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INFORMACJA DLA AUTORÓW

P ostępy  Biochemii  publikują artykuły referatow e ze w szystkich  
dziedzin biochem ii nie drukow ane w innych czasopism ach. A rtykuły  
drukowane w Postępach Biochemii  nie mogą być bez zgody Redakcji 
publikow ane w  innych czasopism ach. Artykuły są honorowane wg usta­
lonych staw ek. Autorzy otrzym ują bezpłatnie 25 odbitek pracy; żąda­
nie dalszych odbitek (płatnych) należy zgłosić pisem nie nadsyłając  
pracę. Autora obow iązuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w  ko­
rekcie, poza poprawkam i błędów drukarskich ponosi autor

Redakcja zastrzega sobie możność w prowadzenia skrótów i popra­
wek nie w pływ ających na treść pracy.

Forma maszynopisu.  M aszynopis pracy i w szelk ie  załączniki należy  
nadsyłać w dwu egzem plarzach M aszynopis pow inien być napisany  
jednostronnie, z podwójną interlinią, z m arginesem  ok. 4 cm po lewej 
i ок. 1 cm po praw ej stronie oraz z num eracją stron. Na pierwszej 
stronie należy zam ieścić tylko: imiona (w pełnym  brzmieniu) i n a­
zw iska autorów , ich tytuły naukow e w raz ? nazwam i placówek nauko­
w ych, tytu ł pracy w języku polskim  i angielskim  oraz om ów ienie tem a­
tu pracy w  języku angielskim  (najwyżej 5 w ierszy maszynopisu).

Rozdziały w  tekście należy oznaczyć numeracją rzymską, a podroz­
d z ia ły — arabską. Tytuły nie w ydzielone z tekstu nie powinny być n u ­
m erowane.

W tekście nie należy zam ieszczać żadnych tablic, rysunków , sche­
m atów  i wzorów. W żądanym m iejscu należy pozostawić w olny w iersz 
i oznaczyć: Tablica 1, Rys. 1, Schem at 1 lub liczbą rzym ską w naw ia­
sie — numer odpow iedniego wzoru. W tekście należy odw ołać się do 
num eracji wzoru po słow nym  w ym ienieniu  związku, np.: kw as g lu ta­
m inowy (I).

Pow ołując się na literaturę należy podać w tekście, w naw iasie, 
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Załączniki do tekstu .  Każdy załącznik należy dołączyć na oddzielnej 
kartce, opatrzony kolejnym  numerem odpow iadającym  użytem u w  tek ś­
cie, np. Tablica 1, Wzór I, Rys 1 lub Schem at 1. Fotografie i w ykresy  
należy oznaczyć jako rysunki. W szystkie załączniki należy oznaczyć 
u góry nazw iskiem  autora i początkow ym i wyrazam i tytułu pracy.

Tablica pow inna zaw ierać nagłów ek opisujący jej treść, jej rubry­
ki pow inny być zaopatrzone w odpow iedni tytuł.

Podpisy i objaśnienia pod rysunkam i i schem atam i pow inny być 
dołączone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, których n ie można napisać 
na m aszynie, należy w yraźnie nanieść czarnym tuszem . W fotografiach  
i w ykresach należy oznaczyć ,,górę” i „dół”.

Literatura.  W ykaz literatury należy w ypisać oddzielnie, na ostatnich  
stronach m aszynopisu, w alfabetycznej kolejności nazw isk autorów.
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Post . B lochem .  16, 501—512 (1970).

KRZYSZTOF STAROŃ*

Funkcja metaboliczna cytochromu P-450 

Metabolic Function of Cytochrome P-450

The properties, supposed m ode o f the action and the role of cytochrom e P-450, 
the term inal enzym e of m icrosom al and m itochondrial m ixed-function  oxidases, 
are review ed.

W 1952 roku  S t r i t t m a t t e r  i B a l i  (39) stw ierdzili w m ikro- 
somach obecność cytochrom u z grupy B, nazwanego później cytochro- 
mem b5. W ykryty  cytochrom  stanowił jednak tylko około 40% ogólnej 
ilości hem u w ystępującego w mikrosomach. Pozostałe 60% К  l i n  g e n - 
b e r g (18) i G a r f i n k e l  (12) przypisali w ykrytem u przez siebie 
w m ikrosomach w ątroby  szczura i w ieprza hemoproteidowi, którego kom­
pleks z tlenkiem  węgla wykazyw ał charakterystyczne m aksim um  absor­
pcji przy 450nm. Na podstaw ie tej własności został on nazwany przez 
O m u r a  i S a t o  (30,31) pigm entem  450 (w skrócie — P-450), a póź­
niej cytochrom em  P-450. Obecność cytochrom u o analogicznych w łas­
nościach stw ierdzono następnie w m ikrosomach w ątręby  u przedstawicie* 
li wszystkich grom ad kręgowców oraz w mikrosomach kory nadnerczy, 
nerki i śluzówki jelita  u badanych ssaków (35).

Początkowo cytochrom  P-450 lokalizowany był wyłącznie w m ikro­
somach, co znalazło m iędzy innym i odbicie w proponowanej nazwie „re- 
tikulochrom ” (35). Jednakże H a r d i n g  i wsp. (13) stw ierdzili obec­
ność cytochrom u P-450 w m itochondriach kory nadnerczy, a Y o h r  o 
(47) znalazł go także w m itochondriach wyodrębnionych z ciałka żółtego 
wołu.

P race przeprowadzone w latach sześćdziesiątych dały w rezultacie 
dość dokładną charak terystykę cytochrom u P-450. Jednocześnie na pod­
staw ie uzyskanych w yników  powiązano jego funkcję z aktyw nością m i- 
krosom alnych i m itochondrialnych hydroksylaz.

* Mgr, Zakład E nzym atyki, Instytut B iochem ii, U niw ersytet W arszaw ski, War­
szawa

W ykaz stosow anych skrótów: pCMB — p-chlorortęciobenzoesan, D O C —  dezo- 
ksycholan, ERP — elektronow y rezonans param agnetyczny, g  —  jeden z param etrów  
w idm a ERP, tzw . w spółczynnik  Landego.

http://rcin.org.pl



502 К . STAROŃf [2]

W artykule  omówione będą niektóre fizykochemiczne własności cyto- 
chrom u P-450, które dają inform acje o jego budowie oraz rola, jaką  od­
grywa on w procesach hydroksylacji.

I. Niektóre fizykochemiczne własności cytochromu P-450

W idma cytochrom u P-450 oraz jego kompleksów z różnym i Ugan­
dam i różnią się zasadniczo od w idm  innych hemoproteidów. I tak  widmo 
różnicowe (rysunek 1) posiada dwa szerokie i n ieostre m aksima przy 
440 i 550nm. Charakterystyczne widm o kom pleksu z tlenkiem  węgla 
wykazuje w yraźne m aksim um  przy 450nm, w przeciw ieństw ie do widm  
kompleksów innych hemoproteidów, k tórych m aksim a obserw uje się 
w rejonie 420— 430nm (rysunek 2). Widmo cytochromu P-450 w  obec­
ności izocyjanku etylu posiada dwa m aksima: przy 430 i 455nm.

R ys. 1. W idmo różnicow e cytochrom u P-450 w  m ikrosom ach i rozpuszczalnym
preparacie (wg. 27)

A — 0,1 jednostk i absorpcji

C harakterystyka spektralna, jak  i w ogóle większość badań dotyczą­
cych cytochrom u P-450, w ykonana została na nienaruszonych m ikroso­
m ach lub też na mikrosomach, z których usunięto cytochrom  b 5. Jest 
to związane z wrażliwością cytochrom u P-450 na czynniki rozluźniające 
s truk tu rę  błon lipoproteidowych, a więc detergenty (12, 26, 35) oraz na 
traw ienie enzymami lipolitycznym i i proteolitycznym i (31,35). Dopiero 
w ostatnich latach stosując niskie stężenia lubrolu (27) lub cholanu (26) 
udało się przeprowadzić cytochrom  P-450 do roztw oru bez u tra ty  cha­
rakterystycznych właściwości.
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[3] CYTOCHROM P-450 503

Rys. 2. W idm a różnicow e kom pleksów  hem oproteidów  z tlenkiem  w ęgla (wg. 32) 
A — peroksydaza, В — oksydaza cytochrom ow a, С — cytochrom  P-450. ДА — przyrost absorpcji

Pod wpływ em  enzymów proteolitycznych, lipolitycznych i detergen­
tów, jak  również pCMB, czynników kom pleksujących żelazo (4,7-dwufe- 
nylo-2,20-fenantrolina) oraz miedź (2,9-dwumetylo-4,7-dwufenylo-2,20- 
fenantrolina) m ikrosomy tracą zdolność tw orzenia z tlenkiem  węgla kom­
pleksu absorbującego przy 450nm. Jednocześnie pojawia się hem oproteid 
posiadający widmo różnicowe charakterystyczne dla cytochromów z g ru­
py В oraz w ytw arzający z tlenkiem  węgla kompleks o maksimum  absorp­
cji przy 420nm. Został on nazwany cytochrom em  P-420 (31).

M a s o n  i wsp. (25) zlokalizowali w m ikrosomach sygnał ERP nisko- 
spinowego żelaza hem oproteidu o trzech pasmach: gx— 1.91, g2 — 2.25 
i 9з — 2.41. Trawiąc m ikrosomy trypsyną i przeprowadzając ekstrakcję 
butanolem  otrzym ali oni rozpuszczalny hem oproteid, tzw. cząstki Fex, 
k tóry  w ykazyw ał w ykryte uprzednio sygnały ERP. Widmo optyczne czą­
stek Fex jest praw ie identyczne z widm em  cytochrom u P-420. pCMB po­
w oduje zniknięcie sygnałów niskospinowego żelaza w cząstkach Fex, da­
jąc w rezultacie p reparat w ykazujący wszelkie własności cytochromu 
P-420.

Badając zmiany zawartości cytochrom u P-450, P-420 oraz cząstek Fex 
w preparatach  m ikrosom alnych traktow anych trypsyną, butanolem, 
pCMB, fosfolipazą i dezoksycholanem M a s o n  i wsp. (24) stwierdzili, 
że zarówno cytochrom  P-420, jak i cząstki Fex są produktam i degradacji 
cytochrom u P-450 i zaproponowali podany schem at przem ian (schemat 1).
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504 К . ST A R O tf [4]

Forma со

Forma 6  
P-420 ,

Fex
Schem at 1. M odel przem ian m ikrosom alnego akceptora zred. NADP. Pod nazw ą pre­

paratu podany stosunek zaw artości cytochrom u P-450, P-420 i Fex (wg. 24)
DOC — dezoksycholan, pCMB — p-chlorortęciobenzoesan

C harakter czynników powodujących przem iany jednej form y w d ru ­
gą sugeruje udział w s truk tu rze  cytochrom u P-450 zarówno grup tiolo- 
wych, jak  i lipidów.

II. Umiejscowienie cytochromu P-450 w mikrosomalnym  
i mitochondrialnym systemie przenośników elektronów

Aktywność biologiczna cytochrom u P-450 związana jest z enzym a­
tycznym i układam i oksydoreduktaz hydroksylujących, nazywanych po­
tocznie hydroksylazam i, k tóre w ykorzystują jako jeden z donorów zre­
dukowany NADP. Drugim substratem  są dla hydroksylaz sterydy, kwasy 
tłuszczowe oraz tzw. substancje ksenobiotyczne, czyli egzogenne związki
o s truk tu rach  nie syntetyzow anych przez organizm.

Używając izotopu 180  M a s o n  (23) wykazał, że ogólne równanie 
reakcji katalizowanych przez hydroksylazy ma postać:

zred. N AD P +  H+ +  Oa +  A H 2 =  NADP+ +  AHOH +  H20

gdzie AH2 i AHOH oznaczają odpowiednio substra t będący akceptorem  
tlenu  i uhydroksylow any produkt. Dla enzymów katalizujących reakcje 
tego typu  H a y a s h i  i N o z a k i  (14) proponują nazwę monooksyge- 
nazy.

Badania przeprowadzone w latach sześćdziesiątych wykazały, że ak­
tywność hydroksylazy związana jest z szeregiem enzymów, tworzących 
łańcuch przenośników elektronów  z zred.NADP i zred.NAD na tlen 
(6, 11, 17, 24, 25, 28, 32, 36, 40, 41). Kolejność przenośników jest podobna 
do kolejności w łańcuchu oddechowym (schemat 2).
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Schem at 2. K olejność przenośników  w  m ikrosom alnym  łańcuchu transportu elektro­
nów  (wg. 1 1 )

Fp — flaw oproteid

Elektrony z zred. NADP lub zred. NAD przenoszone są przez flawinę 
na białko o charakterze cytochromu. Flaw oproteidy biorące udział w tra n ­
sporcie elektronów utożsam iane są z w ykrytym i w mikrosomach enzy­
mami wykazującym i aktywność reduktazy zred. NAD — egzogenny cyt.c
(40) i zred.NADP — egzogenny cyt.c (17). Jednakże oba te enzymy nie 
m ają zdolności redukcji m ikrosom alnych cytochromów. Przypuszcza się 
więc (36), że pomiędzy flawiną a cytochromem  P-450 umiejscowiony jest 
jeszcze jeden przenośnik, oznaczony na schemacie 2 symbolem „X ”. Jego 
charakter nie jest jeszcze poznany; uwzględnia się możliwość udziału ubi- 
chinonu (35) lub ferroproteidu, posiadającego niehemowo związane że­
lazo (28, 32).

Cytochrom  P-450 jest, jak się przypuszcza, końcowym enzymem łań­
cucha transportu  elektronów związanego z hydroksylacją. O udziale cy­
tochrom u P-450 w procesach hydroksylacji oraz o jego końcowym um iej­
scowieniu świadczy szereg faktów, jak:

a) redukcja cytochrom u P-450 przez zred. NADP;
b) ham owanie reakcji hydroksylacji przez tlenek węgla;
c) stym ulacja syntezy cytochrom u skorelowana ze stym ulacją ak tyw ­

ności hydroksylacyjnej;
d) tworzenie się kompleksów cytochrom  P-450-substrat.
a) Redukcja cytochrom u P-450 w preparacie m ikrosom alnym  zacho­

dzi w w arunkach beztlenowych zarówno pod w pływ em  podsiarczynu, 
zred. NADP, jak  i zred. NAD (4, 35). Szybkość redukcji, w yrażona jako 
stała jednocząsteczkowa, wynosi odpowiednio 5, 1,5 — 2,0 i 0,3 — 0,4 
m in-1 (35). Dane te zgadzają się z podanym  uprzednio schem atem , na 
k tórym  cytochrom  P-450 umieszczony jest w łańcuchu transportu  elektro­
nów z zred. NADP. Możliwość redukcji cytochrom u P-450 przez zred. NAD 
sugeruje istnienie połączenia między system em  przenoszącym  elektrony 
z zred. NAD na cytochrom  b5 oraz z zred. NADP na cytochrom  P-450. 
Jest ono lokalizowane między flaw oproteidem  a czynnikiem  X (11) lub
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506 К . ST A R O Ń [6]

bezpośrednio cytochrom em  P-450 (24). C o o p e r  i wsp. (6) proponowali 
włączenie do schem atu dodatkowego połączenia między zred. NAD 
i zred. NADP, opierając swoje sugestie na w ykryciu w m ikrosomach ko­
ry  nadnerczy wołu aktyw nej transhydrogenazy.

b) Hamowanie przez tlenek węgla zlokalizowanej w m ikrosom ach 
aktyw ności hydroksylacji sterydów  na C2i w ykryli R y a n  i E n g e l  
(34). Naświetlenie zahamowanego p repara tu  przyw raca tę  aktywność (32). 
M aksym alną reaktyw ację można uzyskać działając św iatłem  o długości 
fali 450nm (rysunek 3). P rzy tej długości fali kom pleks cytochrom  P-450- 
tlenek węgla posiada maksimum  absorpcji.

Długość Fali,vm

Rys. 3. W pływ  św iatła odw racający ham ow anie hydroksylacji sterydów  przez
tlenek  w ęgla  (32)
L xx  K h -K d

Na osi rzędnych odłożony stosun ek---------- , gdzie L =  —-------- , i — natężenie św iatła , Kh i K j
L x450 1 Kd

stałe szybkości reakcji po i bez ośw ietlen ia

Podobne w yniki otrzym ano badając odwracanie zahamowanej tlenkiem  
węgla mikrosomalnej dem etylacji kodeiny, 4-m onom etyloam inopiryny 
i hydroksylacji acetanilidu (6).

c) W strzyknięcie substancji ksenobiotycznych do organizmu zw ierzę­
cego powoduje bardzo szybki wzrost ilości cytochrom u P-450 (10,22). 
E r n s t e r  i O r r e n i u s  (10), podając szczurom lum inal, w ykazali 
ścisły związek między wzrostem ilości cytochrom u P-450 a zwiększeniem 
aktywności hydroksylacji i aktyw ności reduktazy zred. N A DP-cytochrom  
c, która przypisywana jest flawoproteidowi biorącem u bezpośredni udział 
w przenoszeniu elektronów z zred. NADP na tlen. W tych samych w a­
runkach nie obserwowano w zrostu aktywności reduktazy zred. NAD-cy- 
tochrom  с ani wzrostu poziomu cytochrom u b5 (rysunek 4).
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[7] CYTOCHROM P-450 507

Rys. 4. Zm iany zawartości składników  m ikrosom alnych oraz n iektórych aktyw ności 
enzym atycznych w  preparatach z wątroby szczurów traktow anych lum inalem

Na osi rzędnych odłożona w ielokrotność zm iany zaw artości sk ładn ików  lub aktyw ności m i­
krosom alnych , na osi odciętych  — czas trw ania dośw iadczenia. S trzałki u góry oznaczają po­

szczególne in jekcje  lum inalu  (wg 10)

Zwiększona synteza cytochrom u P-450 oraz pozostałych enzymów łań­
cucha przenoszącego elektrony z zred. NADP na tlen  związana jest ze 
wzrostem  ilości fosfolipidów w retikulum  (10). Zm iany te nie są jednak 
ściśle skorelowane w czasie ze zmianami aktyw ności hydroksylazy.

d) S tym ulację syntezy cytochrom u P-450 można w ykryć przez odpo­
wiedni wzrost absorpcji przy 450nm preparatu  m ikrosomów nasyconych 
tlenkiem  węgla. W zrost ten  jest proporcjonalny do zwiększenia przy łą­
czania znakowanego 'substratu (10). Poza tym  dodatek substra tu  do p re­
para tu  m ikrosomalnego powoduje szereg efektów, które można in te rp re­
tować jako skutki oddziaływania z cytochromem  P-450. N a r a s i m h u -  
l u  (29) stw ierdził, że dodanie ,27-hydroksyprogestronu do mikrosomów 
kory nadnerczy m odyfikuje widmo optyczne p reparatu . W ykryto rów ­
nież, że w tych sam ych w arunkach następuje zmiana widm a ERP (7). 
S ubstra t w ykazuje także działanie ochronne w procesie termicznego prze­
kształcania cytochrom u P-450 w cytochrom P-420. Podobne działanie w y­
kazują inhibitory hydroksylacji sterydów — dikum arol (45) i m etopiron 
(46).

III. Mechanizm działania cytochromu P-450

Końcowe miejsce, jakie zajm uje cytochrom P-450 w łańcuchu tran s­
portu jącym  elektrony z zred. NADP sugeruje, że spełnia on bezpośrednią 
funkcję w prowadzania do cząsteczki substra tu  zaktywowanego uprzednio 
tlenu. Za udziałem żelaza w tym  procesie przem aw iają wyniki szeregu 
badań przeprowadzonych na układach modelowych (15, 38, 44).
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508 К . ST A R O Ń [8]

Sposób aktyw acji tlenu przez hemowo związane żelazo cytochrom u 
P-450 nie jest jeszcze w yjaśniony całkowicie. S t a u d i n g e r  i wsp. 
(38), opierając się na badaniach hydroksylacji acetanilidu przez modelowe 
układy zawierające Fe2+ i H 20 2 oraz Fe2+, tlen i czynnik redukujący, 
jak  również przez układy zawierające fizjologiczne donory elektronów 
(zred. NAD, zred. NADP) i p repara ty  enzymów m ikrosom alnych, suge­
ru ją  udział żelaza w  tw orzeniu wolnych rodników typu O H 1 lub 0 2H-, 
reagujących następnie z cząsteczką substratu . Chociaż pojaw ianie się 
wolnych rodników w trakcie redukcji tlenu  przez cytochrom  P-450, jak  
i przez inne enzymy zaw ierające m etal, nie zostało jeszcze bezpośrednio 
udowodnione, to jednakże nie jest ono wykluczane (5).

Stosunkowo najpełniejszy model działania cytochrom u P-450, tłum a­
czący dodatkowo szereg jego charakterystycznych własności, podają W i l ­
l i a m s  i wsp. (15, 44). Zakładają oni aktyw ację tlenu  w kom pleksie z że­
lazem związanym  z porfiryną, przy współdziałaniu elektronów pocho­
dzących z jednoelektronowego donora, najprawdopodobniej grupy tiolo- 
wej (schemat 3).

RS"
Fe 00

Schem at 3. M odel działania cytochrom u P-450 (wg. 15)
ХН, ХОН — substrat d uhydroksylow any produkt, RS — ugrupow anie z rodnikiem  tio low ym

Już poprzednio (24) stw ierdzono w pobliżu żelaza obecność grupy tio- 
lowej, która w arunkow ała charakterystyczny dla form y utlenionej nisko- 
spinowy sygnał ERP. W ygaszanie sygnału ERP w trakcie redukcji cyto­
chrom u P-450 tłum aczone jest osłabieniem oddziaływania Fe-S i p rzej­
ściem żelaza w stan  wysokiego spinu (15).

Podany powyżej model tłum aczy mechanizm aktyw ow ania tlenu, nie 
uwzględnia natom iast drugiego aspektu niezbędnego do pełnego zrozu­
m ienia działania cytochrom u — sposobu i specyficzności łączenia się 
z substratem .

S ubstraty  ulegające hydroksylacji przy udziale cytochrom u P-450 róż­
nią się od siebie s tru k tu rą  chemiczną. Substraty  endogenne należą do 
dwóch grup: kwasów tłuszczowych i sterydów. H ydroksylacja kwasów 
tłuszczowych związana jest z w prowadzeniem  grupy -OH w pozycję co 
(21, 33, 43). S terydy  hydroksylow ane są przy udziale cytochrom u P-450

RS"
Fe(ll)02 -X H

RS'
Fe(lll)02Z-XH

RS’
Fe(lll) + X0H+H20

IV. Specyficzność substratowa cytochromu P-450
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w pozycjach: 6(3 (1), 7a (2), l ip  (26), 16a (1), 18 (2), 20oc (37) i' 21 (32). H ydro- 
ksylacja w pozycji 12a, zachodząca w trakcie biosyntezy kwasu cholo­
wego, nie jest prawdopodobnie związana z udziałem  cytochrom u P-450
(41). Nie jest również jasny udział tego cytochrom u w hydroksylacjach 
prowadzących do powstania cholesterolu (2, 3, 42).

Substra ty  egzogenne, przede wszystkim  leki, przeprowadzane są 
w związki bardziej polarne przy pomocy takich reakcji, jak  N-, O- 
i S-dealkilacja oraz hydroksylacja rodnika arom atycznego lub alifatycz­
nego (8).

Wobec tak  dużej różnorodności budowy substratów  hydroksylaz in te­
resujący jest problem  specyficzności przyłączania poszczególnych związ­
ków do cytochrom u P-450. Mogą bowiem zachodzić trzy  możliwości:
1. Cytochrom  P-450 posiada jedno m iejsce wiązania substratu , wysoce 
niespecyficzne.
2. Cytochrom P-450 ma kilka m iejsc wiązania dla różnych substratów .
3. Cytochrom  P-450 nie jest jednym  enzymem, lecz istnieje cała ich 
grupa, z której każdy reaguje z odpowiednim substratem  lub grupą po­
dobnych substratów .

Szereg danych zdaje się przem awiać za jedną z ostatnich hipotez. 
W szystkie substra ty  wiążące się z cytochrom em  P-450 można ogólnie 
podzielić na dwie grupy, różniące się fizykochemicznymi własnościami 
kom pleksu z cytochrom em  P-450 oraz działaniem  na syntezę enzymu. 
Substra ty  pierwszej grupy (luminal, am inopiryna, heksobarbital) m ody­
fikują widmo optyczne cytochrom u P-450 wywołując pojawienie się m ak­
sim um  przy około 390nm i m inim um  przy 420nm (9,26) oraz widmo ERP 
powodując zwiększenie intensywności sygnału g3 (7). Kom pleksy cyto­
chrom u P-450 z substra tam i drugiej grupy (3-m etylocholantren, anilina) 
charakteryzują się różnicowym widm em  optycznym  o m inim um  przy 
około 390nm i m aksim um  przy 420nm (rysunek 5), a w widmie ERP 
sygnał gi jest bardziej, g3 zaś mniej in tensyw ny niż w widmie cyto­
chrom u P-450. Pomiędzy obiema grupam i nie istnieje współzawodnictwo 
łączenia się z enzymem; natom iast w obrębie grupy poszczególne substra ty  
konkurują  między sobą.

Różnice w działaniu lum inalu i 3-m etylocholantrenu na syntezę cy­
tochrom u P-450 przejaw iają się zarówno w samym  procesie biosyntezy, 
jak  i w charakterze powstałego enzymu. Lum inal powoduje wolniejszy 
wzrost aktywności hydroksylacyjnej niż 3-m etylocholantren oraz bardziej 
wyraźne zmiany w m ikroskopowym  obrazie m ikrośomów (20). Badania 
nad zanikaniem  radioaktyw ności wprowadzonej do rdzenia porfirynowego 
cytochromu P-450 poprzez podanie znakowanego try tem  kwasu S-amino- 
lewulinowego w ykazują, że zanikanie to jest wolniejsze w przypadku 
cytochromu P-450 powstałego pod wpływ em  3-m etylocholantrenu niż 
w cytochromie stym ulow anym  lum inalem , przy czym wyklucza się dzia­
łanie ochronne 3-m etylocholantrenu na gotowy już enzym (19). Sugeruje
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Rys. 5. Widma różnicow e kom pleksów  m ikrosom ów  w ątroby szczura: A — z aniliną,.
В — z heksobarbitalem  (7)

ДА — przyrost absorpcji

to, że rdzeń porfirynow y cytochrom u P-450 powstałego pod wpływem  
3-m etylocholantrenu jest m etabolizowany wolniej, niż w analogicznym  
cytochrom ie stym ulow anym  lum inalem . Kom pleks izocyjanku ety lu  z cy- 
tochrom em  P-450 syntetyzow anym  pod w pływ em  lum inalu w ykazuje 
podobny, jak  w natu ra lnym  enzymie, stosunek maksimów przy 430 
i 455nm, podczas gdy w cytochromie stym ulow anym  3-m etylocholantre- 
nem m aksimum  przy 455nm w zrasta w większym  stopniu. Wreszcie enzy­
my indukowane obydwoma związkami różnią się między sobą położe­
niem  m aksim um  w  widm ie kom pleksu z tlenkiem  węgla oraz k inetyką 
hydroksylacji poszczególnych substratów  (1).

Za bezpośredni dowód istnienia dwóch form  cytochrom u P-450 mogą 
posłużyć badania przeprowadzone przez I m a i  i S a t o  (16) nad kom ­
pleksem cytochrom u z izocyjankiem etylu. Stosunek intensywności m ak­
simów widma różnicowego tego kom pleksu zależy od pH, przy czym przy 
granicznych w artościach jedno z maksimów zanika całkowicie. In tensyw ­
ność m aksimum  przy 455nm w ykazuje taką samą zależność od pH, jak  
szybkość hydroksylacji aniliny. Na tej podstaw ie I m a i  i S a t o  iden­
tyfikują  pasma absorpcji przy 430 i 455nm z dwiema form am i cytochro­
m u P-450 o tym  samym powinowactwie do izocyjanku etylu, które to  
form y w  zakresie pH  6— 8 przyjm ują różne stany równowagi. B rana jest
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jednak również pod uwagę możliwość zależniej od pH kom binacji izo- 
cyjanku etylu z jedną tylko form ą cytochromu.

W ydaje się, że wiązanie pewnej grupy substratów  przez określoną 
tylko form ę cytochrom u P-450 nie jest jedynym  powodem specyficzności 
procesów hydroksylacji, przynajm niej w  odniesieniu do substratów  fizjo­
logicznych. Wiele z tych substratów  w ykazuje przed lub po w prowadzeniu 
grupy hydroksylowej aktywność biologiczną (hormony sterydowe). Stąd 
też naw et przyjm ując istnienie kilku form  cytochrom u P-450 trudno  jest 
wyobrazić sobie regulow aną syntezę czy też degradację każdego z horm o­
nów. Jest natom iast prawdopodobne, że na regulację procesów hydroksy­
lacji może mieć wpływ  również lokalizacja cytochrom u P-450 w dwu 
różnych organellach — w m ikrosomach i m itochondriach. Rozgranicze­
nie poszczególnych hydroksylacji system em  błon o różnej przepuszczal­
ności może być czynnikiem  w arunkującym  dostępność substra tu  dla cy­
tochrom u P-450 i przez to decydującym  o charakterze ostatecznego pro­
duktu.
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A N N A  M A R IA  KO NECKA  *, JO A N N A  R Y T K A  **

Drogi przemian metyloglioksalu w organizmach żywych 

The Metabolic Pathway of Methyloglyoxal in Living Organisms

The production and utilization of m ethyloglyoxal in living organism s are re- 
view ed . The physiological role of this com pound is discussed.

M etyloglioksal (aldehyd pirogronowy) jest związkiem pośrednim  
w przem ianach węglowodanów, aminokwasów i ciał ketonowych, a także 
może odgrywać ważną rolę jako czynnik regulujący podziały komórkowe.

I. Przemiany metyloglioksalu

Drogi przem ian m etyloglioksalu w organizmach żywych przez długi 
czas nie były dobrze poznane, sądzono naw et, iż jest on związkiem nie- 
fizjologicznym. Na podstawie licznych badań prowadzonych od 'przeszło  
50 lat wiadomo obecnie, że z m etyloglioksalu może powstawać d ( —)-mle- 
czan poprzez S-laktoiloglutation lub pirogronian w procesie bezpośred­
niego utlenienia.

1. Przem iana m etyloglioksalu  do d(—)-m leczanu

Przem ianę m etyloglioksalu do d ( — )-mleczanu odkryli w 1913 roku 
niezależnie N e u b e r g  (69) oraz D a k i n  i D u d l e y  (12). Przem ianę 
tę nazwano reakcją glioksalazową i uważano początkowo, iż katalizuje ją 
jeden enzym — glioksalaza (1 ,13 ,29 ,30 ,38 ,70 ,110), w ystępujący pow­
szechnie w tkankach roślinnych, zwierzęcych i m ikroorganizm ach (8, 9, 
37, 44, 59, 76). Później w ykazano jednak, że jest to proces dwustopniowy, 
katalizow any przez dw a enzymy: glioksalazę I (metyloglioksalo-liaza 
S-laktoilo glutationu, ЕС 4.4.1.5) oraz glioksalazę II (hydrolaza S-2-hydro- 
ksyacyloglutationu, ЕС 3.1.2.6).

* Dr, Zakład B iochem ii, A kadem ia M edyczna, W arszawa
** Dr, Instytut B iochem ii i B iofizyki, P olska A kadem ia Nauk, W arszawa
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Glioksalazę I w postaci krystalicznej otrzym ał R а с к e r  (78) z droż­
dży. Własności fizyko-chemiczne tego enzymu zostały dość dobrze po­
znane (42, 78). W organizmach zwierzęcych glioksalaza I w ystępuje ró­
wnocześnie z glioksalazą II. Tę ostatnią otrzym ano z serca i w ątroby w o­
łowej (32, 48, 78).

L o h m a n n  (55) wykazał, że koenzymem glioksalazy I jest zreduko­
w any glutation, co potwierdzili też inni badacze (4, 16, 27, 48, 50, 51, 75). 
Zasługuje na podkreślenie iż jest to pierwsza reakcja enzymatyczna, 
w której stw ierdzono koenzym atyczną funkcję glutationu. Do w yjaś­
nienia roli jaką spełnia GSH w procesie u tleniania m etyloglioksalu p rzy ­
czynili się К  u h n a u (52) oraz J o w e t t  i Q u a s t e 1 (44), którzy 
zaobserwowali zanikanie grup -SH glutationu w obecności m etylogliok­
salu. N astępnie G i r s a v i c i u s  i H e y f t e z  (32) oraz Y a m a z о у  e 
i wsp. (68, 111) stw ierdzili, że podczas reakcji katalizowanej przez w ątro ­
bową glioksalazę grupy -SH glutationu reagują w stosunkach ekwim olar- 
nych z m etyloglioksal em, a następnie regeneru ją się po w ytw orzeniu 
d ( —)-mleczanu (rysunek 1).

Czas, min

Rys. 1. Odwracalne zanikanie glutationu podczas reakcji glioksalazow ej (wg. 6 8 )
--------  GSH, ------------- m ety log lioksa l, D (-)m leczan. Pow tórne dodanie g lutationu

w  m iejscu  w skazanym  strzałką

W ysunięto więc hipotezę (10, 11), że m etyloglioksal i glutation tworzą 
kompleks, k tóry  może być pośrednim  produktem  reakcji. Hipotezę tę 
potwierdził Y a m a z о у e (111), k tóry wyizolował z m ieszaniny inkuba- 
cyjnej enzymatycznie utw orzony związek pośredni stabilny w tem pe­
ratu rze pokojowej w środowisku słabo kwaśnym  lub obojętnym. Pod 
wpływem  enzym atycznych wyciągów z w ątroby związek ten  ulegał hy ­
drolizie do glutationu i d ( —)-mleczanu. Produkt pośredni reakcji gliok­
salazowej zidentyfikowano jako S-laktoiloglutation (78, 79, 105, 106, 107, 
108) o charakterystycznej absorpcji św iatła z maksimum  przy długości
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fali 240 nm  (78, 79). Właściwość tę w ykorzystano przy opracowaniu spek- 
trofotom etrycznej m etody oznaczania aktyw ności glioksalazy I i II, jak 
również do ilościowego oznaczania stężenia glutationu (5, 104, 109).

R a c k e r  (77) zaproponował m echanizm  reakcji glioksalazowej, w e­
dług którego glioksalaza I katalizuje kondensację enolowej form y m ety- 
loglioksalu (I) z GSH tworząc S-laktoiloglutation w form ie enolowej
(II). Enolowa form a produktu  pośredniego (II) przechodzi prawdopodob­
nie w nieenzym atycznej reakcji w form ę ketonową (III), ta zaś ulega 
hydrolizie do d ( —)-m leczanu i g lutationu pod wpływem  glioksalazy II. 
Przebieg tych reakcji przedstaw ia się następująco (77):

CH3 C H 3 C H 3
! glioksalaza I

C = 0  # C - O H  +  GSH —------------------ > C—OH
I I! IIc=o c=o с—OH
I I

H SG

(I) (II)

СНз сн3
\  glioksalaza II

H—C—OH — — -----------> H—C—OH +  GSH
/  I

c = o  COOH

SG
(III)

Na podstawie wyników badań nad konw ersją m etyloglioksalu do 
d ( —)-m leczanu w środowisku wodnym  zawierającym  try t R o s e (81) 
sugerował następujący mechanizm reakcji:

O O
glioksalaza I I _  glioksalaza II ,

CH 3 C— С +  GSH —------------------> CH 3 —С— C—SG —— ------- - — >
II \  I II
O H  HO O

->  C H 3— C H — CO O H  +  G SH
I

H O

Zdaniem  autora, glioksalaza I katalizuje wewnątrzcząsteczkową oksy- 
do-redukcję m etyloglioksalu z jednoczesną tioestryfikacją. Mechanizm 
ten  jest in teresujący ze względu na podobieństwo do reakcji Cannizaro 
otrzym yw ania kwasu mlekowego z aldehydu pirogronowego w  środo­
w isku zasadowym. C l i f f e  i W a l e y  (7) uw ażają natom iast, że glio­
ksalaza I nie reaguje z m etyloglioksalem  i glutationem , lecz w wyniku nie-

2 P ostęp y  B iochem ii 4/70 r.
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enzymatycznej reakcji powstaje hem itioacetal, k tóry  w połączeniu z en­
zymem ulega przem ianie do S-laktoiloglutationu wg następującej reakcji:

Utlenienie powstającego w  w yniku reakcji d ( —)-mleczanu do piro- 
gronianu wym aga udziału racemaz, które katalizują jego izom eryzację 
do form y l ( +  ) (39, 46, 56).

W wyniku licznych badań nad metabolizmem a-hydroksykwasów  
obok enzymów utleniających L-a-hydroksy kwasy, odkryto enzymy utle­
niające ich D-izomery, w tym również d (—)-mleczan. T u b b s  i G r e -  
v i 11 e (94, 95, 96, 97) stwierdzili obecność tych enzymów w mitochon- 
driach wątroby i nerek królika. Oksydoreduktazy specyficzne w stosunku 
do d  i l  mleczanu wyizolowano z wielu mikroorganizmów (3, 14, 45, 63, 
64, 74, 90), wykryto je także w komórkach drożdży beztlenowych (83). 
W świetle powyższych odkryć, powstający w wyniku reakcji glioksala- 
zowej d ( —)-mleczan, może być wykorzystany przez komórkę jako dodat­
kowe źródło energii, niezależne od glikolizy, w której powstaje l( +  ) 
forma mleczanu.

Ze względu na dużą aktywność enzymów glioksalazowych stężenie 
wolnego m etyloglioksalu w tkankach jest nieznaczne. Zaobserwowano 
jednak, że u zw ierząt cierpiących na awitam inozę ЕЦ nagrom adza się m e­
ty  loglioksal (26, 84, 85, 89) oraz pojaw iają się objawy zatrucia tym  związ­
kiem  i hypoglikemii insulinowej (47, 103). Przypuszcza się, że bezpośred­
nim powodem nagrom adzania się m etyloglioksalu przy niedoborze w ita­
m iny Bj jest zmniejszenie poziomu glutationu w tkankach i w  w yniku 
tego obniżenie aktyw ności glioksalazy (15, 103).

Przez długi czas przem iana m etyloglioksalu do d ( —)-m leczanu była 
uważana za jedyny szlak m etaboliczny tego związku. Dla organizmów 
zdolnych utleniać tylko form ę l mleczanu, proces ten w ydaje się jednak 
nieekonomiczny, co skłoniło badaczy do dalszych poszukiwań innych 
dróg przem iany m etyloglioksalu.

M o n d e r (65, 66) wyizolował z tkanek ssaków dehydrogenazę a-ke- 
toaldehydów (oksydoreduktaza aldehyd: NAD(P),) (ЕС 1.2.1.5), k tóra ka ta ­
lizuje bezpośrednie utlenianie m etyloglioksalu do pirogronianu wg na­
stępującej reakcji:

M etyloglioksal +  glutation hem itioacetal (nieenzym atycznie) 
H em itioacetal +  glioksalaza I <=* kom pleks enzym -substrat

2. Przem iana m etyloglioksalu  do pirogronianu

CH. CH-

C = 0  +  H20  4- NAD(P) -» C = 0  +  zred. NAD(P) +  H+

c=o COOH
\H
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Enzym  nie katalizował reakcji odwrotnej, tzn. redukcji pirogronianu, 
nie u tlen iał również d (  — ) i l ( +  ) m leczanu w obecności nukleotydów 
pirydynow ych. Do działania katalitycznego omawianego enzymu, w prze­
ciw ieństw ie do reakcji glioksalazowej, nie jest konieczna obecność zre­
dukowanego glutationu. Poza metyloglioksalem, enzym katalizował rów­
nież utlenienie innych a-ketoaldehydów : glioksalu, fenyloglioksalu i al­
dehydu hydroksypirogronow ego. Reakcję utleniania m etyloglioksalu do 
pirogronianu katalizują conajm niej dw a enzymy, z których jeden w y­
maga do aktyw ności NAD, a drugi NADP. W badanych preparatach  oksy- 
doreduktazy aldehydowej z w ątroby owcy nie udało się rozdzielić tych 
dwóch enzymów, pomimo że w czasie oczyszczania stosunek aktywności 
uzależnionej od NAD do aktyw ności uzależnionej od NADP zmieniał 
się w granicach od 1,3 do 0,7. Enzym y te różniły się również wartościam i 
K m i Vmax w stosunku do poszczególnych substratów , różny był także 
wpływ  analogów koenzymów na te  dwie aktywności. Jak  sugerują auto­
rzy, rola oksydoreduktazy a-ketoaldehydów, poza utlenianiem  m etylo­
glioksalu do pirogronianu z pom inięciem  etapu tworzenia d (—)-mleczanu, 
może polegać również na jej udziale w cyklicznej regeneracji nukleoty­
dów pirydynow ych wg następującej reakcji (65):

M etyloglioksal +  N A D  -*• pirogronian +  zred. NAD +  H +

Pirogronian +  zred. NAD +  H + -> L (+)m leczan +  NAD

Reakcję utleniania m etyloglioksalu do pirogronianu, odkrytą przez 
M o n d e r a  (65,66) potw ierdzili B o n s i g n o r e  i wsp. (6). S tw ier­
dzili oni, że w w ątrobie szczura m etyloglioksal pow staje z aldehydu glice­
rynowego i następnie ulega przem ianie do L( +  )-mleczanu poprzez piro­
gronian. Reakcja ta może stanowić etap w metabolizmie fruktozy — 
prekursora aldehydu glicerynowego. Enzymy utleniające metyloglioksal 
wg schem atu zaproponowanego przez M ondera (patrz wyżej) w ystępują 
ponadto w m ikroorganizm ach (40).

Jak  w ynika z badań J e l l u m  (41) odkryta przez M ondera oksydo- 
reduktaza a-ketoaldehydów  jest identyczna z enzymem katalizującym  
u tlenienie 2-keto-3-dezoksyglukozy do 2-keto-3-dezoksyglukonianu. 
2-keto-3-dezoksyglukoza nie ulega utlenieniu pod w pływ em  glioksalazy.

1. P ow staw anie m etyloglioksalu  w  przem ianie w ęglow odanów

1. P ow staw anie m etyloglioksalu  w  przem ianie w ęglow odanów

Początkowo tworzenie się m etyloglioksalu wiązano z procesem gliko­
lizy. Sądzono, że jest to niespecyficzny, nieenzym atyczny proces tow a­
rzyszący glikolizie oraz że m etyloglioksal nie jest fizjologicznym substra- 
tem  dla glioksalazy. M e y e r h o f  (61) stw ierdził, że aldehyd pirogro-
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nowy tw orzył się w  nieenzym atycznej reakcji z triozofosforanu, ale re ­
akcji tej nie przypisywał istotnej roli w żywej komórce. Również M e y ­
e r  (60) postulował, że fosforan triozy ulega nieenzym a tycznej defosfo- 
rylacji do aldehydu glicerynowego, a ten  z kolei w sam orzutnej reakcji 
ulega przem ianie do m etyloglioksalu. W 1968 roku R i d d l e  i L o r e n z  
(80) wykazali, że w  w arunkach fizjologicznego pH  i tem pera tu ry  m ety- 
loglioksal pow staje z dw uhydroksyacetonu i D,L-gliceroaldehydu bez 
udziału enzymu. Reakcja jest katalizowana przez niektóre aniony (arse- 
nian, arsenin, boran) a także Tris.

Większość jednak badaczy utrzym uje, że powstawanie m etylogliok­
salu w w yniku przem ian fosfocukrowców jest specyficzną reakcją enzy­
matyczną. O trzym ano dane sugerujące, iż wyciągi enzym atyczne z ko­
m órek w ątroby i nerek szczura katalizu ją przem ianę dw ufosforanu hek- 
sozy do m etyloglioksalu (2, 86, 87, 101). Reakcja ta  jest odwracalna i prze­
biega niezależnie od glikolizy, gdyż fluorki ham ujące beztlenową prze­
m ianę dwufosf oranu heksozy nie w pływ ają na nią. Jej przebieg przed­
stawia się następująco (87):

n(—)-mleczan -> m etyloglioksal heksozy0 1 3 0  L(+)-mleczan

M etyloglioksal może powstawać u Aspergillus niger i Pseudomonas 
saccharophila przez utlenianie aldehydu fosfoglicerynowego w przypadku 
zahamowania przem iany tego związku do pirogronianu (25, 49). Ekstrak ty  
z komórek mózgowych gołębia katalizow ały w w arunkach tlenow ych 
przem ianę a-glicerofosforanu do m etyloglioksalu (43).

2. P ow staw anie m etyloglioksalu  w  przem ianach cia l ketonow ych

Liczne badania wskazują, że m etyloglioksal może być też produktem  
pośrednim  w przem ianie ciał ketonowych. N e u b e r g  (71) stw ierdził, 
iż hydroksyaceton, aldehyd m lekowy oraz m etyloglioksal ulegają w za­
jem nej enzymatycznej in terkonw ersji (schemat 1).

Każdy z tych związków może być następnie redukow any do propano- 
diolu. Propanodiol lub jego ufosforylowana pochodna stanow i z kolei 
pośredni etap w przem ianie acetonu prowadzącej do glikolizy lub prze­
m iany aktyw nych fragm entów  jedno i dwuwęglowych (82, 88). S tw ier­
dzono (102), że przem ianę aldehydu mlekowego do hydroksyacetonu może 
katalizować dehydrogenaza alkoholowa z w ątroby. Przypuszcza się, że 
enzym ten również katalizuje utlenienie obu wyżej wym ienionych związ­
ków do metyloglioksalu.

Dokładnie zbadano in vitro przem ianę acetooctanu do metyloglioksalu. 
M i l l i g a n  i B a l d w i n  (62) stw ierdzili, że wyciągi enzymatyczne 
z serca owcy katalizowały oksydacyjną dekarboksylację acetooctanu do 
metyloglioksalu. Reakcja ta  zachodzi w obecności 0 2 i jonów M n2+ przy

http://rcin.org.pl



[7] PR Z E M IA N Y  M ETY LO G L IO K SA LU 519

CH3 -C -C H 3 :
срн о н

■ CH3  C=CH2  СН3  — с  —СИ — 
ИОН I I

lub и н 
H3PG1 propandiol 

lub
1,2-fosfopropandiol

mrówczan lub octan

■C3-związek pośredni 
cyklu glikolitycznego

O O 
u  i i  

^СНз-С-С-Н  
metyloglioksal

0  OH
1 i 

CHj-C—CH2^ 
hydro ksyace ton

OH O 
i i  'CHs-CH-C-H  

aldertyd mlekowy

Schem at 1. U dział m etyloglioksalu  w  przem ianie ciał ketonow ych

udziale hemoproteidów: mioglobiny, hemoglobiny i cytochrom u с jako 
katalizatorów, przy czym najaktyw niejszym  katalizatorem  okazała się 
mioglobina. Silnym i inhibitoram i omawianej reakcji dekarboksylacja są 
cyjanki oraz tlenek węgla. Proponow any przez autorów  mechanizm 
reakcji ilustru je  schem at 2.

Schem at 2. Przem iana acetooctanu do m etyloglioksalu  (wg. 62)

Jak  w ynika z schem atu 2 przem iana przebiega z utw orzeniem  wolno- 
rodnikowych form  acetooctanu przy udziale jonów M n2+. Nie wiadomo 
jednak, czy reakcja ta  przebiega również in vivo, gdyż wym agane stężę-
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nie jonów M n2+ przewyższa 50-krotnie stężenie tego jonu w tkankach. 
Również pH  optym alne dla reakcji i wynoszące 5,0, odbiega znacznie od 
pH fizjologicznego. W yniki badań in vitro  w skazują jednak  na stosun­
kową łatwość przem iany acetooctanu do metyloglioksalu, co może mieć 
duże znaczenie w w yjaśnieniu przem iany prowadzącej do syntezy tró j- 
węglowych związków pośrednich w glikolizie z czterowęglowych ciał 
ketonowych.

3. P ow staw anie m etyloglioksalu  z am inokw asów

Zdaniem E 11 i o 11 a (22) m etyloglioksal może powstawać w organiz­
mach żywych w procesie przem ian glicyny i treoniny, przy czym bez­
pośrednim  prekursorem  jest aminoaceton (schem at 3).

C H j-C O -C O O H  
pirogroman

OH
D (-) mleczan

Schem at 3. P ow staw anie m etyloglioksalu  w  cyklu am inoacetonow ym

Tworzenie się am inoacetonu w  tkankach zwierzęcych oraz w m ikro­
organizmach stw ierdziło wielu badaczy (21, 23, 31, 58, 72, 73, 98). Szcze­
gółowe drogi powstawania tego związku zostały omówione w  artykule 
M a l i n o w s k i e j  (57).

Przem iana am inoacetonu do m etyloglioksalu stanow iła początkowo 
jedyny niew yjaśniony etap cyklu aminoacetonowego (schemat 3). Stw ier­
dzono jednak, że w surowicy wołu aminoaceton utlenia się do m etyloglio­
ksalu, przy czym ten  ostatni tworzy się w ilościach równoważnych do 
ilości zanikającego aminoacetonu.

Obecnie wiadomo, że pow staw anie m etyloglioksalu w cyklu amino­
acetonowym  zachodzi podczas oksydacyjnej dezam inacji am inoacetonu, 
katalizowanej przez enzym z grupy oksydaz aminowych, k tó ry  otrzy­
m ano z surowicy wołu. Reakcja ta  przebiega następująco:

CH 3 COCH2 N H 2  +  0 2 CH 3 COCOH +  h 2o 2 +  N H 3

C H 3- C O - - C < H 
ymetyloglioksal 

Ь н г с н - с а о н ^  glioksatazal.l
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Pow stający m etyloglioksal zanika po dodaniu do m ieszaniny reakcyjnej 
g lu tationu i glioksalazy (24).

M itochondria z w ątroby świnki morskiej również u tleniały aminoace- 
ton do m etyloglioksalu (99). Zdolność u tleniania tego związku do alde­
hydu pirogronowego w ykazują też liczne m ikroorganizm y. B akterie z ga­
tunku  Arthrobacter  hodowane na treoninie jako jedynym  źródle węgla 
w ytw arzają aminoaceton, k tóry  z kolei ulega przem ianie do m etyloglio­
ksalu (34, 67). Zahamowanie dalszej przem iany m etyloglioksalu jodooc- 
tanem  powoduje jego nagrom adzanie się. Również Bacillus subtilis, Stap-  
hylococcus aureus, Pseudomonas spheroides mogą metabolizować am ino­
aceton do m etyloglioksalu. Prawdopodobnie omawiana przem iana za­
chodzi w  sprzężonej reakcji enzymów: am inotransferazy amino­
kwas: 2-hydroksykwas oraz oksydoreduktazy NAD: 2-hydroksyaldehyd 
(33, 35, 36). Aktywność tego układu ham ują silnie odczynniki reagujące 
z grupam i -SH, chelatory oraz niektóre związki karbonylowe.

Pow staw anie m etyloglioksalu w procesie oksydacyjnej dezam inacji 
am inoacetonu łączy przem iany tego związku z całym szeregiem  innych 
przem ian. U t r a t a  i G r a n i c k  (100) zaproponowali schem at prze­
m ian am inoacetonu i m etyloglioksalu w  m itochondriach z w ątroby świnki 
m orskiej w powiązaniu z innym i szlakam i m etabolicznym i (schemat 4).

Schem at 4. M etabolizm  am inoacetonu i m etyloglioksalu  w  m itochondriach z w ątroby
św inki m orskiej (wg. 1 0 0 )

A m inoaceton  tw orzy się pod w pływ em  syn tezy  am inoacetonu (I) z g licyn y  i CoA oraz 
w  w yniku  przem iany treon iny (XIII). w  reakcji transam inacji z kw asem  a-ketoglutarow ym  
(II) pow staje kw as g lu tam inow y oraz m ety log lioksa l. M etyloglioksal p ow staje też w  procesie  
oksydacyjnej dezam inacji am inoacetonu (III) i m oże u legać dalszej przem ianie do acetylo-C oA  
w  reakcjach IV, V, VI, VII. A cetylo-C oA  p ow stający także w  w yniku  przem iany cytrynianu  
(VIII) oraz rozpadu m alonylo-C oA  (IX) m oże być w yk orzystyw an y w  cyklu  kw asu cy tryn o­
w ego  (X), w  syntezie  kw asu aceturow ego (XI) oraz ulec rozpadow i do kw asu octow ego (XII)
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III. Udział metyloglioksalu w  regulacji podziałów komórkowych

Nowe światło na rolę jaką m etyloglioksal spełnia w organizmach ży­
wych rzuciły badania prowadzone przez S z e n t - G y o r  g y  i e g o  i wsp. 
(17, 20, 91). W ykazano w nich, że m etyloglioksal oraz jego pochodne po­
siadają dużą aktywność biologiczną. Stwierdzono, że aldehyd pirogrono- 
wy i inne a-ketoaldehydy ham ują proliferację kom órek E. coli i Stron-  
gylocentrotus drobiachiensis. Również podziały pierwotniaków , komórek 
ku ltu r tkankow ych ssaków oraz kom órek nowotworowych są bardzo w raż­
liwe na ham ujące działanie metyloglioksalu. Działanie to jest związane 
prawdopodobnie z hamowaniem  przez m etyloglioksal syntezy białka. Syn­
teza kwasów nukleinowych DNA i RNA ulegała zmniejszeniu pod w pły­
wem m etyloglioksalu tylko w nieznacznym  stopniu (17, 20). W ykazano 
ponadto, że hamowanie podziałów kom órkowych przez m etyloglioksal 
jest związane z blokowaniem grup -SH, odgryw ających ważną rolę w  p ro ­
cesie podziału kom órki i ustępuje po dodaniu cysteiny lub innych związ­
ków tiolowych (19, 93). Reakcję m etyloglioksalu z grupam i sulfhydrylo- 
wymi dehydrogenazy bursztynianow ej i związaną z tym  u tra tę  ak tyw ­
ności wykazał już poprzednio K u n  (53, 54).

Po dłuższym  czasie inkubacji działanie antym itotyczne m etylogliok­
salu ustępuje, co związane jest prawdopodobnie z jego rozkładem  przez 
glioksalazę I i II (19). W kom órkach i tkankach a-ketoaldehydy w ystępują 
w dużych stężeniach w postaci unieczynnionej dla glioksalaz (18, 28, 92), 
prawdopodobnie w postaci kom pleksu z grupam i -SH bliżej niezidenty­
fikowanych nośników. W kom órkach nowotworowych charakteryzują­
cych się szybkimi podziałam i nie stwierdzono obecności m etyloglioksalu, 
k tóry  ulega całkowicie rozkładowi przez bardzo aktyw ne glioksalazy (75).

W ydaje się, że układ enzym atyczny m etyloglioksal-glioksalazy I 
i II-d (—)-mleczan jes t bardzo w ażnym  biologicznym m echanizm em  regu­
lującym  ustrojow e podziały komórkowe.
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RO M AN LORENC *

Biochemiczne właściwości kalcytoniny 

Calcitonin, its Biochemical Properties

Som e biochem ical properties of calcitonin are review ed.

O dkryta przez C o p p a  i C a m e r o n a  (16, 17) kalcytonina lub, jak 
podają H i r s с h i wsp. (30) — tyrokalcytonina, jest horm onem  w pływ a­
jącym  na regulację gospodarki wapniowej. Jego działanie jes t antagoni- 
styczne do parathorm onu i polega na obniżeniu poziomu wapnia w krw i 
(44, 46). Pochodzenie, rola fizjologiczna jak  i historia odkrycia kalcyto­
niny były już przedm iotem  osobnego artyku łu  w Postępach Biochemii 
(24). Obecny artyku ł omawia w ybrane zagadnienia biochemicznych w łaś­
ciwości kalcytoniny.

1. B iologiczna i radioim m unologiczna m etoda oznaczania aktyw ności kalcytoniny

Istota próby biologicznej polega na w ykorzystaniu właściwości obni­
żania pod w pływem  kalcytoniny poziomu wapnia w surowicy zwierzęcia. 
Mimo pozornej prostoty  m etody w prowadzenie prób biologicznych sta­
nowiło m om ent zw rotny w badaniach nad kalcytoniną, zwłaszcza że ode­
grały one istotną rolę jako bodziec do w yodrębnienia horm onu w postaci 
jednorodnej. Dzięki próbom biologicznym możliwe stało się badanie czyn­
ności horm onu.

Do 1965 roku każde z laboratoriów  zajm ujące się w yodrębnianiem  
i badaniam i nad kalcytoniną stosowało w łasny sposób standaryzow ania 
preparatu . Dopiero od 1965 powszechnie przyjęto jednostkę MRC, k tórą 
zdefiniowano jako „standard A dla kalcytoniny wyodrębnionej z tarczy­
cy ”. S tandard  ten przygotowany przez In sty tu t Standardów  Biologicznych 
Medical Research Council w Anglii zawierał oczyszczony prepara t kalcy­
toniny wyodrębnionej z tarczycy świni na etapie przed wysoleniem solą 
wg preparatyk i podanej przez B a g h d i a n t z a  i wsp. (3). Jednostka 
MRC została zdefiniowana na podstawie zawartości kalcytoniny w 4 fioł -

* Dr med., Zakład B iochem ii, Studium  D oskonalenia Lekarzy, A kadem ia M e­
dyczna, W arszawa
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kach zaw ierających po 10 mg standardowego preparatu . O rientacyjnie 
0,01J MRC podane podskórnie szczurowi rasy Wistar o wadze 120 g powo­
dowało po upływie 60 m inut spadek poziomu wapnia o 1 mg^/o.

W 1967 roku standard  A w yczerpał się i zastąpiono go nowym  stan ­
dardem  B. Jest to znacznie bardziej oczyszczony p repara t kalcytoniny 
świńskiej o aktyw ności właściwej 22 J  MRC/mg to znaczy około 900 razy 
większej w porównaniu ze standardem  A. U jem ną stroną nowego s tan ­
dardu jest jego niska stabilność (32).

W yniki oznaczania aktyw ności p repara tu  kalcytoniny m etodą biolo­
giczną zależą od szeregu dodatkow ych czynników. Isto tną rolę odgrywa 
wiek, rasa i płeć zwierząt doświadczalnych (29, 36, 45, 65). Najczęściej 
stosuje się do prób szczury. Zw ierzęta o m niejszej wadze są bardziej w raż­
liwe na kalcytoninę (65) a zastosowanie diety ubogiej w w apń oraz rów ­
noległe podawąnie fosforanów i album iny wzm agają efekt obniżenia po­
ziomu wapnia pod wpływem  kalcytoniny (29). Spadek poziomu wapnia 
zależy od sposobu podania kalcytoniny (rysunek 1). Najwyższa i n a j­
dłużej trw ająca hypokalcem ia w ystępuje po dożylnym  podaniu p reparatu , 
m niejszy skutek natom iast obserw uje się po podaniu podskórnym  lub 
dootrzewnowym. N ajefektyw niejszy sposób opisany przez K u m a r a  (36) 
polega na podaniu kalcytoniny w dożylnej kroplówce. W tych w arunkach 
najsilniejszy spadek poziomu w apnia w ystępuje po 30—60 m inutach od 
chwili podania p repara tu  (29, 65) przy czym  do oznaczeń pobiera się 
krew  z aorty. W naszym  laboratorium  z rów nym  powodzeniem stosuje się 
pobieranie krw i z lewej kom ory serca (38).

Czas w min.

Rys. 1. Próba b iologiczna oznaczania aktyw ności ka lcyton iny (wg 36)
K ażdy z punktów  odpow iada średniej w yn ik ów  pom iaru poziom u w apnia po d ożylnym  poda­
niu  k a lcy ton in y  grupie czterech szczurów . L in ie p ionow e nad punktam i oznaczają rozrzut w y ­

ników . Na osi poziom ej — czas działania ka lcytoniny
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U jem ną stroną próby biologicznej je s t konieczność stosowania prepa­
ra tu  kalcytoniny o stosunkowo wysokiej aktyw ności właściwej i rozpo­
rządzania dużą grupą zwierząt o określonych wspólnych param etrach.

Nowe nadzieje łączą się z m etodam i radioimm unologicznym i ze wzglę­
du na ich specyficzność i czułość (kalcytoninę można oznaczać już w ilości
0,003— 0,004 m J). M etody te  w prowadzili A r n a u l d  i L i t t l e d i k e
(2) oraz grupa D e f t o s a  (18, 37) stosując jako antygen kalcytoninę 
z tarczycy świńskiej. O statnio C l a r k  i wsp. (14) jako antygenu użyli 
już m ateria łu  wyodrębnionego z przypadka raka hialinowego tarczycy 
ludzkiej. A ntygen, w  tym  przypadku kalcytonina znakowana 131J  służy 
jednocześnie za standard. P rzy  stałym  m ianie przeciwciał można spo­
rządzić krzyw ą wzorcową (rysunek 2). K alcytonina obecna w badanym  
m ateriale  łączy się ze specyficznymi w stosunku do niej przeciwciałam i 
przez co zmniejsza się ilość związanego antygenu radioaktywnego. Pozwa­
la to określić pośrednio stężenia kalcytoniny w badanym  preparacie.

R ys. 2. K rzywa standardow a dla ludzkiej kalcytoniny (w g 14) 
Czułość m etody rzędu 100 pg

2. W yodrębnianie i oczyszczanie kalcytoniny

Pierw sze aktyw ne p repara ty  kalcytoniny wyizolowano z tarczycy 
szczura (30). Najczęściej stosow anym  źródłem kalcytoniny stała się jednak 
tarczyca świńska ze względu na stosunkowo łatw ą dostępność tego m a­
teriału . O rientacyjnie tarczyca świńska zawiera trzy  razy mniej a ta r­
czyca ludzka sto razy mniej kalcytoniny na jednostkę wagi w  porównaniu 
z tarczycą szczura (23). H i r s c h  i wsp. (30, 31, 33) otrzym ali kalcytoninę
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0 aktyw ności właściwej 500 razy wyższej od wyjściowej stosując ekstrak­
cję rozcieńczonym HC1, a następnie wirowanie przy 100 000 g oraz oczysz­
czanie na żelach i wym ieniaczach jonowych. B a g h d i a n t z  i wsp. (3) 
ekstrahow ali tkankę wysuszoną i odtłuszczoną a kw aśny ekstrak t frakcjo­
nowali przez wysalanie NaCl. Inaktyw acja częściowo oczyszczonych p re ­
paratów  przez enzym y proteolityczne była jednym  z pierwszych bez­
pośrednich dowodów na peptydow y charakter horm onu. T e n e n h o u s e
1 wsp. (70) ekstrahow ali proszek acetonowy z tarczycy m ieszaniną mocz­
nika, kwasu solnego i cysteiny, frakcjonow ali wyciąg chlorkiem  sodu po 
czym w ytrącali ak tyw ny p repara t kwasem  trój chlorooctowym  i oczysz­
czali dalej na kolum nach z Sephadex G-75. O trzym any w ten sposób 
p repara t w ydaw ał się hom ogenny a jego ciężar cząsteczkowy określono na 
8 700. Dopiero badania grupy M u n s o n a i wsp. (39, 53) ujaw niły, że 
kalcytonina jest eluowana z kolum ny w  późniejszych frakcjach niż to 
określił Tenenhouse ze współpracownikami. Elektroforetyczny rozdział 
frakcji na żelu poliakrylam idow ym  wykazał ich heterogenność i pozwolił 
otrzym ać p reparat o aktyw ności właściwej 50 000 razy wyższej w stosun­
ku do wyjściowej. Ciężar cząsteczkowy tego p repara tu  wynosił 4 000. 
W artość tę potw ierdziły zarówno obliczenia na podstawie elucji z kolumn 
Sephadex  jak  i w yniki w irow ania w gradiencie sacharozy (47).

Całkowite oczyszczenie kalcytoniny stało się następnie udziałem  wielu 
innych pracow ni (5, 22, 25, 28, 34, 55). W yniki P  u 11 e r  a i wsp. (55) 
dotyczące ogólnego składu aminokwasowego kalcytoniny okazały się 
zgodne z danym i o pełnej sekwencji, k tóre uzyskano niezależnie w labo­
ratoriach  P  o 11 s a (52, 54) i N e h e r  a (42) a następnie też w pracowni 
B e l l a  (5). Na podstaw ie tych danych R i 11 e 1 i wsp. (61) a później 
G u t t m a n n  i wsp. (26) zsyntetyzow ali polipeptyd o aktyw ności biolo­
gicznej nie odbiegającej od akywności natyw nego p repara tu  kalcytoniny.

Budowę kalcytoniny z tarczycy świń przedstawiono już w artyku le  
G e i s 1 e r a (24). Tu chcem y tylko zaznaczyć, że zarówno pętla utw orzo­
na na N-końcu peptydu przez m ostek dwusiarczkowy m iędzy cząsteczka­
mi cysteiny w pozycji 1 i w  pozycji 7 i amid proliny na C-końcu kalcyto­
niny nasuw ają pew ne analogie s tru k tu ra ln i z wazopresyną i oksyto­
cyną. Aktywność horm onu ulega całkow item u zniszczeniu pod wpływem  
traw ienia trypsyną lub chym otrypsyną (22, 33, 34, 69). U człowieka w w a­
runkach fizjologicznych kalcytonina znajduje się w  gruczole tarczowym, 
grasicy i przytarczycach (23) gdzie w ystępuje w tak niskim  stężeniu, że 
praktycznie wyklucza ono możliwości preparatyw ne. Natom iast w przy­
padku now otw oru tarczycy zwanego rakiem  hialinow ym  lub rdzeniastym  
lub litym  stężenie kalcy toniny  okazało się ponad ”100 razy wyższe niż 
w norm alnej tarczycy. Z tego też m ateria łu  N a h e r ,  R i n i k i e r  i wsp. 
(42, 43, 59, 60) w yodrębnili i oczyścili kalcytoninę ludzką a S i e b e r 
i wsp. (64) następnie na podstaw ie określonej sekw encji aminokwasowej 
p repara tu  zsyntetyzow ali odpowiedni polipeptyd.

http://rcin.org.pl



Rys. 3. u-glicerofosforanow a reduktaza m enadionu w  kom órkach praw idłow ej tar­
czycy św in i

S iln ie ak tyw ne kom órki (czarne) odpowiadają kom órkom  С uczestniczącym  w  syntezie k a l­
cyton iny . P ow iększen ie 250Х
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Rys. 4. P raw id łow a tarczyca św ini 
Gniazdo kom órek С w  środkowej części zdjęcia. B arw ienie hem atoksyliną i eozyną. P o ­

w iększen ie 400Х

http://rcin.org.pl



5J K A L C Y T O N IN A 531

Omówienie budowy kalcytoniny ludzkiej oraz różnic w struk tu rze  
pierwszorzędowej między tym  horm onem  a kalcytoniną świni znajdzie 
czytelnik również w artykule  G e i s 1 e r a (24). Należy tylko dodać, że 
form a dim eryczna kalcytoniny ludzkiej przechodzi w m onomer pod w pły­
wem IM am oniaku (41). Okazało się też, że oprócz kom órek raka hiali- 
nowego i jego przerzutów  zwiększone w ytw arzanie kalcytoniny w ystępu­
je też w przypadkach gruczolaka tarczycy. Gruczolaki tak ie  określone 
scyntygraficznie jako „zim ne” charakteryzow ały się też zwiększoną ilością 
komórek C. Ta nowa jednostka chorobowa otrzym ała nazwę „C-cell 
adenoma” (6).

3. M iejsce syntezy kalcytoniny

W tarczycy ludzkiej kalcytonina jest syntetyzow ana przez tzw. ko­
m órki C. Kom órki te odznaczają się silną aktyw nością dehydrogenazy 
a-glicerofosforanowej, ich jądra  są z reguły blade, jakby w ypłukane a cy- 
toplazma w yraźnie kwasochłonna i delikatnie ziarnista (rysunek 3 i 4). 
U człowieka i psa kształt kom órek С jest bryłow aty, natom iast u świni
i wołu w ydłużony (7).

Już w stępne badania histochemiczne wskazywały, że kom órki С ta r ­
czycy uczestniczą w syntezie kalcytoniny (48, 49). Ostateczne w yjaśnienie 
tej spraw y umożliwiło jednak dopiero zastosowanie m etod im m unofluore- 
scencyjnych. Inkubacja skrawków gruczołu tarczowego z przeciw cia­
łami w stosunku do kalcytoniny znakowanymi fluoresceiną ujaw nia lo­
kalizację kalcytoniny dzięki charakterystycznem u świeceniu w UV zwią­
zanych z nią przeciwciał. Pierw sze badania tą  m etodą przeprow adzone 
przez H a r g i s a i wsp. (27) przyniosły dość niespodziewane wyniki, 
że kalcytonina znajduje się we wszystkich kom órkach gruczołu tarczo­
wego. Później okazało się jednak, że Hargis zastosował jako antygen 
niedostatecznie oczyszczony p repara t kalcytoniny, co doprowadziło do 
błędnych wyników. Ostatecznie B u s s o l a t i  i P e a r s e  (11) w yka­
zali lokalizację kalcytoniny w kom órkach C, aczkolwiek początkowo i oni 
również obserwowali charakterystyczne świecenie w perycytach i dopiero 
w dalszych badaniach wyjaśnili, że efekt ten nie był charakterystyczny 
dla kalcytoniny (9). Pomimo że zastosowany jako antygen p repara t ka l­
cytoniny nie był homogenny B u s s o l a t i  i P e a r s e  (11) uzyskali 
reakcje krzyżowe świadczące o obecności komórek С u psa i świni. Lo­
kalizację kom órek С potwierdzili K r a c h t  i wsp. (35), którzy zastoso­
wali jako antygen częściowo oczyszczony p repara t kalcytoniny św iń­
skiej, a przeciwciała otrzym ali z królika. K racht zidentyfikował kom órki 
С również u owcy i królika natom iast nie uzyskał pozytyw nych prób 
krzyżowych z tarczycą krowy i ludzką. Zarówno wspom niane już różnice 
w struk tu rze  pierwszorzędowej jak  i ujem ne próby krzyżow e z tarczycą
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ludzką wskazywały na istotne różnice biologiczne między kalcytoninam i 
w zależności od m ateriału , z którego je  wyodrębniono. Z drugiej strony 
jednak kalcytonina pochodzenia świńskiego podana człowiekowi była 
biologicznie aktyw na. Zagadnienie to nie jest rozstrzygnięte w sposób 
ostateczny. Badania radioimm unologiczne wskazują na wysoką specyficz­
ność gatunkow ą preparatów  kalcytoniny. B u s s o l a t i  i wsp. (10) otrzy­
mali natom iast w przypadku raka hialinowego odczyny im m unofluo- 
rescencyjne, mimo że zastosowali jako antygen kalcytoninę pochodzenia 
świńskiego.

Istotne dla badań nad czynnikam i w pływ ającym i na biosyntezę i w y­
dzielanie kalcytoniny są dane dotyczące jej lokalizacji we frakcjach pod- 
komórkowych. B u s s o l a t i  i wsp. (9) na podstawie zaobserwowanej 
w jąderku  fluoresceneji w ysunęli hipotezę o jego roli jako miejsca syn te­
zy kalcytoniny. B a u e r  i T e i t e l b a u m  (4) wykazali, że w tarczycy 
świni aktywność kalcytoniny związana je s t z frakcją osadzającą się przy 
100 000 g, w której to frakcji pod m ikroskopem  elektronow ym  stw ierdza 
się obecność licznych ziarnistości wydzielniczych. Podobne w yniki otrzy­
mywano dla tarczycy szczura i cielęcia (15) odnajdując 85% aktyw ności 
hom ogenatu w osadzie otrzym anym  po wirowaniu przy 100 000 g.

4. Zależność fun kcji od struktury

Pew ne inform acje o funkcji kalcytoniny uzyskano badając wpływ m o­
dyfikacji chemicznych reszt aminokwasowych horm onu na jego ak tyw ­
ność biologiczną. Okazało się, że p repara t oczyszczonej homogennej kalcy­
toniny świńskiej tracił praw ie 98% aktyw ności po redukcji m erkaptoeta- 
nolem lub alkilow aniu kwasem jodooctowym, co prowadziło do powstania 
S-karbam ylocysteiny lub S-karboksyam idom etylocysteiny (32). M odyfi­
kacja tryp tofanu  przy pomocy brom ku 2-hydroksy-5-nitrobenzylu w pH
2 powodowała u tra tę  75°/o aktywności. Nie wpływały natom iast na ak tyw ­
ność biologiczną wszelkie m odyfikacje reszty m etioniny i to zarówno 
utlenianie jak  i alkilacja połączona z powstaniem  soli karboksym etylo- 
sulfonionowej. Tak więc dopóki m etionina znajduje się w pozycji 25 ani 
jej zmiany przestrzenne ani zmiany ładunku elektrycznego nie w pływ ają 
na aktywność hormonu. Natom iast przerw anie łańcucha polipeptydowego 
w pozycji 25 pod wpływem  brom ku cyjanogenu, przy nienaruszonej s tru k ­
turze tryp tofanu  w pozycji 13 powodowało całkowitą u tra tę  aktyw ności 
biologicznej, aczkolwiek aktywność immunologiczna p repara tu  pozosta­
wała niezmieniona. S tra ta  aktyw ności wywołana rozerwaniem  łańcucha 
w pozycji 25 pozwala przypuszczać, że fragm ent pozostały po oderw aniu 
7 aminokwasów a zatem pozbawiony kwasu glutaminowego jest zbyt 
zasadowy i to odbija się na jego funkcji.

Badania dotyczące kalcytoniny ludzkiej wskazują, że zmiana pozycji 
m etioniny (z pozycji 25 na 8) stanowi istotną różnicę a mianowicie u tle ­
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nienie m etioniny jak  również jej m odyfikacje chemiczne są w tym  przy­
padku połączone z całkowitą u tra tą  aktywności.

5. M echanizm  działania kalcytoniny

Kalcytonina w przeciw ieństwie do parathorm onu (19, 57) nie jest w raż­
liwa na działanie aktynom ycyny D. B rak wrażliwości na działanie tego 
antym etabolitu  blokującego selektyw nie proces transk rypcji wykazały 
między innym i badania na szczurach (1, 68). Stwierdzono, że uprzednie 
podanie aktynom ycyny nie wpływa na efekt hypokalcemiczny hormonu, 
a naw et po 8 i 12 godzinach wzmaga go prawdopodobnie na skutek zablo­
kowania działania parathorm onu można więc przypuszczać, że działanie 
kalcytoniny jest niezależnym  od powstawania nowego RNA a więc i po­
średnio nowego białka.

P  e a r s e (50) na podstawie badań histochemicznych sądzi, że kalcy­
tonina jest syntetyzow ana w kom órkach należących do dużej grupy ko­
m órek wydzielania w ew nętrznego tzw. „APUD”. Obok innych cech m or­
fologicznych komórki tej grupy charakteryzują się własnością gromadze­
nia am in oraz ich karboksylowych prekursorów . W grupie hormonów w y­
dzielanych przez te kom órki obok kalcytoniny znajduje się cały szereg 
hormonów polipeptydowych o podobnych fragm entach s truk tu ry  pierw - 
szorzędowej. N iektóre z nich, również i kalcytonina w ystępują zdaniem 
P e a r s a  (51) w kom órce w postaci prekursorów . Badania nad cyklicz­
nym  AMP ujaw niły jego istotną rolę w mechanizm ie działania szeregu 
hormonów (62). Sądzi się, że hormon przenoszony z krwiobiegiem  z m iej­
sca jego syntezy do m iejsca działania stym uluje tam  powstawa­
nie odpowiednich ilości cyklicznego AMP. Związek ten  w raz z cyklazą 
adenilową (56, 66) oraz specyficzną dla niego fosfodwuesterazą (12) two­
rzy układ, dzięki którem u sygnał niesiony przez hormon ulega „wzmocnie­
n iu” lub „wyciszeniu” (8, 63). Korelację stężeń AMP z efektem  działania 
horm onu spostrzeżono dla katecholam in (67), insuliny (20), acetylocholiny 
(40) oraz szeregu innych hormonów (62).

Badania tego typu w ydają się interesujące również w przypadku kal­
cytoniny. W raz ze wzrostem  poziomu wapnia w krw i wzrasta poziom 
cyklicznego AMP w kom órkach kostnych, co tłum aczy się mobilizacją 
wapnia kostnego związaną ze stym ulacją przez parathorm on aktywności 
cyklazy adenilowej. Natom iast hypokalcemiczny efekt działania kalcy­
toniny wiąże się ze stym ulacją aktyw ności fosfodwuesterazowej (72,74). 
Za hipotezą tą  przem aw iają obserwacje, że pod wpływem  teofiliny bloku­
jącej działanie fosfodw uesterazy (12) jak  i izoproterenolu stym ulującego 
aktywność cyklazy adenilowej (67) poziom w apnia u szczurów, którym  
usunięto przytarczyce ulega podwyższeniu (73). Również podawanie przez 
kilkanaście godzin kroplów ki z dw um aślanem  cyklicznego AMP szczurom, 
którym  operacyjnie usunięto tarczycę i przytarczyce powoduje efekt

3* http://rcin.org.pl



534 R. LORENC [8 ]

analogiczny do podawania parathorm onu a mianowicie podwyższenie 
poziomu wapnia w  krw i oraz obniżenie poziomu fosforu (58). Efekt ten  
wzmaga się po podaniu teofiliny a ulega obniżeniu po podaniu kalcyto­
niny. Parathorm on wzmaga wydzielanie cyklicznego AMP w moczu co 
obserwowano szczególnie w yraźnie u zw ierząt z usuniętym i przytarczy- 
cami (13). Ze względu na zaobserwowaną przez F l e i s c h a  i wsp. (21) 
rolę pyrofosforanu jako czynnika zapobiegającego rozpuszczaniu tkanki 
kostnej interesujące w ydają się badania T e n e n h o u s e a  i R a s m u -  
s s e n a (71) dotyczące aktyw ności pyrofosfatazy. W układzie in vitro  ba­
dano w kom órkach raka Ehrlicha aktyw ność pyrofosfatazy przy różnych 
stężeniach wapnia, kalcytoniny i parathorm onu. Okazało się, że stężenia 
wapnia, które w  środowisku bez dodatków nie ham ują aktyw ności pyro­
fosfatazy po wprow adzeniu parathorm onu ham ują tę aktywność całko­
wicie. Dodanie kalcytoniny znosi to hamowanie. Natom iast stężenie w ap­
nia (10-3M), k tóre norm alnie ham uje całkowicie aktywność pyrofosfatazy, 
w obecności kalcytoniny, nie tylko traci zdolność hamowania, ale naw et 
zwiększa dw ukrotnie aktyw ność pyrofosfatazy. Na tej podstawie autorzy 
sądzą, że badane horm ony nie w pływ ają na zwiększenie syntezy enzymu 
lecz na powinowactwo enzymu do substratu . Za powiązaniem  z układem  
cyklicznego AMP i w tym  przypadku przem awia w ystępow anie ham ują­
cego w pływ u dwum aślanu cyklicznego AMP na aktyw ność pirofosfatazy.

Obserwacje te  nie są wprawdzie w yczerpujące i nie w yjaśniają w spo­
sób ostateczny m echanizm u obu antagonistycznych w działaniu horm o­
nów, niem niej umożliwiają ustalenia ich punktu  uchwytu.

U w agi końcow e

Otrzym anie kalcytoniny w postaci czystych homogennych p repara­
tów stw arza ogromne możliwości w badaniach zależności s tru k tu ry  od 
funkcji a co za tym  idzie ostatecznego w yjaśnienia m echanizm u działania 
hormonu. Interesujące i wciąż oczekujące na w yjaśnienie są różnice ga­
tunkowe kalcytoniny pochodzenia ludzkiego i kalcytoniny wyizolowanej 
z innych źródeł. Można oczekiwać, że udoskonalenie m etod oznaczania 
kalcytoniny a zwłaszcza wprowadzenie m etod im m unofluorescencyjnych 
i radioimmunologicznych pozwoli rozstrzygnąć szereg niejasności do­
tyczących lokalizacji, różnic w aktyw nościach biologicznych i im m uno­
logicznych, a także miejsc i sposobu syntezy tego polipeptydu.
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M AREK  OMBACH*

Zmiany wyrównawcze w nerce po jednostronnej nefrektomii

Compensatory Changes in the Remaining Kidney after 
Unilateral Nephrectomy

Som e functional, m orphological and b iochem ical changes in the rem aining kid­
ney after unilateral nephrectom y are review ed. The hypotheses concerning the  
m echanism  of these changes have been discussed.

W zrost narządów można traktow ać jako bezpośrednią odpowiedź na 
ich czynnościowe obciążenie bądź też można zakładać, że jest on a priori 
określony przez jakieś regulatory  hum oralne (27). A rtykuł ten ma na 
celu zapoznanie czytelnika z faktam i z tej dziedziny, posługując się jako 
modelem zmianami zachodzącymi w nerce pozostałej w organizmie zwie­
rzęcym  po operacyjnym  usunięciu drugiej nerki. O bserwacje dotyczące 
tego m odelu mogą przyczynić się do zrozum ienia istoty procesów regu­
lujących szybkość w zrostu i podziałów komórkowych.

O peracyjne usuwanie nerk i i następstw a tej operacji były przedm io­
tem  licznych badań, które zebrał i przedstaw ił N o w i ń s k i  (60). Po­
czątkowo badania prowadzono głównie z punktu  widzenia klinicznego. 
Opanowanie techniki przeszczepów nerkow ych (86) a także m etod badania 
czynności izolowanych kanalików i kłębuszków nerkow ych przesunęły 
obecnie zainteresowania w kierunku zmian biochemicznych w nerce w y­
konującej podwójną pracę. W porów naniu z bardzo intensyw ną odnową 
w ątroby po częściowej hepatektom ii (11, 12), nerka pozbawiona swojej 
partnerk i reaguje dużo wolniej i pierwsze morfologiczne zmiany są w i­
doczne dopiero w kilka dni po operacji. Usunięcie części nerki powoduje 
wprawdzie dużo szybszy proces odnowy i liczniejsze podziały kom órko­
we, ale ze względu na częste kom plikacje (stany zapalne, urem ia, wzmo­
żony przepływ limfy) w yniki badań są bardzo niejednolite i nie będą tu 
rozpatryw ane.

Liczne teorie mówiące o mechanizm ie regulacji wzrostu nerki po jed­
nostronnej nefrektom ii można podzielić na takie, k tóre tłum aczą prze­
rost nerki pozostawionej w. organizmie dodatkowym  obciążeniem jej 
pracą oraz takie, w edług których inform acja o praw idłowej wielkości 
nerki jest zaw arta w tym  narządzie a wszelkie zmiany w ilości masy

* Dr med., Zakład C hem ii F izjologicznej, A kadem ia M edyczna, W arszawa
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tkankow ej natychm iast w yzw alają cały łańcuch reakcji prowadzący do 
powstawania bliżej jeszcze nie określonych regulatorów  tkankow ych.

Za teorią o wpływie wzmożonej pracy nerki na jej w zrost mogą 
przem awiać doświadczenia ze stosowaniem diety wysokobiałkowej (30, 
46, 76, 92). U szczurów hodowanych na diecie bogatej w białka przyrost 
wagi nerek jest większy niż u zwierząt kontrolnych. Zakładając, że p rzy­
czyną przerostu nerk i jest konieczność w ydalania zwiększonej ilości p ro­
duktów katabolizm u białkowego należałoby oczekiwać, że również po­
dawanie tych produktów  zwierzęciu powinno wywołać przyrost nerki. 
Jednakże nie stw ierdzono powiększania się nerki u zwierząt obciążonych 
mocznikiem doustnie (5, 19) lub pozajelitowo (33).

Wiele eksperym entalnych dowodów przem aw ia przeciwko teorii w y­
równawczego przerostu nerk i wywołanego wzmożonym obciążeniem 
czynnościowym. Po jednostronnej nefrektom ii stwierdzono w prawdzie 
znaczny wzrost aktyw ności ATP-azy w pozostałej nerce (3). Gdy jednak 
zamiast usunięcia jednej nerki przecięto jej moczowód i odprowadzono 
go do jam y otrzewnowej nie stwierdzono wzrostu aktywności ATP-azy, 
mimo że nerka z nieuszkodzonym moczowodem m usiała wykonywać pod­
wójną pracę (20). Za zależnością przerostu nerki od ilości masy, a nie 
wzmożonej pracy jest doświadczenie Ferrisa opisane przez W e i s s a  
(89). Ferris stw ierdził u ‘dw unastodniow ych zarodków kurczęcia, że funk­
cja wydalnicza jest wykonyw ana przez mesonephros. Po kauteryzacji 
w jednej nerce nie funkcjonalnego jeszcze m etanephros zauważono 70% 
wzrost aktywności m itotycznej w drugiej nieuszkodzonej nerce.

I. Czynniki humoralne wpływające na przerost nerki

Można przypuszczać, że nefrektom ia powoduje zmianę ilości lub ak­
tywności czynnika hum oralnego (aktyw atora lub inhibitora wzrostu). Te­
oretycznie idealnym  modelem do spraw dzenia tej hipotezy są zwierzęta 
parabiotyczne, operacyjnie połączone wspólnym  krążeniem  nie zapewnia­
jącym  jednak  w ym iany krw i w takim  stopniu, żeby praca norm alnie 
w ykonyw ana przez cztery nerki mogła być po nefrektom ii wykonyw ana 
równom iernie przez trzy  pozostałe (87). W yniki takich doświadczeń nie 
są jednoznaczne, można jednak przypuszczać, że czynnik hum oralny prze­
chodząc przez połączenie kapilarne za wolno i w zbyt małej ilości jest 
natychm iast unieczynniany (40, 43, 82).

O g a w a  i N o w i ń s k i  (64) przedstaw ili przekonyw ające dowody 
na istnienie czynnika hum oralnego odpowiedzialnego za hypertrofię  nerki. 
Do hodowli tkankow ej skrawków nerkow ych dodawali oni surowicę zwie­
rząt, u których uprzednio wykonano nefrektom ię. Po trzech dniach stw ier­
dzono w takich skraw kach znaczne podwyższenie indeksu m itotycznego 
w porównaniu z wartością dla skraw ków hodowanych z dodatkiem  suro­
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wicy z nieoperowanych zwierząt (indeks m itotyczny określa ile komó­
rek na 10 tysięcy jest w tym  samym stadium  podziałowym). Stwierdzono, 
że czynnik w surowicy odpowiedzialny za te zmiany jest nietrw ały  przy 
100°, lecz stabilny przy 56°, nie dializuje, jest specyficzny narządowo, 
ale nie jest specyficzny gatunkowo. Podobne w yniki przedstaw ili rów ­
nież L o w e n s t e i n  i L o z n e r  (44).

W doświadczeniach in vivo  pozajelitowe podawanie surowicy zwie­
rząt po nefrektom ii nie powodowało według G o s s a (25) i W i l l i a m -  
s a (92) żadnych zmian w indeksie m itotycznym  w stosunku do kontroli, 
ale L o w e n s t e i n  i S t e r n  (45) zauważyli w tych w arunkach dw u­
kro tn ie szybsze znakowanie jąder komórkowych.

Rozbieżne są również dane o wpływie pozajelitowego podawania w y­
ciągów z nerki na szybkość podziałów kom órkowych w tym  narządzie. 
W edług W i l l i a m s a  (92) i G o s s a  (25) nie w yw ołuje to żadnych 
istotnych zmian, S e m e n o w a  (79) zaobserwowała trzykro tny  wzrost 
podziałów komórkowych, a S a e t r e n  (78) stw ierdziła w tych w arun­
kach obniżenie aktyw ności m itotycznej.

Nie udało się wykazać istnienia u m atki czynnika hum oralnego w pły­
wającego na nerkę płodu. Po nefrektom ii u ciężarnej samicy nie stw ier­
dzono zmian w czynności m itotycznej, ani wzmożonej syntezy RNA w n e r­
ce płodu mimo w yraźnych zmian tego typu  w pozostałej nere u m atki 
(26, 50). Nie jes t jednak wykluczone, że czynnik taki nie przenika po­
przez łożysko do krw iobiegu płodu bądź też nerka płodu nie całkowicie 
ukształtow ana i nie w pełni funkcjonalna nie może reagować na zew nętrz­
ne bodźce.

II. Wpływ innych czynników na wzrost nerki

W yrównawczy przerost nerk i jest większy u zwierząt młodszych niż 
u starszych, przy czym u zwierząt młodszych jest on wynikiem  głównie 
hyperplazji kom órkowej, u starszych zaś dom inuje hypertrofia  (88). Duży 
wpływ na przerost nerk i ma sposób odżywiania. Zarówno głodzenie jak 
i ograniczanie płynów ham uje wzrost indeksu mitotycznego w drugim  
dniu po operacji, a przyw rócenie podawania wody trzykro tn ie  go zwięk­
sza.

Największy wpływ  na w yrównaw czy przerost nerki m ają horm ony 
przysadki mózgowej, a głównie horm on w zrostu (22). U zwierząt którym  
usunięto przysadkę, usunięcie jednej nerki nie w yw ołuje praw ie zupełnie 
przerostu wyrównawczego drugiej, a usunięcie przysadki po jednostron­
nej nefrektom ii pow oduje natychm iastow e zaham owanie przerostu w y­
równawczego (3). Nie wpływa natom iast na przerost nerki ACTH, ponie­
waż usunięcie nadnerczy naw et nieznacznie przyspiesza przyrost masy 
nerki, o ile zapewnia się zwierzęciu odpowiednią ilość wody i NaCl (37. 
73). Również horm on antydiuretyczny powoduje zwiększenie szybkości
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przerostu nerki spotęgowane bardzo w yraźnie podawaniem  wody i NaCl 
(15). Usunięcie tarczycy powoduje w yraźne zaham owanie w zrostu nerk i 
(59). Z czynników zew nętrznych najw iększy w pływ  ma pozajelitow e po­
dawanie zwierzęciu kwasu foliowego lub w itam iny B12. Pow oduje to na ­
tychm iastow y i ogromny wzrost nerk i naw et u zw ierząt nieoperowanych 
(4, 10, 29, 81, 83, 84, 85). Już w pierwszych 24 godzinach po jednorazow ym  
w strzyknięciu kwasu foliowego lub jego pochodnych (50 i^-g/kg wagi 
ciała) ilość RNA w nerce rośnie o 50%, a po czterech dniach o 100*% 
w przeliczeniu na jednostkę wagi nerki. W zrasta również dw ukrotnie ak­
tywność polim erazy RNA jak i ogólna ilość DNA. Po 36 godzinach szyb­
kość znakowania się DNA i ilość mitoz w części korowej nerk i w zrasta 
16-krotnie. Masa nerki powiększa się bardzo w yraźnie przy czym w pierw ­
szej dobie w zrasta tylko m okra masa przy niezmienionej ilości suchej 
masy, po czym po trzech dniach w artości m okrej i suchej masy w zrasta ją  
odpowiednio o 60 i 30% w stosunku do w artości wyjściowych. Nie w ia­
domo, czy ten gw ałtow ny w zrost nerki jest stym ulow any bezpośrednim  
działaniem  pterydyn, czy też raczej ich m echanicznym  działaniem, m ia­
nowicie wypadaniem  osadów pterydyn  w kanalikach nerkow ych, ham u­
jącym  czynność kanalików  (4, 81).

III. Funkcja nerki po nefrektomii

Przeszczepianie nerki u ludzi dostarczyło wiele interesujących faktów  
dotyczących pracy nerki po nefrektom ii. Nerka pozostała u daw cy już 
w kilka dni po operacji osiąga około 70% w ydzielania kłębuszkowego 
i 80°/o ilości przepływającej krw i w stosunku do w artości norm alnej dla 
dwóch nerek i stan taki u trzym uje się przez całe lata (23). N atom iast pod­
wyższony poziom azotu mocznikowego w krw i trw a tygodniam i a po­
w rót do norm y następuje tym  wolniej im starsza jest osoba operowana 
(66). Również przepływ  krw i przez nerkę, k tóry  u m łodych operowanych 
osób osiąga około 80%  wartości norm alnej, u ludzi, którzy przekroczyli 
50 rok życia waha się w granicach 45— 70% (66). Stopień wyrównania,, 
tzn. szybkość pow rotu prawidłowego wydzielania kłębuszkowego, wchła­
niania kanalikowego i regulacja poziomu elektrolitów  jest identyczny 
w nerce przeszczepionej u biorcy i w nerce pozostawionej u daw cy (8).

IV. Zmiany morfologiczne w nerce spowodowane nefrektomią

W pierwszych godzinach po usunięciu jednej nerki pozostała ulega 
widocznemu choć przejściowem u przekrw ieniu, ale w yraźne powiększe­
nie się m asy nerki daje się zaobserwować dopiero 'po  kilku dniach (80). 
W badaniach w ykonanych na szczurach stwierdzono w zrost suchej masy
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przy końcu pierwszego dnia po operacji o około 3°/o a po tygodniu o 30— 
40% (30,31, 39). Cztery tygodnie po operacji waga nerk i wynosi już 
około 6№/o wagi obu nerek u kontrolnych nieoperowanych zwierząt (36), 
a po 40-tu dniach dochodzi do 70°/o (1, 2).

Szybki wzrost nerki po nefrektom ii jest wynikiem  zarówno pow ięk­
szania się m asy komórkowej (hypertrofia) jak  i liczniejszych podziałów 
kom órkowych (hyperplazja). Nie stwierdzono jednak powstawania no­
wych nefronów naw et wtedy, gdy nefrektom ii poddano zwierzęta bardzo 
młode (1—3 dniowe) albo zwierzęta z wrodzonym  niedorozwojem  nerki 
(57). M o o r e (57) wykazał, że ilość kłębuszków nerkow ych 165 dni po 
operacji jest ta sama, co w chwili operacji. Identyczne w yniki uzyskał 
H i r a m o t o  i wsp. (35).

W w yniku powiększania się kom órek nerkow ych kłębuszki powięk­
szają się dwu- do trzykro tn ie  (52, 67), a kanaliki proksym alne i dystalne 
znacznie się w ydłużają (34). Zarówno hypertrofia  jak  i hyperplazja do­
tyczy ty lko czynnych s tru k tu r nerkow ych tzn. nefronów, a nie ma m iejs­
ca np. w  brodaw kach nerkow ych, k tóre w sposób bierny w ydalają mocz 
do m iedniczek nerkow ych (58).

W norm alnej nerce u m łodych szczurów podziały komórkowe są dość 
liczne (9, 93) i indeks m itotyczny wynosi 0,015— 0,038 (24, 28). U zwierząt 
starszych ilość podziałów kom órkowych m aleje o około 60°/o (54, 55). N aj­
liczniejsze podziały kom órkowe m ają miejsce w korze nerkow ej i zew­
nętrznej części rdzenia (91). W w yniku nefrektom ii następuje dwufazowy 
wzrost szybkości podziałów komórkowych. Po kilkudziesięciogodzinnym 
okresie u tajen ia następuje pięciokrotny wzrost szybkości podziałów w ka­
nalikach proksym alnych i nieco m niejszy w kanalikach dystalnych i cew­
kach zbiorczych. Po siedmiu dniach następuje ponowne wzmożenie po­
działów komórkowych, ale już nie tak  w yraźne, jak  w pierwszym  okresie 
(65). W edług W i l l i a m s a  (91) ten drugi szczyt wzmożonej proliferacji 
ma m iejsce na czw arty dzień po operacji.

V. Zmiany biochemiczne w nerce po nefrektomii

1. Synteza DNA

Równolegle z liczniejszym i podziałami kom órkowymi następuje wzrost 
szybkości znakowania jąder kom órkowych 3H-tym idyną. Po 24 godz. od 
nefrektom ii włączanie tym idyny w zrasta pięciokrotnie w części korowej 
i 5—8 kro tn ie  w części rdzeniowej nerk i (53, 55, 72). Zwiększone włącza­
nie prekursorów  do DNA utrzym uje się w trzecim  i czw artym  dniu po 
operacji ale po siedmiu dniach zmniejsza się i po czternastu  osiąga po­
ziom norm alny (85). Nieznaczne zwiększenie ilości form  hyperploidal- 
nych i tetraploidalnych nie ma zbyt dużego w pływ u na ogólną ilość DNA
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jądrowego (6, 17,24), która rośnie o około 10% po dziewięciu dniach 
i O' 25'°/o po dwóch tygodniach od operacji (56, 85). To stosunkowo wolne 
zwiększanie się syntezy DNA w ynika z nieznacznej roli hyperplazji w  p ro ­
cesie przerostu nerk i po nefrektom ii.

2. Synteza RNA

W przeciw ieństwie do DNA w zrost syntezy RNA przebiega szybko 
i zaczyna się wcześnie. Ilość RNA w kom órkach nerkow ych w zrasta już 
w pierwszych 12 godzinach o 75'°/o, a po dwóch dniach o 33°/o (32, 42, 85). 
Ilość nowopowstałego RNA wzrasta równolegle ze wzrostem  ogólnej m a­
sy kom órkowej, w w yniku czego stężenie RNA w kom órce pozostaje 
praw ie niezm ienione podczas gdy stężenie DNA w komórce w yraźnie się 
obniża.

Ponieważ czas półtrw ania rybosomowego RNA stanowiącego 85% 
całkowitego RNA komórkowego wynosi około 4 dni u operowanych zwie­
rząt, przyrost RNA należy tłum aczyć głównie wzmożoną syntezą, a nie 
przyham owaniem  procesów katabolicznych (4q). Odzwierciedleniem  
wzmożonej syntezy RNA jest wzrost ilości polisomów, przy czym nie zau­
ważono zmian jakościowych ani w polisomach związanych z endoplazma- 
tycznym  retikulum , ani w polisomach wolno w ystępujących w cytoplaz- 
mie (70). W kom órce nerkow ej, wolne rybosom y w cytoplazmie stano­
wiące około 75°/o ogólnej ilości rybosomów są syntetyzow ane wcześniej 
niż rybosomy związane z błonami cytoplazm atycznym i (48). Rybosomy 
związane stanowią część aparatu  syntetyzującego białko, a głównie gliko- 
proteidy, nie jest natom iast dokładnie znana funkcja rybosomów wolno 
w ystępujących w cytoplazm ie kom órek nerkow ych (70, 71). Nie zaobser­
wowano zmian we wzajem nym  stosunku wolnych i związanych ryboso­
mów cytoplazm y w czasie wyrównawczego przerostu  nerki po nefrektom ii 
(70). Poglądy co do początku zwiększonej syntezy RNA są rozbieżne. 
J o h n s o n  i V e r a  R o m a n  (39) uw ażają że ma to m iejsce już 
w pierwszej godzinie po operacji, ale nie przedstaw iają w ystarczająco 
przekonyw ających dowodów. H a l l i b u r t o n  i T h o m p s o n  (30,32) 
zauważyli zwiększone włączanie kwasu orotowego do RNA już w 20 m i­
nut po operacji. Natom iast M a l t  (47) stw ierdził, że bezpośrednio po 
nefrektom ii znakowanie urydyną jąderkow ych prekursorów  rRNA jest 
obniżone. Doświadczenia, w których porównano dojrzałe cytoplazm atycz- 
ne rRNA i jego jądrow e prekursory  w skazują na cykliczne zmiany w  sy­
ntezie rRNA w nerce po nefrektom ii z m aksim um  syntezy w drugim  
i ósmym dniu po operacji (51). Frakcjonow anie jąd ra  komórkowego na 
jąderko i nukleoplazm ę i następnie rozdzielanie na żelu poliakrylam ido- 
wym RNA izolowanego z tych frakcji pozwala badać dokładniej m etabo­
lizm RNA komórek nerkow ych (88). Nukleoplazma zawiera bardzo szybko 
znakujący się RNA (14) w ędrujący w żelu poliakrylam idow ym  szybciej

http://rcin.org.pl



[7] ZM IA N Y  PO N EFR EK TO M II 545

niż 28S RNA. Ma on dużo wspólnych cech z pow stającym  w jądrze mRNA
i odgrywa główną rolę w przem ianach RNA jądrowego. Zjawisko szybkie­
go znikania radioaktyw nego piętna z RNA nukleoplazm y pojawia się 
już w 10 min. po nefrektom ii i trw a przez okres co najm niej siedmiu dni 
po nefrektom ii (90). Świadczy to, że nefrektom ia w yw ołuje praw ie n a ­
tychm iastowe zmiany w m etabolizmie kwasów nukleinowych, które z ko­
lei inicjują dalsze zmiany w komórce. Praw dopodobnie w pierwszym  
okresie nie zachodzi intensyw ne tw orzenie się nowego RNA a tylko bli­
żej nieokreślone jego przem iany, ale już po kilku godzinach synteza RNA 
odbywa się na dużą skalę dając największe stężenie RNA w komórce 
w drugim  dniu po operacji. Ponieważ synteza DNA zachodzi dużo wol­
niej można przypuszczać, że jako m atryca służy ,,s ta ry ” DNA sprzed 
nefrektom ii.

3. Synteza białka

Zawartość białka w nerce po nefrektom ii w zrasta już w pierwszych 
24 godzinach w skutek wzmożonej syntezy, po czym szybkość syntezy m a­
leje a między 48— 72 godziną ponownie rośnie (13). W w yniku tego już 
w pierwszych 14 godzinach ilość białka powiększa się o 7'°/o, a po 24 godzi­
nach о 1Г°/о. Nagromadzenie się białka w nerce ma dwufazowy przebieg
i jest równoległe do szybkości jego syntezy w komórce (13). Pew ną tru d ­
ność w in terpretow aniu  wyników badania syntezy białka w nerce in vivo 
stanowi nierów nom ierne rozmieszczenie wew nątrzkom órkow ej puli wol­
nych aminokwasów (74). Poszczególne am inokwasy są wbudow ywane do 
nowopow stających białek w różnym  stopniu. Na przykład po nefrektom ii 
stopień włączania się radioaktyw nej L-leucyny do białka jest podwyż­
szony, podczas gdy włączanie L-glutam iny pozostaje niezmienione (7). 
Ilość wolnych* aminokwasów w kom órce nerkow ej ulega obniżeniu już 
w pierwszym  dniu  po nefrektom ii (18), co może być spowodowane ich 
wzmożonym w ykorzystaniem  przez aparat syntetyzujący białko. Po 4— 6 
tygodniach ilość aminokwasów w ew nętrznej puli w raca do poziomu nor­
malnego.

4. Zm iany enzym atyczne

Wzmożona synteza DNA, RNA i białka jak  również zwiększona praca 
nerki musi być związana ze zwiększoną aktyw nością enzymów odpowie­
dzialnych za te  procesy. N iestety dotychczasowe badania zmian enzy­
m atycznych są jeszcze stale niekom pletne. Równolegle ze wzrostem  syn­
tezy DNA w nerce pozostałej po nefrektom ii, obserw uje się wzmożenie 
aktyw ności pew nych enzymów uczestniczących w biosyntezie DNA (53). 
Aktywność kinazy dezoksytym idylanowej w zrasta po pierwszym  dniu 
dw ukrotnie, a po dwóch dniach dwa i pół raza. Po czterech dniach nadal

http://rcin.org.pl



546 М. OM BACH [8]

utrzym uje się na podwyższonym poziomie, po czym po tygodniu w raca 
do poziomu normalnego. Aktywność dezam inazy dezoksycytydylanowej 
jak  również fosfatazy tym idyłanowej jest podwyższona po dwóch dniach. 
Nie zmienia się natom iast praw ie zupełnie aktyw ność kinazy dezoksy­
cytydylanow ej.

Bardzo wczesne i długo trw ające zmiany zauważono w aktywności 
zasadowej RN-azy (77). Już po czterech godzinach następuje wzrost ak­
tywności tego enzymu i podwyższony poziom utrzym uje się przez 2 ty ­
godnie. Nie jest jednak wykluczone, że przyczyną nie jes t tu  wzrost syn­
tezy a zwiększone w chłanianie zw rotne enzymu związane z jego stosun­
kowo niską masą cząsteczkową. Jak  już wspom niano wzmożona praca 
nerki po nefrektom ii znajduje też swoje odbicie w podwyższonej ak tyw ­
ności ATP-azy enzym u spełniającego istotną rolę we w chłanianiu zw rot­
nym  przesączu kłębuszkowego (41). Po trzech tygodniach od nefrektom ii 
jej aktywność w zrasta o 55% przy równoległym  wzroście w chłaniania 
zwrotnego o 21%.

Bardzo precyzyjne badania N o w i ń s k i e g o  i P i g o n i a  (63) 
z użyciem nurków  K artezjusza nad aktyw nością enzymów cyklu Krebsa 
w izolowanych kłębuszkach nerkow ych nie w ykazały zmian w aktywności 
tych enzymów, jak  również zmian w ilości ATP kłębuszkowego. Bada­
nia w ykonane były jednak dopiero w 10 dni po nefrektom ii, tzn. w okre­
sie kiedy bardzo często stw ierdza się spadek aktyw ności innych enzymów. 
Ponadto kłębuszki nerkow e spełniają raczej b ierną rolę w w ytw arzaniu 
moczu toteż w zrost aktyw ności enzymów w tym  obszarze może nie być 
konieczny, naw et w w ypadku zwiększonej pracy nerki. Nie obserw uje 
się również dużych zmian w aktyw ności enzymów oksydoredukcyjnych, 
mimo znacznie zwiększonej ilości m itochondriów w kanalikach proksy- 
m alnych (38). Aktywność dehydrogenazy bursztynianow ej jest nieznacz­
nie podwyższona w drugim  dniu po nefrektom ii, jednakże nie obserw uje 
się zmian w aktyw ności oksydazy cytochromowej i reduktazy zred. 
NAD-cytochrom (16, 75).

Aktywność deacylazy acylolizynowej w zrasta o 35% w trzy  dni po 
nefrektom ii i później stopniowo spada (69). Badania aktyw ności dehydro­
genazy kwasu glutaminowego i zasadowej fosfatazy w izolowanych ka­
nalikach nerkow ych w 14 dni po operacji wykazały, że pierwsza w zrasta
0 100 a druga o 70% (61). Aktywność dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu
1 dehydrogenazy 6-fosfoglukonianu w zrasta o 25% po 36 godzinach, na­
stępnie zmniejsza się po 48 godzinach i ponownie w zrasta po 72 godzinach. 
Rośnie również aktywność glukozo-6-fosfatazy i zasadowej fosfatazy 
osiągając m aksim um  w 72 godzinie po operacji, przy czym dootrzewnowe 
podawanie aktynom ycyny D, 12 godzin przed i w czasie operacji, ham uje 
wzrost aktyw ności tych enzymów, co wskazuje, że regulacja syntezy 
enzymów może zachodzić już na poziomie transk rypcji genów (62, 68). 
Zaobserwowano też w yraźny dwufazowo przebiegający wzrost aktyw ności
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enzymów uczestniczących w  syntezie rybozy w cyklu pentozowym (21).
Mimo licznych prac dotyczących wyrównawczego przerostu nerki po 

nefrektom ii nadal b rak  jasnej odpowiedzi na pytanie, jaki jest mechanizm 
powstawania tych  zmian. Można przypuszczać, że w w yniku nefrektom ii 
wydziela się jakaś substancja, w yzw alająca bardzo wczesne zmiany w m e­
tabolizmie kwasów rybonukleinow ych i białek, powodując ich znaczny 
przyrost w komórce. Doprowadza to do naruszenia prawidłowego sto­
sunku cytoplazm y do jądra  w  następstw ie czego następuje wzmożone 
dzielenie się kom órek i tym  sam ym  intensyw ny wzrost pozostałej nerki.
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JE R Z Y  W ÓJCICKI*

Rozdział kwasu rybonukleinowego na żelach poliakrylamidowych 

Separation of Ribonucleic Acid on Polyacrylamide Gels

The m ethods and som e results of ribonucleic acid separation on polyacrylam ide  
gels are presented.

Elektroforetyczny rozdział RNA w żelach daje większą możliwość 
otrzym yw ania poszczególnych frakcji, niż dotychczas stosowane metody 
chrom atograficzne (14) oraz w irow anie w gradiencie gęstości (4). Dzia­
łając na zasadzie sita m olekularnego, elektroforeza w żelach pozwala roz­
dzielić drobiny, które różnią się wielkością i kształtem .

Elektroforeza kolum nowa w żelu poliakrylam idow ym  stała się w ar­
tościową metodą rozdziału białek (16). Metodę tę w zastosowaniu do roz­
działu białek surowicy ludzkiej opisał szczegółowo D a v i s (6).

R i c h a r d s  i wsp. (20, 21) dostosowali m etodę elektroforezy na ko­
lum nach akrylam idowych do rozdziału RNA.

-1. Sposób przyrządzania żelu

Podstawowym  składnikiem  żelu jest amid kwasu akrylowego (w skrócie 
akrylam id). В i s h o p i wsp. (1) opracowali m etodę rozdziału wirusowego 
RNA, w której do sporządzania żelu polikrylam idowego stosowali dwa 
czynniki sieciujące. Żel zsieciowany N ,N -m etylenodwuakrylam idem  
(w skrócie dwuakrylam idem ) jest rozupszczalny w H20 2, a żel zsieciowany 
dw uakrylanem  etylu rozpuszcza się w zasadach (5). Najniższe stężenie 
akrylam idu, dające żel odpowiedni do rozdziału RNA wynosi 2,2% przy 
sieciowaniu dwuakrylam idem , a 2,8% przy sieciowaniu dw uakrylanem  
etylu. Przed rozpoczęciem właściwych badań, monomery oczyszcza się 
przez rekrystalizację (12). A krylam id rekrystalizuje się z chloroformu 
(70 g/l w 50° sączony w tej tem peraturze), dw uakrylam id zaś z acetonu 
(około 10 g/l w temp. 40—50° sączony w tej tem peraturze) przez schło­
dzenie roztworów do —20°.

Żel poliakrylam idowy 2,4% pow staje prżez zmieszanie: 4 ml wod­
nego roztw oru zawierającego 15% akrylam idu i 0,75% dwuakrylam idu,

* Dr med., Katedra i Zakład Farm akologii, Pom orska A kadem ia M edyczna. 
Szczecin
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2,45 ml wody, 8,33 ml buforu 3E (0,12 M Tris, 0,06 M CH3COONa, 0,003 M 
sól dwusodowa EDTA) i 6 ml lodowatego kwasu octowego celem ustalenia 
pH  na poziomie 7,2 (1). Po usunięciu pod próżnią powietrza, do m ieszaniny 
dodaje się katalizatory polim eryzacji: 0,02 ml N,N,N’,N’-czterom etyloety- 
lenodwuam iny i 0,2 ml nadsiarczanu amonu. Po upływie około 20 m inut 
w ystępuje polim eryzacja. B i s h o p  i wsp. (1) prowadzą polim eryzację 
w rurkach pleksiglasowych (o w ew nętrznej średnicy 0,7 cm) *. Celem 
usunięcia m ateriałów  pochłaniających prom ienie ultrafioletow e żele 
umieszcza się następnie na 72 godziny w buforze E (1/3 stężenia buforu 
3E), zawierającym  O^/o rekrystalizow anegó dodecylo-siarczanu sodowego 
(SDS). Roztwór używ any do sporządzania żelu dwuakrylow ego zawiera 
15'% rekrystalizowanego akrylam idu i 1% etylenu dwuakrylowego.

L o e n i n g  (12) przygotow ując rozcieńczone żele, w których osta­
teczne stężenie akrylam idu waha się pomiędzy 2'% i 5°/o (wag./obj.) używa 
5'% dw uakrylam idu a do żeli bardziej stężonych, zaw ierających 5%  i 8%  
akrylam idu dodaje 2,5% dw uakrylam idu (w stosunku do ogólnej ilości 
akrylam idu). Zapasowy roztwór wodny złożony z akrylam idu i N,N’-m e- 
tylenodw uakrylam idu może być przechow yw any w ciemności w tem pera­
turze 5° co najm niej przez miesiąc bez widocznej zmiany. Bufor stosowany 
przez Loeninga zawiera: 0,04M Tris, 0,02M CH3COONa, 2mM EDTA (sól 
Na lub K); pH  buforu 7,8 ustala się przez dodanie kwasu octowego. Od- 
gazowaną mieszaninę akrylam idów, buforu i wody Loening uzupełnia
0,033 ml N,N,N’,N’-czterom etyloetylenodw uam iny i 0,33 ml 10% (wag/ 
obj.) nadsiarczanu amonu. M ieszaniny zawierające 2,2—3% akrylam idu 
żelifikują w tem peraturze pokojowej po 10—20 m inutach, a zawierające 
7,5% akrylam idu — po ок. 1 minucie.

P e a c o c k  i D i n g m a n  (17) stosując elektroforezę poliakrylam i- 
dową do rozdziału RNA z w ątroby, nerk i i mózgu używali buforu  o pH  
8,3 zawierającego 108 g Tris, 9,3 g soli dwusodowej EDTA oraz 55 g kw a­
su bornego w 1 litrze. Bufor ten przed użyciem do przygotowyw ania żelu 
rozcieńcza się 10-krotnie. Zapasowy 20% roztwór wodny m onomerów za­
wiera akrylam id i - N,N’-m etylenodw uakrylam id w stosunku wagowym  
19:1. Jako katalizatory  polim eryzacji Peacock i Dingm an stosują 6,4% 
roztwór wodny dw um etyloam inonitrylu kwasu propionowego (DMAPN) 
oraz 1,6% roztwór nadsiarczanu amonu. Celem przygotowania żelu m ie­
sza się: roztwór monomerów (28 ml — żel 3,5% lub 80 ml — żel 10%), 
DMAPN (10 ml) oraz bufor (16 ml) i uzupełnia się wodą do 150 ml. Mie­
szanina podgrzewana do 25° polim eryzuje po dodaniu nadsiarczanu amo­
nu (10 ml).

R i c h a r d s  i wsp. (20) podają sposób przygotowyw ania żelu poli-

* N iskoprocentow y żel poliakrylam idow y stosow any do rozdziału RNA dość 
silnie przylega do szkła, natom iast z rurek p leksig lasow ych  słupki żelu można łatw o  
w ydobyć.
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akrylam idowego z wytwarzanego przez British Drug Houses Ltd. p repara­
tu  pod nazwą Cyanogum 41, k tóry jest gotową m ieszaniną zawierającą 
akrylam id i N,N’-m etylenodw uakrylam id. Aby uzyskać żel 5%  (wag./obj.) 
sporządzają roztwór zawierający: HC1 0,05 M, Tris 0,0503M i Cyanogum 41 
w ilości 50 g/l. Żel 10% (wag./obj.) przygotow ują z roztw oru zaw ierające­
go HC1 0,05M, Tris 0,243M i Cyanogum 41 w ilości 100 g/l. Z roztworów 
tych również usuwa się w próżni powietrze, ponieważ nadm iar tlenu w pły­
wa ham ująco na polim eryzację, po czym dodaje się na 40 objętości roz­
tw oru  1 objętość 0,01°/o roztw oru ryboflaw iny, która jest katalizatorem  
procesu polim eryzacji.

E lektroforeza związków o wyższym ciężarze drobinowym  może być 
przeprowadzona tylko wtedy, jeżeli stężenie akrylam idu w żelu jest od­
powiednio niskie. Żele o niskim  stężeniu akrylam idu są jednak wiotkie, 
co stw arza trudności techniczne przy badaniu elektroforetycznych właści­
wości niektórych typów kwasów nukleinow ych (13, 15). W prowadzenie 
agarozy pozwoliło znacznie obniżyć stężenie akrylam idu z zachowaniem 
odpowiedniej konsystencji i kształtu  kolum ny żelowej (18). W ten  spo­
sób stało się możliwe precyzyjne rozdzielenie RNA jądrowego. M etody­
ka sporządzania żelu akrylam idowego z dodatkiem  agarozy sprowadza 
się do dwóch sposobów:
1) roztw ór agarozy utrzym yw any jest w tem peraturze powyżej 35°C, 

co zapobiega żelifikacji agarozy zanim akrylam id ulegnie polime­
ryzacji,

2) roztw ór agarozy ochładza się do 20°C, tak  aby zżelifikował on zanim 
nastąpi polim eryzacja akrylam idu. W ybór sposobu przy stężeniu ak ry ­
lam idu powyżej 3’%  jes t bez znaczenia, natom iast przy niższych stę­
żeniach należy stosować sposób drugi, tzn. uprzednią żelifikację aga­
rozy.

2. Przebieg elektroforezy

Czas trw ania elektroforezy oraz napięcie i natężenie prądu  są różne 
w doniesieniach różnych autorów  w zależności od procentowej zawartości 
akrylam idu, długości słupka żelu i ciężaru drobinowego RNA, który pod­
lega rozdziałowi elektroforetycznem u.

W edług B i s  h o p  a i wsp. (1) żel spolim eryzowany w pionowo usta­
wionych rurkach pleksiglasowych zam kniętych od dołu błoną dializacyj­
ną poddaje się, celem usunięcia zanieczyszczeń, wstępnej elektroforezie 
w buforze E w tem peraturze pokojowej przy natężeniu 5mA na jedną 
kolum nę i napięciu 50 V (l,5V /cm ). Następnie na powierzchnię żelu na­
w arstw ia się badaną próbkę RNA rozpuszczonego w możliwie najm niej­
szej objętości buforu E z zawartością 10% sacharozy. M aksymalna ilość 
RNA nie powinna przekraczać 100— 200 м-g naw arstw ionych na jedną ko­
lumnę, najlepszy jednak rozdział można uzyskać dodając RNA w ilości
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nie przekraczającej 20 м-g. W łaściwa elektroforeza trw a 90 m inut (lub 
dłużej, jeżeli zachodzi tego potrzeba) w  takich samych w arunkach jak  
przy fazie wstępnej.

L o e n i n g  (12) przeprowadza elektroforezę w tem peratu rze około 
5°C w lodówce stosując do 10V/cm  i 5m A/kolum nę. W stępna elektrofo­
reza trw a 60 min., po czym na żel naw arstw ia się 5— lO^g RNA w 10— 
100 ul buforu zawierającego 5%  sacharozy. W łaściwy rozdział e lektrofo- 
retyczny RNA trw a 30— 60 m inut.

P e a c o c k  i D i n g m a n  (17) frakcjonując zwierzęcy RNA z w ątroby, 
nerk i i mózgu stosowali napięcie około 10 V/cm i natężenie około 50 mA. 
Czas elektroforezy wynosił 90 m inut w 3,5% żelu i 4 godziny w 10% żelu.

3. B adanie jakościow e i ilościow e uzyskanych frakcji RNA

Rozdział elektroforetyczny RNA można określać jakościowo oraz iloś­
ciowo. Oglądanie żelu pod lampą UV w ciem nym  pomieszczeniu lub od­
powiednie barw ienie pozwala ustalić liczbę otrzym anych frakcji jak  rów ­
nież ich rozmieszczenie, wyrażone odległością od czoła kolum ny żelowej. 
Badanie spektrofotom etryczne lub densytom etryczne oraz pom iar ra ­
dioaktywności pozwala ustalić stosunki ilościowe uzyskanych frakcji RNA.

Najczęściej używanym i barw nikam i są: błękit m etylenow y, b łękit to- 
luidynow y, tionina, oranż akrydynow y, gallocyjanina. Przed przystąpie­
niem do barw ienia błękitem  m etylenow ym , żele zanurza się na 10— 15 
m inut w IM roztworze kwasu octowego (17), po czym umieszcza się na 
1 godzinę lub dłużej w 0,2°/o roztworze barw nika w buforze octanowym
o pH  4,7 (mieszanina równych objętości 0,4M octanu sodu i 0,4M kwasu 
octowego). Odbarwienie tła osiąga się przez płukanie żelu w w ielu zmia­
nach wody, albo w wodzie bieżącej.

Innym  sposobem jest u trw alenie żelu przez kilkanaście gadzin w 15% 
kwasie octowym zawierającym  1% octanu lan tanu  (21) a następnie bar­
wienie według opisu d e  B o e r a  i S a r n a k e r a  (2) świeżo sporzą­
dzonym roztw orem  gallocyjanino-chrom alow ym  o pH 1,6. Można też 
barw ić żel zanurzając go na co najm niej 6 godzin w 15% roztworze kwasu 
octowego zaw ierającym  2%  oranżu akrydynow ego i 1% octanu lan ta­
nu (21).

Do densytom etrycznego ilościowego oznaczania poszczególnych frakcji 
RNA w słupku żelu można stosować różnego typu aparaty, np. m ikroden- 
sy tom etry  Canalco Model £(11), czy Joyce-Loebl (8), lub spektrofotom etr 
Gilforda (24).

Pom iar radioaktyw ności poszczególnych frakcji RNA przeprow adza się 
w skraw kach żelu. Żel po uprzednim  zam rożeniu tn ie  się na skraw ki g ru­
bości 0,5— 1 mm m ikrotom em  mrożeniowym (1) lub specjalnie w tym  celu 
skonstruow anym i urządzeniam i, np. Autogeldivider  produkcji Savant  
Instruments, In., albo też po prostu  zestawem  żyletek um ocowanych
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prostym  sposobem w odpowiedniej odległości jedna od drugiej (5). Obec­
ność SDS (1) lub glicerolu (24) w żelu ułatw ia cięcie, gdyż zapobiega 
tw orzeniu się kryształków  lodu w czasie zam rażania. Dość uciążliwy pro­
ces cięcia zamrożonego żelu można ułatw ić stosując zasuszanie żelu w ca­
łości na skraw ku bibuły Whatmanna. Zasuszony żel tnie się na skraw ki 
odpowiedniej szerokości, np. gilotyną używ aną do celów fotograficznych 
(25). Zasuszanie jest też wygodną form ą przechowyw ania żelu dla celów 
dokum entacyjnych.

Ze skraw ków ekstrahuje się następnie RNA przez rozpuszczenie polia- 
krylam idu w roztworach alkalicznych. Zalecane jest więc działanie na 
skraw ek 0,5 ml stężonym NH4OH w ciągu 1 godziny (24) lub 1 ml 
3N NH4OH przez 15 godzin z zachowaniem tem peratu ry  w granicach 
37°C (23), bądź też 0,5 ml 30°/o H20 2 w ciągu 12 godzin w tem peraturze 
75° (9). Można też inkubować skraw ek w 0,2 ml IM NaOH przez noc w tem ­
peratu rze pokojowej, a następnie dodawać 1 ml NCS Reagent (Nucie- 
ar Chicago Corp.). (17) lub też stosować 0,5 ml roztw oru piperydyny i hy- 
am iny (9 objętości IM piperydyny i 1 objętości alkalicznego roztw oru 
hyam iny) przez okres 1—4 godzin (5). Odzyskanie RNA, k tóry  mógłby 
być używ any np. do hybrydyzacji wym aga specjalnie ostrożnego postę­
powania wykluczającego hydrolizę. W a t a n a b e  i wsp. (23) ekstra­
howali RNA przez inkubowanie skrawków żelu w 0,3 ml buforu STE 
(0,01M NaCl; 0.01M Tris-HCl; pH 7,4, 0,005M EDTA) przez 18 godzin 
w tem pera tu rze  4°C. W ydajność tej m etody nie przekraczała 50% RNA 
zawartego w skraw ku. W ytrząsanie skraw ka z 0,5 ml buforu SCC (0Д5М 
chlorek sodu; 0,015M cytrynian sodu, pH  7) przez noc w tem peraturze 4°, 
a następnie zanurzenie próbki do łaźni o temp. 100°C na okres 5 m inut po­
zwala uzyskać około 53% radioaktyw ności związanej z RNA (25).

Do w yekstrahow anych ze skrawków żelowych porcji RNA dodaje 
się po 10 ml płynu scyntylacyjnego, np. toluenu, p łynu Braya (3), czy 
płynu K inarda (10) i przeprowadza się pom iar radioaktyw ności w licz­
niku scyntylacyjnym  np. Packarda.

4. R ozdział w irusow ego i bakteryjnego RNA

В i s h o p i wsp. (1) zastosowali żel poliakrylam idow y do rozdziału 
RNA wirusowego i bakteryjnego. Stw ierdzili oni, że RNA o niskim  cięża­
rze cząsteczkowym (4S i 5S) ulega rozdzieleniu w żelu o wysokich stęże­
niach, natom iast rozdział frakcji o wyższym ciężarze cząsteczkowym (23S  
i 16S) wym aga żelu o niższych stężeniach akrylam idu.

E lektroforeza m ieszaniny wirusowego RNA (MS2, R17 i QB) znako­
wanego 32P  i bakteryjnego RNA znakowanego 3H w ykazała większą ruch­
liwość QB RNA, niż MS2 RNA. Ten ostatni zlokalizowany jest bliżej bak­
teryjnego 235 RNA, aniżeli QB. Po 90 m inutach elektroforezy, zarówno 
MS2 RNA, jak  i R 17 RNA są umiejscowione 1,5 mm podczas gdy QB
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RNA 3,0 mm za bakteryjnym  23S RNA. Taki przebieg rozdziału w iruso­
wego RNA wykazuje dobrą powtarzalność. Określona ruchliwość w iruso­
wych RNA w żelu poliakrylam idowym  w stosunku do znanej frakcji bak­
teryjnego RNA stw arza możliwości rozpoznawania tą m etodą konkretne­
go wirusowego RNA. Należy dodać, że w irusow y RNA eluowany ze skraw ­
ków żelu poliakrylamidowego przy pomocy 5X 10-3M EDTA o pH  7,4 
zachowuje swoją aktyw ność infekcyjną.

Elektroforetyczne frakcjonow anie w żelu poliakrylam idow ym  bakte­
ryjnego RNA z E. coli znakowanego 14C -uracylem  umożliwiło precyzyjny 
rozdział, przy czym pom iary radioaktyw ności i ekstynkcji wykazały do­
kładną zbieżność w zakresie szczytu 23S, natom iast załamek radioaktyw ­
ności odpowiadający 16S RNA jest szerszy niż odpowiedni załamek eks­
tynkcji i rozdwojony. Również radioaktyw ność w zakresie 4S RNA w yka­
zuje w yraźną tendencję do rozdziału na dwie składowe (12). Dane te 
świadczą, że prostsza i znacznie mniej czasochłonna analiza elektrofore- 
tyczna daje rozdział RNA dokładniejszy, niż w irow anie w gradiencie 
gęstości.

Elektroforeza na żelach poliakrylam idowych okazała się też niezwykle 
przydatną do rozdziału form  dojrzałych bakteryjnego RNA rybosomowego 
(rRNA) od jego prekursorów  (9). Różnice ruchliwości elektroforetycznej 
w skazują na różnice ciężaru cząsteczkowego w ykształconych frakcji 
rRNA i form  prekursorow ych.

5. R ozdział zw ierzęcego RNA

Elektroforetyczne frakcjonow anie w żelu poliakrylam idow ym  zwie­
rzęcego RNA, które przeprowadzili P e a c o c k  i D i n g m a n  (17), 
dało w yniki podważające dotychczasowe poglądy o podziale RNA na trzy  
główne typy: 30S, 18S i 4S. Autorzy ci wykazali, że cytoplazm atyczny 
kwas rybonukleinow y (cRNA) złożony jest z wielu frakcji oraz że w w ąt­
robie, nerce i mózgu szczura w ystępują takie same frakcje w podobnych 
proporcjach. Elektroforeza w 3,5%  żelu wykazała, że m ateriał zaledwie 
wchodzący do żelu stanowi 30S1 RNA, a dwa następne dobrze zarysow u­
jące się prążki to 185 RNA w odległości około 1,2 cm i 4S RNA w od­
ległości około 8,2 cm od czoła. Na podkreślenie zasługuje stw ierdzenie 
licznych prążków RNA w ystępujących pomiędzy 30S i 185 RNA oraz 
pomiędzy 18S i AS RNA. W yraźny prążek znajdujący się w odległości 
około 7,2 m m  od czoła zidentyfikowano jako m ikrosom alny 5S RNA. 
Był on obecny w próbkach RNA wyosobnionego z mikrosomów, ale nie 
występował we frakcjach sRNA.

W związku ze znaczeniem jąd ra  komórkowego w syntezie i dojrzew a­
niu cRNA (19) oraz w związku z doniesieniami, że w jądrze kom órkowym  
są frakcje  RNA nie w ystępujące w cytoplazmie (22), D i n g m a n  i P e ­
a c o c k  (7) postanowili wykorzystać znaczną subtelność rozdziału w łaś­
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ciwą elektroforezie żelowej do badania niektórych fizycznych i m etabo­
licznych właściwości jądrowego RNA (nRNA). W prowadzając do żelu 
agarozę zdołali znacznie obniżyć stężenie akrylam idu. Stw ierdzili oni, 
że istotnie w jądrach kom órek w ątroby szczura jest wiele frakcji nRNA, 
które nie w ystępują w cytoplazmie. Po stronie niższego ciężaru drobino­
wego, oprócz 18S1 RNA, jądra  zawierały kilka frakcji o ruchliwości nieco 
mniejszej aniżeli 4S RNA, a po stronie wyższego ciężaru drobinowego k il­
ka frakcji o ruchliwości mniejszej niż 3OS RNA. Nowopowstały 30S1 i 18S 
RNA pojawiał się również jednocześnie w cytoplazmie. Przeprowadzone 
badania pozwoliły wysunąć sugestie, że 35S i 45S RNA nie stanowią po­
jedynczych frakcji, ale raczej są zespołem wielu składników o różnym 
ciężarze drobinowym.

6. O kreślanie ciężaru cząsteczkow ego

Ruchliwość elektroforetyczna RNA w żelach jest odwrotnie proporcjo­
nalna do wielkości cząsteczki RNA. Dzięki jednem u elektroferogra- 
mowi można zatem nie tylko jakościowo ocenić typ rozdzielonych frakcji 
RNA, ale także uzyskać ilościowe dane o ciężarze cząsteczkowym tych 
frakcji (7). Logarytm  (przypuszczalnego) ciężaru cząsteczkowego jest od­
w rotnie proporcjonalny do ruchliwości RNA w  złożonych żelach agaro- 
zowo-akrylamidowych (17) i w prostych żelach akrylam idow ych (1). 
Zależność ta  ma charakter liniowy naw et przy małej ruchliwości RNA. 
Ciężar cząsteczkowy RNA nieznanych rozm iarów można oznaczyć po­
sługując się krzyw ą wzorcową obrazującą logarytm  ciężaru cząsteczko­
wego dwóch lub trzech znanych typów RNA w funkcji ich ruchliwości 
elektroforetycznej (17). Ma to szczególne znaczenie dla scharakteryzow a­
nia frakcji RNA, które nie dają się rozdzielić innym i metodami, niż elek­
troforeza w żelu.

7. U w agi końcow e

Elektroforetyczny rozdział RNA w żelu poliakrylam idowym  jest nie­
zwykle przydatną m etodą zarówno z uwagi na łatwość i szybkość m etody 
jak i ze względu na większą zdolność rozdzielczą, niż w innych dotych­
czas znanych m etodach rozdziału. Ponadto frakcje RNA uzyskane metodą 
elektrofor etyczną są lepiej od siebie rozdzielane niż to ma m iejsce w przy­
padku wirowania w gradiencie gęstości.

LITERATURA

1. В i s h o p  D. H.  L., С 1 а у b г о о к J. R., S p i e g e l m a n  S ., J. Mol. Biol. 26,
373 (1967).

2. d e  B o  e r  J., S a r n а к e r R., Med. Proc.  (South Africa ) 2, 218 (1956).

http://rcin.org.pl



558 J. W Ó JCICK I [81

3. B r a y  G., Anal. Biochem. 1, 279 (1960).
4. B r i t t o n  R. J., R o b e r t s  R. B., Science  131, 32 (1960).
5. C h o u l e s  G.  L.,  Z i m m  В. H., Anal. Biochem.  13, 336 (1965).
6 . D a v i s B. J., Ann. N. Y. Acad. Sci. 121, 404 (1964).
7. D i n g m a n C. W., P  e а с о с к А. С., B iochem istry  7, 659 (1968).
8 . G r o s s b a c h  U. ,  W e i n s t e i n  B., Anal. Biochem. 22, 311 (1968).
9. H e с h t N. B., W o e s e C. R J.  Bacteriol.  95, 986 (1968).

10. K i n a r d  F. E., Rev. Sci. Instr. 28, 293 (1957).
11. K i n g  H. W. S., R i s с h e n W., Biochim. Biophys. Acta  155, 32 (1968).
12. L o e n i n g  U. E., Biochem. J. 102, 251 (1967).
13. L o e n i n g  U.  E., I g l e  J., Naturę  215, 363 (1967).
14. M a n d e l l  J. D., H e r s h e y  A. D., Anal. Biochem. 1, 6 6  (1960).
15. M i l l s  D.  R., P e t  e r  s o n  R. L., S p i e g e l m a n  S., Proc. Nat. Acad. Sci.  

U. S. 58, 217 (1967).
16. O r n  s t e i n  L., Ann. N. Y . Acad. Sci. U. S. 121, 321 (1964).
17. P e a c o c k  А.  C., D i n g m a n  C. W., B iochem istry  6 , 1818 (1967).
18. P e a c o c k  А. C., D i n g m a n C. W., B iochem istry  7, 6 6 8  (1968).
19. P e r r y  R. Р., Progr. Nucleic Acid. Res. Mol. Biol. 6 , 219 (1967).
20. R i с h a r d s E. G., C o l i  J. A., G r a t z e г W. B., Anal. Biochem.  12, 452 

(1965).
21. R i c h a r d s  E. G., G r a t z e r  W. B., Naturę  204, 878 (1964).
22. S h e а г e r R. W., M c C a r t h y  B. J. B iochem istry  6, 283 (1962).
23. W a t a n a b e  J ,  Р г е ѵ е с  L.,  G r a h a m  A. F., Proc. Nat. Acad. Sci. U. S. 58, 

1040 (1967).
24. W e i n b e r g R. A., L o e n i n g  U.,  W i 11 e m s M ,  P e n m a n  S., Proc. N at . 

Acad. Sci. U. S. 58, 1088 (1967).
25. W ó j c i c k i  J., Arch. Immun. Therap. Exp.  27, 744 (1969).

http://rcin.org.pl



Post.  Biochem.  16, 559—580 (1970).

JERZY KRAWCZYŃSKI *

Automatyzacja badań w chemii klinicznej 
i elektroniczne prze warzanie wyników

Automation in Clinical Chemistry and Electronic Data Processing

Rozwój współczesnej m edycyny w coraz większym stopniu zależy 
od rozwoju techniki badań laboratoryjnych, zwłaszcza biochemicznych. 
Ustalenie rozpoznania klinicznego, czy też kontrola prowadzonego le­
czenia wym agają obecnie w w yniku ogólnego postępu m edycyny, więcej 
inform acji laboratoryjnych niż w niedalekiej jeszcze przeszłości. Istn ie­
jące obecnie laboratoria diagnostyczne nie są już w stanie sprostać tem u 
gwałtow nem u wzrostowi zapotrzebowania.

Znacznie wzrosły też wym agania co do jakości wyników badań labo­
ratory jnych , zwłaszcza ilościowych. Aby każdy w ynik był inform acją 
w pełni wiarygodną, m etody analityczne powinny cechować się wysokim 
stopniem  swoistości, dokładności i powtarzalności (67).

Z dwu dróg, um ożliwiających wyjście z obecnego impasu droga przez 
ekstensyw ny rozwój polegający na zwiększeniu liczby pracowników i roz­
budowie przestrzennej laboratoriów  będzie w najbliższej przyszłości 
znacznie ograniczona. Intensyfikację pracy laboratoriów  chemiczno-kli- 
nicznych można więc osiągnąć przez:
1. szerokie zastosowanie badań screeningowych (testy papierkowe, pas­
kowe, tabletkow e itp.), w ykonyw anych w laboratorium  bądź na oddziałach 
lub w poliklinikach przez lekarzy klinicystów, pielęgniarki i pomoce 
pielęgniarskie,
2. rozwój techniki badań laboratoryjnych, polegający głównie na auto­
m atyzacji z coraz szerszym zastosowaniem kom puterów.

Roli badań screeningowych poświęcono ostatnio wiele monografii, 
i artykułów  poglądowych, zarówno w kraju  jak  i za granicą (27, 30, 31,

* Prof. dr med., Katedra D iagnostyki Laboratoryjnej, Studium  D oskonalenia  
Lekarzy, A kadem ia M edyczna, W arszawa

Wykaz stosow anych skrótów: AspAT — am inotransferaza asparaginianow a, 
A1AT — am inotransferaza alaninow a, LDH — dehydrogenaza m leczanowa, AP — 
zasadowa fosfataza, HABA — kw as 2-(4-hydroksy-benzeno-azo) benzoesow y, EDP — 
elektroniczne przetw arzanie danych (ang. e lectro n ic data Processing), MDH — dehy­
drogenaza jabłczanowa.
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32, 33, 46). Tem at tego artyku łu  ograniczy się zatem do zagadnienia auto­
m atyzacji badań chemiczno-klinicznych, które było przedm iotem  tylko 
niewielu syntetycznych opracowań, zwłaszcza w  piśm iennictw ie polskim 
(19, 24, 30, 38, 39, 66). Czytelnik znajdzie też rozdział o elektronicznym  
przetw arzaniu wyników laboratoryjnych (ang. elec tron ic  da ta  Proces­
s i n g —  EDP), które to zagadnienie nie było jeszcze w polskim piśm ien­
nictw ie omawiane.

I. Organizacja pracy w laboratorium chemii klinicznej

Rutynowe laboratorium  chemii klinicznej dysponuje zwykle m niej­
szym lub większym wachlarzem  m etod analitycznych, które najczęściej 
są grupowane w ram ach poszczególnych stanowisk roboczych (31). W la­
boratorium  takim  w ykonującym  często kilkaset, a naw et więcej badań 
dziennie, muszą obowiązywać ściśle określone zasady organizacji pracy. 
Nie przestrzeganie tych zasad nieuchronnie prowadzi do pojawienia się 
dużej ilości błędnych wyników, bezpośrednio lub pośrednio zagrażają­
cych stanowi zdrowia pacjentów .

Pracę laboratorium  chemii klinicznej, niezależnie od jego wielkości 
można podzielić na trzy  etapy (22):
1. W stępne opracowanie m ateria łu  obejm ujące:

a) zbieranie i segregowanie skierowań na badania,
b) pobieranie m ateriału  i jego identyfikację,
c) rozdział m ateriału  na stanowiska robocze.

2. Analiza właściwa realizowana przez:
a) całkowicie zautom atyzowane system y wielokanałowe, takie jak  np. 

SM  A - l  2, Robot-Chemist, Auto-Chemist, system  Richterich-Greiner, 
system  Vickers Multiclnannel 300,

b) zautom atyzowane system y jednokanałowe, jak  np. Unicam SC-60, 
Clinomak II, Mecolab itp.,

c) system y półautom atyczne, np. fotokolorym etr LKB,
d) system y m anualne wspom agane m ałą autom atyzacją,
e) klasyczne system y m anualne,
f) system  kontroli metod ilościowych, pracujący w oparciu o surowice 

i roztwory wzorcowe oraz surowice kontrolne.
3. Opracowywanie i przekazywanie wyników:

a) odczytywanie pierw otnych wartości liczbowych na aparaturze po­
m iarowo-kontrolnej (ekstynkcja, transm isja) lub w artości ostatecz­
nych, obliczonych przez przeliczniki cyfrowe,

b) obliczanie wyników z wartości pierw otnych w wypadkach, kiedy 
nie korzysta się z przeliczników cyfrowych,

c) korekcja wyników zgodnie z aktualnym i danym i system u kon­
trolnego,
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d) gromadzenie wyników i ich segregowanie w sposób umożliwia­
jący w ykorzystanie ich w celach sprawozdawczych, statystycznych 
i naukowych,

e) przekazywanie wyników lekarzowi.
Proces autom atyzacji może obejmować wszystkie trzy  wym ienione 

etapy lub tylko niektóre z nich. H istorycznie najwcześniej rozpoczęto 
autom atyzację etapu analitycznego.

II. System analizy ciągłej przepływowej
(ang. continuous flow analysis system)

W rozwoju autom atyzacji badań chemiczno-klinicznych szczególną rolę 
odegrał system  analizy ciągłej przepływowej, opracowany przez 
S к e g g s a (62) i wprowadzony w roku 1957 na rynek  przez firm ę 
Technicon Instruments Corp. Ltd. Chaunoey N A  pod nazwą Auto-Analyser  
(AA). Zasadę działania jednokanałowego AA, jego konstrukcję, sposób 
obsługi, jak  również niektóre m etody przystosowane do tego aparatu  
szczegółowo opisał H a n k i e w i c z  (19).

Jednokanałow y AA w ciągu ostatnich lat rozwinął się z jednej strony 
w skomplikowane system y wielokanałowe, z drugiej zaś przekształcił się 
w kom bajny analityczne przeznaczone do w ykonyw ania specjalnych ana­
liz biochemicznych.

Auto-Analizator SMA-12/60  jest to dw unastokanałowy kom bajn ana­
lityczny, pozwalający równocześnie oznaczyć w 1,8 ml surowicy 12 spo­
śród następujących składników: AspAT, AP, LDH, bilirubinę, kwas mo­
czowy, azot mocznikowy, Na, album iny, Cl, C 0 2, Ca, P  nieorganiczny, 
białka całkowite, glukozę, cholesterol.

Każdy kanał stanowi autonom iczną jednostkę funkcjonalną. W yniki 
otrzym uje się na zbiorczym diagram ie w form ie zapisu graficznego. Na 
diagram ie tym  zakreskowany jest zakres wyników prawidłowych. Tego 
rodzaju „chem ogram ” zostaje natychm iast powielony na kserografie i ko­
pię otrzym uje lekarz, a oryginał pozostaje w laboratorium . M aksymalna 
wydajność aparatu  wynosi 54 próbki oraz 6 standardów  na godzinę 
Х12 tj. 432 pełne profile chemiczne lub 5184 badania pojedyncze w ciągu 
dnia pracy. Czas potrzebny do uzyskania jednego profilu wynosi około 
8 m inut. A parat może też pracować z m niejszą szybkością, w ykonując 
20 względnie 40 badań na godzinę Х12.

Pracą aparatu  steru ją  urządzenia program ujące. Praw idłow e funkcjo­
nowanie aparatu  można kontrolować przy pomocy urządzenia m onitoro­
wego zaopatrzonego w oscyloskop. A parat umożliwia również korygowa­
nie ostatecznych wyników przez oznaczenie tzw. próby zerowej. Dotyczy 
to przede wszystkim oznaczania poziomu białka całkowitego, album in, 
LDH i bilirubiny. W ten sposób elim inuje się wpływ  lipemii względnie 
hyperbilirubinem ii na w ynik oznaczenia.
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W najnowszym  modelu SMA-12/60  zam iast odbieralnika typu  II (19) 
został wm ontowany specjalny odbieralnik T-40, k tóry  zabezpiecza bez­
błędną identyfikację każdej próbki. K anały elektrolitow e SMA-12/60 
(dla Na i K) pracują w połączeniu z fotom etrem  płomieniowym. SMA-12/  
60 może być pośrednio (ang. off line) względnie bezpośrednio (ang. on linę) 
połączony z kom puterem  (18).

Na aparacie SMA-12/60  przeprowadza się oznaczenia w ykorzystując 
reakcje takie same jak  w  m etodach m anualnych, np. przy oznaczaniu 
aktyw ności AspAT reakcję Babsona, przy oznaczaniu aktywności AP — 
reakcję z p-nitro-fenylofosforanem , przy oznaczaniu poziomu kwasu mo­
czowego — reakcję z kw asem  wolfram owym  i hydroksylam iną (przy 
oznaczaniu azotu mocznikowego — reakcję z dwuacetylo-m onoksymem , 
białka całkowitego — reakcję biuretową, album in — reakcję z odczynni­
kiem HABA (kwas 2,4-hydroksy-benzeno-azo) benzoesowy.

Auto-Analizator do oznaczania jodu związanego z białkami surowicy  
(PBJ). Jedyny tego typu  apara t znajdujący się obecnie na rynku jest 
typow ym  jednokanałow ym  AA, połączonym z piecem do spalań (ang. di- 
gestor). Oznaczanie przeprow adza się następująco: z surow icy usuwa się 
jod nieorganiczny przez zmieszanie z niewielką ilością anionitu i umieszcza 
się ją  w odbieralniku prób. N astępnie po zmieszaniu z m ieszanką spala­
jącą (stężony kwas siarkowy, kwas azotowy i nadchlorowy) próbkę spala 
się w piecu. Zawartość jodu oznacza się w ykorzystując jego katalityczne 
działanie na proces redukcji jonów cerowych przez kwas arsenawy. Dla 
każdej serii badań sporządza się krzyw ą kalibracyjną. W ydajność aparatu  
wynosi 20 próbek na godzinę, a czas analizy 15 m inut.

W łaściwą eksploatację aparatu  zapewnia scentralizow anie oznaczeń 
w jednym  laboratorium  obsługującym  w tym  zakresie określony obszar 
kraju , zamieszkały przez większą liczbę mieszkańców.

Auto-Analizator do badań fluory metrycznych.  M etody fluorym etrycz- 
ne ze względu na ich wysoką czułość i swoistość odgryw ają coraz w ięk­
szą rolę w chemii klinicznej (57). Firm a Auto-Technicon  skonstruowała 
więc kom bajn wyposażony w czuły fluorym etr z kuw etą przepływową. 
W aparacie tym  można oznaczać poziom amin katecholowych w surow i­
cy, wapnia, magnezu, fenyloalaniny (szybkie rozpoznawanie fenyloketo- 
nurii), a także aktywność niektórych enzymów (AspAT, A1AT, LDH, 
MDH itp.) bezpośrednio lub pośrednio zależnych od układu zred.NAD/ 
NAD. Przy oznaczaniu aktyw ności enzymów w ykorzystuje się n a tu ra l­
ną fluroescencję zred.NAD, wzbudzoną naświetleniem  próbki światłem
o długości fali 340 nm. M aksym alna wydajność aparatu  wynosi 60 próbek 
na godzinę.

Auto-Analizator do badań w skali mikro (pediatryczny). Na jedno 
oznaczenie w tym  aparacie zużywa się 0,1 ml surowicy. A parat przystoso­
w any jest do metod specjalnie użytecznych w pediatrii (oznaczanie po­
ziomu fenyloalaniny w krw i, aktywności esterazy cholinowej itp.).
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System  analizy ciągłej przepływow ej, reprezentow any głównie przez 
kom bajny analityczne typu AA odgrywa ciągle jeszcze istotną rolę w au­
tom atyzacji badań laboratoryjnych (44). Większość obecnie eksploatowa­
nych na całym świecie kom bajnów analitycznych należy do grupy AA. 
W NRD i ZSRR rozpoczęto produkcję aparatów  opartych na zasadzie AA.

Niemniej jednak coraz częściej dają się słyszeć opinie, że możliwości 
technicznego rozwoju system u analizy ciągłej przepływowej zostały już 
praw ie wyczerpane, a proces autom atyzacji laboratoriów  analitycznych 
pójdzie prawdopodobnie inną drogą (42).

System  analizy ciągłej przepływowej w ykazuje wiele niedogodności. 
Do ważniejszych należą m. in.:
— zbyt mała wydajność (maksimum 60 próbek jednego rodzaju na go­

dzinę),
— niebezpieczeństwo zanieczyszczenia próbki badanej przez próbkę po­

przedzającą (przy dużych różnicach stężeń badanego składnika),
— zbyt ścisła zależność użytkow nika od producenta apara tu ry  (koniecz­

ność częstej wym iany kalibrow anych ru rek  plastikowych),
— stosunkowo wysokie koszty eksploatacji.

Dlatego też pojaw iające się w ostatnich latach na rynku  kom bajny 
analityczne reprezentują niem al wyłącznie system  analizy indyw idualnej, 
w którym  realizowana jest zasada, że każda próbka m ateriału  opracowa­
na jest z osobna, tak  jak  w m etodach m anualnych.

III. System analizy indywidualnej
(ang. discrete analysis sys tem )

Obecnie na rynku  światowym  znajduje się około 25 różnych kom baj­
nów analitycznych, reprezentujących system  analizy indywidualnej (45).

W rozwoju produkcji kom bajnów analitycznych obserw uje się dwo­
jakiego rodzaju tendencje, k tórych celem jest:
a) Skonstruow anie taniego, prostego w obsłudze aparatu  (małe kom baj­

ny analityczne), o dużej plastyczności funkcjonalnej, ale ograniczonych 
możliwościach technicznych. A paraty  tego typu m ają odgrywać w za­
sadzie rolę udoskonalonego sita  (badania screeningowe) szybko oddzie­
lającego w yniki patologiczne od fizjologicznych (40). Koszt tego typu 
kom bajnów waha się obecnie w  granicach 4 000— 10 000 dolarów,

b) W prowadzenie do użytku, zwłaszcza na potrzeby dużych szpitali i po­
liklinik wielokanałowych, skom plikowanych, w pełni zautom atyzowa­
nych aparatów , o dużej wydajności, najczęściej połączonych już bez­
pośrednio z kom puteram i (duże kom bajny analityczne). A ktualna cena 
tego rodzaju kom bajnu wynosi 50 000—350 000 dolarów.

5 P ostępy B iochem ii 4/70 r. http://rcin.org.pl
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1. M ałe kom bajny analityczne

Kom bajn Clinomak II  (producent firm a Polimak-Roma)  należy do sys­
tem u analizy indywidualnej ciągłej (ang. continuos discrete analysis sys­
tem). Jego nom inalna m aksym alna wydajność wynosi 300 oznaczeń na 
godzinę. W ydajność rzeczywista jest mniejsza, zwłaszcza przy pracy  na 
krótkich seriach analiz i nie przekracza 300— 700 różnego rodzaju ozna­
czeń w  ciągu dnia pracy.

Zasadniczą częścią aparatu  jest bęben rozdzielający, w  którym  znaj­
duje się 90 plastikow ych probóweczek, zaw ierających badane surowice 
oraz wzorce (rząd w ew nętrzny) oraz 90 szklanych probówek, w k tórych  
przeprowadza się oznaczenie i k tóre służą równocześnie jako kuw ety  po­
miarowe (rząd zewnętrzny). Surowica w odpowiedniej ilości przenoszona 
jest z wew nętrznego rzędu do zew nętrznego (rysunek 1) dokąd też dopro­
wadzane są potrzebne odczynniki. Dozowanie surow icy i odczynników 
regulują m agnetyczne wentyle, otw ierające się na określony przeciąg 
czasu. Ilości odm ierzanych odczynników w ahają się w  granicach od 0,5 do 
2,5 ml, a surowicy od 20 do 200 ц.1. Dokładność pom iaru jes t stosunkowo 
wysoka i błąd nie przekracza 1,5'%> (24). Mieszanie odbywa się siłą w try s­
ku odczynnika. Fotokolorym etr w budow any w apara t zaopatrzony jest 
w ciągły filtr  in terferencyjny  o zakresie widma od 400— 700 nm. W yniki 
badań zapisuje w postaci w ykresu aparat re jestru jący  (ang. recorder), 
(rysunek 2).

W yniki odczytuje się przy pomocy specjalnego czytnika. K om bajn 
Clinomak II  może też pracować w połączeniu z fotom etrem  płom ienio­
wym, fluorym etrem  oraz spektrofotom etrem  kwarcowym . W nowszych 
modelach apara t rejestru jący  zastąpiono drukarką wyników. Nowsze m o­
dele mogą być też w układzie „on line” podłączone do kom putera.

W yprodukow ane przez firm ę Polimak  urządzenie do mycia probówek, 
bez potrzeby wyjm ow ania ich z bębna, nosi nazwę Lavomak  i w znacznym 
stopniu ułatw ia obsługę kom bajnu.

Przy pomocy kom bajnu analitycznego Clinomak II  można wykonyw ać 
ty lko te badania, w których liczba dodawanych odczynników nie p rzek ra­
cza czterech, a oznaczenie odbywa się w  tem peraturze pokojowej i nie 
wym aga odbiałczania surowicy. Tego rodzaju ograniczenia nie m ają jed ­
nak istotnego znaczenia praktycznego, wobec tendencji do stosowania 
w  chemii klinicznej m etod jedno-, dwu, a najw yżej trój-odczynnikow ych 
i nie wym agających odbiałczania surowicy, jak  np. oznaczanie białka cał­
kowitego, cholesterolu itp. (23, 65).

K om bajn Clinomak II  praktycznie um ożliwia w ykonyw anie w szyst­
kich ru tynow ych badań chemiczno-klinicznych. P rzy  jego pomocy można 
oznaczać: białko w surow icy zmodyfikowaną m etodą biuretow ą (68), a lbu ­
m in y — barw nikiem  HABA (40), próbę tym olową i próbę K unkela 
z wzorcem zefirolowym  względnie sterinolow ym  (34,35,53), mocznik 
w  surowicy m etodą ureazową z reakcją Barthelota jako  reakcją w skaźni-
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Rys. 1. Kom bajn C linom ak II (widok ogólny) 
a — bęben rozdzielający, b — w en ty le , с — fotom etr, d — rekorder
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Rys. 2. Sposób zapisyw ana w yników  na kom bajnie Clinomak II
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kową (13), glukozę w surowicy m etodą enzym atyczną z oksydazą D-gluko- 
zy (51), chlorki w surowicy m etodą Schoenfelda i Lewellena (60) z rodan­
kiem rtęciowym , bilirubinę w surowicy zmodyfikowaną m etodą dwuazo- 
wą (16, 25, 37, 41), cholesterol w surow icy zm odyfikowaną m etodą Pearso- 
na i wsp. (23, 49), aktywność am inotransferaz w surowicy zmodyfikowa­
ną m etodą R e i t m a n a  i F r a n k e l a  (52), względnie В a b s o n a 
i S с h a p i r  o (9), wapń w surowicy m etodą C o n n e r t y  i B r i g g s a  
(15) z siarczanem  alizaryny, aktywność kwaśnej i zasadowej fosfatazy 
w surowicy m etodą B e s s e y ,  L o w r y ,  B r o c k  (12), względnie m etodą 
B a b s o n a  i P h i l l i p s a  (6, 7, 8) itp.

K om bajn Clinomak II  jest rutynow o eksploatowany w kilku labora­
toriach w naszym  kraju .

Kom bajn Unicam AC-60 (producent: Automatic Analytical Sys tem -  
-Pye Unicam Ltd, Cambridge), o nom inalnej wydajności 120 analiz na 
godzinę stanow i właściwie autom atyczny układ dozym etryczny (znany 
też na rynku  pod nazwą Bioanalyst Griffin) i podobnie jak  Clinomak II 
nadaje się jedynie do metod nie w ym agających odbiałczania. Surowice 
i odczynniki odm ierzane są przy pomocy w enty li tłokowych. Przew idzia­
no kolejne dodawanie trzech różnych odczynników. W odróżnieniu od 
kom bajnu Clinomak II  omawiany aparat zaopatrzony jest w m echaniczne 
mieszadełko oraz w term ostat, um ożliw iający ciągłe regulow anie tem pe­
ra tu ry  w  zakresie do 60° z dokładnością do 0,5°. Istn ieje  możliwość ogrze­
wania odczynników do odpowiedniej tem pera tu ry  przed zmieszaniem ich 
z surowicą. Natężenie powstającego zabarw ienia odczytuje się w spektro­
fotom etrze np. Unicam SP-500, względnie fotokolorym etrze zaopatrzo­
nym  w  przepływow ą kuw etę i połączonym z przyrządem  rejestru jącym  
względnie z d rukarką  wyników. Spektrofotom etr czy też fotokolorym etr 
nie stanow ią jednak integralnej części system u analitycznego. W apara­
cie AC-60 znajduje się pompa (ang. transfer station), k tóra przenosi zabar­
wiony płyn z probówki reakcyjnej do przepływow ej kuw ety  apara tu  po­
miarowego.

Ilość surowicy potrzebna do w ykonania badania wynosi od 10 do 
300 ц.1. Objętość końcowa próbki 4— 4,5 ml.

Na kom bajnie AC-60 w ykonuje się oznaczenia białka całkowitego, 
glukozy, mocznika, nieorganicznych fosforanów i aktyw ności am inotran­
sferaz w surow icy oraz hemoglobiny w  krwi.

W k ra ju  użytkow ane są pojedyncze kom bajny Unicam AC-60.

2 .  D uże kom bajny analityczne

Ogniwem łączącym  grupy m ałych i dużych kom bajnów  je s t system  
autom atyczny produkow any przez firm ę B. Braun Melsungen  — NRF, 
wypuszczony na rynek  pod nazwą Braun-SysteMatik.
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System  Braun-SysteMatik  składa się z autonom icznych jednostek 
funkcjonalnych, które w ykonują poszczególne czynności laboratoryjne, 
takie jak odmierzanie i ew entualnie rozcieńczanie próbki, pipetowanie od­
czynników (Dilumatik, Dilustatik), inkubowanie w określonej tem pera­
turze, mieszanie, przenoszenie do kuw ety fotom etru, fotom etrowanie, 
przeliczanie wyników i ich drukowanie. Poszczególne jednostki funk­
cjonalne mogą być łączone ze sobą w określonych kom binacjach, zależ­
nych od aktualnego program u pracy, np. do półautom atycznego względ­
nie autom atycznego rozcieńczania i pipetowania lub do autom atycznego 
względnie półautomatycznego fotom etrowania. Mogą też tworzyć kom­
pletny, całkowicie zautom atyzowany system  analityczny. Najm niejsza 
ilość surowicy potrzebna do wykonania jednego badania wynosi 10 мЛ. 
Odczynniki dodawane są w ilościach od 0,25 do 10 ml. W ydajność apara tu  
jest różna dla poszczególnych metod. Wynosi ona dla glukozy, białka 
całkowitego, cholesterolu, hemoglobiny, m ocznika— 120 badań na godzi­
nę, dla bilirubiny — 60 badań na godzinę, dla zasadowej i kwaśnej fos­
fa ta z y — 36 badań na godzinę, a dla AspAT, A1AT i LDH — 30 badań 
na godzinę. Specjalna przystaw ka umożliwia oznaczanie aktyw ności en­
zymów metodami kinetycznym i. Wchodzący w skład kom bajnu spek tral­
ny fotom etr daje możność w ykonyw ania pomiarów w zakresie od 340 
do 620 nm. Pow ietrzny term ostat zabezpiecza inkubację próbek w odpo­
wiedniej tem peraturze w zakresie od 27 do 95°.

W systemie Braun-SysteMatik  w interesujący sposób rozwiązano od- 
białczanie i wirowanie próbek. Do znajdujących się w bębnie zbiorczym 
próbek dodaje się autom atycznie określoną ilość odczynnika odbiałcza- 
jącego, a po zmieszaniu bęben w całości przenosi się do specjalnej w irów ­
ki, w której spełnia on rolę głowicy w irującej. Po odwirowaniu bęben 
wstawia się z powrotem  na swoje miejsce, skąd supernatan t jest pobiera­
ny autom atycznie do dalszego badania. W system ie Braun-SysteM atik  za­
bezpieczono również identyfikację badanych próbek.

Omawiany system  cechuje się dużą plastycznością funkcjonalną i wie­
le metod m anualnych daje się do niego stosunkowo łatw o przystosować, 
np. metoda J e n d r a s i k a  i G r o f a  (25) do oznaczania bilirubiny 
w surowicy, m etoda o-toluidynowa do oznaczania glukozy w krwi, m e­
toda ureazowa do oznaczania mocznika itp.

System  Braun-SysteMatik  można bezpośrednio (on line) połączyć 
z kom puterem .

System analityczny Auto-Chemist  produkowany przez firm ę AG A  — 
Sztokholm jest głównym reprezentantem  grupy dużych kombajnów. Jest 
to wielokanałowy system  indywidualnej analizy ciągłej (1, 20, 26). Su­
rowica w  ilości od 3—6 ml zostaje rozdzielona do 6-miejscowych s ta ty ­
wów, które mogą być łączone w większe zespoły. S tatyw y te  przy pomocy 
tzw. zewnętrznego pasa prowadzącego rozdzielane są między 18 długich 
kanałów analitycznych zgrupowanych na trzech pasach, po 6 na każdym.
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W ew nętrzny pas prowadzący rozdziela surowicę między sześć krótkich 
kanałów analitycznych. Czas w ykonania oznaczenia wynosi od 30 do 
50 m inut. W podstawowej w ersji kom bajnu Auto-Chemist  tylko pierw ­
sza próbka poszczególnej serii jest autom atycznie identyfikow ana. Do 
identyfikacji każdej badanej próbki potrzebne jest już dodatkowe urzą­
dzenie elektroniczne (rysunek 3).

Rys. 3. Schem at działania części analitycznej kom bajnu A u to-C h em ist

Program  system u Auto-Chemist  obejm uje 24 metody, a wydajność 
aparatu  wynosi 135 próbek/godzinę na każdy kanał, tj. około 26 tys. ozna­
czeń w ciągu 8-godzinnego dnia pracy, co zastępuje pracę 100 w ykw ali­
fikowanych analityków m edycznych. W yniki badań opracowywane są 
przez kom puter PDP-8, połączony bezpośrednio z kom bajnem  analitycz­
nym. Przekazyw anie wyników na oddziały odbywa się przy pomocy da­
lekopisu (20). Tzw. satelitarne kolorym etry  um ożliw iają również elektro­
niczne opracowywanie wyników badań w ykonanych m etodam i m anual­
nymi.

K om bajn Auto-Chemist przeznaczony jest w zasadzie do masowych 
badań profilaktycznych i diagnostycznych, w ykonyw anych przez duże 
centralne pracownie, obsługujące szpitale i polikliniki np. dużego m iasta.
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Mimo wysokiej precyzji i dokładności oznaczeń aparat ten  nie znalazł 
szerszego zastosowania w praktyce laboratoryjnej, praw dopodobnie ze 
względu na: zbyt wielką wydajność, wysoki koszt aparatu  (cena około 
360 000 dolarów), wysoki koszt eksploatacji, duże w ym iary, sztywność 
program owania (aparat zawsze w ykonuje 24 badania z każdej próbki 
surowicy), oraz konieczność wstępnego opracowywania m ateriału  (odbiał- 
czanie).

System  analityczny Richterich-Greiner  wprowadzony ostatnio na ry ­
nek przez firm ę Hofmann-LaRoche Greiner Co (rysunek 4) jest w olny 
od większości wad system u Auto-Chemist.

Kom bajn ten w ykonuje 30 różnych analiz, dając obliczony wynik 
w odstępach co 12 sekund. Można go w odniesieniu do każdej próbki 
zaprogramować na dowolną liczbę oznaczeń. Istotną zaletą aparatu  jest 
m aksym alnie uproszczona dokum entacja, ponieważ karta  skierowania m a­
teriału  do badania, służy równocześnie jako karta  program ująca, a po 
w ykonaniu badania z w ydrukow anym  w ynikiem  w raca na oddział (o ile 
nie przeprowadza się elektronicznego opracowania wyników przy pomo­
cy kom putera). W aparacie działa optyczny system  identyfikacji próbek. 
K om bajn Richterich-Greiner  umożliwia również wykonyw anie badań 
w tryb ie  „cito” (wynik już po 10 min.). Na jedno oznaczenie zużywa się 
od 20 do 200ц1 surowicy. A parat zabezpiecza przechowyw anie odczyn­
ników w  tem peraturze 4° i inkubację próbek w tem peraturze 37°. Codzien­
na kalibracja 30 m etod trw a około 15 m inut. W opracowaniu znajduje 
się przystaw ka do fotom etrii płomieniowej.

Inne kombajny analityczne. Do grupy kom bajnów analitycznych re ­
prezentujących system  analizy indyw idualnej należy też zaliczyć system 
Mecolab (Joyce Loebl, Anglia), Vickers Multichannel 300, Robot-Chemist  
(Warner Chilcott N.J.), system  Analmatic  (Baird Tatlock Ltd., Londyn), 
system  Beckman D SA 560 (Beckman Instruments International Fullerton, 
California) oraz dw a autom aty firm y Eppendorf  (Hamburg): N r 5030 
przeznaczony do analiz fotom etrycznych i Nr 5010 — do oznaczania 
aktyw ności enzymów przy pomocy optycznego testu  W arburga. W ydaj­
ność autom atów Eppendorf wynosi 150 analiz na godzinę. Zgodnie ze 
specjalizacją tej firm y autom aty przystosowane są do badań w skali 
m ikro- i u ltra-m ikro.

IV. Mała automatyzacja badań laboratoryjnych

Na pograniczu między dużą a m ałą autom atyzacją badań laboratory j­
nych znajdują się uproszczone i stosunkowo tanie system y analityczne, 
pracujące w oparciu o gotowe zestawy testowe. System y te  m ają ustalony 
z góry program  badań. Przykładam i tego rodzaju systemów analitycznych 
są:
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Rys. 4. Kom bajn analityczny R ichterich-Greiner  (widok ogólny)
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Rys. 5. T ypowa karta perforow ana IBM (Internat ional  Busines Machines  Corp.;
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a) system  Setom eter 360 (Serosonic Laboratories Inc. Bohemia N.Y.), 
um ożliw iający szybkie w ykonanie 36 najw ażniejszych analiz chemicz- 
no-klinicznych. W yniki podawane są w postaci cyfrowej. Cena apara­
tu  wynosi 1200 dolarów.

b) system  Accu-Stat  (do oznaczeń chemiczno-klinicznych), produkow any 
przez firm ę Clay Adams Parsippany N.J.). System  ten  p racu je  w  skali 
m ikro i umożliwia w ykonanie 25 różnych oznaczeń chem iczno-kli­
nicznych. W ynika odczytuje się bezpośrednio na skali aparatu . Dla 
każdej m etody wykonano odpowiednią wkładkę kalibracyjną, k tóra 
um ożliw ia szybką jej rekalibrację.
W łaściwa m ała autom atyzacja badań laboratoryjnych (ang. limited  

junction  automation  — LFA)  polega na zmechanizowaniu poszczególnych 
czynności laboratoryjnych, takich jak: pipetowanie, rozcieńczanie itp. 
Służą tem u proste dozym etry strzykaw kow e (f-my Struers, Kopenhaga), 
lub dozym etry bardziej skomplikowane, np. Selectomak  (firm a Polimak, 
Roma) lub Auto-Spenser  (Warne V. Chilcott Ltd, N.J.), kuw ety przepływ o­
we, d rukark i wyników itp. Urządzenia te często łączy się w  bardziej 
skom plikowane układy. Na przykład tak jak  w system ie Braun-SysteMa-  
tik, lub aparacie Chematic  I, II i III (Fa. Prema Stara Tura), k tó ry  składa 
się z autom atycznej pipety, w ym iennika próbek oraz tzw. zw ielokrotnia- 
cza czynności.

Innym  przykładem  ograniczonej autom atyzacji badań laboratory jnych  
jest np. absorpcjom etr firm y LKB,  Sztokholm, um ożliw iający dokonanie 
1500 pom iarów kolorym etrycznych w ciągu 1 godziny. W rutynow ym  
użytkow aniu można go zaprogramować na 10 podstawowych analiz, przy 
czym nastaw ienie próby zerowej oraz wzorca odbywa się autom atycznie. 
W yniki drukow ane są na załączonej do aparatu  drukarce.

Ta sama firm a skonstruow ała również aparat (LKB 8600 Reaction 
Rate Analyser)  do m ierzenia aktywności enzym atycznych m etodam i kine­
tycznym i, o wydajności 50 badań na godzinę. A parat ten  znajduje  coraz 
szersze zastosowanie w ru ty n o w y ^ ’ pracow niach enzymologii klinicznej 
(2, 10).

Tzw. m ała względnie ograniczona autom atyzacja badań labora to ry j­
nych jest szczególnie korzystna dla niew ielkich laboratoriów  chemiczno- 
klinicznych i w  krajach nie posiadających odpowiedniego zaplecza tech­
nicznego.

V. Nowe rozwiązania techniczne mogące znaleźć zastosowanie 
w laboratoriach chemii klinicznej

Postęp techniczny w  diagnostyce laboratoryjnej charak teryzu je  się 
tendencjam i do skonstruow ania system ów analitycznych o dużej w ydaj­
ności, dokładności i powtarzalności, a zarazem w  znacznym stopniu zmi­
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niaturyzow anych i niezbyt kosztownych. Należy zatem przypuszczać, że 
większość znajdujących się aktualnie na rynku  autom atycznych systemów 
analitycznych nie w ytrzym a próby czasu. W związku z tym  obecny okres 
należy traktow ać raczej jako przejściowy w rozwoju autom atyzacji ba­
dań laboratoryjnych. Już dzisiaj zarysow ują się możliwości zupełnie no­
wych rozwiązań technicznych, k tóre mogą dokonać przew rotu w kon­
strukcji urządzeń autom atycznych przeznaczonych dla laboratoriów  diag­
nostycznych.

Należy tu  wymienić:
a) System  analizy wirówkowej A n d e r s o n a  (5). Anderson skonstru­
ował niewielkich rozmiarów kom bajn analityczny do badań w skali u ltra -  
mikro, w którym  do mieszania odczynników w ykorzystana jest siła od­
środkowa. W ydajność takiego aparatu, k tóry  został oznaczony symbolem 
GeMSAEC  wynosi około 3000 badań na godzinę. W yniki rejestrow ane są 
na oscyloskopie,
b) Przew rót w kolorym etrii może wywołać zastosowanie optyki włókna 
szklanego w fotom etrach względnie fotokolorym etrach (28). Odpowied­
nio cienkie włókna szklane o wysokim współczynniku załamania św iatła 
otoczone płaszczem optycznie obojętnym  służą do przewodzenia światła 
od źródła poprzez zabarwiony roztwór do fotokomórki. W łókna szklane 
razem z końcówką pomiarową, składającą się z pałeczki szklanej i lusterka 
albo z dwóch pałeczek szklanych tw orzą tzw. „fotosondę”, która może 
całkowicie wyeliminować kuw ety optyczne. W czasie pom iaru fotosonda 
jest zanurzona w probówce zawierającej badany roztwór barw ny. Pom iary 
gęstości optycznej przy pomocy fotosóndy są znacznie szybsze i bardziej 
dokładne niż wykonane m etodam i konwencjonalnym i. Fotosonda może 
być w zasadzie połączona z każdym  fotom etrem  względnie fotokolory- 
m etrem . S tra ty  energii świetlnej przy pom iarach fotosondą są m inim alne. 
Należy przewidywać, że już w ciągu najbliższych dwóch lat pojawią się 
na rynku fotokolorym etry zaopatrzone w fotosondę. W ydaje się też, że 
fotosonda znajdzie szerokie zastosowanie w zm iniaturyzow anych au to ­
m atycznych system ach analitycznych,
c) Coraz szersze zastosowanie w m edycynie, jak  również w diagnostyce 
laboratoryjnej znajdują m etody biotelem etryczne (14), głównie w postaci 
urządzeń m onitorowych (59) pozwalających w sposób ciągły in  v iv o  m ie­
rzyć poszczególne param etry  fizyko-chemiczne krwi, takie jak  p H , p C O z 
p 0 2 (36), stężenie jonów K, Na i Ca (58), poziom glukozy w krw i (43) itp. 
Stężenie glukozy w krw i określa się przy pomocy tzw. elektrody enzym a­
tycznej, którą można bezpośrednio wprowadzić do krwioobiegu (63). Za­
sada działania elektrody enzymatycznej została omówiona gdzie indziej 
(14).

Elektroda enzymatyczna znalazła już bezpośrednie zastosowanie przy 
badaniach nad m echanizm ami regulacji poziomu glukozy w ustro ju  cho­
rym  i zdrowym po obciążeniu glukozą (29).
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Układy biotelem etryczne mogą być też bezpośrednio połączone z kom ­
puteram i, co pozwala na w nikliw ą i ciągłą kontrolę stanu pacjenta np. 
w czasie ciężkich i niebezpiecznych zabiegów operacyjnych.

VI. Elektroniczne przetwarzanie wyników badań laboratoryjnych

Zwiększenie wydajności pracy w rutynow ym  laboratorium  chemicz- 
no-klinicznym  można też osiągnąć przez zautom atyzowanie etapów w stęp­
nego opracowywania m ateriału , oraz ostatecznego opracowania i prze­
kazywania wyników badań. Odciąża to znacznie fachowy personel labo­
ra to ry jny . W w arunkach klasycznego laboratorium  diagnostycznego około 
40°/o czasu pracy technika laboratoryjnego zostaje zużyte na prace adm i­
nistracyjne, związane bezpośrednio lub pośrednio z opracowywaniem  m a­
teriału  przesłanego do badania i wyników analiz.

Przy wzroście zapotrzebowania na badania laboratoryjne i przy wzroś­
cie liczby wykonyw anych przez laboratorium  badań, praca adm inistra­
cyjna staje się coraz trudniejsza, w związku z czym w zrastają możliwości 
popełniania tzw. błędów adm inistracyjno-organizacyjnych (np. błędne 
przepisanie wyniku, błędne wyliczenie, zniekształcenie nazwiska .pacjenta 
itp.). Wykazano, że 88% błędów laboratoryjnych należy w łaśnie do tej 
grupy (64). Dlatego też w w ielu dużych rutynow ych laboratoriach chemii 
klinicznej wprowadzono elektroniczne przetw arzanie wyników badań la­
boratoryjnych przy zastosowaniu kom puterów (11, 17, 47, 48). Przyniosło 
to następujące korzyści:
a) uproszczenie system u skierowań na badania laboratory jne i bezbłędną 

identyfikację poszczególnych próbek,
b) wyelim inowanie błędów adm inistracyjno-organizacyjnych,
c) przyspieszenie przekazywania inform acji na oddziały,
d) uspraw nienie segregacji wyników badań laboratoryjnych i w stępne 

ich zróżnicowanie na w yniki fizjologiczne i patologiczne,
e) zgromadzenie wyników poszczególnego pacjenta na jednej zbiorczej 

karcie,
f) zmniejszenie do m inim um  adm inistracyjnego obciążenia fachowego 

personelu laboratoryjnego,
g) możliwość przechowyw ania wyników w sposób pozwalający na 

wszechstronne ich wykorzystanie.
Laboratorium , w którym  przeprowadza się EDP musi posiadać dodat­

kowe urządzenia, takie jak: aparat do perforow ania taśm y papierowej, 
dziurkarkę do kart, apara t do sortowania kart, stacje magnetofonowe, 
dalekopisy oraz odpowiedni kom puter, lub stały dostęp do kom putera 
w centralnym  ośrodku obliczeniowym.

Przy  EDP dotychczas znalazły zastosowanie następujące kom putery: 
Bull-Gamma 30, IBM 402, IBM  490, IBM  1130, Elliott 900, Spear Class 300 
(50) i inne.
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Układ analityczny (autom atyczny względnie m anualny) może być po­
łączony z kom puterem  pośrednio przy pomocy kart perforow anych lub 
dziurkowanej taśm y papierowej (ang. off line) względnie bezpośrednio 
(ang. on line) (tylko autom atyczne układy analityczne).

Obecnie większość wyników laboratoryjnych przetw arzana jest w u- 
kładzie off line. Układ on line znacznie kosztowniejszy od poprzedniego 
uw ażany jest jednak za lepszy i przyszłościowy.

W poszczególnych placówkach EDP realizowany jest w różny sposób, 
przy czym zdecydowanie dom inuje system  kart perforow anych (ang. 
punched card system).

1. K odow anie w yn ik ów  laboratoryjnych

Przy  zastosowaniu system u kart perforow anych proces przetw arzania 
w yników  laboratoryjnych przebiega w ogólnych zarysach następująco *: 
dla każdego nowego pacjenta laboratorium  zakłada tzw. kartę  m acierzy­
stą, k tóra zawiera dane niezbędne do bezbłędnego zidentyfikowania pa­
c je n ta — n r księgi szpitalnej (sześć cyfr), data urodzenia (sześć cyfr — 
np. 050421 — 5.4.1921) imię i nazwisko chorego (zakodowane w postaci 
cyfr wg m iędzynarodowego kodu), płeć (jedna cyfra), n r oddziału (sześć 
cyfr), datę wpisu i w ypisu ze szpitala (zakodowane w  ten  sam sposób jak  
data urodzenia).

„K arta m acierzysta” jest typową kartą  perforow aną o standardow ych 
w ym iarach wprowadzoną swojego czasu przez am erykańską firm ę IBM  
(International Busines Machines Corp.), produkującą kom putery. K arta 
taka zawiera 80 kolum n po 12 pozycji każda (rysunek 5). Na perforow anej 
karcie IBM  można więc zakodować 80 znaków.

Na „karcie m acierzystej” używanej w Inselspital w Bernie, kolum ny 
62— 80 nie są w ydrukow ane. Kodowanie cyfr jest w zasadzie proste. Li­
te ry  natom iast kodowane są wg m iędzynarodowego kodu, przy czym 
każdej literze odpowiada jeden a najczęściej dwa znaki w jednej kolum ­
nie; np.: A-7, B-07, C-17, D-27, E-37, F-47, G-57, H-67, IJ-8, K-08, IŁ-18, 
M-28, N-38, P-48, Q-58, R-68, S-9, T-09, U-19, Ѵ-29, W-39, Z, Ż, Ż-49, 
0 - 0.

W ynik badania laboratoryjnego zostaje zakodowany na tzw. karcie 
wynikowej oddzielnej dla każdego badania. Jest to również perforow ana 
k a rta  IBM. P ierw sze 6 rub ryk  są identyczne jak  na „karcie m acierzystej”. 
O bejm ują one 55 kolumn. Na pozostałych kolum nach k a rty  wynikowej 
zostają zakodowane: data badania (sześć cyfr), rodzaj badania (wg odręb­
nego kodu — patrz niżej — sześć cyfr) oraz w łaściwy w ynik badania 
(sześć cyfr). W rezerw ie pozostaje siedem kolumn, k tóre mogą być w y-

* Opisana procedura jest rutynow o stosow ana w  C entralnym  Laboratorium  
Inselspital Bern  — Szw ajcaria, k ierow nik  prof. dr med. R. R ichterich.
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* korzystane na dodatkowe inform acje dotyczące chorego w zględnie w y­
niku badania (np. na inform acje diagnostyczne).

In teresujący sposób kodowania badań (tzw. cyfrowo-literow y) opra­
cowali R i c h t e r i c h  i E h r e n g r u b e r  (55, 56). Jak  już wspom­
niano w omawianym system ie EDP na zakodowanie każdego badania 
przeznaczono sześć kolumn.

Kolum na pierwsza określa rodzaj pracowni, w jakiej zostało w ykona­
ne dane badanie, np С — pracownia chemii klinicznej, U — pracow nia 
analityczna (moczownia), E — pracow nia „citowa” (ang. hot laboratory) 
itp. Teoretycznie można zakodować w tej kolum nie 26 różnych typów 
pracowni.

Kolum na druga i trzecia określają składnik, jaki należy oznaczyć. 
Każdy składnik określany jest dwoma literam i, np.: AM — amylaza, 
AP — zasadowa fosfataza, BF — bilirubina, CA — wapń itp. W kolum nach 
drugiej i trzeciej można zakodować 676 różnych badań, co praktycznie 
daje nieograniczone możliwości rozszerzania ich zakresu. Obecnie dobrze 
i nowocześnie prowadzone laboratorium  w ykonuje rutynow o najwięcej 
100— 120 różnych badań.

Kolum na czw arta inform uje o zastosowanej metodzie, przy czym 
m etoda klasyczna (wystandaryzow ana) oznaczana jest zawsze cyfrą 0, 
a kolejne jej m odyfikacje cyfram i 1, 2... Np. oznaczanie aktywności 
AspAT m etodą kolorym etryczną koduje się jako 0, a m etodą spektrofoto- 
m etryczną jako 1.

Kolum na piąta określa rodzaj m ateriału , na k tórym  wykonano bada­
nie, np. В — krew , С — płyn mózgowo-rdzeniowy, D — zawartość dw una­
stnicza itp.

Kolum na szósta zawiera dodatkowe inform acje dotyczące m ateriału, 
np. symbol A oznacza krew  tętniczą, С — krew  kapilarną, V — krew  żyl- 
ną, D — oznacza, że w ynik ma być podany w jednostkach wagowych na 
24 godziny, F — że m ateriał został pobrany od chorego znadującego się 
na czczo itd.

K arty  wynikowe są zarazem kartam i łącznikowymi. Procedura ich 
zakładania jest następująca: m ateriał (surowica, mocz itp.), przychodzi do 
laboratorium  z odpowiednią kartą  skierowania, na której lekarz zakreśla 
potrzebne m u badania. Takich k a rt skierowania może być kilka rodzajów, 
zależnie od w ew nętrznej s tru k tu ry  laboratorium  i obowiązującego syste­
m u pracy (karta badań biochemicznych, hematologicznych, enzym atycz­
nych, karta  badań na cito itp.).

Dane personalne pacjenta zostają przy pomocy m aszyny perforującej 
naniesione na „kartę  m acierzystą” a z niej przeniesione na k a rty  w yni­
kowe (łącznikowe), których zakłada się tyle, ile poszczególnych badań 
zażądano dla danego pacjenta. Następnie m ateriał i towarzyszące mu 
karty  wynikowe zostają rozdzielone na poszczególne stanowiska robocze 
(zautomatyzowane względnie m anualne). Na odwrocie ka rty  wynikowej
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wypisywane są zwykle robocze obliczenia technika, wykonującego dane 
badania (o ile pracuje on przy pomocy m etod m anualnych). Po w ykona­
niu badania w ynik cyfrow y zostaje w ydrukow any autom atycznie względ­
nie wypisany przez technika na zadrukow anej stronie karty  wynikowej, 
a następnie zadziurkow any w odpowiednich kolumnach. Tak przygotow a­
ne karty  wynikowe przekazuje się do własnego kom putera względnie do 
centrum  obliczeniowego.

2. P rogram ow anie kom putera i realizacja program ów

Jednym  z najw ażniejszych etapów ED P jest właściwe zaprogram o­
wanie kom putera. W używ anym  do EDP w Inselspital w Bernie kom pu­
terze Bull-Gamma 30 p rogram y opracowane są tzw. językiem  COBOL  
(ang. common busines oriented language) (61). Kom pilator COBOL, k tóry 
powstał w roku 1961 jest program em  tłum aczącym  kod algebraiczny na 
język maszynowy. Jest on szczególnie użyteczny przy przetw arzaniu 
danych adm inistracyjnych, do których można też zaliczyć i dane labora­
toryjne. Zasadę pracy kom putera przedstaw iono na schemacie 1.

Praca kom putera rozdzielona jest na sześć program ów  częściowych 
(54). W ram ach program u 1 zostaje przeprowadzona form alna kontrola 
danych, znajdujących się na kartach  wynikowych. W ynikiem  tego jest 
wychw ytanie błędnych danych personalnych i innych danych fałszywie 
zakodowanych. W szystkie próbki z błędam i form alnym i kom puter d ru ­
kuje na tzw. liście błędów (lista nr 1), k tóra w pierwszej kolejności tra fia  
do rąk kierow nika laboratorium . Dane z prawidłowo zakodowanych kart 
przechodzą na tzw. taśm ę wyników w stępnych I (RBVi) i w program ie 2 
zostają rozsortow ane w edług rodzaju badań, dat i nazwisk pacjentów, 
a następnie przeniesione na taśm ę wyników w stępnych II (RBV2).

W program ie 3 następuje porównanie aktualnych wyników ze zmagazy­
nowanym i na taśm ie NBB danym i dotyczącymi norm  dla poszczególnych 
płci i odpowiednich grup w ieku oraz w ydrukow anie zbiorczej listy w yni­
ków laboratoryjnych, w ykonanych danego dnia (lista n r 2). Na liście tej 
gwiazdkami oznaczone są w yniki, które nieznacznie (*) (ponad 2o) względ­
nie w yraźnie (**) (ponad За) odbiegają od odpowiedniej wartości nor­
m alnej. W szystkie w yniki zostają uporządkow ane według rodzaju ba­
dań. Włączone do opracowania w yniki badań na cito zostają oznaczone na

Schem at 1. Schem at pracy kom putera Buli G am m a 30 przy przetw arzaniu w yników
laboratoryjnych (uproszczony)

RBV — taśm a z w ynikam i w stęp n ym i, N B B — taśm a z norm am i, R B — taśm a z w ynikam i 
ostatecznym i, MB — zbiorcza taśm a w yn ik ów  laboratoryjnych , PB — zbiorcza taśm a w y n i­

ków  poszczególnego pacjenta
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Kontrola formalna. 

Przenoszenie danych na taśmy 
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Program Nr 2 
Sortowanie 
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Program Nr 3 
Porównywanie z normami 

Lista wyników

Lista  wyników

Program Nr 4 
Sortowanie

1. identyfikacja pacjenta 2. data

Program Nr 5 
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Program Nr 6 
Gromadzenie danych dawnych 

z danymi nowymi 
Karta indywidualna
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liście wyników symbolem  „E” i nie podlegają w kom puterze procedurze 
porównania z wartościam i norm alnym i.

W program ie 4 następuje dalsza segregacja wyników pod kątem  iden­
tyfikacji ich z nazwiskiem pacjenta i przy uwzględnieniu daty badania. 
Znajdujące się na taśm ie wynikowej II (RB2) wyniki zostają następnie 
w ram ach program u 5 zgrupow ane pod nazwiskiem poszczególnego 
pacjenta. W program ie 5 drukow ana jest lista wyników patologicznych 
(lista n r 3), na której podane są w yniki poszczególnych pacjentów, u k tó­
rych przynajm niej jeden w ynik w yraźnie odbiega od norm y (**). Lista 
taka umożliwia lekarzowi szybką segregację przypadków na oddziale. 
Lista wyników patologicznych trafia  na oddział szpitala jeszcze tego sa­
mego dnia.

W program ie 6 następuje zestawienie aktualnych wyników laborato­
ryjnych zmagazynowanych już na taśm ie MB z dawniejszymi w ynikam i 
danego pacjenta, zmagazynowanymi na taśm ie PT (dawna). W ynikiem  
tej konfrontacji jest w ydrukow anie przez kom puter indywidualnej karty  
wyników laboratoryjnych (lista nr 4), która służy jako w kładka do 
historii choroby i na której zamieszczone są wyniki wszystkich badań 
laboratoryjnych dla danego pacjenta od początku jego pobytu w szpitalu. 
W yniki odbiegające od norm y oznaczone są gwiazdkami (* lub**). Po 
otrzym aniu nowej karty  indyw idualnej, która trafia  na oddział na drugi 
dzień po wykonaniu badań stara karta  zostaje w yjęta z akt chorego 
i zniszczona. Ostateczne wyniki zostają zmagazynowane na taśm ie PT 
(nowa).

Jeden raz w miesiącu realizowany jest program  dodatkowy, m ający 
na celu zebranie wyników wszystkich pacjentów, którzy w czasie tego 
miesiąca opuścili szpital (wypis, zgon). W ram ach tego program u w ydru ­
kowana jest miesięczna lista zbiorcza wyników pacjentów, którzy opuścili 
szpital (lista n r 5). Lista taka przeznaczona jest na potrzeby labora­
torium  i adm inistracji szpitala (obliczanie kosztów, zestawienia s ta ty ­
styczne).

Przedstaw iony wyżej system  EDP opracowany przez R i c h t e r i c h a  
i E h r e n g r u b e r a  (56) jest stosunkowo prosty i umożliwia przetw a­
rzanie wyników zarówno m etod zautom atyzowanych jak  też m anualnych. 
Opisana procedura jest typową procedurą off line.

W Centralnym  Laboratorium  Szpitala Klinicznego w Uppsali przy 
EDP specjalną uwagę zwrócono na problem  bezbłędnej identyfikacji 
badanych próbek oraz na kontrolę metod analitycznych przy pomocy 
kom putera.

Laboratorium  to stosuje optyczny system  identyfikacji próbek. Dane 
umożliwiające identyfikację pacjenta (nr książki szpitalnej, data uro­
dzenia, imię i nazwisko itd.) zostają nadziurkow ane wg odpowiedniego 
kodu na wąski pasek papieru, k tóry  jako etykietka dołączony jest do 
probówki z m ateriałem  pobranym  od tegoż pacjenta. Probówka z etykietką
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zostaje prześwietlona silnym  strum ieniem  światła, a układ dziurek od­
czytany na specjalnym  czytniku zaopatrzonym  w fotokom órkę i przeka­
zany do kom putera.

K ontrola m etod laboratoryjnych przeprowadzana jest przez kom pu­
ter, np. IBM  1440 czy też IBM  1130, k tóry  oblicza m.in. tzw. efekt konta- 
m inacyjny (w procentach) powstający w system ach analizy ciągłej prze­
pływowej, oblicza odchylenie standardow e powtarzalności wyników 
(z pięciu oznaczeń tego samego roztw oru wzorcowego) oraz średnią 
w szystkich oznaczeń przeprowadzonych przy pomocy kontrolowanej m e­
tody w danym  dniu wraz z odchyleniem standardowym . W artość średniej 
i odchylenia standardowego powinny być każdego dnia jednakowe, 
względnie bardzo do siebie zbliżone. Dane dotyczące kontroli każdej m e­
tody analitycznej drukowane są przez kom puter na osobnych kartach.

H j e l  m (21) analizując omówiony wyżej system  kontroli m etod ana­
litycznych wprowadził pojęcie tzw. segm entu analitycznego, k tóry  obej­
m uje: wzorce potrzebne do określenia efektu kontam inacyjnego, wzorce 
podstawowe (około siedem wzorców), badane próbki (około 300 próbek) 
i próbki surow icy kontrolnej. Autor ten uważa, że codzienną kontrolę 
jakości wyników powinno przeprowadzać się w obrębie pojedynczego 
segm entu analitycznego, niezależnie od ogólnej ilości badań wykonanych 
w ciągu dnia pracy, przy pomocy danej m etody analitycznej.

Ze względu na wysoką wydajność kom puterów  przeprowadzono też 
próby scentralizowanego przetw arzania wyników z kilku laboratoriów  
szpitalnych i poliklinik, co pozwala na pełniejsze w ykorzystanie kom pute­
ra  i obniża koszt przetw arzania wyników. P rzy  scentralizow anym  syste­
mie przetw arzania wyłania się spraw a transportu  kart perforowanych 
do centrum  obliczeniowego oraz łączności między centrum  obliczeniowym 
a poszczególnymi laboratoriam i. Obecnie łączność taką zabezpieczają 
najczęściej różnego typu dalekopisy.

W niektórych szpitalach główny nacisk kładzie się na szybkie otrzy­
m anie indyw idualnej karty  wyników, zawierającej wyniki wszytkich ba­
dań przeprowadzonych u każdego pacjenta podczas jego pobytu w szpita­
lu  (3, 4). W tych przypadkach zakres badań jest z góry ustalony, zwłasz­
cza jeśli chodzi o pierwsze badanie laboratoryjne nowego pacjenta. Zakres 
ten został nazwany „wstępnym  profilem  laboratory jnym ” (ang. admission 
profile) (3, 4). W prowadzenie zasady „wstępnego profilu laboratoryjnego” 
pozwala na lepszą organizację pracy zarówno na etapie analitycznym , jak 
i przetw arzania wyników. Umożliwia też lekarzowi klinicyście bardziej 
racjonalny  dobór badań specjalnych.

Jednym  z ostatnich osiągnięć technicznych na odcinku przetw arzania 
danych laboratoryjnych jest w prowadzenie na rynek przez firm ę Berteley  
Scientific Laboratories, California system u pod nazwą Clindata II, będą­
cego kom puterem  załączonym w układzie on line do kom bajnów analitycz­
nych, np. Auto-Analizator SM  A  12/60. System  Clindata II można za­
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program ować na 200 różnych badań. Daje on różnego rodzaju inform acje 
kierow nictw u laboratorium  (kontrola wyników, wykaz błędów form al­
nych), lekarzowi klinicyście (wyniki patologiczne, indyw idualne k a rty  
pacjentów) oraz adm inistracji szpitala (dzienne, miesięczne, roczne zesta­
wienia w ykonanych badań na poszczególnych oddziałach, w całym szpi­
talu, u pojedynczego chorego wraz z obliczeniem kosztów).

Jako system  on line, tj. pracujący bez pośrednictw a kart perforow a­
nych czy też taśm y perforow anej, system  Clindata II jest znacznie ba r­
dziej wydajny, a zarazem mniej obciąża personel laboratorium  niż sy­
stem y off line.

Wspomnieć też należy o innych jeszcze możliwościach zastosowania 
kom puterów przy przetw arzaniu wyników laboratoryjnych. I tak  np. 
kom puter Spear Class 300 (50) analizuje też niektóre wyniki z diagno­
stycznego punktu  widzenia. Analizując np. zymogram LDH względnie 
proteinogram  podaje lekarzowi odpowiednie sugestie rozpoznawcze, przez 
wym ienienie we właściwej kolejności jednostek chorobowych, w których 
m niej lub bardziej często spotyka się określone odchylenie od normy.

VII. Wnioski

Autom atyzacja badań i kom puterow e przetw arzanie wyników znaj­
dują coraz szersze zastosowanie w rutynow ych laboratoriach klinicznych 
i przynoszą duże korzyści organizacyjne i ekonomiczne. EDP ułatw ia 
też lekarzowi klinicyście właściwe w ykorzystanie wyników laborato ry j­
nych, co skraca czas potrzebny na postawienie rozpoznania i możliwie 
wcześniejsze rozpoznanie właściwego leczenia. Pociąga to za sobą skróce­
nie okresu hospitalizacji pacjenta i pełniejsze w ykorzystanie łóżka szpi­
talnego. Skraca się też okres niezdolności pacjenta do pracy.

Najefektowniejsze wyniki przynosi EDP wtedy, kiedy stanowi in tegral­
ną część kom puterowego system u obejmującego działalność całego szpi- 
tala.

Ze wględu na wysoką wydajność kom puterów  istn ieją nieograniczone 
niem al możliwości rozszerzania zakresu EDP. W chwili obecnej czyn­
nikiem  ograniczającym  rozwój ED P są system y analityczne, których w y­
dajność ogranicza możliwości produkcyjne rutynow ych laboratoriów  che- 
m iczno-klinicznych. Dlatego też w niedalekiej przyszłości należy oczeki­
wać wprowadzenia do laboratoriów  klinicznych superszybkich, autom a­
tycznych systemów analitycznych (system wirówkowy Andersona?) o w y­
dajności kilku tysięcy oznaczeń na godzinę.

Pociągnie to za sobą dalszy rozwój EDP, które prawdopodobnie w co­
raz większym stopniu będzie obejmować in terpretację  wyników laborato­
ryjnych i sam proces diagnozowania.
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Rys. 1. Podobizna Fryderyka M ieschera (z książki „F. M iescher”, Benno Schw abe
a. Co. Y erlag, Basel, 1944)

http://rcin.org.pl



Rys. 3. Zamek nad rzeką Neckar w  Tybindze, gdzie m ieściło  się laboratorium  bio­
chem iczne F. H oppe-Seylera i gdzie F. M iescher odkrył nukleinę

Rys. 2. Widok instytutu C hem icznego F. W ohlera w  G etyndze w  latach  1870
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Post. B iochem .  16, 581—587 (1970).

W ŁODZIM IERZ O STR O W SK I  *

Od nukleiny do DNA

(w setną rocznicę odkrycia kw asów  nukleinow ych przez Fryderyka M ieschera)

W dotychczasowych badaniach nad kwasami nukleinowym i z punktu  
w idzenia naukowego dwa fakty  zasługują na szczególną uwagę: pierwszy, 
to ich odkrycie, a drugi — to w yjaśnienie s truk tu ry  DNA, a tym  samym 
um ożliw ienie odczytania kodu genetycznego. Kwasy nukleinowe odkrył 
F ryderyk  M iescher w 1869 roku, a ich s truk tu rę  praw ie w 90 la t później, 
J. W atson i F. Crick. Siedząc historię tych dwóch odkryć, k tórych kon­
sekw encje dla poznania s truk tu ry  i rozwoju m aterii żywej były ogromne, 
należy zaznaczyć, że oba dokonane zostały przez ludzi młodych, będących 
u progu swej działalności naukowej; Miescher liczył wówczas 22 lata, 
W atson — 25, a Crick 35 lat.

Johann Fryderyk  M iescher-Rusch (pełne nazwisko) urodził się 1 sierp­
nia 1844 roku w Bazylei. Był synem profesora uniw ersytetu  Fryderyka 
M ieschera i Antonii z domu His. Ojciec był z w ykształcenia lekarzem  gi­
nekologiem i w ykładał fizjologię i patologię ogólną w latach 1837— 1844 
w Bernie, a następnie anatom ię patologiczną w latach 1850— 1872 w Ba­
zylei. B rat m atki W ilhelm His był profesorem  anatom ii i fizjologii w Ba­
zylei, a później w Lipsku. Ojciec, a zwłaszcza wuj Fryderyk, mieli w y­
bitny  wpływ  na jego wykształcenie i k ierunek później podjętych badań 
naukowych.

M iescher studiuje m edycynę w Bazylei i w Getyndze. Studia te  ukoń­
czył w 1868 roku. Podczas pobytu w Getyndze w słynnym  wówczas labo­
ratorium  F. W ohlera stud iu je  przez jeden sem estr chemię organiczną. 
Zwyczajem  tam tych czasów podróżowania po różnych uniw ersytetach, 
M iescher jeszcze w tym  samym  roku wyjeżdża do Tybingi, gdzie w zna­
nym  na całą Europę laboratorium  u F. Hoppe-Seylera rozpoczyna swój 
staż naukowy. Laboratorium  Hoppe-Seylera mieściło się w starożytnym  
zamku nad brzegiem rzeki Neckar. G rube m ury, złe oświetlenie, ciasnota, 
wszystko to przypom inało raczej średniowieczne laboratorium  alchem i­
ków, a nie słynne pracow nie biochemiczne. U Hoppe-Seylera zajm owa­

* Prof. dr, M iędzyw ydziałow a Katedra Chem ii F izjologicznej, A kadem ia M e­
dyczna, K raków
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no się najogólniej mówiąc składem  chemicznym organizmów żywych. 
Składniki chemiczne komórki, tzn. białka, tłuszcze i węglowodany były 
już w tym  czasie na ogół znane a także rozwiązane były liczne problem y 
morfologiczne odnoszące się do jąd ra  i cytoplazmy.

Miescher rozpoczął pracę od przygotowania jednorodnych pod wzglę­
dem morfologicznym komórek. Po w ielu doświadczeniach z ciałek rop­
nych w ypłukiw anych z bandaży chirurgicznych otrzym uje suchą masę, 
k tórą następnie poddaje działaniu pepsyny (sok żołądkowy psa). W w y­
niku tego zabiegu składniki cytoplazm y zostały rozpuszczone, podczas 
gdy jądra  zostały n ietknięte i daw ały się oddzielić od reszty m ateriału. 
Masę jąder traktow ał następnie alkaliam i i rozpuszczony w nich produkt 
w ytrącał kwasem; osad ponownie się rozpuszczał w zasadach. Analiza pro­
duktu  oprócz С, H, N i O wskazywała na obecność fosforu. W yosobnioną 
substancję o własnościach kw aśnych Miescher nazwał „nukleiną”. Mogła 
ona zawierać do 30°/o czystego DNA, ale o tym  można się było przekonać 
dopiero w 40-tych latach naszego stulecia. Obecność fosforu w substancji 
pochodzenia biologicznego była dla wszystkich fachowców zaskoczeniem, 
tym  bardziej, iż sądzono wówczas, że wszystko co znajduje się w komórce 
zostało już poznane, a nukleina swymi własnościami nie była podobna 
do żadnej innej znanej przedtem  substancji. W przekonaniu, że odkryta 
substancja jest w pełni czymś innym  niż dotychczas znane (białka, lipidy, 
cukrowce) utw ierdza M ieschera fakt, że po powrocie do Bazylei substan­
cję o analogicznych własnościach znajduje w sperm ie łososi. O tym  fak­
cie pisał: „Nie jestem  w stanie zaniechać myśli, że tu  ujaw nia się istotne 
działanie fizjologiczne fosforu w organizm ie”. I później: „Na skutek tego 
im pulsu (odkrycie nukleiny, przyp. autora) powstał p rzyjęty  obecnie na 
ogół przez histologów pogląd, że jeżeli nie całe plemniki, to przynajm niej 
ich główki pod względem genetycznym  i innych własności m ikroche- 
micznych są zmodyfikowanymi jądram i kom órkowymi”.

Tak więc Miescher rozpoczynając badania nad chemią jądra  kom órko­
wego dał punkt wyjścia dla fundam entalnych badań nad chemicznymi 
podstawam i życia, czyli biologii m olekularnej.

Na drugą połowę 1869 i 1870 roku Miescher wyjechał do słynnego 
wówczas Insty tu tu  Fizjologii w Lipsku, na czele którego stał Carl Ludwig, 
i tam  przeprowadzał badania nad czuciowymi drogami rdzenia kręgow e­
go. Sw ojem u wujowi zwierzał się później, że pobytowi u Ludwiga zaw­
dzięcza bardzo dużo, a zwłaszcza pod względem metodycznym. Redakcję 
pracy o nukleinie ukończył w grudniu 1869 roku i przesłał ją z Lipska 
Hoppe-Seylerowi, aby ten  zamieścił ją  na łam ach swego czasopisma 
Hoppe-Seyler’s Medizinische Chemische Untersuchungen  (obecnie Hoppe- 
-Seyler Zeitschrift fur  physiologische Chemie). Jak wiemy z bibliografii 
prac Mieschera publikacja o nukleinie ukazała się dopiero wiosną 1871 ro­
ku. Nie znamy dokładnie przyczyny zwłoki w opublikowaniu wyników 
Mieschera, ale prawdopodobnie oprócz wrodzonego sceptycyzmu Hoppe-
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-Seylera, mogło tu  wpłynąć zamieszanie wywołane w tym  czasie w ybu­
chem wojny francusko-pruskiej. Podobno H oppe-Seyler częściowo pow­
tórzył doświadczenia M ieschera i potem  powiedział, że wszystkie doświad­
czenia, które wykonał M iescher są zgodne i poprawne, przeto m anuskrypt 
przekazał do druku bez jakichkolw iek zmian.

Po powrocie z Lipska do Bazylei M iescher habilitu je się z zakresu 
fizjologii w 1871 roku. W tym  też roku ukazują się drukiem  jego prace 
wykonane w pracowni Hoppe-Seylera: Uber die chemische Zusammenset-  
zung der Eiterzellen  i Die Kerngebilde im Dotter des Hiihnereies, w któ­
rych mówi o odkryciu nukleiny i które po raz pierwszy w historii nauki 
dały wgląd w chemiczną s tru k tu rę  kom órki zwierzęcej, a szczególnie 
jej jądra. Latem  1872 roku M iescher zostaje powołany na stanowisko kie­
rownika K atedry  Fizjologii na uniw ersytecie w Bazylei z poleceniem zor­
ganizowania in sty tu tu  fizjologii; m iał wówczas 28 lat. W spółpracując 
z w ujem  W ilhelmem Hisem, k tóry  badał ikrę łososi pod względem histo- 
logiczno-embriologicznym, M iescher kontynuow ał badania biochemiczne. 
Studiował głównie sezonowe zmiany w składzie białek i tłuszczów, a za­
obserwowane obniżenie ilości białek m uskulatury  na korzyść rozwoju 
gonad w okresie tarła  nazwał „likw idacją”. W ykorzystując krótki czas 
tarła  u łososi w Henie, do laboratorium  przychodził o 5-ej rano i wracał 
w późnych godzinach nocnych. Ponieważ nie miał asystentów, wszystkie 
analizy wykonyw ał sam, co wyczerpyw ało jego nadw ątlone zdrowie. 
Niemniej jednak uzyskuje szybko dalsze wyniki. W 1874 roku w doj­
rzałych sperm atozoach łososi stw ierdza, że nukleina jest związana z sub­
stancją o dużej zawartości azotu (niem. Stickstoffreiche organische Base), 
k tórą nazwał „protam iną”. W ykazuje dalej, że połączenie pomiędzy nu­
kleiną i protam iną ma charakter soli: am oniakalny roztwór nukleiny 
i protam iny po w ytrąceniu  daje osad „nukleo-protam iny”. Stw ierdza 
również, że zarówno nukleina jak  i protam ina znajduje się tylko w doj­
rzałej sperm ie łososi. W okresie przed tarłem  (wrzesień) nie można było 
wyizolować protam iny, tylko substancję o innych własnościach, którą 
nazwał „album inem  jąd ra ” (niem. Kernalbuminose) i k tórą uważał za pre­
kursora protam iny (niem. Vorstufe des Protamins). Substancja album ino- 
pochodna jądra została później dokładniej zbadana przez A lbrechta Kos- 
sela i nazwana „histonam i”. W yniki powyższych badań ukazują się d ru­
kiem w klasycznych pracach Mieschera: „Die Spermatozoen einiger Wir- 
beltiere” (V erh . d. naturf. Geselsch. in Basel, 6, 138, (1874) i „Das Prota­
min, eine neue organische Basis aus den Samenjaden des Rheinlachses” 
(Ber. d. deutschen Chem. Gesellsch. 7, 376, (1874).

Z analizy cytow anych prac wynika, że M iescher wiedział np., że nu­
kleina ma charakter kw asu wielozasadowego, tworzącego w komórce z pro­
tam iną nierozpuszczalną sól. W ykonał szereg doświadczeń w tym  kierun­
ku, a więc podjął problem , k tóry  również dziś fascynuje biochemików.
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Między innymi w ysunął sugestię, że nukleina składa się z bardzo dużych 
cząsteczek, podczas gdy cząsteczki protam iny są mniejsze, gdyż łatwo 
przechodzą przez filtry . Wiedział, że protam ina jest białkiem  i że jej za­
sadowość spowodowana jest dużą zawartością argininy.

W 1885 roku Miescher zgodnie z życzeniem władz uniw ersyteckich 
wybudował i zorganizował nowy insty tu t fizjologii, k tóry nazwał „Vesa- 
lianum ” na cześć A ndrzeja Vesaliusza, belgijskiego anatom a XVI wieku, 
k tóry  spędził kilka miesięcy w Bazylei, dopilnowując druku swego dzieła 
„De humani corpori fabrica”.

W latach siedem dziesiątych ubiegłego stulecia, kiedy Miescher publi­
kował swe prace o chemii jądra  komórkowego, biolodzy czynili również 
postępy w w yjaśnianiu procesu zapłodnienia jaja. Obserwowano zmiany 
jakie zachodzą w jądrze kom órki podczas jej podziału (prace W altera 
Fleminga). Zm iany te  były szczególnie dobrze widoczne w komórkach 
pasożyta koni Ascaris. S tudiując zachowanie się dwóch jedynie obecnych 
w komórkach wspom nianej glisty chromosomów Edouard van Beneden 
z U niw ersytetu w Liege stw ierdził, że podczas zapłodnienia dochodzi do 
fuzji chromosomów kom órek męskich i żeńskich. W w yniku tych i dal­
szych badań w latach 80-tych było już wiadomo, że ciągłość cech orga­
nizmu przechodzących z pokolenia na pokolenie jest zapewniona dzięki 
chromosomom jądra  plem nika i jaja. Wiedziano też, że dzięki chrom o­
somom ciągłość cech była przekazywana z jednej kom órki do drugiej 
podczas mitozy. Dlatego Oskar Hertw ig z U niw ersytetu Berlińskiego 
w 1884 roku mógł napisać:

„Sądzę, że wykazałem  bezspornie, że nukleina jest tą  substancją, która 
jest odpowiedzialna nie tylko za zapłodnienie, lecz również za prze­
kazywanie właściwości dziedzicznych... Co więcej, nukleina zachowuje 
ten  sam stan przed, podczas i po zapłodnieniu, tak że zapłodnienie jest 
równocześnie procesem m orfologicznym i fizykochem icznym ”.

Sam Miescher jednak nie akceptował nowych kierunków  w biologii, ani 
nie doceniał roli nukleiny jaką jej przypisywali inni. Funkcję w prze­
kazywaniu cech dziedzicznych przypisyw ał jakiejś hipotetycznej sub­
stancji, którą jakoby odkrył, ale przede wszystkim wyznawał poglądy 
fizykalne z pogranicza teorii kinetycznej i stereochem ii w odniesieniu 
do zagadnień biologicznych, nie uznając osiągnięć samej biologii („The 
key for sexuality lies for me in stereochemistry”). Choć dla ścisłości trze­
ba również podnieść, że M iescher wypowiedział na ten tem at i takie oto 
zdanie: „Jeśli ktoś sądzi, że za zapłodnienie jest odpowiedzialna jakaś 
jedna substancja, to w pierwszym  rzędzie musi myśleć o nuklein ie”. P rzy­
czyną takich opinii mógł być między innym i fakt, że zdolność w ybarw ia- 
nia się substancji jądrow ej (którą na dwa lata przed odkryciem  nukleiny 
wykazał szwajcarski botanik E. Zacharias, a substancję odpowiedzialną 
za barw ienie nazwał „chrom atyną”) nie była stała, lecz zmieniała się 
w różnych okresach życia komórki. Trzeba jednak przyznać, że powyż­

http://rcin.org.pl



[5] OD N U K L E IN Y  DO D N A 585

sze wątpliwości mogły być rozwiązane dopiero w latach 40-tych naszego 
stulecia, kiedy to drogą chemicznych badań wykazano, że ilość DNA 
w chromosomach każdej kom órki niezależnie od gatunku i rodzaju k o ­
m órki jest niem al stała, a różne natężenie zabarwienia polega na zmien­
nej ilości substancji białkowych wiążących się z DNA.

W 1894 roku M iescher zachorował na gruźlicę i udał się na leczenie 
do Davos, gdzie zm arł w sanatorium  „T urban” 16 sierpnia 1895 roku, 
w 51 roku życia. M iescher przeszedł do historii nauki jako twórca chemii 
jąd ra  komórkowego i odkrywca kwasów nukleinowych. W raz ze swoim 
w ujem  W ilhelmem Hisem był tw órcą histochemicznych m etod w m edy­
cynie, czyli tzw. „chemicznej embriologii” jak sami określali ten  kierunek 
badań. Poza badaniam i biochemicznymi i histochemicznymi, które za­
pew niły mu nazwisko w historii nauki, Miescher prowadził inne badania 
fizjologiczne, k tóre dotyczyły oddychania, fizjologii łososia Renu oraz 
zagadnień fizjologicznych klim atu wysokogórskiego. Był np. pierwszym, 
k tó ry  dyskutow ał m echanizm  pobudzenia ośrodka oddechowego na sku­
tek zakwaszenia krwi. I chyba m iał rację W. His kiedy pisał: „Uznanie 
dla M ieschera z biegiem lat nie zmaleje ale wzrośnie i odkryte przez 
niego fakty i myśli są zarodkami, pod wpływem  których jeszcze się zrodzi 
owocna przyszłość”.

W cztery lata po śm ierci M ieschera Ryszard A ltm ann wprowadza te r­
m in „kwasy nukleinow e” a jak  widzieliśmy jeszcze za życia ich odkryw ­
cy była dyskutow ana funkcja tych substancji w procesie dziedziczenia 
cech. A ltm ann również opisał m etodę izolowania wolnego od białka kw a­
su nukleinowego z kom órek drożdżowych i zwierzęcych, co umożliwiło 
rozwój badań nad składem  chemicznym polinukleotydów. A. Kossel m ię­
dzy innym i wykazuje obecność zasad purynow ych i pirym idynow ych oraz 
składnika cukrowego. P. A. Levene w latach 1909— 1929 identyfikuje 
cukrowiec jako pentozę i ustala wzór D-rybozy i D-dezoksyrybozy; w y­
kazuje również, że każdy kwas nukleinow y składa się z m ononukleoty- 
dów zbudowanych z zasady organicznej, pentozy i kwasu fosforowego. 
W 1920 roku W. Jones w Baltim ore stw ierdza, że w przyrodzie w ystępują 
co najm niej dwa rodzaje kwasów nukleinowych, jeden charakterystyczny 
dla komórek zwierzęcych, drugi dla kom órek roślinnych. W krótce jednak 
w w yniku badań E. Jorpesa, H. O. C alvery’ego, К. C. B lancharda i innych 
okazało się, że to rozróżnienie nie jest ścisłe, gdyż oba rodzaje kwasów 
nukleinowych w ystępują w obu typach komórek. Dopiero w latach 
40-tych, dzięki zastosowaniu nowoczesnych m etod cytochemicznych i spe- 
ktrofotom etrycznych (J. B rachet, T. Caspersson) można było wykazać, że 
zarówno DNA jak  i RNA są norm alnym i składnikam i wszystkich komó­
rek.

W 1944 roku О. Т. Аѵегу i wsp. z In sty tu tu  Rockefellera w Nowym 
Yorku po raz pierwszy wykazali, że DNA jest tym  czynnikiem, k tóry  jest 
odpowiedzialny za transform ację bezotoczkowych kom órek Diplococcus
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pneumoniae  w kom órki całkowicie zam knięte otoczką, czyli bakterie typu
III. Stw ierdzenie tego faktu  było równocześnie wykazaniem  bezpośredniej 
genetycznej funkcji kwasów nukleinowych.

Dalszy postęp w badaniu stru k tu ry  i funkcji kwasów nukleinowych 
zależał przede wszystkim  od osiągnięć technicznych i rozw oju m etod 
analizy biochemicznej. Rozwój w latach 40-tych m etod chrom atogra­
ficznych, m ikroskopii elektronow ej, rentgenografii s truk tu ra lnej oraz za­
stosowanie enzymów nukleolitycznych jako odczynników chemicznych 
pozwoliło na szybki postęp w badaniu s tru k tu ry  oraz biologicznej roli 
kwasów nukleinowych. W 1952 roku Linus Pauling ogłasza w yniki swych 
badań na tem at s tru k tu ry  białek, proponując spiralny model fragm entów  
łańcucha polipeptydowego, zaś na przełomie 1952/53 Rosalinda Franklin  
z Kings College w Londynie w ykonuje zdjęcie rentgenow skie DNA, które 
odegrało istotną rolę w w yjaśnieniu stru k tu ry  tego polinukleotydu. Ze 
zdjęcia można było odczytać znaczną regularność budowy cząsteczki su­
gerującą spiralną konfigurację. W następnych m iesiącach ten kierunek 
badań rozw ijają W ilkins i wsp. z tego samego ośrodka w Londynie. Na 
podstawie tych i innych faktów  J. D. W atson i F. Crick w yrazili pogląd, 
że cząsteczka DNA złożona jest z dwóch łańcuchów fosforanow o-cukro- 
wych spiralnie skręconych dokoła tej samej osi i u trzym ujących się w za­
jem nie poprzez wiązania wodorowe odpowiednich par zasad (reguła Cha- 
rgaffa). W w yniku w ielu prób autorom  udaje się zestawić model DNA, 
w którym  rdzeń nici, t j ., łańcuch fosforanow o-cukrowy znajduje się na 
zewnątrz, natom iast zasady purynow e i pirym idynow e sterczą do w nętrza 
podwójnej spirali. W tedy W atson na ścianie swego pokoju rysuje brze­
m ienny w konsekwencje schemat:

DNA->RNA->Białko

Model podwójnej spirali cząsteczki DNA jak i zaproponowali W atson
i Crick umożliwia już stosunkowo łatwo w yjaśnienie m echanizm u rep li­
kacji DNA, transkrypcji i syntezy RNA oraz translacji w  procesie bio­
syntezy białka. Jak  wiadomo, w myśl powyższych sugestii W atsona, 
A. K ornberg przeprowadził in vitro  biosyntezę DNA, a S. Ochoa—RNA. 
Odpowiednie enzymy—polim erazy DNA i RNA zostały w ostatnich la­
tach wyodrębnione z różnych źródeł naturalnych  i w wielu przypadkach 
dobrze scharakteryzow ane. Dzięki poznaniu enzymów syntetyzujących 
kwasy nukleinowe A. K ornberg-przeprow adził in vitro biosyntezę ko­
listego DNA bakteriofaga Ф X I74, a S. Spiegelman wirusowego RNA o róż­
nym  stopniu w irulencji. Badania te m ają między innym i znaczenie w  po­
znaniu m echanizm u ewolucji przedkom órkowej.

W czasie procesu transkrypcji inform acja genetyczna przenoszona 
jest z DNA na kom plem entarny w  stosunku do niego inform acyjny RNA. 
Inform acja genetyczna z czteroliterowego alfabetu mRNA jest tłum aczo­
na z kolei (translacja) na 24-ro literow y alfabet białka w procesie jego
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Rys. 4. Model struktury DNA (w edług М. K. F. W ilkinsa)
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Rys. 5. G łów na brama w ejściow a do zamku w  Tybindze, laboratorium  H oppe-Seylera
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biosyntezy. Stosując mieszane syntetyczne polinukleotydy o znanej sek­
w encji zasad N irenberg i wsp., Ochoa i wsp. oraz inni badacze, doświad­
czalnie wykazali istnienie dla każdego aminokwasu odpowiednich trójek 
nukleotydów , czyli kodonów o znanym  składzie zasad i sekwencji. Od­
czytanie kodu genetycznego ma ogromne znaczenie dla rozwoju wielu dzie­
dzin wiedzy przyrodniczej i dla samej biochemii. Fakt, że na tu ra  w wyniku 
selekcji działającej przez m iliony lat w ybrała ten tak stosunkowo prosty 
sposób samopowielania się m aterii żywej, um ożliwiający jej egzystencję 
od m om entu powstania pierwszych form  życia na ziemi świadczy, że sam 
dobór na tu ra lny  w ewolucji oddziaływał poprzez kształtow anie się s truk ­
tu ry  m olekularnej, dziedziczonej za pomocą odpowiedniego zespołu genów
i u trw alił w szystkie cechy łącznie ze sferą psychiczną rozum nej istoty. 
Poznanie m echanizm u przekazywania inform acji genetycznej następnym  
pokoleniom oraz w yjaśnienie procesu biosyntezy białka w komórce po­
zwala w prost na nieograniczone eksperym entowanie w zakresie powsta­
w ania s tru k tu r biologicznych, ich funkcji w procesach życiowych i m e­
chanizm u działania. Chrom atynę jądra  kom órki można rozdzielić na po­
szczególne frakcje (DNA, histony, białka kwaśne), k tóre zmieszane w od­
powiednich stosunkach dają na powrót substancję o własnościach chro- 
m atyny, zdolną do syntezy in vitro  określonego RNA. Jeśli do frakcji 
DNA i frakcji histonowej z grasicy doda się frakcje białek kwaśnych ze 
szpiku kostnego zwierzęcia, to zsyntetyzow any RNA ma własności RNA 
szpiku kostnego a nie grasicy. W skazuje to, że frakcja białek kwaśnych 
jąd ra  komórkowego ma zdolność aktyw acji określonego genu zahamowa­
nego przez nieswoisty histon. Te i podobne badania współczesnej biologii 
m olekularnej fascynują i stw arzają nie dające się ocenić możliwości na 
przyszłość; oby je wykorzystano we właściwym  kierunku.

Tak więc DNA odkryty  100 lat tem u znajduje się dziś w centrum  uw a­
gi przyrodników  i filozofów, lekarzy i poetów, społeczników i dziennika­
rzy. Każdy osobnik z żyjących dziś ludzi powstał z zapłodnionej komórki 
zaw ierającej 6— 7X 10-12g DNA. Jeśli liczbę populacji ludzkiej p rzy j­
m iem y na ЗХ 109 osobników, to wszystkie kom órki rozrodcze, które były 
punktem  wyjścia dla rozwoju dzisiejszego pokolenia zawierały w sumie 
zaledwie około 20 mg czystego DNA. Dlatego słusznie DNA można naz­
wać „jednym  z najw ażniejszych czynników wszechśw iata”.

Prof. dr F. Yerzarowi z Zakładu Fizjologii U niw ersytetu  w  B azylei składam  
serdeczne podziękow anie za um ożliw ienie mi otrzym ania m ateriałów  dotyczących  
działalności naukow ej profesora Fryderyka M ieschera.
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