan iu  po
częto do tow ać P raco w n ię  F izjo logii P orów naw cze j Z ak ład u  Zoologii O gólnej U P. 
O środek  w  R ok itn icy  w  1954 nie by ł do tow any.

W ro k u  1955 K om ite t ak cep tow ał do tow an ie  24 tem a tó w  w y k onyw anych  w  10 
o środkach  badaw czych  na ogólną sum ę 245 tysięcy  złotych. T em aty k a  do tow ana  to:

a) b ia łk a  b iologicznie czynne,
b) fizjo logiczne i b iochem iczne p raw id łow ośc i rozw o ju  m ikroorgan izm ów , ich 

ek sp e ry m en ta ln a  zm ienność i selekcja ,
c) b iologia now otw orów ,
d) biologia w iru só w  i choroby w irusow e,
e) naukow e p o dstaw y  żyw ien ia  zbiorow ego,

f) an ty b io tyk i,
g) tem a ty k a  ró żn a  o znaczen iu  m etodycznym .

D otacje  w  1956 ro k u  ob jęły  kw otę  163 tysięcy  złotych, p rzek azan ą  11 ośrodkom  
(21 tem atów ) p ra c u ją c y m  w  zak res ie  b iochem ii k lin icznej, p rzem ian y  d ro b n o u s tro 
jów , w itam inologii, b iochem ii po rów naw cze j, nuk leop ro te idów , enzym ologii ogólnej, 
an ty b io ty k ó w  i a sp ek tó w  b iochem icznych  bazy  żyw nościow ej.

W ro k u  1957 w ydano  179 tysięcy  zło tych  na do tac je  d la  14 ośrodków  (now ym i 
o środkam i tu ta j to  K a te d ra  T echnologii R olnej W SR P oznań , K a te d ra  C hem ii O rg a 
n iczne j UW  w  W arszaw ie , o raz  C en tra ln e  L ab o ra to riu m  K lin iczne  AM  L ublin ). T e
m a ty k a  do tow ana tyczy ła  b iochem ii k lin iczne j p rzem ian y  d ro b n o u stro jó w , w ita m i
nologii, nuk leopro te idów , an tyb io tyków , bazy  żyw ien iow ej, enzym ologii ogólnej, o raz  
b iochem ii system u  nerw ow ego. Szczegółow y p rzeg ląd  trzech  p ie rw szych  ses ji sp ra w o 
zdaw czych K o m ite tu  B iochem icznego opub likow any  został w  „P ostępach  B iochem ii” .
O czw arte j sesji sp raw ozdaw czej donosi b ieżący  n u m er „P ostępów  B iochem ii”.

C y fry  podane tu ta j dow odzą zm n ie jszan ia  ogólnych sum  do tac ji. Z m n ie jszan ie  
to  szło rów noleg le  z rozw ojem  p laców ek  w łasnych  PA N . O dnośnie  d o tac ji K o m ite t 
w p ro w ad ził zasadę, że z ak c ji su bw encjonow an ia  w y ję te  są n ie  ty lko  p laców k i w łasn e  
PA N , a le  i p laców k i obce k ie row ane  p rzez  p racow n ików  P A N .

W  okresie  sp raw ozdaw czym  K om ite t k o rzy s ta ł z funduszów  dew izow ych  W ydzia
łu  II  d la p rzeszko len ia  b iochem ików  w  zak res ie  m etodyk i b iochem icznej p rzy  u ży 
ciu izotopów . Z d o tac ji p rzy zn an y ch  n a  w niosek  K om ite tu  B iochem icznego na p o 
w yższy ceł k o rzysta li: prof. d r T. B a r a n o w s k i ,  p ro f. d r  I. R e i f e r ,  p ro f. d r  
B. S k a r ż y ń s k i ,  doc. d r  J. M e d u s i k i ,  d r  S.  K a r p i a k ,  k.  n. J.  B r a h m s ,  
m gr. T. S z c z e p k o w s k i ,  m gr. P. S z a f r a ń s k i  i m gr. L. W i e r z b o w s k i .
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4. S p e c ja ln o ść  „ b io c h e m ik ” w P o lsce

K o m ite t B iochem iczny p rzep ro w ad ził an k ie tę  w  te ren ie , by z o rien tow ać się ilu  
sp ec ja lis tó w  b iochem ików  p o trzeb a  obecnie w  Polsce. O kazało  się, iż w  chw ili obec
n e j p o trzeb a  w  k ra ju  około jed n eg o  ty s iąca  b iochem ików . N a w k ład  b iochem ików  
czek a ją  n a u k i m edyczne i p ra k ty k a  służby zd row ia , czeka ro ln ic tw o  i hodow la oraz 
zw iązane  z n im i gałęz ie p rzem ysłu , czekają  zak ład y  M in is te rs tw a  Szkół W yższych, 
gdyż b iochem ia  nie za jm u je  dotychczas należnego  je j m ie jsca  w  k sz ta łcen iu  p rz y ro d 
n ików  w  szerok im  zrozum ien iu  tego  słow a.

W te j sy tu a c ji na leżało  obm yślić d rog i w iodące do nasycen ia  zapo trzebow an ia  
k ra jo w eg o  n a  b iochem ików . D rogą tak ą  m ogła być rozbudow a pow sta łego  w  m a ju  
1954 ro k u  Z ak ład u  B iochem ii PA N  (obecnie In s ty tu tu  B iochem ii i B iofizyki PAN). 
N ieste ty  w a ru n k i lokalow e un iem ożliw iły  to. D ru g ą  d rogą m a być zorganizow anie 
s tu d ió w  sp ec ja lis ty czn y ch  w  zak res ie  b iochem ii n a  W ydzia łach  B iologii i  N au k i o Z ie
m i u n iw e rsy te tó w . W chw ili obecnej stu d ia  tak ie  za in ic jow ano  w  Łodzi i  w  W arsza
w ie. N a sw y m  V II zeb ran iu  p le n a rn y m  (28.1.1953) K o m ite t u ch w alił zw rócić się do 
P K P G  o w łączen ie  b iochem ii ja k o  odrębnej spec ja lnośc i do k ie ru n k u  biologicznego. 
P o zy ty w n a  decyzja  P K P G  um ożliw iła  dalsze k ro k i zm ierza jące  do p o w stan ia  stud iów  
b iochem icznych . D opiero  8 paźd z ie rn ik a  1956 ro k u  k o n fe ren c ja  zespołu  rzeczoznaw ców  
biologii R ady  G łów nej w  sp raw ie  p lan ó w  stu d ió w  d la  II, II I , IV, i V ro k u  zdecydo
w ała  p ro g ram y  spec ja lizac ji b iochem ii, fizjo logii i m ikrobiologii. U m ożliw iło to  s to p 
n iow e w pro w ad zen ie  p ro g ram u  szkolen ia  b iochem ików  w spom nianego  w yżej w  W a r
szaw ie i Łodzi. Na p rzeszkodzie  pe łn em u  rozw ojow i stud iów  sto ją  w a ru n k i lokalow e 
i k ad ro w e  uczeln i.

D o tychczasow a p ra c a  ośrodków  szkolących b iochem ików  n ie p row adz i do n a 
sycen ia  zap o trzeb o w an ia  k ra jow ego  na  p raco w n ik ó w  n aukow ych  te j specjalności. Ż y
cie w ym aga obsadzen ia  is tn ie jący ch  i pow o łan ia  now ych k a te d r ; p o w stan ia  szeregu  
zak ładów  b iochem ii stosow anej np. b iochem ii fe rm e n ta c ji p rzem ysłow ych , b iochem ii 
m ik roo rgan izm ów , b iochem ii zw ie rzą t hodow lanych , b iochem ii genetycznej, czy in 
nych. Z rozum ien ie  sy tu ac ji b iochem ii, pom oc PA N  i za in te reso w an y ch  reso rtów , o raz 
duży w y siłek  czynnych  b iochem ików  m oże pow oli p op raw ić  złą sy tu ac ję  b iochem ii.

P rócz  sp raw y  k sz ta łcen ia  b iochem ików  drogą a sp ira n tu r , d rogą  s tu d iu m  b ioche
m icznego K o m ite t w y stąp ił do PA N  o u stan o w ien ie  dorocznych  nagród  naukow ych  
im . M a r c e l e g o  N e n c k i e g o  dla b iochem ików  po lsk ich  za o ryg ina lne  — do
św iadczalne  lu b  teo re ty czn e  — p race  z dziedz iny  biochem ii, lub  za p race  z h is to rii 
b iochem ii po lsk ie j opub likow ane w  po lsk ich  czasopism ach , lub  innych  w yd aw n ic tw ach  
naukow ych . R egu lam in  tych  n ag ró d  o p u b lik o w an y  będzie w  „P ostępach  B iochem ii”. 
R ozw ojow i b iochem ii tow arzyszyć  w in n a  p o p u la ry zac ja  te j dziedziny  w iedzy w śród  
spo łeczeństw a. K om ite t B iochem iczny zobow iązał sw oich członków  do b ra n ia  u d z ia 
łu  w  a k c ja ch  p o p u la ry zacy jn y ch  o rgan izow anych  p rzez T ow arzystw o  W iedzy P o w 
szechnej, czy T ow arzystw o  P rzy ro d n ik ó w  im. K o pern ika .

5. S p raw y  w y d a w n ic z e  K om ite tu

Już  na  sw ym  d ru g im  posiedzen iu  p le n a rn y m  w  d n iu  5.VI.1952 ro k u  K om ite t 
stw ierdził, że w  obecnym  e tap ie  rozw ojow ym  biochem ia  po lska  w in n a  posiadać do 
sw ej dyspozycji w y łącznej dw a czasopism a:

a) czasopism o, k tó re  by zam ieszczało  o p raco w an ia  m ongraficzne  poszczególnych 
zagadnień , re fe ra ty  p rzeg lądow e, o raz w y n ik i sym pozjów  b iochem icznych , sp raw o z
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dań  pokongresow ych  i ak tu a ln o śc i b iochem iczne. G łów nym  celem  tak iego  czasopism a 
to w spó łdzia łan ie  w  szko len iu  k a d r  m łodych  biochem ików .

b) czasopism o, w  k tó ry m  uk azy w ały  by się bieżące p u b lik ac je  dośw iadczalne 
w szystk ich  po lsk ich  p laców ek  biochem icznych . P u b lik ac je  w in n y  posiadać  s tre sz 
czenia w  językach  kongresow ych . C zasopism o to pow inno  rów nież  zaw ie rać  dział k ró t
k ich  doniesień , k tó re  w  p a ru  w ierszach  in fo rm ow ały  by  ogół b iochem ików  o b ieżą 
cych postępach  p ra c  dośw iadczalnych .

C zasopism a tak ie  pow sta ły . P ierw sze  — przeg lądow e — o trzym ało  nazw ę „P o 
stępy B iochem ii”. P ie rw sze  dw a n u m ery  w ydało  PZW L. N astęp n e  — PW N. W chw ili 
obecnej oprócz dw u  n u m eró w  w ydanych  w  P Z W L -u  ukaza ł się zeszyt trzec i tom u 
trzeciego  „P ostępów  B iochem ii”. W chw ili obecnej czasopism o red ag u je  zespół: p ro f. 
H e l l e r ,  i doc. M e d u s k i .  S e k re ta rzem  re d a k c ji je s t d r P i e c h o w s k a .

D rug ie  czasopism o z p ra c a m i o ryg ina lnym i pow sta ło  rów nież  pod nazw ą „A cta 
B iochim ica P o lon ica”. W chw ili obecnej ukaza ł się już  zeszyt d ru g i tom u  czw artego . 
Zespół re d a k c y jn y  w  chw ili obecnej to: prof. M o z o ł o w s k i ,  p ro f. M o c h n a c k a  
i prof. K o r z y b s k i .

Oba czasopism a zyskały  sobie dużą pop u larn o ść  w  P o lsce i poza je j g ran icam i. 
Są one re fe ro w an e  p rzez  n a jpow ażn ie jsze  czasopism a streszczen iow e i uw zg lędn iane  
w  p rzeg lądach  b ib liog raficznych .

P rócz w łasnych  czasopism  K om ite t B iochem iczny in ic ju je  i o p ieku je  się w y
d aw n ic tw am i książkow ym i z dziedziny biochem ii. P rzeg ląd  a k c ji w ydaw n icze j K o
m ite tu  w  zak res ie  pod ręczn ików  i dzieł b iochem icznych  zam ieszczają  „P ostępy  B io
chem ii”.

O sta tn io  w ychodzi cyk l tłum aczeń , s to sunek  K om ite tu  do k tó ry ch  w y raża  się 
fo rm u łą : „ tłum aczono  z in ic ja ty w y  i pod opieką K o m ite tu  B iochem icznego PA N ”. 
Z cyklu  tego ukaza ły  się książk i B l a d e r g r o e n a ,  o k ine tyce  p rocesów  b io lo 
gicznych, P  i p e r  a: „A naliza g leby i ro ś lin ”, w d ru k u  są książk i B a l d w i n a  o b io 
chem ii dynam icznej, M a n n a  o b iochem ii nasien ia , oraz H a l d a n e  o b iochem ii g e 
netycznej. P ierw sze  dw ie w ydało  P ań stw o w e W ydaw nictw o  N aukow e. Pozosta łe  p rz y 
go tow uje  PW R iL. Z am ierzen ia  K om ite tu  w  dziedzinie w ydaw n iczej idą  — p ró cz  
k o n ty n u ac ji do tychczasow ej ak c ji — w  trzech  k ie ru n k ach . K om ite t rozw aża s tw o 
rzen ie  cyk lu  o ryg inalnych  m onografii b iochem icznych , zam ierza  w y d aw ać  zeszyty 
m etodyczne „P ostępów  B iochem ii” pośw ięcone szczegółow em u opisow i b a rd z ie j zło 
żonych tech n ik  b iochem icznych , a  w reszcie  zam ierza w ydaw ać  p rzy  „P o stęp ach  B io
chem ii” zeszyty  k la sy k ó w  b iochem ii po lsk ie j gdzie by  d ru kow ano  in te re su ją c e  w y ją tk i 
ze św iatow ego  do robku  k la sy k ó w  b iochem ii polskiej.

S p raw ą  ściśle zw iązaną z ak c ją  w ydaw niczą  K om ite tu  je s t zagadn ien ie  po lsk iego  
słow nic tw a biochem icznego. W czasie sw ej p racy  K om ite t za jm ow ał n ie raz  s ta n o w i
sko w  sp raw ach  słow nictw a. O pracow ał np. słow nictw o am inokw asów , p ep ty d ó w  
i b ia łek  d la  K om ite tu  N orm alizacy jnego . P rzed s taw ic ie le  K o m ite tu  b ra li  u d z ia ł w  p r a 
cach kom isji słow nic tw a biologicznego. N a szczegółowsze je d n a k  op racow an ie  z a s łu 
g u je  ca łoksz ta łt zagadn ien ia . P race  słow nikow e będą zm ierzać do p o w stan ia  P o l
skiego S łow nika  B iochem icznego.

S y tu ac ja  je s t o ty le  u tru d n io n a , że słow nictw o b iochem iczne m u s i się op ierać
o u s ta lo n ą  k lasy fik ac ję , ta  zaś w  dziedzin ie  b iochem ii je s t jeszcze p rzed m io tem  ro z 
w ażań  pow ołanego w  tym  celu  m iędzynarodow ego ciała.
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6. K om ite t, a  p o lsk ie  p lacó w k i b io ch em iczn e

W chw ili p o w stan ia  członkow ie K om ite tu  rep rezen to w a li p ra w ie  w szystk ie  czyn
ne ośrodk i b iochem iczne i d la tego  K om ite t m ógł uw ażać  się nie za in s ty tu c ję  n ad rzęd 
n ą  w obec po lsk ich  p laców ek  biochem icznych , a  za rodza j au tonom iczne j ra d y  n a u 
kow ej ogółu czynnych  w arsz ta tó w . W zw iązku  z ty m  w  p ie rw szy ch  m iesiącach  swego 
is tn ien ia  K o m ite t szczegółowo zajm ow ał się ana lizą  tem a ty k i w ykonyw anej p rzez 
poszczególne ośrodki, pod e jm o w ał w izy tac je  p raco w n i itp.

P o staw a  ta k a  by ła  w ów czas po trzebna , bo  n iek tó re  ośrodki badaw cze u legały  lo 
k a ln y m  czynnikom  sp ycha jącym  je  w  k ie ru n k u  ściśle uży tkow ym , a n aw e t „w y ro b n i
czym ”.

O becnie ak c ja  do tacy jn a  i sesje  sp raw ozdaw cze są g łów ną fo rm ą k o n ta k tu  K om i
te tu  z p lacó w k am i b iochem icznym i. P o w stan ie  Polsk iego  T o w arzy stw a  B iochem icz
nego  u tw o rzy  m ocną w ięź o rg an izacy jn ą  n ie  ty lko  m iędzy  K om ite tem  a la b o ra to r ia 
m i, lecz także  m iędzy  p laców kam i.

N ie rozw iązaną  do chw ili obecnej sp raw ą  je s t po ru szan y  już  w  n in ie jszym  s p ra 
w o zdan iu  sto su n ek  p laców ek  b iochem icznych  do re so rto w y ch  in s ty tu tó w  naukow o- 
badaw czych . K o n fe ren c ja  p ro b lem o w a K o m ite tu  B iochem icznego pod ty tu łem  „B io
chem ia a baza  w yżyw ien iow a” w skaza ła  na  szereg  m ożliw ości b ad ań  n au k o w o -teo re 
tycznych  i nauko w o -tech n iczn y ch  a  tak że  b ad ań  p rak ty czn y ch . B ad an ia  p ierw szego  
ro d za ju  to  np. s tu d ia  nad  ch lo re llą , nad  d epo lim eryzac ją  enzym atyczną  b łonn ika , 
n ad  fe rm e n ta c ją  m etanow o-oc tow ą, nad  fe rm e n ta c ja m i w yższych  a lkoholi, czy nad 
ty rozynazą . T em atykę  w y su n ię tą  p rzek azu je  się za in te reso w an y m  kom ite tom  n a u 
kow ym  PAN. To sam o w inno  się odnosić do p ro b lem a ty k i b a d a ń  n au k o w o -tech n icz 
nych  zw iązanych  z tem a ty k ą  k o n feren c ji. W ym ienim y p rzyk ładow o  zagadn ien ie  f e r 
m e n ta c ji cy trynow ej i ace to n o w o -b u tan o lo w ej, b ad an ia  nad zastosow an iem  am ylazy  
p leśn iow ej do p rocesów  scuk rzen ia , s tu d ia  nad  po lepszen iem  w y k o rzy sty w an ia  z iem 
n iaka , w y w aru  m elasow ego, d rożdży b ro w arn ian y ch , tro c in  i in n y ch  odpadków  ro ś lin 
nych. N ieste ty  pow iązan ia  K om ite tu  z re so rta m i nie g w aran to w a ły  p rzenoszen ia  w y 
n ików  k o n fe ren c ji do p rac  reso rtow ych . Z ad an iem  K o m ite tu  je s t tak ie  zorgan izow anie 
w sp ó łp racy  z odpow iednim i re so rtam i (oczyw iście u w zg lęd n ia jąc  działalność W y
działów  PA N) by  p laców k i b iochem iczne m ia ły  ła tw y  k o n ta k t z odpow iednim i p la 
ców kam i reso rtow ym i.

O m ów iliśm y dok ładn ie j sp raw y  w iążące  się z k o n fe ren c ją  p rob lem ow ą o bazie 
w yżyw ien iow ej, gdyż n asu n ę ła  ona ogólne p o s tu la ty  o rgan izacy jne .

Ju ż  na trzec im  zeb ran iu  p len a rn y m  odby tym  19.IX .1952 ro k u  K om ite t postanow ił 
ob jąć an k ie tą  źaw odow ą w szystk ich  b iochem ików  polsk ich . Sporządzona na podstaw ie  
te j an k ie ty  k a rto te k a  je s t u zu p e łn ian a  i pozw ala  o rien tow ać  się w  m ożliw ościach 
kad row ych  biochem ii po lsk ie j. K a rto te k a  w yk aza ła  deficy tow e gałęzie b iochem ii.

D ziedziny tak ie , w  k tó ry ch  is tn ie ją  b ra k i k ad ro w e  to: b iochem ia  w e te ry n a ry jn a , 
b iochem ia genetyczna, em briochem ia , b iochem ia  parazy to log iczna , fe rm en tac je  p rz e 
m ysłow e, że w ym ien im y  pozycje n a jja sk ra w sze . P o p raw a  sy tu ac ji pod tym  w zględem  
je s t  zadan iem  b ieżącym  K om ite tu .

N iew ątp liw ym  osiągnięciem  K o m ite tu  w  om aw ianym  obecnie zak res ie  je s t opub li
k ow an ie  w  zeszycie d ru g im  tom u  trzeciego  1957 rok . „P ostępów  B iochem ii” M a te ria 
łów  do R ozw oju  B iochem ii P o lsk ie j w  okresie  p ierw szego  pięcio lecia  K om ite tu  B io
chem icznego. M ate ria ły  te są n a jlep szą  i lu s tra c ją  n in ie jszego  sp raw o zd an ia , a  w y 
kaz  p u b lik ac ji b iochem icznych  w  tym  okres ie  s tan o w i p ie rw szą  p róbę  po lsk iej b i
b liog rafii b iochem icznej.
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7. W sp ó łp ra c a  K om ite tu  z in n y m i sp ec ja ln o śc iam i

B iochem ia, je j m e todyka  i sposób u jm o w an ia  zagadn ień  je s t n ieu ch ro n n y m  e ta 
pem  rozw o jow ym  dyscyp lin  dośw iadczalnych  za jm u jący ch  się p rzy ro d ą  ożyw ioną. 
Jed n y m  z w niosków  te j sy tu a c ji je s t znaczen ie  b iochem ii d la  fizjo logii zw ie rzą t i ro 
ślin, m edycyny , czy m ikrobiologii. S tąd  u s iło w an ia  K om ite tu  n aw iązan ia  ścisłej w spó ł
p racy  z tym i specja lnośc iam i. W 1953 ro k u  K om ite t delegow ał jednego  ze sw ych 
członków  na odb y w ającą  się w  W arszaw ie  (23 i 24 II) roboczą k o n fe ren c ję  fizjo logów  
roślin . K om ite t zap roponow ał fizjologom  ro ś lin  w spó łudzia ł w  o rg an izac ji sym pozjum  
pośw ięconego b iochem ii roślin . S ym pozjum  tak ie  odbyło się, nie p rzyn io sło  ono jed n ak  
sy s tem atyczne j w spó łp racy  obu specja lnośc i. K om ite t b ierze  do tychczas udzia ł we 
w szystk ich  z jazdach  Polsk iego  T o w arzy stw a  Fizjologicznego. S y stem aty czn e j w spó ł
p racy  z fiz jo logam i zw ie rzą t i człow ieka n ie m a jed n ak . N a jlep ie j m oże p rzeb iega  
w sp ó łp raca  z m ikrobio logam i. U dzia ł b iochem ików  w  k o n fe ren c jach  m ik rob io log icz
nych o raz  w  z jazdach  Polsk iego  T o w arzy stw a  M ikrobiologicznego je s t d o b ry m  p u n k 
tem  w y jśc ia  d la  dalszej w spó łp racy . O rg an izac ja  s tud iów  b iochem icznych  i p o w ią 
zanie ich na p ie rw szych  la ta c h  ze s tu d iam i m ikrob io log icznym i i fiz jo log icznym i w spó ł
p racę  tę  zacieśni. D obrze ro zw ija  się w sp ó łp raca  z n au k am i m edycznym i.

K o m ite t n asz  oddaw na dostrzega  b ra k  k o n ta k tu  z K o m ite tem  N au k  C hem icznych 
W ydzia łu  II I  PA N. C hem icy i b iochem icy  w sp ó łp racu ją  ściśle na a re n ie  m ięd zy n a
rodow ej. W 1955 ro k u  w  B rukse li żyw a in ic ja ty w a  chem ików  d o p ro w ad z iła  do p o w 
stan ia  c ia ła  k o o rdynu jącego  działalność U nii B iochem icznej i U nii C hem ii C zystej 
i S to sow anej. W Polsce w  te j chw ili żadnych  tak ich  pow iązań  nie m a. C hem icy nie 
w y k azu ją  z a in te reso w an ia  d la  ko o rd y n ac ji poczynań  z b iochem ikam i.

B yć m oże, iż pow o łan ie  Po lskiego T o w arzy stw a  B iochem icznego pozw oli na  sy 
s tem aty czn ie j szą w spó łp racę  b iochem ików  polsk ich  z ininymi spec ja lnośc iam i.

N ależy  tu  stw ierdzić , iż fo rm y  o rg an izacy jn e  P olsk iej A kadem ii N au k  nie sp rzy 
ja ją  śc iśle jsze j i b ezpośredn ie j w spó łp racy  K om ite tów  N aukow ych  PA N . W  ciągu  p ię 
ciu ub ieg łych  la t an i razu  np. nie obyło się w spólne zeb ran ie  a k ty w ó w  K om ite tów  
N aukow ych  na  te ren ie  I I  W ydzia łu  PA N . Z eb ran ia  tak ie  pom ogły by  u n ik n ąć  w ie - 
lo torow ości w  p racy  i o siągnąć lepsze w spó łdzia łan ie .

P rzy k ład em  w spó łp racy  K om ite tu  z in nym i specja lnośc iam i by ła  sp ra w a  zasto so 
w an ia  izotopów  do p rac  badaw czych  w  nau k ach  b io logicznych. N a d w udziestym  
ósm ym  posiedzen iu  p le n a rn y m  w  dn iu  25.IX .55 r. K om ite t B iochem iczny  w y raz ił go
tow ość pod jęc ia  odpow iedzia lności za o rg an izac ję  b ad ań  izo topow ych w  zak resie  
n au k  p rzy ro d n iczy ch  w  ram ach  I I  W ydzia łu  PA N. K om ite t zw rócił w ów czas uw agę 
na zupe łny  b ra k  przeszko lonych  k a d r  i ca łkow ity  b ra k  w yposażen ia  techn icznego  
i podk reślił, że poziom  b ad ań  w  n iek tó ry ch  dyscyp linach  n au k  p rzy ro d n iczy ch , a z w ła 
szcza w  b iochem ii um ożliw ia ł ju ż  w ów czas w p row adzen ie  m etody  izo topow ej do te 
m a ty k i b ieżącej. W ów czas rów nież K o m ite t w skazał na szereg  w a ru n k ó w  um ożli
w ia jący ch  w prow adzen ie  m etody  izotopow ej.

W w y n ik u  te j o fe rty  P rezy d iu m  P A N  pow zięło u chw ałę  p o daną  do w iadom ości 
W alnego Z grom adzen ia  P A N  n ak ład a jącą  na  K om ite t B iochem iczny  obow iązek  w d ro 
żen ia  m etod  izo topow ych  w  całej biologii. N iestety , p rócz u zy sk an ia  k ilk u  s ty p e n 
diów  zag ran iczn y ch  do sy s tem aty czn ie jsze j rea lizac ji p ropozycji K o m ite tu  i u ch w ały  
P rezy d iu m  PA N  nie doszło. K o n tak to w an ie  się ośrodków  pow o łanych  p rzez  R ząd do 
za jęc ia  się m eto d y k ą  izotopow ą z K o m ite tem  B iochem icznym  ró w n ież  n ie je s t zby t 
ścisłe. P o stu lo w an e  p rzez  nas sp o tk an ia  ak ty w ó w  K om ite tów  N aukow ych  m ogło by  
w  tym  i podobnych  p rzy p ad k ach  w iele  pomóc.
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8. K o n ta k ty  n a u k o w e  z z a g ra n ic ą

B iochem ia po lska  b ra ła  ud z ia ł w  p ierw szym , d ru g im  i trzec im  M iędzynarodow ych  
K o n g resach  B iochem ików . Po kong res ie  B ru k se lsk im  P o lsk a  s ta ła  się członkiem  M ię
dzynarodow ej U n ii B iochem icznej, o czym  już  obszern ie  by ła  m ow a. N aw iązano  ścisłe 
k o n ta k ty  z b iochem ią  Z w iązku  R adzieck iego  (sym pozjum  o pochodzen iu  życia w  M o
skw ie w  lecie 1957), S ta n ó w  Z jednoczonych  (w izyta P rzew odn iczącego  K o m ite tu , o raz 
P rof. B a r a n o w s k i e g o  w  U SA), z b iochem ią  k ra jó w  zach o d n io -eu ro p e jsk ich  o raz  
W ęgier i C zechosłow acji. N ie m am y w  chw ili obecnej bezpośredn ich  k o n tak tó w  z b io 
chem ią k ra jó w  az ja ty ck ich .

W P o lsce  p rzeb y w a ło  na zap roszen ie  K o m ite tu  B iochem icznego w ie lu  w y b itn y ch  
b iochem ików  zag ran icznych  (jak  np. la u re a t N agrody  N obla prof. S y n g e, p ro f. 
F r a e n k e l  -  C o n r a t ,  prof. S c h r a m m ,  p ro f. C o o k ,  p ro f. T h e o r e l l ,  
czy inni). N aw iązano  ju ż  w spó łp racę  dośw iadcza lną  po lsk ich  b iochem ików  z b io ch e 
m ikam i ang ie lsk im i, radz ieck im i, am ery k ań sk im i, czeskim i, fran cu sk im i. Is tn ie ją  d a 
ne, ab y  sądzić, że w sp ó łp raca  ta  ożyw iać s ię  będzie  n a d a l i pom oże K om ite tow i w  sy 
stem aty czn y m  k sz ta łcen iu  k a d r  b iochem ików  polskich .
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

IV. Sesja sprawozdawcza Komitetu Biochemicznego
IV ses ja  ob ję ła  sp raw ozdan ia  z te m a ty k i do tow anej w  r. 1956 i częściow o w  ro k u  

b ieżącym . O dbyła się ona w  P oznan iu  w  dn iach  od 6 do 7 paźdz ie rn ika . O brady  
o tw orzy ł p rzew odn iczący  K om ite tu  p ro f. d r J . H e l l e r .  Posiedzeniom  przew odniczy li 
p ro f. d r Z. S t o l z m a n  i p ro f. d r I. R e i f  e r . W sesji b ra ło  udział ok. 60 
p raco w n ik ó w  naukow ych  z 14 ośrodków . D o tac je  w  r. 1956 w yniosły  163 tys. zł., 
& w  r. 1957 — 179 tys. zł.

W  p ierw szym  dn iu  o b rad  zgłoszono n a s tęp u jące  sp raw ozdan ia :
1. P ro f. d r  T. B a r a n o w s k i  złożył sp raw ozdan ie  z p rac  w ykonyw anych  

w  D ziale B iochem ii In s ty tu tu  Im m unolog ii i T e rap ii D ośw iadczalnej w e W rocław iu . 
O pracow yw ano :

a) zagadn ien ia  tyczące g ru p  M i N, m etod  ich w ydzie lan ia  i o k reś lan ia  ich a k ty w 
ności.

b) te m a t dotyczący en te ro to k sy n y  g ronkow cow ej (p raca  w  tym  zakresie  została 
p rzerw an a).

c) b ad an ia  nad  an ty m etab o litam i zbliżonym i do g lu ta tionu .
W d y sk u s ji nad sp raw ozdan iem  głos zab ra li doc. M e d u s k i  i  doc. B o r o w -  

s k  i p o ru sza jąc  sp raw ę obliczan ia  ruch liw ośc i e lek tro fo re ty czn y ch  su b s tan c ji g ru 
pow ych  w  e lek tro fo rez ie  stre fo w ej o raz p rzep ro w ad zan ie  dośw iadczeń  a n ty m e tab o li
tam i g rupow ym i w  sztucznych  uk ład ach .

2. Doc. d r W. O s t r o w s k i  w ygłosił sp raw ozdan ie  w  im ien iu  n ieobecnego na 
sesji prof. dr. B. S k a r ż y ń s k i e g o  z p ra c  w y k onyw anych  p rzez  Z ak ład  C hem ii 
F izjo logicznej w  K rakow ie . O m ów ił:

a) m echan izm  w iązan ia  w itam in u  B 12 z b ia łk am i,
b) p rzem ian ę  s ia rk i w  sam ożyw nych  b a k te r ia c h  sia rkow ych  p rzy  użyciu  3BS.
W d y sk u s ji głos zab ie ra li p ro f. P a w e ł  k i e w i c z  o raz prof. C h m i e l e w 

s k a .  P oruszono  sp raw ę b iosyn tezy  w itam in u  B 12 o raz  rad io ak ty w n o śc i zw iązków  
om aw ianych  w  tem acie  b.

3. Lek. R. N i e m  i r  o z Z ak ładu  C hem ii F izjo logicznej A. M. w  G dańsku  zdał 
sp raw ozdan ie  z p racy  w yk o n y w an ej pod k ie ru n k iem  pro f. d r. W. M o z o ł o w s k i e -  
g o na te m a t p róby  ch rom atog raficznego  rozdzia łu  zw iązków  w apn iow ych  u ltra f i l-  
t r a tu  osocza k rw i.

W d y sk u s ji głos zab ie ra li prof. R e i f e r  , p ro f. O p i e ń s k a  - B l a u t h  oraz 
prof. C h m i e l e w s k a .  O m ów iła czułość reak c ji, od tw arza lność  w yn ików  o raz  ko 
nieczność zachow ania w a ru n k ó w  dośw iadczen ia .

4. Z kolei sp raw ozdan ie  złożył Z ak ład  C hem ii F izjo log icznej A. M. w  Łodzi p ra c u 
jący  pod k ie ru n k iem  pro f. d r B r .  F i l i p o w i c z a .  Po ogólnym  w p row adzen iu  
k ie ro w n ik a  Z ak ładu  re fe ro w an o  szczegółow o:

a) lek. H. P a n u s z  p róby  izo low an ia  d ezo k sy ry b o n u k leazy  z g rasicy  cielęcej oraz 
bad an ie  je j ak tyw ności.
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b) lek. B. S k o c z y l a s  m ów ił o o trzym yw an iu  w ysokospo lim eryzow anej soli 
sodow ej k w a su  dezoksyrybonuk le inow ego .

c) lek. A. B r z e z i ń s k i  m ów ił o p rzem ian ie  w ęg low odanow ej w  m ięśn iu  s e r 
cow ym .

W d y sk u s ji głos z ab ie ra ł prof. H e l l e r  i doc. M e d u s k  i. Po ruszono  sto so 
w an ie  lecznicze tiam in y  w  in to k sy k ac jach  m ięśn ia  sercow ego zam iast używ anej ko- 
k a rboksy lazy  oraz  uk ład y  m etodyczne dogodne d la b ad an ia  w p ływ u  to k sy n  b a k te ry j
nych  na m ięsień  sercow y.

5. P rof. d r  I. C h m i e l e w s k a  z K a ted ry  C hem ii O rgan. U. W. m ów iła  o m e tab o 
lizm ie azo tow ym  u ludzi zdrow ych  po  p o d an iu  dożylnym  enzym atycznego  h y d ro liza tu  
b ia łk a  k rw i byd lęce j. R eferow ane  p rzez  n ią  b ad an ia  są da lszym  ciągiem  p racy  roz
poczętej w  1950 r. nad  m etabo lizm em  azo tow ym  u ludzi po  p odan iu  dożylnym  h y d ro 
liza tu  b ia łka  k rw i byd lęce j. P race  p row adzone  by ły  p rzez  d r. K ry sty n ę  B e ł ż e c k ą  
i d r K o n stan c ję  R a c z y ń s k ą  - B o j a n o w s k ą  z Z ak ładu  C hem ii F izjo log icznej 
AM w  W arszaw ie  p rzez  doc. d r  Je rzeg o  M a n i c k i e g o  z I I  K lin ik i C h iru rg icznej 
AM w  W arszaw ie  oraz p rzez  re fe re n tk ę  z K a ted ry  C hem ii O rgan icznej UW.

W  d y sk u s ji głos z a b ra ł p ro f. S t o l z m a n  zap y tu jąc  o sposób u zy sk iw an ia  h y 
d ro liza tów  oraz ich s te ry lizac ji.

W d ru g im  d n iu  o b rad  sp raw ozdan ie  złożył Z ak ład  C hem ii F izjo log icznej AM  
w  L ublin ie .

6. P rof. d r  J . O p i e ń s k a - B l a u t h  w ygłosiła  re fe ra t ogólny sy n te ty czn y  z p rac  
w y k o n y w an y ch  w  Z ak ładzie  C hem ii F izjo logicznej w  L ub lin ie .

a) d r  M. S z y m o n a  m ów iła  o  fo sfo ry lac ji glikozy p rzez  m e ta fo sfo ran y  u M y -  
cobacteria,

b) lek . I. M a d e c k a  - B o r k o w s k a  m ów iła  o zm ianach  biochem icznych  
pałeczfci ok rężn icy  pod w p ływ em  inh ib ito ra .

c) m gr. O. S a k ł a w s k a - S z y m o n o w a  m ów iła  o  tra n sa m in a c ja c h  am in o k w a
sów  zasadow ych.

d) m g r E. G ą s i o r  re fe ro w a ł p rzy s to so w an ie  żyw ic jonow ym iennych  su lfo fe - 
nolow ych do odsalan ia  m a te r ia łu  b io logicznego w  ana liz ie  ch ro m ato g raficzn e j a m i
nokw asów .

e) prof. O p i e ń s k a  -  B l a u t h  p o d d a ła  k ry ty czn e j ocenie te s ty  b a rw n e  na 
am inokw asy  w  analiz ie  ch ro m ato g ra ficzn e j na po d staw ie  b a d a ń  w łasnych  1 m odyfi
kac je  w łasne  w  m etodyce ana lizy  ch rom atog raficzne j am inokw asów .

W d y sk u s ji głos zab ie ra li p ro f. H e l l e r ,  p ro f. F i l i p o w i c z ,  doc. S m  o- 
c z k i e w i c z o w a ,  p ro f. P a w e ł k i e w i c z ,  prof. R e i f e r .  O m ów iono sp ra 
w ę s łow n ic tw a  w  p racy  d r  Szym ony, zagadn ien ie  stosow nej tech n ik i ch ro m ato g ra ficz 
nej o raz  rozdzie len ia  na  żyw icy zw iązków  b io rących  u d z ia ł w  cyk lu  o rn itynow ym .

7. Doc. d r  E. B o r o w s k i  z In s ty tu tu t  M edycyny M orsk ie j i T ro p ika lne j 
w  G dańsku  om ów ił postępy  b ad ań  nad  an ty b io ty k iem  te ta in ą  w yk o n y w an y ch  w  P r a 
cow ni B iochem icznej tego  In s ty tu tu .

W  d y sk u s ji prof. O p i e ń s k a - B l a u t h  po ruszy ła  sp raw ę  o rgan izac ji k u rsu  
ch ro m ato g ra fii p lan o w an eg o  w  In s ty tu c ie  M edycyny M orsk iej i T ro p ik a ln e j w  G d ań 
sku  w  k ie ru n k u  u d o stęp n ien ia  go p raco w n ik o m  spoza G dańska . R ea lizac ja  p ro je k tu  
m ożliw a je s t dopiero  po pow rocie  doc., B o r o w s k i e g o  ze S tan ó w  Z jednoczonych .

8. P ro f. d r  J . P a w e ł k i e w i c z  z Z ak ład u  M ikrobio log ii R olnej W SR w  P o zn a 
n iu  w ygłosił sp raw ozdan ie  z p racy  o w y tw arzan iu  cy jan o k o b a lam in  p rzez  C oryne-  
bact. D iphteriae.
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9. M gr P ę d z i w i l k  w yg łosił w  im ien iu  p ro f. dr. J . J  a n i c k  i e g o k ie ro w n ik a  
Z ak ład u  T echnologii R olnej W SR sp raw ozdan ie  z p rac  w yko n y w an y ch  p rzez  Z ak ład  
na n a s tę p u ją c e  tem a ty :

a) w p ływ  k ie łk o w an ia  na w y stęp o w an ie  w itam in u  B 12 w  nasionach  ro ś lin  m o
ty lk o w y ch ,

b) w p ływ  su lfa tiazo lu  na  b io syn tezę  w itam in ó w  z g rupy  B 12 p rzez  P ropion ibact. 
shernan ii.

c) w p ływ  jonów  m eta li Co, Cu, M n na b io syn tezę  sy janokobałam in  p rzez  P ro
p ion ibact. sherm anii.

d) w p ływ  różnych  w arto śc i p H  podłoża n a  w ydajność  cy jan o k o b a lam in  przez 
P ropionibact. sherm anii.

10. D r J . M i c h e j d a  z Zakłaidu Zoologii O gólnej UAM  w  P oznan iu  zdał sp ra 
w o zd an ie  z n a s tęp u jący ch  tem ató w  w ykonyw anych  w  Z akładzie:

a) po la ro g ra ficzn a  m etoda b ad an ia  oddychan ia  zw ierzą t w odnych,
b) w p ływ  w arto śc i osm otycznych  na oddychan ie  żyw orodki,
c) fo s fo ry lac ja  tlenow a u ślim aka.

11. Doc. d r J . M e d u s k i  złożył sp raw ozdan ie  z p ra c  na  tem a t to k sy n y  a lfa , 
czyli fosfo lipazy  C pa łeczk i zgorzeli gazow ej. P ra c e  w ykonyw ano  w  P raco w n i P rz e 
m ian y  P o śred n ie j P aństw ow ego  Z ak ład u  H igieny w  W arszaw ie, o raz w  Z ak ładzie  
B iochem ii im . B acha w  M oskw ie, a także  w  Z akładzie  B iochem ii ANM  ZSR R  w  M o
skw ie. W  b a d an ia ch  w spó łdz ia ła li m gr J . Z b r o ż y n a ,  d r  A.  Z a k r z e w s k a ,  
mg r  D.  O l k o w s k a ,  mg r  B.  O r ł o w s k a  i O.  K l a h r .  W M oskw ie w spó ł
d z ia ła li k an d . n au k  W. D. U s p i e n s k a  j a  i kand . n au k  M. S. W o ł k o w  a.

a) B ad an ia  e lek tro fo re ty czn e  w  b loku  sk rob iow ym  nad  fosfo lipazą C,
b) O znaczan ie  c iężaru  cząsteczkow ego fosfo lipazy  C p rzy  pom ocy in ak ty w ac ji 

p ro m ien iam i gam m a.
c) O now ej m etodzie  oznaczania  ak tyw nośc i fosfo lipazy  C o p a rte j na  teśc ie  le -  

cy to -w ite linow ym .

12. Doc. d r L .  D i a ł o s z y ń s k i  z Z ak ład u  F izjo logii Z w ie rzą t W SR w  P o zn a
n iu  om ów ił p ra c e  mad w p ływ em  obciążen ia  n iek tó ry m i tru c izn am i na ak tyw ność  
su lfa tazy  a ry lo w ej n arządów  m yszy.

13. M gr E. S e m p i ń s k a  w  im ien iu  prof. d r A. D m o c h o w s k i e g o  z Z a 
k ład u  B iochem ii U Ł złożyła sp raw ozdan ie  z b ad ań :

a) nad  k w asam i n u k le inow ym i i nu k leo p ro te id am i łu sek  łuszczycy oraz
b) nad now ą m etodą oznaczania  p irym idyn .
c) m gr W a l t e r  z tego sam ego Z ak ład u  m ów iła  o b ad an iach  nad  k w asam i n u 

k le inow ym i trzu s tk i.

W czasie trw a n ia  sesji sp raw ozdaw czej p ro f. d r  W. N i e m  i e r  k  o p rzed s taw ił 
zeb ranym  sp raw ę  o rgan izac ji Polsk iego  T o w arzy stw a  B iochem icznego. N a zeb ran iu  
członków  założycieli T ow arzystw a  w y b ran o  zarząd  w  sk ładzie: p ro f. d r  W  .N i e -  
m  i e r  k  o — p rzew odn iczący , p ro f. d r  I. R  e i f e r  — z-ca przew odniczącego , p ro f. 
d r T. K  o r  z y b  s k i, prof. d r  B. F i l i p o w i c z  o raz  prof. d r Z. S t o l z m a n  — 
członkow ie Z arząd u . Z adan iem  now ego Z arząd u  je s t re je s tr a c ja  T o w arzy stw a , w e r
bow an ie  członków  i zw ołan ie  w alnego  zebran ia .
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Yll Krajowy Zjazd Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego

W paźd z ie rn ik u  b r. w  d n iach  od 16 do 19, odbył się  w  W arszaw ie w  sa lach  
P a łacu  K u ltu ry  i N auk i V II Z jazd  Polsk iego  T ow arzystw a Fizjologicznego.

Z godnie z trad y c ją  posiedzen ie  p len a rn e  w  o sta tn im  d n iu  zjazdu pośw ięcone 
było pam ięci jednego  z w ie lk ich  po lsk ich  fizjologów  — p ro fe so ra  A do lfa  B e c k a .  
P odstaw ow ą tem aty k ą  Z jazdu  b y ła  fiz jo log ia  u k ład u  nerw ow ego i fizjo logia w s trzą 
su. Te zagadn ien ia  om aw iano  w  re fe ra ta c h  p len a rn y ch  w  1-ym  i 3 -im  dn iu  Z jazdu , 
o raz  w  szeregu  k o m u n ik a tó w  w  sekcjach . Na d rug im  posiedzen iu  p len a rn y m  w y
głoszono re fe ra t na  te m a t an tym etabo litów .

Poza re fe ra ta m i p len a rn y m i, na Z jeździe w ygłoszono 245 kom unikatów , z cze
go 57 biochem icznych.

O bradow ano  w  k ilk u  sekcjach , k tó ry ch  tem a ty k ę  u łożono w edług  om aw ianych  
zagadn ień  z zakresu :

1) fizjo logii (uk ład  nerw ow y, oddychan ie  i traw ien ie , k rew  i u k ład  seroow o- 
naczyniow y, fizjologia zw ierzą t hodow lanych , h ipo term ia),

2) b iochem ii (enzym y, nuk leo tydy  i b iochem ia owadów),
3) farm akolog ii.

P rzedm io tem  licznych k om un ika tów  b y ła  m e todyka  biochem iczna, fa rm ak o lo 
g iczna i fizjologiczna.

Z arów no po re fe ra ta c h  p rogram ow ych , ja k  i po k o m u n ik a tach  w yw iązyw ała 
się d yskusja  — często bardzo  ożyw iona.

W  o sta tn im  d n iu  Z jazdu  odbyły  się dem onstrac je  zabiegów  dośw iadczalnych  
w  w arszaw sk ich  zak ładach  naukow ych, o raz  w yśw ietlane by ły  film y  naukow e.

W o b rad ach  w zięło udzia ł k ilk u  gości zagran icznych: P rof. A n o c h i n ,  
z ZSRR , k tó ry  w ygłosił r e f e ra t  o ro li i czynności u k ład u  siateczkow ego (fo rm atio  
re ticu la ris ) , p ro f. L a b o r i t ,  z F ran c ji, k tó ry  w ygłosił re f e ra t  o h ipo te rm ii i go
spodarce  jonow ej w  u s tro ju , o raz  prof. A n a t o l  z C zechosłow acji.

O brady  z zak resu  b iochem ii podsum ow ał p ro f. J . H e l l e r .  P o dk reś lił s ta ły  
rozw ój p ra c  b iochem icznych w  Polsce. P rzed  6-iom a la ty  na  z jeźd iie  w e W ro
cław iu  p rzew ażały  p ra c e  m etodyczne, p rzed  3-a la ty  w  K rakow ie  była już  pew na 
ilość p rac  p rob lem ow ych  b rak ło  jed n ak  bad ań  z dziedziny en zy m a ty k i i zastoso 
w an ia  izotopów. O becnie i ta  lu k a  została  zapełniona, w  szeregu  dziedzin  o b ser
w uje  sJę dalszy  p o s tęp  — tem a ty k a  je s t sk ry sta lizo w an a  a osiągnięcia  bardzo  in 
te resu jące .

O gólnego podsum ow an ia  ob rad  dokonał prof. F r .  C z u b a l s k i ,  zw raca jąc  
uw agę na  znaczny w zrost z a in te reso w an ia  fizjologią i ak ty w n y  udzia ł w  p racach  
Z jazdu  m łodych  naukow ców .

S treszczen ia  ko m u n ik a tó w  ze Z jazdu  w ydrukow ano  w  N r 3 — 3a tom u V III, 
A cta  Physio log ica Polon ica 1957. R efe ra ty  p len a rn e  i d y sk u s ja  po  nich  m a ją  być 
zam ieszczone w najb liższym  num erze  tego czasopism a.

Barbara K o za rzew ska -S a p er
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P O S T Ę P Y  B I O C H E M I I

F. M. B u r n e t  — E n zym e, A n tig en  and  V iru s . A S tu d y  of M acrom olecu la r P a tte rn  
in  A ction . C am bridge  U n iv e rs ity  P ress  1956, s tro n  194.

S ir  M acfa rlan e  B u rn e t je s t au to rem  dw óch w iększych  p ra c : „T he P ro d u c tio n  of 
A n tib o d ies” w yd ane j w  ro k u  1949 i „N a tu ra l H isto ry  of In fec tio u s D isease” z ro k u  1952. 
O becna p raca , podobnie do p op rzedn ich , odznacza się szerok im i h o ryzon tam i w  p rz e d 
s taw ien iu  m a te ria łu . Je j p o d ty tu ł ty lk o  do  pew nego  s topn ia  odzw ierc iad la  zak res 
p o ru szan y ch  problem ów . P e rsp ek ty w y , jak ie  d a je  książka , są znaczn ie  szersze.

W edług  słów  au to ra  w ypow iedzianych  w  p rzedm ow ie  do om aw iane j książk i p raca  
ta  m a  być ese jem  o b io logicznej syn tez ie  b ia łk a , m a  s tanow ić  tak że  ciąg dalszy  w zg lęd 
nie unow ocześn ioną  fo rm ę m onografii a u to ra  o p o w staw an iu  p rzec iw cia ł. N astępnym  
pow odem  do p rzyg o to w an ia  te j p racy  by ło  za in te reso w an ie  a u to ra  w  zagadn ien iach  
g en e ty k i w iru sa  g ru p y  i ro li k w asu  ry b o n u k le in o w eg o  w  ty m  prob lem ie . O sta tn im  
w reszcie  p u n k tem  za in te reso w an ia  au to ra  je s t k a rcynogeneza . W szystk ie  te  głów ne 
k ie ru n k i om aw iane  w  książce są pow iązane ze sobą w spó lną  m yślą  zm ierza jącą  do 
s tw orzen ia  ogólnej teo rii b io logicznej, k tó ra  by s tan o w iła  ana logon  do teo rii in fo rm ac ji 
zasto sow anej Bo w y tłom aczen ia  sposobów , jak im i p o słu g u ją  się kom órk i w  p rzek azy 
w a n iu  in fo rm ac ji p rzy  p o w ta rz a n iu  s t ru k tu r  b ia łkow ych  podczas n o w o tw o rzen ia  b ia ł
ka. Ta w spó lna  m yśl jednoczy  ze sobą cz te ry  g łów ne te m a ty  książk i. P ew n e  za s trze 
żen ie  m oże budzić  słow o „a n ty g e n ” u ży te  w  ty tu le . T ek st książk i su gerow ałby  racze j 
um ieszczen ie  słow a „p rzec iw cia ło ” zam ia s t „ an ty g e n ” , lub  ico n a jm n ie j obydw u 
słów  obok siebie.

K siążk a  sk łada  się z cz te rech  rozdziałów  g łów nych  i p ią teg o  stanow iącego  uw agi 
końcow e i ogólne. P ie rw szy  rozdzia ł om aw ia  p o w staw an ie  in d u k o w an y ch  enzym ów  
u d ro b n o u s tro jó w  na p rzy k ład z ie  p rzed e  w szy stk im  P -galak tozydazy  i pen icylinazy. 
A u to r om ów ił p rzy  ty m  szczegółowo ro lę  kw asów  nuk le inow ych  ze spec ja lnym  
u w zg lędn ien iem  zagadn ień  zw iązanych  z m ech an izm am i p rzen o szen ia  in fo rm ac ji 
z su b s ta n c ji in d u k u jące j na p o w sta jący  enzym . D rug i rozdział s tanow i now oczesny 
sposób p rzed s taw ien ia  m a te r ia łu  zaw arteg o  w  pop rzedn ie j p racy  au to ra  w ydane j 
w spóln ie  z F en n erem  p t. „T he p ro d u c tio n  of A n tib o d ies”. W rozdziale  ty m  au to r p rz e 
prow adza  d y sk u s ję  po jęc ia  „ se lf -m a rk e r” p rzy  tw o rzen iu  p rzeciw cia ł, zaczerp n ię 
tego z po p rzed n ie j p racy , a  k tó rego  po d staw ą je s t fak t, że te sam e system y kom órek 
w chodzą w  g rę  p rzy  u su w an iu  zuży tych  kom órek  — bez tw o rzen ia  przeciw cia ł — 
i obcego u s tro jo w i m a te ria łu  — z w y tw orzen iem  p rzeciw cia ł. W rozdziale tym  p rz e d 
staw iono  obszern ie  dane odnoszące się do now otw orzen ia  cząsteczek  b ia łk a  p rzec iw 
ciał. B ola k w asó w  nuk le inow ych  zosta ła  w  tym  rozdziale  rów nież  szeroko uw zg lęd 
niona. W  trzec im  rozdziale om ów iono głów nie ten  rodzaj b io syn tezy  b ia łka , k tó ry  
n a s tę p u je  p rzy  w zroście now otw oru . I tu ta j  także  zastosow ano podobne podejście do 
zagadn ien ia  u w zg lędn ia jąc  teo rię  „ se lf-m a rk e r”, a tak że  ro lę  kw asów  nukleinow ych. 
C zw arty  rozdział, o ro zm n ażan iu  się w iru sa , je s t w y n ik iem  obszernych  i m ających  
podstaw ow e znaczenie dośw iadczalnych  p ra c  au to ra . P ro b lem  ten  p rzedstaw iono  
znow u pod  podobnym  k ą tem  w idzen ia . O sta tn i w reszcie  rozdzia ł zaw iera  g łów ne f i

li P o s tę p y  B io c h e m ii [399]
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lozoficzno-biologiczne z a p a try w an ia  a u to ra  na o m aw iane  p ro b lem y . T reść tego ro z 
dz ia łu  znacznie w ybiega poza ram y  zakreś lone  ty tu łem . C zy te ln ik  znajdz ie  tam  ro z 
w ażan ia  nad  p o d staw am i p ra c y  b ad aw czo -n au k o w ej, n ad  ogólnym i te o riam i b io lo 
gicznym i i ich znaczeniem . Z dan iem  au to ra  do tak ich  ogólnych  tw ie rd zeń , k tó re  coraz 
siln ie j zo sta ją  w  biologii u g ru n to w an e , .należy zap a try w an ie , że inow otw orzenie b ia łk a  
n a s tęp u je  na cząsteczkach  k w asu  nukleinow ego. A u to r an a liz u je  do tychczas stosow ane 
w  bio logii sposoby podejśc ia  do  zagadn ień , m orfologiczny, fizyczny, i chem iczny . 
„B iochem icy obecnie ta k  siln ie  do m in u ją  w  biologii, że by łyby  n ie rozsądnym  n ied o 
cen ian ie  tych  osiągnięć uzyskanych  w  rozm aitych  dziedz inach  chem ii żyw ej su b s ta n 
cji. W yśw ietlen ie  p rocesów , w  k tó ry ch  zosta je  sp a lan a  g likoza, je s t a rcydz ie łem  ek sp e 
ry m e n tu  i logiki, pozostaw ia  ono nas je d n a k  w  g łębokiej n ieśw iadom ości co do s t ru k tu 
ra ln e j p o d staw y  i fu n k c jo n a ln e j k o o rd y n ac ji procesów , k tó re  zostały  w y k ry te ...” (str. 
162); poza fizycznym  i chem icznym  asp ek tem  tak że  i podejśc ie  m orfologiczne, zd a 
n iem  au to ra , je s t konieczne, a le  „w y d a je  się, że usiłow an ie  zasto sow an ia  podejśc ia  
m orfologicznego, fizycznego i chem icznego  d la z ro zu m ien ia  p rocesów  życiow ych  
osiągnęło  ju ż  s tad ium , w  k tó ry m  zyski zm n ie jsza ją  się w  sto su n k u  do w k ładanego  
w ysiłku . Z bliżam y się  do asym pto tyczne j b a rie ry  i b y ć  m oże n iebaw em  s tan ą  się 
konieczne p ew n e  m o d y fik ac je  horyzon tów  i sposobów  p o d e jśc ia  do teo re ty czn e j b io 
logii” (str. 163).

K siążka B u r  n e t a w y w ie ra  na czy te ln iku  duże w rażen ie , zap ład n ia  jego m yśli, 
o b e jm u je  bow iem  w ielk ie  ho ryzon ty  n a u k  b io logicznych, w  k tó ry ch  a u to r  często b ra ł 
osobisty , ek sp e ry m en ta ln y  udział. W ykład  je s t jasny , u k ła d  książk i p rze jrzy s ty . D ro b 
ne przeoczen ie  p rzy  w yk ładz ie  budow y kw asów  nu k le in o w y ch  (str. 22) gdzie podano, 
że zasady  w  R N A  są zw iązane z d rug im , a  w  D NA  z trz ec im  w ęglem  pentozy, zam iast 
w  obydw u p rzy p ad k ach , z p ie rw szy m  — nie zm ien ia ją  fa k tu , że u d o k um en tow an ie  
tez w ypow iedzianych  p rzez  a u to ra  je s t na w ysokim  poziom ie.

T. K o rzy b sk i
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K O M U N I K A T Y

Międzynarodowa Unia Biochemiczna (1UB)
B iu le tyn  N r. 2* L istopad  1957

1. N ow i członkow ie

W płynęło  podanie od B u łg a rii i zostało  p rzy ję te  p rzez pozostałe p ań stw a  n a le 
żące do IUB. W ten  sposób ca łkow ita  liczba p a ń s tw  członków  IU B  w ynosi 23.

P o n ad to  P e ru  i S zw ajca ria  zw róciły  się z p ro śb ą  o in fo rm ac je  w  sp raw ie  człon
k o w stw a .

2. M iędzynarodow e Sym posium  na tem at pochodzenia życia na ziem i, M oskwa 1957

W M oskw ie w  dn iach  od 19 do 24 s ie rp n ia  1957 odbyło się pod p ro te k to ra te m  IU B 
m iędzynarodow e sym posium  na tem a t „Pochodzenie życia na z iem i”, zw ołane przez  
A k ad em ię  N auk  ZSSR. Na sym posium  przyby ło  około 50 naukow ców , g łów nie b io 
chem ików  z poza Z w iązku  Radziieckiego o raz  n ieco  liczn ie jsza  g ru p a  rad z ieck ich  
uczonych. W ygłoszone re fe ra ty  dotyczyły 5 n a s tęp u jący ch  g łów nych  zagadnień :

a) Z aczą tk i p o w staw an ia  na  ziem i p ro s tych  zw iązków  organicznych ,
b) P rzek sz ta łcan ie  siię p ie rw o tn y ch  zw iązków  o rgan icznych  na ziem i.
c) Pochodzenie  b ia łek , n u k leop ro te idów  i enzym ów .
d) P ochodzen ie  s t ru k tu r  i p rzem ian .
e) E w o luc ja  p rzem ian .
A kadem ia  N auk  ZSSR w y d a ła  w  języku  ang ie lsk im  i ro sy jsk im  książkę  p t. „P o

chodzenie  życia na ziem i”, z aw ie ra jącą  sp raw o zd an ia  z 43 p ra c  p rzed s taw io n y ch  na 
Sym pozium . N a zakończenie m oskiew skiego  S ym pozium  delegaci p rze jech a li do L e 
n in g ra d u  na dw udn iow e zw iedzan ie  in s ty tu tó w  naukow ych  w  tym  m ieście.

3 .-M iędzynarodowe Sym posium  na tem at chem ii enzym ów, Tokio 1957

W Tokio i  K ioto  w  dn iach  od 15 do 23 p aźd z ie rn ik a  1957 r. odbyło  się pod p ro 
te k to re m  IU B m iędzynarodow e sym posium  na te m a t chem ii enzym ów , zo rgan izow a
ne p rzez  R adę N aukow ą Jap o n ii p rzy  w spó łudzia le  u n iw e rsy te tó w  w  Tokio i K ioto. 
Na Sym pozium  rep rezen to w an y ch  było 22 p ań s tw a ; p rzy b y ło  108 naukow ców  z za 
g ran icy  oraz ponad  800 badaczy  japońsk ich . G łów na tem a ty k a  p o ru szan a  na Symipo- 
zium  obejm ow ała  n as tęp u jące  zagadn ien ia :

a) M echanizm y enzym atycznego  p rzenoszen ia  g rup .
b) U k ład y  enzym atyczne przenoszące  w odór, tlen  i e lek trony .
c) S yn teza  b ia łek  i enzym ów .
d) E nzym y i przem ysł.

* B iu le ty n  n r  1 został podany  w  nu m erze  4/56 P ostępów  B iochem ii.

u* [401]
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R efe ra ty  p rzed s taw ian e  na ty m  Sym pozium  będą  w ydane w  tom ie „P roceed ings 
of th e  In te rn a tio n a l S ym posium  on E nzym e C h em is try ”.

4. IV M iędzynarodowy K ongres Biochem iczny

IV m iędzynarodow y k o n g res  b iochem iczny  odbędzie się w e W iedn iu  w  dn iach  
od 1 do 6 w rześn ia , 1958 r. pod  p rzew odn ic tw em  prof. C arla  F. Cori. S ek re ta rzem  
gen era ln y m  kong resu  je s t p ro f. O. H o f f m a n  - O s t e n h o f .  Z godnie z obecnym  
p a lnem  p ro g ram  n au k o w y  obejm ow ać będzie: a) dw a g łów ne w yk łady , k tó re  w y 
głosić m a ją  prof. E. C h a r g a f f  (Nowy Y ork) i prof. A. E. B r a u n s t e i n  (M oskwa)
b) dw anaście  pół-dniiow ych sym posii odbyw ających  się rów noleg le  w  ciągu 4 dni,
c) cz te ry  półdmiowe kolokw ia i d) k o m u n ik a ty  i pokazy, zo rgan izow ane w  17 sekcjach . 
P o n ad to  zo rgan izow ana będzie w y staw a  a p a ra tu ry  nau k o w ej, k siążek  b iochem icz
nych i p rod u k tó w , k taó ry ch  w y tw arzan ie  op iera  się na b ad an iach  b iochem icznych. 
P ro jek to w an e  są rów nież  im prezy  to w arzy sk ie  i w ycieczki do c iekaw ych  m iejsc  
w  okolicy.

5. K om isja enzym atyczna

P ro f . A. L. L e h h n i n g e r  zgodził się w ejść  w  sk ład  kom isji, p ow iększa jąc  tym  
sam ym  liczbę członków  zw yczajnych  do 10.

Z eb ran ie  kom isji odbyło  się w  P a ry żu  w  dniiu 22 i 23 lipca 1957 r . P rzew odn iczy ł 
p rezes kom isji d r  M. D i x o n ,  N a zeb ran iu  tym  postanow iono  zaprosić  jak o  członka 
k o respoden ta  językoznaw cę, k tó ry  pom agałby  w  zagadn ien iach  n o m en k la tu ry , a  szcze
gólnie w  zagadn ien iach  zw iązanych  z p rzy jęc iem  now o pow sta łych  nazw . Na p ro p o 
zycję d ra  G a l e ’a zgodził się zostać członkiem  ko resp o n d en tem  i p o d jąć  tę  p racę  H. S. 
D ła v i e s ,  F ellow  of St. Jo h n ’s College, C am bridge.

W  bieżącym  ro k u  przygo tow ano  p ro je k ty  szeregu  u chw ał i rozesłano  je m iędzy 
członków  kom isji. P ro je k ty  te  n as tęp n ie  om aw iano  na zeb ran iu  w  P aryżu , gdzie uzgod
niono znaczną ich część o raz pow ołano  podkom isje  dla ro zp a trzen ia  pozostałych.

W  godzinach popo łudn iow ych  23 lipca odbyło się łączne posiedzen ie  K om isji 
enzym atycznej IU B i K om isji n o m en k la tu ry  b iochem icznej IU PA C , na k tó ry m  om ó
w iono zagadn ien ia  o w spó lnym  zan n te reso w an iu .

6. K om itet koordynujący działalność M iędzynarodow ej U nii Biochem icznej 
IU B  oraz M iędzynarodow ej U nii Chemii T eoretycznej i S tosow anej IUPAC

W P ary żu  dn ia  24 lipca 1957 r. odbyło się 3-cie zeb ran ie  k o m ite tu  koordynu jącego  
działalność IU B i IU PA C , na  k tó ry m  zostało złożone sp raw o zd an ie  z p ra c  kom isji 
enzym atycznej o raz  om aw iano  sym posia, m ające  się odbyć w  la ta ch  1958 i 59.

D r J. M u rray  L u c k  pow iadom ił K om itet, że D eu tsche  C hem ische G esellschaft 
zw róciło  się z zap roszen iem  i p ropozycją , aby  M iędzynarodow y K on g res w  r. 1959 
odbył się w  M unich, su g e ru jąc  jednocześn ie , aby  tem a ty k a  p o ru szan a  na K ongresie  
obejm ow ała : a) chem ię n ieo rgan iczną  i b) b iochem ię. Ze w zględu  na  to, że o rgan izo
w an ie  m iędzynarodow ych  kongresów  b iochem icznych należy  do IUB, K o m ite t koo rdy 
n u jący  uznał, że tem a ty k a  b iochem iczna na kongresie  w  M unich  p o w in n a  ograniczyć 
się do 3 lub  4 sym posii po ru sza jący ch  zagadn ien ia  szczególnie in te re su ją c e  d la  ch e 
m ików . N a zakończenie  postanow iono , że K om ite t ko o rd y n u jący  poleci R adom  obu 
U nii, by  p rzy  zaw iad am ian iu  o p rzyszłych  kongresach  lub  sym pasiach  do łączały  do 
p ro g ram ó w  d ru k o w an e  ośw iadczenie, że tem a ty k a  zeb rań  zosta ła  za u sta lo n a  p rzy  
w spó łudzia le  K om ite tu  koo rdynu jącego  IU B  i IU PAC.
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7. U roczystości zw iązane z 100 letn ią rocznicą pow stania Société Chimique de France

P re z y d e n t IUB został zaproszony  jak o  p rzed s taw ic ie l U n ii na  u roczystości zw ią
zane  ze 100-letnią roczn icą p o w stan ia  Société C h im ique de F ran ce . P on iew aż p rezy 
d en t sam  nie m ógł p rzybyć zas tąp ił go g łów ny sek re ta rz , k tó ry  w ygłosił p rzem ów ien ie  
jak o  p rzed s taw ic ie l U nii.

8. 8 -  plenarne posiedzenie M iędzynarodow ej Rady U nii Naukowych ICSU

P ro f. E. H. S t o t  z zgodził się rep rezen to w ać  U nię na 8 -ym  p len a rn y m  posiedze
n iu  ICSU , k tó re  m a odbyć się w  W aszyngtonie  w  r. 1958.

9. K om itet ICSU do spraw  zw iązanych z abstraktam i biologicznym i

W  czerw cu  1956 r. w  B ag n eres de B igorre  B iu ro  w ykonaw cze IC SU  postanow iło  
pow ołać k om ite t do sp raw  zw iązanych  z a b s tra k ta m i b io logicznym i i zw róciło się do 
IU B  o zam ianow an ie  sw ego p rzedstaw ic ie la . P ro f. H. C. K. W e s t e n b r i n k  (H o
land ia) zgodził się pełn ić tę  funkc ję .

10. K onferencja N aukow o-Inform acyjna

W  zw iązku  z zap roszen iem  na  ko n fe ren c ję  n au k o w o -in fo rm acy jn ą  k tó ra  m a od
być się w  USA  w  r. 1957 g łów ny se k re ta rz  U nii rozes ła ł do członków  zaw iadom ien ia  
z po d an iem  dok ładnych  in form acja dotyczących  k o n feren c ji.

11. P lany dotyczące przyszłych sym posii

a) W r. 1958 p ro jek to w an e  je s t sym posium  na  te m a t enzym ów  hem atynow ych  
w C an b e rra , A u stra lia .

b) P ro jek to w an e  je s t w espół z M iędzynarodow ą U nią N au k  F izjo logicznych IU PS 
łączne  sym posium  n a  te m a t oddychan ia  w  1958 r . p raw dopodobn ie  w  Rzym ie.

c) W  zw iązku  z zap roszen iem  na sym posium  na te m a t m echan izm u d y sk ry m in a 
cji ch ro m aty n o w ej u  zw ie rzą t i człow ieka o rgan izow anym  przez  IU B S w  lipcu  1958 r.

U n ia  B iochem iczna podać  m a nazw iska  2 lub  3 b iochem ików  p racu jący ch  w  te j 
dziedzin ie, k tó rzy  m ogliby  wziiąść u d z ia ł w  ty m  sym posium .

12. R eprezentowanie I I B  w  K om itecie Sekcji Chemii B iologicznej IUPAC

W zw iązku  z zakończen iem  okresu  u rzęd o w an ia  prof. F  1 o r  k  i n  a  jako  członka 
K o m ite tu  S ekcji C hem ii B iologicznej IU PA C  n a  stanow isko  te pow ołano prof. R. H. S 
T h o m p s o n  a*.

13. F inanse

W r. 1957 IUB po raź  p ierw szy  o trzy m ała  finansow ą pom oc od ICSU. W yrażała  
się ona sum ą 550 dolarów , k tó rą  p rzeznaczono  na zorgan izow an ie  p ierw szego  z e b ra 
nia K om isji enzym atycznej, sym posium  m oskiew skiego  i sym posium  japońskiego. 
Na cele te  przeznaczono  łączn ie  sum ę 6300 do la rów  i b ra k u ją c e  800 do larów  dołożono 
z fu n d u szu  op ła t członkow skich. Na początku  1957 r. saldo w ynosiło  2000 do larów
i w  c iągu  ro k u  w płynęło  2700 do la rów  z o p ła t członkow skich . W y d atk i w licza jąc  w yżej 
w spom niane  800 do larów  w ynosiły  2300 do larów , ta k  że pod koniec ro k u  saldo w  p rz y 
b liżen iu  w ynosić  będzie 2400 dolarów . P rzychody  i rozchody  za ok res od o sta tn ie j 
R ady i posiedzenia  p lenarnego  zostaną  dok ładn ie  p rzed s taw io n e  R adzie podczas K on
g resu  w  W iedniu .

http://rcin.org.pl



404 K O M U N IK A T Y

14. P u b lik ac je

a) O rig in  of L ife  in  E a r th  — sp raw ozdan ie  z m iędzynarodow ego  sym pozium  
w  M oskw ie w  sie rp n iu  1957 r. zostało  w ydane p rzez  w y d aw n ic tw o  A k ad em ii N auk 
ZSSR  (w języ k u  ang ie lsk im  i rosy jsk im ).

b) D evelopm ent of In te rn a tio n a l O rgan iza tion  of B iochem istry  E. H. S t o t z .  
F ed era tio n  P roceed ings (1956) 15, 807.

IV Międzynarodowy K ongres Biochemików
R ed ak c ja  o trzy m ała  od G enera lnego  S e k re ta r ia tu  K ongresu  n a s tę p u ją c y  K om u

n ik a t z p ro śb ą  o um ieszczen ie  w  „P o stęp ach ” : „IV  M iędzynarodow y K ongres Bio
chem ii pod eg idą  M iędzynarodow ej U nii B iochem icznej odbędzie się w  czasie od
1 do 6 w rześn ia  1958 w  W iedniu . W szelkie zap y ta n ia  odnośnie u d z ia łu  i zgłoszenia 
K om un ikatów  proszę k ie row ać  do  G enera lnego  S e k re ta r ia tu , W ien IX  W äh rin g erstr. 
42, Ö ste rre ich ”.

P o d a jąc  pow yższe do w iadom ości in fo rm u jem y , że K o m ite t B iochem iczny  PAN 
2a jm u je  się o rg an izac ją  zb iorow ego udzia łu  b iochem ików  polsk ieh  w  IV  K ongresie. 
M. in. K om ite t s ta ra  się o fundusze  na ten  cel za p o śred n ic tw em  Z arząd u  U nii M iędzy
narodow ej. K om ite t ro zes ła ł ju ż  p ierw sze  k o m u n ik a ty  o Z jeździe i fo rm u la rze  zgło
szeń do poszczególnych ośrodków . O soby za in te reso w an e , do k tó ry ch  zaproszen ia  nie 
doszły, m ogą się zgłaszać o nie do K om ite tu  B iochem icznego PA N . Z głoszenia i tek s ty  
re fe ra tó w  K o m ite t p ro s i rów n ież  k ie row ać  na jego  ręce  .

Rok Darwinowski w Polsce
W ydział N au k  B iologicznych PA N  po d ją ł n a  p le n a rn y m  posiedzen iu  uchw ałę  

w  sp raw ie  obchodu  ro k u  D arw inow sk iego . T ekst uch w ały  p o da jem y  naszym  czy te ln i
kom  w  pe łn y m  tekście .

„W ydział N au k  B iologicznych PA N  po w y słu ch an iu  i p rzed y sk u to w an iu  re fe ra tu  
p rzew odniczącego  K om isji E w olucjon izm u PA N  p ro f . d ra  K. P e tru s e w icza o p ro je k 
cie obchodu  ro k u  D arw inow sk iego  p o d e jm u je  n a s tę p u ją c ą  u chw ałę :

I. W ydzia ł N au k  B iologicznych p ow ierza  K om isji E w olucjon izm u PA N , jak o  ro 
boczem u K om ite tow i o rg an izacy jnem u , p rzy g o to w an ie  p ro g ram u  obchodu  ro k u  D a r
w inow skiego  (1959), zorgan izow an ie  poszczególnych im prez  z w iązanych  z obchodem , 
oraz zobow iązu je  K om isję  E w olucjon izm u PA N  do p rzed s taw ien ia  w  te rm in ie  do 31 
g ru d n ia  1957 r.:

1) szczegółow ego p ro g ram u  obchodu z uw zg lędn ien iem  m etod  p ro p ag an d y  ju b i
leuszu  w śród  n a jszerszych  k ręgów  biologów  i p rzed s taw ic ie li in n y ch  specjalności, 
k tó re  by  n ad a ły  u roczystościom  darw in o w sk im  sk a lę  k ra jo w ą ,

2) w n iosków  dotyczących  sk ład u  i zak resu  d z ia łan ia  K o m ite tu  O bchodu R oku  
D arw inow sk iego  p rzy  P rezy d iu m  PA N , k tó ry  obejm ie  p ro te k to ra t n ad  u roczysto 
ściam i jub ileu szow ym i.

II. W ydzia ł I I  a k c e p tu je  n a s tęp u jący  ram ow y p ro g ra m  obchodu  ro k u  D arw in o w 
skiego:

1. Jub ileu szo w e w y d an ie  „D zieł w y b ran y ch  D a rw in a ”.
W ykonan ie  tego zadan ia  p o w ierza  się K oleg ium  R ed ak cy jn em u  B ib lio tek i K la 

syków  Biologii p rz y  K om isji E w o lucjon izm u  PA N  pod p rzew o d n ic tw em  prof. d ra  
T. W olskiego, k tó re  zapoczątkow ało  ju ż  w  r. 1956 op racow an ie  polskiego w y d an ia  
„D zieł w y b ra n y c h ”.
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W ydział a k cep tu je  w y d an ie  w  serii jub ileu szow ej n as tęp u jący ch  dzieł: A u to b io 
gra fia , O p o w sta n iu  g a tu n kó w , O pochodzen iu  człow ieka , Dobór p łc iow y , W yra z  
uczuć  u  człow ieka  i zw ierzą t, Z m ien n o ść  roślin  i zw ierzą t w  stan ie  k u ltu ry , Podróż n a -  
tu ra lis ty , Spraw ozdan ie  z p rzeb ieg u  posiedzen ia  L in n ea n  Soc ie ty  w  1858 r., O k r z y żo 
w a n iu  i za py lan iu  u  ro ś lin ; o raz  p rosi o po in fo rm ow anie  W ydzia łu  o osta tecznym  
p ro jek c ie  D zieł w yb ra n ych  ja k  rów n ież  o in fo rm ac ję  b ieżącą o postęp ie  p rac  w  tej 
dziedzinie.

2. O głoszenie k o n k u rsu  na p ra c e  dotyczące rozw o ju  m yśli ew o lu cy jn e j w  Polsce 
(1957 — jesień) o raz  zo rgan izow an ie  w  je s ien i 1959 r . sesji PA N  na te m a t rozw o ju  
idei ew olucji w  Polsce. Z ak res  i w a ru n k i k o n k u rsu  p o w in ien  opracow ać pow ołany 
przez K om isję  E w olucjon izm u PA N  zespół w  sk ładzie : p ro f. prof. B rzęk , K onopka, 
M akarew icz , M akow er, P e tru sew icz , R aabe, S k a rży ń sk i i Suchodolski. Będzie on 
rów nież czuw ał nad  p rzeb ieg iem  p rac  k o n k u rso w y ch  i zo rgan izu je  sesję  p ro b lem o 
w ą PA N  w  1959 r., na  k tó re j op rócz typow anego  p ro g ra m u  jub ileuszow ego  będą r e 
fe ro w an e  o sta teczne  w yn ik i k o n k u rsu  lub  jego p rzeb ieg . P ro g ram  k o n k u rsu  w in ien  
być p rzed staw io n y  W ydzia łow i do dn. 1.1.1958 r.

3. O głoszenie k o n k u rsu  na  p race  b adaw cze  (eksp e ry m en ta ln e  lub  terenow e) 
w  zak res ie  ew olucja o rgan icznej i  zo rgan izow an ie  w  1959 r . sesji p rob lem ow ej PA N  
pośw ięconej tym  zagadnieniom *).

Na sesji oprócz re fe ra tó w  ogólnych b ęd ą  re fe ro w an e  p ra c e  uczestn ików  konkursu . 
W ydział ak cep tu je  o p racow ane  p rzez  pow ołany  ju ż  p rzez  K om isję  E w olucjon izm u 
Zespół w  sk ładzie: p ro f. prof. G ajew sk i, K au fm an , K ozłow ski, K un ick i-G o ld fin g e r, 
M ichajłow , P e tru sew icz , R aabe, S te fań sk i, S zafer, Szaferow a, W olski zak res p ro 
b lem atykę  .i w a ru n k i k o n k u rsu  (załącznik), o raz  pow ierza  w ym ien ionem u  zespołow i 
czuw anie nad  p rzeb ieg iem  p ra c  k o n k u rso w y ch  i zorgan izow an ie  ses ji p rob lem ow ej 
PA N  w  1959 r. Z obow iązuje  się Z espół k o n k u rsu  do o p racow an ia  szczegółow ego re g u 
lam in u  i p rzed s taw ien ie  go W ydzia łow i do 1.III.1958 r.

4. W ydanie szeregu  b ro szu r, k siążek  p o p u la rn y ch  n a  różnych  poziom ach  nau k o 
w ych , odczytów  itp ., ta k  by szeroko  spopu laryzow ać w śród  spo łeczeństw a polskiego 
postać K. D arw in a  i jego ro lę  w  nauce.

Z obow iązu je  się K om isję  E w olucjon izm u PA N  do op racow an ia  i p rzed s taw ien ia  
W ydziałow i zam ierzeń  w  tym  zak res ie  o raz  p ro je k tu  u dz ia łu  członków  PA N  w  tym  
obchodzie.

5. U dzia ł w  u roczystośc iach  jub ileu szow ych  o rg an izo w an y ch  w  innych  k ra ja c h , 
a g łów nie w  A nglii. N aw iązan ie  ju ż  w  r. 1957 k o n ta k tu  z L in n ean  Society, B ritish  
M useum , B ritish  A ssociation  i innym i o rg an izac jam i i in s ty tu c ja m i za in te re so w an y 
m i obchodem .

6. P ro p ag an d a  ro k u  D arw inow sk iego  p o p rzez  W y d aw n ic tw a  PA N  tak , by  w łą 
czyć się do jego obchodu  uczeln ie  w yższe, tow arzy s tw a , p lacó w k i n au k ow o-badaw cze  
itp.

Konkurs na pracę badawczą z ewolucji organicznej
K om isja  E w o lucjon izm u  PA N , za zgodą W ydzia łu  N au k  B iologicznych PA N , og ła

sza k o n k u rs  na p ra c ę  badaw czą  z zak re su  ew o luc ji św ia ta  organicznego.
Do k o n k u rsu  zg łaszane  być m ogą p race  badaw cze  o p arte  o jak ąk o lw iek  d yscy 

p linę  b io log iczną i p row adzone  w łaśc iw y m i je j m etodam i, w  sposób św iadom y i u d o 
k u m en to w an y , w y ja śn ia jące  lub  w  is to tn y m  s topn iu  p rzy czy n ia jące  się do w y ja śn ie 
nia p rocesów  ew o lu c ji św ia ta  organ icznego .

*) T ek st k o n k u rsu  p o d a jem y  poniżej.
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Z ak res p ro b lem a ty k i p ra c  ko n k u rso w y ch  o b e jm u je  w ięc b a d a n ia  nad  jed n o s tk am i 
po d leg a jący m i ew olucji, o raz p ro cesem  (przebieg , p ra w a  i p raw id łow ości), c zy n n ik a 
mi (przyczynam i) sp ec jac ji i filogenezy.

K o n k u rs  będzie  ro zs trzy g an y  trz y  ra z y  w  la ta c h  1959, 1960 i 1961. P race  odpo
w iad a jące  w a ru n k o m  k o n k u rs u  będą  re fe ro w an e  i d y sk u to w an e  na  S esji P ro b le 
m ow ej W ydzia łu  II, po czym  J u ry  K o n k u rsu  odbędzie posiedzen ie  ro zs trzy g a jące  
w ynik i.

P rzed m io tem  o sta teczn e j oceny  J u ry  w  każdym  z trzech  te rm in ó w  m ogą być  ty l
ko p ra c e  zakończone, w y d ru k o w a n e  lu b  op raco w an e  do d ru k u .

T erm in  zg łaszan ia  p rac  na  p ie rw sze  (tzn. w  1959 r.) posiedzen ie  J u r y  up ływ a 
w  zasadzie  z d n iem  1.VII.1958 r. Do k o n k u rsu  m ogą być zg łaszane  p ra c e  p o d ję te  spe
c ja ln ie  na  k o n k u rs , lu b  rozpoczę te  p rzed  ogłoszeniem  k o n k u rsu , o ile  odpow iada ją  
w aru n k o m  k o n k u rsu  (do u d z ia łu  w  k o n k u rs ie  m ogą być  zg łaszane p ra c e  w y d ru k o 
w ane po ogłoszen iu  k o n ku rsu ).

W k ażd y m  z trzech  te rm in ó w  ro zs trzy g an ia  k o n k u rsu  p rzew id u je  się:

je d n ą  p ie rw szą  nag ro d ę  w  w ysokości 
dw ie  d rug ie  n ag ro d y  po  

oraz  p ew n ą  ilość w y ró żn ień  za w a lo ry  m etodyczne.

10 000 zł. 
5 000 zł.

R egu lam in  k o n k u rsu  będzie  o p racow any  i  ogłoszony do 1.I I I .1958 r.
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IN FO R M A C JE  I W SK A ZÓ W K I D LA  A UTORÓW

1. P ostępy  B iochem ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szystk ich  dziedzin  b io 
chem ii nie d ru k o w an e  w  innych  czasopism ach. A rty k u ły  d ru k o w an e  w  „P ostępach  B io
chem ii” nie m ogą być bez zgody R edakc ji d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach.

2. P ra c e  należy  p rzesy łać  do re d a k c ji w  3 egzem plarzach . M aszynopis p o w in ien  być 
p isany  jed n o s tro n n ie  z podw ójną  in te rlin ią , z m arg in esem  o k o ło .4 cm po lew ej stro n ie
i około  1 cm  po p raw e j, oraz n u m erac ją  stron . W tekście  m aszynop isu  n ie  należy  robić 
żadnych  pod k reś leń  na m aszynie  a n i a tram en tem . P o  ty tu łach  nie należy  s taw iać  
k ropek .

3. P rzes łan e  do re d a k c ji m aszynopisy  pow inny  być w  postaci gotowe.j do d ru k u , 
ilość p o p raw ek  nie m oże p rzek raczać  p ięciu  na jedynej stron ie .

P race  n ie  odpow iada jące  w j^m aganiom  zostaną  p rzep isan e  na koszt au to ra , 
a odpow iedn ia  k w o ta  zostan ie  p o trącona  z h o n o ra riu m  au to rsk iego .

4. W szelkie r y s u n k i ,  w y k r e s y  i f o t o g r a f i e  należy  złożyć razem  z m a 
szynopisem  na oddzielnych k a rtk a c h , w  postac i n ad a ją ce j się do re p ro d u k c ji lub  p rz e 
rysow an ia . R ysunk i, w y k re sy  i fo to g ra fie  pow inny  być p onum erow ane , a  w  tek śc ie  m a 
szynopisu  należy  w skazać  na m arg in esie  m ie jsca  i rozm iary  poszczególnych klisz. U dołu 
ry su n k u , a p rzy  fo tog rafiach  na odw rocie należy  czy te ln ie  podać odpow iedn i nap is 
oraz ty tu ł p racy  i nazw isko  au to ra . O stateczne w ykonan ie  ry su n k ó w  je s t obow iązkiem  
red ak c ji. N ad m ie rn a  ilość ry su n k ó w  m oże być w y k o n an a  w yłączn ie  na koszt au to ra .

5. W z o r y  lub  części w zorów  i oznaczenia, k tó ry ch  n ie m ożna nap isać  na m aszynie, 
pow inny  być n ap isan e  ręczn ie  a tram en tem , b a rd zo  w yraźn ie .

6. T a b l i c e  p o w inny  m ieć nag łów ek  op isu jący  ich treść . Sens tab lic  pow in ien  
być zrozum iały  bez odnoszen ia  się do te k s tu  p racy .

7. C y tow aną l i t e r a t u r ę  należy  w yp isać  na  oddzielnej karc ie , w ym ien ia jąc  
pozycję  w  a lfab e ty czn e j ko lejności au to rów . W  w ykazie  podać ko le jno  liczbę p o rząd 
kow ą, nazw isko  au to ra , p ierw sze  lite ry  im ion, skrócony  ty tu ł czasopism a, tom  (rocz
nik), stro n ę  i ro k  w ydan ia . Np. 3. B ogorad L., G ran ick  S., J . Bioil. Chem . 202, 793, 1953. 
Jeże li cy tow any  a r ty k u ł m a k ilk u  au to rów , należy  w  w ykazie  l i te r a tu ry  podać  nazw i
ska i początkow e li te ry  w szystk ich  au to rów . D la cy tow anych  książek  (nie czasopism ) 
należy  podać tak że  ty tu ł książki, nazw isko  n ak ładcy , m iejsc  o raz ro k  w y d an ia  dzieła. 
Np. P rzy łęck i S. J., P od ręczn ik  C hem ii F izjo log icznej, L em ańsk i, Łódź, 1947. W ykaz 
używ anych  czasopism  p o d a ją  R oczniki C hem ii 26, 497, 1952. P ow o ływ an ie  się w  te k 
ście na  odnośną pozycję  cy tow anej l i te ra tu ry  n a s tę p u je  p rzez  w ym ien ien ie  n u m eru  
pozycji w ykazu  w  naw iasie . Np. (10).

8. A u to ra  obow iązu je  k o r e k t a  a u t o r s k a ,  k tó rą  należy  zw racać  re d a k c ji 
w  ciągu  3 dni. K o rek tę  należy  w ykonać ko lo row ym  ołów kiem  (nie czerw onym ). 
K oszty  spow odow ane zm ianą te k s tu  w  ko rek c ie  poza p o p raw k am i b łęd ó w  d ru 
k a rsk ich  ponosi au to r. A u to rzy  w y d ru k o w an y ch  a r ty k u łó w  o trzy m u ją  h o n o ra r iu m
i 25 bezp ła tn y ch  o d b i t e k  p racy . Ż ądan ie  w iększej ilości o db itek  należy  zgłosić p iś
m ienn ie  p rzy  zw rocie  k o rek ty  au to rsk ie j. K oszt ty ch  o d b ite k  ponosi a u to r .

9. R ed ak c ja  n ie p rzep ro w ad za  jak ich k o lw iek  zm ian  w  p ra c y  bez  zgody au to ra . 
D la dokonan ia  zm ian  u w ażan y ch  p rzez  re d ak c ję  za celow e dw a egzem p la rze  p racy  
odsyła się a u to ro w i, trzec i pozosta je  w  a k ta c h  red ak c ji.
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Cena zł 40.-

C ena w  p ren u m erac ie : pó łroczna  zł 40.— ; rocznie  zł 80.—

P re n u m e ra tę  p rzy jm u ją : 1) P ań stw o w e W ydaw nictw o  N aukow e, 
W arszaw a, ul. M iodow a 10. K onto  PK O  N r 1 — 6 — 100.214, 2) C en tra la  
K o lpo rtażu  „R uch”, W arszaw a, S reb rn a  12. K onto  PK O  16—100.020, 3) 
oddziały  „R u ch u ” w  W arszaw ie, w  m ias tach  w ojew ódzkich  i po w ia to 
w ych, 4) u rzędy  pocztow e i listonoisze.

P o jedyncze  egzem plarze do nabycia  w  k s ięg a rn iach  naukow ych  oraz 
we W zorcow ni PW N  (W arszaw a. M iodow a 10).
P re n u m e ra ta  ze zlecen iem  w ysy łk i za g ran icę  — rocznie  zł. 112.— 
Z am ów ien ia  dla zag ran icy  p rz y jm u je  P rzed sięb io rstw o  K o lp o rtażu  W y
d aw n ic tw  Z ag ran icznych  „R u ch ”, W arszaw a, ul. W ilcza 46, K onto  PK O  
n r  1—6— 100.024.

In fo rm ac ji w  sp raw ie  sp rzedaży  egzem plarzy  z poprzedn ich  okresów  
u dziela  P ań stw o w e  W ydaw nictw o  N aukow e, D ział C zasopism , W arsza
w a ul. M iodow a 10. \
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