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OD REDAKCIJI

Powaznym wydarzeniem w historii biochemii Swiatowej byt nie-
watpliwie 11l Miedzynarodowy Kongres Biochemikdéw odbyty w Brukseli
w dniach 1—8 sierpnia 1955 r. Ponad dwa tysigce uczestnikdw wystu-
chato na okoto dwudziestu posiedzeniach plenarnych czterdziestu wiel-
kich wyktadow i o$miuset krotszych doniesien. Pobieznie powiadomi-
liSmy naszych czytelnikobw o kongresie w czwartym numerze ,,Postepow
Biochemii” z ubiegtego roku. Dzi$ dajemy wybdr ciekawszych materia-
tow kongresowych, by zorientowaé doktadniej szersze kregi zaintereso-
wanych we wspdiczesnej tematyce laboratoriow biochemicznych S$wiata.

Sposob przedstawienia materiatu kongresowego nie jest jednolity.
DaliSmy referentom swobode wyboru formy ich sprawozdan. Obok
krotkich oméwien obrad sekcyjnych mamy w niniejszym tomie mono-
graficzne opracowania poszczeg6lnych zagadnien i szczegOtowe zesta-
wienia tematyki poszczeg6lnych dziatdw biochemii. Ta rozmaitos¢ formy
zblizy — jak sadzimy — materiatly kongresowe do czytelnika i lepiej
odzwierciedli kierunki gtéwnych zainteresowan biochemikéw polskich.
Omoéwienia materiatdw Kongresu Brukselskiego pojawity sie juz w fa-
chowej prasie zagranicznej (na przyktad: w Angewandte Chemie, nr 21
z dnia 7 listopada 1955), a materialty kompletne pojawig sie w formie
ksigzkowej w najblizszym czasie.

TreScig naszego omowienia sg sprawozdania delegatbw PAN na
kongres oraz autoryzowany przektad odczytu wygtoszonego na kongresie
przez P. Stonimskiego. Luki postaramy sie uzupeini¢ w nastepnym nu-
merze przez umieszczenie odpowiednich referatéw przegladowych.

Zeszyt uzupeiniajg aktualnosci biochemiczne i komunikatu Komitetu.
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JOZEF HELLER

Utlenienia i fosforylaeje

(Na podstawie materiatow 11l Kongresu Biochemikéw w Brukseli)

Zagadnieniom oddychania i fosforylacji komoérkowej poswiecono catkowicie
obrady Sekcji VI. Poza tym zagadnienie to byto przedmiotem inauguracyjnego
wyktadu C. Martiusa oraz wypetnito czes¢ obrad Sekcji VII, ktérej wiasciwym
problemem byta sprawa regulacji biochemicznych.

C. Martius (Wurzburg) — TYROKSYNA | FOSFORYLACJE OKSYDA-
TYWNE (Wyktad inauguracyjny Zjazdu)

Martius wychodzi z zatozenia, Ze dziatanie tyroksyny wyraza sie
przedewszystkiem podwyzszeniem przemiany podstawowej oraz, ze dzia-
tanie to jest obwodowe, na poziomie samej komdérki. W poszukiwaniu
mechanizmu tego dzialania zwraca uwage na fundamentalne odkrycie
ostatniego 10-lecia w dziedzinie energetyki ustrojowej, mianowicie na
mozno$¢ eksperymentalnego oddzielenia proceséw oddychania od fosfo-
rylacji. Oddychanie jest pierwotnym zrdédiem energii zyciowej i polega
w zasadzie na reakcji gazu piorunujgcego, tj. na #gczeniu wodoru z tle-
nem. Energia tej reakcji moze by¢ jednak tylko wtedy zuzytkowana jako
zrodto pracy jezeli jej kosztem powstanie z ADP*) i nieorganicznego fos-
foranu nowa czgsteczka ATP. Przy rozkojarzeniu obu proceséw mozemy
obserwowa¢ wzrost oddychania i produkcji ciepta w ustroju bez przy-
rostu ATP. Moze to polega¢ badz to na zahamowaniu powstawania ATP,
badz tez na aktywowaniu jego hydrolitycznego rozkiadu z bezposrednim
wyzwoleniem ciepta, bez uprzedniego wykorzystania tej energii na prace.
Tego rodzaju dziatanie rozkojarzajagce wykazuje tyroksyna, jak to zna-
lezli réwnocze$nie Martius w Niemczech i Lardy w USA w

*) Uzyte skroty: ATP = kwas adenozynotréjfosforowy, ADP = kwas adeno-

zynodwufosforowy, DPN = dwunukleotyd pirydynoadeninowy, DPNH = dwu-
nukleotyd pirydynoadeninowy zredukowany, DNP = 24-dwunitrofenol, EDTA =
= kwas etylenodwuaminoczterooctowy, DPT = dwufosfotiamina, ETP = czastka

przenoszgca elektrony (electron transport particie).

[405]
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r. 1951. Mar ti us ze swojg szkotg badat gtownie wptyw tyroksyny
na iloraz P:0 przy zastosowaniu heksokinazy i gli'kozy do gromadzenia
zwigzanego fosforu. W ciagu 5-letnich badan, grupa Marti us a
uwzgledniajac gtosy krytyczne udoskonalita swg technike dosSwiadczen
tak, ze obecnie otrzymuja powtarzalne i statystycznie wazne wyniki.
Wychodzac z zatozenia, ze pogarszajgca sie wydajnos¢ fosforylacji musi
sie wyréwnac¢ przez wzrost utlenienia, wyprowadzit Martius liczbo-
wg zalezno$¢ miedzy oboma wielkoSciami. Potwierdzit Scistos¢ swej
formuty w doswiadczeniach, w ktoérych przyzyciowo oznaczat przemiane
podstawowaq zwierzecia (szczury i $winki morskie) a nastepnie na mito-
chondriach watroby i na kawateczkach przepony oznaczat stosunek P:0.
Z badan tych wyliczono, ze je$li procentowa zmiana wartosci P:0 wy-
nosi X, to procentowa zmiana przemiany podstawowej wynosi

Rachunek taki da sie oczywiScie przeprowadzi¢ takze w kierunku od-
wrotnym. Wyswietlona podczas wyktadu tabela podajagca wartosci zna-
lezione obok teoretycznie obliczonych, nie usprawiedliwiata moim zdaniem
pewnosci, z jakag prelegent przedstawit S$cistos¢ swojej formuty. Duze
réznice wystepowaly miedzy ilorazem P:0 w mitochondriach a w prze-
ponie.

W dalszym ciggu wykazywal Martius na podstawie doswiadczen,
ze po dziataniu propylotiouracylu réwnolegle do spadku przemiany pod-
stawowej rosnie warto$¢ ilorazu P:0. Efekt ten wystepuje regularnie
w przeponie, ale w mitochondriach watroby jest kaprysny. Podobnie
w przebiegu wzrostu szczura daje sie stwierdzié nizszy stosunek P:0
u miodych osobnikéw, zgodnie z ich wyzszg przemiang podstawowg. Tak
wiec, wptyw tyroksyny na fosforylacje oksydatywne in vivo jest zda-
niem Martiusa wystarczajgco udowodniony.

Rowniez in vitro wywotujg duze dawki tyroksyny (rzedu 10~4
i 105 M) obnizenie fosforylacji oksydatywnej w mitochondriach i prze-
ponie. 10-krotnie mniejsze dawki dajg wyniki kaprysne, co Martius
odnosi do roznego wysycenia komorek tyroksyng intra vitam. Dziala-
nie to wykazuje daleko idace podobieAstwo z wpltywem dwunitrofe-
nolu.

Dla wytlumaczenia dziatania tyroksyny na przemiane zakiada Mar -
tius, ze hormon ten dziata na system enzymatyczny dostarczajacy
wysokoenergetycznych zwigzkow. W tym miejscu zaczyna sie wiasciwa
hipoteza Martiusa. Zaktada on, ze rownolegle do ogdlnie przyjetego
tancucha przenos$nikdw elektronow (kodehydraza — flawoproteidy —
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cytochromy) wigczony jest inny tafAcuch i tylko w tym drugim odbywa
sie fosforylacja. Ogniwami tego tafncucha sg dwa uklady oksydo-re-
dukcyjne, mianowicie formy chinonowe obok hydrochinonowych wita-
minu K czyli filochinonu, oraz witaminu E czyli tokoferolu, albo tez
tokochinonu. Udziat witaminu K w fosforylacjach oksydatywnych wyni-
ka z obserwacji Martius.a i Nitz-Litzowa w 1953 r. (1), ze
ciata o funkcji antywitaminu K rozkojarzajg fosforylacje oddechowe.
Nalezg wiec tu rozne antykoagulanty stosowane w lecznictwie, inne zna-
ne sg jako $rodki przeciw gryzoniom. Wszystkie te pochodne 4-oksyku-
maryny rozkojarzajg oddychanie i fosforylacje w izolowanych mito-
chondriach i w preparatach z przepony. Miedzy tym dziataniem a hamo-
waniem Kkrzepniecia istnieje pewna réwnolegtos¢. Na tej podstawie przy-
puszcza Martius, ze dziatanie na krzepliwo$S¢ nie jest specyficzne,
lecz polega na zahamowaniu w watrobie syntezy czynnikéw krzepnienia
z powodu braku potrzebnych do tego ciat wysokoenergetycznych. To
ostatnie twierdzenie nie wydaje mi sie przekonywujgce.

Martius przeprowadzit jednak rowniez bezposredni dowdd udziatu
filochinonu w fosforylacjach oksydatywnych (2). Mitochondria z watroby
kurczat zywionych z wykluczeniem witaminu K wykazujg zmniejszenie
fosforylacji. Dodanie in vitro witaminu K 10—5M, zwieksza w tych przy-
padkach fosforylacje o 30 do 50°/0. Swiadczytoby to o tym, ze filochinon
jest niezbedny przy jednej z trzech kolejnych fosforylacji. Poniewaz
wptyw witaminy in vitro nie wystepuje je$li substratem jest burszty-
nian, mozna przypuszczaé, ze idzie tu o etap polegajacy na utlenieniu
DPNH. Zachodzi tu przeniesienie wodoru z DPNH na witamin Ki za
posrednictwem reduktazy filochinonowej, ktérg wyizolowali z mito-
chondrii Martius i Strufe w 1954 r. (3). Powstajagcy filohydro-
chinon utlenia sie pod wplywem cytochromu b. Fakt ten okreslajacy
jednoznacznie potozenie witaminu K w tahcuchu przenos$nikéw elektro-
néw potwierdzit Martius wr. 1954 spektroskopowo (4). Jezeli pre-
parat oksydazy bursztynowej z serca uzupetni¢ cytochromem c i reduk-
taza filochinonowg, to po dodaniu DPNH mozna wykaza¢ widmo zredu-
kowanego cytochromu c¢ i a. Natomiast nie pojawia sie widmo zreduko-
wanego cytochromu b. Na podstawie takich doSwiadczen twierdzi wielu
autoréw, ze cytochrom b nie wchodzi w skiad gtéwnego tancucha prze-
kaznikéw elektronowych i lokowano go w bocznej gatezi utleniania
bursztynianu. Okazuje sie jednak, ze redukcja cytochromu b wystepuje
natychmiast po dodaniu do takiego uktadu drobnych ilosci filochinonu.
W ten sposob odpadajg trudnosci we wcieleniu cytochromu b jako ogni-
wa do gtéwnego tancucha. Widocznie przy preparatyce odpada filochinon
normalnie w sercu zawarty. Opisane doswiadczenie wykazuje zarazem,
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ze istniejg dwie rdézne drogi przenoszenia wodoru z DPNH. Jedna pro-
wadzi przez filochinon i cytochrom b do cytochromu c i dalej, druga po-
mija witamin K i cytochrom b i prowadzi poprzez flawoproteidy do cyto-
chromu c. Tylko' pierwsza droga daje rownoczesng fosforylacje. Rozko-
jarzenie wiec polegatoby na zablokowaniu drogi przez filochinon i skie-
rowanie catego strumienia elektroné6w na drugg droge. Metodg spektro-
skopowg mozna wykazaé, ze czynniki rozkojarzajgce jak tyroksyna
i dikumarol hamujg in vitro przenoszenie wodoréw z DPNH przez re-
duktaze filochinonowg na witamin K.

Martius zwraca w tym miejscu uwage, ze wszystkie poznane do-
tad substancje rozkojarzajgce majg charakter fenolowy. Moglyby wiec
blokowa¢ reduktaze filochinonowsa.

Inne ciatla o dziataniu witaminu K nie posiadajgce tancucha fitolo-
wego, nie tylko nie moga zastapi¢ witaminu w dziataniu podnoszacym
fosforylacje w mitochondriach z watroby awitaminowych kurczat, lecz
nawet dziatajg hamujgco. Tak dziata np. menadion i ftiokol. Zgadza sie
to zobserwacjg Islera i wspolpr.z 1953r. (5), ze w eksperymentalnym
zatruciu dikumarolem u krolikéw i szczuréw, leczg tylko takie pochodne
2-meftylonaftochinonu, ktorych ‘fancuch boczny diugoscia dorownywa
tancuchowi bocznemu naturalnego witaminu. Martius wnioskuje stad,
ze prostsze preparaty stuzg organizmowi jedynie do syntezy filochinonu.
Role tancucha pojmuje jako kotwice umozliwiajagcg zwiazanie sie z ttusz-
czami podioza. Zaréwno bowiem mitochondria zwierzece jak i chloro-
plasty roslinne zawierajg lipidy w duzym stezeniu. Przemawiataby za
tym obserwacja Habermanna (6), ze lecytynazy upoS$ledzaja fos-
forylacje oksydatywne w homogenatach watrobowych, nie wplywajac
na samo oddychanie.

W analogii do omoéwionej roli witaminu K Martius przypuszcza,
ze takze przy nastepnych dwoéch etapach fosforylacji oksydatywnej graja
role podobne lipofilne uktady chinonowe. Wskazuje tu przedewszyst-
kiem na witamin E, ktérego zwigzek z przemianag fosforowa, z od-
dychaniem i z gospodarke ATP przypuszczali juz r6zni autorzy.
Ostatnio w 1955 Nas on przypuszcza zwigzek miedzy witaminem E,
a transportem elektronéw. W nieogtoszonych doswiadczeniach wyka-
zat Martius, ze skrawki przepony krélikbw w awitaminozie E
wykazuja zmniejszong fosforylacje przy nie obnizonym oddychaniu
w stosunku do normalnych. Spadek przy silnej awitaminozie przy
uzyciu bursztynianu jako substratu, dochodzi do potowy wartosci kon-
trolnej. Stosujgc kwas (3-oksymastowy jako substrat otrzymuje sie mniej-
sze roznice, coby swiadczyto o umiejscowieniu witaminu E na drugim
lub trzecim etapie. Efektu tego nie obserwuje sie w doswiadczeniach
z mitochondriami. Martius tlumaczy to tym, ze brak witaminu tatwiej
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wystepuje w mie$niach niz w komorkach watrobowych. Wyniki do
Swiadczen in vitro nie byly jednoznaczne. Niektore obserwacje przema-
wiajg za tym, ze hipotetycznym czynnikiem jest nie tokoferol, ale toko-
chinon, ktérego biologiczne dziatanie, co prawda nie przeciw bezptodnosci
ale przy dystrofii miesniowej krolikow jest znane. Przez redukcje
powstawatby z tokochinonu tokohydrochinon a ten redukuje tatwo cyto-
chrom c. Tokohydrochinon bytby wiec naturalnym substratem uktadu :
oksydaza cytochromowa/cytochrom c. W laboratorium uzywamy analo-
gicznie hydrochinonu do oznaczenia aktywnos$ci tego uktadu.

Réwniez dla trzeciego etapu fosforylacji przypuszcza Martius
dziatanie podobnego uktadu np. tokoferol/tokoferoksyd, ale te wywody
sam juz okre$la jako spekulacje.

Ponizej podaje schemat tancucha fosforylacji oksydatywnej wedle
hipotezy Martiusa, oraz niektére pozycje z piSmiennictwa.

substrat
DNP, tyroksyna,
kodehydr. — -290 mV
cyt. b 60 mV
wit. K,
tokochinon
cyt. ¢ +270 mV
cytochrom a cyt. a — + 270 mV
oksydaza "
cytochromowa '
1) 0, -  +815 mV

Schemat 1 Powigzanie utlenian z fosforylacjg wedtug hipotezy Martiusa
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Sekcja VI poswiecona byta utlenianiom komoérkowym i fosforylacjom oksyda-
tywnym. Woygtoszono na niej 53 komunikaty i 4 raporty: Stonimskiego,
Mahler a Slatera i Mary Jones. Z gtosow w dyskusji, ktore rozwinety
sie w koreferaty, specjalnie wazng i ciekawg jest wypowiedz Greena do ra-
portu Slatera oraz Cohena do raportu pani Jones.

Wyktad Stonimskiego w autoryzowanym przekladzie znajdzie czytelnik
in extenso na str. 493.

H. R. Mahler (Lnst. Badan nad Enzymami, Madison, USA) — METALO-
FLAWOPROTEIDY A TRANSPORT ELEKTRONOW

Mahler przedstawit klasyczne poglady na role flawoproteidéw
jako zwiagzkow posredniczacych miedzy DPN a cytochromami, nastepnie
naszkicowat historie odkrycia w zwigzkach tych obecnosci metali. Odkry-
cia itego dokonano w ciggu ostatnich dwodch lat niezaleznie i jednoczes$nie
w kilku laboratoriach. W Madison (1) badajac oksydaze kwaséw ttuszczo-
wych wydzielono flawoproteid o ciemnozielonej barwie. Poréwnanie widma
formy utlenionej tego barwika i formy zredukowanej wskazywato na
obecno$¢ miedzi. Bezposrednie poszukiwania wykazaty obecno$¢ dwu ato-
mow miedzi na czasteczke FAD’u. Dializa wobec cyjanku data produkt
261ty o typowym widmie FAD’u. Usuniecie miedzi nie zmieniato dziatal-
nosci diaforazowej, tj. przenoszenia dwu atoméw wodoru na odpowied-
nie barwiki oksydoredukcyjne. Natomiast zupetnemu zahamowaniu
ulegta zdolno$¢ redukcji cytochromu c¢. Dodanie do preparatu jonow
miedzi przywracatlo aktywno$¢ reduktazy cytochromowej. Wyniki te
byty punktem wyjscia dla badan Mahlera nad innymi metaloflawo-
proteidami.

Do podobnych wynikéw doszedt Albert (2) na innej drodze. Stwier-
dzit on, ze ryboflawina tworzy z ciezkimi metalami zwigzki chelatowe
i wskazal na potrzebe zbadania oksydazy ksantynowej na obecno$¢ me-
talu. Prawie rownoczesnie DeRenzo z laboratorium Lederle wykazat,
ze czynnik XO, niezbedny dla szczurow do wytworzenia oksydazy ksan-
tynowej, jest po prostu nieorganicznym molibdenem. Kilka tygodni po
ukazaniu sie tych obu prac w 4 miejscach rownoczes$nie stwierdzono, ze
oksydaza ksantynowa jest Mo-flawoproteidem. Dokonali tego: D e-
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Renzo (3, Toller (4 w Oak Ridge, Mahler (5 i odkrywcy XO:
Richert i Westerfeld (6)

Niezalezng znoéw drogg szli Nason i Nicholas (7) z Instytutu
MacCollum Pratt, ktérzy odkryli ze molibden jest czynnikiem wzrosto-
wym dla Neurospora crassa i ze posredniczy pomiedzy flawinowga reduk-
tazg azotanowg a substratem. Wreszcie niezaleznie od wszystkich Har-
rison (8) wykazal, ze hydrogenaza fumarowa Fischera aktywuje
sie jonami zelazawymi.

Dajac przeglad ogdlny enzymow flawinowych Mahler dzieli je na
3 grupy. Pierwszg stanowig enzymy, ktérych substratem jest DPN,
a akceptorem cytochrom lub inny posrednik, lecz nigdy tlen. Drugg grupe
stanowiag flawiny nie uzywajace posrednictwa DPN, posredniczace wiec
bezposrednio miedzy substratem a cytochromem. Trzecig wreszcie grupe
stanowig oksydazy wiasciwe, posredniczace odrazu miedzy substratem
a tlenem. Wszystkie dotgd poznane enzymy metaloflawoproteidowe na-
leza do dwu pierwszych grup. W enzymach trzeciej grupy nie wykazano
dotad obecnosci metalu, a widmo ich nie Swiadczy o prawdopodobienstwie
obecnosci w nich metalu. Nalezg tu L- i D-oksydazy aminokwasowe i no-
tatyna. Przeglad poznanych dotad enzyméw metaloflawoproteidowych

podaje tablica 1.
Tablica 1

Metale w enzymach metaloflawoproteidowych

Metal Enzym Metal Enzym
Miedz Reduktaza DPNH-cyto- Zelazo Dehydrogenaza
-CoA acylo-CoA (?)
Zelazo Reduktaza DPNH-cyto- Molib-  Oksydaza ksantynowa
den Oksydaza aldehydowa
chromowa
Reduktaza azotanowa
Oksydaza DPNH Hydrogenaza
Dehydrogenaza bursztyno- Niezna- Reduktaza azotynowa
wa ny Reduktaza hydroksylami-
Reduktaza TPNH-cyto- nowa
chromowa Oksydaza siarczynowa

Jaka jest rola metalu w tych enzymach? Pewne S$wiatlo rzucajg na
to doSwiadczenia polegajace na usunieciu lub inaktywacji metalu. Zmie-
nione tak enzymy tracg zdolno$¢ reagowania z cytochromami, azotana-
mi, azotynami, prawdopodobnie z hydroksylaming, a takze z zelazicjan-
kiem i viologenami. Moga natomiast reagowaé¢ z biekitem metylenowym
i podobnymi akceptorami przyjmujgcymi odrazu dwa elektrony lub dwa
atomy wodoru. W ten ostatni sposob reagujg nukleotydy pirydynowe
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i same flawiny. Metal jest zatem koniecznym posrednikiem na drodze
jednoelektronowej. Mahler zaklada wiec, ze miedzy dziataniem jedno-
i dwuelektronowego przenos$nika zachodzi nie tylko ilosciowa, ale i ja-
koSciowa réznica. Przypuszcza, ze przeniesienie jednego elektronu wy-
maga utworzenie formy semichinonowej flawiny, a to wilasnie staje sie
emozliwe przez potaczenie flawiny z metalem. Metal bowiem stabilizuje
uktad semichinonowy przez umozliwienie nowych form rezonansowych.
Poza tym metal umozliwia potaczenie flawiny z dwoma czasteczkami
jednoelektronowego akceptora. Wreszcie dodatkowe formy rezonacyjne
pozwalajg zatozy¢ mozliwo$¢ $rodczgsteczkowego przenoszenia elektro-
néw. Eksperymentalnie mozna wykaza¢, ze akceptory jednoelektronowe
istotnie wigza sie z metaloflawoproteidem po przez atomy metalu. Tak
np. mozna zahamowaé¢ bardzo wydatnie czynno$é reduktazy cytochro-
mowej przez aniony tworzace z zZelazem zwigzki chelatowe, np. piro-
fosforan lub cytrynian. Zahamowanie to mozna kompetetywnie odwrdécic
przez zwiekszenie stezenia cytochronu. Skoro wiec hamowanie nastepuje
przez zwigzanie zelaza, to odhamowanie przez cytochrom musi nastepo-
wacé przez jego reakcje z zelazem flawoproteidu.

Niektore enzymy majg budowe jeszcze bardziej skomplikowang, za-
wierajagc — oprécz metaloflawoproteidu — wbudowane hemoproteidy
w réznej iloSci. W ten spos6b powstajg cate ,rodziny” enzyméw. W Ma-

Tablica 2
Rézne postacie oksydazy DPNH

Postac Nazwa Skiad Uwagi
Flawoproteid Diaforaza E-FAD
Metaloflawoproteid Reduktaza DPNH E-FAD-Fed4+++ Rodzaj flawiny
cytochromowa nieustalony
Metalohemoflawo- E-FAD-Fe20-
proteid -cyt. b
Kompleks metalo- Oksydaza DPNH  E-FAD-Fe35- Reaguje z cyt. ¢
hemoflawo- (posta¢ otwar- -cyt. b-Cu5s-
proteidowy ta) -cyt. oksydara
ditto Oksydaza DPNH ditto Reaguje tylko
(postac zam- z 02
knieta)

dison prowadza witasnie badania zmierzajgce do ustalenia takich rodzin
enzymowych, gdzie poszczegbélne enzymy wywodzg sie ze wspdlnego
pnia flawoproteidowego przez wigczanie dodatkowych przenosnikow me-



9] UTLENIENIA | FOSFORYLACJE 413

talobiatkowych. Tablica 2 daje przyktad tego rodzaju ,rodziny” wywo-
dzacej sie od diaforazy.

Mahler przypuszcza, ze ,stary” z6ity enzym Warburga moze
by¢ poczatkowym cztonem takiej niezbadanej jeszcze grupy enzymow.
Ciekawym jest, ze wszytkie poznane dotagd dodatkowe przenos$niki za-
wierajg zelazo.

Bardzo wazng funkcjg wigczonego metalu jest przesuniecie potencjatu
oksydoredukcyjnego. Juz samo potaczenie z biatkiem przesuwa potencjat
flawiny, lecz przesuniecie to nie przekracza 0,1 V. Natomiast obecno$¢
metalu wywotuje znacznie silniejsze przesuniecia jak to wida¢ z ta-
blicy 3.

Tablica 3
Potencjat oksydoredukcyjny flawin
i flawoproteidéw

Rodzaj E'o
Ryboflawina —0,186
Nukleotydy flawinowe (FAD, —0,180

FMN)
Stary zoétty enzym —0,060
Oksydaza ksantynowa (Mo) —0,350
Reduktaza DPNH-cyt. (Fe) 0,00
Dehydrogenaza butyrylo-CoA + 0,187
(Cu)

Wreszcie obecnos¢ metali wptywa na stosunek enzymu do grupy
fosforanowej. Na tym oparto szereg hipotez usitujagcych wyjasni¢ mecha-
nizm fosforylacji oksydatywnych.
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E. C. Sla ter (Zaktad Chemii Fizjologicznej Uniwersytetu w Amsterda-
mie) — FOSFORYLACJE W LANCUCHU ODDECHOWYM

Obszerny wyktad Slatera nie przyniost nowych faktow ani kon-
cepcji, stanowit raczej systematyczny i krytyczny przeglad znanych
ogodlnie poje¢. Specjalny nacisk potozyt na oddzielenie faktéw wystarcza-
jaco sprawdzonych, od poje¢ noszacych jeszcze poniekad charakter hipo-
tezy. Za podstawe dyskusji przyjat podany ponizej schemat 2.

bursztyman OC-Kg /i-OH

(DPT) (CoA)
dehydrogenaza

bursztynowa

kwas cc-liponowy

DPN
cyt. b * (dehydrogenaza)

flawoproteid

| (czynnik Slatera)
cyt. ¢
(czynnik Slatera) *

cyt. a

}

cyt. a3
*

0,

Schemat 2. (a-Kg = a-ketoglutaran; CoA = koenzym A; DPN = nukleotyd dwu-
fosfopirydynowy; cyt. = cytochrom; (3-OH = (3-hydroksymaslan; DPT =dwufosfo-
tiamina)

W schemacie tym zamieszczono tylko takie cztony, ktére w kolej-
nosci ulegajg redukcji i utlenieniu w ciggu kazdego przejscia elektrondw.
W nawiasach umieszczono takie ciata, ktdrych udzial jest niezbedny, ale
ktére nie ulegajg oksydoredukcji (DPT, CoA), albo dla ktérych oksydo-
redukcji nie udowodniono. Tak samo potraktowal Slater swoéj czyn-
nik wrazliwy na BAL, bo chociaz uwaza, ze stanowi on ogniwo odwra-
calne miedzy flawoproteidami a cytochromem ¢, ale niema na to wy-
starczajagcych dowodow. Rola i miejsce zajmowane przez cytrochrom b
sq jeszcze przedmiotem dyskusji. Tak np. Chance uwaza, ze cyto-
chrom b stanowi jakby uchytek boczny przy dehydrogenazie bursztyno-
wej we fragmentach sarkosomalnych (schemat 3).
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Slater zwraca jednak uwage, ze wyniki otrzymane przy uzyciu
fragmentéw mitochondrialnych lub sarkosomalnych nie musza odzwier-

Vo (czynnik Slatera)
bursztynian —--------- dehydrogenaza --------------mmmmmomomoeooeees _ cyt. ¢
bursztynowa

, t
cyt. k
Schemat 3

ciedla¢ stanu w mitochondriach nie uszkodzonych. Sam Chance pisze
tancuch oddechowy przy utlenianiu kwasu (3-hydroksymastowego przez
mitochondria tak:

(3-OH — DPN — flawoproteid -> cyt. b — cyt. ¢ — cyt. a — cyt. a3 — 02

Slater oméwit rowniez poglady Martius a nie zajmujac wobec
nich stanowiska. Jednak wedle $wiezej publikacji (1) a-tokoferol znaj-
duje w sarkosomach z mie$nia sercowego, dostarczajagc w ten sposéb
bardzo istotnego poparcia dla koncepcji Martius a.

Z kolei dyskutuje Slater nad iloScig mozliwych fosforylacji w cig-
gu przenoszenia pary elektronow na tlen. Istotnym jest tu stwierdze-
nie, ze fosforylacja polega zawsze na przytgczeniu reszty ortofosforano-
wej a nigdy pirofosforanowej. Wynika to z doswiadczen Lehninge-
ra i Smitha (2) Zatem zwigzanie kazdego atomu P odpowiada osob-
nej reakcji fosforylacji, i miarg ilosci fosforylacji moze byé stosunek
P:0. Poniewaz btedy metod uzywanych do oznaczenia tego stosunku ma-
ja tendencje do obnizania wartosci ilorazu, przeto wszystkie wyniki
zaokragla sie ku gérze. Slater twierdzit dotad, ze najwyzsza mozliwa
ilos¢ fosforylacji wynosi 3. Uzywajac bowiem jako substratu a-ketoglu-
taranu znajdywat wartosci P:0 ponizej 3. Wielu innych autoréw znaj-
dywato jednak wartosci 3,3 do 3,6 co S later ttumaczyt btedami w ozna-
czaniu zuzycia tlenu prowadzgcymi do zbyt niskich wartosci dla oddy-
chania. Stanowisko to poddat w wyktadzie rewizji i przyznaje sie obecnie,
ze przy uzyciu mitochondriéow watroby nalezy z pewnos$cig przyjaé 4
fosforylacje a by¢ moze, takze dla sarkosomdéw miesnia sercowego.
Szereg wyznacznikéw z jego wiasnych doswiadczen, jak stosunek ze-
stryfikowanego fosforu do zuzytego kwasu ketoglutarowego, wypadajg
zgodnie z innymi autorami. Wydaje mi sie, ze przyczyna dotychczaso-
wych niezgodnosci moze wynika¢ z uzycia przez Slatera EDTA.
W naszej pracowni wykazat bowiem Tysarowski (3), ze sol zelazo-
wa tego zwiazku zwieksza zuzycie tlenu przez mitochondria.

Przy substratach typu ~-OH znajdywano wartosci P:0 okoto 2,5 dla
mitochondriéw watroby (4) i dla sarkosoméw z serca (5). Nalezy zatem
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przyja¢ 3 fosforylacje przy utlenieniu zwigzkdw tego typu. Przy utlenie-
niu bursztynianu zachodzi trudno$¢ w oznaczaniu stosunku P:0 poniewaz
brak dotad inhibitora, ktéoryby hamowat dalsze utlenianie kwasu fuma-
rowego i zwigzane z tym ewentualne dalsze fosforylacje. Nagromadzono
jednak bardzo duzy materiat doswiadczalny, ktéry dowodzi posrednio, ze
utlenieniu kwasu bursztynowego odpowiadajg 2 fosforylacje.

Nastepnie przeszedt Slater do zagadnienia lokalizacji poszczegdl-
nych fosforylacji. Na og6t przyjmuje sie, ze jedna fosforylacja zachodzi
miedzy DPNH a flawing, druga miedzy flawing a cytochromem c, trze-
cia miedzy cytochromem c a tlenem. Czwarta fosforylacja, zwana w od-
réznieniu od powyzszych oksydatywnych fosforylacjg substratowa, za-
chodzi miedzy substratami typu kwasu a-ketoglutarowego a DPN. Po-
glady te wywlodzg sie z propozycji Lipmanna, ktéry opart sie na
potencjatach oksydoredukcyjnych poszczeg6lnych ogniw fancucha i za-
tozyt dla kazdej fosforylacji réznice potencjatéw co najmniej 0,25 V.
Slater omowit eksperymentalne préby sprawdzenia tej lokalizacji.
Polegaty one na oznaczaniu P:0 dla rdznych odcinkéw tancucha
utlenian.

a) DPNH do tlenu. Utlenienie DPNH przez mitochondria udaje
sie tylko przy zastosowaniu mitochondriow nienapeczniatych w hipoto-
nicznym roztworze. Otrzymuje sie przy tym wyniki identyczne z tymi
jakie daje uzycie (3-hydroksymaslanu jako substratu. Wynika stad, ze
przeniesienie 2 H ze zwigzkéw typu (3-OH na DPN nie uwalnia energii
w ilosci, umozliwiajagcej fosforylacje. Caty uzyskany efekt energetyczny
z utlenienia tych zwiagzkoéw lokalizuje sie miedzy DPNH a tlenem. Przyj-
muje sie, ze otrzymuje sie miedzy DPNH a tlenem 3 fosforylacje, do-
Swiadczalnie jednak nie udato sie tego zadawalajgco udowodnié. Naj-
wyzszy iloraz otrzymany przez Lehningera wynosit 1,89. Jest to
wiecej, nizby mozna byto oczekiwaé, gdyby zachodzity tylko 2 fosfory-
lacje, bo przecietne straty przez reakcje wtérne przekraczajg zwykle
0,25 na jednag fosforylacje. Jednak za bezwzgledny dowdd moglibySmy
przyja¢ tylko wynik, przekraczajagcy cho¢ minimalnie warto$¢ 2.

b) a-Kg do DPN (fosforylacja substratowa). Sukcinyl-CoA reagujac
z ADP i fosforanem nieorganicznym daje bursztynian, CoA i ATP.
W reakcji tej bierze udziat dwufosforan gwanozyny (6).

c) a-Kg do cytochromuc. Uzywajac jako substratu a-ketoglu-
taranu, a jako akceptora cytochromu c, wykonat Slater bardzo wiele
pomiaréw fosforylacji. Stosowat przy tym metode przechwytywania
fosforu przez glikoze i heksokinaze i otrzymywat P:0 rowne 2,16. Po-
niewaz analogiczne do$wiadczenia z dopuszczeniem tlenu jako akceptora
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dawaty wyniki P:0 nieco wyzsze tylko, niedochodzace do 3, sadzit, ze
miedzy cytochromem a tlenem niema juz fosforylacji. Obecnie wykonat
nowe dosSwiadczenia, ktore w wyktadzie szczegétowo omowit, otrzymujac
o wiele wieksze wartosci przy uzyciu tlenu, co go sktonito do rewizji po-
przedniego stanowiska. To z kolei bylo motywem do omoéwionej juz
zmiany jego zapatrywan na ilo§¢ mozliwych fosforylacji.

d) Cytochrom ¢ do tlenu. Fosforylacje zwigzang z utlenie-
niem ferrocytochromu ¢ w nieobecnosci czynnikow redukujagcych wy-
kazali po raz pierwszy Nielsen i Lehninger (7 w mitochon-

driach. S later potwierdzit te wyniki stosujgc sarkosomy z serca. Znacz-
nie tatwiej mozna wykaza¢ te fosforylacje posrednio, stosujgc jako sub-
strat kwas askorbinowy. Uczynit to Jud ah juz w 1951 r. (8).

Na podstawie opisanych doSwiadczen proponuje Slater nastepujgcy
schemat lokalizacji poszczeg6lnych fosforylacji (schemat 4).

bursztyman

J

dehydrogenaza
bursztynowa '©

1 lub 2 cyt-b(

czynnik
Siatera)
OC-Kg ------- » kwas oc-liponowy----- » DPN------ *m flawoproteid = ----------mo--ommeooeeeees » cyt. C

A (czynnik Slatera) |

R-OH cyt. a
*

cyt. c, >©
0]

Schemat 4

Nastepnie Slater dat przeglad prac, w ktérych r6zni autorzy sta-
rali sie frakcjonowa¢ mitochondria i badali zachowane funkcje enzy-
matyczne. Jest to jedna z drég umozliwiajgcych wnikniecie w strukture
mitochondriéw. Mozna mechanicznie lub dziataniem hipotonicznym roz-
bi¢ mitochondria lub sarkosomy, otrzymujac drobne ziarnisto$ci osiada-
jace przy szybkim wirowaniu albo przy zakwaszeniu do pH 5,7. Ziar-
nistosci te utleniajg jeszcze DPNH i bursztynian. Slater twierdzi,
ze sg one identyczne z fragmentami tworzacymi preparat Keilin a

i Hartree’ego i pochodza z btony sarkosomalnej. Szerzej o tych
czastkach powiedziat w dyskusji Green.
Lindberg i Ernster wykazali (9), ze mangan wraz z ATP

i DPN reaktywuje mitochondria, ktore stracity dziatanie przez inkubacje
z jonem wapniowym, i na tej podstawie uwazajg Mn za koferment oksy-

2 Postepy Biochemii
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datywnych fosforylacji. Slater w obszernych doSwiadczeniach potwier-
dzit to dziatanie zar6wno w obecnosci jak i nieobecnosci EDTA, lecz
uwaza wpltyw manganu za niespecyficzny.

W podsumowaniu stwierdza, ze wprawdzie nie udato sie SciSle umiej-
scowié¢ zadnej fosforylacji ani nie znamy jej mechanizmu, ale mozemy
twierdzi¢ z duzym prawdopodobienstwem, ze fosforylacja zachodzi mie-
dzy:

a) bursztynianem a cytochromem c,

b) cytochromem c a tlenem,

¢) miedzy DPNH a cytochromem ¢, gdzie prawdopodobnie zachodza

2 fosforylacje. (Fosforylacje substratowg widocznie tu pomija jako wy-
chodzacg poza temat wykitadu.)

Dalszych postepow w tej dziedzinie oczekuje Slater badz od dal-
szego rozwoju badan nad frakcjonowaniem mitochodriow, badZz tez od
wyjasnienia mechanizmu powstawania zwigzkow wysokoenergetycznych
przy tatwiej dostepnych fosforylacjach substratowych.
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D. E GREEN (Madison) otworzyt dyskusje nad referatem Slate-
ra. Mowit na temat struktury uiktadu transportujgcego elektrony w mi-
tochodriach.

Uktad przenoszacy elektrony w mitochondriach serca dat sie wy-
osobni¢ jako jednolita olbrzymia czastka, ktérag nazwano ,.electron trans-
port particie” czyli ETP. Wyjasnione dotad szczegoéty sktadu chemicz-
nego ETP podaje tablica 4.

ETP jest bogaty w tluszcz, zawiera poza tym dwa rodzaje hemow,
ktore w pewnym uproszczeniu mozna okresli¢ jako czerwony i zielony,
zelazo niehemowe, miedz i flawiny. Na jeden mol flawiny zawiera okoto
8 moli hemu, 61 atomow niehemowego zelaza i 8 atomow miedzi.
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ETP katalizuje utlenienie zaréwno bursztynianu jak i DPNH w obec-
nosci tlenu. Dodanie cytochromu c nie zwieksza utleniania. Wszystkie
hemy ulegaja natychmiastowo catkowitej redukcji przy dodaniu DPNH
lub bursztynianu. Cytochrom ¢ Tablica 4
zdaje sie nie wchodzi¢c w sktad Skiad preparatu ETP
ETP, a dodany wraz z burszty-
nianem lub DPNH nie redukuje
sie wcale lub .tylko nieznacznie.

jxmole lub Jilatomy/g
enzymu (Srednia wartosc)

Dodany w formie zredukowanej Fe niehe-
nie utlenia sie dziataniem tlenu. mowe 183
Chcac wniknaé w kolejnos¢ i S 2.4
funkcje poszczegdlnych sktadni- Flawiny 03
Hemy 25

kéw rozbijano stopniowo ETP,
badajgc skiad i aktywnoS¢ otrzy-
manych fragmentéw. W ten spo-
s6b uzyskano preparaty czynne tylko wobec bursztynianiu lub tylko
wobec DPNH. Dziataniem rozcienczonego alkoholu amylowego mozna
otrzymac¢ fragmenty zawierajgce o0sobno hemy czerwone i zielone.
Czastki zawierajgce frakcje czerwong hemoOw majg dziatanie dehydro-
genazy bursztynowej. Z kompleksu tego mozna usuwac przez trawienie
tryptyczne kolejno czgsteczki hemu az pozostaje flawoproteid zachowu-
jacy dziatanie dehydrogenazy bursztynowej. Tablica 5 podaje sktad pre-
paratu w miare postepujagcego rozbijania kompleksu.

Thuszczow-
ce e

Tablica 5
Frakcjonowanie ETP alkoholem amylowym i powstatego kompleksu
dehydrogenazy bursztynowej (KDB) trypsyna

Sktad poszczegélnych frakcji

Fla- Catk. Czerw. Ziel. Fe nie- Cu thuszcz
wina hem hem hem hemowe
l. ETP 1 8 + + 61 + +
I1.. KDB bogaty w ttuszcz 1 4 + 0 16 0 +
I11. KDB ubogi w ttuszcz 1 4 + 0 16 0 +
IV. Rozp. flawohemopro-
teidy 1 4 + 0 + 0 0
V. Rozp. flawohemopro- 1 1 + 0 + 0 0
teidy
VI. Rozp. flawoproteidy 1 0 0 0 1 0 0

Tablica 6 wylicza akceptory elektron6éw dla poszczegdlnych prepa-
ratow. Dla catego ETP najlepszym akceptorem jest tlen, za$ cytochrom c
jest nieczynny. Po zadziataniu alkoholu amylowego tlen nie przyjmuje
juz elektrondw, natomiast zyskuje te wiasciwos$¢ cytochrom c. Wreszcie
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po usunieciu hemoéw przestaje dziataé i cytochrom c, akceptorem pozo-
staje zelazicjanek, fenazyna i podobne do niej barwiki. Singer
i Kearney otrzymali jeszcze prostszy flawoproteid, ktéry pracuje
z fenazyna, ale juz nie z zelazicyjankiem.

Tablica 6
Akceptory elektronéw dla ETP i jego frakcji

02 oyt ¢ Zelazi- Fena- Indo-

cyjanek zyna fenol

ETP + 0 + + +
KDB 0 + + + +
Flawopro-

teid 0 0 + + +

Wypracowano réwniez podobng serie preparatéw posiadajacych spe-
cyficzno$¢ dla DPNH i tg drogg spodziewa sie Green i wspotpr. uzyskaé
doktadny wglad w utozenie poszczegdlnych sktadnikéw.

Zagadka pozostaje dotad nieobecno$é cytochromu ¢ w ETP, jak-
kolwiek stwierdzono jego obecno$¢ i czynng role w dziataniu catych
mitochondriow.

W zwigzku z tymi badaniami nalezatoby zrewidowa¢ poglad na uktad
przenoszacy elektrony jako na tancuch ztozony z szeregu ogniw oksydo-
redukcyjnych. Green przypuszcza, ze poszczegbélne ogniwa sg powia-
zane w sposdb umozliwiajacy wystepowanie rezonansu w catosci. W pew-
nej dalelriej analogii moznaby mowi¢ nie o przenoszeniu, lecz o przewo-
dzeniu elektronéw. Jakkolwiek analogia z metalami jest bardzo daleka
i z pswnoscig istniejg zasadnicze réznice miedzy nieograniczong swobodg
przesuwania sie elektronéw w metalach a naszym uktadem, to z drugiej
strony zjawisko to nie mniej odbiega od dotychczasowego sposobu poj-
mowania go jako kolejnych reakcji miedzy ogniwami tancucha. Pewne
jest, ze klasyczna kinetyka reakcji da sie zastosowaé do procesu prze-
noszenia elektronéw tylko w fazie poczatkowej przy dziataniu dehydro-
genaz oraz w koncowej w reakcji miedzy oksydazg cytochromowg a tle-
nem. Nie da sie natomiast zastosowa¢ do reakcji posrednich. W ukta-
dzie rezonansowym ruch ~-elektrondw z jednego ogniwa oksydoreduk-
cyjnego do drugiego nie zalezy od zderzen miedzyczasteczkowych, a wiec
pojecie dziatania mas nie znajduje tu zastosowania.

Mozliwe, ze obecno$¢ licznych atomdéw niehemowego zelaza da sie
wyttumaczy¢ witasnie rolg zelaza w powigzaniu poszczeg6lnych ogniw
oksydoredukcyjnych w taki uktad niby przewodnika. Jak to sie dzieje,
zostaje narazie zagadka, podobnie jak rola miedzi w zielonych hemach
i duze stezenie lipidow-.
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Mary E. Jones, L Spektor, F. Lip mann (Boston, USA) — FOSFO-
RAN KARBAMYLU

Fosforan karbamylu wykryli autorzy w czasie badan nad synteza
cytruliny. Okazato sie, ze zwigzek ten stuzy jak Zzrodto grupy karbamy-
lowej w wielu uktadach enzymatycznych. Moze on przenie$¢ swa reszte
fosforanowg na ADP dajgc ATP, jest zatem zwigzkiem wysokoenerge-
tycznym. Charakter ten nadaje mu wigzanie miedzy weglem a tlenem
reszty fosforanowej. Jesli fosforan karbamylu dziata jako przenosnik
grupy karbaminianowej z uwolnieniem nieorganicznego fosforanu, to ta-
dunek energii towarzyszy grupie karbaminianowej.

(0]
|

hzh—c —o—por
forforan karbamylu

Uderzajgca jest tatwos¢ z jakg ten wysokoenergetyczny zwigzek
powstaje. Tworzy sie on samorzutnie przy zmieszaniu 1 molarnych roz-
tworé6w KCN i KH2PO4. Po pdét godzinie w 30° ustala sie réwnowaga
przy 50% wydajnosci. Z takiej mieszaniny mozna go wytraci¢ alkoho-
lem w postaci soli dwulitowej rozpuszczalnej w wodzie. Zachowuje sie
podobnie do fosforanow acylowych rdézni sie jednak tym, ze jest nie-
wrazliwy na molibdenian tak jak fosfagen argininowy. W roztworach
wodnych rozpada sie samorzutnie, okres pohrwania w 37° wynosi
50 minut. Oznaczajg go za pomocg metody Fiske Subbarowa po od-
biatczeniu zimnym kwasem trdjchlorooctowym. Jedno oznaczenie wy-
konuje sie bezposrednio, drugie po ogrzaniu w 0,01 N HC1 przez minute
w 100°. W razie obecnosci duzych ilosci ATP stosuje sie hydrolize 0,1 N
tugiem w temperaturze pokojowej w ciggu 10 minut.

U bakterii (Streptococcus faecalis) eytrulina powstaje w 2 etapach.
W pierwszym kabraminian z ATP daje fosforan karbamylu i ADP.
W drugim etapie fosforan karbamylu reaguje z ornityng dajac cytruline
i wolny kwas fosforowy,

0 0
1 |
HN—C—OH + ATP A~ HN—C — O—POr + ADP 0]
karbaminian fosforan
karbamylu
(0] NH?2
h2n—c ~ 0— + h2n—ch2 ch2—-ch2—-ch- cooh -
ornityna
O NH2
| |
5% HN—C — NH—CH2—-CH2—CHa—CH—COOH )

eytrulina
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W reakcji pierwszej réwnowaga jest silnie przesunieta w strone syn-
tezy ATP, stad dla otrzymania wiekszych ilosci fosforanu karbamylu
trzeba podwyzszy¢ potencjat grup fosforanowych. Mozna to uzyskaé
przez dodanie kwasu fosfopyrogronowego, ktéry ma najwyzszg energie
»wigzania fosforowego”. W drugim etapie cytrulina powstaje fatwo, bo-
wiem chociaz reakcja jest odwracalna, ale réwnowaga jest mocno prze-
sunieta w prawo. Potencjat grupowy karbaminianu jest zatem wyzszy
w fosforanie karbamylowym anizeli w cytrulinie.

Obie reakcje udato sie rozdzieli€ — przez ogrzanie przez 3 minuty
na 70° inaktywuje sie enzym katalizujacy pierwszy etap. Udato sie row-
niez rozdzieli¢ oba enzymy przez frakcjonowane wytrgcanie siarczanem
amonowym, przy czym pierwszy wypada enzym drugiego etapu. Magnez
jest potrzebny tylko w pierwszym etapie.

Kwas karbaminowy powstaje z COo i amoniaku, co przypomina
synteze kwasu weglowego, katalizowang przez anhydraze. Anhydraza
jednak nie katalizuje tej reakcji i wogdle nie wykazano jej enzyma-
tycznego charakteru.

Wyciaggi bakteryjne zawierajg poza tym drugi uktad akceptorowy dla
grupy karbamylowej, jest nim kwas asparaginowy, ktéry reaguje z fos-
foranem karbamylu dajgc kwas ureidobursztynowy (kwas karbamylo-
asparaginowy).

(0] nh2
HZ\I—CIZI — O—POT + HOOC—CHZ—CIH—COOH
kwas asparaginowy

@)
J
NH~C—NH2

~ HOOC—CH2—CH—COOH + OH—POT
kwas ureidobursztynowy

Miedzy ukiadem bakteryjnym syntezy cytruliny a ukladem wystepu-
jacym u ssakow zachodzi, jak wykazali Grisolia i Cohen (1)
charakterystyczna réznica. U ssakow konieczna jest obecno$¢ N-acylo-
wanego glutaminianu np. acetylo- lub karbamyloglutaminianu. Grupa
Lipmanna potwierdzita role kwasu karbamyloglutaminowego na pre-
paracie uzyskanym z proszku acetonowego z watroby wotu. Roéwno-
czesnie jednak pokazato sie, ze pochodna glutaminowa moze by¢ zasta-
piona przez fosforan karbamylu. Widocznie wiec uktad glutaminowy
zastepuje u ssakow reakcje bakteryjng pierwszego etapu i wytwarza
fosforan karbamylu.
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Uzyty preparat wytwarzat rowniez kwas ureidobursztynowy z fos-
foranu karbamylowego i kwasu asparaginowego, podobnie jak i u drobno-
ustrojow. Widzimy wiec, ze przenoszenie grupy karbamylowej z fadun-
kiem wysokoenergetycznym stanowi reakcje szeroko wystepujaca w Swie-
cie zywym i nie ograniczajacg sie tylko do udziatu w cyklu moczniko-
wym.

PISMIENNICTWO

1. Grisolia$S and Cohen P. P, J. Biol. Chem. 204, 753, 1953.

*

W dyskusji do wyktadu pani Jones opowiedziat P. P. COHEN
(Madison) o pracach swoich, Grisolii i innych nad synteza cytru-
liny. Okazato sie, ze opisany przez nich dawniej zwigzek posredni ,,GD”
nie zawiera kwasu glutaminowego, jak pierwotnie podawali. Bigd wy-
niknat stad, ze strgcali ten zwigzek jako so6l cykloheksyloamonowg. Sol
ta, jak sie okazato daje podobng reakcje barwng co pochodne kwasu glu-
taminowego. Nawigzujac do pracy pani Jones potwierdzono w Madi-
son, ze fosforan karbamylu speinia funkcje zwigzku pos$redniego, dajac
z ornityng cytruline. Kwas glutaminowy u Streptococcus faecali$ nie jest
wogoéle potrzebny, za§ w watrobie moze by¢ zastgpiony przez fosforan
karbamylu. By¢ moze wiec u ssakdw kwas glutaminowy stuzy wraz
z ATP do syntezy fosforanu karbamylowego. Wynika z powyzszego, ze
juz kilka lat temu Cohen, z wsp6tpracownikami mieli w reku fosforan
karbamylu wydzielony z watroby, ale nie znali jego sktadu i uwazali go
mylnie za pochodng kwasu glutaminowego.

Dalsze badania Cohena dotyczg kwasu karbamyloasparaginowego;
synteza tego zwiagzlku wymaga obecnosci tego samego ciata posredniego
co synteza cytruliny. Doswiadczalnie wykazali, ze tym ciatem posrednim
jest fosforan karbamylu. W odrdznieniu od syntezy cytruliny, ktora
ogranicza sie tylko do watroby, synteza kwasu karbamyloasparaginowego
zachodzi w rdéznych tkankach. Najwiekszg aktywnos$é transkarbamylazy
znaleZli w $luzéwce jelita i w jadrach. Specyficzno$¢ tego enzymu obej-
muje ornityne, kwas asparaginowy, asparagine, izoasparagine i lizyne.
Ostatnio wyosobnili kwas karbamyloasparaginowy z watroby szczura.

*
Sekcja VII poswiecona byta regulacjom biochemicznym. Na sekcji tej wygto-

szono 3 raporty i 34 komunikaty. Omowie z nich raporty Lardy’ego i Schneidera,
ktdre sie tgcza bardzo istotnie z zagadnieniem oddychania i fosforylacji.
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H. A. Lardy (Madison, USA) — POWIAZANIA ENERGETYCZNE A REGU-
LACJA NATEZENIA METABOLIZMU

Jedna z najcharakterystyczniejszych cech zywej substancji jest jej
zdolno$¢ dostosowania natezenia metabolizmu do zapotrzebowania ener-
getycznego. Zdolno$¢ ta zaznacza sie juz u drobnoustrojéw wzglednie
beztlenowych jako efekt Pasteura, ros$nie w szeregu ewolucyjnym
Swiata zwierzecego, osiggajac najwyzszy stopien u ssakow. Cztowiek pra-
cujagcy moze dziesieciokrotnie zwiekszy¢ produkcje energii w stosunku
do stanu spoczynku. Najwieksza zdolno$¢ w tym kierunku rozwinety
miesnie prazkowane, ktére umiejg zwiekszy¢é swe ukrwienie stukrotnie,
a dowoéz tlenu i produkcje energii jeszcze znaczniej. Nasuwa sie pytanie,
dlaczego miesien w spoczynku, posiadajac nadmiar substratéw i tlenu
produkuje tylko 1/100 tej energii, ktorg mogtby wytwarzac? Lardy
wylicza nastepujace teoretycznie mozliwe czynniki, ktére mogiyby de-
cydowaC o poziomie przemiany:

1. stezenie enzymoéw,

2. stopien ich uaktywnienia (zymogeny ”~ enzymy, fosforylaza a *
fosforylaza b, itp),

3. rozmieszczenie enzymow w komorce,
stezenie metabolitow i ich potencjat oksydoredukcyjny,
stezenie koenzymow,
stezenie aktywatoréw np. jonéw metalicznych,
pH w miejscu reakcji (dziatanie na substrat lub na enzym),

8. inne czynniki otoczenia, np. sita jonowa, adsorbcja lub okluzja
enzymu przez faze tluszczowa, itd.,

9. temperatura, lokalnie moze sie waha¢ znacznie, nawet u stato-
cieplnych,

10. szybko$¢ usuwania powstatych produktéw,

11. obecnos$¢ naturalnych inhibitorow.

N o ok

Wszystkie te czynniki badano w prostych uktadach, obecnie bada sie
ich wptyw na bardziej juz Skomplikowane fragmenty komérek, prébuje
sie nawet ustali¢ ich wptyw na cate komorki. Z dotychczasowych wy-
nikow wida¢, ze na pierwszy plan wybijajg sie: stezenie metabolitow,
szybko$¢ usuwania produktéw, i stezenie pewnych jonow aktywujgcych.
Z posréd metabolitow, ktorych stezenie moze ogranicza¢ szybkos¢ utle-
nian najwazniejszymi sg fosforany nieorganiczne i rézne akceptory fos-
foru. DwuwartoSciowe kationy sa niezbedne dla sprzezenia fosforylacji
z oddychaniem i dla przenoszenia energii fosforowych zwigzkéw wysoko-
energetycznych. Jedna co najmniej z transfosforylacji typu wysokoener-
getycznego wymaga obecnosci jonéw potasu.
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Na role fosforanu zwrécili juz wcze$nie uwage Engelhardt
(1932) oraz Lennerstrand (1936) i Belitzer (1939). W r. 1941
Johnson (iLynen (2) rozwineli te koncepcje o regulujgcej roli ste-
zenia fosforandw w hipoteze majgcg wyttlumaczyé mechanizm efektu
Pasteura. Doswiadczalnie trudno byto udowodni¢ stusznos$¢ tej hipo-
tezy przy uzyciu calych komorek. Jakosciowo efekt dawat sie wykazac,
itosSciowo byt jednak nieznaczny i trudny do regulowania.

Sytuacja zmienita sie zasadniczo z wprowadzeniem techniki frakcjo-
nowania komérki. W izolowanych mitochondriach mozna w okreslonych
warunkach wykazaé¢ S$ciste uzaleznienie oddychania od nieorganicznych
fosforandw i akceptoréw fosforu. W obecnosci glikozy i heksokinazy
mitochondria wykazujg oddychanie na statym poziomie i réwnocze$nie
wigze sie nieorganiczny fosforan, pdki stezenie jego nie spadnie do
2+10 4, po czym oddychanie ustala sie na nizszym poziomie. Dodatek
fosforanu nieorganicznego przed spadkiem oddychania zapobiega mu,
dodanie po spadku powoduje wzrost oddychania do pierwotnego pozio-
mu. Przenoszac te obserwacje na zywy miesieA mozemy sadzié¢, ze wzmo-
zone oddychanie w pracujagcym miesniu bedzie trwalo dopédty, dopoki
nieorganiczny fosforan, odszczepiony w czasie pracy od ATP i fosfagenu,
nie zostanie wyczerpany.

Réwniez i stezenie akceptorow fosforu kontroluje szybko$¢ oddychania
mitochondridow. Wykazano to w wielu laboratoriach i na najrézniejszych
mitochondriach. Sprawno$¢ regulacji jest roézna zaleznie od substratu.
Tak np. przy bursztynianie lub kwasie kaprylowym dodanie uktadu
akceptorowego zwieksza oddychanie najwyzej 4-krotnie. Przy glutami-
nianie mozna uzyska¢ 15-"krotny wzrost oddychania, a przy kwasie
P-hydroksymastowym oddychanie moze w zupeinosci zaleze¢ od obec-
nosci uktadu akceptorowego*. Ta zalezno$¢ efektu od substratu pozwala
wysnu¢ pewne wnioski co do miejsca, w ktorym wigze sie oddychanie
z fosforylacjag. Nie mamy w tej chwili danych pozwalajagcych oceni¢ czy
w miesniu i innych tkankach silniejszy wptyw na regulacje oddychania
ma poda¢ wolnego fosforanu, czy podaz akceptorow. Wprawdzie miesieh
w spoczynku ma zawieraé 7 mM P nieorganicznego, co jest znacznie
powyzej zawartosci, ograniczajacej oddychanie w mitochondriach, ale
trzeba pamietaé, ze prawdziwa zawarto$¢ nieorganicznego fosforu w zy-
wym mie$niu jest nam nieznana. Wszystkie bowiem odczynniki odbiat-
czajagce rozbijajg wysokolabilne estry.

Nalezy sie zastanowi¢, czy regulacja oddychania towarzyszy kazdej
fosforylacji oksydatywnej, czy tez wigze sie wybiorczo z niektérymi
fosforylacjami.
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Okazato sie, ze przy utlenieniu kwasu askorbinowego lub adrenaliny,
wplyw stezenia akceptorow fosforu na oddychanie jest maty. Wynika
stad, ze ostatnia fosforylacja, zwigzana z utlenieniem cytochromu c nie
reguluje oddychania.

Przy utlenianiu bursztynianu obserwujemy tacznie fosforylacje na eta-
pie ostatnim i przedostatnim. Jako miejsce przedostatniej fosforylacji
przyjmuje Lardy za Chancem, utlenienie cytochromu b. Utlenie-
nie bursztynianu nieznacznie tylko zalezy od podazy akceptoréw fosforu.

Przy utlenieniu takich substratow, z ktérych wodory przenosza sie
na DPN Ilub TPN (glutaminian, kwas (3-hydroksymastowy, cytrynian
itp.) oddychanie jest S$cisle zalezne od stezenia akceptoréw fosforu.
W niektérych doswiadczeniach w nieobecnosci glikozy i heksokinazy
przez pierwsze 10 minut wogdle nie obserwuje sie oddychania. P6zniej
zaczyna ono wolno narastaé. Po- dodaniu glikozy i heksokinazy oddycha-
nie rusza od razu w peinej wysokosci. Wynika stad, ze oddychanie zwig-
zane jest z fosforylacja umieszczong na poziomie nukleotydow pirydy-
nowych. Jesli tak jest, to nalezy oczekiwaé, ze w spoczynku nukleotydy
te beda przewaznie w stanie zredukowanym. Stusznos$¢ tego zalozenia
udowodnit Chance i Williams (1954, 1955). Wedle ich badan
DPNH utlenia sie po dodaniu ADP. Mitochondria bardzo starannie wy-
preparowane z uniknieciem mechanicznych uszkodzen, wykazujg w nie-
obecnosci akceptoréw fosforu catg swag zawarto$¢ nukleotydéw pirydyno-
wych w formie zredukowanej.

Ostatnia wreszcie fosforylacja tj. substratowa wydaje sie nie mieé
wptywu na oddychanie.

Bardzo wazna konsekwencjg powigzania oddychania z fosforylacjg na
poziomie DPN jest automatyczne regulowanie poziomu donator6w wo-
doru. Jest rzecza zastanawiajgca, ze takie sktadniki tkankowe jak kwas
askorbinowy i glutation wystepujg przewaznie w formie zredukowanej,
chociaz tak tatwo utleniajg sie w obecnosci cytochromu, katalazy, fenolo-
ksydazy a nawet jonow metalicznych. Musimy przyja¢, ze mozliwos¢ ich
utrzymania sie w stanie zredukowanym jest nastepstwem przewagi
DPNH nad DPN. DPNH reaguje z utlenionym glutationem dzieki specy-
ficznej reduktazie, za$ zredukowany glutation spontanicznie lub enzy-
matycznie reaguje z réznymi tiolami lub kwasem askorbinowym, od-
twarzajgc ich formy zredukowane.

Synteza kwasoéw tluszczowych z cukrowcow wymaga duzej podazy
przenosnikéw wodoru w formie zredukowanej. Sg one w obfitosci do
dyspozycji, kiedy oddychanie jest ograniczone przez brak orto-fosfora-
now albo ADP (lub inych akceptoréw fosforu). W konsekwencji nalezato-
by przyja¢, ze obnizenie sprawnosci fosforylacji oksydatywnej pogor-

t
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szytoby warunki syntezy tluszczu, przeciwnie niz to wnioskuje Koch
i Lipmann.

Na czym polega rozkojarzenie fosforylacji i oddychania? Lardy
sgadzi, ze nie idzie tu o uposledzenie samego mechanizmu fosforylacji,
ale raczej o aktywacje procesd6w zwiekszajagcych rozpad ATP. W ten
sposob automatycznie tlumaczytby sie wpltyw czynnikéw rozkojarzajg-
cych na wzrost oddychania, dostarczataby bowiem réwnoczesnie fosfo-
ranu i ADP. Nie musi to by¢é akcja samej ATP-azy, prawdopodobnie
zachodzi tu defosforylacja jakiego$ labilnego, jeszcze nie zidentyfikowa-
nego zwigzku posredniego (,,pierwotny ester”), ktéry normalnie powstaje
w fosforylacji oksydatywnej i reaguje z ADP dajac ATP.

Doswiadczenia Lardy®ego i Maleya (3) nad dziataniem tyrok-
syny wskazujg, ze hormon ten rozkojarza fosforylacje tylko na jednym
poziomie, przy czym mogli wykluczy¢ poziomy | (substratowy) i IV
(c-cytrochromowy).

PISMIENNICTWO
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*

Dyskusje nad wykiadem Lardy’ego zapoczatkowat F. LYNEN
(Monachium). Przedstawione w wyktadzie Lard yego powigzanie
oddychania i fosforylacji daje nam obraz prostej i cudownie sprawnej
samoczynnej regulacji procesow komaérkowych. Istota automatyzmu tej
regulacji polega na tym, ze ten sam uktad nukleotydéw adeninowych
dziata rownoczednie jako zbiornik i przenosnik energii, oraz jako regula-
tor oddychania. Mozemy istote tej regulacji unaoczni¢ przez nastepujace
poréwnanie: uktad ATP/ADP stanowi akumulator, ATP w stanie natado-
wanym, ADP w stanie roztadowanym. Akumulator ten taduje sie energig
pochodzacg z utlenien i fermentacji, ADP wzmaga te procesy, ATP je
hamuje. Mamy wiec akumulator, ktéry w miare wytadowania samoczyn-
nie wigcza tadowanie, za$ przy natadowaniu wylacza je.

Badanie mechanizmu rozkojarzenia oddychania i fosforylacji moze
nam pomoc w zrozumieniu zupetnie dotgd ciemnego mechanizmu fo-
sforylacji. Badania takie prowadzi sie przewaznie na mitochondriach.
Lynen ze wspoOtpracownikami probuje zanalizowa¢ to zjawisko na
calych komorkach. Uzywajac drozdzy na pozywce glikozowej i w réwno-
wadze fosforanowej (tzn. ze fosforylacje i defosforylacje przebiegaja
z réwng intensywnoscig) starajg sie rozstrzygna¢ zagadnienie, czy roz-
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kojarzenie nie polega na zwiekszeniu defosforylacji. Zatruwajac drozdze
cyjankiem, hamuje oddychanie a wiec i fosforylacje, przy czym defosfo-
rylacje biegng w niezmienionym tempie i moga by¢ dogodnie badane.
Na takich hodowlach stwierdzit, ze DNP niema'wyptywu na natezenie
defosforylacji.

Ten sam preparat stuzy rowniez Lynenowi do oznaczania sto-
sunku P:0. Mierzy on zuzycie tlenu w hodowli niezatrutej, a zamiast
fosforylacji oznacza natezenie defosforylacji w hodowli zatrutej cyjan-
giem, jako ze przy rownowadze fosforanowej natezenie obu tych proce-
sOw jest réwne. Ot6z doswiadczenia te wykazaty niezmiernie interesu-
jaca zaleznos$¢ stosunku P:0 od stanu odzywienia komoérek. W obecnosci
glikozy, a wiec w obfitosci pokarmu, warto$¢ ilorazu byta niska, okoto 1.
W miare gtodzenia, gdy drozdze przechodzity na czystg przemiane endo-
genng, wartos¢ ilorazu wzrastata, dochodzac do 3, co stanowi gorna
granice fosforylacji oksydatywnych. Wida¢ stad, ze drozdze umiejg
regulowaé¢ sprawnos$¢ fosforylacji.

Lynen widzi w tym wazne przystosowanie biologiczne: jesli ko-
morka nie dostaje z zewnatrz pokarmu i zuzywa wewngtrzkomorkowe
rezerwy (oddychanie endogenne), stara sie jaknajwiecej energii przepro-
wadzi¢ w uzyteczng forme fosforandw wysokoenergetycznych. Jesli
natomiast obecno$¢ glikozy w pozywce zapewnia obfitos¢ pokarmu,

komorka rosnie i rozmnaza sie,

drozdze oddychajace drozdze fermentujace ~ do czego potrzebuje jako budul-
I glikoia ca znacznej liczby metabolitow
posrednich. Stezenie tych zwigz-

kéw rosnie w miare natezenia

proceséw oddechowych, oddycha-

nie natomiast wzrasta pod wpty-

wem ADP, hamuje sie przez ATP.

Wzrost oddychania wymaga za-

tem ograniczenia wydajnosci fos-

tirrimmm(jt> fosforylacje substratowe forylacji, na co komorka, przy
— i defosforyiacje nadmiarze pokarmu moze sobie
pozwoli¢.

Rys. 1. Obieg fosforanéw jako wyttums .
czenie efektu Pasteura Nastgpng uwage poswigca L y-
nen efektowi Pasteura po-

wotujgc sie na dawniejsze swoje prace i daje graficzne przedstawienie
tego efektu (rys. 1).

Rysunki te pokazujg jak fosforylacje oksydatywne odbierajg cze$é
nieorganicznego fosforanu potrzebnego w fosforylacjach substratowych
i w ten sposéb hamuja glikoze beztlenowa.
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Pozostawato do wyttumaczenia, dlaczego tlenowo zuzywa sie mniej
cukru niz w beztlenowej glikolizie, dlaczego w obecnosci tlenu fosfory-
lacja cukru przez heksokinaze idzie wolniej mimo, Zze przeciez wiecej
ATP jest do dyspozycji. Udato sie eksperymentalnie wykluczy¢ hipoteze
bezposredniego hamowania heksokinazy przez tlen oraz hamowanie jej
przez powstajace estry cukrowe. Lynen proponuje trzecig hipoteze:
tlenowa przemiana cukrow odbywa sie w mitochondriach, glikoliza
natomiast w cytoplazmie. W czasie oddychania wedruje ATP pochodzacy
z glikolizy do mitochondriow i w ten sposob cytoplazmatyczna hekso-
kinaza pozbawiona jest jednego z substratow.

Autor prébuje obecnie razem z Holzerem wykaza¢ doSwiadczal-
nie wedrowke zwigzkéw fosforowych wewngtrz komérki, np. przez wy-
kazanie, ze przy wirowaniu homogenatow drozdzowych, zaleznie od stanu
fizjologicznego komorek przed roztarciem otrzymuje sie rozny rozdziat
fosforandw miedzy osad zawierajgcy skiadniki strukturalne komérki,
a cytoplazmatyczny ptyn.

Ciekawym uzupetnieniem wywodéw Lardy®ego byt glos w dys-
kusji F. R. HUNTERA Jr. (St. Louis). Ttumaczy on dlaczego DNP
rozkojarza fosforylacje, rownocze$nie aktywujagc ATP-aze, natomiast
gramicydyna i p-chlororteciobenzoesan, ktoére rdéwniez rozkojarzaja,
nie tylko nie aktywujg ATP-azy, ale hamujg jej aktywacje przez DPN.
Wedle Huntera DNP dziata defosforylujgco na hipotetyczny ,pier-
wotny ester”, stanowigcy pierwsze ogniwo fosforylacji oksdatywnej,
ktéry normalnie reaguje z ADP dajac ATP:

Y~ P+ ADP A Y + ATP

Ester ten powinien pozostawa¢ w réwnowadze z ukiadem ATP, wiec
jego rozpad pod wpltywem DNP powoduje przesuniecie réwnowagi
w lewo i odtwarzanie ,pierwotnego estru” kosztem ATP. Rozpad tego
estru pozoruje wiec hydrolize ATP i to wtasnie wedle Huntera sta-
nowi istote tzw. aktywowania ATP-azy przez DNP. Natomiast gramicy-
dyna i p-chlororteciobenzoesan prawdopodobnie hamujg reakcje mie-
dzy ,pierwotnym estrem” a ATP. W ten sposdb ciata te hamuja
posrednio fosforylacje oksydatywne przez niedopuszczenie do wytwarza-
nia ATP z wysoce labilnego ,pierwotnego estru”, ktéry rozpada sie pod
wptywem wody. Nie wptywa to jednak w tym przypadku na rozpad ATP,
wobec zablokowania reakcji miedzy oboma ukiadami. Hunter pole-
mizuje z pogladem niektdrych autorow, ktorzy chcieliby aktywacje
ATP-azy przez DNP wytlumaczy¢ zmianami strukturalnymi w mitro-
chondriach.

Ciekawe sg rowniez wywody Huntera dotyczace zagadnienia czy
»pierwotny ester” jest cztonem tancucha oddechowego, czy tez juz dalsza
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pochodng. W pierwszym przypadku trzon ,pierwotnego estru” musiatby
wystepowaé na przemian w formie utlenionej: Y, i zredukowanej: YH2;
w mys$l wzoru reakcji z ATP reaguje Y, wobec tego przesuniecie rowno-
wagi na rzecz YH2 musialoby zmniejszy¢ rozpad ATP. Istotnie Hunter
zauwazyt mniejszg aktywno$é ATP-azy w warunkach beztlenowych, jak-
kolwiek roznica byta za mata by stanowié przekonywujacy dowdd.

Wreszcie podaje Hunter przykiad jak wzajemne powigzanie
oddychania i fosforylacji moze wptywaé na efekt réznych inhibitorow.
Wiadomo, ze skrawki kory mozgowej utleniajgce pirogronian oddychajg
normalnie przy matym stezeniu narkotyku. Zahamowanie oddychania
nastagpi jednak, kiedy pobudzimy ich metabolizm pradem elektrycznym.
Hunter stwierdzit, ze podobnie jak bodziec elektryczny dziata doda-
tek DNP. Wspdlnym elementem w dziataniu pradu i DNP jest zwieksze-
nie rozpedu ATP i z tego Hunter wnioskuje, ze czynnikiem regulu-
jacym natezenie metabolizmu jest podaz ADP. Ot6z okazato sig, ze do-
Swiadczenia tego nie udaje sie powtdrzy¢, jesli substratem jest zamiast
pirogronianu — bursztynian. Metabolizm bursztynianu rézni sie od
pirogronowego gtéwnie tym, ze omija DPN. Wynika stad, ze zgodnie
z twierdzeniem Lardy®go, regulacja oddychania przez fosforylacje
odbywa sie na poziomie DPN.

Dalszych argumentow na ten temat dostarcza wypowiedz D. CH A N-
C E 'A. Badacz ten opiera sie na niezwykle ciekawej technice dos$wiad-
czalnej, ktora polega na rownoczesnym pomiarze polarograficznym
zuzycia tlenu przez mitochondria i na spektrofotometrycznym oznacza-
niu stopnia utlenienia gtéwnych przenosnikéw oddechowych wewnatrz
mitochondriow. Co do szczeg6téw dosSwiadczen musze odestaé czytelnika
do ogtoszonych tymczasem prac Chance’a

Preparat Chance’a zaopatrzony w substraty, orto-fosforan i Mg,
oddychat tylko w obecnosci ADP przy czym cytochromy, flawoproteidy
i DPNH zwiekszaty swdéj stopien utlenienia. Redukcja ich zaczynata
narasta¢, gdy ADP wyczerpywat sie przez przejscie w ATP. Jesli zamiast
ADP wprowadzal Chance czynniki rozkojarzajgce np. dikumarol,
wszystkie przenos$niki wodorowe wykazywaty silniejsze utlenienie, po-
dobnie jak pod wptywem ADP. Niestuszne jest wiec wigzanie dziatania
rozkojarzajagcego z jakim$ jednym ogniwem ‘tancucha oddechowego.
Mechanizm rozkojarzenia wyobraza sobie Chance nastepujaco: ogni-
wo oddechowe np. cytochrom c¢ wykorzystuje energie swego utlenienia
na wytworzenie wysokoenergetycznego zwigzku ¢ ~ I, zwigzek ten rea-
guje z nieznanym intermediatem X w mys$l réwnania:

c~1 + X - X~ +¢ ()
W schemacie tym zamiast ¢ moznaby podstawi¢ cytochrom b lub
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DPNH. Wedle tego sformutowania pierwszy zwigzek wysokoenergetyczny
nie jest zwigzkiem fosforanowym. Nastepng reakcjg wedtug Chance’a
bytaby:

X~ 1+ ADP + Porto - X + | + ATP )

W obecnosci czynnikoOw rozkojarzajacych na miejsce reakcji 2 za-
chodzitoby:

X ~1 + DNP st X + I—DNP ®)

Jedli | bedziemy odczytywa¢ jako grupe fosforanowg, to schemat
Chance’a nie bedzie w zasadzie réznit sie od schematu Huntera.
Przy | ré6znym od P nie datoby sie wyttlumaczy¢ aktywacji ATP-azy
przez DNP w spos6b proponowany przez Huntera. Alternatywg
rownania 3 mogtaby by¢ wedle Chance’a takze hydroliza zwigz-
ku X ~ I. Wtedy odpadtaby niezgodno$¢ z hipotezg Huntera.

Zauwazono juz dawno, ze jon wapniowy jest czynnikiem rozkojarza-
jacym. Chance wykazat, ze w dziataniu Ca nalezy odr6zni¢ 2 efekty.
Wapnhn dodany zamiast ADP w stezeniach do 05 jaM dziata pobudza-
jaco na oddychanie zupeinie tak, jak ADP, przy czym na uzyskanie
efektu jednej czasteczki ADP trzeba uzy¢ 2 do 3 Ca++. Zjawisko to
przebiega tak, jakgdyby wapn uwalniat zwigzany ADP, albo powodowat
defosforylacje ATP. Wplyw wapnia mozna odwrdci¢ przez wprowadzenie
magnezu. Stezenia Ca powyzej 0,5 jiM powodujg nieodwracalne zmiany
w strukturze mitochondriow i wiekszo$¢ dotychczasowych badan zajmo-
wata sie tg wihasnie niespecyficzng formg dziatania wapnia. Przeciwnie
niz Ca dziata Mg. Je$li go dodaé do preparatu mitochondriow, w ktérym
ADP stabo tylko wpitywa na oddychanie, otrzymuje sie obnizenie od-
dychania i uzaleznienie go od obecnosci ADP. Magnez wiec mozna na-
zwa¢ elementem kojarzacym w przeciwstawieniu do rozkojarzajgcych.
Chance proponuje nazwe czynnika kontrolujgcego oddychanie dla Mg,
a dekontrolujgcego dla Ca, ADP, DNP i innych rozkojarzajagcych. W sta-
nie petnej kontroli znajduje Chance 990 nukleotydéw pirydynowych
w formie zredukowanej. Prawdopodobnie wiekszo§¢ DPNH jest wtedy
zwigzana z hipotetycznym |, dodanie bowiem do takich zahamowanych
mitochondriéow DPNH zwieksza oddychanie.

DosSwiadczenia Chance’a z r6znymi substratami potwierdzajg po-
glady Lardy’ego i innych dyskutantow, ze DPNH jest jedynym
ogniwem, w ktdrym odbywa sie regulacja oddychania przez fosforylacje.

PISMIENNICTWO

1 Chance B, Williams G. R, J. Biol. Chem. 217, 383, 395, 409, 429, 1955.



432 J. HELLER [28]

W. Schneider (Reithesda) — CZYNNIKI STRUKTURALNE W REGU-
LACJACH METABOLIZMU

Schnei der, jeden z zastuzonych pionierow badah nad frakcjono-
waniem komérki, omodwit zagadnienie rozmieszczenia poszczegdlnych
enzymow miedzy frakcje takie jak jadro, mitochondria, drobne ziarni-
stosci i plazme. Badania nad czynnoscig enzymatyczng poszczeg6lnych
frakcji nie sg wolne od btedéw. Jednym z powazniejszych, jest adsorbcja
enzymow na fragmentach, z ktorymi silnie sg zwigzane. Metody izolowa-
nia frakcji sg drastyczne i czesto prowadza do uszkodzenia struktur $rod-
komdrkowych. Metody te wymagaja wiekszej ilosci materiatu tak, ze
przewaznie mamy do czynienia z wiecej niz jednym rodzajem koméorek.
Wszystkie te trudnosci powoduja, ze wiadomosci o lokalizacji enzymdw
w okreslonych czesciach komérki trzeba przyjmowaé z pewng ostrozno-
§cig. Tak np. przyjmowano, ze wszystkie enzymy cyklu Krebsa zwig-
zane sg z mitochondriami, tymczasem okazato sie, ze dehydrogeneza izo-
cytrynowa i akonitaza wystepujg w przewaznej swej ilosci poza mito-
chondriami. Schneider rozpatruje umiejscowienie enzyméw i koen-
zymoOw transportu wodoru i elektronéw, fosforylacji, przemiany
ttuszczowej, nukleinowej oraz biatkowej, omawiajagc pod tym katem
widzenia okoto 100 pozycji z piSmiennictwa przewaznie dotyczacych
komorek watroby.

Chociaz Schneider stwierdza, ze objat tylko maly wycinek
zagadnienia, pomijajagc badania nad innymi organami zwierzecymi poza
watrobg, pomijajac caty bogaty materiat badan nad komorka roslinna,
to i tak szczegdétowe przytaczanie jego danych wychodzitoby poza zakres
tego artykutu. Przejde wiec od razu do wnioskow.

Enzymy sg przewaznie $cisle zlokalizowane w obrebie komoérki, wobec
tego dziatanie kazdego z nich jest SciSle zwigzane z odpowiednim roz-
mieszczeniem innych enzymdw, zapewniajgcych wytwarzanie substratu
wiasciwego dla danego enzymu. Czynnik strukturalny nabiera tu ogrom-
nego znaczenia tym bardziej, ze enzymy nalezace do tego samego ciagu
reakcji nie musza by¢ umieszczone razem — widzieliSmy taki przyktad
w cyklu Krebsa. W Swietle tego nabiera nowego znaczenia sprawa
przepuszczalno$ci powierzchni granicznych srédkomérkowych. Schnei-
der powotuje sie tu na wyniki badan mitochondriow w mikroskopie
elektronowym, ktére wykazaty w tych ciatkach istnienie rodzaju otoczki
i szeregu réwnolegtych blaszek biegnacych przez cate prawie ziarenko.
W tych warunkach wyniki badan cytochemicznych sg trudne do inter-
pretowania i nawet wnioski oparte na dobrych technicznie eksperymen-
tach musza byé czesto rewidowane i interpretowane na nowo w miare
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jak wnikamy giebiej w mechanizm dziatania danego enzymu i uczymy
sie rozdziela¢ jednolite na pozor reakcje na kolejne etapy.

Uwagi kohcowe

W sprawozdaniu swym miatem na uwadze 2 cele: oméwi¢ naj-
wazniejsze nowe osiggniecia doSwiadczalne i nowe koncepcje o0 znaczeniu
og6lno-biologicznym, oraz zapozna¢ czytelnikbw z metodami podejscia
eksperymentalnego i kierunkami badah najwybitniejszych przedstawi-
cieli objetej sprawozdaniem dziedziny. Tym tlumaczy sie szerokie
uwzglednienie gtoséw w dyskusji.

Na szczeg6lng uwage zastuguja:

1. Nowa koncepcja roli witamindw rozpuszczalnych w ttuszczach
(Martius).

2. Wycofanie sie Slatera z odrebnego pogladu na ilos¢ i lokali-
zacje fosforylacji oksydatywnych.

3. Prace Greena, Chancea i Schneidera, ktére sta-
nowiag probe wniknigcia w procesy zachodzace wewnatrz mitochondriow.
Badania te zmniejszaja odlegto$¢ miedzy cytochemig a biochemig, ktdra
naog6t bada zjawiska na poziomie molekularnym.

4. Prace pani Jones, Spectora i Lipmanna oraz
P. P. Cohena i Grisolii nad fosforanem karbamylu. Obecnos¢
nowego typu wigzan ,wysokoenergetycznych” (miedzy weglem a azotem)
w cytrulinie i kwasie ureidobursztynowym. tatwos¢ z jaka powstaje
wysokoenergetyczny fosforan karbamylu.

5. Za najwazniejsza sprawe uwazam sformutowanie zagadnienia na
czym polega dostosowanie natezenia metabolizmu do kazdorazowych
potrzeb. Jest to moim zdaniem fundamentalne zagadnienie biologii
i mieSci juz w sobie jako przypadek szczegétowy zagadnienie efektu
Pasteura, ktoremu tyle dyskusji dotad poswiecono.
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TADEUSZ KORZYBSK1

Budowa i wiasciwosci niektorych antybiotykow
polipeptydowych i grzybobdjczych antybiotykow
0 charakterze zwigzkow nienasyconych *}

(Na podstawie materiatéw 11l Kongresu Biochemikéw w Brukseli)

Bacytracyny. Ciekawe zagadnienie, mogace mie¢ znaczenie dla
budowy biatka, wynikio w zwigzku z badaniami nad budowg bacytra-
cyny. Bacytracyna wystepuje w trzech postaciach A, B i C. Jest to pep-
tyd ztozony prawdopodobnie z 12 reszt aminokwasowych. Rodzaje A i B
réznig sie zapewne tylko tym, ze jedna reszta izoleucyny (we wzorze
oznaczona x) zawarta w bacytracynie A jest zastgpiona resztg waliny w ba-
cytracynie B. Wiekszo$¢ aminokwaséw ma konfiguracje L, z wyjatkiem
fenyloalaniny, kwasu glutaminowego, ornityny i kwasu asparaginowego,
ktore sg szeregu D. lzoleucyna i fenyloalanina sa czeSciowo zracemizo-
wane. Kolejnos¢ aminokwaséw jest znana. Tworzg one uktad cykliczny
szesciocztonowy i boczny tancuch (Hausmann, Weisiger i wspét-
prac.; Porath; Craig, Hausmann, Weisiger; Korzy b-
s ki). Watpliwosci dotyczyty sposobu powiazania reszty cysteiny w cza-
steczce. Bacytracyna nie daje bowiem reakcji z nitroprusydkiem sodo-
wym i nie moze tworzy¢ wigzania dwusiarczkowego. Jedna z reszt izo-

D D X D DL DL
H2N—IIECi/s—Leu—Glu—lIe—Lif—Orn—IIe—Fen—His—As —Asp—COOH

Bacytracyna A.

leucyny stoi na koncu, od strony aminowej tancucha peptydowego. Reszta
ta jest zwigzana z sasiednig resztg cysteiny tworzac pierScien tiazolino-
wy przez kondensacje grupy karboksylowej reszty izoleucyny z grupami

*) Referowane prace byly w wiekszosci przedstawione na Il Miedzynarodo-
wym Kongresie Biochemii w Brukseli w 1955 roku. Oméwiono gtéwnie te prace,

ktére nie zostaty uwzglednione w pracy: Korzybski T, Kurytowicz W.
Antybiotyki, pochodzenie, rodzaje, wilasciwosci. Panstwowy Zakiad Wydawnictw
Lekarskich. Warszawa 1955.

[435]
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.aminowg i tiolowg cysteiny (Newton, Abraha m). W ten sposéb
grupa tiolowa cysteiny jest zamaskowana. Dopiero hydroliza kwasna

CH3nh2 g— CHa

CH—CH—C
J --—--CH----CO—
izolucyna cysteina

Czesciowa budowa bacytracyny A

(na goragco) uwalnia jg. Takie sformutowanie budowy bacytracyny jest
zgodne z wynikami otrzymanymi po zadziataniu niklu Raneya na bacy-
tracyne A (Lockhart i Abraham). Otrzymano wtedy cztery
lotne zasady, izoleucynol, lI-amino-2-metylo-n-butan, etyloamine i amo-
niak. Gdy bacytracyne przed poddaniem dziataniu niklu Raneya uprzed-
nio inaktywowano kwasem, wtedy nie powstawata zadna z trzech wyzej
wymienionych zasad organicznych, ktére powstaja wiec tylko z niena-
ruszonego fragmentu izoleucynowocysteinowego. Podobny ukiad z pier-
$cieniem tiazolinowym znajduje sie zapewne w glutationie. Calvin
przypuszcza mianowicie, ze glutation moze wystepowa w postaci
zwyktego tréjpeptydu bedacego w réwnowadze z forma, w ktdrej brak
wolnej grupy tiolowej; jest ona zamaskowana w pierScieniu tiazolino-
wym. Czy podobne struktury istniejg w biatkach pozostaje sprawa
otwarta.

Drugim punktem watpliwym w budowie czasteczki bacytracyny jest
wzajemny stosunek reszty fenyloalaninowej do tej reszty izoleucyny,
ktéra stanowi aminowy koniec fancucha peptydowego. W produktach
czesciowej hydrolizy bacytracyny znaleziono mianowicie w niewielkiej
ilosci tetrapeptyd fenyloalanilo-izoleucylo-cysteinylo-leucyne, ktory nie
jest zgodny z podang we wzorze sekwencjg; wszystkie inne sg z nig
zgodne. Craig na podstawie wynikéw badan nad tiokwasami i tioe-
strami sadzi, ze wigzania znajdujace sie dokota atomu siarki w bacytra-
cynie moznaby nazwa¢ rodzajem wigzan wysoko energetycznych. Wska-
zuje na to takze tatwos$é z jaka bacytracyna A (w temperaturze pokojo-
wej w pH 7 lub tylko nieco wyzej) traci jeden azot w postaci amoniaku
i przechodzi w bacytracyne F (artefakt), w ktérej hydrolizacie kwasnym
stwierdzono krystaliczny zwigzek bedacy kwasem bez wiasnosci zasado-
wych o skitadzie C9H1103NS i budowie wskazanej we wzorze, gdzie po
dezaminacji i utlenieniu powstat z koncowej reszty izoleucyny zwigzek
ketonowy (Weisiger i wspotprac.). Craig na podstawie wyzej
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powiedzianego przypuszcza, ze grupa karbonylowa fenyloalaniny w jaki$
nieznany sposob bierze wudzial w powstaniu ugrupowania zwigzku
C9HI110O3NS, a po hydrolizie mata cze$S¢ fenyloalaniny wystepuje jako
zwigzana z izoleucyng we wzmiankowanym tetrapeptydzie. Fenyloala-
nina wystepuje w catkowitym hydrolizacie bacytracyny jako aminokwas
czesciowo zracemizowany, co rowniez wskazuje na jakie$S niezwykie
ugrupowanie w tym miejscu. Stosunki te sg zaznaczone w podanym
wzorze bacytracyny A za pomocg linii kreskowanej.

Zadaniem Cr aiga, struktura naturalnego polipeptydu bynajmniej
nie jest jeszcze wyjasniona, gdy kolejnos¢ aminokwaséw w czasteczce
zostata ustalona; badania nad bacytracyng wskazujg na fakt, Zze metody
hydrolityczne moga niekiedy zaciemnié bardziej subtelne szczegoty
budowy peptydu.

Gramicydyna J. Nowy naturalny rodzaj gramicydyny oznaczony
literg J opisali autorzy japonscy, Otani i Saito. Antybiotyk zo-
stat izolowany z hodowli B. brevis. Budowa gramicydyny J jest bardzo
zblizona do budowy gramicydyny S. Wyjasniono jg po przeprowadzeniu
nastepujacych badan. Uzyskano surowy preparat krystaliczny gramicy-
dyny J przez wytragcanie w oddziatywaniu stabo kwasnym. Dalsze oczysz-
czanie nastapito na drodze przeciwprgdowej ekstrakcji. Oznaczano w
hydrolizacie poszczeg6lne aminokwasy, kazdy z nich izolowano w sta-
nie krystalicznym i oznaczano skrecalno$¢ optyczng. Za pomocag 2,4-dwu-
nitrofluorobenzenu sporzadzono z gramicydyny J dwie pochodne zawiera-
jace jedng i dwie reszty dwunitrofenylowe. Analiza tych zwigzkéw wy-
kazata, ze w czasteczce antybiotyku znajdujg sie d,wie wolne grupy ami-
nowe bedace grupami 5-aminowymi dwo6ch reszt ornityny. Ciezar
czasteczkowy gramicydyny J wynosi 792. Oznaczono go z porownania
zawarto$ci azotu pochodnej bis-dwunitrofenylowej i czasteczki oryginal-
nej. Ta warto$¢ wraz z danymi analitycznymi prowadzi do ustalenia
wzoru czasteczkowego w postaci C44H6507N9.2HCI. Dla oznaczenia ko-
lejnosci aminokwasOw w czgsteczce poddawano czeSciowej hydrolizie
zar6wno gramicydyne J jak i jej pochodng dwunitrofenylowg, poczym
oznaczano za pomocg chromatografii bibutowej skiad fragmentéw.
Stwierdzone rodzaje tych fragmentéw, a takze iloSciowy skiad amino-
kwasowy czgsteczki gramicydyny J sg zgodne z podanym wzorem.

L L D D L L D
Wal—Orn—Fen—Leu—Fen—Pro—Orn

Gramicydyna J

Tyrocydyna B. Craig i King (cyt. Craig) wyjasnili catko-
wice budowe tyrocydyny B. Analiza produktéw cze$ciowej hydrolizy
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tego antybiotyku byta bez wyjatku zgodna z budowa wskazang we
wzorze. Okazato sie przy tym, ze reszta L-fenyloalaniny rodzaju A zosta-
ta zastgpiona resztg L-tryptofanu w tyrocydynie B.

Li L L D L L D L L L
Wal-~Orn->Leu~Fen”~>-Pro->Fen->Fen—Asp—=Glu->Tyr

<

Tyrocydyna A
L L L D L L D L L L
Wal->0Orn->Leu->Fen—$*Pro—2Try-~"Fen->Asp—2Glu-">-Tyr

[ <
Tyrocydyna B

Kierunek strzatki oznacza wigzanie peptydowe od C do N. Tyrocydyny
A i B, podobnie do gramicydyny S, zawierajg wiec uklady peptyddéw
pierscieniowych, ktdrych budowa zostata catkowicie wyjasniona. W pier-
$cieniach tych bierze w kazdym wypadku udzial po 10 wigzan pepty-
dowych, sg to wiec uklady pierscieniowe ztozone z 30 atoméw o do-
ktadnie ustalonej kolejnosci.

Analogi gramicydyny. S. Katchalski iwspétpracownicy
podali wyniki swych badaf nad zagadnieniem stosunku budowy synte-
tycznych analogéw gramicydyny S do ich aktywnosci. Gramicydyna S
jest cyklicznym dekapeptydem, w ktérym wystepuje 5 rodzajéow amino-
kwasow. Kazdy z nich powtarza sie w czasteczce dwukrotnie w kolej-
nosci: L-walina, L-ornityna, L-leucyna, D-fenyloalan|ina, L-prolina,
poczym znowu L-walina, L-ornityna, L-leucyna, D-fenyloalanina, L-pro-
lina, przy czym grupa karboksylowa tej ostatniej jest zwigzana z grupa
aminowal-waliny pierwszej piatki przez co powstaje zamkniety pierscien
dekapeptydu. Syntetyczne di-, tri-, tetra- i pentapeptydy zawierajagce takie
same aminokwasy jakie znajdujg sie w oryginalnej czasteczce gramicy-
dyny s, a ponadto w takiej samej kolejnosci i konfiguracji przestrzen-
nej — okazaly sie nieaktywne, jedynie dekapeptyd (niecykliczny) byt
aktywny (Erlanger i wspotprac.). Katchalski i wspdiprac, otrzy-
mali kopolimery a-aminokwaséw zwigzanych w ‘fancuchu nieroz-
gatezionym i otwartym. Zawieraty one w czasteczce 20 do 40 reszt
amimokwasowych w znanym stosunku ilosciowym, ale nieznanej ko-
lejnosci. Prawdopodobnie byly to mieszaniny kopolimerow o wszelkich
mozliwych sekwencjach. Zbadano dziatanie 13 rodzajow kopolimerow
i 4 polimerow na wzrost wzorcowych szczepéw E, coli i Micrococcus
pyogenes var. aureus. Rodzaj aminokwasow uzytych byt najczesciej
ten sam co w oryginalnej czasteczce gramicydyny S, niektére kopolimery
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zawieraty ponadto alanine lub sarkozyne. Otrzymane zwigzEki miaty bu-
dowe liniowg, bowiem grupa 5-aminowa ornityny byta zablokowana
za pomocg chlorku benzylooksykarbonowego. Po dokonanej kopolimery-
zacji usuwano' grupe karbobenzoksy- za pomocg bezwodnego bromowo-
doru. Wdrdéd otrzymanych syntetycznych preparatéw stwierdzono Kkilka
0 dziataniu bardzo zblizonym do dzialania oryginalnej czasteczki gra-
micydyny S. Kopolimer nr 1 (patrz tablica) o 30 resztach w czasteczce,
zawierajacy te same rodzaje i wzgledne ilosci aminokwaséw co w gra-
micydynie S, mial dziatanie bardzo zblizone do dziatania naturalnego
antybiotyku. Sytuacja niewiele tylko pogorszyta sie, gdy zmieniono kon-
figuracje przestrzenng ornityny lub fenyloalaniny; moc otrzymanych
preparatow (nr 2 i 3) zmniejszyta sie tylko 2—3 razy. Gdy zamiast pro-
liny uzyto sarkozyny, moc otrzymanego preparatu byta 2 razy mniej-
sza. Najsilniej dziatajacym preparatem byt preparat nr 7, uzyskany
przez kopolimeryzacje D,L-alaniny, L-leucyny i D,L-ornityny w sto-
sunku 3:1:1. Ciekawy byt preparat nr 15 powstaty z polimeryzacji
18 reszt D,L-ornityny. Dziatanie jego na gronkowca ztocistego i patecz-
ke okreznicy byto tylko kilka razy stabsze od dziatania gramicydyny S.

Aktywno$¢ biologiczna kopolimeréw podobnych do gramicydyny S.

(wedtug Katchalskiego i wspétpracownikow)
Stosunki molarne i kon- $rednia Najmniejsze stezenia
Nr figuracja aminokwaséw ilo§¢ reszt hamujace wzrost
preparatu w E. coli Micr. pyog.
Ala Leu Orn Fen Pro Wal czasteczce ilg w ml [ig w ml
1 _ L. 1L ID L 1L 30 5 5
2 — 1L 1L 1w 1L 1L 40 10—15 15
3 — 1L 1bL 1DL 1L 1L 40 10—15 10
7 3DL 1L 1DL — — — 25 2,5 5—10
15 — — 1L — - — 18 10 5
Gramicydy- iL D
na s 1L L 1L 10 5 1

Natomiast polimery powstate z D,L-alaniny, z L-proliny, lub sarkozyny
byty prawie nieaktywne. Potwierdza to dawniej stwierdzony przez
Gauzego fakt, ze obecnos¢ wolnej grupy b-aminowej ornityny
jest istotna dla aktywnos$ci biologicznej. Gdy zamieni¢ inne aminokwasy
na D,L-alaning, albo na sarkozyne, lub zupetnie je ominaé, to aktyw-
no$¢ jest w znacznym stopniu zachowana, a nawet czesciowo wzmozona.
Poniewaz wszystkie zwigzki miaty budowe otwartg, budowa cykliczna
nie jest warunkiem nieodzownym dla aktywnosci biologicznej (przy od-
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powiednim ciezarze czasteczkowym). Wiasciwosci biologiczne niektérych
preparatéw podano w tablicy.
Jak z powyzszego wynika, aktywno$¢ biologiczna gramicydyny S nie
jest faktem odosobnionym ws$réd zwigzkéw o podobnej budowie.
Rozeotrycyna. Hirata, Goto i Hosoya opisali nowy
antybiotyk uzyskany z hodowli Streptomyces roseochromogenes, nazwali
go rozeotrycyng. Rozrozniono trzy rodzaje rozeotrycyny A, B i C. Roze-
otrycyna jest rodzajem peptydu, w skiad ktérego wchodza dwa kwasy
(3-aminowe, (3-lizyna i rozeonina, ponadto jaka$ reszta redukujaca.
Rozeonina jest pochodng 2-imidazoliny, w ktérej poza grupg aminowa
w pozycji 2 znajduje sie w pozycji 4 lub 5 kwas a-hydroksy-(3-ami-
nopropionowy zwigzany z pierscieniem za pomocg swego wegla a tak,
ze trzy jego grupy funkcjonalne, tj. karboksylowa, hydroksylowa i ami-
nowa sg wolne.
OH CH2-—-N
1/ 1 |
HOOC—C-—- CH C
CHXNNH2NH NH2
Rozeonina

Drugi kwas (3-aminowy to (3-lizyna, czyli (3,E-dwuaminokapronowy
kwas. CzesSci skladowe sg powigzane ze sobg wigzaniami podobny-
mi do peptydowych. Przy tym w czasteczce nie stwierdza sie wol-
nej grupy karboksylowej. W rozeotrycynie A z trzech wolnych grup
aminowych dwie nalezg do (3-lizyny, trzecia jest grupg (3-aminowg
rozeoniny. Druga czasteczka (3-lizyny, a takze druga czasteczka roze-
oniny nie majg swoich grup aminowych wolnych. Ta reszta (3-lizyny,
ktéra ma obydwie grupy aminowe wolne, jest bezposrednio zwigzana
z tg resztg rozeoniny, ktorej grupa (3-aminowa jest wolna. Ciezar cza-
steczkowy rozeotrycyny A wynosi okoto 900.

Mykotrycyna. Schaffner, Rangaswami i Waksman
opisali antybiotyk mykotrycyne izolowang przez nich ze szczepu pro-
mieniowca bardzo podobnego do Streptomyces lavendulae. Mykotrycyna
jest rodzajem polipeptydu, przypomina streptotrycyne. Jest to zwigzek
zasadowy. Otrzymano Kkilka rodzajow soli, krystaliczny heliantynian
i bezpostaciowe preparaty chlorowodorku i siarczanu. Z brzeczki fer-
mentacyjnej otrzymano mykotrycyne na drodze adsorpcji na weglu
aktywowanym. Mykotrycyna (chlorowodorek) jest zwigzkiem bezbarw-
nym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie. Roztwory wodne sg trwate na
dziatanie podwyzszonej temperatury.

Energiczna hydroliza kwasna prowadzi do powstania produktow da-
jacych reakcje ninhydrynowa, wsrdd nich znajduje sie prawdopodobnie
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B-lizyna (stwierdzona w streptomycynie, streptolinie, wiomycynie i ro-
zeotrycynie) i seryjna. W hydrolizacie znaleziono takze silnie zasadowy
aminokwas, ktory jest by¢ moze identyczny z substancja B izolowang
przez Cartera, Clarka i wspétpracownikéw w hydrolizatach strepto-
trycyny. Budowa substancji B miataby by¢ zblizona do budowy gwanidy-
ny i wykazywac strukture aminoimidazolinowg. By¢ moze ze zasadowy
aminokwas jest izomeryczny, wzglednie identyczny z geaming (Brock-
mann, Musso), lub z rozeoning (Nakanishi, 110, Hirat a).

Dziatanie tego antybiotyku jest podobne do dziatania streptotrycyny,
dziata on jednak silniej na grzyby. Koncentracje wynoszace 0,5—0,2 "g
mykotrycyny w ml wystarczajg do zahamowania wzrostu Bacillus sub-
tilis i Escherichia coli, a 5—10 ug w ml do zahamowania Candida tro-
picalis i Saccharomyces cerevisiae.

Polimiksyny. Ws$réd antybiotykéw nalezacych do grupy poli-
miksyn udato sie ostatnio za pomocg przeciwpradowej ekstrakcji (H au s-
man, Craig) dalsze rozdzielenie sktadnika polimiksyny B na frakcje
Bi i Bo, ktore roznig sie miedzy sobg tym., ze polimiksyna Bi zawiera
optycznie czynny kwas izopelargonowy (6-metylo-oktanowy), a poli-
miksyna B2 podobny kwas, ale bedacy nizszym homologiem o jeden atom
wegla. W polipeptynie kwas ten jest zapewne kwasem hydroksyheptano-
wym, ktéry moze w pewnych warunkach ftatwo oddawal czasteczke
wody i tworzy¢ odpowiedni kwas nienasycony (Cr aig).

Aktyn omycyny. Budowa aktynomycyn byta w dalszym ciagu
przedmiotem badan. Rozr6zniono nowe rodzaje aktynomycyn oznaczone
literami JO, li, h, ih (Brockmann, Grone). Czes¢ chromoforowa
aktynomycyn jest zapewne dwuhydroksydwumetylochinonowg pochodng
akrydyny (Brockman n, Mux feldt), o czeSciowej strukturze po-
danej we wzorze.

O o

O H

Droga bardzo tagodnej hydrolizy (10% HC1, temperatura pokojowa)
aktynomycyny ulegaja dezaminacji, przy czym odszczepia sie amoniak
i powstaja produkty ceglasto-czerwone nazwane desaminoaktynomycy-
nami (Brockmann, Franek). Wolne aminokwasy nie uwalniajg sie
podczas tej hydrolizy, pozostaja wiec one prawdopodobnie w stanie
niezmienionym w czasteczce, w ktorej brak wolnych grup aminowej,
karboksylowej i metyloaminowej. Desaminoaktynomycyna C3 powstata
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z aktynomycyny Ci tworzy monooctan o temp. top. 235° i eter jedno-
metylowy o temp. topnienia 240°, podczas gdy aktynomycyna C3 pochod-
nych tych nie daje. Aktywno$¢ desaminoaktynomycyny C3 jest znacznie
mniejsza niz produktu wyjSciowego. Pierwsza dziata w rozcieficzeniu
1:75.000, podczas gdy aktynomycyna C3 dziala juz w rozcienczeniu
1:10.000.000. Aktynomycyne C; z roztworu eterowego o barwie zo6hej
mozna wytrzasnagé do 10%-go roztworu wodnego HC1l przy czym naste-
puje zmiana barwy na czerwong (halochromia). Desaminoaktynomycyna
nie wykazuje halochromii.

Penicyliny. W dziedzinie zwigzkdw nalezacych do grupy penicy-
lin nastgpit dalszy postep. Juz kilka lat temu stwierdzono, ze cefalospo-
ryny mozna rozdzieli¢ na 2 rodzaje oznaczone literami N i P. Pierwszy
z nich, cefalosporyna N, jest rodzajem penicyliny z charakterystycznym
ugrupowaniem tiazolidynowym sprzezonym z pierScieniem czterocztono-
wym powstatym przez wigzanie laktamowe w pozycji @ W bocznym
tancuchu cefalosporyny N znajduje sie reszta kwasu D-a-amino-adi-
pinowego, ktory jest zwigzany w czasteczce za pomocg swej @ grupy
karboksylowej. Cefalosporyna N ma wiec wolng grupe aminowg reszty
kwasu aminoadipinowego, ponadto dwie wolne grupy karboksylowe. Taka
budowa nadaje czasteczce cefalosporyny N wybitnie zaznaczone wtasci-
wosci hydrofilne; oczyszczenie jej metodg przeciwpragdowego rozmieszcza-
nia, wedtug Cr aig a, udato sie dzieki zastosowaniu kolidyny jako no$ni-
ka (Abraham, Newton, Hale), umozliwiajagcego ekstrakcje w
uktadzie ztozonym z wody i fenolu w oddziatywaniu obojetnym. Oddzia-
tywanie bowiem inne niz obojetne powoduje szybki rozktad antybioty-
ku. Newton i Abraham zaproponowali nazwe penicyliny N dla
cefalosporyny N.

COOCH

|
CH—ch2—ch2—ch2—CO—NH—CH-CH C=(CH32

| -
NH2 CO—N---CH—COCH

Cefalosporyna N (Penicylina N)

Newton i Abraham uzyskali w postaci krystalicznej soli sodo-
wej nowy rodzaj cefalosporyny oznaczony przez nich literg C. Cefalospo-
ryne C izolowano z pewnego gatunku Cephalosporium pochodzacego
z Sardynii. Cefalosporyna C pod wielu wzgledami przypomina cefalospo-
ryne N (penicyling N). Obydwie dajg identyczny kwas D-a-amino-
adipincwy, maja po dwie wolne grupy karboksylowe i jedng wolng grupe
aminowa, przy hydrolizie odszczepiajg CO2, w widmie w podczerwieni
majg identyczne pasma absorpcyjne przy 561 i, ktére stwierdza sie
w widmie penicylin i uwaza sie jako charakterystyczne dla grupy C=20
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uktadu |3-laktamowotiazolidynowego. Inne cechy r6znig cefalospo-
ryne C od penicylin: nie ulega ona przegrupowaniu w Kkierunku po-
wstania kwasu penilowego; w przeciwstawieniu do cefalosporyny N
cefalosporyna C jest trwata w oddziatywaniu kwasnym (pH= 2); w skia-
dzie atomowym cefalosporyny C, Ci6H2i0 8N3S, znajdujg sie dwa atomy
wegla i dwa atomy tlenu wiecej niz w ;kiadzie atomowym cefalospory-
ny N, C14H2106N3S (penicyliny N)\ cefalosporyna C po hydrolizie
kwasnej nie daje penicylaminy, jezeli jednak hydrolize poprzedzié¢ hy-
drogenolizg wykonang za pomocg niklu Raneya, to w hydrolizacie mozna
stwierdzi¢ waline, r6znigcg sie od penicylaminy tylko brakiem grupy
tiolowej. Cefalosporyna C wykazuje w nadfiolecie absorpcje przy 260 jim,
czego nie spotyka sie u odmiany N. Cefalosporyna C nie jest wrazli-
wa na dziatanie penicylinazy, ale ma dziatanie antagonizujgce dzialanie
tego enzymu. Gdy zostaje dodana do hodowli Bacillus cereus, czy Ba-
cillus subtilis, powoduje powstawanie penicylinazy, przy czym stymulu-
jace dziatanie jest czterokrotnie silniejsze niz odpowiednie dziatanie
penicyliny benzylowej. Ponadto istnieja wskazowki, ze cefalosporyna C
wspotzawodniczy z penicyling w wigzaniu sie z przypuszczalnym centrum
indukujgcym powstawanie penicylinazy w komorce bakteryjnej (Abr a-
ham). Newton i Abraham przypuszczajg, ze cefalosporyna C
zawiera a-hydroksypenicylamine.

Dziatanie biologiczne cefalosporyny C jest bakteriobdjcze, podobnie
do dziatania penicylin. Dziatanie cefalosporyny C na paciorkowce i gron-
kowce jest znacznie mniej intensywne niz dziatanie cefalosporyny N,
toksyczno$¢ jest réwniez znacznie mniejsza; dawka 5.000 mg na kg wagi
podana myszy dozylnie nie wywotuje zadnych objawéw toksycznych.
Udato'sie myszy zakazone 100.000 dawek $miertelnych paciorkowca hemo-
lizujagcego catkowicie ochronié przed zakazeniem za pomoca odpowied-
nich dawek cefalosporyny C podanej podskérnie (Flore y).

Watpliwosci co do stosunku synematyn do penicylin (Abraham,
Newton, Crawford i wspbtprac.) zostaly ostatnio rozstrzygniete
definitywnie na korzys$é zapatrywania, ze cefalosporyna N (penicylina N)
i synematyna B sg zwigzkami identycznymi (Abraham). Benavi-
des i wspdbipracownicy uzyskali niedawno dobre wyniki lecznicze
z synematyng B w przypadkach duru brzusznego.

Inny, nie wykazujacy podobieAstw do penicylin rodzaj cefalosporyn,
oznaczony literg P, charakteryzujgcy sie duzym podobienstwem do kwasu
helwolowego (Burton, Abraha m), byt przedmiotem dalszych badan
szkoty oksfordzkiej. Cefalosporyna P1, C32H4808 i kwas helwolowy,
C32H 42—4 08 maja podobng budowe. Obydwa zwigzki charakteryzujg sie
obecnoscig grup acetylowych, mozna je pozbawi¢ tych grup; otrzymano
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wtedy identyczne potgczenie czteropierScieniowe majgce szkielet o 28
atomach wegla.

Neomycyny. Schaffner podat nowy sposéb rozdzielania po-
szczeg6lnych sktadnikéw kompleksu neomycynowego. Przy zastosowaniu
chromatografii bibutowej uzywajac Im buforu z siarczanem sodowym
0 pH 2,4 rozdzielit on neomycyny, wraz z towarzyszacymi antybiotyka-
mi, stosujac do rozwijania chromatogramu uktad ztozony z 2 czesci abso-
lutnego metanolu i 1 czesci 3°/o-go roztworu chlorku sodowego. Ko-
lejnos¢ wedrowania poszczeg6lnych antybiotykdw bytla nastepujaca: ka-
tenulina, neomycyna A (neamina), framycetyna, neomycyna B i neomy-
cyna C. Zdaniem autora, neomycyny charakteryzujg sie obecnoscig
ugrupowania neaminy, czyli I,3-dwuamino-4,5,6-tr6jhydroksycykloheksa-
nu; jest to ugrupowanie réwnie charakterystyczne dla neomycyn, jak
ugrupowanie streptydyny, czyli 1,3-dwuamino-2,4,5,6-czterohydroksy-
cykloheksanu dla streptomycyn.

CH; HCOH
/ \
hcnh2 henh. hcnh2 hcnh;
HCOH HCOH HCOH HCOH
HCOH HCOH
Neamina, COH140O3N2, Streptydyna, CGHI404N2,

Antybiotyki o charakterze zwigzkdéw nienasyco-
nych. Ws$rdéd antybiotykéw znajduje sie grupa zwigzkdw o wybitnie
zaznaczonych nienasyconych wiasciwosciach. Sg to antybiotyki naj-
czesSciej o dziataniu przeciwgrzybowym. Nalezy tu gryfolina z trzema
wigzaniami etylenowymi, dalej grupa zwiazkéw o 4 sprzezonych wig-
zaniach etylenowych (antymykoina, fungicydyna czyli nystatyna, rimo-
cydyna, chromina i prawdopodobnie fumagilina), o 5 wigzaniach etyleno-
wych (eurocydyna), o 6 takichze wigzaniach (flawacydyna i mediocydy-
na), lub o 7 sprzezonych wigzaniach etylenowych (kandydyna, kandycy-
dyna, trichomycyna i askozyna). Do zwigzkéw zawierajagcych wigzania
acetylenowe nalezg mykomycyna (2 wigzania acetylenowe i 4 etylenowe),
agrocybina (3 wigzania acetylenowe) i diatretyna (2 wigzania acetyleno-
we i 1 etylenowe). Mniej poznanymi zwigzkami sg antymykoina, chromi-
na, fungichromina, fungichromatyna, kwadryfidyna (kilka wigzan acety-
lenowych, grupa aldehydowa) i nemotyna (3 lub 4 wigzania etylenowe).
Z tej grupy fungicydyna, czyli nystatyna (nazwa zastrzezona firmy
Sauibb: Mycostatin) zostata poddana szczegdtowym badaniom przez
Dutchera, Waltersa i Wintersteinera.
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Fungicydyna jest antybiotykiem, ktéry izolowano z brzeczki fer-
mentacyjnej, gdzie znajduje sie zarbwno w grzybni jak w ptynie. lzo-
lowanie fungicydyny polega na ekstrakcji metanolem i wytrgcaniu
wodnym roztworem chlorku sodowego. Skiad atomowy i ciezar czastecz-
kowy (948) odpowiadajg wzorowi C46H77Q19N. Fungicydyna ma
charakterystyczne widmo w nadfiolecie, z maksimum przy 290, 304
i 319 jim Katalityczne uwodornianie prowadzi do absorpcji 6H2.
W czasteczce znajduje sie jedna grupa aminowa pierwszorzedowa. Widmo
w podczerwieni wskazuje na obecno$¢ ugrupowania estrowego lub
laktonowego (59 \i) i jednej koncowej grupy metylowej (7,3 n). Moz-
liwa jest obecno$¢ reszty cukrowej. Stwierdzono kilka wolnych grup
hydroksylowych. Fungicydyna jest zwigzkiem amfoterowym, tworzy
sole z alkaliami i kwasami. Autorzy przypuszczaja, ze potozenie podwoj-
nych wigzan w czasteczce jest takie jak podano w czeSciowym wzorze:
CH30CO— (CH2)7— (CH= CH)4—.

Badania Milbergera i Blanka wykazaly, ze fungicydyna jest
korzystna w doswiadczalnych zakazeniach za pomocg Candida albicans.
W dwie godziny po zakazeniu $miertelng dawka Candida albicans myszy
otrzymywaty dozylnie przez 5 dni dwa razy dziennie, a przez dalsze 5 dni
raz dziennie fungicydyne (mycostatin) po 3 mg kazdego dnia. Z 10 myszy
leczonych padfa jedna, z 10 nieleczonych wszystkie. Przy podawaniu
doustnie po 4 mg na mysz dziatanie lecznicze byto nieco stabsze, bo
z 10 myszy leczonych 3 padty. Autorzy zwracajag uwage, ze z organéw
wewnetrznych zwierzagt badanych, ktére przezyly doSwiadczenie, mozna
byto jeszcze wyhodowaé¢ Candida albicans.

Fungicydyna zostata ostatnio zastosowana przez Wighmore i Hen-
derson do opanowania zakazen drozdzowych przy hodowlach wirusa
zarazy pyska i racic na hodowli jezyka bydlecego. Wzrost 13 szczepéw
drozdzy z rodzaju Endomycopsis, Saccharomyces, Sporobolomyces, Candi-
da, Cloeckera, Trichosporon i Rodotorula byt hamowany w minimalnych
koncentracjach 20 }g w ml., a jeden dopiero w koncentracji 80 "ig
w ml. To ostatnie stezenie nie powodowato zmniejszenia rozwoju wi-
rusa. Nastepowato to dopiero przy 320 jig w ml.

Z innych nowo odkrytych antybiotyk6éw nalezacych do tej grupy na-
lezy wymieni¢ przeciwgrzybowy antybiotyk, filipine Whitefield
i wspoétprac.) izolowany z hodowlami Streptomyces filipensis, a takze
(Ahm ad i Isla m), dziatajacg na gronkowce i grzyby.
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ADDENDUM

Budowa aktynomycyn Ci, C2, C2a i C3 zostata ostatnio catkowicie wyjasniona
przez Brockmanna i wspo6tprac. (Angew. Chem., 1956, 68, 70). Wsp6lng dla nich
cze$¢ chromoforowag (= aktynocyna) zidentyfikowano jako pochodng fenoksazyny,
a nie akrydyny, jak sadzono dawniej. W czesci peptydowej czasteczek stwier-
dzono dwa pentapeptydy, tworzace uktady cykliczne powstate przez wigzanie
estrowe miedzy grupg karboksylowg reszty N-metylo-L-waliny i grupa hydro-
ksylowg L-treoniny.
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ANDRZEJ MORAWIECKI

Egzymologia i biochemia miesni
(Przeglad obrad sekcji IV i IX)

Sekcja IV wyr6zniata sie sposréod innych szczegdblnie duza iloscig
zgtoszonych komunikatow — przeszto 70. Obrady toczyty sie réwnoczesnie
w trzech audytoriach, w ktérych zgrupowane byty komunikaty o mniej
wiecej zblizonej tematyce. Gitowne problemy wspotczesnej enzymologii
zostaly poruszone w referatach programowych. Wygtaszali je: 1) L. F. L e-
loir (Argentyna): ,Koenzymy urydynowe”, 2) F. Dickens (Anglia):
»Tlenowa przemiana heksozomonofosforanu u drozdzy i w tkankach
zwierzecych”, oraz 3)S. Spiegelman (USA): ,Wspbiczesne poglady
na indukowang synteze enzymoéw”. Projektowany referat prof. Stra-
ub’a na temat syntezy amylazy' trzustkowej nie zostat wygtoszony z po-
wodu nieobecnosci prelegenta.

Ograniczam sie tutaj do podania jedynie gtéwnych tez poszczeg6lnych
referatow.

Koenzymy urydynowe

Prof. Leloir zebrat w swym referacie dane, osiggniete w ciggu
ostatnich lat, o roli koenzymoéw urydynowych.

Do niedawna wydawato sie, ze mokleot*d® adenilowe: AMP, ADP
a zwlaszcza ATP*) odgrywajg szczegdlng role w przemianach wszystkich
organizmdéw zywych. Pozostate nukleotydy — jak sadzono — biorg
udziat jedynie w budowie kwasow nukleinowych. Badania ostatnich lat
wykazaty jednak, ze w ustrojach obok wolnych nukleotydéw adenilo-

*) ATP — adenozynotrdéjfosforan UDPG — urydynodwufosfoglukoza
vuUjto{ — adenozynodwufosforan UDP-gal — urydynodwufosfogalaktoza
nL, AMP — adenozynomonofosforan P — ortofosforan
. ~ UMP — urydyno-5-monofosforan PP — pirofosforan
Wt UDP — urydyno-5’-dwufosforan ITP — inozynotréjfosforan
UTP — urydyno-5’-tréjfosforan GTP — guaminotréjfosforan
[449]

4 Postepy Biochemii
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wych spotykamy analogicznie zbudowane wolne nukleotydy inozynowe,
gwanilowe, cytydylowe i urydylowe. Wydaje sie zupetnie prawdopodob-
nym, ze wszystkie one posiadajg w ustroju okreslone funkcje jako koen-
zymy. Nukleotydy urydynowe zostaty pod tym wzgledem najlepiej
zbadane.

Analogicznie do AMP, ADT i ATP znane sa nukleotydy urydynowe:
UMP, UDP i UTP.

0=C-—— NH 0=C----\H

n 0 ch? o- po2 o- po:

OH OH
UMP
0=c--NH
| L

U ” CH-O-p07-0- PO-O-POI

OH OH
UTP
Rys. 1

UMP powstaje w ustroju z kwasu orotowego i rybozo-5-P przy
udziale ATP.
UDP i UTP powstajg w drodze nastepujgcych transfosforylacji:

UMP + ATP UDP + ATP (0]

2UDP ~ UMP + UTP )

Reakcje te sg katalizowane przez miokinaze i w istocie sg one zupetnie
analogiczne do ,normalnej” reakcji miokinazowej:

AMP + ATP 2 ADP €)

Oprocz tego znaleziono specyficzny enzym katalizujagcy powstawanie
UTP z UDP i ATP:

UDP + ATP ~ UTP + ADP )

Reakcja ta pozwala na pos$redni udziat UTP we wszystkich tych reak-
cjach, w ktérych bierze udziat ATP, poniewaz na tej drodze moze na-
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stepowaé regeneracja ATP kosztem UTP. Tak np. reakcja zaobserwowa-
na przez Kornberga

UTP + glukoza -> UDP + glukozo-1-P (5)
O0-C-—-- NH
| OjP-0-0.P-O o0 ch2o0-po3 ho ov CH?>0-PO7
A c=0 K N _ ATP 1/ N
HOOC—C-—--- NH
OH OH OH OH
k\v orotowy PP rybozo-1 -pirofosfo-5-fosforan  rybozo- 5-fosforan
0=0 -NH 0=C- -NH
| | |
C c=0 CO, HC c=o
| |
HOOC-C- N CH—0—PO, HC- =N n CH—O—PO,
¥)
OH OH OH OH
orotydyno-5 -fosforan UMP
Rys. 2

jest prawdopodobnie wypadkowa reakcji heksokinazowej

ATP + glukoza — ADP + glukozo-I-P (6)

i odwrdconej reakcji (4).

W analogiczny sposob przebiega fosforylacja kreatyny przez UTP,
wobec $ladow ATP. Natomiast, jak stwierdzili Ling i Lardy,
reakcja:

UTP + fruktozo-6-P -> UDP + fruktozo-l,6-dwufosforan @)

przebiega wprost pod wptywem deuteroheksokinazy. Enzym ten moze
wykorzystywac¢ zaréwno ATP, jak tez UTP i ITP jako czynniki fosfo-
rylujace.

Stwierdzono rowniez istnienie enzymdw specyficznie defosforyluja-
cych UTP.

Dalszymi koenzymami urydynowymi s3a: urydynodwufosfoglukoza
i urydynodwufosfogalaktoza.
Mechanizm ich powstawania jest prawdopodobnie jednakowy. Obrazuje
go synteza UDPG zbadana przez Trucco, a nastepnie przez Kal-
ekar’a
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glukozo-1-P + UTP UDPG = PP (€]

Najwczes$niej poznang zostata rola UDPG jako koenzymu galaktowalde-
nazy, przeksztatcajgcej galaktozo-1-P w glukozo-I-P i odwrotnie:

UDPG 4- galaktozo-I-P UDP-gal + glukozo-I-P ©)
UDP-gal UDPG (10)
sumar.: galaktozo-I-P glukozo-I-P (11)

Reakcja ta pozwala z jednej strony na wigczenie galaktozy do normalnych
przemian glikolitycznych, z drugiej za$ strony na synteze przez ustrdj
galaktozy, niezbednej dla produkcji laktozy. Istotnie, stwierdzono UDPG
w gruczole mlecznym ssakéw w ilosciach wiekszych, niz w innych

tkankach.

0=cC
(UDP) = 0 0
| |
CH-O-P—0O-P-O-R
1 |
OH OH
OH OH
i(UDP) (UDP)
HC- HC----
|
HC OH HCi‘OH
I
HocH O HOCH O
I |
HCOH HOCH
HC----- HC------
| |
CH,0OH CR; OH
urydyno-d wufosfo-glukoza urydyno-dwufosfo-galaktoza
UDPG UDP-gal
Rys. 3

Stwierdzono dalej, ze UDPG bierze udziat w syntezie trehalozy i sa-
charozy. Z drozdzy wydzielono enzym prowadzacy reakcje:

UDPG + glukozo-6-P UDP + trehalozo-fosforan (12)
W kietkach pszenicy stwierdzono obecno$¢ 2 enzyméw prowadzacych

reakcje:
UDPG + fruktoza — UDP + sacharoza (13)

UDPG + fruktozo-6-P -> UDP + sacharozo-fosforan (14)
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Jak stwierdzili Dutton i Storey w roku 1954 nukleotyd urydy-
nowy niezbedny jest rowniez przy syntezie glukuronidéw. Czynnym
zwigzkiem okazat sie tutaj kwas UDP-glukuronowy.

Wydzielanie UDP-acetyloglukozaminy i UDP-acetylogalaktozaminy
z drozdzy i tkanek zwierzecych wskazato na role koenzymoéw urydyno-
wych w przemianie heksozamin.

Stwierdzono roéwniez wystepowanie w ustroju inych zwiagzkéw,,
w ktérych UDP zwigzany jest z aminokwasami i peptydami.

Wydaje sie, ze w najblizszym czasie mozna bedzie wyswietli¢ role
koenzymodw urydynowych w syntezie wielocukrowcow takich jak kwas
hialuronowy i chondroitynosiarkowy, oraz zbadaé blizej mechanizm
przemian aminocukréw.

Mozna réwniez przypuszczac¢, ze wkrotce poznamy blizej role wolnych
nukleotydéw cytydylowych i gwanilowych.

Tlenowa przemiana heksozoinonofosforanu u drozdzy
i w tkankach zwierzecych
(Referat F. Dickens’a)

Droga glikolitycznego rozktadu heksoz, prowadzaca do kwasu mleko-
wego w tkankach zwierzecych, a do alkoholu, glicerolu i innych pro-
duktdw u mikroorganizméw i w tkankach roslinnych, zostala juz w gtow-
nych zarysach poznana do$¢ dawno. Przemiana ta wymaga obecnosci
DPN; hamujg jg fluorki i jodooctany (wptyw na enolaze wzgl. dehy-
drogenaze 3-fosfogliceraldehydu).

Natomiast bezposrednia tlenowa przemiana heksozo-6-fosforanu
zostata zbadana doktadniej dopiero dzieki badaniom ostatnich lat. Pozna-
nie tej drogi pozwolito nam lepiej wnikngé w przemiane pentoz, oraz
rzadziej wystepujacych tetroz i heptoz. Enzymy tej przemiany sg — jak
sie okazato — szeroko rozpowszechnione zaréwno w mikroorganizmach,
jak tez w tkankach zwierzat i wyzszych roslin.

Przemiana ta zwigzana jest z obecnosSciag TPN i jest niewrazliwa na
fluorek i jodooctan, w odrdznieniu od glikolizy. Zasadniczy jej zarys,
oraz powigzanie z przemiang glikolityczna przedstawia rys. 4.

Jak wykazaly dalsze badania, pomiedzy zaznaczonymi na tym sche-
macie etapami wystepuja reakcje posrednie. Cigg reakcji pomiedzy glu-
kozo-6-fosforanem, a pentozo-5-fosforanem wedtug wspoétczesnych po-
gladéw przedstawia sie nastepujgco (patrz rys. 5):

Nastepnie dziatajagcym enzymem jest izomeraza fosfopentoz. Prowa-
dzi ona przemiane (patrz rys. 6):

W nastepnych etapach pod wptywem fermentéw: transketolazy
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Przemiana glikolityczna

fruktozo-6-P
| ATP
fruktozo-1,6-dwu-P

fosfodwuoksyaceton
+

3-fosfo-gliceraldehyd
|| dpn
fosfopirogronian

octan + C02 lub mleczan

Przemiana tlenowa

glukozo-6-P
UTPN

6-fosfoglukonian
\\ TPN

pentozo-5-P+C02

(2 Mole) ThPP

sedoheptulozo-7-P
4-
3-fosfo-gliceraldehyd

cykl Krebsa
co2
Rys. 4.
OH
HC- HC-—- COOH
| |
HCOH HCOH HCOH
i _ 211 | +HD | -211
HOCH 0] HOCH X) HOCH
| TPN | | TPN
HC OH HCOH HCOH
| i
HC------- HC--—--- HCOH
|
CH-0-PO:s CH-0O-PO:s CH-O-PO:
glukozo-6-P 6-P-tf-glukono-lakton 6-P-glukonian
co2
¢ooH +
(of0) CHO
-2 1 i
HOCH HCOH
TPN | |
HCOH HCOH
|
HCOH HCOH
| I
CH2-0—POj CH-0-POj
2-keto-6-P-glukonian rybozo-5-P

Rys. 5.

(6]
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(wymagajacej obecnosci pirofosforanu tiaminy) dwuweglowy fragment
czasteczki rybulozo-5-fosforanu jest przenoszony na czasteczke rybozo-
5-fosforanu. Powstajg przy tym: sedohep-

: CHO CH,OH
fruktozo-6-fosforan i erytrozo-4-fosforan. | I
Pomiedzy tymi produktami nastepuje po- HGoH co
nowna wymiana — tym razem 3-weglo- HCOH = M-ome- HCOH
wego fragmentu — przy czym powstaje HC|OH H(!,OH
frutkozo-6-fosforan i erytrozo-4-fosforan. I |
Dziatajacy tu enzym nazwany zostat tran- cH-0-PO, CH.-0—PO,
saldolazga. Etapy te przedstawia rys. 7. rybozo-5-P rybulozo-5-P

Utworzony erytrozo-4-fosforan moze Rys. 6

reagowaC z jeszcze jedng czastka rybulozo-5-fosforanu (reakcja transke-
tolazowa) dajac fruktozo-6-fosforan i 3-fosfogliceraldehyd.

CH,OH CHO chdh
| I I
CcO H(I:OH co
- I
HCOH CH.,—O0 —PO" HOCH
| I
HCOH 3-fosfo-gliceraldehyd HCOH
I |
CH.-O-PO, + HCOH
I
rybulozo-5-P _
y Thep CH.—0-PO,
CH..OH fruktozo-6-P
transketolaza | transaldolaza
CHO co +
|
H(IZOH HOCH
HCOH H(iOH CIHO
HCOH HCOH HCOH
chv o- po? HCOH, H(iOH
rybozo-5-P ch,-o- po? CH-0-PO,
sedoheptulozo 7-P erytrozo-4-P
Rys. 7.

Sumarycznie dotychczasowa przemiana glukozo-6-fosforanu przed-
stawia sie nastepujgco:
3 glukozo-6-P + 302 — 2 fruktozo-6-P + 1triozo-3-P + 3C02+ 3HD

Dziatanie izomerazy fosfoheksoz zamyka cykl, wobec czego sumaryczna
reakcja pozostaje:
glukozo-6-P + 30a -> triozo-3-P + 3C024 3 H&

Przedstawiony tutaj cigg reakcji zostat potwierdzony badaniami izo-
topowymi z pietnowanymi cukrami.



456 A. MOKAWIECKI /8L

Przy porownywaniu intensywnosci tlenowej przemiany glukozo-1-
fosforanu w r6znych tkankach, stwierdzono stosunkowo duze jej nasi-
lenie w gruczole mlecznym ssakow w okresie laktacji.

CHO CHjOH

H(!OH CIO

HICOH HO(!H
CIHj—O—PO, HCOH
erytrozo-4 P HCIZOH

- CIHj—O—PO3
transaldolaza iruktoz0-6-P

CH20H +
do

HCOH CHO

H(IZOH HCIOH
CI H,-0—PO, (!)Hj—O—POS
rybulozo-5-P 3-fosio-gliceraldehyd

Rys. 8

W ogéle w organizmach zenskich enzymy tej przemiany wykazuja
wiekszg aktywnos$¢. Fakt ten nasuwa przypuszczenie o hormonalnej re-
gulacji utleniania fosfoheksoz.

W zakonczeniu autor wskazat na powigzanie przedstawionych przez
siebie przemian z reakcjami fotosyntezy u wyzszych roslin.

Wspotczesne poglady na indukowang synteze enzymoéw
(Referat S. Spiegelma n’a)

Od przeszto 60-ciu lat znane sg zjawiska tzw. adaptacji enzymatycz-
nej mikroorganizméw. Polegaja one na tym, ze organizmy nie mogace
normalnie przetwarza¢ pewnych substratéw z powodu braku odpowied-
niego aparatu enzymatycznego, uzyskujg te zdolno$¢ pod wptywem dtuz-
szego kontaktu z odpowiednimi substratami. Substraty takie nazywamy
substancjami indukujacymi, lub induktorami.

Prace ostatnich lat wyjasnity wiele kwestii dotyczacych tego cieka-
wego problemu. Zostatlo wykazane, ze:

1) zmiana aktywnoS$ci enzymatycznej nie jest spowodowana wyselek-
cjonowaniem odpowiedniego mutanta, lecz polega na indukowanej mody-
fikacji aparatu enzymatycznego, przy niezmienionym genotypie;
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2) zmiana aktywnoS$ci enzymatycznej polega raczej na powstawaniu
nowego apoenzymu niz nowego koenzymu.

Z nasuwajgcych sie problemow autor omoéwit dokiadniej w swoim
referacie nastepujgce kwestie:

a) z czego tworzy sie aktywny enzym; co jest wiasciwym prekurso-
rem enzymu?

b) jaki mechanizm enzymatyczny przeksztalca prekursora w aktyw-
ny enzym?

c) jakag role odgrywa substancja indukujgca?

W zwigzku z pierwszym pytaniem rozwazano trzy mozliwosci:

a) enzym moze powsta¢ wprost z istniejagcego uprzednio wielko-
czasteczkowego prekursora, rodzaju proenzymu, co mozna przedstawic
schematycznie:

wielkoczgsteczkowy prekursor -» aktywny enzym

b) aktywny enzym moze powstawa¢ z wielkoczasteczkowego prekur-
sora, do ktérego dotgcza sie pewna ilos¢ wolnych aminokwasow:

wielkoczgst. prekursor + aminokwasy -» aktywny enzym
c) aktywny enzym moze by¢ syntetyzowany wprost z aminokwaséw:
wolne aminokwasy -» aktywny enzym

Poniewaz stwierdzono, ze do powstania indukowanego enzymu nie-
zbedna jest obecno$¢ wolnych aminokwaséw egzo- badz endogennego
pochodzenia, pierwsza z powyzszych hipotez zostata odrzucona.

Badania izotopowe wykazaty dalej, ze eonajmniej 99°/0 czasteczki
enzymu jest syntetyzowane wprost z aminokwaséw. Przemawia to wiec
wyraznie za trzecig z przedstawionych hipotez.

Te dane odpowiadajg rowniez czeSciowo na drugie z postawionych
pytan. Powstanie nowego enzymu wigze sie z og6lnym zagadnieniem
syntezy biatek (oméwionym doktadniej w referacie H. Borsooka —
Sekcja I1).

Uktad syntetyzujacy biatka skiltada sie wedtug wspotczesnych pogla-
déow z enzymu lub zespotu enzyméw oraz z matrycy, na ktdrej zostaja
odpowiednio rozmieszczone i potagczone aminokwasy. Role matrycy spet-
niajg czastki kwasu rybonukleinowego. Jednakze w wypadku induko-
wanej syntezy enzymoéw w uktadach takich musza by¢ oprécz tego obecne
czastki induktora. Dopiero wowczas uktad taki znajduje sie w stanie
aktywnym i produkuje odpowiedni enzym. Na tym polega rola indukto-
row wywotujgcych powstawanie nowych fermentéw.

Zdaniem autora referatu wspdiczesne badania pozwolity dos¢ dobrze
wnikngé w zagadnienie indukowanej syntezy enzymdw; dalsze prace
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powinny wyjasni¢ doktadniej chemiczng strukture uktadéw syntetyzu-
jacych enzymy. Obecny stan wiedzy pozwala juz na takie postawienie
problemu.

Komunikaty. Jak wspomniatem poprzednio, ilos¢ komunikatow
wygtoszonych na Sekcji IV byta bardzo duza. Wspomne tutaj tylko o Kil-
ku, ktore wywotaty najwieksze zainteresowanie.

H. Branderberger (Szwajcaria) donosit o swoich pracach nad
wigzaniem enzymdw z nierozpuszczalnymi nos$nikami. Otrzymuje sie
w ten sposéb substancje analogiczne do wymieniaczy jonowych, prowa-
dzace reakcje enzymatyczne. Podobnie mozna wigzaé niektére antyge-
ny i selektywnie wychwytywaé odpowiednie przeciwciala.

F. Winder i J. M. Denneny (Irlandia) zbadali blizej meta-
fosfokinaze — enzym przenoszacy fosfor z metafosforanéw na ADP two-
rzagc ATP.

M. Grunberg-Manago i S Ochoa (USA) otrzymali enzym
syntetyzujacy polinukleotydy z ADP, IDP i innych analogicznych zwigz-
kéw z uwolnieniem nieorganicznego fosforanu.

A. Davidson (Francja) stwierdzit, ze hydrazyd kwasu izoniko-
tynowego hamuje wszystkie enzymy wymagajagce witaminu B6 jako
koenzymu. Powstaje przy tym prawdopodobnie izonikotylohydrazon
pirydydoksalu.

K. Decker i F. Lynen (Niemcy Zach.) wydzielili z watroby
owczej dwa nowe enzymy: 1) rozkladajacy acetylo-koenzym A na koen-
zym A i acetooctan i 2) rozktadajacy S-acetyloglutation.

Sekcja IX

Biochemia miesnia i centralnego systemu nerwowego

Z dziedziny biochemii mie$nia, na Sekcji tej zostaty wygtoszone dwa
uzupetniajgce sie wzajemnie referaty: H. H. Weber (NRF) ,Kurczli-
wy system miesni i komorek”, oraz S. V. Perry (Anglia) ,Przemiana
nukleotyddw a wewnetrzna struktura miesnia szkieletowego”. Referaty
te wykazaty wiasciwie jak bardzo niekompletne sg nasze dotychczasowe
wiadomos$ci o wewnetrznej budowie i mechanizmie skurczu miesnia.

W pierwszym z referatbw H. Weber omowit wyniki jakie otrzy-
mano badajgc tzw. kurczliwe modele. Sg to odpowiednio sporzadzone
widkna aktomiozynu, lub widékna miesni (ewent. komorki z innych
tkanek) ekstrahowane przez diuzszy czas odpowiednimi rozpuszczalnika-
mi, jak np. mieszaning wody i gliceryny.
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Modele takie kurczg sie pod wptywem ATP, rozktadajagc go réwno-
czes$nie do ADP i nieorganicznego fosforanu. W ten spos6b otrzymujemy
znacznie uproszczone systemy, pozwalajagce na badanie zjawisk skurczu.

Autor, ktéry od wielu lat prowadzit badania na takich modelach,
porownywat ich skurcz ze skurczem normalnego miesnia i doszedt do
wniosku, ze istota skurczu jest w obydwoch wypadkach taka sama.
Wystepujgce roznice sg jedynie natury iloSciowej.

Z zagadnieh poruszonych dalej przez autora wydaje sie byé naj-
ciekawszg kwestia, czy ATP jest bezposSrednim dawcg energii potrzebnej
dla skurczu. Sprawa ta — jak sie wydawato od dawna przesagdzona na
korzy$¢ ATP — staje sie znow aktualng. Poczyniono bowiem obserwacje
(Fleckenstein, Krebs i wspoOtpr., oraz Mommaerst), z kto-
rych wynika, ze w czasie pojedynczych stabych skurczéw miesnia nie
zmienia sie poziom ATP i ADP, natomiast przyrasta nieorganiczny
fosforan kosztem niezindetyfikowanego dotychczas zwigzku fosforowego.
W kazdym razie zwigzkiem tym nie jest fosfokreatyna.

Autor przedyskutowat nastepnie problem, czy ktdry$ z nastep, nukle-
otydéw trdjfosforowych: ITP, GTP, UTP i acetylo-ATP mogtby by¢ bez-
posrednim dawca energii potrzebnej dla skurczu.

Szereg danych, jak wymagane stezenie jonéw Mg++ niezbedne dla
reakcji z tymi nukleotydami, ich powinowactwo do systemu kurczliwego
itp., przemawia przeciwko takiej hipotezie. Kwestia ta pozostaje wiec
w dalszym ciggu otwarta.

S.V. Perry zajagt sie przede wszystkim omoéwieniem roli poszcze-
g6lnych biatek miesnia. Dotychczas jeszcze nie jest dla nas jasng rola
aktynu w skurczu miesnia. Sadzono do niedawna, ze wilasnie zmiany
w czasteczkach aktynu sa odpowiedzialne za skurcz. Jednakze okazato
sie, ze réwniez widkienka czystego miozynu, wolnego od aktynu moga
sie kurczy¢ pod wptywem ATP w pH = 9 (Hayashi, 1953). Co wie-
cej, dziatajac pewnymi barwnikami na miozyn mozna spowodowaé, ze
bedzie sie on kurczyt w obecnosci ATP takze w pH = 7. By¢ moze, ze
rola aktynu ogranicza sie do takiej modyfikacji czastek miozynu, aby
mogty sie one kurczy¢ w warunkach fizjologicznych.

Jeszcze mniej znane sa wiasnosci i rola innych biatek miesnia, jak:
tropomiozyn, kontraktyna, biatko' Y i inne.

Znaczng czes$¢ referatu poswiecit autor omowieniu ATP-azy miesnio-
wej. Wydaje sie, ze ATP-azy witokienek, sarkoplazmy i ziarnistosci
mies$nia posiadaja nieco r6zne wiasnosci.

Nowsze analizy wykazaly, ze nawet w wypoczetym miesniu pokazna
ilos¢ nukleotydu adenilowego jest w formie ADP.

Jest mozliwe, ze cze$¢ ADP jest niedostepna dla normalnych uktadéw
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fosforyzujacych. Jest to prawdopodobnie ADP silnie zwigzany ze struk-
tura.

Ostatnie badania zwracajg coraz wiekszg uwage na wystepujace
w miesniu inne tréjfosfo-nukleotydy: UTP, GTP i ITP. Autor w zakon-
czeniu przychylit sie rdwniez do zdania, ze nasze wyobrazenie o specy-
ficznej, wytgcznej roli ATP w miesniu musza zosta¢ skontrolowane.

Biochemia mdézgu. A W. Pattadin w swoim referacie
na temat biochemii moézgu zwrécit uwage gtdwnie na dwa zagadnienia:

1) poréwnanie aktywnos$ci metabolicznej réznych czesci mézgu, i

2) zalezno$¢ metabolizmu mézgu od jego funkcji.

Opracowanie tych zagadnieA nastreczatlo i wciaz jeszcze nastrecza
wiele trudnos$ci eksperymentalnych ze wzgledu na wielkg wrazliwos$é
tkanki nerwowej. Z tych wzgledéw nasze wiadomosci o biochemii mézgu
sq ciggle dos¢ fragmentaryczne.

Duza cze$¢ prac cytowanych przez autora pochodzita z kierowanego
przez niego Instytutu Biochemii Ukrainskiej SRR w Kijowie.

Przy badaniu aktywno$ci metabolicznej poszczegélnych skiadnikéw
mozgu stosowano przewaznie technike izotopowa. Aby unikngé zmian
zachodzacych w moézgu po $mierci zwierzecia dos$wiadczalnego, zamraza
sie zazwyczaj mozg cieklym powietrzem, po czym dopiero przygotowuje
sie tkanki do analizy.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze najzywsza przemiang biatkowa od-
znacza sie mozdzek. Wocielanie pietnowanych aminokwaséw w biatka
nastepuje tutaj najszybciej, wykazuje on tez najwiekszg zawarto$¢ kwa-
sow nukleinowych, zwigzanych — jak wiadomo — z przemiang biat-
kowg. Nastepnymi pod tym wzgledem tkankami sg substancja szara
potkul mézgowych, oraz substancja biata. Natomiast aktywnos$¢ enzymow:
rybonukleazy i desoksyrybonukleazy jest najwyzsza w substancji szarej.
Podobnie zachowuje sie fosfataza fosfoproteidéw, jakkolwiek roznice
jej aktywnosci nie sg w poszczegolnych tkankach tak wyrazne.

Badania nad przemiang cukrowg zmierzaty dotychczas gitdwnie do
wykazania obecnosci enzyméw glikolitycznych w mézgu.

Istotnie stwierdzono do$¢ wysoka aktywno$¢ heksokinazy, fosfoglu-
komutazy, aldolazy, fosforylazy i ATP-azy w korze pétkul mézgowych
i w mozdzku.

Badania nad przemiang cukrowa rzucajg Swiatto na drugi z postawio-
nych problemow: zalezno$¢ pomiedzy metabolizmem i funkcjg mdzgu.

Btednym okazat sie wyrazany niekiedy poglad, ze poziom glikogenu
w mozgu jest staty. Badania autora wykazatly, ze na skutek intensywnej
pracy mdzgu (np. wywotanie silnych drgawek) poziom glikogenu w mozgu
moze zmniejszy¢ sie o okoto 25%.
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W tym samym czasie wzrasta aktywno$¢ amylazy mézgowej, zmniej-
sza sie za$ wyraznie poziom ATP.

Podniecenie wywotane np. perwityng wigze sie ze wzmozeniem
intensywnosci glikolizy, zawarto$¢ ATP w pierwszej godzinie po poda-
niu $rodka pobudzajagcego zmniejsza sie, a nastepnie wzrasta powyzej
wartosci wyjsciowej.

W czasie snu zawarto$¢ ATP i nasilenie glikolizy w mozgu krolika
maleje.

Ciekawe sg zmiany zachodzace w metabolizmie moézgu w czasie hiber-
nacji. Dotychczas zostato zbadane blizej zachowanie sie zwigzkéw fosfo-
rowych. Obserwujemy bardzo silne zahamowanie wcielania pietnowa-
nego fosforu, zwlaszcza do kwaséw nukleinowych i fosfoproteidéw.
Zwigzki fosforowe podane do krwiobiegu kragzag w nim i nie sg wychwy-
tywane przez tkanki mézgu.

Komunikaty. Na Sekcji tej wygtoszono przeszto 40 komunikatow,
przy czym okoto 60% dotyczyto zagadnieh biochemii mie$ni. Wigksza ich
cze$¢ dotyczyta enzymologii miesnia. Z prac o charakterze analitycznym
ciekawym byto doniesienie C. J. TherlfalTa (Anglia) o nowej meto-
dzie rozdzielania i oznaczania zwigzkéw fosforowych miesnia, opartej
gtownie na metodach chromatografii.

Kilku autoréw donosito o wydzieleniu szeregu biatek (aktyn, miozyn,
miogen, niekt. enzymy) z mieé$ni ryb, ptazéw i bezkregowcow.

Doniesienia z zakresu biochemii moézgu dotyczyty gtéwnie przemian
tkanki nerwowej, oraz badan analitycznych.
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Zoologia chemiczna

(Przeglad obrad Sekcji X1l i posiedzenia poswieconego metafosforanom)

Sekcja XII — zatytutowana ,Zoologia chemiczna” obejmowata ko-
munikaty o bardzo réznorodnej tresSci i naog6t nie taczace sie we wspol-
ne problemy.

W ramach tej sekcji byty wygtoszone dwa obszerne referaty. Pierwszy
0 zaleznosci pomiedzy aktywnym transportem jonow a przenikaniem
rozpuszczalnika (,solvent drag”), drugi — o chemicznej kontroli ruchu
jonéw podczas czynno$ci nerwu.

Referat z dziedziny aktywnego przenoszenia jonow zostat opracowa-
ny przez Ussin ga, dunskiego badacza z Zoofiziologiske Laboratorium
z Kopenhagi, autora szeregu prac z dziedziny aktywnego transportu
jonow, oraz Andersena. Po krdétkim sprecyzowaniu niektérych po-
je¢, jak np. aktywny transport, sita przeciskania sie rozpuszczalnika
(,,solvent drag”), omdwiono szereg cech zywej btony, dzieki ktérym moze
zachodzi¢ aktywne przenoszenie jonéw oraz podano matematyczne uje-
cie ,sity przeciskania sie rozpuszczalnika”.

Gtownym problemem referatu jest zagadnienie sity przeciskania sie
wody poprzez zywg blone. Autorzy podajg pomystowo opracowang me-
tode, ktérg nazywajg ,technikg praciu krotkiego spiecia” pozwalajaca
na badanie mechanizmu aktywnego transportu. Jako objekt dla badan
kinetyki przepuszczalnosci bton autorzy wybrali skore ptazow. Stosujac
radioaktywne izotopy udato im sie stwierdzié¢, ze jony Cl i K dyfunduja
przez skore z jednakowga szybkosciag w obydwuch kierunkach, natomiast
szybko$¢ przeptywu jonoéw Na (Na22 i Na24) w réznych kierunkach wy-
kazuje ogromne ro6znice. Aktywne przenoszenie jon6w sodu autorzy
stwierdzili réwniez i na przyktadzie szeregu innych bion, jak np. jelito
1 pecherz moczowy ropuchy, Sluzéwka jelita swinki morskiej itd.

Dla zbadania sity przeciskania sie wody przez bione autorzy stoso-
wali wode ciezkg. Szereg doSwiadczeh nad wptywem dziatania hormonu
antydiuretycznego na szybko$é przeptywu wody i tiomocznika, znaczone-
go C14 i S3y, i innych substancji, pozwala autorom sadzi¢, ze zgodnie
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z teorig porowatosci bion szybko$¢ przenoszenia sie czasteczek poruszaja-
cych sie zgodnie z kierunkiem przenikania wody zwieksza sig, nato-
miast zmniejsza sie, jesli czasteczki poruszajg sie ,,pod prad”.

Na zakonczenie referatu autorzy wysuwajg poglad, ze badania ich
moga stuzy¢ jako dodatkowe potwierdzenie teorii przenos$nikéw. Po-
nadto o ile dawniej sadzono, ze aby jony nieorganiczne mogty przenikaé
przez btony, to muszg one z przeno$nikami tworzy¢ substancje rozpusz-
czalne w lipidach, to obecnie wydaje sie stuszniejsza hipoteza, ze ,pro-
cesy chemiczne prowadzace do aktywnego transportu zachodzg w porach
btony wypetnionych wodg”.

Drugi obszerny referat I. B. Wilsona z Uniwersytetu Columbia
poswiecony byt kontroli chemicznej ruchu jonéw w czasie czynnosci
nerwu. Po krdtkim przegladzie prac Nachmansona i wspéipra-
cownikéw nad rolg acetylcholiny w przewodnictwie nerwowym, autor
omodwit zagadnienia wymiany jonéw sodowych i potasowych w czasie
czynnosci nerwu. Wilson przedstawit ponadto wyniki wiasnych badan
oraz innych autoré6w nad esterazg acetylcholiny. Pozwolity mu one na
skonstruowanie schematu, obrazujgcego powstanie kompleksu enzymu
(esterazy acetylcholiny) z substratem. Autor stara sie da¢ biochemiczng
interpretacje dziatania niektorych zwigzkéw farmakologicznych jak
eseryna, prostigmina i inne na caly uklad acetylcholiny, obejmujacy
receptor acetylcholiny, acetylcholine, esteraze acetylcholiny, acetylaze
choliny i biatko. Ponadto omawia niektore zagadnienia zwigzane z udzia-
tem systemu acetylcholiny w zjawiskach bioelektrycznych.

Nowoczesne ujecie problemu z punktu widzenia czynnosci enzyméw
jest niewatpliwie warto$ciowa strong referatu, ciekawego dla specjali-
stow.

Poza wymienionymi referatami przegladowymi w ramach sekcji XII
wygtoszono 33 komunikaty. Podzielono je na cztery posiedzenia.

Na pierwszym, zatytutowanym Zoologia chemiczna przedstawiono
7 komunikatow o dos$¢ réznorodnej tresci.

D. L. Fox omawial przemiany astaksantyny, czerwonego barwika
z grupy Kkarotenoidéw, u flamingéow. L. R. Fisher i wspotprac, przed-
stawili wyniki pracy nad rozmieszczeniem, budowg i zrédtami witami-
nu A u Euphasiacea. Stwierdzono, ze jednym karotenoidem wystepuja-
cym u 14 badanych gatunkéw byta astaksantyna lub jej ester.

Z dziedziny biochemii poréwnawczej bytly przedstawione dwa ko-
munikaty. Jeden W. Schellera, ktory wskazuje na réznice w struk-
turze methemoglobiny u réznych gatunkdéw zwierzat (kregowcow i sta-
wonogéw). Drugi — J. Sendroy’a iin. i J. D. O'Neala o rézni-
cach w statej powinowactwa krwi do tlenku wegla i tlenu u kilku przed-
stawicieli ssakow.
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W zakresie biochemii rozwoju przedstawiono' dwa komunikaty:
jeden — o przemianach witaminu B w czasie rozwoju jezowca, drugi
— o0 procesach enzymatycznych w rozwoju embrionalnym i larwalnym
ptazéw (E. Urban i).

Dwa posiedzenia byty posSwiecone zagadnieniom aktywnego trans-
portu i przepuszczalnosci. Tematycznie byly one czesciowo zwigzane
z referatem Ussinga i Andersena. Z tej dziedziny byta zglo-
szona najwieksza liczha komunikatow omawianej sekcji, bo az 16. Refe-
rowane byly prace z Centralnego Instytutu Badania nad Odzywianiem,
(z Holandii). Prowadzone sg tam badania, majace na celu wyjasnienie
mechanizmu przepuszczalnosci bton, zaréwno zywych jak i sztucznych
z celulozy, ktérych wiasciwosci mozna zmienia¢c w dos$¢ znacznym za-
siegu zaleznie od opracowywanego problemu. Badania nad przepuszczal-
noScig bion z zastosowaniem izotopdw promieniotwdrczych przedsta-
wione byty przez badaczy francuskich.

Przedstawione byly réwnez komunikaty z badan nad aktywnym
transportem magnezu w komoérkach drozdzy, aminokwaséw w komor-
kach nowotworowych, sodu i potasu przez bione niektérych narzadow.

Badania Ppnza i Llucha wskazujg na to, ze wchianianie glu-
kozy w przewodzie pokarmowym jest procesem aktywnego przenosze-
nia tego zwigzku, wymagajagcym doptywu energii. Wprowadzenie inhibi-
torow szeregu enzymoéw do roztworu glukozy hamuje jej wchianianie
w przewodzie pokarmowym.

Najbardziej zwartym tematycznie byto posiedzenie ostatnie, posSwie-
cone biochemii owaddw. Zgtoszonych byto 8 komunikatéw, w tym dwa
z Polski z Zakitadu Biochemii Instytutu im. M. Nenckiego (jeden
W. Niemierki, P. Witodawer i A Przeteckiej o roli fos-
fatydow w procesach trawienia i chionienia lipidow, drugi L. Wojt-
czaka o enzymach oddechowych).

H. S. Mason i E Petersen przedstawili wyniki badan, ty-
czace sie wspotdziatania chinondéw z biatkami przy sklerotyzacji kuti-
kuli u Artropoda. Wykryty tu zostat czynny ukiad: biatko-fenolaza —
dwufenol.

J. Leclerq z Zaktadu Chemii Fizjologicznej z Liége, autor szere-
gu prac nad odzywianiem Tenebrio molitor, wyhodowat dwie rasy tego
chrzaszcza, ktére rdznig sie pod wzgledem szybkosci wzrostu i wykazuja
rézne zapotrzebowanie pokarmowe. W $rodowisku zawierajagcym karni-
tyne $miertelnos¢ obydwuch ras r6zni sie wybitnie.

P. Faulkner, autor pracy o czynnosci glukozo-l-fosfatazy w hemo-
limfie jedwabnika, przedstawit komunikat pt. ,Redukcja enzymatyczna

nukleotydu trojfosforopirydynowego w hemolimfie owaddw”. Autor
5 Postepy Biochemii
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przeprowadzat inkubacje hemolimfy jedwabnika z TPN i stwierdzat
jego redukcje, ponadto badat szereg innych substratdw oraz wplyw akty-
watoréw. Jako ostateczny whiosek z przeprowadzonych doswiadczen
Faulkner wysuwa poglad, ze w hemolimfie jedwabnika obecny jest
uktad enzymatyczny, ktory utlenia i dekarboksyluje kwas jabtkowy.

Praca K. van Asperena tyczy sie zagadnienia regulacji i za-
wartosci sktadnikéw mineralnych u Periplaneta americana. Autor stwier-
dzit znaczng tolerancje tego owada na podstawie stezonych roztwordw
soli Na, K, Ca i Mg w postaci zastrzykéw, oraz duzg wydolno$¢ regula-
cyjna. Wydaje sie, ze regulacja zachodzi raczej dzieki przenoszeniu jonéw
niz wody.

Winteringham i wspotpracownicy przedstawili komunikat
0 przemianie zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych u muchy ze spe-
cjalnym uwzglednieniem dziatania insektycydéw. Bromek metylu wy-
wotuje rozpad ATP z jednoczesnym uwalnianiem sie fosforanow nie-
organicznych, lecz bez powstawania ADP, wzglednie AMP. Wydaje sie
wiec, ze u tego owada adenozyna moze odgrywac role akceptora grup
fosforanowych. Badajac wpityw roznych insektycydéw nie stwierdzono
wyrazniejszego dziatania DDT na poziom ATP w mieéniach tutowia,
natomiast spadek zawartosci ATP w glowie. Wydaje sie, ze wyniki te po-
twierdzajg hipoteze innych autoréw, ze miejscem dziatania DDT na owa-
da jest gtowa.

Jednym z najciekawszych komunikatow byt komunikat P. Karlso-
n a. Referowat on dalsze swe badania nad chemicznymi i fizjologicznymi
wihasciwosciami hormonu gruczotu protorakalnego wywotujgcego meta-
morfoze u owaddw. Kar lson wspélnie zButenandtem w r. 1954
wyizolowali z poczwarek jedwabnika hormon w postaci krystalicznej.
Z 500 kg. poczwarek otrzymano kilkadziesigt mg substancji o bardzo
duzej aktywnosci. Ten pierwszy hormon owadzi, otrzymany w postaci
krystalicznej, nazwano ,ecdyson” (Ecdysis — linienie). W dalszych ba-
daniach wyekstrahowano z poczwarek jedwabnika i oczyszczono jeszcze
jednag substancje czynng, o takim samym dziataniu hormonalnym, lecz
o innych wiasciwosciach chemicznych niz ,ecdyson”.

Jako jedno z posiedzen pozasekcyjnych i pozaprogramowych odbyto
sie w czasie trwania kongresu zebranie poSwiecone zagadnieniu meta-
fosforandw.

W zebraniu, ktéremu przewodniczyt Wiame (Belgia) wzieli m. in.
udziat Ebel (Francja), Bielozierskij (ZSRR), Hoffmann-
-Ostenhoff (Austria), Heller i Niemierko (Polska) oraz kilku
innych badaczy pracujagcych w dziedzinie poli i metafosforanéw. W toku
zebrania zagajonego przez Wiame’a poruszono szereg zagadnieh doty-
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czacych metabolizmu i cytochemii tych substancji oraz zagadnieniom
metodycznym. Szczegblnie te ostatnie sprawy stalty sie przedmiotem
ozywionej dyskusji, w czasie ktérej prébowano wyswietli¢ przyczyny
do$¢ znacznych rozbieznosSci wynikow uzyskanych z jednej strony przez
Bielozierskiego, z drugiej strony przez Ebela i Hofman n-
Ostenhof fa

Dyskusja wykazata, ze zagadnienie biochemii polifosforanéw staje sie
coraz bardziej interesujgcym nie tylko w przypadku mikroorganizmoéw,
lecz, dzieki pracom badaczy polskich, réwniez w przypadku organizmoéw
zwierzecych, przede wszystkim owadéw.
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IGNACY REIFER

Przemiany posSrednie w procesie fotosyntezy

Referat Calvina na temat cyklu pentozowego fotosyntezy byt
niewatpliwie jednym z gtdwnych wydarzen IIl Miedzynarodowego Kon-
gresu Biochemii w Brukseli w roku 1955. Licznie zebrani stuchacze
podziekowali prelegentowi burzg oklaskéw, przy czym prawdopodobnie
rewelacyjna tre$¢ i wnioski'referatu tak podziataty na audytorium, ze
nikt nie zdobyt sie na zabranie gtosu w dyskusji, mimo, ze na sali obecni
byli przodujacy biochemicy catego< Swiata.

Calvin przedstawit wyniki badahn wzglednie matej grupy pra-
cownikéw za okres 9 lat, ktérzy za punkt wyjscia przyjeli, ze kwas fosfo-
glicerolowy*) (KFG) jest pierwszym produktem fotosyntezy zawierajg-
cym dwutlenek wegla pobrany z powietrza. Celem pracy byto usta-
lenie enzymow i substratéw cyklu weglowego, wykrycie akceptora
dwutlenku wegla i zbadanie enzymatycznej katalizy tej reakcji, ujawnie-
nie punktéw stycznych miedzy fotolizg wody i cyklem pentozowym
i wreszcie wykazanie zwigzku miedzy biochemicznym torem utleniania
i redukcji, a wiec oddychania i fotosyntezy.

Normalnie fotosyntetyzujagca zielona tkanka roslinna zawiera po
uptywie 10 sekund fotosyntezy w obecnosci 140C2, prawie caly promie-
niotwdrczy wegiel w postaci KFG obok $ladéw fosforanéw jednocukrow-
cow. Z ekstrapolacji fotosyntezy do czasu zerowego wynika, ze caly radio-
aktywny wegiel znajduje sie wytgcznie w KFG i to przy weglu grupy
karboksylowej. Nawet po fotosyntezie trwajacej 15 sekund, jeszcze
50°/0 C14 znajduje sie przy weglu grupy karboksylowej i tylko 25%,
przy kazdym weglu grup alkoholowych. Z dosSwiadczenia tego wynika

*). W tekS$cie autor uzywa nastgpujacych skrotéw: ATP = adenozynotréjfosforan;
DPN = nukleotyd dwufosfopirydynowy; FMN = nukleotyd flawinowy; KFG = kwas
fosfoglicerolowy; KoA = koenzym A; KoASH ~ postaé zredukowana koenzymu A;
Pn — fosfor nieorganiczny; RMF = ester jednofosforanowy rybozy; RuDF = ester
dwufosforanowy rybulozy; SDF = dwufosforan sedoheptulozy; SMF = jednofosfo-
ran sedoheptulozy; TPN = posta¢ utleniona nukleotyau tréjfosfopirydynowego;
TPNH —postaé¢ zredukowana nukleotydu tréjfosfopirydynowego.

[469]
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jasno, ze fotosyntetyzujgca komorka musi zawiera¢ jaki$ akceptor dwu-
tlenku wegla, ktéry w procesie fotosyntezy stale sie regeneruje z KFG
lub tez z produktéw jego przemiany.

Jak wiadomo w produktach fotosyntezy trwajgcej okoto 60 sekund,
a przeprowadzonej w obecnosci 14C02, znajduje sie obok KFG, znaczne
ilosci rybulozodwufosforanu (RuDF), rybozojednofosforanu (RMF), fos-
forany heksoz i sedoheptulozy zawierajgce wegiel izotopowy, (rys. 1).

CH OH *CHOH *C
CH2 0 * CHOH C
CHOH C
| n
ch2o o
KFG RuDF SMF HMF
Rys. 1

W niezmiernie prosty sposéb Calvin zdotat wykazaé, ze jeden
z tych estrow fosforanowych a mianowicie RuDF jest akceptorem dwu-
tlenku wegla. Ot6z normalnie przebiegajgcg reakcje fotosyntezy w sta-
nie nasycenia z 14C02, trwajgcg okoto 30 minut, przerwano nagle przez
wytaczenie Swiatta i badano zmiany zawartosci wegla izotopowego w pro-
duktach fotosyntezy. Okazato sie, ze iloS¢ RuDF zawierajgca radioaktyw-
ny wegiel opada gwattownie i jednocze$nie w tym samym stosunku
wzrasta gwattownie ilos¢ KFG. (rys. 2).

ciemnia
2 D D Mz 5
Czas w min.
......... KFG JednoFosForany
a-——— -t\RUDF sacharoza
Rys. 2

Z doSwiadczenia tego wynika, ze nie tylko RuDF jest bezposrednim
prekursorem KFG i akceptorem dwutlenku wegla, lecz takze naodwrdét,
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KFG jest jakgdyby prekursorem aczkolwiek pos$rednim rybulozodwu-
fosforanu (po redukcji KFG do fosforan6w trioz i ich dalszych prze-
mianach).

Mamy tu do czynienia z cyklem weglowym, ktory przy kazdorazowym
obrocie pochtania dwutlenek wegla i ktéry po wylgczeniu Swiatta zostaje
zahamowany. KFG gromadzi si¢ az do wyczerpania RuDF, ktorego syn-
teza zostaje przerwana na skutek zatrzymania cyklu w punkcie redukcji
KFG do fosforandw trioz. Redukcja ta moze dokona¢ sie tylko dzieki
energii pochodzgcej z produktéw fotolitycznego rozkiadu wody.

Rola RuDF jako akceptora dwutlenku wegla i znaczenie cyklu weglo-
wego w procesie redukcji COo zostaty dodatkowo potwierdzone w nieco
odmienny sposob, a mianowicie w doswiadczeniu, w ktdrym stezenie
dwutlenku wegla zostato gwattownie obnizone z 1% do 0.003% przy nie-
przerwanym dostepie S$wiatta. Niedob6r CO2 ujawnit duzy przyrost
RuDF, wynikajagcy z rezerw cyklu z okresu fotosyntezy o duzym steze-
niu C02, przy czym nastgpit jednoczesnie gwattowny spadek ilosci pro-
mieniotworczego KFG wynikajacy z braku dwutlenku wegla. Doswiad-
czenie to potwierdza ponadto cykliczny charakter reakcji, poniewaz RuDF
jest pierwszym zwigzkiem, ktory wykazuje duze przyrosty po obnizeniu
CO2; nastepnie rosng kolejno ilosci RMF i fosforany trioz. Po ustaleniu
fotosyntezy na niskim poziomie stezenia CO02, kolejno$¢ zmian iloscio-
wych ulega odwroceniu; poczatkowo opada ilo$¢ trioz, nastepnie RMF
i w koricu RuDF.

Akceptorem dwutlenku wegla w procesie fotosyntezy jest wiec RuDF,
ktéry z jedng czasteczkg CO02 tworzy 2 czasteczki KFG. Calvin
1 wspotpracownicy wyodrebnili poraz pierwszy ze szpinaku nowoze-
landzkiego Tetragonia expansa, enzym zwany karboksydysmutaza, kata-
lizujgcy reakcje karboksylacji RuDF do produktu przejSciowego typu
betaketokwasu, ktéry nastepnie ulega hydrolitycznemu rozkiadowi do
2 czgsteczek KFG. Na rys. 3 przedstawiony jest schemat petnego cyklu
weglowego fotosyntezy z enzymami i substratami wedtug Horeckera
i Rackera z uwzglednieniem reakcji karboksydysmutazy, ktéra ka-
talizuje przemiane RuDF catkowicie do KFG (rys. 3).

W celu utatwienia zrozumienia cyklu weglowego, przedstawiony jest
ponizej fragment syntezy pentoz z fosforanu triozy (rys. 4).

Jednofosforan rybulozy i fosforan erytrozy powstajg pod wpltywem
transketolazy z aldehydu fosfoglicerolowego i 6, — fosfofruktozy. Fosfo-
ran erytrozy reaguje z nastepng czasteczka triozy w obecnosci aldolazy
do dwufosforanu sedoheptulozy. SDF po defosforylacji w obecnosci fosfa-
tazy do jednofosforanu sedoheptulozy z nastepnag czasteczka fosforanu
triozy reaguje pod wplywem transketolazy do 2 czasteczek fosforanow
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pentoz. Fosforan heksozy powstaje z 2 czasteczek triozy na zasadzie
reakcji aldolazowej przebiegajacej w kierunku przeciwnym Kkolejnosci
w procesie glikolizy.

Jak wynika ze schematu na rys. 3 obr6t cyklu pentozowego uzaleznio-
ny jest od zewnetrznych Zzrddet energii. Redukcja KFG do fosforanéw
trioz wymaga jednej czasteczki ATP i jednej czasteczki TPNH, poza tym
jeszcze jedna czasteczka ATP jest niezbedna do fosforylacji rybulozojedno-

CHO* CH20H CH,OH CHO™*
+1 | + 1 #
HCOH C=0 c=0 HCOH
\ ] ot [ ot ]
HCO 0 HOCH transketolaza HCOH HCOH
kN *x N
HCoH HCoH H,Jdo ®
HCOH Hjco 0
H.CO 0 CHO* Hjco 0
| | * |
C-0 + HCOH C=0
aldolaza | >
H,COH HCOH ———————- » HOCH
| - |
H;CO 0 HCOH
HCOH
|
HCOH
H,&o &v
CH.OH CHO** ?H..OH CIHO*
C=0 + HCOH c=0 + HCOH
* | transketolaza 1 *
HOCH H,CO ® -mmmmemmmmmmenme « HCOH HCOH
| £
HCOH HCOH HCOH
I *
HCOH H,co 0 H,co 0
*HCOH
N
H.Jo 0
Rys. 4

fosforanu do RuDF. Tak wiec redukcja 1 czasteczki C02 wymaga 2 cza-
steczki zredukowanego TPN i 3 czasteczki ATP. W petnym obrocie cyklu
3 czasteczki C02 karboksylujg 3 czasteczki RuDF, z ktérych w obecnosci
karboksydysmutazy powstaje 6 czasteczek KFG. Po redukcji, z 5 czg-
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steczek fosforanéw trioz powstajg 3 czasteczki pentoz umozliwiajace
nastepny obrét cyklu, a pozostata czgsteczka triozy opuszcza cykl i na-
stepnie jako fruktozo-1,6-dwufosforan wedtug schematu Leloira
z uridino-dwufosfoglikozg tworzy sacharoze, a wiec rezerwy weglowo-
dandéw powstajacych w wyniku procesu fotosyntezy.

Z rys. 3 wynika réwniez, ze rola reakcji fotochemicznej w fotosyn-
tezie wydaje sie polegaé wytacznie na syntezie ATP i zredukowanego
TPN. Istotnie Rac ker w 1955 roku uruchomit peiny cykl pentozowy
in vitro w obecnosci oczyszczonych enzymoOw zupetnie niezaleznie od
Swietlnej reakcji fotolizy wody. W ten sposob cykl redukcji dwutlenku
wegla moze w pewnych odpowiednich warunkach przebiegaé niezaleznie
od fotochemicznej produkcji elektronéw, ATP i wydzielania tlenu cza-
steczkowego.

W reakcji fotosyntezy absorbowana przez chlorofil energia Swietlna
katalizuje fotolize wody, w wyniku ktérej powstaje nieokreslony jeszcze
czynnik redukujacy (H) i czynnik utleniajacy (O). Cze$¢ (H) redukuje KFG
do fosforanow trioz a druga cze$¢ czynnika redukujgcego wraz z czyn-
nikiem utleniajacym (O) uzyta jest do syntezy ATP (rys. 5).

W wyniku procesu fotosyntezy otrzymuje sie poprzez synteze KFG
weglowodany, ktére jako gtowny substrat oddychania tkankowego musza
ostatecznie znalezé swojg droge do cyklu kwasow trojkarboksylowych.
Calvin i wspéipracownicy wykazali, ze w pewnych warunkach istnie-
je miedzy fotosyntezg i cyklem kwasow tréjkarboksylowych jeszcze in-
ny, bardziej bezposredni zwiazek. Badajac promieniotwdrczo$¢ substancji
innych anizeli cyklu pentozowego, badacze ci stwierdzili, ze wystepujace
w procesie fotosyntezy S$ladowe ilosci kwasu cytrynowego i glutamino-
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wego, po wytaczeniu Swiatta wzrastajg wielokrotnie. To niezmiernie cie-
kawe zjawisko tlumaczy sie syntezg octanu KoA powstajgcego w ciem-
nosci z KFG. Przez defosforylacje KFG powstaje kwas pirogronowy,
ktéry w obecnosci oksydazy kwasu pirogronowego ulega dekarboksylacji,
i z koenzymem oksydazy, kwasem 6,8-tiooktanowym tworzy octan kwa-
su tiooktanowego. Z KoASH powstaje nastepnie octan KoA obok zredu-
kowanej formy kwasu tiooktanowego, ktdra w obecnosci akceptoréw wo-
doru np DPN zostaje z powrotem utleniona do formy dwusiarczkowej.
Powstaty octan KoA w wiadomy sposob w obecnos$ci enzymu kondensu-
jacego reaguje z kwasem szczawiowooctowym do kwasu cytrynowego i in-
nych substratow cyklu kwaséw tréjkarboksylowych. Tak przebiega cykl
tiooktanowy w ciemnos$ci, na Swietle natomiast reakcja ta jest w zupet-
nosci albo prawie w zupetnosci zahamowana, poniewaz produkty fotolizy
wody redukujg dwusiarczek kwasu tiooktanowego zanim on zdota reago-
waé z kwasem pirogronowym. Pod wpltywem Swiatla rGwnowaga miedzy
zredukowang i utleniong formag kwasu tiooktanowego ulega przesunie-
ciu w kierunku dwutiolowej, $wiatto dziata przeto jakgdyby zawér jedno-
kierunkowy, uniemozliwiajgcy synteze acetylu KoA i tym samym uciecz-
ke KFG bezposrednio do produktow cyklu kwaséw tréjkarboksylowych
(rys. 6).

CH

o]
KFG / \ 11
4 C-

CH, CH-(CH2z) X

CH1-~C-COOH+ $ R

(opN) (0)  (hv) (H.O)

ch?2 CH,

c

I

CHtC-SKoA + KoASH SI ?
h

kwas .
szczawiowooctowy CHjCOOH

kwas cytrynowy- -cykl kwaséw tréjkarboksylowych
Rys. 6
Calvin przypisuje kwasowi tiooktanowemu zasadnicze znaczenie
w Swietlnej reakcji fotosyntezy, a mianowicie w postaci dwusiarczku

kwas ten ma by¢ akceptorem czynnych elektronéw powstatych w wyni-
ku fotolizy wody. Wydajnos¢ kwantowa reakcji rzeczywiscie wzrasta
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znacznie w obecnosci kwasu tiooktanowego, pod warunkiem, ze akceptor
wodoru jest czynnikiem ograniczajgcym szybkos$¢ reakcji. Innymi stowy
kwas tioktanowy w reakcji Hilla jest akceptorem czynnych elektro-
néw, a inny jeszcze niepoznany zwigzek jest akceptorem dodatniej
»reszty” powstatej w wyniku wedrowki elektron6w do kwasu tiooktano-
wego. Na tej hipotezie opiera Ca lvi n nowg koncepcje dziatania chloro-
filu jako przestrzennego kompleksu w rodzaju fotobaterii, w Kktorej

............. Fotosynteza. (reakgje redukeyjne)
.............. Qddychanie (reakcje utleniajace)

Rys. 7. Schemat fotosyntezy i oddychania

elektrony na poziomie czasteczkowym pobudzone sg do poziomu ,prze-
wodzacego”. Elektrony wedrujg do dwusiarczku kwasu tiooktanowego,
pozostate za$ dodatnie ,reszty” zatrzymane sg po drugiej stronie baterii
przez elektrony czasteczek wody. W ten sposéb powstaje przestrzenne
odgraniczenie czynnych elektronéw od ,,reszt”, umozliwiajgce im stopnio-
we wigczanie sie do cyklu oksydoredukcyjnego kwasu tiooktanowego
(rys. 7).

Schemat fotosyntezy Calvina pozostawia szereg hiejasnosci:
brak dowodéw przekonywujgcych na to, ze kwas tiooktanowy i woda
stanowig jakoby ogniwa fotobaterii chlorofilu, znaczenie kwasu tiookta-
nowego jako akceptora elektron6w jest chyba stusznie kwestionowane
przez Arnona i wspoOtpracownikéw, bowiem w izolowanych chloro-
plastach reakcja fotolizy nie ulega zahamowaniu w obecnosci inhibito-
row grup sulfhydrylowych. Jezeli kwas tiooktanowy ma by¢ akceptorem
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czynnych elektrondw, wdwczas inhibicja np. arseninami powinna w zu-
petnosci uniemozliwié oksydo-redukcyjne reakcje kwasu tiooktanowego.
Wreszcie trudno dzi$ jeszcze zgodzi¢ sie na ograniczenie reakcji fotoche-
micznej wytgcznie do roli Zrodta syntezy ATP i zredukowanego TPN.
Z drugiej strony opracowanie cyklu weglowego fotosyntezy, wykrycie
prekursora KFG w postaci rybulozodwufosforanu i wyjasnienie reakcji
wiagzania dwutlenku wegla w obecnosci karboksydysmutazy stanowiag
osiggniecia o tak duzej wadze, ze ich znaczenie w przysztosci nie moze
by¢ dzisiaj w petni docenione.

Calvin i wspéipracownicy badali reakcje fotosyntezy w zielonych
glonach i ro$linach wyzszych, przy czym ich materiatem doswiadczalnym
byty nieuszkodzone komorki i tkanki. W odr6znieniu od Calvina,
Arnon i jego wspoétpracownicy badali w ostatnich latach fotosynteze
pozakomorkowa w nienaruszonych izolowanych chloroplastach i w chlo-
roplastach o uszkodzonej strukturze. Z badan tych wynika, ze izolowane
chloroplasty moga nie tylko wydziela¢ tlen czgsteczkowy w obecnosci ak-
ceptorow elektronéw wg reakcji Hilla (1):

$wiatto + A + HD —> AH2+ 1/202 @

lecz ponadto, ze chloroplasty pod wptywem energii Swietlnej posiadaja
zdolno$¢ syntezy ATP (2) i redukcji dwutlenku wegla do poziomu weglo-
wodanow przy jednoczesnym wydzielaniu tlenu czasteczkowego (3)

Swiatlo + ADP + Pn — ATP )
Swiattlo + HD + C02-> (CHaO) + 02 3

Synteze ATP na $wietle albo t. zw. fotosyntetyczna fosforylacje moga
réwniez katalizowac chloroplasty o uszkodzonej stukturze np. na drodze
wymywania chloroplastéw wodg pod warunkiem, ze system reakcji zo-
stanie skompletowany dodatkiem nukleotydow flawinowych (FMN),
menadionem i kwasem askorbinowym.

Fosforylacja fotosyntetyczng jest niezalezna od procesu wigzania CO2
i w odréznieniu od fosforylacji oksydatywnej jest réwniez niezalezna od
reakcji oddychania. Jak juz wspomniano uszkodzone chloroplasty w obec-
nosci kofaktorow jak FMN, witaminy K i C katalizujg fosforylacje na
Swietle, ale nie moga wigza¢ i redukowa¢ dwutlenku wegla. Ponadto
w izolowanych, nieuszkodzonych chloroplastach, inhibitory, ktére ha-
mujag enzymatyczne reakcje redukcji dwutlenku wegla nie wptywaja
ujemnie na fosforylacje fotosyntetyczna.

Arnon uwaza, ze fosforylacja fotosyntetyczng jest procesem bez-
tlenowym, w ktorym produkty fotolizy wigza sie z powrotem do czas-
teczki wody:
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$wiatto + HD — 2(H) + (O) @
2(H)+ (O)4 ADP + Pn ~ H,0 + ATP ©)

Na poparcie tej tezy Ar non przytacza nastepujgce dowody: 1. fos-
forylacja fotosyntetyczna nie pochfania i nie wydziela tlenu w aparacie
Warburga. 2 w uszkodzonych chloroplastach dodatek TPN lub DPN
nie wywotuje dodatkowej syntezy ATP. 3. uszkodzone chloroplasty,
ktére bez dodatku enzymoéw z zewnatrz posiadajg zdolno$¢ fotosynte-
tycznej fosforylacji, mimo dodania zredukowanego nukleotydu dwu-
fosfopirydynowego nie pobierajg tlenu i nie katalizujg reakcji oksyda-
tywnej fosforylacji. 4. materiat cytoplazmy po usunieciu nieuszkodzo-
nych chloroplastow katalizuje oksydatywng fosforylacje w ciemnoSci,
natomiast na Swietle w atmosferze azotu nie katalizuje reakcji fosfory-
lacji fotosyntetycznej.

Jak z tego wynika roéliny zielone dysponuja dwoma oddzielnymi spo-
sobami syntezy ATP: jeden przy pomocy systemu enzymatycznego za-
wartego w mitochondriach katalizuje fosforylacje oksydatywng, drugi
przy pomocy chloroplastdw wytwarza wigzania bogate w energie, korzy-
stajac z energii Swietlnej reakcji fotosyntezy. Energia Swietlna absorbo-
wana w reakcji fotochemicznej gromadzi sie w utelniajgcych (O) i redu-
kujgcych produktach fotolizy wody (4), i ulega zmagazynowaniu w po-
sta¢ji wigzan pirofosforanowych ATP, gdy produkty fotolitycznego roz-
ktadu wody wydzielajg energie, taczac sie z powrotem do czasteczki
wody (5).

Jak juz wspomniano wyzej, izolowane, nieuszkodzone chloroplasty
wigza na Swietle CO2i wydzielajg O2. Rozpuszczalne produkty pochodzace
z redukcji promieniotworczego dwutlenku wegla przez chloroplasty sg
identyczne ze zwigzkami wykrytymi w reakcji fotosyntezy komdrkowej.
Obejmujg one fosforany fruktozy, glikozy, rybozy, rybulozy, dwuhydro-
ksyacetonu, kwasu glicerolowego, ponadto kwas glikolowy, jabitkowy,
asparaginowy, glicyne, alanine, wolny dwuhyroksyaceton i glikoze.

Zdolno$¢ wigzania CO2 przez chloroplasty wymywane wodg znika
prawie zupeinie i dodatek ATP, DPN i TPN pozostajg bez wptywu.
Natomiast dodatek ekstraktow wodnych z przemywania chloroplastow
przywraca uszkodzonym chloroplastom zdolno$¢ wigzania CO2, ktéra po
dodaniu ATP, DPN i TPN, a szczeg6lnie mieszaniny ATP i TPN wzrasta
kilkakrotnie. Uszkodzone chloroplasty z dodatkiem wodnych ekstraktéw
z przemywania, ale podgrzewanych do temperatury wrzenia nie wigza
CO2, na skutek termicznej denaturacji rozpuszczonych biatek enzyma-
tycznych. Wodne ekstrakty pochodzace z przemywania chloroplastéw
zawierajg substraty i enzymy niezbedne do katalizy reakcji redukcji CO2.
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Dotychczas w ekstraktach tych stwierdzono obecno$é nastepujacych
enzyméw cyklu pentozowego: dehydrogenazy aldehydu fosfoglicerolo-
wego, karboksydysmutazy, kinazy fosfoglicerolowej, fosfopentokinazy,
fosfoglikomutazy, menadion, reduktazy, aldolazy i fosforylazy.

Reakcje fotochemicznej syntezy ATP i fotochemicznej redukcji Q0>
przez enzymy nieuszkodzonych chloroplastow wigza sie przede wszyst-
kim z fotolizg wody. Czynnik redukujacy (H) fotolitycznego rozktadu
wody przypuszczalnie redukuje nukleotyd pirydynowy, ktory w postaci
zredukowanej jest przeno$nikiem elektronéw reakcji wigzania COo:

$wiatto + HoO + PN++ ATP PNH + Ht+ TO a+ Pn + ADP (6)
2 |
C02+ 2PNH + 2H++ nATP -> (CHaO) + 2PN++ nADP + nPn (7

Nieuszkodzone chloroplasty posiadajg 3 komplety enzymoéw niezbed-
nych dla poznanych reakcji fotosyntezy o kolejno wzrastajagcej komplek-
sowosci: a mianowicie fotolizy wody, fosforylacji fotosyntetycznej i re-

swiath
mé, sSwiatio _(O) l-HYO
0h i
H.0 cytochromy
chloropl. kwas askorbinowy po?
4
menadion
-
FMN AMP
2(H)- 2 (H)
PN
CO,

fosforany cukrowcoéw

skrobia
Rys. 8

dukcji C02. Uszkodzone chloroplasty zawierajg tylko 2 komplety enzy-
moéw fotolizy wody i fosforylacji fotosyntetycznej, poniewaz enzymy
cyklu pentozowego sg rozpuszczalne i podczas przemywania chloropla-
stow przechodzg do roztworéw wodnych.

Powyzsze reakcje mozna przy pomocy odpowiednich inhibitoréw od-
separowac i wykazac¢ ich zalezno$¢ od specyficznych systeméw enzyma-
tycznych. Zahamowanie reakcji fotosyntezy o wyzszej kompleksowosci
nie wpltywa na reakcje mniej kompleksowe i naodwrdt hamowania pod-
stawowej reakcji, a mianowicie fotolizy wody hamuje wszystkie inne
reakcje fotosyntezy. Amid jodooctanu i arseniny hamujg redukcje CO2,
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przy czym inhibitory te pozostajg bez wpltywu na fosforylacje fotosyn-
tetyczng i na fotolize wody. Biekit metylenowy hamuje redukcje C02
i fosforylacje fotosyntetyczng a nie wptywa na fotolize wody. Natomiast
o-fenantrolina hamuje fotolize wody i tym samym fosforylacje fotosyn-
tetyczng i redukcje CO2.

Jak z tego wynika fosforylacja i redukcja C02 w izolowanych
chloroplastach oparte u swych podstaw o fotolityczny rozkitad wody,
przebiegajg niezaleznie po 2 oddzielnych torach. Z jednej strony produkty
fotolizy taczac sie z powrotem do czasteczki wody, wydzielajg energie
magazynowang w postaci pirofosforanowych wigzan ATP, a z drugiej
redukujac nukleotydy pirydynowe katalizujg redukcje C02 do weglo-
wodanoéw (rys. 8).

Poréwnanie prac Calvina z badaniami Arnona nastrecza duze
trudnosci, poniewaz w badaniach z chloroplastami reakcje fotosyntezy
przebiegajag zupeinie niezaleznie od proceséw oddychania i od innych
reakcji zwigzanych z pobieraniem tlenu. W fotosyntezie komodrkowej
natomiast reakcje redukcji i utleniania a wiec fotosynteza i oddychanie
sq z sobg scisle zwigzane. Tym niemniej prace Arnona i wspOtpracow-
nikéw udowodnity, ze fotosynteza w strukturach podkomdrkowych jest
mozliwa, co posiada duze znaczenie teoretyczne, poniewaz wiaze ztozone
reakcje in vivo z badaniami systemow modelowych.
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(Przeglad obrad sekcji X1, XIV i XVI)

Przypuszczam, ze sposrod wszystkich 16 sekcji Kongresu Biochemicz-
nego w Brukseli, sekcje poswiecone chemii klinicznej i patologii chemicz-
nej skupiaty stosunkowo najmniej biochemikéw czystej wody, ale sku-
pialy rGwnoczesnie najwiekszg ilos¢ uczestnikéw reprezentujgcych margi-
nesowych uzytkownikdéw biochemii, ktérzy zaréwno® na posiedzeniach,
jak jeszcze bardziej w kuluarach, mieli mozno$¢ wymienia¢ swe poglady
dotyczace przede wszystkim technicznych spraw zwigzanych z badaniami
chemicznymi przy tozu chorego i w eksperymencie patologicznym na
zwierzetach. Wyjatkowo duzy odsetek doniesien dotyczyt szczegétow
metodycznych, niejednokrotnie nawet mato waznych lub tez wigzal sie
z kazuistyka kliniczna. Niewiele moze byto doniesien, ktére reprezento-
watyby otwarcie jakiego$ nowego odcinka badan i ktére posuwatyby tok
badan wyraznie naprzéd. Ale za to charakter i tres¢ tych doniesien
pozwalaty zorientowac¢ sie dobrze w aktualnych najwazniejszych i naj-
czesSciej opracowywanych zagadnieniach w tych nieco marginesowych
dziatach biochemii.

Oczywiscie, podobnie jak i w obradach innych sekcji, tak i w sekcji
patologii chemicznej oraz chemii klinicznej osig obrad byty referaty
pogladowe, stanowigce punkt wyjscia dla ciekawych i zywych dyskusji.
Dwa takie referaty skupity dokola siebie zainteresowanych w zakresie
patologii chemicznej i chemii klinicznej. Jednym byt referat prof. bio-
chemii Uniwersytetu w Edynburgu, G. F. Marriana ,O oznaczaniu
sterydéw w krwi i w moczu”. Tytut drugiego programowego odczytu
wygtoszonego przez H. Harrisa z Biochemistry Departement London
Hospital Medical College, brzmiat: ,,Aminoacyduria u cztowieka”.

Prof. Marrian jest zastuzonym badaczem na polu chemii stery-
dow, odkrywca estriolu i pregnandiolu w moczu, a od lat kilkunastu

wraz ze swym sztabem wspoOipracownikéw zajmuje sie opracowaniem
6 Postepy Biochemii
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metod wykrywania, réznicowania i ilosciowego oznaczania w moczu
hormonéw sterydowych i ich metabolitow. Nic dziwnego, ze odczyt jego
wzbudzit bardzo zywe zainteresowanie, a dyskusja, wskutek braku czasu,
musiata pozosta¢ niedokoniczong. Dla wiekszosci stuchaczy pracujgcych
przewaznie w laboratoriach klinicznych, tezy prof. Marriana byly
do pewnego stopnia strumieniem zimnej wody. Wnioski, do jakich refe-
rent doszedt, dalyby sie wyrazi¢ nastepujgco: do dzisiejszego dnia nie
posiadamy zadnych naprawde swoistych metod, ktdreby pozwolity do-
ktadnie okreslic w moczu pojedyncze hormony sterydowe z koniecznag
doktadnoscig. Nawet poszczeg6lne grupy sterydow dajg sie w najlepszym
wypadku oznacza¢ z btedem plus minus 10-'-30°/0. Dlatego tez prof. Mar-
rian wyrazat sie z pewnymi zastrzezeniami co do tego, czy istotnie
mozna wycigga¢ daleko idace wnioski z wynikéw uzyskanych na pod-
stawie analizy sterydow w moczu. W kazdym razie z naciskiem pod-
kreslit konieczno$¢ stosowania metod trudniejszych co prawda, nie na-
dajagcych sie do masowego rutynowego stosowania, ale bardziej precy-
zyjnych i podnosit watpliwosci co do wiekszosci metod uzywanych
zwykle na klinikach. Zwrécit uwage na powazne straty jakie powoduje
powszechnie stosowana kwas$na hydroliza moczu w celu rozkiadu pota-
czeh sterydéw z kwasem glikuronowym i z kwasem siarkowym, pole-
cajac goraco zastgpienie tego sposocbu postepowania uzyciem oczyszcza-
nych preparatéw (3-glikuronidazy i sulfatazy. Mowit krotko o opracowa-
nych w Edynburgu przez jego zesp6t nowych, jakkolwiek bardzo
zmudnych, metodach ilosciowego oznaczania estrogenow i pregnandiolu,
ktdre podobno majg by¢ w najblizszym czasie opublikowane. Jego nasta-
wienie do problemu najlepiej ilustrowaty uzyte przez niego stowa,
wypowiedziane przez znanego chemika-endokrynologa, dr. G. Pincu-
sa. ,llekro¢ mysle o wielu prébach opracowania prostych, a fatwych
metod oznaczania w moczu estrogenow i 17-ketosterydéw, tyle razy
zastanawiam sie nad tym, czy czas i.energia zuzyta na te bezowocne
i przynoszace rozczarowanie préby nie bytyby lepiej wykorzystane dla
badarn o wiele bardziej zmudnych, ale prowadzacych do sposobdw poste-
powania opartych na zdrowych przestankach”. Zaznaczy¢ nalezy, ze
wiekszos$¢ biorgcych udziat w dyskusji, przyznajacych sie zresztg otwar-
cie do masowego stosowania inkryminowanych przez Marriana
metod, godzita sie z referentem w jego zasadniczych wnioskach.
Badania sterydow w moczu sg istotnie modnym zagadnieniem, co
znalazto wyraz w licznych doniesieniach dotyczacych odpowiednich me-
tod i ich zastosowania. OczywiScie nie bede wymieniat wszystkich tych
doniesien, zwréce uwage tylko na doniesienie F. Jayle, O. Crepy
i F.Meslina z Paryza, ktérzy przedstawili metode zmudng, ale robig-
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cg wrazenie dosy¢ precyzyjnej, oznaczania estrogenow i pochodnych
progesteronu, w 'ktérej tak niebezpieczna hydroliza kwasem solnym jest
zastgpiona hydrolizg estrow sterydéw za pomocg soku zatgdkowego $li-
maka. P. L. Munson i wspdtpracownicy z Harvard Medical School
badali wydalanie androgenéw, oznaczanych w moczu subtelng metoda
biologiczna, u starcow, kastratéw i u osobnikbw z usunietymi nadner-
czami stwierdzajac, ze nawet u mezczyzn w podesztym wieku pozbawio-
nych kory nadnercza jadra produkujg jeszcze pokazne ilosci androgendw.
R. D. Bulbrook wraz z towarzyszami z Londynu usitowat ustali¢
zalezno$¢ miedzy wydalaniem estrogen6w w moczu w réznych okresach
cyklu menstruacyjnego, a zmianami cytologicznymi w rozmazach
z pochwy, nie znajdujgc zupetnie takiej zaleznosci. Zdaniem tych badaczy
tylko oznaczanie estrogendw w moczu moze da¢ obraz poszczeg6lnych
faz cyklu menstruacyjnego. J. W. H. Lugg i J. M. Bowness
z Singapore oznaczali wydalanie réznych frakcji ketosterydow w moczu
osobnikéw nalezagcych do 6 rdznych ras, do czego populacja Malajow
stworzyta dogodng sposobno$¢. Znalezli rzekomo pewne statystyczne
korelacje, ktore majg by¢ znamienng cechg rasowg, ale osiggniete przez
nich wyniki byty w dyskusji ostro krytykowane.

Referat H. Harrisa o aminoacydurii u cztowieka byt gruntownym
i wyczerpujagcym omowieniem dotychczasowego piSmiennictwa, dotycza-
cego tego problemu. W przeciwienstwie do prof. Marriana, referent
pomingt prawie zupeinie strone metodyczng, zwracajac tylko uwage na
duze trudnos$ci z jakimi potgczona jest analiza sktadu aminokwasowego
moczu, podkreslajagc, ze witasnie dopiero zastosowanie wymiennikow
jonowych i dwukierunkowej chromatografii bibutlowej, a przede wszyst-
kim chromatograficznej analizy wedtug Steina i Moor e’a, otwo-
rzyto w og6le moznos$¢ Scistego badania tego problemu. A problem ten
jest zaiste szczegOlnie ciekawy, o czym S$wiadczyto niemal kazde zdanie
wypowiedziane przez referenta. Juz sam skiad ilosciowy aminokwasow
w moczu zdrowego cztowieka, rozny dla réznych osobnikéw, ale charak-
terystyczny niemal dla kazdego cztowieka z osobna, jest wyrazem stanu
biochemicznego uwarunkowanego wybitnie czynnikami genetycznymi.
Niezalezno$¢ sktadu aminokwasowego moczu od sktadu aminokwasowego
krwi, niezalezno$¢ od ilosci i jakosci pobieranych biatek — to zagadnie-
nia, ktérych gruntowne przebadanie wymagac¢ bedzie jeszcze diugotrwa-
tych wysitkow.

Praktycznie wazne aspekty otwiera badanie sktadu aminokwasowego
moczu w warunakch patologicznych, zwiekszanie sie ogdlnej ilosci wy-
dalanych aminokwaséw, lub tez wzmozenie wydalania jednego lub kilku
tylko aminokwaséw, a wiec to co w praktyce nazywamy aminoacyduria.

6* Postepy Biochemii
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Referent wyréznia dwa typy aminoacydurii. Jeden, zwany przez niego
,overflow aminoaciduria”, a wiec aminoacyduria spowodowana nadmia-
rem aminokwaséw w krwi krgzacej, wynikajagcym z zaburzeh metabo-
lizmu. Drugi typ — to aminoacyduria nerkowa, bedaca nastepstwem
upos$ledzenia resorpcji zwrotnej pewnych aminokwaséw w kanalikach
nerkowych, wystepujgca przy normalnym poziomie danego aminokwasu
w krwi. Do typu ,overflow” aminoacydurii zaliczyt referent feniloketo-
nurie oraz wydalanie aminokwaséw przy schorzeniach watroby. Do typu
aminoacydurii nerkowej zalicza: cystynurie, zesp6t Fanconiego, galakto-
zemie oraz aminoacydurie w toku gnilca, krzywicy i zatrucia otowiem.
Obszerne wywody referenta na temat patologicznych aminoacydurii
mogly uswiadomié¢ uczestnikom zebrania w catej petni bardzo skapy
zakres wiadomosci, jaki dotychczas posiadamy w tej dziedzinie.

Problem aminoacydurii, ktéremu posSwiecony byt dyskusyjny referat,
nie znalazt jednak odpowiedniego wyrazu w doniesieniach oryginalnych.
Z pisSmiennictwa wiadomo, ze zajmuje sie tym szereg pracowni w Euro-
pie i w Stanach Zjednoczonych, ale najprawdopodobniej badania idg, po
przetamaniu trudnosci metodycznych, w kierunku gromadzenia jak naj-
wiekszej ilosci materiatu pozwalajgcego na wycigganie dalej idacych
wnioskdw. Odczytano tylko jedno doniesienie dotyczace tego problemu —
T. H J. Huismana i J. H P. Jonxisa z kliniki pediatrycznej
w Groningen, traktujagce o wzmozonym wydalaniu pewnych aminokwa-
sOw (treonina, seryna, glicyna, lizyna i histydyna, a szczegélnie tyrozyna)
w stanach niedoboru kwasu askorbinowego, lub witaminu D. Autorowie
sg raczej skionni przyjaé, ze znane juz dawniej wzmozone wydalanie
tyrozyny i jej pochodnych w moczu dzieci z objawami gnilca jest spowo-
dowane nie tyle zaburzeniem metabolizmu tyrozyny, ile zaburzeniem
zwrotnego wchitaniania tego aminokwasu i podobnych zwigzkéw w kana-
likach nerkowych.

Zblizonym do poprzedniego, ale odrebnym zagadnieniem, jest sprawa
wydalania z moczem réznych bezazotowych kwaséw organicznych. W to-
ku Kongresu odczytano 4 doniesienia grupy pracownikéw szpitala Sal-
petriere w Paryzu (J. iR. Nordmann, O. Gauchery i in), ktéra
opracowata chromatograficzng metode rozdzialu tych kwaséw, sposob
ich jakoSciowego identyfikowania na bibule, a wreszcie szczeg6lng metode
potencjometrycznego miareczkowania wyptuczyn poszczegdlnych plam
chromotograficznych. Autorowie francuscy wykazujg w ten sposob
w moczu kwasy reprezentujgce wszystkie ogniwa cyklu tréjkarboksylo-
wego, a poza tym kwas mlekowy, szczawiowy, feniloacetyloglutamine
i szereg innych. U ludzi, ktéorym wlewano dozylnie roztwdr kwasu bur-
sztynowego stwierdzano nastepnie w moczu znaczne wzmozenie ilosci
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kwasow, biorgcych udziat w cyklu Krebsa bez rownoczesnego wzrostu
ilosci innych kwas6w organicznych.

Elektroforeza bibutowa w swej klasycznej formie oraz w ro6znych
nowszych modyfikacjach stata sie dzi§ metoda pospolita w laboratoriach,
znajdujaca szczegdlnie czeste zastosowanie w rozwigzywaniu probleméw
klinicznych. Cze$¢ nielicznych zresztg w toku Kongresu demonstracji
metod i doswiadczen wigzata sie wtasnie z elektroforezg bibutowg, przy-
czyni zaznaczy¢ trzeba, ze podkreslano jako osiggniecia zabiegi metodycz-
ne dosy¢ nawet juz pospolite, np. elektroforeza bibutowa ciggta byta
demonstrowana jako nowo$é, chociaz my w Krakowie postugujemy sie
nig od przeszto roku. Kilka doniesien oryginalnych, opartych na zasto-
sowaniu elektroforezy bibutowej dotyczyto oznaczania lipoproteidow
surowicy w roznych stanach patologicznych. Wszystkie one byly cieka-
wymi przyczynkami, wszystkie jednak wskazywaly réwniez na to, ze
trzeba zebra¢ bardzo wiele materiatu klinicznego, przebadanego w odpo-
wiedni sposéb, zanim bedzie mozliwe wycigganie jednoznacznych prak-
tycznych wnioskéw z ibadan przy pomocy elektroforezy bibutowej. Nie-
mniej zainteresowanie tym sposobem podejscia do problemu biochemii
miazdzycy jest wielkie i zdaje sie wskazywaé na to, ze badania te idg
po stusznej drodze.

Szereg doniesien wigzato sie z problemem biochemii nowotworow.
W poréwnaniu z obfitoScig prac z tej dziedziny, jakg napotykamy w pis-
miennictwie, udziat doniesiern z chemii onkologicznej w obradach Kon-
gresu byt raczej skromny i — co wiecej — czeSciowo wyrazat sie w po-
wtarzaniu znanych juz doswiadczen, kornczacych sie potwierdzeniem
poprzednio uzyskanych wynikéw. Ale wsrdd tych doswiadczen zastuguje
na uwage kilka, ze wzgledu na whge zagadnienia, lub tez z uwagi na
rozmiary wktadu doswiadczalnego. Wymienie np. badania nad metabo-
lizmem komorek przeszczepialnego, tzw. ,Acites-Tumor” Ehrlicha
u myszy. Jest to szczegdlnie dogodny obiekt dla badan biochemicznych,
bo pozwala postugiwa¢ sie zawiesing czystych, jednorodnych komorek
nowotworowych, wolnych od substancji miedzykomérkowej. F. Seelich
i W. Weigert 2z Wiednia stwierdzili ciekawe zjawisko, polegajace
na tym, ze glikoza dodana do ptynu odzywczego komérek Ascites-Tumor,
zamiast wzmagaé — hamuje oddychanie tych komdérek, powoduje wiec
co$ w rodzaju odwrotnego efektu Pasteura-Meyerhofa. CzeScio-
we wytlumaczenie tego zjawiska przyniosto doniesienie z pracowni
prof. 8orma w Pradze. Wedlug czeskich badaczy substratem oddycha-
nia komoérek Ascites-Tumoru jest nie glikoza lub glikogen, lecz kwasy
tluszczowe.

Ciekawym byto réwniez doniesienie D. L. Woodhous e’a z Bir-

6%
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mingham. Rozbudowujgc znang juz od kilku lat koncepcja Millerdéw,
wedtug ktorej substancje rakotwoOrcze okazujg swoiste powinowactwo
do pewnych okreslonych biatek komdrki i swoiScie wigzg sie z tym bia-
kiem eliminujac je z normalnych proceséw metabolicznych, Woodho-
u se badat tgczenie sie ré6znych rakotwdrczych i nierakotwérczych weglo-
wodoréw aromatycznych z biatkiem skdry i wptyw réznych czynnikéw
na wytwarzanie sie tych potaczen.

E. Balis i D. Van Praag z Nowego Jorku badali wigczanie
znakowanych izotopowym weglem puryn i pirymidyn w obreb kwaséw
nukleinowych w przeszczepialnych tumorach. Stwierdzili oni, ze réwno-
cze$nie z przeszczepianiem przeprowadzane cze$ciowe wyciecie watroby
u szczurow nosicieli tumoru wywiera powazny wptyw na te zdolnosé
wykorzystywania gotowych ukladéw pierscieniowych do budowy kwa-
séw nukleinowych. Autorzy spodziewajg sie wyciggng¢ z wynikoéw
tych dosSwiadczen praktyczne korzysci przy leczeniu nowotworéw anty-
metabolitami puryn i pirymidyn.

M. Rapport i L Graf z Nowego Jorku wystapili z doniesie-
niem o serologicznych metodach wykazywania antygenéw swoistych dla
poszczegblnych tkanek. Metoda opracowana przez referentéw nie wydaje
sie byé prostg, przynajmniej dla mnie, niefachowca. W kazdym razie
postugujac sie tym wiasnym sposobem, referenci wykazali swoisty anty-
gen w tkance miesaka limfatycznego, ro6zny od antygendéw 6 innych
normalnych tkanek.

Dwa doniesienia dotyczyly wystepowania nukleinaz z surowicy krwi
ludzkiej. P. Metais i P. Mandel =z Paryza oznaczali rybonuklei-
naze, stosujagc dosy¢ zmudng metode chemiczng, polegajacq ostatecznie
na oznaczaniu widma puryn i pirymidyn w S$wietle pozafiotkowym.
Doszli do wniosku, ze przecietna zawarto$¢ tego enzymu w krwi osobni-
koéw zdrowych wynosi okoto 60 ug/100 ml, przy czym nie stwierdzili zad-
nej réznicy w poréwnaniu z tg wartoscia w surowicy osobnikéw dotknie-
tych réznymi schorzeniami. K. Schreier i AL Raspe z Heidelbergu
oznaczali zmiany w zawarto$ci desoksyrybonukleinaz w surowicy krwi,
dochodzac do wniosku, ze wahania w zawartosci tych enzyméw pozwa-
lajg oceni¢ tempo rozktadu jader komérkowych. O tych dwdch donie-
sieniach wspominam szczeg6lnie z tego powodu, ze analogiczne bada-
nia — jakkolwiek oparte na uzyciu bardziej prymitywnych metod —
przeprowadzane sg réwniez u nas w Polsce.

Moéwitem juz o tym, ze szereg doniesien odczytanych na sekcjach
patologii chemicznej i chemii klinicznej dotyczyto zagadnien metodycz-
nych. W zwigzku z tym zwr6ce uwage na to, ze J. H. Wilkinson
i NN F. Madagan z Londynu podali metode chromatograficznego wy-
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krywania trojjodotyroniny i tyroksyny w surowicy krwi. W odrdéznieniu
od znanych metod, 'ktére wykrywaty oba te jodowane aminokwasy, po-
stugujac sie radioaktywnym jodem, badacze angielscy zastosowali dla
wykrywania plam jodowanych fenoli na bibule, 'katalityczny wpltyw tych
zwigzkéw na odbarwianie siarczanu ceru kwasem arsenawym. Metoda
niewatpliwie nie jest prosta, ale mozno$¢ wyeliminowania pracy z pro-
mieniotwdrczym jodem w tego typu badaniach, moze mie¢ pewne zna-
czenie.

Specjalnie zagadnieniom metodycznym byt poswiecony duzy referat
dyskusyjny P. Grabara z Paryza pt. ,,Badania mieszaniny biatek przy
pomocy analizy elektroforetycznej i immunoelektroforetycznej w $rodo-
wisku o>charakterze zelu”. Referent przedstawiat dosy¢ szczegotowo opra-
cowane przez siebie metody, ktére w zasadzie polegajg na tym, ze miesza-
nina bialek poddana jest elektroforezie w S$rodowisku stabilizowanym
przez agar lub geloze. Po ukohczeniu elektroforezy doprowadza sie do
dyfuzji surowicy odpornosciowej przez warstwe zelu, w ktdrym zostaty
uprzednio rozmieszczone elektroforetycznie w odpowiednich miejscach
poszczeg6lne biatka. Z chwilg, gdy surowica odpornosciowa przebiegnie
te sama droge jakag przebiegta mieszanina Bialek podczas elektroforezy,
w miejscach w ktérych rozmieszczone sg odpowiednie frakcje biatkowe
poswtajg widoczne okiem straty skutkiem reakcji antygenu z przeciwcia-
tem. Wedlug Grabara ten sposéb postepowania pozwala réznicowac
frakcje biatek surowicy nie dajace sie wykaza¢ przy pomocy klasycznej
metody elektroforezy -swobodnej lub bibutowe;j.

Poza tym w sekcji patologii chemicznej wygtoszono kilka doniesien
z zakresu immunochemii, na temat ktérych mogtbym wypowiedzie¢ sie
tylko na podstawie ich drukowanych streszczen, i to z najdalej idgcymi
zastrzezeniami, poniewaz nie znam sie na tych sprawach. Zdaje mi sie,
ze najciekawszym z tego zakresu bylo doniesienie R. R. Portera
i J., Humphrey’a z Medical Research Concil w Londynie. Autorzy
opracowali, opublikowang zresztg niedawno, metode frakcjonowego roz-
dzielania Y-globulinu na kolumnie wypetnionej celitem. Badajac w ten
sposob Y-globulin surowicy odpornosciowej krolika, skierowanej prze-
ciw albuminowi jaja kurzego, wirusowi grypy i przeciw pneumokokom
stwierdzili, ze swoiste przeciwciato wystepuje w dwdch réznych frakcjach
Y-globulinu, i to poczgtkowo tylko w jednej, a dopiero po dtuzszym cza-
sie uodpornienia w drugiej frakcji. Poza tym wspomne o doniesieniu
W. J. Kuhnsa i F. J. Dixona z Pitsburga, ktorzy badali kinetyke
reakcji z toksyna i antytoksyng btoniczg cztowieka, postugujac sie toksyna
znakowanag promieniotworczym jodem. Wreszcie M. F. Jayle i G
Boussier z Paryza komunikowali o swych wyczerpujgcych badaniach
nad haptoglobing, wykazujgc jej mukoproteidowy charakter.
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Z duzym zainteresowaniem spotkat sie referat poglagdowy pioniera
stosowania izotopdw w badaniach biochemicznych, laureata Nobla, G.
Hevesy®go, o efektach biologicznych energii promienistej. Niestety
referat wielkiego uczonego sprawit stuchaczom rozczarowanie. Nie wnosit
on zadnych nowych, mato znanych faktow, ani nowych uogdlnien po-
przestajac na dosy¢ przejrzystym i prostym sformutowaniu zasadniczych,
znanych od dawna hipotez. Zresztg sprawy biologicznego dziatania energii
promienistej dotyczyto kilka oryginalnych doniesiefr, z ktérych najbar-
dziej interesujgcym byt krotki referat R. Kocha i U Hagena
z Fryburga w Badenii. Autorzy zajmowali sie znanym juz ochronnym
dziataniem cysteaminy przeciw skutkom naswietlania ustroju promienia-
mi Roentgena. Fakt, ze charakterystycznym zaburzeniem popromiennym
jest zahamowanie proces6w acetylacji w watrobie nasuwal przypuszcze-
nie, ze istotg tych zaburzen jest zniszczenie koenzymu A, ktérego rege-
neracje umozliwia wprowadzenie cysteaminy. Wyczerpujace badania
autoréw wykazaly, ze jednak mechanizm dziatania cysteaminy musi by¢
odmienny i ze prawdopodobnie zahamowanie acetylacji w watrobie nie
jest swoistym nastepstwem dziatania energii promienistej, lecz towarzy-
szy rowniez innym stanom patologicznym.

W sekcji poSwieconej nauce o odzywianiu dominowaty dwa zagadnie-
nia: mechanizm pobudzania wzrostu niektérych zwierzat przez antybio-
tyki oraz problem witaminu Bi2. Pierwszemu zagadnieniu pos$wiecone
byty dwa referaty dyskusyjne. Jeden z nich byt wygtoszony przez zna-
nego witaminologa, E. L. R. Stokstada, kierownika laboratorium
naukowego znanego koncernu amerykanskiego Lederle, drugi przez
naszego rodaka, dyrektora Instytutu naukowego mleczarstwa w Reading
pod Londynem, prof. S. K. Kon a.

Referat Stok stada byt wiasciwie sumiennym zebraniem dotych-
czasowego piSmiennictwa, bez wkiadu osobistych pogladéw referenta.
W najlepszym wypadku mozna dojs¢ do wniosku po zapoznaniu sie
z tym referatem — ze nie ulegajgcy watpliwoSci znaczny przyrost wagi
u $win i u drobiu karmionego z dodatkiem réznych antybiotykéw oraz
obserwowany przez niektérych autor6w mniej wyrazny przyrost wagi
cielgt i szczuréw w tych samych warunkach, nalezy wytlumaczy¢ réz-
norodnym mechanizmem. Zdaniem Stokstada w rachube wchodzi
zahamowanie wzrostu drobnoustrojow przewodu pokarmowego, produku-
jacych substancje szkodliwe oraz wzmozenie wzrostu drobnoustrojow pro-
dukujacych rézne witaminy z grupy witaminéw B. W rzeczywistosci jed-
nak tres¢ referatu Stokstada wskazywata na rozliczne sprzecznosci
w wynikach doswiadczen réznych autoréw i Swiadczyta o tym, jak bar-
dzo rozlegtym polem dla przer6znych hipotez jest problem wplywu
antybiotykow na wzrost.
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O wiele bardziej zdecydowany charakter i wyraznie indywidualne
oblicze cechowaly referat dyskusyjny prof. Kona. Referent wychodzit
z zatlozenia, ze niemal z reguty mitody dréb i prosieta hodowane na fer-
mach znajdujg sie w stanie pewnego rodzaju nie dajacych sie klinicznie
uja¢ zaburzen, spowodowanych najréznorodniejszymi utajonymi infekcja-
mi. Do tego wniosku dochodzit prof. Kon na podstawie licznych doswiad-
czen, polegajacych na przenoszeniu grup zwierzat z jednych klatek do
drugich, na zamianie pomieszczehd i budynkéw hodowlanych, na przeno-
szeniu zwierzagt z jednej fermy do drugiej. Antybiotyki usuwajgc owe
infekcje powodujace subkliniczne zaburzenia wzmagajg ogélny stan zdro-
wia zwierzecia, utatwiajg pobieranie wiekszej iloSci pokarmow, lepsze
Wykorzystywanie witaminéw, — stowem, stwarzajg warunki umozliwia-
jace maksymalny wzrost zwierzecia. Niemniej i to witasnie byto szcze-
golnie interesujgce — prof. Kon nie wyklucza mozliwosci bezposrednie-
go wplywu niektérych antybiotykéw, a nawet ich produktéw rozpadu,
na metabolizm tkanek zwierzecych. O takich mozliwosciach $wiadczg
przytaczane przez referenta wyniki doswiadczern réznych autorow, we-
dtug ktorych wzmozony wzrost kur i swin mozna uzyska¢ przez dodawa-
nie do karmy penicyliny w rézny sposob inaktywowanej, a nawet przez
podawanie jednego ze skladnik6éw penicyliny — penicylaminy. Wreszcie
referent przytoczyt réwniez nieopublikowane jeszcze, niezmiernie ciekawe
badania grupy fizojologdw amerykanskich z Uniwersytetu Notre Dame
w Stanie Indiana, z Reyniersem i Luckeyem na czele. Jak
wiadomo grupa tych badaczy specjalizuje sie¢ od lat w hodowaniu zwie-
rzat w warunkach idealnie aseptycznych. Okazato sie, ze drob hodowa-
ny w tych warunkach, nie posiadajacy w przewodzie pokarmowym zad-
nej flory bakteryjnej, reaguje wyraznym wzmozeniem wzrostu na po-
dawanie drobnych dawek antybiotykow. Przemawiatloby to w kazdym
razie zdecydowanie przeciwko poglagdom przewazajagcym w omawianym
poprzednio referacie Stockstada, upatrujgcym istote wptywu anty-
biotykow na wzrost zwierzat w zmianie charakteru flory bakteryjnej.

Zaznaczy¢ rowniez nalezy, ze wspomniany juz Reynier z Uni-
wersytetu Notre Dame, miat obszerny referat o technice hodowania szczu-
row w warunkach aseptycznych, bardzo bogato ilustrowany przezrocza-
mi. Referat ten oczywiscie nie nadaje sie do streszczenia.

Referaty dyskusyjne Stokstada i Kona wysunety problem
wptywu antybiotykbw na wzrost zwierzecy na czotowe miejsce wsrdd
tematow, ktérymi zajmowata sie sekcja nauki o odzywianiu, co jednak
nie znalazto oddzwieku w doniesieniach oryginalnych. Jedno tylko takie
doniesienie byto przedstawione-przez L. Y. Quinna z lowa State Col-
lege w Stanach Zjednoczonych. Autor prowadzit doswiadczenia z pro-
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sietami, do ktérych karmy dodawano aureomycyne, badat charakter
zmian flory drobnoustrojowej w toku eksperymentéw, stwierdzajgc wy-
bitny spadek udziatlu enterokokéw w populacji przewodu pokarmowego,
a znaczny przyrost ple$ni. Okazato sie, ze hodowle rozwijajgcych sie
w tych warunkach ple$ni produkuja jaka$ substancje, ktéra wydzielana
w stanie oczyszczonym wzmaga przyrost wagi prosigt. Eksperymenty
Quinna przemawiajg wiec raczej za stusznoscig hipotez upatruja-
cych przyczyne wzmozenia wzrostu po podawaniu antybiokéw w zmianie
charakteru flory jelitowej.

W doniesieniach oryginalnych podczas obrad sekcji nauki o odzywia-
niu ilosciowo i jakosciowo wysuwaly sie na pierwszy plan wyniki badan
dotyczacych witaminu Bi2. Z szeregu pracowni donoszono o uzyskaniu
czynnika wewnatrzpochodnego Caslle’a w stanie daleko posunietej
czystosci albo nawet — jak niektérzy twierdzili — w stanie zupeinie
oczyszczonym. Do catkowitej czystosci zdaje sie stusznie pretendowac
preparat czynnika wewnatrzpochodnego, uzyskany przez J. C. Andre-
sena i A P. Skouby z Kopenhagi. Otrzymane przez tych badaczy
biatko wigze cyjanokobalamine w iloSciach 18 jig na 1 mg biatkowego azo-
tu. Potaczenie tego biatka z witaminem Bi2 zachowuje sie w warunkach
doswiadczalnych jako zupeinie jednorodny zwiazek o masie czasteczkowej
okoto 80 000. Preparat Andresena byl badany w Reading przez
Holdswortha, ktory stwierdzit, ze biatko to jest mukoproteidem za-
wierajagcym 28% cukrowcow reprezentowanych przez jaka$ heksozamine,
mannoze, galaktoze i fukoze. Analogiczne wyniki w toku swych badan,
zmierzajgcych do oczyszczenia wewnatrzpochodnego czynnika Caslle’a
otrzymat H. C. Heinrich z Hamburga. Jego preparat zawierajacy 15 jig
cyjanokobalaminy na 1 mg azotu biatkowego badany byt Klinicznie,
przy czym zdecydowane efekty uzyskiwano dawkami preparatu zawie-
rajgcymi zaledwie 2 Ng witaminu. Preparat otrzymany przez Wijmen-
g e ze znanej wytworni holenderskiej Organon Oss zdaje sie by¢é mniej
czystym niz poprzednio omowione produkty. Wreszcie A. L. Latner
z New-Castle opisat otrzymany w jego pracowni produkt, odpowiada-
jacy czynnikowi wewngtrzpochodnemu, zachowujacy sie w toku chroma-
tografii i przy elektroforezie jak zwigzek jednolity, bedacy rowniez mu-
koproteidem, ale majacy znacznie mniejszag mase czasteczkowa niz pre-
paraty Heinricha i Andresena.

Instytut Kona w Reading wystgpit rowniez jeszcze z kilkoma in-
nymi doniesieniami, dotyczacymi witaminu Bi2. Badano w dos$wiadcze-
niach na kurczetach efekt fizjologiczny rdéznych odmian witaminu Bi2
uzyskanych z odchodéw zwierzecych wzglednie w hodowlach drobno-
ustrojow z dodatkiem pewnych metabolitow, ktére po wbudowaniu
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w czasteczke witaminu zmieniaty w pewnym stopniu jego strukture.
Te pochodne witaminu B12, ktdrych terminologia wciaz jeszcze jest nie-
ustalona, nie okazujag zadnej aktywnosci biologicznej w organizmie
kurczecia, albo okazujg aktywno$¢ znikomg w poréwnaniu z cyjano-
kobalaming. Gromadzg sie w watrobie zwierzecia, ale w cyjanokobala-
mine nie zamieniajg sie. Niektére z nich ujmowane dzisiaj w grupe
tzw. pseudowitaminéw Bi2 dziatajg wprost jako antymetabolity cyjano-
kobalaminy utrudniajgc jej wchianianie z przewodu pokarmowego i gro-
madzenie sie w watrobie. Kon i K. M. Henry mdwili rowniez
0 pieknych doswiadczeniach, przeprowadzanych na szczurach, majgcych
na celu wyjasnienie roli metabolicznej witaminu Bi2. Trudno w Kilku
zdaniach przedstawi¢ istote tych doSwiadczen polegajagcych gtdwnie na
karmieniu szczuréw kazeinem z r6znymi dodatkami, jak np. homocy-
steina, cholina, metionina itd. W jkazdym razie na podstawie tych sumien-
nie przeprowadzanych a pomystowych doswiadczen autorzy dochodzg
do wniosku, ze witamin Bi2 nie bierze zadnego udziatu w procesie trans-
metylacji, natomiast jest niezbedny dla wytwarzania grup metylowych
z seryny lub glicyny. Do tego samego wniosku doszli réwniez badacze
amerykanscy B. C. Johnson i S P. Mistry na podstawie do-
Swiadczen przeprowadzanych z prosiakami i kurczetami, u ktérych przez
karmienie dietg uboga w choline wywolywano stluszczenie watroby.

Pozostate oryginalne doniesienia w sekcji nauki o zywieniu dotyczyty
réznych zagadnien i — moim zdaniem — nie wnosity niczego szczegdlnie
frapujacego. Odczytano kilka doniesien dotyczacych stosunkowo' za-
niedbywanej dotychczas fizjologii witaminu E. Miedzy innymi P. L. Day
1J. D. Dinning z Uniwersytetu w Arkansas opisywali objawy awita-
minozy E u Macaccus rhesus, pokrywajgce sie na ogét z dobrze znanymi
objawami tej awitaminozy u pospolitych zwierzagt doswiadczalnych.
T. Morre 1z Cambridge opisywal doswiadczenia, w ktorych udawato
sie usuwac¢ objawy porazen mieSniowych u szczur6w pozbawionych
witaminu E przez podawanie btekitu metylenowego. Inne zaburzenia
charakterystyczne dla awitaminozy E nie ustepowaly po biekicie metyle-
nowym. Pokrywatoby sie to z pogladem upatrujgcym w tokoferolu
czynnik antyoksydacyjny dla pewnych skiadnikow miesni.

Wreszcie zootechnikéw zainteresowaé mogly doniesienia H. Hilla
i W. Prinza z Hannoweru, ktorzy przedstawili wyniki rozlegtych,
systematycznych doswiadczen, przeprowadzanych na bardzo bogatym
materiale, zmierzajagcych do wykazania réznic w skladzie biatkowym
organizmu $win karmionych wytacznie biatkiem roslinnym i karmionych
z dodatkiem maki rybnej. U $win odzywianych wytgcznie biatkiem
roslinnym zaznacza sie wybitny spadek zawartosci suchej substancji
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azotowej w mies$niach i w watrobie, a szczeg6lnie duzy spadek zawar-
tosci takich aminokwasow, jak tryptofan, izoleucyna i metionina.

Zdaje sobie sprawe z tego, ze przedstawiona przeze mnie tre$¢ obrad
trzech sekcji Kongresu biochemikéw moze zaledwie w znikomym stopniu
zobrazowacé ich istotng warto$¢. Sadze, ze jednak juz to co przedstawitem
wystarczajgco ilustruje réznorodno$¢é poruszanej problematyki, przybie-
rajaca czasami charakter chaosu. Zdaje mi sie, ze nie popeinie biledu,
jezeli powiem, iz obrady tych trzech sekcji, o ktérych moéwitem, nie
mogly sie poszczyci¢ takimi, niemal sensacyjnymi momentami, jakimi
byty referaty o fotosyntezie, o syntezie biatek, o .cyklicznych pepty-
dach itd. wygtoszone w innych sekcjach. Zadne z doniesiefi oryginalnych
nie wniosto niczego specjalnie nowego i zaden z posrod referatow
dyskusyjnych nie mégt by¢ zrodtem przezy¢ dla stuchaczy. Materiat
jednak byt wystarczajaco bogatym zrédiem najprzerézniejszych dyskusji,
przebiegajacych gtéwnie nie na salach obrad, ale w kuluarach. Zdaje sig,
ze te wilasnie dyskusje byty najciekawsze, najwiecej dajgce trwatych
wartosci uczestnikom, ale tych dyskusji oczywiscie nie da sie zreferowac.
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Adaptacja proceséw oddechowych: rozwo6j uktadu
heinoproteidowego, indukowanego przez tlen*

Uktad hemoproteidowy jest uktadem, ktdéry spetnia role narzedzia
w koncowych procesach utleniania w komdrce; warto$¢ jego jest nie-
watpliwa. Poniewaz nie mozna stworzy¢ tego narzedzia, zadowolmy sie
préba wyjasnienia, w jaki spos6b komorka je tworzy.

Oddychanie prawie wszystkich komorek, 'ktére zyja w atmosferze
powietrza jest katalizowane przez enzymy, nalezace do ukiadu War-
burga-Keilina (1-3). Prawdopodobnie nigdy nie dowiemy sie, jak
wséréd Swiata zyjacych rozwingt sie uktad, ktory pozwala na zuzytkowa-
nie 02 jako akceptora elektronéw. Moze w przysztosci dowiemy sie, jak
komérka tworzy hemoproteidy, wchodzace w skiad uktadow oddecho-
wych. Tematem mego referatu bedzie tworzenie ukladu oddechowego,
indukowanego przez O2 u drozdzy.

Drozdze, w odpowiednim S$rodowisku, rosng prawie rownie dobrze
w warunkach tlenowych, jak i w warunkach beztlenowych (4, 25, 26).
Hodowane w obecnosci O2, drozdze posiadajg uktad enzymow oddecho-
wych niewiele r6znigcy sie np. od takiego samego ukiadu w miesniu
sercowym. Te same drozdze, hodowane przez jeden dzien w nieobecnosci
02, nie posiadajg enzymow oddechowych i w konsekwencji nie oddycha-
ja. 02 indukuje tworzenie sie uktadu hemoproteidowego, ktéry moze sie
formowaé¢ nawet wtedy, gdy nie zachodzi podziat komdérkowy. W trakcie
tego referatu bede nazywatl ,adaptacjg proceséw oddechowych” catos¢
rozwoju, indukowanego przez 0 2, ktérego gtdwnym wynikiem jest zwiek-
szenie szybko$ci zuzycia tlenu. Bede uzywat okreSlenia ,indukowana
biosynteza” (5), moéwigc o poszczeg6lnych hemoproteidach. Ogranicze
analize tego zjawiska do przypadku drozdzy, gdyz zjawisko na tym ma-
teriale zostato najlepiej poznane (6—26). Mozliwe, ze to same zjawisko
zachodzi takze i w innych ustrojach, ktére moga zy¢ w obecnosci lub
w nieobecnosci powietrza (27— 30).

*) Autoryzowany przektad odczytu wygloszonego na Kongresie w Brukseli.
Ttumaczyta Alina Linde (Red.).
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Opis zjawiska

Fakt, ze adaptacja proceséw oddechowych moze odbywaé sie wtedy,
gdy nie ma zrodta azotu poza komdrka, dajacego sie asymilowac tzn.
wtedy, gdy nie ma wzrostu, — fakt ten ogromnie utatwit badanie tego
zjawiska. Drozdze, hodowane przewaznie w nieobecnosci 02 (drozdze
beztlenowe) zawiesza sie po prostu w buforze, zawierajacym Zrodio
energii i wegla (np. glukoze) i przewietrza sie (rys. 1).

Rys. 1 Adaptacja procesow oddechowych. Drozdze, hodowane w warunkach tleno-

wych (biate koétka) lub beztlenowych (czarne kétka), wymywa sie, zawiesza w bu-

forze i przewietrza. Na poczatku przewietrzania, tzn. 20 min. przed rozpoczeciem
pomiaréw manometrycznych dodaje sie glukoze w stezeniu 0.007M.

Szybkos$¢ oddychania wzrasta w danym czasie, gdy tymczasem w przy-
padku drozdzy hodowanych w warunkach tlenowych — pozostaje stata.
Tak jak miara oddychania jest jego szybkos¢ (do 2) dt, jednostki Qo2 =
= [d0 2/mg. suchej masy/godz), tak miarg adaptacji proceséw oddecho-
wych jest szybko$¢ tej adaptacji (d-0 2/dt2, jednostki Ao, = [do02/mg.
suchej masy/godz2) A zatym Ao, jest miarg przyspieszenia Qcx. Wartosci
Qo2 drozdzy adaptowanych i niezadaptowanych wynoszg odpowiednio
7+3 i 150+ 10, a wartosci Ao, mogg zmienia¢ sie zaleznie od warunkow
doswiadczalnych od 0 do 30.

Enzymy, indukowane przez tlen

Do badan nalezy drozdze rozetrze¢ a nastepnie bada¢ czynnosci enzy-
matyczne ekstraktdw ogdlnie przyjetymi metodami (tab. 1). Tabela 1 nie
pozwala nam na poréwnanie wartosci enzymoéw tej samej hodowli droz-
dzy, lecz tylko czynno$ci enzymatycznych dwdch réznych hodowli
drozdzy. Stosunek czynno$ci enzymatycznych dla wiekszo$ci enzymow
odpowiada stosunkowi stezenia biatek enzymatycznych w nieuszkodzo-
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nych komérkach, zarédwno adaptowanych, jak i niezadaptowanych. Argu-
menty, ktore przemawiajg za takg interpretacjg byly omodwione gdzie-
indziej (18, 25). Niektore z czynnosci enzymatycznych, podanych w tab. 1
przedstawiajg uklady ztozone =z conajminiej dwdch réznych biatek
(31—33), co powoduje wzrost ilosci enzymow, wchodzacych w skiad
uktadu adaptacji proceséw oddechowych. Trudno jest zorientowac sie,
z przyczyn oczywistych, czy niewielkie wartosci czynnosci enzymatycz-
nych nieadaptowanych drozdzy odpowiadajg rzeczywiscie tym czyn-
nosciom, czy tez nalezy je przypisa¢ nieswoistym procesom oksydo-re-
dukcyjnym. Szczego6lnie duzy wysitek poswiecono badaniu oksydazy cyto-
chromu c. Zawarto$¢ tego enzymu w komorce odpowiada wartosci mniej-
szej niz 1/200 jego stezenia w przypadku drozdzy zadaptowanych.

Mimo to, ze tlen powoduje tworzenia sie catego uktadu poly-enzyma-
tycznego, poszczegélne biosyntezy nie sg jednoczesne (rys. 2).

Rys. 2. Wzrost poziomu trzech enzymdéw hemoproteidowych w ciggu adaptacji
procesdéw oddechowych. Adaptacja w obecnosci glukozy 0.007M.

Biosynteza oksydazy cytochromu c oraz prawdopdobnie cytochromu ¢
zachodzi jednocze$nie z catkowitga adaptacja proceséow oddechowych.
Te dwa enzymy sg zatem czynnikami ograniczajgcymi wzrost Qo3 calej
komorki, co zgodne jest z pomiarami ich liczby obrotow in situ (34,3).
Natomiast wydaje sig, ze przeciwnie reduktaza bursztynowo-cytochro-
mowa (c) nie bierze aktywnego udziatu w oddychaniu, gdyz wzrost jej
czynnos$ci ré:wna sie 0, w przedziale, w ktérym Qo2 wzrasta od 5 do 50
(rys. 2).

Jasnym jest takze, ze uklad kwaséw trdjkarboksylowych u drozdzy
nie jest wytgcznie czescig przemiany tlenowej (tabl. 1). Wyniki dostar-
czone przez badanie adaptacji procesow oddechowych potwierdzajg dane,
otrzymane metodami zupetnie niezaleznymi (3,35).
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Tablica 1

Enzymy, utworzone w czasie adaptacji proceséw oddechowych

Aktywnos$¢ drozdzy

Enzym niezadapto- adapto- ak\'x\zfvrr(:zts'ci
wanych wanych
Oksydaza cytochromu c (jxI. 0 2/godz.) <1 Ss) > 200 X
Peroksydaza cytochromu c (jedn.cf.23) <0,03 1,6 > 50 x
Katalaza (cf.22) <0,3 10 > 89 x
Cytochrom ¢ (mol x 10_1°) okoto 0,1 1,8  okoto 20 x
Reduktaza mlekowo-cyt. ¢ ((Jtl.H2/godz.) . 05 25 5 50 x
N a-glicerofosforano-cyt. ¢ (jj.l.H2godz.) <02 12 > 50 x
DPNH-cyt. ¢ ([xl.H2godz.) okoto 1,6 64 okoto 40 x
” bursztyno-cyt. ¢ ([¢l.H2/godz) » 03 13 v 40 x
Akonitaza ([xl. cis-akoninian./godz.) 5 96 20 X
Fumaraza ([¢1 fumaran/godz.) 120 800 7 X
Dehydrogenaza jabtkowa (DPN) (¢1 H2/godz.) 20 110 6 X
Dehydrogenaza izocytrynowa (DPN) (jjll. H2/godz.) 7 20 3 x
Dehydrogenaza alkoholowa (DPN) (fi.1. H2/godz.) 83 35 0,4 x

Rozwojowi czynno$ci enzymatycznych podczas adaptacji odpowiada-
ja zmiany spektroskopowe, ktore mozna zauwazy¢ bezposrednio na zy-
wej komorce. Widzimy, jak zjawiajg sie cytochromy a, as, b i c, nie-
obecne w drozdzach, hodowanych w warunkach tlenowych. Hemochro-
mogeny rodzime, typu bi i ai obecne w drozdzach, hodowanych w wa-
runkach beztlenowych znikajg w miare, tworzenia normalnego ukfadu.
Ani rola tych beztlenowych hemochromogendw, ani ich udzial w bio-
syntezie cytochromow normalnych nie jest jasny. Prawdopodobnie sg
one prekursorami grup heminowych, lecz nie wiadomo, czy wchodzg
w skiad utworzonych apoenzymoéw. Adaptacji procesow oddechowych
towarzyszy stosunkowo mato zmian w calkowitej zawarto$ci hemin,
a dodatek feroprotoporfiryny nie wptywa na szybko$¢ tej adaptacji. Na-
lezy wiec wyraznie rozréznia¢ zmiany w budowie enzyméw oddecho-
wych, wywotanych przez spadek hemin (36—39). Nie nalezy z tego
jednak wnioskowaé, ze heminy nie grajag zadnej roli w mechaniZmie in-
dukowania zapomocg O2 lub w biosyntezie apoenzymdéw heminowych.

Biosynteza hemoproteiddw indukowana przez 02 dotyczy przede
wszystkim czesci biatkowych enzymu. Zwigzki analogiczne aminokwasow,
jak np. p-fluoro-fenyloalanina (40) hamujg adaptacje proceséw odde-
chowych (rys. 3) oraz hamujg tworzenie katalazy (22).

Pé&zniej okaze sie, w jaki sposéb adaptacja procesow oddychania
zalezna jest od obecnosci puli aminokwaséw wewngatrzkomorkowych.
Z danych, ze biosyntezie enzymdw oddechowych nie towarzyszy odpo-
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wiedni wzrost og6lnej ilosci biatek komérkowych nalezatoby wniosko-
wac, ze albo suma wszystkich utworzonych enzymoéw jest o okoto 2°0

4|1 Czas (goczj

Rys. 3. Hamowanie adaptacji proceséw oddechowych, wywotane przez zwigzek
analogiczny aminokwasu (p-fluoro-feny-loalanina 0,009M). Zniesienie hamowania
przez homolog (1-fenyloalanina 0.009M).Adaptacja w obecnosci glukozy 0.17M.

mniejsza od ilosci biatek, co jest bardzo mato prawdopodobne, albo,
ze jednocze$nie majg miejsce rozpady uzupeiniajagce niedobor.

Swoistos$¢ indukcji tlenem

Wsrdd licznych akceptoréw elektronéw i wodoru, mogacych utlenié
cze$¢ uktadu oddechowego, zaden nie jest w stanie zastgpi¢ tlenu w jego
mozliwos$ciach indukowania adaptacji proceséw oddechowych. Oczywiscie
mozna sadzi¢, ze biosynteza katalazy i peroksydazy cytochromu c nie jest
indukowana przez tlen czasteczkowy, lecz przez nadtlenki, ktore tworzg
sie w obecno$ci tego enzymu. Moznaby byto rozstrzygna¢ ten problem,
uzywajac jako induktoréw nadtlenkéw w warunkach beztlenowych.
Pierwsze proby poczynione w tym kierunku nie daty wynikow, pozwala-
jacych na jakie$ wnioski.

Mozliwe, ze rozw0j catego ukiadu hemoproteidowego da sie wyttu-
maczy¢ szeregiem indukcji — tlen indukowatby biosynteze oksydazy
cytochromu c, oksydaza cytochromu c biosynteze cytochromu c, ktory
z kolei indukowatby tworzenie reduktazy cytochromu c itd., zgodnie

7 Postepy Biochemii
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z koncepcja kolejnych adaptacji (41, 42). tancuch indukcji szedtby tg
samga droga, co przenoszenie elektrondw i wodoru podczas oddychania,
lecz w odwrotnym kierunku. Wtedy, gdy proponowalem te interpre-
tacje, nie mozna byto przy jej pomocy wytlumaczy¢ roli indukcyjnej
tlenu w procesie biosyntezy cytochromu ¢ w przypadku odmiany drozdzy,
pozbawionych oksydazy cytochromu c (18). Ostatnio te hipoteze podjeto
na nowo, wykazujgc, ze O2 indukuje u tej odmiany peroksydaze cyto-
chromu c (23).

Scalenie adaptacji proceséw oddychania w metabolizmie

Enzymy oddechowe majg kluczowg czynnos$é. Nalezy wiec oczekiwac,
ze ich rozwdj bedzie SciSle powigzany z metabolizmem komdrki. Jak
i wszystkie biosyntezy, tak i adaptacja procesow oddechowych wymaga
energii i materiatéw budulcowych. Omoéwimy najpierw osobno te dwa
czynniki, a pdzniej zbadamy ich wspotdziatanie.

Zwigzek miedzy dziataniem a biosyntezg hemoproteidéw

Problem ten mozna najpierw postawi¢ w nastepujacy sposob: czy
czynno$¢ Kkatalityczna enzymow oddechowych jest niezbedna przy ich
formowaniu? Jesli odpowiedz jest przeczaca, nalezy inaczej problem
postawic¢: czy czynno$¢ katalityczna enzyméw oddechowych wplywa na
ich tworzenie? W pierwszym pytaniu nalezy rozrézni¢ dwie przeciwstaw-
ne hipotezy, jedng, ktdra mowi, ze rozwdj ukiadu hemoproteidowego
jest spowodowany samym procesem oddychania, i druga, ktéra zaktada,
ze rozwoj ten jest spowodowany przez Oo. Zadajac drugie pytanie chcieli-
bysmy sie dowiedzie¢, jak oddychanie wpitywa na biosynteze enzyméw,
za oddychanie odpowiedzialnych.

Czynnos$¢ katalatyczna nieuszkodzonych drozdzy i ekstraktéw bez-
komérkowych jest hamowana do potowy azydkiem sodu w stezeniu
1,1 X10~6 M. Aby natomiast zahamowac indukowane tworzenie katalazy,
nalezy doda¢ 500—1000 razy wiecej azydku. Katalaza, ktorej czynnos$é
enzymatyczna zostata zredukowana do 99% lub wiecej jest syntetyzowa-
na tak, jak enzym, ktéry nie zostat zahamowany (24).

Podobny wynik daje hamowanie adaptacji proceséw oddechowych oraz
biosyntezy oksydazy cytochromu c¢ przy pomocy KCN. Cjanek hamuje
dziatanie enzymoéw oddechowych drozdzy (hamowanie w 50% przy ste-
zeniu 5X10“6 M (43). Trzeba doda¢ conajmniej 100 razy wiecej inhibi-
tora, by obnizyé do potowy adaptacje proceséw oddychania. Oksydaza
cytochromu c, ktérej aktywnos$¢ jest zmniejszona o 95% jest normalnie
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syntetyzowana. Prawdopodobnie hamujgce dziatanie KCN na adaptacje
proceséw oddechowych jest posrednio wynikiem zmian w ogdlnym meta-
bolizmie.

Wyniki, tyczace hamowania czynosci katalitycznej hemoproteiddw,
wskazujg na mozliwos¢, ze ta czynnos¢ nie jest koniecznym warunkiem
ich biosyntezy. W przypadku indukowanych hydrolaz dochodzi sie do
tego samego wniosku, uzywajac innego typu doswiadczen uzupeiniajg-
cych (44—46). Jest bardzo wazny wniosek, gdyz w jego Swietle okazuje
sie, ze hipoteza o tworzeniu enzymoéw przez indukcje, oparta poprostu na
ich czynnosci katalitycznej jest mato prawdopodobna (47). Trzeba jednak
pamieta¢ o dwoch nastepujacych wzgledach: a) szybko$¢, z ktérg enzym
dziata na substrat jest eonajmniej 1000 razy wieksza, niz szybko$¢ z ktd-
rg komorka ten enzym tworzy. Inaczej mowiac, gdy komdrka utworzyta
jednostke enzymu, ktérego czynno$¢ zostata zredukowana do 99%, ta
jednostka powiekszyta 10 razy odpowiednig czynno$¢ katalityczna. Jest
zatem rzecza bardzo trudng, jesli nie niemozliwg, poda¢ doswiadczalny
dowdd na tworzenie enzymu nieczynnego, b) czynno$¢ katalityczna enzy-
mu indukowanego ma pierwszorzedne znaczenie w naturalnej selekcji
uktadu tworzacego ten enzym. Jezeli czynno$¢ katalityczna nie jest po-
trzebna w ontogenezie enzymu, to byta ona konieczna w jego filogenezie.

Dodajmy w koncu, ze adaptacja proceséw oddechowych moze by¢
zmieniana bez naruszenia czynnosci enzyméw oddechowych. Jest to
oczywiste, gdyz pierwszy proces jest duzo bardziej ztozony, niz drugi.

W nastepnych rozdziatach okaze sie jak czynno$¢ enzymatyczna hemo-
proteidow oddechowych wptywa na ich rozwoj.

Energetyka adaptacji

W zasadzie energia, potrzebna do biosyntezy hemoproteidéw moze
by¢ dostarczona albo przez metabolizm proceséw oddechowych albo przez
metabolizm proceséow fermentacyjnych. Przypusémy, ze materiaty bu-
dulcowe znajdujg sie w nadmiarze, i ze szybkos$¢ adaptacji proceséw od-
dechowych jest proporcjonalna do udzialu energii dajacej sie uzy¢ do
biosyntezy:

1 d energii
A2 Ki » dt

= K2Qo2+ K3 POWeUZ® formentacja 0
fermentacija

Czy mozna sprawdzi¢ stuszno$¢ tego rownania i okreslic warto$¢ statych
K\, K2, i K3?
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Jezeli zrédtem energii bedzie jedna substancja, ktéra jest metabolizo-
wana wylacznie na drodze procesow oddechowych, wéwczas z réwna-
nia (1) wynikatoby, ze rozwéj adaptacji proceséw oddechowych w ciagu
pewnego czasu odpowiada krzywej wyktadniczej. DosSwiadczenia prze-
prowadzone z dodatkiem octanu i etanolu wykazuja, ze tak jest rzeczy-
wiscie. Nalezy zwrdci¢ uwage na to, ze komérki w warunkach tlenowych
oddychajg z dodatkiem octanu lub etanolu z takg samg szybkoScia, jak
z dodatkiem glukozy (rys. 4A).

Natomiast komdrki, hodowane w warunkach beztlenowych z do-
datkiem samego etanolu adaptujg sie wolno. Dodanie matej ilosci glu-
kozy bardzo szybko zuzywanej, a wobec tego niewystarczajgcej na to,
by sama zapewnita oddychanie pozwala na adaptacje i oddychanie z do-
datkiem etanolu (rys. 4B).

Ten efekt bodzcowy tlumaczy sie wkiadem energii podczas zuzycia glu-
kozy. Szybko$¢ oddychania, zwiekszona dzigki tej energii staje sie wy-

Etanol 0,2 M

Rys. 4. A — Oddychanie drozdzy, hodowanych przewaznie w warunkach tlenowych
z dodatkiem etanolu i glukozy. B — Adaptacja proceséw oddechowych w przypad-
ku samego etanolu i w przypadku etanolu z dodatkiem niewielkiej ilosci glukozy.

starczajgcg na to, by zapewni¢ adaptacje ktorej przebieg wyraza sie
linig prosta w stosunku do czasu. Doswiadczenia, wykonane z substra-
tami, ktore nie ulegajag fermentacji, zgadzajg sie z réwnaniem (1) i po-
twierdzajg poglad o zaleznosci miedzy czynno$cig metaboliczng enzymu
i jego biosyntezg (48). Ta zgodno$é jest tylko jakoSciowa i nie daje
liczbowych wartos$ci statych K'i, K2, K3.

Uktad o ,,podwdjnej adaptacji” pozwala na dowdd iloSciowy. Poniewaz
jego zasada da sie w roznych przypadkach zastosowaé, a wykonanie
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doSwiadczalne jest bardzo proste, wydaje mi sig, ze nalezy to szczegdéto-
wiej omowi¢. Wezmy drozdze, hodowane w warunkach beztlenowych na
glukozie i wystawmy je na powietrze, uzywajagc maltozy (lub galaktozy)
jako jedynego zrddta energii. Ich Qo2 i (EQMetrze fermentacji sg na po-
czatku nieduze <C 10). Drozdze nie sg adaptowane podwdjnie, poniewaz
nie posiadajg ani enzymdéw oddechowych, ani enzymoéw potrzebnych do
fermentacji cukru (,,galaktozymazy” lub ,maltozymazy”). Sg to enzymy,
powstajace przez indukcje i ich biosynteza wymaga energii, ktdrg moze
dostarczy¢ oddychanie albo fermentacja (49). W przypadku, gdy energia
jest czynnikiem ograniczajgcym, rozwéj podwodjnej adaptacji moze by¢
poréwnany do wspinaczki jna linie dwdch alpinistdw: biosynteza hemo-
proteidéw pociaga za sobag biosynteze hydrolaz i odwrotnie. Dodajmy, ze
dosSwiadczenia kontrolne wykazaty, ze komérki w warunkach beztleno-
wych lub tlenowych zawierajgce maltozymaze syntetyzujg cytochromy
i oddychajg przy uzyciu maltozy tak, jak przy uzyciu glukozy. Poczatko-
wy dodatek glukozy, ktéra moze fermentowaé odrazu przyspiesza
adaptacje (rys. 5), jak réwniez w przypadku etanolu (rys. 4B). Zmienia-
jac ilosci dodanej glukozy zmieniaja sie w momencie ,stanu krytycz-
nego” (patrz dalej) trzy czynniki AOa QOi, i Qpowietrze ferm Xe trzy
czynniki sg powigzane miedzy sobag réwnaniem (1), ktére mozna wyrazic¢
w nastepujgcej formie:

—— T |
Qo2 Kx Kt Qo2 (Ia)

Jak widaé, jest to rdwnanie prostej, w ktorym stosunek A0JQO, jest
funkcja liniowa stosunku Qp°wietrze ferm./QO0i- Aby oznaczy¢ stosunek K2/K 3
wystarczy podzieli¢ warto$¢ liczbowa rzednej w punkcie przeciecia
sie prostej z tg osig przez kat nachylenia prostej. Analiza statystycz-
na 17 adaptacji pobudzonych przez glukoze na maltozie, galaktozie i eta-
nolu wskazuje na to, ze wyniki doswiadczalne tworza prostg, ktorej
wspbiczynnik regresji jest bardzo znamienny (P 0.00l); ze optymalna
warto$¢ stosunku K2/K3 jest 5, a jej granice wynoszg 41 i 6.1 (P = 0.05).
Wydaje sig, ze mozna wobec tego wnioskowaé, ze rdwnanie zostato
sprawTzone doswiadczalnie tzn., ze szybko$¢ adaptacji proceséw od-
dechowych jest proporcjonalna do energii, dostarczonej i ze oddychanie
i fermentacja sg procesami wymiennymi, z tym jednak, ze jedna objetos¢
zuzytego tlenu daje 5 razy wiecej energii, niz jedna objetos¢ CO2, uwol-
nionego w czasie fermentacji.

Wynik ten pozwala na sformutowanie pewnych waznych wnioskow.
Stata K3 moze by¢ obliczona z ogdlnego réwnania fermentacji alkoholo-
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wej. Jesli przyjmiemy, ze energia zuzyta na synteze hemoproteidéw po-
chodzi z wigzahn fosforowych bogatych energetycznie, i ze mamy:

CéH;20a+ 2ADP + 2P04= 2CHH,0H + 2CO, + 2ATP )
otrzymamy, ze K3 = 0.0446 (moli ~ P/litry C02), K2 = 0,0446 X 5 =
— 0.224 moli ~ P/litry C02). Ogo6lny bilans catkowitego utlenienia glu-

kozy przez drozdze przedstawia sie jak nastepuje:
C6H120s + 60a+ 30ADP + 30P04= 6C02+ 6HaD + 30ATP ©)

Wydaje sie, ze utlenienie glukozy jest energetycznie 15 razy bardziej
wydajne, niz fermentacja, a ogolny stosunek ~ P/O w przypadku fosfo-
rylacji z utlenieniem wynosi okoto 2.5. O ile wiem, to po raz pierwszy

Rys. 5 Podwojna adaptacja, pobudzona przez glukoze. Szybko$¢ oddychania —
czarne kotka; szybkos$¢ fermentacji — kotka biate.
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mozna byto ustali¢ zalezno$¢ miedzy szybkoscig dwoch metabolitdw:
w warunkach tlenowych i beztlenowych, w komérce nieuszkodzonej oraz
ilosciowo wykaza¢ ich réwnowartos¢ i wyprowadzi¢ stad nastepstwa
energetyczne. Zgodnos$¢ danych otrzymanych w ten sposéb in vivo,
z zatozeniami termodynamicznymi oraz z bezposrednimi pomiarami pro-
cesow fosforylacji z utlenieniem w wyciggach bezkomérkowych jest wy-
soce zadawalajgca. — A F reakcji (2) i (3) sg 56 Kcal i 700 Kcal (sto-
sunek okoto 13), a stosunek doswiadczalny ~ P/O w przypadku utlenie-
nia pyrogronianu in vitro wynosi miedzy 2 i 3 (50).

Znajac K™ mozna porowna¢ adaptacje procesow oddechowych ze
wzrostem. Jedno pokolenie drozdzy rosnie w ciggu fazy logarytmicznej
w $rednim czasie okoto 2.2 godziny w warunkach beztlenowych oraz
1,6 godz. w warunkach tlenowych.

Intensywnos$¢ procesow metabolicz-
nych w tych warunkach zapewnia
stan od 20 —230 [xM ~ P/mg suchej
masy/godzine. Inaczej moéwigc two- 20
rzeniu Img suchej masy protoplazmy

w ciggu 2 godzin odpowiada udziat ®

energetyczny I’ZQdU 60 jiM ~ P. Lub % Adaptacja procesow oddecho -
tez, adaptacja proceséw oddecho- * wych pobudzona przez glukoza
wych, ktéra zachodzi bez wzrostu, A malztc;zy
wymaga dla swojej maksymalnej « galaktozy
szybkosci udziat rzedu 20 jxM~ P * etanolu

w ciggu 2 godzin. Stanowi ona za- 0 D B 20

tem proces bardzo nieekonomiczny fermi5 00

z punktu widzenia wydatkowania o'z *“**‘e"8"'¢N

energii komarki. Nalezy zanotowaé cnergia (Uuore ~P/mg suchej masy/ godz)
jednak, ze K'i nie jest stalg energe- Rys. 6. Zalezno$¢ miedzy szybkoscia

tyczng syntezy hemoproteidow od- ziomem energetycznym metabolizmu.
dechowych w scistym znaczeniu (Ki), wartoéci Q0, QE°Yietrze fermentaciji
lecz jest warto$cig przyblizong, duzo i A  sa zmierzone; poziom energe-
wiekszg. Procesy metaboliczne zwig- tyczny jest obliczony, zaktadajac, ze
. . ] : Ka = 0,0446 pumoli P/mg suchej ma-
zane z tg syntezg odbywaja sie ciggle sy/godz.
i zuzywaja energie. Krzywa regresji,
ktéra pomogta nam oznaczy¢ K'i (rys. 6) wskazuje tylko na to, ze in-
tensywnos¢ tych proces6w jest proporcjonalna do szybkosci adaptacji
procesow oddechowych. Dodajmy jeszcze, ze warto$¢ 0,3 jest wartoscia
troche za wysoka, jesSli chodzi o statg K\, gdyz doswiadczenia zostaty
wykonane na komdrkach, ktére nie zostaty catkowicie ,,natadowane po-
nownie” materiatami budulcowymi potrzebnymi do adaptacji.
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Materiaty budulcowe potrzebne do adaptacji

Opisane dotychczas doswiadczenia zostaty wykonane na komorkach,
ktére potrafig tworzyé enzymy oddechowe w nieobecnosci zewnatrzpo-
chodnego zrodta azotu, dajgcego sie asymilowac. Te ,dajgce sie zaadapto-
wacé” komdrki pochodzity z stacjonarnej fazy hodowli w warunkach
beztlenowych. Zdolno$¢ adaptacji proceséw oddechowych zmienia sie
bardzo w czasie wzrostu bez tlenu. Jest ona praktycznie réwna zeru
wsrdd komorek pobranych w fazie logarytmicznej wzrostu ze Srodowiska,
zawierajgcego NH+4 jako Zzrodto azotu. Wiadomo, ze drozdze zawierajg
znaczny S$rédkomorkowy zapas wolnych aminokwasow (51). Wiadomo
réwniez, ze wolne aminokwasy grajg powazng role w bhiosyntezie biatek
(40, 52, 53). Moznaby wiec sadzi¢, ze brak zdolno$ci adaptacyjnej w pro-
cesach oddechowych komdrek w warunkach beztlenowych, pochodzacych
z fazy logarytmicznej, mozna przypisa¢ nieobecnoS$ci tego zapasu.

Doswiadczenie, przedstawione na rys. 7 wykazuje, ze tak jest
w istocie. Drozdze, pochodzace z fazy logarytmicznej wzrostu w wa-

Rys. 7. Wplyw wstepnego dziatania w warunkach beztlenowych hydrolizatu ka-
zeiny na zdolno$¢ adaptacji proceséw oddechowych. Adaptacja w stezeniu gluko-
zy 0.015M.

runkach beztlenowych inkubuje sie réwniez w warunkach beztleno-
wych w obecnosci hydrolizatu kazeiny. Pobiera sie prdbki, ktére po
umyciu, sg przewietrzane w buforze z dodatkiem glukozy.

Poczatkowe postepowanie w nieobecnosci tlenu nie zmienia poczatko-
wej zawartosci enzymow oddechowych, ktéra pozostaje réwna zeru.
Przeciwnie, szybko$¢ adaptacji rosnie (rys. 7A). Przebieg zdolnosci
adaptacji procesow oddechowych w czasie poczatkowego postepowania
jest nie jednakowy (rys. 7B). Rozrdznia sie tutaj faze poczatkowg szybka,
po ktérej nastepuje faza bardziej powolna. Pierwsza zachodzi wtedy, gdy
nie ma podziatu komdrkowego, podczas gdy w czasie drugiej fazy komor-
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ki zaczynajg sie dzielic. Mozna, oczywiscie sadzi¢, ze faza pierwsza od-
powiada uzupetnieniu wolnych aminokwaséw, a w drugiej fazie jako
materiat budulcowy stuzg zwigzki bardziej zlozone. Nalezy zanotowac,
ze amoniak jest tu bez wptywu, natomiast mieszanina 15 aminokwaséw
zastepuje dos¢ dobrze hydrolizat kazeiny. Jest jasne, ze taki uktad po-
zwala na szczegétowe badanie aminokwaséw potrzebnych do adaptacji
0g6lnych proceséw oddechowych i do biosyntezy poszczeg6lnych hemo-
proteidow.

Efekt przeciwny efektowi Pasteura

e Ponizsze wyniki sg dobrym przyktadem wzajemnego dziatania miedzy
metabolizmem proces6w fermentacyjnych i oddechowych. Wspéiza-
wodnictwo tyczy sie irozwoju uktadu hemoproteidowego i metabolizmu
materiatow budulcowych dla tego uktadu.

Od czasu prac Meyerhofa (6) w ciggu dwudziestu lat efekt
Pasteura stanowit jeden z gtownych probleméw biochemii. Nie teie
tutaj omawiat jego mechanizmu, ani nawet jego definicji. Wystarczy
powiedzie¢, ze niezaleznie od znaczenia, jakie im sie przypisuje/polega
on na zahamowaniu fermentacji przez oddychanie (54—56). Ta zaleznos$¢
zawsze byla rozpatrywana jako zalezno$é jednokierunkowa. Wsrdd setek
prac, ktére omawiaje efekt Pasteura, znam tylko dwie (57, 58), w kto-
rych mowa jest o odwrotnej zaleznosSci. Zobaczymy, ze fermentacja nie
hamuje lub hamuje w matym stopniu oddychanie. Przeciwnie hamuje
ona adaptacje procesow oddechowych.

WidzieliSmy, jak fermentacja w warunkach tlenowych przyspiesza
szybko$¢ adaptacji procesow oddechowych, dostarczajgc im energii.
Z réwnania (1) mozna obliczy¢, ze aby zapewnié¢ drozdzom, ktdre maja
poczatkowo Qo2 = 10, maksymalng szybkos$¢ adaptacji (Ao, = 30), trze-
ba, aby QP°wietrze ferm. byto poczgtkowo réwne 150

0.224 x 10 , 0.0446 x 150
3°= 03 4+ - 03-------
Inaczej moéwigc warto$¢ QP°wietrze ferm. = 150 jest warto$cig niezbedna,
wystarczajgcg na to, by pozwoli¢ na rozpoczecie adaptacji proceséw od-
dechowych z maksymalng szybkoscia.

Przypusémy, ze fermentacja o wiekszej intensywnos$ci bedzie miata
dziatanie hamujace, i ze szybko$é adaptacji proceséw oddechowych
bedzie odwrotnie proporcjonalna do nadmiaru fermentacji. Wtedy dla
QP°wietrzeferm. wiekszej od 150 bedzie mozna napisaé nastepujaca
zalezno$c¢:

150 .
Ao, = 30 Q N ”p°wietrze ferm.
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Szybkos$¢é fermentacji jest funkcjg stezenia glukozy. Dla drozdzy mozna
osiggna¢ stan pét-nasycenia przy stezeniu glukozy od 8 — 11 X 10~3 M,
a warto$ci Qco2 odpowiadajg zaleznosci Henr i-Michaelis-Menten
(59, 18). Zmieniajac stezenie glukozy miedzy 10“3 M i 0.2M wywotuje
sie zmiane szybkosci fermentacji (ktorej najwieksza warto$¢ wynosi 380)
nie wptywajac na zmiane szybkosci oddychania. Rzeczywiscie stata
szybkosci oddychania przy stanie pot-nasycenia glukoza jest nizsza niz
5 X 10~4 M (60). Na rys. 8 przedstawiona jest szybko$¢ adaptacji pro-
cesOw oddechowych jako funkcja stezenia glukozy. Zgodnie z zaleznoscig
energetyczng (1) nalezy oczekiwaé, ze ponizej stezenia 6 X 10-3 M:

380 x 0.006
0.006 + 0.01 ~ 150

wartosci Ao, beda male¢, w miare zmniejszania sie stezenia glukozy.
Tak jest rzeczywiscie. Powyzej stezenia 6 X 10-3 M nalezy oczekiwaé
zgodnie z zaleznoScig (4), ze wartosci A0 maleja, gdy stezenie glukozy
wzrasta. Krzywa teoretyczna odpowiada w sposdb zadawalajacy wynikom
doswiadczalnym. Czynnikiem okres$lajacym jest stezenie glukozy na po-
czatku adaptacji, ,a nie stosunek stezenia glukozy do ilosci komérek.
Nietylko rownanie (4) jest w ten sposdb sprawdzone, ale jednocze$nie
otrzymuje sie potwierdzenie doswiadczalne bez wzgledu na zalezno$¢ (1),
z ktérej rownanie (4) zostalo otrzymane.

Hamowanie, w przypadku nadmiaru produktéw fermentacji, tyczy
przede wszystkim szybkosci adaptacji procesow oddechowych. Qo, o0sigga
w siédmej godzinie wartosci 70 + 10 zamiast 150 + 10. Krzywa
adaptacji w tym czasie zamiast by¢ linig prosta, jak w przypadku gluko-
zy o stezeniu 0.007M (rys. 1) przypomina przy stezeniu glukozy 0.2M
hyperbole prostokatng, gdzie szybko$¢ adaptacji szybko spada. Ekstra-
polacja do nieskoriczonosci tej hyperboli daje wartos¢ Qo2 bliskg 150.
Biosynteza poszczegdlnych hemoproteidow jest niejednakowo hamowa-
na. Nadmierna fermentacja opdZnia przedewszystkim tworzenie redukta-
zy bursztynowo-cytochromowej (c), w sposéb umiarkowany wplywa na
tworzenie sie reduktazy mlekowo-cytochromowej (c) oraz cytochromu ¢,
a biosynteza oksydazy cytochromu c jest stosunkowo mato wrazliwa.

Niezaleznie od szczegdétéw medhanizmu biosyntezy, gtdwnym skutkiem
hamowania w czasie fermentacji jest zatrzymanie efektu Pasteura.
Wyda to sie truizmem, ale efekt Pasteura, ktory polega na zmniej-
szeniu szybkosci fermentacji przez metabolizm proceséw oddechowych,
jest mozliwy tylko w obecnosci tych ostatnich, a wiec w obecnosci hemo-
proteidow (18). Zwalniajac biosynteze enzyméw oddechowych, metabo-
lizm beztlenowy koliduje z ustaleniem sie metabolizmu oddechowego,
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ktéry hamuje fermentacje. | to jest efektem, przeciwnym efektowi
Pasteura.

Najbardziej zdumiewajgcym faktem jest mata zdolno$¢ przystosowa-
nia sie metabolizmu drozdzy. Ogélny system, regulujagcy skiada sie
z trzech wspétzaleznych uktadéw:

— uklad Pasteur a-Meyerhofa,

(Oco6, = Qco7ietrzeferm.): Qo3= 2 do 3.
-fosforylacje, ktére pozwalaja na adaptacje procesow oddechowych
Ao02= 0.75 Qo. + 0.15 Qco”ietrZe ferm.
-fermentacja hamujaca adaptacje procesow oddechowych
Ao02= 4500 Qg°wietrzeferm.

i ztrzech statych: Q”j max. = 380, QG0 max. = 150 i A0 max. = 30.

Krytyczny stan fermentacji, ktéry dostarcza fosforylacji potrzebnych
i wystarczajagcych do maksymalnej adaptacji proceséw oddechowych
i ktory odgranicza tym samym dwie ostatnie zaleznosci jest rzedu
150X 0.0446 = 7 nM ~ P/mg. suchej masy/godzine. Wspétzawodnictwo,
0 ktdrym mowi pierwsza zalezno$¢ tyczy prawdopdobnie fosforylacji
(61—63). To samo mogtoby sie tyczy¢ efektu, przeciwnego efektowi
Pasteura, w przypadku, gdzie nadmierna fermentacja powoduje spa-
dek nieorganicznego fosforu lub akceptoréow fosforandw jak ADP. Pew-
nym jest natomiast wzajemny wptyw miedzy hamowaniem, spowodowa-
nym nadmierng fermentacjg i iloscia aminokwaséw. W rzeczywistosci
komorki, ,natadowane” catkowicie hydrolizatem kazeiny sg o wiele mniej
czute na hamowanie, niz komorki, natadowane tylko czesSciowo (tabl. 2).

Mozliwe, ze hamowanie adaptacji procesow oddechowych moze stu-
zy€, jako wytlumaczenie 'kilku obserwacji z ktérych niektére sg juz
do$¢ znane. Tiumaczy ono zmniejszenie sie zuzycia O2 przez dodatek,
glukozy do drozdzy piwnych (ktére sie adaptujg) i brak tego zmniejsze-
nia w przypadku drozdzy (piekarniczych, juz zadaptowanych (57). Wia-
domo- réwniez, ze drozdze, w miare wzrostu w warunkach tlenowych
w obecnosci duzych stezen glukozy, rozktadajg jg prawie catkowicie do
alkoholu (64, 65), ich oddychanie jest stabe (64, 66), a zawartosé cyto-
chroméw zmniejszona. Oddychanie (2, 6, 66) i zawarto$¢ cytochromoéow
(66, 67), zwiekszaja sie pod koniec wzrostu. A wiec w przypadku drozdzy
w stadium rozmnazania réwnie wazne jak dziatanie jest tworzenie en-
zymdw oddechowych. WidzieliSmy, ze tworzenie to jest hamowane przez
duze stezenie glukozy, co pozwala, jak mi sie wydaje, na zorientowanie
sie w tych obserwacjach.
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Biosynteza duzej ilosci enzyméw u réznych mikroorganizméw jest ha-
mowana przez glukoze -(69). To hamowanie tworzy podstawe zjawiska,
nazwanego przez Monod ,diauxie” (68). Jest matlo prawdopodqgbne,
ze ten sam mechanizm dziata we wszystkich przypadkach. Nalezy pa-
mieta¢ jednak o przypadku adaptacji proceséw oddechowych u drozdzy,
a takze o przyktadzie hamowania, wywotanego przez metabolizm zbyt
intensywny w stosunku do zapotrzebowan energetycznych biosyntez.

Okresy adaptacji proceséw oddechowych

Szybkos$¢ adaptacji procesow oddechowych jest wartoScig statg pra-
wie przez caly czas jej trwania (rys. 1). Mozna bytoby uwazaé te krzywa
za wyraz takiego procesu, ktdry w kazdym momencie swego trwania jest
podobny do siebie. Mozna jednak wydzieli¢ rézne okresy w czasie
powstawania hemoproteidow oddechowych.

Okres krytyczny

Gdy adaptacja procesow oddechowych jest ograniczona przez po-
ziom energetyczny, czy to bedzie w przypadku hodowli drozdzy z do-
datkiem alkoholu (rys. 4B), czy tez w przypadku podwojnej adaptacji
(rys. 5), wzrost Q0 staje sie wzrostem liniowym poczawszy od pewnego
momentu. Moment ten moze natychmiast nastgpi¢ po rozpoczeciu prze-
wietrzania (rys. 4B, rys. 5 maltoza), lub tez moze by¢ oddalony od nie-
go o kilka godzin (rys. 5, galaktoza), lub tez wktad energii zwieksza sie
w miare postepu adaptacji. Nalezatoby zatym oczekiwaé, ze szybkos¢
adaptacji bedzie wzrastata od chwili pobudzenia, a nie pozostanie war-
toscig statg. Caly proces przebiega jednak tak, jakby zwiekszenie ilosSci
energii, uwolnionej p6zniej w momencie odszczepienia byto niedosta-
teczne.

Gdy adaptacja procesow oddechowych jest ograniczona przez wyjscio-
wa ilo$¢ materiatu budulcowego, zwiekszenie QO jest réwniez state
(rys. 7A). Nie mamy dowodu zmniejszania sig¢ ilosci aminokwasow w przy-
padku biosyntezy hemoproteidow. Wiemy jednak, ze ilo$¢ zmniejsza sie
w miare indukcji maltozymazy (40). Moznaby wiec sadzi¢, ze szybkos$é
adaptacji zmniejsza sie¢ w miare tworzenia enzymdéw oddechowych. Otéz
tak nie jest.

Poczatkowa za bardzo intensywna fermentacja hamuje adaptacje pro-
ces6w oddechowych. Hamowanie jest nieodwracalne, gdyz pézniejsze
zmniejszenie QP"wietrze ferm. nie zwieksza szybkosci tworzenia hemo-
proteidbw To zmniejszenie mozna wykonaé dwoma sposobami z tym
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samym wynikiem: albo zmniejszajgc np. w godzing po rozpoczeciu
adaptacji stezenie glukozy, albo tez zmniejszenie to zachodzi spontanicz-
nie jako skutek wystgpienia w czasie adaptacji efektu Pasteur a-
Meyerhofa. Nalezy zaznaczyé, ze ten efekt ujawnia sie znacznym
op6znieniem w stosunku do wzrostu QO .

Mamy wiec, jak sie zdaje, prawo wnioskowaé, ze na poczatku po-
wstania hemoprOteidéw istnieje ,okres krytyczny”. Trwa on mniej niz
1 godz., a wiec mniej od 1U trwania
adaptacji procesow oddechowych.
W ciggu tego Kkrytycznego okresu
szybkos$¢, z ktorg enzymy oddecho-
we utworzg sie pozniej jest okreSlona
wspoétdziataniem miedzy wkladem
energii a dostepnym budulcem. Ku- Sj
szacg myslag jest uwazaC ten okres
za okres indukcji przez O2 biosynte- 0001 (g 001 ol 02

- e Qae a
zy hemoproidow, analogicznie do stezenie oluknuj (M)
utajonej fazy innych indukowanych  Rrys 8. szybkos¢ adaptacji proce-

biosyntez enzymoéw (70). sow oddechowych jako funkcja po-
. . . , czatkowego stezenia glukozy. Krzy-
Mimo to, ze adaptacja procesOw  wa teoretyczna jest obliczona w/g

5 30

20

oddechowych zachodzi w pewnej rownania (4a)
mierze nieodwracalnie, poczawszy Ac 2= 1o 20 (%fQ]O'Ol)

od okresu krytycznego, ta nieodwra-

calno$¢ nie jest catkowita. Brak induktora (O2) oraz zwigzki analogiczne
aminokwaséw hamujg adoptacje. Hamuje jg réwniez dodatek glukozy,
ktéry powoduje nadmierng fermentacje (rys. 9)

Adaptacja w obecnosci glukozy

0,015 M 0,015nastepnie 0,t5M

' 0

0 4 8 o 4
Czas (godz)

Rys. 9. Efekt, przeciwny efektowi Pasteura, wywotany na poczatku i w po-

towie adaptacji procesow oddechowych. Strzatlki wskazujg na moment dodania

glukozy w stezeniu 0.15M. Linia ciagta — oddychanie; linia przerywana — fer-
mentacja.
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Po nagtym zatrzymaniu sie na okres okoto godziny adaptacja zaczyna
sie na nowo. Wazng rzeczg, ktorg nalezy zanotowac, jest fakt, ze nieza-
leznie od wystgpienia miedzy O a 4 godzing efektu przeciwnego efektowi
Pasteura, poziom adaptacji po 10 godz. jest zawsze taki sam. Jak
zobaczymy podobne zjawisko zachodzi w przypadku benzimidazolu.

Tablica 2
Intensywno$¢ efektu przeciwnego efektowi Pasteura
jako funkcja ponownego natadowania aminokwasami
Czas trwania wstepnego Adaptacja proceséw oddechowych
postepowania w warunkach . fof
beztlenowych z dodatkiem  QPOWietrze fefm A  Hamowanie (%)
hydrolizatu kazeiny (min)

45 161 30.3 -
276 16.4 46
368 10.3 66
210 180 345 -
265 29.2 15
381 22.7 34

Benzimidazol hamuje adaptacje procesé6w oddechowych. Inhibitor,
zaabsorbowany przez komorke, moze by¢ usuniety prawie natychmiast
przez zwyktg zmiane pH poza komoérka. W wyniku tego tylko czasteczka
natadowana przenika do drozdzy (71,72). Sposob dziatania benzimidazolu
nie jest znany. Jego dziatanie na asymilacje glukozydéw jest podobne
do dziatania 2,4-dwunitrofenolu i NaNa(72). Wyniki, wedtug ktdrych
dziatatby on jako antymetabolit puryn (73) nalezy najprawdopodobniej
przypisaC artefaktom (74). Gdy usuwa sie benzimidazol, adaptacja roz-
poczyna sie na nowo (rys. 10).

Tymczasem adaptacja, tak odnowiona, zachodzi z poczatkowg szyb-
kosScig szybszg niz szybko$¢ poczatkowa doswiadczenia kontrolnego.
Nagromadzit sie zatem czynnik przyspieszajacy biosynteze w czasie gdy
tworzenie hemoproteidow zostato zahamowane. Ten czynnik posiada
wiasciwosci, ktore dajg wartosci A0 wieksze niz 30 w obecnos$ci bardzo
intensywnej fermentacji. Inaczej mowiac, znieczula komorki chwilowo
na dziatanie efektu przeciwnego efektowi Pasteura. Niemniej war-
ros¢ Q0 ostatecznie osiggnieta jest zawsze taka sama. Nie zalezy ona od
poprzedniego przebiegu adaptacji, ani od zniesienia hamowania wywo-
tanego benzimidazolem.

Obecnie trudno jest zinterpretowaé cato$¢ tych wynikéw. Mozliwe,
ze mamy do czynienia tutaj z istotnym zagadnieniem tworzenia hemo-
proteidow, z zagadnieniem uktadu tworzacego enzymy oddechowe. Zmia-
ny takie jakie wida¢ na rys. 9 i 10 sg chyba tylko zmianami i odtworze-
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niem ,uktadu organizujgcego” biosyntezy hemoproteidéow (48,70), ktoérego
Sredni okres trwania odpowiadatby czasowi, trwania okresu krytycznego
i czasowi trwania hamowania poprzez wspétzawodnictwo z fermentacjg.

Rys. 10. Chwilowe przyspieszanie szybkosci adaptacji po usunieciu hamowania,
wywotanego przez benzimidazol. Adaptacja przy stezeniu glukozy 0.17M. W obec-
nosci benzimidazolu — koétka czarne; w nieobecnosci benzimidazolu — kétka biate.

Wiadomo jaka jest prawdopodobnie rola nukleotydéw w syntezie bia-
tek (74). Ciekawg rzeczg bedzie stwierdzenie, ze pochodne puryn lub
pirymidyn (2,6 dwuaminopuryna, azopuryny, 6-metylo uracyl, 5-bromo-
uracyl, dwuazouracyl, 2-<tiouracyl) nie majg zadnego wptywu na nor-

Tablica 3
Hamowanie adaptacji proceséw oddechowych wywotane
przez 2,6-dwuaminopuryne

Drozdze Adaptacja Qo2 Hamovv_éme
po 0 godz. po 7 godz. adaptacji(%)
A kontrola <5 775 —
+ DAP 35 mM w 80.1 0
B kontrola . 36.5 —
+ DAP 35 mM » 19.8 46 — 53
+ DAP 35 mM
-f-adenina 3.3 mM - 35.6 2—3
C kontrola " 15.8 —
+ DAP 35 mM 5.5 65 — 95
-j-DAP 14 mM @ 115 27 — 40

malng adaptacje procesow oddechowych. Przeciwnie, posiadajg wydatne
dziatanie wtedy, gdy rozwo6j hemoproteidéw zostat zaktdcony podczas
okresu krytycznego (tabl. 3). Nukleotydy grajg zatem prawdopodobnie
role w organizacji biosyntezy hemoproteidow.
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OKkres dziedziczny

Adaptacja proceséow oddechowych jako cato$¢ nie jest zjawiskiem
dziedzicznym. Gdy drozdze rosng w nieobecno$ci O2 biosynteza hemo-
proteidow oddechowych nie zachodzi, lecz zdolno$¢ do wykonania tej
syntezy jest zachowana nawet po kilku setkach pokolen komorek.

Badania Ephrussiego i jego wspotpracownikéw (75) wykazaty,
ze akrydyny powoduja u drozdzy swoista mutacje. Polega ona na utracie
lub odmianie czynnika cytoplazmatycznego ,samoodtwarzalnego”, odpo-
wiedzialnego za przekazywanie drogg dziedziczenia niektorych hemopro-
teiddw (oksydaza cytochromowa, reduktaza bursztynowo-cytochromo-
wa (c), reduktaza DPNH-cytrochomowa (c) (18). Przeciwnie, czynnik ten
nie jest odpowiedzialny za przekazywanie droga dziedziczenia innych
enzymdw oddechowych jak cytochrom c, reduktaza mlekowo-cytochro-
mowa (c), katalaza, peroksydaza cytochromu c¢ (18, 22, 23). Jedynie akry-
dyny, ktdre indukuja mutacje (76) powstrzymuja adaptacje procesow
oddechowych, blokujagc wybiérczo biosynteze oksydazy cytrochromu c,
(19). Nie naruszajg one czynnosci tego enzymu. Hamowanie adaptacji
poprzedza indukowanie mutacji. Mozna catkowicie znie$¢ biosynteze
oksydazy cytochromu ¢, a nie zjawig sie mutanty. Kilka godzin p6Zniej,
wiekszos¢ komorek podlega mutacji i traci na zawsze zdolno$¢ tworzenia
tego hemoproteidu. Istnieje wiec okres lub reakcja wspdlna dla rozwoju
niedziedziczonego i dla przekazywania droga dziedziczenia enzyméw od-
dechowych.

Badanie adaptacji proceséw oddechowych u drozdzy pozwolito na
podjecie pewnej ilosci zagadnien tyczacych utlenian komdrkowych, ener-
getyki metabolizmu w warunkach tlenowych i beztlenowych, regulacji
miedzykomérkowej, biosyntezy biatek i dziedzicznosci komorkowej.
Tworzenie hemoproteidow indukowanych przez Oo wydaje sie procesem
.-réwnie ztozonym, jak .powstawanie wirusa lub wzrost komorki. Niemniej,
niektére zaleznosci mozna poda¢ w dos¢ prostej formie.
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AKTUALNOSCI BIOCHEMICZNE=

WLODZIMIERZ OSTROWSKI

Wyjasnienie budowy witaminu Bi2

Od chwili ikiedy wykazano, ze z zewnatrzpochodnym czynnikiem
krwiotworczym jest jaki$ zwiagzek chemiczny zawarty w watrobie (1),
rozpoczeto rozlegte badania majgce na celu wyosobnienie tej substancji
w czystym stanie. Najpowazniejszg trudnoscig na jakg napotykaty wszel-
kie wysitki w tej dziedzinie byt brak wygodnej i prostej préby biolo-
gicznej pozwalajacej wykrywacé i oznaczaé iloSciowo zawarto$¢ czynnika
krwiotworczego w poszczegdlnych preparatach. Z reguty postugiwano sie
oceng efektu leczniczego badanych (preparatow w przypadkach klinicznej
niedokrwistosci, a wiec stosowano postepowanie nienadajace sie do badan
szybkich i masowych. Mimo tych trudnosci juz w r. 1945 Emery
i Hurran (2) o'trzymali z watroby preparat doprowadzajacy do efek-
tdw leczniczych w dawce ok. 55 mg, a w rok pdzniej Emery i Par-
ker (3) otrzymali produkt szesciokrotnie czystszy. Dzi§ wiemy, ze pre-
paraty te zawieraty zaledwie ok. I°/o biologicznie czynnej substancji.

Na nowe tory pchnety badania nad z zewngatrzpochodnym czynnikiem
krwiotworczym obserwacje dokonane w r. 1947 przez Shorb (4). Oka-
zato sie, ze dwa szczepy drobnoustrojow fermentacji kwasu mlekowego:
Lactobacillus lactis Dorner i Lactobacillus leichmanii wymagajg czyn-
nika krwiotwdérczego zawartego w wyciggach watrobowych do normal-
nego wzrostu. Fakt ten pozwolit na opracowanie dogodnych i szybkich
testow mikrobiologicznych, ktére do dzi$§ dnia sg stosowane na szerokg
skale dla wykrywania i iloSciowego oznaczania czynnika krwiotwdrczego.
Z czasem okazato sie, ze wymienione powyzej drobnoustroje, jak réwniez
w tym samym celu uzywany mutant E. coli (5), reagujg na obecnos¢

*) Redakcja ,,Postepéw“ wprowadza stata rubryke pod powyzszym tytutem.
Na tamach tej rubryki omawia¢ bedziemy krétko najwybitniejsze nowe osiagniecia
biochemii Swiatowej oraz bedziemy powiadamia¢ naszych czytelnikéw o sprawach
organizacyjnych biochemii polskiej i Swiatowej.

Jako pierwszy temat wybraliSmy fakt wyjasnienia budowy witaminu BI2
przedstawiony w pieknym artykule A. W. Johnsona i A Todda w czaso-
piSmie ,,Endeavour® nr 57, str. 29, 1956. Na prosbe redakcji dr W+ OstrowsKki
referuje ponizej ten artykut z wiasnymi uzupetnieniami. Dr Ostrowski pracuje
od Kkilku lat pod kierunkiem prof. Skarzynskiego nad kompleksem biatko-
wym witaminu B12. (Przyp. Red.)

& [515]
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czynnika krwiotwdrczego nie zupetnie swoiscie. Totez w latach ostatnich
coraz rozleglejsze zastosowanie w probach mikrobiologicznych stuzgcych
do oznaczania czynnika krwiotworczego, znajdujg glony Euglena graci-
lis (6) i Ochromonas melhamensis (7), dla ktdrych czynnik krwiotwdérczy
jako substancja wzrostowa nie daje sie zastgpi¢ jakimkolwiek innym
czynnikiem.

Czynnik przeciwanemiczny znany dzi$ jako witamin Bi2, zostal wy-
osobniony w krystalicznej postaci w r. 1948 réwnocze$nie i niezaleznie

Rys. 1 Widmo absorpcyjne witaminu Biu w roz-
tworze wodnym (13).

przez dwie grupy badaczy: Folkersa i wspoOtprac. (8) z laboratorium
Mercka w USA i Lester Smitha i wspotprac. (9, 10) z Glaxo Labo-
ratories w Anglii. TrudnoS$ci przy izolowaniu witaminu Bi2 z wyciggow
watrobowych byly przyczyng poszukiwania nowych Zzrédet naturalnych
tego czynnika. Badania wykazaty, ze biosynteza Bi2 ma miejsce tylko
u mikroorganizmow zyjacych w glebie, w wodzie i przewodzie pokar-
mowym. SzczegOlnie dogodnym zrédiem okazaty sie drobnoustroje uzy-
wane do produkcji antybiotykéw, a zwlaszcza liczne szczepy Strepto-
myces (11). Dzi$ najpospolitszg metodg produkcji B12 na skale przemy-
stowg jest wykorzystanie tugéw pofermentacyjnych pozostajacych jako
produkt odpadkowy po wydzieleniu antybiotykéw. Ostatnio jako cenne
Zzrodto Bi2 wykorzystuje sie rowniez odpowiednio przerobione odptywy
Sciekowe w ktérych zyjg liczne mikroorganizmy syntetyzujgce oraz kon-
centrujgce witamin (12). Wydzielenie B]2 z tych réznych zrddet polega
na ekstrakcji przy pomocy réznych rozpuszczalnikéw jak alkohol benzy-
lowy, fenol, butanol, a nastepnie adsorpcji na zelu krzemionkowym lub
tlenku glinu. Dla dalszego zageszczenia wykorzystuje sie chromatografie
oraz krystalizacje z wodnego' acetonu lub gorgcej wody.
Ciemno-czerwone uwodnione krysztaty witaminu Bi2 przy analizie
elementarnej dajg sumaryczny wz6r: C63H90014N14PC0. W wodnych
roztworach zwigzek ten jest optycznie czynny o skrecalnosci wilasciwej
[a]e48 = 110° *= 10°. Krysztaly podgrzewane przy 210° czernieja, od
300 — 320 rozptywaja sie. Witamin Bi2 jest bardziej trwaty w roz-
tworach o pH kwasnym i najbardziej trwaty jest przy pH 45 — 5.0 nie
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tracgc aktywnos$ci przy ogrzaniu w 100°. Badania magnetometoryczne
wykazaty, ze B12 jest diamagnetyczny i kobalt znajduje sie na trzecim
stopniu utlenienia. Jest interesujgcym, ze poza grupg witaminu Bi2 nie
znaleziono dotychczas w przyrodzie zwigzkOw organicznych zawieraja-
cych kobalt. Widmo absorpcyjne wodnego roztworu witaminu w Swietle
pozafiotkowym posiada charakterystyczne maksima przylgfﬂ, 361 i 550 rmi
z odpowiadajacymi im wsp6tczynnikami ekstynkcji: Eicm = 115, 204
i 63 (por. rys. 1). Widmo absorpcyjne nie zmienia sie w bardzo szerokich
granicach pH. Rowniez w podczerwieni witamin Bi2 posiada charaktery-
styczne widmo, ktoére przedstawia rys. 2. Na drodze analizy chemicznej
wykazano, ze Bi2 posiada grupe CN zwigzang koordynacyjnie z kobaltem,
przy czym grupa ta moze by¢ zastgpiona innymi ugrupowaniami bez
wiekszych trudnosci. Otrzymuje sie w ten spos6b szereg pochodnych Bi2

Rys. 2. Widmo witaminu B12 w S$wietle podczerwonym (14).

czyli tzw. kobalamin; witasciwy witamin w tej nomenklaturze nazywa
sie cyjanokobalaming (patrz dalej).

Dalsze badania nad strukturg czasteczki witaminu B12 polegaly na
stopniowej hydrolizie przy pomocy kwas6w i zasad oraz identyfikacji
produktéw hydrolizy. Przez ogrzewanie witaminu w 150° ze stezonym
HC1 otrzymano 6 czasteczek NH{ z czasteczki witaminu, kwas fosforowy,
czerwony produkt zawierajagcy Co oraz jeszcze dwa produkty, ktérych
obecno$¢ mozna byto wykaza¢ chromatograficznie. Jednym z tych pro-
duktow barwigcym sie ninhydryng okazat sie Dg-l-amino-2-propanol.
Drugi produkt zidentyfikowano w S$wietle pozafiotkowym jako 5:6-dwu-
metylobenzimidazol. Przez zastosowanie tagodnych warunkéw hydrolizy
otrzymano z Bi2 dwie pochodne, nazwane zwigzkami a i 3 ktorymi byty
N-podstawne 5:6-dwumetylobenzimidazolu. Zwiazek a zidentyfikowano
jako N-a-D-rybofuranozydo-3-fosforan 5:6-dwumetylobenzimidazolu, na-
tomiast zwigzek @ rozni sie tylko brakiem kwasu fosforowego od zwigz-
ku a. Przebieg i produkty hydrolizy przedstawia wzoér 1

Nalezy zaznaczy¢, ze witamin Bi2 nalezy do a-N-glikozydéw a nie
do @ jak pozostate rybozydy wystepujace w przyrodzie, np. kwasy
nukleinowe.

Na podstawie analizy widma absorpcyjnego dwucyjanowego kompleksu
witaminu ustalono, ze drugi atom azotu pierScienia benzimidazolu jest
zwigzany koordynacyjnie z resztg czasteczki witaminu poprzez kobalt.
Zebranie powyzszych danych uzyskanych w wyniku prac grupy F o 1-
kersa (15, Todda (16) i Armitage (17) pozwolito na ustalenie
czesciowej struktury witaminu Bi2 ktdrg przedstawia wzér 2.
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Stosujac zmudne zabiegi chemiczne stwierdzono, ze amoniak wydzie-
lajagcy sie w czasie kwasnej hydrolizy witaminu, pochodzi z pierwszo-
rzedowych grup amidowych. Zywicowaty produkt powstajagcy w czasie
hydrolizy Bi2 okazat sie mieszaning substancji o charakterze kwasnym,

produkt oc h O CH20H

N'T

OH O OH
P=0
6NHC|H'CW \ voh
Sk
20

h,ca ™/ s*N
6N HC 100°

H y°v CH20H

OH OH

XH
H ,c U |§|/
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ktére posiadaty jedng do siedmiu grup karboksylowych. Armitage
i wspotprac. (17) przez zastosowanie elektroforezy bibutowej rozdzielili
te produkty stwierdzajac, ze wszystkie te zwigzki byty pochodnymi kar-
boksylowymi tzw. czynnika B, otrzymywanego z ;12 po odszczepieniu
nukleotydu. Jeden z tych kwaséw, mianowicie tzw. kwas szeSciokarbo-
ksylowy otrzymano w stanie krystalicznym, wydzielajac go z mieszaniny
innych kwaséw przy pomocy chromatografii jonowymiennej (16). Byto
to olbrzymie osiggniecie, gdyz krystaliczny produkt mogt by¢ poddany
badaniom rentgenograficznym ktére w gtéwnej mierze daty rozwigzanie
struktury czasteczki Bi2. Sam czynnik B powstajgcy jako produkt hydro-
lizy Bi2, otrzymuje sie rowniez z katu przezuwaczy oraz z ptynow fer-
mentacyjnych przy produkcji abtybiotykéw.

Réwnoczes$nie grupa badaczy amerykanskich (18), przez utlenienie
czynnika B chromianem sodu w s$rodowisku kwasu octowego, otrzymata

h3
........... CHCHjCH,COOH
H,C'
CO -CO
H
Wzor 3

produkt, ktédry okazat sie imidem kwasu bursztynowego (wzo6r 3). Na-
suneto to mysl, ze kwas szeSciokarboksylowy moze sie sktada¢ z rdzeni
pyrolowych, analogicznie do uktadu porfiryny. Badania Hodgkin

Rys. 3. Zageszczenie elektronéw atoméw stanowigcych rdzei kwasu sze-
sciokarboksylowego (por. wzér 4 (20).

i wspoOtprac. (19) oparte na analizie przy pomocy promieni X doprowa-
dzity do potwierdzenia tej koncepcji i wyjasnienia og6lnej struktury
kwasu szesciokarboksylowego (por. rys. 3 i wZér 4 i 5).

W $rodku uktadu tkwi atom kobaltu. Jakkolwiek nasuwa sie tu duze
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podobienstwo do pierscienia porfiryny, to jednak gtéwng rdznicg jest

brak wigzania medinowego miedzy pierscieniami pyrolowymi A i D.
Podczas badan rentgenograficznych nad strukturg kwasu szescio-

karboksylowego stwierdzono obecno$¢ pieciocztonowego “pierscienia zbu-

dowanego na pierscieniu B wchodzagcym w sktad rdzenia kwasu $zeScio-
karboksylowego (por. wzor 5). Przy badaniu w ten sam sposéb witaminu,
nie stwierdzono cyklicznego ugrupowania co wskazywato, ze cyklizacja
ma miejsce podczas hydrolizy Bi2. Przez analize produktu w Swietle
podczerwonym ustalono, ze pier$cien dodatkowy o strukturze laktamu

CH2COOH

Wzér 5

jest utworzony przez reszte acetamidu zwigzanego z weglem @@ pierscie-
nia B i przez hydroksylacje wegla {Y tegoz pierscienia podczas hydrolizy
witaminu. Cyklizacja przy pierscieniu B zachodzi tylko podczas hydroli-
zy Bi2 w S$rodowisku zasadowym, natomiast podczas hydrolizy kwasnej
otrzymuje se kwas siedmiokarboksylowy. Podobne zjawisko cyklizacji
wskutek hydroksylacji wegli  pierScieni pyrolowych obserwuje sie row-
niez przy chlorofilu.

Cyklizacja podczas hydrolizy Bi2 zachodzi rowniez przy pierscie-
niu C na co wskazuje wyosobniony przez Kuehla i wspoétprac. (18)
lakton, po hydrolizie witaminu kwasem chromowym (wz6r 6).

W dalszym ciggu, intensywne badania oparte na analizie krystalo-
graficznej, prowadzone przez Hodgkin i wspdiprac. (20) z Oxfordu.
Trueblood i Prosena =z uniwersytetu California w Los Angeles
oraz badania przy pomocy analizy chemicznej prowadzone przez Todd a
i wspotprac, z Cambridge i Lester Smitha z Glaxo Labor. (21) do-
prowadzity <lo wyjasnienia dalszych szczegétow budowy i ustalenia wzoru
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czasteczki Bi2 (wzdr 7). Z szeSciu grup kwasowych kwasu szesciokarbo-
ksylowego, cztery naleza do reszty kwasu propionowego, dwie natomiast
do kwasu octowego. Wszystkie reszty kwasowe przytgczone sg do wegli @

uktadéw pyrolowych.

H
Wzér 6
Potozenie oSmiu grup metylowych okreSlono przy pomocy analizy
promieniami X. Dane te pozwolity na ztozenie struktury catej czgsteczki
witaminu. Aminapropanol zwigzany jest amidowo z resztg kwasu pro-

CH.CONH.

I
CH, HC CH.CONH;

H2NCOH2C CH7CH,CONH
aJ
v,CHj
HjiN COH, ( f CH3
CHjCHjCONH;j

hn co CH

HC—C

Wzoér 7

pionowego pierscienia D, natomiast kwas fosforowy tgczy ryboze z resztg
aminopropanolu. Ujemny tadunek kwasu fosforowego jest skompenso-
wany dodatnim tadunkiem atomu kobaltu, a zatem czasteczka Bi2 po-
siada charakter jonu obojniaczego.

9 Postepy Biochemii
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Jak juz wspomniano, grupa CN moze by¢ w odpowiednich warun-
kach zastgpiona innym ugrupowaniem, np. grupg hydroksylowg, resztg
azotynu, jonem chlorkowym itd. otrzymujgc caly szereg pochodnych
kobalaminy. Tablica 1 zawiera niektére pochodne kobalaminy i ich

charakterystyke.
Tablica 1

Pochodne kobalaminy (22)

Podstawiona Widmo absorpﬁﬁme

Nazwa

grupa mx A1'cm
cyjanokobalamina CN 287 115
361 204
550 63
hydroksykoba- OH 270—277 137
lamina 352.5 150
530 56
akwakobalamina h 20 — —
chlorokobalamina Cl 274—275 142
352—353 174
525—530 59
nitritokobalamina ONO 255—275 187
354 185
530 75
cyjanatokobala- OCN 272—278 139
mina 353 140
520—530 54
sulfatokobalamina HSO4 272—275 135
352 163
520—530 55

Tablica 2

Najwazniejsze analogi i pseudowitaminy B12 oraz ich aktywno$¢ biologiczna (11)

Aktywnos$¢ mikrobio ogiczna

Aktyw-
Posiadana nos$é¢ u . Ochr.
i L. leich- E E. gra-
Nazwa zwiazku zasada kregow— manii coli cilis mel-
cow ham.
Witamin B2 5:6-dwumetylo- + + + + +
(cyjanokobalamina) benzimidazol
Analog witaminu Bi2 benzimidazol +9 4+ + o+ +
(desdwumetylo B12)
Czynnik A 2-metyloadenina — + + + —
(pseudo Bii2d)
Pseudo Bi2 adenina — + + + + —
Pseudo Biz2b adenina — + P
Czynnik G
(deamino pseudo B12) hypoksantyna — + +
Czynnik H 2-metylohypo-
(deamino czynnik A) ksantyna — + +
Pseudo Bizf 2-metyloadenina — +
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Wszystkie te pochodne moga by¢ zamienione z powrotem na cyjanoko-
balamine przez podziatanie jonami cyjankowymi przy pH 10—11.

Badania nad wystepowaniem Bi2 u r6znych mikroorganizméw do-
prowadzity do wyizolowania szeregu tzw. analogéw Bi2, ktére od tego
ostatniego réznig sie budowg uktadu nukleotydowego, a witasciwie zasada
nukleotydu. Tak otrzymano czynniki, ktére zamiast 5:6-dwumetylobenzi-
midazolu zawierajg adenine, 2-metyloadenine, hypoksantyne, 2-metylo-
hypoksantyne oraz benzimidazol. Wszystkie te czynniki u zwierzat nie
posiadajg aktywnosci biologicznej wzgl. tylko nieznaczng, natomiast sa
czynnikami wzrostowymi dla licznych drobnoustrojéw. Tablica 2 zawie-
ra zebrane najwazniejsze analogi i psedowitaminy Bi2.

Niezaleznie od réznicy w budowie zasady nukleotydu, wszystkie wi-
taminy Bi2 i pseudowitaminy pozostatg cze$¢ struktury, czyli czynnik B,
posiadajg wspdliny. )
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TOM 11 1956 ZESZYT 4

Statut Miedzynarodowej Unii Biochemicznej

. Wstep

Komitet Miedzynarodowy utworzony przez | Kongres Miedzynarodowy Bio-
chemii, chcac najbardziej wydatnie przyczyni¢ si¢ do rozwoju biochemii zdecy-
dowat 1 marca 1953 r. utworzy¢ stalag organizacje, ktéra bedzie nosita nazwe
Miedzynarodowej Unii Biochemicznej.

Cele i formy dziatania Unii

1 Miedzynarodowa Unia Biochemiczna ma na celu:

a) Kontynuowa¢ organizowanie miedzynarodowych kongresow biochemii;

b) inicjowaé koordynacje miedzynarodowg w dziedzinach badan, dyskusji
i publikacji;

c) organizowac stalg wspoOiprace miedzy towarzystwami reprezentujacymi bio-
chemie w krajach bedacych cztonkami Unii;

d) wnosi¢ wktad do postepu biochemii we wszystkich aspektach miedzyna-
rodowych.

2. Dla zrealizowania tych celow Unia bedzie mogta: organizowaé komisje Ilub
inne komitety dla celow specjalnych; organizowa¢ zjazdy i kongresy; nawigzac
kontakty z innymi organizacjami naukowymi; przedsiewzigé prace w zakresie re-
dagowania i publikowania i w ogdle rozwija¢ kazdg forme dziatalnosci dla rea-
lizacji swych celow.

I. Cztonkowie

3. Miedzynarodowa Unia Biochemiczna skiada¢ sie bedzie z grupy narodo-
wych organizacji wchodzgcych w jej skiad. W kazdym Kkraju organizacjg wcho-
dzacg w skiad Unii moze by¢ Akademia Narodowa, Narodowa Rada Naukowa, lub
podobna instytucja, Towarzystwo Naukowe, lub grupa takich Towarzystw, lub
wreszcie Komitet Narodowy utworzony specjalnie dla wejécia w skiad Unii. Bez
wzgledu jednak na organizacje narodowg cztonka Unii utworzony bedzie w kazdym
kraju Narodowy Komitet Biochemii i przynalezno$¢ do Unii ratyfikowana bedzie
przez fakt, ze sktad tego Narodowego Komitetu Biochemii zostanie zakomuniko-
wany Ogo6lnemu Zebraniu Unii i przez to Ogdlne Zebranie zaakceptowany.

4. Przez ,kraj” rozumie¢ nalezy réwniez dominia, kolonie, protektoraty, lub
inne formy zaleznosci pod warunkiem, ze ich budzet naukowy bedzie wydzielony
jak roéwniez utworzona zostanie grupa niezaleznych stanowisk tworzgaca wspdlny
Narodowy Komitet Biochemiczny.

5. Zgromadzenie Og6lne skiada¢ sie bedzie z delegatéw kazdej organizacji
wchodzacej w skiad Unii. Delegaci ci zbiera¢ sie bedg przy sposobnosci kazdego

[525]
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Miedzynarodowego Kongresu Biochemii. Prezydent bedzie magt, jesli usprawiedli-
wiajg to szczegdlne okolicznosci i za zgoda Biura, zwota¢ nadzwyczajne Zebranie
Zgromadzenia Ogo6lnego. Je$li zreszta conajmniej 1/3 cztonkéw Rady zazada tego,
Prezydent bedzie zobowigzany zwota¢ nadzwyczajne zebranie Zgromadzenia Ogol-
nego.

Kazda organizacja wchodzaca w sktad Unii ptaci¢ jej bedzie roczng skitadke.
Beda dwa rodzaje cztonkéw. Organizacje wchodzace w skiad Unii z Niemiec,
ze Stanéw Zjednoczonych z Francji, ze Zjednoczonego Krodlestwa i ZSRR ptacié¢
beda roczng skltadke w wysokosci 200 dolaréow am. Organizacje te wysyta¢ beda
po 2 delegatéw na Zgromadzenie Ogolne. Organizacje innych krajow optaca¢ beda
roczng sktadke w wysokosci 100 dolaréw am. i wysyta¢ bedg ! delegata na Zgro-
madzenie Ogoblne.

6. Zgromadzenie Ogodlne bedzie miato moc podejmowania decyzji we wszystkim
co tyczy Unii wiacznie z zmianami Statutu. Zgromadzenie Ogo6lne bedzie mogto
udziela¢ petnomocnictw w poszczegdlnych sprawach Radzie i Komitetom specjal-
nym. Zmiana Statutu bedzie mogta zostaé uchwalona tylko wtedy, jesli wypowie
sie za nig 2/3 waznych gtosow. Krajom, ktorych organizacja nalezagca do Unii
ptaci sktadke roczng w wysokosci 200 dolaréw am. przystuguja 2 glosy w gtoso-
waniu, a pozostalym krajom po 1 gtosie.

IV. Rada

7. Kierowanie Miedzynarodowg Unig Biochemiczng powierzone zostanie Radzie
wybranej w sposéb podany w art. 8 § V.

V.

8. Rada sktada¢ sie bedzie najwyzej z 20 cztonkéw wybranych sposréd cztonkéw
Zgromadzenia Ogo6lnego. Cztonkowie Rady wybrani bedg odrazu na okres 6 lat.
W koncu tego okresu mandaty 5 cztonkéw Rady wygasna; kolejno$¢ wygasania man-
datow ustali, jesli zajdzie potrzeba, losowanie. Funkcja kazdego z cztonkéw Rady
nie moze trwac dtuzej niz 12 nastepujacych po sobie lat.

VI

9. Zebrania Rady odbywa¢ sie beda: (a) podczas kongreséw miedzynarodowych;
(b) w innym czasie zaleznie od decyzji Rady. Cztonkowie Rady moga gtosowac
droga korespondencyjng. Decyzje beda podejmowane wiekszoscig gtosow i beda
wazne, jesli liczba gtoséw oddanych wynosi conajmniej 2/3 liczby cztonkéw Rady.

VII.

10. Rada wybierze sposrod swoich cztonkéw Prezydenta, Skarbnika i Sekretarza
Generalnego. Prezydent bedzie mogt petni¢ swag funkcje najwyzej 6 lat. Sekretarz
Generalny i Skarbnik bedg mogli by¢ powtérnie wybierani na swe stanowiska
w czasi 12 po sobie nastepujacych lat. Po tych 12 latach nie beda oni mogli by¢
wybierani na te same stanowiska w ciggu 3 lat. Sekretarz Generalny utrzymywacé
bedzie kontakt z organizacjami — cztonkami Unii i z innymi organizacjami, ktére
nie sg cztonkami Unii.
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VIII.

11.Siedzibg oficjalng Unii bedzie miesjce zamieszkania Sekretarza Generalnego,
pod adresem ktoérego kierowana bedzie cala korespondencja tyczaca Unii.

12. Dla pokrycia wydatkéw w okresie miedzy dwoma Miedzynarodowymi Kon-
gresami Biochemii Skarbnik i Sekretarz Generalny ustala wspélnie na rok przed
datg kazdego Kongresu budzet pokrywajacy wydatki okresu dzielagcego ten Kon-
gres od nastepnego. Budzet ten zostanie przediozony Radzie, ktéra wyda wszystkie
potrzebne rozporzadzenia, aby pokry¢ wydatki okreslone w tym budzecie.

IX.

13. We wszystkich swych decyzjach Rada kierowac¢ sie bedzie tradycja wolnej
miedzynarodowej wspétpracy naukowej.

X.

14. Dla utatwienia wspétpracy z organizacjami miedzynarodowymi w innych
dziedzinach nauki Miedzynarodowa Unia Biochemiczna zwréci sie z prosbg o przy-
jecie jej w skiad Miedzynarodowej Rady Unii Naukowych.

Z dziatatnosci Miedzynarodowej Unii Biochemicznej

Drugie Zgromadzenie Ogdlne Unii

Drugie Zgromadzenie Unii odbyto sie 1 sierpnia 1955 r. w Brukseli z okazji
111 Miedzynarodowego Kongresu Biochemii. W Zgromadzeniu Ogélnym brali udziat
nastepujacy delegaci: S. Akabori (Japonia), I. Balo-Banga (Wegry), J. Cour-
tois (Francja), V. A. Engelhardt (ZSRR), A. H . Ennor (Australia), K. Felix
(Niemcy), M. Florkin (Belgia), J. Heller (Polska), O. Hoffman-Ostenhof
(Austria), K. Linderstrd m-Lang (Dania), K. Lohmann (Niemcy), S. Ochoa
(USA), R. H. ' S. Thompson (Wielka Brytania), D. L. Thompson (Kanada),
A. I. Oparin (ZSRR), R. A. Paters (Wielka Brytania), J. Roche (Francja),
A. Rossi-Fanelli (Wiochy), EE. H Stotz (USA), O. Walaas (Norwegia./,
H. G. K. Westenbrink (Holandia).

Procz delegatéw krajow nalezacych do Unii w obradach brali udziat: C. R. H a-
rington, honorowy cztonek Rady, J. Murray Luck przewodniczacgy Sekcji
chemii biologicznej Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej, C. Fro-
mageot sekretarz Sekcji chemii biologicznej Miedzynarodowej Unii Chemii Czy-
stej i Stosowanej, E. Boeri delegat Miedzynarodowej Unii Nauk Biologicznych,
K. Bernhard oraz B. C. Guha, obaj cztonkowie dawniejszego Miedzynarodowe-
go Komitetu Biochemicznego, Kktory poprzedzat istnienie Unii. Przewodniczyt
M. Florkin. Sekretarzem Generalnym Unii jest prof. R. H. S. Thompson,
ktorego adres brzmi: Department of Chemical Pathology, Guy’s Hospital Medical
School, London, S. E. 1 Skarbnikiem Unii jest prof. EE H. Stotz ze Standw
Zjednoczonych.

Oproécz szeregu spraw organizacyjnych o mniejszym znaczeniu drugie Zgroma-
dzenie Ogdlne przyjeto do Miedzynarodowej Unii Biochemicznej Polske, Wegry, Cze-
chostowacje, Kanade i Hiszpanie. Ustalono réwniez, ze IV Miedzynarodowy Kongres
Biochemii odbedzie sie w 1958 r. w Wiedniu. Postanowiono roéwniez zorganizowac
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2 sympozja: w lecie 1957 r. w Moskwie na temat ,Poczatki zycia” oraz na jesieni
tegoz roku w Japonii na temat ,Wybranych zagadnieh biochemii enzymoéw”.

*

Ostatnio Butgaria przystepuje do Miedzynarodowej Unii Biochemicznej. W But-
garii powstat Narodowy Komitet Biochemiczny w nastepujacym skiadzie: Do ssio
Bakatow, przewodniczacy, Dimite r Naszkow, sekretarz, Boris Koi-
czew, Angel Kalaidiew, Maria Stefanowa — cztonkowie. W zwigzku
z tym Butgaria zwrécita sie o przyjecie do Unii.

*

W chwili obecnej na terenie Miedzynarodowej Unii Biochemicznej rozpatrywane
jest przyjecie do Unii Komitetow Biochemicznych Chin i Portugalii. Cztonkami tych
komitetdw sg nastepujacy biochemicy: w Chinach prof. Wang- Y ing-la i, zastepca
dyrektora Instytutu Fizjologii i Biochemii Akademii Chinskiej, ktéry jest przewod-
niczacym Komitetu, prof. Wong Y u, zastepca dyrektora Instytutu Chemii Organicznej
Akademii Chinskiej, prof Lin Kuo-hao, kierownik Zaktadu Biochemii Instytutu
Nauk Medycznych, prof. Yin Hun g-h ang, zastepca dyrektora Instytutu Fizjologii
Ros$lin Akademii Chinskiej, i prof. Yang E n-fu, kierownik Zaktadu Zywienia Cen-
tralnego Instytutu Zdrowia.

W skiad portugalskiego komitetu wchodzg nastepujacy uczeni: prof. dr Joao
de Oliveira e Silva, profesor biochemii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Coimbra, prof. dr Elisio Filinto Milheiro Fernandes, profesor biochemii Wydziatu
Lekarskiego Uniwersytetu Porto, prof. dr Silverio Ferreira Gomes da Costo,
prof. biochemii na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Lizbonskiego, dr Kurt Ja-
cobson, profesor chemii na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu Lizbon-
skiego reprezentujgcy Instytut Badan Naukowych ,,Bento da Rocha Cabral”, i prof.
dr Guilherme Jorge Janz Instytutu Medycyny Tropikalnej.

Z chwilg przyjecia wymienionych wyzej narodowych komitetéw biochemicznych
Unia nasza liczy¢ bedzie 31 panstw — cztonkéw.

Il Sesja Sprawozdawcza Komitetu Biochemicznego PAN
z prac datowanych w 1955 r.

W dniach 29 i 30 maja 1956 roku odbyta sie w Warszawie IlIl Sesja Sprawo-
zdawcza Komitetu Biochemicznego, ktora objeta tym razem zaréwno placéwki do-
towane przez Komitet, jak i placowki biochemiczne wtasne Polskiej Akademii
Nauk. Kierunki badan poszczegélnych osrodkéw przedstawia sie jak nastepuje:

1 Os$rodek kierowany przez prof. dr T. Baranowskiego we Wroctawiu
ztozyt sprawozdanie z nastgepujacych prac:

1) Rozdzielanie hormonéw ptata przedniego przysadki.

2) Przygotowanie i witasciwosci biologiczne zwigzkéw analogicznych do glu-

tationu.

3) Z badan biochemicznych nad grupami krwi.

Wszystkie prace referowal osobiscie prof. Baranowski.

2. Osrodek kierowany przez prof. dr Janine Opiehnska-Blauth (Zaktad
Chemii Fizjologicznej AM w Lublinie) ztozyt sprawozdanie z nastepujgcych czte-
rech prac:
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1) Przemiana weglowodanowo-fosforowa u mykobaterii
(referowat dr M. Szymona).

2) Transaminaza asparaginowo-glutaminowa u Mycobacterium phlei
(referowat mgr E. Gasior).

3) Paskowo-krazkowa technika chromatograficzna w rozdzielaniu mieszanin ami-
nokwasowych (referowat dr T. Borkowski).

4) Nowe wskazniki przy identyfikocji aminokwaséw w chromatogramach jedno
i dwukierunkowych (referowaty prof. J. Opiensk a-Blauth, mgr H. Kowal-
ska i mgr M. Pietrusiewicz).

3. OS$rodek kierowany przez prof. B. Skarzynskiego (Zaktad Chemii Fi-
zjologicznej A. M. w Krakowie).
Przedstawit badania nad witaminem B12. we krwi. Ponadto prof. Skarzynski
omowit szerzej udzial polskiej delegacji w obradach Sympozjum w Hamburgu
poswieconego witaminowi B12.

4. Ofdrodek kierowany przez doc. dr J. Dude i doc. dr J. Pawetkiewicza
(Zaktad Mikrobiologii Wyzszej Szkoty Rolniczej w Poznaniu). Z os$rodka tego doc.
Pawetkiewicz zreferowal dwie prace:

1) Wytwarzanie wolnych porfiryn przez Propionibacterium shermanii.

2) Biosynteza witaminu B12 i analogéw witaminu B12.

5. OS$rodek kierowany przez prof. dr. W. Mozotowskiego (Zaktad Chemii
Fizjologicznej A. M. w Gdansku) przedstawit prace
1) Dalsze badania nad odwracalng hemolizg (referowat dr A. Manitius).

6. Osrodek kierowany przez doc. dr. J. Meduskiego (Pracownia Przemiany
Posredniej Zaktadu Biochemii PZH) przedstawit pie¢ prac:

1) O metodzie chemicznej oznaczania fosfolipazy C i badania nad kinetykg dzia-
fania fosfolipazy C na lecytyne jaja kurzego (referowata lek. A. Zakrzewska).

2) Wodorowanie lecytyny i Kkinetyka dziatania fosfolipazy C na lecytyne wo-
dorowang (referowat mgr. A. Zbrozyna).

3) Opis niektérych witasciwosci otrzymanego preparatu fosfolipazy C (refero-
wata mgr. D. Olkow sk a).

4) Oznaczania lecytyn w niektérych s$rodowiskach biologicznych za pomocg
fosfolipazy C (referowata mgr B. tugowsk a-Ortow sk a).

5) Zmiany zawartosci lecytyn woreczka zéttkowego zarodka jaja kurzego
w czasie rozwoju (referowata mgr. B. Lugowsk a-Ortowska).

7. OSrodek kierowany przez prof. dr. A Dmochowskiego (Zaktad Bio-
chemii Uniwersytetu to6dzkiego) zgtosit trzy prace, ktére referowali prof. Dmo-
chowski, mgr inz. E Sempinska, i lek. L. Ktyszejko:

1) Frakcjonowanie B-nukleoproteidow tusek tuszczycy, oraz wstepne badania nad
B-nukleoproteidami skéry ludzkiej.

2) llosciowe oznaczanie kwaséw nukleinowych w tuskach tuszczycy.

3) Oznaczanie krzemu w tuskach tuszczycy.

8. Zaktad Biochemii PAN, kierowany przez prof. dr. J. Hellera przedstawit
prace poszczeg6lnych pracowni:
1) Pracownia Biochemii Ewolucyjnej prof. I. Mochnackiej:
a) prof. J. Heller i mgr M. Szafranski: O wykazaniu enzymoéw
cyklu pentozowego glukozy u Mycobacterium tbc. R37V.
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b) prof. J. Heller imgr. Szarkowska: Rola tyrozynazy w metabolizmie
wilczomleczka z zastosowaniem techniki izotopowej.

c¢) mgr. Szarkowska: Reduktaza chinonowa u wilczomleczka.

d) mgr. Jezewska: Przemiana nukleotydowa w cyklu rozwojowym wil-
czomleczka.

e) prof. J. Heller i dr M Piechowska: Rola pyrofosforanéw u wil-
czomleczka.
f) prof. I. Moch na¢ka i mgr. Szafranski: Badanie cyklu pentozo-

wego w mobzgu normalnych gotebi i gotebi z awitaminozg Bi.
g) mgr. Szarkowski we wspotpracy z Pracownig Biochemii Roslin.
Wplyw bodZcowania zelazicjankiem na oddychanie kietkéw pszenicy.
2) Pracownia Bioctiemii Roélin prof. I. Reifera.
a) Maria Mozejk o-Toczko: Biosynteza alkaloidéw tubinu niebieskiego.

b) Kazimierz Toczko: Opracowanie metody ilosciowego oznaczania
pieciu gtéwnych alkaloidéw opium.
c) Kazimierz Kleczkowski: Przemiana niektérych sktadnikéw cyklu

ornitynowego u roslin.
d) Danuta Kleczkowska: Hodowla tkanek tubinu in vitro.
e) Maria Solecka: Oddychanie cytochromowe u roslin.

Wszystkie prace na Sesji Sprawozdawczej referowat prof. Heller z po-
wodu nieobecnosci w kraju prof. Reifera.
3) Pracownia Biofizyczna doc. D. Shugara:
a) Kwasy nukleinowe w roslinach.
b) Rybonukleaza: Wptyw $rodowiska i zagadnienie grup SH.
c) Struktura pochodnych ksantyny i kwasu orotowego.
Wszystkie trzy prace referowat doc. Shugar.
d) Kinetyka inaktywacji rybonukleazy (Referowata mgr. E. Gajewska).
e) Fotoliza pochodnych kwaséw nukleinowych (Referowat mgr. K Wierz-
chowski.
4) Pracownia Cytochemiczna doc. A. Szenberga:
a) Regeneracja niektérych uktadéw enzymatycznych w watrobie szczura
hepatektomii (Referowata mgr. C. Janion).

9. Zaktad Biochemii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego,
kierowany przez prof. dr. W. Niemierke. Podczas sesji sprawozdawczej najpierw
kierownik Zakladu wprowadzit w problematyke Zaktadu, a nastgpnie poszczeg6lni
pracownicy zreferowali sze$¢ prac:

1) P. Wiodawer: Rola fosfolipidbw w procesach przyswajania wosku przez
Galleria mellonella.

2) A. Przetecka: Cytochemiczne badania wystepowania fosfolipidow w jelicie
Galleria mellonella.

3) H. Zatuska: Glikogen wolny i zwigzany w rozwoju jedwabnika.

4 L. Wojtczak: Z zagadnienn lokalizacji komérkowej niektdrych enzymoéw
u Galleria mellonella.

5 M. Dydynska i I Kakol: Wolne i zwigzane nukleotydy w miesniach
zaby. (Referowata I. Kgkol)

6) . Brahms: Wolne grupy SH w czynnosci migséni.
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Konferencja o biochemii biatek

W dniach od 3 do 5 pazdziernika 1956 r. w Liblicach pod Pragag w patacu ba-
rokowym, stanowiacym obecnie wtasno$¢ Czechostowackiej Akademii Nauk, odbyta
sie z inicjatywy prof. Oriechowicza (ZSRR) konferencja, ktérej tematyka
obejmowalta:

1. Ogdlne wiasciwosci zwigzkéw biatkowych.

2. Mikrostruktura biatek.

3. Proteosynteza.

Pierwszy kierunek obrad reprezentowat gtowny wyktad prof. Oriechowicza
i koreferaty prof. Baranowskiego (Polska), prof. Strauba i prof. Deveny
(Wegry) oraz prof. Pasynskiego (ZSRR). Koreferaty przedstawiaty wspétczesny
kierunek badan nad biatkami poszczeg6lnych krajow.

Drugi kierunek badan otworzyt programowy wykiad gospodarza konferencji
prof. Sorma, sekretarza generalnego Czechostowackiej Akademii Nauk i Kie-
rownika Zaktadu Biochemii Akademii. O stanie badan nad mikrostrukturg biatek
w Zwigzku Radzieckim zamiast chorego prof. Chessina mowit dr Deborin.
Stan badan w Czechostowacji przedstawit wspotpracownik prof. 5o0rma dr Keil

Trzeci kierunek badan otworzyt wyktad programowy prof. Strauba i korefe-
raty dr Rychlika (CSR), prof. Rapoporta (NRD).

Dyskusja wniosta wiele nowego i ciekawego materiatu do kazdego z trzech
zakreséw obrad. W dyskusji nad proteosynteza zabierat m. in. gtos doc. Meduski,
referujgc prace kierowanego przez siebie os$rodka.

W wyniku obrad na oddzielnym organizacyjnym zebraniu uczestnicy konferencji
powzieli nastepujgcag rezolucje:

»Uczestnicy konferencji odbytej w Liblicach (Czechostowacja) od 3 do 5 paz-
dziernika 1956 r. z udziatem przedstawicieli Butgarii, Wegier, NRD, Polski i Zwigz-
ku Radzieckiego oraz Czechostowacji wystuchali nastepujacych referatow i prze-
dyskutowali je:

,,O stanie badan nad biatkami w odnosnych krajach i o zadaniach dalszych prac
naukowych w zakresie wyosabniania i krystalizacji biatek” (T. Baranowski —

Polska);
,»,O badaniu struktury chemicznej biatek” (W. N. Oriechowicz — ZSRR,
F. Sorm — CSR, B. Keil — CSR);

»Struktura fizyczna i fizykochemiczne wtasciwosci biatek” (A. G. Pasynskij —
ZSRR).

»Biosynteza biatek” (F. Straub — Wegry, S. Rapoport — NRD, I. Rych-
lik — CSR).

Stwierdzono przy tym co nastepuje:

Ostatnio osiggnieto cenne wyniki w badaniach nad okre$leniem struktury biatek
szczegOlnie przez powigzanie studiow mikrostruktury chemicznej ze studiami fi-
zycznej makrostruktury biatek przy uzyciu najnowszych fizykochemicznych zdoby-
czy metod badawczych oraz dzieki teoretycznemu opracowaniu wynikow.

[531]
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Znaczne postepy uczynity badania nad proteosyntezg w kierunku poznawania
tworzenia enzyméw w preparatach uszkodzonych komorek, w kierunku lokalizacji
syntezy biatek w czesSciach komorek oraz w kierunku poznawania udziatu wolnych
aminokwaséw i peptydéw w tych procesach.

W chwili obecnej nastepujace kierunki badan posiadajg najbogatsze perspek-
tywy:

a. w poznawaniu struktury biatek doktadne badanie struktury i wiasciwosci
peptydow oraz biatek niskoczasteczkowych posiadajacych swoiste, biologiczne
wiasnosci;

b. w proteosyntezie uzycie réwnoczesne metody izotopowej, wyosobniania i ana-
lizy chemicznej powstatych biatek oraz okreslanie ich biologicznych wiasciwosci.
Nalezy przy tym zwraca¢ uwage przede wszystkim na wyjasnianie roli jakg w oma-
wianych procesach graja kwasy nukleinowe.

Dla skutecznego rozwigzania tych zadan konieczne jest — zdaniem uczestnikow
konferencji — ustalenie miedzy panstwami biorgcymi w konferencji udziat Scistej
koordynacji poczynan, wzajemnego informowania i pomocy w badaniach nad biat-
kami.

W tym celu byloby pozyteczne ustanowienie patronatéw wiodgcych laborato-
riow w nastepujacych dziedzinach badan:

a) wyosobnianie i Kkrystalizacja biatek (Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii
Medycznej we Wroctawiu i instytut Chemii Biologicznej i Medycznej Akademii Nauk
Medycznych ZSRR);

b) ogélna charakterystyka biatek (Instytut Chemii Biologicznej i Medycznej Aka-
demii Nauk Medycznych ZSRR);

c) chemiczna mikrostruktura biatek (Instytut Chemiczny Czechostowackiej Aka-
demii Nauk);

d) biosynteza biatek (Instytutu Chemii Medycznej Uniwersytetu w Budapeszcie).

Zadaniem tych patronatéw bytaby pomoc przy opracowywaniu nowych metod,
organizacja pomocy technicznej i wymiana pracownikéw naukowych miedzy labo-
ratoriami zajmujgcymi sie badaniem biatek panstw biorgcych udziat w konfe-
rencji.

Konferencja aprobuje kierunki badan nad biatkami zaproponowane przez uczest-
nikéw konferencji (w zatgczeniu do niniejszej rezolucji plany badan).

Dla poprawy wzajemnego informowania o osiagnieciach konferencja zaleca wy-
dawanie biuletynu informacyjnego, ktéry powinien zawiera¢ streszczenia prac znaj-
dujacych sie w druku, krétkie doniesienia o nowych metodach i aparatach, ktore
zostaly opracowane w réznych laboratoriach a ponadto informacje o rzadkich od-
czynnikach i materiatach oraz inne wiadomosci.

Konferencja proponuje powierzy¢ wykonanie tych zadan tj. wzajemnego infor-
mowania i koordynacji Komitetowi do Spraw Biatek, ktory ma nastepujacy skiad:
Baranowski, (Polska), Keil (CSR), Oriechowicz (ZSRR), Rapoport
(NRD), Szo6renyi (Wegry), Sorm (CSR), Straub (Wegry), Engelhardt
(ZSRR)

Do udziatu w obradach Komitetu nalezy zaprosi¢ przedstawicieli organizacji
naukowych nastepujacych panstw: Albanii, Butgarii, Chin, Korei, Rumunii, Ju-
gostawii, Mongolii.

Zgromadzenie plenarne Komitetu odbywaé sie bedzie raz do roku, coraz to
w innym panstwie biorgcym udziat w konferencji. Konferencja proponuje odby¢
najblizsze zgromadzenie Komitetu na jesieni (wrzesien) 1957 r. w Budapeszcie.
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Konferencja powierza Komitetowi nastepujgce zadania:

a) opracowa¢ w ciggu 1957 r. na podstawie propozycji panstw biorgcych udziat
w konferencji plan perspektywiczny problematyki badawczej na najblizsze lata,

b) przygotowaé¢ wnioski o rozdziale zamdwien przyrzadéw i materiatéw potrzeb-
nych dla badan nad biatkami,

c) przygotowaé¢ miedzynarodowe sympozjum nad biatkami w 1959 r.

Konferencja uwaza za konieczne ustalenie miedzy towarzystwami biochemicznymi
krajow biorgcych udziat w konferencji $cislejszych kontaktéw i poleca zatozenie
takich towarzystw w tym panstwach, w ktérych towarzystwa te jeszcze nie istnieja.

Konferencja proponuje, by Komitet wybierany byt co 3 lata i by w czasie
tych wybordw okreslano siedzibe Komitetu. Siedzibg Komitetu w ciggu pierwszych
trzech lat winna by¢ Praga.

Konferencja niniejsza jest pierwszym spotkaniem miedzynarodowym pracowni-
kéw naukowych Zwigzku Radzieckiego i demokracji ludowych w zakresie biatek.

Konferencja stwierdza pozytywne wyniki tego spotkania i wyraza Czechosto-
wackiej Akademii Nauk oraz Akademikowi F. Sormowi swoje podziekowanie
za znakomitg organizacje.

Rezolucja niniejsza winna by¢ przedtozona do aprobaty Prezydium Akademii
Nauk ZSRR, Akademii Nauk Medycznych ZSRR, Wegierskiej Akademii Nauk, Aka-
demii Nauk NRD, Polskiej Akademii Nauk i Czechostowackiej Akademii Nauk.

Rezolucje przyjeto w Liblicach 5 pazdziernika 1956 r.”

Zatgcznik
Plany laboratoriow w CSR

1 Studia poréwnawcze w zakresie mikrostruktury chymotrypsynogenu, trypsyny,
myoglobinéw, pepsyn, rozmaitych gatunkéw zwierzat oraz Kilku prostszych biatek
roslinnych. Réwnocze$nie badana bedzie mozliwos¢ wyosobnienia sktadnikéw tych
biatek (0 $rednim ciezarze czasteczkowym) oraz badane bedg ogélne reakcje biatek
w stanie rodzimym.

2. Badane beda og6lne problemy proteosyntezy z zamiarem wyjasnienia jej
poszczegbélnych faz. Tu wykorzystane zostang nasze doswiadczenia w zakresie
mikrostruktury biatek. Obiektem studiéw nad proteosyntezg bedag przede wszystkim
trzustka, retikulocyty i bakterie. Rownocze$nie poddany zostanie badaniu mechanizm
dziatania inhibitorow proteosyntezy, a zwtaszcza antybiotykow.

3. W zwigzku z badaniami nad proteosyntezg opracowywana bedzie biochemia
kwaséw nukleinowych i produtkéw ich rozktadu oraz mechanizm dziatania kwasow
nukleinowych w proteosyntezie.

Plany laboratoriow w ZSRR

1. Wyosobnianie indywidualnych biatek, badanie ich wi}asciwosci i czynnosci
w ustroju.

2. Badanie sktadu i struktury biatek (sktad aminokwaséw, grupy koncowe konca C
i konca N, nastepstwo aminokwasow w tancuchach, grupy czynne w biatkach, ciezar
czasteczkowy, posta¢ i wymiary czasteczek).

3. Mechanizm biosyntezy i przeksztatcenia biatek wewngtrz i na zewnatrz ustroju.

4. Badania nad uszkodzeniem sktadu chemicznego, wtasciwosci i czynnosci biatek
w roznych stanach patologicznych ustroju oraz studia nad $rodkami zapobiegaw-
czymi przeciw takim uszkodzeniom.
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Plany laboratoriéw na Wegrzech

1. Krystalizacja rozmaitych biatek w réznych warunkach (biatka takie jak de-
hydrogenazy aldehydu fosfoglicerynowego uzyskane z réznych gatunkéw, dehydro-
geneza alkoholowa, albuminy surowicze, hemoglobiny, rozmaite enzymy proteolitycz-
ne i rybonukleaza). Czystos¢ badanych biatek kontrolowana bedzie za pomocg pre-
cjpitacji ilosciowej immunobiologicznie, a précz tego metodami fizykochemicznymi,
tj. sedymentacjg i elektroforezg. Poréwnywana bedzie szybko$¢ proteolizy amino-
kwaséw koncéw N i C oraz peptydéw z punktu widzenia swoistosci gatunkowej
i zalezno$ci miedzy czynnoscig, a struktura.

Do tych badan uzyte zostang opracowane juz metody techniki DNP, PTC, tiohydan-
toinowej oraz karboksypeptydazowej.

Podjete zostang badania nad swoisto$cia dwoch frakcji uzyskanych juz z elastazy,
s mianowicie elastomukazy i wiasciwej elastazy krystalicznej.

2. Kontynuowane zostang badania nad mechanizmem syntezy amylazy: podjete
zostang usitowania wyosobnienia hipotetycznego prekursora. Badana bedzie rola
kwasu nukleinowego w przypadku syntezy amylazy oraz syntezy penicylinazy. Ba-
dania te zostang uzupeinione studiami nad mechanizmem dziatania dwuaminoakry-
dyn w syntezie biatek i w infekcji fagowej oraz nad mechnizmem aktywacji acylo-
wej aminokwasow.

Opisywane bedg wiasciwosci wolnych peptydéw gruczotu jedwabnika z uwzglednie-
niem ewentualnych zwigzkéw posrednich w syntezie fibroiny.

Plany laboratoriéw w Polsce

1. Badania struktury prolaktyny.
2. Wymogi strukturalne dla dziatania biologicznego prolaktyny.
3. Badania nad wykryciem swoistych inhibitorow proteaz tkankowych.
4. Wyosobnienie i identyfikacja czynnika eozynofilii z $redniego ptata przesadki
moézgowe;j.
Plany laboratoriow w NRD

1 W zakresie chemii fizycznej biatek przedsiewziete zostang systematyczne ba-
dania kinetyczne nad wptywem rozmaitych czynnikéw, jonéw i innych na zachowa-
nie hemoproteidéw.

2. W zakresie proteosyntezy kontynuowane beda badania nad tworzeniem he-
moglobiny w retikulocytach. Wybijajg sie tu na plan pierwszy nastepujace kierunki
badan:

a) poznanie chwiejnych czynnosciowo frakcji zrebu,

b) badania tzw. fazy ,rest-N”, a zwilaszcza jej peptydow.

c) badania swoisto$ci kwaséw rybonukleinowych, rybonukleazy i zwigzkow
ja hamujacych a takze przemiany nukleotydowej.

d) zaleznoéci miedzy oddychaniem endogennym a proteosynteza.

Jerzy Meduski
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