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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-
wek nie wptywajacych na tres$¢ pracy.
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merowane.

W tekscie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkoéw, sche-
matéw i wzoréw. W zgadanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
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minowy (I).
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kolejny numer pozycji w spisie literatury.
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u gbéry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.
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KRZYSZTOF STARON*

Funkcja metaboliczna cytochromu P-450

Metabolic Function of Cytochrome P-450

The properties, supposed mode of the action and the role of cytochrome P-450,
the terminal enzyme of microsomal and mitochondrial mixed-function oxidases,
are reviewed.

W 1952 roku Strittmatter i Bali (39) stwierdzili w mikro-
somach obecno$¢ cytochromu z grupy B, nazwanego péZniej cytochro-
mem b5 Wykryty cytochrom stanowit jednak tylko okoto 40% ogdlnej
ilosci hemu wystepujacego w mikrosomach. Pozostate 60% K lin gen -
berg (18) i Garfinkel (12) przypisali wykrytemu przez siebie
w mikrosomach watroby szczura i wieprza hemoproteidowi, ktérego kom-
pleks z tlenkiem wegla wykazywal charakterystyczne maksimum absor-
pcji przy 450nm. Na podstawie tej wiasnosci zostal on nazwany przez
Omura i Sato (30,31) pigmentem 450 (w skrocie — P-450), a poz-
niej cytochromem P-450. Obecno$¢ cytochromu o analogicznych wias-
nosciach stwierdzono nastepnie w mikrosomach watreby u przedstawicie*
li wszystkich gromad kregowcdw oraz w mikrosomach kory nadnerczy,
nerki i $§luzéwki jelita u badanych ssakéw (35).

Poczatkowo cytochrom P-450 lokalizowany byt wytacznie w mikro-
somach, co znalazto miedzy innymi odbicie w proponowanej nazwie ,re-
tikulochrom” (35). Jednakze Harding i wsp. (13) stwierdzili obec-
no$¢ cytochromu P-450 w mitochondriach kory nadnerczy, a Yohro
(47) znalazt go takze w mitochondriach wyodrebnionych z ciatka z6tego
wotu.

Prace przeprowadzone w latach sze$cdziesigtych daly w rezultacie
dos¢ doktadng charakterystyke cytochromu P-450. Jednocze$nie na pod-
stawie uzyskanych wynikow powigzano jego funkcje z aktywnos$cig mi-
krosomalnych i mitochondrialnych hydroksylaz.

* Mgr, Zakiad Enzymatyki, Instytut Biochemii, Uniwersytet Warszawski, War-
szawa
Wykaz stosowanych skrotéw: pCMB — p-chlororteciobenzoesan, DOC— dezo-
ksycholan, ERP — elektronowy rezonans paramagnetyczny, g — jeden z parametréw
widma ERP, tzw. wspotczynnik Landego.
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W artykule oméwione bedg niektore fizykochemiczne witasnosci cyto-
chromu P-450, ktére dajg informacje o jego budowie oraz rola, jakg od-
grywa on w procesach hydroksylacji.

I. Niektore fizykochemiczne witasnosci cytochromu P-450

Widma cytochromu P-450 oraz jego komplekséw z réznymi Ugan-
dami rdéznig sie zasadniczo od widm innych hemoproteidéw. | tak widmo
réznicowe (rysunek 1) posiada dwa szerokie i nieostre maksima przy
440 i 550nm. Charakterystyczne widmo kompleksu z tlenkiem wegla
wykazuje wyrazne maksimum przy 450nm, w przeciwieristwie do widm
komplekséw innych hemoproteidéw, ktdrych maksima obserwuje sie
w rejonie 420—430nm (rysunek 2). Widmo cytochromu P-450 w obec-
nosci izocyjanku etylu posiada dwa maksima: przy 430 i 455nm.

Rys. 1. Widmo réznicowe cytochromu P-450 w mikrosomach i rozpuszczalnym
preparacie (wg. 27)
A — 01 jednostki absorpcji

Charakterystyka spektralna, jak i w ogo6le wiekszo$¢ badan dotycza-
cych cytochromu P-450, wykonana zostata na nienaruszonych mikroso-
mach lub tez na mikrosomach, z ktérych usunieto cytochrom b5 Jest
to zwigzane z wrazliwoscig cytochromu P-450 na czynniki rozluZzniajgce
strukture biton lipoproteidowych, a wiec detergenty (12, 26, 35) oraz na
trawienie enzymami lipolitycznymi i proteolitycznymi (31,35). Dopiero
w ostatnich latach stosujac niskie stezenia lubrolu (27) lub cholanu (26)
udato sie przeprowadzié cytochrom P-450 do roztworu bez utraty cha-
rakterystycznych wiasciwosci.
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Rys. 2. Widma rdznicowe kompleks6w hemoproteidéw z tlenkiem wegla (wg. 32)
A —peroksydaza, B —oksydaza cytochromowa, C—cytochrom P-450. OA — przyrost absorpcji

Pod wpltywem enzymow proteolitycznych, lipolitycznych i detergen-
téw, jak réwniez pCMB, czynnikow kompleksujacych zelazo (4,7-dwufe-
nylo-2,20-fenantrolina) oraz miedz (2,9-dwumetylo-4,7-dwufenylo-2,20-
fenantrolina) mikrosomy tracg zdolno$¢ tworzenia z tlenkiem wegla kom-
pleksu absorbujgcego przy 450nm. Jednocze$nie pojawia sie hemoproteid
posiadajacy widmo roznicowe charakterystyczne dla cytochromoéw z gru-
py B oraz wytwarzajgcy z tlenkiem wegla kompleks o maksimum absorp-
cji przy 420nm. Zostat on nazwany cytochromem P-420 (31).

Mason i wsp. (25 zlokalizowali w mikrosomach sygnat ERP nisko-
spinowego zelaza hemoproteidu o trzech pasmach: gx— 1.91, g2— 2.25
i 93— 2.41. Trawigc mikrosomy trypsyng i przeprowadzajgc ekstrakcje
butanolem otrzymali oni rozpuszczalny hemoproteid, tzw. czastki Fex,
ktory wykazywat wykryte uprzednio sygnaty ERP. Widmo optyczne cza-
stek Fex jest prawie identyczne z widmem cytochromu P-420. pCMB po-
woduje znikniecie sygnatdw niskospinowego zelaza w czastkach Fex, da-
jac w rezultacie preparat wykazujacy wszelkie wilasnosci cytochromu
P-420.

Badajac zmiany zawarto$ci cytochromu P-450, P-420 oraz czgstek Fex
w preparatach mikrosomalnych traktowanych trypsyna, butanolem,
pCMB, fosfolipaza i dezoksycholanem Mason i wsp. (24) stwierdzili,
ze zaréwno cytochrom P-420, jak i czastki Fex sg produktami degradacji
cytochromu P-450 i zaproponowali podany schemat przemian (schemat 1).
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Forma o

Forma 6
P-420
Fex

Schemat 1. Model przemian mikrosomalnego akceptora zred. NADP. Pod nazwg pre-
paratu podany stosunek zawarto$ci cytochromu P-450, P-420 i Fex (wg. 24)
DOC — dezoksycholan, pCMB —p-chlororteciobenzoesan

Charakter czynnikéw powodujacych przemiany jednej formy w dru-
03 sugeruje udziat w strukturze cytochromu P-450 zaréwno grup tiolo-
wych, jak i lipidow.

II. Umiejscowienie cytochromu P-450 w mikrosomalnym
i mitochondrialnym systemie przenosnikéw elektronow

Aktywno$¢ biologiczna cytochromu P-450 zwigzana jest z enzyma-
tycznymi uktadami oksydoreduktaz hydroksylujacych, nazywanych po-
tocznie hydroksylazami, ktére wykorzystujg jako jeden z donoréw zre-
dukowany NADP. Drugim substratem sg dla hydroksylaz sterydy, kwasy
tluszczowe oraz tzw. substancje ksenobiotyczne, czyli egzogenne zwigzki
o strukturach nie syntetyzowanych przez organizm.

Uzywajac izotopu 18 Mason (23) wykazal, ze og6lne réwnanie
reakcji katalizowanych przez hydroksylazy ma postac:

zred. NADP + H++ Oa+ AH: = NADP+ + AHOH + HX

gdzie AH2 i AHOH oznaczajg odpowiednio substrat bedacy akceptorem
tlenu i uhydroksylowany produkt. Dla enzymoéw Kkatalizujagcych reakcje
tego typu Hayashi i Nozaki (14) proponujag nazwe monooksyge-
nazy.

Badania przeprowadzone w latach sze$édziesigtych wykazatly, ze ak-
tywnos$¢ hydroksylazy zwigzana jest z szeregiem enzymow, tworzgcych
tancuch przenos$nikéw elektronéw z zred.NADP i zred.NAD na tlen
(6, 11, 17, 24, 25, 28, 32, 36, 40, 41). Kolejnos¢ przenos$nikow jest podobna
do kolejnosci w tancuchu oddechowym (schemat 2).



Schemat 2. Kolejno$¢ przeno$nikéw w mikrosomalnym fahcuchu transportu elektro-
néw (Wg 11)
Fp — flawoproteid

Elektrony z zred. NADP lub zred. NAD przenoszone sg przez flawine
na biatko o charakterze cytochromu. Flawoproteidy biorgce udziat w tran-
sporcie elektron6w utozsamiane sg z wykrytymi w mikrosomach enzy-
mami wykazujagcymi aktywnos$¢ reduktazy zred. NAD — egzogenny cyt.c
(40) i zred.NADP — egzogenny cyt.c (17). Jednakze oba te enzymy nie
maja zdolnosci redukcji mikrosomalnych cytochromoéw. Przypuszcza sie
wiec (36), ze pomiedzy flawing a cytochromem P-450 umiejscowiony jest
jeszcze jeden przenosnik, oznaczony na schemacie 2 symbolem ,X”. Jego
charakter nie jest jeszcze poznany; uwzglednia sie mozliwo$¢ udziatu ubi-
chinonu (35) lub ferroproteidu, posiadajagcego niehemowo zwiazane ze-
lazo (28, 32).

Cytochrom P-450 jest, jak sie przypuszcza, koncowym enzymem tan-
cucha transportu elektronéw zwiazanego z hydroksylacjg. O udziale cy-
tochromu P-450 w procesach hydroksylacji oraz o jego koncowym umiej-
scowieniu Swiadczy szereg faktéw, jak:

a) redukcja cytochromu P-450 przez zred. NADP;

b) hamowanie reakcji hydroksylacji przez tlenek wegla;

c) stymulacja syntezy cytochromu skorelowana ze stymulacjg aktyw-

nosci hydroksylacyjnej;

d) tworzenie sie kompleksow cytochrom P-450-substrat.

a) Redukcja cytochromu P-450 w preparacie mikrosomalnym zacho-
dzi w warunkach beztlenowych zaréwno pod wpitywem podsiarczynu,
zred. NADP, jak i zred. NAD (4, 35). Szybkos$¢ redukcji, wyrazona jako
stata jednoczasteczkowa, wynosi odpowiednio 5 15—20 i 03— 04
min-1 (35). Dane te zgadzajg sie z podanym uprzednio schematem, na
ktdrym cytochrom P-450 umieszczony jest w taricuchu transportu elektro-
néw z zred. NADP. Mozliwos$¢ redukcji cytochromu P-450 przez zred. NAD
sugeruje istnienie potgczenia miedzy systemem przenoszacym elektrony
z zred. NAD na cytochrom b5 oraz z zred. NADP na cytochrom P-450.
Jest ono lokalizowane miedzy flawoproteidem a czynnikiem X (11) lub
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bezposrednio cytochromem P-450 (24). Cooper i wsp. (6) proponowali
wigczenie do schematu dodatkowego po#gczenia miedzy zred. NAD
i zred. NADP, opierajagc swoje sugestie na wykryciu w mikrosomach ko-
ry nadnerczy wotu aktywnej transhydrogenazy.

b) Hamowanie przez tlenek wegla zlokalizowanej w mikrosomach
aktywnosci hydroksylacji sterydéw na C2i wykryli Ryan i Engel
(34). NaSwietlenie zahamowanego preparatu przywraca te aktywnosé¢ (32).
Maksymalng reaktywacje mozna uzyska¢ dziatajagc Swiattem o diugosci
fali 450nm (rysunek 3). Przy tej dtugosci fali kompleks cytochrom P-450-
tlenek wegla posiada maksimum absorpcji.

Dhugos¢ Fali,ym

Rys. 3. Wplyw Swiatta odwracajagcy hamowanie hydroksylacji sterydéw przez
tlenek wegla (32)

L xx K .
Na osi rzednych odtozony stosunek---------- , gdzie L = ———- , i—natezenie $wiatta, KhiKj
L x450 1Kd
state szybkos$ci reakcji po i bez oswietlenia

Podobne wyniki otrzymano badajagc odwracanie zahamowanej tlenkiem
wegla mikrosomalnej demetylacji kodeiny, 4-monometyloaminopiryny
i hydroksylacji acetanilidu (6).

c) Wstrzykniecie substancji ksenobiotycznych do organizmu zwierze-
cego powoduje bardzo szybki wzrost ilosci cytochromu P-450 (10,22).
Ernster i Orrenius (10), podajagc szczurom luminal, wykazali
Scisty zwigzek miedzy wzrostem ilosci cytochromu P-450 a zwiekszeniem
aktywnos$ci hydroksylacji i aktywnos$ci reduktazy zred. NADP-cytochrom
c, ktéra przypisywana jest flawoproteidowi bioracemu bezposredni udziat
w przenoszeniu elektronéw z zred. NADP na tlen. W tych samych wa-
runkach nie obserwowano wzrostu aktywnosci reduktazy zred. NAD-cy-
tochrom ¢ ani wzrostu poziomu cytochromu b5 (rysunek 4).
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Rys. 4. Zmiany zawartosci sktadnikéw mikrosomalnych oraz niektérych aktywnosci
enzymatycznych w preparatach z watroby szczuréw traktowanych luminalem

Na osi rzednych odtozona wielokrotno$¢ zmiany zawartosci sktadnikéw lub aktywnosci mi-
krosomalnych, na osi odcietych —czas trwania doswiadczenia. Strzatki u goéry oznaczajg po-
szczegblne injekcje luminalu (wg 10)

Zwigkszona synteza cytochromu P-450 oraz pozostatych enzymow fan-
cucha przenoszacego elektrony z zred. NADP na tlen zwigzana jest ze
wzrostem ilosci fosfolipidow w retikulum (10). Zmiany te nie sg jednak
Scisle skorelowane w czasie ze zmianami aktywnosci hydroksylazy.

d) Stymulacje syntezy cytochromu P-450 mozna wykry¢ przez odpo-
wiedni wzrost absorpcji przy 450nm preparatu mikrosoméw nasyconych
tlenkiem wegla. Wzrost ten jest proporcjonalny do zwiekszenia przyta-
czania znakowanego 'substratu (10). Poza tym dodatek substratu do pre-
paratu mikrosomalnego powoduje szereg efektdw, ktdére mozna interpre-
towac jako skutki oddziatywania z cytochromem P-450. Narasimhu-
lu (29) stwierdzit, ze dodanie ,27-hydroksyprogestronu do mikrosoméw
kory nadnerczy modyfikuje widmo optyczne preparatu. Wykryto row-
niez, ze w tych samych warunkach nastepuje zmiana widma ERP (7).
Substrat wykazuje takze dziatanie ochronne w procesie termicznego prze-
ksztatcania cytochromu P-450 w cytochrom P-420. Podobne dziatanie wy-
kazujg inhibitory hydroksylacji sterydéw — dikumarol (45) i metopiron
(46).

I11. Mechanizm dziatania cytochromu P-450

Koncowe miejsce, jakie zajmuje cytochrom P-450 w }lancuchu trans-
portujgcym elektrony z zred. NADP sugeruje, ze spetnia on bezpoS$rednig
funkcje wprowadzania do czasteczki substratu zaktywowanego uprzednio
tlenu. Za udziatem zelaza w tym procesie przemawiajg wyniki szeregu
badah przeprowadzonych na uktadach modelowych (15, 38, 44).
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Sposéb aktywacji tlenu przez hemowo zwigzane zelazo cytochromu
P-450 nie jest jeszcze wyjasniony catkowicie. Staudinger i wsp.
(38), opierajagc sie na badaniach hydroksylacji acetanilidu przez modelowe
uktady zawierajace Fe2+ i HD 2 oraz Fe2+, tlen i czynnik redukujacy,
jak rowniez przez uktady zawierajagce fizjologiczne donory elektronéw
(zred. NAD, zred. NADP) i preparaty enzymow mikrosomalnych, suge-
ruja udziat zelaza w tworzeniu wolnych rodnikéw typu OHZ1 Ilub 0 2H-,
reagujacych nastepnie z czasteczka substratu. Chociaz pojawianie si¢
wolnych rodnikéw w trakcie redukcji tlenu przez cytochrom P-450, jak
i przez inne enzymy zawierajgce metal, nie zostalo jeszcze bezpos$rednio
udowodnione, to jednakze nie jest ono wykluczane (5).

Stosunkowo najpetniejszy model dziatania cytochromu P-450, ttuma-
czacy dodatkowo szereg jego charakterystycznych wiasnosci, podajg Wil -
liams iwsp. (15, 44). Zaktadaja oni aktywacje tlenu w kompleksie z ze-
lazem zwigzanym z porfiryng, przy wspotdziataniu elektronéw pocho-
dzacych z jednoelektronowego donora, najprawdopodobniej grupy tiolo-
wej (schemat 3).

RS" RS' RS’
Fe(I)02-XH Fe(ll)0Z-XH Fe(lll) +XOH+H20

RS"
Fe00
Schemat 3. Model dziatania cytochromu P-450 (wg. 15)
XH, XOH —substrat d uhydroksylowany produkt, RS —ugrupowanie z rodnikiem tiolowym

Juz poprzednio (24) stwierdzono w poblizu zelaza obecnos$¢ grupy tio-
lowej, ktora warunkowata charakterystyczny dla formy utlenionej nisko-
spinowy sygnat ERP. Wygaszanie sygnatu ERP w trakcie redukcji cyto-
chromu P-450 ttumaczone jest ostabieniem oddzialywania Fe-S i przej-
Sciem zelaza w stan wysokiego spinu (15).

Podany powyzej model ttumaczy mechanizm aktywowania tlenu, nie
uwzglednia natomiast drugiego aspektu niezbednego do petnego zrozu-
mienia dziatania cytochromu — sposobu i specyficznosci taczenia sie
z substratem.

IVV. Specyficzno$¢ substratowa cytochromu P-450

Substraty ulegajace hydroksylacji przy udziale cytochromu P-450 réz-
nig sie od siebie strukturg chemiczng. Substraty endogenne nalezg do
dwéch grup: kwaséw ttuszczowych i sterydéw. Hydroksylacja kwasoéw
thuszczowych zwigzana jest z wprowadzeniem grupy -OH w pozycje ®
(21, 33, 43). Sterydy hydroksylowane sg przy udziale cytochromu P-450
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w pozycjach: 63 (1), 7a (2), lip (26), 16a (1), 18 (2), 20oc (37) i' 21 (32). Hydro-
ksylacja w pozycji 12a, zachodzgca w trakcie biosyntezy kwasu cholo-
wego, nie jest prawdopodobnie zwigzana z udziatem cytochromu P-450
(41). Nie jest rowniez jasny udziat tego cytochromu w hydroksylacjach
prowadzgcych do powstania cholesterolu (2, 3, 42).

Substraty egzogenne, przede wszystkim leki, przeprowadzane sg
w zwigzki bardziej polarne przy pomocy takich reakcji, jak N-, O-
i S-dealkilacja oraz hydroksylacja rodnika aromatycznego lub alifatycz-
nego (8).

Wobec tak duzej roznorodnosci budowy substratéw hydroksylaz inte-
resujgcy jest problem specyficznosci przytgczania poszczegdlnych zwiaz-
kéw do cytochromu P-450. Mogg bowiem zachodzi¢ trzy mozliwosci:

1. Cytochrom P-450 posiada jedno miejsce wigzania substratu, wysoce
niespecyficzne.

2. Cytochrom P-450 ma kilka miejsc wiazania dla réznych substratow.
3. Cytochrom P-450 nie jest jednym enzymem, lecz istnieje cata ich
grupa, z ktérej kazdy reaguje z odpowiednim substratem lub grupa po-
dobnych substratow.

Szereg danych zdaje sie przemawia¢ za jedna z ostatnich hipotez.
Wszystkie substraty wiazace sie z cytochromem P-450 mozna og6lnie
podzieli¢ na dwie grupy, roznigce sie fizykochemicznymi witasno$ciami
kompleksu z cytochromem P-450 oraz dziataniem na synteze enzymu.
Substraty pierwszej grupy (luminal, aminopiryna, heksobarbital) mody-
fikujg widmo optyczne cytochromu P-450 wywotujgc pojawienie sie mak-
simum przy okoto 390nm i minimum przy 420nm (9,26) oraz widmo ERP
powodujac zwiekszenie intensywnosci sygnatu g3 (7). Kompleksy cyto-
chromu P-450 z substratami drugiej grupy (3-metylocholantren, anilina)
charakteryzujg sie réznicowym widmem optycznym o minimum przy
okoto 390nm i maksimum przy 420nm (rysunek 5), a w widmie ERP
sygnat gi jest bardziej, g3 za$ mniej intensywny niz w widmie cyto-
chromu P-450. Pomiedzy obiema grupami nie istnieje wsp6tzawodnictwo
taczenia sie z enzymem; natomiast w obrebie grupy poszczeg6lne substraty
konkurujg miedzy soba.

Roznice w dziataniu luminalu i 3-metylocholantrenu na synteze cy-
tochromu P-450 przejawiajg sie zarbwno w samym procesie biosyntezy,
jak i w charakterze powstatego enzymu. Luminal powoduje wolniejszy
wzrost aktywnos$ci hydroksylacyjnej niz 3-metylocholantren oraz bardziej
wyrazne zmiany w mikroskopowym obrazie mikroSoméw (20). Badania
nad zanikaniem radioaktywnos$ci wprowadzonej do rdzenia porfirynowego
cytochromu P-450 poprzez podanie znakowanego trytem kwasu S-amino-
lewulinowego wykazujg, ze zanikanie to jest wolniejsze w przypadku
cytochromu P-450 powstatego pod wpitywem 3-metylocholantrenu niz
w cytochromie stymulowanym luminalem, przy czym wyklucza sie dzia-
tanie ochronne 3-metylocholantrenu na gotowy juz enzym (19). Sugeruje



510 K. STARON [0]

Rys. 5. Widma réznicowe komplekséw mikrosoméw watroby szczura: A — z anilina,.
B — z heksobarbitalem (7)

OA —przyrost absorpcji

to, ze rdzen porfirynowy cytochromu P-450 powstatego pod wpitywem
3-metylocholantrenu jest metabolizowany wolniej, niz w analogicznym
cytochromie stymulowanym luminalem. Kompleks izocyjanku etylu z cy-
tochromem P-450 syntetyzowanym pod wptywem luminalu wykazuje
podobny, jak w naturalnym enzymie, stosunek maksiméw przy 430
i 455nm, podczas gdy w cytochromie stymulowanym 3-metylocholantre-
nem maksimum przy 455nm wzrasta w wiekszym stopniu. Wreszcie enzy-
my indukowane obydwoma zwigzkami réznig sie miedzy soba potoze-
niem maksimum w widmie kompleksu z tlenkiem wegla oraz kinetyka
hydroksylacji poszczeg6lnych substratéw (1).

Za bezposredni dowdd istnienia dwéch form cytochromu P-450 moga
postuzy¢ badania przeprowadzone przez Imai i Sato (16) nad kom-
pleksem cytochromu z izocyjankiem etylu. Stosunek intensywno$ci mak-
siméw widma rdznicowego tego kompleksu zalezy od pH, przy czym przy
granicznych wartosciach jedno z maksiméw zanika catkowicie. Intensyw-
nos¢ maksimum przy 455nm wykazuje takg samg zalezno$¢ od pH, jak
szybko$¢é hydroksylacji aniliny. Na tej podstawie Imai i Sato iden-
tyfikujg pasma absorpcji przy 430 i 455nm z dwiema formami cytochro-
mu P-450 o tym samym powinowactwie do izocyjanku etylu, ktore to
formy w zakresie pH 6—8 przyjmujg rézne stany réwnowagi. Brana jest
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jednak réwniez pod uwage mozliwos¢ zalezniej od pH kombinacji izo-
cyjanku etylu z jedng tylko formg cytochromu.

Wydaje sie, ze wigzanie pewnej grupy substratéw przez okreSlong
tylko forme cytochromu P-450 nie jest jedynym powodem specyficznosci
proceséw hydroksylacji, przynajmniej w odniesieniu do substratéw fizjo-
logicznych. Wiele z tych substratéw wykazuje przed lub po wprowadzeniu
grupy hydroksylowej aktywnos$¢ biologiczng (hormony sterydowe). Stad
tez nawet przyjmujac istnienie kilku form cytochromu P-450 trudno jest
wyobrazi¢ sobie regulowang synteze czy tez degradacje kazdego z hormo-
néw. Jest natomiast prawdopodobne, ze na regulacje proceséw hydroksy-
lacji moze mieé wptyw rdéwniez lokalizacja cytochromu P-450 w dwu
réznych organellach —w mikrosomach i mitochondriach. Rozgranicze-
nie poszczegO6lnych hydroksylacji systemem bton o réznej przepuszczal-
nosci moze by¢ czynnikiem warunkujacym dostepno$¢ substratu dla cy-
tochromu P-450 i przez to decydujacym o charakterze ostatecznego pro-
duktu.
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Drogi przemian metyloglioksalu w organizmach zywych

The Metabolic Pathway of Methyloglyoxal in Living Organisms

The production and utilization of methyloglyoxal in living organisms are re-
viewed. The physiological role of this compound is discussed.

Metyloglioksal (aldehyd pirogronowy) jest zwigzkiem posrednim
w przemianach weglowodanéw, aminokwaséw i ciat ketonowych, a takze
moze odgrywa¢ wazng role jako czynnik regulujagcy podziaty komérkowe.

I. Przemiany metyloglioksalu

Drogi przemian metyloglioksalu w organizmach zywych przez dtugi
czas nie byty dobrze poznane, sagdzono nawet, iz jest on zwigzkiem nie-
fizjologicznym. Na podstawie licznych badan prowadzonych od'przeszto
50 lat wiadomo obecnie, ze z metyloglioksalu moze powstawac¢ d(—)-mle-
czan poprzez S-laktoiloglutation lub pirogronian w procesie bezpos$red-
niego utlenienia.

1. Przemiana metyloglioksalu do d(—)-mleczanu

Przemiane metyloglioksalu do d(— )-mleczanu odkryli w 1913 roku
niezaleznie Neuberg (69) oraz Dakin i Dudley (12). Przemianeg
te nazwano reakcja glioksalazowg i uwazano poczatkowo, iz katalizuje ja
jeden enzym — glioksalaza (1,13,29,30,38,70,110), wystepujacy pow-
szechnie w tkankach roslinnych, zwierzecych i mikroorganizmach (8, 9,
37, 44, 59, 76). Pdzniej wykazano jednak, ze jest to proces dwustopniowy,
katalizowany przez dwa enzymy: glioksalaze | (metyloglioksalo-liaza
S-laktoilo glutationu, EC 4.4.1.5) oraz glioksalaze Il (hydrolaza S-2-hydro-
ksyacyloglutationu, EC 3.1.2.6).

* Dr, Zaktad Biochemii, Akademia Medyczna, Warszawa
** Dr, Instytut Biochemii i Biofizyki, Polska Akademia Nauk, Warszawa
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Glioksalaze | w postaci krystalicznej otrzymatl Racker (78) z droz-
dzy. Wiasnosci fizyko-chemiczne tego enzymu zostaty do$¢ dobrze po-
znane (42, 78). W organizmach zwierzecych glioksalaza | wystepuje r6-
wnoczesnie z glioksalazg Il. Te ostatnig otrzymano z serca i watroby wo-
towej (32, 48, 78).

Lohmann (55) wykazat, ze koenzymem glioksalazy | jest zreduko-
wany glutation, co potwierdzili tez inni badacze (4, 16, 27, 48, 50, 51, 75).
Zastuguje na podkreSlenie iz jest to pierwsza reakcja enzymatyczna,
w ktérej stwierdzono koenzymatyczng funkcje glutationu. Do wyjas-
nienia roli jakg spetnia GSH w procesie utleniania metyloglioksalu przy-
czynili sie Kuhnau (52) oraz Jowett i Quastel (44), ktorzy
zaobserwowali zanikanie grup -SH glutationu w obecnosci metylogliok-
salu. Nastepnie Girsavicius i Heyftez (32) oraz Yamazoye
i wsp. (68, 111) stwierdzili, ze podczas reakcji katalizowanej przez watro-
bowg glioksalaze grupy -SH glutationu reagujag w stosunkach ekwimolar-
nych z metyloglioksalem, a nastepnie regenerujg sie po wytworzeniu
d(—)-mleczanu (rysunek 1).

Czas, min

Rys. 1. Odwracalne zanikanie glutationu podczas reakcji glioksalazowej (wg. ss)

———————— GSH, -------—--- metyloglioksal, D(-)mleczan. Powtérne dodanie glutationu
w miejscu wskazanym strzatkag

Wysunieto wiec hipoteze (10, 11), ze metyloglioksal i glutation tworza
kompleks, ktéry moze byé posrednim produktem reakcji. Hipoteze te
potwierdzit Yamazoye (111), ktéry wyizolowat z mieszaniny inkuba-
cyjnej enzymatycznie utworzony zwigzek posredni stabilny w tempe-
raturze pokojowej w S$rodowisku stabo kwasnym lub obojetnym. Pod
wpltywem enzymatycznych wyciggéow z watroby zwigzek ten ulegat hy-
drolizie do glutationu i d(—)-mleczanu. Produkt pos$redni reakcji gliok-
salazowej zidentyfikowano jako S-laktoiloglutation (78, 79, 105, 106, 107,
108) o charakterystycznej absorpcji $Swiatta z maksimum przy dtugosci
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fali 240 nm (78, 79). Wiasciwos¢ te wykorzystano przy opracowaniu spek-
trofotometrycznej metody oznaczania aktywnos$ci glioksalazy | i Il, jak
rowniez do ilosciowego oznaczania stezenia glutationu (5, 104, 109).

Racker (77) zaproponowat mechanizm reakcji glioksalazowej, we-
dtug ktorego glioksalaza | katalizuje kondensacje enolowej formy mety-
loglioksalu (I) z GSH tworzac S-laktoiloglutation w formie enolowej
(I1). Enolowa forma produktu posredniego (Il) przechodzi prawdopodob-
nie w nieenzymatycznej reakcji w forme ketonowg (Ill), ta za$ ulega
hydrolizie do d(—)-mleczanu i glutationu pod wptywem glioksalazy II.
Przebieg tych reakcji przedstawia sie nastepujgco (77):

CH3 CH3 CH3
glloksalaza |
Cc=0 #C OH + GSH ——-—rmm- C—OH
I
éZO !2:0 C—oH
| |
SG
o (I
CH3 CH3
\ glioksalaza 11
H—C—OH —— e > H—C—OH + GSH
/ I
c=0 COOH
SG
(1)

Na podstawie wynikow badafn nad konwersja metyloglioksalu do
d(—)-mleczanu w S$rodowisku wodnym zawierajacym tryt Rose (81)
sugerowat nastepujacy mechanizm reakcji:

@) O
glioksalaza | glioksalaza Il
CH:C—C + GSH —--mmmmmm- CHs—C—C SG — ——-—>
I\ I
O H HO O

-> CH3—-CH—COOH + GSH

|
HO

Zdaniem autora, glioksalaza | katalizuje wewnatrzczasteczkowg oksy-
do-redukcje metyloglioksalu z jednoczesng tioestryfikacjg. Mechanizm
ten jest interesujacy ze wzgledu na podobienstwo do reakcji Cannizaro
otrzymywania kwasu mlekowego z aldehydu pirogronowego w $rodo-
wisku zasadowym. Cliffe i Waley (7) uwazajg natomiast, ze glio-
ksalaza | nie reaguje z metyloglioksalem i glutationem, lecz w wyniku nie-

2 Postepy Biochemii 4/70 r.
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enzymatycznej reakcji powstaje hemitioacetal, ktéry w potgczeniu z en-
zymem ulega przemianie do S-laktoiloglutationu wg nastepujacej reakcji:

Metyloglioksal + glutation hemitioacetal (nieenzymatycznie)
Hemitioacetal + glioksalaza | <* kompleks enzym-substrat

Utlenienie powstajgcego w wyniku reakcji d(—)-mleczanu do piro-
gronianu wymaga udziatu racemaz, ktére katalizujg jego izomeryzacje
do formy 1(+) (39, 46, 56).

W wyniku licznych badan nad metabolizmem a-hydroksykwaséw
obok enzymow utleniajgcych L-a-hydroksykwasy, odkryto enzymy utle-
niajace ich D-izomery, w tym réwniez d(—)-mleczan. Tubbs i Gre-
ville (94, 95 96, 97) stwierdzili obecno$¢ tych enzyméw w mitochon-
driach watroby i nerek krolika. Oksydoreduktazy specyficzne w stosunku
do d i1 mleczanu wyizolowano z wielu mikroorganizmow (3, 14, 45, 63,
64, 74, 90), wykryto je takze w komoérkach drozdzy beztlenowych (83).
W Swietle powyzszych odkryé, powstajacy w wyniku reakcji glioksala-
zowej d(—)-mleczan, moze by¢ wykorzystany przez komoérke jako dodat-
kowe zrodto energii, niezalezne od glikolizy, w ktdrej powstaje 1(+)
forma mleczanu.

Ze wzgledu na duzg aktywnos$¢ enzyméw glioksalazowych stezenie
wolnego metyloglioksalu w tkankach jest nieznaczne. Zaobserwowano
jednak, ze u zwierzat cierpigcych na awitaminoze HJ nagromadza sie me-
tyloglioksal (26, 84, 85, 89) oraz pojawiajg sie objawy zatrucia tym zwigz-
kiem i hypoglikemii insulinowej (47, 103). Przypuszcza sie, ze bezposred-
nim powodem nagromadzania si¢ metyloglioksalu przy niedoborze wita-
miny Bj jest zmniejszenie poziomu glutationu w tkankach i w wyniku
tego obnizenie aktywnosci glioksalazy (15, 103).

2. Przemiana metyloglioksalu do pirogronianu

Przez dtugi czas przemiana metyloglioksalu do d(—)-mleczanu byta
uwazana za jedyny szlak metaboliczny tego zwigzku. Dla organizmoéw
zdolnych utlenia¢ tylko forme 1 mleczanu, proces ten wydaje sie jednak
nieekonomiczny, co sktonito badaczy do dalszych poszukiwan innych
drég przemiany metyloglioksalu.

Monder (65 66) wyizolowat z tkanek ssakow dehydrogenaze a-ke-
toaldehydow (oksydoreduktaza aldehyd: NAD(P),) (EC 1.2.1.5), ktora kata-
lizuje bezposrednie utlenianie metyloglioksalu do pirogronianu wg na-
stepujacej reakcji:

CH. CH-
C=0 + HD 4 NAD(P) -» C=0 + zred. NAD(P) + H+
C=0 COOH

\H
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Enzym nie katalizowat reakcji odwrotnej, tzn. redukcji pirogronianu,
nie utleniat rowniez d(—) i 1(+) mleczanu w obecnosci nukleotyddw
pirydynowych. Do dziatania katalitycznego omawianego enzymu, w prze-
ciwienstwie do reakcji glioksalazowej, nie jest konieczna obecnos$¢ zre-
dukowanego glutationu. Poza metyloglioksalem, enzym katalizowat réw-
niez utlenienie innych a-ketoaldehydéw: glioksalu, fenyloglioksalu i al-
dehydu hydroksypirogronowego. Reakcje utleniania metyloglioksalu do
pirogronianu katalizujg conajmniej dwa enzymy, z ktorych jeden wy-
maga do aktywnos$ci NAD, a drugi NADP. W badanych preparatach oksy-
doreduktazy aldehydowej z watroby owcy nie udato sie rozdzieli¢ tych
dwéch enzymoéw, pomimo ze w czasie oczyszczania stosunek aktywnosci
uzaleznionej od NAD do aktywnos$ci uzaleznionej od NADP zmieniat
sie w granicach od 1,3 do 0,7. Enzymy te rOznity sie rdwniez warto$ciami
Kmi Vmax w stosunku do poszczeg6lnych substratow, rozny byt takze
wpltyw analogéw koenzymdw na te dwie aktywno$ci. Jak sugerujg auto-
rzy, rola oksydoreduktazy a-ketoaldehyddw, poza utlenianiem metylo-
glioksalu do pirogronianu z pominieciem etapu tworzenia d(—)-mleczanu,
moze polega¢ rowniez na jej udziale w cyklicznej regeneracji nukleoty-
dow pirydynowych wg nastepujacej reakcji (65):

Metyloglioksal + NAD - pirogronian + zred. NAD + H+

Pirogronian + zred. NAD + H+ ->L(+)mleczan + NAD

Reakcje utleniania metyloglioksalu do pirogronianu, odkrytg przez
Mondera (65,66) potwierdzili Bonsignore i wsp. (6). Stwier-
dzili oni, ze w watrobie szczura metyloglioksal powstaje z aldehydu glice-
rynowego i nastepnie ulega przemianie do L(+ )-mleczanu poprzez piro-
gronian. Reakcja ta moze stanowié¢ etap w metabolizmie fruktozy —
prekursora aldehydu glicerynowego. Enzymy utleniajgce metyloglioksal
wg schematu zaproponowanego przez Mondera (patrz wyzej) wystepuja
ponadto w mikroorganizmach (40).

Jak wynika z badan Jellum (41) odkryta przez Mondera oksydo-
reduktaza a-ketoaldehydow jest identyczna z enzymem katalizujgcym
utlenienie  2-keto-3-dezoksyglukozy do 2-keto-3-dezoksyglukonianu.
2-keto-3-dezoksyglukoza nie ulega utlenieniu pod wptywem glioksalazy.

1. Powstawanie metyloglioksalu w przemianie weglowodanow

1. Powstawanie metyloglioksalu w przemianie weglowodanéw

Poczatkowo tworzenie sie metyloglioksalu wigzano z procesem gliko-
lizy. Sadzono, ze jest to niespecyficzny, nieenzymatyczny proces towa-
rzyszacy glikolizie oraz ze metyloglioksal nie jest fizjologicznym substra-
tem dla glioksalazy. Meyerhof (61) stwierdzit, ze aldehyd pirogro-

2*
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nowy tworzyt sie w nieenzymatycznej reakcji z triozofosforanu, ale re-
akcji tej nie przypisywat istotnej roli w zywej komorce. Rowniez Mey -
er (60) postulowat, ze fosforan triozy ulega nieenzymatycznej defosfo-
rylacji do aldehydu glicerynowego, a ten z kolei w samorzutnej reakcji
ulega przemianie do metyloglioksalu. W 1968 roku Riddle i Lorenz
(80) wykazali, ze w warunkach fizjologicznego pH i temperatury mety-
loglioksal powstaje z dwuhydroksyacetonu i D,L-gliceroaldehydu bez
udziatu enzymu. Reakcja jest katalizowana przez niektdre aniony (arse-
nian, arsenin, boran) a takze Tris.

Wiekszo$¢ jednak badaczy utrzymuje, ze powstawanie metylogliok-
salu w wyniku przemian fosfocukrowcow jest specyficzng reakcja enzy-
matyczng. Otrzymano dane sugerujace, iz wyciagi enzymatyczne z ko-
moérek watroby i nerek szczura katalizujg przemiane dwufosforanu hek-
sozy do metyloglioksalu (2, 86, 87, 101). Reakcja ta jest odwracalna i prze-
biega niezaleznie od glikolizy, gdyz fluorki hamujgce beztlenowg prze-
miane dwufosforanu heksozy nie wptywajag na nig. Jej przebieg przed-
stawia sie nastepujgco (87):

n(—)-mleczan -> metyloglioksal  heksozyoiso L(+)-mleczan

Metyloglioksal moze powstawaé u Aspergillus niger i Pseudomonas
saccharophila przez utlenianie aldehydu fosfoglicerynowego w przypadku
zahamowania przemiany tego zwigzku do pirogronianu (25, 49). Ekstrakty
z komorek médzgowych gotebia katalizowaty w warunkach tlenowych
przemianeg a-glicerofosforanu do metyloglioksalu (43).

2. Powstawanie metyloglioksalu w przemianach cial ketonowych

Liczne badania wskazujg, ze metyloglioksal moze byé tez produktem
posrednim w przemianie cial ketonowych. Neuberg (71) stwierdzit,
iz hydroksyaceton, aldehyd mlekowy oraz metyloglioksal ulegajg wza-
jemnej enzymatycznej interkonwersji (schemat 1).

Kazdy z tych zwigzkéw moze by¢ nastepnie redukowany do propano-
diolu. Propanodiol lub jego ufosforylowana pochodna stanowi z kolei
posredni etap w przemianie acetonu prowadzgcej do glikolizy lub prze-
miany aktywnych fragmentéw jedno i dwuweglowych (82, 88). Stwier-
dzono (102), ze przemiane aldehydu mlekowego do hydroksyacetonu moze
katalizowa¢ dehydrogenaza alkoholowa z watroby. Przypuszcza sie, ze
enzym ten réwniez katalizuje utlenienie obu wyzej wymienionych zwigz-
kéw do metyloglioksalu.

Doktadnie zbadano in vitro przemiane acetooctanu do metyloglioksalu.
Milligan i Baldwin (62) stwierdzili, ze wyciggi enzymatyczne
z serca owcy katalizowaty oksydacyjng dekarboksylacje acetooctanu do
metyloglioksalu. Reakcja ta zachodzi w obecno$ci 02 i jonéw Mn2+ przy
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CPH OH
CH:;-C-CH:: oCHs C=CH: CH: _CI —(%l/l—

u M H
H3PG1 propandiol
lub

mréwczan lub octan

nC3-zwigzek posredni
cyklu glikolitycznego

1,2-fosfopropandiol
0 OH (OJN0)
CHj-E—han ACH3.C-C-H
hydroksyaceton metyloglioksal
OH O
"CHs-CH-C-H

aldertyd mlekowy

Schemat 1. Udzial metyloglioksalu w przemianie ciat ketonowych
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udziale hemoproteidéw: mioglobiny, hemoglobiny i cytochromu c jako
katalizatorow, przy czym najaktywniejszym katalizatorem okazata sie
mioglobina. Silnymi inhibitorami omawianej reakcji dekarboksylacja sg
cyjanki oraz tlenek wegla. Proponowany przez autoréw mechanizm

reakcji ilustruje schemat 2.

Schemat 2. Przemiana acetooctanu do metyloglioksalu (wg. 62)

Jak wynika z schematu 2 przemiana przebiega z utworzeniem wolno-
rodnikowych form acetooctanu przy udziale jonéw Mn2+. Nie wiadomo
jednak, czy reakcja ta przebiega roéwniez in vivo, gdyz wymagane steze-
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nie jonébw Mn2+ przewyzsza 50-krotnie stezenie tego jonu w tkankach.
Rowniez pH optymalne dla reakcji i wynoszace 5,0, odbiega znacznie od
pH fizjologicznego. Wyniki badan in vitro wskazuja jednak na stosun-
kowg tatwos$¢ przemiany acetooctanu do metyloglioksalu, co moze mieé
duze znaczenie w wyjasnieniu przemiany prowadzacej do syntezy trdj-
weglowych zwigzkéw posrednich w glikolizie z czteroweglowych ciat
ketonowych.

3. Powstawanie metyloglioksalu z aminokwaséw

Zdaniem E 1liolla (22) metyloglioksal moze powstawa¢ w organiz-
mach zywych w procesie przemian glicyny i treoniny, przy czym bez-
posrednim prekursorem jest aminoaceton (schemat 3).

CHj-CO-COOH
pirogroman CH3CO --C<H
ymetyloglioksal
bHrcH-caoH” glioksatazall

OH
D(-) mleczan

Schemat 3. Powstawanie metyloglioksalu w cyklu aminoacetonowym

Tworzenie sie aminoacetonu w tkankach zwierzecych oraz w mikro-
organizmach stwierdzito wielu badaczy (21, 23, 31, 58, 72, 73, 98). Szcze-
gétowe drogi powstawania tego zwigzku zostaly omoéwione w artykule
Malinowskiej (57).

Przemiana aminoacetonu do metyloglioksalu stanowita poczatkowo
jedyny niewyjasniony etap cyklu aminoacetonowego (schemat 3). Stwier-
dzono jednak, ze w surowicy wotu aminoaceton utlenia sie do metyloglio-
ksalu, przy czym ten ostatni tworzy sie w iloSciach rdwnowaznych do
ilosci zanikajagcego aminoacetonu.

Obecnie wiadomo, ze powstawanie metyloglioksalu w cyklu amino-
acetonowym zachodzi podczas oksydacyjnej dezaminacji aminoacetonu,
katalizowanej przez enzym z grupy oksydaz aminowych, ktéry otrzy-
mano z surowicy wotu. Reakcja ta przebiega nastepujaco:

CH:COCH:NH: + 0: CH3;COCOH + h202+ NH:s
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Powstajacy metyloglioksal zanika po dodaniu do mieszaniny reakcyjnej
glutationu i glioksalazy (24).

Mitochondria z watroby $winki morskiej réwniez utlenialy aminoace-
ton do metyloglioksalu (99). Zdolnos$¢ utleniania tego zwigzku do alde-
hydu pirogronowego wykazujg tez liczne mikroorganizmy. Bakterie z ga-
tunku Arthrobacter hodowane na treoninie jako jedynym zrodle wegla
wytwarzajg aminoaceton, ktéry z kolei ulega przemianie do metyloglio-
ksalu (34, 67). Zahamowanie dalszej przemiany metyloglioksalu jodooc-
tanem powoduje jego nagromadzanie sie. Rowniez Bacillus subtilis, Stap-
hylococcus aureus, Pseudomonas spheroides moga metabolizowaé amino-
aceton do metyloglioksalu. Prawdopodobnie omawiana przemiana za-
chodzi w sprzezonej reakcji enzymoéw: aminotransferazy amino-
kwas: 2-hydroksykwas oraz oksydoreduktazy NAD: 2-hydroksyaldehyd
(33, 35, 36). Aktywnos¢ tego uktadu hamujg silnie odczynniki reagujace
z grupami -SH, chelatory oraz niektére zwigzki karbonylowe.

Powstawanie metyloglioksalu w procesie oksydacyjnej dezaminacji
aminoacetonu faczy przemiany tego zwigzku z catym szeregiem innych
przemian. Utrata i Granick (100) zaproponowali schemat prze-
mian aminoacetonu i metyloglioksalu w mitochondriach z watroby $winki
morskiej w powigzaniu z innymi szlakami metabolicznymi (schemat 4).

Schemat 4. Metabolizm aminoacetonu i metyloglioksalu w mitochondriach z watroby
Swinki morskiej (wg. 100)

Aminoaceton tworzy sie pod wpltywem syntezy aminoacetonu (I) z glicyny i CoA oraz
w wyniku przemiany treoniny (XIll). W reakcji transaminacji z kwasem a-ketoglutarowym
(Il) powstaje kwas glutaminowy oraz metyloglioksal. Metyloglioksal powstaje tez w procesie
oksydacyjnej dezaminacji aminoacetonu (IIl) i moze ulega¢ dalszej przemianie do acetylo-CoA
w reakcjach 1V, V, VI, VII. Acetylo-CoA powstajacy takze w wyniku przemiany cytrynianu
(V1) oraz rozpadu malonylo-CoA (IX) moze by¢ wykorzystywany w cyklu kwasu cytryno-
wego (X), w syntezie kwasu aceturowego (XI) oraz ulec rozpadowi do kwasu octowego (XII)
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I11. Udziat metyloglioksalu w regulacji podziatbw komoérkowych

Nowe Swiatto na role jakg metyloglioksal spetnia w organizmach zy-
wych rzucity badania prowadzone przez Szent-Gyor gy iego iwsp.
(17, 20, 91). Wykazano w nich, ze metyloglioksal oraz jego pochodne po-
siadajg duzag aktywnos¢ biologiczng. Stwierdzono, ze aldehyd pirogrono-
wy i inne a-ketoaldehydy hamuja proliferacje komoérek E. coli i Stron-
gylocentrotus drobiachiensis. Réwniez podziaty pierwotniakéw, komoérek
kultur tkankowych ssakow oraz komorek nowotworowych sg bardzo wraz-
liwe na hamujgce dziatanie metyloglioksalu. Dziatanie to jest zwigzane
prawdopodobnie z hamowaniem przez metyloglioksal syntezy biatka. Syn-
teza kwasoéw nukleinowych DNA i RNA ulegata zmniejszeniu pod wpty-
wem metyloglioksalu tylko w nieznacznym stopniu (17, 20). Wykazano
ponadto, ze hamowanie podziatlow komodrkowych przez metyloglioksal
jest zwigzane z blokowaniem grup -SH, odgrywajacych wazng role w pro-
cesie podziatu komorki i ustepuje po dodaniu cysteiny lub innych zwigz-
kéw tiolowych (19, 93). Reakcje metyloglioksalu z grupami sulfhydrylo-
wymi dehydrogenazy bursztynianowej i zwigzang z tym utrate aktyw-
nosci wykazat juz poprzednio Kun (53, 54).

Po diuzszym czasie inkubacji dziatanie antymitotyczne metylogliok-
salu ustepuje, co zwigzane jest prawdopodobnie z jego rozkiadem przez
glioksalaze 1'i Il (19). W komorkach i tkankach a-ketoaldehydy wystepuja
w duzych stezeniach w postaci unieczynnionej dla glioksalaz (18, 28, 92),
prawdopodobnie w postaci kompleksu z grupami -SH blizej niezidenty-
fikowanych nos$nikéw. W komdrkach nowotworowych charakteryzujga-
cych sie szybkimi podziatami nie stwierdzono obecnosci metyloglioksalu,
ktory ulega catkowicie rozktadowi przez bardzo aktywne glioksalazy (75).

Wydaje sie, ze ukiad enzymatyczny metyloglioksal-glioksalazy |
i l1-d(—)-mleczan jest bardzo waznym biologicznym mechanizmem regu-
lujgcym ustrojowe podzialy komdrkowe.
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ROMAN LORENC *

Biochemiczne wiasciwosci kalcytoniny

Calcitonin, its Biochemical Properties

Some biochemical properties of calcitonin are reviewed.

Odkryta przez Coppa i Camerona (16, 17) kalcytonina lub, jak
podajg Hirsch i wsp. (30) — tyrokalcytonina, jest hormonem wptywa-
jacym na regulacje gospodarki wapniowej. Jego dziatanie jest antagoni-
styczne do parathormonu i polega na obnizeniu poziomu wapnia w krwi
(44, 46). Pochodzenie, rola fizjologiczna jak i historia odkrycia kalcyto-
niny byly juz przedmiotem osobnego artykutu w Postepach Biochemii
(24). Obecny artykut omawia wybrane zagadnienia biochemicznych wtas-
ciwosci kalcytoniny.

1. Biologiczna i radioimmunologiczna metoda oznaczania aktywnosci kalcytoniny

Istota proby biologicznej polega na wykorzystaniu wiasciwosci obni-
zania pod wptywem kalcytoniny poziomu wapnia w surowicy zwierzecia.
Mimo pozornej prostoty metody wprowadzenie préb biologicznych sta-
nowito moment zwrotny w badaniach nad kalcytoning, zwtaszcza ze ode-
graty one istotng role jako bodziec do wyodrebnienia hormonu w postaci
jednorodnej. Dzieki prébom biologicznym mozliwe stato sie badanie czyn-
nosci hormonu.

Do 1965 roku kazde z laboratoriow zajmujace sie wyodrebnianiem
i badaniami nad kalcytoning stosowato wiasny sposéb standaryzowania
preparatu. Dopiero od 1965 powszechnie przyjeto jednostke MRC, ktorg
zdefiniowano jako ,standard A dla kalcytoniny wyodrebnionej z tarczy-
cy”. Standard ten przygotowany przez Instytut Standardéw Biologicznych
Medical Research Council w Anglii zawierat oczyszczony preparat kalcy-
toniny wyodrebnionej z tarczycy $wini na etapie przed wysoleniem solg
wg preparatyki podanej przez Baghdiantza i wsp. (3). Jednostka
MRC zostata zdefiniowana na podstawie zawartosci kalcytoniny w 4 fiot-

* Dr med., Zakiad Biochemii, Studium Doskonalenia Lekarzy, Akademia Me-
dyczna, Warszawa
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kach zawierajgcych po 10 mg standardowego preparatu. Orientacyjnie
0,01 MRC podane podskdrnie szczurowi rasy Wistar o wadze 120 g powo-
dowato po uptywie 60 minut spadek poziomu wapnia o 1 mg~/o.

W 1967 roku standard A wyczerpat sie i zastgpiono go nowym stan-
dardem B. Jest to znacznie bardziej oczyszczony preparat kalcytoniny
Swinskiej o aktywnos$ci wHasciwej 22 J MRC/mg to znaczy okoto 900 razy
wiekszej w pordwnaniu ze standardem A. Ujemna strong nowego stan-
dardu jest jego niska stabilnos¢ (32).

Wyniki oznaczania aktywnos$ci preparatu kalcytoniny metodg biolo-
giczng zalezg od szeregu dodatkowych czynnikéw. Istotng role odgrywa
wiek, rasa i pte¢ zwierzat doswiadczalnych (29, 36, 45, 65). Najczesciej
stosuje sie do préb szczury. Zwierzeta o mniejszej wadze sg bardziej wraz-
liwe na kalcytonine (65) a zastosowanie diety ubogiej w wapn oraz row-
nolegte podawagnie fosforanéw i albuminy wzmagajg efekt obnizenia po-
ziomu wapnia pod wptywem Kkalcytoniny (29). Spadek poziomu wapnia
zalezy od sposobu podania kalcytoniny (rysunek 1). Najwyzsza i naj-
dtuzej trwajaca hypokalcemia wystepuje po dozylnym podaniu preparatu,
mniejszy skutek natomiast obserwuje sie po podaniu podskérnym lub
dootrzewnowym. Najefektywniejszy sposob opisany przez Kumara (36)
polega na podaniu kalcytoniny w dozylnej kroplowce. W tych warunkach
najsilniejszy spadek poziomu wapnia wystepuje po 30—60 minutach od
chwili podania preparatu (29, 65) przy czym do oznaczen pobiera sie
krew z aorty. W naszym laboratorium z rownym powodzeniem stosuje sie
pobieranie krwi z lewej komory serca (38).

Czas wmin.

Rys. 1. Préba biologiczna oznaczania aktywnos$ci kalcytoniny (wg 36)

Kazdy z punktéw odpowiada $redniej wynikéw pomiaru poziomu wapnia po dozylnym poda-
niu kalcytoniny grupie czterech szczuréw. Linie pionowe nad punktami oznaczajg rozrzut wy-
nikéw. Na osi poziomej —czas dziatania kalcytoniny



[3] KALCYTONINA 529

Ujemng strong préby biologicznej jest konieczno$¢ stosowania prepa-
ratu kalcytoniny o stosunkowo wysokiej aktywnosci wasciwej i rozpo-
rzadzania duzg grupa zwierzat o okre$lonych wspolnych parametrach.

Nowe nadzieje t3czg sie z metodami radioimmunologicznymi ze wzgle-
du na ich specyficzno$¢ i czuto$¢ (kalcytonine mozna oznaczac juz w ilosci
0,003—0,004 mJ). Metody te wprowadzili Arnauld iLittledike
(2) oraz grupa Deftosa (18, 37) stosujagc jako antygen kalcytonine
z tarczycy S$winskiej. Ostatnio Clark i wsp. (14) jako antygenu uzyli
juz materiatu wyodrebnionego z przypadka raka hialinowego tarczycy
ludzkiej. Antygen, w tym przypadku kalcytonina znakowana 13U stuzy
jednoczesnie za standard. Przy statym mianie przeciwciat mozna spo-
rzadzié krzywa wzorcowg (rysunek 2). Kalcytonina obecna w badanym
materiale tgczy sie ze specyficznymi w stosunku do niej przeciwciatami
przez co zmniejsza sie ilos¢ zwigzanego antygenu radioaktywnego. Pozwa-
la to okresli¢ posrednio stezenia kalcytoniny w badanym preparacie.

Rys. 2. Krzywa standardowa dla ludzkiej kalcytoniny (wg 14)
Czuto$¢ metody rzedu 100 pg

2. Wyodrebnianie i oczyszczanie kalcytoniny

Pierwsze aktywne preparaty kalcytoniny wyizolowano z tarczycy
szczura (30). Najczesciej stosowanym zrédtem kalcytoniny stata sie jednak
tarczyca Swinska ze wzgledu na stosunkowo tatwg dostepnos$¢ tego ma-
teriatu. Orientacyjnie tarczyca $winska zawiera trzy razy mniej a tar-
czyca ludzka sto razy mniej kalcytoniny na jednostke wagi w poréwnaniu
z tarczyca szczura (23). Hirsch iwsp. (30, 31, 33) otrzymali kalcytonine
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0 aktywnosci whasciwej 500 razy wyzszej od wyjsciowej stosujac ekstrak-
cje rozcienczonym HC1, a nastepnie wirowanie przy 100 000 g oraz oczysz-
czanie na zelach i wymieniaczach jonowych. Baghdiantz i wsp. (3)
ekstrahowali tkanke wysuszong i odtluszczong a kwasny ekstrakt frakcjo-
nowali przez wysalanie NaCl. Inaktywacja czesciowo oczyszczonych pre-
paratébw przez enzymy proteolityczne byta jednym z pierwszych bez-
posrednich dowoddw na peptydowy charakter hormonu. Tenenhouse
1wsp. (70) ekstrahowali proszek acetonowy z tarczycy mieszaning mocz-
nika, kwasu solnego i cysteiny, frakcjonowali wyciag chlorkiem sodu po
czym wytragcali aktywny preparat kwasem trdjchlorooctowym i oczysz-
czali dalej na kolumnach z Sephadex G-75. Otrzymany w ten sposob
preparat wydawat sie homogenny a jego ciezar czasteczkowy okres$lono na
8 700. Dopiero badania grupy Munsona i wsp. (39, 53) ujawnity, ze
kalcytonina jest eluowana z kolumny w po6zniejszych frakcjach niz to
okre$lit Tenenhouse ze wspoétpracownikami. Elektroforetyczny rozdziat
frakcji na zelu poliakrylamidowym wykazat ich heterogennos$¢ i pozwolit
otrzymac preparat o aktywnos$ci wiasciwej 50 000 razy wyzszej w stosun-
ku do wyjsciowej. Ciezar czasteczkowy tego preparatu wynosit 4 000.
Warto$¢ te potwierdzity zardwno obliczenia na podstawie elucji z kolumn
Sephadex jak i wyniki wirowania w gradiencie sacharozy (47).

Catkowite oczyszczenie kalcytoniny stato sie nastepnie udziatem wielu
innych pracowni (5, 22, 25, 28, 34, 55). Wyniki Pullera i wsp. (55)
dotyczace ogo6lnego skitadu aminokwasowego kalcytoniny okazaly sie
zgodne z danymi o peinej sekwencji, ktére uzyskano niezaleznie w labo-
ratoriach Pollsa (52, 54) i Nehera (42) a nastepnie tez w pracowni
Bella (5. Na podstawie tych danych Rillel i wsp. (61) a pdzniej
Guttmann iwsp. (26) zsyntetyzowali polipeptyd o aktywnosci biolo-
gicznej nie odbiegajacej od akywnosci natywnego preparatu kalcytoniny.

Budowe kalcytoniny z tarczycy $win przedstawiono juz w artykule
Geislera (24). Tu chcemy tylko zaznaczy¢, ze zarobwno petla utworzo-
na na N-koricu peptydu przez mostek dwusiarczkowy miedzy czgsteczka-
mi cysteiny w pozycji 1i w pozycji 7 i amid proliny na C-koncu kalcyto-
niny nasuwajg pewne analogie strukturalni z wazopresyng i oksyto-
cyna. Aktywnos$é hormonu ulega catkowitemu zniszczeniu pod wptywem
trawienia trypsyng lub chymotrypsyna (22, 33, 34, 69). U cztowieka w wa-
runkach fizjologicznych kalcytonina znajduje sie w gruczole tarczowym,
grasicy i przytarczycach (23) gdzie wystepuje w tak niskim stezeniu, ze
praktycznie wyklucza ono mozliwosci preparatywne. Natomiast w przy-
padku nowotworu tarczycy zwanego rakiem hialinowym lub rdzeniastym
lub litym stezenie kalcytoniny okazato sie ponad 100 razy wyzsze niz
w normalnej tarczycy. Z tego tez materialu Naher, Rinikier iwsp.
(42, 43, 59, 60) wyodrebnili i oczyscili kalcytonine ludzkg a Sieber
i wsp. (64) nastepnie na podstawie okres$lonej sekwencji aminokwasowej
preparatu zsyntetyzowali odpowiedni polipeptyd.



Rys. 3. u-glicerofosforanowa reduktaza menadionu w komoérkach prawidtowej tar-
czycy Swini
Silnie aktywne komérki (czarne) odpowiadaja komérkom C uczestniczacym w syntezie kal-
cytoniny. Powiegkszenie 250X



Rys. 4. Prawidtowa tarczyca Swini

Gniazdo komoérek C w S$rodkowej czesci zdjecia. Barwienie hematoksyling i eozyng. Po-
wiekszenie 400X
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Omoéwienie budowy kalcytoniny ludzkiej oraz rdéznic w strukturze
pierwszorzedowej miedzy tym hormonem a kalcytoning $wini znajdzie
czytelnik rowniez w artykule Geislera (24). Nalezy tylko dodaé, ze
forma dimeryczna kalcytoniny ludzkiej przechodzi w monomer pod wpty-
wem IM amoniaku (41). Okazato sie tez, ze oprocz komérek raka hiali-
nowego i jego przerzutow zwiekszone wytwarzanie kalcytoniny wystepu-
je tez w przypadkach gruczolaka tarczycy. Gruczolaki takie okreSlone
scyntygraficznie jako ,,zimne” charakteryzowaly sie tez zwiekszong iloScig
komorek C. Ta nowa jednostka chorobowa otrzymata nazwe ,,C-cell
adenoma” (6).

3. Miejsce syntezy kalcytoniny

W tarczycy ludzkiej kalcytonina jest syntetyzowana przez tzw. ko-
morki C. Komérki te odznaczajg sie silng aktywnos$cia dehydrogenazy
a-glicerofosforanowej, ich jadra sg z reguty blade, jakby wyptukane a cy-
toplazma wyraznie kwasochtonna i delikatnie ziarnista (rysunek 3 i 4).
U cztowieka i psa ksztatt komorek C jest brytowaty, natomiast u $wini
i wotu wydtuzony (7).

Juz wstepne badania histochemiczne wskazywaty, ze komorki C tar-
czycy uczestniczg w syntezie kalcytoniny (48, 49). Ostateczne wyjasnienie
tej sprawy umozliwito jednak dopiero zastosowanie metod immunofluore-
scencyjnych. Inkubacja skrawkoéw gruczotu tarczowego z przeciwcia-
tami w stosunku do kalcytoniny znakowanymi fluoresceing ujawnia lo-
kalizacje kalcytoniny dzieki charakterystycznemu s$wieceniu w UV zwig-
zanych z nig przeciwciat. Pierwsze badania tg metodg przeprowadzone
przez Hargisa i wsp. (27) przyniosty do$¢ niespodziewane wyniki,
ze kalcytonina znajduje sie we wszystkich komérkach gruczotu tarczo-
wego. PéZniej okazato sie jednak, ze Hargis zastosowat jako antygen
niedostatecznie oczyszczony preparat kalcytoniny, co doprowadzito do
btednych wynikéw. Ostatecznie Bussolati i Pearse (11) wyka-
zali lokalizacje kalcytoniny w komdrkach C, aczkolwiek poczatkowo i oni
réwniez obserwowali charakterystyczne Swiecenie w perycytach i dopiero
w dalszych badaniach wyjasnili, ze efekt ten nie byt charakterystyczny
dla kalcytoniny (9). Pomimo ze zastosowany jako antygen preparat kal-
cytoniny nie byt homogenny Bussolati i Pearse (11) uzyskali
reakcje krzyzowe $Swiadczace o obecnosci komdrek C u psa i $wini. Lo-
kalizacje komorek C potwierdzili Kracht i wsp. (35), ktérzy zastoso-
wali jako antygen czeSciowo oczyszczony preparat kalcytoniny S$Swin-
skiej, a przeciwciata otrzymali z krolika. Kracht zidentyfikowat komarki
C rowniez u owcy i krélika natomiast nie uzyskat pozytywnych préb
krzyzowych z tarczycg krowy i ludzkg. Zarobwno wspomniane juz roznice
w strukturze pierwszorzedowej jak i ujemne proby krzyzowe z tarczyca

3 Postepy Biochemii 4/70r.
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ludzkg wskazywaty na istotne réznice biologiczne miedzy kalcytoninami
w zaleznosci od materiatu, z ktérego je wyodrebniono. Z drugiej strony
jednak kalcytonina pochodzenia s$winskiego podana cztowiekowi byta
biologicznie aktywna. Zagadnienie to nie jest rozstrzygniete w sposob
ostateczny. Badania radioimmunologiczne wskazujg na wysokg specyficz-
no$¢ gatunkowga preparatow kalcytoniny. Bussolati i wsp. (10) otrzy-
mali natomiast w przypadku raka hialinowego odczyny immunofluo-
rescencyjne, mimo ze zastosowali jako antygen kalcytonine pochodzenia
Swinskiego.

Istotne dla badan nad czynnikami wptywajacymi na biosynteze i wy-
dzielanie kalcytoniny sg dane dotyczace jej lokalizacji we frakcjach pod-
komérkowych. Bussolati i wsp. (9 na podstawie zaobserwowanej
w jaderku fluoresceneji wysuneli hipoteze o jego roli jako miejsca synte-
zy kalcytoniny. Bauer i Teitelbaum (4) wykazali, ze w tarczycy
Swini aktywnos$¢ kalcytoniny zwigzana jest z frakcjg osadzajacg sie przy
100 000 g, w ktérej to frakcji pod mikroskopem elektronowym stwierdza
sie obecno$¢ licznych ziarnisto$ci wydzielniczych. Podobne wyniki otrzy-
mywano dla tarczycy szczura i cielecia (15) odnajdujgc 85% aktywnoSci
homogenatu w osadzie otrzymanym po wirowaniu przy 100 000 g.

4. Zalezno$¢ funkcji od struktury

Pewne informacje o funkcji kalcytoniny uzyskano badajagc wptyw mo-
dyfikacji chemicznych reszt aminokwasowych hormonu na jego aktyw-
no$¢ biologiczng. Okazato sie, ze preparat oczyszczonej homogennej kalcy-
toniny Swinskiej tracit prawie 98% aktywnos$ci po redukcji merkaptoeta-
nolem lub alkilowaniu kwasem jodooctowym, co prowadzito do powstania
S-karbamylocysteiny lub S-karboksyamidometylocysteiny (32). Modyfi-
kacja tryptofanu przy pomocy bromku 2-hydroksy-5-nitrobenzylu w pH
2 powodowata utrate 75°/0 aktywnosci. Nie wptywaty natomiast na aktyw-
nos¢ biologiczng wszelkie modyfikacje reszty metioniny i to zaréwno
utlenianie jak i alkilacja potagczona z powstaniem soli karboksymetylo-
sulfonionowej. Tak wiec dopdki metionina znajduje sie w pozycji 25 ani
jej zmiany przestrzenne ani zmiany tadunku elektrycznego nie wptywaja
na aktywno$¢ hormonu. Natomiast przerwanie taficucha polipeptydowego
w pozycji 25 pod wptywem bromku cyjanogenu, przy nienaruszonej struk-
turze tryptofanu w pozycji 13 powodowato catkowitg utrate aktywnosci
biologicznej, aczkolwiek aktywno$¢ immunologiczna preparatu pozosta-
wata niezmieniona. Strata aktywno$ci wywotana rozerwaniem tancucha
w pozycji 25 pozwala przypuszczac, ze fragment pozostaty po oderwaniu
7 aminokwaséw a zatem pozbawiony kwasu glutaminowego jest zbyt
zasadowy i to odbija sie na jego funkcji.

Badania dotyczace kalcytoniny ludzkiej wskazujg, ze zmiana pozycji
metioniny (z pozycji 25 na 8) stanowi istotng r6znice a mianowicie utle-
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nienie metioniny jak réwniez jej modyfikacje chemiczne sg w tym przy-
padku potgczone z calkowitg utratg aktywnosci.

5. Mechanizm dziatania kalcytoniny

Kalcytonina w przeciwienstwie do parathormonu (19, 57) nie jest wraz-
liwa na dziatanie aktynomycyny D. Brak wrazliwosci na dziatanie tego
antymetabolitu blokujagcego selektywnie proces transkrypcji wykazaty
miedzy innymi badania na szczurach (1, 68). Stwierdzono, ze uprzednie
podanie aktynomycyny nie wptywa na efekt hypokalcemiczny hormonu,
a nawet po 8 i 12 godzinach wzmaga go prawdopodobnie na skutek zablo-
kowania dziatania parathormonu mozna wiec przypuszcza¢, ze dziatanie
kalcytoniny jest niezaleznym od powstawania nowego RNA a wiec i po-
$rednio nowego biatka.

Pearse (50) na podstawie badan histochemicznych sadzi, ze kalcy-
tonina jest syntetyzowana w komorkach nalezacych do duzej grupy ko-
morek wydzielania wewnetrznego tzw. ,,APUD”. Obok innych cech mor-
fologicznych komorki tej grupy charakteryzujg sie wiasnoscig gromadze-
nia amin oraz ich karboksylowych prekursoréw. W grupie hormonéw wy-
dzielanych przez te komérki obok kalcytoniny znajduje sie caty szereg
hormonow polipeptydowych o podobnych fragmentach struktury pierw-
szorzedowej. Niektére z nich, réwniez i kalcytonina wystepujg zdaniem
Pearsa (51) w komorce w postaci prekursoréw. Badania nad cyklicz-
nym AMP ujawnity jego istotng role w mechanizmie dziatania szeregu
hormonoéw (62). Sadzi sie, ze hormon przenoszony z krwiobiegiem z miej-
sca jego syntezy do miejsca dziatania stymuluje tam powstawa-
nie odpowiednich ilosci cyklicznego AMP. Zwigzek ten wraz z cyklaza
adenilowa (56, 66) oraz specyficzng dla niego fosfodwuesteraza (12) two-
rzy uktad, dzieki ktéremu sygnat niesiony przez hormon ulega ,,wzmocnie-
niu” lub ,wyciszeniu” (8, 63). Korelacje stezeA AMP z efektem dziatania
hormonu spostrzezono dla katecholamin (67), insuliny (20), acetylocholiny
(40) oraz szeregu innych hormonow (62).

Badania tego typu wydajg sie interesujgce rowniez w przypadku kal-
cytoniny. Wraz ze wzrostem poziomu wapnia w krwi wzrasta poziom
cyklicznego AMP w komorkach kostnych, co ttumaczy sie mobilizacja
wapnia kostnego zwigzang ze stymulacjg przez parathormon aktywnosci
cyklazy adenilowej. Natomiast hypokalcemiczny efekt dziatania kalcy-
toniny wiaze sie ze stymulacjg aktywnosci fosfodwuesterazowej (72,74).
Za hipotezg tg przemawiajg obserwacje, ze pod wptywem teofiliny bloku-
jacej dziatanie fosfodwuesterazy (12) jak i izoproterenolu stymulujgcego
aktywnos¢ cyklazy adenilowej (67) poziom wapnia u szczuréw, ktorym
usunieto przytarczyce ulega podwyzszeniu (73). Réwniez podawanie przez
kilkanascie godzin kroplowki z dwumaslanem cyklicznego AMP szczurom,
ktorym operacyjnie usunieto tarczyce i przytarczyce powoduje efekt

3%
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analogiczny do podawania parathormonu a mianowicie podwyzszenie
poziomu wapnia w krwi oraz obnizenie poziomu fosforu (58). Efekt ten
wzmaga sie po podaniu teofiliny a ulega obnizeniu po podaniu kalcyto-
niny. Parathormon wzmaga wydzielanie cyklicznego AMP w moczu co
obserwowano szczeg6llnie wyraznie u zwierzgt z usunietymi przytarczy-
cami (13). Ze wzgledu na zaobserwowang przez Fleischa i wsp. (21)
role pyrofosforanu jako czynnika zapobiegajgcego rozpuszczaniu tkanki
kostnej interesujagce wydaja sie badania Tenenhousea i Rasmu-
ssena (71) dotyczace aktywnosci pyrofosfatazy. W uktadzie in vitro ba-
dano w komoérkach raka Ehrlicha aktywno$¢ pyrofosfatazy przy réznych
stezeniach wapnia, kalcytoniny i parathormonu. Okazalo sie, Ze stezenia
wapnia, ktére w $rodowisku bez dodatkow nie hamujg aktywnosci pyro-
fosfatazy po wprowadzeniu parathormonu hamuja te aktywno$¢ catko-
wicie. Dodanie kalcytoniny znosi to hamowanie. Natomiast stezenie wap-
nia (10-3M), ktore normalnie hamuje catkowicie aktywnos$¢ pyrofosfatazy,
w obecnosci kalcytoniny, nie tylko traci zdolno$¢ hamowania, ale nawet
zwieksza dwukrotnie aktywnosé pyrofosfatazy. Na tej podstawie autorzy
sadzg, ze badane hormony nie wptywajg na zwiekszenie syntezy enzymu
lecz na powinowactwo enzymu do substratu. Za powigzaniem z ukladem
cyklicznego AMP i w tym przypadku przemawia wystepowanie hamuja-
cego wptywu dwumaslanu cyklicznego AMP na aktywnos$¢ pirofosfatazy.

Obserwacje te nie sg wprawdzie wyczerpujace i nie wyjasniajg w spo-
sob ostateczny mechanizmu obu antagonistycznych w dziataniu hormo-
néw, niemniej umozliwiajg ustalenia ich punktu uchwytu.

Uwagi konhcowe

Otrzymanie kalcytoniny w postaci czystych homogennych prepara-
tow stwarza ogromne mozliwosci w badaniach zalezno$ci struktury od
funkcji a co za tym idzie ostatecznego wyjasnienia mechanizmu dziatania
hormonu. Interesujace i wcigz oczekujagce na wyjasnienie sg roznice ga-
tunkowe kalcytoniny pochodzenia ludzkiego i kalcytoniny wyizolowanej
z innych Zzrodet. Mozna oczekiwaé, ze udoskonalenie metod oznaczania
kalcytoniny a zwitaszcza wprowadzenie metod immunofluorescencyjnych
i radioimmunologicznych pozwoli rozstrzygnaé szereg niejasnosci do-
tyczacych lokalizacji, réznic w aktywnos$ciach biologicznych i immuno-
logicznych, a takze miejsc i sposobu syntezy tego polipeptydu.
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MAREK OMBACH*

Zmiany wyréwnawcze w nerce po jednostronnej nefrektomii

Compensatory Changes in the Remaining Kidney after
Unilateral Nephrectomy

Some functional, morphological and biochemical changes in the remaining kid-
ney after unilateral nephrectomy are reviewed. The hypotheses concerning the
mechanism of these changes have been discussed.

Wzrost narzgdow mozna traktowaé jako bezposredniag odpowiedz na
ich czynnosciowe obcigzenie badZ tez mozna zakladac, ze jest on a priori
okreSlony przez jakie$ regulatory humoralne (27). Artykut ten ma na
celu zapoznanie czytelnika z faktami z tej dziedziny, postugujgc sie jako
modelem zmianami zachodzacymi w nerce pozostatej w organizmie zwie-
rzecym po operacyjnym usunieciu drugiej nerki. Obserwacje dotyczgce
tego modelu mogg przyczyni¢ sie do zrozumienia istoty proceséw regu-
lujacych szybko$¢ wzrostu i podziatéw komdrkowych.

Operacyjne usuwanie nerki i nastepstwa tej operacji byty przedmio-
tem licznych badan, ktére zebral i przedstawit Nowinski (60). Po-
czatkowo badania prowadzono gtownie z punktu widzenia klinicznego.
Opanowanie techniki przeszczepéw nerkowych (86) a takze metod badania
czynnos$ci izolowanych kanalikéw i kiebuszkow nerkowych przesunety
obecnie zainteresowania w kierunku zmian biochemicznych w nerce wy-
konujgcej podwdjng prace. W pordwnaniu z bardzo intensywng odnowg
watroby po czesciowej hepatektomii (11, 12), nerka pozbawiona swojej
partnerki reaguje duzo wolniej i pierwsze morfologiczne zmiany sg wi-
doczne dopiero w kilka dni po operacji. Usuniecie czesci nerki powoduje
wprawdzie duzo szybszy proces odnowy i liczniejsze podziaty komorko-
we, ale ze wzgledu na czeste komplikacje (stany zapalne, uremia, wzmo-
zony przeptyw limfy) wyniki badan sg bardzo niejednolite i nie bedg tu
rozpatrywane.

Liczne teorie moéwigce o mechanizmie regulacji wzrostu nerki po jed-
nostronnej nefrektomii mozna podzieli¢ na takie, ktére ttumaczag prze-
rost nerki pozostawionej w. organizmie dodatkowym obcigzeniem jej
pracg oraz takie, wedtug ktérych informacja o prawidtowej wielkosci
nerki jest zawarta w tym narzadzie a wszelkie zmiany w ilosci masy

* Dr med., Zaktad Chemii Fizjologicznej, Akademia Medyczna, Warszawa
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tkankowej natychmiast wyzwalajg caty taricuch reakcji prowadzacy do
powstawania blizej jeszcze nie okreSlonych regulatoréw tkankowych.

Za teorig o wplywie wzmozonej pracy nerki na jej wzrost moga
przemawia¢ doSwiadczenia ze stosowaniem diety wysokobiatkowej (30,
46, 76, 92). U szczurow hodowanych na diecie bogatej w biatka przyrost
wagi nerek jest wiekszy niz u zwierzat kontrolnych. Zaktadajgc, ze przy-
czyng przerostu nerki jest konieczno$¢ wydalania zwigkszonej ilosci pro-
duktow katabolizmu biatkowego nalezatoby oczekiwaé, ze réwniez po-
dawanie tych produktow zwierzeciu powinno wywota¢ przyrost nerki.
Jednakze nie stwierdzono powiekszania sie nerki u zwierzat obcigzonych
mocznikiem doustnie (5, 19) lub pozajelitowo (33).

Wiele eksperymentalnych dowoddéw przemawia przeciwko teorii wy-
rbwnawczego przerostu nerki wywotanego wzmozonym obcigzeniem
czynnosciowym. Po jednostronnej nefrektomii stwierdzono wprawdzie
znaczny wzrost aktywnosci ATP-azy w pozostatej nerce (3). Gdy jednak
zamiast usuniecia jednej nerki przecieto jej moczowdd i odprowadzono
go do jamy otrzewnowej nie stwierdzono wzrostu aktywnosci ATP-azy,
mimo ze nerka z nieuszkodzonym moczowodem musiata wykonywac¢ pod-
wojng prace (20). Za zalezno$cig przerostu nerki od iloSci masy, a nie
wzmozonej pracy jest doswiadczenie Ferrisa opisane przez Weissa
(89). Ferris stwierdzit u ‘dwunastodniowych zarodkéw kurczecia, ze funk-
cja wydalnicza jest wykonywana przez mesonephros. Po kauteryzacji
w jednej nerce nie funkcjonalnego jeszcze metanephros zauwazono 70%
wzrost aktywnosci mitotycznej w drugiej nieuszkodzonej nerce.

I. Czynniki humoralne wplywajace na przerost nerki

Mozna przypuszczaé, ze nefrektomia powoduje zmiane ilosci lub ak-
tywnosci czynnika humoralnego (aktywatora lub inhibitora wzrostu). Te-
oretycznie idealnym modelem do sprawdzenia tej hipotezy sg zwierzeta
parabiotyczne, operacyjnie potgczone wspdélnym krgzeniem nie zapewnia-
jacym jednak wymiany krwi w takim stopniu, zeby praca normalnie
wykonywana przez cztery nerki mogta by¢ po nefrektomii wykonywana
rownomiernie przez trzy pozostate (87). Wyniki takich doswiadczen nie
sg jednoznaczne, mozna jednak przypuszczaé, ze czynnik humoralny prze-
chodzac przez potagczenie kapilarne za wolno i w zbyt matej ilosci jest
natychmiast unieczynniany (40, 43, 82).

Ogawa 1 Nowinski (64) przedstawili przekonywajace dowody
na istnienie czynnika humoralnego odpowiedzialnego za hypertrofie nerki.
Do hodowli tkankowej skrawkdéw nerkowych dodawali oni surowice zwie-
rzat, u ktorych uprzednio wykonano nefrektomie. Po trzech dniach stwier-
dzono w takich skrawkach znaczne podwyzszenie indeksu mitotycznego
w poréwnaniu z wartoscig dla skrawkéw hodowanych z dodatkiem suro-
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wicy z nieoperowanych zwierzat (indeks mitotyczny okresla ile komd-
rek na 10 tysiecy jest w tym samym stadium podziatowym). Stwierdzono,
ze czynnik w surowicy odpowiedzialny za te zmiany jest nietrwaly przy
100°, lecz stabilny przy 56° nie dializuje, jest specyficzny narzgdowo,
ale nie jest specyficzny gatunkowo. Podobne wyniki przedstawili row-
niez Lowenstein i Lozner (44).

W doswiadczeniach in vivo pozajelitowe podawanie surowicy zwie-
rzat po nefrektomii nie powodowato wedtug Gossa (25 i William-
sa (92) zadnych zmian w indeksie mitotycznym w stosunku do kontroli,
ale Lowenstein i Stern (45 zauwazyli w tych warunkach dwu-
krotnie szybsze znakowanie jader komoérkowych.

Rozbiezne sg réwniez dane o wplywie pozajelitowego podawania wy-
ciggéw z nerki na szybko$¢ podziatéw komoérkowych w tym narzadzie.
Wedtug Williamsa (92) i Gossa (25) nie wywotuje to zadnych
istotnych zmian, Semenowa (79) zaobserwowala trzykrotny wzrost
podziatdw komorkowych, a Saetren (78) stwierdzita w tych warun-
kach obnizenie aktywnos$ci mitotycznej.

Nie udato sie wykazac istnienia u matki czynnika humoralnego wpty-
wajagcego na nerke ptodu. Po nefrektomii u ciezarnej samicy nie stwier-
dzono zmian w czynnos$ci mitotycznej, ani wzmozonej syntezy RNA w ner-
ce ptodu mimo wyraznych zmian tego typu w pozostatej nere u matki
(26, 50). Nie jest jednak wykluczone, ze czynnik taki nie przenika po-
przez tozysko do krwiobiegu ptodu badz tez nerka ptodu nie calkowicie
uksztattowana i nie w petni funkcjonalna nie moze reagowa¢ na zewnetrz-
ne bodzZce.

Il. Wptyw innych czynnikéw na wzrost nerki

Wyrownawczy przerost nerki jest wiekszy u zwierzat mtodszych niz
u starszych, przy czym u zwierzat mtodszych jest on wynikiem gtéwnie
hyperplazji komoérkowej, u starszych za$ dominuje hypertrofia (88). Duzy
wptyw na przerost nerki ma sposob odzywiania. Zaréwno gtodzenie jak
i ograniczanie ptynéw hamuje wzrost indeksu mitotycznego w drugim
dniu po operacji, a przywrocenie podawania wody trzykrotnie go zwiek-
sza.

Najwiekszy wptyw na wyrédwnawczy przerost nerki maja hormony
przysadki mdzgowej, a gtownie hormon wzrostu (22). U zwierzat ktérym
usunieto przysadke, usuniecie jednej nerki nie wywotuje prawie zupetnie
przerostu wyréwnawczego drugiej, a usuniecie przysadki po jednostron-
nej nefrektomii powoduje natychmiastowe zahamowanie przerostu wy-
rownawczego (3). Nie wptywa natomiast na przerost nerki ACTH, ponie-
waz usuniecie nadnerczy nawet nieznacznie przyspiesza przyrost masy
nerki, o ile zapewnia sie zwierzeciu odpowiednig ilos¢ wody i NaCl (37.
73). Réwniez hormon antydiuretyczny powoduje zwiekszenie szybkosci
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przerostu nerki spotegowane bardzo wyraZznie podawaniem wody i NaCl
(15). Usuniecie tarczycy powoduje wyrazne zahamowanie wzrostu nerki
(59). Z czynnikéw zewnetrznych najwiekszy wptyw ma pozajelitowe po-
dawanie zwierzeciu kwasu foliowego lub witaminy B12 Powoduje to na-
tychmiastowy i ogromny wzrost nerki nawet u zwierzat nieoperowanych
(4, 10, 29, 81, 83, 84, 85). Juz w pierwszych 24 godzinach po jednorazowym
wstrzyknieciu kwasu foliowego lub jego pochodnych (50 i*-glkg wagi
ciata) ilos¢ RNA w nerce rosnie o 50%, a po czterech dniach o 100*%
w przeliczeniu na jednostke wagi nerki. Wzrasta rowniez dwukrotnie ak-
tywnos$¢ polimerazy RNA jak i og6lna ilos¢ DNA. Po 36 godzinach szyb-
kos¢ znakowania sie DNA i ilos¢ mitoz w czeSci korowej nerki wzrasta
16-krotnie. Masa nerki powieksza sie bardzo wyraznie przy czym w pierw-
szej dobie wzrasta tylko mokra masa przy niezmienionej iloSci suchej
masy, po czym po trzech dniach warto$ci mokrej i suchej masy wzrastajg
odpowiednio o 60 i 30% w stosunku do wartosci wyjsciowych. Nie wia-
domo, czy ten gwattowny wzrost nerki jest stymulowany bezposrednim
dziataniem pterydyn, czy tez raczej ich mechanicznym dziataniem, mia-
nowicie wypadaniem osadow pterydyn w kanalikach nerkowych, hamu-
jacym czynno$¢ kanalikéw (4, 81).

I11. Funkcja nerki po nefrektomii

Przeszczepianie nerki u ludzi dostarczyto wiele interesujagcych faktow
dotyczacych pracy nerki po nefrektomii. Nerka pozostata u dawcy juz
w kilka dni po operacji osigga okoto 70% wydzielania kiebuszkowego
i 80°/0 ilosci przeptywajacej krwi w stosunku do wartosci normalnej dla
dwéch nerek i stan taki utrzymuje sie przez cate lata (23). Natomiast pod-
wyzszony poziom azotu mocznikowego w krwi trwa tygodniami a po-
wrét do normy nastepuje tym wolniej im starsza jest osoba operowana
(66). Rowniez przeptyw krwi przez nerke, ktory u mtodych operowanych
0séb osigga okoto 80% wartosci normalnej, u ludzi, ktérzy przekroczyli
50 rok zycia waha sie w granicach 45—70% (66). Stopien wyréwnania,,
tzn. szybko$¢ powrotu prawidtowego wydzielania kiebuszkowego, wchia-
niania kanalikowego i regulacja poziomu elektrolitow jest identyczny
W nerce przeszczepionej u biorcy i w nerce pozostawionej u dawcy (8).

IV. Zmiany morfologiczne w nerce spowodowane nefrektomig

W pierwszych godzinach po usunieciu jednej nerki pozostata ulega
widocznemu cho¢ przejSciowemu przekrwieniu, ale wyrazne powieksze-
nie sie masy nerki daje sie zaobserwowac dopiero'po kilku dniach (80).
W badaniach wykonanych na szczurach stwierdzono wzrost suchej masy



[5] ZMIANY PO NEFREKTOMII 543

przy koncu pierwszego dnia po operacji o okoto 3°/0 a po tygodniu o 30—
40% (30,31, 39). Cztery tygodnie po operacji waga nerki wynosi juz
okoto 6Ne/o wagi obu nerek u kontrolnych nieoperowanych zwierzat (36),
a po 40-tu dniach dochodzi do 70°/0 (1, 2).

Szybki wzrost nerki po nefrektomii jest wynikiem zaréwno powigk-
szania sie masy komdrkowej (hypertrofia) jak i liczniejszych podziatéw
komoérkowych (hyperplazja). Nie stwierdzono jednak powstawania no-
wych nefronéw nawet wtedy, gdy nefrektomii poddano zwierzeta bardzo
miode (1—3 dniowe) albo zwierzeta z wrodzonym niedorozwojem nerki
(57). Moore (57) wykazal, ze iloS¢ kiebuszkéw nerkowych 165 dni po
operacji jest ta sama, co w chwili operacji. ldentyczne wyniki uzyskat
Hiramoto iwsp. (35).

W wyniku powiekszania sie komorek nerkowych kiebuszki powiek-
szajg sie dwu- do trzykrotnie (52, 67), a kanaliki proksymalne i dystalne
znacznie sie wydiuzaja (34). Zarowno hypertrofia jak i hyperplazja do-
tyczy tylko czynnych struktur nerkowych tzn. nefronéw, a nie ma miejs-
ca np. w brodawkach nerkowych, ktdre w spos6b bierny wydalajg mocz
do miedniczek nerkowych (58).

W normalnej nerce u mtodych szczurow podziaty komoérkowe sg dosé
liczne (9, 93) i indeks mitotyczny wynosi 0,015—0,038 (24, 28). U zwierzat
starszych ilo$¢ podziatow komdrkowych maleje o okoto 60°/0 (54, 55). Naj-
liczniejsze podziaty komdrkowe majg miejsce w korze nerkowej i zew-
netrznej czesci rdzenia (91). W wyniku nefrektomii nastepuje dwufazowy
wzrost szybkosci podziatéw komorkowych. Po kilkudziesieciogodzinnym
okresie utajenia nastepuje pieciokrotny wzrost szybkos$ci podziatow w ka-
nalikach proksymalnych i nieco mniejszy w kanalikach dystalnych i cew-
kach zbiorczych. Po siedmiu dniach nastepuje ponowne wzmozenie po-
dziatbw komorkowych, ale juz nie tak wyrazne, jak w pierwszym okresie
(65). Wedtug Williamsa (91) ten drugi szczyt wzmozonej proliferacji
ma miejsce na czwarty dzien po operacji.

V. Zmiany biochemiczne w nerce po nefrektomii

1. Synteza DNA

Réwnolegle z liczniejszymi podziatami komorkowymi nastepuje wzrost
szybkosci znakowania jader komorkowych 3H-tymidyna. Po 24 godz. od
nefrektomii wigczanie tymidyny wzrasta pieciokrotnie w czesci korowej
i 5—8 krotnie w cze$ci rdzeniowej nerki (53, 55, 72). Zwiekszone wigcza-
nie prekursorow do DNA utrzymuje sie w trzecim i czwartym dniu po
operacji ale po siedmiu dniach zmniejsza sie i po czternastu osigga po-
ziom normalny (85). Nieznaczne zwiekszenie ilosci form hyperploidal-
nych i tetraploidalnych nie ma zbyt duzego wptywu na ogding ilos¢ DNA
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jadrowego (6, 17,24), ktéra ros$nie o okoto 10% po dziewieciu dniach
i O25°0 po dwéch tygodniach od operacji (56, 85). To stosunkowo wolne
zwiekszanie sie syntezy DNA wynika z nieznacznej roli hyperplazji w pro-
cesie przerostu nerki po nefrektomii.

2. Synteza RNA

W przeciwienstwie do DNA wzrost syntezy RNA przebiega szybko
i zaczyna sie wcze$nie. 1los¢ RNA w komdrkach nerkowych wzrasta juz
w pierwszych 12 godzinach o 75°/0, a po dwéch dniach o 33°/0 (32, 42, 85).
Ilos¢ nowopowstatego RNA wzrasta rownolegle ze wzrostem ogdlnej ma-
sy komorkowej, w wyniku czego stezenie RNA w komérce pozostaje
prawie niezmienione podczas gdy stezenie DNA w komorce wyraznie sie
obniza.

Poniewaz czas pétrwania rybosomowego RNA stanowigcego 85%
catkowitego RNA komorkowego wynosi okoto 4 dni u operowanych zwie-
rzat, przyrost RNA nalezy ttlumaczy¢ gtéwnie wzmozona synteza, a nie
przyhamowaniem proces6w katabolicznych (4q). Odzwierciedleniem
wzmozonej syntezy RNA jest wzrost ilosci polisoméw, przy czym nie zau-
wazono zmian jakosciowych ani w polisomach zwigzanych z endoplazma-
tycznym retikulum, ani w polisomach wolno wystepujacych w cytoplaz-
mie (70). W komoérce nerkowej, wolne rybosomy w cytoplazmie stano-
wigce okoto 75°0 ogolnej ilosci rybosoméw sg syntetyzowane wczesniej
niz rybosomy zwigzane z btonami cytoplazmatycznymi (48). Rybosomy
zwigzane stanowig cze$¢ aparatu syntetyzujacego biatko, a gtéwnie gliko-
proteidy, nie jest natomiast doktadnie znana funkcja rybosoméw wolno
wystepujagcych w cytoplazmie komérek nerkowych (70, 71). Nie zaobser-
wowano zmian we wzajemnym stosunku wolnych i zwigzanych ryboso-
moéw cytoplazmy w czasie wyrownawczego przerostu nerki po nefrektomii
(70). Poglady co do poczatku zwiekszonej syntezy RNA s3g rozbiezne.
Johnson i Vera Roman (39 uwazajag Zze ma to miejsce juz
w pierwszej godzinie po operacji, ale nie przedstawiajg wystarczajgco
przekonywajgcych dowodéw. Halliburton i Thompson (30,32)
zauwazyli zwiekszone wiaczanie kwasu orotowego do RNA juz w 20 mi-
nut po operacji. Natomiast Malt (47) stwierdzit, ze bezposrednio po
nefrektomii znakowanie urydyng jaderkowych prekursorow rRNA jest
obnizone. Doswiadczenia, w ktérych poréwnano dojrzate cytoplazmatycz-
ne rRNA i jego jadrowe prekursory wskazujg na cykliczne zmiany w sy-
ntezie rRNA w nerce po nefrektomii z maksimum syntezy w drugim
i 6smym dniu po operacji (51). Frakcjonowanie jadra komérkowego na
jaderko i nukleoplazme i nastepnie rozdzielanie na zelu poliakrylamido-
wym RNA izolowanego z tych frakcji pozwala bada¢ doktadniej metabo-
lizm RNA komérek nerkowych (88). Nukleoplazma zawiera bardzo szybko
znakujgcy sie RNA (14) wedrujacy w zelu poliakrylamidowym szybciej



7] ZMIANY PO NEFREKTOMII 545

niz 28S RNA. Ma on duzo wspdinych cech z powstajgcym w jadrze mRNA
i odgrywa gtéwng role w przemianach RNA jadrowego. Zjawisko szybkie-
go znikania radioaktywnego pietna z RNA nukleoplazmy pojawia sie
juz w 10 min. po nefrektomii i trwa przez okres co najmniej siedmiu dni
po nefrektomii (90). Swiadczy to, ze nefrektomia wywotuje prawie na-
tychmiastowe zmiany w metabolizmie kwasow nukleinowych, ktére z ko-
lei inicjujg dalsze zmiany w komorce. Prawdopodobnie w pierwszym
okresie nie zachodzi intensywne tworzenie sie nowego RNA a tylko bli-
zej nieokreslone jego przemiany, ale juz po kilku godzinach synteza RNA
odbywa sie na duzg skale dajac najwieksze stezenie RNA w komdrce
w drugim dniu po operacji. Poniewaz synteza DNA zachodzi duzo wol-
niej mozna przypuszczaé, ze jako matryca stuzy ,stary” DNA sprzed
nefrektomii.

3. Synteza biatka

Zawarto$¢ biatka w nerce po nefrektomii wzrasta juz w pierwszych
24 godzinach wskutek wzmozonej syntezy, po czym szybko$¢ syntezy ma-
leje a miedzy 48—72 godzing ponownie rosnie (13). W wyniku tego juz
w pierwszych 14 godzinach ilos¢ biatka powieksza sie o 7°/o, a po 24 godzi-
nach o 1r°/o. Nagromadzenie sie biatka w nerce ma dwufazowy przebieg
i jest rbwnolegte do szybkosci jego syntezy w komérce (13). Pewng trud-
no$¢ w interpretowaniu wynikéw badania syntezy biatka w nerce in vivo
stanowi nierbwnomierne rozmieszczenie wewnatrzkomorkowej puli wol-
nych aminokwaséw (74). Poszczeg6lne aminokwasy sg wbudowywane do
nowopowstajgcych biatek w ré6znym stopniu. Na przyktad po nefrektomii
stopien wilgczania sie radioaktywnej L-leucyny do biatka jest podwyz-
szony, podczas gdy wigczanie L-glutaminy pozostaje niezmienione (7).
[los¢ wolnych* aminokwaséw w komorce nerkowej ulega obnizeniu juz
w pierwszym dniu po nefrektomii (18), co moze by¢ spowodowane ich
wzmozonym wykorzystaniem przez aparat syntetyzujgcy biatko. Po 4—6
tygodniach ilos¢ aminokwaséw wewnetrznej puli wraca do poziomu nor-
malnego.

4. Zmiany enzymatyczne

Wzmozona synteza DNA, RNA i biatka jak réwniez zwiekszona praca
nerki musi by¢ zwigzana ze zwigkszong aktywnos$cig enzymdéw odpowie-
dzialnych za te procesy. Niestety dotychczasowe badania zmian enzy-
matycznych sg jeszcze stale niekompletne. Rownolegle ze wzrostem syn-
tezy DNA w nerce pozostatej po nefrektomii, obserwuje sie wzmozenie
aktywnos$ci pewnych enzyméw uczestniczagcych w biosyntezie DNA (53).
Aktywno$¢ kinazy dezoksytymidylanowej wzrasta po pierwszym dniu
dwukrotnie, a po dwéch dniach dwa i pét raza. Po czterech dniach nadal
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utrzymuje sie na podwyzszonym poziomie, po czym po tygodniu wraca
do poziomu normalnego. Aktywno$¢ dezaminazy dezoksycytydylanowej
jak réwniez fosfatazy tymidytanowej jest podwyzszona po dwéch dniach.
Nie zmienia sie natomiast prawie zupeinie aktywno$é kinazy dezoksy-
cytydylanowej.

Bardzo wczesne i dtugo trwajagce zmiany zauwazono w aktywnosci
zasadowej RN-azy (77). Juz po czterech godzinach nastepuje wzrost ak-
tywnos$ci tego enzymu i podwyzszony poziom utrzymuje sie przez 2 ty-
godnie. Nie jest jednak wykluczone, ze przyczyng nie jest tu wzrost syn-
tezy a zwiekszone wchianianie zwrotne enzymu zwigzane z jego stosun-
kowo niska masg czasteczkowa. Jak juz wspomniano wzmozona praca
nerki po nefrektomii znajduje tez swoje odbicie w podwyzszonej aktyw-
nosci ATP-azy enzymu spetniajgcego istotng role we wchtanianiu zwrot-
nym przesgczu kiebuszkowego (41). Po trzech tygodniach od nefrektomii
jej aktywnos$¢ wzrasta o 55% przy rownolegtym wzroScie wchianiania
zwrotnego 0 21%.

Bardzo precyzyjne badania Nowinskiego i Pigonia (63)
z uzyciem nurkow Kartezjusza nad aktywnoscig enzymow cyklu Krebsa
w izolowanych kiebuszkach nerkowych nie wykazaty zmian w aktywnosci
tych enzymoéw, jak rowniez zmian w ilosci ATP kiebuszkowego. Bada-
nia wykonane byty jednak dopiero w 10 dni po nefrektomii, tzn. w okre-
sie kiedy bardzo czesto stwierdza sie spadek aktywnos$ci innych enzymow.
Ponadto kiebuszki nerkowe speiniajg raczej bierng role w wytwarzaniu
moczu totez wzrost aktywnosci enzyméw w tym obszarze moze nie by¢
konieczny, nawet w wypadku zwiekszonej pracy nerki. Nie obserwuje
sie rowniez duzych zmian w aktywnos$ci enzymow oksydoredukcyjnych,
mimo znacznie zwiekszonej ilosci mitochondriow w kanalikach proksy-
malnych (38). Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej jest nieznacz-
nie podwyzszona w drugim dniu po nefrektomii, jednakze nie obserwuje
sie zmian w aktywnosci oksydazy cytochromowej i reduktazy zred.
NAD-cytochrom (16, 75).

Aktywno$¢ deacylazy acylolizynowej wzrasta o 35% w trzy dni po
nefrektomii i p6zniej stopniowo spada (69). Badania aktywnos$ci dehydro-
genazy kwasu glutaminowego i zasadowej fosfatazy w izolowanych ka-
nalikach nerkowych w 14 dni po operacji wykazaty, ze pierwsza wzrasta
0 100 a druga o 70% (61). Aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu
1 dehydrogenazy 6-fosfoglukonianu wzrasta o 25% po 36 godzinach, na-
stepnie zmniejsza sie po 48 godzinach i ponownie wzrasta po 72 godzinach.
Rosnie réwniez aktywno$¢ glukozo-6-fosfatazy i zasadowej fosfatazy
osiggajac maksimum w 72 godzinie po operacji, przy czym dootrzewnowe
podawanie aktynomycyny D, 12 godzin przed i w czasie operacji, hamuje
wzrost aktywnosci tych enzymdw, co wskazuje, ze regulacja syntezy
enzymoOw moze zachodzié juz na poziomie transkrypcji gendéw (62, 68).
Zaobserwowano tez wyrazny dwufazowo przebiegajacy wzrost aktywnosci
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enzymoOw uczestniczacych w syntezie rybozy w cyklu pentozowym (21).

Mimo licznych prac dotyczacych wyréwnawczego przerostu nerki po

nefrektomii nadal brak jasnej odpowiedzi na pytanie, jaki jest mechanizm
powstawania tych zmian. Mozna przypuszczac¢, ze w wyniku nefrektomii
wydziela sie jakas$ substancja, wyzwalajaca bardzo wczesne zmiany w me-
tabolizmie kwaséw rybonukleinowych i biatek, powodujgc ich znaczny
przyrost w komérce. Doprowadza to do naruszenia prawidtowego sto-
sunku cytoplazmy do jadra w nastepstwie czego nastepuje wzmozone
dzielenie sie komorek i tym samym intensywny wzrost pozostatej nerki.
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JERZY WOJCICKI*

Rozdziat kwasu rybonukleinowego na zelach poliakrylamidowych

Separation of Ribonucleic Acid on Polyacrylamide Gels

The methods and some results of ribonucleic acid separation on polyacrylamide
gels are presented.

Elektroforetyczny rozdziat RNA w zelach daje wiekszg mozliwos¢
otrzymywania poszczeg6lnych frakcji, niz dotychczas stosowane metody
chromatograficzne (14) oraz wirowanie w gradiencie gestosci (4). Dzia-
tajac na zasadzie sita molekularnego, elektroforeza w zelach pozwala roz-
dzieli¢ drobiny, ktére rd6znia sie wielkoscig i ksztattem.

Elektroforeza kolumnowa w Zzelu poliakrylamidowym stata sie war-
tosciowg metodg rozdziatu biatek (16). Metode te w zastosowaniu do roz-
dziatu biatek surowicy ludzkiej opisat szczegétowo Davis (6).

Richards i wsp. (20, 21) dostosowali metode elektroforezy na ko-
lumnach akrylamidowych do rozdziatlu RNA.

-1. Spos6b przyrzadzania zelu

Podstawowym sktadnikiem zelu jest amid kwasu akrylowego (w skrdcie
akrylamid). Bishop iwsp. (1) opracowali metode rozdziatu wirusowego
RNA, w ktérej do sporzadzania zelu polikrylamidowego stosowali dwa
czynniki sieciujgce. Zel zsieciowany N,N-metylenodwuakrylamidem
(w skrocie dwuakrylamidem) jest rozupszczalny w H2 2 a zel zsieciowany
dwuakrylanem etylu rozpuszcza sie w zasadach (5). Najnizsze stezenie
akrylamidu, dajgce zel odpowiedni do rozdzialu RNA wynosi 2,2% przy
sieciowaniu dwuakrylamidem, a 2,8% przy sieciowaniu dwuakrylanem
etylu. Przed rozpoczeciem witasciwych badan, monomery oczyszcza sie
przez rekrystalizacje (12). Akrylamid rekrystalizuje sie z chloroformu
(70 g/l w 50° saczony w tej temperaturze), dwuakrylamid za$ z acetonu
(okoto 10 g/l w temp. 40—50° saczony w tej temperaturze) przez schio-
dzenie roztworéow do —20°.

Zel poliakrylamidowy 2,4% powstaje przez zmieszanie: 4ml wod-
nego roztworu zawierajgcego 15% akrylamidu i 0,75% dwuakrylamidu,

* Dr med., Katedra i Zaklad Farmakologii, Pomorska Akademia Medyczna.
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
sél dwusodowa EDTA) i 6 ml lodowatego kwasu octowego celem ustalenia
pH na poziomie 7,2 (1). Po usunieciu pod préznig powietrza, do mieszaniny
dodaje sie katalizatory polimeryzacji: 0,02 ml N,N,N’,N’-czterometyloety-
lenodwuaminy i 0,2 ml nadsiarczanu amonu. Po uptywie okoto 20 minut
wystepuje polimeryzacja. Bishop i wsp. (1) prowadzg polimeryzacje
w rurkach pleksiglasowych (0o wewnetrznej S$rednicy 0,7 cm) * Celem
usuniecia materiatbw pochtaniajacych promienie ultrafioletowe zele
umieszcza sie nastepnie na 72 godziny w buforze E (1/3 stezenia buforu
3E), zawierajacym O”/o rekrystalizowaneg6 dodecylo-siarczanu sodowego
(SDS). Roztwdr uzywany do sporzgdzania zelu dwuakrylowego zawiera
15'% rekrystalizowanego akrylamidu i 1% etylenu dwuakrylowego.

Loening (12) przygotowujac rozcieiczone zele, w ktorych osta-
teczne stezenie akrylamidu waha sie pomiedzy 2'% i 5°/0 (wag./obj.) uzywa
5% dwuakrylamidu a do zeli bardziej stezonych, zawierajgcych 5% i 8%
akrylamidu dodaje 2,5% dwuakrylamidu (w stosunku do ogoélnej ilosci
akrylamidu). Zapasowy roztwor wodny ztozony z akrylamidu i N,N-me-
tylenodwuakrylamidu moze by¢ przechowywany w ciemnos$ci w tempera-
turze 5° co najmniej przez miesigc bez widocznej zmiany. Bufor stosowany
przez Loeninga zawiera: 0,04M Tris, 0,02M CH3COONa, 2mM EDTA (sél
Na lub K); pH buforu 7,8 ustala sie przez dodanie kwasu octowego. Od-
gazowang mieszanine akrylamidéw, buforu i wody Loening uzupetnia
0,033 ml N,N,N’,N’-czterometyloetylenodwuaminy i 0,33 ml 10% (wag/
obj.) nadsiarczanu amonu. Mieszaniny zawierajgce 2,2—3% akrylamidu
zelifikujg w temperaturze pokojowej po 10—20 minutach, a zawierajgce
7,5% akrylamidu — po ok. 1 minucie.

Peacock i Dingman (17) stosujac elektroforeze poliakrylami-
dowg do rozdzialu RNA z watroby, nerki i mézgu uzywali buforu o pH
8,3 zawierajgcego 108 g Tris, 9,3 g soli dwusodowej EDTA oraz 559 kwa-
su bornego w 1 litrze. Bufor ten przed uzyciem do przygotowywania zelu
rozciefcza sie 10-krotnie. Zapasowy 20% roztwor wodny monomerow za-
wiera akrylamid i-N,N-metylenodwuakrylamid w stosunku wagowym
19:1. Jako katalizatory polimeryzacji Peacock i Dingman stosujg 6,4%
roztwor wodny dwumetyloaminonitrylu kwasu propionowego (DMAPN)
oraz 1,6% roztwdr nadsiarczanu amonu. Celem przygotowania zelu mie-
sza sie: roztwdér monomerow (28 ml— zel 3,5% lub 80 ml — zel 10%),
DMAPN (10 ml) oraz bufor (16 ml) i uzupetnia sie wodag do 150 ml. Mie-
szanina podgrzewana do 25° polimeryzuje po dodaniu nadsiarczanu amo-
nu (10 ml).

Richards i wsp. (20) podajg spos6b przygotowywania zelu poli-

* Niskoprocentowy zel poliakrylamidowy stosowany do rozdzialu RNA dos¢
silnie przylega do szkta, natomiast z rurek pleksiglasowych stupki zelu mozna tatwo
wydoby¢.
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akrylamidowego z wytwarzanego przez British Drug Houses Ltd. prepara-
tu pod nazwg Cyanogum 41, ktory jest gotowg mieszaning zawierajgca
akrylamid i N,N-metylenodwuakrylamid. Aby uzyskac¢ zel 5% (wag./obj.)
sporzadzajg roztwdr zawierajgcy: HC1 0,05 M, Tris 0,0503M i Cyanogum 41
w iloci 50 g/l. Zel 10% (wag./obj.) przygotowujg z roztworu zawierajgce-
go HC1 0,05M, Tris 0,243M i Cyanogum 41 w ilosci 100 g/l. Z roztworéw
tych roéwniez usuwa sie w prézni powietrze, poniewaz nadmiar tlenu wpty-
wa hamujaco na polimeryzacje, po czym dodaje sie na 40 objetoSci roz-
tworu 1 objeto$¢ 0,01°/0 roztworu ryboflawiny, ktéra jest katalizatorem
procesu polimeryzacji.

Elektroforeza zwigzkow o wyzszym ciezarze drobinowym moze byc¢
przeprowadzona tylko wtedy, jezeli stezenie akrylamidu w zelu jest od-
powiednio niskie. Zele o niskim stezeniu akrylamidu sa jednak wiotkie,
co stwarza trudnos$ci techniczne przy badaniu elektroforetycznych witasci-
wosci niektérych typoéw kwasdéw nukleinowych (13, 15). Wprowadzenie
agarozy pozwolito znacznie obnizy¢ stezenie akrylamidu z zachowaniem
odpowiedniej konsystencji i ksztattu kolumny zelowej (18). W ten spo-
séb stato sie mozliwe precyzyjne rozdzielenie RNA jadrowego. Metody-
ka sporzadzania zelu akrylamidowego z dodatkiem agarozy sprowadza
sie do dwoch sposobow:

1) roztwédr agarozy utrzymywany jest w temperaturze powyzej 35°C,
co zapobiega zelifikacji agarozy zanim akrylamid ulegnie polime-
ryzacji,

2) roztwdr agarozy ochtadza sie do 20°C, tak aby zzelifikowat on zanim
nastapi polimeryzacja akrylamidu. Wybdr sposobu przy stezeniu akry-
lamidu powyzej 3% jest bez znaczenia, natomiast przy nizszych ste-
zeniach nalezy stosowac sposob drugi, tzn. uprzednig zelifikacje aga-
rozy.

2. Przebieg elektroforezy

Czas trwania elektroforezy oraz napiecie i natezenie pradu sg rdézne
w doniesieniach réznych autoréw w zaleznosci od procentowej zawartosci
akrylamidu, dtugosci stupka zelu i ciezaru drobinowego RNA, ktéry pod-
lega rozdziatowi elektroforetycznemu.

Wedtug Bis hop a i wsp. (1) zel spolimeryzowany w pionowo usta-
wionych rurkach pleksiglasowych zamknietych od dotu btong dializacyj-
ng poddaje sig, celem usuniecia zanieczyszczen, wstepnej elektroforezie
w buforze E w temperaturze pokojowej przy natezeniu 5mA na jedng
kolumne i napieciu 50 V (1,5V/cm). Nastepnie na powierzchnie zelu na-
warstwia sie badang prébke RNA rozpuszczonego w mozliwie najmniej-
szej objetosci buforu E z zawartoscig 10% sacharozy. Maksymalna ilos¢
RNA nie powinna przekracza¢ 100—200 mg nawarstwionych na jedng ko-
lumne, najlepszy jednak rozdziat mozna uzyska¢ dodajac RNA w iloSci
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nie przekraczajgcej 20 mg. Witasciwa elektroforeza trwa 90 minut (lub
dtuzej, jezeli zachodzi tego potrzeba) w takich samych warunkach jak
przy fazie wstepnej.

Loening (12) przeprowadza elektroforeze w temperaturze okoto
5°C w loddéwce stosujac do 10V/cm i 5mA/kolumne. Wstepna elektrofo-
reza trwa 60 min., po czym na zel nawarstwia sie 5—10"g RNA w 10—
100 ul buforu zawierajgcego 5% sacharozy. Wtasciwy rozdziat elektrofo-
retyczny RNA trwa 30—60 minut.

Peacock i Dingman (17) frakcjonujgc zwierzecy RNA z watroby,
nerki i mézgu stosowali napiecie okoto 10 V/cm i natezenie okoto 50 mA.
Czas elektroforezy wynosit 90 minut w 3,5% zelu i 4 godziny w 10% zelu.

3. Badanie jakosciowe i ilosciowe uzyskanych frakcji RNA

Rozdziat elektroforetyczny RNA mozna okresla¢ jakosciowo oraz ilos-
ciowo. Ogladanie zelu pod lampg UV w ciemnym pomieszczeniu lub od-
powiednie barwienie pozwala ustali¢ liczbe otrzymanych frakcji jak row-
niez ich rozmieszczenie, wyrazone odlegtosScia od czota kolumny zelowej.
Badanie spektrofotometryczne lub densytometryczne oraz pomiar ra-
dioaktywnos$ci pozwala ustali¢ stosunki iloSciowe uzyskanych frakcji RNA.

Najczesciej uzywanymi barwnikami sa: biekit metylenowy, blekit to-
luidynowy, tionina, oranz akrydynowy, gallocyjanina. Przed przystgpie-
niem do barwienia biekitem metylenowym, zele zanurza sie na 10—15
minut w IM roztworze kwasu octowego (17), po czym umieszcza sie na
1 godzine lub diuzej w 0,2°/0 roztworze barwnika w buforze octanowym
0 pH 4,7 (mieszanina réwnych objetosci 0,4M octanu sodu i 0,4M kwasu
octowego). Odbarwienie tta osigga sie przez piukanie zelu w wielu zmia-
nach wody, albo w wodzie biezacej.

Innym sposobem jest utrwalenie zelu przez kilkanascie gadzin w 15%
kwasie octowym zawierajagcym 1% octanu lantanu (21) a nastepnie bar-
wienie wedtug opisu de Boera i Sarnakera (2) $wiezo sporza-
dzonym roztworem gallocyjanino-chromalowym o pH 16. Mozna tez
barwi¢ zel zanurzajgc go na co najmniej 6 godzin w 15% roztworze kwasu
octowego zawierajgcym 2% oranzu akrydynowego i 1% octanu lanta-
nu (21).

Do densytometrycznego iloSciowego oznaczania poszczeg6lnych frakcji
RNA w stupku zelu mozna stosowac réznego typu aparaty, np. mikroden-
sytometry Canalco Model £(11), czy Joyce-Loebl (8), lub spektrofotometr
Gilforda (24).

Pomiar radioaktywnos$ci poszczegdlnych frakcji RNA przeprowadza sie
w skrawkach zelu. Zel po uprzednim zamrozeniu tnie sie na skrawki gru-
bosci 0,5—1mm mikrotomem mrozeniowym (1) lub specjalnie w tym celu
skonstruowanymi urzgdzeniami, np. Autogeldivider produkcji Savant
Instruments, In., albo tez po prostu zestawem zyletek umocowanych
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prostym sposobem w odpowiedniej odlegtosci jedna od drugiej (5). Obec-
nos¢ SDS (1) lub glicerolu (24) w zelu utatwia ciecie, gdyz zapobiega
tworzeniu sie krysztatkow lodu w czasie zamrazania. Do$¢ ucigzliwy pro-
ces ciecia zamrozonego zelu mozna utatwié¢ stosujac zasuszanie zelu w ca-
tosci na skrawku bibuty Whatmanna. Zasuszony zel tnie si¢ na skrawki
odpowiedniej szerokosci, np. gilotyna uzywang do celéw fotograficznych
(25). Zasuszanie jest tez wygodna forma przechowywania zelu dla celéw
dokumentacyjnych.

Ze skrawkow ekstrahuje sie nastepnie RNA przez rozpuszczenie polia-
krylamidu w roztworach alkalicznych. Zalecane jest wiec dziatanie na
skrawek 0,5 mlstezonym NH4OH w ciagu 1 godziny (24) lub 1 ml
3N NH40H przez 15 godzin z zachowaniem temperatury w granicach
37°C (23), badZz tez 0,5ml 30°/0 HD 2 w ciggu 12 godzin w temperaturze
75° (9). Mozna tez inkubowaé¢ skrawek w 0,2 ml IM NaOH przez noc w tem-
peraturze pokojowej, a nastepnie dodawa¢ 1ml NCS Reagent (Nucie-
ar Chicago Corp.). (17) lub tez stosowa¢ 0,5 ml roztworu piperydyny i hy-
aminy (9 objetosci IM piperydyny i 1 objetosci alkalicznego roztworu
hyaminy) przez okres 1—4 godzin (5). Odzyskanie RNA, ktory mogiby
byé uzywany np. do hybrydyzacji wymaga specjalnie ostroznego poste-
powania wykluczajacego hydrolize. Watanabe i wsp. (23) ekstra-
howali RNA przez inkubowanie skrawkéw zelu w 0,3 ml buforu STE
(0,01M NacCl; 0.01M Tris-HCI; pH 7,4, 0,006M EDTA) przez 18 godzin
w temperaturze 4°C. Wydajnos¢ tej metody nie przekraczata 50% RNA
zawartego w skrawku. Wytrzasanie skrawka z 0,5ml buforu SCC (045M
chlorek sodu; 0,015M cytrynian sodu, pH 7) przez noc w temperaturze 4°,
a nastepnie zanurzenie prébki do taZzni o temp. 100°C na okres 5 minut po-
zwala uzyska¢ okoto 53% radioaktywnosci zwigzanej z RNA (25).

Do wyekstrahowanych ze skrawkdw zelowych porcji RNA dodaje
sie po 10 ml ptynu scyntylacyjnego, np. toluenu, ptynu Braya (3), czy
ptynu Kinarda (10) i przeprowadza sie pomiar radioaktywnosci w licz-
niku scyntylacyjnym np. Packarda.

4. Rozdziat wirusowego i bakteryjnego RNA

Bishop i wsp. (1) zastosowali zel poliakrylamidowy do rozdziatu
RNA wirusowego i bakteryjnego. Stwierdzili oni, ze RNA o niskim cieza-
rze czasteczkowym (4S i 5S) ulega rozdzieleniu w zelu o wysokich steze-
niach, natomiast rozdziat frakcji o wyzszym ciezarze czgsteczkowym (23S
i 16S) wymaga zelu o nizszych stezeniach akrylamidu.

Elektroforeza mieszaniny wirusowego RNA (MS2, R17 i QB) znako-
wanego 3P i bakteryjnego RNA znakowanego 3H wykazata wiekszg ruch-
liwos¢ QB RNA, niz MS2 RNA. Ten ostatni zlokalizowany jest blizej bak-
teryjnego 235 RNA, anizeli QB. Po 90 minutach elektroforezy, zaréwno
MS2 RNA, jak i R 17 RNA sg umiejscowione 15mm podczas gdy QB



556 J. WOJCICKI 6]

RNA 3,0 mm za bakteryjnym 23S RNA. Taki przebieg rozdziatu wiruso-
wego RNA wykazuje dobrg powtarzalno$¢. Okreslona ruchliwos$¢ wiruso-
wych RNA w zelu poliakrylamidowym w stosunku do znanej frakcji bak-
teryjnego RNA stwarza mozliwosci rozpoznawania tg metodg konkretne-
go wirusowego RNA. Nalezy doda¢, ze wirusowy RNA eluowany ze skraw-
kéw zelu poliakrylamidowego przy pomocy 5X10-3M EDTA o pH 74
zachowuje swojg aktywnos$¢ infekcyjna.

Elektroforetyczne frakcjonowanie w zelu poliakrylamidowym bakte-
ryjnego RNA z E. coli znakowanego 1C-uracylem umozliwito precyzyjny
rozdziat, przy czym pomiary radioaktywnosci i ekstynkcji wykazaty do-
ktadng zbiezno$¢ w zakresie szczytu 23S, natomiast zatamek radioaktyw-
nosci odpowiadajacy 16S RNA jest szerszy niz odpowiedni zatamek eks-
tynkcji i rozdwojony. Réwniez radioaktywno$é w zakresie 4S RNA wyka-
zuje wyrazng tendencje do rozdzialu na dwie skiadowe (12). Dane te
Swiadczg, ze prostsza i znacznie mniej czasochtonna analiza elektrofore-
tyczna daje rozdziat RNA doktadniejszy, niz wirowanie w gradiencie
gestosci.

Elektroforeza na zelach poliakrylamidowych okazata sie tez niezwykle
przydatng do rozdziatu form dojrzatych bakteryjnego RNA rybosomowego
(rRNA) od jego prekursorow (9). Réznice ruchliwos$ci elektroforetycznej
wskazujg na roéznice ciezaru czasteczkowego wyksztatconych frakcji
rRNA i form prekursorowych.

5. Rozdziat zwierzecego RNA

Elektroforetyczne frakcjonowanie w zelu poliakrylamidowym zwie-
rzecego RNA, ktoére przeprowadzili Peacock i Dingman (17),
dato wyniki podwazajgce dotychczasowe poglady o podziale RNA na trzy
gtowne typy: 30S, 18S i 4S. Autorzy ci wykazali, ze cytoplazmatyczny
kwas rybonukleinowy (cRNA) ztozony jest z wielu frakcji oraz ze w wat-
robie, nerce i mézgu szczura wystepujg takie same frakcje w podobnych
proporcjach. Elektroforeza w 3,5% zelu wykazata, ze material zaledwie
wchodzgcy do zelu stanowi 30S1RNA, a dwa nastepne dobrze zarysowu-
jace sie prazki to 185 RNA w odlegtosci okoto 1,2cm i 4S RNA w od-
legtosci okoto 8,2 cm od czota. Na podkreslenie zastuguje stwierdzenie
licznych prazkéw RNA wystepujacych pomiedzy 30S i 185 RNA oraz
pomiedzy 18S i AS RNA. Wyrazny prazek znajdujgcy sie w odlegtosci
okoto 72 mm od czola zidentyfikowano jako mikrosomalny 5S RNA.
Byt on obecny w probkach RNA wyosobnionego z mikrosomow, ale nie
wystepowat we frakcjach sRNA.

W zwigzku ze znaczeniem jadra komdrkowego w syntezie i dojrzewa-
niu cRNA (19) oraz w zwigzku z doniesieniami, ze w jadrze komoérkowym
sq frakcje RNA nie wystepujace w cytoplazmie (22), Dingman i Pe-
acock (7) postanowili wykorzysta¢ znaczng subtelno$¢ rozdziatu witas-
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ciwa elektroforezie zelowej do badania niektérych fizycznych i metabo-
licznych wiasciwosci jadrowego RNA (nRNA). Wprowadzajac do zelu
agaroze zdotali znacznie obnizy¢ stezenie akrylamidu. Stwierdzili oni,
ze istotnie w jadrach komorek watroby szczura jest wiele frakcji nRNA,
ktére nie wystepuja w cytoplazmie. Po stronie nizszego ciezaru drobino-
wego, oprécz 18SIRNA, jadra zawieraty kilka frakcji o ruchliwos$ci nieco
mniejszej anizeli 4S RNA, a po stronie wyzszego ciezaru drobinowego Kkil-
ka frakcji o ruchliwosci mniejszej niz 30SRNA. Nowopowstaty 30S1i 18S
RNA pojawiat sie rowniez jednoczes$nie w cytoplazmie. Przeprowadzone
badania pozwolity wysung¢ sugestie, ze 35S i 45S RNA nie stanowig po-
jedynczych frakcji, ale raczej sg zespotem wielu sktadnikow o réznym
ciezarze drobinowym.

6. Okresdlanie ciezaru czasteczkowego

Ruchliwos¢ elektroforetyczna RNA w zelach jest odwrotnie proporcjo-
nalna do wielkosci czasteczki RNA. Dzieki jednemu elektroferogra-
mowi mozna zatem nie tylko jakoSciowo oceni¢ typ rozdzielonych frakcji
RNA, ale takze uzyskac¢ iloSciowe dane o ciezarze czasteczkowym tych
frakcji (7). Logarytm (przypuszczalnego) ciezaru czasteczkowego jest od-
wrotnie proporcjonalny do ruchliwosci RNA w ztozonych zelach agaro-
zowo-akrylamidowych (17) i w prostych zelach akrylamidowych (2).
Zalezno$¢ ta ma charakter liniowy nawet przy matej ruchliwosci RNA.
Ciezar czasteczkowy RNA nieznanych rozmiar6w mozna oznaczy¢ po-
stugujac sie krzywa wzorcowa obrazujaca logarytm ciezaru czasteczko-
wego dwoch lub trzech znanych typéw RNA w funkcji ich ruchliwosci
elektroforetycznej (17). Ma to szczeg6lne znaczenie dla scharakteryzowa-
nia frakcji RNA, ktére nie dajg sie rozdzieli¢ innymi metodami, niz elek-
troforeza w zelu.

7. Uwagi koncowe

Elektroforetyczny rozdziat RNA w zZelu poliakrylamidowym jest nie-
zwykle przydatng metoda zar6wno z uwagi na tatwos¢ i szybko$¢ metody
jak i ze wzgledu na wiekszg zdolno$¢ rozdzielczg, niz w innych dotych-
czas znanych metodach rozdziatu. Ponadto frakcje RNA uzyskane metoda
elektroforetyczng sg lepiej od siebie rozdzielane niz to ma miejsce w przy-
padku wirowania w gradiencie gestosci.
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JERZY KRAWCZYNSKI *

Automatyzacja badan w chemii klinicznej
i elektroniczne prze warzanie wynikow

Automation in Clinical Chemistry and Electronic Data Processing

Rozwo6j wspobiczesnej medycyny w coraz wiekszym stopniu zalezy
od rozwoju techniki badan laboratoryjnych, zwiaszcza biochemicznych.
Ustalenie rozpoznania Kklinicznego, czy tez kontrola prowadzonego le-
czenia wymagaja obecnie w wyniku ogélnego postepu medycyny, wiecej
informacji laboratoryjnych niz w niedalekiej jeszcze przesztosSci. Istnie-
jace obecnie laboratoria diagnostyczne nie sg juz w stanie sprosta¢ temu
gwattownemu wzrostowi zapotrzebowania.

Znacznie wzrosty tez wymagania co do jakos$ci wynikow badan labo-
ratoryjnych, zwilaszcza ilosciowych. Aby kazdy wynik byt informacja
w peini wiarygodng, metody analityczne powinny cechowac¢ sie wysokim
stopniem swoistosci, doktadnos$ci i powtarzalnosci (67).

Z dwu drdg, umozliwiajacych wyjscie z obecnego impasu droga przez
ekstensywny rozwoj polegajacy na zwiekszeniu liczby pracownikéw i roz-
budowie przestrzennej laboratoriow bedzie w najblizszej przysztosci
znacznie ograniczona. Intensyfikacje pracy laboratoriow chemiczno-kli-
nicznych mozna wiec osiggnaé przez:

1. szerokie zastosowanie badan screeningowych (testy papierkowe, pas-
kowe, tabletkowe itp.), wykonywanych w laboratorium badz na oddziatach
lub w poliklinikach przez lekarzy klinicystow, pielegniarki i pomoce
pielegniarskie,

2. rozwdj techniki badan laboratoryjnych, polegajacy gtéwnie na auto-
matyzacji z coraz szerszym zastosowaniem komputeréw.

Roli badan screeningowych poswiecono ostatnio wiele monografii,
i artykutdw pogladowych, zarowno w kraju jak i za granicg (27, 30, 31,

* Prof. dr med., Katedra Diagnostyki Laboratoryjnej, Studium Doskonalenia
Lekarzy, Akademia Medyczna, Warszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: AspAT — aminotransferaza asparaginianowa,
AlAT — aminotransferaza alaninowa, LDH — dehydrogenaza mleczanowa, AP —
zasadowa fosfataza, HABA — kwas 2-(4-hydroksy-benzeno-azo) benzoesowy, EDP —
elektroniczne przetwarzanie danych (ang. electronic data Processing), MDH — dehy-
drogenaza jabtczanowa.
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32, 33, 46). Temat tego artykutu ograniczy sie zatem do zagadnienia auto-
matyzacji badan chemiczno-klinicznych, ktére byto przedmiotem tylko
niewielu syntetycznych opracowan, zwitaszcza w piSmiennictwie polskim
(19, 24, 30, 38, 39, 66). Czytelnik znajdzie tez rozdziat o elektronicznym
przetwarzaniu wynikow laboratoryjnych (ang. electronic data Proces-
sing- EDP), ktore to zagadnienie nie byto jeszcze w polskim piSmien-
nictwie omawiane.

I. Organizacja pracy w laboratorium chemii klinicznej

Rutynowe laboratorium chemii Kklinicznej dysponuje zwykle mniej-
szym lub wiekszym wachlarzem metod analitycznych, ktére najczesSciej
sg grupowane w ramach poszczeg6lnych stanowisk roboczych (31). W la-
boratorium takim wykonujacym czesto kilkaset, a nawet wiecej badanh
dziennie, muszg obowiagzywac S$cisle okreSlone zasady organizacji pracy.
Nie przestrzeganie tych zasad nieuchronnie prowadzi do pojawienia sie
duzej ilosci btednych wynikow, bezposrednio lub posrednio zagrazaja-
cych stanowi zdrowia pacjentow.

Prace laboratorium chemii klinicznej, niezaleznie od jego wielkosci
mozna podzieli¢ na trzy etapy (22):

1. Wstepne opracowanie materiatu obejmujace:

a) zbieranie i segregowanie skierowan na badania,

b) pobieranie materiatu i jego identyfikacje,

c) rozdziat materiatu na stanowiska robocze.

2. Analiza witasciwa realizowana przez:

a) catkowicie zautomatyzowane systemy wielokanatowe, takie jak np.
SMA-12, Robot-Chemist, Auto-Chemist, system Richterich-Greiner,
system Vickers Multiclnannel 300,

b) zautomatyzowane systemy jednokanatowe, jak np. Unicam SC-60,
Clinomak Il, Mecolab itp.,

c) systemy pétautomatyczne, np. fotokolorymetr LKB,

d) systemy manualne wspomagane matg automatyzacja,

e) klasyczne systemy manualne,

f) system kontroli metod iloSciowych, pracujacy w oparciu o surowice
i roztwory wzorcowe oraz surowice kontrolne.

3. Opracowywanie i przekazywanie wynikow:

a) odczytywanie pierwotnych wartosci liczbowych na aparaturze po-
miarowo-kontrolnej (ekstynkcja, transmisja) lub warto$ci ostatecz-
nych, obliczonych przez przeliczniki cyfrowe,

b) obliczanie wynikoéw z wartosci pierwotnych w wypadkach, kiedy
nie korzysta sie z przelicznikow cyfrowych,

c) korekcja wynikéw zgodnie z aktualnymi danymi systemu kon-

trolnego,
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d) gromadzenie wynikéw i ich segregowanie w sposéb umozliwia-
jacy wykorzystanie ich w celach sprawozdawczych, statystycznych
i naukowych,
e) przekazywanie wynikéw lekarzowi.
Proces automatyzacji moze obejmowal wszystkie trzy wymienione
etapy lub tylko niektére z nich. Historycznie najwczes$niej rozpoczeto
automatyzacje etapu analitycznego.

Il. System analizy ciggtej przeptywowej
(ang. continuous flow analysis system)

W rozwoju automatyzacji badan chemiczno-klinicznych szczeg6lna role
odegrat system analizy ciagtej przeptywowej, opracowany przez

Skeggsa (62) i wprowadzony w roku 1957 na rynek przez firme
Technicon Instruments Corp. Ltd. Chaunoey NA pod nazwg Auto-Analyser

(AA). Zasade dziatania jednokanatowego AA, jego konstrukcje, sposob

obstugi, jak rdédwniez niektére metody przystosowane do tego aparatu
szczegdtowo opisat Hankiewicz (19).
Jednokanatowy AA w ciggu ostatnich lat rozwinat sie z jednej strony

w skomplikowane systemy wielokanatowe, z drugiej za$ przeksztatcit sie
w kombajny analityczne przeznaczone do wykonywania specjalnych ana-
liz biochemicznych.

Auto-Analizator SMA-12/60 jest to dwunastokanatowy kombajn ana-
lityczny, pozwalajgcy rownoczesnie oznaczy¢ w 1,8 ml surowicy 12 spo-
§rod nastepujacych sktadnikéw: AspAT, AP, LDH, bilirubine, kwas mo-
czowy, azot mocznikowy, Na, albuminy, CI, C02 Ca, P nieorganiczny,
biatka catkowite, glukoze, cholesterol.

Kazdy kanat stanowi autonomiczng jednostke funkcjonalng. Wyniki
otrzymuje sie na zbiorczym diagramie w formie zapisu graficznego. Na
diagramie tym zakreskowany jest zakres wynikéw prawidtowych. Tego
rodzaju ,,chemogram” zostaje natychmiast powielony na kserografie i ko-
pie otrzymuje lekarz, a oryginat pozostaje w laboratorium. Maksymalna
wydajnos¢ aparatu wynosi 54 probki oraz 6 standardow na godzine
X12 tj. 432 peine profile chemiczne lub 5184 badania pojedyncze w ciggu
dnia pracy. Czas potrzebny do uzyskania jednego profilu wynosi okoto
8 minut. Aparat moze tez pracowa¢ z mniejszg szybkos$cig, wykonujac
20 wzglednie 40 badan na godzine X12.

Pracg aparatu sterujg urzadzenia programujace. Prawidtowe funkcjo-
nowanie aparatu mozna kontrolowaé przy pomocy urzadzenia monitoro-
wego zaopatrzonego w oscyloskop. Aparat umozliwia réwniez korygowa-
nie ostatecznych wynikdw przez oznaczenie tzw. préby zerowej. Dotyczy
to przede wszystkim oznaczania poziomu biatka catkowitego, albumin,
LDH i bilirubiny. W ten sposob eliminuje sie wptyw lipemii wzglednie
hyperbilirubinemii na wynik oznaczenia.
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W najnowszym modelu SMA-12/60 zamiast odbieralnika typu Il (19)
zostat wmontowany specjalny odbieralnik T-40, ktéry zabezpiecza bez-
btedng identyfikacje kazdej prébki. Kanaty elektrolitowe SMA-12/60
(dla Na i K) pracujag w potaczeniu z fotometrem ptomieniowym. SMA-12/
60 moze by¢ posrednio (ang. off line) wzglednie bezposrednio (ang. on ling)
potaczony z komputerem (18).

Na aparacie SMA-12/60 przeprowadza sie oznaczenia wykorzystujac
reakcje takie same jak w metodach manualnych, np. przy oznaczaniu
aktywnos$ci AspAT reakcje Babsona, przy oznaczaniu aktywnosci AP —
reakcje z p-nitro-fenylofosforanem, przy oznaczaniu poziomu kwasu mo-
czowego — reakcje z kwasem wolframowym i hydroksylaming (przy
oznaczaniu azotu mocznikowego — reakcje z dwuacetylo-monoksymem,
biatka catkowitego — reakcje biuretowg, albumin — reakcje z odczynni-
kiem HABA (kwas 2,4-hydroksy-benzeno-azo) benzoesowy.

Auto-Analizator do oznaczania jodu zwigzanego z biatkami surowicy
(PBJ). Jedyny tego typu aparat znajdujacy sie obecnie na rynku jest
typowym jednokanatowym AA, potgczonym z piecem do spalan (ang. di-
gestor). Oznaczanie przeprowadza sie nastepujgco: z surowicy usuwa sie
jod nieorganiczny przez zmieszanie z niewielkg iloScig anionitu i umieszcza
sie jg w odbieralniku prob. Nastepnie po zmieszaniu z mieszanka spala-
jaca (stezony kwas siarkowy, kwas azotowy i nadchlorowy) préobke spala
sie w piecu. Zawarto$¢ jodu oznacza sie wykorzystujac jego katalityczne
dziatanie na proces redukcji jondw cerowych przez kwas arsenawy. Dla
kazdej serii badan sporzadza sie krzywg kalibracyjng. Wydajnos$¢ aparatu
wynosi 20 prébek na godzine, a czas analizy 15 minut.

Wiasciwg eksploatacje aparatu zapewnia scentralizowanie oznaczen
w jednym laboratorium obstugujgcym w tym zakresie okreslony obszar
kraju, zamieszkaty przez wiekszg liczbe mieszkancow.

Auto-Analizator do badan fluorymetrycznych. Metody fluorymetrycz-
ne ze wzgledu na ich wysoka czuto$¢ i swoistos¢ odgrywajg coraz wiek-
szg role w chemii klinicznej (57). Firma Auto-Technicon skonstruowata
wiec kombajn wyposazony w czuly fluorymetr z kuwetg przeptywowa.
W aparacie tym mozna oznacza¢ poziom amin katecholowych w surowi-
cy, wapnia, magnezu, fenyloalaniny (szybkie rozpoznawanie fenyloketo-
nurii), a takze aktywno$¢ niektérych enzyméw (AspAT, ALAT, LDH,
MDH itp.) bezposrednio lub posrednio zaleznych od uktadu zred.NAD/
NAD. Przy oznaczaniu aktywnosci enzymdw wykorzystuje sie natural-
ng fluroescencje zred.NAD, wzbudzong naswietleniem probki Swiatlem
o dtugosci fali 340 nm. Maksymalna wydajnos$¢ aparatu wynosi 60 probek
na godzine.

Auto-Analizator do badan w skali mikro (pediatryczny). Na jedno
oznaczenie w tym aparacie zuzywa sie 0,1 ml surowicy. Aparat przystoso-
wany jest do metod specjalnie uzytecznych w pediatrii (oznaczanie po-
ziomu fenyloalaniny w krwi, aktywnosci esterazy cholinowej itp.).
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System analizy ciggtej przeptywowej, reprezentowany gtéwnie przez
kombajny analityczne typu AA odgrywa ciggle jeszcze istotng role w au-
tomatyzacji badan laboratoryjnych (44). Wiekszo$¢ obecnie eksploatowa-
nych na calym Swiecie kombajnéw analitycznych nalezy do grupy AA.
W NRD i ZSRR rozpoczeto produkcje aparatow opartych na zasadzie AA.

Niemniej jednak coraz czesciej dajg sie stysze¢ opinie, ze mozliwosci
technicznego rozwoju systemu analizy ciggtej przeptywowej zostaty juz
prawie wyczerpane, a proces automatyzacji laboratoriow analitycznych
pojdzie prawdopodobnie inng droga (42).

System analizy ciagtej przeptywowej wykazuje wiele niedogodnosci.
Do wazniejszych nalezg m. in.:

— zbyt mata wydajnos$é (maksimum 60 probek jednego rodzaju na go-
dzine),

— niebezpieczeAstwo zanieczyszczenia probki badanej przez probke po-
przedzajacg (przy duzych rdéznicach stezeh badanego skiadnika),

— zbyt Scista zalezno$é uzytkownika od producenta aparatury (koniecz-
nos$¢ czestej wymiany kalibrowanych rurek plastikowych),

— stosunkowo wysokie koszty eksploataciji.

Dlatego tez pojawiajgce sie w ostatnich latach na rynku kombajny
analityczne reprezentujg niemal wytgcznie system analizy indywidualnej,
w ktérym realizowana jest zasada, ze kazda probka materiatu opracowa-
na jest z osobna, tak jak w metodach manualnych.

I11. System analizy indywidualnej
(ang. discrete analysis system)

Obecnie na rynku Swiatowym znajduje sie okoto 25 r6znych kombaj-
néw analitycznych, reprezentujgcych system analizy indywidualnej (45).

W rozwoju produkcji kombajnéw analitycznych obserwuje sie dwo-
jakiego rodzaju tendencje, ktédrych celem jest:

a) Skonstruowanie taniego, prostego w obstudze aparatu (mate kombaj-
ny analityczne), o duzej plastycznosci funkcjonalnej, ale ograniczonych
mozliwosciach technicznych. Aparaty tego typu majg odgrywaé w za-
sadzie role udoskonalonego sita (badania screeningowe) szybko oddzie-
lajagcego wyniki patologiczne od fizjologicznych (40). Koszt tego typu
kombajnow waha sie obecnie w granicach 4 000—10 000 dolaréw,

b) Wprowadzenie do uzytku, zwtaszcza na potrzeby duzych szpitali i po-
liklinik wielokanatowych, skomplikowanych, w petni zautomatyzowa-
nych aparatéw, o duzej wydajnosci, najczesciej potaczonych juz bez-
posrednio z komputerami (duze kombajny analityczne). Aktualna cena
tego rodzaju kombajnu wynosi 50 000—350 000 dolaréw.

5 Postepy Biochemii 4/70r.
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1. Mate kombajny analityczne

Kombajn Clinomak Il (producent firma Polimak-Roma) nalezy do sys-
temu analizy indywidualnej ciggtej (ang. continuos discrete analysis sys-
tem). Jego nominalna maksymalna wydajno$¢ wynosi 300 oznaczen na
godzine. Wydajnosé rzeczywista jest mniejsza, zwiaszcza przy pracy na
krotkich seriach analiz i nie przekracza 300—700 r6éznego rodzaju ozna-
czeh w ciggu dnia pracy.

Zasadnicza czeScig aparatu jest beben rozdzielajgcy, w ktérym znaj-
duje sie 90 plastikowych probdweczek, zawierajgcych badane surowice
oraz wzorce (rzad wewnetrzny) oraz 90 szklanych probéwek, w ktérych
przeprowadza sie oznaczenie i ktore stuzg réwnoczes$nie jako kuwety po-
miarowe (rzad zewnetrzny). Surowica w odpowiedniej iloSci przenoszona
jest z wewnetrznego rzedu do zewnetrznego (rysunek 1) dokad tez dopro-
wadzane sg potrzebne odczynniki. Dozowanie surowicy i odczynnikow
reguluja magnetyczne wentyle, otwierajgce sie na okre$lony przeciag
czasu. llosSci odmierzanych odczynnikdw wahajg sie w granicach od 0,5 do
2,5ml, a surowicy od 20 do 200 ul Doktadno$¢ pomiaru jest stosunkowo
wysoka i btgd nie przekracza 15%> (24). Mieszanie odbywa sie sitg wtrys-
ku odczynnika. Fotokolorymetr wbudowany w aparat zaopatrzony jest
w ciggty filtr interferencyjny o zakresie widma od 400—700 nm. Wyniki
badah zapisuje w postaci wykresu aparat rejestrujacy (ang. recorder),
(rysunek 2).

Wyniki odczytuje sie przy pomocy specjalnego czytnika. Kombajn
Clinomak Il moze tez pracowa¢ w potgczeniu z fotometrem ptomienio-
wym, fluorymetrem oraz spektrofotometrem kwarcowym. W nowszych
modelach aparat rejestrujgcy zastgpiono drukarkg wynikow. Nowsze mo-
dele moga by¢ tez w uktadzie ,,on line” podigczone do komputera.

Wyprodukowane przez firme Polimak urzadzenie do mycia probowek,
bez potrzeby wyjmowania ich z bebna, nosi hazwe Lavomak i w znacznym
stopniu utatwia obstuge kombajnu.

Przy pomocy kombajnu analitycznego Clinomak Il mozna wykonywaé
tylko te badania, w ktérych liczba dodawanych odczynnikéw nie przekra-
cza czterech, a oznaczenie odbywa sie w temperaturze pokojowej i nie
wymaga odbiatczania surowicy. Tego rodzaju ograniczenia nie maja jed-
nak istotnego znaczenia praktycznego, wobec tendencji do stosowania
w chemii klinicznej metod jedno-, dwu, a najwyzej tréj-odczynnikowych
i nie wymagajacych odbiatczania surowicy, jak np. oznaczanie biatka cal-
kowitego, cholesterolu itp. (23, 65).

Kombajn Clinomak Il praktycznie umozliwia wykonywanie wszyst-
kich rutynowych badan chemiczno-klinicznych. Przy jego pomocy mozna
oznaczac: biatko w surowicy zmodyfikowang metodg biuretowg (68), albu-
miny— barwnikiem HABA (40), probe tymolowg i prébe Kunkela
z wzorcem zefirolowym wzglednie sterinolowym (34,35,53), mocznik
w surowicy metodg ureazowg z reakcjg Barthelota jako reakcjg wskazni-



Rys. 1. Kombajn Clinomak Il (widok og6lny)
a —beben rozdzielajacy, b —wentyle, c—fotometr, d—rekorder



Rys. 2. Spos6b zapisywana wynikéw na kombajnie Clinomak Il
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kowg (13), glukoze w surowicy metodg enzymatyczng z oksydazg D-gluko-
zy (51), chlorki w surowicy metoda Schoenfelda i Lewellena (60) z rodan-
kiem rteciowym, bilirubine w surowicy zmodyfikowang metodg dwuazo-
wg (16, 25, 37, 41), cholesterol w surowicy zmodyfikowang metodg Pearso-
na i wsp. (23, 49), aktywno$¢ aminotransferaz w surowicy zmodyfikowa-
ng metodg Reitmana i Frankela (52), wzglednie Babsona
i Schapiro (9), waph w surowicy metodg Connerty i Briggsa
(15) z siarczanem alizaryny, aktywno$¢ kwasnej i zasadowej fosfatazy
w surowicy metodag Bessey, Lowry, Brock (12), wzglednie metoda
Babsona i Phillipsa (6 7, 8) itp.

Kombajn Clinomak Il jest rutynowo eksploatowany w Kkilku labora-
toriach w naszym Kkraju.

Kombajn Unicam AC-60 (producent: Automatic Analytical System-
-Pye Unicam Ltd, Cambridge), o nominalnej wydajnosci 120 analiz na
godzine stanowi wilasciwie automatyczny ukiad dozymetryczny (znany
tez na rynku pod nazwg Bioanalyst Griffin) i podobnie jak Clinomak Il
nadaje sie jedynie do metod nie wymagajacych odbiatczania. Surowice
i odczynniki odmierzane sg przy pomocy wentyli ttokowych. Przewidzia-
no kolejne dodawanie trzech réznych odczynnikéw. W odr6znieniu od
kombajnu Clinomak Il omawiany aparat zaopatrzony jest w mechaniczne
mieszadetko oraz w termostat, umozliwiajacy ciagte regulowanie tempe-
ratury w zakresie do 60° z doktadnoscig do 0,5°. Istnieje mozliwo$é ogrze-
wania odczynnikéw do odpowiedniej temperatury przed zmieszaniem ich
z surowicg. Natezenie powstajgcego zabarwienia odczytuje sie w spektro-
fotometrze np. Unicam SP-500, wzglednie fotokolorymetrze zaopatrzo-
nym w przeptywowg kuwete i potgczonym z przyrzagdem rejestrujgcym
wzglednie z drukarkg wynikéw. Spektrofotometr czy tez fotokolorymetr
nie stanowig jednak integralnej czesci systemu analitycznego. W apara-
cie AC-60 znajduje sie pompa (ang. transfer station), ktéra przenosi zabar-
wiony ptyn z probéwki reakcyjnej do przeptywowej kuwety aparatu po-
miarowego.

[los¢ surowicy potrzebna do wykonania badania wynosi od 10 do
300 ul Objetos¢ kornicowa prébki 4—4,5 ml.

Na kombajnie AC-60 wykonuje sie oznaczenia biatka catkowitego,
glukozy, mocznika, nieorganicznych fosforandw i aktywnos$ci aminotran-
sferaz w surowicy oraz hemoglobiny w krwi.

W Kkraju uzytkowane sg pojedyncze kombajny Unicam AC-60.

2. Duze kombajny analityczne
Ogniwem taczacym grupy matych i duzych kombajnéw jest system

automatyczny produkowany przez firme B. Braun Melsungen — NRF,
wypuszczony na rynek pod nazwg Braun-SysteMatik.
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System Braun-SysteMatik sklada sie z autonomicznych jednostek
funkcjonalnych, ktére wykonujg poszczegélne czynnosci laboratoryjne,
takie jak odmierzanie i ewentualnie rozcienczanie prébki, pipetowanie od-
czynnikéw (Dilumatik, Dilustatik), inkubowanie w okre$lonej tempera-
turze, mieszanie, przenoszenie do kuwety fotometru, fotometrowanie,
przeliczanie wynikéw i ich drukowanie. Poszczeg6lne jednostki funk-
cjonalne moga by¢ taczone ze sobg w okreSlonych kombinacjach, zalez-
nych od aktualnego programu pracy, np. do po6tautomatycznego wzgled-
nie automatycznego rozcienczania i pipetowania lub do automatycznego
wzglednie potautomatycznego fotometrowania. Mogg tez tworzy¢é kom-
pletny, catkowicie zautomatyzowany system analityczny. Najmniejsza
ilos¢ surowicy potrzebna do wykonania jednego badania wynosi 10 M1
Odczynniki dodawane sg w ilosciach od 0,25 do 10 ml. Wydajnos¢ aparatu
jest rézna dla poszczeg6lnych metod. Wynosi ona dla glukozy, biatka
catkowitego, cholesterolu, hemoglobiny, mocznika— 120 badah na godzi-
ne, dla bilirubiny — 60 badan na godzine, dla zasadowej i kwasnej fos-
fatazy— 36 badan na godzing, a dla AspAT, AIAT i LDH — 30 badan
na godzine. Specjalna przystawka umozliwia oznaczanie aktywnosci en-
zymdw metodami kinetycznymi. Wchodzacy w skiad kombajnu spektral-
ny fotometr daje mozno$¢ wykonywania pomiaréw w zakresie od 340
do 620 nm. Powietrzny termostat zabezpiecza inkubacje prébek w odpo-
wiedniej temperaturze w zakresie od 27 do 95°.

W systemie Braun-SysteMatik w interesujacy sposéb rozwigzano od-
biatlczanie i wirowanie prébek. Do znajdujgcych sie w bebnie zbiorczym
prébek dodaje sie automatycznie okreslong ilos¢ odczynnika odbiatcza-
jacego, a po zmieszaniu beben w catosci przenosi sie do specjalnej wiréw-
ki, w ktorej spetnia on role glowicy wirujgcej. Po odwirowaniu beben
wstawia sie z powrotem na swoje miejsce, skad supernatant jest pobiera-
ny automatycznie do dalszego badania. W systemie Braun-SysteMatik za-
bezpieczono réwniez identyfikacje badanych probek.

Omawiany system cechuje sie duzg plastycznos$cig funkcjonalng i wie-
le metod manualnych daje sie do niego stosunkowo tatwo przystosowac,
np. metoda Jendrasika i Grofa (25 do oznaczania bilirubiny
w surowicy, metoda o-toluidynowa do oznaczania glukozy w krwi, me-
toda ureazowa do oznaczania mocznika itp.

System Braun-SysteMatik mozna bezposrednio (on line) potgczyé
z komputerem.

System analityczny Auto-Chemist produkowany przez firme AGA —
Sztokholm jest gtéwnym reprezentantem grupy duzych kombajnéw. Jest
to wielokanatowy system indywidualnej analizy ciagtej (1, 20, 26). Su-
rowica w ilosci od 3—6 ml zostaje rozdzielona do 6-miejscowych staty-
wow, ktdre moga byé tagczone w wieksze zespoty. Statywy te przy pomocy
tzw. zewnetrznego pasa prowadzgcego rozdzielane sg miedzy 18 diugich
kanatdw analitycznych zgrupowanych na trzech pasach, po 6 na kazdym.
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Wewnetrzny pas prowadzacy rozdziela surowice miedzy sze$¢ krétkich
kanatéw analitycznych. Czas wykonania oznaczenia wynosi od 30 do
50 minut. W podstawowej wersji kombajnu Auto-Chemist tylko pierw-
sza probka poszczegblnej serii jest automatycznie identyfikowana. Do
identyfikacji kazdej badanej prébki potrzebne jest juz dodatkowe urzg-
dzenie elektroniczne (rysunek 3).

Rys. 3. Schemat dziatania czesci analitycznej kombajnu Auto-Chemist

Program systemu Auto-Chemist obejmuje 24 metody, a wydajnos¢
aparatu wynosi 135 probek/godzine na kazdy kanat, tj. okolo 26 tys. ozna-
czen w ciggu 8-godzinnego dnia pracy, co zastepuje prace 100 wykwali-
fikowanych analitykéw medycznych. Wyniki badan opracowywane sg
przez komputer PDP-8, potaczony bezposrednio z kombajnem analitycz-
nym. Przekazywanie wynikéw na oddziaty odbywa sie przy pomocy da-
lekopisu (20). Tzw. satelitarne kolorymetry umozliwiajg rowniez elektro-
niczne opracowywanie wynikow badan wykonanych metodami manual-
nymi.

Kombajn Auto-Chemist przeznaczony jest w zasadzie do masowych
badan profilaktycznych i diagnostycznych, wykonywanych przez duze
centralne pracownie, obstugujace szpitale i polikliniki np. duzego miasta.
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Mimo wysokiej precyzji i doktadnosci oznaczen aparat ten nie znalazt
szerszego zastosowania w praktyce laboratoryjnej, prawdopodobnie ze
wzgledu na: zbyt wielka wydajnosé, wysoki koszt aparatu (cena okoto
360 000 dolaréw), wysoki koszt eksploatacji, duze wymiary, sztywnos$¢
programowania (aparat zawsze wykonuje 24 badania z kazdej probki
surowicy), oraz konieczno$¢ wstepnego opracowywania materiatu (odbiat-
czanie).

System analityczny Richterich-Greiner wprowadzony ostatnio na ry-
nek przez firme Hofmann-LaRoche Greiner Co (rysunek 4) jest wolny
od wiekszosci wad systemu Auto-Chemist.

Kombajn ten wykonuje 30 réznych analiz, dajgc obliczony wynik
w odstepach co 12 sekund. Mozna go w odniesieniu do kazdej préobki
zaprogramowa¢ na dowolng liczbe oznaczen. Istotng zaleta aparatu jest
maksymalnie uproszczona dokumentacja, poniewaz karta skierowania ma-
teriatu do badania, stuzy rownoczes$nie jako karta programujaca, a po
wykonaniu badania z wydrukowanym wynikiem wraca na oddziat (o ile
nie przeprowadza sie elektronicznego opracowania wynikéw przy pomo-
cy komputera). W aparacie dziata optyczny system identyfikacji probek.
Kombajn Richterich-Greiner umozliwia rowniez wykonywanie badan
w trybie ,,cito” (wynik juz po 10 min.). Na jedno oznaczenie zuzywa sie
od 20 do 200ul surowicy. Aparat zabezpiecza przechowywanie odczyn-
nikéw w temperaturze 4° i inkubacje probek w temperaturze 37°. Codzien-
na kalibracja 30 metod trwa okoto 15 minut. W opracowaniu znajduje
sie przystawka do fotometrii ptomieniowej.

Inne kombajny analityczne. Do grupy kombajnéw analitycznych re-
prezentujacych system analizy indywidualnej nalezy tez zaliczy¢ system
Mecolab (Joyce Loebl, Anglia), Vickers Multichannel 300, Robot-Chemist
(Warner Chilcott N.J.), system Analmatic (Baird Tatlock Ltd., Londyn),
system Beckman DSA 560 (Beckman Instruments International Fullerton,
California) oraz dwa automaty firmy Eppendorf (Hamburg): Nr 5030
przeznaczony do analiz fotometrycznych i Nr 5010 — do oznaczania
aktywnos$ci enzyméw przy pomocy optycznego testu Warburga. Wydaj-
no$¢ automatéw Eppendorf wynosi 150 analiz na godzine. Zgodnie ze
specjalizacjg tej firmy automaty przystosowane sg do badan w skali
mikro- i ultra-mikro.

IV. Mala automatyzacja badan laboratoryjnych

Na pograniczu miedzy duzg a matg automatyzacjg badan laboratoryj-
nych znajdujg sie uproszczone i stosunkowo tanie systemy analityczne,
pracujgce w oparciu o gotowe zestawy testowe. Systemy te majg ustalony
z gory program badan. Przyktadami tego rodzaju systemow analitycznych

sa:



Rys. 4. Kombajn analityczny Richterich-Greiner (widok ogdiny)



Rys. 5. Typowa karta perforowana IBM (International Busines Machines Corp.;
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a) system Setometer 360 (Serosonic Laboratories Inc. Bohemia N.Y.),
umozliwiajgcy szybkie wykonanie 36 najwazniejszych analiz chemicz-
no-klinicznych. Wyniki podawane sg w postaci cyfrowej. Cena apara-
tu wynosi 1200 dolaréw.

b) system Accu-Stat (do oznaczen chemiczno-klinicznych), produkowany
przez firme Clay Adams Parsippany N.J.). System ten pracuje w skali
mikro i umozliwia wykonanie 25 réznych oznaczen chemiczno-kli-
nicznych. Wynika odczytuje sie bezposrednio na skali aparatu. Dla
kazdej metody wykonano odpowiednig wktadke kalibracyjng, ktéra
umozliwia szybka jej rekalibracje.

Wiasciwa mata automatyzacja badan laboratoryjnych (ang. limited
junction automation — LFA) polega na zmechanizowaniu poszczeg6lnych
czynnosci laboratoryjnych, takich jak: pipetowanie, rozcienczanie itp.
Stuzg temu proste dozymetry strzykawkowe (f-my Struers, Kopenhaga),
lub dozymetry bardziej skomplikowane, np. Selectomak (firma Polimak,
Roma) lub Auto-Spenser (Warne V. Chilcott Ltd, N.J.), kuwety przeptywo-
we, drukarki wynikéw itp. Urzadzenia te czesto tgczy sie w bardziej
skomplikowane uktady. Na przyktad tak jak w systemie Braun-SysteMa-
tik, lub aparacie Chematic I, Il i Ill (Fa. Prema Stara Tura), ktéry sktada
sie z automatycznej pipety, wymiennika prébek oraz tzw. zwielokrotnia-
cza czynnosci.

Innym przyktadem ograniczonej automatyzacji badan laboratoryjnych
jest np. absorpcjometr firmy LKB, Sztokholm, umozliwiajagcy dokonanie
1500 pomiaréw kolorymetrycznych w ciggu 1 godziny. W rutynowym
uzytkowaniu mozna go zaprogramowac¢ na 10 podstawowych analiz, przy
czym nastawienie proby zerowej oraz wzorca odbywa sie automatycznie.
Wyniki drukowane sa na zatagczonej do aparatu drukarce.

Ta sama firma skonstruowata réwniez aparat (LKB 8600 Reaction
Rate Analyser) do mierzenia aktywnosci enzymatycznych metodami kine-
tycznymi, o wydajnosci 50 badarn na godzine. Aparat ten znajduje coraz
szersze zastosowanie w rutynowy”’ pracowniach enzymologii klinicznej
(2, 10).

Tzw. mata wzglednie ograniczona automatyzacja badan laboratoryj-
nych jest szczegdlnie korzystna dla niewielkich laboratoriow chemiczno-
klinicznych i w krajach nie posiadajgcych odpowiedniego zaplecza tech-
nicznego.

V. Nowe rozwigzania techniczne mogace znalez¢ zastosowanie
w laboratoriach chemii klinicznej

Postep techniczny w diagnostyce laboratoryjnej charakteryzuje sie
tendencjami do skonstruowania systemow analitycznych o duzej wydaj-
nosci, doktadnosci i powtarzalno$ci, a zarazem w znacznym stopniu zmi-
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niaturyzowanych i niezbyt kosztownych. Nalezy zatem przypuszczaé, ze
wiekszo$¢ znajdujgcych sie aktualnie na rynku automatycznych systemow
analitycznych nie wytrzyma préby czasu. W zwiagzku z tym obecny okres
nalezy traktowac raczej jako przejSciowy w rozwoju automatyzacji ba-
dan laboratoryjnych. Juz dzisiaj zarysowujg sie mozliwosci zupetnie no-
wych rozwigzan technicznych, ktére moga dokona¢ przewrotu w kon-
strukcji urzadzen automatycznych przeznaczonych dla laboratoriéw diag-
nostycznych.

Nalezy tu wymienic:
a) System analizy wirowkowej Andersona (5). Anderson skonstru-
owat niewielkich rozmiar6w kombajn analityczny do badan w skali ultra-
mikro, w ktorym do mieszania odczynnikow wykorzystana jest sita od-
$srodkowa. Wydajnosé takiego aparatu, ktory zostat oznaczony symbolem
GeMSAEC wynosi okoto 3000 badan na godzine. Wyniki rejestrowane sa
na oscyloskopie,
b) Przewrot w kolorymetrii moze wywotaé zastosowanie optyki witdkna
szklanego w fotometrach wzglednie fotokolorymetrach (28). Odpowied-
nio cienkie wtbdkna szklane o wysokim wspoétczynniku zatamania Swiatta
otoczone ptaszczem optycznie obojetnym stuza do przewodzenia $wiatta
od zrodta poprzez zabarwiony roztwér do fotokomorki. WiHdkna szklane
razem z koncowka pomiarowa, sktadajaca sie z pateczki szklanej i lusterka
albo z dwoch pateczek szklanych tworzg tzw. ,fotosonde”, ktéra moze
catkowicie wyeliminowa¢ kuwety optyczne. W czasie pomiaru fotosonda
jest zanurzona w probdwce zawierajgcej badany roztwor barwny. Pomiary
gestosci optycznej przy pomocy fotoséndy sg znacznie szybsze i bardziej
doktadne niz wykonane metodami konwencjonalnymi. Fotosonda moze
byé w zasadzie potgczona z kazdym fotometrem wzglednie fotokolory-
metrem. Straty energii Swietlnej przy pomiarach fotosondg sag minimalne.
Nalezy przewidywac, ze juz w ciggu najblizszych dwodch lat pojawig sie
na rynku fotokolorymetry zaopatrzone w fotosonde. Wydaje sie tez, ze
fotosonda znajdzie szerokie zastosowanie w zminiaturyzowanych auto-
matycznych systemach analitycznych,
c) Coraz szersze zastosowanie w medycynie, jak réwniez w diagnostyce
laboratoryjnej znajduja metody biotelemetryczne (14), gtéwnie w postaci
urzadzen monitorowych (59) pozwalajacych w spos6b ciggty in vivo mie-
rzy¢ poszczegblne parametry fizyko-chemiczne krwi, takie jak pH, pCOz
p02 (36), stezenie jonéw K, Na i Ca (58), poziom glukozy w krwi (43) itp.
Stezenie glukozy w krwi okre$la sie przy pomocy tzw. elektrody enzyma-
tycznej, ktorg mozna bezposrednio wprowadzi¢ do krwioobiegu (63). Za-
sada dziatania elektrody enzymatycznej zostata oméwiona gdzie indziej
(14).

Elektroda enzymatyczna znalazta juz bezposrednie zastosowanie przy
badaniach nad mechanizmami regulacji poziomu glukozy w ustroju cho-
rym i zdrowym po obcigzeniu glukozg (29).
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Uktady biotelemetryczne moga byé tez bezposrednio potaczone z kom-
puterami, co pozwala na wnikliwg i ciggtg kontrole stanu pacjenta np.
w czasie ciezkich i niebezpiecznych zabiegéw operacyjnych.

VI. Elektroniczne przetwarzanie wynikéw badan laboratoryjnych

Zwigkszenie wydajnosci pracy w rutynowym laboratorium chemicz-
no-klinicznym mozna tez osiggng¢ przez zautomatyzowanie etapdw wstep-
nego opracowywania materiatu, oraz ostatecznego opracowania i prze-
kazywania wynikdw badan. Odcigza to znacznie fachowy personel labo-
ratoryjny. W warunkach klasycznego laboratorium diagnostycznego okoto
40°/o czasu pracy technika laboratoryjnego zostaje zuzyte na prace admi-
nistracyjne, zwiagzane bezposrednio lub posrednio z opracowywaniem ma-
teriatu przestanego do badania i wynikéw analiz.

Przy wzroscie zapotrzebowania na badania laboratoryjne i przy wzro$-
cie liczby wykonywanych przez laboratorium badan, praca administra-
cyjna staje sie coraz trudniejsza, w zwigzku z czym wzrastajg mozliwosci
popetniania tzw. bledéw administracyjno-organizacyjnych (np. biledne
przepisanie wyniku, btedne wyliczenie, znieksztatlcenie nazwiska .pacjenta
itp.). Wykazano, ze 88% btedéw laboratoryjnych nalezy wtasnie do tej
grupy (64). Dlatego tez w wielu duzych rutynowych laboratoriach chemii
klinicznej wprowadzono elektroniczne przetwarzanie wynikéow badan la-
boratoryjnych przy zastosowaniu komputerow (11, 17, 47, 48). Przyniosto
to nastepujace korzysci:

a) uproszczenie systemu skierowan na badania laboratoryjne i bezbledna
identyfikacje poszczegdinych préobek,

b) wyeliminowanie btedow administracyjno-organizacyjnych,

C) przyspieszenie przekazywania informacji na oddziaty,

d) usprawnienie segregacji wynikéow badan laboratoryjnych i wstepne
ich zréznicowanie na wyniki fizjologiczne i patologiczne,

e) zgromadzenie wynikdw poszczeg6lnego pacjenta na jednej zbiorczej
karcie,

f) zmniejszenie do minimum administracyjnego obcigzenia fachowego
personelu laboratoryjnego,

g) mozliwo$¢ przechowywania wynikow w sposéb pozwalajacy na
wszechstronne ich wykorzystanie.

Laboratorium, w ktérym przeprowadza sie EDP musi posiada¢ dodat-
kowe urzadzenia, takie jak: aparat do perforowania taSmy papierowej,
dziurkarke do kart, aparat do sortowania kart, stacje magnetofonowe,
dalekopisy oraz odpowiedni komputer, lub staty dostep do komputera
w centralnym os$rodku obliczeniowym.

Przy EDP dotychczas znalazty zastosowanie nastepujgce komputery:
Bull-Gamma 30, IBM 402, IBM 490, IBM 1130, Elliott 900, Spear Class 300
(50) i inne.
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Uktad analityczny (automatyczny wzglednie manualny) moze byé po-
taczony z komputerem posrednio przy pomocy kart perforowanych lub
dziurkowanej tasmy papierowej (ang. off line) wzglednie bezposrednio
(ang. on line) (tylko automatyczne ukiady analityczne).

Obecnie wiekszo$¢ wynikéw laboratoryjnych przetwarzana jest w u-
ktadzie off line. Uktad on line znacznie kosztowniejszy od poprzedniego
uwazany jest jednak za lepszy i przysztosciowy.

W poszczeg6lnych placowkach EDP realizowany jest w rozny sposob,
przy czym zdecydowanie dominuje system kart perforowanych (ang.
punched card system).

1. Kodowanie wynikéw laboratoryjnych

Przy zastosowaniu systemu kart perforowanych proces przetwarzania
wynikow laboratoryjnych przebiega w ogdélnych zarysach nastepujgco *:
dla kazdego nowego pacjenta laboratorium zaktada tzw. karte macierzy-
stg, ktéra zawiera dane niezbedne do bezbtednego zidentyfikowania pa-
cjenta— nr ksiegi szpitalnej (sze$¢ cyfr), data urodzenia (sze$¢ cyfr —
np. 050421 — 5.4.1921) imie i nazwisko chorego (zakodowane w postaci
cyfr wg miedzynarodowego kodu), pte¢ (jedna cyfra), nr oddziatu (szes¢
cyfr), date wpisu i wypisu ze szpitala (zakodowane w ten sam sposéb jak
data urodzenia).

»Karta macierzysta” jest typowg kartg perforowang o standardowych
wymiarach wprowadzong swojego czasu przez amerykanskg firme IBM
(International Busines Machines Corp.), produkujaca komputery. Karta
taka zawiera 80 kolumn po 12 pozycji kazda (rysunek 5). Na perforowanej
karcie IBM mozna wiec zakodowac¢ 80 znakow.

Na ,karcie macierzystej” uzywanej w Inselspital w Bernie, kolumny
62—80 nie sag wydrukowane. Kodowanie cyfr jest w zasadzie proste. Li-
tery natomiast kodowane sg wg miedzynarodowego kodu, przy czym
kazdej literze odpowiada jeden a najczesciej dwa znaki w jednej kolum-
nie; np.: A-7, B-07, C-17, D-27, E-37, F-47, G-57, H-67, 1J-8, K-08, 1+-18,
M-28, N-38, P-48, Q-58, R-68, S-9, T-09, U-19, V-29, W-39, Z, Z, Z-49,
0-0.

Wynik badania laboratoryjnego zostaje zakodowany na tzw. Kkarcie
wynikowej oddzielnej dla kazdego badania. Jest to réwniez perforowana
karta IBM. Pierwsze 6 rubryk sg identyczne jak na ,karcie macierzystej”.
Obejmujg one 55 kolumn. Na pozostalych kolumnach karty wynikowej
zostajg zakodowane: data badania (szes¢ cyfr), rodzaj badania (wg odreb-
nego kodu — patrz nizej — szes$¢ cyfr) oraz wiasciwy wynik badania
(sze$¢ cyfr). W rezerwie pozostaje siedem kolumn, ktére mogag byé wy-

* Opisana procedura jest rutynowo stosowana w Centralnym Laboratorium
Inselspital Bern — Szwajcaria, kierownik prof. dr med. R. Richterich.



[15] AUTOMATYZACJA 573

* korzystane na dodatkowe informacje dotyczace chorego wzglednie wy-
niku badania (np. na informacje diagnhostyczne).

Interesujgcy sposéb kodowania badan (tzw. cyfrowo-literowy) opra-
cowali Richterich i Ehrengruber (55 56). Jak juz wspom-
niano w omawianym systemie EDP na zakodowanie kazdego badania
przeznaczono sze$¢ kolumn.

Kolumna pierwsza okre$la rodzaj pracowni, w jakiej zostato wykona-
ne dane badanie, np C— pracownia chemii klinicznej, U — pracownia
analityczna (moczownia), E — pracownia ,citowa” (ang. hot laboratory)
itp. Teoretycznie mozna zakodowa¢ w tej kolumnie 26 réznych typéw
pracowni.

Kolumna druga i trzecia okreslajg sktadnik, jaki nalezy oznaczy¢.
Kazdy sktadnik okreslany jest dwoma literami, np.: AM — amylaza,
AP — zasadowa fosfataza, BF — bilirubina, CA — wapn itp. W kolumnach
drugiej i trzeciej mozna zakodowa¢ 676 réznych badan, co praktycznie
daje nieograniczone mozliwosci rozszerzania ich zakresu. Obecnie dobrze
i nowocze$nie prowadzone laboratorium wykonuje rutynowo najwiecej
100—120 réznych badan.

Kolumna czwarta informuje o zastosowanej metodzie, przy czym
metoda klasyczna (wystandaryzowana) oznaczana jest zawsze cyfrg 0,
a kolejne jej modyfikacje cyframi 1, 2.. Np. oznaczanie aktywnosci
AspAT metodg kolorymetryczng koduje sie jako 0, a metodg spektrofoto-
metryczng jako L

Kolumna piata okre$la rodzaj materiatu, na ktorym wykonano bada-
nie, np. B — krew, C— ptyn moézgowo-rdzeniowy, D — zawarto$¢ dwuna-
stnicza itp.

Kolumna szosta zawiera dodatkowe informacje dotyczace materiatu,
np. symbol A oznacza krew tetniczg, C — krew kapilarng, V — krew zyl-
ng, D — oznacza, ze wynik ma by¢ podany w jednostkach wagowych na
24 godziny, F — ze materiat zostal pobrany od chorego znadujacego sie
na czczo itd.

Karty wynikowe sg zarazem kartami tacznikowymi. Procedura ich
zaktadania jest nastepujgca: materiat (surowica, mocz itp.), przychodzi do
laboratorium z odpowiednig kartg skierowania, na ktérej lekarz zakresla
potrzebne mu badania. Takich kart skierowania moze by¢é kilka rodzajow,
zaleznie od wewnetrznej struktury laboratorium i obowigzujgcego syste-
mu pracy (karta badan biochemicznych, hematologicznych, enzymatycz-
nych, karta badan na cito itp.).

Dane personalne pacjenta zostajg przy pomocy maszyny perforujacej
naniesione na ,karte macierzystg” a z niej przeniesione na karty wyni-
kowe (fgcznikowe), ktérych zaktada sie tyle, ile poszczeg6lnych badan
zazadano dla danego pacjenta. Nastepnie materiat i towarzyszace mu
karty wynikowe zostajg rozdzielone na poszczegdlne stanowiska robocze
(zautomatyzowane wzglednie manualne). Na odwrocie karty wynikowej



574 J. KRAWCZYNSKI [16]

wypisywane sg zwykle robocze obliczenia technika, wykonujgcego dane
badania (o ile pracuje on przy pomocy metod manualnych). Po wykona-
niu badania wynik cyfrowy zostaje wydrukowany automatycznie wzgled-
nie wypisany przez technika na zadrukowanej stronie karty wynikowej,
a nastepnie zadziurkowany w odpowiednich kolumnach. Tak przygotowa-
ne karty wynikowe przekazuje sie do wiasnego komputera wzglednie do
centrum obliczeniowego.

2. Programowanie komputera i realizacja programoéw

Jednym z najwazniejszych etapéw EDP jest wilasciwe zaprogramo-
wanie komputera. W uzywanym do EDP w Inselspital w Bernie kompu-
terze Bull-Gamma 30 programy opracowane sg tzw. jezykiem COBOL
(ang. common busines oriented language) (61). Kompilator COBOL, ktory
powstat w roku 1961 jest programem tlumaczacym kod algebraiczny na
jezyk maszynowy. Jest on szczegélnie uzyteczny przy przetwarzaniu
danych administracyjnych, do ktérych mozna tez zaliczy¢ i dane labora-
toryjne. Zasade pracy komputera przedstawiono na schemacie 1.

Praca komputera rozdzielona jest na sze$¢ programow czeSciowych
(54). W ramach programu 1 zostaje przeprowadzona formalna kontrola
danych, znajdujacych sie na kartach wynikowych. Wynikiem tego jest
wychwytanie btednych danych personalnych i innych danych falszywie
zakodowanych. Wszystkie probki z btedami formalnymi komputer dru-
kuje na tzw. liscie btedéw (lista nr 1), ktdra w pierwszej kolejnosci trafia
do rak kierownika laboratorium. Dane z prawidtowo zakodowanych kart
przechodzg na tzw. taSme wynikow wstepnych | (RBVi) i w programie 2
zostajg rozsortowane wedtug rodzaju badan, dat i nazwisk pacjentéw,
a nastepnie przeniesione na tasme wynikéw wstepnych Il (RBV2).

W programie 3 nastepuje poroéwnanie aktualnych wynikéw ze zmagazy-
nowanymi na taSmie NBB danymi dotyczacymi norm dla poszczeg6lnych
ptci i odpowiednich grup wieku oraz wydrukowanie zbiorczej listy wyni-
kéw laboratoryjnych, wykonanych danego dnia (lista nr 2). Na liscie tej
gwiazdkami oznaczone sg wyniki, ktoére nieznacznie (*) (ponad 20) wzgled-
nie wyraznie (**) (ponad 3a) odbiegaja od odpowiedniej wartosci nor-
malnej. Wszystkie wyniki zostajg uporzadkowane wedtug rodzaju ba-
dan. Wiaczone do opracowania wyniki badan na cito zostajg oznaczone na

Schemat 1. Schemat pracy komputera Buli Gamma 30 przy przetwarzaniu wynikow
laboratoryjnych (uproszczony)

RBV —taSma z wynikami wstepnymi, NBB—tasma z normami, RB—tasma z wynikami
ostatecznymi, MB —zbiorcza tasma wynikéw laboratoryjnych, PB —zbiorcza tasma wyni-
kéw poszczeg6lnego pacjenta
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Kontrola formalna.
Przenoszenie danych na tasmy
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Program Nr 2
Sortowanie

1. préba. 2. data. 3. nazwisko

Program Nr 3
Poréwnywanie z normami

Lista wynikdw

Program Nr 4
Sortowanie
1. identyfikacja pacjenta 2. data

Program Nr 5
Lista pacjentow
z wynikami patologicznymi

Program Nr 6
Gromadzenie danych dawnych
z danymi  nowymi
Karta indywidualna

Postepy Biochemii 4/70 T.

Lista wynikow

Lista pacjentéw
z wynikami patologicznymi
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liscie wynikéw symbolem ,E” i nie podlegaja w komputerze procedurze
poréwnania z warto$ciami normalnymi.

W programie 4 nastepuje dalsza segregacja wynikow pod katem iden-
tyfikacji ich z nazwiskiem pacjenta i przy uwzglednieniu daty badania.
Znajdujace sie na tasmie wynikowej Il (RB2) wyniki zostajg nastepnie
w ramach programu 5 zgrupowane pod nazwiskiem poszczegblnego
pacjenta. W programie 5 drukowana jest lista wynikéw patologicznych
(lista nr 3), na ktérej podane sg wyniki poszczeg6lnych pacjentéw, u kto-
rych przynajmniej jeden wynik wyraznie odbiega od normy (**). Lista
taka umozliwia lekarzowi szybka segregacje przypadkdéw na oddziale.
Lista wynikow patologicznych trafia na oddziat szpitala jeszcze tego sa-
mego dnia.

W programie 6 nastepuje zestawienie aktualnych wynikéw laborato-
ryjnych zmagazynowanych juz na taSmie MB z dawniejszymi wynikami
danego pacjenta, zmagazynowanymi na tasmie PT (dawna). Wynikiem
tej konfrontacji jest wydrukowanie przez komputer indywidualnej karty
wynikéw laboratoryjnych (lista nr 4), ktéra stuzy jako wkiadka do
historii choroby i na ktérej zamieszczone sg wyniki wszystkich badan
laboratoryjnych dla danego pacjenta od poczatku jego pobytu w szpitalu.
Wyniki odbiegajgce od normy oznaczone sg gwiazdkami (* lub**). Po
otrzymaniu nowej karty indywidualnej, ktora trafia na oddziat na drugi
dzieA po wykonaniu badan stara karta zostaje wyjeta z akt chorego
i zniszczona. Ostateczne wyniki zostajg zmagazynowane na tasmie PT
(nowa).

Jeden raz w miesigcu realizowany jest program dodatkowy, majacy
na celu zebranie wynikdw wszystkich pacjentéw, ktorzy w czasie tego
miesigca opuscili szpital (wypis, zgon). W ramach tego programu wydru-
kowana jest miesieczna lista zbiorcza wynikéw pacjentéw, ktdrzy opuscili
szpital (lista nr 5). Lista taka przeznaczona jest na potrzeby labora-
torium i administracji szpitala (obliczanie kosztéw, zestawienia staty-
styczne).

Przedstawiony wyzej system EDP opracowany przez Richtericha
i Ehrengrubera (56) jest stosunkowo prosty i umozliwia przetwa-
rzanie wynikow zarowno metod zautomatyzowanych jak tez manualnych.
Opisana procedura jest typowa procedurg off line.

W Centralnym Laboratorium Szpitala Klinicznego w Uppsali przy
EDP specjalng uwage zwrdcono na problem bezbtednej identyfikacji
badanych prébek oraz na kontrole metod analitycznych przy pomocy
komputera.

Laboratorium to stosuje optyczny system identyfikacji probek. Dane
umozliwiajgce identyfikacje pacjenta (nr ksigzki szpitalnej, data uro-
dzenia, imie i nazwisko itd.) zostaja nadziurkowane wg odpowiedniego
kodu na waski pasek papieru, ktéry jako etykietka dotgczony jest do
proboéwki z materiatem pobranym od tegoz pacjenta. Probowka z etykietka
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zostaje przeSwietlona silnym strumieniem S$wiatla, a uktad dziurek od-
czytany na specjalnym czytniku zaopatrzonym w fotokomorke i przeka-
zany do komputera.

Kontrola metod laboratoryjnych przeprowadzana jest przez kompu-
ter, np. IBM 1440 czy tez IBM 1130, ktéry oblicza m.in. tzw. efekt konta-
minacyjny (w procentach) powstajacy w systemach analizy ciagtej prze-
ptywowej, oblicza odchylenie standardowe powtarzalnosci wynikéw
(z pieciu oznaczen tego samego roztworu wzorcowego) oraz S$rednig
wszystkich oznaczen przeprowadzonych przy pomocy kontrolowanej me-
tody w danym dniu wraz z odchyleniem standardowym. Warto$¢ Sredniej
i odchylenia standardowego powinny byé kazdego dnia jednakowe,
wzglednie bardzo do siebie zblizone. Dane dotyczace kontroli kazdej me-
tody analitycznej drukowane sg przez komputer na osobnych kartach.

Hjelm (21) analizujgc oméwiony wyzej system kontroli metod ana-
litycznych wprowadzit pojecie tzw. segmentu analitycznego, ktéry obej-
muje: wzorce potrzebne do okreslenia efektu kontaminacyjnego, wzorce
podstawowe (okoto siedem wzorcow), badane probki (okoto 300 probek)
i probki surowicy kontrolnej. Autor ten uwaza, ze codzienng kontrole
jakosci wynikéw powinno przeprowadzaé sie w obrebie pojedynczego
segmentu analitycznego, niezaleznie od ogdlnej iloSci badan wykonanych
w ciggu dnia pracy, przy pomocy danej metody analitycznej.

Ze wzgledu na wysokg wydajno$¢ komputeréw przeprowadzono tez
proby scentralizowanego przetwarzania wynikéow z kilku laboratoriéw
szpitalnych i poliklinik, co pozwala na petniejsze wykorzystanie kompute-
ra i obniza koszt przetwarzania wynikow. Przy scentralizowanym syste-
mie przetwarzania wytania sie sprawa transportu kart perforowanych
do centrum obliczeniowego oraz tacznosci miedzy centrum obliczeniowym
a poszczego6lnymi laboratoriami. Obecnie tgczno$¢ takag zabezpieczajg
najczesciej réznego typu dalekopisy.

W niektdrych szpitalach gtéwny nacisk kiadzie sie na szybkie otrzy-
manie indywidualnej karty wynikéw, zawierajgcej wyniki wszytkich ba-
dan przeprowadzonych u kazdego pacjenta podczas jego pobytu w szpita-
lu (3, 4). W tych przypadkach zakres badan jest z gdry ustalony, zwitasz-
cza jesli chodzi o pierwsze badanie laboratoryjne nowego pacjenta. Zakres
ten zostat nazwany ,,wstepnym profilem laboratoryjnym” (ang. admission
profile) (3, 4). Wprowadzenie zasady ,,wstepnego profilu laboratoryjnego”
pozwala na lepsza organizacje pracy zaréwno na etapie analitycznym, jak
i przetwarzania wynikéw. Umozliwia tez lekarzowi klinicyscie bardziej
racjonalny dobor badan specjalnych.

Jednym z ostatnich osiggnie¢ technicznych na odcinku przetwarzania
danych laboratoryjnych jest wprowadzenie na rynek przez firme Berteley
Scientific Laboratories, California systemu pod nazwg Clindata Il, bedg-
cego komputerem zatgczonym w uktadzie on line do kombajnéw analitycz-
nych, np. Auto-Analizator SMA 12/60. System Clindata Il mozna za-

6*
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programowacé¢ na 200 réznych badan. Daje on roznego rodzaju informacje
kierownictwu laboratorium (kontrola wynikow, wykaz btedéw formal-
nych), lekarzowi klinicy$cie (wyniki patologiczne, indywidualne karty
pacjentéw) oraz administracji szpitala (dzienne, miesieczne, roczne zesta-
wienia wykonanych badan na poszczegélnych oddziatach, w calym szpi-
talu, u pojedynczego chorego wraz z obliczeniem kosztow).

Jako system on line, tj. pracujacy bez posrednictwa kart perforowa-
nych czy tez taSmy perforowanej, system Clindata Il jest znacznie bar-
dziej wydajny, a zarazem mniej obciaza personel laboratorium niz sy-
stemy off line.

Wspomnie¢ tez nalezy o innych jeszcze mozliwosciach zastosowania
komputeréw przy przetwarzaniu wynikéw laboratoryjnych. | tak np.
komputer Spear Class 300 (50) analizuje tez niektére wyniki z diagno-
stycznego punktu widzenia. Analizujgc np. zymogram LDH wzglednie
proteinogram podaje lekarzowi odpowiednie sugestie rozpoznawcze, przez
wymienienie we witasciwej kolejnosci jednostek chorobowych, w ktérych
mniej lub bardziej czesto spotyka sie okre$lone odchylenie od normy.

VII. Whnioski

Automatyzacja badan i komputerowe przetwarzanie wynikéw znaj-
dujg coraz szersze zastosowanie w rutynowych laboratoriach klinicznych
i przynoszg duze korzysci organizacyjne i ekonomiczne. EDP ulatwia
tez lekarzowi klinicy$cie wtasciwe wykorzystanie wynikow laboratoryj-
nych, co skraca czas potrzebny na postawienie rozpoznania i mozliwie
wczesniejsze rozpoznanie wtasciwego leczenia. Pocigga to za sobg skroce-
nie okresu hospitalizacji pacjenta i petniejsze wykorzystanie tdzka szpi-
talnego. Skraca sie tez okres niezdolnosci pacjenta do pracy.

Najefektowniejsze wyniki przynosi EDP wtedy, kiedy stanowi integral-
ng czes¢ komputerowego systemu obejmujgcego dziatalnos$¢ catego szpi-
tala.

Ze wgledu na wysoka wydajno$¢ komputer6w istniejg nieograniczone
niemal mozliwos$ci rozszerzania zakresu EDP. W chwili obecnej czyn-
nikiem ograniczajagcym rozwdj EDP sg systemy analityczne, ktorych wy-
dajno$¢ ogranicza mozliwosci produkcyjne rutynowych laboratoriow che-
miczno-klinicznych. Dlatego tez w niedalekiej przysztoSci nalezy oczeki-
waé wprowadzenia do laboratoriéw klinicznych superszybkich, automa-
tycznych systemoéw analitycznych (system wiréwkowy Andersona?) o wy-
dajnosci kilku tysiecy oznaczen na godzine.

Pociagnie to za soba dalszy rozw6j EDP, ktore prawdopodobnie w co-
raz wiekszym stopniu bedzie obejmowac interpretacje wynikéw laborato-
ryjnych i sam proces diagnozowania.
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Rys. 1. Podobizna Fryderyka Mieschera (z ksigzki ,F. Miescher”, Benno Schwabe
a. Co. Yerlag, Basel, 1944)



Rys. 2. Widok instytutu Chemicznego F. Wohlera w Getyndze w latach 1870

Rys. 3. Zamek nad rzeka Neckar w Tybindze, gdzie miesécito sie laboratorium bio-
chemiczne F. Hoppe-Seylera i gdzie F. Miescher odkryt nukleine
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WLODZIMIERZ OSTROWSKI *

Od nukleiny do DNA

(w setng rocznice odkrycia kwaséw nukleinowych przez Fryderyka Mieschera)

W dotychczasowych badaniach nad kwasami nukleinowymi z punktu
widzenia naukowego dwa fakty zastugujg na szczegdlng uwage: pierwszy,
to ich odkrycie, a drugi — to wyjasnienie struktury DNA, a tym samym
umozliwienie odczytania kodu genetycznego. Kwasy nukleinowe odkryt
Fryderyk Miescher w 1869 roku, a ich strukture prawie w 90 lat pdzniej,
J. Watson i F. Crick. Siedzac historie tych dwoéch odkryé, ktérych kon-
sekwencje dla poznania struktury i rozwoju materii zywej byty ogromne,
nalezy zaznaczy¢, ze oba dokonane zostaty przez ludzi mtodych, bedacych
u progu swej dziatalnoSci naukowej; Miescher liczyt wéwczas 22 lata,
Watson — 25, a Crick 35 lat.

Johann Fryderyk Miescher-Rusch (petne nazwisko) urodzit sie 1 sierp-
nia 1844 roku w Bazylei. Byt synem profesora uniwersytetu Fryderyka
Mieschera i Antonii z domu His. Ojciec byt z wyksztatcenia lekarzem gi-
nekologiem i wyktadat fizjologie i patologie og6lng w latach 1837—1844
w Bernie, a nastepnie anatomie patologiczng w latach 1850— 1872 w Ba-
zylei. Brat matki Wilhelm His byt profesorem anatomii i fizjologii w Ba-
zylei, a pdzniej w Lipsku. Ojciec, a zwlaszcza wuj Fryderyk, mieli wy-
bitny wplyw na jego wyksztatcenie i kierunek po6zniej podjetych badan
naukowych.

Miescher studiuje medycyne w Bazylei i w Getyndze. Studia te ukon-
czyt w 1868 roku. Podczas pobytu w Getyndze w stynnym wdwczas labo-
ratorium F. Wohlera studiuje przez jeden semestr chemie organiczna.
Zwyczajem tamtych czasow podrézowania po réznych uniwersytetach,
Miescher jeszcze w tym samym roku wyjezdza do Tybingi, gdzie w zna-
nym na calag Europe laboratorium u F. Hoppe-Seylera rozpoczyna swdj
staz naukowy. Laboratorium Hoppe-Seylera miescito sie w starozytnym
zamku nad brzegiem rzeki Neckar. Grube mury, zte oSwietlenie, ciasnota,
wszystko to przypominato raczej Sredniowieczne laboratorium alchemi-
kéw, a nie stynne pracownie biochemiczne. U Hoppe-Seylera zajmowa-

* Prof. dr, Miedzywydzialowa Katedra Chemii Fizjologicznej, Akademia Me-
dyczna, Krakéw
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no sie najog6lniej mowigc skladem chemicznym organizmoéw zywych.
Sktadniki chemiczne komorki, tzn. biatka, ttuszcze i weglowodany byty
juz w tym czasie na og6t znane a takze rozwigzane byty liczne problemy
morfologiczne odnoszace sie do jadra i cytoplazmy.

Miescher rozpoczat prace od przygotowania jednorodnych pod wzgle-
dem morfologicznym komérek. Po wielu doswiadczeniach z ciatek rop-
nych wyptukiwanych z bandazy chirurgicznych otrzymuje suchg mase,
ktdéra nastepnie poddaje dziataniu pepsyny (sok zotgdkowy psa). W wy-
niku tego zabiegu skiadniki cytoplazmy zostaly rozpuszczone, podczas
gdy jadra zostaty nietkniete i dawaty sie oddzieli¢ od reszty materiatu.
Mase jader traktowat nastepnie alkaliami i rozpuszczony w nich produkt
wytrgcat kwasem; osad ponownie sie rozpuszczat w zasadach. Analiza pro-
duktu oprécz C, H, N i O wskazywata na obecnos$¢ fosforu. Wyosobniong
substancje o wiasnosciach kwasnych Miescher nazwat ,,nukleing”. Mogta
ona zawiera¢ do 30°/0 czystego DNA, ale o tym mozna sie byto przekonac
dopiero w 40-tych latach naszego stulecia. Obecnos$¢ fosforu w substanciji
pochodzenia biologicznego byta dla wszystkich fachowcoéw zaskoczeniem,
tym bardziej, iz sgdzono wdwczas, ze wszystko co znajduje sie w komaérce
zostato juz poznane, a nukleina swymi wiasnosciami nie byta podobna
do zadnej innej znanej przedtem substancji. W przekonaniu, ze odkryta
substancja jest w peini czyms$ innym niz dotychczas znane (biatka, lipidy,
cukrowce) utwierdza Mieschera fakt, ze po powrocie do Bazylei substan-
cje o analogicznych witasnosciach znajduje w spermie tososi. O tym fak-
cie pisat: ,,Nie jestem w stanie zaniecha¢ mysli, ze tu ujawnia sie istotne
dziatanie fizjologiczne fosforu w organizmie”. | p6zniej: ,Na skutek tego
impulsu (odkrycie nukleiny, przyp. autora) powstat przyjety obecnie na
0g6t przez histologéw poglad, ze jezeli nie cate plemniki, to przynajmniej
ich gtowki pod wzgledem genetycznym i innych witasnosci mikroche-
micznych sg zmodyfikowanymi jadrami komdérkowymi”.

Tak wiec Miescher rozpoczynajgc badania nad chemig jadra komdrko-
wego dat punkt wyjscia dla fundamentalnych badan nad chemicznymi
podstawami zycia, czyli biologii molekularnej.

Na druga potowe 1869 i 1870 roku Miescher wyjechat do stynnego
woéwczas Instytutu Fizjologii w Lipsku, na czele ktérego stat Carl Ludwig,
i tam przeprowadzal badania nad czuciowymi drogami rdzenia kregowe-
go. Swojemu wujowi zwierzat sie pdzniej, ze pobytowi u Ludwiga zaw-
dziecza bardzo duzo, a zwtaszcza pod wzgledem metodycznym. Redakcje
pracy o nukleinie ukonczyt w grudniu 1869 roku i przestat jg z Lipska
Hoppe-Seylerowi, aby ten zamiescit jg na tamach swego czasopisma
Hoppe-Seyler’s Medizinische Chemische Untersuchungen (obecnie Hoppe-
-Seyler Zeitschrift fur physiologische Chemie). Jak wiemy z bibliografii
prac Mieschera publikacja o nukleinie ukazata sie dopiero wiosng 1871 ro-
ku. Nie znamy doktadnie przyczyny zwitoki w opublikowaniu wynikéw
Mieschera, ale prawdopodobnie oprocz wrodzonego sceptycyzmu Hoppe-
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-Seylera, mogto tu wpiyngé zamieszanie wywotane w tym czasie wybu-
chem wojny francusko-pruskiej. Podobno Hoppe-Seyler czeSciowo pow-
torzyt doSwiadczenia Mieschera i potem powiedziat, ze wszystkie doSwiad-
czenia, ktore wykonat Miescher sg zgodne i poprawne, przeto manuskrypt
przekazat do druku bez jakichkolwiek zmian.

Po powrocie z Lipska do Bazylei Miescher habilituje sie z zakresu
fizjologii w 1871 roku. W tym tez roku ukazujg sie drukiem jego prace
wykonane w pracowni Hoppe-Seylera: Uber die chemische Zusammenset-
zung der Eiterzellen i Die Kerngebilde im Dotter des Hiihnereies, w ktd-
rych méwi o odkryciu nukleiny i ktére po raz pierwszy w historii nauki
daty wglad w chemiczng strukture komorki zwierzecej, a szczegb6lnie
jej jadra. Latem 1872 roku Miescher zostaje powotany na stanowisko kie-
rownika Katedry Fizjologii na uniwersytecie w Bazylei z poleceniem zor-
ganizowania instytutu fizjologii; miat wodwczas 28 lat. Wspotpracujac
z wujem Wilhelmem Hisem, ktéry badat ikre tososi pod wzgledem histo-
logiczno-embriologicznym, Miescher kontynuowat badania biochemiczne.
Studiowat gtéwnie sezonowe zmiany w skiadzie biatek i ttuszczéw, a za-
obserwowane obnizenie ilosci biatek muskulatury na korzy$¢ rozwoju
gonad w okresie tarta nazwat ,likwidacjg”. Wykorzystujgc krotki czas
tarta u tososi w Henie, do laboratorium przychodzit o 5-e¢j rano i wracat
w po6znych godzinach nocnych. Poniewaz nie miat asystentéw, wszystkie
analizy wykonywat sam, co wyczerpywato jego nadwatlone zdrowie.
Niemniej jednak uzyskuje szybko dalsze wyniki. W 1874 roku w doj-
rzatych spermatozoach tososi stwierdza, ze nukleina jest zwigzana z sub-
stancjg o duzej zawarto$ci azotu (niem. Stickstoffreiche organische Base),
ktéra nazwat ,protaming”. Wykazuje dalej, ze potgczenie pomiedzy nu-
kleing i protaming ma charakter soli: amoniakalny roztwor nukleiny
i protaminy po wytragceniu daje osad ,nukleo-protaminy”. Stwierdza
réwniez, ze zarébwno nukleina jak i protamina znajduje sie tylko w doj-
rzatej spermie tososi. W okresie przed tartem (wrzesied) nie mozna byto
wyizolowa¢ protaminy, tylko substancje o innych witasnosciach, ktora
nazwat ,albuminem jadra” (niem. Kernalbuminose) i ktérg uwazat za pre-
kursora protaminy (niem. Vorstufe des Protamins). Substancja albumino-
pochodna jadra zostata pézniej doktadniej zbadana przez Albrechta Kos-
sela i nazwana ,histonami”. Wyniki powyzszych badan ukazujg sie dru-
kiem w klasycznych pracach Mieschera: ,,Die Spermatozoen einiger Wir-
beltiere” (Verh. 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 cytowanych prac wynika, ze Miescher wiedziat np., ze nu-
kleina ma charakter kwasu wielozasadowego, tworzacego w komérce z pro-
taming nierozpuszczalng s6l. Wykonat szereg doswiadczen w tym Kkierun-
ku, a wiec podjat problem, ktdry réwniez dzi$ fascynuje biochemikdow.
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Miedzy innymi wysungt sugestie, ze nukleina sktada sie z bardzo duzych
czasteczek, podczas gdy czasteczki protaminy sg mniejsze, gdyz fatwo
przechodza przez filtry. Wiedziat, ze protamina jest biatkiem i ze jej za-
sadowos$¢ spowodowana jest duzg zawartoscig argininy.

W 1885 roku Miescher zgodnie z zyczeniem witadz uniwersyteckich
wybudowat i zorganizowat nowy instytut fizjologii, ktéry nazwat ,Vesa-
lianum” na cze$¢ Andrzeja Vesaliusza, belgijskiego anatoma XVI wieku,
ktory spedzit kilka miesiecy w Bazylei, dopilnowujac druku swego dzieta
,»De humani corpori fabrica”.

W latach siedemdziesigtych ubiegtego stulecia, kiedy Miescher publi-
kowat swe prace o chemii jadra komodrkowego, biolodzy czynili réwniez
postepy w wyjasnianiu procesu zaptodnienia jaja. Obserwowano zmiany
jakie zachodzg w jadrze komorki podczas jej podziatu (prace Waltera
Fleminga). Zmiany te byly szczeg6lnie dobrze widoczne w komdrkach
pasozyta koni Ascaris. Studiujgc zachowanie sie dwoch jedynie obecnych
w komdrkach wspomnianej glisty chromosomoéw Edouard van Beneden
z Uniwersytetu w Liege stwierdzit, ze podczas zaptodnienia dochodzi do
fuzji chromosoméw komorek meskich i zeAskich. W wyniku tych i dal-
szych badan w latach 80-tych byto juz wiadomo, ze ciggto$¢ cech orga-
nizmu przechodzacych z pokolenia na pokolenie jest zapewniona dzieki
chromosomom jadra plemnika i jaja. Wiedziano tez, ze dzieki chromo-
somom ciaggtos¢ cech byta przekazywana z jednej komorki do drugiej
podczas mitozy. Dlatego Oskar Hertwig z Uniwersytetu Berlinskiego
w 1884 roku mogt napisac:

»Sgdze, ze wykazatem bezspornie, ze nukleina jest tg substancjag, ktéra

jest odpowiedzialna nie tylko za zaptodnienie, lecz réwniez za prze-

kazywanie wiasciwosci dziedzicznych... Co wiecej, nukleina zachowuje

ten sam stan przed, podczas i po zaptodnieniu, tak ze zaptodnienie jest

réwnoczesnie procesem morfologicznym i fizykochemicznym?”.
Sam Miescher jednak nie akceptowatl nowych kierunkéw w biologii, ani
nie doceniat roli nukleiny jaka jej przypisywali inni. Funkcje w prze-
kazywaniu cech dziedzicznych przypisywat jakiej§ hipotetycznej sub-
stancji, ktorg jakoby odkryt, ale przede wszystkim wyznawat poglady
fizykalne z pogranicza teorii kinetycznej i stereochemii w odniesieniu
do zagadnien biologicznych, nie uznajgc osiggnie¢ samej biologii (,,The
key for sexuality lies for me in stereochemistry”). Cho¢ dla Scistosci trze-
ba réwniez podniesé, ze Miescher wypowiedziat na ten temat i takie oto
zdanie: ,Jesli kto$ sadzi, ze za zaptodnienie jest odpowiedzialna jaka$
jedna substancja, to w pierwszym rzedzie musi mysle¢ o nukleinie”. Przy-
czyng takich opinii mégt by¢ miedzy innymi fakt, ze zdolno$¢ wybarwia-
nia sie substancji jadrowej (ktéra na dwa lata przed odkryciem nukleiny
wykazat szwajcarski botanik E. Zacharias, a substancje odpowiedzialng
za barwienie nazwal ,chromatyng”) nie byta stata, lecz zmieniala sie
w roznych okresach zycia komorki. Trzeba jednak przyznaé, ze powyz-
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sze watpliwosci mogly byé rozwigzane dopiero w latach 40-tych naszego
stulecia, kiedy to drogg chemicznych badan wykazano, ze ilos¢ DNA
w chromosomach kazdej komorki niezaleznie od gatunku i rodzaju ko-
morki jest niemal stata, a rézne natezenie zabarwienia polega na zmien-
nej ilosSci substancji biatkowych wigzacych sie z DNA.

W 1894 roku Miescher zachorowat na gruzlice i udat sie na leczenie
do Davos, gdzie zmart w sanatorium ,Turban” 16 sierpnia 1895 roku,
w 51 roku zycia. Miescher przeszedt do historii nauki jako twdérca chemii
jadra komorkowego i odkrywca kwasow nukleinowych. Wraz ze swoim
wujem Wilhelmem Hisem byt tworcg histochemicznych metod w medy-
cynie, czyli tzw. ,chemicznej embriologii” jak sami okreslali ten kierunek
badan. Poza badaniami biochemicznymi i histochemicznymi, ktére za-
pewnity mu nazwisko w historii nauki, Miescher prowadzit inne badania
fizjologiczne, ktére dotyczyly oddychania, fizjologii tososia Renu oraz
zagadnien fizjologicznych klimatu wysokogérskiego. Byt np. pierwszym,
ktéry dyskutowat mechanizm pobudzenia osrodka oddechowego na sku-
tek zakwaszenia krwi. | chyba miat racje W. His kiedy pisat: ,,Uznanie
dla Mieschera z biegiem lat nie zmaleje ale wzrosnie i odkryte przez
niego fakty i mysli sg zarodkami, pod wptywem Kktorych jeszcze sie zrodzi
owocna przysztosé”.

W cztery lata po $Smierci Mieschera Ryszard Altmann wprowadza ter-
min ,kwasy nukleinowe” a jak widzieliSmy jeszcze za zycia ich odkryw-
cy byta dyskutowana funkcja tych substancji w procesie dziedziczenia
cech. Altmann réwniez opisat metode izolowania wolnego od biatka kwa-
su nukleinowego z komérek drozdzowych i zwierzecych, co umozliwito
rozw0j badan nad sktadem chemicznym polinukleotydéw. A. Kossel mie-
dzy innymi wykazuje obecno$¢ zasad purynowych i pirymidynowych oraz
sktadnika cukrowego. P. A. Levene w latach 1909—1929 identyfikuje
cukrowiec jako pentoze i ustala wzor D-rybozy i D-dezoksyrybozy; wy-
kazuje réwniez, ze kazdy kwas nukleinowy skiada sie z mononukleoty-
déw zbudowanych z zasady organicznej, pentozy i kwasu fosforowego.
W 1920 roku W. Jones w Baltimore stwierdza, ze w przyrodzie wystepuja
co najmniej dwa rodzaje kwaséw nukleinowych, jeden charakterystyczny
dla komérek zwierzecych, drugi dla komdrek roslinnych. Wkrotce jednak
w wyniku badan E. Jorpesa, H. O. Calvery’ego, K. C. Blancharda i innych
okazato sie, ze to rozroznienie nie jest Sciste, gdyz oba rodzaje kwasow
nukleinowych wystepujg w obu typach komorek. Dopiero w latach
40-tych, dzieki zastosowaniu nowoczesnych metod cytochemicznych i spe-
ktrofotometrycznych (J. Brachet, T. Caspersson) mozna byto wykazaé, ze
zar6wno DNA jak i RNA sg normalnymi sktadnikami wszystkich komo-
rek.

W 1944 roku O. T. Avery i wsp. z Instytutu Rockefellera w Nowym
Yorku po raz pierwszy wykazali, ze DNA jest tym czynnikiem, ktéry jest
odpowiedzialny za transformacje bezotoczkowych komdérek Diplococcus
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pneumoniae w komorki catkowicie zamkniete otoczka, czyli bakterie typu
I1l. Stwierdzenie tego faktu byto rownoczes$nie wykazaniem bezposredniej
genetycznej funkcji kwaséw nukleinowych.

Dalszy postep w badaniu struktury i funkcji kwaséw nukleinowych
zalezat przede wszystkim od osiggnieé technicznych i rozwoju metod
analizy biochemicznej. Rozw6j w latach 40-tych metod chromatogra-
ficznych, mikroskopii elektronowej, rentgenografii strukturalnej oraz za-
stosowanie enzymow nukleolitycznych jako odczynnikow chemicznych
pozwolito na szybki postep w badaniu struktury oraz biologicznej roli
kwaséw nukleinowych. W 1952 roku Linus Pauling ogtasza wyniki swych
badan na temat struktury biatek, proponujgc spiralny model fragmentéw
tafncucha polipeptydowego, za$ na przetomie 1952/53 Rosalinda Franklin
z Kings College w Londynie wykonuje zdjecie rentgenowskie DNA, ktére
odegrato istotng role w wyjasnieniu struktury tego polinukleotydu. Ze
zdjecia mozna byto odczyta¢ znaczng regularno$¢ budowy czasteczki su-
gerujacyg spiralng konfiguracje. W nastepnych miesigcach ten kierunek
badan rozwijajg Wilkins i wsp. z tego samego osrodka w Londynie. Na
podstawie tych i innych faktow J. D. Watson i F. Crick wyrazili poglad,
ze czasteczka DNA ztozona jest z dwéch tancuchéw fosforanowo-cukro-
wych spiralnie skreconych dokota tej samej osi i utrzymujacych sie wza-
jemnie poprzez wigzania wodorowe odpowiednich par zasad (reguta Cha-
rgaffa). W wyniku wielu prob autorom udaje sie zestawi¢ model DNA,
w ktérym rdzen nici, tj. tancuch fosforanowo-cukrowy znajduje sie na
zewnatrz, natomiast zasady purynowe i pirymidynowe sterczg do wnetrza
podwadjnej spirali. Wtedy Watson na $cianie swego pokoju rysuje brze-
mienny w konsekwencje schemat:

DNA->RNA->Biatko

Model podwdjnej spirali czasteczki DNA jaki zaproponowali Watson
i Crick umozliwia juz stosunkowo tatwo wyjasnienie mechanizmu repli-
kacji DNA, transkrypcji i syntezy RNA oraz translacji w procesie bio-
syntezy biatka. Jak wiadomo, w mys$l powyzszych sugestii Watsona,
A. Kornberg przeprowadzit in vitro biosynteze DNA, a S. Ochoa—RNA.
Odpowiednie enzymy—polimerazy DNA i RNA zostaly w ostatnich la-
tach wyodrebnione z réznych zrédet naturalnych i w wielu przypadkach
dobrze scharakteryzowane. Dzieki poznaniu enzymoOw syntetyzujacych
kwasy nukleinowe A. Kornberg-przeprowadzit in vitro biosynteze ko-
listego DNA bakteriofaga ® X 174, a S. Spiegelman wirusowego RNA o r6z-
nym stopniu wirulencji. Badania te majg miedzy innymi znaczenie w po-
znaniu mechanizmu ewolucji przedkomérkowej.

W czasie procesu transkrypcji informacja genetyczna przenoszona
jest z DNA na komplementarny w stosunku do niego informacyjny RNA.
Informacja genetyczna z czteroliterowego alfabetu mRNA jest ttumaczo-
na z kolei (translacja) na 24-ro literowy alfabet biatka w procesie jego



Rys. 4. Model struktury DNA (wedtug M. K. F. Wilkinsa)



Rys. 5. Gtdwna brama wejsciowa do zamku w Tybindze, laboratorium Hoppe-Seylera
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biosyntezy. Stosujac mieszane syntetyczne polinukleotydy o znanej sek-
wencji zasad Nirenberg i wsp., Ochoa i wsp. oraz inni badacze, doSwiad-
czalnie wykazali istnienie dla kazdego aminokwasu odpowiednich tréjek
nukleotydoéw, czyli kodonéw o znanym skladzie zasad i sekwencji. Od-
czytanie kodu genetycznego ma ogromne znaczenie dla rozwoju wielu dzie-
dzin wiedzy przyrodniczej i dla samej biochemii. Fakt, ze natura w wyniku
selekcji dziatajgcej przez miliony lat wybrata ten tak stosunkowo prosty
spos6b samopowielania sie materii zywej, umozliwiajacy jej egzystencje
od momentu powstania pierwszych form zycia na ziemi $wiadczy, ze sam
dobor naturalny w ewolucji oddziatywat poprzez ksztattowanie sie struk-
tury molekularnej, dziedziczonej za pomoca odpowiedniego zespotu gendéw
i utrwalit wszystkie cechy tacznie ze sferg psychiczna rozumnej istoty.
Poznanie mechanizmu przekazywania informacji genetycznej nastepnym
pokoleniom oraz wyjasnienie procesu biosyntezy biatka w komorce po-
zwala wprost na nieograniczone eksperymentowanie w zakresie powsta-
wania struktur biologicznych, ich funkcji w procesach zyciowych i me-
chanizmu dziatania. Chromatyne jadra komorki mozna rozdzieli¢ na po-
szczegdllne frakcje (DNA, histony, biatka kwasne), ktére zmieszane w od-
powiednich stosunkach dajg na powro6t substancje o wiasnosciach chro-
matyny, zdolng do syntezy in vitro okreslonego RNA. Jesli do frakcji
DNA i frakcji histonowej z grasicy doda sie frakcje biatek kwasnych ze
szpiku kostnego zwierzecia, to zsyntetyzowany RNA ma witasnosci RNA
szpiku kostnego a nie grasicy. Wskazuje to, ze frakcja biatek kwasnych
jadra komdrkowego ma zdolno$¢ aktywacji okreslonego genu zahamowa-
nego przez nieswoisty histon. Te i podobne badania wspéiczesnej biologii
molekularnej fascynujg i stwarzajg nie dajace sie oceni¢ mozliwosci na
przyszto$¢; oby je wykorzystano we wiasciwym Kkierunku.

Tak wiec DNA odkryty 100 lat temu znajduje sie dzi$ w centrum uwa-
gi przyrodnikéw i filozoféw, lekarzy i poetow, spotecznikéw i dziennika-
rzy. Kazdy osobnik z zyjgcych dzi$ ludzi powstat z zaptodnionej komorki
zawierajgcej 6—7X10-12g DNA. JeSli liczbe populacji ludzkiej przyj-
miemy na 3X109 osobnikéw, to wszystkie komérki rozrodcze, ktore byty
punktem wyjscia dla rozwoju dzisiejszego pokolenia zawieraly w sumie
zaledwie okoto 20 mg czystego DNA. Dlatego stusznie DNA mozna naz-
waé ,,jednym z najwazniejszych czynnikdw wszechswiata”.

Prof. dr F. Yerzarowi z Zakitadu Fizjologii Uniwersytetu w Bazylei sktadam
serdeczne podziekowanie za umozliwienie mi otrzymania materiatow dotyczacych
dziatalnosci naukowej profesora Fryderyka Mieschera.
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Nalezy podawa¢ kolejno: Lp., nazwisko autora i pierwsze litery imion
(podaje sie nazwiska wszystkich autoréw w kolejnosci podanej w ory-
ginale), skrécony tytut czasopisma, tom (podkres$lony), stronica i rok
(w nawiasach). Np.: 3. Bogorad L., Granick S. J. Biol. Chem. 202,
793 (1953). Cytujac ksigzki nalezy poda¢ kolejno: nazwisko i pierwsze
litery imion autora(éw), tytut, wydawce, miejsce i rok wydania; np.:
Baranowski T., Podrecznik Biochemii, PZWL, Warszawa 1963. Cytujac
artykuty w pracy zbiorowej nalezy podaé¢ po tytule nazwiska redakto-
réw, oraz na koncu tom i stronice; np. Schneider W.C., w Methods in
Enzymology, red. S. P. Colowick i N. O. Kaptan, Academic Press, New
York 1957, tom IIl, str. 680.
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