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TOM IV 1958 ZESZYT 2

J. SUPNIEWSK1 i H. SUPN1EWSKA

Gibereliny

Fusarium moniliforme

Niektére grzyby pasozytujgce na roslinach tworza zwigzki o cha-
rakterze trucizn ii ainitymetaiboililtéw dlla komérek i tkanek roslinnych.
Zwiagzki ite uszkadzajg komdrki roslinne, powodujg ich nieprawidtowy
wzrost i rozwdj, badz nawet je zabijajg. Wspomniane zwigzki sg wy-
twarzane na przyktad przez niektére gatunki w rodzajju Fusarium (sier-
pik), pospolite pasozyty roslinne.

Sierpiki (Fusarium. Link. Fungi imperfecti. Phragmosporae.) opisano
juz w roku 1809, p6zniej wykazano, ze ,s3 to uwstecznione grzyby wor-
kowe (Ascomycetes). Rozmnazajg sie one wdwojaki sposob, piciowo
i bezpiciowo. Posta¢ bezpiciowa Fusarium tworzy mikrokonidia (Micro-
conidia) osadzone ipod postacig tancuszkoéw ilub gtéwek na koncach
grzybni (zwykle mate owalnego ksztattu) oraz sierpowate duze makro-
konidia (Macroconidia) réwniez wyrastajagce na koncach grzybni. Grzyby
te tworza przetrwal/ndki odporne ma dziatanie czynnikéw zewnetrznych
otoczone grubymi blonami komodérkowymi pozwalajgce przetrwaé przez
niekorzystne okresy podczas zimy, suszy itd. Fusairiia tworzg chlamido-
spory (Chlamidosporae) w $rodku lub na konicach grzybni, a nawet we
wnetrzu makrokonidtii, tworzg tez kuliste 'lub jajowate zbite skupienia
grubosciennej grzybni zwane sklerocjami (Selerocium).

Formg piciowag sierpikdw sa giberele (Gibberella) — otaczanie (Peri-
thecia) wytwarzane przez niektore fusaria, najczesciej na roslinach. Sa
to zwykle okragte lub butelkowate twory o ciemnym zabarwieniu, wy-
rastajace z grzybni strzepiastej. Sktadajg isie one z zewnetrznej pokrywy
zbitej grzybni, wewnatrz ktorej znajduje sie przestrzen, w ktérg wrasta-
ja maczugowate komoérki grzybni zwane workami (Asci), ktoére sg wy-
petnione owalnymi zarodkami — askosporami (Ascosporae) lub ptone.
Worki dojrzate pekajg u goéry i uwalniaja askospory, ktére przez goérny
otwér peritecium wydostaja sie na zewnatrz.

[163]
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Przenosnikami askospor i konidiéw na zdrowe rosliny moze by¢ wiatr,
owady i zwierzeta. Niekiedy ro$liny sa zakazane przez chlamidospory
i sklerocia znajdujace sie w glebie. Fuzaria czesto zakazajg ziarna roslin,
z ktérych wyrastajg zakazone rosliny. Po wykietkowaniu zarodnikéw
w roslinie rozwija sie grzybnia, ktéra wnika do wnetrza komorek, roz-
wija sie w przestrzeniach miedzykomérkowych i wrasta do wnetrza
naczyn, czopujac je, a tym samym uniemozliwiajgc doprowadzanie ma-
teriatldw odzywczych, powodujgc zamieranie rosliny.

Czestym pasozytem wielu roslin, w pierwszym rzedzie jednoliscien-
nych strefy podzwrotnikowej jest Fusarium moniliforme, Sheld z grupy
Liseola, tworzac na roslinach fioletowe perithecia, zwane Gibberella
Fujikuroi (Saw.) Wr.

Fusarium moniliforme rozwija sie w roslinach przy cieptocie gleby
okoto 35° tak, ze prawie nie spotykamy go poza krajami cieptymi.
Grzyb ten dobrze rosnie na jpozywkach statych i ptynnych. Do wyosob-
nienia go i identyfikacji stuzy agar z wyciagiem z ziemniakéw i goto-
wany ryz, na ktérym tworzy obficie konidia i fioletowy barwnik. Paso-
zyt ten najlepiej ros$nie w temperaturze 26°, wzrost jest hamowany
w temperaturach nizej 2—8° i wyzej 35—40°.

Tworzy on gesta, poplatana, gatezista grzybnie, zwykle ztozong z dtu-
gich, wielkomoérkowych strzepkéw, najpierw bezbarwnych, potem two-

Perithecium

Rys. (L Gibberella Fujikuroi

rzacych barwik, ktéry powoduje rézowienie, czerwienienie lub fioleto-
wienie grzybni. W strzepkach grzybni znajduje sie duzo kropelek
thuszczu. Na grzybni powietrznej wyrastajg tancuszki matych, owalnych,
jednokomérkowych mikrokonidiii, a rzadko szydtowaite i sierpowate duze
makrokonidia, ktére zwykle majg itrzy przegrodki.
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Makrokonidia (wyrastajg zwykle z koncow grzybni powietrzniej lub
z jej iSkupien zwanych pionatami (Pionnata), pseudopionatami (Pseudo-
pionnata) i gporodochiami (Sporodochia). Oprécz tego z grzybni tworza
sie chlamidospory i sklerocja, a niekiedy tez okragtawe, butelkowate,

Rys. 2. Gibberella Fujikuroi pow. 800 X, grzybnia
z chlamydosporami

ciemno-niebieskie perytecja (GibberelLae) zawierajagce worki (Asci) z 6—8
wydtuzonymi eliptycznymi, bezbarwnymi askogporamii (Ascosporae) po-
siadajacymi po jednej przegrodce.

Rys. 3. Gibberella Fujikuroi pow. 800 X, grzybniaiimikro-
konidia

Fusarium moniliforme wystepuje w paru odmianach o réznej barwie
grzybni: biatej, blado-r6zowej, szairo-liliowej lub fioletowej.

Fusarium moniliforme subspecies majus wyréznia jsie wiekszymi ma-
krokonidiiami, ktore posiadaja po pie¢ przegréodek. Fusarium moniliforme
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varietas laeticolor ma szersze makrokonidia. Fusarium neoceras varietas
subglutinans Wr. Rg. zwane tez Fusarium moniliforme varietas subglu-
tinans tworzy mikrokonidia zebrane w gtowki, a nie w tancuszki oraz
duze stabo zgiete lub proste makrokotnliidlia, tworzy omo peritecia Gibbe-
rella Fujikuroi var. subglutinans Saw. Wr. Podobne cechy wykazuje
Fusarium neoceras Wr. Rg.

Hore w roku 1898 opisat chorobe ryzu zwang w Japonii ,bakaniae”
wywotywang przez pasozyt Gibberella Fujikuroi (27, 28). Grzyb ten
charakterystycznie zmienia wzrost mtodych isierwek ryzu. Rosliny silnie
wydtuzajg sie, tworzac cienkie, wiotkie todygi i dtugie, zoétto-zielono
(Chlorosis) 'liscie. Mtode rosiliny czesto szybko ging. Niekiedy powstajg
z nich rosliny dojrzate nie tworzace ktoséw, lub Zle sie ktoszgce. Grzyb ten
ma duze znaczenie ekonomiczne dla krajow produkujgcych ryz, jest bo-
wiem przyczynag znacznego obnizenia plonow.

Gibberella Fujikoroi wywotuje tez schorzenie kukurydzy, suche gnicie
jej kolib, uszkodzenia ziaren, pekanie ich i rozpadanie w maczysta miase.
Po wykietkowaniu z zakazonych ziaren kukurydzy, nawet pozornie nie-
uszkodzonych, wyrastajg stalbe roslinki szybko gingce. Zwykle ziarna te
zle kietkuja lub nie kietkuja w ogole. Choroba trzciny cukrowej zwana
na Jawie ,pokka beng“ wywotana jest réwniez przez Gibberella Fujikuroi.
Mtode siewki zakazonych roslin sg zahamowane w rozwoju, cierpiga na
chiloroze, na lisciach ich tworzg siie ciemno fioletowe plamy grzybni, liscie
sg rozszczepione u podstawy, wierzchotki wzrostu czesto gnija.

Grzyb ten powoduje tez brunatnienie i iscihniecie kloséw sorgum
(Sorghum vulgare Pers), prosa, rzadziej zyta, jeczmienia, owlsta, wtosnicy
(Setaria), schorzenie torelbek owocowych ibawetny, schorzenia cebulek
czosnku, korzeni burakéw fig, Celosia cristata, Senseveria zeylanica
(6,59,63), rosnie jako saprofit na wielu zerwanych owocach i jarzynach.
Znaleziono go w dyniach, tykwach, cytrynach, pomidorach, racznikiu,
bananach, owocach kakao, figach, gruszach, niekiedy pasozytuje na owa-
dach (Nemaderis septemfasciata, Pyrausta nubilis).

Otrzymanie giberelin

Gibberella Fujikuroi dobrze rosnie na pozywkach ptynnych zawieraja-
cych olbok wody glikoze, sacharoze lulb iglicerol jako Zrédta wegla i wo-
doru, sole amonowe jako Zrédia azotu oraz potrzebne sole mineralne jak
fosforan potasowy i siarczan magnezowy obok $ladéw niezbednych (mikro-
elementéw znajdujacych sie w zwykiej wodzie.

Grzybnia rosnie na 'powierzchni pozywki jiako gesty dos¢ zbity kozuch,
zwolna obrastajac catg powierzchnie ptynu, najszybciej w temperaturach
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24— 26°. Grzybnia jeist poczatkowo biata, w imajscach. wygérowanych
zaczyna pozniej roézowiec, fioletowiec¢ lulb nieibiesizczy¢ sie.

W 1938 roku Hemmi i Seto, wykazali, ze Gibberella Fujikuroi
wydziela do pozywki ptynnej sktadniki powodujgce u siewek ryzu zmiany
analogiczne do zmian obserwowanych u ryzu chorego na ,bakanae” (bu-
janie wiotkiej todygi, bujanie lisci, chloroza, Y abuta 1938).

Prawie wytacznie ‘'tylko szczepy Gibberella Fujikoroi wyhodowane
z ryzu tworzg giibereliimy; szczepy wyhodowane z innydh roslin zwykle
nie tworza tych zwigzkow.

a &

Rys. 4. Hodowle Gibberella Fujikuroi
a) na agarze ziemniaczanym, b) w pozywce ptynnej

Ciata czynne biologicznie wytwarzane sg tyllko przez ten jeden gatunek
fuzarium, gatunki pokrewne nie tworzg ich, jak rowniez inne gatunki
grzybow pokrewne sierpikom (Curtis).

Yabut ai Hoy as hi w roku 1939 wyosolbnili z hodowli Gibberella
Fujikuroi krystaliczne ciato chemiczne nazwane gilbereling (Gibberellin)r
ktére w bardzo duzych rozcienczeniach wywotywato typowe objawy ,ba-
kanae“ u siewek ryzu. Yiabiuta i Sumiki (68, 76, 83) z wspotpra-
cownikami otrzymali z hodowli tych gibereline na wieksza Skale, z 180
litrow pozywki 2,67— 3,3 g (33,34).

Yabuta, Sumiki, Aso z wspoétpracownikami (75,78) gibereline tg
rozdzielili na dwa Kkrystaliczne zwigzki: gibereline A nierozpuszczalng
w ‘'benzenie i dziatajaca silniej biologicznie na siewki ryzu od rozpu-
szczalnej w goracym benzenie gibereliny B. Giberelina B, ktéra powstaje
z gibereliny A przez ogrzanie tej do 50— 70° z rozcienczonym kwasem
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solnym jest wiec produktem rozpadu wytworzonym podczas przerdébek
chemicznych pozywki.

Takahashi i Kitamura (65 z wspoltpracownikami rozdzielili
ester metylowy, gibereliny A na estry trzech ciat chemicznych, giberelin
Ai, A2, i A3 (kwas giiberedowy) stosujac chromatografie na zelu krze-
mionkowym.

Giberelina A jest wiec mieszaning trzech ciat chemicznych o zblizonych
wilasnosciach, tak ze nawet metodami chromatografii i ekstrakcji prze-
ciwpradowej nie dajg sie same rozdzieli¢. Rézne szczepy Gibberella Fuji-
kuroi tworzag te trzy ciata w réznych stosunkach ilosciowych. Niektoére
z nich tworzg tylko gibereline A3 identyczng z kwasem giberelowym
(Curtis, Cross) i gibereling X (Stodota), inne nie tworzg jej zu-
petnie.

Badacze japonscy otrzymywali gibereliny z powierzchownych hodowli
Gibberella Fujikuroi ma pozywkach ptynnych zawierajgcych Chlorek
amonowy, glikoze lub gliceryne, trzymanych przez 30— 34 dni w tempe-
raturze 25°. Sposo6b postepowania by} nastepujacy: po odsaczeniu grzybni
pozywke zakwaszano i mieszano z weglem adsorpcyjnym, ktéry woéwczas
pochtania gibereliny. Eluowano je nastepnie zwegla metanolowym roz-
tworem amoniaku. Po oddestylowaniu metanolu w pozostatosci wytrgcano
giiberetliny zakwaszajagc ptyn kwasem solnym i wyciggano je octanem ety-
lowym, w ktérym jzwiazki te miernie sie rozpuszczajg. Pozostatos¢ po od-
destylowaniu z wyciagu octaimu etylowego krystaliiizowano z tegoz roz-
puszczalnika (68, 76, 83). Srednio badacze japonscy otrzymywali! 10 mg
krystalicznej gibereliny A z li(tira pozywki.

Stodota, Raper z wspétpracownikami (64) wyosobnili gdibereliny
w wiekszych ilosciach, prowadzac fermentaigje pozywek w duzych tan-
kach zaopatrzonych w mieszadta elektryczne. Pozywki zawieraly 1,25—
— 1,5 o glikozy, 0,3 °/o chlorku amonowego, fosforan jednopotasowy
i siarczan magnezowy, pH pozywek wynosito 5—6. Fermentacja trwata
zwykle 65 godzin w temperaturze 25°. Podczas fermentacja pltyn mie-
szano i przepuszczano przez niego zywy prad powiettrza. Po fermentacji
odsgczong grzybnie ekstrahowano metanolowym roztworem amoniaku.
Z wyciagoéw oddestylowywano metanol, pozostato$¢ zakwaszano i ekstraho"
wano gibereliny octanem etylowym. Po oczyszczeniu wyciggéw odparo-
wywano z nich rozpuszczalnik, a pozostato$¢ krystalizowano z mieszaniny
octanu etylowego i benzenu. Obok gibereliny A uzyskano tez gibereline
X identyczng < kwasem jgiberelowym. Z 154 galionéw pozywki otrzymuje
sie w ten sposob 11— 14 g gilberelin, a z tugéw jpo gilbereildinaclh 15— 16 g
kwasu fuzarynowego.
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Curtis i Cross (21) hodowali Gibberella Fujikuroi w pozywce
Raulin-Thoma z dodatkiem sacharozy w temiperaturze 25° przy ciggtym
mieszaniu.

Po zakonczonej fermentacji odsaczano grzyibnie, przesgcz zakwaszano
do pH 4i adsorbowano gibereliny na weglu aktywnym, z ktérego eluowano
je uwodnionym acetonem. Po oddestylowaniu acetonu z wodnej pozosta-
tosci wyciagano gibereline octanem etylowym. Z wyciagu tego ekstraho-
wano je buforem fosforanowym o- pH 6,3; wyciagg wodny zakwaszano
kwasem solnym do pH 3,6 i ekstrahowano z niego gibereliny octanem
etylowym,. Po odparowaniu itego wyciggu otrzymywano do 180 mg kry-
stalicznych giberelin z litra pozywki. W wyniiiku frakcjonowanej krysta-
lizacji z tej mieszaniny uzyskano czysty kwas giberelowy.

Borrow, Brian i wspotpracownicy (7) prowadzili fermentacje na
duza skale w tankach 80 litrowych z pozywka Roulin Thoma zawierajgaca
4% glikozy i winian amonowy. Fermentacje prowadzono w 25° mie-
szajgc pozywke i przepuszczajgc przez nig powietrze (0,3— 0,5 litra po-
wietrza na minute na kazdy litr pozywki). Pozywka miata pH 55. Fer-
mentacja trwata 18 dni po czym otrzymywano do 200 mg kwasu gibere-
lowego z litra pozywki, wéwczas gdy w tychze samych warunkach ho-
dowle powierzchowne dawaty do 40 jmg 'kwasu giiberedowego z litra
pozywkKi.

W hodowlach gtebinowych przez pierwsze 90 godzin po posiewie grzyba
nie obserwuje sie szybiego wzrostu. W ciggu nastepnych 20 godzin
rosnie on szybko, pozywka zakwasza sie i zmniejsza sie w niej zawartosé
glikozy, soli amoniowych i fosforandéw. Po nastepnych 10— 30 godzinach
waga grzylbni nieco obniza sie i pH zwdlna wzrasta. Nie obserwuje sie
jednak Wtedy morfologicznych Objawow autOlizy grzybni.

Po zakonczonym wzroscie grzyba pozywka zawiera wzglednie nie-
wielka ilos¢ gilberelin, ktdra wzrasta przez nastepne dni osiggajgc maksi-
mum w 18 dniu fermentaqji. Poziom giberelin w pozywce obniza sie
nastepnie po 20— 25 dniach od zaszczepienia. Kwas gilberelowy otrzymy-
wano z przesaczow pozywki metodg Cur tiiisai Ciro ssa

Y abuta Sumiki, Taraura, Muray aimai Suzuki (80) zba-
dali sklad chemiczny grzyibni Gibberella Fujikuroi. Wysuszona grzylbnia
zawiera 8,84% wody, 1394°/0. surowych witdkien, 1,94% popiotu, 40,25%
biatek, 6,07% ttuszczow, 0,57% weglowodandéw, 2,14% azotu aminowego.

Z suchej grzybni 4,9— 7,3°/0 (przechodzi do wyciggu elterowego, wyek-
strahowane substancje zawierajg 15,2— 20,3°/0 czeSci niezmydlajgcej sie,
ztozonej gtéwnie z ergosteroliu, fungisteroilu (?) i nienasyconego weglowo-
doru C22H36 o t.t. 66°. Sucha grzybnia zawiera ponadto 0,05% czerwo-
nego barwnika nierozpuszczalnego w wodzie i eterze, rozpuszczalnego w
metanolu.
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W wyciggach z grzybni stwierdzono obecno$¢ kwaséw organicznych,
z ktérych zidentyfikowano kwas szczawiowy, oraz zwigzkéw aminowych;
(olkoto 0,01% adeniny i 0,011% betainy). Grzybnia zawiera tez Sluz roz-
puszczalny w wodzie, nierozpuszczalny w etanolu, w skitad ktérego wcho-
dzi ketogalaktoza, pentoza i kwas uronowy.

W 1948 r. badacze japonscy (66) wyosobnili z Gibberella Fujikuroi
kwas fuzarynowy (kwas 5-butylopdikoilinowy o t. it 106— 7°) otrzymany
nastepnie przez Amerykanéw (Stodota, Raper i inni, 64). Zwigzek
ten dziata hamujgco na wzrost roslin, a wiec w spos6b antagonistyczny do
dziatania giberelin.

Niektore odmiany Gibberelli Fujikuroi (M = 1) tworzg kozuch ztozo-
ny z dtugich gatezistych nitek, w innych wyrastajg strzepki grzybni kroét-
kie i nierozgateziajgce sie silnie (M = 2). Odmiany te tworzg mato mikro-
konidii. Grzybnie ich tatwo dajg sie odsgcza¢, wskutek tego dobrze na-
dajg sie one do wyrobu gilbereljin.

Inne odmiany grzyba (C— 1, C—2) tworzg 'krotkie, mato rozgateziajgce
sie strzepki grzybni, zato duzo jajowatych Ilub cylindrycznych mikro-
konidii. Niekiedy powstaje ich tak duzo, ze kozuch grzybni przypomina
wygladem mikroskopowym hodowle drozdzy. Odmiany te Zle sacza sie,
przeto nie sa odpowiednie do wyrobu giberelin.

Wiasnosci i budowa chemiczna giberelin

Pierwsze badania chemiczne nad giiberelinami wprowadzili Japonczycy.
Do badan uzywali gijbereliny A, a wigc miesizanimy giberelin Ai, A i kwa-
su giiberelowego, wyniki ioh doswiadczen nalezy wiec przyjmowaé z za-
strzezeniami, jako prowadzone nad niejednolitym zwigzkiem chemicznym.

Mimo zastrzezen, daty jednak one podwaline dla nastepnych prac ba-
daczy brytyjskich, ktore doprowadzity do wyjasnienia budowy kwasu
giiberelowego.

Giberelina A jest zwigzkiem ibezlbarwnym, krystalicznym, topigcym
sie z rozkltadem w 242—4°, skrecajacym plaszczyzne Swiatta spolaryzo-
wanego na prawo [aj® + 36,1°, nie posiadajagcym swoistego widma ab-
sorpcyjnego w nadfiolecie. Nie rozpuszcza sie ona w wodzie, rozpuszcza
sie dobrze w roztworach wodorotlenkéw potasowcow, amoniaku, acetonie,
alkoholach, trudno rozpuszcza sie w wiekszosci rozpuszczalnikéw organi-
cznych, nie rozpuszcza sie w benzynie i eterze naftowym.

Niekiedy w stezonym kwasie siarkowym, tworzy krwisto-czerwone
roztwory o niebieskiej fluorescencji (reakcja kwasu giberelowego). Gibe-
relina A juz w roztworze 0,0000125% pobudza wzrost siewek ryzu.
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Y a'butai wsipétpracownicy podali dlajgibereliny A wz6r sumaryczn
C22H2607. (68,75) Wykazali, ze zatwiera jedng grupe karboksylowa i jeding
grupe alkoholowag. Otrzymali jej ester jednoctytowy o t. t. 220— 1 o, ester
jedno-para-bromofenacylowy o t. t. 188—90°, jednooctan o t. t. 233—8°
i eter jedinometylowy ot. t. 185—7°.

Gilberelina ipo uwodorowaniu katalitycznym wobec jpHaityny data jpo-
chodng bogatsza 0 2 atomy wodoru C22H2807 o t. t. 270— 1 0 (z rozkladem)
stabo dziatajgca biologicznie.

Po stapianiu gibereliiny A z wodorotlenkiem potasowym otrzymano
kwas ipropionowy.

Gilberelina A jesrt zwigzkiem wrazliwym na dziatanie rozcienczonych
kwaséw i zasad, nawet w temperaturze pokojowej (68,75).

Ogrzang z rozcienczonym kwasem solnym do 50— 70° zamienia sie
w gibereline B o wzorze C19H2203 t. t. 197—9° [a]™® + 83,3° tworzaca
bezbarwne krysztaly rozpuszczalne w goragcym benzenie i alkoholach.
Gdlbenellina B pobudza wzrost siewek ryzu w roztworze 0,0002%, inie barwi
sie z stezonym kwasem siarkowym i nie daje sde redukowac katalitycznie.

Giberelima A gotowana z rozcienczonym kwasem solnym daje trzy
zwigzki krystaliczne. Powstaje wtedy gilberelina C o wzorze C22H2808
topigca isie w 251—2° o [a]J° + 49,5° nie dajaca sie redukowaé katali-
tycznie, dziatajgca stabo biologicznie na siewki ryzu.

Dwa dalsze produkty rozpadu gibereliny A: kwasy giberowy i izogi-
berowy sg nieczynne biologicznie. Kwas giberowy C19H22030 t.t. 153— 4°,
nie skrecajacy ptaszczyzny Swiialtta spolaryzowanego, zawiera grupe keto-
nowag bowiem tworzy oksym (o t. t. 225— 30°) oraz ester jednometylowy
ot t 116—17°. Kwas ten nie daje sie acetylowac¢, benzoilowa¢ i redu-
kowa¢ katalitycznie. Krystalizacja jego z rozcienczonego 'kwasu solnego
zamienia go w izomeryczny kwas izogiberowy.

Kwas izogiberowy CiyH?2203 o t. t. 173—4°, nie skreca ptaszczyzny
Swiatta spolaryzowanego, jkrystalizowany z rozpuszczalnikéw organicznych
zawierajacych wode zamienia sie z powrotem na kwas giberowy. Kwas
giberowy i izogiberowy posiadaja w nadfiolecie widmo absorbcyjne dwu-
fenylometanu.

Gibereliny A, B, C, kwasy jgiberowy i izogiberowy poddane suchej
destylacji z selenem zamieniajg sie najpierw w 'bezbarwny keton gibe-
ron CigHioO o t.t. 127—8° tworzacy oksym o t.t. 139—43°. Giberon
destylowany dalej z selenem przechodzi w weglowoddr giberen Ci6H i6
o t. t. 98°. GdJberon i giberen ntile pobudzajg wzrostu siewek ryzu a ich
widma albsorbcyjine w nadfiolecie sg zblizane do widma fluoreniu. M u 1-
holland i Ward (53) wykazali, ze giberen jest 1.7-dwumetylofluore-
nem i otrzymali go drogg syntetyczna.
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Giiberem utleniany chromianem sodowym w roztfwoirze kwasu octo-
wego przechodzi w gilberenon o it it 77—8° dajacy oksym o t. t. 184— 5°.
Giberenon jest z6ttym, krystalicznym zwigzJkieim Chemicznym i jak wyka-
zali Mulholland i Ward ma budowe 1,7-dwumetylofluorenonu.

Stapianie giberenonu z wodorotlenkiem potasowym prowadzi do two-
rzenia sie kwasu beremowego Ci6Hi602 o it t. 126— 7° i kwasu gibereno-
nojednokarbonowego Ci6Hi203 o t. t. 312— 13° (z rozkiadem).

Kwas berenoiwy utleniany zasadowym roztworem nadmanganianu jpo-
tasowego zamienia sie w kwas dwufenylotréjikariboksyilowy CisHioOe
Ot t. 302— 3° i kwas metylodwufenylotréjkarboksylowy C16H1206 o t. t.
305— 10°. Kwas dwufenyloitrojkarboksyiowy ogrzany z stezonym kwasem
siarkowym cykliziuje sie do kwasu fluoreno-4,5-dwukariboksylowego o t
t. 285°.

Takahashi, Kitamurai wspoétpracownicy (65) rozdzielili za po-
mocg chromatografii ester metylowy gibereliny A na trzy zwigzki ester
mettylowy: gibereliny A i— C20H2606 o t. t. 230—2° [a]®* + 35,1°
ester gibereliny A, — C21H3006 o t. t. 183—5° [a]™° + 28,1° i ester gi-
bereliny A3 (kwasu giberelowego) C20H2406 o 1.1. 202— 4° + 67,0°.
Chromatograficzny rozdziat samych giberelin AL} A2, A3, nie jest mozli-
wy. Giberelina Ax topi sie w 232—5°, giberelina A2— 235—7°, gibere-
lina A3 — 230—2° (33). Gibereliny A otrzymane z réznych szczepéw
Gibberella Fujikuroi zawierajg zmienne ilosci procentowe giberelin Ai,
Ao i A;j, niekiedy nie zawierajg gibereliny A3, niekiedy znoéw skiadajg
sie tylko z gibereliny A3.

Giberelina A3 zostata w czystej postaci otrzymana przez Curtisa
1Crossa (21) oraiz niezaleznie od nidh przez Stodota, Rapera (64).
Przez badaczy brytyjskich nazwana zostata kwasem giberelowym. Ma
wzOr sumaryczny C19H2203. Jest bezbarwnym, krystalicznym zwigz-
kiem o temperaturze 233—5°, przy czyim podczas stapiania ulega rozkta-
dowi z wydzieleniem dwutlenku wegla. Skreca ptaszczyzne sSwiatta spo-
laryzowianego na jprawo [a]P° +82°.

Kwas giberelowy pobudza do wzrostu siewki ryzu réwnie silnie jak
giberelina A.

Jest to kwas jednozasadowy posiadajacy grupe hydroksylowg; otrzy-
mano ester jednometylowy o t. t. 207—9°, ester jedno-para-bromofena-
cylowy o t. t. 218— 19°, pochodng jednoacetylowg o t. t. 233—34° (z roz-
ktadem) i ester jednometylowy tej pochodnej o t. t. 180— 81°.

Kwas giberelowy prawie nie rozpuszcza sie w wodizie, benzenie, chlo-
roformie, czterochlorku wegla, nie rozpuszcza sie w eterze naftowym,
miernie rozpuszcza sie w octanie etylowym, dobrze w etanolu, metanolu,
butanolu i acetonie zawierajacym wode. Sole sodowa, amonowa, potasowa
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sg rozpuszczalne w wodzie. Kwas giberelowy adsorbuje sie na weglu
skad moze by¢ eluowany acetonem zawierajacym wode lub metanolowym
roztworem amoniaku; octan etylowy, benzen lub chloroform nie wyciag-
gaja go, aceton bezwodny bardzo wolno.

Kwas ..ten w odr6znieniu od giberelny Ai barwi na czerwono ste-
zony kwas siarkowy. Ogrzany z stezonym kwasem solnym wydziela
czgsteczke dwutlenku wegla i zamienia sie w kwas ;giberowy i kwas alto-
giberowy. Sucha destylacja kwasu giberelowego z selenem daje giberon
i giberen.

Rys. 5. Krysztatly kwasu giberelowego pow. 100 X

Kwas giberelowy jest wrazliwy na dziatanie rozcienczonych kwaséw
i zasad; jest kwasem jednozasadowym, dotgcza wiec jeden atoim sodu,
gdy miareczkujemy go roztworem wodorotlenku sodowego. Daje tez estry:
metylowy i para-bromofenacylowy. W cieptocie pokojowej zostawiany
z nadmiarem roztworu wodorotlenku sodowego zwolna dotgcza dinugi
atom sodu tworzgc so6l dwusodowg, posiada wiec grupe laktonowa zwolna
hydrolizujgca sie przy nadmiarze zasad. Silne pasmo absorbcyjne przy
1780 cm-1 w podczerwieni wskazuje na oibecmo$¢ ugrupowania gaimma-
-laktonowego. Tworzy on pochodna jednoacetylowa, jednobenzoilowg
i eter metylowy, zawiera wiec czynng grupe alkoholowa.

Kwas giberelowy poddany suchej destylacji z selenem 'tworzy glilberen-
1,7-dwumetylofluoren, nie wykazuje jednak w nadfiolecie charakterysty-
cznego widma absorpcyjnego zwigzkéw fluorenowych, musi wiec zawieraé
ten pierscien uwodorowany. Kwas giberelowy uwodorowany katalitycznie
dotgcza cztery atomy wodoru, zawiera wiec dwa wigzania podwdjne.

Kwas solny 1-n juz w temperaturze pokojowej odczepia od kwasu
giberelowego czasteczke dwutlenku wegla i wody — powstaje kwas aQilo-
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giberowy — jednozasadowy hydroksykwas, wykazujacy w nadfiolecie wid-
mo absorbcyjne charakterystyczne dla pierscienia benzenowego i zwigz-
kow fluorenowych.

Gotowany z rozcienczonym kwasem solnym kwas allogiberowy izome-
ryzuje sie do kwasu giberowego—jednozasadowego ketonokwasu, tworza-
cego oksym. Utlenianie dwutlenkiem selenu prowadza do kwalsu giber-
dionowego — dwuketokwasiu jednozasadowego. Zwigzek ten po utlenieniu
zasadowym rozitworem dwuitileinku wodoru przechodzi w kwas czteror-
hydirodwumetylofluorenotréjkarbonowy.

Z kwasiu giberowego po utlenieniu nadmanganianem potasowym pow-
staje kwas dehydrogiberowy, ktéry posiada, jak wykazuje jego absorpcja
w nadfiolecie, dodatkowe wigzanie podwdjne sprzezone z tymze wigza-
niem pierscienia benzenowego. Po dekanboksyliiziacji kwas ten przechodzi
w keton — gilbetron, powstajacy tez z kwasu giberowego podczas suchej
destylacji z selenem.

Z igiberomu po utlenieniu 'kwasem chromowym powstarje kwas indano-
nokarboksylowy, ktéory utleniany nadmanganianem potasowym zamienia
sie w kwas 3-metyloflatowy i beta-metylotrojkarbalylowy.

Potozenie grupy karboksylowej kwasu giberowego ustalono odwadnia-
jac giberdionian metylowy do kwasu 1,7-dwumetylo-fluoreno-9-karbok-
sylowego, otrzymanego tez droga syntetycznag.

Kwas allogiiberowy posiada pierscien benzenowy i koncowg grupe me-
tylenowa oraz trzeciorzedowg grupe alkoholowa trudna do zaoetylowania,
ktora nie daje sie utleni¢ do grupy ketonowej. Podczas ozonOlizy kwasu
allogiberowego uzyskuje siie aldehyd mréwkowy i pdeciocztonowy a-ketol,
ktéry po utlenieniu bizmiutanem sodowym zamienia sie w 'kwas dwu-
karboksylowy. Odwodjorowanie selenem tego kwasu prowadzi dlo 7-tiyd-
roksy-I-metylofluorenu otrzymanego rdéwniez drogg syntetyczna.

Otrzymane wyniki pozwalajg na ustalenie budowy kwasu gilberowego
i kwasu allogiberowego. Dla kwasu giberelowego zaproponowano dwa
wzory rOznigce sie rozmieszczeniem podstawnikéw w pierscieniu A. Jest
on wiec czteropiersoieniowym kwasem jednokairboksylowym o grupie
y-laktonowej, zawiera drugotrzedowa grupe alkoholowg, ktéra mozna ace-
tylowa¢ lub benzoilowa¢ i trzeciorzedowg grupe alkoholowa odporng na
acylacje. W skiad jego czasteczki wchodza: koncowa grupa metylenowa,
grupa metylowa oraz jedno wigzanie podwéjne w uwodorowanym piers-
cieniu fluorenowym. (18, 19, 53, 54).

Kwas (giberelowy nalezy zaiiczy¢ wiec do grupy zwigzkdéw pokrewnych
wieioterpenom.

Budowa chemiczna giberelin At i Ao jest nadal nieustailona.
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Biologiczne dziatanie giberelin

Kurasawa (36) w r. 1926 wykryt, ze przesgcze hodowli Gibberella
Fujikuroi na pozywkach pltynnych wzmagajg i przy$pieszajag wzrost sie-
wek ryzu hodowanych na pozywce Knopa. Zaobserwowany odczyn bio-
logiczny stuzyt nastepnie badaczom japonskim (Yabuta, Sumikii in.)
w badaniu nad giberelinami, do wykrywania ich droga biologiczna.

Przesacze z hodowli Gibberella Fujikuroi powoduja u siewek jryzu
wszystkie objawy choroby bakanae. Siewki bujajg wskutek szybkiego
rozrostu miedzywezli todyg, (Hemmi, Seto 26) ktore stajg sie diugie
i cienkie. Réwniez szybciej rosng liscie i sa diuzsze niz normalnie.

Rozrosit korzeni nie postepuje w pairze z wzrostem nadziemnych czesci
siewek tak, ze przy prawidlowym skiladzie pozywki Knopa rosliny sg
niedozywiane, bo uktad korzeniowy nie dostarcza im dostatecznie szybko
zwigzkow azotowych i niezbednych skiadnikéw mineralnych. Rozwdj
chloroplastow nie idzie w parze z wzrostem tkanek, rosliny cierpig na
chloroze, liscie ich i todygi zawierajg mato chloroplastéw, sa wiec barwy
jasno zé6tto-zielonej. Objawy te znikajg lub zmniejszajg sie przy bardziej
intensywnym dostarczaniu roslinom skiadnikéw mineralnych to, jest przy
stosowaniu bardziej skoncentrowanych pitynéw odzywczych (69). Gibere-
liny Ai, A2, B, C i kwas igiberelowy wywierajg na siewki ryzu podobne
dziatanie nawet, gdy stosujemy je w ptynach odzywczych w bardzo ma-
tych stezeniach.

Gibereliny Aif A2 i kwas giberelowy dziatajag na siewki ryzu zaréwno
wowczas, gdy sa wchianiane przez uklad korzeniowy w hodowlach wod-
nych, [piaskowych i ziemnych, jalk rowniez po wkraplaniu ich roztworéw
na; szczytowe stozki wzrostu (meitpda mliikrokropelkowa) lub po podaniu
na nie pod postacig masci lanolinowych, po opryskaniu roslin roztworami
giberelin lub opylaniu ich mieszaninami giberelin z obojetnymi proszkami.

W pewnych granicach stezenn wzrost roslin jesit proporcjonalny do lo-
vgarytmow podanych dawek gilberelin. Jednorazowe zastosowanie dawki
glilberediiiny na stozek wzrostu, powoduje szybki wzrost rosliny przez pare
nastepnych dni, potem wzrost zimniejsza sie i wraca do stanu prawid-
towego.

Dtuzsze podawanie giberelin w réwnych niezbyt diugich odsrtepach
czasu, powoduje ciaglty, staty, szybki wzrost roslin, ktére osiagajg wyso-
kos¢ nawet dwa razy wyzsza od roslin kontrolnych. Wzrost roslin oczy-
wiste jest ograniczony ilch cyklem rozwojowym. Krzewienie sie, to jest
tworzenie pedow bocznych, jest mniejsze niz u roslin kontrolnych.

Nadmierny wzrost siewek ryzu wystepuje juz w roztworze gibereliny
A o stezeniu 0,1 [xg/ml, i jest najsilniejszy przy stezeniu 1,0 — 10,0 (ig/ml.
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Przy opryskiwaniu ryz ro$nie najszybciej, gdy stosowany roztwér zawiera
w mililitrze 100 [ig gibereliny A.

Duze dawki giberelin uszkadzajg rosliny: siewki nie rosna, brunatnieja
i zamieraja.

Auksyna-kwas @indolooctowy diziata synergistycznie z giberelinami,
Y abuta Sumiki, Tamari (80) z wspotpracownikami obserwowali
najsilniejsze pobudzenie wzrostu siewek ryzu w roztworze 0,0005 °/o gibe-
relimy A i 0,00001 °/o kwasu p-indolooctowego.

Wzrost ryzu i innych roslin spowodowany jesit gtdwnie zwiekszeniem
rozmiarow komoérek miedizywezli todygi, ktore silnie wydtuzajjg sie w osi

todygi, nie jest wywotany wzmoze-
niem podzialow komorkowych (14).
Gibereliny w podobny sposéb po-
budzajg wzrost pszenicy w hodowlach
wodnych (9, 10, 31). Rosliny wéwczas
rosng szybko wzdiuz. todygi ich sg
cienkie i dtugie, liscie wydtuzone bar-
wy jasno zoétto-zielonej. Chloroza znika
przy zastosowaniu pitynoéw bardziej za-
sobnych w sktadniki mineralne B ri an,
Elson (11). Gibereliny podobnie
wzmagaja wzrost siewek jeczmienia
(Yabut a).
Wkraplanie roztworéw giberelin na
szczytowy stozek wzrostu siewek Kku-
_ kurydzy lub podanie do pozywek Kno-
U a b 9 pa podczas hodowli wodnych zwigksza
D w g?’ifl-wfe- S,ggc‘:‘g;' plf)zecvicﬁoiywce wzrost roélin o 50—75% (Curtis).
Knopa z 8 ng/ml kwasu giberelowego  Najsilniej dziataniu temu ulegaja kar-
towate odmiany kukurydzy, osiggajac
wysokos¢ zwykitych odmian (Phinney 57, 85). Pobudzanie wzrostu
kukurydzy wystepuje juz po dawce 0,01 jig gibereliny A.

Gibereliny wzmagaja wzrost trawy (10, 29). Digitaria Sanguinea opy-
lana roztworami 10— 100 jig/ml gibereliny A ros$nie silniej od roslin kontrol-
nych. Po Scieciu trawa ta odrasta dwukrotnie szybdiej niz rosliny kontrolne.
Liscie jej sa zielone, wowczas, gdy u roslin kontrolnych majg barwe
czerwong (Leben, Barton 39).

Poa pratensis opylana gibereling A lub kwasem giberelowym rosnie
szybko nawet w okresach jej fizjolotgieznego zahamowania wzrostu, a wiec
poéznym latem, jesienig lub w zimie. Gibereliny wzmagaja wzrostt lisci
traw (Brian)
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Gibereliny pobudzajg réwniez wzrost roslin dwulisciennych, nie
wszystkich jednak w jednakowym stopniu. Na niektdre gatunki w ogdle
nie dziataja, na inne dzialajg ;stalbo. Na ogd6t siillnie wzmagaja wzrost od-
mian kartowatych i krzewiastych, ktére pod iclh wptywem szybko rosng
wzwyz, dajac pedy wijace sie llub ptozace, za jto krzewienie sie roslin je3t
hamowane.

Rosliny dwuletnie tworzace, wskutek zahamowania wzrostu pedu
gtdwnego, rozetke lisci w pierwszym roku wegetacji, po zadziataniu gi-
berelin wypuszczajg dtugie pedy todygowe, kwitng i owocujg juz w ciggu
pierwszego roku.

Rys. 7. Hodowle grochu w pozywce Knopa
(od strony lewej do prawej) 1, 2 — kontrole, 3 — w pozywce Knopa
z 0,01 ng/ml kwasu giberelowego. W nastgepnych naczyniach steze-
nia kwasu rosng w dwéjnaséb w stosunku do poprzedniego. W ostat-
nim naczynku dawka 10 ug/ml

Gibereliny silnie pobudzajg wzrost todyg i szyputek lisciowych kar-
towatych odmian grochu ogrodowego Pisum sativum (14). todygi staja
sie dwa do czterech razy diuzsze od todyg roslin kontrolnych. W grani-
cach dawek 0,01—0,1 jag giiberellin na rosline, wzrost grochu jest pro-
porcjonalny do logarytmu podanej dawki., i najszybciej nastepuje czwar-
tego dnia po jej zastosowaniu (10, 12). Wzrost wywotany jest rozrostem
miedzywiezli todygowych, ktoérych liczba jest ta sama co u roslin kontrol-
nych (8). Powierzchnia liscia grochu nie zwigeksza sie po stosowaniu gibe-
relin (Lock hard 41).

Wzrost kartowatych odmian wonnego groszku (Lathyrus odoratus)
jest silnie pobudzany przez te czynniki wzrostowe. Kartowaty pachnacy
groszek (tworzy krzaczaste gateziste rosliny o krotkich gtéwnych todygach.
Po zastosowaniu gibereliny A w ilosci 1 mg na ro$line o$ gtéwna szybko
wyrasta, jest wiotka wijgca sie i parokrotnie diuzsza od osi roslin ora-

2 Postepy Biochemii
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widtowych. Wytwarzanie sie peddéw bocznych do pewnego stopnia jest
hamowane.

Liscie roslin sa chlorotyczine, blado-zielone, lancetowate, wowczas
gdy rosliny prawidtowe majjg liscie owalne i ciemno-zielone. Powierzchnia
lisci u roslin poddanych dziataniu gibereliny wzrasta jdwukrotnie.

Na zwykle wijgce sie odmiany groszku wonnego gibereliny dzialajg
wzglednie stabo.

Kwas giberelowy wzimaga wzrost kartowatych odmian fasoli (Phas-
eolus vulgaris (Brian, 15).

c 3

Rys. 8 Kartowaty pachnacy groszek — hodowle

doniczkowe
W doniczkach prawych roéliny kontrolne, w doniczkach

lewych na szczytowy stozek wzrostu wkrajplano po 1 ng
kwasu giberelowego. Od strony prawej do lewej po czte-
rech tygodniach A i B, po siedmiu tygodniach C

Gilberelina A w roztworze 0,001°/0 pobudza kietkowanie nasion soi
i wzmaga wzrost jej siewek (Yaibuta, Su milki 77). Siewki zawieraja
'te same ilosci kwasu askorbinowego i asparaginy, co siewki prawidtowe.

Roztwory 1,5 — 20 p. P. m. gibereliny A jpowodujg silne wydtuzanie
sie todyg trzydniowych siewek biatego tubinu (Lupinus albus) Bar -
tossi, Cifferi (5) Najszybciej rosng woéwczas hypokotyle.

Wzrost tytoniu jest silnie pobudzany przez jgilbereling A. Siewki ty-
toniu sg wysokie i wiotkie, zawierajg nieco mniej nikotyny niz siewki
kontrolne (Yabuta, Sumiki, Takahashi 74, 79).

Opylanie krzewdéw herbaty gibereling A nie zwieksza rozmiaréw ich
lisci i nie zwieksza w nich zawartosci kofeiny i innych skiadnikéw che-
micznych (Yabuta, Sumiki 82).

U Paulownia tomentosa gilberelina powoduje wydtuzenie todygi o
25—93% i zwieksza jej grubo$¢ o 0—32% (Yabuta, Sumiki, 72).
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Stosowanie po 0,05 ml roztworu 100 j.ig/ml gibereliny na szczyt wzro-
stu endywii (przez sze$¢ dni) powoduje szybki wzrost todygi i szybkie
kwitniecie (Harrington, Rappaport, Hood, 22).

Giiberelina u dwuletnich roslin rozetkowycih juz w pierwszym roku
wegetacji powoduje wzrost todygi, tworzenie jpaczkow kwiatowych, kwit-
niecie i owocowanie. Pobudza oma juz w jpierwszym roku rozirost mie-
dzywiezli w krotkiej todydze rozetki; z rozetki lisci wyraistta wiec wysoka
todyga zwykle zakonczona kwiatami. Dziatanie to obserwowano u bu-
rakéw, marchwi, pietruszki, kapusty. Krotkotrwate dziatanie niskich tem-
peratur (zimna) na rozetkowe rosliny dwuletnie wywiera podobne dzia-
tanie. Tworzenie sie todyg i kwitniecie roslin rozetikowych czesto zalezy
od stopnia ich naswietlania w ciggu doby, jest wiec zalezne od dtugosci
dnia.

Lulek czarny (Hyoscyamus niger) jest rosling dnia ditugiego, dwulet-
nig, tworzacg w pierwszym roku rozetke lisci, kwitngcg w drugim roku
tylko podczas diugich dni w krajach potozonych
w Srednich szerokosciach geograficznych.

Juz w pierwszym roku wegetacji tej rosliny,
podanie dawek 60— 300 jpg giberelin na szczyt
wzrostu rozetki lisciowej powoduje wyrastanie
z niej wysokiej todygi. Rosliny, ktérym podano
dawke 60 fig giberelin nie kwitng, gdy za$ sg wy-
stawione na Swiatlo po 8— 9 godzin dziennie, kwit-
ng gdy naswietlamy je diuzej. Po dawce 300 Jig
giberelin kwitng i owocujg nawet, gdy naswie-
tlane sg przez krotki okres w ciagu doby (Lang,

37, 38, 60).

Diuzsze naswietlanie roslin zwieksza asymi-
lacje i tworzenie sie zwigzkow organicznych, co Rys. 9. Bryophyllum
utatwia szybszy rozrost po stosowaniu giberelin crenulatum
u wiekszosci roslin. U kakola (Agrostemma gitlna- f};mB’WCI;aZI;JOi;ZZ;e:;?(;
go) jednak giberelina silniej wzmaga wzrost, gdy  po kropli 5 ng/ml roztwo-
naswietla sig go krotko w ciagu doby (35). E;asgt;bper:s'nnzérfvei;,fn:mj;

Bryophyllum crenulatum tworzy odmiany  Przez réine okresy czasu

L. . , , ) R po 9 godzin dziennie. Inne
rosnace lepiej w ciagu badz krétkiego lub diugie-  (osiiny w  doniczkach —
go dnia. Wkraplanie kwasu giberelowego (50 mg/l) kontrole
na stozki wzrostu rozetek lisciowych tych roslin
i naswietlanie ich przez 9 godzin na dobe powoduje u roslin krotkiego
dnia szybki wzrost todygi i obfite tworzenie sie kwiatéw. Dziatanie

to wystepuje stabiej u odmian dnia dtugiego (Biinsow, Herder, 16).
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M arth i wspolpracownicy (48, 49, 50) badali wptyw opryskiwania
roztworami giberelin (10— 100 p. p. m.) wiellu ros$lin oraz dziatanie masci
lanolinowych zawierajgcych giberelin (0,2— I°’/0) na ich szczytowe stozki
wzrostu. Wiekszos¢ roslin reagowata na gibereliny szybkim wzrostem
todygi i lisci. Rosliny predzej kwitty i owocowaly, owoce byty liczniejsze
i bardziej obfite. Zwiekszata sie tez wilgotna il sucha waga roslin. Pomi-
dory owocowaty 2-3 tygodnie wczesniej. Obserwowano tez wzmozenie
wzrostu stonecznika, roslin kwiatowych, drzew owocowych i iglastych.

Baiani Henning (13, 14) zauwazyli mierne dziatanie pobudza-
jace matych stezen giberelin na wzrost korzeni roslin. Duze dawki ha-
mowaty wzrost.

Gibereliny pobudzajag kietkowanie nasion wielu roslin na przykiad:
jeczmienia, pszenicy i ryzu (Hayashi 24, 25). Zawartos¢ amylazy
w tych nasionach wzrasta.

Nasiona sataty zle kietkujg w ciemnosci, dobrze w Swietle czerwonym,
ktéry pobudza ich zdolnos$¢ kietkowania. Przy stosowaniu giiberehny kiet-
kujg nawet w ciemnosci. Gibereliny zastepuja w 'tym wypadku dziatanie
biologiczne czerwonych promieni swietlnych (Kahn, Gross, Smith
30).

Nasiona Lactuca scariola varielas silvestris kietkujgce tylko wobec
Swiatta i diugosci fali 6600 A; kietkuja w ciemnosci nasycone 0,0001°%/0
roztworem giberelin (Lona, 42). Mtode siewki Perilla onocymoides ros-
nace tylko w Swietle o dilugosci fali 6600— 8000 A, wobec giberelin rosnag
tez w ciemnosci (Lona, 43)

Niekiedy u pomidorow zjawia sie tak zwany letni sen owocow. Zaptod-
nione zalgzki kwiatéw nie rozrastajg sie, tworzg sie z nich tylko mate
owoce, ktdrych dalszy wzrost jest zahamowany. Opryskiwanie tych owo-
cow roztworami 25— 250 ag/l giberelin (pie¢ oprysikiwan) pobudza wzrost
i powoduje prawidtowy rozwéj do postaci dojrzatych (Liverman 40).

Gibereliny podane na oczkach bulw ziemniakéw (budzg je ze snu zimo-

wego i powoduja szybkie wyrastanie z nich dtugiidh todyg — tetow
(Brian 14, Lona 44). Dziatanie to wystepuje tez u innych roslin bul-
wiastych.

Odcinki koleoptyli etiolowanych siewek pszenicy i owsa w ptynach
odzywczych nie sg pobudzane do silniejszego wzrostu przez gibereliny,
w odréznieniu od auksyn, ktdre silnie wzmagajg ich wzrost. Wydtu-
zenie sie koleoptyli wywotane jest rozrostem i wydiuzeniem sie komoérek
i tylko w matym stopniu jest spowodowane wzmozeniem podziatdw ko-
morkowych (4).

Podobne dziatanie wywierajg auksyny na odcinki imiedzywezli todygi
grochu, natomiast gibereliny nie wykonujg zadnego dziatania.
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Gibereliny wzmagajg wzrost catych roslin,, a nie wyosobnionych z nich
narzadéw i tkanek, w odréznieniu od auksyn, ktére wywotuja silny rozrost
narzadéw i tkanek roslinnych, ilecz stabo dziatajg na wzrost catych roslin.

Gibereliny i auksyny stosowane razem na odcinki koleoptyli i todyg
dziatajg synergistycznie. Obecno$¢ auksyn jest niezbedna dla pobudzenia
przez gibereliny wzrostu tkanek roslinnych.

Bez auksyn gibereliny nie dziatajga na rosliny. Auksyny (4) powstaja
podczas proceséw biosyntezy w lisciach roslin ii ukladem naczyniowym
sg rozprowadzane do innych narzadéw. Dziatajgc na cate rosliny gibereliny
znajdujag w tkankach dostateczne ilosci .auksyn umozliwiajacych im dzia-
tanie biologiczne.

Synteza auksyn nie odbywa sie w odcinkach koleoptyli luib todyg,
wystepuje wiec w midh niedobor auksyn wywodujge niemozno$¢ dziata-
nia gilbereliln ma tkanki tych czesci roslin.

Gibereliny podobnie jak auksyny dajg rozrost i zwiekszanie rozmia-
row komorek roslinnych i wywieraja stabe tylko dziatanie ma podziat ko-
morkowy. W duzych stezeniach ciata te uszkadzajg komadrki roslinne.

Roztwory 1j0— 20 mg/l giberelin w pozywce Whiifca wzmagajg wydtu-
zanie istk odcinkow korzeni niektérych odmian kukurydzy. Podobnie dzia-
taja na odcinki korzeni pszenicy (W haley, Kephart 86).

W 0,03 molaimym roztworze 'buforu fosforanowego o pH 7,0 gibereliny
wzmagaja wzrost i powodujg wydtuzanie sie odcinkow miedzywezli gro-
chu, jgromadzenie sie w nich wody oiraz silnie zwigekszajg ich oddychanie
(Kato, 32).

Wzmagaja rowniez wzrost krgzkéw z etiolowamycth ilasci fasoli, prze-
chowywanych w ciemnosci w ptynie odzywczym (Scott 61). Czerwone
promienie Swietlne, ktdre same pobudzajg wzrost krazkéw lisci, dziatlajg
synergistycznie z giberelinami.

Dziatanie auksyn i giberelin na rosliny jest rdézne, lecz dopetniajace
sie; auksyny jpobudzajg tworzenie korzeni w sadzonkach roslin, gibere-
lirny tego nie czynig. Po odcieciu roslinom szczytowego stozka wzrostu,
wkraplanie roztworéw giberelin na odciete miejsce wzmaga wzrost gatezi
'bocznych, powodujgc wieksze krzewienie sie roslim. Auksyny nie wywie-
raja itego dziatania. Auksyny hamuja odjpadanie lisci z todyg, gibereliny
nie wykazuja czynnosci w tej proébie biolotgicznej. Auksyny wywotujg
guzowate bujanie tkanek roslinnych, czego nie obserwuje sde jpo wpro-
wadzeniu giberellin. Gibereliny wzmagaja ‘'kietkowanie nasion roslin
i przerywaja sen zimowy ich bulw, natomiast auksyny nie wykazujag
dziatania w tych procesach. *

Mitchell, Skaggs, Anderson (51) wykryli w wyciggach z sie-
wek grochu i fasoli (85) zwigzki zachowujgce sie chromatograficznie po-

2*
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dobnie jak kwas giberelowy (58). Zwigzki te wzmagajg wzrost siewek kar-
towatego grochu i kartowatej kukurydzy. Nie jest wykluczone, ze w rosli-
nach tworzg sie ciata hormonalne o dziataniu giberelin, a by¢ moze sg na-
wet znimi chemicznie spokrewnione. Moga pobudza¢ one wzrost todyg
wzwyz, przyspiesza¢ kwitnienie i owocowanie, wzmagac¢ kietkowanie na-
sion i tworzenie sie pedoéw z bulw.

Kartowate odmiany roslin, otrzymane dirogg selekcji i mutacji, by¢
moze utracity pewne geny i wskutek tego nie tworzg tych hormonow
wzrostowych w dostatecznej ilosci potrzebnej do prawidtowego ich
wzrostu.

Gibereliny nie dziatajg pobudzajgco naj wzrost nizszych roslin. Nie
dziataja na drozdze. Po podaniu ich wzrost drozdzy w pozywce, jak réow-
niez fermentacja nie sg wzmozone. Pod wptywem tych ciat drozdze nie
zmieniajg swych rozmiaréw (23). Gibereliny nie dziataja pobudzajgco na
wzrost Chlorelli, Protothecium, Candida, Actinomyces, Rhizopus i Asper-
gilli (Cifferi, Bertossci 17) oraz nie pobudzaja wzrostu bakterii.
Liczne bakterie rozkladaja i niszcza gibereliny w roztworach wodnych.

Gibereiliny nie dziatajg jpobudzajgco na wzrost tkanek zwierzecych na
przykitad na hodowle tkanki serca embriona kurzego (Yabuta, Sumi-
ki 71).

Préby praktycznego zastosowania giberelin

W latach 1956, 1957 zaczeto na mala ijskale doswiadczenia polne nad
wptywem giberelin na rosliny uprawowe, jstosujac na przyktad opryski-
wanie ioh 1—50 p. p. m. roztworami wodnymi tych zwigzkéw przez
3-4 tygodnie.

Ostatnio firtmy amerykanskie wypuscity na rynek preparaty zawie-
rajagce nieoczyszczone gibereliny pod nazwami Plant Shoot, Spurt, Mira-
Cell, Rio-O-gen, Gibelin przeznaczone dla ogrodownictwa i warzywnictwa
(1, 2, 3, 10, 47). W doswiadczeniach prowadzonych na wieksza skale pod
wplywem stosowania tych preparatéw obserwowano wzmozenie wzrostu
szeregu roslin i przyspieszenie ich kwitniecia o 1 od 17 tygodni, niekiedy
przeciwnie obserwowano op6znienie kwitniecia. Pomidory tworzyty owoce
0 2-3 tygodnie wczesniej i ilos¢ ich na pojedynczych krzewach byla wiek-
sza niz normalnie.

Gibereliny u roslin dwuletnich juz w pierwszym roku wywotywaty
tworzenie sie todygi kwiatowej, kwitniecie i tworzenie nasion. U ziemnia-
kow ciala te przerywaly sen zimowy bulw i wzmagaty ich wegetacje.

Morgan i Mees (52) prowadzili doSwiadczenia na duzg skale, op-
ryskujgc pola roslin uprawnych roztworami giberelin, uzywajac ich po
2 uncje (w 100 galonach wody) na akr pola.
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Badane rosliny byty wyzsze od kontrolnych, mialty wieksze liscie, ale
zbior ich z hektara w wiekszosci jprzypadkow nie byt wyzszy od zbioru
roslin kontroilnyclh nieopryskiwamycth giberelinami.

Obserwowano to u pomidoréw, grochu, fasoli, czarnych porzeczek.
Pszenica po giberelinach wyrastata wysoka, nie dawata jednak wyzszych
plonéw ziarna z hektara. Rosliny okopowe po giberellinadh dawaty nizsze
zbiory korzeni.

taki opryskiwane lub opylane gilberetliinaimi dajg wieksze Zbiory traw.
Wzrasta wydajnos¢ wilgotnej i suchej masy itraw iz ihektaira. Zawartosé
azotu i biatka w sianie byta jednak o 2% nizsza niz u traw nieopryski-
wanyoh giberelinami. Po skoszeniu, odrastanie tak poddanych dziataniu
giberelin byto wolniejsze niz tgk kontrolnych.

W doswiadczeniach tydh nie uwzgledniono jednak dostatecznie na-
wozenia pél i tgk. Szybki wzrost roslin pod wptywem giberelin wyjata-
wia gleby zabierajac z nich do tkanek roslinnycih duzo zwigzkéw azoto-
wych, fosforowych i poitasowydh. Niiedostaltek azotu, fosforu i potasu
dziata hamujgco na rozrost korzeni, nie pobudzany przez gibereliny. Wsku-
tek niedostatku skitadnikéw mineralnych w glebie i niedostatecznego roz-
woju uktadu korzeniowego, wzrost roslin pobudzany przez gibereliny jest
ehamowany. Odpowiednie silniejsze nawozenie gleb pod rosliny poddane
dziataniu giberelin, daje lepszy rozrost korzeni, lepsze odzywianie i sil-
niejszy wzrosit.

Lona i Bocchi (45) badali wptyw gilberelin na wzrost konopi. Po
giberelinach rosliny wyrastaty wyzsze i todygi ioh miaty dtuzsze i lepsze
wildkna. Stosowanie giberelin u roslin widkienniczych moze daé¢ wiec
lepszy surowiec przedzalniczy i by¢ moze wieksze jego zbiory z hektara.

Stosowanie giberelin na nasiona i bulwy moze umozliwi¢ ich wczes-
niejsza wegetacje zima lub wczesng wiosng i wczes$niejsze zbiory.
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Addendum

W trakcie druku niniejszego artykutu zjawity sie nowe prace wyjasniajace role
biologiczng giberelin.

Gerzon, Bird, Woolf wyosobnili z ptynéw po hodowli Gibberella Fujikuroi
obok kwasu giberelowego nowy zwigzek kwas giberelenowy o tt. 185° ( z wydziela-
niem gazu) posiadajacy silne widmo obsorpcyjne w' nadfiolecie (253 mu e = 19,2).
Zwigzek ten tworzy krystaliczny kompleks z kwasem giberelowym rozpadajacy sie
juz po gotowaniu z chloroformem. Ciato to nie dziata biologicznie na rosliny. Zwiag-
zek ten powstaje z kwasu giberelowego w temperaturze pokojowej pod wptywem
dziatania 0,1— 1,0 N kwasu solnego (6 godzin w 20°) jest wiec artefaktem powstaja-
cym podczas otrzymywania kwasu giberelowego. Kwas ten pozwolit na ustalenie
wzoru gibereliny A\ jako kwasu dwuhydrogiberelowego.

Mac Milian, Suter doszli do podobnych wnioskéw w ustaleniu wzoru gibe-
reliny Ai; wzdr giberelin A>-Cl9H2606 (ostatnio ustalony sumarycznie) nie jest
jeszcze znany

Mac Milian wyosobnit ostatnio giberelineg A1l z nasion niedojrzatej fasoli
(Phaseulus multiflorus) zdaje sie by¢ rzecza pewna, ze ta giberelina (a by¢ moze
tez kwas giberelowy) jest statym skitadnikiem tkanek roslin kwiatowych speiniajac
w nich role hormonu wzorstowego.

Gerzon K, Bird H. L, Woolf D. O. Experientia 13, 489, 1957.
Mac Milian J, Suter P. J, Naturwiss. 45, 46, 1958.
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Fotochemia kwas6éw nukleinowych i ich elementéw
sktadowych

Celem badan nad fotochemicznym zachowaniem sie kwaséw nukleino-
wych jest poznanie zwigzku, jaki zachodzi miedzy ich przemianami foto-
chemicznymi a efektami biologicznymi, wywotanymi dziataniem pro-
mieniowania ultrafioletowego na zywa komorke. Ze zwigzek ten ma
miejsce wskazujg zarowno istotne funkcje jakie kwasy te speilniaja w
komérce, jak i fakt, ze sposréod wszystkich skitadnikow komérkowych
one maja najwyzsza absorpcje w tym wiasnie zakresie spektralnym,
ktory jest czynny fotochemicznie.

Zadaniem niniejszego artykutu jest przeglad dotychczasowych osigg-
nie¢ w dziedzinie fotochemii kwasow nukleinowych i idh (Skladnikéw,
przede wszystkim z punktu widzenia fizyko-chemii zachodzacych prze-
mian.

Technika doswiadczalna

Trudno jest nieraz poréwnywaé¢ dane réznych auitoréw, dotyczace
dziatania ultrafioletowego promieniowania na kwasy nukleinowe i ich
sktadniki, poniewaz wigzika promieniowania stosowanego do naswietlania
czesto jest niewystarczajgco scharakteryzowana. Zwilaszcza we wczes-
niejszych pracach poza typem lampy, oraz jej odlegtoscia od naswietla-
nego obiektu nic wiecej nie jeslt podane.

Niejednokrotnie stosowano daWki promieniowania ultrafioletowego
o wiele wyzsze niz w studiach in vivo i mozna wobec tego watpié¢, czy
z biologicznego punktu widzenia wyniki takich doswiadczen majg znacze-
nie.

Jako zrédio promieniowania w doswiadczeniach wymagajacych nie-
wielkich dawek promieniowania ultrafioletowego najhardziej sg wska-
zane monochromaltiory, jednak nie sg one powszechnie 'dostepne.

Nisko-cisnieniowy tuk rteciowy zamkniety w kwarcu, emitujacy gtéw-
nie promieniowanie 2537 A (powyzej 90%), stanowi réwniez bardzo od-

ri87]
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powiednie zrédto promieniowania do celow fotochemicznych. Wskazane
jest jednak przy tego typu lampach rezonansowych stosowac fiiltuy Obci-
najac krotkie promieniowanie, gtownie 1849 A, ktdre naweit jprzy Sladowej
intensywnosci moze wpitywaé na przebieg reakcji fotochemicznej.

W ciagu ostatnich paru lat weszty w powszechne uzycie tzw. lampy
sterylilzacyjne, w ktdérych nisiko cisnieniowy tuk rtedowy zamkniety
jest w specjalnym szkle, jprzepuszczajagcym ultrafioletowe promieniowanie.
Lampy te sg fabrycznie standaryzowane, tak ze dla szeregu celéw dawka
promieniowania pochtonieta przez napromieniowang prébke moze by¢
obliczona z danych fabrycznych.

Jezeli chodzi o pomiar dawki promieniowania ultrafioletowego, to
chemiczna aiktynometria jest nie tyilko prostsza od metod fizycznych, lecz
rowniez mniej zalezna od geometrii ukiadu.

W ostatnich latach opracowano szereg czutych i wygodnych w pracy
aktynometréw. M. inn. dobrze znany aktynomelr zawierajgcy szczawian
uranylu zostat udoskonalony przez wprowadzenie spektrofotometrycznego
oznaczenia kwasu szczawiowego przy pomocy Ce+++ metodg réznicowa.
Dzieki temu stat sie on czulszym od aktynometrow opartych o leukocyja-
nek zieleni malachitowej, jak i szczawian zelazowy z fenantroling.

Puryny, nukleozydy i nukleotydy purynowe

Fotochemia tej grupy zwigzkoéw jest dotychczas mato zbadana. Wia-
domo, ze sg one odporniejsze na dziatanie ultrafioletu niz pirymidyny.
Wydajnos¢ kwantowa fotolizy (2537 A) w przypadku adeniny i guaniny
jest o ok. dwa rzedy nizsza niz dla uracylu i cytozyny w tych samych
warunkach. Hypoksantyna, ksantyna i ksantozyna sg podatniejsze na dzia-
tanie ultrafioletu od naturalnie wystepujgacych puryn. Zanilk charakte-
rystycznej absorbcji w widmie ultrafioletowym pod wptywem naswietla-
nia wskazuje na zniszczenie pierscienia heterocyklicznego. Ws$réd pro-
duktow fotolizy réznych pochodnych purynowych znaleziono mocznik
i amoniak. W produktach fofy>lizy kwasu moczowego tm jinn. znaleziono
triurelt.,

Badano tez fotochemiczne zachowanie sie¢ ADP i ATP. Dawka wystar-
czajgca do (petnej inaktywacji Obu zwigzkéw powoduje tyilko nieznaczny
spadek absorpcji w widmie ultrafioletowym. Rozerwaniu ulegajg wigzania
estrowe i nukleozydowe, w wyniku czego powstaje szereg fotpproduktéw;
pierscienie adeniny, amidu kwasu nikotynowego, jak i rybozy ulegaja
cze$ciowemu zniszczeniu, gtéwnie ryboza. Gtéwnym produktem w przy-
padku ADP jest dwufosforan adenozyny, a w roztworach ATP 2'-fosfo-
ran-5'-pyrofosforan adenozyny.
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Pirymidyny, nukleozydy i nukleotydy pirymidyn

Zwigzki te sg o wiele lepiej obadane z fotochemicznego punktu widze-
nia niz puryny i ich pocihodne.

Okazato sie, ze istotny wptyw na wynik reakcji fotochemicznej maja
z jednej stromy diugos¢ fali czynnego fotochemicznie promieniowania,
jak i wielkos¢ dawki tego promieniowania, a z drugiej; strony rozkiad
gestosci elektronowej w pierscieniu pirymidynowym, oraz brak lub obec-
nos¢ podstawnikéw w pozycjach 5 badz 6.

I tak, promieniowanie krétsze od 2300 A, a takze duze dawki pro-
mieniowania 2537 A prowadza do zniszczenia pierscienia pirymidynowego
we wszystkich badanych zwigzkach tej grupy, przy czym powszechnie
wystepuja jako produkty fotolizy jmocznik i amoniak. Mechanizm tej re-
akcji nie jest znany, dyskutuje sie nad ewentualnymi drogami jej prze-
biegu. Mate dawki promieniowania 2537 A w roztworach wodnych uracylu
i cytozyny, oraz ich nukleozydéw, nukleotyddéw jiak i niektorych N-
1 O-alkilowamych pochodnych indukujg reakcje fotochemiczna polegajaca
na przylaczeniu czasteczki wody do podwodjnego wigzania 5,6 w pierscie-
niu piramidynowym. Reakcja ta jest odwracalna, posiada wysoki wspo6t-
czynnik temperatury i jest katalizowana przez kwasy i zasady.

Wykazano, ze fotoproduktem w przypadku 1,3-dwuimetylouracylu jest
1,3-dwumetylo-6-hydroksy-dwuhydrouracy 1

Zestawienie wydajnosci kwantowych odwracalnej reakcji fotoche-
micznej ze zmianami zachodzagcymi w widmach absorpcyjnych w ultra-
fiolecie doprowadzito do wysuniecia hipotezy o istnieniu w jgrupie pochod-
nych cyftozyny w roztworach wodnych nukleotydéw i nukleozydéw silnego
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego, umieszczonego pomiedzy
grupa karbonylowa w pierscieniu cytozyny a grupami hydroksylowymi
cukru. Mozliwe sg trzy takie wigzania o malejacej energii: O2 :(OH)s,
02:(OH)2, (OH)3. Wigzanie to, zmieniajgc rozklad gestosci elektrono-
wej w pierscieniu cytozyny, ma istotny wplyw ilosciowy na przebieg
reakcji fotochemicznej, podwyzszajac jej wydajnos$¢ kwantowa o jeden
rzad w poréwnaniu z cytozyna i 1-metylocytozyna.

W pochodnych pirymidynowych podstawionych w pozycji 5 lub 6,
a wiec m. inn. w tyminde, 5-metylocytozynie, kwasie orotowym jak i ich
nukleotydach, niezaleznie od warunkéw naswietlania, nie obserwujemy
fotochemicznie indukowanego przytaczania czgsteczki wody. Nastepuje
tu fotoliza, prowadzaca do zniszczenia pierscienia pirymidynowego. Wy-
dajnos¢ kwantowa (2537 A) reakcji fotochemicznej przytaczenia wody jest
w przyblizeniu o jeden rzad wyzsza od wydajnosci kwantowej reakcji
fotolizy zachodzacej u pochodnych podstawionych w pozycjach 5 lub 6.
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Istniejg przestanki, ze w roztworach alkoholowych niektérych oma-
wianych tu zwigzkéw zachodzi fotochemicznie indukowane przytaczenie
czasteczki alkoholu do podwdjnego wigzania w pierdcieniu pirymi-
dynowym.

Cukry w nukleozydach i nukleotydach

Brak jest systematycznych badan jnad dziataniem promieniowania
ultrafioletowego na cukier zwigzany glukoizydowo w nukleozydach i nu-
kleotydach purynowych i pirymidynowych. Zaréwno proste cukry jak
i glukozydowo zwigzane jposiadaja w ultrafiolecie jedynie staba absorpcje
koncowa rozpoczynajgca sie okoto 2300 A. Nie moga wiec ulega¢ bezpo-
Sredniej reakcji fotochemicznej pod wptywem promieniowania diuzszego
od 2300 A.

Wysoki stopiern odwtracalnosci (95— 100°/») reakcji fotochemicznej
w przypadku nukleoizydéw i nukleotydéw uracylu i cytozyny wskazuje,
ze warunki w ktérych prowadzimy reakcje odwracalna nie prowadizg do
rozrywania wigzania nukleozydowego.

Wydaje sie, ze znane w literaturze fakty zniszczenia dziataniem pro-
mieniowania ultrafioletowego tak rybozy zwigzanej nukleozydowo jak
i wolnej nalezy przypisa¢ dziataniiiu rodnikéw indukowanych przez to
promieniowanie, zwilaszcza kroltsze od 2300 A.

Wptyw promieniowania ultrafioletowego na zasadowe (pH 12) ‘roztwory
cukru ttumaczy sie najprawdopodobniej przySpieszeniem zmian zachodza-
cych juz pcd wptywem wysokiego stezenia jonéw OH'. Promieniowanie y
dziata w podobny sposéb jiuz w roztworach obojetnych. Zatem zmiany
te, ktore mozna $ledzi¢ jako przyrost absorpcji miedzy 2500 a 2700 A
nalezy uwaza¢ za przejaw wtdrnej, lecz nie pierwotnej reakcji foto-
chemicznej.

W adenozynie ryboza nie ulega zniszczeniu w alkalicznym (pH 12)
roztworze przy malej dawce promieniowania 2537 A.

.Kwasy nukleinowe

Mozna powiedzie¢ w przyblizeniu, ze kwasy nukleinowe zachowujg sie,
z jakosciowego punktu widzenia, w doswiadczeniach fotoehemicizinych tak
jak tego mozna oczekiwac¢ na podstawie fotochemicznego zachowania sie
ich elementéw Skladowych-nukleOtydéw. Oczywiscie nalezy przy tym
uwzgledni¢ wptyw idh wielkoczgsteczkowego charakteru.

Roztwory wodne DNA i RNA naswietlane promieniowaniem ultrafiole-
towym badano réznymi metodami fizyko-chemicznymi i fizycznymi.
Zgodnie z wiekszg podatnoscig pirymildyn niz puiryn na dziatanie tego
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promieniowania, stwierdzono w hydrolizacie z naswietlonego DNA znisz-
czenie 30% (pirymidyn przy czym zawartto$¢ ipuiryn byta praktycznie nie
zmieniona.

Naswietlaniu rozltworéw DNA towarzyszy spadek ich lepkosci i dwéj-
tomnosci przeptywowej.

Krzywe miareczkowania fotolizowany¢h roztworéw DNA i RNA po-
kazuja, ze mate dawki promieniowania wywotuja zmiany tylko w pierscie-
niach puryn i pirymidyn. W miare wzrostu dawki, z chwilg gdy absorpcja
w ultrafiolecie spada o Ve do V3, nastepuje rozrywanie wigzan miedzy-
nukleotydowyoh, a w koncu okoto V3 ogélnego fosforu przechodzi do
roztworu jako fosfor nieorganiczny.

Dtugotrwate naswietlanie DNA prowadzi do pojawienia sie w roz-
tworze 10— 15% produktéw podlegajacych dializie, jednak ruchliwos¢
elektroforetyczna pozostatego DNA nie ulega zmianie.

Poréwnanie wynikéw naswietlania DNA in vitro i in vivo prowadzi
do wniosku, ze in vivo DNA jest przynajmniej tak samo podatny na dzia-
tanie (promieniowania ultrafioletowego, jezeli nie bardziej, niz in vitro.
W przypadku RNA otrzymano wiekszg wydajnos¢ ipreparaitytki z naswiet-
lonych komoérek drozdzy niz z nienaswietlonydh.

Istniejace dane przemawiajg za tym, ze na fotochemiczne zachowanie
sie DNA nie ma wiekszego wptywu jego izwigzania z biatkiem w kom-
pleks nukleoproteidowy.

Fotochemiczna przemiana DNA w $rodowisku Obojetnym obniza jego
zdolno$¢ do barwienia sie metoda Kurnicka

Stwierdzono mianowicie, ze spadek tej zdolnosci wynosi okoto 30%
w roztworze 0.3% naswietlonym do momentu, w ktérym jego wyjsciowa
lepkos$¢ zostata zredukowana do 26%.

Analogiczny efekt znaleziono w doswiadczeniach in situ przy czym
spadek powinowactwa do barwnika Ibyt w przyblizeniu logarytmiczny
w odniesieniu do dawki promieniowania.

Znane sa dotychczas jedynie dwa doswiadczenia, w ktérych badano
korelacje w kwasach nukleinowych pomiedzy zmianami fizykochemiczny-
mi a biologicznymi. Petnej inaktywacji infekcyjnego RNA z wirusa mo-
zaiki tytoniowej towarzyszy jedynie 0,7% spadek absorpcji przy 2600 A,
a nie obserwuje sie zadnych zmian w lepkosci roztworu. Dawka wywotu-
jaca obserwowang zmiane w lepkosci roztworu DNA posiadajacego zdol-
nosci transformacji jest 500-krotnie wieksza od niezbednej do redukcji
zdolnosci transformacyjnej do 10%. Oba doswiadczenia wykazujg, ze
dawki ultrafioletowego promieniowania wywotujgce efekty biologiczne
w kwasach nukleinowych sg znacznie mniejsze od dawek powodujgcych
degradacje tancucha polinukleotydowego.
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Odwracalna reakcja fotochemiczna w kwasach nukleinowych

Puryny jak wiemy wykazujg diuzg odpornos$¢ na dziatanie ipromieinio-
wania ultrafioletowego w poréwnaniu z pirymidynami z posréd ktérych
uracyl i cytozyna ulegaja z najwyzsza wydajnoscig kwantowg odwracal-
nej reakcji fotochemicznej. Wydaje sie zatem catkowicie zrozumiatym, ze
fotochemiczna przemiana kwasu nukleinowego pod wptywem niewielkiej
dawki promieniowania moze sprowadzac sie do zaatakowania w pierwszym
rzedzie tych wiasnie pierscieni pirymidynowych, dla ktérych przemiana
ta jest odwracalna.

Odwracalna przemiana fotochemiczna nukleotydéw pirymidynowych
zwigzana jest z podstawieniem 5i 6 atomu wegla w pierscieniu pirymi-
dynowym. Atomy te nie sg zaangazowane w tancuchu polinukleotydowym
w wigzania miedzynukleotydowe. Zaltem mozna przypuszcza¢, ze efekt
podstawienia tlumaczy fotochemiczng ,inaktywacje” kwasow nukle-
inowych.

Ta odwracalng ,inaktywacjg” mozna z kolei ttumaczy¢ inaktywacje
fotochemiczng mikroorganizmow jak i ich reaktywacje pod wpilywem
promieniowania widzialnego i temperatury.

Poniewaz kwasy nukleinowe nie absorbujg widzialnego promienio-
wania, zatem energia aktywacji niezbedna do odszczepienia czasteczki
wody od pierscieni cytozyny i uracylu i reaktywacji przez to mifkro-
organizmu musiataby by¢ przenoszona od skitadnikéw komorkowych
absorbujacych to promieniowanie do tancucha polinukleotydowego kwasu
nukleinowego. Ostatnio, na przykiad, wykazano, ze inaktywowany promie-
niowaniem ultrafioletowym DPN odzyskuje wyjsciowa aktywnos$¢ pod
wplywem promieniowania widzialnego i w obecnosci odpowiedniego
fotosensybilizatora.

Doswiadczenia autoréw tego przegladu nad fotochemiczng przemiang
RNA i APA w wodnych, obojetnych roztworadh, popieraja w szeregu
punktach powyzsze rozwazania.

Mianowicie udato sie pokaza¢, ze spadek absorpcji roztworéw tych
kwasow wywotany niewielkg dawka promieniowania 2537 A jest w du-
zym sttopniu odwracalny pod wptywem podwyzszonej temperatury. Z ros-
naca dawka promieniowania odwracalnois¢ ta maleje ii wreszcie zanika
z chwilg gdy absorpcja spadnie ponizej 50°/0 poczgtkowej wartosci. A za-
tem fotochemiczna przemiana RNA i APA jest odwracalna, a przebieg
jej obserwowany spektrofotometrycznie daje sie jakosciowo wyttumaczy¢
fotochemiczng reakcjg nukleotydéw cyitozyny i uracylu. lloSciowa inter-
pretacja wymaga dalszych badan, przede wszystkim nad polinukleotydami
0 réznej liczbie polimeryzaciji.
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Badano tez fotochemiczne zachowanie sie polinukleoltydéw otrzy-
manych z RNA i APA poprzez zastgpienie w nich cytozyny uracylem
droga dezaminacji. Wbrew oczekiwaniom, w obu przypadkach reakcja
fotochemiczna byta jednak nieodwracalna.

Akceptory promieniowania w zywych organizmach

Kwasy nukleinowe stanowig gtowne i bezposrednie akceptory promie-
niowania ultrafioletowego w zywym organizmie. Wigkszosci danych
przemawiajgcych za tym dostarczajg Ibadamia nad efektywnoscig dziatania
na te organizmy promieniowania niejonizujgcego w funkcji dtugosci fali,
czyli badania trw. widm dziatania.

Interpretacja widm dziatania 'syyma.ga duze] ostroznosci. Czesto spo-
tyka sie niestuszng tendencje do przyjmowania milczaco zatozenia, ze
kwasy nukleinowe sg jedynymi akceptorami promieniowania wywotuja-
sego jakis efekt biologiczny, jezeli tylko widmo dziatania ma maksimum
potozone okolo> 2600 A. Ostroznos$¢ przy interpretacji tych widm jest
szczegoblnie wiskaziama, gdy pomiary sprowadzaja sie jedynie do poréwna-
nia skutecznosci danej dawki promieniowania o réznej diugosci fali. Na
przyktad, gdy mamy do czynienia z wirusami lub bakteriami widma dzia-
tania ze wzgledu na bardzo wysoka absorpcje kwaséw nukleinowych,
w poréwnaniu z biatkiem, pokrywajga sie z widmem kwaséw nukleino-
wych. Jezeli w takim przypadku promieniowanie absorbowane przez biatka
wywotuje efekt nawet tego samego rzedu co i odpowiednia ilos¢ promie-
niowania absorbowanego przez kwas nukleinowy, to widmo dziatania moze
tego nie pokazac.

Bardziej godne zaufania sg widma dziatania oparte o pomiary wy-
dajnosci kwantowej. Niestety otrzymac je mozna tylko dla niektérych
prostszych uktaddéw, takich jak wirusy. Konieczna jest przy tym znajo-
mos$¢ zaleznosci wydajnosci kwantowej od dtugosci promieniowania czyn-
nego fotochemicznie. Zalezno$¢ ta dla kwaséw nukleinowych jest jednak
bardzo mato zbadana.

Dodatkowych danych przemawiajacyCh za tym, ze kwasy nukleinowe
petnig role gtdwnych i bezposrednich akceptoréw proimieniowania do-
starczajg -badania nad zjawiskiem fotoreaktywacji bakterii, wirusoéw, ko-
morek drozdzy. Okazuje sie mianowicie, ze siedliskiem zmian odwracal-
nych jest jadro komorki a wiec prawdopodobnie kwasy nukleinowe.

Biatka w szeregu przypadkach rowniez speiniajg role bezposrednich
akceptoréw promieniowania czynnego fotobiolcigicznie. Na przyktad, wid-
ma dziatania dla inaktywacji wiruséw i bakterii odpowiadajg widimu
nukleoproteidéw .

3 Postepy Biochemii
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Wolne nukleotydy w uktadach biologicznych tez moga by¢ akcepto-
rami promieniowania ultrafioletowego. Wykazano to hamujac w roslinach
synteze sacharozy dziataniem promieniowania 2537 A. Biorgca udziat
w tej syntezie glukoza estryfikowana dwufosforanem urydyny ulegajac
przemianie fotochemicznej zatrzymywata caty proces.

Kinetyka inaktywacji

Fotochemiczna inaktywacja zwigzkow, czy tez ukiadéw wykazujacych
aktywnos$¢ biologiczng jest na ogo6t procesem pierwszorzedowym w od-
niesieniu do czasu 'lub dawki promieniowania. Na tej podstawie ogdélnie
przyjmuje sie, ze inaktywacja jest w takich przypadkach wywotana ab-
sorpcja jednego fotonu czynnego fotochemicznie promieniowania, jakkol-
wiek nie kazdy taki zaobserwowany foton musi spowodowac¢ inaktywacje.

Niejednokrotnie przebieg inaktywacji nie odpowiada jednak procesowi
pierwszorzedowemu, np. krzywe przezycia maja dharakter sigmoiJdalny.
Interpretuje sie to w ten sposoéb, ze inaktywacja danej czgsteczki lub ukta-
du wymaga jednoczesnego fotochemicznego dziatania szeregu fotondw.

o ile w przypadku promieniowania jonizujgcego .istnieje szereg do-
wodow potwierdzajgcych interpretacje pieirwsizorzedowegp przebiegu reak-
cji inaktywacji jako wyniku inaktywacji pojedynczej czasteczki przez
jeden foton lub czastkg eilemenftama, to jednak w przypadku promienio-
wania ultrafioletowego interpretacja taka w S$wietle wieilu faktéow do-
Swiadczalnych nie wydaje sie stuszna. Jednym z najpowazniejszych kontr-
argumentow jest znany fakt, ze enzymy i wirusy czesciowo inaktywo-
wane promieniowaniem ultrafioletowym stajg sie jpodatniejsze na inka-
tywujace dziatanie innydh czynnikéw, np. temperatury.

Interpretacja pojecia wydajnosci kwantowej w przypadku uktadow
makromolekularnych nastrecza trudnosci nie tylko, gdy przebieg procesu
fotochemicznego charakteryzuje sie krzywa sigmoidalna, lecz réwniez, gdy
ma on charakter logarytmiczny. Nie ma bowiem pewnosci, czy mierzona
zmiana wielkosci jakiej$s wiasnosci fizycznej lulb 'biologicznej danego ukita-
du jest wynikiem pierwotnej fotochemicznej reakcjji wywotanej dziata-
niem pojedynczego fotonu.

Przenoszenie sie energii a przemiana fotochemiczna

Jezeli przyjmiemy, ze nukleoproteidy stanowig bezposrednie akceptory
promieniowania ultrafioletowego, to otwarte pozostaje jeszcze zagadnienie,
czy efekty wywotane w ukiladach biologicznych absorbowanym przez nie
promieniowaniem spowodowane sg przemiang fotochemiczng obu sktadni-
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kow kompleksu nukleoproteidowego, czy tez tylko jednego z nich. By¢
moze tez, ze przekazujg one tylko zaabsorwowang energie do innych
sktadnikéw zywej komorki.

Jakkolwiek nie wdele prac ukazato sie dotychczas z tego zakresu, war-
to jednak pokaza¢ w jakim kierunku rozwijaja sie badania.

Znamy szeregi przykiladow przenoszenia sie energii elektronowej w
biatkach wzdtuz tancucha polipeptydowego. Ze przenoszenie to ma miejsce
Swiadcza efekty fotochemiczne, ktére obserwujemy w miejscach czgste-
czki odlegtych od miejsca absorpcji fotonéw danego promieniowania.

Podobny mechanizm inicjowania reakcji fotochemicznej stwierdzono
w przypadku dehydirogenezy aldehydu 1,3-dwufosforo-glicerynowego.
W enzymie tym energia elektronowa jprzenoszona jest od koenzymu (DPN)
do biatka wywotujac redukcje grupy —S—S— do —SH.

Studia modelowe nad przenoszeniem sie energii w uktadach hiatko-
barwnik i kwas nukleinowy — barwnik droigg jbadania wydajnosci fluores-
cencji zwigzanego barwnika w stosunku do promieniowania zaabsorbowa-
nego przez biatko lub kwas nukleinowy wykazaty, ze w przypadku biatka
przenoszenie to ma miejsce, lecz nie w ukiadzie kwas nukleinowy-bar-
wnik.

Badania nad wydajnoscig fluorescencji TMV jak i jego skiadnika biat-
kowego sugeruja, ze do 25°/o energii absorbowanej przez kwas nukleinowy
ulega przeniesieniu do biatka, lecz nie na odwrét.

Ostatnio pojawito sie szereg prac omawiajacych zjawisko przenoszenia
sie energii w ukfadach bioloigicznych iz teoretycznego punktu widzenia,
w oparciu o jmetode mechaniki kwantowej.

Wirusy

Wirusy, bedace w praktyce nukleoproteidamil wykazujgcymi aktyw-
noscig biologiczng zalezng od ich struktury, stanowig wzglednie proste
uklady biologiczne. Dzigki temu nadajg sie znakomicie do studidow
fotochemicznych, zwiaszcza ze ich fotochemiczna inaktywacja znalazta
praktyczne zastosowanie w produkcji szczepionek i surowic.

W wiekszosci przypadkéw fotochemiczna inaktywacja wiruséw jest
reakcja 1-szorzedowg lulb bliskg tego rzedu. Dla kiiltku wiruséw znane sa
wydajnosci kwantowe inaktywacjii.

W oparciu o analize widm dziatania wiruséw wywnioskowano, ze
wprawdzie kwasy nukleinowe sa gtdwnymi receptorami promieniowania
wywotujacego inaktywacje, lecz rowniez biatko odgrywa Itjutaj pewng
role.
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Podatno$¢ wiruséw na dziatanie promieniowania ultrafioletowego nie
jest bezposrednio zalezna od zawartosci kwasu nukleinowego. Np. wirus
X pomidora jak i rézne szczepy wirusa mozaiki tytoniowej majac te sama
zawartos¢ jkwasu nukleinowego réznig sie swojg podatnosciag na promie-
niowanie. Przyczyna tego miataby by¢ rézna podatno$¢ na promienio-
wanie kwasow nukleinowych zalezna od ich struktury.

Szereg obserwacji wskazuje, ze dawki promieniowania wystarczajgce
do petnej inaktywacji wirusa wywotuja jedynie minimalne zmiany w ich
fizycznych i fizykochemicznych wiasciwosciach. Np. nie stwierdzona u w
peini inaktywowanego wirusa mozaiki tytoniowej zadnych zmian w wid-
mie rentgenowskim, optycznej rotacji, wartosci punktu izoelektrycznego
jak i w zdolnosci do krystalizacji.

Sugeruje sig, ze wirusy w trakcie inaiktywagji, ktéra nie jest w peini
odwracalna, moga ulega¢ zar6wno zmianom odwracalnym pod dziataniem
Swiatta widzialnego jak i nieodwracalnym, oraz ze istnieje korelacja po-
miedzy zdolnosciag do fotoreaktywacji a zawartoscig kwasu nukleinowego.

Szczepionki produkowane fotochemicznie

Wirusy mozna inaktywowac¢ fotochemicznie nie zmieniajac w wiek-
szym stopniu ich wiasnosci serologicznych. W celu osiagniecia tego ko-
nieczna jest drobiazgowa kontrola warunkéw inaktywacji.

Korzystajac z powyzszego faktu rozwinieto mdtody otrzymywania
szczepionek, m. inn. przeciwko wsciekliznie, wirusowi zapalenia mézgu
St. Louis, choriomeningitis lymphocytica, wirusom krowianki i poliomy-
elitis.

Ostatnio nawet autorzy amerykanscy doniesli o otrzymaniu szcze-
pionki przeciwko poliomyelitis jakoby lepszej od otrzymanej metodg for-
maldehydowej inaktywacji wirusa.

Posrednie dziatanie promieniowania ultrafioletowego

WT uktadach biologicznych przemiany fotochemiczne, m. inn. kwasow
nukleinowych mogg by¢ wywotane nie tylko 'bezposrednio dziataniem
promieniowania ultrafioletowego liub indukowane przenoszeniem sie ener-
gii w ukladzie, lecz réwniez mogg by¢ one skutkiem przebiegu szeregu
wtérnych reakcji fotochemicznych. Tymi wtdérnymi reakcjami sg ireakcje
z udziatem wolnych rodnikéw jak tez fotodynamiczne utlenienie w obec-
nosci odpowiednich sensybilazatorow na promieniowanie widzialne.

Widzialne promieniowanie w obecnosci takich fotodynamicznie czyn-
nych substancji, jak barwniki i zwiagzki rakotwoércze wywotuje w roz-
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tworaicih DNA spadek lepkosci, podobnie jak bezposrednie dlziatamiie ultra-
fioletowego promieniowania. Jednak wydajnos¢ kwantowa teigo procesu
jest bardzo niewielka. DNA ulega tez fotodynamicznemu utlenieniu.

Dziatanie fotochemicznie produkowanych rodnikéw hydroksylowych
(z HOO2) na DNA pokrywa sie ilosciowo z dziataniem promieniowania X.
Rodniki te wywotuja szereg reakcji takich jak rozrywanie wigzan nukleo-
nydowych, dezaminacja i dehydroksylacja pu;ryn i pirymidyn, zniszczenie
ich pierscienia czy tez utlenienie dezoksyrybozy.

Nie stwierdzono natomiast zaatakowania fagéw przez rodniki OH:

Znacznie wiecej uwagi poswieca sie fotosensybilizowanej aktywacji
wiruséw. Zgodnie z wynika,mi dotychczasowych badan, mechanizm tej
reakcji zaréwno in vivo jak in vitro polega na fotodynamicznym utlenia-
niu w obecnos$ci takich barwnikéw jak m. inin. tiazyna, oksazyna, akry-
dyna, akryflawina, biekit metylenowy.

Istotnym czynnikiem decydujacym o aktywnosci fotosensybilizatora
jest tutaj powinowactwo jego do wirusa wyrazajgcego sie w zdolnosci do
wigzania sie z nim na drodze adsorpcji.

Preparatyka fotochemiczna

Dotychczasowe wyniki badan nad fotochemiczng reakcjg pirymidyn
sugeruja mozliwos¢ wykorzystania odwracalnej reakcji fotochemicznej
uracylu i cytozyny do otrzymania szeregu nowych pochodnych tych
zwigzkow.

| tak, w trakcie badan nad mechanizmem 'tej reakcjji udato sie otrzy-
mac¢ z bardzo dobrg wydajnoscig |,3-dwumetylo-6-hydroksy-5,6-dwuhy-
drouracyl. Autorzy niniejszego artykutu pracujg obecnie nad izolacjg
i identyfikacjg fotoproduktéow 2-alkoksy pochodnych uracylu i cytozyny.

Jednoznaczny przebieg reakcji addycjii czasteczki wody do pierscienia
pirymidynowego wskazuje na moziliwo$s¢ wytkorzystania jej do {specyfi-
cznego znaczenia deuterem wegla w .pozycji 5.

Obszerniejsza wersja niniejszego artykutu w jezyku angiel-
skim wraz z petnym piSmiennictwem poruszonych zagadnien
znajduje sie w specjalnym dodatku do tego numeru ,Poste-
péw Biochemii”.
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System oksydazy bursztynianowej

Zespo6t enzymatyczny katalizujacy utlenianie bursztynianu do fuma-
ranu zajmuje w biochemii specj;ailnie waznag pozycje zaréwino ze wzgledu
na role w metabolizmie, jak i na zagadnienia dotyczgace jego budowy
i mechanizmu dziatania. Badania tego kompleksu bdokaltalizatorow sg hi-
storycznie zwigzane z powstawaniem kwasu bursztynowego w niektérych
procesach biologicznych i usitowaniami wyjasnienia tego faktu. Pierwszy
Ludwik Pasteur (37) przypisywal kwasowi (bursztynowemu doniosta
role posredniego metabolitu w fermentacji alkoholowej. O ile jednak
potrafiono wykazywac¢ powstawanie kwasu bursztynowego w czasie dzia-
talnosci zyciowej mikroorganizméw, to badacze w ubiegltym stuleciu nie
mogli stwierdzi¢ jego obecnosci w sSwiezych tkankach zwierzecych (43,
8, 33). Poglad z korica XIX w. na role kwasu ‘'bursztynowego molzna
scharakteryzowaé¢ stowami B lumen't'h ala (8): ,Kwas bursztynowy...
nie jest wiec produktem przemiany materii komoérek zwierzecych., ale
mikroorganizméw” . Niemniej zdolno$¢ organizmu cztowieka do przetwa-
rzania kwasu bursztynowego wykazat juz w 1877 r. baron von Longo,
dr medycyny z Klagenfurtu. Longo nie wykryt 'kwasu bursztynowego
w moczu ani po spozyciu kilograma gtéwek szparagéw, ktére popit winem,
ani po zazyciu 8 i 13 gramow bursztynianu sodu (32).

Nowe zagadnienia dotyczace biologicznej roli kwasu bursztynowego
i enzyméw Kkatalizujgcych jego przemiany odsitonita praca Thorstena
Thunberga z Lundu ogtoszona w 1909 r. (61).

Thunberg postugujgc sie mikrorespirometrem badat wptyw réznych
substancji na szybkos¢ zuzywania tlenu przez miesien zaby. Przy tej
sposobnosci stwierdzit, ze zuzycie tlenu zostaje wzmozone przez kwasy
bursztynowy, fumarowy, jabitkowy i cytrynowy, natomiast zostaje hamo-
wane przez kwas malonowy i szczawiowy. Utlenianie kwasu bursztyno-
wego, a wiec zwigzku dotychczas nie branego pod uwage w rozwazaniach
biochemii zwierzat, bylo tego rodzaju niespodzianka, ze jak to w wiele
lat p6zniej, bo w czasie IlI-wojny $wiattowej Tihu nberg opowiadat pro-
fesorowi Skarzynskiemu, badacz szwedzki przez diuzszy czas nie chciat
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wierzy¢ w realnos¢ obserwowanego zjawiska. Niemniej na kongresie fizjo-
logow w Wiedniu w 1910 r. wypowiedzial poglad, ze mieszanina wyzej
wymienionych kwas6w wzmagajacych zuzycie jtlenu reprezentuje to co
w owym czasie niektorzy fizjologowie nazywali pneing tzn. cze$¢ ukiadu
oddechowego ztozona ze skitadnikéw rozpuszczalnych w wodzie odréznia-
ng od czesci nierozpuszczalnej w wodzie, S$ciSle zwigzanej ze strukturg
komoérkowa, nazywanej ukfadem fundamentalnym.

W tym okresie wzrosto zainteresowanie kwasem bursztynowym i w
wielu osrodkach przeprowadzono badania nad biologicznym utlenianiem tej
substancji. Jako najwazniejsze nalezy wymieni¢ prace Batteliego i
Stern (7), ktorzy wykazywali, ze w toku utleniania, z kwasu bursztyno-
wego powstaje kwas jabtkowy, oraz Eibecka w Berlinie (17), ktéry
stwierdzit, ze nie kwas jabtkowy ale fuimarowy jest bezposrednim pro-
duktem utleniania kwasu ‘'bursztynowego, przyczym wykazat wystepo-
wanie fumaranu w miesniach.

Jakkolwiek wiec utlenianie kwasu bursztynowego przez tkanki zwie-
rzece zostato zaliczone do pospolitych proceséw metabolicznych, to rola
tej reakcji w calosci przemian pozostawata zagadkowa. Pierwszym, ktéry
usitowat powigzac¢ przemiany bursztynianu z caloscig proceséw utleniania
tkankowego byt Szent Gyorgyi (58 upatrujac w bursztynianie za-
sadniczy katalizator prosesu oddechowego. Niemniej réwniez Szent G y-
orgyi nie uwazat bursztynianu za produkt posredni w zasadniczych
przemianach ustrojowych, doszukujac sie jego genezy w tkankach zwie-
rzecych badz w pobieranych pokarmach badz w ubocznych reakcjach. Na
nowe tory pchnety to zagadnienie badania Krebsa w latach 1936— 338
stwierdzajgce, ze kwas bursztynowy jest integralnym ogniwem w sfor-
mutowanym przez niego cylklu kwasu cytrynowego (29). Krebs wykazat,
ze buirsztynian jest waznym metabolitem w przemianie cukrowcéw, a dzi-
siaj wiemy, ze rowniez w przemianie tluszczowcoéw i aminokwasow. OlI-
brzymia wiekszo$¢ zwigzkow wegla przeksztatcanych w toku przemian
justrojowych musi przechodzi¢ poprzez stadilum kwasu bursztynowego
a tym samym zwigzek ten wysuwa slie na czoto listy substratéw biolo-
gicznego utleniania.

Oczywiste jest, ze rozw0j badan nad biologicznym utlenianiem bursz-
tynianu pociggnat za soba wzrost dociekan zmierzajgcych do blizszego
scharakteryzowania enzymow biorgcych udziat w tym procesie. tatwoscé
otrzymania surowych preparatow enzymu uczynita z niego ponetny obiekt
badan, jednak liczne prace wykazaly ztozonos$¢ problemu, ktory dzis
dopiero zaczyna sie nieco wyjasniac¢ i dlatego pomijajagc omdéwienie daw-
niejszego pismiennictwa przejdziemy do przedstawienia stanu obecnego.
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Definicja oksydazy i dehydrogenazy bursztynianowej

Mianem oksydazy bursztynianowej okreslamy nie jeden enzym, ale
rozlegty system enzymatyczny katalizujgcy utlenianie bursztynianu do
fumaranu dzieki réwnoczesnej redukcji tlenu na wode. Okreslenie-oksy-
daza bursztynianowa — jest tylko o tyle stuszne, ze skiadowe elementy
oksydazy sg ze sobg mocno zwigzane, stanowigc zwarty fragment struktu-
ralny komérek, nie jest ono jednak poprawne gdyz oksydazami nazywamy
zwykle pojedyncze enzymy. Dziatanie oksydazy schematycznie mozna
nastepujgco przedstawi¢ symbolizujgc wielkimi literami poszczegdlne czto-
ny systemu:

i — (A—B—Ctt"Z)---m- » HD
OOC *CH2-CH2-COO --------mmmmmmmmem »'O0C «CH =CH-+COO"
bursztynian fumaran

Natomiast dehydrogenaza bursztynianowa jest — w Scistym znaczeniu
-enzymem, ktory aktywuje wodory bursztynianu i jest pierwszym akcep-
torem dla jego elektronéw. W takim to scistym znaczeniu pojecie de-
hydrogenazy bedzie uzywane w tym przegladzie, czestokro¢ jednak, a do
niedawna nawet zawsze, nazwg ta okreslany bywat ten fragment systemu
oksydazy, ktory katalizuje redukcje biekitu metylenowego (BM), lub 2,3-
dwuchlorofenoloindofenolu (DCF), bursztynianem w warunkach beztle-
nowych jak to przedstawia ponizszy schemat

BMH

+H+c1

N(CHj)2 (CH3,N

Jer
00C CH2:CH2-cocf 0O0C «CH=CH -COO~

Podkresli¢ rowniez trzeba, ze w piSmiennictwie spotykamy badania
i wyniki méwigce o dehydrogenazie a w rzeczywistosci dotyczgace calego
systemu oksydazy, wzglednie ztozonego rdéwniez jej fragmentu posSred-
niczacego w redukcji barwnikéw w warunkach beztlenowych.
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Ogb6lne metody badawcze

Wiez spajajaca poszczegdlne elementy systemu oksydazy lub moze
nawet natura tych elementéw jest tego rodzaju, ze nie pozwala na ich
petne rozdzielenie i uzyskanie ich wszystkich w postaci rozpuszczalnej.
Najczystsze preparaty uzyskane przez frakcjonowanie homogenizatéw ko-
morkowych otrzymanych sposobem mechanicznym (26), czy tez homo-
genizatéw uzyskanych dziataniem ultradzwiekéw (18) nigdy nie byty
wiasciwymi roztworami poszczegélnych enzymow lecz tylko zawiesinami
drobnych elementéw strukturalnych komoérek. Okoliczno$¢ ta sprawia,
ze badania wlasnosci enzymoéw wchodzacych w sktad kompleksu oksydazy
bursztynianowej musza by¢ dokonywane metodami pos$rednimi. Nie-
ktore z tych metod uczynity z oksydazy bursztynianowej prawdziwie
szkolny obiekt badan, trzeba jednak stwierdzi¢, ze interpretacja wynikéw
uzyskanych metodami posrednimi stwarza szerokie mozliwosci niepo-
rozumien i dowolnosci, wskutek czego mimo wielkiej liczby prac, wilas-
nosci i budowa oksydazy stale jeszcze sg zagadnieniem otwartym.

Ogélnie biorgc, metodyka badan oparta jest na wybidorczym elimino-
waniu aktywnosci poszczeg6lnych cztondédw systemu (oznaczonych we
wzorze ogélnym przez A, B, C, ..); pozwala to wnioskowa¢ o naturze
tych cztonow i stwarza mozliwos¢ zbadania pozostatych fragmentéw.
Do eliminowania aktywnosci poszczeg6lnych komponent stosuje sie wy-
bidrcze inhibitory wzglednie czynniki niszczace poszczegdélne elementy
uktadu; mozna réwniez dobra¢ specyficzne akceptory i donatory elektro-
noéw czyli utleniacze i reduktory reagujace tylko z odpowiednimi cztonami
uktadu. Wybidrczo dziatajgcy oksydator moze by¢é w okreslonych warun-
kach odbiorcg elektronéw i wodorow przekazywanych z bursztynianu
przez niepetny uproszczony system enzymatyczny, umozliwiajgc okresle-
nie wlasnosci i czynnosci tego uproszczonego ukiadu. Wybidrczo dzia-
tajacy reduktor moze znow dostarczy¢ elektronéw i wodordow dla okreslo-
nego fragmentu systemu oksydazy.

Czynnos$¢ ukladu oksydazy bursztynianowej wzglednie jego fragmentu
mierzy sie zazwyczaj manometrycznie, oznaczajac szybkos$¢ wiazania
tlenu, albo kolorymetrycznie, wyznaczajac szybko$¢ zmiany barwy od-
powiedniego oksydatora. Jezeli uzywa sie zelazicyjanku jako utleniacza
mozna manometrycznie oznacza¢ szybko$¢ wywigzywania dwutlenku
wegla z wodoroweglanu w wyniku redukcji zelazi — do zelazocyjanku.
Niektdre czitony systemu oksydazy posiadajg charakterystyczne widmo
absorpcyjne rézne dla postaci utlenionej i zredukowanej, co pozwala na
zastosowanie pomiaréw spektrofotometrycznych do oznaczenia przyna-
leznosci tych sktadnikéw do systemu oraz do okreslenia ich roli i stanu
czynnosciowego.
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Preparatyka oksydazy bursztynianowej

Brak dotychczas metody otrzymywania czystej oksydazy bursztynia-
nowej, jednakze mozliwe jest uzyskiwanie preparatéw oczyszczonych
i w tym celu najczesSciej stosowany jest sposéb postepowania podany
przez Keilina i Hartreego (26). Materiatem wyjSciowym jest
miesien sercowy, ktory zostaje zmielony, zmieszany z woda i zebrany
na muslinie. Przemywanie takie powtarza sie szereg razy dopoéki wycis-
nieta przez muslin woda nie stanie sie bezbarwna. Przemyty miegsien
rozciera sie nastepnie przez 2 godziny z piaskiem w 0,02 M buforze fos-
foranowym o pH 7,3. Gesta zawiesine rozciencza sie tym samym buforem
i wiruje przez 20 minut z szybkoscig 2000 obr/min. Ptyn z nad osadu
oziebia sie do 0° —5° i zakwasza 1 n kwasem octowym do pH 5,7, po-
czern natychmiast odwirowuje sie wytracony ,osad w chtodzonej wiréwce
(2000 obr/min, 15 min.). Po zdekantowaniu ptynu osad zawiesza sie w row-
nej objetosci 0,1 M buforu fosforanowego o pH 7,3. Inne sposoby poste-
powania podali (39, 44, 20).

Aktywnos$¢ oksydazy bursztynianowej utrzymuje sie w zamrozonym
miesniu sercowym w ciggu tygodni. Zmiany zachodzace w czasie prze-
chowywania opisat Slater (52a). Oczyszczony preparat oksydazy za-
chowuje swojag aktywnos¢ po ljofilizacji.

Trzeba podkresli¢, ze aktywnos$¢ preparatu oksydazy zalezy nie tylko
od integralnosci systemu, ale réwniez od struktury koloidowej podtrzy-
mujacej ten system. Wymownym $wiadectwem wptywu warunkéw fizyko-
chemicznych sg badania Keilina i Hartreego (27) i przytoczone
w nich wyniki liczbowe. Np. jezeli oznaczymy aktywnos¢ preparatu
przez 100 to dodatek 2% zdenaturowanej globiny wzmaga aktywnos¢
do 285, dodatek 2°/0 zelatyny do 200, a CaCh AICI3 (kazdy w steze-
niu 4 X 10_4M) do 165. Ten wybitny wptyw charakteru koloidowego
Srodowiska, w ktorym znajduje sie oksydaza, na jej aktywnos¢ byt przy-
czyng wielu sprzecznosci w literaturze dotyczgcej problemu aktywnosci
oksydazy.

System oksydazy bursztynianowej
Cytochromy

Badania Keilina nad cytochromami wskazaly, ze te przenos$niki
elektronéw wraz z oksydaza cytochromowa, identyfikowang obecnie
z cytochromem 03, wchodzag w skiad systemu oksydazy bursztyniano-
wej (24). Wymownie Swiadczyly o tym proste doswiadczenia. Jezeli do
preparatu oksydazy bursztynianowej dodano bursztynianu, a wiec dawcy
elektronow, i cyjanku, a wiec czynnika hamujacego oksydaze cytochromo-
wa, to bardzo szybko w widmie pojawig sie smugi absorpcyjne zreduko-
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wanych cytochroméw. W powyzszych warunkach utlenianie cytochro-
moéw jest niemozliwe, gdyz cyjanek inaktywuje oksydaze cytochromowa.
Udziat cytochromu ¢ mozna wykazac¢ bezposrednio, gdyz zwigzek ten jako
tatwo rozpuszczalny czesciowo dyfunduje z czastek preparatu do roztwo-
ru, co pociaga za sobg zmniejszenie aktywnosci ukiadu. Pierwotng aktyw-
nos¢ mozna przywroci¢ przez dodatek cytochromu c do roztworu. Brak
dotychczas publikacji przemawiajgcych przeciwko udziatowi cytochro-
mow a3, a oraz ¢ w ukladzie oksydazy bursztynionowej, natomiast
watpliwosci nasuwajg sie w zwigzku z rolg cytochromu b. Niektérzy
autorowie identyfikowali ten cytochrom z wiasciwa dehydrogenaza bur-
sztynianowg (3,5,38), co w Swietle dzisiejszych badan okazuje sie catko-
wicie niestuszne, gdyz rozpuszczalng dehydrogenaze uzyskano w postaci
wolnej od cytochromu b. Siat er (52) twierdzi, ze cyt. b jest jednym
z waznych cztonéw systemu i ze w ukladzie beztlenowym jest on prze-
kaznikiem elektronéw bursztynianu na biekit metylenowy, (patrz sche-
mat). S later opiera swoj poglad na tym, ze gdy w warunkach beztle-
nowych preparat oksydazy zostaje zredukowany bursztynianem, to po
dodaniu BM smugi zredukowanych cytochromoéw a3, a oraz c sg nadal wi-
doczne, natomiast cyt. b ulega szybko utlenieniu. Trafnos¢ pogladu Slatera
zachwialy badania B. C han ce’a (12). Chance postugujac sie bardzo sub-
telng metoda pozwalajgca precyzyjnie okresli¢ zdolno$¢ uktadu oksydacyj-
no-redukcyjnego do przenoszenia elektronéw wykazat, ze cyt. b w ukta-
dzie oksydazy bursztynianowej reaguje zaledwie z 2°/0 elektronéw prze-
noszonych przez ukilad w jednostce czasu. Na tej podstawie badacz ten
wyraza watpliwosci co do udzialu cytochromu b w uktadzie oksydazy
bursztynianowej. Sprawa ta wymaga dalszych badan, ktore by wyjasnity
sprzecznos$¢ miedzy pogladami Slatera i Chanc e'a

Czynnik redukujacy cytochrom c

Oksydaza cytochromowag, cytochromy i dehydrogenaza bursztynia-
nowa nie reprezentujg jeszcze wszystkich cztonéw tancucha skiltadnikéw
systemu oksydazy. Szereg spostrzezen $Swiadczyt o tym, ze musi istniec
czynnik posredniczacy w przenoszeniu elektronéw na cytochrom c.
Prace zmierzajace do wyjasnienia tego problemu mozna podzieli¢ na
2 grupy. Jedne z nich oparte byty na badaniu preparatu oksydazy bur-
sztynianowej, otrzymanego przez dziatanie soli kwaséw zéiciowych. Tak
otrzymany preparat wykazuje aktywnos$¢ oksydazy cytochromowej i row-
noczes$nie redukuje BM, ale nie katalizuje utleniania bursztynianu tlenem
atmosferycznym. Straub (55 stwierdzit, ze aktywnos¢ oksydazy bur-
sztynianowej w takim preparacie powracata, gdy dodano don inny pre-
parat oksydazy bursztynianowej otrzymany bez uzycia cholanu, ogrzany
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uprzednio w roztworze o pH 9 przez 15 min. w 55°, a wiec poddany dzia-
taniu warunkoéw, ktére niszcza catkowicie oksydaze bursztynianowa.
Zawarty w tak ogrzanym preparacie czynnik aktywujagcy Straub
nazwat czynnikiem ,SC”. Preparat o podobnych wiasnosciach opisat tez
Stoppani (54). Z nowszych prac w tym kierunku trzeba wymienic
dwie, ogtoszone przez C larkaii. (14) oraz Widmera i i. (65). Auto-
rzy dochodzg do wniosku, ze role czynnika SC moze petni¢ cytochrom
e lub Ci, opisany uprzednio przez Keilina (28). Nie wchodzac w za-
sadniczg ocene tych prac trzeba stwierdzi¢, ze moga one budzi¢ pewne
watpliwosci, zwlaszcza wskutek szkodliwego dziatania cholanu na caty
system oksydazy. Wnioski Strauba zakwestionowal m.in. Slater
(52a), dowodzac, ze czynnik SC nie jest aktywatorem specyficznym.

Druga grupa badaczy postugiwata sie odpowiednimi inhibitorami,
ktére dodane do preparatu oksydazy bursztynianowej hamowatly ja,
ale w matym tylko stopniu lub nawet wcale nie wptywaty na aktywnos¢é
oksydazy cytochromowej oraz cytochromu c i na zdolno$¢ do redukcji
btekitu metylowego. Sposréd takich inhibitorow wymieni¢ trzeba 2,3-
-dwumerkaptopropanol (BAL) (51), antymycyne A (36), fosforan alfa-
-tokoferolu (42,21), pochodne alkilonaftochinonéw (5), dwuhydroksystil-
ben (11) i lecytynaze A (35). Dowody zawarte w tych pracach sg zupetnie
wystarczajgce, zeby przyja¢ za udowodnione istnienie czynnika posredni-
czacego w redukcji cytochromu c. Czynnik ten ze wzgledu na jego role
reduktora cytochromu c, najstuszniej byloby nazywaé¢ czynnikiem RC,
dopoki istota jego nie zostanie blizej wyjasniona.

Zastosowanie chlorku 2,3,5-tréjfenylotetrazoliowego (TTC) jako od-
biorcy elektronéw dostarczanych przez bursztynian, przyniosto dalsze
dowody istnienia czynnika RC (30). Antymycyna A hamuje redukcje TTC
przez kwas bursztynowy w obecnosci preparatéw oksydazy bursztynia-
nowej, nie wywierajagc zadnego wptywu na redukcje biekitu metylowego
i na redukcje tlenu przez uktad: reduktor — cytochrom c¢ — oksydaza
cytochromowa. Swiadczy to o egzystencji czynnika posredniczacego
w redukcji TTC zbednego jednak podczas redukcji BM.

Dehydrogenaza bursztynianowa

(@] otrzymaniu rozpuszczalnej dehydrogenazy bursztynianowej pierw-
szy doniést Hogeboom (19), ktéry uzyskat jg ekstrahujac odpowied-
nim buforem suchy proszek acetonowy otrzymany z watroby. Wyciag
katalizowat redukcje zelazicyjanku wobec bursztynianu. M or ton (34)
uzyskat podobny wynik ekstrahujac tkanke watroby n-butanolem.
Niestety dalszy postep w tej dziedzinie byt utrudniony wobec braku kry-
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terium pozwalajgcego oceni¢ w jakim stopniu otrzymana dehydrogeneza
bursztynianowa byta wolna od domieszek innych komponent ukiadu.
Singer, Kearney i i zastosowali rowniez ekstrakcje tkanek wysu-
szonych acetonem (45,46,47,49,22,23) oraz mitochondrii serc wotowych,
uzyskujac preparat dehydrogenezy zachowujacy sie jednorodnie w ultra-
wirdwce (49). Badacze ci stwierdzili, ze oczyszczony enzym jest flawino-
proteidem o ciezarze czasteczkowym 200.000, zawierajagcym 4 lub 2 atomy
zelaza niehematynowego i jedng czasteczke flawiny. Dehydrogenaza
Singera nie katalizuje redukcji btekitu metylenowego w obecnosci bur-
sztynianu, natomiast katalizuje redukcje zelazicyjanku oraz siarczanu
metylofenazoniowego, bedacego w tym przypadku najlepszym akceptorem
elektronéw. Zaznaczy¢ nalezy, ze preparat Singer a nie jest jeszcze
zupetnie czysta dehydrogenazg bursztynianowg, co pozostaje w pewnej
mierze w zwigzku z trudnosciami jakie nasuwa preparatyka tego enzymu.
Aktywnos$¢ enzymu jest zalezna od wielu czynnikéw wchodzacych w ra-
chube podczas jego otrzymywania, np. od stanu mitochondii, a sam
enzym w roztworze jest bardzo nietrwaly. Stosujac wielokrotnie te me-
tode mogtem przekonac¢ sie jak jest kaprysna i jak malo daje gwarancji
otrzymania preparatu o powtarzalnej aktywnosci wtasciwej. Istnieje row-
niez pewna rozbieznos¢ w charakterystyce aktywnos$ci enzymu, np. pre-
parat Singer a wykazuje w stosunku do zelazicyjanku 39°/0 aktyw-
nosci, gdy przyjmiemy za 100 aktywno$¢ wobec siarczanu metylofena-
zoniowego (SMF), natomiast podobny preparat otrzymany przez Bas-
forda i i. (6) wykazuje wobec zelazicyjanku 70% aktywnosci wzgle-
dem SMF.

Preparat dehydrogenazy bursztynianowej otrzymany przez Singera
nie ulega zahamowaniu przez BAL Ilub antymycyne A, natomiast jest
bardzo wrazliwy na dziatanie czynnikéw blokujgcych grupy sulhyd-
rylowe.

Szczegdlnym zagadnieniem jest rola i charakter flawiny w dehydro-
genazie bursztynianowej. Wedlug Singera i i. ukiad flawinowy jest
tak silnie zwigzany z komponenta biatkowg, ze moze zosta¢ odszczepiony
dopiero po strawieniu trypsyng. Postepujac w ten sposéb autorowie
amerykanscy otrzymali jednak szereg zwigzkow flawinowych, co unie-
mozliwito ich identyfikacje. Szczepkowski i Yagi w pracowni
Theorella w Sztokholmie stwierdzili, ze w pewnych warunkach kom-
ponenta flawinowa daje sie oddzieli¢ od biatka bez zastosowania trypsyny
i ze jest ona dwunukleotydem flawinoadenilowym (57).

Zaznaczy¢ nalezy, ze juz dawniej znano fakty przemawiajgce za udzia-
tem flawin w uktadzie oksydazy bursztynianowej. Keilin i Hartree
(25) obserwowali w swoich preparatach widmo flawiny, ktéra ulegata
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redukcji po dodaniu bursztynianu; Adler, Euler, i Skarzynski
(1) opisali hamowanie dehydrogenazy przez znany inhibitor enzymoéw
flawinowych — adenozyne; Bali i Cooper stwierdzali flawine w ich
preparatach (4); Axelrod i i. zaobserwowali obnizenie aktywnosci
dehydrogenazy bursztynianowej u szczurow odzywianych dieta ubogg
w ryboflawine. Wymienione powyzej prace Singera i wspotpracowni-
kow oraz Yagi i Szczepkowskiego sa dalszym dowodem udziatu
flawiny w dehydrogenazie, a w kazdym razie w najczystszym z uzyska-
nych dotad jej preparatéw za jaki mozna uwaza¢ preparat Singera.

Dehydrogenaza bursztynianowa opisana przez Singera wydaje sie
by¢ tym pierwszym ogniwem w tancuchu skadnikéw ukiadu przenosza-
cego elektrony z bursztynianu na tlen atmosferyczny, ktorego istnienie
wynikato z dawniej jeszcze przeprowadzonych doswiadczen z a—a—
dwudeuterobursztynianem. Zwigzek ten dodany do preparatu enzymu
w nieobecnosci akceptora elektronéw wykazuje wymiane deuteru z wo-
dorami wody, przyczym szybko$¢ wymiany odpowiada szybkosci utlenia-
nia bursztynianu przez preparat enzymu w obecnosci akceptorow elektro-
néw (64). Ta wymiana deuteru przemawia za tym, ze istnieje enzym
wilasciwa dehydrogenaza bursztynianowa, ktéra tgczy sie z jonami sub-
stratu i katalizuje wytworzenie jonu wodorowego z atomu wodoru zwiag-
zanego w bursztynianie, a wiec musi ona by¢ enzymem, ktéry jest pierw-
szym akceptorem elektronow.

Wiele faktéw doswiadczalnie stwierdzonych przemawia za tym, ze
w peitnym uktadzie oksydazy bursztynianowej elektrony dehydrogenazy
zostajg przenoszone na cytochrom b (jezeli przyjmiemy koncepcje Sla -
te r a) a nastepnie za posrednictwem czynnika RC na cytochrom c i na
cytochrom a oraz a3. W warunkach doswiadczalnych odbiorcg elektronéw
z dehydrogenazy moze by¢ SMF lub zelazicyjanek, z cytochromu b — bile-
kit metylenowy lub2,6-dwuchlorofenolindofenol, a z czynnika RC chlo-
rek 2, 3, 5-tréjfenylotetrazoliowy. Z tych wszystkich danych mozna skon-
struowac¢ schemat ukladu oksydazy bursztaniowej uwzgledniajacy kolej-
nos$¢ jej poszczegbélnych ogniw.

Reduktory

bursztynian aksorbinian

Utleniacze
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Jak juz o tym byla mowa, badania C h an ce’a nasuwajg watpliwosci
co do stuszno$ci umieszczenia cytochromu b w tym systemie.

Inhibitory

Omowiono juz wyzej, ze wyjasnienie struktury oksydazy burszty-
nianowej stato sie mozliwe dzieki zastosowaniu poszczegélnych inhibi-
torow hamujacych okreslone cztony ukiadu. Inhibitory te reprezentuja
bardzo réznorodne typy zwigzkéw chemicznych i réznoraki sposéb hamo-
wania reakcji.

Najdawniej znany czynnik hamujacy biologiczne utlenianie kwasu
bursztynowego — kwas malonowy — jest klasycznym przykiadem czyn-
nika hamujacego aktywnos¢ enzymu przez wspotzawodnictwo ze substra-
tem (60,41). Punktem zaczepienia tego inhibitora jest dehydrogenaza
bursztynianowa. Kompetetywnymi inhibitorami sg réwniez szczawiooc-
tan (15, 36) i pirofosforan (31, 63). Dehydrogenaza hamowana jest réwniez
przez odczynniki blokujgce grupy tiolowe, ale oczywiscie istota zahamo-
wania jest w tych przypadkach odmienna od zahamowania np. przez
malonian. Cytochrom b jest hamowany przez narkotyki takie jak feny-
louretan. Swiadczg o tym wyniki badan Stoppaniego (53a), ktéry
wykazat, ze narkotyki hamuja redukcje biekitu metylenowego przez
bursztynian a nie hamuja redukcji zelazicyjanku. Czynnik RC jest ha-
mowany przez BAL, antymycyne A, naftochinony i lecytynaze A. Cyto-
chrom c nie jest swoiscie hamowany przez zaden dotychczas znany zwig-
zek. Oksydaze cytochromowag hamujg dobrze znane zwigzki, takie jak
cyjanki, azydki i CO. Zahamowanie przez tlenek wegla jest nieco skomp-
likowane dzieki mozliwosci utleniania go do CO2 (13, 56). Niemniej zaha-
mowanie wystepuje juz wobec matych ilosci CO. Ciekawe i niewyjasnione
dotad jest hamowanie przez fluorki, ktore wystepuje tylko w obecnosci
fosforanu (9,53).

Dziatanie inhibitoréw mozna przedstawi¢ ponizszym schematem:

Enzym Inhibitor
DEHYDROGENAZA malonian, szczawiooctan, pirofosforan, odczynniki
sulfhydrylowe
CYTOCHROM b narkotyki, uretan
CZYNNIK RC antymycyna A, BAL, naftochinony, lecetynaza A

CYTOCHROM c
OKSYDAZA CYTOCHROMOWA cyjanki, azydki, CO

Wykazanie przez Keilina i Hartreego faktu, ze aktywno$é
oksydazy bursztynianowej zalezy od czynnikéw wplywajgcych na stan
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fizykochemiczny ukiadu zmusza do ponownego przedyskutowania dzia-
tania hamujgcego wielu substancji opisanych jako inhibitory. Niewatpli-
wie na zmianie stanu fizykochemicznego, a zwilaszcza powinowactwa
do rozpuszczalnika, polega dziatanie hamujgce emulgatoréw. Do tego sa-
mego typu hamowania wywotanego zmiang warunkow fizycznych trzeba
rowniez zapewne odnie$s¢ ciekawa obserwacje Szent Gyorgyiego
0 zmianie aktywnosci oksydazy bursztynianowej zaleznie od stanu mies-
nia. (59). Stwierdzit on, ze oksydaza bursztynianowa czynna jest w miesniu
skurczonym, natomiast nieaktywna w rozkurczonym. Rozkurczony mie-
sien wykazuje jednak aktywnos$¢ wzgledem biekitu metylowego i ma
czynng oksydaze cytochromowa: hamowaniu wiec ulega zapewnie czyn-
nik RC.

Oksydaza bursztynianowa jako zespo6t wieloenzyniowy

Wielosktadnikowy ukiad enzymatyczny ujmowany nazwg oksydazy
bursztynianowej stanowi klasyczny przykiad nadrzednej struktury bio-
chemicznej — zespotu biokatalizatorow, zwranego przez Dixona (16)
zespotem wieloenzymowym. Najprostszg metoda okreslenia "skiadu tego
systemu bytoby roztozenie na poszczegdlne jednotniki enzymatyczne czy
tez chemiczne i zbadanie ich wiasnosci. Rozktad taki jak dotychczas nie
zostat osiggniety i nawet w tych przypadkach, gdy pewien skiadnik
systemu zostat oddzielony od zespotu, to wykazuje on w stanie wolnym
inne wilasnosci niz te, ktére posiadat jako czion systemu. Cytochrom
¢ wydzielony z ukiadu oksydazy bursztynianowej posiada 1/100 aktyw-
nosci pierwotnej (53a, 62). Dehydrogenaza bursztynianowa otrzymana
przez Singera (48) w roztworze jest wybitnie nietrwalym enzymem,
w odroéznieniu od zdecydowanej trwatosci wykazywanej przez nig w kom-
pleksie.

Rozmieszczenie przestrzenne enzyméw w zespole wykazuje z pew-
noscig specyficzng strukture, warunkujaca w znacznym stopniu ich
aktywnos¢. Prawdopodobnie rekonstrukcja catego systemu z pojedyn-
czych czystych skiadnikéw bedzie nietatwa. Istota zespotu jest wyra-
zem najscislejszego powigzania wiasnosci biologicznych, umozliwiajacych
nie tylko reakcje czysto chemiczne oparte na zderzeniach czasteczkowych,
ale i przemiany fizyczne, np .takie jakie obserwujemy w potprzewodni-
kach (10).

Mechanizm dziatania dehydrogenazy bursztynianowej

Wedtug Singera (50) utlenienie bursztynianu przebiega z udzia-
tem flawiny i zelaza dehydrogenazy w nastepujacej kolejnosci:

4 Postepy Biochemii
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bursztynian + flawina -> fumaran + leukoflawina
leukoflawina + 2Fe+++ _> flawina + 2Fe++ + 2H~
2Fe++ + 2H+ t akceptor -> 2F "+t + akceptor zredukowany

W peilnym uktadzie oksydazy akceptorem elektronéw od dehydroge-
nazy jest cytochrom b, natomiast — jak o tym byta juz mowa — dla
wyosobnionej dehydrogenazy funkcje akceptora moze spetnia¢ zelazi-
cyjanek lub tez SMF.

Powyzej podany przez Singera mechanizm dziatania dehydroge-
nazy nie uwzglednia jednak udzialu grup sulfhydrylowych w procesie
odwodorowania bursztynianu oraz nie wyjasnia swoistosci takich akcepto-
row jak witasnie zelazicyjanek i SMF. Gdyby zdolnos¢ tych akceptorow
do zastepowania cytochromu b wynikata z ich potencjatu oksydacyjno-
-redukcyjnego, to nie zrozumialtym bytoby, dlaczego dehydrogenaza
bursztynianowa nie reaguje z 2,6-dwuchiorofenoloindofenolem, ktérego
Eh= 0,217 V (pH = 7) jest przeciez wyzsze od Eh— 0,08 V wi}asciwe
dla SMF.

Jak wiec z powyzszego wynika schemat Singera nalezy traktowaé
jako tymczasowa hipoteze, ktdra przypuszczalnie zostanie uzupetniona
wowczas, gdy poznamy istote udzialu grup -SH w mechanizmie procesu
katalizowanego przez dehydrogenaze bursztynianowg. Istniejg pewne
dane pozwalajace przypuszczaé, ze proces utleniania bursztynianu w obec-
nosci swoistej dehydrogenazy nie jest reakcjg dwuelektronowg, jak to
przypuszcza Singer, ale jest reakcja jednoelektronowa przebiegajaca
z udzialem powstajacych posrednio wolnych rodnikéw i semichnondéw
Sprawa jednak jest zbyt zawita i pozbawiona jak na razie podstaw do-
Swiadczalnych.
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ZOFIA OPARA

Badania nad warunkami wymian genetycznych u E.coli

Na podstawie licznych prac Lederberga (13, 14), Lederberga
i Cavalli (15), Lederberga i Tatum (12) wiadomo, ze szczep
E. coli jest zréznicowany pod wzgledem zdolnosci przekazywania swego
materiatu dziedzicznego (DNA genetycznie czynnego) na osobniki posia-
dajace i nieposiadajgce tej cechy. Komoérki obdarzone zdolnoscig prze-
kazywania czesci swego materialu genetycznego innym osobnikom na-
zwano komorkami F+, lub donorami, natomiast komorki zdolne do przy-
jecia tego materialu nazwano komdérkami F~ lub receptorami. Symbol F
pochodzi od stowa fertility ~ plennosc.

Wymiana materiatu genetycznego miedzy komoérkami F+ i F~ na-
stepuje w czasie procesu koniugacji, podczas ktérego tworza sie pary
bakteryjne ztozone z F+ i F~ komorek. Liczne obrazy w mikroskopie
elektronowym wskazujg na wystepowanie mostkow plazmatycznych mie-
dzy koniugantami, przez ktére material dziedziczny komorki F+ zostaje
przekazany komoérce biorcy.

Komoérka F~ z przekazang jej czescia materialu genetycznego
osobnika F + stanowi tzw. zygote niepeltng — merozygotei jest zdolna
do wytwarzania nowego charakteru (fenotypu).

Stwierdzono, ze wraz z zespolem cech fermentacyjnych, opornosci
na fagi, lub zdolnosci wzrastania w obecnosci inhibitorow metabolicznych
komorce F~ zostaje zawsze przekazywana cecha F+ i dzieki temu na-
biera ona witasnosci donora. i

Krzyzéwki miedzy komoérkami F~ (F~ X F~) sa zawsze sterylne.
Mechanizm nabywania nowego charakteru na drodze koniugacji picio-
wych jest niedostatecznie poznany. Prawdopodobnie w czasie tego pro-
cesu nastepuje rekombinacja miedzy materiatem genetycznym komorki
biorcy i materiatem genetycznym komoérki dawcy.

Wyniki rekombinacji otrzymane na drodze koniugacji ptciowych
u E. coli podawane sg najczesciej jako wspoétczynnik rekombinacji. Jest
to stosunek ilosci otrzymanych prototrofow do ilosci F~ komodrek. Sto-
sunek ten jest przewaznie rzedu 10-4 — 105

& [213]
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Stwierdzono (1), ze wspodiczynnik ten nie zawsze jest proporcjonalny
do ilosci utworzonych par bakteryjnych w czasie koniugacji, tzn., ze nie
kazda para bakteryjna daje rekombinanty.

Niektérym autorom udato sie wyizolowaé¢ z posréd komoérek F+ mu-
tanty dajace wymiany genetyczne ze stu procentowa czestotliwoscia.
Mutanty te nazwano HFr = high frequence recombination (Cav alli
1950) (2), (Hayes 1953) (8).

Wstepne studia nad kinetyka rekombinacji piciowych u E. coli byty
wykonane przez Nelsona w 1951 roku (22), a nastepnie przez Hayes
1952 (7), Wollman, Jacob 1956 (27) Andersona 1957 (1) i innych.

Na podstawie danych otrzymanych przez tych autoréw wiadomo, ze
materiat genetyczny komérki F+ jest przekazywany komoérce F~ w okres-
lonej i powtarzajgcej sie kolejnosci, co przemawia za linearnym roz-
mieszczeniem cech w obrebie struktur genetycznych komérki bakte-
ryjnej. Przes$ledzenie Kkinetyki przekazywania cech komoérce F~ przez
komérke F+ umozliwito wykreslenie mapy chromozomowej bakterii.

Mapa taka wedilug Cavalli i Jinks’'a 1956 (4) przedstawia sie
dla E. coli K-12 nastepujaco:

0 o T*L+Azr Tr Lac t V 5 Mat, t Xul,t * M-
Hfr tubF' \ [ I 1 L 1-- ¢ L. = _ .
I S
T-L -Ar3 T* Lac, - U S Mol,-Xyl, - M+ 6r

Rys. 1 Schemat przedstawiajacy rozmieszczenie réwnych cech w chromozomie E. coli K-12

T — synteza treoniny, L — synteza leucyny, M — synteza metioniny, Mi — synteza witaminy Bt,

Lac — fermentacja laktozy, Mai — fermentacja maltozy, Xyl — fermentacja ksylozy, AJ —

oporno$¢ na azydek sodu, S — oporno$¢ na streptomycyne, TJ — oporno$¢ na faga Ti,
Tg — wrazliwo$¢ na faga Tg

Punkt O na rysunku 1 przedstawia poczatek chromozomu. Cze$¢ chromozomu HFr oznaczona
przerywang linig nie zostaje przekazywana komoérce F - na drodze koniugacji ptciowych

Technika doswiadczen kinetycznych nad rekombinacjami piciowymi
u E. coli K-12 polega na sporzgdzaniu mieszanej zawiesiny komorek
F+ i F~ (par bakteryjnych) i po réznych okresach czasu na przerywaniu
tego kontaktu w homogenizatorze, lub przy zastosowaniu faga, na ktorego
wrazliwa jest komérka F+. W ten sposéb stwierdzono, ze po 7 minutach
kontaktu komérka receptorowa otrzymuje ceche kontrolujacg synteze
treoniny, po 9 min. ceche kontrolujgca synteze leucyne, a po 10 min.
ceche wrazliwosci na azydki. Nastepnie po 11-ej minucie komdérka nabywa
opornos¢é na wirus Ti i po 18 min. ceche warunkujgca fermentacje lak-
tozy, oraz ceche wrazliwosci na faga Te. Po przekazaniu tego zespotu
cech koniugujgce partnery rozdzielajg sie. Kinetyke narastania rekombi-
nantow T+ L+ ilustruje Rys. 2 wg Hayes 1957 (10).
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Zauwazono, ze ilos¢ rekombinantéw pojawiajacych sie po procesie
koniugacji jest wprost proporcjonalna do ilosci komdérek rodzicielskich
w jednostce objetosci. Zaleznos¢ te przedstawia Rys. 3 wg Hayes
1957 (10).

Badania nad rekombinacjami ptciowymi u E. coli majg kilka aspektéw.
Pierwszy aspekt genetyczny dotyczy zagadnien zwigzanych z zaleznosciag
miedzy genotypem i fenotypem komoérki lokalizacjg cech, stopniem sprze-
zenia i mozliwosciami ich przegrupowan. Drugim podstawowym zagadnie-
niem jest poznanie doktadne drég i sposobéw reprodukcji nowych elemen-
tow genetycznie aktywnych. Trzecim bardzo istotnym zagadnieniem
jest poznanie stanu fizjologicznego komodrki podlegajacej wymianom
genetycznym, przebadanie zaleznosci miedzy jej aktywnoscia metabo-
liczng i aktywnoscig genetyczng, oraz poznanie zrodet energii potrzebnej
do procesu wymiany genetycznej. Dotychczasowe wiadomosci dotyczace
wspomnianych zagadnien sg bardzo niekémpletne.

Rys. 2 Rys. 3

W 1952 roku Hayes (7) zaobserwowat, ze 2,4-dwunitrofenol hamuje
w komodrce F+ zdolno$¢ przekazywania materiatu genetycznego komorce
receptorowej, natomiast nie wptywa zupeinie na zdolno$¢ pobierania tego
materiatu przez komorke F~.

Obserwacja ta wskazuje na istnienie funkcjonalnego zréznicowania
miedzy komérka F+ i F~ z ich aktywnoscig genetyczna. Zagadnieniem
tym zajat sie nastepnie Fisher (5 6). Wnioski wptywajace z jego ba-
dan potwierdzity catkowicie obserwacje Hayes.
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Autor ten wykonat szereg badann nad wpitywem gtodzenia obu partne-
row na wynik rekombinacji genetycznych przebiegajagcych w czasie
koniugacji i stwierdzit, ze w wypadku gtodzenia komdrek donorowych
ilos¢ rekombinantéw znacznie sie zmniejsza, podczas gdy gtodzenie ko-
morek receptorowych nie wptywa na wynik rekombinacji.

Tabela 1
wg Fishera 1957 (6)
llo§¢ T+ L+ rekom-

Krzyzowki binatébw w objetosci
0,01 ml hodowli

Hfr gtodzone X F— gtodzone 6
Hfr gtodzone X F— niegtodzone 7
Hfr niegtodzone X F— gtodzone 110
Hfr niegtodzone X F— niegtodzone 114

Objasnienie: zawiesiny komoérek gtodzonych byty hodowane w buforze o pH 72 w 37°
przez 2 godziny.

Badania te wskazujg na endergoniczng nature procesu koniugacji, oraz
na aktywna role komoérki F+ u E. coli K-12.
Roéwnoczesnie wykonane doswiadczenia nad wptywem roéznych trucizn

metabolicznych na proces przenoszenia materiatu genetycznego z F+ na
F~ potwierdzajg to stwierdzenie i rzucajg Swiattlo na zwigzek miedzy

procesami metabolicznymi i genetycznymi. Fisher przebadat wplyw
NaCN, 2, 4-dwunitrofenolu, kwasu fluorooctowego i malonianu sodu
Tabela 2

wg Fishera 1957 (5).
Wspotczynniki rekombinacji

Podtoza uzyte do wykona- z Bez z Bez z Bez
. .. Fluore- Fluoro-
nia krzyzéwek NaCN NaCN DNP DNP
oct. oct.
Bufor 0 0,5 0] 0,5 0,12 * 0,79
Bufor + glukoza — 15 0,07 1,5 0,31 1,0
Bufor + gluk. + asparaginian 0,9 7,4 0,31 7,2 2,9 6,4
Bufor + gluk.+ bursztynian 0,5 3,2 0,14 3,2 3,4 6,4
Bufor + gluk. + fumaran 0,2 3,0 0,17 3,0 2,8 6,0
Bufor + gluk. + jabiczan 0,3 3,5 0,17 3,5 2,1 6,1

Objasnienie: Koncentracja NaCN w podtozu wynosita 1/500 M Koncentracja 24 DPN
w podtozu wynosita 10* M Koncentracja amonofluorooctanu sodu — 10* M
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na rekombinacje i stwierdzit, ze wyzej wymienione substancje hamuja
prawie catkowicie przenoszenie cech z F+ do F~. Wyniki przedstawia
tabela 2.
Wpityw malonianu sodu na wspoétczynnik rekombinacji przedstawia
tabela 3.
Tabela 3
wg. Fishera 1957 (5)

Podtoze uzyte do krzyzéwek Bez-malo- J z malonia-
nianu nem

Wspodtczynnik rekombinacji

Bufor 0,36 0,0
Bufor + glukoza 1,0 0,12
Bufor + glukoza + aspara-

ginian 7,1 3,0
Bufor + glukoza + bursztynian 3.0 0,36
Bufor + glukoza + fumaran 25 0,59
Bufor + glukoza + jabitczan 2,8 0,65

Objasnienie: Iloé§¢ malonianu sodu w podtozu wynosita ilos¢ réwnowazng 65 mg kwasu
malonowego w 1 ml

Jak wynika z wyzej wymienionych tablic wartos¢ wspétczynnika re-
kombinacji (wspoétczynnik ten jest przeliczony na kazde 100 komorek F~)

zmniejsza sie w obecnosci inhibitorow metabolicznych. Miedzy innymi
Fisher (5 przebadat rowniez wptyw warunkéw tlenowych i beztleno-

Tabela 4
wg Fishera 1957 (5

Wspotczynnik rekombinacji

Podtoze uzyte do koniugacji Warunki Warunki beztle-
tlenowe nowe

Bufor + glukoza 0,25 0,00
Bufor + glukoza + aspara-

ginian 57 0,04
Bufor + glukoza + bursztynian 3,7 oto7
Bufor + glukoza + fumaran 37 0,04
Bufor + glukoza + jabtczan 3,4 0,14
Bufor + glukoza + gluta-

minian 6,0 0,22

wych na przebieg rekombinacji u E. coli. Wyniki hodowania zawiesiny
organizmoéw rodzicielskich w atmosferze azotu przed koniugacja przed-
stawia tabela 4.
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Wyniki przytoczone w tabeli wskazuja, ze w warunkach beztleno-
wych nie nastepuje przekazanie materialu chromozomowego z komorki
dawcy do komorki biorcy. Prawdopodobnie wiec reakcja ta jest zwigzana
z normalnym funkcjonowaniem cyklu kwaséw tréjkarboksylowych i za-
hamowanie procesu utleniania, odbija sie w widoczny spos6b na wspot-
czynniku rekombinacji. Badania nad wptywem jakosci podtoza na koniu-
gacje potwierdzajg te wyniki.

Z przedstawionych tutaj tablic wynika, ze wartos¢ wspétczynnika
rekombinacji jest rézna w zaleznosci od uzytego podtoza. Jezeli bakterie
koniugujgce zawiesi¢ w buforze, praktycznie nie stwierdza sie zadnych

rekombinacji. W buforze wzbogaco-
nym glukoza, wspétczynnik nieznacz-
nie sie podwyzsza, natomiast osiaga
on warto$¢ optymalng réwna wspot-
czynnikowi otrzymanemu przy uzy-
ciu podtoza bulionowego, po dodaniu
jednoczesnym glukozy i kwasu aspa-
raginowego, lub asparaginy, Rysu-
nek 4 wg Fishera (5).

Uzycie bursztynianu, fumaranu,
jabtczanu i kwasu glutaminowego
zamiast asparaginianu daje w efe-
kcie podwyzszenie wspotczynnika re-
kombinacji w poréwnaniu z kontrolg
ujemna, ale znacznie mniejsze (patrz

Rys. 4. Zawiesiny rodzicielskie — po uprzed- tabele 2,3 4')'

nto hodoweniu w ouuomo przenmyto 3 X zdaniem Fishera kwas aspara-
buforem pH 7,2 i mieszano w uwzglednionych “

na rysunku podfozach. Stezenie glukozy w pod- ganWy lub asparaginian moze od-
tozu wynosito 20 /¢g/ml, a L-asparaginianu ,
sodu - 200 ,,g/ml. grywac role:

a) jako kofaktor utatwiajgcy kontakt miedzy F+ i F~ komérkami;

b) moze by¢ posrednim intermediantem w drodze przemian meta-
bolicznych. (Ta druga mozliwos¢ ttumaczy jego wspoéidziatanie z gluko-
za patrz rys. 4);

c) zwiazki te moga stanowi¢ zrédio azotu organicznego dla komorki.
Ta ostatnia mozliwos¢ jest zwigzana z obserwacjami QTiastela
i Woolf a (23), ktérzy wykazali u E. coli istnienie odwracalnej reakcji:

Kwas asparaginowy kwas fumarowy + amoniak
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Reakcja ta jest zwigzana u tych organizmoéw z wystepowaniem enzy-
mu glutamino-aspragino-transaminazy (Lichstein, Cohen 1944)
(18) i z mozliwoscig wcielania jonéw NH4 do azotu organicznego komoérki.
Mozliwos¢ ta zdaje sie by¢ mato prawdopodobna w $Swietle doswiadczen
wykonanych przez Fishera (5) nad wpltywem jonéw NH4 na koniu-
gacje. Na podstawie tych doswiadczen stwierdzit on, ze jony te dodane
do podtoza w iloSci 50 jig NH3 — N/ml nie stymulujg procesu tworzenia
sie zygot.

Najprawdopodobniej wiec kwas asparaginowy odgrywa role stymu-
latora przy formacji zygot dziataja jako posredni metabolit w cyklu
Krebsa.

Przedstawione tutaj wyniki prac Fishera nad warunkami koniu-
gacji u E. coli wskazujg, ze proces ten jest natury endergonicznej i uza-
lezniony jest od aktywnosci metabolicznej komdérek dawcow (F+).

Nalezy jeszcze dodaé, ze zostaly wykonane badania nad wpitywem
zahamowania syntezy biatka i kwaséw nukleinowych na wspéiczynnik
rekombinacji podczas wymian ptciowych (5). Do podtoza, w ktorym for-
mowatly sie zygoty dodawano chloromycetyne w ilosci 10 jig/ml i 200
fig/ml 8-azaguaniny.

Jak wiadomo bowiem chloromycetyna hamuje synteze biatka (W isse-
m an 1954) (25), a 8-azaguanina hamuje synteze kwaséw nukleinowych
(Skipper i wspotprac. 1951) (23a). Wyniki otrzymane wskazuja, ze
zablokowanie syntezy biatka i kwaséw nukleinowych w czasie formacji
zygot nie wptywa zupetnie na wspotczynnik rekombinacji. Prawdopodob-
nie potraktowanie uprzednio komérek tymi inhibitorami miatoby widomy
wptyw na rekombinacje.

Omawiajgc warunki tworzenia sie zygot w zawiesinie komorek
F+ i F~ nalezy rowniez wzig¢ pod uwage wlasnosci powierzchni komoérek,
ktore sg niewatpliwie zwigzane z procesem koniugaciji.

Stwierdzono, ze istniejg roznice w #{adunku elektrycznym na po-
wierzchni partneréow F+ i F~ (Maccacare i wspoOtprac. 1955, 1956)
(19, 20, 21).

Zauwazono, ze komoérki F~ sa strgcane z jednolitej zawiesiny w pH
nizszym niz komérki F+, niezaleznie od typu gtadkiego czy szorskiego.
Poza tym stwierdzono, ze komorki F— posiadaja wyzsza stabilnos¢ w pod-
tozach ptynnych niz komérki F+, ktére czesto spontanicznie aglutynuja,
oraz charakteryzuje sie r6znym powinowactwem do barwnikéw. Miano-
wicie komorki receptorowe maja wieksze powinowactwo do barwnikéw za-
sadowych niz komoérki donory. (20, 21). Wymienione tu rdznice we wias-
ciwosciach btony komdrkowej u obu rodzicéw decydujg prawdopodobnie
0 tworzeniu sie par miedzy organizmami o przeciwnych znakach.
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W zwigzku z wlasnosciami elektrostatycznymi powierzchni komé-
rek F+ i F~ nalezy wspomnie¢ o wptywie pH na koniugacje piciowe
E. coli co przebadat Fisher. Autor ten znalazt optimum pH dla podto-
za sktadajgcego sie z buforu fosforanowego 0,05M, 0,4% NaCl i 0,02%
Mg S04. 7H20. Wynik przedstawiony jest na rys. 5.

pPH —

Rys. 5

Jak wynika z krzywej-optimum pH dla tego podtoza wynosi okoto 6,2.
Zauwazyt on, ze optimum pH nie jest jednakowe dla wszystkich podioz.
Wiaze sie to z niejednakowymi mozliwosciami dyfuzji ré6znych zwigzkéw
z podioza do komorki bakteryjnej. Jako przykiad mozna przytoczyé
fakt, ze glukoza moze by¢ zastgpiona przez octan sodu w pH 65 (dla
glukozy pH wynosi okoto 7).

Efekt wiec wartosci pH na wspdiczynnik rekombinacji wigze sie nie
tylko z tadunkiem na powierzchni komoérek F+ i F~, lecz rdéwniez
z penetracjg réznych substancji odzywczych do komoérek.

Reasumujac ten krotki przeglad badan nad warunkami wymian ge-
netycznych u E. coli nalezy podkresli¢, ze procesy przekazywania cech
wymagajg dostarczenia energii. Producentem tej energii jest komérka F +.
Poza tym stwierdzono réwniez, ze tworzenie sie par bakteryjnych jest
zwigzane z roéznicami wystepujacymi w btonach komodrkowych komé-
rek F+ i F~.
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SPRAWOZDANIA I RECENZJE

XIX Konferencja Miedzynarodowej Unii Chemii
Czystej i Stosowanej (IUPAC)

XI1X Konferencja Migedzynarodowej Unii Chemii Czystej d Stosowanej (IUPAC)
odbyta sie w Paryzu w dniach 15— 25 lipca 1957 roku. Jedna z szesciu Sekcji IUPAC
jest Sekcja Chemii Biologicznej. W mys$l porozumienia z 1955 r. w pracach tej Sekcji
biora udziat przedstawiciele Miedzynarodowej Unii Biochemicznej (IUB).

W czasie Konferencji odbyty sie obrady Komitetu Sekcji Chemii Biologicznej,
Komisji biatek standardowych, Komisji nomenklatury biochemicznej (wspélnie z ko-
misja nomenklatury chemii organicznej), komisji enzyméw IUB oraz Komitetu
koordynujacego prace IUB i IUPAC. Postanowiono organizowa¢ wspdlne kolokwia
na tematy interesujgce zaréwno IUB jak i IUPAC. Takim byto kolokwium o budowie
biatek, ktére odbyto sie bezposrednio po XVI Miedzynarodowym Konkursie Chemii
Czystej i Stosowanej w Paryzu w dniach 25— 29 lipca 1957 r. Wybrano specjalny
Komitet pod przewodnictwem prof. M. Florkina, ktéry zajmuje sie organizowa-
niem tych kolokwiéw. Ustalono, ze Komitet koordynacyjny zbierze sie nastepnie
w Wiedniu w 1958 r. w czasie IV Miedzynarodowego Kongresu Biochemii.

Na posiedzeniu Rady IUPAC w dniu 25 lipca podsumowano wyniki obrad na
wszystkich Sekcjach. Zaakceptowano projekt odbycia XX Konferencji IUPAC
i XVII Kongresu w Monachium w dniach 31.VIII—6.1X.1957 r. Kongres ten poswie-
cony zostanie zagadnieniom biochemii, chemii' nieorganicznej i okres$lonemu tema-
towi chemii stosowanej, ktorym bedzie prawdopodobnie zwalczanie szkodnikéw
roslin.

Irena Chmielewska

XVI Miedzynarodowy Kongres Chemii Czystej i Stosowanej

Tegoroczny — XVI Miedzynarodowy Kongres Chemii Czystej i Stosowanej odbyt
siie w Paryzu w dniach 18— 24 lipca. Tuz przed rozpoczeciem Kongresu (16— 17 lipca)
obchodzono uroczyscie 100-letnig rocznice zaloztenia Francuskiego Towarzystwa Che-
micznego. Kongres poswiecony byi zagadnieniom chemii fizycznej, chemii nieorga-
nicznej i chemii organicznej. Brato w nim udziat ponad 2000 uczestnikéw z 30 panstw.
Liczba komunikatéw wynosita 900, z czego 60°/0 przypadio na chemig organiczna.
Z Polski zgtoszono 27 komunikatéw, przybyta tez liczna (20-to osobowa) delegacja.

Mimo $cistego sprecyzowania tematyki w kazdym z trzech dziatbw chemii do
czterech podstawowych tematéw ze wzgledu na duzg liczbhe komunikatéw obradowato
rownoczeé$nie 15 sekcji, co uniemozliwiatlo uczestnikom Kongresu wystuchanie
znacznej ilosci interesujacych ich komunikatow.

[223]
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dziale chemii organicznej omawiano nastepujace zagadnienia:
Mechanizm reakcjii i przeksztalcenia wewnatrzczgsteczkowe (2 sekcje),
. Zwiazki organometaliczne i organometaloidowe (1 sekcja),

Budowa przestrzenna i stereochemia (1 sekcja),

. Budowa i synteza zwigzkéw naturalnych (2 sekcje),

o s wWNp s

. Komunikaty rézne (1 sekcja).

Mimo, ze w tegorocznym Kongresie nie uwzgledniono dziatu chemii biologicznej
z tego powodu, ze w roku przysztym odbedziie sie Miedzynarodowy Kongres Bioche-
mii, w obradach zaznaczyty sie wyraznie zagadnienia biochemiczne.

Do takich zaliczy¢ nalezy ujecie tematyczne konicowego referatu plenarnego
wygtoszonego przez prof. E. Terenina (ZSRR) ,Elektronowe fotoreakcje barwni-
kéw organicznych”. Prelegent podat nowa metodyke pomiaréw potencjatu i prze-
wodnictwa, przeprowadzanych podczas odwracalnej fotoredukcji w roztworze barwni-
kéw typu chlorofilu i jej zastosowanie do badania mechanizmu i kinetyki reakcji
fotochemicznych, a przede wszystkim zmian fotochemicznych chlorofilu w procesie
fotosyntezy.

Typowo biochemiczng problematyke poruszyt prof. W. Lautsch — Niemcy —
w komunikacie ,Nowe badania nad modelami enzyméw”. Omowit metode otrzy-
mywania badanych przez niego modeli enzymoéw polegajaca na dotaczeniu tancucha
peptycznego do grupy czynnej, oraz aktywacje i specyficznos¢ substratowg tych
potaczen. Prof. I. D. Spencer — Anglia — moéwit o biosyntezie alkaloidu har-
maliny, prof. K. Freudenberg — Niemcy — o mozliwosciach biosyntezy garbni-
kéw katechinowych i powigzaniu biogenetycznym zwigzkéw grupy Ce— C3—Ce,
prof. F. F. Nord — Stany Zjednoczone — o mechanizmie lignifikacji. W przewa-
zajacej liczbie komunikatéw tematu 4 omawiane byly zagadnienia wyodrebniania
i ustalania budowy zwigzkéw roslinnych: alkaloidéw, flawonoidéw, bezbarwnych
polienéw i poliinébw, terpendéw i steroidéw oraz barwnikéw mikro-organizmoéw.

Dyskusja po komunikatach byta czesto bardzo ozywiona, lecz ze wzgledu na
ograniczong dlo$¢ czasu — krotka. Wtasciwa dyskusja odbywata sie poza obradami
sekcji, przy czym w obrebie kazdej sekcji nawigzywata sie miedzy jej uczestnikami
zywa wymiana pogladéw na tematy szersze niz tres¢ komunikatow.

Kolokwium o budowie biatek

Miedzynarodowe kolokwium poswigcone strukturze biatek odbyto sie w dniach
25— 29 lipca 1957 r. Zgodnie z zatozeniami Komisja Biatkowej Sekcji Chemii Biolo-
gicznej IUPAC gtéwnym celem kolokwium byto zebranie wynikéw badan przydat-
nych do uruchomienia produkcji standardowych preparatéw biatkowych dostepnych
dla kazdego badacza. Mozliwo$¢ kupienia takich preparatéw pozwoli na prace na
jednakowym materiale, a tym samym utatwi dyskusje i koordynacje wynikéw
otrzymanych w réznych pracowniach. Pierwszym takim preparatem wprowadzonym
dzieki pracy Komisji do sprzedazy w marcu 1957 jest krystaliczna insulina produkcji
British Drug Houses Ltd. Produkt ten zostat scharakteryzowany przez dr Lymana,
C. Craiga i dr RR. R. Port era. Obecnie projektuje sie produkcje standardowej
krystalicznej rybonukleazy i chymotrypsynogenu.

Na otwarcie kolokwium przemawiali prof. J. Roche — Francja — jako gospo-
darz i prof. A. Neuberger — Anglia — jako przewodniczacy Komisji Biatkowej
Sekcji Chemii Biologicznej IUPAC.
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Wygtoszono 19 trzydziestomirautowych komunikatéw — referentami byli najwy-
bitniejsi badacze struktury biatek. Liczba uczestnikéw wynosita 150 oséb. Ze wzgledu
na to, ze ws$rod referentow przewazali Anglosasi dominowat jezyk angielski bez
wzgledu na narodowo$¢ przemawiajacego zarowno w referatach jak i w dyskusji.

Omawiane zagadnienia mozna podzieli¢ na trzy grupy:
| — metodyka pracy,
Il — budowa i aktywnos$¢ biologiczna,
Il — podobienstwo i ré6znice w budowie okreslonych biatek u réznych gatunkoéw.

W grupie | zajmowano siie nastepujacymi zagadnieniami:

1 Nowe osiagniecia w elektroforezie strefowej i chromatografii biatek — A. T i-
selius — Szwecja.

2. llosciowa chromatografia bibutowa aminokwaséw przy zastosowaniu metody
rozcienczania izotopowego — F. Turba — Niemcy.

3. Charakterystyka biatek o matej masie czgsteczkowej przy zastosowaniu dia-
lizy — C. Craig — Stany Zjednoczone.

4. Badania krystalograficzne mioglobiny — J. C. Kendrew — Anglia.

W referatach i dyskusji omawiano szczeg6towo typy stosowanej aparatury —
zmiany i ulepszenia, spos6b przeprowadzania oznaczen i doktadno$¢ pomiardéw.

W grupie Il wygtoszono najwiekszg liczbe komunikatow:

1 Czynniki wptywajace na budowe hemoglobiny i innych biatek — L. P au-
ling — Stany Zjednoczone.

2. Badanie budowy wtoérnej biatka metoda wymiany deuteru — K. Linder-
strém-Lang — Dania.

3. Zmiany konfiguracji biatek zachodzgce w czasie ich miareczkowania —
C. Tanford — Stany Zjednoczone.

4. Budowa rybonuMeazy — C. H. W. Hirs, W. H. Stein iS. Moore — Stany
Zjednoczone.

5. Zalezno$¢ aktywnosci enzymatycznej i wilasnosci flizycznyoh rybonukleazy od

jej budowy — C. B. Anfinsen — Stany Zjednoczone.

6. Budowa lizozymu biatka jaja kurzego — P. Jolies, J Thaure aux
i Cl. Fromageot — Francja.

7. Budowa i aktywnos$¢ papainy — E. I. Smith — -Stany Zjednoczone.

8. Budowa i aktywacja tryprynogenu i chymotrypsynogenu — H. Neurath —

Stany Zjednoczone.

9. Dziatanie enzymoéw proteolitycznych na chymotrypsynogen i chymotrypsyne —
P. Desn uelle — Francja.

10. Budowa biatek wirusa mozaiki tytoniowej — H. Fraenkel-Conrat —
Stany Zjednoczone.

11. Niektére badania dotyczace budowy biatek wirusa mozaiki tytoniowej —
G. Schramm — Niemcy.

12. Otrzymywanie i witasnosci fragmentu albuminy osocza wotu zachowujacego
zdolnos$¢ tgczenia sie z przeciwciatem osocza krélika — R. R. Porter — Anglia.

Szczeg6lnie dokladnie omoéwiono metody wyodrebniania i ustalania budowy oraz
uzyskane wyniki w pracach nad rybonukleazg i chymotrypsynogenem.
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W grupie IlIl wygftoszono trzy referaty:

1 Badania poréwnawcze mikrostruktury biatek — F. Sorm — Czechostowacja.

2. Specyficzno$¢ gatunkowa struktury biatkowej — H. Tuppy — Austria.

3. Zmiany w budowie niektérych hormonéw przysadki w zaleznosci od gatunku —
C. H. L i — Stany Zjednoczone.

W komunikacie 1 podano wyniki poszukiwan wspélnych fragmentéw peptydo-
wych chymotrypsynogenu, trypsynogenu i hemoglobiny réznych gatunkéw zwierzat.

W komunikacie 2 omoéwiono réznice w uktadzie aminokwaséw insuliny u ssakéw
i cytochromu c w odlegtych od siebie grupach systematycznych: kregowce, stawo-
nogi, drozdze.

W komunikacie 3 podano réznice w sekwencji aminokwaséw tych samych hormo-
néw wydzielonych z przysadki zwierzat réznych gatunkéw i identycznos¢ fragmen-
téw tancucha réznych hormonéw, jak melanotropiny i kortiikotropiny.

Tres¢ komunikatéw i dyskusji bedzie opublikowana w formie monografii wydanej
przez J. Viley and Sons, Londyn, ktéra ma ukazac¢ sie w lutym 1958 roku.

Irena Chmielewska

Biochemia Francuska

(Sprawozdanie z podrézy do Francji)

W czasie naszego kilkumiesiecznego pobytu we Francji mieliSmy mozno$¢ poznac
kilkanascie osrodkéw biochemicznych w Paryzu, Lille, Marsylii i Strasburgu.

Gtéwne centra biochemlii francuskiej wiaza si¢ z wyzszymi uczelniami uniwersy-
teckimi, w szczegélnosci z wydziatami lekarskim, farmaceutycznym i przyrodniczym.

Ponadto, biochemie reprezentuje jeszcze sizereg instytutéw, gidwnie w Paryzu,
jak np. Instytut Pasteura, Instytut Biologii' Fizyko-Chemicznej, Instytut Radowy,
Instytuty CNRS (Centre National des Recherches Scientlifiquets) i Instytut Badan
Nowotworowych w Lille. Pracownicy nauki rekrutuja sie sposréd absolwentéw wy-
dziatéw przyrodniczego (biologicznego i chemicznego), farmaceutycznego i lekarskie-
go. Wéréd profesoréow biochemii panuje zgodna opinia, ze najlepsze przygotowanie do
prac naukowych otrzymujg absolwenci wydziatéw farmaceutycznych. Swiadczy to.
o wysokim poziomie studiow farmaceutycznych i o dobrym przygotowaniu w czasie
studiéw. Trzeba podkres$li¢, ze wprawdzie mimo braku egzamindéw wstepnych na
wyzsze uczelnie, kandydaci na studentdw maja wysoki poziom wyksztatcenia ogol-
nego w szkole $redniej oraz ostra selekcje maturalng. W odniesieniu do kandydatéw
na | rok studiéw lekarskich i farmaceutycznych obowigzuje ukonczenie roku przy-
gotowawczego w zakresie nauk chemicznych. W wiekszos$ci uczelni studenci medy-
cyny koncza studia chemiczne i biochemiczne na nizszych latach. Jedynie tylko i to
w niektérych osrodkach sg katedry Patologii Chemicznej, ktére realizujag na wyz-
szych latach programy biochemii stosowanej.

W zakresie rozwoju naukowego obowigzujg dwa stopnie, pierwszy odpowiadajacy
naszemu doktoratowi w danej specjalnosci, oraz drugi i ostatni — doktorat nauk
przyrodniczych odpowiadajacy stopniowi docenta. Dla uzyskania stopnia doktora
nauk trzeba wykonac¢ oryginalna prace doswiadczalng w szerokim zakresie, publi-
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Kowana w formie tezy doktorskiej. Wymagania w odniesieniu tezy doktorskiej sa
bardzo wysokie ii przygotowanie jej wymaga wielu lat pracy. W zakresie tytutéw
naukowych rozréznia sie tytuty uniwersyteckie i tytuly zwiazane z pracg na etatach
CNRS.

Pracownicy CNRS zajmuja sie wytacznie nauka. CNRS zatrudnia pracownikéw
naukowych nie tylko we wiasnych placéwkach naukowych ale przydziela tez etaty
do poszczegdélnych zaktadéw naukowych, uniwersyteckich. Dlatego tez w uniwersy-
teckich zaktadach naukowych ilo$¢ zatrudnionych pracownikéw jest dos¢ pokazna.
Wielka pomoca w pracach dydaktycznych i naukowych sa liczne laborantki, ktore
wprawdzie w wiekszosci wypadkéw nie maja ukonczonych specjalnych szkét labo-
ranckich, jednakowoz wykazujg bardzo wysoki poziom przygotowania do prac labo-
ratoryjnych. Szkoty laboranckie w wigkszych osrodkach naukowych czynne sg juz
od Kilku lat.

Pracownikéw na etatach uniwersyteckich obowigzuje oprécz pracy naukowej
praca dydaktyczna ze studentami (wykiady i zajecia praktyczne). Pracami dydak-
tycznymi ze studentami kieruje jeden z starszych pomocniczych pracownikéw nauki,
ktéry otrzymuje tytut ,,Chef des Travaux”.

Tytut profesora jest Scisle zwigzany z dang katedra. Przy wigekszosci katedr obok
profesora sa jeszcze samodzielni pracownicy naukowi z stopniem doktora nauk otrzy-
mujacy tytut profesoréw przy katedrach. We Francji obowigzuje wiek prekliutzyjny,
po ukonczeniu ktdérego profesor przechodzi zwykle na emeryture, co nie znaczy, aby
w dalsizym ciaggu nie moégt pracowa¢ naukowo w swoim dotychczasowym zaktadzie
zachowujac swoje laboratorium, i dotychczasowe warunki pracy. Tylko wyktady
i administracje zaktadu prowadza nowo kreowani profesorowie. Wyktady rozdziela
profesor miedzy siebie i docentéw. W osrodkach prowincjonalnych czesto w jednym
zaktadzie skupia sie biochemia dla dwu lub trzech wydziatéw.

Lokale zaktadéw biochemicznych sa bardzo réznorodne. Obok nowoczesnych,
obszernych o doskonalym wyposazeniu w aparature podstawowa i urzadzenia labo-
ratoryjne, sa lokale mniej nowoczesne, w ktorych jednak kwiitnie praca naukowa
prowadzona nowoczesnymi metodami. Trzeba jednak przyznaé, Ze opieka Panstwa
nad rozwojem i unowoczesnieniem zakiadéw naukowych jest szczegodlniej wydatna.
Wiele nowych instytutéw i zaktadéw naukowych zbudowano i wykonnczono w okresie
ostatniego dziesieciolecia. Wiele zakitaddédw i pracowni stanowi najwyzszg klase pod
wzgledem nowoczesnych urzadzen. Natomiast te zaktady, ktére znajduja sie w zitych
warunkach maja w perspektywie najblizszych kilku lat mozliwos$ci uzyskania nowych
lepszych lokali. Mimo skromnych nieraz warunkoéw lokalowych wiekszo$¢ zaktadow
biochemiicznych ma nowoczesny sprzet laboratoryjny, aparature podstawowa i pre-
cyzyjna. Nie spotkaliSmy prawie ani jednego zaktadu, ‘lub samodzielnej pracowni,
ktéryby nie miatl jednego lub kilku spektrofotometréw, doskonatych fotokoloryme-
trow, rejestratorow dla elektroforetogramoéw i chromatogramoéw, wirowek wyso-
koobrotowych z zamrazaniem, pomieszczenn chtodni i termostatéw. WSréd aparatury
naukowej obok aparatéw importowanych z NRF, USA, Szwajcarii, Angliii i Szwecji
znajduje sie duzo aparatéw doskonatych produkcji francuskiej jak np. spektrofo-
tometry wysokiej klasy samorejestrujgce ,,Jobin”.

Zaktady nie maja wiekszych trudnosci ze sprowadzaniem kosztownej w stosunku
do wartosci franka francuskiego aparatury z importu. Ultrawiréwki ,,Spinco” pro-
dukcji amerykanskiej spotyka sie w kazdym laboratorium. Automatyczne kolektory
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Fot. 1. Pirof dr P. Boulanger, kierownik Zaktadu Biochemii Wydz. Lek. Uniwersytetu
w Lille wraz z docentami

Fot. 2. Laboratorium w Zaktadzie Biochemii Wydz. Lek. Uniwersytetu w Lille
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frakcji produkcji francuskiej funkcjonujag bez zarzutu i jest ich zwykle kilka w 'kaz-
dym zaktadzie.

W nowszych laboratoriach spotyka sie wiele sprzetu laboratoryjnego z mate-
riatu plastycznego tak wygodnego w codziennym uzytkowaniu jak np. wezie do wody
i gazu, zlewki, tryskawki, flaszki na odazynmiki li inne. Nie spotyka sie na ogé6t
wiekszych magazynoéw podrecznych na szklo, chemikalia przy poszczegélnych labo-
ratoriach, poniewaz kazdorazowe nabycie ich i zakupienie z biezgcego budzetu nie
przedstawia wiekszych trudnosci. Réwniez sprowadzenie chemikalia i preparatow
wzorcowych z importu nie jest kiopotliwe ani' ditugotrwate. Zaktady nie sa obcigzone
drobiazgowym planowaniem odczynnikéw jakze czesto fikcyjnym i sprawozdawczo-
Scia zwigzana z rozchodowaniem.

Biblioteki zaktadéw i iinstytutdw sa dobrze i wszechstronnie zaopatrzone w bie-
lace czasopisma i ksiazki. W kazdej niemal bibliotece widzieliSmy miedzy innymi
i niektére nasze wydawnictwa a w szczeg6lnosci Acta Biochimica Polonica, ktore
jednak nie budza wiekszych zainteresowan ze wzgledu na niezrozumiaty dla Francu-
z6w jezyk polski. W rozmowach prywatnych, indywidualnych powtarzata sie ogélna
opinia o potrzebie publikowania w jezykach ogélmiie znanych, przede wszystkim
angielskim, wzglednie francuskim. Zachecano nas réwniez do publikowania niekt6-
rych naszych prac w miedzynarodowych pismach biochemicznych, jak Biochimica
et Biophysica Acta, Clinica Chimica Acta, Journal of Chromatography.

Niezwykle mite wrazenie sprawita na nas atmosfera panujaca w poszczegdlnych
zaktadach, a serdeczny stosunek do Polakéw wyrazat sie nie tylko w konwencjonal-
nej, kolezenskiej uprzejmosci, ale prawdziwej checi udzielenia nam pomocy w jak
najszerszym wykorzystaniu naukowym pobytu zagranicznego.

Dla rozwigzywania poszczegdlnych zagadnien stosuje sie wiele nowoczesnych
metod, sposréd ktérych chromatografia (i elektroforeza wraz z licznymi odmianami
i modyfikacjami odgrywajg powaznag rolej

Nasze dotychczasowe prace w zakresie metodyki chromatograficznej, jak réwniez
i wydana w 1957 roku monografia z chromatografii, pozwolity nam nawigzac¢ blizszy
kontakt z tymi laboratoriami, ktére stosowaly powyzsze metody. Bezsprzecznie naj-
lepsze wraztenia zachowaliSsmy ze zwiedzenia os$rodka biochemicznego w Dille. Bio-
chemie w Dille reprezentuja gtéwnie dwa osrodki, jeden to Daboratoire de Chimie
Biologique na Faculté de Medecine et Pharmacie, a drugi ,,Service de Chimie”, ,Insti-
tut de Recherches sur le cancer”. Kierownikiem naukowym obu tych osrodkéw jest
pruf. Boulanger. W problematyce naukowej przewaza kierunek analityczny.
Badania struktur biaitek ztozonych gliko i nukleoproteidéw zaréwno czesci biatkowej
(ustalenie sekwencji aminokwasowej) w czasteczkach biatek, grup koncowych jak
i analiza struktury grup prostetycznych interesuja wiekszo$¢ pracownikéw. W dzie-
dzinie badan glikoproteidéw opracowano praktyczna metode chromatograficznej
analizy hydrolizatéw oligosacharydéw przy pomocy ktérej rozwigzywane sa zagad-
nienia struktury glicydéw i glikoproteidow biologicznych. W zakresie analizy kwasow
nukleinowych w tkankach zdrowych i nowotworowych stosowana jest radiochroma-
tografia dla wykrycia poszczegélnych sktadnikéw i ilosciowego oznaczania. Ponadto
przeprowadzane sa prace nad ustalaniem skitadu aminokwasowego czystych frakcji
biatkowych (histon z grasicy), niektérych antybiotykéw (polymyxin B) i cytochromoéw.

W ramach wspoétpracy z klinikami analiza aminoacidurii przy zastosowaniu kom-
binowanej techniki chromatografii i elektroforezy doprowadzita do uzyskania wni-
kliwej oceny zmian zachodzacych w skiadzie moczu. Ponadto badania nad wptywem

5 Postepy Biochemii



230 SPRAWOZDANIA | RECENZJE [8]

kolimycyny ma metabolizm bakteryjny pozwolity przez opracowanie nowej techniki
analizy chromatograficznej lotnych i nielotnych kwaséw organicznych ustali¢ blok
metaboliczny z wykryciem gtownych kwaséw z cyklu Krebsa. Pigeknie urzadzony
zaktad, bogactwo problematyki naukowej, zyczliwo$¢ kolezenska promieniujaca ze
strony Kierownika na caty zespdt, niezwykta w stosunku do nas serdecznos$¢ catego
zespotu naukowego, wszystko to razem pozostawito nam niezatarte wrazenia naszego
pobytu w Lille.

1lo$¢ oésrodkoéw biochemicznych w Paryzu jest tak wielka, ze tylko niektére z nich
mogliSmy odwiedzi¢. W zasadzie wieksze laboratoria biochemiczne skupiajg sie przy
wyzszych uczelniach. Ponadto niemal kazdy instytut z zakresu nauk biologicznych
posiada wtasne laboratorium biochemiczne.

Osobna pozycje zajmuje Instytut Biologii Fiizyko-Ghemicznej, ktérego problematyka
naukowa ma charakter biochemiczny.

Na wydziale lekarskim Uniwersytetu zaktad biochemii miesci sie w nowo wybudo-
wanym gmachu projektowanym przez ditugoletniego kierownika tego zaktadu, czoto-
wego przedstawiciela biochemii francuskiej zmartego przed kilku laty Michata
Polonowskiego. Sam lokal, urzadzenia i wyposazenie moga stuzy¢ jako przy-
ktad dobrze i nowoczes$nie urzadzonego laboratorium biochemicznego. Obecnie, kie-
rownikiem Zaktadu jest profesor Yeyle wspoétpracujacy z dwoma jeszcze profe-
sorami przy katedrze z prof. Polonowskim, synem wielkiego Polonow-
skliego i prof. Schapirag. Pomimo duzego obcigzenia dydaktycznego zaktad
reprezentuje wysoki poziom naukowy i rozwiazuje szereg ciekawych problemoéw.
Giowny kierunek prac naukowych jest analityczny. Otrzymywanie, oczyszczania
i analiza niektérych frakcji biatkowych surowicy (haptoglobina) przeprowadzane
jest przy zastosowaniiu wielu ciekawych metod, jak np. elektroforeza na zelu skro-
biowym, immunoelektroforeza, frakcjonowanie w ultrawiréwce Spinco i tym podobne.
Zaktad ten jest jednym z niewielu osrodkéw, ktéry zajmuje sie gruntownie badaniem
struktury zwigzkéw sterydowych ich biosyntezg i analiza przemian patologicznych.
Badania te sa prowadzone gtdwnie w oparciu o metody chromatograficzne.

Powaz*ne zadania dydaktyczne spetnia réwniez zaktad biochemii na wydziale
farmaceutycznym, ktorego kierownikiem jest profesor Courtois. Obszerny pro-
gram z biochemii ogo6lnej i lekarskiej jest realizowany dopiero na wyzszych latach
studliow w przeciwstawieniu do wydziatu lekarskiego. Ponadto zaktad prowadzi spe-
cjalizacje farmaceutow w zakresie chemii biologicznej. Znaczny procent studentow
farmacji wybiera te witasnie specjalizacje. | to ttumaczy dlaczego wtasnie farma-
ceuci maja tak Swietng opinie jako pracownicy naukowiw zaktadach biochemicznych.

Réwniez I na wydziale przyrodniczym uniwersytetu powaznag pozycje zajmuje
biochemia, ktéra reprezentowana jest przez zakiad pozostajacy do niedawna pod
kierunkiem prof. Fromageot. Zaktad prowadzi zajecia dla studentéw zaréwno
w czasie studiow jak i w okresie specjalizacji biochemicznej. Program specjalizacji
jest bardzo obszerny i obejmuje obok nowoczesnych metod analitycznych wiele cie-
kawych eksperymentéw 'biochemicznych. Problematyka naukowa tego niezwykle
interesujacego zaktadu dotyczy w duzym stopniu zagadnien z biochemii poréwnaw-
czej. Metabolizm aminokwaséw siarkowych, procesy dekarboksylacji w modzgu,
struktura czasteczek biaSkowych réznych lipoproteidéw, poréwnywanie metoda
spektrograficzng Widma uktadu cytochromowego w réznych warunkach doswiadczal-
nych stanowia gtowny kierunek prac naukowych zaktadu. Wiele trudu, energii,
wiasnego entuzjazmu w prowadzeniu tylu tematéw wykazywat prof. Fromageot,
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z ktorym w czasie rozmoéw i dyskusji mieliSmy moznos$¢ blizej sie zapoznac¢. Z wiel-
kim zalem i przykroscia dowiedzieliSmy sie o jego $mierci, ktéra nastgpita nagle
w pierwszych dniach stycznia 1958 roku.

W Instytucie Biologii Fizyko-Chemicznej, w ktéorym jeden z dziatdbw prowadzony
jest przez prof. E. Lederera autora znanego nam podrecznika z chromatografii,
doskonalenie metod chromatograficznych stanowli jeden z gtéwnych probleméw ba-
dawczych. W szczegdlnosci metoda chromatografii gazowej jest (stosowana i dosko-
nalona w analizie wielu zwiazkéw. Ponadto chromatografia niektérych zwigzkéw
aromatycznych oraz badania nad struktura lipidow otrzymywanych z pratkéw kwa-
soodpomych rozszerzajg problematyke naukowg tego dziatu.

W innym czasie tegoz instytutu prowadai sie szeroko zakrojone prace nad izolacja
i oczyszczaniem enzymu syntetyzujacego polinukeotydy. Analiza produktéw syntezy
realizowana jest przy pomocy radioizotopéw, i metodyki chromatograficznej. Ta
pracownia pozostajaca pod kierunkiem dr M. Grunberg-Manago jest
szczeg6lnie chetnie odwiedzana przez stypendystow z Polski.

Ciekawe prace z zakresu analityki chromatograficznej prowadzi M. Lederer
w jednym z dziatébw Instytutu Radowego. Szczegdlnie metody rozdzielania rzadkich
pierwiastkéw i badania teoretyczne nad fizykochemicznymi procesami w chromato-
grafii stanowia gtéwna problematyke tego dziatu.

Na uwage zastuguje wzmianka, ze dr. M. Lederer jest redaktorem nowego
pisma miedzynarodowego Journal of Chromatography, ktérego pierwszy numer uka-
zat sie w styczniu biezgcego roku.

Wielka placéwka naukowa jaka jest Instytut Pasteura posiada réwniez kilka
dziatéw biochemicznych.

Dziat chemii bakteryjnej pod kierunkiem prof. Grabara prowadzi prace w zak-
resie immunochemii. Prof. Grabar jest autorem nowej metody w analizie elektro-
foretycznej znanej obecnie pod nazwa immunoelektroforezy. W dziale tym prowa-
dzone jest szkolenie w zakresie nowej metodyki dla pracownikéw naukowych po-
chodzacych nieraz z bardzo odlegtych osrodkéw badawczych.

Drugim bardzo interesujacym dzialem tego Instytutu jest ,,Service de Chimie
Cellulaire” pozostajacy pod kierunkiem prof. M onod. W dziale tym prowadzi sie
prace gtéwniie o charakterze metabolicznym. Adaptacja enzymetyczna i biosynteza
R-galaktozydazy u bakterii stanowig gtéwny problem ich badan naukowych.

Analiza aminokwaséw biatek enzymatycznych, w ktérych znajduja sie znaczone
radioaktywnie analogony aminokwasowe w potaczeniu z badaniiem funkcji enzyma-
tycznej przedstawia ciekawa metodyke badawcza. Szczegdlniej interesujgce sg bada-
nia nad przepuszczalnoscig btony komdérkowej. W wyniku tych badan ustalono obec-
nosé¢ i niektére funkcje biologiczne czynnika ,,permease” odpowiedzialnego za selek-
tywne gromadzenie sktadnikéw Srodowiska wewnatrz komoérki. W dziale produkcji
anatoksyn prowadzi sie r6zne prace badawcze dotyczace analizy ich skitadu amino-
kwasowego. Dla tych celéw opracowano pewne ciekawe modyfikacje kombinowanej
techniki elektroforezo-ehromatograficznej.

Wiele nowopowstajacych placéwek naukowych pracuje juz w nowoczesnych labo-
ratoriach mieszczacych sie pod Paryzem, a inne sa w trakcie przenoszenia. | tak
w matej miejscowosci Gif s<ur Ivette znajduje sie laboratorium Fizjologii Genetycznej
CNRS, gdzie kierownikiem Dziatu Biochemii jest nasz rodak drPiotrStonimski.
Badania enzymoéw adaptywnych w drozdzach oraz synteza nukleotydéw z punktu
widzenia genetycznego stanowiga gtdwnag tematyke tego dziatu.
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W wiekszosci klinik li szpitali urzadzone sa laboratoria biochemiczne. Niektore
z nich zajmuja sie wytacznie problematyka naukowa bez obciazen biezaca praca
ustugowa. | tak przy wielkim szpitalu choréb dzieci znajduje 'sie laboratorium ba-
dawcze prowadzone przez prof. Schapire.

Analiza funkcji enzymatycznych mieéniia w stanach fizjologicznych i patologicz-
nych skurczow jest gtébwnym tematem badawczym. Obok tego prowadzone sa prace
nad transaminazami we krwi. Przy wielkim szpitalu potozniczym prowadzi sie ba-
dania specjalne nad ketosterydami we krwi w réznych okresach fizjologicznych
kobiet.

$cislejsze powigzanie z pracami badawczymi klinik ma Laboratorium Teraupe-
tyczne na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Paryskiego, ktoérego jednym z proble-
moéw sa studia nad metabolizmem miedzi w warunkach fizjologicznych i patolo-
gicznych.

W Marsylii podobnie jak i w innych o$rodkach badania biochemiczne prowadzi
sie gSoéwnie w laboratoriach uniwersyteckich na wydzialtach lekarskim i przyrodni-
czym. Zaréwno jedno jak i drugie laboratorium uzyskuje w chwili obecnej wspa-
niate nowoczesne pomieszczenia. Kierownikiem katedry na wydziale lekarskim jest
prof. Derrien, ktéory prowadzi elektroforetyczne badania nad charakterystyka réz-
nych hemoglobin.

Szeroko zakrojone badania nad metabolizmem aminokwaséw jodowych prowa-
dzone sa przez prof. przy katedrze Lissickiego. Stosowanie radioizotopéw oraz
nowoczesne rozwiazanlia techniczne w radiochromatografii sa szczego6lnie interesu-
jace. Ponadto prowadzi sie badania nad strukturg niektéorych nukleoproteidéw oraz
toksyn. Bogate nowoczesne wyposazenie w zakresie badan przy uzyciu izotopow
radioaktywnych posiada laboratorium biochemiczne przy szpitalu choréb nowo-
tworowych.

Kierownikiem katedry biochemii na wydziale przyrodniczym jest prof. Des-
nuelle Badania enzymologiczne stanowiag gjtéwna tematyke tego zaktadu. Kinetyka
lipazy trzustkowej, oraz funkcje enzymatyczne i aktywacja trypsynogenu interesuje
od wielu lat zesp6l naukowy tego zaktadu.

W koncu kilka stéw na temat problematyki naukowej dwéch ogladanych labora-
toriow biochemicznych w Strasburgu. Instytut Biochemii Wydziiatlu Lekarskiego
kierowany jest przez prof. Mandla.

Badania nad wpitywem hormonéw na synteze nukleoproteidéw oraz struktura
tych ostatnich w licznych tkankach zwierzecych, stanowia gtéwne tematy prac
naukowych Zaktadu. Niezaleznie od wyzej wymienionych tematéw opracowuje sie
ponadto przemiane posrednia w soczewce szezeg6lnlie odnosnie zwiazkéw fosforo-
wych, skiad nukleoproteidowy moézgu szczura w czasie wzrostu.

W Zaktadzie Chemii Ogodlnej Wydziatu Farmaceutycznego, prof. Ebel opraco-
wuje tematy dotyczace zagadnienia polifisforanéw, ich struktury, energetyki i funkcji
biologicznych. W $wiecie naukowym prof. Ebel wyréznia sie jako jeden z naj-
lepszych specjalistow w tej dziedzinie badan.

Zywa dziatalno$é¢ prowadzi Francuskie Towarzystwo Biochemiczne, ktérego Zarzad
miesci sie w Paryzu. W czasie naszej bytnosci w Paryzu mieliSmy sposobnos¢
uczestniczy¢ w 4 wyktadach zorganizowanych przez Towarzystwo w jednym tylko
miesiacu. Na kazdym takim posiedzeniu oprécz omawiania spraw biezacych, przed-
stawiany byt zgromadzeniu jeden ze znanych biochemikéw zagranicznych, ktory
wygitaszat referat pogladowy z dziedziny swoich badan.
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Prelegentami byli:

prof. Heidelberger (USA) — ,Zaleznosci miiedzy specyficznoscia immuno-
logiczna a strukturg chemiczng”,

prof. Kalek ar (USA) — ,Galaktozemia wrodzona”,

prof. Oriechowicz (ZSRR) — ,Biatka soczewki”,

prof. Kuhn (NRF) — ,Struktura oligosacharydow”.

Ponadto Tow. Biochemiczne organizuje sympozja w wybranych zagadnieniach
z Biochemii w poszczegélnych osrodkach naukowych, w ktérych biora udziat bio-
chemiicy z innych krajow szczegélnie z Wioch i Belgii.

Zwiedzanie i zapoznanie sie z problematyka naukowa kilkunastu wyzej wymie-
nionych (Laboratoriéow nie upowaznia nas bynajmniej do wyprowadzania ogoélnych
wnioskéw na temat biochemii francuskiej. Niemniej jednak daje wystarczajaca pod-
stawe dla wysokliej oceny wartosci prac biochemicznych prowadzonych we Francji.

J. Opienska-Blauth, T. Borkowski

RECENZJA

Panstwowe Wydawnictwo Naukowe wydato, z inicjatywy i pod opieka Komitetu
Biochemii PAN, w 1957 r. ttumaczenie z jezyka angielskiego ksiazki Analiza gleby
i roslin (tytut oryginatu Soil and Plant Analysis — A Laboratory Manual of Methods
for the Examination of Soils and the Determination of the Inorganic Constituents
of Plants). Autorem podanego podrecznika jest C. S. Piper.

Tres¢ ttumaczonego podrecznika znajduje sie na 407 str. druku i obejmuje przed-
mowe, wstep oraz w dwu czeéciach tres¢ wtasciwg wydawnictwa.

Czes$¢ | podrecznika poswiecona jest metodom analizy gleby i sktada sie z naste-
pujacych 14 rozdziatow:

| — Pobieranie i przygotowanie prébek gleby,

Il — Stezenie jonéw wodorowych, przewodnictwo isole rozpuszczalne w wodzie,
Ill — Analiza mechaniczna,

IV — Pojedyncze wskazniki liczbowe gleby,
V — Barwa gleby,
VI — Roztwory mianowane i wskazniki,
VIl — Weglan wapnia, 1 ;
VIIl — Analiza ekstraktu uzyskanego kwasem solnym,
IX — Jony wymienne i pojemno$¢ wymienna,
X — Azot,
X1 — Azotany, azotyny i amoniak,
X1l — Substancje organiczne,
X1l — Wolny tlenek zelaza,
X1V — Oddzielaniie i analiza frakcji glinu.
Czesé¢ Il ksiazki obejmuje zbiér metod analizy roslin. Ta cze$¢ podrecznika ujeta

jest w nastepujacych rozdziatach:

| — Zbieranie i przygotowywanie prébek roslin,
Il — Metody spalania materiatu roslinnego,
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Il — Oznaczenie bardziej pospolitych sktadnikéw niieorganicznych w roslinach,

IV — Oznaczenie pierwiastkéw $ladowych.

Inicjatywe Komitetu Biochemii PAN udostepnienia omawianego podrecznika
w jezyku polskim nalezy oceni¢ jako celowag i ze wszech miar pozyteczna. W litera-
turze naszej odczuwa sie brak tego rodzaju pomocy laboratoryjnej.

W podreczniku Analiza gleby i roslin znajduja sie przede wszystkim metody bar-
dziej uniwersalne, badz przyjete przez Migedzynarodowe Towarzystwa Gleboznawcze.

Metody podane przez Pipera zostalty wyprébowane w laboratoriach badawczych
instytutéw rolniczych w Australii, przedyskutowane ze specjalistami i czestokro¢ do-
stosowane dla warunkoéw i gleb australijskich.

Najbardziej uniwersalne metody znajduja sie w czesci ksigzki omawiajagcej me-
tody badania roslin.

W podreczniku szczegdélnie cenne sa krytyczne uwagi przeprowadzone przez autora
nad stosowanymi metodamli. Wazne sg wskazania na czesto popetniane przez anali-
tykéw biedy przy badaniu gleb lub roslin.

Podrecznik Pipera Analiza gleby i roslin bedzie wykorzystany z wielkim po-
zytkiem w laboratoriach gleboznawczych, chemii rolnej, melioracyjnych, uprawy roli
i roslin, tgkarstwa itp. Omawliane tlumaczenie jest przyjete ze szczegdélnym zadowo-

leniem przez magistréow, pomocniczych pracownikéw nauki i techniczny personel
naukowy.

»Analiza gleby i roslin” znajdzie szczeg6lne zastosowanie w stacjach chemiczno-
rolniczych i laboratoriach melioracyjno-gleboznawczych.

Omawtiane tlumaczenie przyczyni sie niewatpliwie do wprowadzenia metod ana-
litycznych dotychczas u nas nie rozpowszechnionych. Nalezy przypuszczaé¢, ze ttuma-
czenie ksiezki Analiza gleby i roslin znajdzie licznych odbiorcéw i wydany naktad
2000 egzemplarzy w najblizszym czasie bedzie wyczerpany.

Stabiej wypadto opracowanie rozdziatu |11l traktujacego o analizach mechanicznych
gleby. W rozdziale tym podano mato metod i nie znajdujg sie w nim wazniejsze
i bardziej rozpowszechnione w Polsce metody badania mechanicznego sktadu gleby.

Szkoda réwniez, ze autor nie podaje i nie omawia krytyczniie sposobéw oznaczania
pierwiastkéw $ladowych (mikroelementéw) w glebie, ktérych oznaczenie napotyka
na wigksze trudnosci, niz okreslenie tych sktadnikéw w roslinach.

Na zakonczenie chciatbym podkresli¢ jako zalete omawianej ksiigzki prawidtowe
przeprowadzenie przektadu, tak pod wzgledem merytorycznym jak réwniez jezyko-
wym. W$réd nielicznych usterek mozna wymieni¢ uzycie okreslenia ,,prébka ztozo-
na” — zamdast uzywanego w naszej literaturze ,,.mieszana” lub ,,zbiorowa”; ,,rozttuki-
wanie” (mowa o prébkach gleby) — zamiast ,rozgniatanie”; ,ekstrakt z gleby” —
zamiast stosowanego w tym znaczeniu ,wyciag z gleby”.

B. Dobrzanski



Dr Daniel Bovet, laureat nagrody Nobla za rok 195?

Nie wiem sposréod jakiej przecietnie liczby kandydatow Karolinska Institutet
w Sztokholmie wybiera rokrocznie kazdorazowego laureata nagrody Nobla za naj-
wybitniejsze osiggniecia w dziedzinie medycyny sadze jednak, ze w tym roku
w szranki szlachetnej rywalizacji w oczach aeropagu uczonych staneto szczegdlnie
wielu badaczy. Podawana przez prase liczba 80 jest istotnie ogromna. Niestety
zgodnie z dobrymi obyczajami nie ujawniane sga nazwiska kandydatéw ktérzy odpadli.
Tylko jedno z nich przedostato sie do wiadomosci opinii publicznej — Jonasa
Salka, twoércy obecnie szeroko stosowanej szczepionki przeciwko chorobie Heinego
i Medina.

Laureat nagrody dr Daniel Bovet jest z pochodzenia szwajcarem, urodzit
sie on w Neuchéatel przed 50 laty i w tym tez miescie ukonczyt studia wyzsze. Jest
on przyrodnikiem i jeszcze jednym wigcej laureatem nagrody Nobla w dziedzinie me-
dycyny nie bedacym lekarzem. Jako zupeinie miody cztowiek rozpoczat Bovet
prace w laboratorium chemii terapeutycznej Instytutu Pasteura w Paryzu i tu
poszukujac preparatéw o dziataniu adrenergicznym i adrenolitycznym dosy¢ przy-
padkowo natrafit na silne dziatanie przeciwhistaminowe niektérych pochodnych, co
zaciekawito go tak dalece, ze na szereg lat poswiecit sie badaniom tej grupy lekéw.
Badane zwigzki nalezaty ogdlnie rzecz biorac do fenyloeterowych pochodnych ami-
noalkoholi. Juz w roku 1910 preparatami tego typu zainteresowat sie stynny chemik
Ernest Foureau, szef Bovet z lat trzydziestych. Obserwowane przezen zabu-
rzenia czynnosci ukladu krazenia tagczyt on z toksycznym wpiywem badanych pota-
czen na serce.

Na przetomie drugiego i trzeciego dziesieciolecia dwaj japonnczycy A na i Oka-
sa ki zwrécili uwage na adrenolityczne wtasciwosci jednego z tych eteréw, miano-
wicie tymoksyfenylo-dwumetyloaminy. W dalszych pracach Bovet wspo6lnie
z Fourneau badali tymoksyetylo-dwuetyloamine czylii 2-izopropylo-5-metylo-fe-
noksyetylo-dwuetyloamine i chcac skontrolowaé¢ site uwazanego przez siebie za
dziatanie uboczne ewentualnego dziatania przeciwhistaminowego stwierdzili, ze wy-
stepuje Ono w znacznym natezeniu. Preparat ten otrzymali kolejny numer 929F
3 historycznie rzecz biorac uwazany jest za pierwszego przedstawiciela ogromnie
dzi$ rozwinietej grupy konkurencyjnych antagonistow histaminy. Preparat 929F jako
zbyt toksyczny nie znalazt zastosowania w lecznictwie i dopiero opracowane przez
grupe Halpema inne zwiazki okazaty sie przydatne klinicznie. Mimo, ze sam Bovet
jest tworca tylko jednego rynkowego leku przeciwhistaminowego znanego pod
nazwa Neo-Antergan to jednak przypada mu niewatpliwa zastuga odkrycia tej tak
waznej i nowej grupy ciat czynnych.

W poczatkowym okresie ery sulfonamidowej rowniez i ta grupa preparatow byta
przedmiotem zainteresowania Bovet. Byt on wspoéttwdércg sulfaruilamidopirydyny
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znanej pod nazwa handlowag Dag-enan. Jest to pierwszy lek skuteczny w zakazeniu
pneumokokowym, dzi$ zresztg ze wzgledu na znaczng toksycznos$¢ juz nie stosowany.

Dziedzing, ktéra na wiele lat przykuta zainteresowania Bovet to kurara i zwigzki
kuraropodobne. Badania jego mozna $miato nazwa¢ ukoronowaniem wielowiekowych
dociekan czym jest kurara i jak dziata. Pierwsze wzmianki o tajemniczym jadzie
uzywanym przez polujagcych w dorzeczu Amazonki i Orinoko indian znalezé mozna
juz w niewiele lat po odkryciu Ameryki. Wspomina o niej Peter Martyr d’Anghera
w swej ksigzce De orbe novo Decades wydanej w 1516. Niemal od pierwszej chwili,
a w miare uptywu lat w coraz to wiekszym stopniu elektryzowata kurara wybitne
umysty uczonych, pisarzy i podréznikéw. Wspomina o nief Humboldt i Claude
Bernard, Vulpian i Wieland, Lapicque i Dale. Pierwsze dos$wiad-
czenia z kurara wykonatl de la Condamine w potowie XVIIlI wieku, prawdziwe
jednak podwaliny pod znajomo$¢ mechanizmu dziatlania tego jadu zawdzieczamy
Claude Bernard. Wykazat on obwodowy punkt uchwytu kurary i zwrécit uwage
na kolejnos¢ w jakiej poszczegdélne grupy miesni ulegajg porazeniu. Najwazniejszym
jednak byto spostrzezenie, ze migsien drazniony bezposrednio pradem elektrycznym
reaguje skurczem, a jedynie w przypadku draznienia posredniego poprzez odpowiedni
nerw reakcja nie wystepuje. Dalsze badania Kuhnego, ucznia Claude Ber-
narda zlokalizowaty blizej punkt uchwytu dziatania kurary w tzw. ptytce mot-o-
rycznej, tj. zakonczeniu nerwu ruchowego w miegsniu prazkowym. Nie bedziemy
oczywiscie S$ledzili szczegétow dalszych postepéw w tej dziedzinie, a jedynie wspo-
mnimy, ze rozwijaty sie one w dwu kierunkach. Mechanizmu dziatania i wyosobnie-
nia ciata czynnego. W roku 1935 King opublikowat wzér najczynniejszego alkaloidu
kurary, d-tubokuraryny. W rok pézniej Dale wraz z wspo6tpracownikami ogtaszajg
wyniki swych prac wyjasniajacych role acetylocholiny w przewodnictwie nerwowo-
miesniowym i zaliczaja kurare do jadéw atakujagcych ten mechanizm. W latach
1937—>1941 Carneiro i Wieland uzyskujg z réznych roslin gatunku strychnos
drobne ilosci alkaloidéw identycznych z kurarag indyjska. Dalszym etapem byto Sciste
ustalenia gatunkéw, z ktorych King wyosobnit d-tubokuraryne. W $lad za tym
uzyskanie z Chondrodendron tomentosum wiekszych ilosci czystego alkaloidu
(Wintersteiner 1943). Z ta dopiero chwila powstaje naukowo uzasadniona
mozliwos¢ zastosowania kurary w medycynie. Pierwsze préoby w tym kierunku po-
dejmujag amerykanie Griffith i Cullen w 1943. Stosujg oni d-tubokuraryne
jako czynnik znoszacy napiecie miesniowe w zabiegach chirurgicznych.

Nalezy moze wyjasni¢, dlaczego préby kliniczne zostaly rozpoczete dopiero tak
pézno. Oté6z' dziatanie catej kurary byto bardzo toksyczne i niejednakowe. Nie jest
to dziwne ze wzgledu na wielka mnogo$¢ substancjii, ktére sie w niej znajduja.
Roéwniez trwato$¢ kurary jako catosci pozostawiata wiele do zyczenia. Jak zwykle
bywa w farmakologii z chwilg odkrycia nowego preparatu o cennych witasciwos$ciach
liczne rzesze badaczy poddajg jego dziatanie analizie zmierzajacej do ustalenia jaka
cze$¢ czasteczki jest za nie odpowiedzialna i co za tym idzie zsyntetyzowania
zwigzkoéw prostszych. Pierwsze udane proby w tym kierunku przeprowadzit Bovet
wraz z wspoipracownikami w 1946. Bytly to czwartorzedowe pochodne amoniowe
o dwu pierscieniach chinolinowyCh potaczonych tanncuchem z reszt metylenowych.
Niewatpliwa zastuga Bovet jest odkrycie roli czwartorzedowych atomoéw azotu
oraz nadanie im przez odpowiednia Liczbe reszt metylenowych tej samej wzajemnej
odlegtosci jaka listnieje w naturalnym alkaloidzie. Druga grupe zwigazkéw o tym
samym dziataniu stanowity pochodne aminofenolu, trzeciag etery polifenoli, a czwarta
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zwiagzki alifatyczne typu sukcynylocholiny. Wiiele sposréd preparatéw opisanych przez
Bovet stosowanych jest w lecznictwie. Z farmakologicznego punktu widzenia zwiagzki
o dziataniu kuraryzujacym dzielg sie na dwie grupy. Te ktérych dziatanie potaczone
jest z depolaryzacja komérki miesnia jak np. sukcynylocholina i décaméthonium oraz
niedepolaryzujgce np. d-tubokuraryna. Pierwsza grupa jest bliska acetylocholinie,
ktora z kolei wywotuje skurcz depolaryzacyjny. Preperaty obu grup cechuje wza-
jemny antagonizm.

Zwiazki o dziataniu kurary znalazty szerokie zastosowanie w medycynie. Gtéwna
oczywiscie dziedziing stanowi chirurgia, w ktorej dzis nie dokonuje sie zadnego
otwarcia klatki piersiowej bez kuraryzacji. W nieco mniejszym zakresie dotyczy to
réwniez laparotomii. Dzieki zastosowaniu lekéw usuwajgcych napiecia miesni dawki
narkotykéw mozna ograniczy¢ jedynie do znoszacych swiadomo$¢ i czucie bolu.
Pozwala to znacznie ograniczy¢ wystepowanie objawoéw ubocznych. W przypadku
petnej kuraryzacji chory oddycha oczywiscie za pomoca specjalnej pompy. Drugim
obok chirurgii zastosowaniem preparatéw tego typu sa zatrucia potagczone z atakami
drgawek, np. strychning, zakazenie tezcem, eclampsia. Catkowite poraz'enie miesni
prowadzone jest w przypadku uporczywych atakéw tezca nawet przez wiele tygodni,
oczywiscie w sztucznym oddychaniu. Ta metoda leczenia uratowata zycie licznych
chorych, u ktéorych nawet wielkie dawki surowicy nie powodowaty poprawy.

Wszedzie tam, gdzie pozadana jest bardziej diugotrwata kuraryzacja stosuje sie
d-turbokuraryne, lub obecnie coraz czesciej zwiazki syntetyczne typu décamétho-
nium. W zabiegach kroétkotrwatych, w ktdrych pozadane jest jedynie kilkunasto-
sekundowe porazenie miesni jak np. dla intubacji uzywa sie sukcynylocholiny lub
preparatow pokrewnych. Dziatanie ich ustepuje niemal natychmiast po wstrzyknie-
ciu, naskutek rozktadu przez esterazy.

Mimo, ze najlepsze lekj przeciwhistaminowe i liczne zwiazki o dziataniu kurary
wykryte zostaly nie przez Bovet, lecz przez innych uczonych Karolinska Institutet
przyznajac dr Bovet nagrode Nobla uczcita to co w nauce jest najwartosciowsze,
mianowicie wskazanie nowych i nieznanych dotad drég postepu nauki.

Jan Venulet
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TOM IV 1958 ZESZYT 2

MATERIALY DO ROZWOJU BIOCHEMII POLSKIEJ
W OKRESIE OD 1951 R.

(UZUPELNIENIA)*

B. INSTYTUTY NAUKOWE

Pracownia Biochemiczna Oddziatu Paszoznawstwa
Instytutu Zootechniki
w Pulawach

Kierownik: Prof. Dr Zenon Wierzchowski

Pracownia biochemiczna powstata w lipcu r. 1950 w zwigzku z organizacjg samo-
dzielnego Instytutu Zootechniki po zlikwidowaniu dawnego Panstwowego Instytutu
Naukowego Gosp. Wiejskiego w Putawach.

Tematyka badan pracowni jest dostosowana do potrzeb rolnictwa w zakresie
zywieniia zwierzat i wobec skromnego wyposazenia etatowego i aparaturowego ogra-
nicza sie do zagadnien poznania dokitadnego skiadnikéw roslin pastewnych.

W okresie ubiegtym zajmowano sie przede wszystkim zagadnieniem wystepowania
alkaloidow w tubinach pastewnych, doktadniejszym poznaniem ich wtasnosci ii opra-
cowaniem metod ilosciowego ich oznaczania. Z tej dziedziny wykonano 2 prace
naukowe ogtoszone drukiem w latach 1952— 1954 oraz opublikowano 2 prace refe-
ratowe.

Druga dziedzina badan obejmuje zagadnienia wystepowania witamin w paszach
roslinnych i produktach rolnych. Przede wszystkim zajeto sie witaming A jako
najwazniejsza przy zywieniu zwierzat gospodarskich. A wiec badano wystepowanie
karotenéw jako prowitamin A w ros$linach pastewnych podczas ich okresu wegetacji
oraz ich zachowanie sie pod wpitywem czynnikéw zewnetrznych przy suszeniu i za-
kiszeniu materiatu roslinnego. Na te tematy wykonano 4 prace naukowe (dwie opu-
blikowane, dwie przygotowane do druku).

Prace o charakterze ustugowym:

Wspoéipraca z zaktadami doswiadczalnymi Instytutéw Rolniczych w kraju oraz sta-
cjami rolniiczo-chemicznymi polegajaca na urzadzeniu kurséw szkolenia analitykow
oraz bezposredniej pomocy analitycznej przy hodowli roslin 1 produkcji nasion.

* Zgodnie z zapowiedziag Redakcja ,,Postepow Biochemii’ publikuje uzupetnienia
i kontynuacje ,Materiatéw do rozwoju biochemii polskiej” (patrz ,Postepy Bioche-
mii”, tom Ill, zeszyt 2, 1957). Redakcja prosi o dalsze nadsytanie uzupeinien i kon-
tynuacje materiatow.
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WYKAZ PUBLIKACJI ZA OKRES OD 1951 ROKU

(UZUPEENIENIA)

Rok 1951
1. KorzybskiT. — Bibutowa chromatografia penicylin za pomoca najprostszych
urzadzen, Med. Dos$w. i Mikr. 3, 16, 1931.
2. KorzybskiT. — Antybiotyki i Antybioza. Gtos w dyskusji w ksigzce: Mate-

riaty konferencji agrobiologéw, biologéw ii medykéw w Kuznicach, 2, 72, 1951.

Rok 1952
1. Borenszta jn D., Gawenda-Dzierzynska I, Korzybski T.r
Ko wszyk Z, Kurytowicz W.,, Niedzwiecka-Trzaskowska I.r
Piechowska M., WoZnicka W. — Witasciwosci bezpostaciowej penicyliny

wytwarzanej w kraju, Pol. Tyg. Lek. 7, 174, 1952.

2. Korzybskii T, Kuryto wicz W., Kuzniecow A, Wolf J — Wstepne
wyniki badan nad przeciwpratkowymi |wlasciwosciami hydrazydu kwasu izoniko-
tynowego, Pol. Tyg. Lek 7, 562, 1952.

3. Wierzchowski Z, Obuchowska I. — O nowych metodach oznaczania
alkaloidéw w tubinach pastewnych Cz. | Roczniki Nauk Roln. 61, 159, 1952.
4 Wierzchowski Z., — O toksycznosci tubinéw pastewnych. Postepy Wiiedzy

Rolniczej 4, zeszyt 3, 1952.

Rok 1953

1 Korzybski T.,, Kowszyk Z. — Oczyszczanie penicyliny. 11. Usuwanie pe-
nicyliny heptylowej i substancji barwnych strgcaniem w pH od 33 do 42 Farma-
cja Polska, 9, 246, 1943.

2 Pekacka B.,, Kowszyk Z, Korzybski T. — Oczyszczanie penicyliny. IIlI.
Stracanie penicyliny za pomoca rozpuszczalnikéw organicznych Farmacja Polska,
9, 244, 1953.

3. Korzybski T, Kurytowicz W. — Badania nad mechanizmem dziatania

streptomycyny. 1. Rola kwaséw nukleinowych, Med. Dosw. i Mikr. 5, 378, 1953.
4 Korzybski T., Kowszyk Z. — Metoda otrzymywania aureomycyny w skali
laboratoryjnej i éwierctechnicznej, Med. Dosw. i Mikr. 5, 378, 1953.

Rok 1954
1. Korzybski T. — Oczyszczanie penicyliny. 1 Ekstrakcja penicyliny octanem
amylowym w oddziatywaniu kwasnym, Acta Pol. Pharm. 11, 29, 1954.
2. Korzybski T.fKowszyk Z. — Badania nad witasciwosciami, etapami izo-

lowania, oraz nad otrzymywaniem aureomycyny z ptynéw fermentacyjnych, Med.
Dosw. i Mikr. 6, 63, 1954.

3. Korzybski T, Kowszyk Z. — Badania nad absorpcja, elucja i strgcaniem
streptomycyny oraz nad uzyskiwaniem streptomycyny z brzeczki fermentacyjnej
za pomoca kationowego wymieniacza Amberlit 1RC-50, Med. Dos$w. i Mikr. 6, 13,
1954.
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Kurytowicz W., Woznicka W., Korzybski T.,, Kowszy k Z, Bo-

rensztajn D.,, NiedzZzwiecka |. — Metoda otrzymywania streptomycyny,
PZWL, Warszawa 1954.

Kurytowicz W., Korzybski T, Niedzwiecka I, Kowszyk Z,
Borensztajn D, Woznicka'W. — Metoda otrzymywania auremycyny,
PZWL, Warszawa, 1954.

Korzybski T, KowszykZ, — Wyniki zastosowania wymieniaczy jonowych
do uzyskiwania streptomycyny i chlorotetracykliny (aureomycyny) z brzeczek

fermentacyjnych, Doniesienie przestane na Kolokwium Poswiecone Chromatogra-
fii, Polskie Towarzystwo Chemiczne, Krakéw 1954.

Korzybski T. — Azaseryna, antybiotyk przeciwnowotworowy, Wiadomosci
Chemicz. 8, 412, 1954.

Wierzchowski Z. — O nowych metodach oznaczania alkaloidéw w #tubinach
pastewnych. Cz. Il, Roczniki Nauk Roln. 67, 389, 1954.

Rok 1955

Kowszyk Z., Korzybski T. — Otrzymywanie aureomycyny z ptynéw fer-
mentacyjnych. Metoda ekstrakcji butanolem i metoda stracania w oddziatywaniu
alkalicznym, Med. Dos$w. i Mikr. 7, 105, 1955.

Korzybski T. — Biogeneza antybiotykéw, Stuzba Zdrowia, 7, 2, 1955.
Korzybski T. — Biogeneza antybiotykéw, Postepy Biochemii, 7, 253, 1955.
Wierzchowski Z, — Wpltyw temperatury, tlenu i Sunatta na zawartos¢ ka-

rotenéw w zielonkach roslin pastewnych w czasie suszenia. Roczniki Nauk Roln.
69, 163, 1955.

Wierzchowski Z. — Przebieg gromadzenia sie karotenéw w ros$linach pa-
stewnych. Roczmiki Nauk Roln. 67, 303, 1955.

Rok 1956
Korzybski T. — Rozwdj nauki o antybiotykach, Med. Dosw. i Mikr. 8
129, 1956.
Korzybski T. — Biogeneza antybiotykéw, Materiaty z Miedzynarodowego

Sympozjum na Temat Antybiotykéw: Najnowsze Problemy z Dziedziny Antybio-
tykéw, PZWL Warszawa, 53, 1956.

Korzybski T, Kowszyk Z. — Badania nad sposobami izolowania chlo-
rotetracykliny z pitynéw fermentacyjnych, Materiaty z Miedzynarodowego Sym-
pozjum na Temat Antybiotykéw, Najnowsze Problemy z Dziedziny Antybiotykow,
PZWL Warszawa, 241, 1956.

Korzybski T. Biogeniez antibiotikow, Trudy Miezdunarodnowo Simpoziu-
ma po Antibiotikam, Sowremiennyje Problemy Antibiotikow, Gosud. lzdat. Med.
Lit., Warszawa, 1956.

Korzybski T., Kowszyk Z. — lzoczenije mietodow wydelenija chlorte-
tracyklina iz kulturalnych zidkostiej, Trudy Miezdunarodnowo Sinnpoziuma po
Antibiotikam, Sowremiennyje Problemy Antibiotikow Gosud. lzdat. Med. Lit.,
Warszawa, 1946.

Korzybskii T. — Budowa i witasciwosci niektérych antybiotykéw polipepty-
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dowych i grzybobdjczych antybiotykéw o charakterze zwigzkéw nienasyconych,
Postepy Biochemii 2, 435, 1956.

Rok 1957
Korzybski T. — Odbudowanie roztozonego wirusa (ttumaczenie artykutu
H. Fraenkel-Conrat: Rebuilding a virus), Postepy Biochemii 3, 39, 1957.
Korzybski T. — Synoptyczny sposéb przedstawienia wiadomosci struktu-
ralnych biochemii, Acta Biochim. Pol. 4, 49, 1957.
Korzybski T. — Aktynomycyny, witasnosci i budoum, Postepy Biochemii 3,
121, 1957.
Korzybski T. — Synteza penicyliny jenoksymetyléwej i badania poprzedza-
jace ja, Postepy Biochemii 1, 143, 1958.
Wierzchowski Z. — Zasadnicze toksycznoséci pasz tubinowych — hodowla
roslin, aklimatyzacja i nasiennictwo, T. 1 z. 3, 1957..
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nana wytacznie rua koszt autora.

5. Wzory lub czesci wzoréw i oznaczenia, ktérych nie mozna napisa¢ na
maszynie, powinny by¢ napisane recznie atramentem, bardzo wyraZnie.

6. Tablice powinny mie¢ nagtébwek opisujgcy ich tresé. Sens tablic powi-
nien by¢ zrozumialy bez odnoszenia sie do tekstu pracy.

7. Cytowana literature nalezy wypisa¢ na oddzielnej karcie, wymieniajac
pozycje w alfabetycznej kolejnosci autoréw. W wykazie poda¢ kolejno liczbe po-
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